T.C.
ERZINCAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

TERMIK SANTRAL KAYNAKLI AGIR METALLERIN MISIR VE
EKMEKLIK BUGDAYDA MEYDANA GETIRDIiGI MOLEKULER
ETKIiLERIN BELIRLENMESI

Hiiseyin BULUT

Damisman: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

BIiYOLOJIi
ANABILIM DALI

ERZINCAN
2018

Her Hakki Sakhdir.



Kabul ve Onay Sayfas:

Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN danismanliginda, Hiiseyin BULUT tarafindan
hazirlanan bu galiyma 30/03/2018 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji

Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bilim Dal’’nda Doktora Tezi olarak
oybirligi ile kabul edilmistir.

= N
Bagkan : Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR im:&b&/\
Damgman : Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN Imza: i(#

Uye . Prof. Dr. Murat CANKAYA Imza: w/‘./-\

Uye : Dog. Dr. Murat AYDIN Imza: M#\L
Uye - Dr. Ogr. Uyesi Serap SUNAR Imza: A . L__—'

Yukaridaki sonug Enstitii Yonetim Kurulunun 13/ 04 /2018 tarih ve 14 / 1
sayili karan ile onaylanmstur.

Prof. Dr. Pasa YALCIN
Enstitii Miidiirii

Not: Bu tezde kullamlan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildiriglerin, sekil ve tablolarin kaynak
olarak kullanimi, 5846 sayih Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



Bilimsel Etige Uygunluk Sayfasi

“Termik Santral Kaynakli Agir Metallerin Misir ve Ekmeklik Bugdayda Meydana
Getirdigi Molekiiler Etkilerin Belirlenmesi’’ isimli “Doktora” tezim tarafimca intihal
tespit programi ile incelenmistir. Buna gore tezimde bilimsel etik ihlali ve intihal olarak

nitelendirilebilecek herhangi bir durum olmadigini taahhiit ederim.

Bu caligmadaki tim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir bicimde elde
edildigini; ayn1 zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu ¢aligmanin 6ziinde
olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve referans gosterdigimi beyan

ederim. 30/03/2018

Hiiseyin BULUT



OZET

Doktora Tezi

TERMIK SANTRAL KAYNAKLI AGIR METALLERIN MISIR VE
EKMEKLIK BUGDAYDA MEYDANA GETIiRDiGIi MOLEKULER
ETKILERIN BELIRLENMESI

Hiiseyin BULUT
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Danisman: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

Agir metal kirliligine neden olan termik santral cevresinde yetistirilen Triticum
aestivum L. (ekmeklik bugday) ve Zea mays L. (misir) tahillarinda meydana gelen
genetik ve epigenetik degisiklikler RAPD, IRAP ve gen ekspresyon analizi ile
incelenmis ayrica yetistirilen fidelerin yapisinda bulunan agir metallerin tiirii ve miktar1
ICP-MS ile analiz edilmistir. Konumlar1 termik santrale yakinliklarina bagli olarak
ekmeklik bugday ve misir bitkileri iizerinde agir metallerin olusturdugu stresin genom
profillerinde meydana getirdigi degisimler analiz edilmistir. Bu degisimlerin
polimorfizmde artisga ve GTS degerinde azalmaya neden oldugu RAPD ve IRAP
teknikleri ile tespit edilmistir. Bitki savunma mekanizmasinda yer alan ve stres
kosullarinda ekspresyon diizeyinde artis meydana gelen 14-3-3 protein ailesinin
ekspresyon diizeyi RT-PCR ile analiz edilmis ve B-actin geni ile karsilastirilmistir.
Yapisinda yogun miktarda agir metal barindiran 6rneklerde 14-3-3 gen ekspresyon
diizeyinin baskilandig1 tespit edilmistir. Bitkiler i¢in agir metal kirliligine neden olan
kaynak arasindaki mesafenin 6nemi anlasilmistir.

2018, 113 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Epigenetik, Gen ekspresyonu, Genotoksisite, IRAP,
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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-FIRED THERMAL POWER PLANTS

Hiiseyin BULUT

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nalan YILDIRIM DOGAN

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 -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.
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1. GIRIS

Canli metabolizmalarin hayatlar1 boyunca etkilesim i¢inde bulunduklar1 ortam cevre
olarak ifade edilmektedir. Hava, su, toprak c¢evrenin fiziksel unsurlarini, ireticiler
(bitkiler), tiiketiciler (hayvanlar), ayrstiricilar (bakteri ve mantarlar) ise biyolojik

unsurlarini olusturmaktadir (CSB, 2006).

Diinyanin son yiizyildaki en 6nemli sorunlardan birisi durumunda bulunan ¢evre kirliligi,
metabolizmalarin sagligin1 olumsuz yonde etkileyebilecek yabanci maddelerin; hava, su
ve topraga yogun bir sekilde karismasi olayidir (Bayar, 2009). Insan aktiviteleri
neticesinde ¢evreye atilan kirletici maddeler gelismis ve gelismekte olan iilkelerde genis

alanlarin kirlenmesine sebep olmaktadir (Memon ve Schréder, 2009).

Teknoloji devrimi ile birlikte sanayilesme hizinin artmasi, hayat standartlarinin
yiikselmesi, buna paralel olarak diinya niifusunun oldukca artis gostermesi cevre
kirliligini de beraberinde getirmistir. Cevre kirliliginin boyutlar1 sanayilesmedeki hiz ile
orantili olarak giderek artmaktadir. Durdurulamayan bu artis ¢evrenin dengelerini altiist
ederken ayn1 zamanda canlilar tizerinde de gesitli olumsuzluklara neden olmaktadir. Bu
etki ekosistemlerin sabit konumlu, {iretici metabolizmalar1 olan bitkiler i¢in daha fazladir

(Munzuroglu ve Giir, 2000).

Son on yilda kentsel biiylime ile paralel olarak ¢evre sorunlari da artmaya devam etmistir.
Hizl1 kentlesme, sanayilesme ve insan faaliyetlerine bagli olarak arag trafiginin ve
endiistriyel faaliyetlerin artmasiyla birlikte ulasim ve enerji ihtiyaci da artmaktadir
(Grigoratos vd., 2014). Bu ihtiyac¢larin karsilanabilmesi i¢in gerceklestirilen faaliyetler
neticesinde ortaya ¢ikan agir metallerin yayilmasi, ¢evredeki en onemli sorunlardan
biridir (Sawidis vd., 2011). Bu kirleticilerin etkileri, kentsel biiyiimeyle baglantili olarak
ortaya c¢ikan olumsuz saglik etkileri agisindan onemlidir (Kampa ve Castanas, 2008;

Kelepertzis, 2014).

Gilintimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi temel yapitaglarinin yapisinda ¢esitli
yollardan ulasarak yogunlugunu arttiran agir metaller, tiim canlilar i¢in hayati énem

tastyan bir ¢evre sorunu halini almistir (Stresty ve Madhava, 1999). Agir metaller sahip



olduklar1 toksisite ve ortamdaki direngleri nedeniyle en tehlikeli kirleticiler olarak

siniflandiriimaktadir (Oztiirk, 2009).

Cevre kirliliginin baslica etkenlerden birisi olan ‘agir metal’ tanimi1 bilim diinyasina ¢evre
kirliligi ile birlikte adin1 yazdirmistir. Agir metaller, diinyanin dogal yapisinda yer alan,
degismeyen ve yogunlugu 5 g/cm*’ten biiyiikk olan metaller olarak bilinmektedir.
Endiistriyel iiretimin hizla gelismesiyle, agir metaller ¢evre kirliliginin ana
kaynaklarmdan biri olmaya baslamistir (Jomova ve Valko, 2011). Ozellikle ¢evre kirliligi
ve canlt metabolizmalara etkileri agisindan demir (Fe), mangan (Mn), ¢inko (Zn), bakir
(Cu), mobilden (Mo), kobalt (Co), nikel (Ni), krom (Cr), kursun (Pb), berilyum (Be),
cadmium (Cd), talyum (TI), antimon (Sb), kalay (Sn), glimiis (Ag), arsenik (As), civa
(Hg) ve aliiminyum (Al) agir metallerinin neden oldugu kirlilige dikkat edilmelidir
(Martin ve Coughtrey, 1985).

Canlilar, normal yasamsal aktivitelerini devam ettirebilmek icin ortamda bulunan bazi
agir metallere diisiik konsantrasyonlarda ihtiyag duyarlar. Ornegin, Mn, Fe, Co ve Ni gibi
agir metaller bitkisel metabolizmanin diizenli bir sekilde cereyani i¢in gerekli mikro
elementlerdendir ve mevcut bir¢ok calismada belirli miktarlarinin bitkilerin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal gelisimi i¢in 6nemli oldugu tespit edilmistir (Nedelkoska ve

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

Agir metallerin kolayca hareket edebilmesi, yayilmasi ve bir dereceye kadar toksik etki
tiretebilmesi bitki biiylimesinin engellenmesine ve veriminde diisiise neden olabilir.
Hiicresel diizeyde asir1 miktarda toksik agir metal birikimi membranlar, proteinler ve
DNA gibi farkl: hiicre bilesenleri igin ¢esitli stres tepkilerine ve hasara neden olmaktadir
(Waisberg vd., 2003). Cevre kirliligine ve ekolojik yapinin tahribatina neden olan agir
metallerden Pb, Zn, Cu, Co, Cd, Cr, Ni gibi metal iyonlari, kaliciliklarindan dolay1 canl
sistemleri ve ¢evre sagligi yoniinden dnem tasimaktadir. Bu iyonlarin yogunluklari belirli
bir seviyenin {izerine ¢iktigi zaman canlilar i¢in toksik olabilmektedir (Saglam ve

Cihangir, 1995).

Ekosisteme giris yollar1 dikkatlice incelendiginde farkli faaliyet alanlarindan agir
metallerin ¢evreye yayildigr goriilmektedir (Kahvecioglu vd., 2007). Dogadaki agir metal

kirliligine neden olan etmenler Sekil 1.1.” de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Agir metal kirligine neden olan faktorler
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Diinyada ve iilkemizde niifus artis1 ve teknolojik gelismelerden kaynakli olarak giin

gectikce enerji ihtiyact artmaktadir. 2011 yili istatistiklerine gore iilkemizde enerji

tiretimi 32.229 Btep (bin ton esdeger petrol) olarak gergeklesmistir. Enerji tiretiminin

kaynaklar bazindaki dagilimi sirasiyla; linyit komiirii (%50), hidroelektrik santralleri

(%14), odun (%8), petrol ve tiirevleri (%8), jeotermal-1s1 (%5) ve taskomiirii (%4)

seklindedir (Kog ve Senel, 2013) (Sekil 1.2).

W Tas Komlrd

| Linyit

® Hayvan ve Bitki Atiklan
» Odun

| Petrol

W Asfalt

® Dogalgaz

B Hidrolik

W Riizgar

® Jeotermal(Elekt.)
| leotermal(lsi)

B Glnesg

Sekil 1.2. Ulkemizde enerji iiretiminde kullanilan kaynaklarin dagilimi (Kog ve Senel,

2013)



Diinyada ihtiyag duyulan elektrik enerjisinin biiyiikk bir kismu fosil yakitlardan
saglanmakta olup (Hardin, 2013), bu enerjinin yaklasik %41'1 komiirden elde
edilmektedir (Ruth ve Tian, 2014). Ulkemizde enerji talebinin karsilanmasinda ilk sirada
yer alan termik santraller fosil yakitlarin yakilmasi ile elektrik enerjisinin tretildigi
tesislerdir. Yapim maliyetinin diislikliigii, kolay kurulumu, kalori degeri diisiik ve yiizeye

yakin komiiriin kullanilmasindan dolay1 isletme sayis1 fazladir (Karaca vd., 2009).

Ulkemizin en biiyiik enerji kaynagmi 9,3 milyar ton rezervi ile linyit olusturmakta olup
linyit komiirii kullanilarak elektrik enerjisi {ireten aktif 24 adet termik santral
bulunmaktadir. Ayrica projesi hazirlanan ya da yapim asamasinda olan 30 termik

santralin daha faaliyete gecirilmesi planlanmaktadir (EA, 2018).

Calismamizin kapsamini olusturan Afsin-Elbistan enerji sahasi ucuz, kaliteli ve enerji
talebinin temini acisindan kritik bir neme sahiptir. Ulkemizin linyit rezervinin 4,5 milyar
tonluk bolimiiniin Afsin-Elbistan’da oldugu diisiiniildiiglinde, sahanin enerji agisindan
degeri daha iyi anlasilacaktir (Direskeneli, 2014). Afsin-Elbistan enerji sahasinda, 1984
yilinda 1.355 MW’lik Afsin-Elbistan A Termik Santrali ve 2004 yilinda da 1440 MW lik
B Termik Santrali faaliyete gecmistir. Planlanan C- D- E termik santral {initelerininde
hayata gecirilmesiyle birlikte bu enerji sahasi Tiirkiye’nin en biiyiik enerji tiretim merkezi

olacaktir (Tamzok, 2014).

Linyit ve tas komiirii kullanan termik santraller tehlikeli ¢evresel kirletici olarak kabul
edilmekte ve agir metallerin ¢evreye yayilmasinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Oztiirk, 2009). Afsin-Elbistan termik santrallerinde enetji elde edilmesi sirasinda linyitin
yakilmasiyla ortaya ¢ikan baca gazlari, baca kiilleri, komiir ve kiil stok sahasindaki kiiller,
acik komiir isletme sahalari, dekapaj sahalari, komiir nakil yollari, komiir ve kiillerin
bantlarla taginmasi ve su kullanimi nedeniyle ¢evre olumsuz yonde etkilenmektedir

(Kadioglu ve Tellioglu, 1996).

Komiir sektoriinde tehlikeli atiklara maruz kalmanin temel yolu ¢ikarma, tagima-6giitme
ve yanma faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikan komiir tozu parcalarinin teneffiis edilmesidir.
Bir¢ok c¢alismada komiir ve pargaciklarmin, bir¢ok solunum yolu hastaliklarini
tetikledigi, akciger hasarma neden oldugu ve kan hiicrelerinde DNA hasarina yol agtig1

tespit edilmistir (Cohen vd., 2008; Santo Tomas, 2011).



Termik santrallerden ortaya c¢ikan agir metallerin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesine neden oldugu ve bundan dolayt DNA hasarini, DNA onarim
mekanizmalarini ve enzimlerin gen ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir (Jomova ve
Valko, 2011; IARC, 2012). ROS'un DNA iplik¢ik kirilmasini tetikledigi, DNA-protein
capraz baglarinin olusumuna neden oldugu, ara ve iplikgik i¢i ¢apraz baglarin olusumuna
yol actig1 bilinmektedir (Jena, 2012). Bundan dolay1 komiiriin islenmesi ve yakilmasi,
canli1 organizmalar i¢in 6nemli cevresel ve potansiyel tehlikelere neden olmaktadir
(Teixeira vd., 2009; Le6én-Mejia vd., 2011). Bu etkilerinden dolay1 insanlar, bitkiler ve
farkli hayvansal metabolizmalar iizerinde komiir {iriinlerinin etkilerinin tespiti i¢in ¢esitli

caligmalar yapilmistir.

Termik santrallerde ¢alisan iscilerin saglik riskleri ile ilgili yapilan caligmada, yiiksek
miktarda ve uzun siireli komiir kiiliine maruz kalmanin, akciger fonksiyonlarinda
bozulma ve solunum semptomlaria neden oldugu tespit edilmistir (Schilling vd., 1988;

Oxman vd., 1993).

Ingiltere’de termik santral iscilerinde yapilan 29 yillik bir takip ¢alismasinda plevral
kansere bagli dliimlerin 6nemli oranda artis gosterdigi tespit edilmistir (Nichols ve

Sorahan, 2005).

Ornegin Afsin-Elbistan A santrali ¢alisanlarinda olas1 genotoksik risklerin arastirildig
caligmada, periferik kan lenfositlerinde comet assay, poliploidi, yapisal kromozom
bozuklugu ve mikro niikleus siklig1 analiz edilmistir. Bu dort belirtecten elde edilen hasar
seviyelerinin kontrol grubundan ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Celik vd.,
2007).

Komiir yakma iiriinlerine maruz kalan is¢iler iizerinde comet assay analizi ile olasi
genotoksik risklerin arastirildigi ¢alismada Vendz kan Ornekleri sigara, tiitiin ¢igneme
veya alkol tiiketim aligkanlig1 olmayan is¢ilerden toplanmistir. Sonuglar, bilinen herhangi
bir genotoksik ajana maruz kalmayan kontrol grubu ile karsilastirilmis ve arastirma
sonuglarinda guruplar arasinda DNA hasar diizeyleri agisindan anlamli farklar tespit

edilmistir (Durmaz vd., 2008).



Ko6miir ve ugucu kiil maruziyetinin genotoksik etkilerinin tespit edilmesi i¢in comet assay
ve mikro niikleus testleri ile fareler ilizerinde yapilan arastirmada kimyasal ajanlarin ve
oksidatif stres mekanizmalarinin DNA hasarina neden oldugu tespit edilmistir

(Matzenbacher vd., 2017).

Kahraman (2011) tarafindan Afsin-Elbistan termik santralinde olusan kiillerin tarim
alanlarinda yararlanma olanaklar1 incelenmis ve uygulanan kiiliin bitki biinyesinde

yiiksek oranda agir metal birikimine neden oldugu belirlenmistir.

Kenger (2014)’in yaptig1 calismada Afsin-Elbistan termik santralinden elde edilen kiiller
ile toprak karisiminda musir yetistiriciligi denenmis ve en diisiik kiil dozu uygulamasinda
dahi misir bitkisinin bitki boyu, gévde, yaprak ve kok agirliginin énemli 6l¢iide azaldig:

tespit edilmistir.

Bozyel (2011) Canakkale ili Can termik santralinden kaynaklanan toz atigin misir (Zea
mays L.) bitkisinde biiylime {izerindeki etkilerini anatomik olarak incelenmesini
gerceklestirmistir. Toz atik uygulamalarinin, ¢imlenme oraninin, klorofil a, klorofil b,
toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinin, yaprak {ist ve alt yilizey stoma indeksinin,
yaprak iletim demetleri ve bulliform hiicreleride enine ve boyuna gelisimini artirmasina

ragmen bitkinin genel gelisimini engelledigini belirlemistir.

Mugla’da bulunan Yatagan termik santralinden kaynaklanan ugucu kiiliin misir (Zea
mays L.) bitkisinde biiylime, mineral beslenme ve agir metal igerigi lizerine olan etkisi
incelenmistir. Arastirmanin sonucunda yiiksek orandaki uc¢ucu kiil uygulamasinin kuru
madde, gévde ¢api, yaprak alani ve toplam klorofil igceri§inde azalmaya neden oldugu,
diisiik orandaki kiil uygulamasinin ise, biiylime parametreleri ve mineral beslenmeyi

olumlu etkiledigitespit edilmistir (Tuna ve Girgin, 2005).

Termik santrallerden yayilan agir metallerin neden oldugu kirliligin 6l¢iilmesinde
likenlerin biyoindikatdr olarak kullamldigi ¢alismalar da mevcuttur. Ornegin Yatagan
termik santrali ¢evresinden toplanan Xanthoria parietina tiri likenleri biyoindikator
olarak kullanilip, blinyelerinde 6lgiilen agir metal yogunlugunun hava kirliligi ve ¢evreye
etkileri degerlendirilmistir. Bu amacla bazi agir metallerin (Hg, Ni, Pb, Cu ve Fe)

analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar haritalanarak Onceki c¢aligsmalarla



karsilagtirilmistir. Agir metal yogunlugunun en fazla santralin yakin ¢evresindeki alanda

oldugu tespit edilmistir (Olgen ve Giir, 2012).

Termik santrallerin ¢evreye ve canlilara olan etkileri hakkinda diinya ¢evresinde de farkli
calismalar mevcuttur. Ornegin Menezes vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, kdmiir
madenciligi faaliyetleri nedeniyle tahrip olan topraklarda kolayca yetisen, yaygin bir bitki
olan Baccharis trimera iizerindeki etkileri incelenmistir. Comet assay yontemi ile yapilan
degerlendirmelerde kontrol gurubu ornekler ile karsilastirildiginda mutajenik etkiler
gozlenmistir. Ayrica DNA hasarinin emilen komiir atiklarinca indiiklendigi tespit

edilmistir.

Manosij vd. (2017) tarafindan yapilan bir bagka calismada komiir yakimi sonucu olugan
ucucu kiillerin Brassica tlrlerinde olusturdugu genotoksik etki, kontrol ornekleriyle
karsilastirilmis ve DNA hasarinda belirgin bir artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayni1
zamanda Jana vd. (2017)’nin yaptig1 ¢alisma sonucunda komiir yakilmasi sonucu agiga
cikan ugucu kil igerisinde yetistirilen A/lium cepa'da 6nemli oranda DNA hasarinin

meydana geldigi vurgulanmastir.

Termik santralden savrulan kiillerin degerlendirilebilmesi ve geri doniisiime
kazandirilabilmesi igin farkli bilim dallarinda da ¢aligmalar yapilmisir. Ornegin Tulga
(2017) tarafindan yapilan calismada Canakkale Biga Bekirli termik santralinin ugucu
kiiliiniin betonun mekanik 6zellikleri tizerindeki etkisi incelenmistir. Basinca dayanikli
beton iirlinlerinin elde edilmesinin amaglandigi calismada olumlu sonuglar elde

edilmistir.

Can Alas (2017) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise Kangal termik santralinden
atilan ugucu kiil beton yapimi uygulamalarinda kullanilmis ve iiretilen bloklarin basing
dayanimi, su emme, kilcal su emme, yogunluk, bosluk miktar1 ve 1s1l iletkenlik degerleri

belirlenerek blok iiretilebilecegini géstermistir.

Cd, Pb, Ni, Cu, Zn, Fe, Mn ve benzeri agir metallerin neden oldugu cevre kirliligi tim
canli metabolizmalar i¢in Onemli bir tehdittir. Termik santrallerden savrulan kiil
oranindaki artig ile ¢evreye salman agir metal miktarindaki artis dogru orantili olup

cevreye salinan ugucu kiillerin genotoksik ve mutajenik maddeler i¢erdigi saptanmistir



(Leonard vd., 1984; Constantine vd., 2004; Celik vd., 2006). Bir¢cok c¢alisma agir
metallerin bitki biiylimesini, fizyolojisini, biyokimyasal ve molekiiler yapisini
etkiledigini gostermistir. Ornegin Gangwar vd. (2011) farkli dozlarda Cr uyguladiklar:
Pisum sativum L. fidelerinde Cr toksik etkisinden dolayr biiyiimede azalma ve azot
emiliminde diislis tespit etmislerdir. Kumar vd. (2012) Pb *nun meydana getirdigi toksik
etkiyi belirlemek i¢in yaptiklar1 calismada farkli dozlar ile muamele ettikleri 1spanakta

hiicre 6liimiine kadar varan hiicresel lezyonlar tespit etmislerdir.

Liu vd. (2009) arpada Cd ’un genotoksik etkisini belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢calismada doz
arttikca RAPD bant profillerinde degisim tespit etmislerdir. Cd ’un en yiiksek dozunda
RAPD polimorfizm oran1 %53,4 olarak tespit edilmistir. Yine ayni c¢alismada Cd

varliginin kok uzamasini azalttigi belirtilmistir.

Cenkgi vd. (2009) fasulye fidelerinin Cr ve Zn agir metallerine maruziyeti sonucunda
RAPD profillerinde kontrol gurubuna kiyasla %25-30 araliginda polimorfizm meydana
geldigini tespit etmislerdir.

Agir metaller metabolizmalarin molekiiler yapisini etkilerken bu durum hareketli gen
parcalar1 olan transpozonlara yansimaktadir (Kiefer, 2007; Hamad-Mecbur vd., 2014).
Yigider vd. (2016) Mn agir metaline maruz birakilarak ¢imlendirilen misirda artan doza
bagli olarak retrotranspozon polimorfizminde artis oldugunu tespit etmislerdir. IRAP
analizi sonuglarina gore retrotranspozon polimorfizmi en yiiksek Mn dozunda % 42,00
olarak bulunurken GTS degeri aym Orneklerde %358,00 olarak tespit edilmistir.
Makarnalik bugdayda (7riticum durum) tuz stresinin retrotranpozon hareketini,
insersiyonel polimorfizmi arttirdig1 IRAP analizleri sonucu belirlenmistir (Woodrow vd.,
2010). Grandbastien vd. (1997) tiitlin bitkisinde CuCly, tuz ve ¢esitli abiyotik streslerin
Ttol ve Tntl retrotranspozonlarinin ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir. Tuz stresi
altinda ¢imlendirilen Triticum aestivum Orneklerinde kullanilan IRAP primerlerinde
%37,6 ile %47,3 arasinda LTR retrotranspozon polimorfizmlerinin varli§i tespit

edilmistir (S1igmaz vd, 2015).

Gen ekspresyonunun bilgi kaynagi DNA’dir. Metabolizmanin sahip oldugu DNA’dan
kodlanan bilgiler, fenotipin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Epigenetik mekanizmalar ise

cevresel etkiler ve ¢esitli etkenlerin katkisiyla epigenotip adi verilen bir yap1 olusturur



(Bora ve Yurter, 2007; Giines ve Kulag, 2013). Epigenetik mekanizmanin 6nemli bir
unsuru olan DNA metilasyon motifleri metabolizmanin beslenme rejimindeki farklilik,
meydana gelen genetik polimorfizmler ve maruz kalinan kimyasallara bagli olarak
farklilasma gosterebilir. Agir metaller ya da aromatik hidrokarbonlar gibi ¢cevresel ajanlar
da hiicre metabolizmasini etkileyerek epigenetik motiflerde degisikliklere neden olabilir.
DNA'’daki asir1 metillenme gen ifadesinde bozukluga ya da kromozomal diizensizliklere

(kromozomlarin yeniden diizenlenmesi) yol acabilir (Orcan, 2006).

Canli metabolizmalara etkisi agisindan o6nemli bir agir metal olan Pb’nun gen
ekspresyonu iizerindeki etkisini incelemek icin Gao vd. (2015) tarafindan yapilan
calismada misir koklerinde tiire bagli olarak asir1 Pb birikiminin oldugu ve bu durumunda
tiirlerde anlamli ekspresyon degisikliklerine neden oldugu bildirilmistir. Dalyan (2012)
tarafindan hardal bitkisi tizerinde farkli dozlarla uygulanan Pb ve Cd agir metallerinin
gen ekspresyonuna etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada ayni bitkinin kok ve yapraklari
arasinda dahi mRNA ekspresyon seviyelerinde farkliliklar tespit edilmistir. Erkan (2014),
arpa ve bugday fidelerinde agir metal stresinin gen ekspresyonu iizerine etkisini incelemis
ve uygulama dozlarindaki artigla ters orantili olarak gen ekspresyonunda azalma tespit

etmistir.

Diinyada tiretim miktar1 ve ekim alan1 biiylikliigli dikkate alinirsa en fazla tercih edilen
tarimsal iirlin gurubunun tahillar oldugu goriilmektedir. Gliniimiizde islenen topraklarin
yaklasik yarisinda tahil iiretimi yapilmaktadir (Koksel vd., 2000). Diinyada ve iilkemizde
en ¢ok iiretimi gergeklestirilen tahil iiriinii bugdaydir. Bugday ve bugday tiriinleri giinliik
beslenmede alinan karbonhidratin temelini olusturmakta ve giinliilk enerjinin biiyilik
kismin1 karsilamaktadir. Bugday, nisasta ve lif gibi karmasik karbonhidratlarin en iyi ve
en ekonomik kaynaklarinin basinda gelir. Diinyada gelisen 94 iilkede 4,5 milyar insanin
protein ihtiyacinin ylizde 20’si bugday iirtinleri tarafindan karsilanmaktadir (Brenchley
vd., 2012). Tiirkiye, diinyada en fazla bugday ve bugday {iriinii tiiketen tilkelerden biridir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) istatistiklerine gore, Tiirkiye’de kisi
basina yillik tiiketim miktar1 173,5 kg iken Avrupa Birligi lilkelerinde kisi basina diisen
yillik bugday iiriinii tiiketimi ise 102,9 kg’dir. Ulkemizde 2016 verilerine gore 11,6
milyon hektarlik bir alanda tahil iiretimi gergeklestirilmektedir. Bu alanin yaklasik
%65,3’linde bugday tretimi gerceklestirilirken, %24,1’inde arpa, %6,3’linde misir



tiretimi yapilmaktadir. Bu {iriinleri sirastyla ¢avdar (%1,2), ¢celtik (9%0,9), yulaf (%0,8) ve
tritikale (%0,3) iiretimi takip etmektedir (TUIK, 2016).

TUIK (2016) verilerine gore bugday tiirlerinin iilkemizdeki son bes yildaki iiretim miktari

ve ekim alaninin biiyiikliigiine ait detaylar Sekil 1.3.’de verilmistir.
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Sekil 1.3. 2011-2015 yillar1 arasinda iilkemizde yetistirilen bugdaya ait veriler

Bir diger 6nemli tahil iirlinii olan misir, diinyada genel olarak insan gidasi ve hayvan yemi
olarak kullanilmaktadir. Diinyada toplam 1,5 milyar hektar tarim alaninin yaklasik 712
milyon hektarinda tahil ekimi yapilirken, bu alanin 183 milyon hektarinda misir
yetistirilmektedir. Misirin tahil ekilis alani i¢indeki payr %25,7 dir. Yeryliziinde yillik
toplam 2,7 milyar ton tahil liretimi gergeklestirilirken, bu tiretimin 1.038.281 bin tonu

musirdir. Misirin toplam tahil tiretimi i¢indeki pay1 %38,1°dir.

Diinya'da ekilis alan1 bakimindan bugday ve celtikten sonra ii¢ilincii sirada gelen musir,
tiretim miktar1 acgisindan birinci siradadir (FAO, 2014). Diinya genelinde ve iilkemizde
bitkisel kaynakli protein ihtiyacinin karsilanmasi bakimimdan misir iiretimi biiyiik bir

Ooneme sahiptir (Siizer, 2004).
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TUIK (2016) verilerine gore iilkemizde ekimi yapilan misir tiirlerinin son bes yildaki
tiretim miktar1 ve bu ekimin gergeklestirildigi ekim alaninin biiyilikligline ait detaylar

Sekil 1.4.” de verilmistir.
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Sekil 1.4. 2011-2015 yillar1 arasinda iilkemizde yetistirilen misira ait veriler

Bitkiler sabit konumlarindan dolayr ¢evre kirliliginin meydana getirdigi genetik
toksisitenin tespitinde kullanilan biyoindikatér durumundadirlar (Krystofova vd., 2009).
Bu durumdan dolay1 Allium cepa, Triticum aestivum, Zea mays, Hordeum vulgare, Vicia
faba ve Arabidopsis thaliana gibi farkli bitki tlirleri arastirmacilar tarafindan son yillarda
genotoksik etkinin tespiti i¢in model organizma olarak kullanilmaktadir (Liu vd., 2005).
Bugday ile misirin canlilarin beslenme ihtiyaglarim1 karsilamada yogun kullanimi ve
cevre kirliliginin neden oldugu toksisitenin tespitinde tercih edilmeleri bizi bu tahil

iirtinleri lizerinde caligmaya sevk etmistir.

Bu aragtirmada, agir metallerin Triticum aestivum L. (ekmeklik bugday) ve Zea mays L.
(musir) tahillarinin retrotranspozon hareketliligine ve gen ekspresyon diizeyine etkisi ile

olusabilecek genetik ve epigenetik degisikliklerin tespit edilmesi amaglanmistir.

Arastirmanin kapsamini, Kahramanmaras ili Afsin ve Elbistan Ilgeleri smirlar igerisinde

yer alan Afsin-Elbistan Termik santralinden linyit komiirliniin yakilmasi sonucunda
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cevreye yayilan agir metallerin tahillar lizerindeki genotoksik etki diizeyinin tespiti

olusturmustur.

Tezin materyal ve yontem boliimiinde; arastirmada kullanilan bitkisel materyalin temini,
kullanilan ¢dzeltiler ve oranlari, molekiiler incelemelerde kullanilan kimyasallar ve
reaksiyonlar hakkinda bilgilendirme yapilmistir. Ayrica molekiiler incelemelerde
kullanilan RAPD, IRAP, gen ifadesi yontemlerinin asamalar1 hakkinda ayrintili bilgilere

yer verilmistir.
Bulgular kisminda ¢alisma esnasinda elde edilen verilere yer verilmistir.

Sonug¢ ve tartigma boliimiinde; arastirmada elde edilen sonuglar degerlendirilmis ve

literatiir arastirmalar ile karsilagtirilmas1 yapilmistir.

Oneriler béliimiinde ise elde ettigimiz veriler ve literatiir calismalarinin 1s18inda agir

metal kirliliginin etkilerinin azaltilmas1 amaciyla 6neriler getirilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Ekmeklik Bugday ve Misirin Genom Bilgisi

Bugday ilk kez Linnaeus tarafindan 1753 yilinda smiflandirilmistir. 1918'de Sakamura,
bugdayr genom yapisina gore ii¢ gruba ayirmis ve bunlar1 diploidler 14 (n = 7),
tetraploidler 28 (n = 14) ve hexaploidler 42 (n = 21) seklinde ifade etmistir. Ekmeklik
bugday Triticum aestivum olup, Triticum durum ve Triticum compactum diger 6nemli
tiirlerdir (Briggle, 1967). Triticum aestivum L. DNA’s1 17 milyar baz ¢ifti ve 94-96 bin
gen sayisi ile insandan bes kat daha genis genom boyutuna sahiptir. Triticum aestivum L.
genomu Arabidopsis thaliana genomundan 100, celtik genomundan 40 ve misir
genomundan ise 6 kat daha biiyiiktiir (Bennett ve Smith, 1976; Amuruganathan ve Earle,
1991). Ekmeklik bugday genomunun % 80' inden fazlasinin tekrarlayan DNA
dizilimlerinden olustugu tespit edilmistir (Smith ve Flavell, 1974).

Haploid kromozom sayisi n = 10 olan Zea mays L. yaklasik 2,4 milyar baz ciftinden
olusan genis bir genoma sahiptir (Zhang vd., 2009). Barbara McClintock tarafindan
transpoze elementlerin kesfini saglayan misir genomunun % 66' sinin tekrar eden
elementlerden olustugu tespit edilmistir. Ayrica misir genomu insandan daha ¢ok gen
barindirmaktadir. Misir yaklagik 42.000-56.000 aras1 gene sahip bir tahildir (George vd.,
2005).

2.2. Bitkilerde Stres Kavrami

Canlilar yagsamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek i¢in ¢evre ile siirekli etkilesim
halindedirler. Etkilesim igerisinde bulunulan ¢evre sartlarinin bitkinin dogal biiylime ve
gelismesini olumsuz yonde etkileyecek kadar degismesi halinde bitkide meydana gelen
duruma stres denir. Bagka bir ifade ile bitki biinyesine negatif etkileri olan dis faktorler
olarak tanimlanir (Levitt, 1972). Ayrica ekolojik stres; bitki dogal yasam alan1 i¢inde
metabolik i¢ dengeyi degistiren veya bozan, biiyiime durumundaki herhangi bir degisiklik

olarak tanimlanmistir (Shulaeva vd., 2008).
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Stres faktorleri temelde biyotik ve abiyotik stres faktorleri seklinde iki bashik altinda
siiflandirilabilir. Bitkilerin maruz kaldig1 abiyotik ve biyotik stres faktorleri Tablo 2.1.°

de verilmistir.

Tablo 2.1. Bitkilerin maruz kaldig: stres faktorleri

Stres Faktorleri

Abiyotik faktorler Biyotik faktorler
Radyasyon Bitki iligkileri
Mineral dengesi Mikroorganizmalar
Mekanik etkiler Hayvansal etkiler

Su miktart Antropojenik etkenler
Sicaklik
Ultraviole Isik
Agir Metaller
Oksijen Yetersizligi

Bitkilerin strese olan cevabi stresin yogunluguna ve siiresine bagli olarak degisen dinamik
bir siirectir (Kosova vd., 2011). Cilinkii bitkiler aktif hareket edememelerinden dolay1
yasadiklari ¢evre kosullarindaki degisikliklerden diger organizmalara gore ¢cok daha fazla
etkilenmektedirler (Taiz ve Zeiger, 2010). Abiyotik streslere karsi tolerans olusumu ise
tiim organizma ve hiicresel seviyelerde oldukca karmasiktir. Clinkii bitkiler tizerindeki
stres faktorlerinin derecesi ve bitkilerin bu etkenlere karst gelistirdigi cevaplar, bitki
yasaminda degisik boyutlarda, i¢ i¢e faktorler ve cevaplar olarak ortaya ¢ikar (Ashraf ve
Foolad, 2007).

2.3. Termik Santrallerden Yayillan Agir Metaller

Sozciik anlamu ile toksik "zehir", toksikoloji ise "zehir bilimi" demektir. Toksik maddeler
"canli organizmada zararli etki gOsteren herhangi bir madde" seklinde tanimlanabilir.
Toksikolojinin bir alt dali olan genotoksikoloji ise istenmeyen kalitsal degisikliklere ve

epigenetik fenomenlere neden olabilen, mutasyonlar1 da icine alan DNA’nin yapisini
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etkileyen fiziksel ve kimyasal degisiklikleri inceleyen bilim dali olarak adlandirilir

(Vural, 2005).

Ekosistem igerisinde yer alan sanayi atiklari, UV ve X 1sinlari, agir metaller, gidalara
dayaniklilik ve gorsellik veren katkilar, tarimsal ilaclar gibi ¢ok ¢esitli kimyasal ve
biyolojik maddeler canlilar iizerinde toksik etkilere neden olabilmektedir (Alam ve Jones,
2014). Genotoksik etkiye sahip olan bu maddeler DNA’ nin yapisini veya gen ifadesini
geri donlistimii olmayacak bir bicimde degistirebilirler. Bundan dolay1 genotoksinler ayni

zamanda mutajenik maddelerdir (Vural, 1996).

Glinlimiizde enerji ihtiyact toplumun 6nemli onceliklerinden birini olusturmaktadir.
Termik santrallerde bu ihtiyac1 karsilamada oOnemli bir yer tutmaktadir. Termik
santrallerde enerji liretimi i¢in linyit komiirii yakilmaktadir. Linyit komiiriiniin yakilmasi
sonucunda kiil ile ¢cevreye Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Mn, Fe agir metalleri salinmakta olup
ekosistem ve besin zinciri dongiisii yoluyla toprak, iireticiler ve tiiketiciler arasinda gegis

yapabilmektedir (Kahvecioglu vd., 2004).

Bu agir metallerden Cu, 6zkiitlesi 8,96 g/cm® olan 1B grubu gecis elementidir. Cu,
yogunlastigr dokunun barindirdig: hiicrelerin niikleusuna tutunur. Niikleus, sahip oldugu
niikleik asit ve proteinlerin varligit Cu’in depolanmasinda 6nemli yere sahiptir. Hiicre
biinyesindeki Cu’in geneli bazi proteinlerin yapisina katilir. Bu durum Cu’in teratojenik
etkilerinden baska mutajenik ve karsinojenik etkilere sahip olabilecegi ihtimalini ortaya

koymaktadir (Bhattacharya vd., 2013).

Su mercimegi (Lemna minor Linneaus 1753) farkli konsantrasyonlardaki Cu, Cr ve Pb
agir metal karisimlarina maruz birakilmis ve bu agir metallerin toksik etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir (Ugiincii, 2011). Baska bir calismada enginar (Cynara scolymus L.)
bitkisine farkli dozlarda Cu agir metali uygulanmis ve RAPD analizlerinde bant kazanci
ve/veya kaybi degisikliklerine neden oldugu gézlenmistir (Burak Batir, 2014). Aksoy ve
Aras (2009) farkli dozlarda Cu uyguladiklar1 patlicanda (Solanum melongena) RAPD
analizi sonucunda doz artigina bagli olarak DNA profillerindeki degisim tespit edilmistir.
Pseudevernia furfuracea L. Zopf liken tiirlinde agir metallerden Cu’in DNA {izerindeki
olas1 etkileri RAPD analizi kullanilarak incelenmis ve DNA hasar1 tespit edilmistir

(Vardar, 2011). Xiufang Ou (2012) yaptig1 calismada Cu agir metalinin stresi altinda
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celtik fidelerinde TEs (Transpozonal Elementler) ve protein kodlayan genlerin sitozin

metilasyonu desenlerinin 6nemli dl¢lide degistigini saptamistir.

Zn, Ozkiitlesi 7,2 g/cm® olan periyodik tablonun gegis elementlerindendir. Asir1 Zn
maruziyeti organizmalarda zararli etkilere sahip reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilmesine
neden olabilmektedir. Zn tarafindan iiretilen serbest radikaller DNA da dahil olmak iizere,
hemen hemen tiim hiicre makromolekiillerine zarar verebilmektedir. DNA hasarlari
ornegin metilasyonu, alkilasyonu, oksidasyonu, baz silme, pirimidin dimerlerini, ¢apraz
baglantilari, DNA zinciri kirilmalarin1 ve baz degisikligini indiikler. Bunun sonucunda
fotosentetik protein sentezinde azalma, hiicre zarmin yok edilmesi gibi ¢esitli fizyolojik
etkileri olusarak tim organizmanin biiyiime ve gelismesini etkiler (Tuteja vd., 2009;

Ertiirk vd., 2013).

Ak (2011) yaptign calismada bugday c¢esitlerinin agir metallere karsi toleransini
incelemis, Zn agir metal uygulamalamasinin sonucunda bugday cesitlerinin mitotik
indeksinde azalmaya neden oldugu ve bununla birlikte kromozomal anormalliklerine
(diizensiz dagilim, yapisik metafaz, kromozom kirig1 ve kopriisii gibi) neden oldugu tespit
etmistir. Ertiirk vd. (2015) yaptiklart ¢alismada Zea mays L. de yiiksek dozda Zn’nun
metil transferaz aktivitesinde azalmaya ve bazi 6zel gen bdlgelerinde hipometilasyona

neden oldugunu tespit etmislerdir.

Pb, yogunlugu 11,3 g/cm? olan 4 A gurubu elementidir. Pb’nun toprak ve hava arasindaki
sirkiilasyonu ¢esitli sekillerde olabilmektedir. Bu hareketlilik sanayi kuruluslarindaki
atiklar, ara¢ eksozlarindan verilen gazlar, kimyasal ve boya sanayi faaliyetleri, pestisitler
ile gerceklesebilmektedir (Kalinowska, 1984; Aksoy, 1995; Saygideger, 1995; Mark ve
Hendershot, 1997). Domates (Lycopersicum esculentum L.) tohumlarimin farkl
konsantrasyonlardaki Pb(NO3), soliisyonu igerisinde ¢imlendirilmesi ile yapilan
caligmada Pb’nun RAPD ile genotoksik etkisi belirlenmistir (Soydam Aydin vd, 2015).
Ayrica bagka bir calismada comet assay teknigi ile marul (Lactuca sativa)’da yliksek
dozlarda uygulanan Pb’ nun etkisi ile olusan DNA hasar1 ve mikroniikleus varligi tespit

edilmistir (Silva vd., 2017).

Cd, dzkiitlesi 8,65 g/cm® olan periyodik tablonun 2B gurubu gegis elementlerindendir.

Cd baglica endiistriyel islemler veya gilibre uygulamasindan g¢evreye katilir ve bitki
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alimiyla gida zinciriyle aktarilabilen insanlar, hayvanlar ve bitkiler icin toksik bir agir
metaldir (Wagner, 1993). Bitki metabolizmasi i¢in tehlikeli olan Cd; sulama sistem
parcalari, fosil yakitlarin tiikketimi, bitki yetistiriciliginde tohum ve iiretim sirasinda
kullanilan kimyasal giibreler ve fabrika gazlarindan genellikle ¢evreye verilmektedir
(Kahvecioglu vd., 2007). Diger hububatlara kiyasla, bugdayda kok yoluyla daha fazla Cd
alinarak bugday tanelerinde birikir (Greger ve Lofstedt, 2004; Jafarnejadi vd., 2011). Bu
nedenle, bugday tiirevi iirlinler insanlarin Cd aliminin ana kaynagidir. Cd toksisitesinin
ayni zamanda bitkilerde oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini arttirdigi belirtilmistir (Chen vd., 2014; Poghosyan vd., 2014; Tauqeer vd.,
2016). Liuvd. (2007) Cd agir metaline maruz kalan arpa (Hordeum vulgare) fidelerinde
genetik sapmalarin ortaya ciktigini belirtmislerdir. Aslam vd. (2014) c¢alismalarinda
Cd’un toksitesini Capsicum annuum L. lizerinde kromozom anormalligi ve mitotik indeks
testleri ile incelemisler ve hasara neden oldugu sonucuna varmislardir. Neelima ve Reddy
(2003), yaptiklar1 calismada patlican tohumlarinda Cd’un belirli bir yogunlugun {izerine
ciktiginda toksik etki yaptigini, Lin vd. de (2007) Vicia faba igin toksik bir agir metal
oldugunu vurgulamiglardir. Caligmalarinda Cd tarafindan uyarilma sonrasinda bitkide
olusan toksisiteden dolayr meydana gelen DNA hasar1 comet assay yontemi ile tespit

edilmistir.

Cr, 6zkiitlesi 7,65 g/cm? olan periyodik tablonun 6B gurubu gegis metallerindendir. Maria
Nilza vd. (2016) Cr’un genotoksik etkisini kanalizasyon suyu ile yetistirilen Allium cepa
L. lizerinde mitotik indeks ve kromozom anormallikleri testleri ile belirlerken, farkli
dozda Cr’un Evernia prunastri’de DNA hasarma neden oldugunu tespit edilmistir (Unal,

2008).

Ni, dzkiitlesi 8,9 g/cm® olan periyodik tablonun 8B gurubu gecis metallerindendir. Ni
fosil yakit kullanilan tesisler, ¢elik fabrikalari, alasim ve galvaniz iiretim tesislerinde
yogunlukla kullanilan bir metal olup iireaz gibi enzimlerin yapisina katilmaktadir (Kacar
ve Katkat, 2006). Yiicel (2013) tarafindan yapilan ¢calismada Lycopersicum esculentum
Mill. cv. invictus cesitinde Ni agir metal uygulamalarinin genotoksik ve enzimatik

diizeyde etkileri aragtirilmis ve kromozom anormalliklerine yol actig1 tespit edilmistir.

Mn, &zkiitlesi 7,43 g/cm® olan periyodik tablonun 7B gegis metallerindendir. Mn bitki

biiylime ve gelismesi i¢in mikro besin maddesidir. Ancak agirt Mn’nin bitki ve hayvan
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organizmalarinda DNA hasar1 ile transkripsiyonu ve translasyonu etkiledigi tespit
edilmistir (Nicosia vd., 2014; Zhu vd., 2014; Sheshadri vd., 2015). Son yillarda, bitki
metabolizmasi tizerindeki Mn toksik etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in bircok arastirma
yapilmistir (Doroftei vd., 2010; Ertlirk vd., 2012a, 2012b). Phaseolus vulgaris 'de yapilan
calismada Mn’nin  mikroniikleus olusumuna neden oldugu ve kromozom
anormalliklerine yol actig1 tespit edilmistir (Mohamed, 2010). Ertiirk, (2013) yapmis
oldugu calisma sonucunda Mn’nin artan dozuna bagli olarak misir fidelerinde

hipermetilasyonun meydana geldigini bildirmistir.

Fe, ozkiitlesi 7,87 g/cm’

olan 8B gecis metallerindendir. Bitkilerde fotosentezden
sorumlu yap1 olan klorofilin sentez asamasinda katalizor roliinli listlenmistir. Bagta
solunum enzimleri olmak iizere birden fazla enzimin yapisinda yer alir. Akinboro vd.
(2007) yaptiklar1 ¢alismada Allium cepa’nin kok hiicrelerinde Fe fazlaligina bagh olarak
kardes kromozom anormalliklerinin olusumunu tespit etmislerdir. Qualhato vd. (2017)

yaptiklar1 ¢alismada Poecilia reticulata lizerinde Fe;O3’in genotoksik ve mutajenik

etkisini belirtmislerdir.
2.4. Transpozonlar

Transpozonlar ilk olarak, 1948 yilinda Barbara McClintock tarafindan, mutant misir (Zea
mays L.) tanelerdeki farkli pigment yapilarina sebep olan elementler olarak
kesfedilmislerdir. Barbara McClintock’in  kontrol elementleri adin1  verdigi
transpozonlarin, misir tanelerinin pigmentasyonu ig¢in gerekli olan genlere insersiyon
yaparak bu genleri inaktive ettigini tespit etmistir (Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002).
Ilerleyen yillarda biitiin &karyotik organizmalarda transpozonlarin varlig: tespit edilmis
ve genomun yapisal biitlinliigili igerisindeki dnemli 6gelerden biri olduklar1 gosterilmistir

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

Transpozonlar, organizmanin genomu i¢inde kendilerini bir konumdan bagka bir konuma
aktarma yetenegine (transpozisyon) sahip olan DNA dizileridir. Bu hareketleri sonucunda
genomda insersiyon, delesyon, duplikasyon gibi olaylar1 uyarabilir ve yeni gen alellerinin
olusmasma yol agabilirler (Federoff, 2001; Feschotte vd., 2002). Bu nedenle
transpozonlarin, evrimsel siiregte yeni tiirlerin olugsmasinda etkili bir mekanizma oldugu

diisiiniilmektedir (Lonnig ve Seadler, 1997; Fedoroff, 2000; Kidwell ve Lisch, 2000;

18



Kazazian, 2004; Feschotte ve Pritham, 2007). Bu amagla yapilan ¢alismalarin sonuglari
transpoze olabilen elementlerin yeni genlerin olusumuna, gen fonksiyonlarinda meydana
gelen degisimlere ve bliyiik genomik diizenlenmelerin ortaya ¢ikmasi gibi énemli bir
genetik degisim kaynagi oldugunu dogrulamaktadir (Vansant ve Reynolds, 1995; Fadool
vd., 1998; Polak ve Domany, 2006; Cui vd., 2011).

Bu durumun sonucunda alternatif gen iiriinleri olusabilecegi gibi, gen {irlinii olan protein
olusmayabilir ve bu durum ciddi fenotipik degisikliklere sebep olabilir. Bunun yani sira
replikatif transpozisyonla hareket eden transpozonlar, genom boyutunun biiylimesine
neden olmaktadirlar. Transpozonlar gen fonksiyonunu, yapisini ve aktivitesini
degistirebilmektedir. Ayn1 zamanda genom ve kromozom yapilarinin da ciddi boyutlarda
degismesini de saglayabilmektedirler (Bennetzen, 2000; Federoff, 2000; Wicker vd.,
2007).

Retroelement olarakta adlandirilan transpozonlar, bitki genomlarmin ortalama %50-90,
hayvan genomlarmmin da %3-45’ini olusturmaktadirlar (Bowen ve Jordan, 2002;
Schulman ve Kalendar, 2005; Mansour, 2007; Wicker vd., 2007; Roberts vd., 2008;
Lerat, 2009; Wessler, 2009). Transpozonlar, transpozisyon mekanizmalar1 sayesinde
icinde bulunduklar1 genoma akiskanlik kazandirarak genomik varyasyon olusturan diziler

olarak da tanimlanabilirler (Schulman, 2013).
2.4.1. Transpozonlarn tiirleri

Transpozonlarin siniflandirmasina yonelik ¢alisma ilk kez Finnegan (1989) tarafindan
yapilmis olup giinlimiizde kullanilan siiflandirmanin temelini olusturmaktadir. Bu
siiflandirma sistemine gore transpozonlar, kullandiklar1 transpozisyon bi¢imine gore
ikiye ayrilmaktadir (Wicker vd., 2007). Bunlar RNA transpozonu (Retrotranspozon) ve
DNA transpozonudur.

2.4.1.a. Retrotranspozon

Sinif I transpozonlarida denilen retrotranspozonlar, transpozisyon araci olarak RNA’y1
kullanan RNA transpozonlaridir. Bir RNA polimeraz enzimi araciligi ile transpozonun
mRNA’ya transkripsiyonu yapilir ve ardindan ters transkriptaz araciligi ile bu mRNA,

cDNA’ya doniistiiriiliir. Sentezlenen cDNA genomdaki hedef bolgeye yerleserek yeni
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konumunu alir. Retrotranspozonlarin bu hareket bi¢imi genel olarak ‘kopyala-yapistir’

mekanizmasi olarak adlandirilir.

Retrotranspozonlarin bir gen bolgesinden kopyalanarak baska bir bolgeye kopyasinin
eklenmesi genom boyutunu, genom bilgi akisini ve dolayisiyla sentezlenen molekiilleri
degistirmektedir. Transpozonlarin bu hareketliligi ve genoma derinlik kazandirmasi
genomdaki farklilasmay1 kaginilmaz kilacaktir (Marco ve Marin, 2005; Wicker vd., 2007;
Huang vd., 2009).

2.4.1.b. DNA transpozonu

Sinif II transpozonlar olarak adlandirilan DNA transpozonlari, transpozisyon aract olarak
RNA’y1 kullanmazlar. Genomda yer degistirme yetenegine sahip bu DNA dizileri,
kendilerini bulunduklar1 kromozomal bolgeden keserek ¢ikartirlar ve hedef bolgeye
insersiyon yaparlar. DNA transpozonlarinin bu sekilde yaptiklari yer degistirme
mekanizmasina ‘kes-yapistir’ mekanizmasi denir. DNA transpozonlar1 genomdaki bir
bolgeden bagka bir bolgeye kes yapistir mekanizmasi ile tasindigindan genomun
okunusunu etkileyecektir. Bir gen bdlgesinin ifade edilmesi transkripsiyon ve bunu takip
eden translasyon ile miimkiin oldugundan protein iirlinlerinde olusmama, yarida kalma

veya farkli {irlin olusumu s6z konusu olacaktir (Wicker vd., 2007; Huang vd., 2009).

Retrotranspozonlar, Uzun Ug Tekrar1 (LTR-Long Terminal Repeat) dizileri ile
sinirlandirilirken, DNA transpozonlarinin ug¢ kisimlarinda Ug¢ Ters Tekrar (TIR- Terminal
Inverted Repeat) dizileri bulunur. LTR ve TIR dizileri transpozonlarin genomda meydana

getirdikleri transpozisyonda 6nemli islevlere sahiptirler (Voytas ve Boeke, 2002).

LTR-retrotranspozonlar ¢evresel streslerin etkisiyle transkribe olabilirler. Transpozisyon
sayesinde gergeklestirdikleri gen duplikasyonlar1 ve insersiyon ile yeni diizenleyici gen
bolgelerinin olusumuna sebep olabilirler (Bennetzen ve Wang, 2014; Grandbastien,
2015). Retrotranspozonlarin genom iizerindeki etkisi ile organizmalarin degisen ¢evresel
sartlara uyum saglayabilmesine ve tiirlesmesine neden olabilir (Biemont ve Vieira, 2006;

Kalendar vd., 2011).

LTR retrotranspozonlarin hareketliligi ile ilgili bir¢ok ¢alisma vardir. Cevresel etkenler

(UV, abiyotik stresler) ve bitki doku kiiltiirii kosullarinda aktivasyonlar1 farkli bitki tiirleri
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ve farkli stres kosullarinda ayrintili olarak incelenmistir. Ornegin Avena sativa’da
yaralanma, mantar istilast ve UV 1s1k etkisi (Kimura vd., 2001), Triticum durum’da farkl
biyotik ve abiyotik stres sartlar1 (Sabot vd., 2006), Oryza sativa’da tuz ve kuraklik stresi
(Jiao ve Deng, 2007), Arabidopsis thaliana’da arsenik stresi ve fosfat eksikligi (Castrillo
vd., 2013), Pinus sylvestris de sicak stresi ve salisilik asite tepki (Voronova vd., 2014),
Zea mays fidelerinde su eksikligine verilen tepkiler (Lu vd., 2011) detayli olarak

incelenmistir.
2.4.2. Transpozonlarin epigenetikteki rolii

Ik kez literatiire 1942'de Conrad Waddington tarafindan kazandirilan ‘‘Epigenetik’’
terimi fenotipik ifadeye izin veren genler ve lirilinleri arasindaki nedensel etkilesimler
olarak tanimlanmistir (Waddington, 1942). Bugiin bu terimin taniminin pek ¢ok ¢esitinin
olmasina ragmen, bir fikir birligi olarak epigenetik, primer DNA sekansindan bagimsiz
olarak ortaya ¢ikan, siireclere bagli olarak fenotipteki kolektif kalitsal degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir (Chong, 2004; Liu, 2008).

Epigenetik mekanizma ile meydana gelen diizenleme, DNA’nin yapisindaki
niikleotidlerde eksilme veya fazlalagsma seklinde bir degisiklige yol agmadan mitoz veya
/ ve mayoz bdliinme ile aktarilabilen, genlerin ne zaman, nerede ve ne kadar aktif
olacagini belirlemektedir (Kiirtiincii ve Eraksoy, 2008; Izmirli vd., 2012; Giines ve Kulag,
2013). Bir metabolizmanin sahip oldugu her hiicrenin DNA dizisi aynidir (Bora ve
Yurter, 2007; Karacay, 2009), ancak DNA’dan protein sentezlenmesi sirasinda gercekle-
sen replikasyon, transkripsiyon ve translasyon asamalarinin zamani, yeri ve siiresi

hiicreden hiicreye farklilik gdsterebilmektedir (Giines ve Kulag, 2013; izmirli, 2013).

Epigenetik bilginin kalitsalli§1 uzun yillar boyunca yalnizca hiicresel boliinme ile siirl
kaldig diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte, artik epigenetik siire¢lerin organizmalarda bir
nesilden digerine aktarilabilecegi agiktir (Chong, 2004; Liu, 2008). Bu fenomen ilk olarak
bitkilerde (Brink, 1968) tespit edilmis sonralar1 maya, Drosophila, fare ve insanlari
icerecek sekilde genisletilmistir (Cavalli, 1999; Racyan, 2002). Giiniimiizde epigenetik
mekanizmalar, prokaryotik ve oOkaryotik bircok organizmada gelisimsel, fizyolojik,
norolojik, sitogenetik, kalitimsal, evrimsel, patolojik ve tibbi alanlarda arastirilmaktadir

(Bird, 2007; Kiefer, 2007; Martin ve Zhang, 2007; Van Vliet vd., 2007).
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Epigenetik mekanizmalar canli gelisim programlarini, yaslanmay1, hastaliklari, Mendel-
dis1 kalitimin gesitli bigimlerini, stres tepkileri ve bunlari uyarlamayi diizenler. Epigenetik
olaylar kromozom sayisindaki degisiklikler ve transpoze edilebilir elementlerin muazzam
varlig1 gibi bitkilerin biyotik, abiyotik ve genom streslerine dayanma yetenegine ek olarak
bitki hiicrelerinin totipotansini yani bir organizmada genetik olarak kendi potansiyellerini
olusturmak iizere farklilagmis bir hiicredeki kapasitesini, bitki genomlarmin esnekligini
yansitir ve onlart miikkemmel bir sistem haline getirir. Epigenetik fenomende ¢alisan ana
molekiiler mekanizmalar "epigenetigin ii¢ diregi" olarak adlandirilan DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve genellikle RNA yonlendirmeli DNA metilasyonu (RdADM)

temelli mekanizmalardir (Grant-Downton ve Dickinson, 2005).
2.4.2.a. DNA metilasyonu

Son dénemlerde lizerinde ¢ok ¢alisilan ve hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, kovalent bir modifikasyondur ve
sitozin (C) bazinin 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) baglanmasiyla 5-metil sitozin
(5m-C) yapisinin olusmasiyla karakterize edilir (Bird, 2002). Sitozin halkasinda
ger¢eklesen metillenmenin, tiire ve dokuya 6zgli oldugu (Vanyushin vd., 1973),
hormonlar tarafindan diizenlendigi (Vanyushin ve Kirnos, 1988) ve yasa bagli olarak

degiskenlik gdsterdigi anlasilmistir (Berdushev vd., 1967).

Bitki (Bennetzen, 1996) ve memeli (Yoder vd., 1997) genomlarinda bulunan metillenmis
sitozinin biiylik bir kismi1 transpozonlarin i¢indedir. Sitozin metillenmelerinin, transpozon
hareketleri ile dogrudan iligkili olusu (Chomet vd., 1987; Banks vd., 1988), doku
kiiltiirinde gerceklesen metillenmedeki azalmanin, transpozonlarin aktivitesini

arttirabilecegini disiindiirmiistiir (Kaeppler vd., 2000).

Metillenme, Okaryotlarda genomun transpozonlardan korunmasini saglayan bir gen
sessizlestirme mekanizmas1 (Martienssen ve Colot, 2001) ve transpozonlarin
susturulmasi ile iliskili epigenetik bir isaret oldugu diisiiniilmektedir (Kazazian, 2004).
Transpozonlarin gegis yapma potansiyelleri konak¢1r genomuna 6nemli zararlar verebilir.
Sonug olarak, dkaryotlar genetik istilacilara tepki vermek ve faaliyetlerini bastirmak i¢in
RNAI aracili kromatin degisiklikleri de dahil olmak iizere epigenetik mekanizmalari

gelistirmislerdir. Transpozonlar1 sessiz tutmak i¢in ilk bilinen mekanizmalar arasinda,
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yapisal heterokromatin alanlarindaki tutulmalaridir (Kloc vd., 2008). Tekrar dizileri ve
transpozonlar gibi heterokromatin bolgelerdeki CpG dizilerinde ise, DNA metilasyon
orant yiiksektir. Bu bolgelerin metillenmis durumda olmasi ile transkripsiyon
durdurulmakta ve bu elementlerin genom i¢i hareketi kisitlandigindan dolay1
kromozomun kararli yapida kalmasi1 saglanmis olmaktadir (Takai ve Jones, 2002; Smith

ve Meissner, 2013).

DNA metilasyonu, susturulmus durumlarla iligkili histon modifikasyonlari,
yogunlastirilmis kromatin paketlemesi, Okaryotik kromozomlarin sentromerleri ve
telomerlerinde bulunan heterokromatinin karakteristik 6zellikleridir. Genom biitiinliigii
icin gerekli olan bolgelerde transpozonlarin birikimi, transpozonlarin aktivitesinin

susturulmasinin dogru kromozom fonksiyonu i¢in kritik 6nem tasidigini diistindiriir.

Ote yandan, onemli hiicresel islevlerde TE'lerin kullanilmasi, 6karyotlarin sadece
sessizligi degil, TE varliginin avantajlarindan yararlanmayi "6grendigini" gostermektedir
(Kloc vd., 2008). TE'ler ayrica konak tarafindan, kromatin yapisi, gen aktivitesi,
fenotipik cesitlilik, paramutasyon ve baskinin kontrol edilmesi i¢in kullanilabilen bir

genetik ve epigenetik materyal kaynagidir (Tollefsbol, 2011).
2.4.2.b. Histon modifikasyonlari

Histon degisimleri, kromatinin durumunu ve ifade edilebilirligini etkiledigi igin
epigenetik diizenleme mekanizmas1 olarak adlandirilmaktadir. Modifikasyonlar,
histonlarin elektrostatik yiikiinli etkileyerek kromatin yapisini degistirmektedir. Histon-
DNA, histon-histon etkilesimlerinde DNA’nin paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen
anlattiminin diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik olayr kontrol edebilmektedir (Ho ve
Crabtree, 2010). Belli basli histon modifikasyonlari; asetillenme, deasetillenme,
metilasyon ve fosforillenmedir. Asetillenmis histonlarin “+” yiikii azalir ve histonlarin
DNA ile olan iligkileri zayiflar. Gevsek paketlenme olur ve kromatin agilir, transkripsiyon
aktif hale gecer. Histonlarin deasetillenmesi histon deasetilazlar (HDAC) tarafindan asetil
gruplarinin uzaklastirilmasi ile gergeklesir. Deasetillenme ile histonlardaki “+” yiik artar.
Bu da “—” yiikli DNA ile “+” yiiklii histonlarin iligkisini arttirir; histonlar sikica
paketlenir ve transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagmasi engellenir (Szyf, 2005).
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2.4.2.c.  RNA yonlendirmeli sessizlestirme

RNA ile indiiklenen sessizlesmede (RNA-induced silencing), bazi 6zel RNA’larin, histon
modifikasyonlarinin ve DNA metilasyonunun bagslamasi1 i¢in tetikleyici oldugu;
heterokromatin bolgenin olusumuna katki saglayarak kalitsal olarak sessizlesmesini
sagladig1 diisiiniilmektedir. Kodlama yapmayan RNA (non-coding RNA) ad1 verilen bazi
kiiciik RNA molekiillerinin epigenetik siiregte rol aldiklar1 gosterilmistir. (Mattick, 2012;
Minkovsky vd., 2012).

Epigenetik mekanizmalarda transpozizyon yapabilen dizilerin ¢ok onemli etkileri ve
onemli rolleri vardir (Banks vd., 1988). Transpozonlarin etkisi ile genomda epigenetik
degisimler meydana gelirken, transpozonlarda epigenetik mekanizmalarin etkisi ile

susturulmakta veya aktiflestirilebilmektedir (Slotkin ve Martienssen, 2007).

Transpozonlar biiyilk oranda inaktiftir ve bu inaktivite epigenetik nedenlerle veya
transpozon i¢i delesyon sayesinde gerceklesmis olabilir. Epigenetik olarak aktivitesini ve
hareket yetenegini kaybetmis transpozonlara ‘6rtiilii element’ ad1 verilmektedir. Ortiilii
elementler, kromozomun temel yapisinda yer alan sentromer ve telomer gibi genomun

heterokromatik bolgelerini olusturmaktadir (Weil ve Martienssen, 2008).

Epigenetik mekanizmalar, ¢evredeki farkli uyarimlarin etkisi ile sessiz transpozonlarin
aktiflestirilmesinde 6nemli gorevler iistlenir. Buna 6rnek olarak, gelisim siirecinde sessiz
olup hem biyotik hem de abiyotik stres kosullarinda etkin hale gegen bitki
retrotranspozonlart  verilebilir. Epigenetik olarak aktive edilen bu LTR’l
retrotranspozonlar, bulunduklar yerdeki komsu genlerin de anlatimin1 epigenetik yollarla
etkiler (Mansour, 2007). Epigenetik diizenleme ayni zamanda transpozonlarin olasi
zararli etkilerini durdurucu bir mekanizma olarakta islem gormektedir (Slotkin ve

Martienssen, 2007; Weil ve Martienssen, 2008).
2.5. Gen Ifadesi

Gen ekspresyonunda protein sentezlenirken kalip goérevini dogrudan DNA gdrmez.
Transkripsiyonda RNA sentezi i¢gin DNA zinciri kullanilir. Béylece DNA’da bulunan
genetik bilgi mRNA’ya aktarilmis olur. Bir hiicredeki mRNA molekiillerinin miktar1 ve

tiirli bu hiicrenin islevini yansitir. RNA transkripsiyonu verimli bir kontrol noktasini
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olusturur, ¢iinkii pek ¢ok protein tek bir mRNA molekiiliinden yapilabilir. Transkript
islemi, Okaryotlar i¢in ek bir diizenleme diizeyi saglar ve bir ¢ekirdegin varligi bunu
miimkiin kilar. Bununla birlikte, 6karyotlarda, transkriptler translasyonun gerceklesmesi

i¢in sitoplazmaya ¢ikarilmadan 6nce ¢ekirdekte modifiye edilir (Klug vd., 2011).

Gen ifade diizeyleri, canlinin ¢evreden aldig1 uyartiya bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Ancak ¢ok hiicreli organizmalarda gen kontroliiniin en karakteristik ve
biyolojik olarak en kapsamli amaci embriyolojik gelisimin ger¢eklesmesini saglayan

genetik programin uygulanmasidir (Lodish vd., 2011).

Okaryotik hiicreler gen ifadesi kontroliinii saglayabilmek icin ¢ekirdekte yiiksek derecede
kontrol edilen, dinamik ve karmagik bir yap1 olan kromatini kullanirlar. DNA’nin ¢ok siki
paketlenmis formu olan kromatin yapinin DNA replikasyonu sirasinda agilmasiyla, kalip
zincirde var olan yapisal ve kimyasal modifikasyonlar, diger bir deyisle “epigenetik
isaretler” yeni sentezlenen zincirlere aktarilir ve bu sekilde her bir replikasyon sirasinda
hiicreden hiicreye korunur (Jiang vd., 2004). Kromatin yapi1 lizerinde meydana gelen
epigenetik modifikasyonlarin genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlart ve RNA gibi temel epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol
edilmektedir (Rodenheiser ve Mann, 2006). Bu iic mekanizmanin ortak etkisi ile gen
ifadesinde kalitsal gesitlilikler olusmaktadir. Bu mekanizmalardan birisinde meydana
gelecek bir hata, gen anlatim diizeyinin asir1 artigina veya gen ifadesinin engellenerek

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

Bitkilerin etkin direnci spesifik stresle iligkili genlerin indiiksiyonuna ve buna baglh
olarak ilgili proteinlerin sentezlenmesine baglidir (Vinocur ve Altman, 2005 ). Bitkiler
abiyotik ve biyotik stresleri algilamak ve bunlara cevap vermek i¢in mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bitkilerin algiladiklar streslere dogru tepki vermesi ve bu tepkinin
bitkinin tiim siireglerine dahil olmas1 gerekir (Campo vd., 2012; Zwack ve Rashotte,

2015).

Calismamizda gen ifade diizeyini kontrol ettigimiz 14-3-3 proteinleri (14-3-3s), 6karyotik
olarak benzersiz sekilde korunmus ve bir fosforilasyona bagl protein-protein etkilesim
tarzinda islev gordiigi bilinen diizenleyici proteinlerdir (Oecking ve Jaspert, 2009). Bu

molekiiller yaklasik 30 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip kiigiik asidik ¢oziiniir
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proteinlerdir (Jones vd., 1995; Boer vd., 2013). Bitki 14-3-3'ler genis bir hedef protein
dizisi 1ile etkilesime girmelerinden dolayi, sinyal yolaklarinda diigiim olarak
diisiintilebilirler (Oecking ve Jaspert, 2009). Bu protein grubu bitki gelisimi ve
metabolizmasini kontrol etmektedir (Obidiegwu, 2015). Bunun yaninda hiicrelerin
biyotik ve abiyotik streslerden dolayir zarar gérmesini engelleyen molekiiler aglara
karigsmakta ve savunma yanitinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Chelysheva vd., 1999;
Roberts vd., 2002; Chen vd., 2006; Denison vd., 2011). Bu 6zelliklerinden dolay1 14-3-3
protein ailesi ve ortologlarinin bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonu 6nemli arastirmalarin

odak noktasi olmustur.

Gen ekspresyon diizeyinin ifade edilmesinde kullanilan esik dongii degeri (Treshold
Cycle, Ct) Real Time PCR i¢in 6nemli bir degerlendirme parametresini olusturmaktadir.
Reaksiyonun floresan isimanin esik noktasina ulastigi andaki dongii sayist olarak
gecmektedir. Bagka bir ifadeyle, reaksiyondaki ilk anlamli artisin oldugu dongii sayisidir.
Ct degeri ornekteki niikleik asidin miktariyla ters orantilidir. Yani ornekteki niikleik
asidin miktar1 ne kadar fazla ise Ct’nin degeri o oranda azalacaktir. Dolayisiyla baslangic
DNA konsantrasyonu Ct degerini belirlemede 6nemlidir (Arya vd., 2005; Womg ve
Medrano, 2005).

Kantitatif verilerin analizinde iki farkli yontem uygulanmaktadir. Bu yontemlerden ilki
absolute (mutlak) veya standart, digeri ise relatif (karsilastirmali veya goreceli)

kantifikasyon olmaktadir (Arya vd., 2005).

Absolute (Mutlak) kantitasyon yonteminde kalip DNA miktar1 bilinen standart 6rneklere
ait Ct degerleri ile miktar1 bilinmeyen 6rnegin Ct degeri karsilastirilarak kantitasyon
yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan
kontrol orneklerine ihtiya¢ vardir. Standart 6rnek olarak i¢inde bulunan kalip DNA
miktar1 bilinen Orneklerle yapilan c¢aligmalara mutlak kantitasyon adi verilir

(Yiizbasioglu, 2008).

Goreceli veya karsilagtirmali kantitasyon mRNA ifade diizeylerindeki oransal degisimleri
Olcmektedir. Birden fazla Ornek arasinda bir genin kararli mRNA diizeylerindeki
degisimleri belirlemektedir. Goreceli kantitasyonda konsantrasyonu bilinen kalibrasyon

egrisi veya standartlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bunlarin yerine referans olarak dizisi
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bilinen herhangi bir transkript olabilmektedir. Gen ifade diizeyindeki kiigiik fizyolojik
degisimleri belirlemeye yarayan bir yontemdir. Siirekli olarak ifade olan referans genler,
referans olarak secilmektedir. Bu genlere housekeeping gen (HKG) denmektedir. ifade
diizeylerini belirlemede esik egrisi dongii noktasindaki farkliliklar kullanilarak 6l¢timler
yapilabilmektedir (Pfaffl, 2006). Livak ve Schmittgen (2001)’e gore hedef gen ile

referans gen arasinda karsilastirma hesaplar1 yapilabilmektedir.

Real time kantitatif PCR deneylerinde spesifik hatalar; baslangic RNA miktarinda,
RNA’nin kalitesinde, cDNA sentez asamasinda veya PCR amplifikasyonundaki kii¢lik
farkliliklardan dolayr olabilmektedir. Bu hatalar1 azaltmak ve Ornekler arasindaki
farkliliklar1 diizeltmek i¢in normalizasyon yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla gesitli
kosullar altinda ifade diizeyinin degismedigi bilinen veya en az etkilenen bir referans gene
ihtiya¢ duyulmaktadir. Housekeeping genler hiicrelerde daima ifade edilen, ifade diizeyi
dokudan dokuya dahi degismeyen genlerdir. Bu genler hiicrelerin temel yasamsal
aktivitelerinin gerceklestirilmesinde rol oynarlar. Niikleik asit ve protein sentezi, besin
tasinimi ve kullanimi, hiicre iskelet elemanlar1 ve organellerin biyotentezi gibi hayati
Oneme sahip sentezlerde gorev alirlar. B-actin geni hiicrenin hareket ve saglamliginda rol
alan bir housekeeping bir gendir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 stres sartlarindaki
metabolizmalarin hedef geninin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan
housekeeping genin ifade diizeyi ile karsilastirilarak ifade diizeyi tespit edilmektedir

(Arya vd., 2005; Pfaffl, 2006; Yiizbasioglu, 2008).
2.6. Molekiiler Genetik ve Epigenetik Incelemelerde Kullamilan Yéntemler

Teknoloji ve bilimsel ugulamalardaki gelismeler sonucunda bir¢ok molekiiler markir
sistemi kullanilmaya basglanmistir. Molekiiler markirlar tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik
cesitlilik, sinflandirmalar, abiyotik ve biyotik stres kaynakli meydana gelen varyasyonlar,
ekolojik faktorlerin degerlendirilmesi, akraba tayini, suglar ile miicadele gibi farkl
alanlarda kullanilabilmektedir. Bu yontemler ile gen ifadesindeki degisimler, metilasyon
ve modifikasyon diizeyleri, transpozabl genlerin aktiviteleri gibi molekiiler
mekanizmalardan  faydalanilmaktadir. Bu yontemler PCR  uygulamasi ile

gergeklestirilmektedir.
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PCR, karakterize edilmek istenen bireylere uygun primerler kullanarak, primerlerin
baglanma bolgeleri arasinda kalan genomik DNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu teknik diisiik miktarda genomik DNA ihtiyaci ve diisiik biitgeler ile
gen kaynaklarinin karakterizasyonunu miimkiin hale getirmistir. Kullanilan primerler ve

hedef bolgelerin ¢esitliligine gore farkli teknikler gelistirilmistir (Parveen vd., 2016).
2.6.1. Real Time PCR

Real Time PCR niikleik asit amplifikasyonunun ger¢ek zamanli olarak incelenmesine
olanak veren bir PCR teknigidir. Real Time PCR’da ¢ogaltilan iiriinlerin miktar1 floresan
1s1ma yapan bir molekiil (SYBR Green boyasi gibi) veya yikima bagl sinyal olusturan
problar (TagMan probu gibi) kullanilarak 6l¢iilmektedir. Her bir PCR dongiisii bitiminde
tiipte olusan ¢ift zincirli niikleik asit triiniin miktarinin Glgiilmesini ve kantitatif

analizlerinin yapilmasina olanak saglar (Arya vd., 2005).

Cogaltilan iiriiniin (amplikonun) belirlenebilmesi i¢in genel olarak 2 farkli kimyasal
uygulanmaktadir. Bunlar DNA’ya baglanan boyalar ve floresan problardir. DNA’ya
baglanan boyalar olarak SYBR Green I veya etidyum bromid (EtBr) kullanilmaktadir. Bu
yontem uygulamada ¢ok kolay ve amplikona 0zgiil etiketli hibridizasyon problari
istenmedigi i¢in maliyet olarak ¢cok ucuzdur. SYBR Green I sadece dsDNA’nin arasinda
girerek 151ma yapar. Bununla birlikte floresan sinyalinin yogunlugu reaksiyonda dsDNA

varliginin miktarina baglhdir.

Bu metodun en 6nemli dezavantaji PCR reaksiyonu siiresince olusan tiim dsDNA’ya
0zgiil olmayan PCR iiriinleri ve primer dimerlerinin baglanmasidir (Arya ve vd., 2005).
Bu yontemde en dnemli nokta PCR primerlerinin 6zgiil cDNA’ya baglanmasi, 6zgiil
olmayan amplikon iiretmemesi veya primer dimeri olusturmamasidir (Yiizbasioglu,

2008).

Primer tasarlama asamasinda 6zgiil bir amplifikasyon elde etmek i¢cin cDNA dizisinin
uygun bolgelerinden secilmesi ve amplikon uzunlugunun 100 —250 baz ¢ifti uzunlugunda
olmasi gerekmektedir (Wang ve Seed, 2006). Ayrica RNA izolasyon asamasinda
genomik DNA bulagiginin olmast SYBR Green I’in uygulanmasini engelleyen bir diger

unsurdur (Yiizbasioglu, 2008).
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SYBR Green I yonteminde 0zgiil olmayan amplifikasyon {irlinlerinin ve primer
dimerlerinin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezinden yararlanilmaktadir. Ayrica bu
sorunlarin tespiti i¢in baska bir analiz daha yapilabilmektedir. Melting curve (Erime
egrisi) analizinde her cift zincirli DNA kendine 6zgii bir erime sicakligina (melting
temperature, Tm) sahiptir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra sicakligi belli araliklarla ve
belli oranda yiikseltilerek floresan miktar1 belirlenmektedir. Cift zincirli DNA ayrismaya
basladiginda araya girmis olan boya serbest hale gegerek floresan i1s1ma yapar. Bu
1isimanin  miktarindan elde edilen erime egrisinden faydalanilarak amplifikasyonun
ozgilliigh belirlenmektedir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi i¢in erime egrisinin

zamana kars tiirevinde faydalanilmaktadir (Yiizbasioglu, 2008).

2.6.2. RAPD (Random amplified polymorphic DNA-rastgele cogaltilmis polimorfik
DNA)

RAPD teknigi, gDNA’ ya rastgele bir sekilde baglanan primerlerin arasinda kalan
bolgenin g¢ogaltilarak, tiirler arasindaki benzerlik veya farkliliklar tespit edilebilmesi
esasina dayanmaktadir (Williams vd., 1990). Bu teknigin en 6nemli 6zellikleri diisiik
maliyeti, kullanilabilecek canli yelpazesinin ¢oklugu, ayni anda bir¢ok lokusu karakterize

edebilmesi ve genom iizerinde genis bir dagilima sahip olmasidir.

Dominant bir belirte¢ sistemi olan RAPD heterozigot genotipleri ayirt edememekte ve
diistik miktarda genomik DNA’ya gereksinim gostermesi nedeniyle de RFLP
teknigindeki olumsuzluklari ortadan kaldirilabilmektedir. Ancak primerlerin diistiik
baglanma sicakliklarina sahip olmasi ve rastgele baglanma Oriintiisii yliziinden, yeniden

tekrarlanabilirlik agisindan dezavantajhdir.

RAPD yontemi ile genotoksik etkenin tespiti, uygulama ve kontrol gurubu 6rneklerden
elde edilen DNA profillerin karsilastirilmasiyla yapilir. Polimorfizm degeri, bantlarin

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

2.6.3. AFLP (Amplified fragment length polymorphism-¢ogaltilmis dizi uzun-

luk polimorfizmi)

AFLP teknigi genel olarak, RFLP ve PCR temelli belirte¢ sistemlerinin bir birlesimidir.

Iki temel asamadan olusur: genomik DNA’ nin restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi ve
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niikleotid dizilerinin uglarma baglanan adaptorler yardimiyla secici bir PCR
gerceklestirilmesidir. Bu asamalar sonucunda elde edilen {iriinler poliakrilamid jel

elektroforezi ile yiiriitiiliip giimiis boyama ile analiz edilmektedir (Vos vd., 1995).

AFLP’ nin en onemli 6zellikleri yliksek bir tekrarlanabilirlik gostermesi, otomatik
dizileyicilere adapte edilebilmesi ve yiiksek oranda polimorfizm saglamasi ornek
gosterebilir. Ancak farkli dizi bilgisine sahip ancak boyut agisindan homoloji gdsteren

bantlarin varligi1 bu teknigin en 6nemli dezavantajlarindandir.

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

yarh ¢ogaltilmis polimorfizm)

MSAP, bir organizmanin DNA metilasyon durumunu incelemek ve dolayisiyla
diferansiyel kesim modeliyle belirlenen DNA metilasyon durumuna dayali olarak iki gen
bolgesini ayirmak i¢in kullanilan bir tekniktir (Labra vd., 2002). Bu nedenle, bu teknik,
DNA metilasyon haritalamas1 ve farkli sekilde metillenmis genlerin konumsal

klonlanmast igin yararl bir yontemdir.

Bu teknikte, genomik DNA 6nce Hpall gibi metilasyona duyarli bir restriksiyon enzimi
ile kesilir ve daha sonra DNA pargalar1 amplifikasyonunu kolaylastirmak i¢in adaptdrlere
baglanir. Hpall, metilasyona duyarsiz bir izosizomer Mspl kullanarak kesilerek, bir
yiikkleme kontrolii olarak paralel bir kesim reaksiyonunda kullanilir. Daha sonra, bu

pargalar fliioresan etiketli primerler ile segici olarak ¢ogaltilir (Schulz vd., 2013).

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

¢ift restriksiyon enzimli sindirim-rastgele ¢cogaltma)

CRED-RA, genom metilasyon durumunun incelenmesi i¢in kullanilan giiclii bir tekniktir
(Cai vd., 1996). Bu teknik, RAPD tekniginin bir modifikasyonudur ve metilasyona
duyarl enzimler Hpall ve Mspl sik sik DNA kesici olarak kullanilir.

Bu teknikte RAPD analizleri yapilan DNA modelleri Hpall ve Mspl restriksiyon
enzimleri ile kesilir. Bu enzimler metillenen bolgelere duyarli olarak genomu keser.
Olusan DNA modelleri arasindaki farklilik ile metilasyon diizeyleri arasindaki farklilik
tespit edilebilir.
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Restriksiyon enzimleri rekombinant DNA’nin elde edilmesi, DNA haritast ¢ikarilmasi,
polimorfizmlerin belirlenmesi, problarin hazirlanmasi, DNA modifikasyon durumlarinin

analizi i¢in kullanilmaktadir.
2.6.6. SSR (Simple sequence repeat-basit dizi tekrarlar)

Basit dizi tekrarlari, cogunlukla okaryotik genomlarda bulunan ve 1 ile 5° 1i niikleotid
tekrarlarma sahip bolgelerdir (Powell vd., 1996). Islevleri tam olarak aydinlatilmasa da,
yiiksek derecede cesitlilige sahip olmalari, heterozigot genotipleri gostermeleri, diistik
genomik DNA ihtiyacina sahip olmalar1 ve yeniden tekrarlanabilme olanag gibi
ozellikleri yiiziinden tiirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin tespit edilmesinde, 6zellikle
populasyon genetigi c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu belirteg
sistemleri dizi bilgisine bagimli olduklar1 i¢in gelistirilmeleri biraz pahalidir (Parveen vd.,

2016).
2.6.7. ISSR (Inter simple sequence repeats-basit dizi tekrarlar: arasi bolgeler)

ISSR teknigi, basit dizi tekrarlar1 (SSR) arasinda yer alan 100-3000 bg¢ uzunluktaki
niikleotid dizileridir (Zietkiewicz vd., 1994). Basit dizi tekrar bolgelerini hedefleyen 16-
18 be’ lik primerler kullanilarak gergeklestirilen ISSR teknigi, diisiik oranda genomik
DNA kullanilmasi ve dizi bilgisi gerektirmemesi gibi nedenlerle tercih edilen dominant

bir belirte¢ sistemidir (Parveen vd., 2016).

Retrotranspozonlar genom igerisinde daginik halde bulunmalari, ortak yapisal 6zelliklere
sahip dizilerinin olmasi, genom ¢apinda diizenlemelere katilmalar1 gibi 6zellikleri
yiiziinden molekiiler belirte¢ olarak kullanilmaya uygundurlar. Bu bakis acgisiyla,
retrotranspozonlarin  farkli yapisal bolgeleri kullanilarak ¢ farkli PCR tabanlh

retrotranspozon belirte¢ sistemi gelistirilmistir.

Bu sistemler ¢ogunlukla retrotranspozonlar arasindaki LTR bolgelerinin veya bir
retrotranspozon ile bir basit dizi tekrarlar1 (SSR) arasindaki bolgenin PCR ile
cogaltilmasina dayanmaktadir (Kalendar ve Schulman, 2006; Kalendar vd., 2010;
Kalendar vd., 2011; Kalendar ve Schulman, 2014).
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2.6.8. iPBS (Inter retrotransposon binding site- primer arasi1 baglanma bolgesi)

PBS bolgeleri hedef alinan bu belirte¢ sisteminde, 5’ uglar1 karsilikli olarak hizalanmis
iki farkli retrotranspozonun arasindaki bolgenin c¢ogaltilmasi amaglanmistir. Ayni
zamanda PBS boélgesinin sahip oldugu kisithh sayidaki tRNA baglanma bdlgeleri
sayesinde, retrotranspozonlar icin korunmus LTR bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ve
dizilenerek yeni retrotranspozonal dizilerin elde edilmesini olanakli kilmaktadir

(Kalendar vd., 2010).

1PBS belirte¢ sistemi ile izlenen stratejide primerler PBS bolgesine uygun bir sekilde
tasarlanarak 5’ uclar1 karsilikli olarak hizalanmis iki retrotranspozonun arasindaki bolge

cogaltilmaktadir.

2.6.9. IRAP (Inter retrotransposon amplified polymorphism- retrotranspozon

arasi ¢ogaltimis polimorfizm)

IRAP, PCR verisine ihtiyag duymadan polimorfizm diizeyini tespit eden, markor verileri
olusturmak i¢in ligasyon veya prob hibridizasyonuna ihtiya¢ duymayan, bdylece testin
giivenilirligini ve saglamligini arttiran bir PCR bazhi tekniktir. Retrotranspozon, prensip
olarak genom igerisine yonlendirme ile biitiinlesebilir. Bu teknikte iki tane
retrotranspozon arasinda kalan bolge ¢cogaltilmaktadir. Bundan dolayi bir retrotransposon
ailesinin herhangi iki iiyesi, kafa kafaya, kuyruktan kuyruga veya kafa ile kuyruk
yonlerine sahip olabilir. Ilk iki durum icin, tek bir primer, IRAP ydnteminde birbirine
yeterince yakin olan elemanlardan PCR iiriinleri iiretmek icin yeterlidir. Kafadan kuyruga
yonelimde elementler i¢in araya giren genomik DNA'y1 yiikseltmek i¢in, hem 5 'hem de
3' LTR primerleri kullanilmali ve bdylece diger yonlerden de bantlar iiretilmektedir.
Primerler iPBS belirte¢ sisteminde oldugu gibi 5’ uglari karsilikli olarak hizalanmis iki
farkl1 retrotranspozonun LTR bélgelerine uygun olarak tasarlanmaktadir (Kalendar vd.,

1999).

2.6.10. REMAP (Retrotransposon microsatellite amplified polymorphism-

retrotranspozon mikrosatellit cogaltim polimorfizmi)

Retrotranspozonlarin ¢ogunlukla SSR gibi yiliksek sayida tekrara sahip olan dizilerle

benzer genomik bolgelerde bulunmasi, bu dizilerin birlikte incelenmesini olanakli
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kilmaktadir. Hem LTR bolgesine 6zgii hem de SSR bolgelerine 6zgii dizilere sahip olan
primerlerin birlikte kullanilmasi sonucunda, belirli bir retrotranspozon ile bir SSR bolgesi
arasinda kalan dizi c¢ogaltilabilmektedir (Kalendar vd., 1999). Primerler
retrotranspozonlarin LTR ve genomik DNA’ nin SSR bdélgelerine uygun bir sekilde

tasarlanarak SSR ve retrotranspozonal bolge arasindaki DNA dizisi ¢ogaltilmaktadir.

2.6.11.  SSAP (Sequence specific amplified polymorphism- dizilim spesifik ¢cogal-

tim polimorfizm)

AFLP belirte¢ sistemine benzer bir strateji izlenen SSAP’ ta temel yontem iki farkli
restriksiyon enzimleri ile kesilen genomik DNA parcalarina adaptorler eklenmekte ve
LTR bolgeleri ile adaptorlerin arasindaki kismin ¢ogaltilmasi hedeflenmektedir. Bu
yontemin en biiyiik avantajlarindan birisi ise AFLP’ ye oranla daha yiiksek seviyede

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

2.6.12. RBIP (Retrotransposon-based insertion polymorphisms- retrotranspozon

temelli insersiyon polimorfizm)

RBIP teknigi, retrotranspozon insersiyonlarinin basit bir PCR islemine dayandirilarak
genomun kendi insersiyonundan primerler ve insersiyon bolgelerine yakin primerler
arasindaki bolgelerin, tespit edilmesine dayanmaktadir. Temel RBIP metodu elektroforez
jelin yerini filtre hibridizasyonuyla alarak gelismis uygulamalar i¢in gelistirilmistir
(Flavell vd., 1998). Bu teknik tespit edilmek istenen gen bolgesinin tiim sekans bilgisine
ihtiya¢ duydugu i¢in diger tekniklerden daha pahali ve karmasiktir (Kalendar vd., 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullanilan bitkisel materyal

Calismamizda kullanilan saf Triticum aestivum L. ve Zea mays L. tohumlar1 Erzurum

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesinden temin edilmistir.
3.1.2. Cahsmada kullanilan kimyasal ve cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler Tablo 3.1., Tablo 3.2., ve Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Sterilizasyon, 6giitme ve DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Sodyum hipoklorit (NaOCI) Sterilizasyon

S1v1 Azot Ogiitme

TRIS (Trizma base)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate)

CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide)

NaCl (Sodyum klorid)

2-Mercaptoethanol

Amonyum asetat

Sodyum asetat . DNA
Izolasyon

Sodyum bistilfit Bilesenleri

2-Propanol (isopropanol)

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 kullanilan kimyasallar

RPL buffer
RBW buffer

RNW buffer RNA izolasyon

Dnase Bilesenleri

RNase free water

%70’1ik etanol

10x RTase reaction buffer

HyperScriptTM reverse transcriptase (200 U/ué)

cDNA Sentez

ZymAIITM RNase inhibitor Bilesenleri

dNTP

Primer

0, M DTT

2X SYBR master mix
Forward primer (F) RT-PCR
Revers primer (R) Bilesenleri

ROX

Ultra saf su

Tablo 3.3. RAPD, IRAP PCR ve UV goriintiillemede kullanilan kimyasallar

Taq DNA polimeraz

dNTP (Deoxynucleotide mix)

10 X Buffer without MgCl» RAPD ve IRAP Analiz
MgCla Bilesenleri

Ultra saf su

Primer
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Tablo 3.3.’lin devami

Borik Asit

TBE (Tris/Borate/EDTA)
Agaroz

Ethidium Bromide

Jel Loading Solution

1 KB DNA Ladder

UV Goriintiileme
Bilesenleri

3.1.3. Cahsmada kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.4.” de verilmistir.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan cihazlar ve modelleri

Cihaz Ad1

Markasi

PCR cihaz1

Floresans mikroskobu
Calkalamali inkiibator (8-60 °C)
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre

Vorteks

Hassas terazi

Otomatik pipet

Magnetik karigtirict

Saf su cihazi

Kar makinesi

Gli¢ kaynagi

Buzdolaplari

Derin dondurucu (-30 °C)
Ultra-low dondurucu (-85 °C)

Bio-Rad C1000 Touch
Olympus BX63

Shellab SSI5

Hanil Smart R17

Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis
Heidolph Reaxtop
Shimadzu ATX 120
Eppendorf Research Plus
Heidolph MR Hei-Standart
Niive

Scotsman AF-20

Thermo EC 300 XL
Arcelik

Haier

Haier, New Brunswick U410
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Tablo 3.4.’iin devam

Mikrodalga firin : Arzum

Otoklav : Stmer SM3

Jel goriintiileme cihazi :  Vilber Lourmat Quantum ST5

Real-time PCR cihazi : Qiagen Rotor Gene6flex

ICP-MS cihaz1 . Agilent Technologies SPS 4
Autosamples

pH metre :  Radiometer meterlab PHM 210

Elektroforez tanki : Thermo Owl Easycast B2-BP

3.1.4. Cahsmada kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Ekstraksiyon cozeltisi

1 M Tris-HC1
e 121,1 g Tris base
e 700 ml distile su

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

5 M NaCl
e 146,1 g NaCl

e Toplam hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanmuistir.

0,5M EDTA
e 1361 gEDTA

e 20 gNaOH

e Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir.
%2 CTAB

%0,2 B-merkaptoetanol
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%0,1 Na2S203 ile hazirlanmistir.

10 x TBE
e 100 g Tris-base
e 55 g Borik asit
e 465gEDTA
e pH 8 olacak sekilde HCI eklenir.

e Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde distile su eklenmistir.

Kloroform: izoamil alkol
e 24 ml kloroform

e 1 ml izoamil alkol eklenerek toplam hacim 25 ml olacak sekilde hazirlanmastir.

10 x TE Tamponu
e 100 ml 10 M Tris-HCI pH 8
e 20ml0,5M EDTA

e 880 ml ultra saf su ile toplam hacim 1000 ml olacak sekilde hazirlanmastir.

1 x TE Tamponu

e 100 ml 10 x TE tamponu

e 900 ml saf su ilave edilerek hazirlanmigtir.

3 M Sodyum asetat

e 40,8 g Sodyum asetat

e pH 5,2 olacak sekilde asetik asit eklenmis
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e Toplam hacim 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlanmaistir.

10 M Amonyum asetat

e 7,7 g Amonyum Asetat

e Toplam hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmustir.
Ethidium bromiir ¢ozeltisi

500 ml 0,5 x TBE tamponu igerisine 300 pl ethidium bromdir ilave edilerek hazirlanmistir.

Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Primerlerin hazirlanmasi

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda 1xTE ile sulandirilarak stok soliisyonu
icin diyolifize edilmistir. Calisma soliisyonlar1 Syl diyolifize primer + 20 pl TE

oranlarinda hazirlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarn sterilizasyonu ve ekimi

Esit biiyiikliikte secilen saf Triticum aestivum L. ve Zea mays L. tohumlar1 %5’ lik
Sodyum hipoklorit (NaOCl)’de 10 dk. bekletilerek ylizeysel sterilizasyonlar1 saglanmis
ve ardindan saf su ile yikanip kurutulmustur. Tohumlar Afsin-Elbistan Termik Santrali A
tinitesinin bati-dogu dogrultusunda olusturulan diizlemde hakim riizgarin etkili oldugu
dogu yoniinde mart ayinda 500’er metre mesafe ile 50’ser adet 20 noktaya ekilmistir.
Ekilen tohumlarin ¢imlenip, 40 giinliik vejetasyon siirecini tamamlamalarinin ardindan
dorder yaprakli fideler toplanmustir. Fideler saf su ile yikanarak dis kirlilikten arindirilmis
ve molekiiler incelemeler i¢cin hazir hale getirilmistir. Calismanin kontrol gurubunu
olusturan ornekler ise santralin etki alan1 disinda 30 km mesafede ayni iklim sartlari

altinda ¢imlendirilerek yetistirilmistir.
3.2.2. ICP-MS ile agir metal analizi

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer) kati1 ve sivi 6rneklerde ¢cok

sayida elementin hizli, ucuz, hassas ve dogru bi¢imde, niteliksel, niceliksel ya da yari-
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niceliksel olarak dl¢lilmesine olanak saglayan ileri teknoloji iiriinii bir analiz teknigidir.
Termik santralden savrulan agir metallerin yetistirilen fidelerin biinyesindeki agir metal
tiirlerinin ve miktarlarinin tespiti icin kullanilmistir. Analiz i¢in 6rneklere 8 ml HNO; +
2 ml H>0O; igerisinde Ethos Up Milestone Connect marka mikrodalga cihazinda yakma
islemi uygulanmistir. Daha sonra numuneler 50 ml’ ye seyreltilmistir. Seyreltilen
cozeltilerden her birinden 15 ml alimarak Agilent Technologies 7800 (Agilent
Technologies SPS 4 Autosamples) markali cithazda ICP-MS analizi yapilmaistir.

3.2.3. DNA izolasyonu

RAPD ve IRAP analizleri ile degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in bitki 6rneklerinden
genomik DNA’nin izolasyonu Shagai-Maroof ve arkadaslarinin (1984) protokoliinde
kiiciik degisiklikler yapilmis ve asagidaki basamaklar uygulanmistir.

e Izolasyon tamponu 50 ml hazirlanmis ve 70°C ye kadar su banyosunda 1sitilarak
igerisine 100 ul B-mercaptoethanol [Merck ®] eklenmistir.

e Ornekler hassas terazide 0,3 gr tartilmis ve s1v1 azot kullanilarak havan yardimiyla
ogutilmiistiir.

e Qgiitiilen 6rnekler 2,0 ml'lik eppendorf tiiplerine birakilmistir.

e Orneklere 1000 pl izolasyon tampon c¢ozeltisi eklenmis ve 70 °C’deki su
banyosuna birakilmistir. Yaklasik 60 dk. inkiibasyona tabi tutulan 6rnekler, her
10 dk. da bir alt iist edilmistir.

e Orneklerin iizerine 750 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenerek hafifce alt {ist
edilmistir.

e Karigimi yapilan 6rnekler 24 °C’de 20 dk. 14000 RPM’ de santrifiij edilmistir.
Olusan ti¢ katmanin en iistteki katmani (siipernatant) pipet yardimiyla alinmis ve
yeni eppendorf tliplerine aktarilmigtir.

e Siipernatant oraninda tekrar kloroform: izoamilalkol eklenmis ve 4 °C’de 20 dk.
14000 RPM’ de santrifiij edilmistir.

e Ust faz yeni effendorf tiiplerine aktarilarak iizerine 100 pul 10 M amonyum asetat
ve 100 ul 3 M sodyum asetat eklenmistir.

e Olusan karistmin 2,5 kati isopropanol (-20 °C) ilave edilerek hafifce alt iist

edilmistir. Bu esnada DNA peletinin olusumu gézlenmistir.
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e Daha sonra 4 °C’de 20 dk. 14000 RPM’ de santrifiij edilmistir.

e Tiiplerden s1v1 kisim uzaklastirilarak siipernatant elde edilmistir.

e Tekrar tiipler 4 °C’de 1 dk. 14000 RPM’ de santrifiij edilmis ve 37 °C’de 15 dk.
etiivde kurumaya birakilmustir.

e Orneklerden elde edilen genomik DNA’lara 100 ul TE tamponu eklenmis ve +4

°C’ de stoklanmustir.

DNA o6rneklerinin safligint 6lgmek icin 4 ul DNA + 996 ul TE tamponuna eklenerek
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans (A) degerleri
okunmustur. 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olan DNA Ornekleri saf DNA olarak
etiketlenmistir. 50 (DNA i¢in multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme katsayis1) x OD
260 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki DNA miktari
hesaplanmis ve stok DNA’dan 50 ng/l DNA igeren ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.4. RAPD analizi

RAPD analizleri ile degerlendirilmesinde 8 primer kullanilmistir. RAPD-PCR analizinde

kullanilan primerler ve bu primerlerin baz dizilimleri, Tablo 3.5.’de verilmistir.

Tablo 3.5. RAPD-PCR analizinde kullanilan primerler

Primer Adi Baz Dizilimi 5°>3° Erime Sicakhg (°C)
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 i¢in hazirlanan master karigimlarinin bilesenleri ve bu bilesenlerin
miktarlar1 Tablo 3.6.” de verilmistir. Bu master karigimi her bir primer uygulamasi i¢in

ayni oranlarda hazirlanmistir.
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Tablo 3.6. RAPD analiz bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)

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

Bugday ve misir 6rneklerinden elde genomik DNA’larin RAPD-PCR ile amplifikasyonu
icin hazirlanan master karisimlari her bir 6rnegin tizerine eklenmistir. PCR tiiplerinde 1
ul genomik DNA + 1 pul RAPD primer + 18 pl master karigimi ile elde PCR reaksiyon
karigimi olusturulmustur. Bu karisimlar her bir primerin baglanma sicakligina uygun
olarak Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazinda Tablo 3.7.” de verilen sicaklik dongii

protokoliine tabi tutulmustur.

Tablo 3.7. RAPD PCR dongii protokolii

Dongii Adr Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 °C 2 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn. 2
Primer Baglanma 37°C 1 dk. 1
Uzama 72 °C 2 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn. 41
Primer Baglanma 35°C 1 dk. 1
Uzama 72 °C 2 dk. 1
Son Uzama 72 °C 5 dk. 1
Bekleme 4°C 0 1
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3.2.5. IRAP analizi

IRAP analizlerinde 6 primer ile PCR yapilmigtir. Kullanilan primerlerin adi, sekanslari

ve baglanma sicakliklar1 Tablo 3.8.’da verilmistir.

Tablo 3.8. IRAP-PCR analizinde kullanilan primerler

Primer Adi Baz Dizilimi 5°>3° Erime Sicakhg (°C)
SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 633
3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64.6
LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 64.4
NIKITA E2647- ACCCCTCTAGGCGACATCC 587
S5LTRI1 TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58.4
LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65.9

Retrotranspozon hareketliliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan IRAP-PCR analizi
icin master karigimi Tablo 3.9.’de verilen degerlerde hazirlanmistir. Bu master karigimlar

6 primeri i¢in gerceklestirilmistir.

Tablo 3.9. IRAP-PCR master karisimi igerik ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)

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

Bugday ve misir 6rneklerinden elde genomik DNA’larin IRAP-PCR ile amplifikasyonu
i¢cin hazirlanan master karisimlar1 her bir 6rnegin {lizerine eklenmistir. PCR tiiplerinde 1

ul genomik DNA + 1 ul IRAP primer + 18 pl master karisimi ile elde PCR reaksiyon
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karigimi olusturulmustur. Bu karisimlar her bir primerin baglanma sicakligina uygun
olarak Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazinda Tablo 3.10.” de verilen sicaklik dongii

protokoliine tabi tutulmustur.

Tablo 3.10. IRAP-PCR dongii protokolii

Dongii Adr Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 2 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn. 2
Primer Baglanma *0C 1 dk. 1
Uzama 72 °C 2 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn. 41
Primer Baglanma 35°C 1 dk. 1
Uzama 72 °C 2 dk. 1
Son Uzama 72 °C 5 dk. 1
Bekleme 4 °C 00 1

*IRAP primerinin baglanma sicaklig1

3.2.6. RAPD ve IRAP elektroforez protokolii

Elde edilen PCR firiinleri agaroz jelde yiirtitiilmiistiir. Bunun i¢in 0,7 gr agaroz 10 ml
TBE (Tris / Borate / EDTA, pH 8) eklenip saf su ile 100 ml ye tamamlanarak mikrodalga

firinda 1s1tilmis ve sicakligi 58 °C ye diistiiglinde 2 pl ethidium bromiir eklenmistir.

Elektroforez i¢ine kuyucuklar1 olusturacak taraklar eklenerek jel dokiimii yapilmistir.
Yaklasik 40 dakika sonra taraklar ¢ikarilmis ve PCR {iriinleri gel loading solution 6 x ile
yiiklenmistir. Yiiklemede 5 pl PCR iiriinii 1 pl gel loading solution pipetaj ile
kanigtirilarak  kuyulara yiliklenmistir. Kuyulardan birinci siralara 100-10.000 bg
biiyiikliigiinde marker yiiklemesi yine gel loading solution ile ayni oranda

gerceklestirilmistir.

Orneklerin jel kuyucuklarma yiikleme isleminden sonra elektroforez islemi icin yiiriitme
tamponu hazirlanmistir. TBE (pH 8)’den 60 ml alinarak saf'su ile 600 ml ye tamamlanmis

ve elektoforez havuzuna ilave edilmistir. Ornekler 100 dakika 90 voltta yiiriitiilmiis ve
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yirlitilen ornekler goriintiileme cihazinda 256 nm ultra viyole 151k altinda

goriintiilenmistir.
3.2.7. RAPD-IRAP analizleri ve GTS degerlerinin hesaplanmasi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve yoklugu,
negatif kontrol RAPD ve IRAP profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve
artmalar gorlintiileme cihazi ve Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics) yazilimiyla

belirlenmistir.

Genomik kalip sabitliligi (%) tiim primer triinleri i¢in 100 x 1-a/b formiiliinden

yararlanilarak hesaplanmistir. Formiildeki;
a; her bir uygulama 6rnegi i¢in tespit edilen RAPD ve IRAP polimorfik profillerini,

n; ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen DNA toplam band sayis1 olarak
secilmistir. Uygulama gruplaria ait RAPD ve IRAP profillerinde gbzlenen polimorfizm
negatif kontrol grubuna gore yeni bir bandin ortaya ¢ikmasi veya mevcut bir bandin

kaybolmasini kapsamistir.
3.2.8. Gen ekspresyon analizi

Bugday ve musir fidelerinin gen ekspresyon diizeylerinin hesaplanabilmesi ve

karsilastirmali analizin yapilabilmesi i¢in RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
3.2.8.a. RNA izolasyonu

Triticum aestivum L. ve Zea mays L. 6rneklerinden RNA izolasyonu Ribospin Plant 307-

150 kit ile yapilmistir. Izolasyon asagidaki basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.

e Bitki 6rnekleri 0,1 gr olacak sekilde hassas terazide tartilmis ve havan igerisinde
s1v1 azot ile toz haline gelene kadar ogiitiilmustiir.

e Qgiitiilen drnekler 1,5 m1’lik eppendorf tiipleri igerisine alimistir.

e Uzerine 350 pl RPL Buffer eklenmis ve 10 sn. vortekslenmistir.

e Karnisim 3 dk. oda sicakliginda bekletilmis ve EzPure kolona aktarilmistir.

e 13000 RPM’ de 30 sn. santrifiij edilmistir.
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Santrifiijiin sonunda kolon atilmustir.

Stipernatantin {izerine kalan siipernatant hacmi kadar %70 etanol eklenmis ve
pipetaj yapilmustir.

Daha sonra bu karigim mavi kapakli kolona aktarilmaistir.

13000 RPM’ de 30 sn. santrifiij edilmistir.

Uzerine 500 ul RBW Buffer eklenmis ve 13000 RPM’ de 30 sn. santrifiij
edilmistir.

Kolonun tam merkezine gelecek sekilde; 70 ul Dnase 1 eklenmis ve oda
sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.

Daha sonra tizerine 500 pl RBW Buffer eklenmistir.

2 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

13000 RPM’ de 30 sn. santrifiij edilmistir.

Altta ki s1v1 bosaltilir ve lizerine 500 ul RN'W Buffer eklenmis ve 13000 RPM’
de 30 sn. santrifiij edilmistir.

Alttaki s1v1 bosaltilmis ve iizerine 500 ul RNW Buffer eklenmis ve 13000 RPM”
de 30 sn. santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilmis ve 13000 RPM’ de 1,5 dk. santrifiij edilmistir.

Kolonlar 1,5 mI’lik tiiplere alinmis iizerlerine 50 ul RNase free water eklenmis
ve 2 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

13000 RPM’ de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA iiriinleri -4 °C’de stoklanmustir.

3.2.8.b. RNA konsantrasyonlarinin tespit edilmesi

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

USA) olgiimleri yapilarak A260/280 O.D. degerindeki veriler alinmistir. Bu sonuglara

gore tiim orneklerin toplam RNA’lar1 0,5 pg olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.8.c.

cDNA sentezi

Bugday ve misir Orneklerinden elde edilen RNA’lardan c¢DNA sentezinin

gercekl
degerle

estirilebilmesinin birinci basamagi i¢in master karigimi Tablo 3.11.’da verilen

rde her bir numune i¢in hazirlanmistir.
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Tablo 3.11. RNA’dan cDNA sentezinin ilk asamasi i¢in hazirlanan master karisimi

Bilesen Miktar (ul)
RNA 2
Primer 1
Ultra Saf Su 1
14

Toplam Hacim

Bu master karigimindaki ornekler 65°C’de 5 dk. inkiibasyona birakilmis ve daha sonra

buz lizerine alinmistir.

cDNA sentezinin birinci basamagini takiben ikinci master karigimi Tablo 3.12.”da verilen
bilesen ve miktarlarda hazirlanmistir. Bu hazirlanan ikinci master karisimindan inkiibeye

birakilmis 6rneklerin her birinin tizerine 6 pl eklenmistir.

Tablo 3.12. cDNA sentezi i¢in hazirlanan ikinci master karisiminin bilesenleri ve
miktarlar

Bilesen Miktar (ul)
10 x RTase reaction buffer ”
0,1 M DTT 2
HyperScriptTM Reverse Transcriptase (200 U/ué) !
ZymAIlITM RNase Inhibitor I
Toplam Hacim 6

Ikinci master karisimi eklenen &rnekler sirasiyla 55 °C’de 60 dk. ve 85 °C’de 5 dk.

inkiibasyona birakilmastir.
3.2.8.d. Gen ekspresyonunun tespiti icin RT-PCR analizi

Gen ekspresyon analizleri i¢in 14-3-3 protein ailesi ve kontrol geni (housekeeping) olarak
kullanilan B-actin geni i¢gin NCBI (National Center for Biotechnology Information)
GenBANK veritabanindaki dizilimlerine goére primer dizaynlari yapilmistir. Primer
dizaynlarinda Wang ve arkadaslarinin (2016) primer dizaynindan yararlanilmigtir. Primer

dizayninda su hususlara dikkat edildji;
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Secilecek forward ve reverse primerler hedef gen bolgesinin disinda, genomun

diger sekanslariyla hi¢bir benzerlik icermeyen dizilimde olmasina,

Real-time PCR’da ¢ogaltilacak bolge maksimum 250 bp olmasina,
Dizayn edilen primerlerin 3’ ucunda GC stabilitesine (max: 2 G veya C),
Primerler, toplam GC oran1 %55°1 gegmeyecek bir sekilde olmasina,
Primerlerin son niikleotidi -eger miimkiinse- G veya C’nin olmasina,
Primerlerin uzunlugu minimum 20, maksimum 24 bp olmasina,

Primerlerin Tm (erime sicakligi) degerleri arasinda maksimum 5 °C olmasina

dikkat edildi. RT-PCR analizinde kullanilan primerlere ait detaylar Tablo 3.13.” de

verilmigtir.

Tablo 3.13. Gen ekspresyon analizinde kullanilan primerler ve sekans bilgileri

Primer Adi Baz Dizilisi 5°> 3’ Erime Sicakhig: (°C)
ZmGF14-4F GAACCTCTTATCTGTTGCCT 50
ZmGF14-4R GATGACTAGATGCCAGTTCC 52
ZmGF14-6F GCATGCAGAAGGGTTGAGCA 56
ZmGF14-6R  TCAGGGCTCATCTAGCTGGTCCTG 61
Tal4S-F1 ACGACTCAAGCGAGGGGCA 55
Tal4S-R1 CGCCTGCTACGCTACAAGGAC 58
Tal4S-F2 GTCAATGACCGTTGCAATGTG 52
Tal4S-R2 GCCACCACCACCACTGTATG 56
B-actin-F TTTGAAGAGTCGGTGAAGGG 52
B-actin-R TTTCATACAGCAGGCAAGCA 50

Tiim real-time PCR 6rnekleri 3 tekerrtirlii olarak yiiriitiilmiistiir. RT-PCR analizinde, bitki

RNA’larindan sentezlenen c¢DNA’lar kalip olarak kullanilmistir. RT-PCR master

karisiminin bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.14.’de verilmistir. Tiim reaksiyonlar Bioneer

Exicycler96® (Bioneer, South Korea) cihazinda gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.14. Gen ekspresyonu i¢in yapilan RT-PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)

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 i¢in kuyucuklara yiiklenen master karigimi daha sonra Tablo 3.15.’de verilen

sicaklik dongii protokoliine gore yiiriitiilmiistiir.

Tablo 3.15. RT-PCR sicaklik dongii protokolii

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
95°C 10 dk. 1
95 °C 15 sn. 45
60 °C 1 dk. 45
4 o0 1

4.2.8.e. DATA analiz

RT-PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde esik dongii degeri parametresinden
yararlanilmistir. Esik dongii degerinin goreceli veya karsilagtirmali kantitasyon
sonuclarindan elde edilen 222 degeri ile gen ifade diizeyleri hesaplanmistir (Rao vd.,
2013). Her bir 6rnegin gen ekspresyon diizeyini ifade eden 242t degeri 2-(@® - (¢c-d)

esitlige gore hesaplanmaistir.

Ct degerini hesaplamada kullanilan esitlikdeki;

a, her bir 6rnek i¢in kullanilan genden elde edilen Ct degerini,
b; kontrol gurubu i¢in kullanilan genden elde edilen Ct degerini,
c; her bir 6rnege ait B-actin geninden elde edilen Ct degerini,

d; kontrol gurubunun B-actin geninden elde edilen Ct degerini ifade etmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Termik santral cevresinde yetisen tahil iiriinlerinde agir metallerin neden oldugu
genotoksik etkinin incelendigi ¢alismamizda yapilan analizlerde elde edilen bulgular

asagida verilmistir.

Bugday ve misir 6rneklerinin yapisinda ICP-MS analizleri sonucunda termik santralden
savrulan, kiillerin tasinmasi, depolanmasi gibi nedenlerden dolay1 ¢evreye yayilan agir
metallerin varhigi tespit edilmistir. Cr, Ni, Mn, Fe, Cd, Zn, Pb ve Cu agir metalleri bitki
orneklerinde tespit edilmistir. Bu agir metallerin biti 6rneklerindeki ¢esidi ve miktarinin
termik santrale yakinlik durumuna gore farklilik gosterdigi anlagilmistir. Sonuglar termik
santrale yaklagik 6-6,5 km mesafeye kadar agir metal varligi tespit edilmistir. Bu durumda
termik santralden gesitli yollarla savrulan agir metallerin 6-6,5 km mesafeye kadar etkili

oldugunu gostermistir.

Agir metallerin neden oldugu stres neticesinde genomda meydana gelen farklilagmanin
tespitinde kullandigimiz RAPD ve IRAP analizleri ile yaklagik 5 km mesafeye kadarki
orneklerde polimorfizmler tespit edilmistir. Meydana gelen polimorfizmler stres
neticesinde genomda meydana gelen degisimler sonucunda olugmaktadir. Boylece
genomda primer baglanma noktalarnn degismekte ve gen farklilik tespitinde
yararlandigimiz bantlar olugmamakta ve/ veya fazladan bant olusumu s6z konusu
olmaktadir. Ayrica bu mesafeye kadarki 6rneklerin genetik kararliliklarinda diisiisler s6z

konusudur.

Gen ekspresyonu analizlerinde ise yogun miktarda ve ¢ok ¢esitli agir metal stresine maruz
kalan bugday ve misir 6rneklerinin savunma sisteminde gorev alarak devreye giren 14-3-
3 protein indiiksiyonunun baskilandig belirlenmistir. Yapisinda agir metal yogunlugu az

olan 6rneklerde ise bu genin ekspresyonunun yapilabildigi anlagilmistir.

Termik santral gibi agir metal kirliligine neden olan tesislerin ¢evresinde tahillarin
ekiminde bu etki mesafesinin (6-6,5 km) dikkate alinmasi bitkilerde olusabilecek

genotoksik etkinin azaltilmasinda 6nemli rol oynayacag agikca anlasilmaktadir.
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5. SONUC ve TARTISMA

5.1. Sonug¢

5.1.1. ICP-MS analiz sonuclari

ICP-MS ile ekmeklik bugday ve misir 6rneklerinin yapisinda yer alan agir metallerin tiirii
ve miktariin tespiti i¢in igerik analizi yapilmistir. Ekmeklik bugday ve misir 6rneklerinin
agir metal kalibrasyonlarmin saglanmasi icin kontrol 6rneklerinde tespit edilen mikro
besin elementlerinin miktar1 6rneklerin degerlerinden ¢ikarilmistir. Bu analiz ve islem

neticesinde elde edilen agir metallerin miktarlar1 Tablo 5.1. ve Tablo 5.2.’de verilmistir.

Ekmeklik bugday ve misir 6rneklerin yapisinda Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd ve Pb agir
metallerinin varlig1 tespit edilmistir. Agir metal kirliligine neden olan termik santrale en
yakin konumda yetistirilen bugdayin yapisinda 8 tiir agir metalin bulundugu tespit
edilmistir. Bitkilerin yetistirildigi konum ile agir metal kaynagi arasindaki mesafe arttik¢a
bitkilerdeki tespit edilen agir metallerin ¢esidi ve miktar1 azalma gostermektedir. Besinci
noktadaki Ornekten itibaren agir metal miktarinda ve ¢esitinde bariz miktarda azalma
gorilmistiir. Agir metal kaynagina uzaklik olarak onikinci noktada yer alan Ornekte

sadece Ni, Cu ve Zn agir metalleri tespit edilmistir.

Misir 6rneklerinin ICP-MS igerik analiz sonuglar1 agir metal kaynagina en yakin ilk iki
Ornegin yapisinda 8 agir metalin varligini da gostermistir. Agir metal kaynag ile bitki
ekim noktalar1 arasindaki mesafe arttik¢a yapilarindaki agir metal miktar ve ¢esiti azalma
gostermektedir. Besinci noktadaki 6rnekten itibaren agir metal tiirlerinde gozle goriliir
bir azalma s6z konusudur. Ornegin dérdiincii drnegin yapisinda Mn ve Fe hari¢ diger 6
agir metal mevcutken, besinci 6rnekte Cr, Mn, Fe ve Cd elementlerine rastlanilmamastir.
Agir metal kaynagina uzaklik olarak on ikinci noktada yer alan 6rnekte sadece Cu agir

metaline rastlanilmistir.

Analiz sonuglarina bakildiginda ekmeklik ekmeklik bugday ve misir bitki 6rneklerinde
ayni agir metallerin varlig1 tespit edilmistir. Ayrica termik santrale yakinliga bagl olarak
bitki drneklerindeki agir metallerin miktarlar1 degiskenlik gostermektedir. Konum olarak

termik santralden uzakta yetistirilen 6rneklerin yapisinda agir metal tespit edilmemistir.
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Tablo 5.1. Ekmeklik bugday orneklerinin agir metal icerik analizi sonuglari

Bugday Cr Mn Fe Ni Cu Zn Cd Pb

ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm 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
1 <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. Misir 6rneklerinin agir metal igerik analizi sonuglari

Misir Cr Mn Fe Ni Cu Zn Cd Pb
ppm ppm ppm ppm ppm ppm pPpm 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 sonuclarn

Ekmeklik bugday RAPD analizi sonucunda olusan bantlarin dagilimi, polimorfizm

oranlar1 ve GTS degerleri detayli olarak Tablo 5.3.’de verilmistir.

Ekmeklik bugday orneklerinde RAPD analizi i¢in uygulanan 8 primerden toplam 761
bant olusmustur. Meydana gelen bantlarin biiytikliigii 259 bp ile 2385 bp araliginda
oldugu tespit edilmistir.

Kullanilan tiim primerlerde polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm 11 6rnekte tespit
edilmis olup %2,94 ile %55,88 degerleri arasinda degiskenlik gdstermektedir. En yiiksek
polimorfizm +2 ve -2 bant olusumu/kaybolmas1 seklinde 4 polimorfik bant ile B 20
primerinde meydana geldigi tespit edilmistir. En diisiik polimorfizmin OPA 13
primerinde olustugu tespit edilmistir.

Orneklerin kontrol gurubu referans alinarak yapilan degerlendirmesinde en yiiksek
polimorfizm orani agir metal kaynagina en yakin noktadaki 6rnekte tespit edilmistir. Bu
noktadaki polimorfizm oran1 %55,88’dir. Bu 6rnekte kullanilan tiim primerlerden toplam
19 polimorfik bant elde edilmistir. Bunlardan 14’si bant olusumu, 5 tanesi ise bantin

kaybolmas1 seklinde oldugu tespit edilmistir.

Agir metal kaynagina yakinlik olarak on ikinci noktadan yirminci noktaya kadar olan

orneklerde herhangi bir polimorfizm tespit edilmemistir.

Orneklerin GTS degerlerinde agir metal kaynagina yakinliklari ile ters orantili olarak
artma gozlenmistir. ilk 11 6rnegin elde edilen GTS degerleri %44,12 ve %97,6 arasinda
degiskenlik gostermistir. Agir metal kaynagina yakinlik olarak on ikinci noktadan

yirminci noktaya kadar olan 6rneklerin GTS degeri %100 olarak tespit edilmistir.

Ekmeklik bugday orneklerinde RAPD analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS

degerlerinin ekim mesafesine gore sonuglar1 Sekil 5.1.°de verilmistir.
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Tablo 5.3. Ekmeklik bugday orneklerinin RAPD analiz sonuglari

Primer Kontrol Bl B2 B3 B4 B5S B6 B7 B8 B9 B10 BIl11 B12 B13 Bl4 B15 Bl16 B17 B18 B19 B20
6 +1.599 +528 +355 +355 +1.900 +1.916 +460 +1.916 oo et e e e e e
OPK 19 +411 +349 -2.143 -2.143 +444 +438 -605 -2.143
-732 -2.143  -1.733 -1.733  -605 -732
6 +1.787 +1.846 +1.826 +1.749 +1.826 +1.846 +1.713 +1.713 ... i e e e e e e e e e,
B 20 +456 +467 +450 +473 +444 +456 +450 +438
-2.201  +410 -2.201
-2.201
4 +1.822 +1.927 +1.904 +561 +879 et e e e e e e e e e e e e e
OPY 1 +572 +616 +600 +388 +567
+325 +388 +340 +360
4 +2.385 +2.347 +2.385 +2.385 +2.347 +2.385 -705 -705 -705 -552 552 e s e e e e e
OPY 15
-705 -705 -705 +1.216
OPA 13 5 +706 +706 +719 +732 +732 +732 +725 +732 +732 +725 i s s e e e e e e
3 +1.335 +1.335 +571 +571 +565 565 ikt e e e e e e e e e e e
OPB 10
+484 +578
4 -1.329  -1.329  +440 +461 +494 +433 HA88  ee e e e e e e
OPH 16
+412 +419 -1.329 -1.329
2 +1.583 +824 +824 +832 +815 +815 i e e e e e e e
OPH 10 +832 -659 -659 -659 -659 -659
-659
Bant Sayis1 34 19 18 17 14 15 10 7 7 2 2 1
Polimorfizm
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
Oram
GTS Degeri 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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Ekmeklik Bugday RAPD istatistigi
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GTS Degeri »Polimorfizm Orani s \esafe

Sekil 5.1. RAPD analizi ile ekmeklik bugday o6reklerinde elde edilen polimorfizm oranlari ve GTS degerleri grafigi
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RAPD analizinde kullanilan OPK 19 primerinin Sekil 5.2.’de bant olusumlarmi
gosteren jel goriintiisii verilmistir.

Marker

Bugday 1
Bufday 2
Bugday 3
Budday 4
Bufday &
Bugday &
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~ ] o -
By -y B =
] ) ] =
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=] = = ]
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| Lie] | (]

Markar
Bufday 11
Bufday12
Bufday 13

Bufday 14
Bufday 156
Bufjday 16
Bufday 17
Bufday 18
Bufday 19
Bufday 20
Bufday Konl.

Sekil 5.2. Ekmeklik bugday RAPD analizinde kullanilan OPK 19 primerine ait jel
goruntiisu
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Misir RAPD primerlerinin analizi sonucunda olusan bantlarin dagilimi, polimorfizm

oranlar1 ve GTS degerlerinin detaylar1 Tablo 5.4.’de verilmistir

Misir  Orneklerinde agir metallerin etkisinden kaynakli olusabilecek genetik
varyasyonlarin analizinde kullanilan 8 RAPD primerden toplam 1153 bant olusumu
ve meydana gelen bantlarin biiyiikliigiiniin 81 bp ile 2225 bp araliginda oldugu tespit
edilmistir. Analizde kullanilan tiim primerlerde polimorfizm tespit edilmistir. Analiz
sonuglarma goére on noktada polimorfizm meydana geldigini gostermektedir. Elde

edilen polimorfizm degerleri %1,81 ile %56,36 arasinda degiskenlik gostermektedir.

En yiliksek polimorfizm agir metal kaynagina yakinlik olarak ilk sirada bulunan
ornekten OPY 1 primerinin analizinde tespit edilmistir. Burada kaybolan/meydana

gelen bant polimorfizmi sayis1 6’dir.

En yiiksek polimorfizm agir metal kaynagina en yakin noktadaki ornekte tespit
edilmistir. Bu noktadaki polimorfizm %56,36’dir. Bu Ornekte kullanilan tiim

primerlerden toplam 31 polimorfik bant elde edilmistir.

Agir metal kaynagina yakinlik olarak onuncu nokta ile on ikinci noktadan yirminci

noktaya kadar olan 6rneklerde herhangi bir polimorfizm tespit edilmemistir.

Orneklerin GTS degerlerinde agir metal kaynagina yakinliklari ile ters orantili olarak
artma gozlenmistir. Elde edilen GTS degerler %43,64 ile %98,19 araliginda
degiskenlik gostermektedir. Agir metal kaynagina yakinlik olarak onuncu nokta ile
on ikinci noktadan yirminci noktaya kadar olan 6rneklerin GTS degeri %100 olarak

tespit edilmistir.

Misir 6rneklerinde tespit edilen polimorfizm ve GTS degerlerinin ekim mesafesine

gore sonuglart Sekil 5.3.de verilmistir.
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Tablo 5.4. Misir 6rneklerinin RAPD analiz sonuglar

Primer Kontrol M1 M2 M3 M4 M5 Mo M7 M8 M9 M10 Mi11 Mi12 Mi13 Mi14 Mi15 Ml6e M17 Mi18 MI19 M20
-1.867 -1.555 -1.867 -1.867 +2.000 +2.017 -1.379 -1.379
-1.211 -1.379 -1.555 -1.555 -1.015 -1.211 -1.015 -629
OPK 19 9 -1.015 -1.211 -1.379 -1.379 -532 -532 -532
+746 -1.015 -1.211 -1.211
-532 +344
+2.230 +2.149 +2.097 +1.022 -700 -700 +989 +980
-1.614 -700 -1.614 -700
B 20 8 -866 +247 -700 +381
+180 +381
+1.976 +1.813 -525 +953 +962 +944 +1.225
-759 -1.057 +927 -525 -525 -759 +373 +323
-525 -846 +249 -416 -416 -416 +312
OPY 1 7 -416 -759 +146 +205 +261 +249
+293 -416 +114
+103 +150
+1.632 +1.632 +1.452 +1.618 +1.646 +1.632 -1.273 -606
+1.440 +1.440 -1.273 -1.273 -1.273 -1.273 -606
OPY 15 9 -1.855 -284 -729 -606
-284
-1.855 +1.254  +752 +648 +1.373  +752 -1855 +776 +677 - +832
+1.265 +745 +648 +752 +752
OPA 13 6 +745 +648
+641
-276 -276 - +1.978 -428 - -395
OPB 10 6 +177 +149
+1.011 +1.022 -900 - -900 -361 +165 +165
OPH 16 5 +733 -361 +791 +121
+88 +121
+919 +879 +456 -558 +431 +412 -249 -781
OPH 10 5 +456 -781 -249 +456 -249 -249 -249
-249 +456 -249
Bant Sayis1 55 31 28 19 20 18 15 13 9 1 0 1
Polimorfizm 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
Oram
GTS Degeri 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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Misir RAPD istatistik
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GTS Degeri Polimorfizm Orani e Mesafe

Sekil 5.3. RAPD analizi ile misir 6rneklerinde elde edilen polimorfizm oranlar1 ve GTS degerleri grafigi
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RAPD analizinde kullanilan OPY 15 primerinin Sekil 5.4.’de bant olusumlarmi
gosteren jel goriintiileri verilmistir.

Markar
Misir 1
Misir 2
Misir 3
Misir 4
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Misir 18
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Misir 20
Misir Kont.

Sekil 5.4. Misir RAPD analizinde kullanilan OPY 15 primerine ait jel goriintiisii
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5.1.3. IRAP analiz sonuglarn

Ekmeklik bugday orneklerinde IRAP analizi sonucu olusan bantlarin dagilimi,

polimorfizm oranlar1 ve GTS degerleri Tablo 5.5.’de verilmistir.

Ekmeklik bugday orneklerine uygulanan 6 IRAP primerinde toplam 487 bant olusmustur.
Meydana gelen bantlarin biiyiikligii 73 bp ile 2446 bp araliginda oldugu tespit edilmistir.
SLTR1 Primerinde herhangi bir polimorfizm meydana gelmedigi goriilmiistiir. En yiiksek
polimorfizm Sukkula ve LTR 6149-5 primerinde gorilmiistiir.

Analiz sonuglarina gére on 6rnekte polimorfizm tespit edilmistir. Olusan polimorfizm
degerleri %8,69 ile %52,17 araliginda degiskenlik gostermektedir. En yliksek
polimorfizm agir metal kaynagina en yakin noktadan alinan 6rneklerde tespit edilmistir.
Bu noktadaki polimorfizm orami %52,17°dir. Bu Ornekte toplam 12 polimorfik bant
varhigi veya eksikliginin oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm on birinci noktadan

yirminci noktaya kadarki drneklerde tespit edilmemistir.

Orneklerin GTS oraninda termik santrale yakinliklari ile ters orantili olarak artis oldugu
tespit edilmistir. Polimorfizm tespit edilen on 6rnegin GTS degerleri %47,88 ile %91,31
araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Agir metal kaynagina yakinlik olarak
on birinci noktadan yirminci noktaya kadar olan orneklerin GTS degeri %100 olarak

tespit edilmistir.

Ekmeklik bugday orneklerinde IRAP analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS

degerlerinin ekim mesafesine gore sonuglar1 Sekil 5.5.’de verilmisti
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Tablo 5.5. Bugday o6rneklerinin IRAP analiz sonuclari

Primer Kontrol B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 Bl11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20

+1.222  +1.211 +1.188 +1.165 +1.153 +1.105 +1.117 +1.105 +89 +73

SUKKULA 6 +238 +260 +249 +227 +220 +208

-166 -166 -166

+918 +726 -1.429 -1.429 -706 -713
LTR6150 5

+726

+527 +571 +475 +613 +586 +223 +557 +542 +185 +162
3LTR-5 2

+223 +247 +214 +256 +275 +247 +228

-820 -820 -820 -820 -820 -820 -820

NIKITA-E2647- 6
-479 479 -479 479 -479

SLTR1 1
-2.034 -2.034 -2.034 -1.500 -1.500 -2.034
LTR6149-5 3 -1.500 -528 -528 -528 -528 -528
-528
Bant Sayisi 23 12 10 10 9 9 6 4 4 2 2
Polimorfizm
52,17 43,47 4347 3913 39,13 2608 17,39 17,39 869 8,69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oram
GTS Degeri 47,88 56,53 56,53 6087 6087 7392 82,61 8261 91,31 91,31 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Sekil 5.5. IRAP analizi ile Ekmeklik bugday 6rneklerinde elde edilen polimorfizm oranlari ve GTS degerleri grafigi
64




oL Aepbing

g Aepling

g fepfing

£ fepfing

g feplng

g fepfing

f fepling

£ fepfing

Z fepfing

L Aepfing

Joie

IRAP analizinde kullanilan Sukkula primerinin Sekil 5.6.’da bant olusumlarini gésteren

jel goriintiileri verilmistir.
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Sekil 5.6. Ekmeklik bugday fidelerinde uygulanan Sukkula retrotranspozonuna ait jel

goruntiisu
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Misir 6rneklerinde IRAP primerlerinin analizi ile elde edilen bant dagilimi, polimorfizm

orani ve GTS degerleri Tablo 5.6.’da verilmistir.

Misir Orneklerine uygulanan 6 IRAP primerinde toplam 851 bant olusumu tespit
edilmistir. Meydana gelen bantlarin biiytikliigii 79 bp ile 2433 bp aralifinda oldugu tespit

edilmistir.

Analizde kullanilan tiim primerlerde polimorfizm tespit edilmistir. En yliksek
polimorfizm agir metal kaynagina yakinlik olarak ilk sirada bulunan 6rneklerde Sukkula,
Nikita-E2647-, 3LTRS primerinde tespit edilmistir. Ilk on noktadaki orneklerde

polimorfizm meydana geldigi tespit edilmistir.

Orneklerde tespit edilen polimorfizm degerleri %12,50 ile %52,50 araliginda degiskenlik
gostermektedir. Polimorfizm on birinci noktadan yirminci noktaya kadarki 6rneklerde

tespit edilmemistir.

En yiiksek polimorfizm orani termik santrale en yakin noktada yetistirilen 6rneklerde
tespit edilmistir. Bu noktadaki polimorfizm oram1 %52,50” dir. Bu 6rnekte toplam 21

polimorfik bant olusumu tespit edilmistir.

Orneklerin GTS oraninda termik santrale yakinliklari ile ters orantil1 olarak artis oldugu
tespit edilmistir. Polimorfizm tespit edilen orneklerin GTS degerlerinin %47,50 ile
%87,50 araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Agir metal kaynagina yakinlik
olarak on birinci noktadan yirminci noktaya kadar olan 6rneklerin GTS degerinin sabit

kaldig1 ve %100 oldugu tespit edilmistir.

Misir 6rneklerinde IRAP analizi ile tespit edilen polimorfizm ve GTS degerlerinin ekim

mesafesine gore sonuglari Sekil 5.7.”de verilmistir.
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Tablo 5.6. Misir 6rneklerinin IRAP analiz sonuglari

Primer Kontrol S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8 S9 S10 S11  S12 S13  S14  S15 S16  S17  S18 S19  S20
-1.064 -1.064 -1.064 -736 -736 -736 -736
SUKKULA 8 -736 -736 -736 -685 -685 -685 -685

-685 -685 -685
-217 -217 -217

+2.433 -1.514 +468  -1.953 -1.514 -1.514 -1514  -1514 -1514  -1514
LTR6150 ; 41953 +788  +175  -1.514 +1.268 +1.200 +1.211 41302
+800  +175 +79 +183 +739
+195
+2.146  42.360 +2.305 +2.305 +2.251 +2.121 -1.448 +1.000 +1.008 +162
+1.000 +1.058 +1.000 +1.008 +1.000 +1.008 +1.000 -650 -650
3LTR-5 8 -1.448  -1.448 -1.448 -1.448 -1.448 -1.448  +892
-650 -650
-1.417  +2.527 -1.232 -2.215 -1.884 -2.215 -2.215 -1.884 -1.884 -1.884
NIKITA- -1.884 -1.884 +1.010 -1.884 +549  -900  +146  +250  +250
+1.625 +1.582 +300  +128  +224  +275
E2647- 10
+128 4117
+1.513  +1.460 +935  -438 +1.539  +1.552 +1.552 +1.592 +1.539 +1.513
SLTRI 4 1220 -1.220 +191  +177  -438  -438
+217 +184 +105 +191 +246
+1.395 +1.434 +1.211 +839  +1.370 +1.471 +1.421 +1.408 +1.421 +1.383
LTR6149-5 3 +670  +313 4749 542 542 355 542 542
Bant Sayisi 40 21 20 16 16 15 15 12 9 8 5
Polimorfizm
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
Oram
GTS Degeri 47,50 50,00 60,00 60,00 6250 6250 70,00 77,50 80,00 87,50 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Sekil 5.7. IRAP analizi ile misir 6rneklerinde elde edilen polimorfizm oranlar1 ve GTS degerleri grafigi
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IRAP analizinde kullanilan 3LTRS primerinin Sekil 5.8’de bant olusumu goriilmektedir.
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Sekil 5.8. Misir IRAP analizinde kullanilan 3LTRS transpozonuna ait bant goriintiisii
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5.1.4.  Gen ekspresyon analiz sonu¢lari

Abiyotik stres kaynagi agir metallerin bugday gen ekspresyonundaki etki diizeyinin tespit
edilmesi i¢in deney ve kontrol Orneklerinin Ct degerlerinin tespiti yapilmistir. Ct
degerinin elde edilebilmesi i¢in bugday 6rneklerinden elde edilen cDNA’lar kullanilarak

housekeeping ve hedef gen primerleri ile 3 tekerriirlii olarak RT-PCR yapilmistir.

Yiiksek primer konsantrasyonlari primer-dimer olarak adlandirilan spesifik olmayan
bantlarin olusumuna yol ag¢maktadir. Primer-dimerler, kiiciik DNA irilinleri olup
primerlerin birbirleriyle baglanmasi ya da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
niikleotitleri, kullanilmayan primerlerin uglarina baglamasi neticesinde olusan bantlardir.
Bu bantlarin olusumu elde edilecek olan ekspresyon diizeyinde yanilgiya neden
olabileceginden primerlerdeki dimer olusumunun kontrolii i¢in melting curve analizi
yapilmistir. Melting curve analizi DNA ¢ift zincirinin agilmasi ile floresan 1s1ma

arasindaki iligki ile tespit etme durumudur.

Yapilan melting curve analizleri sonucunda primerlerin dimer olusturmadiklar tespit

edilmistir.

Sekil 5.9.°da Tal4Slgen primerinin, Sekil 5.10.’da Tal4S2 gen primerinin ve Sekil

5.11.°de B-actin gen primerinin melting curve analiz sonuglar1 verilmistir.

Melting curve

(e g [)
-]

Sekil 5.9. Tal4S1 gen primerine ait melting curve grafigi
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Sekil 5.10. Tal4S2 gen primerine ait melting curve grafigi
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Sekil 5.11. B-actin gen primerine ait melting curve grafigi

Gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirmali analizi i¢in bugday érneklerinin esik dongii
(Ct) degerleri tespit edilmistir. Deney gurubu 6rneklerin Tal4S1 primerinden elde edilen
Ctdegeri 27,97 ile 29,12 araliginda degiskenlik gosterdigi, kontrol 6rneginin Ct degerinin
ise 29,83 oldugu tespit edilmistir. Deney gurubu 6rneklerin f—actin primerinden elde
edilen Ct degerlerinin 27,95 ile 28,08 arasinda degiskenlik gosterdigi, kontrol gurubu
ornegin Ct degerinin ise 28,88 oldugu tespit edilmistir. Primerlerin RT-PCR teknigi ile

71



elde edilen Ct degerleri kullanilarak 6rneklerin 24t degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen ekspresyon diizeyleri Sekil 5.12.’de verilmistir.

Bugday Tal4S1 ve P-actin primerinin Ct degerlerinden elde edilen 224t degerlerinin
0,673 ile 2,479 arasinda degiskenlik gdsterdigi tespit edilmistir. Marker olarak kullanilan
B-actin pirimerinin 224" degeri 1 olarak kabul edilmis ve ekspresyon diizeylerinin
karsilastirmasi yapilmistir. Bu karsilastirma sonucunda agir metal kaynagina en yakin bes
bugday 6rneginin Tal4S1 gen ekspresyon diizeyinin housekeeping gen olan B—actin gen

ekspresyon diizeyinin altinda kaldig1 tespit edilmistir.

Agir metal kaynagina yakinlik olarak altinci noktadaki 6rneklerden itibaren yirminci
noktaya kadarki 6rneklerin tamaminda Tal4S1 gen ekspresyon diizeyinin f—actin gen

ekspresyon diizeyine esit veya daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

Tal4S1

» Ta14Ss1

» ACTB

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 5.12. Tal4S1 ve B-actin gen primerlerinden elde edilen 244t degerleri

Deney gurubu orneklerin Tal4S2 primerinden elde edilen Ct degeri 31,20 ile 34,47
araliginda degiskenlik gdsterdigi, kontrol 6rneginin Ct degerinin ise 30,14 oldugu tespit
edilmistir. Deney gurubu orneklerin B—actin primerinden elde edilen Ct degerlerinin
27,91 ile 28,31 arasinda degiskenlik gosterdigi, kontrol gurubu 6rnegin Ct degerinin ise
28,88 oldugu tespit edilmistir. Primerlerin RT-PCR teknigi ile elde edilen Ct degerleri
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kullanilarak 6rneklerin 224t degerleri hesaplanmustir. Elde edilen ekspresyon diizeyleri

Sekil 5.13.’da verilmistir.

Bugday Tal4S2 ve P-actin primerinin Ct degerlerinden elde edilen 224t degerlerinin
0,176 ile 2,496 arasinda degiskenlik gdsterdigi tespit edilmistir. Marker olarak kullanilan
B—actin pirimerinin 224 degeri ile Tal4S2 gen primerine ait ekspresyon diizeylerinin
karsilastirmasi yapilmistir. Bu karsilastirma sonucunda agir metal kaynagina en yakin bes
bugday 6rneginin Tal4S2 gen ekspresyon diizeyinin housekeeping gen olan B—actin gen

ekspresyon diizeyinin altinda kaldig1 tespit edilmistir.

Agir metal kaynagina yakinlik olarak altinci noktadaki 6rneklerden itibaren yirminci
noktadaki son 6rnege kadarki 6rneklerin tamaminda Ta14S2 gen ekspresyon diizeyinin

B—actin gen ekspresyon diizeyine esit veya daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Tal4S2

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

* Ta14S2 = ACTB

Sekil 5.13. Ta14S2 ve B-actin gen primerlerinden elde edilen 244 degerleri

Misir orneklerine uygulanan gen primerlerinin dimer olusumunu kontrol etmek igin
melting curve analizi yapilmis ve analiz sonucunda primerlerin dimer olusturmadiklar

tespit edilmistir. Sekil 5.14.°da ZmGfl14-4 primerinin, Sekil 5.15.°de ZmGf14-6
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primerinin ve Sekil 5.16.°de B-actin gen primerinin melting curve analiz sonuglari

verilmistir.

Melting curve
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Sekil 5.14. ZmGF14-4 gen primerine ait melting curve dimer grafigi
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Sekil 5.15. ZmGF14-6 gen primerine ait melting curve dimer grafigi
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Sekil 5.16. B-actin gen primerine ait melting curve dimer grafigi

Gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirmali analizi i¢in misir 6rneklerinin esik dongii
(Ct) degerleri tespit edilmistir. Deney gurubu 6rneklerin ZmGf14-4 primerinden elde
edilen Ct degeri 23,14 ile 29,7 aralifinda degiskenlik gosterdigi, kontrol drneginin Ct
degerinin ise 23,82 oldugu tespit edilmistir.

Deney gurubu 6rneklerin B—actin primerinden elde edilen Ct degerlerinin 28,19 ile 29,2
arasinda degiskenlik gosterdigi, kontrol gurubu 6rnegin Ct degerinin ise 27,61 oldugu
tespit edilmistir. Primerlerin RT-PCR teknigi ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak
orneklerin 222t degerleri hesaplanmistir. Elde edilen ekspresyon diizeyleri Sekil 5.17.’de

verilmistir.

Misir ZmGf14-4 ve B-actin primerinin Ct degerlerinden elde edilen 224 degerlerinin
0,334 ile 2,531 arasinda degiskenlik gdsterdigi tespit edilmistir. Marker olarak kullanilan
B-actin ve ZmGfl4-4 gen primerine ait 2"22°' degeri karsilastirmasi yapilmistir. Bu
karsilastirma sonucunda agir metal kaynagina en yakin bes misir 6rneginin ZmGf14-4
gen ekspresyon diizeyinin B—actin gen ekspresyon diizeyinin altinda kaldigi tespit
edilmistir. Agir metal kaynagina yakinlik olarak altinci noktadaki drneklerden itibaren
yirminci noktaya kadarki 6rneklerin tamaminda ZmGf14-4 gen ekspresyon diizeyinin —

actin gen ekspresyon diizeyine esit veya daha yliksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 5.17. ZmGf14-4 ve B-actin gen primerlerinden elde edilen 24 degerleri

Misir bitkisi deney gurubu 6rneklerinin RT-PCR analizi ile ZmGf14-6 primerinden elde
edilen Ct degeri 28,13 ile 29,16 araliginda degiskenlik gosterdigi, kontrol 6rneginin Ct
degerinin ise 29,36 oldugu tespit edilmistir. Deney gurubu 6rneklerin f—actin primerinden
elde edilen Ct degerlerinin 26,9 ile 27,45 arasinda degiskenlik gosterdigi, kontrol gurubu
ornegin Ct degerinin ise 27,59 oldugu tespit edilmistir. Bu Ct degerleri kullanilarak
orneklerin 224t degerleri hesaplanmistir. Elde edilen ekspresyon diizeyleri Sekil 5.18.’de

verilmigtir.

Misir ZmGf14-6 ve B-actin primerinin Ct degerlerinden elde edilen 224 degerlerinin
0,456 ile 3,837 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Marker olarak kullanilan
B-actin ve ZmGf14-6 gen primerine ait 2"24* degerinin karsilastirmasi yapilarak gen
ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. Bu karsilastirma sonucunda agir metal kaynagina
en yakin bes misir orneginin ZmGfl4-6 gen ekspresyon diizeyinin P—actin gen

ekspresyon diizeyinin altinda kaldig1 tespit edilmistir.
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Agir metal kaynagina yakinlik olarak altinci noktadaki 6rneklerden itibaren yirminci
noktaya kadarki 6rneklerin tamaminda ZmGf14-6 gen ekspresyon diizeyinin B—actin gen

ekspresyon diizeyine esit veya daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

ImGf14-6
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Sekil 5.18. ZmGf14-6 ve B-actin gen primerlerinden elde edilen 224t degerleri

5.1.5. Bugday ve musir orneklerinin ICP-MS, IRAP, RAPD ve gen ifadesi

analizlerinden elde edilen sonu¢larin kombinasyonlari

Agir metal maruziyeti ile yetistirilen ekmeklik bugday orneklerinden elde edilen gen
ekspresyon diizeyi degerleri, I[CP-MS analizi ile elde edilen agir metal tiirleri ile IRAP ve
RAPD molekiiler yontemleri ile elde edilen DNA hasarmin boyutunu, tamir
mekanizmalarinda meydana gelen aksakliklarin gostergesi olan polimorfizm oranlar1 ve

GTS degerleri Tablo 5.7.’de birlikte verilmistir.
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Tablo 5.7. Ekmeklik bugday o6rneklerinden elde edilen gen ekspresyon diizeyi, ICP-MS
analizi, IRAP ve RAPD sonuglari

o) Bugday Veri Kombinasyonu

R IRAP RAPD Gen ifadesi Yapisindaki Agir

N Tal4S1 Tal4S2 Metaller

E Pol. GTS Pol. GTS 2-AAct Eks. 2-AAct Eks. CMFNCZCP
K Deg. Deg. Deg. Deg. Deg. Diiz. Deg. Diiz. r me i undpb

(%) (%) (%) (%)

1 52,17 47,83 55,88 44,12 0,673 Diistik 0,176 Diisiik + + + + + + + +

2 43,47 56,53 52,94 47,06 0,986 Diisiik 0,726 Diisiik + - + + + + + 4+

3 43,47 56,53 50,00 50,00 0,926 Diistik 0,784 Diisiik + - + 4+ + + + +

4 39,13 60,87 41,17 58,83 0,946 Diisiik 0,933 Diisiik + - + + + + - 4+

5 39,13 60,87 41,17 58,83 0,986 Diistik 0,840 Diisiik + - -+ 4+ + -+
6 26,08 73,92 29,41 70,59 1,283  Yiiksek 1,693 Yiiksek + - - + + + - +
7 17,39 82,61 20,58 79.42 1,729  Yiiksek 1,635 Yitksek - - - + + + - +
8 17,39 82,61 14,70 85.30 1,945  Yiiksek 1,705 Yiiksek - - - + + + - +
9 8,09 91,31 5,88 94,12 1,905  Yiiksek 1,815 Yiksek - - - + + + - +
10 8,69 91,31 5,88 94,12 1,931 Yiiksek 1,905 Yiksek - - - + + + - +
11 0,00 100 2,94 97,06 1,681 Yiiksek 1,765 Yiksek - - - 4+ + + - -
12 0,00 100 0,00 100 2,265  Yiiksek 1,905 Yiksek - - - + + + - -
13 0,00 100 0,00 100 2,394  Yiiksek 1,918 Yiksek - - - - - - - -
14 0,00 100 0,00 100 2,378  Yiksek 2,056 Yiksek - - - - - - - -
15 0,00 100 0,00 100 2,313 Yiksek 2,027 Yiksek - - - - - - - -
16 0,00 100 0,00 100 2,329 Yiksek 2,297 Yiksek - - - - - - - -
17 0,00 100 0,00 100 2,143 Yiiksek 2,394 Yiksek - - - - - - - -
18 0,00 100 0,00 100 2,329  Yiksek 2,462 Yiksek - - - - - - - -
19 0,00 100 0,00 100 2,411 Yiksek 2,428 Yiiksek - - - - - - - -
20 0,00 100 0,00 100 2,479  Yiksek 2,496 Yiksek - - - - - - - -

Tablo 5.8 de misir 6rneklerinden elde edilen gen ekspresyon diizeyi, ICP-MS analiz

sonuclari, IRAP ve RAPD analiz sonuclar1 birlikte verilmistir.
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Tablo 5.8. Misir 6rneklerinden elde edilen gen ekspresyon diizeyi, ICP-MS analizi, IRAP
ve RAPD sonuglari

o) Misir Veri Kombinasyonu

R IRAP RAPD Gen Ifadesi Yapisindaki Agir

N Tal4S1 Tal4S2 Metaller

E Pol. GTS Pol. GTS 2-AAct Eks. 2-AAct Eks. CMFNCZCP
K Deg. Deg. Deg. Deg. Deg. Diiz. Deg. Diiz. r me i undpb

(%) (%) (%) (%)

1 52,17 47,83 55,88 44,12 0,334 Diistik 0,176 Diisiik + + + + + + + +

2 43,47 56,53 52,94 47,06 0,716 Diisiik 0,726 Diisiik + - + + + + + 4+

3 43,47 56,53 50,00 50,00 0,582 Diistik 0,784 Diisiik + - + 4+ + + + +

4 39,13 60,87 41,17 58,83 0,726 Diisiik 0,933 Diisiik + - + + + + - 4+

5 39,13 60,87 41,17 58,83 0,517 Diistik 0,840 Diisiik + - -+ + + -+
6 26,08 73,92 29,41 70,59 1,347  Yiiksek 1,693 Yiiksek + - - + + + - +
7 17,39 82,61 20,58 79.42 1,729  Yiiksek 1,635 Yiksek - - - + + + - +
8 17,39 82,61 14,70 85.30 1,945  Yiiksek 1,705 Yiiksek - - - + + + - +
9 8,09 91,31 5,88 94,12 1,905  Yiiksek 1,815 Yiksek - - - + + + - +
10 8,69 91,31 5,88 94,12 1,931 Yiiksek 1,905 Yiksek - - - + + + - +
11 0,00 100 2,94 97,06 1,681 Yiiksek 1,765 Yiksek - - - 4+ + + - -
12 0,00 100 0,00 100 2,265  Yiiksek 1,905 Yiksek - - - + + + - -
13 0,00 100 0,00 100 2,394  Yiiksek 1,918 Yiksek - - - - - - - -
14 0,00 100 0,00 100 2,099  Yiksek 2,602 Yiksek - - - - - - - -
15 0,00 100 0,00 100 2,250  Yiiksek 2,657 Yiksek - - - - - - - -
16 0,00 100 0,00 100 2,297  Yiksek 2,602 Yiksek - - - - - - - -
17 0,00 100 0,00 100 2,345  Yiiksek 2,657 Yiksek - - - - - - - -
18 0,00 100 0,00 100 1,257  Yiiksek 2,657 Yiksek - - - - - - - -
19 0,00 100 0,00 100 2,378  Yiiksek 2,694 Yiiksek - - - - - - - -
20 0,00 100 0,00 100 2,531 Yiiksek 2,675 Yiksek - - - - - - - -
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5.2. Tartisma

Agir metallerin varlig1 dogal yollardan veya insan eylemlerinin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Diinya niifusundaki artis ile dogru orantili olarak arag trafigindeki yogunluk,
endiistriyel iiretim, sanayilesme ve enerji ihtiyaci her gegen giin artmaktadir (Grigoratos
vd., 2014). Bu ihtiyacin karsilanabilmesi i¢in yapilan faaliyetler neticesinde ortaya ¢ikan
agir metal kirliligi, gevremizdeki en 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir (Sawidis vd.,
2011). Sanayi devriminden bu yana, agir metallerin miktar1 ve ¢esiti giderek artmig ve
zamanla organizmalar icin toksik etkiye neden olan degerlere ulasmistir (Toxic
Substances and Disease Registry, 2007; Nagajyoti vd., 2010). Topraktaki agir metal
kontaminasyonu, tarim ilaglari, maden kaynaklarinin islenmesi, komiir gibi fosil
kaynaklarimin yakilmasi, pil atiklar1 ve kirlilige maruz kalmis akarsular ile sulama gibi
nedenlerden kaynaklanmaktadir (Vousta vd., 1996; Sharma vd., 2007; Qishlaqi vd., 2008;
Zhang vd., 2013).

Onceki galismalarda agir metallerin, DNA hasarmi arttirdig, serbest radikal iiretimini
arttirmasindan dolayr nokta mutasyonlarina, canlilarda oksidatif strese ve zincir
kirilmalarina neden oldugu tespit edilmistir (Costa vd., 1994; Koppen ve Verschaeve,
1996; Liu ve Dixon, 1996; Ariza ve Williams, 1999; Kovalchuk vd., 2001; Bal ve
Kasprzak, 2002; Cenkgi vd., 2009). Bitkilerde agir metallerin neden oldugu genotoksik
etki ile olusan DNA hasarmin boyutunun tespitinde kromozom sapmalart (Souguir vd.,
2008), comet assay (Angelis vd., 2000), mikroniikleus testleri (Steinkelln vd., 1998) gibi
yontemlerden faydalanilmistir. Teknolojik imkanlarin artmasi ile daha spesifik ve hassas
teknikler kullanilmaya baslanmistir. MSAP, CRED-RA, SSR, RFLP, AFLP, IRAP,
RAPD ve gen ekspresyonu gibi molekiiler teknikler bitkilerde agir metallerin ve diger
organik/inorganik genotoksinlerin neden oldugu DNA hasarinin belirlenmesinde oldukca
etkili olarak kullanilmaktadir (Atienzar vd., 1999; Labra vd., 2003; Enan 2006; Liu vd.,
2007). Bu teknikler sayesinde artig gdsteren reaktif oksijen tiirlerinin etkileri, tek ve ¢ift
zincir  kiriklari, gen okuma g¢ergevesindeki kaymalar, niikleotit anormallik

modifikasyonlar1 gibi DNA hasarlar tespit edilebilmektedir.

Calismamizda termik santrallerden linyit komiiriiniin yakilmasi sonucu ¢evreye yayilan

agir metallerin ekmeklik bugday ve misir bitkilerinde meydana getirdigi genetik ve
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epigenetik degisiklikler RAPD, IRAP ve gen ekspresyon analizleriyle belirlenmis, ayrica

bitkilerin yapisindaki agir metaller ile ilgili veriler elde edilmistir.

RAPD yontemi molekiiler biyoloji alaninda agir metal stresi gibi c¢evresel etkilerin
DNA’da meydana getirdigi degisikliklerin tespit edilmesinde ¢ok sik olarak tercih
edilmektedir (Conte vd., 1998; Atienzar vd., 2001; Muller vd., 2004; Lui vd., 2005;
Mengoni vd., 2009). RAPD profilinde meydana gelen polimorfizmler nokta
mutasyonlari, delesyon, insersiyon, genetik ve kromozomal yeniden diizenlemeler gibi
genomik DNA zincirinde meydana gelen hasarlarin bir gostergesi olarak ifade edilir
(Atienzar vd., 2002; Wolf vd., 2004). RAPD profillerindeki degisimlerden elde edilen
GTS degerindeki azalma ise DNA’daki hasar seviyesi, DNA replikasyonu ve tamir
mekanizmalarinda meydana gelen aksakliklar ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Atienzar

vd., 1999, 2000; Liu vd., 2005; Cenkgi vd., 2010).

RAPD teknigi ile yaptigimiz analizler sonucunda en yiiksek polimorfizm degerlerinin
agir metal kirliligine neden olan termik santrale en yakin noktalarda yetisen misir ve
ekmeklik bugday fidelerinde tespit edilmistir. Termik santral ile bitkilerin ekim noktalar1
arasindaki mesafe arttikca meydana gelen polimorfizm degerleri de diigiis gostermistir.
Bu durum agir metal kaynagina yakin noktadaki bitkilerde toksik etkinin dolayisiyla
DNA hasariin yiiksek oldugunu gostermektedir. Polimorfizm degerleri fazla olan
orneklerin ICP-MS sonuglar1 termik santrale yakin noktalarda yetisen drneklerde agir
metal c¢esidi ve miktarinin fazlaligini gostermektedir. Agir metal kaynagindan
uzaklastik¢a bitki biinyesindeki agir metal orani ve ¢esidi giderek azalma gostermektedir.
Buna bagli olarak DNA hasarinda azalma olmakta bu da diisiik polimorfizm degeri ile
kendini gostermektedir. Misir ve ekmeklik bugday drneklerinin yetistigi nokta ile termik
santral arasindaki mesafe arttikca bitkilerin GTS degerlerinin artis gosterdigi tespit
edilmistir. Agir metal stresi azaldik¢a yani agir metal kaynagindan uzaklastikga DNA
hasarida azalma gostermistir. Yapisinda agir metal tespit edilmeyen veya eser miktarda

bulunan 6rneklerin GTS degerinin %100 oldugu belirlenmistir.

Mevcut literatiir ¢aligmalarinda da RAPD analizleri ile agir metallerin bitkiler tizerindeki
toksik etkisi ve bu etki sonucunda genom profilinde meydana gelen degisimler basarili
sekilde tespit edilmistir. Aras ve arkadaslar1 (2010) Kayseri’de yaptiklari calismada agir

metal kirliligine neden olan cam ve ¢elik fabrikasi ¢evresinde toplanan Pseudevernia
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furfuracea L. 6rneklerinde DNA hasar1 ile DNA profillerinde meydana gelen degisimleri
RAPD yontemiyle tespit etmislerdir. Cansaran-Duman ve arkadaslar1 (2011) Evernia
prunastri liken tiirlinde Karabiik Demir Celik fabrikasindan yayilan agir metallerin DNA
tizerindeki etkisini RAPD analizi ile degerlendirmisler ve calisma sonuglar1 agir metal
kirliliginin neden oldugu genotoksik etkinin fabrikaya en yakin noktalarda alinan liken
orneklerinde yiiksek seviyede oldugunu tespit etmislerdir. Aslam ve arkadaslar1 (2014)
farkli konsantrasyonda Cd(NOs3)2.4H>O’a maruz biraktiklar1 biber (Capsicum annuum
L.)’de meydana gelen genotoksik etki diizeyini RAPD ile incelemisler ve yiiksek diizeyde
polimorfizmin tespit edildigini ifade etmislerdir. Farkli dozlarda Zn ve Cu agir
metallerine maruz birakilarak ¢imlendirilen salatalik (Cucumis sativus L.) tohumlarinda
genotoksik etki diizeyi RAPD ile analiz edilmis ve bu agir metallerin fidelerde genetik
sablon kararliliginda azalmaya neden oldugu vurgulanmistir (Soydam Aydin vd, 2012).
Baska bir ¢alismada ise patlican (Solanum melongena L.) tohumlar1 Cu agir metalinin
farkli konsantrasyonlari ile ¢imlendirilerek genotoksik etki diizeyi RAPD markiri ile
degerlendirilmistir. Konsantrasyona bagli olarak olusan genotoksik etkiye bagli olarak

polimorfizmler tespit edilmistir (Aksoy Korpe ve Aras, 2011).

Transpozonlar organizmalarin genomlar1 igerisinde yer alan, tekrarli ve hareketli DNA
dizileridir. Bulunduklar1 konumu degistirebilme kapasitesine sahip olduklarindan dolay1
konak organizmayi olumlu veya olumsuz sekillerde etkileyebilmektedirler. Cevresel
kosullarin degismesi veya stres faktorleri bu genomik elementlerin aktifligine etki eden

epigenetik yapilanmay1 degistirebilmektedirler (Wessler, 2009).

Transpozonlar, transpozisyonlar1 sonucu genomun bir¢gok farkli bolgelerine insersiyon
yapabilmektedirler. Ozellikle eksonlara veya gen yakinindaki bélgelere yerlestiklerinde;
nokta mutasyonu, cergeve-kayma mutasyonu, delesyon, duplikasyon, insersiyon gibi
bircok mutasyonlara yol agmaktadirlar. Bu mutasyonlarin sonucunda genlerin okuma
cercevesinde kaymalara, alternatif gen {irlinlerinin olusumuna, gen iirlinii proteinlerin
sentezlenememesine sebep olabilir. Gen fonksiyonunu, yapisint ve aktivitesini
degistirebilmesinden dolayr genom ve kromozom yapilarinin degismesini de

saglayabilmektedirler (Bennetzen, 2000; Federoft, 2000; Wicker vd., 2007).

Genomun yapisint ve boyutunu etkileme konusunda Onemli potansiyele sahip

retrotranspozonlara termik santralden yayilan agir metallerin neden oldugu stres diizeyi
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ekmeklik bugday ve misir 6rneklerinde IRAP analizleri ile incelenmistir. Analizlerde
kullanilan Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, Nikita E2647-, SLTR1, LTR 6149-5 LTR
retrotranspozonlarinin hareketliliginden kaynakli olarak DNA zincirinde meydana gelen
degisimler ve hasarlar polimorfizmler olarak tespit edilmistir. Agir metal kirliligine neden
olan termik santrale yakin noktalarda yetistirilen ekmeklik bugday ve misir 6rneklerinde
hasar diizeyinin dolayisiyla polimorfizm degerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Retrotranspozonlarin bu hareketliliginin bitkilerde genomik kalip sabitligini de olumsuz
yonde etkiledigi anlagilmistir. Ciinkii en diisitk GTS degerleri termik santrale en yakin
orneklerde tespit edilmistir. Polimorfizm degeri yiiksek ¢ikan 6rneklerin yapisinda daha
cok cesit ve miktarda agir metal varlig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar bitki biinyesine
alinan agir metallerin miktar ve g¢esitindeki artig ile retrotranspozon hareketliligindeki
artisin dogru orantili oldugunu gostermektedir. Retrotranspozonlarin bu hareketliligi
primer baglanma noktalarini ve genom profilindeki meydana gelen degisimler DNA

zincirinde degisimi etkilemis olabilir.

Retroranspozon hareketlilik diizeyinin arastirilmasi amaciyla farkli stress kosullari
altinda farkli metabolizmalarda IRAP analizi ile yapilmis literatiir calismalari mevcuttur
(Alavi-Kia vd., 2008; Belyayev vd., 2010; Carvalho vd., 2010; Bayram vd., 2012;
Hamad-Mecbur vd., 2012; Temel ve Goziikirmizi, 2013). Tuz stresinin bugday (7riticum
aestivum L.) lizerinde retrotranspozon hareketliligine etkisinin incelendigi ¢aligmada
uygulanan farkli tuz konsantrasyonuna bagli olarak retrotranspozon hareketinin arttig1 ve
buna bagl olarakta GTS oraninin azaldig1 gézlenmistir (Yagci, 2015). Farkli dozlardaki
Mn agir metalinin misir (Zea mays L.) iizerinde meydana getirdigi genotoksik etki IRAP
teknigi ile analiz edilmis ve degisen oranlarda polimorfizmler tespit edilmistir. Ayrica
Mn doz artisina bagli olarak GTS degerlerinde diislis meydana geldigi vurgulanmistir
(Yigider vd, 2016).

Agir metallerin ekmeklik bugday ve misir bitkileri iizerindeki genotoksik etkileri
sonucunda genom sablonunda meydana gelen farklilasma RAPD ve IRAP analizleri ile

tespit edilmis olup, bu durum polimorfizmler ve GTS degisimleri ile kendini gostermistir.

Agir metal stresinin gen ekspresyonu, DNA metilasyonu ve histonlardaki
modifikasyonlar gibi kromatin yapisinda meydana gelen epigenetik degisikliklerle

bitkileri etkiledigi bilinmektedir (Labra vd., 2002; Grativol vd., 2012). Cevresel stres
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etmenleri tiim genomda Ozellikle sitozin metilasyonunda 6nemli degisikliklere neden
olmaktadir. Sitozin metilasyonu hem transkripsiyonel hem de postranskripsiyonel
diizeyde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli bir role sahiptir (Labra vd., 2002;
Filek vd., 2008; Peng ve Zhang, 2009). Agir metallerin neden oldugu DNA hasarindan
dolay1 transkripsiyon ve translasyonun etkilendigi yapilan ¢alismalar ile tespit edilmistir
(Zhu vd., 2014; Nicosia vd., 2015; Sheshadri vd., 2015). Bitkilerdeki agir metal
maruziyetinin en yaygmn stres sonuglarindan birisinin ROS’un {iretimi oldugu
bilinmektedir (Choudhury vd., 2016). Oksidatif stres proteinlerin yapisinda bozulmaya
ve DNA hasarina yol agarken ( Malar vd., 2014a, 2014b; Manikandan vd., 2015, 2016),

ayni zamanda DNA tamir sistemini inhibe edebilmektedir (Kumar vd., 2012).

Bitkilerin etkin direnci stresle iligkili genlerin indiiksiyonuna ve proteinlerin savunma
rolleri ile sentezlenmesine baglidir (Vinocur ve Altman, 2005). Bitkiler kuraklik,
tuzluluk, olumsuz sicaklik, agir metal toksisitesi, besin yetersizligi gibi ¢esitli abiyotik ve
biyotik stresleri algilama ve bunlara cevap vermek i¢in karmasik mekanizmalar
gelistirmislerdir (Campo vd., 2012; Zwack ve Rashotte, 2015). 14-3-3 protein grubu bitki
gelisimi ve metabolizmasint kontrol etmenin yaninda (Obidiegwu, 2015), bitki
hiicrelerinin biyotik ve abiyotik streslerden koruyan molekiiler aglara karistigi ve bitki
savunma yanitinda énemli rol oynadigi belirtilmistir (Chelysheva vd., 1999; Roberts vd.,
2002; Chen vd., 2006; Denison vd., 2011).

Bitki gelisimi ve savunmasi i¢in 6nemli role sahip bu protein gurubunun agir metal stresi
altindaki ekmeklik bugday ve musir bitkilerindeki gen ekspresyon diizeyleri tespit
edilerek, agir metallerin neden oldugu stresin boyutu analiz edilmistir. Bunun ig¢in
orneklerden elde edilen esik dongli degeri kullanilarak gen ifade diizeyinin
hesaplanmasinda etkili bir parametre olan 2"24* degerlerini hesaplanmistir. Agir metale
maruz birakilarak yetistirilen drnekler ile kontrol gurubu &rneklerinin 244 degerleri B-
actin geni ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglari agir metal
kirliliginin yogun oldugu noktalarda yetisen bitkilerin stres etkisi ile gen ifade
diizeylerinin degistigi sonucunu vermektedir. Ozellikle agir metal kirliligine yol agan

termik santrale yakin noktalarda yetistirilen bitkilerin gen ekspresyonunun pB—actin geni

ekspresyonundan diisiik kaldig1 tespit edilmistir. Ancak bitkinin yetistigi nokta ile termik
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santral arasindaki mesafe arttikca ekspresyon dilizeyi PB-actin geninin ekspresyon

diizeyine esit veya daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

Agir metallerin bitkilerde gen ekspresyonuna etkisinin tespiti i¢in farkli caligmalar
mevcuttur. Ornegin Xie ve arkadaslar (2017) Coprinus atramentarius iizerinde yaptiklart
caligmada 14-3-3 gen ekspresyon diizeyinin Cd yogunluguna bagli oldugunu ve
Cd maruziyeti ile 14-3-3 transkripsiyonel regiilasyonu arasinda bir korelasyon
bulundugunu ifade etmislerdir. Owen ve arkadaslar1 (2012) farkli dozlarda Cu’a maruz
kalan deniz yosunlarinda hizli bir 14-3-3 indiiksiyonu oldugu saptamis, ayrica 14-3-
3’lerin Cu toleransinda 6nemli bir rol oynadig1 belirtilmistir (Hall ve Williams, 2003;
Chen vd., 2015). 14-3-3 transkripsiyonel regiilasyonunda Cu’in roliiniin tespiti i¢in
yapilan ¢alismada patates (Solanum tuberosum)'te farkli yogunluklara bagli olarak gen
ekspresyon seviyelerinde degisimin s6z konusu oldugu vurgulanmistir (Aksamit vd.,
2005). Pb agir metal stresine maruz birakilan Coprinus atramentarius’da iizerinde 14-3-

3 proteini ekspresyonunda yiiksek miktarda artis tespit edilmistir (Wei vd., 2016 ).

Elde ettigimiz bulgular agir metal stresinin bitki savunma mekanizmasini olusturan 14-
3-3 protein ailesinin ekspresyon seviyesini arttirdigini gostermektedir. Ancak asirt
yogunluktaki agir metal ve/veya tiirliniin varlig1 gen ekspresyonunu baskilamis olabilir.
Nitekim, Owen vd. (2012), bitki biinyesindeki engellenemeyen Cu artiginin, geri
doniistimsiiz DNA hasar1 olusturdugunu ve 14-3-3 ekspresyon seviyesini etkiledigini
vurgulamiglardir. Calismamizin aksine, literatiir ¢alismalarinda metabolizmalarin stres
kosullarina maruz kaldiklarinda 14-3-3 proteinlerinin gen indiiksiyonundaki artis
belirtilmistir (Pozuelo-Rubio, 2012). Bazi arastirmacilar, 14-3-3'tin V-ATPaz'n veya
plazma membrant H + -ATPase ile etkilesime girdigini (Chen vd., 2015) ve boylece 14-
3-3 proteinlerinin agir metal toleransinda dnemli bir rol oynadigini belirtmislerdir (Hall

ve Williams, 2003; Chen vd., 2015).

Calismamizda agir metallerin neden oldugu abiyotik stresin bitkilerde meydana getirdigi
DNA hasari, retrotranspozon hareketliligi ve gen ekspresyonunda olusan degisiklikler

molekiiler markirlar ile degerlendirilmistir.

Bulgularimiz agir metallerin ekmeklik bugday ve misir tahillarinda neden oldugu stresin

LTR retrotranspozonlarin  mobilizasyonunu  indiikledigini  gostermistir. LTR
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retrotanspozonlarin  hareketlili§i  neticesinde genomun okuma bdlgelerindeki
farklilasmanin gen ekspresyonunu, genomik stabiliteyi etkiledigi anlasilmistir. Ancak
retrotranspozonlarin hareket boyutu ile gen ekspresyon diizeyi arasinda dogru orant1 s6z
konusu degildir. Bu durum muhtemelen metabolizmalarin belirli orandaki genomik
farklilasmay1 tolere edebilmelerinin sonucudur. Ayrica tiim retrotranspozon
hareketliliginin genomdaki heterokromatin bolgede meydana gelmedigini isaret
etmektedir. Gen ekspresyonu ile retrotranspozonlar arasindaki iliskinin daha kapsamli bir
sekilde anlagilmasi, stres kosullar1 altindaki bitkilerin uyum giiciiniin aydinlatilmasina ve

stres durumlarinda olusturduklari tepkilerinin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynayacaktir.

Calismamizda termik santral ¢evresinde yetistirilen tahillarda bulunan agir metallerin
genotoksik etkilerine odaklanilmis olsada termik santrallerden sadece agir metal atilimi
s6z konusu degildir. Termik santrallerden komiir yakilmasi sonucu 6nemli miktarda
karbondioksit (COz), karbonmonoksit (CO), azot oksitler (NOx), ugucu organik bilesikler,
kiikiirt dioksit (SOz), metan (CHa) gibi gazlar ve partikiil maddelerde yayilmaktadir (Kir,
2008). Bu etkenlerin calismamizin sonuglarini etkilemesi muhtemeldir. Bundan dolay1 bu

etkenlerin etki diizeylerinin tespiti 6nemli bir ¢alisma konusunu olusturmaktadir.

Arastirmamizda kullandigimiz RAPD, IRAP ve RT-PCR analizlerinin agir metallerin
neden oldugu stresin diizeyini ve genomda meydana gelen hasar boyutunun tespitinde

kullanigh birer teknik olduklar: ifade edilebilir.
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6. ONERILER

Agir metallerin genotoksik etkisi tizerine yapilan ¢alismalar genellikle agir metallerin tek
tek ve farkli dozlarda uygulanmasi prensibine dayanmaktadir. Ancak agir metallerin
dogaya salinmasina neden olan faktorler incelendiginde ayni anda birden fazla agir
metalin birlikte hareket ederek dogaya karistigi goriilmektedir. Bu nedenle canlilar
yalnizca tek bir metale degil ayn1 anda birden fazla metale maruz kalir. Bundan dolay1
ayni kaynaktan yayilan agir metallerin etkisinin birlikte incelenmesi daha uygun

olacaktir.

Giliniimiizde stirekli teknolojik gelismeler yasanmakta bu durumda enerji talebini
dogrudan etkilemektedir. Enerji ihtiyacinin karsilanmasinda kullanilan linyit komiiri
bakimindan iilkemiz zengin kaynaklara sahiptir. Agir metal kirliligine neden olan termik
santral ve diger tiim sanayi kuruluslarinin c¢evresinde akiimiilator bitkiler ile

zenginlestirilmesi agir metal kirliligini azaltacagi kanaatini tasimaktayiz.

Agir metallerin bitkilerde genotoksik etki yaptigi literatiirde belirtilmis, calismamizda da
tespit edilmistir. Bu durum g6z dniine alinacak olursa yogun bigimde agir metal kirliligine
neden olan tesislerin ¢evresine agir metal toleransi yiiksek tahil tiirlerinin tespit edilerek,

bu tiirlerin ekilmesinin daha uygun olacagi kanaatini tagimaktayiz.
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Other reparts > Search Summary

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5-=3) Length  Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACGACTCAAGCGAGGGECA 19 6382 6316 300 000
Reverse primer CGCCTGCTACGCTACAAGGAC il 336 6190 400 200

Products on target templates
=XM 0203133621 PREDICTED; Aegiops auschi subsp. tauschil 14-3-3ike protein GF14-B (LOCT0B754477), transcriot variant X2, mRNA

product length = 1%
Forward primer 1 ACGACTCAAGCGAGGGGCA 19
Template L T 1892

Reverse primer 1 COLCTRITACGCTACMGRAC 21
Template 1B vaviiensls s o C. 1182

=% 020313381 1 PREDICTED: Aegilops tauschii subsp. tauschii 14-3-3-ike protein GF 14-B (LOC108754477), franscript variant X1, mRNA

product length = 138
Forwand pricer 1 ACGACTCAAGCRAGGGECA 18
Template 1622 o 118

Reverse primer 1 (GCCTGCTACGCTACAAGRAC 21
Template b R L o V1

#NCBI! Primer-BLAST : results: Job id=joRROUEXTLSrgVaEW-RytiH_Y4QMTHIZDQ more..

Input PCR template  nane
Specificity of primers  Target templates were found in selgcted database; Refseq mRNA (Organism limited to Zea mays)
Other reports ~ »Seaich Summary

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5->3) length  Tm GC%  Self complementarity $elf ' complementarity
Forward primer GAACCTCTTATCTGTTGCCT ] K75 4500 300 000
Reverse primer GATGAGTAGATGCCAGTTCC ] 5533 5000 300 100

Products on target templates
XM (0038506052 PREDICTED: Zea mays 14-3-3ike protein GF14-C (LOC103629503), mRNA

product length = 377
Forward primer 1 GAACCTCTTATCTGTTEECT 20
Tenplate 1588 o copvusvinsanipins 17

Relerse primer 1 GATGAGTAGATGLCAGTTCC 28
Tenplate B30 i aivsae Bl

¥ 0046874372 PREDICTED: Zea mays 14-3-3Hike profein GF14-C (LOC103644240). partial mRNA

product length = 377
Forward primer 1 GAACCTCTTATCTGITGCCT 26
Tenplate BE:: Gisiavevivives i 42

Reverse primer 1 GATGAGTAGATGLCAGTTCC 28
Tenplate 8 i 81
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Input PCR template  none
Specificity of primers  Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism fimited to Zea mays)
Other reports > Seath Summary

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5-»3) length ~ Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCATGGCAGAAGGGTTGAGCA A B354 514 400 200
Reverse primer TCAGGGCTCATCTAGCTGGTCCTG U 537 833 1000 1000

Products on target templates
=4l 008672136.2 PREDICTED: Zea mays uncharacterized LOC103647624 (LOC103847624), mRNA

product length = 382
Forward priner 1  GCATGGCAGAAGRETTGARCA 21
Template E: SRy i Tl g

Reverse priner 1  TCAGGECTCATCTAGCTGRTCCTE 24
Template :t L Pl b Toosh #

»N 001149111 1 Zea mays uncharacterized LOC100274847 (cl301_1(700)), mRNA

product length = 268
Forward primer 1 GCATGRCAGAAGRSTTGAGEA 21
Template 0L e L84 P 528

Forward primer 1 GCATGRCAGAAGGSTTGRAGCA 21
Template W Tl s &
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