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Cevre kirliligi sanayi devrimi ve endiistrilesmeden dolay1 canlilar i¢in 6nemli bir unsur olmustur. Ulkemizde artan enerji hti-
yacmin karsilanmasinda termik santraller 6nemli bir paya sahiptir. Bu santrallerden atilan agir metaller ¢evre kirliliginin ana
etkenlerinden birisi konumundadir. Agir metallerin bitki metabolizmasinda meydana getirdigi genetik, epigenetik, kanserojenik
etkisi lizerine birgok ¢aligma mevcuttur. Bitkiler sabit konumlarindan dolay1 ¢evre kirliliginin meydana getirdigi genetik tok-
sisitenin tespitinde kullanilan biyoindikatdr durumundadirlar. Bu durumdan dolayt Allium cepa, Triticum aestivum, Zea mays,
Hordeum vulgare, Vicia faba ve Arabidopsis thaliana gibi farkli bitki tiirleri arastirmacilar tarafindan son yillarda genotoksik
etkinin tespiti igin model organizma olarak kullanilmaktadir. Calismamizda agir metallerin neden oldugu stres nedeniyle arpada
meydana gelen toksik etkinin diizeyi IRAP analizleri ile degerlendirilmistir. Sonuglarimiz agir metal kaynagima yakin konumda
yetisen arpa Orneklerinde polimorfizmlerin olustugu ve GTS degerinde diisiis meydana geldigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Epigenetik, IRAP, Retrotranspozon.

Determination by molecular methods of genetic and epigenetic changes caused by
heavy metals in ashes discharged from thermic power plants.

Abstract

Environmental pollution has become an important element for the living things due to industrial revolution and industrializa-ti-
on. Thermal power plants have an important share in meeting the increasing energy needs with technological needs. Heavy
metals released from these power plants are one of the main causes of environmental pollution. There are many studies on the
genetic, epigenetic, carcinogenic effect of heavy metals on plant metabolism. Plants are bioindicators used to detect genetic
toxicity caused by environmental pollution due to their fixed position. Because of this, different plant species such as Allium
cepa, Triticum aestivum, Zea mays, Hordeum vulgare, Vicia faba and Arabidopsis thaliana have been used by researchers as
model organisms for the detection of genotoxic activity in recent years. In our study, the level of toxic effect to stress caused
by heavy metals was evaluated by IRAP analyze. Our results have shown that polymorphisms occur in barley specimens grown
near heavy metal sources and that GTS declines in value.
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GIRIS birikimi membranlar, proteinler ve DNA gibi farkl: hiicre
bilesenleri i¢in ¢esitli stres tepkilerine ve hasara neden ol-
maktadir [7].  Yapilmis birgok ¢alisma agir metallerin bit-
kilerin molekiiler yapisini etkiledigini gostermistir [8], [9],
[10], [11]. Agir metal gibi genotoksik maddeler DNA'y1 geri
doniistimsiiz olarak degistirerek kalitsal bir degisime yol
acarlar. Bu nedenle genotoksinler aynt zamanda mutajenik
maddelerdir [12]. i1k kez literatiire 1942°de Conrad Waddin-
gton tarafindan kazandirilan “Epi- genetik” terimi fenotipik
ifadeye izin veren genler ve iriin- leri arasindaki nedensel
etkilesimler olarak tanimlanmistir [13]. Stres kosullarimin
etkisi ile metabolizmada tepki ve degisimler meydana ge-
lebilmektedir

Kromatin yap1 lizerinde meydana gelen epigenetik mo-
difikasyonlarin genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA meti-

Canlilarin yasamlart boyunca karsilikli olarak etkile-
sim i¢inde bulunduklar1 ortam ¢evre olarak tanimlanmak-
tadir[1]. Endiistriyel {iretim sonucu ¢evreye salinan agir
metaller, ¢evre kirliliginin ana kaynaklarindan biri olmaya
baslamistir [2]. Farkli sektorlerden biyosfere agir metal atili-
mu gerceklesmektedir[3]. Resim 1°de agir metallerin dogaya
salinmasini saglayan faktorler gorsellestirilmistir.

Komiir ile elektrik enerjisinin tretildigi termik santraller
agir metallerin ¢evreye yayilmasinda 6nemli bir rol oyna-
maktadir [4]. Linyit komiiriiniin yakilmas: sonucunda kiil ile
cevreye Cd, Ni, Co, Mn, Cr, Pb, Cu, Zn, Fe agir me- talleri
salimmakta olup, termik santrallerden ¢evreye salinan ugucu
kiillerin genotoksik ve mutajenik maddeler i¢erdigi saptan-
mistir[5],[6]. Hiicresel diizeyde asir1 miktarda agir metal
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lasyonu, histon modifikasyonlari ve RNA gibi temel epige-
netik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir [14]. Bu
lic mekanizmanin birlikte ¢aligmasi sonucu gen ifadesinde
kalitsal farkliliklar meydana gelmektedir. Mekanizmalarin
herhangi birinde meydana gelen bir hata, gen anlatimimin
asir1 artmasina veya baskilanmasina neden olarak epigenetik
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Resim 2: Epigenetik mekanizmanin isleyis modeli.

bozukluklara yol agmaktadir [15] (Resim 2).

Genomdaki hareketli gen mekanizmalarindan transpo-
zonlarin etkisi ile epigenetik degisimler meydana gelirken,
transpozonlarda epigenetik mekanizmalarin etkisi ile sustu-
rulmakta veya aktiflestirilebilmektedir [16].

Arpa(Hordeum vulgare L.), iilkemizde tahil ekilisi ve
tiretim miktart bakimindan bugdaydan sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Tiiik [17] verilerine gore iilkemizde son bes
yildaki arpaniniiretim miktar ve ekilen alan Resim 3’de ve-
rilmistir.

Arpanincanlilarin beslenme ihtiyaglarini karsilamada bu
kadar yogun ve ¢ok kullanimi bu {iriin {izerinde ¢aligmaya
sevk etmistir. Bu ¢alismadaki amacimizi su sekilde sirala-
yabiliriz;

Canlilarin temel gida maddesi olan arpada agir metalle-
rin neden oldugu genotoksik etki sonucu olusabilecek gene-

tik ve epigenetik degisiklikleri retrot- ranspozon hareketlili-
gi lizerinden tespit etmek.

Yetistirilecek tarimsal tirlinler igin agir metal kaynagina
olan ekim mesafesi hakkinda fikir elde edebilmek.

MATERYAL VE METOT

Tohumlarin Sterilizasyonu

Saf arpatohumlar1% 5’ lik Sodyum hipoklorit (NaCIO)’
de 10 dakika bekletilerek yiizeysel olarak sterilize edildikten
sonra saf su ile yikanip kurutuldu.

Tohumlarin Ekilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Secilen esit biiylikliikteki tohumlar termik santral ¢evre-
sine ayni dogrultuda olacak sekilde 500’er metre me- safe ile
15farkli noktaya ekildi. Bitki 6rnekleri 40 giinliik vejetasyon
stirecinin ardindan toplandi.Toplanan 6rnekler molekiiler
incelemeler ve agir metal igerik analizinden Once sterilize
edildi.

DNA izolasyonu

Genomik DNA sivi azot ile toz haline getirilmis yap-
raklardan, Qiagen DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen, Hilden,
Almanya) kullanilarak {ireticinin talimatlarina uygun olarak
izole edildi.

Genomik DNA safliginin dl¢iilmesi

Genomik DNA’nin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrik
olarak belirlendi % 0.8 agaroz jel elektroforezi kullanilarak
goriintiilendi.

IRAP

Arpada meydana gelen retrotranspozon hareketliligini
degerlendirmek i¢in IRAP (inter Retrotranspozon Ampli-
kasyon Polimorfizmi) teknigi kullanilmistir. IRAP profilleri-
ni olusturmak i¢in 5 primer IRAP-PCR uygulamasinda kul-
lanilmigtir. Kullanilan IRAP primerlerine ait bilgiler Tablo
1’de verilmistir.

IRAP-PCRreaksiyon karigimi 2 pl 10 x PCR Buffer, 0,5
pl dNTPs (10 nM), 1.25 pl MgCl12 (25 mM), 1.0 pl Primer
(5 mM),1.0 pl Taqg DNA Polimeraz Enzimi (5 birim) ,
13.25 pl Ultra saf su ve 1.0 pl Genomik DNA olacak sekilde
hazirlandi. PCR sartlar1 agagidaki programa gore gergekles-
tirildi; 95 0Cde 2 dakika, 95 0C de 30 saniye 2 dongi, X
0C (IRAP Primeribaglanma sicakligi) 1 dakika, 72°C de 2
dakika, 95 °C de 30 saniye 41 dongii, 35 °C de 1 dakika, 72
°C de 2 dakika,72 °C de 5 dakika. PCR {iriinleri daha sonra
4 °C de stoklandi.

Elektroforez

Elde edilen PCR iirtinleri 6x gel yiikleme soliisyonu ile
karistirilarak 150 dakika i¢in 70 Voltta 0.5 TBE (Tris-Bo-
reta-Edta) ile agaroz jel icine yiiklenerek elektroforez isle-
mi yapildi. Jel Etidyum bromiir soliisyonunda (2 pl Etbr /
100ml 1xTBE tampon) 40 dakika boyunca boyandi ve Uvi-
soft analiz paketi (Cambrige, Ingiltere) ile Bio Doc Gériintii
Analizi Sistemi UV altinda goriintiilendi.

Data Analiz

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA
bantlarinin varlig1 ve yoklugu, negatif kontrol IRAP profille-
rine gore bant yogunluklarindaki azalma ve artmalar goriin-
tilleme cihazi ve Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics)
yazilimiyla belirlenmistir. Genomik kalip sabitliligi (%) tim
primer iiriinleri i¢in 100 x 1-a/b formiiliinden yararlanila-
rak hesaplanmistir. Formiildeki; a; her bir uygulama 6rnegi
icin tespit edilen IRAP polimorfik profillerini, n; ise ilgili
primerle negatif kontrol grubunda elde edilen DNA toplam
band sayisi1 olarak secilmistir. Uygulama gruplarina ait IRAP
profillerinde gdzlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna
gore yeni bir bandin ortaya ¢ikmasi veya mevcut bir bandin
kaybolmasini kapsamustir.
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Resim 3: 2015Tiiik verileri.

m Ekim Alani{Dekar)

m Uretim Miktari(Ton)

Primer Ad1 Baz Dizilisi TM(°C) GC %
ZmGF14-4F 5’ - GAACCTCTTATCTGTTGCCT- 3’ 50 45
ZmGF14-4R 5" - GATGACTAGATGCCAGTTCC - 3’ 52 50
ZmGF14-6F 5’ - GCATGCAGAAGGGTTGAGCA - 3° 56 57
ZmGF14-6R 5’- TCAGGGCTCATCTAGCTGGTCCTG - 3° 61 58
p-actin-F 5’ - TTTGAAGAGTCGGTGAAGGG - 3° 52 50
p-actin-R 5"~ TTTCATACAGCAGGCAAGCA -3’ 50 45

Tablo 1: RT-PCR 'da kullanilan primerler.

Primer Ad1 Baz Dizilimi TM(°C)
SUKKULA 5’- GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC-3’ 63.3
3LTRS 5’- TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA-3’ 64.6
LTR6150 5’ CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA-3’ 64.4
NIKITA 5’-ACCCCTCTAGGCGACATCC-3’ 58.7
SLTR1 5’-TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA-3’ 58.4
LTG6149 5’-CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT-3’ 65.9

Tablo 2: IRAP primer listesi.

SONUC ve TARTISMA

Arpa orneklerinde IRAP analizi sonucu olusan bantlarin
dagilimi, polimorfizm oranlari ve GTS degerleri Tablo 2.’de
verilmistir. Arpa drneklerine uygulanan 5 IRAP primerinde
toplam 345 bant olugmustur. Meydana gelen bantlarin bii-
yiikliigii 81 bp ile 2117 bp araliginda oldugu tespit edilmistir.

Analiz sonuglarina gore 9 ornekte polimorfizm tespit
edilmistir. Olusan polimorfizm degerleri %9.52 ile

%52.38 araliginda degiskenlik gostermektedir. En yiik-
sek polimorfizm agir metal kaynagina en yakin noktadan
alinan 6rneklerde tespit edilmistir. ~ Bu noktadaki poli-
morfizm orant %52.38’dir. Bu 6rnekte toplam 11 polimorfik
bant varlig1 veya eksikliginin oldugu tespit edilmistir. Poli-
morfizm 10. noktadan 15. noktaya kadarki 6rneklerde tespit
edilmemistir.

Orneklerin GTS oraninda termik santrale yakinliklart ile
ters orantili olarak artig oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm
tespit edilen 9 &rnegin GTS degerleri %47.62 ile %90.48
araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Agir metal
kaynagina yakinlik olarak 10. noktadan 15. noktaya kadar
olan &rneklerin GTS degeri

%100 olarak tespit edilmistir.

TARTISMA

Biyosferdeki agir metal kirliligi, tiim diinyada kabul
edilmis dikkat edilmesi gereken gevresel sorunlardan birisi-
dir. Bundan dolay1 agir metallerden kaynakli toksik etkiler

ekolojik aragtirmalarin en popiiler bagliklarindan biri
halini almistir[19]. Bu ¢calismada, agir metal kaynagina fark-
11 mesafelerde ekilerek yetistirilen arpa drneklerinden retrot-
ranspozonlarin meydana getirdigi hareketler analiz edilmis-
tir. Ornekler arasinda retrotanspozonlarin hareket

-liliginden kaynaklanan polimorfizm oranini belirlemek
icin IRAP-PCR teknigi kullanilmistir. Bugiine kadar farkli
stres kosullarinin karsilastirilmast amaciyla [20], [21], [22],
[23], [24] IRAP-PCR teknigi ile pek ¢ok ¢aligma yapilmistir.

Bazi stresler retrot ranspozonlar: aktive edebilmektedir.
Yaptigimiz ¢alismada agir metal kaynagina yakinlik duru-
muna bagli olarak retrot ranspozon hareketinin arttigi ve
buna bagli olarak GTS oraninin azaldigi gézlenmistir. Ertiirk
[24] yaptig1 caligmalarda musir bitkisine uyguladig: farkli
dozlarda agir metallerden kaynakli olarak genetik farklilik-
larin ortaya ¢iktigini tespit etmistir. Abiyotik stres

faktorleri bitkilerde retrotranspo zonlarin hareketliligini
etkilerken bitkinin kararlilig1 iize rinde rol oynadigna ilis-
kin bircok mevcut ¢alisma vardir[25],[26],[27] ve [28].
Caligmamizin sonuglarindan elde ettigimiz veriler onceki
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calismalart destekler niteliktedir. Bitkiler sabit organizma-
lar olarak, kuraklik, tuzluluk, olum suz sicaklik, agir metal
toksisitesi, besin yetersizligi gibi ¢e sitli abiyotik ve biyotik
stresleri algilama ve bunlara cevap vermek igin karmagik
mekanizmalar gelistirmislerdir.  Bu abiyotik ve bi-
yotik streslerin neden oldugu sinyallere, bitkiler hayatta ka-
labilmek i¢in dogru tepkiler vermelidir. Ayrica bu tepkiler
koordine edilmeli ve bitkinin gelisim gibi biitlin siireglerine
dahil olmalidir [25], [26].

Genomun yapisini ve boyutunu etkileme konusunda
6nemli potansiyele sahip retrotranspozonlara termik santral-
den yayilan agir metallerin neden oldugu stres diizeyi arpa
orneklerinde irap analizleri ile incelenmistir.

Analizlerde kullanilan Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150,
Nikita €2647-, LTR 6149-5 ltr retrotranspozonlarinin hare-
ketliliginden kaynakli polimorfizmler tespit edilmistir. Agir
metal kirliligine neden olan termik santrale yakin noktalarda
yetistirilen arpa drneklerinde polimorfizm degerlerinin yiik-
sek oldugu tespit edilmistir. Retrotranspozonlarin bu hare-
ketliliginin bitkilerde genomik kalip sabitligini de olumsuz
yonde etkiledigi anlasgilmistir. Ciinkii en diigiik GTS deger-
leri termik santrale en yakin &rneklerde tespit edilmistir.
Retrotranspozonlarin bu hareketliligi primer baglanma nok-
talarini etkilemesi sonucunda genom profilindeki meydana
gelen degisimler yeni bantlarin olusumu ve/veya bantin kay-
bolmast ile tespit edilmistir.

Retroranspozon hareketlilik diizeyinin arastirilmasi
amaciyla farkli stress kosullar altinda farkli metabolizma-
larin IRAP teknigi kullanilarak yapilmis literatiir ¢alismalart
mevcuttur. Tuz stresinin bugday (Triticum aestivum L.)
tizerinde retrotranspozon hareketliligine etkisinin incelen-
digi calismada uygulanan farkli tuz konsantrasyonuna bagl
olarak retrotranspozon hareketinin arttig1 ve buna bagl ola-
rakta GTS oraninin azaldig1 gozlenmistir [29] .

Farkli dozlardaki Mn agir metalinin misir (Zea mays
1.) lizerinde meydana getirdigi genotoksik etki IRAP teknigi
ile analiz edilmis ve %22 ile %42 arasinda degisen oranlar-
da polimorfizmler tespit edilmistir. Ayrica mn doz artigina
bagl olarak gts degerlerinde diislis meydana geldigi vurgu-
lanmustir [30].

Bu literatiir sonuglarindan elde edilen bulgular ile ¢alis-
mamizin sonuglart paralellik gostermektedir.

Sanayi kuruluslarinin ¢evre kirliligine etkilerinin azaltil-
mas! i¢in akiimiilator bitkilerin tespiti ve uygulanmast basit
ve uygulanabilir bir ¢6ziim olabilir. Ayrica agir metal kirlili-
gine toleransi yiiksek tahil tiirlerinin tespit edilerek bu bol-
gelere ekilmesi daha uygun olacagi kanaatini tasimaktayiz.
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ZmGF14-4

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

H/mGFl14-4 W ACTB

Resim 7: ZmGF 14-4 geninin ifade diizeyi.

ZmGF14-6 gen ifade analizleri incelendiginde ise 1-2-3-4numarali 6rneklerde gen ifadesininf-actine gore ifade diizeyinin

diisiik oldugu 5. numuneden itibaren gen ifade diizeylerinin yiikseldigi goriilmiistiir (Resim 8).
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Resim 8: ZmGF 14-6 geninin ifade diizeyi.
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PRIMER  Kont- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
rol
+157

4133 | +143 | 4152 | +162 | +171
OIS 2| soe6 | 4on1 | 077 | 4e0a | soq9 | PO ST | I |00 |6l

"1325;6 : :i;i 1286 | 41297 | 41234 | o

- - 41425 | +1.496 | +1.398 +1.799 | +944
LTR6ISO | 4 | #1333 | 41672 | [0 | [lene | Loy | 11633

+1.621
SUKKU- +837 +830
N 6 +856 | +823 | TI0 | 4831 | 4824 | 4820 | 0| 4836 | 4BIO | | | e | e | e | e | e |

42,046 | +1.989 +1977
NIKITA 4| Taes | vmao | F1985 | Toy | +1099 | #1689 | #1093 | #1156 | 4847 | #1097 | oo | i | | e | [ [ [ | |
SLTR1 1
y 1043
LTGO149 | 3 | s | 1043 | <1043 | 1043 | 1043 | 1043 | 1043 | o | | | | | | | | | | |
Toplam
e 20 1 9 10 9 8 8 6 4 3 2
Sayist
Poli-
mg:?;‘“ %S5 | %45 | %S0 | %45 | %40 | %40 | %30 | %20 | %I5 | %10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GTS %45 | %S5 | %S0 | %S5 | %60 | %60 | %70 | %80 | %85 | %90 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100 | %100

Tablo 3: IRAP primerlerinin polimorfizm ve GTS degerleri.
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Cr Mn Fe Ni Cu Zn Cd Pb

Ornek  ppt ppt ppt ppt ppt ppt ppt ppt

1 3019772 13141 532315 1293552 324704 760491 32156 611794
2 1046604 9856 455483 1282304 323604 733846 29875 557562
3 439928 6217 <0.000 1071248 275040 439264 13686 275521
4 215930 <0.000 <0.000 1050320 249465 371668 11242 265238
5 <0.000 <0.000 <0.000 1012014 193667 307795 <0.000 201980
6 <0.000 <0.000 <0.000 1021629 180271 302151 9054 164000
7 <0.000 <0.000 <0.000 837189 152661 290776 <0.000 127869
8 <0.000 <0.000 <0.000 420641 149145 153515 <0.000 109645
9 <0.000 <0.000 <0.000 37365 153614 90891 <0.000 97372
10 <0.000 <0.000 <0.000 12359 45584 3123 <0.000 <0.000
11 <0.000 <0.000 <0.000 4646 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

Tablo 4: Orneklerin agir metal iceriklerinin ICP-MS sonuglart.
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