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Özet

Çevre kirliliği sanayi devrimi ve endüstrileşmeden dolayı canlılar için önemli bir unsur olmuştur. Ülkemizde artan enerji 
ihtiyacının 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, kansero-
jenik etkisi üzerine birçok çalışma mevcuttur. Bitkiler sabit konumlarından dolayı çevre kirliliğinin meydana getirdiği genetik 
toksisitenin 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. Ağır metal stresinin etkisiyle 
retrotranspozon hareketliliği meydana gelmiş ve bu durum gen akışında farklılıklara neden olmuştur. Gen akışında oluşan fark-
lılaşma bant profillerine yansımıştır. Kontrol gurubu ve deney gurubu örnekleri karşılaştırıldığında farklı büyüklük ve sayıda 
bantların oluştuğu tespit edilmiştir. Ağır metal yoğunluğuna bağlı olarak arpa örneklerinde polimorfizm değerlerinde artış ve 
GTS değerinde azalma gözlenmiştir.
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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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GİRİŞ
Canlıların yaşamları boyunca karşılıklı olarak etkileşim 

içinde bulundukları ortam çevre olarak tanımlanmaktadır 
[1]. Endüstriyel üretim sonucu çevreye salınan ağır metaller, 
çevre kirliliğinin ana kaynaklarından biri olmaya başlamıştır 
[2]. Farklı sektörlerden biyosfere ağır metal atılımı gerçek-
leşmektedir [3].  Resim 1.’de ağır metallerin doğaya salın-
masını 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 metalleri 
salınmakta olup, termik santrallerden çevreye salınan uçu-
cu küllerin genotoksik ve mutajenik maddeler içerdiği sap-
tanmıştır [5], [6].    Hücresel düzeyde aşırı miktarda ağır 
metal birikimi membranlar, proteinler ve DNA gibi farklı 
hücre bileşenleri için çeşitli stres tepkilerine ve hasara neden 
olmaktadır [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 Waddington tarafın-
dan kazandırılan ‘‘Epigenetik’’ terimi fenotipik ifadeye izin 
veren genler ve ürünleri arasındaki nedensel etkileşimler 
olarak tanımlanmıştır [13]. Stres koşullarının etkisi ile me-
tabolizmada tepki ve değişimler meydana gelebilmektedir. 
Kromatin yapı üzerinde meydana gelen epigenetik modifi-
kasyonların genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyo-
nu, histon modifikasyonları ve RNA gibi temel epigenetik 
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 epigene-
tik bozukluklara yol açmaktadır [15]. Genomdaki hareketli 
gen mekanizmalarından transpozonların etkisi ile epigenetik 
değişimler meydana gelirken, Transpozonlar da epigenetik 
mekanizmaların etkisi ile susturulabilmekte veya aktif hale 
gelebilmektedir [16].

Arpa (Hordeum vulgare L.), ülkemizde tahıl ekilişi ve 
üretim miktarı bakımından buğdaydan sonra ikinci sırada 
yer almaktadır. Tüik [17] verilerine göre ülkemizde arpanın 
son beş yıldaki üretim miktarı ve ekilen alan büyüklüğü 
Resim 2.’de verilmiştir.

Bu çalışmadaki amacımız, canlılar için önemli bir besin 
kaynağı olan arpa üzerinde ağır metal stresinin neden olduğu 
retrotranspozon hareketliliğinin boyutunu ve bu hareketlili-
ğin neden olduğu genetik ve epigenetik değişiklikleri tespit 
etmektir.

MATERYAL ve METOT
Saf arpa tohumları %5’ lik sodyum hipoklorit (NaCIO)’ 

de 10 dakika bekletilmiş ve yüzeysel olarak sterilize edil-
miştir. Daha sonra tohumlar saf su ile yıkanarak kurutulmuş 
ve ekime hazır hale getirilmiştir. Seçilen eşit büyüklükte-
ki arpa tohumları termik santral çevresine aynı doğrultuda 
500’er metre mesafe ile 15 farklı noktaya ekilmiştir.   Arpa 
tohumlarının 40 günlük vejetasyon sürecini tamamlamasın-
dan sonra fideler toplanmıştır. Toplanan örnekler moleküler 
incelemelerin yapılması için sterilize edilmiş ve dış kirlilik-

ten arındırılmıştır.
DNA İzolasyonu
Arpa fidelerinden DNA izolasyonu Shagai-Maroof ve 

arkadaşlarının [18] protokolünde küçük değişiklikler yapı-
larak gerçekleştirilmiştir.

Genomik DNA’nın Saflığının Ölçülmesi
Genomik DNA’nın saflığı ve miktarı spektrofotometrik 

olarak belirlenmiş ve %0,8 agaroz jel elektroforezi kullanı-
larak görüntülenmiştir.

IRAP Analiz
Arpada ağır metal stresinin neden olduğu retrotranspo-

zon hareketliliğini değerlendirmek için IRAP (Inter Ret-
rotranspozon Amplikasyon Polimorfizmi) tekniği kullanıl-
mıştır. Profillerin elde edilmesi için 5 IRAP primeri PCR 
uygulamasında kullanılmıştır. Kullanılan IRAP primerlerine 
ait bilgiler Tablo 1.’de verilmiştir.

lRAP-PCR reaksiyon 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 hazırlan-
mıştır. PCR şartları 95 0C de 2 dakika, 95 0C de 30 saniye 2 
döngü, X 0C (x; IRAP Primeri bağlanma sıcaklığı) 1 dakika, 
72 0C 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 programına 
göre gerçekleştirilmiştir. PCR ürünleri daha sonra 4 0C de 
stoklanmıştır.

Elektroforez
Elde edilen PCR ürünleri 6x gel yükleme solüsyonu ile 

karıştırılmış ve etidyum bromür solüsyonunda (2 µl Etbr 
/ 100ml 1xTBE tampon) 40 dakika   boyunca   boyanmış   
agaroz jele yüklenmiştir. Elektroforez işlemi 150 dakika 70 
Voltta 0,5 TBE (Tris-Boreta-EDTA) ile yapılmıştır. Elektro-
forez işleminden sonra oluşan primer bantları Uvisoft analiz 
paketi (Cambridge, İngiltere) ile Bio Doc Görüntü Analizi 
Sistemi UV altında görüntülenmiştir.

Data Analiz
Her bir primer için tüm örneklerde amplifiye olan 

DNA bantlarının varlığı ve yokluğu, negatif kontrol IRAP 
profillerine göre bant yoğunluklarındaki azalma ve art-
malar görüntüleme cihazı ve Total LAB TL 120 (Non-
linear Dynamics) yazılımıyla belirlenmiştir. Genomik 
kalıp sabitliği (%) tüm primer ürünleri için 100 x 1-a/b 
formülünden yararlanılarak hesaplanmıştır. Formüldeki;  
a; her bir uygulama örneği için tespit edilen IRAP polimor-
fik profillerini, n; ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda 
elde edilen DNA toplam bant sayısı olarak seçilmiştir. Uygu-
lama gruplarına ait IRAP profillerinde gözlenen polimorfizm 
negatif kontrol grubuna göre yeni bir bandın ortaya çıkması 
veya mevcut bir bandın kaybolmasını kapsamıştır.

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 büyüklükleri 
81 bp ile 2117 bp aralığında olduğu tespit edilmiştir. Ana-
liz sonuçlarına göre 9 örnekte polimorfizm tespit edilmiştir. 
Oluşan polimorfizm değerleri %9,52 ile %52,38 aralığında 
değişkenlik göstermektedir. En yüksek polimorfizm ağır 
metal kaynağına en yakın noktadan alınan örneklerde tespit 
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Resim 1: Ağır metal kirliliğine neden olan faktörler

Resim 2. 2017 Tüik verileri
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edilmiştir. Bu noktadaki polimorfizm oranı %52,38’dir. Bu 
örnekte toplam 11 polimorfik bant varlığı veya eksikliğinin 
olduğu tespit edilmiştir. Polimorfizm onuncu noktadan on 
beşinci 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 me-
tal kaynağına yakınlık olarak onuncu noktadan on beşinci 
noktaya kadar olan örneklerin GTS değeri %100 olarak tes-
pit edilmiştir.

TARTIŞMA
Biyosferdeki ağır metal kirliliği, tüm dünyada kabul 

edilmiş dikkat edilmesi gereken çevresel sorunlardan biri-
sidir. Bundan dolayı ağır metallerden kaynaklı toksik etkiler 
ekolojik araştırmaların en popüler başlıklarından biri halini 
almıştır [19].

Organizmaların genomları içerisinde yer alan tekrarlı 
ve hareketli DNA dizileri olan transpozonlar, bulundukla-
rı konumu değiştirebilme kapasitesine sahip olduklarından 
dolayı konak organizmayı olumlu veya olumsuz şekillerde 
etkileyebilmektedirler. Çevresel koşulların değişmesi veya 
stres faktörleri bu genomik elementlerin aktifliğine etki 

Tablo 1. Kullanılan IRAP primerleri ve sekans bilgileri.

Primer Adı 5’3’ T.M.

SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63.3

3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64.6

LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 64.4

NIKITA E2647- ACCCCTCTAGGCGACATCC 58.7

LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65.9

Tablo 2. IRAP primerlerinden elde edilen polimorfizm ve GTS değerleri.
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edebilmektedir [20]. Bugüne kadar bitkilerde farklı stresle-
rin neden olduğu retrotranspozon hareketliliğinin tespitinde 
IRAP-PCR tekniği kullanılmıştır, [21], [22], [23], [24].

Çalışmamızda termik santralden yayılan ağır metallerin 
arpa üzerinde oluşturduğu stresin tespitinde IRAP tekniği 
kullanılmıştır. Analizlerde kullanılan SUKKULA, 3LTR-5, 
LTR 6150, NIKITA e2647-, LTR 6149-5 primerlerinde ret-
rotranspozonların hareketliliğinden kaynaklı polimorfizmler 
tespit edilmiştir. Ağır metal kirliliğine neden olan termik 
santrale yakın noktalarda yetiştirilen arpa örneklerinde 
polimorfizm değerlerinin yüksek olduğu tespit edilmiştir. 
Ağır metal stresinden dolayı hareketlilik düzeyi artan retrot-
ranspozonlardan bitkilerin genomik kalıp sabitliğini (GTS) 
olumsuz yönde etkilediği anlaşılmıştır. Çünkü en düşük 
GTS değerleri termik santrale en yakın örneklerde tespit 
edilmiştir Retrotranspozonların genomda meydana getirdik-
leri hareketlilik arttıkça gen okunuşunda da farklılıklar mey-
dana gelebilmektedir. Retrotranspozonların hareketliliğinde 
meydana gelen artıştan dolayı primer bağlanma noktalarında 
ve genom profilindeki meydana gelen değişimler yeni bant-
ların oluşumu ve/veya bantın kaybolmasına neden olabil-
mektedir. Bu durumdan dolayı ağır metal stresine maruz ka-
lan örnekler ile kontrol gurubu örnekleri karşılaştırıldığında 
polimorfizmler elde edilmiştir.

Ağır metallerin bitkilerde istikrarsızlığa neden olduğu 
önceki çalışmalarda belirtilmiştir. Ertürk [24] yaptığı çalış-
mada mısır bitkisine uyguladığı farklı dozlarda ağır metal-
lerden kaynaklı olarak genetik farklılıkların ortaya çıktığını 
tespit etmiştir. Tuz stresinin buğday (Triticum aestivum L.) 
üzerinde retrotranspozon hareketliliğine etkisinin incelendi-
ği çalışmada uygulanan farklı tuz konsantrasyonuna bağlı 
olarak retrotranspozon hareketinin arttığı ve GTS oranının 
azaldığı gözlenmiştir [25]. Farklı dozlardaki Mn ağır meta-
linin mısır (Zea mays L.) üzerinde meydana getirdiği geno-
toksik etki IRAP tekniği ile analiz edilmiş ve %22 ile %42 
arasında değişen oranlarda polimorfizmler tespit edilmiştir. 
Ayrıca Mn doz artışına bağlı olarak GTS değerlerinde dü-
şüş meydana geldiği vurgulanmıştır [26]. Literatür sonuçları 
ile çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar paralellik göster-
mektedir. Ağır metallerin tahıllarda meydana getirdiği stres 
sonucunda retrotanspozon hareketliliğinin tespitinde IRAP 
yönteminin kullanılabileceği tespit edilmiştir. Sanayi kuru-
luşlarının neden olduğu çevre kirliliğinin azaltılması için bu 
bölgelere uygun akümülatör bitkilerin tespit edilerek uygu-
lanması basit ve uygulanabilir bir çözüm olabilir. Ayrıca ağır 
metal kirliliğine tolerans düzeyi yüksek tahıl türlerinin tespit 
edilerek kirliliğin yoğun olduğu bölgelere ekilmesinin daha 
uygun olacağı kanaatini taşımaktayız.
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