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Asmalarda (Vitis vinifera L.) Farkl ı  Dokulardan izole Edilen DNA'lar ı n 
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Tekni ğ inde 

Kullan ı m ı  Üzerinde Bir Araş t ı rma 
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Özet: Asmalar ı n vejetatif otsu dokular ı  (sürgün ucu-genç yapraklar, sülükler) ve bir ya ş l ı  dallar ı ndan DNA 
izolasyonu için kullan ı lan, s ı ras ı yla Lodhi ve ark. (1994) ve Lin ve Walker(1997) taraf ı ndan geli ş tirilen yöntemlerin, 
dokular ı n farkl ı  yeti ş tirme ko ş ullar ı ndan (ba ğ , sera, doku kültürü bitkileri) al ı nmas ı  durumunda DNA verimlilikleri ve 
RAPD tekni ğ inde kullan ı labilirlikleri incelenmi ştir. 

Lodhi ve ark. (1994)'na ait yöntemde, ba ğ dan al ı nan ancak bekletildikten sonra kullan ı lan sürgün ucu-genç 
yapraklar örnekleri ile, sülüklerin kullan ı ldiğı  durumlarda 10/4 DNA/g doku düzeyinden daha az (yetersiz) DNA elde 
edilirken; yetersiz düzeyde olmamakla beraber, doku kültürü ve sera bitkilerinden de 20-53 ,ug DNA/g doku düzeyinde 
düş ük DNA miktar ı  elde edilmi ş tir. Yöntemde, so ğ uk ethanol ilavesi ve 4°C'de DNA iplikçiklerinin olu ş mad ığı  aş amadan 
sonra gerçekleş tirilen modifı kasyon sonucunda, her dört ko ş ulda da tatmin edici DNA miktarlar ı na ula şı lm ış t ı r. 

Bir ya ş l ı  dallardan Lin ve Walker(1997)'a göre izole edilen DNA miktarlar ı  (28-40 ,ug DNA/g doku) araş t ı r ı c ı lar ı n 
bulgular ı  ile uyumlu bulunmu ş tur. 

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., DNA izolasyonu, RAPD 

A Research on the RAPD Assay of DNA lsolation from Different Tissues 
of Grapevine (Vitis vinifera L.) 

Abstract: The DNA yields of two grape DNA isolation methods that of Lodhi et al. (1994) and Lin and Walker 
(1997) which are suitable for young vegatative tissues and one year old canes respectively, were determined in the 
tissue were obtained from different growing conditions (vineyard, tissue culture and greenhouse plants). Isolated DNA 
was also tested for RAPD procedure. 

Insufficient DNA quantity which is less than 10 ,ug DNA/g tissue was obtained when the stored shoot tips-young 
leaves tissue were used for DNA isolation in Lodhi et al.(1994) method. Also, small quantities of DNA, 20-53 pg DNA/g 
tissue were extracted from the shoot tips-young leaves of tissue culture and greenhouse plants. Therefore, a few 
modification was carried out in the protocol begining from the stage of DNA was not visible in ice-cold ethanol. Our 
modification of Lodhi et al. (1994) method produced good DNA yield in every conditions. 

The amount of DNA (28-40 ,ug DNA/g tissue) from one year old cane, according to Lin and Walker (1997) was 
found to be very similar compared by that protocol. 
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Giriş  

Moleküler biyolojik tekniklerin son y ı llarda bitki ı slah 
çal ış malar ı n ı  tamamlay ı c ı  nitelikte kullan ı lmaya ba ş lad ığı  
görülmektedir. Birçok bitki türünde tan ı mlama amaçl ı  
"DNA testi" ve "transgenik genotiplerin geli ş tirilmesi" bu 
kapsamdaki çal ış malar ı n ba ş l ı ca örnekleridir. Hiç 
ş üphesiz, yürütülen bu çal ış malar ı n temelini canl ı larda 
kal ı tsal yap ı n ı n esas ı n ı  olu ş turan nükleik asitlerin (DNA, 
RNA) izolasyonu olu ş turmaktad ı r. Kullan ı lan nükleik asit 
miktar ı  ve satt ığı , Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) 
dayanan yöntemlerde ba ş ar ı y ı  önemli ölçüde 
etkilemektedir. Bu nedenle, bitki moleküler biyolojisi 
çal ış malar ı n ı n yoğ un olarak yürütüldü ğ ü değ i ş ik 
laboratuvarlarda etkili sonuçlar veren DNA ve RNA 
ekstraksiyon yöntemleri geli ş tirilmi ş tir (Doyle ve Doyle 
1990, Maliyakal 1992, Lodhi ve ark.1994). 

Sözü edilen yöntemlerde bitki türüne göre de ğ i ş -
mekle birlikte, 	genel olarak sürgün 	ucu, 	genç  

yapraklar gibi hücre bölünmesinin h ı zl ı , DNA-RNA 
miktar ı n ı n fazla oldu ğ u vejetatif dokular kullan ı lmaktad ı r. 
Bununla birlikte, materyal toplama s ı ras ı nda genç 
yapraklar ve sürgün uçlar ı n ı n uzun süreli ta şı nmalar ı  
s ı ras ı nda ortaya ç ı kan bozulmalar, çok y ı ll ı k bitkilerin 
(asma, elma, ş eftali vb.) belirli dönemlerde zorunlu 
dinlenmeye girmesi, a şı l ı  bitkilerde anaçlardan vejetasyon 
döneminde sürgün elde edilememesi gibi nedenler, 
ekstraksiyonda değ i ş ik bitki dokular ı n ı n kullan ı m ı n ı  
zorunlu hale getirmektedir (Cheng ve ark. 1997, Lin ve 
Walker 1997). 

Bu ara ş t ı rma ile asmalarda DNA izolasyonunda 
kullan ı lan baş l ı ca dokular ı n DNA verimlilikleri yeti ş tirme 
koş ullar ı na ba ğ l ı  olarak incelenmi ş , ayr ı ca uzak 
mesafelerden ta şı nma s ı ras ı nda meydana gelen • 
değ i ş imler ortaya konulmu ş tur. Elde edilen DNA'lar ı n 
RAPD tekni ğ inde kullan ı labilirlikleri ara ş t ı  r ı  Im ış t ı r. 
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Materyal ve Yöntem 

Ara ş t ı rmada DNA ekstraksiyon kayna ğı  olarak 
sürgün ucu-genç yapraklar, sülükler ve bir ya ş l ı  dallar 
kullan ı lm ış t ı r. Bu dokulardan sürgün uçlar ı  üç farkl ı  
yeti ş me ortam ı ndan (ba ğ  koş ullar ı nda yeti ş tirilen bitkiler, 
sera bitkileri ve doku kültürü bitkileri) elde edilirken, 
sülükler ve bir ya ş l ı  dallar yaln ı z ba ğ  koş ullar ı nda 
yeti ş tirilen bitkilerden elde edilmi ş tir. Ba ğ  ko ş ullar ı nda 
yeti ş tirilen bitkilerden sürgün ucu-genç yapraklar ve 
sülükler çiçeklenme zaman ı  toplan ı rken, bir ya ş l ı  dallar 
yaprak dökümünden sonra odunla ş man ı n tamamland ığı  
bitkilerden al ı nm ış t ı r. 

Sürgün ucu-genç yapraklar ve sülüklerden izolasyon 
yeş il dokular ı n kullan ı m ı n ı  esas alan Lodhi ve ark. (1994) 
'a ait yöntem ile gerçekle ş tirilmi ş tir. Bir ya ş l ı  dal 
dokular ı nda ise, odun dokular ı na uygulanan bir teknik 
olmas ı  nedeni ile Lin ve Walker (1997) yöntemi seçilmi ş tir. 

DNA ekstraksiyonu 

Kullan ı lan materyallere ba ğ l ı  olarak iki farkl ı  DNA 
ekstraksiyon yöntemi uygulanm ış t ı r. 

( ı) Sürgün ucu-genç yapraklar ve sülüklerde DNA 
ekstraksiyonu Lodhi ve ark. (1994)'na göre 
gerçekleş tirilmi ş tir. Buna göre; 0,5 g yaprak örne ğ ine 50 
mg polyvinylpolypyrolidone (PVP) (Sigma, P6755) ve 6 ml 
ekstraksiyon buffer [20 mM sodium EDTA-10 mM Tris-
HCL (pH 8); 1.4 M NaCI, %2 CTAB kar ışı m ı na kullan ı m 
öncesi %0,1'lik (3-mercapto-ethanol] eklenerek 60°C'de 25 
dk bekletilmi ş tir Örnek kar ışı m ı na 6 ml chloroform:octanol 
(24:1) eklenerek 6000 rpm'de 15 dakika santrifüj 
yap ı lm ış t ı r. Üst s ı v ı  faz al ı narak chloroform:octanol (24:1) 
ekstraksiyonu tekrarlanm ış t ı r. Üst s ı v ı  faz al ı narak üzerine 
1/2 hacim 4 M NaCI ve 2 hacim %95'lik so ğ uk (-20°C) 
ethanol ilave edilmi ş tir. 0,5-18 saat süre ile +4°C'de DNA 
iplikçiklerinin toplanmas ı  sa ğ land ı ktan sonra, DNA %70'lik 
ethanole aktar ı lm ış  ve oda ko ş ullar ı nda 3'er dk 3000 ve 
5000 rpm'de santrifüj edilerek çöktürülmü ş , ethanol 
y ı kamas ı ndan sonra 37°C'de 20-30 dk bekletilmi ş tir. DNA, 
200p1 TE [10 mM Tris-HCL ve 1 mM EDTA (pH:8)] 
kar ışı m ı  içerisinde çözülmü ş  ve 2 NI RNAase eklenerek 
37°C'de 15 dk bekletilmi ş tir. 

(ii) Bir ya ş l ı  dallardan DNA ekstraksiyonu Lin ve 
Walker (1997)'a göre yap ı lm ış t ı r. Buna göre; 0.5 g doku 
(odun ve kambiyum dokusu) s ı v ı  azotla ezilerek üzerine 3 
ml ekstraksiyon çözeltisi [20 mM EDTA ve 350 mM sor-
bitol 100mM Tris aminomethane (pH 7.5)'de çözülerek 
üzerine kullan ı m öncesi %2'lik (a ğı rl ı k/hacim) PVP ve 
%0.2'lik (hacim/hacim) f3-mercapto ethanol eklenmi ş tir] 
eklenerek 5-10 sn süre ile homojenize edilmi ş tir. Kar ışı m  

5 dk süre ile 8000g de santrifüj edilerek üst s ı v ı  
uzakla ş t ı r ı lm ış t ı r. Olu ş an kat ı  faz 0.6ml PVP içermeyen 
ekstraksiyon çözeltisinde çözülerek üzerine 0.8 ml DNA 
lysis çözeltisi [50 mM EDTA, 2M NaCl ve %2'lik CTAB 
(a ğı rl ı k/hacim) 200 mM Tris-HCI (pH 7.5)'de çözülmü ş tür] 
ve 0.6 ml %5 lik sarkosyl eklenmi ş tir. 65°C'de 45 dk süre 
ile bekletilen çözelti, 2 hacim chloroform:octanol (24:1) 
eklenerek 5000g'de 10 dk santrifüj edilmi ş , üst s ıv ı  
al ı narak chloroform:octanol (24:1) ekstraksiyonu tekrar 
edilmi ş tir. Üst faz al ı narak eş it hacimde isopropanol 
eklenmi ş , -20°C'de 30 dk bekletilmi ş  ve 12000g de 10 dk 
santrifüj yap ı lm ış t ı r. Üst s ı v ı  uzaklaş t ı r ı larak, kat ı  faz 
ethanolle y ı kan ı p kurutulmu ş  ve 200111 TE'de çözülerek 
RNase uygulamas ı  yap ı lm ış t ı r. Daha sonra ayn ı  hacim 
chloroform:octanol (24:1) kar ış t ı r ı lan DNA solusyonuna 
40j.ı l 5M NaCI ve 2001.11 isopropanaol eklenerek yukar ı da 
aç ı kland ığı  ş ekilde tekrar çöktürme yap ı lm ış  ve DNA 200g1 
TE'de çözülmü ş tür. 

DNA miktar ve safl ı l ığı n ı n belirlenmesi 

DNA miktarlar ı  spektrofotometrik olarak 260nm dalga 
boyunda satt ı k değ erleri ise 260/280 absorbans 
oranlar ı ndan elde edilen 1.80 ve 2.0 s ı n ı rlar ı  baz al ı narak 
değ erlendirilmi ş tir (Sambrook ve ark.1989). Ara ş t ı rmada 
literatürde belirtilen çal ış malarda oldu ğ u gibi herhangi bir 
istatistiki değ erlendirme uygulanmam ış t ı r (Maliyakal 1992, 
Lodhi ve ark.1994, Cheng ve ark. 1997, Lin ve Walker 
1997). 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
analizi 

Ara ş t ı rmalarda farkl ı  kaynaklardan elde edilen 
genomik DNA'lar ı n kullan ı labilirli ğ ini belirlemek amac ı yla 
OPA-1 "5' CAG GCC CTT C 3' " primeri kullan ı larak 3 
tekrarl ı  RAPD analizi yap ı lm ış t ı r. "M.J. Research 
Minicycler" PCR makinas ı n ı n kullan ı ld ığı  araş t ı rmada 
amplifı kasyon 25 NI toplam hacimde, 200 ng genomik 
DNA, 1x reaksiyon buffer, 2,5 mM MgC12, 50 ng primer, 
5mM toplam dNTP, 1 unite Taq polimeraz (Promega) 
olacak ş ekilde gerçekleş tirilmi ş tir. PCR program ı ; 94°C 5 
dk denatürasyondan sonra, 94°C'de 30 sn, 35°C'de 1 dk 
ve 72°C'de 1 dk 45 sn olarak 35 döngüde yürütülmü ş tür. 

PCR ürünleri; 1x TAE bufferde %2'lik agaroz (%1 
agaroz + %1 FMC Nusieve agaroz) jel kullan ı larak 2 saat 
süre ile yürütülmü ş  ve ethidium bromide ile boyanarak 
görüntülenmi ş tir. 

Bulgular ve Tart ış ma 

Araş t ı rmada Lodhi ve ark. (1994) ve Lin ve Walker 
(1997) yöntemlerine göre asmalar ı n farkl ı  dokular ı ndan 
elde edilen DNA miktarlar ı  Çizelge 1'de verilmi ş tir. 

Çizelge 1. Asmalar ı n farkl ı  dokular ı ndan elde edilen DNA miktarlar ı  

Çeş itler 
İ zolasyonda kullan ı lan dokulara göre DNA miktarlar ı  (ug DNNg doku) 

Sürgün ucu-genç yapraklar Sülük Bir yaş l ı  dal 

Bağ da yeti ş tirilen bitkiler Doku 	kültürü 
bitkileri 

Sera bitkileri 

Taze Bekletilmiş  

Kalecik karas ı  500 Yetersiz* 20 Yetersiz* 40 

Sultani Çekirdeksiz 22 53 
Riesling 400 Yetersiz* Yetersiz* 28 

*DNA miktar ı  10pg DNA/g doku'dan daha az elde edilmi ş tir. 
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Sürgün ucu—genç yapraklardan DNA izolasyonu 

Lodhi ve ark, (1994)'a göre yap ı lan DNA 
ekstraksiyonu, dokular ı n al ı nd ığı  kayna ğ a (ba ğ  
ko ş ullar ı nda yeti ş tirilen bitkiler, sera bitkileri ve doku 
kültürü bitkileri) ba ğ l ı  olarak farkl ı l ı k göstermi ş tir. 
Çizelge 1'den izlenebilece ğ i gibi en yüksek DNA miktar ı na 
ba ğ  koş ullar ı nda yeti ş tirilen bitkilerin taze sürgün ucu—
genç yapraklar ı n ı n izolasyonda kullan ı ld ığı  koş ullarda 
ula şı lm ış t ı r. Bu ko ş ullarda Kalecik karas ı  çe ş idinde 500 ,ug 
DNA/g doku, Riesling çe ş idinde ise benzer ş ekilde 400 pg 
DNA/g doku elde edilmi ş tir. Bu değ erler izolasyonun, 
Lodhi ve ark. (1994) taraf ı ndan bildirilen verimlilik 
s ı n ı rlar ı na (500-1000 //go DNA/g doku) yak ı n gerçekleş ti ğ ini 
göstermektedir. 

Ba ğ  koş ullar ı ndan al ı nan dokular ı n her zaman taze 
olarak laboratuvara getirilmesi mümkün olamamaktad ı r. 
Bu ko ş ullarda, bekletme veya ta şı man ı n DNA verimine 
etkisinin belirlenmesi için, yine ba ğ  koş ullar ı ndan al ı nan, 
ancak 2 gün buzdolab ı nda (+ 4 °C) bekletilen sürgün ucu—
genç yapraklar ekstraksiyonda kullan ı lm ış t ı r. Bekletilmi ş  
dokulardan elde edilen DNA miktar ı  10 ,ug DNA/g 
doku'dan az olmas ı  nedeni ile yetersiz olarak kabul 
edilmi ş tir (Çizelge 1). 

Doku kültürü ve sera bitkilerinden de yukar ı da 
bildirilen verimlilik s ı n ı rlar ı n ı n çok alt ı nda kalan de ğ erlere 
ula şı lm ış t ı r. Buna göre, doku kültürü bitkilerinde Kalecik 
karas ı  çeş idi için 20 pg DNA/g doku, Sultani Çekirdeksiz 
için 22 ,ug DNA/g doku elde edilirken; Sultani 
Çekirdeksiz'in sera bitkilerinde 53 ,ug /g doku DNA 
ekstrakte edilmi ş tir. Lin ve Walker (1997), kendi 
geli ş tirdikleri yöntemle doku kültürü bitkilerinden 120-160 
pg /g doku düzeyinde DNA elde ettiklerini bildirmektedirler. 

Sülüklerden DNA izolasyonu 

Lodhi ve ark (1994)'e ait DNA izolasyon yönteminin 
kullan ı ld ığı  di ğ er yeş il dokular olan sülüklerden, yetersiz 
DNA (10 pg DNA/g doku' dan az) elde edilebilmi ş tir 
(Çizelge 1). Sülükler, DNA izolasyonunda yayg ı n olarak 
kullan ı lan dokular olmamakla birlikte, bu ara ş t ı rmada 
sürgün ucu-genç yaprak döneminin a şı lmas ı ndan sonra, 
Temmuz ay ı  ortalar ı ndan itibaren sürgün aktivitesinin 
yava ş lamas ı n ı n ard ı ndan, ekstraksiyon kayna ğı  olarak 
önem kazanabilecek dokular olarak de ğ erlendirilmi ş tir. 

izolasyon yönteminde modifikasyon 

DNA veriminin yetersiz oldu ğ u örnekler (bekletilen 
sürgün ucu-genç yapraklar ve sülükler) ile dü ş ük oldu ğ u 
doku kültürü ve sera bitkilerinde, Lodhi ve ark. (1994)'ün 
yöntemi modifiye edilmi ş tir. Modifikasyon +4°C'de DNA 
iplikçiklerinin hiç olu ş mad ığı  veya çok az olu ş tu ğ u 
safhadan ba ş layarak gerçekle ş tirilmi ş tir. Buna göre 
yap ı lan uygulama a ş a ğı da aç ı klanm ış t ı r: 

• İ plikçik olu ş mayan veya çok az olu ş an örnekler 
25-30 dk süreyle 4000 rpm'de oda ko ş ullar ı nda santrifüj 
edilmi ş ; 

• Santrifüj sonunda olu ş an kat ı  faz (pellet) pipet 
yard ı m ı  ile yerinden oynat ı larak bir lup (halkas ı  plastik 
çubuk) yard ı m ı yla al ı narak ve 1.5 ml'lik ependorf tüpünde 
200 pl TE içinde çözündürülmü ş tür. 

• Örnek hacminin iki kat ı  kadar octanol:chloroform 
eklenerek kar ışı m 5-10 sn süreyle vortekslenmi ş ; 

• Oda ko ş ullar ı nda masa santrifüjünde 12000 
rpm'de 2 dk santrifüj yap ı lm ış ; 

• Santrifüj sonunda olu ş an üst faz yeni bir tüpe 
al ı narak üzerine örnek hacminin 1/10'u kadar 5 M NaCI 
eklenmi ş  ve 5-10 sn vortekslenmi ş ; 

• Kar ışı m üzerine örnek hacminin 2,5 kat ı  %96'l ı k 
so ğ uk (-20°C) ethanol eklenerek vortekslenmi ş  ve DNA 
iplikçiklerinin olu ş umu izlenmi ş tir. 

• Olu ş an DNA'lar ı n çöktürülmesi amac ı yla 15 dk 
12000 rpm'de santrifüj yap ı lm ış ; 

• Süpernatant dökülerek DNA 300p1 %70 ethanol 
(+4°C) ile iki kez y ı kanm ış ; 

• %70'lik alkol içerisinde 5 dk 12000 rpm'de 
santrifüj edilmi ş ; 

• Alkolü 	dökülen 	pellet 	ethanol 	iyice 
uzakla ş t ı r ı lana kadar 37°C'de 20-30 dk bekletilmi ş ; 

• DNA 100-300 NI dH2O veya 1X TE içerisinde 1 
gece süreyle +4°C'de bekletilerek çözülmü ş ; 

• Her 100 NI DNA solusyonu için 1 NI RNAase 
(Sigma: R9009) kat ı larak 37°C'de 15 dk süreyle RNA'lar 
uzakla ş t ı nlm ış t ı  r. 

Bu uygulama sonucunda, belirtilen tüm örnek 
gruplar ı nda ekstraksiyon ba ş ar ı s ı  kabul edilebilir s ı n ı rlara 
yükseltilmi ş tir. Çizelge 2'den görülebilece ğ i gibi, 
bekletildikten sonra ekstraksiyonda kullan ı lan sürgün ucu-
genç yapraklarda, Kalecik karas ı 'nda 350,ug DNA/g doku, 
Riesling'de 290 pg DNA/g doku'ya ula ş an miktarlarda 
DNA elde edilmi ş tir. 

Modifikasyon uygulamas ı 	sülüklerin 	kullan ı ld ığı  
ko ş ullarda da etkili olmu ş , DNA miktar ı  Kalecik karas ı ' nda 
345 ,ug DNA/g doku, Riesling' de 480 pg DNA/g doku' ya 
ula ş m ış t ı r. 

Dü ş ük oranda DNA'n ı n elde edilebildi ğ i doku kültürü 
ve sera bitkilerinden al ı nan sürgün ucu-genç yapraklarda, 
modifı kasyon uygulamas ı  ile Kalecik karas ı 'n ı n doku 
kültürü bitkilerinde 204 pg DNA /g doku, Sultani 
Çekirdeksiz'in doku kültürü bitkilerinde 175 pg DNA /g 
doku, sera bitkilerinde ise 215 ,ug /g doku'ya ulaş an DNA 
miktarlar ı  elde edilmi ş tir. 

Bir yaş l ı  dallardan DNA izolasyonu 

Dinlenme halindeki asmalar için DNA kayna ğı  olarak 
kullan ı labilecek dokulardan birini bir ya ş l ı  dallar 
olu ş turmaktad ı r. Bir ya ş l ı  dallar ı n odun, kabuk ve 
kambiyum dokular ı n ı n birlikte kullan ı ld ığı  Lin ve Walker 
(1997) yöntemine göre Riesling ve Kalecik karas ı  
çeş itlerinde s ı ras ı  ile 28 ,ug /g doku ile 40 lig /g doku DNA 
elde edilmi ş tir (Çizelge 1). Ula şı lan sonuçlar ara ş t ı r ı c ı lar 
taraf ı ndan 28-47 lig /g doku olarak bildirilen DNA verimlilik 
s ı n ı rlar ı  içinde gerçekle ş mi ş tir. Lin ve Walker. (1997) ile 
uyum içerisinde olan bu bulgular, Cheng ve ark. (1997)'nin 
bir ya ş l ı  dokulardan elde etti ğ i 10-35 tıg DNA /g dokuluk 
de ğ erlere göre daha verimli bir sonuç ortaya koymu ş tur. 
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Çizelge 2. Modifiye edilmi ş  yönteme göre asma dokular ı ndan elde edilen DNA miktarlar ı  

Çeş itler 
İzolasyonda kullan ı lan dokulara göre DNA miktarlar ı  (iıg DNA/g doku) 

Sürgün ucu-genç yapraklar Sülük 
Bağ da yeti ş tirilen bitkiler Doku kültürü bitkileri Sera bitkileri 
Taze Bekletilmi ş  

Kalecik karas ı  500 350 204 345 
Sultani Çekirdeksiz 175 215 
Riesling 400 290 480 

Çizelge 3. Modifiye edilmi ş  yönteme göre asma dokular ı ndan elde edilen DNA'lar ı n safl ı k oranlar ı  

Çeş itler 
İ zolasyonda kullan ı lan dokulara göre DNA safl ı klar ı  (260/280 absorbans oran ı ) 
Sürgün ucu-genç yapraklar Sülük 
Bağ da yetiş tirilen bitkiler Doku kültürü bitkileri Sera bitkileri 

Taze Bekletilmi ş  
Kalecik karas ı  1.86 1.80 1.80 1.78 
Sultani Çekirdeksiz 1.84 1.75 
Riesling 1.80 1.87 1.80 

Modifiye yöntemin uyguland ığı  dokularda elde edilen 
DNA'lar ı n safl ı k oranlar ı  Çizelge 3'de sunulmu ş tur. 
Ara ş t ı rmada ula şı lan safl ı k oranlar ı  1.75 ile 1.87 aras ı nda 
değ i ş mekte olup, bu de ğ erler saf DNA için 260/280 okuma 
oran ı  kabul edilen 1.80-2.0 de ğ erleri aras ı nda bulunmu ş tur 
(Sambrook ve ark.1989). 

DNA miktar ve safl ı klan spektrofotometrik olarak 
belirlenirken, ekstraksiyon s ı ras ı nda genomik DNA'n ı n 
ipliksi yap ı s ı n ı  koruyup korumad ığı n ı  belirlemek amac ı  ile 
agaroz jel üzerinde de gözlemler yap ı lm ış t ı r. Elde edilen 
DNA'lar ı n agaroz jel üzerinde yap ı lan görüntü 
analizlerinde ipliksi yap ı n ı n korundu ğ u ve DNA'lar ı n tek 
bant olu ş turdu ğ u ( Ş ekil 1) görülmü ş tür (1-2-7-8 no'lu 
kuyulara: 2 !Al, 5-6-9 no' lu kuyulara: 4 fil, 3-4 no'lu 
kuyulara 8 jı l örnek yüklenmi ş tir). 

DNA ekstraksiyonlar ı nda önemle üzerinde durulan 
bir di ğ er konu, genomik DNA'da ortaya ç ı kacak kay ı plar ı n 
önlemesi yani izolasyon stabilitesidir. Dolay ı s ı yla izole 
edilen DNA'lar ı n moleküler biyolojik tekniklerde 
kullan ı labilirli ğ i ve deneysel sonuçlar ı n tekrar edilebilirli ğ i 
üzerinde durulmaktad ı r. 

Bu amaçla izole edilen DNA'lar RAPD tekni ğ i ile test 
edilmi ş lerdir ( Ş ekil 2). 

DNA ekstraksiyonunda kullan ı lan doku farkl ı l ı klar ı na 
ra ğ men, çe ş itlere ait bant profı llerinin tekrar edilebilir 
oldu ğ u ortaya ç ı kar ı lm ış t ı r ( Ş ekil 2). Sadece, Kalecik 
karas ı  çe ş idinin doku kültürü bitkilerinde, bir bantta (5 nolu 
profı l) farkl ı l ı k bulunmu ş tur. Bu farkl ı l ı k, ana band ı  
olu ş turan DNA bölgesinde, kültür ortam ı nda gerçekle ş en 
bir mutasyona ba ğ lanabilir ki, yap ı lan RAPD analizi 
tekrarlar ı  ayn ı  sonuçlar ı  vermi ş tir. 

Ş ekil 1. Ekstrakte edilen DNA'lar ı n agaroz jel üzerindeki görünümü 
[1:Ba ğ da yetiş tirilen bitkiler (Riesling), 2: Ba ğ da yeti ş tirilen bitkiler (Kalecik karas ı ), 3:Bir yaş l ı  dal (Riesling), 
4:Bir ya ş l ı  dal (Kalecik karas ı ), 5:Doku kültürü bitkisi (Kalecik karas ı ), 6:Doku kültürü bitkisi (Sultani 
Çekirdeksiz), 7:Sülük (Riesling), 8:Sülük (Kalecik karas ı ), 9:Sera bitkisi (Sultani Çekirdeksiz)) 
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Ş ekil 2. RAPD tekni ğ inde kullan ı lan DNAlardan elde edilen bant prof ı llerinin agaroz jel üzerindeki görünümü 

[1:Bağ'da yeti ş tirilen bitkiler (Riesling), 2: Ba ğ da yetiş tirilen bitkiler (Kalecik karas ı ), 3:Bir ya ş l ı  dal (Riesling), 

4:Bir ya ş l ı  dal (Kalecik karas ı ), 5:Doku kültürü bitkisi (Kalecik karas ı ), 6:Doku kültürü bitkisi (Sultani 

Çekirdeksiz), 7:Sülük (Riesling), 8:Sülük (Kalecik karas ı ), 9:Sera bitkisi (Sultani Çekirdeksiz),10:negatif kontrol, 

11: DNA laddel 

Sonuç 

Farkl ı  kaynaklardan izole edilen DNA'lar kullan ı larak 
yap ı lan RAPD analizlerinde çe ş itlere özgün bant 
profillerinin korunmas ı , izolasyonlarda do ğ al olarak ortaya 
ç ı kan DNA miktarlar ı ndaki farkl ı l ı klara karşı n, çe ş it 
genomlar ı  nda ki baz dizilerinin de ğ i ş medi ğ ini 
göstermektedir. 

Ayr ı ca elde edilen DNA'lar ı n gerek miktar gerekse 
safl ı k oranlar ı  aç ı s ı ndan RFLP, mikrosatellit teknikleri için 
de kullan ı labileceğ i görülmektedir. 

Bu 	ara ş t ı rmada, 	bitki 	dokular ı ndan 	DNA 
ekstraksiyonuna yönelik bir yöntem olan Doyle ve Doyle 
(1990)'a göre geli ş tirilen Lodhi ve ark. (1994)'e ait metotta 
yap ı lan modifikasyonlarla, asmada farkl ı  dokulardan 
yüksek miktarlarda ve saf DNA'lar elde edilmi ş tir. Ayr ı ca 
ula şı lan önemli bir bulgu, sözkonusu modifikasyonlar ile 
uzun süreli ta şı nmalara maruz kalm ış  dokulardan safl ı k 
değ eri yüksek DNA ekstaksiyonlar ı n ı n gerçekle ş tirilmi ş  
olmas ı d ı r. 
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