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Baz1 Nigella sativa L. Genotiplerinde RAPD Markirlari1 Kullanilarak DNA Sitozin Metilasyon Polimorfizminin
Belirlenmesi

Emine UYGUR GOCER?

OZET: Epigenetik, DNA baz degisimi olmaksizin gen ifadesi ve fonksiyonundaki kalitsal degisimler olarak
tanimlanmaktadir. DNA'da metilasyon ve histon proteinlerindeki kimyasal modifikasyonlar bitkilerde en ¢ok ¢aligilan iki
epigenetik mekanizmadir. Epigenetik arastirmalarda diisiik islem hacimli ve yiiksek islem hacimli DNA metilasyon saptama
teknikleri vardir. Diisiik islem hacimli tekniklerden bir tanesi de enzim tabanlt DNA sitozin metilasyonunun varligina ya da
yokluguna dayanan bir yaklagimdir. Bu yaklagim kullanilarak biyolojik aktiviteleri ve terapdtik potansiyeli olan Nigella
sativa L. genotipleri i¢in rastgele genlerde DNA sitozin metilasyonu arastirtlmistir. Bu ¢alismada, bes farkli Nigella sativa
L. tiiriine ait genotipler (Cameli, Eskisehir, Konya, Suriye, Sanliurfa) arasindaki sitozin metilasyon farkliliklarini aragtirmak
icin touch-down polimeraz zincir reaksiyonlar1 metilasyon duyarli-rastgele arttirilmig polimorfik DNA (TD-MS RAPD)
teknigi kullanilmistir. Bu genotipler fidelerinden izole edilen genomik DNA &rnekleri touch-down polimeraz zincir
reaksiyonlarindan dnce metilasyona duyarsiz olan Mspl restriksiyon enzimi ve metilasyona duyarli Hpall restriksiyon enzimi
ile muamele edilmistir. Kullanilan 8 oligoniikleotid primerinden bir primer (OPB-12), bes genotip arasinda metilasyon
polimorfizmleri ile sonuglanmistir. TD-MS-RAPD-PZR yontemi basit ve temel cihazlari gerektiren uygun maliyetli
yontemdir. Bu yontem normal bir DNA termal dongii cihazi ve DNA jel elektroforez sistemi kullanilarak kolayca
uygulanabilmektedir. Ancak bu yontemle saptanan metilasyon polimorfizmlerinin diizeyi ¢orek otunda ¢ok diisiiktiir. Bes
farkli ¢orek otu genomu arasinda diisiik diizeyde polimorfizm oldugu sonucuna varilmis olup bu durum ¢érek otu genomunun
5’-CCGG-3’ igeriklerinin diisiik olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Corek otu, Epigenetik, Mspl-Hpall

Determination of DNA Cytosine Methylation Polymorphism Using RAPD Markers in Some Nigella sativa L.
Genotypes

ABSTRACT: Epigenetics is defined as heritable changes in gene expression and function without DNA base changes.
Methylation in DNA and chemical modification in histone proteins are the two most studied epigenetic mechanisms in plants.
There exist low-throughput and high-throughput DNA methylation detection techniques in epigenetic research. One of the
low-throughput techniques is an enzyme-based approach based on the presence or absence of DNA cytosine methylation.
Using this approach, DNA cytosine methylation in random genes was investigated for Nigella sativa L. varieties with
biological activities and therapeutic potential. This study, touch-down polymerase chain reactions methylation sensitive-
random amplified polymorphic DNA (TD-MS RAPD) technique was used to investigate cytosine methylation differences
among genotypes of five different Nigella sativa L. species; Cameli, Eskisehir, Konya, Suriye and Sanliurfa. Genomic DNA
samples extracted from the seedlings of these genotypes were treated with Mspl, a relative methylation-insensitive restriction
enzyme and Hpall, a methylation-sensitive restriction enzyme before touch-down polymerase chain reactions. Among 8
oligonucleotide primers used, one primer (OPB-12) resulted in methylation polymorphisms among the five genotypes. The
TD-MS-RAPD-PCR method is a simple and cost-effective method that requires basic equipment. This method can be easily
implemented using a normal DNA thermal cycler and DNA gel electrophoresis system. However, the level of methylation
polymorphisms detected with this method is very low in black cumin. It was concluded that there is a low level of
polymorphism among five different black cumin genomes, which is thought to be due to the low 5’-CCGG-3’ contents of
the black cumin genome.
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GIRIS

Ranunculaceae familyasi yaklasik 70 cins ve 3000 tiir igeren biiyiik bir familyadir. Nigella sativa
L. Diigiin gigegigiller (Ranunculaceae) familyasindan yaklasik 20 tiirii kapsayan Bat1 Asya'dan Kuzey
Hindistan'a kadar uzanan Akdeniz bolgesine 6zgii tek yillik bir bitki cinsidir (Weiss, 2002). Cesitli sifali
bitkiler arasinda Nigella sativa, bir¢ok arastirmanin genis farmakolojik potansiyelini ortaya ¢ikarmasi
nedeniyle zengin bir tarihsel ve dini gegmise sahip bir mucize bitki olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diinya da
Nigella sativa tohumlar1 ve yaglar1 yiizyillar boyunca cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ahmad ve ark., 2013).

Nigella sativa biyolojik aktiviteleri ve terapdtik potansiyeli igin kapsamli bir sekilde incelenmis
ve antihipertansif, antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, mide koruyucu, karaciger koruyucu, bobrek
koruyucu ve antioksidan 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda tohumlari1 bronsit, astim,
ishal, romatizma ve cilt rahatsizliklar1 gibi c¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu bitkinin terapétik 6zelliklerinin ¢cogu, ugucu yagin ana aktif kimyasal bileseni olan
timokinon (TQ) varligindan kaynaklanmaktadir. Corek otu toksisitesi ¢ok diisiik oldugu i¢in ekmek ve
tursularda tatlandirict katki maddesi gibi gidalarda da kullanilmaktadir (Abel-Salam, 2012).

Gen anlatimi, sadece DNA’da bulunan baz dizileriyle degil ayn1 zamanda kromozomal yapilarin
da dahil oldugu DNA ile etkilesen protein, RNA ve diger makro molekiillerle de kontrol edilir
(Tchurikov, 2005). DNA dizi degisimi disinda ortaya ¢ikan etkiler epigenetik etki olarak bilinmektedir.
Diger bir ifadeyle epigenetik terimi, DNA dizi degisimi olmaksizin sadece mitotik degil mayotik
kalitimla da meydana gelen gen ekspresyonundaki degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (Wu ve Morris,
2001). Epigenetik diizenlemeler arasinda en iyi anlagilmis olan mekanizma DNA molekiiliinde 6zel
pozisyonlarda bulunan C (sitozin) metilasyonudur (Bestor, 2000; Bird, 2002).

Metilasyon, 6rnegin sitozin bazinin besinci atomundaki metilasyon, genellikle DNA'ya baglanan
proteinleri degistirerek ve dkaryotlarda temel bir DNA paketleme birimi olan niikleozomu degistirerek
gen anlatimindaki degisikliklere sebep olur. Bitkilerde DNA dizisini degistirmeden yeni kosullara
evrimsel adaptasyona izin veren DNA metilasyonu, doku ve organ gelisimi sirasinda gen anlatiminin
ayarlanmasini, biyotik ve abiyotik uyaranlara yanit verilmesini igerir (Osabe ve ark., 2014; Karaca ve
ark., 2016; Karaca ve Ince, 2018). Soguk, kuraklik, tuz, metaller ve gelisimsel degisiklikler (fide,
olgunlagma, c¢iceklenme, meyve verme) dahil olmak {izere cevresel streslere metilasyon tepkileri
incelenmistir. Birgok ¢alisma olgunlasma, tuzluluk, kuraklik ve metal stresleri gibi streslere tepki olarak
metilasyonda (hipermetilasyon) veya demetilasyonda (hipometilasyon) bir artisa neden oldugunu
gostermistir.. Ancak, organizmalar veya gelisim evreleri arasinda hipometilasyon veya hipermetilasyon
yaygin degildir (Karaca ve Ince, 2018). Epigenetik diizenlemeler yalnizca gevresel uyaranlara yanit
vermeyi icermez, ayni zamanda meyve olgunlagmasi, tohum boyutu, ¢iceklenme zamani, bitki boyutu,
heterosis, bitki boyu, cinsiyet belirleme ve patojen direnci gibi diger tarimsal agidan 6nemli 6zelliklerin
ifadesini de igerir (Osabe ve ark., 2014; Tiwari ve ark., 2015).

Canli organizmalarda farkli DNA metilasyon tiirleri vardir. Bitki genomunda metillenmis
sitozinler genellikle CG, CHH veya CHG [H; Adenin (A), Timin (T) veya Sitozin (C)] dizilerini igeren
bolgelerde yer almaktadir (Cokus ve ark., 2008; Karaca ve ark., 2016). Genlerin DNA sitozin
metilasyonunda ki veya demetilasyonunda ki degisiklikler genetik kontroller ile epigenetik
diizenlemeler altinda olabilecegini gostermektedir (Osabe ve ark., 2014; Wang ve ark., 2016). DNA
dizileme yontemleri genel olarak asagidakiler gibi ii¢ kategoriye ayrilabilir (i) belirli niikleotid de baz
ciftinde ¢oziiniirliik {ireten gene veya lokusa 6zgii yontem. (i1) sekanslama c¢aligsmalari tarafindan ekzon
sekanslama veya genotiplemeyi igeren bolgesel veya orantili yontemler ve (iii) Tiim genom sekanslama
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yontemleri (Karaca ve Ince, 2008). DNA diizeyinde metilasyonun saptanmasinda yukarida bahsedilen
bu ii¢ kategori kullanilabilir. Metilasyon ¢alismalarinda eski veya modifiye edilmis yontemler veya yeni
metodlardan yararlanilabilir (Karaca ve Ince., 2008; Ince ve ark., 2010a; Ince ve Karaca., 2011a).

Eski veya modifiye yontemlerin 6rnekleri arasinda metilasyona duyarli ¢cogaltilmis polimorfizm
(MSAP), ¢ogaltilmis parca uzunluk polimorfizminin (AFLP) bir modifikasyonu, metilasyona duyarl
rastgele arttirllmis polimorfik DNA (MS-RAPD), rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA'nin
(RAPD) bir modifikasyonu yer alir. Metilasyona duyarli tek zincirli konformasyon polimorfizmi (MS
SSCP), metilasyon duyarl basit dizi tekrarlar aras1 polimorfizm (MS-ISSR) ve digerleri (Karaca ve ark.,
2008; Tiwari ve ark., 2015; Wang ve ark., 2016). Rastgele arttirilmis polimorfik DNA (RAPD), 6nceden
genom bilgisi gerektirmeden tiirler arasindaki DNA polimorfizmini incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir (Welsh ve McClelland, 1990; Williams ve ark., 1990; Ince ve ark., 2015). RAPD
tekniginde genellikle c¢ogaltmada tiim organizmalar i¢in ayni oligoniikleotid primer seti
kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid 6zgiin bolgelere rastgele baglanarak ¢ogaltma yapmaktadir
(Ince ve ark., 2015). iki &rnek arasinda boyut farki gdsteren amplifiye iiriinlere polimorfik RAPD
markirlar1 denir. RAPD PCR tekniginde genel olarak bant adi verilen yogun ve hafif amplifiye iiriin
olarak iki tip amplifiye {iriin iiretilir. Yeniden iiretilebilen RAPD bantlar1 genellikle yogun olan ve iki
primer ile iretilebilen bantlardir. Hafif bantlar ise tek primerle tretilen genellikle tekrarlanamayan
amplifiye tUriinlerdir. RAPD PCR markirlar1 polimorfizmi saptamak i¢in hizli bir yontem oldugui i¢in
birgok genetik ¢alismada kullanilmaktadir (Welsh ve McCelland, 1990; Ince ve ark., 2010b; Ince ve
Karaca, 2011b; Tiwari ve ark., 2015).

Bu ¢alismanin temel amaci, DNA polimorfizmlerinin tespiti i¢in en eski ve en basit yontemlerden
biri olan touch down tabanli metilasyona duyarli rastgele amplifiye polimorfik DNA markir (TD-MS-
RAPD-PCR) yonteminin giivenilir bir sekilde kullanilip kullanilamayacagini aragtirmak ve epigenetik
bir mekanizma olan DNA sitozin metilsyonunu ¢orek otu bitkisinde uygulamaktir.

MATERYAL VE METOT

Calismada 5 ¢orek otu genotipi kullanilmis olup bunlardan dordii Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
(Cameli, Eskisehir, Konya, Sanliurfa) toplanmis olup bir tanesi Suriye’den getirilmistir.

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolsyonu her bir genotipten 3’er tohum ¢imlendirerek elde edilen 7. giin fidelerini
ait yaprak dokusu sivi nitrojen kullanarak Aydin ve ark. (2018)’a ait, DNA izolasyon protokolii modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Izole edilen genomik DNA 6rnekleri, spektrofotometrik analiz ve agaroz
jel elektroforezi kullanilarak kantitatif ve kalitatif analizleri gergeklestirilmistir.

Restriksiyon Enzim Kesimi islemi

Restriksiyon enzim kesimi reaksiyonlari 0.2 ml’lik ince duvarli mikrotiiplerde gergeklestirilmistir.
20 pL reaksiyon karisimi 1000 ng genomik DNA, 10 iinite Mspl veya Hpall restriksiyon enzimleri ve 2
uL 10x DNA kesme tamponu (Tango buffer, Thermo Scientific) kapsamaktadir ve bu karisim 37°C'de
16 saat inkiibe edilmistir (Karaca ve ark., 2005). Inkiibasyonun sonunda her numuneye 150 uL su ilave
edilmis ve TD-MS-RAPD-PCR deneylerinden 6nce iyice karigtirtlmistir.

Touch-down Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TD-PCR)

DNA amplikasyonlari, SimpliAmp 9700 termal dongiileyici PZR cihazinda (Applied Biosystems
by Thermo Fisher Scientific) gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar, kalip DNA, primerler, 10x reaksiyon
tamponu, MgCly, dort farkli ANTP ve Taq DNA polimerazi igeren 25 pL'lik bir reaksiyon karigiminda
Cizelge 1°de gosterildigi gibi gergeklestirilmistir. RAPD PCR reaksiyonlariin 6zgilliiglinti artirmak
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icin ise Cizelge 2'de gosterildigi gibi bir touch-down PZR kullanilarak hedefler cogaltilmistir. Mspl ve
Hpall (Cizelge. 3) ile kesilmis ¢orek otu numuneleri, toplam 8 oligoniikleotid primeri kullanilarak

cogaltilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 1. TD-MS-RAPD i¢in PZR reaksiyon karigimi

Kullanilan Kimyasallar Stok Miktar Final
Genomik DNA 8.5 ul 100-120 ng
Steril-H;0 3.5ul
Ileri Primer ("Forward") 20 uM 3.0ul 2.4 uM
Steril-H20 4.6 ul
10X Reaksiyon TRIS-HCI (pH 9.1) 100 mM 3l 12 mM
Cozeltisi KCI 100 mM 60 mM
Triton X-100 %0.1 %0.012
MgCl, 50 mM 1.5 ul 3mM
dNTP 10 mM 0.7 ul 0.28 mM
Tag DNA Polimeraz 5 Uinite/ pl 0.2 pl 1 {inite
Toplam Hacim 25 ul
Cizelge 2. TD-MS-RAPD-PCR profili
PZR Profili Zaman Dongii Sayis1 Asama
Hot Start  94°C 5 dakika 1 déngii On-denatiirasyon
On PZR 94°C 1 dakika 10 dongii Denatiirasyon
42°C—37°C 1dk 20 sn Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
PZR 94°C 2 dakika 30 dongii Denatiirasyon
37°C 1dk 20 sn Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

Cizelge 3. CCGG metilasyon durumuna Mspl ve Hpall restriksiyon enzimlerinin duyarliliklar

Hedef Bolge Msp | Hpall Metilasyon Durumu
CCGG/GGCC Keser Keser Her iki DNA sarmalida metlsizidr.
C"CGG/ Keser Kesmez Icteki Sitozin bazlari tamamen metillidir
GG™CC
mCM"CGG/ Kesmez Keser Bir DNA sarmali tamamen metillidir.
GGCC
MCCGG/GGCC  Kesmez Keser Bir DNA sarmali yar1 metillidir
MCMCGG/ Kesmez Kesmez Her iki DNA sarmalida tam metillidir
GGm"CmC
Cizelge 4. Calismada kullanilan oligoniikleotid primer dizileri
NO Primer ID Primer sequence 5'— 3' Cameli Eskisehir = Konya Sanhurfa Suriye
1 OPA-06 GGTCCCTGAC 2 2 2 2 2
2 OPB-12 CCTTGACGCA 8(+1)  6(+1) 6(+1) 6(+1) 6(+1)
3 OPC-08 TGGACCGGTG 5 6 6 6 6
4 OPD-02 GGACCCAACC 4 3 4 3 3
5 OPG-03 GAGCCCTCCA 4 4 4 3 4
6 OPH-10 CCTACGTCAG 3 4 4 4 4
7 OPK-15 CTCCTGCCAA 1 1 1 1 1
8 OPK-18 CCTAGTCGAG 2 2 2 2 2
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Agaroz Jel Elektroforezi

TD-MS-RAPD-PCR deneyleri yapildiktan sonra, her 25 pL PZR iiriiniine 5 pL 6x DNA yiikleme
tampon ¢ozeltileri eklenmis ve iyice karistirilmistir. Bu karisimlar, 0.05 pg/mL etidyum bromiir i¢ceren
%1.5-3 yiiksek ¢oziintirlikli agaroz jellere yiiklendikten sonra 1x Tris Borate-EDTA tamponu
varliginda 3 ila 6 saat sabit voltajda 5 V/cm'de elektroforez yapilmis ve analiz i¢in bir ultraviyole (UV)
transilliiminator tizerinde fotograflanmistir (Karaca ve ark., 2013).

Sitozin Metilasyon Skorlamasi

TD-MS-RAPD-PCR markirlart Msp | ve Hpa Il enzimi ile kesilen 5 farkli ¢orek otu genomik
DNA’lar arasinda var (1) ve yok (0) olarak skorlama yapilmistr. Bir TD-MS-RAPD-PCR markirinin
yoklugu, her iki hedef dizisinin de metillenmemis tetra-niikleotitler icerdigi kabul edilir (5'-CCGG-3'/3'-
GGCC-5) iken, bir TD-MS RAPD-PCR markirmin varligi, her iki hedef dizisinin de tamamen
metillenmis tetra-niikleotitler (5'-mCmCGG3/3-GGmCmMC-5") igerdigi kabul edilmistir. TD-MS-
RAPD-PCR markirinin Mspl’ da var Hpall’ de yok olmasi DNA zincirinin tamamen metillenmis (5°-
mCmCGG-3°/3’-GGCC-5’) oldugu ya da yar1 metillenmis (5’-mCCGG-3°/3’-GGCC-5’) oldugu
diisiiniilmiistiir. Ote yandan, Mspl’da bir TD-MS-RAPD-PCR markir1 bulunmadiginda ancak ayni
markir Hpa Il 6zetinde mevcut oldugunda, bu durumda da igteki sitozin bazlarinin tamamen metillenmis
oldugu diistiniilmiistiir (5'-CmCGG-3' /3'-GGmCC-5"). Bu ¢alismada 1 ve 0 puanlamasi kullanilmistir.
Var (1) olarak puanlanmasi hedefin enzim tarafindan kesilmedigi, yok olarak (0) puanlanmasi ise
hedefin enzim tarafindan kesildigi kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmada, olgun ¢orek otu fidelerinde DNA sitozin metilasyonunun tespiti i¢in TD-MS-
RAPD-PCR teknigini kullanilmistir. TD-MS-RAPD-PCR tekniginin kullanimi, ayni tanima bolgelerine
sahip olan ancak DNA metilasyonuna kars1 farkli hassasiyet gosteren birbirlerinin izosizomerleri olan
Mspl ve Hpall enzimlerinin uygulanmasina dayanmaktadir. Bu enzimler 5'-CCGG-3' dizilerini tanir ve
Hpall enzimi sadece tek bir DNA zinciri metillendiginde (hemimetillendiginde) distaki sitozinler, Mspl
ise her iki DNA zinciri de tamamen metillendiginde igteki sitozinleri keser. Ancak her iki DNA zinciri
de metillenmediginde her iki enzim de hedefleri keser. Cizelge 3 Mspl ve Hpall’nin kesme davraniglarini
ozetlemektedir (Salmon ve ark., 2008). Iki farkl1 hat veya cesidi temsil eden iki farkli genomik DNA
ornekleri Mspl ve Hpa Il ile kesildiginde 5'-CCGG-3' hedef bdlgelerinde farkli metilasyon paternleri
varsa, ayirt edilebilirler. Ote yandan, hedef diziler metillenmemis ve tamamen metillenmis oldugunda
iki ¢esit veya hat ayirt edilemez (Tiwari ve ark., 2015).

Bu ¢alismada, MS-RAPD-PCR markirlarinin amplifikasyonu, artefakt adi verilen spesifik
olmayan markirlarin amplifikasyonunu en aza indirmek i¢in bir touch-down PZR profili (TD-MS-
RAPD-PCR olarak adlandirilir) kullanilarak gerceklestirilmistir. RAPD tekniginde artifak
amplikonlarin iretilmesi, markirlarin tekrarlanabilirligini azalttigi i¢in RAPD yonteminin ana
dezavantajlarindan biridir (Karaca ve Ince, 2008).

Giivenilir bir sekilde puanlanabilen c¢ogaltilmis iirlinlerin sayis1 8 primer arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 4). Ornegin OPK-15 oliganiikleotid primeri 1 TD-MS RAPD-PCR markir
tiretirken OPB 12 markir1 en yiiksek degeri sekiz (8) tiretmistir. Bu galismada Cameli, Eskigehir, Konya,
Sanliurfa ve Suriye genotipleri ile temsil edilen bes ¢orek otu tiirii arasinda TD-MS-RAPD-PCR
markirlarinin sayisida degisiklik gostermis olup toplam Cameli genotipinde 29, Eskisehir genotipnde
28, Konya genotipinde 29, Sanlurfa genotipinde 27 ve Suriye genotipinde 28 TD-MS-RAPD-PCR
markir1 bulunmaktadir.
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Kullanilan 8 primerden sadece biri (OPB 12) Sekil 1'de gosterildigi gibi calisilan ¢orek otu
genotipleri arasinda metilasyona duyarli polimorfizmler saptandi. Primer OPB12 ile amplifiye edilen
lokus, tamamen metillenmis i¢ sitozin bazlar1 (5'-CCGG-3'/3'-GGCC-5") igermektedir. Bununla birlikte,
bu metilasyonlar, ¢drek otu genotipleri arasinda polimorfik olmadigi tespit edilmistir.. Ote yandan
Cameli genotipinde bir TD-MS-RAPD-PCR markir1 (OPC 08) ¢alismada ki diger ¢orek otu
genotiplerinde bulunmadig: i¢in genotipler arasinda metilasyon polimorfizmi ortaya ¢ikmustir. (Sekil
2'de panelin ortasindaki bir okla gosterildigi gibi).

a b ¢ d e
M12312312312312

3

500 bp -

Sekil 1. a) Cameli, b) Eskisehir, ¢) Konya, d) Sanliurfa, ¢) Suriye Genomik DNA’larinin Mspl ve Hpall enzimleri
ile kesim sonrasi OBP 12 primeri ile TD-MS-RAPD-PCR sonucu 1) Kontrol, 2) Mspl enzimi metilasyon
paternleri, 3) Hpall enzimi metilasyon paternleri

a b C d e

1 2 3 1 2 3 12 3 12 31 23

Sekil 2. a) Cameli, b) Eskisehir, ¢) Konya, d) Sanliurfa, ¢) Suriye Genomik DNA’larinin Mspl ve Hpall enzimleri
ile kesim sonrasi OPC 08 primeri ile TD-MS-RAPD-PCR sonucu 1) Kontrol, 2) Mspl enzimi metilasyon
paternleri, 3) Hpall enzimi metilasyon paternleri

Bu ¢alismada, TD-MS-RAPD-PCR sonuglarina dayanarak, ¢orek otu fidelerinin genomik DNA
orneklerinin 5-CCGG-3' bolgelerinde diisiik diizeyde DNA metilasyon farkliliklarina sahip oldugu
belirlenmistir. Ornegin, Osabe ve ark. (2014), DNA metilasyonu cesitliligi, secilen bitki genotiplerinde
genetik cesitlilikten daha bilyiik oldugu ve dokular arasinda 6nemli 6lgiide farkli DNA metilasyonu
seviyeleri oldugunu tanimlamislardir. Bu ¢alismada CG bdlgesindeki metilasyon incelenmistir. Ancak
corek otundaki genetik ve epigenetik degisikliklerden en ¢ok etkilenen genomik bdlgeleri incelemek icin
CHG ve CHH bolgelerine de 6zgii enzimle metilasyon farkliliklarini tespit etmek i¢in kullanilabilir.

Bes farkli ¢orek otuna ait genomdan elde edilen TD-MS-RAPD-PCR markirlarina dayali olarak
elde ettigimiz sonuglar, ¢orek otu fidelerinin DNA metilasyon polimorfizmlerinin ¢orek otundaki
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genomik metilasyon polimorfizminden daha az oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, TD-MS-
RAPD-PCR'nin sadece 5-CCGG-3' dizisinde bulunan sitozin bazlarimin metilasyonunu ayirt
edebildigini de sdyleyebiliriz. Ayrica, literatiirde bildirildigi gibi (Wang ve ark. 2016) ¢érek otu
genomunda 5'-CCGG-3' bolgelerinin olusumunun diisiik oldugunu, dolayisiyla diger baz1 kisitlamalarin
oldugunu dogruladigimizi da belirtmeliyiz. TD MS-RAPD-PCR yonteminde ¢orek otundaki metilasyon
farkliliklarini arttirmak i¢in CG, CHG ve CHH bdélgelerine 6zgili enzimler kullanilabilir oldugu sonucuna
varilmigtir.

SONUC

Bu caligmada, 5 ¢orek otu genotipi arasinda 5’-CCGG-3’ sekans bolgesinde DNA sitozin
metilasyon farkliliklarini aragtirmak igin touch-down (TD) tabanli metilasyona duyarli (MS) rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi (TD-MS-RAPD-PCR)
kullanilmistir. Hedef genomik DNA 6rnekleri, her bir genotip i¢in ¢imlendirilen fidelerden ekstrakte
edilmistir. Kullanilan 8 oligoniikleotid primerinden sadece bir primer (OPB 12) epigenetik
polimorfizmlerle sonuglanmistir. Boylece ¢corek otu genomlarinin yiiksek oranda 5'-CCGG-3' bolgeleri
icermedigi de dogrulanmis olmustur. Incelenen 5'-CCGG-3' bélgelerinin ¢ogu, yiiksek diizeyde DNA
sitozin metilasyonlar1 gostermedigi ¢orek otu fidelerinden ekstrakte edilen genomik DNA 6rneklerinin
farkli sekilde metillenmedigi ortaya konulmustur.

Sonuglarimiz, ¢orek otu 6rnekleri arasindaki genetik polimorfizmin DNA sitozin metilasyonundan
(epigenetik) ¢cok daha biiylik oldugunu ortaya koymustur. TD-MS-RAPD-PCR yo6ntemi uygun maliyetli
olmasina, basit ve temel enstriimantasyon gerektirmesine ve normal bir DNA termal dongiileyici ve
DNA jel elektroforez sistemi kullanilarak temel kuruluma sahip herhangi bir laboratuvarda kolaylikla
uygulanabilmesine ragmen ¢orek otu fideleri genomik DNA’sinda tespit edilen polimorfizm seviyesi
¢ok diisiik olarak belirlenmistir.
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