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Ozet

Bu c¢alismada Kura-Aras Havzasinda yaiayan Orthrias tigris (Heckel, 1843) (Fam :

Balitoridae)’in
Bu c¢alismada kullanilan
baliklar Kars ilindeki Kars Cay’'ndan serpme aglarla yakalanarak laboratuara getirilmistir. Her bir gram

Anahtar kelimeler kromozomlarinin sayi ve yapilari incelenerek, karyotip analizi yapilmistir.

Kura-Aras Havzasi; Kars
vicut agirligi igin 0.01 ml, %0.6’lik kolsisin sollisyonu baliklarin karin bosluguna enjekte edilmis ve balk

kesilmeden 6nce 190 dakika beklenilmistir. Metafaz incelemeleri ile O.tigris’in 2n=50 kromozoma sahip

Cayi; Orthrias tigris;

Karyotip, Tirkiye.
oldugu belirlenmistir. Bunlarin karyotiplerinin 18 metasentrik, 18 submetasentrik ve 14 akrosentrik

kromozom c¢iftinden (NF: 86) olustugu saptanmistir. Bu tlrde cinsiyete bagli herhangi bir kromozom
tespit edilememistir.

Karyotype Analysis in Orthrias Tigris (HECKEL, 1843), Living in the Kura-
Aras River Basin

Abstract

In this study, chromosome numbers and the standard karyotypic details for the Blackbrow bleak,
Orthrias tigris (Heckel, 1843) (Fam: Balitoridae) from Kura-Aras river basin were ascertained. The fish
used in this study were caught with fishing nets from the Kura-Aras river basin and taken to the
laboratory. Fish were injected intraperitoneally (i.p.) with doses of 0.01 ml/g body weight of 0.6 %
solution of colchicine and left for 190 minutes before sacrification. It was determined that Orthrias

Key words
Kura-Aras Basin;, Kars
Stream; Orthrias tigris;

Karyotype; Turkey.
tigris had 2n=50 chromosomes by metaphase investigation. Their karyotypes were determined as being

composed of 18 metacentric, 18 submetacentric and 14 acrocentric chromosome pairs with NF: 86 We
were unable to identify any sex-related chromosomes in these species.
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1.Giris tigris Anadolu'nun 6zellikle Dogu ve Giineydogu
bolgelerine 6zgl bir tirdir. Bilhassa Dicle, Firat,
Buglin dinyada yaklagtk 20.000 bahk tdrd Kura, Aras, Ceyhan ve Asi nehirlerinde bulundugu

yasamaktadir. Bunlardan yaklasik 3000 tanesinin

kromozom sayisi belirlenmis ve karyotipleri
yapilmistir (Gaffaroglu, 2004) .

Ulkemiz icin henliz yeni olup bu konuda yeterli

Bu tip calismalar

¢alisma bulunmamaktadir (Kiig Demirok, 2001).
Balitoridae familyasi 52 genus ve 500’den fazla tir
icermekte olup genellikle hizli akan sularda yasayan
kiigik vicutlu bahklardir (Ayaz, 2004) . Bu familya
icerisinde bulunan Orthrias cinsine ait olan Orthrias

bilinmektedir (Geldiay, 1996) .

Sadece morfolojik, anatomik, ve biyokimyasal
ozelliklere gore yapilan galismalarin taksonomik ve
filogenetik agidan yeterli olmadigi, ayni cinse ait tir
ve alttirlerin ayirt edilmesinde ve aralarindaki
akrabaliklarin belirlenmesinde karyolojik
¢alismalarin ne kadar 6nemli oldugunu daha once
yapilan ¢alismalar ortaya koymaktadir (Gaffaroglu,

2004). Kromozom sayi ve morfolojisindeki benzerlik
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derecesi tirler arasindaki evrimsel iliskiyi 6lcmede
kullanilabilmektedir. Bir tlrln karyotipi o tirin
genetik sisteminin fiziksel
(Vicdanh, 2007).

Karyotip calismalar tiir seciminde, verimli tir

olarak gosterimidir

Gretiminin  yonlendiriimesin de ve sitotoksik
kimyasallarin izlenebilmesinde 6nemli katkilar
saglamaktadir (Al-Sabti, 1991) Balk

kromozomlarinin saylr ve morfolojileri {izerine
yapilan c¢alismalarin hibritleme, siniflandirma ve
evrim arastirmalarina yararh oldugu belirlenmistir
(Nishikawa, 1971, Colak, 1985). Baliklarda genetik
yapinin  bilinmesi, 1slah c¢alismalari yaninda,
sistematik kategorilerin belirlenmesi ve canlinin
cevresel etkilerden ozellikle de kirleticilerden ne
Olclde etkilendiginin ortaya c¢ikarilmasini saglamasi
baliklarda

indikatori

bakimindan da 6nemlidir. Ayrica
sitogenetik calismalar su kirliliginin
olarak mutasyonlar ve mutajenlerin
belirlenmesinde ve bunlarin yaninda evrimsel
anlamda filogenetik iligkilerin ortaya gikarilmasinda
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak baliklarin
karyolojik karakterlerinin ortaya konulmasi daha
verimli  bireylerin  Uretilmesine de olanak
saglayabilmektedir (Karahan, 2007).

Bu calisma ile Kura-Aras Havzasinda olan
Orthrias tigris'in kromozom sayi ve tiplerinin
belirlenmesi ve adi gecen tirin diger akraba
kromozomal acgidan

tirlerle karsilastiriimasi

amaclanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada kullanilacak Orthias tigris’in temini igin
Kura-Aras Havzasinin sinirlari igerisinde bulunan
Kars Cayr'na ve Cildir Goli'ne ilkbahar aylarindan
itibaren yaklastkk 10 kez gidildi.
baliklardan (45 adet) 20 adedi
kullanilmistir. Baliklar avlanirken zedelenmelerini

Yakalanan
bu calismada

onlemek icin dislik voltajli soker ve gevirme ag
kullanildi. Baliklarin cinsiyet ayirimi gonad analizi ile
Baliklar
icinde bu ortamdaki

yapildi. avlandiklari  ortamdan alinir

alinmaz, sudan bulunan
bidonlara konarak, bidonlara oksijen baglandi.
Ortalama agirhiklari 5-10 gr, uzunluklari 10 cm olan

baliklara esey farki goézetmeden, vicut agirliginin

her 1 gr icin 0.0006 gr Kolsisin (Colchicine) sollisyon
halinde hazirlanarak abdominal bosluktan enjekte

edilmistir. Enjeksiyondan sonra baliklar
havalandirilmis akvaryuma alinmistir.  Kolsisin
verildikten yaklasik 3.5-4 saat sonra

rejenerasyonun yogun oldugu bolgelerden biri olan
solungac epitel dokusu alinarak bistiiri yardimiyla
ufak parcalara ayrilmis ve deney tiplerine
konularak (zerlerine KClI (0.046) sollUsyonu
eklenerek, oda isisinda 30-40 dakika tutulduktan
sonra 2000 rpm’de 10 dakika santriflj edilmis ve
atilarak hiicrelerden

siipernatant hipotonik

ayrilmistir.  Fiksasyonu  saglamak icin, 3:1
methanol:asetik asit karisimindan hicreler Gzerine
yaklasik 7 cc karistirici yardimiyla eklenerek ayni
devir ve slreyle santrifiij edilerek stpernatan
atilmis, bu islem iki defa tekrarlanmistir. Son
santriflij isleminden sonra stipernatant’in blyuk bir
kismi atilip tiplan taban kisminda kalan 2-3 cc'lik
hicre slspansiyonu iyice karistirilmistir. Hicre
slispansiyonunun, lamlar Uzerine yliksekten 1-2
damla damlatiimak suretiyle yayilmasi saglanmistir.
Preparatlar havada kurutularak %5’i Giemsa boyasi
olan Sorenson tamponu igerisinde 20-30 dakika

boyanmistir. Preparatlar mikroskopta incelenmis ve

uygun metafaz dagilimlarinin fotograflan
cekilmistir.
3. Bulgular
Baliklarin  beslenmesinin  ve su sicakliginin

artirlmasiyla baliklarin aktivitelerinin ve dolayisiyla

da mitoz bolinmelerin arttigi  gozlenmistir.

Kromozom analizini kolaylastirmak icin verilen

kolsisinin  (colchicine) enjeksiyonundan sonra,
yaklasik 3.5-4 saat bekleme slresinin en iyi
sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu slirenin az
halinde

uzadiginda

olmasi metafaz alanlarinin  azaldigi,

ise metafaz alanlarinin artmasina
ragmen kromozom kollarinin sikica paketlendigi ve
sonucunda analizlerin

bunun zorlastig

gbzlenmistir. Kromozom analizleri yapmak igin
kullanilan solungac epitel hiicrelerinden yapilan
preparatlarda yliksek oranda mitoz bolinme elde
edilmistir. Hipotonikle muameledeki siire 40-45

dakika olarak tespit edilip, bu slrenin altinda
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yapilan islemlerde hicrelerin yeterince sismedigi,

sirenin  Ustlinde yapilan denemelerde ise
hlcrelerin  patlayarak kromozomlarin  dagildig
gozlemlenmistir. Preparatlarin hazirlanmasi
esnasinda hiicre solisyonunun lam Uzerine

damlatma mesafesinin kromozomlarin dagiliminda
onemli bir etken oldugu goézlenmis, ortalama iyi
olarak kabul edebilecegimiz mesafenin 10-15 cm
oldugu
preparatlardaki

civarinda tespit  edilmistir.  Yapilan

Orthrias
tigris’den elde edilen 73 adet metafaz dagilimindan

inceleme sonucunda,

uygun olanlarin  fotografi ¢ekilerek gerekli
degerlendirmeler yapiimistir. Tablo 1'de gorildugi
gibi Orthrias tigris'in en yaygin karyotipi 2n=50
olarak % 88 oraninda bulunmustur.

Orthrias tigris (Heckel, 1843)'nin solungag
epitelinden elde edilen kromozomlarin sayisal
dagihmi incelendiginde 48 kromozomlu 3, 49
kromozomlu 3, 50 kromozomlu 64, 51 kromozomlu
1 ve 52 kromozomlu 2 adet olmak tizere toplam 73
Sonug¢ta en vyaygin

adet metafaz sayillmistir.

karyotip 2n=50 olarak saptanmistir. Kromozomlarin
sentromer durumlari géz 6niine alindiginda 18 adet
metasentrik, 18 adet submetasentrik, 14 adet
akrosentrik kromozom oldugu goézlemlenmis ve
kromozom kollari sayisi (NF) 86 olarak saptanmistir.
inceleme materyali olarak kullandigimiz
baliklardan elde edilen metafazlar yukarida da
deginildigi gibi farkli kromozom sayilarina sahiptir.
cesitli
edilmesinde

faktérler bu sonucun elde
etkili

esnasinda islemlerin yapilirken bir hata meydana

Burada

olabilmektedir.  Calisma

gelmesi durumunda, bir metafazdan digerine

kromozom  katilmi  sonucu bazi  metafaz

dagihmlarinin sahip oldugu kromozom sayisinda

artis gozlenirken, buna bagh olarak digerinde

azalma olmaktadir. Bu nedenle bu tir hassas ve

sonuglarin  literatlir acgisindan  6nemli  olan

calismalarda metafaz  dagilimlari mumkin

oldugunca yeterli miktarda sayilarak sonuglarin
saglkli bir bicimde alinmasi saglanmistir.

Tablo 1. Orthrias tigris (Heckel, 1843)’in solungag epitelinden elde edilen kromozomlarin sayisal dagihmi.

Kromozom sayisi Karyotip (2n=50)

Incelenen 48 49 50 51 52 Metafaz sayis1 m sm a NF
Ornekler

1 1 4 5 16 14 20 80
2 5 1 6

3 6 6

4 2 5 7

5 1 6 7

6 5 5

7 3 1 4

8 1 5 6

9 5 5

10 2 1 3

11 2 2

12 4 4

13 3 3

14 1 5 6

15 4 4

Toplam 3 3 64 1 2 73

m: Metasentrik sm: Submetasentrik a: Akrosentrik NF: Kromozom kollari sayisi

Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda,
Orthrias tigris’den elde edilen 73 adet metafaz
dagihmindan uygun olanlarin fotografi cekilerek
gerekli degerlendirmeler yapilmistir (Sekil 1). Tablo

1’de goruldigu gibi en yaygin karyotip 2n=50

olarak % 88 oraninda bulunmustur. Orthrias
tigris’in metafaz yayllimlarindan elde edilmis
karyotipi Sekil 2’'de gosterilmistir.
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".o.ol”.

Sekil 1 a,b,c,d,e,f,g,h. Orthrias tigris’den elde edilen metafaz kromozomlari.
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Sekil 2. Orthrias tigris’in metafaz yayilimlarindan elde edilmis karyotipi.

4. Tartisma

Canlilarda sitogenetik incelemelerle kromozomlarin
elde edilme yontemleri oldukga fazladir. Baliklarda
kan hicrelerinin Gretim vyeri olan bdobreklerin
incelenmesi yontemiyle kromozom elde
edilebilmektedir (Al-Sabti, 1991) . Bolliinmekte olan
hiicreleri metafaz evresinde yakalamak onemlidir.
Kromozomlarin net bir bicimde gorilebilmesi igin
en pratik, en ucuz ve en gabuk olan yontemin
uygulanmasi gerekir.

Balik kromozomlarinin boyca kii¢lik ve sayica
fazla olmasi ve balik kromozomu preparasyonlari
icin standart bir teknigin olmamasi, sitogenetik,
genotoksik ¢alismalarda ve diger amaglar igin bahk
kromozomlarinin kullanilmasini zorlastirmaktadir.
Bununla beraber, memeli sitogenetigindeki ve

ozellikle insanlar Gzerindeki sitogenetik

calismalarindaki ilerlemeler, benzer calismalarin

baliklarda da vyapilmasina yol agmis, balik

kromozomu calismalarinda gozle goriliir bir artis
saglanmistir (Wong, 1988, Gold, 1990).
Kromozom analizi i¢in organizmanin farkh

dokulari kullanilabilir. Nitekim bazi arastiricilar
bunun i¢in baliklarin boébregini kullanmalarina
karsin (Colak, 1985, Yamazaki, 1971) bazilari da
solunga¢  epitel  hlcrelerini  ayni  amagla
kullanmislardir (Cooper 1983, Nishikawa,1973). Bu
¢alismada da daha pratik ve ucuz olmasi nedeniyle
solungac¢ epitelinden yararlanildi. Balik solungag
epitel hicrelerinde ideal kromozom eldesi igin
hipotonikte bekleme siresini 30 dakika olarak
belirledik. Bu sire Yamazaki (1971) tarafindan
bobrek dokusu icin 40 dakika olarak belirlenmistir
(Yamazaki, 1971).

Ballk kromozomlari mitoz bdlinmenin fazla
oldugu ve metafaz safhasinda bir 151tk mikroskobu
cok kolay gorulebilir

yardimiyla ve c¢ok iyi

tanimlanabilirler. Kromozom preparasyonlarinin

yapiminda temel yaklasim, metafazda bdlinen
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hiicreleri artirmak ve daha sonra gézlemek icin bir
mikroskop lami Gzerinde metafaz hiicrelerinden
kromozomlari yaymaktir. Ayni prensipler insanlar
dahil, diger memelilerle calismalarda da gecerlidir
(MacGregor, 1987, Yunis, 1974).

Bollinen hicreleri metafazda durdurmak igin
cesitli  kimyasal maddeler kullanilir.  Kolsisin,
kolsemid ve vinblastin silfat'in hepsi ig ipligi
olusumunu o6nlemek igin kullanilabilir. Kullanilan
kolsisin miktari diger canhlarda kullanilanlara
oranla biraz yuksektir. Kimyasal maddeye maruz
birakma siresi 20 dakikadan 6-8 saate kadar
uzatilabilir. Kisa stireli muamelede metafaz sayisi az
iken uzun sireli muamelede ise kromozomlarin
asiri yogunlasmasindan kaynaklanan buzilmeler
meydana gelebilmektedir. Nanda ve arkadaslarinin
(Nanda, 1995) yonteminde ise balik % 0.03’lik
kolsisin iceren suda 6-8 saat bekletilmistir. Daha

sonra, metafaz kromozomlarini birbirinden ayirmak

icin hipotonikle muameleye tabi tutulur. Bu
muamele, hicrenin  kendi icindeki osmotik
basinctan daha duslik basingli  bir sollisyon

(6rnegin; %1’lik sodyum sitrat veya %0.35-0.56’lik
KCl) ile hiicreleri agiga cikarmayi ihtiva eder. Bu
islemde, hiicreye su girer ve hicre siser. Boylece
kromozomlar birbirinden ayrilir. Bu islemlerden
sonra, hiicre i¢i unsurlarin korunmasi amaciyla
hicreler fiske edilir. Fiksasyon icin, genellikle 3
kisim etanol veya metanol ve 1 kisim glasiyel asedik
asit (Carnoy fiksatifi) kullanilir. Fiske edilmis
hicreler bir mikroskop lami (zerinde yayilir ve
daha

kromozomlari isik mikroskobu ile incelenir.

boyanir, sonra bu hicrelerin metafaz

Turkiye’deki baliklar tizerinde gliniimiize kadar
cesitli arastirmacilar tarafindan ¢ok az sayida
arastirma yapilmistir. Bir ¢calismada, Dicle nehrinde
yasayan 8 Cyprinid tlirt Gzerinde yaptigi karyolojik
¢alismalarda Alburnoides bipunctatus’ta kromozom
sayisini 2n=50; 16 metasentrik, 22 submetasentrik,
12 subteloakrosentrik ve NF=88, Barbus rajanorum
2n=100; 22
submetasentrik, 48 subtelo-akrosentrik ve NF=152,
Capoeta trutta’da 2n=150; 20 metasentrik, 54

submetasentrik, 76 subteloakrosentrik ve NF=224,

mystaceus’da metasentrik, 30

C.capoeta umbla’da 2n=150 ve 26 metasentrik, 58
submetasentrik, 66 subtelo-akrosentrik ve NF=234,

Cyprinion macrostomus’ta 2n=50; 6 metasentrik,
26 submetasentrik, 18 subtelo-akrosentrik ve
NF=82, 2n=44; 16
metasentrik, 26 submetasentrik, 1 subtelosentrik,

Garra rufa obtusa’da
lakrosentrik ve NF=87 ve Leuciscus cephalus
2n=50; 14
submetasentrik, 16 subtelo-akrosentrik ve NF=84
olarak buldugunu bildirmistir (Gaffaroglu, 2004).
(2004)
parva’da kromozom sayisini 2n=50; 7 metasentrik,
10 submetasentrik, 8 subtelosentrikve NF=100
olarak bulmustur (407-409).

Orthrias tigris’in

orienthalis’te metasentrik, 20

Gaffaroglu M ve ark. Pseudorasbora

solunga¢ epitelinden elde
edilen kromozomlarin incelendigi calismamizda ise
kromozom sayisint  2n=50; metasentrik 16,
submetasentrik 14, akroosentrik 20 ve NF=80
olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar ile Kura-Aras
havzasinda yasayan Orthrias tigris'in kromozom
sayl ve tipleri belirlenmistir. Yapilan bu ve daha
sonra yapilacak arastirmalardan elde edilen
sonuclar ile ekonomik degeri olan baliklarda islah,
melezleme, mutajenite arastirmalarina ve ekolojik
katkilar

calismalara saglayabilecegi

distnilmektedir.
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