
T.C. 

ERZİNCAN ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

DOKTORA TEZİ 

TERMİK SANTRAL KAYNAKLI AĞIR METALLERİN MISIR VE 
EKMEKLİK BUĞDAYDA MEYDANA GETİRDİĞİ MOLEKÜLER 

ETKİLERİN BELİRLENMESİ 

Hüseyin BULUT 

Danışman: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOĞAN 

BİYOLOJİ 

ANABİLİM DALI 

ERZİNCAN 

2018 

Her Hakkı Saklıdır. 



 



Bilimsel Etiğe Uygunluk Sayfası 

 

 ‘‘Termik Santral Kaynaklı Ağır Metallerin Mısır ve Ekmeklik Buğdayda Meydana 

Getirdiği Moleküler Etkilerin Belirlenmesi’’ isimli “Doktora” tezim tarafımca intihal 

tespit programı ile incelenmiştir. Buna göre tezimde bilimsel etik ihlali ve intihal olarak 

nitelendirilebilecek herhangi bir durum olmadığını taahhüt ederim. 

 

Bu çalışmadaki tüm bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir biçimde elde 

edildiğini; aynı zamanda bu kural ve davranışların gerektirdiği gibi, bu çalışmanın özünde 

olmayan tüm materyal ve sonuçları tam olarak aktardığımı ve referans gösterdiğimi beyan 

ederim. 30/03/2018 

       

             

    

Hüseyin BULUT 

 

 

 

 



i 
 

ÖZET 

Doktora Tezi 

TERMİK SANTRAL KAYNAKLI AĞIR METALLERİN MISIR VE 
EKMEKLİK BUĞDAYDA MEYDANA GETİRDİĞİ MOLEKÜLER 

ETKİLERİN BELİRLENMESİ 

Hüseyin BULUT 

Erzincan Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOĞAN 

Ağır metal kirliliğine neden olan termik santral çevresinde yetiştirilen Triticum 
aestivum L. (ekmeklik buğday) ve Zea mays L. (mısır) tahıllarında meydana gelen 
genetik ve epigenetik değişiklikler RAPD, IRAP ve gen ekspresyon analizi ile 
incelenmiş ayrıca yetiştirilen fidelerin yapısında bulunan ağır metallerin türü ve miktarı 
ICP-MS ile analiz edilmiştir. Konumları termik santrale yakınlıklarına bağlı olarak 
ekmeklik buğday ve mısır bitkileri üzerinde ağır metallerin oluşturduğu stresin genom 
profillerinde meydana getirdiği değişimler analiz edilmiştir. Bu değişimlerin 
polimorfizmde artışa ve GTS değerinde azalmaya neden olduğu RAPD ve IRAP 
teknikleri ile tespit edilmiştir. Bitki savunma mekanizmasında yer alan ve stres 
koşullarında ekspresyon düzeyinde artış meydana gelen 14-3-3 protein ailesinin 
ekspresyon düzeyi RT-PCR ile analiz edilmiş ve β-actin geni ile karşılaştırılmıştır. 
Yapısında yoğun miktarda ağır metal barındıran örneklerde 14-3-3 gen ekspresyon 
düzeyinin baskılandığı tespit edilmiştir. Bitkiler için ağır metal kirliliğine neden olan 
kaynak arasındaki mesafenin önemi anlaşılmıştır.  

2018, 113 Sayfa  

Anahtar Kelimeler: Ağır metal, Epigenetik, Gen ekspresyonu, Genotoksisite, IRAP, 
RAPD 
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                                                          ABSTRACT 

Doctorate Thesis 

THE DETERMINATION OF THE MOLECULAR EFFECT IN CORN AND 
BREAD WHEAT CAUSED BY HEAVY METALS RELEASED THROUGH 

COAL-FİRED THERMAL POWER PLANTS 

Hüseyin BULUT 

Erzincan University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOĞAN 

The genetic and epigenetic changes in Triticum aestivum L. (bread wheat) and Zea 
mays L. (maize) grown around the thermal power plant causing heavy metal pollution 
were investigated by RAPD, IRAP and gene expression analysis and also the type and 
amount of heavy metals in the structure of the grown is analyzed by ICP-MS. 
Depending on their proximity to the thermal plant, changes in the genomes of the 
stressed genomes of heavy metals on bread wheat and corn plants have been analyzed. 
These changes were determined by RAPD and IRAP techniques, which resulted in an 
increase in polymorphism and a decrease in GTS. The expression level of the 14-3-3 
protein family involved in the plant defense mechanism and the increase in expression 
level under stress conditions were analyzed by RT-PCR and compared with the β-actin 
gene. It has been determined that the 14-3-3 gene expression level of excessive amount 
of heavy metal-containing samples is inhibited. As a result, it is determined that the 
distinction between the source causing the heavy metal pollution and plant sowing 
distance is important. 

2018, 113 Pages  

Keywords: Epigenetic, Gene expression, Genotoxicity, Heavy metal, IRAP, RAPD 
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1. GİRİŞ 

Canlı metabolizmaların hayatları boyunca etkileşim içinde bulundukları ortam çevre 

olarak ifade edilmektedir. Hava, su, toprak çevrenin fiziksel unsurlarını, üreticiler 

(bitkiler), tüketiciler (hayvanlar), ayrıştırıcılar (bakteri ve mantarlar) ise biyolojik 

unsurlarını oluşturmaktadır (ÇŞB, 2006).  

Dünyanın son yüzyıldaki en önemli sorunlardan birisi durumunda bulunan çevre kirliliği, 

metabolizmaların sağlığını olumsuz yönde etkileyebilecek yabancı maddelerin; hava, su 

ve toprağa yoğun bir şekilde karışması olayıdır (Bayar, 2009). İnsan aktiviteleri 

neticesinde çevreye atılan kirletici maddeler gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde geniş 

alanların kirlenmesine sebep olmaktadır (Memon ve Schröder, 2009).   

Teknoloji devrimi ile birlikte sanayileşme hızının artması, hayat standartlarının 

yükselmesi, buna paralel olarak dünya nüfusunun oldukça artış göstermesi çevre 

kirliliğini de beraberinde getirmiştir. Çevre kirliliğinin boyutları sanayileşmedeki hız ile 

orantılı olarak giderek artmaktadır. Durdurulamayan bu artış çevrenin dengelerini altüst 

ederken aynı zamanda canlılar üzerinde de çeşitli olumsuzluklara neden olmaktadır. Bu 

etki ekosistemlerin sabit konumlu, üretici metabolizmaları olan bitkiler için daha fazladır 

(Munzuroğlu ve Gür, 2000).  

Son on yılda kentsel büyüme ile paralel olarak çevre sorunları da artmaya devam etmiştir. 

Hızlı kentleşme, sanayileşme ve insan faaliyetlerine bağlı olarak araç trafiğinin ve 

endüstriyel faaliyetlerin artmasıyla birlikte ulaşım ve enerji ihtiyacı da artmaktadır 

(Grigoratos vd., 2014). Bu ihtiyaçların karşılanabilmesi için gerçekleştirilen faaliyetler 

neticesinde ortaya çıkan ağır metallerin yayılması, çevredeki en önemli sorunlardan 

biridir (Sawidis vd., 2011). Bu kirleticilerin etkileri, kentsel büyümeyle bağlantılı olarak 

ortaya çıkan olumsuz sağlık etkileri açısından önemlidir (Kampa ve Castanas, 2008; 

Kelepertzis, 2014).  

Günümüzde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi temel yapıtaşlarının yapısında çeşitli 

yollardan ulaşarak yoğunluğunu arttıran ağır metaller, tüm canlılar için hayati önem 

taşıyan bir çevre sorunu halini almıştır (Stresty ve Madhava, 1999).  Ağır metaller sahip 
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oldukları toksisite ve ortamdaki dirençleri nedeniyle en tehlikeli kirleticiler olarak 

sınıflandırılmaktadır (Öztürk, 2009). 

Çevre kirliliğinin başlıca etkenlerden birisi olan ‘ağır metal’ tanımı bilim dünyasına çevre 

kirliliği ile birlikte adını yazdırmıştır. Ağır metaller, dünyanın doğal yapısında yer alan, 

değişmeyen ve yoğunluğu 5 g/cm3’ten büyük olan metaller olarak bilinmektedir. 

Endüstriyel üretimin hızla gelişmesiyle, ağır metaller çevre kirliliğinin ana 

kaynaklarından biri olmaya başlamıştır (Jomova ve Valko, 2011). Özellikle çevre kirliliği 

ve canlı metabolizmalara etkileri açısından demir (Fe), mangan (Mn), çinko (Zn), bakır 

(Cu), mobilden (Mo), kobalt (Co), nikel (Ni), krom (Cr), kurşun (Pb), berilyum (Be), 

cadmium (Cd), talyum (Tl), antimon (Sb), kalay (Sn), gümüş (Ag), arsenik (As), civa 

(Hg) ve alüminyum (Al) ağır metallerinin neden olduğu kirliliğe dikkat edilmelidir 

(Martin ve Coughtrey, 1985). 

Canlılar, normal yaşamsal aktivitelerini devam ettirebilmek için ortamda bulunan bazı 

ağır metallere düşük konsantrasyonlarda ihtiyaç duyarlar. Örneğin, Mn, Fe, Co ve Ni gibi 

ağır metaller bitkisel metabolizmanın düzenli bir şekilde cereyanı için gerekli mikro 

elementlerdendir ve mevcut birçok çalışmada belirli miktarlarının bitkilerin morfolojik, 

fizyolojik ve biyokimyasal gelişimi için önemli olduğu tespit edilmiştir (Nedelkoska ve 

Doran, 2000; Kupper vd., 2001; Tewari vd., 2002).  

Ağır metallerin kolayca hareket edebilmesi, yayılması ve bir dereceye kadar toksik etki 

üretebilmesi bitki büyümesinin engellenmesine ve veriminde düşüşe neden olabilir. 

Hücresel düzeyde aşırı miktarda toksik ağır metal birikimi membranlar, proteinler ve 

DNA gibi farklı hücre bileşenleri için çeşitli stres tepkilerine ve hasara neden olmaktadır 

(Waisberg vd., 2003). Çevre kirliliğine ve ekolojik yapının tahribatına neden olan ağır 

metallerden Pb, Zn, Cu, Co, Cd, Cr, Ni gibi metal iyonları, kalıcılıklarından dolayı canlı 

sistemleri ve çevre sağlığı yönünden önem taşımaktadır. Bu iyonların yoğunlukları belirli 

bir seviyenin üzerine çıktığı zaman canlılar için toksik olabilmektedir (Sağlam ve 

Cihangir, 1995).  

Ekosisteme giriş yolları dikkatlice incelendiğinde farklı faaliyet alanlarından ağır 

metallerin çevreye yayıldığı görülmektedir (Kahvecioğlu vd., 2007). Doğadaki ağır metal 

kirliliğine neden olan etmenler Şekil 1.1.’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 1.1. Ağır metal kirliğine neden olan faktörler 

Dünyada ve ülkemizde nüfus artışı ve teknolojik gelişmelerden kaynaklı olarak gün 

geçtikçe enerji ihtiyacı artmaktadır. 2011 yılı istatistiklerine göre ülkemizde enerji 

üretimi 32.229 Btep (bin ton eşdeğer petrol) olarak gerçekleşmiştir. Enerji üretiminin 

kaynaklar bazındaki dağılımı sırasıyla; linyit kömürü (%50), hidroelektrik santralleri 

(%14), odun (%8), petrol ve türevleri (%8), jeotermal-ısı (%5) ve taşkömürü (%4) 

şeklindedir (Koç ve Şenel, 2013) (Şekil 1.2).  

 

Şekil 1.2. Ülkemizde enerji üretiminde kullanılan kaynakların dağılımı (Koç ve Şenel, 
2013) 
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Dünyada ihtiyaç duyulan elektrik enerjisinin büyük bir kısmı fosil yakıtlardan 

sağlanmakta olup (Hardin, 2013), bu enerjinin yaklaşık %41'i kömürden elde 

edilmektedir (Ruth ve Tian, 2014). Ülkemizde enerji talebinin karşılanmasında ilk sırada 

yer alan termik santraller fosil yakıtların yakılması ile elektrik enerjisinin üretildiği 

tesislerdir. Yapım maliyetinin düşüklüğü, kolay kurulumu, kalori değeri düşük ve yüzeye 

yakın kömürün kullanılmasından dolayı işletme sayısı fazladır (Karaca vd., 2009).  

Ülkemizin en büyük enerji kaynağını 9,3 milyar ton rezervi ile linyit oluşturmakta olup 

linyit kömürü kullanılarak elektrik enerjisi üreten aktif 24 adet termik santral 

bulunmaktadır. Ayrıca projesi hazırlanan ya da yapım aşamasında olan 30 termik 

santralin daha faaliyete geçirilmesi planlanmaktadır (EA, 2018).   

Çalışmamızın kapsamını oluşturan Afşin-Elbistan enerji sahası ucuz, kaliteli ve enerji 

talebinin temini açısından kritik bir öneme sahiptir. Ülkemizin linyit rezervinin 4,5 milyar 

tonluk bölümünün Afşin-Elbistan’da olduğu düşünüldüğünde, sahanın enerji açısından 

değeri daha iyi anlaşılacaktır (Direskeneli, 2014). Afşin-Elbistan enerji sahasında, 1984 

yılında 1.355 MW’lık Afşin-Elbistan A Termik Santrali ve 2004 yılında da 1440 MW’lık 

B Termik Santrali faaliyete geçmiştir. Planlanan C- D- E termik santral ünitelerininde 

hayata geçirilmesiyle birlikte bu enerji sahası Türkiye’nin en büyük enerji üretim merkezi 

olacaktır (Tamzok, 2014).  

Linyit ve taş kömürü kullanan termik santraller tehlikeli çevresel kirletici olarak kabul 

edilmekte ve ağır metallerin çevreye yayılmasında önemli bir rol oynadığı bilinmektedir 

(Öztürk, 2009). Afşin-Elbistan termik santrallerinde enerji elde edilmesi sırasında linyitin 

yakılmasıyla ortaya çıkan baca gazları, baca külleri, kömür ve kül stok sahasındaki küller, 

açık kömür işletme sahaları, dekapaj sahaları, kömür nakil yolları, kömür ve küllerin 

bantlarla taşınması ve su kullanımı nedeniyle çevre olumsuz yönde etkilenmektedir 

(Kadıoğlu ve Tellioğlu, 1996).  

Kömür sektöründe tehlikeli atıklara maruz kalmanın temel yolu çıkarma, taşıma-öğütme 

ve yanma faaliyetleri sırasında ortaya çıkan kömür tozu parçalarının teneffüs edilmesidir. 

Birçok çalışmada kömür ve parçacıklarının, birçok solunum yolu hastalıklarını 

tetiklediği, akciğer hasarına neden olduğu ve kan hücrelerinde DNA hasarına yol açtığı 

tespit edilmiştir (Cohen vd., 2008; Santo Tomas, 2011).  
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Termik santrallerden ortaya çıkan ağır metallerin reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

üretilmesine neden olduğu ve bundan dolayı DNA hasarını, DNA onarım 

mekanizmalarını ve enzimlerin gen ekspresyonunu etkilediği bilinmektedir (Jomova ve 

Valko, 2011; IARC, 2012). ROS'un DNA iplikçik kırılmasını tetiklediği, DNA-protein 

çapraz bağlarının oluşumuna neden olduğu, ara ve iplikçik içi çapraz bağların oluşumuna 

yol açtığı bilinmektedir (Jena, 2012). Bundan dolayı kömürün işlenmesi ve yakılması, 

canlı organizmalar için önemli çevresel ve potansiyel tehlikelere neden olmaktadır 

(Teixeira vd., 2009; León-Mejía vd., 2011). Bu etkilerinden dolayı insanlar, bitkiler ve 

farklı hayvansal metabolizmalar üzerinde kömür ürünlerinin etkilerinin tespiti için çeşitli 

çalışmalar yapılmıştır. 

Termik santrallerde çalışan işçilerin sağlık riskleri ile ilgili yapılan çalışmada, yüksek 

miktarda ve uzun süreli kömür külüne maruz kalmanın, akciğer fonksiyonlarında 

bozulma ve solunum semptomlarına neden olduğu tespit edilmiştir (Schilling vd., 1988; 

Oxman vd., 1993). 

İngiltere’de termik santral işçilerinde yapılan 29 yıllık bir takip çalışmasında plevral 

kansere bağlı ölümlerin önemli oranda artış gösterdiği tespit edilmiştir (Nichols ve 

Sorahan, 2005). 

  

Örneğin Afşin-Elbistan A santrali çalışanlarında olası genotoksik risklerin araştırıldığı 

çalışmada, periferik kan lenfositlerinde comet assay, poliploidi, yapısal kromozom 

bozukluğu ve mikro nükleus sıklığı analiz edilmiştir. Bu dört belirteçten elde edilen hasar 

seviyelerinin kontrol grubundan çok daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (Çelik vd., 

2007).  

Kömür yakma ürünlerine maruz kalan işçiler üzerinde comet assay analizi ile olası 

genotoksik risklerin araştırıldığı çalışmada Venöz kan örnekleri sigara, tütün çiğneme 

veya alkol tüketim alışkanlığı olmayan işçilerden toplanmıştır. Sonuçlar, bilinen herhangi 

bir genotoksik ajana maruz kalmayan kontrol grubu ile karşılaştırılmış ve araştırma 

sonuçlarında guruplar arasında DNA hasar düzeyleri açısından anlamlı farklar tespit 

edilmiştir (Durmaz vd., 2008). 
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Kömür ve uçucu kül maruziyetinin genotoksik etkilerinin tespit edilmesi için comet assay 

ve mikro nükleus testleri ile fareler üzerinde yapılan araştırmada kimyasal ajanların ve 

oksidatif stres mekanizmalarının DNA hasarına neden olduğu tespit edilmiştir 

(Matzenbacher vd., 2017).   

Kahraman (2011) tarafından Afşin-Elbistan termik santralinde oluşan küllerin tarım 

alanlarında yararlanma olanakları incelenmiş ve uygulanan külün bitki bünyesinde 

yüksek oranda ağır metal birikimine neden olduğu belirlenmiştir.  

Kenger (2014)’in yaptığı çalışmada Afşin-Elbistan termik santralinden elde edilen küller 

ile toprak karışımında mısır yetiştiriciliği denenmiş ve en düşük kül dozu uygulamasında 

dahi mısır bitkisinin bitki boyu, gövde, yaprak ve kök ağırlığının önemli ölçüde azaldığı 

tespit edilmiştir.  

Bozyel (2011) Çanakkale ili Çan termik santralinden kaynaklanan toz atığın mısır (Zea 

mays L.) bitkisinde büyüme üzerindeki etkilerini anatomik olarak incelenmesini 

gerçekleştirmiştir. Toz atık uygulamalarının, çimlenme oranının, klorofil a, klorofil b, 

toplam klorofil ve karotenoid miktarlarının, yaprak üst ve alt yüzey stoma indeksinin, 

yaprak iletim demetleri ve bulliform hücreleride enine ve boyuna gelişimini artırmasına 

rağmen bitkinin genel gelişimini engellediğini belirlemiştir.  

Muğla’da bulunan Yatağan termik santralinden kaynaklanan uçucu külün mısır (Zea 

mays L.) bitkisinde büyüme, mineral beslenme ve ağır metal içeriği üzerine olan etkisi 

incelenmiştir.  Araştırmanın sonucunda yüksek orandaki uçucu kül uygulamasının kuru 

madde, gövde çapı, yaprak alanı ve toplam klorofil içeriğinde azalmaya neden olduğu, 

düşük orandaki kül uygulamasının ise, büyüme parametreleri ve mineral beslenmeyi 

olumlu etkilediğitespit edilmiştir (Tuna ve Girgin, 2005).  

Termik santrallerden yayılan ağır metallerin neden olduğu kirliliğin ölçülmesinde 

likenlerin biyoindikatör olarak kullanıldığı çalışmalar da mevcuttur. Örneğin Yatağan 

termik santrali çevresinden toplanan Xanthoria parietina türü likenleri biyoindikatör 

olarak kullanılıp, bünyelerinde ölçülen ağır metal yoğunluğunun hava kirliliği ve çevreye 

etkileri değerlendirilmiştir. Bu amaçla bazı ağır metallerin (Hg, Ni, Pb, Cu ve Fe) 

analizleri yapılmış ve elde edilen sonuçlar haritalanarak önceki çalışmalarla 
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karşılaştırılmıştır. Ağır metal yoğunluğunun en fazla santralin yakın çevresindeki alanda 

olduğu tespit edilmiştir (Ölgen ve Gür, 2012).   

Termik santrallerin çevreye ve canlılara olan etkileri hakkında dünya çevresinde de farklı 

çalışmalar mevcuttur. Örneğin Menezes vd. (2015) tarafından yapılan çalışmada, kömür 

madenciliği faaliyetleri nedeniyle tahrip olan topraklarda kolayca yetişen, yaygın bir bitki 

olan Baccharis trimera üzerindeki etkileri incelenmiştir. Comet assay yöntemi ile yapılan 

değerlendirmelerde kontrol gurubu örnekler ile karşılaştırıldığında mutajenik etkiler 

gözlenmiştir. Ayrıca DNA hasarının emilen kömür atıklarınca indüklendiği tespit 

edilmiştir.  

Manosij vd. (2017) tarafından yapılan bir başka çalışmada kömür yakımı sonucu oluşan 

uçucu küllerin Brassica türlerinde oluşturduğu genotoksik etki, kontrol örnekleriyle 

karşılaştırılmış ve DNA hasarında belirgin bir artışa neden olduğu tespit edilmiştir. Aynı 

zamanda Jana vd. (2017)’nin yaptığı çalışma sonucunda kömür yakılması sonucu açığa 

çıkan uçucu kül içerisinde yetiştirilen Allium cepa'da önemli oranda DNA hasarının 

meydana geldiği vurgulanmıştır.  

Termik santralden savrulan küllerin değerlendirilebilmesi ve geri dönüşüme 

kazandırılabilmesi için farklı bilim dallarında da çalışmalar yapılmışır. Örneğin Tulga 

(2017) tarafından yapılan çalışmada Çanakkale Biga Bekirli termik santralinin uçucu 

külünün betonun mekanik özellikleri üzerindeki etkisi incelenmiştir. Basınca dayanıklı 

beton ürünlerinin elde edilmesinin amaçlandığı çalışmada olumlu sonuçlar elde 

edilmiştir. 

Can Alas (2017) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise Kangal termik santralinden 

atılan uçucu kül beton yapımı uygulamalarında kullanılmış ve üretilen blokların basınç 

dayanımı, su emme, kılcal su emme, yoğunluk, boşluk miktarı ve ısıl iletkenlik değerleri 

belirlenerek blok üretilebileceğini göstermiştir.  

Cd, Pb, Ni, Cu, Zn, Fe, Mn ve benzeri ağır metallerin neden olduğu çevre kirliliği tüm 

canlı metabolizmalar için önemli bir tehdittir. Termik santrallerden savrulan kül 

oranındaki artış ile çevreye salınan ağır metal miktarındaki artış doğru orantılı olup 

çevreye salınan uçucu küllerin genotoksik ve mutajenik maddeler içerdiği saptanmıştır 
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(Leonard vd., 1984; Constantine vd., 2004; Çelik vd., 2006). Birçok çalışma ağır 

metallerin bitki büyümesini, fizyolojisini, biyokimyasal ve moleküler yapısını 

etkilediğini göstermiştir. Örneğin Gangwar vd. (2011) farklı dozlarda Cr uyguladıkları 

Pisum sativum L. fidelerinde Cr toksik etkisinden dolayı büyümede azalma ve azot 

emiliminde düşüş tespit etmişlerdir. Kumar vd. (2012) Pb ’nun meydana getirdiği toksik 

etkiyi belirlemek için yaptıkları çalışmada farklı dozlar ile muamele ettikleri ıspanakta 

hücre ölümüne kadar varan hücresel lezyonlar tespit etmişlerdir.   

Liu vd. (2009) arpada Cd ’un genotoksik etkisini belirlemek için yaptıkları çalışmada doz 

arttıkça RAPD bant profillerinde değişim tespit etmişlerdir. Cd ’un en yüksek dozunda 

RAPD polimorfizm oranı %53,4 olarak tespit edilmiştir. Yine aynı çalışmada Cd 

varlığının kök uzamasını azalttığı belirtilmiştir.  

Cenkçi vd. (2009) fasulye fidelerinin Cr ve Zn ağır metallerine maruziyeti sonucunda 

RAPD profillerinde kontrol gurubuna kıyasla %25-30 aralığında polimorfizm meydana 

geldiğini tespit etmişlerdir. 

Ağır metaller metabolizmaların moleküler yapısını etkilerken bu durum hareketli gen 

parçaları olan transpozonlara yansımaktadır (Kiefer, 2007; Hamad-Mecbur vd., 2014). 

Yiğider vd. (2016) Mn ağır metaline maruz bırakılarak çimlendirilen mısırda artan doza 

bağlı olarak retrotranspozon polimorfizminde artış olduğunu tespit etmişlerdir. IRAP 

analizi sonuçlarına göre retrotranspozon polimorfizmi en yüksek Mn dozunda % 42,00 

olarak bulunurken GTS değeri aynı örneklerde %58,00 olarak tespit edilmiştir. 

Makarnalık buğdayda (Triticum durum) tuz stresinin retrotranpozon hareketini, 

insersiyonel polimorfizmi arttırdığı IRAP analizleri sonucu belirlenmiştir (Woodrow vd., 

2010). Grandbastien vd. (1997) tütün bitkisinde CuCl2, tuz ve çeşitli abiyotik streslerin 

Tto1 ve Tnt1 retrotranspozonlarının ekspresyonunu arttırdığını bildirmişlerdir. Tuz stresi 

altında çimlendirilen Triticum aestivum örneklerinde kullanılan IRAP primerlerinde 

%37,6 ile %47,3 arasında LTR retrotranspozon polimorfizmlerinin varlığı tespit 

edilmiştir (Sığmaz vd, 2015). 

Gen ekspresyonunun bilgi kaynağı DNA’dır. Metabolizmanın sahip olduğu DNA’dan 

kodlanan bilgiler, fenotipin ortaya çıkmasını sağlamaktadır. Epigenetik mekanizmalar ise 

çevresel etkiler ve çeşitli etkenlerin katkısıyla epigenotip adı verilen bir yapı oluşturur 
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(Bora ve Yurter, 2007; Güneş ve Kulaç, 2013). Epigenetik mekanizmanın önemli bir 

unsuru olan DNA metilasyon motifleri metabolizmanın beslenme rejimindeki farklılık, 

meydana gelen genetik polimorfizmler ve maruz kalınan kimyasallara bağlı olarak 

farklılaşma gösterebilir. Ağır metaller ya da aromatik hidrokarbonlar gibi çevresel ajanlar 

da hücre metabolizmasını etkileyerek epigenetik motiflerde değişikliklere neden olabilir. 

DNA’daki aşırı metillenme gen ifadesinde bozukluğa ya da kromozomal düzensizliklere 

(kromozomların yeniden düzenlenmesi) yol açabilir (Orcan, 2006).  

Canlı metabolizmalara etkisi açısından önemli bir ağır metal olan Pb’nun gen 

ekspresyonu üzerindeki etkisini incelemek için Gao vd. (2015) tarafından yapılan 

çalışmada mısır köklerinde türe bağlı olarak aşırı Pb birikiminin olduğu ve bu durumunda 

türlerde anlamlı ekspresyon değişikliklerine neden olduğu bildirilmiştir. Dalyan (2012) 

tarafından hardal bitkisi üzerinde farklı dozlarla uygulanan Pb ve Cd ağır metallerinin 

gen ekspresyonuna etkisi incelenmiştir. Bu çalışmada aynı bitkinin kök ve yaprakları 

arasında dahi mRNA ekspresyon seviyelerinde farklılıklar tespit edilmiştir. Erkan (2014), 

arpa ve buğday fidelerinde ağır metal stresinin gen ekspresyonu üzerine etkisini incelemiş 

ve uygulama dozlarındaki artışla ters orantılı olarak gen ekspresyonunda azalma tespit 

etmiştir. 

Dünyada üretim miktarı ve ekim alanı büyüklüğü dikkate alınırsa en fazla tercih edilen 

tarımsal ürün gurubunun tahıllar olduğu görülmektedir. Günümüzde işlenen toprakların 

yaklaşık yarısında tahıl üretimi yapılmaktadır (Köksel vd., 2000). Dünyada ve ülkemizde 

en çok üretimi gerçekleştirilen tahıl ürünü buğdaydır. Buğday ve buğday ürünleri günlük 

beslenmede alınan karbonhidratın temelini oluşturmakta ve günlük enerjinin büyük 

kısmını karşılamaktadır. Buğday, nişasta ve lif gibi karmaşık karbonhidratların en iyi ve 

en ekonomik kaynaklarının başında gelir. Dünyada gelişen 94 ülkede 4,5 milyar insanın 

protein ihtiyacının yüzde 20’si buğday ürünleri tarafından karşılanmaktadır (Brenchley 

vd., 2012). Türkiye, dünyada en fazla buğday ve buğday ürünü tüketen ülkelerden biridir. 

Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) istatistiklerine göre, Türkiye’de kişi 

başına yıllık tüketim miktarı 173,5 kg iken Avrupa Birliği ülkelerinde kişi başına düşen 

yıllık buğday ürünü tüketimi ise 102,9 kg’dır. Ülkemizde 2016 verilerine göre 11,6 

milyon hektarlık bir alanda tahıl üretimi gerçekleştirilmektedir. Bu alanın yaklaşık 

%65,3’ünde buğday üretimi gerçekleştirilirken, %24,1’inde arpa, %6,3’ünde mısır 



10 
 

üretimi yapılmaktadır. Bu ürünleri sırasıyla çavdar (%1,2), çeltik (%0,9), yulaf (%0,8) ve 

tritikale (%0,3) üretimi takip etmektedir (TÜİK, 2016).  

TÜİK (2016) verilerine göre buğday türlerinin ülkemizdeki son beş yıldaki üretim miktarı 

ve ekim alanının büyüklüğüne ait detaylar Şekil 1.3.’de verilmiştir. 

   

Şekil 1.3. 2011-2015 yılları arasında ülkemizde yetiştirilen buğdaya ait veriler 

Bir diğer önemli tahıl ürünü olan mısır, dünyada genel olarak insan gıdası ve hayvan yemi 

olarak kullanılmaktadır. Dünyada toplam 1,5 milyar hektar tarım alanının yaklaşık 712 

milyon hektarında tahıl ekimi yapılırken, bu alanın 183 milyon hektarında mısır 

yetiştirilmektedir. Mısırın tahıl ekiliş alanı içindeki payı %25,7`dir. Yeryüzünde yıllık 

toplam 2,7 milyar ton tahıl üretimi gerçekleştirilirken, bu üretimin 1.038.281 bin tonu 

mısırdır. Mısırın toplam tahıl üretimi içindeki payı %38,1’dir.  

Dünya`da ekiliş alanı bakımından buğday ve çeltikten sonra üçüncü sırada gelen mısır, 

üretim miktarı açısından birinci sıradadır (FAO, 2014). Dünya genelinde ve ülkemizde 

bitkisel kaynaklı protein ihtiyacının karşılanması bakımından mısır üretimi büyük bir 

öneme sahiptir (Süzer, 2004).  
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TÜİK (2016) verilerine göre ülkemizde ekimi yapılan mısır türlerinin son beş yıldaki 

üretim miktarı ve bu ekimin gerçekleştirildiği ekim alanının büyüklüğüne ait detaylar 

Şekil 1.4.’ de verilmiştir. 

   

Şekil 1.4. 2011-2015 yılları arasında ülkemizde yetiştirilen mısıra ait veriler 

Bitkiler sabit konumlarından dolayı çevre kirliliğinin meydana getirdiği genetik 

toksisitenin tespitinde kullanılan biyoindikatör durumundadırlar (Krystofova vd., 2009). 

Bu durumdan dolayı Allium cepa, Triticum aestivum, Zea mays, Hordeum vulgare, Vicia 

faba ve Arabidopsis thaliana gibi farklı bitki türleri araştırmacılar tarafından son yıllarda 

genotoksik etkinin tespiti için model organizma olarak kullanılmaktadır (Liu vd., 2005). 

Buğday ile mısırın canlıların beslenme ihtiyaçlarını karşılamada yoğun kullanımı ve 

çevre kirliliğinin neden olduğu toksisitenin tespitinde tercih edilmeleri bizi bu tahıl 

ürünleri üzerinde çalışmaya sevk etmiştir. 

Bu araştırmada, ağır metallerin Triticum aestivum L. (ekmeklik buğday) ve Zea mays L. 

(mısır) tahıllarının retrotranspozon hareketliliğine ve gen ekspresyon düzeyine etkisi ile 

oluşabilecek genetik ve epigenetik değişikliklerin tespit edilmesi amaçlanmıştır. 

Araştırmanın kapsamını, Kahramanmaraş İli Afşin ve Elbistan İlçeleri sınırları içerisinde 

yer alan Afşin-Elbistan Termik santralinden linyit kömürünün yakılması sonucunda 
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çevreye yayılan ağır metallerin tahıllar üzerindeki genotoksik etki düzeyinin tespiti 

oluşturmuştur. 

Tezin materyal ve yöntem bölümünde; araştırmada kullanılan bitkisel materyalin temini, 

kullanılan çözeltiler ve oranları, moleküler incelemelerde kullanılan kimyasallar ve 

reaksiyonlar hakkında bilgilendirme yapılmıştır. Ayrıca moleküler incelemelerde 

kullanılan RAPD, IRAP, gen ifadesi yöntemlerinin aşamaları hakkında ayrıntılı bilgilere 

yer verilmiştir. 

Bulgular kısmında çalışma esnasında elde edilen verilere yer verilmiştir. 

Sonuç ve tartışma bölümünde; araştırmada elde edilen sonuçlar değerlendirilmiş ve 

literatür araştırmalar ile karşılaştırılması yapılmıştır. 

Öneriler bölümünde ise elde ettiğimiz veriler ve literatür çalışmalarının ışığında ağır 

metal kirliliğinin etkilerinin azaltılması amacıyla öneriler getirilmiştir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Ekmeklik Buğday ve Mısırın Genom Bilgisi 

Buğday ilk kez Linnaeus tarafından 1753 yılında sınıflandırılmıştır. 1918'de Sakamura, 

buğdayı genom yapısına göre üç gruba ayırmış ve bunları diploidler 14 (n = 7), 

tetraploidler 28 (n = 14) ve hexaploidler 42 (n = 21) şeklinde ifade etmiştir. Ekmeklik 

buğday Triticum aestivum olup, Triticum durum ve Triticum compactum diğer önemli 

türlerdir (Briggle, 1967). Triticum aestivum L. DNA’sı 17 milyar baz çifti ve 94-96 bin 

gen sayısı ile insandan beş kat daha geniş genom boyutuna sahiptir. Triticum aestivum L. 

genomu Arabidopsis thaliana genomundan 100, çeltik genomundan 40 ve mısır 

genomundan ise 6 kat daha büyüktür (Bennett ve Smith, 1976; Amuruganathan ve Earle, 

1991). Ekmeklik buğday genomunun % 80' inden fazlasının tekrarlayan DNA 

dizilimlerinden oluştuğu tespit edilmiştir (Smith ve Flavell, 1974).  

Haploid kromozom sayısı n = 10 olan Zea mays L. yaklaşık 2,4 milyar baz çiftinden 

oluşan geniş bir genoma sahiptir (Zhang vd., 2009). Barbara McClintock tarafından 

transpoze elementlerin keşfini sağlayan mısır genomunun % 66' sının tekrar eden 

elementlerden oluştuğu tespit edilmiştir. Ayrıca mısır genomu insandan daha çok gen 

barındırmaktadır. Mısır yaklaşık 42.000-56.000 arası gene sahip bir tahıldır (George vd., 

2005).  

2.2. Bitkilerde Stres Kavramı  

Canlılar yaşamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek için çevre ile sürekli etkileşim 

halindedirler. Etkileşim içerisinde bulunulan çevre şartlarının bitkinin doğal büyüme ve 

gelişmesini olumsuz yönde etkileyecek kadar değişmesi halinde bitkide meydana gelen 

duruma stres denir. Başka bir ifade ile bitki bünyesine negatif etkileri olan dış faktörler 

olarak tanımlanır (Levitt, 1972). Ayrıca ekolojik stres; bitki doğal yaşam alanı içinde 

metabolik iç dengeyi değiştiren veya bozan, büyüme durumundaki herhangi bir değişiklik 

olarak tanımlanmıştır (Shulaeva vd., 2008). 
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Stres faktörleri temelde biyotik ve abiyotik stres faktörleri şeklinde iki başlık altında 

sınıflandırılabilir. Bitkilerin maruz kaldığı abiyotik ve biyotik stres faktörleri Tablo 2.1.’ 

de verilmiştir.   

Tablo 2.1. Bitkilerin maruz kaldığı stres faktörleri 

Stres Faktörleri 

Abiyotik faktörler  Biyotik faktörler 

Radyasyon  Bitki ilişkileri 

Mineral dengesi  Mikroorganizmalar 

Mekanik etkiler  Hayvansal etkiler 

Su miktarı  Antropojenik etkenler 

Sıcaklık   

Ultraviole Işık   

Ağır Metaller    

Oksijen Yetersizliği   

Bitkilerin strese olan cevabı stresin yoğunluğuna ve süresine bağlı olarak değişen dinamik 

bir süreçtir (Kosová vd., 2011). Çünkü bitkiler aktif hareket edememelerinden dolayı 

yaşadıkları çevre koşullarındaki değişikliklerden diğer organizmalara göre çok daha fazla 

etkilenmektedirler (Taiz ve Zeiger, 2010). Abiyotik streslere karşı tolerans oluşumu ise 

tüm organizma ve hücresel seviyelerde oldukça karmaşıktır. Çünkü bitkiler üzerindeki 

stres faktörlerinin derecesi ve bitkilerin bu etkenlere karşı geliştirdiği cevaplar, bitki 

yaşamında değişik boyutlarda, iç içe faktörler ve cevaplar olarak ortaya çıkar (Ashraf ve 

Foolad, 2007).  

2.3. Termik Santrallerden Yayılan Ağır Metaller 

Sözcük anlamı ile toksik "zehir", toksikoloji ise "zehir bilimi" demektir. Toksik maddeler 

"canlı organizmada zararlı etki gösteren herhangi bir madde" şeklinde tanımlanabilir. 

Toksikolojinin bir alt dalı olan genotoksikoloji ise istenmeyen kalıtsal değişikliklere ve 

epigenetik fenomenlere neden olabilen, mutasyonları da içine alan DNA’nın yapısını 
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etkileyen fiziksel ve kimyasal değişiklikleri inceleyen bilim dalı olarak adlandırılır 

(Vural, 2005).  

Ekosistem içerisinde yer alan sanayi atıkları, UV ve X ışınları, ağır metaller, gıdalara 

dayanıklılık ve görsellik veren katkılar, tarımsal ilaçlar gibi çok çeşitli kimyasal ve 

biyolojik maddeler canlılar üzerinde toksik etkilere neden olabilmektedir (Alam ve Jones, 

2014). Genotoksik etkiye sahip olan bu maddeler DNA’ nın yapısını veya gen ifadesini 

geri dönüşümü olmayacak bir biçimde değiştirebilirler. Bundan dolayı genotoksinler aynı 

zamanda mutajenik maddelerdir (Vural, 1996).  

Günümüzde enerji ihtiyacı toplumun önemli önceliklerinden birini oluşturmaktadır. 

Termik santrallerde bu ihtiyacı karşılamada önemli bir yer tutmaktadır. Termik 

santrallerde enerji üretimi için linyit kömürü yakılmaktadır. Linyit kömürünün yakılması 

sonucunda kül ile çevreye Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Mn, Fe ağır metalleri salınmakta olup 

ekosistem ve besin zinciri döngüsü yoluyla toprak, üreticiler ve tüketiciler arasında geçiş 

yapabilmektedir (Kahvecioğlu vd., 2004). 

Bu ağır metallerden Cu, özkütlesi 8,96 g/cm3 olan 1B grubu geçiş elementidir. Cu, 

yoğunlaştığı dokunun barındırdığı hücrelerin nükleusuna tutunur. Nükleus, sahip olduğu 

nükleik asit ve proteinlerin varlığı Cu’ın depolanmasında önemli yere sahiptir. Hücre 

bünyesindeki Cu’ın geneli bazı proteinlerin yapısına katılır. Bu durum Cu’ın teratojenik 

etkilerinden başka mutajenik ve karsinojenik etkilere sahip olabileceği ihtimalini ortaya 

koymaktadır (Bhattacharya vd., 2013).  

Su mercimeği (Lemna minör Linneaus 1753) farklı konsantrasyonlardaki Cu, Cr ve Pb 

ağır metal karışımlarına maruz bırakılmış ve bu ağır metallerin toksik etkiye sahip olduğu 

tespit edilmiştir (Üçüncü, 2011). Başka bir çalışmada enginar (Cynara scolymus L.) 

bitkisine farklı dozlarda Cu ağır metali uygulanmış ve RAPD analizlerinde bant kazancı 

ve/veya kaybı değişikliklerine neden olduğu gözlenmiştir (Burak Batır, 2014). Aksoy ve 

Aras (2009) farklı dozlarda Cu uyguladıkları patlıcanda (Solanum melongena) RAPD 

analizi sonucunda doz artışına bağlı olarak DNA profillerindeki değişim tespit edilmiştir. 

Pseudevernia furfuracea L. Zopf liken türünde ağır metallerden Cu’ın DNA üzerindeki 

olası etkileri RAPD analizi kullanılarak incelenmiş ve DNA hasarı tespit edilmiştir 

(Vardar, 2011). Xiufang Ou (2012) yaptığı çalışmada Cu ağır metalinin stresi altında 
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çeltik fidelerinde TEs (Transpozonal Elementler) ve protein kodlayan genlerin sitozin 

metilasyonu desenlerinin önemli ölçüde değiştiğini saptamıştır.  

Zn, özkütlesi 7,2 g/cm3 olan periyodik tablonun geçiş elementlerindendir. Aşırı Zn 

maruziyeti organizmalarda zararlı etkilere sahip reaktif oksijen türleri (ROS) üretilmesine 

neden olabilmektedir. Zn tarafından üretilen serbest radikaller DNA da dâhil olmak üzere, 

hemen hemen tüm hücre makromoleküllerine zarar verebilmektedir. DNA hasarları 

örneğin metilasyonu, alkilasyonu, oksidasyonu, baz silme, pirimidin dimerlerini, çapraz 

bağlantıları, DNA zinciri kırılmalarını ve baz değişikliğini indükler. Bunun sonucunda 

fotosentetik protein sentezinde azalma, hücre zarının yok edilmesi gibi çeşitli fizyolojik 

etkileri oluşarak tüm organizmanın büyüme ve gelişmesini etkiler (Tuteja vd., 2009; 

Ertürk vd., 2013). 

Ak (2011) yaptığı çalışmada buğday çeşitlerinin ağır metallere karşı toleransını 

incelemiş, Zn ağır metal uygulamalamasının sonucunda buğday çeşitlerinin mitotik 

indeksinde azalmaya neden olduğu ve bununla birlikte kromozomal anormalliklerine 

(düzensiz dağılım, yapışık metafaz, kromozom kırığı ve köprüsü gibi) neden olduğu tespit 

etmiştir. Ertürk vd. (2015) yaptıkları çalışmada Zea mays L. de yüksek dozda Zn’nun 

metil transferaz aktivitesinde azalmaya ve bazı özel gen bölgelerinde hipometilasyona 

neden olduğunu tespit etmişlerdir.  

Pb, yoğunluğu 11,3 g/cm3 olan 4 A gurubu elementidir. Pb’nun toprak ve hava arasındaki 

sirkülasyonu çeşitli şekillerde olabilmektedir. Bu hareketlilik sanayi kuruluşlarındaki 

atıklar, araç eksozlarından verilen gazlar, kimyasal ve boya sanayi faaliyetleri, pestisitler 

ile gerçekleşebilmektedir (Kalinowska, 1984; Aksoy, 1995; Saygıdeğer, 1995; Mark ve 

Hendershot, 1997). Domates (Lycopersicum esculentum L.) tohumlarının farklı 

konsantrasyonlardaki Pb(NO3)2 solüsyonu içerisinde çimlendirilmesi ile yapılan 

çalışmada Pb’nun RAPD ile genotoksik etkisi belirlenmiştir (Soydam Aydın vd, 2015). 

Ayrıca başka bir çalışmada comet assay tekniği ile marul (Lactuca sativa)’da yüksek 

dozlarda uygulanan Pb’ nun etkisi ile oluşan DNA hasarı ve mikronükleus varlığı tespit 

edilmiştir (Silva vd., 2017).   

Cd, özkütlesi 8,65 g/cm3 olan periyodik tablonun 2B gurubu geçiş elementlerindendir. 

Cd başlıca endüstriyel işlemler veya gübre uygulamasından çevreye katılır ve bitki 
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alımıyla gıda zinciriyle aktarılabilen insanlar, hayvanlar ve bitkiler için toksik bir ağır 

metaldir (Wagner, 1993). Bitki metabolizması için tehlikeli olan Cd; sulama sistem 

parçaları, fosil yakıtların tüketimi, bitki yetiştiriciliğinde tohum ve üretim sırasında 

kullanılan kimyasal gübreler ve fabrika gazlarından genellikle çevreye verilmektedir 

(Kahvecioğlu vd., 2007). Diğer hububatlara kıyasla, buğdayda kök yoluyla daha fazla Cd 

alınarak buğday tanelerinde birikir (Greger ve Löfstedt, 2004; Jafarnejadi vd., 2011). Bu 

nedenle, buğday türevi ürünler insanların Cd alımının ana kaynağıdır. Cd toksisitesinin 

aynı zamanda bitkilerde oksidatif strese neden olan reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

üretimini arttırdığı belirtilmiştir (Chen vd., 2014; Poghosyan vd., 2014; Tauqeer vd., 

2016).  Liu vd. (2007) Cd ağır metaline maruz kalan arpa (Hordeum vulgare) fidelerinde 

genetik sapmaların ortaya çıktığını belirtmişlerdir. Aslam vd. (2014) çalışmalarında 

Cd’un toksitesini Capsicum annuum L. üzerinde kromozom anormalliği ve mitotik indeks 

testleri ile incelemişler ve hasara neden olduğu sonucuna varmışlardır. Neelima ve Reddy 

(2003), yaptıkları çalışmada patlıcan tohumlarında Cd’un belirli bir yoğunluğun üzerine 

çıktığında toksik etki yaptığını, Lin vd. de (2007) Vicia faba için toksik bir ağır metal 

olduğunu vurgulamışlardır. Çalışmalarında Cd tarafından uyarılma sonrasında bitkide 

oluşan toksisiteden dolayı meydana gelen DNA hasarı comet assay yöntemi ile tespit 

edilmiştir.  

Cr, özkütlesi 7,65 g/cm3 olan periyodik tablonun 6B gurubu geçiş metallerindendir. Maria 

Nilza vd. (2016) Cr’un genotoksik etkisini kanalizasyon suyu ile yetiştirilen Allium cepa 

L. üzerinde mitotik indeks ve kromozom anormallikleri testleri ile belirlerken, farklı 

dozda Cr’un Evernia prunastri’de DNA hasarına neden olduğunu tespit edilmiştir (Ünal, 

2008).  

Ni, özkütlesi 8,9 g/cm3 olan periyodik tablonun 8B gurubu geçiş metallerindendir. Ni 

fosil yakıt kullanılan tesisler, çelik fabrikaları, alaşım ve galvaniz üretim tesislerinde 

yoğunlukla kullanılan bir metal olup üreaz gibi enzimlerin yapısına katılmaktadır (Kacar 

ve Katkat, 2006). Yücel (2013) tarafından yapılan çalışmada Lycopersicum esculentum 

Mill. cv. invictus çeşitinde Ni ağır metal uygulamalarının genotoksik ve enzimatik 

düzeyde etkileri araştırılmış ve kromozom anormalliklerine yol açtığı tespit edilmiştir.  

Mn, özkütlesi 7,43 g/cm3 olan periyodik tablonun 7B geçiş metallerindendir. Mn bitki 

büyüme ve gelişmesi için mikro besin maddesidir. Ancak aşırı Mn’nın bitki ve hayvan 
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organizmalarında DNA hasarı ile transkripsiyonu ve translasyonu etkilediği tespit 

edilmiştir (Nicosia vd., 2014; Zhu vd., 2014; Sheshadri vd., 2015). Son yıllarda, bitki 

metabolizması üzerindeki Mn toksik etkilerini ortaya çıkarmak için birçok araştırma 

yapılmıştır (Doroftei vd., 2010; Ertürk vd., 2012a, 2012b). Phaseolus vulgaris’de yapılan 

çalışmada Mn’nın mikronükleus oluşumuna neden olduğu ve kromozom 

anormalliklerine yol açtığı tespit edilmiştir (Mohamed, 2010). Ertürk, (2013) yapmış 

olduğu çalışma sonucunda Mn’nın artan dozuna bağlı olarak mısır fidelerinde 

hipermetilasyonun meydana geldiğini bildirmiştir.  

Fe, özkütlesi 7,87 g/cm3 olan 8B geçiş metallerindendir. Bitkilerde fotosentezden 

sorumlu yapı olan klorofilin sentez aşamasında katalizör rolünü üstlenmiştir. Başta 

solunum enzimleri olmak üzere birden fazla enzimin yapısında yer alır. Akinboro vd. 

(2007) yaptıkları çalışmada Allium cepa’nın kök hücrelerinde Fe fazlalığına bağlı olarak 

kardeş kromozom anormalliklerinin oluşumunu tespit etmişlerdir. Qualhato vd. (2017) 

yaptıkları çalışmada Poecilia reticulata üzerinde Fe2O3’in genotoksik ve mutajenik 

etkisini belirtmişlerdir. 

2.4. Transpozonlar 

Transpozonlar ilk olarak, 1948 yılında Barbara McClintock tarafından, mutant mısır (Zea 

mays L.) tanelerdeki farklı pigment yapılarına sebep olan elementler olarak 

keşfedilmişlerdir. Barbara McClintock’ın kontrol elementleri adını verdiği 

transpozonların, mısır tanelerinin pigmentasyonu için gerekli olan genlere insersiyon 

yaparak bu genleri inaktive ettiğini tespit etmiştir (Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002). 

İlerleyen yıllarda bütün ökaryotik organizmalarda transpozonların varlığı tespit edilmiş 

ve genomun yapısal bütünlüğü içerisindeki önemli öğelerden biri oldukları gösterilmiştir 

(Alzohairy vd., 2014; Bennetzen ve Wang, 2014; Grandbastien, 2015). 

Transpozonlar, organizmanın genomu içinde kendilerini bir konumdan başka bir konuma 

aktarma yeteneğine (transpozisyon) sahip olan DNA dizileridir. Bu hareketleri sonucunda 

genomda insersiyon, delesyon, duplikasyon gibi olayları uyarabilir ve yeni gen alellerinin 

oluşmasına yol açabilirler (Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002). Bu nedenle 

transpozonların, evrimsel süreçte yeni türlerin oluşmasında etkili bir mekanizma olduğu 

düşünülmektedir (Lönnig ve Seadler, 1997; Fedoroff, 2000; Kidwell ve Lisch, 2000; 
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Kazazian, 2004; Feschotte ve Pritham, 2007). Bu amaçla yapılan çalışmaların sonuçları 

transpoze olabilen elementlerin yeni genlerin oluşumuna, gen fonksiyonlarında meydana 

gelen değişimlere ve büyük genomik düzenlenmelerin ortaya çıkması gibi önemli bir 

genetik değişim kaynağı olduğunu doğrulamaktadır (Vansant ve Reynolds, 1995; Fadool 

vd., 1998; Polak ve Domany, 2006; Cui vd., 2011). 

Bu durumun sonucunda alternatif gen ürünleri oluşabileceği gibi, gen ürünü olan protein 

oluşmayabilir ve bu durum ciddi fenotipik değişikliklere sebep olabilir. Bunun yanı sıra 

replikatif transpozisyonla hareket eden transpozonlar, genom boyutunun büyümesine 

neden olmaktadırlar. Transpozonlar gen fonksiyonunu, yapısını ve aktivitesini 

değiştirebilmektedir. Aynı zamanda genom ve kromozom yapılarının da ciddi boyutlarda 

değişmesini de sağlayabilmektedirler (Bennetzen, 2000; Federoff, 2000; Wicker vd., 

2007). 

Retroelement olarakta adlandırılan transpozonlar, bitki genomlarının ortalama %50-90, 

hayvan genomlarının da %3-45’ini oluşturmaktadırlar (Bowen ve Jordan, 2002; 

Schulman ve Kalendar, 2005; Mansour, 2007; Wicker vd., 2007; Roberts vd., 2008; 

Lerat, 2009; Wessler, 2009). Transpozonlar, transpozisyon mekanizmaları sayesinde 

içinde bulundukları genoma akışkanlık kazandırarak genomik varyasyon oluşturan diziler 

olarak da tanımlanabilirler (Schulman, 2013). 

2.4.1. Transpozonların türleri 

Transpozonların sınıflandırmasına yönelik çalışma ilk kez Finnegan (1989) tarafından 

yapılmış olup günümüzde kullanılan sınıflandırmanın temelini oluşturmaktadır. Bu 

sınıflandırma sistemine göre transpozonlar, kullandıkları transpozisyon biçimine göre 

ikiye ayrılmaktadır (Wicker vd., 2007). Bunlar RNA transpozonu (Retrotranspozon) ve 

DNA transpozonudur. 

2.4.1.a.       Retrotranspozon 

Sınıf I transpozonlarıda denilen retrotranspozonlar, transpozisyon aracı olarak RNA’yı 

kullanan RNA transpozonlarıdır. Bir RNA polimeraz enzimi aracılığı ile transpozonun 

mRNA’ya transkripsiyonu yapılır ve ardından ters transkriptaz aracılığı ile bu mRNA, 

cDNA’ya dönüştürülür. Sentezlenen cDNA genomdaki hedef bölgeye yerleşerek yeni 
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konumunu alır. Retrotranspozonların bu hareket biçimi genel olarak ‘kopyala-yapıştır’ 

mekanizması olarak adlandırılır.  

Retrotranspozonların bir gen bölgesinden kopyalanarak başka bir bölgeye kopyasının 

eklenmesi genom boyutunu, genom bilgi akışını ve dolayısıyla sentezlenen molekülleri 

değiştirmektedir. Transpozonların bu hareketliliği ve genoma derinlik kazandırması 

genomdaki farklılaşmayı kaçınılmaz kılacaktır (Marco ve Marin, 2005; Wicker vd., 2007; 

Huang vd., 2009).  

2.4.1.b.      DNA transpozonu 

Sınıf II transpozonlar olarak adlandırılan DNA transpozonları, transpozisyon aracı olarak 

RNA’yı kullanmazlar. Genomda yer değiştirme yeteneğine sahip bu DNA dizileri, 

kendilerini bulundukları kromozomal bölgeden keserek çıkartırlar ve hedef bölgeye 

insersiyon yaparlar. DNA transpozonlarının bu şekilde yaptıkları yer değiştirme 

mekanizmasına ‘kes-yapıştır’ mekanizması denir. DNA transpozonları genomdaki bir 

bölgeden başka bir bölgeye kes yapıştır mekanizması ile taşındığından genomun 

okunuşunu etkileyecektir. Bir gen bölgesinin ifade edilmesi transkripsiyon ve bunu takip 

eden translasyon ile mümkün olduğundan protein ürünlerinde oluşmama, yarıda kalma 

veya farklı ürün oluşumu söz konusu olacaktır (Wicker vd., 2007; Huang vd., 2009).  

Retrotranspozonlar, Uzun Uç Tekrarı (LTR-Long Terminal Repeat) dizileri ile 

sınırlandırılırken, DNA transpozonlarının uç kısımlarında Uç Ters Tekrar (TIR- Terminal 

Inverted Repeat) dizileri bulunur. LTR ve TIR dizileri transpozonların genomda meydana 

getirdikleri transpozisyonda önemli işlevlere sahiptirler (Voytas ve Boeke, 2002).  

LTR-retrotranspozonlar çevresel streslerin etkisiyle transkribe olabilirler. Transpozisyon 

sayesinde gerçekleştirdikleri gen duplikasyonları ve insersiyon ile yeni düzenleyici gen 

bölgelerinin oluşumuna sebep olabilirler (Bennetzen ve Wang, 2014; Grandbastien, 

2015). Retrotranspozonların genom üzerindeki etkisi ile organizmaların değişen çevresel 

şartlara uyum sağlayabilmesine ve türleşmesine neden olabilir (Biemont ve Vieira, 2006; 

Kalendar vd., 2011).  

LTR retrotranspozonların hareketliliği ile ilgili birçok çalışma vardır. Çevresel etkenler 

(UV, abiyotik stresler) ve bitki doku kültürü koşullarında aktivasyonları farklı bitki türleri 
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ve farklı stres koşullarında ayrıntılı olarak incelenmiştir. Örneğin Avena sativa’da 

yaralanma, mantar istilası ve UV ışık etkisi (Kimura vd., 2001), Triticum durum’da farklı 

biyotik ve abiyotik stres şartları (Sabot vd., 2006), Oryza sativa’da tuz ve kuraklık stresi 

(Jiao ve Deng, 2007), Arabidopsis thaliana’da arsenik stresi ve fosfat eksikliği (Castrillo 

vd., 2013), Pinus sylvestris’de sıcak stresi ve salisilik asite tepki (Voronova vd., 2014), 

Zea mays fidelerinde su eksikliğine verilen tepkiler (Lu vd., 2011) detaylı olarak 

incelenmiştir.  

2.4.2.     Transpozonların epigenetikteki rolü  

İlk kez literatüre 1942'de Conrad Waddington tarafından kazandırılan ‘‘Epigenetik’’ 

terimi fenotipik ifadeye izin veren genler ve ürünleri arasındaki nedensel etkileşimler 

olarak tanımlanmıştır (Waddington, 1942). Bugün bu terimin tanımının pek çok çeşitinin 

olmasına rağmen, bir fikir birliği olarak epigenetik, primer DNA sekansından bağımsız 

olarak ortaya çıkan, süreçlere bağlı olarak fenotipteki kolektif kalıtsal değişiklikler olarak 

tanımlanmaktadır (Chong, 2004; Liu, 2008).  

Epigenetik mekanizma ile meydana gelen düzenleme, DNA’nın yapısındaki 

nükleotidlerde eksilme veya fazlalaşma şeklinde bir değişikliğe yol açmadan mitoz veya 

/ ve mayoz bölünme ile aktarılabilen, genlerin ne zaman, nerede ve ne kadar aktif 

olacağını belirlemektedir (Kürtüncü ve Eraksoy, 2008; İzmirli vd., 2012; Güneş ve Kulaç, 

2013). Bir metabolizmanın sahip olduğu her hücrenin DNA dizisi aynıdır (Bora ve 

Yurter, 2007; Karaçay, 2009), ancak DNA’dan protein sentezlenmesi sırasında gerçekle-

şen replikasyon, transkripsiyon ve translasyon aşamalarının zamanı, yeri ve süresi 

hücreden hücreye farklılık gösterebilmektedir (Güneş ve Kulaç, 2013; İzmirli, 2013). 

Epigenetik bilginin kalıtsallığı uzun yıllar boyunca yalnızca hücresel bölünme ile sınırlı 

kaldığı düşünülmekteydi. Bununla birlikte, artık epigenetik süreçlerin organizmalarda bir 

nesilden diğerine aktarılabileceği açıktır (Chong, 2004; Liu, 2008). Bu fenomen ilk olarak 

bitkilerde (Brink, 1968) tespit edilmiş sonraları maya, Drosophila, fare ve insanları 

içerecek şekilde genişletilmiştir (Cavalli, 1999; Racyan, 2002). Günümüzde epigenetik 

mekanizmalar, prokaryotik ve ökaryotik birçok organizmada gelişimsel, fizyolojik, 

nörolojik, sitogenetik, kalıtımsal, evrimsel, patolojik ve tıbbi alanlarda araştırılmaktadır 

(Bird, 2007; Kiefer, 2007; Martin ve Zhang, 2007; Van Vliet vd., 2007).  
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Epigenetik mekanizmalar canlı gelişim programlarını, yaşlanmayı, hastalıkları, Mendel-

dışı kalıtımın çeşitli biçimlerini, stres tepkileri ve bunları uyarlamayı düzenler. Epigenetik 

olaylar kromozom sayısındaki değişiklikler ve transpoze edilebilir elementlerin muazzam 

varlığı gibi bitkilerin biyotik, abiyotik ve genom streslerine dayanma yeteneğine ek olarak 

bitki hücrelerinin totipotansını yani bir organizmada genetik olarak kendi potansiyellerini 

oluşturmak üzere farklılaşmış bir hücredeki kapasitesini, bitki genomlarının esnekliğini 

yansıtır ve onları mükemmel bir sistem haline getirir. Epigenetik fenomende çalışan ana 

moleküler mekanizmalar "epigenetiğin üç direği" olarak adlandırılan DNA metilasyonu, 

histon modifikasyonları ve genellikle RNA yönlendirmeli DNA metilasyonu (RdDM) 

temelli mekanizmalardır (Grant-Downton ve Dickinson, 2005).  

2.4.2.a.       DNA metilasyonu 

Son dönemlerde üzerinde çok çalışılan ve hakkında en çok bilgi sahibi olunan epigenetik 

mekanizma DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, kovalent bir modifikasyondur ve 

sitozin (C) bazının 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) bağlanmasıyla 5-metil sitozin 

(5m-C) yapısının oluşmasıyla karakterize edilir (Bird, 2002). Sitozin halkasında 

gerçekleşen metillenmenin, türe ve dokuya özgü olduğu (Vanyushin vd., 1973), 

hormonlar tarafından düzenlendiği (Vanyushin ve Kirnos, 1988) ve yaşa bağlı olarak 

değişkenlik gösterdiği anlaşılmıştır (Berdushev vd., 1967).  

Bitki (Bennetzen, 1996) ve memeli (Yoder vd., 1997) genomlarında bulunan metillenmiş 

sitozinin büyük bir kısmı transpozonların içindedir. Sitozin metillenmelerinin, transpozon 

hareketleri ile doğrudan ilişkili oluşu (Chomet vd., 1987; Banks vd., 1988), doku 

kültüründe gerçekleşen metillenmedeki azalmanın, transpozonların aktivitesini 

arttırabileceğini düşündürmüştür (Kaeppler vd., 2000).  

Metillenme, ökaryotlarda genomun transpozonlardan korunmasını sağlayan bir gen 

sessizleştirme mekanizması (Martienssen ve Colot, 2001) ve transpozonların 

susturulması ile ilişkili epigenetik bir işaret olduğu düşünülmektedir (Kazazian, 2004). 

Transpozonların geçiş yapma potansiyelleri konakçı genomuna önemli zararlar verebilir. 

Sonuç olarak, ökaryotlar genetik istilacılara tepki vermek ve faaliyetlerini bastırmak için 

RNAi aracılı kromatin değişiklikleri de dâhil olmak üzere epigenetik mekanizmaları 

geliştirmişlerdir. Transpozonları sessiz tutmak için ilk bilinen mekanizmalar arasında, 
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yapısal heterokromatin alanlarındaki tutulmalarıdır (Kloc vd., 2008). Tekrar dizileri ve 

transpozonlar gibi heterokromatin bölgelerdeki CpG dizilerinde ise, DNA metilasyon 

oranı yüksektir. Bu bölgelerin metillenmiş durumda olması ile transkripsiyon 

durdurulmakta ve bu elementlerin genom içi hareketi kısıtlandığından dolayı 

kromozomun kararlı yapıda kalması sağlanmış olmaktadır (Takai ve Jones, 2002; Smith 

ve Meissner, 2013).  

DNA metilasyonu, susturulmuş durumlarla ilişkili histon modifikasyonları, 

yoğunlaştırılmış kromatin paketlemesi, ökaryotik kromozomların sentromerleri ve 

telomerlerinde bulunan heterokromatinin karakteristik özellikleridir. Genom bütünlüğü 

için gerekli olan bölgelerde transpozonların birikimi, transpozonların aktivitesinin 

susturulmasının doğru kromozom fonksiyonu için kritik önem taşıdığını düşündürür.  

Öte yandan, önemli hücresel işlevlerde TE'lerin kullanılması, ökaryotların sadece 

sessizliği değil, TE varlığının avantajlarından yararlanmayı "öğrendiğini" göstermektedir 

(Kloc vd., 2008).  TE'ler ayrıca konak tarafından, kromatin yapısı, gen aktivitesi, 

fenotipik çeşitlilik, paramutasyon ve baskının kontrol edilmesi için kullanılabilen bir 

genetik ve epigenetik materyal kaynağıdır (Tollefsbol, 2011). 

2.4.2.b.      Histon modifikasyonları 

Histon değişimleri, kromatinin durumunu ve ifade edilebilirliğini etkilediği için 

epigenetik düzenleme mekanizması olarak adlandırılmaktadır. Modifikasyonlar, 

histonların elektrostatik yükünü etkileyerek kromatin yapısını değiştirmektedir. Histon-

DNA, histon-histon etkileşimlerinde DNA’nın paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen 

anlatımının düzenlenmesi gibi birçok biyolojik olayı kontrol edebilmektedir (Ho ve 

Crabtree, 2010). Belli başlı histon modifikasyonları; asetillenme, deasetillenme, 

metilasyon ve fosforillenmedir. Asetillenmiş histonların “+” yükü azalır ve histonların 

DNA ile olan ilişkileri zayıflar. Gevşek paketlenme olur ve kromatin açılır, transkripsiyon 

aktif hale geçer. Histonların deasetillenmesi histon deasetilazlar (HDAC) tarafından asetil 

gruplarının uzaklaştırılması ile gerçekleşir. Deasetillenme ile histonlardaki “+” yük artar. 

Bu da “−” yüklü DNA ile “+” yüklü histonların ilişkisini arttırır; histonlar sıkıca 

paketlenir ve transkripsiyon faktörlerinin DNA’ya ulaşması engellenir (Szyf, 2005).  
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2.4.2.c.       RNA yönlendirmeli sessizleştirme 

RNA ile indüklenen sessizleşmede (RNA-induced silencing), bazı özel RNA’ların, histon 

modifikasyonlarının ve DNA metilasyonunun başlaması için tetikleyici olduğu; 

heterokromatin bölgenin oluşumuna katkı sağlayarak kalıtsal olarak sessizleşmesini 

sağladığı düşünülmektedir. Kodlama yapmayan RNA (non-coding RNA) adı verilen bazı 

küçük RNA moleküllerinin epigenetik süreçte rol aldıkları gösterilmiştir. (Mattick, 2012; 

Minkovsky vd., 2012).  

Epigenetik mekanizmalarda transpozizyon yapabilen dizilerin çok önemli etkileri ve 

önemli rolleri vardır (Banks vd., 1988). Transpozonların etkisi ile genomda epigenetik 

değişimler meydana gelirken, transpozonlarda epigenetik mekanizmaların etkisi ile 

susturulmakta veya aktifleştirilebilmektedir (Slotkin ve Martienssen, 2007).  

Transpozonlar büyük oranda inaktiftir ve bu inaktivite epigenetik nedenlerle veya 

transpozon içi delesyon sayesinde gerçekleşmiş olabilir. Epigenetik olarak aktivitesini ve 

hareket yeteneğini kaybetmiş transpozonlara ‘örtülü element’ adı verilmektedir. Örtülü 

elementler, kromozomun temel yapısında yer alan sentromer ve telomer gibi genomun 

heterokromatik bölgelerini oluşturmaktadır (Weil ve Martienssen, 2008). 

Epigenetik mekanizmalar, çevredeki farklı uyarımların etkisi ile sessiz transpozonların 

aktifleştirilmesinde önemli görevler üstlenir. Buna örnek olarak, gelişim sürecinde sessiz 

olup hem biyotik hem de abiyotik stres koşullarında etkin hale geçen bitki 

retrotranspozonları verilebilir. Epigenetik olarak aktive edilen bu LTR’li 

retrotranspozonlar, bulundukları yerdeki komşu genlerin de anlatımını epigenetik yollarla 

etkiler (Mansour, 2007). Epigenetik düzenleme aynı zamanda transpozonların olası 

zararlı etkilerini durdurucu bir mekanizma olarakta işlem görmektedir (Slotkin ve 

Martienssen, 2007; Weil ve Martienssen, 2008). 

2.5.    Gen İfadesi 

Gen ekspresyonunda protein sentezlenirken kalıp görevini doğrudan DNA görmez. 

Transkripsiyonda RNA sentezi için DNA zinciri kullanılır. Böylece DNA’da bulunan 

genetik bilgi mRNA’ya aktarılmış olur. Bir hücredeki mRNA moleküllerinin miktarı ve 

türü bu hücrenin işlevini yansıtır. RNA transkripsiyonu verimli bir kontrol noktasını 
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oluşturur, çünkü pek çok protein tek bir mRNA molekülünden yapılabilir. Transkript 

işlemi, ökaryotlar için ek bir düzenleme düzeyi sağlar ve bir çekirdeğin varlığı bunu 

mümkün kılar.  Bununla birlikte, ökaryotlarda, transkriptler translasyonun gerçekleşmesi 

için sitoplazmaya çıkarılmadan önce çekirdekte modifiye edilir (Klug vd., 2011). 

Gen ifade düzeyleri, canlının çevreden aldığı uyartıya bağlı olarak değişkenlik 

gösterebilir. Ancak çok hücreli organizmalarda gen kontrolünün en karakteristik ve 

biyolojik olarak en kapsamlı amacı embriyolojik gelişimin gerçekleşmesini sağlayan 

genetik programın uygulanmasıdır (Lodish vd., 2011).  

Ökaryotik hücreler gen ifadesi kontrolünü sağlayabilmek için çekirdekte yüksek derecede 

kontrol edilen, dinamik ve karmaşık bir yapı olan kromatini kullanırlar. DNA’nın çok sıkı 

paketlenmiş formu olan kromatin yapının DNA replikasyonu sırasında açılmasıyla, kalıp 

zincirde var olan yapısal ve kimyasal modifikasyonlar, diğer bir deyişle “epigenetik 

işaretler” yeni sentezlenen zincirlere aktarılır ve bu şekilde her bir replikasyon sırasında 

hücreden hücreye korunur (Jiang vd., 2004). Kromatin yapı üzerinde meydana gelen 

epigenetik modifikasyonların genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları ve RNA gibi temel epigenetik mekanizmalar tarafından kontrol 

edilmektedir (Rodenheiser ve Mann, 2006). Bu üç mekanizmanın ortak etkisi ile gen 

ifadesinde kalıtsal çeşitlilikler oluşmaktadır. Bu mekanizmalardan birisinde meydana 

gelecek bir hata, gen anlatım düzeyinin aşırı artışına veya gen ifadesinin engellenerek 

epigenetik bozukluklara yol açmaktadır (Dawson ve Kouzarides, 2012). 

Bitkilerin etkin direnci spesifik stresle ilişkili genlerin indüksiyonuna ve buna bağlı 

olarak ilgili proteinlerin sentezlenmesine bağlıdır (Vinocur ve Altman, 2005 ). Bitkiler 

abiyotik ve biyotik stresleri algılamak ve bunlara cevap vermek için mekanizmalar 

geliştirmişlerdir. Bitkilerin algıladıkları streslere doğru tepki vermesi ve bu tepkinin 

bitkinin tüm süreçlerine dâhil olması gerekir (Campo vd., 2012; Zwack ve Rashotte, 

2015).  

Çalışmamızda gen ifade düzeyini kontrol ettiğimiz 14-3-3 proteinleri (14-3-3s), ökaryotik 

olarak benzersiz şekilde korunmuş ve bir fosforilasyona bağlı protein-protein etkileşim 

tarzında işlev gördüğü bilinen düzenleyici proteinlerdir (Oecking ve Jaspert, 2009). Bu 

moleküller yaklaşık 30 kDa'lık bir moleküler kütleye sahip küçük asidik çözünür 
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proteinlerdir (Jones vd., 1995; Boer vd., 2013). Bitki 14-3-3'ler geniş bir hedef protein 

dizisi ile etkileşime girmelerinden dolayı, sinyal yolaklarında düğüm olarak 

düşünülebilirler (Oecking ve Jaspert, 2009). Bu protein grubu bitki gelişimi ve 

metabolizmasını kontrol etmektedir (Obidiegwu, 2015). Bunun yanında hücrelerin 

biyotik ve abiyotik streslerden dolayı zarar görmesini engelleyen moleküler ağlara 

karışmakta ve savunma yanıtında önemli rol oynamaktadırlar (Chelysheva vd., 1999; 

Roberts vd., 2002; Chen vd., 2006; Denison vd., 2011). Bu özelliklerinden dolayı 14-3-3 

protein ailesi ve ortologlarının bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonu önemli araştırmaların 

odak noktası olmuştur. 

Gen ekspresyon düzeyinin ifade edilmesinde kullanılan eşik döngü değeri (Treshold 

Cycle, Ct) Real Time PCR için önemli bir değerlendirme parametresini oluşturmaktadır. 

Reaksiyonun floresan ışımanın eşik noktasına ulaştığı andaki döngü sayısı olarak 

geçmektedir. Başka bir ifadeyle, reaksiyondaki ilk anlamlı artışın olduğu döngü sayısıdır. 

Ct değeri örnekteki nükleik asidin miktarıyla ters orantılıdır. Yani örnekteki nükleik 

asidin miktarı ne kadar fazla ise Ct’nin değeri o oranda azalacaktır. Dolayısıyla başlangıç 

DNA konsantrasyonu Ct değerini belirlemede önemlidir (Arya vd., 2005; Womg ve 

Medrano, 2005). 

Kantitatif verilerin analizinde iki farklı yöntem uygulanmaktadır. Bu yöntemlerden ilki 

absolute (mutlak) veya standart, diğeri ise relatif (karşılaştırmalı veya göreceli) 

kantifikasyon olmaktadır (Arya vd., 2005). 

Absolute (Mutlak) kantitasyon yönteminde kalıp DNA miktarı bilinen standart örneklere 

ait Ct değerleri ile miktarı bilinmeyen örneğin Ct değeri karşılaştırılarak kantitasyon 

yapılmaktadır. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanımlanan 

kontrol örneklerine ihtiyaç vardır. Standart örnek olarak içinde bulunan kalıp DNA 

miktarı bilinen örneklerle yapılan çalışmalara mutlak kantitasyon adı verilir 

(Yüzbaşıoğlu, 2008). 

Göreceli veya karşılaştırmalı kantitasyon mRNA ifade düzeylerindeki oransal değişimleri 

ölçmektedir. Birden fazla örnek arasında bir genin kararlı mRNA düzeylerindeki 

değişimleri belirlemektedir. Göreceli kantitasyonda konsantrasyonu bilinen kalibrasyon 

eğrisi veya standartlara ihtiyaç duyulmamaktadır. Bunların yerine referans olarak dizisi 
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bilinen herhangi bir transkript olabilmektedir. Gen ifade düzeyindeki küçük fizyolojik 

değişimleri belirlemeye yarayan bir yöntemdir. Sürekli olarak ifade olan referans genler, 

referans olarak seçilmektedir. Bu genlere housekeeping gen (HKG) denmektedir. İfade 

düzeylerini belirlemede eşik eğrisi döngü noktasındaki farklılıklar kullanılarak ölçümler 

yapılabilmektedir (Pfaffl, 2006). Livak ve Schmittgen (2001)’e göre hedef gen ile 

referans gen arasında karşılaştırma hesapları yapılabilmektedir. 

Real time kantitatif PCR deneylerinde spesifik hatalar; başlangıç RNA miktarında, 

RNA’nın kalitesinde, cDNA sentez aşamasında veya PCR amplifikasyonundaki küçük 

farklılıklardan dolayı olabilmektedir. Bu hataları azaltmak ve örnekler arasındaki 

farklılıkları düzeltmek için normalizasyon yapılması gerekmektedir. Bu amaçla çeşitli 

koşullar altında ifade düzeyinin değişmediği bilinen veya en az etkilenen bir referans gene 

ihtiyaç duyulmaktadır. Housekeeping genler hücrelerde daima ifade edilen, ifade düzeyi 

dokudan dokuya dahi değişmeyen genlerdir. Bu genler hücrelerin temel yaşamsal 

aktivitelerinin gerçekleştirilmesinde rol oynarlar. Nükleik asit ve protein sentezi, besin 

taşınımı ve kullanımı, hücre iskelet elemanları ve organellerin biyotentezi gibi hayati 

öneme sahip sentezlerde görev alırlar. β-actin geni hücrenin hareket ve sağlamlığında rol 

alan bir housekeeping bir gendir. Bu özelliklerinden dolayı stres şartlarındaki 

metabolizmaların hedef geninin ifade düzeyi, referans gen olarak kullanılan 

housekeeping genin ifade düzeyi ile karşılaştırılarak ifade düzeyi tespit edilmektedir 

(Arya vd., 2005; Pfaffl, 2006; Yüzbaşıoğlu, 2008).  

2.6.    Moleküler Genetik ve Epigenetik İncelemelerde Kullanılan Yöntemler 

Teknoloji ve bilimsel ugulamalardaki gelişmeler sonucunda birçok moleküler markır 

sistemi kullanılmaya başlanmıştır. Moleküler markırlar tür içi ve türler arası genetik 

çeşitlilik, sınflandırmalar, abiyotik ve biyotik stres kaynaklı meydana gelen varyasyonlar, 

ekolojik faktörlerin değerlendirilmesi, akraba tayini, suçlar ile mücadele gibi farklı 

alanlarda kullanılabilmektedir. Bu yöntemler ile gen ifadesindeki değişimler, metilasyon 

ve modifikasyon düzeyleri, transpozabl genlerin aktiviteleri gibi moleküler 

mekanizmalardan faydalanılmaktadır. Bu yöntemler PCR uygulaması ile 

gerçekleştirilmektedir.  
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PCR, karakterize edilmek istenen bireylere uygun primerler kullanarak, primerlerin 

bağlanma bölgeleri arasında kalan genomik DNA bölgesinin çoğaltılması esasına 

dayanmaktadır. Bu teknik düşük miktarda genomik DNA ihtiyacı ve düşük bütçeler ile 

gen kaynaklarının karakterizasyonunu mümkün hale getirmiştir. Kullanılan primerler ve 

hedef bölgelerin çeşitliliğine göre farklı teknikler geliştirilmiştir (Parveen vd., 2016). 

2.6.1.      Real Time PCR 

Real Time PCR nükleik asit amplifikasyonunun gerçek zamanlı olarak incelenmesine 

olanak veren bir PCR tekniğidir. Real Time PCR’da çoğaltılan ürünlerin miktarı floresan 

ışıma yapan bir molekül (SYBR Green boyası gibi) veya yıkıma bağlı sinyal oluşturan 

problar (TaqMan probu gibi) kullanılarak ölçülmektedir. Her bir PCR döngüsü bitiminde 

tüpte oluşan çift zincirli nükleik asit ürünün miktarının ölçülmesini ve kantitatif 

analizlerinin yapılmasına olanak sağlar (Arya vd., 2005). 

Çoğaltılan ürünün (amplikonun) belirlenebilmesi için genel olarak 2 farklı kimyasal 

uygulanmaktadır. Bunlar DNA’ya bağlanan boyalar ve floresan problardır. DNA’ya 

bağlanan boyalar olarak SYBR Green I veya etidyum bromid (EtBr) kullanılmaktadır. Bu 

yöntem uygulamada çok kolay ve amplikona özgül etiketli hibridizasyon probları 

istenmediği için maliyet olarak çok ucuzdur. SYBR Green I sadece dsDNA’nın arasında 

girerek ışıma yapar. Bununla birlikte floresan sinyalinin yoğunluğu reaksiyonda dsDNA 

varlığının miktarına bağlıdır. 

Bu metodun en önemli dezavantajı PCR reaksiyonu süresince oluşan tüm dsDNA’ya 

özgül olmayan PCR ürünleri ve primer dimerlerinin bağlanmasıdır (Arya ve vd., 2005). 

Bu yöntemde en önemli nokta PCR primerlerinin özgül cDNA’ya bağlanması, özgül 

olmayan amplikon üretmemesi veya primer dimeri oluşturmamasıdır (Yüzbaşıoğlu, 

2008).  

Primer tasarlama aşamasında özgül bir amplifikasyon elde etmek için cDNA dizisinin 

uygun bölgelerinden seçilmesi ve amplikon uzunluğunun 100 –250 baz çifti uzunluğunda 

olması gerekmektedir (Wang ve Seed, 2006). Ayrıca RNA izolasyon aşamasında 

genomik DNA bulaşığının olması SYBR Green I’in uygulanmasını engelleyen bir diğer 

unsurdur (Yüzbaşıoğlu, 2008). 
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SYBR Green I yönteminde özgül olmayan amplifikasyon ürünlerinin ve primer 

dimerlerinin kontrolü için agaroz jel elektroforezinden yararlanılmaktadır. Ayrıca bu 

sorunların tespiti için başka bir analiz daha yapılabilmektedir. Melting curve (Erime 

eğrisi) analizinde her çift zincirli DNA kendine özgü bir erime sıcaklığına (melting 

temperature, Tm) sahiptir. Reaksiyon tamamlandıktan sonra sıcaklığı belli aralıklarla ve 

belli oranda yükseltilerek floresan miktarı belirlenmektedir. Çift zincirli DNA ayrışmaya 

başladığında araya girmiş olan boya serbest hale geçerek floresan ışıma yapar. Bu 

ışımanın miktarından elde edilen erime eğrisinden faydalanılarak amplifikasyonun 

özgüllüğü belirlenmektedir. Tm değerinin tam olarak saptanabilmesi için erime eğrisinin 

zamana karşı türevinde faydalanılmaktadır (Yüzbaşıoğlu, 2008). 

2.6.2.   RAPD (Random amplified polymorphic DNA-rastgele çoğaltılmış polimorfik 

DNA) 

RAPD tekniği, gDNA’ ya rastgele bir şekilde bağlanan primerlerin arasında kalan 

bölgenin çoğaltılarak, türler arasındaki benzerlik veya farklılıklar tespit edilebilmesi 

esasına dayanmaktadır (Williams vd., 1990). Bu tekniğin en önemli özellikleri düşük 

maliyeti, kullanılabilecek canlı yelpazesinin çokluğu, aynı anda birçok lokusu karakterize 

edebilmesi ve genom üzerinde geniş bir dağılıma sahip olmasıdır.  

Dominant bir belirteç sistemi olan RAPD heterozigot genotipleri ayırt edememekte ve 

düşük miktarda genomik DNA’ya gereksinim göstermesi nedeniyle de RFLP 

tekniğindeki olumsuzlukları ortadan kaldırılabilmektedir. Ancak primerlerin düşük 

bağlanma sıcaklıklarına sahip olması ve rastgele bağlanma örüntüsü yüzünden, yeniden 

tekrarlanabilirlik açısından dezavantajlıdır.  

RAPD yöntemi ile genotoksik etkenin tespiti, uygulama ve kontrol gurubu örneklerden 

elde edilen DNA profillerin karşılaştırılmasıyla yapılır. Polimorfizm değeri, bantların 

bireylerde “var” ya da “yok” olma durumlarına göre belirlenir (Parveen vd., 2016). 

2.6.3.        AFLP (Amplified fragment length polymorphism-çoğaltılmış dizi uzun- 

luk polimorfizmi) 

AFLP tekniği genel olarak, RFLP ve PCR temelli belirteç sistemlerinin bir birleşimidir. 

İki temel aşamadan oluşur: genomik DNA’ nın restriksiyon endonükleazlar ile kesimi ve 
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nükleotid dizilerinin uçlarına bağlanan adaptörler yardımıyla seçici bir PCR 

gerçekleştirilmesidir. Bu aşamalar sonucunda elde edilen ürünler poliakrilamid jel 

elektroforezi ile yürütülüp gümüş boyama ile analiz edilmektedir (Vos vd., 1995).  

AFLP’ nin en önemli özellikleri yüksek bir tekrarlanabilirlik göstermesi, otomatik 

dizileyicilere adapte edilebilmesi ve yüksek oranda polimorfizm sağlaması örnek 

gösterebilir. Ancak farklı dizi bilgisine sahip ancak boyut açısından homoloji gösteren 

bantların varlığı bu tekniğin en önemli dezavantajlarındandır. 

2.6.4.       MSAP (Methylation-sensitive amplified polymorphism-metilasyona du- 

yarlı çoğaltılmış polimorfizm) 

MSAP, bir organizmanın DNA metilasyon durumunu incelemek ve dolayısıyla 

diferansiyel kesim modeliyle belirlenen DNA metilasyon durumuna dayalı olarak iki gen 

bölgesini ayırmak için kullanılan bir tekniktir (Labra vd., 2002). Bu nedenle, bu teknik, 

DNA metilasyon haritalaması ve farklı şekilde metillenmiş genlerin konumsal 

klonlanması için yararlı bir yöntemdir.  

Bu teknikte, genomik DNA önce HpaII gibi metilasyona duyarlı bir restriksiyon enzimi 

ile kesilir ve daha sonra DNA parçaları amplifikasyonunu kolaylaştırmak için adaptörlere 

bağlanır. HpaII, metilasyona duyarsız bir izoşizomer MspI kullanarak kesilerek, bir 

yükleme kontrolü olarak paralel bir kesim reaksiyonunda kullanılır. Daha sonra, bu 

parçalar flüoresan etiketli primerler ile seçici olarak çoğaltılır (Schulz vd., 2013).  

2.6.5.           CRED-RA (Coupled restriction enzyme digestion-random amplification-

çift restriksiyon enzimli sindirim-rastgele çoğaltma) 

CRED-RA, genom metilasyon durumunun incelenmesi için kullanılan güçlü bir tekniktir 

(Cai vd., 1996). Bu teknik, RAPD tekniğinin bir modifikasyonudur ve metilasyona 

duyarlı enzimler HpaII ve MspI sık sık DNA kesici olarak kullanılır.  

Bu teknikte RAPD analizleri yapılan DNA modelleri HpaII ve MspI restriksiyon 

enzimleri ile kesilir. Bu enzimler metillenen bölgelere duyarlı olarak genomu keser. 

Oluşan DNA modelleri arasındaki farklılık ile metilasyon düzeyleri arasındaki farklılık 

tespit edilebilir.  
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Restriksiyon enzimleri rekombinant DNA’nın elde edilmesi, DNA haritası çıkarılması, 

polimorfizmlerin belirlenmesi, probların hazırlanması, DNA modifikasyon durumlarının 

analizi için kullanılmaktadır. 

2.6.6.          SSR (Simple sequence repeat-basit dizi tekrarları) 

Basit dizi tekrarları, çoğunlukla ökaryotik genomlarda bulunan ve 1 ile 5’ li nükleotid 

tekrarlarına sahip bölgelerdir (Powell vd., 1996). İşlevleri tam olarak aydınlatılmasa da, 

yüksek derecede çeşitliliğe sahip olmaları, heterozigot genotipleri göstermeleri, düşük 

genomik DNA ihtiyacına sahip olmaları ve yeniden tekrarlanabilme olanağı gibi 

özellikleri yüzünden türler arası benzerlik ve farklılıkların tespit edilmesinde, özellikle 

populasyon genetiği çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. Ancak bu belirteç 

sistemleri dizi bilgisine bağımlı oldukları için geliştirilmeleri biraz pahalıdır (Parveen vd., 

2016). 

2.6.7.         ISSR (Inter simple sequence repeats-basit dizi tekrarları arası bölgeler) 

ISSR tekniği, basit dizi tekrarları (SSR) arasında yer alan 100-3000 bç uzunluktaki 

nükleotid dizileridir (Zietkiewicz vd., 1994). Basit dizi tekrar bölgelerini hedefleyen 16-

18 bç’ lik primerler kullanılarak gerçekleştirilen ISSR tekniği, düşük oranda genomik 

DNA kullanılması ve dizi bilgisi gerektirmemesi gibi nedenlerle tercih edilen dominant 

bir belirteç sistemidir (Parveen vd., 2016). 

Retrotranspozonlar genom içerisinde dağınık halde bulunmaları, ortak yapısal özelliklere 

sahip dizilerinin olması, genom çapında düzenlemelere katılmaları gibi özellikleri 

yüzünden moleküler belirteç olarak kullanılmaya uygundurlar. Bu bakış açısıyla, 

retrotranspozonların farklı yapısal bölgeleri kullanılarak üç farklı PCR tabanlı 

retrotranspozon belirteç sistemi geliştirilmiştir.  

Bu sistemler çoğunlukla retrotranspozonlar arasındaki LTR bölgelerinin veya bir 

retrotranspozon ile bir basit dizi tekrarları (SSR) arasındaki bölgenin PCR ile 

çoğaltılmasına dayanmaktadır (Kalendar ve Schulman, 2006; Kalendar vd., 2010; 

Kalendar vd., 2011; Kalendar ve Schulman, 2014). 

 



32 
 

2.6.8.          iPBS (Inter retrotransposon binding site- primer arası bağlanma bölgesi) 

PBS bölgeleri hedef alınan bu belirteç sisteminde, 5’ uçları karşılıklı olarak hizalanmış 

iki farklı retrotranspozonun arasındaki bölgenin çoğaltılması amaçlanmıştır. Aynı 

zamanda PBS bölgesinin sahip olduğu kısıtlı sayıdaki tRNA bağlanma bölgeleri 

sayesinde, retrotranspozonlar için korunmuş LTR bölgelerinin çoğaltılması ve 

dizilenerek yeni retrotranspozonal dizilerin elde edilmesini olanaklı kılmaktadır 

(Kalendar vd., 2010). 

iPBS belirteç sistemi ile izlenen stratejide primerler PBS bölgesine uygun bir şekilde 

tasarlanarak 5’ uçları karşılıklı olarak hizalanmış iki retrotranspozonun arasındaki bölge 

çoğaltılmaktadır. 

2.6.9.        IRAP (Inter retrotransposon amplified polymorphism- retrotranspozon 

arası çoğaltımış polimorfizm) 

IRAP, PCR verisine ihtiyaç duymadan polimorfizm düzeyini tespit eden, markör verileri 

oluşturmak için ligasyon veya prob hibridizasyonuna ihtiyaç duymayan, böylece testin 

güvenilirliğini ve sağlamlığını arttıran bir PCR bazlı tekniktir. Retrotranspozon, prensip 

olarak genom içerisine yönlendirme ile bütünleşebilir. Bu teknikte iki tane 

retrotranspozon arasında kalan bölge çoğaltılmaktadır. Bundan dolayı bir retrotransposon 

ailesinin herhangi iki üyesi, kafa kafaya, kuyruktan kuyruğa veya kafa ile kuyruk 

yönlerine sahip olabilir. İlk iki durum için, tek bir primer, IRAP yönteminde birbirine 

yeterince yakın olan elemanlardan PCR ürünleri üretmek için yeterlidir. Kafadan kuyruğa 

yönelimde elementler için araya giren genomik DNA'yı yükseltmek için, hem 5 'hem de 

3' LTR primerleri kullanılmalı ve böylece diğer yönlerden de bantlar üretilmektedir. 

Primerler iPBS belirteç sisteminde olduğu gibi 5’ uçları karşılıklı olarak hizalanmış iki 

farklı retrotranspozonun LTR bölgelerine uygun olarak tasarlanmaktadır (Kalendar vd., 

1999).  

2.6.10.  REMAP (Retrotransposon microsatellite amplified polymorphism- 

retrotranspozon mikrosatellit çoğaltım polimorfizmi) 

Retrotranspozonların çoğunlukla SSR gibi yüksek sayıda tekrara sahip olan dizilerle 

benzer genomik bölgelerde bulunması, bu dizilerin birlikte incelenmesini olanaklı 
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kılmaktadır. Hem LTR bölgesine özgü hem de SSR bölgelerine özgü dizilere sahip olan 

primerlerin birlikte kullanılması sonucunda, belirli bir retrotranspozon ile bir SSR bölgesi 

arasında kalan dizi çoğaltılabilmektedir (Kalendar vd., 1999). Primerler 

retrotranspozonların LTR ve genomik DNA’ nın SSR bölgelerine uygun bir şekilde 

tasarlanarak SSR ve retrotranspozonal bölge arasındaki DNA dizisi çoğaltılmaktadır. 

2.6.11.       SSAP (Sequence specific amplified polymorphism- dizilim spesifik çoğal- 

tım polimorfizm) 

AFLP belirteç sistemine benzer bir strateji izlenen SSAP’ ta temel yöntem iki farklı 

restriksiyon enzimleri ile kesilen genomik DNA parçalarına adaptörler eklenmekte ve 

LTR bölgeleri ile adaptörlerin arasındaki kısmın çoğaltılması hedeflenmektedir. Bu 

yöntemin en büyük avantajlarından birisi ise AFLP’ ye oranla daha yüksek seviyede 

polimorfizm ve ko-dominansi göstermesidir (Waugh vd., 1997). 

2.6.12.        RBIP (Retrotransposon-based insertion polymorphisms- retrotranspozon 

temelli insersiyon polimorfizm) 

RBIP tekniği, retrotranspozon insersiyonlarının basit bir PCR işlemine dayandırılarak 

genomun kendi insersiyonundan primerler ve insersiyon bölgelerine yakın primerler 

arasındaki bölgelerin, tespit edilmesine dayanmaktadır. Temel RBIP metodu elektroforez 

jelin yerini filtre hibridizasyonuyla alarak gelişmiş uygulamalar için geliştirilmiştir 

(Flavell vd., 1998). Bu teknik tespit edilmek istenen gen bölgesinin tüm sekans bilgisine 

ihtiyaç duyduğu için diğer tekniklerden daha pahalı ve karmaşıktır (Kalendar vd., 2011). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1.     Çalışmada kullanılan bitkisel materyal 

Çalışmamızda kullanılan saf Triticum aestivum L. ve Zea mays L. tohumları Erzurum 

Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesinden temin edilmiştir. 

3.1.2.     Çalışmada kullanılan kimyasal ve çözeltiler 

Çalışmada kullanılan kimyasallar ve çözeltiler Tablo 3.1., Tablo 3.2., ve Tablo 3.3’de 

verilmiştir. 

Tablo 3.1. Sterilizasyon, öğütme ve DNA izolasyonunda kullanılan kimyasallar 

Sodyum hipoklorit (NaOCl) Sterilizasyon 

Sıvı Azot Öğütme 

TRIS (Trizma base) 

DNA 
İzolasyon 
Bileşenleri 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate) 

CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) 

NaCl (Sodyum klorid) 

2-Mercaptoethanol 

Amonyum asetat 

Sodyum asetat 

Sodyum bisülfit 

2-Propanol (İsopropanol)  

Hidroklorik asit 

Sodyum hidroksit 

Saf su 

Kloroform 

Amil alkol 

TE (Tris-EDTA) buffer  
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Tablo 3.2. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi ve RT-PCR’da kullanılan kimyasallar 

RPL buffer 

RNA İzolasyon 
Bileşenleri 

RBW buffer 

RNW buffer 

Dnase 

RNase free water 

%70’lik etanol 

10x RTase reaction buffer 

cDNA Sentez 
Bileşenleri 

HyperScriptTM reverse transcriptase (200 U/㎕) 

ZymAllTM RNase inhibitor 

dNTP 

Primer 

0,1 M DTT 

RT-PCR 
Bileşenleri 

2X SYBR master mix 

Forward primer (F) 

Revers primer (R) 

ROX 

Ultra saf su 

Tablo 3.3. RAPD, IRAP PCR ve UV görüntülemede kullanılan kimyasallar 

Taq DNA polimeraz 

RAPD ve IRAP Analiz 
Bileşenleri 

dNTP (Deoxynucleotide mix) 

10 X Buffer without MgCl2 

MgCl2 

Ultra saf su 

Primer 
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Tablo 3.3.’ün devamı 

Borik Asit  

UV Görüntüleme 
Bileşenleri 

TBE (Tris/Borate/EDTA) 

Agaroz 

Ethidium Bromide 

Jel Loading Solution 

1 KB DNA Ladder 

3.1.3.     Çalışmada kullanılan cihazlar 

Çalışmada kullanılan cihazlar ve markaları Tablo 3.4.’ de verilmiştir. 

Tablo 3.4. Çalışmada kullanılan cihazlar ve modelleri 

Cihaz Adı  Markası 

PCR cihazı  :  Bio-Rad C1000 Touch  

Floresans mikroskobu  :  Olympus BX63  

Çalkalamalı inkübatör (8-60 °C)  :  Shellab SSI5  

Soğutmalı santrifüj  :  Hanil Smart R17  

Spektrofotometre  :  Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis  

Vorteks  :  Heidolph Reaxtop  

Hassas terazi  :  Shimadzu ATX 120  

Otomatik pipet  :  Eppendorf Research Plus  

Magnetik karıştırıcı  :  Heidolph MR Hei-Standart  

Saf su cihazı  :  Nüve  

Kar makinesi  :  Scotsman AF-20  

Güç kaynağı  :  Thermo EC 300 XL  

Buzdolapları  :  Arçelik  

Derin dondurucu (-30 °C) :  Haier  

Ultra-low dondurucu (-85 °C)  :  Haier, New Brunswick U410  



37 
 

 Tablo 3.4.’ün devam 

3.1.4.     Çalışmada kullanılan çözelti ve solüsyonlar 

Ekstraksiyon çözeltisi  

1 M Tris-HCl 

 121,1 g Tris base 

 700 ml distile su 

 42 ml konsantre HCl (%37,2-12,1 M)  

5 M NaCl 

 146,1 g NaCl 

 Toplam hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanmıştır. 

0,5 M EDTA 

 136,1 g EDTA 

 20 g NaOH 

 Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmıştır. 

%2 CTAB  

%0,2 β-merkaptoetanol  

Mikrodalga fırın  :  Arzum  

Otoklav  :  Sümer SM3  

Jel görüntüleme cihazı  :  Vilber Lourmat Quantum ST5  

Real-time PCR cihazı : Qiagen Rotor Gene6flex 

ICP-MS cihazı : Agilent Technologies SPS 4 
Autosamples 

pH metre  :  Radiometer meterlab PHM 210  

Elektroforez tankı  :  Thermo Owl Easycast B2-BP  
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%0,1 Na2S2O3 ile hazırlanmıştır.  

10 x TBE 

 100 g Tris-base 

 55 g Borik asit 

 4,65 g EDTA  

 pH 8 olacak şekilde HCl eklenir. 

 Toplam hacim 1000 ml olacak şekilde distile su eklenmiştir. 

Kloroform: İzoamil alkol  

 24 ml kloroform  

 1 ml izoamil alkol eklenerek toplam hacim 25 ml olacak şekilde hazırlanmıştır.  

10 x TE Tamponu  

 100 ml 10 M Tris-HCl pH 8 

 20 ml 0,5 M EDTA 

 880 ml ultra saf su ile toplam hacim 1000 ml olacak şekilde hazırlanmıştır. 

1 x TE Tamponu 

 100 ml 10 x TE tamponu  

 900 ml saf su ilave edilerek hazırlanmıştır. 

3 M Sodyum asetat 

 40,8 g Sodyum asetat 

 pH 5,2 olacak şekilde asetik asit eklenmiş 
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 Toplam hacim 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlanmıştır. 

10 M Amonyum asetat 

 7,7 g Amonyum Asetat  

 Toplam hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmıştır. 

Ethidium bromür çözeltisi 

500 ml 0,5 x TBE tamponu içerisine 300 µl ethidium bromür ilave edilerek hazırlanmıştır. 

Karanlık ortamda oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

Primerlerin hazırlanması 

Kullanılan primerler firmanın önerdiği miktarda 1xTE ile sulandırılarak stok solüsyonu 

için diyolifize edilmiştir. Çalışma solüsyonları 5µl diyolifize primer + 20 µl TE 

oranlarında hazırlanmıştır. 

3.2. Yöntem 

3.2.1.     Tohumların sterilizasyonu ve ekimi 

Eşit büyüklükte seçilen saf Triticum aestivum L. ve Zea mays L. tohumları %5’ lik 

Sodyum hipoklorit (NaOCl)’de 10 dk. bekletilerek yüzeysel sterilizasyonları sağlanmış 

ve ardından saf su ile yıkanıp kurutulmuştur. Tohumlar Afşin-Elbistan Termik Santrali A 

ünitesinin batı-doğu doğrultusunda oluşturulan düzlemde hakim rüzgarın etkili olduğu 

doğu yönünde mart ayında 500’er metre mesafe ile 50’şer adet 20 noktaya ekilmiştir. 

Ekilen tohumların çimlenip, 40 günlük vejetasyon sürecini tamamlamalarının ardından 

dörder yapraklı fideler toplanmıştır. Fideler saf su ile yıkanarak dış kirlilikten arındırılmış 

ve moleküler incelemeler için hazır hale getirilmiştir. Çalışmanın kontrol gurubunu 

oluşturan örnekler ise santralin etki alanı dışında 30 km mesafede aynı iklim şartları 

altında çimlendirilerek yetiştirilmiştir. 

3.2.2.     ICP-MS ile ağır metal analizi 

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma – Mass Spectrometer) katı ve sıvı örneklerde çok 

sayıda elementin hızlı, ucuz, hassas ve doğru biçimde, niteliksel, niceliksel ya da yarı-
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niceliksel olarak ölçülmesine olanak sağlayan ileri teknoloji ürünü bir analiz tekniğidir. 

Termik santralden savrulan ağır metallerin yetiştirilen fidelerin bünyesindeki ağır metal 

türlerinin ve miktarlarının tespiti için kullanılmıştır. Analiz için örneklere 8 ml HNO3 + 

2 ml H2O2 içerisinde Ethos Up Milestone Connect marka mikrodalga cihazında yakma 

işlemi uygulanmıştır. Daha sonra numuneler 50 ml’ ye seyreltilmiştir. Seyreltilen 

çözeltilerden her birinden 15 ml alınarak Agilent Technologies 7800 (Agilent 

Technologies SPS 4 Autosamples) markalı cihazda ICP-MS analizi yapılmıştır. 

3.2.3.     DNA izolasyonu 

RAPD ve IRAP analizleri ile değerlendirmenin yapılabilmesi için bitki örneklerinden 

genomik DNA’nın izolasyonu Shagai-Maroof ve arkadaşlarının (1984) protokolünde 

küçük değişiklikler yapılmış ve aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır.  

 İzolasyon tamponu 50 ml hazırlanmış ve 70°C ye kadar su banyosunda ısıtılarak 

içerisine 100 μl β-mercaptoethanol [Merck ®] eklenmiştir.  

 Örnekler hassas terazide 0,3 gr tartılmış ve sıvı azot kullanılarak havan yardımıyla 

öğütülmüştür.  

 Öğütülen örnekler 2,0 ml'lik eppendorf tüplerine bırakılmıştır.  

 Örneklere 1000 μl izolasyon tampon çözeltisi eklenmiş ve 70 oC’deki su 

banyosuna bırakılmıştır. Yaklaşık 60 dk. inkübasyona tabi tutulan örnekler, her 

10 dk. da bir alt üst edilmiştir.  

 Örneklerin üzerine 750 μl kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek hafifçe alt üst 

edilmiştir.  

 Karışımı yapılan örnekler 24 oC’de 20 dk. 14000 RPM’ de santrifüj edilmiştir. 

Oluşan üç katmanın en üstteki katmanı (süpernatant) pipet yardımıyla alınmış ve 

yeni eppendorf tüplerine aktarılmıştır.  

 Süpernatant oranında tekrar kloroform: izoamilalkol eklenmiş ve 4 oC’de 20 dk. 

14000 RPM’ de santrifüj edilmiştir.  

 Üst faz yeni effendorf tüplerine aktarılarak üzerine 100 μl 10 M amonyum asetat 

ve 100 μl 3 M sodyum asetat eklenmiştir.  

 Oluşan karışımın 2,5 katı isopropanol (-20 °C) ilave edilerek hafifçe alt üst 

edilmiştir. Bu esnada DNA peletinin oluşumu gözlenmiştir.  
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 Daha sonra 4 °C’de 20 dk. 14000 RPM’ de santrifüj edilmiştir.  

 Tüplerden sıvı kısım uzaklaştırılarak süpernatant elde edilmiştir.  

 Tekrar tüpler 4 oC’de 1 dk. 14000 RPM’ de santrifüj edilmiş ve 37 oC’de 15 dk. 

etüvde kurumaya bırakılmıştır. 

 Örneklerden elde edilen genomik DNA’lara 100 μl TE tamponu eklenmiş ve +4 

°C’ de stoklanmıştır. 

DNA örneklerinin saflığını ölçmek için 4 µl DNA + 996 µl TE tamponuna eklenerek 

spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarında absorbans (A) değerleri 

okunmuştur. 260/280 değeri 1,1-1,8 arasında olan DNA örnekleri saf DNA olarak 

etiketlenmiştir. 50 (DNA için multifikasyon katsayısı) x 250 (seyreltme katsayısı) x OD 

260 (260nm’de okuma değeri) formülünden faydalanılarak stoktaki DNA miktarı 

hesaplanmış ve stok DNA’dan 50 ng/l DNA içeren çalışma solüsyonları hazırlanmıştır.  

3.2.4.     RAPD analizi  

RAPD analizleri ile değerlendirilmesinde 8 primer kullanılmıştır. RAPD-PCR analizinde 

kullanılan primerler ve bu primerlerin baz dizilimleri, Tablo 3.5.’de verilmiştir. 

Tablo 3.5. RAPD-PCR analizinde kullanılan primerler 

Primer Adı Baz Dizilimi 5’3’ Erime Sıcaklığı (0C) 

OPK 19 CACAGGCGGA 34  

B 20 GGACCCTTAC 34  

OPY 1 GTGGCATCTC 32  

OPY 15 AGTCGCCCTT 32  

OPA13 CAGCACCCAC 32  

OPB 10 CTGCTGGGAC 34  

OPH 16 TCTCAGCTGG 32  

OPH 10 CCTACGTCAG 32  

RAPD-PCR analizi için hazırlanan master karışımlarının bileşenleri ve bu bileşenlerin 

miktarları Tablo 3.6.’ de verilmiştir. Bu master karışımı her bir primer uygulaması için 

aynı oranlarda hazırlanmıştır.  

 



42 
 

Tablo 3.6. RAPD analiz bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar (µl) 

10 x PCR buffer 2  

dNTPs (10 nM) 0,5  

Magnezyum clorid (25 mM) 1,25  

RAPD primer (5 mM) 1  

Taq DNA polimeraz 1  

Ultra saf su 13,25  

Genomik DNA 1  

Toplam Hacim 20  

Buğday ve mısır örneklerinden elde genomik DNA’ların RAPD-PCR ile amplifikasyonu 

için hazırlanan master karışımları her bir örneğin üzerine eklenmiştir. PCR tüplerinde 1 

µl genomik DNA + 1 µl RAPD primer + 18 µl master karışımı ile elde PCR reaksiyon 

karışımı oluşturulmuştur.  Bu karışımlar her bir primerin bağlanma sıcaklığına uygun 

olarak Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazında Tablo 3.7.’ de verilen sıcaklık döngü 

protokolüne tabi tutulmuştur. 

Tablo 3.7. RAPD PCR döngü protokolü 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyon 95 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 2 

Primer Bağlanma 37 oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 41 

Primer Bağlanma 35 oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Son Uzama 72 oC 5 dk. 1 

Bekleme 4 oC ∞ 1 
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3.2.5.     IRAP analizi 

IRAP analizlerinde 6 primer ile PCR yapılmıştır. Kullanılan primerlerin adı, sekansları 

ve bağlanma sıcaklıkları Tablo 3.8.’da verilmiştir. 

Tablo 3.8. IRAP-PCR analizinde kullanılan primerler 

Primer Adı                        Baz Dizilimi 5’3’ Erime Sıcaklığı (0C) 

SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63.3 

3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64.6 

LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 64.4 

NIKITA E2647- ACCCCTCTAGGCGACATCC 58.7 

5LTR1 TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58.4 

LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65.9 

Retrotranspozon hareketliliğinin değerlendirilmesi amacıyla yapılan IRAP-PCR analizi 

için master karışımı Tablo 3.9.’de verilen değerlerde hazırlanmıştır. Bu master karışımları 

6 primeri için gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 3.9. IRAP-PCR master karışımı içerik ve miktarları 

Bileşen Miktar (µl) 

10 x PCR buffer 2  

dNTPs (10 nM) 0,5  

Magnezyum Clorid (25 mM) 1,25  

IRAP primer (5 mM) 1  

Taq DNA polimeraz 1  

Ultra saf su 13,25  

Genomik DNA 1  

Toplam Hacim 20  

Buğday ve mısır örneklerinden elde genomik DNA’ların IRAP-PCR ile amplifikasyonu 

için hazırlanan master karışımları her bir örneğin üzerine eklenmiştir. PCR tüplerinde 1 

µl genomik DNA + 1 µl IRAP primer + 18 µl master karışımı ile elde PCR reaksiyon 
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karışımı oluşturulmuştur.  Bu karışımlar her bir primerin bağlanma sıcaklığına uygun 

olarak Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazında Tablo 3.10.’ de verilen sıcaklık döngü 

protokolüne tabi tutulmuştur. 

Tablo 3.10. IRAP-PCR döngü protokolü 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyon 95 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 2 

Primer Bağlanma * oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 41 

Primer Bağlanma 35 oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Son Uzama 72 oC 5 dk. 1 

Bekleme 4 oC ∞ 1 

*IRAP primerinin bağlanma sıcaklığı 

3.2.6.     RAPD ve IRAP elektroforez protokolü 

Elde edilen PCR ürünleri agaroz jelde yürütülmüştür. Bunun için 0,7 gr agaroz 10 ml 

TBE (Tris / Borate / EDTA, pH 8) eklenip saf su ile 100 ml ye tamamlanarak mikrodalga 

fırında ısıtılmış ve sıcaklığı 58 oC ye düştüğünde 2 µl ethidium bromür eklenmiştir.  

Elektroforez içine kuyucukları oluşturacak taraklar eklenerek jel dökümü yapılmıştır. 

Yaklaşık 40 dakika sonra taraklar çıkarılmış ve PCR ürünleri gel loading solution 6 x ile 

yüklenmiştir. Yüklemede 5 µl PCR ürünü 1 µl gel loading solution pipetaj ile 

karıştırılarak kuyulara yüklenmiştir. Kuyulardan birinci sıralara 100-10.000 bç 

büyüklüğünde marker yüklemesi yine gel loading solution ile aynı oranda 

gerçekleştirilmiştir.  

Örneklerin jel kuyucuklarına yükleme işleminden sonra elektroforez işlemi için yürütme 

tamponu hazırlanmıştır.  TBE (pH 8)’den 60 ml alınarak saf su ile 600 ml ye tamamlanmış 

ve elektoforez havuzuna ilave edilmiştir. Örnekler 100 dakika 90 voltta yürütülmüş ve 
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yürütülen örnekler görüntüleme cihazında 256 nm ultra viyole ışık altında 

görüntülenmiştir.   

3.2.7.     RAPD-IRAP analizleri ve GTS değerlerinin hesaplanması 

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

negatif kontrol RAPD ve IRAP profillerine göre bant yoğunluklarındaki azalma ve 

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

belirlenmiştir.  

Genomik kalıp sabitliliği (%) tüm primer ürünleri için 100 x 1-𝑎/𝑏 formülünden 

yararlanılarak hesaplanmıştır. Formüldeki;  

a; her bir uygulama örneği için tespit edilen RAPD ve IRAP polimorfik profillerini,  

n; ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen DNA toplam band sayısı olarak 

seçilmiştir. Uygulama gruplarına ait RAPD ve IRAP profillerinde gözlenen polimorfizm 

negatif kontrol grubuna göre yeni bir bandın ortaya çıkması veya mevcut bir bandın 

kaybolmasını kapsamıştır.  

3.2.8.     Gen ekspresyon analizi 

Buğday ve mısır fidelerinin gen ekspresyon düzeylerinin hesaplanabilmesi ve 

karşılaştırmalı analizin yapılabilmesi için RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

3.2.8.a.       RNA izolasyonu 

Triticum aestivum L. ve Zea mays L. örneklerinden RNA izolasyonu Ribospin Plant 307-

150 kit ile yapılmıştır. İzolasyon aşağıdaki basamaklar takip edilerek gerçekleştirilmiştir. 

 Bitki örnekleri 0,1 gr olacak şekilde hassas terazide tartılmış ve havan içerisinde 

sıvı azot ile toz haline gelene kadar öğütülmüştür. 

 Öğütülen örnekler 1,5 ml’lik eppendorf tüpleri içerisine alınmıştır. 

 Üzerine 350 µl RPL Buffer eklenmiş ve 10 sn. vortekslenmiştir.  

 Karışım 3 dk. oda sıcaklığında bekletilmiş ve EzPure kolona aktarılmıştır. 

 13000 RPM’ de 30 sn. santrifüj edilmiştir.  
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 Santrifüjün sonunda kolon atılmıştır. 

 Süpernatantın üzerine kalan süpernatant hacmi kadar %70 etanol eklenmiş ve 

pipetaj yapılmıştır.  

 Daha sonra bu karışım mavi kapaklı kolona aktarılmıştır. 

 13000 RPM’ de 30 sn. santrifüj edilmiştir. 

 Üzerine 500 µl RBW Buffer eklenmiş ve 13000 RPM’ de 30 sn. santrifüj 

edilmiştir. 

 Kolonun tam merkezine gelecek şekilde; 70 µl Dnase 1 eklenmiş ve oda 

sıcaklığında 10 dk. bekletilmiştir. 

 Daha sonra üzerine 500 µl RBW Buffer eklenmiştir.  

 2 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

 13000 RPM’ de 30 sn. santrifüj edilmiştir. 

 Altta ki sıvı boşaltılır ve üzerine 500 µl RNW Buffer eklenmiş ve 13000 RPM’ 

de 30 sn. santrifüj edilmiştir. 

 Alttaki sıvı boşaltılmış ve üzerine 500 µl RNW Buffer eklenmiş ve 13000 RPM’ 

de 30 sn. santrifüj edilmiştir. 

 Süpernatant atılmış ve 13000 RPM’ de 1,5 dk. santrifüj edilmiştir. 

 Kolonlar 1,5 ml’lik tüplere alınmış üzerlerine 50 µl RNase free water eklenmiş 

ve 2 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

 13000 RPM’ de 2 dk. santrifüj edilmiştir. 

 Elde edilen RNA ürünleri -4 oC’de stoklanmıştır. 

3.2.8.b.      RNA konsantrasyonlarının tespit edilmesi 

Toplam RNA konsantrasyonları ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS- 99, NJ, 

USA) ölçümleri yapılarak A260/280 O.D. değerindeki veriler alınmıştır. Bu sonuçlara 

göre tüm örneklerin toplam RNA’ları 0,5 µg olacak şekilde ayarlanmıştır. 

3.2.8.c.       cDNA sentezi 

Buğday ve mısır örneklerinden elde edilen RNA’lardan cDNA sentezinin 

gerçekleştirilebilmesinin birinci basamağı için master karışımı Tablo 3.11.’da verilen 

değerlerde her bir numune için hazırlanmıştır. 
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Tablo 3.11. RNA’dan cDNA sentezinin ilk aşaması için hazırlanan master karışımı 

Bileşen Miktar (µl) 

RNA 2  

Primer 1  

Ultra Saf Su 11  

Toplam Hacim 14  

Bu master karışımındaki örnekler 65°C’de 5 dk. inkübasyona bırakılmış ve daha sonra 

buz üzerine alınmıştır.  

cDNA sentezinin birinci basamağını takiben ikinci master karışımı Tablo 3.12.’da verilen 

bileşen ve miktarlarda hazırlanmıştır. Bu hazırlanan ikinci master karışımından inkübeye 

bırakılmış örneklerin her birinin üzerine 6 µl eklenmiştir. 

Tablo 3.12. cDNA sentezi için hazırlanan ikinci master karışımının bileşenleri ve 
miktarları 

Bileşen Miktar (µl) 

10 x RTase reaction buffer 2  

0,1 M DTT  2 

HyperScriptTM Reverse Transcriptase (200 U/㎕) 
1 

ZymAllTM RNase Inhibitor 1  

Toplam Hacim 
 
6  

İkinci master karışımı eklenen örnekler sırasıyla 55 °C’de 60 dk. ve 85 °C’de 5 dk. 

inkübasyona bırakılmıştır. 

3.2.8.d.       Gen ekspresyonunun tespiti için RT-PCR analizi 

Gen ekspresyon analizleri için 14-3-3 protein ailesi ve kontrol geni (housekeeping) olarak 

kullanılan β-actin geni için NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

GenBANK veritabanındaki dizilimlerine göre primer dizaynları yapılmıştır. Primer 

dizaynlarında Wang ve arkadaşlarının (2016) primer dizaynından yararlanılmıştır. Primer 

dizaynında şu hususlara dikkat edildi;  
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• Seçilecek forward ve reverse primerler hedef gen bölgesinin dışında, genomun 

diğer sekanslarıyla hiçbir benzerlik içermeyen dizilimde olmasına,  

• Real-time PCR’da çoğaltılacak bölge maksimum 250 bp olmasına,  

• Dizayn edilen primerlerin 3’ ucunda GC stabilitesine (max: 2 G veya C),  

• Primerler, toplam GC oranı %55’i geçmeyecek bir şekilde olmasına,  

• Primerlerin son nükleotidi -eğer mümkünse- G veya C’nin olmasına,  

• Primerlerin uzunluğu minimum 20, maksimum 24 bp olmasına,  

• Primerlerin Tm (erime sıcaklığı) değerleri arasında maksimum 5 °C olmasına 

dikkat edildi. RT-PCR analizinde kullanılan primerlere ait detaylar Tablo 3.13.’ de 

verilmiştir. 

Tablo 3.13. Gen ekspresyon analizinde kullanılan primerler ve sekans bilgileri 

Primer Adı Baz Dizilişi 5’ 3’ Erime Sıcaklığı (oC) 

ZmGF14-4F GAACCTCTTATCTGTTGCCT 50 

ZmGF14-4R GATGACTAGATGCCAGTTCC 52 

ZmGF14-6F GCATGCAGAAGGGTTGAGCA 56 

ZmGF14-6R TCAGGGCTCATCTAGCTGGTCCTG 61 

Ta14S-F1 ACGACTCAAGCGAGGGGCA 55 

Ta14S-R1 CGCCTGCTACGCTACAAGGAC 58 

Ta14S-F2 GTCAATGACCGTTGCAATGTG 52 

Ta14S-R2 GCCACCACCACCACTGTATG 56 

β-actin-F TTTGAAGAGTCGGTGAAGGG 52 

β-actin-R TTTCATACAGCAGGCAAGCA 50 

 

Tüm real-time PCR örnekleri 3 tekerrürlü olarak yürütülmüştür. RT-PCR analizinde, bitki 

RNA’larından sentezlenen cDNA’lar kalıp olarak kullanılmıştır. RT-PCR master 

karışımının bileşenleri ve miktarları Tablo 3.14.’de verilmiştir. Tüm reaksiyonlar Bioneer 

Exicycler96® (Bioneer, South Korea) cihazında gerçekleştirilmiştir.  
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Tablo 3.14. Gen ekspresyonu için yapılan RT-PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar (µl) 

2X SYBR master mix 10  

F (Forward) (10pm) primer 0,8  

R (Reverse) (10pm) primer 0,8  

ROX 2  

cDNA 4  

Ultra saf su 2,4  

Toplam Hacim 20  

RT-PCR için kuyucuklara yüklenen master karışımı daha sonra Tablo 3.15.’de verilen 

sıcaklık döngü protokolüne göre yürütülmüştür. 

Tablo 3.15. RT-PCR sıcaklık döngü protokolü 

Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

95°C 10 dk. 1 

95 °C 15 sn. 45 

60 °C 1 dk. 45 

4 ∞ 1 

4.2.8.e.       DATA analiz 

RT-PCR sonuçlarının değerlendirilmesinde eşik döngü değeri parametresinden 

yararlanılmıştır. Eşik döngü değerinin göreceli veya karşılaştırmalı kantitasyon 

sonuçlarından elde edilen 2-ΔΔCt değeri ile gen ifade düzeyleri hesaplanmıştır (Rao vd., 

2013). Her bir örneğin gen ekspresyon düzeyini ifade eden 2-ΔΔCt değeri 2-((a-b) - ( c-d)) 

eşitliğe göre hesaplanmıştır. 

Ct değerini hesaplamada kullanılan eşitlikdeki; 

a, her bir örnek için kullanılan genden elde edilen Ct değerini,  

b; kontrol gurubu için kullanılan genden elde edilen Ct değerini,  

c; her bir örneğe ait β-actin geninden elde edilen Ct değerini,  

d; kontrol gurubunun β-actin geninden elde edilen Ct değerini ifade etmektedir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Termik santral çevresinde yetişen tahıl ürünlerinde ağır metallerin neden olduğu 

genotoksik etkinin incelendiği çalışmamızda yapılan analizlerde elde edilen bulgular 

aşağıda verilmiştir. 

Buğday ve mısır örneklerinin yapısında ICP-MS analizleri sonucunda termik santralden 

savrulan, küllerin taşınması, depolanması gibi nedenlerden dolayı çevreye yayılan ağır 

metallerin varlığı tespit edilmiştir. Cr, Ni, Mn, Fe, Cd, Zn, Pb ve Cu ağır metalleri bitki 

örneklerinde tespit edilmiştir. Bu ağır metallerin biti örneklerindeki çeşidi ve miktarının 

termik santrale yakınlık durumuna göre farklılık gösterdiği anlaşılmıştır. Sonuçlar termik 

santrale yaklaşık 6-6,5 km mesafeye kadar ağır metal varlığı tespit edilmiştir. Bu durumda 

termik santralden çeşitli yollarla savrulan ağır metallerin 6-6,5 km mesafeye kadar etkili 

olduğunu göstermiştir. 

Ağır metallerin neden olduğu stres neticesinde genomda meydana gelen farklılaşmanın 

tespitinde kullandığımız RAPD ve IRAP analizleri ile yaklaşık 5 km mesafeye kadarki 

örneklerde polimorfizmler tespit edilmiştir. Meydana gelen polimorfizmler stres 

neticesinde genomda meydana gelen değişimler sonucunda oluşmaktadır. Böylece 

genomda primer bağlanma noktaları değişmekte ve gen farklılık tespitinde 

yararlandığımız bantlar oluşmamakta ve/ veya fazladan bant oluşumu söz konusu 

olmaktadır. Ayrıca bu mesafeye kadarki örneklerin genetik kararlılıklarında düşüşler söz 

konusudur.  

Gen ekspresyonu analizlerinde ise yoğun miktarda ve çok çeşitli ağır metal stresine maruz 

kalan buğday ve mısır örneklerinin savunma sisteminde görev alarak devreye giren 14-3-

3 protein indüksiyonunun baskılandığı belirlenmiştir. Yapısında ağır metal yoğunluğu az 

olan örneklerde ise bu genin ekspresyonunun yapılabildiği anlaşılmıştır. 

Termik santral gibi ağır metal kirliliğine neden olan tesislerin çevresinde tahılların 

ekiminde bu etki mesafesinin (6-6,5 km) dikkate alınması bitkilerde oluşabilecek 

genotoksik etkinin azaltılmasında önemli rol oynayacağı açıkça anlaşılmaktadır. 
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5. SONUÇ ve TARTIŞMA 

5.1.  Sonuç 

5.1.1. ICP-MS analiz sonuçları 

ICP-MS ile ekmeklik buğday ve mısır örneklerinin yapısında yer alan ağır metallerin türü 

ve miktarının tespiti için içerik analizi yapılmıştır. Ekmeklik buğday ve mısır örneklerinin 

ağır metal kalibrasyonlarının sağlanması için kontrol örneklerinde tespit edilen mikro 

besin elementlerinin miktarı örneklerin değerlerinden çıkarılmıştır. Bu analiz ve işlem 

neticesinde elde edilen ağır metallerin miktarları Tablo 5.1. ve Tablo 5.2.’de verilmiştir.  

Ekmeklik buğday ve mısır örneklerin yapısında Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd ve Pb ağır 

metallerinin varlığı tespit edilmiştir. Ağır metal kirliliğine neden olan termik santrale en 

yakın konumda yetiştirilen buğdayın yapısında 8 tür ağır metalin bulunduğu tespit 

edilmiştir. Bitkilerin yetiştirildiği konum ile ağır metal kaynağı arasındaki mesafe arttıkça 

bitkilerdeki tespit edilen ağır metallerin çeşidi ve miktarı azalma göstermektedir. Beşinci 

noktadaki örnekten itibaren ağır metal miktarında ve çeşitinde bariz miktarda azalma 

görülmüştür. Ağır metal kaynağına uzaklık olarak onikinci noktada yer alan örnekte 

sadece Ni, Cu ve Zn ağır metalleri tespit edilmiştir.  

Mısır örneklerinin ICP-MS içerik analiz sonuçları ağır metal kaynağına en yakın ilk iki 

örneğin yapısında 8 ağır metalin varlığını da göstermiştir. Ağır metal kaynağı ile bitki 

ekim noktaları arasındaki mesafe arttıkça yapılarındaki ağır metal miktarı ve çeşiti azalma 

göstermektedir. Beşinci noktadaki örnekten itibaren ağır metal türlerinde gözle görülür 

bir azalma söz konusudur. Örneğin dördüncü örneğin yapısında Mn ve Fe hariç diğer 6 

ağır metal mevcutken, beşinci örnekte Cr, Mn, Fe ve Cd elementlerine rastlanılmamıştır. 

Ağır metal kaynağına uzaklık olarak on ikinci noktada yer alan örnekte sadece Cu ağır 

metaline rastlanılmıştır. 

Analiz sonuçlarına bakıldığında ekmeklik ekmeklik buğday ve mısır bitki örneklerinde 

aynı ağır metallerin varlığı tespit edilmiştir. Ayrıca termik santrale yakınlığa bağlı olarak 

bitki örneklerindeki ağır metallerin miktarları değişkenlik göstermektedir. Konum olarak 

termik santralden uzakta yetiştirilen örneklerin yapısında ağır metal tespit edilmemiştir. 
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Tablo 5.1. Ekmeklik buğday örneklerinin ağır metal içerik analizi sonuçları 

 

 

 

 

Buğday Cr 

ppm 

Mn 

ppm 

Fe 

ppm 

Ni 

ppm 

Cu 

ppm 

Zn 

ppm 

Cd 

ppm 

Pb 

ppm 

1 4.550.431 21.681 1.685.785 4.355.505 595.354 819.313 1.394.939 711.671 

2 2.807.387 <0.000 852.909 3.401.970 508.402 625.720 759.010 891.303 

3 549.397 <0.000 333.629 2.255.238 388.870 220.284 341.806 638.463 

4 509.533 <0.000 206.937 1.771.025 382.728 231.422 <0.000 829.115 

5 5.974.818 <0.000 <0.000 1.605.373 258.217 213.068 <0.000 632.376 

6 2.178.164 <0.000 <0.000 272.817 275.040 192.192 <0.000 340.042 

7 <0.000 <0.000 <0.000 186.499 18.189 200.399 <0.000 263.366 

8 <0.000 <0.000 <0.000 26.684 9.308 396.382 <0.000 175.521 

9 <0.000 <0.000 <0.000 29.959 8.824 76.049 <0.000 120.824 

10 <0.000 <0.000 <0.000 83.612 7.793 144.707 <0.000 98.944 

11 <0.000 <0.000 <0.000 5.819 227 14.277 <0.000 <0.000 

12 <0.000 <0.000 <0.000 90.102 7.611 14.245 <0.000 <0.000 

13 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

14 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

15 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

16 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

17 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

18 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

19 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

20 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

Kontrol <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 
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Tablo 5.2. Mısır örneklerinin ağır metal içerik analizi sonuçları 

 

Mısır Cr 

ppm 

Mn 

ppm 

Fe 

ppm 

Ni 

ppm 

Cu 

ppm 

Zn 

ppm 

Cd 

ppm 

Pb 

ppm 

1 3.019.772 13.141 532.315 1.293.552 324.704 760.491 32.156 611.794 

2 1.046.604 9.856 455.483 1.282.304 323.604 733.846 29.875 557.562 

3 4.399.28 6.217 <0.000 1.071.248 275.040 439.264 13.686 275.521 

4 2.159.30 <0.000 <0.000 1.050.320 249.465 371.668 11.242 265.238 

5 <0.000 <0.000 <0.000 1.012.014 193.667 307.795 <0.000 201.980 

6 <0.000 <0.000 <0.000 1.021.629 180.271 302.151 9.054 164.000 

7 <0.000 <0.000 <0.000 837.189 152.661 290.776 <0.000 127.869 

8 <0.000 <0.000 <0.000 420.641 149.145 153.515 <0.000 109.645 

9 <0.000 <0.000 <0.000 37.365 153.614 90.891 <0.000 97.372 

10 <0.000 <0.000 <0.000 12.359 45.584 3.123 <0.000 <0.000 

11 <0.000 <0.000 <0.000 4.646 579 687 <0.000 <0.000 

12 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 621 <0.000 <0.000 <0.000 

13 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

14 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

15 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

16 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

17 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

18 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

19 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

20 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 

Kontrol <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 
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5.1.2. RAPD analiz sonuçları 

Ekmeklik buğday RAPD analizi sonucunda oluşan bantların dağılımı, polimorfizm 

oranları ve GTS değerleri detaylı olarak Tablo 5.3.’de verilmiştir. 

Ekmeklik buğday örneklerinde RAPD analizi için uygulanan 8 primerden toplam 761 

bant oluşmuştur. Meydana gelen bantların büyüklüğü 259 bp ile 2385 bp aralığında 

olduğu tespit edilmiştir.  

Kullanılan tüm primerlerde polimorfizm tespit edilmiştir. Polimorfizm 11 örnekte tespit 

edilmiş olup %2,94 ile %55,88 değerleri arasında değişkenlik göstermektedir. En yüksek 

polimorfizm +2 ve -2 bant oluşumu/kaybolması şeklinde 4 polimorfik bant ile B 20 

primerinde meydana geldiği tespit edilmiştir. En düşük polimorfizmin OPA 13 

primerinde oluştuğu tespit edilmiştir.  

Örneklerin kontrol gurubu referans alınarak yapılan değerlendirmesinde en yüksek 

polimorfizm oranı ağır metal kaynağına en yakın noktadaki örnekte tespit edilmiştir. Bu 

noktadaki polimorfizm oranı %55,88’dir. Bu örnekte kullanılan tüm primerlerden toplam 

19 polimorfik bant elde edilmiştir. Bunlardan 14’si bant oluşumu, 5 tanesi ise bantın 

kaybolması şeklinde olduğu tespit edilmiştir.  

Ağır metal kaynağına yakınlık olarak on ikinci noktadan yirminci noktaya kadar olan 

örneklerde herhangi bir polimorfizm tespit edilmemiştir. 

Örneklerin GTS değerlerinde ağır metal kaynağına yakınlıkları ile ters orantılı olarak 

artma gözlenmiştir. İlk 11 örneğin elde edilen GTS değerleri %44,12 ve %97,6 arasında 

değişkenlik göstermiştir. Ağır metal kaynağına yakınlık olarak on ikinci noktadan 

yirminci noktaya kadar olan örneklerin GTS değeri %100 olarak tespit edilmiştir.  

Ekmeklik buğday örneklerinde RAPD analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS 

değerlerinin ekim mesafesine göre sonuçları Şekil 5.1.’de verilmiştir.
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  Tablo 5.3. Ekmeklik buğday örneklerinin RAPD analiz sonuçları 

 

Primer Kontrol B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 

OPK 19 

6 +1.599 

+411 

-732 

+528 

+349 

-2.143 

+355 

-2.143 

-1.733 

+355 

-2.143 

-1.733 

+1.900 

+444 

-605 

+1.916 

+438 

+460 

-605 

+1.916 

-2.143 

-732 

….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

B 20 

6 +1.787 

+456 

-2.201 

+1.846 

+467 

+410 

-2.201 

+1.826 

+450 

-2.201 

 

+1.749 

+473 

 

+1.826 

+444 

+1.846 

+456 

+1.713 

+450 

 

+1.713 

+438 

 

….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPY 1 

4 +1.822 

+572 

+325 

+1.927 

+616 

+388 

+1.904 

+600 

+340 

+561 

+388 

+879 

+567 

+360 

….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPY 15 
4 +2.385 

-705 

+2.347 

-705 

+2.385 

-705 

+2.385 

+1.216 

+2.347 

 

+2.385 -705 -705 -705 -552 -552 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPA 13 5 +706 +706 +719 +732 +732 +732 +725 +732 +732 +725 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPB 10 
3 +1.335 

+484 

+1.335 

+578 

+571 +571 +565 +565 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPH 16 
4 -1.329 

+412 

-1.329 

+419 

+440 

-1.329 

+461 +494 

-1.329 

+433 +488 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

OPH 10 

2 +1.583 

+832 

-659 

+824 

-659 

+824 

-659 

 

+832 

-659 

+815 

-659 

+815 

-659 

….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. 

Bant Sayısı 34 19 18 17 14 15 10 7 7 2 2 1 …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Polimorfizm 

Oranı 

 
55,88 52,94 50,0 41,17 44,11 29,41 20,58 20,58 5,88 5,88 2,94 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GTS Değeri  44,12 47,06 50,0 58,83 55,89 70,59 79,42 79,42 94,12 94,12 97,06 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Şekil 5.1. RAPD analizi ile ekmeklik buğday öreklerinde elde edilen polimorfizm oranları ve GTS değerleri grafiği 
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RAPD analizinde kullanılan OPK 19 primerinin Şekil 5.2.’de bant oluşumlarını 

gösteren jel görüntüsü verilmiştir. 

Şekil 5.2. Ekmeklik buğday RAPD analizinde kullanılan OPK 19 primerine ait jel 
görüntüsü 
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Mısır RAPD primerlerinin analizi sonucunda oluşan bantların dağılımı, polimorfizm 

oranları ve GTS değerlerinin detayları Tablo 5.4.’de verilmiştir 

Mısır örneklerinde ağır metallerin etkisinden kaynaklı oluşabilecek genetik 

varyasyonların analizinde kullanılan 8 RAPD primerden toplam 1153 bant oluşumu 

ve meydana gelen bantların büyüklüğünün 81 bp ile 2225 bp aralığında olduğu tespit 

edilmiştir. Analizde kullanılan tüm primerlerde polimorfizm tespit edilmiştir. Analiz 

sonuçlarına göre on noktada polimorfizm meydana geldiğini göstermektedir. Elde 

edilen polimorfizm değerleri %1,81 ile %56,36 arasında değişkenlik göstermektedir. 

En yüksek polimorfizm ağır metal kaynağına yakınlık olarak ilk sırada bulunan 

örnekten OPY 1 primerinin analizinde tespit edilmiştir. Burada kaybolan/meydana 

gelen bant polimorfizmi sayısı 6’dır.  

En yüksek polimorfizm ağır metal kaynağına en yakın noktadaki örnekte tespit 

edilmiştir. Bu noktadaki polimorfizm %56,36’dır. Bu örnekte kullanılan tüm 

primerlerden toplam 31 polimorfik bant elde edilmiştir.  

Ağır metal kaynağına yakınlık olarak onuncu nokta ile on ikinci noktadan yirminci 

noktaya kadar olan örneklerde herhangi bir polimorfizm tespit edilmemiştir.  

Örneklerin GTS değerlerinde ağır metal kaynağına yakınlıkları ile ters orantılı olarak 

artma gözlenmiştir. Elde edilen GTS değerler %43,64 ile %98,19 aralığında 

değişkenlik göstermektedir.  Ağır metal kaynağına yakınlık olarak onuncu nokta ile 

on ikinci noktadan yirminci noktaya kadar olan örneklerin GTS değeri %100 olarak 

tespit edilmiştir.  

Mısır örneklerinde tespit edilen polimorfizm ve GTS değerlerinin ekim mesafesine 

göre sonuçları Şekil 5.3.’de verilmiştir. 
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Tablo 5.4. Mısır örneklerinin RAPD analiz sonuçları 

 

Primer Kontrol M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 

OPK 19 9 

-1.867 
-1.211 
-1.015 
+746 
-532 

-1.555 
-1.379 
-1.211 
-1.015 
+344 

-1.867 
-1.555 
-1.379 
-1.211 

-1.867 
-1.555 
-1.379 
-1.211 

+2.000 
-1.015 
-532 

+2.017 
-1.211 
-532 
 

-1.379 
-1.015 
-532 

-1.379 
-629 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

B 20 8 

+2.230 
-1.614 
-866 
+180 

+2.149 
-700 
+247 

+2.097 
-1.614 
-700 
+381 

+1.022 
-700 
+381 

-700 
 

-700 +989 +980 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPY 1 7 

+1.976 
-759 
-525 
-416 
+293 
+103 

+1.813 
-1.057 
-846 
-759 
-416 
+150 

-525 
+927 
+249 
+146 

+953 
-525 
-416 
+205 
+114 

+962 
-525 
-416 
+261 

+944 
-759 
-416 
+249 

+1.225 
+373 
+312 

 
+323 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPY 15 9 

+1.632 
+1.440 
-1.855 
-284 

+1.632 
+1.440 
-284 
 

+1.452 
-1.273 
 
 

+1.618 
-1.273 
-729 
 

+1.646 
-1.273 
-606 
 

+1.632 
-1.273 
 

-1.273 
-606 
 

-606 
 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPA 13 6 

-1.855 
+1.265 
+745 
+641 

+1.254 
+745 
+648 
 

+752 
+648 
 

+648 
 

+1.373 
+752 
 
 

+752 
 

-1855 
+752 

+776 
 

+677 - +832 …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPB 10 6 
-276 
+177 

-276 
+149 

- +1.978 -428 - -395 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPH 16 5 
+1.011 
+733 
+88 

+1.022 
-361 
+121 

-900 
 

- -900 
+791 
 

-361 
+121 

+165 +165 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

OPH 10 5 
+919 
+456 
-249 

+879 
-781 
+456 

+456 
-249 

-558 
+456 
-249 

+431 
-249 

+412 
-249 

-249 -781 
-249 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Bant Sayısı 55 31 28 19 20 18 15 13 9 1 0 1 …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Polimorfizm 

Oranı 
 

56,36 50,90 34,54 36,36 32,72 27,27 23,63 16,36 1,81 0 1,81 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GTS Değeri  43,64 49,10 65,46 63,64 67,28 72,73 76,37 83,64 98,19 100 98,19 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Şekil 5.3. RAPD analizi ile mısır örneklerinde elde edilen polimorfizm oranları ve GTS değerleri grafiği
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RAPD analizinde kullanılan OPY 15 primerinin Şekil 5.4.’de bant oluşumlarını 

gösteren jel görüntüleri verilmiştir. 

 

Şekil 5.4. Mısır RAPD analizinde kullanılan OPY 15 primerine ait jel görüntüsü
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5.1.3.     IRAP analiz sonuçları 

Ekmeklik buğday örneklerinde IRAP analizi sonucu oluşan bantların dağılımı, 

polimorfizm oranları ve GTS değerleri Tablo 5.5.’de verilmiştir.  

Ekmeklik buğday örneklerine uygulanan 6 IRAP primerinde toplam 487 bant oluşmuştur. 

Meydana gelen bantların büyüklüğü 73 bp ile 2446 bp aralığında olduğu tespit edilmiştir. 

5LTR1 Primerinde herhangi bir polimorfizm meydana gelmediği görülmüştür. En yüksek 

polimorfizm Sukkula ve LTR 6149-5 primerinde görülmüştür.  

Analiz sonuçlarına göre on örnekte polimorfizm tespit edilmiştir. Oluşan polimorfizm 

değerleri %8,69 ile %52,17 aralığında değişkenlik göstermektedir. En yüksek 

polimorfizm ağır metal kaynağına en yakın noktadan alınan örneklerde tespit edilmiştir. 

Bu noktadaki polimorfizm oranı %52,17’dir. Bu örnekte toplam 12 polimorfik bant 

varlığı veya eksikliğinin olduğu tespit edilmiştir. Polimorfizm on birinci noktadan 

yirminci noktaya kadarki örneklerde tespit edilmemiştir.  

Örneklerin GTS oranında termik santrale yakınlıkları ile ters orantılı olarak artış olduğu 

tespit edilmiştir. Polimorfizm tespit edilen on örneğin GTS değerleri %47,88 ile %91,31 

aralığında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Ağır metal kaynağına yakınlık olarak 

on birinci noktadan yirminci noktaya kadar olan örneklerin GTS değeri %100 olarak 

tespit edilmiştir.  

Ekmeklik buğday örneklerinde IRAP analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS 

değerlerinin ekim mesafesine göre sonuçları Şekil 5.5.’de verilmişti
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Tablo 5.5. Buğday örneklerinin IRAP analiz sonuçları 

 

 

 

 

 

Primer Kontrol B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 

SUKKULA 6 

+1.222 

+238 

-166 

+1.211 

+260 

-166 

+1.188 

+249 

-166 

+1.165 

+227 

+1.153 

+220 

+1.105 

+208 

+1.117 +1.105 +89 +73 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

LTR6150 5 
+918 

+726 

+726 -1.429 -1.429 -706 -713 …. 

 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

3LTR-5 2 
+527 

+223 

+571 

+247 

+475 

+214 

+613 

+256 

+586 

+275 

+223 +557 

+247 

+542 

+228 

+185 +162 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

NIKITA-E2647- 6 
-820 

-479 

-820 

-479 

-820 

-479 

-820 

-479 

-820 

-479 

…. -820 -820 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

5LTR1 1 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

LTR6149-5 3 

-2.034 

-1.500 

-528 

-2.034 

-528 

-2.034 

-528 

-1.500 

-528 

-1.500 

-528 

-2.034 

-528 

….. 

 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Bant Sayısı 23 12 10 10 9 9 6 4 4 2 2 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Polimorfizm 

Oranı 
 52,17 43,47 43,47 39,13 39,13 26,08 17,39 17,39 8,69 8,69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GTS Değeri  47,88 56,53 56,53 60,87 60,87 73,92 82,61 82,61 91,31 91,31 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Şekil 5.5. IRAP analizi ile Ekmeklik buğday örneklerinde elde edilen polimorfizm oranları ve GTS değerleri grafiği
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IRAP analizinde kullanılan Sukkula primerinin Şekil 5.6.’da bant oluşumlarını gösteren 

jel görüntüleri verilmiştir. 

 

  

Şekil 5.6. Ekmeklik buğday fidelerinde uygulanan Sukkula retrotranspozonuna ait jel 

görüntüsü 
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Mısır örneklerinde IRAP primerlerinin analizi ile elde edilen bant dağılımı, polimorfizm 

oranı ve GTS değerleri Tablo 5.6.’da verilmiştir.  

Mısır örneklerine uygulanan 6 IRAP primerinde toplam 851 bant oluşumu tespit 

edilmiştir. Meydana gelen bantların büyüklüğü 79 bp ile 2433 bp aralığında olduğu tespit 

edilmiştir.  

Analizde kullanılan tüm primerlerde polimorfizm tespit edilmiştir. En yüksek 

polimorfizm ağır metal kaynağına yakınlık olarak ilk sırada bulunan örneklerde Sukkula, 

Nikita-E2647-, 3LTR5 primerinde tespit edilmiştir. İlk on noktadaki örneklerde 

polimorfizm meydana geldiği tespit edilmiştir.  

Örneklerde tespit edilen polimorfizm değerleri %12,50 ile %52,50 aralığında değişkenlik 

göstermektedir. Polimorfizm on birinci noktadan yirminci noktaya kadarki örneklerde 

tespit edilmemiştir.  

En yüksek polimorfizm oranı termik santrale en yakın noktada yetiştirilen örneklerde 

tespit edilmiştir. Bu noktadaki polimorfizm oranı %52,50’ dir. Bu örnekte toplam 21 

polimorfik bant oluşumu tespit edilmiştir. 

Örneklerin GTS oranında termik santrale yakınlıkları ile ters orantılı olarak artış olduğu 

tespit edilmiştir. Polimorfizm tespit edilen örneklerin GTS değerlerinin %47,50 ile 

%87,50 aralığında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Ağır metal kaynağına yakınlık 

olarak on birinci noktadan yirminci noktaya kadar olan örneklerin GTS değerinin sabit 

kaldığı ve %100 olduğu tespit edilmiştir.  

Mısır örneklerinde IRAP analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS değerlerinin ekim 

mesafesine göre sonuçları Şekil 5.7.’de verilmiştir.
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Tablo 5.6. Mısır örneklerinin IRAP analiz sonuçları  

Primer Kontrol S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 

SUKKULA 8 

-1.064 
-736 
-685 
-217 

-1.064 
-736 
-685 
-217 

-1.064 
-736 
-685 
-217 

-736 
-685 

-736 
-685 

-736 
-685 

-736 
-685 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

LTR6150 7 

+2.433 
-1.953 
+800 
+195 

-1.514 
+788 
+175 

+468 
+175 

-1.953 
-1.514 
+79 

-1.514 
+1.268 
+183 

-1.514 
+1.200 
 

-1.514 

+1.211 
+739 
 

-1.514 
+1.302 

-1.514 -1.514 

 
…. …. …. …. …. …. …. …. ….  

 

3LTR-5 8 

+2.146 
+1.000 
-1.448 
-650 
 

+2.360 
+1.058 
-1.448 
-650 
 

+2.305 
+1.000 
-1.448 
 

+2.305 
+1.008 
-1.448 

+2.251 
+1.000 
-1.448 

+2.121 
+1.008 
-1.448 

-1.448 
+1.000 
+892 

+1.000 
-650 

+1.008 
-650 

+162 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

NIKITA-

E2647- 
10 

-1.417 
-1.884 
+1.625 
+128 
 

+2.527 
-1.884 
+1.582 
+117 

-1.232 
+1.010 
+300 

-2.215 
-1.884 
+128 

-1.884 
+549 
+224 

-2.215 
-900 
+275 
 

-2.215 
+146 

-1.884 
+250 

-1.884 
+250 

-1.884 

 
…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

 

 

5LTR1 4 
+1.513 
-1.220 
+217 

+1.460 
-1.220 
+184 

+935 
+191 

-438 
+177 
+105 

+1.539 
-438 
+191 

+1.552 
-438 
+246 

+1.552 
 

+1.592 
 

+1.539 +1.513 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

 

 

LTR6149-5 3 
+1.395 
+670 
 

+1.434 
+313 

+1.211 
+749 

+839 
-542 

+1.370 
-542 

+1.471 
-355 

+1.421 
 

+1.408 
-542 

+1.421 
-542 

+1.383 
 

…. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

 

 

Bant Sayısı 40 21 20 16 16 15 15 12 9 8 5 …. …. …. …. …. …. …. …. …. …. 

Polimorfizm 
Oranı 

 52,50 50,00 40,00 40,00 37,50 37,50 30,00 22,50 20,00 12,50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GTS Değeri  47,50 50,00 60,00 60,00 62,50 62,50 70,00 77,50 80,00 87,50 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Şekil 5.7. IRAP analizi ile mısır örneklerinde elde edilen polimorfizm oranları ve GTS değerleri grafiği
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IRAP analizinde kullanılan 3LTR5 primerinin Şekil 5.8’de bant oluşumu görülmektedir. 

 

Şekil 5.8. Mısır IRAP analizinde kullanılan 3LTR5 transpozonuna ait bant görüntüsü
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5.1.4.      Gen ekspresyon analiz sonuçları 

Abiyotik stres kaynağı ağır metallerin buğday gen ekspresyonundaki etki düzeyinin tespit 

edilmesi için deney ve kontrol örneklerinin Ct değerlerinin tespiti yapılmıştır. Ct 

değerinin elde edilebilmesi için buğday örneklerinden elde edilen cDNA’lar kullanılarak 

housekeeping ve hedef gen primerleri ile 3 tekerrürlü olarak RT-PCR yapılmıştır.  

Yüksek primer konsantrasyonları primer-dimer olarak adlandırılan spesifik olmayan 

bantların oluşumuna yol açmaktadır. Primer-dimerler, küçük DNA ürünleri olup 

primerlerin birbirleriyle bağlanması ya da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan 

nükleotitleri, kullanılmayan primerlerin uçlarına bağlaması neticesinde oluşan bantlardır. 

Bu bantların oluşumu elde edilecek olan ekspresyon düzeyinde yanılgıya neden 

olabileceğinden primerlerdeki dimer oluşumunun kontrolü için melting curve analizi 

yapılmıştır. Melting curve analizi DNA çift zincirinin açılması ile floresan ışıma 

arasındaki ilişki ile tespit etme durumudur.  

Yapılan melting curve analizleri sonucunda primerlerin dimer oluşturmadıkları tespit 

edilmiştir.  

Şekil 5.9.’da Ta14S1gen primerinin, Şekil 5.10.’da Ta14S2 gen primerinin ve Şekil 

5.11.’de β-actin gen primerinin melting curve analiz sonuçları verilmiştir. 

 

Şekil 5.9. Ta14S1 gen primerine ait melting curve grafiği 
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Şekil 5.10. Ta14S2 gen primerine ait melting curve grafiği 

Şekil 5.11. β-actin gen primerine ait melting curve grafiği 

Gen ekspresyon düzeylerinin karşılaştırmalı analizi için buğday örneklerinin eşik döngü 

(Ct) değerleri tespit edilmiştir. Deney gurubu örneklerin Ta14S1 primerinden elde edilen 

Ct değeri 27,97 ile 29,12 aralığında değişkenlik gösterdiği, kontrol örneğinin Ct değerinin 

ise 29,83 olduğu tespit edilmiştir. Deney gurubu örneklerin β–actin primerinden elde 

edilen Ct değerlerinin 27,95 ile 28,08 arasında değişkenlik gösterdiği, kontrol gurubu 

örneğin Ct değerinin ise 28,88 olduğu tespit edilmiştir. Primerlerin RT-PCR tekniği ile 
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elde edilen Ct değerleri kullanılarak örneklerin 2-∆∆Ct değerleri hesaplanmıştır. Elde 

edilen ekspresyon düzeyleri Şekil 5.12.’de verilmiştir. 

Buğday Ta14S1 ve β–actin primerinin Ct değerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerlerinin 

0,673 ile 2,479 arasında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Marker olarak kullanılan 

β–actin pirimerinin 2-∆∆Ct değeri 1 olarak kabul edilmiş ve ekspresyon düzeylerinin 

karşılaştırması yapılmıştır. Bu karşılaştırma sonucunda ağır metal kaynağına en yakın beş 

buğday örneğinin Ta14S1 gen ekspresyon düzeyinin housekeeping gen olan β–actin gen 

ekspresyon düzeyinin altında kaldığı tespit edilmiştir.  

Ağır metal kaynağına yakınlık olarak altıncı noktadaki örneklerden itibaren yirminci 

noktaya kadarki örneklerin tamamında Ta14S1 gen ekspresyon düzeyinin β–actin gen 

ekspresyon düzeyine eşit veya daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 5.12. Ta14S1 ve β-actin gen primerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerleri 

Deney gurubu örneklerin Ta14S2 primerinden elde edilen Ct değeri 31,20 ile 34,47 

aralığında değişkenlik gösterdiği, kontrol örneğinin Ct değerinin ise 30,14 olduğu tespit 

edilmiştir. Deney gurubu örneklerin β–actin primerinden elde edilen Ct değerlerinin 

27,91 ile 28,31 arasında değişkenlik gösterdiği, kontrol gurubu örneğin Ct değerinin ise 

28,88 olduğu tespit edilmiştir. Primerlerin RT-PCR tekniği ile elde edilen Ct değerleri 
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kullanılarak örneklerin 2-∆∆Ct değerleri hesaplanmıştır. Elde edilen ekspresyon düzeyleri 

Şekil 5.13.’da verilmiştir. 

Buğday Ta14S2 ve β–actin primerinin Ct değerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerlerinin 

0,176 ile 2,496 arasında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Marker olarak kullanılan 

β–actin pirimerinin 2-∆∆Ct değeri ile Ta14S2 gen primerine ait ekspresyon düzeylerinin 

karşılaştırması yapılmıştır. Bu karşılaştırma sonucunda ağır metal kaynağına en yakın beş 

buğday örneğinin Ta14S2 gen ekspresyon düzeyinin housekeeping gen olan β–actin gen 

ekspresyon düzeyinin altında kaldığı tespit edilmiştir.  

Ağır metal kaynağına yakınlık olarak altıncı noktadaki örneklerden itibaren yirminci 

noktadaki son örneğe kadarki örneklerin tamamında Ta14S2 gen ekspresyon düzeyinin 

β–actin gen ekspresyon düzeyine eşit veya daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.  

 

Şekil 5.13. Ta14S2 ve β-actin gen primerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerleri 

Mısır örneklerine uygulanan gen primerlerinin dimer oluşumunu kontrol etmek için 

melting curve analizi yapılmış ve analiz sonucunda primerlerin dimer oluşturmadıkları 

tespit edilmiştir. Şekil 5.14.’da ZmGf14-4 primerinin, Şekil 5.15.’de ZmGf14-6 
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primerinin ve Şekil 5.16.’de β-actin gen primerinin melting curve analiz sonuçları 

verilmiştir. 

Şekil 5.14. ZmGF14-4 gen primerine ait melting curve dimer grafiği 

 

Şekil 5.15. ZmGF14-6 gen primerine ait melting curve dimer grafiği 
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Şekil 5.16. β-actin gen primerine ait melting curve dimer grafiği 

Gen ekspresyon düzeylerinin karşılaştırmalı analizi için mısır örneklerinin eşik döngü 

(Ct) değerleri tespit edilmiştir. Deney gurubu örneklerin ZmGf14-4 primerinden elde 

edilen Ct değeri 23,14 ile 29,7 aralığında değişkenlik gösterdiği, kontrol örneğinin Ct 

değerinin ise 23,82 olduğu tespit edilmiştir.  

Deney gurubu örneklerin β–actin primerinden elde edilen Ct değerlerinin 28,19 ile 29,2 

arasında değişkenlik gösterdiği, kontrol gurubu örneğin Ct değerinin ise 27,61 olduğu 

tespit edilmiştir. Primerlerin RT-PCR tekniği ile elde edilen Ct değerleri kullanılarak 

örneklerin 2-∆∆Ct değerleri hesaplanmıştır. Elde edilen ekspresyon düzeyleri Şekil 5.17.’de 

verilmiştir. 

Mısır ZmGf14-4 ve β–actin primerinin Ct değerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerlerinin 

0,334 ile 2,531 arasında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Marker olarak kullanılan 

β–actin ve ZmGf14-4 gen primerine ait 2-∆∆Ct değeri karşılaştırması yapılmıştır. Bu 

karşılaştırma sonucunda ağır metal kaynağına en yakın beş mısır örneğinin ZmGf14-4 

gen ekspresyon düzeyinin β–actin gen ekspresyon düzeyinin altında kaldığı tespit 

edilmiştir. Ağır metal kaynağına yakınlık olarak altıncı noktadaki örneklerden itibaren 

yirminci noktaya kadarki örneklerin tamamında ZmGf14-4 gen ekspresyon düzeyinin β–

actin gen ekspresyon düzeyine eşit veya daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 5.17. ZmGf14-4 ve β-actin gen primerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerleri 

Mısır bitkisi deney gurubu örneklerinin RT-PCR analizi ile ZmGf14-6 primerinden elde 

edilen Ct değeri 28,13 ile 29,16 aralığında değişkenlik gösterdiği, kontrol örneğinin Ct 

değerinin ise 29,36 olduğu tespit edilmiştir. Deney gurubu örneklerin β–actin primerinden 

elde edilen Ct değerlerinin 26,9 ile 27,45 arasında değişkenlik gösterdiği, kontrol gurubu 

örneğin Ct değerinin ise 27,59 olduğu tespit edilmiştir. Bu Ct değerleri kullanılarak 

örneklerin 2-∆∆Ct değerleri hesaplanmıştır. Elde edilen ekspresyon düzeyleri Şekil 5.18.’de 

verilmiştir. 

Mısır ZmGf14-6 ve β–actin primerinin Ct değerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerlerinin 

0,456 ile 3,837 arasında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Marker olarak kullanılan 

β–actin ve ZmGf14-6 gen primerine ait 2-∆∆Ct değerinin karşılaştırması yapılarak gen 

ekspresyon düzeyleri tespit edilmiştir. Bu karşılaştırma sonucunda ağır metal kaynağına 

en yakın beş mısır örneğinin ZmGf14-6 gen ekspresyon düzeyinin β–actin gen 

ekspresyon düzeyinin altında kaldığı tespit edilmiştir.  
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Ağır metal kaynağına yakınlık olarak altıncı noktadaki örneklerden itibaren yirminci 

noktaya kadarki örneklerin tamamında ZmGf14-6 gen ekspresyon düzeyinin β–actin gen 

ekspresyon düzeyine eşit veya daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.  

Şekil 5.18. ZmGf14-6 ve β-actin gen primerlerinden elde edilen 2-∆∆Ct değerleri 

5.1.5. Buğday ve mısır örneklerinin ICP-MS, IRAP, RAPD ve gen ifadesi 

analizlerinden elde edilen sonuçların kombinasyonları 

Ağır metal maruziyeti ile yetiştirilen ekmeklik buğday örneklerinden elde edilen gen 

ekspresyon düzeyi değerleri, ICP-MS analizi ile elde edilen ağır metal türleri ile IRAP ve 

RAPD moleküler yöntemleri ile elde edilen DNA hasarının boyutunu, tamir 

mekanizmalarında meydana gelen aksaklıkların göstergesi olan polimorfizm oranları ve 

GTS değerleri Tablo 5.7.’de birlikte verilmiştir. 
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Tablo 5.7. Ekmeklik buğday örneklerinden elde edilen gen ekspresyon düzeyi, ICP-MS 
analizi, IRAP ve RAPD sonuçları 

Tablo 5.8’ de mısır örneklerinden elde edilen gen ekspresyon düzeyi, ICP-MS analiz 

sonuçları, IRAP ve RAPD analiz sonuçları birlikte verilmiştir. 

Ö 
R 
N 
E 
K 

 

Buğday Veri Kombinasyonu 
IRAP RAPD Gen İfadesi Yapısındaki Ağır 

Metaller Ta14S1 Ta14S2 
Pol. 
Değ. 
(%) 

GTS 
Değ. 
(%) 

Pol. 
Değ. 
(%) 

GTS 
Değ. 
(%) 

2-∆∆ct 

Değ. 
Eks. 
Düz. 

2-∆∆ct 

Değ. 
Eks.  
Düz. 

C
r 

M
n 

F
e 

N
i 

C
u 

Z
n 

C
d 

P
b 

1 52,17 47,83 55,88 44,12 0,673 Düşük 0,176 Düşük + + + + + + + + 

2 43,47 56,53 52,94 47,06 0,986 Düşük 0,726 Düşük + - + + + + + + 

3 43,47 56,53 50,00 50,00 0,926 Düşük 0,784 Düşük + - + + + + + + 

4 39,13 60,87 41,17 58,83 0,946 Düşük 0,933 Düşük + - + + + + - + 

5 39,13 60,87 41,17 58,83 0,986 Düşük 0,840 Düşük + - - + + + - + 

6 26,08 73,92 29,41 70,59 1,283 Yüksek 1,693 Yüksek + - - + + + - + 

7 17,39 82,61 20,58 79.42 1,729 Yüksek 1,635 Yüksek - - - + + + - + 

8 17,39 82,61 14,70 85.30 1,945 Yüksek 1,705 Yüksek - - - + + + - + 

9 8,69 91,31 5,88 94,12 1,905 Yüksek 1,815 Yüksek - - - + + + - + 

10 8,69 91,31 5,88 94,12 1,931 Yüksek 1,905 Yüksek - - - + + + - + 

11 0,00 100 2,94 97,06 1,681 Yüksek 1,765 Yüksek - - - + + + - - 

12 0,00 100 0,00 100 2,265 Yüksek 1,905 Yüksek - - - + + + - - 

13 0,00 100 0,00 100 2,394 Yüksek 1,918 Yüksek - - - - - - - - 

14 0,00 100 0,00 100 2,378 Yüksek 2,056 Yüksek - - - - - - - - 

15 0,00 100 0,00 100 2,313 Yüksek 2,027 Yüksek - - - - - - - - 

16 0,00 100 0,00 100 2,329 Yüksek 2,297 Yüksek - - - - - - - - 

17 0,00 100 0,00 100 2,143 Yüksek 2,394 Yüksek - - - - - - - - 

18 0,00 100 0,00 100 2,329 Yüksek 2,462 Yüksek - - - - - - - - 

19 0,00 100 0,00 100 2,411 Yüksek 2,428 Yüksek - - - - - - - - 

20 0,00 100 0,00 100 2,479 Yüksek 2,496 Yüksek - - - - - - - - 



79 
 

Tablo 5.8. Mısır örneklerinden elde edilen gen ekspresyon düzeyi, ICP-MS analizi, IRAP 
ve RAPD sonuçları 

 

 

Ö 
R 
N 
E 
K 

 

Mısır Veri Kombinasyonu 
IRAP RAPD Gen İfadesi Yapısındaki Ağır 

Metaller Ta14S1 Ta14S2 
Pol. 
Değ. 
(%) 

GTS 
Değ. 
(%) 

Pol. 
Değ. 
(%) 

GTS 
Değ. 
(%) 

2-∆∆ct 

Değ. 
Eks. 
Düz. 

2-∆∆ct 

Değ. 
Eks.  
Düz. 

C
r 

M
n 

F
e 

N
i 

C
u 

Z
n 

C
d 

P
b 

1 52,17 47,83 55,88 44,12 0,334 Düşük 0,176 Düşük + + + + + + + + 

2 43,47 56,53 52,94 47,06 0,716 Düşük 0,726 Düşük + - + + + + + + 

3 43,47 56,53 50,00 50,00 0,582 Düşük 0,784 Düşük + - + + + + + + 

4 39,13 60,87 41,17 58,83 0,726 Düşük 0,933 Düşük + - + + + + - + 

5 39,13 60,87 41,17 58,83 0,517 Düşük 0,840 Düşük + - - + + + - + 

6 26,08 73,92 29,41 70,59 1,347 Yüksek 1,693 Yüksek + - - + + + - + 

7 17,39 82,61 20,58 79.42 1,729 Yüksek 1,635 Yüksek - - - + + + - + 

8 17,39 82,61 14,70 85.30 1,945 Yüksek 1,705 Yüksek - - - + + + - + 

9 8,69 91,31 5,88 94,12 1,905 Yüksek 1,815 Yüksek - - - + + + - + 

10 8,69 91,31 5,88 94,12 1,931 Yüksek 1,905 Yüksek - - - + + + - + 

11 0,00 100 2,94 97,06 1,681 Yüksek 1,765 Yüksek - - - + + + - - 

12 0,00 100 0,00 100 2,265 Yüksek 1,905 Yüksek - - - + + + - - 

13 0,00 100 0,00 100 2,394 Yüksek 1,918 Yüksek - - - - - - - - 

14 0,00 100 0,00 100 2,099 Yüksek 2,602 Yüksek - - - - - - - - 

15 0,00 100 0,00 100 2,250 Yüksek 2,657 Yüksek - - - - - - - - 

16 0,00 100 0,00 100 2,297 Yüksek 2,602 Yüksek - - - - - - - - 

17 0,00 100 0,00 100 2,345 Yüksek 2,657 Yüksek - - - - - - - - 

18 0,00 100 0,00 100 1,257 Yüksek 2,657 Yüksek - - - - - - - - 

19 0,00 100 0,00 100 2,378 Yüksek 2,694 Yüksek - - - - - - - - 

20 0,00 100 0,00 100 2,531 Yüksek 2,675 Yüksek - - - - - - - - 
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5.2. Tartışma 

Ağır metallerin varlığı doğal yollardan veya insan eylemlerinin bir sonucu olarak ortaya 

çıkmaktadır. Dünya nüfusundaki artış ile doğru orantılı olarak araç trafiğindeki yoğunluk, 

endüstriyel üretim, sanayileşme ve enerji ihtiyacı her geçen gün artmaktadır (Grigoratos 

vd., 2014). Bu ihtiyacın karşılanabilmesi için yapılan faaliyetler neticesinde ortaya çıkan 

ağır metal kirliliği, çevremizdeki en önemli sorunlardan biri haline gelmiştir (Sawidis vd., 

2011). Sanayi devriminden bu yana, ağır metallerin miktarı ve çeşiti giderek artmış ve 

zamanla organizmalar için toksik etkiye neden olan değerlere ulaşmıştır (Toxic 

Substances and Disease Registry, 2007; Nagajyoti vd., 2010). Topraktaki ağır metal 

kontaminasyonu, tarım ilaçları, maden kaynaklarının işlenmesi, kömür gibi fosil 

kaynaklarının yakılması, pil atıkları ve kirliliğe maruz kalmış akarsular ile sulama gibi 

nedenlerden kaynaklanmaktadır (Vousta vd., 1996; Sharma vd., 2007; Qishlaqi vd., 2008; 

Zhang vd., 2013).   

Önceki çalışmalarda ağır metallerin, DNA hasarını arttırdığı, serbest radikal üretimini 

arttırmasından dolayı nokta mutasyonlarına, canlılarda oksidatif strese ve zincir 

kırılmalarına neden olduğu tespit edilmiştir (Costa vd., 1994; Koppen ve Verschaeve, 

1996; Liu ve Dixon, 1996; Ariza ve Williams, 1999; Kovalchuk vd., 2001; Bal ve 

Kasprzak, 2002; Cenkçi vd., 2009).    Bitkilerde ağır metallerin neden olduğu genotoksik 

etki ile oluşan DNA hasarının boyutunun tespitinde kromozom sapmaları (Souguir vd., 

2008), comet assay (Angelis vd., 2000), mikronükleus testleri (Steinkelln vd., 1998) gibi 

yöntemlerden faydalanılmıştır. Teknolojik imkanların artması ile daha spesifik ve hassas 

teknikler kullanılmaya başlanmıştır. MSAP, CRED-RA, SSR, RFLP, AFLP, IRAP, 

RAPD ve gen ekspresyonu gibi moleküler teknikler bitkilerde ağır metallerin ve diğer 

organik/inorganik genotoksinlerin neden olduğu DNA hasarının belirlenmesinde oldukça 

etkili olarak kullanılmaktadır (Atienzar vd., 1999; Labra vd., 2003; Enan 2006; Liu vd., 

2007). Bu teknikler sayesinde artış gösteren reaktif oksijen türlerinin etkileri, tek ve çift 

zincir kırıkları, gen okuma çerçevesindeki kaymalar, nükleotit anormallik 

modifikasyonları gibi DNA hasarları tespit edilebilmektedir.  

Çalışmamızda termik santrallerden linyit kömürünün yakılması sonucu çevreye yayılan 

ağır metallerin ekmeklik buğday ve mısır bitkilerinde meydana getirdiği genetik ve 
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epigenetik değişiklikler RAPD, IRAP ve gen ekspresyon analizleriyle belirlenmiş, ayrıca 

bitkilerin yapısındaki ağır metaller ile ilgili veriler elde edilmiştir. 

RAPD yöntemi moleküler biyoloji alanında ağır metal stresi gibi çevresel etkilerin 

DNA’da meydana getirdiği değişikliklerin tespit edilmesinde çok sık olarak tercih 

edilmektedir (Conte vd., 1998; Atienzar vd., 2001; Muller vd., 2004; Lui vd., 2005; 

Mengoni vd., 2009). RAPD profilinde meydana gelen polimorfizmler nokta 

mutasyonları, delesyon, insersiyon, genetik ve kromozomal yeniden düzenlemeler gibi 

genomik DNA zincirinde meydana gelen hasarların bir göstergesi olarak ifade edilir 

(Atienzar vd., 2002; Wolf vd., 2004). RAPD profillerindeki değişimlerden elde edilen 

GTS değerindeki azalma ise DNA’daki hasar seviyesi, DNA replikasyonu ve tamir 

mekanizmalarında meydana gelen aksaklıklar ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Atienzar 

vd., 1999, 2000; Liu vd., 2005; Cenkçi vd., 2010). 

RAPD tekniği ile yaptığımız analizler sonucunda en yüksek polimorfizm değerlerinin 

ağır metal kirliliğine neden olan termik santrale en yakın noktalarda yetişen mısır ve 

ekmeklik buğday fidelerinde tespit edilmiştir. Termik santral ile bitkilerin ekim noktaları 

arasındaki mesafe arttıkça meydana gelen polimorfizm değerleri de düşüş göstermiştir. 

Bu durum ağır metal kaynağına yakın noktadaki bitkilerde toksik etkinin dolayısıyla 

DNA hasarının yüksek olduğunu göstermektedir. Polimorfizm değerleri fazla olan 

örneklerin ICP-MS sonuçları termik santrale yakın noktalarda yetişen örneklerde ağır 

metal çeşidi ve miktarının fazlalığını göstermektedir. Ağır metal kaynağından 

uzaklaştıkça bitki bünyesindeki ağır metal oranı ve çeşidi giderek azalma göstermektedir. 

Buna bağlı olarak DNA hasarında azalma olmakta bu da düşük polimorfizm değeri ile 

kendini göstermektedir.  Mısır ve ekmeklik buğday örneklerinin yetiştiği nokta ile termik 

santral arasındaki mesafe arttıkça bitkilerin GTS değerlerinin artış gösterdiği tespit 

edilmiştir. Ağır metal stresi azaldıkça yani ağır metal kaynağından uzaklaştıkça DNA 

hasarıda azalma göstermiştir. Yapısında ağır metal tespit edilmeyen veya eser miktarda 

bulunan örneklerin GTS değerinin %100 olduğu belirlenmiştir.  

Mevcut literatür çalışmalarında da RAPD analizleri ile ağır metallerin bitkiler üzerindeki 

toksik etkisi ve bu etki sonucunda genom profilinde meydana gelen değişimler başarılı 

şekilde tespit edilmiştir. Aras ve arkadaşları (2010) Kayseri’de yaptıkları çalışmada ağır 

metal kirliliğine neden olan cam ve çelik fabrikası çevresinde toplanan Pseudevernia 
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furfuracea L. örneklerinde DNA hasarı ile DNA profillerinde meydana gelen değişimleri 

RAPD yöntemiyle tespit etmişlerdir. Cansaran-Duman ve arkadaşları (2011) Evernia 

prunastri liken türünde Karabük Demir Çelik fabrikasından yayılan ağır metallerin DNA 

üzerindeki etkisini RAPD analizi ile değerlendirmişler ve çalışma sonuçları ağır metal 

kirliliğinin neden olduğu genotoksik etkinin fabrikaya en yakın noktalarda alınan liken 

örneklerinde yüksek seviyede olduğunu tespit etmişlerdir. Aslam ve arkadaşları (2014) 

farklı konsantrasyonda Cd(NO3)2.4H2O’a maruz bıraktıkları biber (Capsicum annuum 

L.)’de meydana gelen genotoksik etki düzeyini RAPD ile incelemişler ve yüksek düzeyde 

polimorfizmin tespit edildiğini ifade etmişlerdir.  Farklı dozlarda Zn ve Cu ağır 

metallerine maruz bırakılarak çimlendirilen salatalık (Cucumis sativus L.) tohumlarında 

genotoksik etki düzeyi RAPD ile analiz edilmiş ve bu ağır metallerin fidelerde genetik 

şablon kararlılığında azalmaya neden olduğu vurgulanmıştır (Soydam Aydın vd, 2012).  

Başka bir çalışmada ise patlıcan (Solanum melongena L.) tohumları Cu ağır metalinin 

farklı konsantrasyonları ile çimlendirilerek genotoksik etki düzeyi RAPD markırı ile 

değerlendirilmiştir. Konsantrasyona bağlı olarak oluşan genotoksik etkiye bağlı olarak 

polimorfizmler tespit edilmiştir (Aksoy Körpe ve Aras, 2011). 

Transpozonlar organizmaların genomları içerisinde yer alan, tekrarlı ve hareketli DNA 

dizileridir. Bulundukları konumu değiştirebilme kapasitesine sahip olduklarından dolayı 

konak organizmayı olumlu veya olumsuz şekillerde etkileyebilmektedirler. Çevresel 

koşulların değişmesi veya stres faktörleri bu genomik elementlerin aktifliğine etki eden 

epigenetik yapılanmayı değiştirebilmektedirler (Wessler, 2009).  

Transpozonlar, transpozisyonları sonucu genomun birçok farklı bölgelerine insersiyon 

yapabilmektedirler. Özellikle eksonlara veya gen yakınındaki bölgelere yerleştiklerinde; 

nokta mutasyonu, çerçeve-kayma mutasyonu, delesyon, duplikasyon, insersiyon gibi 

birçok mutasyonlara yol açmaktadırlar. Bu mutasyonların sonucunda genlerin okuma 

çerçevesinde kaymalara, alternatif gen ürünlerinin oluşumuna, gen ürünü proteinlerin 

sentezlenememesine sebep olabilir. Gen fonksiyonunu, yapısını ve aktivitesini 

değiştirebilmesinden dolayı genom ve kromozom yapılarının değişmesini de 

sağlayabilmektedirler (Bennetzen, 2000; Federoff, 2000; Wicker vd., 2007).  

Genomun yapısını ve boyutunu etkileme konusunda önemli potansiyele sahip 

retrotranspozonlara termik santralden yayılan ağır metallerin neden olduğu stres düzeyi 
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ekmeklik buğday ve mısır örneklerinde IRAP analizleri ile incelenmiştir. Analizlerde 

kullanılan Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, Nikita E2647-, 5LTR1, LTR 6149-5 LTR 

retrotranspozonlarının hareketliliğinden kaynaklı olarak DNA zincirinde meydana gelen 

değişimler ve hasarlar polimorfizmler olarak tespit edilmiştir. Ağır metal kirliliğine neden 

olan termik santrale yakın noktalarda yetiştirilen ekmeklik buğday ve mısır örneklerinde 

hasar düzeyinin dolayısıyla polimorfizm değerinin yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Retrotranspozonların bu hareketliliğinin bitkilerde genomik kalıp sabitliğini de olumsuz 

yönde etkilediği anlaşılmıştır. Çünkü en düşük GTS değerleri termik santrale en yakın 

örneklerde tespit edilmiştir. Polimorfizm değeri yüksek çıkan örneklerin yapısında daha 

çok çeşit ve miktarda ağır metal varlığı tespit edilmiştir. Bu sonuçlar bitki bünyesine 

alınan ağır metallerin miktar ve çeşitindeki artış ile retrotranspozon hareketliliğindeki 

artışın doğru orantılı olduğunu göstermektedir. Retrotranspozonların bu hareketliliği 

primer bağlanma noktalarını ve genom profilindeki meydana gelen değişimler DNA 

zincirinde değişimi etkilemiş olabilir.  

Retroranspozon hareketlilik düzeyinin araştırılması amacıyla farklı stress koşulları 

altında farklı metabolizmalarda IRAP analizi ile yapılmış literatür çalışmaları mevcuttur 

(Alavi-Kia vd., 2008; Belyayev vd., 2010; Carvalho vd., 2010; Bayram vd., 2012; 

Hamad-Mecbur vd., 2012; Temel ve Gözükırmızı, 2013). Tuz stresinin buğday (Triticum 

aestivum L.) üzerinde retrotranspozon hareketliliğine etkisinin incelendiği çalışmada 

uygulanan farklı tuz konsantrasyonuna bağlı olarak retrotranspozon hareketinin arttığı ve 

buna bağlı olarakta GTS oranının azaldığı gözlenmiştir (Yağcı, 2015).  Farklı dozlardaki 

Mn ağır metalinin mısır (Zea mays L.) üzerinde meydana getirdiği genotoksik etki IRAP 

tekniği ile analiz edilmiş ve değişen oranlarda polimorfizmler tespit edilmiştir. Ayrıca 

Mn doz artışına bağlı olarak GTS değerlerinde düşüş meydana geldiği vurgulanmıştır 

(Yiğider vd, 2016).  

Ağır metallerin ekmeklik buğday ve mısır bitkileri üzerindeki genotoksik etkileri 

sonucunda genom şablonunda meydana gelen farklılaşma RAPD ve IRAP analizleri ile 

tespit edilmiş olup, bu durum polimorfizmler ve GTS değişimleri ile kendini göstermiştir.  

Ağır metal stresinin gen ekspresyonu, DNA metilasyonu ve histonlardaki 

modifikasyonlar gibi kromatin yapısında meydana gelen epigenetik değişikliklerle 

bitkileri etkilediği bilinmektedir (Labra vd., 2002; Grativol vd., 2012). Çevresel stres 
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etmenleri tüm genomda özellikle sitozin metilasyonunda önemli değişikliklere neden 

olmaktadır. Sitozin metilasyonu hem transkripsiyonel hem de postranskripsiyonel 

düzeyde gen ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli bir role sahiptir (Labra vd., 2002; 

Filek vd., 2008; Peng ve Zhang, 2009). Ağır metallerin neden olduğu DNA hasarından 

dolayı transkripsiyon ve translasyonun etkilendiği yapılan çalışmalar ile tespit edilmiştir 

(Zhu vd., 2014; Nicosia vd., 2015; Sheshadri vd., 2015). Bitkilerdeki ağır metal 

maruziyetinin en yaygın stres sonuçlarından birisinin ROS’un üretimi olduğu 

bilinmektedir (Choudhury  vd., 2016).  Oksidatif stres proteinlerin yapısında bozulmaya 

ve DNA hasarına yol açarken ( Malar vd., 2014a, 2014b; Manikandan vd., 2015, 2016), 

aynı zamanda DNA tamir sistemini inhibe edebilmektedir (Kumar vd., 2012).  

Bitkilerin etkin direnci stresle ilişkili genlerin indüksiyonuna ve proteinlerin savunma 

rolleri ile sentezlenmesine bağlıdır (Vinocur ve Altman, 2005). Bitkiler kuraklık, 

tuzluluk, olumsuz sıcaklık, ağır metal toksisitesi, besin yetersizliği gibi çeşitli abiyotik ve 

biyotik stresleri algılama ve bunlara cevap vermek için karmaşık mekanizmalar 

geliştirmişlerdir (Campo vd., 2012; Zwack ve Rashotte, 2015). 14-3-3 protein grubu bitki 

gelişimi ve metabolizmasını kontrol etmenin yanında (Obidiegwu, 2015), bitki 

hücrelerinin biyotik ve abiyotik streslerden koruyan moleküler ağlara karıştığı ve bitki 

savunma yanıtında önemli rol oynadığı belirtilmiştir (Chelysheva vd., 1999; Roberts vd., 

2002; Chen vd., 2006; Denison vd., 2011).  

Bitki gelişimi ve savunması için önemli role sahip bu protein gurubunun ağır metal stresi 

altındaki ekmeklik buğday ve mısır bitkilerindeki gen ekspresyon düzeyleri tespit 

edilerek, ağır metallerin neden olduğu stresin boyutu analiz edilmiştir. Bunun için 

örneklerden elde edilen eşik döngü değeri kullanılarak gen ifade düzeyinin 

hesaplanmasında etkili bir parametre olan 2-∆∆Ct değerlerini hesaplanmıştır. Ağır metale 

maruz bırakılarak yetiştirilen örnekler ile kontrol gurubu örneklerinin 2-∆∆Ct değerleri β-

actin geni ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Değerlendirme sonuçları ağır metal 

kirliliğinin yoğun olduğu noktalarda yetişen bitkilerin stres etkisi ile gen ifade 

düzeylerinin değiştiği sonucunu vermektedir. Özellikle ağır metal kirliliğine yol açan 

termik santrale yakın noktalarda yetiştirilen bitkilerin gen ekspresyonunun β–actin geni 

ekspresyonundan düşük kaldığı tespit edilmiştir. Ancak bitkinin yetiştiği nokta ile termik 
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santral arasındaki mesafe arttıkça ekspresyon düzeyi β–actin geninin ekspresyon 

düzeyine eşit veya daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.  

Ağır metallerin bitkilerde gen ekspresyonuna etkisinin tespiti için farklı çalışmalar 

mevcuttur. Örneğin Xie ve arkadaşları (2017) Coprinus atramentarius üzerinde yaptıkları 

çalışmada 14-3-3 gen ekspresyon düzeyinin Cd yoğunluğuna bağlı olduğunu ve 

Cd maruziyeti ile 14-3-3 transkripsiyonel regülasyonu arasında bir korelasyon 

bulunduğunu ifade etmişlerdir. Owen ve arkadaşları (2012) farklı dozlarda Cu’a maruz 

kalan deniz yosunlarında hızlı bir 14-3-3 indüksiyonu olduğu saptamış, ayrıca 14-3-

3’lerin Cu toleransında önemli bir rol oynadığı belirtilmiştir (Hall ve Williams, 2003; 

Chen vd., 2015). 14-3-3 transkripsiyonel regülasyonunda Cu’ın rolünün tespiti için 

yapılan çalışmada patates (Solanum tuberosum)'te farklı yoğunluklara bağlı olarak gen 

ekspresyon seviyelerinde değişimin söz konusu olduğu vurgulanmıştır (Aksamit vd., 

2005). Pb ağır metal stresine maruz bırakılan Coprinus atramentarius’da üzerinde 14-3-

3 proteini ekspresyonunda yüksek miktarda artış tespit edilmiştir (Wei vd., 2016 ).   

Elde ettiğimiz bulgular ağır metal stresinin bitki savunma mekanizmasını oluşturan 14-

3-3 protein ailesinin ekspresyon seviyesini arttırdığını göstermektedir. Ancak aşırı 

yoğunluktaki ağır metal ve/veya türünün varlığı gen ekspresyonunu baskılamış olabilir. 

Nitekim, Owen vd. (2012), bitki bünyesindeki engellenemeyen Cu artışının, geri 

dönüşümsüz DNA hasarı oluşturduğunu ve 14-3-3 ekspresyon seviyesini etkilediğini 

vurgulamışlardır. Çalışmamızın aksine, literatür çalışmalarında metabolizmaların stres 

koşullarına maruz kaldıklarında 14-3-3 proteinlerinin gen indüksiyonundaki artış 

belirtilmiştir (Pozuelo-Rubio, 2012). Bazı araştırmacılar, 14-3-3'ün V-ATPaz'ın veya 

plazma membranı H + -ATPase ile etkileşime girdiğini (Chen vd., 2015) ve böylece 14-

3-3 proteinlerinin ağır metal toleransında önemli bir rol oynadığını belirtmişlerdir (Hall 

ve Williams, 2003; Chen vd., 2015).  

Çalışmamızda ağır metallerin neden olduğu abiyotik stresin bitkilerde meydana getirdiği 

DNA hasarı, retrotranspozon hareketliliği ve gen ekspresyonunda oluşan değişiklikler 

moleküler markırlar ile değerlendirilmiştir.  

Bulgularımız ağır metallerin ekmeklik buğday ve mısır tahıllarında neden olduğu stresin 

LTR retrotranspozonların mobilizasyonunu indüklediğini göstermiştir. LTR 
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retrotanspozonların hareketliliği neticesinde genomun okuma bölgelerindeki 

farklılaşmanın gen ekspresyonunu, genomik stabiliteyi etkilediği anlaşılmıştır. Ancak 

retrotranspozonların hareket boyutu ile gen ekspresyon düzeyi arasında doğru orantı söz 

konusu değildir. Bu durum muhtemelen metabolizmaların belirli orandaki genomik 

farklılaşmayı tolere edebilmelerinin sonucudur. Ayrıca tüm retrotranspozon 

hareketliliğinin genomdaki heterokromatin bölgede meydana gelmediğini işaret 

etmektedir. Gen ekspresyonu ile retrotranspozonlar arasındaki ilişkinin daha kapsamlı bir 

şekilde anlaşılması, stres koşulları altındaki bitkilerin uyum gücünün aydınlatılmasına ve 

stres durumlarında oluşturdukları tepkilerinin anlaşılmasında önemli bir rol oynayacaktır.  

Çalışmamızda termik santral çevresinde yetiştirilen tahıllarda bulunan ağır metallerin 

genotoksik etkilerine odaklanılmış olsada termik santrallerden sadece ağır metal atılımı 

söz konusu değildir. Termik santrallerden kömür yakılması sonucu önemli miktarda 

karbondioksit (CO2), karbonmonoksit (CO), azot oksitler (NOx), uçucu organik bileşikler, 

kükürt dioksit (SO2), metan (CH4) gibi gazlar ve partikül maddelerde yayılmaktadır (Kır, 

2008). Bu etkenlerin çalışmamızın sonuçlarını etkilemesi muhtemeldir. Bundan dolayı bu 

etkenlerin etki düzeylerinin tespiti önemli bir çalışma konusunu oluşturmaktadır.  

Araştırmamızda kullandığımız RAPD, IRAP ve RT-PCR analizlerinin ağır metallerin 

neden olduğu stresin düzeyini ve genomda meydana gelen hasar boyutunun tespitinde 

kullanışlı birer teknik oldukları ifade edilebilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

6. ÖNERİLER 

Ağır metallerin genotoksik etkisi üzerine yapılan çalışmalar genellikle ağır metallerin tek 

tek ve farklı dozlarda uygulanması prensibine dayanmaktadır. Ancak ağır metallerin 

doğaya salınmasına neden olan faktörler incelendiğinde aynı anda birden fazla ağır 

metalin birlikte hareket ederek doğaya karıştığı görülmektedir. Bu nedenle canlılar 

yalnızca tek bir metale değil aynı anda birden fazla metale maruz kalır. Bundan dolayı 

aynı kaynaktan yayılan ağır metallerin etkisinin birlikte incelenmesi daha uygun 

olacaktır. 

Günümüzde sürekli teknolojik gelişmeler yaşanmakta bu durumda enerji talebini 

doğrudan etkilemektedir. Enerji ihtiyacının karşılanmasında kullanılan linyit kömürü 

bakımından ülkemiz zengin kaynaklara sahiptir. Ağır metal kirliliğine neden olan termik 

santral ve diğer tüm sanayi kuruluşlarının çevresinde akümülatör bitkiler ile 

zenginleştirilmesi ağır metal kirliliğini azaltacağı kanaatini taşımaktayız.   

Ağır metallerin bitkilerde genotoksik etki yaptığı literatürde belirtilmiş, çalışmamızda da 

tespit edilmiştir. Bu durum göz önüne alınacak olursa yoğun biçimde ağır metal kirliliğine 

neden olan tesislerin çevresine ağır metal toleransı yüksek tahıl türlerinin tespit edilerek, 

bu türlerin ekilmesinin daha uygun olacağı kanaatini taşımaktayız. 
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