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OZET
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FAKLI DOZLARDA UV-C RADYASYON ISIGINA MARUZ BIRAKILAN
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Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

UV-C stresine maruz birakilan bugday’da (Triticum aestivum) meydana gelen DNA
metilasyonu RAPD, CRED-RA ve IRAP teknikleri ile arastirilmistir. RAPD, CRED-
RA ve IRAP i¢in toplam 27 primer kullanilmigtir. Kontrol grubu ile birlikte farkli
dozlarda UV- C’ye maruz birakilan 6rnekler 14 giin boyunca yetistirilmistir. Her 3
yontem de uygulanan UV dozuna baglh olarak % polimorfizm artarken, % GTS
degerleri diigmiistiir. UV radyasyon seviyesi arttikca genomik kararsizligin arttigi
goriilmiis ve bu stres faktoriinin DNA hipermetilasyonuna neden oldugu
gbzlenmistir. RAPD, CRED-RA, IRAP profilleri DNA hasari, mutasyon, metilasyon,
kromozomal aberasyonlar, ¢ift zincir kiriklari, modifikasyon, replikasyon,
transkripsiyon ve oksidasyon hakkinda nitel bilgi vermistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DIFFERENT DOSES OF UV-C LIGHT RADIATION EXPOSED WHEAT
(TRITICUM AESTIVUM) PLANT MOLECULAR LEVEL MEASURING DNA
METHYLATIiON BY METHODS

Umit AKGUN
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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. GIRIS

Canlilar yasamlar1 boyunca hayatsal fonksiyonlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in ¢evre ile
etkilesim halindedirler. Bu etkilesim olumlu ya da olumsuz olabilmektedir. Canlilarin
maruz kaldigr olumsuz kosullar stres adi verilen kavrami ortaya ¢ikarmustir. Stres,
canlilarin  yapilarinda morfolojik, fizyolojik, genotipik degisiklikler meydana
getirmektedir. Bu degisiklikler canlilarin biiyiime ve gelisimini olumsuz etkiledigi gibi
canlilarin 6liimiine de neden olabilmektedir. Stresin neden oldugu zarar canlinin tiiriine,
yasadig1r cevreye Ve maruz kalinan stresin derecesine bagli olarak degismektedir

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

Canlilar stresin neden oldugu olumsuz etkileri gidermek icin bir takim adaptasyonlar
gecirmektedirler. Meydana gelen adaptasyonlar nesiller boyunca aktarilarak canliligin

devam etmesini saglamaktadir (Ayhan, 2006).

Stresten en ¢ok etkilenen canli tiirlerinden birisi bitkilerdir. Bitkiler sesil canlilar oldugu
icin yasamlar1 boyunca biiylime ve gelismelerini etkileyecek bircok stres faktdriine
direk maruz kalmaktadirlar. Ozellikle temel besin maddesi olarak kullanilan bitki
tirlerinin zarar gérmesi hem bitkileri hemde bitkileri temel besin maddesi olarak
kullanan canlilar1 olumsuz etkileyebilmektedir. Stres faktorleri bitki kaybinin birincil
neden oldugu gibi ¢ogu bitki veriminide %50'den fazla azaltabilmektedir (Bray
vd., 2000).

Stres faktorleri iizerine yapilan arastirmalar neticesinde elde edilen istatistiksel verilere
gore diinya lizerinde kullanilabilir alanlarin %26’s1 kuraklik stresine, %20’si mineral
stresine, %15°1 ise soguk ve don stresine, %29’luk dilimi diger stres faktorlerine maruz
kalirken, %10’luk dilimde herhangi bir stres faktorii olmadigr belirtilmektedir (Blum ve
Jordan 1985; Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Stres faktorlerinin bitkiler tlizerindeki etkileri onemli bir arastirma konusu haline
gelmekte ve bu alanda yogun calismalar yapilmaktadir. Arabidopsis thaliana’da
kuraklik (Colaneri ve Jones 2013), tuz (Baek vd., 2011), sicaklik (Pecinka vd., 2010),
oksidatif stres (O'Kane vd., 1996); tiitiinde kuraklik (Rizhsky vd., 2002); aygicegi
(Almoguera vd., 1993) ve domateste su stresi (Godoy vd., 1990); misir (Celik ve



Eraslan, 2015) ve biberde tuz stresi (Tuna ve Eroglu, 2017); piringte kuraklik (Rahimi1
vd., 2017); bugdayda sicaklik (Tekdal ve Yildirim, 2015) ve tuz (Tipirdamaz ve
Cakarlar, 1990) gibi stres faktorleri bu calismalara 6rnek teskil edebilmektedir.

Ozon tabakasi, diinyay1 ¢evreleyerek yeryiiziinii canlilar i¢in yasanir hale getirmektedir.
Insan aktiviteleri sonucunda cesitli kimyasallar atmosfere salmarak dogal havanin
yapisinda degisimler meydana getirebilmektedir. Bu degisimler dogal dengeyi olumsuz
etkileyebilmekte ve ozon tabakasina zarar verebilmektedir. Kiiresel 1sinmanin
artmasiyla birlikte ozon tabakasinda filtrelenerek diinyaya gelmesi engellenen zararh

giines 1s1nlar1 yeryliziine ulasmakta ve ekosistem zarar gormektedir (Akin, 2006).

Bitkiler, biiytime, gelisme ve hormonal aktivasyon i¢in UV’ye ihtiya¢ duymakta ancak
ihtiyaclarindan fazla UV’ye maruz kaldiklarinda ise strese girmektedirler. Strese maruz
kalan bitkilerde niikleik asit, protein ve lipid yapilari dogrudan etkilenmektedir. Bu
durum DNA hasarina neden olmakta, ayrica  replikasyon, transkripsiyon ve
translasyonuda engelleyebilmektedir (Ries vd., 2000). Fizyolojik olarak UV bitkilerin
fotosentez hizin1 yavaslatmakta, klorofil miktar1 ve yaprak sayisinda azalmaya neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda topraktaki mikroorganizmlari yok ederek topragin
verimsizlesmesine neden olmaktadir (Ekici ve Aksoy, 2001). UV radyasyonun neden
oldugu stres, bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkilere neden
oldugundan  bitkiler strese cevap niteliginde adaptasyon mekanizmalari

gelistirebilmektedirler (Alexieva vd., 2001).

Diinya tiizerinde hizla artan niifusa dayali olarak besin ihtiyacida onemli oranda
artmaktadir (Hoisington vd., 2002). Bu yiizden besin olarak kullanilan bitkileri 1slahi,
nesillerin devamliligi, az alandan ¢ok verim alabilme, toprak verimliligi, epigenetik,
stres faktorleri, stresin neden oldugu zararlari ortadan kaldirma veya azaltma gibi

calismalarin 6nemi giderek artmaktadir.

Insanlar giinliik ihtiya¢ duyduklar1 Kkalorinin biiyiikk bir kismimi tahillardan
karsilamaktadirlar. Tahil ekim alanlari hem Diinya hemde Tiirkiye’de tarim alanlarinin
yarisindan fazlasini olusturmaktadir. Gerek cografi 6zellikleri, gerekse iklim 6zellikleri
itibariyle ¢ok zengin bir tarimsal {riin ¢esitliligine sahip olan iilkemizde iiretilen

tarimsal trilinlerin biiyiik bir kismini tahillar olusturmaktadir. Bugday ilk caglardan


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2014.00474/full#B99

giiniimiize kadar gelmis en 6nemli tahil {irlinlerden biridir. Bugday tohumunun besin
degerinin yiiksek olmasi, iiretim kolayligi, tasinimi ve genis adaptasyon yetenegine
sahip olmasindan dolay1 giinlimiizde temel besin kaynagi durumundadir. Genis bir
adaptasyon yetenegine sahip olmasina ragmen fazla sicak ve nemden hoslanmayan bir

tahil bitkisidir.

Diinya’daki bugday iiretimi iklim kosullarina bagli olarak yildan yila 6nemli farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklarin meydana gelmesine neden olan unsurlar arasinda
bitkinin genetik yapisi, iklim kosullari, toprak yapisi, topraktaki azot miktari, topraktaki
azotun kullanilabilme etkinligi ve uygulanan yetistirme teknikleri biiyiikk rol
oynamaktadir. 2016 yili verilerine gore Diinya bugday ekim alani 220,107 milyon
hektar, tiretimi ise 749,460 milyon tondur. Tiirkiye’nin bugday {iretim alani yaklagik
olarak 7,609 milyon hektar, tiretim miktar1 ise 20 milyon ton olup Diinya’da bugday
tiretimi bakimindan ilk on iilke igerisindedir (FAOSTAT, 2016). Ancak, potansiyel
verim tiilkemizde oldukga diistiktiir. Verimin istenilen diizeye ¢ikmasi igin bitkilerin
1islah ¢alismalarinin yapilmasi1 ve gevresel faktorlerin iyilestirilmesi gerekmektedir.
Teknolojinin gelismesi ile birlikte, molekiiler genetik, doku kiiltiirii ve rekombinant
DNA teknolojisi gibi konular1 kapsayan teknikler ile yeni olanaklar saglanmaktadir

(Ozgen vd., 2000).

Epigenetik, ¢evre ile genetik arasi etkilesimdir. Genetik yapida degisilik meydana
gelmemektedir fakat gen ifadesinde degisimler goriilmektedir. Bu degisiklik geri
doniistimlii olup DNA dizisinde meydana gelen mutasyonlardan farkli bir 6zellik
gostermektedir. DNA metilasyonu, okaryotlarin genom diizenlenmesi ve gelisiminde
onemli rol oynayan epigenetiksel bir modifikasyondur. Bu durum gen ekspresyonu
ve transpozon aktivitesini etkileyebilmektedir. DNA metilasyonu ile transpoze edilebilir
elementlerin (TE) susturulmasi, bitki genom stabilitesi i¢in Onem arz etmektedir

(Chandler ve Walbot, 1986 ).

Giliniimlizde yapilan cesitli arastirmalar sonucunda bitkilerin maruz kaldiklar1 stres
faktorleri sonucunda epigenetik degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir. (Kravets
vd., 2010; Hauser vd., 2011; Bilichak vd., 2012).



DNA metilasyonu, Okaryotlarda CpG dizilerinde goriilmektedir. CpG diniikleotidinin
sitozinin 5. karbonuna metil grubu kovalent bagla eklenmesi sonucu DNA metilasyonu
meydana gelmektedir. DNA metilasyon seviyesi evrendeki tiim canlilarda farklilik
gostermektedir. Ozellikle bitkilerde DNA metilasyonu insan ve hayvanlara gére daha
fazla goriilmektedir. Insan ve hayvanlarda CpG bolgelerinin sikhigi ¢ok az ve
metillenmeler nokta mutasyonu seklinde olusmaktadir. Bitkilerde ise CpG bolge
sikligimin fazlaligi ve CpG boélgelerinin arasindaki fosfat baglarinin diger canlilara gére
daha uzun olmas1 DNA metilasyonunun uzun bir baz dizisi boyunca olusmasina neden
olmaktadir (Tan, 2010).

Ayrica strese maruz kalan bitki popiilasyonlarinda strese bagli olarak olusan
epigenetiksel degisimlerin ve stres kosullarina uyum saglamak icin olusturulan
adaptasyon mekanizmalarinin bitkilerde stres hafizasi olusturdugu ve bunu nesilden

nesile aktardigi bilinmektedir (Golldack vd., 2011).

Stres faktorlerine yanit olarak DNA metilasyonunda hiper ve hipometilasyon da dahil
olmak {izere g¢esitli bitki tiirlerinde strese duyarli genlerde DNA metilasyon
seviyelerinde degisiklikler tespit edilmistir. Bugdayda tuz (Zhong vd., 2009), UV-C
stresi (Sokolova vd., 2014); tiitiinde oksidatif (Choi vd., 2007) ve kuraklik stresi
(Kovarik vd.,1997); misirda UV-C (Kravets vd., 2012) ve disiik sicaklik stresi
(Steward vd., 2010); yonca ve kenevirde agir metal (Aina vd., 2004) stresinin DNA

metilasyonuna etkileri hakkinda aragtirmalar yapilmistir.

Bu calismada, farkli dozlarda UV-C radyasyonuna maruz kalan bugday (Triticum
aestivum) bitkisinde gozlenen genetik ve epigenetik degisikliklerin RAPD, CRED-RA

ve IRAP molekiiler yontemleri ile arastirilmistir.


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

2. KURAMSAL TEMELLER

Bugday (Triticum aestivum L. ) bugdaygiller (Poaceae) familyasindan gelen tek yillik,
karasal iklimde yasayan bir bitki tiriidiir. Tablo 2.1.’de Triticum aestivum L.

siiflandirilmasi verilmistir.

Tablo 2.1. Triticum aestivum L. smiflandirilmasi

Alem Plantae

Sube Tracheophyta

Siif Liliopsida

Takim Poales

Familya Poaceae (Bugdaygiller)
Alt familya Poaideae

Cins Triticum

Tiir Triticum aestivum L.

Bugday, insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada tiretim miktar1
bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Bugday, Diinya niifusuna bitkisel kaynakli
besinlerden saglanan toplam kalorinin yaklasik %20'sini, iilkemizde ise %53 iinii
saglamaktadir. Bugday hem c¢iftciler hem de sanayiciler i¢in onemlidir. Basta unlu
mamuller olmak iizere birgok gida ve sanayi sektoriinde kullanilmaktadir. TUIK (2016)

verilerine gore lilkemizde ortalama bugday tiretim miktar1 20 milyon tonun tlizerindedir.

Diinya niifusunun giin gectikce artmasi, toprak erozyonu, tuzluluk, asitlik, yogun tarim
uygulamalari, sanayilesme gibi nedenler tarim alanlarimin daralmasina neden
olmaktadir. Artisa bagli olarak iriin talebinin artmasi da birgok sorunu beraberinde

getirmektedir.

2.1. Stres

Stres, bir canlimin yasamini tehlikeye sokan, kapasite azaltict ve zorlayici olarak
degerlendirilen canli ile ¢evre arasindaki olumsuz etkilesim olarak tanimlanmaktadir.
Stresin meydana gelmesi igin canlinin iginde bulundugu ya da yasamim siirdiirdiigii
ortam ve c¢evrede meydana gelen degisimlerin canliyr belli diizeyde etkilemesi
gerekmektedir. Bir¢ok canlida stres yanitlari, stres etkenlerine kars1 koymak ve onunla

basa cikmaya calismak amaciyla doku ve organ fonksiyonlarinda degisimlerle



baslamakta ve homeostasis bozulmasi ile sonlanmaktadir. S6zii edilen bu degisimler
organizmadan organizmaya degisiklik gosteren ama benzer karakteristige sahip
fizyolojik yanitlardir (Dénmez vd., 2006). Stres faktorleri Tablo 2.1.°de
gosterilmektedir (Levitt, 1972).

Tablo 2.1. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri

Abiyotik stres faktorleri Biyotik stres faktorleri
Don stresi Agir metal stresi Bocekler
Su stresi (kuraklik stresi) Hava kirliligi stresi Hayvanlar
Su tagkini stresi Oksidatif stres Hastalik yapici bitkiler
Sicaklik stresi Mikroorganizmalar
Soguk stresi Patojenler
Radyasyon stresi

Isik stresi
Tuzluluk stresi

2.1.1. Bitkilerdeki stres faktorleri

2.1.1.1.  Sustresi (Kuraklik stresi)

Bitkilerde belirli bir siire igerisinde terlemeyle kaybedilen suyun g¢evreden alinan su
miktarindan fazlast durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Su miktarinin azalmasiyla beraber
dokular arasinda suyun alinmasi i¢in rekabet baglar. Stres giinliik ya da uzun siireli
olabilmektedir. Stres durumunda turgor basincinin diismesi nedeniyle hiicre biiylimesi
olumsuz olarak etkilendiginden hiicrelerdeki biiyiime kapasitesi azalmakta ve ceper
sentezi etkilenmektedir. Su stresi ayrica tuz ve osmotik stresin de bir pargasi olmaktadir.
Yeterli miktarda suyun olmamasi ksilem ve floemdeki madde iletimini olumsuz olarak
etkilediginden  meyvelerin  kiiciik  kalmasma, tahillarda ise  tohumlarin

dolgunlagamamasina ve tiriin kalitesinin diismesine neden olmaktadir ( Korkmaz, 2017).

2.1.1.2. Tuz stresi

Tuz stresi, osmotik etkisiyle kullanilabilir suyu engelleyerek iyon igerigini toksik
diizeye ulagsmasina neden olan abiyotik bir stres faktoriidiir. Tuz stresinin etkileri, tuzun
cesidine, stresin diizeyine, siiresine, Strese maruz kalan bitkinin genotipine ve gelisim

evresine baglh olarak degismektedir (Culha ve Cakirlar, 2011).



2.1.1.3. Sicaklik stresi

Bitkiler farkli gelisme kademelerine gére minimum, optimum ve maksimum sicaklik
gereksinimlerine ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunlara kardinal sinirlar denmektedir. Sicaklik
bu alt ve st limitlere ulastiginda gelisme azalmakta ve bu limitler disinda daha fazla
gelisme goriilmemektedir (Oztiirk ve Segmen, 1992 ). Bitkilerin ¢ogu 15-45°C arasinda
optimum seviyede gelisme gostermektedirler. Bu sinirin altinda ve tstiinde ise belirli
seviyelerde bitkilerin biiylimeleri, metabolizmalari, liriinlerin kalite ve miktar1 olumsuz
sekilde etkilenmektedir. Yiiksek sicaklik proteinlerin denatiirasyonu ve enzim
aktivitesinin kaybetmeleriyle hiicre yapisinda ve fonksiyonunda degislikler meydana
gelmektedir ( Korkmaz ve Duman, 2017).

2.1.1.4.  Soguk stresi

Tropik ve yart tropikde bitkiler sicakligin 15°C’in altina diismesiyle soguk stresi
goriilmektedir. Soguk iklim bitkileri ise bu sicakliklara kolaylikla adapte olurlar ve
gelisimlerini siirdiirtirler. Soguk stresinde meydana gelen zarar sogugun siddetinin
yanisira sogukta kalma siiresine ve ortam sicakliginin soguktan sicaga doniismesindeki

stireye de bagli bulunmaktadir (Chinnusamy vd., 2007).

2.1.15. Don stresi

Sicakligin 0°C’in altina diismesiyle birlikte olusan hiicre suyunun donmasindan

kaynaklanmaktadir. Don stresi tiim hayati fonksiyonlar etkilemektedir.

2.1.1.6.  Isik stresi

Giines 15181 fotosentezi etkilemesinin yanisira bitki sicakligi, 1s18a bagli tepkimeleri
etkileyecek ve strese neden olmaktadir. Olusan stres giines enerjisinin miktari, havadaki
tozlar, kirlilik, bulutlanma durumu, enlem ve boylam derecelerine gore degisiklik

gostermektedir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138507002154#!

2.1.1.7.  Su Taskin (Fazla su) stresi

Su azliginda oldugu gibi su fazlaliginda da bitkilerde stres goriilmektedir. Nehir, irmak
ve derelerin tasmasi ya da asir1 yagislar sonucu suyu alt tabakalara gegiremeyen
topraklar gecici olarak suyla kaplanmaktadir. Bu durumda ise topraga oksijen
giremediginden solunum, fotosentez yapamadiklarindan bitki gelisimi etkilenir ve {irlin

kayiplar1 goriilmektedir.

2.1.1.8. Oksidatif stres

Bitkiler enerji tiretebilmeleri i¢in oksijene ihtiyag duymaktadirlar. Fakat oksijen varlig
hiicresel yap1 ve reaksiyonlari siirekli oksidatif bir tehdit olusturmaktadir (Alscher vd.,
1997). Bitki hiicrelerinde oksijenin suya tam olarak indirgenmemesi gerekli enerjinin
aciga cikmasini saglarken oksijenin tam olarak indirgenememesi ise oldukga reaktif
olan DNA, proteinler ve lipidler gibi birgok makromolekiile zarar veren aktif oksijen
tirlerinin olusumuna neden olmaktadir (Dat vd., 2000). Buda bitkilerde strese neden

olmaktadir.

2.1.1.9.  Hava Kirliligi stresi

Atmosfere karigarak kirlilige neden olan stres faktoriidiir. Ozelliklede fabrikalardan
cikan zehirli atiklar ve hava kirletici gazlar atmosfere salinimi sonucu yagmurlar
araciligl ile yeryiiziine inmekte ve bitkiler {izerinde strese neden olabilmektedir.
Bitkilere zarar veren baslica kirleticiler; SOz, N,O, NO, NO,, O3, H,S’dir.

2.1.1.10. Agir metal stresi

Cinko, kursun, nikel, kobalt, krom, bakir, mangan, kadmiyum, selenyum, arsenik ve
aliminyum gibi agir metaller bellirli bir dozun istiinde olmast durumunda bitkilerde
strese neden olabilmektedir. Agir metaller enzimleri inhibe ederek c¢alismalarin
engelleyebilmektedir. Solunum ve fotosentez {izerinde ise olumsuz etkileri

bulunmaktadir.



2.1.1.11. Radyasyon stresi

Giines 1sinlarinin yeryiiziine yaydigi radyasyon dalga boylarina gére UV (100-400nm),
goriiniir (390-750nm) ve kizilotesi (750-106nm) 1sinlar olarak 3 boliime ayrilmaktadir
(Molinier, 2017) .

Radyasyonun atom diizeyindeki etkisi elektronlarin bir list yoriingeye ge¢mesi seklinde
olusur. Radyasyonun giiciine gore elektron ya {ist yoriingeye geger ya da elektronun
geriye salinimu ile iyonize olur. Bu gegislerin biiyiik ¢ogunlugu suda gerceklestiginden
serbest elektron direk ya da indirek olarak hiicrede ¢esitli hasarlara neden olmaktadir.
Serbest kalan elektronun direkt olarak etkisi DNA’nin fosfodiester baglarinda ya da H
baglarinda goriiliir ve bu baglardaki atomlara afinite gostererek baglarin kirilmasina
sebep olmaktadir. Ozellikle fosfodiester baglarmin kirilmast DNA’daki tek ya da ¢ift
zincir kiriklarina neden olmaktadir. indirek etkileride serbest kalan elektronun
hiicredeki su ile etkilesime girerek suyun radyolizisine neden olmaktadir (Caspari,

2000).

2.2. UV Radyasyon

UV radyasyonu, toplam giines radyasyonunun yaklasitk %8-9'unu olusturan
elektromanyetik spektrumun iyonize olmayan bdlgesinin bir pargasidir (Coohill, 1989;
Frederick, 1993). UV smlar1 elektromanyetik spektrumda X-Ray cihaz1 ile

gortintiilenmektedir ve dalga boylar1 100-400 nm araligindadir.

Dalga boyuna gore UV-A, UV-B ve UV-C olmak lizere 3 boliime ayrilmaktadir. Sekil
2.1.”de elektromanyetik 151k spektrumu ve UV bolgeleri gosterilmektedir.


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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Sekil 2.1. Elektromanyetik 151k spektrumu ve UV bolgesi

UV-A, 315-400 nm arasinda dalga boyuna sahip olan UV radyasyondur. Ozon tabakasi,
280 nm'den daha kisa dalga boylu UV 1smlarinin ¢ogunu filtrelemektedir. Bu nedenle,
UV-A 1s1m1 ozon konsantrasyonundaki degisikliklerden neredeyse hi¢ etkilenmez.
Toplam UV radyasyonunun %95'ini olusturmaktadir. UV-A ozon tabakasindan gegerek

diinyamiza kadar ulagsmaktadir.

UV-B, 280-315 nm arasinda dalga boyuna sahip olan UV radyasyonudur (Molinier,
2017). Toplam UV radyasyonunun %5’ini olusturmaktadir. UV-B radyasyon bitkilerin,
genetik (Agrawal vd., 2009), fotosentez (Majer ve Hideg, 2012 ) ve membran lipit
yapilarini etkilemektedir (An vd., 2000).

UV-C, 280 nm’den daha az dalga boyuna sahip olan UV radyasyonudur. UV
radyasyonunun en tehlikeli kismi olusturmaktadir. UV-C’nin biiyiik kismi ozon ve
oksijen tarafindan emilmektedir. Ozon diizeyindeki azalma, ozon antagonistleri olarak
islev goren kloroflorokarbonlar ve azot oksitlerin salinmasi gibi insan faaliyetlerinden
kaynaklanmaktadir (Anderson vd., 1991; McFarland ve Kaye, 1992). Ozondaki her
azalma, biyolojik olarak etkili UV 1siniminda ayn1 zamanda UV-C radyasyonunda
biiyiik miktarda artisa neden olabilmektedir (Madronich, 1992a, 1993).

UV’nin bitkiler tizerindeki biyolojik etkileri arasinda biiylime tepkilerinde degisiklik,
tireme bozukluklari, epigenetik varyasyonlar, biyotik faktorlere duyarlilik, erken
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yaslanma, fotosentetik elemanlara zarar verilmesi ve membran yapilarinda degisiklige

ugramis yapilarin olusumuna neden olabilmektedir (Ashwin ve Schroeder, 2011).

UV’nin, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz bag yapilarinda hasara neden oldugu ve
transpoze elemanlar1 harekete gegirebildigi tespit edilmistir (Morales vd., 2003; Cadet
ve Wagner, 2013). UV sonucu olusan DNA hasari, hiicre dongiisiiniin durmasina ve
hiicre 6liimiine neden olan hiicresel tepkileri tetiklemektedir (Batista vd., 2009). UV,
musir (Casati, 2004, 2011a), fasulye (Casati vd., 2000), arpa (Kravets vd., 2012), kabak
(Shinkle vd., 2010), asma (Martinez-Luscher vd., 2014) gibi ekin bitkilerinde
aragtirtlmis ve mahsul verimini olumsuz etkiledigi gozlenmistir (Migicovsky ve
Kovalchuk, 2014).

2.3. Epigenetik

Conrad Waddington tarafindan 1942°de 6nerilen “Epigenetik” terimi giiniimiizde DNA
dizisinde herhangi bir degisiklik olmamasina ragmen, kromatin yapidaki kalitsal
degisiklikler ve gen ekspresyonun diizenlenmesi olarak tanimlanmaktadir.
(Waddington, 1942). Epigenetik degisimler bazi genlerin aktiflesmesine veya
inaktiflesmesine neden olmaktadir. Epigenetik degisimler geri doniistimlii oluslarindan
dolay1 diger genetiksel mekanizmalardan ayrilmaktadirlar. Epigenetik mekanizmalar,
histon modifikasyonu, kromatinlerin yeniden diizenlenmesi ve DNA metilasyonu olmak
tizere 3’e ayrilmaktadir. Bilimsel alanda en fazla galisma yapilan mekanizma ise DNA

metilasyonudur.

2.3.1. DNA metilasyonu

DNA bazlarma metil gruplarinin eklenmesi ya da bu bazlarin metil gruplarinin
¢ikarilmasi sonucu gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan kimyasal bir
degisikliktir (Kass vd., 1997). Okaryotik organizmalarin replikasyon sirasinda DNA’s1
metil gruplarinin enzimler araciligiyla bazlara eklenmesi sonucu degismektedir.
Metillenme ise DNA’nin CpG bolgelerindeki sitozinlerinde tek veya iki zincirinde
meydana gelmektedir. Metilasyon DNA zincirindeki guanin bazlarinin 6niinde bulunan
sitozin bazlarinin 5. bolgesinde bulunan karbona metil grubu eklenmesi ile olusur bu

bolgede hipermetilasyon olusur. Gen ifadesini baslatan bolge yani promotor bdlgesinde
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ise CpG etkileyerek gen aktivasyonunu durdurur. CpG adaciklart olarak adlandirilan
CpG bolgeleri promotor bolgeleri olarak gorev yaparlar. Ayrica replikasyonu baslatict

bolgeler olduklari diisiiniilmektedir (Delgado vd., 1998).

Yiiksek yapili bitki genomunlarinin CpNpG triniikleotid veya CpG dintikleotidlerinde
yaklagik olarak %90’1 metillenmis olan bdlgelerinin sitozinlerinin sadece %20-50’si
metillenmistir (Yong vd., 2008).

Bitkilerde bulunan DNA metiltransferaz enzimleri DRM2, MET1 ve CMT3'diir. DRM2
ve MET1 memelilerdede bulunsada CMT3 sadece bitkilerde bulunur. DNA

metiltransferazlar iki kisma ayrilmaktadir. Bunlar;

e De-novo: DNA'ya yeni metil gruplari eklemektedir.De-novo DNA metiltransferaz
olan tek enzim DRM2’dir.

e Siirdiiriicii: DNA zincir sentezi sirasinda kalip DNA’da bulunan metil gruplarini

taniy1p sentez ipliklerine ayn1 konumlarina metil gruplari ekleyen enzimlerdir.

2.3.2. Transpozon

Transpozon ilk kez 1940'l1 yillarin ortalarinda genetik¢i Barbara McClintock tarafindan
musir tanesi pigmentasyonu i¢in gerekli olan genleri inversiyon yaparak inaktive edici
olarak tespit edilmistir (Fedoroff vd., 1998 ). Ilerleyen ¢alismalarda transpozonlarin
okaryot organizmalarda varli1 tespit edilmis ve genom yapisi i¢in Onemli bir 68e
oldugu gozlenmistir (Alzohairy vd., 2014; Bennetzen ve Wang, 2014; Grandbastien,
2015).

Transpozonlar, canli genomunda kendilerini bir yerden baska bir yere transfer etme
yetenegine (transpozisyon) sahip olan DNA dizileridir. Transpozisyon mekanizmalari
sayesinde transpozonlar bulunduklari genoma akiskanlik kazandirdiklarindan genomik
varyasyon olarak adlandirilmaktadirlar (Schulman, 2013). Transpozonlar aktif
hareketlerinden dolayr canli genomunda inversiyon, delesyon, duplikasyon gibi
kromozom aberasyonlar1 uyarilabilmekte ve yeni gen dizileri olusturabilmektedir
(Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002). Yapilan galismalar sonucunda transpozonlarin

gen fonksiyonu, yapisi, aktivitesini degistirdigi ve genom yapisinda ciddi degisimlere
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neden oldugu tespit edilmistir (Bennetzen, 2000; Federoff, 2000; Wicker vd., 2007). Bu
nedenle transpozonlarin evrimsel siiregte onemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir.
Transpozonlar kullandiklar1 traspozisyon bigimlerine gore retrotranspozonlar ve DNA

transpozomlar1 olarak 2 gruba ayrilmaktadirlar.

Retrotranspozonlar simf | transpozonlar ~ olarak  adlandirilmaktadirlar.
Retrotranspozonlar, materyal olarak RNA’yr kullanmaktadirlar ve c¢ogunlukla
sessizdirler. Ancak stres kosullar1 altinda aktif olmaya zorlanirlar. Retrotranspozonlarin

transkripsiyonel diizeylerinin bitkilerde farkli stres kosullar1 altinda arttifi rapor

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

Retrotranspozonlarin yapisinda uzun tekrar dizileri (LTR) bulunmaktadir. LTR
retrotranspozonlara 6zgilidiir ve bitisik bdlgelerin ¢ogaltilmasi i¢in genetik analizlerde
LTR primerleri kullanilmaktadir. LTR ve TIR (Ters tekrar dizileri) dizileri
transpozisyonda énemli isleve sahiptirler (Voytas ve Boeke, 2002).

DNA transpozonlart sinif Il transpozonlar olarak adlandirilmaktadirlar. Genomda yer
degistirme yetenegine sahip olduklarindan kendilerini bulunduklar1 kromozomdan
keserek hedef gen bolgesini inversiyon yapabilmektedirler. Bu Kkes yapistir
mekanizmasindan dolayr genom yapisinda degisime neden olmaktadir.  Bunun
sonucunda gen ifadesinde meydana gelen degisim transkripsiyon, translasyon ve olusan
protein iiriinlerinide etkilemektedir (Wicker vd., 2007; Huang vd., 2009).

2.3.3.  DNA metilasyonunun degerlendirlendirilmesinde kullamilan molekiiler
yontemler

2.3.3.1. Southern blot

Southern blot teknigi DNA metilasyon analizlerinde siklikla kullanilan yontemlerden
biridir. Bu yonteme goére genomik DNA’da dizilim i¢in spesifik olan metilasyona
duyarli ve duyarsiz endoniikleazlar kullanilmaktadir. Restriksiyon fragmentleri agaroz
jelde izole edilerek membrana aktarilmakta ve hedef DNA dizisine spesifik olan bir
prob yardimiyla hibridize edilmektedir. Otoradyografi ile tahmin edilen bant
biiyiikliikleri boylelikle ortaya ¢ikarilmaktadir (Dubeau vd., 1986).
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2.3.3.2.  Bisiilfit DNA dizisi

Bisiilfit DNA dizisi analizi ilk olarak Frommer ve arkadaslar1 tarafindan 1992’de
tamimlanmistir (Frommer vd., 1992). Bu teknik DNA’ da bulunan 5-metilsitozinleri
tespit etmektedir. Metodun temelinde tek iplik¢ikli DNA’nin biitiin sitozinlerindeki
sodyum bisiilfitlerin urasile deamine olmasina dayanmaktadir. Deaminasyon sirasinda
5-metilsitozinler degismemektedir. Modifikasyona ugramis DNA’lar spesifik olan bir
primer seti PCR ile amplifikiye edilmektedir. Amplifikasyondan sonra tiim urasiller
timin olarak amplifiye olurken yalnizca 5-metilsitozinler sitozin olarak kalmaktadir.
Amplifiye olmus fragmentlere direkt olarak ya da replikasyondan sonra dizi analizi

yapilabilmektedir.

2.3.3.3. MSP (Methylation-sensitive amplified polymorphism / metilasyona
duyarh ¢ogaltim polimorfizmi)

MSP 1996°da Herman ve arkadaslar1 tarafindan bulunan bir tekniktir (Herman, 1996).
Bu yontemde bisiilfit muamelesi sonrasinda metilenmis ve metillenmemis DNA
bolgeleri arasindaki bulunan sekans farkliliklart kullanilmaktadir. Sitozinler urasile
deamine olmakta ve deamine urasiller PCR esnasinda replikasyon araciligiyla timine
dontigmektedirler. Amplifiye olmus DNA’da metillenmemis veya metillenmis
sekanslarina spesifik olan primer giftleri elde edilmektedirler (Herman vd., 1996).
MSP, DNA’nin belirlenmis bir bdlgesinde bulunan metilasyon varligini analizini hizl
bir sekilde tespit etmektedir. MSP’da kullanilan primerler dikkatli se¢ilmelidir. Ciinkii
hem metilenmis hem de metillenmemis bolgelerin primerlerinde yanlis bir sonug elde

edilebilmekte ve bu yiizden sonuglarin degerlendirmesi gii¢lesebilmektedir.

2.3.34. CRED-RA (Coupled restriction enzyme digestion and random
amplification / ¢ift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele ¢ogaltim)

Epigenetik varyasyonlarin temel sebeplerinden biri olan DNA metilasyonunu belirleyen
bir metottur. Metilasyona duyarlt enzimler ile DNA kesildikten sonra gelisimin farkl
asamalarinda veya farkli dokular arasindaki metilasyon degisikliklerini belirlemekte
kullanilmaktadir. Bu teknik, diziler ve tiirler arasindaki varyasyon g¢alismalari iginde

kullaniglt olabilmektedir. Genom metilasyonu, Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri
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kullanilarak analiz edilmektedir. Her iki enzimde CCGG sekansini tanir. Fakat Hpa 11
yalnizca sitozinler metillenmediginde aktifiken. Mspl ise sitozin metillendiginde
DNA’ya eklenememektedir. DNA, RAPD yontemi ile PCR’da ¢ogaltilmaktadir. Sonra
restriksiyon enzimleriyle DNA kesilmekte ve tekrar PCR’da ¢ogaltilarak
degerlendirmeler yapilmaktadir (Bolukbasi ve Aras, 2016).

2.3.3.5.  Metilasyona duyarh tek niikleotid primer ekleme

Gonzalgo ve Jones (1997) tarafindan spesifik CpG boélgelerindeki metilasyon diizey
farkliginin miktarlarin1 6lgmek icin gelistirdigi bir metottur. DNA’nin bisiilfit
uygulamasi ve hedef sekansin spesifik primerlerle amplifikasyonundan sonra amplifiye
olmus DNA’da metilasyona duyarli tek niikleotid, primer ckleme kalib1 olarak
kullanilmaktadir. DNA’daki hedef boélge metilenmis ise sitozin niikleotid ekleme
esnasinda birlesmektedir. Metillenmemis ise timin ile birlesmektedir. Sitozin ile timin

birlesme miktar1 hedef bolgedeki metilasyon durumunu belirlemektedir.

2.3.3.6. COBRA (Combined bisiilphite restriction analysis / Karisik bisiilfit
restriksiyon analizi)

Sodyum bisiilfit ile tek iplikli DNA’da bulunan biitiin sitozinlerin urasile deamine
olmasit sonucu esasina dayanmaktadir. Modifiye edilmis DNA uygun primerlerle
PCR’da amplifiye edilmektedir. Replikasyon esnasinda degisime ugramis sitozin olan
urasiller timin seklinde g¢ogaltilmaktadir. 5-metilsitozin ise bu esnada degismeden
kalmaktadir. Replike olmus fragmentler direkt ya da ¢ogaltilma isleminden sonra dizi
analizi yapilmaktadir (Eads ve Laird, 2002).

2.3.3.7. IRAP (Inter retrotransposons amplified polymorphism)

IRAP, PCR tabanli bir isaretleme teknigidir ve retrotranspozonlar arasindaki bolgelerin
cogaltilmasina  dayanmaktadir.  Polimorfizmin  saptanmasi  i¢in  korunmus
retrotranspozon dizilerini (LTR) kullanmaktadir. LTR bolgeleri gen ekspresyonu igin
gerekli dizilimi igerdikleri i¢in korunmus durumdadirlar. LTR (Uzun terminal tekrar )
retrotranspozonlara 9zgiidiir ve bitisik bolgelerin ¢ogaltilmasi i¢in genetik analizlerde

LTR primerleri kullanilmaktadir (Kalendar vd., 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal

Calismamizda bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin

edilen Triticum aestivum L. kullanilmistir.

3.1.2. Cahsmada kullanilan alet ve cihazlar

Yapilan calismada kullanilan arag¢ ve gereclerin isimleri Tablo 3.1.’de yer almaktadir.

Tablo 3.1. Kullanilan arag, geregler ve markalari

Kullanilan Arag ve Gerecler Markalar

Buzdolabi Arcelik Hacim: 610 LT
-80 C Ultra Derin Dondurucu Haier DV-86L628

-24 C Derin Dondurucu Argelik Hacim: 610 LT
Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Vortex Daihan VM10
Elektroforez Owl B2

Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo Scientific EC300XL2
UV Spektrometre Perkin Elmer Lambda 35
Otoklav Stimer SM3

Calkalamali Su Banyosu Memmert WNE22

Ultra Santrifiij Hanil Smart R17

PCR Multigene GTC96S
Mikrodalga Firin Arzum AR245
Mikropipet Serisi Axygen

Etiiv Daihan WIG — 105
Goriintiileme Sistemi Vilber VL - 1011 72711

3.1.3. Kullanilan c¢ozeltiler

3.1.3.1.  Genomik DNA izolasyonunda kullanilan c¢ozeltiler
100mM Tris-HCI (pH 8.0)

50mM EDTA (pH 8.0)

500mM NaCl
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%2 SDS (w/v)

%2 B-merkaptoetanol (v/v)

%1 PVP (W/v)

CTAB/NaCl

%10 CTAB

0,7 M NaCl

Fenol: Kloroform: izoamil alkol:

25: 24: 1 oraninda hazir olarak kullanildi (Sigma, 77617).
Kloroform: izoamil alkol

24: 1 oraninda hazir olarak kullanildi (Fluka, 25666).
TE tamponu

10mM Tris-HCI (pH 8,0)

1mM EDTA (pH 8,0)

% 70’lik Etil Alkol

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

3.1.3.2. PCR ve elektroforez islemleri i¢in kullanilan cozeltiler
Etidyum Bromiir Cozeltisi

500 ml 0,5xTBE tamponu igerisine 300 ul etidyum bromiir ilave edilerek hazirlandi.

Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Primerlerin Hazirlanmasi

Primerler firmanin 6nerdigi miktarda TE ile diyalize edilerek sulandirilan hazir stok
soliisyonunda uygun hesaplamalar ile 1uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlari

hazirland.
%1’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit)

%35 NaOCl igeren ticari Domestos marka ¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim 1000

ml’ye tamamlandi.
%75°lik Etil alkol

75 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. UV-C radyasyonunun bitkiye uygulanmasi

Tohumlar sterilizasyon i¢in %1’lik NaOCI (Sodyum hipoklorit) ile muamele edilip
daha sonra saf sudan gegirilmistir. Tohumlarin ¢imlendirilecegi petriler otoklavlanarak
sterilizasyonu yapilmis ve yiizeylerine 2 kath filtre kagidi yerlestirilmistir. Petrilere
yerlestirilen tohumlar, 6n ¢imlemdirme islemi i¢in 22°C de normal kosullarda 3 giin
siire ile inkiibasyona birakilmistir. Sekil 3.1.’de 6n ¢imlendirme safhas1 verilmistir. On
c¢imlendirme isleminden sonra esit biiyiikliikteki ve tomurcuk tohumlar segilerek 15 tane
c¢imlenmis bugday petri kaplarina yerlestirilmistir. Petrilerde bulunan bugdaylar 4 gruba
ayrilmistir. Gruplanmis tohumlar (giindiiz / gece sicakligi = 25/22 °C) iklim odasi igine
yerlestirilmistir. Gruplanan petriler kontol grubu ve UV-C uygulanan gruplar olarak
ikiye ayrilmigtir. UV-C grubu ise kendi igerisinde uygulanan doz seviyelerine gore
1.grup, 2.grup, 3.grup ve 4.grup olarak ayrilmistir. Kontrol grubuna 18 saat gece 6 saat
(09.00-15.00) giindiiz olmak iizere sadece giin 15181 verilmistir. UV-C uygulanan 1.grup,
2.grup, 3.grup ve 4.gruplara ise Tablo 3.2.°de belirtilen UV-C radyasyonun doz
seviyeleri verilmistir (Ozbey, 2014). Sekil 3.2.’de UV-C’ye belirlenen dozlarda maruz
birakilmis bugday gruplarinin goriintiileri verilmistir. 14 giin sonunda kontrol ve UV-C’
ye maruz birakilan bitki 6rnekleri DNA izolasyonu yapilmak iizere -80 °C’ de muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.1. On ¢imlendirme safhasi

Sekil 3.2. UV-C’ye belirlenen dozlarda maruz birakilmis bugday gruplari
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Tablo 3.2. Uygulanan UV-C radyasyon doz seviyeleri

Watt Joule/h Joule/cm?
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 protokolii olarak Worden CTAB protokolii esas alinmis ve birkag
maddesinde degisiklige gidilmistir (Aygun Erturk vd., 2014).

e Onceden s1v1 azotta parcalanip 2 ml’lik tiiplere alian bitki materyali iizerine 1000
ul DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt {ist edilerek karistirilmistir ve
65°C’ye kadar 1sitilmis su banyosunda 10—60 dk. bekletilmistir.

e 12000 g ve 40°C’de 10 dk. santrifiijlenmis iist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.

e 1000 ul Fenol: Kloroform: Izoamil alkol eklenmis birkag¢ kez alt iist ederek
karistirllmistir. 12000 g ve 40°C’°de 5 dk. santrifiij edilmis ve {ist faz dikkatli bir
sekilde yeni bir tiipe aktarilmistir.

e 1/10 hacim CTAB/NaCl ¢ozeltisinden eklenmis ve alt iist edilerek karistirilmistir.

e 1000 pl Kloroform: izoamil alkol eklenerek birkag kez alt iist edilerek
karistirilmastir.

e 12000 g ve 40°C’de 5 dk. santrifiij edilmis ve iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir
tiipe aktarilmistir.

e DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,6 hacim soguk izopropanol eklenerek -20°C’de 10 dk.
bekletilmistir.

e 12000 g ve 40°C’de 10 dk. santrifiijlendip iist faz atilmistir.

e Pellet once %100’liikk sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmustir.

e Yikanan pellet bir gece bekletilerek kurutulmustur.

e Kurutulan DNA 100 ul TE tamponunda ¢oziilmesi saglanmistir.

e Elde edilen DNA -20°C’de stoklanmustir.

Elde edilen DNA 250 kat (3ul DNA + 747ul TE tamponu) seyreltilerek
spektrofotometrede 260nm ve 280nm dalga boylarinda absorbans (A) degerleri
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okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmasi DNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. 50 (DNA icin multifikasyon katsayis1) x 250 (seyreltme
katsayisi) x OD 260 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki
DNA miktar1 hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50ng/ul DNA igeren ¢alisma soliisyonu

hazirlanmistir.

3.23. RAPD

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

kullanilmistir. Kullanilan primerler ve baz dizileri Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. RAPD analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Adi 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 ul olacak sekilde karisim bilesenleri
hazirlanmistir. RAPD-PCR ¢ogaltma 6geleri, konsantrasyon ve miktarlar1 Tablo 3.4.’de

verilmistir. Karigim her bir primer uygulamasi i¢in ayni oranda hazirlanmstir.

Tablo 3.4. RAPD-PCR ¢ogaltma 6geleri, konsantrasyon ve miktarlari

PCR ¢ogaltma ogeleri Kullanilan konsantrasyon PCR’da kullanilan
miktar

PCR tamponu 10x 2 ul

DNA 100 ng/ul 1ul

dNTP 10 mM 0,5 ul

MgCl, 25 mM 1,25 ul
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Primer 5ul 1ul

TagDNApolimeraz 5 Unit/pl 1ul
Saf su 13,25 ul
Toplam 20 pl

DNA o6rnekleri RAPD analizi i¢in her bir 6rnege ayri ayri eklenmistir. RAPD protokolii
Cenkgi ve arkadaslarima (2009) gore olusturulmustur. RAPD PCR dongii protokolii
Tablo 3.5.’de verilmistir.

Tablo 3.5. RAPD doéngii protokolii

Sicaklik Siire Dongii sayisi
94°C 5dk 1
94°C 1 dk 30 sn

37°C 1 dk 30 sn 4
72°C 3dk

94°C 1dk

36°C 1 dk

42°C 1 dk p
72°C 3dk

72°C 7 dk 1
4°C 00

3.24. CRED-RA

Genomda metilasyon 6zelliklerinin gozlenmesi igin Mspl (Promega) ve Hpall
(Promega) enzimleri kullanilmistir. Bu islem i¢in 0,5ml’lik tiipe son hacmi 20ul olacak
sekilde 16,3pl sterile su, 2pl RE 10X Buffer, 0,2ul BSA (10pg/ul), 1ul DNA (1pg/ul),
0,5ul restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzim kesimi i¢in, tlipler 37°C’deki etiivde 4
saat inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak i¢in etiivde 65°C’de 15 dakika
birakilmistir. Elde edilen iirtinleri kontrol etmek amaciyla 4pul aliarak 1ul 6X yiikleme
tamponuyla karistirildiktan sonra %1°lik agaroz jelde 70V da yiiriitiilmiistiir. Yiirtitiilen

agar jel UV-C jel goriintiileme sistemiyle incelenmistir.

Calismada 6 CRED-RA primeri kullanilmigtir. Kullanilan primerler ve baz dizilimleri
Tablo 3.6.’da verilmistir. CRED-RA protokolii Aygun Erturk ve arkadaslarina (2014)

gore olusturulmustur.
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Tablo 3.6. CRED-RA analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Adi 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
3.25. IRAP

IRAP analizinde 5 primer kullanilmistir. Tablo 3.7°de kullanilan primerler ve baz

dizilimi verilmistir.

Tablo 3.7. IRAP analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Adi Baz Dizilimi (5°-3’)

Nikita-E2647 ACCCCTCTAGGCGACATCC

N-57 CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC
Sukkula GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC
WLTR2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA
BARE 1 (0) ATCATTCCCTCTAGGGCATAATTC

IRAP konsantrasyon toplam hacimi 20 pl olacak sekilde karisim bilesenleri
hazirlanmistir. IRAP-PCR ¢ogaltma 6geleri, konsantrasyon ve miktarlari Tablo 3.8.’de

verilmistir. Karigim her bir primer uygulamasi i¢in ayn1 oranda hazirlanmistir.

Tablo 3.8. IRAP-PCR cogaltma 6geleri, konsantrasyon ve miktarlari

PCR ¢ogaltma 6geleri  Kullanilan konsantrasyon PCR’da kullanilan

miktar
PCR tamponu 10x 2 ul
DNA 100 ng/ul 1wl
dNTP 10 mM 0,5 ul
MgCl, 25 mM 1,25 ul
Primer 5 ul 1pl
TagDNApolimeraz 5 Unit/ul 1ul
Saf su 13,25 wl
Toplam 20 ul
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DNA ornekleri IRAP analizi i¢in her bir 6rnege ayr1 ayr1 eklenmistir. IRAP protokolii
Kalendar ve arkadaslarna (1999) goére olusturulmustur. IRAP PCR dongii protokolii
Tablo 3.9.’da verilmistir.

Tablo 3.9. IRAP dongii protokolii

Sicaklik Siire Dongii sayisi
94°C 5dk 1
94°C 1 dk 30 sn

37°C 1 dk 30 sn 4
72°C 3dk

94°C 1dk

36°C 1dk

42°C 1 dk 4
72°C 3dk

72°C 7 dk 1
4°C 0

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig1 tespit edilmeye calisilmistir. Islem

sirasinda asagidaki protokol takip edilmistir.

e Jel icerisinde agarin konsantrasyonu %0,7 olacak sekilde 0,7 g agaroz tartilip 100
ml  1xTris-Borat EDTA (TBE) tamponu igerisinde mikrodalga firinda
hazirlanmstir.

e Mikrodalga firindan ¢ikarilan 1xTBE agaroz ¢ozeltisi igerisine 2 pl etidyum
bromiir eklenmistir.

e Hazirlanan jel katilagmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan dnce jel
lizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

e Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayr1 bir 6rnek ( 1 ul bromfenol mavisi +5 pl
PCR firiinii) yliklenmistir.

e 100V elektrik akiminda 60 dk DNA’lar elektroforez islemine tabi tutulmustur.

e Elektroforez tankindan c¢ikarilan jel UV-C 1sik altinda incelenmis ve

goriintliilenmistir.
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3.2.7. RAPD, CRED-RA ve IRAP analizleri ile genomik kalip sabitliginin (%
GTS) belirlenmesi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligt ve yoklugu,
negatif kontrol RAPD, IRAP, CRED-RA profillerine gore bant yogunluklarindaki
azalma ve artmalar goriintiilleme cihazi Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics)
yazilimi ile belirlenmistir. % GTS her bir primer iiriinii 100-(100*a/n) formiiliinden
yararlanilarak hesaplanmistir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi icin tespit edilen
RAPD, IRAP, CRED-RA polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif kontrol
grubunda elde edilen DNA toplam bant sayisin1 géstermektedir. Uygulama gruplarina
ait RAPD, IRAP, CRED-RA profillerinde gozlenen polimorfizm negatif kontrol
grubuna gore yeni bir bandin ortaya ¢ikmasi veya mevcut bir bandin kaybolmasini
kapsamugtir. Parametrelerin (% GTS) hassasligimi karsilagtirmak igin, parametrelerdeki

degisimleri kontrollerine gore yiizde degisim olarak hesaplanmistir (Cenkci vd., 2009).

3.2.8.  Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

PCR iirlinlerinin degerlendirilmesi her bir bireyde her primer i¢in bantlarin varligi (1)
ve yoklugu (0) seklinde ifade edilmistir. Olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup
olmadig: tespit edilmeye calisilmistir. Bantlarin varligi primerlerin hibridize oldugu ve
bu primerlerin ait oldugu operon bdlgelerinin incelenen Orneklerde bulundugu
anlaminda degerlendirilmistir. Bu bantlarin degerlendirilmesinde TotalLab TL120

kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizin RAPD uygulamasi sonucunda UV-C’ye maruz birakilan gruplarda ayni
tir bugday bitkisi olduklar1 halde doz seviyesi artikga % polimorfizm arttigi (bant
sayilarinda degisiklik) ve % GTS oraninda azalmaya bagl genomik kararsizlikta artis
tespit edilmistir (Bkz. Tablo 5.1).

CRED-RA analiz sonuglarinin yorumlanmasinda uygulanan her doz UV-C i¢in %
polimorfizm ve GTS degerleri hesaplanarak ortalamalar1 alinmistir. UV-C

uygulamalarinda doza bagli olarak DNA hipermetilasyonu oldugu goriilmiistiir

IRAP analizi i¢in Nikita-E2647, N-57(Nikita), Sukkula, LTR6150, BARE 1 (0)
primerleri kullanilmistir. Analiz sonuglari RAPD ve CRED-RA analiz sonuglar ile
biitiinliik gostermektedir. UV-C maruziyetinin artmast ile % polimorfizm degeri

artarken % GTS degerinin diistiigii gézlenmistir.
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5. SONUC ve TARTISMA

5.1. Sonug
5.1.1. RAPD analizleri ve % GTS degerleri

Kontrol ve UV-C’ye maruz birakilmis bugday 6rneklerine RAPD primerleri uygulanmis
ve en iyi amplifikasyon veren 13 tanesi se¢ilmistir. Sekil 5.1.’de OPBA-03 primerinin

bant olusumlarini gosteren jel goriintiisii verilmistir.

RAPD analiz sonucu olusan bant sayilari, % polimorfizm ve % GTS oranlar ayrintili
olarak Tablo 5.1.’de verilmistir. Bu uygulama sonucunda kontrol gruplarinda 141 adet
bant elde edilmistir. UV-C uygulamasina maruz birakilan gruplarda ise baz
biiyiikliikleri 119 ile 924 arasinda degisen toplam 168 bant elde edilmistir. OPK-19
primeri biitiin guruplarda ayni biiyiikliikte 3 bant verirken (264, 541, 892), OPL-09
primeri UV-C uygulanmis gruplarda ayni biyiiklikte tek bant vermistir (338). %
polimorfizm 20,6 ile 41,1 arasinda degismistir. UV-C uygulama dozu arttik¢a
polimorfizm oraninin arttif1 saptanmistir. % GTS seviyesi %79,4 ile % 58,9 arasinda

degismistir. UV-C uygulama dozu arttikga % GTS seviyesinin azaldigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.1. RAPD analizinde kullanilan OPBA-03 primerine ait jel goriintiisii
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Tablo 5.1. UV-C uygulanmasi ile RAPD primerlerinde meydana gelen polimorfik
bantlarin molekiil agirliklart

Primer Kontrol 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup
OPA-4 9 -215 -215 -215 -215
-412 -412 -412 -412
+330 +330 +330 +330
+551 +551 +551
+658 +658
+812 +812
C-10 7 - +119 -281 -281
+552 +552 +119
+814 +264
+552
OPH- 17 5 -342 -342 -342 -342
+291 +291, +291 +291
+714 +714 +413 +413
+714, +714
+916
OPK-4 10 +516 +516 -224 -224
+182 +516 +516
+924 +924
+182 +182
+332
+482
-526
OPH-10 14 - - -157 -157
+396 +396
+618 +618
+220 +220
OPL-15 11 -186 -186 -186 -186
-342 -342 -342 -342
+552 +552 +552 +552
+783 + 783
OPK-19 8 +264 +264 +264 +264
+541 +541 +541 +541
+892 +892 +892 +892
OPBA-03 6 +417 +417 +417 +417
-254 +821 +821 +821
-254 -254
OPL-09 9 -338 -338 -338 -338
B-20 10 +516 -254 -254 -254
+689 +516 +412 +516
+412 +412 +689 +689
+282 +412
+282
OPN-16 13 -290 -290 -290 -290
+452 +814 +814 +814
+662 +452 +452 +452
+662
A-1 11 - - +148 +148
+731 +421
+731
A-8 16 -158 -158 -158 -158
+369 +369 +369 +369
+814 +516 +516
+814 +452
+452 +814
Bant sayisi 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 degerleri

Bugdaya uygulanan UV-C’nin genom iizerindeki epigenetiksel etkilerini test etmek
icin CRED-RA yontemi uygulanmistir. CRED-RA analiz sonuglar1 Tablo 5.2.°’de
verilmigtir. 16 primer denenmis ve bunlar arasindan en iyi amplifikasyon veren 7
primer se¢ilmis olup degerlendirilmeye alinmistir. Msp | enziminin metilasyonun
gorildiigli yerden kesim yapmasi ve Hpa Il enziminin metilasyon goriilmedigi
zaman kesim yapmasi bilgisinden hareketle alinan sonuglara goére; % polimorfizm
Hpall’de %20 ile %100 arasinda; MspI’de %16,6 ile %100 arasinda degismektedir.
UV-C’ye maruz birakilan gruplarda en diisiik doz seviyesi olan 1.Grup’ta %56,1 iken
en yliksek doz seviyesi 4. Grup’ta %81,9 oraninda metilasyon gozlenmistir.
Uygulanan UV-C’nin doz seviyesi artikga % polimorfizim giderek artigi tespit
edilmistir. Sekil 5.2.’de OPK-4 ve Sekil 5.3.”de C-10 primerlerinin bant olusumlarini

gosteren jel gorilintiisii verilmistir.
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Sekil 5.2. CRED-RA analizinde kullanilan OPK-4 primerine ait jel goriintiisii
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Sekil 5.3. CRED-RA analizinde kullanilan C-10 primerine ait jel goriintiisii

30



Tablo 5.2. UV-C uygulanmasi ile CRED-RA primerlerinde meydana gelen polimorfik bantlarin molekiil agirliklar:

Primer Kontrol Hpall Mspl Polimorfik Bant Sayisi %Polimorfizm
CH CM G 6 6 6 G 6 6 6 G 666G G 6G G G G G G G G G G G G
HlI H2 H3 H4 M1 M2 M3 M4 H1I H2 H3 H4 M1 M2 M3 M4 HI H2 H3 H4 M1 M2 M3 M4
OPK-19 7 7 7 4 6 5 8 4 3 7 2 3 4 3 3 4 5 6 285 75 666 60 375 100 100 85,7
OPA-4 8 9 7 7 5 6 8 9 9 4 6 4 3 4 7 8 9 3 857 571 60 666 875 889 100 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 80 833
OPH-17 5 6 5 6 5 8 6 6 6 9 1 3 2 7 1 1 2 9 20 50 40 875 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 77,7 666 80 714
OPH-10 8 1 9 5 7 10 7 5 9 4 6 2 5 5 5 4 6 3 66,7 60 71,4 50 714 80 66.7 75
OPL-15 3 3 3 4 6 7 3 3 5 6 2 3 4 5 2 2 4 5 666 75 666 714 666 666 80 833
Ortalama 64 76 61 5 56 67 67 59 6 6,1 37 33 33 44 4 4 49 51 561 605 578 660 581 684 77,1 819
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5.1.3. IRAP analizleri ve % GTS degerleri

IRAP analiz sonuglar1 Tablo 5.3.’de verilmistir. Calisilan 5 primer 118 ile 816 bp
arasinda degisen 44 bant vermistir. Bu primerlerden Barel primeri biitiin gruplarda ayni
biiytiklikte 2 bant vermistir (118,28). % polimorfizm %16,6 ile %35,7 arasinda
degisirken, % GTS seviyesi %83,4 ile %64,3 arasinda degismektedir. UV uygulama
dozu arttikga % GTS seviyesinin azaldigi % polimorfizmin ise arttig1 tespit edilmistir.

Sekil 5.4.’de SUKULA primerinin bant olusumlarini gosteren jel goriintiisii verilmistir.
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Sekil 5.4. IRAP analizinde kullanilan SUKULA primerine ait jel goriintiisii
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Tablo 5.3. UV-C uygulanmasi ile IRAP primerlerinde meydana gelen polimorfik
bantlarin molekiil agirliklart

Primer Kontrol 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup
Nikita-E2647 10 +125 -618 -618 -618
+428 +125 +125 +125
+428 +428
N-57 8 +507 +507 -389, -389
+452 +507 782
+452 +507
+452
SUKKULA 7 - +268 -158 -158
+816 +816 +268
+816
WLTR2105 8 +354 -251 -251 -251
+517 +354 +354 +517
+651
BARE 1 (0) 9 -118 -118 -118 -118
+281 +281 +281 +281
Bant sayisi 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. Tartisma

Insan faaliyetleri, teknolojik gelismeler, sanayi c¢alismalari, giibreleme caligmalari
toplumun refah seviyesini yiikseltmesi i¢in olumlu bir etkiye neden olsa da dogal
ekosistemde bulunan insanlarda dahil diger canli tiirlerinin zarar gérmesine neden
olabilmektedir. Dogal ekosistem kendisini olumsuz olarak etkileyen faktorlere karsi
stirekli kendini yenilemektedir. Fakat gilinlimiizde ekosistem artik kendini yeterince

yenileyemeyerek bozulmaya baslamis durumdadir.

Bitkiler yetistirildigi dogal iklim kosullar1 altinda normal bir biiylime evresi
gecirmektedirler. Farkli iklim ve ¢evre sartlar1 bitkilerin hayatta kalmalarini
zorlagtirmaktadir. Bazi bitkiler bu ekstrem kosullara adapte olabilirken bazilarinda bu

adaptasyon goriilmemektedir. Buda bitkilerin strese girmesine neden olmaktadir.

Stres faktorlerinin etkileri, bitkilerin yasadigi ¢evre ve iklim sartlaria gore degisiklik
gostermektedir. Yeryiiziinde bitki alanlarinin dagilimi goz 6niine alindiginda UV’nin
diger stres faktorlerine nazaran daha etkili oldugu goriilmektedir. Ozon tabakasindan
filtrelenen zararli UV 1ginlarinin etkisi giinden giline artmaktadir. UV nin neden oldugu
stres diger stres faktorlerinde oldugu gibi fizyolojik, morfolojik ve genetiksel yapilarda

degisiklikler meydana getirmektedir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalardan Zlatev ve
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arkadaglart (2012) tarafindan UV-B’nin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
degisikliklere dogrudan ve dolayli etkileri oldugunu saptamistir. Lv ve arkadaslari
(2013) tarafindan 12 c¢esit kislik bugdaya farkli dozlarda UV-B verilmis ve uygulanan
diisik doz UV-B oranina bugdaylarin direng gosterdigi ve bitki gelisimine destek
sagladig tespit edilmistir. Uygulanan yiiksek doz UV-B oraninin ise bugdaylarin
boyunda ve biyokiitlesinde azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. Sokolova ve
arkadaslar1 (2014) ise misira uygulanan UV-C’nin ¢imlenmeyi etkiledigi, embriyo
hiicrelerinin gelisiminin gerilemesine neden oldugu ve ¢imlenme sirasinda boliinmeyi
yavaglattigini tespit etmislerdir. Yapilan diger bir ¢calismada bugday tohumlarina farkl
dozlarda uygulanan gama radyasyonuna bagli olarak yaprak uzunlugu, fide boyu, yas ve

kuru agirliklarinin kontrol grubuna gore azaldigi belirtilmistir (Akiner vd., 1998).

Ekosistemde meydana gelen degisiklikler ozon tabakasi konsantrasyonunda azalmaya
neden olurken, UV-C isinlarininda artisina neden olmaktadir. Bu sebeple ¢alismamizda
bugday bitkisi 4 farkli dozda UV-C’ye maruz birakilmis ve UV-C’nin genetik ve
epigenetik etkileri molekiiler yontemlerden RAPD, IRAP ve CRED-RA yontemleri ile

analiz edilmistir.

Taspimar ve arkadaslar1 (2011) tarafindan nokta mutasyonlar, genetik ve kromozomal
yeniden diizenlenmeler, delesyon ve insersiyon gibi genomik DNA hasarlarini tespit

etmek icin RAPD yonteminin kullanigh oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda RAPD uygulamasi sonucunda UV-C’ye maruz birakilan bugday
gruplarinda doz seviyesi artikga % polimorfizm arttigi (bant sayilarinda degisiklik) ve
% GTS oraninda azalmaya bagli olarak genomik kararsizlikta artig tespit edilmistir
(Bkz. Tablo 5.1.). Buda stresin genom yapisinda hasarlara yol actiginin bir

gostergesidir.

UV’nin genetiksel olarak en dnemli hedefi DNA’dir. UV-C ve UV-B DNA tarafindan
absorbe edilerek DNA’ya zarar vermektedirler. UV maruziyeti sonucu DNA’da olusan
hasar, hiicre dongiisiiniin durmasina ve hiicre 6limiine neden olan hiicresel tepkileri
tetiklemektedir (Batista vd., 2009). DNA’da ¢ift sarmal kiriklarina, modifikasyona,
replikasyona, transkripsiyona, oksidasyona neden olmaktadir (Britt, 1995; Ries vd.,

2000). Ayrica niikleotidlerin  yeniden diizenlenmesine, gelisim evrelerinin
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indiiksiyonunu ve kontroliinii saglamaktadirlar (Bourbousse vd., 2015; Galvao ve
Fankhauser, 2015; Yin ve Ulm, 2017).

UV, ayrica guanini (G) degistiren 8-oksoguanini (8-0xoG) iireterek reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iretilmesine yol agmakta ve DNA’nin dolayli olarak oksitlemesine
neden olmaktadir (Schuch wvd., 2013). Reaktif oksijen tiirlerinin metilasyon
mekanizmasi ilizerine etkilerinin DNA hasarina neden olan endoniikleaz enzimlerinin
aktivasyonuna etki ederek, Ozellikle CpG adaciklar1 yakininda oxo8dG gibi
premutajenlerin olusumunu saglayarak, nikotinamid (NIC) seviyesi ve gen isleyisindeki
onemli modifikasyonlardan biri olan ADP-riboz aktivitesini arttirarak epigenetik etki

gosterdikleri diistiniilmektedir (Aina vd., 2004; Hassa vd., 2006).

UV-B ve UV-C DNA’da timin (T) ve sitozin (C) iceren TT, CC, TC ve CT bolgelerinde
ortaya ¢ikan siklobiitan pirimidin dimerleri (CPD'ler) ve 6-4 pirimidin dimerleri (6-4
PP) olusturarak ana kalipta hasara neden olmaktadirlar (Schuch vd., 2013).

CRED-RA analiz sonuglarinin yorumlanmasinda uygulanan her doz UV-C igin %
polimorfizm ve % GTS degerleri hesaplanarak ortalamalari alinmistir. UV-C
uygulamalarinda doza bagli olarak DNA hipermetilasyonu oldugu goriilmiistiir. Bu
konu ile ilgili yapilan diger calismalarda Willing’in (2016), Arabidopsis thaliana 'ya UV
uygulamasi sonucu olusan mutasyonlar ile DNA metilasyon kaliplar1 arasinda gii¢lii bir
pozitif korelasyon oldugu tespit edilmistir. Ayni bitkide yapilan diger bir ¢alismada ise
5'-CCG-3' triniikleotidlerin yaklasik %20-30'unun dis C'de metilasyona ve i¢ C'de
yaklasik %20'sinin metilasyona ugradig bildirilmistir (Jeddeloh ve Richards, 1996).

Valledor ve arkadaslar1 (2012), UV-B' ye maruz kaldiktan 24-48-72 saat sonra Pinus
radiata'da DNA metilasyonu seviyesinin yiikseldigini tespit etmislerdir. Aynmi sekilde
Sokolova ve arkadaglar1 (2014) tarafindan misir {izerinde UV-C’nin neden oldugu
polimorfizmin DNA metilasyonunun neden oldugu tespit edilmistir. Norveg ladin
tohumlar1 UV-B’ye maruz kaldiginda ignelerindeki DNA metilasyon seviyesi azaldigi
CCGG sekansindaki degisikliklerin metilasyona yansidigi tespit edilirken (Ohlsson vd.,
2013), misir tohumlart UV-C ve gamma radyasyonuna maruz birakildiginda kromatin
yapisinda ve satellite de DNA metilasyonununda degisiklikler gézlenmistir (Sokolova
vd., 2014; Kravets vd., 2013).
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Stresin neden oldugu DNA hasarlarini tespit etmede kullanilan yontemlerden biride
transpozonlardir. TE, bir kromozomal bdlgeden digerine gecebilen DNA
fragmanlaridir. TE'nin gen agisindan zengin bolgelere yerlestirilmesi siklikla komsu
genlerin ekspresyonundaki degisiklikleri etkilemektedir. Stres faktorleri transpozonlari
aktiflestirerek epigenetik yapida degisime neden olabilmektedir (Wessler, 2009). Bu
nedenle, retrotranspozonlar bitki gelisimi ve bitki genetik gelisiminde 6nemli bir
arastirma araci olarak kullanilmaktadir. UV 1sinlan, sicaklik, radyasyon, yaralanma,
hiicre kiiltiiri, patojen enfeksiyonu gibi biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin
retrotranspozonlarin hareketini kolaylastirdigi bilinmektedir (Grandbastien vd., 1997,
Kalendar vd., 2000; Kubis vd., 2003).

IRAP analizi i¢in Nikita-E2647, N-57(Nikita), Sukkula, LTR6150, BARE 1 (0)
primerleri kullanilmistir. Analiz sonuglari RAPD ve CRED-RA analiz sonuglar ile
biitiinliik gostermektedir. UV-C maruziyetinin artmasi ile % polimorfizm degeri

artarken, % GTS degerinin azaldig1 gézlenmistir.

Stresin olusturdugu genetik varyasyonlar ve epigenetiksel degisimleri transpozon
yoluyla agiklayan c¢aligmalar mevcuttur. Bu caligmalardan, Arabidopsis thaliana'da
transpozon agisindan zengin heterokromatik bolgelerin siklikla metilasyona ugradigi
gozlenmistir (Lippman vd., 2004; Zhang vd., 2006 ). Misir bitkisine uygulanan soguk
stres sonucunda misir kok dokusunda DNA metiltransferazi olan ZmMET1 asagiya
regiile oldugunu ve Ac/D transpozon bdlgesinde hipometilasyona neden oldugu tespit
edilmistir (Steward, 2000). Hashida ve arkadaslar1 (2006) tarafindan Antirrhinum majus
bitkisinde Tam3 transpozonunun 15°C’de hareketli oldugu ve bu sicaklikta Tam3
transpozaz (TPase)’in transpozonun subterminal bodlgesine baglanarak metilasyon
oranin1 dislirdiigli gozlenmistir. Sicakligin 25°C’ye ¢ikarildiginda olusan stresin

transpozon hareketini baskiladig1 ve hipometilasyona neden oldugu gozlenmistir.

Castrillo ve arkadaslar1 (2013), yaptiklar1 ¢calismada arsenik stresine maruz birakildiktan
sonra Arabidopsis thaliana bitkilerinde transposon hareketliginde artis gozlenmistir.
Strese tepki olarak olusan transpozon aktivasyonu kromozom yeniden diizenlenmesi ve
gen ekspresyonu degisiklikleri gibi etkiler olusturdugu saptanmistir. Retrotranspozonlar,
bitkilerde gen ifadesinin degismesi ve epigenetiksel diizenlemede biiyiik rol

oynamaktadir. Is1, soguk, salisilik asit, gibberelik asit, 2,4-D ve UV stresine maruz
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birakilan masson ¢aminda ters transkripsiyon (RT-PCR) sonucu hem Tyl hem de Ty3

tipi retrotranspozonlarin transkripsiyonal aktivasyonuna neden oldugu tespit edilmistir
(Fan vd., 2014).

Ayn1 zamanda baska bir calismada Arabidopsis thaliana’nin uzun sire UV-B
maruziyetine birakildiginda genis bir gen dizisini uyardig1 gozlenirken (Frohnmeyer ve
Staiger, 2003), UV-C maruziyeti sonucunda bitkinin yaprak sayisi, yaprak boyu, tohum
biiyiikliigii ve transpozon ifadesinde degisik oldugu tespit edilmistir (Migicovsky ve
Kovalchuk, 2014). UV-B ve UV-C yiizlerce genin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve
DNA bazlar tarafindan absorbe edildigi saptanmistir (UIm vd., 2004; Molinier vd.,
2005; Schuch vd., 2013).

Bu c¢alismada tek tiir bugday iizerine uygulanan UV-C stresinin genetik ve epigenetik
etkileri arastirilmistir. RAPD, CRED-RA ve IRAP yontemlerinden alinan sonuglar
dogrultusunda artan UV-C’nin metilasyona ve metilasyona bagli olarak polimorfizme,

genom yapisinda hasara neden oldugunu gostermektedir.
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6. ONERILER

Giliniimliz diinyasinda insan faaliyetlerinin zararli etkilerinin artmasiyla birlikte
meydana gelen kiiresel 1sinma sonucu ekosistem artik kendisini yenileyemez hale
gelmektedir. Bunun sonucunda diinyamizi gevreleyen ve zararli UV-C 1smlarimi
filtreleyen ozon tabakasi ozon antigonisti olan gazlarin salinimima bagl olarak giin
gectikce  konsantrasyonunda  azalma  gozlenmektedir.  Ekosistemin  kendini
yenileyememesi, zararli UV-C 1sinlarinin filtrelenememesi ve bu 1silarin glin gegtikge

diinya tizerindeki etkisinin artmasi canli ve cansiz gevreyi olumsuz etkilemektedir.

UV-C’nin neden oldugu zarar giinlimiizde yeterince fark edilemesede ileriki yillarda
maruz kaliman doz ve etkiledigi canli sayisinda artis meydana gelmesi kaginilmaz
olacaktir. Bu alanda yapilan ¢aligmalarin artmasi gelecekte toplumlarin kalkinmasi ve

dogal dengenin korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

UV-C stresinin etkilerini iylestirmeye yonelik bir takim yaklasimlarda bulunup
caligmalar1 gelistirmek gerekmektedir. Bundan sonraki ¢alismalarda UV-C’ nin
genetiksel degisiklige sebep oldugu mekanizmalarinin aydinlatilmasi onemlidir.
Epigenetiksel mekanizmalardan DNA metilasyonu disinda diger epigenetiksel

mekanizmalarin ¢alisilmasina ihtiyag vardir.
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