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UV-C stresine maruz bırakılan buğday’da (Triticum aestivum) meydana gelen DNA 

metilasyonu RAPD, CRED-RA ve IRAP teknikleri ile araĢtırılmıĢtır. RAPD,  CRED-

RA ve IRAP için toplam 27 primer kullanılmıĢtır. Kontrol grubu ile birlikte farklı 

dozlarda UV- C’ye maruz bırakılan örnekler 14 gün boyunca yetiĢtirilmiĢtir. Her 3 

yöntem de uygulanan UV dozuna bağlı olarak  % polimorfizm artarken,  % GTS 

değerleri düĢmüĢtür. UV radyasyon seviyesi arttıkça genomik kararsızlığın arttığı 

görülmüĢ ve bu stres faktörünün DNA hipermetilasyonuna neden olduğu 

gözlenmiĢtir. RAPD, CRED-RA, IRAP profilleri DNA hasarı, mutasyon, metilasyon, 

kromozomal aberasyonlar, çift zincir kırıkları, modifikasyon, replikasyon, 

transkripsiyon ve oksidasyon hakkında nitel bilgi vermiĢtir. 
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DNA methylation in wheat (Triticum aestivum) exposed to UV-C stress was 

investigated by RAPD, CRED-RA and IRAP techniques. A total of 27 primers were 

used for RAPD, CRED-RA and IRAP. Specimens exposed to UV-C at different 

doses with the control group were grown for 14 days. In all 3 methods, the 

%polymorphism increased with the applied UV dose, but the %GTS values 

decreased. As the level of UV radiation increased, genomic instability increased and 

it was observed that this stress factor caused DNA hypermethylation. RAPD, CRED-

RA, IRAP profiles have provided qualitative information about DNA damage, 

mutation, methylation, chromosomal aberrations, double chain breaks, modification, 

replication, transcription and oxidation. 
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1. GĠRĠġ 

Canlılar yaĢamları boyunca hayatsal fonksiyonlarını devam ettirebilmeleri için çevre ile 

etkileĢim halindedirler. Bu etkileĢim olumlu ya da olumsuz olabilmektedir. Canlıların 

maruz kaldığı olumsuz koĢullar stres adı verilen kavramı ortaya çıkarmıĢtır. Stres, 

canlıların yapılarında morfolojik, fizyolojik, genotipik değiĢiklikler meydana 

getirmektedir. Bu değiĢiklikler canlıların büyüme ve geliĢimini olumsuz etkilediği gibi 

canlıların ölümüne de neden olabilmektedir. Stresin neden olduğu zarar canlının türüne, 

yaĢadığı çevreye ve maruz kalınan stresin derecesine bağlı olarak değiĢmektedir 

(Kadıoğlu, 2004; Madhova vd., 2005).  

Canlılar stresin neden olduğu olumsuz etkileri gidermek için bir takım adaptasyonlar 

geçirmektedirler. Meydana gelen adaptasyonlar nesiller boyunca aktarılarak canlılığın 

devam etmesini sağlamaktadır (Ayhan, 2006). 

Stresten en çok etkilenen canlı türlerinden birisi bitkilerdir. Bitkiler sesil canlılar olduğu 

için yaĢamları boyunca büyüme ve geliĢmelerini etkileyecek birçok stres faktörüne 

direk maruz kalmaktadırlar. Özellikle temel besin maddesi olarak kullanılan bitki 

türlerinin zarar görmesi hem bitkileri hemde bitkileri temel besin maddesi olarak 

kullanan canlıları olumsuz etkileyebilmektedir. Stres faktörleri bitki kaybının birincil 

neden olduğu gibi çoğu bitki veriminide %50'den fazla azaltabilmektedir (Bray 

vd., 2000). 

Stres faktörleri üzerine yapılan araĢtırmalar neticesinde elde edilen istatistiksel verilere 

göre dünya üzerinde kullanılabilir alanların %26’sı kuraklık stresine, %20’si mineral 

stresine, %15’i ise soğuk ve don stresine, %29’luk dilimi diğer stres faktörlerine maruz 

kalırken, %10’luk dilimde herhangi bir stres faktörü olmadığı belirtilmektedir  (Blum ve 

Jordan 1985; Kalefetoğlu ve Ekmekçi, 2005). 

Stres faktörlerinin bitkiler üzerindeki etkileri önemli bir araĢtırma konusu haline 

gelmekte ve bu alanda yoğun çalıĢmalar yapılmaktadır. Arabidopsis thaliana’da 

kuraklık (Colaneri ve Jones 2013),  tuz (Baek vd., 2011), sıcaklık (Pecinka vd., 2010), 

oksidatif stres (O'Kane vd., 1996); tütünde kuraklık  (Rizhsky vd., 2002); ayçiçeği 

(Almoguera vd., 1993) ve domateste su stresi (Godoy vd., 1990); mısır (Çelik ve 
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Eraslan, 2015) ve biberde tuz stresi (Tuna ve Eroğlu, 2017); pirinçte kuraklık (Rahımı 

vd., 2017); buğdayda sıcaklık (Tekdal ve Yıldırım, 2015)  ve tuz (Tıpırdamaz ve 

Çakırlar, 1990) gibi stres faktörleri bu çalıĢmalara örnek teĢkil edebilmektedir. 

Ozon tabakası, dünyayı çevreleyerek yeryüzünü canlılar için yaĢanır hale getirmektedir. 

Ġnsan aktiviteleri sonucunda çeĢitli kimyasallar atmosfere salınarak doğal havanın 

yapısında değiĢimler meydana getirebilmektedir. Bu değiĢimler doğal dengeyi olumsuz 

etkileyebilmekte ve ozon tabakasına zarar verebilmektedir. Küresel ısınmanın 

artmasıyla birlikte ozon tabakasında filtrelenerek dünyaya gelmesi engellenen zararlı 

güneĢ ıĢınları yeryüzüne ulaĢmakta ve ekosistem zarar görmektedir (Akın, 2006).  

Bitkiler, büyüme, geliĢme ve hormonal aktivasyon için UV’ye ihtiyaç duymakta ancak 

ihtiyaçlarından fazla UV’ye maruz kaldıklarında ise strese girmektedirler. Strese maruz 

kalan bitkilerde nükleik asit, protein ve lipid yapıları doğrudan etkilenmektedir. Bu 

durum DNA hasarına neden olmakta, ayrıca  replikasyon, transkripsiyon ve 

translasyonuda engelleyebilmektedir (Ries vd., 2000). Fizyolojik olarak UV bitkilerin 

fotosentez hızını yavaĢlatmakta, klorofil miktarı ve yaprak sayısında azalmaya neden 

olmaktadır. Aynı zamanda topraktaki mikroorganizmları yok ederek toprağın 

verimsizleĢmesine neden olmaktadır (Ekici ve Aksoy, 2001).  UV radyasyonun neden 

olduğu stres, bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler tepkilere neden 

olduğundan bitkiler strese cevap niteliğinde adaptasyon mekanizmaları 

geliĢtirebilmektedirler (Alexieva vd., 2001). 

Dünya üzerinde hızla artan nüfusa dayalı olarak besin ihtiyacıda önemli oranda 

artmaktadır  (Hoisington vd., 2002). Bu yüzden besin olarak kullanılan bitkileri ıslahı, 

nesillerin devamlılığı, az alandan çok verim alabilme, toprak verimliliği, epigenetik, 

stres faktörleri, stresin neden olduğu zararları ortadan kaldırma veya azaltma gibi 

çalıĢmaların önemi giderek artmaktadır.  

Ġnsanlar günlük ihtiyaç duydukları kalorinin büyük bir kısmını tahıllardan 

karĢılamaktadırlar. Tahıl ekim alanları hem Dünya hemde Türkiye’de tarım alanlarının 

yarısından fazlasını oluĢturmaktadır. Gerek coğrafi özellikleri, gerekse iklim özellikleri 

itibariyle çok zengin bir tarımsal ürün çeĢitliliğine sahip olan ülkemizde üretilen 

tarımsal ürünlerin büyük bir kısmını tahıllar oluĢturmaktadır. Buğday ilk çağlardan 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00474/full#B99
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günümüze kadar gelmiĢ en önemli tahıl ürünlerden biridir. Buğday tohumunun besin 

değerinin yüksek olması, üretim kolaylığı, taĢınımı ve geniĢ adaptasyon yeteneğine 

sahip olmasından dolayı günümüzde temel besin kaynağı durumundadır. GeniĢ bir 

adaptasyon yeteneğine sahip olmasına rağmen fazla sıcak ve nemden hoĢlanmayan bir 

tahıl bitkisidir.  

Dünya’daki buğday üretimi iklim koĢullarına bağlı olarak yıldan yıla önemli farklılıklar 

göstermektedir. Bu farklılıkların meydana gelmesine neden olan unsurlar arasında 

bitkinin genetik yapısı, iklim koĢulları, toprak yapısı, topraktaki azot miktarı, topraktaki 

azotun kullanılabilme etkinliği ve uygulanan yetiĢtirme teknikleri büyük rol 

oynamaktadır. 2016 yılı verilerine göre Dünya buğday ekim alanı 220,107 milyon 

hektar, üretimi ise 749,460 milyon tondur. Türkiye’nin buğday üretim alanı yaklaĢık 

olarak 7,609 milyon hektar, üretim miktarı ise 20 milyon ton olup Dünya’da buğday 

üretimi bakımından ilk on ülke içerisindedir (FAOSTAT, 2016). Ancak, potansiyel 

verim ülkemizde oldukça düĢüktür. Verimin istenilen düzeye çıkması için bitkilerin 

ıslah çalıĢmalarının yapılması ve çevresel faktörlerin iyileĢtirilmesi gerekmektedir. 

Teknolojinin geliĢmesi ile birlikte, moleküler genetik, doku kültürü ve rekombinant 

DNA teknolojisi gibi konuları kapsayan teknikler ile yeni olanaklar sağlanmaktadır 

(Özgen vd., 2000).  

Epigenetik, çevre ile genetik arası etkileĢimdir. Genetik yapıda değiĢilik meydana 

gelmemektedir fakat gen ifadesinde değiĢimler görülmektedir. Bu değiĢiklik geri 

dönüĢümlü olup DNA dizisinde meydana gelen mutasyonlardan farklı bir özellik 

göstermektedir. DNA metilasyonu, ökaryotların genom düzenlenmesi ve geliĢiminde 

önemli rol oynayan epigenetiksel bir modifikasyondur. Bu durum  gen ekspresyonu 

ve transpozon aktivitesini etkileyebilmektedir. DNA metilasyonu ile transpoze edilebilir 

elementlerin (TE) susturulması, bitki genom stabilitesi için önem arz etmektedir 

(Chandler ve Walbot, 1986 ).  

Günümüzde yapılan çeĢitli araĢtırmalar sonucunda bitkilerin maruz kaldıkları stres 

faktörleri sonucunda epigenetik değiĢikliklerin meydana geldiği bilinmektedir. (Kravets 

vd., 2010; Hauser vd., 2011; Bilichak vd., 2012). 
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DNA metilasyonu, ökaryotlarda CpG dizilerinde görülmektedir. CpG dinükleotidinin 

sitozinin 5. karbonuna metil grubu kovalent bağla eklenmesi sonucu DNA metilasyonu 

meydana gelmektedir. DNA metilasyon seviyesi evrendeki tüm canlılarda farklılık 

göstermektedir. Özellikle bitkilerde DNA metilasyonu insan ve hayvanlara göre daha 

fazla görülmektedir. Ġnsan ve hayvanlarda CpG bölgelerinin sıklığı çok az ve 

metillenmeler nokta mutasyonu Ģeklinde oluĢmaktadır. Bitkilerde ise CpG bölge 

sıklığının fazlalığı ve CpG bölgelerinin arasındaki fosfat bağlarının diğer canlılara göre 

daha uzun olması DNA metilasyonunun uzun bir baz dizisi boyunca oluĢmasına neden 

olmaktadır (Tan, 2010).  

Ayrıca strese maruz kalan bitki popülasyonlarında strese bağlı olarak oluĢan 

epigenetiksel değiĢimlerin ve stres koĢullarına uyum sağlamak için oluĢturulan 

adaptasyon mekanizmalarının bitkilerde stres hafızası oluĢturduğu ve bunu nesilden 

nesile aktardığı bilinmektedir (Golldack vd., 2011).  

Stres faktörlerine yanıt olarak DNA metilasyonunda hiper ve hipometilasyon da dahil 

olmak üzere çeĢitli bitki türlerinde strese duyarlı genlerde DNA metilasyon 

seviyelerinde değiĢiklikler tespit edilmiĢtir. Buğdayda tuz (Zhong vd., 2009), UV-C 

stresi (Sokolova vd., 2014);  tütünde oksidatif (Choi vd., 2007) ve  kuraklık  stresi 

(Kovarik vd.,1997); mısırda  UV-C (Kravets vd., 2012) ve düĢük sıcaklık stresi  

(Steward vd., 2010); yonca ve kenevirde ağır metal (Aina vd., 2004) stresinin DNA 

metilasyonuna etkileri hakkında araĢtırmalar yapılmıĢtır.  

Bu çalıĢmada, farklı dozlarda UV-C radyasyonuna maruz kalan buğday (Triticum 

aestivum) bitkisinde gözlenen genetik ve epigenetik değiĢikliklerin RAPD, CRED-RA 

ve IRAP moleküler yöntemleri ile araĢtırılmıĢtır.  

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4345800/#B21
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Buğday  (Triticum aestivum L. )  buğdaygiller (Poaceae) familyasından gelen tek yıllık, 

karasal iklimde yaĢayan bir bitki türüdür. Tablo 2.1.’de Triticum aestivum L. 

sınıflandırılması verilmiĢtir.  

Tablo 2.1. Triticum aestivum L. sınıflandırılması 

  

 

Buğday, insan beslenmesinde kullanılan kültür bitkileri arasında dünyada üretim miktarı 

bakımından ilk sırada yer almaktadır. Buğday, Dünya nüfusuna bitkisel kaynaklı 

besinlerden sağlanan toplam kalorinin yaklaĢık %20'sini, ülkemizde ise %53’ünü 

sağlamaktadır. Buğday hem çiftçiler hem de sanayiciler için önemlidir. BaĢta unlu 

mamuller olmak üzere birçok gıda ve sanayi sektöründe kullanılmaktadır. TÜĠK  (2016) 

verilerine göre ülkemizde ortalama buğday üretim miktarı 20 milyon tonun üzerindedir.  

Dünya nüfusunun gün geçtikçe artması, toprak erozyonu, tuzluluk, asitlik, yoğun tarım 

uygulamaları, sanayileĢme gibi nedenler tarım alanlarının daralmasına neden 

olmaktadır. ArtıĢa bağlı olarak ürün talebinin artması da birçok sorunu beraberinde 

getirmektedir.  

2.1. Stres 

Stres, bir canlının yaĢamını tehlikeye sokan, kapasite azaltıcı ve zorlayıcı olarak 

değerlendirilen canlı ile çevre arasındaki olumsuz etkileĢim olarak tanımlanmaktadır. 

Stresin meydana gelmesi için canlının içinde bulunduğu ya da yaĢamını sürdürdüğü 

ortam ve çevrede meydana gelen değiĢimlerin canlıyı belli düzeyde etkilemesi 

gerekmektedir. Birçok canlıda stres yanıtları, stres etkenlerine karĢı koymak ve onunla 

baĢa çıkmaya çalıĢmak amacıyla doku ve organ fonksiyonlarında değiĢimlerle 

Alem Plantae  

ġube Tracheophyta 

Sınıf Liliopsida  

Takım Poales                                            

Familya Poaceae (Buğdaygiller) 

Alt familya   Poaideae 

Cins Triticum                                                                  

Tür   Triticum aestivum L.                          
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baĢlamakta ve homeostasis bozulması ile sonlanmaktadır. Sözü edilen bu değiĢimler 

organizmadan organizmaya değiĢiklik gösteren ama benzer karakteristiğe sahip 

fizyolojik yanıtlardır (Dönmez vd., 2006).  Stres faktörleri Tablo 2.1.’de 

gösterilmektedir (Levitt, 1972). 

Tablo 2.1. Abiyotik ve biyotik stres faktörleri 

Abiyotik stres faktörleri Biyotik stres faktörleri 

Don stresi 

Su stresi (kuraklık stresi) 

Su taĢkını stresi 

Sıcaklık stresi 

Soğuk stresi 

Radyasyon stresi 

IĢık stresi 

Tuzluluk stresi 

Ağır metal stresi 

Hava kirliliği stresi 

Oksidatif stres 

 

Böcekler 

Hayvanlar 

Hastalık yapıcı bitkiler 

Mikroorganizmalar  

Patojenler 

 

  

2.1.1. Bitkilerdeki stres faktörleri 

2.1.1.1. Su stresi (Kuraklık stresi) 

Bitkilerde belirli bir süre içerisinde terlemeyle kaybedilen suyun çevreden alınan su 

miktarından fazlası durumunda ortaya çıkmaktadır. Su miktarının azalmasıyla beraber 

dokular arasında suyun alınması için rekabet baĢlar. Stres günlük ya da uzun süreli 

olabilmektedir. Stres durumunda turgor basıncının düĢmesi nedeniyle hücre büyümesi 

olumsuz olarak etkilendiğinden hücrelerdeki büyüme kapasitesi azalmakta ve çeper 

sentezi etkilenmektedir. Su stresi ayrıca tuz ve osmotik stresin de bir parçası olmaktadır. 

Yeterli miktarda suyun olmaması ksilem ve floemdeki madde iletimini olumsuz olarak 

etkilediğinden meyvelerin küçük kalmasına, tahıllarda ise tohumların 

dolgunlaĢamamasına ve ürün kalitesinin düĢmesine neden olmaktadır ( Korkmaz, 2017).  

2.1.1.2. Tuz stresi 

Tuz stresi, osmotik etkisiyle kullanılabilir suyu engelleyerek iyon içeriğini toksik 

düzeye ulaĢmasına neden olan abiyotik bir stres faktörüdür. Tuz stresinin etkileri, tuzun 

çeĢidine, stresin düzeyine, süresine, strese maruz kalan bitkinin genotipine ve geliĢim 

evresine bağlı olarak değiĢmektedir (Çulha ve Çakırlar, 2011).  
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2.1.1.3. Sıcaklık stresi 

Bitkiler farklı geliĢme kademelerine göre minimum, optimum ve maksimum sıcaklık 

gereksinimlerine ihtiyaç duymaktadırlar. Bunlara kardinal sınırlar denmektedir. Sıcaklık 

bu alt ve üst limitlere ulaĢtığında geliĢme azalmakta ve bu limitler dıĢında daha fazla 

geliĢme görülmemektedir (Öztürk ve Seçmen, 1992 ). Bitkilerin çoğu 15-45°C arasında 

optimum seviyede geliĢme göstermektedirler. Bu sınırın altında ve üstünde ise belirli 

seviyelerde bitkilerin büyümeleri, metabolizmaları, ürünlerin kalite ve miktarı olumsuz 

Ģekilde etkilenmektedir. Yüksek sıcaklık proteinlerin denatürasyonu ve enzim 

aktivitesinin kaybetmeleriyle hücre yapısında ve fonksiyonunda değiĢlikler meydana 

gelmektedir ( Korkmaz ve Duman, 2017).   

2.1.1.4. Soğuk stresi 

Tropik ve yarı tropikde bitkiler sıcaklığın 15°C’ın altına düĢmesiyle soğuk stresi 

görülmektedir. Soğuk iklim bitkileri ise bu sıcaklıklara kolaylıkla adapte olurlar ve 

geliĢimlerini sürdürürler. Soğuk stresinde meydana gelen zarar soğuğun Ģiddetinin 

yanısıra soğukta kalma süresine ve ortam sıcaklığının soğuktan sıcağa dönüĢmesindeki 

süreye de bağlı bulunmaktadır (Chinnusamy vd., 2007).  

2.1.1.5. Don stresi 

Sıcaklığın 0°C’ın altına düĢmesiyle birlikte oluĢan hücre suyunun donmasından 

kaynaklanmaktadır. Don stresi tüm hayati fonksiyonları etkilemektedir.  

2.1.1.6. IĢık stresi 

GüneĢ ıĢığı fotosentezi etkilemesinin yanısıra bitki sıcaklığı, ıĢığa bağlı tepkimeleri 

etkileyecek ve strese neden olmaktadır. OluĢan stres güneĢ enerjisinin miktarı, havadaki 

tozlar, kirlilik, bulutlanma durumu, enlem ve boylam derecelerine göre değiĢiklik 

göstermektedir.  

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138507002154#!
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2.1.1.7. Su TaĢkın (Fazla su) stresi 

Su azlığında olduğu gibi su fazlalığında da bitkilerde stres görülmektedir. Nehir, ırmak 

ve derelerin taĢması ya da aĢırı yağıĢlar sonucu suyu alt tabakalara geçiremeyen 

topraklar geçici olarak suyla kaplanmaktadır. Bu durumda ise toprağa oksijen 

giremediğinden solunum, fotosentez yapamadıklarından bitki geliĢimi etkilenir ve ürün 

kayıpları görülmektedir.  

2.1.1.8. Oksidatif stres 

Bitkiler enerji üretebilmeleri için oksijene ihtiyaç duymaktadırlar. Fakat oksijen varlığı 

hücresel yapı ve reaksiyonları sürekli oksidatif bir tehdit oluĢturmaktadır (Alscher vd., 

1997). Bitki hücrelerinde oksijenin suya tam olarak indirgenmemesi gerekli enerjinin 

açığa çıkmasını sağlarken oksijenin tam olarak indirgenememesi ise oldukça reaktif 

olan DNA, proteinler ve lipidler gibi birçok makromoleküle zarar veren aktif oksijen 

türlerinin oluĢumuna neden olmaktadır (Dat vd., 2000). Buda bitkilerde strese neden 

olmaktadır. 

2.1.1.9. Hava Kirliliği stresi 

Atmosfere karıĢarak kirliliğe neden olan stres faktörüdür. Özelliklede fabrikalardan 

çıkan zehirli atıklar ve hava kirletici gazlar atmosfere salınımı sonucu yağmurlar 

aracılığı ile yeryüzüne inmekte ve bitkiler üzerinde strese neden olabilmektedir. 

Bitkilere zarar veren baĢlıca kirleticiler; SO2, N2O, NO, NO2, O3, H2S’dir.  

2.1.1.10. Ağır metal stresi  

Çinko, kurĢun, nikel, kobalt, krom, bakır, mangan, kadmiyum, selenyum, arsenik ve 

alüminyum gibi ağır metaller bellirli bir dozun üstünde olması durumunda bitkilerde 

strese neden olabilmektedir. Ağır metaller enzimleri inhibe ederek çalıĢmalarını 

engelleyebilmektedir. Solunum ve fotosentez üzerinde ise olumsuz etkileri 

bulunmaktadır. 
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2.1.1.11. Radyasyon stresi  

GüneĢ ıĢınlarının yeryüzüne yaydığı radyasyon dalga boylarına göre UV (100-400nm), 

görünür (390-750nm) ve kızılötesi (750-106nm) ıĢınlar olarak 3 bölüme ayrılmaktadır 

(Molinier, 2017) .  

Radyasyonun atom düzeyindeki etkisi elektronların bir üst yörüngeye geçmesi Ģeklinde 

oluĢur. Radyasyonun gücüne göre elektron ya üst yörüngeye geçer ya da elektronun 

geriye salınımı ile iyonize olur. Bu geçiĢlerin büyük çoğunluğu suda gerçekleĢtiğinden 

serbest elektron direk ya da indirek olarak hücrede çeĢitli hasarlara neden olmaktadır. 

Serbest kalan elektronun direkt olarak etkisi DNA’nın fosfodiester bağlarında ya da H 

bağlarında görülür ve bu bağlardaki atomlara afinite göstererek bağların kırılmasına 

sebep olmaktadır. Özellikle fosfodiester bağlarının kırılması DNA’daki tek ya da çift 

zincir kırıklarına neden olmaktadır. Ġndirek etkileride serbest kalan elektronun 

hücredeki su ile etkileĢime girerek suyun radyolizisine neden olmaktadır (Caspari, 

2000). 

2.2. UV Radyasyon 

UV radyasyonu, toplam güneĢ radyasyonunun yaklaĢık %8-9'unu oluĢturan 

elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan bölgesinin bir parçasıdır (Coohill, 1989; 

Frederick, 1993). UV ıĢınları elektromanyetik spektrumda X-Ray cihazı ile 

görüntülenmektedir ve dalga boyları 100-400 nm aralığındadır.  

Dalga boyuna göre UV-A, UV-B ve UV-C olmak üzere 3 bölüme ayrılmaktadır. ġekil 

2.1.’de elektromanyetik ıĢık spektrumu ve UV bölgeleri gösterilmektedir. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432801000117#BIB39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432801000117#BIB39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432801000117#BIB39
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ġekil 2.1. Elektromanyetik ıĢık spektrumu ve UV bölgesi 

UV-A, 315–400 nm arasında dalga boyuna sahip olan UV radyasyondur. Ozon tabakası, 

280 nm'den daha kısa dalga boylu UV ıĢınlarının çoğunu filtrelemektedir.  Bu nedenle, 

UV-A ıĢını ozon konsantrasyonundaki değiĢikliklerden neredeyse hiç etkilenmez. 

Toplam UV radyasyonunun %95'ini oluĢturmaktadır. UV-A ozon tabakasından geçerek 

dünyamıza kadar ulaĢmaktadır.    

UV-B, 280-315 nm arasında dalga boyuna sahip olan UV radyasyonudur (Molinier,  

2017). Toplam UV radyasyonunun %5’ini oluĢturmaktadır. UV-B radyasyon bitkilerin, 

genetik (Agrawal vd., 2009), fotosentez  (Majer ve Hideg, 2012 ) ve membran lipit 

yapılarını etkilemektedir (An vd., 2000).  

UV-C, 280 nm’den daha az dalga boyuna sahip olan UV radyasyonudur. UV 

radyasyonunun en tehlikeli kısmı oluĢturmaktadır. UV-C’nin büyük kısmı ozon ve 

oksijen tarafından emilmektedir. Ozon düzeyindeki azalma, ozon antagonistleri olarak 

iĢlev gören kloroflorokarbonlar ve azot oksitlerin salınması gibi insan faaliyetlerinden 

kaynaklanmaktadır (Anderson vd., 1991; McFarland ve Kaye, 1992). Ozondaki her 

azalma, biyolojik olarak etkili UV ıĢınımında aynı zamanda UV-C radyasyonunda 

büyük miktarda artıĢa neden olabilmektedir (Madronich, 1992a, 1993).   

UV’nin bitkiler üzerindeki biyolojik etkileri arasında büyüme tepkilerinde değiĢiklik, 

üreme bozuklukları, epigenetik varyasyonlar, biyotik faktörlere duyarlılık, erken 
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yaĢlanma, fotosentetik elemanlara zarar verilmesi ve membran yapılarında değiĢikliğe 

uğramıĢ yapıların oluĢumuna neden olabilmektedir (Ashwin ve Schroeder, 2011). 

UV’nin, DNA-DNA ve DNA-protein çapraz bağ yapılarında hasara neden olduğu ve 

transpoze elemanları harekete geçirebildiği tespit edilmiĢtir (Morales vd., 2003; Cadet 

ve Wagner, 2013).  UV sonucu oluĢan DNA hasarı, hücre döngüsünün durmasına ve 

hücre ölümüne neden olan hücresel tepkileri tetiklemektedir (Batista vd., 2009). UV,  

mısır (Casati, 2004, 2011a), fasulye (Casati vd., 2000), arpa (Kravets vd., 2012), kabak 

(Shinkle vd., 2010), asma (Martinez-Luscher vd., 2014) gibi ekin bitkilerinde 

araĢtırılmıĢ ve mahsul verimini olumsuz etkilediği gözlenmiĢtir (Migicovsky ve 

Kovalchuk, 2014). 

2.3. Epigenetik 

Conrad Waddington tarafından 1942’de önerilen “Epigenetik” terimi günümüzde DNA 

dizisinde herhangi bir değiĢiklik olmamasına rağmen, kromatin yapıdaki kalıtsal 

değiĢiklikler ve gen ekspresyonun düzenlenmesi olarak tanımlanmaktadır. 

(Waddington, 1942). Epigenetik değiĢimler bazı genlerin aktifleĢmesine veya 

inaktifleĢmesine neden olmaktadır. Epigenetik değiĢimler geri dönüĢümlü oluĢlarından 

dolayı diğer genetiksel mekanizmalardan ayrılmaktadırlar. Epigenetik mekanizmalar, 

histon modifikasyonu, kromatinlerin yeniden düzenlenmesi ve DNA metilasyonu olmak 

üzere 3’e ayrılmaktadır. Bilimsel alanda en fazla çalıĢma yapılan mekanizma ise DNA 

metilasyonudur. 

2.3.1. DNA metilasyonu 

DNA bazlarına metil gruplarının eklenmesi ya da bu bazların metil gruplarının 

çıkarılması sonucu gen ifadesinin düzenlenmesinde rol oynayan kimyasal bir 

değiĢikliktir (Kass vd., 1997). Ökaryotik organizmaların replikasyon sırasında DNA’sı 

metil gruplarının enzimler  aracılığıyla bazlara eklenmesi sonucu değiĢmektedir. 

Metillenme ise DNA’nın CpG bölgelerindeki sitozinlerinde tek veya iki zincirinde 

meydana gelmektedir. Metilasyon DNA zincirindeki guanin bazlarının önünde bulunan 

sitozin bazlarının 5. bölgesinde bulunan karbona metil grubu eklenmesi ile oluĢur bu 

bölgede hipermetilasyon oluĢur. Gen ifadesini baĢlatan bölge yani promotor bölgesinde 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-015-0872-6#CR35
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ise CpG etkileyerek gen aktivasyonunu durdurur. CpG adacıkları olarak adlandırılan 

CpG bölgeleri promotor bölgeleri olarak görev yaparlar. Ayrıca replikasyonu baĢlatıcı 

bölgeler oldukları düĢünülmektedir (Delgado vd., 1998).  

Yüksek yapılı bitki genomunlarının CpNpG trinükleotid veya CpG dinükleotidlerinde 

yaklaĢık olarak %90’ı metillenmiĢ olan bölgelerinin sitozinlerinin sadece %20-50’si 

metillenmiĢtir (Yong vd., 2008). 

Bitkilerde bulunan DNA metiltransferaz enzimleri DRM2, MET1 ve CMT3'dür. DRM2 

ve MET1 memelilerdede bulunsada CMT3 sadece bitkilerde bulunur. DNA 

metiltransferazlar iki kısma ayrılmaktadır. Bunlar; 

 De-novo: DNA'ya yeni metil grupları eklemektedir.De-novo DNA metiltransferaz 

olan tek enzim DRM2’dir.  

 Sürdürücü: DNA zincir sentezi sırasında kalıp DNA’da bulunan metil gruplarını 

tanıyıp sentez ipliklerine aynı konumlarına metil grupları ekleyen enzimlerdir.  

2.3.2. Transpozon 

Transpozon ilk kez 1940'lı yılların ortalarında genetikçi Barbara McClintock tarafından 

mısır tanesi pigmentasyonu için gerekli olan genleri inversiyon yaparak inaktive edici 

olarak tespit edilmiĢtir (Fedoroff vd., 1998 ). Ġlerleyen çalıĢmalarda  transpozonların 

ökaryot organizmalarda varlığı tespit edilmiĢ ve genom yapısı için önemli bir öğe 

olduğu gözlenmiĢtir (Alzohairy vd., 2014; Bennetzen ve Wang, 2014; Grandbastien, 

2015).  

Transpozonlar, canlı genomunda kendilerini bir yerden baĢka bir yere transfer etme 

yeteneğine (transpozisyon) sahip olan DNA dizileridir.  Transpozisyon mekanizmaları 

sayesinde transpozonlar bulundukları genoma akıĢkanlık kazandırdıklarından genomik 

varyasyon olarak adlandırılmaktadırlar (Schulman, 2013). Transpozonlar aktif 

hareketlerinden dolayı canlı genomunda inversiyon, delesyon, duplikasyon gibi 

kromozom aberasyonları uyarılabilmekte ve yeni gen dizileri oluĢturabilmektedir 

(Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002). Yapılan çalıĢmalar sonucunda transpozonların 

gen fonksiyonu, yapısı, aktivitesini değiĢtirdiği ve genom yapısında ciddi değiĢimlere 
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neden olduğu tespit edilmiĢtir (Bennetzen, 2000; Federoff, 2000; Wicker vd., 2007). Bu 

nedenle transpozonların evrimsel süreçte önemli bir rol oynadığı düĢünülmektedir. 

Transpozonlar kullandıkları traspozisyon biçimlerine göre retrotranspozonlar ve DNA 

transpozomları olarak 2 gruba ayrılmaktadırlar.  

Retrotranspozonlar sınıf I transpozonlar olarak adlandırılmaktadırlar.  

Retrotranspozonlar, materyal olarak RNA’yı kullanmaktadırlar ve çoğunlukla 

sessizdirler. Ancak stres koĢulları altında aktif olmaya zorlanırlar. Retrotranspozonların 

transkripsiyonel düzeylerinin bitkilerde farklı stres koĢulları altında arttığı rapor 

edilmiĢtir ( Hirochika vd., 1996; Takeda vd., 1999; Grandbastien, 20015).  

Retrotranspozonların yapısında uzun tekrar dizileri (LTR) bulunmaktadır. LTR 

retrotranspozonlara özgüdür ve bitiĢik bölgelerin çoğaltılması için genetik analizlerde 

LTR primerleri kullanılmaktadır. LTR ve TIR (Ters tekrar dizileri) dizileri 

transpozisyonda önemli iĢleve sahiptirler (Voytas ve Boeke, 2002). 

 DNA transpozonları sınıf II transpozonlar olarak adlandırılmaktadırlar. Genomda yer 

değiĢtirme yeteneğine sahip olduklarından kendilerini bulundukları kromozomdan 

keserek hedef gen bölgesini inversiyon yapabilmektedirler. Bu kes yapıĢtır 

mekanizmasından dolayı genom yapısında değiĢime neden olmaktadır.  Bunun 

sonucunda gen ifadesinde meydana gelen değiĢim transkripsiyon,  translasyon ve oluĢan 

protein ürünlerinide etkilemektedir (Wicker vd., 2007; Huang vd., 2009). 

2.3.3. DNA metilasyonunun değerlendirlendirilmesinde kullanılan moleküler 

yöntemler 

2.3.3.1. Southern blot 

Southern blot tekniği DNA metilasyon analizlerinde sıklıkla kullanılan yöntemlerden 

biridir. Bu yönteme göre genomik DNA’da dizilim için spesifik olan metilasyona 

duyarlı ve duyarsız endonükleazlar kullanılmaktadır. Restriksiyon fragmentleri agaroz 

jelde izole edilerek membrana aktarılmakta ve hedef DNA dizisine spesifik olan bir 

prob yardımıyla hibridize edilmektedir. Otoradyografi ile tahmin edilen bant 

büyüklükleri böylelikle ortaya çıkarılmaktadır (Dubeau vd., 1986).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352407316000093#bb0125
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2.3.3.2. Bisülfit DNA dizisi 

Bisülfit DNA dizisi analizi ilk olarak Frommer ve arkadaĢları tarafından 1992’de 

tanımlanmıĢtır (Frommer vd., 1992). Bu teknik DNA’ da bulunan 5-metilsitozinleri 

tespit etmektedir. Metodun temelinde tek iplikçikli DNA’nın bütün sitozinlerindeki 

sodyum bisülfitlerin urasile deamine olmasına dayanmaktadır. Deaminasyon sırasında 

5-metilsitozinler değiĢmemektedir. Modifikasyona uğramıĢ DNA’lar spesifik olan bir 

primer seti PCR ile amplifikiye edilmektedir. Amplifikasyondan sonra tüm urasiller 

timin olarak amplifiye olurken yalnızca 5-metilsitozinler sitozin olarak kalmaktadır. 

Amplifiye olmuĢ fragmentlere direkt olarak ya da replikasyondan sonra dizi analizi 

yapılabilmektedir.  

2.3.3.3. MSP (Methylation-sensitive amplified polymorphism / metilasyona 

duyarlı çoğaltım polimorfizmi) 

MSP 1996’da Herman ve arkadaĢları tarafindan bulunan bir tekniktir (Herman, 1996). 

Bu yöntemde bisülfit muamelesi sonrasında metilenmiĢ ve metillenmemiĢ DNA 

bölgeleri arasındaki bulunan sekans farklılıkları kullanılmaktadır. Sitozinler urasile 

deamine olmakta ve deamine urasiller PCR esnasında replikasyon aracılığıyla timine 

dönüĢmektedirler. Amplifiye olmuĢ DNA’da metillenmemiĢ veya metillenmiĢ 

sekanslarına spesifik olan  primer çiftleri elde edilmektedirler (Herman vd., 1996). 

MSP, DNA’nın belirlenmiĢ bir bölgesinde bulunan metilasyon varlığını analizini hızlı 

bir Ģekilde tespit etmektedir. MSP’da kullanılan primerler dikkatli seçilmelidir. Çünkü 

hem metilenmiĢ hem de metillenmemiĢ bölgelerin primerlerinde yanlıĢ bir sonuç elde 

edilebilmekte ve bu yüzden sonuçların değerlendirmesi güçleĢebilmektedir.  

2.3.3.4. CRED-RA (Coupled restriction enzyme digestion and random 

amplification / çift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele çoğaltım) 

 

Epigenetik varyasyonların temel sebeplerinden biri olan DNA metilasyonunu belirleyen 

bir metottur. Metilasyona duyarlı enzimler ile DNA kesildikten sonra geliĢimin farklı 

aĢamalarında veya farklı dokular arasındaki metilasyon değiĢikliklerini belirlemekte 

kullanılmaktadır. Bu teknik, diziler ve türler arasındaki varyasyon çalıĢmaları içinde 

kullanıĢlı olabilmektedir. Genom metilasyonu, MspI ve HpaII restriksiyon enzimleri 



15 
 

kullanılarak analiz edilmektedir. Her iki enzimde CCGG sekansını tanır. Fakat Hpa II 

yalnızca sitozinler metillenmediğinde aktifiken. MspI ise sitozin metillendiğinde 

DNA’ya eklenememektedir. DNA, RAPD yöntemi ile PCR’da çoğaltılmaktadır. Sonra 

restriksiyon enzimleriyle DNA kesilmekte ve tekrar PCR’da çoğaltılarak 

değerlendirmeler yapılmaktadır (Bolukbasi ve Aras, 2016).  

2.3.3.5. Metilasyona duyarlı tek nükleotid primer ekleme 

Gonzalgo ve Jones (1997) tarafından spesifik CpG bölgelerindeki metilasyon düzey 

farklığının miktarlarını ölçmek için geliĢtirdiği bir metottur. DNA’nın bisülfit 

uygulaması ve hedef sekansın spesifik primerlerle amplifikasyonundan sonra amplifiye 

olmuĢ DNA’da metilasyona duyarlı tek nükleotid, primer ekleme kalıbı olarak 

kullanılmaktadır. DNA’daki hedef bölge metilenmiĢ ise sitozin nükleotid ekleme 

esnasında birleĢmektedir. MetillenmemiĢ ise timin ile birleĢmektedir. Sitozin ile timin 

birleĢme miktarı hedef bölgedeki metilasyon durumunu belirlemektedir.  

2.3.3.6. COBRA (Combined bisülphite restriction analysis / KarıĢık bisülfit 

restriksiyon analizi)  

Sodyum bisülfit ile tek iplikli DNA’da bulunan bütün sitozinlerin urasile deamine 

olması sonucu esasına dayanmaktadır. Modifiye edilmiĢ DNA uygun primerlerle 

PCR’da amplifiye edilmektedir. Replikasyon esnasında değiĢime uğramıĢ sitozin olan 

urasiller timin Ģeklinde çoğaltılmaktadır. 5-metilsitozin ise bu esnada değiĢmeden 

kalmaktadır. Replike olmuĢ fragmentler direkt ya da çoğaltılma iĢleminden sonra dizi 

analizi yapılmaktadır (Eads ve Laird, 2002). 

2.3.3.7. IRAP (Inter retrotransposons amplified polymorphism) 

IRAP, PCR tabanlı bir iĢaretleme tekniğidir ve retrotranspozonlar arasındaki bölgelerin 

çoğaltılmasına dayanmaktadır. Polimorfizmin saptanması için korunmuĢ 

retrotranspozon dizilerini (LTR) kullanmaktadır. LTR bölgeleri gen ekspresyonu için 

gerekli dizilimi içerdikleri için korunmuĢ durumdadırlar. LTR (Uzun terminal tekrar ) 

retrotranspozonlara özgüdür ve bitiĢik bölgelerin çoğaltılması için genetik analizlerde 

LTR primerleri kullanılmaktadır (Kalendar vd., 2011).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM  

 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan bitkisel materyal  

ÇalıĢmamızda bitkisel materyal olarak, Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi’nden temin 

edilen Triticum aestivum L. kullanılmıĢtır. 

3.1.2. ÇalıĢmada kullanılan alet ve cihazlar  

Yapılan çalıĢmada kullanılan araç ve gereçlerin isimleri Tablo 3.1.’de yer almaktadır. 

Tablo 3.1. Kullanılan araç, gereçler ve markaları 

Kullanılan Araç ve Gereçler  Markaları 

Buzdolabı Arçelik Hacim: 610 LT 

-80 C Ultra Derin Dondurucu  Haier DV-86L628 

-24 C Derin Dondurucu Arçelik Hacim: 610 LT 

Hassas Terazi Shimadzu ATX224 

Vortex Daihan VM10 

Elektroforez Owl B2 

Elektroforez Güç Kaynağı Thermo Scientific EC300XL2 

UV Spektrometre Perkin Elmer Lambda 35 

Otoklav Sümer SM3 

Çalkalamalı Su Banyosu Memmert WNE22 

Ultra Santrifüj Hanıl Smart R17 

PCR Multıgene GTC96S 

Mikrodalga Fırın  Arzum AR245 

Mikropipet Serisi Axygen 

Etüv Daihan WIG – 105 

Görüntüleme Sistemi Vilber VL - 1011 72711 

3.1.3. Kullanılan çözeltiler 

3.1.3.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanılan çözeltiler  

100mM Tris-HCl (pH 8.0) 

50mM EDTA (pH 8.0) 

500mM NaCl 



17 
 

%2 SDS (w/v) 

%2 β-merkaptoetanol (v/v) 

%1 PVP (w/v) 

CTAB/NaCl 

%10 CTAB  

0,7 M NaCl 

Fenol: Kloroform: Ġzoamil alkol: 

25: 24: 1 oranında hazır olarak kullanıldı (Sigma, 77617). 

Kloroform: Ġzoamil alkol 

24: 1 oranında hazır olarak kullanıldı (Fluka, 25666). 

TE tamponu 

10mM Tris-HCl (pH 8,0) 

1mM EDTA (pH 8,0) 

%70’lik Etil Alkol 

70 ml saf etil alkolün hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

3.1.3.2. PCR ve elektroforez iĢlemleri için kullanılan çözeltiler  

Etidyum Bromür Çözeltisi 

500 ml 0,5xTBE tamponu içerisine 300 µl etidyum bromür ilave edilerek hazırlandı. 

Karanlık ortamda oda sıcaklığında muhafaza edildi. 
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Primerlerin Hazırlanması  

Primerler firmanın önerdiği miktarda TE ile diyalize edilerek sulandırılan hazır stok 

solüsyonunda uygun hesaplamalar ile 1μM olacak Ģekilde çalıĢma solüsyonları 

hazırlandı. 

%1’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit) 

%5 NaOCl içeren ticari Domestos marka çamaĢır suyundan 200 ml alınarak hacim 1000 

ml’ye tamamlandı. 

%75’lik Etil alkol 

75 ml etil alkolün hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. UV-C radyasyonunun bitkiye uygulanması 

Tohumlar sterilizasyon için  %1’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit) ile muamele edilip 

daha sonra saf sudan geçirilmiĢtir. Tohumların çimlendirileceği petriler otoklavlanarak 

sterilizasyonu yapılmıĢ ve yüzeylerine 2 katlı filtre kâğıdı yerleĢtirilmiĢtir. Petrilere 

yerleĢtirilen tohumlar, ön çimlemdirme iĢlemi için 22°C de normal koĢullarda 3 gün 

süre ile inkübasyona bırakılmıĢtır. ġekil 3.1.’de ön çimlendirme safhası verilmiĢtir. Ön 

çimlendirme iĢleminden sonra eĢit büyüklükteki ve tomurcuk tohumlar seçilerek 15 tane 

çimlenmiĢ buğday petri kaplarına yerleĢtirilmiĢtir. Petrilerde bulunan buğdaylar 4 gruba 

ayrılmıĢtır. GruplanmıĢ tohumlar (gündüz / gece sıcaklığı = 25/22 °C) iklim odası içine 

yerleĢtirilmiĢtir. Gruplanan petriler kontol grubu ve UV-C uygulanan gruplar olarak 

ikiye ayrılmıĢtır. UV-C grubu ise kendi içerisinde uygulanan doz seviyelerine göre 

1.grup, 2.grup, 3.grup ve 4.grup olarak ayrılmıĢtır. Kontrol grubuna 18 saat gece 6 saat 

(09.00-15.00) gündüz olmak üzere sadece gün ıĢığı verilmiĢtir. UV-C uygulanan 1.grup, 

2.grup, 3.grup ve 4.gruplara ise Tablo 3.2.’de belirtilen UV-C radyasyonun doz 

seviyeleri verilmiĢtir (Özbey, 2014). ġekil 3.2.’de UV-C’ye belirlenen dozlarda maruz 

bırakılmıĢ buğday gruplarının görüntüleri verilmiĢtir. 14 gün sonunda kontrol ve UV-C’ 

ye maruz bırakılan bitki örnekleri DNA izolasyonu yapılmak üzere -80 °C’ de muhafaza 

edilmiĢtir.  
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ġekil 3.1. Ön çimlendirme safhası 

ġekil 3.2. UV-C’ye belirlenen dozlarda maruz bırakılmıĢ buğday grupları               
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Tablo 3.2. Uygulanan UV-C radyasyon doz seviyeleri 

 Watt Joule/h Joule/cm² 

    Kontrol grup 0 0 0 

    1.Grup (2 saat) 0,061w 439,2 2,70 

 2.Grup (4 saat) 0,061w 878,4 5,38 

    3.Grup (6 saat) 0,061w 1317,6 8,07 

    4. Grup (8 saat) 0,061w 1756,8 10,76 

3.2.2. DNA izolasyonu 

DNA izolasyon protokolü olarak Worden CTAB protokolü esas alınmıĢ ve birkaç 

maddesinde değiĢikliğe gidilmiĢtir (Aygun Erturk vd., 2014). 

 Önceden sıvı azotta parçalanıp 2 ml’lik tüplere alınan bitki materyali üzerine 1000 

µl DNA ekstraksiyon tamponu eklenmiĢ ve alt üst edilerek karıĢtırılmıĢtır ve 

65°C’ye kadar ısıtılmıĢ su banyosunda 10–60 dk. bekletilmiĢtir. 

 12000 g ve 40°C’de 10 dk. santrifüjlenmiĢ üst faz yeni bir tüpe aktarılmıĢtır. 

 1000 µl Fenol: Kloroform: Ġzoamil alkol eklenmiĢ birkaç kez alt üst ederek 

karıĢtırılmıĢtır. 12000 g ve 40°C’de 5 dk. santrifüj edilmiĢ ve üst faz dikkatli bir 

Ģekilde yeni bir tüpe aktarılmıĢtır.  

 1/10 hacim CTAB/NaCl çözeltisinden eklenmiĢ ve alt üst edilerek karıĢtırılmıĢtır. 

 1000 µl Kloroform: Ġzoamil alkol eklenerek birkaç kez alt üst edilerek 

karıĢtırılmıĢtır. 

 12000 g ve 40°C’de 5 dk. santrifüj edilmiĢ ve üst faz dikkatli bir Ģekilde yeni bir 

tüpe aktarılmıĢtır.  

 DNA’yı çöktürmek için 0,6 hacim soğuk izopropanol eklenerek -20°C’de 10 dk. 

bekletilmiĢtir. 

 12000 g ve 40°C’de 10 dk. santrifüjlendip üst faz atılmıĢtır. 

 Pellet önce %100’lük sonra %70’lik soğuk etanol ile yıkanmıĢtır. 

 Yıkanan pellet bir gece bekletilerek kurutulmuĢtur. 

 Kurutulan DNA 100 µl TE tamponunda çözülmesi sağlanmıĢtır. 

 Elde edilen DNA -20°C’de stoklanmıĢtır. 

Elde edilen DNA 250 kat (3µl DNA + 747µl TE tamponu) seyreltilerek 

spektrofotometrede 260nm ve 280nm dalga boylarında absorbans (A) değerleri 
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okunmuĢtur. OD (okuma değeri) 260/280 değeri 1,1–1,8 arasında olması DNA’nın saf 

olduğunu göstermektedir. 50 (DNA için multifikasyon katsayısı) x 250 (seyreltme 

katsayısı) x OD 260 (260nm’de okuma değeri) formülünden faydalanılarak stoktaki 

DNA miktarı hesaplanmıĢtır. Stok DNA’dan 50ng/µl DNA içeren çalıĢma solüsyonu 

hazırlanmıĢtır.  

3.2.3. RAPD  

ÇalıĢmada 14 RAPD primeri (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, USA) 

kullanılmıĢtır. Kullanılan primerler ve baz dizileri Tablo 3.3.’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.3. RAPD analizinde kullanılan primerler ve baz dizileri  

Primer Adı Baz Dizilimi (5’-3’) 

OPA– 4 AATCGGGCTG 

C-10 TGTCTGGGTC 

OPH- 17 CACTCTCCTC 

OPK-4 CCGCCCAAAC 

OPH-10 CCTACGTCAG 

OPL-15 AAGAGAGGGG 

OPK-19 CACAGGCGGA 

OPBA-03 GTGCGAGAAC 

OPL-09 TGCGAGAGTC 

B-20 GGACCCTTAC 

OPN-16 AAGCGACCTG 

A-1 AGTCAGCCAC 

A-8 GTGACGTAGG 

  

RAPD konsantrasyonun toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde karıĢım bileĢenleri 

hazırlanmıĢtır. RAPD-PCR çoğaltma öğeleri, konsantrasyon ve miktarları Tablo 3.4.’de 

verilmiĢtir. KarıĢım her bir primer uygulaması için aynı oranda hazırlanmıĢtır. 

Tablo 3.4. RAPD-PCR çoğaltma öğeleri, konsantrasyon ve miktarları 

PCR çoğaltma öğeleri Kullanılan konsantrasyon PCR’da kullanılan 

miktar  

PCR tamponu 10x 2 μl 

DNA 100 ng/l 1 μl 

dNTP 10 mM 0,5 μl 

MgCl2 25 mM 1,25 μl 
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Primer 5 l 1 μl 

TaqDNApolimeraz 5 Unit/l 1 μl 

Saf su  13,25 μl 

Toplam   20 μl 

DNA örnekleri RAPD analizi için her bir örneğe ayrı ayrı eklenmiĢtir. RAPD protokolü 

Cenkçi ve arkadaĢlarına (2009) göre oluĢturulmuĢtur. RAPD PCR döngü protokolü 

Tablo 3.5.’de verilmiĢtir. 

Tablo 3.5. RAPD döngü protokolü  

Sıcaklık       Süre  Döngü sayısı 

94
o
C 5dk 1 

94
o
C 

37
o
C 

72
o
C 

1 dk 30 sn 

1 dk 30 sn 

3 dk 

4 

94
o
C 

36
o
C 

42
o
C 

72
o
C 

1 dk 

1 dk 

1 dk 

3 dk 

41 

72
o
C 7 dk 1 

4
o
C ∞  

3.2.4. CRED-RA  

Genomda metilasyon özelliklerinin gözlenmesi için MspI (Promega) ve HpaII 

(Promega) enzimleri kullanılmıĢtır. Bu iĢlem için 0,5ml’lik tüpe son hacmi 20μl olacak 

Ģekilde 16,3μl sterile su, 2μl RE 10X Buffer, 0,2μl BSA (10μg/μl), 1μl DNA (1μg/μl), 

0,5μl restriksiyon enzimi ilave edilmiĢtir. Enzim kesimi için, tüpler 37°C’deki etüvde 4 

saat inkübe edilmiĢtir. Enzim aktivitesini durdurmak için etüvde 65°C’de 15 dakika 

bırakılmıĢtır. Elde edilen ürünleri kontrol etmek amacıyla 4μl alınarak 1μl 6X yükleme 

tamponuyla karıĢtırıldıktan sonra %1’lik agaroz jelde 70V’da yürütülmüĢtür. Yürütülen 

agar jel UV-C jel görüntüleme sistemiyle incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmada 6 CRED-RA primeri kullanılmıĢtır. Kullanılan primerler ve baz dizilimleri 

Tablo 3.6.’da verilmiĢtir. CRED-RA protokolü Aygun Erturk ve arkadaĢlarına (2014) 

göre oluĢturulmuĢtur.   
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Tablo 3.6. CRED-RA analizinde kullanılan primerler ve baz dizileri 

Primer Adı Baz Dizilimi (5’-3’)  

OPH- 17 CACTCTCCTC 

OPA-4 AATCGGGCTG 

OPK-19 CACAGGCGGA 

OPK-4 CCGCCCAAAC 

C-10 TGTCTGGGTC 

OPH-10 CCTACGTCAG 

OPL-15 AAGAGAGGGG 

3.2.5. IRAP  

  

IRAP analizinde 5 primer kullanılmıĢtır. Tablo 3.7’de kullanılan primerler ve baz 

dizilimi verilmiĢtir. 

Tablo 3.7. IRAP analizinde kullanılan primerler ve baz dizileri  

Primer Adı Baz Dizilimi (5’-3’)  

Nikita-E2647 ACCCCTCTAGGCGACATCC  

N-57 CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC  

Sukkula GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC  

WLTR2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA  

BARE 1 (0) ATCATTCCCTCTAGGGCATAATTC  

IRAP konsantrasyon toplam hacimi 20 µl olacak Ģekilde karıĢım bileĢenleri 

hazırlanmıĢtır. IRAP-PCR çoğaltma öğeleri, konsantrasyon ve miktarları Tablo 3.8.’de 

verilmiĢtir. KarıĢım her bir primer uygulaması için aynı oranda hazırlanmıĢtır. 

Tablo 3.8. IRAP-PCR çoğaltma öğeleri, konsantrasyon ve miktarları 

PCR çoğaltma öğeleri Kullanılan konsantrasyon PCR’da kullanılan 

miktar  

PCR tamponu 10x 2 μl 

DNA 100 ng/l 1 μl 

dNTP 10 mM 0,5 μl 

MgCl2 25 mM 1,25 μl 

Primer 5 l 1 μl 

TaqDNApolimeraz 5 Unit/l 1 μl 

Saf su  13,25 μl 

Toplam   20 μl 
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DNA örnekleri IRAP analizi için her bir örneğe ayrı ayrı eklenmiĢtir. IRAP protokolü 

Kalendar ve arkadaĢlarına (1999) göre oluĢturulmuĢtur. IRAP PCR döngü protokolü 

Tablo 3.9.’da verilmiĢtir.  

Tablo 3.9. IRAP döngü protokolü  

Sıcaklık        Süre  Döngü sayısı 

94
o
C 5dk 1 

94
o
C 

37
o
C 

72
o
C 

1 dk 30 sn 

1 dk 30 sn 

3 dk 

4 

94
o
C 

36
o
C 

42
o
C 

72
o
C 

1 dk 

1 dk 

1 dk 

3 dk 

41 

72
o
C 7 dk 1 

4
o
C ∞  

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi 

PCR iĢleminden sonra örnekler agaroz jel elektroforezinde yürütülmüĢ ve oluĢan 

bantlara göre primerlerin hibridize olup olmadığı tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. ĠĢlem 

sırasında aĢağıdaki protokol takip edilmiĢtir. 

 Jel içerisinde agarın konsantrasyonu %0,7 olacak Ģekilde 0,7 g agaroz tartılıp 100 

ml 1xTris-Borat EDTA (TBE) tamponu içerisinde mikrodalga fırında 

hazırlanmıĢtır. 

 Mikrodalga fırından çıkarılan 1xTBE agaroz çözeltisi içerisine 2 µl etidyum 

bromür eklenmiĢtir. 

 Hazırlanan jel katılaĢmadan elektroforez tankına dökülmüĢ ve donmadan önce jel 

üzerine tarak konularak örneklerin yükleneceği kuyucuklar oluĢturulmuĢtur. 

 Jel donduktan sonra her bir kuyucuğa ayrı bir örnek ( 1 µl bromfenol mavisi +5 µl 

PCR ürünü) yüklenmiĢtir. 

 100V elektrik akımında 60 dk DNA’lar elektroforez iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 

 Elektroforez tankından çıkarılan jel UV-C ıĢık altında incelenmiĢ ve 

görüntülenmiĢtir. 
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3.2.7. RAPD, CRED-RA ve IRAP analizleri ile genomik kalıp sabitliğinin (% 

GTS) belirlenmesi  

Her bir primer için tüm örneklerde amplifiye olan DNA bantlarının varlığı ve yokluğu, 

negatif kontrol RAPD, IRAP, CRED-RA profillerine göre bant yoğunluklarındaki 

azalma ve artmalar görüntüleme cihazı Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics) 

yazılımı ile belirlenmiĢtir. % GTS her bir primer ürünü 100-(100*a/n) formülünden 

yararlanılarak hesaplanmıĢtır. Formüldeki a her bir uygulama örneği için tespit edilen 

RAPD, IRAP, CRED-RA polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif kontrol 

grubunda elde edilen DNA toplam bant sayısını göstermektedir. Uygulama gruplarına 

ait RAPD, IRAP, CRED-RA profillerinde gözlenen polimorfizm negatif kontrol 

grubuna göre yeni bir bandın ortaya çıkması veya mevcut bir bandın kaybolmasını 

kapsamıĢtır. Parametrelerin (% GTS) hassaslığını karĢılaĢtırmak için, parametrelerdeki 

değiĢimleri kontrollerine göre yüzde değiĢim olarak hesaplanmıĢtır (Cenkci vd., 2009). 

3.2.8. Verilerin değerlendirilmesi ve istatiksel analizi 

PCR ürünlerinin değerlendirilmesi her bir bireyde her primer için bantların varlığı (1) 

ve yokluğu (0) Ģeklinde ifade edilmiĢtir. OluĢan bantlara göre primerlerin hibridize olup 

olmadığı tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. Bantların varlığı primerlerin hibridize olduğu ve 

bu primerlerin ait olduğu operon bölgelerinin incelenen örneklerde bulunduğu 

anlamında değerlendirilmiĢtir. Bu bantların değerlendirilmesinde TotalLab TL120 

kullanılmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

ÇalıĢmamızın RAPD uygulaması sonucunda UV-C’ye maruz bırakılan gruplarda aynı 

tür buğday bitkisi oldukları halde doz seviyesi artıkça % polimorfizm arttığı (bant 

sayılarında değiĢiklik) ve % GTS oranında azalmaya bağlı genomik kararsızlıkta artıĢ 

tespit edilmiĢtir (Bkz. Tablo 5.1).  

CRED-RA analiz sonuçlarının yorumlanmasında uygulanan her doz UV-C için % 

polimorfizm ve GTS değerleri hesaplanarak ortalamaları alınmıĢtır. UV-C 

uygulamalarında doza bağlı olarak DNA hipermetilasyonu olduğu görülmüĢtür  

IRAP analizi için Nikita-E2647, N-57(Nikita), Sukkula, LTR6150, BARE 1 (0) 

primerleri kullanılmıĢtır. Analiz sonuçları RAPD ve CRED-RA analiz sonuçları ile 

bütünlük göstermektedir. UV-C maruziyetinin artması ile  % polimorfizm değeri 

artarken % GTS değerinin düĢtüğü gözlenmiĢtir. 
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5. SONUÇ ve TARTIġMA 

5.1. Sonuç 

5.1.1. RAPD analizleri ve % GTS değerleri 

Kontrol ve UV-C’ye maruz bırakılmıĢ buğday örneklerine RAPD primerleri uygulanmıĢ 

ve en iyi amplifikasyon veren 13 tanesi seçilmiĢtir. ġekil 5.1.’de OPBA-03 primerinin 

bant oluĢumlarını gösteren jel görüntüsü verilmiĢtir.  

RAPD analiz sonucu oluĢan bant sayıları, % polimorfizm ve % GTS oranları ayrıntılı 

olarak Tablo 5.1.’de verilmiĢtir. Bu uygulama sonucunda kontrol gruplarında 141 adet 

bant elde edilmiĢtir. UV-C uygulamasına maruz bırakılan gruplarda ise baz 

büyüklükleri 119 ile 924 arasında değiĢen toplam 168 bant elde edilmiĢtir.  OPK-19 

primeri bütün guruplarda aynı büyüklükte 3 bant verirken (264, 541, 892), OPL-09 

primeri UV-C uygulanmıĢ gruplarda aynı büyüklükte tek bant vermiĢtir (338). % 

polimorfizm 20,6 ile 41,1 arasında değiĢmiĢtir. UV-C uygulama dozu arttıkça 

polimorfizm oranının arttığı saptanmıĢtır. % GTS seviyesi %79,4 ile % 58,9 arasında 

değiĢmiĢtir. UV-C uygulama dozu arttıkça % GTS seviyesinin azaldığı tespit edilmiĢtir.  

ġekil 5.1. RAPD analizinde kullanılan OPBA-03 primerine ait jel görüntüsü 
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Tablo 5.1. UV-C uygulanması ile RAPD primerlerinde meydana gelen polimorfik 

bantların molekül ağırlıkları 

Primer Kontrol 1. Grup 2. Grup  3. Grup  4. Grup 

OPA– 4 9 -215 

-412 

+330 

-215 

-412 

+330 
+551 

+658 

+812  

-215 

 -412 

 +330 
 +551 

-215 

-412 

+330 
+551 

+658 

+812 

C-10 7 - +119 

+552 

-281 

+552 

+814 

-281 

+119 

+264 
+552  

OPH- 17 5 -342 

+291 

+714 

-342 

+291, 

+714  

-342 

+291 

+413 
+714,  

-342 

+291 

+413 
+714 

+916 

OPK-4 10 +516 
+182 

+516  -224 
+516 

+924 

+182  

-224 
+516 

+924 

+182 
+332 

+482 

-526  

OPH-10 14 - - -157 

+396 

+618 
+220 

-157 

+396 

+618 
+220 

OPL-15 11 -186 

-342 

+552 

-186 

-342 

+552 
+783 

-186 

-342 

+552 
+ 783 

-186 

-342 

+552 

OPK-19 8 +264 

+541 
+892 

+264 

+541 
+892  

+264 

+541 
+892 

+264 

+541 
+892  

OPBA-03 6 +417 

-254 

+417 

+821 

-254 

+417 

+821  

+417 

+821 

-254 

OPL-09 9 -338 -338 -338 -338 

B-20 10 +516 
+689 

+412 

-254 
+516 

+412 

+282 

-254 
+412 

+689 

-254 
+516 

+689 

+412 
+282 

OPN-16 13 -290 

+452 
+662 

-290 

+814 
+452 

-290 

+814 
+452  

-290 

+814 
+452 

+662 

A-1 11 - - +148 

+731 

+148 

+421 
+731 

A-8 16 -158 

+369 
+814 

-158 

+369  

-158 

+369 
+516 

+814 

+452 

-158 

+369 
+516 

+452 

+814 

Bant sayısı 141 29 35 46 58 

%polimorfizm  20,6 24,8 32,6 41,1 

%GTS   79,4 75,2 67,4 58,9 
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5.1.2. CRED-RA analizleri ve % GTS değerleri 

Buğdaya uygulanan UV-C’nin genom üzerindeki epigenetiksel etkilerini test etmek 

için CRED-RA yöntemi uygulanmıĢtır. CRED-RA analiz sonuçları Tablo 5.2.’de 

verilmiĢtir. 16 primer denenmiĢ ve bunlar arasından en iyi amplifikasyon veren 7 

primer seçilmiĢ olup değerlendirilmeye alınmıĢtır. Msp I enziminin metilasyonun 

görüldüğü yerden kesim yapması ve Hpa II enziminin metilasyon görülmediği 

zaman kesim yapması bilgisinden hareketle alınan sonuçlara göre; % polimorfizm 

HpaII’de  %20 ile %100 arasında; MspI’de %16,6 ile %100 arasında değiĢmektedir. 

UV-C’ye maruz bırakılan gruplarda en düĢük doz seviyesi olan 1.Grup’ta %56,1 iken 

en yüksek doz seviyesi 4. Grup’ta  %81,9 oranında metilasyon gözlenmiĢtir. 

Uygulanan UV-C’nin doz seviyesi artıkça % polimorfizim giderek artığı tespit 

edilmiĢtir. ġekil 5.2.’de OPK-4 ve ġekil 5.3.’de C-10 primerlerinin bant oluĢumlarını 

gösteren jel görüntüsü verilmiĢtir. 
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ġekil 5.2. CRED-RA analizinde kullanılan OPK-4 primerine ait jel görüntüsü 

 

 

ġekil 5.3. CRED-RA analizinde kullanılan C-10 primerine ait jel görüntüsü 
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Tablo 5.2. UV-C uygulanması ile CRED-RA primerlerinde meydana gelen polimorfik bantların molekül ağırlıkları 

 

 

 Primer Kontrol  HpaII MspI Polimorfik Bant Sayısı %Polimorfizm 

 CH CM 
G 

H1 

G 

H2 

G 

H3 

G 

H4 

G 

M1 

G 

M2 

G 

M3 

G 

M4 

G 

H1 

G 

H2 

G 

H3 

G 

H4 

G 

M1 

G 

M2 

G 

M3 

G 

M4 

G 

H1 

G 

H2 

G 

H3 

G 

H4 

G 

M1 

G 

M2 

G 

M3 

G 

M4 

 OPK-19 7 7 7 4 6 5 8 4 3 7 2 3 4 3 3 4 5 6 28,5 75 66,6 60 37,5 100 100 85,7 

 OPA-4 8 9 7 7 5 6 8 9 9 4 6 4 3 4 7 8 9 3 85,7 57,1 60 66,6 87,5 88,9 100 75 

 C-10 4 5 4 5 5 5 6 5 5 6 1 2 2 3 3 3 4 5 25 40 40 60 50 60 80 83,3 

 OPH-17 5 6 5 6 5 8 6 6 6 9 1 3 2 7 1 1 2 9 20 50 40 87,5 16,6 16,6 33,3 100 

 OPK-4 10 12 8 9 5 6 9 9 5 7 8 6 3 4 7 6 4 5 100 66,7 60 66,7 77,7 66,6 80 71,4 

 OPH-10 8 11 9 5 7 10 7 5 9 4 6 2 5 5 5 4 6 3 66,7 60 71,4 50 71,4 80 66.7 75 

 OPL-15 3 3 3 4 6 7 3 3 5 6 2 3 4 5 2 2 4 5 66,6 75 66,6 71,4 66,6 66,6 80 83,3 

Ortalama 6,4 7,6 6,1 5 5,6 6,7 6,7 5,9 6 6,1 3,7 3,3 3,3 4,4 4 4 4,9 5,1 56,1 60,5 57,8 66,0 58,1 68,4 77,1 81,9 
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5.1.3. IRAP analizleri ve % GTS değerleri 

IRAP analiz sonuçları Tablo 5.3.’de verilmiĢtir. ÇalıĢılan 5 primer 118 ile 816 bp 

arasında değiĢen 44 bant vermiĢtir. Bu primerlerden Bare1 primeri bütün gruplarda aynı 

büyüklükte 2 bant vermiĢtir (118,28). % polimorfizm %16,6 ile %35,7 arasında 

değiĢirken, % GTS seviyesi %83,4 ile %64,3 arasında değiĢmektedir. UV uygulama 

dozu arttıkça % GTS seviyesinin azaldığı % polimorfizmin ise arttığı tespit edilmiĢtir. 

ġekil 5.4.’de SUKULA primerinin bant oluĢumlarını gösteren jel görüntüsü verilmiĢtir. 

ġekil 5.4. IRAP analizinde kullanılan SUKULA primerine ait jel görüntüsü 
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Tablo 5.3. UV-C uygulanması ile IRAP primerlerinde meydana gelen polimorfik 

bantların molekül ağırlıkları 

Primer Kontrol 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup 

Nikita-E2647 10 +125 

+428 

-618 

+125  

 

-618 

+125  

+428 

-618 

+125 

+428 

N-57  8 +507  

 

+507 

+452  

 

-389,  

+507 

+452  

 

-389 

 782  

+507 

+452  

 

SUKKULA 7 - +268 

+816 

-158 

+816 

-158 

+268 

+816 

WLTR2105 8 +354 

+517 

-251 

+354 

-251 

+354  

-251 

+517 

 +651 

BARE 1 (0) 9 -118 

+281 

-118 

+281 

-118 

+281 

-118 

+281 

Bant sayısı 42 6 10 12 15 

%Polimorfizm  16,6 23,8 28,6 35,7 

%GTS  83,4 76,2 71,4 64,3 

5.2. TartıĢma 

Ġnsan faaliyetleri, teknolojik geliĢmeler, sanayi çalıĢmaları, gübreleme çalıĢmaları 

toplumun refah seviyesini yükseltmesi için olumlu bir etkiye neden olsa da doğal 

ekosistemde bulunan insanlarda dahil diğer canlı türlerinin zarar görmesine neden 

olabilmektedir. Doğal ekosistem kendisini olumsuz olarak etkileyen faktörlere karĢı 

sürekli kendini yenilemektedir. Fakat günümüzde ekosistem artık kendini yeterince 

yenileyemeyerek bozulmaya baĢlamıĢ durumdadır.  

Bitkiler yetiĢtirildiği doğal iklim koĢulları altında normal bir büyüme evresi 

geçirmektedirler. Farklı iklim ve çevre Ģartları bitkilerin hayatta kalmalarını 

zorlaĢtırmaktadır. Bazı bitkiler bu ekstrem koĢullara adapte olabilirken bazılarında bu 

adaptasyon görülmemektedir. Buda bitkilerin strese girmesine neden olmaktadır.   

Stres faktörlerinin etkileri, bitkilerin yaĢadığı çevre ve iklim Ģartlarına göre değiĢiklik 

göstermektedir. Yeryüzünde bitki alanlarının dağılımı göz önüne alındığında UV’nin 

diğer stres faktörlerine nazaran daha etkili olduğu görülmektedir. Ozon tabakasından 

filtrelenen zararlı UV ıĢınlarının etkisi günden güne artmaktadır. UV’nin neden olduğu 

stres diğer stres faktörlerinde olduğu gibi fizyolojik, morfolojik ve genetiksel yapılarda 

değiĢiklikler meydana getirmektedir. Bu konu ile ilgili yapılan çalıĢmalardan Zlatev ve 
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arkadaĢları (2012) tarafından UV-B’nin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 

değiĢikliklere doğrudan ve dolaylı etkileri olduğunu saptamıĢtır. Lv ve arkadaĢları 

(2013) tarafından 12 çeĢit kıĢlık buğdaya farklı dozlarda UV-B verilmiĢ ve uygulanan 

düĢük doz UV-B oranına buğdayların direnç gösterdiği ve bitki geliĢimine destek 

sağladığı tespit edilmiĢtir.  Uygulanan yüksek doz UV-B oranının ise buğdayların 

boyunda ve biyokütlesinde azalmaya sebep olduğu gözlenmiĢtir. Sokolova ve 

arkadaĢları (2014) ise mısıra uygulanan UV-C’nin çimlenmeyi etkilediği, embriyo 

hücrelerinin geliĢiminin gerilemesine neden olduğu ve çimlenme sırasında bölünmeyi 

yavaĢlattığını tespit etmiĢlerdir. Yapılan diğer bir çalıĢmada buğday tohumlarına farklı 

dozlarda uygulanan gama radyasyonuna bağlı olarak yaprak uzunluğu, fide boyu, yaĢ ve 

kuru ağırlıklarının kontrol grubuna göre azaldığı belirtilmiĢtir (Akıncı vd., 1998).  

Ekosistemde meydana gelen değiĢiklikler ozon tabakası konsantrasyonunda azalmaya 

neden olurken, UV-C ıĢınlarınında artıĢına neden olmaktadır. Bu sebeple çalıĢmamızda 

buğday bitkisi 4 farklı dozda UV-C’ye maruz bırakılmıĢ ve UV-C’nin genetik ve 

epigenetik etkileri moleküler yöntemlerden RAPD, IRAP ve CRED-RA yöntemleri ile 

analiz edilmiĢtir.    

TaĢpınar ve arkadaĢları (2011) tarafından nokta mutasyonlar, genetik ve kromozomal 

yeniden düzenlenmeler, delesyon ve insersiyon gibi genomik DNA hasarlarını tespit 

etmek için RAPD yönteminin kullanıĢlı olduğu tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda RAPD uygulaması sonucunda UV-C’ye maruz bırakılan buğday 

gruplarında doz seviyesi artıkça % polimorfizm arttığı (bant sayılarında değiĢiklik) ve 

% GTS oranında azalmaya bağlı olarak genomik kararsızlıkta artıĢ tespit edilmiĢtir 

(Bkz. Tablo 5.1.). Buda stresin genom yapısında hasarlara yol açtığının bir 

göstergesidir.  

UV’nin genetiksel olarak en önemli hedefi DNA’dır. UV-C ve UV-B DNA tarafından 

absorbe edilerek DNA’ya zarar vermektedirler. UV maruziyeti sonucu DNA’da oluĢan  

hasar, hücre döngüsünün durmasına ve hücre ölümüne neden olan hücresel tepkileri 

tetiklemektedir (Batista vd., 2009). DNA’da çift sarmal kırıklarına, modifikasyona, 

replikasyona, transkripsiyona, oksidasyona neden olmaktadır (Britt, 1995; Ries vd., 

2000). Ayrıca nükleotidlerin yeniden düzenlenmesine, geliĢim evrelerinin 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00474/full#B99
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00474/full#B99
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indüksiyonunu ve kontrolünü sağlamaktadırlar (Bourbousse vd., 2015; Galvao ve 

Fankhauser, 2015;  Yin ve Ulm, 2017).  

UV, ayrıca guanini (G) değiĢtiren 8-oksoguanini (8-oxoG)  üreterek reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) üretilmesine yol açmakta ve DNA’nın dolaylı olarak oksitlemesine 

neden olmaktadır (Schuch vd., 2013). Reaktif oksijen türlerinin metilasyon 

mekanizması üzerine etkilerinin DNA hasarına neden olan endonükleaz enzimlerinin 

aktivasyonuna etki ederek,  özellikle CpG adacıkları yakınında oxo8dG gibi 

premutajenlerin oluĢumunu sağlayarak, nikotinamid (NIC) seviyesi ve gen iĢleyiĢindeki 

önemli modifikasyonlardan biri olan ADP-riboz aktivitesini arttırarak epigenetik etki 

gösterdikleri düĢünülmektedir (Aina vd., 2004; Hassa vd., 2006). 

UV-B ve UV-C DNA’da timin (T) ve sitozin (C) içeren TT, CC, TC ve CT bölgelerinde 

ortaya çıkan siklobütan pirimidin dimerleri (CPD'ler) ve 6-4 pirimidin dimerleri (6-4 

PP)  oluĢturarak ana kalıpta hasara neden olmaktadırlar  (Schuch vd., 2013).  

CRED-RA analiz sonuçlarının yorumlanmasında uygulanan her doz UV-C için % 

polimorfizm ve % GTS değerleri hesaplanarak ortalamaları alınmıĢtır. UV-C 

uygulamalarında doza bağlı olarak DNA hipermetilasyonu olduğu görülmüĢtür. Bu 

konu ile ilgili yapılan diğer çalıĢmalarda Willing’in (2016), Arabidopsis thaliana’ya UV 

uygulaması sonucu oluĢan mutasyonlar ile DNA metilasyon kalıpları arasında güçlü bir 

pozitif korelasyon olduğu tespit edilmiĢtir. Aynı bitkide yapılan diğer bir çalıĢmada ise 

5'-CCG-3' trinükleotidlerin yaklaĢık %20-30'unun dıĢ C'de metilasyona ve iç C'de 

yaklaĢık %20'sinin metilasyona uğradığı bildirilmiĢtir (Jeddeloh ve Richards, 1996).  

Valledor ve arkadaĢları (2012),  UV-B' ye maruz kaldıktan 24-48-72 saat sonra Pinus 

radiata'da DNA metilasyonu seviyesinin yükseldiğini tespit etmiĢlerdir. Aynı Ģekilde 

Sokolova ve arkadaĢları (2014) tarafından mısır üzerinde UV-C’nin  neden olduğu 

polimorfizmin DNA metilasyonunun neden olduğu tespit edilmiĢtir. Norveç ladin 

tohumları UV-B’ye maruz kaldığında iğnelerindeki DNA metilasyon seviyesi azaldığı 

CCGG sekansındaki değiĢikliklerin metilasyona yansıdığı tespit edilirken  (Ohlsson vd., 

2013), mısır tohumları UV-C ve gamma radyasyonuna maruz bırakıldığında kromatin 

yapısında ve satellite de DNA metilasyonununda değiĢiklikler gözlenmiĢtir (Sokolova 

vd., 2014; Kravets vd., 2013).  
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Stresin neden olduğu DNA hasarlarını tespit etmede kullanılan yöntemlerden biride 

transpozonlardır. TE, bir kromozomal bölgeden diğerine geçebilen DNA 

fragmanlarıdır. TE'nin gen açısından zengin bölgelere yerleĢtirilmesi sıklıkla komĢu 

genlerin ekspresyonundaki değiĢiklikleri etkilemektedir. Stres faktörleri transpozonları 

aktifleĢtirerek epigenetik yapıda değiĢime neden olabilmektedir (Wessler, 2009). Bu 

nedenle, retrotranspozonlar bitki geliĢimi ve bitki genetik geliĢiminde önemli bir 

araĢtırma aracı olarak kullanılmaktadır. UV ıĢınları, sıcaklık, radyasyon, yaralanma, 

hücre kültürü, patojen enfeksiyonu gibi biyotik ve abiyotik stres faktörlerinin 

retrotranspozonların hareketini kolaylaĢtırdığı bilinmektedir (Grandbastien vd., 1997; 

Kalendar vd., 2000; Kubis vd., 2003).  

IRAP analizi için Nikita-E2647, N-57(Nikita), Sukkula, LTR6150, BARE 1 (0) 

primerleri kullanılmıĢtır. Analiz sonuçları RAPD ve CRED-RA analiz sonuçları ile 

bütünlük göstermektedir. UV-C maruziyetinin artması ile  % polimorfizm değeri 

artarken, % GTS değerinin azaldığı gözlenmiĢtir. 

Stresin oluĢturduğu genetik varyasyonlar ve epigenetiksel değiĢimleri transpozon 

yoluyla açıklayan çalıĢmalar mevcuttur. Bu çalıĢmalardan, Arabidopsis thaliana'da 

transpozon açısından zengin heterokromatik bölgelerin sıklıkla metilasyona uğradığı 

gözlenmiĢtir (Lippman vd., 2004; Zhang vd., 2006 ). Mısır bitkisine uygulanan soğuk 

stres sonucunda mısır kök dokusunda DNA metiltransferazı olan ZmMET1 aĢağıya 

regüle olduğunu ve Ac/D transpozon bölgesinde hipometilasyona neden olduğu tespit 

edilmiĢtir (Steward, 2000). Hashida ve arkadaĢları (2006) tarafından Antirrhinum majus 

bitkisinde Tam3 transpozonunun 15°C’de hareketli olduğu ve bu sıcaklıkta Tam3 

transpozaz (TPase)’in transpozonun subterminal bölgesine bağlanarak metilasyon 

oranını düĢürdüğü gözlenmiĢtir. Sıcaklığın 25°C’ye çıkarıldığında oluĢan stresin 

transpozon hareketini baskıladığı ve hipometilasyona neden olduğu gözlenmiĢtir.  

Castrillo ve arkadaĢları (2013), yaptıkları çalıĢmada arsenik stresine maruz bırakıldıktan 

sonra Arabidopsis thaliana bitkilerinde  transposon hareketliğinde artıĢ gözlenmiĢtir. 

Strese tepki olarak oluĢan transpozon aktivasyonu kromozom yeniden düzenlenmesi ve 

gen ekspresyonu değiĢiklikleri gibi etkiler oluĢturduğu saptanmıĢtır. Retrotranspozonlar, 

bitkilerde gen ifadesinin değiĢmesi ve epigenetiksel düzenlemede büyük rol 

oynamaktadır. Isı, soğuk, salisilik asit, gibberelik asit, 2,4-D ve UV stresine maruz 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3183911/#bib25
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3183911/#bib40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3183911/#bib46
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bırakılan masson çamında ters transkripsiyon (RT-PCR) sonucu  hem Ty1 hem de Ty3 

tipi retrotranspozonların transkripsiyonal aktivasyonuna neden olduğu tespit edilmiĢtir  

(Fan vd., 2014).  

Aynı zamanda baĢka bir çalıĢmada Arabidopsis thaliana’nın uzun süre UV-B 

maruziyetine bırakıldığında geniĢ bir gen dizisini uyardığı gözlenirken (Frohnmeyer ve 

Staiger, 2003), UV-C maruziyeti sonucunda bitkinin yaprak sayısı, yaprak boyu, tohum 

büyüklüğü ve transpozon ifadesinde değiĢik olduğu tespit edilmiĢtir (Migicovsky ve 

Kovalchuk, 2014).  UV-B ve UV-C yüzlerce genin ekspresyonunu düzenleyebildiği ve 

DNA bazları tarafından absorbe edildiği saptanmıĢtır (Ulm vd., 2004; Molinier vd., 

2005; Schuch vd., 2013).  

Bu çalıĢmada tek tür buğday üzerine uygulanan UV-C stresinin genetik ve epigenetik 

etkileri araĢtırılmıĢtır. RAPD, CRED-RA ve IRAP yöntemlerinden alınan sonuçlar 

doğrultusunda artan UV-C’nin metilasyona ve metilasyona bağlı olarak polimorfizme, 

genom yapısında hasara neden olduğunu göstermektedir.  
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6. ÖNERĠLER 

Günümüz dünyasında insan faaliyetlerinin zararlı etkilerinin artmasıyla birlikte 

meydana gelen küresel ısınma sonucu ekosistem artık kendisini yenileyemez hale 

gelmektedir. Bunun sonucunda dünyamızı çevreleyen ve zararlı UV-C ıĢınlarını 

filtreleyen ozon tabakası ozon antigonisti olan gazların salınımına bağlı olarak gün 

geçtikçe konsantrasyonunda azalma gözlenmektedir. Ekosistemin kendini 

yenileyememesi, zararlı UV-C ıĢınlarının filtrelenememesi ve bu ıĢınların gün geçtikçe 

dünya üzerindeki etkisinin artması canlı ve cansız çevreyi olumsuz etkilemektedir.  

UV-C’nin neden olduğu zarar günümüzde yeterince fark edilemesede ileriki yıllarda 

maruz kalınan doz ve etkilediği canlı sayısında artıĢ meydana gelmesi kaçınılmaz 

olacaktır.  Bu alanda yapılan çalıĢmaların artması gelecekte toplumların kalkınması ve 

doğal dengenin korunması açısından önem arz etmektedir. 

UV-C stresinin etkilerini iyleĢtirmeye yönelik bir takım yaklaĢımlarda bulunup 

çalıĢmaları  geliĢtirmek gerekmektedir. Bundan sonraki çalıĢmalarda UV-C’ nin 

genetiksel değiĢikliğe sebep olduğu mekanizmalarının aydınlatılması önemlidir.  

Epigenetiksel mekanizmalardan DNA metilasyonu dıĢında diğer epigenetiksel 

mekanizmaların çalıĢılmasına ihtiyaç vardır.  
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