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Bu calismada kromozom calismalarinda deniz baliklarinda kisa siireli kiiltiir
yontemi (PB-MAX™ yygulamasi) ile 20 Subat — 15 Kasim 2023 tarihleri arasinda
Ordu ilinin Fatsa Ilgesi kiyilarmdan Karadeniz’de yasayan dort farkli familyadan
dort farkli tiirlin kromozom sayilar1 ve karyotipi basarili bir sekilde belirlenmistir.

Her tiir icin farkli bir siire kiiltiir inkiibasyon siiresi olmakla birlikte balik
numunelerinin bobrek dokular1 PB-MAX™’te iki bucuk ile dort saat arasinda
muamele edildikten sonra, klasik olarak doksan dakika mitotik inhibitor, sonrasinda
toplamda ii¢ bucuk saat hipotonik ve fiksasyon iglemleri arka arakaya uygulandi.
Hiicre siispansiyonunun buhara tabi tutulmus temiz lamlara damlatilmasiyla yayma
yapildi ve sirasiyla preparatlara Giemsa boyama, C-bantlama ve Ag-NOR bantlama
yapildi.

Yapilan degerlendirmelere gore balik tiirlerine gore diploid kromozom
sayilari, karyotipleri, kol sayilar1 (NF) sirasiyla; Barbun baligi, Mullus barbatus’un
2n= 44, 3 cift metasentrik, 7 ¢ift submetasentrik, 7 ¢ift subtelosentrik ve 5 giftte
akrosentrik kromozomdan olustugu (NF=64); Kaya baligi, Neogobius melanostomus
2n=46, 23 cift akrosentrik kromozomdan olustugu (NF=46); Istavrit baliginin,
Trachurus mediterraneus, 2n=48, 3 cift metasentrik, 8 ¢ift submetasentrik, 9 cift
subtelosentrik ve 4 ¢ift adet akrosentrik kromozoma sahip olduklart (NF=70);
Iskorpit baliginin, Scorpaena porcus, 2n=42; 2 cift metasentrik, 2 cift
submetasentrik, 5 ¢ift subtelosentrik ve 12 ¢ift akrosentrik (NF= 50) meydana geldigi
tespit edilmistir. DOrt tur igin konstittif heterokromatin bantlama ve giimiis nitrat
boyamalardan da C ve NOR pozitif sonuglar elde edilmistir. Arastirmanin ana
hipotezi olan kisa siireli kiiltiiriin sitogenetik ¢aligmalar i¢in uygulanabilirliginin
kanitlanmasi ise bundan sonraki ¢alismalara 6nciiliik edecek ve iilkemiz denizlerinde
bulunan baliklar tizerinde kromozom arastirmalarinin daha kisa siirede ve daha pratik
bir sekilde yapilabilmesinin Onii ac¢ilmis olacaktir. C- ve NOR gibi en temel
bantlamalarin ~ yam1 = sira  Tiirkiye’de  heniiz  hayvan  sitogenetiginde
yapilamayan/yapilmayan FISH (mFISH, dFISH), GISH vb. gibi molekiiler
sitogenetikte rutinlesen fliioresans boyama tekniklerin uygulanabilecegi kaliteli
metafazlarin da elde edilebilecegi kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Deniz baliklari, Mullus barbatus, Neogobius melanostomus,
Trachurus mediterraneus, Scorpaena porcus, Kromozom,
Sitogenetik, Karyotip, Kisa siireli kiiltiir.



ABSTRACT

In vitro CYTOTAXONOMIC EXAMINATIONS IN THE POSTMORTEM
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In this study, chromosome numbers and karyotypes of four different species
from four other families living in the Black Sea on the coast of Fatsa District of Ordu
province were successfully determined with the short-term culture method (PB-
MAXT™ application) in marine fishes between 20 February and 15 November 2023.

Although the culture incubation period is different for each species, the kidney
tissues of the fish samples were treated in PB-MAX™ petween two and a half hours
and four hours, then mitotic inhibitor was classically applied for ninety minutes.
Afterward, hypotonic and fixation procedures were applied consecutively for three
and a half hours in total. Spreading was done by dropping cell suspension onto clean
slides which were steamed and Giemsa staining, C-banding, and Ag-NOR banding
were applied to the preparations, respectively.

According to the evaluations, diploid chromosome numbers, karyotypes, and
arm numbers according to fish species, respectively (NF); It has been determined that
in Red Mullet, Mullus barbatus, consists of 2n = 44, 3 pairs of metacentric, 7 pairs of
submetacentric, 7 pairs of subtelocentric and 5 pairs of acrocentric chromosomes
(NF = 64); Round Goby, Neogobius melanostomus 2n=46, consisting of 46 pairs of
acrocentric chromosomes (NF=46); Horse mackerel, Trachurus mediterraneus,
2n=48, has 3 pairs of metacentric, 8 pairs of submetacentric, 9 pairs of subtelocentric
and 4 pairs of acrocentric chromosomes (NF=70); Scorpionfish, Scorpaena porcus,
2n=42; 2 pairs of metacentric chromosomes, 2 pairs of submetacentric chromosomes,
5 pairs of subtelocentric chromosomes and 12 pairs of acrocentric (NF = 50). C and
NOR positive results were also obtained from constitutive heterochromatin banding
and silver nitrate staining for four species. Proving the applicability of short-term
culture for cytogenetic studies, which is the main hypothesis of the research, will
lead to future studies and pave the way for chromosome research on fish in our
country's seas to be carried out in a shorter time and more practical way. In addition
to the most basic banding such as C- and NOR, FISH (mFISH, dFISH), GISH, etc.,
which cannot yet be performed in animal cytogenetics in Turkey. It has been proven
that high-quality metaphases can be obtained by applying fluorescence staining
techniques, which have become routine in molecular cytogenetics.

Key Words: Marine fishes, Mullus barbatus, Neogobius melanostomus, Trachurus
mediterraneus, Scorpaena porcus, Chromosome, Cytogenetics,
Karyotype, Short-term culture.
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1. GIRIS

Sitogenetik, kalitsal degisimlerin sebeplerini kromozomlar1 inceleyerek
aciklayan genetigin alt bilim dalidir. Bu bilim dali, sitoloji ve genetik biliminin
ortaklasa ¢alismalar1 sonucu, yani kromozom inceleme metotlarinin genetige
uyarlanmasi sonucu ortaya c¢ikmistir. Bundan dolayir bu bilim dalinin gelismesi
kromozom boyama ve analiz metotlarinin gelismesiyle siki sikiya iligki gostermistir
(Topaktas ve Renciizogullari, 2010). Oyle ki, birgok omurgali grubunda, kromozom
morfolojisi, sayisi ve yapisi ile genom biiylikliigliniin incelenmesi, mitokondriyal ve
cekirdek gen dizilerinin analizleriyle birlikte balik biyolojisi, sistematigi ve
evriminin anlasilmasindaki zorluklarin ¢oziimiine katkida bulunmustur. Bununla
birlikte, tiim omurgali gruplarinin en cesitlisi olan baliklar daha yiiksek taksonlara
gore geleneksel olarak buyik 6l¢tide morfoloji ve paleontolojiye gére ¢ok daha az bir
sitogenetik bilgi girisi ile smiflandirilmistir. Bunun nedeni kismen, karyotiplerin
yalnizca canli 6rneklerden, dokulardan veya hiicrelerden elde edilebilmesidir, bu da
orneklerin canli toplanmasi zor olan baliklarin (6rnegin derin deniz baliklar)
karyotiplerini incelemeyi zorlastirir. Gilinlimiizde yaklasik 37000 balik tiirti (36775
taksonomik olarak gecerli tiir) (Fricke ve ark., 2024) icerisinde 4000’e yakin (Arai,
2011) balik tiirtiniin kromozom yapilar1 hakkinda bilgi bilim insanlar1 tarafindan
yaymlanmistir. Ulkemiz kiyilarinda yasayan yaklasik 512 deniz ve acisu balig1 tiirii
(Bilecenoglu ve ark., 2014) ile i¢sularinda da yaklasik 427 tatlisu balig: tiirii oldugu
(Cigek ve ark., 2023) bildirilmekle birlikte, Giil tarafindan yapilan 1988 yilindaki
akademik 1ilk c¢alismadan giinlimiize kadar 103 tir baligin kromozomlar
incelenmistir (Saygun, 2021). Balik sitogenetigi alaninda calisan bilim insan1 sayisi
giderek azalmasia ragmen her yil onlarca balik tiirlinde kromozom tanimlamalari

yapilarak taksonomiye 151k tutulmaktadir.

DNA dizisi verileri, 6rnegin, cinslerden takimlara kadar ¢ok sayida yiiksek
taksonun smiflandirilmasinda onerilen zorluklara yol acgarak, modern balik
sistematiginde giderek daha giiclii bir etki gostermektedir. Bununla birlikte, en
verimli yaklagimin, bu veri kaynaklarindan yalnizca bir veya birka¢ina odaklanmak
yerine, morfoloji, molekiiler filogenetik, karsilastirmali karyoloji ve genom
boyutunun sentetik analizlerini igeren yaklasim oldugu kesindir. Ornegin, taksonlar

arasinda kromozomlarin Giemsa boyamasi ve birkag¢ bantlama yontemiyle (C, NOR
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bantlama vd.) analiz edilen karyotiplerin homolojisini olusturmak ¢ok zor olsa da
karyotip durumlarinin polaritesi yine de DNA dizilerinin polaritesi net olmadiginda
bile, herhangi bir monofiletik taksonda goriilen kromozom dlizenlemeleri olan
Robertson fuizyon/fisyon, tandem fuzyon, perisentrik inversiyon, parasentrik
inversiyon, andploidi veya poliploidi analizi ile ¢ikarilabilir. Bu bilgiler kromozom
sayilar1 ve yapilar farkli olan baliklardaki tiirlesmede 6dnemli rolii olup taksonomide
tiir i¢i ve tiirler aras1 farklilagsmalar1 tespit etmede Onemli kanitlar sunmaktadir.
Gliniimiizde sitogenetik verilerin rolii daha da artmaktadir ¢iinkii fliloresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi gii¢clii yeni yontemler model tiirlerin (6rn. zebra baligi,
medaka, dikenli baliklar ve kirpi balig1) oOtesindeki birgok balik tiirlerinde
uygulanmaktadir. Giliniimiizde gelisen bu teknolojik yontemlerin baliklara da basarili
bir sekilde uyarlanmasi ile dogadaki tiim baliklarin heniiz kromozom yapilar
hakkinda bilgi olmadigindan sadece yogun olarak bazi balik gruplarindaki

taksonomik ayrimlarina ve evrimlerine dair bilgiler elde edilmektedir.

Bu calisma ile direkt yontemlerle kromozomlar: tespit edilmesinde bazi
teknik zorluklarin oldugu ve heniiz sitogenetik 6zelliklerinin tamami belirlenmemis
bazi deniz baliklarinda 6liim sonrasinda in vitro olarak kisa siireli hiicre kiiltiiri
teknigi uygulamasinin ardindan hazirlanan preparatlardan ¢esitli boyama ve

bantlamalarla kromozom yapilar1 ve sayilari tespit edilmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1  Kromozomlarin Kesfi ve Sitogenetigin Gelisimi

Kromozom fikri ancak 19. ylizyilin son ¢eyreginde ortaya ¢iktl. Mitoz
siirecini ve 'kromatik g¢ekirdek figiliriinlin' (yani kromozomlarin) katilimini agikga
tanimlayan ilk bilim adami, 1873'te Alman zoolog Anton Schneider oldugu
bilinmektedir. O zamandan 6nce, hiicrelerin (Sekil 2.1) ve ¢ekirdeklerin ¢ogalmasi
icin basitce ikiye boliindiigli distniiliiyordu. Bitkilerde ve hayvanlarda mitotik
kromozomlarin agik ve ayrintili agiklamalar1 sirasiyla 1875'te Strasburger ve 1879-
1882'de Flemming tarafindan yaymnlandi. Calismalari, modern kromozom
calismalarinin temelini olusturdu. Flemming'in mitoz adim1 verdigi bir siiregte
meydana gelen sitolojik olaylar giiniimiize kadar hala arastirilan bir gercekliktir
(Sekil 2.2). Flemming ayrica 1892'de Riickert tarafindan adlandirilan lamba fircasi
kromozomlarim1 kesfetti (Sekil 2.3) ve yine 1880'lerin basinda Balbiani politen
kromozomlarini kesfetti (Sekil 2.4). Ancak, kromozom terimi 1888'e kadar Alman
anatomi profesoric Waldeyer tarafindan kullanilmamistir (Schulz-Schaeffer, 1976;
Bostock ve Sumner, 1978).
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Sekil 2.1 Okaryotik (hayvan ve bitki) ve prokaryotik (bakteri) hiicrelerin yapilari
(Anonim, 2024a)
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Sekil 2.4 Bir sivrisinege ait politen kromozomu; sagda Flemming, (1882)’den
(Anonim, 2023a)

Islevleri ne olursa olsun, kromozomlar, 5nemli 6l¢iide estetik cekicilige sahip
gbze carpan hiicresel organeller olduklari i¢in, kagmilmaz olarak arastirma icin
popller konular haline gelmistir. Bununla birlikte, kromozomlarla ilgili en erken
caligmalardan itibaren, kromozomlarin kalitimla ilgili oldugu acik hale gelmistir,
boylece 1887 gibi erken bir tarihte Weismann kromozom kalitim teorisini ortaya
koymustur (Darlington, 1966; Bostock ve Sumner, 1978). Bu teori, asagidaki

noktalari igeriyordu:

1. Cekirdek madde, her hiicrenin bi¢imini ve islevini kontrol eder ve mitoz

boliinmede esit iirlinler vermek {izere boliindir.

2. Yumurtalar, doéllenmeden o6nce kutup gdvdesindeki cekirdek (nuklear)
maddelerinin yarisini kaybetmeli ve bu, tam olarak spermin ¢ekirdek maddesi
ile degistirilmelidir.

3. Eseyli tireme, her nesilde yumurta ve sperm ¢ekirdeklerinin bir araya
gelmesine bagli oldugundan hem erkek hem de disi esey hiicrelerinde
cekirdek maddesinin yariya boliinmesi gerekir. (Bu 6nerme, mayoz boliinme

stireci (Sekil 2.5) kesfedilmeden 6nce yapilmistir)

4. Yumurta ve spermin ¢ekirdek maddesi arasinda esasl bir fark yoktur.



5. Eseyli iireme, dogal se¢ilimin {izerinde etkide bulunabilecegi,
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Sekil 2.5 Mayoz boliinme safhalari (Anonim, 2024b)

Weismann'in tiim ilkeleriyle dogrulugu kanitlanmis teorisi, elbette Mendel
genetiginden habersiz formiile edilmisti. Genetigin ilkelerinin Gregor Mendel
tarafindan kesfedilmesi, 1866'da yayinlanmasi, yaklasik 35 yil sonra 1900'de yeniden
kesfedilmelerinin 6ykiisii de iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, Mendel'in yasalarini,
s0z konusu olabilecek fiziksel mekanizmalardan tamamen habersiz olarak gelistirdigi
de bir gercektir. Nitekim o iinli eserini yaptiginda henliz kromozomlar
kesfedilmemisti. Bununla birlikte, Mendel Kanunlar1 yeniden kesfedildikten sonra,
kromozomlarin hiicre boliinmesindeki davraniginin, kalitsal faktorlerin (genler)
yavru hiicrelere ve organizmalara dagilimimi agiklamak igin tam olarak gerekli

oldugu ¢abucak anlasilmistt. Kromozomal Kalitim teorisi, Mendel'in ¢alismasinin
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yeniden kesfinden sonraki birka¢ yil iginde kesfedilen kalitimin diger bir¢ok
ozelligini aciklamistir. Bir asir dnce bir organizmanin kag¢ gene sahip olabilecegine
dair hicbir fikir olmamasina ragmen, kromozom basina birden fazla gen olacagi
aciktl, bu da genetik baglanti fenomeni i¢in fiziksel bir temel saglamistir. Bazi
organizmalarda, dogasi belirsiz oldugu i¢in X olarak adlandirilan, karyotipte
eslenmemis bir kromozomun kesfi, cinsiyet kromozomlarinin taninmasina ve
bunlarin cinsiyet tayininde yer almasina neden olmustur. Bu genetik baglantinin
kesfedilmesinden ve ayni kromozom {izerinde birka¢ genin varligiyla
iliskilendirilmesinden yillar sonra, baglantinin mutlaka tamamlanmis olmadig:
bulunmustur. Bunun agiklamasi, daha 6nce gozlemlenen genetik baglantiyr kiracak
olan homolog kromozomlarin fiziksel ge¢isinin goriilebildigi ayrintili mayoz
incelemelerinde bulunmustur. Genetik fenomenler ile kromozomlarin fiziksel
davranig1 arasindaki yakin iliski, yirminci ylizyilin ilk yillarinda, hi¢ kimsenin bir
genin dogas1 hakkinda net bir fikri olmamasina ragmen, bu nedenle iyi

kurgulanmistir (Bostock ve Sumner, 1978; Sumner 2003).

1868'de Miescher, goriinlise gore saf olmayan bir DNA formu olan niiklein
adin1 verdigi seyi izole etmisti. Bu, niikleik asitlerin g¢aligmasinin baslangici
olmustur. Yirminci yiizyilin ilk ii¢ ceyreginde niikleik asitler {iizerine yapilan
calismalarin ¢ogu onlarin  kimyasiyla ilgiliydi. Bununla birlikte, 1880'lerde
Flemming, "¢ekirdegin” (ve dolayistyla kromozomlarin) renklendirilebilir maddesi
olan “kromatinin”, Miescher tarafindan yakin zamanda izole edilen ¢ekirdek ile aym
olabilecegini tahmin etmistir. Feulgen, daha sonra cekirdeklerin ve kromozomlarin
DNA icgerigini 6l¢gmek icin bir ara¢ saglayan DNA icin histokimyasal yontemini
tanittiginda, kromozomlarda ve ¢ekirdeklerde DNA'nin varligt kesin olarak

belirlenmistir (Schulz-Schaeffer, 1976).

Miescher'in ¢ekirdeklerin kimyasal bilesimi {izerindeki ¢aligsmalari, ¢ekirdek
proteinlerin tek basina histonlardan daha ¢esitli ve karmasik oldugu agik hale
gelmesine ragmen, histonlart kesfeden Kossel de dahil olmak {izere bircok
arastirmaci tarafindan devam ettirilmistir. Bununla birlikte, bu c¢alismalarin higbiri,
genlerin hangi maddeden yapildigina dair net bir gdsterge vermemistir. Aslinda,
uzun yillar boyunca, proteinlerin DNA'dan ¢ok daha karmasik oldugu

diisiiniildiiglinden, genlerin biiyiik olasilikla proteinden olustugu kabul edilmistir.
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Bunun nedeni, dort bazin her birini igeren tetraniikleotitlerden olustugu diisiiniilen
DNA'nin bilesimi hakkinda siirl bilgiydi. Boyle bir yapi, o zamana kadar (1940'lar)
var oldugu bilinen bir¢ok farkli gen i¢in gerekli ¢esitlilikten yoksundu (Adams ve
ark., 1992).

Daha sonra, Chargaffin ¢alismasi, dort niikleotidin esmolar (esit sayida mol
iceren) oranlarda bulunmadigini gostermistir. Bu nedenle DNA dizileri, genler olarak
bir fonksiyonla uyumlu olacak sekilde ¢ok daha degisken olabilir. Belki daha da
onemlisi, Avery ve arkadaslarinin bulgusuydu (1944), bakteriyel transformasyondan
sorumlu maddenin aslinda “DNA” oldugunu belirtmislerdi. 1953'te Watson ve Crick
tarafindan Onerilen ve tamamlayict bir ¢ift sarmal oldugunu gosteren DNA modeli,
genetik materyalin replikasyonu i¢in mekanizmalarin temelini olusturmustur.
DNA'nin haberci RNA'ya (mRNA) transkripsiyonu ve proteinlere ¢evrilmesi
mekanizmalarinin daha sonra aydinlatilmasi, DNA'nin genlerin maddesi olarak

konumunu dogrulamistir (Bostock ve Sumner, 1978).

DNA'nimn yapist igin Watson ve Crick modeli, molekiiler biyoloji ¢aginin
baslangict olarak kabul edilebilir. 1970'lerde kromozomlar hakkinda yapilan
aragtirmalarda "DNA'nin merkezi konumuna" atif yapilmasi ve "diger kromozomal

bilesenlerin onun ihtiyaglarina hizmet ettigi" 6nerilmistir (Schulz-Schaeffer, 1976).

O zaman bile, belki de bu, pozisyonun abartilmasiydi. Kromozomlar, sadece
genleri tasidiklar1 icin degil, davranislart kalitim mekanizmasini belirledigi icin
onemini korumaktadir. Mitoz ve mayozda genlerin yavru hiicrelere dagilimi,
kromozom davranisinin dogrudan bir sonucudur. Genetik baglanti, ayn1 kromozomda
bulunan ¢ok sayida genin dogrudan bir sonucudur. Mayotik fazda genlerin
caprazlanmasi ve yeniden siniflandirilmasi ayni zamanda dogal se¢ilimin {izerinde
caligmasi igin varyasyon saglayarak evrimsel diizeyde sonuglar1 olan bir kromozomal
fenomendir. Genetik ¢esitlilik, her biri farkli bir bireyden tiiretilen iki kromozom seti
iceren bir diploid zigot iiretmek i¢in dollenme sirasinda yumurta ve sperm

cekirdeklerinin fiizyonuyla da saglanir (Gall, 1996).

DNA ve genlerin davranigi, kromozomlara ve kromatine (aslinda interfaz
kromozomlar1 olan) dahil olmalar1 gergegiyle biiyiik 6l¢iide kisitlanir. DNA, bu

stiregleri kontrol eden ve katalize eden proteinlerle iliskili oldugu icin yalnmizca



replikasyon ve transkripsiyonda islev gorebilir. Gen ekspresyonu, histonlardaki
modifikasyonlar ve kromatin yeniden modelleme kompleksleri ile kontrol edilir. Bir
genin kromozom i¢indeki konumu kadar dnemsiz goriinen bir sey bile davranigimi
blyiikk olclide etkileyebilir. Heterokromatin mitozun sonunda yogunlasmay1

basaramayan ve genetik olarak inaktif olan kromozomal segmentlerden olusur
(Blackburn ve Gait, 1996).

Bir genin heterokromatinin yanina yerlestirilmesi, geni etkisiz hale getirerek,
konum etkisi varyasyonu (PEV) olarak bilinen etkiyi Uretebilir, bu sayede belirli bir
gen bazi hiicrelerde devreye girebilir ve digerlerinde kapatilabilir. Bu tiir etkilerin

sasirtict derecede yaygin oldugu ortaya ¢ikmistir (Sumner, 2003).

Heterokromatin genellikle proteinleri  kodlayamayan yuksek oranda
tekrarlanan kisa DNA dizilerinden olusur. DNA dizilerinin analizi, ger¢ekten varsa,
islevlerine dair herhangi bir ipucu vermeyi bagaramamistir. Aynisi, genlerle iliskili
olmayan ve aslinda bazi organizmalarda DNA'nin biiyiik bir bolimiinii olusturan
farkli organizmalar arasindaki miktar farkliliklari, 'C-degeri paradoksuna' yol agan
bir organizmanin diploid c¢ekirdegindeki DNA miktari, mutlaka organizmanin
karmagikligi ile ilgili degildir ve tiim genleri saglamak i¢in gereken miktardan biiyiik
Olctide fazladir. Bu tiir dizilerin ¢ok sayida olmasi ve farkli organizmalar arasindaki
miktar farkliliklari, bir organizmanin diploid ¢ekirdegindeki DNA miktarinin
mutlaka karmagiklikla ilgili olmadig1 'C-degeri paradoksuna' yol ac¢mustir.
Organizmanin bir pargasidir ve ihtiya¢ duyulan tiim genleri saglamak i¢in gereken
miktardan bliylik 6l¢iide fazladir. Bazilarina gore ekstra DNA sadece '¢Op' iken,
digerleri ekstra DNA'nin yapisal iglevleri olabilecegini 6ne siirmiistiir (Cavalier-
Smith, 1978). Cevap ne olursa olsun, kromozomlarin sadece gen dizilerinden daha
fazlas1 oldugu agiktir. Kromozom davranisindaki hatalar, sagligim O6nemli bir
nedenidir. Insanlarda, fetal kayip ¢ok yiiksek oranda meydana gelir ve bu kaybin
onemli bir kismi kromozom anormalliklerinden, &zellikle trizomilerden ve diger
anodploidilerden kaynaklanir. Trizomi 21 (Down sendromu) ve cinsiyet kromozomu
anoploidileri gibi bazilari, yetiskinlige ulasan bireylere yol acar, ancak yine de ¢esitli
anormallikler gosterir. Kromozomal anormalliklerin gelisimi kanserlerde olagandir

ve spesifik bir kromozom anormalligi genellikle bir kanserin gelisimindeki ilk
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olaylardan biri olabilir. Ote yandan, yapay kromozomlar olusturma ve bunlari
genetik hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanma olasiligi da mevcuttur (Adams ve

ark., 1992; Sumner, 2003).

Bu gen tedavisi ¢alismalarindaki basari, yalnizca diizgiin ¢alisabilmeleri i¢in
kromatine genleri yerlestirmeye degil, ayn1 zamanda c¢ogaltilabilmeleri ve yavru
hiicrelere diizgiin bir sekilde dagitabilmeleri i¢in onlar1 paketlemeye bagli olacaktir.
Bu nedenle kromozomlari, yalnizca kendi baglarina ilging ve estetik olarak hos
olduklar1 icin degil, ayni zamanda dollenme ve hiicre boliinmesi sirasindaki
davraniglar1 kalittmin dogasinmi belirledigi ve organizasyonlart genlerin etkinligini
kontrol ettigi i¢in incelenmektedir. Genler, kromozomal bir ortamda olmadikga,
diizgiin bir sekilde ¢alismaz ve calisamaz veya yavru hiicrelere diizenli olarak
dagitilamaz. Bu nedenle kromozomlar, tiim canli organizmalarin organizasyonunun

nihai belirleyicileridir (Capanna, 2000, Zacharias, 2001; Sumner 2003).

2.2 Sitogenetigin Konusu: Onemli Hiicre Organelleri
2.2.1 Cekirdek — Nukleus

Cekirdek, oOkaryotik hiicreleri tanimlayan yapidir (eu: true ve karyos:
cekirdek). Transkripsiyon olarak bilinen bir islemle RNA {iretmek i¢cin DNA'y1 ve
tiim molekiiler mekanizmay1 igerir. Tipik olarak hiicreler yalnizca bir gekirdek icerir,
ancak osteoklastlar (kemik hicreleri) gibi bazi hiicreler birden fazla ¢ekirdek igerir
ve bazi hiicreler, iskelet kas1 lifleri veya bazi omurgasizlarin epitel hiicreleri gibi
bunlarin ¢ogunu igerebilir. Cekirdegin sekli degiskendir ve genellikle hiicrenin
morfolojisine uyarlanir (Sekil 2.6). Tipik olarak c¢ekirdek yuvarlaktir, ancak
notrofillerde (beyaz kan hiicreleri) oldugu gibi ¢ok loblu ¢ekirdek igeren baska
formlar da bulunur. Cekirdegin konumu genellikle hiicrenin merkezinde olmakla
birlikte, gevre bolgelerde de bulunabilir. Ornegin, salg1 hiicrelerinin gekirdekleri bazal
kisimda bulunurken, iskelet kasi hiicrelerinin ¢ekirdekleri hiicre zarina yakindir.
Hiicre farklilagmasi sirasinda c¢ekirdek sitoplazma boyunca hareket ettirilebilir.
Ornegin, iki haploid proniikleus, déllenme sirasinda birbiriyle kaynasmak ve diploid
bir ¢ekirdek olusturmak {izere zigotta hareket ettirilir. Cekirdek hem konumu hem de

hareketi, hiicre zar1 tarafindan yonlendirilir (Megias ve ark., 2023a).
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Sekil 2.6 Farkli cekirdek sekilleri. A. Insan safra kesesinden almnan, yuvarlak ve
uzun cekirdeklere sahip epitel hicreleri. B. Bobrek seklinde ¢ekirdegi
gosteren kan preparatindaki monosit. C. Cok loblu c¢ekirdek iceren kan

preparatindaki notrofiller. D. Hepsi

cevreye dogru konumlanmis, ¢ok sayida

¢ekirdege sahip bir iskelet kasi lifinin uzunlamasmna gorinimia (oklar)

(Megias ve ark., 2023a)

Bir organizmanin tiim hiicre ¢ekirdeklerinde DNA miktar1t hemen hemen ayni

olmasina ragmen, hiicre tipine gore c¢ekirdegin boyutu degiskenlik gostermektedir

(Sekil 2.7). Ayrica, farkli miktarda DNA'ya sahip tiirlerin hiicreleri benzer c¢ekirdek

boyutu gosterebilir. Bu veriler, ¢ekirdegin boyutunun hiicrenin boyutuna ve

fizyolojisine gore uyarlandigin1 ancak yalnizca DNA miktarina bagli olmadiginm

gostermektedir (Edens ve ark., 2013).
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Sekil 2.7 Bir bireyin neredeyse tim cekirdekleri ayni miktarda DNA igermesine
ragmen ¢ekirdegin boyutu ve sekli hicre tipine baglhidir. Bu resimde
noronlar ve glial hicreler gosterilmektedir. Noronlarin cekirdekleri daha
gevsek diizenlenmis kromatin icerirken, glia cekirdekleri yuksek oranda
yogunlastirilmig kromatin icerir ve bu nedenle boyut ¢ok daha kucuktur
(Megias ve ark., 2023a)

Burada iki cekirdek bolumu vardir: ¢ekirdek zari ve niikleoplazma (Sekil
2.8). Cekirdek zari, ¢cekirdegin nukleoplazma olarak bilinen i¢ kismini sitoplazmadan
ayiran cekirdegin cevresel kismidir ve bir dis zar, bir i¢ zar ve bir perigekirdek
bosluktan (her iki zar arasinda) olusur. Niikleoplazma-sitoplazma iletisimi, ¢ekirdek
zarmnin i¢ine yerlestirilmis molekiiler gecitler olan ¢ekirdek gdzenek kompleksleri
tarafindan diizenlenir. Cekirdek laminasi, ¢ekirdek zarinin i¢ yiizeyini kaplayan ve

cekirdege mekanik destek saglayan bir protein tabakasidir (Padilla ve ark. 2022).
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Sekil 2.8 Cekirdegin yapisi (Megias ve ark., 2023a)

2.2.1.1 Cekirdek Zar1 (Nuclear Envelop)

XIX yiizyilin sonlarinda ¢ekirdegi sinirlayan bir bariyer oldugu ortaya atildi
ve daha sonra elektron mikroskobu ile dogruland: (Sekil 2.9 A). Cekirdek zar1 iki
zardan olusur ve bir dizi islevi yerine getirir: a) niikleoplazmay1 (kromatin ve
cekirdegin molekiiler igeriginin geri kalani) sitoplazmadan ayiran fiziksel bir
bariyerdir; b) niikleoplazma ve sitoplazma arasindaki iletisimi, yani molekiillerin her
iki bolme arasindaki hareketini diizenler; c) c¢ekirdek morfolojisiden ve ¢ekirdegin
hicre igindeki konumundan sorumludur; d) Kromatinin baglandigi baglanti

noktalarini saglayarak ¢ekirdegin i¢ organizasyonuna katkida bulunur (Guo ve Fang,
2014).
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Sekil 2.9 A) Cekirdek zarmin B) Kompleks cekirdek gozeneklerinin
mikroskobu gérintlsu (Megias ve ark., 2023b; 2023c)

2.2.1.2 Cekirdek Zari1 Gézenek Kompleksi (Nuclear Pore Complex)

Cekirdek zari, bir dis zar, bir i¢ zar, bunlarin arasindaki pericekirdek bosluk
ve bir ¢ekirdek laminasindan olusur. Baz1 noktalarda i¢ ve dis zarlar, sitoplazma ile
niikleoplazma arasinda dogrudan iletisimi miimkiin kilan agik gecisler olusturacak
sekilde siireklidir. Cekirdek gozenek kompleksleri, ¢ekirdek zarinin bu gecislerinde
yer alan makromolekiiler yapilardir. Bunlar ¢ok biiylik protein agregatlaridir, o kadar
biiytiktiirler ki elektron mikroskobu ile gozlenebilmektedirler (Sekil 2.9 B). Bunlar,
niikleoplazma ve sitoplazma arasindaki iletisim kapilaridir, ¢linkii bu iki bdlme
arasindaki tiim molekiiler trafik, ¢ekirdek g0zenek kompleksleri araciligiyla
gergeklesir. Bu trafigin kontrol edilmesi hicre igin hayati 6nem tagimaktadir (Padilla
ve ark., 2022).

Omegin, dis uyaranlara hiicre tepkisi sirasinda ve hiicre farklilasmasi
sirasinda anahtar unsurlardirlar. Transkripsiyon faktorlerinin c¢ekirdege girisi belirli

genlerin ifadesini etkiler ve mRNA'min ¢ikisi proteinlerin sentezini miimkiin kilar

(Megias ve ark., 2023a).

Cekirdek gozenek kompleksleri, farklilasan hiicrelerde oldugu gibi,
niikleoplazma ve sitoplazma arasinda yogun bir aligveris gosteren hiicrelerde ¢ok bol
miktarda bulunur. Cekirdek zarinmm pum?si basma yaklasik 11 cekirdek gdzenek
kompleksi oldugu tahmin edilmektedir; bu, tek bir hiicrede yaklagik 3000 ila 4000

cekirdek gozenek anlamina gelir. Hiicre dongiisii sirasinda, yeni ¢ekirdek gozenek
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kompleksleri mitozdan Once interfazda sentezlenir ve birlestirilir. Ancak hiicre
bolunmesinden sonra da sentezlenirler. Cekirdek zarinin diizensiz oldugu agik
mitozda cekirdek gdzenek kompleksleri de pargalanir ve proteinleri sitoplazmada
serbest kalir. Mitozdan sonra bu cekirdek gozenek proteinleri yeni ¢ekirdek gdzenek
komplekslerinde yeniden bir araya getirilirken ayni zamanda cekirdek zar1 da
duzenlenir (Megias ve ark., 2023a).

Nikleoplazmada, DNA ve ilgili proteinler, yiiksek oranda yogunlasmigsa
heterokromatin olarak veya gevsek bir sekilde paketlenmisse ©kromatin olarak
adlandirilan kromatini olusturur. Mitozdan sonra kromozomlarin yogunlagmasi
kromatin ile sonuglanir ve her kromozom, niikleoplazmanin belirli bolgelerinde
yogunlagir. Ayri bir kromatin alan1 olan niikleolus (cekirdekcik), kromatin ve diger
proteinlerden olusan, cekirdeksel cisimler olarak bilinen diger yogun yapilarla

birlikte niikleoplazmada da bulunur (Guo ve Fang, 2014).

Mitoz sirasinda ¢ekirdek zar diizensizlesir ve kromatin yogunlasarak
kromozomlar1 olusturur. Telofaz sirasinda kromozom ayrilmasindan sonra, kromatini
cevreleyen gekirdek zar1 yeniden birlesir ve tipik yeni bir ¢ekirdek olusur (Megias ve
ark., 2023a).

2.2.2 Kromatin
2.2.2.1 DNA ve Histonlar

Kromatin, g¢ekirdek zarla ¢evrelenmis nikleoplazmada bulunur. Kromatin,
DNA'dir (deoksiribonikleik asit) ve oncelikle histonlarla temsil edilen, DNA
organizasyonunda yer alan ilgili molekillerdir. DNA 4 deoksiribonikleotidden
(niikleotid olarak kisaltilir) olusur. Her niikleotid bir azotlu baz, bir pentoz ve bir
fosfat grubu igerir. Azotlu baz ya bir purin bazidir: adenin (A) ve guanin (G) ya da
bir pirimidin bazi: timin (T) ve sitozin (C) (Sekil 2.10). Pentoz bir deoksiribozdur.
Her azotlu baz bir pentoza baglanir ve sonugta bir deoksiriboniikleosid olusur. Her
deoksiriboniikleosit, pentoz molekiilii araciligiyla bir fosfat grubuna baglanir ve
birlikte bir deoksiriboniikleotit olusturur. Bu sekilde DNA, fosfat gruplarnyla
baglanan bir niikleotid zinciri icerir. Bu tek bir zincirdir, ancak DNA, nukleotidlerin
tamamlayiciligi ile eslestirilmis iki iplikgikten olusur. Farkli zincirlerdeki her bir
¢iftin her bir niikleotidi olan AT ve GC, iki DNA zincirini siki bir sekilde bir arada

tutan hidrojen baglar1 kurar. Hidrojen kopriilerinin travers oldugu ve demir raylarin
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fosfat-riboz seritleri oldugu demiryolu raylarina benzer. Her iki zincirin antiparalel
yani ray hattinin ucuna birlestigi sdyleniyor ¢ilinkii uclarindan biri bir zincirde 3',
digerinde 5', diger ucu ise bir zincirde 5' ve digerinde 3'. Her iki zincir de yaklagik

2.5 nm genisliginde ¢ift sarmal seklinde biikiiliir (Megias ve ark., 2023d).

Hidrojen baglari i o
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Sekil 2.10 DNA'nin molekiiler organizasyonu (Megias ve ark., 2023d)

Niikleotidler yalnizca DNA'da bulunmaz. Ayrica farkli iglevlere sahip baska
molekiiller de olustururlar. Ornegin, ATP (adenozin trifosfat) enerji aktariminin ana
molekiludir ve cAMP (siklik adenosin monofosfat), hiicredeki birgok molekiler

sinyallesme siirecinin ikinci habercisidir (Megias ve ark., 2023d).

DNA niikleoplazmada c¢iplak degildir ancak kromatini olusturan proteinlerle
iliskilidir. Histonlar, blyuk o6lc¢tide kromatin organizasyonunda yer alan DNA ile
iligkili proteinlerdir. Iki tiir histon vardir: niikkleozom histonlar1 (H2A, H2B, H3 ve
H4) ve H1 histonu. Dort niikleozom histonu, DNA ile birlikte niikleozomu olusturur
(Sekil 2.11). Niikleozom, kromatin organizasyonunun yapisal birimidir. DNA

transkripsiyonunda (gen ekspresyonu), DNA sentezinde (replikasyon) veya kromatin
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yogunlagmasinda rol oynayanlar gibi diger proteinler gecici olarak DNA ile iligkilidir

(Megias ve ark., 2023d).

nikleotid

kromatid kromatid

bélinen kromozom kromatin

Sekil 2.11 Kromozom ve DNA anatomisi: Metafaz kromozomu, niikleozom ve
kromatin (Anonim, 2024c)

2.2.2.2 Heterokromatin ve Okromatin

Transmisyon elektron mikroskobunda, nikleoplazma, interfaz (mitoz hicre
boliinmesinin baglangi¢c safhasi) sirasinda gozlemlendiginde acik ve koyu alanlar
gosterir (Sekil 2.12). Koyu alanlar biiylik 6l¢iide heterokromatin olarak adlandirilan
sikigtirtlmis kromatine karsilik gelir. Bazen niikleoplazmada ¢ok koyu ve yogun
yuvarlak bir alan go6zlenir. Bu nuUkleolus (cekirdekgik) ribozomal RNA'nin
transkripsiyonunda rol oynayan kromatinden ve ribozomal alt birimlerin bir araya
gelmesinden olusur. Heterokromatin genellikle c¢ekirdek zarimin yakininda ve

niikleolus ¢evresinde bulunur. Acik alanlar, 6kromatin olarak bilinen daha gevsek
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diizenlenmis kromatin igerir. Sekil 2.13’te belirtildigi gibi 151k mikroskobunda
heterokromatin ve 6kromatin de gortlebilir (Yu ve Ren, 2017).

Sekil 2.12 Tramlsyon elektr lekrosk(.)bu B1r bahk 0mu111g11n ependimal
hiicrelerinin ¢ekirdekleri (N). Siyah yildiz isaretleri, gevsek bir sekilde
diizenlenmis ve daha net olan 6kromatini gdsterir. Beyaz yildiz igaretleri,

daha yogun ve daha koyu olan heterokromatini gosterir (Megias ve ark.,
2023d)

”

Sekil 2.13 Hematoksilen ile boyanmig bir memeli bagirsagi hiicrelerinin 151k
mikroskobu goriintiisii. Cekirdekler yuvarlaktir ve yogun ve zayif lekeli
alanlar gosterir. Yogun alanlar, daha fazla boyanin bulundugu
heterokromatine karsilik gelirken, daha soluk alanlar, daha az boyanin
g6zlendigi okromatine karsilik gelir (Megias ve ark., 2023d)
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Okromatin genellikle aktif olarak kopyalanan DNA bélgelerini igerirken,
heterokromatin biiylik 0l¢iide kopyalanmayan veya diisiik transkripsiyon hizi
gosteren DNA boélgelerinden olusur. Heterokromatin, 6kromatin ve heterokromatin
arasinda gecis yapabiliyorsa fakiiltatif heterokromatin ve her zaman yogunlagmis
olan yapisal heterokromatin olarak siniflandirilir. Fakiiltatif heterokromatin, toplam
heterokromatinin %10-20'sine kadardir. Her ne kadar bazi genlerin heterokromatinde
ifade edildigi bulunmus olsa da ¢ogu bdyle degildir. Mitoz veya mayoz boliinmede
kromozomlar olustugunda daha yiiksek diizeyde kromatin sikismasi vardir. Bu islem
sirasinda hem okromatin hem de heterokromatin kromozomlarda paketlenir (Megias

ve ark., 2023d).

2.2.2.3 Cekidek Organizasyonu-Duzeni

Eger interfazdaki c¢ekirdegin, kromozom yogunlasmasindan sonra bir
kromatin y1gin1 oldugunu diistiniirsek, hiicrenin, birbirine dolastirmaksizin, kromatini
yogunlastirip, yogunlastirmamasini veya ¢ozdurtlmesini ve belirli bir gen dizisini
diizenleyip ifade etmesini nasil yonetebilecegini hayal etmek zordur. Bir diigiim veya
dolagsma olmaktan ¢ok uzak olarak, kromatinin ¢ekirdek i¢inde rastgele dagilmadig:
ve yogunlagsmis ve yogunlagsmamis bolgelerin kromatinin spesifik kisimlart oldugu
glinimiizde bilinmektedir. 1980 yilinda, belirli bir kromozomdan gelen kromatinin
niikleoplazmada iyi tanimlanmig bir bolgeyi isgal ettigi gozlenmistir. Bu bolgelere
kromozomal bélgeler denir. Her kromozom kendi bdlgesini kaplar ve her bolge
sirayla bir¢ok kiiciik bolgeden ve binlerce niikleotidden olusan A ve B bélmelerine
boliintir. Daha disiik bir olgekte, topolojik olarak iliskili alanlar ve son olarak
yaklasik yiizlerce niikleotidden olusan kromatin dongiileri vardir. Bu organizasyon
memeli hiicrelerinde korunur. Kromatinin g¢ekirdek zarinin ¢ekirdek laminasiyla
etkilesimleri, kromatinin bolgelere ve diger daha kiiciik boyutlu bdlmelere

ayrilmasina yardimci olur (Cavalli ve Mistelli, 2013).

Kromozom bolgeleri: Interfazda her kromozom, ¢ekirdek icindeki smirli bir
alanda, yani kromozom bolgesinde bulunur (Sekil 2.14). Bu bolgeler oldukca
kiireseldir, caplar1 2 ila 4 pum arasindadir ve komsu bdlgeler yalnizca sinirlarda
ortiisiir (ancak mayada bolgeler o kadar iyi sinirlandirilmamastir). Bircok kanit, bu
bolgelerin niikleoplazmadaki dagilimimin rastgele olmadigini desteklemektedir.

Dagitim modeli hiicre tipleri, farklilasma asamalari ve hiicre dongiisii boyunca
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farklilik gosterse de ayni hiicre tipinde kromatin bdlgeleri arasindaki uzaysal iliskinin
oldukea stabil oldugu goriilmektedir. Daha aktif, yani daha yogun gen ifadesine sahip
bolgeler ¢ekirdegin merkezine dogru yerlesirken, daha az aktif bolgeler c¢ekirdek
zarina daha yakindir. Genel olarak, ¢ok sayida gene sahip olan daha kiigiik
kromozomlar c¢ekirdegin i¢ kisminda yer alma egilimindeyken, ¢ok fazla gen
tagimayan biiyliik kromozomlar periferde bulunur. Ayni bolgede, S fazinin ilk
boliimiinde ¢ogaltilan bolgeler (erken replikasyon bolgeleri), S fazinda daha sonra
cogaltilanlardan (ge¢ replikasyon bolgeleri) daha derindir. Dahasi, bastirilmis
genlerin periferik pozisyonlar: tercih etme 6zelligi vardir. Homolog kromozomlarin
cekirdek icinde ayr1 bolgeleri iggal etmesi dikkat g¢ekicidir (Cavalli ve Mistelli,
2013).

Nukleusta kromozom yerlesim yerleri

Kromatin bdlgeleri

Aktif
kromatin

Inaktif
kromatin

Sekil 2.14 interfaz kromatinin ¢ekirdek organizasyonu (Cavalli ve Misteli, 2013).

A ve B bolmeleri: Kromozom bdlgeleri A ve B bdlmelerine ayrilir. A
bolmesi, hiicre dongiisiiniin S fazinda erken kopyalanan genleri ve siklikla eksprese
edilen yiiksek yogunluklu genleri igerir. B bolmesi, S fazinda ge¢ replike olan ve
nadiren ifade edilen ve c¢ekirdek zarinin yakininda bulunan genleri igerir. Bazi
kromatin bolgeleri iki bolme arasinda gegis yapabilir. Gelistirilmis ¢oziiniirlik

teknikleri ve histonlarin 6zel modifikasyonlar1 ile A bdlmesi 2 ek bolgeye ve B
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bolmesi 3 bolgeye ayrilmistir (Sekil 2.15) (Cavalli ve Mistelli, 2013; Yu ve Ren,
2017).

Kromozom alanlari: Bunlar genellikle birbirleriyle etkilesime giren kiigiik
kromatin bolgeleridir. Ornegin fare kok hiicrelerinde 2200'den fazla kromozom
bolgesi bulunmustur. ilgingtir ki bu bélgeler bitki hiicrelerinde bulunmamaktadir. Bu
alanlar hiicre tiplerinde, hiicre farklilagmasi sirasinda ve hatta farkl tiirler arasinda
nispeten stabildir. Bu nedenle kromozom alanlarinin genom ve kromatinin temel
birimleri oldugu iddia edilmektedir. Bastirilmig kromozom alanlar1 vardir: polietilen
kromatin, heterokromatin ve daha az karakterize edilen diger tipler. A¢ik kromozom
alanlar1 veya ag¢ik kromatin, aktif olarak ifade edilen kromatinden olusur ve
diizenleyici dizileri, destekleyicileri (promoterler), ifade edilen genleri ve yalitict
kromatin proteinlerine bagl bolgeleri igerebilirler. Buna ragmen kromozom alaninin
tiri bir genin davranisini tam olarak belirlemez. Bastirilmig kromatin genellikle
diger kromatin alanlariyla etkilesime girmez, ancak agik kromatin bunu diger
kromozom bdlgelerinin alanlariyla bile yapabilir. Kromozom alanlari, kromatin

ilmekleri/halkalar1 arasindaki yerel etkilesimlerin sonucudur (Yu ve Ren, 2017).

Niikleus (Cekirdek) A/B tipi kromatin Alt bolgeler
bolgeleri (A1, A2, B1, B2, B3)

Birbirine karigan
kromozom bélgeleri

Nikleolus
(Cekirdekgik)

«—— Cekirdek zari

Cekirdek goézenekleri

Sekil 2.15 Kromatinin bdlmelere ve alanlara hiyerarsik 3 boyutlu katlanmasinin
sematik Ozeti. Modelleme ve goriintiileme calismalar1 ile ilgili uzunluk
Olceklerinin yani sira ¢ekirdek kromatin mimarisini agiklamaya yonelik ¢esitli
anahtar kelimeler gosterilmektedir (Laghmach ve ark., 2022)

Kromozom alanlar1 daha da alt boliimlere ayrilabilir. Bununla birlikte,

bazilarinin digerlerinden daha sik etkilesime girmesi nedeniyle kromatin ilmekleri
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arasinda farkliliklar vardir. Bu, aralarindaki kisa mesafeyi koruyan kromatin halka
gruplarinin - oldugu anlamina gelir. Tim bu kromatin bolmeleri, kromatin
kromozomlara sikistirildiginda, hiicre dongiisiinin M faz1 sirasinda kaybolur.
Mitozun ge¢ evrelerinde kromozom yogunlasmasi sirasinda kromatin bdlmelerinin
yeniden nasil olustugu bilinmemektedir. Ek olarak, hiicre farklilagmasi sirasinda
belirli bir hiicre tipinin olagan boliimlerini tanimlamak miimkiindiir. Ancak bolmeler

arasindaki etkilesimler degisir (Cavalli ve Mistelli, 2013).

2.2.3 Nukleolus — Cekirdekgik

Niikleolus, standart histolojik boyamadan sonra 1s1tk mikroskobunda
gbzlenebilen farkli bir yapidir (Sekil 2.16). Yogun kromatin ve bir dizi iliskili protein
iceren cekirdeksel bir bélmedir. Nukleolusta ribozomal RNA (rRNA) sentezlenir ve
ribozomal alt birimler birlestirilir. 1781 yilinda Fontana tarafindan tanimlanmis ve
19. ylizyilin sonuna gelindiginde niikleolus ile ilgili 300'den fazla referans mevcuttu.
Hiicreler genellikle birden fazla niikleolusa sahiptir ve toplam sayi, hiicre tipine,
farklilasma durumuna ve hiicrenin fizyolojisine baglidir. Memeli hiicreleri 1 ila 5
niikleol igerebilir. Niikleolusun boyutu hiicre aktivitesiyle birlikte degisebilir, bazen
cap1 1 pm'den biiyiik olabilir. interfaz sirasinda (mitoz baslangici veya dinlenme
faz1), birkag niikleol bir araya gelerek daha biiyiik bir tane olusturabilir. Genel olarak
yogun protein sentezine sahip hiicrelerin niikleolleri daha biiyiik olur. Ayrica biiyiik
hiicrelerde ve biiyiiyen hiicrelerde daha biiyiiktiir. Ancak sperm gibi bazi hiicrelerde
niikleolus goriilmez. Mitoz sirasinda niikleolus kaybolur ve kromatinin kromozomlar
halinde paketlenmesine izin verilir. Niikleolus her zaman goriiniir olmamasina ve
bazi hiicre dongiisii agsamalarinda kaybolmasina ragmen, niikleolussuz bir hiicre 6li

veya 6lmekte olan bir hiicre olarak kabul edilir (Megias ve ark., 2023e).
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L]
Sekil 2.16 Bir dere dokuzgozlisunin (Lampetra sp.) arkabeyin

(thombencephalon) motorndronlari. Niikleolus, niikleoplazmada koyu
bir nokta (oklar) olarak g6zlenmektedir (Megias ve ark., 2023e)

Mitotik profaz sirasinda niikleolus kaybolur ve kromatinin kromozomlari
olusturacak sekilde yeniden diizenlenmesine olanak saglanir. Hem niikleolar
kromatin hem de proteinler farkli kromozomlarda dagitilir ve paketlenir. Telofaz
sirasinda, niikleolar kromatin yogunlasir ve yeni niikleoller olusturmak i¢in niikleolar
proteinleri toplar. Bir niikleolusun olusmasi i¢in, kromatin ve proteinlerin
toplanmasinin yani sira niikleolar aktivitenin de baslatilmasi gerekir: 6ncii-45S (pre-
45S) ribozomal RNA'nin transkripsiyonu ve eklenmesi ve ribozomal alt birimlerin
birlesmesi. Niikleolus bir zarla sinirli olmamasina ragmen, onu niikleoplazmanin geri
kalanindan ayirt etmeyi miimkiin kilan yapisal bir kimlige sahiptir. Niikleolar
bilesenler kisitli bir bolgede nasil toplanir? Sivi-sivi faz ayrimini olusturan
fizikokimyasal mekanizmalarin oldugu, boylece belirli molekiil gruplarinin birbiriyle
iligkili oldugu ve sivi ¢ozeltinin sinirli bolgelerine ayrildigr diisiiniilmektedir.
Niikleolusu olusturan kiimelere yogunlagma adi verilir ve RNA ve proteinlerden

olusur (Tsekrekou ve ark., 2017).

2.2.3.1 Nukleolus Bolgeleri
Elektron mikroskobunda niikleolusta morfolojik olarak iic bolge ayirt

edilebilir: fibriller merkezi, fibriller merkezini ¢evreleyen yogun fibriller bileseni ve
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graniiler bilesen (Sekil 2.17). Fibril merkezi tiim Okaryotlarda mevcut degildir ve
islevi tam olarak anlasilamamistir. Ribozomal alt birimleri olusturmak i¢in 4
rRNA'dan 3'Unu veren birincil rRNA transkripti olan 6nci-45S rRNA'ya ait genin
bircok kopyasii igeren DNA segmentleri igerir. Fibriller merkez ayni zamanda
bir¢ok iligkili proteini de icerir. Transkripsiyon isleminin fibril merkezi ile yogun
fibril bilesen alani arasindaki geciste meydana geldigi One siirlilmiistiir. Fibriller
bilesen alaninda, 6ncii-45S rRNA kicuk parcalara bolunidr. Grandler merkezde,
ortaya ¢ikan rRNA segmentleri daha fazla islenir ve ribozomal alt birimler halinde

birlestirilir (Mangan ve ark., 2017).

% Yogun
Tooum Fibril fibril
merkezi bdlge

bolge

NUKLEOLUS
(CEKIRDEKGIK)

- ‘;;/ Nikleus

Hicre
Sekil 2.17 Fibril merkezi, rRNA 6nci-45S genlerin ifade edildigi yerdir. Yogun
fibriler bilesen, Oncli rRNA 45S'nin bulundugu ve islendigi yerdir. Graniiler
bilesen, 0ncii-45S rRNA'nin islenmesinden kaynaklanan ribozomal

proteinlerin ve rRNA'larin, ribozomal alt birimler halinde birlestirildigi yerdir
(Megias ve ark., 2023e)

Mniyotlar (memeliler, siiriingenler ve kuslar) yukarida agiklanan niikleolar

bolgeleri gosterir, ancak anamniyotlar (balik, amfibiler ve omurgasizlar) farkl
niikleolar organizasyonlar gosterir. Ornegin amfibiler, her yogun fibriler bilesen
icinde cok sayida fibriler merkeze sahiptir. Memelilerde tekrarlanan yapi, fibriler

merkez/yogun fibriler bilesendir (Kressler ve ark., 2017).
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2.2.3.2 Ribozomal RNA

1934 yilinda niikleolusun kromozomdaki bir bolgeyle iliskili oldugu bulundu.
Ik olarak misirda kesfedilmis ve bolgeye "niikleolar diizenleyici bolge" (NOR) adi
verilmistir. Drosophila ve Xenopus gibi birgok tiiriin yan1 sira misirda da bir
kromozomda yalnizca bir bolge bulunur. Insanlarda bu kromozomlarmm kisa
kollarinda 5'ten fazla NOR bulunur. Heterokromatik bolgeler (yogunlastirilmis
kromatin) olan bu bolgelerde, 6nci-45S rRNA'y1 kodlayan genler tekrarlanir (Sekil
2.18). Niikleolus bu bélgelerin aktivitesiyle olusur. Oncii-45S rRNA icin genin
kopya sayis1 degisir. Mayalarda 100 ila 300 tekrarlanan dizi bulunurken, amfibiler ve
bitkilerde binlerce kopya bulunabilir. insanlarda ve farelerde 200 kopya bulunur.
Bununla birlikte, bu genlerin yalnizca bir kismi genellikle ayn1 anda Oncii-45S
rRNA'ya (insanlarda yaklagik %50'si) kopyalanir. Hiicreler biiyiilk miktarda proteine
ihtiyag duydugunda, es zamanli olarak kopyalanan 0Oncii-45S rRNA geninin
kopyalariin orani daha yiiksektir (Mangan ve ark., 2017).

insan
kromozomlari NOR

13 14 15 21 22
Niikleus

Fibril merkezi

455-rRNA  ~AN

28S-rRNA  \
5.85-rRNA

18S-rRNA W)
\ 5S-rRNA(

Yogunlasmamis NOR I A > Biyiik é/
/ 3\:2)\ N #= S attinte b | 2
o o (o]
- S— S / N ~ N
Yogun fibril bilesen ok ~ o
N Je kicik (o |3

altlinite

Tanecikli bilegen _/ NUKLEOLUS

Sekil 2.18 Niikleolus bolgeleri. Ust kisimda 5 insan kromozomunun NOR bélgeleri
gosterilmektedir. 28S, 18S ve 5.8S rRNA'lar, 45S rRNA islenmesinden sonra
ortaya ¢ikar. 5S rRNA c¢ekirdegin diger bolgesinden gelir (Megias ve ark.,
2023e)
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Neden 0ncu-45S rRNA'nin bu kadar ¢ok kopyasina ihtiya¢ var? Cogu protein
yalnizca tek bir genden sentezlenir. Bu durum eritrosit hemoglobini ve kaslardaki
miyoglobin icin de gecerlidir. Bu proteinler bol miktarda bulunur cinki birgok
mRNA ayn1 genden kopyalanir ve her mRNA bir¢ok kez proteinlere ¢evrilir. Tek bir
MRNA molekilunin translasyonundan 1000'den fazla protein sentezlenebilir. Yani
iki amplifikasyon adimimiz var: transkripsiyon (bir genden bircok mRNA kopyasi)
ve translasyon (bir mRNA molekiliinden birgok protein). Bir genin ifadesinin son
tirlindi bir protein degil de bir RNA molekiilii oldugunda ikinci amplifikasyon adimi
eksik olur. Tek bir dkaryot hiicresi biiylik miktarda ribozom igerebilir ve bunlarin
hepsi rRNA'lardan olusur ve bu nedenle ¢ok sayida rRNA zincirine ihtiya¢ duyar.
Tiim rRNA'lar i¢cin bir genin bir kopyas1 yeterli olmayabilir. Hiicreler bu sorunu ayni1

genin bir¢cok kopyasina sahip olarak ¢ozerler (Kressler ve ark., 2017).

458 DNA initesi | pua bt i is )
(= (= ) 3
a) X
58 rDNA (nitesi ~ :
= » RNAPollll . 60SLSU ~ SSIRNA (“120 nt)
S Y (e | (e 5.8S rRNA (160 nt)
—L G = = H\“ 15 28S rRNA (~5000 nt)
- X 1asssn 185 rRNA (~2000 nt)
N I . r -~ nt
b) BoxA IE BoxC 11| c)

Sekil 2.19 Okaryotik tDNA'ya (rDNA lokuslarinin genomik organizasyonu) iliskin
kisa kilavuz. (a) 45S rDNA gen kiimesinin (5°-3" initesi) (veya rRNA
transkripsiyon {initesinin) yapisal organizasyonu; tekrarlayan veya tek
rDNA  kiimeler1 genom boyunca dagilmis olarak bulunabilir;
riboniikleazlar aralayicilar1 ¢ikardigindan ve niikleolusta (ribozom
biyogenezinden polisom ribozom olusumuna kadar olan bolge) ayri rRNA
molekiillerini serbest biraktigindan, 6ncii pre-rRNA'y1 olustururlar; (b) 5S
rDNA {initesinin yapisal organizasyonu (5S rDNA, birgok tiirlin
genomunda da dagilmis olabilir); (C) Ana hatlariyla belirtilen rRNA'lara
sahip biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birimden (SSU) olusan 80S
Okaryotik ribozom. (Symonov4, 2019)

DNA’da rRNA'lar1 kodlayan iki tiir gen vardir: biri daha fazla islenmesi
gereken 0ncli-45S rRNA igin (Sekil 19-20) ve digeri 5S rRNA igin. Insanlarda 5
kromozoma dagilmis 6ncii-45S rRNA geninin 200 kopyas1 vardir. RNA polimeraz [
bu kopyalar1 kopyalar. Promotorlere yliksek benzerligi vardir ve bu da 6ncii-45S
rRNA'larin sayisim artirmaya yardimei olur. Oncii-45S rRNA geninin kopyalar,
niikleolusun fibriller merkezini olusturmak iizere toplanir. 5S rRNA, ribozomun

biiytik alt biriminin bir par¢asidir. Tip III RNA polimeraz tarafindan kopyalanan 5S
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rRNA geninin yaklagik 2000 kopyast vardir. Ancak 5S rRNA'nin gen kopyalari
niikleolusun bir pargasi degildir (Mangan ve ark., 2017).

Y 7 NOR
L S
Kopya edilmeyen -
aralayici
Kopyalanan (Transcribed) Unite
g -
EE |

. |
— :
Kopyalama l Transkripsiyon Aralayici

(—_)

oncii-45S
rRNA I

islem girme l\' F_

18S 5.8S 28S 5S
rRNA rRNA rRNA rRNA
Ribozomal Ribozomal
kiiglik blyuk
altiinite altiinite

Sekil 2.20 NOR bolgelerinden kopyalanan 6ncii-45S rRNA'nin niikleolusta islenmesi
(Megias ve ark., 2023e)

Oncii-45S rRNA'larin kesilmesi ve ribozomal alt birimlerin bilesenleri olacak
diger daha kiiclik rRNA'lara doniistiirtilmesi gerekir (Sekil 2.17). Bu islem {i¢ yeni
rRNA ile sonuglanir: 18S rRNA, 28S rRNA ve 5.8S rRNA. Daha 6nce de belirtildigi
gibi 5S rRNA, niikleoplazmanin diger bolgesinde sentezlenir. Uzun 6ncii-45S rRNA
molekiilleri niikleolusta siirekli olarak tretilir ve islenir. Biiyiik ribozomal alt birim
5.8S, 28S ve 5S rRNA'lar1 igerir ve kiiciik ribozomal alt birim yalnizca 18S rRNA'y1
icerir (Mangan ve ark., 2017).

2.2.3.3 Ribozomal Alt Birimlerin Birlestirilmesi
Mayalarda her dakika 2000'den fazla ribozom bir araya gelir. Dolayisiyla
niikleolus ¢ok yogun bir yapidir. Ribozomal alt birimlerin bir araya getirilmesi,

molekiillerin ¢ikip cekirdege girdigi karmasik bir siirectir (Sekil 2.21). Okaryotik

27



ribozomlar yaklasik 80 protein igerir. ilk olarak, ribozomal proteinlere ait genlerin
transkripsiyonu niikleolar bolgenin disinda meydana gelir. Daha sonra bu mRNA'lar
cekirdeksel gozenek kompleksleri (nuclear pore complex) boyunca g¢ekirdek zarini
gecer ve sitoplazmadaki serbest ribozomlar tarafindan ¢evrilir. Sentezlenen bu yeni
ribozomal proteinler c¢ekirdege girer ve niikleolusa ulasir; burada rRNA'larla
birleserek tam bir ribozomal alt birim (kii¢iik veya biiylik alt birim) olustururlar.
Ribozomal alt birimler bir araya toplandiktan sonra ¢ekirdek zarmi gegerek
sitoplazmaya dogru ilerler ve burada ¢eviri yapmaya baslarlar. Bu sekilde, niikleolus,
bir¢ok molekiiliin ve ayn1 yerde ve ayni anda devam eden siireglerin varliginin bir
sonucudur: Oncii-45S rRNA'y1 iiretmek igin kopyalanan ribozomal genler, bu
transkriptlerin islenmesinde rol oynayan proteinler, ribozomal alt birimleri
olusturacak ribozomal proteinler ve ayrica ribozomal alt birimlerin birlestirilmesinde
rol oynayan proteinler. Toplamda yaklasik 690 farkli proteinin az ¢ok kalic1 olarak
niikleolusla iliskili oldugu tahmin edilmektedir (Kressler ve ark., 2017; Mangan ve
ark., 2017).
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Sekil 2.21 Sitoplazma ve niikleoplazma arasinda ribozomal molekiiler bilesenlerin
alig verisi (Megias ve ark., 2023e)

Ayrica niikleolusta kalict olmayan proteinler de vardir. Birgok protein kisa
stireligine niikleolusta kalir ve daha sonra niikleoplazmanin geri kalan kismina dogru
ilerleyebilir. Ancak niikleolusta daha uzun siire kalirlar. Bu proteinlerin tiimii
ribozomlarin senteziyle iliskili olmadigindan niikleolusun ek islevler gelistirdigi
diisiiniilmektedir. Ornegin, niikleolusta, tRNA isleminin gesitli asamalarinda yer alan
kinazlar, kiiclik cekirdeksel RNA'lar gibi diger ribozomal olmayan RNA'larin
islenmesinde rol oynayan proteinler vardir ve ayrica DNA'y1 onarmak i¢in proteinler

de vardir (Mangan ve ark., 2017).

2.2.4 Kromozom

Hiicrelerin genetik bilgisi ¢cok biiylik DNA seritlerinde depolanir ve kodlanir
(cok daha kisa olan mitokondriyal ve plastid DNA hari¢). DNA, ifade edilmek, bu
ifadeyi diizenlemek, kopyalanmak ve nilikleoplazmada uygun bir organizasyon igin
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diger molekiillerin, ¢ogunlukla da proteinlerin biiyliik yardimina ihtiyag duyan
nispeten hareketsiz duragan bir molekuldir. Proteinler ayrica, kopyalanan DNA'nin
esit olarak iki yavru hiicreye boliindiigii mitoz sirasinda da rol oynar. Dolayisiyla
DNA her zaman proteinlerle ve diger molekiillerle iliskilidir. DNA art1 iligkili
molekdller kromatin olarak bilinir (Belmond, 2002).

Interfazdaki hiicreler (hiicre dongiisiiniin G1, S ve G2 fazlar1) ve boliinmeyen
hicreler, heterokromatinli veya yogunlastirilmis kromatinli cekirdekler ve
okromatinli veya gevsek yogunlastirilmis kromatinli bolgeler gosterir (Sekil 2.22). M
fazinda tiim kromatin kromozomlarda olduk¢a sikistirilmistir. M fazindan sonra
kromozomlar yeniden hem ¢kromatin hem de heterokromatin haline gelir. Boylece
hiicre boliinmesi, yogunlasma ve ¢6ziinme dongiisiine yol acar. Interfaz (arafaz)
sirasinda 0kromatinin bazi bolgeleri heterokromatin olarak yogunlasabilir ve bunun
tersi de olur. Heterokromatin ve 0kromatin arasinda degisen bu bolgeler, fakiiltatif

heterokromatin olarak bilinir (Bolzer ve ark., 2005).

Sekil 2.22 Heterokromatin (beyaz yildiz isaretleri) ve oOkromatin (kirmizi yildiz
isaretleri) igeren ¢ekirdekleri gosteren elektron mikroskobu goriintiisii
(Megias ve ark., 2023f)

2.2.4.1 Nukleozomlar (10 nm)

DNA her zaman histonlarla iliskilidir. Histonlar ve DNA, kromatin
organizasyonunun temel birimi olan niikleozomlar1 olusturur (Sekil 2.23).
Niikleozomlarin DNA paketlemenin daha temel seviyesi oldugu soylenebilir. Insan

hiicrelerinde 3.3x10" civarinda niikleozom oldugu tahmin edilmektedir. Bir
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niikleozom, etrafina DNA'nin 1.65 kez sarildig1 histonlardan olusan bir ¢ekirdekten
olusur. Her bir niikleozomda yaklasik 166 baz ¢ifti (DNA ¢ift sarmallidir) bulunur.
Ardisik iki niikleozom ¢ekirdegi, yaklasik 34 baz ciftinden olusan baglayici DNA ile
baglanir. Boylece DNA zinciri boyunca tekrarlanan yaklasik 200 baz ciftinden
olusan birimler vardir. Bununla birlikte baglayict DNA'nin uzunlugu, tiirlere veya
dokulara bagli olarak, hatta ayni hiicre g¢ekirdeginin farkli bolgeleri arasinda bile
farklilik gosterebilir. Niikleozom ¢ekirdegi H3, H4, H2A ve H2B histon ¢iftlerinden,
yani 8 histondan olusur. Bu histonlarin her biri, N terminalinde proteinden ¢ikinti
yapan 30 amino asit dizisine sahiptir. Bu dizi evrim sirasinda oldukca korunur. Iki
ana islevi olan bir kuyruga benzer: diger proteinlerin transkripsiyon veya onarim igin
DNA'ya erisimini diizenler ve ayrica komsu niikleozomlarla etkilesime girerek daha

yiiksek diizeyde kromatin yogunlasmasina izin verir (Wanner ve Formanek, 2000).

Histonlar

— DNA
.‘, H3  H4
{ H2A H2B 0
L SR DNA sarmali

H1 histonu Fibril n\ 2
I 2 T |\‘:‘n
——— O\ )
-300nrb{-l‘,a‘-, |
\JIV
Halkalar S,

KROMOZOM

Sekil 2.23 Nukleozomlardan kromozomlara kadar kromatinin organizasyon
seviyeleri (Megias ve ark., 2023f)

2.2.4.2 Fibriller (30 nm)

H1 histonu veya baglanti histonu, bir niikleozomdan ¢ikisina veya diger
niikleozom girisinde DNA’ya yakin bir yerde baglayiciyla iliskilidir. Memelilerde
Hl1'in en az 8 ¢esidi vardir. H1'in rollerinden biri, niikleozom histonlartyla birlikte,
30 nm kalinligindaki liflerde kromatinin yogunlagsmasina yardimci olmaktir. Liflerin

nasil yogunlasarak kromatinin en yiiksek sikistirma diizeyi olan kromozomlara
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doniistiiglinii agiklamaya calisan birkag model vardir. Helis, zikzak ve ¢apraz
baglantili organizasyon ortaya atilmistir. Cogu yazar, fibrillerin yaklasik 300 nm'lik
halkalar halinde diizenlendigini 6ne siirmektedir. Bu halkalar, kromomerler (300-700
nm) adi verilen daha yiiksek dereceli yapilar halinde paketlenebilir. Kromomerler,
interfaz ¢ekirdeginin heterokromatininde koyu renkli kiimeler halinde mevcut
olabilir. Bununla birlikte birgok yazar, halkalatin araci organizasyonlar olmadan
dogrudan kromozomlara paketlenebilecegi one stiriilmektedir. Heterokromatin, 30

nm fibrillerden farkli paketleme seviyelerinde de olabilir (Wanner ve Formanek,
2000).

2.2.4.3 Kromozomlar

M fazinin baglangici hem 6kromatinin hem de heterokromatinin kromozom
haline geldigi anlamina gelir. Bu yogunlasma, kohezinler, kondensinler ve
toposiomerazlar dahil olmak {izere bir¢ok protein tarafindan diizenlenir. Her metafaz
kromozomu, S fazi sirasinda sentezlenen iki kardes kromatitten olusur. Baslangicta,
kondensinler kardes kromatidlere tiim kromatid uzantis1 boyunca bagl kalirlar,

ancak M fazmin sonraki asamalarinda yalnizca sentromerik bolgesinde yeralirlar
(Belmond, 2002).

Pek ¢ok hayvan tiirii diploittir, yani hiicrelerinde her kromozomun iki kopyasi
vardir (her ¢ift, biri anneden, digeri babadan gelen iki homolog kromozomdan
olusur) ve bu nedenle her genin alel ad1 verilen iki kopyast vardir. Bir karyotip, bir
tiriin metafazda oldugu gibi tam kromozom setini gosterir (Sekil 2.24). Baz
istisnalar olmasina ragmen kromozomlarin sayisi, boyutu ve sekli her tiiriin
karakteristigidir. Karyotiplerin iki ana kromozom tiirli vardir: otozomlar ve cinsiyet
kromozomlar1 (gonozomlar). Otozomlar erkeklerde ve kadinlarda benzerdir ancak
esey kromozomlar: farkli olabilir. Ornegin memeli disilerde iki X kromozomu
bulunurken erkeklerde bir X ve bir Y cinsiyet kromozomu bulunur. Kromozom
sayist da tlire gore degisiklik gosterir; bazi1 karinca tiirlerinde 1 veya 2 iken, bazi

egrelti otlarinda 700'in {izerine ¢ikar (Bolzer ve ark., 2005).
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Sekil 2.24 Asya da yasayan bir cyprinid tiiriine (Mystacoleucus chilopterus) ait
metafaz kromozomlari: A, mFISH boyali metafaz plagi; B, Giemsa
boyali metafazdan elde edilen karyotip; C, Ag-NOR boyali karyotip,
oklar NOR bulunan kromozomlar1 gostermektedir; D, mFISH boyali
karyotip yani homolog kromozomlar eslestirilmis ve p/q kol boyu
oranlarina gore siralanmis kromzom setini gosterir; kromozomlar
tizerindeki kirmizi bolgeler 5S rDNA gen boélgelerini, yesil boyali olan
bolgeler 18S rDNA bolgelerini gostermektedir (Khensuwan ve ark.,
2023)

Isik mikroskobunda birka¢ kromozom yapist gézlemlenebilir (Sekil 2.25):
sentromer veya birincil daralma, ikincil daralma, uydular, telomerler ve bantlar.
Kardes kromatitlerin uglarina telomer adi verilir ve her iki kromatidin birbirine

baglandigi bolgeye sentromer veya birincil daralma denir (Megias ve ark., 2023f).

Kromozom morfolojisi, karyotipleri olustururken 6nemli bir 6zelliktir ¢linki
kromozomlar karsilastirilip siniflandirilabilir (Sekil 2.24 ve Sekil 2.26). Sekil biiyiik
Ol¢iide sentromerin konumu tarafindan belirlenir, ¢linkii genellikle esit olmayan
kromozom kollarmin uzunlugunu etkiler. Metasentrik kromozomlar benzer
uzunlukta kollar gosterir (6rnegin Sekil 2.24’teki B- ve C- 1 — 4 nolu ciftleri).
Submetasentrik kromozomlarin digerinden agik¢a daha biiyiik bir kolu vardir
(6rnegin, Sekil 2.24'teki B- ve C- 5 — 11 nolu gifler). Subtelosentrik veya akrosentrik

uzunluklarda kollari

kromozomlardan daha yiiksektir (bkz. Sekil 2.24'te B- ve C- 12 — 13 nolu ciftler).

kromozomlarin farkli vardir ve bu fark metasentrik

Telosentrik kromozomlar tek bir kol gostermez, bu da kromatitlerin birbirlerine
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uglari araciligiyla baglandigi anlamina gelir (bkz. Sekil 2.24'te B-, C- ve D- 14 ile 25
nolu ciftler) (Megias ve ark., 2023f).

Kardes

kromatitler
| —

bogum (uydu)
Sentromer

o— (Birincil bogum)

Telomer

Sekil 2.25 Isik mikroskobunda goriintiilenebilen yapilart gésteren kromozom gizimi.
Bir kromozom bu yapilarin tamamini géstermeyebilir (Megias ve ark., 2023f)

Submetasentrik Telosentrik

SentSEner

Metasentrik Subtelosentrik

Sekil 2.26 Kromozomlar sentromer bolgelerine goére isimlendirilir (Megias ve ark.,
2023f)
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Tipik bir sentromer, ylksek okaryotlarin metafaz kromozomlarinda 11k
mikroskobunda gorilebilen, birincil daralma olarak bilinen bir daralma olarak
goriiniir (Sekil 2.27). Birincil daralma, her iki kromatidin de kromozomun diger
bolgelerine gore daha ince olmasi nedeniyle, kardes kromatitlerin birbirlerinden ayirt
edilemedigi kromozom bolgesi olarak tanimlanabilir. Sentromerler, daha az
yogunlasmis kromatinden olusan 06zel bir bolgedir ve anafaz sirasinda
kromozomlarin dogru sekilde ayrilmasinda rol oynar (Sekil 2.27-A). Kinetokor,
mitotik ig mikrotiibiillerini toplayan, metafaz sirasinda kromozomlarin uygun bir
sekilde dizilmesine ve anafaz sirasinda ayrilmasina yol acan, sentromerde toplanan
bir protein kompleksidir. Daginik-diffiize ve lokalize kinetokorlar vardir. En sik
gorulen lokalize kinetokorlar sentromerlerde bulunur ve mitotik mikrotibdllere
baglanir. Bazen kinetokor proteinleri o kadar konsantre olur ki, bazi maya tiirlerinde
oldugu gibi, yalnizca bir mikrotiibiilii baglarlar (Sekil 2.27-B). Difflize kinetokorlar,
daha az siklikta, kromozomun biitiinii iizerine dagilmis proteinlere sahiptir, bu

nedenle mikrotiibiiller tiim kromozom boyunca baglanir (Vagnarelli ve ark., 2008).

% .\ Sentromerler Mikrotibiiller
- \ Ce Mikrotubuller (ig iplikleri)
. n -~
" Y 4~ // » v\‘
o -
e \ % . /
’“\“ X \/, s\ Kinetokor Kinetokor
ach
g '\‘ !

Sekil 2.27 Soldaki goriintii, genellikle sentromerlere yakin konumlanan C bantlarina
veya yapisal heterokromatin bolgelerine sahip insan kromozomlarin
gostermektedir. Sagdaki resimde, Kinetokorlar sentromerlerin etrafinda
toplanir ve bir¢ok mitotik i1g mikrotiipii gosterilen bu bolgelere baglanir.
(Megias ve ark., 2023f)

Baz1 kromozomlarin kollarinda ikincil daralmalar bulunur. Bunlar daha
gevsek kromatin iceren ancak sentromer igermeyen bdlgelerdir. En iyi bilinen ikincil
daralma, niikleolar diizenleme bolgeleri (NOR) olarak bilinen, niikleolusu olusturan
kromatin bolgeleri tarafindan iiretilir. Tiire bagh olarak, karyotipin yalnizca bir veya
birka¢ kromozomu, kromozom kollarinin ara bolgesinde (terminalde degil) bulunan
bu ikincil daralmay1 gosterir. Ikincil daralma telomer yakininda yer aldiginda telomer

ile ikincil daralma arasindaki kromozom segmenti uydu olarak bilinir (Sekil 2.25).
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Insanlarda 13, 14, 15, 21 ve 22 numarali insan kromozomlarinin kisa kollar1 uydulari

gosterir (Megias ve ark., 2023f).

Isik mikroskobunda baz1 6zel boyama protokolleri ve boyalar bantlar1 ¢esitli
yogunluklarda veya farkli renklerde etiketleyebilir, bunlardan bazilar1 floresan
boyalardir (Sekil 2.24 A ve Sekil 2.28 B). Bant deseni, kromozom 6n isleminden ve
kullanilan boyama protokoliinden etkilenir. Bu bantlari olusturan DNA'nin yapisal
(sitozin ve guanin oranlari, kromatin sikismasi) ve fonksiyonel (replikasyon siiresi)
ozellikleri de bantlarin goriintiillenmesini etkiler. Bant deseni her kromozoma 6zel
oldugundan, benzer boyut ve morfolojiye sahip kromozomlar1 ayirt etmek icin
kullanilir. Bant desenleri ayrica kromozom degisikliklerini tespit etmek veya
kromozomdaki belirli genlerin fiziksel konumunu dogru bir sekilde tespit etmek i¢in

de ¢ok faydalidir (Bolzer ve ark., 2005).

Sekil 2.28 Metafaz kromozomlari: A) Giemsa ile boyanmis insan kromozomlari. B)
Bir floresan boya olan akridin turuncusu ile boyanmis insan
kromozomlar1 (Megias ve ark., 2023f)

2.2.4.4 Yogunlasan Kromozomlar (Kromatinin Paketlenmesi)

Cekirdegin, kromozom yogunlagsmasinin ardindan ¢ok sayida kromatin ile
interfazda oldugunu diisiindiiglimiizde, hiicrelerin devasa bir karmasaya diismeden
DNA'y1 nasil yogunlastirabildigini, ¢ozebildigini, diizenleyebildigini ve ifade
edebildigini hayal etmek zordur. Aslinda, bir karigiklik olmak sdyle dursun, 1980'de
memelilerde her kromozomun kromatininin belirli bir uzaysal bolgeyi isgal ettigi
gozlemlendi (Sekil 2.29). Bu bolgeler neredeyse kiireseldir, ¢apt 2 ila 4 pm'dir ve
komsu bolgelerin sinirlarinda ¢ok az ortlisme vardir (ancak mayalarda bu bolgelerin

simirlart o kadar iyi tanmimlanmamustir). Pek cok kanit, ¢ekirdekteki kromozom
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bolgelerinin rastgele olmayan bir dagilimini desteklemektedir. Ornegin, bolgelerin
diizeni hiicreden hiicreye, farklilagma donemlerinde ve hiicre dongiisii boyunca
degisebilirken, genel modelin uzun zaman dilimleri boyunca bir hiicrede oldukga
stabil oldugu goriilmektedir. Daha aktif bolgeler genellikle c¢ekirdegin merkezinde
bulunurken, daha az aktif bolgeler ¢ekirdek zarnin yakininda lokalize olur. Bir
bolgede, S asamasi sirasinda erken gogaltilan bolgeler (erken ¢ogaltma bolgeleri), S
asamasinin ikinci kismi sirasinda c¢ogaltilan bolgelerden (ge¢ ¢ogaltma bolgeleri)
ayrilir. Kromatinin g¢ekirdek laminasinin ve ¢ekirdek zarmmin i¢ zari ile fiziksel
etkilesimleri, kromozom bolgelerinin ayrilmasina yardimer olur. Homolog
kromozomun ¢ekirdekte farkli bolgeleri de isgal ettigi dikkat ¢ekicidir (Wanner ve
Formanek, 2000).

METAFAZDAKI KROMOZOMLAR

CONN M

NUKLEUS

(Gekirdek)

Sekil 2.29 Kromozomlar anafaz sirasinda yogunlasir ve kromatin ¢ekirdekte diizenli
bir sekilde dagitilir c¢ilinkii her bir kromozom, kromatinini diger
kromozomlarin bdlgeleriyle fazla ortiismeyen belirli bir bolgeye yayar
(Bolzer ve ark., 2005)

Her bolgenin i¢inde alt bolgeler veya alanlar vardir (Sekil 2.14 — 2.15).
Ornegin, bastirilmis kromatin alanlar1 vardir: polikombik, heterokromatin ve diger
daha az karakterize edilmis heterokromatin organizasyonlari. Ayrica diizenleyici

diziler, promotdrler, kopyalanmis diziler ve yalitici proteinlere bagli bolgeler
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icerebilen aktif veya a¢ik kromatin de mevcuttur (Bolzer ve ark, 2005). Bir bolgenin
bastirilmis kromatini diger alanlarla etkilesime girmezken, acik kromatin bunu diger
kromozom boélgelerinin alanlariyla bile yapabilir. Kromatin halkalar1 arasindaki yerel
etkilesimler bolge alanlarmin varligini aciklayabilir. Ornegin, aktif kromatin,
bastirilmis kromatin yerine aktif kromatin igeren yakindaki diger alanlarla etkilesime
girmeye egilimlidir (Megias ve ark., 2023f). Kromozomlarin ayirt edilemedigi
kromatin halindeki durumu interfazdaki kromozomal bdélgeler ile gorinir duruma

geldigi metafaz niikleusundaki durumu Sekil 2.30°da daha 1yi anlasilmaktadir.

A. interfaz nukleusu B. Prometafaz nikleusu

kromozom bdigeleri _
[ KB siniriart )

kromozom -
&

P o= \
. ;{ > \\X

euchromatin
( ) v

{ \ []
\

heterochromatin
()

nikleus (gekirdek) zari
nikleolus (gekirdekgik)

¢ekirdeksel por

Sekil 2.30 Interfazda cekirdekte kromozomlarin birbirinden ayirt edilmesi zordur.
Bununla birlikte, ¢ekirdegin i¢inde kromozom bdlgesi olarak adlandirilan ayri
bir alan1 isgal ederler (A'da kromozom bdélgelerinin simirlar1 kirmizi noktali
cizgilerle gosterilmistir). Ote yandan, daha acik renkli okromatin
(transkripsiyonel olarak aktif) ve daha koyu renkli heterokromatin
yamalarmin (transkripsiyonel olarak sessiz) gorsellestirilmesi kolaydir. Hiicre
boliinmesi sirasinda  kromozom  bolgeleri  oldukg¢a  yogunlastirilmig
kromozomlara doniislir ve bunlar daha sonra birbirlerinden agikca ayirt
edilebilir (Anonim, 2023b)

2.3 Onceki Cahsmalar

Deniz baliklarinda, 6zellikle pelajik ve bentik olarak yasayanlar1 dahil olmak
lizere sitogenetik c¢alismalar azdir ve tiirlerin sadece =%2'sinin karyotipi
bilinmektedir. Bu temel biyolojik bilgi eksikligi, evrim, koruma ve dogal kaynak
yonetimi gibi alanlarda bilimsel ilerlemeyi engelleyen biiytik bilgi bosluklarina yol
acar. Bununla birlikte, sitogenetik bilgi eksikliginin DNA dizileme projelerinin
ilerlemesini geciktirebilecegini ¢iinkii bu bilgi bosluklarinin genomlar: birlestirmeyi

ve analiz etmeyi zorlastirdig1 iddia edilmektedir (Araya-Jaime ve ark., 2021). Deniz
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baliklarinda o6zellikle go¢cmen ve biiylik tiirlerin laboratuvara getirilmesi ve
laboratuvar kosularinda canli tutulmasi zor olmaktadir (Ida ve ark., 1978). Bu
nedenle kromozom calismalarinda kesin sonug¢ alabilmek icin bir¢ok arastirmaci
uzun yillardir hiicre ve doku kiltiirii yontemleri gelistirmeye calismaktadir. Bu
yontemlerin uzun zaman almasinin yani sira kiiltiir tekniklerinin uygulamasinda
tecriibe, altyapt ve ekonomik olmamasi kiiltiir yontemlerinin tercih edilmesini ve
yayginlagsmasini engellemektedir. Ayrica baliklarda sitogenetik amaglarla gelistirilen
kiltlir yontemlerinin uzun donem olanlar1 3-5 hafta siirerken, kisa siireli olanlar1 ise 3
ile 7 glin arasinda degistigi de bildirilmektedir (Gold ve ark. 1990; Thorgaard ve
Disney, 1990).

Hiicre biyolojisinin ¢esitli alanlarindaki ¢aligmalar i¢in 6nemli materyaller
saglayan baliklarin hiicre kiiltiirleri, baslangici olan Wolf ve ark. (1960) tarafindan
yapilan ilk c¢alisgma ile Clem ve ark. (1961) tarafindan in vitro hiicre hatti
olusturulana kadar memeli teknikleri etkisi altinda gelistirilerek basarili olmustur.
Balik kromozomlar: icin sitogenetik tekniklerin gelistirilmesi, 1961'den bu yana
doku Kkiiltiirii yontemlerinin bu alana girmesiyle birka¢ yil iginde yapilmaya
baslanmigtir. Hiicre kiiltiirii teknikleri, kan, yiizgeg, pul, yamurtalik, bobrek ve gozli
embriyolar gibi c¢esitli kaynaklardan elde edilen lokositlerin ve hiicrelerin
kullanimiyla kullanilabilir hale geldi ve baliklarin sitogenetik arastirmalarina

uygulanmak {izere avantajl bir sekilde yapildi (Ojima, 1978).

Bu amagla ¢esitli dokulardan ve organlardan uzun ve kisa siireli in vitro
kiiltir metotlar1 baliklarda basarili olmustur (Thorgaard ve Disney, 1990; Fenocchio
ve ark. 1991; Brum ve ark., 1992; Ozouf-Costaz ve ark., 2015). Kisa siireli de
yapilabilse her zaman ve her laboratuvarda baliklar1 O6ldiirmeden kromozom
tetkiklerinin sadece kan ve doku kiiltiirii ile yapilamayacagi ortak kanisinda olan
sitogenetikciler hem direkt hem de numuneye en az hasar (minimal invazif) verecek
teknikler gelistirmeye c¢alismislardir (Denton ve Howell, 1969; Ida ve ark., 1978;
Catlin ve Ferreria, 1989; Araya-Jaime ve ark., 2021). Bu ¢aligmada en son Araya-
Jaime ve ark. (2021)’in belirlemis oldugu 6l balik numunelerinden kromozom elde

etme yontemi uygulanmistir.
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Tiirkiye’de aragtirmaya konu olan deniz baliklarinda yapilmis ¢alisma sayist
cok sinirlidir. Bu nedenle ¢alismada elde edilen tiirlerin bulundugu balik gruplarinda

yapilmis literatlre yer verilmistir.
Genus: Mullus vb. tirler

Avrai ve Koike (1979), Japonya’nin Chiba eyaletinin kiyilarindan elde ettikleri
2 oOrnekten hazirladiklar1 preparatlara yaptiklari Giemsa boyama neticesinde
Parupeneus spilurus (Mullidae)’un kromozom sayisin1 44 ve karyotipinin de 4 g¢ift
metasentrik, 4 cift submetasentrik, 2 ¢ift blyik metasentrik ve 12 cift daha kiglk
subletosentrik — akrosentrik kromozomdan olustugunu tespit etmislerdir. Kromozom

kol say1s1t NF’nin 60 oldugu belirtilmistir.

Laliberte ve ark., (1979) Monako’nun Ligurya Denizi’nde Cenova
Korfezi’nden elde ettigi M. barbatus tiirlinde homolog kromozom sayisi 2n=44 olan
iki farkli sitotip oldugunu tespit etmistir. Bildirdiklerine gore barbun baliginin
4m/sm+40a (NF=50) ve o6m/sm+38a (NF=48) seklindeki karyotiplere sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Cano ve ark., (1982) Ispanya’nin Malaga sahillerinden &rnekledikleri 29
tirden birisi olan tekir baligi, Mullus surmuletus’un 2n kromozom sayisinin 48

oldugunu ve NF degerinin 50 oldugunu bildirmistir.

Vitturi ve ark., (1992) Akdeniz’de Italya’nin Palermo kiyilarindan
ornekledikleri 12 Mullus surmuletus ve 10 M. barbatus’tan elde ettikleri
sitotaksonomik sonuglara gore her iki tiirlin de kromozom sayisinin 44 oldugu, M.
surmuletus’un 22 ¢ift homolog kromozomdan meydana gelen karyotipinin de 1 ¢ift
metsanetrik, 3 cift submetasentrik, 8 cift subtelosentrik ve 10 cift akrosentrik
kromozomdan (NF=52) olustugunu bildirmistir. M. barbatus’ta ise 3 metasentrik, 8

subtelosentrik ve 11 akrosentrik kromozom ¢iftinden (NF=50) olustugu belirtilmistir.

Karahan (2016). Akdeniz’de Mersin korfezinden 6rnekledigi pasa barbunu,
Upeneus mossulensis’te diploid kromozom sayisinin 44 ve 2m+2st+40a

kromozomdan olusan bir karyotipi (NF=46) oldugunu bildirmistir.

Prazdnikov (2016), Karadeniz’den Azak Denizi’ne gegiste Ker¢ bogazinda

yer alan Taman Korfezi’nden aldigi barbun baligi, M. barbatus numunelerinin 4
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metasentrik ve ikisi buyik 18 subtelo-akrosentrik kromozomlu (2n=44, NF=52)

oldugunu tespit etmistir.
Genus: Neogobius vb. tarler

Ene (2003), kayabaligi, Neogobius gorlab 6rneklerini Romanya’nin Tuna
Deltasinda yer alan Razelm Golii'nden aldiktan sonra hazirladigi lam preparatlarina
uyguladigi bir dizi boyamalar (Giemsa, C-, AQNOR- ve CMA3 boyama) neticesinde
bu tiire ait diploid sayimnin (2n) 30 ile 32 arasinda degistigini bildirmistir. Bu duruna
Robertson varyasyonunun etkidigini belirttigi karyotipin ise 5 ¢ift metasentrik, 1 ¢ift

submetasentrik ve 9 ¢ift telosentrik (2n=32) kromozomdan olustugu bildirilmistir.

Esmaily ve Kalbassi (2008), yaptiklar1 ¢alismada kocabas kayabaligi veya
Hazar kayabalig1 olarak bilinen Neiogobius kessleri’nin kromozom sayist 2n=46

oldugu ve tamaminin akrosentrik kromozomdan olustugunu tespit etmislerdir.

Ocalewicz ve Sapota (2011), Polonya’nin Baltik Denizi Gdansk Korfezi’nden
elde ettikleri 9 adet Neogobius melanostomus numunesinden hazirladiklar
preparatlardan aldiklar1 sitotaksonomik sonuclara goére 46 subtelo-akrosentrik
kromozoma sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada yapilan boyamalarda

DAPI, CMA3, AgNO3 ve FISH pozitif bolgelerin oldugu belirlenmistir.

Vasil’eva ve ark., (2011) Karadeniz’in kiyisinda bulunan Sayik Lagiin
Goli'nden 6rnekledikleri Sirman (Neogobius syrman) ve Zencefil (N. eurycephalus
odessicus) kaya baliklarinin sitogenetik yapisini belirlemiglerdir. Yaptiklar1 Giemsa
boyamalar sonucunda N. syrman i¢in 5 ¢ift metasentrik, 2 cift submetasentrik ve 9
cift akrosentrik kromozomdan (2n=32, NF=46) olusan karyotipi oldugu, N.
eurycephalus odessicus’ta 46 akrosentrik (NF=46) kromozoma sahip oldugu
bildirilmistir.

Prazdnikov ve ark., (2013) Hazar Kocabas kayabaligi olarak da bilinen
Neogobius gorlab’in 86 6rneginde sitogenetik inceleme yapmislardir. Rusya’nin dort
farkli bolgesinden (Cheboksary Go6lii, Don Nehri, Bolsoy Uzen nehri ve Maly Uzen
nehri) orneklerde 2n=43 ile 46 kromozom sayis1 arasinda degisen 11 farkli sitotrip
oldugunu bildrimislerdir. Tiim sitotiplerde kromozom kol sayisinin (NF) 46 oldugu

da belirtilmistir.

41



Bigaliev ve ark., (2014) Hazar kocabas kayabaligi, Neogobius gorlab,
kromozomlart iizerine yaptiklar1 calismada (Hazar Denizi, Aktay Sehri yakinlarinan)
12 farkli sitotip tespit etmislerdir. Kromozom sayisinin da 38 ile 40 arasinda
oldugunu ve buna baglh olarak da NF degerinin de 42 ile 48 arasinda degistigi
bildirilmistir.

Prazdnikov ve ark., (2023) Hazar Denizi kiyilarindan ornekledigi dort
kayabalig: tiiriiniin (Neogobius fluviatilis, N. gorlab, N. platyrostris ve Proterorhinus
marmoratus) karyotipik evrimi iizerine inceleme yapmistir. Yapilan ¢alismada N.
fluviatilis ve P. marmoratus’un 46 akrosentrik kromozomu oldugu belirtilirken N.
platyrostris’te 1 ¢ift subtelosentrik, 2 homolog olmayan akrosentrik kromozom ve 21
cift akrosentrik kromozomu tespit edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar N. gorlab’ta
ise 8 farkli sitotipte 2n sayisnin 43 ile 46 kromozom arasinda degistigini

kaydetmistir.

Unal Karakus ve ark. (2023) Bilecik ili Tozma Koyii Mevkiinde Sakarya
Deresinden drnekledikleri 4 Neogobius fluviatilis’ten elde ettikleri sitotaksonomik

sonuclara gore 46 akrosentrik kromozoma sahip oldugunu belirlenmistir.
Genus: Scorpaena

Cataudella ve ark., (1973) galismalarinda inceledikleri 11 tiirden birisi olan
Scorpaena porcus’un kromozom sayisinin 2n=42 ve karyotipinin de 3 ¢ift
metasentrik, 5 cift subtelosentrik ve 13 cift akrosentrik kromozomdan meydana

geldigini tespit etmislerdir.

Thode ve ark., (1985) Ispanya’nin Malaga kiyilarindan elde edilen Scorpaena
notata ve S. porcus’ta yapilan sitogenetik incelemelerde sirasiyla kromozom sayisi
2n=34 ve 2n=42 oldugu, karyotipleri ise yine sirasiyla 24 subtelosentrik ile 10
akrosentrik ve 6 metasentrik, 10 subtelosentrik ve 26 akrosentrik kromozomdan

olustugu bildirilmistir.

Giles ve ark., (1988) Scorpaena porcus ve S. notata’da gesitli boyamalar
(BrdU-FPG ve RE bantlama) sonucunda sirasiyla 42 ve 24 kromozoma sahip
olduklar1 tespit edilmistir.
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Yokoyama ve ark., (1992) 8 Scorpaeniform tiir {izerine yaptiklari
sitotaksonomik c¢aligmada tiim tlirlerin 48 kromozoma sahip oldugu Scorpaena
genusundan tiirlerin sirasiyla karyotip formiilleri S. neglecta miostoma’da
8m+16sm+36st, S. n. neglecta’da 6m+2sm+30st+10a ve S. izensis’te 8m+24st+16a

olarak belirtmislerdir.

Corréa ve Galetti (1997), Brezilya’nin Rio de Janeiro eyaleti kiyilarinda
Guarabara korfezinden topladiklar1 2 Scorpaena brasiliensis ve 21 S. istmensis
orneginde yaptiklar sitogenetik inclemeler sonucunda S. brasiliensis’in 2n=46 (14
metasentrik-submetasentrik ve 32 subtelosentrik-akrosentrik, NF=60) ve S.
istmensis’in de 2n=40 (14m-sm+26st-a, NF=54) kromozoma sahip olduklarini

bulmuslardir.

Caputo ve ark. (1998) sitogenetik olarak inceledikleri 4 Scorpaeniform tiirden
ikisi  Scorpaena geneusundan S. porcus’un 2n=42 (Karyotip formiili
Am+2sm+10st+26a, NF=48) ve S. notata’nin 2n=34 (Karyotipi 26st+8a, NF=36)

kromozomu oldugu bildirilmistir.
Genus: Trachurus

Murofushi ve Yoshida (1979), Japonya'nin Izu Yarimadasi kiyilarindan
ornekledikleri 4 Carangid tirt icinde yer alan Trachurus japonicus’un kromozom
sayisin1 2n=48 ve karyotipini de 2 c¢ift metasentrik, 7 c¢ift submetasentrik, 6 c¢ift
subtelosentrik ve 9 ¢ift akrosentrik kromozom (NF=78) olarak tespit etmislerdir.

Caputo ve ark., (1996) Ancona’nin (Italya) Adriyatik Denizi kiyilarindan 6
adet Trachurus trachurus ve T. mediterraneus orneginin sitogenetik analizi
sonucunda her iki tiiriin de 48 kromozoma sahip oldugunu ve karyotiplerini de
sirastyla 2m+46a (NF=50) ve 4m+4sm+14st+26a (NF=70) olarak farklilastigini

belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Arastirmada deniz baliklarinda sitogenetik agidan basarili olan Araya-Jaime
ve ark., (2021)’nin bildirdigi postmortem donemde in vitro yontem temel alinarak
baliklardan elde edilen bobrek dokusu Kkiiltiir ortaminda (PB-MAXT™) hiicre
boliinmesi neticesinde kromozom elde etme yoOntemi izlenmistir. Calisma
metodolojik olarak asamalarina gore literatiirde belirtilen yontemlere bagli kalinarak

asagidaki gibi gerceklestirilmistir.

3.1 Materyal

Calismada balik numuneleri Ordu ili Fatsa ilgesinde (Sekil 3.1) ve yakin
cevresinde profesyonel ve/veya amator olarak ¢alisan balikgilardan temin edilmistir.
Bu amacgla Subat — Kasim 2023 tarihleri arasinda tesadiifi olarak Orneklemeler
yapilmis olup elde edilen her biri farkli dort familyaya ait 4 tlirden en az bir 6rnek
alinarak kromozom yapilar1 tespit edilmistir. Arastirmada tiir tayininde Aksiray
(1987), Bat ve ark., (2008), Bilecenoglu ve ark., (2011) ve Nelson ve ark., (2016)

kaynaklardan yararlanilmistir.

* KARADENIZ

Mersin

.....

Google

Sekil 3.1 ‘Bahk numunelerinin tesadiifi olarak alindig1 profesyonel bahkgllarlﬁ
avlandig1 bolgeler

Balik numuneleri 6liim sonrasi (postmortem) dénemde en fazla dort saatlik
tazelikteyken elde edilen dokular vakit kaybedilmeden Fatsa Deniz Bilimleri

Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarina getirilmis ve kiiltiir ortamina alinmistir.
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3.2 Yontem

Bu c¢alismada deniz baliklarinda oliim sonrasi (postmortem) in Vitro
kosullarda kromozom preparasyonu (Araya-Jaime ve ark., 2021) asagida gibi

diyagramatik olarak 6zetlenmistir.

doku érneklemesi
7N

¢ Dijital
N analiz

Karyotipleme

Mikroskopi - Fotograflama

>150ak | <2404k =

-l

T ——

Giemsa T boyama

Bir lam preparati
hazirlama
sureci:

4

@~

O
homojenizasyon

\\; 7-8 saat
0,01 soguk ﬁk;atif
KOlgiSin 90k \\J/(/ : ekl;nlr
# Hipotonik dk
‘ 8075M KCl ‘. M
. | Fiksasyon
1000 rpm stpernatant 1000 rpm

atilir 120dk

Sekil 3.2 Calismada deniz baliklarinda 6liim sonrasi (postmortem) in Vvitro
kosullarda kromozom preparasyonu sematik 0zeti

3.2.1 Kimyasallarin Hazirlanmasi
i.  PB-MAX™ Liiltiir ortami
—18°C’de muhafaza edilen 100ml PB-MAX™ stok solusyonu
¢ozdiiriildiikten sonra en az Sml olacak sekilde 15ml’lik Falkon tiiplerin dagitilmis ve
tekrar derin dondurucuya yerlestirilmistir. Her bir 6rnek icin (yaklasik 1gr doku
ornegi i¢in) bir tiip kullanilmistir (Araya-Jaime ve ark., 2021).

Diger kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda Nirchio ve Oliveira (2006),

ile Ozouf-Costaz ve ark., (2015) belirttigi sekilde asagidaki gibi hazirlanmistir.

46



ii.  Kolgisin solusyonu (%0.01)

Calisma soltisyonu 0.001g kolgisin  (C22H2sNOg) 100ml  distile suda
cozdiiriilecek sekilde hazirlanmistir. Bununla birlikte, kisa siireli kulanim amaciyla
koyu renkli sisede (amber bottle) +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilen ve her
orneklemede Ornek sayisina gore taze olarak 5 ve 10 ml olacak sekilde calisma

soliisyonlar1 hazirlanmistir.

iii.  Hipotonik soltisyonu (0.075M KCI)
Her Ornekleme taze olacak sekilde g¢ogunlukla da PB-MAX™ Kkiltir
ortaminda inkiibasyon esnasinda son hacim 100ml olacak sekilde 0.563g KCI distile
suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir. Parafilmle agz1 kapali olacak sekilde erlenmayerde

hipotonik islemine kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

iv.  Fiksatif solisyonu (Carnoy)

Glasial Asetik Asit............ 1 kisim

Olacak sekilde calisma soliisyonu, her 6rnekleme ¢aligmasinda dokularin PB-
MAXT™ kiiltiir ortaminda inkiibasyonu esnasinda, hazirland1 ve fiksasyon iglemine

kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir.

v.  Fosfat Tamponu ve %5 Giemsa soltisyonu

Fosfat tamponu (1)
Solusyon A: 10.7442g NaHPO4.12H>0 500 ml distile suda ¢6zuldu.
Sollisyon B: 4.0827g KH2PO4 500 ml distile suda ¢ozildu.
Ve iki soliisyon karistirildi (pH 6.8), ardindan buzdolabinda saklandi.
Fosfat tamponu (2)
Bir adet phydrion tableti (6.8 pH) 1 litre suda ¢ézduruldu.

Her 100ml boya solusyonu icin Giemsa (Azur-eosin-methylene blue)

soliisyonundan 5ml iizerine 95 ml fosfat tamponu ilave edildi taze olarak hazirlandi.

vi.  2xSSC soliyonu
Sodyum klorid (NaCl)........................ 17.53¢g

Sodyum Sitrat (NasCeHs07.2H20.......... 8.829
47



800 ml distile suda ¢ozllur pH7.0’ye ayarlanir. PH iizerinde (bazik) ¢iktigi

icin 1 N HCl ile ayarlandi ve soliisyon 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.

vii.  HCI (1IN, 0.1N ve 0.2N) sollsyonlar:
IN HCI: 50 ml distile su tizerine yavas bir sekilde 7.96ml HCI ilave edildi ve

100mI’ye distile su ile tamamlandi.

0.IN HCI: 50ml distile su lizerine yavasga 0.79ml HCI ilave edildi ve 100

ml’ye distile su ile tamamlanda.

0.2N HCI: Erlenmayerdeki 900ml distile su iizerine yavas yavas 16.6 ml HCI
(hidroklorik asit) ilave edildi ve ardindan 1000 m1’ye distile su ile tamamlandi.

viii.  Baryum hidroksit solisyonu (%2.5 ve %5)

2.65 g (%2.5) ve 5.3g (%5) Baryum hidroksit (Ba(OH).8H20) 100ml distile
suda ¢ozildl, ¢ozelti HC1 muamelesi esnasinda 42°C’de 1sitilarak hazirland: ve filtre
edildi.

ix. Jelatin (%1 ve %2)
%2 soliisyon igin 1g (%]1°lik i¢in 0.5g) toz jelatin kaynayan az bir miktar
distile suda ¢oziiliir ve distile su ilavesi ile 50 ml’ye tamamlanarak sogutuldu ve
uzerine 0.5ml (%]1°lik igin 0.25ml) formik asit ilave edilirken Kkaristirildi.

(Kullanmadan 6nce hazirlandi ve oda sicakliginda koyu renkli damlalikli sisede

bekletildi).

X.  Giimiig Nitrat Soliisyonu (%25 — 50)
%25 solisyon: Her 0.25g Giimiis Nitrat (AgNO3) 1ml distile suda ¢6zuldu.

%50 sollsyon: Her 0.5g AgNO3 1ml distile suda ¢ozaldu.

3.2.2 Dokularin Cikarilmasi ve Kisa Sureli Kultur

Calismada doku olarak alinan bobrek, dalak ve solungaglardan literatiirde
(Araya-Jaime ve ark., 2021) belirtildigi gibi baslangigta birka¢ ornekte yapilan ilk
denemede bobrekten hazirlanan preparatlardan daha iyi sonuglar alinmis ve diger
tim Ornekler i¢in de bu yol izlenmistir. Balik numunelerinin sterilitesi
kaybedilmeden 6zellikle alkol ile dig yiizeyleri silinerek bobrek dokulart ¢ikarilmigtir
(Sekil 3.3 B, C). Sekilde gosterildigi gibi birglin dncesinde veya ¢aligma oncesinde

dondurucudan ¢ikarilip ¢ozdiiriilen ve en az 5Sml kiiltiir soliisyonu bulunan Falkon
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tiplerine yaklasik 1g bobrek doku 6rnegi ilave edilmistir (Sekil 3.3 D, E) ve
+4°C’deki buzdolabinda en az 2.5 saat — en fazla 15 saat inkiibasyona birakilmistir
(Sekil 3.3 F).

Sekil 3.3 Dokularin PB-MAX™ Kkiiltiir ortamina alinmasi islemleri: A)
Orneklerin laboratuvara getirilmesi, B — C) Doku numunelerinin
cikarilmasi, D — F) Dokularin PB-MAX™’]i falkon tiiplerine
aktarilmasi ve +4°C’de inkiibasyonu

3.2.3 Lam Preparasyonu
Lam preparasyonunda preparatlar Kligerman ve Bloom (1977), ve Blanco ve
ark., (2012)’nin belirttigi havada kurutma tekniklerine gore (Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6)

asagidaki siralamaya gore yapilmstir.
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Falkon tlrlerindeki dokular petri kaplarina alinarak bistiiri, penset ve makas
yardimiyla iyice ezilip parcalandiktan sonra dokular tekrar Falkon tiiplerine
pastor pipetiyle aktarildi (Sekil 3.4 A-C).ve (izerine %0.01 kolgisin soliisyonu
ilave edildikten sonra vorteks mikserde homojenize (Sekil 3.4 D-F) edilerek

inkiibasyona birakild1.

\

\

Sekil 3.4 Laboratuvar ¢alismalari: Doku preparasyonu (A, B, C), Kolgisin
uygulamasi (D, E, F)

Inkiibasyon sonunda 1000 rpm’de santrifiij yapilip siipernatant atildi (Sekil
3.5A, B).

Hicre peleti Uzerine 0.075M KCI’den hazirlanan hipotonik soliisyonu ilave
edildi (Sekil 3.5 C) ve en az iki saat inkube edildi.
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Hipotonik soliisyonlu hiicrelerin iizerine soguk Carnoy fiksatifinden
damlatilarak (Sekil 3.5 D, E) bes dakika bekletildikten sonra iizerine tiipteki
solisyon 12-13ml’ye gelene kadar fiksatif ilave edildi. 1000 rpm’de santrifiij
edildikten (Sekil 3.5 F) sonra pastor pipetiyle dikkatli bir sekilde siipernatant
atildi.

Sekil 3.5 Hipotonizasyon (A, B, C) ve fiksasyon asamalar1 (D, E, F)
Hiicre peleti iizerine fiksatif ilave edildi 1000 rpm’de santrifiij yapildi ve
siipernatant atildi (Sekil 3.5 D-F). Bu islem birkag kez tekrarlandi. En son
hicrelerin Uzerine birka¢c ml fiksatif ilave edilerek homojenizasyon

yapildiktan sonra benmari seklinde buhara maruz birakilan temiz lamlara
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damlatma yoluyla yayma yapild1 (Sekil 3.6 A, B) ve havada kurumaya
birakild1 (Sekil 3.6 C).

Sekil 3.6 Doku siispansiyonunun lam {izerine yayma islemi (A, B), Preparatlarin
Giemsa ile boyamasi havada kurutma islemi (D, E), mikroskopik
inceleme (F)

3.2.4 Boyama ve Bantlamalar

Hazirlanan preparatlar ilk olarak %5’lik Giemsa (pH 6.8-7.1) sollisyonunda
en az 10-15 dk boyandi, distile su ile durulanarak havada kurumaya birakildi (Sekil
3.6 D, E). Boyali preparatlarin kurumasinin ardindan hazirlanan lam preparatlar
mikroskopta (Leica DM500 ve trinokiler Nikon Eclipse™ faz kontrast mikroskobu)
taramasi yapildi ve kromozom siteleri tespit edildi (Sekil 3.6 F). Dijital olarak

fotograflari ¢ekilen kromozom sitelerinin resimleri elektronik ortam muhafaza edildi.
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Kaliteli kromozom siteleri bulunan preparatlar asagida belirtilen yontemlere gore bir

dizi rutin boyamalara tabi tutuldu.

3.2.4.1 C - bantlama
Preparatlar Sumner (1972)’ye gore uyarlamalar yapan Artoni ve ark., (1999;
2001) belirttigi yontemler ilizerinden mindr degisikliklerle uygulanmistir. Sirasiyla

bantlama yontemleri su sekilde gerceklestirilmistir:

i.  Giemsa boyali preparatlarin immersiyon yagi taze etanol ile lam en az iki kez
yikandi. Ardindan Carnoy fiksatifinde (3:1 metanol: asetik asit) en az 15
dakika bekletilerek lamlarin boyasi ¢ikarildi ve distile su ile durulandi. Lam

preparatlar1 kurumaya birakildi.

ii.  Preparatlar 0.2N HCI soliisyonunda 10-15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bu sirada 2xSSC soliisyonu hazirland1 60°C’ye ayarlanan benmariye koplin
saleleri yerlestirildi. Ayn1 zamanda %5 Ba(OH)2 ¢ozeltisi de hazirland1 #1
Watman filtre kdgidiyla Ba(OH): filtre edildi.

iii.  HCIl’deki preparatlar daha sonra distile suyla yikandi. Yikanmis preparatlar
taze olarak filtre edilmis Ba(OH)2 ¢Ozeltisinde 15-20 saniye bekletildi. 0.2N
HCl’e birkag¢ saniyeligine daldirildi, hemen ardindan distile suyla yikandi ve

kurumaya birakildi.

iv.  Kurutulmus lamlar 2xSSC ile dolu koplin salesinde 60°C’de bir saat
bekletildi. Lamlar distile suyla hafifce yikandi1 ve havada kurumaya birakildi.

v.  Kuruduktan sonra preparatlar, fosfat tamponuyla (pH 6.8-7.1) hazirlanmis
%5’lik Giemsa ile 10-15 dakika boyandi. Yine fazla boya soliisyonunu

¢ikarmak i¢in distile su ile yikandi ve kurumaya birakildi.

3.2.4.2 Giimiis Nitrat (AgNO3s) Boyama (NOR Bantlama)

Balik kromozomlartyla basarili olarak uygulanmis olan diger bir bantlama
yontemi de giimiis nitrat boyamadir. Arastirmada, baliklarda basarili olarak
uygulanan Howell ve Black (1980)’in yontemi Kavalco ve Pazza (2004) tarafindan

yapilan ¢esitli uyarlamalar1 asagidaki gibi gerceklestirildi:

i.  C-banth veya bantlanmig lam preparatlar1 6ncelikle Giemsa boyasi etanol ve

fiksatif uygulamasi ile ¢gikarildi.
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ii. Her bir lam Gzerine, iki damla %21'lik jelatin (1g Jelatin ve 0.25ml formik
asit) ve dort damla %25 Glimiis Nitrat (0.25g / 1ml) damlatildi.

iii. Lam tizerine 40x22mm lamel kapatildi ve preparat mikrodalga firina
yerlestirildi. 5 saniye beklendi ve ardindan firindan ¢ikarilarak, fazla boyadan

arindirmak ve lamelin de ¢ikarilmasi i¢in ¢esme suyunda yikandi.

Iv.  Son olarak lam preparatlarina Giemsa soliisyonuyla (%S5, 6.8-7.1 pH) 10 ile
30 saniye arasinda boyama yapildi. Preparatlar distile su ile durulandiktan

sonra kurumaya birakildi.

3.2.5 Kromozom Tespiti, Saymm ve Simiflandirmasi

Mikroskopta cekilen fotograflardan her 6rnek i¢in en uygun olanlarindan en
az 25-30 (Maneechot ve ark., 2015) metafaz sitesindeki kromozomlarin nispi boylari
(n) ve kol uzunluklari (u) AKAS Multispecies© (v.3.5.1.0; Argenit Akilli Bilgi. Tek.
Ltd. Sti., Istanbul) (Karasu Ayata ve ark., 2016) ve/veya mikroskopa 6zgii goriinti
analiz programlar1 (LAS EZ© 3.4.0) ile o6lc¢iildii ve diploid (2n) kromozom sayilar
belirlendi. Bununla birlikte, Levan ve ark. (1964)’nin belirttigi esaslara uygun olarak
Olgiilmiis (Cizelge 3.1) olan homolog kromozomlar sentromerik dizlemde
siralanarak karyotipleri ¢ikartilmasinda ve karyogramlari hazirlanmasinda AKAS
Multispecies© (Unal ve ark., 2014; Karasu Ayata ve ark., 2016; 2018 ve 2021;
Gaffaroglu ve ark., 2022) ve Adobe-Photoshop programi kullanildi. Siniflandirilan
kromozomlarin kol oranlari (r = g/p) uzun kolun (q) kisa kol (p) uzunluguna

boliinmesiyle elde edilmistir.

Kromozomlarin kol sayist (NF= Number of Fundamental) (3.1) ¢ift kollu
kromozomlarin (p ve g kolu olan metasentrik ve submetasentrik) her biri iki ve q
kolu olan tek kollu kromozomlar (subtelosentrik, telosentrik/akrosentrik) bir olarak

sayilmasi ile belirlenmistir (Denton, 1973; Thorgaard ve Disney, 1990).

NF= (m ve sm kromozom sayist x 2) +( st, t ve a kromozomlarin sayis1 x 1)  (3.1)
Sentromerik indeks (i) (3.2), kromozom kol uzunlugu farki (d) (3.3) degerleri
de kromozomlarin siniflandirilmasinda kullanilmistir. Kromozom kol uzunlugu d ile

kromozom kol orani (r) arasinda (3.4) ve (3.5) bagintilar1 vardir.

%i = ﬁ X 100 (3.2)
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d=q—p (3.3)

_10(r-1)
d= — (3.4)
10+d
" 10-d (3:5)

Cizelge 3.1 Sentromerik pozisyon ve kol oranlarina gore belirlenen kromozom tipleri
(Levan ve ark.,1964; Nirchio ve Oliveira, 2006)

Sentromerik Pozisyon r Kromozom tipi  Kisaltma
Median sensu stricto 1.00 Metasentrik M x
Median boélge 1.00: 1.70 Metasentrik m
Submedian bolge 1.71:3.00 Submetasentrik sm n
Subterminal bolge 3.00: 7.00 Subtelosentrik st a
Terminal bolge 7.01: o Akrosentrik a n
Terminal sensu stricto o0 Telosentrik T n

Haploit (n) sayidaki kromozomlarin siniflarina (metasentrik, submetasentrik,
subtelosentrik ve akrosentrik) gore sentromerik eksen (zerinde (p ve g kolu
uzunluklarina gore) biiyiikten kiigii§e dogru siralanarak kromozomlarin sematik
olarak goriilmesini saglayan idiogramlar AKAS Multispecies© yazilimi ile otomatik

olarak hazirland:. Ideogramlarin diizenlenmesinde Adobe Photoshop® kullanilmistir.

Kimi yazarlara gore bu ornegin balik, sigan vb. bazi omurgalilarda bu
nomenklatire bagl kalarak Cizelge 3.2.’de belirtildigi gibi kromozomlar sentromer
durumunda gore genis aralikli olarak iki siniflandirma da yapilabilmektedir (Levan
ve ark., 1964; Ojima ve ark., 1966; Sofradzija ve ark., 1978; Kobayashi, 1982).

Cizelge 3.2 Kromozom kol uzunluklari farki (d) ve kol oranlarina (r) gore belirlenen
kromozom tipleri (Levan ve ark., 1964).

Kromozom tipi d r Kromozom Tipi d r
M 0 1 m 00-25 10-17
m-sm 0-5 1-3 sm-st 25-75 17-7.0
st-a (st-t) 5-10 3-o t 7.5-100 7.00-
T 10 o)
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4. BULGULAR

4.1. Taksonomik Bulgular

Arastirmada Ordu ili Fatsa ilcesi ve ¢evresinde (Sekil 3.1) profesyonel olarak
avcilik yapan balikgilardan tesadiifi olarak alinan dort tiirden (Cizelge 4.1. — 4.4)
postmortem donemdeki 16 balik numunesinden elde edilen bobrek dokusu
orneklerinden kromozom preparatlari hazirlanmistir.

Cizelge 4.1 Calismada 6rneklenen barbunya baligi taksonomisi, 6rnegi ve 6rneklem
sayilari (f)

Tur (Species) f

Ordo Sygnathiformes
Familia: Mullidae
Genus: Mullus Linneaus 1758
Species: Mullus barbatus Linnaeus, 1758
Ing: Red mullet, Goat fish
Tr.: Barbunya, Barbun balig:
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Cizelge 4.2 Calismada orneklenen kaya baligi taksonomisi, 6rnegi ve Orneklem
sayilari (f)

Tur (Species) f

Ordo: Gobiiformes
Familia: Gobiidae
Genus: Neogobius Iljin 1927 3
Species Neogobius melanostomus (Pallas, 1814)
Ing.: Round goby
Tr.: Kaya balig

Cizelge 4.3 Calismada orneklenen istavrit balig1 taksonomisi, drnegi ve Orneklem
sayilari (f)

Tur (Species) f

Ordo: Carangiformes
Familia: Carangidae
Genus: Trachurus Rafinesque 1810 7
Species: Trachurus mediterraneus (Steindachner, 1868)
Ing.: Mediterranean horse mackerel, scad
Tr.: Sarikuyruk Istavrit baligi, traga
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Cizelge 4.4 Calismada 6rneklenen iskorpit baligi taksonomisi, 6rnegi ve 6rneklem
sayilari (f)

Tur (Species) f

Ordo: Perciformes
Familia: Scorpaenidae
Genus: Scorpaena
Species: Scorpaena porcus Linnaeus, 1758
Ing.: Black scorpionfish
Tr.: Iskorpit baligi, Carpan

4.2. Kisa Siireli Kiiltiir Sonuclar

Arastirmada Ornek alinan dort takima ait 4 farkli familyadan dort tirde
(Cizelge 4.1 — 4.4) basarili kromozom sonuglart alinirken PB-MAX™ uygulamasi ile
kromozom elde edilemeyen tiirler de olmustur. Bunlar: Platichthyus flesus, Pegusa
lascaris (Peluronectiformes), Hippochampus hippocampus, Syngnathus acus
(Gasterosteiformes), Diplodus annularis (Acanthuriformes) tirlerinde 3-15 saat
strelerde uygulanan PB-MAX™ kiiltiir ortam1 ile sonug¢ alinamamustir. Sitogenetik
amacli olarak incelemede kullanilan PB-MAX™ Kkiiltiir ortamu ile kisa stireli kiiltiir
stiresince hucre biylmesi Araya-Jaime ve ark. (2021)’in belirttigi gibi tiirlere gore
optimizasyon yapilmasi gerektigi anlasilmistir. Calismada genel olarak postmortem
igerisinde Oliim sonrasi en az 3-4 saatlik tazelikte olan/oldugu bilinen sinirh sayida
ornek incelenebilmistir. Elde edilen orneklere 2.5 saatten -15 saate kadar kultr

uygulamas1 yapilmis 2.5 ile 4 saatlik uygulamalarin yapildig: tiirlerin bazilarinda
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kromozom elde edilebilmistir. Tiirlerden alinan her 6rnekten en az birinde basarili

sonuglar elde edilmistir.

Bu duruma neden olan en temel neden tiirler arasinda veya i¢inde, mevsimsel
(yaz, kis, lireme donemi) ve hatta ekolojik nisteki yasam seklinden (pelajik, bentik,
gbecmen vb.) bile tiirlerin hiicre boliinmesindeki siirelerde farklilagmalara neden
olabilecegi sonucuna vartlmistir. Bu yontemde oOrneklerin tazelik durumunun
onceden bilinmesi zorlugu nedeniyle direkt yeni tutulan balik numunelerinin olmasi

gerektigi icin 6rneklemede bir handikap olarak ortaya ¢iktig1 ongoriilmiistiir.

Uzun sdreli kullanilmayacaksa 100ml plastik siselerdeki PB-MAX™ derin
dondurucuda —18 ile —20°C’lerde muhafaza edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
orekleme calismalarindan once kullanimlar i¢in ¢ozdirilen PB-MAX™ Kiltur
ortami1 Falkon tiiplerine en az 5ml olacak sekilde dagitilmis ve tekrar
dondurulmustur. Planli oldugunda 6rneklemeden bir giin 6nce ¢ozdiiriilerek +4°C’de
muhafaza edilebilmistir veya anlik olarak 6rnegin bulunmasi halinde hizli ¢6zdiirme
isleminden sonra balik dokular1t kiiltiir ortamina alimmistir. Kullanilacak kiiltiir
ortami bir seferde ¢ozdiirtildiikten sonra maksimum ii¢ giin kullanilabileceginden bu

yol izlenmistir.

Calismadaki islem siiresi Oornegin alindigi saatten baslayarak yaklasik 9-10
saate kadar preparasyonun tamamlandig1 diisliniildiigiinde, verimli olarak yontemin
tam uygulanabilmesi icin en fazla 2 veya 4 6rnek ile sabah erken saatlerde numune

alinarak ise baglanmasinda fayda olacag kanisina varilmstir.

4.3. Turlere Gore Sitotaksonomik Bulgular
4.3.1. Barbun Bahg — Mullus barbatus (Syngnathiformes, Mullidae)

Calismada iki Barbun balig1 6érneginden alinan bobrek dokular ii¢ saatlik bir
PB-MAX™ uygulamasi ile yapilan preparasyon sonucunda bir drnekten ¢ok sayida
kromozom sitesi tespit edilmis ve Giemsa boyali bu plaklarin dijital fotograflarindan
diploid sayimlar1 yapilmistir. Belirlenen 14 farkli sistotipten en fazla sayida (%65)
cikan 2n=44 sitotipi M. barbatus i¢in diploid kromozom sayisi olarak belirlemistir
(Sekil 4.4). Sekil 4.1°de sitotiplerden bazilar1 gosterilmistir. En az sayida kromozom
say1s1 olarak Sekil 4.1 F’de gosterildigi gibi 2n=17 oldugu tespit edilmistir.

59



Aragtirmada Barbun baligi, Mullus barbatus’un karyotipi ve idiogrami Sekil
4.2°de gosterildigi gibi tespit edilmistir. M. barbatus’ta 2n= 44 diploid sayida
kromozomun 3 ¢ift metasentrik, 7 cift submetasentrik, 7 cift subtelosentrik ve 5 ciftte
akrosentrik kromozomdan olustugu ve NF kromozom kol sayisi da formiilize
edildiginde {20(M+SM) x2+ 24(ST+A) x1} 64 olarak bulunmustur. Sekil 4.3’te n
sayldaki homolog kromozomlarn diyagramatik simiflandirmast idiogramda ve
Cizelge 4.5’te de nisbi kromozom kol uzunluklari, kol oranlar1 sentromerik indeks

sonuclar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.1 Arastirmada M. barbatus’ta tespit edilen bazi sitotipler: A) 2n=40, B)
2n=41, C) 2n=42, D) 2n=43, E) 2n=44 (%66), F) 2n=17
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Sekil 4.2 M. barbatus’a ait metafaz (A), karyotip (B), bar 5u’dur
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Sekil 4.3 M. barbatus’a ait idiogram
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Sekil 4.4 M. barbatus’ta tespit edilen sitotiplerin frekans dagilimlari
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Cizelge 4.5 M. barbatus’a ait sentromerik indeks (i) ve kromozom kol boyu oranlari
(r = p/q), nisbi kromozom uzunluklari (c =p + Q)

Kromozom Kisa Uzun

Cifti Kol Kol c r i Kromozom
1PI
n () (@) (p+aq)  (a/p) [100x(p/p+0)] P
1 3.41 4.22 7.62 1.24 0.45 m
2 2.19 3.34 5.52 1.53 0.40 m
3 1.52 2.22 3.75 1.46 0.41 m
4 2.58 5.66 8.24 2.20 0.32 sm
5 1.59 4.39 5.98 2.76 0.27 sm
6 1.74 3.88 5.63 2.23 0.31 sm
7 1.54 3.30 4.84 2.14 0.32 sm
8 1.10 3.49 459 3.17 0.24 sm
9 1.06 2.84 3.90 2.68 0.27 sm
10 0.87 3.77 4.65 4.32 0.19 sm
11 0.99 4.17 5.16 4.22 0.19 st
12 0.96 478 5.74 5.00 0.17 st
13 0.72 3.73 4.45 5.17 0.16 st
14 0.82 3.33 4.15 4.06 0.20 st
15 0.65 4.65 5.30 7.16 0.13 st
16 0.58 3.50 4.08 6.07 0.14 st
17 0.85 3.04 3.89 3.58 0.22 st
18 0.75 6.73 7.47 9.03 0.10 a
19 0.33 471 504  14.23 0.07 a
20 0.40 3.69 4.09 9.29 0.10 a
21 0.31 3.25 3.56 10.44 0.08 a
22 0.33 3.76 4.09 11.49 0.08 a

4.3.2. Kaya Bahgi — Neogobius melanostomus (Gobiiformes, Gobiidae)

Kaya balig1 numunelerinden ikisine farkli bir kiiltiir inkiibasyon stiresi olarak
12 ile 14 saatlik periyotlarda PB-MAX™ uygulanmis olup olumlu sonug alinamamig
ve yapilan preparatlarda kromozom tespit edilememistir. Bunun yani sira baska bir
numunenin doku 6rneklerinden ii¢ saatlik kisa stireli kiiltiir sonrasinda hazirlanan
preparatlarda uygun kromozom siteleri tespit edilmistir. Bu kromozom plaklarinin
yapilan sayimlarinda gorilen yaklagik 123 metafaz plagindan on bes farkli sitotip
garfiksel olarak Sekil 4.8’de belirtilmistir. Bunlar icerisinde en yiiksek oranda bes
sitotipte drnekler Sekil 4.5°te gosterilmistir. Neogobius melanostomus igin en yiksek
oranda (%65) 2n diploid sayinin 46 kromozomdan (Sekil 4.5 E) olustugu, en diisiik
kromozom sayisinin da 2n=28 (Sekil 4.5 F) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Arastirmada N. melanostomus’ta tespit edilen bazi sitotipler: A) 2n=42,
B) 2n=43, C) 2n=44, D) 2n=45, E) 2n=46 (%65), F) 2n=28

Calismada sitogenetik olarak incelenen kaya baligi tirii Neogobius
melanostomus’ta karyotip 46 akrosentrik kromozomdan olustugu ve kromozom kol
saymin da {0 (M+SM) x2+ 46(A) x1} NF=46 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6). Sekil
4.7°de n sayidaki homolog kromozomlarin diyagramatik siniflandirmasi idiogramda
ve Cizelge 4.6°da da nisbi kromozom kol uzunluklari, kol oranlari sentromerik

indeks sonuglar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.6 N. melanostomus’a ait metafaz (A) ve karyotip (B), bar 5p’dur
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Sekil 4.7 N. melanostomus’a ait metafazdan idiogram
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Sekil 4.8 N. melanostomus’ta yapilan kromozom sayimlarinda belirlenen
sitiotiplerin frekans dagilimlari
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Cizelge 4.6 N. melanostomus’a ait sentromerik indeks (i) ve kromozom kol boyu
oranlari (r = p/q), nisbi kromozom uzunluklari (c= p + q)

Kromozom Cifti Kisa kel Uzunkol ¢ r i Kromozom
n (p) @  (p+a) (@)  [100x(p/p+q)] tipi
1 0.21 7.20 7.41 34.95 2.78 a
2 0.15 6.87 7.02 45.47 2.15 a
3 0.16 6.54 6.70 40.10 2.43 a
4 0.21 6.19 6.40 30.04 3.22 a
5 0.15 5.99 6.14 38.90 2.51 a
6 0.15 6.14 6.29 39.84 2.45 a
7 0.26 5.91 6.17 22.63 4.23 a
8 0.10 5.69 5.79 55.74 1.76 a
9 0.05 5.75 5.81 108.55 0.91 a
10 0.05 5.53 5.58 106.35 0.93 a
11 0.20 5.28 5.48 26.93 3.58 a
12 0.06 5.32 5.38 96.76 1.02 a
13 0.06 4.84 4.90 84.93 1.16 a
14 0.05 5.11 5.15 104.18 0.95 a
15 0.10 4.73 4.83 46.81 2.09 a
16 0.05 4.77 4.82 97.27 1.02 a
17 0.24 4.35 4.59 18.53 5.12 a
18 0.21 4.54 4.75 22.03 4.34 a
19 0.18 4.41 4.58 25.04 3.84 a
20 0.14 3.77 3.91 27.93 3.46 a
21 0.14 3.31 3.45 23.27 412 a
22 0.18 341 3.59 18.97 5.01 a
23 0.14 2.30 2.44 17.06 5.54 a

4.3.3. Istavrit Bahg — Trachurus mediterraneus (Carangiformes, Carangidae)
Calismada en ¢ok sayida numunenin incelendigi tiir olan Trachurus
mediterraneus (Sar1 kuyruk istavrit veya Akdeniz istavriti)’te yedi Ornekten
dordunde 4 saatlik PB-MAX™ inkiibasyonu sonucunda kromozom plaklarina
rastlanilmamisken 3 saat yapilan uygulama sonucunda miikkemmel metafazlara
rastlanmistir. Yapilan sayimlar neticesinde Sekil 4.9°da gosterildigi gibi tespit edilen
14 sitotip icerisinde 2n=48 sitotipinin %49 oraninda agik ara ile en yiiksek olmas1 bu
tiir icin diploid say1y1 belirlemistir. Sekil 4.10 A, B, C, D ve E’de sayimlara gore ilk
bes sitotip 0rnegi verilmistir. En diisiik diploid say1 olarak iki kromozom plaginda

gozlenen sitotipte 2n=17 (Sekil 4.10 F) kromozoma rastlanmuistir.
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Sekil 4.9 T. mediterraneus’ta tespit edilen sitotiplerin frekans dagilimlari
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Sekil 4.10 Arastirmada T. mediterrenaus’ta tespit edilen baz sitotipler: A) 2n=44, B)
2n=45, C) 2n=46, D) 2n=47, E) 2n=48 (%49), F) 2n=17 ait metafaz
kromozom sitelerinden bazilar
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Sekil 4.11 T. mediterraneus’a ait metafaz (A), karyotip (B), bar Sp’dur
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Calismada istavrit baligindan elde edilen preparatlardan Trachurus
mediterraneus’a ait 2n diploid saymin 48 oldugu ve karyotipte ise 6 metasentrik, 16
submetasentrik, 18 subtelosentrik ve 8 akrosentrik kromozoma (Sekil 4.11) sahip
olduklar1 belirlenmistir. Bu karyotipe goére NF kol sayist {22(M+SM) x2+
26(ST+A)x1} 70 oldugu bulunmustur. Sekil 4.12°de n sayidaki homolog
kromozomlarin diyagramatik siniflandirmasi idiogramda ve Cizelge 4.7°de de nisbi

kromozom kol uzunluklari, kol oranlar1 sentromerik indeks sonuglar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.12 T. mediterraneus’a ait karyotipe gore idiogram
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Cizelge 4.7 T. mediterraneus’a ait sentromerik indeks (i) ve kromozom kol boyu
oranlar1 (r = p/q), nisbi kromozom uzunluklari (c= p + Q)

Kromozom Cifti Kisa kol Uzun kol c r i
Kromozom
n (p) () (p+a)  (a/p)  [100x(p/p+q)] Tipi
1 1.659 2.596 4.255 1.56 38.99 m
2 1.757 1.987 3.744 1.13 46.93 m
3 1.429 1.841 3.27 1.29 43.70 m
4 2.951 3.484 6.435 1.18 45.86 m
5 1.398 3.669 5.067 2.62 27.59 sm
6 1.325 3.025 4.35 2.28 30.46 sm
7 0.804 2.371 3.175 2.95 25.32 sm
8 1.29 2.577 3.867 2.00 33.36 sm
9 0.838 1.871 2.709 2.23 30.93 sm
10 1.094 2.06 3.154 1.88 34.69 sm
11 1.293 2.428 3.721 1.88 34.75 sm
12 1.047 2.158 3.205 2.06 32.67 st
13 0.573 2.075 2.648 3.62 21.64 st
14 1.452 4,58 6.032 3.15 24.07 st
15 0.969 4.455 5.424 4.60 17.87 st
16 0.511 3.365 3.876 6.59 13.18 st
17 0.659 4.206 4.865 6.38 13.55 st
18 1.324 4.678 6.002 3.53 22.06 st
19 0.397 3.54 3.937 8.92 10.08 st
20 1.064 3.486 4,55 3.28 23.38 st
21 0.217 7.808 8.025 35.98 2.70 a
22 0.188 5.122 5.31 27.24 3.54 a
23 0.052 4.685 4,737  90.10 1.10 a
24 0.214 4.273 4487  19.97 4.77 a
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4.3.4. lIskorpit Balig1 — Scorpaena porcus (Perciformes, Scorpaenidag)

Ulkemiz denizlerinde bol miktarda bulunan ¢alismada istenilen kritere gdre
balik¢ilardan alinan dort 6rnegin PB-MAX™ ile yapilan bdobrek dokusundan 4
saatlik kisa siireli kiiltiir uygulamasi sonucunda 6rnek sayisina gore en yiiksek oranda
(4 ornekten tgiinde) basarili oldugu goriilmistiir. Mikroskop incelmelerinde on
preparattan %63 oraninda iyi kromozom sitesi elde edilmis ve yapilan sayimlara gore
olusturulan Sekil 4.13’ten anlasilacagi gibi yedi sitotipten (Sekil 4.14 A-F) en yiksek
frekansta olan 2n=42 (Sekil 4.14 F) diploid sayida kromozoma sahip oldugu
belirlenmistir. En diisiik sayida kromozom 31 olarak belirlenmis ii¢ metafaz

plagindan bir 6rnegi Sekil 4.14 A’da gosterilmistir.

a5 Scorpaena porcus
2042
20
15
10
5
Y D o 5 &
42 41 40 38 37 32 31

Sekil 4.13 S. porcus’ta tespit edilen sitotiplerin frekans dagilimlar

Calismada Scorpaena porcus oOrneklerinden elde edilen preparatlarin
mikroskopik incelemesi sonucunda bulunan metafazlardan diploid saymnin 2n=42
oldugu ve Kkaryotipinin de 4 metasentrik, 4 submetasentrik, 10 subtelosentrik ve 24
telosentrik kromozomdan olustugu belirlenmistir. Sekil 4.15’te gosterildigi gibi tespit
edilen karyotipten NF kromozom kol sayis1 {8(M+SM) x2+ 34(ST+T)x1} 50 olarak
bulunmustur. Sekil 4.16’da n sayidaki homolog kromozomlarin diyagramatik
siiflandirmasi idiogramda ve Cizelge 4.8’de de nisbi kromozom kol uzunluklari, kol

oranlar1 sentromerik indeks sonuglar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.14 Arastirmada S. porcus’ta tespit edilen sitotipler: A) 2n=31, B) 2n=37, C)
2n=38, D) 2n=40, E) 2n=41, F) 2n=42 (%59)
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Sekil 4.15 S. porcus’a ait metafaz (A) ve karyotip (B), bar Sp’dur
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Kromozom Boyu
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Sekil 4.16 S. porcus’a ait karyotipe gore idiogram
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Cizelge 4.8 S. porcus’a ait sentromerik indeks (i) ve kromozom kol boyu oranlari (r
= p/q), nisbi kromozom uzunluklar1 (c=p + Q)

Kromozom Cifti Kisakel Uzunkol ¢ r i
n ®) @  (+)) (@) [100%(p/prq)] < romozom tipl
1 2.99 3.611 6.6 1.21 45.30 m
2 2.875 3.824 6.698 1.33 42.92 m
3 1.058 3.121 4.18 2.95 25.31 sm
4 1.124 2345 3469 2.09 32.40 sm
5 1.515 6.139 7.654 4.05 19.79 st
6 1.106 3.804 491 3.44 22.53 st
7 0.72 3481 4201 4.83 17.14 st
8 0.941 3496 4437 3.72 21.21 st
9 0.614 6.159 6.773 10.03 9.07 st
10 0 7.709  7.709 0 0.00 t
11 0 7514 7514 0 0.00 t
12 0 6.586 6.586 0 0.00 t
13 0 5.417 5.417 0 0.00 t
14 0 5.733 5.733 0 0.00 t
15 0 5524 5524 0 0.00 t
16 0 5.313 5.313 0 0.00 t
17 0 4416 4.416 0 0.00 t
18 0 3.992 3.992 0 0.00 t
19 0 4.009 4.009 0 0.00 t
20 0 3.883 3.883 o0 0.00 t
21 0 3.651 3.651 0 0.00 t

4.4. Boyama ve Bantlama Sonuclar:

Calismada Giemsa boyal1 preparatlarda metafazlarin koordinatlar1 belirlenmis
ve dijital fotograflar1 ¢ekilmis ardindan yapilacak ardigik bantlamalara gecilmistir.
En iyi metafazlarin belirlendigi preparatlarin etanol ile immersiyondan armdirilmis
ve fiksatif ile de kalan Giemsa boyalarini ¢ikarmak i¢in uygulanmistir. Tiirlere gore
yapilan C- bantlama ve Giimiis Nitrat boyama sonuglar1 Sekil 4.17 — Sekil 4.24°de

sirasiyla verilmistir.
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4.4.1. Barbun Bahg — Mullus barbatus (Syngnathiformes, Mullidae)

Sekil 4.17°de gosterildigi gibi

M. barbatus’un kromozomlarinda

iki

akrosentrik kromozomda konstitutif (asil) heterokromatin — C+ bdlge sentromerinde

yeraldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.17 M. barbatus’ta C+ batli kromozom bélgeleri A) C-bantli metafaz, B)
C+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali metafaz

Mullus barbatus’un yapilan Ag(NO)s boymama bulgulart Sekil 4.18’de

verilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda M. barbatus’un 8 kromozomda NOR+

bolgelere rastlanmis olup, bir ¢ift submetasentrik kromozomun telomerinde, diger 2
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cift akrosentrik kromozomun her iki kolunda interstitial (uzun veya kisa kolun ortasi)
bolgesinde, 1 ¢ift kromozomda ise sag kolun telomerine yakin bir bolgede oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.18 M. barbatus’ta Ag(NO)s boyali kromozom bdlgeleri A) NOR-banth
metafaz, B) NOR+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali
metafaz
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4.4.2. Kaya Bahgi — Neogobius melanostomus
Calismada Neogobius melanostomus’un elde edilen preparatlarin C-bantlama
yapilmasi sonucunda 4 ¢ift kromozomda telomerik ve sentromerik pozisyonda

konstitutif heterokromatin bolge saptanmustir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 N. melanostomus’ta konstitutif heterokromatin batli kromozom bélgeleri
A) C-bantli metafaz, B) C+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali
metafaz
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Ag(NO)s boyama sonuglart yapilan mikroskopik ve dijital resimleme

caligmalarinda N.

melanostomus’un

iki

kromozomunda

sentromerik  ve

perisentromerik durumlarda 2 NOR+ bolge tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 N. melanostomus’ta Ag(NO)z boyali kromozom bélgeleri A) NOR-
bantli metafaz, B) NOR+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali

metafaz
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4.4.3. TIstavrit Bah@ - Trachurus mediterraneus
Arastirmada elde edilen Trachurus mediterraneus 6rneklerinden hazirlanan
preparatlarin kostitutif heterokromatin bantlamalar1 Sekil 4.21°de gosterilmistir. Elde
edilen sonuclara gore T. mediterraneus’un iki subtelosentrik kromozomunda

sentromerik durumda C+ bolge belirlenmistir.

Sekil 4.21 T. mediterraneus’ta konstitutif heterokromatin batli kromozom
bolgeleri A) C-bantli metafaz, B) C+ pozitif bolgeler (oklar), C)
Giemsa boyali metafaz
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Arastirmada Trachurus mediterraneus’a ait giimiis nitrat boyali preparatlarinda
yapilan incelemelerde 3 ¢ift kromozomda NOR+ bdlgelerine rastlanmistir. Bunlarin,
2 cift kicuk akrosentrik kromozomun sol kolunda perisentromerik pozisyonda bir

cift subtelosentrik kromozomun sentromerinde yeraldigi belirlenmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22 T. mediterraneus’ta Ag(NO)3z boyali kromozom bolgeleri A)
NOR-bantli metafaz, B) NOR+ pozitif bolgeler (oklar), C)
Giemsa boyali metafaz
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4.4.4. Tskorpit balig1 — Scorpaena porcus
Calismada konstitutif heterokromatin bdlgelerin bantlanmasi sonucunda
Scorpaena porcus’ta 1 akrosentrik ve 1 subtelosentrik kromozom ciftinde 4

sentromerik durumda C+ bdlge belirlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 S. porcus’ta konstitutif heterokromatin batli kromozom bdolgeleri A) C-
bantli metafaz, B) C+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali metafaz
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Calismada Ag(NO)z boyama sonuclari degerledirildiginde Scorpaena
porcus’ta bir ¢ift submetasentrik kromozomun her iki kolunda telomerik durumda
NOR+ bolgesi tespit edilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24 S. porcus’ta Ag(NO)z boyali kromozom bolgeleri A) NOR-bantli
metafaz, B) NOR+ pozitif bolgeler (oklar), C) Giemsa boyali metafaz
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 invitro Hicre Kaltiru

Kisa siireli kiiltiir PB-MAX™ h{icre kiiltiir ortamini kullanan ve metodu
ortaya atan Araya-Jaime ve ark. (2021)’nin yaptig1 calismaya gore her bir preparati
15uL (0,015ml) yaklasik bir damladaki hiicre siispansiyonundan el ettigi kaliteli
metafaz sayis1 tiirden tiir degismekle birlikte 8 ile 15 adet metafaz oldugu
bildirilmistir. Aym1 sekilde her bir 6rnekten 10 preparat hazirlanan bu calismada
kaliteli metafaz sayisi tiirden tiire degigsmekle birlikte bir preparatta yaklasik en az
0.15 ml (150uL) hucre suspansiyonu kullanildiginda en az 1 en ¢ok 30 metafaz elde
edilmistir. Netto ve ark. (2007) postmortem donemde en az 20dk, en fazla iki buguk
saatlik postmortem doénemde oldugu bilinen balik numunelerini RPMI 1640 kiiltiir
ortaminda (PB-MAX™ bu ortamdan gelistirilmistir) en fazla 12 saate kadar
inkiibasyon sitogenetik acidan 1iyi performans verecegini bildirmistir. Yapilan
calismalarla bu ¢alisma arasinda metafaz sayisinda fark olmakla birlikte karyotip icin
yeterli miktarda (en az 10) kaliteli metafaz elde edilemeyen tir yoktur. Bu sonug da
arastirmanin esas amaci ve hipotezi olan deniz baliklarinda kromozom elde etmenin
her seferinde miimkiin olmadig1 ¢ok sayida drnekte ve defalarca denemeler yapilarak
¢ok az basari elde edilen geleneksel in vivo metotlara gére daha avantajli oldugu
kanitlanmistir. Bu metodun dezavantaji olan balik 6rneginin tazeligi, 6liim sonrasi

gecen slirenin tam olarak (en fazla 4 saat) bilinmesi gerektigidir.

Calisma siiresi bakimindan PB-MAX™ icin en az 2.5 saat en fazla 4 saatin
uygun olacagi bu ¢alismada uygulanan 9 tiirden 4’Gnde olumlu sonuglarin oldugu
goriilmiistiir. Araya-Jaime ve ark. (2021) 15 saate kadar kiltiirde inkiibasyon
stiresinde uygun metafazlarin elde edilebildigi bildirilmisken, yapilan bu ¢aligmada
10, 12 ve 14 saatler arasinda PB-MAX™ denenmis fakat basarili sonuglar elde
edilememistir. Bu arastirmada kisa siireli ve uzun siireli doku kiiltiirleri arasinda

kiyaslama denemesi yapilmamaistir.

5.2 Turlerin Sitotaksonomisi
5.2.1 Mullus barbatus

Mullus barbatus (Barbunya veya Barbun balig1), Akdeniz'de Kanarya ve
Azor Adalar1 dahil, Marmara Denizi'nde, Karadeniz'de ve Kuzey Atlantik

Okyanusu'nun dogusunda Norveg’ten, Britanya adalarina kadar bulunan ve yasam
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alan1 Iskandinavya'dan Dakar’a, Senegal'e kadar uzanan bir Signathiform tiriidiir
(Froese ve Pauly, 2024). Cizelge 5.1°de goriildiigii gibi 212 tiirtin (Fricke ve ark.,
2024) yer aldig1 Mullidae familyasinda toplamda 12 c¢alismada sadece sekiz tiiriin
sitogenetik olarak arastirilmis oldugu halde bes tiir ile en az sayida tiiriin (Froese ve
Pauly, 2024) yer aldig1 Genus olan Mullus’lardan M. barbatus, M. surmuletus ve M.
argentinae tizerine yapilmis kromozom calismasi sayisi (5 adet) en fazladir.
Sitogenetik olarak geleneksel bantlama ve boyamalar bakimindan C+ ve NOR
bolgelerinin yapilan bu ¢alisma ile de ilk olarak tespit edilmistir. Kromozom sayisi
bakimindan 44 diploid saymnin belirlendigi (Cizelge 5.1) bu tiir icin diger
calismalarla (Laliberte ve ark., 1979; Vitturi ve ark., 1992; Saygun ve ark., 2006;
Prazdnikov, 2016) uyumludur.

Cizelge 5.1 Mullidae familyasi yapilmis olan sitotaksonomik ¢alismalarin sonuglari

Species 2n Karyotip NF Yer Referans

Mulloidichthys Ojima ve Yamamoto

flavolineatus 48 482 48 Japonya (1990)

Mullus argentinae 44 2sm+42a 46 Brezilya Brum (1996)

M. barbatus 44 4m/sm+40a 48 Monako Laliberte ve ark. (1979)
M. barbatus 44 6m/sm+38a 50 Monako Laliberte ve ark. (1979(
M. barbatus 44 6m/sm+16st+22a 50 Italya (Palermo) Vitturi ve ark. (1992)
M. barbatus 44 6m/sm+16st+1la 44 Tarkiye (Karadeniz- Saygun ve ark. (2006)

Sinop)

Rusya (Karadeniz-

M. barbatus 44 8sm+36st/a 52 Taman Yarimadast) Prazdnikov (2016)
M. barbatus 44 em+ldsm+ldstrloa 64 TUTKIVe (Kar_%jfglg Bu calismada
M. surmuletus 48 - 50 Ispanya (Malaga) Cano ve ark. (1982)
M. surmuletus 44 8m/sm+16st+20a 52 italya (Palermo) Vitturi ve ark. (1992)
Paraupeneus spilurus 44 8m+8sm+28st/a 60 Japonya (Chiba) Arai ve Koike (1979)
Upeneus parvus 44 8m/sm+38st/a 52 Brezilya (Rio I_De Pauls ve ark. (1996)
Janerio)

Hindistan (Andaman . , .
U. tragula 50 50st/a 50 Adasi) Rishi (1973)
U. mossulensis 44 2m+2st+40a 46 Tarkiye (Akdeniz- . oan (2016)

Mersin Korfezi)

Onceki calismalarda (Cizelge 5.1) bildirilen Mullus barbatus’un karyotipleri
arasinda farkliliklar oldugu gibi bu g¢alismada belirlenen karyotip ile de farklilik
bulunmaktadir. Cift kollu kromozomlar sayilar1 4 ile 8 arasinda degistigi bu

calismada ise 20 (M+SM) oldugu belirlenmistir. M. barbatus i¢in diger ¢alismalarda
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manuel olarak yapilan karyotiplemeye gore dijital fotograflardan otomatik olarak
Olgiim ve siralama islemi yapilabilen resim analiz programi olarak AKAS
kullanildig1 i¢in bu ¢alismada daha farkli sonuglar alindig1 sdylenebilir. Cizelge 5.1°¢
bakildiginda diger Mullid tiirlerine gore de karyotiplerde farkliliklar goriilmektedir.
NF’deki farkliliklarin  degisik tip ve sayida kromozom diizenlemelerinin

(anormallikleri) etkili oldugu belirtilmktedir (Prazdnikov, 2016; Karahan, 2016).

Vitturi ve ark. (1992) Mullus barbatus ve M. surmuletus’un subtelosentrik
kromozomlarinda tespit ettikleri C+ bolgelerin yanisira iki ¢ift kromozomda farkli
biiylikliiklerde NOR+ bolgelerinin oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada bir ¢ift ST/A
kromozomun sentromerinde konstitutif heterokromatin bdlgesi tespit edilmistir.
NOR bolgeleri ise iki farkli kromozomda oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, M.
surmuletus ve M. barbatus birbirine ¢ok benzer iki farkli tiir olmasi nedeniyle
yapilan sitogenetik ¢aligmada benzer kromozomlarda ve sayida NOR tasiyor olmasi,
tirleri ayirt etmede NOR polimorfiziminin taksonomik bir karakter olarak
kullanilmast hipotezini ¢iiriittiigii sonucuna varilmistir (Vitturi ve ark., 1992). Bu
caligmada ise iki akrosentrik kromozomda konstitutif (asil) heterokromatin - C+
bolge sentromerinde ve 8 kromozomda NOR+ boélgelere rastlanmistir: bunlar
sirastyla bir ¢ift submetasentrik kromozomun telomerinde, diger 2 ¢ift akrosentrik
kromozomun her iki kolunda interstitial (uzun veya kisa kolun ortasi1) bolgesinde, 1

cift kromozomda ise sag kolun telomerine yakin bir bolgede oldugu kaydedilmistir.

5.2.2 Neogobius melanostomus

Gobiiformes takiminda 4656 tiir bulunmakla birlikte en ¢ok tiir barindiran
(1988 sp.) Gobiidae familyasinin en c¢ok tiire sahip (1283 sp.) Gobiinae
altfamilyasinda (Fricke ve ark., 2024) yer alan nami diger Kaya balig1 tiirlerinden
Neogobius melanostomus Avrupa ve Asya: Azak Denizi, Karadeniz ve Hazar
havzalarinda dagilim gosteren ekonomik olmayan bir tiirdiir. Birkag iilke denizine
girdikten sonra olumsuz ekolojik etkiler yarattigina dair bildirimler oldugu 2004
yilinda kazara gemilerdeki balast suyuyla Kuzey Amerika'ya kadar yayilmistir
(Froese ve Pauly, 2024). Si1g, aci sular1 tercih eder ancak tatli sularda da bulunur;
lagiinlerde ve gollerde, biylk nehirlerde, limanlarda, kum veya kaya diplerinde;
cogunlukla yogun bitki ortiisii veya kaya diplerinde yasarlar (Fricke ve ark., 2024).
Cizelge 5.2°de belirtildigi gibi Neogobius genusunda 11 turde sitotaksonomik
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caligma yapilmis olup N. melanostomus’un kromozom morfolojisi Uzerine yapilan
calismalarda (lvanov, 1975; Vasil’ev, 1985; Vasil’ev ve Grigoryan, 1994) 46

akrosentrik kromozoma sahip oldugu bu ¢alismada da tespit edilmistir.

Cizelge 5.2 Neogobius genusunda yapilmis olan sitotaksonomik ¢alismalarin

sonugclari
Species 2n Karyotip NF Yer Referans
Neogobius ._ Vasil’ev ve Grigoryan
cephalargoides 46 462 46 Karadeniz (1990)
Gdrcistan (Tiflis Vasil’ev ve Grigoryan
N. constructor 42 4m/sm+38a 46 Rezervuan)) (1993)
N. constructor 44 2m+42a 48 Karadeniz Havzas1 Vasil’eva ve Vasil’ev (1995)
N. constructor 44 Jme2sm+40a 48 Karadeniz Havzas \.25iL ¢V Ve Grigoryan
(1990)
N. cyrius 37  9m/sm+2st+26a 46 Gdrcistan (Kura N.) X%S;é; v ve Grigoryan
N. cyrius 38 8m/sm+30a 46 Gureistan (Tiflis ;1o va ve Vasil’ev (1995)
Rezervuart)
N. cyrius 40 6m/sm+34a 46 Gdrcistan (Kura N.) Zaéssg)e v ve Grigoryan
. Lo Vasil’ev ve Grigoryan
N. cyrius 41  5m/sm+1st+35a 46 Gurcistan (Kura N.) (1993)
N. eurycephalus 32 12m+2sm+18a 46 Tuna Delta Sistemi Ene (2003)
N. eurycephalus 31 13m+2sm+16a 46 Tuna Delta Sistemi Ene (2003)
N. eurycephalus 30 14m+2sm+14a 46 Tuna Delta Sistemi Ene (2003)
N. . odessicus 46 46a 46 Sasyk Lagun GOIU ;oo v ve ark. (2011)
(Karadeniz)
N. fluviatilis Grigoryan ve Vasil’ev
fluviatilis 46 46a 46 Rusya (Don N.) (1993a)
N. fluviatilis 46 46a 46 Turkiye (Bilecik) Unal Karakus ve ark. (2023)
- . Grigoryan ve Vasil’ev
N. fluviatilis pallasi 46 46a 46 Rusya (Don N.) (1993a)
N. gorlab 46 46st/a 46 Hazar Denizi Havzast Vasil’ev ve Vasil’eva (1992)
N. gymnotracheilus 46 46a 46 Karadeniz Havzasi Grigoryan ve Vasil’ev
(1993b)
N. gymnotracheilus 46 2sm/st+44a - Karadeniz Havzasi Grigoryan ve Vasil’ev
(1993b)
N. gymnotracheilus 46 Im+1sm+44a 48 Karadeniz Havzasi Grigoryan ve Vasil’ev
(1993b)
N. kessleri 30 14m+2sm+l4at/a 46 Karadeniz Havzas1 Vasil’ev ve Vasil’eva (1992)
N. kesslerid 29  15m+2sm+12st/a 46 Karadeniz Havzas1 Vasil’ev ve Vasil’eva (1992)
N. kessleri 46 46t/a 46 Hazar Denizi Esmaily ve Kalbassi (2008)
N. kessleri kessleri 30 14m+2sm+14a 46 Karadeniz Havzasi Grigoryan ve Vasil'ev
(1993b)
N. kessleri kessleri 29 17m/sm+12a 46 Karadeniz Havzasi grglggk?;an ve Vasil'ev
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Cizelge 5.2 Neogobius genusunda yapilmis olan sitotaksonomik ¢alismalarin
sonuglar1 (Devami)

Species 2n Karyotip NF Yer Referans

N. melanostomus 46 46a 46 Karadeniz Ivanov (1975)

N. melanostomus 46 46a 46 Azak Denizi Vasil'ev — ve  Grigoryan
(1994)

N'. melanosmmus 46 46a 46 Karadeniz Havzas1 Vasil’ev (1985)

affinis

N. melanostomus 46 46a 46 Tarkiye Bu ¢calismada

(Karadeniz- Ordu)

Vasil’ev ve  Grigoryan
N. rhodioni 46 46a 46 Karadeniz Havzas: (1994)
Vasil’eva ve Vasil’ev (1995)

Sasyk Lagiin Golu

N. syrman 32 10m+4sm+18a 46 (Karadeniz)

Vasil’eva ve ark. (2011)

Neogobiid tdrlerinin ortak model kromozom tipin 46 akrosentrik (tek kollu)
olmasinin yanisira Neogobius constructor 42 ile 44 kromozom sayisina ve 2 ile 4 M-
SM  kromozomunun oldugu bildirilmistir (Vasil’ev ve Grigoryan, 1990; 1993;
Vasil’eva ve Vasil’ev, 1995). Cok sayida meta ve submetasentrik (¢ift kollu)
kromozoma (13-14 M+SM) sahip N. eurycephalus’un 2n=30, 31 ve 32 kromozom
gibi Ornekleme bolgelerine gore degistigi goriilen 3 farkli sitotip oldugu
kaydedilirken N. kessleri’de de toplamda 16-17 M-SM oldugu (Vasil’ev ve
Vasil’eva, 1992) Cizelge 5.2°de goriilmektedir.

Neogobius melanostomus’un sitogenetik 6zelliklerini imceleyen Ocalewicz
ve Sapota (2011), tarafindan yapilan dizi boyamalarlda iki kriomozomunda NOR
bulunan subtelo-akrosentrik kromozomlu karyotipi oldugu isaret edilmektedir.
Restriksiyon enzim boyama, RE bantlama, DAPI, CMA3 ve FISH gibi fluoresans
boyamalarla da bu NORIlarin durumlarini teyit edilmistir. Yapilan bu caligmada da
boyama sonuglari yapilan mikroskopik ve dijital resimleme calismalarinda N.
melanostomus’un iki kromozomunda sentromerik ve perisentromerik durumlarda 2
NOR+ bolge tespit edilmistir. Bu ¢aligmada oldugu gibi Karadeniz havzasinda
yasayan N. melanostomus ile yapilan diger ¢alismalarla kromozom sayisal ve
morfolojik bakiminindan yakinen benzerlik oldugu goriilmektedir (lvanov, 1975;
Vasil’ev, 1985;Vasil’ev ve Grigoryan, 1994).

Neogobiidlerde goriilen tiir i¢i kromozom farklilikarinin bariz olarak ortaya

cikarildig1 ¢alismalara gore; Hazar Deniz’inin endemik tiirti olan N. gorlab’ta bu
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denizi besleyen tatl su kaynaklarindan ornekledikleri bireylerde 43 ile 46 arasinda
kromozom say1 ve morfolojisi bakimindan varyasyonlarin oldugu 11 farkli sitotip
tespit etmislerdir. Bu farkli populasyonlardaki kromozomal degisiklerin Robertson
tipi translokasyonlardan kaynakladigini ileri stirmiislerdir (Prazdnikov ve ark., 2013;
Bigaliev ve ark., 2014).

5.2.3 Trachurus mediterraneus

Trachurus mediterraneus Akdeniz istavriti, ayn1 zamanda Karadeniz istavriti
olarak da bilinir, Moritanya, Akdeniz dahil Biscay Korfezi'nden dogu Atlantik'te
bulunan Carangidae familyasinda bulunan 153 tiirden birisidir (Fricke ve ark., 2024;
Froese ve Pauly, 2024). Carangiformes takiminda yer alan tiirlerden 26’sinda
karyolojik calisma yapilmis olup bunlarin igerisinde Trachurus genusunda diinyada
14 tar olup (Froese ve Pauly, 2024) (i¢ veya dort tir Uzerinde kromozom morfolojisi
hakkinda bilgi vardir. Yapilan ¢aligmalarda bu genus tiyelerinde 2n=48 kromozoma
sahip oldugu Cizelge 5.3’ten de goriilmektedir. Bu c¢alisma da kromozom sayisi
bakimindan bu tiir iizerine Vasil’ev (1978) ve Caputo ve ark. (1996)’nin bildirdigi

sitotaksonomik sonuglart ile de uyum gostermektedir.

Cizelge 5.3 Trachurus genusunda yapilmis olan sitotaksonomik ¢alismalarin

sonuglar1

Species 2n Karyotip NF Yer Referans
Trachurus . o .. Murofushi ve Yosida
japonicus 48  4Am+14sm+12st+18a 66 Japonya (lzu Korfezi) (1979)
T. mediterraneus 48  4m+4sm+14st+18a 56 Italya (Ankona) Caputo ve ark. (1996)
T 48 6m+lesm+isstrga 70 |UrKive(Karadenize g o) ima
mediterraneus Ordu)
T. m. ponticus 48 4m+6sm+38st/a 58 Karadeniz Vasil’ev (1978)
T. trachurus 48 2sm+46a 50 italya (Ankona) Caputo ve ark. (1996)

Trachurus mediterraneus ve T. trachurus’ta yapilan sitogenetik
incelemelerde birinci ¢ift kromozomun uzun kolunda intertisyel bélgede (interstitial -
p veya g kolunun tam orta noktasi) NOR’larin yerlesmis oldugu goriliirken,
konstitutif (asil) heterokromatin bolgelerinin (C+ bolgeler) yedi kromozom c¢iftinde
sentromerik ve telomerik pozisyonlarda oldugu bildirilmistir (Caputo ve ark., 1996).
Bu ¢alismada ise C+ bdlgeler iki subtelosentrik kromozomda sentromerik durumda

ve NOR+ bolgeleri 2 ¢ift kiglk akrosentrik kromozomun sol kolunda
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perisentromerik pozisyonda ve bir ¢ift subtelosentrik kromozomun sentromerinde

yeraldig1 tespit edilmistir.

Ohno (1974) tarafindan ortaya cikarilan ve giliniimiizde sitogenetikgilerin
cogunlugu tarafindan kabul goren Teleostlarin ortak karyolojik 6zelliklerinden olan
(plesimorfik karakter) 2n=48 akrosenrik (tek kollu) kromozoma sahip oldugu
hipotezi Carangidae ailesindeki tlrlerde de gorulmektedir. Trachurus genusu
uyelerinden T. trachurus ve T. mediterraneus’un 48 kromozoma sahip olmasi sartini
saglarken az sayida da olsa meta ve submetasentrik kromozomlarin varligi bu
hipotezden sapmalara neden olsa da kaideyi bozmadigi goriisii yaygindir. Bu
calismada da tespit edildigi gibi 48 kromozomlu T. mediterraneus’un nomenklatiirel
olarak Caputo ve ark. (1996)’un bildirdigi gibi 32 tek kollu (ST+A) kromozoma
sahip olmasi1 ve bu ¢aligmada da belirlendigi gibi bu saymin 26 ST+A olmasi ile T.
japonicus ve T. trachurus’a gore filogenetik dallanmada karyolojik olarak ayirt edici
(apomorfik) ozellige sahip olan tlirdiir. Bununla beraber, bu tez ¢alismasinda ¢ift
kollu kromozomlarin sayisinin 11 ¢ift M+SM bulunmasi, Vasili’ev (1978)’in 5 ¢ift
ve Caputo ve ark. (1996)’nin 8 ¢ift kromozom oldugunu bildirmeleri nedeniyle

farkliliklar oldugu goriilmektedir.

Bu aragtirmada incelenen Trachurus mediterrenaus’un (NF=70) yeraldig
Carangidae familyasina ait diger tiirlerde elde edilen 48 NF degerlerinden
farklilagtiran ¢ift kollu kromozom sayilari olmasi bu tiir i¢in genel ifadeyle kemikli
baliklarin plesimorfik karakterli olma hipotezinden uzaklastig1 goriilmektedir. Soyle
ki, Murofushi ve Yoshida (1979), tarafindan Japonya’nin Giiney dogu sahillerinde
calistiklar1 Caranx equila ve C. sexfasciatus’ta 2ST+46A (NF=48), ile Alectis
ciliatis’te 48 A kromozom bulundugu, Rodrigues ve ark., (2007) Birezilya’nin Giiney
kiyilarindaki Selene vomer’de 2ST+46A (NF=48) kromozom oldugu bildirilmistir.
Chai ve ark., (2009) Giiney Avustralya kiyilarindaki ¢iftliklerden Seriola lalandi
lalandi orneklerinin karyotipinin 4M+6ST+38A (NF=52) kromozomlu oldugu,
Jacobina ve ark., (2013; 2014) tarafindan yapilan iki c¢alismada Atlantik
Okyanusunun Birezilya kiyilarinda yasayan Carangidlerden Selene genusu
uyelerinden S. browni’de 48A (NF=48), S. setopinnis’de 2M+46A (NF=50) ve S.
vomer’de 2ST+46A (NF=48) bulunmustur. Atlantik okyanusunun ortasindaki Faroe

adasi civarindan Caranx lugubris’te 6SM+42A (NF=48) kromozom oldugu, en son
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olarak da Soares ve ark. (2021) tarafindan Bati Atlantik Carangidlerinde yapilan
calismada da Elagatis bipinnulata 2ST+46A (NF=48) ve Gnathanodon speciosus
2ST+46A (NF=48) kromozom tespit edilmistir.

5.2.4 Scorpaena porcus

Perciformes takiminda yer alan Scorpaenidae familyasindan diinyada 382 tiir
oldugu bilinmektedir (Fricke ve ark., 2024). Scorpaena genusundan 64 tlrin (Froese
ve Pauly 2024) icerisinde sitogenetik amagli ¢alismalarda bu familyanin 36 tiiriinde
kromozom bilgilerine rastlanmaktadir (Arai, 2011). Cizelge 5.4’de goriildiigi gibi bu
genusa ait 8 tlirlin kromozom sayilar1 ve karyolojik verileri bildirilmistir. Bu genusun
incelenen tiyelerinin kromozomlarinin 34 ile 48 arasinda degistigi belirtilmistir. Bu
calismada oldugu gibi S. porcus’ta yapilan bes calismada 2n sayisinin 42 oldugu
belirtilmekteyken diger arastirma sonuglarindaki karyotipler arasinda da farkliliklar

gorilmektedir (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.4 Scorpaena genusunda yapilmis olan sitotaksonomik ¢alismalarin

sonuglari
Species 2n Karyotip NF Yer Referans
Scorparena brasiliensis 46~ 2m+12sm+32st/a 60 Brezilya (R.J.) Corréa ve Galetti (1997)
S. isthmensis 40 6m+8sm+26st/a 60 Brezilya (R.J.) Corréa ve Galetti (1997)
S. izensis 48 - - Japonya Yokoyama ve ark. (1992)
S. miostoma 48 - - Japonya Yokayama ve ark. (1992)
S. miostoma 48 6m+22st+20a 54 Japonya (Suruga Koérfezi) Murofushi ve ark. (1987)
S. notata 34 26st+8a 34 italya (Senigallia) Caputo ve ark. (1998)
S. notata 34 24st+10a 34 Ispanya (Malaga) Thode ve ark. (1985)
S. notata 34 10m/sm+24st/a 44 Hirvatistan Sofradzija (1984)
S. onaria 48 6sm+32st+10a 54 Japonya (Suruga Korfezi) Murofushi ve ark. (1987)
S. onaria 47 7sm+32st+8a 54 Japonya (Suruga Koérfezi) Murofushi ve ark. (1987)
S. onaria 48 6m+14sm+18st+10a 68 Japonya Nishikawa ve ark. (1977)
S. onaria 47  7m+14sm+18st+8a 68 Japonya Nishikawa ve ark. (1977)
S. onaria 48 - - Japonya Yokayama ve ark. (1992)
S. porcus 42 8m+2sm+10st+26a 48 Italya (Senigallia) Caputo ve ark. (1998)
. Thode ve ark. (1985)
S. porcus 42 6m+10st+26a 48 Ispanya (Malaga)
Cano ve ark. (1982)
S. porcus 42 6m+10st+26a 48 italya (Roma) Cataudella ve ark. (1973)
S. porcus 42 16ms/m+26a 58 Hirvatistan Sofradzija (1984)
S. porcus 42  4m+4sm+10st+24t 50 Turkiye (Karadeniz-Ordu) Bu ¢alismada
S. scrofa 46 20st+26a 46 italya Thode ve ark. (1985)
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Scorpaeniform turler tGzerinde Caputo ve ark., (1998) nin yaptiklari ¢alismada
S. porcus’ta neredeyse tiirm kromozomlarin sentromer bolgesinde C+ bolgelerin
oldugunu ve bir ¢ift kromozomda ise NOR+ bolgelere rast gelindigini
aciklamiglardir. Model diploid kromzoom sayinin scorpaeniformlar icin tam olarak
belirlenmemesine ragmen diger scorpaenidlere gore S. porcus’ta 2n=48’den 42’ye
diismesinin nedenini Thode ve ark. (1985) bu tiiriin ¢ift kollu kromozomlarinda
(M+SM) meydana gelen {i¢ sentrik fiizyonla olustugu goriisiinii Caputo ve ark.,
(1998) tarafindan belilenen S. notata’da 2n=34’¢ kadar inmesiyle kanitlandigi
belirtilmistir. Cizelge 5.42°te goriildiigli gibi S. porcus’ta cift kollu kromozomlarda
goriilen bu rediiksiyon 5(M), 8 (M+SM) ve 10(M+SM) olmasina karsin Sofradzija
(1984),’0n inceledigi Adriyatik S. porcus popiilasyonlarinda 16M/SM oldugu
saptanmistir. Bu calismada incelenen S. porcus’taki karyolojik durumu agikliga
kavusturan hipotez ise Indopasifik Uzakdogu bodlgesindeki scorpaenidlerde goriilen
kromozom sayilarinin 48 olup NF’lerdeki varyasyona, yani ¢ift kollu kromozomlarin
6 ile 8 arasinda olmasina Robertson fiizyonlarinin sebep oldugu bildirilmistir

(Nishikawa ve ark., 1977; Murofushi ve ark., 1987; Yokoyama ve ark., 1992).

Indopasifik Scorpaena genusundan tirlerde S. izensis, S. neclecta neglecta ve
S. n. miostoma’nin bir ¢ift kromozomunda C+ bdlgelere ve bir ¢ift metasentrik
kromozomun kisa kolunda NOR bolgesine rastlandigi bildirilirmistir (Yokoyama ve
ark., 1992). Akdeniz’in Malaga kiyilarinda o6rneklenen S. porcus’un tim
kromozomlarinin parasentromerik bolgelerinde C+ pozitif bolgelere rastlarken 2. Gift
kromozomun semtromerinin her iki tarafinda da oldugu ve NOR tasiyan bir cift
kromozoma sahip oldugu kaydedilmistir (Thode ve ark., 1985). Bu calismada ise
literatiire benzer olarak 1 akrosentrik ve 1 subtelosentrik kromozom ciftinde 4
sentromerik durumda C+ bdlge ve bir ¢ift submetasentrik kromozomun her iki

kolunda telomerik durumda NOR+ bolgesi belirlenmistir.
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