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Oz: Giiniimiizde molekiiler biyoloji ve biyoinformatik alanindaki gelismelere paralel olarak
metagenomik, biyoteknoloji, tiim genom dizilemesi, genom evrimi gibi alanlarda g¢ok sayida aragtirma
yapilmaktadir. Bocek tiirleri ile yapilan galigmalarda ilk ve en 6nemli adim etkili bir DNA izolasyonu
yonteminin kullanilmasidir. Kitin yapili bir dis iskelete sahip olan boceklerin ¢cogunun kiigiik canlilar olmasi
DNA izolasyonunu zorlagtirmaktadir. Yapilan bu g¢aligma ile Cephus pygmeus (Linnaeus, 1767) tirline ait
bireylerden dokuz farkli DNA izolasyon y6ntemi ile total DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA
ornekleri verim, saflik, maliyet, zaman ve PCR bagaris1 kriterleri altinda degerlendirilmistir. Maliyet ve
kullanilan kimyasallarin toksisitesi géz oniine alindiginda ise tuzla ¢oktiirme yonteminin bocek dokularindan
DNA izolasyonu i¢in en uygun yontem oldugu yorumlanmistir.

Anahtar kelimeler: DNA izolasyon Yéntemleri, Bdcek Genomik DNA’s1, DNA Kalitesi, PCR,
Cephus pygmeus

Comparison of DNA Isolation Methods From Insect Tissues in Terms of Quality, Yield
and Cost

Abstract: Today, there are many studies conducted in the areas such as metagenomics, biotechnology,
whole genome sequencing, genome evolution, and so on parallel to the developments in molecular biology and
bioinformatics in molecular biology and bioinformatics. The first and most important step in studies with insect
species is the use of an effective DNA isolation method. Small body and external chitin skeleton of the insects
cause difficulties in isolating the insect DNAs. In this study, nine different DNA isolation methods were applied
to carry out total DNA isolation from the individuals belonging to the species Cephus pygmeus (Linnaeus, 1767).
The results were interpreted in terms of DNA yield, purity, cost, time and PCR performance criteria. When the
cost and the toxicity of the used chemicals are taken into consideration, it is interpreted that the salting out
method is the most suitable method for DNA isolation from insect tissues.

Keywords: DNA Isolation Protocols, Insect Genomic DNA, DNA Quality, PCR, Cephus pygmeus

1. Giris sorulara yanit aranan DNA dizi bilgisi temelli
Son yillarda  molekiiler  biyoloji say1siz ¢alismanin konusu olmustur. Ozellikle
alanindaki  bas  dondiiriici  gelismeler DNA dizileme teknolojisinin gelismesi ve

aragtirmacilar i¢in metagenomik, biyoteknoloji,
tim genom dizilemesi ve genom evrimi gibi
alanlara farkli bir bakis acis1 getirmistir.
Biyolojik c¢esitliligin 6nemli bir iiyesi olan

bocekler bu gelismelere paralel olarak farkli
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dizileme  maliyetlerinin  goreceli  olarak
azalmas1 bu tarz ¢aligmalarin sayisin1 olduk¢a
arirmistir  (Van Dijk ve ark., 2014). Son
DNA dizileme

(NGS) olarak bilinen ve oldukga yiksek

zamanlarda ise, yeni nesil
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kapasitede genom verisi Uretebilen platformlar
sayesinde, tek ya da birkag DNA belirteci ile

sinirlt kalan ¢alismalar, yerini daha biiyiik veri

setleri  kullanilan c¢alismalara  birakmistir
(Mardis, 2017). Ginumuzde boceklerde DNA
dizileri kullanilarak akrabalik iliskileri ve

evrim (Misof ve ark., 2014), bdcek-bitki ve

bocek-mikrop-(bitki) etkilesimi (Biere ve
Bennett, 2013), karsilagtirmali  genomik
(Rosenfeld ve ark.,, 2015), beslenme

aliskanliklar1 (Juen ve Traugott, 2005), genetik
cesitlilik, populasyon genetigi (Davey ve
Blaxter, 2010), koruma biyolojisi (Kress ve
ark., 2015), biyocografya (Korkmaz ve ark.,
2014), tarim zararlilarinin biyolojik kontrolii
(Furlong,
(Carlton ve ark., 2008) ve referans DNA
kiitiiphaneleri ile tiirlerin molekiiler teshisleri

(DNA barkodlama) (Hebert ve ark., 2003) gibi
bircok

2015), vektor tasiyicilarla savas

alanda arastirmalar
gerceklestirilmektedir.

Tim bu arastirmalarda basarili bir
yontemsel agamanin siirdiiriilebilmesi igin ilk
ve en Onemli basamak etkin bir DNA
izolasyonu yonteminin kullanilmasidir. Etkin
bir DNA izolasyonu, PCR, DNA dizileme
(NGS vya da

hibridizasyon gibi asamalarin da basarili bir

Sanger), klonlama ve
sekilde yliriitiilebilmesini saglayacaktir. Peki,
bagarili bir DNA izolasyonunda ana kriter nedir
ve farkli DNA izolasyon ydntemleri arasinda
se¢cim neye gore yapilir? Basarili bir DNA
izolasyonunun DNA

saglanmast  i¢in

molekiiliine zarar vermeden hiicrenin tiim diger
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makro-molekiillerinin ortamdan

uzaklastirilmas:  gerekmektedir. Bu amagla
boceklerden yasamlarinin farkli evrelerinde
(erigkin, yumurta, larva ya da pupa) total
genomik DNA izolasyonu gergeklestirebilmek
icin ¢ok sayida yontem ve kit geligtirilmigtir
(Wingfield ve Klein, 2012; Asghar ve ark.,
2015). Ancak, tercih edilen yodntem, izole
edilen DNA’nin kalite ve miktarin1 dogrudan
etkilemektedir. Bu calismada, standart olarak
kullanilan yontemler ve bu yoOntemlerin
modifiye edilmesi ile elde edilen dokuz farkli
DNA izolasyon yontemi verim, maliyet ve
zaman agisindan karsilastirilmistir. Ortalama
blytikliigli, tarim zararlis1 olmasi ve genis
yayilis alanina sahip olmasi nedeniyle DNA
izolasyonu karsilagtirmalarinda, yasam sekli ve
tiir gesitliligi agisindan ilk siralarda yer alan
Hymenoptera takiminin bir {iyesi olan Cephus
1767)

C. pygmeus tlru

pygmeus  (Linnaeus, (Symphyta:
Cephidae) kullanilmistir.
Avrupa, Asya, Afrika ve Kuzey Amerika’da
genis ve devamli bir yayilis alanina sahiptir.
Konak bitki olarak bugdaygilleri segtigi i¢in
bugday sap-arist olarak da bilinmektedir ve
ekonomik olarak bugdaylarda zarara yol
2008).

viicut biiyiikliigii 5-11 mm arasinda de§ismekte

acmaktadir (Shanower, Erginlerinin

ve sar1-Siyah abdomen renklenmesi

sergilemektedir (Korkmaz ve ark., 2010).

2. Materyal ve Metot

Bocek  dokularindan ~ DNA  izolasyon

yontemlerinin  verim, maliyet ve zaman
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acisindan karsilagtirllmas1 amaciyla dokuz
farkli yontem kullanilmis olup, her yontem i¢in
ayn1 lokaliteden toplanmis iki disi ve iki erkek
olmak tizere toplam 4 birey kullanilmistir
(Tuzla uc

kullanilmigtir). Calisma kapsaminda kullanilan

coktirme  ydnteminde birey
orneklere ait bilgiler Cizelge 1°de sunulmustur.
Ornek seciminde en az 10 y1l olmak iizere eski
tarihli ve alkolde bekletilen 6rnekler olmasina
dikkat edilmistir. Bu kapsamda 2001-2004
arasinda Cumbhuriyet

yillari toplanmus,

Universitesi ~ Entomoloji
(ECCUS) yer alan ve -20 °C’de %100 etanol

icerisinde saklanan 0Ornekler

Koleksiyonu’nda

kullanilmistir.
Orneklere &nce alkol uzaklastirma islemi
uygulanmigtir. Bu amagla filtreli tiipler
kullanilarak santrifiij edilmis ve yaklasik yarim
saat kurutma kagidi iizerinde bekletilmistir.
Kurutulma sonrast Orneklerin bas kisimlari
PCR inhibitorleri agisindan yogun olduklari
icin uzaklastirilmis, kalan kisim ise hassas
terazi kullanilarak tartilmistir. Tartim islemi
her  bir doku

mikrosantrifuj tlpiine aktarilarak ezme islemi

sonrasinda bireye  ait
ile mekanik olarak parcalanmustir.

DNA izolasyonu ic¢in Chelex-100,
fenol-kloroform, 1s1 sok, tuzla ¢oktiirme, ticari
kit yontemler ve bu yontemlerde g¢esitli
modifikasyonlar yapilarak olusturulan toplam
dokuz farkli yonteme bagvurulmustur (Cizelge
1). Bu yontemlere ait uygulama basamaklari
asagida detayli bir sekilde sunulmustur. Her bir
yontem sonucunda izole edilen total genomik

DNA’nin kalite ve miktar tayinleri 260, 280 ve
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230 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin
2000)

hesaplanmustir.

nanodrop cihazi (Maestrogen,

kullanilarak  6lgiilmesi ile
Ayrica, izole edilen DNA o6rneklerinin PCR
uygulamalarindaki basarisinin test edilebilmesi
icin ¢ekirdek ve mitokondri genomlarina 6zgii
in vitro

fragmanlarin cogaltilmasi

uygulamasina basvurulmustur. Bu amagcla
bocek calismalarinda barkod amach kullanilan
cekirdek genomuna ait 1TS2 ve mitokondri
genomuna ait COI gen fragmanlar sec¢ilmistir.
ITS2 fragmaninin ¢ogaltilmasinda Cas5p8sFt
(5'-ATG AAC ATC GAC ATT TCG AAC
GCA TAT-3") ve Cas28SBId (5'-TTC TTT
TTC TTC GCT TAG TAA TAT GCT TAA-3")
primer cifti (Ji ve ark., 2003); COI gen
bolgesinin ¢ogaltilmasinda ise s1859 (5'-GGA
ACI GGA TGA ACW GTT TAY CCI CC-3")
(Simon ve ark., 1994) ve HCOout (5'-GCT
CCT ATT GAT ARW ACA TAR TGR AAA
TG-3") (Carpenter ve ark., 1999) primerleri
tercih edilmisir. PCR reaksiyonlar1 50 pl son
hacimde hazirlanmis olup, reaksiyon hacminin
igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz, 5 pl 10x
reaksiyon tampon (100 mM Tris—HCI, pH 8,8,
500 mM KCI), primerlerin her birinden 10
pmol, 0,2 mM her bir dNTP, 1,5 mM MgCI2
ve 100 ng kalip DNA (son konsantrasyon 2
ng/ul) eklenmistir. Reaksiyonlar BioRad T-100
PCR cihazinda: 95 °C’de 5 dakika ilk
denatiirasyon adimi; 35 dongiiden olusan {i¢
amplifikasyon adimi: (1) 94 °C’de 1 dakika, (2)
primer ¢iftine 0Ozgiin baglanma (annealing)

sicakliginda 1 dakika ve (3) 72 °C’de 30
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saniye; 72°C’de 5 dakika bir son uzatma
basamagi kosullar1 altinda gergeklestirilmistir.
DNA ornekleri ve tim PCR drinleri %1’lik
agaroz jelde GeneRuler 100 bp Plus DNA

Ladder (Thermo Scientific, Katalog Numarasi:
SMO0321) ile birlikte yiiriitiilerek goriintiilenmis

ve sonuglar kalitatif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 1. DNA izolasyon yontemlerinin karsilastirilmasinda kullanilan 6rneklere ait lokalite bilgileri.

Kullanilan Yéntem ECCUS @ Toplam
NO Birey
Chelex-100 545 4
Chelex-100+Proteinaz K 646 4
Chelex-100+Alkol Coktlirme 572 4
Fenol-Kloroform 552 4
Is1 Sok 619 4
Is1 Sok+Chelex-100 453 4
Is1 Sok+Chelex-100+Alkol 580 4
Coktirme
Tuzla Cokturme 595 3
KolonTabanh Ticari Kit 526 4
a) Chelex-100  yontemi:  Adli
materyallerden  DNA  izolasyonu  igin
gelistirilen  yontemde  bazi1  degisiklikler

yapilarak uygulanmigtir (Walsh ve ark., 1991).
Ornek izerine 1.5 ml Tampon A (200 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.0) eklenmistir.
Vortekslenerek doku ile tamponun etkilesimi
saglanmigtir. 23640 x g’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve st faz uzaklastirilmistir. Pelet
uzerine 1 ml Tampon B (100 mM NaCl, 10
mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH 8.0)
eklenmis, pelet siispanse hale getirilmis ve
23.640 x g’de tekrar 5 dakika santrifiij edilerek
{ist faz uzaklastirilmistir. Ornek iizerine 100 pl
dHO ve 200 pl %10 (agirlik/hacim) Chelex-
100 cozeltisi eklenerek 56 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi

8 dakika kaynatilan O6rnekler 23.640 x g’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Ust faz, kalint1 doku
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Enlem Boylam | Toplanma | Lokalite
(N) (E) Tarihi .

39,707219 = 37,032101  17.06.04 SIVAS
39,633316 | 37,032991 = 23.05.02 SIVAS
39,683808 | 36,792156  01.06.01 SIVAS
39,708535 | 36,650581 | 23.05.02 SIVAS
39,835168 | 36,441772  07.06.02 SIVAS
40,164838 | 38,084192 & 29.05.02 SIVAS
39,874702 | 37,730385  12.06.02 SIVAS
38,150757 | 34,874525 @ 02.06.02 NIGDE
39,582407 | 36,622085  28.05.02 SIVAS

ve chelex-100 alinmadan dikkatli bir bi¢imde

yeni tiipe aktarilmistir.

b) Chelex-100 +  Proteinaz-K
Yontemi: Walsh ve ark. (1991) tarafindan
gelistirilen  yontemde bazi  degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Chelex-100

yonteminden farkli olarak Tampon B (100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH
8.0) eklendikten sonra 10 pl proteinaz-K (20
mg/ml) ortama eklenerek gece boyunca 55
°C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Sonraki
asamalarda Chelex-100 yontemindeki
basamaklar takip edilmistir.

c) Chelex-100 + Alkol

Yontemi: Walsh ve ark. (1991) tarafindan

Coktirme

gelistirilen  yontemde  baz1  degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Chelex-100 yontemi
sonucunda elde edilen DNA  ¢Ozeltisi

icerisindeki olast inhibitor etkideki ajanlarin
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uzaklagtirllmas1 amaciyla niikleik asitlerin
alkolle ¢oOktiiriilmesi gerceklestirilmistir. Bu
amacla Chelex-100 yontemi ile elde edilen
cozeltinin zerine 1/10 hacim 5 M NaCl ve 2
hacim soguk %99’luk etanol eklenmistir.
Ardindan, son hacimde 0.01 mM olacak
sekilde MgCl, eklenerek +4 °C’de 28.500 x
30  dakika

Alkol

peletin tzerine 100 pl

g’de santrifj edilerek

¢cOktliriilmiistiir. uzaklastirilmis  ve
% 70’lik etanol
eklenmis, pelet yikama islemi sonrasinda 4
°C’de 28.500 x g’de 6 dakika tekrar santrifij
Alkol ortamdan uzaklastirilarak

peletin 50 pl 1XTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM

edilmistir.

EDTA, pH 8.0) icerisinde c¢ozllmesi
saglanmistir.

d) Fenol Kloroform Yontemi:
Gemmell ve Akiyama (1996) tarafindan
optimize edilen yontem esas alinmistir.

Mekanik ezme islemi gercgeklestirilen ornek,
540 ul homojenizasyon tamponu (100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH
8.0) ve 60 pl %10’luk SDS ile silispanse
edilmistir. Son konsantrasyonu 50 pg/ml
olacak sekilde proteinaz-K eklenerek 37 °C’de
gece boyu inkiibasyona birakilmigtir. Oziitleme
sonrast Oziitlere bir hacim fenol ve bir hacim
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek ve
13.000 x g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Ust
faz yeni bir tiipe aktarilarak ayni islem bir kez
daha tekrarlanmustir. Ust faz iizerine bir hacim
kloroform:izoamil alkol eklenerek 13.000 x g
de 3 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir

tipe aktarilarak ayni islem bir kez daha
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tekrarlanmustir. Ust fazin Gizerine 1/10 hacim 5
M NaCl ve 2 hacim soguk mutlak etanol
eklenmistir. DNA’nin  ¢oktiiriilmesi

°C’de 28.500 x g’de 30 dakika santrif(j

icin 4

edilerek alkol uzaklastirilmistir. Pelet {lizerine
100 pl %70’lik etanol eklenerek 4°C’de 28.500
X g’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Alkol
uzaklagtirilarak peletin 100 pl 1XTE tamponu
icerisinde ¢oziilmesi saglanmistir.

e) Is1 Sok Yontemi (HotSHOT):
Truett ve ark. (2000) tarafindan optimize edilen
yontem esas almmustir. Pargalanan doku
uzerine 50 pl Lizis Tamponu (25 mM NaOH,
0,2 mM EDTA, pH 12) eklenerek 95 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Yaklasik 4-5 dakika
buz lizerinde Ornekler bekletilmis ve 50 pl
Notralizasyon Tamponu (40 mM Tris-HCI, pH
5.0) eklenmistir. Karisimin homojenize olmasi
amactyla vorteks ile karistirma isleminden
sonra, dokuyu ¢oktirmek amaciyla 10.000 x
kisa suireli

g’de santrifiijleme

gerceklestirilmistir. Sonraki asamalarda
kullanilmak {izere iist faz yeni tiipe alinmigtir.
f) Is1 Sok + Chelex-100 Yontemi: Bu
calisma i¢in optimize edilen yontemde, 1s1 sok
farkl
tamponu eklenmesinden sonra 100 pl dH,O ve

200 pl %10 (agirhik/hacim) Chelex-100

yonteminden olarak  ndtralizasyon

¢Ozeltisi ortama cklenmistir ve Ornekler 8
dakika kaynatildiktan sonra iist faz yeni tiipe
alimmustir.

g) Ist Sok + Chelex-100 + Alkol
Coktirme Yontemi: Bu calisma i¢in optimize
sok + Chelex-100

edilen yontemde, 1s1
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yonteminde elde edilen DNA’nin alkol ile
yikanmasi iglemi gerceklestirilmistir. Alkol
yikamasi sonrasi elde edilen pelet 50 ul 1xTE
tamponu icerisinde ¢oziilmiistiir.

h) Tuzla Coktiirme Yontemi: Aljanabi
ve Martinez (1997) tarafindan gelistirilen
yontemde bazi degisiklikler yapilarak yontem
uygulanmistir. Dokularin  mekanik olarak
parcalanmasindan sonrasinda 300 ul TNES
tamponu (50 mM Tris, pH:7,5, 400 mM NacCl,
20 mM EDTA, 0,5% SDS) 100 pg/ml
proteinaz-K ile birlikte eklenerek 55 °C’de

inklibasyona  birakilmustir.

boyu

Inkiibasyon sonrasi, drneklerin iizerine 85 pl 5

gece

M NaCl eklenerek karistirilmistir. Ornekler
14.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Yeni bir
tiipe alinan {ist faz lizerine bir hacim %99’luk
soguk etanol eklenerek 12.000 x g’de 10
dakika santrifiij Alkol
uzaklagtirilarak 100 pl %70’lik etanol ile

edilmistir.

yikama ve ¢oktiirme islemi gergeklestirilmistir.
Alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglandiktan
sonra pelet 50 pl 1xTE tamponu igerisinde

¢Ozilmiistiir.
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Kolon
Bu

Tabanh  Ticari Kit

Roche

i)

Kullanima: amagla firmasi
tarafindan tretilen “High Pure PCR Template
Ureticinin

Preparation Kit” kullanilmistir.

Onerdigi  protokol uygulanarak izolasyon
gerceklestirilmis olup, farkli olarak yalnizca
liziz asamasinda gece boyunca inkiibasyon
basamagi tercih edilmistir. Kolondan DNA’nin
geri kazaniminda ise 50 pl eliisyon tamponu

kullanilmastir.

3. Sonuglar

DNA izolasyon yontemlerinin zaman,
maliyet ve PCR verimi  bakimindan
degerlendirilebilmesi amaciyla gergeklestirilen
calismalar sonucunda birim doku basina izole
edilen DNA miktar1 (pg/mg), A260/A280 ve
A260/230 orani,

zaman, maliyet ($) ve her iki gen bolgesi igin

izolasyon i¢in harcanan
PCR basaris1 Cizelge 2°de 6zetlenmistir. PCR
basarilar1 agisindan degerlendirmede agaroz jel
goriintiileri kullanilarak hesaplama yapilmis
olup, COI genine ait PCR firiinleri Sekil 1 ve
ITS2 bolgesine ait PCR iirtinleri ise Sekil 2’de

gosterilmistir.
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%/_)‘ﬁ/_)%/_)%/_)

Is1 Sok+Chelex-100+

M Chelex-100+Proteinaz K

Alkol Coktiirme

KolonTabanl Ticari Kit

TIs1 Sok

S S e

Chelex-100 +
Alkol Céktiirme

Chelex-100

Is1 Sok+Chelex-100

Fenol-Kloroform Tuzla Coktiirme

Sekil 1. COI genine ait PCR iiriinlerin %1°lik agaroz jel tizerindeki goriintiisii gdsterilmistir.

Konsantrasyonu yeterli gorilen (kit ile

gerceklestirilen ~ PCR  driinlerine  yakin

parlaklik) drlinlerin basaris1  kuvvetli, bu

parlakligin altinda olan fakat ¢ogaltilan tirlinler
zayif ve PCR irinii sinyali igermeyenler
nitelendirilmistir.  PCR

basarisiz  olarak

basarilarinin yiizde degerlerinin

hesaplanmasinda ise basarili tiim Triinlerin

(kuvvetli ve zayif) toplam reaksiyon igindeki

oran1 kullanilmigtir. COI bélgesinin PCR

uygulamalariyla cogaltilmasinda biitiin

yontemlerde

disindaki

basar1  saglanmistir.  Isi-sok

yontemi tim PCR irilinlerinin

konsantrasyonlar1 kuvvetli olarak
nitelendirilmis ve 1s1-sok yonteminde kuvvetli-

zayif olarak sonu¢ alinmistir (Sekil 1).

Chelex-100

Chelex-100+Proteinaz K

Is1 Sok KolonTabanl: Ticari Kit

= e

Is1 Sok+Chelex-100+
Alkol Coktiirme

Fenol-Kloroform

Is1 Sok+Chelex-100

(_hLlL\-lt'JO

Tuzla Coktiirme

Sekil 2. ITS2 bolgesine ait PCR firiinlerin %]1°lik agaroz jel tizerindeki goruntusu gosterilmistir.

ITS2  bolgesinin  ¢ogaltilmasinda
kullanilan tim yontemler birlikte
degerlendirildigi zaman, toplamda %068.5

oraninda PCR basaris1 elde edilmistir. Tuzla

coktirme, fenol-kloroform wve ticari kit
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yontemlerinde tam basar1 saglanirken (%100),
yalnizca 1s1 sok yontemi sonucunda PCR
uygulamalar1 basarisiz olmustur (Sekil 2).
Ancak 1s1 sok yonteminin modifiye edilmesiyle

olusturulan 1s1-sok + chelex-100 (%75) ve 1s1-
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sok + chelex-100 + alkol cokturmesi sergilemistir.
yontemlerinde PCR basarist  (%50) artis

Cizelge 2. DNA izolasyon yontemlerinin verim, saflik, maliyet, zaman ve PCR basarisi agisindan karsilagtirilmasi igin
kullanilan parametreler.

PCR Basaris1
| —~
X S®
g © £8
> = = = = = c c
ER= 5 IS ~ S ~ | N % . % A ‘_g
< % = g g = 9) S < S ° 3 Q\o, o 3
ipEe) = £ o o - D cs = >c >
< > =) N N ) SE o £33 N ED
z <3 < < 2> °S 3 S5 ==
a Z < f o = - g
_ b S < <
Chelex-100 20.13+2.87 = 1.29-143 | 1.00-0.77 3.97 2.5 100 Kuvvetli 75 Kuvvetli,
Zayif,
Basarisiz
Chelex-100 7.72¥159  1.06-1.23  0.67-0.94 3.99 19.5 100 Kuvvetli 75 Zayif,
+ Proteinaz K Basarisiz
Chelex-100 6.85+1.05 | 1.76-1.97 = 1.71-1.86 5.85 5.5 100 Kuvvetli 50 Zayif,
+ Alkol Cokttirme Basarisiz
Fenol-Kloroform 11.03£1.18 1.63-1.92  1.75-2.02 4.81 19.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli
Is1 Sok 34.85£3.32 | 1.01-1.22 1.10-1.27 4,52 0.7 100 Kuvvetli, 0] Bagarisiz
Zayif
Is1 Sok + Chelex-100 51.59+5.09 1.06-142  1.00-1.30 7.17 1.0 100 Kuvvetli 75 Zayif,
Basarisiz
Is1 Sok + Chelex-100 + 13.44+4.63 | 1.79-2.03 = 1.86-2.19 9.05 35 100 Kuvvetli 50 Zayif,
Alkol Coktiirme Basarisiz
Tuzla Cokturme 6.86+0.72  1.80-1.89  1.56-1.83 3.80 17.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli
Kolon Tabanh Ticari 6.41+1.63 | 1.67-2.08 1.73-2.16 30.77 19.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli

Kit
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Birim doku bagsma izole edilen
ortalama DNA miktari, en ¢ok 1si1-sok +
kullanilarak  (51.59

png/mg) elde edilirken, en az ticari kit

chelex-100 yontemi

yontemi kullanilarak (6.41 pg/mg) elde
edilmistir (Cizelge 2). Izole edilen DNA’ nin
saflik derecesini 6l¢mek icin kullanilan 260
ve 280 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerinin oran1 1.8’e yakin olan dlgiimler
chelex-100 + alkol

kloroform, 1si-sok + chelex-100 + alkol

coktirmesi, fenol-
cokturmesi, tuzla coktirme ve ticari kit
kullanilarak ~ elde
yontemlerde
isaret eden diisiik A260/A280 oranlar1 elde
edilmistir (Cizelge 2). Ayn1 zamanda 1s1 sok

edilmigtir. ~ Diger

protein  kontaminasyonuna

+ chelex-100 + alkol ¢oktlirmesi ve ticari kit
yontemi ile elde edilen DNA &rneklerinin
bazilarinda A260/A280 orani 2’nin iizerinde
hesaplanmustir.  Izole edilen DNA’nin
safliginin  kontrolii

A260/A230

icin  bir

karbohidrat,

Olci  olan
orant fenolik
bilesikler ve glikojen gibi kontaminasyonlari
tespit etmek i¢in kullanilmakta olup bu
2.0-2.2

beklenmektedir.

degerin arasinda olmasi
Gergeklestirilen Olgiimler
sonucunda 1s1-s0k + chelex-100 + alkol
coktiirmesi ve ticari kit yontemleri disindaki
yontemlerde A260/A230 oranin 2.0-2.2
degerlerinin altinda oranlara sahip oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 2).

Basarili DNA izolasyon yontemleri
icin oldukca o©nemli iki parametre olan

maliyet ve =zaman igin gerceklestirilen

hesaplanmalarda izolasyon i¢in kullanilan
zaman acisindan en az 0.7 saat ile 1s1 sok
yontemi ve en fazla 19.5 saat ile chelex-100
+ proteinaz K, fenol-kloroform ve ticari kit
yontemi oldugu bulunmustur (Cizelge 2).
Maliyet bakimdan tuzla ¢oktiirme, chelex-
100 ve 1s1-sok yoOntemlerinin ticaret kit
yontemine gore oldukca avantajli oldugu

belirlenmistir.

4. Tartisma

Bu ¢alisma bocek dokularindan farkli
DNA izolasyon yontemlerinin verim, saflik,
cekirdek ve mitokondri gen bolgelerinde

PCR basarisi, maliyet ve harcanan zaman

acisindan karsilastirilmasini
hedeflemektedir. Ozellikle, tim
parametreler bir bitin olarak
degerlendirildigi zaman fenol-kloroform,

tuzla cokturme ve ticari kit yontemleri 6n
plana ¢ikmaktadir (Cizelge 2, Sekil 1-2).
Ozellikle, tuzla c¢oktirme yontemi tim
yontemler arasinda en avantajli olarak one
cikmaktadir. Ancak, kullanilan yontemlerin
ve segilen parametrelerin tamami ele
alindiginda diger yontemlerinde zaman,
maliyet, kolay uygulama ve PCR basarisi
gibi farkli acilardan basarili oldugu ydnler
bulunmaktadir.
Chelex-100 polivalent metal
iyonlara yiiksek afinite gosteren bir selat
Doku ile

ajanidir. birlikte kaynatilarak

hiicrelerin  parcalanmasint ve DNA’nin

serbest kalmasini saglamaktadir (Walsh et
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al., 1991). Ozellikle tiup aktarma gibi
asamalar icermemesi kontaminasyon riskini
olduk¢a diistirmekte, maliyet ve zaman
acisindan diger yontemlere gére onemli bir
avantaj saglamaktadir. Birim doku bagina
izole edilen ortalama 20.13+2.87 pg/mg
DNA miktar ile 1s1 sok ve 1s1 sok + cehlex-
100 yontemlerinden sonra tigiincii sirada yer
almast ile verim agisindan bagarili bir
yontem olarak kabul edilebilir (Cizelge 2).
Ancak, bu

degerleriyle ortamda kirlilik etkeni olarak

yontem diisiik  absorbans

makromolekiiller barindirmasi  ag¢isindan
dezavantajlidir. Chelex-100 yontemi yiksek
saflikta bir DNA izolasyonu sunmasa da
mitokondri genomuna ait COIl geninin
cogaltilmasinda oldukca basarili sonuglar
1). Ancak, chelex-100

yonteminin ¢ekirdek genomunu temsilen

vermistir  (Sekil

kullanilan ITS2 bélgesinin ¢ogaltilmasinda

COI  geni kadar basarili  olmadigi
gozlenmistir (Sekil 2). Bu durum hiicrelerin
icerdigi mitokondri sayisi ile ribozomal
rRNA genleri arasinda yer alan ITS2
bolgelerinin kopya sayisi arasindaki olasi
farkliliktan

ortamda yer alan

kaynakli  olabilir.  Ayrica,

inhibitérlerin  PCR

verimini  diislirdiigli  sdylenebilir.  Bu
nedenlerle Chelex-100 ydntemi proteinazK
enzimi uygulamasi ve elde edilen iirtinden
nikleik asitlerin ¢okturilmesini amaclayan
chelex-100 + alkol c¢oktirmesi yoéntemleri
denenmis olup, proteinazK uygulamasi hem

DNA  konsantrasyonunda  hem  de

A260/A280
iyilesmeye yol agmustir (Cizelge 2). Chelex-

oraninda  Onemli  Ol¢iide
100 + proteinazK yonteminde konsantrasyon
diismesi ve kirliligin artmas1 COI geni i¢in
PCR verimini diistirmezken, ITS2 bolgesi
i¢in PCR veriminde diisiise neden olmustur.
Chelex-100 sonrasinda alkol ¢Oktiirmesi
protein nedenli kontaminasyonlar1 biiyiik
Olciide gidermis olup, yine COI bolgesi igin
PCR degisiklige
olmamistir (Cizelge 2, Sekil 1). Ancak, ITS2
PCR verimi Chelex-100

veriminde neden
bolgesi igin
yontemine gore daha

Wingfield ve Klein (2012)

diisik orandadir.
tarafindan
gerceklestirilen  ¢alismada, maliyet ve
izolasyon i¢in harcanan zaman agisindan bu
calismada elde edilen veriler ile uyumlu,

PCR basarist agisindan ise farkli sonuglar

bulunmustur. Bu c¢alismada Chelex-100
PCR basaris1 toplamda 9%87,5 (%100
mitokondriyal, %75 cekirdek) olarak

bulunurken, Wingfielde ve Klein (2012)
tarafindan %40 olarak bulunmustur. Bu
durumda chelex-100 ydntemi icin oldukca
basit, ekonomik ve goreceli kullanigli bir
yontem oldugu sdylenebilir ve bu nedenle
bocek dokularindan DNA izolasyonu ig¢in
uygun bir yontem olarak onerilebilir.

Is1 sok yontemi hiicrelerin sicak ve
sonrasinda

alkali ortamda parcalanmasi

ortamin pH’sinin dengelenmesini
kapsamaktadir. Yontem bir saatten kisa
stirede tamamlanmakta ve maliyeti oldukga

diisiiktiir. Dokudan DNA kazanimi agisinda
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diger yontemlere gore yiiksek avantajli olan
1s1 sok yontemi, DNA saflig1 agisindan
diisiik A260/A280 ve A260/A230 oranlarina
sahiptir (Cizelge 2). Bu degerler ortamda
cok cesitli biyomolekiillerin neden oldugu
kirlilige isaret etmektedir. PCR basarisi
acisindan ise COI geni i¢in basarili, ancak
diger yontemlere goére daha zayif bantlar
olusturmaktadir (Sekil 1). ITS2 bolgesi i¢in
PCR uygulamalarinda ise basar1 elde
edilememistir (Sekil 2). Is1 sok yontemi ile
Chelex-100  yoOnteminin  hibrid  bir
sok + Chelex-100
yontemi hem COI geninin hem de ITS2

uyarlamas1 olan 1s1

bolgesinin PCR basarisint artirmistir (Sekil
1-2, Cizelge 2). Ayrica kullanilan yontemler
arasinda dokulardan en yiiksek DNA geri
kazanimini 1s1 sok + Chelex—100 yontemi ile
(ortalama 51.5945.09 pg/mg) basarilmustir.
Ancak, bu yontemde de DNA saflig1 yeterli
diizeyde olmadigi i¢in elde edilen ¢Ozelti
icerisindeki nukleik asitlerin ¢oktlrilmesi
ve kirliligin giderilmesi i¢in 1s1 sok —+
Chelex-100 + alkol coktirmesi yodntemi
denenmistir. Bu yontemle 6zellikle protein
kaynakl kirlilikler biiyiik oranda giderilmis
(Cizelge 2), yine de yeni bir basamagin
strece eklenmesi izole edilen DNA
miktarmi dislirdigi icin PCR veriminde
iyilesme goriilmemistir. Is1 sok yOnteminin
COI geni icin PCR basarisi, maliyeti ve
harcanan zaman agisindan Gutiérrez-Lopez
(2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin

sonuclart bu ¢alismada elde edilen sonuglara

benzerlik gostermistir. Lopez ve ark. (2015)
yaptiklar1 c¢alismada ayrica DNA dizi
kalitelerini de degerlendirmisler ve 1s1 sok
yonteminin ticari kitler ile gergeklestirilen
DNA izolasyonlar1 ile ¢ok benzer sonuglar
verdigini gostermislerdir. Ayni calismada
fenol-kloroform ydnteminin DNA dizileme
kalitesini diistirdiigiinii belirtmislerdir.

Fenol-kloroform  yontemi  birgok
laboratuvarda rutin olarak kullanilan bir
DNA izolasyon yontemi olmasina ragmen,
oldukga toksik kimyasallarin  kullanimi
nedeniyle dezavantajli bir yontemdir (Chen
ve ark., 2010). Diger ele alinan parametreler
acisindan ise c¢alismada kullanilan en
avantajli olarak
gorunmektedir (Cizelge 2, Sekil 1-2). Doku

basina izole edilen DNA miktar1 Chelex-100

yontemlerden  biri

ve 151 sok yontemine gore diisiik olmasina

ragmen, izole edilen DNA’nin saflig
oldukea iyi diizeydedir. Ayrica maliyet ve
PCR basaris1 acisindan da basarili bir
yontem oldugu sdylenebilir.

Tuzla coktirme yontemi

izole edilen DNA’nin

maliyet,
safligt ve PCR
basaris1 agisindan en uygun yontem olarak
gorulmektedir (Cizelge 2, Sekil 1-2). Fenol-
kloroform ydntemine goére kullanilan
kimyasallarin toksik olmamasi, maliyet ve
uygulama kolaylig1 acisindan avantajlara
sahiptir. Tuzla ¢Oktlirme yoOntemi ayrica
Chelex-100 ve 1s1 sok yoOntemlerine gore
DNA verimi agisindan geride kalmis olsa da

kalitesi yuksek ortamda bekletme ve
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DNA’nin  denatiirasyonuna neden olan
kaynatma gibi siiregler icermedigi i¢in izole
edilen DNA hem kalitesi hem de saflik
derecesi PCR, hibridizasyon ve klonlama
gibi uygulamalar igin uygundur. Tuzla
coktirme yontemine alternatif olarak PCR
basaris1 agisindan benzer sonuclar veren
silika-kolon tabanli ticari kit bu calismada
karsilastirma amaciyla kullanilmistir.
Ureticinin protokoliinde inkiibasyon zamani
gibi  baz1t  basamaklar  degistirilerek
uygulanan yontem maliyet acisindan tuzla
coktiirme ve diger yontemlere gore oldukga
pahalidir. Ayrica fenol-kloroform, Chelex-
100 ve 151 sok yontemleriyle

karsilastirildiginda izole edilen DNA miktar1

kolondan geri kazanima bagli olarak
oldukea diisiik diizeydedir.
Sonu¢ olarak, bdcekler oldukca

cesitli ve yer ylzunun hakim tdrleridir. Bu
nedenle ekosistemde (Ustlendikleri rollere
bagli olarak, yalnizca temel bilimlerin degil
biyoteknoloji, adli tip, tarim, ziraat, tip ve
veterinerlik gibi uygulamali bilimlerinde
arastirma konulari igerisinde yer almaktadir.
Glnumiizde DNA barkodlama ile trlerin
teshisi, sessiz siireglerde rol alan enzimleri
kodlayan genlerin belirlenmesi, tdrlerin

evrimsel tarihi, populasyonlarin genetik

yapisi, hastalik etkenlerinin izlenmesi ve

hatta jeolojik  olaylarin

Bu nedenle DNA dizi

aydinlatilmasi
arastirilmaktadir.
verisinin olusturulmasinda ilk adim olan
DNA izolasyonunda, etkin ve kullanigh bir
yontemin secilmesi oldukca 6nemlidir. Bu
calismada dokuz farkli yontemden PCR
basarist acisindan karsilastirmalar yapilmisg
ve butln yontemlerin mitokondriyal genoma
ait bolgenin c¢ogaltiminda basarili oldugu,
ancak cekirdek genoma ait bdlgenin
cogaltiminda ise tiim yontemlerin basaril
sonu¢ vermedigi tespit edilmistir. Hem
mitokondriyal hem de c¢ekirdek genomuna
ait bolgelerin PCR ile c¢ogaltiminda ise
fenol-kloroform, tuzla c¢oktiirme ve kolon
tabanli ticari kit yontemlerinin basarili sonug
verdigi gosterilmistir. Maliyet ve kullanilan
kimyasallarin ~ toksisitesi g6z  Oniine
alindiginda ise tuzla ¢oktliirme yoOnteminin
bocek dokularindan DNA izolasyonu icin en

uygun yontem oldugu yorumlanmustir.

Tesekkiir: Bu calisma kapsaminda

0zel bir destek almmamistir. Gamze
KOCAK ve Zeliha GULER calismanin
laboratuvar asamalarinda katk1
saglamislardir.
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