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Ozet

Cevre kirliligi sanayi devrimi ve endiistrilesmeden dolay1 canhlar i¢in ¢énemli bir unsur olmustur. Ulkemizde artan enerji
ihtiyacinin karsilanmasinda termik santraller 6nemli bir paya sahiptir. Bu santrallerden atilan agir metaller gevre kirliliginin
ana etkenlerinden birisi konumundadir. Agir metallerin bitki metabolizmasinda meydana getirdigi genetik, epigenetik, kansero-
jenik etkisi tizerine bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bitkiler sabit konumlarindan dolay1 ¢evre kirliliginin meydana getirdigi genetik
toksisitenin tespitinde kullanilan biyoindikatér durumundadirlar.  Bu durumdan dolayt Allium cepa, Triticum aestivum, Zea
mays, Hordeum vulgare, Vicia faba ve Arabidopsis thaliana gibi farkl bitki tiirleri arastirmacilar tarafindan son yillarda
genotoksik etkinin tespiti i¢cin model organizma olarak kullanilmaktadir. Calismamizda agir metallerin neden oldugu stres
nedeniyle arpada meydana gelen toksik etkinin diizeyi IRAP analizleri ile degerlendirilmistir. Agir metal stresinin etkisiyle
retrotranspozon hareketliligi meydana gelmis ve bu durum gen akisinda farkliliklara neden olmustur. Gen akisinda olusan fark-
lilasma bant profillerine yansimigtir. Kontrol gurubu ve deney gurubu 6rnekleri karsilagtirildiginda farkli biiyiikliik ve sayida
bantlarin olustugu tespit edilmistir. Agir metal yogunluguna bagli olarak arpa drneklerinde polimorfizm degerlerinde artis ve
GTS degerinde azalma gdzlenmistir.

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 factor for living things due to industrial revolution and industrialization.
Thermal power plants have an important share in meeting the increasing energy demand in our country. Heavy metals released
from these power plants are one of the main causes of environmental pollution. There are many studies on the genetic, epigene-
tic, carcinogenic effects 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 aesti-
vum, Zea mays, Hordeum vulgare, Vicia faba and Arabidopsis thaliana have been used as model organisms for the detection of
genotoxic activity in recent years by researchers. In our study, the level of toxic effect from arsenic stress due to stress caused by
heavy metals was evaluated by IRAP analysis. The effect of heavy metal stress has led to retrotransposon mobility, which has
led to differences in gene flow. The differentiation occurring in the gene flow is reflected in the band profiles. When the control
group and experimental group samples are compared, it has been determined that there are different size and number of bands.
The increase in polymorphism values and the decrease in GTS values were observed in barley specimens due to heavy metal
concentration.
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GIRIS

Canlilarin yagamlar1 boyunca karsilikli olarak etkilesim
icinde bulunduklart ortam g¢evre olarak tanimlanmaktadir
[1]. Endiistriyel iiretim sonucu gevreye salinan agir metaller,
cevre kirliliginin ana kaynaklarindan biri olmaya baglamistir
[2]. Farkli sektorlerden biyosfere agir metal atilimi gergek-
lesmektedir [3]. Resim 1.’de agir metallerin dogaya salin-
masini saglayan faktorler gorsellestirilmistir.

Komiir ile elektrik enerjisinin tiretildigi termik santraller
agir metallerin ¢evreye yayilmasinda 6nemli bir rol oyna-
maktadir [4]. Linyit komiiriiniin yakilmasi sonucunda kiil ile
cevreye Cd, Ni, Co, Mn, Cr, Pb, Cu, Zn, Fe agir metalleri
salmmakta olup, termik santrallerden ¢evreye salinan ugu-
cu kiillerin genotoksik ve mutajenik maddeler igerdigi sap-
tanmistir [5], [6].  Hiicresel diizeyde asir1 miktarda agir
metal birikimi membranlar, proteinler ve DNA gibi farkli
hiicre bilesenleri i¢in ¢esitli stres tepkilerine ve hasara neden
olmaktadir [7]. Yapilmis bir¢ok ¢alisma agir metallerin bit-
kilerin molekiiler yapisini etkiledigini gostermistir [8], [9],
[10], [11]. Agir metal gibi genotoksik maddeler DNA’y1 geri
doniisiimsiiz olarak degistirerek kalitsal bir degisime yol
acarlar. Bu nedenle genotoksinler ayni1 zamanda mutajenik
maddelerdir [12].

ik kez literatiire 1942’de Conrad Waddington tarafin-
dan kazandirilan “Epigenetik” terimi fenotipik ifadeye izin
veren genler ve iriinleri arasindaki nedensel etkilesimler
olarak tanimlanmustir [13]. Stres kosullarinin etkisi ile me-
tabolizmada tepki ve degisimler meydana gelebilmektedir.
Kromatin yap1 lizerinde meydana gelen epigenetik modifi-
kasyonlarin genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyo-
nu, histon modifikasyonlar1 ve RNA gibi temel epigenetik
mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir [14]. Bu
ti¢ mekanizmanin birlikte ¢alismasi sonucu gen ifadesinde
kalitsal farkliliklar meydana gelmektedir. Mekanizmalarin
herhangi birinde meydana gelen bir hata, gen anlatiminin
agirt artmasina veya baskilanmasima neden olarak epigene-
tik bozukluklara yol agmaktadir [15]. Genomdaki hareketli
gen mekanizmalarindan transpozonlarin etkisi ile epigenetik
degisimler meydana gelirken, Transpozonlar da epigenetik
mekanizmalarin etkisi ile susturulabilmekte veya aktif hale
gelebilmektedir [16].

Arpa (Hordeum vulgare L.), tilkemizde tahil ekilisi ve
tiretim miktar: bakimindan bugdaydan sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Tiik [17] verilerine gore tilkemizde arpanin
son bes yildaki iiretim miktar1 ve ekilen alan bityiikliigi
Resim 2.’de verilmistir.

Bu galismadaki amacimiz, canlilar i¢in 6nemli bir besin
kaynagi olan arpa lizerinde agir metal stresinin neden oldugu
retrotranspozon hareketliliginin boyutunu ve bu hareketlili-
gin neden oldugu genetik ve epigenetik degisiklikleri tespit
etmektir.

MATERYAL ve METOT

Saf arpa tohumlar1 %5’ lik sodyum hipoklorit (NaCIO)’
de 10 dakika bekletilmis ve ylizeysel olarak sterilize edil-
mistir. Daha sonra tohumlar saf su ile yikanarak kurutulmus
ve ekime hazir hale getirilmistir. Segilen esit biiyiikliikte-
ki arpa tohumlar1 termik santral gevresine ayni dogrultuda
500’er metre mesafe ile 15 farkli noktaya ekilmistir. Arpa
tohumlarmin 40 giinliik vejetasyon siirecini tamamlamasin-
dan sonra fideler toplanmistir. Toplanan 6rnekler molekiiler
incelemelerin yapilmasi i¢in sterilize edilmis ve dis kirlilik-

ten arindirilmastir.
DNA izolasyonu

Arpa fidelerinden DNA izolasyonu Shagai-Maroof ve
arkadaglarmin [18] protokoliinde kiigiik degisiklikler yapi-
larak gerceklestirilmistir.

Genomik DNA’nin Safigimin Olgiilmesi

Genomik DNA’nin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrik
olarak belirlenmis ve %0,8 agaroz jel elektroforezi kullani-
larak goriintiilenmistir.

IRAP Analiz

Arpada agir metal stresinin neden oldugu retrotranspo-
zon hareketliligini degerlendirmek i¢in IRAP (Inter Ret-
rotranspozon Amplikasyon Polimorfizmi) teknigi kullanil-
mustir. Profillerin elde edilmesi igin 5 IRAP primeri PCR
uygulamasinda kullanilmigtir. Kullanilan IRAP primerlerine
ait bilgiler Tablo 1.”de verilmistir.

IRAP-PCR reaksiyon karigimi 2 pl 10 x PCR Buffer, 0,5
ul dNTPs (10 nM), 1,25 pl MgCl, (25 mM), 1,0 pl Primer (5
mM), 1,0 ul Taqg DNA Polimeraz Enzimi (5 birim), 13,25 ul
ultra saf su ve 1,0 ul Genomik DNA olacak sekilde hazirlan-
mugtir. PCR sartlar1 95 °C de 2 dakika, 95 °C de 30 saniye 2
dongii, X °C (x; IRAP Primeri baglanma 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 programina
gore gerceklestirilmistir. PCR trtinleri daha sonra 4 °C de
stoklanmigtir.

Elektroforez

Elde edilen PCR iirtinleri 6x gel yiikleme soliisyonu ile
karigtirtlmis ve etidyum bromiir soliisyonunda (2 pl Etbr
/ 100ml 1xTBE tampon) 40 dakika boyunca boyanmis
agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez islemi 150 dakika 70
Voltta 0,5 TBE (Tris-Boreta-EDTA) ile yapilmustir. Elektro-
forez igleminden sonra olusan primer bantlart Uvisoft analiz
paketi (Cambridge, Ingiltere) ile Bio Doc Gériintii Analizi
Sistemi UV altinda goriintiilenmistir.

Data Analiz

Her bir primer i¢in tim orneklerde amplifiye olan
DNA bantlarinin varligt ve yoklugu, negatif kontrol IRAP
profillerine goére bant yogunluklarindaki azalma ve art-
malar goriintiileme cihazi ve Total LAB TL 120 (Non-
linear Dynamics) yazilimiyla belirlenmistir. Genomik
kalip sabitligi (%) tiim primer {riinleri i¢in 100 x 1-a/b
formiilinden yararlanilarak hesaplanmistir. Formiildeki;
a; her bir uygulama 6rnegi i¢in tespit edilen IRAP polimor-
fik profillerini, n; ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda
elde edilen DNA toplam bant sayis1 olarak se¢ilmistir. Uygu-
lama gruplarina ait IRAP profillerinde gézlenen polimorfizm
negatif kontrol grubuna gore yeni bir bandin ortaya ¢ikmasi
veya mevcut bir bandin kaybolmasini kapsamustir.

SONUC ve TARTISMA

Arpa drneklerinde IRAP analizi sonucu olusan bantlarin
dagilimi, polimorfizm oranlar1 ve GTS degerleri Tablo 2’de
verilmistir.

Arpa Orneklerine uygulanan 5 IRAP primerinde toplam
345 bant olugmustur. Meydana gelen bantlarin biiyikliikleri
81 bp ile 2117 bp araliginda oldugu tespit edilmistir. Ana-
liz sonuglarma gore 9 drnekte polimorfizm tespit edilmistir.
Olusan polimorfizm degerleri %9,52 ile %52,38 araliginda
degiskenlik gostermektedir. En yiliksek polimorfizm agir
metal kaynagima en yakin noktadan alinan drneklerde tespit
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Resim 1: Agir metal kirliligine neden olan faktorler
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Tablo 1. Kullanilan IRAP primerleri ve sekans bilgileri.

NIKITA E2647-

Tablo 2. IRAP primerlerinden elde edilen polimorfizm ve GTS degerleri.

PRIMER. Eemn- 1 2 i 4 5 ]

=112

+1L.365

RIEITA =1.043

T ] e 1] FH ] 12 ] 14 15

#1286 | +1.297 | +1.366
+1.320 | +1.387

=1.088 | =1.156

. | I | L 1 1 I I i 1 I I I I I
Potimorfizm
#52.38 %3B.09 | %33.09 %23.B0

edilmistir. Bu noktadaki polimorfizm oran1 %52,38’dir. Bu
ornekte toplam 11 polimorfik bant varligi veya eksikliginin
oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm onuncu noktadan on
besinci noktaya kadarki drneklerde tespit edilmemistir.

Orneklerin GTS oraninda termik santrale yakiliklari ile
ters orantili olarak artis oldugu tespit edilmistir. Polimorfizm
tespit edilen 9 6rnegin GTS degerleri %47,62 ile %90,48
araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Agir me-
tal kaynagina yakinlik olarak onuncu noktadan on besinci
noktaya kadar olan 6rneklerin GTS degeri %100 olarak tes-
pit edilmistir.

TARTISMA

Biyosferdeki agir metal kirliligi, tiim diinyada kabul
edilmis dikkat edilmesi gereken gevresel sorunlardan biri-
sidir. Bundan dolay1 agir metallerden kaynakl: toksik etkiler
ekolojik arastirmalarin en popiiler basliklarindan biri halini
almigtir [19].

Organizmalarin genomlart igerisinde yer alan tekrarli
ve hareketli DNA dizileri olan transpozonlar, bulundukla-
r1 konumu degistirebilme kapasitesine sahip olduklarindan
dolay1 konak organizmay1 olumlu veya olumsuz sekillerde
etkileyebilmektedirler. Cevresel kosullarin degismesi veya
stres faktorleri bu genomik elementlerin aktifligine etki
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edebilmektedir [20]. Bugiine kadar bitkilerde farkl: stresle-
rin neden oldugu retrotranspozon hareketliliginin tespitinde
IRAP-PCR teknigi kullamilmustir, [21], [22], [23], [24].

Calismamizda termik santralden yayilan agir metallerin
arpa iizerinde olusturdugu stresin tespitinde IRAP teknigi
kullanilmistir. Analizlerde kullanilan SUKKULA, 3LTR-5,
LTR 6150, NIKITA ¢2647-, LTR 6149-5 primerlerinde ret-
rotranspozonlarin hareketliliginden kaynakli polimorfizmler
tespit edilmistir. Agir metal kirliligine neden olan termik
santrale yakin noktalarda yetistirilen arpa Orneklerinde
polimorfizm degerlerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ag1r metal stresinden dolay1 hareketlilik diizeyi artan retrot-
ranspozonlardan bitkilerin genomik kalip sabitligini (GTS)
olumsuz yonde etkiledigi anlagilmistir. Ciinkii en diisiik
GTS degerleri termik santrale en yakin orneklerde tespit
edilmistir Retrotranspozonlarin genomda meydana getirdik-
leri hareketlilik arttik¢a gen okunusunda da farkliliklar mey-
dana gelebilmektedir. Retrotranspozonlarin hareketliliginde
meydana gelen artistan dolay1 primer baglanma noktalarinda
ve genom profilindeki meydana gelen degisimler yeni bant-
larm olusumu ve/veya bantin kaybolmasina neden olabil-
mektedir. Bu durumdan dolay1 agir metal stresine maruz ka-
lan drnekler ile kontrol gurubu 6rnekleri karsilastirildiginda
polimorfizmler elde edilmistir.

Agir metallerin bitkilerde istikrarsizliga neden oldugu
onceki ¢alismalarda belirtilmistir. Ertiirk [24] yaptig1 ¢alis-
mada musir bitkisine uyguladigi farkli dozlarda agir metal-
lerden kaynakli olarak genetik farkliliklarin ortaya ¢iktigini
tespit etmistir. Tuz stresinin bugday (7riticum aestivum L.)
iizerinde retrotranspozon hareketliligine etkisinin incelendi-
&1 calismada uygulanan farkli tuz konsantrasyonuna bagl
olarak retrotranspozon hareketinin arttif1 ve GTS oraninin
azaldig1 gozlenmistir [25]. Farkli dozlardaki Mn agir meta-
linin musir (Zea mays L.) lizerinde meydana getirdigi geno-
toksik etki IRAP teknigi ile analiz edilmis ve %22 ile %42
arasinda degisen oranlarda polimorfizmler tespit edilmistir.
Ayrica Mn doz artisina bagl olarak GTS degerlerinde dii-
siis meydana geldigi vurgulanmistir [26]. Literatiir sonuglari
ile calismamizdan elde ettigimiz sonuglar paralellik goster-
mektedir. Agir metallerin tahillarda meydana getirdigi stres
sonucunda retrotanspozon hareketliliginin tespitinde IRAP
yonteminin kullanilabilecegi tespit edilmistir. Sanayi kuru-
luslarinin neden oldugu ¢evre kirliliginin azaltilmasi i¢in bu
bolgelere uygun akiimiilator bitkilerin tespit edilerek uygu-
lanmasi basit ve uygulanabilir bir ¢6ziim olabilir. Ayrica agir
metal kirliligine tolerans diizeyi yiiksek tahil tiirlerinin tespit
edilerek kirliligin yogun oldugu bolgelere ekilmesinin daha
uygun olacagi kanaatini tagimaktayiz.
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