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Populasyonlarinda Laktat Dehidrogenaz, Malat
Dehidrogenaz ve Superosid Dismutaz Fenotipleri

Nursen Alpagut Keskin', Beria Falakali Mutaf®

!'Ege Univemite}‘i, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji Anabilim Dali, 35100, Bornova Lzmir
2 Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Temel Bilimleri Béliimii, 07058, Antalya

Abstract: Lactate dehydrogenase, malate dehydrogenase ve superosid dismutase
phenotypes of 1zmir waterfrog populations. In the water frogs collected from Izmir Region
pertaining to R. ridibunda, lactate dehydrogenase (LDH E.C, 1.1.1.27), malate
dehydrogenase (MDH, E.C. 1.1.1.37) and superoxide dismutase(SOD, E.C.1.15.1.1.) loci
were studied by applying Polyacrylamide Gel Disc Electrophoresis on extracts of liver,
skeletal and heart muscle. All the loci that we examined exhibit different phenotypes for
each tissue extracts. Our study presents a procedure for each enzyme loci that observing all
the variations related to different tissues and electroporetic conditions.
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Ozet: izmir civarindan elde edilen Rana ridibunda tiiriine dahil su kurbagalarinda laktat
dehidrogenaz (LDH E.C, 1.1.1.27), malat dehidrogenaz (MDH, E.C. 1.1.1.37) ve superoksid
dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1.) lokuslar1 karaciger, kas ve kalp kasi ekstraktlarinda
poliakrilamid disk jel elektroforeziyle calistimistir. Incelenen tiim lokuslar her bir doku
ekstrakti i¢in farkli fenotipler sergilemistir. Caligmamiz her bir enzim lokusu i¢in doku ve

elektroforetik kosullara bagli varyasyonlarin izlenebilecegi bir prosediir sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Rana, su kurbagasi, elektroforez, izoenzim, alloenzim.

Giris

Rana genusuna dahil su kurbagalar
oldukca konservatif bir morfolojiye
sahiptir. Ayrica ¢ok farkli cografya ve
habitatlara basariyla uyum
saglayabilmektedir. Tirkiye’nin de dahil
oldugu bati Palearktik bolgede, Rana
genusunun 7 gercek tiirii ile gegmiste ve
giinlimiizde, tiirler arasi hibridizasyon-
lardan kaynaklanmig bir ¢ok hibrid
formlarin yasadigi belirlenmistir (Berger,
1973; Schultz, 1969; 1977, Hotz 1974,
1983; Dubois, 1977; Hotz ve Bruno,
1980; Graf ve Pelaz, 1989). Bu tiirler Graf
and Pelaz (1989)’da R. ridibunda, R.
lessonae, R. perezi, R. saharica, R.
epeirotica, Rana species 1 ve Rana
species Y olarak belirtilmektedir. Ancak

bugiin bolge icin verilen listelerde tiir
sayist ve birgok tiirlin dagilim alani
degismistir (Dubois ve Ohler, 1994).
Tiirkiye’de yasayan su kurbagalari,
yapilan  bircok  arastirmada  Rana
ridibunda (Rana ridibunda Pallas, 1771)
tiriine dahil edilmektedir (Mertens, 1952;
Basoglu ve Ozeti, 1973; Baran ve Atatiir,
1997) Morfolojik (Arikan, 1988, 1990;
Kumlutas ve dig., 1999; Sinsch ve
Schneider, 1999) ve serolojik (Arikan
1983, ¢1990) arastirmalar Bati1 ve Kuzey
Anadolu’da (Kumlutas ve dig., 1999) R.
ridibunda ridibunda ve Beysehir goli
(Arikan, 1988), Egirdir, Sugla golleriyle
Carsamba Suyu ve kollar1 (Atatiir ve dig.,
1990) Golciik, Hotamis goli ve
Toroslarn eteklerine kadar (Arikan ve
dig., 1994) R. ridibunda caralitana
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Arikan 1988 olmak {izere iki farkli
alttiirin -~ bulundugunu  gostermistir.
Sitotaksonomik analizlerle bu iki formun
karyolojik olarak da birbirinden ayrildigi
gosterilmistir (Alpagut ve Falakali, 1995).
Ayrica Batt  ve Giiney Anadolu
populasyonlart Rana levantina Schneider
ve dig. 1992 populasyonlara (Joermann
ve dig., 1988) ve Giilsehir populasyonu
ise Kazakistan, Ermenistan ve Trakya
populasyonlarma (Schneider ve Sinsch,
1999) biyoakustik olarak daha yakin
bulunmustur. Bugiin i¢cin hem R
ridibunda caralitana hem de R. levantina,
nomenklatiir Onceligi nedeniyle Rana
bedriagae Camerano 1882’nin sinonimi
olarak ele alimmakta ancak belirtilen
sinonimligin daha ayrmtili ¢aligmalarla
desteklenmesi  gerekliligi ~ vurgulan-
maktadir (Dubois ve Ohler, 1994; Sinsch
ve Schneider, 1999). Bunun yani sira,
Anadolu’da bazt morfolojik farklar
gosteren formlarin varligir bilinmektedir
(Budak ve dig., 2000; Tok ve dig., 2000).
Elektroforetik enzim analizleri, tir
ici ve tiirler arasi genetik varyasyon
arastirmalarinda yaygm bir yontemdir.
Elde edilen allel frekanslarinin analiziyle
tirler ve bir tiiriin farkli populasyonlari
arasindaki genetik uzaklik (D: genetic
distance) hesaplanabilmektedir.
Taksonomik ve filogenetik c¢aligmalarda
onemli bir veri grubu olusturan allel
kompozisyonu ve bir lokustaki allel
frekanslarinin analizi i¢in bir ¢ok degisik
analiz yontemleri bulunur (Nei, 1972;
1976; Buth, 1984; Swofford ve Selander,
1981; Felsenstein, 1985). Amphibiler’de
tirler arast D degeri yaklasik 0.1-3 ve
Rana genusu icinde tiirler aras1 ortalama
uzakligm 09  (0.35-1.5)  oldugu
belirlenmistir (Avise ve Aquadro, 1982;
Sumida ve Nishioka, 1994b).
Kurbagalardan  ekstrakte  edilen
cesitli enzimlerin elektroforetik analizleri,
ilk kez Rana pipiens, R. palustris ve R.
sylvatica’da laktat dehidrogenaz (LDH)
(Wright ve Moyer, 1966; 1968) ve daha

sonra Rana pipiens grubunda malat

dehidrogenaz (MDH), izositrat
dehidrogenaz (IDH), 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz (6-PGD) igin

gerceklestirilmistir (Wright ve Subtelny,
1971; 1973; Subtelny, 1974; Wright,
1975; 1976; 1978; Wright ve dig., 1976).
Bati1 Palearktik bolgede yasayan su
kurbagalart grubunda benzer analizler
iiyeler  arasindaki  olast iligkileri
belirlemek ve ozellikle farkli cografik
bolgelerde yasayan populasyonlar ve
hibridogenetik olarak iireyen tiirlerde
ebeveyn tiirler ve hibridlerini
karsilastirmak amactyla gercekles-
tirilmistir. Orta Avrupa R. ridibunda, R.
lessonae ve hibrid tlir R. esculenta
populasyonlar1  karsilastirlldiginda R
ridibunda ve R. lessonae’nin ozellikle a-
GPD ve AAT fenotipleri bakimindan
kolaylikla ayirt edilebildigi, ancak bu iki
tirtin gen havuzlarinin bazi noktalarda
birbirine karisabildigi  belirtilmektedir.
Ayrica R. ridibunda populasyonlari igin,
GPI lokusundaki hizli allelin frekansinda,
kesin olmamakla birlikte, enlemsel bir
meyil saptanmistir (Uzzell ve Berger,
1975). Bunu izleyen c¢alismalarda
Tirkiye’den elde edilen R. ridibunda
orneklerinin, Orta Avrupalt Orneklerden
daha c¢ok “lessonae” benzeri allellere
sahip olduklar belirtilmektedir (Uzzell ve
dig. 1977). Bu iig tiir, Palearktik bolgede
dagilim gosteren dogulu tiirlerle birlikte
incelendiklerinde en kiigiik D degerleri R.
esculenta ve ebeveyn tiirleri arasinda elde
edilmistir (Nishioka ve Sumida, 1992).
Rana ridibunda’nin orta ve giiney
Avrupa, Kuzey Afrika ve bati Asya’da
genis bir dagilimi olduguna dair goriisler
lokal populasyonlar arasi elektroforetik
enzim ¢aligmalariyla  yavas  yavas
degismeye  baslamistir.  Israil  su
kurbagalar1 11 populasyonda (n:340) 28
enzim lokusu bakimindan incelendiginde
homojen bir goriiniim sergilemis ve
populasyonlar arasi ortalama D: 0.028
(0.006-0.056 araliginda) olarak
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hesaplanmistir (Nevo ve Yang, 1982).
Ancak bu populasyonlar (3 populasyon,
n:6) Yunanistan su kurbagalariyla (1
populasyon, n:6) 41 enzim lokusu
bakimindan karsilastirildiginda 16 lokus,
populasyon i¢i ve populasyonlar arasi
polimorfizm  gdstermistir.  Bu  iki
populasyon arasinda belirlenen D: 0247
degerinin ve 1.200.000 yil &ncesi olarak

hesaplanan evoliisyonal ayrilma
zamaninin, Israil ve  Yunanistan
populasyonlarmin  evoliisyonal  olarak

Orta Pleistosende ayrilan ¢ok yakin ikiz
tiirler oldugu goriisiinii ortaya ¢ikarmistir
(Nevo ve Fillipucci, 1988).

izoenzim analizleri 90’l1 yillarda
tanimlanan yeni Rana taksonlarinda da
etkin olarak kullanilmistir. Schneider ve
dig. (1992) R. levantina’nin dzellikle ME-

1, G3PDH, IDH-2 ve ACO-1
lokuslarindaki alleller bakimindan R.
ridibunda’dan fark gosterdigini

belirtmiglerdir. Ayn1 sekilde R. cretensis
ve R. cerigensis (Beerli ve dig., 1994)
ozellikle enzim elektroforezi ve ses
analizleriyle yeni tiirler olarak
tanimlanmiglardir. Bu iki yeni tiir igin,
Ozellikle bat1 Palearktik su kurbagalariyla
allelik ortaklik gosteren lokuslarda sabit
allellerin bulunusunun diagnostik 6nem
kazandig1 belirtilmektedirler. Schneider
ve Sinsch (1992) ve Schneider ve dig.
(1993) Yunanistan’da, ¢iftlesme ¢agr1
yapilar1 ~ bakimindan,  Trakya  ve
Samothraki adast R ridibunda
populasyonlarindan farkli ikinei bir tiiriin
bulundugunu belirterek, Rana
balcanica’yt  yeni bir tiir olarak
tanimlamuglardir. Tiiriin LDH-1, 6-PGDH,
ve ADA lokuslarinda R. ridibunda’da

bulunanlardan daha hizl
elektromorflarinin bulunusuyla
karakterize ~ oldugu  belirtilmektedir.
Biyoakustik  verilere = dayanarak = R.

ridibunda ve R. balcanica ayn1 Avrasyali
bir soydan, R. levantina ve R. perezi
bagimsiz diger bir soydan ikiz tiirler
olarak ele alinmaktadir (Schneider ve
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Sinsch, 1992).

Elektroforetik  enzim  analizleri,
taksonomik aragtirmalar disinda
yetistirme denemeleri ve oosit kromozom
ozellikleriyle birlikte, c¢alisilan enzim
lokuslarinin kromozomal yerlesimlerinin
belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Bu
yondeki baglanti analizleri, ilk kez Rana
nigromaculata ve R. brevipoda’da LDH,
MDH, a-GDH, IDH, Hb, Ab ve serum
protein C lokuslarinda gergeklestirilmistir
(Nishioka ve dig., 1980). Bunu izleyen
arastirmalar 6zellikle farklilasmis cinsiyet
kromozomlarina sahip tiirlerde cinsiyete
bagli genlerin Dbelirlenmesi {iizerinde
yogunlasmustir (Ferrier ve dig., 1983;
Dournon ve dig., 1984; Wright and
Richards, 1983; Wright ve dig., 1983;

Sumida ve Nishioka, 1994a).
Amfibiler’de  ataya ait, korunmus
cinsiyete ~ baglantitli  bir  lokusun

bulunmamasi bu aragtirmalarin en 6nemli
sonuglarindan birisi olarak
belirtilmektedir (Schmid ve dig., 1991).

Aragtirmamizda, oncelikle,
Tiirkiye’deki dagilimi son yillarda yapilan
calismalarla farklilasan R. ridibunda
[zmir populasyonlari, &zellikle birden
fazla allelin etkili oldugu belirtilen enzim
lokuslar1 agisindan degerlendirilmistir. Bir
on c¢aligma niteligindeki arastirma, tiretme
denemeleriyle ve daha ¢ok sayida enzim
dahil edilerek yapilacak caligmalar igin
temel teskil edecektir. Ayrica daha genis
alanda yapilacak ¢alismalarla son yillarda
gercekten tartigmali olan isimlendirme
trafigine bir yOnlendirme getirmesi
hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Toplam 12 su kurbagas1 (6 22, 6 33)
1997-1999 yillarinda iireme mevsimi olan
Mayis-Eyliil aylar1 iginde toplanmustir.
Ornekler &lgiiliip cinsiyetleri belirlenmis
ve numaralanmistir. Her bir 6rnegin kas
ve  karaciger  dokularinda  laktat
dehidrogenaz (LDH, E.C.1.1.1.27), malat
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dehidrogenaz (MDH, E.C.1.1.1.37) ve
superoksid dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)
enzim fenotipleri belirlenmistir. Yaklagik
1 cm® bityiikliginde karaciger, iskelet ve
kalp kast Ornekleri 2 ml soguk
ekstraksiyon sivist (EB) icine almmistir
(EB, 100mM KCI, 0.1 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 10 mM potasyum HEPES, 50 mM
Stikroz pH 7.7).

Doku pargalari EB icinde
homojenize edilerek 14.000 RPM’de
(+4°C) 25 dakika santrifiijlenmistir.
Tamamen temiz siipernatantlar ayri1 bir
tipe almip -25°C’de saklanmistir. Doku

pargalarinin elde edildigi 6rnekler de Ege
Universitesi Zooloji Anabilim Dali’nda -
25°C’de saklanmaktadir.

Enzim separasyonu poliakrilamid
disk jel elektroforezi GELCELL aparati
kullanilarak gerceklestirilmistir. LDH ve
SOD ig¢in siirekli bir buffer sistemi (Tris-
glisin pH 8.3) MDH igin siirekli olmayan
bir sistem (jel buffer Tris-Glisin-Temed
pH 8.3, yiiriitme buffer Tris-Sitrat pH 7.0)
kullanilmistir  (Tablo 1). Elektroforez,
enzime bagl olarak +4°C’de 14 mA sabit
akimda 2-6 saat siirdiiriilmiistiir.

Tablo 1. izmir bélgesi R. ridibunda Srneklerinde analiz edilen enzimler, ilgili lokus ve allel
sayilari. H: Kalp Kasi, L: Karaciger, M: iskelet Kasi ekstrakti TG: Tris-Glisin Buffer, TC:

Tris-Sitrat Buffer.

Enzim E. C.No Lokus Allozim sayis1 Buffer Doku
Laktat dehidrogenaz LDH 1.1.1.27 LDI1,LD2,LD3 7,3,5 TGpHS83 H,L,M
Malat dehidrogenaz MDH 1.1.1.37 MD1, MD2 8,6 TCpH7.0 H,L,M
Superoksid dismutaz SOD 1.15.1.1 SOD2 3 TGpHS83 H LM
Enzimler, Manchenko (1994)’ya  Ancak genelde herhangi bir doku
gore bazi ufak degisikliklerle boyanmistir.  spesifikligi ~ gostermeyen  ii¢  lokus

Her enzim igin etkili lokus sayist anoddan
katoda dogru numaralanmis (1, 2, 3, ...)
ve her bir lokustaki alleller (allozimler)
anoda en yakin olandan baslayarak kiigiik
harflerle (a, b, c, ....) sembolize edilmistir.

Bulgular

[zmir civarindan elde edilen su
kurbagalarina ait karaciger, kalp ve iskelet
kas1 ekstraktlarinda LDH, MDH ve SOD
enzim lokuslar1  analiz  edilmistir.
Bulgularimiz bu enzimlerin en azindan 7
lokus tarafindan  kontrol edildigini
gostermistir.  Analiz edilen enzimler
ozellikle izoenzimik ve  allozimik
goriiniimleri yoniiyle degerlendirilmistir.
Her enzim igin farkli elektroforetik
mobiliteye sahip lokuslardaki fenotipler
belirlenmistir.

Laktat Dehidrogenaz

Incelenen grup icerisinde LDH fenotipleri
oldukg¢a biiylilk polimorfizm sergiler.

(izoform ya da izoenzim olarak ayrilan)
belirgin olarak ayirt edilir. Bunlar
anoddan katoda dogru LDI1, L12, LD3
olarak isimlendirilmistir. LD1 lokusunda
7, LD2’de 5 ve LD3’de 7 tane allel
(allelomorf ya da allozim) gozlenmistir.

Karaciger, kalp ve iskelet kasi
ekstraktlarnda LDH  enzimi  i¢in
belirlenen  fenotipler  Sekil 1’de
gosterilmistir.

LD1 lokusu bariz olarak 7 allozim
icermektedir. Bazi bireylerde bu 7

allozimin hepsi tek bir doku Orneginde
dahi gozlenmistir. Ancak dokular arasinda
bazi 6nemli farklar da kaydedilmistir.
Kalp kasi ekstraktlar1 genelde 5 bantli bir
yap1 sergilerken karaciger ve iskelet kasi
ekstraktlar1 farkli bant kompozisyonlar
gosterebilmektedir (Sekil 1). 7 banth
fenotip ¢ok belirgin olarak karaciger
ekstraktlarinda gozlenmistir (Sekil 1).
LD2 lokusu tim doku
ekstraktlarinda 3 allelomorf icermekte ve
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incelenen bireyler genelde heterozigot bir

fenotip sergilemektedir. a/c
heterozigotlar1 3 bantli, a/b ve b/c
heterozigotlari 2 banth yapi
sergilemektedir. Bazi  bireyler LD2
negatiftir.
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Iskelet Kasi Kalp Kasi Karaciger

Sekil 1. Laktat dehidrogenaz(LDH) i¢in iskelet
kasi, kalp kasi ve karaciger ekstraktlarinda
belirlenen fenotipler.

LD3 lokusunda 5 bant gézlenmistir.
Ancak iskelet ve kalp kasi ekstraktlarinda
ek olarak iki yavas bant bulunmaktadir.
Incelenen orneklerde karaciger
ekstraktlarinda bu iki bant mevcut
degildir. Tim doku ekstraktlari, bu iki
bant disinda, LD3 i¢in genelde 3, 4 ya da
5 banth fenotip sergilemektedir. Ancak
genellemeyi giiglestiren bir durum olarak
baz1 bireylerde tek bantli fenotip de
gdzlenmistir.

Malat Dehidrogenaz

Malat Dehidrogenaz i¢in iki lokus (MD1
ve MD2) belirlenmistir. Daha hizl1 olan
lokus MD1’de 8 allelomorf, MD2’den ise
6 allelomorf belirlenmistir. Genel olarak
dokuya ozel bir fenotip sergiledikleri
belirlenememistir. Ancak yine de bazi
farkliliklar ~ gdzlenmektedir. Karaciger,
iskelet ve kalp kast ekstraktlar1 MD1 ve
MD?2 lokuslarinda gozlenen fenotipler

Sekil 2.”de gosterilmektedir.
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Sekil 2. iskelet kasi, kalp kasi ve karaciger
ekstraktlarinda belirlenen Malat dehidrogenaz
(MDH) fenotipler

Superoksid Dismutaz
Enzim i¢in iki lokus belirlenmistir. Bu iki
izoenzim ayni jel lizerinde

belirlenemeyecek sekilde farkli pH’larda
izlenebilmektedir. Bu yiizden sadece SOD
2 lokusu degerlendirilmeye alinmistir.
Incelenen tiim oOrneklerde bu enzim
herhangi bir doku spesifikligi
gostermeksizin iki bantli bir fenotip
sergilemistir. SOD 2 lokusunda gozlenen
fenotip Sekil 3°de gosterilmektedir.

' +

S0D 2

Sekil 3. Superoksid Dismutaz-2 lokusunda
gozlenen fenotip.

Tartisma

Bu calismayla Tirkiye su kurbagalar
dokuya 6zel enzim fenotipleri bakimindan
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ilk kez degerlendirilmis ve kiiciik bir
ornekleme grubuyla da olsa Onemli
bulgular elde edilmistir. Inceledigimiz
ornekler LDH ve MDH ig¢in bugiine kadar
Bati  Palearktik  bolgede  yapilan
calismalardan fark gdstermektedir ve
heterozigotluk ¢ok yiiksek bir degerdedir.
Bu gergevede Tirkiye su kurbagalarinin
farkli  olduklar1 sdylenebilir. Ancak
calismamiz daha ¢ok ele alinan enzimler
icin optimum elektroforetik sartlarin
belirlenmesi ve bu kosullar altinda farkli
doku ekstraktlarindaki  izoenzim ve
alloenzim fenotiplerinin  belirlenmesi
iizerinde yogunlasmustir.

Son yillarda Bat1 Palearktik bolge su
kurbagalar1 iizerine yapilan taksonomik
amachi bir c¢ok arastirmada enzim
elektroforezi etkin olarak kullanilmis ve

yeni tirler tanimlanmistir. Ancak su
kurbagalart1 grubu enzim yapilarinin
ayrintili  olarak ¢alisildigi  bir grup

degildir. Sadece Xenopus laevis’de birkag
enzim saflastirilarak alt birim ve allozim
sayisi belirlenebilmistir. Bu a¢idan enzim
elektroforetik verilerin taksonomik ve
filogenetik ~ amagli  kullanimlarinda,
kullanilacak ~ yontem ve izlenecek
prosediir tartismaya agik olmak iizere,
enzim  yapisinin  belirlenmesi  ve
elektroforetik kosularin optimumda ve
standart olmasi ¢ok 6nemlidir.

Bir ¢ok canli grubunda izoenzim
dagilis1 tiirden tiire, bir populasyonun
bireyleri arasinda ve hatta tek bir
organizmanin farkli dokulari arasinda ya
da bir hiicrenin farkli kisimlar1 arasinda
dahi fark gosterebilmektedir (Wilkinson,
1975). Bu agidan farkli dokulara ozel
izoenzim ve alloenzim fenotiplerinin ayri
ayr1 belirlenmesi 6nemli olacaktir. Ayrica
elektroforetik ve enzim aktivitesini
etkileyebilecek pH, 1s1, 151k gibi diger
biitin  kosullar da fenotiplerin farkl
goriinmesinde  etkili  olabilmektedir.
Enzim elektromorflarinin gdzlenmesinde
etkili diger Onemli nokta elektroforez
isleminin gerceklestirildigi stizlicii

ortamdir. Bir ¢ok ¢alismada yaygin olarak
kullanilan ~ ortam, nisasta ya da
poliakrilamitdir. Nisasta jel elektroforezi
daha kaba bir ayrim saglarken,
poliakrilamid jel elektroforeziyle
molekiiler agirliklar1 birbirinden ¢ok az
farkli olan alt birimler dahi ayrilir ve
rezoliisyon birdenbire yiikselir. Her iki
yontemin pratikte bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ancak poliakrilamid jel
elektroforezinde bu dezavantajlar dikkatli
bir caligmayla kolaylikla azalabilirken,
nisasta jel elektroforezinde birbirine yakin
yiiksek molekiiler agirliga sahip alt
birimlerin ayrilmasi saglanmayabilir. Bu
acidan nisasta ve poliakrilamid jel

elektroforez sonuglari birbiriyle
karsilagtirilabilir  degildir. Taksonomik
amaglt  ¢aligmalarda bu tip  bir

karsilastirma problem yaratabilir.
Caligmalarda standart olmayan ve en
biiyiik giicliklerden birini yaratan bir

diger durum elektromorflarin
isimlendirilmesi ve fenotiplerin
belirlenmesindedir. Elektromorflar bazi

arastirmalarda anoddan katoda (Nevo ve
Filippucci, 1988; Nishioka ve Sumida,
1992; Sofianidou ve dig., 1994), bazi
aragtirmalarda katottan anoda (Sinsch ve

Eblenkamp, 1994) isimlendirilmistir.
Ayrica fenotiplere ait zimogramlarin
bulunmamasi karsilagtirmalarda  sorun
yaratmaktadir.

Caligmalarda  kullanilan ~ 6rnek
sayilar1 da, bazt durumlarda, allel
frekanslarinin hesaplanmasinda

yetersizdir. Az sayida drnekle hesaplanan
allel frekanslarina dayanarak, populasyon
ici genetik varyasyonun ortaya konmasi,
populasyonlar arast  karsilagtirmalarin
yapilabilmesi, genetik  uzakliklarin
hesaplanmasi ve nihayetinde yeni bir
taksonun tanimlanabilmesi son derece
imkansiz goriilmektedir. Ayrica lokal bir
populasyonda saptanan genetik
varyasyonun taksonomik ya da filogenetik
onemi ve belli bir tiirli ne dlgiide temsil
edebildigi de tartigmalidir. Varyasyon
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belirlenen karakterlerin diagnostik 6nemi,
bu varyasyonun populasyon iizerindeki
baskisinin ne yonde oldugu, baskinin
komsu populasyonlar tizerindeki
etkilerinin  belirlenmesi, varyasyonun
ortaya ¢ikmasinda c¢evre faktdrlerinin
etkilerinin degerlendirilmesi ve tim bu
parametrelerin  filogenetik Onemi go6z
oniinde bulundurulmalidir. Bu agidan
olabildigince  genis bir  Ornekleme
grubunun ¢ok sayida karakter acisindan
degerlendirilmesi taksonomik
arastirmalarda daha uygun olacaktir.

Izmir R. ridibunda &reklerinin
elektroforetik enzim fenotipleri {izerine
gozlemlerimiz 6zellikle karaciger, kalp ve
iskelet kast ekstraktlarindaki  farkli
durumlart ortaya ¢ikarmigtir. En 6nemli
farklilik LDH ve MDH lokuslarinda goze
carpmaktadir.

LDH i¢in belirgin olarak ii¢c lokus
belirlenmigtir. LD1 ve LD3 tim doku
ekstraktlarinda pozitif reaksiyon
vermigtir.  Dokular  arasinda  allel
kompozisyonu bakimindan bazi farklar
bulunsa da her iki lokus i¢in sirasiyla 7 ve
5 elektromorf belirlenmistir. Bu durum
LD1 igin karaciger LD3 icin kalp kas1 ve
karaciger (Sekil 1) ekstraktlarinda
saptanmistir.  Bugiine  kadar  Bati
Palearktik bolge su kurbagalari igin
verilen bilgilere gére LDH3 olarak ayri
bir lokus belirtilmemistir. Ayrica LDHI
lokusunun en fazla 5 bantli bir yap1
sergiledigi  belirlenmistir  (Uzzell ve
Berger, 1975; Uzzell ve dig., 1977; Nevo
ve Filippucci, 1988; Nishioka ve Sumida,
1992; Sinsch ve Eblenkamp, 1994;
Sofianidou ve dig., 1994). Bu bakimdan
Izmir R. ridibunda onekleri ilging bir
durum sergiler. Sumida ve Nishioka
(1992) Adana o&rneklerinin (n:3) LDI1
lokusunda tek allel bakimindan sabit
oldugunu belirtmiglerdir.  Tirkiye’den
(Diizce ve Kayseri, n:10) R. ridibunda
orneklerinin degerlendirildigi diger bir
calismada (Uzzell ve dig. 1977) bantlar
sadece hizli ve yavag elektromorflar
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olarak degerlendirilmistir. Biiyiik 6l¢iide
farkli yontemler kullanilmasindan ve
farkli bolgeler ¢aligilmasindan
kaynaklanan bu durumun, taksonomik
6nemi su an igin belirsizdir. Ancak yine
de LD1 Ilokusunda belirledigimiz bu
ekstra 2 yavag bant bir hibridizasyonla
ilgili olabilir. Diger bir olasilik, farkliligin
enzim altbirim sayisiyla iligkili olmasidir.
Bugiine kadar yapilan arastirmalar LDH
izoenzimlerinin genelde tetramerik yapida
oldugunu yani en fazla 5 banth bir yap1
sergiledigini  belirlemistir  (Wilkinson
1975). Bu durum birkag Amfibi tiiriinde
de gosterilmistir (7riturus genusu, LDH1
ve LDH2: Rafinski ve Arntzen 1987; R.
ridibunda LDHI1: Sofianidou ve dig.
1994; Uzzell ve Berger 1975; LDH B:
Graf ve PollsPelaz 1989). Baz1 canli
gruplarinda ise dimerik ve oligomerik
yapidan s6z edilmektedir Ancak bu
bilgilerin ¢ogu sadece elektroforetik
analiz sonuglarina aittir. LDH
izoenzimlerinin saflagtirildig: ve alt birim
sayisinin belirlendigi grup sayisi nispeten
azdir. Izmir bolgesi su kurbagasi
orneklerinde LD1 lokusunda saptanan 2
yavas elektromorfun ger¢ek anlami ancak
saflagtirma sonrasindaki analizlerle ortaya
konabilecektir.

LD2 lokusunda 3 elektromorf
gozlenmistir. Bu lokus i¢in en Onemli
gozlem bazi bireylerin LD2 negatif
olmast ve kalp kasi ekstraktlar1 harig
nispeten zayif reaksiyon gostermesidir.
Bu durum LD2’nin incelenen dokularda
daha az yogunlukta olmast ya da
calisgilandan farkli pH ve 1s1 degerinde
aktivite gostermesiyle aciklanabilir. LDH
izoenzimlerinin farkli tiirlerde dokuya
6zel dagilim gosterdikleri ve
aktivitelerinin inkiibasyon sicakligima ve
pH’a  baghi olarak  degisebilecegi
gosterilmistir  (Fritz, 1967; Wilkinson,
1975).

Dokuya ozel bir fenotip
gbzlenmemis olmasma karsin MDH ¢ok
daha ilgin¢ bir durum sergilemektedir.
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MDH’in anodal (soluble MDH) ve
katodal (mitokondrial MDH) olmak tizere
iki formu bulunmaktadir (McReynolds ve
Kito, 1970). Bizim bulgularimiz anodal
MDH ile iliskilidir. MDH1 ve MDH?2

lokuslarmin Tirkiye’den R. ridibunda
orneklerinde (Adana; n:3) tek allel
bakiminda monomorfik oldugu
belirtilmektedir (Nishioka ve Sumida

1992). MDHI1 lokusunun monomorfik
oldugu, R. balcanica, R. levantina, R.
esculenta ve Yunanistan R. ridibunda
orneklerinde de gosterilmistir (Nevo ve
Filippucci, 1988; Sinsch ve Eblenkamp,
1994; Sofianidou ve dig., 1994). Ancak
bizim  Orneklerimiz  belirgin  olarak
polimorfiktir (Sekil 2) Ayrica MDH
izoenzimlerinin dimerik ya da tetramerik
yapida oldugu bilinmektedir (Wilkinson,
1975) Bizim bulgularimiza gére MDI1
lokusunda toplam 8, MD2 lokusunda
toplam 6 elektromorf bulunmaktadir. Bu
durum hibridizasyon fikrini bir o&lglide
desteklese de, kesin bir yargiya
varabilmek ic¢in yine saflastirma sonrasi
analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
durum monomorfik SOD2 lokusu i¢in de
gecerlidir.

Anadolu su kurbagalari, genellikle
R. ridibunda tiriine dahil edilmektedir
(Basoglu ve Ozeti, 1973). Ancak Israil’de
R. levantina (Schneider ve dig., 1992) ve
Yunanistan’da R. balcanica (Schneider ve
Sinsch, 1992) tiirlerinin tamimlanmasiyla
Tiirkiye su kurbagalari, o6nce iki tir: R.
ridibunda ve R. levantina (Schneider ve
dig., 1992; Baran ve Atatiir, 1997), daha
sonra R. bedriagae olmak iizere tek tiir
(Beerli ve dig. 1994) ve en son olarak R.
ridibunda ve R. bedriagae olmak iizere
iki tiir (Schneider ve Sinsch, 1999; Sinsch
ve Schneider, 1999) altinda toplanmustir.
Tiirkiye su kurbagalarinin dagilim ve
isimlendirilmeleri hakkindaki bu
tartigmali  sonuglar, sadece c¢ok sinirh
bolgelerde ve ciftlesme ¢agri yapilarina
dayanarak ortaya koyulmustur. Ancak
ciftlesme ¢agrilarinin  koro halinde

duyuldugu Rana tiirlerinde, kaydedilen
ciftlesme  c¢agrilarmin  farkli  erkek
bireylerden kaynaklandigina dair bir kanit
bulunmamaktadir. Ayrica, sadece erkek
bireylerin degerlendirilebiliyor olmasi, su
kurbagalari gibi karmagik
hibridizasyonlar sergileyen bir grup igin,
sadece biyoakustik kayitlara dayanarak
yeni taksonlarin tanimlanmasini
giiclestirmektedir. Bu agidan biyoakustik
veriler, diger genetik veri gruplariyla
birlikte degerlendirilmelidir. R. balcanica
ve R. levantina hakkinda biyoakustik
veriler yaninda enzim elektroforetik
veriler de bulunmasina ragmen (Sinsch ve
Eblenkamp, 1994; Sofianidou ve dig.,
1994) Anadolu su kurbagalar1 hakkindaki
veriler ¢ok kisithdir ve calismalarda
incelenen 6rnek ve lokus sayist tam bir
degerlendirmeyi  giiclestirecek  sekilde
yetersizdir (Uzzell ve Berger, 1977;
Nishioka ve Sumida, 1992).

Hangi takson ya da taksonlara dahil
edilirse edilsin Anadolu (hatta biitiin
Palearktik bolge) su kurbagalar1 hakkinda
bugiine kadar elde edilen bolgesel
biyolojik veriler, ancak tamamlanmamis
bir yap boz goriiniimiindedir. Birkag
populasyon farkli yontemlerle ve daha
yogun ¢aligilmig olsa da heniiz tim
Anadolu’yu igine alan ve farkli
yaklagimlart ayn1 anda ele alan biiyiik bir
calisma yapilmamistir. Ayrica lokal
populasyonlarda yapilan ¢aligmalarda
dahi populasyonunun genetik yapisi ve
populasyon iizerindeki baskilar
tartistlmamistir.  Bu  noktada  Bati
Palearktik su kurbagalarinin tartismali
taksonomik  durumlart  kesin  olarak
acikliga kavusmadigi siirece, ¢alistigimiz
ornek grubunun ve hatta tiim Anadolu
populasyonlarinin  bugiin i¢in, Rana
ridibunda kompleksi olarak ele alinmasi
daha gergekgi goriilmektedir.

Izmir su kurbagalarinda 7 enzim
lokusunun karaciger, kalp ve iskelet kasi
ekstraktlarindaki fenotipleri bu ¢aligmayla
ilk kez tammlanmstir. Ozellikle MDH ve
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LDH lokuslarma ait bulgularimiz,
simdiye kadar, yakin su kurbagasi
populasyonlaria ait caligmalarla
karsilastirildiginda  6nemli  farkliliklar

gostermistir. Ileride yapilacak iiretme
denemeleri, kromozom, DNA ve enzim
yapt analizleri bu calismada ve daha
onceki calismalarda gosterilen
farkliliklarin daha acgik sekilde
aydinlatilmasini saglayacaktir.

Tesekkiir

Bu projeye maddi destek saglayan E.U.
Arastirma Fon Saymanligi’na ve
caligmalarimiz sirasinda gerek yontem ve
gerekse literatiir  bilgileri ig¢in  siklikla
yardimlarini gérdiigiimiiz Prof. Dr. Mehmet K.
ATATUR ve Prof. Dr. Hiiseyin ARIKAN’a
igtenlikle tesekkiir ederiz.

Kaynak¢a

Alpagut, N. and B. Falakali 1995. Karyotype
analysis of two Rana ridibunda
(Ranidae;Anura) populations in Turkey.
Isr. J. Zool. Vol.41:523-531

Arikan, H. 1983. Ege bolgesinde yasayan
Rana  ridibunda  (Anura;  Ranidae)
populasyonlarmin serolojik  ydnden
incelenmesi. Doga Bilim Dergisi (Temel
Bilim)., 7:37-45

Arikan, H. 1988. On a new form of Rana
ridibunda (Anura Ranidae) from Turkey.
Istanbul Univ. Fen Fak. Biyoloji Der.,
53:81-87

Arikan, H. 1990.  Rana  ridibunda
(Anura;Ranidae) populasyonlar1 iizerine
morfolojik ve serolojik arastirmalar. Doga
Tr. J. Of Biology, 14(1): 40-83.

Arikan, H., N.Ozeti, I.E. Cevik ve M.
Tosunoglu  1994.  Rana  ridibunda
caralitana (Anura: Ranidae)’nin Goller
Bolgesinde Dagilisi. Doga Tr. J. Of
Zoology, 18:141-145.

Atatiir, M.K., H Arikan, and A. Mermer 1990.
A taxonomical investigation on Rana
ridibunda  Pallas  (Anura; Ranidae)
populations from Lake District. Ist. Univ.
Fen Fak. Biyol Der., 54:79-83.

Avise, J.C. and C.F. Aquadro 1982. A
comporative summary of genetic distances

in the vertebrates. Evol. Biol. 15: 151-185.
Baran, 1. ve M.K. Atatiir 1997. “Tiirkiye

Herpetofaunasi (Kurbaga ve

Siirlingenler).” Cevre Bakanligi, Ankara.

Basoglu, M. ve N. Ozeti 1973. “Tiirkiye
Amfibileri” Ege Univ. Fen Fak. Kitaplar
serisi, No:50.

Beerli, P., H. Hotz, H.G. Tunner, S. Heppich,
and T. Uzzell 1994. Two new water frog
species from the Aegean Islands Crete and
Karpathos (Amphibia, Salientia, Ranidae).
Notulae Naturae, Philadelphia, No. 470:1-
9.

Berger L. 1973. Systematics and hybridization
in European green frogs. J. Herpet., 7:1-
10.

Budak, A., C.V. Tok and D. Ayaz 2000. On
specimens of Rana ridibunda Pallas, 1771
(Anura: Ranidae) collected from Isikli
Lake (Civril-Denizli). Tr. J. Zool. 24: 135-
137.

Buth, D.G. 1984. The aplication of
electrophoretic data in systematic studies.
A. Rev. Ecol. Syst. 15 : 501-522.

Dubois, A. 1977. Les problémes de 1’espece
chez les Amphibiens Anoures. In: Les
Problémes de I’Espéce dans le Reégne
Animal. Vol. II. C. Ed. Bocquet, J.
Genermont and M. Lamotte. Mémoires
Soc. Zool. de France 39:161-284

Dubois, A. and A. Ohler 1994. Frogs of the
subgenus Pelophylax (Amphibia, Anura,
genus Rana): A catalogue of available and
valid scientific names, with comments on
name-bearing types, complete synonymies,
proposed common names, and maps
showing all type localities. Zool. Poloniae,
39/3-4:139-204

Felsenstein, J.1985. Confidence limits in
phylogenies: an approach using the
bootstrap. Evolution, 39:783-791.

Ferrier, V., F. Gasser, A. Jaylet, and C. Cayrol
1983. Agenetic studies of various enzyme
polymorphisms in  Pleuredeles waltl
(urodele amphibian). II-peptidases:
Demonstration of sex-linkage. Biochem.
Genet. 21:535-549

Fritz, P.J. 1967. Rabbit lactate dehydrogenase
isozymes:effect of pH on activity. Science
156:82.

Graf, J.D. and M.P. Pelaz 1989. Evolutionary
Genetics of the Rana esculenta complex.
In RM. Dawley and JN. Bogart

457



Alpagut ve Falakal / E. U. Su Uriinleri Dergisi 20(3-4): 449 — 459

(eds)“Evolution and Ecology of Unisexual
Vertebrates”. Bulletin 466 New York State
Museum, Albany N.Y. 289-302

Hotz, H. 1974. Ein problem aus vielen fragen-
europdische Griinfrésche (Rana esculenta-
Komplex) und ihre verbreitung. Natur and
Museum 104:262-272

Hotz, H. 1983. Genic diversity among water
frog genomes inherited with and without
recombination. Dissertation, Univ. Ziirich

Hotz, H. and S. Bruno 1980. Il problema delle
rane verdi e I’Italia (Amphibia, Salientia).
Rend. Accad. Naz. Scci detta dei XL,
Mem. Sci. Fis. Nat., 98(4) (6):49-112

Joermann, G., I. Baran and H. Schneider 1988.
The mating call of Rana ridibunda
(Amphibia:Anura) in western Turkey:
Bioacoustic analysis and taxonomic
consequences. Zool. Anz. 220: 225-232

Kumlutas, Y., M. Tosunoglu, ve B. Go¢men
1999. Karadeniz Bolgesi Rana ridibunda
(Anura:Ranidae) populasyonlar1 iizerine
morfolojik bir arastirma.Tr. J. Zool.
23(3):801-806

Manchenko, G.P. 1994. “Handbook of
Detection of Enzymes on Electrophoretic
Gels”. CRC Press, Boca Raton.

McReynolds, M.S. and G.B. Kitto 1970.
Purification and properties of Drosophila
malate dehydrogenases. Biochim.
Biophys. Acta, 198, 165-175.

Mertens, R., 1952. Amphibien und Reptilien
aus der Turkei. Rev. Fac. Sci. Univ. S. B.
XVII. Fasc.1

Nei, M., 1972. Genetic distance between
populations. Am. Natur. 106:283-292

Nei, M., 1976. Mathematical models of
speciation and genetic distance. Pages
723-768 In. S. Karlin and E. Nevo
(eds)“Population genetics and ecology.”
Ed., Academic Press, New York.

Nevo, E. and M.G. Filippucci 1988 Genetic
differentiation between Israeli and Greek
populations of the marsh frog, Rana
ridibunda. Zool. Anz., 221, 5/6: 418-424.

Nevo, E. and S. Y. Yang 1982. Genetic
diversity and ecological relationships of
marsh frog populations in Israel. Theor.
Appl. Genet., 63 : 317-330.

Nishioka, M. and M. Sumida 1992.
Biochemical differentiation of pond frogs
distiributed in the Palearctic Region. Sci.

458

Rep. Lab. Amph. Biol. Hiroshima Univ.,
9: 53-96.

Nishioka, M., H. Ohtani, and M. Sumida 1980.
Detection of chromosomes bearing the loci
for seven kinds of proteins in Japanese
pond frogs. Sci. Rep. Lab. Amph Biol.
Hiroshima Univ., 4: 127-184

Rafinsky, J. and JW. Arntzen 1987.
Biochemical systematics of the Old World
Newst, Genus Triturus: Allozyme data.
Herpetologica, 43 (4) : 446-457.

Schmid, M., I.C. Nanda, J.T. Epplen,, K.K.
Steinlein and T. Haaf 1991. Sex-
determining  mechanism  and  sex
chromosomes in Amphibia. In D.M Green.
and S.K. Sessions (eds) Amphibian
Cytogenetics and Evolution Academic
Press,Inc. San Diego, California.

Schneider, H., and U. Sinsch 1999. Taxonomic
reassessment of Middle Eastern water
frogs: Bioacoustic variation among
populations considered as Rana ridibunda,
R. bedriagae or R. levantina. J. Zool. Syst.
Evol. Res. 37:57-65

Schneider, H. 1997. Calls and reproductive
behaviour of the water frogs of Damascus,
Syria (Amphibia:Anura:Rana bedriagae
Camerano, 1882). Zool in the Middle East,
15:51-66

Schneider, H. 1999. Calls of the Levantine
Frog, Rana bedriagae, at Birket Ata, Israel
(Amphibia:Anura). Zoology in the Middle
East, 19:101-116

Schneider, H., U. Sinsch and E. Nevo 1992.
The lake frogs in Israel represent a new
species. Zool. Anz., 228, /5: 97-106

Schneider, H., U. Sinsch and T.S. Sofianidou
1993. The water frogs of Greece.
Bioacoustic evidence for a new species. Z.
Zool. Syst. Evolut. Forsch. 31:47-63.

Schultz, R.J. 1969. Hybridization,
unisexuality, and polyploidy in the teleost
Poeciliopsis  (Poecilidae) and  other
vertebrates. Amer. Nat. 103 : 605-619

Schultz, R.J. 1977. Evolution and ecology of
unisexual fishes. Evol. Biol. 10:277-331

Sinsch, U. and H. Schneider 1999. Taxonomic
reassessment of Middle Eastern water
frogs: Morphological variation among
populations considered as Rana ridibunda,
R. bedriagae or R. levantina. J. Zool. Syst.
Evol. Res. 37:67-73



Alpagut ve Falakal / E. U. Su Uriinleri Dergisi 20(3-4): 449 — 459

Sinsch, U. and Eblenkamp, B. 1994 Allozyme
variation among Rana balcanica, R.
levantina, R. ridibunda (Amphibia:
Anura): Genetic differentiation
corroborates the bioacoustically detected
species status. Z. Zool. Syst. Evolut.
Forsch. 32:35-43

Sofianidou, T.S., H. Schneider and U. Sinsch
1994 Comparative electrophoretic
investigation on Rana balcanica and Rana
ridibunda from Northern Greece. Alytes,
12(3):93-108

Subtelny, S. 1974. Nucleocytoplasmic
interactions in development of amphibian
hybrids. Int. Rev. Cytol., 39 : 35-88.

Sumida, M. and M. Nishioka, 1994a. A
pronounced sex difference when two
linked loci of the Japanese brown frog
Rana japonica are recombined. Biochem
Genet., 32 (9-10):361-369.

Sumida, M. and M. Nishioka, 1994b. Genetic
differatiation of the Japanese Brown Frog,
Rana Jjaponica, clucidated by
electrophoretic analyses of enzymes and
blood proteins. Sci. Rep. Lab. Amph Biol.
Hiroshima Univ., 13:174-195.

Sumida, M. and M. Nishioka, 1996 Genetic
variation and population divergence in the
Mountain Brown Frog Rana ornativentris.
Zoological Sciences ,13:537-549

Swafford, D.L. and R.B. Selander, 1981.
BIOSIS-1:A FORTRAN program for the
comprehensive analysis of electrophoretic
data in  population genetics and
systematics. J. Hered. 72:281-283.

Tok, C.V., M.K. Atatiir and D. Ayaz 2000.
Morphological characterisation of a
population of Rana ridibunda Pallas, 1771
in the Dalaman area, Turkey. Zool in the
Middle East. 20: 47-54.

Uzzell T. and L. Berger 1975. Electrophoretic
phenotypes of Rana ridibunda, R.
lessonae, and their hybridogenetic
associate, R. esculenta. Proceed. Acad.
Natl. Sci. Philad. Vol.127, No.2, 13-24

Uzzell, T., R. Giinther and L. Berger 1977.
Rana ridibunda and Rana esculenta: A
leaky hybridogenetic system (Amphibia

Salientia). Proceed. Acad. Natl. Sci.
Philad. Vol.128, No.9, 147-171

Wilkinson, J.H. 1975. “Isoenzymes” (Second
Edition). Chapman and Hall, London.

Wright, D.A. and F.H., Moyer 1966. Parental
influences on lactate dehydrogenase in
early development of hybrid frogs in the
genus Rana. J. Exp. Zool., 163 : 215-230.

Wright, D.A. and F.H. Moyer 1968.
Inheritance of frog lactate dehydrogenase
patterns and the persistence of material
isoenzymes during development. J. Exp.
Zool. 167: 197-206.

Wright, D.A. and S. Subtelny 1971. Nuclear
and  cytoplasmic  contributions  to
dehydrogenase phenotyp in hybrid frog
embryos. Develop. Biol., 24 : 119-140.

Wright, D.A. and S. Subtelny 1973. Effects of
haploidy and hybridization on the
activities of four dehydrogenases in frog
embryos. Develop. Biol., 32: 297-308.

Wright, D.A. 1975. Expression of enzyme
phenotypes in hybrid embryos, In. C.
Markerrt (eds)“Isoenzymes Genetics and
Evolition.” 4. Eddition, Academic Press,
New York, 649-664.

Wright, D.A. 1976. Syntesis of stage-spesific
proteins in early frog embryos. Am. Zool.
16: 231.

Wright, D.A. 1978. Syntesis of stage-spesific
proteins in early embryogenesis In. “Cell.
Differentiation and Neoplasia” Ed. G. F.
Saunders,. Raven Press, New York, 391-
402.

Wright, D.A., C.P. Huang, and B.C. Chuoke
1976. Meiotic origin of triploidy in frog
detected by genetic analysis of enzyme
polymorphisms. Genetics, 84: 319-382.

Wright, D.A. and D.M. Richards 1983. Two
sex-linked loci in the leopard frog Rana
pipiens. Genetics, 103:249-261.

Wright D.A., C.M., Richards, J.S. Frost, A.M.
Camozzi and B. J. Kunz 1983. Genetic
mapping in amphibians. In. “Isoenzymes:
Current Topics in Biological and Medical
Research,” Vol. 10, 278-311. Alan R. Liss,
New York.

459



