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OZET

ANADOLU’DA DAGILIM GOSTEREN BAZI KAHVERENGI
ALABALIKLARIN (Salmo trutta labrax, S.t. caspius, S.t. abanticus) ve
HIBRITLERININ KROMOZOM SAYISI VE YAPISININ TESPITI

Melike ALEMDAG

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikgilik Teknolojisi Anabilim Dali
Danisman: Prof.Dr. Ilhan ALTINOK
2017, 54 Sayfa

Bu ¢alismada, Salmo trutta labrax (L), S.t. caspius (C), S.t. abanticus (A) ve bu baliklarin
hibritlerinin (AC, AL, LC, CA, LA, CL) kromozom sayisi ve yapilarmin tespit edilmesi,
kromozom yapilarindaki farkliliklarin gesitli bantlama (C-bantlama ve Ag-NOR) yontemleriyle
ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Yapilan karyotip ¢alisma sonucunda AA grubunun kromozom
say1s1 2n=80, kromozom kol sayis1 (NF)=100 ve karyotipi 7 metasentrik ¢ift (M), 3 submetasentrik
cift (SM), 3 subtelosentrik (ST), 27 akrosentrik ¢ift (A), CC grubunun kromozom sayis1 2n=80,
NF=98, karyotipi 7M, 2SM, 2ST, 29A ve LL’nin kromozom sayis1 2n=80, NF=102, karyotipi 8M,
3SM, 2ST, 27A oldugu tespit edilmistir. Hibritlerin kromozom sayisi ise AC grubunda 2n=80,
NF=100, karyotipi 8M, 2SM, 4ST, 26A; AL grubunda 2n=80, NF=102, karyotipi 8M, 3SM, 1ST,
28A; CA grubunda 2n=76, NF=98, karyotipi 8M, 3SM, 3ST, 29A; CL grubunda 2n=78, NF=96,
karyotipi 7M, 2SM, 4ST, 26A; LA grubunda 2n=80, NF=100, karyotipi 8M, 2SM, 7ST, 28A,; ve
LC grubunun kromozom sayisi 2n=80, NF=101, karyotipi 9M, 2SM, 1ST, 28A olarak
belirlenmistir. Ag-NOR bantlama sonuglarina gére incelenen tiim tiirlerin ve hibritlerinin bir ¢ift
submetasentrik kromozomunun kisa kollarmin telomer bdlgelerinde belirgin halde NOR’lu
bolgeler gdzlenmistir. Ayrica C-bantlama ile bazi1 kromozomlarin sentromerlerinde bazilarinin ise

kollarinda farkli sayida konstitiitif heterokromatin bolge tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kahverengi alabalik, hibrit, kromozom, karyotip, C-bant, Ag-NOR.
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF CHROMOSOME NUMBER AND STRUCTURE OF BROWN
TROUT (Salmo trutta labrax, S.t. caspius, S.t. abanticus) AND THEIR HYBRIDS
DISTRIBUTED IN ANATOLIA

Melike ALEMDAG

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheris Technology Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2017, 54 Pages,

In this study, chromosome numbers and structures of Salmo trutta labrax (L), S. t. caspius
(C), S. t. abanticus (A) and their hybrits (AC, AL, LC, CA, LA, CL) were determined. Also
differences in chromosome structures of these fish were defined by using different banding
methods such as C-banding and Ag-NOR. Chromosome number for AA was 2n=80 and
fundamental arm number (NF)=100. The diploid complement comprised 7 metacentric pairs (M), 3
submetacentric pairs (SM), 6 subtelocentric pairs (ST) and 27 Acrosentric pairs (A). Chromosome
number and diploid complement for CC was 2n=80, NF=98, 7M, 2SM, 2ST, 29A,; for LL 2n=80,
NF=102, 8M, 3SM, 2ST, 27A. Chromosome number and diploid complement for hybrids 2n=80,
NF=100, 8M+2SM+4ST+25A in a AC; 2n=80, NF=102, 8M+3SM+1ST+28A in AL; 2n=76,
NF=98, 8M+3SM+3ST+29A in CA; 2n=78, NF=96, 7TM+2SM+4ST+26A in CL; 2n=80, NF=100,
8M+2SM+7ST+28A in LA; 2n=80, NF=101, 9M+2SM+1ST+28A in LC. According to Ag-NOR
banding results, a pair of NOR regions were observed on the telomere regions of SM
chromosome’s short arms of all groups and hybrids. Moreover, after C-banding, various numbers
of constitutive heterochromatin region were determined either on the centromere or arms of some

chromosomes.

Key Words: Brown trout, hybrid, chromosome, karyotype, C-band, Ag-NOR.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Hem zengin protein igerigi hem de aminoasit degerleri bakimindan onemli bir
ekonomik kaynak olan baliklar her zaman inceleme konusu olmustur. 2005 yilinda
diinyada alt tiirler dahil yasayan balik sayis1 28000 olarak tahmin edilirken her yil bu say1
artig gosterip 2016 yilinda 401 yeni tiir tanimlanmasiyla mevcut say1 59162 civarinda ve
gegerli olan say1 34156 oldugu séylenmektedir (Saygun, 2005; Eschmeyer vd., 2016). Her
canlt grubunda oldugu gibi baliklarinda fizyolojik ve morfolojik agidan siiflandiriimaya
ihtiyac1 vardir.

Baliklarin siniflandirilmasinda; morfometrik dlgiimler ve oranlar, meristik sayimlar,
anatomik karakteristikler, renk, elektroforez, iireme izolasyonu testleri, karyotip ve DNA
analizleri kullanilmaktadir. Kromozom sayis1 ve morfolojisi, gevresel faktorlerin etkisiyle
degisime ugrayan diger karakterlere oranla daha iyi muhafaza edilir. Karyotip analizi,
ozellikle popiilasyonlarin karakterize edilmelerinde onemlidir (Saygun, 2005). Karyotip
calismalar1 tiirler arasindaki akrabalik iliskilerinin aciklanmasinda yararli bilgiler
vermektedir (Cataudellavd, 1974).

Baliklar {izerine yapilan kromozom ¢alismalar1 ¢ok wuzun yillar Oncesine
dayanmasina ragmen hentiz balik sitogenetigi lizerine basarili sonuglar elde edilememistir.
Bunun nedeni baliklarin kromozom sayilarinin fazla olmasi ve yapilarmin g¢ok kiigiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Karyotip analizlerinde kromozom bantlama teknigi
kullanildiginda, balik kromozomlarmmin sayr ve yapist daha anlasilir olmaktadir.
Kromozom bantlama teknikleri ile kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisikliklerle yeni
melezlerin tespiti yapilabilir (Ergene ve Karahan, 1999).

Bu ¢alismada, Salmo trutta labrax, Salmo trutta abanticus, Salmo trutta caspius ve
bu baliklarin hibritlerinin kromozom sayisi ve yapilarinin tespit edilmesi, kromozom

yapilarindaki farkliliklarin ¢esitli bantlama yontemleriyle ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.



1.2. Kromozomun Yapisi

Kalitim genetik araciligiyla oOzelliklerin ebeveynden yavrulara aktarimidir.
Hofmeister’in 1840 yilinda kromozomlar1 kesfetmesinden sonra, bu kromozomlardan
yarisinin bir yavru hiicreye, diger yarisinin ise diger yavru hiicreye nakledildiginin ortaya
¢ikarilmasiyla kalittimin sitolojik temeli aydinlanmistir. Daha sonrasinda 1887’°de kalitim
maddesinin délden dole gectigini savunan ve August Weismann tarafindan ortaya atilan
Kromozom Teorisi, gametlerin olusumu sirasinda kromozom sayilarinin yariya indiklerini
(haploid), yani bir mayoz boliinme gegirdiklerini, déllenme ile yeniden normal kromozom
sayillarma  (diploit) ulastiklarini  ve boylece eseyli iremenin yeni dollerde
rekombinasyonlara neden oldugunu agiklamaktadir. Drosophila (sirke sinegi) tizerine
yapilan arastirmalar sonucunda; genlerin kromozomlar iizerinde lineer tarzinda dizildigini
savunan Kromozom teorisi gelistirildi (Kuru ve Serap, 2005). 1888 yilinda W. Waldeyer
tarafindan ilk kez kromozom kelimesi kullanildi (Allison, 2014).

Morgan tarafindan eseye bagli kalitim kesfedildi ve 1913 yilinda Alfred Sturtevant
tarafindan ilk kromozom haritas1 gelistirildi. 1927 yilinda H.J. Miiller ve L.J. Stander
tarafindan, rontgen iginlarii1 Drosophila ve misir bitkisinde yapay mutasyonlara neden
oldugu kanitlandi. Kromozom haritasinin sitolojik temelleri; Miiller ve Painter 1929°da,
Dipterle (Sinekler)’in tiikiiriik bezlerinde dev kromozomlar1 kesfetmesiyle olusturuldu
(Kuru ve Ergene, 2005).

Kromozom, birbirini takip eden doller arasindaki baglantiyr temin eden ve genleri
lizerinde tasiyan genetik yapilardir. Bagka bir deyisle, hiicre ¢ekirdeginde, mitokondri ve
kloroplastta yer alan ve iizerinde lineer bir sekilde genleri tagiyan iplik seklindeki yapilara
kromozom denir (Kuru ve Ergene, 2005). Kromozom, niikleik asit olarak tamamen
uniform bir element olan deoksiriibo niikleik asit (DNA) ve bazik bir protein olan histona
sahiptir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).
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Sekil 1. Metafazda kromozom olugumu (Anonim, 2016a).

Kromozomlar sekilleri ve sayilari ¢esitli canli tiirlerinde farkliliklar gdsterir.
Kromozomlar normal bir hiicrede kromatin ag seklindedir ve belirgin degildir. Profazdan
baslayarak gittik¢e kivrilan ve kalinlasan kromatin ag sonunda ait oldugu canliya 6zgii bir
say1 ve sekle ulasir. Hem erkek hem de disideki bazi kromozomlar sekil bakimindan
birbirinin aynidir ve bunlara “otozom” adi verilir. Canlinin eseyine gore bigimleri ayni
veya farkli olanlara ise “gonozom” (esey kromozomlar1) denir. Ozotomlar say: ile
belirtilirken gonozomlar “X” ve “Y” harfleriyle gosterilirler (Kuru ve Goziikara, 2001).
Ayni genetik materyali ihtiva eden ve dollenme sirasinda biri disi esey hiicresi (yumurta)

ile anadan, digeri erkek esey hiicresi (sperma) ile babadan zigota gecen kromozomlara

homolog kromozomlar denir.
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Sekil 2. Kromozom yapist (Anonim, 2016b).

Bir kromozom distan incelenince birbirine primer bir bogumla birlesmis iki koldan
meydana geldigi goriilmektedir. Bu boguma sentromer denir ve igerisinde ig ipliciklerinin
baglanmasin1  saglayan Kinetokor bulunur. Sentromeri bulunmayan kromozomlar
boliinmeye katilamazlar ve kisa bir siire sonra canliliklarii kaybederler. Kromozomlarda
birincil bogumun yaninda ikincil bir bogum olan sekonder bogumda bulunur ve bu
bogumlara nukleus yapici veya nukleolar bolge de denir. Bu bogum rRNA’larin ve
dolayisiyla ¢ekirdek olusumuyla alakalidir. Genellikle her hiicrede sekonder bogum tasiyan
iki bogum bulunur béyle kromozomlara da nukleolar kromozom denir. Kromozomlarin bir
kisminda ise, bir ugta yer alan satellit bulunmaktadir. Satellitin ¢ap1 kromozomun ¢apina
esit olup flament adi verilen ince kromatin iplikle kromozomun ucuna baglanmistir. Bu
kromozomlara da Sat kromozom ad1 verilir. Kromozomlarin ug kisimlarina ise telomer adi
verilir. Telomerler, zengin basit dizilerin ardigik tekrarlarindan olusur. Cesitli kimyasal
maddeler, X 1sinlar1 ve UV 1ginlarin etkisinde kalan kromozomlar pargalara ayrilir ve bu
pargalar koptuklar1 yere veya baska bir kromozomun kopmus kismina yapisabilmesine
ragmen kesinlikle bir kromozomun telomer kismina yapisamaz (Kuru ve Ergene, 2005).
Bagka bir deyisle, telomerler, kromozomlarin uglarin1 kapatarak birbirlerine yapigmalarini
onleyerek ve hiicrenin canliligini koruyarak kararliliklarini saglar. Telomerlerin kayip
olmas1 kromozomlarin u¢ uca birlesmesine (fiizyon) neden olur, genetik rekombinasyonu
artirir ve programli hiicre 6liimiinii (apotoz) baglatir (Allison, 2014).

Kromozomlarin sekli sentromerlerin bulundugu yer ile ilgilidir. Sentromerleri ortada

ve bu nedenle iki kolu birbirine esit olan kromozomlara metasentrik, sentromerleri bir uca



daha yakin bulundugundan iki kolu birbirine esit olmayan kromozomlara submetasentrik,
sentromeri bir uca ¢ok yakin olanlara akrosentrik, sentromeri bir ugta olanlara da

telosentrik kromozomlar denir (Kuru ve Ergene, 2005).
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Sekil 3. Sentromer durumuna gore kromozomlarin siniflandirilmasi (Anonim, 2016c¢).

Tablo 1. Sentromerik pozisyon ve kol oranlarina (uzun/kisa kol) gore belirlenen
kromozom tipleri (Levan vd., 1964).

Sentromerik Pozisyon Kol Orani (g/p) Kromozom Tipi

Median 1,00:1,70 Metasentrik (M)

Submedian 1,71:3,00 Submetasentrik (SM)
Subterminal 3,00:7,00 Subtelosentrik (ST)

Terminal 7,01: 0 Akrosentrik/Telosentrik (A/T)

Kromozomlarin kol sayis1t (NF= Number of Fundamental) ¢ift kollu kromozomlarin
(p ve q kolu olan metasentrik ve submetasentrik) kollarinin ve tek kollu kromozomlarin
(akrosentrik veya subtelosentrik) kollarmin tamaminin sayilmasi ile belirlenir (Naran ve
Daksha, 1997). Bu say1 altta belirtildigi gibi formiile edilmektedir.

NF= (M ve SM kromozom sayist x 2) + (ST, T ve A kromozomlarin sayis1 X 1)

1.3. Karyotip

Bir canlinin kromozomlarinin sekli, sayis1 ve biiyiikliikleri onun karyotipini teskil
eder. Kromozom seti veya karyotip denen kromozomlarin sayist ayni tiire ait her bireyin

somatik kromozom sayis1 da bellidir ve 2n olarak ifade edilir (Elgi, 1994).



Tablo 2. Baz1 balik tiirlerinin kromozom sayis1 (Anonim, Animal Genom Size
Database, 2016d; Anonim, welcome to fish karyome, 2016e).

Tiir 2n
Mavi Kopekbaligi (Prionace glauca) 86
Kalkan Balig1 (Scophthalmus maximus) 44
Ton Balig1 (Thunnus alalunga) 50
Vatoz Balig1 (Raja clavata) 98
Rus Mersini (Acipenser gueldenstaedtii) 250
Aynali Sazan (Cyprinus carpio carpio) 100
Mersin Baligi (Huso huso ) 118
Gokkusag1 Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) 60
Iskorpit (Scorpaen aporcus) 42
Maigr1 Baligi (Conger conger) 38

1.4. Kromozomlarda Sayisal ve Yapisal Degisiklikler

Ortam sartlarinin etKisi ile kromozomlarda kirilmalar meydana gelir. Kirllma
kendiliginden meydana gelebildigi gibi ¢esitli dis etkenler (X, gamma 1sinlari, gesitli
kimyasal maddeler, vb.) tarafindan da meydana getirilebilir. Kopan parcalarin
davraniglarina gore mutasyonlart;

1. Translokasyon, homolog olmayan kromozomlarin pargalarmin  yer

degistirilmesidir.

2. Inversiyon, gen parcasiin ters donerek ayni yere yapismasidir. Sentromerler de

olabilecegi gibi farkli yerlerde de meydana gelebilir.

3. Delesyon, kromozom iizerindeki herhangi bir gen par¢asinin koparak o

kromozomdan ayrilmasidir.

4. Duplikasyon, kromozom iizerindeki herhangi bir gen pargasinin ikiye katlanmasi

seklinde dort gruba ayrilmaktadir (Altinok, 2014).

Kromozom sayisinda kendiliginden veya dis etkenler nedeniyle degisiklikler
meydana gelebilmektedir. Kromozom sayisindaki degisimler andploidi ve oploidi olmak
tizere iki grup altinda incelenmektedir.

Oploidi, bir takimdaki kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde
yiikselmesi veya o takimin organizmada tek bir defa bulunmasi olayidir (Topaktas ve
Renciizogullar1, 2010). Oploidi kendi i¢inde ikiye ayrilir. Ferdin somatik hiicrelerinde n
saylida kromozom bulunmasi olayina monoploidi, tam bir kromozom takiminin {i¢ veya

daha cok katinin fazlalasmasma poliploid denir. Bazi kimyasallar kullanilarak ig



ipliklerinin faaliyeti durdurularak metafazdan anafaza gegis durdurularak kromozom sayisi
2n’den 4n’e ¢ikarilir (Altinok, 2014).

Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya birden fazlasinin sayisin1 degistirmesi
olayina ise andploidi denir. Andploidi kendi arasinda ikiye ayrilir. Hipoploidi, fertte
kromozom sayisinin azalmasi olayidir. Hiperploidi, bir takimdaki kromozomlardan birinin

veya birkaginin sayisinin yiikselmesi olayidir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

1.5. Baliklarda Kromozom Kaynaklar:

Balik kromozomlarinin en iyi goriildiigii doku epitel dokudur. Fakat baliklar farkli
biiyiikliiklere ve farkli morfolojilere sahip olmalarindan dolay1 en uygun doku diye bir sey
sdylemek miimkiin degildir. Ornegin metafaz kromozomlarinin en iyi gozlendigi doku
gokkusagi alabaliginda bobrekten (Ulupmar ve Okumus, 1997), Tilapia rendalli baliginda
solungaglardan elde edilmistir (Ergene ve Karahan, 1999). Kromozom ¢aligmalarinda en
fazla yiizgegler, solungaclar, dalak, bobrekler, karaciger, kornea, embriyo, testis, doku
kiiltiirleri ve 16kositlerden yararlanilmaktadir (Thorgaard ve Disney, 1990).

Yiizge¢ veya pullardan kromozom elde edilirken baligin dldiiriilmesi
gerekmemektedir. Bu dokularin preparatlart mitkemmel metafaz dagilimi sonucunu verir.
Mitoz boliinme bakimindan en aktif ylizgeg, kuyruk (kaudal) ve karin (ventral)
yiizgeclerdir. Pullarda ise kaudal yiizgecin sap bolgesinden cikarilir. Bu dokularin
kullanilmasindaki avantaj, kolsisin ig engelleyicisinin 6n muamelesini gerektirmemesi iken
dezavantaj1 ise, bu dokularda meydana gelen hiicre bdliinmesinin genellikle az sayida
olmasidir (Denton, 1973).

Solungaclar, kromozom c¢alismalar1 i¢in bolca doku 6rnegi alinabilen organlardir.
Solungaclarda metafaz sathasini kolsisinle veya kolsisin olmadan elde etmek miimkiindiir.
Solungaclardan metafaz sathasi elde edilirken en 1yi yayilim temiz sularda yasayan geng ve
canli bireylerden elde edilir. Kirli sularda yasayan baliklarin ise solungaclari mukus ile
kaplanir. Bu da lam preparatlarinin hazirlanmasinda fazladan is giicii gerektirir (Denton,
1973).

Karaciger, dalak ve bobrek dokularinda mutlaka kolsisin kullanimi1 gerekmektedir.
Dokular ¢ikarilmadan birka¢ saat oncesinde baligin sirt kasina veya karin bosluguna

kolsisin uygulanmalidir (Denton, 1973).



Kornea diger yapilarla karsilastirildiginda en kolay kromozom elde edilen
yapilardandir. Bu doku geng baliklarda olduk¢a hizli boliiniir. Boliinen hiicrelerin yiizdesi,
kolsisin 6n muamelesi veya gbze hasar vermeyle artirilabilir (Denton, 1973).

Embriyo hiicreleri siiratli bir sekilde boliindiikleri i¢in, metafaz sekilleri, embriyo
hiicrelerinde ¢ok olmaktadir. Roberts (1967) ve Gold (1979) yapmis olduklar1 ¢aligmalar
da embriyonun biiyiikligliniin yetersiz ve elde edilmesinin zor olmasi gibi birkag
dezavantajin oldugu belirtmislerdir.

Mitotik ve mayotik sekillenmeler testis materyalinden de elde edilebilir. Diploit ve
haploit sayisin1 belirlemede farkli bir avantaj saglar. Boliinen hiicrelerin poliploit olma
egiliminden dolay1 kolsisin muamelesinin kisa donem uygulamast sekillerin sayisini

zenginlestirir (Denton, 1973).

1.6. Kromozom Elde Etme Yontemleri

1.6.1. In vitro Yontemler

Steril besi yerinde hiicreler g¢ogaltilarak in vitro c¢alismalar yapilir. Hiicrelerin
biiylimesi ve gelismesi i¢in en yaygin olarak RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
1640 besi ortam1 kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirleri ya periferal kandan ya da pul epiteli,
bobrek, yiizgeg 1s1nlari, embriyonun ¢esitli dokularindaki hiicrelerden yapilir. Uygulamalar
yapilirken tiiriin fizyolojik karakteristikleri géz oniinde bulundurmalidir. Inkiibasyon
sliresi, inkiibasyon sicakligi, besi yerine ilaveler, besi yerinde antibiyotikler, bireysel
arastiricilar tarafindan balig1 adapte etmek i¢in, gerekli olan osmolarite ile ilgili olan tuz
konsantrasyonu gibi faktorler, bir tiirden bagka bir tlire gore farkliliklar gosterebilir. Bu
hiicrelerden elde edilen kromozomlar ¢ok iyi gozlenir ve yayilma orani ¢ok yiiksektir

(Denton, 1973; Thorgaard ve Disney, 1990; Ozouf-Costaz ve Foresti, 1992).

1.6.2. In vivo Yontem

In vivo yontemlerin avantajlari; Lam preparasyonu kolay ve ucuzdur, uzun siire
beklemeyi gerektirmez ve ilk sonuglar dort saat gibi kisa bir zaman i¢inde alinabilir.

Hiicrelerin tiretilmesi gibi bir durum s6z konusu olmadig i¢in steril kosullar gerektirmez.



Hiicreleri yapay yoldan mitoz boliinmeye sokmak i¢in kullanilan uyarici etkenlere gerek
duyulmaz. In vitro yontemlerde, kiiltiir ortaminin neden oldugu kimi degisiklikler
olabilirken in vivo yontem de viicutta bulunan kromozomlarin durumunu yansitir. Kolsisin
dozundaki problem, diisiik sayidaki metafaz dagilimlari, mitojenlerin kullaniminin zorlugu

metodun dezavantajlari olarak sayilabilir (Denton, 1973).

1.7. Kromozom Bantlama Yontemleri

Bantlama teknigi, balik kromozomlar1 iizerindeki acik ve koyu bantlardaki
degisiklikleri gormemize yardimci olmasi bakimindan 6nemlidir. Bantlama ile baliklardaki
taksonomi ve evrimle ilgili bir¢ok problem ¢6ziilebilmektedir. Kromozom morfolojisinin
en iyi teshisi kromozomlarin bantlanmasi suretiyle gergeklestirilebilir. Yaklasik olarak
1970’e kadar bireysel kromozomlarin tizerindeki bazi bolgelerin farkli boyanabilecegi
elverigli teknikler mevcut degildi. Memeli sitogenetigindeki gelismeler kromozom
bantlama tekniklerinin de gelismesini saglamis ve kromozom yapilarinin daha iyi
yorumlanabilmesine olanak saglamistir (Vicdanli, 2007).

Balik kromozomlarina uygulanan bazi yontemler asagidaki gibidir.

1.7.1. Giemsa Boyama Teknigi

Geleneksel bir boyama teknigi olan Giemsa boyama, sentromerlerin baglanti
yerlerinden ayrilmasi sirasinda kromozomlarin boyanmasinda kullanilmaktadir. Boylece
kromozomlarin uzunluklari, kol oranlar1 ve sentromerik pozisyonlarin 6l¢limiinii saglar
(Gustashaw, 1991). Giemsa, tiasin ve eosinden olusan bir karigimdir (Sharma ve Sharma,
1975).

1.7.2. C-Bantlama (Konstitutif Heterokromatin Bantlama)

C-bantlama metafaz kromozomlariyla ilgili kullanilan yaygin bir tekniktir ve
ozellikle genetiksel olarak aktif olmayan bolgeleri (heterokromatin) boyamaktadir.
Bolgeler transkripsiyonel olarak inaktif, yiiksek derecede tekrarlamali DNA dizilerini igerir

(Boron, 1999). Ayrica, homolog kromozomlari ve bazi durumlarda da cinsiyet
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kromozomlarini tespit etmek i¢in de kullanilmaktadir (Haaf ve Schmid, 1984). C-bantlama
yonteminde etki genellikle, telomerler {iizerindeki heterokromotin bloklarinda ve
akrosentrik veya metasentrik kromozomlarin sentromerlerinde gorilir (Haaf, 1984;
Phillips, 1985). Koyu boyanan C-bantlar, sentromere yakin kromozom bdlgelerini ve

polimorfizm olup olmadigini gostermek amaciyla kullanilmaktadir.

1.7.3. Ag-NOR Boyama

Giimiis boyama kromozom kollar1 iizerindeki NOR (Nucleolar Organizer Region)
bolgelerini belirlemeye yarayan bir tekniktir. Bu bolgeler rRNA transkripsiyonu yapan
genlere sahiptir (Anonim, 2016d). Boyama reaksiyonu gerceklestiginde, NOR bolgeleri

siyaha boyanirken, kromozomun diger kisimlar1 sartya boyanmaktadir (Jenkin,1992).

1.8. Kahverengi Alabaliklar

Kahverengi alabalik (Salmo trutta L.) Salmo salar, kaynak/Alp alasi ve diger
alabalik tiirleri gibi Salmonidae ailesine mensup bir tirdiir. Salmonidae ailesinin diger
bireyleri gibi, kahverengi alabaliginda anadrom ve anadrom olmayan formlari mevcuttur.
Ulkemizde hemen her akarsuda kaynaga yakin kirlenmemis bolgelerde (Firat’in yukari
kisimlarinda) dagilim gostermektedir ve 3 ekotipinin oldugundan bahsedilmektedir. Bunlar
Karadeniz Havzasi’'nda denize go¢ eden deniz alabaligi 6zelligi gosteren ‘Deniz Ekotipi’
ve denize go¢meyen akarsu igerisinde go¢ gerceklestiren ‘Dere Ekotipi’ ile birlikte, bazi
bolgelerde (Abant Golii gibi) Karadeniz Bolgesi gollerinde bulunan ‘G6l Ekotipi® olarak
bildirilmistir (Tabak vd., 2001).

Kahverengi alabaliklarin sistematik olarak siniflandirilmasi olduk¢a karmasik bir
yaptya sahiptir. Bilim adamlarinin, S. fruffa 'nin baz alt tiirlerinin Salmo cinsinin bir tiirii
olarak kabul edilip edilmeyecegi konusundaki goriis ayriliklar1 nedeniyle, Salmo cinsinin
sistematikteki yeri tam olarak netlesmemistir (Baglinicre, 1999).

Kahverengi alabaliklar uzunca ve yanlardan biraz basik bir viicuda sahiptir. Kuyruk,
hizli akan ve kaynaga yakin sularda yasayanlarda catalli, digerlerinde diizdiir. Bas viicuda
orantili olarak biiyiiktiir. Agzin sekli yasadigi ortama gore biiyiik ya da kiigiik olabilir.
Kahverengi alabalik genel olarak oldukca fazla biiyiiyebilir. Viicudun sekli ve biiytikligi
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ise baligin cinsiyetine ve yasama ortamina gore biiylik degisiklik gosterir. Kaynaga yakin
hizl1 akan sulardaki alabaliklar nispeten daha kiiciiktiir. Ozellikle denize (S.t. labrax, S.t.
caspius) ve gollere gogenlerinin (S.t. lacustris, S.t. abanticus) biiyiikligii 140 cm boy ve 50
kg fazla agirliga kadar ulasabilir. Ancak hizli akan kaynaklarda yasayanlar1 ise (S.t. fario)
maksimum 2,3-3,2 kg agirliga kadar biiyiiyebilir (Teufel vd., 2002). Genel olarak ayni
yastaki erkek ve disi kahverengi alabaliklardan disi olanlar daha biiytiktiir.

1.8.1. Aras Alabahg (Salmo trutta caspius)

Aras alabaligi Hazar Denizi kokenli olup tlilkemizde Cildir Goli, Kura, Aras ve
Susuz akarsularinda yasamini siirdiiriir. Viicut rengi diger alabaliklara gére ¢ok daha koyu
renge sahip olup yan hatlarima kadar inen diizensiz ve fakli sekillere sahip kirmizi
benekleri bulunur. Yag yiizgecinin ucuna kadar kirmizi benekleri bulunur ve dorsal
yiizgecinde de kirmizi ve siyah benekleri vardir. Basin 6n kisminda ise mavi halkali koyu
benekleri vardir. Kirmizi beneklerin etrafinda ince bir beyaz halka mevcuttur. Ulkemizde
tiim yasamini tatli suda gegiren bu alabaligin kuyruk yiizgeci hafif girintili olup anadrom
bir canlidir (Kocabas, 2009).

Sekil 4. Salmo trutta caspius (orijinal)

1.8.2. Karadeniz Alabahg (Salmo trutta labrax, Pallas, 1811)

Anadolu’nun kuzey ve kuzeydogu akarsularinda bulunan Karadeniz menseili bir
alabalik tiiriidiir. Yasamlarinin biiyiik cogunlugunu deniz suyunda gegirir, burada biiyiir ve
gelisirler. Yumurtlama donemlerinde ise tatli sulara dogru go¢ ederler. Geng bireylerde yan

taraflarinda daginik ve diizensiz kirmizi ve siyah benekler bulunurken denize go¢ ettikten
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sonra renkleri giimiise doner. Solunga¢ kapagmin lizerinde belirgin bir siyah lekenin
bulunmasi, kirmizi beneklerinin etrafinda belirgin bir beyaz halkanin olmasindan dolay1

diger tiirlerden ayrilir (Kocabas, 2009).

Sekil 5. Karadeniz Alabalig1 (Salmo trutta labrax) (orijinal)

1.8.3. Abant Alabahgi (Salmo trutta abanticus, Tortonesse, 1954)

[k kez Abant Géliinde 1954 yilinda Tortonesse tarafindan tanmimlanmistir. Endemik
bir ekotip olan bu alabalik tlilkemizde sadece Abant Golii, Yedigoller ve sonradan
astlanmis olan Almus Baraj Goliinde (Tokat) yasamaktadir. Bu baligin viicudunda kirmizi
benek bulunmamaktadir. En belirgin 6zelligi viicutlarindaki yan hat altina tasan etrafi

beyaz haleyle ¢evrili diizensiz siyah iri beneklidir (Kocabas, 2009).
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Sekil 6. Abant Alabaligi1 (Salmo trutta abanticus) (orijinal)



2. YAPILAN CALISMALAR

Al-Sabti (1985), Salmo gairdneri, S. trutta, S. marmoratus tiirleri tizerine yapmis
oldugu karyotip ¢alismalarinda, Salmo gairdneri tiiriinde 316 metafaz safhasi incelenip
kromozom sayisini 2n=60, NF=104 ve karyotipini 44 (M+SM), 16 (ST+T) olarak, S. trutta
tiirlinde 243 metafaz safhasi incelenip, kromozom sayisin1 2n=80, NF=100 ve karyotipini
20 (M+SM), 60(T) olarak, S. marmoratus tiiriinde ise 164 metafaz safhasi incelenmis ve
kromozom sayisini1 2n=80, NF=108 ve karyotipini 22(M+SM), 58(T) olarak belirtmistir.

Woznicki vd. (1998), Polanya’nin Wdzydze Goli’nde yapmis olduklari ¢alismada
Salmo trutta morpha lacustris tiiriine ait kromozom sayist 2n=80, kol uzunluklarin da 19
balik da 102, 13 balikta 101, 4 balikta da 100 olarak tespit edilmis ve sonug olarak NF=102
kabul edilmistir. Karyotipi 11 ¢ifti M ve SM, 29 c¢ifti ST ve akrosentrik olarak tespit
edilmis ve en genis bir SM ¢iftinde de NOR goriilmiistiir.

Ors (2003), gokkusag: alabaliginin bdbrek dokusu iizerine yapmis oldugu karyotip
calismalarda kromozom sayisini1 2n=58 olarak bulmustur. Yildirim (2015) yapmis oldugu
gokkusagi alabaligi kromozom sayisinin lokositlerinden tespiti konulu ¢aligmasinda
gokkusagi alabaliginda 42 metafaz safhasini incelemesi sonucu tiiriin Kromozom sayisini
2n=58 olarak bulmustur.

Kalbassi vd. (2006), Hazar Deniz’inin giineyindeki bir bolgede Salmo trutta caspius
tizerine yapilan kromozom ¢aligmasinda kromozom sayisint 2n=80, NF=104 ve karyotipini
7 ¢ift M, 5 ¢ift SM, 28 ¢ift Akrosentrik olarak tespit etmislerdir. Yapilan g¢alismada
kromozom sayis1 76-80 arasinda degistigini ancak %60 metafaz safthasinda 80 olarak
gorilmiistiir.

Northland-Leppe vd. (2009), Salmo trutta fario {izerine yapmis olduklar1 karyotip
calismast sonucunda kromozom sayist 2n=80, kromozom kol sayisini NF=100 ve
karyotipinin 14M, 6SM, 2ST ve 58A oldugunu belirlemislerdir. Bir ¢ift SM ve bir ¢ift ST
kromozomlarinin kisa kollarinda NOR goriilmiistiir.

Ohno vd. (1996), yapmis olduklar1 ¢alismada 8 tiir baligin DNA miktarlarii ve
kromozom yapilarini incelemislerdir. Bu baliklarin kromozom sayilarini; Akcigerli baligin
Lepidosiren paradoxa (Lepidosirenidae) 2n=38, Salmoirideus baliginin (Salmonidae)
2n=60, Carassius auratus baligmin (Cyprinidae) 2n=102, Symphysodon aequifasciata
baligimin (Cichlidae) 2n=60, Lepomis cyanellus baligimin (Centrarchidae) 2n=46-48,
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Xiphophorus helleri baliginin (Poecilidae) 2n=48, Pleuronichthys verticalis baliginin
(Pleuronectidae) 2n=48 ve Xystreurys liolepis baligmin (Bothidae) 2n=48 oldugunu
bildirmislerdir.

Ueda vd. (1988), disi gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ve erkek kaynak
alabaligini (Salvelinus fontinalis ) caprazlamis, 7 gokkusagi, 7 kaynak alabaligt ve 12 hibrit
baligin karyotipini incelemiglerdir. Calismada ylizge¢ ve embriyo kullaniimis olup,
gokkusagi alabaliginin kromozom sayisin1 2n=60 ve karyotipini 44M veya SM ile 16A
veya ST bulmuslardir. Bir ¢ift SM veya metasentrigin u¢ kisimlarina yakin bolgede NOR
gozlemlemislerdir. Kaynak alabaliginin kromozom sayisint 2n=84 ve karyotipini 18
(M+SM)+ 66 (ST+A) ve NF=102 bulmuslardir. Dort ¢ift kromozom (SM ve akrosentik)’
da NOR gozlemlemislerdir. Diploit olan hibritler de kromozom sayis1 2n=72 ve karyotipi
olarak 31Mveya SM ile 41 ST veya akrosentrik bulmuslardir.

Jankun vd. (2014), Coregonus lavaretus (Salmonidae) tiirtin de bobrek hiicreleri
kullanilarak yaptiklar1 ¢alismalarinda, kromozom sayisin1 2n=80 ve karyotipi de 8 ¢ift
metasentrik, 1 ¢ift genis ve 1 ¢ift orta biiyiikliikte SM ve 27 ¢ift akrosentrik bulmuslardir.

Fan ve Fox (1990), calismalarinda yeni bir kromozom preparasyonu denemislerdir.
Denemelerinde gokkusagi alabaligi, Gadus morhua ve pisi baligi P. platessa orneklerine
PBS soliisyonunda hazirlanmis PHA (fitohemaglutinin) 6n muamelesini uygulandiktan 48
saat sonra alman doku &rneklerine 30-35 hipotonik muamelesi uygulamiglardir. Sonraki
adimlarda geleneksel havada kurutma yontemini izlemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore
gokkusagr alabaliginda 2n=62, G. morhua’da 2n=45-46 ve pisi baliginda ise 2n=47-48
kromozom tespit etmislerdir.

Fan ve Fox (1991), iki ayr1 familyanin tiyesi olan P. platessa ve G. morhua baliginin
sitogenetik incelemesini c¢esitli boyama teknikleri kullanarak yapmuslardir. Yaptiklar
incelemede P. platessa baliginda 3 farkl sitotipin goriildiigiinii (2n=46, 47 ve 48) bununda
Robertson translokasyonundan ileri geldigini ileri stirmiislerdir. G. morhua tiiriinde tek bir
balik 6rneginde 2n=46 diploit sayidan sapma oldugunu (2n=45) belirlemislerdir.

Ulupmar ve Okumus (2001), Kuzeydogu Karadeniz Bolgesi'ndeki giftliklerde
iretilen gokkusagi alabaliginin kromozom sayisinin belirlenmesi baslikli calismasinda 118
adet baligin 6n bobrek dokusundan dogrudan kromozom preparasyonu metoduyla elde
edilen 468 hiicrenin analizi sonucu 7 farkli diploit kromozom sayist (2n= 58, 2n= 59, 2n=

60, 2n= 61, 2n= 62, 2n= 63 ve 2n= 64) tespit etmislerdir. En yaygin olarak bulunan
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karyotiplerin, sirayla %25.2 ve %?24.8'lik oranlara sahip 2n=60 ve 2n=62 kromozomlu
karyotipler oldugunu belirtmislerdir.

Raicu vd. (1977), S. irideus ve S. trutta fario tiirlerinin bobrek, dalak, karaciger ve
solunga¢ dokularindan yapmis oldugu kromozom c¢alismasinda S. irideus tirii igin
kromozom sayisi 2n=60 NF=104 ve karyotipinin 22 ¢ifti SM+M, 8 ¢ifti ise akrosentrik
olarak kabul etmislerdir. S. trutta fario tiiri i¢in ise kromozom sayisi 2n=80, NF=104
bulmuslar ve Kkaryotipininde 12 ¢ifti SM+M, 28 cifti ise Akrosentrik olarak kabul
etmislerdir.

Capanna vd. (1979), yapmis oldugu c¢alismada disi S. trutta fario, erkek Salvelinus
fontinalis ile S. trutta fario x Salvelinus fontinalis hibritlerinin kromozom say1 ve yapisini
incelemistir. S. trutta fario’nun kromozom sayis1 2n=80 karyotipi 14M+6SM+2ST+54A,
Salvelinus fontinalis’in kromozom sayisini 2n=84 karyotipini 16M+62A+6ST olarak
bulmustur. Hibritin kromozom sayisi ise 2n=72, karyotipi 15M+3SM+4ST+60A olarak
hesaplanmistir (Capanna vd., 1972).

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Baliklari

Bu calismada Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Prof. Dr. Ibrahim OKUMUS
Arastirma ve Uygulama Unitesinde TUBITAK destekli 2140595 nolu projeden elde edilen
Salmo trutta labrax, Salmo trutta caspius, Salmo trutta abanticus ve bunlarin hibritleri
kullanmilmistir (Tablo 3). Kromozom preparatlart Stirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda hazirlandiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi ve Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Boéliimii, Tibbi Genetik Laboratuvarlarinda
goriintiilenerek analiz edilmistir.

Kromozom c¢aligmasi i¢in her bir gruptan 5 balik kullanildi. Baliklarin ortalama boy
ve agirliklar1 Tablo 3°de verilmistir. Ayrica baliklar ¢alisma Oncesinde bakteriyel ve

parazitik yonden incelenmis olup herhangi bir hastaliga rastlanilmamastir.
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Tablo 3. S. trutta labrax (L), S. trutta abanticus (A) ve S. trutta caspius (C) tiirlerinin
caprazlanmasi ile elde edilen hibrit bireyler, boy ve agirliklar

Gruplar (2X &) K?sr;llzll?qul;lm Boy (cm)  Agirlik (gr)
S. tlabrax X S. t. labrax LL 18,63 69,18
S. t. labrax X S. t. abanticus LA 19,70 71,51
S. t. labrax X S. t. caspius LC 24,36 156,0
S. t. abanticus X S. t. abanticus AA 17,37 38,84
S. t. abanticus X S. t. labrax LL 16,45 48,58
S. t. abanticus X S. t. caspius AC 15,20 34,78
S. t. caspius X S. t. labrax CL 15,88 41,70
S. t. caspius X S. t. abanticus CA 11,62 13,67
S. t. caspius X S. t. caspius CC 12,54 18,30
2.2. Metot

2.2.1. Calismada Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar asagidaki sekilde
hazirlanmastir.

RPMI 1640 Besi Ortami: 50 ml RPMI igerisine 700 ul antibiyotik (Penicillin-
fungiazome-gentamycin-stroptomycin-enrofloxacin)  ilave  edilip  stok  soliisyon
olusturulmustur.

%0, 1’lik Kolsisin Soliisyonu: 0,001g kolsisin 1 ml distile suda ¢oziinmiistiir.

Hipotonik Soliisyonu (0.075 M): 5,59 gr potasyum kloriir 1000 ml distile suda
¢Ozlilmiistiir.

Fiksatif (Carnoy Fiksatifi) : 3 birim metanol ile 1 birim asetik asit karistirilmistir.

Sorenson Fosfat Tamponu (pH6,8): 9,073 g KH,PO, 1000 ml distile su ile
¢cozdiiriilmiistiir. 11,87 g NapHPO4 1000 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Bu iki soliisyon
birbirine karistirilarak pH 6,8 e ayarlanmistir.

Giemsa Soliisyonu (%10): 10 ml stok Giemsa soliisyonu iizerine 90 ml distile su
ilave edilerek hazirlanmistir.

Glumiis Nitrat (AgNOs3) Cozeltisi (%50): 5 g AgNOs; 10 ml distile suda

¢Ozdlrilmiistiir.
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Kolloidal Gelistirici: 1 ml formik asit ve 2 g toz jelatin 100 ml distile suda
¢Ozdiirilmiistiir.

Kobalt kloriir Soliisyonu (%0,4): 400 mg CoCl; iizerine 100 ml distile su eklenerek
soliisyon hazirlanmistir.

Hidroklorik Asit Soliisyonu (0,2 N): 4,15 ml IN HCl’ye 200 ml distile su ilave
edilmistir.

Baryum Hidroksit Soliisyonu (% 1): 0,4 g Ba(OH), 40 ml distile suda
¢Ozdirilmiistiir.

2XSSC: 7,4 g NaCl ve 8,24 g sodyum sitrat 1000 ml distile suda ¢ozdiiriilmustiir.

2.2.2. Kromozom Preparatlarinin Hazirlanmasi

Kromozom preparasyonlarinin yapiminda temel yaklasim, metafazda boliinen
hiicreleri arttirmak ve daha sonra gozlemek ic¢in bir mikroskop lami iizerine metafaz
hiicrelerinden kromozomlar1 yaymaktir. Baliklarda en iyi kromozom kaynaklari aktif
boliinen dokular iceren bobrek ve dalak, solungaclarin epitel hiicreleri ve ylizgeclerdir
(Gold vd., 1990).

Bu c¢alismada balik 6rneklerinden kromozom elde etmek icin farkli yontemler

kullanilmistir.

2.2.2.1. Havada Kurutma Yontemi

Kromozomlarin metafaz sathasinda goriintiilenebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
canli baliga kolsisin ya da kolsemid enjekte edilerek uygulanan havada kurutma yontemi
icin Collares-Pereira’nin (1992) o6nerdigi yontem modifiye edilerek kullanildi. Hatta
hiicrelerin metafaz safhasina gecisini hizlandirmak igin baliklara kolsisin vermeden 6nce
CoCly’de verildi.

Bu yontemde mitozu uyarmak amaciyla preperasyondan 72 saat once baliklara
intraperitonal olarak her 1 g viicut agirligr igin 0,005 ml % 0,4’lik CoCl, soliisyonu
enjekte edildi. 72 saat sonrasinda baligin viicut agirlhigina gore farkli konsantrasyonlarda
(0,05-0,1 mg/L) kolsisin veya kolsemid enjekte edilip farkli siirelerde (30 dk-6saat)
bekletildi. Bekleme sonrasinda baliklar buz soku uygulanarak bayiltildiktan sonra dalak,
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bobrek, solungag, karaciger ve yiizgeclerinden drnekler alindi ve 0,075M ik KC1’de 37°C
veya oda sicakliginda farkli siirelerde (20 dk-2 saat) bekletildi. Doku 6rnekleri sonrasinda
taze olarak hazirlanmis 3:1 oraninda metanol:glasiyal asetik asit soliisyonunda 10 dk 1000
X g'de santrifiij edilerek iist kisimlar1 atildi, iizerine tekrar fikstatif eklenerek tekrar
santrifiij edildi. Santrifiij islemi toplamda 3 kez tekrarlandi. Ayrica bazi 6rnekler santrifiij
yapilmadan fiksasyon islemi oda sicakhiginda veya +4°C farkli siirelerde (10 dk-1 giin)
yapildi. Fiksatif soliisyonunda kii¢iik pargalara ayrilan dokular belirli bir yiikseklikten her
bir lama 3 veya 4 damla damlatilip kurutuldu. Kuruyan preparatlar %10’luk Giemsa ile 10
dakika ve 30 dakika gibi farkli zaman araliklarinda boyandi. Boyama isleminden sonra

preparatlar kurutularak 151k mikroskobunda incelendi.

2.2.2.2. Doku Kiiltiri Yontemi

Bu c¢alismada Nagpure ve Barat (1997) tarafindan gelistirilen protokol modifiye
edilerek uygulanmigtir. Kromozom g¢alismasi igin her bir gruptan 5 balik kullanildi.
Kromozom ¢aligmasi yapilacak baliklarin anestezi isleminden sonra bdbrekleri ¢ikartilip
1,5 ml RPMI (21 ul penicillin-fungiazome-gentamycin-stroptomycin-enrofloxacin
karigimi) igerisinde kiiciik parcalara ayirip tliplere aktarildi. 24 saat oda sicakliginda
manyetik karistiricida bekletilen 6rneklerin {izerine doku miktarinin hacmine gore taze
hazirlanmis %0,1°likkolsisin ilave edilip 75 dk inkiibe edildi. Ornekler 10 dk 1000 x g’de
santrifiij edilip tist kisim atildiktan sonra iizerine hiicrelerin sigsmesini saglamak i¢in 3 ml
KCI (0,075 M) eklendi ve 30 dk bekletilen 6rneklere yeni hazirlanmis soguk 4 damla
Carnoy fiksatifi damlatildi ve 10 dk 1000 x g’de santrifiij edildikten sonra iist kisim atilip
ve 5 ml fiksatif eklendi. Ornekler tekrardan 10 dk 1000 x g’de santrifiij edildi ve iist kistm
uzaklastirildi. Fiksasyon islemi toplamda 3 kez yapildi. Dokular petri kabma alind1 ve
tizerine fiksatif ilave edilip bistiiri ile par¢alandi. Doku siispansiyonundan 2-3 damla 40-50
cm yliksekten 60°C’de ki buhar icerisinde bulunan lamlara damlatildi ve lamlar oda
sicakliginda kurutuldu. Hazirlanan preparatlar 3 kisma ayrildi. Bir kism1 %10’ luk Giemsa
ile 10 dk boyanip distile su ile yikanirken, diger kisimlari ise giimiis boyama (NOR) ve C-
bantlama i¢in muhafaza edildi. Preparatlar kurutulduktan sonra 1sik mikroskobu altinda
incelendi ve karyotip analizine uygun olanlar entellan ile kapatilarak devamli preparat
haline getirildi. Sonra metafaz sathasindaki kromozomlarin resmi tam otomatik kromozom

sayim cihazi olan Olympus 151k mikroskobuna monte edilmis CytoVison 3,92 yazilimi



19

kullanilarak c¢ekildi. Her bir preparattan belirgin 10 adet metafaz sathasindaki kromozom
analizde kullanildi. Karyotip analizi i¢in Image-Pro Premier (Media Cybernetics),
SmartType 3.1.0.43 (Digital Scientific, Cambridge, UK) ve tpsDig2 v2.26 (New York
State University, Stony Brook, ABD) yazilimlar1 kullanildi.

2.2.3. Giimiis Nitrat (Ag-NOR) ile Boyama

Glimiis boyamada Howell ve Black (1980) tarafindan gelistirilen yontem modifiye
edilerek kullanildi. Hazirlanmig preparatlarin iizerine 2 damla kollaidal gelistirici ile 1
damla sulu giimiis nitrat ¢ozeltisi damlatilip {izeri lamelle kapatildi. Preparatlar daha sonra
70°C deki 1sitilmig etiivde tizeri altin rengi oluncaya kadar bekletilip distile su ile iyice
yikand1 ve kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar %10’luk Giemsa ile 15 dk boyand1 ve
x100’Lik biiyiitmede 151k mikroskopu altinda goriintiilenip resmi ¢ekildi.

2.2.4. C-Bantlama

C-bantlama yapmak i¢in Sumner (1972)’de agiklanan yontem kismen modifiye
edilerek kullanildi. Preparatlar 0,2 N HCI’de 37°C’de 1 saat bekletip saf su ile yikandiktan
sonra taze hazirlanmis 50°C’deki Ba(OH); icerisinde 8 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
saf su ile yikanan preparatlar daha 6nceden 60°C’ye 1s1tilmis pH’s1 7 olan 2XSSC’de 1 saat
inkiibe edildi. Saf su ile yikanan preparatlar %10’luk Giemsa ile 20 dk boyanip x100’lik

bliylitmede 151k mikroskopu altinda goriintiilenip resmi cekildi.



3. BULGULAR

Bu calismada LL, AA, CC ve bu baliklarin hibritlerinin kromozom sayilar1 ve
yapilart incelenmis olup bunlarin karyogramlari ve kromozom Ol¢lim tablolart
hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gore biitiin tiirlerin diploit kromozom sayilarinin ayni
olup 76-80 arasinda degistigi gozlemlenmistir.

Calismada C-bantlama yontemi ve AgNOR bantlama yontemi de kullanilmistir. C-
bantlama yonteminde birgok farklt metot denenmesine ragmen pek basarili sonug elde
edilememistir. NOR bantlama yontemin de ise, tiim gruplarinl ¢ift SM kromozomunun
kisa kollarinda net goriiniimlii NOR’lu bdlge belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan baliklarin kromozom sayisini belirlemek i¢in metot kisminda
belirtilen doku kiiltiiri yontemi ve havada kurutma yontemi kullanilmistir. Havada
kurutma yonteminde basarili sonuglar elde edilemeyip doku kiiltiirii yonteminde basarilt
sonuclar elde edilmistir.

Baliktan dokular alindiktan sonra kiigclik pargalara ayrilip antibiyotikli RPMI
igerisine konup calkalayicida 1 giin bekletilmesi ve bu siire sonunda kolsisin ilave edip
Isaat 15 dakika bekletilmesinin en iyi sonug¢ verdigi, bu siirenin artmasi veya kisalmasi
durumunda kromozom analizlerinin zorlagtig1 gézlemlenmistir. Kolsisin yerine kolsemid
kullanilarak yapilan ¢alismalarda da metafaz safhasi yakalanamamustir.

Calismada baliklarin karaciger, bobrek, dalak, solunga¢ ve ylizge¢ dokularn
kullanilmis olup en kaliteli metafaz alanlarinin 6zellikle 6n bobrek dokusundan elde
edildigi goriilmiistiir. Diger dokulardan iyi kalitede metafaz alanlar1 yakalanamamis ve
dalak kullanilarak yapilan ¢alismalarda ise preparatlarda makrofajli bolgelerin yaygin
oldugu gozlemlenmistir.

[k denemelerde doku kiiltiirii besi yerinde bakteri ¢ogaldigi ve dokularin yapisini
bozdugu gibi Giemsa boyamadan sonra bakterilerin kromozom gibi goziiktiigii ve yanlis
anlasilmalara sebebiyet verdigi belirlendi. Doku kiiltiirii besi yerine antibiyotik karigimi
eklendikten sonra bu sorun ¢oziildii.

KCI ¢ozeltisi ile muamele siiresi biitiin gruplarda 40 dakika olarak tespit edilmis, bu
stirenin azalmas1 durumunda hiicrelerin yeterince olgunluga erisemediginden patlamadigi
siirenin arttirllmas1 durumunda ise hiicrelerin patlayarak ¢ok genis alanlara dagildig:

gorilmiistiir.
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Fiksatif olarak kullanilan 3:Imetanol-glasiyal asetik asit iglem sirasinda taze
hazirlanip soguk olarak kullanilmasi sonucunda istenilen Kkalitede preparatlar elde
edilmistir. Doku siispansiyonunun lam iizerine damlatma mesafesinin yaklasik 40-50 cm
oldugu, alcaktan damlatmalarda hiicrelerin yeterince hiza ulagmayip patlamadigi,
yiiksekten damlatmada ise hiicrelerin patlayip birden fazla metafaz alanindaki
kromozomlarin birbirine karigsmasiyla kromozom sayilarinin artmasi ya da azalmasi gibi
durumlar ortaya ¢ikmistir. Lam iizerine damlatilan siispansiyonun yaklasik 1 dk buharda
bekletilmesiyle kromozomlarin daha belirgin hal aldigi ve daha net metafaz alanlarinin
olustugu gdzlemlenmistir. Ayrica elde edilen dokularin bazilar1 +4°C’de saklanmasina

ragmen 4. ayin sonunda bozuldugu gézlenmistir.

3.1. Salmo trutta abanticus

Calismada toplam 5 balik kullanilmis olup her baliktan 2 preparat hazirlanmistir.
Preparatlarda iyi kalitede yaklasik 500 metafaz alanmi incelenmistir. Incelenen
metafazlardan bu tiire ait kromozom sayisinin 74-80 arasinda degistigi ancak incelenen
metafaz alanlarinin sayisimin yarisindan fazlasinda diploit kromozom sayis1 2n=80 olarak
belirlenmistir  (Sekil 7). Elde edilen verilere gore AA baligimin Karyotipinin

14M+8SM+2ST+56A (Sekil 8), NF=102 oldugu saptanmistir (Tablo 4).

Sekil 7. Salmo trutta abanticus'a ait kromozom goriintiisii
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Sekil 8. S. trutta abanticus baligina ait karyogram

Tablo 4. S. trutta abanticus’a ait kromozomlarin nispi uzunluklari (), toplam uzunluk (p),
kol oran1 (q/p) ve simiflandiriimasi

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) (a) uzunluk (a/p) tipi
1 0.12 0.12 0.24 1.00 M
2 0.12 0.12 0.24 1.00 M
3 0.12 0.12 0.24 1.00 M
4 0.12 0.12 0.24 1.00 M
5 0.90 0.90 1.80 1.00 M
6 0.10 0.10 0.20 1.00 M
7 0.80 0.80 1.70 0.89 M
8 0.05 0.12 0.17 2.40 SM
9 0.07 0.13 0.20 1.86 SM
10 0.05 0.10 0.15 2.00 SM
11 0.03 0.12 0.15 4.00 ST
12 0.06 0.19 0.25 3.17 ST
13 0.02 0.13 0.15 6.50 ST
14 0.00 0.22 0.22 0 A
15 0.00 0.09 0.09 0 A
16 0.00 0.14 0.14 0 A
17 0.00 0.12 0.12 0 A
18 0.00 0.14 0.14 0 A
19 0.00 0.15 0.15 0 A
20 0.00 0.11 0.11 0 A
21 0.00 0.11 0.11 0 A
22 0.00 0.11 0.11 0 A




23

Tablo 4’iin devami

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol oram Kromozom
cifti (p) (o) uzunluk (a/p) tipi
23 0.00 0.11 0.11 0 A
24 0.00 0.11 0.11 0 A
25 0.00 0.12 0.12 0 A
26 0.00 0.10 0.10 0 A
27 0.00 0.11 0.11 0 A
28 0.00 0.10 0.10 0 A
29 0.00 0.08 0.08 0 A
30 0.00 0.10 0.10 0 A
31 0.00 0.12 0.12 0 A
32 0.00 0.12 0.12 0 A
33 0.00 0.11 0.11 0 A
34 0.00 0.11 0.11 0 A
35 0.00 0.07 0.07 0 A
36 0.00 0.08 0.08 0 A
37 0.00 0.08 0.08 0 A
38 0.00 0.10 0.10 0 A
39 0.00 0.08 0.08 0 A
40 0.00 0.13 0.13 0 A

3.2. Salmo trutta caspius

Bu caligmada toplamda 5 balik kullanilmis fakat 3 balikta basarili sonu¢ elde
dilmistir. Hazirlanan preparatlarda yaklasik 300 metafaz alani incelenmis ve iyi kalitede
olanlarmn fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 9). Incelenen metafaz alanlar1 sonucunda tiire ait
kromozom sayisinin 78-82 arasinda degistigi goriilmiis olup NF=98 bulunmustur (Tablo
5). CC’nin Kkaryotipi ise 14M+4SM+ 4ST+58A olarak belirlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 9. Salmo trutta caspius'a ait kromozom goriintiisii
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Sekil 10. S. trutta caspius baliginin karyogrami

Tablo 5. S. trutta caspius’a ait kromozomlarin nispi uzunluklart (i), toplam uzunluk (p),
kol orani1 (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orant Kromozom
cifti (p) (a) uzunluk (a/p) tipi
1 0.09 0.12 0.21 1.33 M
2 0.08 0.11 0.19 1.38 M
3 0.08 0.09 0.17 1.13 M
4 0.10 0.10 0.20 1.00 M
5 0.09 0.11 0.20 1.22 M
6 0.07 0.08 0.15 1.14 M




25

Tablo 5’in devami

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol oram Kromozom
cifti (p) (o) uzunluk (a/p) tipi
7 0.06 0.07 0.13 1.17 M
8 0.06 0.12 0.18 2.00 SM
9 0.04 0.10 0.14 2.50 SM
10 0.04 0.18 0.22 4.50 ST
11 0.04 0.15 0.19 3.75 ST
12 0.00 0.09 0.09 0 A
13 0.00 0.08 0.08 0 A
14 0.00 0.11 0.11 0 A
15 0.00 0.09 0.09 0 A
16 0.00 0.09 0.09 0 A
17 0.00 0.15 0.15 0 A
18 0.00 0.10 0.10 0 A
19 0.00 0.07 0.07 0 A
20 0.00 0.12 0.12 0 A
21 0.00 0.09 0.09 0 A
22 0.00 0.08 0.08 0 A
23 0.00 0.07 0.07 0 A
24 0.00 0.07 0.07 0 A
25 0.00 0.10 0.10 0 A
26 0.00 0.07 0.07 o0 A
27 0.00 0.08 0.08 0 A
28 0.00 0.11 0.11 0 A
29 0.00 0.06 0.06 0 A
30 0.00 0.09 0.09 0 A
31 0.00 0.08 0.08 0 A
32 0.00 0.08 0.08 0 A
33 0.00 0.08 0.08 0 A
34 0.00 0.09 0.09 0 A
35 0.00 0.09 0.09 0 A
36 0.00 0.09 0.09 0 A
37 0.00 0.08 0.08 0 A
38 0.00 0.10 0.10 0 A
39 0.00 0.07 0.07 0 A
40 0.00 0.09 0.09 0 A

3.3. Salmo trutta labrax

Calismada 5 balik kullanilmis ve her bir baliktan 2 preparat hazirlanmis olup iyi
kalitede 450 metafaz alani incelenip diploit kromozom sayis1 2n=80 (Sekil 11), NF=102
(Tablo 6) bulunmustur. Ayrica kromozomlarin incelenmesi sonucu karyotipi 16M, 6SM,

4AST, 54A olarak belirlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 11. Salmo trutta labrax'a ait kromozom goriintiisii
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Sekil 12. S. trutta labrax baliginin karyogrami

Tablo 6. S. trutta labrax’a ait kromozomlarin nispi uzunluklari (p), toplam uzunluk (p), kol
orani (q/p) ve siiflandirilmasi

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) (a) uzunluk (a/p) tipi
1 0.10 0.10 0.20 1.00 M
2 0.10 0.09 0.19 1.11 M
3 0.11 0.07 0.18 1.57 M
4 0.11 0.09 0.20 1.22 M
5 0.12 0.10 0.22 1.20 M
6 0.80 0.70 1.50 1.14 M
7 0.10 0.09 0.19 1.11 M
8 0.08 0.07 0.15 1.14 M




27

Tablo 6’nin devami

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol oram Kromozom
cifti (p) (o) uzunluk (a/p) tipi
9 0.13 0.05 0.18 2.60 SM
10 0.10 0.04 0.14 2.50 SM
11 0.09 0.03 0.12 3.00 SM
12 0.10 0.02 0.12 5.00 ST
13 0.11 0.03 0.14 3.67 ST
14 0.20 0.00 0.20 0 A
15 0.15 0.00 0.15 0 A
16 0.13 0.00 0.13 0 A
17 0.11 0.00 0.11 0 A
18 0.11 0.00 0.11 0 A
19 0.10 0.00 0.10 0 A
20 0.11 0.00 0.11 0 A
21 0.10 0.00 0.10 0 A
22 0.10 0.00 0.10 0 A
23 0.11 0.00 0.11 0 A
24 0.10 0.00 0.10 0 A
25 0.10 0.00 0.10 0 A
26 0.08 0.00 0.08 0 A
27 0.10 0.00 0.10 0 A
28 0.10 0.00 0.10 0 A
29 0.10 0.00 0.10 0 A
30 0.10 0.00 0.10 0 A
31 0.11 0.00 0.11 0 A
32 0.09 0.00 0.09 0 A
33 0.10 0.00 0.10 0 A
34 0.09 0.00 0.09 0 A
35 0.08 0.00 0.08 0 A
36 0.08 0.00 0.08 0 A
37 0.09 0.00 0.09 0 A
38 0.08 0.00 0.08 0 A
39 0.09 0.00 0.09 0 A
40 0.08 0.00 0.08 0 A

3.4. Hibrit Baliklara Ait Karyotip Bulgular

LL, AA ve CC baliklarina ait hibritlerden yapilan kromozom c¢alismalarinda her
hibrit grubu i¢in 5 balik kullanilip uygun metafaz alanlar1 incelenmistir (Sekil 13).
Kromozom sayisi sirastyla S.t. abanticus- S.t. caspius (AC) hibritlerinde 2n=80, NF=100,
karyotipi 16M, 4SM, 8ST, 52A (Tablo 7; Sekil 14), S.t. abanticus - S.t. labrax (AL)
hibritlerinde 2n=80, NF=102, karyotipi 16M, 6SM, 2ST, 56A (Sekil 15; Tablo 8); S.t.
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caspius - S.t. abanticus (CA) hibritlerinde 2n=76, NF=98, karyotipi 16M, 6SM, 6ST, 48A
(Sekil 16; Tablo 9), S.t. caspius - S.t. labrax (CL) hibritlerinde =78, NF=96, karyotipi
14M+ 4SM+8ST+52A (Sekil 17; Tablo 10), S.t. labrax - S.t. abanticus (LA) hibritlerinde
2n=80, NF=100, karyotipi 16M, 4SM, 14ST, 46A (Sckil 18; Tablo 11); ve S.t. labrax - S.t.
caspius (LC) hibritlerinde kromozom sayisi 2n=80, NF=101, karyotipi 18M, 4SM, 2ST,
56A (Sekil 19; Tablo 12) olarak belirlenmistir.
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Sekil 13. AL, AC, CA, CL, LA, LC baliklarina ait kromozom goriintiisii
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Sekil 14. AC baligina ait karyogram
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Sekil 15 AL baligina ait karyogram
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Sekil 16. CA baligina ait karyogram
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Sekil 17. CL baligina ait karyogram
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Sekil 18. LA baligina ait karyogram
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Sekil 19. LC baligina ait karyogram

Tablo 7. AC baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklari (p), toplam uzunluk (u), kol
orani (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) (a) uzunluk (a/p) tipi
1 0.10 0.11 0.21 1.10 M
2 0.10 0.10 0.20 1.00 M
3 0.08 0.09 0.17 1.13 M
4 0.08 0.10 0.18 1.25 M
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Tablo 7’nin devami

Kromozom Kisa kol Uzun kol Toplam Kol oram Kromozom
cifti (p) (o) uzunluk (a/p) tipi
5 0.09 0.10 0.19 111 M
6 0.07 0.09 0.16 1.29 M
7 0.08 0.09 0.17 1.13 M
8 0.06 0.07 0.13 1.17 M
9 0.05 0.10 0.15 2.00 SM
10 0.04 0.11 0.15 2.75 SM
11 0.05 0.18 0.23 3.60 ST
12 0.03 0.11 0.14 3.67 ST
13 0.03 0.13 0.16 4.33 ST
14 0.02 0.12 0.14 6.00 ST
15 0.00 0.10 0.10 0 A
16 0.00 0.11 0.11 0 A
17 0.00 0.08 0.08 0 A
18 0.00 0.10 0.10 0 A
19 0.00 0.10 0.10 0 A
20 0.00 0.09 0.09 0 A
21 0.00 0.10 0.10 0 A
22 0.00 0.08 0.08 0 A
23 0.00 0.07 0.07 0 A
24 0.00 0.09 0.09 0 A
25 0.00 0.09 0.09 0 A
26 0.00 0.09 0.09 0 A
27 0.00 0.10 0.10 0 A
28 0.00 0.09 0.09 0 A
29 0.00 0.07 0.07 0 A
30 0.00 0.08 0.08 0 A
31 0.00 0.06 0.06 0 A
32 0.00 0.07 0.07 0 A
33 0.00 0.10 0.10 0 A
34 0.00 0.07 0.07 0 A
35 0.00 0.07 0.07 0 A
36 0.00 0.08 0.08 0 A
37 0.00 0.09 0.09 0 A
38 0.00 0.08 0.08 0 A
39 0.00 0.10 0.10 0 A
40 0.00 0.10 0.10 0 A
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Tablo 8. AL baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklar1 (p), toplam uzunluk (p),
kol orant1 (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom  Kisa kol Uzun kol Toplam Kol oran1  Kromozom

cifti (p) (q) uzunluk (a/p) tipi
1 0.10 0.12 0.22 1.20 M
2 0.09 0.10 0.19 1.11 M
3 0.09 0.10 0.19 1.11 M
4 0.08 0.10 0.18 1.25 M
5 0.08 0.08 0.16 1.00 M
6 0.08 0.09 0.17 1.13 M
7 0.09 0.09 0.18 1.00 M
8 0.09 0.10 0.19 1.11 M
9 0.05 0.14 0.19 2.80 SM
10 0.04 0.09 0.13 2.25 SM
11 0.04 0.07 0.11 1.75 SM
12 0.06 0.21 0.27 3.50 ST
13 0.00 0.10 0.10 'S A
14 0.00 0.24 0.24 0 A
15 0.00 0.15 0.15 0 A
16 0.00 0.11 0.11 0 A
17 0.00 0.09 0.09 0 A
18 0.00 0.08 0.08 0 A
19 0.00 0.08 0.08 0 A
20 0.00 0.09 0.09 0 A
21 0.00 0.14 0.14 0 A
22 0.00 0.13 0.13 o0 A
23 0.00 0.09 0.09 o0 A
24 0.00 0.07 0.07 o0 A
25 0.00 0.08 0.08 o0 A
26 0.00 0.10 0.10 o0 A
27 0.00 0.10 0.10 o0 A
28 0.00 0.11 0.11 0 A
29 0.00 0.08 0.08 o0 A
30 0.00 0.09 0.09 o0 A
31 0.00 0.09 0.09 o0 A
32 0.00 0.08 0.08 o0 A
33 0.00 0.09 0.09 0 A
34 0.00 0.07 0.07 0 A
35 0.00 0.08 0.08 0 A
36 0.00 0.10 0.10 0 A
37 0.00 0.09 0.09 0 A
38 0.00 0.09 0.09 0 A
39 0.00 0.09 0.09 0 A
40 0.00 0.11 0.11 0 A
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Tablo 9. CA baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklar1 (p), toplam uzunluk (p), kol
orani (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom  Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) Q) uzunluk (a/p) tipi
1 0.08 0.08 0.16 1.00 M
2 0.07 0.07 0.14 1.00 M
3 0.05 0.07 0.12 1.40 M
4 0.08 0.09 0.17 1.13 M
5 0.07 0.08 0.15 1.14 M
6 0.07 0.07 0.14 1.00 M
7 0.05 0.07 0.12 1.40 M
8 0.05 0.05 0.10 1.00 M
9 0.04 0.10 0.14 2.50 SM
10 0.04 0.07 0.11 1.75 SM
11 0.04 0.07 0.11 1.75 SM
12 0.03 0.07 0.10 2.33 SM
13 0.03 0.13 0.16 4.33 ST
14 0.03 0.12 0.15 4.00 ST
15 0.00 0.01 0.01 0 A
16 0.00 0.08 0.08 0 A
17 0.00 0.01 0.01 0 A
18 0.00 0.06 0.06 0 A
19 0.00 0.07 0.07 0 A
20 0.00 0.08 0.08 0 A
21 0.00 0.07 0.07 o0 A
22 0.00 0.11 0.11 0 A
23 0.00 0.07 0.07 0 A
24 0.00 0.08 0.08 0 A
25 0.00 0.08 0.08 0 A
26 0.00 0.07 0.07 0 A
27 0.00 0.07 0.07 0 A
28 0.00 0.07 0.07 0 A
29 0.00 0.10 0.10 0 A
30 0.00 0.07 0.07 0 A
31 0.00 0.08 0.08 0 A
32 0.00 0.09 0.09 0 A
33 0.00 0.07 0.07 0 A
34 0.00 0.05 0.05 0 A
35 0.00 0.07 0.07 0 A
36 0.00 0.08 0.08 0 A
37 0.00 0.07 0.07 0 A
38 0.00 0.07 0.07 0 A
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Tablo 10. CL baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklar (), toplam uzunluk (p), kol
orani (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom  Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom

cifti (p) Q) uzunluk (a/p) tipi
1 0.12 0.12 0.24 1.00 M
2 0.10 0.11 0.21 1.10 M
3 0.10 0.11 0.21 1.10 M
4 0.11 0.12 0.23 1.09 M
5 0.07 0.08 0.15 1.14 M
6 0.08 0.09 0.17 1.13 M
7 0.08 0.09 0.17 1.13 M
8 0.07 0.15 0.22 2.14 SM
9 0.05 0.09 0.14 1.80 SM
10 0.04 0.13 0.17 3.25 ST
11 0.05 0.19 0.24 3.80 ST
12 0.04 0.13 0.17 3.25 ST
13 0.04 0.13 0.17 3.25 ST
14 0.00 0.10 0.10 o A
15 0.00 0.09 0.09 0 A
16 0.00 0.14 0.14 0 A
17 0.00 0.07 0.07 0 A
18 0.00 0.10 0.10 0 A
19 0.00 0.10 0.10 0 A
20 0.00 0.10 0.10 0 A
21 0.00 0.19 0.19 0 A
22 0.00 0.12 0.12 0 A
23 0.00 0.18 0.18 0 A
24 0.00 0.10 0.10 0 A
25 0.00 0.11 0.11 00 A
26 0.00 0.12 0.12 0 A
27 0.00 0.08 0.08 0 A
28 0.00 0.08 0.12 0 A
29 0.00 0.09 0.08 0 A
30 0.00 0.12 0.08 0 A
31 0.00 0.08 0.09 0 A
32 0.00 0.12 0.12 0 A
33 0.00 0.10 0.08 0 A
34 0.00 0.08 0.12 0 A
35 0.00 0.10 0.10 0 A
36 0.00 0.08 0.08 0 A
37 0.00 0.07 0.10 0 A
38 0.00 0.14 0.08 0 A
39 0.00 0.18 0.07 0 A
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Tablo 11. LA baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklar1 (i), toplam uzunluk (p), kol
orani (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom  Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) Q) uzunluk (a/p) tipi
1 0.14 0.15 0.29 1.07 M
2 0.14 0.14 0.28 1.00 M
3 0.12 0.13 0.25 1.08 M
4 0.12 0.13 0.25 1.08 M
5 0.11 0.11 0.22 1.00 M
6 0.10 0.11 0.21 1.10 M
7 0.10 0.11 0.21 1.10 M
8 0.10 0.12 0.22 1.20 M
9 0.07 0.16 0.23 2.29 SM
10 0.05 0.15 0.20 3.00 SM
11 0.07 0.23 0.30 3.29 ST
12 0.05 0.23 0.28 4.60 ST
13 0.04 0.22 0.26 5.50 ST
14 0.03 0.11 0.14 3.67 ST
15 0.03 0.15 0.18 5.00 ST
16 0.04 0.15 0.19 3.75 ST
17 0.04 0.15 0.19 3.75 ST
18 0.00 0.10 0.10 0 A
19 0.00 0.10 0.10 0 A
20 0.00 0.11 0.11 0 A
21 0.00 0.13 0.13 0 A
22 0.00 0.12 0.12 0 A
23 0.00 0.09 0.09 0 A
24 0.00 0.12 0.12 0 A
25 0.00 0.10 0.10 0 A
26 0.00 0.10 0.10 0 A
27 0.00 0.11 0.11 0 A
28 0.00 0.11 0.11 0 A
29 0.00 0.09 0.09 0 A
30 0.00 0.14 0.14 0 A
31 0.00 0.14 0.14 00 A
32 0.00 0.14 0.14 0 A
33 0.00 0.12 0.12 0 A
34 0.00 0.12 0.12 0 A
35 0.00 0.10 0.10 0 A
36 0.00 0.13 0.13 0 A
37 0.00 0.13 0.13 0 A
38 0.00 0.12 0.12 0 A
39 0.00 0.14 0.14 0 A
40 0.00 0.12 0.12 0 A
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Tablo 12. LC baligina ait kromozomlarin nispi uzunluklar1 (), toplam uzunluk (p),
kol orani1 (q/p) ve siniflandirilmasi

Kromozom  Kisa kol Uzun kol Toplam Kol orani Kromozom
cifti (p) Q) uzunluk (a/p) tipi
1 0.07 0.08 0.15 1.14 M
2 0.08 0.09 0.17 1.11 M
3 0.07 0.08 0.15 1.14 M
4 0.07 0.09 0.16 1.29 M
5 0.05 0.07 0.12 1.40 M
6 0.06 0.07 0.13 1.17 M
7 0.05 0.06 0.11 1.20 M
8 0.07 0.07 0.14 1.00 M
9 0.05 0.07 0.12 1.40 M
10 0.04 0.08 0.12 2.00 SM
11 0.04 0.08 0.12 2.00 SM
12 0.04 0.14 0.18 3.50 ST
13 0.00 0.13 0.13 0 A
14 0.00 0.11 0.11 0 A
15 0.00 0.09 0.09 0 A
16 0.00 0.09 0.09 0 A
17 0.00 0.11 0.11 0 A
18 0.00 0.09 0.09 0 A
19 0.00 0.08 0.08 0 A
20 0.00 0.08 0.08 0 A
21 0.00 0.09 0.09 o0 A
22 0.00 0.07 0.07 0 A
23 0.00 0.09 0.09 0 A
24 0.00 0.07 0.07 0 A
25 0.00 0.08 0.08 0 A
26 0.00 0.07 0.07 0 A
27 0.00 0.09 0.09 0 A
28 0.00 0.08 0.08 0 A
29 0.00 0.10 0.10 0 A
30 0.00 0.07 0.07 0 A
31 0.00 0.09 0.09 0 A
32 0.00 0.08 0.08 0 A
33 0.00 0.07 0.07 0 A
34 0.00 0.07 0.07 0 A
35 0.00 0.10 0.10 0 A
36 0.00 0.09 0.09 0 A
37 0.00 0.08 0.08 0 A
38 0.00 0.10 0.10 0 A
39 0.00 0.09 0.09 0 A
40 0.00 0.07 0.07 0 A
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Toplam kromozom uzunluklart AA grubunda 1,80 p -0,07 p arasinda, CC grubunda
0,22 n -0,06 p, LL grubunda 1,50-0,08 arasinda degismektedir. Hibritlerde ise 0,05 p ile
0,27 p arasinda degigmektedir.

3.5. Ag-NOR Bantlama

Calismada, LL, AA, CC ve bu baliklarin hibritlerine uygulanan Ag-NOR bantlama
yonteminde biitiin tiirlerin ve hibritlerin tamaminda 1 ¢ift SM kromozomun kisa kollarinin

telomer bolgelerinde NOR tespit edilmistir.

Sekil 20. Glimiis boyama yapilan AA’ya ait metafaz sathasinda bulunan kromozom
iizerinde ki NOR (kirmiz1 halka igerisinde).

3.6. C-Bant

Yapilan ¢aligmada, C-bant i¢in 5 farkli yontem denenmesine ragmen pek basarili
sonu¢ elde edilememistir. En iyi sonu¢ metot kisminda verilen protokolden elde edildi. C-
bantlama ile bazi kromozomlarin sentromerlerinde bazilarinin ise kollarinda farkli sayida
konstitiitif heterokromatin bolge tespit edildi (Sekil 21). Aymi tiirde bile heterokromatin
bolgelerin sayilar1 ve bulunduklar yerler ¢ok degisken oldugundan C-bantlamada analiz

yapilamamustir.
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Sekil 21. Salmo trutta abanticus’a ait C-bantlama

Her iki resimde ayni tiire ait iki fakli baliga ait olmasina ragmen heterokromatin
bolgelerin yeri ve sayisinin ¢ok degisken oldugu goriilmektedir. Diger gruplarda da ayni

sorun mevcuttur.



4. TARTISMA

Tiirkiye, Salmo trutta tiriiniin farkli filogenetik gruplarinin kesistigi ve oldukca
biliyiik morfolojik varyasyon gosterdigi bir dagilim alanidir. Nitekim morfolojik ve
meristik 6zelliklere dayanilarak gesitli alt tiirler tanimlanmistir. Tiirtin dere (fario), gol
(lacustris) ve deniz ekotipleri bulunmaktadir (Cift¢i vd., 2009). Bu tiir iizerine diinyada
yiriitiilen bir¢cok karyotip ¢aligma olmasina ragmen iilkemizde bu tiir lizerine yapilan bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamiz bu nedenle LL, AA, CC ve hibritleri {lizerine
yapilan ilk karyotip ¢alisma olma 6zelligi géstermektedir.

Kahverengi alabaliklar {izerine yapilan kromozom c¢aligmalarinda, Karakousis vd.
(1992), S. trutta nin Yunanistan nehir popiilasyonundaki diploit kromozom sayist 2n=80,
NF=104, Kalbassi vd. (2006), Hazar Denizi’nde bulunan S. trutta caspius’un kromozom
sayist 2n=80, NF=104 olarak bulunmustur. Al-Sabti’nin (1985), Salmo trutta tiiriinde
yapmis oldugu calismasinda da kromozom sayisim1 2n=80, NF=108 olarak belirlemistir.
Ermenistan’in Vedi ve Marmarik nehir popiilasyonunda yapilmis olan galismalarda
kromozom sayis1 78, 80 ve 82 olarak rapor edilmistir (www.fishbase.org, 2016). Raicu ve
Taisescu (1977), S.t. fario’nun kromozom sayisini 78 ile 84 arasinda belirtmisken, Zenzes
ve Voiculescu (1975)’de kromozom sayisim1 72 ile 82 arasinda, NF=102 olarak
belirtmistir. Woznicki vd. (1998), Polanya’nin Wdzydze Gol popiilasyonundaki S.t.
fario’nun diploit kromozom sayisin1 2n=80, NF=102 ve Northland-Leppe vd. (2009), Sili
Atakama c¢olinde Loa ve Salado nehirlerinde Salmo trutta fario popiilasyonlarinin
kromozom sayis1 6nceki ¢alismalar gibi 2n=80 olarak belirtilmistir.

Calismamizda ayni bireylerin metafaz sathalarindaki kromozom sayisinda 72-80
arasinda degiskenlik goriilmesine ragmen AA, CC, LL’nin kromozom sayilar1 sirasiyla 80-
80-80 ve kol uzunluklar1 sayis1 102-98-102 olarak bulunmustur. Hibritlerin, AC, AL, CA,
CL, LA, LC’nin kromozom sayilar1 sirast ile 2n=80-80-76-78-80-80 olup kol uzunluklar
100-102-98-96-100-101 olarak hesaplanmigtir. Bu baglamda elde edilen veriler literatiir
verileri ile uyumludur.

Calismamizda S. trutta tiirlerindeki kromozom sayisinda birey ic¢i degiskenlik
bulunmustur. Ayni1 bireyin farkli metafaz sathalarindaki kromozom sayilar1 72-80 arasinda
hatta bazilarinda 72 den daha az oldugu tespit edildi. Kromozom sayilarindaki bu tiir
degisiklikler salmonid baliklarinda yaygin olarak goziikmektedir (Hartley, 1987) ve bu
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olay S. trutta’nin yami sira gokkusagi alabaligi (Flagshans ve Rab, 1990) ve Atlantik
salmonundaki gibi evrimsel ¢izgide genis fizyonlarin bulundugu salmonid tiirlerinde
dogrulanmistir. Bu tiirlerin kromozom sayis1 80 civarindadir (Kalbassi vd., 2006). Bu
farkliliklar anaploidi mekanizmasindan veya karyotip esnasinda kromozom kaybindan ve
teknik eksiklikler sonucu olabilmektedir (Al-Sabti, 1985; Martinez vd., 1991).

Tiirlerin cinsiyet, yas, saglik durumlari, kolsigin uygulamasi i¢in maruz kalinan siire
ve farkli dozdaki uygulamalar kromozom karakterlerinin farkli olmasina o6zellikle kol
uzunluklarimin farkli olmasina neden olabilir (Beck ve Bigger, 2011). Yapilan ¢alismada
kromozom sayisinin degisiklik gdstermesinin nedenleri kromozom kollarinda meydana
gelen kirilmalar veya kopmalar, hiicrelerin tam olgunlasip patlamamasi, kromozomlarin
hepsinin ayni anda metafaz sathasinda olmamasi, hiicre patlamasi sirasinda kromozomlarin
birbiri iizerine denk gelmis olmasi ya da birden fazla metafaz alaninin birbirine karigmasi
durumlarindan meydana geldigi diistiniilmektedir.

Yapilan sitogenetik ¢alismalarda direkt yontem ve doku yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Her iki yontemde de temel basamaklar aynidir ve amag kaliteli metafaz
alanlar1 elde etmektir. Doku yontemi ¢ok zaman isteyen pahali bir yontem olmasina
ragmen c¢ok sayida kaliteli metafaz alanlarina sahiptir. Direkt yontem ise daha kisa siirede
ve ucuz olmasina ragmen az sayida metafaz alanina sahiptir.

Baliklarla ilgili sitogenetik c¢aligmalar son zamanlarda gelismeye basladigindan
sitogenetik¢iler insan kromozomu metotlarini baliklara uygulamaya caligmislardir. Bu
yiizden baliklar i¢in kullanilabilecek tek bir yontem yoktur. Bu baligin tiiriine, kullanilan
dokuya gore degismektedir. Genelde bu is i¢in segilecek dokunun aktif olarak béliinen
doku olmasina dikkat edilmistir (Klinkhardt, 1991).

Gilinlimiizde kromozom c¢alismalarinda bazi arastiricilar direkt yontemle basarili
sonuglar elde ederken (Hamalosmanoglu ve Kuru, 2003; Ors, 2003; Bilgin, 2004; Saygun,
2005; Vicdanli, 2007; Tanrikulu, 2008; Kaya, 2009; Gaffaroglu, 2011; Deger, 2011; Atag
Sahin, 2015), bazilar1 da doku kiiltiiri kullanarak istenilen sonuglar1 almislardir (Cau vd.,
1988; Ueda vd., 1988; Amores vd., 1995; Pastori vd., 1998; Chen vd., 2005; Karahan,
2016). Calismamizda her iki yontem kullanilmis olup doku kiiltiirii yonteminde daha
kaliteli metafaz alanlar1 gozlemlenmistir. Ozellikle kan dokusunda yapilan &rneklerde
kiltiir ortaminda bakterilerin olusmamasi i¢in ortama belli oranda antibiyotik ilave
edilmelidir. Yildinnm (2015), kan dokusu ile yapmis oldugu tez calismasinda ortama

antibiyotik eklemediginden dolay1 ¢alismasimin sonucunda mikroskop altinda kromozom
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yerine bakteri goriintiisii elde etmistir. Baz1 caligmalarda kolsisin muamelesinden Once
mitotik aktiviteyi artirmak igin ¢esitli uyaricilar enjekte edilmistir. Hamur mayasi
uygulamasi kolsisinden 18 veya 48 saat dnce (Naran, 1997; Naran vd., 2006; Nirchio vd.,
2013), PHA enjeksiyonu kolsisinden 12-24 saat once tek doz veya iki doz seklinde
(Kalbassi vd., 2006; Nasri vd., 2010; Ganai ve Yousuf, 2011) ve kolsisinden 24 saat once
orneklere %0,1 CoCl, enjeksiyonu (1ml CoCl,/100 g VA) (Knytl vd., 2013) veya 72 saat
once 1 g viicut agirhigr i¢in 0,005 ml %0,4’likk CoCl; soliisyonu (Deger, 2011) enjekte
edilmektedir. Bu ¢alismada ise direkt yontemde baliklara kolsisin uygulamasindan 12-24-
48 saat once farkli dozlarda CoCl, uygulanmis fakat basarili sonug elde edilememistir.

Kolsisin ve kolsemid yaygin olarak kullanilan mitotik inhibitérdiir. Ozellikle kolsisin
birgok arastirmaci tarafindan uygulanmigtir (Kligerman ve Bloom,1977; Fenocchio vd.,
1991; Ergene vd., 1999; Saygun vd., 2006; Kaya, 2009; Luca vd., 2010). Bu ¢alismada da
farkli dozlarda kolsisin ve kolsemid uygulamast yapilmistir. Kolsemid uygulamasinda
kaliteli metafaz alanlar1 elde edilemezken deneme yanilma yontemi sonucunda % 0,1’lik
25 ng/g kolsisin uygulamasi ile 1 saat 15 dakika bekletilmeyle net goriiniimlii metafaz
alanlar1 gézlemlenmistir.

Doku kiiltiirii yonteminde mitotik inhibitérden Once baliklara anestezi islemi
uygulanip uygun olan doku alinarak kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilmaktadir. Birgok
doku kiiltiirii yontemi uygulanan arastirmada kromozom elde edilen doku tipinde pek ¢ok
farkliliklar gortilmektedir. Bazi arastirmacilar ylizgeg, solungag epitel dokusu, karaciger ve
bobrek dokusu c¢alismis (Suzuki vd., 1988; Gorshkova vd., 2002; Saygun vd., 2005;
Kalbassi vd., 2006; Kaya, 2009; Kligerman ve Bloom, 2011; Ata¢ Sahin, 2015) ayrica
Kalbassi vd. (2006), kiiltiir ortami i¢gin RPMI kullanirken, Fenocchio vd. (1991) Hanks tuz
solusyonlu besiyeri kullanilmistir. Bu ¢alismada farkli dokular denenmis ve en iyi 6rnek 6n
bobrek dokusundan elde edilmistir. Solungag, yiizgec ve karaciger dokulariyla ¢aligmada
fazla sayida metafaz alani bulunamazken dalak ile yapilan calismada preparatlarin
genelinde makrofajli alanlar belirlenmis ve mevcut kromozomlarm goriintiisiinii
bozmustur.

Metafazdaki kromozomlar1 birbirinden ayirmak i¢in dokudaki hiicrelerin sisirilmesi
ve kromozomlari1 daha goriiniir hale getirmek i¢in 6rneklerin bir siire hipotonik soliisyonda
bekletilmesi gerekmektedir. Hipotonik soliisyon olarak genellikle tuzlu bilesikler kullanilir.

Birgok arastirmaci g¢alismasinda 0,075M’lik KCI (Zenzes ve Voiculescu, 1975;
Foresti vd., 1993; Woznicki vd., 1998; Hamalosmanoglu ve Kuru, 2003; Bilgin, 2004;
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Deger, 2011) kullanirken, Kalbassi vd. (2006) 0.1 M’lik KCI, Kligerman ve Bloom (1977),
Saygun (2005) %0,4’liik KCI, Ors (2003), Ulupinar ve Okumus (2002) %0,56’lik KCI
kullanmustir. Naran vd. (2006) %0,4’liik NaCI, Ganai ve Yousuf (2011), Nasri vd. (2010)
%]1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi kullanmigtir. Ayrica yapilan c¢alismalarda kullanilan
cozeltilerle Orneklerin muamele siiresi dokunun tiirline ve hacmine gore degisiklik
gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismada 6rneklerin 3 ml 0,075M’lik KCI ¢6zeltisinde 30 dk
bekletilmesi hiicrelerin sigsmesi i¢in yeterli bulunurken, bu siirenin artmasi veya azalmasi
durumunda hiicrelerin biiziistiigli ve kromozom analizlerin zorlagtig1 belirlenmistir.

Calismanin son basamaginda hiicrenin igerigini bozmadan hiicreyi tespit etmek
amactyla fiksatif uygulanmistir. Fiksatifin i¢inde bulunan alkol dokuyu sertlestirir ve
biiziilmeye neden olur; asetik asit ise alternatif olarak alkoliin sebep oldugu biiziismeyi
onler ve istenilen diizeyde hizli bir bigcimde doku icine isleme yetenegindedir (Gold vd.,
1990). Yaygin olarak 3:1 oraninda metanol:glasiyal asetik asit kullanilir (Denton, 1973;
Foresti vd., 1993; Naran, 1997; Kalbassi vd., 2006). Fiksatif, calismadan hemen 6nce taze
olarak hazirlanir ve +4°C de saklanir.

Calismamizda, Foresti vd. (1993) yapmis oldugu gibi 30 dk KCI’da bekletilen
orneklerin tlizerine 3 damla taze hazirlanmis 3:1 oraninda metanol: glasiyal asetik asit
damlatilip 6rnekler 1000 g’de santrifiij edilip iist kismi1 atildiktan sonra 5 ml fiksatif
eklenip 10 dk 1000 g’de santrifiij edilip tist kismi atilmig ve tekrardan 5 ml fiksatif
eklenmistir. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlanmistir. Baz1 ¢aligmalarda 6rnekler santrifiij
yapilmadan 3 kez 30 dk boyunca fiksatifte bekletilmistir (Saygun, 2005; Ata¢ Sahin,
2015). Baz1 arastirmacilara gore fiksatifte bekletilen 6rneklerin + 4°C de 9-12 aylik ve
daha fazla siirede saklanabilecegini sdylerken (Atag Sahin, 2015), bazilar1 da minimum 1
ay dolapta bozulmadan saklanabilecegini soylemektedir (Kligerman ve Bloom, 1977).
Calismamizda Carnoy fiksatifi (3:1 metanolglasiyal asetik asit) igerisindeki 6rneklerin
+4°C’de saklanmasma ragmen bazi dokularda 4-5 ay sonra bozulmalar goriilmiistiir.
Bunun nedeninin ¢alisma sirasindaki kontaminasyonlardan veya fiksasyon asamasinin 1yi
yapilamamis olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Giiniimiizde karyotip c¢aligmalarda kromozomlar1 boyamak i¢in kullanilan en yaygin
boya Giemsa’dir ve pH=6,8 olan Sorenson fosfat tamponu ile hazirlanir. Bazi
arastirmacilar gibi (Pekol, 2006; Deger, 2011; Arslan ve Taki, 2012) bu ¢alismada da
preparatlar %10’luk Sorenson Tamponu ile hazirlanmis Giemsa soliisyonuyla 15 dk

boyanmistir. Boyama siiresi, tampon ¢ozelti ve boya oranlart Kkaryotip c¢alismalarda
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degismektedir. %6°lik (pH=6,8) Giemsa ile 15 dk ve %5’lik (pH=6,8) Giemsa ile 20-30 dk
boyama yapilabilir (Kaya, 2009; Atag Sahin, 2015; Sisman vd., 2016).

Salmonid tiirleriyle yapilan sitogenetik c¢alismalarinda siklikla tek bir kromozom
ciftinde aktif niikleus organizatér bolgesine rastlanmaktadir (Phillips vd., 1986). Fakat
bunlara ek olarak birka¢ 6rnekte fazladan NOR’a rastlanmistir (Phillips vd., 1989; Pendas
et al., 1993). Kahverengi alabaliklarda 18S probu ile yapilan floresan hibridizasyon
calismalarinda bir kromozom ¢ifti igerisinde daha biiyiik rDNA kiimelesmesine ek olarak,
16 tane daha kiigiik, transkripsiyonel olarak inaktif bolgede NOR mevcut oldugunu ortaya
koymustur (Pendas vd., 1993). Northland-Leppe vd. (2009), Salmo trutta fario iizerine
yapmis olduklar1 karyotip ¢alismasi sonucunda bir ¢ift SM ve bir ¢ift ST kromozomlarinin
kisa kollarinda NOR oldugunu rapor etmistir. Kahverengi alabaligin deniz formunda
yapilan baska bir NOR c¢alismasinda da 1 ¢ift SM kromozomun kisa kollarinin telomer
bolgelerinde bir ¢ift NOR tespit edilmistir (Martinez vd., 1991). Daha 6nce yapilmis olan
calismalara paralel olarak bu ¢alismada da LL, AA, CC ve bu baliklarin hibritlerinde 1 ¢ift

SM kromozomun kisa kollarinin telomer bolgelerinde NOR tespit edilmistir.



5. SONUC

Bu ¢alismada Nagpure ve Barat (1997)’1in doku kiiltiirii yontemi modifiye edilerek
uygulanmistir. Salmo t. labrax, Salmo t. abanticus, Salmo t. caspius ve hibritlerinin 6n
bobrek hiicrelerinden doku kiiltiiri yontemiyle yiiksek sayida kaliteli metafaz alanlar
gozlemlenmistir. Baliktan doku alindiktan sonra kii¢iik pargalara ayrilip antibiyotikli RPMI
icerisine konup ¢alkalayicida 1 giin bekletilmesi ve bu siire sonunda % 0,1°lik kolsisinde
edip lsaat 15 dakika bekletilmesinin en iyi sonug¢ verdigi, bu siirenin artmasi veya
kisalmast durumunda kromozom analizlerinin zorlagtig1 gézlemlenmistir. KCl ¢ozeltisi ile
muamele siiresi biitlin gruplarda 40 dakika olarak tespit edilmis ve fiksatif olarak
kullanilan 3:1metanol-glasiyal asetik asit islem sirasinda taze hazirlanip soguk olarak
kullanilmas: sonucunda istenilen kalitede preparatlar elde edilmistir. AA, CC, LL’nin
kromozom sayist sirasiyla 80-80-80 ve kol uzunluklari sayisi 102-98-102 olarak
bulunmustur. Hibritlerin, AC, AL, CA, CL, LA, LC’nin kromozom sayilar1 sirasi ile
2n=80-80-76-78-80-80 olup kol uzunluklar1 100-102-98-96-100-101 olarak hesaplanmuistir.
Karyotipleri ise AA igin 14M+6SM+6ST+54A, AC icinl6M+4SM+8ST+52A, AL igin
16M+6SM+2ST+56A, CA i¢in 16M+6SM+6ST+48A, CC i¢in 14M+4SM+4ST+58A, CL
icin 14M+4SM+8ST+52A, LA i¢in 16M+4SM+14ST+46A, LC i¢in I8M+4SM+2ST+56A
ve LL i¢in 16M+6SM+4ST+50A olarak belirlenmistir.

C-bantlama yapmak i¢in Sumner (1972)’de agiklanan yontem kismen modifiye
edilerek kullanildi. Preparatlar sirasiyla 0,2 N HCI’de 37°C’de 1 saat, taze hazirlanmis
50°C’deki Ba(OH),’de 8 dakika ve 60°C’ye 1sitilmig pH’s1 7olan 2XSSC’de 1 saat inkiibe
edilmistir. C-bantlama ile bazi1 kromozomlarin sentromerlerinde bazilarinin ise kollarinda
farkli sayida konstitiitif heterokromatin bolge tespit edildi.

Gilimiis boyamada Howell ve Black (1980) tarafindan gelistirilen yontem modifiye
edilerek uygulanmigtir. Preparatlarin iizerine 2 damla kollaidal gelistirici ile 1 damla sulu
glimiis nitrat ¢ozeltisi damlatilip iizeri lamelle kapatildi. 70°C deki 1sitilmis etiivde iizeri
altin rengi oluncaya kadar bekletilip saf su ile yikandi ve kuruduktan sonra %10’luk
Giemsa ile 15 dk boyandi. Ag-NOR bantlama sonuglarina gére incelenen tiim tiirlerin ve
hibritlerinin 1 ¢ift submetasentrik kromozomunun kisa kollarmin telomer bolgelerinde

belirgin halde NOR’lu bolgeler gdzlenmistir.



6. ONERILER

Tiirkiye, Salmo trutta tiriiniin farkli filogenetik gruplarinin kesistigi ve oldukca
biiyilk morfolojik varyasyon gosterdigi bir dagilim alan1 oldugundan kahverengi
alabaliklarda yasam sekli veya morfolojisi taksonomik siiflandirma igin yeterli degildir ve
yanlis yonlendirebilir. Baliklarda Kkaryotip calismalar tiir ve alt tiirlerin ayriminda,
sistematik karigikliklart ¢ozmede ve balik stoklarinin genetik gelisimine iliskin bilgi
saglamak, tiirlerin kromozom sayisi, biiylikligi ve morfolojisi hakkinda bilgi saglar.
Tiirlerin genetik yapilarinin belirlenmesinde, tiir i¢i ve tiirler arasi1 sik¢a rastlanilan
kromozom sayis1 degisiklikleri nedeniyle, sadece kromozom sayis1 ve yapisi verileri yeterli
olmayip farkli bantlama yontemleri ve diger genetik analizler (mDNA analizi, RFLP,
RAPD, mikrosatelit vb.) yapilarak kahverengi alabaliklarin genetik yapilari ortaya
cikarilmalidir. Kromozom preparasyonunda meydana gelebilecek olumsuzluklari gidermek
icin agagidaki 6nlemler alinabilir.

1. Calismaya baglamadan Once ¢ok sayida 6n deneme yapip uygun protokol
olusturulmali ve c¢evreden gelebilecek kontaminasyonlara karsi uygulanan
yontemin her asamasinda titizlikle ¢alisilmalidir.

2. RPMI besiyerinde bekletilen dokularin kontamine olmamasi ig¢in besiyeri
icerisine antibiyotik ilave edilmelidir. Aksi takdir de besiyerinde bakterilerin
iireyip kromozom gibi goziiktiigii icin yanlis anlamalara sebebiyet verebilir.

3. Hipotonik soliisyon konsantrasyonu tiirlere gore degisiklik gosterdigi igin birkag
farkl1 hipotonik soliisyon konsantrasyonu ile deneme yapilarak her tiir i¢in
optimum konsantrasyon belirlenmelidir.

4. Kromozomlarin lam f{izerine iyice yayilmasi i¢in damlatma mesafesine dikkat
edilmeli ve lamlar buharda bekletilebilir.

Sonu¢ olarak diinya da bu balik gruplariyla ilgili olarak yapilmis kromozom
caligmalar1 yapilmasina ragmen Tirkiye’de daha O6nce bu gruplarla ilgili bir calisma
yapilmamas1 bu gruplarla ilgili olarak karsilastirma ve tartisma yapmayi kisitlamistir.
Baska arastirmacilarinda bu gruplarla ¢alismalar yapmasi karsilastirma imkanini artiracak

ve tartigmalara yeni boyutlar kazandiracaktir.
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