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Abstract: In this study, the chromosome structures, numbers and other cytogenetic features of flounder, Platichthys flesus luscus (Pallas, 1814), which is one of
the flatfish species in the Black Sea, were examined with using different banding methods. Fish samples were obtained from fishermen in 5 localities between
Zonguldak and Ordu of the West and Middle Black Sea coasts. A total of 0.05 % of colchicine solution (25-50 pg / g body) weight was injected from
intramuscular to dorsal and from intraperitonal to ventral for big fish (body weight 250 to 1500 g). However, small fish (body weight 50 to 250 g) were maintained
in 0.005 % of colchicine solution for 6 hours. Gill and fin epithelia tissues derived by dissecting were incubated in 0.4 % of KCI solution for 30 mins and treated
with Carnoy'’s fixative. Dried slides were stained with giemsa (pH 6.8) solution for 15 mins.

It was determined that the chromosome number of P. f. luscus were 2n=48 and all chromosomes were acrocentrics(number of fundamental was NF=48).In all
examined species, there were no anomalies and evidences of sex chromosomes by G-bandings.

Keywords: Platichthys flesus luscus, chromosome, karyotype, giemsa staining.

Ozet: Bu alismada, Karadeniz'de yasayan yassi balik tiirlerinden (Pleuronectiformes) birisi olan Platichthys flesus luscus (Pallas, 1814) (Pisi Baligryun
kromozom yapllari, sayilari ve sitogenetik 6zellikleri gesitli bantlama yontemleri kullanilarak incelenmistir. Incelenen balik dmekleri Bati ve Orta Karadeniz sahili
boyunca (Zonguldak ve Ordu illeri arasi) 5 bélgeden avcilikla elde edilmistir. Blyik baliklara (250-1500 g) % 0,05 kolsisin soliisyonu (25-50 ug/g viicut agirligi)
dorsalden kas arasina, ventralden karin bosluguna enjekte edilmistir. Kiiclik baliklar (50-250 g) ise % 0,005 kolsisin solisyonunda 6 saat siire ile canli
bekletilmislerdir. Diseksiyonla cikarilan solungag ve yiizgeg epitel dokulari % 0,4 KCI soliisyonunda 30 dk. bekletilip, Carnoy fiksatifi ile muamele edilmistir.
Kuruyan preparatlar en az 15 dakikalik stireyle giemsa (pH 6,8) sollisyonunda boyanmistir.

Yapilan karyolojik incelemeler sonucunda P. f. luscus baliginin kromozom sayisinin 2n=48 ve tiim kromozomlarinin akrosentrik (kromozom kol sayisi, NF=48)
oldudu tespit edilmistir. Incelenen tim tiirlerin kromozomlarinda G-bantlama ile herhangi bir anomali ve cinsiyet kromozomu tespit edilememistir.

Anahtar kelimeler: Pisi Baligi, Platichthys flesus luscus, kromozom, karyotip, giemsa boyama

GIRiS

Buglin diinyada, alt tirler de dahil, yasayan balik tiri
sayisinin 33.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Froese
ve Pauly, 2015). Her canli grubu gibi baliklarinda gesitliligi ve
farkliliklar nedeniyle bir diizenlemeye ihtiyaglari olmustur. Bu
dizenleme taksonomi kurallari gercevesinde yapiimistir.

Baliklarin siniflandiriimasinda; morfometrik dlgiimler ve
oranlar, meristik sayimlar, anatomik karakteristikler, renk,
PCR, ureme izolasyonu testleri, karyotipi, FISH boyamalari
(mFISH, dFISH, ISH), mtDNA analizleri kullaniimaktadir.
Geleneksel ve molekiiler karyotip analizleri son zamanlarda
ihtiyolojide kullaniimaya baglanan ve ozellikle problem teskil
eden taksonlarin ayirminda basvurulan, digerlerine gére,
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kolay yollardan birisidir. Bir tirin karyotipi, o tirin genetik
sisteminin  fiziksel olarak gdsterimidir. Degisebilen dis
morfolojik karakterlere gére yapilan sistematik ve taksonomik
calismalarda zaman zaman problemler ortaya gikmaktadir.
Kromozom sayisi ve morfolojisi, ¢evresel faktorlerin etkisiyle
degisime ugrayan diger karakterlere oranla daha iyi muhafaza
edilir. Karyotip analizi, 6zellikle populasyonlarin karakterize
edilmelerinde 6nemlidir.

1970’lerin ilk yarisina kadar gok sayida tir ve alttliriin
karyotipi belirlenmis olup, bu sayi, giiniimiize kadar hizli bir
sekilde artarak devam etmistir. 1973'de 481 tlr/alttir'in
kromozomlari  belirlenirken; 1985'de 1.318 tir/alttiir'lin
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karyotipi cikariimigtir. Su ana kadar da 3.425 tir/alttiir'in
kromozom sayisi belirlenmistir (Klinkhardt vd., 1995; Arai,
2011).

Diinyada yasayan Pleuronectiformes takimina bagl 14
familyada 122 cins (genus) ve 570 tir (species) bulundugu
bilinmektedir (Chapleau, 1993; Nelson, 2006). Baliklarla ilgili
sitogenetik ¢alismalarinda, kismen de olsa, yassi baliklarin 14
familyasindan yedisi Uzerinde durulmustur. Pleurionectidae
familyasi kapsaminda yer alan 40 cins ve 103 tiirden, 13 cinse
ait 21 tlriin sitogenetiksel incelemesi yapilmistir (Arai, 2011;
Froese ve Pauly, 2015).Yapilan bu galismalarin neticesinde
Pisi Baliklari familyasinin 2n kromozom sayisinin 44 ile 48
arasinda degistigi bildirilmistir.

Bu calismada, Karadeniz’de yaygin olarak bulunan, su
urdinleri  yetigtiriciligi ve avciligi bakimindan onemli turler
arasinda yer alan Pisi Baliklarinin (Pleuronectidae) alttirii
olan Platichthys flesus luscus (Pallas, 1814)'un karyotipinin
tespit edilmesi ve kromozom vyapilarindaki tirlere 6zgi
farkliliklarin, gesitli boyama ve bantlama yontemleriyle ortaya
¢ikarilmasi amagclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma, doguda Ordu ili Cam Burnu mevkiinden
(41°06'998N — 37°47°169E) batida Zonguldak ili Oliice
Bumnu'na (41°18'826N - 31°23'833E) kadar olan kiyi
seridinde yuritilmistir (Sekil 1). Bu sahil seridi boyunca,
balik &rnekleri, Zonguldak, Amasra, Ayancik, Sinop ve
Persembe’den gesitli av araglariyla (dip trolii ve gesitli tiplerde
uzatma aglari) avcilik yapan balikgilardan canli olarak temin
edilmistir.
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Sekil 1. Arastirmada pisi baliklarinin érneklendigi istasyonlar.
Figure 1. Stations from where the flounders were sampled.

Calismada, gesitli blytikliikte 15 pisi bahdi kullaniimistir.
Bunlardan elde edilen doku preparatlarindan kromozomlar
analiz edilmigtir. Orneklenen baliklar, canli kalacak sekilde bol
havalandirma yapilan kaplarda, doku preparasyonu
yapilabilecek uygun bir ¢alisma ortamina getirilmigtir.

Yapilan taksonomik ve morfolojik analizler sonucunda
elde edilen pisi baliklarina (P. f. luscus) ait bir drnek Sekil 2'de

gosterilmistir (Borsa ve Quignard, 2001; Froese ve Pauly,
2015).
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Sekil 2. Arastirmada kullanilan bir pisi baliginin genel gériiniimi
Figure 2.General view of a studied flounder

Calismada  kullanilan  kimyasal ~ maddelerin  ve
soliisyonlarin hazirlanmasinda Welcher (1966), Dutrillaux ve
Coutourier (1981) ve Macgregor ve Varley (1983)den
yararlanilmigtir.

Arastirmada on denemeler sonucunda degistirilerek elde
edilen Denton (1973)un belirttigi yontem uygulanmistir.
Yukarida belirtilen 5 bélgeden 6rneklenen baliklarin Kligerman
ve Bloom (1977)un yodntemine gdre her birinden en az 10
adet preparat (Denton, 1973) hazirlanmistir. %50 asetik asitte
iyice ezilen kiiglik doku parcalari 40-50 °C'ye kadar isitimis
temiz mikroskop lamlari Uzerine damlatiimigtir. Kuruyan
preparatlar %6 Giemsa (pH 6.8 Sorenson fosfat tamponlu)
sollisyonu bulunan dik salelerde 15 dakika boyanmistir.
Arastirmada cinsiyet kromozomu ve kromozom anomalilerinin
belilenmesinde G-bantlama metodu, Seabright (1971),
Franke ve Oliver (1978) ve Gold vd. (1990)in belirttigi
esaslara gére uygulanmistir.

Kromozomlarin tespit edilmesinde trinokiiler faz kontrast
mikroskopu kullanilmistir.incelemeler esnasinda her bir drek
icin belilenen en az 100 metafaz, (Thorgaard ve Disney,
1990; Rossi vd., 1996), mikroskoba bagli CCD bir kamera
aracihg ile fotografi cekilerek bilgisayar ortamina aktariimigtir.
Metafaz goriintiilerinden kromozomlar sayilmis ve bu veriler
grafiksel ifadelere doniisturilerek, her 6rnekleme noktasindan
elde edilmis olan yassi balik tlrlerine ait diploit kromozom
sayllar belirlenmistir (Denton, 1973; Thorgaard ve Disney,
1990).

Mikroskopta cekilen fotograflardan, en uygun metafaz
kromozomlarinin nispi boylari (u) ve kol uzunluklari (u)
MicroMeasure® (Version 3.3 PC Software) programi ile
Olgllmastir (Reeves, 2001; Jankun vd., 2003). Bununla
beraber, Levan vd. (1964)' nin belirttigi esaslara uygun olarak
olgliimls olan homolog kromozomlar sentromerik diizlemde
siralanarak  karyotipleri  ¢ikartiimigtir.  Karyogramlarin
hazirlanmasinda Adobe Photoshop® programi
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kullanilmigtir.Siniflandirilan kromozomlarin kol oranlari (q/p)
uzun kolun (q) kisa kol (p) uzunluguna bélinmesiyle elde
edilmistir (Levan vd., 1964; Duran-Gonzalez vd.,1990).
Kromozomlarin kol sayisi (NF= Number of Fundamental) cift
kollu (p ve q kolu olan metasentrik ve submetasentrik) ve
akrosentrik kromozomlarin kollarinin tamaminin sayilmasi ile
belirlenmistir (Levan vd., 1964; Denton, 1973; Thorgaard ve
Disney, 1990).

Haploit sayidaki kromozomlarin siniflarina (metasentrik,
submetasentrik, subtelosentrik ve  akrosentrik)  gdre
sentromerik eksen Uzerinde (p ve g kolu uzunluklarina gére)
biyikten kiigiige dogru siralanarak idiyogramlar gizilmistir
(Denton, 1973; Duran-Gozalez vd., 1990). idiyogramlarin
hazirlanmasinda Adobe Photoshop® kullanilmistir.

BULGULAR

Calismada Zonguldak (3>n=136, n-metafaz sayisi),
Amasra (D n=94), Ayancik (>n=128), Sinop (> n=84) ve
Persembe’den (3 n=85) elde edilen 15 pisi baligi ( P. f. luscus)
orneginden hazirlanan preparatlardan iyi kalitede olan toplam
527 (3N) metafaz incelenmistir. incelenen metafazlardan bu
tire ait kromozom sayisinin 29 ile 48 arasinda degistigi
belirlenmistir. Kromozom sayimlari neticesinde 156 metafazda
diploit kromozom sayisi 48 olup toplam metafaz sayisinin
%30’unu olusturdugu tespit edilmistir.

Arastirmada yapilan incelemeler sonucunda P. f. luscus
baliginin  kromozomlarinin tamaminin akrosentrik (karyotip,
K=48a) ve kol sayisinin da 48 (NF) olup 2n=48 diploit
kromozom sayisina sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 3 ve 4'de
metafaz ve buna bagli karyogrami gésterilmistir.

10p

Sekil 3. P. f. luscus'a ait metafaz, Bar-10 p
Figure 3. Metaphase plate in P. f. luscus, Bar-10 p
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Sekil 4. P. f. luscus’un karyotipi, Bar-10 p
Figure 4. The karyotype of P. f. luscus, Bar-10 p

Tablo 1'de, Micromeasure programi ile yapilan mikrometrik
lglimler sonucunda P. f. luscus baligina ait kromozom
ciftlerinin nispi kol uzunluklari, kol oranlari ve tipleri verilmistir.
Tabloda pisi baliginin homolog kromozomlarin kol uzunluklari
biyukten kiigige dogru siralanmigtir. Tablodaki veriler Sekil
4'te gosterilen karyogramin hazirlanmasinda kullaniimistir.

Tablo1. P. f. luscus'un kromozomlarinin nispi kol uzunluklari (p), toplam kol
uzunluklari (), kol oranlari (g/p) ve siniflandiriimasi

Table 1. The relative arm lengths(u), total arm lengths (u), the arm ratios (q/p)
and classificationof the chromosomes of P. f. luscus

Nispi Uzunluk - -~
oplam 0
Kl’o(;r?;)tfom Kisa Kol Ué:)lln Uzunluk | Oram Kro_lr_rilgizom
p+q a/p
P q

1 0 21.3 21.3 © a
2 0 20.7 20.7 0 a
3 0 20.6 20.6 © a
4 0 19.1 19.1 0 a
5 0 18.0 18.0 © a
6 0 17.8 17.8 0 a
7 0 17.4 17.4 i a
8 0 16.9 16.9 0 a
9 0 16.5 16.5 © a
10 0 16.3 16.3 0 a
11 0 15.9 15.9 0 a
12 0 15.8 15.8 © a
13 0 15.6 15.6 0 a
14 0 15.4 15.4 © a
15 0 15.2 15.2 0 a
16 0 14.7 14.7 © a
17 0 14.4 14.4 0 a
18 0 14.3 14.3 i a
19 0 14.1 14.1 0 a
20 0 13.8 13.8 © a
21 0 13.1 13.1 © a
22 0 12.6 12.6 i a
23 0 11.8 11.8 0 a
24 0 10.7 10.7 o a

Bir karyotipteki homolog (haploit sayida) kromozomlarin
boylari, uzun ve kisa kollarin birbirine orani sentromerin yeri
gdz oniine alinarak farkli karyotiplerin karsilastirimasinda
kolaylik saglamasi amaclyla sematik olarak gdsteriimesi,
kromozom calismalarinda géz oniine alinan bir gdsterim
seklidir. Sekil 5'te de Tablo1'de belirlenen kromozomlarin nispi
kisa kol (p) ve uzun kol (q) uzunluklarina gére hazirlanan
idiyogram verilmistir. idiyogramda akrosentrik kromozomlarin
sentromerlerinden hizalanarak kol boylarina goére kigikten
biytge dogru siralanmistir.

incelenen tiim tirlerin  kromozomlarinda G-bantlama ile
herhangi bir anomali ve cinsiyet kromozomu tespit
edilememigtir.

- TTTTTTTITITTrm

q Akrosentrik
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Sekil 5. P. f. luscus'a ait idiyogram
Figure 5. The ideogram of P. f. Luscus
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TARTISMA VE SONUG

Geleneksel olarak yass baliklar, sag ve sol gézli pisi ve
dil baliklari olarak siniflandirilirlar. Pisi ve dil baliklarinin
psettodlara benzer atalardan ortaya ciktigi, sag ve sol gozlu
formun her bir grubu kendi iginde ilkel bir atadan dogdugu
hipotezi éne strlilmektedir (Berendzen ve Dimmick, 2002).
Konu hakkinda daha fazla bilgi sahibi olundukgca yass! baliklar
arasindaki iligkiyi anlamak daha da karmasik hale
gelmektedir. Bununla birlikte, gdziin bulundugu taraf
siniflandirmada dnemli bir 6zelliktir. Chapleau (1993), buna
alternatif olarak, gézin bulundugu tarafin yassi baliklar icin
cogu kez belirleyici oldugunu, fakat géz durumunun grup
icindeki iligkilerin tam bir belirleyicisi olmadidi hipotezini ileri
stiren ilk bilim adamidir. Berendzen ve Dimmick (2002),
yaptiklari molekiiler calismada, filogenetik bilgi icin g6ziin
bulundugu tarafi bilmenin veya belirlemenin yeterli olmadig
sonucuna  varmiglardir.  Pleuronectiformes  takiminin

akrabaliklarini  gézmede ve  akrabaliklarini  yansitan
siniflandirma yapmada bazi problemlerin oldugu bilinmektedir.
Yass! baliklar morfolojik olarak galismayi zorlastiran bir yapiya
sahiptirler (Berendzen ve Dimmick, 2002). Bununla birlikte,
Pleuronectidae ailesinin bu genetiksel bilgileri yaninda,

sitotaksonomik  bilgilerin  de  belilenmesini  saglayan
calismalarla  taksonomiye  onemli  katki  saglanacag
anlasiimistir.

Tablo 2'de gosterildigi gibi Pleuronectidae familyasindan
21 turtin kromozom sayilari ve karyotipleri ortaya ¢ikarimistir.
Yapilan bu calismada da Karadenizde yasayan
Pleuronectidae (Pisi Baliklari) familyasi dyesi P. f. Luscu salt
tdrlinin kromozomlari tespit edilmigtir. Tablo 2'de gérilen
sitogenetiksel arastirmalarin sonuglarina goére bu familya
Uyeleri arasinda cok onemli olmayan farkliliklar oldugu
sOylenebilir.

Tablo2. Bu galismada P. f. luscus'tan elde edilen veriler ile Pisi baliklari (Pleuronectidae) familyasindan tirler tzerine bugiine kadar yapilmis sitogenetik

caligsmalardan elde edilen sonuglar

Table 2. The data obtained from P. f. luscus in this study and the results obtained from cytogenetic studies conducted on species of flounder family

(Pleuronectidae) so far

Tiir 2n NF Karyotip Yer Kaynak
Cleisthenes pinetorum 44 48 4m+40a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Glyptocephalus stelleri 46 46 46a Yabu ve Ishii, 1980
Hippoglossus hippoglossus 48 48st-a iskogya Brown vd., 1997
Kareius bicoloratus 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Kareius bicoloratus 48 48 48a Japonya Nogusa, 1960
Limanda herzensteini 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Limanda limanda 46 46 46st-a irlanda Denizi, ingiltere Di ve Knowles, 1994
Limanda limanda % s i BeyazDeniz,Rusya  Klinkhardt, 1993
Limanda punctatissima 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Limanda schrenki 48 48 48a Fukuoka ve Nilyama, 1970
Limanda yokohamae 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Limanda yokohamae 48 48 48a Nogusa, 1960
Liopsetta glacialis 48 48 48a Beyaz Deniz, Rusya Klinkhardt vd., 1995
Liopsetta putnami 48 Klinkhardt vd., 1995
Microstomus achne 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Sakamoto ve Nishikawa, 1980
Paralichthys olivaceus 48 48 48a Japonya ve Kore Fujiwara vd., 2001
Fujiwara vd., 2007
Paralichthys olivaceus 46 46 46a Yamaguchi Pref. ﬁ:?ggvijgg 86
Platichthys flesus 48 48 48a Batlik Denizi, Almanya Klinkhardt, 1993
Platichthys flesus 48 48 48a ispanya Pardo vd., 2001
Platichthys flesus luscus 48 48 48a Karadeniz Bu Galigma
Platichthys stellatus 48 48 48a Fukuoka ve Niiyama, 1970
Pleuronectes flesus 48 48 48a Rusya (Beyaz Deniz) Klinkhardt vd., 1995
Pleuronectes platessa 48 48 48a ingiltere Barker, 1972
Pleuronectes platessa 47-48 48 1m+46a Aberdeen, iskogya Fan ve Fox, 1990
Pleuronectes platessa 48 48 48a Aberdeen, iskogya Fan ve Fox, 1991
Pleuronectes ferrugineus 48 48 48a Kanada Park vd., 2003
Pleuronectes americanus 48 50 2st-46a Kanada Park vd., 2003
Pleuronichthys verticalis 48 48 48a Duarte, Porto Riko Ohno ve Atkin, 1966
Psudopleuronectes americanus 48 Klinkhardt vd., 1995
Verasper moseri 46 48 2m+44a Fukuoka ve Niiyama, 1970
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Bu calismada, Karadeniz’de yagsayan pisi baliginin
kromozom sayisi 2n=48, karyotipi 48 akrosentrik kromozom
ve kol sayisi NF=48 olarak tespit edilmistir. Pleuronectidae
ailesinden Platichthys flesus (Klinkhardt, 1993; Pardo vd.,
2001), P. stellatus (Fukuoka ve Niiyama, 1970) ve
Pleuronectes flesus tiriiniin (Klinkhardt vd., 1995) diploid
kromozom sayisinin 48 ve karyotipinin 48 akrosentrik
kromozoma (NF=48) sahip oldugu bildirilmistir. Calisma
sonucunda tlrin kromozom sayisi, morfolojisi ve kol sayisina
ait elde ettigimiz bulgular diger calismalara ait bulgularla
benzerlik gdstermistir.

Galismamizda karyolojik incelemesi yapilan pisi bali§ina
yakin akraba olan diger pleuronectidlerden Avrupa deniz pisisi
olarak adlandirilan Pleuronectes platessa baliginda 2n=48
kromozom ve tamami akrosentik kromozomu oldugu (Barker,
1972; Fan ve Fox, 1991) bulunurken dider bir arastirmada
2n=46 ve karyotipi 1 metasentrik ve 46 akrosentrik
kromozoma sahip oldugu bildirilmistir (Fan ve Fox, 1990). P.
ferrugineus ve P. americanus baliginin kromozom sayilari esit
iken (2n=48) karyotipleri sirasiyla 48a (NF=48) ve 2st+46a
(NF=50) oldugu ve dolayisiyla kromozom tipleri agisindan
farklillk gozlenmistir (Park vd., 2003). Bu sonuglara gdre
arastirmamizda alinan sonuglar kromozom sayisi, karyotip ve
NF bakimindan P. platessa ve P. ferrugineus balidi ile ayni
iken, P. americanus ile karyotip ve NF bakimindan farkllik
oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte, Platichthys ve
Pleuronectes  genuslarinin  taksonomik  bakimindan da
benzerlik gdsterdikleri bu ¢alismalarla da dogrulanmaktadir.

Bu galismada elde edilen sonuglar Tablo2'de de belirtilen
diger Pleuronectidae familyasi lyelerinden Kareius bicoloratus
(Nogusa, 1960; Fukuoka ve Niyama, 1970); Limanda
herzensteini; L. punctatissima, L. schrenki (Fukuoka ve
Niiyama, 1970); L. yokohamae (Nogusa, 1960; Fukuoka ve
Niiyama, 1970), Liopsetta glacialis (Klinkhardt vd., 1995);
Microstomus achne  (Fukuoka ve Niiyama, 1970);
Pleuronichthys verticalis (Ohno ve Atkin, 1966); Liopsetta
putnami, Psudopleuronectes americanus (Klinkhardt vd.,
1995) ve Hippoglossus hippoglossus (Brown vd., 1997)
uzerinde yapilan karyolojik ¢alismalarda bildirilen sonuglar ile
kromozom sayisi, sekli ve kol sayisi bakimindan ayni
cikarken, Verasper moseri (2n=46, K=2m+44a ve NF=48) ile
Cleisthenes pinetorum baliginda (2n=44, K=4m+40a ve
NF=48) (Fukuoka ve Niiyama, 1970) kromozom kol sayisi
hari¢ diger ozellikler bakimindan farklilik bulunmustur.
Bununla birlikte, Glyptocephalus stelleri (2n=46, K=46a ve
NF=46a) (Yabu ve Ishii, 1980) ve Limanda limanda baliginda
alinan 2 farkli calismanin sonucuyla da [2n=46, K=46st-a ve
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