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OZET

Molekiiler biyoloji calismalar (zerinde calisilan bitkilerden yliksek kalitede
DNA izolasyonu gerektirmektedir. Bu nedenle, calismalarda kullanilacak bitkilerden
kisa siirede ve saf olarak yiiksek konsantrasyonda DNA izolasyonu son derece
onemlidir. Bu calismada findik, avokado, trabzon hurmasi, mandarin ve portakal
tlrlerinden, MiniPrep DNA izolasyon yontemi ve bu yontemin modifiye edilmis
versiyonlar kullanilarak DNA elde edilmistir. Test edilen ydontemlerde ekstraksiyon
tampon g¢ozeltileri icinde 1) yalnizca CTAB, 2) CTAB ve PVP beraber (CTAB+PVP), 3)
CTAB ve SDS (CTAB+SDS) beraber ve 4) yalnizca SDS olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu izolasyon yontemleri sonrasinda elde edilen DNA'larin konsantrasyon ve kaliteleri
karsilastinimigtir. Genel olarak tim yontemlerden yliksek konsantrasyonda DNA elde
edilirken, hem bitki tiirleri hem de yontemler istatistiksel olarak énemli bulunmustur.
En yiliksek DNA konsantrasyonlari findik ve portakal tiirlerinde elde edilirken
CTAB+SDS yontemi ile elde edilen DNA konsantrasyonlari 6teki yontemlerden daha
diisiik olarak saptanmistir.

Anahtar kelimeler: DNA izolasyonu, MiniPrep, CTAB, PVP, SDS
COMPARISONS OF DNA ISOLATION METHODS FOR SOME FRUIT
SPECIES

ABSTRACT

Virtually all molecular biology studied requires high quality DNA isolated from
plants of interest. Therefore, it is important to isolate pure and high quality DNA in a
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short time. In this study, DNA sampled from hazelnut, avocado, persimmon,
mandarin and orange were isolated using MiniPrep DNA isolation methods and its
modified versions. These treatments were prepared adding 1) CTAB, 2) CTAB and
PVP (CTAB+PVP), 3) CTAB and SDS (CTAB+SDS) 4) SDS to extraction buffer. The
DNA samples isolated using these methods were compared for their concentrations
and purity. In general, all method yielded high DNA concentrations; the differences
among the fruit species and the isolation methods were found to be statistically
significant. The highest DNA concentrations were recovered from hazelnut and
orange while CTAB+SDS vyielded significantly lower DNA concentration when
compared to the other methods.

Key words: DNA isolation, MiniPrep, CTAB, PVP, SDS

1. GIRIS

Bitkilerde molekiler biyoloji calismalart yiksek kalitede DNA
gerektirmektedir. Kaliteli DNA gerektiren bu ¢alismalar arasinda bitki tir ve
gesitlerinin  DNA parmak izlerinin belirlenmesi ile yapilan taksonomik
calismalar, genetik haritalama calismalar, molekdiler isaretleyiciler yardimiyla
yapllan erken seleksiyon calismalari, Genetigi Degistirilmis Organizmalarin
(GDO) tanimlanmasi ve bunun gibi pek ¢ok calisma sayilabilir. Yiksek
kalitede DNA gerektiren bu galismalar igin oncelikli olarak calismalarda
kullanilacak olan DNA'nin kisa siirede ve saf olarak eldesi son derece
O6nemlidir. Bu amagla bitkilerden DNA elde edilmesi igin bircok izolasyon
yontemi gelistirilmistir (Dellaporta vd.1985, Doyle ve Doyle 1991, Thomas
vd.1993, Lodhi vd.1994, Lefort vd.1998). DNA izolasyonunda basari;
DNA’nin miktari, DNA'nin kalitesi ve DNA'nin kullanisliidi ile o6lclilmektedir
(Aka Kacar 2003).

Bitkilerde DNA izolasyonundan &nce temin edilen dokunun korunmasi
oldukca 6nemlidir. Temin edilen bitkisel dokular izolasyon sirasina kadar
soguk ve nemli yerlerde saklanmalidirlar. Bitkisel dokularin dikkatli bir sekilde
korunmasi izolasyon sonrasi elde edilen DNA'nin kalitesini olumlu sekilde
etkilemektedir.

Bitkilerden DNA izolasyonu genel olarak asadida belirtilen prensiplere
gore yapilmaktadir; bitkisel hiicrelerini, hayvansal hiicrelerden ayiran en
onemli Ozelliklerden biri bitki hiicrelerinin sellilozdan yapili bir hiicre duvari
icermesidir. Bitkilerdeki hiicre duvari, bitkisel dokunun sivi azot ya da kuru
buz igerisinde &gitilmesi ile kirilir ve bdylece DNA hiicre igerisinde serbest
kalir.  Hicre duvan kirildiktan sonra, CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium
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Bromide), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ve PVP (Polyvinylpyrrolidone) gibi
deterjanlar kullanilarak hiicre zan parcalanir. Homojen hale getirilen bitki
hiicresi icerisindeki DNA'ya badli proteinler kloroform ya da fenol karigimi
eklenerek uzaklastirihr.  RNA’y1 yikan RNaz enzimi kullanilarak soliisyon
icerisindeki RNA'lar uzaklastiriir.  DNA'nin saf bir sekilde elde edilmesi igin
etil alkol ile bir ya da birkac defa yikama yapilr.

DNA izolasyonu sirasinda DNA'y1 pargalayan enzimler igin en uygun
olan pH diizeyinden kaginilmalidir. DNA'yi parcalayan enzimler olan DNazlar
pH 7,0 civarinda calsirlar (Dunham ve Bryant 1983). Bu durumda bitki
ekstraksiyon bufferi pH 8,0 hatta pH 9,0 civarinda olmalidir.

Bitki hiicreleri genelde gok sayida ikincil bilesik igerirler, bunun sonucu
olarak belirli tirlerde yiiksek dizeydeki ikincil bilesikler DNA'nin safligini
bozmaktadir. Bu sorunun Ustesinden gelmek icin alternatif ekstraksiyon
tamponlar kullanilir.  Teknik ve 6zel sorunlara ¢6zim getirmek amaciyla
izolasyon tamponlari kullanilir (Aka Kagar 2003).

Izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin  safliklari  ve miktarlarinin
belirlenmesinde spektrofotometrik yontemler kullaniir ya da DNA agaroz
jelde kosularak standart DNA'larla karsilastirma yapilir.

Bu calismada dedisik bitki tlrlerinde dort DNA izolasyon metodu
kullanilarak elde edilen DNA'nin konsantrasyon ve kaliteleri karsilastiriimistir.
Deneme kapsaminda bes meyve turl kullanilsa da, sonuglarin birgok meyve
tirind yansitmasi agisindan test edilen meyve tirleri dedisik cinslerden
orneklenmislerdir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolima Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda yurGtaimastar.

Galismada bitkisel materyal olarak Cukurova Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimiine ait findik, avokado, trabzon hurmasi,
mandarin ve portakal tlrlerine ait bitkisel materyal kullaniimigtir.
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2.2, Yontem
2.2.1. Bitkisel materyalin hazirlanmasi

Calismada kullanilan bitki cesitlerinden temin edilen tam biyiklige
gelmis taze yapraklar saf su altinda yikanmis aliminyum folyo ile sarilmistir
ve ardindan ornekler sivi azot igerisine batinlmigtir. Her 6rnek havan
icerisinde sivi azot ile 6dgltiilerek 0,1 g olacak sekilde 1,5 ml'lik santrifij
tlplerine yerlestirilmistir. Her 6rnek iki tekrarli olacak sekilde ve dort farkl
izolasyon yonteminde kullanilmak Uzere toplam sekiz adet santrifiij tlpl
igerisine yerlestirilmistir.

2.2.2. DNA izolasyonu igin gerekii soltisyonlarin hazirlanmasi

Bu calismada MiniPrep DNA izolasyon ydntemi ve yontemin modifiye
edilmesi ile toplam dort farkh izolasyon yontemi denenmistir. DNA
izolasyonunda kullanilan ekstraksiyon tampon ¢ozeltilerin icerisinde yer alan
deterjanlar degistirilerek yontemin modifikasyonu saglanmistir. Ekstraksiyon
tampon cozeltileri iclerine CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide), CTAB
ve PVP (Polyvinyl prolidone) beraber, CTAB ve SDS (Sodium dodecyl
sulphate) beraber ve yalnizca SDS olacak sekilde hazirlanmigtir.  DNA
izolasyonunda kullanilan tampon c¢ozeltilerin icerikleri Cizelge 1, Cizelge 2,
Cizelge 3 ve Cizelge 4'de sunulmustur. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon
tampon ¢ozeltiler disinda kloroform : izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-EDTA
(Tris 1 M PH:8, EDTA: 0.5 M PH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu,
izopropanol ve etil alkol (%99) kullanilmistir.

2.2.3. DNA izolasyon asamalari

Sivi azot ile ezilmis bitki dokularinin bulundugu tiiplerin her birine 396
pl - hazirlanan  ekstraksiyon solisyonu ve 4 pl B-merkaptoetanol pipet
yardimiyla eklenerek karistinimistir. Tipler 65 °C'de 20 dakika bekletilmis ve
bu siirecte iki defa kanistiricl yardimiyla karistinlmistir. Sonrasinda, herbirine
400 pl kloroform: izoamilalkol eklenerek 15 dakika stireyle karistirici
yardimiyla oda sicakhidinda kanistinlmistir. Tip igerisindeki karisim 13.000
devir/dakika'da 5 dakika santriflij edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek
icin yeni temiz bir santriflij tlipi hazirlayip etiketlenmistir ve her birinin icine
400 pl soguk (-20 °C) izopropanol eklenmistir. Santriflij tamamlandiginda
tiplerin Gst kismindaki sivi kisimdan 400 pl steril pipet aracilidiyla soguk (-20
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°C) izopropanol iceren santriflij tiplerine aktanlmistir. Tipler 1 saat sireyle
-20 °C'de bekletilmistir. Bes dakika 13.000 devir/dakika’da santrifiij edilen
tlplerdeki Gst sivi dokilmistiir. Cokeltinin kurumasi igin tipler kagit haviu
Uzerine ters birakilarak bekletilmistir. Kuruyan cokelti 100 pl TE (Tris-EDTA)
icerisinde ¢ozlilmistiir. Her tiipe 4 pl RNase A eklenmistir ve 15 dakika oda
sicakliginda tipler bekletilmistir. Her tiipe 500 pl sojuk ETOH (%99)
eklenmistir ve tlpler dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle -20 °C de
bekletilmistir. Bes dakika 13.000 devir/dakika’da santrifiij edilmistir.

2.2.4. DNA konsantrasyonu ve kalitesinin belirlenmesi

Izolasyonu  gerceklestirilen DNA’larin  kalitesi ve  miktarlari
spektrofotometre ile (NanoDrop ND 100) &lclimler yapilarak belirlenmistir.

DNA'lar %0,7'lik agaroz jelde, 1x TAE (40 mM Tris-Acetate, 1 mM
EDTA, pH 8,0) tamponu ile ydritilmistir.  Jel %0,5 pg/ml oranindaki
ethidium bromide soliisyonu ile boyanmis ve UV altinda fotograflari cekilerek
DNA miktar ve kalitesi tespit edilmistir.

2.2.5. PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasi

Izole edilen DNAlar OPAI-08 RAPD primeri (Operon) kullanilarak PCR
reaksiyonlari ile amplifiye edilmistir.

Gizelge 1. DNA izglasyon Yonteminde Kullanilan 1 no’lu Ekstraksiyon
Tampon Cozeltisinin Icerigi.

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB % 2,0
NaCl (5 M) 1,4M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 02 M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0,1 M
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Cizelge 2. DNA izglasyon Yonteminde Kullanlan 2 no'lu Ekstraksiyon
Tampon Cozeltisinin Icerigi.

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB+PVP % 2,0
NaCl (5 M) 1,4M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 0,2M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0,1M

Gizelge 3. DNA izc_)lasyon Yonteminde Kullanilan 3 no'lu Ekstraksiyon
Tampon Cozeltisinin Icerigi.

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB+SDS % 2,0
NaCl (5 M) 1,4M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 0,2M
TRIS-HCI (1M) pH 8,0 0,1M

Gizelge 4. DNA iquasyon Yonteminde Kullanilan 4 no’lu Ekstraksiyon
Tampon Cozeltisinin Igerigi.

Soliisyon Konsantrasyon
SDS % 2,0
NaCl (5 M) 1,4M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 0,2M
TRIS-HCI (1M) pH 8,0 0,1 M

PCR reaksiyon karisimi toplam 12 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
kanisim; 2x PCR Master Mix (Fermantas K0171), 1 (inite DNA Taq Polimeraz
(Fermantas, EP0402), MgCl,, 30 ng primer, 15 ng genomik DNA ve
ddH,0’dan olugsmaktadir. PCR programi; 2 dakika 94°C'de 6n denatirasyon,
ve ardindan toplam 45 dongl olacak sekilde 2 dakika 94 °C'de
denatiirasyon, 1 dakika 37 °C'de primerin baglanmasi, 2 dakika 72 °C'de
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DNA driininin  uzamas,, ve 35 donglyld takiben 10 dakika
72 °C’de son DNA Uriiniinidn uzamasi seklinde uygulanmigtir. PCR Uriinleri 4
°C'de muhafaza edilmistir.

PCR Urinleri % 1,5'lik agaroz jelde 3 saat siireyle 70 voltta 1X TAE
(40 mM Tris-Acetate, 1 mM EDTA, pH:8,0) buffer eklenerek ydiritiilmistr.
Jel % 0,5 pg/ml oranindaki Ethidium bromid sollisyonu ile boyanmis ve UV
altinda fotograflari gekilerek DNA bant profilleri gériintiilenmistir.

2.2.6. Verilerin istatistik analizi

Faktoriyel deneme desenine gére kurulan bu galismada elde edilen
veriler SAS programi (SAS, 1990) kullanilarak varyans analizine tabi
tutulmustur. Varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak énemli bulunan
faktorlerin ortalama karsilastirmalari LSD yontemine gore 5% ©6nem
diizeyinde yapilmistir.

3. BULGULAR

Calismada kullanilan tirler incelendiginde uygulanan dort yontemde
de DNA miktarlan oldukga ylksek bulunmustur. Varyans analizi DNA
konsantrasyonu bakimindan hem meyve tirlerinin hem de izolasyon
yontemlerinin istatistiksel olarak farkh olduklarini géstermistir (Cizelge 5).
Ancak, tir x yontem interaksiyonu 6nemli bulunmamistir. Bu durum test
edilen meyve tirlerinin, izalasyon yéntemine tepkilerinin benzer oldugunu
gostermektedir. En yliksek DNA konsantrasyonlar findik (3103 ng DNA /
ML) ve portakaldan (3098 ng DNA / pL) elde edilirken en disik
konsantrasyonlar avokado (2367 ng DNA / pL) ve mandarinden elde
edilmigtir (2582 ng DNA / pL). Yontemler genelde birbirlerine benzer
sonuclar verirken CTAB + SDS yontemi (2139 ng DNA / pL) diger
yontemlere oranla (genel ortalama = 2786 ng DNA / L) daha disik DNA
konsantrasyonu Uretmistir.

DNA'nin safligini 6lgmek igin genel olarak 260 ve 280 nm absorbiyon
degerleri oranlan kullanilmakta; 1,80-2,00 arasindaki oranlarin safligi yiiksek
olarak degerlendirilmektedir. DNA saflidiyla dederlendirilen kalite
sonucglarinda, meyve tirleri arasindaki farkliliklar ve interaksiyon 6nemli
bulunmamistir. DNA konsantrasyonlarinda oldugu gibi, yontemler arasindaki
farklliklar ise dnemli bulunmus, genotiplerden en yiiksek degerler CTAB ve
CTAB + SDS ydntemlerinden elde edilmistir (Cizelge 6). Bu ortalama grubu
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(2,08) ideal degerlerden yiiksektir. Ideal degerlere en yakin sonug ise SDS
uygulamasindan elde edilmistir.

Calismada kullanilan doért farklh yéntem ile elde edilen DNA'larin
agaroz jeldeki gortintileri Sekil 1’de sunulmustur.

Yukarida aciklanan yéntemlerden elde edilen DNA’lar OPAI-08 RAPD
primeri kullanilarak PCR reaksiyonlari ile amplifiye edilmistir. Amplifiye
edilmis DNA orneklerinin agaroz jelde kosularak elde edilen bantlarin
istenilen nitelikte kaliteli oldugu belirlenmistir.

4. TARTISMA VE SONUC

Bitki molekiiler biyoloji calismalarinda DNA izolasyon asamasi son
derece 6nemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA'nin miktar ve 6zellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da 6nem kazanmaktadir (Ergil 2000). Bitki
molekiiler biyoloji calismalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariyi énemli
Olctide etkilemektedir. Calismada kullanilan tiirlere ait DNA'lar incelendiginde
DNA miktarlari oldukga yiksek bulunmustur.

DNA'lar kalite bakimindan dederlendirildiginde, kaliteli DNA’larda
safigin ~ A260/A280 oraninin  yaklasik 2,0 civarinda  bulunmasi
beklenmektedir. Elde edilen dederin 2,0'den yiiksek olmasi; 6rnedin RNA,
kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,6 dederinden disik olmasi ise
ornek icerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler bulundugunun
gostergesidir (Hoisington 1992). Bu calismada uygulanan dért yéntemde
elde edilen DNA saflik oranlar 1,85-2,12 arasinda bulunmustur.

Izolasyonlar sonucu elde edilen DNA'larin agaroz jel gériintiileri
incelendiginde DNA'larin tek bant olusturduklarn goriilmektedir. Tek bant
olusturmus olmalari onlarin RNA ve hiicre sekonder Urinlerinden ari, sarmal
yapilarini koruyarak pargalanmamis olduklarini géstermektedir (Karatas ve
Adaoglu 2006).
izole edilen tiim DNA'larin PCR uygulamalarinda kullanilabilirligini belirlemek
amaciyla OPAI-08 RAPD primeri kullanilarak iki tekrarli RAPD analizi
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda dort yontemle de elde edilen DNA'larin
bant profillerinin tekrar edilebilir oldugu belirlenmistir.

DNA izolasyonunda, hiicre zarini yikmak amaciyla CTAB, PVP ve SDS
gibi deterjan icerikli kimyasallar kullaniimak zorundadir. Bunun sebebi hiicre
zarinin yiksek miktarda lipit icermesidir, bu lipit icerigi bu tarz deterjanlar
kullanilarak  asilmaktadir. Bu calismada farkh deterjanlarin DNA
izolasyonunda, DNA kalitesi ve miktarindaki etkilerini belirlemek amaciyla
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CTAB, CTAB ve PVP beraber, CTAB ve SDS beraber ve yalnizca SDS
deterjanlan kullaniimigtir.

DNA izolasyonu igin uygulanan dort farkli kombinasyonda da sonuglar
benzer c¢ikmistir. Yiksek miktarda ve kaliteli DNA’lar elde edilmistir.
Istatistiksel olarak CTAB+SDS ydntemi ile elde edilen DNA konsantrasyonlari
oteki yontemlerden daha disik olarak saptandijindan  DNA
konsantrasyonlari yiiksek ve kaliteli DNA veren diger (ic yontem s6z konusu
meyve tirleri igin dnerilmektedir.

Cizelge 5. Denemeye Ait Varyans Analiz Tablosu.

Serbestlik
Kaynak derecesi Konsantrasyon Kalite
Tur (T) 4 830695** 2,5
Yontem (Y) 3 1996397** 11,1%*
TxY 12 289269 2,9
Hata 20 174266 1,9

**065 6nem dlizeyinde 6nemli.

Cizelge 6. Denemede Elde Edilen Konsantrasyon ve Kalite Ortalamalari

Konsantrasyon Kalite

Kaynak (ng DNA / pL) (A260/A280)
Tir

Avokado 2367 £ 545 b 2,05 + 0,07

Findik 3104 + 557 a 2,05 £ 0,04

Hurma 2781 + 960 ab 2,03 £ 0,09

Mandarin 2582 £ 265 b 2,08 £ 0,02

Portakal 3098 £ 500 a 2,05 + 0,03
LSDsg, 435 0.d.
Yéntem

CTAB 2852 + 539 a 2,08 +£0,03a

CTAB+PVP 3132 £ 650 a 2,05+ 0,07 ab

CTAB+SDS 2139 £ 545 b 2,08 +£0,02a

SDS 3022 + 382 a 2,01 £0,05c
LSD-ss, 389 0,04
Ortalama 2786 £ 612 a 2,06 £ 0,05

0.d. 6nemli degil.
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ML a2 9a3 35 % 4 5 Ba 6 6 M

CTAB +PVP

M1 la2 22 3 324 45 56 6a M

M 1 la2 2a3 324 42 5 5 6 6a M

SDS

Sekil 1. CTAB, CTAV+PVP, CTAB+SDS ve SDS ekstraksiyon sollisyonu ile elde
edilen DNA'larin agaroz jeldeki gorintileri. 1: findik; 2: avokado; 3: trabzon
hurmasi; 4: limon; 5: mandarin; 6: portakal; M: isaret. Limon tlriine ait DNA
ornekleri dederlendirme disi tutulmustur.
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