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OZET

SALEP iCERIGININ TESPITINDE KULLANILABILECEK
MOLEKULER MARKER GELISTIRILMESI UZERINE ARASTIRMALAR

EDA KABACAOGLU
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Bar¢in KARAKAS BUDAK
Ocak 2018; 96 Sayfa

Salep, giiniimiizde ticari 6l¢ekte yetistirilemeyen, dogadan toplanan Orchidaceae
familyasindan bitkilerin yumrularindan ¢esitli islemler sonrasinda elde edilerek tiiketime
sunulan ve ¢ok yiiksek fiyatlara alict bulan bir gida maddesidir. Salep ¢ogu zaman toz
formda satisa sunulur. Toz salebin temel bilesimi nisasta ve glukomannan oldugu i¢in
taklit veya tagsis edilebilir nitelikte bir {iriin s6z konusudur. Diger yandan pahali olmasi
sebebiyle de sivi veya toz formda salep iireten firmalar irilinlerinde saf salebi ¢ok az
miktarlarda kullanirlar. Salep ayn1 zamanda, koruma altinda olan (herhangi bir formunun
ihracatt yasak olan) bir {irlindiir. Heniiz toz formda bir gida iirliniinde salebin varliini
veya miktarini tespit etmeyi saglayacak lisansli bir yontem mevcut degildir.

Bu tez c¢alismasinda salebe 6zgii tanilama imkan1 saglayacak genetik markerlerin
tespiti i¢in biitiinsel yaklagimla tiire 6zgii RAPD parcalarindan ve ayrica ITS2 bolgesi
DNA dizilerinden spesifik marker gelistirme calismalart ylriitiilmiistiir. Gen havuzu
olarak salep iiretiminde kullanilan cinsleri iceren kuru ve yas yumru salep Ornekleri
kullanilmistir.  1TS2 bolgesi  dizilerinden faydalanarak tasarlanan primerler seti
kullanilarak, ticari salep iiriinleri ve tagsis/dolgu/katki amaclh kullanilan diger maddeler
test edilmistir. Gergeklestirilen klasik PZR analizi ile tasarlanan bu markerler salebin
tespitinde kullanilabilmistir. Gergek zamanli PZR denemeleri tasarlanan 1TS2a spesifik
primer ¢ifti ile 18SrRNA evrensel primer cifti kullanilarak yiiriitiilmiis ve kalibrasyon
egrisi olusturularak primerlerin PZR verimlilikleri belirlenmistir. Patates nisastas1 veya
misir unu ile toz salepten izole edilen DNA kaliplar1 gergek zamanli PZR ile analiz
edilmis ve uygulanan yontemlerin duyarliligi ve uygulanabilirligi arastirilmistir. Miktar
belirlemeye yonelik yontem gelistirme calismalarinda farkli miktarlarda patates nisastasi
ve salep iceren pacallardan elde edilen DNA ile AACt metodu kullanilarak kalibrasyon
egrisi elde edilmis, yontemin dogrulugu belirlenmis ve son olarak ticari ornekler test
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Salep, Tagsis, 1TS2, Gergek zamanli PZR, Orchidaceae
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ABSTRACT

STUDIES ON THE DEVELOPMENT OF MOLECULAR MARKERS FOR
THE DETECTION OF SALEP

EDA KABACAOGLU
PhD. Thesis in FOOD ENGENEERING
Supervisor: Assit. Prof. Bar¢in KARAKAS BUDAK
January 2018, 96 pages

Salep, is a non-cultivable product which is obtained by collecting tubers of the
Orchidaceae plants from the wild. Following various processes the tubers are available
for consumption as a highly valued food ingredient. Salep is most often marketed in
powder form. As the main components in salep are glucomannans and starch, it is a
powder material which may be mimicked or adulterated. Original salep finds high market
value thus, manufacturers of commercial salep powders or drinks use very little of the
original ingredient, adding starch or gums as bulking agents. On the other hand, salep is a
product protected under the law (export of salep in any form is strictly prohibited). There
is presently no method to test the presence of salep in a food powder or to evaluate salep
authenticity.

The aim of this study is the determination genetic marker(s) that may be used in
detection, determination and authentication of salep. To this end, with a holistic
approach, RAPD fragments were obtained for the development of SCAR markers.
Additionally, specific primers designed from the ITS2 locus were analyzed. Tuber
samples representative of genera used in salep production were used to construct the gene
pool. Methods were validated by testing against a collection of salep samples as well as
possible adulterants/bulking agents/additives. Sequences of the ITS2 region were utilized
in designing a primer set which could be used in real time PCR experiments to obtain a
calibration curve that could be applicable for quantification. The sensitivity of the
developed methods were validated by testing with powder salep mixtures mixed with
predetermined amounts of starch or corn flour in real time PCR set up with designed
ITS2a specific primers and 18S rRNA universal primers.

KEYWORDS: Salep, Adulterant, ITS2, Real-time PCR, Orchidaceae
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ONSOZ

Salep olduk¢a kiymetli dogal varliklarimizdan biridir. Geleneksel olarak gida
amach tiiketilen ve sadece dogadan toplama usuliiyle elde edilebilen bu iiriiniin
siirdiiriilebilir sekilde tiretimi heniiz ticari 6l¢ekte miimkiin olamamis, ekonominin temel
kurali dogrultusunda da yiiksek kiymet atfedilen bu iirlinlin arz edilen miktarindaki
azalma irlinlin maddi degerinin her gecen giin artmasina sebep olmustur. Buldugu
yiiksek deger nispetinde de taklit ve tagsise acik bir iiriin halini almistir toz salep. Bu
tespitten yola ¢ikarak toz salep icin bu maddeyi diger toz gida iiriinlerinden ayirmada
kullanilabilecek bir yontem gelistirme diislincesiyle yola ¢ikilan bu tez c¢aligsmasi ile
salepte otantisitenin ortaya konulmasinda kullanilabilecek marker bolgelerin arastirilmasi
hedeflenmistir.

Tez calismasinin baslangi¢ asamasinda yaprak ornekleri ile ¢alisilmast diisiiniilse
de DNA izolasyon c¢alismalarinda farkli materyallere ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir.
Salep ytiksek seviyede su tutucu ve jel olusturucu 6zellikte bir materyal oldugu i¢in DNA
izolasyonunda farkli izolasyon yontemleri denenerek toz ve yumru salepten izolasyon
icin en uygun yontemin belirlenmesi saglanmistir. Hem genel bir yaklasim olarak ortak
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) dizilerinden, hem de spesifik yaklasim
olarak ITS2 (internal transcribed spacer 2) dizilerinden faydalanarak tasarlanan primer
ciftleri ile ¢ok sayida orkide bireyi ve salep orneginde denemeler yapilmistir. Sonug
olarak tagsiste kullanilabilecek materyallerde negatif sonug¢ veren, ancak salepte biiyiik
Olctide ve tutarli sekilde amplifikasyon saglayan primer cifti belirlenmistir. Bu primerler
ile miktar tespitine yonelik ¢aligmalar da yiirtitiilmiistiir.

TUBITAK TOVAG-1140197 numarali ve “Salep Igeriginin Tespiti igin
Molekiiler Marker Gelistirilmesi Uzerine Arastirmalar” baghikli proje, Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenmis ve Akdeniz
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii laboratuvarlarinda
yiiriitiilmiistiir. Tez calismasinda kaynak saglayan TUBITAK’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunar ve calismalarin sonucu elde edilen bilgilerin, orkidegiller ve salep lizerinde
molekiiler ¢alismalar yiiriiten ve/veya salep liretim yontemlerinin gelistirilmesine yonelik
cabalar1 olan arastirmacilar i¢in oldugu kadar salep kullanan gida endiistrisi yetkilileri ve
denetleme kuruluslarinda gorevli kisiler i¢in de faydali olmasin dilerim.

Doktora tez ¢aligmasi siiresince oncelikle bilgi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren
ve destegini esirgemeyen danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Bargin KARAKAS BUDAK’a
ve degerli hocalarim Prof. Dr. Mehmet INAN, Yrd. Dog. Dr. Hatice IKTEN ve Yrd. Dog.
Dr. Cengiz IKTEN’e g¢ok tesekkiir ederim. Ayrica biyolojik 6rneklerin
toplanmasinda/tanilanmasinda sunduklar1 katkilar i¢in Akdeniz Universitesi’nde gorevli
Dog. Dr. Ismail Gokhan Deniz’e ve sagladiklar1 O. sancta ile S. vomeraceae taze yumru
ornekleri icin ETAE’ne (Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Izmir) tesekkiir ederim. Son
olarak destegini ve yardimini esirgemeyen Yeliz YILMAZ, Selcan Seving SOLAK, Mete
YIGIT, Semiramis GEREDELI, Giirkan YILMAZ ve diger tim laboratuvar
arkadaglarima, ayrica maddi, manevi destekleriyle hep yanimda olan sevgili babam
Enver, annem Ayse, kardesim Derya KABACAOGLU ve Einari PAAKKANEN’e
sonsuz tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunarim
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : ylizde

°C : santigrad derece

© : sonsuz

be : baz gifti

Ct - esik dongiisii (threshold cycle)

Dev - devir

dk - dakika

g - yer ¢ekimi ivmesi (gravitational force)
kbg : kilobaz ¢ifti

mg > miligram

ml - mililitre

ul : mikrolitre

mM > milimolar

nm : nanometre

sn : saniye

Tm . erime sicakligi, primer eslesme sicakligi
U : linite

Kisaltmalar

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

BLAST : Basic Local Allignment Search Tool
BSA : s1g1r serumu albiimini (bovine serum albumen)
cDNA : komplementer deoksiriboniikleik asit
CTAB - cetiltrimetilamonyum bromid (cetyltrimethyl ammonium bromide)



dNTP
dsDNA
EDTA
ETAE
HK
ITS
LB
LOD
LOQ
NCBI
NTC
PVP
PZR
qPZR
RAPD
RNA
SCAR
SS
TAE
VK

ITS

: deoksiniikleotid trifosfat

- ¢ift iplik¢ikli DNA (double stranded)

. etilen diamin tetra asetik asit

: Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii

: hesaplanan konsantrasyon

- internal transcribed spacer

: Luria Bertani

: tespit sinir1 (Limit of Detection)

: miktar belirleme sinir1 (Limit of Quantification)
: National Center for Biotechnology Information
: kalipsiz kontrol (no template control)

: polivinil pirollidon

: polimeraz zincir reaksiyonu

: gergek zamanl (kantitatif) PZR

: random Amplified Polymorphic DNA

- riboniikleik asit

: Sequence Characterized Amplified Regions

: standart sapma

- Tris-Asetat-EDTA

: varyasyon katsayisi

- transkribe edilen internal ara bolge (internal transcribed spacer)

Tezde ondalik yazim kullaniliminda virgiil (,) ondalik ayiract kullanilmaktadir.
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GIRIS E. KABACAOGLU

1. GIRIS

Salep, ticari Olgekte yetistiriciligi yapilamayan, dogadan toplanarak g¢esitli
islemler sonrasinda toz formda elde edilen ve ¢ok yiiksek fiyatlarla tiiketiciye sunulan
bir gida maddesidir. Toz salebin temel bilesimi nisasta ve glukomannan oldugu igin
taklit veya tagsis edilebilir nitelikte bir nihai iiriin s6z konusudur. Tiirkiyede cesitli
bolgelerde salebin toz formda saf olarak satildigi salep borsalari bulunmaktadir. Diger
yandan pahali olmasi sebebiyle de sivi veya toz formda salep icecegi iireten firmalar
tirtinlerinde saf salebi ¢ok az miktarlarda kullanmaktadir. Salep halen koruma altinda
olan (herhangi bir formunun ihracat1 yasak olan) bir iirlindiir. Salebin bilesimi itibariyle
otantisitesini ortaya koyabilecek bir yonteme literatiirde rastlanmamustir.

Bu tez calismast ile salep igeriginin teshis edilmesinde ve miktarinin
belirlenmesinde kullanilabilecek molekiiler marker ve bu markerin kullanildig:
yontemlerin gelistirilmesi amaglanmistir. Calismada Oncelikle kullanilacak materyal
tedarik edilmis, denemeler sonucu belirlenen uygun bir DNA izolasyon yontemi ile
genomik DNA izolasyon calismalar yiiriitiilmistiir. Daha sonra, bu genomik DNA
kaliplarindan marker gelistirme g¢aligmalart iki sekilde ele alinmistir; (1) RAPD ve
SCAR analizleri ile genel yaklasimli marker gelistirme (2) ITS2 genomik dizisinden
faydalanilarak 6zgiin yaklasimla marker gelistirme c¢aligmalart yiiriitilmiistiir. Salebe
Ozgii (spesifik) marker bolgelerden amplifikasyon saglayan klasik PZR primerleri
tasarlanarak bu yontem salep Orneklerine uygulanmistir. Miktar belirleme yontemi
gelistirmek {izere, elde edilen sonuglar dogrultusunda gercek zamanli PZR denemeleri
yirltiilmustir. Gelistirilen marker primerlerinin kullanildig1 ger¢ek zamanli PZR
yontemi salep tozlarinda ve katkilarinda uygulanmis ve yontemin 6lgiim hassasiyeti
belirlenmistir.

Salep borsalarinda ‘gergek salep’ veya ‘otantik salep’ tanimiyla ¢ok yiiksek
fiyatlardan satisa sunulan kuru toz formda saf salep nisasta vb, maliyeti ¢ok diisiik olan
diger gida katki maddeleri ile tagsise ugratilabilmektedir. Ote yandan salep igecegi
olarak satilan ticari toz veya s1v1 karisimlarda etiket igeriginde salep ibaresi yer almakla
birlikte, bilesimlerinde nigasta ve gamlar gibi pek ¢cok dolgu maddesi de bulunmaktadir.
"Salep” etiketi ile satildig1 igin {ireticiler az/eser miktarda da olsa iiriin bilesimine salep
ilave etmekle ve ilave edilen miktari iiriin etiketinde belirtmekle yilikiimliidiir. Bu gibi
driinlerin gercekten salep igerip igermedigini ortaya koyabilecek bir test heniiz
gelistirilmemistir. Diger yandan, iilkemizde yumru, toz veya tablet (her tiirlii formda)
salep ihracati dogal kaynaklarin korunmasi amaciyla kanunen yasaklanmistir. Gerekli
oldugu durumlarda bir toz 6rnegin bilesiminde salep bulundugunu ortaya koyabilecek
bir ticari test bulunmamaktadir. Gergeklestirilen kapsamli literatiir taramasinda bu
konuda yapilmis herhangi bir arastirma sonucuna da ulagilamamigtir. Bu c¢alisma
kapsaminda salep iiriinlerinin kalite kontroliinde kullanilabilecek markerlerin ve test
yonteminin gelistirilmesi amaclanmistir.

Bu amaca ulasmak i¢in asagidaki spesifik hedefler ortaya konmustur:

» Kuru yaprak, yas yumru ve ¢ekirdek salep (haslanmus, ipe dizilmis ve kurutulmus
yumru) olarak temin edilen salep 6rneklerinden, ayrica tagsis materyali ve gergek
salep olarak piyasada satilan toz iirtinlerden genomik DNA izolasyonu
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* Genomik DNA kalip olarak kullanilarak yapilan RAPD ve SCAR analizleri ile
monomorfik bantlarin  tespiti ve molekiiler marker gelistirilmesi (genel
strateji/biitiinsel yaklagim)

* ITS2 bolgesinden tasarlanan spesifik primer ciftleri ile dogrudan primer/prob
gelistirilmesi (6zgiin strateji)

* Gelistirilen markerler iizerinden tasarlanan primer giftleriyle salep 6rneklerinden ve
katki maddelerinden elde edilen DNA &rneklerinin kalip oldugu PZR denemeleri

* Gergek zamanli PZR analizinde kullanilmak iizere primer ¢iftlerinin tasarlanmasi
ve miktar belirleme ¢aligmalari

* Oranlar1 bilinen salep-tagsis materyali DNA’lar1 veya karisimlari ile yapilan
analizlerle klasik PZR ve gPZR yontemlerinin miktar belirlemeye yonelik
uygulanabilirliginin arastirilmasi ve yontemlerin validasyonu.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Salep; Genel Bilgiler ve Mevcut Durum

Salep bitkilerinin dahil oldugu Orchidaceae familyasina ait 24 cins ve 90 kadar
tiir saptanmistir. Salep sadece yumrulu orkidelerden elde edilebiliyor olsa da tiim
yumrulu cinsler bu amag i¢in uygun degildir. Tiirkiye’de bulunan 9 cinse ait 25 orkide
tiirli salep eldesi i¢in degerlendirilmektedir. Sezik (1984) farkli bolgelerde (Mugla,
Kastamonu ve Antalya) salep elde edilisinde bilhassa Orchis tiirlerinin (Orchis
anatolica, O. coriophora, O. italica, O. laxiflora, O. morio vb), bunun yaninda Ophrys,
Serapias tiirleri ile Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza romana ve Barlia robertiana
kullanildigin1  belirtir. Ayn1 kaynakta ovoid yumrulu salep tiirleri arasinda
Himantoglossum tiirleri de sayilmaktadir. Sezik vd. (2007) Mugla, Kastamonu,
Kahramanmaras ve civarinda salep elde edilen tiirler igin sunduklari ¢izelgelerde yine
ayni cins ve tiirleri vermislerdir. Ulkemizin birgcok bolgesinde dogal olarak yetismekte
olan bu tiirlere ait toprak alti organlar1 (yumrular) toplanarak yikama, ipe dizme, su
veya slitle kaynatma, kurutma gibi islemler sonrasinda yumru salep, bunlarin
ogiitiilmesi ile de toz salep formunda elde edilir. Elde edilen iiriin hem sicak igecek,
dondurma gibi {irtinlerde gida hammaddesi olarak, hem de saglig1 korumaya yardimci
etkilerinden 6tiirii bir drog olarak tiikketime sunulur (Tanker vd. 2007; Arslan 2011).
Toplama dogal yetisme alanlarindan yapilir ve bilingsiz ve asir1 toplama sonucunda
dogal varligimiz olan orkide tiirlerinin yok olmasi tehlikesi s6z konusudur (Erzurumlu
ve Doran 2011). Kreutz ve Colak (2011) orkide tiirlerimizin yok olmakla kars1 karsiya
olduguna dikkat ¢eker ve sebeplerini net olarak agiklar. Orkidelerin dogal yayiliglari ile
ilgili ok sayida arastirma mevcuttur (Sezik ve Ozer 1983, 1988; Altan vd. 2007; Sezik
2007; Aybeke vd. 2010) ve dogal ortamlarinin disinda kiiltiire alinabilmesine yonelik
caligmalar da devam etmektedir (Giimiis ve Ellialtioglu 2012; Caglayan vd. 1998;
Goniilsen vd. 1996). Orchidaceae i¢in yapilan taksonomik siniflandirmalar igin Tiirkiye
damarl bitkiler florasi i¢in hazirlanan en giincel ve kapsamli eser Giiner (2012)’dir. Tez
calismasinda kullanilacak orkide 6rneklerinin isimlendirilmesinde bu kaynak kitap esas
alinmistir.

Salebin temel bilesiminde bulunan baslica besin maddelerinin glukomannanlar
(gam/miisilaj) ve nisasta oldugu belirtilebilir. Farkli bolgelerden elde edilen saleplerin
%12-44 oraninda miisilaj, % 8-19 oraninda nisasta igerdigi belirtilmektedir (Sezik vd.
2007; Tamer vd. 2006). Tekingsen ve Giiner (2010) yaptiklar1 arastirmada farkli
tiirlerden elde edilen saleplerin bilesimi arasinda 6nemli farkliliklarin oldugunu ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada analiz edilen 10 farkl tiirden 6rnegin glukomannan igerigi
%18-%55; nisasta igerigi %5-38; protein icerigi ise %3-5 protein; %1-2 kiil; %9-11 su
oldugu bildirilmistir. Salep iceriginin ayrica toplama donemine goére de farklilik
gosterdigi bilinmektedir. Kimyasal bilesim analizi ile bir tozun saf salep (Orchidaceae)
olup olmadigini ortaya koyabilecek bir test mevcut degildir (Kasparek ve Grimm 1999).

Tiirk Gida Kodeksi Baharat Tebligine gore (2013/12) Salep “Cigeklenmesini
tamamlamis Orchidaceae familyasina dahil yumru baglayan farkli cins ve tiirlere ait
toprak orkidelerinin yumrularmin teknigine uygun olarak temizlenip su veya siitte
haslandiktan sonra kurutulup ogitiilmiis veya Ogiitiilmemis halini” seklinde
tanimlanmaktadir. Bu tebligin 5. maddesine gore baharata ve baharat karigimlarina
tiriinlerin kendi dogasindan gelen nigasta haric olmak iizere nisasta, irmik, razmol,
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kepek ve benzeri dolgu maddeleri katilamayacagi belirtilmistir. Yine bu tebligede
baharatin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ogiitiilmiis ve ogiitiilmemis salepte
yabanct madde bulunamayacagi, rutubetin en ¢ok %9, kuru madde bazinda toplam
kiiliin %1,9’u ve %10’luk HCI’da ¢oziinmeyen kiiliin %0,2°1 gegmemesi gerektigi
belirtilmistir (Anonim 2013). Bu tariflere gore, saf salep olarak satisa sunulacak bir
tiriinde disardan ilave edilen herhangi bir nisasta vb. katkinin bulunmasi tagsis olarak
degerlendirilir.

29/12/2011 tarihli ve 28257 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan Tiirk Gida
Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi geregince gida maddelerinin etiketlenmesinde
uyulmasi gerekenler kurallar belirtilmistir (Anonim 2011a). Buna gore; toz formda
“salep” olarak satilacak bir tiriinde veya etiketi iizerinde kelime, resim veya grafik
olarak “salep” vurgulandig: taktirde gidanin “salep benzeri iirlinle” karismasina engel
olan ana bilesenin (yani gercek salebin) net miktarinin etiket {izerinde belirtilmesi
zorunludur (bkz. Madde 22). 18/9/2009 tarihli ve 27353 sayili Resmi Gazete'de
yayimlanan Ihract Yasak ve On Izne Baglh Mallara iliskin Tebligde (ihracat 96/31)
Degisiklik Yapilmasma Dair Teblig (Tebliz No: ihracat 2009/11) geregince
Orchidaceae (salep) tiirlerinin yumru ve droglarinin da (toz, tablet ve her tiirlii formda)
ihracatt yasaktir (Anonim, 2011b). Bundan da oOncesinde 20/09/1988 tarihli Resmi
Gazete’de yayinlanan teblig ile salep (Orchidaceae), ihracat amaciyla dogadan sokiimii
yasak olan yabani ¢igek soganlari arasinda belirtilir (Anonim 1989). Buna ragmen
Tiirkiye’nin yilda 45 ton salep ihrag ettigi tahmin edilmektedir (Kreutz ve Colak 2011).
Kasparek ve Grimm (1999) 1991 yilinda Almanya’ya ihra¢ edilen 2,113 kg salebin
kabaca 3-4 milyon orkide yumrusuna tekabiil ettigini belirtmislerdir. Ayn1 yaymda 1993
yilinda Tiirkiye’nin toplam 75,119 kg salep ihrag ettigi bilgisine yer verilmis ve kesin
olarak yasaklanmis olsa da Tiirkiye’de bu hususta hukuki yaptirimlarin uygulanmadigi
belirtilmistir. Hossain (2011), Tiirkiye’nin en 6nde gelen ve en iy1 kalitede salep ihrag
eden iilke oldugunu belirtmistir. Son yillarda Tiirkiye sinirlari i¢indeki orkide sayisinin
azalmasina bagl olarak iran gibi komsu iilkelerden yillik 5.5-6.1 milyon orkidenin
hasat edilerek Tiirkiye ihra¢ edildigi bildirilmistir (Ghorbani vd. 2017)

Tiirkiye’de salebin yogun olarak toplandigi cesitli bolgelerde salep borsalar
mevcuttur. Tiirkiye'nin baslica salep borsasinin Burdur'un Bucak ilgesinde oldugu ve
buradan tiim Tirkiye'ye salep ticareti yapildigi bilinmektedir. Bu borsalarda salep,
kalitesine de bagli olarak, degisken fiyatlarla satisa sunulmaktadir. Internet iizerinden ve
farkli illerdeki aktarlardan elde edilen saf toz salep fiyatlar1 kg basina 350-1000 TL
civarinda oldugu belirlenmistir. Salep iceceklerinin imalatinda farkli gida katkilar
dolgu malzeme olarak kullanilmaktadir. Bu dolgu maddeleri icin fiyat drnegi vermek
gerekirse; guar gam 9-18 TL/kg, misir nisastast 5-10 TL/kg fiyatla satisa sunulmaktadir
(Anonim 2017). Bu durum saf salebin tagsisini veya taklidini ¢ok cazip kilabilmektedir.
Nitekim Tamer vd. (2006) nisasta ya da sentetik aromolar gibi maddelerle salepte tagsis
probleminin olduguna dair vurgu yapmislardir. Sezik vd. (2007) salep benzeri iiriinlerin
tiretimi i¢in kullanilan bazi miisilaj maddeleri ve bunlarin 6zelliklerini belirtmislerdir.

2.2. Islenmis Gidalarda Tagsisin Tespiti ve Molekiiler Teknikler

Gidalarda tagsisin tespiti zorlu bir istir ancak tiiketicinin korunmasi ve yasal
yaptirimlarin uygulanmasi agisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir (Primrose vd. 2010).
Aldatict etiketleme, Ozellikle yliksek fiyatlandirma gerektiren katma degeri yliksek
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gidalar i¢in ¢ok sik karsilasilan bir durumdur. Aldatmanin gergeklestiginin kesin sekilde
ortaya konabilmesi i¢in ise gida bilesenlerinin tespiti ve miktarlarinin belirlenmesi ile
miimkiindiir (Woolfe ve Primrose 2004). Bu tip analizlerde kararli izotop oranlarinin,
protein veya metabolik iirlinlerin analizi gibi yaklagimlar ile cesitli gidalarda tagsisin
tespitine yonelik caligmalar ve kimyasal/biyokimyasal yontemler mevcuttur. DNA
temelli yaklasim gidalarin gercekligini (otantisitesini) ortaya koyabilmek icin
kullanilabilecek araglardan biridir. DNA temelli gergeklik analizlerinin yaklasik 20
yillik bir gegmisi vardir. Gidanin otantikliginin ortaya koyulabilmesi i¢in DNA temelli
yontemlerde DNA dizilerinin essiz (unique) olusundan faydalanilir. Bu yontemlerin
oturtulmasinda karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri karmasik gida matrislerinden
DNA’nin izolasyonu ile istenilen miktarlarda ve kalitede DNA temin edilebilmesidir
(Woolfe ve Primrose 2004; Lockley ve Bradsley 2000). Salep ile ancak toprak alti
organi olmasi ve kurutulmus, 6giitiilmiis bir gida olmasi ile benzerlik tasiyan zerdegal
icin Remya vd (2004) DNA izolasyonu ve amplifikasyonu yaptiklar1 c¢aligmada
hedeflenen iyi ve yliksek kalitede DNA izolasyonu saglamis ve tekrarlanabilir PZR
denemeleri gergeklestirmistir.

Gidalarda tagsisin tespitine yonelik DNA temelli yontemler gelistirilmistir ve her
gecen gilin bunlara yenileri eklenmektedir. Genom seviyesinde farkliliklarin ortaya
konulabilmesini saglayan belirleyici maddelerin, yani molekiiler markerlerin
gelistirilmesinde uygulanabilecek PZR temelli olan ve olmayan pek ¢ok yontem
mevcuttur. Bunlar Agarwal vd. (2008) tarafindan giincel bir derleme ¢aligmasinda
karsilastirmali olarak Ozetlenmistir. Bu yontemlerin se¢ciminde genomik DNA dizi
bilgisinin mevcudiyeti ve deneme maliyetleri 6nemli unsurlardir. Gelistirilmis ve
oturtulmus PZR temelli yontemler arasinda cesitli et tiirlerinin ve GDO soyanin tespiti
ve miktarlarin belirlenmesi 6rnek olarak belirtilebilir (Woolfe 2004).

DNA parmak-izi yontemleri ile ilgili kapsamli bilgiler sunan giincel yaymlar
mevcuttur (Sucher vd. 2012; Semagn vd. 2006; Weisling vd. 1995). Bu yontemlerden
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ve SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilmasi uygun goriilen yontemlerdir.
RAPD prosediirii basitge GC oran1 %50’nin iizerinde olan 10 bazlik rastgele secilmis
(arbitrary) primerlerin kullanildigi PZR uygulamasi olarak tarif edilebilir (Weisling vd.
1995; Bardake1 2001).

RAPD gibi gelisigiizel marker tespit yontemlerinden elde edilen bulgular daha
duyarli ve daha yiiksek ¢Oziiniirliiklii yontemlerin (markerlerin) gelistirilmesinde
degerlendirilir. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) rastgele tasarlanmis
niikleotid dizilerine sahip primerlerle DNA’nin ¢ogaltilmasi ve jel analizi ile
goriintiilenmesi temeline dayanir (Arif vd. 2010). Cogu zaman RAPD jellerinde
gozlenen bantlar (markerler) dominant ozelliktedir ve goriintiilenen bantlar ayni
lokuslardaki farkli genden (heterozygous) veya Ozdes genlerden (homozygous)
kaynaklaniyor olabilir. Nadir durumlarda farkli alellerde aynmi lokustan ¢ogalan farkli
bliylikliikte kodominant RAPD markerleri de elde edilebilir. RAPD markerleri her ne
kadar dominant markerler olsa da PZR kosullarindaki ufak degisiklikler farkli
sonuglarin elde edilmesine neden olabilir ki bu da tekrarlanabilirligi disiiriir.
RAPD’lerin giivenilirligini arttirmak ve bunlari kodominant markerlere doniistiirmek
i¢in gelistirilen yontemlerden biri SCAR’dir (Chaudhary 2012).
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SCAR’lar genetik olarak tanimlanmis lokuslarda PZR yoluyla diziye 0zgii
primerler yardimiyla ¢ogaltilan genomik DNA pargalarini temsil eden PZR temelli
markerlerdir (Paran ve Michelmore 1993; McDermott vd. 1994). SCAR markerleri
gelisiglizel ¢ogaltma ile gergeklestirilen marker teknikleri ile (6r. RAPD) elde edilen
DNA pargalarinin klonlanarak dizilerinin belirlenmesi, sonrasinda da diziye 6zgii 15-30
b¢ uzunlugunda primerlerin tasarlanmasina dayanir. SCAR teknigi parmak izi
gelistirme, tanilama ¢alismalari, ¢esitli tlirler arasinda genetik varyasyonlarin
belirlenmesi gibi uygulamalar i¢in kullanilir. Dhanya ve Sasikumar (2010) bir derleme
calismasinda molekiiler markerler kullanilarak ticari ve zirai liriinlerde uygulanabilecek
tagsis tespit calismalarint O6zetlemis ve SCAR yoOntemine ve baharatlarda
uygulamalarina deginmistir. Toz zerdegalda tagsisin tespiti amaciyla Dhanya vd.
(2011a) SCAR yontemini kullanarak ayni aragtirma grubunca kirmizi toz biber ve
karabiber i¢in de tagsis tespit ¢alismalar yiiriitilmistiir (Dhanya vd. 2011b; Dhanya vd.
2009). Pafundo vd. (2007) zeytinyagi i¢in, Dyaneshwar vd. (2006) Phyllanthus emblica
Linn. i¢in, Polashock ve Vorsa (2002) Amerikan kizilcigi gesitleri i¢in ve Parent ve
Pagé (1998) ahududu cesitleri i¢in SCAR markerleri gelistirmiglerdir. SCAR markerleri
aym zamanda tarimsal dneme sahip bitki tiirlerinde genetik karakterizasyon (ikten vd.
2010) ve ekonomik kayiplara sebep olan bazi bitki hastalik/zararlilarina karsi
dayaniklilik genlerini takip etmek amaciyla da gelistirilmistir (Mutlu vd. 2008;
McDermott vd. 1994; Paran ve Michelmore 1993). SCAR markerleri kullanilarak
gercek zamanlhi PZR (QPZR) ile miktar olglimii ¢alismalar1 genellikle mikrobiyal
ajanlarin varligina yonelik arastirilmaktadir. Ancak Chaudhary vd. (2012) bir rozet
cicegi tiirlerinin ayriminda kullanilabilecek bir qPZR yontemi gelistirmislerdir.

2.3. Salepgiller Uzerine Yapilmis Secilmis Molekiiler Arastirmalar

Orkideleri konu alan ve RAPD yo6nteminin uygulandigi ¢alismalarin amacinin
cogunlukla genetik farkliliklari ortaya koymak oldugu sdylenebilir. Chaudhary vd.
(2012) RAPD markerlarii kullanarak Cin’de yetisen 5 Dendrobium tiiriinii analiz
etmiglerdir. Oliveira vd. (2010) ise 15 farkli primer seti ile gergeklestirdikleri RAPD
analizleri ile 56 adet Catasetum cinsinden orkide i¢in 12 adet monomorfik marker bolge
tespit etmigslerdir. Vasile vd. (2014) giineybati Romanya’ya 0zgili Orchidaceae
ailesinden bazi tiirler arasindaki genetik farkliliklar1 RAPD yontemi ile ortaya
koymustur. Ar1 vd. (2004) 19 orkide tiiriinden alinan yaprak dokularindan izole edilen
DNA ile RAPD yontemini uyguladiklart benzer amacl bir ¢alisma gerceklestirmistir.
Aragtirmacilarin  yaptiklar1 calisma sonucunda elde ettikleri jel goriintiileri
incelendiginde Orchis, Ophrys ve diger bazi salep tiirlerinde ayni biyiikliikte PZR
iirtinlerinin elde edilebildigi goriilebilmektedir. Bu durumda, bantlar arasinda homolog
dizilerin tespit edilebilmesi halinde marker gelistirmede kullanilabilecek veriler
saglayabilecegi diisiiniilebilir.

Proteinlerin kodlanmasinda islevi olmayan niikleer ribozomal (nr) DNA - internal
transcribed spacer (ITS) bolgelerinin dizileri de, matK, rbcl, psbA-trnH, rpoC1 vb.’de
oldugu gibi, bitkilerde tiir seviyesinde tanilama amaciyla arastirilan genomik DNA
bolgeleridir. ITS bolgelerinin sematik olarak gosterimi Sekil 2.1°de verilmistir. ITS2
dizileri filogenetik siniflandirmalar i¢in 1990’11 yillardan beri kullanilmaktadir. 1TS2
bolgesinin tiir bazinda ayrim yapma yeteneginin GenBank veri taban1 ITS2 girisleri
tizerinden yapilan bir degerlendirme ile monokotlar i¢in %74,2 oraninda basarili
olabildigi hesaplanmistir (Yao vd. 2010). ITS2, Fabaceae familyasindan bitki tiirleri igin
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DNA barkodu olmaya aday genomik bolge olarak arastirilmistir (Gao vd. 2010). Chen
vd. (2010) ITS2 bolgesinin bitkilerde barkod olmaya aday en uygun bolge oldugunu
belirtmistir. Orkide tiirleri i¢in de ITS bolgesi dizilerinin belirlenmesine dayali
calismalar gergeklestirilmistir (Devey vd. 2008; Soliva vd. 2001). Soliva vd. (2001),
orkide tiirleri sistematigi icin DNA dizilerinin kullanimi ile ilgili olarak ITS dizilerinin
arasindaki homolojinin ¢igek morfolojisindeki farklilig1 yansitmadigini belirtmistir. Bu
bulgu ITS bolgesinden tasarlanan orkide (salep) spesifik primerlerle ¢ogaltma yapilarak
gidada bulunabilecek diger tagsis unsurlarindan ayirt edilebilecegi fikrini
desteklemektedir. Focke vd. (2011) 39 baharat i¢in 18s,rDNA-ITS1-5.85,rDNA-ITS2-
28s,rDNA bolgesinden her bir baharata 6zgiin primerler tasarlayarak bu baharatlar i¢in
genomik DNA amplifikasyonu ile tespite (identification) dayanan yontem {izerine
calismislardir. ITS bolgesinden faydalanilarak pek ¢ok tibbi bitki i¢in genom temelli
marker gelistirme ¢alismasi1 Sucher ve Carles (2008) tarafindan 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1. Genomik DNA’da ITS bdlgelerinin sematik gosterimi (Focke vd. 2011)

Niikleer ribozomal DNA (nrDNA) okaryotlarda ¢ekirdekte yer alan ribozomal
DNA’nin kodlandig1 bir bolgedir. Bu bolge pes pese dizili 18S, 5.8S ve 28S rRNA
genlerini ve bu bolgelerin kopyalarin1 igeren ¢oklu bir gen ailesi olarak
tamimlanmaktadir. ITS bolgesi (internal transcribed spacers) kodlanmayan bir niikleer
ribozomal DNA bolgesidir. 18S, 5.8S ve 28S rRNA genleri, dogrusal olarak
diizenlenmis bir iinite (kistron) olusturmaktadir; buradaki 6zglin kodlama bolgeleri
dahili kopyalama aralayici bolgeleri (ITS) ile birbirinden ayrilmaktadir (18S ve 5.8S
genleri arasinda ITS1 bolgesi, 5.8S ve 28S genleri arasinda ITS2 bolgesi) (Wendel ve
Alvarez 2003, Focke vd. 2011). Bitki ve hayvanlarda 1TS2 sekans uzunluklar1 195-510
be araliginda degismektedir. Cok sayida tekrarlarinin olmasi ve kisa bir bolge olmasi
sebebiyle bozunmus ya da ¢ok seyreltik DNA o6rneklerinde dahi ITS bolgeleri verimli
bir sekilde ¢ogaltilabilmektedir (Yao vd. 2010).

ITS dizileri igin yapilan NCBI Genbank taramasinda ¢ok sayida Ophrys, Orchis,
Serapias, Anacamptis vb. tiirii igin belirlenen ITS-1 ve ITS-2 dizisine ulasilabildigi
tespit edilmis. Bunun da otesinde internette serbest erisimi olan bir ITS2 veritabani
taranmis  (http://its2-old.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/cgi-bin/its2.pl),  ve
burada farkli taksonlara ait ITS2 dizileri i¢in daha fazla sayida giris oldugu gortilmiistiir.
ITS2 veritabanindan faydalanilarak Sekil 2.2°de verilen homoloji grafikleri elde
edilmistir. Bu grafiklerde kullanilan orkide tiirlerine (Serapias vomeracea AY014551.1,
Anacamptis pyramidalis 1945632, Barlia robertiana Z94064.1, Dactylorhiza romana
47154942, Gymnadenia densiflora KP225186.1, Himantoglossum affine KU931659.1,
Neotinea maculata Z94074.1, Ophrys ferrum equinum AM711829.1, Orchis anatolica
HQ657131.1, Orchis italica Z94080.1) ait ITS2 dizileri ile muhtemel tagsis/katki
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maddelerine  (Solanum  tuberosum  KF022369.1(patates), Acacia  senegal
HQ605077.1(arap zamki1), Triticum monococcum KJ459878.1(bugday), Ceratonia
siligua AJ245576.1(ke¢i boynuzu zamki), Cyamopsis tetragonoloba AF274687.1(guar
zamki), Zea_mays ssp. mexicana U46636.1 (musir), Triticum aestivum
AF438188.1(bugday), Solanum tuberosum KF022370.1) (patates)) ait diziler
karsilastirildiginda salep karisimlarina tagsis amagli olarak ilave edilebilecek kaynaklar
arasinda fazla benzerlik olmadigi1 goriilmektedir. Bunun yaninda orkide tiirleri arasinda
yiiksek bir benzerligin oldugu gdzlemlenmistir. Bu durumdan faydalanarak orkideye
spesifik 1TS2 primerleri tasarlanmistir. Bagka bitkisel iirtinlerde ITS2 bolgesinden
faydalanarak tiir ayrim1 (otantisite belirlemesi) amaglayan yakin tarihli ¢alismalara da
ulagilmistir. Lin vd. (2012) Sophora flavescens Ait. i¢in ITS2 bolgesinden faydalanarak
PZR-RFLP markerleri gelistirerek 1:10 oraninda karisik S.flavescens/S.tomentosa DNA
orneklerinde tespit saglayabilmistir. Balasbramani vd. (2011) ise niikleer ribozomal
DNA-ITS bolgelerinden elde ettikleri molekiiler markerler ile ayurvedik bir bitkisel
tirtin olan ‘vidari’ i¢in tespit yontemi gelistirmistir.

12 120y
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Sekil 2.2. Orkide tiirleri ve tagsis/katki maddeleri ITS2 dizileri arasindaki homoloji.
ITS2 veri-tabanindan saglanan dizilerin homoloji grafigi DNAMAN programi ile elde
edilmistir
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda ilk olarak farkli Orchidaceae cinslerine ait silika jel i¢inde
muhafaza edilen kuru yaprak Orneklerinin kullanilmasi Ongoriilmiistiir. Ancak, bu
orneklerden izole edilen DNA miktar ve kalitesinin ¢alisma agisindan yeterli seviyede
olmamasi nedeniyle yas yumru ve kuru yumru salep Ornekleri tedarik edilerek
caligsmalar siirdiirilmiistiir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Ayrica, ETAE’den (Ege
Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Izmir) taze/kuru yumru olarak Orchis sancta ve Serapias
vomeraceae tiiri taze yumrular (10’ar adet) saglanmistir. Marker gelistirme
calismalarinda negatif kontrol ornekleri olarak salep katkilamada kullanilmasi
muhtemel tagsis Ornekleri olarak guar zamki, keciboynuzu zamki, misir nigastasi,
patates nisastasi, bugday nisastasi, konyak tozu, targin, yagsiz siittozu ve pektin tedarik

edilmistir.

Cizelge 3.1. Kuru yumru ve ticari toz salep ornekleri

Orn. No. | Ornek kodu | Toplandig il Notlar
1. BUO1 Sinop Safranbolu, Sinop civari
2. BUO2 Manisa -
3. BUO3 Sivas Bescatal
4. BU04 Antalya Elmali, Antalya
5. BUOS Kastamonu -
6. BUO6 Manisa Cayir salebi
7. BUO7 Kastamonu -
8. BUO8 Maras Cop salep, Andirin, Maras
Q. BUO9 Samsun -
10. BU10 Mugla -
11. BU11 Burdur Bucak, Burdur
12. BU12 Antalya Toros salebi, Akseki, Antalya
13. BU13 Adana Pozant1, Adana
14. BU14 Mus -
15. BU15 Diyarbakir -
16. BU16 Yozgat Akdag, Yozgat
17. BU17 Manisa Turgutlu, Manisa
18. BU18 Erzincan -
19. BU19 Mardin -
20. BU20 Sivas Bescatal
21. Ticaril - Toz salep, Ticl
22. Ticari2 - Toz salep, Tic2
23. Ticari3 - Toz salep, Tic3
24. Ticari4 - Toz salep, Tic4
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Cizelge 3.2. Taze yumru ve siirgiin 6rnekleri

Ornek kodu Tiir Ada Notlar (Tarih,Yer)
Y5 Orchis anatolica 2015, Burdur
Y32 Ophrys sp. 2015
C12 Orchis italica 2015, Kas-Ugrar
C13 Orchis italica 2015, Kas
C16 Orchis italica 2015, Kag
C17 Orchis italica 2015, Kas-Ugrar
C12 Gymnadenia stiriaca 2015, Kas
Cl1 Gymnadenia stiriaca 2015, Kas
C15 Orchis italica 2015, Kas
C19 Orchis mascula 2015, Kas-Ugrar
Cl4 Orchis italica 2015, Kas-Ugrar
C26 Ophrys sp. 2015, Kas
C25 Ophrys sp. 2015, Kag-Ugrar
C21 Ophrys epicopalis 2015
C20 Ophrys dinarica 2015
C18 Orchis morio 2015
Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
C22 Ophrys classica 2015
C23 Ophrys classica 2015
C24 Ophrys sphegodes 2015, Kas-Ugrar
ETAL* Orchis sancta 2015, ETAE
ETA2* Serapias vomaraceae 2015, ETAE
B1-B20** - 2015, Bartin
Al Ophrys ferrum equinum 2014
A2 Orchis anatolica 2014
A3 Serapias sp. 2014

* Ege Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii (ETAE) tarafindan salep bitkilerinin kiiltiire almay1 amaglayan bir proje
sonucu tretilen tiirlerdir.
** Karadeniz Bolgesinden elde edilen 20 adet taze yumru drnegi temin edilmistir.

Kuru yumru (¢ekirdek) salep orneklerinin 6giitiilmesi: Cekirdek salep oldukga
sert yapida bir materyaldir. Havan, bigakli Ogiitliciiler veya farkli manuel 6giitme
islemleri ile bu 6rneklerin homojen toz forma doniistiiriilmesi miimkiin olamamaktadir.
Cok sert ve ogiitlilmesi zor olan kuru salep yumrularinin toz hale getirilebilmesi ve
yumrularin 6giitiilmesi i¢in TissueLyser II (Quiagen) ekipman ile bilyali celik kavanoz
adaptdler (Retsch) kullamlmistir. Ornekler 2-4 dk siire ile 30 Hz’de toz haline
getilirmistir.

3.2. DNA izolasyonu ve Analizi

DNA izolasyonu i¢in oOncelikle araziden toplandiktan sonra silika jel igerisinde
kurutulmus yaprak ornekleri ve salep yumru 6rnekleri kullanilmigtir. Kuru yapraklardan
izolasyonu iyilestirmek tizere CTAB (cetiltrimetilamonyum bromid) -PVP (polivinil
pirollidon) yontemi uygulanmistir. Ayrica 6rneklerin sivi azot ile 6giitiilerek homojen
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hale getirilmesi denenmistir. Farkli yontemler kullanilarak ve tekrarli olarak
gerceklestirilen ¢ok sayida izolasyon ve PZR denemesi sonucunda, kuru yaprak
orneklerinden elde edilen DNA’nin asir1 fragmante oldugu ve ¢alismalarda kullanmaya
uygun kalitede olmadigi anlagilmistir. Hem DNA miktar 6l¢iimleri, hem yiiriitiilen PZR
denemeleri ile bu durum kesinlesmis ve dolayisiyla yumru salep 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapmaya karar verilmistir. Bu 6rneklerin yan1 sira miimkiin oldugunca fazla
sayida yas salep yumrusu ornegine ulagilmistir. Bunlardan DNA izolasyonu i¢in de
farkli yontemler denenmis, elde edilen DNA Orneklerinin kalitesi ve miktari
belirlenerek PZR denemeleri ile test edilmistir. Tez caligmalarinda uygulanan DNA
izolasyon yontemleri asagida 6zetlenmistir.

CTAB yéntemi: Doyle ve Doyle’un (1987) yontemine gore yapilan bu
izolasyonda taze ya da kurutulmus ornekler 20-200 mg olacak sekilde tartilarak 1,5
ml’lik tiiplere alinmistir. Taze doku Ornekleri ezme ¢ubugu ile 100 pl %2’lik CTAB
cozeltisi (%CTAB cetiltrimetilamonyum bromid; 100mM TrisCl pH8; 20 mM EDTA,;
kullanmadan hemen 6nce %0,2 B-mercaptoethanol ilave edilir) eklenerek ezilmis ve
tizerine 400 pl daha CTAB ilave edilmistir. Kuru toz halindeki drneklere ise dogrudan
400 pl %2°1ik CTAB ¢ozeltisi eklenmistir. Sivi azot kullanilarak pargalanan 6rneklere
ise 500 ul CTAB ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler 65 °C’de 2 saat bekletildikten sonra
oda sicakligina sogutulmus ve iizerlerine 500 pl kloroform-izoamil alkol karisimi (24:1)
eklenerek emiilsiyon elde edilene kadar alt iist edilerek karistirilmistir. Bu islem
ardindan karisim 11.000 dev/dk’da 20 dk santrifiij edilerek iist faz yeni bir tiipe alinmis
ve lzerine 350 pl soguk izopropanol eklenmistir. Karisim, igindeki DNA
kiimeleninceye kadar alt iist edilmis ve -20 °C’de bir gece bekletilmistir. Ornekler 5 dk
10.000 dev/dk’da santrifiij edilerek iist faz uzaklastirilmistir. Elde edilen pellet, %70
etanol ile 3 dk 10.000 dev/dk’da santrifiij edilerek yikanmistir. Sivi kisim atilarak
ornekler oda sicakliginda 30 dk kadar kurutulmus ve 50-100 ul TE tamponu ya da su
icinde ¢oziindiirilmiistiir.

CTAB-PVP yontemi: Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen ancak
modifiye edilen bu protokolde CTAB yontemi aynen uygulanmis olup DNA
ekstraksiyonu sirasinda problem yol acan fenolik bilesiklerin yok edilmesi amaci ile
%?2’lik CTAB soliisyonu i¢ine %1°’lik PVP ilavesi yapilmstir.

Modifiye CTAB yéontemi (Protocol 1): Swetha vd (2014) goére modifiye edilen bu
yontemde yas yumrudan 1 g, kuru toz yumrudan 0,25 g olacak sekilde 6rnekler tartilmis
ve lizerlerine 5 ml %2 CTAB soliisyonu eklenerek tiip dikkatlice vortekslenmistir.
Karigima 10 ml CTAB ekstraksiyon tamponu (10mM Tris, 20 mM EDTA, 3 M NacCl,
%5 CTAB, %1 PVP, %0,3 B-mercaptaetanol) eklenmis ve tlipler 400 dev/dk ¢alkalama
ile 2 saat inkiibasyona birakilmigtir. Tipler sogutulup ardindan aymi hacimde
chloroform - izoamilalkol (24:1) eklenmis ve 1200 g’de 15 dk 4 °C’de santrifiij
edilmistir. Bu islem 3 kere tekrar edimis ve olusan temiz faz yeni tiipe alinarak hacimce
1:3 oraninda 3 M sodium asetat ve hacimce 2:3 oraninda kloroform-izoamilalkol
karisimi (24:1) eklenerek 1200 g’de 15 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda olusan sivi dokiiliirmiis ve pellet lizerine -20 °C’de bekletilen izopropanol
esit miktarda eklenerek 1 gece -20 °C’de bekletilmistir. Ertesi glin karisim 4500 g’de 20
dk santrifiij edilmis ve elde edilen pellet %70 etanol ile 3 kere yikanarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. DNA ¢okeltisi 1-3 ml saf su ile ¢oziindiiriilmiistiir.
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Enzimle DNA ekstraksiyonu: DNA izolasyonunda mucopolisakaritlerden
kaynaklanabilecek sorunlar1 bertaraf etmeyi amacglayan bu yontemde enzimatik
degredasyon yapilmaktadir. Bunun i¢in Meyer vd (2001) kegiboynuzu ve guar zamki
tizerine gerceklestirdigi ¢alismada kullanilan  yontem bazi modifikasyonlarla
uygulanmistir. Ornekler, p-mannanase (1000 U, kaynak Cellvibrio japonicus
Megazyme, Irlanda) ve termostabil o-glukosidaz (3000 U, kaynak Bacillus
stearothermophilus, Megazyme, Irlanda) enzimleri ile ekstraksiyon &ncesi muamele
edilmistir. Orneklerin 6n muamelesi i¢in; yalmz B-mannanaz iceren, hem a-galaktosidaz
hem de B-mannanaz igeren, sadece enzim tamponu iceren ve hi¢ enzim igermeyen
olmak {tizeren 4 farkli yontem uygulanmistir. Temin edilen enzimler iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda BSA igeren uygun fosfat tamponlari icerisinde ¢oziindiiriiliir.
Ornekler 100 mg olacak sekilde tartilir. Orneklerin iizerlerine icerisinde 60 pl B-
mannanaz (250 U/ml), 60 ul a-galaktosidaz (150 U/ml), 880 ul enzim tamponu (0,1 M
tris-Cl, 20 mM EDTA pH 4,5) bulunan 1 ml enzim soliisyonu eklenir. Tiipler dikkatlice
vortekslenerek 40 °C’de 15 dk ve 18 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon ardindan
stvi DNeasy® mericon™ Food DNA ve NucleoSpin Plant II (Machery-Nagel,
Almanya) DNA ekstraksiyon kitleri ile iiretici firmalarin talimatlar1 dogrultusunda
optimize edilmis DNA ekstraksiyon islemine devam edilir. Ayrica, CTAB yo6ntemi ile
de izolasyon yapilmustir.

DNA izolasyon kitlerinin kullanimi: Kitlerin kullanilmasinda iretici firmanin
talimatlarina uyulmustur. Bu amagla DNeasy® mericon™ Food DNA ekstraksiyon
(Qiagen, CA, ABD) kiti, NucleoSpin Plant 1l (Machery-Nagel, Almanya) kiti, GeneJet
Plant Genomic DNA purification Mini (Thermo Scientific, MA, ABD) kiti ve MagJet
Plant Genomic DNA (Thermo Scientific, MA, ABD) kiti ile denemeler yiiriitilmiistir.

3.3. RAPD analizleri

RAPD analizi igin 10-mer rastgele primerler ile salep ve tagsis DNA 6rneklerinin
kalip olarak kullanildigi PZR gergeklestirilmistir. RAPD i¢in 40 rastgele primer
kullanilmistir (OP-A ve OP-B serileri, Operon Technologies, primer dizileri Ek 1a’da
verilmistir). PZR, 50ul hacimde ve kullanilan polimeraza uygun karigim ve programla
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon {iriinleri etidiyum bromiir ilave edilmis %1,5’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek UV 151k altinda goriintiilenmistir.

3.4. ITS2 Dizilerinden Faydalanilarak Dogrudan Marker Gelistirme Calismalari

Bilinen DNA dizileri ile salebe spesifik amplifikasyon yapan ITS2 primerleri
tasarlanarak klasik PZR ile test edilmistir. ITS2 bolgesi (Sekil 2.2) i¢in ITS2F1 ve
ITS2R1 (swrastyla 5'-GCTATGCGGTGGCCTTATCTA-3' ve 5'-
GTGAGTTAGGTTAGCCCGGGAT-3' primerleri tasarlanmigtir (EK 1Db).

3.5. Genel DNA Teknikleri
3.5.1. Agaroz jel elektroforezi

Total genomik DNA 6rneklerinin Kalitesi, PZR iiriinlerinin varligi, restriksiyon
endoniikleazlarinin etkisi gibi arastirmalarda Ornekler agaroz jel elektroforezi ile
ayristirilmistir. Uygulamalar yiiriitilen DNA’larin biiyiikliiklerine gore %1, %1,5, %2
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veya %4’lik agaroz jelde gergeklestirilmistir. Jel hazirlanirken, 1xTAE tampon
¢ozeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA) gerekli
oranda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilmis ve mikrodalga
firmm yardimiyla 1sitilarak ¢oziindiiriilmistiir. Bu ¢ozeltiye 1 pl/50 ml etidiyum bromiir
¢ozeltisi (10 mg/ml, Invitrogen, CA, ABD) ilave edilerek, karisimin uygun ebatta ve
sekilde segilen kaliplara (jel kasedine) dokiilmesi ve katilagsmasiyla jel elde edilmistir.
Jel kuyularina yiiklenecek O6rnek 5:1 oraninda 6X DNA Gel Loading Dye (Thermo
Fisher Scientific, MA, ABD) jel yiikleme tamponu ile karisitilmig, gerekli gorildigi
hallerde ultra saf su ile seyreltilerek toplam 10-20 uL hacimde hazirlanmistir. Jel 1X
TAE tampon i¢inde tutularak Ornekler kuyulara yiliklenmistir ve elektroforez
uygulamas: ile Ornekler jel icinde uygun dogru akim altinda, 40-120 dk siireyle
yiriitiilmiistir. Agaroz jel icinde molekiil agirliklarindaki farka gore bantlara ayrilan
DNA molekiilleri etidiyum bromiir varliinda UV (312 nm) 1sinlant altinda turuncu
1stma verdigi i¢in kurulan dijital kamera sistemi (Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile
goriintiilenebilmistir. Bu islemde DNA standardi olarak O’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder, 1 kb DNA Ladder, low range DNA Ladder ve ultra low range DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanilmistir. Elektroforez ¢alismalarinda
kullanilan DNA standartlar1 EK 2°de verilmistir.

3.5.2. DNA miktarinin tayini

Cift sarmal DNA yogunlugu (miktar1) Quant-iT™ dsDNA assay kit (Molecular
Probes®, Invitrogen, CA, ABD) yardimiyla Qubit™ (Invitrogen, ABD) flourometresi
kullanilarak belirlenmistir. Fluorometrede 510 nm uyarma ve 527 nm emisyon filtreleri
kullanilmistir. Tedarikgi firmanin talimatlar1 dogrultusunda oncelikle i¢inde Quant-iT
reaktifi ve tamponu bulunan c¢aligma soliisyonu hazirlanmis ve standart olarak 100 ng/
pL DNA ve 0 ng/ pnL DNA 190 pL calisma soliisyunu icinde 10 pL olacak sekilde iki
adet diliisyon hazirlanmis ve cihaz kalibre edilmis. Ardindan hedef DNA miktar1 199
puL calisma soliisyonu i¢ginde 1 pLL DNA olacak sekilde hazirlanan diliisyon ile tayin
edilmistir.

Genomik DNA yogunlugu ve kalitesinin 6lgiimleri i¢in mikro-hacim ve kiivet ile
Olgtim yapabilen UV-Vis Spektrofotometre sistemi olan Nanodrop 2000 Mikro-Hacim
UV-Vis Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) cihaz1 ile DNA
kalitesi ve yogunlugu belirlenmistir. Genomik DNA saflik oraninin hesaplari 260/280
nm ve260/230 nm’de yapilmustir.

3.5.3. PZR

PZR i¢in TGradient® (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya) 1s1
dongili cihaz1 (thermocycler) ve Applied Biosystems ProFlex PCR System (Thermo
Fisher Scientific, MA, ABD) cihazi1 kullanilmistir. PZR karigimi i¢in HotstarTaqg DNA
Polymerase Master Mix (Qiagen, Hilden, Almanya) ve Tag DNA Polymerase,
Recombinant (5 U/uL) (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kitleri kullanilmistir.
Yiriitilen c¢alismada PZR analizlerinde kullanilan primerler ve bunlara ait bazi
ozellikler Ek1’de verilmistir.

PZR cihazinda dizilerin uzamasi basamagi i¢in verilen asgari siire (elongation
time), olusmasi beklenen par¢anin kbg cinsinden biyiikliigiine ve DNA polimeraz
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enzim kitinin kullanim talimatlarina bagli olarak belirlenmistir. Kapak sicakligi tepkime
stiresince 99 °C, tepkimeler sonrasinda tiiplerin bekletilecegi sicaklik ise 4 °C olarak
ayarlanmistir. Kullanilan PZR 1s1 dongii cihazinda tepkimede kullanilacak primer
ciftinden en diisiik erime sicakligina sahip olan primerin baglanma sicakliginin (Ty) £5
°C olarak programlanmistir. PZR 6ncesinde tiiplerin siirekli buz listiinde tutulmasina
0zen gosterilmistir. PZR denemelerinde kullanilan 1s1 dongii programi 1 kere 35 dongii
iceren diiz program olmustur. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te uygulanan 1s1 dongiisi
programlart verilmistir. Kullanilan cihazin 1sitma blogu sicaklik gradienti saglayabilir
Ozellikte oldugu icin PZR denemelerinde T, + 5 °C araliginda reaksiyonlar
gerceklestirilerek PZR optimizasyonu gerceklestirilmistir. PZR igleminin kontrolii i¢in
primer c¢iftleri ile elde edilen PZR iiriinleri agaroz jelde 1X TAE tamponu icinde
yuriitmiistir. Uygulanan sicaklik gradientinde en yogun bandi veren sicaklik (Tp)
optimum baglanma sicakligi olarak belirlenmis ve daha sonra yapilan PZR
uygulamalarinda her primer ¢ifti i¢in ayr1 olarak belirlenmis optimum baglanma
sicakligr kullanilmastir.

Cizelge 3.3. RAPD primerleri ve Tag DNA polimeraz i¢in PZR 1s1 dongii programi igin
siire ve sicaklik kosullari

Sira Sicaklik (°C) Stiire(dk:sn) Dongii komutu
1 94 04:00
2 94 01:00
3 (Tm) £5 00:45 35 kere 4’ten 2’ye
4 72 02:00 git
5 72 10:00
6 4 00

Cizelge 3.4. PZR primerleri ve HotstarTaq master mix i¢in kullanilan PZR 1s1 dongii
programi igin siire ve sicaklik kosullar

Sira Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii komutu
1 95 02:00
2 95 00:20
3 (Tm) £5 00:10 35 kere 4’ten 2’ye
4 72 00:10 git
5 72 10:00
6 4 0

3.5.4. PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi

PZR fiiriinlerinin saflagtirilmasi islemlerinde MinElute PZR purification kit
(Qiagen, CA, ABD) kullanilmis olup firetici firmanin talimatlar1 dogrultusunda analiz
gerceklestirilmistir. Eliisyon iglemi 10-50 pl 10 mM tris (pH 8) ile yapilmustir.

PZR firiinleri gerekli goriildiigii durumlar da jelde yiiriitiiliip amplikon bandi
kesilerek jel ortamindan uygun tampon ic¢ine dzetlenmistir. PZR her bir DNA 6rnegi
icin 50 pl karisim olacak sekilde gergeklestirilmistir. Segilen 6rnekler %0,8’°lik agaroz
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ile hazirlanmis jelde yiiriitilmistiir. Agaroz jelde her kuyucuga 50 pl yiiklenerek
elektroforez gergeklestirilmistir. Jelden kesim 360 nm dalga boyunda calisan kesim
kutusunda gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon i¢in MinElute Gel Extraction Kit (Quigen,
CA, ABD) kullanilmstir.

3.5.5. Transformasyona uygun hiicrelerin hazirlanmasi

Escherischia  coli  XL-blue hiicreleri  kimyasal olarak kompetent
(transformasyona uygun) hale getirilmistir. Bunun i¢in hiicreler LB agar besiyerinde 37
°C’de gece boyu inkiibe edilmis ve tek koloniden 3 ml LB sivi besiyerine ekim
yapilmistir. Inkiibasyon 37 °C’de 250 dev/dk calkalamali inkiibatérde gece boyu
stirdliriilmiis ve 0,5 ml kultiir karistmi 50 ml LB sivi besiyerine tekrar ekilmistir.
Inkiibasyon, ODggo 0,4 oluncaya kadar yaklasik 3 saat inkiibasyona devam edilmistir.
Kiilttir karigimi1 50 ml’lik santrifiyj tiiptine alinmis ve 20 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Daha sonra 4 °C'de 3000 dev/dk’da 10 dk santrifiij edilmis ve olusan pellet, buz
tizerinde bekletilmis 15 ml 0,1 M CaCl; iginde ¢oziindiiriilerek buz iizerinde 30 dk
inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler tekrar 4 °C 3000 dev/dk’da 10 dk santrifiij edilerek
buzda bekletilmis 2 ml 0,1 M CaCl; iginde %15 gliserol olacak sekilde ayarlanmis 2 ml
0,1 M CaCl; karisimu ile ¢6ziindirilmistiir. Bu karistm 1,5 ml lik eppendorf tiiplere
icinde 100 pl olacak sekilde boliistiiriilmiis ve -80 °C'de muhafaza edilmistir.

3.5.6. DNA ligasyonu ve transformasyon

DNA pargalariin transformasyonunda CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific, MA, ABD) kullanilmistir. TA ucu ihtiva eden PZR {iriinleri iiretici firmanin
talimatlarina gore DNA blunting enzimi ve 2X reaksiyon tamponu ile 70 °C’de kiit uglu
hale getirilmis ve ardindan 50 ng plazmid vektor ve vektor/hedef gen DNA pargasinin
molar oranlar1 1:3 ile 1:5 oranlar arasinda olacak sekilde hedef gen pargasi, steril su ile
20 pl hacmine getirilen karisimda 20 dk 22 °C’de inkiibasyona birakilmigtir.

Kimyasal transformasyona uygun bakteri hiicrelerine yapilan gen aktarimi igin
buz iistiinde tutulan hiicrelere 6-10 pL ligasyon karistmi dogrudan ilave edilmistir. Tiipe
hafifce vurularak karigsma saglandiktan sonra 20 dk kadar buz {izerinde bekletilmis ve
hiicreler ani olarak 42 °C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 60 sn tutulup 1s1 sokuna maruz
birakilmig, tekrar buz lizerinde 5 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipe 200ul sivi LB
Lennox sivi besiyeri ilave edilerek 1 saat siireyle 37 °C’de 250 dev/dk calkalamali
kabinde inkiibasyon yapilmistir. Hiicre siispansiyonu, 1 saat Oncesinden 37 °C'de
inkiibatére alinan 100 pg/mL ampisilin iceren LB Lennox agar petrilerine yayma
yontemle ekilmistir. Petriler bir gece 37 °C'de liremeye birakilmistir. Negatif kontrol
olarak gen ihtiva etmeyen plazmid, pozitif kontrol olarak ise kit iginde bulunan 976 bg
parcalik bilinen bir PZR iiriin kullanilarak hiicrelere transformasyon yapilmistir.

3.5.7. Transformantlarin goriintiilenmesi

Plazmidlere DNA fragmanlarmin aktarimi plazmitte bulunan diren¢ genleri
sayesinde kontrol edilebilmistir. Aktarilan plazmid sayesinde antibiyotik direnci
kazanan (transformasyon +) E. coli hiicreleri LB besiyerlerinde gelisebilmistir. Bu
amagla negatif kontrol olarak yalmiz plazmid transformasyonu yapilmis E. coli
hiicreleri, pozitif kontrol olarak ise kiti igerisinde bulunan 976 bg¢ uzunlugundaki DNA
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fragmanin plazmide transforme edildigi E.coli hiicreleri kullanilmistir. Transformantlar
ampisilin iceren LB Lennox kati besiyerlerinde gece boyu inkiibe edilmistir. Buradan
secilen koloniler plazmid izolasyonu yapilmak iizere tekrar ampisSilin igeren LB Lennox
stv1 besiyerine ekilerek gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.5.8. Plazmid DNA izolasyonu ve transformantlarin dogrulanmasi

Transformantlarin dogrulanmasinda bir 6n asama olarak ampisilinli LB Lennox
besiyerinde gelistirilen kolonilerden 6. saatte 1 ul alinarak HotstarTag DNA polymerase
Master mix (Qiagen, Hilden, Almanya) kiti kullanilarak toplam 30 pl hacimde PZR
analizi gerceklestirilmistir. Burada dogru parcayi tasidigr diisiiniilen transformantlardan
plazmid izolasyonu NucleoSpin® Plasmid (Macherey Nagel Co., Diire, Almanya)
purifikasyon kit ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bunun
icin 37 °C'de 18-24 saat gelistirilmis bakterilerden 1,5-3 ml kiiltir Grnegi
santrifiijlenerek pelet olarak ayrilan organizmalardan plazmidler izole edilmistir.
Plazmid DNA kalitesi agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilip ardindan DNA miktari
belirlenmistir.

Plazmid izolayonu ardindan DNA’nin kesilmesinde Fermentas FastDigest
(Thermo Scientific, MA, ABD) restriksiyon enzimleri ve tamponlar1 {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir. Enzimler plazmid haritalarina bakilarak
belirlenmistir. Kesim islemi i¢in, kullanilan DNA’ya bagli olarak endoniikleazin
kullanim talimatlar1 dogrultusunda 1-5 pg DNA igeren tiipe toplam hacim 20-50 pl
olacak sekilde 10X endoniikleaz tamponu ve enzim(ler) ilave edilmis, karisim 37 °C'de
5-60 dk tutulmustur. Kesimin dogrulanmasinin kontrolii ve DNA kalitesi agaroz jelde
yiiriitiilerek belirlenmistir.

3.5.9. Primerlerin sentezlenmesi ve DNA dizi analizi

Dizi analizlerinin Orta Dogu Teknik Universitesi yerleskesinde bulunan dizi
analiz merkezince (RefGen Gen arastirmalart ve Biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara,
Tiirkiye) ve Ankara’da bulunan BM-Labosis (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti.,
Ankara, Tirkiye) tarafindan  gerceklestirilmisti. Bu  merkeze  100ng/pL
konsantrasyonda gonderilen 6rneklerde dizi tespiti DNA dizi analizi cihazinda konukcu
plazmide uygun dizi analiz primer ¢iftiyle gerceklestirilmistir.

GenBank veritabaninin bulundugu BLAST tarama motoru
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve ITS2 Database tarama motoru
(http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) kullanilarak elde edilen dizi verileri
homolog dizilimlerle kiyaslamali olarak arastirilmistir. Ayrica dizilim verilerinin
incelenmesi, primerlerin tasarlanmasi gibi bazi arastirmalarada DNAMAN 5.2.2
versiyonu (Lynnon Corporation, Quebec, Kanada), SnapGene (GSL Biotech LLC,
Chicago, IL, ABD), FinchTV (version 1.4.0, Geospiza, Seattle, WA, ABD), Sequencher
5.1 (Gene Codes Corporation, AnnArbor, MI, ABD) bilgisayar programlarindan
faydalanilmistir. Tasarlanan primerlerin sentezlenmesi REFGEN (RefGen Gen
aragtirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara, Tiirkiye) ve BM-Labosis (BM Yazilim
Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti., Izmir, Tiirkiye) tarafindan gerceklestirilmistir

16



MATERYAL VE METOT E. KABACAOGLU

3.6. Ger¢ek Zamanh PZR Analizleri ve Miktar Belirleme Calismalar

Geleneksel PZR yontemlerinde ¢ogalan hedef dizi genellikle agaroz jel
elektroforezi boyunca amplikon ile birleserek DNA sarmallar1 arasina giren florasan
boya kullanilarak tespit edilir. Ger¢ek zamanli PZR analizlerinde ise her PZR
dongiisiinde amplikonlarin olusumu esnasinsa tespit edilir. Bunun gergeklesmesi i¢in
genellikle 2 yol vardir, birinci yol ¢ift sarmal DNA arasina giren boyalar kullanmak
SYBR green gibi PZR reaktifi olarak eklenen boyalar her PZR doéngiisiinde olusan
amplikonlar ile birlesir. SYBR Green |, gPZR'de en sik kullanilan dsDNA'ya 6zgii
boyadir. Yapisal olarak dsDNA'ya 6zgii asimetrik bir siyanin boyasidir. SYBR Green I,
diziye bagimsiz olarak ds-DNA'nin kii¢iik yivine baglanir. Baglanma egilimi etidyum
bromidinkinden 100 kat daha fazladir. 480 nm dalga boylu mavi 151k ile uyarilabilir ve
emisyon spektrumu, 520 nm'de maksimum olan fluoresceininkine kiyaslanabilir.
Baglanan boya i1simasi serbest boyadan 1000 kat daha yiiksektir ve bu nedenle, PZR
sirasinda amplifikasyon birikimini izlemek i¢in ¢ok uygundur. Ger¢ek zamanli olarak
izlendiginde, polimerizasyon basamaginda gozlemlenebilen fliioresan sinyalinde bir
artisa neden olur ve DNA denatiire edildiginde diiser. Sonug¢ olarak, her PZR
dongiisliniin uzama basamaginin sonunda fluoresans oOlgiimleri yapilmalidir. Ancak
bunun gibi cift sarmal DNA ile birlesen boyalar, reaksiyon sirasinda olusan spesifik
olmayan DNA ¢ift sarmallarinada baglanabilmektedir. Bundan dolay1 genellikle PZR
analizi sonunda hedef gen i¢in erime egrisi analizi yapilarak spesifik erime noktasi
tespit edilir. Bu erime noktasi sicakligi olusan amplikonlarin baz komposizyonuna ve
uzunluguna baglidir ve bu nedenle her amplikon i¢in spesifiktir. Erime egrisi analizi
boyunca amplikon sicakligi kademeli olarak yiikseltilir ve ¢ift sarmal DNA’nin denature
oldugu erime noktasinda sadece cift sarmal DNA’ya baglanabilen florasan boyalarin
1s1masinda keskin bir artis gozlenir. Erime egrisi analizlerinde, PZR boyunca hedef
DNA ve spesifik olmayan amplikonlar yada primer-dimer formasyonlar1 dolayisiyla
ortaya c¢ikan florasan isimalar temin edilir. Erime egrisi analizinin dezavantajlar
arasinda amplifikasyon prosesi bitimi sonrasi yapilmasi gerekliligi ve sonuglarin deney
esnast sirasinda goriintiilenememesidir. Ancak bircok gercek zamanli PZR analizi
genellikle 30-40 dongii sonrast 40 dk i¢inde biter ve erime egrisi analizi bu PZR
programi ile otomatik olarak birlestirilerek ayni reaksiyon serisinde birka¢ dakikada
gerceklestirilir. Bu yontem, hedefe spesifik floresan problara olan ihtiyaci ortadan
kaldirir ve bu nedenle herhangi bir hedef gen i¢in herhangi bir primer c¢ifti ile
kullanilabilir ve kullanim1 daha ucuz hale getirilebilir (Grant ve Amar 2013).

Gergek zamanli PZR analizleri i¢in bu ¢alismada Rotor-Gene SYBR Green PCR
Kit (Qiagen, CA, ABD) ve Rotor-Gene Q (Qiagen, CA, ABD) ger¢ek zamanli PZR
sistemi kullanilmigtir. Calismada spesifik primer ¢ifti olarak ITS2a-F ve R primer
ciftleri, dahili kontrol olarak ise 18S rRNA R ve F evrensel primerleri (Soares vd. 2013)
kullanilmistir (Primer dizileri Ek1b’de detaylandirilmistir.).

Primerin reaksiyon verimliligi ve primer setlerinin spesifite ve hassasiyet testleri
yapilmistir. Reaksiyonlarin kurulumunda QIAgility (Qiagen, CA, ABD) kullanilmistir.
Gergek zamanli PZR reaksiyonlari Rotor-Gene Q 5plex HRM (Qiagen, CA, ABD)
cihazinda gergeklestirilmis ve elde edilen veriler Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazinin
yazilimi (version 2.0.3) (Qiagen, CA, ABD) ile analiz edilmistir. gPZR reaksiyonlar
Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (400, Qiagen, CA, ABD) ile kit protokoliine uygun
olarak gerceklestirilmistir. Ornek DNA’lardan hedef bolgelerin amplifikasyonu kalip
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DNA, 2X Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix (HotStarTagPlus DNA
polymerase, SYBR Green boyasi, ANTP karigimi, niikleaz ari su) ve her bir primerden
300 nM igerecek sekilde toplam 10-30 uL hacimde gergeklestirilmistir (Cizelge 3.5).
Primerin reaksiyon verimliligi ve primer setlerinin spesifite ve hassasiyet testleri
yapilmustir. Reaksiyonlarin kurulumunda QIAgility (Qiagen, CA, ABD) kullanilmistir

Cizelge 3.5. Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit ile hazirlanan reaksiyon igerigi

Reaksiyon karisimi Miktar Son konsantrasyon
2x Rotor-Gene SYBR Green Master Mix | 12,5 l 1x

Primer karigimi 1,9 ul 0,75 uM Forward primer
(herbirinden 10 myu) 0,75 uM Reverse primer
RNase-free water 9,6 ul -

DNA (>100ng/ul) 1 ul >100 ng/reaksiyon
Toplam hacim 25 ul

Gergek zamanli PZR analizinde kullanilan 2 basamakli PZR programi Cizelge
3.6’da verilmistir. Erime egrisi analizi i¢in, sicaklik her 5 saniyede bir 1°C’lik sicaklik
artisiyla 60 °C'de 95°C’ye kadar arttirilmigtir. Reaksiyonlarda 72 veya 36 kuyucuklu
karuseller kullanilmis ve bunlara uygun olarak 0,2 ml ve 0,1 mI’lik ger¢ek zamanl PZR
tiiplerinden yararlanilmistir.

Cizelge 3.6. RotorGene Q cihazinda gergeklestirilen amplifikasyon ve erime analizi
protokolii

Basamak Kosullar

Denaturasyon 95 °C’de 5 dakika

40 dongii tekrar1 (Basamak 1 @ 95°C, 5 sn
Basamak 2 @ 60°C, 10 sn

Erime analizi @ 60-95 °C, her 5sn’de 1 °C
sicaklik artisi

Calismada kullanilan primerler klasik PZR ile spesifiteleri kontrol edilmis ve
ardinda gerek zamanli PZR analizleri gergeklestirilerek PZR amplifikasyon
verimlilikleri belirlenmistir. PZR reaksiyon verimliligi PZR reaksiyonu sirasinda
amplifikasyon hizinin yiizde olarak (diger bir ifade ile amplikonun ¢ogalma hizinin)
ifade edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Buna gore PZR reaksiyonun verimliligi %100
(va da 1) olmasi, amplikon miktarinin her dongiide 2 kat artmasi olarak ifade edilebilir.
Reaksiyon verimliligi veriler Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazinin yazilim programi
(version 2.0.3) (Qiagen, CA, ABD) vasitasiyla, ger¢ek zamanli PZR analizlerinde DNA
konsantrasyonunun logarima degerlerine karsilik cizilen Ct degerleri ile elde edilen
standart egriler kullanilarak belirlenmektedir. Verimliligin hesaplanmasi igin E= (10°
Vegim_1)x100 esitligi kullamImaktadir. Egimin -3,32 degerinde olmasi %100 reaksiyon
verimi anlamina gelmektedir. Herbir primer ¢iftinin reaksiyon verimliliginin
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belirlenebilmesi i¢in orkideye 6zgii ITS2 bolgesine ait ITS2a F/R primerlerin ve 18S
rRNA F/R primerlerinin salep DNA diliisyon serisi ile, qPZR reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. DNA’larin  diliisyon serisi, konsantrasyonlar1 olgiilen genomik
DNA’larin niikleaz ar1 su ile 4’er kat 5 kez seyreltilmesi ile elde edilmistir. qPZR
reaksiyon sonucunda cizdirilen standart egrilerden reaksiyon verimlilik degerleri elde
edilmistir. Standart egri egimi -3,6<M (-3,32)<-3,1 degerleri arasinda olan, reaksiyon
verimliligi ise %90-%110 (0,9-1,1) arasinda ve R? degeri >0,98 olan primer ¢iftleri ve
reaksiyon kosullar1 ile deneylere devam edilmistir.

Gelistirilen yontemler i¢in yapilan LOD ve LOQ hesaplamada kullanilan
formiiller sirasiyla LOD=(SS/egim) x 3 ve LOQ=(SS/egim) x 10 seklindedir. Bu
hesaplamalarda, gelistirilen yontem kullanilarak analiz edilen en diisiik miktardaki
ornege ait verilerden elde edilen standart sapma degeri kullanilmistir (Taverniers vd.
2004).

AACt metodu, bir bagil miktar belirleme metodu olup popiiler birgok gergek
zamanli PZR analizi yazilim paketlerinde siklikla bulunmaktadir. Esik dongiisii (the
threshold cycle, Ct) floresan seviyesinin belirli bir miktara (esige) eristigi noktadir. Bu
metot hedef ve referans Orneklerdeki bagil gen ekspresyonunun hesaplamasi igin,
referans geni normalizor olarak kullanilarak, gPZR sisteminde olusturulan Ct bilgisini,
dogrudan kullanmaktadir (Livak ve Schmittgen 2001; Rao vd. 2013). Gergek zamanli
PZR normalizasyonuna dayali kalibrasyon egrisinin kurulmasi, glivenilir bir kantitatif
analiz i¢in gereklidir ¢linkii bu islem ekstraksiyon verimindeki varyasyonlar1 ve
amplifikasyon verimini kontrol eder. Endojen kontrol, hedef gen igerigine bagli olarak
ya da DNA degredasyonu, inhibisyon ya da Orneklerden elde edilen DNA miktar1 ve
kalitesi farklilig1 gibi diger faktorlere bagli olarak, tiire 6zgii primerlerde amplifikasyon
varyasyonlarinin bulunmasi durumunda dogrulamaya imkan verir. Ornek olarak, islem
gormiis et Urlnleri genellikle bitkisel kaynakli igerige sahiptir ve farkli islem
uygulamalar1 hedef gen amplifikasyonuna etki edebilmektedir, endojen kontroliin
kullanimi bu varyasyonalari Kontrol altinda tutmaya olanak tanimaktadir.

Bu amagla AACt metodunun uygulanmasinda kalibrasyon modelinin insasida
ikili model karigimlarinin amplifikasyonu yoluyla sirasiyla ITS2 F/R and 18SrRNA F/R
primer giftlerinin PZR {irlinleri i¢in, elde edilen Ctrs; and Ctigsirna esik dongiilerinden
(2('AAC0 = Z(C“TszfmssrRNA)) hesaplanma yapilmasi onerilmektedir. 272" degerlerinin
yiizde salep miktarina karsi ¢izilmesi ile elde edilen grafik, kalibrasyon egrisinin
olusturulmasint miimkiin kilmaktadir. Bu yaklagim, Tiirkiye’nin 20 farkli bolgesinden
toplanan salep yumrularindan hazirlanan temsili salep drneginden, patates nisastasina
eklenen salep miktarinin (%25, %75, %90, %95, %98 ve %100) hesaplanmasina olanak
saglamaktadir. Analizlerde hesaplamalar, ger¢cek zamanli PZR cihazi iireticisinin
talimatlart dogrultusunda cihaz beraberinde gelen yazilim kullanilarak yapilmistir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. DNA izolasyonu

Salep yiiksek oranlarda hidrokolloid gam maddesi (glukomannan) igerdigi icin
DNA izolasyonunda genel anlamda biliyiik zorluklar yasatan bir malzeme olmustur.
DNA izolasyonu ig¢in uygulanan farkli yontemler ve elde edilebilen DNA
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1°de verilmektedir. Bu ¢izelgede, yapilan pek cok izolasyon
calismasi arasindan sadece O0giitiilmiis yumru 6rnek materyali ile yapilan izolasyonlara
ait ortalama degerler sunulmustur. Cok az miktarda 6rnek ile ¢alisilsa dahi jel olusumu
nedeniyle DNA izolasyonunun diger bitkisel materyalde oldugundan ¢ok daha diisiik
verimle saglanabildigi goriilmiistiir. Hatta 6rneklerden kaynaklanan miisilaj yap1 klasik
CTAB uygulamasinda orneklerin pipetlenmesini engelleyecek seviyelerde olmustur.
Benzer sorunlar miisilaj yapida olan keciboynuzu zamki, arap zamki, guar zamki gibi
tagsis materyali i¢in de s6z konusu olmaktadir.

Cizelge 4.1. Uygulanan farkli DNA izolasyon yontemleri ve izolasyon sonucu elde
edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

DNA
DNA izolasyon yontemi konsantrasyonu A260/280
(ng/pL)
CTAB yo6ntemi 134,6+81,9 1,713+0,129
CTAB-PVP yontemi 21,9+2.8 1,328+0,118
Modifiye CTAB yontemi (Protocol 1) 62,2+13,5 1,477+0,219
Enzimle DNA ekstraksiyonu 33,1+£15,5 1,910+0,439
DNeasy® mericon™ Food DNA 101,5+£20,4 1,670+0,307
ekstraksiyon kiti (Qiagen)
NucleoSpin Plant Il kiti 44,7+10,16 1,533+0,238
(Machery-Nagel)
MagJet Plant Genomic DNA 46,0+18,8 1,600+0,280
(Thermo Scientific)
GeneJet Plant Genomic DNA 31,6+9,4 1,455+0,065
(Thermo Scientific)

Cizelge 4.1°de verilen degerler DNA izolasyonunun degerlendirilmesinde
kullanilabilecek parametrelerdir ve ideal olarak DNA miktarinin 5 ng/mg’dan fazla ve
safligin gostergesi olarak da Apgo2so oraninin 1,8-2,0 degerleri arasinda olmasi istenen
bir durumdur. Miktarca uygun gibi goriinse de uygulanan ¢ok sayida farkli izolasyon
metodunda da arzu edilen derecede saf 6rneklerin saglanamadigi goriilmiistiir. Ancak,
pratik uygulanabilirlik agisindan elde edilen DNA ornekleri ile kurgulanan PZR
denemeleri daha da aydinlatic1 sonuglar saglamistir. DNA ydnteminin belirlenebilmesi
icin RAPD primerleri ile ¢ok sayida deneme yliriitiilmiistiir. Bu ¢aligmalar sonucunda
kimi DNA izolasyon yontemleri ile hi¢ PZR iiriinii elde edilemedigi goriilmiistiir. Bazi
yontemlerde ise PZR firiinlerinin fazla sayida oldugu ve siirme yaptigi (‘Smear’)
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gozlenmistir. Diger yandan [-mannanaz ilavesi ile gercgeklestirilen DNA
izolasyonlarinda jellesmeden kaynaklanan sorun biiyilik 6l¢iide bertaraf edilse de negatif
kontrol orneklerinde (enzim katkisindan kaynakli olarak) DNA bulundugu tespit
edildiginden o0zellikle RAPD g¢alismalarinda bu yontemin kullanilmasinin uygun
olmadig1 anlasilmistir (Sekil 4.2). Yapilan RAPD calismalarinda ayirt edilebilir
bantlarin tekrarlanabilir sekilde elde edilebilmesini saglayan DNA ekstraksiyon
yonteminin DNeasy® mericon™ Food DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen) oldugu
goriilmistiir. Bu amagla yiiriitiilen analizlerden elde edilen iki jel goriintiisii Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2°de verilmektedir.

1: Orchis sancta; 2: BUO1-kuru yumru; 3: BUO5-kuru yumru; 4: ticari toz salep-Ticl; 5: ticari toz salep-Tic2; 6:
ticari toz salep-Tic3; 7: guar zamki; K: PZR igin negatif kontrol

Sekil 4.1. DNeasy® mericon™ Food DNA ekstraksiyon Kiti kullanilarak elde edilen
DNA ve OPAO1 RAPD primeri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin agaroz jel
goruntisu

M12 3 4 56 7 8 910111213141516M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516
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" ' -
- .I
I -
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- e .
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OPAD1 RAPD primeri OPAD2 RAPD primeri

1: Orchis anatolica, taze yumru; 2: Orchis sancta-taze yumru; 3: Orchis italica-taze yumru; 4: Orchis italica-taze
yaprak; 5: arap zamki; 6: kegiboynuzu zamki; 7: toz konjac, 8. PZR icin negatif kontrol (su); 9: DNA izolasyonu i¢in
negatif kontrol (enzim ve enzim tamponu) (DNeasy® mericon™ Food kit); 10: enzim ve su (DNeasy® mericon™
Food kit); 11: ticari toz salep-Ticl (enzim-Nucleospin plant Il kiti); 12: ticari toz salep-Ticl (DNeasy® mericon™
Food kit); 13: ticari toz salep-Ticl (B-mannanaz-CTAB); 14: arap zamki (B-mannanaz-CTAB); 15: arap zamki
(CTAB); 16: PZR igin negatif kontrol (su). Jelde 1-7. kuyucuklarda yiiriitiilen 6rneklerin DNA izolasyonu DNeasy®
mericon™ Food kit ile yapilmistir.

Sekil 4.2. Farkli yontem ve materyalden elde edilen cesitli DNA’lar ile OPAOI ve
OPAO02 RAPD primerlerinin meydana getirdigi PZR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi
goruntiisu
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4.2. RAPD Cahsmalari

Elde edilen DNA o6rnekleri iki set (toplam 40) RAPD primeri ile gergeklestirilen
PZR denemelerinde kullanilmustir. Ilk denemelerde 48 adet DNA 6rneginin (Cizelge
4.2) tamami kullanilarak jel goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.3), ancak daha sonraki
caligmalarda daha verimli iirlin saglayan 33 Ornek ile devam edilmesi uygun
bulunmustur. Bu sayi, yiiriitiilecek jel kutularinin daha verimli kullanilmasi da
diistiniilerek belirlenmistir.

Cizelge 4.2. RAPD analizlerinde kullanilan yumru &rnekleri ve tagsis/katki materyali
DNA’lar

No Ornek kodu Tiir Ad1 Notlar (Tarih,Yer)
1 Al Ophrys ferrum equinum 2014
2 A3 Serapias sp. 2014
3 ETAL* Orchis sancta 2015, ETAE
4 ETA2* Serapias vomaraceae 2015, ETAE
5 C18 Orchis morio 2015
6 C20 Ophrys dinarica 2015
7 C21 Ophrys epicopalis 2015
8 C22 Ophrys classica 2015
9 C23 Ophrys classica 2015
10 C24 Ophrys sphegodes 2015, Kas-Ugrar
11 C25 Ophrys sp. 2015, Kag-Ugrar
12 C26 Ophrys sp. 2015, Kas
13 Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
14 Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
15-34 B1-B20 - 2015, Bartin
35 Tal Ke¢i boynuzu zamki
36 Ta2 Guar zamki
37 Ta3 Ke¢i boynuzu zamki
38 Ta4 Guar zamki
39 Tab Arap zamki
40 Tab Pektin
41 Ta7 Patates nisastasi
42 Ta8 Bugday nisastasi
43 Ta9 Misir nigastasi
44 Tal0 Makarna ogiitliilmiis
45 Tall Yagsiz siittozu
46 Tal2 Toz konyak
47 Tal3 Konyak taze yumru
48 Tal4 Toz tar¢in
49 KONTROL
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Sekil 4.3. OPAOL1 primeri ile gerceklestirilen RAPD-PZR iiriinleri (Cizelge 4.2°de
verilen DNA 6rnekleri kullanilmistir)

Elde edilen jelde yas yumru 6rneklerinde bantlarin daha belirgin oldugu ancak
tagsis Orneklerinde bantlarin siinme yaptigt ya da daha az belirgin oldugu
goriilmektedir. Bu durumun tagsis Orneklerin kurutulmus ve / ve ya islem gérmiis
ornekler olmasindan kaynaklandig1 diisiilmiistiir. Orneklerin segilmesinde yas yumru
orneklerinden olan ve birbirine ¢ok benzer bantlar verdigi goriilen bartin drneklerinden
farkli orkide bireylerini temsil ettigi diisiiniilerek, farkli bant deseni gdsteren 6rneklerin
secilmesine dikkat edilmistir.
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Secilen oOrnekler ile oncelikle OPA1-20 primerlerinin tamami ile RAPD
denemeleri yiiriitiilmiistiir. Bu primer setleri ile Cizelge 4.3’de verilen 6rneklerden izole
edilen DNA kaliplar1 kullanilarak elde edilen RAPD PZR jel goriintiileri Ek 3’de
verilmistir. Bantlarin birbirinden daha fazla ayrilmasi amact ile bunlardan OPAl ve
OPA20 primer seti ile tekrar elde edilen ve jelde daha uzun yiiriitillen PZR iiriinlerine
ait jel gorlintiileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir. Ortak bant arayisinda Sekil 4.4 ve
Sekil 4.5’te verilen jellerde bulunan, her ikisinde de yaklasik 500 b¢’den biraz biiyiik
ortak bantlar tizerinde durulmustur.

Cizelge 4.3. OPA serisi primerler ile RAPD-PZR denemelerinin kullanilan, cins, tiir ve
kaynak smiflandirmast yapilan salep Ornekleri ve beraberinde kullanilan tagsis
materyali. Ornek numaralart EK 3’de verilen jellerde kuyucuk numaralarina karsilik
gelmektedir

Ornek no. | Ornek kodu Cins/Tiir/Madde Adi Notlar (Tarih,Yer)
1. Al Ophrys ferrum equinum 2014
2. A3 Serapias sp. 2014
3. ETAl Orchis sancta 2015, ETAE
4, ETA2 Serapias vomaraceae 2015, ETAE
5. C18 Orchis morio 2015
6. C20 Ophrys dinarica 2015
7. C21 Ophrys epicopalis 2015
8. C22 Ophrys classica 2015
9. C23 Ophrys classica 2015
10. C24 Ophrys sphegodes 2015, Kas-Ugrar
11. C25 Ophrys sp. 2015, Kas-Ugrar
12, C26 Ophrys sp. 2015, Kas
13. Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
14. Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
15. Bal - 2015, Bartin
16. Ba2 - 2015, Bartin
17. Ba3 - 2015, Bartin
18. Ba4 - 2015, Bartin
19. Bab - 2015, Bartin
20. Bab6 - 2015, Bartin
21. Ba9 - 2015, Bartin
22. Bal0 - 2015, Bartin
23. Bal2 - 2015, Bartin
24, Bal6 - 2015, Bartin
25. Bal8 - 2015, Bartin
26. Ta2 Kec¢iboynuzu zamki
27. Ta3 Guar zamki
28. Tad Arap zamki
29. Ta7 Patates nisastasi
30. Ta8 Bugday nisastasi
31. Ta9 Misir nigastast
32. Tall Yagsiz siittozu
33. Tal2 Toz konyak
34. Tald Toz targin

24



BULGULAR VE TARTISMALAR

E. KABACAOGLU

bant) olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Cizelge 4.4’te verilen kalip DNA’lar kullanilarak elde edilen jel goriintiileri Sekil
4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir. Goriintiilerde salep 6rnekleri i¢in elde edilen PZR iiriin
desenlerinin 3 ayr1 grup halinde benzerlik gosterdigi goriilebilmektedir (Orchis, Ophrys
ve Bartin). OPA-20 primeri ile elde edilen goriintiide (Sekil 4.5) Marker kulvarinda
500-750 bg bantlar1 arasinda (500bg’den biraz biiyiik) bir ortak bandin 6zellikle,
ETAE’den temin edilen Serapias vomeraceae ile Bartin’dan temin edilen yumru
orneklerinde ve Ophrys tiirlerinde ayn1 biiyiikliikte bir iiriin olarak ortak (monomorfik

Cizelge 4.4. RAPD analizlerinde kullanilan DNA kaliplar1

No. Ornek kodu | Tiir Adi Notlar (Tarih,Yer)
1. ETA2 Serapias vomaraceae | 2015, ETAE

2. Ci15 Orchis italica 2015, Kas

3. C16 Orchis italica 2015, Kas

4, C17 Orchis italica 2015, Kas

5. Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
6. Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
7. ETA*1 Orchis sancta 2015, ETAE

8. Bal - 2015, Bartin

9. Ba2 - 2015, Bartin

10. Ba3 - 2015, Bartin

11. Ba4 - 2015, Bartin

12. Bab - 2015, Bartin

13. Ba6 - 2015, Bartin

14, Bal0 - 2015, Bartin

15. Bal6 - 2015, Bartin

16. Bal8 - 2015, Bartin

17. C25 Ophrys sp. 2015, Kag-Ugrar
18. C26 Ophrys sp. 2015, Kas

19. Y32 Ophrys sp. 2015

20. C22 Ophrys classica 2015

21. C23 Ophrys classica 2015

22. C20 Ophrys dinarica 2015

23. Cc21 Ophrys epicopalis 2015

24. Al Ophrys sphegodes 2015, Kag-Ugrar
25. Ta2 Keci boynuzu zamki

26. Ta3 Guar zamki

217. Tad Arap zamki

28. Ta7 Patates nisastasi

29. Ta8 Bugday nisastasi

30. Ta9 Misir nisastasi

31. Tall Siittozu

32. Tal2 Konyak 6gltiilmiis

33. Tal4 Targ¢in 6giitiilmiis

34. KONTROL
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SALEP YUMRU ORNEKLER{ TAGSIS MATERYALI
2 3 45 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 K

Sekil 4.4. OPAOQL ile Cizelge 4.4°te verilen kalip DNA’lar kullanilarak elde edilen
RAPD PZR firiinleri

M1 2 3 45 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 K M

Orchis sp. Bartin érnekleri Ophrys sp. Tagsis materyali S

750bg T

- SO R R R R R

Sekil 4.5. OPA20 ile Cizelge 4.4’te verilen kalip DNA’lar kullanilarak elde edilen
RAPD PZR iiriinleri
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Potansiyel marker bolge olarak OPA20 RAPD primeri ile elde edilen 550-600
b¢’lik parganin dizisini tespit etmek i¢in yeni PZR kurulmus, hedeflenen parc¢a jelden
kesilerek klonlanmis ve ¢ogaltilan plazmid restriksiyon enzimleri ile kontrol edildikten
sonra sekans belirlenmistir. Bu asamada elde edilen jelin (kesim Oncesi ve sonrasi
gorlntiisii) Sekil 4.6’da verilmistir. Kesim sirasinda 2, 4 ve 6 numarali 6rnekler
secilerek kesilmis ve tartilan jel pargalart QiaQuick gel extraction (Qiagen, Almanya)
kiti kullanilarak jel purifikasyonu yapilmistir. Klonlama i¢in InsTAclone PCR Cloning
Kit (Fermentas-Thermofisher Scientific-K1214) kullanilmstir.

Sekil 4.6. OPA20 ile elde edilen RAPD PZR iiriinleri ile yiiriitiilen jel a) ve ayni jelin
kesim sonras1 goriintiisii b), 1. ETA2 (Serapias vomaraceae), 2. C17 (Orchis italica), 3.
Y6 (Orchis anatolica), 4. Ba01, 5. Bal6, 6. C23 (Ophrys classica), 7. C22 (Ophrys
classica), 8. Tagsis (Ta8:bugday nisastasi), K. Kontrol

Jelden kesilen parcalar C17 (313 mg), Ba0Ol (322 mg), Bal6 (296 mg) ve C22
(289 mg) ve kit talimatlar1 dogrultusunda extraksiyon yapilmustir. Islem sonunda elde
edilen DNA konsantrasyonlar1 C17, Ba01, Bal6 ve C22 i¢in sirasiyla 8.74, 5.85 pg/ml,
5.14 ve 3.42 pg/ml olmustur.

Transformasyon i¢in gerekli DNA miktar (1 pl vektor i¢in) 600 bg (insert) /
2886 be (vektor) x 3 x 50 = 31 ng seklinde hesaplanmistir. Buna gore her bir DNA
orneginden alinmasi gereken miktar ortalama 30 ng DNA olacak sekilde hesaplanmistir
(C17: 3,43 ul; Ba01: 6,68 ul; Bal6: 7,24 ul; C22: 8,77 ul). DNA o6rnekleri 1 pl pTZ57r/t
plasmid vektorii ile ligasyona sokulmustur. Toplam 15 pl ligasyon karigimi igin 1,5 pl
vektor, 5-13 pl DNA, 3 pl tampon, 0,5 pl T4 ligaz ve 15 ml’ye tamamlayacak hacimde
niikleazdan arindirilmis destile su kullanilmistir. Ligasyon karisimi 22 ° C’de 1 saat
boyunca inkiibe edilmis ve transformasyona elverisli E. coli susu olan XL-1 Blue
(Stratagene, CA, ABD) hiicrelerine transformasyon isleminde kullanilmistir. Secilen
transformantlar 100 pg/mL ampisilin igeren 4 ml sivi LB besiyerinde gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Gelisim saglanan fermantasyon sivisinin 1 ml’si 1 ml
%50’lik gliserol ile karigtirilmis ve -80°C'de muhafazaya alinmistir. Geriye kalan
fermantasyon sivisi plasmid izolasyonu yapilmak iizere santrifiij edilmis ve pelletten
plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolatlarda transformasyonun kontrolii igin
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EcoRlI restriksiyon enzimi ile kesim ve agaroz jel elektroforezi sonrasinda goriintiileme
yaptlmistir (Sekil 4.7). Elde edilen jel goriintiisiine gore yalnizca 1. kuyucuktaki
ornegin, yani Ba0l-a plasmidinin, istenilen biiyiikliikte insert tagidigr anlasilmaktadir.
Bunun iizerine, daha 6nce kullanilan ligasyon karisimindan 7 pl kullanilarak tekrar
transformasyon yapilmaistir.

Sekil 4.7. EcoRI endoniikleazi ile kesilmig plasmidler

Gergeklestirilen ikinci transformasyon denemesinde 8 adet koloni elde edilmis
ve tekrar plasmid ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen plasmid DNA’lar ve
konsantrasyonlari; C17-a: 59,9 ng/ul; C17-b: 32,6 ng/ul; C17-c: 308 ng/ul; Bal6-c: 149
ng/ul; Bal6-d: 22,3 ng/ul; C22-b: 656 ng/ul; C22-c: 523 ng/pl; C22-d: 643 ng/ul
olmustur. Plasmidlerin kontrolii i¢in yine EcoRI restriksiyon enzimi ile kesim
yapilmistir. Kontrol i¢in plasmid DNA (pTZ57r/t) eklenmistir. Elde edilen DNA’lar
jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir (Sekil 4.8).

Cl7-a

C17-b

Cl7-c

Bal6-c

Balé6-d

C22-b

C22-c

C22-d

Kontrol (pTZ57r/t)

L R S O

N

o 02

Sekil 4.8. EcoRI endoniikleazi ile kesilmis plasmidler
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EcoRI endoniikleazi ile plazmidin yaklasik 3,5 kbg (2887 + ~550 bg) biiyiikliikte
diismesi beklenmektedir (insert i¢cinden kesim olmadigi taktirde). Jel goriintiisiinden
bazi klonlarda plazmidin insert i¢inden de kesildigi ve kii¢iik pargalar da toplandiginda
plazmidin beklenebilecek biiyiikliikte oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen plazmidler
Hindlll ve EcoRI endoniikleazlari ile ikili kesilerek tekrar kontrol edilmistir (Sekil 4.9).

gk

- s
0wty ----===-..

Ba0l

Cl7-a

C17-b

Bal6-d

C22-b

C22-c

C22-d

Kontrol (pTZ57r/t)

Sekil 4.9. EcoRI ve Hindlll endoniikleazlari ile kesilmig plasmidler

T7 promotoriinden T7 reverse primeri ile yapilan dizileme sonuglart DNAMAN
ve SnapGene programi ve NCBI web sitesi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
temiz (plazmidden arindirilmis, RAPD primeri dahil) 5 dizi asagida verilmistir (Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

BAOl: 550 bp;

Composition 146 A; 137 C; 115 G; 152 T; 0 OTHER

Percentage: 26.5% A; 24.9% C; 20.9% G; 27.6% T; 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 169.33 dsDNA: 339.05

ORIGIN

1 GTTGCGATCC GGCCGTCGAT TTCCTGCGCG TGTAGACGCG CCATGCAGGC TCCTCCACGC
61 CAAAGAGGCT TCCATAGTTG AGCTTTGGTG GCCCTACTAA AATAATARAAT TTCGGCATGA
121 ATGCACCATG ATGGCTTCCA TATGTGGTTG ACAGTGGTCC CCCTARAATA ATAAATTTCT
181 CCATGAATGT TCCATAACGG CTTCCATATG CGTGCTCCAT AAATTCTAGC GTAAGGGGTC
241 TGCCTGGGTG AATGTGTATG TGTAACAGAT GTACTATTAA GTTCATCGAC AAACTCGATG
301 ACGAAGACAA AACAGACARA TTCCTTCGAG CACAATGTTA TTGGGATATG TGATATCCTG
361 CTAAGGTGAC CTTGACAGTA CGATAGACAC GTCCTGCGTG ACAATGTARA TAACTTCCTC
421 CTTTGAGCAC AATGAACGCG AGATTGTTCT TCTCCCCCCA AAAATAGTAG AGCCCCGAGA
481 GATCTACGCA CCCTTCTGGT ATTATTTTTG TCATACCCTT CCCCTCCGTC ACTATTACCT
541 GGATCGCAAC

Sekil 4.10. BAOL ile elde edilen RAPD amplikon dizisi
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Cl7: 533 bp:
Composition 124 A; 126 C; 133 G; 150 T; 0 OTHER
Percentage: 23.3% A; 23.6% C; 25.0% G; 28.1% T;
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 164.58 dsDNA: 328.59
ORIGIN
1 TTTTGGCTTG ATGCCTCTGC GTCGACGGGC CCGGGATCCG
61 ACCTTATGAA AATTTAAAAR ACCGTCGCTT TCAACGAARA
121 AGAATACTTT GATTCTTACT AGCGTAATGG TTTGAGGGGA
181 GGCGAGTTGC GAGTGCCGCA TGGGGAGTGC CGCTTGGTGA
241 CTTTAATTGT AGCGACCCAT GCCGTCGCCC ATACCCCCTT
301 CCCCGTCATA AATGCTCACC TACCTTCTCT CCTTTCCCGC
361 CCATGCCGTT AAAGAATAGT GGAGAACTTT GTTCATTACG
421 ACTCTTTAAG AGTTTCGCGA GGTCGAGAGC AARAATTCATGG
481 GTGACCAATA ATGGTGAGAC CCTCAACTCC ATCTTTACAG
Sekil 4.11. C17 ile elde edilen RAPD amplikon dizisi
C22-A: 562 bp;
Composition 172 A; 148 C; 105 G; 136 T; 1 OTHER
Percentage: 30.6% A; 26.3% C; 18.7% G; 24.2% T;
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 172.81 dsDNA: 346.45
ORIGIN
1 GTTGCGATCC NCGCTCACCG CACCAAATGT TTGAACCGAG
61 CCTGAAAATA AGTGCACCTC GCCTTTACTT CTAGTCGAGC
121 AGARAGCARA GACTTAGTGA AAGAAARACT CAGGACCCCA
181 ATCCACARAAC CCGAAAGATC ACAGAACTTT CCCTCCCAAA
241 TCTGAGAACA AGAAATTTCT CTCTTTCTCT CTCTAGAAAA
301 AGGTGCATAT GGGGTTCTAT TTATAGATTT TATGAAGTGG
361 TGTTTAGGAA ATTACCAAAC ACCCCTCAGA AAAGCAATCA
421 CATTTCACCA CCCAACCCTT CTCGTCGACT CCGGTCTCAT
481 TAGAGAGAAC CTCACTGGCC GCAACTCGCA TCTTCTAAGC
541 ACCCACCCCT CAGGATCGCA AC
Sekil 4.12. C22a ile elde edilen RAPD amplikon dizisi
C22-B: 557 bp:
Composition 137 A; 114 C; 128 G; 178 T; 0 OTHER
Percentage: 24.6% A; 20.5% C; 23.0% G; 32.0% T;
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 172.05 dsDNA: 343.35
ORIGIN
1 GTTGCGATCC CTGGTGGCGA GCCAGCGTAA TCCAGGGTCT
61 GCTGCGAGTC ATTTTCCAAT TATCCAATTT TCTCTCGCTG
121 TRAAACCCTGT GTAGGGGAAA ATACCCTTGG ATCCCCTTGA
181 GATTTTAGTA ATTCCCTAAG CATTAAATAT GTTATTTGTA
241 AMRATAGAACA CATATGCACC TCTAAAAAGA TCCATTTTTA
301 AGAGCATTTT ATTGTTCTCA GAGGTTCCGA GCTCAGTCTT
361 TTGATCTTTC GGGTTTGTGT CTCCTCGCAG CAGCTTTGAG
421 CTAAGTCTTT GTTTTATGAG TCGCAGATTG TTTCTCGGCT
481 TTGCACCATT TTCAGGTTCC AATCCCGAAT CGAAGTCTCT
541 TAAGCGTGGA TCGCAAC

Sekil 4.13. C22b ile elde edilen RAPD amplikon dizisi

30

0.030THER

ATTTGTTGCG
AGAATTCTGA
GTGGAGTGAT
GTGCATGGTG
TCTCTATAAA
TCTCTATAAA
CGTTCCCGCA
TTGAAGGATT
ATTGGATCGC

0.2%0THER

ACTTTGATTC
TGATAAACGA
ARAGTTGCAGT
CCAAGACTGA
CCCAARAATTG
TATGTCAATA
AATCAAGAGG
GGTGAGCGAG
CCAGTCTGCA

0.0%0THER

GGATGTAGGA
CGAGCCCGGG
TGTGACAACT
AGCCACTTTA
GGTTTTCTAG
GGTTTGGGAG
CTTCTGAGTA
TGACTCGCAG
TTTCAAGCAT

ATCCCCGAGG
ATGGGTGCTT
TTTTATGAGT
GTACCACTCG
TACCAGGTAC
TACCAGGTAC
TGGGCGAGTG
CGTGGCGCGA
AAC

GGGATCGGAA
CTTGCGACTC
GAGGAGGTCC
GCTCGGCACA
ATCTTTTTAA
ACTCATTTAA
GTTCAAGTGT
GTCATTAATT
TGACCTACCG

GACCCAGATC
GTCACCTAARA
ATCCAGAGGG
TAARRATCTAT
AGATAGAAAG
GGAAAGATCT
GTTTTTCTTA
TARGAGAGAG
TTTGGTGCGG
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C22-C: 554 bp;

Composition 144 A; 127 C; 91 G; 192 T; 0 OTHER

Percentage: 26.0% A; 22.9% C; 16.4% G; 34.7% ; 0.0%0THER

Molecular Weight (kDa): ssDNA: 170.08 dsDNA: 341.48

ORIGIN

1 GTTGCGATCC GTAGCTAAGC GAAGGTGATT GAAGAGCACR GGAAACCTAC AGGATTGATT
61 GAAGAGCACA GGAACCCTTC ACCGCAGTAG CCGATCACTG TTTTCACTTC TTATTCAAGG
121 TTTTTCCTCG GGTATGATTT TGGTCGAACA AGTTTCTTAA AGCTTTCATG TGGTTTGCAT
181 TACTTTTTARA GGGATCGTGG GCTAAATGCT CTGCTTTGAT TTATTAATTG ATTAATCATG
241 AAGTTTCTAT TTCTGAATTC TCACTACCCA ACCTAACACA CATCAAATGC ATCTCCTACT
301 GCTCAACCTA ACATGTGTTG CTTCTCTTCC CCAAGGAAAT TCCTCCCCGA CACTCCCATC
361 ACATTCTTCC ATGGTGCCCC ATCGTGAAAT CTATACCCCC AATTTTTGAG TTCTAAGCTT
421 CARATCTRAGA TGGAAAATAG GTTTTGTTCT GTTTTTCTTT CATTGTGTTT TTATTAGCCT
481 ATACARRAAR AATTCATGTA CCCAATTCTT ACTCTCTCCA TGTTTTGACA ACGTGCTTTA
541 TTTAGGATCG CAAC

Sekil 4.14. C22c ile elde edilen RAPD amplikon dizisi

Elde edilen dizilerden C17 ile gergeklestirilen taramanin neticesinde
veritabanindan elde edilen filogenetik degerlendirme sonucu Sekil 4.15°te verilmistir.

Taxonomy Number of hits Number of Organisms Description
BElMesangiospermae 101 72
. BlLiliopsida 99 70
. . BlPetrosaviidae 28 69
. . BlAsparagales 35 32
. . BOrchidaceae 33 30
. . BAsparagaceae 2 2
. « Bcommelinids 61 35
. . ENartheciaceae 2 2
. Alocasia macrorrhizos 1 1 Alocasia macrorrhizos hits
. Beudicotyledons 2 2
oc17
9 Goodyera schlechtendaliana chloroplast, complete genome
a .
5Good_vcra fumata chloroplast, complete genome
“ Goodyera procera chloroplast, complete genome
° 2 Sobralia aff. bouchei HTK-2015 chloroplast, complete genome
“ Sobralia callosa voucher Whitten 3275 chloroplast, complete genome
sl)endmhium pendulum chloroplast, complete genome
] Y {J Dendrobium officinale chloroplast, complete genome
9 9 Dendrobium officinale chloroplast, complete genome
9 Cymbidium goeringii chloroplast, complete genome
9 9 ; Bletilla striata chloroplast, complete genome
- Calanthe triplicata chloroplast, complete genome
22 Cymbidium tortisepalum voucher KUN:HJL091035 chloroplast, complete genome
S(‘ymmdxum tortisepalum voucher KUN:YJB100601 chloroplast, complete genome
9 g Cymbidium tortisepalum voucher KUN:HJL091027 chloroplast, complete genome
9 Cymbidium sinense voucher KUN:YJB100605 chloroplast, complete genome
@ Goodyera velutina chloroplast, complete genome
@ Habenaria pantlingiana chloroplast, complete genome
9 9 Lomandra ia NADH-pl i idored subunit 7 (ndhH) gene, complete cds; plastid
° Py @ Panicum virgatum cultivar Kanlow chloroplast, complete genome
0.02 @ 9 Lygeum spartum NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 7 (ndhH) gene, complete eds: chloroplast
| I 9

< Aristida purpurea plastid, complete genome

9 Aira caryophyllea NADH-pl: subunit 7 (ndhH) gene, complete cds; chloroplast

Sekil 4.15. NCBI BLASTn veritabani ile elde edilen C17 homoloji degerlendirmesi
(iistte) ve filogenetik agac (altta)

Analiz edilen dizinin 57 bg¢’lik bir boliimiiniin Goodyera sp.’de %92 oraninda
benzerlik (identity) gosterdigi goriilmektedir. Bu bolge baz alindiginda en yakin
homoloji sergilenen bireylerin Orchidaceae (Salepgiller) familyasindan genom
calismalarina konu olan bitkiler oldugu goriilmiistiir. Ancak, tam identity olmasa da
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benzer dizilerin Triticum sp.’de de bulunuyor olmasi arastirmacilarda bu bolgeden yola
¢ikarak marker bolge tanimlamanin sakincali olabilecegini diistindiirmiistiir.

C22a ve C22b dizileri ise %73 homoloji oldugu belirlenmis, diger diziler
arasinda 6nemli benzerlige rastlanamamistir. C22a, C22b, C22c¢ ve BAO1 dizileri NCBI
veritabaninda herhangi bir dizi ile kayda deger bir eslesme sergilememistir.

Bu asamada elde edilen dizi bilgilerinden faydalanarak c¢alisabilecek 2 g¢ift
marker bolge primeri tasarlanmistir (Cizelge 4.5). Bu primerlerin tasariminda kullanilan
dizi en az 2 kere dizileme yapilarak dogrulanmistir. Primerler siparis edilerek diger
kalip DNA’lar ile PZR denemeleri yiirtitilmistiir.

Elde edilen dizlerden tasarlanan iki primer ¢ifti ile yiiriitiilen PZR ile elde edilen
tiriinler jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.16). Primerlerin dizi kaynagi olan
DNA’lar ile iyi tiriin verdigi, ancak spesifik olarak her ii¢ kalipta da ¢alisan bir primer
seti bulunmadig1 gézlemlenmistir.

Cizelge 4.5. RAPD (OPAZ20) ile elde edilen sekanslardan tasarlanan potansiyel SCAR
marker primer ¢iftleri

Primer Dizi Sicaklik Amplikon
adi (°O) biiyiikliigii (kbc¢)
c22-f 5-TTACTGCGAGTCAAGCCGAG-3' 61,6 166
C22-r 5-TGTTCTCAGATGTTCCGAGC-3' 59,0
C17-1-f 5-AGCGTAATGGTTTGAGGG-3' 56,1 206
C17-1-r 5-ATAGAGAGCGGGAAAGGAG-3' 56,1

C17-1-F ve R primerleri icin

(a) C17 C22

C22-F ve R primerleri igin

C22

Sekil 4.16. C17, C22 ve Ba0l 6rneklerinden elde edilen kalip DNA ile a) C17-1-F/R
primerleri ve b) C22-F/R primerleri ile elde edilen PZR fiiriinlerinin jel elektroforezi
goruntiisu

Benzer bir taramanin OPB serisi primerler lizerinden gerceklestirilmesi i¢in de
RAPD-PZR denemeleri yiiriitiilmiis ve Ek 4’de verilen jel goriintiileri elde edilmistir.
OPB serisinden primerler kullanilarak gergeklestirilen RAPD-PZR ig¢in Cizelge 4.6’da
verilen Ornekler kullanilmistir. Cizelgede belirtilen 6rnek numaralan jellerde yiikleme
yapilan kuyucuk numaralarina karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.6. OPB serisinden 20 primer ile yiiriitilen RAPD-PZR i¢in kullanilan DNA
ornekleri listesi

Ornek no. | Ornek kodu | Cins/Tiir Ad1 Notlar (Tarih,Yer)
1. A3 Serapias sp. 2014
2. ETA2 Serapias vomaraceae 2015, ETAE
3. C12 Orchis italica 2015, Kas-Ugrar
4, C13 Orechis italica 2015, Kas
5. Cil4 Orchis italica 2015, Kas
6. C15 Orchis italica 2015, Kas
7. C16 Orchis italica 2015, Kas
8. C17 Orechis italica 2015, Kas
9. Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
10. Y5 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik
11. Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Goélciik
12. C19 Orchis mascula 2015, Kag-Ugrar
13. C18 Orchis morio 2015
14. ETAL Orchis sancta 2015, ETAE
15. Bal - 2015, Bartin
16. Ba2 - 2015, Bartin
17. Ba3 - 2015, Bartin
18. Ba4 - 2015, Bartin
19. Bab - 2015, Bartin
20. Ba6 - 2015, Bartin
21. Bal0 - 2015, Bartin
22. Bal2 - 2015, Bartin
23. Bal6 - 2015, Bartin
24, Bal8 - 2015, Bartin
25. C25 Ophrys sp. 2015, Kas-Ugrar
26. C26 Ophrys sp. 2015, Kas
217. Y32 Ophrys sp. 2015
28. C22 Ophrys classica 2015
29. C23 Ophrys classica 2015
30. C20 Ophrys dinarica 2015
31. C21 Ophrys epicopalis 2015
32. C24 Ophrys sphegodes 2015, Kas-Ugrar
33. Al Ophrys ferrum equinum | 2014
34, Cl1 Gymnadenia stiriaca 2015, Kas

OPB serisi ile yiiriitiilen RAPD jellerinden bazilarinda potansiyel monomorfik
bantlar gozlemlenmistir. Bu bantlarin marker amagli seciminde bant biiyiikligi,
parlakligi 6nemsenmis ve kuvvetli komsu bantlarin olmamas1 gozetilmistir. Se¢ilmis
olan OPB04, OPB15 ve OPB19 primerleri ile elde edilen RAPD-PZR iiriinlerinin
yiritildigli agaroz jellerinin goriintiileri sirasiyla Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil
4.19°da verilmektedir. Sekillerde de goriilebilecegi gibi cins, tiir ve lokalite temelinde
ortak olarak amplifiye olan potansiyel monomorfik bantlar bulunmaktadir. Bu bantlar
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arasindan OPB04’te yaklasik 2250 bg, OPB15’te 1250 ve 1550 bg, OPB19°da ise
yaklasik 1800 bg biiyiikliikte olanlarindan 2 ser Ornek segilerek amplifikasyonun
klonlama fragmenti elde etmek iizere tekrar edilmesi kararlastirilmistir. Bunun igin
sekillerde de kirmiz1 kutu ile isaretlenen OPB04’ten 2 ve 15 no’lu 6rneklerden 2250 bg,
OPB15°ten 1 ve 8 no’lu orneklerden 1250 ve 1550 b¢ ve OPB19’dan 28 ve 29 no’lu
orneklerden 1800 bg biiyiikliiglinde amplifikasyon iirlinlerinin sentezi i¢in RAPD-PZR
denemeleri yiiriitiilmiis ve elde edilen jeller jel piirifikasyonu igin agaroz jelde
kosturulmustur (Sekil 4.20).

2] 3 4°5_6 7 829110 11 12 13 714 F15416 17 18 1920721 " 22 23 24" 25 26

Bartin Omekleri
—mm ey

1500bp

1000bp

750bp

250bp

Sekil 4.17. OPB04 primerleri ve Cizelge 4.6’da verilen ornek seti ile gergeklestirilen
RAPD-PZR f{iriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

5 6 7,819 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

o . ) v i = .
Orchis italica Orchis anatolica B thio () aatier

Sekil 4.18. OPB15 primerleri ve Cizelge 4.6’da verilen 6rnek seti ile gerceklestirilen
RAPD-PZR firiinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27|28]29|30 31 32 33 34 35

10000bp

Ophrys tiitleri

3000bp

2500bp —_—
2000bp

Lol ol A N
1500bp

Sekil 4.19. OPB19 primerleri ve Cizelge 4.4’te verilen 6rnek seti ile gergeklestirilen
RAPD-PZR firiinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii

Sekil 4.20. OPB serisi primerler ile elde edilen iiriinlerin klonlama i¢in saflastirilmasi
icin ylritiilen jel elektroforezi a) ve jelden kesim sonrasi b) goriintiiler

Tez galismasi kapsaminda arastirmanin bu kisminda alinan sonuclarin ileride
yapilabilecek belirli bir salep tiirii ya da cinsine 6zgii spesifik marker ¢alismalarina konu
olabilecegi 6ngoriilmiis ve tiim salep tiirlerine Ozgii ortak bolge arayisinda ITS2
bolgesinde caligsmalarin siirdiiriilmesi karar1 alinmistir.

4.3. ITS2 Bolgesi I¢in Tasarlanan Primerleri ile Yiiriitiilen Calismalar

ITS2 bolgesi igin tasarlanan ITS2a F ve R primerleri ve tim salep ve tagsis
ornekleri ile PZR analizi gergeklestirilmistir. PZR i¢in kullanilan kalip DNA
orneklerine ait bilgiler Cizelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7. ITS2aF/R primerleri ile gergeklestirilen PZR denemesinde kullanilan DNA

kaliplart
Ornek | & ek kodu | Tiir Adi/ Katki maddesi Notlar (Tarih,Yer) Konsantrasyon
no. (ng/ul)
1 Al Ophrys ferrum-equinum 2014 33,7
2 A3 Serapias sp. 2014 447
3 ETAL Orchis sancta 2015, ETAE 25,1
4 ETA2 Serapias vomaraceae 2015, ETAE 35,2
5 Cl1 Gymnadenia stiriaca 2015, Kas 20,9
6 C12 Gymnadenia stiriaca 2015, Kas 11,5
7 C13 Orchis italica 2015, Kas 314
8 Cl14 Orchis italica 2015, Kas-Ugrar 31,9
9 Ci15 Orchis italica 2015, Kas 43,6
10 C16 Orechis italica 2015, Kas 56,2
11 C17 Orchis italica 2015, Kag-Ugrar 65,4
12 C18 Orchis morio 2015 26,5
13 C19 Orchis mascula 2015, Kag-Ugrar 52,3
14 C20 Ophrys dinarica 2015 15,4
15 c21 Ophrys epicopalis 2015 20,0
16 C22 Ophrys classica 2015 32,1
17 C23 Ophrys classica 2015 30,8
18 C24 Ophrys sphegodes 2015, Kag-Ugrar 22,7
19 C25 Ophrys sp. 2015, Kag-Ugrar 51,3
20 C26 Ophrys sp. 2015, Kag 54,8
21 Y2 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik 24,2
22 Y5 Orchis anatolica 2015, Burdur 36,2
23 Y6 Orchis anatolica 2015, Kumluca-Golciik 20,0
24 Y32 Ophrys sp. 2015 28,8
25 B1 - 2015, Bartin 17,6
26 B2 - 2015, Bartin 16,7
27 B3 - 2015, Bartin 18,9
28 B4 - 2015, Bartin 16,4
29 B5 - 2015, Bartin 16,3
30 B6 - 2015, Bartin 18,7
31 B7 - 2015, Bartin 42,3
32 B8 - 2015, Bartin 215
33 B9 - 2015, Bartin 4,44
34 B10 - 2015, Bartin 15,3
35 Tal Kegiboynuzu zamki 3,46
36 Ta2 Guar zamki Olgiilemedi
37 Ta3 Keciboynuzu zamki Olciilemedi
38 Tad Guar zamki Ol¢iilemedi
39 Ta5 Arap zamki Olciilemedi
40 Tab Pektin Olciilemedi
41 Ta7 Patates nigastasi olgiilemedi
42 Ta8 Bugday nisastast 2,07
43 Ta9 Misir nigastasi Ol¢iilemedi
44 Tal0 Makarna (6gitilmiis) 65,1
45 Tall Yagsiz siittozu 3,01
46 Tal2 Toz konyak olgililemedi
47 Tal3 Konyak taze yumru 32,4
48 Tal4 Toz tar¢in 15,7
49 kontrol Niikleazdan arindirilmis su -
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Sekil 4.21. ITS2aF/R primerleri ile gerceklestirilen PZR denemesi sonrasinda yiiriitiilen agaroz jel
gortintiisii. Jelde, 1-34 no.lu kuyucuklara yumru 6rnekleri; 35-49 no.lu kuyucuklara tagsis materyali
ornekleri ile elde edilen PZR iiriinleri yiiklenmistir

Cizelge 4.7°de verilen gizelgede 6rnek numaralari ayn1 zamanda Sekil 4.21°de
verilen jel goriintlisiinde serit numaralaria tekabiil etmektedir. Goriilebilecegi tizere,
180 bg civarinda (150 ile 200 b¢ marker bantlar arasinda) beklenen iiriin orkide
yumrularindan elde edilen pek cok DNA ile etkili sekilde cogaltilabilmistir. Tagsis
materyalinde ise nadir olarak ve daha az belirgin olarak gozlemlenen bantlar vardir.
Amplifikasyonun gergeklesmedigi tiiplerde (low range marker bantlarna gore 50 ile 75
bg arasinda) gozlemlenen iiriinler primerlerden ileri geldigi belirtilebilir. Bu problemin
giderilecebilcegi diistiniilerek PZR karisimi i¢in Taq DNA Polymerase, Recombinant (5
U/uL) (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kiti yerine HotstarTag DNA Polymerase
Master Mix (Qiagen, Hilden, Almanya) ve kullanilarak analiz tekrar edilmistir. Sekil
4.22°de goriildiigii gibi tagsis/katki materyalinde ITS2a spesifik primerleri bant
vermedigi, 18S rDNA universal primerlerinin ise 140 bg¢ civarinda bant verdigi
goriilmektedir.

S 607 S O T ORRIE 2SS B AT S BI6RIZE I8 T0.- D091 D21 9309425 26/ € M

R L R I
150bp

salep

tagsis/katki maddeleri
(€)) ITS2a F/RT

4 5 6 7 8 9 10 11 12 F13 4SS SIGMITEI SEtoR20 521" 22 203924 25 96 €

‘—T—‘—Y—,

salep tagsis/katki maddeleri

M

—

Rad

B ——— e LBl L L T —
-

/R

18S tRNA F

Sekil 4.22. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii a) 1TS2a F/R primer gifti
ve b) 18S rRNA F/R primer ¢ifti; 1. Serapias sp. (A3)., 2. Orchis sancta (ETAL), 3.
Gymnadenia stiriaca (C11), 4. Orchis italic (C13), 5. Orchis italica (C17), 6. Orchis
morio (C18), 7. Orchis mascula (C19), 8. Ophrys classica (C22), 9. Orchis anatolica
(Y2), 10. Orchis anatolica (Y5),11. Ticl, 12. Tic2, 13, Tic3, 14. Kegi boynuzu zamki,
15. Guar zamki, 16. Guar zamki, 17. Arap zamki, 18. Pektin, 19. Patates nisastasi, 20.
Bugday nisastas1, 21. Ogiitiilmiis makarna, 22. Yagsiz siittozu, 23. Toz konyak, 24.
Konyak taze yumrusu, 25. Toz targin, 26. Misir nisastasi, Kontrol (C)
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Sekil 4.21°de verilen jelde 7. kulvarda kosturulan C13 (Orchis italica) drnegi ile
ayni kosullarda tekrar yiiriitiilen PZR sonucunda edilen iiriin PZR saflastirma Kiti ile
muamele edilerek dizileme yapilmistir. Dizi analizi sonucu Sekil 4.23te verilmektedir.

C13-Orchis italica: 190 bp;

Composition 39 A; 36 C; 60 G; 55 T; 0 OTHER

Percentage: 20.5% A; 18.9% C; 31.6% G; 28.9% T; 0.0%0THER
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 59.07 dsDNA: 117.14

ORIGIN

1 CGTGCTATGC GGTGGTCTTA TCTAGGATGC GGGGRATGGC TGTCATGTGC TAATGTGTGG
61 CAGGCTGAAG AGTGGGATGA TTTTCTCTTG GCAACGATCG ATTAATGGGT GGGATGGAAG
121 CCTCGGTTGA TCCTATCATC GTCAGGTTGC TTTGAGAAAG CTGTGCATAT CCCGGGCTAA
181 CCTAACTCAC

Sekil 4.23. 1TS2aF/R primerleri ile C13 &rneginde c¢ogaltilan pargaya ait dizi analizi
sonucu

Dizileme neticesinde Orchis italica oldugu bilinen (C13) 6rnekten 190 bg
uzunlugunda bir parca g¢ogalmistir. Bu dizi NCBI veritabaninda taranarak dizinin
istenilen bolgeden ¢ogaldigi anlagilmis Sekil 4.24’te verilen eslesme listesinde

goriilmektedir. Ayrica tarama sonucunda bir filogenetik degerlendirme de
yapilabilmistir (Sekil 4.25).

Taxonomy Number of hits Number of Organisms
B Orchidinae 144 38
. HOrchis 21 12
. EDactylorhiza 21
. Bl Gymnadenia
. Traunsteinera globosa
. Platanthera chlorantha
. Pseudorchis albida subsp. straminea

— e e N

Sekil 4.24. 1TS2aF/R primerleri ile C13 Orneginde ¢ogaltilan parga i¢in NCBI
veritabani taramasi neticesinde elde edilen sonug
Traunsteinera globosa isolate T_glo internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence

47 Orchis provincialis intemal transcribed spacer 2 (ITS2)
) Orchis mascula interal transcribed spacer 2 (ITS2)

® ? PY ? Orchis mascula internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
Orchis pauciflora internal transcribed spacer 2 (ITS2)
° Orchis spitzelii internal transcribed spacer 2 (ITS2)
? Orchis pallens isolate O_pal internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
9 a()rclns italica internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence
Orchis italica internal transcribed spacer 2, complete sequence
Orchis italica ITS1, 5.8S rRNA gene and ITS2, specimen voucher Cotrim, Pinto, Chase & Fay 456 A" (RBG Kew, UK)
o Orchis italica internal transcribed spacer 2 (ITS2)

Orchis anthropophora internal transcribed spacer 2, complete sequence
:()rchls anthropophora internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
) Orchis anthropophora intemal transcribed spacer 2 (ITS2)
Orchis simia internal transcribed spacer 2 (ITS2)
Orchis purpurea intemal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence
Orchis purpurea internal transcribed spacer 2 (ITS2)
9  9CI3-ITS2a
9 Orchis militaris internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence

001 o
I | {J Orchis militaris internal transcribed spacer 2 (ITS2)

Orchis militaris internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence

Sekil 4.25. ITS2aF/R primerleri ile C13 o6rneginde ¢ogaltilan pargaya filogenetik
degerlendirme (NCBI veritabani ile elde edilmistir)
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Farkli yumru 6rneklerinden elde edilen amplikon dizilerinin belirlenmesi i¢in 8
adet (A3 Serapias sp., C11 Gymnadenia stiriaca, C13 Orchis italica, C14 Orchis
italica, C18 Orchis morio, C19 Orchis mascula, C22 Ophrys classica, Y2 Orchis
anatolica, Y5 Orchis anatolica) 6rnekleri PZR analizi yapilmis (Sekil 4.26) ve ardindan
elde edilen PZR iiriinleri saflagtiriimastir.

Sekil 4.26. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi ardindan elde edilen jel resmi, M:marker,
1:A3 Serapias sp.,2:C11 Gymnadenia stiriaca, 3:C13 Orchis italica, 4:C14 Orchis
italica, 5:C18 Orchis mario, 6:C19 Orchis mascula, 7:C22 Ophrys classica, 8:Y2
Orchis anatolica,9:Y5 Orchis anatolica

PZR fiiriinleri ile CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, MA, ABD)
kullanilarak pJET 1.2 vektoriine ligasyon yapilmistir. PZR fiirlinleri, kullanilan taq
polimazin 6zelligine bagli olarak TA kuyruguna sahip sekilde sentezlenir. Klonlama
kitinin i¢inde bulunan ve PZR iiriinlerinden kiit u¢ elde etmeye olanak veren Blunting
enzyme (Thermo Scientific, MA, ABD) ihtiva eden ligasyon karigimi hazirlanmis ve
PZR friinleri pJET 1.2 vektoriine ligate edilmistir. Ardindan elde edilen ligasyon
karisimi1  kimyasal olarak kompetent hale getirilmis E.coli XL1-Blue hiicrelerine
transforme edilmis ve ampisilinli LB Lennox besiyerlerine ekim yapilarak gece boyu 37
°C’de inkiibe edilmistir. Elde edilen plaka goriintiileri Sekil 4.27°de goriilmektedir.

Sekil 4.27. Transformasyon sonrasi elde edilen klonlarin plaka goriintiisii. Plakalar
tizerinde belirtilen numaralar (1-9) klonlanan fragment numarasina karsilik gelmektedir

Elde edilen plakalardan her birinden 2’ser adet koloni se¢ilmis ve ampisilin
iceren LB lennox sivi besiyerine ekimi yapilarak 37 °C’de inkiibe edilmistir.
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Kolonilerin dogru pargayi tasidiginin dogrulanmasi i¢in koloni PZR yapilmistir. Bunun
i¢in inkiibasyonun 6. saatinde sivi besiyerinden 1 pl alinarak CloneJet PCR Cloning Kit
(Thermo Scientific, MA, ABD) i¢inde bulunan pJET 1.2 F ve R dizileme primerleri ile
PZR reaksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen agaroz jel goriintiisii Sekil 4.28’de
verilmistir. Ligasyon TUriinli ihtiva etmeyen negatif kontolde yaklasik primerlerin
cogalttig1 bolgenin bulundugu yere bagl olarak 118 b¢ uzunlugunda bant beklenirken,
ITS bolgeleri klonlanan transformantlardan ise yaklasik 308 bg (180+118) uzunlugunda
bant beklenmektedir. Pozitif kontrol olarak ise uzunlugu bilinen 976 b¢ uzunlugundaki
PZR iirlinii kullanilmistir. Sekle gore 2a, 3c, 4b, 9b klonlar1 hari¢ digerleri beklenen
sekilde yaklasik 308 bg¢ biiyiikligiinde iiriin vermistir. Bu 6rneklerden 4b klonunda,
PZR iiriinlerinin kiit u¢lu olmasindan dolay1 PZR iiriinlerinin plazmide pespese iki par¢a
seklinde girmis oldugu distiniilmiistiir.

M 1la 1b 1lc 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b S5c 6a 6b 6c 7a 7b 7c 8 8 92 9% 9% Pa Pb N K K )
A3 Cl1 C13 Cl4 C18 C19 C22 Y2 SAl Pozitif
Serapias Gymnadenia Orchis Orchis Orchis Orchis Ophrys Orchis Orchis kontrol
sp. stiriaca italica italica mario mascula classica  anatolica  anatolica 976bp

-
e ——— ...- ...............

Sekil 4.28. Koloni PZR agaroz jel goriintiisii. N: negatif kontrol (yalniz plazmid) K:
PZR kontol

Koloni PZR sonucuna gore secilen pozitif klonlardan gece boyu inkiibasyon
ardindan NucleoSpin® Plasmid (Macherey Nagel Co., Diire, Almanya) kit ile plazmid
izolasyonu yapilmistir. Ardindan tam dogrulama igin her iki taraftan keserek klonlanan
PZR iiriiniin plazmitten diismesini saglayan Bglll enzimi ile kesim yapilmis ve ardindan
agaroz jelde ytritiilmiistiir. Elde edilen jel goriintiisti Sekil 4.29°da goriilmektedir.
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M 1la 1b. 2b 2¢ 32 3b 4a 4c 5a 5b 6a 6b 7. 7b 8 8 92 9c Pa N K U M

m;wm---'

2000bp

1500 bp

Sekil 4.29. Transformasyon yapilmis pJET 1.2 vektoriiniin Bglll enzimi ile kesimi
sonrast elde edilen goriintii. 1a-9c (180 bg¢ ITS bdlgesini ihtiva eden plazmid), Pa
(pozitif kontrol-976 b¢ PZR iriinii ihtiva eden plazmid), N (negatif kontrol-yalniz
plazmid), U: kesilmemis plazmid

Buna gore 2¢ klonu hari¢ tiim klonlar istenilen parcayr tagimaktadir. 1a (A3
Serapias sp.),1b (A3 Serapias sp.), 2b (C11 Gymnadenia stiriaca), 3a (C13 Orchis
italica),3b (C13 Orchis italica), 4a (C14 Orchis italica), 4c (C14 Orchis italica), 5a
(C18 Orchis morio), 5b (C18 Orchis morio),6a (C19 Orchis mascula), 6b (C19 Orchis
mascula), 7a (C22 Ophrys classica), 7b (C22 Ophrys classica), 8a (Y2 Orchis
anatolica), 8¢ (Y2 Orchis anatolica), 9a SA1 (Y5 Orchis anatolica), 9c SALl (Y5
Orchis anatolica) klonlar1 dizilemeye gonderilmis. Elde edilen klonlarin, pJET 1.2 F ve
R dizileme primerleri kullanilarak dizileme islemleri gergeklestirilmistir.

Plazmidlerin dizilenmesi sonucu elde edilen kromatogramlar karsilastirilarak
olgun diziler elde edilmis ve bu diziler NCBI veritabaninda BLASTn arama motorunda
arastirilmistir. Elde edilen dizi ve degerlendirmesi asagida Cizelge 4.8’de verilmistir.

Dizileme sonucunda elde edilen veriler DNAMAN programi ile
degerlendirilerek Cizelge 4.8’de verilen konsensus diziler elde edilmis ve bunlar NCBI
BLASTn taramasi ile arastirilmistir. ITS2aF/R primer seti ile farkli bireylerden izole
edilen DNA kaliplar1 kullanilarak sentezlenen dizilerin tamami Orkide tiirlerinde
bulunan ve sadece Orkide tiirlerinde bulunan dizilerle homoloji gdostermistir. Botanik
(morfolojik) oOzelliklerden yola cikilarak yapilan tanilama ile NCBI veritabani
kullanilarak ITS2 dizileri {izerinden yapilan tanilama arasinda farkliliklar oldugu
anlagilmistir. Bu durumun NCBI veritabaninda bulunan dizilerle kisitli olunmasindan
kaynaklandig1 digiiniilmiistiir. Elde edilen bulgular ITS2 bélgesinin ger¢ek zamanli
PZR denemeleri i¢in uygun olabilecegini gostermistir. Bu nedenle gercek zamanli PZR
calismalarinda ITS2a primerleri ile analizlere devam edilmistir.
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Cizelge 4.8. ITS2aF/R amplikonlarin1 barindiran klonlardan elde edilen dizileme
sonuglari ve NCBI BLASTnN degerlendirmesi

Kapsam (querie

Klon® Uzunluk | GenBank kayit | En yiiksek homoloji bulunan tiir coverage) / ..
on - .. - E degeri

(bg) numarasi (organizma/dizi kayit numarasi) benzerlik

(identity)
la/1b 188 MG572341 Orchis italica/KF499511.1 100/99 8 x10%
2a/2b 188 MG572342 Orchis italica/KF499511.1 100/98 8 x10%
3a/3b 175 MG572343 Orchis antropophora/EU294184.1 100/85 6 x10™®
4a 188 MG572344 Orchis antropophora/EU294184.1 100/85 4x10™
4b 188 MG572345 Orchis antropophora/EU294184.1 100/92 4x10°%
5a/5b 187 MG572346 Orechis spitzelii/294110.1 100/95 5x107®
6a/6b 187 MG572347 Orchis patens /294098.1 100/95 5x107®
7al7b 188 MG572348 Orchis italica/KF499511.1 100/99 8 x10%
8a/8b 187 MG572349 Orchis patens /294098.1 100/96 6 x10™
9a/9b 188 MG572350 Orechis spitzelii/294110.1 100/96 3x107®

Elde edilen konsensus 2 farkli klon kolonisinden elde edilen plazmitlerin herbiri i¢in ¢ift yonlii okunmasi
sonucunda elde edilen toplam dort dizileme sonucu ile elde edilmistir.

4.4. Ger¢cek Zamanh PZR (QPZR)

Salepte teshis ve miktar tespitinde kullanilabilecek marker bolge arayisinda farkl
teknikler ve stratejiler degerlendirilmistir. RAPD primerleri ile yiiriitiilen rastgele
genomik amplifikasyon ile tiirler arasinda ortak olarak ¢ogalan bolgeler gozlemlense de
gercek zamanli PZR (QPZR) analizleri i¢in ITS2a bdolgesinden tasarlanmis olan
primerlerin daha uygun olacag: anlagilmistir.

441.1TS2a F/R ve 18S rRNA F/R primer ¢iftlerinin gqPZR reaksiyon
verimliliginin belirlenmesi

Klasik PZR ile karsilagtirildiginda ger¢cek zamanli PZR’nin (qPZR) en basta
gelen avantaji kantitatif (nicel) 6l¢iim yapilabilmesine olanak vermesidir. Kantitatif
analizlerde ig¢sel bir kontroliin kullanilmasi 6zellikle analiz edilecek olan 6rneklerin
karmasik yapiya sahip islenmis {iriinler oldugu durumlarda ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada
ITS2 bolgesinin amplifiye edilmesi icin ¢alisma kapsaminda tasarlanan ~180 bg
fragment olusturan ITS2a F/R primerleri kullanilarak salep tespiti ve kantifikasyonu
hedeflenmistir. I¢sel kontrol olarak ise tiim dkaryot hiicrelerde amplifikasyon saglayan
niikkleer 18S rRNA genine ait 140 bg¢ uzunlugundaki bir bolgenin c¢ogaltilmasi
hedeflenmistir.

ITS2a F/R primer ciftinin qPZR icin reaksiyon verimliliginin belirlenmesi
amaciyla C13-Orchis italica’dan (taze yumru) elde edilen DNA (22 ng/ul) 6rneginden
Qiagility cihazinda 4’er kat 5 kez seyreltilmesi ile (1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256) seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Seri diliisyonlar ile elde edilen amplifikasyon grafigi Sekil
4.30°da, standart egrisi ve reaksiyon verimliligi ise Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.30. ITS2a F/R primer c¢iftinin salep DNA seri diliisyonlar1 ile verdigi
amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.31. ITS2a F ve R primer cifti icin qPZR reaksiyon verimliligi ve elde edilen
standart egri

Ger¢ek zamanli PZR analizinde keciboynuzu zamki tagsis materyali olarak
kontrol edilmistir. Standart egri iizerinde de ifade edildigi gibi, R? degeri 0,99061
(>0,98), standart egrinin egimi -3,107 (-3,6 < M <-3,1), ve verim %110 olarak
hesaplanmustir.

Reaksiyon iiriinleri jelde yiriitiilmiis ve primerlerin spesifitesi kontrol edilmistir
(Sekil 4.32). Reaksiyon iiriinlerinin jelde yiirlitilmesi sonucunda yalnizca spesifik
olarak hedeflenen fragmentin amplifikasyonunun gerceklestigi gorilmustiir.
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Sekil 4.32. 1TS2a F/R primer ¢iftinin salep DNA diliisyon serisi ile qPZR reaksiyon
sonucunda elde edilen iirlinlerinin %4 agaroz jel goriintiisii

Yapilan bu analizler salep DNA’s1 kalip olarak kullanildiginda ITS2a F/R
primer ciftinin iyi bir verimlilikle ve spesifik olarak ¢aligtigini gostermistir.

Gergek zamanli PZR denemelerinde dahili kontrol olarak 140 bg biiyiikligiinde
PZR iiriinii veren 18S rRNA F/R primer ¢ifti kullanilmistir. Sekil 4.33°te amplifikasyon
egrisi, Sekil 4.34°te ise standart egri grafigi gosterilmektedir. Standart egri iizerinde de
ifade edildigi gibi, R? degeri 0,9996 (>0,98), standart egrinin egimi -3,104 (-3,6 < M <-
3,1), ve verim %110 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.33. 18S rRNA F/R primer ¢iftinin salep DNA seri dillisyonlar1 ile verdigi
amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.34. 18S rRNA F/R primer ¢ifti icin qPZR reaksiyon verimliligi ve standart egri

Dahili kontrol icin elde edilen PZR diriinleri jelde yiiriitiilerek triinlerin 18S
rRNA F/R primer ¢ifti {irlini oldugu kontrol edilmistir (Sekil 4.35). Reaksiyon
triinlerinin  jelde yiiriitiilmesi sonucunda tagsis materyalinde beklenildigi gibi
hedeflenen fragmentin amplifikasyonunun gergeklestigi goriilmiistiir. Dahili kontrol
primerleri ile yiiriitiilen bu reaksiyonlar tagsis materyalinde de PZR iriinii verebilecek
miktar ve kalitede DNA bulundugunu dogrulamistir. Ger¢cek zamanli PZR analizinde
elde edilen Ct degerleri Ek 5’de verilmistir.

18S rRNA primer cifti

1/16 1/256
salep salep

Sekil 4.35. 18S rRNA F/R primer ¢iftinin salep DNA diliisyon serisi ile qPZR reaksiyon
sonucunda elde edilen iiriinlerinin %4 agaroz jelde goriintiisii

Primer ¢iftlerinin reaksiyon verimliligi salep kariggm DNA’s1 ile ayri1 olarak
tekrar belirlenmistir. Bunun igin Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden tedarik edilen salep
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yumru Ornekleri kullanilmistir (Sekil 4.36). Sekilde goriilen yumrular salep tiiccarindan
satin alinan, yumrularin haslanmasi ve kurutulmasi islemleri ile elde edilen otantik salep
riinleridir. Bu o6rnekler TissueLyser Il (Quiagen) cihazi ile bilyali ¢elik kavanoz
adaptoler (Retsch) icinde 30 Hz’de 2 dk siiresince ogiitiilerek temsili toz salep drnegi
elde edilmistir. Ogiitiilen 20 yumrunun herbirinden 800 mg alinmis ve toplam 16 g toz
salep karistmi 50 ml’lik tlip icerisinde homojen bir karisim elde edilinceye kadar
karistilmistir. Elde edilen karisimdan 400 mg 6rnek alinarak DNA izolasyonu yapilmis
ve elde edilen DNA 5 ng/ul olacak sekilde normalize edilmistir.

Sekil 4.36. Tiirkiye nin farkli bolgelerinden temin edilen ¢ekirdek salep 6rnekleri

Elde edilen DNA 6rneginden Qiagility cihazinda 4’er kat 5 kez seyreltilmesi ile
(1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256) seri diliisyonlar1 hazirlanmigtir. ITS2a F/R primer ¢ifti i¢in,
seri DNA diliisyonlar1 ile elde edilen amplifikasyon grafigi Sekil 4.37°de ise
amplifikasyon grafigi, Sekil 4.38’de ise standart egri ve reaksiyon verimliligine iliskin
degerler, verilmistir.
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Standart egride goriildiigii gibi ITS2a F/R primer ¢ifti i¢in R® degerinin 0,99126,
standart egrinin egiminin -3,110 ve veriminin ise %110 oldugu hesaplanmuistir.

10°
— Salep 1:1
— Salep 1:4
— Salep 1:16
1014 Salep 1:64
e Salep 1:256
2 — Esik
5
2
10-21
103 T
0 10

Déngii

Sekil 4.37. ITS2a F/R primer ¢iftinin salep DNA’s1 ile gercek zamanli PZR’de elde
edilen amplifikasyon grafigi

261 ~.2601£0,04 -
Y=-3,110X+21,11
= R=0.99562
5] 24. 24,58 £ 0,38 R220 99126 _
» M=-3.110
3 B=21,110
:g 29 22,44 % 0,33 Verim=1,10 I
-
X
r
w 20,42+ 0,16
20 i
18,73 0,04
18 ,

10 10° 10°
Log (konsantrasyon)

Sekil 4.38. ITS2a F/R primer c¢iftinin salep DNA seri diliisyonlari ile olusturdugu
standart egri

Elde edilen PZR iiriinleri agar jelde yiiriitillerek amplifikasyonun Kontrolii
saglanmistir (Sekil 4.39). Beklenildigi iizere, diliisyona paralel olarak bant parlakliginin
azaldig1 gorilmektedir. Ayrica ITS2a primer ¢iftinin yaklasik 20 pg DNA ile jelde
goriiniir bant vermektedir. Bu durum, klasik PZR ile yapilan var yok analizlerlerinde
tasarlanan primerlerin etkin sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.
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salep karigimi

Sekil 4.39. ITS2a F/R primer ¢iftinin salep DNA diliisyonu ile olusturdugu realtime
PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen ayn1t DNA diliisyon serileri ile 18S rRNA F/R primer ¢ifti i¢in, elde
edilen amplifikasyon grafigi Sekil 4.40’ta, standart egri ve reaksiyon verimliligi ise
Sekil 4.41°de verilmistir. Standart egride de ifade edildigi gibi 18S rRNA F/R primer
¢ifti icin R? degerinin 0,9867, standart egrinin egimin -3.103 ve amplifikasyon
veriminin ise %110 oldugu hesaplanmistir. Ger¢ek zamanlt PZR analizinde elde edilen
Ct degerleri Ek 6°da verilmistir.

100 1 1 1
— Salep 1:4
— Salep 1:64
— Salep 1:256
4] — Esik
E.101 §
=)
[T
E
2
10-24
0 10 20 30 40
Doéngii

Sekil 4.40. 18S rRNA F/R primer giftinin salep DNA kalib1 ile ger¢ek zamanli PZR
analizi sonucunda elde edilen amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.41. 18S rRNA F/R primer giftinin salep karistm DNA’s1 seri diliisyonu ile
yiriitiilen PZR analizi sonucunda elde edilen standart egri

4.4.2. Aym miktarda salep ve tagsis materyali (patates nisastasi) ile yiiriitiilen
gPZR denemesi

Tespit limiti (LOD), gercek zamanli PZR analiz metodunun laboratuvar
kosullarinda 6rnekteki varligini tespit edebildigi ancak kesin miktarini dlcemedigi en
diisiik DNA konsantrasyonu; tayin limiti (LOQ) ise miktarsal olarak tespit edilebilen en
diisik DNA konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. LOD degeri DNA
konsantrasyonunun baslangicta Olgiilme seklinede bagli olup, Ozellikle ¢ift sarmal
DNA’y1 Olcen interkalasyon yapan boyalarn kullanildigi yontemler spektrofotmetrik
yontemlere kiyasla daha giivenilir sonuglar verdigi bildirilmistir. Tespit ve 6l¢tiim limit
degerlerinin saptanabilmesi amaciyla patates nisastasi ile salep tozu 6rneklerinde DNA
izolasyonu gerceklestirilerek DNA Orneklerinin hacimsel pacallart hazirlanmis ve
boylece gercek zamanli PZR analizinde kullanilacak DNA karisimlar1 elde edilmistir.

Karisim DNA’larinin hazirlanmasi i¢in dncelikle 200’er mg patates nisastasi ve
salepten 400 pl eliisyon tamponunda DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinin konsantrasonlar1 Ol¢lilmistiir. Elde edilen salep 5 ng/ul. Ayn1 miktarda
nisastadan izole edilen DNA eliisyonunda ise DNA miktar tespit edilememistir. Nisasta
isastani’dan ise Ol¢lim limiti disinda tespit edilmistir. Nisasta DNA’sinin 6l¢lim limiti
disinda olmasinin nedeninin, patates nisastasi liretim islemleri sirasinda patatesten gelen
DNA’nin ¢ok fazla isleme maruz kalmasindan dolayt DNA’nin zarar gdérmesi,
uzaklastirillan nisasta dis1 materyalle birlikte uzaklastirilmasi, dolayisiyla nisasta
fraksiyonunun igerdigi DNA miktarinin hem kalitesiz hemde az miktarda olmasindan
kaynaklandig1 diistinlilmektedir. Ancak; salep tagsisinde ucuz ve uygun olmasi
sebebiyle tercih edilebilecek bir materyal oldugu i¢in gercek zamanli PZR analizinde bu
DNA 6rneginin kullanilmasia ve hacimsel olarak DNA karigsimlariin hazirlanmasina
karar verilmistir. Bunun i¢in 6rneklerden (%0,01, %0,1, %1, 2,5, %5, %10, %25, %50)
salep ve patates nisastast DNA karsimlar1 hazirlamistir. DNA karisilarinin hazirlanmasi

49



BULGULAR VE TARTISMALAR E. KABACAOGLU

sonrast hem ITS2a F/R primerleri ile (GOI-gene of interest-ilgili gen) hemde 18S rRNA
F/R primerleri (Normaliser-Normalize edici) ile dilisyon serileri standart egri
olusturacak sekilde amplifikasyon vermistir.

Salep karisimi ve patates nisastast DNA’larinin karisimindan ITS2a F/R ve 18S
rRNA F/R primer ciftleri i¢in elde edilen amplifikasyon grafikleri sirasiyla Sekil 4.42 ve
Sekil 4.43’te verilmistir.

100 1 1 1

— Salep %0,01
— Salep %0,1
— Salep %1
— Salep %2,5
— Salep %5
Salep %25
Salep %50
Esik

-

o
4
1

Norm. Flore.

102

Déngii

Sekil 4.42. ITS2a F/R primer ¢ifti ile Salep karigimi ve patates nisastast DNA
karisimlarindan elde edilen amplifikasyon grafigi (replikasyon goriiniimii)

10° ’ :

1074 — Salep %0
— Salep %0,01
— Salep %0,1
—— Salep %1

Salep %2,5

Salep %5
— Salep %25

Salep %50
— Esik
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102

103 T
30 40
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Sekil 4.43. 18S rRNA F/R primer cifti ile salep karigimi ve patates nisastasindan izole
edilen DNA karigimlarindan elde edilen amplifikasyon grafigi (replikasyon goriiniimii)
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Salep karisimi ve patates nisastast DNA’larinin karigimindan ITS2a F/R ve 18S
rRNA F/R primer ¢iftleri i¢in elde edilen starndart egriler sirasiyla Sekil 4.44 ve Sekil
4.45te verilmistir.

28 T T T
27,66 + 0,15
Y=-1,494X+26,138
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3 Verim=3,67
_g’ 25,53£0,37
S
= 257 25,20+ 0,08 i
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23 T L] L]
107 1072 10-1 10°
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Sekil 4.44. ITS2a F/R primer ¢ifti ile salep ve patates nisastast DNA’lar1 ile elde edilen
pacallarin kalip olarak kullanildig1 PZR sonucunda elde edilen standart egri

22,72 £0,01 ' '
22 Y=-2,361X+29,249 i
R=0,99868
- R?=0,99735
o M=-2,361
= 20,66 + 0,04 B=29,249
é” 20 Verim=1,65 1
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=
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Sekil 4.45. 18S rRNA F/R primer ¢ifti kullanilarak salep karisimi ve patates nisastasi
DNA karisimlarin ile elde edilen standart egri.

Salep ve patates nisastasi DNA’larinin karigimindan ITS2a F/R ve 18S rRNA
F/R primer ¢iftleri i¢in elde edilen erime egrisi grafikleri sirasiyla Sekil 4.46 ve Sekil
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4.47°de verilmektedir. Hem ITS2a hem de 18S RNA primerleri i¢in iiriinler 85 °C

civarinda pik yapmaktadir.
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Sekil 4.46. ITS2a F/R primer ¢ifti ile elde edilen erime egrisi analizi
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Sekil 4.47. 18S rRNA F/R primer cifti ile elde edilen erime egrisi analizi

Salep ve patates nisastasi DNA’larmin karisimindan 1TS2a F/R ve 18S rRNA
F/R primer ¢iftlerinden olusan amplifikasyon sonucu elde edilen ger¢ek konsantrasyon
ve hesaplanan konsantrasyonlar ile birlikte Ct degerleri ortalamasi ve varyasyon
katsayis1 Cizelge 4.9°da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.9 1TS2a F/R ve 18S rRNA F/R primer ciftleri ile salep-patates nisastasi DNA
karisimlarindan elde edilen bazi gPZR verileri

Gercek ITS2a- 18S rRNA-
konscan trasvon amplifikasyon Hata® | Ct ortalamas1 | amplifikasyon Hata | Ctortalamas: +
(%) Y konsantrasyonu | (%) +SsP konsantrasyonu | (%) SS
> (%) (%)
0,1 0,10 16,15 27,66 £0,15 0,05 51,55 | 22,72+0,01
1 1,13 13,15 26,06 + 0,00 0,54 45,65 | 20,66 + 0,04
2,5 2,56 33,15 25,53 £0,37 1,98 20,70 | 19,56 +0,07
5 4,27 19,25 25,20 £ 0,08 4,90 6,55 18,79 £ 0,08
25 27,92 12,20 | 23,98 £0,09 35,77 32,80 | 17,10 +0,05
50 47,27 5,40 23,64 £ 0,04 71,66 38,80 | 16,50 +0,04

 Hata : (gercek deger-hesaplanan deger)/gercek deger, ° SS: Standart sapma

Elde edilen grafikler her ne kadar yiiksek lineer uyumluluk gosteriyor olsa da,
bu degerler tizerinden bagil kantifikasyon yapilabilmesi miimkiin olmamaktadir. Diger
bir degisle, nisastadan gelen DNA, Ct degerlerinde kayda deger bir degisime neden
olmadigr i¢in bagil kantifikasyon yapilamamaktadir. Nisastadan gelen DNA’nin
salepten gelen DNA’ya oranla ¢cok daha az miktarlarda olmasinin bu duruma neden
oldugu disiiniilmektedir. DNA izolasyonundan baslayarak ayni yontemle ayni1 miktarda
farklt materyaller kullanilarak bu ¢alismalar yiriitiilmiistiir. Ancak, hem spesifik hem
dahili kontrol amplifikasyonunda lineer modelle uyumlu sonuglar elde edilse de,
nisastadan gelen DNA’nin salep DNA’sina oranla gozardi edilebilecek bir
amplifikasyon vermesi ve her iki primer ¢iftinin mevcut kalipla (ITS2a igin sadece
salepte; 18S i¢cin hem salep hem nisastada) iyi bir verimlilikle c¢alismasindan
kaynaklanmaktadir.

4.4.3. Salep ve nisasta toz karisimlarindan elde edilen DNA 6rnekleri ile yiiriitiilen
gPZR denemeleri

Artan oranda (% 0,5; 1; 2,5; 10; 20; 50; 75 ve 100) salep tozu igeren salep-
patates  nisastast1  pagallar1  hazirlanmis ve  bunlardan DNA  izolasyonu
gerceklestirilmistir. izolatlarda salep orani arttik¢a gdzle goriiniir sekilde artan musilajlt
bir yap1 oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.48). Bu durumun salepte dogal olarak fazla
miktarda bulunan glukamannan bilesiminde zamksi maddelerden kaynaklandigi
diisiiniilebilir. Ilerleyen asamalarda yapilan analizler sonucunda miisilaj yapinin artmasi
ile ters orantili sekilde 6rneklerin DNA kalitesinde azalma oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.48. Salep nisasta karisimlarindan DNA izolasyonu sirasinda alinan bir goriintii.
Siipernatan alindiktan sonra kalan zamksi fraksiyon berrak bir sivi  olarak
goriilebilmektedir

Salep ve nisasta pacallarindan elde edilen DNA konsantrasyonlar1 Cizelge
4.10’da verilmistir. Daha once de izah edildigi sekilde, nisastadan Olgiilebilecek
miktarlarda izolasyon miimkiin olmamaktadir, dolayisiyla pacallardan elde edilen
DNA’nin neredeyse tamaminin salepten kaynaklandig diisiiniilebilir. Pagallardan izole
edilen DNA 6rnekleri gPZR analizinde kullanilmistir.

Cizelge 4.10. Salep karisimi ve patates nisastas1 % karisimlar: ve konsantrasyonlari

(&aggle';) Salep (mg) | Nisasta (mg) DNA konsantrasyonu (ng/ul)
100 100 - 20,1
75 75 25 15,1
o5 o5 75 1,72
5 5 95 2,17
0,5 0,5 99 -
0 0 100 '

Salep ve patates nisastasi karisimlarindan elde edilen DNA’larin ITS2a F/R ve
18S rRNA F/R primer c¢iftleri ile elde edilen amplifikasyon grafikleri sirasiyla Sekil
4.49 ve Sekil 4.50°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.49. Salep nisasta karisim DNA’larindan ITS2a F/R primer ¢ifti ile elde edilen
amplifikasyon grafigi (replikasyon goriiniimii)
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Sekil 4.50. Salep nisasta karistm DNA’larindan 18S rRNA F/R primer ¢ifti ile elde
edilen amplifikasyon grafigi (replikasyon gortiniimii)

Salep karigimi ve patates nisastas1 karisgimlarindan elde edilen DNA’lar ITS2a
F/R ve 18S rRNA F/R primer ciftleri ile elde edilen standart egriler sirasiyla Sekil 4.51
ve Sekil 4.52°de verilmektedir. Her iki primer ¢iftiyle elde edilen standart egrilerde R?
degerinin >%99 oldugu belirlenmistir. Buradan, her iki primer ¢iftinde de
amplifikasyonun kalip DNA orani ile koralasyonun yiiksek oldugu anlamina gelir.
Boyle olmasmin sebebi DNA izolasyonunda aciklandigi sekilde nigsastadan DNA
gelmemesi ile agiklanabilir. Bu durumda, pagal karigimlar ile elde edilen standart
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egriler kullanilarak, ancak sadece nisasta ile tagsise ugratilmis toz salepte salep oraninin
tespitine yonelik bir calisma ylriitmek miimkiin olabilir (total DNA’ya katkida
bulunacak bir materyal ile tagsis yapildiysa miktar tespiti bu sekilde yapilamayacaktir).
Bunun i¢in sadece ITS2a primerleri ile standart egride kullanilan DNA Ornekleri ve
tagsis analiz 6rnegine ait DNA 6rnegi ile kurulmus bir qPZR yiiriitiilmesi gerekir. Boyle
bir ¢alismada DNA izolasyonunun da tiim Orneklerde standart sekilde uygulanmis
olmas1 dnemli olacaktir.

24 T L T T
23,12 £0,08 Y= -2,503X+22,327
R=0,99888
—_ R2=0,99777
o 22 M=-2,503 1
= B=22,327
2 Efficiency=1,51
2 20,48 £0,2
2 20- l
-
O
wi
18,86 + 0,02
18 18.15 + 0.06 -
17,58 £0,01 °
1 0-2.5 1 OI-2.D 1 OI-1.5 1 DI-1.D 1 ol-ﬂ.S 100.0

Log (%salep)

Sekil 4.51. Salep nisasta karistm DNA’larindan ITS2a F/R primer cifti ile elde edilen
standart egri

14 L T T T
.13,64 + 0,03
Y=-2.848X+12,632
R=0,99743
= 12 R?=0,99487 |
o M=-2,848
= B=12,632
2 Verim=1,24
{=]
] 10,37 0,17 |
< 104 J
=
‘vr
ww
8,63 % 0,02
8 7,87 + 0,08 ’
7,37+0,11 1
1 0-2.5 1 OI-2.D 1 OI-1.5 1 DI-‘I.O 1 DI-U.S 100.0

Log (%salep)

Sekil 4.52. Salep nisasta karisim DNA’larindan 18S rRNA F/R primer ¢ifti ile elde
edilen standart egri
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Amplifikasyonlarin spesifitelerinin dogrulanmasi i¢in erime egrisi analizleri de
yapilmistir (Sekil 4.53). Erime egrilerinin analiz edilmesi ile ¢ogalan fragmentlerin
erime sicakliklari (Ty, degerleri) hesaplanmis spesifik olmayan fragmentlerin reaksiyon
sirasinda ¢ogalmadiginin dogrulamasi yapilmistir. Elde edilen erime egrileri yalnizca
hedef fragmentin ¢ogaldigin1 gostermis ve ITS2a fragmenti i¢in 85,3 °C, 18S rRNA
fragmenti i¢in ise 855 °C T, degerleri elde edilmistir. Erime egrilerinden
amplifikasyonlarin spesifik sekilde iiriin olusturdugu sonucuna varilmaistir.

— Salep %0,5

0.61 — Salep %5

— Salep %25
Salep %50
Salep %75

— NTC

044 __ Esik

(a) 0.0-

— Salep %0.5

0.64 — Salep %5

— Salep %25
Salep %50
Salep %75

— NTC

044 — Esik

(0) 0.0

Sicaklik (°C)

Sekil 4.53. Salep nisasta karisim DNA’larindan @) 1TS2a F/R (85,3 °C) ve b) 185 rRNA
F/R primer giftler (85,5 °C) ile elde edilen PZR iiriinlerine ait erime egrisi (replikasyon
goriiniimii)
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Salep ve patates nisastasi karistm DNA’larinin ITS2a F/R ve 18S rRNA F/R
primer ciftlerinden olusan amplifikasyon sonucu elde edilen gercek konsantrasyon ve
hesaplanan konsantrasyonlarla birlikte Ct degerleri ortalamasi ve varyasyon katsayisi
Cizelge 4.11°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.11. ITS2a F/R ve 18S rRNA F/R primer ciftleri ile salep-patates nisastasi
karisim DNA’larindan elde edilen baz1 qPZR verileri

% c:; en) Ctort £ S8 H(lf)/.g)m 'E'(;f)a Ctoe £ SS HK(lg/f) )YRNA T;:;‘ HK rs2a: HK 185rrNA
0,5 23,12 +0,08 0,48 5,05 13,64 + 0,03 0,44 11,15 1,09
5 20,48 £0,20 | 5,45 14,10 | 10,37 +0,17 6,23 25,25 0,88
25 18,86 £ 0,02 | 24,20 3,20 8,63 £0,02 25,50 2,00 0,95
50 18,15+ 0,06 | 46,83 6,30 7,87 +0,08 47,16 5,55 0,99
75 17,58 £0,01 | 78,51 4,20 7,37+0,11 70,44 6,00 1,11

GK: Gergek konsantrasyon ; HK: hesaplanan konsantrasyon; SS: Standart sapma

Bu noktada yine nisastadan gelen DNA’nin Ct degerlerinde kayda deger bir
degisime neden olmadig goriilmektedir. Bu durum 18S rRNA F/R primer ¢iftlerininde
ITS2a F/R primer c¢iftine yakin bir standart egri olusturmasina neden olmustur. Sekil
4.50°de verilen standart egride R? degerinin >0,99 olabilmesi amaciyla lineer dinamik
aralik % 0,5-75 olarak belirlenmistir. ITS2a ve 18S RNA primerlerinin amplifikasyon
tirtinlerinin oranina karsilik gelen “bagil oranin” ise (HKrs2a:HK1gsrna) her bir 6rnekte
yaklasik 1 oldugu goriilmiistiir. Bu durumda tagsis miktar1 saptarken bagil oranda eger 1
degerinde anlamli bir sapma var ise (0rnegin <0,8) bu durum bizi tagsis materyalinden
DNA izole edilebildiginin veya karisimda bulunan saf salepte ITS2a primerlerinin
calismadig distniilebilecektir. Cizelge 4.11’da oOzetlenen gercek konsantrasyon
degerlerine kargilik yontem uygulamasi ile hesaplanan konsantrasyon (HKrs2a) lineer
modele %99 uyum gostermektedir (Sekil 4.54). bir yontem olarak degerlendirildiginde
bu analiz igin tespit limiti (LOD) degeri %0,09, ol¢iim smirt ise %0,29 olarak
hesaplanmistir. Cizelge 4.11°de son siitunda belirtilen belirtilen HK oraninin %5’ten
itibaren artig egiliminde olmasi da nisasta fraksiyonundan artan oranda az miktarda
DNA geldigini ve buradan amplifikasyon oldugunu dogrular niteliktedir.

Bu noktaya kadar yapilan analizlerde %25 ve iizerinde salep iceren orneklerden
elde edilen sonuclarin daha yiiksek dogrusallik sergileyebilecegi de dngoriilmiistiir. Tez
calismasinda amac¢ esasen tagsis unsuru olarak saf salebe katilacak kayda deger
miktarda nisastanin tespiti yoniinde oldugu i¢in, ¢alisma araligi bu dogrultuda %25-100
salep olarak belirlenmistir. Ayrica %25’in altindaki salep oranlart iginde ayri bir
kalibrasyon egrisi ile miktar belirlemeye yonelik denemeler daha sonra yapilacak
calismalar arasinda diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.54. Salep-nisasta karisiminda gergek ve tahmin edilen salep oranlari

444, Misir unu ve salep DNA’s1 kullamilarak kantifikasyon egrilerinin elde
edilmesi

Salep igecegi iceriginde bulunan ya da salepte tagisis olarak kullanilabilen
bitkisel kaynakli materyaller genel olarak birbirinden ¢ok farkli kaynaklardan elde
edilmektedir. Bununla beraber bu iiriinlerin asir1 islem gérmiis materyaller olmasi elde
edilen DNA Kkalitesini ve yogunlugunu onemli Olgiide etkilemektedir. Nisasta elde
edilmesi asamasinda gormiis oldugu islemler, nisastadan gelen DNA’nin kalitesi ve
yogunlugunu onemli orandan azaltmaktadir. Bu nedenle kantifikasyon egrilerinin
olusturulmasinda kullanilabilecek ve daha az islem gdérmiis olan misir unu materyali
kullanilarak bazi denemeler yiiriitiilmistiir. Misir unundan elde edilen DNA ve salep
karigimindan elde edilen DNA ile miktar belirlemede daha gilivenilir sonuglar veren,
DNA ekstraksiyonu sirasinda meydana gelen farklililiklarin, DNA kalitesindeki ya da
normalizasyondan meydana gelen farkliliklarin amplifikasyon verimliliginde ortaya
cikardigi degisimleri elimine edebilen AACt metodu kullanilmistir. Ayrica dahili
kontroliin (18S rRNA F/R primer ciftleri) kullanilmasi salebe &zgii primerlerin
amplifikasyon farkliliklariin hedef bélgenin farkli miktarlarda bulunmasi ya da DNA
degredasyonu, PZR inhibisyon gibi DNA’nin kalite ve miktarindaki farkliliklarin analiz
tizerindeki etkisini anlamamiza olanak vermektedir. Bu amagcla patates nisastasindan
gelen DNA konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu diistiniilerek, misir unu ve salep
karisimindan elde edilen DNA’lar farkli oranlarda (%) birbirleri ile karigitiralarak
kullanilarak kantifikasyon egrileri elde edilmistir ve AACt metodu kullanilarak
kantifikasyonda kullanilabilecek bir kalibrasyon egrisi elde edilmesi hedeflenmistir. Bu
metyoda gore AACt = Clgpesific (Ts2a FR) — Clevrensel (185 rRnA FR) formiiliine gore
hesaplanmistir. Ayrica, dahili standarda ve kalibratdre gore normalize edilmis hedef
miktar1 2“4 ifadesinden hesaplanmustir.

Ikili validasyon igin Ct spesifik (TS2a F/IR) V€ Ct evrensel (18s rRNA F/R) degerleri sirasiyla
misir unu ve salep karigimlarinin tiire spesifik ve tiniversal primerler ile gergeklestirilen
gercek zamanli PZR sonucunda elde edilen Ct degerleridir. Sekil 4.55a’da validasyon
orneklerinde 1TS2a F/R primerleri ile elde edilen amplifikasyon grafigi, Sekil 4.55b’de
ise 18S rRNA F/R primerleri ile elde edilen amplifikasyon grafigi gésterilmektedir.
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Sekil 4.55. Salep-misir unu DNA karigimlarinin (%1-100 aras1 salep DNAs1 igeren
misir unu DNA’s1) a) 1TS2a F/R ve b) evrensel 18S rRNA F/R primerleri ile gPZR
amplifikasyon grafikleri (replikasyon goriiniimii)

Sekil 4.56’da ise bu reaksiyonlar sonucunda olusan fragmentlerin erime egrisi
analizlerine ait grafikler verilmistir.
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Sekil 4.56. Salep-misir unu DNA karigimlarinin (%1-100 aras1 salep DNAs1 igeren
misir unu DNA’s1) a) ITS2a F/R primer ¢ifti ile ve b) 18S rRNA F/R primer ¢ifti ile
reaksiyonu sonucu ¢ogalan fragmentlerin erime egrisi analizi

AACt metoduna gore kalibrator olarak segilen drnek 22" formuliine gore 1
kabul edilir ve diger standartlar ve drnekler onun katlari seklinde ifade edilir. Standart
egriler olusturulurken, %5 salep DNA’s1 iceren misir DNA’s1 kalibrator olarak kabul
edilmistir. Sekil 4.57°de yiizde salep-misir unu DNA’larigimina  karsilik paact
degerlerinin ¢izilmesi ile olusturulan standart egri verilmektedir.
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Sekil 4.57. Misir unu DNA’s1 icine salep DNA’s1 katilarak yapilan hilenin miktarin
tahmin etmek igin 274" degerleri kullanilarak ¢izilen kantitasyon egrisi. Referans gen
olarak 18S rRNA F/R kullanilmistir

Bilinen miktarlarda salep ve misir unu DNA’larinin ikili karigimlarinin salebe
Ozgii ITS2a F/R ve evrensel 18S rRNA F/R primerleri ile analiz edilmesi sonucunda
elde edilen Ct degerlerinden, Sekil 4.57°daki kalibrasyon egrileri kullanilarak miktar
tayini gerceklestirmek iizere hesaplamalar yapilmistir. Ug paralelli gerceklestirilen
analizler sonucunda analiz yontemi kullanilarak hesaplanan salep konsantrasyonlari
(HK) ve hesaplamalarda elde edilen degerler Cizelge 4.12°’de Gzetlenmistir. Gergek
zamanli PZR analizinde elde edilen Ct degerleri Ek 7°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Salep DNA miktar tayini i¢in gerceklestirilen qPZR igin Kesinlik ve
dogruluk degerleri

% f;ep) Clonmszs#SS | Cloussna®S8S | ACt | Aact | o | HKCo ;’g%:l) Hata
1 22234021 10,44+0,05 11,79 | 1,37 | 039 | 1,12 0,12
250 21,34+0.48 10,5+0,07 10,84 | 042 | 0,75 |456 0,82
5 21045051 | 10,620,01 10,42 |0 1 6,95 0,39
10 20468017 | 10,77£0,07 101 | -032 | 1,25 |9,34 -0,07
25 20:041 11,0820,1 892 |15 |283 |2444 0,02
50 19,89:£0,69 11,84+0,12 805 |-237 |517 | 46,81 -0,06
76,90 20,07+0,2 12,59+0,1 748 |-294 |77 71,00 -0,08
100 20,78+1,09 13,86:0,38 692 |-35 |11,38 | 106,18 0,06

Tim degerler 3 paralelli reaksiyon sonuglarinin ortalamasi alinarak hesaplanmistir
Hata = (Hesaplanan-Gergek deger)/Gergek deger

GK: Gergek konsantrasyon

HK: Hesaplanan konsantrasyon

SS: Paralel 3 degerin standart sapmasi
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Cizelge 4.12°de o6zetlenen gercek konsantrasyon degerlerine karsilik yontem
uygulamasi ile hesaplanan konsantrasyon (HK;rs2s) lineer modele %99 uyum
gostermektedir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. Salep-misir unu DNA karigimlarina ait ger¢ek oranlara karsilik analiz
yontemi ile tahmin edilen salep oranlari

Buna gore LOD degeri %1,12 (55,93 pg) ve LOQ degeri ise %3,73 (186,44 pQg)
olarak hesaplanmistir. Bu deneme, ilave edilen katki materyalinden kayda deger oranda
DNA geldigi durumda yiiksek dogrusal uyum saglayan bir grafigin elde edilebildigini
ve saglikli bir bagil degerlendirme hesabinin yapilabilecegini gostermistir. Ancak,
degismesine yol acacak ve tagsis etme amacina uymayacaktir. Bu bakimdan, her ne
kadar PZR i¢in dezavantajli bir durum olusturuyor olsa da, tagsis katkis1 amaciyla ilave
edilmesi ihtimali en yiiksek madde olan nisasta ile ¢aligmalarin siirdiiriilmesi uygun
bulunmustur.

4.45. Salep ve patates nisastasi toz karisimlarindan elde edilen DNA o6rnekleri ile
yiiriitiilen qPZR denemeleri ve 2"*** hesaplamalari

Gergek zamanli PZR analizleri, ITS2a ve 18S rRNA evrensel kontrol primer
ciftlerine gore kurulmustur. Salep ve toz patates nisastasi ornekleri %100, %98, %95,
%90, %75, %25 salep olacak sekilde hazirlanmistir. DNA izolasyonu farkli miktarda
patates nisastasi igeren ve salep tozu igeren bu karisimdan yapilmis, ardindan elde
edilen DNA’larin konsantrasyonlart dl¢iilmiistiir (sirastyla; 8,21 ng/ul, 10 ng/ul, 9,49
ng/ul, 6,15 ng/ul, 6,12 ng/ul, 1,99 ng/ul). Negatif kontrol olarak %0 salep yani %100
patates nisasta 6rnegi (0,3 ng/pl) kullanilmistir. Kalibrator olarak ise %100 salep 6rnegi
kullanilmistir. Sekil 4.59a’da salep-nisasta orneklerinde ITS2a F/R primerleri ile elde
edilen amplifikasyon grafigi, Sekil 4.59b’de ise 18S rRNA F/R primerleri ile elde edilen
amplifikasyon grafigi gosterilmektedir. DNA o6rneklerinde herhangi bri normalizasyon
islemi  yapilmadan qPZR analizi yapilmistir. Yukarida gosterildigi  gibi
kontsantrasyonlar birbirine ¢ok yakindir. Bu nedenle amplifikasyon egrileri birbirleri
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tistiinde ¢akigmaktadir. Ancak bu durum bagil hesaplama (AACt metodu) yapildigindan
bir engel teskil etmemektedir. Bu metodun diger 6nemli avantajlarindan biride nisasta-
salep karisimlarinda normalizasyon yapilmasina gerek kalmamasidir. Ancak sunu da
belirtmek gerekir ki nisastadan gelen DNA’nin ¢ok diisiik olmasi zaten normalizasyon
yapilmasina da engel tesvik eden diger bir durumdur. Bu durum mutlak metotlarin
nisasta gibi ¢ok diisiik DNA elde edilen 6rneklerde uygulanmasini zorlagtirmaktadir.
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Sekil 4.59. Salep-patates nisastasi toz karisimlarindan elde edilen DNA’larin (%25-100
arasi salep igeren patates nigastasi) a) ITS2a F/R ve b) 18S rRNA F/R primerleri ile
gPZR amplifikasyon grafikleri (replikasyon goriiniimii)

Sekil 4.60°da ise bu reaksiyonlar sonucunda olusan fragmentlerin erime egrisi
analizlerine ait grafikler verilmistir. Grafiklerde her iki primerde 85 °C civarinda tepe
yapmigtir.
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Sekil 4.60. Salep-patates nisastasi toz karisimlarindan elde edilen DNA’larin (%25-100
arasi salep igeren patates nisastasi) a) ITS2a F/R primer cifti ile ve b) 18S rRNA F/R
primer c¢ifti ile reaksiyonu sonucu ¢ogalan fragmentlerin erime egrisi analizi

Kalibrasyon egrisi ger¢ek zamanli PZR programinda elde edilen 224" degerleri
kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.61). Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi ile DNA
kantifikasyon analizi i¢in gerekli olan ve iyi uyum gosteren lineer regresyon modeli
(R?=0,99) elde edilmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.13’de
Ozetlenmistir. Ayrica elde edilen ham rapor Ek 8’de verilmistir. Elde edilen Ct degerleri
birbirine ¢ok yakin olmasina karsin bagil hesapma yapildigindan bu durumun bir engel
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tesvik etmedigi goriilmektedir. Bu noktada 6nemli olan spesifik ve evrensel
primerlerdeki Ct degerlerinin her bir 6rnekte birbirlerine ve kalibratoér 6rnegin Ct’sine
bagli olarak farklilik gostermedir. Ozetle nisastadan gelen ¢cok az DNA Ct’de bu
farkliliga neden olmustur ancak bu farklilik bagil hesaplama yapilmasi ile anlamli hale
gelmistir.
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R2=0,9905
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Sekil 4.61. Nisasta-salep karigimlarinin analizi sonucu hesaplanan AACt degerlerine
karsilik %salep konsantrasyonlarinin ¢izilmesi ile elde edilen kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.13. Nisasta-salep karisimlarinin analizi sonucu elde edilen degerler

salep %) | ! ST Ct°f§SSfRNA ACt | AACE | 21@aco kgnfa(gf’r;’g%:]) Hata
2506 | 21,0940.15 | 12,3240.23 | 8.77 | -165 | 3.15 2552 0,021
75% | 20,58£0,06 | 10,98-0,07 | 9.6 | -0.82 | 178 7513 0,002
90% | 20.98+0.10 | 111+0,05 | 9.88 | -0.54 | 1.45 87,07 20,033
95% | 20,71+0,15 | 10,7£0,30 | 10,01 | -0,41 | 1,33 91,42 20,038
98% | 20.92+0,08 | 10,6£0,02 | 10,32 | 0.1 | 1,08 100,47 0,025
100% | 21,18:0,07 | 10,76:0,04 | 10,42 | 0 1 103,37 0,034

Metot validasyonunun degerlendirilmesi, kalibrasyon egrisini (Sekil 4.61) elde
etmek i¢in degerlendirilmemis olan veri noktalarina karsilik gelen ti¢ 6rnek kullanilarak
yapilmigtir. Degerlendirme sonuglan ¢izelge 4.14’te 6zetlenmistir. Buna gore analizin
daha yiiksek salep konsantrasyonunda daha hassas oldugu (diger bir degisle %50 ve
tizeri) goriilmektedir. Bu durumun, nisasta yoluyla karigima katkida bulunan DNA’nin
salepten daha az miktarda ve kalitede oldugu gerceginden kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmiistiir. Nisasta oranmin yliksek olmasina bagli olarak sinirlayici bir faktor
ortaya ¢ikmaktadir. Buna gore nisasta ilavesiyle %50°ye varan oranlar bu metot ile
tespit edilebilecegi ve daha yiiksek seviyedeki bulagmanin, 151k mikroskopu veya
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taramali electron mikroskopisi gibi muayene gibi alternatif tekniklerle tespit
edilebilecegi diisiiniilmektedir. Villa vd. (2017)’de yaptig1 bir calismada safran baharati
icinde tagsis materyali olarak katilan aspir bitkisinin ger¢ek zamanli PZR analizleri ile
kantifikasyon egrisi olusturulmus ve dogruluk hesaplarinda sapma miktarlarinin %16
civarinda oldugu goriilmiistiir. Soares vd. (2014)’te kiimes hayvanlar1 eti iriinleri
icindeki domuz etinin miktarmin belirlendigi bir ¢alismada varyasyon katsayisinin
%3,3-15,9 arasinda degistigi bildirilmistir.

Cizelge 4.14. Analiz edilen Orneklerin hesaplanan degerleri ve verilerin
degerlendirilmesi

Ger¢ek
Ornekler deger (% Hesap}anan Varyasyon katsayis1 | Sapma
. deger (%) (%)
nisasta)
Nisasta iceren salep 75 1,34+ 3,83 3,78 9,55
Nisasta iceren salep 15 22,88+ 5,14 6,67 9,27
Nisasta i¢eren salep 50 42,18 + 28,35 49,03 15,73

4.4.6. Ticari salep 6rneklerinin analizleri

Bu caligmada gergeklestirilen son nokta (end-point) ve gercek zamanli (real-
time) PZR analizleri ile ticari o6rneklerin bir degerlendirmesi yapilmistir. Sonuglar
Cizelge 4.15°te 6zetlenmektedir. Otantik salep olarak satilan &rneklerin hepsi kalitatif
analiz olan son nokta PZR ile salep olarak ya da salep igeren toz olarak tanimlanmustir.
Kantitatif analiz i¢in, Cizelge 4.13’te kullanilan salep-nisasta karigimlarinin standart
kurve (R?=0.998) olusturmada kullamldigi gercek zamanli PZR analizi yiiriitiilerek,
gercek salep tozu olarak tliccarlardan saglanan dort toz 6rnegin %96-86 salep igeridigi
tespit edilmistir. Sonuglarda gbézlemlenen varyasyonun, uygulanan test kosullarindan
ziyade, test edilen materyalle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkl salep tozlarinin
bilesiminde degisen oranlarda farkli tiir ve cinslere ait yumrularin kullanildig:
diistintildiiginde farkli kaynaklardan saglanan salebin bilesimini olusturan kaynak
organizmalarin da {iriinde kayda deger varyasyona yol agacagi 6ngoriilebilir. Diger bir
deyisle, DNA ekstraktinin bilesimine katkida bulunan degisik cins/tiirlere baglh olarak,
gercek zamanli PZR analizlerinde primer eslesmesinde olusan farkliliklar nedeniyle
(primer baglanma verimliliginin degismesi sonucunda) Ornekler arasi varyasyon
artabilir.

Cizelge 4.15. Ticari toz salep orneklerinin kantitatif analiz sonuglari

Salep ornekleri Kalitatif analiz Kantitatif analiz (Y%6tagsis)
Ticari 1 + 10.09 + 0.99
Ticari 2 + 13.74 £ 3.19
Ticari 3 + 4.19 + 3.69
Ticari 4 + 6.50+1.3
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5. SONUC

Salep dogadan toplanan, heniliz kayda deger miktarlarda iiretimi yapilacak
sekilde kiiltiire alinamamis bir gida tiriiniidiir. Tiirkiye’nin hemen her yerinde toplanan
salep yumrular1 kaynatilarak kurutulur, salep tiiccarlarina satilir ve gida amaglh kullanim
icin ise cekirdek salep Ogiitiilerek toz salep elde edilir. Bu baglamda salebin genetik
olarak farkli cinslere mensup bitkilerin yumrulart oldugu, bunlarin 1s1l islem, kurutma
ve 6glitme gibi DNA hasarina sebep olabilen islemler ile muamele edildigi ve DNA
izolasyonunda zorluklara sebep olan zamksi bilesenleri (glukomannan ve nisasta)
fazlaca igerdigi bilinmektedir. Tez kapsaminda yiriitilen DNA izolasyon
calismalarinda materyal olarak salebin DNA izolasyonunda zorluklar yasandigi, elde
edilen DNA miktar ve kalitesinin diger biyolojik materyallerden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, kullanilan bir ticari kit yardimiyla yapilan izolasyon ile
PZR amplifikasyonunda basarili sonucglar elde edilmis ve tez ¢alismasi kapsaminda
gerceklestirilmesi planlanan marker bolge tespiti ¢aligmalart stirdliriilmiistiir.

Genel bir yaklagim olarak ele alinan RAPD primerleri kullanilarak salebe 6zgii
genetik bolgelerin belirlenmesi i¢in PZR denemeleri kurulmus, elde edilen jellerde
gbzlemlenen ortak (monomorfik) bantlar izole edilerek bunlara ait diziler belirlenmistir.
Bu sekilde, salep karisimi i¢inde tiim tiirleri kapsayan bir ortak bant olmasa da, cinse
spesifik olabilecek bazi bantlar gozlemlenmistir. Yapilan calismalar cinse spesifik
bantlar lizerinden marker gelistirilebilirligine isaret etmektedir. Bu hedefe odaklanacak
calismalarin gerceklestirilmesi ile farkli orkide cinslerine 6zgili primerler tasarlanarak
spesifik orkide tiirlerinin tespit edilebilmesine yonelik yontem gelistirilebilecektir.

ITS2a bolgesinden tasarlanmis olan primerler ile yiiriitiilen denemelerde bu
primerlerin secici sekilde salepte amplifikasyon sagladigi ve genel olarak kullanilmasi
muhtemel tagsis maddelerinde c¢alismadigi goézlemlenmistir. Bunun {izerine, tez
caligmas1 kapsaminda planlanan gercek zamanli PZR denemelerinde bu primerlerin
kullanilmasinin uygun olduguna karar verilmisir.

Yapilan analizlerde 20 pg kadar az salep DNA’simin tespit edilebildigi ve agaroz
jelde goriintiilenebildigi belirlenmistir. Goriilmektedir ki ITS2 primer ¢ifti ve klasik
PZR ile salep igecegi ya da maras dondurmasi gibi ¢cok az salep igeren gida iiriinlerinde
salep olup olmadig tespit edilebilecektir. Ayrica yurt disina ihracati yasak olan salebin
tozunun gergekten salep olup olmadigi yine bu yoOntemle tespit edilebilecegi
ongoriilmektedir.

Gergek zamanli PZR analizleri ile salebi tespit etmeye ve miktar belirlemeye
yonelik denemeler kurgulanmigtir. Yapilan bu ¢alismalarda, kullanilan salep karigimi ile
yiiriitiilen qPZR denemelerinde elde edilen Ct degerlerinin salep oranlari ile uyumlu bir
artis sergiledigi gozlemlenmistir. Kontrol amplifikasyon amaciyla 18S RNA bolgesi ile
yiriitilen PZR denemelerinde hem salep hem de pek c¢ok tagsis Orneginde
amplifikasyonun saglanmasi igin yeterli miktar ve kalitede DNA oldugunu gostermistir.
Ancak, nisasta ile hazirlanan salep karisimlarindan izole edilen DNA ile qPZR yoluyla
miktar belirlemek nisastadan izole edilebilen DNA miktarinin ¢ok az olmasi zorluklara
neden oldugu gdzlemlenmistir. Yiiritilen denemeler, 2“*“Y degerleri kullanilarak salep
miktarmin tespitinde kullanilabilecek bir yontemin gelistirilebilecegini gostermis ve
%25-100 salep oranlarinda kantifikasyon gerceklestirilebilmistir. Yapilan analizler
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neticesinde %25 ve alt1 salep iceriginde farkli bir kalibrasyon egrisi olusturularak %25
alt1 salep igceren market Orneklerine yonelik miktar belirlemede kullanilabilecek bir
metodun gelistirilebilecegi goriilmiistiir. qPZR ile 24V hesaplamalarinin kullanildig:
miktar tespiti i¢in kullanilabilecek yontem bazi ticari orneklerin analiz edilmesinde
kullanilmustir.

Bu tez ¢alismasi ile ileride ITS2 bolgesine uygun prob(lar) da tasarlanabilecegi
gibi, salebe 0zgii primerlerle birlikte tagsis materyaline 6zgii primerlerin kullanildigi
cesitli ¢alismalar yapilmasina imkan saglayacaktir. Bu bakimdan tez kapsaminda elde
edilen bilgi ve bulgularin salebin gida maddesi olarak analizi ve kontrolii agisindan
yenilikler getirecegi, ileride yapilacak bilimsel c¢alismalara 1s1k tutacagi umut
edilmektedir.
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7. EKLER
Ek 1. Calismada kullanilan primerler

(a) RAPD analizlerinde kullanilan primerlerin listesi

OPA serisi OPB serisi
Primer ad1 Primer dizisi Primer ad1 Primer dizisi
OP A-01 CAGGCCCTTC OP B-01 GTTTCGCTCC
OP A-02 TGCCGAGCTG OP B-02 TGATCCCTGG
OP A-03 AGTCAGCCAC OP B-03 CATCCCCCTG
OP A-04 AATCGGGCTG OP B-04 GGACTGGAGT
OP A-05 AGGGGTCTTG OP B-05 TGCGCCCTTC
OP A-06 GGTCCCTGAC OP B-06 TGCTCTGCCC
OP A-07 GAAACGGGTG OP B-07 GGTGACGCAG
OP A-08 GTGACGTAGG OP B-08 GTCCACACGG
OP A-09 GGGTAACGCC OP B-09 TGGGGGACTC
OP A-10 GTGATCGCAG OP B-10 CTGCTGGGAC
OP A-11 CAATCGCCGT OP B-11 GTAGACCCGT
OP A-12 TCGGCGATAG OP B-12 CCTTGACGCA
OP A-13 CAGCACCCAC OP B-13 TTCCCCCGCT
OP A-14 TCTGTGCTGG OP B-14 TCCGCTCTGG
OP A-15 TTCCGAACCC OP B-15 GGAGGGTGTT
OP A-16 AGCCAGCGAA OP B-16 TTTGCCCGGA
OP A-17 GACCGCTTGT OP B-17 AGGGAACGAG
OP A-18 AGGTGACCGT OP B-18 CCACAGCAGT
OP A-19 CAAACGTCGG OP B-19 ACCCCCGAAG
OP A-20 GTTGCGATCC OP B-20 GGACCCTTAC

75



EKLER

E. KABACAOGLU

(b) Calismalarda kullanilan spesifik ve kontrol primerleri

Primer ad1 Dizi Sicaklik (°C) Hedef amplikon
biiyiikliigii (kbg)
C22-f 5'- TTACTGCGAGTCAAGCCGAG -3' 61.6
C22-r 5- TGTTCTCAGATGTTCCGAGC -3' 59,0 e
C17-1-f 5'- AGCGTAATGGTTTGAGGG -3' 56,1
C17-1-r 5'- ATAGAGAGCGGGAAAGGAG -3' 56,1° 20
C17-2-f 5- TTTATGAGTGGCGAGTTGC -3' 57,4°
C17-2-r 5'- AAAGATGGAGTTGAGGGTCTC -3' 57,3° e
ITS2a F 5'- GCTATGCGGTGGCCTTATCT -3' 61,5
ITS2aR 5'- GTGAGTTAGGTTAGCCCGGGAT -3' 62,7 00
18SRNAF | 5- TCTGCCCTATCAACTTTCGATGG -3' 64,6
18SrRNAR 5- TAATTTGCGCGCCTGCTG -3' 64,4 0
EI2F 5'- CTGAAGAGCGGGATGATT -3' 56,2
EI2R 5'- TGATAGGATAAACCGAGGCT -3' 56,4 o
EI2F 5'- CTGAAGAGCGGGATGATT -3' 56,2
EI2R2 5'- GATGATAGGATAAACCGAGGC -3' 57,7 e
ITS-3a-F 5- TCGCTCCATAAGACCTTCG -3' 59,0
ITS-3a-R 5'- TCAACCGAGGCTTTCATC -3' 57,2 e
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Ek 2. Tez calismasinda kullanilan DNA standartlari.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng0Spg %

10000 300 60

8000 300 &

5000 588 gﬁu

4000 300 60
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000 70.0 14.0

= 2500 250 50

g 2000 250 50

g 1500 250 50

3 1000 60.0 120

8 750 250 50

2 500 250 50

B —250 250 50
L
=
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(%4
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0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/0Spg %
20000 200 40
= ;ooco 20.3 40
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% 1500 800 16.0
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S, 50 s0
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1XTAE, 7 Vem, 45 min

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder

0’GeneRuler™ Low Range DNA Ladder,
ready-lo-use
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GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
0'GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder,
ready-to-use
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Ek 3. OPA primer seti ile Cizelge 4.2°de verilen DNA Kkaliplar1 kullanilarak
yiiriitillen RAPD-PZR ciktilari.

(a) OPAO1 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iirlinlerin jel elektroforez
goruntisii.

7 8 910 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

\

LR

e
Sauni

R

(b) OPAO2 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait liriinlerin jel elektroforez
goruntisu.

(c) OPAOQ3 primeri ile yiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu.
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(d) OPAO04 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntust.

(e) OPAOS5 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntisu.

2 3 45 6 7 8 91011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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(f) OPAO6 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu
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(g) OPAO7 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu

5 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3
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(h) OPAOS8 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iirlinlerin jel elektroforez
goruntiisu

7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

(i) OPAOQ9 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisu

2 345 6 7 8 910 1112 1314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3
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(j) OPA10 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu

6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(k) OPA11 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tirtinlerin jel elektroforez
goruntiisu

(I) OPA12 primeri ile yiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntusu
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(m) OPA13 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu

345 67 8 910 11 \_2 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

. B
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(n) OPA14 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu

8 910 II\{’ 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 313

(o) OPAL1S5 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisu

7 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
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(p) OPA16 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait liriinlerin jel elektroforez
goruntusu

910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3

(q) OPA17 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisu

910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(r) OPA18 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iriinlerin jel elektroforez
goruntusu

6 7 8 910 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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(s) OPA19 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntusu

910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(t) OPA20 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntiisu

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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EKLER E. KABACAOGLU

Ek 4. OPB primer seti ile Cizelge 4.4°de verilen DNA Kkaliplar1 kullanilarak
yiiriitilen RAPD-PZR ciktilar1.

(@) OPBO1 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

(b) OPBO02 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisu.

(c) OPBO3 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntis.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

j..opoz

E &
..-.'9-.--003" B
FET R R R R A R L J

85



EKLER E. KABACAOGLU

(d) OPBO04 primeri ile yiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

M1 2 3 45 67 8 9101112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3§

(e) OPBO5 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntisu.

(f) OPBO6 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntis.

7 8 910 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
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(g) OPBO7 primeri ile yiritilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(h) OPBO08 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntusu.

8 910 11 12 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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(i) OPB09 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntust.

6 7 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3
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(j) OPB10 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

12 13 14 15 16 17 18 19 20 324 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(k) OPB11 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait {irinlerin jel elektroforez
goruntisu.

7 8 910 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

(I) OPB12 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntisu.

345 67 8 9101112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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(m) OPB13 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

8 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

TR Reetee @

(n) OPB14 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntusu.

M 1723 4 5 6 7 879500 1\12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(0) OPB15 primeri ile yiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntis.

7 .8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
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(p) OPB16 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

M12 3 45 67 8 910 II'Q2N3 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 SINSENESR34 35

\
\

(q) OPB17 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntusu.

6 7 8 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(r) OPB18 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntist.

7 8 910 1113 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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(s) OPB19 primeri ile yiiriitilen RAPD PZR denemesine ait tiriinlerin jel elektroforez
goruntisii.

2 3 485, 607 8 910 11§12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23-24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(t) OPB20 primeri ile yiiriitiilen RAPD PZR denemesine ait iiriinlerin jel elektroforez
goruntiis.
910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Ek 5. Deney veri ve standart sapma degerleri

Orchis Konsantrasyon Hesaplanan Varyasyon Ct Ctort =SS
italicaseyreltme (ng/ml) Konsantrasyon (%)
oranlar1 (ng/ul)
11 22 25,416 15,50 26,74
11 22 22,683 3,10 26,9 26,85+ 0,1
11 22 22,247 1,10 26,92
1:4 55 5,966 8,50 28,7
1:4 55 4,487 18,40 29,08 28,98 + 0,25
1:4 55 4,213 23,40 29,17
1:16 1,38 1,452 5,20 30,6
1:16 1,38 1,641 18,90 30,44 30,62 £0,18
1:16 1,38 1,252 9,30 30,8
1:64 0,344 0,346 0,50 32,54
1:64 0,344 0,413 20,00 32,3 32,47+0,15
1:64 0,344 0,337 2,10 32,58
1:256 0,0859 0,117 36,30 34
1:256 0,0859 0,053 38,00 35,06 34,46 £ 0,55
1:256 0,0859 0,093 8,00 34,32

ITS2a primer ¢ifti igin Orchis italica 6rnegi ile yapilan realtime analizi verileri

Orchis italica Konsatrasyon Hesaplanan Varyasyon Ct Ctort =SS
seyreltme (ng/ul) Konsantrasyon (%)
oranlar1 (ng/ul)

1:1 22 22,5259 2,4 9,81
1:1 22 22,6497 3,0 9,80 9,85+ 0,08
1:1 22 20,3193 7,6 9,94

1:16 1,38 1,4120 2,3 13,54

1:16 1,38 1,4361 4,1 13,52 13,55+ 0,3
1:16 1,38 1,3671 0,9 13,58

1:256 0,0859 0,0819 4,7 17,38

1:256 0,0859 0,0925 7,8 17,21 17,33 + 0,10

1:256 0,0859 0,0814 5,2 17,39

18s rDNA primer ¢ifti i¢cin Orchis italica 6rnegi ile yapilan realtime analizi verileri
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Ek 6. Deney veri ve standart sapma degerleri

Salep Konsantrasyon Hesaplanan Varyasyon Ct Ctort+ SS
Seyreltme (ng/ul) KO”?;S}LT)S yon (%)
Orant
11 5,00000000 5,9929553 0,1 18,69
11 5,00000000 5,8779053 2,0 18,72 18,73 £ 0,04
11 5,00000000 5,6643618 5,6 18,77
1:4 1,25000000 1,4790454 1,4 20,58
1:4 1,25000000 1,8598262 24,0 20,27 20,42 + 0,16
1:4 1,25000000 1,6791293 11,9 20,41
1:16 0,31250000 0,4470263 19,2 22,20
1:16 0,31250000 0,2817220 24,9 22,82 22,44+ 0,33
1:16 0,31250000 0,4129467 10,1 22,30
1:64 0,07812500 0,0896121 44 24,37
1:64 0,07812500 0,0910446 2,9 24,35 24,58 £ 0,38
1:64 0,07812500 0,0556351 40,7 25,01
1:256 0,01953125 0,0272759 16,4 25,97
1:256 0,01953125 0,0258714 10,4 26,05 26,01 £0,04
1:256 0,01953125 0,0265644 13,3 26,01

ITS2a primer ¢ifti igin salep drnegi ile yapilan realtime analizi verileri
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Salep Konsantrasyon Hesaplanan Varyasyon Ct Ctort+SS
Seyreltme (ng/ul) Konsantrasyon (%)
Orani (ng/ul)
1:4 1,25000000 1,517407 21,40 9,36
1:4 1,25000000 1,007097 19,40 7,44 778+03
1:4 1,25000000 1,080852 13,50 7,99
1:64 0,07812500 0,087302 11,70 7,9
1:64 0,07812500 0,101629 30,10 11,29 11,21+ 0,11
1:64 0,07812500 0,088858 13,70 11,08
1:256 0,01953125 0,015617 20,00 11,26
1:256 0,01953125 0,014707 24,70 13,61 13,46 £ 0,33
1:256 0,01953125 0,0232 18,80 13,69

18s rDNA primer ¢ifti i¢in salep 6rnegi ile yapilan realtime analizi verileri

94



EKLER

E. KABACAOGLU

Ek 7. Deney veri ve standart sapma degerleri

ITS2a | Gergek Ct Ctor £ SS 18srDNA | Gergek Ct Ctor £ SS
No konsantrasyon No konsantrasyon

(%) (%)
1 1 21,99 1 1 10,4
2 1 22,39 | 22234021 |2 1 1049 | 1044 +0,05
3 1 22,29 3 1 10,43
4 2,5 20,87 4 2,5 10,52
5 25 2182 | 2134+048 | O 25 1043 | 10,5+0,07
6 2,5 21,34 6 2,5 10,55
7 5 20,58 7 5 10,62
8 5 20,9 | 21,04+051 |8 5 1063 | 10,62+0,01
9 5 21,59 9 5 10,61
10 10 20,58 10 10 10,69
11 10 2034 | 2087+0,73 | 11 10 10,79 | 10,77 +0,07
12 10 21,71 12 10 10,83
13 25 20,45 13 25 10,98
14 25 19,92 20 + 0,41 14 25 11,07 11,08 0,1
15 25 19,63 15 25 11,18
16 50 19,12 16 50 11,72
17 0 201 | 1989+0,69 | 17 S0 1183 | 11,84+0,12
18 50 20,45 18 50 11,96
19 76,9 20,3 19 76,9 12,48
20 76,9 1997 | 20,07+02 |20 76,9 12,62 12,59 0,1
21 76,9 19,96 21 76,9 12,68
22 100 20,06 22 100 13,43
23 100 2023 | 20784109 | 23 100 1398 | 13.86+038
24 100 22,03 24 100 14,16

ITS2a F/R ve 18s rDNA primer cifti ile salep/misir unu karisimi ornekleri ile yapilan

realtime analizi verileri
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Ek 8. Bagil kantifikasyon analizi raporu

Delfa Delfa CT

Experiment Information

Relative Quant. Analysis

Run Mame Run 2017-07-20 (1) patates nisastasi salep 20 07 1017-copy-%99 kurve (SON)
Run Start 20.07.2017 17:30:54

Run Finish 20.07.2017 18:29:29

Operator Eda Kabacaoglu

MNotes

Run On Software Version

Rotor-Gene 2.0.3.2

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green

5.

Colour Replicate Name GOI CT Norm. CT Relative Conc. Calibrator

. NTC 31,96 |32.25 167827
%100 2958 1347 0,02
. %75 21,09 12,32 3,14
%26 20,58 |10.98 1,78
. %10 20,98 |11.10 1,45
. %5 20,71 10,70 1.33
. %2 20,92 10,60 1.08
. %0 2118 |10.76 1.00 Yes

This report generated by Rotor-Gene Q Series Software 2.0.3 (Build 2)
Copyright © 2003 Corbett Life Science, a QLAGEN Company. All rights rezerved.
150 9001:2000 (Reg. No. QEC21313)
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