Bahge Bitkilerinde Biyoteknoloji

Konu: DNA Izolasyonu, PCR reaksiyonu, Jel elektroforezinin temel prensipleri

Bitki Yaprak Orneklerinden DNA Izolasyonu

1. Geng yaprak 6rneklerin havanda s1v1 azot (-196°C) igerisinde ezilmesi

2. Ogiitiilen drneklerde nuclei lysis asamast ile hiicre cekirdegi icerisindeki DNA ’nin serbest
birakilmasinin saglanmasi

3. Sicak su banyosunda 65°C’de inkiibasyon

4. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi asamasi

5. Orneklerin Santrifiij edilmesi

6. Ustte kalan s1v1 fazin temiz bir eppendorf tiipiine aktarilmas1

7. Uzerine izopropanol eklenmesi, tiipiin hafifce calkalanmasi

8. Alkol ile yikama asamasi

9. DNA’nin molekiiler su veya tuz ¢ozeltisi igerisinde eliisyon agamasi
10.RNA’nin uzaklastirilmasi i¢gin RN Ase asamasi uygulanabilir.

Elde edilen DNA’larin %1 agaroz jelde kontroliiniin yapilmasi.

DNA konsantrasyonu ve elde edilen DNA’nin temizligi spektrofotometrik olarak 260/280
absorbans

degerinde Olgiilerek belirlenir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR asamalari

1. Cift zincirli DNA molekiiliiniin denatiirasyonu (94°C)

2. Primerin baglnmasi (annealing) (primerin Tm derecesine gore belirlenen sicaklik)



3. Taq polgsmeraz aracilidi ile zincir uzamasi (extension) (72°C)
Dongiilerin tekrarlanmasi sonucu DNA’nin hedef bolgesinin ¢ogaltilmasi
PCR Reaksiyonuna katilan bilesikler:

DNA (Incelenecek DNA 6rnegi)

Primer: Kullanilan molekiiler marker yontemine goére DNA {izerinde ¢ogaltilacak bolgeyi
hedef alan 10-25bp uzunlugunda sentetik olarak tiretilmis DNA pargasi

dNTP: Zincir uzamasi sirasinda gerekli olan bazlarin saglanmasi

MgClI2: Enzimin aktivasyonuna katk1 saglar

Buffer (Tampon): Enzimin 6zelligine gore, genellikle enzimle birlikte temin edilir.
Taq polimearaz enzimi: Zincir uzamasini saglayan polimeraz enzimi

Jel Elektroforezi:m Agaroz jel veya PAGE kullanilabilir.

-Agaroz jel hazirhig

-Elektroforez asamasi: 1xTBE tampon ¢ozeltisi kullanilarak yaratilan elektrik alani igerisinde
negatif yiiklii DNA molekiiliiniin (-) ve (+) kutuplar arasinda hareketi

-Goriintiileme asamast: UV 1s1k altinda goriintiilleme



