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Özet
Çevre kirliliği sanayi devrimi ve endüstrileşmeden dolayı canlılar için önemli bir unsur olmuştur. Ülkemizde artan enerji hti-
yacının karşılanmasında termik santraller önemli bir paya sahiptir. Bu santrallerden atılan ağır metaller çevre kirliliğinin ana 
etkenlerinden birisi konumundadır. Ağır metallerin bitki metabolizmasında meydana getirdiği genetik, epigenetik, kanserojenik 
etkisi üzerine birçok çalışma mevcuttur. Bitkiler sabit konumlarından dolayı çevre kirliliğinin meydana getirdiği genetik tok-
sisitenin tespitinde kullanılan biyoindikatör durumundadırlar. Bu durumdan dolayı Allium cepa, Triticum aestivum, Zea mays, 
Hordeum vulgare, Vicia faba ve Arabidopsis thaliana gibi farklı bitki türleri araştırmacılar tarafından son yıllarda genotoksik 
etkinin tespiti için model organizma olarak kullanılmaktadır. Çalışmamızda ağır metallerin neden olduğu stres nedeniyle arpada 
meydana gelen toksik etkinin düzeyi IRAP analizleri ile değerlendirilmiştir. Sonuçlarımız ağır metal kaynağına yakın konumda 
yetişen arpa örneklerinde polimorfizmlerin oluştuğu ve GTS değerinde düşüş meydana geldiğini göstermiştir.
Anahtar Kelimeler: Ağır 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.
Key words:Epigenetic,  Gene expression, Heavy metal, IRAP, Retrotransposon

GİRİŞ
Canlıların yaşamları boyunca karşılıklı olarak etkile- 

şim içinde bulundukları ortam çevre olarak tanımlanmak- 
tadır[1]. Endüstriyel üretim sonucu çevreye salınan ağır 
metaller, çevre kirliliğinin ana kaynaklarından biri olmaya 
başlamıştır [2]. Farklı sektörlerden biyosfere ağır metal atılı- 
mı gerçekleşmektedir[3]. Resim 1’de ağır metallerin doğaya 
salınmasını sağlayan faktörler görselleştirilmiştir.

Kömür ile elektrik enerjisinin üretildiği termik santraller 
ağır metallerin çevreye yayılmasında önemli bir rol oyna- 
maktadır [4]. Linyit kömürünün yakılması sonucunda kül ile 
çevreye Cd, Ni, Co, Mn, Cr, Pb, Cu, Zn, Fe ağır me- talleri 
salınmakta olup, termik santrallerden çevreye salınan uçucu 
küllerin genotoksik ve mutajenik maddeler içerdiği saptan-
mıştır[5],[6]. Hücresel düzeyde aşırı miktarda ağır metal 

birikimi membranlar, proteinler ve DNA gibi farklı hücre 
bileşenleri için çeşitli stres tepkilerine ve hasara neden ol-
maktadır [7].   Yapılmış birçok çalışma ağır metallerin bit- 
kilerin moleküler yapısını etkilediğini göstermiştir [8], [9], 
[10], [11]. Ağır metal gibi genotoksik maddeler DNA'yı geri 
dönüşümsüz olarak değiştirerek kalıtsal bir değişime yol 
açarlar. Bu nedenle genotoksinler aynı zamanda mutajenik 
maddelerdir [12]. İlk kez literatüre 1942’de Conrad Waddin-
gton tarafından kazandırılan ‘‘Epi- genetik’’ terimi fenotipik 
ifadeye izin veren genler ve ürün- leri arasındaki nedensel 
etkileşimler olarak tanımlanmıştır [13]. Stres koşullarının 
etkisi ile metabolizmada tepki ve değişimler meydana ge-
lebilmektedir

Kromatin yapı üzerinde meydana gelen epigenetik mo- 
difikasyonların genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA meti- 
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lasyonu, histon modifikasyonları ve RNA gibi temel epige- 
netik mekanizmalar tarafından kontrol edilmektedir [14]. Bu 
üç mekanizmanın birlikte çalışması sonucu gen ifadesinde 
kalıtsal farklılıklar meydana gelmektedir. Mekanizmaların 
herhangi birinde meydana gelen bir hata, gen anlatımının 
aşırı artmasına veya baskılanmasına neden olarak epigenetik 

bozukluklara yol açmaktadır [15] (Resim 2).
Genomdaki hareketli gen mekanizmalarından transpo- 

zonların etkisi ile epigenetik değişimler meydana gelirken, 
transpozonlarda epigenetik mekanizmaların etkisi ile sustu- 
rulmakta veya aktifleştirilebilmektedir [16].

Arpa(Hordeum vulgare L.), ülkemizde tahıl ekilişi ve 
üretim miktarı bakımından buğdaydan sonra ikinci sırada 
yer almaktadır. Tüik [17] verilerine göre ülkemizde son beş 
yıldaki arpanınüretim miktarı ve ekilen alan Resim 3’de ve-
rilmiştir.

Arpanıncanlıların beslenme ihtiyaçlarını karşılamada bu 
kadar yoğun ve çok kullanımı bu ürün üzerinde çalışmaya 
sevk etmiştir. Bu çalışmadaki amacımızı şu şekilde sırala-
yabiliriz;

Canlıların temel gıda maddesi olan arpada ağır metalle-
rin neden olduğu genotoksik etki sonucu oluşabilecek gene-

tik ve epigenetik değişiklikleri retrot- ranspozon hareketlili-
ği üzerinden tespit etmek.

Yetiştirilecek tarımsal ürünler için ağır metal kaynağına 
olan ekim mesafesi hakkında fikir elde edebilmek.

MATERYAL VE METOT
Tohumların Sterilizasyonu
Saf arpatohumları% 5’ lik  Sodyum hipoklorit (NaCIO)’ 

de 10 dakika bekletilerek yüzeysel olarak sterilize edildikten 
sonra saf su ile yıkanıp kurutuldu.

Tohumların Ekilmesi ve Örneklerin Toplanması
Seçilen eşit büyüklükteki tohumlar termik santral çevre-

sine aynı doğrultuda olacak şekilde 500’er metre me- safe ile 
15farklı noktaya ekildi. Bitki örnekleri 40 günlük vejetasyon 
sürecinin ardından toplandı.Toplanan örnekler moleküler 
incelemeler ve ağır metal içerik analizinden önce sterilize 
edildi.

DNA İzolasyonu
Genomik DNA sıvı azot ile toz haline getirilmiş yap- 

raklardan, Qiagen DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen, Hilden, 
Almanya) kullanılarak üreticinin talimatlarına uygun olarak 
izole edildi.

Genomik DNA saflığının ölçülmesi
Genomik DNA’nın saflığı ve miktarı spektrofotometrik 

olarak belirlendi % 0.8 agaroz jel elektroforezi kullanılarak 
görüntülendi.

IRAP
Arpada meydana gelen retrotranspozon hareketliliğini 

değerlendirmek için IRAP (İnter Retrotranspozon Ampli-
kasyon Polimorfizmi) tekniği kullanılmıştır. IRAP profilleri-
ni oluşturmak için 5 primer IRAP-PCR uygulamasında kul-
lanılmıştır. Kullanılan IRAP primerlerine ait bilgiler Tablo 
1’de verilmiştir.

lRAP-PCRreaksiyon karışımı 2 µl 10 x PCR Buffer, 0,5 
µl dNTPs (10 nM), 1.25 µl MgCl2 (25 mM), 1.0 µl Primer 
(5 mM),1.0  µl  Taq  DNA  Polimeraz  Enzimi (5 birim) , 
13.25 µl Ultra saf su ve 1.0 µl Genomik DNA olacak şekilde 
hazırlandı. PCR şartları aşağıdaki programa göre gerçekleş-
tirildi; 95 0Cde 2 dakika, 95 0C de 30 saniye 2 döngü, X 
0C (IRAP Primeribağlanma sıcaklığı) 1 dakika, 720C de 2 
dakika, 95 0C de 30 saniye 41 döngü, 35 0C de 1 dakika, 72 
0C de 2 dakika,72 0C de 5 dakika. PCR ürünleri daha sonra 
4 0C de stoklandı.

Elektroforez
Elde edilen PCR ürünleri 6x gel yükleme solüsyonu ile 

karıştırılarak 150 dakika için 70 Voltta 0.5 TBE (Tris-Bo- 
reta-Edta) ile agaroz jel içine yüklenerek elektroforez işle- 
mi yapıldı. Jel Etidyum bromür solüsyonunda (2 µl Etbr / 
100ml 1xTBE tampon) 40 dakika boyunca boyandı ve Uvi- 
soft analiz paketi (Cambrige, İngiltere) ile Bio Doc Görüntü 
Analizi Sistemi UV altında görüntülendi.

 Data Analiz
Her bir primer için tüm örneklerde amplifiye olan DNA 

bantlarının varlığı ve yokluğu, negatif kontrol IRAP profille-
rine göre bant yoğunluklarındaki azalma ve artmalar görün-
tüleme cihazı ve Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics) 
yazılımıyla belirlenmiştir. Genomik kalıp sabitliliği (%) tüm 
primer ürünleri için 100 x 1-a/b formülünden yararlanıla-
rak hesaplanmıştır. Formüldeki; a; her bir uygulama örneği 
için tespit edilen IRAP polimorfik profillerini, n; ise ilgili 
primerle negatif kontrol grubunda elde edilen DNA toplam 
band sayısı olarak seçilmiştir. Uygulama gruplarına ait IRAP 
profillerinde gözlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna 
göre yeni bir bandın ortaya çıkması veya mevcut bir bandın 
kaybolmasını kapsamıştır.

Resim 1: Ağır metal kirliliğine neden olan faktörler.

Resim 2: Epigenetik mekanizmanın işleyiş modeli.
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SONUÇ ve TARTIŞMA
Arpa örneklerinde IRAP analizi sonucu oluşan bantların 

dağılımı, polimorfizm oranları ve GTS değerleri Tablo 2.’de 
verilmiştir. Arpa örneklerine uygulanan 5 IRAP primerinde 
toplam 345 bant oluşmuştur. Meydana gelen bantların bü-
yüklüğü 81 bp ile 2117 bp aralığında olduğu tespit edilmiştir.

Analiz sonuçlarına  göre  9  örnekte  polimorfizm  tespit 
edilmiştir. Oluşan polimorfizm değerleri %9.52 ile

%52.38  aralığında değişkenlik göstermektedir. En yük-
sek polimorfizm ağır metal kaynağına en yakın noktadan 
alınan örneklerde tespit edilmiştir. Bu noktadaki poli-
morfizm oranı %52.38’dir. Bu örnekte toplam 11 polimorfik 
bant varlığı  veya  eksikliğinin olduğu tespit edilmiştir. Poli-
morfizm 10. noktadan 15. noktaya kadarki örneklerde tespit 
edilmemiştir.

Örneklerin GTS oranında termik santrale yakınlıkları ile 
ters orantılı olarak artış olduğu tespit edilmiştir. Polimorfizm 
tespit edilen 9 örneğin GTS değerleri %47.62 ile %90.48 
aralığında değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Ağır metal 
kaynağına yakınlık olarak 10. noktadan 15. noktaya kadar 
olan örneklerin GTS değeri

%100 olarak tespit edilmiştir.

TARTIŞMA
Biyosferdeki ağır metal kirliliği, tüm dünyada kabul 

edilmiş dikkat edilmesi gereken çevresel sorunlardan birisi- 
dir. Bundan dolayı ağır metallerden kaynaklı toksik etkiler

ekolojik araştırmaların en  popüler başlıklarından  biri 
halini almıştır[19]. Bu çalışmada, ağır metal kaynağına fark-
lı mesafelerde ekilerek yetiştirilen arpa örneklerinden retrot-
ranspozonların meydana getirdiği hareketler analiz edilmiş-
tir.  Örnekler  arasında  retrotanspozonların hareket

-liliğinden kaynaklanan polimorfizm oranını  belirlemek 
için IRAP-PCR tekniği  kullanılmıştır.  Bugüne  kadar farklı 
stres koşullarının karşılaştırılması amacıyla [20], [21], [22], 
[23], [24] IRAP-PCR tekniği ile pek çok çalışma yapılmıştır.

Bazı stresler retrot ranspozonları aktive edebilmektedir. 
Yaptığımız çalışmada ağır metal kaynağına yakınlık duru-
muna bağlı olarak retrot ranspozon hareketinin arttığı ve 
buna bağlı olarak GTS oranının azaldığı gözlenmiştir. Ertürk 
[24] yaptığı çalışmalarda mısır bitkisine uyguladığı farklı 
dozlarda ağır metallerden kaynaklı olarak genetik farklılık-
ların ortaya çıktığını tespit etmiştir. Abiyotik stres

 
faktörleri bitkilerde retrotranspo zonların hareketliliğini 

etkilerken bitkinin kararlılığı üze rinde rol oynadığına iliş-
kin birçok mevcut  çalışma  vardır[25],[26],[27]  ve [28]. 
Çalışmamızın sonuçlarından elde ettiğimiz veriler önceki 

Resim 3: 2015Tüik verileri.

Primer Adı Baz Dizilişi TM(0C) 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
β-actin-F 5’ - TTTGAAGAGTCGGTGAAGGG - 3’ 52 50
β-actin-R 5’ – TTTCATACAGCAGGCAAGCA – 3’ 50 45

Tablo 1: RT-PCR’da kullanılan primerler.

Primer Adı Baz Dizilimi TM(0C)
SUKKULA 5’- GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC-3’ 63.3
3LTR5 5’- TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA-3’ 64.6
LTR6150 5’ CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA-3’ 64.4
NIKITA 5’-ACCCCTCTAGGCGACATCC-3’ 58.7
5LTR1 5’-TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA-3’ 58.4
LTG6149 5’-CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT-3’ 65.9

Tablo 2: IRAP primer listesi.
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çalışmaları destekler niteliktedir. Bitkiler sabit organizma-
lar olarak, kuraklık, tuzluluk, olum suz sıcaklık, ağır metal 
toksisitesi, besin yetersizliği gibi çe şitli abiyotik ve biyotik 
stresleri algılama ve  bunlara  cevap  vermek için karmaşık 
mekanizmalar geliştirmişlerdir. Bu abiyotik ve bi-
yotik streslerin neden olduğu sinyallere, bitkiler hayatta ka-
labilmek için doğru tepkiler vermelidir. Ayrıca bu tepkiler 
koordine edilmeli ve bitkinin gelişim gibi bütün süreçlerine 
dâhil olmalıdır [25], [26].

Genomun yapısını ve boyutunu etkileme konusunda 
önemli potansiyele sahip retrotranspozonlara termik santral-
den yayılan ağır metallerin neden olduğu stres düzeyi arpa 
örneklerinde irap analizleri ile incelenmiştir.

Analizlerde kullanılan Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, 
Nikita e2647-, LTR 6149-5 ltr retrotranspozonlarının hare-
ketliliğinden kaynaklı polimorfizmler tespit edilmiştir. Ağır 
metal kirliliğine neden olan termik santrale yakın noktalarda 
yetiştirilen arpa örneklerinde polimorfizm değerlerinin yük-
sek olduğu tespit edilmiştir. Retrotranspozonların bu hare-
ketliliğinin bitkilerde genomik kalıp sabitliğini de olumsuz 
yönde etkilediği anlaşılmıştır. Çünkü en düşük GTS değer-
leri termik santrale en yakın örneklerde tespit edilmiştir. 
Retrotranspozonların bu hareketliliği primer bağlanma nok-
talarını etkilemesi sonucunda genom profilindeki meydana 
gelen değişimler yeni bantların oluşumu ve/veya bantın kay-
bolması ile tespit edilmiştir.

Retroranspozon hareketlilik düzeyinin araştırılması 
amacıyla farklı stress koşulları altında farklı metabolizma-
ların IRAP tekniği kullanılarak yapılmış literatür çalışmaları 
mevcuttur. Tuz stresinin buğday (Triticum   aestivum   L.) 
üzerinde retrotranspozon hareketliliğine etkisinin  incelen-
diği çalışmada uygulanan farklı  tuz  konsantrasyonuna bağlı 
olarak retrotranspozon hareketinin arttığı ve buna bağlı ola-
rakta GTS oranının azaldığı gözlenmiştir [29] .

Farklı  dozlardaki  Mn  ağır metalinin  mısır  (Zea  mays 
l.) üzerinde meydana getirdiği genotoksik etki IRAP tekniği 
ile analiz edilmiş ve %22 ile %42  arasında değişen oranlar-
da polimorfizmler  tespit  edilmiştir. Ayrıca mn doz artışına 
bağlı  olarak  gts değerlerinde düşüş meydana geldiği vurgu-
lanmıştır [30].

Bu literatür sonuçlarından elde edilen bulgular ile çalış-
mamızın sonuçları paralellik göstermektedir.

Sanayi kuruluşlarının çevre kirliliğine etkilerinin azaltıl-
ması için akümülatör bitkilerin tespiti ve uygulanması basit 
ve uygulanabilir bir çözüm olabilir. Ayrıca ağır metal kirlili-
ğine toleransı yüksek tahıl türlerinin tespit edilerek bu böl-
gelere ekilmesi daha uygun olacağı kanaatini taşımaktayız.
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Resim 4. ZmGF14-4gen primerinin melting curve analiz görüntüsü.

Resim 5.ZmGF14-6gen primerinin melting curve analiz görüntüsü.

Resim 6. β-Actin gen primerinin melting curve analiz görüntüsü.
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Resim 7: ZmGF14-4 geninin ifade düzeyi.

ZmGF14-6 gen ifade analizleri incelendiğinde ise 1-2-3-4numaralı örneklerde gen ifadesininβ-actine göre ifade düzeyinin 
düşük olduğu 5. numuneden itibaren gen ifade düzeylerinin yükseldiği görülmüştür (Resim 8). 

Resim 8: ZmGF14-6 geninin ifade düzeyi.

PRİMER Kont-
rol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

3LTR5 2 +133
+966

+143
+971

+152
+977

+162
+994

+171
+979

+157
+979
-358

+157 +143 +100 +61 … … … … … … … … … …

LTR6150 4

+351
+1.266
+1.333
+1.621

+1.212
+1.474
+1.672

+1.286
+1.425
+1.612

+1.297
+1.496
+1.646

+1.234
+1.398
+2.411

+1484
+1.633 +1.799 +944 … … … … … … … … … … … …

SUKKU-
LA 6 +856 +823 +837

-155 +831 +824 +829 +830
-155 +836 +819 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. …..

NIKITA      4 +2.046
+868

+1.989
+849 +1985 +1977

+963 +1099 +1689 +1093 +1156 +847 +1097 ……. ………. …… …….. …….. ……. …… ……. ……. ……

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

LTG6149 3 -1.043
-2.035 -1.043 -1.043 -1.043 -1.043 -1.043 -1.043 ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. ….. …..

Toplam 
Bant 

Sayısı
20 11 9 10 9 8 8 6 4 3 2

Poli-
morfizm 

Oranı %55 %45 %50 %45 %40 %40 %30 %20 %15 %10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GTS %45 %55 %50 %55 %60 %60 %70 %80 %85 %90 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100

Tablo 3: IRAP primerlerinin polimorfizm ve GTS değerleri.
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Cr Mn Fe Ni Cu Zn Cd Pb
Örnek 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: Örneklerin ağır metal içeriklerinin ICP-MS sonuçları.
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