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Aragtirma Notu / Short Note

Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792) Bobrek Doku Ornekleri ile Karyotip Olusturulmasi

Tiilay Ors
Celal Bayar Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii, Manisa, Tiirkiye

Abstract: Forming karyotype with samples of kidney cells of rainbow truth
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792). in our karyotype studies, the result reached
through the examination of kidney cells of the rainbow trout were much efficient when
compered to the result reached through the examination of blood samples in similar studies.
Studies on chromosomal levels will give us the chance of having knowledge about the
amount, shape and possible abnormalities of the chromosomes. Much further examinations
leading to researches on genetic level are possible with today’s technology with the
prsuption that we have suitable laboratory conditions. These level of studies will give us the
chance of fully controlling the species. Such controlling abilities will give us quite a number
of economical advantages with respect to breeding food and nutrition sectors, bringing up
the need of cooperative wok will help us to eliminate the problematic situations that faces us
in a short time period.
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Ozet: Gokkusagi alabaligi bobrek dokusundan hazirlanan doku ornekleri ile yapilan
caligmada canlinin karyotipi olusturulmustur. Genetiksel karyotip ¢aligmalar i¢in bobrek
dokusu ¢ok iyi sonuglar vermektedir. Bunun nedeni olarak lenfositlerin yapim yeri olarak
baliklarda bobregin 6nemli bir organ olmasidir. Doku 6rneginin elde edilmesi, inkubasyon
siresinin kisaligi ¢alismanmn kolaylikla yiiriitiilmesine yardimcir olmustur. Karyotip
belirlemesine yonelik boyle deneysel caligmalar daha 6nce pek ¢ok canlt tiirii i¢in yapilmis
ancak baliklarda orneklerine az rastlanmaktadir. Bu calismada diger tiirlerde uygulanan
yontemlerden yararlanilarak arastirma gergeklestirilmis ve ozglin sonuglar alinmustir.
Kromozom diizeyinde yapilan ¢aligmalar sonucu kromozomlarin tiire 6zel say1 ve bigimleri
belirlenmistir. Daha ileri tetkikler ile gen diizeyinde arastirmalar laboratuar kosullarinin
uygun olmast durumunda giiniimiiz teknolojisinde miimkiindiir. Gen diizeyindeki ¢alismalar
ile ozellikle yetistiricilik, gida-beslenme sanayisinde sinirsiz ekonomik avantaj saglamasi
dolayisiyla bu konuda ¢alisan iiretici girisimcilerle entegre ¢alisilmas: giindeme getirilebilir.
Bu entegrasyonun ger¢eklesmesi sonucunda hem bilimsel, hem ticari anlamda elde edilecek
kazanimlar karsilasilan pek ¢ok sorunu kisa zamanda ortadan kaldiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Genetik, kromozom, karyotip, bobrek dokusu, gokkusagi alabaligi.

Giris

Balik kromozomlarni ile ilgili genetik
caligmalar ozellikle son elli yilda hizla
gelismistir. Kromozom analizleri
¢alismalari baliklarin gelisim
basamaklarini belirlemede, varyasyonlarin
tespitinde ve genel olarak balik genetigine
ait pek ¢ok soruyu aydmlatmada bize
yardime1 olur. Kromozomlarm morfolojik

goriinlimleri ve sayilart varsa tiirler
arasindaki evrimsel farkliliklar1 makro
diizeyde gdrmemizi saglar.

Bir tiire ait kromozomlarin sayisal ve
morfolojik tespit edilmesi tiriin alt
tiirlerinden ve cesitli ekolojik farkliliklarin
yarattig1 varyasyonlarindan farkini gosterir.
Mitoz metafazindaki hiicrelerle yapilan
analizler, 06zel c¢aligmalar ile metafaz
plagindaki kromozom seklinde kalitim
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materyalini incelememiz miimkiindjir.

Balikk  kromozomlar1 ile ilgili
caligmalar son yillarda pek ¢ok arastirmact
tarafindan yapilmistir. Gold ve dig,,
(1980); Vasil’yev, (1980); Sola ve dig.,
(1981) ile Yu ve dig., (1984) pek ¢ok tiir
icin kromozom biiyiikliiklerini ve sayilarimni
agikca ifade etmislerdir.

Blaxhall, (1975); Denton, (1973) ve
Ojima, (1982) ise kromozom preparasyonu
hazirlama yontemleri ile ilgili
caligmalariyla onemli gelismeleri bilim
diinyasma sunmuslardir. Ohno, (1974) ve
Gold, (1979) balik kromozomlar1 ile
yaptiklart caligmalarin sonucunda evrim ve
genetik baglantisini agikga gotermislerdir.

Kromozom analizlerinde énemli olan
basit yontemlerin uygulanmasi sirasinda
kargilagilan teknik zorluklardir.
Preparasyon sonucunda elde ettigimiz
goriiniimleri fotograflamak ve ardindan
karyotip olusturmak asamasinda da bazen
teknik sikintilar yasanabilir.

Materyal ve Yontem

Balikk  kromozomlar1 mitoz metafaz
plaginda 1s1ik mikroskobu ile net olarak
incelenebilir. Kullandigimiz basit
yontemlerle balik diginda diger hayvanlarla
Macgregor & Varley (1983)’de ve insanla
Yunis (1974), Priest (1977)’de galisilmis
olmasi ¢aligmamiza drnek olugturmustur.

Kromozom preparasyonunda iyi bir
sonu¢ almak i¢in metafaz hiicreleri
kullanilir. Embriyonik dokular,
solungaclar, bobrekler, bagirsak ve pul
epiteli sik¢a kullanilan ve iyi sonu¢ alinan
balik hiicre 6rnekleridir.

Mitozdaki hiicreyi metafaz
sathasinda durdurmak icin bazi
kimyasallar ~ kullanilir. ~ Kolsisin ~ ve

kolsemid ig ipliklerini kirar. Hiicreler bu
kimyasallarda 20 dakika ve 6 saat arasi
tutulabilir. Siirenin uzamasi kromozom
yogunlugunu arttirici etki eder.

Kolsisin ~ uygulamasindan  sonra
hipotonik soliisyonlar kullanilmasi hiicre

ve nukleusun sivi alip  siserek
kromozomlarin daha net goriinmelerine
yardim eder. Hipotonik olarak %1 sodyum
sitrat veya %o5’lik potasyum  kloriir
kullanilir.  Kromozomlarm  hipotonik
islemden gecmesi ayni zamanda iist-iiste
binme durumuna da engel olacagi igin
kromozomlarin ayri-ayr1  gdriinmelerini
kolaylastirir.

Daha sonra hiicreler fiksasyondan
gecirilir. Fiksatif olarak {i¢ kisim ethanol
veya methanol ile bir kisim glasiyal asetik
asit (Carnoy’s Fiksatif) kullanilir. Fikse
edilen  hiicreler = arttk  mikroskopta
caligilabilir veya uzun siire fiksasyon
stvisinda saklanabilir. Saklanan hiicreler
mikroskop ¢aligmasina almmadan Once
taze fiksatife aktarilmalidir.

Bobrek  dokusu ile  kromozom
preparasyonuna, Gokkusagi alabaligi canli
materyaline intraperitonal veya
intramuskiiler enjeksiyon ile kolsigin veya
kolsemid verilerek c¢alismaya baglanir.
Kligerman&Bloom (1977) intraperitonal
enjeksiyon i¢in 25 pg kolsisin/gr dl¢iistinii
vermiglerdir. Bizim ¢alismamizda %0.5°lik
kolsisin  %0.8 NaCl soliisyonu 0.8
ml/100gr V.A kullanildi. Rutin ¢aligmalar
icin  Onerilen yapay deniz suyu
kullanilacaksa doz 1000 ml redistile suyla
hazirlanacak veya hazir olan yapay deniz
suyu ile %0.5’lik kolsisin soliisyonu 3ml/
1000 gr V.A kullanilir.

Arastirmada kullanilan materyaller;
80x20x40 cm boyutlarinda hazirlanmis
cam akvaryum, Sterilizasyon i¢in otoklav,
Santrifiij cihaz1 ve tiipleri, Petri kaplari, 10
ml’lik erlenmayerler, 15 ml’lik plastik
tiipler, Degisik boyutlarda(lml, 5 ml v.s.)
steril enjektorler, Pastor pipeti, Lamlar,
lameller,saleler, %0.6’1ik kolsisin
soliisyonu, %0.25’lik MS-222 soliisyonu,
%0.56 KCL hipotonik soliisyonu, 3:1
Metanol:Glasiyal Asetik Asit, 1000 ml
redistile su ile hazirlanmis veya hazir
alinmus steril, yapay deniz suyudur.

1000 ml redistile suyla hazirlanan
steril yapay deniz suyu ile %0.5’lik
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kolsisin ~ solisyonu  hazirlanir,  bu
soliisyondan 3ml/1000gr viicut agirliginda
intraperitoneal enjekte edilen baliklar 3-5
saat siireyle 15'C’de deniz suyu bulunan iyi
havalandirilmig 80x20x40 cm boyutlarinda
bir akvaryumda tutulur,

Inkiibasyon siiresi sonunda kiigiik
baliklar omuriligi kesilerek, biiylik baliklar
ise boynu kesilerek veya solungag
kapaklarmni aktivasyonu duruncaya kadar
%0.25°1ik MS-222 soliisyonunda birakilir

Bobregin 6n kismindan yaklasik 2-5
mm’lik bir doku Ornegi ortalama deger
olarak bobregin yaklasik 1/4’Lik kismi
alinarak once icinde soguk (buz iizerinde
veya ortalama 4°C’de) %0.4 veya
%0.56’1ik 2 ml’lik KCI bulunan kiigtik bir
petri kabma konulur. Burada hizli bir
sekilde kiigiik pargalara ayrilan 6rnek doku
5 ml’lik plastik tiiplere alinir. Tiipler 4, 13,
18C 2lik aym oranlarda hipotonik
soliisyon ile 4-5 ml’ye tamamlanir. Tiipler
diizenli bir peryodla karistirilir, hipotonik
isleme 15°C’de 30 dk. devam edilir

100 g’de 7 dk. santrifiijden sonra
stipernatant uzaklastirilir ve pastor pipeti
ile yeni hazrlannus soguk —5 veya —18'C
3:1 metanol:glasiyal asetik asit ilave
edilerek fiksasyon 20 dk olarak denendi.

Tipler 100G2’de 7 dk. yeniden
santrifiijlenir, slipernatant uzaklastirilir
fiksatif ile 5 ml’ye tamamlanir, santrifij
islemi tekrarlanir ve slipernatant atilir. Bu
asamaya ulasan ornekler gerekirse 24 saat
bekletilebilir. Fiksasyon islemi sirasinda
fiksatif en az ii¢ kez degistirildi.

Lamlar 20 dk toz deterjan iginde
kaynatilip, musluk suyu ile durulanir,
9%95’1ik ethanole iki kez batirilip, silinir ve
kurutulur, ardindan deiyonize sudan
gecirilerek buzlukta bekletilir ince bir
tabaka halinde, ince bir film tabakasi
olusturmusg sogutulmug lamlar iizerine 30-
50 cm yiikseklikten 457lik a1 ile 3-5
damla hiicre slispansiyonu damlatilir.

Lamlar oda sicakliginda alkol lambasi
ile 1sitilarak kurutulur. Son olarak standart
karyotip preparasyonu i¢in lamlar boyama

kabi (sale) iginde 1/15 M pH 6,8 sorenson
fosfat tampon soliisyonunda hazirlanmig
%4-6’1ik Giemsa ile 5-30 dk (biz 10 dk ile
daha iyi sonuglar aldik) boyanir. Fazla
boya distile su ile yikanarak lamlar havada
kurumaya birakilir. Kuruyan preparatlar ile
40x veya 60x objektif ile calisilir.

Bulgular

Bir karyotipin tanimlanabilmesi igin
kromozomlart ayr1 ayr1 gormek ve
gosterebilmek gerekir. Karyotipte

kromozomlar sentromer lokalizasyonuna
gore ve biiyiikten kii¢iige dogru siralanarak
gosterilir.

Levan ve dig., kromozom sentromer
konumuna goére kromozom sekillerini
tanimlamiglardir. Buna gdre metasentrik
kromozomlarda sentromer kromozomun

merkezinde  bulunur.  Submetasentrik
kromozomlarda  sentromer  merkezin
altinda lokalizedir. Sentromer
kromozomun  ucundaysa  telosentrik
kromozomdan  bahsedilir. Sentromer

kromozom ucuna yakinsa subtelosentrik
kromozom tanimlamasi yapilir (Sekil 1).

Metasentrik Submetasentrik  Akrosentrik Telosentrik

Sekil 1. Sentromer konumuna gore kromozom

sekilleri.

Kromozomlarin ayri-ayrt en 1iyi
goriindiigi preparatlardan 151k
mikroskobunda  biiyiikk  biilyiitmelerde

fotograflari ¢ekilir (Sekil 2).

Fotograf {izerinden her bir kromozom
tek tek ayrilir. Eger iist iiste binme durumu
varsa ayni fotograftan birkag tane basilir ve
her kromozom cifti fotograftan kesilerek
cikarilir. Kesilen pargalar biiyiikten kiiglige
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dogru dizilir. Ardindan biiyiikliikleri ve
sentromer konumlar1 dikkate alinarak
homolog kromozom c¢iftleri karyotip olarak
hazirlanir (Sekil 3).
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Sekil 2. Gokkusagi alabaligi bobrek dokusu ile

hazirlanmig kromozom preparasyonu. Olgii:
10 pm.
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Sekil 3. Kromozom preparasyonu sonucu elde
edilen karyotip (2n=58). Olg¢ii: 10um.

Hazirlanan ~ karyotip  iizerinden
cinsiyet kromozomunu belirlemek igin,
cinsiyet kromozomunun ayirt edici farkl

morfolojik Ol¢iisliniin olmasi gerekir. Bu
farklt morfolojik olgiiler Gold (1979)
tarafindan  gosterilmistir Ayrica  ozel
olarak cinsiyet kromozomuna ait bant
ozellikleri oldugu unutulmamalidir. Bu
Ozellik sayesinde boyama ¢aligmasi
sonunda esey kromozomu kolayca
belirlenir. Haaf&Schmid, (1984) bant
Ozelliklerini agiklamislardir. Eger erkek
birey heterogametik cinsiyet 6zelliginde ise
esey kromozom ¢iftinin X-Y olmasi erkek
birey, X-X ise disi birey ifade eder
(Thorgaard, 1977). Eger disi birey
heterogametik cinsiyet dzelliginde ise esey
kromozom ¢iftinin Z-W goriiniimii  disi
birey , Z-Z erkek birey anlamindadir.

Tartisma ve Sonug

Canlinin evrimi, tir olusumu hakkinda
kesin bilgilerle donanmanin yolu canliya
ait genomun belirlenmesiyle baglar.
Genom canlinin  haploid kromozom
setindeki DNA miktar1 olarak tanimlanir.
Genomik DNA  kromozomlarda yer
aldigma gore canlinin kromozom sayis1 ve
biiytkligi genomun olgiisiidiir. Buradan
yola cikarak; genetik bilgiye ulagmanin
birinci adimi canliya ait kromozom sayisini
ve morfolojik o6zelliklerini tam olarak
gorebilecegimiz ~ bir  karyotip  seti
hazirlamaktir.

Gokkusagi alabaligi ile yapilan
caligmada tiire 6zel genetik ¢alismanin ilk
adim olan karyotip olusturulmus ve
kromozom sayisi 2n=58 olarak sayilmustir.

Tiire ait kromozomlarin morfolojik
ozellikleri karyotipte acikca goriilmektedir.

Bantlama calismast ve idiogram
cizimleri ¢alismayi takip eden ikinci adim
olarak sayilabilir. Ozellikle idiogram
¢izimleri igin karyotipe tamamen egemen
olacak bilgilenmeyi edinmemizin geregi
ihmal edilmemelidir.
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