EKMEKLIK BUGDAY (TRITICUM AESTIVUM L.)
BITKiSINDE KADMiYUM STRESINE CEVAPTA
ETKIiLi OLAN BAZI GENLERIN iFADE
SEVIYELERININ VE DNA METIiLASYON
ORANLARININ BELIRLENMESI

Ilknur COLAK

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah
Dr. Ogr. Uyesi Gokce KARADAYI
(Her hakk: saklidir.)



T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BIYOLOJI VE GENETIK ANA BILIM DALI

EKMEKLIK BUGDAY (TRITICUM AESTIVUM L.) BITKiSINDE KADMiYUM
STRESINE CEVAPTA ETKIiLi OLAN BAZI GENLERIN iFADE SEVIiYELERININ
VE DNA METILASYON ORANLARININ BELIRLENMESI

(Determination of Expression Levels and DNA Methylation Rates of Some Genes Affecting
Cadmium Stress Responses in Triticum aestivum)

YUKSEK LISANS TEZI

flknur COLAK

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Gok¢e KARADAYI

Erzurum
Temmuz, 2021



KABUL VE ONAY TUTANAGI

Ilknur COLAK tarafindan hazirlanan “Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
Bitkisinde Kadmiyum Stresine Cevapta Etkili olan Bazi Genlerin Ifade Seviyelerinin ve DNA
Metilasyon Oranlarmin Belirlenmesi” baslikli ¢alismasi 26 / 07 / 2021 tarihinde yapilan tez
savunma sinavi sonucunda basarili bulunarak jiirimiz tarafindan Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Ana Bilim Dali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bilim Dalinda yiiksek lisans tezi
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Baskani:  Prof. Dr. Orhan ERDOGAN Asli Islak Imzalidir
Atatiirk Universitesi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Gokge KARADAYI Asli Islak imzalidir
Atatiirk Universitesi
Jiiri Uyesi: Dr. Ogr. Uyesi Filiz AYGUN ERTURK

Bayburt Universitesi .. AS l : IslakImzahdlr

Enstitii Yonetim Kurulunun
..../..J....tarth ve ...... sayili
karari.

Bu tezin Atatiirk Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi’nin ilgili

maddelerinde belirtilen sartlar1 yerine getirdigini onaylarim.

Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN
Enstiti Miidiiri
Asli Islak Imzalidir

Bu ¢alisma BAP projeleri kapsaminda desteklenmistir.
Proje No: 8329

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildiri, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak olarak kullanimu,
5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



ETIiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Yiiksek Lisans Tezi olarak Dr. Ogr. Uyesi Gokce KARADAYI danismanliginda
sunulan “Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) Bitkisinde Kadmiyum Stresine Cevapta
Etkili olan Bazi Genlerin Ifade Seviyelerinin ve DNA Metilasyon Oranlarinin Belirlenmesi”
baslikli calismanin tarafimizdan bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan
eserlerin kaynakcada gosterildigini, Fen Bilimleri Enstitlisii tarafindan belirlenmis olan

Turnitin Program1 benzerlik oranlarinin asilmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan

ederiz.
Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum
Oran (%)
Giris 7 30
Kuramsal Temeller 24 30
Materyal ve YoOntem 20 35
Bulgular 1 20
Tartisma 13 20
Tezin Geneli 14 25

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bashk, Kaynakga, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler
kistmlar: tarama dist birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmin %5’den biiyiik olmamas: gerekir.

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklari

kabul ve beyan ederiz.

Tez Yazari (Ogrenci) Tez Danismam

[lknur COLAK Dr. Ogr. Uyesi Gokge KARADAYI
26.7.2021 26.7.2021

Imza: Aql; Tslak imzalidir Imza: A Telak imzalidir

* Tez ile ilgili YOKTEZ’de yayinlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alan1 doldurunuz.

L] Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii
Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarthve ............. sayili karari ile teze erisim 2 (iki) yil siireyle engellenmistir.

Enstitli Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karar ile teze erisim 6 (alt1) ay
stireyle engellenmistir.



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum bu ¢alisma BAP tarafindan, Lisansiisti Tez
Projesi kapsaminda 8329 numarali proje olarak desteklenmistir. Bu nedenle {iniversitemizin

BAP kurumuna tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek Lisans egitimim ve tez caligmalarim siiresince, bilgisi, deneyimi ve yakin
ilgisi ile bana her zaman destek olan damisman hocam Saymn Dr. Ogr. Uyesi Gokee
KARADAYT’ya, yiiksek lisans egitimim boyunca tesvik ve desteklerini esirgemeyen Sayin
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KARADAYI'ya, tez galismalarimi gergeklestirdigim Molekiiler
Biyoloji Laboratuarinin Saym hocalarim Prof. Dr. Giileray AGAR’a ve Prof. Dr. Medine
GULLUCE ye yapmus olduklar destek ve katkilardan dolay: en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez yazim siirecinde ilgisini ve destegini gordiiglim Sayin Uzman Biyolog Selma
SEZEN’e yine bu siirecte teknik desteklerini benden esirgemeyen sevgili dayim Osman

KUCUK e ve sevgili amcam Ramazan COLAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Her konuda oldugu gibi bu siiregte de sabir ve ozveri ile hep yanimda olan, maddi
manevi yardim ve desteklerini asla esirgemeyen degerli anneme, babama ve kardeslerime

goniilden sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ilknur COLAK



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

EKMEKLIK BUGDAY (TRITICUM AESTIVUM L.) BITKiSINDE KADMiYUM
STRESINE CEVAPTA ETKIiLi OLAN BAZI GENLERIN iFADE SEVIiYELERININ
VE DNA METILASYON ORANLARININ BELIRLENMESI

Ilknur COLAK
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Gokce KARADAYI

Amac: Son yillarda kullanilan kimyasal giibreler, yanlis sulama teknikleri, degisen iklim
kosullar1 gibi faktorler kadmiyum (Cd) agir metalinin topraktaki birikimini artirmaktadir.
Calismamizda 6nemli bir tarim {iriinii olan ekmeklik bugdaya (Triticum aestivum L.) farkli
konsantrasyonlarda uygulanan Cd stresi sonrasinda bitkide stres ile iligkili olan genlerin
ekspresyon seviyelerinin ve Real-Time PCR temelli kantitatif DNA metilasyon analizi
(qAMP) ile ilk kez metilasyon seviyelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: 0, 100, 250, 500 uM dozlarinda Cd stresine maruz birakilan bugday bitkisinin
gelistirilmesi saglanmig ve bu bitkilerden DNA ve RNA izolasyonlari gergeklestirilmistir.
Elde edilen RNA oOrneklerinden ¢cDNA sentezi yapilmis ve segilen gen bolgelerine 6zgii
primerler tasarlanarak iiretilen cDNA’lar ile gen ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir.
DNA metilasyon oranlar1 restriksiyon enzim temelli Real-Time PCR temelli kantitatif DNA
metilasyon analizi teknigi uygulanarak belirlenmistir ve elde edilen sonuglar ile gen
ekspresyon analizleri karsilastiriimistir.

Bulgular: 0, 100, 250, 500 uM dozlarinda uygulanan CdCl: stresi altinda, UGT-3, LTP-4 ve
PIP-1 genlerinin gen ekspresyon seviyeleri ve DNA metilasyon ylizdeleri belirlenmistir.
UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 geninde metilasyon yiizdesi hem govdede hem de kokte en yiiksek
250 uM konsantrasyonda belirlenmistir. UGT-3 geninde ekspresyon seviyesi govdede 250
uM konsantrasyonda en yiiksek oranit veritken, LTP-4 geninde kokte 250 uM
konsantrasyonda asir1 ekspresyon gergeklesmistir.

Sonu¢: UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin metilasyon oranlarindaki degisimler bitkilerde
kullanimi yeni bir teknik olan gAMP ile ilk kez arastirilmistir. Genlerin ekspresyon seviyeleri
ile metilasyon durumlar1 arasinda anlamli bir iligki gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum stresi, DNA Metilasyonu, gAMP, Gen Ekspresyonu.
Temmuz 2021, 85 Sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS AND DNA METHYLATION RATES
OF SOME GENES AFFECTING CADMIUM STRESS RESPONSES IN TRITICUM
AESTIVUM

llknur COLAK
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gokce KARADAY I

Purpose: Factors such as chemical fertilizers used in recent years, incorrect irrigation
techniques, changing climatic conditions increase the accumulation of cadmium (Cd) heavy
metal in the soil. In study, it was aimed to determine the expression levels of stress-related
genes in the plant and the methylation levels for the first time by Real-Time PCR-based
guantitative DNA methylation analysis (qAMP) after Cd stress applied at different
concentrations to bread wheat (Triticum aestivum L.), which is an important agricultural
product.

Method: The development of wheat plants exposed to Cd stress at doses of 0,100, 250, 500
uM was achieved and DNA and RNA isolations were performed from these plants. cDNA
synthesis was made from the obtained RNA samples and gene expression analyzes were
performed with the cDNAs produced by designing primers specific to the selected gene
regions. DNA methylation rates were determined by applying the restriction enzyme-based
gAMP technique and the obtained results were compared with gene expression analysis.

Findings: Gene expression levels and DNA methylation percentages of UGT-3, LTP-4 and
PIP-1 genes were determined under CdCl; stress applied at doses of 0.100, 250, 500 uM. The
percentage of methylation in the UGT-3, LTP-4 and PIP-1 genes was determined at the
highest concentration of 250 uM in both the stem and root. The expression level of the UGT-
3 gene gave the highest rate at 250 uM concentration in the stem, while the overexpression of
the LTP-4 gene was observed at 250 uM concentration in the root.

Results: Changes in methylation rates of UGT-3, LTP-4 and PIP-1 genes were investigated
for the first time with gAMP, a new technique used in plants. A significant correlation was
observed between the expression levels of genes and their methylation status.

Keywords: Cadmium stress, DNA Methylation, gAMP, Gene Expression.
July 2021, 85 pages
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GIRIS

Bitkiler dogada aktif olarak hareket edemeyen organizmalardir. Bu durum onlart
yasamlar1 boyunca abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi savunmasiz hale getirmektedir.
UV 1181, kizilotesi 151k, yiiksek radyasyon, asiri tuzluluk, kuraklik, sel, ani sicaklik diistisleri,
besin yetersizlikleri, hava ve toprak kaynakli kontaminantlar bitkilerin maruz kaldig1 abiyotik
stres faktorleri arasinda gosterilmektedir. Ayrica bocek istilasi, bakteriyel ve fungal
patojenlere maruziyet, sekonder metabolitler de bitkilerin sik karsilastiklar1 biyotik stres
faktorleridir. Stres faktorleri, i¢ dengelerini koruma egiliminde olan bitkilerde morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere yol agmaktadir (Bajguz and Hayat, 2009).
Morfolojik degisimlere; bitki kokiiniin uzamasi, stomalarin korunmasi amaci ile yapraklarin
kivrilmast veya yuvarlanmasi, epidermis iizerindeki kutikula tabakasinin kalinliginin
degismesi Ve yapraklarin kaybedilmesi ornektir. Fizyolojik ve biyokimyasal degisimlere ise;
stomalarin agilip-kapanmasinin diizenlenmesi, fotosentez seviyesinin diizenlenmesi, hiicre
zarinin gecirgenliginin degismesi, fitohormon seviyelerinin diizenlenmesi, makromolekiiller
ile potasyum (K*), sodyum (Na") gibi iyonlarin homeostasisi, ozmolitler (sekerler, polioller,
prolin gibi aminoasitler), 1s1 sok proteinleri (Heatshock) ve ge¢ embriyogenez bagimli (LEA)
proteinler gibi farkli koruyucu molekiillerin sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu
ve detoksifikasyonu ornektir (Per et al., 2017; Zhu et al., 2018; Bhattacharya, 2019;
Takahashi and Shinozaki, 2019; Gong et al., 2020). Bu degisimler beraberinde oksidatif ve
genotoksik stresleri de indiiklemekte ve deoksiriboniikleik asit (DNA) ¢ift sarmalinda gesitli
mutasyonlarin olusmasina neden olmaktadir. DNA'daki onarillamayan mutasyonlar genomun
isleyisinde diizensizliklere yol agarken bitki yasami iizerinde ise hem genel hem de spesifik
olumsuzluklara hatta bitkinin O6liimiine neden olmaktadir (Dutta et al., 2018). Bitkiler
yasamlarinin bir donemini veya yagamlarinin tamamini bu stres faktorleriyle gegirmektedirler.
Son yillarda normal seviyelerin {izerinde artis gosteren agir metaller bitkilerin karsilastiklart

abiyotik stres faktorlerinin basinda gelmektedir.

Agir metaller, dogal olarak olusan ve yer kabugu boyunca bulunan, suyla
karsilagtirildiginda nispeten yiiksek bir yogunluga sahip metalik elementlerdir. Cevresel
parametrelerdeki eser miktarlarda varliklarindan dolay1 iz elementler olarak diisiiniilmektedir
(Tchounwou et al., 2012). Agir metaller organik maddelerden farkli olarak stabilitelerini
korumakta ve biyolojik aktivitelere karsi dayanaklilik gostermektedirler (Karimi and
Mohsenzadeh, 2017). Ayrica, bitkilerde ve hayvanlarda esansiyel olan agir metaller

biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda da kullanilmaktadir. Kobalt (Co), bakir (Cu), krom



(Cr), demir (Fe), magnezyum (Mg), manganez (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), selenyum
(Se), ¢inko (Zn) gibi metaller cesitli biyomedikal ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olan
esansiyellerdir (WHO 1996). Bu esansiyel metaller bazi ana enzimlerin 6nemli bilesenleridir
ve oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinde temel rol almaktadirlar. Ornegin Cu; katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), sitokrom c¢ oksidaz (CCOD),
ferroksidaz, monoamin oksidaz ve dopamin B monoksidaz gibi oksidatif stres enzimleri i¢in
gerekli kofaktor olarak gorev alir. Agir metallerin canlilar i¢in hayati rolleri olmasina ragmen
yiiksek toksisiteleri, kolay dagilimlari, ekosistemdeki siireklilikleri ve biyoakiimiilasyonlar1
nedeniyle son yillarda dogada normal degerlerin iizerinde birikimleri ekolojik kaygilarin

artmasina sebep olmaktadir (Tchounwou et al., 2012).

Agir metallerin dogada birikimi, sanayi devriminin baglamasindan bu yana kiiresel bir
tehdit olarak tanimlanmustir (Wu et al., 2016). Agir metal kontaminasyonuna madencilik ve
dokiim islemleri, endiistriyel liretim ve tiikketim, metallerin ve metal igeren bilesiklerin evsel
ve tarimsal kullanimi gibi antropojenik faaliyetler 6nciiliikk etmektedir. Ayn1 zamanda metal
korozyonu, atmosferik birikim, toprak erozyonu ve agir metal yikanmasi, su kaynaklarindan
toprak ve yeralt1 sularina gecen metallerin de birikime neden oldugu bilinmektedir. Asinma ve
volkanik patlamalar gibi dogal fenomenler de agir metal kontaminasyonuna 6nemli 6lgiide
katkida bulunmaktadir (Tchounwou et al., 2012).

Dogu Kazakistan bolgesinde yapilan bir ¢alismada yabani bitki ortiisiinde 6 aileden 18
tiir olmak tizere toplam 100 bitki 6rneginde Cu, Zn, Mn, Co, kursun (Pb), Cd agir metallerinin
birikimi ve dagilimi incelenmistir. Caligma bolgesindeki yabani bitki ortiisiinde Co’dan ¢ok
daha fazla miktarda Pb igerigine rastlanmistir. Agir metallerdeki maksimum degisim %72’lik
oranla Cd ve %62’lik oranla Mn’de goézlenirken, minimum degisim Zn’da %?25’lik oranla
gozlenmektedir. Elde edilen verilere gore Cu, Mn, Co ve Pb bitkiler tarafindan ortalama
emilim seviyesine sahipken, Zn ve Cd bitkiler tarafindan yiiksek emilim seviyesine sahip
oldugu gosterilmektedir. Co, Pb ve Cd’un birikimi bitki koklerinde maksimum, gévdelerinde

minimum oldugu saptanmistir (Sassykova et al., 2020).

Bir bagka calismada ise Giineydogu Hindistan'daki Palk Korfezi'nde agir metal
birikimi iizerine yapilan analizlerde Cd, Pb, Cu ve Zn agir metal konsantrasyonlarinin, deniz
cayirlan tiirleri arasinda 6nemli Slgiide degisiklik gosterdigi ve bazi tiirlerin diger tiirlere
kiyasla daha yiiksek Cd ve Pb birikimi kapasitesine sahip oldugu goézlemlenmistir. Ayrica
belirlenen agir metal konsantrasyon yogunlugunun ge¢mis yillardaki verilerle

karsilastirildiginda 6nemli dl¢lide artislarin meydana geldigi saptanmustir (Gopi et al., 2020).



Zea mays fideleri, letal olmayan dozlarda Zn, Ni, Cd ve Cu stresine maruz
birakildiktan sonraki 14. ve 21. giinlerde kok, yash yaprak ve geng yapraklarda; biiylime,
absisik asit (ABA) seviyesi ve redoks degisiklikleri i¢in Ol¢iimler yapilmistir. Uygulanan agir
metal stresleri, tiim organlarda endojen metal seviyelerinde 6nemli artisa neden olurken en
yiiksek artis misir koklerinde gozlenmistir. Misir biyokiitlelerinin agir metal stresi altinda
onemli Olciide azaldigi saptanmistir. Hatta yash yapraklarin koklere gore daha az agir metal
icerigi biriktirmelerine ragmen, biyokiitlelerindeki azalmanin daha belirgin oldugu
gozlenmistir. Agir metal stresinin ABA birikimini ve oOzellikle yash yapraklarda stoma
kapanmasini tetikledigi belirlenmis, bunun sonucunda fotosentezi azalttig1 bildirilmistir. Agir
metallerin  musir organlarinda farkli seviyelerde oksidatif strese neden oldugu
gozlemlenmistir. Tokoferoller, polifenoller ve flavonoidler 6zellikle Zn, Ni ve Cu agir
metalleri maruziyetinde siirgiinlerde artig gosterirken, Cd stresi altinda 6nemli bir degisiklik
gostermemistir. Koklerde Cu ve Cd stresi altinda SOD ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)
aktiviteleri indiiklenirken, askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi sadece yasli yapraklarda
arttig1 saptanmistir (AbdElgawad et al., 2020). Ayrica Cd agir metali bitkilerde, fotosentetik
aparat, karbonhidrat metabolizmasi, azot metabolizmasi, bazik mineraller ve su alimi dahil
olmak iizere ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri etkileyerek bitki biiylimesini ve
gelisimini engellemektedir (Peng et al. 2015). Cd, sinyallesme reseptorlerini bloke ederek
cesitli islev bozukluklarina neden olabilirken ATP sentezinin azalmasi, enzim aktivitesinin
inhibisyonunu ve ROS olusturulmasini da tetiklemektedir (Karimi and Mohsenzadeh, 2017).
Cd maruziyetinin sebep oldugu bitki biiylime inhibisyonu, kdk ucu nekrozuna sebep olan,
hiicre zar1 gecirgenligini etkileyen, kok ve siirgiinler tarafindan iyon tasinimini azaltan bir
problem oldugu bildirilmistir (Ouzounidou et al., 1997). Bu nedenle, Cd metalinin bitki
metabolizmasina alimi, birikimi, yer degistirmesi ve detoksifikasyonunun altinda yatan

molekiiler mekanizmalar1 agiklamak dnemlidir.

Nitekim, son yillarda yapilan caligmalarda Cd’un bitkilerin genetik materyalinde
meydana getirdigi degisimler ve sonuclar1 daha fazla 6nem kazanmaya baslamistir. Mevcut

bir ¢alismada 0.5 x MS ortaminda hidrofonik olarak biiyiitiilen Arabidopsis thaliana fideleri

0-2,5mg L arasinda 5 farkli dozda Cd stresine maruz birakildiktan sonra fidelerin kokleri
gercek zamanl kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ve akis
sitometrisi (FCM) analizleri ile sirasiyla hiicre dongiisiinii diizenleyici genlerin
ekspresyonundaki degisim ve DNA hasar yanit genleri ile iligkili olan hiicre ddngiisiiniin
ilerlemesindeki degisiklikler arastirtlmistir. Cd stresinin, Arabidopsis fidelerinde kok
bliylimesini ve klorofil icerigini azalttig1 bildirilmektedir. Cd stresinin hiicre dongiistindeki

etkileri FCM ile incelendiginde stresin GO/G1, G1/S, G2/M fazlarim1 bloke ettigi tespit



edilmis ve hiicre dongiisiinii diizenleyici genlerin hiicre proliferasyonu (PCNA 1 ve PCNA 2),
Gl/S faz1 (Histon H4 ve E2Fa) ve G2/M fazi (WEEI, CDKA;l1 ve CYCBI;l)
ekspresyonundaki degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir. Ek olarak, DNA hasar yanit
genlerinin (MRE11, BRCA1, MLHI, MSH2, MSH6) ekspresyonundaki degisimleri
indiikledigi bildirilmistir. (Cui et al., 2017).

Sphagnum palustre, cayir yosunu iizerine yapilan ¢alismada ise 10 *M Cd stresine

maruz kalan yosunlarin 24-48 saat igerisinde 6ldiigli ve ayn1 dozdaki Pb stresine maruz kalan
yosunlarin tolere ettigi belirlenmistir. Yapilan basit tekrarli diziler aras1 polimorfizm (ISSR)
analizi, her iki agir metale maruz kalmis bitkilerin bant profillerinde doza bagimli olarak, bir
genotoksik etkinin varligini belirten varyasyonlarin olustugu ve genom stabilitesinde genel bir
azalmaya neden oldugu gosterilmektedir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizinde, iki
metalin organizmada hiicreler arasi gegisinde farkli yollar izledigi gézlemlenmistir. Cd
cogunlukla hiicrelere girerek ¢oziinlirken, Pb ise biliylik dlgiide ¢oziinmeyip pargaciklar

seklinde ¢okelmistir (Sorrentino et al., 2017).

Degismis cevresel kosullar altinda bitki degisen sartlar1 algilayarak zarar gormeyi
onleyecek sekilde, strese karsi yeniden bir homeostasis kurmay1 amaglayarak aktif bir siire¢
baslatir (Kosova et al., 2007). Bitkilerin basvurduklar1 stratejiler, metabolik yolaklardaki
fizyolojik degisiklikleri ve kalitsal olabilen gen ifadesi durumlarindaki degisiklikleri
icermektedir (Boyko and Kovalchuk, 2008).

Cd stresi altinda biiyiiyen seker kamisinda (Saccharum officinarum) morfolojik

degisimler, antioksidan enzim aktivitesi ve fitokelatin sentaz (SoPCS) gen ekspresyonu

degerlendirilmistir. S. officinarum bitkisinin kontrol grubuna kiyasla Cd stresinin bitki

bliylimesinde ve biyokiitlelerinde azalmaya neden oldugu belirtilmektedir. Cd maruziyetinden
sonra bitkilerde kloroz ve nekroz gbzlemlenmistir. Kontrol bitkilerine kiyasla Cd stresi altinda
biiyiiyen seker kamislarinda doza bagli olarak epidermiste stroma yogunlugunun onemli
Olciide arttig1 bildirilmektedir. Artan Cd konsantrasyonu seker kamisi yapraklarinin
pigmentasyonunda gorev alan klorofil a, klorofi b ve toplam klorofil miktar1 azalirken
karotenoidlerin artmasina neden olmustur. Yapraklardaki APX, guaiakol peroksidaz (POX),
CAT enzimlerin aktivitesi artarken toplam protein konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide azaldig
bildirilmektedir. Seker kamisinda qRT-PCR ile analiz edilen SOPCS gen ekspresyonu Cd
stresi altindaki yapraklarda ve koklerde farklilik gostermistir. Farkli Cd konsantrasyonlari
yapraklarda farkli ekspresyon seviyelerine neden oldugu bildirilmistir. Baslangicta (100 nM)
SoPCS gen ekspresyon seviyesini artarken daha sonraki dozlarda kademeli olarak azaldigi

saptanmistir. Koklerdeki SoPCS gen ekspresyonu seviyesindeki artiglarin her dozda ¢ok daha



belirgin oldugu analizler sonucunda ortaya ¢ikarilmistir. Kontrol grubuyla en yiiksek doz
arasindaki SoPCS gen ekspresyon seviyesindeki artisin yedi kat oldugu gosterilmektedir
(Yousefi et al., 2018).

Bir bagka ¢alismada Triticum aestivum’a uygulanan Cd stresi ve salisilik asit (SA)

sonucunda SA birikimi ile indiiklenen protein kinazin (SIPK) gen ekspresyon seviyesi
arasindaki iliski calisilmistir. Cd maruziyetinin, konsantrasyona bagli olarak endojen SA
seviyesini ve SIPK'nin ekspresyon seviyesini artirdigi bildirilmistir. SIPK ekspresyonunun
indiiksiyonu, endojen SA birikiminden o©nce ger¢eklesmistir. Koklerde, yapraklarda
oldugundan daha yiiksek SIPK indiiksiyonu gozlenmistir. SIPK ekspresyonunun ayni egilimi
hem Cd hem de SA ile muamele edilmis bitkilerde tespit edilmistir. Ancak daha sonra
ekspresyonunun kontrol seviyesine hatta daha altina hizla distiigii belirtilmistir. SIPK'nin
indiiksiyonu her durumda gegici oldugu bildirilmektedir. Sonuglar, SIPK'nin Cd stres
tepkisini ve eksojen SA kaynakli sinyal verme siirecini baslatmada bir role sahip oldugunu

gostermistir (Tajti et al., 2019).

Gen ifadesini degistiren en Onemli epigenetik mekanizmalardan biri de DNA
metilasyonudur. Bu mekanizmanin bitki genomlarinda epigenetik etkilerin ve sonuglarin
baslica kaynagi oldugu bilinmektedir. DNA metilasyonu, metil transferaz enzimi araciligiyla
bir metil grubunun (-CHzs) deoksisitozinin (dC) pirimidin halkasinin 5' karbonuna eklenmesi
ve 5-deoksimetilsitidin (dmC) yapisinin olusmasi olay1 olarak aciklanmaktadir. Okaryot
organizmalarda metil transferaz enziminin CpG (sitozin-fosfat-guanin) adaciklarinda daha
etkin oldugu bilinmektedir. Bitki genomlarinda memeli genomlarindan farkli olarak CHG ve
CHH adaciklarinin (H baz1 A, T veya C olmak iizere) da oldugu bilinmektedir (Bewick and
Schmitz, 2017). DNA metilasyon seviyesinin ¢ok yiiksek (hipermetilasyon) veya ¢ok diisiik
(hipometilasyon) olusu DNA replikasyonu ve onarimi, gen transpozisyonu Ve
transkripsiyonu, hiicre farklilasmas1 ve gen suskunlugu, imprinting, biyo-savunma, transgen
ifadesi, hiicrede yabanci gen ifadesinin de yer aldigi birgok genetik fonksiyonu
etkilemektedir. Bitkilerde DNA metilasyonu canlilik, iiretkenlik, lireme, genetik saflik, tuza,
kuraga, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayaniklilikla ilgili olabilmektedir. Metilasyon
genellikle gen ekspresyonunu susturmasi olarak ortaya ¢iksa da bu durum genel bir kural
olarak diistiniilmemektedir. Promotor ve gen kisimlar1 metilasyon diizeyleri ve igerikleri ile
gen fonksiyonuna bagli olarak metilasyon diizeylerinde farkliliklar tespit edilmistir (Law and
Jacobsen, 2010; Vanyushin and Ashapkin, 2011; Feng et al., 2016; Bewick and Schmitz,
2017; Brautigam and Cronk, 2018; Ramirez-Prado et al., 2018; Zhang et al., 2018).



Bir ¢alismada Cd stresinin Posidonia oceanica'daki DNA metilasyon diizeyindeki

etkileri ile kromatinin yeniden yapilandirilmasi iizerindeki etkileri incelenmistir. Stres faktorii
bitkiye; kisa silire (6 saat) ve uzun siire (2-4 giin) olmak iizere diisiik ve yiiksek dozlarda
uygulanmustir. Cd stresi apikal ugtan ve yapraklardan alinan 6rneklerde onemli bir metal
tolerans geninin (POMT2k) transkripsiyonun indiiklenmesine yol agmistir. Hem apikal ugtan
hem de yapraklardan alinan 6rnekler MSAP yontemiyle analiz edilmis ve DNA metilasyon
seviyelerinde hizli artiglarin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica bu calisgmada Cd’un

kromozom desenini degistirdigi de bildirilmektedir (Greco et al., 2012).

Baska bir ¢alismada Cd’un gen ifadesi ve DNA metilasyonu iizerinde olan etkisi
Nicotiana benthamiana bitkisinde arastirilmistir. Cd stresine maruz birakilan bitkide
NbMORC3, NbMUT ve NbBG genlerinde metillenen kisimlarin CG ve CHG bdélgeleriyken,
NbHGSNAT geninde CHH bdlgesi oldugu saptanmis ve bu durum metillemede farkli

enzimlerin aktif oldugunu gostermistir. Ayni genlerin ekspresyon seviyelerinin ise metilasyon

seviyeleriyle paralellik gostermedigi saptanmistir (Xin et al., 2019) .

Yapilan literatiir galigmasinda bolgeye 6zgli DNA metilasyon seviyesini saptamak i¢in
cesitli tekniklerin var oldugu goriilmiistiir. Bu teknikler genellikle bisiilfit konversiyon
temelli tekniklerdir. Bunlar igerisinde en ¢ok kabul géren bisiilfit genomik sekans metodu ise;
DNA’nin kiigiik bir bdlgesindeki tim CpG diniikleotitlerindeki metilasyonu belirlemede
kullanilan en yiiksek kararliligi ve bilgiyi saglayan metot olarak bilinmektedir. Ancak bu
yontem zaman ve maliyet gereksinimleri nedeniyle ¢ok sayida lokusun arastirilmasi igin
uygun degildir. Buna karsin yine sodyum bisiilfit konversiyonu kullanan Ms-SNUPE
(Methylation-sensitive Single Nucleoxide Primer Extension) ve COBRA (Combined Bisulfite
Restriction Analysis) gibi daha az sayida CpG diniikleotiti arastiran nicel teknikler daha
kullanighdir. Bunlarin en 6nemli avantajlar1 daha kisa siirede sonu¢ vermeleridir. Ancak, jel
elektroforezi ve ardindan yogunluk 6l¢limii ile analiz gerektirmelerinden dolay1 kararhiliklar
distiktir. QMSP (Quantitative Methylation-specific PCR) ve QAMA (Quantitative Analysis
of Methylated Alleles) teknikleri ise zaman kazandiran real time PCR teknolojisini
kullanmaktadirlar. Ancak yine de bisiilfit konversiyon adimini igermeleri en biiyiik
dezavantajlaridir (Marina, 2020). Sodyum bisiilfit kullaniminin numunede asir1t DNA kaybina
ve siklikla tamamlanmamis doniisiimlerin gerceklesmesine yol acabildigi bilinmektedir. Bu
nedenle biz sodyum bisiilfit ile muamele edilmeden genomik DNA’nin metilasyona duyarl
ve metilasyona bagli restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmesini ve ardindan real time
PCR yontemi ile 6l¢iilmesini iceren bir teknigi degerlendirmekteyiz. Bu teknik Quantitative

Analysis of DNA Methylation using Real-time PCR (QAMP) olarak isimlendirilmektedir.



Uzun zamandir memeli dokularinda kullanilmaktadir. Son zamanlarda ise bitki temelli
calismalarda da kullanilmaya baslanmistir (Choi et al., 2021). qAMP tekniginin bisiilfit
konversiyon igin gereken ek siire olmadan hizli, tekrarlanabilir ve dogru sonuglar verdigi
bilinmektedir. Bu uygulama baslangic materyalinin daha az miktarda kullanilmasini
saglamaktadir. Ayrica literatiirde bolgeye 6zgli DNA metilasyonu veya DNA’nin tekli

bolgelerindeki metilasyon analizinde hizli, nicel bir yontem olarak onerilmektedir (Oakes et
al., 2006).

Yapilan literatiir ¢calismalar1 sonucunda Cd stresine karsi yanit mekanizmasinda pek
¢ok gen gorev almaktadir ve bu genlere dahil olan UGT-3 (UDP- glikoziltransferaz),
aquaporin PIP-1 (Plazma zar Ici Protein) ve LTP-4 (Lipit Transfer Protein) genlerinin
ekspresyonunda DNA metilasyonunun rolii bildirilmemistir (Peng et al., 2015).
Glikoziltransferazlar (GT'ler) glikozilasyondan sorumlu enzimlerdir. Glikozilasyon, tiim canlt
organizmalarda yaygin bir hiicresel modifikasyon reaksiyonu olup, hidroksil veya
biyosentetik yoldaki bir molekiiliin diger fonksiyonel grubuna karbonhidrat baglanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Boylece ¢esitli biyo-molekiillerin kimyasal 6zelliklerini, hiicre alt1 yerlerini
ve aktivitelerini degistiren bir ko-translasyon ve post-translasyon modifikasyonu
gergeklestirmektedir. GT'ler 94 aileye ayrilabilir, bu ailelerden biri UDP- glikoziltransferazlar
(UGT'ler) olarak adlandirilir ve bitkilerde en yaygin bulunan glikoziltransferazlardir. TaUGT-
3 geni bugdayda bulunan UDP- glikoziltransferaz genidir. TaUGT-3 geninin DON
(Deoxynivalenol) birikimini kontrol ettigi, bugday bitkilerinde FHB (Fusarium head blight)
enfeksiyonuna karsi pozitif bir regiilator olarak islev gordiigii bilinmektedir (Zhao et al.,
2018).

Aquaporinler ise, su ve/veya diger kiiclik ¢Ozlinenlerin hiicre zarlarindan gegisini
kolaylastiran ¢ok islevli kanallardir. Plazma zar1 I¢i Proteinleri (PIP’ler) olarak bilinen yiiksek
oranda korunmus bitki aquaporinleri, hiicre zar1 su degisimi i¢in ana gegitlerdir. PIP'ler temel
olarak; PIP-1 ve PIP-2 olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Yapilan caligmalarda PIP-1
ekspresyonundaki azalisin kok ve ¢icek organlarinda hidrolik iletkenlikte 6nemli bir azalmaya
neden oldugu bildirilmistir (Postaire et al., 2010). PIP-1 geninin asir1 eksprese oldugu
bitkilerde, su kullanim verimliliginde (Ding et al., 2004), fotosentez oraninda (Flexas et al.,
2006) veya biiylime oranlarinda (Liu et al., 2013) oOnemli degisiklikler sergiledigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte, PIP'lerin asir1 ekspresyonu (veya baskilanmasi) ayni sekilde
stres direncini iyilestirmede basarilara ya da basarisizliklara yol agmistir (Martinez-Ballesta
and Carvajal, 2014) . Tuz, kuraklik ve diisiikk sicakliklar gibi abiyotik stres toleransi,

embolizm ve ¢imlenme dahil olmak iizere fizyolojik ve patolojik siireclere katilan PIP1’in



analizi, bitki suyu homeostazindaki roliiniin anlasilmasma katki saglamistir (Yaneff et al.,

2015).

Kiigik ve bazik proteinler olan bitkilere non-spesifik lipit transfer proteinleri
(nsLTP'ler), lipit molekiillerinin zarlar arasinda in vitro transferini kolaylastirmalar1 ile
bilinmektedir. Smiflandirmalarina gére, LTP'ler molekiiler agirliklarina gore iki biiyiik aileye
ayrilir: LTP-1 (9 kDa) ve LTP-2 (7 kDa) (Wang et al., 2008). Yapilar1 bakimindan, bitki
LTP'leri, sekiz sistein kalintilar1 ile korunmus dort disiilfiir baginin ve yag asitleri gibi ¢esitli
hidrofobik molekiilleri ile etkilesime girebilen proteinler olarak karakterize edilmektedirler
(Han et al., 2001). Bitkilerdeki LTP'lerin, kutikula olusumu, patojen saldirilarina karsi
savunma yanitt ve bitki sinyali gibi bir¢ok biyolojik siirecte kilit rol oynadigi
diistiniilmektedir. LTP genlerinin kuraklik, disiik sicakliklar, yiiksek tuzluluk gibi abiyotik
stresler tarafindan da uyarildig: diistiniilmektedir (Nielsen et al., 1996; Gomes et al., 2003).
LTP gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ABA ile SA’lar, etilen ve metil jasmonat gibi
fitohormonlarin rol aldigi bilinmektedir (Carvalno and Gomes, 2007). LTP-1 gen
transkriptleri ve bu transkriptlere karsilik gelen proteinler esas olarak hava organlarinin
epidermal dokusunda bulunur ve kutikula monomerlerinin tasinmasini saglamaktadir. Oysaki,
LTP-2 gen transkriptleri mantar doku monomerlerinin tasinmasini saglarlar ve kdklerde bol
miktarda bulunurlar (Yubero-Serrano et al., 2003). LTP-4 geni ise ilk kez bugday bitkisinde
kesfedilmistir. NaCl, ABA ve H;0. dahil olmak {izere ¢esitli stres kosullar1 altinda bitki
gelisiminde LTP-4 geninin agir1 ekspre edildigi gosterilmistir. Ek olarak, LTP-4'in hiicredeki
lokalizasyonu periferik hiicrelerin katmanlar1 ve transgenik dizilerin bulundugu yapraklarin
hiicre duvarlar1 olarak tespit edilmistir (Safi et al., 2019). LTP-4'iin yasa ve ¢oklu abiyotik
strese bagli olarak, ayrica dokuya 6zgii desenlerin olusumunda B-glukuronidazin (GUS) gen
ekspresyonunu yonlendirme yeteneginin bulundugu ve GUS aktivitesinin Arabidopsis
fidelerinin gelisimi sirasinda 8 ve 12 giinliik geng yaprak dokularinda oldugu tespit edilmistir
(Fleming et al., 1992). Bu sonuglar, LTP gen ekspresyonunun geng¢ yapraklarinda yash
yapraklara gore daha yiiksek oldugunu géstermektedir (Safi et al., 2019).

Bugday bitkisinin tiiketim yelpazesinin genis olmasi, laboratuvar sartlarinda
yetistirilmesinin  kolay ve hizli olmasi ayrica bilimsel caligmalarda olduk¢a yaygin
kullanilmast gibi birgok avantaj bugdayi tercih etmemizi saglamistir. Son yillarda kullanilan
kimyasal giibreler, yanlis sulama teknikleri, degisen iklim kosullari Cd’un topraktaki
birikiminin artmasina neden oldugu ve bdylece suda kolayca ¢oziindiigii i¢in bitki kdklerinden
absorbe edilmesini sagladig1 goriilmektedir. Cd’un etki mekanizmalarinin heniiz tam olarak

aydinlatilmamasi ve son yillarda toprakta artan birikimiyle bilimsel ¢alismalarin odak noktasi



haline gelmistir. Belirledigimiz genlerde (TaUGT-3, aquaporin PIP-1 ve LTP-4) Cd’a kars1
olusabilecek gen ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin bolgeye 6zgii DNA metilasyon
seviyesini belirleyen qQAMP teknigi ile saptayarak DNA metilasyonunun roliinii belirlemek ve

anlamlandirmak amaglanmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Agir Metaller

Diinya, uyum i¢inde ¢alisan dort sistem ile tamimlanmaktadir. Bunlar: biyosfer
(canlilar), atmosfer (hava), litosfer (kara) ve hidrosferdir (su). Cevresel kontaminatlarin bu
dort sistemin herhangi bir bdliimiinde olmasi gerektiginden daha yiiksek seviyelerde
bulunmasi ¢evresel kirlilige yol agmaktadir (Briffa et al., 2020). Bu kontaminantlarin en

onemlilerinden biri ise agir metallerdir (Ahmad and Ansari, 2020; Hu et al., 2020)

Agir metaller, yer kabugunda ve ylizey topraginda dogal olarak bulunmaktadir. Dogal
olarak olusan agir metallerin dagilimi oldukga heterojendir ancak bazi durumlarda topraktaki
varhigr 6nemli 6l¢iide yiiksek konsantrasyonlara ¢ikabilmektedir. Agir metaller, akarsular,
yeralti sulari, hava kosullar1 ve atmosferik dongii (6rnegin riizgar, volkanik patlamalar,
¢okelme, yagmur) gibi dogal yollarla diger alanlara dagilabilmekte ve bu alanlarda yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilmektedir. Kentsel topraklarda agir metal kontaminasyonu
antropojenik faaliyetlerden kaynaklanmaktadir. Kirsal topraklarda yiiksek agir metal
konsantrasyonlarinin artmasi ise, pestisit ve gilibre uygulamalari, tarim alanlarinda kirlenmis
su ile sulama, yerel endiistriyel tesislerin kimyasal atiklar1 (Tablo 1), madencilik faaliyetleri,
kanalizasyon sularinin kullanimi, ¢6p sahalari gibi farkli kaynaklardan metallerin sizmasi ile
gerceklesmektedir. Agir metal kontaminasyonun ¢ogu uzun vadeli ve dogasi geregi geri

dondiiriilemez niteliktedir (Li et al., 2014; Hou et al., 2017; Wang et al., 2017).

Tablo 1. Temel Enddstrilerin Atiklarinda Saptanan Bazi Agir Metaller (Rether, 2002)

Endiistri Cd Sn Cu Pb Hg Ni Cr Zn
Giibre Sanayi v v v v v v v
Petrokimya v v v v v v
Kagit Endiistrisi v v v v v

Termik Enerji Uretimi N4 V4 N4 v N4 v v v
Klor-Alkali Uretimi v v v v v v
Demir-Celik Sanayi v v v v v v v v

Agir metaller, suyla karsilastirildiginda nispeten yiliksek bir yogunluga sahip metalik
elementler olarak tanimlanmaktadir. Cevresel parametrelerdeki eser miktarlarda
varliklarindan dolay1 iz elementler olarak diisiiniilmektedir (Tchounwou et al., 2012). Agir
metaller dogada genellikle; toprak ¢ozeltisi igerisinde oOrganik materyallerle bilesik

olusturarak ¢okelti halinde, minerallerle bilesik olusturarak ya da serbest radikaller ile selath
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bilesikler olusturarak eriyik halde, farkli ¢6zeltiler igerisinde ¢esitli formlarda kat1 ya da iyon
halinde bulunabilmektedir (Vareda et al., 2019) Agir metaller organik maddelerden farkli
olarak stabilitelerini korumakta ve biyolojik aktivitelere karsi dayanaklilik gostermektedir
(Karimi and Mohsenzadeh, 2017). Ayrica, bitkilerde ve hayvanlarda esansiyel olan agir
metaller biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda da kullanilmaktadir (Tablo 2). Co, Cr, Ni,
Fe, Mo, Cu, Mg, Mn, Se, Zn gibi metaller ¢esitli biyomedikal ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in
gerekli olan esansiyeller olarak siniflandirilmaktadir (WHO, 1996). Bu esansiyel metaller bazi
ana enzimlerin onemli bilesenleridir ve oksidasyon-rediiksiyon tepkimelerinde temel roller
almaktadir. Metaller, metalloproteinler iginde yapisal destek saglamak, enzimatik kofaktorler
olarak hizmet etmek ve elektron taginmasina aracilik etmek gibi {ic ana islevi yerine
getirmektedir. Ornegin; Mn insanda, bagisikhigin diizenlenmesi, kan sekeri ve hiicresel
enerjinin diizenlenmesi, {ireme, sindirim, kemik biiylimesi, kan pihtilagsmasi, hemostaz ve
reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunmada gerekli oldugu bilinmektedir. Bagka bir agir metal
olan Fe, hemoglobin, miyoglobin ve sitokromlar dahil olmak iizere bir¢ok enzim igin
vazgecilmez bir bilesendir. Fe, elektron transfer eden ve redoks reaksiyonlarina aracilik eden
katalitik bir alt birim olarak gorev almaktadir. Fe’in bu 6nemli rollerine ragmen, organizmada
bulunan yiiksek Fe miktari, yiiksek oksitlemeye sebep olur ve fenton reaksiyonu yoluyla ROS

olusumunu indiikledigi i¢in zararlidir (Tchounwou et al., 2012; Wang et al., 2020).

Tablo 2. Baz1 Agir Metallerin Ekolojik Siniflamasi (Yildiz, 2004)

Element g/cm? dzgiil agirhk Kirletici olup olmadig: Bitki ve hayvan i¢in
gereklilik

Ag (Giimiis) 10,5 K -
Cd (Kadmiyum) 8,5 K -
Co (Kobalt) 8,9 K G
Cu (Bakir) 8,9 K G
Hg (Civa) 13,6 K

Mn (Mangan) 7,4 - G
Pb (Kursun) 11,3 K -
Ni (Nikel) 8,9 K G
Pt (Platin) 21,5 -

TI (Talyum) 11,9 K

Sn (Kalay) 7,3 K

V (Vanadyum) 6,1 K G
W (Tungstem) 19,3 K G
Zn (Cinko) 7,1 K G
Zr (Zirkon) 6,5 -
Cr (Krom) 7,2 K G
Fe (Demir) 7,9 K G
Mo (Molibden) 10,2 K G
U (Uranyum) 19,1 K G
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Agir metaller, insan viicudunun metabolik islevlerini de gesitli sekillerde
etkilemektedir. Beyin, kalp, karaciger ve bobrekler gibi insan viicudunun 6nemli organlarinda
birikerek normal biyolojik fonksiyonlari bozmaktadir. Dahasi ¢ok sayida c¢alisma, agir
metallerin kanserojen ve mutajenitesinin oksidatif stres indiiksiyonu ile iligkili oldugunu
gostermektedir (Lang-Mladek et al., 2010; Secco et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016; Li
et al., 2016; Ganguly et al., 2017; Liu et al., 2017). Depolanan agir metaller viicudun ana
metabolik  siireclerini  yok etmekte ve antioksidanlarin  dengesizligine neden
olmaktadir. Benzer sekilde ¢esitli hormonlarin aktivitesi ve Onemli enzimlerin islevi de
etkilenmektedir (Fu and Xi, 2020). Bu konuda yapilan bazi ¢alismalar biyolojik sistemlerde
redoks reaksiyonlarmin Ni, Cr, Co ve As gibi kanserojen metal iyonlar1 tarafindan
gerceklestirildigini gostermektedir. Bu reaksiyonlar tarafindan iretilen serbest radikaller,
proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara neden olmaktadir. DNA dogrudan zarar
gérmemesine ragmen, bu redoks reaksiyonlari sonucunda olusan {iriinlerin, insanlarda
kanserle iligkili redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve mitotik bir
sinyale neden oldugu bildirilmektedir (Genestra, 2007). Bu mekanizmalar viicuttaki
norotransmitterlerin sentezini ve uygulamasii degistirmekte ve bu durum merkezi sinir
sisteminde  diizensizliklerin  olusmasina neden  olmaktadir. Sonu¢  olarak, insan
metabolizmasinda farkli kanser tiirlerine, bozulmus bdbrek fonksiyonuna, norolojik
hastaliklara ve diger endokrin hastaliklara yol acabilen bir siire¢ ger¢eklesmektedir (Genestra,
2007; Sall et al., 2019; Fu and Xi, 2020). Insanlarin agir metal maruziyeti toprakla temasi
sonucunda ya dogrudan alim ya da bitkisel ve hayvansal iriinler yoluyla dolayli yoldan
olmaktadir. Agir metaller son yillarda besin zincirimizin énemli bir pargasi olan bitkiler i¢in

de tehdit olusturmaktadir.

Agir metallerin bitkilerdeki toksik etkileri ise, bitki tiirtine, 6zellikle metalin miktarina,
kimyasal formuna, toprak bilesimine ve ayrica topragin pH'sina bagli olarak degismektedir.
Agir metaller sadece toksik olarak kabul edilmekle kalmaz, ayn1 zamanda bazilarinin bitkinin
biiylimesi i¢in eser miktarlarda gerekli oldugu kabul edilmektedir (Tablo 2). Agir metallerden
bazilar1 bitkilerde, redoks tepkimelerinde rol almakta ve enzimatik reaksiyonlarin kofaktorii
veya aktivatorii olarak gorev yaparak reaksiyonlar1 baslatmak, aktivitelerini arttirmak igin
enzimlerle baglanmaktadirlar. Bitkiler i¢in esansiyel olmayan agir metallerin pargalanmasi
zor olmakta ve metabolize edilememektedirler. Bunlara ek olarak, biyo-birikimli dogalari
nedeniyle bitki biinyesinde kolayca birikmektedirler. Bitkiler genelde bu agir metalleri kokleri
araciligryla metabolizmalaria almaktadir, ancak bitkinin diger organlarina da tasinabilmekte

ve tasindiklar1 organlarda birikebilmektedir (Ahmad and Ansari, 2020).
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Agir metal birikimi, bitkinin dengeli isleyisini bozmaktadir. Bitki hiicrelerinde
bulunan molekiillerin fonksiyonel gruplari bu birikimle birlikte, sitoplazmik zarin yapisina
miidahale etmekte, siirekli olarak fotosentezi, solunumu, enzimatik aktiviteleri baskilamakta
ve pigmentlerin normal isleyisi engellenmektedir (Emamverdian et al., 2015). Oksidasyon
durumlarina bagli olarak, agir metaller oldukga reaktif olabilir ve bu bitki hiicrelerinin birgok
yonden toksisitesine neden olur. Hiicresel ve molekiiler diizeyde, agir metal toksisitesi,
enzimlerin, proteinlerin inaktivasyonu ve denatiirasyonu, metabolik olarak Onemli
molekiillerin fonksiyonel gruplarinin bloke edilmesi, temel metal iyonlarinin biyomolekiiller
ve fonksiyonel hiicresel birimler ile yer degistirmesi, konformasyonel degisiklikler, membran
biitinligiiniin bozulmasi, fotosentez ve solunum inhibisyonu dahil olmak iizere farkli bitki
fizyolojik siireglerinde degisikliklere neden olmaktadir. Agir metallerin, serbest radikallerin
ve singlet oksijen (* O2), siiperoksit radikalleri (O2 -), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil
radikalleri (OH -) gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu uyararak redoks homeostazini

bozdugu da bilinmektedir (Hossain et al., 2012) .

Kadmiyum (Cd)

Cd baslica agir metallerin arasinda yerini almakta ve toprakta genellikle diisiik
konsantrasyonlarda dogal olarak bulunmaktadir. Wagner'e (1993) gore, kirlenmemis
topraklarin toprak c¢ozeltisindeki Cd konsantrasyonu 0,04-0,32 pM, orta derecede kirli
topraklar ise 0,32-1,00 uM Cd i¢ermektedir. Fakat antropojenik faaliyetler ve dogal siiregler
nedeniyle Cd birikimi normal konsantrasyonlarin iizerine ¢ikabilmekte ve bu durum topragin
kirlenmesine neden olmaktadir (Karimi and Mohsenzadeh, 2017). Cd, korozyona karsi
koruyucu 6zellik gosterdigi igin boya, gemi, sanayi ve elektronik gibi alanlarda da kullanildigi
bilinmektedir. Ancak, biyolojik olarak 6mriiniin uzun olmasi ve diisiik konsantrasyonlarda
bile gosterdigi yiiksek etkisinden dolay1 en toksik agir metaller arasinda siralanmaktadir. Cd,
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC, 1993) ve Ulusal Toksikoloji Program1 (NTP,
2000) tarafindan Grup-1 kanserojen olarak siniflandirilmaktadir. Ayrica Cd’un suda oldukga
kolay ¢6ziinmesi su kaynaklarinin kontaminasyonuna ve su kaynaklarindaki canl tiirlerinin
azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, atik sularin ve aritma ¢amurlarinin tarim arazilerinde
bilingsiz kullanimi, toprak i¢in uygun olmayan giibre ve tarim ilacit kullanimi, toprak ve su
kaynaklarinda Cd kontaminasyonunun artmasma neden olmaktadir. Ozellikle tarim
topraklarina uygulanan fosforlu giibreler ile toprakta biriken Cd miktarinin artis gosterdigi

yapilan aragtirmalar ile desteklenmistir (Yerli ve ark., 2020).

Cd, besin zincirine tim agir metaller gibi bitkiler sayesinde dahil edilmektedir.

Aslinda Cd bitkiler icin esansiyel bir element degildir, fakat Cd maruziyetine ugramis
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topraklarda bitki biinyesine kolayca absorbe edilmektedir (Karimi and Mohsenzadeh, 2017).
Cd'un absorbsiyonu, CdCI*, CdCI, ve CdSOa4 gibi inorganik Cd kompleksleri (Tablo 3) veya
fitometallofor kompleksleri gibi organik kompleksler olarak da meydana gelmektedir (Hasan
et al., 2009). Cd iyonlarinin absorpsiyonu, ayni transmembran tasiyicisi boyunca potasyum
(K), kalsiyum (Ca), Mg, Fe, Mn, Cu, Zn ve Ni gibi elementlerle rekabet halinde
gerceklesmektedir. Cd, kok korteks yoluyla stele ve oradan da ksilemden siirgiinlere
simplastik yolla tasinmaktadir. Ayni zamanda floemle bitki metabolizmasina da katilmaktadir
(Pal et al., 2006). Cd, siilfidril ligand gruplariyla bag olusturmakta, N ve O ligand gruplarina
da baglanmaktadir. Bu nedenle ksilem 6zsuyundaki sistein ve diger siilfidril i¢eren bilesikler
(fitoselatinler, glutatyon vb.) ve cesitli organik asitler (sitrat) ve diger amino asitler Cd'un

koklerden siirgiinlere tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hasan et al., 2009).

Tablo 3. Kadmiyum Agir Metalinin Kimyasal Formlar1 (IARC, 2012)

Kimyasal Isim CAS Kayit Numarast ~ Sinonim Formiil
Kadmiyum 7440-43-9 Kadmiyum metali Cd
Kadmiyum asetat 543-90-8 (24 558-49- Dbis(asetoksi)-kadmiyum; kadmiyum Cd(CHsC00),
4; 29 398-76-3) (1) asetat; kadmiyum diasetat;
kadmiyum etanoat
Kadmiyum karbonat  513-78-0 Karbonik asit, kadmiyum tuzu; CdCOs
[93820-02-1] kadmiyum karbonat (CdCos);
kadmiyum monokarbonat
Kadmiyum klortir 10 108-64-2 Kadmiyum diklorir; diklorokadmiyum  CdCl,
Kadmiyum hidroksit 21 041-95-2 Kadmiyum hidroksit (Cd(OH)>); Cd(OH),
(1 306-13-4; 13 589- kadmiyum dihidroksit
17-8)
Kadmiyum nitrat 10 325-94-7 Nitrik asit, kadmiyum tuzu; kadmiyum  Cd(NOs3),
(14 177-24-3) dinitrat; kadmiyum (I1) nitrat
Kadmiyum stearat 2223-93-0 Kadmiyum distearat; kadmiyum Cd(C36H7204)
oktadekanoat; kadmiyum(ll) stearat;
oktadekanoik asit, kadmiyum tuzu;
stearik asit, kadmiyum tuzu
Kadmiyum siilfat 10 124-36-4 Kadmiyum monosiilfat; kadmiyum CdSO4
(62 642-07-3) stlfat; stilfiirik asit, kadmiyum tuzu
[31119-53-6] (1:2)
Kadmiyum siilfiir 1306-23-6 Kadmiyum monosiilfiir; kadmiyum Cds
(106 496-20-2) portakali; kadmiyum sarisi
Kadmiyum oksit 1306-19-0 Kadmiyum monoksit CdO
Kadmiyum-bakir 37 364-06-0 Bakir baz, Cu, Cd Cd.Cu
alagimi 12 685-29-9 Kadmiyum baz olmayan, Cd, Cu
(52 863-93-1)
132 295-56-8 Bakir alasimi, baz, Cu 99,75-100, Cd
132 295-57-9 0,05 0,15; UNS C14300

Bakir alagimi, baz, Cu 99,60-100, Cd
0,1-0,3; UNS C14310
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Bitkilerin biinyesine gegen Cd, karbonhidrat ve azot metabolizmasini degistirmekte,
enzim aktivitesini engellemekte, stomalarin kapanmasina ve bdylece transpirasyonla su
kaybinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, Cd stresine maruz kalan bitkilerde K ve nitrat
(NO3) alimimimnin azaldigr gortlmustir (Yerli ve ark., 2020). NOz aliniminin diismesi ile
bitkide siirgiin gelisimi zayiflatmaktadir. Bunun sonucunda, bir¢ok fizyolojik aktivite negatif
etkilenerek bitkide yikim olaylar1 gergeklesmektedir. Ayrica NO3’in toprakta zamanla asirt
birikmesi ise yeralti sularina karisarak topraklarda ve sularda nitrat kirliligine neden
olmaktadir (Yerli ve ark., 2020).

Yapilan arastirmalarda, Cd toksisitesi elektron transferinin inhibisyonu nedeniyle
fotosistem II'nin foto-aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Boylece, Cd yapraklarin
kloroplastlarindaki bozulma yoluyla ROS iiretimine dolayl1 olarak katkida bulunabilmektedir.

Yine, mitokondriyal elektron transfer zincirinde ROS gelisimini uyarabilmektedir (Haider et
al., 2021).

Yiiksek Cd konsantrasyonlar1 daha fazla DNA hasarina ve DNA metilasyonuna neden

oldugu gozlemlenmistir (Li et al., 2015). Buna karsin, Arabidopsis thaliana ile yapilan bir

arastirmada AtFC1 geninin Cd maruziyeti ile transkripsiyonel olarak indiiklendigi
gosterilmektedir.  AtFCl'in asirn  ekspresyonu, bitkilerde  antioksidasyon  kapasitesini
gelistirdigi, birincil kok biiyiimesini, biyokiitleyi ve klorofil konsantrasyonunu artirarak,
dokularda reaktif oksijen tiirlerinin birikimini azaltarak Cd stresine karsi bitki toleransi

sagladig belirtilmistir (Song et al., 2017).

Epigenetik

Epigenetik terimi ilk olarak Conrad H. Waddington'un 1942 yilinda 'Epigenotip'
hakkinda yazdigi bir makalede kullanilmistir. Waddington bu terimi, genotip ve fenotip
arasindaki baglantinin kurulmasi ve bu baglantinin gelisimsel stireclerin bir karigimi oldugunu
belirtmek i¢in 6ne stirmiistiir (Waddington, 1942). Epigenetik; organizmada veya hiicredeki
mevcut olan DNA diziliminde bir degisiklik meydana gelmeksizin; canlinin ¢evre sartlariyla
olan etkilesimlerine ek olarak DNA metilasyonu, histon modifikasyonlart ve kodlama
yapmayan riboniikleik asitler (RNA) gibi farkli diizenleyicilerin siirece katilmasiyla ortaya
cikan gen anlatimindaki degisimleri ve bunun sonucunda canlinin kazandigi farkli 6zellikleri

incelemektedir (Baulcombe and Dean, 2014).

Epigenetik etkiler, bireysel genomda fenotipik plastisiteye katkida bulunurken nesiller
arasinda ise kalitsal varyasyona katkida bulunmaktadir. Epigenetik varyasyon c¢evre

tarafindan degistirilebilmekte, bu degisimler kararsiz ve geri doniistiiriilebilir olabilmektedir
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(Grativol et al., 2012). Bitkilerdeki epigenetik yolaklarin ¢esitliligi olduk¢a dikkat ¢ekicidir ve
bu cesitliligin bitkilerin post-embriyonik gelisimlerinde gosterdikleri fenotipik plastisite
vasitasiyla degisken ¢evre sartlarinda hayatta kalabilmeye katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir
(Marin et al., 2020). Ayrica bitkiler, epigenetik diizenlenmelerin en iyi gézlendigi canli grubu
olarak da tanimlanmaktadir. Transpozonlarin inaktivasyonu, genetik materyalin atasoydan
kalitilmasina bagli olarak farkli ekspresyon seviyeleri (genomik imprinting), paramutasyon ve
gen susturulmasi gibi pek c¢ok klasik epigenetik olgu ilk kez bitkilerde kesfedilmistir (Kohler
and Springer, 2017). Buna ek olarak epigenetik agidan en ¢ok arastirilan bir diger grup olan
memelilerin de dahil oldugu ¢esitli 6karyotik organizmalarda tespit edilmis temel epigenetik
mekanizmalarin tamaminin bitkilerde de islevsel oldugu bilinmektedir (Baulcombe and Dean,
2014; Pikaard and Scheid, 2014; Kohler and Springer, 2017).

Dolayisiyla epigenetigi diizenleyen mekanizmalarin anlasilmasi, ¢evresel faktorlerin
etkileri ile primer DNA sekansi icindeki genetik bilginin ekspresyonundaki degisiklikler

arasindaki baglantinin da daha iyi anlasilmasini saglayacaktir (Sekil 1).

DNA RNA

modiikas yon modificas yon

) RNA
o¥y & " "
v LJ

Kromatin Transpozisyon
Modifikas yonu

Sekil 1. Epigenetik diizenlemelerin genel semasi (Akgun, 2018)

Epigenetik mekanizmalarin merkezinde yer alan histon modifikasyonlari, RNA tabanli
mekanizmalar ve DNA metilasyonu genellikle "epigenetigin {i¢ temeli" olarak anilmaktadir
(Grant-Downton and Dickinson, 2005)

Histon modifikasyonlari

Histon modifikasyonlari, genlerin ekspresyonu veya susturulmasi, DNA onarimi ve

kromatin yogunlasmas1 gibi bir dizi hiicresel olay1 diizenlemektedir. Kromatin, niikleozom
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dizilerinin boncuk benzeri bir yapisindan olusur. Her niikleozom, etrafinda 200-146 baz c¢ifti
(bp) DNA ipligi sarili olan ikiser H2A, H2B, H3 ve H4 proteinlerinden olusan oktamer bir
yapidir. Histon proteinlerinin N-terminal ve C-terminal kuyruklari, metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi ¢esitli modifikasyon kombinasyonlarinin gerceklestigi
bolgeler bulunmaktadir. Histon modifikasyonlar1 genellikle gen ifadesinin aktivasyonu ve
susturulmasi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Dahasi, histon modifikasyonlari, histon
deasetilaz (HDAC) ve histon demetilazlar gibi spesifik enzimler tarafindan tersine ¢evrilebilir,
bu da kromatin durumlarinda her an degisebilen etkin degisiklikler saglamaktadir (Saze,
2008).

RNA temelli mekanizmalar

Epigenetik diizenleme, hedeflenen mRNA degradasyonu veya translasyonel
inhibisyon  yoluyla  posttranskripsiyonel  olarak  gerceklesmektedir.  Bitkilerdeki
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi susturma mekanizmalariin ortak o6zelligi, small
RNA'arn, 6zellikle mikro RNA (miRNA) 'larin veya “small interfering RNA (siRNA)” larin
katilimudir (Pikaard and Scheid, 2014) . miRNA ve siRNA’lar kiiciik, protein kodlamayan ve
gen ifadesinin negatif diizenleyicisi olan RNA pargaciklar1 sayesinde gergeklesmektedir.
Kodlamayan RNA’lar farklilagma, hiicre c¢ogalmasi, gelisim ve apoptozis gibi onemli

biyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol almaktadir (Duempelmann et al., 2020).

DNA metilasyonu

Epigenetik kalitimla kalitilan 6zelliklerin temelinde DNA metilasyonu yatmaktadir.
DNA metilasyonu, bir metil grubunun, kovalent sekilde DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimlerinin katalizlemesi sonucunda, bir CpG diniikleotidindeki sitozinin 5. karbon atomuna
eklenmesiyle (Sekil 2) gen ifadesini degistirerek canlhidaki hiicre fonksiyonlarini
farklilagtirmaktadir. Metilasyon, genetik olarak 6zdes bireyler arasindaki fenotipik

farkliliklarin yani sira bu farkliliklarin kalitsal nitelik kazanmasinda da rol oynamaktadir.
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Sekil 2. Sitozine metil grubunun eklenmesi ile 5-metilsitozin bazinin olugmasi

CpG adalari, yiiksek oranda CG dinukleotidleri igeren genomik bdlgeler olarak
bilinmektedir. CpG adalar1 inaktif X kromozomu ve genomik imprintinge giden genler
disinda tiim hiicre tiplerinde metillenmemis olarak goriilmekte, genellikle Housekeeping
genlerin promotor bolgeleri ¢evresinde yer almakta ve bir¢ogu transkripsiyon baglanma

bolgesi icermektedir (Vanyushin and Ashapkin, 2011).

DNA’nin bazlarindan birine metil grubunun eklenmesi sonucu meydana gelen DNA
metilasyonu, DNMT’ler tarafindan katalizlenmektedir. Metil vericisi olarak S-Adenozil
Metiyonin (SAM) kullanilmaktadir. Canlilarda birgok DNMT nin var oldugu bildirilmekte ve
Okaryotlarda tanimli 5 farkli DNMT bulunmaktadir. Bunlar; DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L olarak isimlendirilmektedir (Zhang et al., 2018).

DNMT1 enzimi, replikasyon sirasinda tek zinciri metillenmis DNA’nin yeni zincirinin
de metillenmesini saglamaktadir. Yani, DNMT]I, kalip DNA zincirinin var olan metilasyonu
yeni sentezlenen zincire de islenmesini saglamaktadir. Bu sayede DNA metilasyonu
kalitilabilmekte ve epigenetik bir isaret olarak mitoz ve mayoz boliinme siiregleriyle de
nesilden nesile aktarilmaktadir. Bir diger enzim olan DNMT2’nin ise molekiiler yapisindan
dolay1 bu enzimin DNA hasarinin tespit edilmesinde, DNA rekombinasyonunda ve mutasyon
tamirinde gorev aldigi disiiniilmektedir. DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L enzimleri,
gametogenez, embriyogenez ve somatik doku gelisimi  sirasinda  metilasyon
olusturulmasindan  sorumludur. DNMT3A ve DNMT3B de novo metilasyonu
gerceklestirmektedir. de novo DNA metilasyonu olusturulurken metillenmemis DNA substrat
olarak kullanilmaktadir. Embriyonik kok hiicre ve erken embriyolarda DNMT3A ve
DNMT3B’nin inaktive edilmesi de novo metilasyon eksikligine neden olmaktdir. DNMT3L

ise diger de novo metiltransferazlara yardimci bir protein olarak tanimlanmaktadir. DNMT
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aktif bolge motiflerine sahip degildir. Fonksiyonu diger de novo metiltransferazlarla beraber

bulunmasina baglidir (Law and Jacobsen, 2010).

Bitkilerde bulunan DNA metiltransferaz enzimleri memelilerden farklidir (Sekil 3).
Bitkilerde metiltransferaz 1 (MET1), kromometilaz (CMT3) ve yeniden diizenlenmis 1 ve 2
domain (DRM 1 ve DRM 2) enzimleri DNA metilasyonunda etkili olmaktadir. MET1 enzimi,
DNA dizisinde 5'-CG-3' bolgelerinde etkindir. Transpozonlarin, tekrarlanan elementlerin, bazi
‘imprint’” genlerin susturulmasinda rol almaktadir. Memelilerde DNMT1 enzimine
homologdur ve temel olarak, Ozellikle sentromerik tekrarlarda ve transpozonlarda CG
dizilerinin metilasyonundan sorumlu rol almaktadir. CMT3 enzimi, bitkilerde heterokromatin
icindeki CHG bolgelerinin metilasyonunu saglamaktadir. SiRNA yolu ile ¢calisan DRM enzimi
(DRM1 ve DRM2), 6zellikle CNN dizilerinin tiim dizi baglamlarinin (CG, CHG, CHH) de
novo metilasyonundan sorumlu olarak gorev almaktaktadir (Sekil 3). DNA metilasyonu,
RNA-yo6nelimli DNA metilasyonu (RdADM) olarak meydana gelmektedir. RNA Polimeraz 1V
(Pol 1V) ve RNA Polimeraz V (Pol V) enzimleri, RADM yolunda islev gormektedir.
RdDM'de, spesifik RNA transkriptleri ¢ift iplikli yapilar olusturmaktadir. iki iplikli RNA'lar,
ya siRNA ya da miRNA yolaklar1 araciligiyla, RNA'y1 iireten orijinal genom bolgesi i¢in de
novo DNA metilasyonunu gergeklestirmektedir. Bu mekanizmanin RNA viriislerine ve/veya
transpozonlara karsi hiicresel olarak savunmada onemli oldugu disiiniilmektedir, ¢iinkii
bunlarin her ikisi de konak genomda mutasyonlara yol acabilecek ¢ift iplikli RNA
olusturmaktadir. Heniiz iyi aydinlatilamayan bir mekanizmayla bu zararli bdlgelerin
metillenmesi sonucu, bunlarin ifadesi sonlandirilmakta ve mutagenik etkilerinden

korunulmaktadir (Brautigam and Cronk, 2018; Zhang et al., 2018).
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Sekil 3. Bitki metiltransferaz enzimleri (Akgun, 2018)

Metilasyonu saptamak i¢in kullanilan yontemler / molekiiler markorler

Molekiiler markor teknikleri DNA molekiiliindeki, polimorfik bolgelerin tespit
edilmesini amaglayarak calismaktadir. Bir gen ya da fenotipik 6zelligin polimorfik olarak
kabul edilmesi igin popiilasyonda herhangi bir genin ya da 6zelligin birden fazla formunun
bulunmasi gerekmektedir. Polimorfizm, DNA dizisi, amino asit dizisi, kromozomal yap1 ya
da fenotipik 6zellik varyantlar1 benzeri diizeylerde goriilebilmektedir. Son yillarda biitiin bir
genomun analiz yapilabilecegi DNA’y1 elde etmek ig¢in, organizmanin herhangi bir
kisimindan alinan az miktarda doku pargasi yeterli olmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005). DNA
markorleri sabit olup, tiim dokularda ortaya g¢ikabilmekte ve degisen ¢evre sartlarindan
etkilenmemektedir. Ayrica bu markdrler kodominant ya da dominant 6zellikte olabilmekte ve
kalitimi basit prensiplere dayanmaktadir (Williams et al., 1990). Molekiiler markorler, DNA
bazlarinda olusan nokta mutasyonlari, insersiyonlar, delesyonlar veya tekrarlanan DNA’nin
replikasyonunda olusan hatalardan olusmaktadir ve noétraldirler. Genellikle DNA’nin
kodlanmayan kisimlarinda olusmaktadir. DNA markorleri teorikte sinirsiz sayida kabul
edilmektedir, morfolojik ve biyokimyasal markorlerin aksine, gevresel faktorlerden ve bitki
gelisim evrelerinden etkilenmemektedir (Giilsen ve Mutlu, 2005; Yorgancilar ve ark., 2015).
DNA metilasyonun belirlenmesinde de molekiiler —markorlerden aktif olarak

yararlanilmaktadir.

DNA  metilasyonunun  belirlenmesinde  birbirlerinden  farkli  yontemler

kullanilmaktadir. Bu yoOntemler arasinda yiiksek basingli likit kromatografisi (HPLC),
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restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), metilasyon duyarli spesifik polimeraz
zincir reaksiyonu, birlestirilmis bisiilfit restriksiyon analizi (COBRA), metilasyon duyarli
cogaltilmig fragman polimorfizmi (MSAP), cift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele
¢ogalim (CRED-RA), metilasyon duyarli tek niikleotit uzatimi, metilli DNA
iminopresipitasyonu (MeDIP), hibridizasyon array, restriksiyon genomu taramasi, bisiilfit
uygulamasindan sonra yeni nesil sekanslama, tek molekiil ger¢gek zamanlit DNA sekanslamasi,
gAMP ve benzeri yontemler yer almaktadir. Bunlardan bazilarina asagida kisaca

deginilmektedir.

Southern blot yontemi

Southern blot teknigi DNA metilasyon analizlerinde tercih edilen yontemlerden
biridir. Bu yontemde izole edilen DNA spesifik olan metilasyona duyarli ve duyarsiz RE’ler
ile kesilerek belirli sayr ve uzunlukta DNA frangmentlerinin olusumu saglanmaktadir.
Restriksiyon fragmentleri agaroz jel yontemiyle izole edilerek membrana aktarilmakta ve
hedef DNA dizisine spesifik bir prob yardimiyla hibridize edilmektedir. Otoradyografi ile
tahmin edilen bant biiyiikliikleri ortaya g¢ikarilmakta ve yorumlanmaktadir (Dubeau et al.,
1986).

Bisiilfit DNA dizileme yontemi

Bisiilfit DNA dizileme yonteminin bulunmast yeni metilasyon tekniklerinin
bulunmasina ve gelistirilmesine onciiliik etmistir. Bisiilfit DNA dizisi analizi ilk kez Frommer
tarafindan 1992’de tanimlanmistir (Frommer et al., 1992). Bu teknik DNA’da bulunan 5-
metilsitozinlerin tespitini hedeflemektedir. Yontem tek zincirli DNA’nin biitiin sitozinlerine
sodyum bisiilfitle muamale edilerek urasile doniistiiriilmesi esasina dayanarak ¢alismaktadir.
5-metilsitozinler deaminasyon esnasinda degismeden kalmaktadir. Modifikasyona ugramis
DNAlar spesifik olan bir primer seti PCR ile ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra tiim urasiller timin
olarak amplifiye olurken yalnizca 5-metilsitozinler sitozin olarak kalmaktadir. Amplifiye olan

fragmentlere direkt olarak ya da replikasyondan sonra dizi analizi yapilabilmektedir.

MSAP (Methylation-sensitive amplified polymorphism / Metilasyona duyarh
cogaltim polimorfizmi) yontemi

MSAP 1996’da Herman’in gelistirdigi bir tekniktir. Bu yontemle bisilfit uygulamasi
sonrasinda metillenen ve metillenmeyen DNA bolgeleri arasinda bulunan sekans farkliliklari
saptanmaktadir. Sitozinler urasile deamine olmakta ve deamine urasiller PCR uygulamasiyla
timine replike olmaktadir. Amplifiye olmus DNA’da metillenmemis veya metillenmis

sekanslara spesifik olan primer ¢iftleri elde edilmektedir (Herman et al., 1996). MSAP,
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DNA’nin belirlenmis bir bolgesinde bulunan metilasyon varligini analizini hizli bir sekilde

tespit etmektedir.

COBRA (Combined bisiilphite restriction analysis / Karisik bisiilfit restriksiyon
analizi) yontemi

Bu yontem temelinde bisiilfit uygulamasiyla ¢aligmaktadir. Sodyum bisiilfit ile tek
iplikli DNA’daki biitiin sitozinlerin urasil deamine olmasi saglanmaktadir. Daha sonra
modifiye edilmis DNA, spesifik primerler araciligiyla PCR’da ¢ogaltilmaktadir. Replikasyon
esnasinda degisime ugrayan Sitozin olan urasiller timin seklinde ¢ogaltilirken 5-metilsitozinler
degismeden kalmaktadir. Replike olmus fragmentler direkt ya da ¢ogaltilma isleminden sonra

dizi analizi yapilmaktadir (Eads and Laird, 2002).

CRED-RA (Coupled restriction enzyme digestion and random amplification /
Cift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele ¢ogaltim) yontemi

Bu yontem metilasyona duyarli olan enzimler ile DNA kesildikten sonra gelisimin
farkli asamalarinda veya farkli dokular arasindaki metilasyon degisikliklerini saptamakta
kullanilmaktadir. Ayrica, diziler ve tilirler arasindaki varyasyon ¢alismalart igin
kullanilabilmektedir. Genom metilasyonu, Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri kullanilarak
analiz edilmektedir. Her iki enzimde CCGG sekansin1 tanimaktadir. Fakat Hpa Il yalnizca
sitozinler metillenmediginde aktif olarak calisirken, Mspl RE (Restriksiyon Endoniikleaz)
ikinci sitozin metillendiginde DNA’ya eklenememektedir. DNA, RAPD yontemi ile PCR’da
cogaltilmaktadir. Sonra RE’ler ile DNA kesilmekte ve tekrar PCR’da c¢ogaltilarak
degerlendirmeler yapilmaktadir (Bolukbasi ve Aras, 2016).

IRAP (Inter retrotransposons amplified polymorphism / Retrotranspozon-arasi
cogaltilmis polimorfizm) yontemi

IRAP, retrotranspozonlar arasindaki bolgelerin ¢ogaltilmasina dayanan ve PCR temelli
calisan bir isaretleme yontemidir. Polimorfizmi saptayabilmek i¢in gen ekspresyonu igin
gerekli dizilimi igeren korunmus retrotranspozon dizilerini (LTR) kullanmaktadir. LTR (Uzun
terminal tekrar) retrotranspozonlara 6zgiidiir ve bitisik bolgelerin g¢ogaltilmasi i¢in genetik

analizlerde LTR primerleri kullanilmaktadir (Goldfarb et al., 2016).

Metilasyona duyarh tek niikleotid primer ekleme yontemi

Gonzalgo ve Jones (1997) tarafindan metilasyonun gergeklestigi spesik CpG
adaciklarindaki metilasyon seviyelerindeki degisim oranini saptamak igin gelistirdigi bir
yontemdir. DNA’nin  bisiilfit uygulamasi ve hedef sekansin spesifik primerlerle

amplifikasyonundan sonra, amplifiye olmus DNA’da metilasyona duyarli tek niikleotid
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primer ekleme kalib1 olarak kullanilmaktadir. DNA’daki hedef bolge metillenme durumunda
sitozin niikleotidi ekleme esnasinda birlesmektedir. Metillenmemis durumda ise timin ile
birlesmektedir. Sitozin ile timin birlesme miktar1 hedef bolgedeki metilasyon durumunu

belirlemektedir (Gonzalgo and Jones, 1997).

gAMP (Quantitative analysis of DNA methylation using real-time PCR / Real-
Time PCR temelli kantitatif DNA metilasyon analizi) yontemi

gAMP memeli dokularinda metilasyon analizi teknigi olarak kullanilmaktadir.
Teknigin memeli hiicrelerinde bisiilfit konversiyon i¢in gereken ek siire olmadan hizli,
tekrarlanabilir ve dogru sonuglar verdigi bilinmektedir. Bu uygulama baslangi¢c materyalinin
daha az miktarda kullanilmasini saglamaktadir. Ayrica literatiirde bdlgeye ozgii DNA
metilasyonu veya DNA’nin tekli bolgelerindeki metilasyon analizinde hizli, nicel bir yontem

olarak onerilmektedir (Oakes et al., 2006).
Bu teknik 3 temel asamaya sahiptir;

1) Bir metilasyona bagl restriksiyon enzimi (MDRE) ve metilasyona duyarl
restriksiyon enzimi (MSRE) ile ilgili DNA 6rneginin kesilmesi,
2) Ozel genomik bdlgelere 6zgii primerlerin tasarlanmas,

3) PCR iiriin olusumunu izlemek igin real time PCR ile amplifikasyon olusumu.

Bu yontemin en 6nemli 6zelliklerinden birisi kantitatif bir degerlendirmeye sahip
olmasidir. Yine qAMP teknigi tim DNA Orneklerini amplifiye eden aymi primer ¢iftini
kullanmaktadir. Bu nedenle 6lgiimlerin dogrulugunu ve test kapasitesini artiran standart egri
degerleri ile iliskilendirilmesi gerekliligini ortadan kaldirmaktadir. Oligoniikleotitler
metilasyonu tam ayirt etmede restriksiyon enzimleri kadar isleve sahip degillerdir.
Oligoniikleotit baglamasi tekli CpG’lerin sorunlu oldugunu tespit edilmesini saglayan tek bir
niikleotit uyumsuzlugunda dahi meydana gelebilmektedir. Ayn1 zamanda, ¢oklu metillenen
veya metillenmeyen CpG’lere 6zgii tasarlanan oligoniikleotitler metillenmis Orneklere
heterojen bir sekilde etkili olarak baglanamayacaktir. Ozel CpG’lerin analizinde farkli
MSRE’lerin kullanilmasi bir bdlgedeki tek veya ¢oklu CpG’lerin arastirilmasindan ¢ok daha
iyi bir stratejidir. Ugiinciisii, QAMP ydntemi hem MSRE’leri hem de McrBC restriksiyon
enzimini kullanarak metillenen ve metillenmeyen DNA zincirlerinden kaynaklanan bagimsiz
ve tamamlayict iki Olglimii iiretmektedir. Bu durum sonuglarin giivenilebilir sekilde elde
edilmesine ve DNA metilasyonunun tam bir dizide dogru sekilde degerlendirilmesine izin
vermektedir. Bunun aksine, bisiilfit temelli testlerde metillenen ve metillenmeyen 6rnekler
icin elde edilen degerler tek bir oran olarak ifade edilmektedir. Dordiinciisii, DNA’nin tek

zincirli yapisina uygulanan bisiilfit biiyiik 6l¢tide 6rneklerin kararliligini azaltir, oysaki qAMP
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testi ¢ift zincirli olarak kullanilan kesilmis DNA’nin uzun siireli kullanimi igin daha
elveriglidir. Son olarak, bu test bir¢ok aday lokusun hizli ve diisiik maliyetli bir sekilde
incelenmesini saglamaktadir. ilgili lokus bisiilfit sekans yontemi kullanilarak daha kapsamli
belirlenebilir. Fakat, tarama amaciyla yapilan ¢alismalarda belirli bir bolgedeki her CpG'nin
kesin metilasyon durumunun incelenmesi c¢ogu durumda gerekli degildir. Memeli
DNA'sindaki tiim CpG'lerin yiizde 30 ila yiizde 401, sirastyla nispeten ucuz 3-5 MSRE
kullanilarak arastirilabilir. Bu taktik ¢ok sayida lokusun incelenmesi i¢in ¢ok daha etkili
olacaktir. Ozellikle, bisiilfit sekans yontemini kullanarak tek bir lokusun arastirilmas1 her bir
Ornegin li¢ tekerrlirii ve 4 restriksiyon enziminin kullanildigt gAMP yonteminden yaklagik 5
kat daha fazla maliyetli oldugu goriilmiistiir. Dahasi, islem siiresi de klonlama ve sekanslama
adimlart iptal edildigi i¢cin 5 giinden 1 giline indirilmektedir. Ayrica, kesimler yapildiktan
sonra kesilmis DNA, bircok PCR reaksiyonu icin rahatca kullanilabilir. Ornegin, 500 ayri
reaksiyon i¢in yeterli olan 1000 pl'ye seyreltilmis 1 pg kesilmis DNA ile yliksek kaliteli
sonuglar elde edilebilir. Yine primerler, tekrarlanmayan dizilerde bulunan hemen hemen tiim
kesim bolgelerini analiz etmek i¢in tasarlanabilir. Boylece birgok farkli bolgeyi test etmek

icin ayn1 ornekler kullanilabilir (Oakes et al., 2006; 2009)

Restriksiyon enzimleri

RE enzimleri, bakterilerde dogal olarak bulunan ve kisa DNA dizilimlerini 6zgiil
olarak taniyan ve bu dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler igindeki spesifik
bolgelerden DNA’y1 bir niikleik asitteki fosfodiester baglarmin hidrolizini katalize ederek

kesen enzimler olarak tanimlanmaktadir.

Bu dizilere palindromik diziler adi da verilmektedir. RE’larin asil biyolojik
fonksiyonu, bakteriyel savunma mekanizmasinda iislendikleri islevler olarak bildirilmektedir.
Bakteriye giren yabanct DNA’lar1 da kesebildiklerinden, intraseliiler bakteriyel patojenleri
inaktive edebilme yetenekleri sayesinde bakteriyi viriislerden ve yabanci DNA’lardan
korumaktadirlar. Mikroorganizmalar RE’larinin kendi DNA’larinda kesim yapmamasi i¢in
metilasyon gibi ¢esitli modifikasyonlar kullanmaktadir. RE’lerin isimlendirmesinde Once
enzimin elde edildigi bakteri cinsinin ilk harfi, daha sonra bakteri tiiriiniin ilk iki harfi ve son
olarak da soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baglayarak Romen rakami ile enzimin
izolasyon sirast belirtilmektedir. Her restriksiyon endoniikleazlarin uygun aktivite
olusturmalari icin kendilerine dzgii gereksinimleri bulunmaktadir. Ideal saklanma ve test
kosullar1 belirli enzim fonksiyonlarinda en yiiksek dogruluk ve aktiviteye sahip olmaktadir.

Sicaklik, pH, enzim kofaktorii, tuz bilisimi ve iyonik giicli gibi kosullar enzim aktivitesini ve
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sabitesini etkilemektedir (di Felice et al., 2019). Calismamizda Not I, Hpa II, Hha I, McrBC

enzimleri kullanilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Calismada Kulllanilan Restriksiyon Enzimleri

Restriksiyon izole edildigi Kesim Bolgesi Enzimin Ozelligi
Enzimi Bakteri
Not I Nocardia otitidis 5'.. GC|GGCC GC... 3"  Tip II* restriksiyon endoniikleazdir
3...CGCCGG |CG...5"
Hpa Il Haemophilus 5..C|CGG.. 3 Tip 1™ restriksiyon endoniikleazdir
parainfluenzae 3..GGC|C..5"
Hha | Haemophilus 5..6CG|C..3 Tip 1™ restriksiyon endoniikleazdir
haemolyticus 3..C|GCG..5"
McrBC Escherichiacoli 5'..(A/G)mC (Nn) (A/ Tip IV** restriksiyon endoniikleazdir
G)mC.. 3 McrBC, bir veya her iki iplikgikte
mC: 5- metilsitozin  igeren DNA'y1 kesen Dbir
hidroksimetilsitozin, 5- endoniikleazdir. McrBC, metillenmemis

metilsitozin, 4-metilsitozin, DNA tzerine etki etmez.

n =40-2.000

* Tip Il restriksiyon enzimleri, tam hedef niikleotitten veya ¢ok yakinindan kesim yapma yetenegine sahiptirler.
Mg*? iyonlarinin varligida ¢ift zincir DNA iizerindeki palindromik sekanslar1 tanir ve bu sekans icindeki dzel
bolgeden kesim yaparlar. Kesimleri ATP’ye baglh degildir.

**Tip IV restriksiyon enzimleri metillenmis DNA'y1 keser. Bunlar iki farkli altbirimden olugmaktadir. DNA
kesimi i¢in Mg*? ve GTP kofaktor olarak gerekmektedir. Tanima yeri iki par¢alidir. Metillenmis bazlar arasinda
birden fazla kesim olur.

Not |

Nocardia otitidis-caviarum kaynakli tip II restriksiyon enzimi olan metilasyona bagl
olarak calisan Not I restriksiyon enzimi, 8 bp DNA dizisini 5-GC/GGCCGC-3' bolgesinden

taniyan ve 4 bazli yapiskan u¢ olusturmak i¢in DNA'min her iki sarmalini ayiran bir
homodimerdir. Not I'nin tanima dizisi yalnizca G:C baz ¢iftlerinden olustugundan, siklikla
Okaryotik genomlarin CpG adalar1 olarak bilinen bolgelerinde bulunmaktadir. Not | DNA
hedef bolgesinin, M.Not 1 metilaz veya M.Eagl ile modifikasyonu, boliinmeyi bloke
etmektedir. Kisaca metilasyon varliginda metillenmeyen DNA dizilerinin kesiminde rol

almaktadir.

Hpa Il

Restriksiyon enzimi olan Hpa II ile genomik kesimler olusturulmaktadir. Hpa II

enzimi, Hemophilus parainfluenzae bakterisinden izole edilmistir. Hpa II'nin CCGG

dizilerini ve hemimetillenmis "CCGG dizilerini keserken DNA metilasyonu ile inhibe
olmakta ve C™CGG sekansini kesemedikleri bilinmektedir. Kesim sonunda yapiskan uglar

elde edilmektedir.
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Hha l

Haemophilus haemolyticus’dan elde edilen bir RE olan Hha | DNA dizisindeki 5 '... C

| CGG... 3' palindromik sekanslar1 taniyarak ve bu sekanslarda kesim yapmaktadir.
Metilasyon varliginda metillenmeyen DNA dizilerinin kesiminde rol almaktadir. Kesim
sonunda yapiskan uglar elde edilmektedir.

McrBC

Escherichia coli K-12'nin GTP gerektiren, modifikasyona bagli bir endoniikleazi olan

McrBC, spesifik olarak 5' R(m)C 3' formundaki DNA bdlgelerini tanimaktadir. Organizmanin
DNA’sinda bu sekans ¢ogunlukla bir CpG diniikleotiti olusturmak i¢in bir G’nin islemesi
seklinde gerceklesmektedir. Tanimlanan sekans palindrom degildir, bu yiizden McrBC enzimi
5 -G™CG-3 ve 5' -A"CG-3'ile birlikte 5' -"CGC-3' ve 5' -"CGT-3' komplementerini de tanir.
McrBC RE’i GTP bagimli ¢alismakta ve metillenen DNA zincirlerinden kesim yapmaktadir.

Gen ekspresyonu

Niikleik asitler genetik bilginin depolanmasi ve ifade edilmesini saglamaktadir.
Kimyasal olarak iki ¢esit niikleik asit bulunmaktadir; DNA ve RNA. Hiicre DNA’s1 hiicrenin
yasamsal islevlerine yardimci olabilecek genleri ve genler arasi bolgeleri igermektedir. Her
DNA molekiiliinde bulunan kalittim birimlerine gen adi verilmektedir. Molekiiler anlamda
gen; fonksiyonel bir iiriin, ribozomal riboniikleik asit (rRNA), tasiyici riboniikleikasit (tRNA)
ve polipeptid sentezini kodlayan DNA dizisi olarak tanimlanabilmektedir. Genlerin {riinleri
hiicrenin metabolik aktivitelerini yonetmektedir. Bir hiicrenin tiim genleri ve intergen DNA
(genler arasindaki DNA)’lar1 ile birlikte hiicre genomunu olusturmaktadir. DNA molekiiliinde
sifrelenen genetik bilginin ifade edilmesi veya bu bilginin kullanilmasi gen ekspresyonu
olarak tanimlanmaktadir (Sisecioglu, 2010). Gen ekspresyonu organizmada yagami boyunca
diizenlenmektedir. Ornegin bazi metabolik yolak enzimleri besin kaynaklar1 degistikce ya da
tilkkendik¢e azalabilmekte ya da artabilmektedir. Cok hiicreli bir organizmanin gelisimi
sirasinda, hiicresel farklilasmay1 etkileyen bazi proteinler, ¢ok az hiicrede yalnizca kisa bir
stire bulunabilmektedir. Organizmalar gen ifadesini, gelisim siireclerinde, ¢esitli metabolik

yolaklarda veya stres faktorlerine karsi cevap olusturmak i¢in diizenlemektedir.

Bitkiler, her organizma gibi i¢ dengelerini koruma ve devam ettirme egilimi
gostermektedirler. Degisen ¢evre kosullart altinda bitki, stres karsisinda yeniden bir
homeostasis kurmay1 amaglayarak kendi i¢inde aktif bir siire¢ baslatmaktadir. Bitkiler degisen

olumsuz sartlar1 algilayarak zarar goérmeyi Onleyecek sekilde bir cevap olusturmaktadir
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(Kosova et al., 2015). Bu karmasik mekanizmada genlerin ifadesinde ¢esitlilik olmasi, farkli

stres faktorleri tarafindan indiiklenmesinden kaynaklanmaktadir (Duque et al., 2013).

Bugday

Bugday (Triticum aestivum L.) bugdaygiller (Poaceae) familyasindan gelen tek yillik,

karasal iklimde yasayan bir bitki tiiridiir. Tablo 5.’de Triticum aestivum L. siniflandirilmasi

verilmisgtir.

Tablo 5. Ekmeklik Bugdayin Taksonomik Siniflandirilmasi

Alem Plantae

Sube Tracheophyta

Simf Liliopsida

Takim Poales

Familya Poaceae (Bugdaygiller)
Alt familya Poaideae

Cins Triticum

Tiir Triticum aestivum L.

Bugday diinyada en ¢ok ekimi yapilan ve besin olarak tiiketilen tahillardan biridir.
Insanlarin giinliikk beslenmelerinde bugday &nemli bir yer tutmaktadir. Yiiriitiilen bazi
calismalar oniimiizdeki yillarda da bu durumun devam edecegini dngdrmektedir. Fakat hizla
artan ve yetersiz gida alan niifusun artist devam ederken, talebi karsilamak i¢in bugday
tretiminin 2050 yilina kadar mevcut seviyelere gore %50'den fazla artmasi gerektigi
bildirilmektedir (Velde et al., 2018; Tadesse et al., 2019). Bununla birlikte, diinyadaki bugday
tretiminde biiyiilk pay sahibi olan iilkelerde son yillarda yetersiz topak arazisi, su
kaynaklarimin azalmasi1 ve degisen iklim gibi nedenlerden dolayr bugday cesitlerinin
mabhsiiliinde verim artis1 olmamakta, ya da ¢ok az olmaktadir (Reynolds et al., 2021). Bunlara
ek olarak cevre kirliligi de bugday iiretimindeki negatif etkiyi agir olarak artirmaya devam
etmektedir (Atar, 2017). Bugdayda 6zellikle agir metal maruziyeti, ekosistemdeki canlilar i¢in
de biiylik tehditler olusturmaktadir. Bugdaym temel besin kaynaklar1 arasinda yer almasi

nedeniyle olusan agir metal maruziyeti insan sagligi icin 6nemli bir sorun teskil etmektedir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan bitkisel materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesinden temin

edilen Triticum aestivum tiriiniin  bitkisinin  Gerek 79 ¢esidinin  tohumlarinin

cimlendirilmesiyle elde edilen kok ve govde kullanilmastir.

Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Calisma Esnasinda Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz Temin Edilen Firma

Azot Tanki Termo, Electron Corporation

Buzdolab1 Arcelik, TURKIYE, 8190NF

Derin Dondurucu Nuarie, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK
Elektroforez Akim Saglayict OWL OSP300-2Q, U.S.A.

Elektroforez Tanki (Yatay) OWL B2, U.S.A.

Etiiv Memmert, UNS5

Hassas Terazi Mettler Toledo AL204, CHINA)

Jel Gorlntiileme Sistemi DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL
Manyetik Karistirici Daihan Scientific MSH 20A, KOREA
Mikrodalga Firin Arcelik, TURKIYE, MD 592

Nanodrop Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A
Otoklav Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
Otomatik Pipetler Eppendorf, GERMANY

PCR Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA
pH Metre InoLab pH730 wtw Series, GERMANY
RT-PCR Qiagen/Rotor-Gene Q

Saf Su Cihaz1 GFL 2004, GERMANY

Santrifiyj Hettich, GERMANY, EBA-20

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE) 27

Su Banyosu Memmert WNB14, GERMANY

Vorteks Velp Scientifica, F202A0173
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Kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal igerikleri asagidaki gibidir:

Kadmiyum ¢ozeltisi.

e 1000 uM’lik stok ¢ozeltisi i¢in 0,129 g CdCl2.H20, 250 ml steril saf su igerisinde
coziilerek tlizeri 500 ml’ye tamamlanmistir.
e Daha sonra elde edilen stok ¢ozeltisinden 1:1 oraninda 500 pM, 1:3 oraninda 250

uM, 1:9 oraninda steril saf suyla seyreltilerek CdCl> ¢ozeltileri elde edilmistir.
DNA ekstraksiyon tamponu.

e 1 M Tris-HCI (pH 8.0)
e 0,5MEDTA (pH 8.0)

e 5M NaCl
e %2 B-mercaptoethanol (v/v)

e Heksadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)

Fenol: Kloroform: Izoamil alkol.

25:24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 77617).

Kloroform: Izoamil alkol.

24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir (Fluka, 25666).

TE tamponu.

e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
e 1 mM EDTA (pH 8,0)

%70’lik Etil Alkol.

e 70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 mI’ye tamamlanmaistir.

Ethidium Bromiir (Et-Br) Cozelltisi.

e 500 ml 0,5xTBE tamponu icerisine 300 pl ethidium bromiir ilave edilerek

hazirlanmistir. Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Bromfenol Blue Cozelltisi.

e 0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmigtir. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

0,5X TBE tamponu.

e Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmig ve 0,5
birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu

hazirlanmistir.

10X TBE tamponu.

e 107 g Tris-Base
e 55 g Borik Asit
e 58gEDTA

500 ml distile suda ¢oziilerek daha sonra ¢ozelti 1000 ml’ye tamamlanmustir. pH 8.0’e

ayarlanmustir.

Primerlerin Hazirlanmasi: Kullanilan primerler iiretici firmanin Onerdigi miktarda
seyreltilerek stok soliisyonu, daha sonra da uygun hesaplamalar ile calisma soliisyonlari
hazirlanmustir.

Yontem
Deney bitkilerine kadmiyum stresinin uygulanmasi

Esit boyutlarda segilen 20 Triticum aestivum tohumlar1 %2,5/w/v‘lik NaOCl‘de 3

dakika steril edilmistir. Tohumlar dort kez saf su ile durulanmis ve steril filtre kagidi ile
kurutulmustur. Bu tohumlar 1 saat siireyle saf su ile 1slatilan 20 tohum iki kat steril whatman
1 numaral filtre kagidi konulmus 15 cm ¢apl petri kaplarinda 0, 100, 250, 500 uM CdCl:
cozeltileri eklenilerek 8 gilinde c¢imlendirilmistir. Bu siire sonunda uygulama yapilan
petrilerden ve kontrol grubundan bitki 6rnekleri alinarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -

80° C’de saklanmustir.

DNA ve RNA izolasyonlarimin gerceklestirilmesi
DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu protokolii Nardemir (2012) esas alinarak ve bazi

diizenlemeler yapilarak manuel olarak asagidaki gibi yapilmistir.
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e Sivi azotta parcalanip 2 ml’lik tiiplere alinan 300 mg bitki materyali tizerine 1000
ul DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt iist edilmistir. Onceden 70 °C’ye
isitilmig su banyosunda 10 dakikada bir yavasga alt {ist edilerek 60 dakika
bekletilmistir.

e Ornekler su banyosundan sonra 10 dakika oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Bu siire sonunda iizerine 750 pl Fenol: Kloroform: Izoamil alkol
eklenerek 15-20 dakika rototorda alt iist edilerek karistirilmstir.

e 14000 rpm ve 24 °C’de 20 dakika santrifiij edilmis ve iist faz yeni bir tiipe
aktarilmistir (karin igindeki tiiplere).

e 1000 ul Kloroform: Izoamil alkol eklenerek birka¢ kez alt iist edilmistir. 14000
rpm ve 4 °C’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz dikkatli bir sekilde
yeni bir tiipe aktarilmistir (karin i¢indeki tiiplere).

e Ust faza 2,5 pl RNase ile 8 pl Proteinaz K eklenerek 30-45 dakika 37°C’de
bekletilmistir.

e Her tiipe 100 pl amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat ve 800 ul soguk
izopropanol eklenmistir (karin iginde).

e 14000 rpm ve 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilip tist faz atilmustir.

e Olusan pellet 37 °C’de 15 dakika bekletilerek alkol uguncaya kadar
kurutulmustur.

e Kurutulan DNA 100 pl TE tamponunda ¢6ziilmiistiir.

e Kullanilincaya kadar —20 °C’de saklanmustir.

RNA izolasyonu

RNA izolasyonu QIAGEN’ den alinan RNeasy Plant Mini Kit protokoliine gore
yapilmugtir.

e 100 mg bitki 6rnegi s1v1 azotta ezilmistir.

e 100 mg ezilmis Ornegi iizerine 450 pl RLT Bufferi eklenmis ve iyice
vortekslenmistir.

e Lizat, 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis bir QIAshredder spin kolonuna
(leylak) aktarilmis ve en yiiksek hizda 2 dakika santrifiij edilmistir. Toplama
tiiptindeki hiicre artiklarindan olusan peleti bozmadan siipernatant yeni bir
mikrosantrifiij tiipline dikkatlice aktarilmistir.

e Temizlenmis lizata 0,5 hacim etanol (%96-100) eklenmis ve hemen pipetlenerek

karistirtlmistir. Santrifiij etmeden hemen sonraki basamaga gegilmistir.
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e Olusan c¢okelti de dahil olmak tizere 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis
RNeasy spin kolonuna (pembe) aktarilmistir. Kapak yavasca kapatilmis ve >8000 x
g'de (>10.000 rpm) 15 saniye santrifiij edilmistir. Akis (kolondan gecen kisim)
atilmistir.

e RNeasy spin kolonuna 700 ul RW1 Buffer: eklenmis ve kapagi kapatilip ve >8000
X g'de 15 saniye santrifiij edilmistir. Akan kisim atilmistir.

e RNeasy spin kolonuna 500 ul RPE Buffer1 eklenmis ve kapagi kapatilip ve >8000 x
g'de 2 dakika santrifiij edilmistir.

e RNeasy spin kolonunu yeni bir 1,5 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir. Spin
kolon membranina dogrudan 30-50 pl RNase-free water eklenmis ve kapagi
yavase¢a kapatilip ve RNA'nin ayrilmasi i¢in >8000 x g'de (>10.000 rpm) 1 dakika

santrifiij edilmistir.

Primer tasarmm

e Primer tasarimi hem kontrol bolgesinin hem de ilgili bolgenin yan kisimlar1 dahil
primer ciftlerinin olusturulmasini igermektedir. Primerler hem MSRE hem de
MDRE kesim bolgelerini kapsayacak sekilde se¢ilmistir.

e PCR primerleri; McrBC’nin 06zel enzimatik o6zellikleri dikkatle gdzoniine
alindiginda PCR ile amplifiye edilmis bolge igerisindeki bilgilendirici kesim
bolgelerinin varligina dayanan 6zel bolgelerin yanina yerlesmek tizere secilmistir.
McrBC; 5'-G/AmC-3' kismim tanimaktadir. Organizmanin DNA’sinda bu sekans
cogunlukla bir CpG diniikleotiti olusturmak i¢in bir G’nin islemesi seklinde
gerceklesmektedir. Tanimlanan sekans palindrom degildir, bu yiizden McrBC
enzimi 5-GMCG-3' ve 5-A"CG-3' ile birlikte 5-"CGC-3' ve 5-"CGT-3'
komplementerini tanimistir.

e Iki yan bdlgenin optimum kesilmesi 55-103 bp uzunlugundadir ve enzim her iki
bolgeden yaklasik 30 bp uzunlugunda iki bolge arasinda DNA’y1 kesmektedir.
MSRE bélgesi primer baglanma sekansi arasinda olmasi tercih edilmistir. Uriin
boyutu 100-200 bp uzunlugunda olusturulmustur. Tiim primer ¢iftleri bu Kriterlere
gore test edilerek kullanilmistir.

e Bu analiz i¢in kullanilacak  primerlerin  tasarlanmasinda  Primer 3

(https://primer3.ut.ee/) programi kullanilmistir. Tasarlanan primerler Tablo 7.’de

gosterilmistir.
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Tablo 7. JAMP Analizinde Kullanilan Primerlerin Baz Dizilimleri

Gen Bolgesi Forward Primer Reverse Primer
UGT-3 (1. Primer) 5-CCTATCAAAGGGTGGGGTGG-3' 5-TAAAAACTTACGTGGCGCAGT-3'
UGT-3 (2. Primer) 5-GATGGCTACGACGAAGGAGG-3' 5-AGCATCTTACGAGACTGTTTGT-3'
LTP-4 (1. Primer) 5-ACTGCGCCACGTAAGTTTTT-3' 5-AGTGCGTTGGCGGAAAGATA-3'
LTP-4 (2. Primer) 5-CCTATCAAAGGGTGGGGTGG-3' 5-TAAAAACTTACGTGGCGCAGT-3'
Aquaporin PIP-1  5-TGTTCTTAGCCCGGAAGCTG-3' 5'-GGGAAAAATGCTCGAAACCGA-3'
(1. Primer)
Aquaporin PIP-1 ~ 5-GGATGACCACGTGAGTTTCCA-3' 5-GGACAAGGCCAGAAACCAGA-3'
(2. Primer)

Tablo 8. Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primerlerin Baz Dizilimleri

Gen Bolgesi Forward Primer Reverse Primer
UGT-3 5-TGAATGGCTCTGGTGTTCCC-3' 5-TTCGGATTCCCGTACAACCC-3'
LTP-4 5-GCGGTGTTAGCATCCCCTAT-3' 5-TATGAGTGCGTTGGCGGAA-3'
Aquaporin PIP-1  5-TCTGTTCTTAGCCCGGAAGC-3' 5-TTGGGATGGTTGCCAAGTGA-3'
B-actin 5-GTGTCGCACCAGAGGATCAT-3' 5-CGCTGGCATACAAGGACAGA-3'
GAPDH 5-GAGGTTGCTGTGTTTGGCTG-3' 5-GGAGCAAGGCAGTTAGTGGT-3'

PCR ile DNA ¢ogaltim

Bu asamada, tasarlanan primerlerin baglanma sicakliklarini tespit etmek igin bitki
DNA’lar ilgili primerler kullanilarak PCR islemi ile ¢ogaltilmistir. Daha sonra elde edilen

iriinlere agaroz jel elektroforezi islemi uygulanmistir.

PCR islemi igin su protokol basamaklari izlenmistir; 0,2 ml’lik tiipe,

10X PCR tamponu 3ul
dNTP (10mM) 1 ul
MgCl2 (25mM) 2ul
5Unit/ul Taq DNA polimeraz 1 pl
DNA (100ng/ul) 3ul
Reverse primer (5SuM) 1,5ul
Forward primer (5uM) 1,5ul
Steril saf su 13 ul

ilave edilerek hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.

Hazirlanan 6rnekler PCR otomatik thermocycle aletine yerlestirilmis ve asagidaki

dongiiye tabi tutulmustur.

1) 5 dakika 95° C

2) 38 dongii olacak sekilde sirasiyla,
a. 1 dakika 94° C

b. 1 dakika 30 saniye 56-60° C
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c. 2 dakika 72° C’de
3) 15 dakika 72° C tamamlanmustir.

PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler 4° C’de saklanmuistir.

Agaroz jel elektroforezi

Jel igerisinde agarin konsantrasyonu %]l konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip 0,5X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5X TBE + agaroz ¢ozeltisi igerisine 0,5ug/ml
olacak miktarda Et-Br eklenmistir.

Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan once jel
lizerine tarak konularak 6rneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir 6rnek (3pul bromfenol mavisi + 7l
PCR iirlinii) yliklenmistir.

Elektrik akimi verilerek 90V-90 dakika siire ile PCR firiinleri elektroforez islemine
tabi tutulmustur.

Elektroforez tankindan c¢ikarilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve fotograflari

cekilmistir.

gRT-PCR ile gAMP Analizi

DNA ’larin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

McrBC enzimi

NEBuffer 2(10X) 5 pl(1X)

BSA (100X) 0,5 ul

GTP (100X) 0,5 ul

DNA 1 ng

McrBC 1 pl (10 units)

Streril saf su ile son hacim 50 pl’ye tamamlanmstir.

e Hazirlanan 6rnekler 6nce enzim inkiibasyonu i¢in 1-2 saat 37° C’de bekletilmistir.

e Daha sonra inaktivasyon i¢in 20 dakika 65° C’de bekletilmistir.

Not | enzimi

10X Buffer O 2 ul
DNA 1 ul
Not | 1 ul
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Streril saf su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmastir.

e Hazirlanan 6rnekler 6nce enzim inkiibasyonu i¢in 1-16 saat 37° C’de bekletilmistir.

e Daha sonra inaktivasyon i¢in 20 dakika 80° C’de bekletilmistir.

Hha | enzimi

10X Buffer Tango 2 pl
DNA 1 pul
Hha | 1 pul

Streril saf su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmuistir.

e Hazirlanan 6rnekler 6nce enzim inkiibasyonu i¢in 1-16 saat 37° C’de bekletilmistir.
e Daha sonra inaktivasyon i¢in 20 dakika 80° C’de bekletilmistir.

Hpa Il enzimi

10X Buffer Tango 2 pl
DNA 1 pul
Hpa Il 1 pul

Streril saf su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmuistir.

e Hazirlanan 6rnekler 6nce enzim inkiibasyonu i¢in 1-16 saat 37° C’de bekletilmistir.
e Daha sonra inaktivasyon i¢in 20 dakika 80° C’de bekletilmistir.

qAMP yonteminin uygulanmasi

Tasarlanan primerler ile agagidaki gibi PCR islemi yapildi.

Tasarlanan primerler ile Procomcure Biotech 2X Magic SYBR Mix Kiti kullanilarak

iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde asagidaki gibi PCR islemi yapilmistir.

e Kullanilacak tiim soliisyonlar hafif bir sekilde vortekslenmistir.

e Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

2X Magic SYBR Mix 10 pl
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Kalip DNA 2 ul

Steril su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.

e Karisim PCR tiiplerine aktarilmis ve hafifce santrifiij edilmistir.
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e PCR dongiisii asagidaki gibi ayarlanir;

1) 5 dakika 95°C

2) 40 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 10 saniye 95° C

b. 15 saniye baglanma sicakliginda*

c. 20 saniye 72° C

3) Son olarak 2 dakika 72° C tutularak siire¢ tamamlanmaistir.
PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler 4° C’de saklanmistir.

* Tasarlanan primerin baglanma sicakligina gore degisim gostermektedir.

gAMP sonuclarinin degerlendirilmesi

Secilen bolgenin metilasyon yiizdesi herbir basarili PCR amplifikasyonunun {iriin
miktarindaki yaklasik 2 kat artisla sonuglanan temel prensip kullanilarak Ct degerindeki
degisimden belirlenmistir. Boylece, 1,0 degerindeki ACt degeri 6rnegin %50’sinin, 2,0
degerindeki ACt degerinin %75’inin kesildigini gostermistir. ACt ile iligkili MSRE ig¢in
metilasyon yiizdesi = 100 x (274¢Y; ACt ile iligkili MDRE (McrBC) i¢in metilasyon yiizdesi =
100 x (1-272CY formiilleriyle hesaplanmustir.

gRT-PCR ile gen ekspresyon analizi

Bu analiz i¢in  kullanilacak  primerlerin  tasarlanmasinda  Primer 3

(https://primer3.ut.ee/) programi  kullanmilmistir. Tasarlanan primerler Tablo 8.°de

gosterilmistir. qRT-PCR islemini gerceklestirmek i¢cin Procomcure Biotech 2X Magic SYBR

Mix Kiti kullanilmistir. Protokol {iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde yapilmistir.

e Kullanilacak tiim soliisyonlar hafif bir sekilde vortekslenmistir.

e Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

2X Magic SYBR Mix 10 pl
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Kalip DNA 2 ul

Steril su ile son hacim 20 ul’ye tamamlanmustir.

e Karigim PCR tiiplerine aktarilmis ve hafifce santrifiij edilmistir.

e PCR dongiisii asagidaki gibi ayarlanir;

1) 5 dakika 95°C

36


https://primer3.ut.ee/

2) 40 dongii olacak sekilde sirasiyla,
a. 10 saniye 95° C
b. 15 saniye baglanma sicakliginda*
c. 20 saniye 72° C

3) Son olarak 2 dakika 72° C tutularak siire¢ tamamlanmustir.
PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler 4° C’de saklanmistir.
* Tasarlanan primerin baglanma sicakligina gore degisim gostermektedir.

Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizi i¢in gen ekspresyon analizi
sonucunda orneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir. PCR analiz sonuglarina gore
orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel programi yardimiyla
hesaplanmistir. Standart sapmasi diislik olan 6rnekler 3 tekerriir izerinden degerlendirilmistir.
Bugdaya ait genlerin ifade oranlari1 Livak ve Schmittgen (2001) gére AACt oransal hesaplama
algoritmasi ile belirlenmistir. RT-PCR analizinde referans gen olarak bugday B-Aktin ve
GAPDH genleri kullanilmis ve genlerin ifade analizi referans gen ifadesine gore

degerlendirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Primer baglanma sicakhklarinin tespiti

Cd stresine kars1 yanit mekanizmasinda goérev alan UGT-3, PIP-1 ve LTP4 genlerinin
PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda olugan PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis

ve olusan bantlara gore primerin baglanma sicakligi tespit edilmistir (Sekil 4.).

PRIMER  4.PRIN uk APRIMER SPR wt PRIMER

\ﬂl 1.PR ‘H Al';:

Sekil 4. Hedef primerlerin jel elektroforezi

Hedef primerlerle yapilan PCR isleminden sonra olusan PCR iiriinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan tek bant profiline gore baglanma sicakliklar
belirlenmistir. UGT-3 geninin 1. ve 2. bdlgesi olarak tasarlanan 1. ve 2. Primerin baglanma
sicakliklar1 60 © C olarak belirlenmistir. LTP-4 geninin 1. ve 2. bolgesi olarak tasarlanan 3.
primerin baglanma sicakligi 56 © C olarak, 4. primerin ise 57 ° C olarak belirlenmistir. PIP-1
geninin 1. ve 2. bolgesi olarak tasarlanan 5. ve 6. primerin baglanma sicakliklar1 59 ° C olarak
belirlenmistir (Sekil 4).

Tasarlanan primerlerin gen bolgelerinde gosterimi
UGT-3

UGT-3 gen sekansinda RE’lerin kesim bdlgeleri asagidaki gibi belirlenmistir. Bu
bolgelerden kirmizi alanlar Hpa II’'nin kesim bolgelerini, yesil alanlar Hha DI’in kesim

bolgelerini ve sar1 alanlar McrBC’nin kesim bolgelerini temsil etmektedir.
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ATCAGCC CCGG
CCGG

ACTTCCCGAGTGTAGAGTTCGGCCTACCAGATGG
GTGCGAGAACCTCGACATGATCCAATCAAAGAATTTGTTCTTTAACTTCATGAA

CCGG

GTACAAACATAAAGAGGCAAACCTTGTGAATACTGGACTTTTTTTTTA
CCCCGCAAAAAAAAAAGATTAAGTATTTTACTTCAATAGTACAGGCCAGATTACT
AGTATAAATTCCTTCCAGAAAAGAAGAAAGCATACATATATAATAGAGTACACA
AGATAATAAAATCGACATGTGTGCTACCTTACGTAATGAAACATGTAATTCAAAC
TACATAAGGAAGTATAGAAAATAAGAATTTTCATCAGATATTTGTTACGCCAGTT
ACAGCTGGTTGATGTGTCAACGATGTCTGCACTTCAACGTATTTTAAACAACTAA
TATCATCTTGCAGGTACATCGTTTTTCACAACAATGTATTGGAGAATGTCACAGAT
GACAATGAGCTCATCACGATCBBBEBGGTTCCCTACACCGCTAGAGTTGACGAAGG
CTAAGTTGCCTGGAACCCTTTGTGTTBBBEBGTATGGAGCAAATCCGTGAGAAGAT
GTTTGAGGAGGAGCTGAGATGCGATGGTGAGATCACCAATAGCTTCAAAGAGCT
CGAGACATTGTACATTGAATCCTATGAGCAGATAACAAGGAAGAAGGTCTGGAC
GATCGGGCCAATGTGCCTCTGCCACCGAAACAGCAACAGAACGGCCGCAAGAGG
AAACAAGGCGTCAATGGATGAGGCACAGTGCTTGCAATGGCTTGATTCAAGGAA
GCCAGGCTCAGTGATCTTTGTGAGTTTTGGAAGCCTCGCTTGCACTACACCTCAAC
AACTTGTTGAACTGGGACTGGGACTTGAAGCCTCCAAGAAACCATTTGTTTGGGT
GATTAAAGCAGGAGCTAAGCTTCCAGAAGTCGAGGAATGGCTCGCAGATGGGTT
CGAGGABCECGTCAAAGACAGAGGTCTGATCATAAGGGGTTGGGCACCACAGCT
CATGATCCTGCAGCACCAAGCCGTTGGAGGATTCGTGACGCACTGCGGGTGGAAC
TCAACAATAGAGGGCATCTGTGCAGGTGTGCCCATGATCACATGGCCACACTTTG
GGGAGCAGTTTTTGAATGAGAAGCTGCTTGTGGATGTGCTGCAAATCGGGATGGA
GGTTGGAGTGAAAGGAGTTACACAGTGGGGAAGTGAAAACCAGGAGGTTATGGT
TACCAGAGATGCTGTGGAGACAGCAGTGAACACCCTGATGGGTGAAGGGGAGGC
TACAGAGGAGTTGAGAATGAGAGCAGAAGACTGEECCATTAAGGCAAGGAGGGC
TTTCGACGAGGAAGGTTCTTCTTACAACAACGTAAGGCTGTTAATTCAAGAAATG
GGAAACAAGACGAATGCATGTGGTTGATAGAGATTACCTAAGCTCGCTTTTTCAG
TGTAAACATGAAGTGAAACATCCTAGAGTACATATATCATCATATAGAATTTTGT
ACCAGGCTCACAGGTGATTATTTAGAGATTATAGATGATCCAAATGAAGGGAATA
TCAATTATCCTCTCTATTATGTACGCTCTTTCATGGCAGTCCACATAACAACTACA
CAGTCTGCTATTCTAGATGGTTACGCTCTCACTTG

LTP-4

LTP-4 gen sekansinda RE’lerin kesim bdlgeleri asagidaki gibi belirlenmistir. Bu
bolgelerden kirmizi alanlar Hpa II’'nin kesim bolgelerini, yesil alanlar Hha I’in kesim

bolgelerini ve sar1 alanlar McrBC’nin kesim bolgelerini temsil etmektedir.
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ATGGCTCGCACTACAGCTACTAAGCTCGTGCTGGTCGCCCTGGTGGCGGCACTCC
TCCTTGTAGCCTCCGACGCGGCAATCTCCTGCGGCCAGGTGAGCTCCGCCCTTGG

CCCGTGCCTTTCCTATGCACGCGGCAACGBEBECAGCCCGTCTGCGGCCTGCTGC

AGCGGCGTCAGGAGATTGGBBBBCCAAGTGCAGACTGCCGCTGACAAGAAAGCG
GCGTGCCTGTGCATCAAGAGTGCTGBBBEBTGGGGTCAAAGAAGGCACGGCCGCA
GAGATCCCCTCCAAGTGCCGCGTCAGCGTCCCCTACAAGATCAGCTCAACTGTGA
ACTGCAATAAGATCTAG

PIP-1

PIP-1 gen sekansinda RE’lerin kesim bolgeleri asagidaki gibi belirlenmistir. Bu
bolgelerden kirmizi alanlar Hpa II’'nin kesim bolgelerini, yesil alanlar Hha I’in kesim

bolgelerini ve sar1 alanlar McrBC’nin kesim bolgelerini temsil etmektedir.

GCAGGAGCTATAAAAAGAAGCAGGAAGCCACTCGCTCTCCTCACAGCCACAGCT
CGCCATCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCTREEEC TEBEBECAAGAGAGCTAGTAGT
GAGTAGTAGAAAGAAGAAGAGGCAAATTAATAGTAATGGAGGGGAAGGAGGAG
GATGTGAGGCTGGGGGCGAACAGGTACACGGAGAGGCAGCCGATCGGGACGGC
GEBEBBEBAGGGGGCGGAGGAGAAGGACTAIIIGAGCCCHNCCEREIR TG 1T
CGAGGTGGAGGAGCTGACGTCGTGGTCGTTCTANMMGCGGGGATCGCGGAGTT
CGTGGCGACGTTCCTGTTCCTGTACATCAGCATCCTGACGGTGATGGGGGTGAAC
AAGTCGGCGTCCAAGTIEBBBECACCGTGGGGATCCAGGGCATCGCGTGGTCGTTCG
GCGGCATGATCTTCEGEEETCGTCTACTGCACCGEBBEBCATCTEEBEBCGGGCACAT
CAACIEICGGTGACGTTCGGGCTGTTCCTGEBBBGGAAGCTGTCGCTGACGCGG
GCGGTGTTCTACATGGCGATGCAGTGCCTGGEBBEBCATCTGCCEREIINCGTGG
TGAAGGGGTTCCAGCGGGGGTTGTACATGGGCTIIlICGGCCEBBBECAACGCCG
TGAACIIGGTACACCAAGGGGGACGGGCTCGGGGCGGAGATCGTGGGCACCT
TCGTCCTCGTCTACACCGTCTTCTCCGCCACCGACGCCAABBBEAACGCCAGGGA
CTCCCACGTCCCCATCCTGEEBECGCTCCCCATCGGCTTCGCCGTCTTCCTCGTCC
ACCTCGCCACCATCCCCATCABBEBECABBEBECATCAACCCCGCCCGCAGCCTCGE
CGCCGCCATCGTCTATAACCEEEECCACGCATGGCACGACCACGTATGCAACCAA
CCATTATTTAATGCTTTCTCAACTACTTAGCTACTCCATCCATCCGATAAAAAACC
AATCGGAACGTGACACATTCTATTATTATGTATCTGAATATATATATACTATCTAA
ATTCATCGTACAAAATTCGTTTTTTATGGGATTTGAGGGAGTAGTTGCTAATAATC
ACACGTTAATTTAGTTCATTGATTAGTGCTAATTGATGGATGGATTTGTGCAGTGG
ATTTTCTGGGTTGGTCCGTTCATCGGAGCGGCACTGGCGGCCATCTACCACGTGG
TGGTGATCAGAGCAATCCCCTTCAAGAGEBBBEBGACTAATTAATTACCATGCACCA
TCATCTTAATTAAGCGATAATTACTCTGAAATAATCAACCGAGTTGATGCTGCAA
GATGATGGAGGATCAAGTCTCTACAGTACTACGTGTGTTATTACCGTCTGGTGAT
CGATGAAGCTAGCCGCTGCATAATTATAABCGEGTTTATATATATCTGATGTTGCT
GTAATTATATCTATGTGTACGTAGTATGTTTGGTGTGAGAAATGGTACTTGTGTGT
GCGGAGGCATGCATGTTCTTGGTTGCACGCCTTCAGCTATATATAGCTTTGCATCA
ATTCCATCTCCAAATGTGAATTTTACTAGTTACTATTTTTACCTCCTCTCATCCCCT
CTTATGTTATGTGTGATCAAGTATTTGATCCCCTCTCGTTAAGTAAATGTTAAGCA
TGCGTATTTGTAAA
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gRT-PCR ve gen ekspresyonu seviyelerindeki degisim

CdCl; agir metali dort doz (0, 100, 250, 500 uM) olarak Triticum aestivum tiiriine

uygulanmis ve UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde, gen ekspresyon seviyesindeki degisimler
gRT-PCR araciligiyla incelenmistir. Bu genlerin gen ekspresyon seviyeleri belirlenirken f-
Actin ve GAPDH housekeeping genleri ile karsilagtirma yapilmistir. CdCl» stresi altinda ilgili
genlerin gen ekspresyon seviyeleri UGT-3 geninde 100, 250, 500 uM CdCl, dozlarinda
govdede sirasiyla 0,77; 31,05; 16,64 oraninda degisim gozlenirken, kokte 0,04; 2,85; 6,35
oraninda degisim goriilmiistiir. Bu genin doza bagli olarak arttigi, fakat 500 uM dozunda
ekspresyonun asir1 diistigii goézlenmistir. Kokte ise doza bagli olarak UGT-3 geninin

ekspresyonunda dnemli olmayan bir artis goriilmiistiir (Tablo 9).

LTP-4 geninin ekspresyon seviyesindeki degisim 100, 250, 500 puM CdCl;
dozlarinda govdede sirasiyla 60,69; 21,81; 3,7 seklindeyken kokteki degisim 0,03; 5928;
14,77 seklinde gerceklesmistir (Tablo 9). LTP-4 geninin gévdede Cd stresinin artisina bagh
olarak ekspresyon seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir. Yine bu genin bitkinin kokiinde en fazla
250 uM Cd konsantrasyonunda ekspre oldugu ve bu ekspresyon oranmin 6nemli oldugu
goriilmiistiir.

PIP-1 geninde 100, 250, 500 uM CdCl. dozlarinda gévdede sirasiyla 0,04; 0,48; 0,2
oranlarindayken kokteki degisim 0,03; 6,29; 14,91 oranlarinda gergeklesmistir (Tablo 9). Bu
genin stres maruziyeti sonucunda kokte doz artisina bagli ekspresyon artist olmustur. Yine

govdede Cd dozlarinin artisiyla orantili olarak ekspresyon seviyesi artmustir, fakat dnemli bir

artis gozlemlenmemistir (Sekil 7).

Tablo 9. Secilen Genlerde Ekspresyon Seviyesindeki Degisim Oranlari

100 uM 250 M 500 M 100 uM 250 uM 500 uM
CdCl, CdCl, CdCl, CdCl, CdCl, CdCl,
(gbvde) (govde)  (gbvde) (kok) (kok) (kok)

UGT-3 0,77 (+)31,05 (+)16,64 ()0,04  (¥)2,85  (+)6,33
LTP-4 (+)60,69  (+)21,81  (+)3,7  (+)0,03  (+)5928 (+)14,77
PIP-1 (-)0,04 ()048 (90,2 (0,03  (+)6,29 (+)14,91

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) bitkisinin Cd stresi maruziyeti sonucunda

govdede ekspresyon seviyesinde en fazla degisimin LTP-4 geninde meydana geldigi
goriilmiistiir. PIP-1 geninde ise anlamli bir degisim gozlenememis, hatta kontrol bitkisiyle

ayni ekspresyon seviyesi tespit edilmistir (Sekil 5., Sekil 6.).
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Sekil 5. Ekmeklik bugday (Triticum aestivum) bitkisinin gévdesinde meydana gelen
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Kontrol Grubu 100 puMol CdCl, 250 uMal Cddl, 500 pMol CdCl;
Sekil 6. Ekmeklik bugday (Triticum aestivum) bitkisinin gévdesinde meydana gelen
ekspresyon degisimlerinin kolon grafigi
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Kontrol Grubu 100 pMol CdCl 250 pMol Cdd, 500 pMol CdCl,

Sekil 7. Ekmeklik bugday (Triticum aestivum) bitkisinin kokiinde meydana gelen ekspresyon
degisimlerinin kolon grafigi
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gAMP analizi ve DNA metilasyon yiizdesi

Dort konsantrasyon (0, 100, 250, 500 uM) seklinde uygulanan Ekmeklik bugday
bitkisinin kok ve govdesinde UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin gQAMP teknigi kullanilarak
DNA metilasyon seviyelerinde degisimler saptanmistir. Cd stresi ile iliskili olarak secilen bu

genlerin her iigiinde de metilasyon seviyelerinde degisimler goriilmiistiir (Tablo 10., Tablo

11., Tablo 12.).

Tablo 10. UGT-3 Gen Bolgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yiizdeleri

CdCl MSRE MDRE
KONSANTRASYONLARI

Gévde Kontrol 0,694569 99,95662
100 uM CdCl, (govde) 5,281146 99,00982
250 pM CdCl, (gbvde) 27,98007 98,14337
500 pM CdCl; (gdvde) 0,050095 99,97284
Kok Kontrol 0,069718 99,94226
100 uM CdCl, (kok) 47,91715 85,99512
250 uM CdCl, (kok) 148,4796 80,66232
500 uM CdCl, (kdk) 43,71819 55,13342

UGT-3 geninde MSRE’ler igin 16 bdlgede ve MDRE’ler i¢cin 37 bolgede metilasyon
analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda MSRE bdlgeleri i¢in bitkinin gévdesinde kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 100, 250 ve 500 uM CdCl. konsantrasyonlarinda sirasiyla
%S5,28, %27,98 ve %0,05 oranlarinda metilasyon meydana gelmistir. Kontrol grubuna gore en
yiiksek metilasyon orani 250 pM konsantrasyonunda olugsmustur (Sekil 8). Bitkinin kdkiinde
ise 100, 250 ve 500 uM CdCl; konsantrasyonlarinda sirasiyla %47,91; %148,47 ve %43,71
oranlarinda metilasyon meydana gelmistir (Sekil 9). Gévdede oldugu gibi kokte de en yliksek
metilasyon orani1 250 pM CdCl; konsantrasyonunda goriilmiistiir (Tablo 10). MDRE bélgeleri
icinse, govdede metilasyon seviyesi tiim konsantrasyonlarda yaklasik %99 iken (Sekil 10.,
Sekil 12.) kokte 100, 250 ve 500 uM CdCl; konsantrasyonlarinda sirasiyla %85,99, %80,66
ve %55,13 oranlarinda metilasyon olusmustur (Sekil 11., Sekil 13.). Bu metilasyon oranlarina
gore MDRE bdélgelerinde govdede meydana gelen metilasyon orani kdkte olusan metilasyon

oranindan yiiksek olarak incelenmistir (Tablo 10)
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Tablo 11. LTP-4 Gen Bolgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yiizdeleri

CdClz MSRE MDRE
KONSANTRASYONLARI

Govde Kontrol 0,945859036 99,863834
100 uM CdCl; (govde) 0,798892376 99,894369
250 uM CdCl; (govde) 10,40170546 97,067659
500 pM CdCl; (govde) 5,767321002 99,356073
Kok Kontrol 0,014463916 99,955728
100 uM CdCl; (kok) 3,427608549 98,518716
250 uM CdCl; (kdk) 38,8725155 60,510902
500 pM CdCl; (kok) 0,884757884 99,348123

LTP-4 geninde MSRE’ler i¢in 6 bolgede ve MDRE’ler igin 29 bolgede metilasyon
analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda MSRE bolgeleri i¢in bitkinin gévdesinde kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 100, 250 ve 500 uM CdCl. konsantrasyonlarinda sirasiyla
%0,79; %10,40 ve %5,76 oranlarinda metilasyon meydana gelmistir. Kontrol grubuna goére en
yiiksek metilasyon orani1 250 uM konsantrasyonunda olusmustur (Sekil 8). Bitkinin kdkiinde
ise 100, 250 ve 500 uM CdClz konsantrasyonlarinda sirasiyla %3,42; %38,87 ve %0,88
oranlarinda metilasyon meydana gelmistir (Sekil 9). Gévdede oldugu gibi kokte de en yliksek
metilasyon orani 250 uM CdCl; konsantrasyonunda goriilmiistiir (Tablo 10). MDRE bolgeleri
icinse, govdede metilasyon seviyesi 100 ve 500 uM konsantrasyonlarda yaklasik %99 iken
250 uM konsantrasyon %97’ye diisiis gozlenmistir (Sekil 10., Sekil12.). Bitkinin kokiinde ise
100, 250 ve 500 puM CdClz konsantrasyonlarinda sirasiyla %98,51; %60,51 ve %99,34
oranlarinda metilasyon olusmustur (Sekil 11., Sekil 13.). Bu metilasyon oranlarina gore
MDRE bolgelerinde kokte meydana gelen metilasyon orant gévdede olusan metilasyon

oranindan yiiksek olarak incelenmistir (Tablo 11).
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Tablo 12. PIP-1 Gen Boélgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yiizdeleri

CdcCl MSRE MDRE
KONSANTRASYONLARI

Govde Kontrol 6,58742483 97,678289
100 uM CdCl, (govde) 28,90284673  98,469244
250 pM CdCl, (govde) 64,47432351  71,615049
500 uM CdCl, (govde) 0,296955067  99,223633
Kok Kontrol 0,143442657  99,978527
100 uM CdCl, (kék) 3,906784364  68,158896
250 uM CdCl, (kk) 67,18650243  97,674718
500 uM CdCl, (kok) 3374871597  85,757808

PIP-1 geninde MSRE’ler i¢in 30 bolgede ve MDRE’ler i¢in 68 bolgede metilasyon
analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda MSRE bolgeleri i¢in bitkinin gévdesinde kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 100, 250 ve 500 uM CdCl. konsantrasyonlarinda sirasiyla
%28,90; %64,47 ve %0,29 oranlarinda metilasyon meydana gelmistir. Kontrol grubuna gore
en yiiksek metilasyon orani 250 uM konsantrasyonunda olusmustur (Sekil 8). Bitkinin
kokiinde ise 100, 250 ve 500 uM CdCl. konsantrasyonlarinda sirasiyla %3,90; %67,18 ve
%33,74 oranlarinda metilasyon meydana gelmistir (Sekil 9). Govdede oldugu gibi kokte de en
yiiksek metilasyon oran1 250 uM CdCl: konsantrasyonunda goriilmiistiir (Tablo 12). MDRE
bolgeleri iginse, govdede metilasyon seviyesi 100 ve 500 pM konsantrasyonlarda yaklasik
%99 iken 250 uM konsantrasyon %71 e diistiigii goriilmiistiir (Sekil 10., Sekill2.). Bitkinin
kokiinde ise 100, 250 ve 500 uM CdCl. konsantrasyonlarinda sirasiyla %68,15; %97,67 ve
%385,75 oranlarinda metilasyon olusmustur (Sekil 11., Sekil 13.). Bu metilasyon oranlarina
gore MDRE bolgelerinde govdede meydana gelen metilasyon orani kdkte olusan metilasyon

oranindan yiiksek olarak incelenmistir (Tablo 12).
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Sekil 8. Bitki gdvdesinde secilen genlerin MSRE bdélgelerindeki metilasyon oranlari

UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde belirlenen MSRE boélgeleri incelendiginde bitkinin
govdesinde en fazla metilasyon oraninin 250 uM Cd konsantrasyonunda PIP-1 geninde
gerceklestigi gortilmiistiir. Yapilan analiz sonucunda, tiim genlerde 100 ve 250 uM Cd
konsantrasyonlarinda metilasyon miktarinin arttigi, fakat 500 uM Cd konsantrasyonunda

metilasyon oraninin diistiigli gozlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 9. Bitki kokiinde segilen genlerin MSRE bdlgelerindeki metilasyon oranlari
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UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde belirlenen MSRE bélgeleri incelendiginde bitkinin
kokiinde en fazla metilasyon oranmnin 250 uM Cd konsantrasyonunda UGT-3 geninde
gerceklestigi goriilmiistiir. Yapilan analiz sonucunda, tim genlerde 100 ve 250 uM Cd
konsantrasyonlarinda metilasyon miktarinin arttigi, fakat 500 pM Cd konsantrasyonunda

metilasyon oraninin diistiigi gozlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 10. Bitki govdesinde secilen genlerin MDRE boélgelerindeki metilasyon oranlari
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Sekil 11. Bitki kokiinde segilen genlerin MDRE bolgelerindeki metilasyon oranlari
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Sekil 12. Secilen genlerin bitki govdesinde MSRE ve MDRE bdlgesindeki metilasyon
oranlar1
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Sekil 13. Secilen genlerin bitki kokiinde MSRE ve MDRE bolgesindeki metilasyon oranlari

Gen ekspresyonu seviyelerindeki ve DNA metilasyon yiizde degisimlerinin
karsilastirilmasi

CdCl; agir metalinin dort doz (0, 100, 250, 500 uM) olarak Triticum aestivum tiiriine

uygulanmast sonucunda UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde kontrol grubu baz alinarak
hesaplanan, gen ekspresyon seviyesinde degisimler ve metilasyon yiizdesi degisimleri elde
edilmistir (Tablo 13). Elde edilen bu veriler govde ve kok igin her bir gen ayr1 ayr1 birbiriyle
karsilastirtlmistir (Sekil 12., Sekil 13.).
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Tablo 13. Analizler Sonucunda Elde Edilen Gen Ekspresyon Oranlari ve DNA Metilasyon
Yiizdeleri

100 uM 250 uM 500 uM 100 uM 250 uM 500 uM

CdCl; (govde) CdCl, (govde) CdCl; (govde) CdCl; (kok) CdCl, (kok) CdCl; (kok)
Egi;{fgggnlan 0.77 (+)31,05  (+)16,64 (90.04  (4)285  (+)6.35
Elgfegﬂg?anlm (4)60.69  (+)21,81 (+)3,7 (4)003  (4)5928  (+)14,77
PIP-1 Geninin (10,04 (10,48 (10,2 (10,03 (+)6,29 (+)14,91

Ekspresyon Oranlari

UGT-3 Geninin

. ; . 4,58657643 27,285501 -0,6711906  47,847428  148,40992  43,648474
Metilasyon Yiizdesi

LTP-4 Geninin

. y . -0,1469666 9,4558464 4,8214619  3,4131446  38,858051  0,8702939
Metilasyon Yiizdesi

PIP-1 Geninin

. y . 22,3154219 57,886898 -6,2904697  3,7633417  67,043059  33,605273
Metilasyon Yiizdesi

CdCl, agir metali maruziyetinde govdede UGT-3 geninin ekspresyon seviyesi doza
bagli olarak artarken 500 uM Cd konsantrasyonunda 250 uM konsantrasyonuna gore diisiis
sergilemistir. Metilasyon yiizdesi ise kontrol grubuna gore 100 uM ve 250 uM dozlarinda
yiikselirken 500 uM Cd konsantrasyonunda 6zellikle 250 uM’e gore diisiis gostermistir (Sekil
14). UGT-3 geninin kokteki ekspresyon doza bagl olarak artarken metilasyon yiizdelesi 250
UM dozlarinda artis gostererek diger dozlarda da artmistir (Sekil 15).

CdCl; agir metali maruziyetinde govdede LTP-4 geninin ekspresyon seviyesi doza
bagli olarak azalirken metilasyon yiizdesi ise kontrol grubuna gére 100 uM dozunda anlamli
olmayan bir diislis gosterirken diger dozlarda artmigtir ancak 500 uM dozunda 250 pM
konsantrasyonuna oranla bir diisiis gdzlenmistir (Sekil 14). LTP-4 geninin kokteki ekspresyon
seviyesi 250 uM Cd konsantrasyonunda asir1 sekilde artis gostererek artmistir. LTP-4 geninin
kokteki metilasyon yiizdeside kontrol grubuna gére en ¢ok artist 250 uM Cd

konsantrasyonunda gostererek diger dozlarda da artmistir (Sekil 15).

Triticum aestivum bitkisinde CdCl> agir metali maruziyetinde gévdede PIP-1 geninin

ekspresyon seviyesi anlamsiz olarak artis gostermistir. Metilasyon yiizdesi ise kontrol
grubuna goére 100 uM ve 250 uM dozlarinda ciddi derecede artarken 500 uM Cd
konsantrasyonunda diisiis gostermistir (Sekil 14). Kokte PIP-1 geninin ekspresyon seviyesi
doza bagl olarak artmistir. Metilasyon yiizdeside kontrol grubuna goére en ¢ok artis1 250 uM

Cd konsantrasyonunda gostererek diger dozlarda da artmustir (Sekil 15).
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Sekil 14. Govdedeki gen ekspresyon ve DNA metilasyon seviyelerinin degisim oranlari
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Sekil 15. Kokteki gen ekspresyon ve DNA metilasyon seviyelerinin degisim oranlari
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TARTISMA VE SONUC

Hizla artan niifusun beraberinde getirdigi hizli kentlesme ve sanayilesme, doga ve
insanlik i¢in bir dizi problemi de beraberinde getirmistir. Cevresel kirlilik bu problemlerin
basinda gelen ve Onleyici adimlar atilmasi gereken temel problemlerden biridir. Gilintimiizde
agir metallerin olusturmus oldugu ekolojik kirlilik tiim diinya giindeminde 6nemli ve endise
verici bir konu olarak yer almaktadir. Bir¢ok bilim dali ve multidisipliner ¢alisma tarafindan
agir metallerin atmosferi kirlettigi, toprak yapisin1 bozdugu, bitkisel verimi azalttigi, su
kalitesini disiirdiigti gibi etkileri ortaya koyulmustur (Hossain et al., 2012; Emamverdian et
al., 2015; Wang et al., 2017; Briffa et al., 2020; Fu and Xi, 2020; Mishra et al., 2021).

Agir metaller grubunda yer alan Cd; kimyasal giibrelerin degistirilmesi, ¢camur ve
lagim sular1 ile sulamalarin yapilmasi gibi nedenlerden dolay: toprakta birikimi artmaktadir.
Ekilebilir topraktaki Cd kirliligi, son birka¢ yilda diinya ¢apinda carpict bir sekilde artmistir
ve gida giivenligi, insan sagligi igin potansiyel tehdit olusturmustur (Li et al., 2014; Zhou et
al., 2018; Vareda et al., 2019). Cd’nin insana ulagimini kolaylastiran unsurlardan biri hig
siiphesiz bitkilerdir. Bitkiler i¢cin temel olmayan bu agir metalin birikimi birgok hiicresel
fonksiyonu etkilemekte fotosentez, su ve besin alimimi azaltmaktadir. Genel semptomlari
arasinda biiyiime inhibisyonu, kloroz ve farkli dokulardaki anatomik, morfolojik, fizyolojik
veya biyokimyasal 6zelliklerin degisimleri bulunmaktadir (Genchi et al., 2020). Cd’nin bitki
icin hayati olan fonksiyonlardaki rollerini bitki tepkilerinin molekiiler mekanizmalar1 ve Cd
stresine karst savunma mekanizmalariin aydinlatilmasi olduk¢a Onemlidir. Yaptigimiz
calismada, Cd stresinin 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda yetistirilen Ekmeklik
bugday bitkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda koék ve goévde organlarimin gozle
goriilebilir sekilde boylarinin kisaldig1 ve daha zayif biiyiidiikleri goriilmiistiir.

Bitkiler, diger organizmalarda oldugu gibi i¢ dengelerini koruma egilimi
gostermektedirler. Degismis cevresel kosullar altinda bitki, strese karst yeniden bir
homeostasis kurmay1 amaglayarak aktif bir slire¢ baslatmaktadir. Bitkiler degisen sartlari
algilayarak zarar goérmeyi Onleyecek sekilde bir yanit olusturmaktadirlar (Kosova et al.,
2007). Bu karmasik mekanizmada genlerin ifadesinde degisikliklerin olusmasi, farkli stres
faktorleri tarafindan indiiklenmesinden kaynaklanmaktadir (Duque et al., 2013). Yapilan bir
calismada, Cd stresinin uygulandigi soya fasulyesinde ABA bozunmasi, GB ve SA
biyosentezi, hidrojen peroksit (H202) iiretimi ve Cd tasinmasi ile ilgili genlerin upregiile

oldugu, zeatinriboside (ZR), indol 3-asetik asit (IAA) ve metil jasmonat (MeJA) ile ilgili
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genlerin ise downregiile oldugu rapor edilmistir (Bashir et al., 2019). Calismamizda PIP-1
geninin bitkinin govdesinde downregiile oldugu, fakat bunun Onemli bir oranda
gerceklesmedigi goriilmistiir. UGT-3 ve LTP-4 genlerinin ise onemli derecede upregiile
oldugu gézlenmistir. Ayrica LTP-4 geninin govdede en yiiksek 100 uM konsantrasyonda en

yiiksek ekspre oldugu dozlarin artmasiyla ekspresyon miktarinin azaldigi gérilmiistiir.

Farkl1 abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde LTP genlerinin ekspresyon verileri ile
ilgili pekgok ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda LTP'lerin tuz stresine (Jang et al., 2004;
Wang et al., 2010), osmotik strese (Choi et al., 2008), kuraklik stresine (Cameron et al., 2006)
ve soguk stresine (Jung et al., 2003) adaptasyon saglamada rol oynadigina dair birgok kanit
bildirilmistir (Hincha et al., 2001). Tayeh ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir
calismada, bugday bitkisine maruz birakilan stresi bertaraf etmek i¢in Heptanoil Salisilik Asit
(HSA) uygulanmig ve LTP genlerinin ekspresyon oranlarina bakilmistir. Strese maruz
birakilan genlerde LTP genlerinin ekspresyonunda onemli bir degisiklik olmazken, HSA
puskiirtilldiigiinde bu genlerin yiiksek oranda upregiile oldugu bildirilmistir (Tayeh et al.,
2013). Yine bagka bir arastirmada, yiiksek ekspre olan LTP mutant bitkilerinin tuz stresi
maruziyetinde kontrol bitkilerine gore ¢ok daha iyi biiyiidiikleri belirlenmistir. Bunun aksine,
LTP genlerinin baskilandigi mutantlarda ise belirgin bir biiylime etkisi goriilmemistir (Jiilke
and Ludwig-Miiller, 2016). LTP’lerin yiiksek oranda ekspre oldugu mutantlarda organizma
icerisinde ABA seviyesinin arttig1 ve ozellikle LTP-3’iin ABA yolunun diizenleyicisi oldugu
kanitlanmistir (Gao et al., 2016). Calismamizda da LTP-4 geninin Cd stres dozlarinin artisiyla
govdede upregiilasyon oranlarinin diistiigi, bitkinin kokiinde ise 250 uM konsantrasyonda ani
bir yiikselme ile upregiile oldugu goriilmiistiir. Durum bugdayinda yapilan calismada,
abiyotik stres kosullarina toleransli ve hassas olan genotiplere farkli abiyotik stresler
uygulanmistir. Bu bitkilerde LTP-4 geninin ekspresyon oranlar1 incelenmistir. Elde edilen
verilere gore, toleransli genotipte hassas olan genotipe kiyasla daha fazla LTP-4 geninin
ekspre oldugu bulunmustur. LTP-4’{in asir1 ekspre olmasi bitki biiylimesinin tesvik edilmesi
ile sonuglanmustir (Safi et al., 2015). Bu durum LTP-4 geninin abiyotik streslere kars1 tolerans
mekanizmalarinda etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, ¢alismamizda bitki koklerinde 250
uM konsantrasyonda bu genin asir1 upregiile olmasi Cd stresine dogrudan maruz kalan
organlarin kokler olmasi nedeniyle burada savunma proteinlerinin daha aktif oldugu i¢in
gerceklestigi distiniilmistiir (Driouich et al., 2013; Baetz and Martinoia, 2014; Khan et al.,
2021). Dahasi, sonraki yiiksek dozda upregiilasyonun ¢ok fazla diismesi abiyotik streslerin
siir seviyeye kadar savunma genlerini asir1 ekspre ettigi, bitkinin 6liime yaklastig1 sinirlarda
ise savunma genlerinin ekspresyonunu ¢ok azalttigi seklinde yorumlanmistir (Sorrentino et

al., 2017).
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Glikosiltransferazlar hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunan ¢esitli
sekerlerin eklenmesini katalizleyen enzimler olarak tanimlanirlar. En 6nemli 6zellikleri
aglikonlarin glikozilasyon aktivitelerini, ¢oziiniirlilklerini ve taginmalarini degistirmeleri
olarak bildirilmistir. Bu nedenle, glikolizasyon hiicresel metabolizmada 6nemli bir
diizenleyici olarak kabul edilmislerdir (Lim and Bowles, 2004). Bitki UGT'leri, bitki
hormonlari, bitki sekonder metabolitleri ve biyolojik homojen/heterolog maddeler
(siyanojenik glikozitler ve herbisitler gibi) dahil olmak {izere glikozilasyon reaksiyonlar1 i¢in
cok ¢esitli substratlar1 katalize etmektedirler. Arabidopsis genomunda >100 UDP-
glikosiltransferaz (UGT) aile tiyesi mevcuttur (Ross et al., 2001). Calismamizda UGT-3 geni
hem kokte hem de govdede upregiile olmustur. Gen ekspresyonunun en yiiksek oldugu doz
bitkinin gévdesinde arastirilan 250 uM konsantrasyon olarak bulunmustur. Ekmeklik bugday
bitkisinin kokiinde ise Cd stresinin artigtyla orantili olarak ekspresyon seviyesi artmistir. Cin
karnibaharinda yapilan c¢alismada, bitki savunmasinda O©nemli bir rol oynayan
glikosinolatlarin  iiretimi  lizerine UGT’lerin etkileri arastiilmistir.  Bu  arastirmada,
glikosinolat birikiminin yiiksek oldugu bitkilerde UGTJB1 ‘in ekpresyon seviyesinin iki kat
arttig1 bildirilmistir (Zheng et al., 2021). Su stresine karst UGT74E2 geninin Indol-3-biitirik
aside (IBA) birlikte etkileri arastinllmistir. IBA’nin strese karst koruyucu roliinii
UGT74E2’nin destekledigini ve sinerjik etki olusturduklari rapor edilmistir (Tognetti et al.,
2010). Ayrica UGT-3 geninin 6zellikle bitkilerde fungal hastaliklarin bertaraf edilmesinde de
etkili oldugu bildirilmistir. Mikotoksinlerden biri olan DON’un meydana getirdigi kiif
hastaliginin mekanizmasi bugday bitkisinde arastirilmig, UGT-3 geninin asir1 ekspre oldugu
transgenik bitkilerde kontrole gore daha az DON birikimi sergilendigi belirlenmistir. Yine
UGT-3’lin upregiile olmas1 kok uglarinda SA ve JA’nin miktarini arttigini ve savunma

cevaplarini pozitif olarak diizenledigini gostermistir (Xing et al., 2018).

Transmembran su iletimi, aquaporinler olarak adlandirilan su kanali proteinlerinden
dolayr membran gecirgenliginin artmasiyla ¢ift lipid tabakasi boyunca diflizyon ile
gerceklesmektedir (Preston et al., 1992). Bu aquaporinler, suyun zar boyunca hizli ve
kontrollii bir sekilde yer degistirmesini saglamaktadir. Bitki aquaporinlerinden en
Oonemlilerinden biri PIP’lerdir. PIP’ler tuz, kuraklik, soguk, su stresi, 1sik gibi abiyotik
streslere ve fitohormonlara yanit mekanizmalarinda gorev aldiklar1 c¢esitli bitkilerde
kanmitlanmistir (Gao et al., 1999; Yang et al., 2003). Farkli abiyotik stres kosullarina
dayaniklilik gosteren Festuca tiirleri arasinda PIP genlerinin ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmistir. Bu ¢alismada, kuraklik stresi altinda PIP-1 geninin ekspresyon miktarinin
azaldig1, fakat yiiksek kuraklik altinda PIP-2 geninin ekspresyon seviyesinin arttigi

belirtilmistir. Soguk stresi maruziyetinde ise her iki genin de ekspresyon seviyelerinin
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azaldig1 rapor edilmistir (Pawtowicz et al., 2017). Calisma sonuglarimiza gore, PIP-1 geni
Ekmeklik bugday bitkisinin koklerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli olmayan bir sekilde
downregiile olurken, gévdede ise Cd stresinin artigina bagli olarak yaklasik 6 kat upregiile
meydana gelmistir. Yapilan bir calismada, PIP-1 ve PIP-2 genlerinin koklerde aktif oldugunu
gosterirken govdede sadece PIP-2’in ekspre edildigi bildirilmistir. Bu nedenle PIP-2’nin
koklerde su alinimini ve tasinmasini saglayan en 6nemli gen oldugu rapor edilmistir (Guo et

al., 2006). ABA ve tuzun uygulandigi Arabidopsis thaliana bitkilerinde strese yanit olarak

PIP genlerinin ekspresyonunun arttig1 da ortaya konulmustur (Jang et al., 2004).

Gen ifadesini diizenleyen mekanizmalarin basinda epigenetik mekanizmalar
gelmektedir. Bitki epigenetiginde DNA metilasyonu zellikle gen ifadesinin diizenlenmesinde
rol alan 6nemli bir mekanizmadir. Spesifik bir DNA metilasyonu, meydana gelisi, korunmasi
ve aktif uzaklastirma faaliyetlerinin dinamik diizenlenmesinin sonucunu yansitmaktadir. Bu
aktiviteler, farkli yollarla spesifik genomik bolgelerde hedeflenen ¢esitli enzimler tarafindan
katalize edilmektedir. Bitki DNA metilasyonu, tiim sitozin sekanslarinda meydana
gelebilmektedir: CG, CHG ve CHH (H = A, T veya C'yi temsil etmektedir) (Zhang et al.,
2006; Lister et al., 2008). A. thaliana'da yapilan ¢alismalar genomunda DNA metilasyonu;
transposable elementler (transpozonlar) ve diger tekrarlayan DNA sekanslar ile
zenginlestirilmis heterokromatin bolgesindeki agir metilasyon ile karakterize edilmektedir

(Henderson and Jacobsen, 2007).

Bitkilerde genlerle iligkili DNA metilasyonu, promotdrde veya kopyalanan gen bolgesi
icinde meydana gelebilmektedir. Promotor DNA  metilasyonu genellikle gen
transkripsiyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Ancak bazi durumlarda A. thaliana'da ROS1
geninde ve domateste meyve olgunlagsmasini engelleyen yiizlerce gende oldugu gibi gen
transkripsiyonunu destekleyebildigi de rapor edilmistir (Zhang and Zhu, 2012; Lei et al.,
2015; Williams et al., 2015). Promotér DNA metilasyonu, transkripsiyon aktivatorlerinin
baglanmasin1 inhibe ederek, transkripsiyon baskilayicilarin baglanmasinmi tesvik ederek
dogrudan transkripsiyonu baskilayarak, H3K9me2 gibi baskilayict histon modifikasyonlarini
tesvik ederek ve histon asetilasyonu gibi histon modifikasyonlarini inhibe ederek
transkripsiyonu baskilayabilmektedir (Domcke et al., 2015; Zhu et al., 2016). Promotor
metilasyonunun gen transkripsiyonunu nasil aktive ettigi konusu heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Muhtemelen, DNA metilasyonu, bazi transkripsiyon aktivatorlerinin
baglanmasini artirmasi veya bazi transkripsiyon baskilayicilarin baglanmasini engellemesi
seklinde disiiniilmiistiir. Promotdrlerdeki DNA metilasyonu, genellikle yakindaki

transpozonlardan ve diger tekrarlayan sekanslardan metilasyon bolgelerinin yayilmasi
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seklinde aciklanmistir. Gen bolgesine bitisik bulunan transpozonlar ve tekrarlar, genleri
transkripsiyonel susturulmadan korumak igin aktif DNA demetilasyon mekanizmasi
tarafindan da belirlenmektedir (Tang et al., 2016). Promotér DNA metilasyonu tarafindan
aktive edilen genlerin durumunda, genlerin transkripsiyonel susturulmasina neden olan aktif
demetilasyonun rol aldigi bildirilmistir (Lang et al., 2017). A. thaliana'da, promotor
bolgelerinde genlerin sadece yaklasik %5'1t metillenir. Buna karsilik, daha biiyiik genomlara
sahip ekin bitkileri, daha yiiksek bir transpozon igerigine ve genlere yakin daha fazla
transpozona sahip olabilir; sonug olarak, promotor metilasyonuna sahip daha fazla gen vardir
(Matzke and Mosher, 2014). Bu nedenle, DNA metilasyonu, birka¢ ekin bitkisinde gen
diizenlemesinde A. thaliana'dan daha 6nemli rollere sahiptir ve bu ekin bitkilerindeki DNA
metilasyon mutantlar1 genellikle ya oldiiriictidiir ya da ciddi biiyiime ve gelisim kusurlarina

sahiptir (Alleman et al., 2006; Liu et al., 2015).

Bitkilerin ¢esitli biyotik ve abiyotik c¢evresel uyaranlara karsi yanitta DNA
metilasyonunun islev gordiigii bilinmektedir. Cevresel ortamin, 6zellikle ge¢cmiste maruz
kalinan ortamlarin olasi bitki hafizasina kaydedilmesine duyulan hayranliktan dolayr DNA
metilasyonunu degistirip degistiremeyecegine biiyiik bir ilgi duyulmaktadir. A. thaliana
epigenomlar1 ilizerine yapilan c¢aligmalar, sadece metilasyona dayali epigenetik ozellikli
lokuslar1 degil, ayn1 zamanda DNA metilasyonu ile lokal adaptasyon arasinda bir korelasyon
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Schmitz et al., 2013) ve bunlar epiallellerin neden oldugu farkli
gen ekspresyonu ile tiim genomdaki DNA metilasyon seviyeleri arasinda baglanti oldugunu
vurgulanmigtir  (Dubin et al.,, 2015; Kawakatsu et al., 2016). Ayrica, bitki DNA
metilasyonunun gevresel stres kosullar1 altinda bireysel lokuslarda veya tiim genom boyunca
degisebilecegini gostermistir, ancak abiyotik strese yanit olarak herhangi bir degisikligin

adaptif olup olmadig1 belirsizligini korumaktadir (Zhang et al., 2018).

Aragtirmacilar, 1s1, soguk, kuraklik, yiiksek tuzluluk, hiperosmotik stres, ultraviyole
radyasyon stresi, toprak besin maddesi eksikligi, pestisitler ve iklim degisikligi dahil olmak
tizere ¢ok cesitli abiyotik ¢evresel stres kosullarina bitki yanitlarinda DNA metilasyonunun
potansiyel rollerini yogun bir sekilde arastirmistir. Bu arastimalar A. thaliana, musir, piring,
kislik bugday, Brassica rapa, Brassica napus, arpa, Populus gibi pekcok farkli bitki tiiriinde
yapilmistir (Lang-Mladek et al., 2010; Secco et al., 2015; Chwialkowska et al., 2016; Li et al.,
2016; Ganguly et al., 2017; Liu et al., 2017). Son calismalar, bitkilerde DNA metilasyonuna
bagli stres bellegi olusturmak igin kalict stresin potansiyel 6nemini vurgulamistir (Jiang et al.,
2014; Sanchez and Paszkowski, 2014; Wibowo et al., 2016). Bugday bitkisindeki
VERNALIZASYON-A1 geninde CG dist hipermetilasyonunun soguk maruziyetinde
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indiiklendigini ve bu metilasyonun mitoz yoluyla iletildigini rapor etmistir. Domates
meyvelerinde ise, soguk stresinin DNA demetilaz DML2'min ekspresyonunu downregiile
ettigi, boylece promotdr hipermetilasyonuna ve aromatik yaglarin biyosentezinden sorumlu

genlerin susturulmasina neden oldugu bildirilmistir (Zhang et al., 2016).

Calismamizda Cd stresi uygulanan Ekmeklik bugday bitkilerindeki DNA metilasyon
seviyeleri gAMP teknigi ile arastirilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda UGT-3 geninde
MSRE’lerin metilasyon ylizdesi hem govdede hem de kokte en yiksek 250 pM
konsantrasyonda belirlenmistir. Bitkinin govdesinde MSRE bdlgelerinde en yiiksek %27 oran
bulundugu ve hipometilasyonun gerceklestigi bulunmustur. Kokte ise MSRE boélgelerinde
100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda sirasiyla %47; %148 ve %43 oranlar tespit
edilmistir. 250 uM dozda %100’{in {izerinde bir oran bulunmas1 gQAMP tekniginde enzimlerin
kesim boélgelerinin yan bdlgelerindeki metillenmeleri de kapsamindan kaynaklanmaktadir
(Oakes et al., 2009). Metilasyon oraninin gévdeye gore kokte daha fazla olmasi ekspresyon
seviyesinde de diisiise neden olmustur. Bitkinin govdesinde 31 kat ekspresyon orani kokte 6
kat ekspresyon oranina diismiistiir. MDRE’lerin metilasyon yiizdelerine bakildiginda govdede
dozlar arasinda 6nemli bir degisimin olmadigi, enzimin kestigi bolgelerde hiper metilasyonun
gerceklestigi goriilmiistiir. Fakat, bitkinin kokiinde ise %85 oraninda en yiiksek metilasyon
yiizdesi 100 pM konsantrasyonda tespit edilmistir. 500 uM konsantrasyonda ise %55’e kadar
metilasyon oraninin diistiigii gorilmiistiir. UGT gen ailesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada,

Chorispora bungeana bitkisine +4°C ve -4°C’ de soguk stresi uygulanmigtir. Bu bitkilerde

CbADH1, CbUGT ve CbPGIP genlerinin metilasyon seviyeleri ve gen ekspresyon oranlari
karsilastirilmistir. +4°C ve -4°C’ de bu genlerin metilasyon seviyelerinin azaldig:
bildirilmistir. CbUGT nin metilasyon seviyesinde kiigiik bir degisim gergeklestigi, fakat
ekspresyon seviyesinde yaklasik 8 kat artisin gergeklestigi belirtilmistir (Song et al., 2017).
Patates bitkisinde maternal ebeveyn ve ondan doku kiiltiirii ile klonlanan varyant1 arasinda
genlerin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri karsilastirilmistir. UGT geninin klonlanan
varyantta hipermetilasyona ugradigi ve ekspresyon seviyesinin diistiigli tespit edilmistir

(Tiwari et al., 2021).

LTP-4 geni bitkinin hem govdesinde hem de kokiinde 250 uM konsantrasyonda
MSRE bolgelerinde en yiliksek metilasyon oranlar1 gorilmiistiir. Fakat bu oranlar
hipometilasyonun gerceklestigini gostermektedir. Buna bagli olarak gdvdenin en diisiik
metilasyonun gerceklestigi 100 uM konsantrasyonda ekspresyon oran1 en yliksek
gerceklesmistir. Bitkinin kokiinde yapilan analiz sonuglarinda ise 250 pM Kkonsantrasyonda

MSRE bolgesinde en yiiksek %38 oraninda hipometilasyon ger¢eklesmistir. Ancak, gen
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ekspresyon analizlerinde bakildiginda bu dozda yaklasik 5000 kat ekspresyon orani
belirlenmistir. Bunun nedeni, MDRE bdlgesinde gerceklesen metilasyon oraninin
diismesinden kaynaklandigi diisiiniilmistir. Ciinkii diger dozlarda yaklasik %99’luk bir
metilasyon varken 250 puM konsantrasyonda %60°lik bir metilasyon meydana geldigi

belirlenmistir. Brassica oleracea bitkisinde ebeveyn hatlarda ve yeni elde edilen nesilde

vejetatif biiyiime ile ilgili genlerin ekspresyon ve metilasyon oranlari aragtirilmigtir. MSAP
teknigi kullanilarak yapilan aragtirmada yeni nesillerde metilasyon orani artan bolgeler
belirlenmis ve bu bolgelerin sekans analizi yapilmistir. Belirlenen genlerden biri olan LTP-1

geninin metilasyon orani arttig1 ve ekspresyon yiizdenin diistiigii gorilmistiir (Salmon et al.,
2009).

PIP-1 geninde MSRE bdlgelerinin metilasyon orani en yiiksek hem gévdede hem de
kokte 250 uM konsantrasyonda tespit edilmistir. Bu dozda hipermetilasyonun gergeklestigi
belirlenmistir. Buna karsin, bitkinin govdesinde ekspresyon seviyesinde downregiilasyonun
gerceklestigi ve sonuglarin birbirleriyle uyumlu olduklar1 goriilmistiir. Bitkinin kokiinde ise
250 ve 500 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 6 ve 14 kat upregiilasyon gerceklesmistir. Bu
durum arastirildiginda MDRE bélgesindeki metilasyon oranlarinin diistiigi goriilmiistiir.
Triticum aestivum bitkisinin maruz kaldigi tuz stresinde PIP genleri arastirilmistir. Bu
arastirmada, PIP-2 geni tuzluluk stresi altinda metilasyon oraninin arttig1 bildirilmistir (Xu et
al., 2013). Ayrica, bu genin tuz stresi dozlarinin artisila downregiile oldugu bildirilmistir.

Calisma sonuglarimiz bu arastirmayla desteklendigi goriilmiistiir.

Calismamizda DNA metilasyon oranlarini belirlemek i¢in kullandigimiz qAMP
yontemi genellikle memeli hiicrelerinde kullanilan bir tekniktir. Erkek farelerin germ
hiicrelerinde DNMT3L’nin aktivitesi prenatal gonositlerde ile spermatogenez sirasindaki
hiicrelerle  karsilastirilmigtir. 61  bolge taranmis, spermatogenezde bu  bdlgelerin
metilasyonunun %50 oraninda azaldigi rapor edilmistir. Bu durum, genom boyunca bir¢ok
lokusun DNMT3L tarafindan metilasyon igin isaretlendigi olarak yorumlanmistir (la Salle et
al., 2007). Wistar ratlarimin disilerinde periontal hastaliklarda etkili olan Slc2a4 geninin
ekspresyonu ve metilasyon yiizdesi arastirilmistir. Gruplara bakildiginda Slc2a4 geninin
metilayonunda herhangi bir degisiklik olmadig: rapor edilmistir (Mattera et al., 2019).

Sonu¢ olarak bu calismada, Cd stresinin ekmeklik bugday bitkisinde meydana
getirdigi belirli genler iizerindeki gen ekspresyon degisimleri ve DNA metilasyon profilleri
tizerine olan etkileri aragtirllmistir. Cd agir metalinin bitkide birikimi sonucunda stres yanit
mekanizmalarinin devreye girdigi, bu mekanizmalarda 6nemli rol oynayan genlerin (UGT-3,

LTP-4 ve PIP-1) ekspresyon seviyelerinde artis ve azalislarin oldugu bulunmustur. Ayrica
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ilgili genlerin DNA metilasyon oranlarinda Cd uygulamasina bagl olarak degisikliklerin de

meydana geldigi ortaya konmustur.

Calismamiz ile Cd stresi altinda UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin metilasyon
oranlarindaki degisimler ilk kez arastirilmistir. Ayrica, genellikle memeli hiicrelerinde
kullanilan gqAMP teknigi bitki hiicrelerinde ilk kez kullanilmis ve basariyla
sonuglandirilmigtir. Beklenildigi {izere, genlerin ekspresyon seviyeleri ile metilasyon
durumlari arasinda anlamli bir iliski gdzlenmistir. Ote yandan, genlerin bazi dozlarinda
gozlenen gen ekpresyonu ile DNA metilasyon oranlarinin ters orantili olmamasi durumu, gen
isleyisinin diizenlenmesinde rol alan diger mekanizmalarin da arastirilarak sonuglarin daha

detayli agiklanmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmigtir.
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