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0oz

Sistematik botanik calismalarinda morfolojik karakterlerin yetersiz kaldigi durumlarda
molekiiler ¢alismalar yapilmaktadir. Calismanin glvenilir olabilmesi icin kaliteli ve yeterli
miktarda DNA elde edilmelidir. Bu ¢calismada Thymus L. cinsine ait bazi taksonlar kullanilarak
3 farkl izolasyon yontemi denenmistir. Arastirmalarimiz ile klasik CTAB yontemi modifiye
edilmistir. Yapilan yeni protokolde CTAB protokoliine ek olarak STE, PVP 40 gibi kimyasallar
eklenmis ve bazi inkiibasyon siireleri degistirilmistir. izolasyon sonucunda elde edilen
DNA’da klasik yontemlere ve hazir kit kullanimina oranla daha saf genomik DNA’nin elde
edildigi gorilmustir.

ABSTRACT

In cases where morphological characters are insufficient in systematic botanical studies,
molecular studies are carried out. For the study to be reliable, high quality and sufficient
amount of DNA must be obtained. In this study, 3 different isolation methods were tried
using some taxa belonging to the Thymus L. genus. With our research, the classical CTAB
method has been modified. In the new protocol, in addition to the CTAB protocol, chemicals
such as STE and PVP 40 were added and some incubation times were changed. It has been
observed that purer genomic DNA was obtained from the DNA obtained as a result of
isolation compared to classical methods and the use of ready-made kits.
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1. GiRiS

klasik CTAB yontemine (Doyle & Doyle, 1990) bazi

Aromatik bitkiler, dogal olarak olusan polifenolikler,
fenolikler ~ve flavonoid (Maltas vd., 2011)
icerdiklerinden dolayi bitki arastirmacilari tarafindan
sistematik ve molekiler calismalarda daha fazla ilgi
cekmektedir. Bu bilesikler, proteinleri
parcalayabildikleri veya enzimlere mudahale
edebildikleri icin bu tir dokulardan nikleik asit veya
protein ekstraksiyonunda zorluklar yasanmaktadir (Hills
& Staden, 2002). Fenolik bilesikler DNA ekstraksiyonu
sirasinda nukleik asitlere baglanarak DNA’ nin
parcalanmasina sebep olur. Bu nedenle bitkilerden
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modifikasyonlar (Drabkova, 2014) uygulanmahdir.

Lamiaceae familyasina ait Thymus L. cinsi bu gruba en iyi
orneklerden biridir (Aneva vd., 2022). Uzun yillardir halk
arasinda tedavi edici Ozellikleri nedeniyle siklikla
kullanilan bu bitkinin yogun ugucu yag icerigiyle ilgili
bircok arastirma  yapilmistir.  Henliz  evrimini
tamamlamamis olan Thymus L. kimyasal polimorfizm ve
kolay melez olusturma ozelliklerinden dolayi ¢icekli
bitkilerin taksonomik olarak sorunlu tirlerindendir
(Yildiz vd., 2004).
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Sistematik calismalar oOncelikle morfolojik veya
anatomik ozellikler (Deniz, 2007) dikkate alinarak
yapilmaktadir. Fakat Thymus L. gibi cinslerde bu veriler
yetersiz kaldigi icin glvenilir bir sonug¢ elde
edilememektedir. Bu gibi durumlarda molekiler
¢alismalarin 6nemi daha da artmaktadir (Demirpolat,
2017).

Bitki molekdler biyolojisi ¢calismalarinin en 6nemli adimi
yiksek kalitede genomik DNA elde etmektir (Simsek vd.,
2008). Bitkilerden genomik DNA izole edebilmek igin
hlcre zarinin eritilmesi (Sancar, 2021), proteinlerden
arindirilmasi, fenolik bilesenlerin uzaklastiriimasi ve
sekonder metabolitlerin yikanmasi gerekmektedir. Bu
amagla yapilan birgok izolasyon protokoll vardir. Fakat
her bitkinin biyokimyasal yapisinin farkli olmasindan
dolayi her protokol her takson icin basarili sonug
vermeyebilir.

Bu ¢alismamizda da klasik CTAB yénteminin veya hazir
kitlerin sonug¢ vermedigi Thymus L. cinsine ait bazi

Tablo 1. DNA izolasyonu yapilan tirler ve lokaliteleri

taksonlar kullanilarak yeni bir protokol denenmistir.
Thymus L. cinsi icerdigi bilesenlerden dolayi tip,
eczacilik, parflimeri, kozmetik gibi bircok alanda
kullanimi yaygin olan 6nemli bir bitki grubudur. Bu
yizden bu tirlerin taksonomik olarak yerlerinin
belirlenmesi de sistematikciler tarafindan oldukca
onemlidir. Bu arastirma ile ilerde bu cinse dahil tiirler
Uzerinde vyapilacak olan molekiler filogenetik
¢alismalarina katki saglamasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Bitki Ornekleri

Bu calismada kullanilan bitki 6rnekleri Prof. Dr. H. Askin
Akpulat ve Prof. Dr. Bayram Yildiz tarafindan Sivas ilinde
toplanmistir. Toplanan tirler preslenerek kurutulup
herbaryum materyali haline getirilmistir.

Takson Lokalite

Thymus cappadocicus var. cappadocicus B6 Sivas: Gurin-Kangal arasi, Bogriidelik koyl batisi, kalker
kayaliklari, 2000-2100m, 04.07.1997, B. YILDIZ, 14250!

Thymus pectinatus var. pectinatus

B6 Sivas: Hafik, Lota Golleri dogu kismi, jipsli alanlar,1295-1300

m., 20.07.2017, Akpulat, 6354!

Thymus pectinatus var. pallasicus

B6 Sivas:

Sarkigla, Kayadibi-Yenigubuk arasi, 1300-1400m,

12.06.2003, Akpulat, 3305!

Thymus sipyleus subsp. sipyleus

B6 Sivas: Hafik, Lota Golleri dogu kismi, jipsli alanlar,1295-1300

m., 27.06.2017, Akpulat, 6396!

Thymus sipyleus subsp. rosulans

B6 Sivas: Hafik, Lota Golleri bati kismi, jipsli alanlar,1290-1295 m.,

27.06.2017, Akpulat, 6390!

Thymus leuchotrichus var. leuchotrichus  Sivas: Susehri-Zara arasi, Arabca k. Kuzeyi, Quercus calilig,
1300m, 30.06.1985, B. YILDIZ, 6112!

Thymus convolutus

Sivas: Divrigi, Gedikbas! koyi, kaya tzeri, 1100m, 11.07.1999, B.
YILDIZ, 14471!

Thymus fallax
14901!

B7 Sivas: imranl, Kizil Da, bazalt, 2200m, 22.07.2000, B. YILDIZ,

2.2. DNA izolasyon metodlari

2.2.1. EZ-10 Spin Column Genomic DNA isolation kit
protokolii

Kullanilan Kimyasallar:

1. Buffer PCB
2. Buffer BD
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3. PW Solisyonu

4. Yikama Sollsyonu

5. TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
EZ-10 Column & Collection Tube

izopropanol

B -merkaptoetanol

. Etil alkol (%96)

10. RNaz

11. Kloroform
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Kit ilk defa kullaniliyorsa PW sollisyonuna 24 ml
izopropanol, yikama sollisyonuna ise 45 ml etanol
eklenip 65°C'lik su banyosunda 5 dakika bekletilmelidir.
Daha sonra kimyasallar kullanima hazir gele gelecektir.

Bu yontemin uygulama sekli soyledir; 100 mg taze veya
20 mg kurutulmus bitki dokusu sivi azot ile 6gutilar.
Ornekler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilir. 600ul
Buffer PCB ve 12 ul B -merkaptoetanol eklenerek
vortekslenir. 25 dakika boyunca 65°C inkiibasyona
birakilir. Eger RNA icermeyen bir izolat elde edilmek
isteniyorsa tuplere 20 ul RNaz eklenip vortekslenir. Daha
sonra tiiplere 0,6 ml kloroform eklenir. iyice karistiriimak
suretiyle en az on defa alt Ust edilmelidir. 12000 g’'de 2
dakika santrifij edilir ve slipernatant yeni tiplere
aktarilir. Yeni tlplerin Gzerine 200 pl Buffer BD eklenip
vorteksle karistirilir. Eger bu asamada jelatinimsi bir yapi
olusursa 70°C’de 10 dakika inkibe edilmelidir. 200 ul,
%96’lik etanolde eklendikten sonra elde edilen karisim
EZ-10 kolonlarina aktarilir. 9000 g’de 1 dakika santrifj
edilir ve kolonun altinda kalan kisim dékdlir. 500 pl PW
sollisyonu eklenip 9000 g’'de 1 dakika santriflj edilir ve
kolonun dibindeki ¢okelti atilir. 500 ul yikama sollsyonu
eklenip tekrar 1 dakika stiresince 9000 g’de santrifij
edilir. Yine kolonun altindaki c¢okelti uzaklastirilir.
Kolonun Ust kisminda elde edilmek istenen DNA bulunur.
Daha temiz bir DNA icin 2 dakika boyunca 9000 g'de
santrifij edilip kimyasallarin uzaklasmasi saglanir. 50
veya 100 pl TE Buffer eklenip 1 dakika oda sicakliginda
inkGibe edilip 1 dakika boyunca da 9000 g'de santrifij
edilir.

2.2.2. CTAB protokolii

Kullanilan Kimyasallar:

1. CTABtamponu (2 gr %2’lik CTAB, 28 ml 5M NaCl,
40 ml 0,5M EDTA, 10 ml 0,1M Tris-HCl, 20 ml
dH,0)
B — merkaptoetanol
Kloroform:izoamil alkol (24:1)
izopropanol
Etil alkol (%70)
TE Tamponu (1 ml 1M Tris-HCI ph: 8,0, 0,2 ml
0,5M EDTA ph: 8,0 ve dH,0)
Bu yontemin uygulama sekli soyledir; yaklasik 1 g taze ya
da 100 g kuru bitki dokusu sivi azot ile bir havan
icerisinde parcalanir. Parcalanmis doku 2 ml’lik tlplere
aktarilir ve Gzerine 500 pl CTAB eklenir. Daha sonra 5 ul
B -merkaptoetanol eklenir ve vortekslenir. Ardindan bir
saat siireyle 65°C’de inkiibasyona birakilir. inkiibasyon
sonrasinda tlipler 14000 rpm’de 20°C'de 10 dakika

oukwnN
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boyunca santrifiij edilir. Santrifij sonrasi olusan
sipernatant yeni tlplere aktarilir ve pelet atilir. Yeni
tlplerin tzerine 750 pl 24:1 oraninda kloroform:izoamil
alkol eklenerek alt st edilir. Tekrar 14000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifijden sonra
tliplerde 3 faz gortinir. En altta fenolik bilesenler, orta
fazda bitki partikilleri ve en Ustteki fazda ise DNA’yi
iceren renksiz sulu faz bulunur. En Gstteki sulu faz yeni
tlplere aktarilarak tizerine 450 ul izopropanol eklenip 24
saat boyunca -20°C’de bekletilir. 24 saatin sonunda
tipler cikariip 14000 rpm’de +4°C'de 10 dakika
suresince santrifiij edilir. Santriflijden sonra tlipin en dip
kisminda pelet halinde DNA’nin gériinmesi gerekir.
Tupte kalan izopropanol doékilip tamamen uzaklastirilir.
Uzerine 500 ul %70’lik etil alkol eklenir ve DNA’nin
yikanmasi saglanir. Yikama isleminden sonra yeniden
14000 rpm’de +4°C’'de 5 dakika santriflj edilir. Gerek
gorilirse bu islem birkag defa tekrarlanabilir. Son olarak
tlipler kurutma kagidi Gzerinde yan yatirilarak etil alkol{in
ucup uzaklasmasi beklenir. Kuruyan pelet Gzerine de 50
ul TE tamponu eklenip DNA’nin ¢ézlinmesi saglanir.

2.2.3. Modifiye edilmis CTAB yéntemi
Kullanilan Kimyasallar:
1. STE (0,25 M siikroz, 0,03 M Tris, 0,05 M EDTA)

2. CTAB (1,4 M NaCl, 0,2 M EDTA, 100 mM Tris/HCl
pH: 8,03)

. PVP (%10)

. B—merkaptoetanol (%1)

3
4
5. Kloroform:izoamil alkol (24:1)
6. izopropanol

7

. Etil alkol
8. Molecular Grade Water

Bu yontemin uygulama sekli séyledir; 1 g kuru yaprak
havanda sivi azot ile toz haline getirilene kadar ezilir.
2000 pl'lik tuplere aktarilir. Toz haline gelen 6rnek
Gzerine 1 ml STE tamponu eklenir ve vorteks ile homojen
sekilde karistirilir. Daha sonra 10 dakika boyunca 10.000
rpm’de santrifiij edilir. Santriflij sonrasinda sipernatant
uzaklastirilir. Ardindan 600 pl CTAB tamponu, %10’luk
PVP’den 200 ul ve %1’lik B — merkaptoetanolden ise 12
ul eklenir. Tlpler vorteks yardimiyla homojen hale
getirilir ve bir saat siireyle 65 C'de inkiibe edilir.
inkiibasyon islemi bitince érnekler 10.000 rpm, + 4° C'de
10 dakika santrifiij edilir. Santriflij sonrasi Ust faz yeni
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tiipe aktarilir ve pelet atilir. Ust fazla esit hacimde olacak
sekilde kloroform:izoamil alkol eklenir ve vortekslenir.
10.000 rpm, + 4 C'de on dakika santrifiij edildikten sonra
Ust faz tekrar yeni bir tiipe aktarilir. Ust fazin hacmi kadar
soguk izopropanol eklenir. 24 saat boyunca 6rnekler -
20'C’'de bekletilir. izopropanol DNA molekiliiniin
¢Okmesini saglar. 24 saatin sonunda ¢ikarilan 6rnekler
14.000 rpm, + 4°'C’'de on dakika boyunca santrifiij edilir.
Santrifiij isleminden sonra DNA pelet olarak tiipiin
dibinde gériiniir hale gelecektir. izopropanol tamamen
uzaklastirilarak %70’lik EtOH ile DNA yikanir. Etil alkoli
uzaklastirmak igin 14.000 rpm, + 4°C’de 5 dakika santrifij
yapilir. Tipler kurutma kagidi lizerinde yan yatirilarak etil
alkoliin tamamen ug¢masi saglanir. Son olarak pelet
Uzerine molecular grade water eklenerek ¢ozdurilir.

2.3. Elektroforez ve saflik tayini

izole edilen DNA’larin elektrik akimiyla yiritilmesi
saglanir. Bunun icin %1’lik agaroz jel hazirlanir.
Hazirlanisi su sekildedir; 1 g agaroz terazide tartilir ve
behere konulur. Uzerine 100X Tris/EDTA tamponu
eklenir ve mikrodalgada kaynatilir. Kaynatma islemi

bitince 1 pl etidyum bromr eklenir. Etidyum bromr UV
translimunator (izerinde DNA’nin goriiniir olmasini
saglar. 80 W’da 45 dakika boyunca elektroforezde
kosturulur.

Elde edilen genomik DNA’nin saflik derecesini belirlemek
icin nanodrop cihazi ile 260 ve 280 nm’de absorbans
degerleri alinir. Bu degerlerin Ao / Azso nm oranlari
hesaplanir.

3. SONUC VE TARTISMA

Lamiaceae familyasina ait bitkilerin fenolik bilesen ve
sekonder metabolit iceriklerinden dolayi arastirmacilarin
oldukca dikkatini cekmektedir. Ancak bu igeriklerinden
dolayr molekiler ¢alismalarin yapilmasinda da bazi
zorluklar yasanmaktadir. Molekiler ¢alismalarin basaril
olabilmesi icin genomik DNA’nin izole edilebilmesi
gerekmektedir. Lamiaceae familyasindaki fenolik
bilesenler izolasyon asamasinda DNA’nin kirllmasina
veya saf bir sekilde izole edilmesinde engel
olusturmaktadir.

Sekil 1. EZ-10 DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen gDNA’nin jel goriintisi

Sekil 2. Klasik CTAB yontemi ile izole edilen gDNA'nin jel gorlintlsi
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Sekil 3. Modifiye edilen CTAB ydntemi ile izole edilen gDNA’nin jel goriintusu

Tablo 2. Farkli yontemler kullanilarak elde edilen gDNA’larin Azeo / A2g0 oranlari

Thymus Thymus Thymus
cappadocicu  pectinatus  pectinatus
s var. var.

pectinatus  pallasicus

Thymus  Thymus Thymus Thymus Thymus
sipyleus  sipyleus  leuchotrichus  convolutus fallax
subsp. subsp.
sipyleus  rosulans

EZ-10 Kit 0.872 0.564 0.652
CTAB 1.258 1.302 1.045
Mod. CTAB 1.924 1.851 1.801

0.854 0.451 0.554 0.745
0.974 1.245 1.157 1.008
1.785 1.914 1.648 1.715

Bu calismada Sivas ilinde yetisen Lamiaceae familyasina
ait Thymus L. cinsine ait 8 takson kullaniimistir. Bu
taksonlar icin 3 farkli izolasyon yéntemi denenmistir. ilk
olarak hazir izolasyon kiti kullaniimistir ve izole edilen
DNA’lar %1’lik agaroz jelde kosturulmustur. Calismanin
glvenilirligini anlayabilmek icin pozitif ve negatif
kontrollerde dahil edilmistir. Jel gorintileri Sekil 1’ de
gosterilmistir. Jelde pozitif kontrol disinda bir bant
olusumu gozlenmemistir. Nanodrop O&lcimleri de
ortamda bulunan protein fazlaligina dikkat cekmektedir.
Bu yontemde DNA’nin saflik degeri distk oldugu icin
farkh bir yontem denenmistir.

Klasik CTAB yontemi hazir kit kullanimina oranla daha
fazla zaman ve ugras gerektiren bir yontemdir. Fakat kite
gore daha iyi sonuglar vermistir. Sekil 2’ de zayif ve silik
bantlar gézlemlenmistir. Bu bantlar istenilen kalite ve
miktarda DNA olmadigini gosterse de nanodrop
Olgiimleriyle de gozlemin dogrulugu kanitlanmistir. Bu
yontemde de protein kirliligi olduk¢a fazla olmasina
ragmen kit kullanimina goére daha az oldugu
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gorilmektedir. Saf DNA eldesi i¢in bu ydontemin de uygun
olmadigi anlasilmistir.

Modifiye ettigimiz CTAB yontemi de daha uzun ve agir
kimyasallar iceren bir yontemdir. Bu ydntemle izole
edilen DNA’lar da %1’lik agaroz jelde kosturulup UV
transilluminator ile goérintilenmistir. Sekil 3’ de
gorialdigli gibi biitin tlrlerde basanli bir izolasyon
yapilmis olup herhangi bir kirlilige rastlanmamistir.
Yapilan deneylerde STE isleminin iki defa yapilmasinin
fenolik bilesikleri uzaklastirmada daha etkili oldugu
goralmastiir. Ayrica STE ile bitkilerde seliilozun
birikmesiyle olusan ikincil hiicre zarinin parcalanmasi
saglanir. Her cins veya tir igin izolasyon yontemlerinde
bazi degisiklikler yapilmasi gerekebilir. Clinkli her bitki
icerigi birbirinden farkli bilesenler igermektedir. Bu
yontem zararh kimyasal maddelerin kullaniimasini
gerektiren ve uzun siren bir ydontem olmasina ragmen
sonuglar basarili olmustur.

Molekiiler biyoloji ¢alismalarinda izolasyon en 6nemli
asamadir ve c¢alismanin geri kalanini 6nemli o6lglide
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etkilemektedir.  izolasyon sonrasi yapilan PCR
reaksiyonlarinda DNA’nin miktari ve kalitesi calismayi
onemli oranda etkilemektedir. Sekil 3'de gosterildigi gibi
agaroz jel goriintilerinde RNA veya sekonder metabolit
kirlenmesi olmadigi gortlmektedir. Bu da izolasyonu
yapilan tirlerin PCR ¢alismalari icin uygun oldugunu
kanitlamaktadir.

Sonu¢ olarak uyguladigimiz bu yontemin Thymus L.
tlrleri igin iyi bir ydontem oldugu gorilmustar.
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