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OZET

Ulkemiz geofitler agisindan oldukga elverisli bir ekolojiye sahiptir. Diinya geofitlerinin
(soganlh, yumrulu, yamru koklii, rizomlu ve benzeri bitkiler) 6nemli bir kismini barindiran
Tiirkiye florasinda geofitlerin 78 cinsine ait yaklasik 1027 taksonu (tiir, alt tiir, varyete,
form) yetismekte, olup bunlarin yaklasik %40°1 endemiktir. Bu tiirlerin biiyiik bir kismi
Yalova Atatiirk Bahce Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii biinyesinde koruma altina
alinmislardir. Bu ekolojide molekiiler biyoloji ¢alismalarimi basariyla yiiriitebilmek i¢in
mutlaka yeterli ve yiiksek saflikta DNA izole etmek gerekmektedir. Geofitlerin endemik
tiirlerinin yok olma ihtimalleri de diisiiniildiigiinde bu caliymalarin 6nemi daha da
artmaktadir. Bu ¢calismada Tiirkiye ekolojisinden toplanan farklh geofit cinslerine ait taze
yapraklardan toplam 2517 adet DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu izole edilen
DNA’larin saflik ve miktar tayinleri yapilarak birbirleri ile karsilastirmalar1 yapilmistir.
Calismada en fazla Allium, Crocus, Ornithagalum, Muscari, Ophrys, Geranium, Cyclamen,
Scilla, Anemone, Gagea cinslerine mensup tiirlerle ¢alisilmistir. Bunlarin disinda ¢alisilan
cinslerle birlikte toplam 26 cinsle ¢alisma yapilmistir. Cahlisilan cinsler icerisinde elde
edilen sonuglar topluca degerlendirildiinde DNA izolasyonunun miktar ve saflik
agisindan en basarih yapildig cinsler Delphinium, Erodium, Cyclamen, Fritillaria, Allium,
Crocus, Primula ve Anemone olurken en sorunlu olan cinsler ise Asphodelus, Oxalis ve
Asphodeline olmustur. Calisilan 2517 6rnegin %65°lik kisminda DNA izolasyonu sorunsuz
iken %35’lik kisminda ise diisiik kalitede DNA elde edilmistir. DNA izolasyonu sorunsuz
olan 6rneklerin ortalama DNA miktari 83 ng/ul ve saflik degeri 1.89 olmustur. Elde edilen
sonuclar 15181nda; cahsilan cins sayisiin fazlahg, yaprak tip ve iceriklerinin farklihgina
ragmen iyi sonuclar elde edilmistir. Bu calisma ile ileride yapilacak tanimlama, genetik
haritalama, benzerlik iliskisi gibi molekiiler arastirmalar icin kaynag1 ve orijini belli
genetik materyalin koruma altina alinmasi ve depolamasi gerceklestirilmistir.
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SUMMARY

DETERMINATION OF GENOMIC DNA QUANTITY AND PURITY OF DIFFERENT
GEOPHYTE GENUS

Ecology of our country is very convenient in terms of Geophytes. World geophytes
(bulbs, tubers, tuberous root, rhizome plants and so on) are an important part in Flora of
Turkey. Geophytes grown in Turkey seventy—eight belonging to the genus containing about
1,027 taxa (species, subspecies, varieties, forms) and approximately 40% of them are
endemic. A large number of these species within the Yalova Atatiirk Central Horticultural
Research Institute are under protection. It is required to isolate DNA high purity and
enough quantity to successfully carry out the study of molecular biology. Also considering
the possibility of extinction of endemic geophyte species increased the importance of this
work. In this study, different Geophyte species collected from Turkey ecology DNA isolated
from fresh leaves. DNA isolation and cold storage of the total population was 2,517. The
results showed that the modified protocol almost successfully produced a sufficient amount
of DNA with high quality. It was obtained high purity and sufficient amounts of DNA from
Delphinium, Erodium, Cyclamen, Fritillaria, Allium, Crocus, Primula and Anemone.
However sufficient purity and quantity of DNA could not be obtained from most of the
Asphodelus, Oxalis ve Asphodeline species. 65% of the isolated DNA results were successful
but 35 % of the total samples were obtained poor quality DNA. The average amount of
samples in a high—quality DNA isolation from 83 ng/ul, and the purity value was 1.89. In
the light of these results, Even if studied excessive number of species, different leaf types
and their contents although the obtained results can be said to be successful. In this study,
future identification, genetic mapping, molecular research all kinds of similarities to the
relationship, the source and origin of the genetic material to be protected, and storage of
certain realized.
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GIRiS

Tiirkiye geofitler acisindan oldukga elverisli
bir ekolojiye sahiptir. Bu sebeple olduk¢a zengin
bir geofit popiilasyonu iilkemizde mevcuttur.
Soganli, yumrulu ve rizomlu bitkiler Tiirkiye
florasinda  6nemli bir yer tutar. Ozellikle
tilkemizin farkli kesimlerinden dogadan toplanan
farkli tiirlere mensup geofitlerin ihracati da
yapilmaktadir. Bu ihracat rakamlarinin her gecen
yil artmakta oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde
geofitler  genellikle siis bitkisi amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica smirlt sayida baz tiirler
ise fitokimyasal icgerikleri i¢in kullanilmaktadir
(30, 24).

Geofitler ile DNA izolasyon c¢alismalari
diinyada farkli tiirlerde Ozellikle tanimlama
calismalarinda kullanilmak iizere yiiriitilmistir.
Bu analizlerde kullanilacak DNA’larin mutlaka

yikksek saflikta olmast gerekmektedir. Bazi
tirlerde  polifenoller ve diger sekonder
metabolitler ~ sebebiyle saf halde DNA

ekstraksiyonu oldukca zordur (15, 1, 29, 9, 21, 23,
7, 30).
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Tiim bitki tiirleri i¢in tek bir izolasyon yontemi
bazen arzu edilen sonuglari vermemektedir (28).
Genellikle geng ve kismen ag¢ilmis yapraklar DNA
izolasyonu i¢in tercih edilir. Ciinkii bu yapraklar
daha az miktarda polifenol ve diger DNA
izolasyonunu zorlastiran sekonder metabolitleri
igerirler (19). DNA izolasyon protokollerinde
yiiksek kalite ve miktarda DNA elde etmek ana
amagtir. DNA izolasyonu sonrasi elde edilen
DNA’larin miktar ve safligim belirlemede
kullanilan en yaygin iki yontem spektrofotometre
ve agaroz jelde kontrol etmektir. Saf olarak izole
edilen DNA’lar farkli molekiiler c¢aligmalarda

dogrudan  kullanilabildigi  gibi sogukta
depolayarak (—20°C ve —80°C araliginda) daha
sonra kullanmak amaciyla da

saklanabilmektedirler (8, 27, 25).

DNA izolasyon calismalarinda elde edilen
DNA’larin saflig1 ve kalitesi bitkiden bitkiye ve
kullanilan ~ protokole  gore  farklilk arz
edebilmektedir. Cok farkli metot ve teknolojiler
genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilmaktadir.
Bu tekniklerin se¢iminde farkli faktorler etkili
olmaktadir. Ozellikle fazla sayida &rnekle ve
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sinirli bir zamanda yapilacak caligmalar icin en
yaygin kullanilan yontemler DNA izolasyon
kitleridir. Bu amacla en yaygin olarak silika
temelli  kitler kullanilmaktadir. Elde edilen
DNA’larin safligim1 arttirmak igin etanol ve
isoproponal kullanimi bu kitlerde oldukga
yaygindir (13, 21).

Pek ¢ok arastirict kullaniminin kolay olmasi,
insan sagligi i¢in zararl kimyasallar1 igermemesi,
cabuk sonu¢ vermesi ve pek ¢ok tiir igin
kullanilabilir olmas1 sebebiyle bitki DNA
izolasyon kitlerini kullanmaktadirlar (18, 2, 14).

Saf halde yeterli DNA izolasyonu yapildiktan
sonra Ozellikle genetik akrabalik iliskileri ve
markore dayali seleksiyon calismalar1 pek ¢ok
arastirmaci tarafindan farkli geofit cins ve tiirleri
ile yuriitilmustiir (17, 6, 12).

Bu calismada Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’nin destegiyle ve farkli iiniversite ve
aragtirma kuruluslarinin katilimiyla yiiriitiilen bir
TUBITAK projesi kapsaminda 26 farkli geofit
cinslerinden toplanan 2517 adet popiilasyon
orneginin DNA izolasyonu, saflik ve miktar tayini
ile karsilagtirmalari yapilmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Tirkiye florasindan toplanan 26 farkli geofit
cinsine mensup toplam 2517 adet geofit bitkisi
calismanin materyalini olusturmustur. Caligmada
kullanilan geofit cinsleri ve bunlardan galigilan
ornek sayilari sirasiyla su sekildedir:

Allium (760), Crocus (315), Ornithogalum
(282), Muscari (266), Orchiadaceae (151),
Geranium (70), Scilla (56), Gagea (53), Cyclamen
(52), Asphodeline (51), Galadiolus (50), Anemone
(49), Romulea (40), Arum (37), Bellevalia (37),
Primula (34), Galanthus (34), Fritillaria (30),
Biarum (26), Corydalis (26), Narcissus (25),
Sternbergia (22), Asphodelus (21), Erodium (12),
Oxalis (10) ve Delphinium (8). Bu cinslere ait taze
yapraklar DNA izolasyonu i¢in kullanilmustir.
Calisma 2011 ve 2012 yillarinda Tiirkiye
florasindan toplanan 26 farkli geofit cinsine ait
popiilasyon ornekleri ile yiiriitiilmiistiir.

Metot
Genomik DNA Ekstraksiyonu

Geofit cisnlerine ait popiilasyon orneklerinin
DNA izolasyonu icin silika temelli yaygin bitki
DNA izolasyon kitlerinden QIAGEN DNeasy
Plant Mini Kit (16) kullanilmigstir. Bu kit diinyada
en yaygin kullanilan bitki izolasyon kiti olmasi
sebebiyle tercih edilmistir. izole edilen DNA’lar
daha sonra farkli 1slah ve tanmimlama
caligmalarinda  kullanmak iizere —80°C’de
muhafaza altina alinmislardir. Kit ile calisirken
oncelikle yaprak dokularinin iyice homojenize
edilmesi gerekir. Bu amagla 6nce her bir 2.0 ml
yiiksek basinca dayanikli Eppendorf plastik tiip
icerisine 0.1 g yaprak 6rnegi ve 1 adet metal bilye
atilmis daha sonra yaklasik 30 saniye sivi azot
icerisine  daldirilmistir.  Hizla donan tiip
icerisindeki ornekler yaklagik 2 dakika saniyede
30 Kez titresim yapacak sekilde Tissue Lyser Il
(Qiagen) homejenizatorii ile parcalanmislardir.
Parcalanan Orneklere DNeasy Plant Handbook
(16) kitabindaki protokolde bazi modifikasyonlar
yapilarak DNA izolasyon islemi yapilmigtir.

DNA Saflik ve Miktarlarinmin Belirlenmesi

DNA izolasyon ¢alismasi sonucunda elde
edilen saf DNA miktar (ng/ul) ve safliklari
(Azs0/ Azso) (DNA/protein)  6nce  Picodrop
Spektrofotometre (Picodrop Microliter UV/Vis
Spectrophotometer) ve daha sonra %1’lik agaroz
jel ile yapilan 6l¢timler sonucunda belirlenmistir.
Spektrofotometre ile yapilan 6l¢timlerde 6zellikle
saflik degerinin belirlenmesinde 260 nm ve 280
nm’deki absorbans degerlerinin orani esas
almmistir Tim okumalar birka¢ tekrarli olarak
yapilmis ve ortalama degerler alinmustir.
Sonuglarin  degerlendirilmesinde  her  iki
uygulamada da yeterli kalitede ve saf halde sonug
veren Orneklerin DNA izolasyonunun sorunsuz
oldugu kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Toplam 2517 popiilasyon Orneginin DNA
izolasyonu gerceklestirilmigtir. Tiim DNA
izolasyonlar1 taze a¢gmis yapraklardan 100 mg
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olarak alinan oOrneklerle yapilmistir. Yapilan
izolasyon sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge
1’de verilmistir. Cizelge 1 incelendiginde ¢alisilan
cinsler igerisinde DNA izolasyonunun miktar ve
saflik acisindan en basarili yapildigi cinsler
Delphinium, Erodium, Cyclamen, Fritillaria,
Allium, Crocus, Primula ve Anemone olurken en
sorunlu olan cinslerin ise Asphodelus, Oxalis ve
Asphodeline oldugu goriilmektedir. Ozellikle
Delphinium cinsine ait 8 ve Erodium cinsine ait 12
popiilasyondan  alman DNA  Orneklerinin
tamaminda iyi kalitede DNA elde edilmistir. Bu
sonuglar Cizelge 1 ve Sekil 1’de %100 iyi DNA
orani ile gosterilmistir. Ancak Asphodelus cinsine
ait 21 popiilasyondan 6rnek alinmis ve bunlarin 17
tanesinde DNA izolasyonu sorunlu olmustur. Bu
sebeple iyi DNA oram1 Cizelge 1°de %19 olarak
gosterilmistir. Bu cins yapilan ¢aligmalar
sonucunda DNA izolasyonu en sorunlu cins olarak
6n plana ¢ikmustir. Bu cinsi sirasiyla Oxalis ve
Asphodeline takip etmistir. Genel anlamda
calisilan 2517 ornegin %65’lik kisminda DNA
izolasyonu sorunsuz iken %35’lik kisminda ise
diisiik kalitede DNA elde edilmistir.

DNA izolasyonu sorunsuz olan Orneklerin
ortalama DNA miktar1 83 ng/ul ve saflik degeri
1.89 olmustur. Cinslere ait popiilasyonlarin genel
ortalamalar1 alinarak yapilan degerlendirmede
genellikle cinslerin birkag istisna disinda 1.8-1.9
yiiksek  saflik  degeri araliginda  oldugu
goriilmiistir  (Sekil 2). Izole edilen DNA
miktarlari i¢in benzer bir degerlendirme yapilmis
ve 14-178 ng/ul araliginda cinslere ait ortalama
degerler elde edilmistir (Sekil 3). En yiiksek
degeri 178 ng/ul ile Arum cinsi verirken onu
sirastyla Geranium (136 ng/ul) ve Anemone (129
ng/ul) takip etmistir. En disiik miktar degeri ise
14 ng/ul ile Oxalis cinsinden elde edilirken onu
sirastyla Asphodeline (43 ng/ ul) ve Erodium (47
ng/ ul) cinsleri takip etmistir.

Arbi ve ark. (3) tarafindan Allium roseum L. ile
yapilan benzer bir ¢alismada spektrofotometre ile
yapilan olgiimlerde saflik ve miktar olarak bu
calismada elde edilen degerlere ¢ok yakin
sonuglar elde edilmistir. Shashi ve ark. (20)
tarafindan Allium stracheyi tohumlarindan DNA
izolasyonu yiiksek saflikta ve yeterli miktarda
yapilmis ve o6zellikle tohumlardan elde edilen
DNA’larn fenoller ve diger polisakkaritlerden ari
oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle bu ¢alismada
yaprak Ornekleri fenolik bilesenler ve diger
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polisakkaritlerce zengin olan ve yeterli saflik ve
miktarda DNA elde edilemeyen tiirler igin
tohumlar genomik DNA eldesi i¢in kullanilabilir.

Beiki ve ark. (5) farkli Crocus tiirlerinin hem
yaprak hem de soganlarindan DNA izolasyon
calismast yapmislardir. Sogandan izole edilen
DNA’larin ozellikle fenolik bilesenler ve diger
polisakkaritler yoniinden temiz olmalari sebebiyle
onermiglerdir. Yaptigimiz c¢alismada da bu
arastirmaya benzer bulgular elde edilmistir.
Ozellikle Crocus’larin yapraklarinin oldukga lifli
olmas1 sebebiyle 6zellikle 6rnek alma doneminin
ge¢ kalinmasi halinde DNA izolasyonlarinin
sorunlu oldugu gozlenmistir. Bu tiir donemlerde
soganlardan DNA izolasyonu yapilabilecegi Beiki
ve ark. (5) tarafindan bildirilmistir. Ancak
Gogmen Taskin ve ark. (12), Cyclamen alpinum
tiriine ait popiilasyon oOrnekleri ile yaptigi bir
calismada farkli sonuglar elde etmistir. Yaprak ve
yumrulardan elde ettikleri DNA o&rneklerinden
ozellikle yamrulardan yapilan izolasyonlarda elde
edilen DNA oOrnekleri iginde fazla miktarda
polisakkarit ve fenolik bilesik oldugunu ve PCR
caligmalari  Oncesi seyreltilmeleri  gerektigini
bildirmislerdir.

Ozellikle iyi kalite DNA oram diisiik olan
cinslerden alinan 6rneklerin biiylik bir kisminda
yaprak ornekleri ¢ok lifli ve yiiksek fenolik
icerigine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu geofit
tiirlerinden DNA izolasyonu yaparken miimkiin
oldugunca fazla sayida en taze organlardan drnek
almmast ve yiliksek fenolik icerigine karsi
kloroform, alkol gibi kimyasallar ile izole edilen
DNA  Orneklerinin  1-2  kez  yikanmasi
onerilmektedir. DNA disindaki diger
bilesenlerden yeterince arindirilmayan 6rneklerin
molekiiler c¢alismalarda kullanilmasi genellikle
arzu edilen sonuglarin elde edilememesine neden
olmaktadir (4, 10). Ayrica ayni1 cinse ait farkl tiir
ve alttirler de kendi iginde farklilik
gosterebilmektedir. Nitekim ¢aligma sirasinda
ayni cinse ait farkl tiirlerde farkli sonuglar elde
edilmistir. Benzer c¢aligmalarda da bu tiir
farkliliklarin goriilebildigi bildirilmistir (26).

Elde edilen sonuglar kullanilan DNA izolasyon
kiti iizerinden degerlendirildiginde sonuglar
basarili olarak kabul edilmektedir. Ciinkii ¢ok
farkli Ozellikte cinslere ait yaprak oOrnekleri
tizerinde yapilan caligmalarda hep arzu edilen
sonucu elde etmek oldukg¢a zordur (11).
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Cizelge 1. DNA izolasyonu yapilan cinsler ve elde edilen sonuglar
Table 1. Obtained results of DNA isolated genera

Cins adi DNA DNA izolasyonu ort . Ortalama % sorunlu DNA % iyi DNA
. . L alama miktar
Cins adlart | kisaltmas: |izolasyonu iyi sorunlu Toplam Average amount saflik orant orant
Genus name |Genus name|DNA isolation| DNA isolation | Total 1 /Average purity|Ratio of problematic | Ratio of good
abbreviation good problematic (ng/ul) (260/280 nm) DNA (%) DNA (%)
Allium Al 651 109 760 110 1.88 14 86
Crocus Cr 261 54 315 84 1.89 17 83
Ornithogalum Or 207 75 282 95 1.87 27 73
Muscari Mu 97 169 266 62 1.87 64 36
Orchiadaceae [¢] 103 48 151 114 1.86 32 68
Geranium Ge 52 18 70 136 1.81 26 74
Cyclamen Cy 48 4 52 99 1.91 8 92
Scilla Sc 37 19 56 96 1.89 34 66
lAnemone An 37 12 49 129 1.87 24 76
Gagea Gag 40 13 53 53 1.87 25 75
Romulea Ro 29 11 40 63 1.88 28 73
IAsphodeline Asl 12 39 51 43 1.90 76 24
Primula Pr 27 7 34 56 1.94 21 79
Arum Ar 20 17 37 178 1.92 46 54
Bellevalia Be 22 15 37 59 1.90 41 59
Galanthus Ga 24 10 34 94 1.86 29 71
Fritillaria Fr 27 3 30 96 1.82 10 90
Gladiolus Gl 26 24 50 69 1.90 48 52
Biarum Bi 11 15 26 89 1.91 58 42
Narcissus Na 10 15 25 55 1.95 60 40
Sternbergia St 16 6 22 95 1.97 27 73
Erodium Er 12 0 12 47 1.86 0 100
Corydalis Co 17 9 26 55 1.88 35 65
IAsphodelus As 4 17 21 56 1.80 81 19
Delphinium De 8 0 8 101 2.00 0 100
Oxalis Ox 2 8 10 14 1.86 80 20
TOPLAM Ort:83 Ort:1.89 Ort:35 Ort:65
Total 1800 7 2517 Avr:83 Avr:1.89 Avr:35 Avr:65
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Sekil 1. DNA izolasyonu sorunsuz olan cinsler (%)
Figure 1. Good DNA isolated genera (%)
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Sekil 2. Izole edilen DNA’larin saflik (Azeo/Azs0) ortalamalari
Figure 2. The mean from purity of isolated DNA (Azso/A2s0)
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Sekil 3. izole edilen DNA’larin miktar (ng/ul) ortalamalar
Figure 3. The mean from amount of isolated DNA (ng/ul)
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Cilinkii ayn1 yontemi degistirmeden tiim cins ve
tiirlere uygulamak basar1 oranini diistirmektedir.
Clinkii her bir cinsin yaprak yapisi, kimyasal
icerigi ve DNA miktar1 aym degildir. Tiim bu
zorluklara ragmen bu kadar fazla cinse ait 6rnekle
elde edilen 9%65’lik oran olduk¢a iyi
sayilmaktadir. Benzer bir ¢caligma Mirhomeni ve
ark. (14) tarafindan yapilmis klasik yontemlerle
birlikte ticari bitki DNA izolasyon Kitlerinin de
basar1 ile  farkli PCR  c¢alismalarinda
kullanilabilecegi bildirilmistir.

SONUC

Bu caligma farkli geofit cinslerine ait 2517
popiilasyondan alinan 6rnek ile yapilan en kapsamh
ilk galismalardan birisidir. Bu ¢aligma ile ticari olarak
satilan ve pek ¢ok arastrmaci tarafindan
kullanilmakta olan “Bitki DNA Izolasyon Kiti
(Qiagen)’nin baz1 degisiklikler sonucunda birkag
geofit cinsi hari¢ pek cok geofit cinsinde giivenle
kullanilabilecegi ortaya konmustur.
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