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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KARASU NEHRI BALIKLARINDAN Chondrostoma regium’UN MORFOLOJIK VE
KARYOTIPiK OZELLIKLERI

Biisra YAMAC
Damisman: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Amag: Sitotaksonomik ¢alismalara gore balik tiirlerinin ¢ok az bir kisminin (%]11) karyotipi
tanimlanmistir. Benzer durum Ulkemiz Tatlisular icin de gegerlidir. Ayrica sitotaksonomik
bulgular morfolojik karakterlerle desteklendiginde daha net sonuglara ulasilabilmektedir. Bu
calismanin amaci1 Ulkemiz i¢ sularinda yasayan baliklardan olan Chondrostoma regium’un hem
morfolojik hem de karyotipik 6zelliklerini ortaya koymaktir.

Yontem: Baliklar Karasu Nehri’nden serpme aglarla yakalanmistir. Laboratuvara canli olarak
getirilen baliklar, analizlerden 6nce havalandirilmis akvaryumlarda bekletilmistir. Morfolojik
analiz i¢in baligin metrik ve meristik karakterleri kullanilmistir. Baliklarin solunga¢ ve bobrek
epitel hiicrelerinde ise karyotip analizi 3 farkli boyama teknigi kullanilarak yapilmistir.

Bulgular: Belirtilen metrik ve meristik karakter bulgular1 baligin tiiriiniin C. regium oldugunu
dogrulamistir. Preparatlarda yapilan analizler sonucunda C. regium’un 2n=50 kromozoma
sahip oldugu bulunmustur. Detayli karyotip analizi sonucunda C. regium’da 9 metasentrik, 7
submetasentrik, 1 subtelosentrik ve 8 telosentrik kromozom ¢ifti oldugu belirlenmistir
(18M+14SM+2S8T+16T).  Kromozom kol sayist FN=82 olarak tespit edilmis ve NOR
pozisyonunun 21. kromozom ¢iftinde oldugu bulunmustur. C-bantlama ile yapilan
karyotiplerde ise C-pozitif heterokromatin bantlarinin kromozomlarin telomerlerinde oldugu
gorilmistiir. Karyotip simetri/asimetri indeksi 2,32 olarak hesaplanmistir. Bu 6zellikler ilk kez
rapor edilmigtir.

Sonug¢: Karasu Nehri’nde yasayan C. regium farkli habitatlarda yasayan C. regium tiirleri ile
neredeyse ayni 6zelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Karyotipin baliklarin solungag ve bobrek
hiicrelerinde ayni oldugu gériilmiistiir. incelenen tiirde sitolojik olarak cinsiyete bagli herhangi
bir kromozom tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Chondrostoma regium, balik sitotaksonomisi, kromozom bantlama, Ag-
NOR, metrik karakter, meristik karakter.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

THE MORPHOLOGICAL AND KARYOTYPIC ANALYSES OF Chondrostoma
regium FROM KARSU RIVER

Biisra YAMAC
Supervisor: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Purpose: According to cytotaxonomic studies, the karyotype of very few of the fish species
(11%) has been defined. The same is true for the freshwaters of Tiirkiye. In addition, better
results can be achieved when cytotaxonomic findings are supported by morphological
characters. The aim of this study is to reveal both the morphological and karyotypic features of
Chondrostoma regium, one of the fish living in the inland waters of Tiirkiye.

Method: The fish were caught with fishing nets from the Karasu River. The alive fish were
transported to the laboratory, and kept in an aerated aquaria before the analyses. The metric and
meristic characteristics were used for the morphological analysis. The karyotype analysis was
performed in fish kidney and gill epithelia cells using three different staining methods.

Findings: The character findings confirmed that the fish was C. regium. As a result of
examinations made in the preparations, it was determined that C. regium had 2n=50
chromosomes. In detail, the karyotype formula of C. regium were determined as 9 metacentric,
7  submetacentric, 1  subtelocentric and 8 telocentric chromosome  pairs
(18M+14SM+2ST+16T), and fundamental arm number was calculated as 82. NOR was
detected on 21. chromosome pairs. Constitutive heterochromatin regions were determined on
telomeres of the chromosomes. Karyotype symmetry/asymmetry index was calculated as 2.32.
These features are reported for the first time.

Results: It has been understood that C. regium living in the Karasu River has almost the same
characteristics as C. regium species living in different habitats The karyotypes of gill and kidney
cells were the same. No sex chromosomes were cytologically detected.

Keywords: Chondrostoma regium, fish cytotaxonomy, chromosome banding, Ag-NOR,
metric character, meristic chracter

July 2023, 65 pages
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GIRIS

Diinya var oldugundan beri insanoglu ¢evresiyle siirekli etkilesim i¢cinde olmus ve bunun
sonucu olarak da canlilar1 arastirma ve simiflandirma istegi duymustur. Yasamin oldugu her
yerde bulunan canlilar cografi dagilima bagl olarak giin gectik¢e ¢esitlenmekte ve boylece
taksonomiye duyulan ilgi giderek artmaktadir. Hemen hemen 2 milyona yakin canli tiiriiniin
oldugu yerkiirede yapilan calismalar neticesinde Yyeni tiir sayisi her gecen giin giderek

artmaktadir.

Tiirlerin morfolojik ve anatomik oOzellikleri onlarin sistematikteki yerinin
belirlenmesinde eski zamanlardan beri kullanilmaktadir. Son 55 yildir gelisen aragtirma ve
goriintiileme  teknikleri ve kromozomlarin ince yapisi hakkinda ¢ok fazla arastirma
yapilmasiyla canli sistematigi yeni bir boyut kazanmistir. Yapilan sitogenetik arastirmalar
hayvan ve bitki sistematiginde onemli gelisimeler saglamistir. Sitogenetik arastirmalara gore
kromozomlarin sayist, sekli Ve yapisi her canlinin kendine 6zgii baz1 karakterler tasimaktadir.,
Sitotaksonomi  bilimi, kromozomlarla ilgili yapilan arastirmalarin  taksonomiye
uygulanmasiyla yeni bir arastirma alani olarak tanimlanmistir. Sitotaksonomi alaninda ¢alisan
bilim insanlar1 farkli tiirler siiflar arasindaki sitolojik farkliliklar1 belirleyerek, morfolojik
olarak ayrilamayan tiirlerin siniflandirilmasinda ve evrimsel agidan akrabalik iliskilerinin

belirlenmesinde dogru tahminler olusturabilmektedirler (Yilmaz 1997).

Sitolojik karakterler taksonomik c¢alismalarda daha dogru kriterler olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii her canlinin kromozom setleri (karyotipi) farklidir ve ortam kosullarindan
dolayli olarak veya dogrudan etkilenmemektedir. Kromozomlara ait 6zellikler (say1, sentromer
konumu ve morfolojisi) taksonomide kullanilan temel sitolojik karakterlerdir (Elgi 1994). Bir
tiire ait kromozom sayisi, kromozom biiyiikliigii, sentromerinin pozisyonu, kromozom kol
orani ve satellitin bulunup bulunmamasi gibi ozellikler o tiriin karyotipik 6zelliklerini
yansitmaktadir (Stebbins 1971). Kromozom ciftleri biiylikten kiigiige dogru siralanarak
karyogramlar olusturularak karyotipler hazirlanir. Idiogramlar ise kromozomlarm sematik

diyagramlari olarak hazirlanmaktadir (Elgi 1994).

Karyotip caligsmalari tiir se¢iminde, verimli tiirlerin {iretimlerinin yonlendirilmesinde ve
sitotoksik/genotoksik kimyasallarin izlenebilmesinde onemli faydalar saglamaktadir (Al-Sabti
1991). Baliklarin genetik yapisinin bilinmesi, 1slah calismalariyla beraber sistematik

kategorilerin tayin edilmesi ve canlinin c¢evresel faktorlerden 6zellikle de kirleticilerden ne



derecede etkilendiginin belirlenmesi bakimindan da olduk¢a 6nemlidir. Kromozomla ilgili
caligmalar sadece sistematik arastirmalarinda degil ayn1 zamanda mutagenez, filogenetik iliski
ve deneysel melezleme alanlarinda da kullanildig: i¢in bu konudaki bilgilere ihtiyag her

gecen giin artis gostermektedir.

Baliklarda yapilan kromozom analizleri balik populasyonlarinin genetik yapilarinin
hakkinda bilgi vermesi acisindan Onemlidir. Boylece populasyonlar arasi/igi kromozom
polimorfizminin tespiti yapilabilmektedir. Baliklarla yapilan sitogenetik arastirmalar, ¢esitli
kimyasallarin mutajenik etkilerinin ve biyolojik kirlilik seviyelerinin test edilmesinde
biyoisaret¢i olarak kullanilmalari agisindan da 6nemli bir yere sahiptir. Yogun pestisit
kullanimi, kiiresel 1sinma ve asirt avlanma biyolojik cesitliligi ciddi bir sekilde tehdit
etmektedir. Bu nedenle giiniimiizde var olan tiirlerin taninmasi, tanitilmasi ve korunmasi
elzemdir. Baliklar sudaki kirleticilere dogrudan maruz kaldiklari i¢in bu kirleticileri metabolize
edebilir, toplayabilir ve depolayabilirler. Bu yolla endiistriyel atiklar ve radyasyon balik
kromozomlarinda ¢esitli hasarlara yol agabilmektedir. Cekirdek anormallikleri ve kromozom
anormallikleri su kirliligi isareti olarak da kullanilabilmektedir (Deger 2006). Bunlara ek olarak
baliklarin karyotipik karakterlerinin belirlenmesi daha verimli irklarin iiretilmesine de fayda

saglayabilmektedir (Karahan 2007).

Ulkemiz balik gesitliligi bakimidan olduk¢a zengin bir cografyaya sahiptir. Tath
sularimizda 391 (Saygun, 2021), denizlerimizde ise 512 balik tiiriiniin (Bilecenoglu et al. 2014)
yasadig1 bilinmektedir. Bu tiirlerin yaklasik %89'unun karyotipi heniiz belirlenememistir.
Metodolojik agidan molekiiler sitogenetik yontemler diinyada yayginlasmaya baslamis olsa da
geleneksel sitotaksonomik yontemler (Giemsa boyama, AgNOR boyama, C-bantlama ve kiiltiir
yontemleri gibi) son ¢alismalarda kullanilmaya devam etmektedir (Araya-Jaime et al. 2020;
Goes et al. 2020; Moreva, 2020). Tirkiye'de yapilan balik sitogenetigi aragtirmalarinin
derlendigi aragtirmaya gore 103 tiiriin kromozomlart incelenmistir (Saygun, 2021). C. regium
ile ilgili sadece iki karyotip calismasi vardir. Bu galigmalardan biri Iran'dan (Esmaeili et al.
2010) digeri de Turkiye'den (Kaya, 2009) bildirilmistir. C. regium'da niikleolar diizenleyici
bolge (NOR) ve yapisal heterokromatin (C bant) 6zellikleri ise heniiz bildirilmemistir. Ancak
Karasu Nehri ve kollarinda yasayan Chondrostoma regium'un karyotipi iizerine heniiz bir
calisma yapilmamistir. Bu ¢aligmada Karasu Nehri’nde yayilisi olan C. regium'un morfolojik
ozelliklerinin yanisira 6zellikle karyotipik 6zellikleri C-bantlama, Ag-NOR ve giemsa boyama
teknikleri kullanilarak belirlenmistir. Kromozomal bulgular Chondrostoma tiirleri i{izerinde
daha oOnce yapilan calismalardan elde edilen sonuclarla mukayese edilerek tiiriin

dogrulanmasi/tanimlanmasi ilk kez yapilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Taksonomi canli tiirlerinin siniflandirilmasiyla ilgilenen biyoloji alt dalidir. Taksonomi
kelimesinin kokeni Eski Yunancada kullanilan takson kelimesinden gelmektedir ve takson
diizenleme anlamindadir. Canlilar siniflara ayrilirken familya, alem, takim, tiir ve cins gibi
kategoriler seklinde smiflandirilirlar. Bu kategorilerin her biri bir taksonu ifade etmektedir.
Onceki yillarda taksonomi ile ilgili calismalar yapilirken; dis goriiniise, morfolojik zelliklere,
nitel ve nicel gozlemlere dayali tespitler yapilmaktaydi. Canlilarda ayak sayisi, ayaklarin
tirnakli olmasi ya da perde bulunup bulunmamasi, goz kapaginin varligi ya da yoklugu, tiiy, kil
ve pulun bulunmasi/bulunmamasina bagl olarak karsilastirmalar yapilarak elde edilen sonuglar
siiflandirmada kullanilmaktadir. Fakat bir canli tiiriiniin digerinden farkli olmasi sadece
morfolojik ozelliklerle sinirli degildir. Giiniimiizde sadece morfolojiye bakilarak yapilan
siiflandirma bazi alt tiirlerin veya kesfedilmemis tiirlerin tespiti i¢in oldukc¢a zordur. Bu
sebeple daha hassas gozlemlere gelistirilmistir. Ayrica 151k, faz-kontrast ve polarizasyon
mikroskoplari gibi bilylitme giicii ¢ok yiiksek olan gbzlem araclarinin gelismesinin de canlilarin

daha ince yapisal 6zelliklerini agiga ¢ikarmada 6nemli faydalar saglamistir (Yilmaz 2012).

Teknolojide ki ilerlemeyle beraber taksonomide kullanilan yontem ve teknikler de daha
kesin ayrim yapmamizi saglamistir. Ayrica bu durumda sadece dig goriiniisii incelemeye bagl
olarak yapilan c¢alismalar ile birbirlerinden ayirt edilmesi gii¢ olan tiirleri ayirmak ic¢in daha

kesin sonug verebilecek taksonomik 6zelliklerin belirlenmesi hedeflenmistir (Sevindik 2013).

Populasyon genetik¢ileri ge¢cmis yillardan beri, bireyler arasindaki farkli 6zellikleri,
ornegin tohum sekli ve cigek rengi gibi fenotipik farkliliklar1 degerlendirerek tiir i¢i ¢esitlilik
hakkinda tahminlerde bulunmuslardir. Canlilarda kalitimi saglayan DNA, popiilasyonda
bulunan ayni tiir bireyler arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek ve bunlar sayisal verilere
dokmek i¢in dogrudan kullanilan molekiiler bir materyaldir. Bu yontem, tiir i¢i ve tiirler arasi
genetik cesitliligi belirlemek ve degerlendirmek icin ¢ok dnemli bir ara¢ olmustur. Cekirdek,
mitokondri ve kloroplastda bulunan DNA’lar genetik ¢esitlilik seviyesini belirlemek i¢in analiz
edilebilir. lgili tiirin DNA’s1 ile gergeklestirilen DNA analiz ydntemleriyle, koruma
biyologlar tarafindan genetik ¢esitlilik dagilimmin ve diizeyinin boyutlarint incelemekte ve

koruma gabalarina yardimci olmakta kullanilmaktadir (Klug and Cummings 2009).

Balik karyolojisinin tespit edilmesinde ¢esitli giicliikler bulunmaktadir. Bu giicliikler

balik kromozom sayisinin fazla olmasi, kromozomlarin kiiciik olmasi ve kromozom



preparasyonu ic¢in standart bir teknik olmamasi seklinde siralanabilir. Memeliler i¢in
gelistirilmis olan sitogenetik analiz yontemlerinin balik tiirlerine uyarlanmasinin sinirlt olmast
ve baliklarin diger omurgalilara nazaran say1 ve morfoloji olarak diizensiz kromozoma sahip
olmalar1 karyotipik analizleri gii¢clestirmektedir. Ancak baliklardaki kromozom kaynaklarmin
fazla olmasi ise bir avantaj olarak degerlendirilmektedir (Kili¢ 2013). Baliklarda sitogenetik
tekniklerle kromozom elde etmek icin bobrek, solungac epitelleri, barsak epitelleri, pul
epitelleri, ylizgeg, kan, fibroblastlar, embriyo, gonatlar, kornea, beyin, hava kesesi, karaciger,

kas gibi biitiin doku ve organlar kullanilmaktadir (Kili¢ 2013).

Baliklarda hemapoietik organ olan bobrek direkt tekniklerde en ¢ok tercih edilen
organdir. Bobrek aktif boliinmeyle ¢ok miktarda kan hiicresi liretmektedir. Fakat baligin yasi
ve cevresel faktorler bu durumu degistirebilmektedir ve bu durum genellikle say1 olarak ¢ok
kromozoma sahip baliklarda sitogenetik analizler i¢in dezavantajdir (Karasu 2009). Baliklarin
kromozomlar ile ilgili yapilan genetik calismalar son elli yilda hizli bir sekilde gelismistir.
Kromozom analizleri baliklarin gelisim basamaklarin1 belirlemede, varyasyonlarin tespit
etmede ve genel olarak balik genetigindeki birgok sorunun cevabini aydinlatmaktadir.
Kromozomlarin morfolojik goriintiileri ve sayilar1 tiirler arasinda bulunan evrimsel farkliliklar

makro seviyede gérmemizi saglar (Ors 2013).

Gerek baliklar gerekse diger canlilarda olsun morfolojik karakterlerin taksonomide
kullanilmasinin en 6nemli nedeni dogrudan gozlem, 6l¢iim ve sayimlara dayanmasi olup hizli
ve zahmetsiz sonuca ulagsmay1 saglar. Ancak morfoloji bazen tek basina sistematige yeterli
katkiyr saglayamayabilir veya sistematigi degistirmeye yetmeyebilir. Ilave tekniklerle
giiclendirilmesi gerekebilir (Winston and Disney, 2000). Bir balik digerinden farkliysa eger bu
bu sadece morfoloji ile surli degildir. Farkli disiplinlerin katkisiyla (genetik, biyokimya,
istatistik vb.) taksonomik calismalara yardimci birtakim teknikler gelistirilmistir. Bunlar
elektron mikroskobi teknigi, kemotaksonomi, immunotaksonomi, davranis 6zellikleri, parazitik

yaklasimlar, sitotaksonomi ve numerik taksonomi olarak siralanabilir.

Taksonomide Elektron Mikroskobi Teknigi

1930’larda elektron demetinin dalga boyunun, 15181n dalga boyuna gore c¢ok kisa
olmasindan yararlanilarak, ilk elektron mikroskobu iiretilmistir. Elektron mikroskobunda
elektronlarin incelenen 6rnekte ki atomlar tarafindan sagilima ugratilmasi, goriintiiyii olusturan
esas faktordiir. Elektron mikroskoplarmin yaygin olarak kullanilan iki tiiri vardir. Tarayici
Elektron Mikroskobu (SEM) cisimlerin yiizeyini incelemek igin gelistirilmistir. Elektron
demetlerinin uygun bir cihaz yardimiyla saptirilarak incelenecek ylizeyi siirekli olarak

taramasina dayanir. Gegisli Elektron Mikroskobu (TEM) incelenen 6rnegin i¢inden elektron
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demetlerinin gecerek goriintli olusturmasina dayanir. Hiicrenin i¢ yapisinin ve hiicre
organellerinin en ince yapilarinin incelenmesini saglar. Tarayici elektron mikroskobunun
digerine gore, 0rnegin dis ylizeyinin hemen hemen ii¢ boyutlu bir resmini ¢ikararak en kiigiik
kildan bile ¢ok sayida taksonomik bilgi edinilmesini saglar. Tarayici elektron mikroskoplariyla
tiirler ve alttiirler arasinda ki gozle ve 151k mikroskobuyla goriilmeyen farklar tespit edilmistir

(Y1lmaz, 2012).

Kemotaksonomi

Farkli organizmalarin biyokimyasal yapilar1 da farklidir. Canlinin temel yapitasi olan
proteinler, hiicrenin DNA zincirindeki sifresine gore dort ¢esit sentezlenirler. Bundan dolay1
her tiiriin DNA programindaki sifre farkli olacaktir. Protein sentezi sonucunda tiirler kendi
sifresine uygun farkli proteinler {iretecektir. Biitlin proteinler kimyevi 6zellikleri bakimindan
cok benzerdir ve proteinleri denature etmeden klasik yollarla izole etmek ¢ok zordur. Bu yiizden
protein taksonomisi diye adlandirilan teknik gelistirilmistir. Protein taksonomisi ¢alismalarinda
makro molekiillerde farkli proteinler arasindaki nisbi kantitatif farkliliklar ve molekiiliin
yapisinda bulunan farkli aminoasit gesitleri tespit edilebilmektedir (Wright, 1974). Ancak bu
yontemle aminoasit ¢esitlerinin ortaya c¢ikarilmasi ¢ok dogru olamamaktadir. Hayvan
proteinlerinde bulunan aminoasitlerin ¢ogu alakasizdir. Ayrica ¢cok uzaktan alakasi bulunan
organizmalarda bile bulunabilir. Makro molekiillerin uzunluklart boyunca aminoasitlerin 6zel
olarak diizenlenmesinde ki siralar1 ¢ok fazla 6neme sahiptir. Farkli tiirlerde ki fibrinojenin
yapistyla ilgili caligmalar sayesinde memelilerin siniflandirilmast konusunda bilgiler
saglanmistir (Y1lmaz, 2012). Molekiil seklinin tespitinde kromatografi, elektroforez ve DNA

hibridizasyonu tekniklerinden yararlanilmaktadir.

a. Kromatografi: Bir solvent i¢inde ve gozenekli ortam boyunca hareket eden, canliya
ait karisim ig¢indeki maddelerin farkli hizdaki hareketlerinde dolayr yapilan ayirma igin
kullanilan tekniklerdir. Kolon kromatografisi taksonomik ¢alismalarda ¢ok az kullanilmaktadir.
En cok kullanilan kromatografi teknikleri, kagit veya ince tabaka silica jel kromatografisidir.
Bunlar aliminyumoksit veya baska bir zemin maddesiyle kaplanmig cam levha iizerinde
gerceklesen ayirma islemidir. Calismalarin ¢ogunda iki yonlii kromatografi uygulanir. Gaz
kromatografisi temel de kolon kromatografisine benzemektedir. Ancak bu teknikte kullanilan
¢oziiciiler gaz ¢oziiciilerdir. Ozellikle buharlasan materyallerin tayini igin bu teknik elverislidir.

Bazi1 hayvanlarda da viicuttan buharlasan kokular i¢in kullanilir (Y1ilmaz, 2012).

b. Elektroforez: Yiikli bir molekiiliin iki elektrod arasina konuldugunda yiikiine gore
katod ya da anoda dogru gocmesine elektroforez denilmektedir. Elektoforez metodlar1 ¢ok

sayidaki farkli hayvan gruplari izerinde basariyla kullanilmaktadir. Elektroforez ¢alismalarinda
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kullanilan kompleks molekiillerin baginda enzimler de gelmektedir. Enzimler farkli hareket
hizlara sahiptir. Bu yiizden elektroforez plagi {lizerinde farkli desen tipleri olustururlar.
Enzimlerin hepsi benzer aktiviteye sahipken, muhtemelen aktif olmayan kisimlar1 degiskenlik
gosterir. Enzimlerin desen farkliligi taksonomik bakimdan o©nemlidir. Taksonomik
calismalarda son zamanlarda izoelektirik odaklanma teknigi kullanilmaktadir. Izoelektirik
odaklanma tekniginde protein karisimi, pH derecelerinin tespit edildigi polyacrylamid jel

ortami iginde elekroforetik olarak hareket eder (Yilmaz, 2012).

c. DNA Hibridizasyonu: Diger metodlara gore daha 6nemli bilgiler saglayabilecek ve
digerlerinden tamamen farkli olan bir metotdur. Bu teknikte, bir taksona ait DNA'nin ¢ift sarmal
zincirleri birbirinden ayrilir ve diger taksondan gelen tek kollu DNA ile eslestirilmesi
yapilmaktadir. Bu olayin meydana gelme derecesi (hibridizasyon derecesi) molekiiliin taninma
miktarmin dlgiisiidiir. Ornegin; bir at ile zebra DNA'larmin biiyiik kisimlari birbiriyle eslestigi

halde, bir kertenkele ile farenin DNA ipliklerinin belli kisimlar1 eslesmez (Yilmaz, 2012).

Immunotaksonomi

Bir hiicreli ya da ¢ok hiicreli tiim canlilar viicuduna girebilecek canli veya cansiz her
tiirli yabanci molekiillere karsi kendini korumaktadir. Immiin sistem (bagisiklik) adim
verdigimiz miikemmel mekanizmalar sayesinde viicudumuz yabanci molekiillerin ortaya
cikarabilecegi olumsuz reaksiyonlara (hastaliklara) karsi kendini korumaktadir. Proteinler,
niikleik asitler, polisakkaritler, lipidler ve bunlarin ¢esitli derecelerdeki bilesimleri, sindirim
yolu disinda bagka bir yolla hayvanin viicuduna girdiginde o hayvanmn immiin sistemine ait
lenfatik dokular1 tarafindan antikor dedigimiz koruyucu maddelerin iiretimi uyarilacaktir.
Viicuda girerek antikor liretimini uyaran ve artiran yabanci molekiillere ise antijen adi verilir.
Genel olarak hayvanlar birbirine ne kadar yakin ve benzerlik i¢indeyse, onlardan elde edilen
antijenler de o kadar birbirine o kadar benzer olacaktir. Bu benzerligi taksonomik agidan
degerlendirmek sistematik calismalarda faydali sonuglar verebilir (Wright, 1959, 1974).

Taksonomik ¢aligmalarda en yaygin kullanilan immiinolojik teknik immunoelektroforezdir.

Immiinoelektroforez: ilk olarak biitiin serum bilesenleri veya bir serum fraksiyonu bir
kapta bulunan agar jelinde elektroforez yonetimi ile yaydirilir. Antijenler elektroforetik
akiskanliklarina gore ayrilirlar. Daha sonra, diffiizyon yapacak antikorun gelisen hattina dogru
jel icinde yayilirlar ve insan serumu antijenleri ile muamele edilmis herhangi bir hayvan
serumundaki antikorlarin, elektroforetik hareketlere paralel olan kanallardan jel iginde
yayilmasi gerceklesir. Antikorlar kendisinin spesifik antijenleri ile karsilastiginda beyaz bir hat
olusacak sekilde karsilikli olarak ¢okelme yaparlar. Antijen yiiksek bir konsantrasyonda jel

icinde ayn1 bir bolgeye konur ve buradan jele niifuz etmesi saglanir. Bu antijenin antikoru da
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antijene dogru niifuz etmeye baslar ve yay seklinde bir c¢okelme meydana getirir.
Immiinoelektroforez teknigi giiniimiizde mikro 6lgeklerde, genelde de bir lamin bir yiiziiniin jel
ile kaplanmasiyla gergeklesir. Jel olarak agar, nisasta, polyacrylamid veya diger bazi uygun

maddeler kullanilabilir (Y1ilmaz, 2012).

Davramis 6zelliklerinin taksonomide kullanilmasi

Hayvanlarin davranis 6zelliklerin taksonomik karakterler olarak kullanilmasi ¢ok
yenidir. Ancak Mayr'a (2015) gore, hayvan davranislarinin incelenmesi, 6zellikle de birbirine
cok benzer tiirlerin olusturdugu komplekslerin, alttlirlerin ve kismen ikiz tiirlerin ayriminda
genellikle morfolojik karakterlerden daha faydalidirlar. Her bir tiir davranis ozellikleri
bakimindan diger tlirlerden farkli olmalidir. Davraniglarin takibi, yogunlugu ve tespiti gii¢
oldugundan dolay1 sikintilar olsada, ozellikle elektronik aletlerle hassas bir sekilde ve
standardize edilerek tespit edilebilen, 6l¢iilebilen rakamlar ve desenler olarak incelenebilen ses

ve 151k ¢ikarma gibi davraniglar son yillarda ¢ok kullanisli olmuslardir (Mayr and Bock, 2002).

Taksonomide konuk¢u-parazit ve konuk¢u-simbiont iliskileri

Parazitler ve simbiontlarin onlar1 iizerinde barindiran konukgular arasindaki iliski
taksonomik calismalarda 6nemli Gl¢lide yer almaktadir. Bu konuda bilinmesi gerekenlerden
birisi konukc¢u hususiyeti yani bir parazit veya simbiont’un belirli bir konukcu tiiriiyle
simirlandirilmasidir. Bu tip parazit ya da simbiontlara stenadaptif veya monoxenous denir.
Bunun aksine olan durumlar, yani bir parazit veya simbiont'un ¢ok ¢esitli tiirlerle iliskide olmas1
gibi durumlar ise euryadaptif, oligoadaptif veya polyxenous olarak bilinir. Genellikle birbirine
benzeyen konukcularin yine birbirine yakin parazitleri ya da simbiontlar1 olmalar1 da beklenen
bir durumdur ve bu 6zelliklerinden dolayr gerektigi zaman parazit ve simbiont canlilar1 birer
gosterge olarak kullanarak, bunlarin konukgulariyla ilgili, taksonomik yd&nden

degerlendirilebilecek bilgiler elde edilebilir (Yi1lmaz, 2012).

Sitotaksonomi

Tiirlerin sistematik yerinin tayininde eski zamanlarda morfolojik ve anatomik
karakterler kullanilmaktaydi. Son 50 yil i¢inde gelisen teknikler ile hiicre g¢ekirdegindeki
kromozomlarin ince yapisiyla ilgili sayica fazla ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar hayvan ve
bitki sistematiginin ilerlemesine &nemli faydalar saglamistir. Yapilan bu caligmalar,
kromozomlarin sayisi, sekil ve yapisinin her canlinin tliriiniin kendine has bazi nitelikler
tagidigin1 ortaya koymustur. Kromozomlar {izerinde yapilan ¢alismalarin taksonomide
kullanilmasi ile birlikte yeni bir alan olan sitotaksonomi ortaya ¢ikmustir. Sitotaksonomi

calisanlar farkl tiirler ve taksonomik siniflar arasindaki genetiksel ve sitolojik farkliliklart
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dikkate alarak morfolojik olarak ayirt edilemeyen tiirlerin siiflandirilmasinda ve evrimsel
yonden akrabalik iligkilerinin tespit edilmesinde gercek tahminler olusturabilmektedirler. Bu
calismalarin ¢ogu onceleri kromozom sayilari, morfolojileri ve davraniglariyla ilgili olup son

yillarda bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmistir (Sola et al. 1981).

Hayvanlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyevi ozellikleri genetik ve cevre
sartlarinin bir goriintiisii olarak ortaya ¢iktigindan dolayi sitotaksonomik ¢aligsmalardan, hiicre
seviyesinde bilgi elde edilir. Hiicrenin kromozomlarina kodlanmis genetik bilgi ¢ekirdeginde
oldugundan bu calismalar karyoloji adi altinda da yiiriitilmektedir. Bir hayvan tiiriiniin

hiicrelerine ait kromozom say1 ve yapilari karyolojinin temelini olusturmaktadir (White, 1969).

Kromozom Sayilari: Hayvanlarin diploid kromozom sayilarina gore en az kromozoma
sahip tiir, atlarda yasayan parazit bir nematod olan 2 kromozoma sahip Parascaris equorum, en
fazla kromozoma sahip tiir ise 446 kromozoma sahip, Kuzey Afrikali bir kelebek tiirli olan
Lysandra atlantica’dir. Hayvanlarin biiyilk ¢ogunlugundaki kromozom sayisi 2 ile 60
arasindadir. Tek bir takimda hatta familyada bile kromozom sayisinda 6nemli varyasyonlar
goriilmektedir. Mesela; Diptera'da diploid say1 4 ila 20 arasinda, Lepidoptera'da ise 14 ila 446
arasinda varyasyonlar goriilmektedir. Aralarinda akrabalik iliskisi kurulmak istenen ve yakin
goriilen cinslerin bile kromozom sayilar1 ayni degildir. Mesela; keseli memeliler (Marsupialia)
alt sinifindan Didelphidae'de (opossumlar) diploid say1 18, 22 veya 28 olabilir. Bu familyada

kromozom sayisinin bir genus i¢in az ¢ok sabit oldugu goriiliir (Y1lmaz, 2012).

Poliploidi hayvanlarda ¢ok nadir rastlanan bir durumdur. 20 kromozomlu diploid bir
kurbaga tiirlinlin kromozomlarini 40'a ¢ikararak yeni bir kurbaganin iiretilmesi gibi bir ¢calisma
yoktur. Dolayisiyla poliploidi sadece bir yorumdan ibarettir. Hermafrodit olan tiirlerden
bazilarinin  autotetraploid oldugu sdylenmektedir. Kromozom sayilarina  gore,
autopoliploid'lerin bazi partenogenetik halkali solucanlar, kabuklular, bocekler ve omurgalilar
arasinda da olabilecegi diislinlilmektedir. Somatik haploidlik durumu partenogenetik olan
hayvanlarda goriilebilir, fakat bazilarinda ise belirli partenogenetik ¢ekirgelerde haploid
yumurta kromozomlarmin iki katina ¢ikmasi yani diploidizasyonu goriilebilmektedir. Eseyli
tireyen, amfibiler ve siiriingenler gibi bazi canli gruplarinda da allotetraploidlerin
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Kromozom sayist degisikliklerinin farkli bir tipi olan
kromozomlarin birbirinden ayrilmamasi durumuda mayoz bdliinme sirasinda zaman zaman

olabilmektedir (Yilmaz, 2012).

Kromozom Yapisi: Ayni kromozom sayisina sahip olan tiirlerin bulundugu cinslerde
¢ogu zaman kromozom yapilarinda farklilik oldugu goriilmektedir. Kromozom

karsilastirmalar1 genel olarak en kisa ve kalin olduklar1 metafaz safhalarinda yapilmaktadir ve



bu durum karyotip olarak bilinir. Kromozom sayisi arttiginda kromozomlar biiyiikliik
bakimindan  kiigiiliirler. Boyutlarina gore siralanip  diizenlenmis  kromozomlarin
numaralandirarak ¢izimlerinin yapilmasina idiogram denir. Benzer uzunluktaki kromozomlarin
incelenmesi ve karsilastirilmasinda dikkat edilecek hususlar sunlardir: a. Sentromerin durumu,
b. Sentromer kollarinin birbirine orani, yani p/q degeri, c. Satellitlerin bulunup bulunmamasi,

d. G ve Q bantlarinin desenleri (Rieseberg, 2001).

Karyotip incelenmesine yonelik ¢alismalar, taksonomide 6nemli bir sorun olan ikiz
tiirlerin ortaya ¢ikarilmasinda yardime1 olmustur. Taksonomik ¢alismalarda karyolojik veriler
kullanilirken, cografi irklar, ferdi anormallikler, cline'lar ve polymorfizm'ler disinda 6nemli bir
husus da mevsimlere baglh farkliliklardir. Ancak bu farkliliklara sebep olacak adaptasyonu

ortaya ¢ikaracak avantajlarin neler oldugu bugiin i¢in bilinememektedir (Y1lmaz, 2012).

Sayisal (Numerik) taksonomi

Taksonomide sayisal metodlarin kullanimi eski zamanlar beri yaygindir. Standart
sapmalar, t testleri, ki kare gibi istatistik teknikleri yillardir kullanilmaktadir. Son 30 yildir ise
elektronik dijital bilgisayarlar sayesinde numerik taksonomi (sayisal taksonomi) veya
taksometri olarak bilinen yeni bir taksonomi sahasi ortaya ¢ikmistir. Bilgisayarlarin ¢ok kisa
zamanda ¢ok bliylik rakamlari isleme ve analiz etme 6zelligi bunun temelinde ki en 6nemli

sebeptir (Sneath and Sokal, 1973).

Bilgisayarlar sayesinde bircok organizmadan elde edilen c¢ok biiyiik sayilardaki
karakterler birbiriyle karsilastirilabilir. Benzerlik ve farkliliklara gore gruplandirmalar
yapilabilir ve ¢ok ¢esitli uygun grafiklerle gosterilebilir. Organizma gruplarina ait her seviyede
yapilabilecek karsilastirmalarda kullanilan taksonomik kategoriler genellikle "taksonomik
caligma birimleri” olarak da isimlendirilirler. Karakterlerin meydana getirdigi farkli durumlar

"karakter durumlar1” olarak bilinir (Y1lmaz, 2012).

Numerik taksonomide oOncelikle, {izerinde ¢alisilacak taksonomik g¢alisma birimine
karar verildikten sonra kullanilacak karakterlerin secilmesidir. Genellikle ne kadar ¢ok karakter

secilmigse, sonuglar o kadar daha iyi olacaktir (Yilmaz, 2012).

Siniflandirma canlilarin filogenetik soy agag¢larini ortaya ¢ikarma gayretleri arasindaki
karigiklik ve ihtilafin halihazir durumuna modern metotlar agisindan da kisaca géz atmakta
fayda vardir. Uzun yillar boyunca biyologlarin ¢ogu simiflandirma sistemlerinin miimkiin
oldugunca evrimsel fikirlere dayandirilmasi gerektigine ve smiflandirma g¢aligmalarinin,
benzerlik ve farklilik derecelerini oldugu kadar, soy agaglarin1 da ortaya ¢ikaracak sekilde

yapilmast gerektigine inandilar. Bu diisiince bugiin hala bir¢ok sistematik¢i tarafindan



muhafaza edilmektedir. Bununla birlikte fenetik ve filogenetik fikirleri, mantikli bir sekilde
irtibatlandirmanin miimkiin olmadigin1 miidafaa edenler de vardir. Bu grup taksonomisiler
icinde iki ana diisiince okulundan bahsedilebilin birinci grup siniflandirmay1 tamamen fenetik
bilgilere dayandirarak, higbir karaktere Oncelikli agirlik vermeden, Ozelliklerin tam
benzerligine veya farkliligina gére yapma diistincesinde olanlardir ki, bunlarin genis bir kesimi
numerik taksonomiyi kullananlardir. Ancak bu goriis sadece bunlar tarafindan degil, klasik alfa
ve beta taksonomisinin mecburi fenetik metotlarinca da desteklenmektedir. Bu
taksonomistlerin bazilari, soy agaclarinin ¢ikarilamayacagini ileri stirerek, filogeninin sadece
spekiilatif hipotezler oldugunu diisiinmektedirler ve fenctik¢i diisiincenin tek gecerli yol
oldugunu savunmaktadirlar. Bu goriisiin temsilcileri bugiin i¢in fenetikgiler veya numerik

(saysal)fenetikgiler olarak bilinmektedirler (Yilmaz, 2012).

Kladistik (klados=dal) sistematikciler olarak isimlendirilen digerleri ise gdz Oniine
alinmas1 gereken onemli faktoriin tam benzerlik degil, dallanma serileri olduguna inanirlar.
Bunlarin bazi taraftarlari, 6zellikle de Hennig (1999) bu durumu filogenetik sistematik olarak
isimlendirir. Kladistlerin 6nemli bir 6zelligi karakterlerin dikkatlice ele alinmasiyla dallanma
noktasinin belirlenebilecegi iddialaridir. Bu metodda hangi karakter durumlarinin primitif veya
ilksel (plesiomorfik), ve hangilerinin de tiiremis (apomorfik) olduklarina karar verilebilmesi
onemli bir noktadir. Bu durumda evrimlestigi iddia edilen karakterlerin belirlenerek, makl
ihtimal Ol¢iileri igerisinde se¢imi dnem kazanmaktadir. Karakterlerin bu bakis acisina gore
secilmesinde sayisal fenogramlar i¢in gerekenden daha az sayidaki karakterle kladistik

dendrogramlar veya kladogramlar yapilabilir (Y1lmaz, 2012).

Cahismada kullanilan balik tiiri

Aragtirma kapsaminda Cyrprinidae familyasina ait Chondrostoma regium tiirii

kullanilmistir. Tiirlin sistematigi soyledir:

Tablo 1. Capoeta capoeta’ nin Simiflandirilmasi

Alem : Animalia

Alt Alem : Metazoa

Sube : Chordata

Alt Sube : Vertebrata

Sif . Aktinopterygii

Takim : Cypriniformes

Aile : Cyprinidae

Cins : Chondrostoma

Tiir . Choindrostoma regium
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Baliklarda en ¢ok ¢alisilan Cyprinidae (Sazangiller) familyasi, tiim diinyada genis bir
yayilisa sahiptirler. Ozellikle Madagaskar, Avustralya, Yeni Zelanda ve Giiney Amerika
disindaki bolgelerde oldukga genis bir yayillim gosterir ve yaklagik 2100 adet tiirii oldugu
bilinmektedir (Kottelat and Freyhof, 2007). insanlar tarafindan cesitli amaclarla getirilmeleri
sonucu Madagaskar ve Amazon ¢evresinde de goriilmektedirler (Geldiay ve Balik, 2009).
Familyadaki bir¢ok cins kisitlanmis yayilim alanlarina sahiptir ve bu nedenle zoocografya

acisindan oldukca 6nemlidirler (Banarescu, 1991).

Cyprinidae familyasi; insanlarda besin olarak tiiketilmesinin yanisira akvaryum
balik¢ilig1 ve biyolojik arastirmalar agisindan 6nemli tatlisu balik tiirlerini igerir. Sazangillerin
besinlerini, algler, biiyiik su bitkileri, plankton, ¢camur i¢indeki organik maddeler ve kiigiik
hayvanlar olusturmaktadir (Nelson, 1994). Tiirkiye i¢ sularinda bulunan 26 familyaya ait 236
tiir ve alttiiriin 116’s1 Cyprinidae familyasi iiyesidir (Kuru, 2004). Ayrica Geldiay ve Balik’a

(2009)’a gore bu baliklarin tilkemizde 30 cins ve 78 kadar tiir ve alttiirii mevcuttur.

Teknolojinin ilerlemesi ve gelismesine paralel olarak giin gectikce artan ¢evre kirliligi
sonucunda, zengin su kaynaklarimiz kirlenmekte ve canlilarin dogal lireme ortamlar1 zamanla
yok olmaktadir. Ayrica artan niifusun besin ihtiyacinin karsilanmasindaki sorunlar ve beyaz
etin diinyada kabul edilen besin degerinin 6nemi giin gectikce daha da anlasilmaktadir. Bu
nedenlerden dolayr yakin zamanda yapay iiretimin ehemmiyeti daha da artmis ve balik
ciftliklerinde yetistirilen baliklarla yapilan sitogenetik ¢caligsmalar daha da ileriye tasinip degisik
caprazlamalar ve seleksiyonlar yaparak daha az zamanda, daha ¢ok ve kaliteli, ayrica ekonomik

yollarla balik tiretiminin yapilmasi ¢alisilmaktadir (Hamalosmanoglu and Kuru 2003).

Cyprinidae ailesi diinya ¢apinda en zengin ve en 6nemli balik ailesi ve iiyeleri olarak
bilinir. Tatli su kaynaklarinda yaygin olarak kullanilan kemikli baliklarin biiyiik cogunlugu
Tiirkiye'deki bu aileye aittir. Tiirkiye'de sadece 30 geni ve 70 tiirli olan bu aile diinya ¢apinda

yaklagik 1500 tiir tarafindan temsil edilir (Giil et al. 2000).

Chondrostoma cinsi yaklasik 26 tiirden olusmaktadir (Freyhof, 2014). Toplam on ii¢
Chondrostoma tiirii (C. beysehirense, C. ceyhanensis, C. colchicum, C. cyri, C. holmwoodii, C.
medrense, C. nasus, C. kinzelbachi, C. regium, C. smyrnae C. toros, C. turnai ve C.
vardarense)'nin Tirkiye'nin cesitli bolgelerinde bulundugu bildirilmektedir (Kiigiik et al..,
2007; Ozcan, 2008; ilhan 2009; Freyhof and Ozulug, 2009; Kuru et al. 2014; Cigek et al. ,
2015, Kiigiik et al, 2017; Giglii et al. 2018, Ciftci et al. 2020; Kiigiik et al. 2021; Kiigiik et al.
2023). Chondrostoma cinsi Hazar Denizi, Isfahan, Dicle-Firat ve Kor Nehri havzalarinda da
yayilig gostermistir. Dort Chondrostoma tiirii (C. cyri, C. esmaeilii, C. regium ve C. orientale)

Iran i¢ sularida bulunmaktadir (Eagderi et al. 2017). Irak'mn Erbil sehrinin batisindaki Biiyiik
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Zab Nehri'nde de C. regium'un bulunduguna dair kayitlar vardir (Al-Marjan, 2016).
Chondrostoma regium, Heckel 1843, Iran, Irak ve Tiirkiye'nin tatli sularinda dagitilmaktadir.
(Coad, 2010). C. regium iilkemizde Kuzeybati ve Trakya haricinde; Dicle, Firat, Seyhan,
Ceyhan, Goksu gibi biiyiik akarsularda yayilim gostermektedir. (Geldiay ve Balik, 2009).
Seyhan baraj golii’'nde ekonomi acisindan 6nemli olan bu tiir, orada yasayan insanlar tarafindan

“hamur” olarak adlandirilmaktadir (Ergiliden et al. 2010).

[ran'da tiiriin genel biyolojisi, taksonomisi, karyolojisi ve morfolojisi iizerine gesitli
arastirmalar yapilmistir (Esmaeili et al. 2010; Jouladeh-Roudbar, 2014). Avrupa'nin gesitli
cografi bolgelerinden de Chondrostoma tiirlerinin karyotip analizleri yapilmistir. Ornegin,
Portekiz'deki Iberochondrostoma lusitanicum'un (eski adiyla Chondrostoma lusitanicum)
karyotip analizi Collares-Pereira and Rab (1999) tarafindan rapor edilmistir. C. nasus'un
kromozom g¢alismalari, Rab et al. (2008) ve Boron et al. (2020) tarafindan yapilmistir.
Chondrostoma tiirlerinin karyotip analizleri de Tiirkiye'nin farkli bélgelerinden tanimlanmistir
(Arslan and Giindogdu, 2016). C. regium ile ilgili sadece iki karyotip ¢aligmasi vardir. Bu
calismalardan biri Iran'dan (Esmaeili et al. 2010), digeri Tiirkiye'den (Kaya, 2009)
bildirilmistir. Ayrica, C. regium'da niikleolar diizenleyici bolge ve yapisal heterokromatin

Ozellikleri bildirilmemistir.

Karyotip

Bir hiicrede bulunan kromozomlarin 6zdes ¢ift kromozomlar seklinde eslendikten sonra
bellirli diizene gore siralanmasina yani, bir organizmaya ait tiim kromozomlarin yapisal ve
sayisal 6zelliklerine bakilarak homolog kromozom ciftleri halinde siralanmasina karyotip denir.
Karyotip her tiir i¢cin karakteristiktir ve karyotip terimi, bir birey i¢in veya bir tek hiicre i¢inde
kullanilabilmektedir. Bir canliya ait kromozomlarin en belirgin sekilde incelendigi evre en kisa
boyda ve kalinlikta olduklar1 mitozun metafaz evresidir. Dolayisiyla bir canlinin
kromozomlarini net bir bigimde incelenmek isteniyorsa mitoz bdliinme geciren hiicreleri
metafaz evresinde durdurmak i¢in uygun zamanda 6n muamele kimyasallar1 ile muamele edip,
kromozomlarin hiicre i¢cinde dagilmasi ve sonraki evreye gegmesinin onlenmesi saglanmalidir.
Bu islemlerden sonra elde edilen maddeden boyama ydntemleriyle preparatlar hazirlanir.
Hazirlanan preparatlarda kromozom yapist ve sayisi belirlenerek karyotip analizi yapilabilir

(Topaktas ve Renciizogullar1 2010; Canpolat vd. 2018).

Kromozom kollarinin birlestigi yerde meydana gelen primer bogum bdolgesi ad1 verilen
bolgeye sentromer denilmektedir. Bu bolgede sferula adi verilen kiigiik bir tanecik iceren
parlak, acik bir bolge bulunmaktadir. Bu agik bolgedeki DNA’ya sentromer denir (Topaktas ve

Renciizogullar1 2010). Sentromer, kromozomlarin genel goriinlimiinii saptar. Sentromerin
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konumuna gore farkli kol oranlari tesbit edilmistir. Kromozomlar sentromerin yerlestikleri yere
gore metasentrik, submetasentrik, akrosentrik ya da telosentrik seklinde siniflandirilirlar.
Sentromerin pozisyon, yani ig ipliklerinin kromozoma baglandig1 noktanin yeri ayn1 kromozom
sayisina sahip tiirleri ayirt etmede isimizi kolaylastiran 6nemli bir 6zelliktir. Kromozom say1
ve sekillerinin herbir canhi tiirli icin spesifik oldugunun tespit edilmesinden sonra

taksonomistler bu konu iizerine egilmislerdir (Yilmaz 2012).

Herbir canli organizma kendisine 6zel farkli karyotipik Ozellikleri igermektedir.
Genelde karyotipleri benzer olan tiirlerin, benzerlikleri diger tiirlerden daha fazladir.
Kromozomlarin boyut, sayr ve morfolojisindeki farkliliklar evrimsel agidan kanit olarak
kullanilabilecek 6zelliklerdir ve kromozomlar aracilifiyla genlerdeki degisiklikleri evrimsel

boyutta takip etmeye yardimci birgok yol bulunmaktadir (Sumner 2008).

Morfolojilere bakilarak yapilan siniflandirmada karigikliklar gériilmiistiir ve bu durum
canlinin evrimsel acidan degerlendirimesinde kafa karisikligina neden olmaktadir. Béyle canli
gruplarinda agiga ¢ikan evrim ve tiirlesme problemlerini ¢alisirken kromozom ¢alismalarindan
elde edilen sonuglar uygun, net ve daha kesin bilgiler toplamamiza yardimc1 olacaktir (Matur

2009).

Baliklarda karyotip ¢calismalar

Balik karyolojisinin tespit edilmesinde ¢esitli gligliikler bulunmaktadir. Kromozom
sayisinin fazla ve kiiglik olmasi ve balik kromozom preparasyonu igin standart bir teknik
olmamas1 balik karyoloji caligmalarinda yasanan giigliiklerdir. Baliklarin diger omurgali
tiirlerine nazaran say1 ve morfoloji olarak diizensiz kromozoma sahip olmalar1 ve 6zellikle de
memeliler i¢in gelistirilmis olan sitogenetik analiz yontemlerinin balik tiirleri i¢in
kullanilabilmesinin smirli olmasi da karyolojik analizleri gii¢lestirmektedir. Bunun yaninda
baliklardaki kromozom kaynaklarinin fazla olmasida bir avantaj olarak goriilebilir. Baliklarda
sitogenetik tekniklerle kromozom elde etmek icin bobrek, dalak, solungag epitelleri, barsak
epitelleri, pul epitelleri, yiizgeg, kan, fibroblastlar, embriyo, gonatlar, kornea, beyin, hava

kesesi, karaciger, kas gibi biitiin doku ve organlar kullanilmaktadir (Kilig 2013).

Baliklarda hemapoietik organ olan bobrek direkt tekniklerde en ¢ok tercih edilen
organdir. Bobrek aktif boliinmeyle ¢ok miktarda kan hiicresi tiretmektedir. Fakat baligin yasi
ve ¢evresel faktorler bu durumu degistirebilmektedir ve bu durum genellikle say1 olarak ¢ok

kromozoma sahip baliklarda sitogenetik analizler i¢in dezavantajdir (Karasu 2009).

Oymak, (2000), yaptig1 ¢alismada Atatiirk Baraj Goli’nde yasayan Chondrostoma

regium’u (Heckel, 1843) incelemistir. Tiire ait yas komposizyonu, boy ve agirlik olarak
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biliyiimesi, yas-agirlik, yas-boy ve boy-agirlik iligkileri ayrica kondiisyon faktorii gibi
biliylimeyle ilgili 6zellikleri arastirildigi ¢alismada 725 6rnek incelenmis ve orneklerin I-VIII
yaslar arasinda dagilis gosterdigi bulunmustur. III. yas grubunda ki disi ve erkekler arasinda ki
boy farklilig, I1I. ve IV. yas gruplarinda ki agirlik farki istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
I. yas grubunda en diisiik kondiisyon faktorii ve VII. yas grubunda ise en yiiksek kondisyon

faktoriinlin oldugu belirlenmistir.

Kilig-Demirok (2000), Dicle Nehri’'nde yayilis gosteren 8 farkli sazan tiiriiniin
karyotipik 6zelliklerini arastirmistir. Yaptig1 calismada inceledigi balik tiirleri ve tespit ettigi
karyotipleri su sekildedir: Alburnoides bipunctatus; 2n=50, 16M+22SM+12ST, FN=88. Barbus
rajanorum mystaceus; 2n=100, 22MT+30SM48ST, FN=152. Capoeta trutta; 2n=150,
20M+54SM+76ST, FN=224. C. capoeta umbla; 2n=150, 26M+58SM+66ST, FN=234.
Cyprinion macrostomus; 2n=50, 6M+26SM+18ST, FN=82. Garra rufa obtusa; 2n=44,
16S+26+SM+1ST+1A, FN=87. Leuciscus cephalus orienthalis; 2n=50, 14M+20SM+16+ST-
A, FN=84.

Karasu, (2009), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Sivas ili Tohma Cayi’ndan toplanan
Pseudophoxinus firati 6rneklerinin sitogenetik yontemle ile kromozom ozellikleri
tanimlanmustir. Diploid kromozom sayisi 19 ¢ift meta-submetasentrik ve 6 ¢ift subtelosentrik
olmak {izere 2n=50 ve NF=88 bulunmustur. Morfolojik agidan esey kromozom farklilagmasinin
gozlenmedigi c¢aligmada C-bantlama sonucunda 6 ¢ift kromozom {izerinde konstitiitif
heterokromatin bolge tespit edilmistir. Ayrica Orta biyiikliikte 2 ¢ift submeta-subtelosentrik

kromozomun kisa kollarinda NOR gozlenmistir.

Esmaeili et al. (2010), Iran’da yasayan yerli sazangil tiirii olan Chondrostoma regium
(Heckel, 1843)’un karyotipik 6zelliklerini ve sitolojik 6zelliklerini, solungag ve bobreklerinde
aragtirmislardir. Bu tiire ait diploid kromozom sayis1 2n=52 olarak tespit edilmistir. Karyotip
42SM+10ST ve kol sayist ise (NF) 58 olarak tespit edilmistir. Sitolojik agidan heteromorfik

cinsiyet kromozomu bulunmamaistir.

Uysal (2011) Biiyiik Menderes Nehri’'nde yayilis gosteren Chondrostoma
meandrense nin 2n=52 (18M+6SM+6ST+22A, FN=82) VE Acanthobrama mirabilis'in ise
2n=50 (10M+6SM+10ST+24A, FN=76) oldugunu belirlemistir.

Gaffaroglu ve ark. (2014), Sakarya Nehri’nde yasayan Alburnoides bipunctatus’da
kromozomal ¢alismalar yapmistir. Diploid kromozom sayis1 2n = 50, temel kol sayis1 (NF) 90
bulunmustir. Karyotipinin 14M+26SM+10ST oldugu goriilmistir. C- bantlama ile
heterokromatin bolgeleri, birkag kromozomun sentromerleri iizerinde belirlenmis ve bir ¢ift

kromozomun kisa kollarinda NOR tespit edilmistir.
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Pereiraetal. (2012) floresan insitu hibridizasyon (FISH) yontemi Iberian chondrostoma
balik tiirlerinde karyotip ve kromozamal ozelliklerini 5S ve 45S rDNA problariyla
aragtirmiglardir. Biitiin tiirlerde diploid kromozom sayis1 2n=50, 6-7 adet metasentrik, 15-16
adet submetasentrik, 3-4 adet subtelo akrosentrik kromozom oldugu belirlenmistir. En biiyiik
kromozom cifti subtelo-akrosentrik olarak belirlenmistir. Ozellikle Achondrostoma ve
Iberochondrostoma cinslerinde, hem molekiiler kromozom belirteglerinde hem say1 hem de
lokasyonda dikkate deger farkliliklar gozlenmistir. 5S rDNA'nin kiimeleri ¢cogunlukla terminal
olarak dort ile sekiz pozitif sinyal arasinda degisen subtelo-akrosentrik kromozomlari ile
iliskiliyken, 45S rDNA probu tarafindan dogrudan tespit edilen NOR bolgeleri ise

submetasentrik kromozomlarda {ig-alt1 bagimsiz kiime arasinda tespit edilmistir.

Unal et al. (2014) Anadolu'da ¢ok gesitli habitatlarda bulunan sitogenetik agidan iyi
bilinmeyen Pseudophoxinus cinsiyle ¢esitli ¢alismalar yapmislardir. Calismada
Pseudophoxinus crassus ve P. hittitorum'un karyotipik 6zellikleri Giemsa boyama, C-bantlama
ve Ag-NOR yontemleriyle belirlenmistir. Endemik olan bu tiirlerin kromozom sayis1 2n=50
olup P. crassus igin karyotip 12M+30SM+8ST-A NF=92 ve P. hittitorum igin
14M+26SM+10ST-A NF=90 seklinde belirlenmistir. C-pozitif heterokromatin bdlgeler
kromozomlarin perisentrometik bdlgesinde iken NOR bdlgeleri ise SM kromozomlarinin kisa

kollarinda tespit edilmistir.

Khoshkholgh et al. (2015) ilk kez Giliney Hazar Denizi havzasinda bulunan Anzali
Goli’ne ait turna baliginin karyotipini geleneksel kromozom boyamasiyla arastirmislardir. 15
dakika boyunca %7°lik Giemsa c¢ozeltisinde bekletilen preparatlardan yapilan inceleme
neticesinde baligin diploid kromozom sayis1 2n=50, karyotipi 12 adet metasentrik, 24 adet

submetasentrik, 14 adet subtelosentrik (12M+24SM+14ST) kromozom seklinde belirlenmistir.

Sukham et al. (2015), Kuzeydogu Hindistan’in Manipur eyaletinde bulunan bir tiir siis
balig1 olan Pethia meingangbii ile karyotipik bir ¢alisma yapmuislardir. Pethia meingangbii ilk
kez Giemsa boyama ile sitogenetik olarak analiz edilmis olup kromozom sayisinin 2n=50 ve

karyotipin 24M+14SM+12T NF=88 oldugu bulunmustur.

Ayata (2015), bazi endemic balik tiirlerininde (Pseudophoxinus battalgilae, P.
burduricus, P. egridiri, P. fahrettini ve P. maeandri) sitogenetik arastirmalar yapmustir.
Metafaz sathasindaki hiicreleri havada kurutma yontemiyle, niikleolus organizator bolgeleri
(NOR) giimiis boyama teknigiyle ve konstitiitif heterokromatin bolgeleri C-bantlama teknigiyle
hazirlamigtir. Tiirlerin kromozom sayilar1 ayni olmakla beraber (2n=50) karyotiplerinde 6nemli
farkliliklarin =~ oldugu  bulunmustur. Tespit edilen karyotipler P. battalgilae’nin
16M+28SM+6ST-A, P.  burduricus’nin  18M+26SM+6ST-A, P. fahrettini’nin
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16M+26SM+8ST-A, P. egridiri’nin 14M+28SM+8ST-A; P. maeandri’nin 10M+32SM+8ST-
A seklinde oldugu belirlenmistir. Kol sayis1 ise P. fahrettini, P. egridiri ve P. maeandri’de 92;
P. burduricus, P. battalgilae ve P. evliyae’de 94 olarak hesaplanmistir. Esey kromozomlarina
ait farklilasma goriilmemistir. Kromozom sentromerlerinde ¢ok sayida Kkonstitiitif
heterokromatin bolgeler tespit edilmistir. P. egridiri ve P. fahrettini tiirlerine ait bazi
kromozomlarin sentromer ¢evresinde heterokromatik bloklar tespit edilmistir. P. egridiri, P.
burduricus ve P. fahrettini’de 1 ¢ift SM kromozomun kisa kollarinin ucunda; P. battalgilae, P.
evliyae ve P. maeandri’de ise 2 ¢ift SM kromozomun kisa kollarinin ucunda NOR tespit
edilmistir. Ayrica P. Burduricus, P. battalgilae, P. evliyae ve P. fahrettini’ye ait baz1 6rneklerde

NOR sayisi, lokasyonu ve biiyiikliigli bakimindan polimorfizm de belirlenmistir.

Sahin (2015), Ilica Irmaginda yasayan Barbus tauricus’un kromozom sayist ve
kromozom yapisin1 geleneksel boyama yontemiyle (Giemsa) ortaya cikarmistir. 24 baligin
kullanildig1 calismada uygun kosullar altinda laboratuvarda bulunan her bir baligin 20 gramina
1 ml % 0.1’lik kolsisin intraperitonal veya intramuskular olarak enjekte edilmis ve 6 saat bol
havalandirmali akvaryumda bekletilmistir. Siire sonunda baliklara dekapite edilerek solungag
ve ylizgeg epitel hiicrelerinden uygun preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar % 5°lik
Giemsa (pH 6.8) soliisyonu ile 20-30 dakika boyanmustir. Incelemeler sonucunda B.
tauricus’un diploit kromozom sayisinin 2n=100, karyotipin ise 6M+24SM+38ST+32T NF=130
oldugu belirlenmistir.

Avyata et al. (2016), Pseudophoxinus battalgilae, P. burduricus P. egridiri, P. evliyae,
P. fahrettini ve P. maeandri tiirlerinin sitogenetigi lizerine bir ¢caligma yapmislardir. Bu ¢aligma
Giemsa boyama, C ve AgNOR bantlama teknikleri ile gergeklestirilmistir. Diploid kromozom

sayis1 (2n=50) ayni1 olan bu tiirlerin karyotip formiilleri farkli ¢ikmistir.

Sisman ve ark., (2016) Ulkemiz i¢ sularinda yayilis1 Chalcalburnus mossulensis'in
(Heckel, 1843) karyotipik 6zelliklerini aragtirmiglardir. Aragtirma bulgularina gore tiiriin 25 ¢ift
(2n=50) kromozoma sahip oldugu, karyotipinin ise 8 metasentrik (M), 10 submetasentrik (SM),
3 subtelosentrik (ST) wve 4 telosentrik (T) kromozom ¢iftinden olustugunu
(16M+20SM+6ST+8T) ve kol sayisinin FN=92 oldugunu tespit etmislerdir. Karyotip
simetri/asimetri indeksinin ise 2,12 oldugu hesaplanmistir. Baliklarin solunga¢ ve bobrek
hiicrelerinde karyotipin ayn1 oldugu, ayrica sitolojik agidan cinsiyete bagli herhangi bir

kromozomun olmadigi da rapor edilmistir.

Arslan ve Gilindogdu, (2016), Beysehir Goli'nde yasayan Chondrostoma
beysehirense’nin sitogenetik Ozelliklerini Giemsa boyama, C-bantlama ve Ag-NOR ile

incelemislerdir. Diploid kromozom sayis1 50, kromozomlar ise metasentrik, submetakentrik /
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subtelosentrik ve akrocentrik olarak tespit edilmis ve morfolojik ac¢idan farklilasmis cinsiyet
kromozomlar1 goriilmemistir. Altinci submetacentric kromozom ¢iftinin kisa kolunun C pozitif
oldugu tespit edilmis ve yine altinci submetacentric kromozom giftinin kisa kolunda aktif NOR

lokalizayonu gozlenmistir.

Kilig and Sisman, (2016), Ulkemizde yayilis1 olan Squalius cephalus’un karyotipik
ozelliklerini ilk kez tespit etmislerdir. Karasu Nehri’'nden yakalanan baliklarin solungag ve
bobrek dokularindan metafaz kromozom yayilimlarini elde etmek i¢in 50 dakika boyunca
hipotonik (0.075 M KCI) muamele, 3: 1 oraninda (metanol: asetik asit) soguk Carnoy ¢ozeltisi
ile sabitleme ve 35 dakika boyunca % 5 giemsayla boyama metodunu uygulamislardir. Sonugta
bu balik tiiriiniin diploid kromozom sayisinin 2n = 50, temel kol sayisinin (FN) 92 oldugunu,
karyotipin ise 5 metasentrik (M), 11 submetasentrik (SM), 5 subtelosentrik (ST) ve 4
akrosentrik (A) kromozom giftinden (10 M + 22 SM + 10 ST +) olustugunu bildirmislerdir.

Ayata ve ark., (2017) Boga Deresi’nde yasayan Capoeta antalyensis'in ve Kizilirmak
Nehri’nde yasayan Capoeta baliki tiirlerinin kromozom sayilart ve morfolojilerini
arastirmislardir. Calismada metafaz sathasindaki bobrek hiicreleri kullanilmistir. C. baliki i¢in
diploid kromozom sayis1 2n= 150, 44 meta-submetacentric kromozom ¢ifti ve 31 subtelo-
akrocentrik kromozom, kol sayis1 238 olarak, C. antalyensis i¢in diploid kromozom sayist 2n
= 150, 42 gifti meta-submetakentrik kromozom ve 33 ¢ifti subtelo-akrocentrik kromozom ve
temel kol sayis1 (NF) 234 olarak bildirilmistir.

Ayata et al. (2018) Beysehir Goli Havzasi'ndan toplanan endemik tiir olan
Oxynoemacheilus atili'nin diploid kromozom sayisi, kromozom morfolojileri ve kromozomal
bant Ozelliklerini (C-bandi ve Ag-NOR boyamasi ile birlikte) incelemislerdir. Diploid
kromozom sayisi 2n = 50 (10M+18SM+22ST VE FN=78) olarak hesaplanmistir.
Kromozomlarin sentromerleri iizerinde heterokromatin bolgeler belirlenmis ve bir ¢ift

kromozomda NOR tespit edilmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Arastirma Bolgesi

Erzurum il sinirlarindaki Dumlu Dagi’nin yamaglarindan dogan Karasu Nehri dogu-bati
yoniinde Erzurum Ovasi’m1 gecer ve ovanin kuzeydogusundan gelen diger derelerin
birlesmesiyle Karasu Nehri adin1 alir. Nehir ovanin giineyinden gelen Omertepesuyu Deresi ve
kuzey batidan gelen Ser¢geme Deresi’yle de birlesir ve Firat’in kaynagini olusturur. Erzurum
ovasini Askale ilgesinden terk eden Karasu Nehri Erzincan il sinirlarinda devam eder (Sonmez
2011). Arastirmamizda ilgili balik 6rnekleri nehrin Erzurum ovasini terk etmeye basladigi yer
olan Askale ilcesi ¢ikisindan 38° 22° 33K, 036° 58 26D, rakim; 1219 m koordinatlarindaki
bolgeden serpme agla yakalanmistir (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1. Ornekleme istasyonu: Erzurum-Bayburt Karayolu 65. km, 38° 22’ 33K, 036° 58 26D.
Rakim: 1219 m.
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Sekil 2. Karasu Nehri’nde 6rneklemenin yapildigi bolge
Arastirilan balik tiirii

Nehrin dogal faunasinda olan Chondrostoma regium (Kababurun Balig1) tiirti baliklar
kullanilmistir (Sekil 3). Baliklarin tiir teshis islemi Geldiay ve Balik’in (2009) Tiirkiye Tatlisu
Baliklar1 adli eserinde yer alan “Tirkiye Tathisu Balik Familyalariin Tayin Anahtart”
boliimiinden yararlanilarak yapilmistir.  Baliklar 2018 yili Temmuz-Ekim aylarinda
yakalanmigtir. Calisma baslamadan Once hem arastirma izni hem de etik kurul izni yetkili
birimlere miiracaat edilerek alinmistir (Ek1, EK2 ve EK3). Baliklar serpme agla yakalanmistir.
Toplamda 22 (129, 103" adet balik yakalanmis ve arastirmada kullanilmstr.

Karyotip ¢aligmalar1 canli hayvanlar iizerinden yapildig1 i¢in yakalanan baliklar ayni
giin icinde buzlu su olan 25 litrelik plastik bidonlarla laboratuvara getirilmislerdir.
Laboratuvarda baliklarin canliligim1 devam ettirmek icin canli getirilen baliklar derhal bol

havalandirmali akvaryumlara (50x70x80 cm) alinmistir (Sekil 4).

19



Sekil 3. Chondrostoma regium (orjinal).

31.07.2018 13:16

Sekil 4. Baliklarin bekletildigi akvaryum.

Kullanilan Kimyasallar

Baliklarla yapilan islemlerde kullanilan Fitohemaglutinin, Kolsisin, Asetik asit ve
Metanol Sigma®, KCI ve Na;HPOs Riedel-deHaen®, KH2POs Fluka® ve Giemsa boyasi
Merck® firmalarindan temin edilmistir. Calismada kullanilan  ¢ozeltilerden %1
fitohemoglutinin, %6 kolsisin, 0,075 M KCI, Carnoy fiksatifi, fosfat tamponu ve %5 giemsa
Kilig and Sismamn (2016)’in bildirdigi sekilde yapilmistir. Diger ¢ozeltiler ise soyle

hazirlanmustir:
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0.2 N HCI: 16.1 ml HCI1 alinir ve 1 litre saf suya yavas yavas eklenir.

Ba (OH)2 Soliisyonu: Her zaman taze hazirlanir. 350 ml’lik beher hafifce isitilir ve
icine 55°C su yerlestirilir. Bir kasik dolusu Ba (OH)2 bu kaba konur ve karigtirilir. Biraz

soguduktan sonra (50°C2nin altina inince) preparatlar i¢ine daldirilir.

2XSSC: Boyama yapmadan 10 dk énce hazirlanir. 175.32 g NaCl ve 88.23 g Sodyum

sitrat 1000 ml saf suya tamamlanarak hazirlanir. Oda sicakliginda 1 y1l sabitligini korur.

Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Tablo 2’de arastirmada kullanilan aletler/cihazlar ve temin edildikleri firmalar

verilmistir.

Tablo 2. Arastirmalar Esnasinda Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Cihazlar/Aletler Firmalar

Saf su cihazi Easypure RF compact ultarpure ws
Hassas terazi Shimadzu TXB6201L

Otomatik pipet Finpipette Labsystems

Ultra santrifiij Niive NF 200

Dijital kamera destekli mikroskop Leica DM750

Makrogekim dijital fotograf makinesi Nikon coolpix P510

Morfolojik Analiz

Chondrostoma regium drneklerinde metrik ve meristik karakterler Kottelat and Freyhof
(2007)’a gore belirlenmistir. Arastirmada kullanilan baliklarin genel morfolojik yapis1 Sekil
5’de gosterilmigtir. Balik boylar1 +0,1 cm hassasiyetle metrik kagitlar yardimiyla 6lctilmiis,
agirliklart da yine £0,01 gr hassasiyetindeki elektronik tartiyla tartilmistir (Sekil 6). Her baliga
ait total, catal ve standart boyu ile total ve bos viicut agirliklari tespit edilmistir. Morfolojik
sistematik analizler i¢in bas boyu, bas yiiksekligi, viicut yiiksekligi, kuyruk sap1 uzunlugu,
kuyruk sap1 yiiksekligi, goz kutru ¢api, list ve alt ¢gene uzunlugu, dorsal yilizge¢ kaide uzunlugu,
dorsal yiizgeg yiiksekligi, anal yiizgeg yliksekligi, kuyruk yiizgeci uzunlugu, anal yiizgeg kaide
uzunlugu, ventral yiizge¢ uzunlugu, pektoral ylizgec uzunlugu, ventral-anal mesafe ve pektoral-
ventral mesafe 6zellikleri kullanilmistir. Ayrica yiizgeclerdeki dalli ve basit 1sinlar, yanal ¢izgi

tizerindeki pullarin sayisi, solungag dikeni sayisi ve farinks disi sayisi belirlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 5. C. regium’un; lateralden (A), dorsalden (B) ve ventralden (C) goriiniisii. a; anal yiizgeg,
an; aniis, d; dorsal ylizgeg; k; kuyruk ylizgeci, pk; pektoral yiizgeg, pl; pelvik yiizgeg.

Sekil 6. Baliklarda agirlik 6l¢timii
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14 19 17 18

Sekil 7. C. regium’un metrik ve meristik karakterleri. Meristik: a-anal yiizge¢, dorsal ylizgeg,
k-kuyruk ylizgeci, pk-pektoral yiizgeg, pl-pelvik ylizge¢ ve 1smlari, YC-yanal ¢izgi ve pullart.
Metrik: 1-Total boy, 2-Catal boy, 3-Standart boy, 4- Predorsal uzunluk, 5- Bas uzunlugu,6-
Dorsal yiizgec¢ uzunlugu, 7- Dorsal ylizge¢ kaidesi genisligi, 8- Burun uzunlugu, 9- Goz kutru,
10- Postorbital uzunlugu, 11- Postdorsal mesafe, 12- Dorsal bas uzunlugu, 13- Pektoral yiizgec
uzunlugu, 14- Prepelvik mesafe, 15- Pelvik yiizge¢ uzunlugu, 16- Anal ylizge¢ uzunlugu, 17-
Anal yiizgec kaidesi uzunlugu, 18- Postanal mesafe, 19- Preanal mesafe, 20- Kuyruk sap1
kalinligt, 21. Viicut yiiksekligi (cm olarak).

Karyotipik analiz

Karyotipik analizde onceki arastirmacilar tarafindan rapor edilen havada kurutma
teknigi modifiye edilerek kullanilmigtir (Collares-Pereira, 1992). Buna gore 6nce laboratuvara
canli olarak getirilen baliklara mitoz firekansini arttirmak i¢in %1°lik fitohemaglutinin (0,01
ml/gr viicut agirligi) insiilin ignesi ile karin bosluguna enjekte edilmistir (Sekil 8A). Akvaryuma
tekrar alinan baliklar ortalama 44-48 saat yem verilmeden bekletilmistir. Daha sonra
baliklardaki mitozu metafaz asamasinda durdurmak i¢in %6’lik kolsisin (0,01 ml/gr viicut
agirhigl) aynm yolla enjekte edilmis ve 190 dakika beklenmistir. Dekapite edilen baliklarin
solungac ve bobrekleri karyotip analizi i¢in kullanilmistir. Cikarilan dokular 0.075 M KCI
soliisyonuna alindiktan sonra solungaclar siyirilarak, bobrekler bistiiri ile pargalanarak
sollisyon i¢inde hiicre siispansiyonu olusturulmus ve Ornekler oda sicakliginda 60 dakika

bekletilmistir (Sekil 8B).
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Sekil 8. A-intra-peritonal enjeksiyon islemi, B-Hipotonik soliisyon i¢ine konulmus dokular

Siire sonunda hipotonik soliisyonlu dokular santrifiij tiiplerine alinarak santrifiij
edilmistir (2000 rpm/10 dk). Tiip altinda yaklasik 2 ml soliisyon kalacak sekilde soliisyonun
stipernatant kism1 atilmigtir. Daha sonra 2 ml hiicre siispansiyonu olan tiipe 7 ml soguk carnoy
fiksatifi (+4 °C) eklenmistir. Ayni sekilde santrifiij yapildiktan sonra 7 ml siipernatant atilmis
ve tekrar soguk carnoy ilave edilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir (toplamda 3). Son
santrifiijlemeden sonra tiip dibinde 1.5-2 ml siispansiyon birakilmis ve bu soliisyona pipetaj
yapilarak soguk lamlar iizerine 40-50 cm yukaridan damlatilarak igerigin yayilmasi
saglanmistir. Kurumasi i¢in lamalar bekletilmis ve sonrasinda 3 farkli boyamaya tabi
tutulmustur. Ilki sadece Giemsa boyast ile yapilan islem olup kuruyan lamlar iginde %5’lik
Giemsa (pH 6.8) bulunan salelerde 35 dakika boyanmasi i¢in beklenmistir. Boyama igleminin
sonunda lamlar saf suda yikanarak tekrar kurumaya birakilmis ve incelemeye hazir hale

getirilmistir.

Kromozomlardaki niikleolar organizer bolgeleri (NOR) tespit etmek i¢in Ag-NOR
boyama yapilmistir. Bunun i¢in Howell and Black (1980)’in metodundan yararlanilmistir. Buna
gore, fikse edilmis preparatlar %50°lik AGNOs igeren soliisyona daldirilmis, kurutmadan lamel
kapatilmis, 2 saat 60 °C’de inkiibe edilmis, saf suyla yikanmis, kurutulmus, %2’lik giemsada
30 dk boyanmus, saf sudan gegirilmis ve havada kurutularak lamellerin etrafi kanada balsami

ile kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

Ote yandan kromozomlardaki konstitiitif heterokromatin bolgeleri tespit etmek igin de
C-bantlama yapilmigtir. Sumner (1972)’in teknigine uygun olarak fikse edilmis preparatlar 0.2
N HCl iginde 30 dk bekletilmis, sonra saf sudan ge¢irilmis ve havada kurutulmustur. Preparatlar
taze hazirlanmis Ba(OH)2 soliisyonunda 30 °C’de 10 dk bekletilmistir. 0.2 N HCI’ye batirilip
saf suyla yikanmigtir. Preparatlar daha sonra 2XSSC i¢inde 60°C’de 1.5 saat bekletilmis, saf
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suyla yikanmis ve kurutmadan %10’luk giemsada 10 dk boyanmis, yikanmis, kurutulmus ve

incelenmeye hazir hale getirilmistir

Belirtilen prosediirlere uygun olarak hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Leica
ICC50 HD kamera ve Leica DM750 mikroskop x100 biiyiitmeli bilgisayar destekli mikroskop)
incelenmistir. Calismada yakalanan baliklarin her birinin her dokusundan en az 10 adet
preparat (Denton, 1973) degerlendirmeye alinmistir. Preparatlarda metafaz yayilimi en iyi olan

hiicresel bolgelerin fotograflar: ¢ekilmistir.

Karyotipler ise kromozom boylarina gore siniflandirilarak hazirlanmistir. Bunun igin
kromozom kollar1 6lgiilmiistiir. Kromozom kolu Ol¢timleri mikroskop tinitesine bagli PC
sisteminde bulunan goriintii analiz etme software program (LAS EZ 3.0) kullanilarak
yapilmistir. Levan et al. (1964)’iin metodu kullanilarak her kromozoma ait nisbi kol uzunlugu
(NKU), kol oran1 (KO) ve sentrometik indeksi (SI) hesaplanmistir. KO kromozomun uzun kol
uzunlugunun kisa kol uzunluguna orani olarak hesaplanmistir. Diger hesaplamalar su formdiller
kullanilmistir: NKU = 100 x Kromozom Toplam Boyu / Kromozom Boylari toplam1 SI = 100

x Kisa Kol uzunlugu / Toplam kromozom uzunlugu.

Kromozomlar Si degerlerine gore siralanarak homolog kromozom ciftleri ve karyotip
formiilleri belirlenmistir. SI degeri 50.00-37.51 olan kromozom ciftleri Metasentrik (M), 37.50-
25.01 olanlar Submetasentrik (SM), 25.00-12.51 olanlar Subtelosentrik (ST) ve 12.50-0.00
olanlar da Telosentrik olarak siniflandirilmistir. Belirlenen karyotipin ideogrami ise Microsoft

Office Excel programi kullanilarak hazirlanmistir.

Karyotip simetri ve asimetri degeri asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Eroglu,
2015).

SIAI=(1 xM)+(2x SM)+ (3 xST)+ (4 xT)/2n

S/A| = simetri asimetri indeksi; M = metasentrik kromozom sayisi; SM = submetasentrik
kromozom sayis1; ST = subtelosentrik kromozom sayisi; T = telosentrik metasentrik kromozom
sayist; 2n = diploid kromozom sayisini gostermektedir. Buna gore bir tiirtin S/A| degeri 1.0-2.0
arasinda olursa karyotipi simetrik, 2.1-3.0 olursa simetrik/asimetrik ve 3.1-4.0 olursa karyotip

asimetrik olarak siniflandirilir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Baliklarin Agirhik ve Boy Dagilimi

2018 yili temmuz ve ekim aylarinda Karasu Nehri’nden yakalanan C. regium’a ait
agirlik ve boy dagilimi Tablo 3* de verilmistir. C. regium’da total boy degerleri 28,5-17,8 cm
arasinda degismekle birlikte ortalama total boy 23,37 cm, ¢atal boy 20,97 cm ve standart boy
19,87 cm olarak kaydedilmistir.

Tablo 3. C. regium’un Boy (cm) ve Agirlik (gr) Degerleri (n=22).

Agirhk (gr) Boy (total) Boy (catal) Boy (standart)
92,55+26,27 23,37 £3,02 20,97 £2,86 19,87 +£2,44

Degerler + Standart Sapma olarak verilmistir.

Morfolojik analiz sonuclari

Incelenen baliklarda makroskobik olarak sistematiksel ozelliklerinde (metrik ve
meristik karakterlerinde) bir farkliliga rastlanilmamistir. Viicut yapisi yuvarlak, ince ve uzun
olan bu balik tiiriiniin rengi sirtta koyukahverengi, yan ve karin tarafinda daha agik renktedir.
Agiz alt konumlu olup burnun altindadir ve dudaklarinin etrafi ise keratin bir kilifla
cevrelenmistir. Burun ileri uzamig olup ucu kiittiir (Sekil 9A). Dorsal yiizge¢ kuyruga biraz
daha yakin kisimda goriilmiistiir. Dorsal ve anal yiizgec boylarinin hemen hemen birbirine esit
oldugu tespit edilmistir. Kuyruk ylizgecinin homoserk tipte (derin ¢atalli) oldugu anlagilmistir
(Sekil 19B). Yanal ¢izgideki (line lateral) pul sayis1 56-72 tanedir. Cizgi karin kismina dogru
hafifce kavislidir (Sekil 9C).
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Sekil 9. C. regium’da agiz yapisi (A), homoserk yapida olan kuyruk yiizgeci (B), yanal ¢izgi
(oK) ve diger yiizgegler

Incelenen tiirde ag1z veya genelerde biyiga rastlanmamustir. incelenen baliklarda dermis

orjinli, serbest ucu yuvarlagimsi olan sikloit tipi pullarin bas ve karin bolgesi harig tiim viicudu

kapladig1 gézlenmistir. Taksonomik olarak ilgili tiiriin metrik ve meristik karakterlerin ortalama

degerleri ve minimum-maksimum sayilar Tablo 4’de belirtilmistir.

Tablo 4. C. regium Tiirtine Ait Sekil 7°de Belirtilen Metrik Ve Meristik Karakterlerin Sayisal

Degerleri
Karakter Metrik Karakterler Ort.+=SH Meristik Karakterler Min.-Mak.
no (cm)
1 Total boy 23,37+£3,02  Yanal ¢izgideki pul sayis1  56-72
2 Catal boy 20,97+£2,86  Farinks disi sayisi 6-6, 6-5
3 Standart boy 19,87+£2,44  Solungag dikeni sayisi 18-36
4 Predorsal uzunluk 9,4+1,37 Ventral yiizgeg dalli igim1~ 6-9
5 Bag uzunlugu 3,8+0,55 Anal yiizgeg dall1 1511 10-12
6 Dorsal ylizge¢ uzunlugu 3,9+0,57 Pektoral yiizgec dalli 151n1 14-18
7 Dorsal ylizgec kaidesi 3,1+0,46 Dorsal yiizgeg dalliistm1 - 9-10
genisligi
8 Burun uzunlugu 0,82+0,12 Ventral yiizgec basit 1isin1  1-11
9 Goz kutru 0,67+0,09 Dorsal ylizgeg basit s 111
10 Postorbital uzunlugu 2,1+0,30 Anal yiizgeg basit 15101 Il
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Tablo 4. (devami)

11 Postdorsal mesafe 8,5+1,23 Pektoral yiizgeg basit |
151N1

12 Dorsal bas uzunlugu 3,9+0,56

13 Pektoral yiizge¢ uzunlugu 3,8+0,54

14 Prepelvik mesafe 10,4+1,57

15 Pelvik yilizge¢ uzunlugu 3,1+0,45

16 Anal yiizge¢ uzunlugu 2,4+0,35

17 Anal yiizgec kaidesi 2,8+0,41

uzunlugu

18 Postanal mesafe 3,2+0,46

19 Preanal mesafe 14,4+2,09

20 Kuyruk sap1 kalinligi 1,8+0,27

21 Viicut yiiksekligi 4,5+0,65

Tablo 4°de verilen metrik ve meristik karakterler Geldiay ve Balik (2009)’1n sistematik
verileri ile karsilastirildiginda C. regium’un kendi tliriiniin karakteristik 6zelliklerini yansittig

gOriilmiistiir.

C. regium’un karyotip analizi

C. regium’un disi ve erkek bireylerinden alinan solunga¢ ve bobreklerden yapilan
preparatlarda solungacta 580 ve bobrekte 644 adet metafaz plagi sayilmistir. Metafaz sikliginin
bobrek dokusunda solungagtan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Metafaz plaklarinda sayilan
kromozom sayisi solungagta % 2,07 oraninda 2n=46, % 4,83 oraninda 2n=48, % 83,28 oraninda
2n=50 ve %9,82 oraninda 2n=52 (Tablo 6), bobrekte ise %3,42 oraninda 2n=46, %7,45
oraninda 2n=48, %87,73 oraninda 2n=50 ve %]1,4 oraninda 2n=52 (Tablo 7) olarak tespit
edilmistir. En ¢ok tekrar eden degerin hem solungacta hem de bdbrekte 2n=50 oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 5. C. regium’un Solunga¢ Dokusundaki Kromozom Sayisinin Siklik Analizi

Ornek sayisi Metafaz sayis1  2n=46 2n=48 2n=50 2n=52

1. 6rnek 108 1 5 69 9
2. ornek 92 3 2 81 12
3. ornek 90 1 3 90 8
4. ornek 101 2 8 64 10
5. ornek 89 2 3 88 7
6. 6rnek 100 3 7 91 11
Toplam 580 12 28 483 57
% oran 2,07 4,83 83,28 9,82
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Tablo 6. C. regium’un Bobrek Dokusundaki Kromozom Sayisinin Siklik Analizi

Ornek sayisi Metafaz sayisi 2n=46 2n=48 2n=50 2n=52
1. 6rnek 98 2 7 88 1

2. 6rnek 134 6 12 113 3

3. ornek 122 5 11 104 2

4. 6rnek 94 3 84 1

5. 6rnek 118 4 104 2

6. 6rnek 78 2 72 -
Toplam 644 22 48 565 9

% oran 3,42 7,45 87,73 1,4

Toplamda 1224 adet metafaz plagi incelenmistir. En iyi goriiniim ve dagilim gosteren
preparatlar degerlendirilmis ve hazirlanan karyogramlarda 9 ¢ift metasentrik (M), 7 cift
submetasentrik (SM), 1 c¢ift subtelosentrik (ST) ve 8 ¢ift de telosentrik (T) kromozom
(18M+14SM+2ST+16T) oldugu tespit edilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. C. regium’un giemsa ile boyanmis metafaz plagi (A), bilgisayar programinca alinan
Olgimler (B) ve hazirlanmis karyotipi (C). Metasentrik (M), submetasentrik (SM),
subtelosentrik (ST) ve telosentrik (T) (18M+14SM+2ST+16T)
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Kromozom kol uzunluklarinin 0,9 ile 3,9 um arasinda degistigi, en uzun kromozomun
metasentrik, en kisanin da telosentrik oldugu, kromozom kol sayisinin (Fundamental Arm

Number: FN) ise FN=82 oldugu bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. C. regium’un Kromozomlarmin Olgiimleri (um) ve Sentromerik Indeksleri (M:
Metasentrik, SM: Submetasentrik, ST: Subtelosentrik, T: Telosentrik)

Kromozom Kisa Uzun  Toplam Kol Sentromerik  Nisbi kol  Kromozom Kol
numarast kol kol uzunluk  oram indeks uzunlugu  formu sayisi
(%)

1 195 195 3,9 1,0 50 7,27 M 4
2 1,4 1,6 3,0 1,14 46,7 5,59 M 4
3 15 15 3,0 1,0 50 5,59 M 4
4 1,2 15 2,7 1,25 44,44 5,03 M 4
5 135 1,35 2,7 1,0 50 5,03 M 4
6 135 1,35 2,7 1,0 50 5,03 M 4
7 1,2 1,2 2,4 1,0 50 4,47 M 4
8 1,1 1,1 2,2 1,0 50 3,94 M 4
9 1,0 1,0 2,0 1,0 50 3,73 M 4
10 0,9 1,8 2,7 2,0 33,33 5,03 SM 4
11 0,9 15 2,4 1,66 37,5 4,47 SM 4
12 0,9 1,5 2,4 1,66 37,5 4,47 SM 4
13 0,8 15 2,3 1,88 34,78 4,12 SM 4
14 0,6 15 2,1 2,5 28,57 3,91 SM 4
15 0,6 1,2 1,8 2,0 33,33 3,35 SM 4
16 0,6 1,2 1,8 2,0 33,33 3,35 SM 4
17 0,6 3,0 3,6 5,0 16,66 6,71 ST 4
18 0 2,1 2,1 0 0 3,91 T 2
19 0 2,1 2,1 0 0 3,91 T 2
20 0 15 15 0 0 2,79 T 2
21 0 15 15 0 0 2,79 T 2
22 0 1,5 1,5 0 0 2,79 T 2
23 0 1,2 1,2 0 0 2,23 T 2
24 0 1,05 1,05 0 0 1,95 T 2
25 0 0,9 0,9 0 0 1,67 T 2
Total 16,85 37,25 558 - - - - 82

Bu 6l¢giimlere gore hazirlanan ideogram ise Sekil 11°de gosterilmistir. Bu tiirde cinsiyete
bagli herhangi bir kromozom tespit edilememistir. Kromozom simetri/asimetri indeksi ise
SIAF(1x18)+(2x14)+(3%2)+(4%16)/50=2,32 olarak tespit edilmis olup Chondrostoma

regium’un karyotipinin “simetrik/asimetrik” oldugu anlagilmistir.
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M Kisa kol ® Uzun kol

2 3 4 5 6 7

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Kromozom uzunlugu (um)
o = N w
[9,] = [9,] N [9,] w [9,]

o

Kromozom numarasi

Sekil 11. Chondrostoma regium’un ideogrami. Kromozom numaralari; 1-9 metasentrik, 10-16
submetasentrik, 17 subtelosentrik ve 18-25 telosentrik kromozom boyutlarini (um)
gostermektedir

Giemsa boyama-bantlama disinda karyotipik 6zellikleri detayli belirleyebilmek igin C-
Bantlama ve giimiis nitrat boyama (Ag-NOR) yontemleri de kullanilmistir. Kromozomlardaki
yogun tekrar edilen ve ifade edilmeyen DNA bolgeleri (konstitiitif heterokromatin bolgeleri)
C-bantlama yoOntemiyle yapilmaktadir. Yapilan analizde C. regium’un Konstitiitif
heterokormatin bolgelerinin 1.ve 6. kromozom giftlerinin ug kisimlarinda, 13. ve 16. kromozom
ciftlerinin de uzun kolunun ug¢ kisminda lokalize oldugu tespit edilmistir (Sekil 12). Bilindigi
gibi Ag-NOR boyama kromozomlardaki niiklear organizer bolgeleri (NOR) boyar ve gosterir.
C. regium’un NOR bolgesinin sadece 21. kromozom c¢iftinin tizerinde oldugu bulunmustur
(Sekil 13).
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Sekil 12. C. regium’un C-bantlama yapilmis metafaz plagi (A), bilgisayar programinca alinan
Ol¢timler (B) ve hazirlanmis karyotipi (C). Heterokromatin bolgeler kare i¢inde gosterilmistir
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Sekil 13. C. regium’un NOR boélgelerini gosteren giimiis nitrat boyali metafaz plagi (A), yapilan

Ol¢timler (B) ve hazirlanmig karyotipi (C). NOR bolgesi kare iginde gosterilmistir

Chondrostoma regium’un morfolojik ve karyotipik analizleri ile ilgili sonuglar soyle
ozetlenebilir: 1- Incelenen Chondrostoma regium érneklerinde morfolojik olarak literatiirdeki
karakteristik 6zelliklerin hepsi tam olarak belirlenmistir. 2- Chondrostoma regium’un karyotipi
2n=50, 18M+12SM+2ST+18T, FN=82 olarak tespit edilmistir. 3- Kromozom simetrisinin ise
“simetrik/asimetrik” oldugu anlagilmistir. 3- NOR bdlgesi 21. kromozomun kolu iizerindedir
ve konstitiitiif heterokromatin 1. ve 6. kromozom c¢iftlerinin u¢ kisimlart ile 13. ve 16.
kromozom ¢iftlerinin uzun kolunun u¢ kisminda olup c-pozitif bolgeler kromozomlarin

telomerlerine yakin bulunmustur. 4- Baliklarin karyolojisi dokular ve cinsiyetler arasinda

degisiklik gostermemistir.
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TARTISMA

1960’lardan beri kemikli baliklarin en genis grubu olan Teleostei’ye ait balik tiirlerinin
karyolojik analizlerinin yapilmasiyla genetik, taksonomi ve cevresel toksikoloji alanlarma
onemli katkilar saglanmistir (Cucchi and Baruffaldi, 1990). Karyotip kromozom morfolojisi,
blytikligl ve sayis1 hakkinda temel bilgileri sunmakla birlikte tartismali tiirlerin ayrilmasinda
ve evrimsel soy agaglarinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Macgregor, 1993; Tan et al.
2004). Ilaveten balik karyotip ¢aligmalar1 poliploidi, ginogenez, androgenez ve yeni akua-hibrit
tiirlerin olusturulmasi i¢in 6enmli veriler sunmaktadir (Dai and Han, 2018). Son yillarda
baliklarla yapilan sitogenetik ¢aligmalarda belirgin bir artis séz konusudur. Oyleki 3425 balik
tiiriiniin karyotipik 6zellikleri artik bilinmektedir (Arai, 2011). Ulkemizde de yaklasik 30 yildan
beri karyotip ¢alismalar1 yapilmaktadir. Ancak heniiz istenilen seviyeye ulasilamamistir
(Gaffaroglu ve Yiiksel 2005, Canpolat vd., 2018). Sazangiller (Cyprinidae) tiir bakimindan en
zengin balik gruplarindandir. Tiim diinya genelinde yayilisi olan bu grubun tiiyeleri iilkemizde
de genis yasam alanina sahiptir. Tez kapsaminda Cyprinidae (Sazangiller) familyasina ait olan
ve Karasu Nehri’nin dogal faunasinda bulunan Chondrostoma regium’un morfometrik ve

karyotipik analizi ilk kez yapilmistir.

Chondrostoma regium morfometrik olarak incelendiginde gozlerinin iri, burunun kalin
ve yuvarlak yapida, agzin ise genis ve transveral pozisyonda oldugu goriilmiistiir. Homoserk
kuyruk yiizgecinin ¢atal kismi1 derin olup dorsal yiizge¢ viicudun tam ortasinda yer aldig tespit
edilmistir. Viicud rengindeki portakal sarist yan ve karin tarafinda karakteristik olarak
belirlenmigtir. Bu 6zellikler Geldiay ve Balik (2009) tarafindan belirtilen 6zelliklerle birebir
uyum icindedir. Ulkemizde yapilan diger ¢alismalar elde edilen veriler ile bulgularimiz
mukayese edildiginde ise 6nemli Ol¢lide benzerlikler bulunmustur. Bu durum asagidaki

cizelgede 6zetlenmistir (Tablo 8).
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Tablo 8. Tiirkiye I¢ Sularinda Yasayan Chondrostoma regium Tiiriine Ait Diagnostik
Ozelliklerin Mukayesesi

Mevcut Basusta ve Ugurlu et Kiiciik et Yegen vd.

caligma Yeniyol al. (2009) al. (2007) 2006
(2016)
Lokasyon Erzurum-  Sanliurfa Samsun- Mersin- Konya-
Ozellikler Karasu Atatiirk baraj  Ladik G6li.  Goksu Altinapa
Nehri Goli nehri Baraji
Yanal ¢izgideki pul 56-72 61-69 61-69 62-64 64-68
sayl1st
Farinks dis ve sira sayist1  6-6, 6-5 6-6,6-7 6-6,6-5 6-6,6-5 7-7,7-6,6-7
Solungag dikeni sayisi 18-36 - - 25-32 50-52
Ventral yiizgeg dalli 6-9 11/8-9 - - 1-11/6-8
15101
Anal yiizgeg dall1 1511 10-12 111/9-10 11/9-11 111/9-10 111/10-11
Pektoral ylizgeg dall1 14-18 1/15-16 - - 1/15-16
1511
Dorsal yiizgeg dalli istm1 9-10 111/8-9 111/8-10 111/9-10 11/9

Yapilan karsilastirmaya gore Erzurum Karasu Nehri baliklar1 da dahil olmak {izere diger
bolge baliklarinin da énemli Slgiide ayni1 diagnostik 6zelliklere sahip oldugu anlagilmaktadir.
Sadece Meram Cay1 iizerine kurulu Altinapa Baraj Goli Chondrostoma regium tiiriiniin

solunga¢ dikeni ve farinks disi sayilarinda farklilik bulunmaktadir (Yegen vd., 2006).

Dogrudan ve doku kiiltiirii yontemi karyotip c¢aligmalarinda en cok tercih edilen
yontemlerdir. Her iki yontemin esas1 metafaz dagiliminin iyi yapilmasidir. Doku kiiltiirii
yontemlerinin ¢ok iyi sonuglar vermesinin sebebi mitoz frekansinin yiiksek olusu ve metafaz
yayilimlarinin daha iyi olmasidir. Ancak ekonomik yonden kiilfetli olmasi ve zaman almasi
dezavantajlar olarak degerlendirilebilir. Dogrudan inceleme yonteminde ise mitoz ve metafaz
frekans1 diissede ucuz olmasi ve kisa zamanda sonug¢ vermesi tercih sebebi olmaktadir. Bu
nedenle yapilan calismada dogrudan inceleme yontemi secilmistir. Solungag ve bobreklerde
mitoz boliinme frekansi oldukga yiiksek oldugundan (Thorgad and Disney 1990; Al-Sabti 1991)

kromozom elde edilmesi i¢in bu dokular tercih edilmistir.

Karyotip analizleri i¢in kemikli baliklarda standart yontem olarak fitohemaglutinin
enjeksiyonu, kolsisin enjeksiyonu, balik dokularmin ¢ikarilmasi, dokuyu KCI ile
hipotenizasyon, hiicrelerin Carnoy ile fiksasyonu, giimiis nitrat ile muamele ve Giemsa ile
boyama standart islemleri gergeklestirilmistir. Mitoz boliinmeyi arttirmak amaciyla %1°lik
fitohemaglutinin (PHA) baligm karmn bosluguna belirli oranda enjekte edilmistir. Onceki
arastirmalarda da uygulanan PHA hemen hemen ayni ¢oziiniirliikte olup ¢ok iyi sonuglar

vermistir (Thorgad and Disney, 1990; Collares-Pereira, 1992). PHA uygulanmasi oldukga
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yaygindir (Kalbassi et al. 2006; Nasri et al. 2010; Ganai and Yousuf, 2011, Geng et al. 2013,
Kilig and Sigman, 2016; Sisman vd., 2016). PHA’dan bagka hamur mayasi1 (Naran, 1997; Naran
et al. 2006; Nirchio et al. 2013) ve %0,1 CoCly,’de mitotik aktiviteyi arttirmak igin
kullanilmaktadir (Knytl et al. 2013). Calismada mitotik inhibitér olarak kullanilan kolsisin
miktar1 %6 olarak uygulanmis ve ¢ok iyi sonuglar vermistir. Kolsisin bir¢ok arastirmaci
tarafindan in vivo mitotik inhibit6r olarak kullanilmistir (Collares-Pereira and Madeira, 1990;
Guegan et al. 1995; Naran, 1997; Luca et al.2010; Geng et al. 2013; Gaffaroglu et al. 2013).
Elbette uygulanan kolsisin miktar1 ve bekleme siiresi de tiirden tiire farklilik gostermektedir.
Calismamizda Kili¢ and Sisman (2016) tarafindan belirlenen yontem birebir uygulanmistir.
Metafaz kromozomlarini elde etmek i¢in dokular 0.075 M KCI ile muamele edilerek hiicrelerin
dagilmasi (patlamasi) saglanmistir. Bazi arastirmacilar gogunlukla KCI’yi 0.075 M veya % 0,56
gibi degisik oranlarda kullanmiglardir (Sahin, 2015). KCl yerine %0,4’liikk NaCl tercih eden
arastirmacilar da vardir (Foresti et al. 1992). Diger farkli bir ¢6zelti ise sodyum sitrat olmustur
(Nasri et al. 2010; Ganai and Yousuf, 2011). Muamele siiresi genellikle 40-45 dakika (Collares-
Pereira and Madeira, 1990; Guegan et al. 1995; Saygun, 2005; Geng et al. 2013) olmakla
birlikte bu ¢calismada 60 dk olarak uygulanmistir.

Balik karyotipleri hazirlanirken fiksasyon i¢in Carnoy fiksatifi (3:1 metanol:glasiyal
asetik asit) kullanilmaktadir (Guegan et al. 1995; Naran, 1997). Fiksatif muameleden once taze
hazirlanir ve soguk olarak uygulanir. Naran (1997)’a gore fiksatif hiicre soliisyonuna 5-7 ml
eklenerek 2000 devirde santrifiij edilmek suretiyle uygulanir ve bu islem 3 kez tekrar edilir.
Calisgmamizda da ayni fiksasyon prosediirii takip edilmistir. %5’lik Giemsa (Collares-Pereira et
al. 1998) fikse edilen hiicre igeriginin boyanmasi i¢in kullanilir. Genel olarak sazangillerde
karyotip median pozisyondan terminal pozisyona dogru derece derece kiigiilerek siralanir (Rab
and Collares-Pereira, 1995). Burada literatiir destekli olarak agiklanan prosediir mevcut
calismada aynen uygulanmig ve baliklarin dokularindan (solungag¢ ve bobrek) elde edilen
metafaz plaklarinda kromozomlar sayilarak sentromerlerine gore siniflandirilmistir. Boylece

karyotipler ¢ikarilmistir.

Baliklardaki karyotiplemede kromozom morfolojisi ve ¢ift sayilart olduk¢a fazla
farklilik arz etmektedir. Bunun temel nedeni olarak balik kromozomlarmin ¢ok kiigiik olmasi,
sayillarinin  fazla olmasi, cografyadan kaynaklanan farkliliklar, kromozom boyama
yontemlerindeki degisiklikler ve 6l¢iim kaynakli farkliliklar gosterilmektedir. Boylece balik
kromozomlar1 {izerinde yapilan karyotip ve diger c¢alismalarda bazi arastirmacilar farkli
sonuglara ulasabilmektedir (Gaffaroglu ve Yiiksel 2004). Karyotipteki farkliliklarin muhtemel

sebebi olarak bu durum gosterilebilir.
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Chondrostoma regium’a ait Dogu Anadolu Bolgesi i¢ sularinda bugiine kadar yapilmis
sitogenetik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismada Karasu Nehri Chondrostoma
regium’unda diploid kromozom sayis1 ve kromozom morfolojisinin yani sira C-bant ve NOR
boyama Ozellikleri de belirlenmistir. Chondrostoma regium’un kromozom sayis1 9 ¢ift
metasentrik, 6 ¢ift submetasentrik, 1 ¢ift subtelosentrik ve 9 telosentrik olmak tizere 2n=50 ve
NF=82 bulunmusgtur. Chondrostoma regium’un konstitiitif heterokormatin bolgelerinin 1. ve 6.
kromozom c¢iftlerinin u¢ kisimlarinda, 13 ve 16. kromozom c¢iftlerinin de uzun kolunun ug
kisminda lokalize oldugu ve NOR bdélgesinin de 21. kromozom ¢iftinin uzun kolu iizerinde
oldugu bulunmustur. Tiir ve populasyon iginde, eseyler, bireyler ve dokular arasinda karyotip

cesitliligine rastlanmamustir.

Ulkemizde balik karyotip analizi ilk kez Colak vd. (1985) tarafindan yapilmustir. flgili
arastirmada Kangal ilgesinde (Sivas) bulunan bir dereden (Topardig deresi) yakalanan
Cyprinion macrostomum ’un kKaryotipi analiz edilmis ve karyotip formiiliiniin 4M+26SM+18A
(2n=48) oldugu bulunmustur. Ulkemize ait Barbus plejebus lacerta’nm karyotipi Ergene vd.
(1998) tarafindan, Cyprinus carpio’nun karyotipi Pekol (1999) tarafindan, Alburnoides
bipunctatus, Barbus rajanorum mystaceus, Capoeta trutta ve C. capoeta umbla tiirlerinin
karyotipi Kili¢ ve Demirok (2000) tarafindan, Carassius auratus’un karyotipi Aydin (2001)
tarafindan, Cyprinion macrostomus tiiriiniin karyotipi Gaffaroglu ve Yiiksel (2004) tarafindan,
Alburnus heckeli’nin karyotipi Giil et al. (2004) tarafindan, Chalcalburnus mossulensis tiiriiniin
karyotipi de 3 farkli aragtirmaci tarafindan (Giil et al. 2000; Gaffaroglu ve Yiiksel 2005, Sisman
et al. 2016) bildirilmstir. Sonralar1 bu tip ¢alismalar artarak devam etmistir. Oyleki 2420
Cyprinidae tiiriinden 628’inin karyotipi 2011 yili itibar1 ile tamamlanmistir (Arai, 2011).

Karasu Nehri Chondrostoma regium tiiriine ait yapilan bu ¢alismada 2n=50 kromozom
sayis1 tespit edilmistir. Karyotip analizi sonucunda Chondrostoma regium’da 9 metasentrik, 6
submetasentrik, 1 subtelosentrik ve 9 telosentrik kromozom c¢ifti (18M+12SM-+2ST+18T)
oldugu belirlenmistir. Kol sayis1t FN=82 olarak bulunmustur. Bu tiirle ilgili yurdumuzda
yapilmig tek bir calisma bulunmaktadir. Kaya (2009) yaptigi ¢alismada Goksu Nehri’nden
(Mersin) alinan Chondrostoma regium’da 2n=50 olmak {izere karyotipi 11 ¢ift metasentrik, 4
cift submetasentrik, 3 cift subtelosentrik ve 7 ¢ift telosentrik kromozom (22M+8SM+6ST+14T)
olarak belirlemistir. Kol sayisin1 ise NF=86 olarak hesaplamistir. Diinya’da ise sadece Iran’in
Fahlian Nehri’nden yakalanan Chondrostoma regium’un karyotipi rapor edilmistir (Esmaeili et
al. 2010). Ilgili calismada bu tiiriin diploid kromozom sayis1 2n=52 olarak tespit edilmistir.
Karyotip, 21 submetasentrik ve 5 subtelosentrik kromozom ¢iftinden olusmaktadir
(42SM+10ST), kol sayis1 (NF) ise 58 olarak tespit edilmistir. Sitolojik olarak da higbir
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heteromorfik cinsiyet kromozomu bulunmamistir. Bu iki ¢alisma bulgularimizla mukayese
edildiginde Goksu Nehri baligina tiiriimiiziin karyotipik olarak benzedigi, ancak iran balig: ile
neredeyse hi¢ benzemedigi anlasilmiltir. Ayrica iran baliginda kol sayisinin da yanlis
hesaplandigi kanaati olusmustur. Ciinkii subtelosentrik kromozomlarin kol sayisi bile dikkate
alinmazsa 42 submetasentrik kromozom takiminda en az 84 adet kol olmak zorundadir. Bu
nedenle iki tiir arasinda 6nemli farklilik olugsmustur. Normal mukayese farkliligi ise habitatlarin

ayr1 olmasindan ileri gelmektedir.

Bulgularimiz Chondrostoma cinsleri ile yapilmis diger ¢alismalardan elde edilen
sonuglarla kismen uyum i¢indedir. Giindogdu (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Beysehir
Goli'ndeki Chondrostoma beysehirense’nin karyotipi ¢ikarilmistir. Diploid kromozom
sayisinin 2n = 50 olarak tespit edildigi ¢alismada karyotipin 20M+22SM/ST+8T oldugu
bulunmustur. Yapilan baska bir calismada ise Biiyiik Menderes Nehri’nden yakalanan
Chondrostoma meandrense’nin karyotipik 6zellikleri arastirilmis ve sonugta bu tiirde 2n=52
kromozom oldugu ve karyotipin 18M+6SM+6ST+22A (FN=82) oldugu bildirilmistir (Uysal,
2011). Her iki ¢aligmada yapilan karyotipik incelemelerde, kromozom takiminda esey
kromozomu farklilasmasmin olmadigi tespit edilememistir. Ote yandan Ulkemiz disinda
yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmstir. Tespit edilen karyotipler Chondrostoma
nasus i¢in 2n=50, 38M/SM+12T ve FN=88 (Barshiene, 1977), Chondrostoma knerii i¢in
2n=50, 30M/SM+20T ve FN=80 (Berberovic et al. 1970), Chondrostoma phoxinus i¢in 2n=50,
36M/SM+214T ve FN=86 (Berberovic et al. 1970), Chondrostoma prespense i¢in 2n=50,
16M+26SM+8T ve FN=92 (Bianco et al. 2004), Chondrostoma soetta ic¢in 2n=50,
16M+14SM+14ST+6T ve FN=94 (Cataudella et al. 1977) seklinde olmustur.

Mevcut arastirma ile yapilan diger ¢aligmalardaki karyotipler mukayese edildiginde
kromozom sayisi bakimindan benzerlikler olsa da kromozom kol sayilar1 bakimindan 6nemli
farkliliklar vardir. Karyotipteki farkliligin muhtemel nedenleri arasinda populasyonla ilgili
durumlar da olabilmektedir. Tiri¢i polimorfizm, 6rnekleme yerinde bulunmasi muhtemel alt
tirler ve populasyonlar arasi farkliliklarin bu duruma yol agabilecegi sdylenebilir. Buna ilave
olarak preparasyon agsamasinda yasanan kromozom kayiplari, fikse olmus hiicrelerdeki normal
olmayan yerlesimler, birbirine yakin hiicrelerden dagilma esnasinda gelen kromozomlar,
kromozomlardaki kiigiik kollar, yetersiz mitotik hiicre sayisi, kiigiik olan ve birbirinden net
olarak ayrilamayan kromozomlarin kol 6l¢iimlerindeki hatalar ve kromozom tipinin yanlis
yorumlanmasi gibi faktorler de ¢aligmalar arasindaki farkliliklari agiklayabilir (Arai 2011;

Khosravanizadeh et al. 2011). Konvansiyonel boyamalarin (giemsa) yapildigi Kkaryotip
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calismalarinin diger sitogenetik tekniklerle desteklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle

aragtirmamizda C-bantlama ve NOR boyama metotlarindan yararlanilmistir.

C-bantlar transkripsiyonel olarak inaktif olan tekrarli DNA sekanslar1 igeren kurucu
heterokromatin bolgeleridir (Gold et al. 1986). Sazangiller familyasinda C-bantlama
caligmalar1 az sayidadir. Karakteristik C-bant kaliplar1 ¢ogunlukla sazangillere ve diger
teleostei gruplarina hastir. Heterokromatin farkliligi sazangillerin kromozom evoliisyonunda ve
tiirlerin farklilasmasinda kullanilabilir (Gaffaroglu and Yiiksel, 2009). Yaptigimiz calismada
konstitiitif heterokromatin dort ¢ift kromozomda tespit edilmistir. Bugiine kadar C. regium’la
ilgili yapilmis herhangi bir C-bantlama c¢alismasina ise literatiirde rastlanmamistir. Yapilan
baska bir ¢alismada ise Beysehir Goli’ndeki Chondrostoma beysehirense’nin kromzomlarinda
sentromerik ve perisentromerik C-bantlar 1, 3, 4, 7, 8 ve 15 nolu kromozomlarda
gozlemlenmistir. Diger kromozom ¢iftlerinin C-pozitif olmadig: tespit edilmistir (Giindogdu,

2016). Calisma kismen bulgularimizi desteklemektedir.

NOR bolgeler ise niikleoluslarin kromozomlarda temas halinde oldugu bolgeler olup
rRNA transkripsiyonu yapan genler igerirler. Sistematik ve filogenetik yorumlar kromozomal
NOR bilgisine dayanarak yapilabilmekte tistelik NOR fenotiplerinin tespiti yapilarak tiirler
arasinda karsilagtirmalar daha kolay yapilabilmektedir (Amemiya and Gold, 1988). NOR
bolgelerinin sayist ve konumu balik sistematiginde kromozomal isaret¢i olarak da
kullanilmaktadir (Pereira et al. 2012; Rossi et al. 2012; Nabais et al. 2013). NOR bélgelerinin
genellikle submetasentrik kromozomlarin kisa kolunun ucunda bulundugu ifade edilmektedir
(Gromicho and Collares-Pereira, 2007). Nadiren telosentrik kromozomlarin uzun kolunun
ucunda da gozlenebilmektedir (Rab et al. 1990). NOR bolgesinin konumu ve aktivitesi tiirler
arast ve icinde degisiklikler gosterebilmektedir (Ulupmnar ve Alas, 2002). Yapilan
calismamizda NOR, sadece bir ¢ift kromozom iizerinde gozlenmistir. C. regium’la yapilmis
herhangi bir NOR bantlama ¢alismas1 bulunmamaktadir. Diger Chondrostoma tiirii ile yapilan
bir ¢alisgmada ise Beysehir Goli’ndeki Chondrostoma beysehirense’nin 6. submetasentrik
kromozom ¢iftinin kisa kolunda NOR aktivitesinin oldugu rapor edilmistir (Glindogdu 2016).
Chondrostoma prespense tiiriinde ise bir ¢ift NOR bodlgesi kromozomlar tizerinde belirlenmistir
(Bianco et al. 2004). Tiim bu sonuglar karsilastirildiginda ¢alismalar kismende olsa arastirma

bulgularimizla uyusmaktadir (Tablo 9).
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Tablo 9. Tirkiye ve Diinyada yasayan Chondrostoma Tiirlerine Ait Tespit Edilen Karyotipik

Ozellikler

Tiir Lokalite Kromozom Kromozom formiilii C-bant NO Kaynak
sayist (2n), R
FN,
simetri/asime
tri

C. regium Erzurum 50, 82, 2.4 18M+12SM+2ST+ 1,6,13, 21 Bucalisma
SIA 18T 16

C. regium Mersin 50, 86,2.24  22M+8SM+6ST+1 - - Kaya, 2009
SIA 4T

C. regium Iran 52,58,2.19  42SM+10ST - - Esmaeili et
S/IA al. 2010

C.beysehirense Konya 50,92,2.14 20M+22SM/ST+8T 1,3,4, 6 Giindogdu,
SIA 7,8, 2016

15

C.meandrense  Aydin 52, 82, 2.61 18M+6SM+6ST+2 - - Uysal, 2011
SIA 2T

C. nasus Bosna 50, 88, 2.28 38M/SM+12T - - Barshiene,
S/IA 1977

C. nasus Bosna 50, 80, 2.3 15M+15SM+12ST - - Barshiene,
SIA +8T 1977

C. knerii Yugoslavya 50, 86, 2.56 36M/SM+14T - - Berberovic et
S/IA al. 1970

C.prespense Italya 50,92,20S 16M+26SM+8T - - Bianco et al.

2004

C. soetta Italya 50,94, 2.2 16M+14SM+14ST - - Cataudella et
S/IA +6T al. 1977

C.phoxinus Yugoslavya 50, 86,2.56  36M/SM+14ST/T - - Berberovic et
S/IA al. 1970

Yukaridaki tablo incelendiginde Chondrostoma regium’un Iran’dan Orta Avrupa’ya
kadar en Onemli ortak noktasi, kromozom sayisinin 2n=50 olmasi ve kromozom
simetri/asimetri degerinin 2.00-2.61 arasinda olup biri hari¢ digerlerinin “simetrik/asimetrik”
kromozom yapisinina sahip olusudur. Ancak kromozom yapisinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farkliliklar da genellikle submetasentrik ve subtelosentrik kromozomlardan
kaynaklanmaktadir. Karasu Nehri baliklarinin Goksu Nehri baliklarina karyotipik olarak

benzedigi, ancak Iran baliklarina hi¢ benzemedigi anlasilmistir.

Bilim insanlar1 baliklarin daha fazla telosentrik kromozoma sahip olan tiirleri ilkel
olarak, metasentrik ve subemetasentrik kromozomlari bulunan tiirlerin daha gelismis oldugunu
kabul etmektedirler (Geng et al. 2013, Sahin, 2015). Buna gore Tablo 1’den anlasilacag: gibi
Metasentrik (M) ve Submetasentrik (SM) kromozomlarin Chondrostoma tiirlerinde siklikla

goriilmektedir. Bir¢ok ¢aligmada ortaya ¢ikan veriler, Chondrostoma genomlarinda M ve SM
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tipi kromozomlarin tek kollu kromozomlardan (telosentrik) fazla olmasi bu genusun gelismis
olmasi hipotezini destekler niteliktedir. Bu arastirmada Chondrostoma regium’un tespit edilen
karyotipinde (18M+12SM+2ST+18T) de 30 adet ¢ift kollu 18 adet tek kollu kromozomun
olmast nedeniyle, bu tiriin de gelismis oldugu soylenebilir. Aymi sekilde ¢ift kollu
kromozomlar1t M/SM olarak diisiindiigiimiizde Tablo 9’da belirtildigi gibi Chondrostoma’larin
tamaminda M/SM toplam1 (ortalama 34.5) T’den (ortalama 12.2) fazla goriilmekte olup
¢alismamiz da buldugumuz Chondrostoma regium’un M ve SM kromozom sayilar1 toplami 30

olmasi tiirdeslerine uyum gostermektedir.

Kromozom kol sayilar1 (NF) karyotipe bagh olarak degismektedir. Bazi durumlarda
tirler arasindaki farklilagmanin belirteci olarak da kullanilmaktadir. Chondrostoma cinsi ile
yapilan ¢alismalarda NF degerleri en diisiik 58 en yiiksek 94 olarak goriinse de ¢cogunlukla 80-
86 arasinda degistigi goriilmektedir. Bu calismada, NF=82 olup en ¢ok tekrar eden deger aralig
i¢inde kalmustir (Tablo 9). Ote yandan Chondrostoma tiirlerinde kromozom sayis1 ve yapisi az
da olsa degisiklik gostermektedir. Neredeyse tek bir tiir i¢in ayri zamanlarda ayni bolgede
calisma yapan ayni arastirmacilar da dahi kendi bulduklar1 sonuglarda degisimler oldugunu
rapor etmektedirler. Bu durum baliklarin sitogenetiksel sonuglarinda goriilebilen stabil olmayan
bir durumdur (Sahin, 2015). FISH gibi molekiiler sitogenetik yontemlerin kullanildig:
calismalarin hizla yaygimlasarak bu konuda ¢ikan karmasalart azaltabilecegi tahmin

edilmektedir.

SONUC

Firat Nehri ve kollarinda yayilis gésteren Chondrostoma regium’un karyotipi ile ilgili
bugiine kadar yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calisma Firat’in kollarindan biri olan
Karasu Nehri i¢in ilktir. Ayni nehrin Erzurum il sinirlari i¢inde kalan boliimlerinde daha 6nce
2 balik tiirtiniin (Squalius cephalus ve Chalcalburnus mossulensis) karyotipik analizi Kili¢ and
Sisman (2016) ve Sisman vd. (2016) tarafindan yapilmis olup bu {igiincii calisma olmaktadir.
Boylece Karasu Nehri’nin faunistik balik yapis1 biraz daha acikliga kavusturulmustur. Ustelik
bu ¢alismada karyotipe NOR ve C-pozitif bolgelerinin analizi de ilk kez eklenmistir. Bununla
birlikte Karasu Nehri’ndeki hem mevcut karyotipi ¢ikarilan tiirlerin hem de heniiz karyotipi
belirlenmemis olan tiirlerin (toplam 13 tiir balik oldugu diisiiniilmektedir) G-Band, NOR, C-
pozitif bantlama yoOntemlerine ilaveten molekiiler boyama (FISH ve CMA3) teknikleri
kullanilarak genom o6zelliklerinin ayrintili olarak aciga cikartilmasinin daha net sonuglar

saglayacagi kanaatindeyiz.
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