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Tuz Stresi Altindaki Kisnis Bitkisinin (Coriandrum sativum) DNA Metilasyon Modlarimin RAPD
Markirlar ile Belirlenmesi

Emine UYGUR GOCER'*
! Igdir Universitesi, Ozet: Epigenetik, gen ifadesi ve fonksiyonundaki kalitsal degisiklikleri tanimlayan bir alan1 ifade eder,
Ziraat Fakiiltesi, Tarla ancak DNA baz degisimi olmaksizin gergeklesir. Bitkilerde en ¢ok incelenen epigenetik

Bitkileri Boliimii, Igdir, | mekanizmalar, DNA metilasyonu ve histon proteinlerindeki kimyasal modifikasyonlardir. Epigenetik
Tirkiye aragtirmalarda, diisilk ve yiiksek islem hacimli DNA metilasyon tespiti i¢in cesitli teknikler
kullanilmaktadir. Disiik islem hacimli tekniklerden biri, enzim tabanli DNA sitozin metilasyonunu
belirleme yaklasimidir. Bu yontem, biyolojik aktiviteleri ve terap6tik potansiyeli olan tuz uygulamasi
yapilan kisnis (Coriandrum sativum) fidelerinde rastgele genlerdeki DNA sitozin metilasyonunu
incelemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu g¢alisma, bitki genotiplerindeki epigenetik degisiklikleri
anlamamiza ve bu degisikliklerin biyolojik etkilerini degerlendirmemize olanak tanir. Bu ¢alismada
tuz stresine maruz kalan kisnis fidelerinden 12. ve24. Saatlerde alinan doku 6rnekleri arasindaki sitozin
metilasyon polimorfizmini ortaya koymak i¢in touch-down polimeraz zincir reaksiyonlar1 metilasyon
duyarli-rastgele arttirllmis polimorfik DNA (TD-MS RAPD) teknigi uygulanmistir. Kisnis
fidelerinden (Cemre) genomik DNA oOrnekleri izole edilmis ve DNA izolati touch- metilasyona
duyarsiz olan Mspl restriksiyon enzimi ve metilasyona duyarli Hpall restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Kullamilan 9 oligoniikleotid primerinden iic primer (OPA 05-OPD 01-OPH 10)
uygulamalar ve saatlik alinan 6rnekler arasinda metilasyon polimorfizmleri belirlenmistir. TD-MS-
RAPD-PZR metodu, basit ve temel cihazlar gerektiren ekonomik bir yaklagimdir. Bu yontem, standart
bir DNA termal dongii cihazi ve DNA jel elektroforezi sistemi kullanilarak kolayca uygulanabilir. Bu
metotla belitlenen sitozin metilasyon polimorfizmi uygulamalar arsinda oldukca diisiiktiir. Iki farkl
tuz uygulamasi arasinda (100mM-200mM) diisiik diizeyde polimorfizm oldugu sonucuna varilmigtir.
Saatlik alinan kignis fidelerinden elde edilen doku 6rneklerindeki metilasyona bakildiginda ise 12’nci
ve 24’{incii saatlerde alinan 6rnekler arasinda bir metilasyon farki tespit edilmemistir.
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Abstract

Epigenetics pertains to heritable alterations in gene expression and function that occur without modifications to the DNA
base sequence. Among the extensively researched epigenetic mechanisms in plants are DNA methylation and chemical
modifications in histone proteins. In the realm of epigenetic exploration, a variety of techniques are employed for both
low- and high-throughput DNA methylation detection. One low-throughput approach involves the utilization of an
enzyme-based method for detecting DNA cytosine methylation. This technique was applied to investigate DNA cytosine
methylation in randomly selected genes within salt-treated coriander (Coriandrum sativum) seedlings, renowned for their
biological activities and therapeutic potential. The study facilitates comprehension of epigenetic modifications in plant
genotypes and an assessment of the biological implications of these alterations. The research employed the touch-down
polymerase chain reaction methylation-sensitive-randomly amplified polymorphic DNA (TD-MS RAPD) technique to
unveil cytosine methylation polymorphism between tissue samples collected at 12 and 24 hours from coriander seedlings
subjected to salt stress. Genomic DNA samples extracted from coriander seedlings (Cemre) underwent treatment with the
methylation-insensitive Mspl restriction enzyme and the methylation-sensitive Hpall restriction enzyme prior to touch-
down polymerase chain reactions. Methylation polymorphisms were identified using three primers (OPA 05, OPD 01,
OPH 10) out of the 9 oligonucleotide primers employed, with samples taken at hourly intervals. The TD-MS-RAPD-PCR
method presents an economical approach requiring basic equipment. Implementation involves a standard DNA thermal
cycler and DNA gel electrophoresis system. Notably, cytosine methylation polymorphism determined by this method
exhibited minimal variance across applications. The findings indicate a low level of polymorphism between two distinct
salt treatments (100mM-200mM). Moreover, when scrutinizing methylation in tissue samples obtained from coriander
seedlings at hourly intervals, no discernible methylation differences were observed between the samples collected at the
12th and 24th hours.
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GIRIS

Apiaceae (Umbelliferae) familyasina ait olan kisnis (Coriandrum sativum) dikotiledonlu bir
bitkidir. Bitkinin tiim kisimlar1 yenilebilir ancak genellikle taze yapraklari ve kurutulmus tohumlari
kullanilir (Onder, 2018). Besleyici ve tibbi dzelliklere sahip bir bitki olmasmin yani sira en ¢ok
kullanilan baharatlardan biridir (Yilmaz ve ark., 2022). Bitkinin ilk tibbi kullanimlar1 eski Misirlilar
tarafindan rapor edilmistir. Kisnis basta monoterpenler, pinen, limpen, borenol, citronellol, geraniol,
koriandrin, dihidrokoriandrin, kisnis A-E, flavonoidler ve ugucu yaglar olmak {izere birgok aktif madde
igerir. Coriandrum sativum'un antifertilite, antihiperglisemik, antihiperlipidemik, antioksidan,
antiproliferatif, hipotansif ve sindirim uyaricisi gibi ¢esitli farmakolojik etkilere sahip oldugu da rapor
edilmistir(Almasi 2021). Kisnis ayn1 zamanda detoks diyetinde de kullanilmaktadir. Civa ve kursun gibi
toksik mineral kalintilarinin atilmasina yardimci olmasinin yani sira kan basincinida diistirme 6zelligine
sahiptir (Leena ve ark., 2012). Ayrica antibakteriyel ve antifungal etkileri de mevcuttur (Onder, 2018).

Kisnis, Giiney Avrupa'ya, Kuzey Afrika'ya ve Asya'nin bazi bolgelerine (6rnegin iran) 6zgiidiir;
genis bir adaptasyonu bulunmaktadir ve farkl tiirdeki toprak ve iklim kosullar1 altinda iyi biiyliyen bir
giice sahip bir bitkidir. Ancak bu bitkinin verimi ve fizyolojisi tuzluluktan olumsuz etkilenmektedir
(Moradi ve Zauareh, 2013; Mishra ve ark., 2017; Al-Garni ve ark., 2019).

Tuzlu topraklar ve tuzlu sulama sulari tibbi bitki iiretiminde ciddi sorunlara neden olmakta ve bitki
bliylimesini engellemektedir. Tuzluluk, bitki tiirlerinin iiretimini olumsuz yonde etkileyen énemli bir
abiyotik faktordiir. Tuz stresi bitkilerde ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siire¢leri etkilemektedir. NaCl,
dogrudan ozmotik veya iyonik mekanizmalar yoluyla ve gen ifadesine etki ederken dolayli olaraktan
hiicre ici etkilerini aracilar yardimiyla da gergeklestirebilir (Tirkoglu ve ark., 2023a; Thomas ve ark.,
1992). Bitkiler c¢evresel stresler altinda oksidatif hasara maruz kalir (Tiirkoglu ve ark., 2023b; Eren ve
ark., 2023). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tuzlulugun bozucu etkilerine katkida bulunan ana faktorlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Ashraf ve Ali, 2008). ROS sitotoksik oldugundan lipitlerle, proteinlerle
ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilir ve proteinin denatiire olmasina, lipit peroksidasyonuna ve DNA
mutasyonuna neden olabilir (Ashraf ve Ali, 2008; Kulak ve Aydin 2023). Plazmalemmanin
peroksidasyonu hiicresel igerigin sizmasina, hizli kurumaya ve hiicre 6liimiine yol acar (Scandalios,
1993). Bitkiler, ROS'un olumsuz etkilerini azaltmak i¢in antioksidan molekiillerle donatilmistir.
Stiperoksit dismutaz, H>O; liretmek icin siiperoksit radikaliyle reaksiyona girer. HoO» katalaz ve
peroksidaz tarafindan temizlenir (Berwal ve Ram, 2018). Ali ve ark., (2004) bitki basina verimin,
klorofil konsantrasyonunun, dogurganlik yiizdesinin, verimli kardes sayisinin, salkim uzunlugunun ve
piring salkimi bagina birincil dal sayisinin tuzluluk nedeniyle azaldigini bildirmistir.

Kurak mevsim ve toprak tuzlulugu gibi iklimsel sorunlar, diinya genelinde her zaman en 6nemli
bitkisel {iretim kisitlamalar1 olmustur. Tuzlulugun bitki morfolojisi ve fizyolojisi lizerindeki etkilerinin
olmasiin bilinmesinin yaninda metilasyonu degistirdigi bilinmektedir. Tuz stresi altinda, bitkilerde
DNA metilasyon profili degisebilir. Bazi arastirmalar, tuz stresinin bitki genomundaki DNA metilasyon
desenlerini etkileyebilecegini gostermistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde, belirli genlerin
metilasyonu durumunda degisiklikler meydana gelebilir. Bu degisiklikler gen ekspresyonunu
etkileyebilir, ¢linkii DNA metilasyonu gen transkripsiyonunu diizenlemede 6nemli bir rol oynar.

Tuz stresinin DNA metilasyonu iizerindeki etkisi, Ozellikle bitkilerde stresle basa c¢ikma
mekanizmalarini diizenleyen genlerle ilgili olabilir. Bazi genlerin metilasyon durumundaki degisiklikler,
bu genlerin aktivasyonunu veya inhibisyonunu etkileyebilir, bu da bitkilerin tuz stresine karsi
adaptasyonunu etkileyebilir. (Al-Lawati ve ark., 2016).

Bu calismada, sodyum kloriir (NaCl) uygulamasinin bireylerdeki DNA metilasyon veya
demetilasyon {izerindeki etkilerini degerlendirmenin yani sira, eski ve basit bir yontem olan touch down
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tabanli metilasyona duyarli rastgele amplifiye polimorfik DNA markér (TD-MS-RAPD-PCR)
yonteminin giivenilirligini arastirmay1 amaglamaktayiz. Bu baglamda, epigenetik bir mekanizma olan
DNA sitozin metilasyonunu kisnis bitkisinde uygulayarak elde edilen veriler, NaCl stresinin genetik
materyal {izerindeki etkilerini anlamamiza ve potansiyel epigenetik degisiklikleri belirlememize
yardimci olacaktir. TD-MS-RAPD-PCR yontemi, genetik cesitliligi belirlemek ve DNA metilasyon
durumunu analiz etmek icin yaygin olarak kullanilan bir molekiiler teknik olup, bu ¢alismada NaCl
stresinin neden oldugu potansiyel degisiklikleri belirlemede giivenilir bir ara¢ olabilir. Bu yontem
sayesinde, homozigot ve heterozigot bireyler arasindaki genetik farkliliklar1 ve stresin bu farkliliklar
nasil etkiledigini anlamak miimkiin olacaktir. Ayrica, kisnis bitkisinde DNA sitozin metilasyonunu
uygulayarak elde edilen veriler, bu epigenetik mekanizmanin bitki stres yanitlarinda oynadigi rolii daha
1yl anlamamiza imkan taniyacaktir. Bu, NaCl stresinin bitki genomunda potansiyel degisikliklere yol
acabilecek ve bitkinin adaptasyon mekanizmalarini etkileyebilecek epigenetik diizenlemeleri ortaya
koymak i¢in 6nemli bir adim olabilir.

MATERYAL ve YONTEM

Calismada kisnis (Cemre) (Coriandrum sativum) genotipi kullanilmis olup kontrol grubunda saf
su ve deney gruplarinda 100 ve 200 mM olmak {izere iki farkli NaCl konsantrasyonu uygulanmstir. 4.2
It hacmindeki her bir saksiya 10’ar tohum ekilmistir. Tuz uygulamasi, ger¢ek yapraklar ¢iktiktan 5 giin
sonra uygulanmig ve her bir saksiya iligili ¢ézeltiden 50 ml eklenmistir. Uygulama yapildiktan sonra 12
ve 24’1lincii saatlerde yaprak doku 6rnekleri alinmustir.

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in uygulamalarin ardindan elde edilen fidelerden yaprak dokusu
alinmistir. Daha sonra, Aydin ve ark. (2018) tarafindan gelistirilen DNA izolasyon protokolii modifiye
edilerek uygulanmis olup bu siire¢ sivi nitrojen kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen genomik
DNA ornekleri, miktar ve kalite analizleri i¢in spektrofotometrik degerlendirme ve agaroz jel
elektroforezi yontemleri ile detayli bir sekilde incelenmistir.

Restriksiyon enzim kesimi islemi

Enzim kesim reaksiyonlar1 0,2 ml hacmindeki mikro tiiplerde gerceklestirilmistir. Her bir
reaksiyon karigimi i¢in 1 pg genomik DNA, 10 iinite Mspl veya Hpall restriksiyon enzimi ve 2 pL 10x
DNA tampon ¢ozelti (Tango buffer, Thermo Scientific) igerecek sekilde hazirlanmistir (Demirel ve ark.,
2023; Tiirkoglu ve ark., 2023c¢). Bu karisim, 37°C'de 16 saat boyunca inkiibe edilmistir, bu siire¢ Karaca
ve ark. (2005) tarafindan belirtilmistir. Inkiibasyonun ardindan, her numuneye 107,5 uL su eklenmis ve
bu karistm TD-MS-RAPD-PCR deneyleri i¢in 6nce iyice homojenlestirilmistir.

Touch-down Polimeraz zincir reaksiyonu (TD-PCR)

PCR islemleri SimpliAmp (Thermo Scientific) cihazinda gerceklestirilmistir. Calismada, 25
mikrolitrelik bir reaksiyon karisimi olusturulmustur. Bu karisim, kalip DNA, primerler, 10x reaksiyon
tamponu, MgClp, dort farkli ANTP ve Taq DNA polimerazini i¢cermektedir, detaylar1 Cizelge 1'de
gosterilmistir. RAPD PZR reaksiyonlarinin spesifikligini artirmak amaciyla, hedefleri ¢ogaltmak icin
Cizelge 2'de belirtilen bir "touch-down PZR" yontemi kullanilmistir. Kisnis otu 6rneklerinde Mspl ve
Hpall enzimleri (Cizelge 3'te belirtildigi gibi) ile kesilmis olan numuneler, toplamda 9 oligoniikleotid
primer kullanilarak ¢ogaltilmistir (Cizelge 4).
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Cizelge 1. TD-MS-RAPD icin PZR reaksiyon karisimi (Karaca ve ark. 2016)

Table 1. PCR reaction mixture for TD-MS-RAPD (Karaca et al., 2016)

Kullanilan Kimyasallar Stok Miktar Final
Genomik DNA 8.5 ul 100-120 ng
Steril-H,O 3.5ul
Tleri Primer ("Forward") 20 uM 3.0 ul 2.4 uM
Steril-H,O 4.6 ul
10X Reaksiyon TRIS-HCI (pH 9.1) 100 mM 3ul 12 mM
Cozeltisi KCI 100 mM 60 mM
Triton X-100 %0.1 %0.012
MgClI, 50 mM 1.5 ul 3 mM
dNTP 10 mM 0.7 pl 0.28 mM
Taq DNA Polimeraz 5 {inite/ pl 0.2 ul 1 tinite
Toplam Hacim 25 ul
Cizelge 2. TD-MS-RAPD-PZR profili (Karaca ve ark. 2016)
Table 2. TD-MS-RAPD-PZR profile (Karaca et al.,. 2016)
PZR Profili Zaman Dongii Sayis1 Asama
Hot Start 94°C 5 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
On PZR 94°C 1 dakika 10 dongii Denatiirasyon
42°C—37°C 1 dk 20 sn Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
PZR 94°C 2 dakika 30 dongii Denatiirasyon
37°C 1 dk 20 sn Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

Cizelge 3. CCGG bolgelerindeki metilasyona Mspl ve Hpall restriksiyon enzimlerinin tepkileri

Table 3. Response of Mspl and Hpall restriction enzymes to methylation at CCGG sites

Hedef Bolge Msp 1 Hpa Il Metilasyon Durumu

CCGG/GGCC Keser Keser Iki DNA sarmalinda da metil grubu
yoktur.

C"CGG/ Keser Kesmez Icteki Sitozin bazlari tamamen metillidir

GG"CC

"C"CGG/ Kesmez Keser Bir DNA sarmal1 tamamen metillidir.

GGCC

"CCGG/GGCC Kesmez Keser Bir DNA sarmal1 yar1 metillidir

nC"CGG/GG™C™C Kesmez Kesmez Her iki DNA sarmalida tam metillidir

Gelig Tarihi: 27-12-2023 I Kabul Tarihi: 10-01-2023

Journal of Agriculture 2023; 7 (1) 1-9

https://dergipark.org.tr/tr/pub/ja

4


https://dergipark.org.tr/tr/pub/ja

Emine UYGUR GOCER JOURNAL OF AGRICULTURE
Tuz Stresi Altindaki Kisnis Bitkisinin (Coriandrum sativum) DNA Metilasyon Modlarinin RAPD Markirlari ile Belirlenmesi

Cizelge 4. Calismada kullanilan oligoniikleotid primer dizileri (Aydin ve Ozden 2021)
Table 4. Oligonucleotide primer sequences used in the study (Aydin ve Ozden 2021)

NO Primer ID Primer sequence 5'— 3' 100Mm 100Mm 200Mm 200Mm
(12.saat) (24.saat) (12.saat) (24.saat)

1 OPA-05 AGGGGTCTTG 2 2 2 4

2 OPC-08 TGGACCGGTG 2 2 2 4

3 OPC-09 CTCACCGTCC 2 2 2 2

4 OPD-01 ACCGCGAAGG 6 6 6 6

5 OPD-02 GGACCCAACC 4 4 4 4

6 OPF-16 GGAGTACTGG 7 7 6 7

7 OPG-04 AGCGTGTCTG 2 2 2 2

8 OPH-07 CTGCATCGTG 4 4 4 4

9 OPH-10 CCTACGTCAG

Analizlerin ardindan, tirtinler %2 ¢oziintirliiklii agaroz jellere yiiklendikten sonra 3-6 saat boyunca
sabit voltajda (5 V/cm) elektroforez islemi gerceklestirilmistir.

Sitozin metilasyon skorlamasi

Msp I ve Hpa II enzimleri ile kesilmis olan genomik DNA'larinin farklarini belirlemek amaciyla,
iki ayr1 uygulama ve farkli saatlerdeki 6rnekler lizerinde yapilan TD-MS-RAPD-PCR analizleri "var"
(1) ve "yok" (0) olarak skorlanmistir. Bu PZR markorlerinin yoklugu, her iki hedef dizisinde de (5'-
CCGG-3"/3'-GGCC-5") metil igermedigini gdstermektedir. Ote yandan uygulanan bu PZR yontemine ait
markdrlerin  olmast her iki hedef dizisinin metilli (5'-mCmCGG-3/3'-GGmCmC-5') oldugunu
soylemektedir. Diger durumlar ise Mspl' de var, Hpall' de yok olmasi durumunda, DNA zincirinin
tamamen metillenmis (5’-mCmCGG-3°/3’-GGCC-5") ya da yari metillenmis (5’-mCCGG-3/3’-
GGCC-5") oldugu diistiniilmiistir. Mspl kullanilan TD-MS-RAPD-PCR markérlerinde, markor
bulunmazken; ancak ayni markdr Hpall kullanildiginda, igteki sitozin bazlarinin tamamen metillendigi
kabul edilmistir (5'-CmCGG-3"/3'-GGmCC-5"). Bu ¢alismada, 1 ve 0 puanlama sistemi uygulanmis olup,
1 puan hedefin enzim tarafindan kesilmedigini; O puan ise hedefin enzim tarafindan kesildigini ifade
etmektedir (Cizelge 3).

BULGULAR VE TARTISMA

Bu aragtirmada, kontrol ve tuz uygulamasina maruz kalan kisnis fidelerinde DNA sitozin
metilasyonunu belirlemek amaciyla TD-MS-RAPD-PCR teknigi kullanilmistir. TD-MS-RAPD-PCR
teknigi, Mspl ve Hpall enzimleri araciligiyla uygulanan, ayni tanima bdlgelerine sahip ancak DNA
metilasyonuna karg1 farkli hassasiyet gosteren izosizomerleri iceren bir yonteme dayanmaktadir. Bu
metodoloji, DNA'nin spesifik bolgelerindeki metilasyon durumunu yiiksek ¢oziiniirliikle belirleyerek
genetik materyalin epigenetik modifikasyonlarini analiz etmeyi miimkiin kilmaktadir (Karaca ve ark.
2019). Bu calisma, metilasyon profillerinin belirlenmesindeki yiliksek hassasiyetiyle 6nemli bilgiler
sunmaktadir. Kontrol ve tuz stresine maruz kalan kisnis fidelerindeki genetik degisiklikleri ve bitki
yanitlarim1 anlamak ve tarim alaninda kullanigsh uygulamalar gelistirmek i¢in kapsamli bir anlayig
saglamaktadir. Bu enzimler, belirli bir tanima dizisi olan 5'-CCGG-3' iizerinde etkilesim gosterirler.
Hpall enzimi, tek bir DNA zincirinde metilasyon gerceklestiginde (hemimetillenmis durumda), distaki
sitozinleri algilar ve keser. Ote yandan, Mspl enzimi, her iki DNA zinciri de tamamen metillendiginde
icteki sitozinleri tanir ve bdyle durumlarda hedef diziyi keser. Ancak, her iki DNA zinciri de
metillenmediginde, her iki enzim de hedef tanima dizisini etkiler.
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Bu enzimatik O6zellikler, DNA'nin metilasyon durumuna bagli olarak kesme aktivitesindeki
degisiklikleri wvurgular. Mspl ve Hpall enzimleri, genetik materyal iizerindeki metilasyonun
incelenmesinde kullanilarak, epigenetik diizenlemelerin anlagilmasina ve genetik ifadenin
karmasikliginin ¢oziilmesine katkida bulunur (Demirel et al., 2023; Tiirkoglu et al., 2023c¢). Cizelge 3
Mspl ve Hpall’nin kesme Ozelliklerini anlatmaktadir.  Farkli uygulamalara veya degisen doz
uygulamalarina maruz birakilan bitki fidelerine ait genomik DNA 6rnekleri, Mspl ve Hpall enzimleri
ile islendiginde, 5'-CCGG-3' hedef bolgelerinde ¢esitli metilasyon paternlerine sahip olabilir. Bu durum,
genetik materyalin cevresel streslere tepkisi veya farkli uygulama kosullarinin bitkilerin epigenetik
diizenlemeleri tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in degerli bir ara¢ saglar. Hedef dizilerin tamamen
metillenmis veya metillenmemis oldugu durumlarda, Mspl ve Hpall'nin kesme aktiviteleri arasindaki
farklar belirgin olmayabilir. Bu durumda, her iki enzimin de hedef diziyi benzer sekilde kesmesi,
metilasyon paterninde benzerliklere isaret edebilir (Salmon ve ark., 2008).

Bu arastirmada, MS-RAPD-PCR markirlarinin amplifikasyonu, artefak olarak isimlendirilen
spesifik olmayan bdlgelerin amplifikasyon oranini diisiirmek bir touch-down PZR profili (TD-MS-
RAPD-PCR olarak adlandirilir) kullanilmistir. RAPD tekniginde, farkli laboratuvarlarda veya farkli
zamanlarda tekrarlandiginda tekrarlanabilirlik sorunlarina yol agabildigi i¢in ve hedeflenmeyen DNA
bolgelerinin de amplifikasyonunu igerir ve istenmeyen bantlarin olugsmasina neden oldugu i¢cin RAPD
tekniginin dezavantajlarindandir (Karaca ve ark., 2019).

Dogru bir sekilde yorumlanabilecek cogaltilmig iirlin sayis1 9 primerde farklilik gostermistir
(Cizelge 4). Ornegin OPA-05 oligoniikleotid primeri 2 TD-MS RAPD-PCR markiri iiretirken OPF 16
markirt en yiiksek degeri yedi (7) tiretmistir. Bu ¢aligmada iki farkli tuz uygulamasi ve iki farkli saatlerde
alinan ornekler arasinda TD-MS-RAPD-PCR markirlarin sayasida degisiklik gostermis olup toplam
100mMm NACI ve 12. saatte alinan 6rnekte 26, 100mMm NaCl ve 24. Saatte 26, 200mMm NaCl ve
12. Saatte 25, 200Mm NaCl ve 24. Saatte33 markir tespit edilmistir.

Kullanilan 9 primerden sadece tigiinde (OPA 05-OPD 01-OPH 10) Sekil 1 ‘de gosterildigi gibi tuz
uygulamasi yapilan kisnis fideleri arasinda metilasyona duyarli polimorfizmler saptanmistir. Primer
OPA 05 ile amplifiye edilmis lokus 100 mM 12. saat, 100 mM 24. saat ve 200 mM 12. saatte bant
olusturmadigi i¢in bu uygulamalarin her iki DNA sarmalinin metilsiz (CCGG/GGCC) oldugu
disiintiliirken diger uygulamada (200 mM 24. saat) igteki sitozin bazlarinin tamamen metilli
(CCmGG/GGCmC) oldugu tespit edilmistir (Fu ve ark.. 2012). Ayn1 durum OPC-08 lokusunun 200 mM
tuz uygulamasinin 24. saat drnekleri icinde gecerlidir. Mspl ve Hpall enzimleri ile kesilen kontrol tuz
(100mM ve 200mM) uygulamasi olan kisnis fide genomik DNA’lar ile OPC-09 primeri PZR islemine
tabi tutulmustur. OPC-08 lokusunun PZR sonucunda hem Mspl hem de Hpall enzimi tiim
uygulamalarda kesim yapmis oldugu i¢in jel goriintiisiinde bantlar gériilmemektedir (0 0). Bu durum
CCGG/GGCC bolgesinin (her iki sarmalda) sitozinlerinin metillenmedigini ispatlamistir. Uygulamalar
arasinda da degisiklik olmayip ne NaCl metillenmeyi arttirmis ne de Orneklerin alindig1 saatler
metillenme durumunu degistirmistir.

MS-RAPD-PCR markirt olan OPD-01 lokusunda 1. allelde tuz uygulamasindan sonra farkli
saatlerde alinan 6rneklerde metilasyon polimorfizmi ortaya ¢ikmistir (Sekil 1). Metilasyon poliforfizmi
goriilen diger bir lokusumuz OPD 02 markirinin 200 mM tuz uygulamasinda 24. saatteki 6rnek disinda
diger uygulama ve saatlerde allelin goriilmemesi durumu Mspl ve Hpall enzimlerinin aktivitesi ile
aciklanmaktadir. Bu durum CCGG/GGCC boélgesinin (her DNA iplik¢iginde de) sitozinlerinin metil
grubu icermedigini géstermektedir. 200mM tuz uygulamasindan sonra ki 6rnekte hem Msp I hemde
Hpall enziminin kesmemesi her iki DNA sarmalinin da tam metilli oldugunu gostermektedir.
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OPH lokusu i¢in ayr1 ayr1 uygulamalara ve uygulama sonrasi siirelere bakildiginda 100mM ve
200mM tuz uygulamalarinin 12. saatteki 6rnekleri hem Mspl hemde Hpa 11 tarafindan kesilmemesi tam
metilli olduklarmi gosterirken 24. saatteki orneklerin hem Mspl hem de Hpall enzimleri tarafindan
kesilmeleri her iki sarmaldaki sitosizinlerin metillendigini gostermektedir. Diger lokuslarda ise kontrol
ve uygulamalar arasinda farklilik gériilmemistir.

500 bp

Sekil 1. 100Mm NaCl vel2.saat, b) 100Mm NaCl ve 24.saat , c) 200Mm NaCl vel2.saat, d) 200Mm NaCl ve 24.saat
Genomik DNA larimin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrast OPD-01 primeri ile TD-MS-RAPD-PCR sonucu 1)
Kontrol, 2) Mspl enzim metilasyon desenleri, 3) Hpall enzim metilasyon desenleri.

SONUC

Bu arastirma cercevesinde, kisnis genotipine (Cemre) uygulanan 100mM ve 200mM tuz
seviyelerinin, 12. ve 24. saatler arasinda 5'-CCGG-3' sekans bolgesindeki DNA sitozin metilasyon
farkliliklarint belirlemek amaciyla TD-MS-RAPD-PCR yontemi kullanilmigtir. Hedef genomik DNA
ornekleri, tuz uygulamalarinin ardindan elde edilen kisnis (Cemre) fidelerinden ¢ikarilmistir. Kullanilan
9 oligoniikleotid primer arasindan, epigenetik polimorfizmlerle 6zdeslesen yalnizca ii¢ primer se¢ilmistir
(OPA 05,0PD 01,0PH 10). Bu sonuglar, kisnis genomlarinin 5'-CCGG-3' bolgelerini yliksek oranda
icermedigini dogrulamistir. Incelenen 5'-CCGG-3' bolgelerinin ¢ogu, kisnis fidelerinden elde edilen
genomik DNA orneklerinde yiiksek diizeyde DNA sitozin metilasyonlar1 géstermemekte olup, bu
bolgelerin farkli sekillerde metillenmedigi anlasilmistir. Ancak, kontrol ve NaCl uygulamalari arasinda
yapilan karsilastirmada, NaCl uygulamasinin metilasyonu artirdigr gézlemlenmistir. TD-MS-RAPD-
PCR yontemi, genis bir kullanici kitlesine hitap eden 6zelliklere sahiptir. Bu metodoloji, ekonomik
olmasiyla birlikte, laboratuvar biit¢elerini zorlamadan erisilebilir bir segenektir. Ayrica, basit ve temel
enstriimantasyon talepleri ile 6ne ¢ikar, bu da kullanicilarin karmasik ekipmanlarla ugrasmak zorunda
kalmadan bu yontemi kullanmalarini kolaylastirir. TD-MS-RAPD-PCR'nin kolay kullanilabilir yapisi,
kullanicilarin hizli ve giivenilir sonuglar elde etmelerini saglar. Bu 6zellik, herhangi bir laboratuvarda
bu yontemin yaygin olarak benimsenmesine olanak tanimaktadir. Sonug¢ olarak, ekonomik, basit, ve
standart ekipmanlarla kullanilabilir olmasi, TD-MS-RAPD-PCR metodolojisinin genis bir aragtirma ve
analiz alaninda tercih edilen bir se¢enek haline gelmesine olanak tanimaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari,
NaCl uygulamasinin DNA metilasyon seviyelerini arttirdigini belirten polimorfizm seviyeleri ile
saglamlastirilmigtir.
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