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ARASTIRMA MAKALESI

Acipayam koyunlarinda karbonik anhidraz 1 (CA 1) ve malik enzim (ME)’in nisasta jel

elektroforezi ile arastirilmasi

Ummiihan Ozdemir'*, Mehmet Nizamhoglu?

Ozet

Ozdemir U, Nizamlioglu M. Acipayam koyunlarinda kar-
bonik anhidraz 1 (CA 1) ve malik enzim (ME)’in nisasta jel
elektroforezi ile arastirilmasi. Eurasian J Vet Sci, 2011, 27,
3,139-143

Amag: Acipayam 1rki koyunlarin genetik yapilarini belir-
lemek i¢in iki enzim lokusu; karbonik anhidraz (CA 1) ve
malik enzim (ME) nisasta jel elektroforezi ile incelemektir.

Gereg¢ ve Yontem: Arastirmada “Denizli Acipayam Devlet
Uretme Ciftligi"nden 50 adet koyundan kan alindi. Elde edi-
len hemolizatlar elektroforez islemleri uygulanarak ince-
lendi. Her iki enzim i¢in Tris-EDTA-Borat pH:8.6 tamponu
kullanildi. Elektroforez sonrasi boyamada CA 1 igin MUA,
aseton, agar noble, fosfat tamponu pH:6.5 ve ME i¢cin NADP,
MTT, PMS, DL Malik asit, MgCl2, NaOH, Agar Noble, Tris-HCl
pH:8.0 tamponu kullanildi. Bantlar CA 1 i¢in ultraviyole 151k-

ta, ME icin ise uygun 151k ortaminda gozlendi.

Bulgular: CA 1 enzimi lokuslar1 yoniinden koyunlarda po-
limorfizm tespit edilmedi ve biitiin numunelerin ayni bant-
lara sahip homozigot bireyler oldugu goriildi. ME lokusu
yoniinden populasyon i¢i polimorfizm gézlendigi, F, FS ve S
bantlarina sahip oldugu, ME lokusunun F ve S allel frekans
degerleri arasindaki farkin 6nemsiz oldugu (p>0.05) ve al-
lellerin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirlendi.

Oneri: Bu calismayla Acipayam koyunlarinda malik enzim
yoniinden polimorfizm goériilirken, CA 1 yoniinden poli-
morfizm goriilmedigi belirlenmis ancak baska enzimler
acisindan da polimorfizm gosterip gostermediginin arasti-
rilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Abstract

Ozdemir U, Nizamlioglu M. Investigation of carbonic anhi-
drase 1 (CA 1) and malic enzyme (ME) in Acipayam sheep
by using starch gel electrophoresis. Eurasian ] Vet Sci,
2011, 27, 3,139-143

Aim: For the determination of genetic structure of Aci-
payam Sheep, two enzyme loci were studied by using starch
gel electrophoresis; carbonic anhidrase 1 (CA 1) and malic
enzyme (ME).

Materials and Methods: In this study, blood samples were
taken from 50 sheeps in “Denizli Acipayam State Farm”.
Hemolysates were examined by electrophoresis. Tris-ED-
TA-Borat pH:8.6 buffers were used for both of the enzymes.
In staining after electrophoresis, MUA, acetone, agar noble,
phosphate buffer pH:6.5 was used for carbonic anhidrase 1.
NADP, MTT, PMS, DL Malic acid, MgCl2, NaOH, agar noble,
Tris-HCI pH:8.0 buffer was used for malic enzyme. Bands
were observed in ultraviolet lamps for CA 1 and appropri-
ate light condition for ME.

Results: No polymorphism was observed for the CA 1 en-
zyme. All sheep were found to be homozygote for the same
allele. For ME loci, population were observed polymor-
phism, having F FS and S bands, the difference between
F and S bands in ME loci were unimportant (p>0.05) and
allels were determined in the Hardy-Weinberg equilibrium.

Conclusion: In this study, ME polymorphism was observed
but no polymorphism was determined for CA 1 locus. It was
concluded that it is necessary to investigate other enzymes
in terms of polymorphism.
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» Giris

Goller bolgesi ve Bat1 Anadolu’nun i¢ kesimlerinde, et
kalitesi iyi olan Dagli¢ koyun 1rki yetistiriciligi 6nem
arz etmektedir. Bu koyun 1rkinin siitii az, ikizlik orani
diistik, et verimi yetersiz ve canli agirligin énemli bir
kismini yagh kuyruk olusturmaktadir. Iyi bir koyun 1r-
kindan beklenen; et, siit, yapag1 verimi ve ikizlik ora-
ninin yiiksek olmasidir. Acipayam Tarim isletmesi’nde
de 1972’li yillara kadar Dagli¢ koyunu yetistirilmek-
te idi. Yeni bir tip koyun olusturmak icin melezleme
calismalarina baslanmis ve ilk adim olarak, Daglig
anaclariin Ivesi koclar ile melezleme calismalari so-
nucunda bélgeye adaptasyonu saglanmistir. Elde edi-
len melez anaclar, siit verimi yliksek, yagh kuyruklu
olmuslardir. Calismanin ikinci asamasi olarak Dogu
Friz anaclar1 x Ivesi koclar1 melezlenmesinden elde
edilen, kama biciminde kigtik kuyruklu koglar, daha
onceden elde edilmis olan yagh kuyruklu melez anag-
larla ciftlestirilerek Acipayam koyunu adi verilen yeni
bir tip koyun 1rki elde edilmistir (Kaya 1990). Bu yeni
tipin genetik bilesimi % D. Friz + 2/, Ivesi + % Daghctir.
Acipayam koyunu; hali tipi yapagi 6zelliklerine sahip
et ve siit verimi yiiksek, iri yapili, dolgun butlu, hizl
gelisen kuzulary, kii¢ciik kuyrugu ve az yagi olan bir ko-
yun tipidir. Bu koyun tipi, Dagli¢ irkinin yaygin olarak
yetistirildigi bolge kosullarina uyum saglayabilecek
bir yapiya sahiptir (Kogak ve ark 1990).

Hayvan yetistiriciliginde 6nemli gelismelerden birisi
de, pratik yetistiricilik calismalarinda biyokimyasal
arastirmalarin da birlikte diisiiniilmesidir. Bir popu-
lasyonu olusturan bireylerin genetik, biyokimyasal
ve biyofiziksel yontemler ile arastirilmasi, o populas-
yonun genetik yapisina iliskin daha ayrintili ve kesin
bilgilerin elde edilmesine olanak verir (Asal ve ark
1996). Polimorfik kan o6zelliklerinden, yetistirilen
hayvanlarin kéken kontroliinde, irklar arasi genetik
iligkilerin ortaya konmasi ve irklarin genotipik yapila-
rinin saptanmasinda etkin bir bicimde yararlanilmak-
tadir (Stasio 1997). Karbonik Anhidraz (CA 1, 4.2.1.1.)
enzimi karbonik asit / bikarbonat tampon sistemin-
de gorevi bulunmaktadir (Bering ve ark 1998). CA
1, memelilerin alyuvar ve bazi dokularinda (Agar
ve ark 1970, Ordas ve Primitivo 1986, Casati ve ark
1988, Clarke ve ark 1989, Casati ve ark 1990, Bering
ve ark 1998, Missohou ve ark 1999), bitkiler ile bazi
bakterilerde gortilen bir enzimdir (Spiro 1991). Malik
enzim (ME, 1.1.1.40.) L-Malat1 priivat ve karbondiok-
site reverzibl olarak oksidatif dekarboksilasyonunu
katalizleyen bir enzimdir (Yaman ve Tucker 1981,
Voegele ve ark 1999). ME'in mitokondrial ve sitop-
lazmik (soluble) olmak iizere iki formu bilinmektedir
(Bhattacharyya ve Saha 1984). ME, bakteri, mantar,
bitki, protozoa, omurgasiz ve omurgalilarda bulu-
nan bir enzimdir (Manchenko 2003). Omurgalilarda
kalp, bobrek, beyin dokulari ile eritrositlerinde ma-
lik enzim bulunmaktadir (Baker ve Manwell 1977).
Koyunlar i¢in bir genetik markoér niteligi tasiyan ME
polimorfizmi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir
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(Baker ve Manwell 1977, Manwell ve Baker 1977a,
Yaman ve Tucker 1981, Bhattacharyya ve Saha 1984).
ME, tirlerin ¢ogunda nisasta jel elektroforezinde
pH:8.0-8.6 arasinda anodal olarak go¢ eder, Mn*? ve
Mg*? iyonlariyla ile net bir sekilde boyanir (Baker ve
Manwell 1977).

Bu ¢alismada, Acipayam koyunlarinda karbonik an-
hidraz 1 ve malik enzim polimorfizminin arastirilmasi
amaclanmistir.

e Gereg ve Yontem

TIGEM “Denizli Acipayam Devlet Uretme Ciftligi"nde
yetistirilen Acipayam irki 50 koyundan hayvan refahi-
na uygun olarak EDTA'l1 tiiplere kan 6rnekleri alind1.
Oda sicakliginda 3000 rpm de 10 dakika sanrifiij son-
rasi eritrositler distile su ile ii¢c kere yikanip, hemo-
lizatlar olusturuldu ve -20 °C’de kullanilincaya kadar
saklandi. Hemolizatlar nisasta jeline (%7) yiiklen-
di. Elektroforez ve boyama islemleri Altunok ve ark
(2007), Nizamlioglu ve ark (2008) ile Yaman ve Tuc-
ker (1981)’in bildirdigi sekilde uygulandi. Kullanilan
tamponlar ve elektroforez sartlari Tablo 1'de, boyama
sartlar1 ve boya bilesenleri ise Tablo 2’de verildi. Allel
frekans hesaplamalar1 Hardy-Weinberg denge kanun-
larina gore yapilmistir (Soysal 2000).

e Bulgular

Yapilan ¢alismada, Tiirkiye'de ekonomik 6neme sahip
olan koyun irklarindan Acipayam Koyununun genetik
yapisini belirlemek amaciyla karbonik anhidraz (CA
1) ve malik enzim (ME) lokusu nisasta jel elektrofore-
zi teknigi ile arastirildi.

Tablo 1. Enzimlerin elektroforez sartlari.

Enzimler Elektroforez Tampon Gerilim
siiresi (Voltaj)
CA1 2 saat Tris/ EDTA/Borat 145V
pH=8.6
ME 4 saat Tris/ EDTA/ Borat 350V

pH=8.6

e Karbonik anhidraz 1 enzimi

Orneklerin elekroforetik incelemeleri sonunda CA 1
enzimi, tim Acipayam koyunlarinda ayni hizada, ano-
dal ve tek bant olarak gozlendi (Resim 1). CA 1 en-
ziminin bir allel bakimindan homozigot oldugu tespit
edildi.

e Malik enzim

ME, bazi bireylerde homozigot (FF ve SS) anodal tek
bant, bazi bireylerde ise heterozigot (FS) anodal tek
bant seklinde gozlendi (Resim 2). Acipayam koyunla-
rinda malik enzim ag¢isindan polimorfizm goériildi ve
bu lokus acisindan populasyonda galisilan koyunlarin
hepsi Hardy-Weinberg dengesinde bulundu (p>0.05).
Elde edilen bant sayilari, fenotipik ve genotipik fre-
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Tablo 2. Enzimlerin boya sartlari ve boya bilesenleri.
Enzim Boyama Siiresi  inkiibasyon Boya Tamponu Boya Maddeleri’ Bantlarin
(dk) (50 mL) Gozlenmesi
CA1 10-20 37°C Fosfat Tamponu 20 mg MUA
pH=6.5 2 ml Aseton Ultraviyole
200 mg Agar Noble lamba
ME 20-30 37°C Tris-HCIl Tamponu 50 mg DL Malik asit
pH=8.0 2.5 mg NADP
5mgMTT
5 mg PMS Uygun 151k
25 mg MgCl.6H20 ortaminda
10 N NaOH
250 mg Agar Noble

*MUA: 4-methyllumbelliferyl acetate, NADP: Nicotinamid adenine diniicleotide phosphate,

MTT: Methythiazol tetrazolium, PMS: Phenazine methosulfate,

kanslar ile Hardy-Weinberg denge kanununa uygun-
luklar1 Tablo 3’te belirtildi. Her bir genotip i¢in x?
degeri hesaplanarak toplam x? = 3.206 olarak tespit
edildi.

» Tartisma

Bu calismada, Acipayam koyunlarinda karbonik an-
hidraz ve malik enzim polimofizmi nisasta jel elekro-

Tablo 3. Malik enzim igin genotipik frekanslar ve y* testi sonuglart.

Fenotipik frekans Gen frekansi
n=50 FF FS SS p q >x?
Gozlenen 30 14 6 0.74 0.26
Beklenen 27.38 19.24 3.38
x* 0.164° 1.712° 1.330° 3.206

* Yates diizeltmesi uygulanmistir.

forez teknigi kullanilarak arastirildi.
e Karbonik anhidraz 1 enzimi

Elektroforetik ¢calismalarda CA 1 enzimi, Akkaraman,
Ivesi, Konya Merinosu, Hasmer, Hasiv ve Hasak ko-
yunlarinda (Nizamlioglu ve ark 2008), Merinos, Bor-
der Leicester, Dorset Horn ve Corriedale koyun irkla-
rinda (Agar ve ark 1970), Sarda (Casati ve ark 1990),
Namaqua (Clarke ve ark 1989), Lacha (Ordas ve Pri-
mitivo 1986), Merinos ve Poll Dorset koyun irklarinda
(Manwell ve Baker 1977b), Drente, Veluwe, Kempen,

Resim 1. CA 1 enziminin nisasta jel elektroforezi sonrasi gézlenen
bantlari.
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Schoonebeker, Mergelland, Friesian ve Black Blaze ko-
yun 1rklarinda (Buis ve Tucker 1983), Ankara kecile-
rinde (Altunok ve ark 2007), Andalusian Black ve An-
dalusian White keci irklarinda (Rodero ve ark 1997)
anodal tek bant ve monomorfik olarak tespit edildigi
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada da, CA 1 enzimi ano-
dal tek bant ve monomorfik olarak tespit edilmistir.
Boylece CA 1 enziminin Acipayam koyunlarinda bir
allel tarafindan determine edildigi ve enzimde poli-
morfizm olmadig belirlenmis ve literatiirlerle ben-
zer bulunmustur. Buna karsin Casati ve ark (1988)
ise dort Italyan koyun irkinda (Bergamasca, Biellese,
Lamon ve Varesina), Rodero ve ark (1990) bes fark-
l1 ispanyol Merinosunda, Ordas ve Primitivo (1983)
Churra ve Manchega koyun irklarinda, Morera ve ark
(1983) ispanyol Merinos koyun irklarinda, Missohou
ve ark (1999) Bat1 Afrika koyun 1rklarinda (Djallonke,
Fulani ve Touabire) karbonik anhidraz enziminin po-
limorfizm gosterdigini belirlemislerdir.

e Malik enzim

Finnish Landrace, Finnish Landrace X Merinos, Mer-
gelland koyunlarinda nisasta jeliyle yapilan calis-
malarda, malik enzimin anodal tek bant halinde F, S
ve FS zonlar1 seklinde bulundugu ve iki kodominant
allel tarafindan kontrol edildigi ifade edilmektedir
(Yaman ve Tucker 1981). Manwell ve Baker (1977b)
Avustralya Merinoslarinda, Baker ve Manwell (1977)
Merinos ve Merinos melezi koyunlarda, Manwell ve
Baker (1977a) Barbary koyun ve kecilerinde, Tucker

L o
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Resim 2. ME'nin nisasta jel elektroforezi sonrasi gézlenen bantla-
Tl
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ve Clarke (1980) Ovis aries, Ovis musimon, Ovis dalli
ve Ovis canadensis tiirlerinde malik enzim bantlarim
anodal, orijine farkli uzakliklarda F, S ve FS zonlar1 ha-
linde tek bant ve polimorfik olarak tespit etmislerdir.
Sunulan calismada da, Acipayam koyun irkinda ano-
dal ve tek bant seklinde orijine farkli mesafelerde F,
S ve FS bantlar olarak yer alan ME’de polimorfizm
gorilmis ve literatiirlere benzer bulunmustur. Buna
karsin Manwell ve Baker (1977b) ise Poll Dorset ko-
yunlarinin monomorfik oldugunu belirtmislerdir.
Koyun ¢alismalarinin yani sira kecilerde yapilan ¢a-
lismalarda, Menrad ve ark (2002) Pashmina ve Ba-
kerwali kegilerinde, Deza ve ark (2000) Santa Maria,
Colon ve Ischilin Kegilerinde, Rasero ve ark (1989) iki
Italyan keci populasyonunda A, B ve C seklinde iig tiir
bant oldugunu ifade etmislerdir. Sunulan calismada
elde edilen sonuglar, Yaman ve Tucker (1981), Baker
ve Manwell (1977), Manwell ve Baker (1977a), Man-
well ve Baker (1977b) ve Tucker ve Clarke (1980)in F,
S ve FS zonlar1 halinde ve polimorfik olarak tespit et-
tikleri malik enzim bulgulari ile benzerlik gosterdi ve
yapilan istatistik hesaplamalari sonucunda gozlenen
ve beklenen degerler Hardy-Weinberg dengesi altinda
uyumlu oldugu tespit edildi. Sonug¢ olarak Acipayam
koyunlarinda CA1 lokusunun monomorfik, ME loku-
sunun ise polimorfik oldugu belirlenmistir.

» Oneriler

Bu calismayla Acipayam koyunlarinin genetik yapisin-
da malik enzim yoniinden polimorfizm goriiliirken,
CA 1 yontinden polimorfizm goriilmedigi belirlenmis
ancak baska enzimler a¢isindan da polimorfizm gos-
terip gostermediginin arastirilmasi gerektigi sonucu-
na varilmistir.

» Tesekkiir

Materyallerin temininde katkilarindan dolay1 TIGEM
Acipayam Tarim Isletmesi yonetici ve calisanlarina
tesekkirlerimizi sunariz. Bu makale yiiksek lisans te-
zinden 6zetlenmistir.
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