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Öz 

Bu çalışmanın amacı, herbisitlerin retrotranspozon aktiviteleri üzerindeki etkilerini IRAP (Retrotranspozon-

arası çoğaltılmış polimorfizm) tekniği kullanarak araştırmaktı. Bu amaçla buğday tohumlarına çimlenme 

aşamasında artan dozlarda (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 ppm) 2,4-D Isooctylester uygulanmıştır. IRAP analizleri 

için altı primer kullanılmıştır. Çalışma sonucunda, 2,4-D Isooctylester uygulamasında retrotranspozon 

polimorfizminin yüksek olduğu (%15.38 - %53.84) gözlemlenmiştir. Doz artışına bağlı olarak DNA hasarı 

sonucu GTS (Genomik Kararlılık Sabitliği) oranının (%84.62 ve %46.16) azaldığı görülmüştür. Sonuçlar bize 

stres faktörlerinin retrotranspozon hareketliliğine etkisinin incelenmesinde IRAP yönteminin etkin bir şekilde 

kullanılabileceğini göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: Herbisit, Retrotranspozon-arası çoğaltılmış 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. Giriş 

Dünya nüfusu hızla artmakta olup 2050 yılına 

kadar 10 milyar olması beklenmektedir (FAO, 

2017). Dünya nüfusundaki artışa paralel 

olarak şehirleşmenin artması, su 

kaynaklarının azalması, erozyon gibi etkenler 

daha az alandan daha fazla ürün yetiştirilmesi 

zorunluğuna neden olmaktadır. Ülkemizde 

son on yılda ekim yapılan tarım alanı 

büyüklüğü 39.504 bin hektardan 38.002 bin 

hektara gerilemiştir (TÜİK, 2017). Küresel 

nüfusun talebini karşılamak için tarımsal 

üretimde sürdürülebilir ve bilimsel 

yaklaşımlar gereklidir (Singh vd., 2017). 

İstenilen gıda üretimine yönelik olarak, dünya 

çapında en önemli ve etkili yaklaşımlardan 

biri yıllık gıda üretiminin %50 “den fazlasının 

ortadan kalkmasına neden olan zararlılarla 

https://orcid.org/0000-0002-2011-1117
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mücadeledir (FAO, 2016). Tarımsal 

üretkenliği arttırmak için pestisitler, bitki 

koruma maddeleri olarak önemli araçlardır 

(Wu vd., 2017). Kimyasal pestisitler, 

zararlıları ve çeşitli bitki kaynaklı hastalıkları 

kontrol ederek tarımsal verimi arttırmak için 

önemli ve potansiyel bir rol oynamaktadır 

(Rastogi vd., 2017; Moreno-González vd., 

2017; Malarkodi vd., 2017; Cheng vd., 2017). 

Türkiye “de 2016 yılında toplam tarım ilacı 

kullanım miktarı, 2015 yılına göre %28,2 

artarak 50.054 ton “ a yükselmiştir. Kullanılan 

pestisit miktarı incelendiğinde ülkemizde 

herbisit (yabancı ot öldürücü) kullanımının 

%20 gibi yüksek bir oranda olduğu 

görülmektedir (ÇŞB, 2018). Bitkisel üretim 

ve verimi arttırmak için istenmeyen bitkilere 

karşı kullanılan herbisitler organizmalar, 

toprak ve hava için birer kirleticidir (EFSA 

2015). 2,4-D Türkiye “de kullanımı yaygın bir 

herbisittir (Hansoy 2010). 2,4-D, bir tür 

fenoksi asit herbisiti olup bunun tuzları ile 

esterleri, verimli, yüksek oranda seçici 

herbisitlerdir (Gehring vd.,1990). Orta 

derecede kararlı kimyasallardır ve yarı 

ömürleri 20 ila 200 gün arasında değişir. 

Uygulandıkları ürünlerin gelişiminde 

yavaşlamaya neden olurlar (Donald vd., 

1999). Ayrıca 2,4-D nin konsantrasyonuna 

bağlı bir şekilde mutajenik ve genotoksik 

etkiye sahip olduğu bazı çalışmalarda ifade 

edilmiştir (Pavlica vd., 1991; Enan 2009). 

Herbisitlerin canlılar üzerinde toksik etki 

yaptığı bilinmektedir. Bu sebeple son yıllarda 

herbisitlerin oluşturduğu etkiler ve bu etkilere 

karşı hücrelerin verdiği cevaplar üzerine 

yoğun olarak çalışmalar yapılmaktadır (Giray 

2007). Herbisitlerin veya çeşitli kimyasalların 

neden olduğu mutajenik etkiler genellikle 

sitogenetik olarak test edilir. Diğer taraftan, 

DNA düzeyindeki bazı etkiler sitogenetik 

testlerle saptanamamıştır (Khanna vd., 2013). 

Amplifiye edilmiş parça uzunluk 

polimorfizmi (AFLP), rastgele çoğaltılmış 

polimorfik DNA (RAPD) ve basit sekans 

tekrarı (ISSR) gibi moleküler belirteçler, 

DNA seviyesinde genotoksik ve mutajenik 

etkileri saptamak için yaygın olarak 

kullanılmıştır (Piraino vd., 2006; Sobieh vd., 

2016). Ancak, Retrotranspozon-arası 

çoğaltılmış polimorfizm (IRAP) markör 

tekniği Bu markörler ile karşılaştırıldığında 

bazı avantajları vardır. IRAP, genomdaki 

büyük değişiklikleri RFLP AFLP ve ISSR 

gibi diğer işaretleyicilere göre daha uygun 

hale getirmektedir. Ayrıca, RAPD “ den farklı 

olarak, IRAP tekrarlanabilir, daha ucuz ve 

AFLP “ den daha kolay uygulanabilir bir 

tekniktir (Schulman vd., 2012; Yüzbaşıoğlu 

vd., 2016) 

Retrotranspozonların çoğu ökaryotik 

organizmanın başlıca genomik bileşenleridir. 

Ortaya çıkan veriler, ökaryotik genomların 

önemli bir kısmının transposable 

elementlerden oluştuğunu göstermektedir. 

(Jurka vd., 2007). Örneğin, bitkilerde 

Arabidopsis thaliana “daki nükleer DNA 

“nın% 15 “ini, bazı çim genomlarının% 50-80 

“ini ve bazı Liliaceae “de% 90 “dan fazlasını 

oluştururlar (Feschotte vd., 2002; Sabot ve 

Schulman, 2006). İnsanda ise insan 

genomunun neredeyse yarısını (%42) temsil 

ederler (IHGSC, 2001). 

 “Kes-yapıştır” mekanizmasıyla 

retrotranspozonlar; RNA ara aşaması ile bir 

genomda, farklı yerlere girerek mutasyonlara 

yol açabilmektedirler (Schulman ve Kalendar, 

2005). Bu hareketli elemanlar çevre 

koşullarından kolayca etkilenebilirler 

(Alzohairy vd., 2013, 2012) ve savunma 

mekanizmalarında önemli rollere sahiptirler 

(Alzohairy vd., 2014).  

Bu çalışmada, Triticum aestivum L da 2,4-D 

isooctylester uygulamalarına bağlı olarak 

meydana gelen retrotranspozon 

polimorfizminin boyutunu ve bu 

hareketliliğin neden olduğu genetik ve 

epigenetik değişiklikleri tespit etmek 

amaçlanmıştır. 
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2. Materyal ve Metot 

2.1. Tohumların sterilizasyonu ve ekimi 

Triticum aestivum L. tohumlarının %5 “lik 

NaOCl  “de 10 dakika muamele edilerek 

sterilizasyonları sağlanmış ve daha sonra saf 

su ile durulanıp kurutulmuştur. Yıkanan 

tohumlar steril kurutma kağıdına konulduktan 

sonra petrilere ekilmiştir. Üzerlerine artan 

dozlarda (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 ppm) 2,4-

D Isooctylester eklenmiş, kontrol grubu ile 

birlikte petriler 25°C “de karanlık ortamda 

çimlenmeye bırakılmıştır.  

2.2. IRAP 

2.2.1. IRAP-PCR protokolü  

Shagai-Maroof ve arkadaşlarının (1984) 

protokolünde küçük değişiklikler yapılarak 

buğday örneklerinden genomik DNA “nın 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Çalışmada 6 

IRAP primeri (Metabion İnternational AG 

Lena-Christ-Strasse 44/I D82152 Martinsried, 

Deutschland) kullanılmıştır. Primerlerin Baz 

Dizilimi, adı ve erime dereceleri Tablo1. de 

gösterilmiştir.

Tablo 1. IRAP-PCR analizi için kullanılan primer dizileri ve (Tm) sıcaklıkları 

Primerin  Adı Baz Dizilimi 5 “3 “ TM(oC) 

SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63,3 

3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64,6 

LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 64,4 

5LTR1 E2647- TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58,4  

NIKITA ACCCCTCTAGGCGACATCC 58,7 

LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65,9 

 

 

Retrotranspozon hareketliliğinin 

değerlendirilmesi amacıyla yapılan IRAP-

PCR işlemi için gerekli olan bileşenler ve 

miktarları Tablo 2.  “da verilen değerlerde 

hazırlanmıştır. Bu master karışımları 6 

primer için de oluşturulmuştur. 

Tablo 2. IRAP-PCR analizi için master karışımı  

Bileşen Miktar (µl) 

10 x PCR tamponu  0.5  

dNTP karışımı (10 mM) 2 

Magnezyum klorür (25 mM) 1.25  

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

IRAP primer (5 mM) 1  

Ultra saf su 13.25  

50 ng/μl Kalıp DNA 1  

Toplam Hacim 20  
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Tablo 2 “de verilen standart değerlere göre 

her bir örnekten izole edilen genomik DNA 

ve Çizelge Tablo 1 “de verilen IRAP 

primerleri ile her bir örnek için ayrı PCR 

tüpü hazırlanmıştır. Bu işlemlerin ardından 

örnekler primerlerin bağlanma sıcaklarına 

göre Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazında 

Tablo 3. “ de verilen protokol 

uygulanmıştır. Bu işlemler her dozda 5 

farklı buğday örneğinde ayrı ayrı 

uygulanmıştır.  

 

Tablo 3.  IRAP-PCR protokolü 

Döngünün  adı Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 

Denatürasyon 

(Başlangıç)  

95 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 2 

Primer Bağlanması * oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Denatürasyon 95 oC 30 sn. 41 

Primer Bağlanması 35 oC 1 dk. 1 

Uzama 72 oC 2 dk. 1 

Son Uzama 72 oC 5 dk. 1 

Bekleme 4 oC ∞ 1 
       *ilgili IRAP primerinin bağlanma sıcaklığı 

2.2.2. IRAP Analizleri ve genomik 

kararlılık sabitliğinin (%GTS) 

Hesaplanması 

Genomik kalıp sabitliliği (%) Ateinzar 

(1999) “a göre her bir primer ürünü için 

100-(100-a/n) formülünden yararlanılarak 

hesaplanmıştır. Formülde yer alan a her bir 

örnek için saptanan IRAP polimorfik 

profillerini, n ise ilgili primerle negatif 

kontrol grubunda elde edilen toplam DNA 

bant miktarını ifade etmektedir. Örneklere 

ait IRAP profillerinde gözlenen 

polimorfizm negatif kontrol grubuna göre 

oluşan yeni bir bandı ya da olan bandın 

kaybolmasını kapsamıştır. Bu bantların 

değerlendirilmesinde Total Lab TL120 

kullanılmıştır. 

3. Sonuç 

Gen anlatımını ve genomun boyutunu 

etkileyerek önemli epigenetik değişimlere 

sebep olan retrotranspozonlara 2,4-D 

Isooctylester herbisitinin neden olduğu stres 

düzeyi buğday örneklerinde IRAP yöntemi 

kullanılarak belirlenmiştir. Kullanılan 

3LTR-5, Sukkula, LTR 6150, 5LTR1, 

Nikita E2647, LTR 6149-5 LTR 

retrotranspozonlarının hareketliliği 

sebebiyle polimorfizmler tespit edilmiştir. 6 

IRAP primerinden 62 ila 1.298 baz çifti (bç) 

arasında değişen toplam 45 bant 

oluşmuştur.  

Kontrol ile karşılaştırıldığında polimorfizm 

oranı % 15.38 ila % 53.84 aralığında 

meydana geldiği görülmüştür. En yüksek 

polimorfizm 0,5 ppm herbisit uygulanan 

örnekte %53.84 olarak tespit edilmiştir. 

Toplam 14 polimorfik bant varlığı veya 

eksikliğinin olduğu tespit edilmiştir. Şekil 

1. “de 3LTR-5 ve Şekil 2. “de LTR6150 

IRAP primerlerinden elde edilen jel 

görüntüleri verilmiştir. 
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Şekil 1. 3LTR5 primerinden elde edilen bantlar. 

 

Şekil 2. LTR6150 primerinden elde edilen bantlar. 

 

Retrotranspozonların bu hareketliliği 

genomik kararlılık sabitliğinin oranında 

değişimlere yol açmıştır. Genomik 

kararlılık sabitliğinin üzerine dozların ana 

etkileri karşılaştırıldığında uygulama dozu 

artışına bağlı olarak azalma olduğu 

görülmüştür. Polimorfizm tespit edilen 5 

örneğin GTS değerleri % 84.62 ve % 46.16 

aralığında değişkenlik gösterdiği tespit 

edilmiştir. IRAP analizi sonucu buğday 

örneklerinde oluşan bantların dağılımı, 

Genomik Kararlılık Sabitliği (GTS%) ve 

polimorfizm oranları Tablo 4. “de 

gösterilmiştir. 
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 “ “+ “ “ Kontrol gurubuna göre ekstra bant oluşumunu,  “ “- “ “  Kontrol gurubuna göre kaybolan bandı ifade etmektedir. 

 

4. Tartışma 

Tarımın başlıca amacı ekolojik dengeleri 

bozmadan, birim alandan olabildiğince çok 

miktarda ve yüksek kalitede ürün elde 

etmektir. Bu amacı sınırlayan en önemli 

etmenlerden biri kuşku yok ki hastalık, 

zararlı ve yabancı otlardır (Topal, 2011). 

Yabancı otlardan kaynaklanan ürün 

kaybının yaklaşık %32 olduğu ve bu kaybın 

tüm bitki koruma sorunlarından 

kaynaklanan zararın yaklaşık yarısına 

ulaştığı bildirilmektedir (Aydın ve Tursun, 

2010). Dünyanın sürekli artan nüfusunun 

gıda gereksinimini karşılamak için ürün 

kayıplarını azaltmaya yönelik olarak 

tarımda zararlı otları belli sınır değerlerinin 

altında tutmak için herbisit kullanımı kabul 

edilebilir bir yaklaşım olmuştur. Ancak 

herbisitlerin sürekli ve yüksek dozlarda 

kullanılması çevre kirliliğine neden 

Tablo 4. Polimorfizm oranı 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+ 744+ 729+ 

     692+ 691+ 

NIKITA 

E2647 

4 343- 343- 343- 343- 592+ 

LTR 6149-

5 

4 426+ 429+ 391+ 440+ 436+ 

  278- 278- 334- 406+ 334- 

     278- 278- 

      87+ 

5LTR1 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 Değeri % %84,62 %84,62 %69,24 %50,00 %46,16 
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olmakta, bitkilerde strese neden 

olmaktadırlar (Bhadoria, 2011). 

Farklı streslerin birçok bitki 

retrotranspozonunu etkilediği 

bilinmektedir. Ökaryotik organizmalarda 

genomun önemli bir bölümünü oluşturan 

retrotranspozonlar çoğunlukla sessiz olup, 

stres koşullarında etkin hale geçerler (Jurka 

vd., 2007). Çeşitli biyotik ve abiyotik 

streslerin çeşitli transkripsiyonel aktif LTR 

retrotranspozonlarının anlatımını 

arttırdığına dair birçok çalışma 

bulunmaktadır (Hirochika vd., 1995; 

Grandbastien et al., 2005; Salazar vd., 2007; 

Yıldırım Doğan ve Bulut, 2017).Bu 

çalışmada, IRAP tekniği ile 2,4-D 

Isooctylester in buğday tohumları üzerine 

genotoksik etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Analizlerde kullanılan 

LTR6150, 3LTR-5, NIKITA E2647, LTR 

6149-5, 5LTR1, SUKKULA primerlerinde 

retrotranspozonların hareketliliği sebebiyle 

polimorfizmler elde edilmiştir. Kullanılan 

2,4-D Isooctylester herbisitinin en yüksek 

dozunda polimorfizm değerlerinin yüksek 

olduğu görülmüştür. Uygulanan herbisit 

sebebiyle hareketlilik düzeyi artan 

retrotranspozonlardan buğdayın (GTS) “ini 

olumsuz yönde etkilediği anlaşılmıştır. 

Retrotranspozonların hareketliliğinden 

kaynaklı olarak primer bağlanma 

noktalarında ve genom profilindeki 

meydana gelen değişimler yeni bantların 

oluşumuna veya var olan bantın yok 

olmasına yol açabilmektedir. Bu sebeple 

herbisit stresine maruz kalan örnekler ile 

kontrol gurubu örnekleri karşılaştırıldığında 

polimorfizmler elde edilmiştir. 

Herbisitlerin bitkilerde toksik etkilere 

neden olduğu önceki çalışmalarda 

belirtilmiştir. Cenkci vd.(2010) yaptığı 

çalışmada fasülye (Phaseolus vulgaris) 

bitkisine uyguladığı farklı dozlarda (2,4-D) 

and ( Dicamba ) kaynaklı olarak genetik 

farklılıkların ortaya çıktığını tespit etmiştir. 

Yilmaz vd.(2018) herbisitlerin prinç (Oryza 

sativa) üzerindeki Retrotranspozon 

aktivitelerini, IRAP markör tekniği 

kullanılarak araştırdığı çalışmada 

Bentazone ve MCPA herbisit 

uygulamasının, artan konsantrasyon ile 

pirinçte retrotranspozon aktivitelerini 

artırabileceğini göstermiştir. Taspinar 

vd.(2016), farklı konsantrasyonlarda 

deltametrine maruz kalan Phaseolus 

vulgaris fidelerinde CRED-RA tekniği 

kullanarak DNA metilasyon değişimini ve 

DNA hasar düzeyini incemişlerdir. 

Deltametrinin RAPD profil 

değişikliklerinde (DNA hasarı) artışa ve 

Genomik Şablon Stabilitesinde (GTS) 

azalmaya neden olduğunu sonucuna 

varmışlardır. Literatür sonuçları 

incelendiğinde çalışmamızdan elde 

ettiğimiz sonuçlarla uyumlu olduğu 

görülmüştür. Sonuç olarak çalışmamızda 

2,4-D Isooctylester herbisitinin tahıllarda 

meydana getirdiği stres sebebiyle 

retrotanspozon hareketliliğine neden 

olduğu IRAP analizlerinde tespit edilmiş 

olup stres faktörlerinin retrotranspozon 

hareketliliğine etkisinin incelenmesinde 

IRAP yönteminin kullanılabileceği 

anlaşılmıştır 
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