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Mogan Golui (Ankara)’nde Yasayan Cyprinus carpio L.,
1758 (Sazan)’nun Karyotip Analizi

Karyotype analyses of the Cyprinus carpio (L., 1758) (carp)
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OZET

Bu ¢alismada Mogan Gd6lii’'nde yasayan Cyprinidae familyasindan Cyprinus carpio (L.,
1758)’nun  kromozom sayisi  arastrilmistir.  Arastrmada  kullanmilan  baliklar
laboratuvara getirildikten sonra kaslarina 1 ml /100 g % 0,1’lik colchicine ¢ozeltisi
enjekte edilmistir. Dort saat sonra baliklar eterle bayiltildiktan sonra oldiiriilmiis,
solungaglarryla bobrekleri ¢ikarilmis ve sitogenetik metotlar uygulanmistir. Bu
dokulardaki hiicrelerin metafaz kromozomlar: sayisal olarak incelenmistir. Sonugta
2n=100 diploid kromozom tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karyotip Analizi, Cyprinus carpio, Mogan Golii (Ankara)

ABSTRACT

In this study chromosome numbers have been investigated in Cyprinus carpio L.,1758
of Cyprinidae family, lived in Mogan Lake. A solution of Iml/100g of 0.1% colchicine
was injected intramuscular of fish. Four hours later fishes were killed, the kidney and
gills were removed and cytogenetic methods were applied. Metaphase chromosomes of
the cells in these tissues were investigated numerical. Finally, it was determined that
these fishes have 2n=100 diploid chromosomes.
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1. GIRIiS

Tiirkiye i¢sularinda 27 familyaya ait 226 balik tiir ve alttiirii bulunmaktadir. Bunlarin
170’1 tathisularda yasamaktadir. Tatlisularda yasayan 108 balik tirii Cyprinidae
familyasina aittir (Kuru ve ark. 2001). Teknolojinin gelismesine paralel olarak her
gecen gilin artan ¢evre kirliligi sonucu, sahip oldugumuz zengin su kaynaklarimiz
kirlenmekte ve canlilarin dogal iireme ortamlar1 yavas yavas yok olmaktadir. Ayrica
artan niifusun besin ihtiyacini karsilanmasindaki sikintilar ve beyaz etin diinyaca kabul
edilen besin degerinin dnemi her gegen giin daha da anlasilmaktadir. Bu nedenlerle
yakin zamanda yapay iiretimin dnemi daha da artmis ve balik ciftliklerinde yetistirilen
baliklarla ilgili sitogenetik ¢calismalar daha da ileriye gotiiriiliip degisik caprazlamalar ve
seleksiyonlar yapilarak daha kisa zamanda, daha ¢ok ve kaliteli, ayn1 zamanda da

ekonomik yollarla balik iiretiminin yapilmasina ¢alisilmaktadir.

Memelilerde yapilan sitogenetik ¢aligmalarda elde edilen basarilar, balik sitogenetiginde
yapilan ¢aligmalara 1g1k tutmustur. 1960°dan beri balik sitogenetiginde yeni metotlarin

gelistirilmesine ¢aligilmistir (Denton, 1973).

Geligsmis {ilkelerde sitogenetik c¢aligmalarda goriilen ilerleme; heniiz Tiirkiye’de
istenilen seviyeye ulasamamistir. Diger yandan baliklarda olduk¢a kiigiik olan
kromozomlarin metafaz safthasinda dagilimlarinin iyi belirlenememesi nedenler arasinda

sayilabilir.

Bu konuda iilkemizde ve yurtdiginda yapilan ¢alismalardan bazilart sunlardir: Al-Sabti
(1986), kromozom sayisini1 2n=98 bulmustur. Pankaj ve arkadaslari (1990), kromozom
sayisint 2n=98+4 olarak bulmuslardir. Rukhsana ve Malgorzata (1994), Cyprinus
carpio’nun kromozom sayisint 2n=100 olarak bulmuslardir. Pekol yapmis oldugu iki
calismasinda Cyprinus carpio nun kromozom sayisint 2n=100 olarak bulmustur (Pekol,
1999a ve Pekol, 1999b), Ergene Goziikara ve arkadaslari ise Rutilus tricolor’da
karyolojik analiz i¢in yeni bir yontem rapor etmislerdir (Ergene Goziikara ve ark.,

2002).
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Bu calismada, iilkemizde tatlisularda yasayan kemikli baliklarin biiyiikk bir kismini
olusturan Cyprinidae familyasindan en karakteristik O6rnek olarak bilinen Cyprinus
carpio (L., 1758)’nun (Pullu sazan) kromozomlarinin sayisi ve morfolojisi tespit

edilmistir.
2. MATERYAL VE METOT

Laboratuvara getirilen baliklar daha 6nce hazirlanmig ve havalandirilmis akvaryumlara
konulmus ve yeterli besin verilmistir. Bir hafta sonra uyum akvaryuma saglayan
baliklarin kaslarinin arasina baligm viicut agirhigmm her 100 gramu igin % 1’lik
colchicine ¢ozeltisinden 1 ml enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra baliklar
havalandirilmis akvaryuma yeniden konmustur. 3-4 saat sonra eterle bayiltilan deney
baliklart miimkiin oldugunca az aci ¢ekmeleri icin bistiiri ile kesilerek O6ldiiriilmiis,
rejenerasyonun ¢ok oldugu solungag ve bobrekleri alinmistir. Solungag epitel dokusu ve
bobrek dokusu ayri ayri tiiplere konularak tizerlerine KCI (0,075 M) ¢ozeltisi eklenmis
ve 30 °C’de 45 dakika KCl igerisinde tutulmustur. Bébrek ve solungag dokularint i¢eren
¢ozelti 10 dakika 2000 rpm’de santriflij edilmis ve supernatant atilmistir. Fiksasyonu
saglamak ig¢in, 3:1 methanol : asetik asit karisimindan her tiip i¢in 7 ml alinip vakit
kaybetmeden tiip icerisine dokiilerek ¢alkalanmustir. 4 °C’de 15 dakika bekletilen hiicre
stispansiyonu 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir. Bu
islem iki defa tekrarlanmigtir. Fiksatifler her seferinde taze olarak hazirlanmistir. John
ve John’un da (1986) belirttikleri gibi, tespit ¢ozeltisini iigiincili kez uygulamadan 6nce
materyal tekrar santrifiij yapilmis ve bir gece buzdolabinda (0 °C) saklanmistir. Son
santriflij isleminden sonra supernatant’in biiyiik bir kismi atilip tiiplin taban kisminda
kalan 2-3 ml’lik hiicre siispansiyonu iyice karistirtlmistir. % 50’lik metanol ile yikanip
kurutulmus lamlar iizerine 40-50 cmyiiksekten 1-2 damla kullanilan ¢o6zeltiden
damlatilarak iyice yayilmasi saglanmistir. Lamlar iizerine damlatilan ¢6zeltinin ispirto
ocag alevinde aleve temas etmeden havada kurumasi saglanmistir. Boyama isleminde
Giemsa boyama yontemi kullanilmistir. Kromozomlarin boyayi daha iyi kabul etmesi
icin fosfat tampon soliisyonu (PBS) kullanilmigtir. Stok Giemsa soliisyonundan 5 ml ve

PBS (PH=6,8)’den 95 ml alinarak 100 ml’ye tamamlanmistir. Bu karisim her boyama
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icin taze olarak hazirlanmigtir. Lamlar oda sicakliginda 35 dakika boya soliisyonunda
tutulmustur. Bu siire sonunda boyadan ¢ikarilan lamlar 2 kez asetonda ¢alkalanmus, 1: 1
aseton : ksilol karigimina batirthp ¢ikarilmis ve 2 kez ksilolde ¢alkalanip son ksilol
kabinda 5 dakika tutulmustur. Bu siire sonunda lamlar Kanada Balzamu ile sabit hale

getirilmistir. Preparatlar mikroskopta incelenmis ve uygun metafaz dagilimlarinin

fotograflart ¢ekilmistir (Sekil 1) .

Sekil 1. Cyprinus carpio’da metafaz kromozomlarinin dagilimi
3. BULGULAR

Yapilan calismada Cyprinus carpio L., 1758’ nun somatik kromozomlarmin elde

edilmesi i¢in metot kisminda belirtilen yontem uygulanmusgtir.

Baliklarin yerlestirildigi akvaryumlarin hacmi arttik¢a ve baliklarin yag1 kiigiildiikce

adaptasyonun arttig1 tespit edilmistir. Baliklarin beslenmesinin ve su sicakliginin
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artirilmasiyla baliklarin aktivitelerinin ve dolayisiyla da mitoz bdliinmenin arttig1
gozlenmistir. Kromozom analizini kolaylasgtirmak icin verilen colchicine’nin
enjeksiyonundan sonra, 4 saat bekleme siiresinin en iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir.
Bu siirenin az olmasi halinde metafaz alanlarinin azaldigi, uzadiginda ise metafaz
alanlarmin artmasina ragmen kromozom kollarmim kontrakte olmasi sonucu
analizlerinin zorlastigi go6zlenmistir. Cyprinus carpio L., 1758’nun kromozom
analizlerini yapmak i¢in kullanilan solungag epitel hiicrelerinden hazirlanan
preparatlarda ¢ok miktarda mitoz boliinme elde edilirken bdbrek dokusunda daha az
elde edilmis, karacigerde ise elde edilememistir. Yapilan denemeler sonucunda
Hipotonikle muameledeki siire 65 dakika olarak tespit edilmistir. Bu siirenin altinda
muamele edilen hiicrelerin yeteri kadar sismedigi, daha uzun siire muamele edilen
hiicrelerin ise patladigi gbzlenmistir. Tespit ¢ozeltisi olarak kullanilan asetik alkoliin
taze ve soguk olarak kullanilmasi, 6ldiirme ve tespit isleminin hizli olmasina ve
dolayisiyla da kromozomlarin dogal hallerine uygun olarak elde edilmesine sebep
olmustur. Preparatlarin hazirlanmasi esnasinda hiicre soliisyonunun lam iizerine
damlatma mesafesinin kromozomlarin dagiliminda énemli bir etken oldugu gozlenmis,
bu ¢aligmada en iyi mesafenin 40 — 50 cm oldugu tespit edilmistir. Bu mesafenin altinda
damlatma yapildiginda hiicrelerin gerekli hiza ulasamadiklari i¢in patlamadigy,
yiiksekten yapilan damlatmalarda ise lam’a ¢ok hizli garpan hiicrelerin igerisindeki
kromozomlarin gereginden fazla dagildigi ve iki yada daha fazla metafaz alaninin
kromozomlarmin birbirine karisarak diploid kromozom sayisinin olmasi gerekenden
fazla ya da az olmasina sebep oldugu gozlenmistir. Preparat hazirlanmasinda lamlarin
% 50°1ik soguk ( 0 °C ) etanolle yikanmasi ve buzdolabinda bekletilmesinin en iyi
metafaz alanlarmin  olusmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Preparatlarin
boyanmasinda kullanilan PBS’nin kromozomlarin boyanmasinda etkili oldugu, PBS
kullanilmadiginda ise boyamanin analizi engelledigi gdzlenmistir. Bu boya ¢ozeltisinde
boyamanin en iyi 35 dk. sonunda gercgeklestigi, bu siirenin altinda iyi boyamanin
olmadigi, bu siirenin iizerinde ise kromozomlarin kontrakte oldugu tespit edilmistir.
Kanada Balzami ve Entellan ile tespit edilen preparatlarda yapilan inceleme sonucunda

Cyprinus carpio L., 1758’ya ait 121 adet metafaz dagilimindan 72 adedinin fotografi
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¢ekilmistir. Bunlardan karyotip analizine uygun 5 alan degerlendirmeye alinmis ve
bunun sonucunda Cyprinus carpio L., 1758’ nun 2n=100 kromozoma sahip oldugu,
bunlardan 12’sinin metasentrik, 38’inin subtelosentrik ve 50’sinin ise akrosentrik
oldugu tespit edilmistir. Genel goriiniis itibariyle subtelosentrik ve akrosentrik
kromozomlarin olusturdugu karyotipte kromozomlarin biiyikligi 1,5 pm — 3,5 um

arasinda degismektedir (Sekil 1ve 2).
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Sekil 2. Cyprinus carpio’nun karyotipi
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4. TARTISMA VE SONUC

Simdiye kadar yapilan sitogenetik ¢alismalarda pek ¢ok yontem kullanilmistir. Bu
yontemler dogrudan yontem ve doku kiiltiirli yontemi olarak iki grupta toplanabilir.
Hangi yontem uygulanirsa uygulansin o6nemli olan metafaz dagilimmin iyi
anlagilmasidir. Bu yontemlerden doku kiiltiirii yontemi, elde edilen metafaz dagiliminin
fazla olmasina karsin ¢ok zaman isteyen pahali bir yontemdir. Dogrudan yontem ise
metafaz dagiliminin daha az oldugu fakat kisa zaman isteyen, ucuz bir yontemdir.
Arastiricilar bu yontemlerden kendilerine en uygun olani segip, ortama gdre metot
iizerinde kiiclik degisiklikler yaparak calismalarini yapmaktadirlar. Birden fazla yerde
ve kisi tarafindan yapilan benzer calismalar bu sebepten dolayr farkli sonuglar

verebilmektedir.

Bu calisma yapilirken imkanlar 6lgiisiinde dogrudan yontemin uygulanmasi tercih

edilmistir.

Schreck ve Moyle’e (1990) gore, kromozom preparatlari hazirlamak igin metafaz
hiicrelerinin iyi bir kaynagi olan bdliinen dokular (embriyonik dokular, solungaglar,

bobrekler, bagirsaklar, pul epitelleri ve fibroblastlar) tercih edilmistir.

Farkli balik tiirleri, farkli kromozom takimlar1 igerir. Bu yiizden baliklarla ilgili
caligmalarda farkli yontemler kullanilmistir. Fakat temel aynidir (Klinkhardt, 1991).
Cyprinus carpio L., 1758’da uygulanan bu metotla solungac epitelinin, bobrek
dokusuna gore daha iyi sonu¢ vermesi Pekol (1999a), Pekol (1999b), Rukhsana ve
Malgorzata (1994) ve Padilla ve Ark. (1993), Colak ve arkadaslari (1985)’nin
¢alismalarinin sonuglari ile uyum saglamamaktadir. Bu farkliligin sebebi 6n muamelede
kullanilan maddenin niteligi ve uygulamadaki degisiklikler olabilir. Pekol (1999a),
Pekol (1999b), Rukhsana ve Malgorzata (1994), Padilla et al. (1993), Giil ve arkadaslari
(1988)’in caligmalar1 ile bu c¢aligmada mitotik inhibitdér kullanilmasi uygunluk

gostermektedir.

Intraperitonal’e ve intramuskular’a % 8’lik NaCl’de hazirlanmis % 0,1’lik colchicine

cozeltisinden 1 ml/100 g. viicut agirhgr olarak enjekte edildiginde yeterli sayida iyi
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kalitede metafaz dagilimlari elde edilmistir. Bu c¢aligmada hiicrelerin fiksasyonu igin
kullanilan 3:1 oraninda methanol-glacial asetik asit kullanilmistir. Padilla ve Ark.
(1993) caligmalarinda materyalle fiksatifi karistirdiktan sonra 4°C’de 2 saat bekletip
1000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapmislardir. Bu caligmada ise 4°C’de 15 dakika
bekletip 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Bu ¢alisma, Pekol (1999a) ve
Pekol (1999b)’un yaptigi ¢alisma ile uygunluk gostermektedir.

Havada kurutulan preparatlarin % 5°lik Giemsa soliisyonu ile 35 dakika siiresince
boyanmasi yeterli kontrastt saglamaktadir. Bu oran ve siire arastiricilara gore farklilik

gostermektedir.

Cyprinus carpio L., 1758 nun diploid kromozom sayis1 2n=100 olarak bulunmustur. Bu
sonu¢ Pekol (1999), Rukhsana ve Malgorzata (1994) ile Pankaj ve arkadaslar
(1990)’nin buldugu sonuglarla ayni ancak Al-sabti (1986)’nin buldugu sonugla farlilik
gostermektedir. Bu farkliligin sebebi, kromozom sayisinin ¢ok fazla olmasi nedeni ile
metafaz alanlarinin ¢ok iyi elde edilememesi ya da ekolojik izolasyon nedeni ile
baliklarin genotipinde meydana gelebilecek olan degisikliklerin arastirma sonuglarina
yanstyacagi olarak diisiiniilebilir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda elde edilen kromozom
sayisinin bir ¢ok arastirict ile ayni olmasina ragmen morfolojilerinde bazi farkliliklar
gbzlenmistir. Bunun sebebinin ise arastiricilarin kromozom formiiliinii verirken kesin
bir morfolojik aymrim yapmamalarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Karyotip
morfolojilerinin farkli olmasi, genel olarak kromozom hazirlama yontemlerine ve elde
edilen kromozomlarin yapisina baglhdir (Denton, 1973). Ozellikle preparasyon
esnasinda meydana gelen kromozom spiralizasyon (kisalip kalinlagma) dereceleri farkli
sonuglarin alinmasina sebep olur. Oldukc¢a kontrakte olmus kromozomlarin kullanilarak
yapildig1 karyotiplerde ozellikle daha kiiciik olan submetasentrik ve subtelosentrik
kromozomlarin ayirimi giiclesmektedir. Tersine, erken bir metafazda elde edilen

kromozom sonuglar1 farklilik arzeder (Rab ve ark., 1989).

Bu tiirlerle daha ileride yapilacak olan g¢aligmalarda kromozom bantlama teknigi
kullanildiginda balik kromozomlarinin say1 ve yapilar1 daha iyi bir bigimde ortaya

konulacaktir. Ayni zamanda, bantlama teknigi, yeni melezleri tanimlamaya, ayni
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kromozom sayilarinda siipheleri yok etmeye, dolayisiyla seleksiyonun Onemini
aydinlatmaya yararli olacaktir. Daha verimli balik tiirlerinin elde edilmesine 1s1k

tutacaktir.

Sonug olarak; mitoz kromozomlarinin incelenmesi zor oldugundan bu tiir ¢alismalarin
daha ¢ok arastirici tarafindan yapilmasi karsilastirma imkanini arttiracak ve tartigsmalara

yeni boyutlar kazandirarak en iyi sonuca ulasilmasi miimkiin olacaktir.
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