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OZET: Calismada yerli ve melez koyunlarin genetik yapilarini belirlemek amaciyla glutamat okzalasetat transaminaz (GOT) ve
fosfoglukonat dehidrojenaz (PGD) enzim lokuslari nisasta jel elektroforezi ile incelendi. Arastirmada "Konya Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitisu”’nden 250 adet yerli ve melez koyunun alyuvar enzimleri kullanildi. Her enzim igin literatur bilgilerine uygun tampon ve enzim
aktivite boyamasi igin kimyasallar kullanildi. Gézlenen izoenzim bantlari analiz edildi. Got ve Pgd enzim lokuslari ydonunden, yerli ve melez
koyunlarda varyasyon gorilmedi. Yerli ve melez koyunlarin ayni bantlara sahip ve hepsinin homozigot oldugu gérildi. Bu galisma ile yerli ve
melez koyunlarin galisilan 2 enzim sistemi yéniinden monomorfik oldugu, ayrica arastirilan lokuslar yéninden melez koyunlarin yerli koyun
irklarina gére bir farklilik géstermedigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Nisasta Jel Elektroforezi, Polimorfizm

SUMMARY: In the study to determine the genetic structure of local breeds and cross breeds of sheep, glutamate oxaloacetate transaminase
(GOT) and phosphogluconate dehydrogenase (PGD) enzyme loci were examined by starch gel electrophoresis. In  the present
study, the red cell enzymes of 250 local breeds and cross breeds of sheep from Konya Central Animal Research Institute were used. For
each of the enzyme systems appropriate buffers and chemical for the activity staining were used in accordance with the information given in
the literature. The observed bands of the izoenzymes were analysed. For the enzyme loci Got and Pgd neither the individuals of local breeds
of sheep nor the individuals of cross breeds of sheep exhibited any variation. They displayed identical bands and they were all homozygotes.
This study explained that two enzyme systems exhibited monomorphic. It seem that, with respect to the loci studied, cross breeds of sheep
do not differ from the local breeds of sheep.
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GiRrRiS
Koyun varhdi bakimindan iftlik hayvanlari

iginde %58.7 (TUIK 2008)lik bir orana sahip olan
Turkiye, yaklasik 25.4 milyon bas koyun varhg (TUIK

biyokimyasal genetik adi verilmektedir. Genetigin bu
dalinin hayvan yetigtiriciliindeki ©6nemi giderek
artmaktadir. Yaglarin, sut ve et proteinlerinin kalitesi
onlari aslinda kalitsal olarak belirleyen kimyasal

2007) ile diinya ulkeleri arasinda dnemli bir yerdedir.
Mevcut koyun varliginin biyuk bir kismi (%98) yerli
koyun irklarindan meydana gelmektedir ve bu yerli
koyun irklarinin gesitli 6zelliklerini inceleyen ve dnemli
bilgiler ortaya koyan ¢ok sayida calisma yapilmigtir.
Ancak molekdler dizeyde yapilan ¢alismalar sinirlidir
ve son ylllarda ivme kazanabilmistir.

Genlerdeki yapi farkhiliklarinin ve genler arasi
iligkilerin gen urlnlerine ve bu Urinlerin biyokimyasal
Ozelliklerine yansimasini igeren calisma alanina

yapilarina baglh biyokimyasal genetik, ilerleyen
yilllarda hayvansal (rlnlerin kaliteleri (zerindeki
arastirmalarda énemli rol oynayacaktir (Aritirk 1983,
Duzgtines ve Ekingen 1983).

Protein yapilari farkh, fakat katalizledikleri
kimyasal reaksiyonu ayni olan enzimlere izoenzimler
adi verilmektedir. izoenzimlerin kimyasal, fiziksel ya
da immunolojik karakterleri ile elektroforetik gligleri de
farkhidir (Ersoy ve Baysu 1986, Gozikara 1997).
Kontrol mekanizmasinda &6nemli rol oynayan
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olaylardan birisi de, ayni kimyasal reaksiyonu
katalizleyen fakat enzim protein yapisi farkli olan
izoenzimlerin hiicrede bulunmasidir (Gézikara 1997).
Elektroforez teknikleri kullanilarak izoenzimler olarak
adlandirilan enzimlerin molekuler formlar direkt
olarak gdzlenebilmektedir (Ayala 1982).

Bilim adamlari 6zellikle jel elektroforezi gibi
modern biyokimya tekniklerinin  gelistiriimesi ile
populasyonlarin genetik yapilarini ve farkliliklarini
ortaya koyabilmektedir (Crozier ve Ferguson 1986) ve
yapisal gen lokuslarindaki genetik degiskenliklerin
belirlenmesi igin bu tekniklerin populasyon genetigi
alaninda kullanilmasi ile populasyonlarda ortalama
heterozigotluk ve gen polimorfizmi hakkinda buyuk bir
bilgi patlamasi olmustur (Ayala 1982).

Biyokimyasal enzim polimorfizmi c¢aligmalari
degisik elektroforez teknikleri kullanilarak son 50-60
yildir gerceklestiriimektedir. Yapilan bu galismalarda
karbonik anhidraz (Agar ve ark 1970, Tucker ve
Clarke 1980, Ordas ve Primitivo 1983), sliperoksit
dismutaz (Manwell ve Baker 1977), laktat
dehidrojenaz (Tucker ve Clarke 1980), esteraz
(Casati ve ark 1988, Casati ve ark 1990, Mwacharo
ve ark 2002), hemoglobin, transferrin, albumin
(Morera ve ark 1983) ve kan gruplari (Buis ve Tucker
1983, Clarke ve ark 1989) yoninden koyunlarda
polimorfizm incelenmisgtir.

Turkiye’'de yetistirilen koyunlarda transferrin
ve hemoglobin polimorfizmi ile verim &zellikleri
arasindaki iligkilerin arastiriimasina iliskin birgok
galisma (Dellal ve ark 1985, Dogrul 1985, Vanli ve
ark 1990, Yaman ve ark 1986-1987, Yaman ve Ustdal
1983) bulunmaktadir. Ancak bu galismada kullanilan

enzim lokuslariyla ilgili bir caligmaya
rastlaniimamistir.
Sunulan ¢alismada, Konya Hayvancilik

Merkez Arastirma Enstitisi’'nde yetigtirilen yerli ve
melez koyun irklarinin genetik yapilarini belirlemek ve
bu koyun rklarinda biyokimyasal polimorfizmin
aragtiriimasi amaciyla glutamat  okzalasetat
transaminaz (Got) ve fosfoglukonat dehidrogenaz
(Pgd) enzim lokuslari galigiimigtir.
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MATERYAL VE METOT

Konya Hayvancihk Merkez Arastirma
Enstitisi’nde etgi koyun tipi elde etmek amaciyla
yapilan melezleme calismalarinda, ana hat olarak
yerli koyun irklarimizdan Akkaraman (AKK), ivesi
(IVE) ve Konya Merinosu (KMER) ile baba hatti
olarak Hempshire Down (HD) ve Alman Siyah Bas
(ASB) efgileri kullanilmis ve HASMER, HASIV ve
HASAK koyun tipleri elde edilmistir. Calismada
materyal olarak bu koyun tiplerinin elde edilmesi
agamalarinda kullanilan ana hatti koyunlar (AKK, iIVE
ve KMER), baba hatti koglar (HD ve ASB) ile bunlarin
melezlenmesi ile elde edilen F1, G1 ve HASMER,
HASIV ve HASAK koyun tiplerinden toplam 250
koyun kullaniimistir.

Kan o&rnekleri EDTA’ll  tlplere vena
jugularis’ten teknigine uygun olarak alindi. 3000 rpm
(devir/dk)de 10 dakika sure ile santriflj edilen
kanlardan, plazma ve diger kan hiicreleri pastor pipeti
ile uzaklastirildi. Alyuvarlar, distile su ile U¢ kez
yikanarak ve her defasinda santrifij edilerek
ayrimlandi ve elektroforez islemine kadar derin
dondurucu (-20 °C)da bekletildi. Bu materyal
¢ozundirdldikten sonra elektroforez igin kullanildi.

Elektroforez islemi, nisasta jelinde (%8)
termostatik sirkiilator (+4 °C’de, Karipek) yardimiyla
gergeklestirildi  (Altunok 1998). Calisilan enzim
sistemlerinin elektroforezinde kullanilan tamponlar ve
diger islemler, Altunok ve ark. (1999; 2007)'nin kdpek
ve kegilerde yaptigi c¢alismalardaki sartlara uygun
olarak yapilmis, ancak bazi kiglik modifikasyonlara
gereksinim duyulmustur. Her enzim sistemi igin
uygulanan elektroforez sartlari tablo 1’de verilmistir.

Calismada elektroforez sonrasi enzimlerin
boyanmasinda kimyasal boyama (GOT) ve elektron
transfer boyama (PGD) olarak adlandirilan 2 metot
kullanildi.  (Grunbaum ve Crim 1981, Harris ve
Hopkinson 1976). Calisilan enzimlerin boyama
sartlari ve boya komponentleri tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. Enzimlerin Elektroforez Sartlari

Enzimler Elektroforez Siiresi (Saat) Tampon V(()\I,t)aj
GOT 4% Citric Asit (pH 6.6) 150 V
PGD 32 Tris-Maleik Asit (pH 7.4) 165V
Tablo 2. Enzimlerin Boyama Sartlari ve Boya Komponentleri
Enzim Boyama Siiresi inkiibasyon Boyama Tamponu Boya Bantlarin
(dk) (°C) (50ml) Komponentleri | Gé6zlemlenmesi
200 mg Aspartik asit
Tris-HCI (pH 8.0 100 mg o- i
GOT 110-170 37 ns- (pH 8.0) ketoglutaric asit Uygun bir 1gik
ortam
60 mg Fast blue BB
25 mg Pridoksal-5-
fosfat
150 mg MgCl,.6H,0
Tris-HCI (pH 8.0) 10 mg 6-
fosfoglukonik asit Uygun bir isik
PGD 50-80 37 ¥
8 mg NADP ortam
8 mg MTT
8 mg PMS
200 mg Agar Noble

MTT: Methylthiazolyl tetrazolium; PMS: Phenazine Methosulphate

BULGULAR

Sunulan c¢aligmada 2 farkli enzim (Got, Pgd)
lokusu populasyonun hepsinde calisiimistir. Ayrica
her enzim igin Ankara kecisi, Kangal kdpegi ve insan
orneklerinin de elektroforezi gergeklestiriimistir.

Glutamat okzalasetat transaminaz (GOT)
enzimi dimerik bir enzimdir ve elektroforetik analizleri
sonucunda, vyerli ve melez koyunlarin bitin
bireylerinde ayni hizada anodal tek bant olarak

g6zlenmistir (Resim 1). Monomorfik oldugu ortaya
konulan bu enzimin, bir lokus ve bir allel tarafindan
determine edildigi tespit edilmistir.

Dimerik bir enzim olan fosfoglukonat
dehidrojenaz (PGD, GPGD) enziminin elektroforetik
incelemeleri sonrasi, yerli ve melez koyun irklarinin
hepsinde ayni hizada anodal tek bant gézlemlenmistir
(Resim 2). Bir lokus ve bir allel tarafindan determine
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edildigi tespit edilen bu enzimin, homozigot oldugu ve
varyasyon gostermedigi ortaya konulmustur.

Resim 1: GOT enziminin nisasta jel elektroforez
sonrasi gézlenen bantlari

-

- - -

I >

h

Resim 2: PGD enziminin nisasta jel elektroforez
sonrasi gézlenen bantlari

TARTISMA VE SONUC

Calismada Konya Hayvancilik Merkez
Arastirma Enstitlisiinde yetigtirilen yerli ve melez
koyun irklarinin genetik yapilarini belirlemek ve bu
koyun irklarinda biyokimyasal polimorfizmin
arastirimasi amaclanmistir.  Koyun &rnekleri ile
birlikte ayni jellerde kdpek, Ankara kegisi ve insan
hemolizatlarinin elektroforetik incelemeleri yapilarak
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hem bantlarinin gériinimleri yéninden hem de
elektroforetik gogleri bakimindan benzerlik ve
farkhliklari birarada gézlemlenmistir. Dolayisi ile bu
calisma ile, Harris ve Hopkinson (1976)'un insan
kanindaki enzimlerin elektroforetik analizlerinde
kullandiklari  tekniklerin, kigik modifikasyonlarla
kopeklerde de uygulanabilecegini 6nce Seixas ve ark
(1988) ve daha sonra Altunok (1998) tarafindan
belirlenmesine ilave olarak, Altunok ve ark. (2007)
Ankara kecilerinde belirlemis ve simdi de koyunlarda
kicik  modifikasyonlarla  yararh  bir  sekilde
kullanilabilecegi de belirlenmistir.

Calismada kullanilan yerli ve melez koyun
irklarinda Got ve Pgd lokuslarinin varyasyon
gOstermedikleri tespit edilmistir. Bu bulgu, koyun
irklarinda varyasyon verilerinin ¢ok sinirli  oldugu
yonundeki galismalarla (Buis ve Tucker 1983, Casati
ve ark 1990, Clarke ve ark 1989) uyum igerisindedir.

Her iki enzimde ayni hizada ve anodal tek
bant olarak gézlemlenmis ve bitin koyunlarin bu 2
enzim yénunden homozigot olduklari tespit edilmistir.
Got ve Pgd enzimleri igin elde edilen bu bulgular,
McDermid ve ark (1975) tarafindan koyunlarda bu iki
enzimin  varyasyon gOstermedikleri  yonindeki
bildirimleri ile benzerlik géstermektedir. Ancak Got ve
Pgd enzim lokuslarinin yerli ve melez koyunlarda
elektroforetik  analizinin  gergeklestiriimis  olmasi
6nemli bir gelisme olarak degerlendirilebilir.

Uzun sire kapali sirilerde bulunan bireyler
hemen bitin genleri bakimindan homozigot hale
gelmektedir (Aritiirk 1983, Ayala 1982, Diizgiines ve
Ekingen 1983). Calisilan enzim lokuslarinin
varyasyon gostermemeleri de akrabali yetistirmenin
bir sonucu olabilir.

Calisilan populasyonda ana hatti olarak
secilen yerli koyunlarin akrabali yetistirilen striden
alinmasi ve kultdr irki koglarin sayilarinin az olmasi
ve hep ayni koglarin kullanildigi hatirlanirsa, bu
populasyonda varyasyon goérilmeme nedeninin
akraball yetistirme ve kultar irki koglarin sayisinin az
olmasindan  kaynaklandigini  disundirmektedir.
Ayrica diger Ulke arastiricilarinin kendi Ulkelerine
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6zgU koyun irklarinda yaptiklari ¢alismalarda da hig
varyasyon gorulmedigi veya ¢ok az goruldigi (Agar
1970, Buis ve Tucker 1983, Casati ve ark. 1990,
Clarke ve ark. 1989, McDermid ve ark. 1975, Ordas
ve Primitivo 1986) yonindeki bildirimleri koyunlarin
pek c¢ok lokusunda monomorfizm gorildigund
yansitmaktadir.

Sonug olarak; yapilan c¢alismada enzim
elektroforez yontemi yerli ve melez koyun irklarinda
uygulanmig, Got ve Pgd enzim lokuslari yéniinden
yerli ve melez koyun irklarinin genetik yapisi
belirlenmistir. Ayrica Got ve Pgd lokuslari yéniinden
yerli ve melez koyun irklarinin homozigot genlere
sahip olduklari ve polimorfizm gostermedikleri tespit
edilmis ve diger koyun irklarindan farkli bir allel
tagimadigi belirlenmigtir.
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