Tr. J. of Zoology
23 (1999) Ek Sayi 1, 339-343
@ TUBITAK

Bazi Spalax Populasyonlarinda Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz ve
6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Enzimlerinin Aktiviteleri
Uzerine Bir Calisma

H. Ramazan YILMAZ, Esref YUKSEL
inond Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolumii, Kampus, Malatya-TURKIYE

Gelis Tarihi: 28.11.1996

Ozet: Bu calisma, Spalax genusunun tiirlesmesinin aydinlatiimasinda katkida bulunabilmek icin planlanmistir. Bu amagla Firat nehrinin
iki tarafinda kalan bolgedeki Spalax populasyonlarinin karacigerindeki Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PD) ve 6-Fosfoglukonat
Dehidrogenaz (6-PGD) enzim aktiviteleri arasindaki fark arastiriimistir.

Arastirma bolgesindeki Spalax genusuna ait hayvanlar 2 populasyona ayrilarak incelenmistir. G-6-PD ve 6-PGD enzimlerinin spesifik
aktiviteleri 0.01’lik hassasiyetle 6l¢iilerek tablo halinde verilmistir.

Bu veriler 1s1ginda bu iki populasyonda goriilen ortalama spesifik aktivite farkliliklari tartisiimigtir.

Anahtar SézcUKler: Spalax, Glukoz-6-fosfat ve 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz aktiviteleri, Turlesme.

A Study on The Activities of Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase and 6-Phosphogluconate
Dehydrogenase Enzymes in Some Spalax Populations

Abstract: The purpose in planing this investigation was to contribute to the speciation problems in genus Spalax. For this, we
examined the activities of Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G-6-PD) and 6-Phosphogluconate Dehydrogenase (6-PGD) enzymes
from the liver of Spalax samples taken from both sides of river Euphrates.

The samples belonging to genus Spalax were separated into two populationsin the research area. The spesific activities of G-6-PD
and 6-PGD enzymes were measured at 0.01 level of significance. The results were given in a table.

The observed differences between the mean specific activities of te enzymes of the two populatons were discussed.

Key Words: Spalax, Glucose-6-Phosphate and 6-Phosphogluconate Dehydrogenase activity, Speciation.

Giris

Son yillarda sitogenetik ve biyokimyasal veriler,
taksonomik arastirmalarda ve tlrlesmenin izahinda
oldukca yaygin bir kullanim alani bulmustur. Bu tur
calismalar taksonomik Kriterlerin yetersiz Kkaldigi
durumlarda, tlrlesmenin yonUnin ve zamaninin
belirlenmesinde oldukca 6nemli veriler saglamaktadir.

Spalax genusu hayvanlari rodentlerin toprak alti
ekolojik nisi kullanan ekstrem 6rneklerindendir (1). Bu
hayvanlarin dikkati ¢eken anatomik ve davranis
adaptasyonlari, yasama tarzlarinin geregi, kazmaya
musait ayak sekilleri ile iligkilidir. Toprak alti yasama bagli
olarak gozlerinin gelisiminde blyuk gerileme gorulir.
Haricten gozleri bulunmamaktadir (2).

Spalax genusuna dahil Uyeler Uzerinde, Ozellikle
1970’li yillarin sonundan itibaren, yogun olarak
calisiimaya baslanmistir. Bu hayvanlarin karmasik
taksonomik durumlari nedeni ile sitogenetik calismalar
oldukea ragbet gérmustur. Daha sonralari bu calismalar
Spalax’larin taksonomik durumlari yaninda
tlrlesmelerinin ve evrimlerinin de karmasik oldugunu
ortaya koymustur. Bugin Spalax'in yaklasik 40 farkli
karyotipik formu Kuzey Afrika, israil, Tirkiye,
Yugoslavya, Yunanistan, Romanya, Bulgaristan, Ukrayna
ve Kafkasya'dan kaydedilmistir.

G-6-PD, karbonhidrat metabolizmasinin ikinci ana
yolu olan pentozfosfat yolunun ilk enzimidir ve NADP+
koenzim olarak kullanilarak D-Glukoz-6-fosfat'in 6-
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Fosfoglukonolaktona yikseltgenmesini katalizler. Enzim
ayrica bu metabolik yolun hizini ayarlayan regilator
enzim olmasi bakimindan da deger tasir.

Koenzimi NADP+ olan 6-PGD, pentozfosfat yolunda
6-fosfoglukonat't dekarboksilasyona ugratarak, D-
ribuloz-5-fosfat’t meydana getirir (3).

Enzimlerin hem fizyolojik hem de klinik énemlerinin
anlasilmasi ile ¢zellikle insan dahil degisik tir canlilar
(zerinde, genis kapsamli ¢alismalar yapilmistir (4).

G-6-PD enzimine ilginin pek¢ok nedeni vardir. G-6-
PD, hayvan dokularinda, bir¢cok  bitki ve
mikroorganizmada heksozmonofosfat yolunun ilk
reaksiyonunu katalizler ki bu yol, NADPH ve
pentozfosfatlari Uretir (3).

Calisma yoremizde Yuksel (5) tarafindan Firat
nehrinin batisinda (Malatya) ve dogusunda (Elazig)
yapilan calismada Elazi§ populasyonu Spalax ehrenbergi,
Malatya populasyonu Spalax leucodon olarak teshis
edilmistir. Karyotip analizleri neticesinde S./eucodonda
2n = 60 ve NF = 80, S. ehrenbergi de 2n = 52 ve NF =
76 oldugu tesbit edilmistir (NF = kromozom kol sayisi).
Iki tirtin kromozom morfolojisi bakimindan da farkli
oldugu da belirtilmektedir.

Yukarida zikredilen Kkaryotip ve NF degerlerinde
gorilen farklliklarin enzim varyasyonlarinda da gorulip
goérilemiyecegini, cografi engellerin Spalax populasyonlari
Uzerinde ne derece etkili oldugunu test etmek ve Spalax
genusunun tdrlesmesinin aydinlatilmasina katkida
bulunmak amaciyla Spalax genusunda 6zellikle Elazi§ ve
Malatya yoresi esas alinmak kaydiyla bu tur bir ¢alismaya
gidilmesi uygun gorulmustar.

Materyal ve Yontem

Arastirma Alaninin Tanimi ve Spalax Orneklerin
Eldesi

Calismada kullanilan Spalax ¢rnekleri Firat nehrinin
dogu (Elazig) ve bati (Malatya) tarafindan yakalanmistir.
Arastirmanin yUratildiga bélgenin rakimi yaklasik 880-
1150 m dir. Bu lokalitelerden 22 kor fare o©rnegi
toplanmustir (Sekil 1.). Toplanan 22 Spalax 6érneginden 8
(5 disi, 3 erkek) tanesi Firat nehrinin dogu (Elazig)
tarafindan alinmigtir.Bati (Malatya) tarafinda ise 14 ¢rnek
(8 disi, 6 erkek) yakalanmigtir.
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Enzim Calismalari

Canli olarak dogal habitatlarindan yakalanan hayvanlar
2-3 gun laboratuvar sartlarina uyum saglamalari icin
bekletildikten sonra eter ile bayiltilarak agirliklari ve
boylari 6lguldl. Bundan 4-5 saat sonra boyunlari kirilmak
suretiyle aniden oldurllerek karin kisimlari agildi ve
karacigerleri siratle cikarilip 0.15 M KCL ¢oziltesi iceren
buz icindeki beherlere konuldu ve perflizasyon islemi
yapildi.  Perflzasyon islemi, G-6-PD ve 6-PGD
enzimlerinin aktivitelerinin 6l¢tlmesi Gozikara (6)'ya
gore yapild.

Enzim aktivite tayini icin spektrofotometrik yéntem
secildi. Bu metod uygulama kolayligi ve hassashg ile diger
metodlara tercih edilmistir. Reaksiyon truni olan NADPH
340 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon verirken
NADP bu dalga boyunda herhangi bir absorbsiyon
vermez.

Denemeye alinan Spalax orneklerinin Kkaraciger
supernatanindan ml'deki enzim Unite sayisi hesaplandi.
Hesaplanan G-6-PD miktarlart her 6rnekteki protein
miktarina bollinerek her ornek icin G-6-PD enziminin
spesifik aktivitesi hesaplandi. Ayni islem 6-PGD enzimi
icinde yapildi. 1mg proteinde bulunan enzim Unite sayisi
spesifik aktivite olarak tanimlanmigtir.

Protein miktar tayini Lowry ve Ark. (7) goére yapildi.
Orneklerden elde edilen absorbans degerlerine Karsilik
gelen protein miktarlari Standart BSA egrisinden
okunarak 1 ml'deki protein miktari hesaplandi.

Bulgular

Arastirma alaninin gesitli bolgelerinden toplanan kér
fare ornekleri Spalax leucodon Nordmann (1840) ve
Spalax ehrenbergi Nehring (1898) olarak teshis edildi.
Elde edilen sonuglara gore arastirma alani iki populasyon
bélgesine ayrilarak incelendi. Bu populasyonlardan
birincisi Firat nehrinin dogusundaki Elazi'da yayilmis
olan populasyondur. Ikincisi ise Firat nehrinin batisinda
yaylmis olan Malatya populasyonudur. Elazi§
populasyonuna ait ¢rnekler Akcakiraz ve Hankendi
lokalitelerinden, Malatya Populasyonuna ait ornekler
Akcadag, Bagtepe, Kaynarca ve Orduzu lokalitelerinden
yakalanmustir.

Her boélgeden toplanan kér fare ornekleri Uzerinde
yapilan incelemelerde kendi aralarinda morfolojik bir
farkliida rastlanmamigtir.
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Sekil 1.

Arastirmada cografi engellerin Spalax populasyonlari
Uzerinde ne derece etkili oldugu ve karyotiplerindeki
farkliliklarin  enzim varyasyonlarinda da gorulip
gorulemiyecegdinin test edilmesi amaclanmistir. Arastirilan
bu iki populasyondan Elazi§ populasyonu, Malatya
populasyonundan Firat nehri nedeniyle ayrilmaktadir.

Arastirilan iki populasyonun G-6-PD ve 6-PGD enzim
aktivitelerinin analiz sonuglari asagida verilmistir. Her iki
populasyon icin spektrofotometrik enzim aktivite yontemi
kullaniimigtir.

Orneklerin alindiji yeri ve arastirma alaninin ayrintisini gosterir harita

1. Elaz1ig Populasyonu: Elazida ait Akcakiraz ve
Hankendi lokalitelerinden yakalanan ¢érneklerin G-6-PD ve
6-PGD enzimlerinin spesifik aktivite bakimindan yapilan
varyans anilizi neticesinde fark bulunmadigindan bu
ornekler beraber degerlendirilmigtir.

G-6-PD icin ortalama spesifik  aktivite
0,6398+0.1276 Unite/mg protein, 6-PGD icin ortalama
spesifik aktivite 1.2231+0.2485 Unite/mg protein olarak
bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. Elazig ve Malatya Spalax populasyonlarinin G-6-PD ve 6-PGD enzimlerinin spesifik aktivitelerinin karsilastiriimas.
Birey G-6-PD aktivitesi 6-PGD aktivitesi
sayisl (Unite/mg protein)(a) (Unite/mg Protein)
Elazi§ (S.ehrenbergi) 8 0.6398+0.1276 1.2231+0.2485
Malatya (S.leucodon) 14 1.3780+0.8860 2.0548+0.3657

a) Iki toplum arasinda G-6-PD aktivitesi P < 0.05 6nem seviyesinde fark var.
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2. Malatya Populasyonu: Malatya'ya ait lokalitelerde
yakalanan ornekler arasinda da her iki enzimin spesifik
aktiviteleri bakimindan varyans analizi neticesinde fark
bulunmadigindan ¢rnekler beraber degerlendirilmislerdir.

G-6-PD i¢in ortalama spesifik aktivite ve standart
sapmalar 1.3780+0.8860 Unite/mg protein, 6-PGD icin
ise 2.0548+0.3657 Unite/mg protein olarak tespit edildi
(Tablo 1).

Tartisma ve Sonug

Spalax tirlerinin ve alttirlerinin tlrlesme problemi
pek cok arastirici tarafindan detayli olarak incelenmesine
ragmen mevcut veriler bu problemin aydinlatiimasinda
hentz yeterli bulunmamaktadir. Bu konuda Spalax’in
belirttigimiz asagidaki dzellikleri dikkate degerdir;

1) Spalax, yerlesik ve gen akimi sinirli populasyonlara
sahiptir (8,9).

2) Karyotipik formlar arasinda zaman zaman hibrit
zonlara rastlanmasina ragmen (10,11) tesadufi
seleksiyon islemlerinde Spalax’in hibrit zonlari tim tur
sinirlart ile Karsilastirildiginda ¢ok dardir (9),

3) Genelde, ylksek organizasyonlu hayvanlarda
ethiolgjik izolasyon mekanizmalarinin karmasik bir
genetik yaptya sahip oldugu disinulmektedir ve bunlarin
dar hibrit zonunda direkt olarak seleksiyondan ziyade tur
sinirlart boyunca adaptif degismelerin bir neticesi olarak
ortaya c¢iktigi dustnilebilir (9).

Spalax ~ genusunun  tlrlesmesinde  etholojik
izolasyonunun orijini allopatrik tdrlesmeyle
desteklenmektedir. Ayrica hibrit olusumunda bazi 6zel
durumlar g6ézoénune alinmaldir:
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1) Hibritler, hibrit zon disinda hem ekolgjik hem de
etholojik olarak dusuk uyum degerine sahiptirler (9),

2) Etkili pre-zigotik izolasyondan yoksun olan
parental tiplerin hibrid zon icine girmeleri surekli melez
olusumundan sorumlu olabilir (9),

3) Mayotik dengesizlik nedeniyle potansiyel post-zigotik
izolasyonunun kapsami nisbeten kicik olabilir (9).

Elazi§ ve Malatya populasyonlari firat nehri nedeniyle
birbirinden izole olmus durumdadir. Canhlarin
tirlesmesinde  cografi  engellerin  etkili  oldugu
bilinmektedir. Ancak cografi izolasyonlar yalniz basina
etkili oldugu stylenemez. Bunun yaninda Kence ve
arkadaglarinin (12) belirttigi gibi farklilagsma slrecinde
olan populasyonlarin giderek yeni tirler olusturabilmesi
icin, cografi izolasyona ek olarak diger bazi izolasyon
mekanizmalarinin da isleyerek populasyonlar arasi gen
alisverislerini  kisitlamasi gerekir. Eseysel davranislara
bagl olan izoyaslonlar populasyonlar arast gen
alisveriglerini kisitlayarak tir olusumunda rol oynayan en
6nemli izolasyon mekanizmalarindan biridir.

Arastirma bdélgemizi olusturan alanda farkli Spalax
tdrleri  yasamaktadir. Bunlar S. Jeucodon ve
S.ehrenbergidir (5). Tablo 1'den de gorullecedi gibi,
Elazi§ ve Malatya Spalax populasyonlari farkli tir olmalari
nedeniyle, beklendigi gibi G-6-PD enzimi spesifik aktivite
bakimindan farklidir. Ancak 6-PGD enzimi bakimindan
6nemli bir fark gérilmemistir.

Galismadan elde edilen verilere gore: G-6-PD enzim
aktivitesinin O6lctlmesi yolu ile, bu enzim aktivitesinin
birbirine yakin ama farkli olan tiurlerin ayirimindan
sitogenetik karakterlerle birlikte bir kriter olarak
kullanilabilecedi dusinulebilir.
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