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Ozet

Bitkilerde molekiiler diizeyde yapilan c¢alismalar, incelenen taksonlardan maksimum kalitede DNA eldesi
gerektirmektedir. Bu nedenle, ¢alisilacak bitkilerden yiiksek konsantrasyonlu ve miimkiin olabildigince saf DNA eldesi
son derece onemlidir. Bitkilerden genomik DNA izolasyonu i¢in farkli protokoller bulunmaktadir. Bu arastirmada tibbi
ve aromatik bitkilerden Asteraceae, Apiaceae ve Lamiaceae familyalarina ait bazi taksonlar kullanilmigtir. Taksonlarin
hem herbaryum materyali haline getirilmis kuru yaprak dokularindan, hemde taze yaprak dokularindan ornekler
alimarak denenecek yoOntemlerin hangi tip dokularda daha etkin oldugu arastirllmaya c¢alisilmistir. Kullanilan
yontemlerde ekstraksiyon tampon ¢6zeltileri iginde yalnizca CTAB ile CTAB+PVP beraber olacak sekilde hazirlanmus,
buna ilave olarak hazir izolasyon kiti kullanilmigtir. Genel olarak tiim yontemlerden yiiksek konsantrasyonda DNA elde
edilirken, bu yontemlerle elde edilen gDNA’da, proteinler, RNA, polisakkaritler, ugucu yaglar, fenoller ve diger
kirleticilerin miktar1 minimal diizeye indirilmeye calisilmistir. izole edilen DNA’larin konsantrasyonu ve safligi
nanodrop spektrofotometrede 6lgiiliirken, yogunlugu agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. Ayrica elde edilen
DNA’larin PCR ¢aligmalarina uygunlugu da gesitli primerler kullanilarak test edilmistir. Elde edilen DNA’larin miktar1
ve kalitesi taksonlar arasinda farklilik gosterse de en kaliteli izolasyon her zaman taze bitki materyali kullanilarak
yapilan izolasyonlardan elde edilmistir. Bununla birlikte yalmizca CTAB ¢ozeltisi kullanilan ekstraksiyon yontemi en
yiiksek saflik ve yogunlukta olan DNA” y1 saglamustir. Bunu takiben CTAB+PVP yontemlerinin benzer sonuglar verdigi
goriiliirken, hazir kit kullaniminin ise bitkilerden DNA izolasyonunda ¢ok da kullanisli olmadig1 saptanmustir. Hazir kit
kullanimi her ne kadar daha temiz goriiniimliit DNA verse de elde edilen DNA’larin yetersiz oldugu gériilmiis ve PCR
caligmalarinda miispet sonu¢ vermemistir.

Anahtar Kelimeler: DNA izolasyonu, Bitki, CTAB, PCR.
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The Comparative Analysis of Some DNA Isolation Methods in Various Plant Taxa

Abstract

Molecular biology studies in plants require high quality DNA isolation from the taxa studied. Therefore, DNA isolation
with high concentration and as pure as possible from plants to be used in studies is extremely important. There are
different protocols for genomic DNA isolation from plants. In this study, some taxa belonging to Asteraceae, Apiaceae
and Lamiaceae families of medicinal and aromatic plants were used. It has been tried to investigate which types of
tissues are more effective by taking samples from both dry leaf tissues of taxa that have been turned into herbarium
material and fresh leaf tissues. In the methods used, only CTAB and CTAB + PVP were prepared together in extraction
buffer solutions, in addition to this, a ready-made isolation kit was used. In general, high concentrations of DNA were
obtained from all methods, while the amount of proteins, RNA, polysaccharides, essential oils, phenols and other
contaminants in the gDNA obtained by these methods were tried to be minimized. While the concentration and purity of
the isolated DNA was measured in a nanodrop spectrophotometer, its density was visualized in agarose gel
electrophoresis. In addition, the suitability of the obtained DNAs for PCR studies was tested using various primers.
Although the amount and quality of the obtained DNA varies between taxa, the best quality isolation has always been
obtained from isolations using fresh plant material. However, the extraction method using only CTAB solution provided
DNA with the highest purity and density. Following this, it was observed that CTAB + PVP methods gave similar
results, while the use of ready-made kits was not very useful in DNA isolation from plants. Although the use of ready-
made kits gives clearer looking DNA, the obtained DNA was found to be insufficient and did not give positive results in
PCR studies.

Keywords: DNA isolation, Plant, CTAB, PCR.

1. Giris

Tiirkiye, gerek bitki gesitliligi gerekse bitkilerin yasam alanlar1 bakimindan diinyanin en
zengin iilkelerinden biridir. Ulkemiz florasinin zengin damarli bitkilerden olusmasinda birgok
faktor rol oynamaktadir. Bunlar; 3 farkli fitocografik bdlgenin kesistigi yerde bulunmasi, Asya ve
Avrupa kitalar1 arasinda koprii konumunda olmasi, bitkilerin yayilis1 bakimindan 6nemli bir fiziksel
ve iklimsel bariyer fonksiyonu géren Anadolu Diyagonalinin varligi, ¢ok farkli iklim tiplerinin
etkisi altinda kalmasi, 0-4500 metre arasinda degisen yiikselti farklarinin bulunmasi, deniz, irmak,
g0l, nehir, bataklik gibi ¢ok farkli ekosistemleri bir arada barindirmasi gibi etmenler rol
oynamaktadir (Davis ve Hedge, 1975; Ekim ve Giiner, 1986; Avci, 1993 Ekim, 1997).

Tirk botanikgilerinin katkilariyla, son yillarda yazilmis olan “Tiirkiye Bitkileri Listesi
(Damarl: Bitkiler)” (Giiner ve ark., 2012) kitabinda, onceleri yalnizca tilkemizde yayilis gosterdigi
bilinen bazi tiirlerin komsu iilkelerde de yayilis gosterdiginin saptanmasiyla, Tiirkiye’nin sahip
oldugu tiir sayilar1 degiserek, toplam tiir sayis1 9753, endemik tiir sayis1 3035, endemizm orani ise
% 31.12 olarak belirtilmistir. Tiiralt1 taksonlarla birlikte tilkemizdeki dogal yayilis gosteren damarlt
bitkilerin toplam takson sayist 11466, endemik takson sayisi 3649 ve tiiralti taksonlarla birlikte
endemizm orani da % 31.82 olarak belirtilmistir (Giiner ve ark., 2012; Sancar, 2017).
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Tiirkiye Florasi’ni olusturan taksonlarin yaklasik iigte birinin (% 31.82’nin) endemik olmasi,
Tiirkiye’yi bitki genetik kaynaklar1 agisindan ¢ok degerli yapmaktadir (Delipoyraz, 2018).

Bu calismaya materyal teskil eden her ti¢ familya da igerdikleri yogun kimyasal bilesenler ve
sekonder metabolitler bakimindan oldukca zengin bitkilerdir. Ornegin; Asteraceae Familyas1 ¢ok
zengin bir kimyasal icerige sahip olup, bu maddelerin miktar1 ve c¢esidi cinsler arasi oldukg¢a
farklilik gostermektedir. Igerdikleri kimyasallarin bir kismi zehirlidir. Bu durum Asteraceae
familyasinin birkag istisna (Helianthus annuus L., Helianthus tuberosus L., Lactuca sp.) disinda
insanlar tarafindan neden az tiiketildiginin de bir agiklamasidir. Bunun yaninda zengin ugucu yag ve
terpenoid igerigine sahip tiirler de vardir. Terpenoidler ve belirli fenolik igerikler ayn1 zamanda bu
familya iyelerinin tip ve eczacilikta kullanilma sebepleridir (Kursat, 2010). Yine Lamiaceae
familyasinin birgok tiirii, ¢ogunlukla ugucu yag igeren annual veya perennial otsu bitkiler ile
calilardir. Bu familyaya ait bitkilerin birgogunda eterik yaglar ve sekonder metabolitlerin bulunusu
sozkonusu familyanin en 6nemli 6zelligi olup, tip, eczacilik ve kozmetik sanayinde kullanilmasi
bakimindan 6nem tasimaktadir. Familya liyeleri arasinda tibbi bitki ve baharat bitkisi olarak
kullanilanlarin sayisi ¢oktur. Sahip olduklari ugucu yag ve sekonder metabolitler yaprak epidermasi
tizerinde, epidermis hiicrelerinden farklilagarak olusmus salgi tiiylerinde bulunur (Kaya, 1997).
Apiaceae familyasi ise icerdikleri biyolojik aktiviteye sahip sekonder metabolitleri sebebiyle bilim
insanlarmin ilgisini ¢cekmekte ve halk arasinda kullanimlar1 olduk¢a yaygin hale gelmektedir (Duke,
1987). Basta gastrointestinal sistem olmak tizere, dolasim, solunum ve irogenital sistemler
iizerinde’de tibbi olarak etki gosterdigi bildirilmistir. Bunun yani sira sedatif, uyarict ve
antispazmodik etkileride bilinmektedir. Gida olarak tiiketilen kereviz, havug, maydanoz gibi bazi
tirler tizerinde yapilan ¢aligmalarda, bu bitkilerde bulunan bazi alifatik poliasetilenlerin etkisiyle,
antifungal, antibakteriyel ve antitiimor etkilerinin oldugu ortaya konmustur (Christensen ve Brandt,
2006; Demirpolat, 2017).

Morfolojik karakterlere dayali klasik (ortodoks) sistematik ¢aligmalarin, bitkilerin sistematik
kategorilerini tanimlamak ve taksonomik problemlerini ¢6zmek icin tek basina yeterli olmadigi
goriisii taksonomistler arasinda oldukca kabul gérmektedir. Bu durum taksonomi caligmalarinda
daha ¢ok molekiiler yontemlere agirlik verilmesiyle sonuglanmistir (Kabaoglu, 2007). Giiniimiizde
bitki sistematigi alaninda niiklear genom, kloroplast genomu ve mitokondrial genom iizerinde
kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Kloroplast genomunun bitkilerin taksonomik sorunlarinin
¢oziimiinde tiir, cins ve familya seviyelerinde kullanilabilece§i sonucuna varilmistir.

Sistematik¢iler, bu ¢aligmalar sirasinda oOncelikle taksonomik problemleri olan ve farklhi
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seviyelerdeki taksonomik kategorilere giren temel canli gruplarimi tespit eder, daha sonra da bu
gruplar arasindaki evrimsel iligkileri tespit etmek amaciyla DNA sekans c¢alismalarina yonelirler
(Dogan, 2007).

Bitkilerde molekiiler seviyedeki arastirmalarin ilk adimi bitkinin sahip oldugu genomik
DNA’nin temiz, kaliteli ve yogun bir sekilde izole edilmesidir. Genomik DNA’nin eldesi hiicre zari
ve duvarmin eritilmesi, proteinlerden arindirilmasi, bitkinin sahip oldugu pigment maddeleri ile
sekonder metabolitlerin yikanmasi ve DNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmasi gibi temel prensipleri
icerir (Bozkaya, 2012). Bitki taksonlariin biiyiik kisminda kullanilan birbirinden farkli ¢ok sayida
izolasyon protokolleri mevcuttur. Bu protokollerin neredeyse hepsi kullanish DNA eldesi
vermektedir. Ancak her bitkinin sahip oldugu biyokimyasal yap1 birbirlerinden oldukga farklidir.
Bu nedenle bir bitki grubunda basarili olan bir izolasyon protokolii, bir diger bitki grubunda ayni
basar1 orani ile sonu¢ vermeyebilir. Genomik DNA izolasyonu, yapilarinda yiiksek oranda
alkoloidler, glikozitler, baz1 azotlu bilesikler ve polipeptitler gibi sekonder metabolitler ile yogun
pigment maddesi barindiran bitkilerde her zaman kolay olmayabilir (Aydin ve Koégkar, 2008;
Sevindik ve ark., 2013). Boyle durumlarda farkli protokoller uygulayarak ya da mevcut protokolde
modifikasyonlar yaparak s6z konusu problemler ortadan kaldirilmaya ¢aligilir.

Bu arastirmada ii¢ farkli familyaya ait bazi taksonlar kullanilarak farkli genomik DNA
izolasyon protokolleri denenmistir. Calismaya materyal olusturan taksonlar, icerdigi zengin
sekonder metabolitler sebebiyle tip, eczacilik ve kozmetik sanayinde kullanimi yaygin olan énemli
familyalardandir. Bu arasgtirma ile; morfolojik karakterlerle tiir sinirlart tam netlestirilemeyen
sorunlu sistematik gruplarin molekiiler yapilarma dayali filogenetik sistematik konumunun
belirlenebilmesi agisindan gerekli olan uygun metodlarin belirlenmesi amaglanmis ve gelecekte bu

ve benzeri cinslerle yapilacak DNA temelli ¢aligmalara fikir sunarak katki saglamasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Ornekleri

Calisilan tiim taksonlar 2020 yilinin Nisan ayinda Pelin Yilmaz Sancar tarafindan Elazig-
Hankendi civarindan toplanmis olup, her taksondan bir grup bitki preslenerek kurutulmus ve
herbaryum materyali haline getirilmis, bir diger grup ise 6rnek saklama poseti icerisine alinarak -
20°C’de ¢alisilana kadar muhafaza edilmistir. Herbaryum materyali kullanarak yapilacak olan
izolasyonda canli yesil renkli kurumus yapraklar secilerek cam bir havan igerisinde toz hale

getirilmis ve 1gr olacak sekilde ependorf tliplere aktarilmistir. -20 °C’de saklanan taze 6rnekler ise
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stv1 azot kullanilarak cam bir havan igerisinde ezilerek toz hale getirilmis ve yine 1gr olacak sekilde
ependorf tiiplere aktarilmigtir. DNA izolasyonu i¢in toplanan ornekler ve detayli lokalite bilgileri

Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan taksonlarin lokalite bilgileri

Taksonlar Lokaliteleri
Achillea schischkinii B7 Elazig-Hankendi civari yol kenarlari, 1120 m
Centaurea solstitialis subsp. solstitialis B7 Elazig-Hankendi civar1 yol kenarlari, 1114 m
Biforia radians B7 Elazig-Hankendi civar1 yol kenarlari, 1009 m
Lisaea strigosa B7 Elazig-Hankendi civari yol kenarlari, 994 m
Salvia aethiopis, B7 Elazig-Hankendi civari yol kenarlari, 1200 m
Mentha spicata B7 Elazig-Hankendi civari yol kenarlari, 1139 m

2.2. DNA izolasyon Metodlar
2.2.1. CTAB Protokolii

Bitkilerden genomik DNA izolasyonu i¢in ilk olarak CTAB yontemi denenmistir (Doyle ve
Doyle, 1987).

Kullanilan CTAB ekstraksiyon tamponunun hazirlanist su sekildedir; 2 gr %2’lik CTAB, 28
ml 5M NaCl, 40 ml 0,5M EDTA (pH 8,0), 10 ml 0,1M Tris-HCI (pH 8,0) ve 20 ml dH,O
karigtirilarak otoklavda steril edilir.

DNA’ y1 ¢ozdiirecegimiz TE tamponu ise, 1ml 1M Tris-HCI (pH 8,0) ve 0,2 ml 0,5M EDTA
(pH 8,0) karigtirilarak dH20O ile 100 ml’ye tamamlanir ve otoklavda steril edilir.

Sterilizasyon sonrast CTAB ekstraksiyon tamponu ve ¢6ziicti TE tamponu kullanima hazirdir.

Bu yontemin uygulama sekli soyledir; 1 gr bitki 6rnegi havanda toz haline getirilir ve 200
ul’lik ependorf tiiplere almir. Uzerine 500 ul CTAB tamponu eklenir ve vorteksle karistirilir.
Ardindan 5 pl B-Merkaptoetanol eklenir ve tekrar vortekslenerek bir saat siireyle 65°C’de inkiibe
edilir. Bu esnada ornekler 10 dakikada bir alt {ist edilmek suretiyle karistirilir. Inkiibasyon sonunda
ornekler 14.000 rpm’de 20°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij sonras: tiiplerdeki
slipernatant yeni temiz bir ependorfa aktarilirak pellet atilir. Siipernatantin {lizerine 750 pl 24:1
oraninda karigtirllmig kloroform:izoamil alkol eklenerek alt iist edilir ve tekrar 14.000 rpm’de
20°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi tiiplerde 3 faz gozlenir. Bunlar; en altta
kalan fenolik bilesenlerle pigment maddelerini i¢inde barindiran yesil renkli faz, arada kalan bitki
partikiillerini iceren ince hareketli bir tabaka ve en listte DNA y1 igeren renksiz sulu faz. En istte

kalan sulu faz yeni ependorf tiipe aktarilir ve lizerine 450 pul isopropanol eklenerek 24 saat boyunca
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-20°C’de bekletilir. Isopropanol, ¢dzeltideki DNA molekiiliinii ¢oktiirecektir. 24 saatin sonunda
-20°C’den cikarilan tiipler 14.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij
sonrast tiiplerin en dip kisminda nokta halinde DNA gozle goriilecektir. Ustte kalan sivi isopropanol
faz1 dokiilerek tiiplere 500 pl %70°lik etil alkol eklenir ve 14.000 rpm’de +4°C’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilerek DNA yikanir. Gerek goriilirse bu yikama islemi 2-3 defa daha
tekrarlanabilir. En son olarak tiipler kurutma kagitlarina yan yatirilir ve etil alkoliin iyice ugmast
saglanir. Tamamen kuruyan pellet tizerine 50 pl TE (Tris-EDTA) tamponu eklenir ve pellet
c¢oziilerek kullanima hazir hale getirilir. Izole edilen DNA’lar 24 saat +4 °C’de bekletilerek iyice

¢Oziilmesi saglanir.

2.2.2. CTAB+PVP Protokolii

Bu protokolde, izolasyon yontemi modifiye edilmis seklinde kullanilmistir (Porebski ve ark.,
1997). Bu yontemde daha 6nceki metotda hazirlanan CTAB ekstraksiyon tamponuna PVP ilave
edilerek kullanilmistir (20 ml CTAB ekstraksiyon tamponuna 0.8 gr PVP eklenerek hazirlanmstir).

Burada dikkat edilmesi gereken 6nemli nokta CTAB+PVP karisiminin taze hazirlanmis olmasidir.

Bu yontemin uygulama sekli soyledir; 1 gr yaprak dokusu ezilir. Ezilen drnekler eppendorf
tiiplere alinir ve lizerine hazirlanan CTAB+PVP (60°C 1sitilmis olmalidir) karisimindan 600 pl
eklenir ve vortekslenir. Ardindan 6 pl B-Merkaptoetanol eklenir ve tekrar vortekslenerek 2 saat 60
°C’de inkiibe edilir. Bu esnada Ornekler 10 dakikada bir alt iist edilmek suretiyle karistirilir.
Inkiibasyon sonunda &rnekler 14.000 rpm’de 20°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij
sonras! tiiplerdeki siipernatant yeni temiz bir ependorfa aktarilirak pellet atilir. Uzerine 600 pl
kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenir ve tekrar santrifiij yapilir. Boylece proteinler ve sekonder
metabolitler ¢oker, pigmentler yikanir ve DNA istte kalir. Olusan siipernatant yeni tiipe aktarilir ve
tizerine 600 pl izopropanol eklenir ve -80 °C’de 3-4 saat bekletilir. Daha sonra santrifiij yaptirilarak
DNA c¢oktiiriiliir ve dipte pellet olusur. Bu asamada DNA c¢iplak gozle goriilebilir. Ustteki ¢ozelti
dokiilerek olusan pellete 1 ml %70 lik etanol eklenip alt st edilir. -20 °C’de 30 dk bekletilir ve
bekleme siiresi sona erince santrifiij yapilarak ¢okelme saglanir. Ustteki siipernatant ¢dpe atilir, altta
pellet kalir. Kalan ¢okelti %70’lik etanol ile tekrar santrifiijlenir. Santrifiijden sonra iistteki etanol
atilir ve dipte pellet kalir. Dipte kalan pellet kurutma kagidina yatirilarak etanoliin iyice ugurulmasi
saglanir. Son olarak pellet 50 pl TE eklenerek iyice ¢oziiliir. izole edilen DNA’lar 24 saat +4 °C’de

bekletilerek iyice ¢oziilmesi saglanir.
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2.2.3. Hazir DNA izolasyon Kiti Protokolii

Bu protokolde izolasyon, ticari amagla satilan hazir DNA izolasyon kiti ile
gerceklestirilmistir. Izolasyonda kullanilan soliisyonlar ve tiipler hazir bir sekilde kit iceriginde

bulunmaktadir.

Bu yontemin uygulama sekli soyledir; Toz hale getirilmis bitkilerden uygun miktarlarda
ornek almarak steril eppendorflara birakilir. Her bir 6rnege Buffer - AP1’den 400 pl ve RNase
A’dan 4 pl eklenerek vorteks ile karistirilir. 65°C su banyosunda 2 dakikada bir karigtirmak
suretiyle 10 dakika bekletilir. Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiiplere Buffer — P3 ten 170 ul
eklenerek 1 dakika boyunca vortekslenir. Ardindan buzun igerisine alinarak 5 dakika bekletilir.
Buzdan ¢ikarilan 6rnekler 14.000 rpm’de 25°C’de 5 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasi Ustte kalan siv1 faz mor renkli (QIlAshredder mini spin columns) tiiplere aktarilir. Tiipler
20.000 rpm’de 25°C’de 2 dk sanrifiij edilir. Santrifiij sonrasi tiiplerin iistte kalan mor kapakli kismi
cikartilip atilir. Altta kalan siiziintiiniin icerisine Buffer — AW1’den 400 pl eklenir ve birkag kez
pipetaj yaparak karistirilir. Olusan karisim beyaz renkli (DNeasy mini spin columns) tiiplere
aktarilir ve 5.000 rpm’de 25°C’de 1 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi beyaz kolonlar temiz
toplama tiiplerine oturtulur. Uzerine Buffer — AW2’den 500 pul eklenerek 5.000 rpm’de 25°C’de 1
dk santrifij edilir. Santrifiij sonrasi alttaki sivi kisim dokiilerek kolonlara tekrar Buffer — AW2’den
500 pl eklenerek 10.000 rpm’de 25°C’de 2 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi kolonlar temiz
toplama tiiplerine oturtulur, kapaklar1 agilarak Buffer — AE ¢ozeltisinden 50 ul eklenir. 10 dakika
bekletilerek 5.000 rpm’de 25°C’de 1 dk santrifiij edilir. Bu igslem 2 kez tekrar edildikten sonra
kolonlar atilir ve DNA’lar kullanima hazir hale gelir. Bu protokoldede izole edilen DNA’lar 24 saat

+4 °C’de bekletilerek iyice ¢ozlilmesi saglanir.

2.3. DNA Orneklerinin Saflik ve Miktar Tayini

Tiim yontemlerle izole edilen DNA 6rneklerinin yogunlugu jel elektroforezinde kosturularak
gdzlenmistir. izole edilen DNA’lar %]1'lik agaroz jele yiiklenerek elektroforezde 80 W’ da 45
dakika siire ile kosturuldu. Siire sonunda agaroz jel, alttan aydinlatma yapabilen bir UV
translimunator vasitasi ile goriintiilendi. Ayrica orneklerdeki DNA konsantrasyonu, Nanodrop
Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii. Bu cihazda 260/280 nm’deki absorbe degerleri DNA-protein
saflik derecesini, 260/230 nm’deki absorbe degerleri ise DNA-RNA saflik derecesini
belirtmektedir. DNA’lar saflik ve kalite bakimindan degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda
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safligin 260/280 nm, absorbsiyon oraninin 1,8-2,0 dolayinda olmasi beklenmektedir. Elde edilen
degerin 2,0’den daha yiiksek olmasi; DNA 6rneginin RNA, kloroform veya fenol ile kirli oldugunu;
1,8 degerinden daha diisiik olmasi ise DNA 6rneginin icerisinde proteinler veya polifenol bilesikler
bulundugunu ifade eder (Hoisington, 1992; Dogan, 2013). DNA olgiimleri yapilmadan Once
DNA’nin yiiklenecegi kisim bir bezle silinip, temizlendikten sonra ince uglu bir pipet yardimiyla
her bir DNA 6rneginden 1 pL kadar yiiklendi. DNA’larin kalite ve miktar tayini bu cihazla tespit
edildi. DNA o6rneklerinin okunmasi iginde kor (blank) olarak DNA y1 i¢inde ¢ozdiirdiigiimiiz Tris-
EDTA (TE) ¢6zeltisi kullanildi. Kalite ve miktar agisindan en iyi olan DNA’lar PCR’da ¢ogaltma
islemi i¢in secildi.

Calisilan taksonlara ait DNA’larin nanodrop spektrofotometre ile alinmis oOlgtimleri, saflik

degerleri ve DNA’larin miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Elde Edilen DNA’larm Olgiimleri (C=CTAB, P=CTAB+PVP K=Hazir Izolasyon Kiti)

Taksonlar A260/ A280 DNA miktan
1.82(C) 924ng (C)
Achillea schischkinii (Taze doku) 1.17(P) 464ng (P)
1.01(K) 102ng (K)
1,87 (C) 564 ng (C)
Achillea schischkinii (Herbayum materyali) 1,55 (P) 352 ng (P)
1,34 (K) 50 ng (K)
Centaurea solstitialis subsp. solstitialis 176 (C) 1256 ng (C)
(Taze doku) 1,15 (P) 398 ng (P)
1,24 (K) 38 ng (K)
Centaurea solstitialis subsp. solstitialis 184 (C) 850 ng (C)
(Herbayum materyali) 161 (P) 184 ng (P)
1,17 (K) 20 ng (K)
1,90 (C) 1539ng (C)
Biforia radians (Taze doku) 1,65 (P) 550 ng (P)
1,04 (K) 120 ng (K)
1,92 (C) 1106 ng (C)
Biforia radians (Herbayum materyali) 1,52 (P) 298 ng (P)
1,22 (K) 85 ng (K)
1,90 (C) 1345 ng (C)
Lisaea strigosa (Taze doku) 1,65 (P) 482 ng (P)
1,18 (K) 55 ng (K)
2,00 (C) 934 ng (C)
Lisaea strigosa (Herbayum materyali) 1,15 (P) 278 ng (P)
1,36 (K) 32 ng (K)
2,19 (C) 1280 ng (C)
Salvia aethiopis (Taze doku) 1,65 (P) 556 ng (P)
1,77 (K) 64 ng (K)
Salvia aethiopis (Herbayum materyali) 1,99 (C) 765 ng (C)
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2,15 (P) 287 ng (P)
1,15 (K) 20 ng (K)
1,70 (C) 1756 ng (C)
Mentha spicata (Taze doku) 1,35 (P) 598 ng (P)
1,50 (K) 92 ng (K)
2,10 (C) 987 ng (C)
Mentha spicata (Herbayum materyali) 1,76 (P) 224 ng (P)
1,36 (K) 42 ng (K)

3. Bulgular ve Tartisma

Izole edilen DNA’lar %1'lik agaroz jele yiiklenerek elektroforezde 80 W’da 45 dakika siire ile

kosturuldu. Siire sonunda agaroz jel, alttan aydinlatma yapabilen bir UV translimunator vasitasi ile

goriintiilendi. Dondurulmus taze bitki dokular1 kullanilarak izole edilen gDNA’larin jel fotografi

Sekil 1’de, Herbaryum o6rnekleri kullanilarak izole edilen gDNA’larin jel fotografi ise Sekil 2°de

gosterilmistir.

Sekil 1. Dondurulmus taze bitki yaprak dokusu kullanilarak izole edilen gDNA’larin jel fotograflari (a. CTAB

yontemi b. CTAB+PVP yontemi c. Hazir izolasyon kiti)

Sekil 2. Herbaryum materyali haline getirilmis bitki dokular1 kullanilarak izole edilen gDNA’larin jel

fotograflart (a. CTAB yontemi b. CTAB+PVP yontemi ¢. Hazir izolasyon Kkiti)
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Yapilan ¢alismada 3 farkli familyaya ait 6 bitki 6rnegi, 3 farkli DNA izolasyon metodu
acisindan hem herbaryum materyali {izerinde (kuru), hem de dondurulmus taze bitki materyali
tizerinde (taze) denenerek karsilagtirilmistir. Sonuglarimiza goére her {i¢ yontemdede en giizel
sonuglar dondurulmus taze bitki materyali kullanilarak c¢alisilan gruplarda gézlenmistir. Her ne
kadar herbaryum materyali haline getirilmis orneklerden gDNA elde edilse’de, bu DNA taze
materyalden elde edilen kadar temiz degildir. Bununla birlikte, arastirma sonuglarimiza gore, 1 ul
ornekte miktar olarak en fazla DNA eldesini saglayan yontem her iki grupta da (kuru ve taze)
CTAB yontemidir. 1 pl ornekteki DNA miktarlarini kiyasladigimiz zaman, CTAB yo6ntemini
CTAB+PVP yontemi ve hazir izolasyon Kiti takip etmektedir. Yapilan izolasyonlar sonucu elde
edilen DNA orneklerinin agaroz jele yiiklenerek kosturulmasi sonucu elde edilen fotograflar
degerlendirildigi zaman CTAB yontemi ile elde edilen gDNA’ larin en parlak bantlari verdigi
goriilmustiir. Buna paralel olarak nanodrop spektrofotometre ile miktar 6lgtimii yapildigi zamanda
yine ng cinsinden DNA miktar: en fazla olan yontemin CTAB yontemi oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak bir degerlendirme yapmak gerekirse; her tiir veya her cins igin birbirinden
degisik izolasyon protokolleri ya da mevcut izolasyon protokoliinde modifikasyonlar gerekebilir.
Hatta bazen ayni cinse ait farkli tiirlerde bile mevcut izolasyon protokoliinde modifikasyonlar
yapmak gerekebilir. Ciinkii her bitkinin igerigi birbirinden farklidir. CTAB yo6ntemi zor ve fazla
caligma saatleri gerektiren ve yogun zararl kimyasal maddelerin kullanimini i¢eren bir yontem olsa
da, kaliteli ve temiz DNA elde etmek agisindan en basarili yontemdir. Hazir izolasyon Kkiti ile
yapilan DNA izolasyonu ise, kullanilmasi basit, zamandan tasarruf saglayan, ancak oldukg¢a pahali
bir metoddur. Ayrica elde edilen genomik DNA’nin miktarina bagh olarak jel fotograflarinda ki
bantlar parlak olmayip elde edilen DNA’larin PCR c¢alismalarinda miispet sonu¢ vermedigide

gorilmistiir.

4. Sonuclar ve Oneriler

Molekiiler bitki biyolojisi ¢alismalarinda DNA izolasyon asamasi olduk¢a onemlidir. PCR
asamasinda ise DNA nin miktari, kalitesi ve safligi reaksiyonun dogru galismasi agisindan daha da
onem kazanmaktadir (Ergiil, 2000). DNA temelli ¢alismalarda iyi bir izolasyon basariy1 6nemli
olciide etkilemektedir. Izolasyonlar sonucu elde edilen DNA’larin agaroz jel goriintiileri
incelendiginde DNA’larin tek bant olusturduklar1 goriilmektedir. Tek bant olusturmus olmalari
onlarin RNA ve hiicre sekonder iiriinlerinden saf, sarmal yapilarin1 koruyarak pargalanmamis
olduklarini1 gostermektedir (Karatas ve Agaoglu, 2006; Simsek ve ark., 2008). DNA izolasyonu i¢in
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uygulanan ii¢ farkli yontem karsilastirildigi zaman en kullanigli DNA, CTAB yontemi ile izole
edilen DNA olmustur. CTAB+PVP ve hazir DNA izolasyon kiti ise daha az miktarlarda ve daha
kirli DNA’lar vermistir.

Elde edilen DNA’lar ¢esitli universal primerler ile PCR agisindan uygunlugu degerlendirilmis
ve CTAB yontemi ile CTAB+PVP yonteminden elde edilen DNA’lar PCR da bant vermistir.
Bununla birlikte, farkli marka enzimlerle bile hazir kit kullanimi1 sonucu elde edilen DNA’lardan
bant elde edilememistir.

Sonug olarak bizim kullandigimiz bitki taksonlarinda her {i¢ yontemlede temiz goriinimlii
DNA elde edilse de manuel yolla elde edilen DNA’lar PCR ¢alismalarina uygunluk agisindan daha
kullanisl oldugu goriilmistiir. Hazir kit kullaniminin her ne kadar uygulamasi kolay olsa da, bizim

calistigimiz bitki taksonlari i¢in kullaniglt olmadig1 goriilmiistiir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyani

Yapilan calismada, arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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