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OzET

Bu c¢alismada, bazi Spalax tlrlerinin nlikleolus organizatér
bolgelerinin (NOB) tespiti ve bunun evolusyoner 6nemi galisiimigtir.

NOB analizleri Firat nehrinin orta kismindaki alanlarda toplanan iki
Spalax tiri ( Spalax leucodon ve Spalax ehrenbergi ) {(izerinde
yapilmistir. Biitlin preparatlar “ Colchicine - hypotonic - citrate “ teknigi
ile hazirlanmis ve “ Howell ve Black’in glimiig nitrat “ tekni§i ile
boyanmistir.

Arastirma alaninin Malatya kismindan elde edilen Spalax leucodon
kromozom takiminda 3 ¢ift nikleolar kromozom igermektedir. Ancak,
nehrin Elazi§ tarafindan elde edilen Spalax ehrenbergi tim kromozom
takiminda 2 ¢ift nikleolar kromozom icermektedir.

Sonucta evolusyoner acgidan Spalax ehrenbergi‘deki translokas-
yonun olabilirligi tartisilmis ve Spalax‘in evolusyoner durumu yeniden

gbzden gecirilmistir.



ABSTRACT

In this study, determination and evolutionary significance of the
nucleolar organizer regions (NORs) of some species Spalax have been
investigated .

Analysis of NORs were conducted in the two species of Spalax
(Spalax leucodon and Spalax ehrenbergil, from middle region of river
Euphrates Each slide were prepared using “Colchicine-hypotonic-
citrate” technique and stained “Howell and Black’s silver nitrate”
technique.

Spalax leucodon, from Malatya region of the field , has been
including 3 pairs of nucleolar chromosomes in the chromosome set.
However, Spalax ehrenbergi, from Elazi§ side of the river, has been
including 2 pairs of nucleolar chromosomes in the whole chromosome

complement.
In the result, the possibility of the translocation in the Spalax

ehrenbergi was discussed from evolutionary point of wiev and

evolutionary background of Spalax was rewieved.
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1.GiRiS VE AMAC

Belirli bir olgunluk dénemine erigen her canl, kendine benzer bir canli
meydana getirme yetenedine sahiptir. Ureme olarak isimlendirilen bu olgu
evolusyon denilen bir baska olgu ile beraber gergeklesir.

Bugiin evolusyoner biyoloji oldukga biytlik bir bilim dal olup hizla
gelismektedir. 20.ylizyihn en Gnli evolusyoner biyologlarindan biri olan
Theodosius Dobzhansky’nin belirtti§i gibi “evolusyonun isi§i olmaksizin
biyolojide hi¢ bir sey agiklanamaz”

Evolusyon basit bir tanim olarak “generasyonlar arasinda
organizmalarin sekil ve davraniglarindaki dedisim “” anlamindadir.
Organizmalarin DNA dizilerinden makroskopik morfoloji ve sosyal
davranislarina kadar biitlin seviyelerdeki formlan atalarininkinden
farkhlasmis durumdadir. Evolusyoner dedisimler temelde dis cevre
dedisimleri ve genetik farkhlagmalara bagh olarak ortaya gikar.

Evolusyoner degisimler ne sekilde olursa olsun efer genetik olarak
ifade edilebiliyorsa generasyondan generasyona aktanlabilir. Bu nedenle
evolusyona onderlik eden temel yapi genler ve onlan (izerinde tasiyan
kromozomlardir. Ozellikle 1960°’lardan sonra kromozomal degisimler
(inversiyonlar, translokasyonlar, duplikasyonlar vb.) hayvan ve bitkilerde
sikga calsiimaya baglanmis ve kromozomal polimorfizme dayal
evolusyoner aciklamalar (izerine calhgmalar yo§unlagmistir. Kromozom
calismalari pek ¢ok hayvan grubunda taksonomi ve tlrlesme gibi iki blyik

problemin agiklanmasi igin en elverisli malzemeyi saglamigtir.



Memelilerin akrabahgi hakkinda bilgi temin etmek igin onlarin
kromozomlar (zerindeki cahsmalar aktif bir alan olusturmaktadir. Bu
calismada incelenen Spalax genusuna ait tdrlerin akrabaliklanni  ve
tirlesmelerini  aydinlatabilmek icin  pek ¢ok aragtinci kromozom
incelemelerine bagvurmustur.

Spalax genusu hayvanlar sinirh hareket kabiliyetleri nedeni ile kiiglik
populasyonlar halinde yagsamaktadirlar. Bu nedenle olduke¢a yliksek oranda
kromozomal polimorfizm go6stermektedirler. Bu ozelligi nedeni ile Spalax
genusuna dahil tiirler oldukga yodun olarak cahgilmig, akrabalklan ve
tiirlesmeleri agciklanmaya cahgitmigtir.

Nukleolus orgaﬁizatér bélge ise kromozom lizerinde yer alan, Gzel
olarak boyanabilen bir bolgedir. Bu bdlge yliksek oranda tir i¢ci ve tlrler
arasi kromozom degisimleri gdstermektedir. Bu bélge Ozellikle 1980° li
yillarin ikinci yanisindan itibaren pek ¢ok arastiricinin dikkatini cekmis ve bu
bélgenin varyasyonlan sik olarak gahsilmistir.

Spalax’n sahip oldugu ylksek kromozomal polimorfizm orant ve
niikleolus organizatdr bolgenin de kromozomal varyasyonlarint sikga
tasimasi Spalax populasyonlar Gzerinde boyle bir gahsmanin yapilmasinda
itici bir gtic olmustur. Bu c¢ahsma, nukleolus organizatér bolge
varyasyonlarinin bu genusun taksonomi ve tirlesme c¢aligsmalarina katkida

bulunacagi diistintilerek planlanmistir.



2.GENEL BIiLGI

2.1.Bir Toprakalti Memelisi:Spa/ax

Rodentlerin birkag farkh tipi toprakalti ekolojik nigi kullanilan
6zellesmis memeliler arasinda bulunur. Kazdiklari tiineller, bu tinelleri
kazmalari esnasinda toprak ylizeyine ¢ikardiklan toprak yiginlari sayesinde
ortaya cikarilabilir. Dikkat ceken anatomik ve davranig adaptasyonlar,
yasama tarzlarinin geredi, kazmaya musait ayak sekiller ile iliskilidir.
(Ellerman, 1959; Pearson, 1959)

Spalax genusu hayvanlari bdyle rodentlerin ekstrem bir ornedidir,
genellikle toprakalti bir hayat tarzi ile siirlanmiglardir. Adaptasyonlan
gbzlerinin gelismesinde bliylik gerileme gosterir. Digardan gozleri

bulunmaktadir {(Wahrman et al, 1969a).

2.1.1Morfolojisi

Spalax kendi familyasinin (Spalacidae) tek genusudur (Wahrman
et al, 1969a). Genel morfoloji arastirmanin yapildigi biitlin béigede hemen
hemen birbirinin aynidir. Ancak iklim ve cografik sartlara bagh olarak baz
karakterler degisebilmektedir.

Corbet (1966), Spalax/ bir biyolojik spesies olarak isimlendirilmig

taksonun blitlinlinii bir araya toplayarak incelemeyi tercih etmektedir.



Ancak Ognev (1944) ise Spalax’n birkag spesies halinde
paylastirmaktadirlar (Wahrman et al, 1969a).

Viicut renkleri mevsimsel varyasyonlar géstermekle birlikte, genel
viicut rengi gévdenin (st tarafi ile yanlarda sanimsi kahverengi olup cok sik
ve yumusak killarla kaphdirlar. Kulak bolgesi ile gévdenin alt kismi koyu,
basin 6n tarafi ise agik gri renktedir. Burundan kulaklara dogru uzanan
beyazimtirak iki ¢izgi bulunmaktadir. Alt ceneden karina dogru uzanan kisim
seyrek tliylerle kaphdir (Kiral ve Benli, 1979).

Gévde silindir seklinde olup, bas gdvdeden biraz daha genistir. Boyun
kisa ve govde kalinhgi kadardir. Agiz kiit, gézler kérelmis olup disandan
gorilmemektedir. Burunun Uizerindeki deri tabakasi kalindrr. Kulak kepceleri
kérelmis olup blylikce olan ve orta kulaga agilan kulak agikhgs tdyler
arasinda gorllmektedir. Kuyruk mevcut olmayip bu kisimda gok kugtk,
ciplak bir ¢ikinti vardir. Kuvvetli yapida olan on ve arka ayaklarda keskin
tirnaklarla sonlanan beser parmak bulunmaktadir (Kiral ve Benli,1979).

Alt kesici disleri diger rodentlerinkinden daha fazla gelismistir. Bu
disler alt gene ¢ikintisinin posterior ucundaki bir kemik kiliftan ileriye dogru

ctkmaktadir (Beddard,1959).

2.1.2.Lokalitesi

Spalax, Gilineydoju Avrupa, Yunanistan, Yugoslavya, Romanya,
Bulgaristan, Anadolu, Israil, Irak ve Kuzey Afrika'da yayimis
bulunmaktadir. (Wahrman et al, 1969a, 1969b, Savic, 1973; Lay and
Nadler, 1972; Felten et al, 1973, Yiiksel, 1984; Gllka¢ ve Yiksel, 1989;
Yiiksel and Glilkag, 1992; Sayin, 1980; Peshev, 1981, 1983,Raicu and
Duma, 1969:; Savic and Soldatovic, 1974, 1977, 1978, 1979, 197%b;
Soldatovic, and Savic 1974, 1977, 1978, 1979a, 1979b; Soldavic and



Savic, 1978: Raicu and Torcea, 1973). Ancak Kuzey Afrika ve israil
arasinda Akdeniz sahil seridi boyunca yayilmis olan populasyonlarin yayilma

alanlarinin devamhiligi Sina’da kesilmektedir (Wahrman et al, 1969b).

2.1.3.Ekolojisi

Spalax vertikal yayilma bakimindan epeyce genis bir sinira sahiptir.
Spalax populasyonlari 60 ile 2300m arasindaki tim yiiksekliklerde
kaydedilmislerdir (Savic, 1973).

Farkli tinel diizenlenmeleri (radyal, longitudinal ve yan dallarin
sayisindaki artma veya azalma) birinci derecede topragin yapisi ve sertligi
ile oldugu kadar besin kaynag ile de simrlanmigtir. Tiineller daima kullanilan
daimi tdneller olmak Ulizere ikiye ayrnlir. Stirekli tneller yuva -depo -
dinlenme odasi arasindaki baglantiy) saglar. Tiinellerin ¢caps ortalama 7-8cm
olarak bulunmustur (Savic, 1973). Beslenmeyle ilgili olan tinellerin
derinlikleri bitkileri besleyen kok sistemler ile ayni dizlemdedir, yani 15-20
cm derinliktedir. Siirekli olan tlineller ise biraz daha derine 25-30cm
derinlige yerlesmistir. Yuvalar 25-30cm derinlikte ve yaklasik 28x18x16cm
boyutlarinda bulunmustur. Bu yuvalar maksimum capi 26m ile 64m
arasinda degisen yerlesin, sinirlan iginde olusturulmustur. Yerlesim yerinin
alani 194m?den 1000m*ye kadar gikabilmektedir. Herbir sistem igindeki
tinellerin toplam uzunlugu ise 65m ile 195m arasinda degismektedir.
Tiinellerin toplam uzunludu, besin kaynagi, topragin yapisi ve hayvanin yasi
ile degismektedir. Yeni besin kaynaklari aramak icin hayvanlar eski
tiinellerini terk ederek bazi yeni tlneller agmaktadirlar, bdylece yerlesim
yerinin sinirlan surekli olarak dedismektedir (Savic, 1973).

Depolarda genellikle Eryngium campestre, Cynodon doctylon,

Festuca vaginata, Ranunculus bulbosus gibi bitkilerin depolandi§i tespit



edilmistir (Savic, 1973). Depolarda genellikle rastlanan bitki tirleri ile
habitatta dominant olarak bulunan bitkilerin karsilagtinimas: sonucunda

kesin olarak bir iliskinin varligi not edilmistir (Savic, 1973).

2.1.4.Fizyolojisi

Spalax’larin optimal laboratuvar sartlarinda aktivite ve davraniglari
arastinidiinda, 13-14 saatleri ve gece 01-02 saatleri arasinda ylksek iki
aktivite ritmi gozlenmistir. Arazi sartlarninda ise giindiiz 16-17 saatleri ile
03-06 saatleri arasinda yiiksek iki aktivite periyodu saptanmigtir (Savic,
1973).

Sekstiel aktivite biitiin yil boyunca mevcut olup Ocak-Subat
aylarinda oldukca fazladir. Gebelik periyodu yaklagik 30 giin sirer ve
yavrulannin pekgogunun dogumu Mart-Nisan aylarinda olur. Cogunlukla
disiler yilda bir defa dogururlar. Yilda birden fazla dojum yapan disilerin
orani 6nemsiz bulunmustur (Savic,1973). Doguran disilerde laktasyon
Agustos ayinin sonuna kadar stirer. Yavrulann gelismesi ve bagimsiz hale
gelebilmesi icin en azindan birbuguk aya ihtiyaclar vardir. Agustostan sonra
populasyon hemen hemen ergin bireylerden meydana gelir.

Bir batinda dogan yavrularin sayisi 1-5 arasinda degisir, ekseriyetle 3
yavru dogururlar. Yeni dogmus bir yavrunun adirhg 6-6,5 gr ve boyu
yaklastk 45 mm kadardir (Savic, 1973). Optimal laboratuvar sartlarinda
erkeklerin maksimum &miir uzunluu 4,5 disilerin 3,5 yil olarak

belirlenmistir (Savic, 1973).



2.1.5.Sitogenetigi

Sitogenetik ¢alismalar Spalax genusunun taksonomisi ve turlesme
problemi {izerine yeni bir 1sik tutmaktadir. Gegmis pekgok aragtirmanin
sonuclarina goére Spalacidae familyas: Uyelerinde kolaylikia gb6zlenebilen
kromozomal polimorfizm oldukga ackktir (Soldatovic et al, 1966, 1967;
Wahrman et al, 1969a; Lyapunova et al, 1974; Savic and Soldatovic,
1974, 1977, 1978, 1979a, 1979b, Peshev 1981, 1983; Yiiksel 1984,
Gilkag ve Yiiksel, 1989, Yiiksel and Giilkag, 1992).

2.2.Nukleolus Organizator Bolge

2.2.1.Nuklenlus organizatér bélgenin yeri ve é6nemi

Nukleolus 11§ kirar, bunun iginde gok belirgin gordlur. Nukleustan
belirli bir zarla aynlmaz. Canlinin tlrline ve hiicresine gére nukleolusun
bliyiikliiglide degisir. Yapisinda RNA ve protein vardir. Nukleolus sayisi,
RNA sentezini ydneten kromozomal segmentlerin sayisiyla belirlenir.

Kromozomlarda sentezlenen bu RNA, ribozomal RNA (rRNA)
dzelligindedir. Duplike edilen genlerin araliksiz transkripsiyonu, yeterince
rRNA ‘nin temin edilmesini saglar.

Nukleolus, RNA polimeraz | vasitasiyla ylksek oranlarda RNA

genlerinin transkripsiyonunu yapan iri DNA Ioplanhl icerir. Bu DNA loplar



“Nukleolus Organizatdr Bolge” olarak bilinir (Alberts et al, 1983).
Kromozom Uzerinde bulunan nukleolus organizatér bdige genellikle
heterokromatin yapisindadir. Her tiir igin belli sayida nukleolar kromozom
bulunur. Birgok tlirde birden fazla nukleolar kromozom bulunurken, bazi
tiirlerde haploid genomda yalnizca bir nukleolar kromozom bulunmaktadir.
Farede X ve Y kromozomlar ile 6.kromozom; Triticum aestivum ‘da 1. 10.
14 . ve 18. kromozomiar; insanda 13. 14. 156. 21. ve 22. kromozomlar
nukleolus olusumu ile ilgili olan kromozomlardir (Ozban, 1994).

Olusan nukieolus sayisi, nukleolus organizat6r bolge sayisina baghdir.
Genellikle bir nukleolus, bir nukleolus organizatdr bdlgeden olusur. Bazan
nukleolus organizatér bolgelerden bazifarinin etkin olmayigindan veya birden
fazla nukleolus organizatdr bdigenin tek bir nukleolus olusumunda isbirligi
yapmasindan dolayi olusan nukleolus sayis nukleolus organizatér bélge
sayisindan az olabilir. Bu durum en iyi sekilde mitoz bolinmenin telofaz
evresinde gozlenebilir. Nukleolus organizator bdlgede vyeni olusacak
nukleolus materyali prenukleolar cisimler adi verilen fibrilli ve granulli
bolgeler halinde belirmeye baglar. Bu prenukleolar cisimlerin sayis)
azalrken, biraraya toplanip kaynagarak yeni nukleolusu olustururlar.

Nukleolar kromozomlarda bulunan nukleolus organizator bolgeler
bazen sekonder bogumia iliskiliyken bazen hig ilgisi olmayabilir, bu durumda
nukleolus organizatdr bolge genellikle nukleolar kromozom kolunun ucunda
olusur. Kemirgenlerde oldudu gibi nukleolus organizator bolge nukleolar
kromozom kolunun ucunda ousmussa, bu sekildeki nukleolar
kromozomilarin metafaz evresinde ikincil bogum gérilmez.

Nukleolus organizator bolge lizerindeki ribozomal genler, belli aralikta
bdlgeler birakarak DNA molekdli boyunca dizilirler. Aralik boélgelerde RNA
transkripsiyonu  yapiimadigi  halde  genlerde, RNA transkripsiyonu
yapilmaktadir. Omrii yaklasik onbes dakika kadar olan her RNA molekiili

metilasyona ugrayarak kirpiima adi verilen ilerleme olay! ile 18S, 28S ve



5,8S olmak (izere alt birimlerine ayriir {Ozban, 1994). Olay su sekilde
gerceklesir :

32— —285+5.8S5

/

455—— 41S

N

20S

188

Nukleolus igerisinde yaklasik olarak 40 dakika kadar kalan 32S RNA,
28S RNA ve 5,85 RNA ‘lara ayrilir ve bu iki RNA molekulii bir siire daha
nukleolusta kalr, bliyiik alt birime ait proteinierie birlesip blylik alt birimin
olusumuna katilmak (izere sitoplazmaya geger. 20S RNA ‘nin 18S RNA'ya
déniisimii ise daha ¢abuk gergeklesir. 18S RNA, kiguk alt birimi
olusturmak (izere stoplazmaya gecer.

Mitoz béllinme boyunca nukleolusta cesitli dedisiklikler meydana
gelir. Hatta bolinmenin olmadig! interfaz evresinde bile nukleolustaki bu
degisiklikler gézlenir. Kromozomlarin bigcimlenmeye basladiklan gec profaz
evresinde ribozomal RNA genlerini iceren DNA ilmegi kisalir, sanlp bikdlir
ve kromozomun nukleolus organizatér bolgesine dogru cekilir, bu sirada
nukleolusta kiiclliip kaybolur.

Nukleolusun yeniden olusumu ise gec¢ telofaz evresinde gergeklesir.
Bu evrede nukleolus organizatér bélgesi icine g¢ekilmis olan siki sarmalh
DNA ilmegi yavas yavas gevseyip agilir ve bu bdlgede nukleolus yeniden

olusur.



2.2.2.Nukleolus organizatér bolge iizerine yapilan gahgmalar

Nukleolus organizatér bolgenin yapisi ve dnemi agiklandiktan ve bu
bolgelerin tiirler arasinda inversiyonlar, delesyonlar ve benzeri kromozomal
degisimlerle farkhihk gdsterdikleri anlagiidiktan sonra pekcok organizma,
nukleolus organizatdr bdlgelerinin yeri ve karyotipik evolusyonu agisindan
incelenmigtir.

1980'li yillardan sonra boyama tekniklerinin gelistiriimesi ve
mikroskopideki gelismeler bu ¢alismalan destekiemis ve 6zellikle son 10 yil
icinde bu calismalarda gbéze ¢arpici gelismeler kaydedilmistir.

Vespertilionidae familyasinda Eptesicus brasiliensis ve Molossidae
familyasindan Molossus molossus Uzerinde NOB calismalarn yapilarak bu
tiirler tizerinde NOB’nin hangi kromozomlar tizerinde bulundugu karsilag-
tirmall olarak saptanmistir (Freitas et al, 1992).

Mus musculus’ta NOB tasiyan kromozomlar in situ hibridizasyon
tekniginin kullaniimasiyla gésterilmistir (Henderson et al, 1974; Elsevier and
Ruddl, 1975).

Bickham ve Rogers (1985) kaplumbagalarin 27 tirtinde NOB
jokasyonlanindaki varyasyonlan gosterdiler. Bu tip cahsmalan memelilerde
yapmak, bireysel kromozomlarin tayininin gigliglinden ve kromozom
sayilannin yiksek olmasindan dolayl genellikle zordur. Ozellikle NOB
lokasyonu yapildifinda akraba tlrler arasinda karsilagtirma yapilabilir.

Microtidae’'nin 5 tiiriiniin (Microtus nivalis, M. cabrarea, M. arvelis,
Arvicola sapidus ve A. terrestris) karyotip evolusyonunda kromozomlarin
yeniden dlizenlenmesi yeterince anlasilamamistir ve bir filogenetik agac
cizilmistir (Burgos et al, 1988). Buradaki bilgiler bu grubun karyotipik
evousyonu esnasinda kromozomlanin yeni dizeni ile NOB lokasyonunun

miimkiin olan modifikasyonlarinin belirtilmesinde kullanilmigtir (Sanchez et

al, 1990).
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Glimiis boyama, mitoz kromozomlan lzerinde NOB tespiti i¢in yaygin
olarak denenmistir. (Goodpasture and Bloom, 1975). Bu boyama omurgal
(Hofgarther et al, 1979 ; Schmidt et al, 1982) ve omurgasiz hayvanlarda
(Czaker 1978; Rufas et al, 1985; Suja and Rufas 1987) mayoz boyunca
RNA genlerinin transkripsiyonal aktivitesini gostermekte de
kullaniimaktadir. Bu teknik  Psyllina tlrlerinin ¢alisiimasinda kullanildi
(Maryanska et al, 1992).

Amazon nehri, Sao Francisco nehri ve Tiete nehrindeki dogal
populasyonlarinda  Sternopygus macrurus’un (Pisces, Gymnotoidei)
karyotipleri, NOB lokasyonu ve konstititif heterokromatin &rnekleri rapor
edilmistir. (Almeida et al, 1993).

Archaeogastropoda (Mollusca; Pcosobranchia) iginde en disiik
kromozom sayisina sahip Tricolia speciosa’da glimis boyama teknigi ile
NOB analizleri yapilmistir. Tricolia speciosa’'nin Ag-NOB o&rneklerinde bir
intraspesifik degiskenlik mevcuttur (Vitturi and Catalano, 1989),

Nukleolus organizatér bélgenin (NOB) bir analizi giimiis boyamayla,
Synodontis genusunun 5 tirlinde; S. budgetti, S. sorex, S.violaceus,
S.schall, S.filamentosus ve Hemisynodontis genusunun bir tlrinde
H.membranaceus’ta rapor edildi (Oberdorff et al, 1990).

Salyongoz Helicella virgata’'nin testikﬁ-lar hiicrelerinin glimus boyama
analizleri gosterdi ki nukleolus organizasyonunda hem mitotik ve hem de
mayotik kromozomlarin her ikisi de ilgilidir. NOB orneklerindeki birey ici
degiskenlik, analizleri yapilmis olan 20 &rnegin herbirinde mevcuttur (Vitturi
et al, 1991a).

Semenderlerden Triturus'un 2  tiriniin  mitotik metafaz
kromozomlarinda amonyakli glimiis boyama teknigi uygulandi. Bu metod
NOB'nin belirlenmesinde yararhdir (Ragghianti et al,1977).

Goodpasture ve Bloom (1975) tarafindan gelistirilen glimis boyama
teknigi, kromozomun 6zel bir bdlgesindeki (NOB) kromozom proteinlerinin

farkll boyanmasina izin vermistir. Miller ve arkadaslan (1976) insan-fare
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somatik hticre hibritlerindeki glimiis ile boyanan aktif nukleolus organizator
bolgeleri gosterdiler.

Evcil koyunda NOB 5 ¢ift kromozomun telomerik bdlgesine yerlestigi
tespit edilmistir. (Moreno-Millan et al,1990).

Buccinulum corneum’un kromozomlarinin heterokromatin bdlgeleri ve
NOB basit bir metod aracilifi ile tanimlandi. B.corneum’un glmis ile
boyanmis kromozom preparasyonlaninin analizleri birey i¢i degiskenligi 5
ornedin herbirinde analizleri yapilan NOB &rneklerinde mevcuttur (Vitturi
and Catalano 1990).

Kuslarin 8 tliriinde NOB incelendi. Gallus domesticus, Columba livia,
Colombina talpacoti ve Molothrus bonariensis tirleri sadece 1 NOB tagiyan
mikrokromozom ciftine sahiptir. Guira guira ve Pitangus sulphuratus
tiirlerinde NOB 9. kromozom ciftinin satellit bdlgesine yerlesmigtir. Cok
sayida mikrokromozom olmasina ragmen, bunlarnin birkagi fonksiyonel
olarak aktif NOB’e sahiptir (Rocha and Lucca, 1988).

Tymallus thmallus (Kalat et al, 1988), Pagellus bogaraveo (Vitturi et
al, 1990) tizerinde NOB tespiti i¢in calismalar yapilmis ve birey ici Ag-NOB
degiskenligi gbzlenmistir.

Pamphagus ortolaniinin spermatogenesisinde  Ag-NOB &rnekleri
rapor edildi. X kromozomunun kisalma derecesi, mayoz ve mitoz
evrelerinde ayni degildir. X elementi kapsayan biitlin mitotik kromozomlar,
tastyict bivalent NOB sayisinda bir dedisiklik gdzlenene kadar nukleolar
organizasyonda sabit olarak bulunurlar (Mansueto and Vitturi, 1989).

Dipladus bellottiide Ag-NOB analizleri yapilmigtir. Cahgmanin amaci,
D. bellottirnin Ag-NOB’yi tanimlamak ve ¢ok yakin akraba tirlerde
kromozom akrabahgimi  tartigsmaktir. NOB’ye yakin goriintiste
heterokromatin iceren intra-individual polimorfizmi  tammlamaktadir
(Amores et al, 1993).

Hindistan evcil domuzlannin kromozomlarinda NOB cahsimistir (Vijh

et al, 1991).
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Gymnamadytes cicerelus’'un  bliyik kromozomlarninin ki ciftinde NOB
gbriiliir. Yapilan galigmalar bu tiirlerin karyotip evrimlerinde bliylik sayida
yeniden diizenlemeler oldugunu géstermektedir {Amores et al, 1993).

Zeus faber'in 5 erkek, 4 disi olmak lizere toplam 9 olgun sex térindin
karyotip analizleri yapilarak NOB sonuglan tartigilmigtir (Vitturi et al,1991b).

Evcil tavsan lizerinde de NOB aktivitesi tzerine istatiksel analiz
calismalan yapilmigtir (Monteagudo and Arruga, 1991).

Cervus nippon hortulorum Uzerinde NOB calismalan yapilarak
kromozomilar tizerinde NOB’nin bulundugu yerler tespit edilmistir (Mayr and
Kalat,1989).

Gelistirilmis  N-banding  teknifiyle, memeli hayvanlar, keseli
hayvanlar, baliklar, kuglar, bocek ve bitkileri igeren 27 cesit materyalde
NOB yerlesimi belirtilmistir (Funaki et al, 1975).

Birbirleriyle siki iligkili, Symphodus melops ve Symphodus roissali
tiirlerinde yaygin Ag-NOB karyotiplerinin kargilagtirmali analizleri yapiimig ve
aralarinda goze carpan farkhliklar oldugu gdsterilmis, onlanin bashca 2n ve
temel sayi dederlerinde de bu farkhliklar gdzlenmistir (Lopez et al, 1989).

Pycnogaster cucullata (Orthoptera) tiriinde de NOB calsilmistir
(Santos et al, 1990).

Hayvan mayotik kromozomilarinda, NOB’ler 0©zel metafaz
kromozomlari lzerine yerlesmis, glimiis boyah noktalar gibi gbzlenmistir
(Howell, 1982).

Bircok omurgali hayvanda, bu bélgeler ne metafaz | ne de metafaz
Il deki mayotik kromozomlarda tamimianamamistir (Schmid et al, 1982).
Bununla beraber, Suja ve Rufas (1987) yakin zamanda, cekirgede, mayotik
béltinmelerin her ikisindede iki nukleolar siklus oldugunu gdstermislerdir,
dyleki, bunlar bitki mayozlaninda da benzer sekilde rapor edilmistir (Loidl

and Greilhuber, 1983; Cunado et al, 1986).

13



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Alaninin Tanimu ve Bu Bdlgenin ve Organizmanin Secilme

Nedeni

Aragtirma alani olarak Orta Firat Havzasi iginde yer alan Malatya ve
Elazi§ illerinin bir bélimind igcine alan bélge secilmistir. Firat nehrinin iki
tarafinda kalan alanlardan vyakalanan Spalax Ornekleri bu c¢alismanin
gerceklestirilmesinde kullanilmistir. Bu alani ikiye bdlen Firat nehri aracihg
ile Spalax genusunun iki tirid ayrilmaktadir. Bu tlrlerden Spalax leucodon
Firat nehrinin Malatya tarafindaki, Spalax ehrenbergi ise bu nehrin Elazi§

tarafindaki alanlarda yayidmaktadir (Kivang, 1988, Yiksel 1984) (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. Arastirma alamint gésteren harita.
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Daha dnce pek¢ok arastirmanin sonuglarina gbre (Soldatovic et al,
1966; 1967; Wahrman et al, 1969a; 1969b; Savic and Soldatovic, 1974;
1977; 1978; 1979a; 1979b; Raicu and Duma, 1969; Soldatovic and Savic,
1978; Peshev, 1981; 1983; Nevo 1982; Yiksel, 1984; Giilka¢ ve Yliksel,
1989; Yiiksel ve Giilkag, 1992) Spalax genusuna dahil hayvanlar tir i¢i ve
tiirler arasinda yliksek oranda kromozomal polimorfizm gbstermektedirler.

Bu agidan hareketle, cografik bir bariyer ile ayrilan bu iki Spalax
tiirtinlin muhtemelen nukleolus organizatér bélge farkhhg tagiyacad ve
bunun tlirlesmelerinin agiklanmasinda kullanlabilecedi planlanarak bu

arastirma alani ve organizma tercih edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmanin tiimii boyunca agagidaki kimyasallar kullaniimigtir.
Sodyum sitrat - (2 hidrat)
Kolsisin (Colchicine)
Metonol

Asetik asit, glassial

Ksilol

Aseton

Kanada balzami

Glmis nitrat

Jelatin

Formik asit

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck’den saglanmstir.
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3.3. Soliisyonlar

3.3.1. Kolsisin soliisyonu

0,1 gr kolsisin

100 mlL'ye distile su ile tamamland.

3.3.2. Sodyum sitrat - (2 hidrat) ¢6zeltisi

1 gr. sodyum sitrat

100 mL’ye distile edilmis su ile tamamlandi.

3.3.3. Fiksasyon soliisyonu

3 kisim metanol
1 kisim asetik asit ile karistinidi.

Kullanmadan Once taze olarak hazirlandi.

3.3.4. Kolloidal gelistirici sollisyon

1 gr. toz jelatin,
50 mL deiyonize su,

0.5 mL formik asit karistirilarak hazirland.
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3.3.5. Sulu giimiis nitrat soliisyonu

4 gr. AgNOs,

8 mL deiyonize su iginde eritilerek hazirlandt.

3.3.6. Dehidrasyon sivilari

2 kez saf aseton banyosu

Arastirmada 4'i disi 7'si erkek olmak Uzere 11 kor fare ornegi
kullandlmistir. Bunlarin 7’si Spalax leucodon(3 digi,4 erkek),4'l ise Spalax
ehrenbergi (1 disi,3 erkek) tiirtine aittir.

Yasadiklan habitatlardan canli olarak yakalanan hayvanlar 2-3 giin
laboratuvar kosullarina uyum saglamalar igin bekletildi.

Yakalanan hayvanlarin NOB analizinin gergeklestirilmesi igin ozellikle
Patton (1967)'in Colchicine - hypotonic - citrate teknidinin Yuksel (1984)
tarafindan modifiye edilen kromozom preparasyon teknigi kullamimustir,
Buna gbére hayvanlar eter ile bayiltilarak intraperitonal olarak 1 gr'lik viicut
agirhgi basina 0,01 ml, %0,1'lik kolgisin enjekte edildi, Kolsisin
enjeksiyonundan sonra 3-4 saat bekletilen hayvanlann boyun kemikleri
kinlarak dlmeleri saglandi ve hayvanlarin femurlan alindi. Femurlardaki
kemik iligi % 1’lik sodyum sitrat enjeksiyonu ile bir tip icinde toplandiktan
sonra iyi bir siispansiyon elde etmek igin 1 dakika stire ile tip siddetlice
salland). Sodyum sitrat igindeki bu hiicre slispansiyonu 30 °C’de 15 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda siispansiyon bir santriflij tipilnde
toplandi ve 5 dakika 70¢RPM’de santriflij edildi. Santrifij isleminden sonra

toplanan hiicre yigininin dagilmamasina dikkat edilerek stipernatan atildi ve
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hiicre yigininin Gzerine 3 m! fiksatif soliisyonu eklendi. Daha sonra 30 °C'de
15 dakika fiksasyon igin inkiibe edildi.

Hiicreler fiksasyon sonrasinda siddetle sallanarak tekrar slispansiyon
haline getirildi ve 700 RPM’'de 5 dk santrifiij edildi. Hicre yigiminin
dagilmamasina dikkat ederek siipernatan atildi ve hlicre yigininin Uzerine 3
ml fiksatif sollisyonu eklenerek 700 RPM’de tekrar santriﬁjj' edildi. Bu
yikama islemi 4-5 kez tekrarlandi. Son yikamadan sonra hticreler 1 ml
fiksatif sollisyonu iginde siispanse edildi ve bu hiicre slispansiyonu bir pipet
ile alinarak kimyasal olarak temizlenmis lamlar UGzerine 4-6 damia
damlatilarak preparatlar hazirlandi.Sonra “air drying” metodu ile lamlar
kurumaya terkedildi. Lamlar tamamen kuruduktan sonra, Howell ve Black
(1980)’in “1-step” metodu kullanilarak boyama islemine gegildi.

Daha 6nceden hazirlanarak isik ile temasi 6nlenen, kolloidal geligtirici
soliisyon ve sulu glimis nitrat soliisyonu “Niikleolus Organizator Bolgenin”
boyanmasinda kullanildi. Bunun igin 65 pl kolloidal gelistirici solisyon ve
130 wl sulu glimis nitrat (AgNOs) sollisyonu preparatlar Uzerinde
mikropipet yardimiyla damlatildi. Bir lamla uzeri kapatilarak 70 °C’de 2
dakika 45 saniye bekletildi. Bu islem tamamlandiktan sonra preparatlar
deiyonize su ile yikanarak boyama tamamland. Boyama islemini takiben
lamlar herbirinde 30 saniye tutulmak suretiyle dehidrasyon banyolanndan
ge_(,:irildi. Son olarak lamlar kanada balzamu kullanilarak kapatildi. Hazirlanan
preparatlar mikroskopta tarandi. Taranan metafaz plagindaki kromozomlarin

mikrograflan cekilerek kromozomlarda ki nikleolus organizator bdlgeler

(NOB) tespit edildi.
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4. BULGULAR

Arastirma alaninin c¢esitli yerlerinden toplanan kér fare ornekleri
Kivang (1988) tarafindan verilen anahtara ve dagilim haritasina gére teghis
edilmiglerdir. Buna gére Firat nehrinin Malatya tarafindan toplanan koér
fareler Spalax leucodon ve Elazij tarafindan toplanan kor fareler Spafax
ehrenbergi olarak isimlendirilmistir.

Toplanan kor fare 6rnekleri (izerinde yapilan incelemelerde her tir
kendi icinde morfolojik bir farkhhik gostermistir. Aynca yapilan kaba
morfolojik Olglimler (tiim boy uzunluu ve agirhk) literatiirde verilen
dederler ile uyugsmaktadir (Savic, 1973).

Bu iki tlire ait olan ayni bolge igin somatik karyotipler Yiiksel (1984)
ve Gullka¢c ve Yuksel (1989) tarafindan yapilmistir. Bu yazarlar Spalax
leucodon’un diploid kromozom sayisinin 60 oldugunu ve karyotipinin 9 ¢ift
subtelosentrik 20 c¢ift akrosentrik otozom tasidi§ini, Spalax ehrenbergi’nin
diploid sayisinin 52 ve karyotipinin 3 ¢ift metasentrik, 2 ¢ift
submetasentrik, 6 ¢ift subtelosentrik ve 14 ¢ift akrosentrik kromozomdan
olustugunu belirtmislerdir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Spalax leucodon ve Spalax ehrenbergi’nin somatik kromozom

sayilar ve morfolojik tipleri (Yiksel, 1984)

Tar Kromozomlar
2n m sm st a X \Y NFa | NF
Spalax leucodon | 60 - - 9 20 | sm st 76 | 80
Spalax ehrenbergi | 52 3 2 6 14 | sm st 72 | 76

m = metasentrik, sm = submetasentrik, st = subtelosentrik

a = akrosentrik, NFa = otozomlann temel sayisi

|

NF = sex kromozomian dahil tim kromozom takiminin temel sayisi
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Yapilan NOB preparatlan incelendiginde iki Spalax turi arasinda
nukleolus kromozomlar ag¢isindan farkhlik oldudu tespit edilmistir. Buna
gbre, Spalax leucodon tiiri hem disilerinde hemde erkeklerinde mitozun
metafaz plaklarinda 6 adet NOB iq;eren‘ kromozoma sahiptirler. Bu
kromozomlar incelendiginde hepsinin subtelosentrik yapidaki kromozomlar
oldugu tesbit edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Tim karyotipteki bu 3 ¢ift subtelosentrik kromozomlarin morfolojisi,
Yiiksel (1984) ve Gillkac ve Ytiiksel (1989) tarafindan verilen karyotipler ile
karsilastinldiginda bu kromozomlarin bu yazarlar tarafindan sti ,stz ve sts

olarak isimlendirilen kromozomlarla uyustugu goézlenmistir.

Sekil 4.1 Spalax leucodon’un glimiis nitrat ile boyanmis disi metafaz

plag! (oklar NOB tasiyan kromozomlari gdsterir).

20



Sekil 4.2 Spalax leucodon’un giimis nitrat ile boyanmis erkek metafaz

plagi ( oklar NOB tasiyan kromozomlari gésterir).

Spalax ehrenbergi tiirii ise hem disi hem de erkeklerinde 4 adet NOB
tasiyan kromozoma sahiptirler. Bu kromozomlarin tamami morfolojik olarak
subtelosentrik yapida kromozomlardir (Sekil 4.3 ve 4.4).

iki cift olan bu subtelosentrik yapili NOB tasiyan nukleolar
kromozomlarin morfolojisi, Yiiksel (1984) tarafindan verilen Spalax
ehrenbergi'ye ait karyotipler ile karsilastinldiinda yazann st: ve sts olarak

isimlendirdigi kromozomlar ile benzerligi gézlenmistir.
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Ne Spalax leucodon’da nede Spalax ehrenbergi’”de NOB tasiyan esey

kromozomuna rastlaniimamistir.

Sekil 4.3 Spalax ehrenbergi’nin glimis nitrat ile boyanmis disi metafaz

plagi (oklar NOB tasiyan kromozomlari gésterir.)

Sekil 4.4 Spalax ehrenbergi'nin glimis nitrat ile boyanmis erkek metafaz

plagi (oklar NOB tagiyan kromozomlar gdsterir.)



5. TARTISMA

Modern evrim kuramina gore, tlrler arasinda mikro ve makro
diizeyde g6zledigimiz tim sistematik farklihklar, populasyon diizeyinde
isleyen evrimsel mekanizmalarin dogurdugu kalitsal farklilagsmalarin birikimi
sonucunda ortaya cikmislardir.

Niikleolus organizatoér bolgenin metafaz kromozomlarindaki yeri tiir
icinde ve tirler arasindaki varyasyonlannin karsilastirmall cahismalarinda
oldukca sik olarak kullanilmistir (Thiriot-Quievreux and Insua 1992). Birgok
tiirde NOB’lerin ttirici, bireyi¢ci ve bireylerarasi polimorfizmi farkh
derecelerde gdosterdikleri bilinmektedir (Rodriquez- Daga et al, 1993).
Ayrica, pek cok grubun akrabalidi nukleolar kromozomlarindaki tiirlerarasi
polimorfizmleri ile yapilmistir (Vitturi et al, 1990; Gold and Zoch 1990;
Sanchez et al, 1990).

Spalax genusunda nukleolus organizatér bdélgenin tespiti ve
varyasyonlarinin gézlenmesi amaciyla, Firat nehri tarafindan izole edilmis
olan Spalax leucodon ve Spalax ehrenbergi tirleri (zerinde kurulan bu
calisma sonunda Spalax leucodon'da 3 cift, Spalax ehrenbergi’de 2 cift
homolog kromozom tzerinde NOB tespit edilmistir. Kromozomal NOB'lerin
filogenetik akrabah§in aciklanmasinda kullaniimasi, btliylik oranda bu
karakterin stabilligi ve bir takson igcindeki dediskenlidinin derecesine baghdir
(Gold and Zoch,I1990). NOB lokalizasyonu yapildiginda akraba tirler
arasinda karsilastirma yapilabilecegi Sanchez ve arkadaglan (1990)
tarafindan bildirilmistir.

Hem Spalax leucodon hem de Spalax ehrenbergi NOB tasiyan

homolog kromozomlar heteromorfizm géstermemektedir.  Nukleolar
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kromozomlar her iki tiirde de subtelosentrik morfolojiye sahip olan
kromozomlar lizerine yerlesmislerdir.

Bu veriler 1siginda , Spalax ehrenbergi'nin NOB tasiyan primitif bir
subtelosentrik (muhtemelen Spalax leucodon’daki stz nolu kromozom)
kromozomunda goriilen translokasyon (Robertsonian flizyon veya
Robertsonian translokasyon) bu tiiriin olusumuna katkida bulunmustur.
Béylelikle, robertsonian flizyonlar daha &nceki yayinda (Yiksel, 1984)
tartisildigi gibi Spalax ehrenbergi'de diploid sayidaki azalmanin yani sira
parasentrik NOB’lerden birininde azalmasina neden olmustur. Benzer
durum, 5 Microtidae (Rodentia: Mammalia) tirinde robertsonian
translokasyonlar ile parasentrik NOB kayiplan bildirilmistir. (Sanchez et al,
1990). Perisentrik inversiyonlar ile akraba tlrlerden farkllasan Pagellus
bogaraveo (Pisces: Sparidae)'nin evolusyonunun tartigiimasi, NOB’lerin
evolusyoner 6nemini ortaya koymaktadir (Vitturi et al, 1990).

Wright tarafindan belirtildigi tizere, toprak alti memelilerin populasyon
yapisi uzaklikla izolasyon prensibine dayanan géc¢ Grnekleri géstermektedir.
Goc ve yayllmanin derecesi, muayyen bir bélgeden uzaklkla azalmaktadir.
Ayni sekilde, populasyonlar arasindaki gen akisi dislk vagility nedeniyle
nispeten distiktiir. Tirlesme Uretken bir durumdadir, populasyon yapisi ve
cografik izolasyon nedeni ile oldukga kolaylastinimistir. Nispeten klclk
populasyonlarda kromozomal mutasyonlarin hizh  fiksasyonu siklikla
ciftlesme sonrasi ireme izolasyonunun evolusyonuyla neticelenir. Ciftlesme
éncesi etholojik izolasyon (reme izolasyonu (zerine ilave edilir ve onu
takviye eder. Hibritlerin, cogunlukla prenatal tipler olarak, uyum degerleri
zayiftir veya hayatta kalislan ve ekolojik uyumlarn disiktir ve bundan
dolayi selektif olarak elimine edilirler; boylelikle tlr olusumu kuvvetlendirilir
(Nevo, 1979; 1982) Spalax genusu hayvanlar lokalitelerinde bir dereceye
kadar izole olmus kiiciik populasyonlar halinde yasamakta olduklarindan ve
hareketlerinin sinirl olmasindan dolayr fikse olmus karyotipik formlar

cografik izolasyonun olmamasi halinde dahi miimkiindlr. (Wahrman et al;
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1969a; 1969b). Yeni karyotipik formlarin nispeten hizh fiksasyonlarinin
gergeklestirilmesi olusabilecek muhtemel hibridizasyonlara da engel
olmaktadir ve lreme izolasyonunun bir takviyesi olan etholojik (eseysel
davranmisa bagh) engellerle genisleyebilmektedir. Farkllagma siirecinde
bulunan populasyonlarin giderek yeni tlirler olusturabilmesi i¢in, co§rafik
izolasyona ek olarak bazi izolasyon mekanizmalarinin da isleyerek
populasyonlar arasi gen aligverigini kisitlamasi gerekir. Eseysel davranisa
bagh izolasyon, populasyonlar arasi gen ahgverisini kisitlayarak tir
olusumunda rol oynayan en 6nemli izolasyon mekanizmalarindan birisidir
(Kence ve ark.198l).

Toprakaltt memelilerin genel dzellikleri ile Spalax'in asagidaki 6zellikleri
arasindaki iligki dikkate de@erdir; i) Spalax, yerlesik ve gen akimi simirh
populasyonlara sahiptir (Nevo, 1979; Heth and Nevo, 198l) ii) karyotipik
formlar arasinda zaman zaman  hibrit zonlara rastlanmasina ragmen
(Wahrman et al, 1969a; 1969b) tesadiifi seleksiyon islemierinde Spalax’in
hibrit zonlan edafik ve jeolojik yapr faktorlerinden ziyade kuraklik
indeksindeki dedismeler ile iligkilidir ve hibrit zonlan klimatik bdlgeler
arasindaki sinirlar boyunca uzanmaktadir (Nevo and Bar-El, 1976), hibrit
zonlarinin dikkat ¢cekecek derecede genis olmasina ragmen hibrit oraninin
beklenenden dlgik olmasi bu hibritlere karsi seleksiyonun varhgini
gostermektedir (Nevo and Bar-El, 1976); bu sonuglar tiim tiir sinirlarina
karsiik dar hibrit zonlarini ortaya g¢ikarmaktadir (Heth and Nevo, 198l); iii)
genelde, yliksek organizasyonlu hayvanlarda etholojik izolasyon
mekanizmalarimin~ karmastk  bir  genetik  temele  sahip  oldugu
dislinllmektedir ve bunlann dar bir hibrit zonunda direkt olarak
seleksiyondan ziyade tiir sinirlari boyunca adaptif de§ismelerin bir neticesi
olarak ortaya ciktigi kolayhkla gértilmektedir (Heth and Nevo, 1981).

Yukanda belirtilen tim gérlisler Spalax populasyonlarinda
de§erlendirildiginde, populasyonlar uzun slire hibritler olustursalar dahi

zamanla araya giren Ureme izolasyonu, etholojik izolasyon vb. etkili

2R



izolasyon mekanizmalart sonucu populasyonlarda bir ayrilma meydana
gelecek ve populasyonlar gen havuzu bakimindan farkhlagarak; neticede
birbirinden tam olarak ayrlan formiar, sibling tiirler ve dider taksonlara
ulasilabilecektir.

Anadolu Spalax populasyonlan (izerinde gergeklestirilecek her tirli
kromozomal ¢alisma ve analizler su ana kadar oldukea iyi diizeyde ¢aligiimig
olan Balkanlar ve Orta Do§ju Spalax populasyonlart arasindaki filogenetik
iliskinin aydinlatiimasina katkida bulunacaktir. Bu ¢alismalar neticesinde
ortaya cikacak sonuclar Spalacidae (iyelerinin baglangi¢c nukleusunun yeri
konusundaki hipotezin yorumlanmasini sa@layacaktir. Ayrica, tlirlegsme
konusunda olduk¢ca detayl veriler saflayan bu genus lyeleri (lizerinde

gergeklestirilecek bu tip gahsmalar evolusyonun bu kisminin tartigiimasini

mimkun kilabilecektir.
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