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Ozet

Bitkilerden genomik DNA izolasyonu igin farkli protokoller bulunmaktadir. Ancak
farkl bitkilerin kimyasal icerikleri de farkli oldugundan birbirine yakin tiirler icin bile
ozel genomik DNA izolasyon yontemi gerekli olabilmektedir. Bu ¢alismada t1bbi ve
aromatik bitkilerden, ucucu yag ve fenolik bilesiklerce zengin Satureja (Labiatae) cinsi
kullamilmistir.  Bu ¢alismada ii¢ farkli DNA izolasyon yontemi uygulanmistir. Bu
yontemler karsilastiriddiginda bazi degisiklikler yapilarak olusturulan ydntemin en
uygun  yontem olduguna karar verilmistir. Bu yontemle elde edilen gDNA’ da,
proteinler, RNA, polisakkaritler, ucucu yaglar, fenoller ve diger kirleticiler minimal
diizeydedir. Bu elde edilen DNA’larin saflig1 ve miktar: jel elektroforezi ve UV (Aze0
/A0 ve Azso/ Azzg) spektroskopik olciimlerle belirlenmistir. Ayrica Rasgele Arttirtlmig
Polimorfik DNA (RAPD) teknigiyle DNA 'nin PZR tekniklerine uygunlugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler:DNA izolasyonu, Satureja, RAPD-PZR

Abstract

There are several methods available for isolation of genomic DNA for plants. However,
since different plants have different chemical composition, even close species need
specific genomic DNA isolation protocol. In this study, Satureja (Labiatae) genus that is
very rich in essential oils and phenolic compounds and one of the aromatic plants has
been used. Two different DNA isolation procedures have been tried. A modified
procedure was developed after a comparison of two different procedures. Main
contaminants for genomic DNA, RNA, polysaccharides, essential oils, phenolic
compounds were at minimal level in the genomic DNA. The concentration and purity of
the obtained DNA was determined by agarose gel electrophoresis and UV spectroscopy
(4260/4280 and A260/230). In addition, the suitability of genomic DNA obtained from
different procedure were also checked by RAPD-PCR reactions
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1. Giris

Sekonder metabolitlerce zengin olan bitkiler ilag, kozmetik, yiyecek ve pestisid
endiistrisinde degeri olan bitkilerdir. Bu aromatik ve tibbi bitkilerin ¢ogu pek cok
ilkede ve {lkemizde yetismekte, ayrica yillardir halk ilacti ve c¢ay olarak
kullanilmaktadir (1,2). Labiatae familyasina dahil olan Satureja cinsine ait tiirler de
zengin karvakrol ve timol igerdigi ile bilinmektedir (3,4). Satureja cinsinin iirettigi bu
onemli kimyasal bilesiklerden dolay1r ucucu yag igerikleri, diger kimyasal igerikleri,
etnomedikal etkileri iizerine yapilan ¢alismalar yaninda farmakolojik aktivitelerini ve
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek icin yapilan pek ¢ok ¢alismalar bulunmaktadir
(5,6).

Satureja cinsinin, bu Onemli Ozelliklerine ragmen halen sistematik problemleri
bulunmaktadir. Ozellikle baz tiirler deniz seviyesinden 2500 m yiikseklige ve ¢ok genis
yayilis alanina sahip oldugundan yiiksek bir varyasyon gostermektedir. Ayrica bazi
hibritler bulunmaktadir. Bu nedenlerle baz tiirlerin sinirlarinin belirlenmesi oldukga gii¢
olabilmektedir. Bu sistematik problemler bitkilerin morfolojik karakterlerinin
kullanilmastyla ¢éziimlenememektedir. Bu sebeple farkli karakterlerle tiirlerin teshisinin
yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Molekiiler sistematik yontemlerin kullanilmasi
gerekliligi belirmistir.

Tiirlerin belirlenmesi icin yapilacak DNA temelli bu ¢aligmalar RAPD (7,8), RFLP (9),
genom haritasi, DNA parmakizi ¢alismalart gibi molekiiler genetik ¢alismalaridir. Bu
teknikler icin yiiksek saflikta DNA’ ya ihtiya¢ vardir (10). Pek cok bitki tiiriinde
basariyla uygulanan degisik DNA izolasyon yontemlart mevcuttur (12,13,14,15). Ancak
bitkiler arasinda da biyokimyasal agidan oldukca farkli kompozisyonlar bulunmaktadir.
DNA izolasyonu, yapilarinda yiiksek oranda fenoller, ketonlar, aldehitler,
polisakkaritler gibi sekonder metabolitleri igeren bitkilerde problemli olabilir. Ayni tiir
icerisinde ana bilesik degisebilmektedir.  Satureja hortensis ’in kiiltiire alinmis
formlarinda karvakrol, dogal formlarinda ise timol ana bilesik olarak belirlenmistir.
Tiirkiye’nin dogusunda yetisen bitki Ornekleri yaglarinda timol’ii ana bilesen olarak
tespit edilmesine karsin batisinda yetisenlerde ana bilesigin karvakrol oldugu
saptanmistir (16). Degisik tlirler arasindaki kemotipik heterojenlik, bir izolasyon
protokoliinden optimal DNA izolasyonuna izin vermeyebilir ve belki de yakin iliskili
tiirler arasinda bile farkli izolasyon yontemlar1 gerekebilir (17).

Bu c¢alismada kullanilan Satureja cinsi igerdigi bilesikler sebebiyle tibbi ve ekonomik
acidan 6nemli bir bitki grubudur. Ayni1 zamanda bu bitki, sistematik agisindan oldukca
problemli oldugundan molekiiler yontemler uygulanilmasi amaglanmaktadir. Modifiye
ettigimiz DNA izolasyon yontemi ile elde edilen gDNA orneklerine RAPD teknigi
uygulanmistir.

2. Materyal-yontem

2.1. DNA izolasyonu icin bitki orneklerinin toplanmasi

DNA izolasyonu igin 2000-2002 tarihleri arasmnda Satureja cinsine ait 7 farkli
lokaliteden farkli vejatasyon donemlerinde toplanmus tiirler kullanilmistir. Bunlar, S.
wiedemanniana (Tokat-Turhal), S. cuneifolia (Denizli-Babadag), S. pilosa (Balikesir-
Kazdag), S. icarica (Canakkale-Gokgeada), Satureja sp.1 (Bursa-Mezitler), Satureja
sp.2 (Balikesir-Zeytinli), Satureja sp.3 (Canakkale-Kii¢iikkuyu).
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Bu bitkilerin araziden toplanan taze yapraklar1 genomik DNA izolasyonuna kadar —80
°C derin dondurucuda saklanmiglardir.

2.2. Genomik DNA izolasyonu
2XCTAB vyontemi: Satureja bitkilerinden genomik DNA izolasyonu icin Saghai-
Maroof ve ark.ydonteminden modifiye edilmis 2XCTAB yontemi kullanilmigtir (13).

1 g taze yaprak dokusu sivi azotla toz haline getirilir. Ependorfa 750 ul 2XCTAB
(Sigma) soliisyonu eklenir. Ependorf parafilmle sarilir, 30 dk. 65 °C de su banyosunda
bekletilir ve parafilmi acilir. Ependorfa 750 ul kloroform : izoamilalkol (24:1) (Sigma)
eklenir. Tip iyice calkalanir iist faz1 ( 650 pul ) 1.5 ml lik tiipe transfer edilir. Eger faz
temiz degilse 550 ul alinir ve {izerine 300 pul 2XCTAB ve 750 pl kloroform eklenir ve
15000 rpm de 5 dk.santrifiij edilir. Diger ependorfa 650 pl alip iizerine absolii
1zopropanol (Sigma) eklenir (oda sicakliginda) 25000 rpm ve 25 °C de 5 dk. santrifiij
edilir. Izopropil alkolii dikkatle dokiiliir. Kurutma kagidina kapatilir. 1 ml % 70 etanol
(Sigma) eklenir ve 15000 rpm de 25 °C de 5 dk.santrifiij edilir. Daha sonra etanolii
uzaklastirilir ve 30 dk. beklenerek kurumasi saglanir. Pellet 500 ul TE pH 8 iginde
¢Oziiliir.

2.3. Dellaporta ve ark. yontemi
Daha sonra Dellaporta ve ark. (14) yontemi izolasyon islemi i¢in kullanilmastir.

1 g taze yaprak dokusu siv1 azot ile ezilir. 15 ml ayristirma tamponu (100 mM Tris
(Sigma), 50 mM EDTA (pH: 8, Sigma), 500 mM NaCl (Fluka), 10 mM
mercaptaethanol (Merk) ve distile su ) lizerine ezilmis bitki dokusu eklenir. Bu tiip i¢ine
1 ml %20 SDS (Sigma) eklenip 1 dk hizlica ¢alkalanip 10 dk 65 °C’ de inkiibe edilir.
Daha sonra iizerine 5 ml, 5 M Potasyum asetat (Merk), eklenip tlip yavasca calkalanir
ve buzda 20 dk. bekletilir. Tiipler 15000 rpm’ de oda sicakliginda 20 dk. Santrifiij edilir.
Stipernatant dikkatlice bir eppendorf tiipe aktarilir bunun t{izerine soguk 10 ml
izopropanol eklenir ve daha sonra -20 °C’de 30 dk. bekletilir. -20 °C’den alinan tiip
14000 rpm’ de oda sicakliginda 5 dk santrifiijlenir. Siipernatant yavasca dokiiliir ve
pellet kurutulur. Bunun {izerine 400 TE-I (50 mM Tris, 10 mM EDTA ) eklenir ve 30
dk. ¢6ziinmesi i¢in beklenir. Coziindiikten sonra 75 pl 3M NaOAc (Merk), ve 500 pl
izopropanol eklenerek 30 sn satrifiijlenir. Siipernatant bosaltilp 1ml % 80 Etanol eklenip
yine 30 saniye santrifiijlendikten sonra ependorf ters ¢evrilip 1 saat kurumasini beklenir.
Son asama olarak DNA 500 pl TE-IT (10mM Tris, ImM EDTA) i¢inde ¢oziiliir.

2.4. Modifiye DNA izolasyon yontemi

Bu yéntemde Dellaporta ve ark.(14) ile Pich. ve ark.(15) yéntemlerine benzer olan bir
yontem modifiye edilmis ve Do ve arkadaglarinin(18) kullandig1 yontemdeki gibi 2.5
M NaCl konsantrasyonu ile polisakkaritler uzaklagtirllmigtir. Bu yontem asagidaki
gibidir:

1 gram taze yaprak dokusu havanda sivi azot yardimiyla toz haline gelinceye kadar
ezilir. 1 ml ekstraksiyon tamponu (100mM Tris-HCl (pH=8.0), 50 mM EDTA
(pH=8.0), 500mM NaCl, 0.007%  2-mercaptoetanol) ve 130 pl %10’luk SDS
mikrosantrifiij tiipiine eklenir ve karistir. 15 dk. 65 oC “de inkiibasyona birakilir. 300 pl
5M potasyum asetat eklenip 30 dk. buzda bekletilir. 15000 rpm 10 dk. Santrifiij edilir.
Stipernatant iki tiipe aktarilir yaklagik 300 pl kadar. Her bir tiipe 300 ul fenol (pH 8,
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Sigma) ve 200 ul dH,O eklenir. 15000 rpm de 10 dk. Santrifiij edilir. Supernatanti
almip (= 800ul) iizerine esit hacimde kloroform-izoamilalkol eklenir. 10 dk. 15000 rpm
de 4°C de santrifiij edilir. Stipernatanti yeni bir tipe aktarihir gerekirse koroform-
izomilalkol tekrarlanabilir. 2 hacim absolu etanol eklenip 30 dk. buzda bekletilir. 5 dk.
15000 rpm de sanrifiij edilip stipernatant1 dokiiliir. Pelet 70% lik alkolle yikanip TE’ de
¢oOziiliir. gDNA ‘dan Sug alinir bu miktar 500 ul’ ye TE ile tamamlanir. 2,5 M NaCl
eklenir lizerine 2 hacim etanol konduktan sonra 20-30 dk. beklenir. 10 dk. Satrifiijden
sonra etanol dokiiliip yerine % 70 ’lik 500 (1 etanol eklenir 3 dk spin ettikten sonra TE
i¢inde ¢oziiliir.

3. DNA orneklerinin saflik, miktar tayini ve pzr tekniklerine uygunlugunun
belirlenmesi

Tiim yontemlerle izole edilen DNA ornekleri jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol
edilmistir. Bunun i¢in % 0.7 agaroz (Sigma), jel elektroforezi kullanilmistir. Genomik
DNA ’nin safligin1 daha kesin sayisal ifadelerle belirlemek igin spektrofotometre
(Unicam-Hexios a ) ile absorbans (Azeo /Azso Ve Az / Azzo) degerleri ol¢iilmiis, safligi
ve miktar1 hesaplanmistir (19).

4. RAPD-PZR uygulamasi:

izole edilen DNA’nm PZR reaksiyonlarma uygunlugunu gostermek icin de elde edilen
genomik DNA RAPD reaksiyonlarinda test edilmistir.

Her bir reaksiyon (25 ul) , 2,5 mM MgCl, (Fermentas), 0.2 mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), (Fermentas), 1 uM Primer (Sigma ), 1 U Taq Polymerase (Fermentas),
2,5 ul 10XPCR tampon (Fermentas), 10 ng genomik DNA i¢germektedir. Amplifikasyon
islemi PZR cihaz1 (Techne-Progene) ile su basamaklarda ger¢eklesmistir :1. dongii 94
°C’de 2dk., bunu izleyen 42 dongii, denaturasyon asamasi 94 °C’de 30 s ,primer
baglanma asamasi 35°C’ de 30 s, uzama agamasi ise 72°C’ de 60 s ve son basamak 1
dongii 72°C de 4 dk.’dir (20).

RAPD-PZR sonucu olusan iirtinler 80 V, 1.2% agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra
UV transilluminator kullanilarak jeller degerlendirilmistir. Jellerin fotograflar1 polaroid
667 tip film kullanilarak polaroid kamera ile ¢ekilmistir.

5. Sonug ve tartisma

Labiatae familyasina ait tibbi ve aromatik bitkilerin tirettigi sekonder metabolitler ve
ucucu yaglar pek cok alanda bu bitkilerin degerini arttirmaktadir. Ancak bu bitkiler ile
DNA temelli bir ¢caligma yapilmasi diisliniildiigiinde, DNA izolasyonunda, sekonder
metabolitler, ugucu yaglar, fenolik bilesikler gibi bitki etken maddeleri ¢esitli sorunlar
ortaya ¢ikabilmektedir. DNA’da bu maddelerin varolmasi DNA temelli ¢caligsmalarda
engelleyici etkiler gostermektedirler. Bu sorunlar, izolasyon yontemlerinde bazi
degisikliklerin yapilmasiyla ortadan kaldirilabilmektedir.

Satureja cinsindeki akrabalik iliskilerini belirlemek icin yapilacak olan RAPD

calismalarinda kullanilmak iizere saf DNA gereklidir. Bu amagcla ilk olarak Dellaporta
ve ark.’a (14) gore izolasyon yapilmistir. Spektro Ol¢iimlerinden Ajzeg /Azgy orani
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ortalama 1.3 degerini gegmemistir. Bu yontemle elde edilen gDNA 6rnekleri % 0.7 ’lik
agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bu jelin fotografi Sekil 1°de verilmistir.

[k uygulanan yontemle izole edilen DNA’nin saflik degeri diisiiktiir. Bu nedenle farkli
bir yontem ile (2xCTAB) daha DNA izole edilmistir (13). Bu 6rnekler i¢inde Ajeo/A2s0
oran1 hesaplanmistir. Deger ortalama olarak 1.5 civarindadir. Bu yontemle elde edilen
DNA miktar1 Spektro olgiimleriyle belirlenebilmesine karsilik olduk¢a az oldugundan
agaroz jelde goriintiilenmesi miimkiin olmamistir. (Sekil 3 ¢)

Ozellikle Dellaporta ve Ark. ydntemine gore izole edilen gDNA fazla miktarda RNA
kirliligi igermektedir. Sekil-1" deki jelde de goriilen kirliligi ortadan kaldirmak amaciyla
ornekler Riboniikleaz A islemine tabi tutulmuslardir. Bu islemden sonra UV
spektrometrede incelendiginde diisiik yogunlukta DNA’nin varligi tespit edilirken jelde
incelendiginde goriintiilememistir. Bu sekilde RNA kirliliginden temizlenmis olan
gDNA ornekleriyle yapilan RAPD reaksiyonlarinda bir amplifikasyon olugmamustir.
Ayrica uygulanan fenol kloroform ekstraksiyonu, sonucu degistirmemistir. Ayni sekilde
diger yonteme de ayni islemler uygulanmig yine RAPD reaksiyonunda sonug
alinamamustir.

Bu durumda Satureja cinsine ait bitkilere uygun yeni bir gDNA yonteminin
uygulanmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Modifiye bu metod iki temel basamaktan
olusmaktadir. ilk basamakta Dellaporta ve ark. ile Pich ve ark yontemi modifiye
edilerek mini izolasyon yontemi olusturulmustur. Ancak bu sekliyle tiim DNA 6rnekleri
RAPD reaksiyonu sonucu tekrarlanabilir net bantlar vermemistir. Ikinci basamakta
PZR’ 1 inhibe ettigi tesbit edilen polisakkaritler temizlenmistir. Bu islem Do ve
arkadaslarinin  [18] uyguladigi gibi yiiksek konsantrasyonda NaCl kullanimiyla
¢cOziilmiistiir. Modifiye yontemle elde edilen genomik DNA oOrneklerinin agaroz jel
goriintiileri ve UV spektrofotometre absorbans degerleri gerekli standartlara uygun
bulunmustur. Modifiye yoOntemle elde edilen Orneklerin absorbans degerleri
Olciildliglinde Ajsp /Azgo oranmin (ortalama 1.82) saf DNA degerinde oldugu
hesaplanmistir. Bu yonteme ait 7 farkli DNA 6rneginin agaroz jelde verdikleri goriintii
Sekil 2’de verilmistir.
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MADMEKZCG M ADM K Z GCGM

i =
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e

Sekil-1 Dellaporta et.all.yontemine gore gDNA Sekil-2 Modifiye yonteme gore gDNA izolasyonu
izolasyonu sonucunda elde edilen gDNA nin sonucunda elde edilen gDNA’nin konsantrasyonunu
konsantrasyonunu gosterir agaroz jel fotografi gosterir agaroz jel fotografi

(M: Marker DNA, A:Tokat, D:Denizli, M:Mezitler, K:Kazdag, Z:Zeytinli,
C:Kiictikkuyu, G:Gokgeada lokalitelerine ait gDNA bantlari.)

Sekil 3’te 3 farkli izolasyon yontemiyle elde edilen gDNA 6rneklerinin karsilagtirilmasi
verilmistir. (d: ', ¢: 1" m:modifiye yontem). Jel fotografindan da gériilecegi gibi ilk
yotemle elde edilen DNA &rnei ¢ok fazla kirlilik icermektedir. Ikinci uygulanan
yontemle elde edilen DNA miktar1 ¢ok az olmaktadir. Bizim bu bitkiler igin
uyguladigimiz yontemle elde edilen DNA ise jelde net bir bant olusturmaktadir. Bu da
bize DNA’nin oldukg¢a temiz ve miktarinin yeterli oldugunu gostermektedir.

Farkl1 izolasyon yontemlerinin sonucunda elde edilen farkli genomik DNA 6rneklerinin
RAPD reaksiyonuna uygunlugu, ¢ok sayida primer kullanilarak degerlendirilmistir.
Farkli yoOntemlerle elde edilen DNA oOrnekleriyle RAPD reaksiyonu uygulamasi
yapilmstir. Bu orneklerden sadece modifiye yontem ile elde edilen DNA Ornekleri
PZR’ da cogaltilabilmistir. Cok sayida primer kullanilarak gDNA’ nin kalitesinin
degerlendirildigi bu RAPD-PZR sonuglarinin goriintiilerine ait bir 6rnek agaroz jel
fotografi Sekil 4’te verilmistir. Tim primerlerle, tekrarlanabilirligi olan bantlarin
olusmasi bu tiirler i¢in gerekli DNA izolasyon yonteminin belirlendigini gostermistir.
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M d ¢ m

C: [13]

Sekil-3 Ug Farkli gDNA izolasyon sonucunun karsilastirmas (d: (4 , m:modified

method, M: 1 kb DNA Standardi)

M 12 3 4 5 6 7 8M

1500

500

Sekil-4 OPB-08 Primerinin RAPD-PZR sonucu olusan bantlarin1 gosterir agaroz jel
fotografi
(M:1 kb DNA Standardi, 1:S.wiedemanniana , 2:S.cuneifolia, 3:S.parnassica
subsp.sipylea, 4:S.icarica, 5:S.pilosa, 6:Satureja sp.1, 7:Satureja sp. 2, 8:Satureja sp.3)

Bu calisma ile Satureja cinsine ait tlirlerin DNA izolasyonunda, diger yontemlere gore
daha az miktarda kimyasal gerektiren ve kolay uygulanabilen bir genomik DNA
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izolasyon yontemi belirlenmistir. Bu yontem, ayrica ugucu yag ve diger sekonder
metabolitler acisindan zengin diger Labiatae tirlerinin DNA izolasyonu i¢in de
kullanilabilir.
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