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Oz

Bu ¢alismanin amaci, herbisitlerin retrotranspozon aktiviteleri tizerindeki etkilerini IRAP (Retrotranspozon-
aras1 c¢ogaltilmis polimorfizm) teknigi kullanarak arastirmakti. Bu amagla bugday tohumlarina ¢imlenme
asamasinda artan dozlarda (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 ppm) 2,4-D Isooctylester uygulanmistir. IRAP analizleri
icin alti primer kullanilmigtir. Calisma sonucunda, 2,4-D Isooctylester uygulamasinda retrotranspozon
polimorfizminin yiiksek oldugu (%15.38 - %53.84) gozlemlenmistir. Doz artigina bagli olarak DNA hasari
sonucu GTS (Genomik Kararlilik Sabitligi) oraninin (%84.62 ve %46.16) azaldig1 goriilmiistiir. Sonuglar bize
stres faktorlerinin retrotranspozon hareketliligine etkisinin incelenmesinde IRAP ydnteminin etkin bir sekilde
kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Herbisit, Retrotranspozon-arasi ¢ogaltilmis polimorfizm, Retrotranspozon, Triticum
aestivum L.

Evaluation of Retrotransposon Mobility Caused by Growth Regulator 2,4-D Isooctylester Herbicide in
Wheat (Triticum aestivum L.) Seeds by Molecular Method

Abstract

The aim of this study was to investigate the effects of herbicides on retrotransposon activity using IRAP (Inter
Retrotransposon Amplified Polymorphism) technique. For this purpose, For this purpose, 2,4-D Isooctylester
was applied on wheat seeds with increasing doses (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 ppm). Six primers were used for
IRAP analysis. As a result of the study, it was observed that retrotransposon polymorphism was high (15.38%
-53.84%) in 2,4-D Isooctylester application. As a result of the increase in DNA damage, the rate of GTS
(Genomic Stability Stability) decreased (84.62% and 46.16%). The results showed that IRAP method can be
used effectively to examine the effect of stress factors on retrotransposon mobility.

Keywords: Herbicide, Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism, Retrotransposon, Triticum aestivum L.

1. Giris

Diinya niifusu hizla artmakta olup 2050 yilina
kadar 10 milyar olmasi1 beklenmektedir (FAO,
2017). Diinya niifusundaki artisa paralel
olarak sehirlesmenin artmasi, su
kaynaklarinin azalmasi, erozyon gibi etkenler
daha az alandan daha fazla {iriin yetistirilmesi
zorunluguna neden olmaktadir. Ulkemizde
son on yilda ekim yapilan tarim alani

*Corresponding Author: ssunar@erzincan.edu.tr

biiyiikligii 39.504 bin hektardan 38.002 bin
hektara gerilemistir (TUIK, 2017). Kiiresel
niifusun talebini karsilamak i¢in tarimsal
tretimde  siirdiiriilebilir  ve  bilimsel
yaklagimlar gereklidir (Singh vd., 2017).
Istenilen gida {iretimine y&nelik olarak, diinya
capinda en onemli ve etkili yaklagimlardan
biri yillik gida tiretiminin %50 “den fazlasinin
ortadan kalkmasina neden olan zararlilarla
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micadeledir (FAO, 2016). Tarimsal
iiretkenligi arttirmak ic¢in pestisitler, bitki
koruma maddeleri olarak O6nemli araglardir
(Wu vd., 2017). Kimyasal pestisitler,
zararlilar1 ve ¢esitli bitki kaynakli hastaliklari
kontrol ederek tarimsal verimi arttirmak igin
onemli ve potansiyel bir rol oynamaktadir
(Rastogi vd., 2017; Moreno-Gonzalez vd.,
2017; Malarkodi vd., 2017; Cheng vd., 2017).
Tiirkiye “de 2016 yilinda toplam tarim ilac
kullanim miktari, 2015 yilina gore %?28,2
artarak 50.054 ton “ a yiikselmistir. Kullanilan
pestisit miktar1 incelendiginde iilkemizde
herbisit (yabanci ot oldiiriicii) kullaniminin
%20 gibi yiiksek bir oranda oldugu
goriilmektedir (CSB, 2018). Bitkisel iiretim
ve verimi arttirmak i¢in istenmeyen bitkilere
karst kullanilan herbisitler organizmalar,
toprak ve hava i¢in birer kirleticidir (EFSA
2015). 2,4-D Tirkiye “de kullanim1 yaygin bir
herbisittir (Hansoy 2010). 2,4-D, bir tiir
fenoksi asit herbisiti olup bunun tuzlar ile
esterleri, verimli, vyiiksek oranda segici
herbisitlerdir  (Gehring vd.,1990). Orta
derecede kararli kimyasallardir ve yari
omiirleri1 20 ila 200 giin arasinda degisir.
Uygulandiklari irtinlerin gelisiminde
yavaglamaya neden olurlar (Donald vd.,
1999). Ayrica 2,4-D nin konsantrasyonuna
bagh bir sekilde mutajenik ve genotoksik
etkiye sahip oldugu bazi calismalarda ifade
edilmigtir (Pavlica vd., 1991; Enan 2009).
Herbisitlerin canlilar iizerinde toksik etki
yaptig1 bilinmektedir. Bu sebeple son yillarda
herbisitlerin olusturdugu etkiler ve bu etkilere
karst hiicrelerin verdigi cevaplar iizerine
yogun olarak ¢alismalar yapilmaktadir (Giray
2007). Herbisitlerin veya gesitli kimyasallarin
neden oldugu mutajenik etkiler genellikle
sitogenetik olarak test edilir. Diger taraftan,
DNA diizeyindeki bazi etkiler sitogenetik
testlerle saptanamamistir (Khanna vd., 2013).
Amplifiye edilmis parga uzunluk
polimorfizmi (AFLP), rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) ve basit sekans
tekrar1 (ISSR) gibi molekiiler belirtegler,
DNA seviyesinde genotoksik ve mutajenik

etkileri saptamak i¢in yaygmn olarak
kullanilmstir (Piraino vd., 2006; Sobieh vd.,
2016). Ancak, Retrotranspozon-arasi
cogaltilmig polimorfizm (IRAP) markdr
teknigi Bu markdrler ile karsilastirildiginda
bazi avantajlart vardir. IRAP, genomdaki
biiytik degisiklikleri RFLP AFLP ve ISSR
gibi diger isaretleyicilere gore daha uygun
hale getirmektedir. Ayrica, RAPD “ den farkli
olarak, IRAP tekrarlanabilir, daha ucuz ve
AFLP *“ den daha kolay uygulanabilir bir
tekniktir (Schulman vd., 2012; Yiizbasioglu
vd., 2016)

Retrotranspozonlarin cogu okaryotik
organizmanin baglica genomik bilesenleridir.
Ortaya ¢ikan veriler, okaryotik genomlarin
onemli bir kisminin transposable
elementlerden olustugunu gdstermektedir.
(Jurka vd., 2007). Ornegin, bitkilerde
Arabidopsis thaliana ‘“daki niikleer DNA
“ni% 15 “ini, bazi ¢im genomlarinin% 50-80
“ini ve bazi Liliaceae “de% 90 “dan fazlasin
olustururlar (Feschotte vd., 2002; Sabot ve
Schulman, 2006). Insanda ise insan
genomunun neredeyse yarisini (%42) temsil
ederler (IHGSC, 2001).

“Kes-yapistir” mekanizmasiyla
retrotranspozonlar; RNA ara asamasi ile bir
genomda, farkli yerlere girerek mutasyonlara
yol acabilmektedirler (Schulman ve Kalendar,
2005). Bu hareketli elemanlar ¢evre
kosullarindan kolayca etkilenebilirler
(Alzohairy vd., 2013, 2012) ve savunma
mekanizmalarinda onemli rollere sahiptirler
(Alzohairy vd., 2014).

Bu ¢alismada, Triticum aestivum L da 2,4-D
isooctylester uygulamalarma bagl olarak
meydana gelen retrotranspozon
polimorfizminin boyutunu ve bu
hareketliligin neden oldugu genetik ve
epigenetik  degisiklikleri  tespit  etmek
amaclanmustir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Tohumlarn sterilizasyonu ve ekimi

Triticum aestivum L. tohumlarinin %5 “lik
NaOCl “de 10 dakika muamele edilerek
sterilizasyonlar1 saglanmis ve daha sonra saf
su ile durulamip kurutulmustur. Yikanan
tohumlar steril kurutma kagidina konulduktan
sonra petrilere ekilmistir. Uzerlerine artan
dozlarda (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 ppm) 2,4-
D Isooctylester eklenmis, kontrol grubu ile
birlikte petriler 25°C “de karanlik ortamda
cimlenmeye birakilmistir.

2.2. IRAP
2.2.1. IRAP-PCR protokolii

Shagai-Maroof ve arkadaslarinin (1984)
protokoliinde kiiclik degisiklikler yapilarak
bugday oOrneklerinden genomik DNA “nin
izolasyonu gergeklestirilmistir. Calismada 6
IRAP primeri (Metabion International AG
Lena-Christ-Strasse 44/1 D82152 Martinsried,
Deutschland) kullanilmistir. Primerlerin Baz
Dizilimi, ad1 ve erime dereceleri Tablol. de
gosterilmistir.

Tablo 1. IRAP-PCR analizi i¢in kullanilan primer dizileri ve (Tm) sicakliklar

Primerin Ad1 | Baz Dizilimi 5 «“3 « TM(°C)
SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63,3
3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64,6
LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA | 64,4
SLTR1 E2647- | TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58,4
NIKITA ACCCCTCTAGGCGACATCC 58,7
LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65,9
Retrotranspozon hareketliliginin miktarlar1 Tablo 2. “da verilen degerlerde

degerlendirilmesi amaciyla yapilan IRAP-
PCR islemi ig¢in gerekli olan bilesenler ve

Tablo 2. IRAP-PCR analizi i¢in master karigimi

hazirlanmistir. Bu master karigimlart 6
primer i¢in de olusturulmustur.

Bilesen Miktar (ul)
10 x PCR tamponu 0.5

dNTP karisimi (10 mM) 2
Magnezyum kloriir (25 mM) 1.25

5 U/nlTaq-DNA polimeraz (Sigma, D6677) | 1

IRAP primer (5 mM) 1

Ultra saf su 13.25

50 ng/pl Kalip DNA 1

Toplam Hacim 20
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Tablo 2 “de verilen standart degerlere gore
her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA
ve Cizelge Tablo 1 “de verilen IRAP
primerleri ile her bir 6rnek i¢in ayr1i PCR
tiipii hazirlanmistir. Bu islemlerin ardindan
ornekler primerlerin baglanma sicaklarina

gore Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazinda

Tablo 3. “ de verilen protokol
uygulanmistir. Bu islemler her dozda 5
farkli  bugday Orneginde ayr1 ayr
uygulanmaigtir.

Tablo 3. IRAP-PCR protokolii

Dongiiniin adi Sicaklik Siiresi  Dongii Sayisi

Denatiirasyon 95°C 2 dk. 1

(Baslangig)

Denatiirasyon 95°C 30 sn. 2

Primer Baglanmasi *oC 1 dk. 1

Uzama 72°C 2 dk. 1

Denatiirasyon 95°C 30 sn. 41

Primer Baglanmasi 35°C 1 dk. 1

Uzama 72°C 2 dk. 1

Son Uzama 72°C 5dk. 1

Bekleme 4°C 00 1

*ilgili IRAP primerinin baglanma sicakligt

2.2.2. IRAP Analizleri ve genomik sebep olan retrotranspozonlara 2,4-D
kararhhk sabitliginin (%GTS) Isooctylester herbisitinin neden oldugu stres
Hesaplanmasi diizeyi bugday orneklerinde IRAP yontemi

Genomik kalip sabitliligi (%) Ateinzar
(1999) “a gore her bir primer {riinii i¢in
100-(100-a/n) formiiliinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Formiilde yer alan a her bir
ornek i¢in saptanan IRAP polimorfik
profillerini, n ise ilgili primerle negatif
kontrol grubunda elde edilen toplam DNA
bant miktarin1 ifade etmektedir. Orneklere
ait IRAP profillerinde gozlenen
polimorfizm negatif kontrol grubuna gore
olusan yeni bir band1 ya da olan bandin
kaybolmasmi kapsamistir. Bu bantlarin
degerlendirilmesinde Total Lab TLI120
kullanilmastir.

3. Sonuc¢

Gen anlattimint ve genomun boyutunu
etkileyerek Onemli epigenetik degisimlere

kullanilarak  belirlenmistir.  Kullanilan
3LTR-5, Sukkula, LTR 6150, 5LTR1,
Nikita E2647, LTR 6149-5 LTR
retrotranspozonlarinin hareketliligi
sebebiyle polimorfizmler tespit edilmistir. 6
IRAP primerinden 62 ila 1.298 baz ¢ifti (bg)
arasinda  degisen toplam 45  bant
olusmustur.

Kontrol ile karsilastirildiginda polimorfizm
orant % 15.38 ila % 53.84 araliginda
meydana geldigi goriilmiistiir. En yliksek
polimorfizm 0,5 ppm herbisit uygulanan
ornekte %353.84 olarak tespit edilmistir.
Toplam 14 polimorfik bant varligi veya
eksikliginin oldugu tespit edilmistir. Sekil
1. “de 3LTR-5 ve Sekil 2. “de LTR6150
IRAP primerlerinden elde edilen jel
goriintiileri verilmistir.
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P

Sire(Bp)
10000

Marker
(ontrol
0,1 PPM

0,2 PPM

03 PPM
0.4 PPM
0.5 PPM

Lt

0,5 PPM

Sekil 2. LTR6150 primerinden elde edilen bantlar.

Retrotranspozonlarin ~ bu  hareketliligi
genomik kararlilik sabitliginin oraninda
degisimlere  yol ac¢mistir. Genomik
kararlilik sabitliginin iizerine dozlarin ana
etkileri karsilastirildiginda uygulama dozu
artisina  bagli olarak azalma oldugu
goriilmiistiir. Polimorfizm tespit edilen 5

ornegin GTS degerleri % 84.62 ve % 46.16
araliginda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. IRAP analizi sonucu bugday
orneklerinde olusan bantlarin  dagilimu,
Genomik Kararlilik Sabitligi (GTS%) ve
polimorfizm oranlar1 Tablo 4. “de
gosterilmistir.
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Tablo 4. Polimorfizm orani ve GTS%

KONTROL | 1 ppm 2 ppm 3 ppm 4 ppm 5 ppm
LTR6150 4 1.033+ 1.033+ 1.035+ 1.032+ 1.033+
454+ 479+
102+ 94+
3LTR-5 5 692+ 144+ 729+
692+ 691+
NIKITA 4 343- 343- 343- 343- 592+
E2647
LTR 6149- |4 426+ 429+ 391+ 440+ 436+
5
278- 278- 334- 406+ 334-
2178- 278-
87+
S5LTR1 3 1.298+ 1.282+ 1.282+
526- 1.106+ 1.106+
526- 526-
SUKKULA | 6 1.123+ 1.123+ 1.123+
TOPLAM | 26 4 4 8 13 14
Polimorfizm % %15,38 %15,38 %30,76 %50,00 %53.84
GTS Degeri % %84,62 %84,62 %69,24 %050,00 %46,16

““+ <« Kontrol gurubuna goére ekstra bant olusumunu,

4. Tartisma

Tarimin baslica amaci ekolojik dengeleri
bozmadan, birim alandan olabildigince ¢ok
miktarda ve yiiksek kalitede iiriin elde
etmektir. Bu amact smirlayan en 6nemli
etmenlerden biri kusku yok ki hastalik,
zararli ve yabanci otlardir (Topal, 2011).
Yabanct otlardan  kaynaklanan iiriin
kaybinin yaklasik %32 oldugu ve bu kaybin
tim bitki koruma sorunlarindan

- ““ Kontrol gurubuna gore kaybolan bandi ifade etmektedir.

kaynaklanan zararm yaklasik yarisina
ulastig1 bildirilmektedir (Aydin ve Tursun,
2010). Diinyanin siirekli artan niifusunun
gida gereksinimini karsilamak icin {irlin
kayiplarim1  azaltmaya yonelik olarak
tarimda zararl otlar1 belli sinir degerlerinin
altinda tutmak i¢in herbisit kullanim1 kabul
edilebilir bir yaklasim olmustur. Ancak
herbisitlerin siirekli ve yiiksek dozlarda
kullanilmast  ¢evre kirliligine  neden
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olmakta, bitkilerde strese neden
olmaktadirlar (Bhadoria, 2011).

Farkli streslerin bircok bitki
retrotranspozonunu etkiledigi
bilinmektedir. Okaryotik organizmalarda
genomun Onemli bir bolimiinii olusturan
retrotranspozonlar ¢ogunlukla sessiz olup,
stres kosullarinda etkin hale gegerler (Jurka
vd., 2007). Cesitli biyotik ve abiyotik
streslerin cesitli transkripsiyonel aktif LTR
retrotranspozonlarinin anlatimini
arttirdigina dair bir¢ok calisma
bulunmaktadir  (Hirochika vd., 1995;
Grandbastien et al., 2005; Salazar vd., 2007,
Yildirnm Dogan ve Bulut, 2017).Bu
calisgmada, IRAP teknigi ile 2.,4-D
Isooctylester in bugday tohumlari {izerine
genotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir.  Analizlerde  kullanilan
LTR6150, 3LTR-5, NIKITA E2647, LTR
6149-5, 5LTR1, SUKKULA primerlerinde
retrotranspozonlarin hareketliligi sebebiyle
polimorfizmler elde edilmistir. Kullanilan
2,4-D Isooctylester herbisitinin en yiiksek
dozunda polimorfizm degerlerinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Uygulanan herbisit
sebebiyle  hareketlilik  diizeyr  artan
retrotranspozonlardan bugdayin (GTS) “ini
olumsuz yonde etkiledigi anlagilmistir.
Retrotranspozonlarin hareketliliginden
kaynakli  olarak  primer  baglanma
noktalarinda ve genom  profilindeki
meydana gelen degisimler yeni bantlarin
olusumuna veya var olan bantin yok
olmasina yol acabilmektedir. Bu sebeple
herbisit stresine maruz kalan Ornekler ile
kontrol gurubu 6rnekleri karsilastirildiginda
polimorfizmler elde edilmistir.

Herbisitlerin  bitkilerde toksik etkilere
neden oldugu oOnceki ¢aligmalarda
belirtilmistir. Cenkci vd.(2010) yaptig1
calismada fasiilye (Phaseolus vulgaris)
bitkisine uyguladig: farkli dozlarda (2,4-D)
and ( Dicamba ) kaynakli olarak genetik
farkliliklarin ortaya ciktigini tespit etmistir.

Yilmaz vd.(2018) herbisitlerin pring (Oryza
sativa) iizerindeki Retrotranspozon
aktivitelerini, IRAP  markdr teknigi
kullanilarak arastirdigt calismada
Bentazone ve MCPA herbisit
uygulamasinin, artan konsantrasyon ile
piringte  retrotranspozon  aktivitelerini
artirabilecegini  gostermistir.  Taspinar
vd.(2016), farkli  konsantrasyonlarda
deltametrine  maruz  kalan Phaseolus
vulgaris fidelerinde CRED-RA teknigi
kullanarak DNA metilasyon degisimini ve
DNA  hasar diizeyini incemislerdir.
Deltametrinin RAPD profil
degisikliklerinde (DNA hasar1) artisa ve
Genomik Sablon Stabilitesinde (GTS)
azalmaya neden oldugunu sonucuna
varmislardir. Literatiir sonugclari
incelendiginde calismamizdan elde
ettigimiz  sonuglarla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak g¢aligmamizda
2,4-D Isooctylester herbisitinin tahillarda
meydana  getirdigi  stres  sebebiyle
retrotanspozon  hareketliligine  neden
oldugu IRAP analizlerinde tespit edilmis
olup stres faktorlerinin retrotranspozon
hareketliligine etkisinin incelenmesinde
IRAP yonteminin kullanilabilecegi
anlasilmigtir
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