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Abstract

In this study, genomic DNA isolation methods on six taxa belonging to two different sections of the aromatic
plant genus Silene L. (Caryophyllaceae) were investigated. The gDNA isolation methods were investigated on two
taxa from the section Brachypodeae Boiss. (S. leptoclada Boiss. and Silene balansae Boiss.) and four taxafrom the
section Auriculatae Boiss. (S. araratica Schischk.subsp. araratica, S. lucida Chowdh.subsp. lucida, S. oligotricha
Hub.-Mor. and S. caucasica(Bunge)Boiss.). During the study, Phenol-chloroform-isoamyl alcohol isolation procedure
and Sigma DNA isolation commercial kit protocol were used. Purity and the amount of obtained gDNAs were
determined via gel electrophoresis and spectrophotometry (Azso/Azso). Based on the results of the taxa studied, Phenol-
chloroform-isoamyl alcohol isolation procedure was found as the method yielding the highest amount of the DNA as
ng in 1 stock.
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Genomik DNA izolasyon metotlarimin bazi Silene L.( Caryophyllaceae)taksonlari iizerinde karsilastirmah analizi

Ozet

Bu ¢aligmada aromatik bitkilerden Silene L. (Caryophyllaceae) cinsinin iki farkli seksiyonuna ait alt1 taksonu
tizerinde genomik DNA izolasyon metotlar1 arastirilmigtir. Brachypodeae Boiss. seksiyonundan 2 takson (S. leptoclada
Boiss. ve S. balansaeBoiss.) ve Auriculatae Boiss. seksiyonundan ise 4 takson {izerinde (S. araratica Schischk subsp.
araratica, S. lucida Chowdh.subsp. lucida, S. oligotricha Hub.-Mor . ve S. caucasica(Bunge)Boiss.) genomik DNA
izolasyon metotlar1 arastirilmistir. Caligma siiresince, Fenol-kloroform-izoamilalkol izolasyon protokolii ve ticari
DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Elde edilen genomik DNA Orneklerinin miktarlart ve saflik dereceleri jel
elektroforezi ve spektrofotometre (Azeo / Azgo) Olciimleriyle belirlenmistir. Taksonlar {izerinde yapilan ¢aligmanin
sonuglarina gore, 1 pl stokda ng cinsinden en ¢ok genomik DNA elde edilmesini saglayan yontemin Fenol-kloroform-
izoamilalkol oldugu goériilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Genomik DNA izolasyonu, Silene, fenol-kloroform-izoamilalkol, ticari Kit.
1. Giris

Silene L., yaklasik 750 tir ile, dinyanin en genis ¢icekli bitkilerinden birisidir. Ayni zamanda,
Caryophyllaceae familyasinin da en biiyiik cinsini olusturmaktadir (Melzhemier, 1988; Kandemir vd., 2009). Bu cinsin
uyeleri; Afrika, Gliney Amerika ve Avrasya da yayilis gostermektedir (Desfeux et al., 1996; Korkmaz 2012).
Tiirkiye’de Silene cinsi 31 seksiyona ayrilmig 165 taksonla temsil edilmekte olup bu taksonlarin %45°i Tiirkiye igin
endemiktir (Y1ldiz ve Cirpict, 2013).
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Silenecinsine ait bazi tiirler, igeriginde bulunan saponin maddesinden dolayr ekonomik ve tibbi amaglarla
degerlendirilmektedir. Ozellikle Silene vulgaris(Moench) Garcke tiiriiniin saponin igerigi bakimindan yiiksek olan
cicekli dallarindan yapilan % 5’°lik infiizyonlar halk arasinda idrar kesesi ve yollarinda goriilen hastaliklarin
tedavisindegay olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1999). Ayrica; bazi Silene taksonlarigosterigli petalleri ve ¢igek
durumlarimin giizel goriintiisiindendolay1 park ve bahgelerde siis bitkisi olarak siklikla tercih edilmektedir (Hogan,
2004).

Molekiiler genetik arastirmalarin ilk adimi genomik DNA’nin saf bir sekilde elde edilmesi ile baglamaktadir.
Genomik DNA’nin elde edilmesi hiicre zarmin eritilmesi, proteinlerin pargalanmasi, proteinlerin ortamdan
uzaklastirilmast ve DNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirillmast gibi baglica adimlart igerir (Bozkaya, 2012). Tiirlerin
belirlenmesi igin yapilan DNA temelli ¢alismalar; RAPD, RFLP, genom haritasi, DNA parmak izi gibi ¢aligmalardir.
Bu teknikler i¢in yiiksek saflikta DNA’ya ihtiyag¢ vardir. Pek ¢ok bitki tiiriinde basariyla uygulanan DNA izolasyon
protokolleri mevcuttur. Ancak bitkiler arasinda biyokimyasal agidan oldukg¢a farkli kompozisyonlar bulunmaktadir.
DNA izolasyonu, yapilarinda yiiksek oranda fenoller, ketonlar, aldehitler, polisakkaritler gibi sekonder metabolitleri
igeren bitkilerde problemli olabilir (Aydin ve Kogkar, 2008).

Farkli gDNA izolasyon yontemlerinin belirlenmesi iizerine gerceklestirilmis ¢aligsmalarin sinirli sayida oldugu
goriilmiistiir (Aydin ve Kogkar, 2008; Simsek vd., 2008;Kabilan vd., 2009; Bozkaya 2012).Aydin ve Kdgkar (2008),
Satureja (Labiatae) taksonlari {izerinde 3 farkli DNA izolasyon yontemi uygulamistir. Bu yontemle elde edilen gDNA’
da, proteinler, RNA, polisakkaritler, ucucu yaglar, fenoller ve diger kirleticiler minimal diizeyde oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica elde edilen bu DNA’larin safligi ve miktari jel elektroforezi ve UV (A260 /A280 ve A260 /
A230) spektroskopik dl¢iimlerle tespit edilmistir.

Simsek vd. (2008), yapmis olduklari arastirmalarinda, findik, avokado, trabzon hurmasi, mandarin ve
portakal tiirlerinden, MiniPrep DNA izolasyon ydntemi ve bu ydntemin modifiye edilmis versiyonlarini kullanarak
DNA elde etmislerdir. Test edilen yontemlerde ekstraksiyon tampon ¢ozeltileri iginde; yalnizca CTAB, CTAB ve PVP
beraber (CTAB+PVP), CTAB ve SDS (CTAB+SDS) beraber ve yalnizca SDS olacak sekilde hazirlamiglardir. Bu
izolasyon yontemleri sonrasinda elde ettikleri DNA’larin konsantrasyon ve Kkalitelerini karsilastirma yaparak
yorumlamislardir. Bozkaya (2012) ise; Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemlerinde kullanilmak iizere kandan
gDNA izolasyonu amaciyla fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi yerine potasyum asetat ¢ozeltisi kullaniminin elde
edilen DNA miktar1 ve kalitesi iizerine etkisini aragtirmistir. Sonug¢ olarak DNA izolasyonunda proteinleri ortamdan
uzaklastirmak amaciyla potasyum asetat kullanildiginda fenol-kloroform-izoamil alkol grubuna gore daha disiik
diizeyde DNA elde edilmis olsa da yeterli miktar ve kalitede DNA elde edilebildigi sonucuna ulagsmistir. Kabilan vd.
(2009) yenilebilen funguslar iizerinde gDNA izolasyon yontemleri uygulamislardir. Caligsmalarinda CTAB ve
potasyum asetat/SDS metotlarini kullanmiglardir. Calisma sonucunda her iki metodun da gDNA izolasyonu i¢in basarili
bir bigimde kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Bu ¢aligmada iki farkli seksiyona ait 6 takson lizerinde gDNA izolasyon metotlari arastirilmistir. Bu ¢alisma
ile; taksonlarin molekiiler yapilarina dayali sistematiginin aydinlatilmasi igin gerekli olan uygun molekiiler yontemlerin
tespit edilmesi amaglanmig ve ileride bu taksonlarla yapilacak molekiiler caligmalara katki saglamasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1 Bitki Ornekleri:
DNA izolasyonu i¢in toplanan Silenecinsineait taksonlar ve toplanma lokaliteleri tablo 1’ de gdsterilmistir.

Tablo 1. Silene taksonlarinin toplandigi lokaliteler
Table 1. Collection localities of the Silene taxa.

Taksonlar Lokaliteler

S. leptoclada C3 Isparta: Dedegiil dagi, Pmarozii mesireligi tizeri, alpinik step, 2400-
2800m, 20.08.1995 Ozgelik 7294.

S. balansae B6 Kayseri: Sariz, Binboga daglar1 ziyaret tepesi mevkii iist kesimleri,

kayalik yerler, 1950-2300m 14.07.2005. Kilig & Ozcelik 679.
S. araratica subsp. araratica B9 Van: Caldiran, Soguksu-Dogubeyazit karayolu, 2200-2500 m,
03.07.2006, Ozgelik 12534.

S. lucida subsp.lucida B5 Kayseri: Develi, Bakir Dagi etekleri, kayaliklar, 1500-1530 m,
09.07.2005, Kilig & Ozgelik 658.

S. oligotricha B7 Tunceli: Piilimiir-Mutu arasi, zirve karakol civari, 1700-2000m,
08.07.2006, Ozgelik 12447.

S. caucasica B9 Van: Gevas-Tatvan arasi, Pelli dag1 2600-2775m 13.07.2006, Ozgelik
12498.
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Toplanan taksonlara ait yaprak ornekleri, gDNA izolasyonu yapilana kadar -80 °C’ de derin dondurucuda muhafaza
edilerek, ¢oziinmesine firsat verilmeden izolasyonu yapilmustir.

2.2 DNA izolasyonlart
2.2.1  Fenol-cloroform-izoamilalkol protokolii ile izolasyon

Bu yontemde Dellaporta ve ark. (1983)’nin izolasyon yonteminin modifiye edilmis sekli kullanilmistir. Bu
yontemde; 1 gr yaprak dokular1 sivi azot ile ezilir, ezilen drnekler eppendorf tiiplere alinir ve iizerine 600 pl izolasyon
tamponu eklenir ve ¢oziiniir. Uzerine 500 pl fenol-cloroform-izoamilalkol eklenir ve santrifiij yapilir. Béylece
proteinler ¢coker DNA {istte kalir. Olusan siipernatant yeni tlipe aktarilir ve iizerine siipernatant hacminin %10 u kadar
3M NaAc, pH=5.2 eklenir. Uzerine 500 pl izopropanol eklenir. Bu asamada DNA ciplak gdzle gériiliir. Santrifiij
yaptirilarak DNA ¢oktiiriiliir ve dipte pellet olusur. Ustteki ¢ozelti atik siseye konulur. Olusan pellete 500 ul TE
(10mM, pH=8) eklenir. (Pellete dokunulmadan pipetajla ¢oziilmesi gerekir.) 5 ul RNaz A eklenir ve alt iist edilir.
Pipetaj yapilir yags: tabaka homojen hale getirilir. 30 dk 37°C de inkiibe edilerek RNA nin uzaklastirilmas: saglanir.
Sonra tekrar 50 pul NaAc (3M) eklenir ve alt iist edilir. Daha sonra 1 ml %90 Iik ETOH eklenip alt st edilir. -80C de
10 dk bekletilir ve bekleme siiresi sona erince santrifiij yapilarak ¢okelme saglanir. Etanol bosaltilir. Ustteki siipernatant
¢ope atilir, altta pellet kalir. Kalan ¢okelti %70 lik ETOH ile yikanir(pipetaj yapilarak) santrifiij yapilir. Santrifiijden
sonra istteki etanol alinir ve dipte pellet kalir. Olusan pellet %90 lik ETOH ile yikanir ve santrifiij yapilir. Santrifiijden
sonra iistteki etanol atilir. Dipte kalan pellet kurutma kagidina yatirilarak etanoliin iyice ugurulmasi saglanir. Son olarak
dipteki pellet 50 ul TE eklenerek iyice ¢6ziillir ve kullanima hazir hale getirilir.

2.2.2 Ticari DNA izolasyon Kiti ile izolasyonlar

1 gr’lik bitki 6rnekleri siv1 azot ile havanda toz haline getirilir. Uzerine 350 ul lysis solution (Part A) eklenir.
Daha sonra 50 pl lysis solution (Part B) eklenir ve vortex yapilir. Bu karisimin iizerine 4 ul RNaz A pipetaj yapilarak
eklenir. 65 C de 10 dk inkiibasyona birakilir. Ornekler su banyosundan aliir ve 130 ul precipitation solution eklenir. 5
dk buzda bekletilir ve akabinde santrifiij yapilir. Stvi kisim alinir mavi filtreli tiipe aktarilir, ¢okelti atilir. Santrifiij
yapilir ve kolon ¢ope atilir collection tiip kalir. 700 pl binding solution eklenir ve toplamda 1000 pl civarinda bir hacim
olusur. Daha sonra binding kolonu hazirlanir. Bunun i¢in kirmizi kolonlu tiiplere 500 pl column preparation solution
eklenir ve santrifiij yapilir. Collection tiipleri atilir kirmiz: filtreli kolonlar alinir. Béylece binding kolonu hazir hale
gelir. Daha onceki basamaktaki collection tiiplerdeki ¢dzeltini 700 pl si kirmizi kolonlu yeni tiiplere aktarilir santrifiij
yapilir, siv1 atilir ve collection tiip kalir. Kirmizi kolonlar collection tiiplere yeniden konulur. Geriye kalan 300 pl lik
karisim kolondan gegirilir ve santrifiij yapilir. Stvi ve kolon atilir. Kolon, yikanmasi igin yeni bir collection tiipe
yerlestirilir. 500 ul wash solution eklenir ve santrifiij yapilir. Siv1 atilir collection tiip kalir. Tekrar wash solution eklenir
ve santrifiij yapilir. Sivi kolona tema ettirilmeden atilir. Kolon yeni collection tiiplere yerlestirilir. Uzerine 100 ul
elution solution eklenir ve santrifiij yapilir. Kolon siviya temas ettirilmeden alinir ve collection tiiplere yerlestirilir. 100
ul elution solution tekrar eklenir ve santriflij yapilir. Kolon atilir ve DNA’lar kullanima hazir hale gelir.

3. DNA érneklerinin saflik ve miktar tayini

Tim yontemlerle izole edilen DNA &rnekleri jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Bunun igin
%0,8 lik jel elektroforezi kullanilmistir. Genomik DNA’nin safligini sayisal degerlerle ifade edebilmek igin
spektrofotometre ile absorbans degerleri (A260/A280) 6l¢iilmiis, safligi ve miktar1 hesaplanmistir(Sambrook ve ark.
1989).

Tablo 2.Silene tiirlerine ait gDNA’larin Spektrofotometrik Olgiimleri, Saflik Miktar1 ve DNA’larin Miktar Tayinleri
(F=Fenol-cloroform-izoamilalkol, K= Ticari kit).

Table 2. Spectrophotometric Measurements, Purity Amounts, and DNA Amounts of the gDNAs belonging to the Silene
species.

Taksonlar A260 A280 Saflik arahig DNA miktari
S. leptoclada 0,136 (F) 0,087 (F) 1,56 (F) 273 (F)
0,044 (K) 0,047 (K) 0,93 (K) 21 (K)
S. balansae 0,049 (F) 0,027 (F) 1,81 (F) 98 (F)
0,018 (K) 0,010 (K) 1,8 (K) 37 (K)
S. araratica subsp. araratica 0,133 (F) 0,082 (F) 1,62 (F) 266 (F)
0,023 (K) 0,017 (K) 1,35 (K) 46 (K)
S. lucida subsp. lucida 0,067 (F) 0,043 (F) 1,55 (F) 133 (F)
0,027 (K) 0,017 (K) 1,58 (K) 55 (K)
S. oligotricha 0,102 (F) 0,068 (F) 1,50 (F) 203 (F)
0,013 (K) 0,008(K) 1,62 (K) 25 (K)
S. caucasica 0,092 (F) 0,055 (F) 1,67 (F) 184 (F)
0,004 (K) 0,005 (K) 0,8 (K) 7 (K)
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4, Sonuclar ve tartisma

“Izolasyon metotlarindan sonra DNA 6rnekleri  %0.8 agaroz jel de 100V da 40 dakika yiiriitiilmiis ve jel fotograflart
¢ekilmistir. Silene 6rneklerinin gDNA jel fotografi Sekil 1°de gosterilmistir,

6 5 4 3 2 1 Markir

Sekil 1. Fenol-kloroform izoamil alkol izolasyon protokolii ile elde edilen Silene 6rneklerinin gDNA Jel fotografi. 1. S.
leptoclada, 2. S. balansae, 3. S. lucida subsp. lucida, 4. S. oligotricha, 5. S. caucasica, 6. S. araratica subsp. araratica.
Figure 1. gDNA gel image of Silene samples obtained by phenol-chloroform isoamyl alcohol isolation protocols. 1. S.
leptoclada, 2. S. balansae, 3. S. lucida subsp. lucida, 4. S. oligotricha, 5. S. caucasica, 6. S. araratica subsp. araratica.

6 5 4 3 2 1 Markar

Sekil 2. Ticari Kit izolasyon protokolii ile elde edilen Silene 6rneklerinin gDNA Jel fotografi. 1. S. leptoclada, 2. S.
balansae, 3.S. lucida subsp. lucida, 4.S. oligotricha, 5. S. caucasica, 6.S. araratica subsp. araratica.

Figure 2. gDNA gel image of Silene samples obtained by Commercial Kit isolation protocols. 1. S. leptoclada, 2. S.
balansae, 3. S. lucida subsp. lucida, 4. S. oligotricha, 5. S. caucasica, 6. S. araratica subsp. araratica

Yapilan ¢aligmada Silene cinsine ait 6 taksona 2 farkli gDNA izolasyon protokolii uygulanmis ve saflik,
miktarlar1 karsilagtirilmigtir. Fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi ile elde edilen DNA’larin saflik degeri diger
yonteme kiyasla bazi tiirlerde yiiksek olup Azeo/Azgo orani ortalama 1.61 degerindedir. Ticari kit ile uygulanan
izolasyon sonucu Ageo/Azgo orani ortalama 1.34 olup diger yontemden diisik oldugugériilmektedir. Bu durumda
beklenenin aksine ticari kit ile yapilan DNA izolasyonunun, fenol-kloroform-izoamil alkol metodundan daha diisiik
saflikta bir izolasyon gergeklestirdigi goriilmektedir. Genelde fenol-kloroform-izoamil alkol metodu (fenoliin kirli bir
madde olmasindan dolay1) dezavantajina ragmen miktar ve saflik olarak daha yiiksek izolasyon sonucu vermistir.
Aslinda ticari kitlerde genelde daha yiiksek bir miktar ve saflik orani hakli olarak beklenmektedir. Ancak bu ¢alismada
ilging bir sekilde durum farkli ¢ikmigtir. Bu izolasyonlar sonrasinda yapilan PZR reaksiyonlarinda (burada
gosterilmemistir), fenol-kloroform-izoamil alkol yontemiyle elde edilen drneklerin (fenol kirliliginden dolay1) birkag
kez seyreltilmis (107, 1072, veya 10°%) olanlarmin kalip DNA olarak kullanildigi PZR’lerde, sonuclarin daha iyi ¢iktig1.
Bu PZR’lerden yapilan DNA dizilemelerinin daha basarili oldugu goriilmiistiir. Kitlerle genelde daha az miktarda
yaprak ornegi kullanilmasi-ki bu bir avantajdir ve bunun sonucu daha az miktarda DNA elde edildigi goriilmektedir.
Az miktarda gDNA elde edilmesi sonucu da yapilan PZR’lerde (farkli izolasyon metotlar karsilagtirildiginda) basarinin
zaman zaman fenol 6rneklerinde zaman zaman ise Ticari Kiti’nde daha yiiksek oldugu goériilmiistiir. Tabii ki bunda en
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biliylik etkenin arastirilan/kullanilan bitkilerin yaprak iceriginde sekonder metabolit cesitlerinin ve miktarlarinin
etkisinin ¢ok biiyiik oldugu sdylenebilir.

Silene cinsine ait taksonlar iizerinde yapilan ¢aligmanin sonuglarina gore, 1 pl stokda ng cinsinden en ¢ok
DNA elde etmemizi saglayan yontem Fenol-kloroform-izoamil alkol yontemidir. Bu yontem kullanilarak yapilan DNA
izolasyonlarindan ortalama 192.8 ng / pl DNA elde edilmistir. Bu orami diger protokol olan Ticari kit ile
kiyasladigimizda Fenol ile yapilan izolasyon sonucu elde edilen miktarin fazla oldugugoriilmektedir.

Sonug¢ olarak bu calisma Silene cinsine ait bazi taksonlar igin etkili DNA izolasyon protokollerini
tamimlamugtir.  Farkli tirler veya farkli cinsler igin farkli izolasyon protokolleri gerekebilir. Fenol-kloroform-
izoamilalkol yontemi uygulanmas: kolay ve ucuz bir yontemdir. Ticari kitin ise kullanimi kolay, az miktarda yaprak
Ornegi gerektiren, zamandan tasarruf ettiren, fakat pahali bir metottur. Fenol-kloroform-izoamil alkol ve ticari Kitler
alternatif olarak kullanilabilir. Laboratuvarimizdaki tecriibelere gore problemli bitki tiirlerinin izolasyonunda bir
metoda bagli kalmaksizin alternatif metotlarin (Fenol-kloroform-izoamil alkol, CTAB veya 2X CTAB, SDS, veya
CTAB+Fenol-kloroform-izoamil alkol gibi) ayr1 ayri veya zaman zaman birlestirilerek denenmesi/kullanilmas: daha
isabetli sonuglarin elde edilmesine yol agacaktir.
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