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EKMEKLİK BUĞDAY (TRİTİCUM AESTİVUM L.) BİTKİSİNDE KADMİYUM 

STRESİNE CEVAPTA ETKİLİ OLAN BAZI GENLERİN İFADE SEVİYELERİNİN 

VE DNA METİLASYON ORANLARININ BELİRLENMESİ 

İlknur ÇOLAK 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Gökçe KARADAYI 

Amaç: Son yıllarda kullanılan kimyasal gübreler, yanlış sulama teknikleri, değişen iklim 

koşulları gibi faktörler kadmiyum (Cd) ağır metalinin topraktaki birikimini artırmaktadır. 

Çalışmamızda önemli bir tarım ürünü olan ekmeklik buğdaya (Triticum aestivum L.) farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan Cd stresi sonrasında bitkide stres ile ilişkili olan genlerin 

ekspresyon seviyelerinin ve Real-Time PCR temelli kantitatif DNA metilasyon analizi 

(qAMP) ile ilk kez metilasyon seviyelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Yöntem: 0, 100, 250, 500 µM dozlarında Cd stresine maruz bırakılan buğday bitkisinin 

geliştirilmesi sağlanmış ve bu bitkilerden DNA ve RNA izolasyonları gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen RNA örneklerinden cDNA sentezi yapılmış ve seçilen gen bölgelerine özgü 

primerler tasarlanarak üretilen cDNA’lar ile gen ekspresyon analizleri gerçekleştirilmiştir. 

DNA metilasyon oranları restriksiyon enzim temelli Real-Time PCR temelli kantitatif DNA 

metilasyon analizi tekniği uygulanarak belirlenmiştir ve elde edilen sonuçlar ile gen 

ekspresyon analizleri karşılaştırılmıştır. 

Bulgular: 0, 100, 250, 500 µM dozlarında uygulanan CdCl2 stresi altında, UGT-3, LTP-4 ve 

PIP-1 genlerinin gen ekspresyon seviyeleri ve DNA metilasyon yüzdeleri belirlenmiştir. 

UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 geninde metilasyon yüzdesi hem gövdede hem de kökte en yüksek 

250 µM konsantrasyonda belirlenmiştir. UGT-3 geninde ekspresyon seviyesi gövdede 250 

µM konsantrasyonda en yüksek oranı verirken, LTP-4 geninde kökte 250 µM 

konsantrasyonda aşırı ekspresyon gerçekleşmiştir. 

Sonuç: UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin metilasyon oranlarındaki değişimler bitkilerde 

kullanımı yeni bir teknik olan qAMP ile ilk kez araştırılmıştır. Genlerin ekspresyon seviyeleri 

ile metilasyon durumları arasında anlamlı bir ilişki gözlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum stresi, DNA Metilasyonu, qAMP, Gen Ekspresyonu.   

Temmuz 2021, 85 Sayfa 
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ABSTRACT 

MASTER THESIS 

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS AND DNA METHYLATION RATES 

OF SOME GENES AFFECTING CADMIUM STRESS RESPONSES IN TRITICUM 

AESTIVUM  

Ilknur COLAK 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gokce KARADAYI 

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 

quantitative 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 

µM 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 

qAMP 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 CdCl2 stress applied at doses of 0.100, 250, 500 µM. The 

percentage of methylation in the UGT-3, LTP-4 and PIP-1 genes was determined at the 

highest concentration of 250 µM in both the stem and root. The expression level of the UGT-

3 gene gave the highest rate at 250 µM concentration in the stem, while the overexpression of 

the LTP-4 gene was observed at 250 µM 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 qAMP, 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, qAMP, Gene Expression. 

July 2021, 85 pages 
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GİRİŞ 

Bitkiler doğada aktif olarak hareket edemeyen organizmalardır. Bu durum onları 

yaşamları boyunca abiyotik ve biyotik stres faktörlerine karşı savunmasız hale getirmektedir. 

UV ışığı, kızılötesi ışık, yüksek radyasyon, aşırı tuzluluk, kuraklık, sel, ani sıcaklık düşüşleri, 

besin yetersizlikleri, hava ve toprak kaynaklı kontaminantlar bitkilerin maruz kaldığı abiyotik 

stres faktörleri arasında gösterilmektedir. Ayrıca böcek istilası, bakteriyel ve fungal 

patojenlere maruziyet, sekonder metabolitler de bitkilerin sık karşılaştıkları biyotik stres 

faktörleridir. Stres faktörleri, iç dengelerini koruma eğiliminde olan bitkilerde morfolojik, 

fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler değişimlere yol açmaktadır (Bajguz and Hayat, 2009). 

Morfolojik değişimlere; bitki kökünün uzaması, stomaların korunması amacı ile yaprakların 

kıvrılması veya yuvarlanması, epidermis üzerindeki kutikula tabakasının kalınlığının 

değişmesi ve yaprakların kaybedilmesi örnektir. Fizyolojik ve biyokimyasal değişimlere ise; 

stomaların açılıp-kapanmasının düzenlenmesi,  fotosentez seviyesinin düzenlenmesi, hücre 

zarının geçirgenliğinin değişmesi, fitohormon seviyelerinin düzenlenmesi, makromoleküller 

ile potasyum (K+), sodyum (Na+) gibi iyonların homeostasisi, ozmolitler (şekerler, polioller, 

prolin gibi aminoasitler), ısı şok proteinleri (Heatshock) ve geç embriyogenez bağımlı (LEA) 

proteinler gibi farklı koruyucu moleküllerin sentezi, reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumu 

ve detoksifikasyonu örnektir  (Per et al., 2017; Zhu et al., 2018; Bhattacharya, 2019; 

Takahashi and Shinozaki, 2019; Gong et al., 2020). Bu değişimler beraberinde oksidatif ve 

genotoksik stresleri de indüklemekte ve deoksiribonükleik asit (DNA) çift sarmalında çeşitli 

mutasyonların oluşmasına neden olmaktadır. DNA'daki onarılamayan mutasyonlar genomun 

işleyişinde düzensizliklere yol açarken bitki yaşamı üzerinde ise hem genel hem de spesifik 

olumsuzluklara hatta bitkinin ölümüne neden olmaktadır (Dutta et al., 2018). Bitkiler 

yaşamlarının bir dönemini veya yaşamlarının tamamını bu stres faktörleriyle geçirmektedirler. 

Son yıllarda normal seviyelerin üzerinde artış gösteren ağır metaller bitkilerin karşılaştıkları 

abiyotik stres faktörlerinin başında gelmektedir. 

Ağır metaller, doğal olarak oluşan ve yer kabuğu boyunca bulunan, suyla 

karşılaştırıldığında nispeten yüksek bir yoğunluğa sahip metalik elementlerdir. Çevresel 

parametrelerdeki eser miktarlarda varlıklarından dolayı iz elementler olarak düşünülmektedir 

(Tchounwou et al., 2012). Ağır metaller organik maddelerden farklı olarak stabilitelerini 

korumakta ve biyolojik aktivitelere karşı dayanaklılık göstermektedirler (Karimi and 

Mohsenzadeh, 2017). Ayrıca, bitkilerde ve hayvanlarda esansiyel olan ağır metaller 

biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda da kullanılmaktadır. Kobalt (Co), bakır (Cu), krom 
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(Cr), demir (Fe), magnezyum (Mg), manganez (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), selenyum 

(Se), çinko (Zn) gibi metaller çeşitli biyomedikal ve fizyolojik fonksiyonlar için gerekli olan 

esansiyellerdir (WHO 1996). Bu esansiyel metaller bazı ana enzimlerin önemli bileşenleridir 

ve oksidasyon-redüksiyon tepkimelerinde temel rol almaktadırlar. Örneğin Cu; katalaz 

(CAT), süperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), sitokrom c oksidaz (CCOD), 

ferroksidaz, monoamin oksidaz ve dopamin β monoksidaz gibi oksidatif stres enzimleri için 

gerekli kofaktör olarak görev alır. Ağır metallerin canlılar için hayati rolleri olmasına rağmen 

yüksek toksisiteleri, kolay dağılımları, ekosistemdeki süreklilikleri ve biyoakümülasyonları 

nedeniyle son yıllarda doğada normal değerlerin üzerinde birikimleri ekolojik kaygıların 

artmasına sebep olmaktadır (Tchounwou et al., 2012). 

Ağır metallerin doğada birikimi, sanayi devriminin başlamasından bu yana küresel bir 

tehdit olarak tanımlanmıştır (Wu et al., 2016).  Ağır metal kontaminasyonuna madencilik ve 

döküm işlemleri, endüstriyel üretim ve tüketim, metallerin ve metal içeren bileşiklerin evsel 

ve tarımsal kullanımı gibi antropojenik faaliyetler öncülük etmektedir. Aynı zamanda metal 

korozyonu, atmosferik birikim, toprak erozyonu ve ağır metal yıkanması, su kaynaklarından 

toprak ve yeraltı sularına geçen metallerin de birikime neden olduğu bilinmektedir. Aşınma ve 

volkanik patlamalar gibi doğal fenomenler de ağır metal kontaminasyonuna önemli ölçüde 

katkıda bulunmaktadır (Tchounwou et al., 2012). 

Doğu Kazakistan bölgesinde yapılan bir çalışmada yabani bitki örtüsünde 6 aileden 18 

tür olmak üzere toplam 100 bitki örneğinde Cu, Zn, Mn, Co, kurşun (Pb), Cd ağır metallerinin 

birikimi ve dağılımı incelenmiştir. Çalışma bölgesindeki yabani bitki örtüsünde Co’dan çok 

daha fazla miktarda Pb içeriğine rastlanmıştır. Ağır metallerdeki maksimum değişim %72’lik 

oranla Cd ve %62’lik oranla Mn’de gözlenirken, minimum değişim Zn’da %25’lik oranla 

gözlenmektedir. Elde edilen verilere göre Cu, Mn, Co ve Pb bitkiler tarafından ortalama 

emilim seviyesine sahipken, Zn ve Cd bitkiler tarafından yüksek emilim seviyesine sahip 

olduğu gösterilmektedir. Co, Pb ve Cd’un birikimi bitki köklerinde maksimum, gövdelerinde 

minimum olduğu saptanmıştır (Sassykova et al., 2020). 

Bir başka çalışmada ise Güneydoğu Hindistan'daki Palk Körfezi'nde ağır metal 

birikimi üzerine yapılan analizlerde Cd, Pb, Cu ve Zn ağır metal konsantrasyonlarının, deniz 

çayırları türleri arasında önemli ölçüde değişiklik gösterdiği ve bazı türlerin diğer türlere 

kıyasla daha yüksek Cd ve Pb birikimi kapasitesine sahip olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca 

belirlenen ağır metal konsantrasyon yoğunluğunun geçmiş yıllardaki verilerle 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde artışların meydana geldiği saptanmıştır (Gopi et al., 2020). 
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Zea mays fideleri, letal olmayan dozlarda Zn, Ni, Cd ve Cu stresine maruz 

bırakıldıktan sonraki 14. ve 21. günlerde kök, yaşlı yaprak ve genç yapraklarda; büyüme, 

absisik asit (ABA) seviyesi ve redoks değişiklikleri için ölçümler yapılmıştır. Uygulanan ağır 

metal stresleri, tüm organlarda endojen metal seviyelerinde önemli artışa neden olurken en 

yüksek artış mısır köklerinde gözlenmiştir. Mısır biyokütlelerinin ağır metal stresi altında 

önemli ölçüde azaldığı saptanmıştır. Hatta yaşlı yaprakların köklere göre daha az ağır metal 

içeriği biriktirmelerine rağmen, biyokütlelerindeki azalmanın daha belirgin olduğu 

gözlenmiştir. Ağır metal stresinin ABA birikimini ve özellikle yaşlı yapraklarda stoma 

kapanmasını tetiklediği belirlenmiş, bunun sonucunda fotosentezi azalttığı bildirilmiştir. Ağır 

metallerin mısır organlarında farklı seviyelerde oksidatif strese neden olduğu 

gözlemlenmiştir. Tokoferoller, polifenoller ve flavonoidler özellikle Zn, Ni ve Cu ağır 

metalleri maruziyetinde sürgünlerde artış gösterirken, Cd stresi altında önemli bir değişiklik 

göstermemiştir. Köklerde Cu ve Cd stresi altında SOD ve dehidroaskorbat redüktaz (DHAR) 

aktiviteleri indüklenirken, askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi sadece yaşlı yapraklarda 

arttığı saptanmıştır (AbdElgawad et al., 2020). Ayrıca Cd ağır metali bitkilerde, fotosentetik 

aparat, karbonhidrat metabolizması, azot metabolizması, bazik mineraller ve su alımı dahil 

olmak üzere çeşitli biyokimyasal ve fizyolojik süreçleri etkileyerek bitki büyümesini ve 

gelişimini engellemektedir (Peng et al. 2015). Cd, sinyalleşme reseptörlerini bloke ederek 

çeşitli işlev bozukluklarına neden olabilirken ATP sentezinin azalması, enzim aktivitesinin 

inhibisyonunu ve ROS oluşturulmasını da tetiklemektedir (Karimi and Mohsenzadeh, 2017).  

Cd maruziyetinin sebep olduğu bitki büyüme inhibisyonu, kök ucu nekrozuna sebep olan, 

hücre zarı geçirgenliğini etkileyen, kök ve sürgünler tarafından iyon taşınımını azaltan bir 

problem olduğu bildirilmiştir (Ouzounidou et al., 1997). Bu nedenle, Cd metalinin bitki 

metabolizmasına alımı, birikimi, yer değiştirmesi ve detoksifikasyonunun altında yatan 

moleküler mekanizmaları açıklamak önemlidir. 

Nitekim, son yıllarda yapılan çalışmalarda Cd’un bitkilerin genetik materyalinde 

meydana getirdiği değişimler ve sonuçları daha fazla önem kazanmaya başlamıştır. Mevcut 

bir çalışmada 0.5 × MS ortamında hidrofonik olarak büyütülen Arabidopsis thaliana fideleri 

0–2,5 mg L−1 arasında 5 farklı dozda Cd stresine maruz bırakıldıktan sonra fidelerin kökleri 

gerçek zamanlı kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ve akış 

sitometrisi (FCM) analizleri ile sırasıyla hücre döngüsünü düzenleyici genlerin 

ekspresyonundaki değişim ve DNA hasar yanıt genleri ile ilişkili olan hücre döngüsünün 

ilerlemesindeki değişiklikler araştırılmıştır. Cd stresinin, Arabidopsis fidelerinde kök 

büyümesini ve klorofil içeriğini azalttığı bildirilmektedir. Cd stresinin hücre döngüsündeki 

etkileri FCM ile incelendiğinde stresin G0/G1, G1/S, G2/M fazlarını bloke ettiği tespit 
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edilmiş ve hücre döngüsünü düzenleyici genlerin hücre proliferasyonu (PCNA 1 ve PCNA 2), 

G1/S fazı (Histon H4 ve E2Fa) ve G2/M fazı (WEE1, CDKA;1 ve CYCB1;1) 

ekspresyonundaki değişiklikleri indüklediği gösterilmiştir. Ek olarak, DNA hasar yanıt 

genlerinin (MRE11, BRCA1, MLH1, MSH2, MSH6) ekspresyonundaki değişimleri 

indüklediği bildirilmiştir. (Cui et al., 2017). 

Sphagnum palustre, çayır yosunu üzerine yapılan çalışmada ise 10 −4 M Cd stresine 

maruz kalan yosunların 24-48 saat içerisinde öldüğü ve aynı dozdaki Pb stresine maruz kalan 

yosunların tolere ettiği belirlenmiştir. Yapılan basit tekrarlı diziler arası polimorfizm (ISSR) 

analizi, her iki ağır metale maruz kalmış bitkilerin bant profillerinde doza bağımlı olarak, bir 

genotoksik etkinin varlığını belirten varyasyonların oluştuğu ve genom stabilitesinde genel bir 

azalmaya neden olduğu gösterilmektedir. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizinde, iki 

metalin organizmada hücreler arası geçişinde farklı yollar izlediği gözlemlenmiştir. Cd 

çoğunlukla hücrelere girerek çözünürken, Pb ise büyük ölçüde çözünmeyip parçacıklar 

şeklinde çökelmiştir (Sorrentino et al., 2017). 

Değişmiş çevresel koşullar altında bitki değişen şartları algılayarak zarar görmeyi 

önleyecek şekilde, strese karşı yeniden bir homeostasis kurmayı amaçlayarak aktif bir süreç 

başlatır (Kosová et al., 2007). Bitkilerin başvurdukları stratejiler, metabolik yolaklardaki 

fizyolojik değişiklikleri ve kalıtsal olabilen gen ifadesi durumlarındaki değişiklikleri 

içermektedir (Boyko and Kovalchuk, 2008). 

Cd stresi altında büyüyen şeker kamışında (Saccharum officinarum) morfolojik 

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

değerlendirilmiştir. S. officinarum bitkisinin kontrol grubuna kıyasla Cd stresinin bitki 

büyümesinde ve biyokütlelerinde azalmaya neden olduğu belirtilmektedir. Cd maruziyetinden 

sonra bitkilerde kloroz ve nekroz gözlemlenmiştir. Kontrol bitkilerine kıyasla Cd stresi altında 

büyüyen şeker kamışlarında doza bağlı olarak epidermiste stroma yoğunluğunun önemli 

ölçüde arttığı bildirilmektedir. Artan Cd konsantrasyonu şeker kamışı yapraklarının 

pigmentasyonunda görev alan klorofil a, klorofi b ve toplam klorofil miktarı azalırken 

karotenoidlerin artmasına neden olmuştur. Yapraklardaki APX, guaiakol peroksidaz (POX), 

CAT enzimlerin aktivitesi artarken toplam protein konsantrasyonunun önemli ölçüde azaldığı 

bildirilmektedir. Şeker kamışında qRT-PCR ile analiz edilen SoPCS gen ekspresyonu Cd 

stresi altındaki yapraklarda ve köklerde farklılık göstermiştir. Farklı Cd konsantrasyonları 

yapraklarda farklı ekspresyon seviyelerine neden olduğu bildirilmiştir. Başlangıçta (100 µM) 

SoPCS gen ekspresyon seviyesini artarken daha sonraki dozlarda kademeli olarak azaldığı 

saptanmıştır. Köklerdeki SoPCS gen ekspresyonu seviyesindeki artışların her dozda çok daha 
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belirgin olduğu analizler sonucunda ortaya çıkarılmıştır. Kontrol grubuyla en yüksek doz 

arasındaki SoPCS gen ekspresyon seviyesindeki artışın yedi kat olduğu gösterilmektedir 

(Yousefi et al., 2018). 

Bir başka çalışmada Triticum aestivum’a uygulanan Cd stresi ve salisilik asit (SA) 

sonucunda SA birikimi ile indüklenen protein kinazın (SIPK) gen ekspresyon seviyesi 

arasındaki ilişki çalışılmıştır. Cd maruziyetinin, konsantrasyona bağlı olarak endojen SA 

seviyesini ve SIPK'nin ekspresyon seviyesini artırdığı bildirilmiştir. SIPK ekspresyonunun 

indüksiyonu, endojen SA birikiminden önce gerçekleşmiştir. Köklerde, yapraklarda 

olduğundan daha yüksek SIPK indüksiyonu gözlenmiştir. SIPK ekspresyonunun aynı eğilimi 

hem Cd hem de SA ile muamele edilmiş bitkilerde tespit edilmiştir. Ancak daha sonra 

ekspresyonunun kontrol seviyesine hatta daha altına hızla düştüğü belirtilmiştir. SIPK'nin 

indüksiyonu her durumda geçici olduğu bildirilmektedir. Sonuçlar, SIPK'nin Cd stres 

tepkisini ve eksojen SA kaynaklı sinyal verme sürecini başlatmada bir role sahip olduğunu 

göstermiştir (Tajti et al., 2019). 

Gen ifadesini değiştiren en önemli epigenetik mekanizmalardan biri de DNA 

metilasyonudur. Bu mekanizmanın bitki genomlarında epigenetik etkilerin ve sonuçların 

başlıca kaynağı olduğu bilinmektedir. DNA metilasyonu, metil transferaz enzimi aracılığıyla 

bir metil grubunun (-CH3) deoksisitozinin (dC) pirimidin halkasının 5' karbonuna eklenmesi 

ve 5-deoksimetilsitidin (dmC) yapısının oluşması olayı olarak açıklanmaktadır. Ökaryot 

organizmalarda metil transferaz enziminin CpG (sitozin-fosfat-guanin) adacıklarında daha 

etkin olduğu bilinmektedir. Bitki genomlarında memeli genomlarından farklı olarak CHG ve 

CHH adacıklarının (H bazı A, T veya C olmak üzere) da olduğu bilinmektedir (Bewick and 

Schmitz, 2017). DNA metilasyon seviyesinin çok yüksek (hipermetilasyon) veya çok düşük 

(hipometilasyon) oluşu DNA replikasyonu ve onarımı, gen transpozisyonu ve 

transkripsiyonu, hücre farklılaşması ve gen suskunluğu, imprinting, biyo-savunma, transgen 

ifadesi, hücrede yabancı gen ifadesinin de yer aldığı birçok genetik fonksiyonu 

etkilemektedir. Bitkilerde DNA metilasyonu canlılık, üretkenlik, üreme, genetik saflık, tuza, 

kurağa, biyotik ve abiyotik stres faktörlerine dayanıklılıkla ilgili olabilmektedir. Metilasyon 

genellikle gen ekspresyonunu susturması olarak ortaya çıksa da bu durum genel bir kural 

olarak düşünülmemektedir. Promotör ve gen kısımları metilasyon düzeyleri ve içerikleri ile 

gen fonksiyonuna bağlı olarak metilasyon düzeylerinde farklılıklar tespit edilmiştir (Law and 

Jacobsen, 2010; Vanyushin and Ashapkin, 2011; Feng et al., 2016; Bewick and Schmitz, 

2017; Bräutigam and Cronk, 2018; Ramirez-Prado et al., 2018; Zhang et al., 2018). 
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Bir çalışmada Cd stresinin Posidonia oceanica'daki DNA metilasyon düzeyindeki 

etkileri ile kromatinin yeniden yapılandırılması üzerindeki etkileri incelenmiştir. Stres faktörü 

bitkiye; kısa süre (6 saat) ve uzun süre (2-4 gün) olmak üzere düşük ve yüksek dozlarda 

uygulanmıştır. Cd stresi apikal uçtan ve yapraklardan alınan örneklerde önemli bir metal 

tolerans geninin (PoMT2k) transkripsiyonun indüklenmesine yol açmıştır. Hem apikal uçtan 

hem de yapraklardan alınan örnekler MSAP yöntemiyle analiz edilmiş ve DNA metilasyon 

seviyelerinde hızlı artışların meydana geldiği görülmüştür. Ayrıca bu çalışmada Cd’un 

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

Başka bir çalışmada Cd’un gen ifadesi ve DNA metilasyonu üzerinde olan etkisi 

Nicotiana benthamiana bitkisinde araştırılmıştır. Cd stresine maruz bırakılan bitkide 

NbMORC3, NbMUT ve NbBG genlerinde metillenen kısımların CG ve CHG bölgeleriyken, 

NbHGSNAT geninde CHH bölgesi olduğu saptanmış ve bu durum metillemede farklı 

enzimlerin aktif olduğunu göstermiştir. Aynı genlerin ekspresyon seviyelerinin ise metilasyon 

seviyeleriyle paralellik göstermediği saptanmıştır (Xin et al., 2019) . 

Yapılan literatür çalışmasında bölgeye özgü DNA metilasyon seviyesini saptamak için 

çeşitli tekniklerin var olduğu görülmüştür.  Bu teknikler genellikle bisülfit konversiyon 

temelli tekniklerdir. Bunlar içerisinde en çok kabul gören bisülfit genomik sekans metodu ise; 

DNA’nın küçük bir bölgesindeki tüm CpG dinükleotitlerindeki metilasyonu belirlemede 

kullanılan en yüksek kararlılığı ve bilgiyi sağlayan metot olarak bilinmektedir. Ancak bu 

yöntem zaman ve maliyet gereksinimleri nedeniyle çok sayıda lokusun araştırılması için 

uygun değildir. Buna karşın yine sodyum bisülfit konversiyonu kullanan Ms-SNuPE 

(Methylation-sensitive Single Nucleoxide Primer Extension) ve COBRA (Combined Bisulfite 

Restriction Analysis) gibi daha az sayıda CpG dinükleotiti araştıran nicel teknikler daha 

kullanışlıdır. Bunların en önemli avantajları daha kısa sürede sonuç vermeleridir. Ancak, jel 

elektroforezi ve ardından yoğunluk ölçümü ile analiz gerektirmelerinden dolayı kararlılıkları 

düşüktür. QMSP (Quantitative Methylation-specific PCR) ve QAMA (Quantitative Analysis 

of Methylated Alleles) teknikleri ise zaman kazandıran real time PCR teknolojisini 

kullanmaktadırlar. Ancak yine de bisülfit konversiyon adımını içermeleri en büyük 

dezavantajlarıdır (Marina, 2020).  Sodyum bisülfit kullanımının numunede aşırı DNA kaybına 

ve sıklıkla tamamlanmamış dönüşümlerin gerçekleşmesine yol açabildiği bilinmektedir. Bu 

nedenle biz sodyum bisülfit ile muamele edilmeden genomik DNA’nın metilasyona duyarlı 

ve metilasyona bağlı restriksiyon enzimleri kullanılarak kesilmesini ve ardından real time 

PCR yöntemi ile ölçülmesini içeren bir tekniği değerlendirmekteyiz. Bu teknik Quantitative 

Analysis of DNA Methylation using Real-time PCR (qAMP) olarak isimlendirilmektedir. 
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Uzun zamandır memeli dokularında kullanılmaktadır. Son zamanlarda ise bitki temelli 

çalışmalarda da kullanılmaya başlanmıştır (Choi et al., 2021). qAMP tekniğinin bisülfit 

konversiyon için gereken ek süre olmadan hızlı, tekrarlanabilir ve doğru sonuçlar verdiği 

bilinmektedir. Bu uygulama başlangıç materyalinin daha az miktarda kullanılmasını 

sağlamaktadır. Ayrıca literatürde bölgeye özgü DNA metilasyonu veya DNA’nın tekli 

bölgelerindeki metilasyon analizinde hızlı, nicel bir yöntem olarak önerilmektedir (Oakes et 

al., 2006). 

Yapılan literatür çalışmaları sonucunda Cd stresine karşı yanıt mekanizmasında pek 

çok gen görev almaktadır ve bu genlere dahil olan UGT-3 (UDP- glikoziltransferaz), 

aquaporin PIP-1 (Plazma zarı İçi Protein) ve LTP-4 (Lipit Transfer Protein) genlerinin 

ekspresyonunda DNA metilasyonunun rolü bildirilmemiştir (Peng et al., 2015). 

Glikoziltransferazlar (GT'ler) glikozilasyondan sorumlu enzimlerdir. Glikozilasyon, tüm canlı 

organizmalarda yaygın bir hücresel modifikasyon reaksiyonu olup, hidroksil veya 

biyosentetik yoldaki bir molekülün diğer fonksiyonel grubuna karbonhidrat bağlanması olarak 

tanımlanmaktadır. Böylece çeşitli biyo-moleküllerin kimyasal özelliklerini, hücre altı yerlerini 

ve aktivitelerini değiştiren bir ko-translasyon ve post-translasyon modifikasyonu 

gerçekleştirmektedir. GT'ler 94 aileye ayrılabilir, bu ailelerden biri UDP- glikoziltransferazlar 

(UGT'ler) olarak adlandırılır ve bitkilerde en yaygın bulunan glikoziltransferazlardır. TaUGT-

3 geni buğdayda bulunan UDP- glikoziltransferaz genidir. TaUGT-3 geninin DON 

(Deoxynivalenol) birikimini kontrol ettiği, buğday bitkilerinde FHB (Fusarium head blight) 

enfeksiyonuna karşı pozitif bir regülatör olarak işlev gördüğü bilinmektedir (Zhao et al., 

2018). 

Aquaporinler ise, su ve/veya diğer küçük çözünenlerin hücre zarlarından geçişini 

kolaylaştıran çok işlevli kanallardır. Plazma zarı İçi Proteinleri (PIP’ler) olarak bilinen yüksek 

oranda korunmuş bitki aquaporinleri, hücre zarı su değişimi için ana geçitlerdir. PIP'ler temel 

olarak; PIP-1 ve PIP-2 olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Yapılan çalışmalarda PIP-1 

ekspresyonundaki azalışın kök ve çiçek organlarında hidrolik iletkenlikte önemli bir azalmaya 

neden olduğu bildirilmiştir (Postaire et al., 2010). PIP-1 geninin aşırı eksprese olduğu 

bitkilerde, su kullanım verimliliğinde (Ding et al., 2004), fotosentez oranında (Flexas et al., 

2006) veya büyüme oranlarında (Liu et al., 2013) önemli değişiklikler sergilediği 

gözlenmiştir.  Bununla birlikte, PIP'lerin aşırı ekspresyonu (veya baskılanması) aynı şekilde 

stres direncini iyileştirmede başarılara ya da başarısızlıklara yol açmıştır (Martinez-Ballesta 

and Carvajal, 2014) . Tuz, kuraklık ve düşük sıcaklıklar gibi abiyotik stres toleransı, 

embolizm ve çimlenme dahil olmak üzere fizyolojik ve patolojik süreçlere katılan PIP1’in 



8 

analizi, bitki suyu homeostazındaki rolünün anlaşılmasına katkı sağlamıştır (Yaneff et al., 

2015). 

Küçük ve bazik proteinler olan bitkilere non-spesifik lipit transfer proteinleri 

(nsLTP'ler), lipit moleküllerinin zarlar arasında in vitro transferini kolaylaştırmaları ile 

bilinmektedir. Sınıflandırmalarına göre, LTP'ler moleküler ağırlıklarına göre iki büyük aileye 

ayrılır: LTP-1 (9 kDa) ve LTP-2 (7 kDa) (Wang et al., 2008). Yapıları bakımından, bitki 

LTP'leri, sekiz sistein kalıntıları ile korunmuş dört disülfür bağının ve yağ asitleri gibi çeşitli 

hidrofobik molekülleri ile etkileşime girebilen proteinler olarak karakterize edilmektedirler 

(Han et al., 2001). Bitkilerdeki LTP'lerin, kutikula oluşumu, patojen saldırılarına karşı 

savunma yanıtı ve bitki sinyali gibi birçok biyolojik süreçte kilit rol oynadığı 

düşünülmektedir. LTP genlerinin kuraklık, düşük sıcaklıklar, yüksek tuzluluk gibi abiyotik 

stresler tarafından da uyarıldığı düşünülmektedir (Nielsen et al., 1996; Gomès et al., 2003). 

LTP gen ekspresyonunun düzenlenmesinde ABA ile SA’lar, etilen ve metil jasmonat gibi 

fitohormonların rol aldığı bilinmektedir (Carvalho and Gomes, 2007).  LTP-1 gen 

transkriptleri ve bu transkriptlere karşılık gelen proteinler esas olarak hava organlarının 

epidermal dokusunda bulunur ve kutikula monomerlerinin taşınmasını sağlamaktadır. Oysaki, 

LTP-2 gen transkriptleri mantar doku monomerlerinin taşınmasını sağlarlar ve köklerde bol 

miktarda bulunurlar (Yubero-Serrano et al., 2003). LTP-4 geni ise ilk kez buğday bitkisinde 

keşfedilmiştir. NaCl, ABA ve H2O2 dahil olmak üzere çeşitli stres koşulları altında bitki 

gelişiminde LTP-4 geninin aşırı ekspre edildiği gösterilmiştir. Ek olarak, LTP-4'ün hücredeki 

lokalizasyonu periferik hücrelerin katmanları ve transgenik dizilerin bulunduğu yaprakların 

hücre duvarları olarak tespit edilmiştir (Safi et al., 2019). LTP-4'ün yaşa ve çoklu abiyotik 

strese bağlı olarak, ayrıca dokuya özgü desenlerin oluşumunda ß-glukuronidazın (GUS) gen 

ekspresyonunu yönlendirme yeteneğinin bulunduğu ve GUS aktivitesinin Arabidopsis 

fidelerinin gelişimi sırasında 8 ve 12 günlük genç yaprak dokularında olduğu tespit edilmiştir 

(Fleming et al., 1992). Bu sonuçlar, LTP gen ekspresyonunun genç yapraklarında yaşlı 

yapraklara göre daha yüksek olduğunu göstermektedir (Safi et al., 2019). 

Buğday bitkisinin tüketim yelpazesinin geniş olması, laboratuvar şartlarında 

yetiştirilmesinin kolay ve hızlı olması ayrıca bilimsel çalışmalarda oldukça yaygın 

kullanılması gibi birçok avantaj buğdayı tercih etmemizi sağlamıştır. Son yıllarda kullanılan 

kimyasal gübreler, yanlış sulama teknikleri, değişen iklim koşulları Cd’un topraktaki 

birikiminin artmasına neden olduğu ve böylece suda kolayca çözündüğü için bitki köklerinden 

absorbe edilmesini sağladığı görülmektedir. Cd’un etki mekanizmalarının henüz tam olarak 

aydınlatılmaması ve son yıllarda toprakta artan birikimiyle bilimsel çalışmaların odak noktası 
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haline gelmiştir. Belirlediğimiz genlerde (TaUGT-3, aquaporin PIP-1 ve LTP-4) Cd’a karşı 

oluşabilecek gen ekspresyon seviyelerindeki değişimlerin bölgeye özgü DNA metilasyon 

seviyesini belirleyen qAMP tekniği ile saptayarak DNA metilasyonunun rolünü belirlemek ve 

anlamlandırmak amaçlanmıştır. 
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KURAMSAL TEMELLER 

Ağır Metaller 

Dünya, uyum içinde çalışan dört sistem ile tanımlanmaktadır. Bunlar: biyosfer 

(canlılar), atmosfer (hava), litosfer (kara) ve hidrosferdir (su). Çevresel kontaminatların bu 

dört sistemin herhangi bir bölümünde olması gerektiğinden daha yüksek seviyelerde 

bulunması çevresel kirliliğe yol açmaktadır (Briffa et al., 2020). Bu kontaminantların en 

önemlilerinden biri ise ağır metallerdir (Ahmad and Ansari, 2020; Hu et al., 2020) 

Ağır metaller, yer kabuğunda ve yüzey toprağında doğal olarak bulunmaktadır. Doğal 

olarak oluşan ağır metallerin dağılımı oldukça heterojendir ancak bazı durumlarda topraktaki 

varlığı önemli ölçüde yüksek konsantrasyonlara çıkabilmektedir. Ağır metaller, akarsular, 

yeraltı suları, hava koşulları ve atmosferik döngü (örneğin rüzgâr, volkanik patlamalar, 

çökelme, yağmur) gibi doğal yollarla diğer alanlara dağılabilmekte ve bu alanlarda yüksek 

konsantrasyonlara ulaşabilmektedir. Kentsel topraklarda ağır metal kontaminasyonu 

antropojenik faaliyetlerden kaynaklanmaktadır. Kırsal topraklarda yüksek ağır metal 

konsantrasyonlarının artması ise, pestisit ve gübre uygulamaları, tarım alanlarında kirlenmiş 

su ile sulama, yerel endüstriyel tesislerin kimyasal atıkları (Tablo 1), madencilik faaliyetleri, 

kanalizasyon sularının kullanımı, çöp sahaları gibi farklı kaynaklardan metallerin sızması ile 

gerçekleşmektedir. Ağır metal kontaminasyonun çoğu uzun vadeli ve doğası gereği geri 

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

Tablo 1. Temel Endüstrilerin Atıklarında Saptanan Bazı Ağır Metaller (Rether, 2002) 

Endüstri Cd Sn Cu Pb Hg Ni Cr Zn 

Gübre Sanayi ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Petrokimya ✓ ✓  ✓ ✓  ✓ ✓ 

Kağıt Endüstrisi  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   

Termik Enerji Üretimi ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Klor-Alkali Üretimi ✓ ✓  ✓ ✓  ✓ ✓ 

Demir-Çelik Sanayi ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Ağır metaller, suyla karşılaştırıldığında nispeten yüksek bir yoğunluğa sahip metalik 

elementler olarak tanımlanmaktadır. Çevresel parametrelerdeki eser miktarlarda 

varlıklarından dolayı iz elementler olarak düşünülmektedir (Tchounwou et al., 2012).  Ağır 

metaller doğada genellikle; toprak çözeltisi içerisinde organik materyallerle bileşik 

oluşturarak çökelti halinde, minerallerle bileşik oluşturarak ya da serbest radikaller ile şelatlı 
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bileşikler oluşturarak eriyik halde, farklı çözeltiler içerisinde çeşitli formlarda katı ya da iyon 

halinde bulunabilmektedir (Vareda et al., 2019) Ağır metaller organik maddelerden farklı 

olarak stabilitelerini korumakta ve biyolojik aktivitelere karşı dayanaklılık göstermektedir 

(Karimi and Mohsenzadeh, 2017). Ayrıca, bitkilerde ve hayvanlarda esansiyel olan ağır 

metaller biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda da kullanılmaktadır (Tablo 2). Co, Cr, Ni, 

Fe, Mo, Cu, Mg, Mn, Se, Zn gibi metaller çeşitli biyomedikal ve fizyolojik fonksiyonlar için 

gerekli olan esansiyeller olarak sınıflandırılmaktadır (WHO, 1996). Bu esansiyel metaller bazı 

ana enzimlerin önemli bileşenleridir ve oksidasyon-redüksiyon tepkimelerinde temel roller 

almaktadır. Metaller, metalloproteinler içinde yapısal destek sağlamak, enzimatik kofaktörler 

olarak hizmet etmek ve elektron taşınmasına aracılık etmek gibi üç ana işlevi yerine 

getirmektedir. Örneğin; Mn insanda, bağışıklığın düzenlenmesi, kan şekeri ve hücresel 

enerjinin düzenlenmesi, üreme, sindirim, kemik büyümesi, kan pıhtılaşması, hemostaz ve 

reaktif oksijen türlerine karşı savunmada gerekli olduğu bilinmektedir. Başka bir ağır metal 

olan Fe, hemoglobin, miyoglobin ve sitokromlar dahil olmak üzere birçok enzim için 

vazgeçilmez bir bileşendir. Fe, elektron transfer eden ve redoks reaksiyonlarına aracılık eden 

katalitik bir alt birim olarak görev almaktadır. Fe’in bu önemli rollerine rağmen, organizmada 

bulunan yüksek Fe miktarı, yüksek oksitlemeye sebep olur ve fenton reaksiyonu yoluyla ROS 

oluşumunu indüklediği için zararlıdır (Tchounwou et al., 2012; Wang et al., 2020). 

Tablo 2. Bazı Ağır Metallerin Ekolojik Sınıflaması (Yıldız, 2004) 

Element g/cm3 özgül ağırlık Kirletici olup olmadığı Bitki ve hayvan için 

gereklilik 

Ag (Gümüş) 10,5 K ⎯ 

Cd (Kadmiyum) 8,5 K ⎯ 

Co (Kobalt) 8,9 K G 

Cu (Bakır) 8,9 K G 

Hg (Civa) 13,6 K - 

Mn (Mangan) 7,4 - G 

Pb (Kurşun) 11,3 K - 

Ni (Nikel) 8,9 K G 

Pt (Platin) 21,5 - - 

Tl (Talyum) 11,9 K - 

Sn (Kalay) 7,3 K - 

V (Vanadyum) 6,1 K G 

W (Tungstem) 19,3 K G 

Zn (Çinko) 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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Ağır metaller, insan vücudunun metabolik işlevlerini de çeşitli şekillerde 

etkilemektedir. Beyin, kalp, karaciğer ve böbrekler gibi insan vücudunun önemli organlarında 

birikerek normal biyolojik fonksiyonları bozmaktadır. Dahası çok sayıda çalışma, ağır 

metallerin kanserojen ve mutajenitesinin oksidatif stres indüksiyonu ile ilişkili olduğunu 

göstermektedir (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 ağır metaller vücudun ana 

metabolik süreçlerini yok etmekte ve antioksidanların dengesizliğine neden 

olmaktadır. Benzer şekilde çeşitli hormonların aktivitesi ve önemli enzimlerin işlevi de 

etkilenmektedir (Fu and Xi, 2020). Bu konuda yapılan bazı çalışmalar biyolojik sistemlerde 

redoks reaksiyonlarının Ni, Cr, Co ve As gibi kanserojen metal iyonları tarafından 

gerçekleştirildiğini göstermektedir. Bu reaksiyonlar tarafından üretilen serbest radikaller, 

proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara neden olmaktadır. DNA doğrudan zarar 

görmemesine rağmen, bu redoks reaksiyonları sonucunda oluşan ürünlerin, insanlarda 

kanserle ilişkili redoksa duyarlı transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuna ve mitotik bir 

sinyale neden olduğu bildirilmektedir (Genestra, 2007). Bu mekanizmalar vücuttaki 

nörotransmitterlerin sentezini ve uygulamasını değiştirmekte ve bu durum merkezi sinir 

sisteminde düzensizliklerin oluşmasına neden olmaktadır. Sonuç olarak, insan 

metabolizmasında farklı kanser türlerine, bozulmuş böbrek fonksiyonuna, nörolojik 

hastalıklara ve diğer endokrin hastalıklara yol açabilen bir süreç gerçekleşmektedir (Genestra, 

2007; Sall et al., 2019; Fu and Xi, 2020). İnsanların ağır metal maruziyeti toprakla teması 

sonucunda ya doğrudan alım ya da bitkisel ve hayvansal ürünler yoluyla dolaylı yoldan 

olmaktadır. Ağır metaller son yıllarda besin zincirimizin önemli bir parçası olan bitkiler için 

de tehdit oluşturmaktadır. 

Ağır metallerin bitkilerdeki toksik etkileri ise, bitki türüne, özellikle metalin miktarına, 

kimyasal formuna, toprak bileşimine ve ayrıca toprağın pH'sına bağlı olarak değişmektedir. 

Ağır metaller sadece toksik olarak kabul edilmekle kalmaz, aynı zamanda bazılarının bitkinin 

büyümesi için eser miktarlarda gerekli olduğu kabul edilmektedir (Tablo 2). Ağır metallerden 

bazıları bitkilerde, redoks tepkimelerinde rol almakta ve enzimatik reaksiyonların kofaktörü 

veya aktivatörü olarak görev yaparak reaksiyonları başlatmak, aktivitelerini arttırmak için 

enzimlerle bağlanmaktadırlar. Bitkiler için esansiyel olmayan ağır metallerin parçalanması 

zor olmakta ve metabolize edilememektedirler. Bunlara ek olarak, biyo-birikimli doğaları 

nedeniyle bitki bünyesinde kolayca birikmektedirler. Bitkiler genelde bu ağır metalleri kökleri 

aracılığıyla metabolizmalarına almaktadır, ancak bitkinin diğer organlarına da taşınabilmekte 

ve taşındıkları organlarda birikebilmektedir (Ahmad and Ansari, 2020). 
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Ağır metal birikimi, bitkinin dengeli işleyişini bozmaktadır.  Bitki hücrelerinde 

bulunan moleküllerin fonksiyonel grupları bu birikimle birlikte, sitoplazmik zarın yapısına 

müdahale etmekte, sürekli olarak fotosentezi, solunumu, enzimatik aktiviteleri baskılamakta 

ve pigmentlerin normal işleyişi engellenmektedir (Emamverdian et al., 2015). Oksidasyon 

durumlarına bağlı olarak, ağır metaller oldukça reaktif olabilir ve bu bitki hücrelerinin birçok 

yönden toksisitesine neden olur. Hücresel ve moleküler düzeyde, ağır metal toksisitesi, 

enzimlerin, proteinlerin inaktivasyonu ve denatürasyonu, metabolik olarak önemli 

moleküllerin fonksiyonel gruplarının bloke edilmesi, temel metal iyonlarının biyomoleküller 

ve fonksiyonel hücresel birimler ile yer değiştirmesi, konformasyonel değişiklikler, membran 

bütünlüğünün bozulması, fotosentez ve solunum inhibisyonu dahil olmak üzere farklı bitki 

fizyolojik süreçlerinde değişikliklere neden olmaktadır. Ağır metallerin, serbest radikallerin 

ve singlet oksijen (1 O2), süperoksit radikalleri (O2 -), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil 

radikalleri (OH -) gibi reaktif oksijen türlerinin oluşumunu uyararak redoks homeostazını 

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

Kadmiyum (Cd) 

Cd başlıca ağır metallerin arasında yerini almakta ve toprakta genellikle düşük 

konsantrasyonlarda doğal olarak bulunmaktadır. Wagner'e (1993) göre, kirlenmemiş 

toprakların toprak çözeltisindeki Cd konsantrasyonu 0,04-0,32 μM, orta derecede kirli 

topraklar ise 0,32–1,00 μM Cd içermektedir. Fakat antropojenik faaliyetler ve doğal süreçler 

nedeniyle Cd birikimi normal konsantrasyonların üzerine çıkabilmekte ve bu durum toprağın 

kirlenmesine neden olmaktadır (Karimi and Mohsenzadeh, 2017). Cd, korozyona karşı 

koruyucu özellik gösterdiği için boya, gemi, sanayi ve elektronik gibi alanlarda da kullanıldığı 

bilinmektedir. Ancak, biyolojik olarak ömrünün uzun olması ve düşük konsantrasyonlarda 

bile gösterdiği yüksek etkisinden dolayı en toksik ağır metaller arasında sıralanmaktadır. Cd, 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC, 1993) ve Ulusal Toksikoloji Programı (NTP, 

2000) tarafından Grup-1 kanserojen olarak sınıflandırılmaktadır. Ayrıca Cd’un suda oldukça 

kolay çözünmesi su kaynaklarının kontaminasyonuna ve su kaynaklarındaki canlı türlerinin 

azalmasına neden olmaktadır. Ayrıca, atık suların ve arıtma çamurlarının tarım arazilerinde 

bilinçsiz kullanımı, toprak için uygun olmayan gübre ve tarım ilacı kullanımı, toprak ve su 

kaynaklarında Cd kontaminasyonunun artmasına neden olmaktadır. Özellikle tarım 

topraklarına uygulanan fosforlu gübreler ile toprakta biriken Cd miktarının artış gösterdiği 

yapılan araştırmalar ile desteklenmiştir (Yerli ve ark., 2020). 

Cd, besin zincirine tüm ağır metaller gibi bitkiler sayesinde dahil edilmektedir. 

Aslında Cd bitkiler için esansiyel bir element değildir, fakat Cd maruziyetine uğramış 
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topraklarda bitki bünyesine kolayca absorbe edilmektedir (Karimi and Mohsenzadeh, 2017). 

Cd'un absorbsiyonu, CdCl+, CdCl2 ve CdSO4 gibi inorganik Cd kompleksleri (Tablo 3) veya 

fitometallofor kompleksleri gibi organik kompleksler olarak da meydana gelmektedir (Hasan 

et al., 2009). Cd iyonlarının absorpsiyonu, aynı transmembran taşıyıcısı boyunca potasyum 

(K), kalsiyum (Ca), Mg, Fe, Mn, Cu, Zn ve Ni gibi elementlerle rekabet halinde 

gerçekleşmektedir. Cd, kök korteks yoluyla stele ve oradan da ksilemden sürgünlere 

simplastik yolla taşınmaktadır.  Aynı zamanda floemle bitki metabolizmasına da katılmaktadır 

(Pál et al., 2006). Cd, sülfidril ligand gruplarıyla bağ oluşturmakta, N ve O ligand gruplarına 

da bağlanmaktadır. Bu nedenle ksilem özsuyundaki sistein ve diğer sülfidril içeren bileşikler 

(fitoşelatinler, glutatyon vb.) ve çeşitli organik asitler (sitrat) ve diğer amino asitler Cd'un 

köklerden sürgünlere taşınmasında önemli rol oynamaktadır (Hasan et al., 2009). 

Tablo 3. Kadmiyum Ağır Metalinin Kimyasal Formları (IARC, 2012) 

Kimyasal İsim CAS Kayıt Numarası Sinonim Formül 

Kadmiyum  7440-43-9 Kadmiyum metali Cd 

Kadmiyum asetat 543-90-8 (24 558-49-

4; 29 398-76-3) 

bis(asetoksi)-kadmiyum; kadmiyum 

(II) asetat; kadmiyum diasetat; 

kadmiyum etanoat 

Cd(CH3COO)2 

Kadmiyum karbonat 513-78-0 

[93820-02-1] 

Karbonik asit, kadmiyum tuzu; 

kadmiyum karbonat (CdCo3); 

kadmiyum monokarbonat 

CdCO3 

Kadmiyum klorür 10 108-64-2 Kadmiyum diklorür; diklorokadmiyum CdCl2 

Kadmiyum hidroksit 21 041-95-2  

(1 306-13-4; 13 589-

17-8) 

Kadmiyum hidroksit (Cd(OH)2); 

kadmiyum dihidroksit 

Cd(OH)2 

Kadmiyum nitrat 10 325-94-7 

(14 177-24-3) 

Nitrik asit, kadmiyum tuzu; kadmiyum 

dinitrat; kadmiyum (II) nitrat 

Cd(NO3)2 

Kadmiyum stearat 2223-93-0 Kadmiyum distearat; kadmiyum 

oktadekanoat; kadmiyum(II) stearat; 

oktadekanoik asit, kadmiyum tuzu; 

stearik asit, kadmiyum tuzu 

Cd(C36H72O4 ) 

 

Kadmiyum sülfat 10 124-36-4 

(62 642-07-3) 

[31119-53-6] 

Kadmiyum monosülfat; kadmiyum 

sülfat; sülfürik asit, kadmiyum tuzu 

(1:1) 

CdSO4 

Kadmiyum sülfür 1306-23-6 

(106 496-20-2) 

Kadmiyum monosülfür; kadmiyum 

portakalı; kadmiyum sarısı 

CdS 

Kadmiyum oksit 1306-19-0 Kadmiyum monoksit CdO 

Kadmiyum-bakır 

alaşımı 

37 364-06-0 

12 685-29-9  

(52 863-93-1) 

132 295-56-8 

132 295-57-9 

 

Bakır baz, Cu, Cd 

Kadmiyum baz olmayan, Cd, Cu 

Bakır alaşımı, baz, Cu 99,75–100, Cd 

0,05 0,15; UNS C14300 

Bakır alaşımı, baz, Cu 99,60–100, Cd 

0,1–0,3; UNS C14310 

Cd.Cu 



15 

Bitkilerin bünyesine geçen Cd, karbonhidrat ve azot metabolizmasını değiştirmekte, 

enzim aktivitesini engellemekte, stomaların kapanmasına ve böylece transpirasyonla su 

kaybının azalmasına neden olmaktadır. Ayrıca, Cd stresine maruz kalan bitkilerde K ve nitrat 

(NO3) alımınının azaldığı görülmüştür (Yerli ve ark., 2020). NO3 alınımının düşmesi ile 

bitkide sürgün gelişimi zayıflatmaktadır. Bunun sonucunda, birçok fizyolojik aktivite negatif 

etkilenerek bitkide yıkım olayları gerçekleşmektedir. Ayrıca NO3’ın toprakta zamanla aşırı 

birikmesi ise yeraltı sularına karışarak topraklarda ve sularda nitrat kirliliğine neden 

olmaktadır (Yerli ve ark., 2020). 

Yapılan araştırmalarda, Cd toksisitesi elektron transferinin inhibisyonu nedeniyle 

fotosistem II'nin foto-aktivasyonunu inhibe ettiği bildirilmiştir. Böylece, Cd yaprakların 

kloroplastlarındaki bozulma yoluyla ROS üretimine dolaylı olarak katkıda bulunabilmektedir. 

Yine, mitokondriyal elektron transfer zincirinde ROS gelişimini uyarabilmektedir (Haider et 

al., 2021). 

Yüksek Cd konsantrasyonları daha fazla DNA hasarına ve DNA metilasyonuna neden 

olduğu gözlemlenmiştir (Li et al., 2015). Buna karşın, Arabidopsis thaliana ile yapılan bir 

araştırmada AtFC1 geninin Cd maruziyeti ile transkripsiyonel olarak indüklendiği 

gösterilmektedir. AtFC1'in aşırı ekspresyonu, bitkilerde antioksidasyon kapasitesini 

geliştirdiği, birincil kök büyümesini, biyokütleyi ve klorofil konsantrasyonunu artırarak, 

dokularda reaktif oksijen türlerinin birikimini azaltarak Cd stresine karşı bitki toleransı 

sağladığı belirtilmiştir (Song et al., 2017). 

Epigenetik 

Epigenetik terimi ilk olarak Conrad H. Waddington'un 1942 yılında 'Epigenotip' 

hakkında yazdığı bir makalede kullanılmıştır. Waddington bu terimi, genotip ve fenotip 

arasındaki bağlantının kurulması ve bu bağlantının gelişimsel süreçlerin bir karışımı olduğunu 

belirtmek için öne sürmüştür (Waddington, 1942). Epigenetik; organizmada veya hücredeki 

mevcut olan DNA diziliminde bir değişiklik meydana gelmeksizin; canlının çevre şartlarıyla 

olan etkileşimlerine ek olarak DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ve kodlama 

yapmayan ribonükleik asitler (RNA) gibi farklı düzenleyicilerin sürece katılmasıyla ortaya 

çıkan gen anlatımındaki değişimleri ve bunun sonucunda canlının kazandığı farklı özellikleri 

incelemektedir (Baulcombe and Dean, 2014). 

Epigenetik etkiler, bireysel genomda fenotipik plastisiteye katkıda bulunurken nesiller 

arasında ise kalıtsal varyasyona katkıda bulunmaktadır. Epigenetik varyasyon çevre 

tarafından değiştirilebilmekte, bu değişimler kararsız ve geri dönüştürülebilir olabilmektedir 
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(Grativol et al., 2012). Bitkilerdeki epigenetik yolakların çeşitliliği oldukça dikkat çekicidir ve 

bu çeşitliliğin bitkilerin post-embriyonik gelişimlerinde gösterdikleri fenotipik plastisite 

vasıtasıyla değişken çevre şartlarında hayatta kalabilmeye katkıda bulunduğu öne sürülmüştür 

(Marin et al., 2020). Ayrıca bitkiler, epigenetik düzenlenmelerin en iyi gözlendiği canlı grubu 

olarak da tanımlanmaktadır. Transpozonların inaktivasyonu, genetik materyalin atasoydan 

kalıtılmasına bağlı olarak farklı ekspresyon seviyeleri (genomik imprinting), paramutasyon ve 

gen susturulması gibi pek çok klasik epigenetik olgu ilk kez bitkilerde keşfedilmiştir (Köhler 

and Springer, 2017). Buna ek olarak epigenetik açıdan en çok araştırılan bir diğer grup olan 

memelilerin de dahil olduğu çeşitli ökaryotik organizmalarda tespit edilmiş temel epigenetik 

mekanizmaların tamamının bitkilerde de işlevsel olduğu bilinmektedir (Baulcombe and Dean, 

2014; Pikaard and Scheid, 2014; Köhler and Springer, 2017). 

Dolayısıyla epigenetiği düzenleyen mekanizmaların anlaşılması, çevresel faktörlerin 

etkileri ile primer DNA sekansı içindeki genetik bilginin ekspresyonundaki değişiklikler 

arasındaki bağlantının da daha iyi anlaşılmasını sağlayacaktır (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Epigenetik düzenlemelerin genel şeması (Akgun, 2018) 

Epigenetik mekanizmaların merkezinde yer alan histon modifikasyonları, RNA tabanlı 

mekanizmalar ve DNA metilasyonu genellikle "epigenetiğin üç temeli" olarak anılmaktadır 

(Grant-Downton and Dickinson, 2005) 

Histon modifikasyonları 

Histon modifikasyonları, genlerin ekspresyonu veya susturulması, DNA onarımı ve 

kromatin yoğunlaşması gibi bir dizi hücresel olayı düzenlemektedir. Kromatin, nükleozom 
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dizilerinin boncuk benzeri bir yapısından oluşur. Her nükleozom, etrafında 200-146 baz çifti 

(bp) DNA ipliği sarılı olan ikişer H2A, H2B, H3 ve H4 proteinlerinden oluşan oktamer bir 

yapıdır. Histon proteinlerinin N-terminal ve C-terminal kuyrukları, metilasyon, asetilasyon, 

fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi çeşitli modifikasyon kombinasyonlarının gerçekleştiği 

bölgeler bulunmaktadır. Histon modifikasyonları genellikle gen ifadesinin aktivasyonu ve 

susturulması ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Dahası, histon modifikasyonları, histon 

deasetilaz (HDAC) ve histon demetilazlar gibi spesifik enzimler tarafından tersine çevrilebilir, 

bu da kromatin durumlarında her an değişebilen etkin değişiklikler sağlamaktadır (Saze, 

2008). 

RNA temelli mekanizmalar 

Epigenetik düzenleme, hedeflenen mRNA degradasyonu veya translasyonel 

inhibisyon yoluyla posttranskripsiyonel olarak gerçekleşmektedir. Bitkilerdeki 

transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrası susturma mekanizmalarının ortak özelliği, small 

RNA'ların, özellikle mikro RNA (miRNA) 'ların veya “small interfering RNA (siRNA)” ların 

katılımıdır (Pikaard and Scheid, 2014) . miRNA ve siRNA’lar küçük, protein kodlamayan ve 

gen ifadesinin negatif düzenleyicisi olan RNA parçacıkları sayesinde gerçekleşmektedir. 

Kodlamayan RNA’lar farklılaşma, hücre çoğalması, gelişim ve apoptozis gibi önemli 

biyolojik süreçlerin düzenlenmesinde rol almaktadır (Duempelmann et al., 2020). 

DNA metilasyonu 

Epigenetik kalıtımla kalıtılan özelliklerin temelinde DNA metilasyonu yatmaktadır. 

DNA metilasyonu, bir metil grubunun, kovalent şekilde DNA metiltransferaz (DNMT) 

enzimlerinin katalizlemesi sonucunda, bir CpG dinükleotidindeki sitozinin 5. karbon atomuna 

eklenmesiyle (Şekil 2) gen ifadesini değiştirerek canlıdaki hücre fonksiyonlarını 

farklılaştırmaktadır. Metilasyon, genetik olarak özdeş bireyler arasındaki fenotipik 

farklılıkların yanı sıra bu farklılıkların kalıtsal nitelik kazanmasında da rol oynamaktadır.   
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Şekil 2. Sitozine metil grubunun eklenmesi ile 5-metilsitozin bazının oluşması 

CpG adaları, yüksek oranda CG dinukleotidleri içeren genomik bölgeler olarak 

bilinmektedir. CpG adaları inaktif X kromozomu ve genomik imprintinge giden genler 

dışında tüm hücre tiplerinde metillenmemiş olarak görülmekte, genellikle Housekeeping 

genlerin promotor bölgeleri çevresinde yer almakta ve birçoğu transkripsiyon bağlanma 

bölgesi içermektedir (Vanyushin and Ashapkin, 2011). 

DNA’nın bazlarından birine metil grubunun eklenmesi sonucu meydana gelen DNA 

metilasyonu, DNMT’ler tarafından katalizlenmektedir. Metil vericisi olarak S-Adenozil 

Metiyonin (SAM) kullanılmaktadır. Canlılarda birçok DNMT’nin var olduğu bildirilmekte ve 

ökaryotlarda tanımlı 5 farklı DNMT bulunmaktadır. Bunlar; DNMT1, DNMT2, DNMT3A, 

DNMT3B ve DNMT3L olarak isimlendirilmektedir (Zhang et al., 2018). 

DNMT1 enzimi, replikasyon sırasında tek zinciri metillenmiş DNA’nın yeni zincirinin 

de metillenmesini sağlamaktadır. Yani, DNMT1, kalıp DNA zincirinin var olan metilasyonu 

yeni sentezlenen zincire de işlenmesini sağlamaktadır. Bu sayede DNA metilasyonu 

kalıtılabilmekte ve epigenetik bir işaret olarak mitoz ve mayoz bölünme süreçleriyle de 

nesilden nesile aktarılmaktadır. Bir diğer enzim olan DNMT2’nin ise moleküler yapısından 

dolayı bu enzimin DNA hasarının tespit edilmesinde, DNA rekombinasyonunda ve mutasyon 

tamirinde görev aldığı düşünülmektedir. DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L enzimleri, 

gametogenez, embriyogenez ve somatik doku gelişimi sırasında metilasyon 

oluşturulmasından sorumludur. DNMT3A ve DNMT3B de novo metilasyonu 

gerçekleştirmektedir. de novo DNA metilasyonu oluşturulurken metillenmemiş DNA substrat 

olarak kullanılmaktadır. Embriyonik kök hücre ve erken embriyolarda DNMT3A ve 

DNMT3B’nin inaktive edilmesi de novo metilasyon eksikliğine neden olmaktdır. DNMT3L 

ise diğer de novo metiltransferazlara yardımcı bir protein olarak tanımlanmaktadır. DNMT 
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aktif bölge motiflerine sahip değildir. Fonksiyonu diğer de novo metiltransferazlarla beraber 

bulunmasına bağlıdır (Law and Jacobsen, 2010). 

Bitkilerde bulunan DNA metiltransferaz enzimleri memelilerden farklıdır (Şekil 3). 

Bitkilerde metiltransferaz 1 (MET1), kromometilaz (CMT3) ve yeniden düzenlenmiş 1 ve 2 

domain (DRM 1 ve DRM 2) enzimleri DNA metilasyonunda etkili olmaktadır. MET1 enzimi, 

DNA dizisinde 5'-CG-3' bölgelerinde etkindir. Transpozonların, tekrarlanan elementlerin, bazı 

‘imprint’ genlerin susturulmasında rol almaktadır. Memelilerde DNMT1 enzimine 

homologdur ve temel olarak, özellikle sentromerik tekrarlarda ve transpozonlarda CG 

dizilerinin metilasyonundan sorumlu rol almaktadır. CMT3 enzimi, bitkilerde heterokromatin 

içindeki CHG bölgelerinin metilasyonunu sağlamaktadır. siRNA yolu ile çalışan DRM enzimi 

(DRM1 ve DRM2), özellikle CNN dizilerinin tüm dizi bağlamlarının (CG, CHG, CHH) de 

novo metilasyonundan sorumlu olarak görev almaktaktadır (Şekil 3). DNA metilasyonu, 

RNA-yönelimli DNA metilasyonu (RdDM) olarak meydana gelmektedir. RNA Polimeraz IV 

(Pol IV) ve RNA Polimeraz V (Pol V) enzimleri, RdDM yolunda işlev görmektedir. 

RdDM'de, spesifik RNA transkriptleri çift iplikli yapılar oluşturmaktadır. İki iplikli RNA'lar, 

ya siRNA ya da miRNA yolakları aracılığıyla, RNA'yı üreten orijinal genom bölgesi için de 

novo DNA metilasyonunu gerçekleştirmektedir. Bu mekanizmanın RNA virüslerine ve/veya 

transpozonlara karşı hücresel olarak savunmada önemli olduğu düşünülmektedir, çünkü 

bunların her ikisi de konak genomda mutasyonlara yol açabilecek çift iplikli RNA 

oluşturmaktadır. Henüz iyi aydınlatılamayan bir mekanizmayla bu zararlı bölgelerin 

metillenmesi sonucu, bunların ifadesi sonlandırılmakta ve mutagenik etkilerinden 

korunulmaktadır (Bräutigam and Cronk, 2018; Zhang et al., 2018). 
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Şekil 3. Bitki metiltransferaz enzimleri (Akgun, 2018) 

Metilasyonu saptamak için kullanılan yöntemler / moleküler markörler 

Moleküler markör teknikleri DNA molekülündeki, polimorfik bölgelerin tespit 

edilmesini amaçlayarak çalışmaktadır. Bir gen ya da fenotipik özelliğin polimorfik olarak 

kabul edilmesi için popülasyonda herhangi bir genin ya da özelliğin birden fazla formunun 

bulunması gerekmektedir. Polimorfizm, DNA dizisi, amino asit dizisi, kromozomal yapı ya 

da fenotipik özellik varyantları benzeri düzeylerde görülebilmektedir. Son yıllarda bütün bir 

genomun analiz yapılabileceği DNA’yı elde etmek için, organizmanın herhangi bir 

kısımından alınan az miktarda doku parçası yeterli olmaktadır (Gülşen ve Mutlu, 2005). DNA 

markörleri sabit olup, tüm dokularda ortaya çıkabilmekte ve değişen çevre şartlarından 

etkilenmemektedir. Ayrıca bu markörler kodominant ya da dominant özellikte olabilmekte ve 

kalıtımı basit prensiplere dayanmaktadır (Williams et al., 1990). Moleküler markörler, DNA 

bazlarında oluşan nokta mutasyonları, insersiyonlar, delesyonlar veya tekrarlanan DNA’nın 

replikasyonunda oluşan hatalardan oluşmaktadır ve nötraldirler. Genellikle DNA’nın 

kodlanmayan kısımlarında oluşmaktadır. DNA markörleri teorikte sınırsız sayıda kabul 

edilmektedir, morfolojik ve biyokimyasal markörlerin aksine, çevresel faktörlerden ve bitki 

gelişim evrelerinden etkilenmemektedir (Gülşen ve Mutlu, 2005; Yorgancilar ve ark., 2015). 

DNA metilasyonun belirlenmesinde de moleküler markörlerden aktif olarak 

yararlanılmaktadır. 

DNA metilasyonunun belirlenmesinde birbirlerinden farklı yöntemler 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler arasında yüksek basınçlı likit kromatografisi (HPLC), 
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restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), metilasyon duyarlı spesifik polimeraz 

zincir reaksiyonu, birleştirilmiş bisülfit restriksiyon analizi (COBRA), metilasyon duyarlı 

çoğaltılmış fragman polimorfizmi (MSAP), çift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele 

çoğaltım (CRED-RA), metilasyon duyarlı tek nükleotit uzatımı, metilli DNA 

iminopresipitasyonu (MeDIP), hibridizasyon array, restriksiyon genomu taraması, bisülfit 

uygulamasından sonra yeni nesil sekanslama, tek molekül gerçek zamanlı DNA sekanslaması, 

qAMP ve benzeri yöntemler yer almaktadır. Bunlardan bazılarına aşağıda kısaca 

değinilmektedir. 

Southern blot yöntemi 

Southern blot tekniği DNA metilasyon analizlerinde tercih edilen yöntemlerden 

biridir. Bu yöntemde izole edilen DNA spesifik olan metilasyona duyarlı ve duyarsız RE’ler 

ile kesilerek belirli sayı ve uzunlukta DNA frangmentlerinin oluşumu sağlanmaktadır. 

Restriksiyon fragmentleri agaroz jel yöntemiyle izole edilerek membrana aktarılmakta ve 

hedef DNA dizisine spesifik bir prob yardımıyla hibridize edilmektedir. Otoradyografi ile 

tahmin edilen bant büyüklükleri ortaya çıkarılmakta ve yorumlanmaktadır (Dubeau et al., 

1986). 

Bisülfit DNA dizileme yöntemi 

Bisülfit DNA dizileme yönteminin bulunması yeni metilasyon tekniklerinin 

bulunmasına ve geliştirilmesine öncülük etmiştir. Bisülfit DNA dizisi analizi ilk kez Frommer 

tarafından 1992’de tanımlanmıştır (Frommer et al., 1992). Bu teknik DNA’da bulunan 5-

metilsitozinlerin tespitini hedeflemektedir. Yöntem tek zincirli DNA’nın bütün sitozinlerine 

sodyum bisülfitle muamale edilerek urasile dönüştürülmesi esasına dayanarak çalışmaktadır. 

5-metilsitozinler deaminasyon esnasında değişmeden kalmaktadır. Modifikasyona uğramış 

DNA’lar spesifik olan bir primer seti PCR ile çoğaltılmaktadır. Daha sonra tüm urasiller timin 

olarak amplifiye olurken yalnızca 5-metilsitozinler sitozin olarak kalmaktadır. Amplifiye olan 

fragmentlere direkt olarak ya da replikasyondan sonra dizi analizi yapılabilmektedir. 

MSAP (Methylation-sensitive amplified polymorphism / Metilasyona duyarlı 

çoğaltım polimorfizmi) yöntemi 

MSAP 1996’da Herman’ın geliştirdiği bir tekniktir. Bu yöntemle bisülfit uygulaması 

sonrasında metillenen ve metillenmeyen DNA bölgeleri arasında bulunan sekans farklılıkları 

saptanmaktadır. Sitozinler urasile deamine olmakta ve deamine urasiller PCR uygulamasıyla 

timine replike olmaktadır. Amplifiye olmuş DNA’da metillenmemiş veya metillenmiş 

sekanslara spesifik olan primer çiftleri elde edilmektedir (Herman et al., 1996). MSAP, 
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DNA’nın belirlenmiş bir bölgesinde bulunan metilasyon varlığını analizini hızlı bir şekilde 

tespit etmektedir.  

COBRA (Combined bisülphite restriction analysis / Karışık bisülfit restriksiyon 

analizi) yöntemi 

Bu yöntem temelinde bisülfit uygulamasıyla çalışmaktadır. Sodyum bisülfit ile tek 

iplikli DNA’daki bütün sitozinlerin urasil deamine olması sağlanmaktadır. Daha sonra 

modifiye edilmiş DNA, spesifik primerler aracılığıyla PCR’da çoğaltılmaktadır. Replikasyon 

esnasında değişime uğrayan sitozin olan urasiller timin şeklinde çoğaltılırken 5-metilsitozinler 

değişmeden kalmaktadır. Replike olmuş fragmentler direkt ya da çoğaltılma işleminden sonra 

dizi analizi yapılmaktadır (Eads and Laird, 2002). 

CRED-RA (Coupled restriction enzyme digestion and random amplification / 

Çift restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele çoğaltım) yöntemi 

Bu yöntem metilasyona duyarlı olan enzimler ile DNA kesildikten sonra gelişimin 

farklı aşamalarında veya farklı dokular arasındaki metilasyon değişikliklerini saptamakta 

kullanılmaktadır. Ayrıca, diziler ve türler arasındaki varyasyon çalışmaları için 

kullanılabilmektedir. Genom metilasyonu, MspI ve HpaII restriksiyon enzimleri kullanılarak 

analiz edilmektedir. Her iki enzimde CCGG sekansını tanımaktadır. Fakat Hpa II yalnızca 

sitozinler metillenmediğinde aktif olarak çalışırken, MspI RE (Restriksiyon Endonükleaz) 

ikinci sitozin metillendiğinde DNA’ya eklenememektedir. DNA, RAPD yöntemi ile PCR’da 

çoğaltılmaktadır. Sonra RE’ler ile DNA kesilmekte ve tekrar PCR’da çoğaltılarak 

değerlendirmeler yapılmaktadır (Bolukbasi ve Aras, 2016). 

IRAP (Inter retrotransposons amplified polymorphism / Retrotranspozon-arası 

çoğaltılmış polimorfizm) yöntemi 

IRAP, retrotranspozonlar arasındaki bölgelerin çoğaltılmasına dayanan ve PCR temelli 

çalışan bir işaretleme yöntemidir. Polimorfizmi saptayabilmek için gen ekspresyonu için 

gerekli dizilimi içeren korunmuş retrotranspozon dizilerini (LTR) kullanmaktadır. LTR (Uzun 

terminal tekrar) retrotranspozonlara özgüdür ve bitişik bölgelerin çoğaltılması için genetik 

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

Metilasyona duyarlı tek nükleotid primer ekleme yöntemi 

Gonzalgo ve Jones (1997) tarafından metilasyonun gerçekleştiği spesik CpG 

adacıklarındaki metilasyon seviyelerindeki değişim oranını saptamak için geliştirdiği bir 

yöntemdir. DNA’nın bisülfit uygulaması ve hedef sekansın spesifik primerlerle 

amplifikasyonundan sonra, amplifiye olmuş DNA’da metilasyona duyarlı tek nükleotid 
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primer ekleme kalıbı olarak kullanılmaktadır. DNA’daki hedef bölge metillenme durumunda 

sitozin nükleotidi ekleme esnasında birleşmektedir. Metillenmemiş durumda ise timin ile 

birleşmektedir. Sitozin ile timin birleşme miktarı hedef bölgedeki metilasyon durumunu 

belirlemektedir (Gonzalgo and Jones, 1997). 

qAMP (Quantitative analysis of DNA methylation using real-time PCR / Real-

Time PCR temelli kantitatif DNA metilasyon analizi) yöntemi 

qAMP memeli dokularında metilasyon analizi tekniği olarak kullanılmaktadır. 

Tekniğin memeli hücrelerinde bisülfit konversiyon için gereken ek süre olmadan hızlı, 

tekrarlanabilir ve doğru sonuçlar verdiği bilinmektedir. Bu uygulama başlangıç materyalinin 

daha az miktarda kullanılmasını sağlamaktadır. Ayrıca literatürde bölgeye özgü DNA 

metilasyonu veya DNA’nın tekli bölgelerindeki metilasyon analizinde hızlı, nicel bir yöntem 

olarak önerilmektedir (Oakes et al., 2006). 

Bu teknik 3 temel aşamaya sahiptir; 

1) Bir metilasyona bağlı restriksiyon enzimi (MDRE) ve metilasyona duyarlı 

restriksiyon enzimi (MSRE) ile ilgili DNA örneğinin kesilmesi, 

2) Özel genomik bölgelere özgü primerlerin tasarlanması, 

3) PCR ürün oluşumunu izlemek için real time PCR ile amplifikasyon oluşumu. 

Bu yöntemin en önemli özelliklerinden birisi kantitatif bir değerlendirmeye sahip 

olmasıdır. Yine qAMP tekniği tüm DNA örneklerini amplifiye eden aynı primer çiftini 

kullanmaktadır. Bu nedenle ölçümlerin doğruluğunu ve test kapasitesini artıran standart eğri 

değerleri ile ilişkilendirilmesi gerekliliğini ortadan kaldırmaktadır. Oligonükleotitler 

metilasyonu tam ayırt etmede restriksiyon enzimleri kadar işleve sahip değillerdir. 

Oligonükleotit bağlaması tekli CpG’lerin sorunlu olduğunu tespit edilmesini sağlayan tek bir 

nükleotit uyumsuzluğunda dahi meydana gelebilmektedir. Aynı zamanda, çoklu metillenen 

veya metillenmeyen CpG’lere özgü tasarlanan oligonükleotitler metillenmiş örneklere 

heterojen bir şekilde etkili olarak bağlanamayacaktır. Özel CpG’lerin analizinde farklı 

MSRE’lerin kullanılması bir bölgedeki tek veya çoklu CpG’lerin araştırılmasından çok daha 

iyi bir stratejidir. Üçüncüsü, qAMP yöntemi hem MSRE’leri hem de McrBC restriksiyon 

enzimini kullanarak metillenen ve metillenmeyen DNA zincirlerinden kaynaklanan bağımsız 

ve tamamlayıcı iki ölçümü üretmektedir. Bu durum sonuçların güvenilebilir şekilde elde 

edilmesine ve DNA metilasyonunun tam bir dizide doğru şekilde değerlendirilmesine izin 

vermektedir. Bunun aksine, bisülfit temelli testlerde metillenen ve metillenmeyen örnekler 

için elde edilen değerler tek bir oran olarak ifade edilmektedir. Dördüncüsü, DNA’nın tek 

zincirli yapısına uygulanan bisülfit büyük ölçüde örneklerin kararlılığını azaltır, oysaki qAMP 
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testi çift zincirli olarak kullanılan kesilmiş DNA’nın uzun süreli kullanımı için daha 

elverişlidir. Son olarak, bu test birçok aday lokusun hızlı ve düşük maliyetli bir şekilde 

incelenmesini sağlamaktadır. İlgili lokus bisülfit sekans yöntemi kullanılarak daha kapsamlı 

belirlenebilir. Fakat, tarama amacıyla yapılan çalışmalarda belirli bir bölgedeki her CpG'nin 

kesin metilasyon durumunun incelenmesi çoğu durumda gerekli değildir. Memeli 

DNA'sındaki tüm CpG'lerin yüzde 30 ila yüzde 40'ı, sırasıyla nispeten ucuz 3-5 MSRE 

kullanılarak araştırılabilir. Bu taktik çok sayıda lokusun incelenmesi için çok daha etkili 

olacaktır. Özellikle, bisülfit sekans yöntemini kullanarak tek bir lokusun araştırılması her bir 

örneğin üç tekerrürü ve 4 restriksiyon enziminin kullanıldığı qAMP yönteminden yaklaşık 5 

kat daha fazla maliyetli olduğu görülmüştür. Dahası, işlem süresi de klonlama ve sekanslama 

adımları iptal edildiği için 5 günden 1 güne indirilmektedir. Ayrıca, kesimler yapıldıktan 

sonra kesilmiş DNA, birçok PCR reaksiyonu için rahatça kullanılabilir. Örneğin, 500 ayrı 

reaksiyon için yeterli olan 1000 μl'ye seyreltilmiş 1 μg kesilmiş DNA ile yüksek kaliteli 

sonuçlar elde edilebilir. Yine primerler, tekrarlanmayan dizilerde bulunan hemen hemen tüm 

kesim bölgelerini analiz etmek için tasarlanabilir. Böylece birçok farklı bölgeyi test etmek 

için aynı örnekler kullanılabilir (Oakes et al., 2006; 2009) 

Restriksiyon enzimleri 

RE enzimleri, bakterilerde doğal olarak bulunan ve kısa DNA dizilimlerini özgül 

olarak tanıyan ve bu dizilimlere yakın bölgelerden veya bu dizilimler içindeki spesifik 

bölgelerden DNA’yı bir nükleik asitteki fosfodiester bağlarının hidrolizini katalize ederek 

kesen enzimler olarak tanımlanmaktadır. 

Bu dizilere palindromik diziler adı da verilmektedir. RE’ların asıl biyolojik 

fonksiyonu, bakteriyel savunma mekanizmasında üslendikleri işlevler olarak bildirilmektedir. 

Bakteriye giren yabancı DNA’ları da kesebildiklerinden, intraselüler bakteriyel patojenleri 

inaktive edebilme yetenekleri sayesinde bakteriyi virüslerden ve yabancı DNA’lardan 

korumaktadırlar. Mikroorganizmalar RE’larının kendi DNA’larında kesim yapmaması için 

metilasyon gibi çeşitli modifikasyonlar kullanmaktadır. RE’lerin isimlendirmesinde önce 

enzimin elde edildiği bakteri cinsinin ilk harfi, daha sonra bakteri türünün ilk iki harfi ve son 

olarak da soya ait bir harf ile ilk izolasyondan başlayarak Romen rakamı ile enzimin 

izolasyon sırası belirtilmektedir. Her restriksiyon endonükleazların uygun aktivite 

oluşturmaları için kendilerine özgü gereksinimleri bulunmaktadır. İdeal saklanma ve test 

koşulları belirli enzim fonksiyonlarında en yüksek doğruluk ve aktiviteye sahip olmaktadır. 

Sıcaklık, pH, enzim kofaktörü, tuz bilişimi ve iyonik gücü gibi koşullar enzim aktivitesini ve 
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sabitesini etkilemektedir (di Felice et al., 2019). Çalışmamızda Not I, Hpa II, Hha I, McrBC 

enzimleri kullanılmıştır (Tablo 4). 

Tablo 4. Çalışmada Kulllanılan Restriksiyon Enzimleri 

Restriksiyon 

Enzimi 

İzole edildiği 

Bakteri 

Kesim Bölgesi Enzimin Özelliği 

Not I Nocardia otitidis 5 '... GC | GGCC GC... 3' 

3'... CG CCGG | CG... 5 ' 

Tip II* restriksiyon endonükleazdır  

Hpa II Haemophilus 

parainfluenzae 

5 '... C | CG G... 3' 

3'... G GC | C... 5 ' 

Tip II* restriksiyon endonükleazdır  

Hha I Haemophilus 

haemolyticus 

5 '... G CG | C... 3' 

3'... C | GC G …5 ' 

Tip II* restriksiyon endonükleazdır 

McrBC Escherichia coli 5 '... (A / G) mC (Nn) (A / 

G) mC ... 3' 

mC: 5-

hidroksimetilsitozin, 5-

metilsitozin, 4-metilsitozin,  

n = 40-2.000 

Tip IV** restriksiyon endonükleazdır 

McrBC, bir veya her iki iplikçikte 

metilsitozin içeren DNA'yı kesen bir 

endonükleazdır. McrBC, metillenmemiş 

DNA üzerine etki etmez. 

* Tip II restriksiyon enzimleri, tam hedef nükleotitten veya çok yakınından kesim yapma yeteneğine sahiptirler. 

Mg+2 iyonlarının varlığında çift zincir DNA üzerindeki palindromik sekansları tanır ve bu sekans içindeki özel 

bölgeden kesim yaparlar. Kesimleri ATP’ye bağlı değildir. 

**Tip IV restriksiyon enzimleri metillenmiş DNA'yı keser. Bunlar iki farklı altbirimden oluşmaktadır. DNA 

kesimi için Mg+2 ve GTP kofaktör olarak gerekmektedir. Tanıma yeri iki parçalıdır. Metillenmiş bazlar arasında 

birden fazla kesim olur. 

Not I 

Nocardia otitidis-caviarum kaynaklı tip II restriksiyon enzimi olan metilasyona bağlı 

olarak çalışan Not I restriksiyon enzimi, 8 bp DNA dizisini 5′-GC/GGCCGC-3′ bölgesinden 

tanıyan ve 4 bazlı yapışkan uç oluşturmak için DNA'nın her iki sarmalını ayıran bir 

homodimerdir. Not I'nin tanıma dizisi yalnızca G:C baz çiftlerinden oluştuğundan, sıklıkla 

ökaryotik genomların CpG adaları olarak bilinen bölgelerinde bulunmaktadır. Not I DNA 

hedef bölgesinin, M.Not I metilaz veya M.EagI ile modifikasyonu, bölünmeyi bloke 

etmektedir. Kısaca metilasyon varlığında metillenmeyen DNA dizilerinin kesiminde rol 

almaktadır. 

Hpa II 

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

enzimi, Hemophilus parainfluenzae bakterisinden izole edilmiştir. Hpa II’nin CCGG 

dizilerini ve hemimetillenmiş mCCGG dizilerini keserken DNA metilasyonu ile inhibe 

olmakta ve CmCGG sekansını kesemedikleri bilinmektedir. Kesim sonunda yapışkan uçlar 

elde edilmektedir. 
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Hha I 

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

| CGG... 3' palindromik sekansları tanıyarak ve bu sekanslarda kesim yapmaktadır. 

Metilasyon varlığında metillenmeyen DNA dizilerinin kesiminde rol almaktadır. Kesim 

sonunda yapışkan uçlar elde edilmektedir. 

McrBC 

Escherichia coli K-12'nin GTP gerektiren, modifikasyona bağlı bir endonükleazı olan 

McrBC, spesifik olarak 5' R(m)C 3' formundaki DNA bölgelerini tanımaktadır. Organizmanın 

DNA’sında bu sekans çoğunlukla bir CpG dinükleotiti oluşturmak için bir G’nin işlemesi 

şeklinde gerçekleşmektedir. Tanımlanan sekans palindrom değildir, bu yüzden McrBC enzimi 

5' -GmCG-3' ve 5' -AmCG-3' ile birlikte 5' -mCGC-3' ve 5' -mCGT-3' komplementerini de tanır. 

McrBC RE’i GTP bağımlı çalışmakta ve metillenen DNA zincirlerinden kesim yapmaktadır. 

Gen ekspresyonu 

Nükleik asitler genetik bilginin depolanması ve ifade edilmesini sağlamaktadır. 

Kimyasal olarak iki çeşit nükleik asit bulunmaktadır; DNA ve RNA. Hücre DNA’sı hücrenin 

yaşamsal işlevlerine yardımcı olabilecek genleri ve genler arası bölgeleri içermektedir. Her 

DNA molekülünde bulunan kalıtım birimlerine gen adı verilmektedir. Moleküler anlamda 

gen; fonksiyonel bir ürün, ribozomal ribonükleik asit (rRNA), taşıyıcı ribonükleikasit (tRNA) 

ve polipeptid sentezini kodlayan DNA dizisi olarak tanımlanabilmektedir. Genlerin ürünleri 

hücrenin metabolik aktivitelerini yönetmektedir. Bir hücrenin tüm genleri ve intergen DNA 

(genler arasındaki DNA)’ları ile birlikte hücre genomunu oluşturmaktadır. DNA molekülünde 

şifrelenen genetik bilginin ifade edilmesi veya bu bilginin kullanılması gen ekspresyonu 

olarak tanımlanmaktadır (Şişecioğlu, 2010). Gen ekspresyonu organizmada yaşamı boyunca 

düzenlenmektedir. Örneğin bazı metabolik yolak enzimleri besin kaynakları değiştikçe ya da 

tükendikçe azalabilmekte ya da artabilmektedir. Çok hücreli bir organizmanın gelişimi 

sırasında, hücresel farklılaşmayı etkileyen bazı proteinler, çok az hücrede yalnızca kısa bir 

süre bulunabilmektedir. Organizmalar gen ifadesini, gelişim süreçlerinde, çeşitli metabolik 

yolaklarda veya stres faktörlerine karşı cevap oluşturmak için düzenlemektedir. 

Bitkiler, her organizma gibi iç dengelerini koruma ve devam ettirme eğilimi 

göstermektedirler. Değişen çevre koşulları altında bitki, stres karşısında yeniden bir 

homeostasis kurmayı amaçlayarak kendi içinde aktif bir süreç başlatmaktadır. Bitkiler değişen 

olumsuz şartları algılayarak zarar görmeyi önleyecek şekilde bir cevap oluşturmaktadır 
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(Kosová et al., 2015). Bu karmaşık mekanizmada genlerin ifadesinde çeşitlilik olması, farklı 

stres faktörleri tarafından indüklenmesinden kaynaklanmaktadır (Duque et al., 2013). 

Buğday 

Buğday (Triticum aestivum L.) buğdaygiller (Poaceae) familyasından gelen tek yıllık, 

karasal iklimde yaşayan bir bitki türüdür. Tablo 5.’de Triticum aestivum L. sınıflandırılması 

verilmiştir. 

Tablo 5. Ekmeklik Buğdayın Taksonomik Sınıflandırılması  

Alem  Plantae 

Şube Tracheophyta 

Sınıf Liliopsida 

Takım Poales  

Familya Poaceae (Buğdaygiller) 

Alt familya Poaideae 

Cins Triticum  

Tür Triticum aestivum L. 

 

Buğday dünyada en çok ekimi yapılan ve besin olarak tüketilen tahıllardan biridir. 

İnsanların günlük beslenmelerinde buğday önemli bir yer tutmaktadır. Yürütülen bazı 

çalışmalar önümüzdeki yıllarda da bu durumun devam edeceğini öngörmektedir. Fakat hızla 

artan ve yetersiz gıda alan nüfusun artışı devam ederken, talebi karşılamak için buğday 

üretiminin 2050 yılına kadar mevcut seviyelere göre %50'den fazla artması gerektiği 

bildirilmektedir (Velde et al., 2018; Tadesse et al., 2019). Bununla birlikte, dünyadaki buğday 

üretiminde büyük pay sahibi olan ülkelerde son yıllarda yetersiz topak arazisi, su 

kaynaklarının azalması ve değişen iklim gibi nedenlerden dolayı buğday çeşitlerinin 

mahsülünde verim artışı olmamakta, ya da çok az olmaktadır (Reynolds et al., 2021). Bunlara 

ek olarak çevre kirliliği de buğday üretimindeki negatif etkiyi ağır olarak artırmaya devam 

etmektedir (Atar, 2017). Buğdayda özellikle ağır metal maruziyeti, ekosistemdeki canlılar için 

de büyük tehditler oluşturmaktadır. Buğdayın temel besin kaynakları arasında yer alması 

nedeniyle oluşan ağır metal maruziyeti insan sağlığı için önemli bir sorun teşkil etmektedir. 
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MATERYAL VE METOT 

Materyal 

Kullanılan bitkisel materyal 

Araştırmada bitkisel materyal olarak, Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesinden temin 

edilen Triticum aestivum türünün bitkisinin Gerek 79 çeşidinin tohumlarının 

çimlendirilmesiyle elde edilen kök ve gövde kullanılmıştır. 

Yararlanılan alet ve cihazlar 

Çalışma esnasında aşağıdaki alet ve cihazlar kullanılmıştır (Tablo 6). 

Tablo 6. Çalışma Esnasında Kullanılan Cihazlar 

Kullanılan Cihaz Temin Edilen Firma 

Azot Tankı Termo, Electron Corporation 

Buzdolabı Arçelik, TÜRKİYE, 8190NF  

Derin Dondurucu  Nuarie, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN P07K–476316-PK 

Elektroforez Akım Sağlayıcı OWL OSP300-2Q, U.S.A. 

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

Etüv  Memmert, UN55 

Hassas Terazi  Mettler Toledo AL204, CHINA)  

Jel Görüntüleme Sistemi  DNR BioImaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL 

Manyetik Karıştırıcı  Daihan Scientific MSH 20A, KOREA 

Mikrodalga Fırın  Arçelik, TÜRKİYE, 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 Cihazı  GFL 2004, GERMANY  

Santrifüj  Hettich, GERMANY, EBA–20 

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

Su Banyosu  Memmert WNB14, GERMANY 

Vorteks Velp Scientifica, F202A0173 
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Kullanılan çözelti ve solüsyonlar 

Araştırma süresince kullanılan çözeltilerin kimyasal içerikleri aşağıdaki gibidir: 

Kadmiyum çözeltisi. 

 1000 µM’lık stok çözeltisi için 0,129 g CdCl2.H2O, 250 ml steril saf su içerisinde 

çözülerek üzeri 500 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Daha sonra elde edilen stok çözeltisinden 1:1 oranında 500 µM, 1:3 oranında 250 

µM, 1:9 oranında steril saf suyla seyreltilerek CdCl2 çözeltileri elde edilmiştir. 

DNA ekstraksiyon tamponu. 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  

 0,5 M EDTA (pH 8.0) 

 5 M NaCl 

 %2 β-mercaptoethanol (v/v) 

 Heksadesiltrimetilamonyum bromür (CTAB) 

Fenol: Kloroform: İzoamil alkol. 

25: 24: 1 oranında hazır olarak kullanılmıştır (Sigma, 77617). 

Kloroform: İzoamil alkol. 

24: 1 oranında hazır olarak kullanılmıştır (Fluka, 25666). 

TE tamponu. 

 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

 1 mM EDTA (pH 8,0) 

%70’lik Etil Alkol. 

 70 ml etil alkolün hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

Ethidium Bromür (Et-Br) Çözeltisi. 

 500 ml 0,5xTBE tamponu içerisine 300 µl ethidium bromür ilave edilerek 

hazırlanmıştır. Karanlık ortamda oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 
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Bromfenol Blue Çözeltisi. 

 0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’ün toplam hacminin 100 ml’ye 

tamamlanmasıyla hazırlanmıştır. Çözelti otoklavda steril edildikten sonra +4oC’de 

muhafaza edilmiştir. 

0,5X TBE tamponu. 

 Bu araştırmada kullanılan TBE tamponu 10X TBE olarak hazırlanmış ve 0,5 

birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu 

hazırlanmıştır. 

10X TBE tamponu. 

 107 g Tris-Base 

 55 g Borik Asit 

 5,8 g EDTA 

500 ml distile suda çözülerek daha sonra çözelti 1000 ml’ye tamamlanmıştır. pH 8.0’e 

ayarlanmıştır. 

Primerlerin Hazırlanması: Kullanılan primerler üretici firmanın önerdiği miktarda 

seyreltilerek stok solüsyonu, daha sonra da uygun hesaplamalar ile çalışma solüsyonları 

hazırlanmıştır. 

Yöntem 

Deney bitkilerine kadmiyum stresinin uygulanması  

Eşit boyutlarda seçilen 20 Triticum aestivum tohumları %2,5/w/v‘lik NaOCl‘de 3 

dakika steril edilmiştir. Tohumlar dört kez saf su ile durulanmış ve steril filtre kağıdı ile 

kurutulmuştur. Bu tohumlar 1 saat süreyle saf su ile ıslatılan 20 tohum iki kat steril whatman 

1 numaralı filtre kağıdı konulmuş 15 cm çaplı petri kaplarında 0, 100, 250, 500 µM CdCl2 

çözeltileri eklenilerek 8 günde çimlendirilmiştir. Bu süre sonunda uygulama yapılan 

petrilerden ve kontrol grubundan bitki örnekleri alınarak DNA izolasyonu yapılıncaya kadar -

80º C’de saklanmıştır. 

DNA ve RNA izolasyonlarının gerçekleştirilmesi 

DNA izolasyonu 

Genomik DNA izolasyonu protokolü Nardemir  (2012) esas alınarak ve bazı 

düzenlemeler yapılarak manuel olarak aşağıdaki gibi yapılmıştır. 
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 Sıvı azotta parçalanıp 2 ml’lik tüplere alınan 300 mg bitki materyali üzerine 1000 

µl DNA ekstraksiyon tamponu eklenmiş ve alt üst edilmiştir. Önceden 70 ºC’ye 

ısıtılmış su banyosunda 10 dakikada bir yavaşça alt üst edilerek 60 dakika 

bekletilmiştir. 

 Örnekler su banyosundan sonra 10 dakika oda sıcaklığında soğumaya 

bırakılmıştır. Bu süre sonunda üzerine 750 µl Fenol: Kloroform: İzoamil alkol 

eklenerek 15-20 dakika rototorda alt üst edilerek karıştırılmıştır. 

 14000 rpm ve 24 °C’de 20 dakika santrifüj edilmiş ve üst faz yeni bir tüpe 

aktarılmıştır (karın içindeki tüplere). 

 1000 µl Kloroform: İzoamil alkol eklenerek birkaç kez alt üst edilmiştir. 14000 

rpm ve 4 ºC’de 20 dakika santrifüj edildikten sonra üst faz dikkatli bir şekilde 

yeni bir tüpe aktarılmıştır (karın içindeki tüplere). 

 Üst faza 2,5 µl RNase ile 8 µl Proteinaz K eklenerek 30-45 dakika 37°C’de 

bekletilmiştir. 

 Her tüpe 100 µl amonyum asetat, 100 µl sodyum asetat ve 800 µl soğuk 

izopropanol eklenmiştir (karın içinde). 

 14000 rpm ve 4 ºC’de 10 dakika santrifüj edilip üst faz atılmıştır. 

 Oluşan pellet 37 ºC’de 15 dakika bekletilerek alkol uçuncaya kadar 

kurutulmuştur. 

 Kurutulan DNA 100 µl TE tamponunda çözülmüştür. 

 Kullanılıncaya kadar –20 ºC’de saklanmıştır. 

RNA izolasyonu 

RNA izolasyonu QIAGEN’ den alınan RNeasy Plant Mini Kit protokolüne göre 

yapılmıştır. 

 100 mg bitki örneği sıvı azotta ezilmiştir. 

 100 mg ezilmiş örneği üzerine 450 µl RLT Bufferı eklenmiş ve iyice 

vortekslenmiştir. 

 Lizat, 2 ml'lik bir toplama tüpüne yerleştirilmiş bir QIAshredder spin kolonuna 

(leylak) aktarılmış ve en yüksek hızda 2 dakika santrifüj edilmiştir. Toplama 

tüpündeki hücre artıklarından oluşan peleti bozmadan süpernatant yeni bir 

mikrosantrifüj tüpüne dikkatlice aktarılmıştır. 

 Temizlenmiş lizata 0,5 hacim etanol (%96–100) eklenmiş ve hemen pipetlenerek 

karıştırılmıştır. Santrifüj etmeden hemen sonraki basamağa geçilmiştir. 
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 Oluşan çökelti de dahil olmak üzere 2 ml'lik bir toplama tüpüne yerleştirilmiş 

RNeasy spin kolonuna (pembe) aktarılmıştır. Kapak yavaşça kapatılmış ve ≥8000 x 

g'de (≥10.000 rpm) 15 saniye santrifüj edilmiştir. Akış (kolondan geçen kısım) 

atılmıştır. 

 RNeasy spin kolonuna 700 µl RW1 Bufferı eklenmiş ve kapağı kapatılıp ve  ≥8000 

x g'de 15 saniye santrifüj edilmiştir. Akan kısım atılmıştır. 

 RNeasy spin kolonuna 500 µl RPE Bufferı eklenmiş ve kapağı kapatılıp ve ≥8000 x 

g'de 2 dakika santrifüj edilmiştir. 

 RNeasy spin kolonunu yeni bir 1,5 ml’lik toplama tüpüne yerleştirilmiştir. Spin 

kolon membranına doğrudan 30-50 µl RNase-free water eklenmiş ve kapağı 

yavaşça kapatılıp ve RNA'nın ayrılması için ≥8000 x g'de (≥10.000 rpm) 1 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

Primer tasarımı 

 Primer tasarımı hem kontrol bölgesinin hem de ilgili bölgenin yan kısımları dahil 

primer çiftlerinin oluşturulmasını içermektedir. Primerler hem MSRE hem de 

MDRE kesim bölgelerini kapsayacak şekilde seçilmiştir.  

 PCR primerleri; McrBC’nin özel enzimatik özellikleri dikkatle gözönüne 

alındığında PCR ile amplifiye edilmiş bölge içerisindeki bilgilendirici kesim 

bölgelerinin varlığına dayanan özel bölgelerin yanına yerleşmek üzere seçilmiştir. 

McrBC; 5'-G/AmC-3' kısmını tanımaktadır. Organizmanın DNA’sında bu sekans 

çoğunlukla bir CpG dinükleotiti oluşturmak için bir G’nin işlemesi şeklinde 

gerçekleşmektedir. Tanımlanan sekans palindrom değildir, bu yüzden McrBC 

enzimi 5'-GmCG-3' ve 5'-AmCG-3' ile birlikte 5'-mCGC-3' ve 5'-mCGT-3' 

komplementerini tanımıştır. 

 İki yan bölgenin optimum kesilmesi 55-103 bp uzunluğundadır ve enzim her iki 

bölgeden yaklaşık 30 bp uzunluğunda iki bölge arasında DNA’yı kesmektedir. 

MSRE bölgesi primer bağlanma sekansı arasında olması tercih edilmiştir. Ürün 

boyutu 100-200 bp uzunluğunda oluşturulmuştur. Tüm primer çiftleri bu kriterlere 

göre test edilerek kullanılmıştır.  

 Bu analiz için kullanılacak primerlerin tasarlanmasında Primer 3 

(https://primer3.ut.ee/) programı kullanılmıştır. Tasarlanan primerler Tablo 7.’de 

gösterilmiştir.  

https://primer3.ut.ee/
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Tablo 7. qAMP Analizinde Kullanılan Primerlerin Baz Dizilimleri 

Gen Bölgesi 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 

(1. Primer) 

5'-TGTTCTTAGCCCGGAAGCTG-3' 5'-GGGAAAAATGCTCGAAACCGA-3' 

Aquaporin PIP-1 

(2. Primer) 

5'-GGATGACCACGTGAGTTTCCA-3' 5'-GGACAAGGCCAGAAACCAGA-3' 

Tablo 8. Gen Ekspresyon Analizinde Kullanılan Primerlerin Baz Dizilimleri 

Gen Bölgesi 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' 

β-actin 5'-GTGTCGCACCAGAGGATCAT-3' 5'-CGCTGGCATACAAGGACAGA-3' 

GAPDH 5'-GAGGTTGCTGTGTTTGGCTG-3' 5'-GGAGCAAGGCAGTTAGTGGT-3' 

 

PCR ile DNA çoğaltımı 

Bu aşamada, tasarlanan primerlerin bağlanma sıcaklıklarını tespit etmek için bitki 

DNA’ları ilgili primerler kullanılarak PCR işlemi ile çoğaltılmıştır. Daha sonra elde edilen 

ürünlere agaroz jel elektroforezi işlemi uygulanmıştır. 

PCR işlemi için şu protokol basamakları izlenmiştir; 0,2 ml’lik tüpe, 

10X PCR tamponu 3µl 

dNTP (10mM) 1 µl 

MgCl2 (25mM) 2µl 

5Unit/µl Taq DNA polimeraz    1 µl 

DNA (100ng/µl) 3µl 

Reverse primer (5μM) 1,5µl 

Forward primer (5μM) 1,5µl 

Steril saf su 13 µl 

ilave edilerek hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

Hazırlanan örnekler PCR otomatik thermocycle aletine yerleştirilmiş ve aşağıdaki 

döngüye tabi tutulmuştur. 

1) 5 dakika 95º C  

2) 38 döngü olacak şekilde sırasıyla,  

a. 1 dakika 94º C  

b. 1 dakika 30 saniye 56-60º C 
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c. 2 dakika 72º C’de  

3) 15 dakika 72º C tamamlanmıştır. 

PCR aletinden çıkarılan örnekler 4º C’de saklanmıştır. 

Agaroz jel elektroforezi  

 Jel içerisinde agarın konsantrasyonu %1 konsantrasyon olacak şekilde agaroz 

tartılıp 0,5X TBE tamponu içerisinde mikrodalga fırında hazırlanmıştır. 

 Mikrodalga fırından çıkarılan 0,5X TBE + agaroz çözeltisi içerisine 0,5g/ml 

olacak miktarda Et-Br eklenmiştir. 

 Hazırlanan jel katılaşmadan elektroforez tankına dökülmüş ve donmadan önce jel 

üzerine tarak konularak örneklerin yükleneceği kuyucuklar oluşturulmuştur. 

 Jel donduktan sonra her bir kuyucuğa ayrı bir örnek (3l bromfenol mavisi + 7l 

PCR ürünü) yüklenmiştir. 

 Elektrik akımı verilerek 90V–90 dakika süre ile PCR ürünleri elektroforez işlemine 

tabi tutulmuştur. 

 Elektroforez tankından çıkarılan jel UV ışık altında incelenmiş ve fotoğrafları 

çekilmiştir. 

qRT-PCR ile qAMP Analizi 

DNA’ların restriksiyon enzimleri ile kesilmesi 

McrBC enzimi 

NEBuffer 2(10X) 5 µl(1X) 

BSA (100X)  0,5 µl 

GTP (100X)  0,5 µl 

DNA   1 µg 

McrBC  1 µl (10 units) 

Streril saf su ile son hacim 50 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Hazırlanan örnekler önce enzim inkübasyonu için 1-2 saat 37º C’de bekletilmiştir. 

 Daha sonra inaktivasyon için 20 dakika 65º C’de bekletilmiştir. 

Not I enzimi 

10X Buffer O 2 µl 

DNA  1 µl 

Not I  1 µl 
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Streril saf su ile son hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Hazırlanan örnekler önce enzim inkübasyonu için 1-16 saat 37º C’de bekletilmiştir. 

 Daha sonra inaktivasyon için 20 dakika 80º C’de bekletilmiştir. 

Hha I enzimi 

10X Buffer Tango 2 µl 

DNA   1 µl 

Hha I   1 µl 

Streril saf su ile son hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Hazırlanan örnekler önce enzim inkübasyonu için 1-16 saat 37º C’de bekletilmiştir. 

 Daha sonra inaktivasyon için 20 dakika 80º C’de bekletilmiştir. 

Hpa II enzimi 

10X Buffer Tango 2 µl 

DNA   1 µl 

Hpa II   1 µl 

Streril saf su ile son hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Hazırlanan örnekler önce enzim inkübasyonu için 1-16 saat 37º C’de bekletilmiştir. 

 Daha sonra inaktivasyon için 20 dakika 80º C’de bekletilmiştir. 

qAMP yönteminin uygulanması 

Tasarlanan primerler ile aşağıdaki gibi PCR işlemi yapıldı. 

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

üretici firmanın talimatlarına uygun şekilde aşağıdaki gibi PCR işlemi yapılmıştır. 

 Kullanılacak tüm solüsyonlar hafif bir şekilde vortekslenmiştir. 

 Stok master mix aşağıda verildiği gibi hazırlanmıştır. 

2X Magic SYBR Mix    10 µl 

Forward Primer             1 µl 

Reverse Primer             1 µl 

Kalıp DNA                         2 µl 

Steril su ile son hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Karışım PCR tüplerine aktarılmış ve hafifçe santrifüj edilmiştir. 



36 

 PCR döngüsü aşağıdaki gibi ayarlanır; 

1) 5 dakika 95ºC  

2) 40 döngü olacak şekilde sırasıyla,  

a. 10 saniye 95º C  

b. 15 saniye bağlanma sıcaklığında* 

c. 20 saniye 72º C 

3) Son olarak 2 dakika 72º C tutularak süreç tamamlanmıştır. 

PCR aletinden çıkarılan örnekler 4º C’de saklanmıştır. 

* Tasarlanan primerin bağlanma sıcaklığına göre değişim göstermektedir. 

qAMP sonuçlarının değerlendirilmesi 

Seçilen bölgenin metilasyon yüzdesi herbir başarılı PCR amplifikasyonunun ürün 

miktarındaki yaklaşık 2 kat artışla sonuçlanan temel prensip kullanılarak Ct değerindeki 

değişimden belirlenmiştir. Böylece, 1,0 değerindeki ∆Ct değeri örneğin %50’sinin, 2,0 

değerindeki ∆Ct değerinin %75’inin kesildiğini göstermiştir. ∆Ct ile ilişkili MSRE için 

metilasyon yüzdesi = 100 × (2−∆Ct); ∆Ct ile ilişkili MDRE (McrBC) için metilasyon yüzdesi = 

100 × (1–2−∆Ct) formülleriyle hesaplanmıştır. 

qRT-PCR ile gen ekspresyon analizi 

Bu analiz için kullanılacak primerlerin tasarlanmasında Primer 3 

(https://primer3.ut.ee/) programı kullanılmıştır. Tasarlanan primerler Tablo 8.’de 

gösterilmiştir. qRT-PCR işlemini gerçekleştirmek için Procomcure Biotech 2X Magic SYBR 

Mix Kiti kullanılmıştır. Protokol üretici firmanın talimatlarına uygun şekilde yapılmıştır. 

 Kullanılacak tüm solüsyonlar hafif bir şekilde vortekslenmiştir. 

 Stok master mix aşağıda verildiği gibi hazırlanmıştır. 

2X Magic SYBR Mix  10 µl 

Forward Primer  1 µl 

Reverse Primer  1 µl 

Kalıp DNA   2 µl 

Steril su ile son hacim 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 Karışım PCR tüplerine aktarılmış ve hafifçe santrifüj edilmiştir. 

 PCR döngüsü aşağıdaki gibi ayarlanır; 

1) 5 dakika 95ºC  

https://primer3.ut.ee/
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2) 40 döngü olacak şekilde sırasıyla,  

a. 10 saniye 95º C  

b. 15 saniye bağlanma sıcaklığında* 

c. 20 saniye 72º C 

3) Son olarak 2 dakika 72º C tutularak süreç tamamlanmıştır. 

PCR aletinden çıkarılan örnekler 4º C’de saklanmıştır. 

* Tasarlanan primerin bağlanma sıcaklığına göre değişim göstermektedir. 

Verilerin değerlendirilmesi ve istatistiksel analizi için gen ekspresyon analizi 

sonucunda örneklerin eşik (threshold) değerleri belirlenmiştir. PCR analiz sonuçlarına göre 

örneklerin Ct değerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel programı yardımıyla 

hesaplanmıştır. Standart sapması düşük olan örnekler 3 tekerrür üzerinden değerlendirilmiştir. 

Buğdaya ait genlerin ifade oranları Livak ve Schmittgen (2001) göre ΔΔCt oransal hesaplama 

algoritması ile belirlenmiştir. RT-PCR analizinde referans gen olarak buğday β-Aktin ve 

GAPDH genleri kullanılmış ve genlerin ifade analizi referans gen ifadesine göre 

değerlendirilmiştir. 
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

Primer bağlanma sıcaklıklarının tespiti 

Cd stresine karşı yanıt mekanizmasında görev alan UGT-3, PIP-1 ve LTP4 genlerinin 

PCR ile çoğaltılması sonucunda oluşan PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş 

ve oluşan bantlara göre primerin bağlanma sıcaklığı tespit edilmiştir (Şekil 4.). 

 

Şekil 4. Hedef primerlerin jel elektroforezi 

Hedef primerlerle yapılan PCR işleminden sonra oluşan PCR ürünleri agaroz jel 

elektroforezinde yürütülmüş ve oluşan tek bant profiline göre bağlanma sıcaklıkları 

belirlenmiştir. UGT-3 geninin 1. ve 2. bölgesi olarak tasarlanan 1. ve 2. Primerin bağlanma 

sıcaklıkları 60 º C olarak belirlenmiştir. LTP-4 geninin 1. ve 2. bölgesi olarak tasarlanan 3. 

primerin bağlanma sıcaklığı 56 º C olarak, 4. primerin ise 57 º C olarak belirlenmiştir. PIP-1 

geninin 1. ve 2. bölgesi olarak tasarlanan 5. ve 6. primerin bağlanma sıcaklıkları 59 º C olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4). 

Tasarlanan primerlerin gen bölgelerinde gösterimi 

UGT-3 

UGT-3 gen sekansında RE’lerin kesim bölgeleri aşağıdaki gibi belirlenmiştir. Bu 

bölgelerden kırmızı alanlar Hpa II’nin kesim bölgelerini, yeşil alanlar Hha I’in kesim 

bölgelerini ve sarı alanlar McrBC’nin kesim bölgelerini temsil etmektedir. 
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ATCAGCCATGACCTTCGCCGGCAGCGGTGATGGCCAGAGCGGCTCTGCGAGGGC

GCACTTCGTGCTGGTACCCATGATGGCTCAAGGCCGTACCATCCCCATGACCGAC

ATGGCATGCCTGCTGGCAGAGCATGGCGCGCAGGTCAGCTTCATCACCACGCCGG

TCAACGCCGCTAGGTTGGAAGGCTTCGCCGCTAAGGTGGAGGCGGCGGGCCTGG

TGGTTCAGCTCGTGGAGCTCCACTTCCCGAGTGTAGAGTTCGGCCTACCAGATGG

GTGCGAGAACCTCGACATGATCCAATCAAAGAATTTGTTCTTTAACTTCATGAAG

GCATGTGCCGCGCTGCATGAGCCGCTCATGGCGTACCTCCGTGAGCAGCAGCGCT

CCCCTCCTAGCTGCATCATATCTGACATGGCGCACTGGTGGACCGGTGACATCGC

AAGGGAGCTCGGCATCCCGAGGCTCACCTTTAGTGGCTTTTGTGGCTTCTCGTCCC

TTGTCAGGTACAAACATAAAGAGGCAAACCTTGTGAATACTGGACTTTTTTTTTA

CCCCGCAAAAAAAAAAGATTAAGTATTTTACTTCAATAGTACAGGCCAGATTACT

AGTATAAATTCCTTCCAGAAAAGAAGAAAGCATACATATATAATAGAGTACACA

AGATAATAAAATCGACATGTGTGCTACCTTACGTAATGAAACATGTAATTCAAAC

TACATAAGGAAGTATAGAAAATAAGAATTTTCATCAGATATTTGTTACGCCAGTT

ACAGCTGGTTGATGTGTCAACGATGTCTGCACTTCAACGTATTTTAAACAACTAA

TATCATCTTGCAGGTACATCGTTTTTCACAACAATGTATTGGAGAATGTCACAGAT

GACAATGAGCTCATCACGATCCCGGGGTTCCCTACACCGCTAGAGTTGACGAAGG

CTAAGTTGCCTGGAACCCTTTGTGTTCCGGGTATGGAGCAAATCCGTGAGAAGAT

GTTTGAGGAGGAGCTGAGATGCGATGGTGAGATCACCAATAGCTTCAAAGAGCT

CGAGACATTGTACATTGAATCCTATGAGCAGATAACAAGGAAGAAGGTCTGGAC

GATCGGGCCAATGTGCCTCTGCCACCGAAACAGCAACAGAACGGCCGCAAGAGG

AAACAAGGCGTCAATGGATGAGGCACAGTGCTTGCAATGGCTTGATTCAAGGAA

GCCAGGCTCAGTGATCTTTGTGAGTTTTGGAAGCCTCGCTTGCACTACACCTCAAC

AACTTGTTGAACTGGGACTGGGACTTGAAGCCTCCAAGAAACCATTTGTTTGGGT

GATTAAAGCAGGAGCTAAGCTTCCAGAAGTCGAGGAATGGCTCGCAGATGGGTT

CGAGGAGCGCGTCAAAGACAGAGGTCTGATCATAAGGGGTTGGGCACCACAGCT

CATGATCCTGCAGCACCAAGCCGTTGGAGGATTCGTGACGCACTGCGGGTGGAAC

TCAACAATAGAGGGCATCTGTGCAGGTGTGCCCATGATCACATGGCCACACTTTG

GGGAGCAGTTTTTGAATGAGAAGCTGCTTGTGGATGTGCTGCAAATCGGGATGGA

GGTTGGAGTGAAAGGAGTTACACAGTGGGGAAGTGAAAACCAGGAGGTTATGGT

TACCAGAGATGCTGTGGAGACAGCAGTGAACACCCTGATGGGTGAAGGGGAGGC

TACAGAGGAGTTGAGAATGAGAGCAGAAGACTGCGCCATTAAGGCAAGGAGGGC

TTTCGACGAGGAAGGTTCTTCTTACAACAACGTAAGGCTGTTAATTCAAGAAATG

GGAAACAAGACGAATGCATGTGGTTGATAGAGATTACCTAAGCTCGCTTTTTCAG

TGTAAACATGAAGTGAAACATCCTAGAGTACATATATCATCATATAGAATTTTGT

ACCAGGCTCACAGGTGATTATTTAGAGATTATAGATGATCCAAATGAAGGGAATA

TCAATTATCCTCTCTATTATGTACGCTCTTTCATGGCAGTCCACATAACAACTACA

CAGTCTGCTATTCTAGATGGTTACGCTCTCACTTG 

LTP-4 

LTP-4 gen sekansında RE’lerin kesim bölgeleri aşağıdaki gibi belirlenmiştir. Bu 

bölgelerden kırmızı alanlar Hpa II’nin kesim bölgelerini, yeşil alanlar Hha I’in kesim 

bölgelerini ve sarı alanlar McrBC’nin kesim bölgelerini temsil etmektedir. 
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ATGGCTCGCACTACAGCTACTAAGCTCGTGCTGGTCGCCCTGGTGGCGGCACTCC

TCCTTGTAGCCTCCGACGCGGCAATCTCCTGCGGCCAGGTGAGCTCCGCCCTTGG

CCCGTGCCTTTCCTATGCACGCGGCAACGGCGCCAGCCCGTCTGCGGCCTGCTGC

AGCGGCGTCAGGAGATTGGCCGGCCAAGTGCAGACTGCCGCTGACAAGAAAGCG

GCGTGCCTGTGCATCAAGAGTGCTGCCGGTGGGGTCAAAGAAGGCACGGCCGCA

GAGATCCCCTCCAAGTGCCGCGTCAGCGTCCCCTACAAGATCAGCTCAACTGTGA

ACTGCAATAAGATCTAG 

PIP-1 

PIP-1 gen sekansında RE’lerin kesim bölgeleri aşağıdaki gibi belirlenmiştir. Bu 

bölgelerden kırmızı alanlar Hpa II’nin kesim bölgelerini, yeşil alanlar Hha I’in kesim 

bölgelerini ve sarı alanlar McrBC’nin kesim bölgelerini temsil etmektedir. 

GCAGGAGCTATAAAAAGAAGCAGGAAGCCACTCGCTCTCCTCACAGCCACAGCT

CGCCATCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCTCCGGCTCCGGCAAGAGAGCTAGTAGT

GAGTAGTAGAAAGAAGAAGAGGCAAATTAATAGTAATGGAGGGGAAGGAGGAG

GATGTGAGGCTGGGGGCGAACAGGTACACGGAGAGGCAGCCGATCGGGACGGC

GGCGCAGGGGGCGGAGGAGAAGGACTACCGGGAGCCGCCGGCGGCGCCGGTGTT

CGAGGTGGAGGAGCTGACGTCGTGGTCGTTCTACCGGGCGGGGATCGCGGAGTT

CGTGGCGACGTTCCTGTTCCTGTACATCAGCATCCTGACGGTGATGGGGGTGAAC

AAGTCGGCGTCCAAGTGCGCCACCGTGGGGATCCAGGGCATCGCGTGGTCGTTCG

GCGGCATGATCTTCGCGCTCGTCTACTGCACCGCCGGCATCTCCGGCGGGCACAT

CAACCCGGCGGTGACGTTCGGGCTGTTCCTGGCGCGGAAGCTGTCGCTGACGCGG

GCGGTGTTCTACATGGCGATGCAGTGCCTGGGCGCCATCTGCGGCGCCGGCGTGG

TGAAGGGGTTCCAGCGGGGGTTGTACATGGGCTCCGGCGGCGGCGCCAACGCCG

TGAACCCGGGGTACACCAAGGGGGACGGGCTCGGGGCGGAGATCGTGGGCACCT

TCGTCCTCGTCTACACCGTCTTCTCCGCCACCGACGCCAAGCGCAACGCCAGGGA

CTCCCACGTCCCCATCCTGGCGCCGCTCCCCATCGGCTTCGCCGTCTTCCTCGTCC

ACCTCGCCACCATCCCCATCACCGGCACCGGCATCAACCCCGCCCGCAGCCTCGG

CGCCGCCATCGTCTATAACCGCGCCCACGCATGGCACGACCACGTATGCAACCAA

CCATTATTTAATGCTTTCTCAACTACTTAGCTACTCCATCCATCCGATAAAAAACC

AATCGGAACGTGACACATTCTATTATTATGTATCTGAATATATATATACTATCTAA

ATTCATCGTACAAAATTCGTTTTTTATGGGATTTGAGGGAGTAGTTGCTAATAATC

ACACGTTAATTTAGTTCATTGATTAGTGCTAATTGATGGATGGATTTGTGCAGTGG

ATTTTCTGGGTTGGTCCGTTCATCGGAGCGGCACTGGCGGCCATCTACCACGTGG

TGGTGATCAGAGCAATCCCCTTCAAGAGCCGGGACTAATTAATTACCATGCACCA

TCATCTTAATTAAGCGATAATTACTCTGAAATAATCAACCGAGTTGATGCTGCAA

GATGATGGAGGATCAAGTCTCTACAGTACTACGTGTGTTATTACCGTCTGGTGAT

CGATGAAGCTAGCCGCTGCATAATTATAAGCGCGTTTATATATATCTGATGTTGCT

GTAATTATATCTATGTGTACGTAGTATGTTTGGTGTGAGAAATGGTACTTGTGTGT

GCGGAGGCATGCATGTTCTTGGTTGCACGCCTTCAGCTATATATAGCTTTGCATCA

ATTCCATCTCCAAATGTGAATTTTACTAGTTACTATTTTTACCTCCTCTCATCCCCT

CTTATGTTATGTGTGATCAAGTATTTGATCCCCTCTCGTTAAGTAAATGTTAAGCA

TGCGTATTTGTAAA 
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qRT-PCR ve gen ekspresyonu seviyelerindeki değişim 

CdCl2 ağır metali dört doz (0, 100, 250, 500 µM) olarak Triticum aestivum türüne 

uygulanmış ve UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde, gen ekspresyon seviyesindeki değişimler 

qRT-PCR aracılığıyla incelenmiştir. Bu genlerin gen ekspresyon seviyeleri belirlenirken β-

Actin ve GAPDH housekeeping genleri ile karşılaştırma yapılmıştır. CdCl2 stresi altında ilgili 

genlerin gen ekspresyon seviyeleri UGT-3 geninde 100, 250, 500 µM CdCl2 dozlarında 

gövdede sırasıyla 0,77; 31,05; 16,64 oranında değişim gözlenirken, kökte 0,04; 2,85; 6,35 

oranında değişim görülmüştür. Bu genin doza bağlı olarak arttığı, fakat 500 µM dozunda 

ekspresyonun aşırı düştüğü gözlenmiştir. Kökte ise doza bağlı olarak UGT-3 geninin 

ekspresyonunda önemli olmayan bir artış görülmüştür (Tablo 9). 

  LTP-4 geninin ekspresyon seviyesindeki değişim 100, 250, 500 µM CdCl2 

dozlarında gövdede sırasıyla 60,69; 21,81; 3,7 şeklindeyken kökteki değişim 0,03; 5928; 

14,77 şeklinde gerçekleşmiştir (Tablo 9). LTP-4 geninin gövdede Cd stresinin artışına bağlı 

olarak ekspresyon seviyesinin azaldığı görülmüştür. Yine bu genin bitkinin kökünde en fazla 

250 µM Cd konsantrasyonunda ekspre olduğu ve bu ekspresyon oranının önemli olduğu 

görülmüştür. 

PIP-1 geninde 100, 250, 500 µM CdCl2 dozlarında gövdede sırasıyla 0,04; 0,48; 0,2 

oranlarındayken kökteki değişim 0,03; 6,29; 14,91 oranlarında gerçekleşmiştir (Tablo 9). Bu 

genin stres maruziyeti sonucunda kökte doz artışına bağlı ekspresyon artışı olmuştur. Yine 

gövdede Cd dozlarının artışıyla orantılı olarak ekspresyon seviyesi artmıştır, fakat önemli bir 

artış gözlemlenmemiştir (Şekil 7). 

Tablo 9. Seçilen Genlerde Ekspresyon Seviyesindeki Değişim Oranları 

 100 µM 

CdCl2 

(gövde) 

250 µM 

CdCl2 

(gövde) 

500 µM 

CdCl2 

(gövde) 

100 µM 

CdCl2 

(kök) 

250 µM 

CdCl2 

(kök) 

500 µM 

CdCl2 

(kök) 

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 (-)0,48 (-)0,2 (-)0,03 (+)6,29 (+)14,91 

 

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

gövdede ekspresyon seviyesinde en fazla değişimin LTP-4 geninde meydana geldiği 

görülmüştür. PIP-1 geninde ise anlamlı bir değişim gözlenememiş, hatta kontrol bitkisiyle 

aynı ekspresyon seviyesi tespit edilmiştir (Şekil 5., Şekil 6.). 
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Şekil 5. Ekmeklik buğday (Triticum aestivum) bitkisinin gövdesinde meydana gelen 

ekspresyon değişimlerinin çizgi grafiği 

 

Şekil 6. Ekmeklik buğday (Triticum aestivum) bitkisinin gövdesinde meydana gelen 

ekspresyon değişimlerinin kolon grafiği 

 

Şekil 7. Ekmeklik buğday (Triticum aestivum) bitkisinin kökünde meydana gelen ekspresyon 

değişimlerinin kolon grafiği 
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qAMP analizi ve DNA metilasyon yüzdesi 

Dört konsantrasyon (0, 100, 250, 500 µM) şeklinde uygulanan Ekmeklik buğday 

bitkisinin kök ve gövdesinde UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin qAMP tekniği kullanılarak 

DNA metilasyon seviyelerinde değişimler saptanmıştır. Cd stresi ile ilişkili olarak seçilen bu 

genlerin her üçünde de metilasyon seviyelerinde değişimler görülmüştür (Tablo 10., Tablo 

11., Tablo 12.). 

 

Tablo 10. UGT-3 Gen Bölgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yüzdeleri 

CdCl2 

KONSANTRASYONLARI 

MSRE MDRE 

Gövde Kontrol 0,694569 99,95662 

100 µM CdCl2 (gövde) 5,281146 99,00982 

250 µM CdCl2 (gövde) 27,98007 98,14337 

500 µM CdCl2 (gövde) 0,050095 99,97284 

Kök Kontrol 0,069718 99,94226 

100 µM CdCl2 (kök) 47,91715 85,99512 

250 µM CdCl2 (kök) 148,4796 80,66232 

500 µM CdCl2 (kök) 43,71819 55,13342 

 

UGT-3 geninde MSRE’ler için 16 bölgede ve MDRE’ler için 37 bölgede metilasyon 

analizleri yapılmıştır. Bu analiz sonucunda MSRE bölgeleri için bitkinin gövdesinde kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla 

%5,28, %27,98 ve %0,05 oranlarında metilasyon meydana gelmiştir. Kontrol grubuna göre en 

yüksek metilasyon oranı 250 µM konsantrasyonunda oluşmuştur (Şekil 8). Bitkinin kökünde 

ise 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %47,91; %148,47 ve %43,71 

oranlarında metilasyon meydana gelmiştir (Şekil 9). Gövdede olduğu gibi kökte de en yüksek 

metilasyon oranı 250 µM CdCl2 konsantrasyonunda görülmüştür (Tablo 10). MDRE bölgeleri 

içinse, gövdede metilasyon seviyesi tüm konsantrasyonlarda yaklaşık %99 iken (Şekil 10., 

Şekil 12.) kökte 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %85,99, %80,66 

ve %55,13 oranlarında metilasyon oluşmuştur (Şekil 11., Şekil 13.). Bu metilasyon oranlarına 

göre MDRE bölgelerinde gövdede meydana gelen metilasyon oranı kökte oluşan metilasyon 

oranından yüksek olarak incelenmiştir (Tablo 10)  
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Tablo 11. LTP-4 Gen Bölgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yüzdeleri 

CdCl2 

KONSANTRASYONLARI 

MSRE MDRE 

Gövde Kontrol 0,945859036 99,863834 

100 µM CdCl2 (gövde) 0,798892376 99,894369 

250 µM CdCl2 (gövde) 10,40170546 97,067659 

500 µM CdCl2 (gövde) 5,767321002 99,356073 

Kök Kontrol 0,014463916 99,955728 

100 µM CdCl2 (kök) 3,427608549 98,518716 

250 µM CdCl2 (kök) 38,8725155 60,510902 

500 µM CdCl2 (kök) 0,884757884 99,348123 

 

LTP-4 geninde MSRE’ler için 6 bölgede ve MDRE’ler için 29 bölgede metilasyon 

analizleri yapılmıştır. Bu analiz sonucunda MSRE bölgeleri için bitkinin gövdesinde kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla 

%0,79; %10,40 ve %5,76 oranlarında metilasyon meydana gelmiştir. Kontrol grubuna göre en 

yüksek metilasyon oranı 250 µM konsantrasyonunda oluşmuştur (Şekil 8). Bitkinin kökünde 

ise 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %3,42; %38,87 ve %0,88 

oranlarında metilasyon meydana gelmiştir (Şekil 9). Gövdede olduğu gibi kökte de en yüksek 

metilasyon oranı 250 µM CdCl2 konsantrasyonunda görülmüştür (Tablo 10). MDRE bölgeleri 

içinse, gövdede metilasyon seviyesi 100 ve 500 µM konsantrasyonlarda yaklaşık %99 iken 

250 µM konsantrasyon %97’ye düşüş gözlenmiştir (Şekil 10., Şekil12.). Bitkinin kökünde ise 

100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %98,51; %60,51 ve %99,34 

oranlarında metilasyon oluşmuştur (Şekil 11., Şekil 13.). Bu metilasyon oranlarına göre 

MDRE bölgelerinde kökte meydana gelen metilasyon oranı gövdede oluşan metilasyon 

oranından yüksek olarak incelenmiştir (Tablo 11).  
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Tablo 12. PIP-1 Gen Bölgesinde Meydana Gelen MSRE ve MDRE Metilasyon Yüzdeleri 

CdCl2 

KONSANTRASYONLARI 

MSRE MDRE 

Gövde Kontrol 6,58742483 97,678289 

100 µM CdCl2 (gövde) 28,90284673 98,469244 

250 µM CdCl2 (gövde) 64,47432351 71,615049 

500 µM CdCl2 (gövde) 0,296955067 99,223633 

Kök Kontrol 0,143442657 99,978527 

100 µM CdCl2 (kök) 3,906784364 68,158896 

250 µM CdCl2 (kök) 67,18650243 97,674718 

500 µM CdCl2 (kök) 33,74871597 85,757808 

 

PIP-1 geninde MSRE’ler için 30 bölgede ve MDRE’ler için 68 bölgede metilasyon 

analizleri yapılmıştır. Bu analiz sonucunda MSRE bölgeleri için bitkinin gövdesinde kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla 

%28,90; %64,47 ve %0,29 oranlarında metilasyon meydana gelmiştir. Kontrol grubuna göre 

en yüksek metilasyon oranı 250 µM konsantrasyonunda oluşmuştur (Şekil 8). Bitkinin 

kökünde ise 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %3,90; %67,18 ve 

%33,74 oranlarında metilasyon meydana gelmiştir (Şekil 9). Gövdede olduğu gibi kökte de en 

yüksek metilasyon oranı 250 µM CdCl2 konsantrasyonunda görülmüştür (Tablo 12). MDRE 

bölgeleri içinse, gövdede metilasyon seviyesi 100 ve 500 µM konsantrasyonlarda yaklaşık 

%99 iken 250 µM konsantrasyon %71’e düştüğü görülmüştür (Şekil 10., Şekil12.). Bitkinin 

kökünde ise 100, 250 ve 500 µM CdCl2 konsantrasyonlarında sırasıyla %68,15; %97,67 ve 

%85,75 oranlarında metilasyon oluşmuştur (Şekil 11., Şekil 13.). Bu metilasyon oranlarına 

göre MDRE bölgelerinde gövdede meydana gelen metilasyon oranı kökte oluşan metilasyon 

oranından yüksek olarak incelenmiştir (Tablo 12). 
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Şekil 8. Bitki gövdesinde seçilen genlerin MSRE bölgelerindeki metilasyon oranları 

UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde belirlenen MSRE bölgeleri incelendiğinde bitkinin 

gövdesinde en fazla metilasyon oranının 250 µM Cd konsantrasyonunda PIP-1 geninde 

gerçekleştiği görülmüştür. Yapılan analiz sonucunda, tüm genlerde 100 ve 250 µM Cd 

konsantrasyonlarında metilasyon miktarının arttığı, fakat 500 µM Cd konsantrasyonunda 

metilasyon oranının düştüğü gözlenmiştir (Şekil 7). 

 

Şekil 9. Bitki kökünde seçilen genlerin MSRE bölgelerindeki metilasyon oranları 
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UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde belirlenen MSRE bölgeleri incelendiğinde bitkinin 

kökünde en fazla metilasyon oranının 250 µM Cd konsantrasyonunda UGT-3 geninde 

gerçekleştiği görülmüştür. Yapılan analiz sonucunda, tüm genlerde 100 ve 250 µM Cd 

konsantrasyonlarında metilasyon miktarının arttığı, fakat 500 µM Cd konsantrasyonunda 

metilasyon oranının düştüğü gözlenmiştir (Şekil 9). 

 

Şekil 10. Bitki gövdesinde seçilen genlerin MDRE bölgelerindeki metilasyon oranları 

 

Şekil 11. Bitki kökünde seçilen genlerin MDRE bölgelerindeki metilasyon oranları 
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Şekil 12. Seçilen genlerin bitki gövdesinde MSRE ve MDRE bölgesindeki metilasyon 

oranları 

 

Şekil 13. Seçilen genlerin bitki kökünde MSRE ve MDRE bölgesindeki metilasyon oranları 

Gen ekspresyonu seviyelerindeki ve DNA metilasyon yüzde değişimlerinin 

karşılaştırılması 

CdCl2 ağır metalinin dört doz (0, 100, 250, 500 µM) olarak Triticum aestivum türüne 

uygulanması sonucunda UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinde kontrol grubu baz alınarak 

hesaplanan, gen ekspresyon seviyesinde değişimler ve metilasyon yüzdesi değişimleri elde 

edilmiştir (Tablo 13). Elde edilen bu veriler gövde ve kök için her bir gen ayrı ayrı birbiriyle 

karşılaştırılmıştır (Şekil 12., Şekil 13.).  
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Tablo 13. Analizler Sonucunda Elde Edilen Gen Ekspresyon Oranları ve DNA Metilasyon 

Yüzdeleri 

 100 µM 

CdCl2 (gövde) 

250 µM 

CdCl2 (gövde) 

500 µM 

CdCl2 (gövde) 

100 µM 

CdCl2 (kök) 

250 µM 

CdCl2 (kök) 

500 µM 

CdCl2 (kök) 

UGT-3 Geninin 

Ekspresyon Oranları  
0,77 (+)31,05 (+)16,64 (-)0,04 (+)2,85 (+)6,35 

LTP-4 Geninin 

Ekspresyon Oranları 
(+)60,69 (+)21,81 (+)3,7 (+)0,03 (+)5928 (+)14,77 

PIP-1 Geninin 

Ekspresyon Oranları 
(-)0,04 (-)0,48 (-)0,2 (-)0,03 (+)6,29 (+)14,91 

UGT-3 Geninin 

Metilasyon Yüzdesi 
4,58657643 27,285501 -0,6711906 47,847428 148,40992 43,648474 

LTP-4 Geninin 

Metilasyon Yüzdesi  
-0,1469666 9,4558464 4,8214619 3,4131446 38,858051 0,8702939 

PIP-1 Geninin 

Metilasyon Yüzdesi 
22,3154219 57,886898 -6,2904697 3,7633417 67,043059 33,605273 

 

CdCl2 ağır metali maruziyetinde gövdede UGT-3 geninin ekspresyon seviyesi doza 

bağlı olarak artarken 500 µM Cd konsantrasyonunda 250 µM konsantrasyonuna göre düşüş 

sergilemiştir. Metilasyon yüzdesi ise kontrol grubuna göre 100 µM ve 250 µM dozlarında 

yükselirken 500 µM Cd konsantrasyonunda özellikle 250 µM’e göre düşüş göstermiştir (Şekil 

14). UGT-3 geninin kökteki ekspresyon doza bağlı olarak artarken metilasyon yüzdelesi 250 

µM dozlarında artış göstererek diğer dozlarda da artmıştır (Şekil 15). 

CdCl2 ağır metali maruziyetinde gövdede LTP-4 geninin ekspresyon seviyesi doza 

bağlı olarak azalırken metilasyon yüzdesi ise kontrol grubuna göre 100 µM dozunda anlamlı 

olmayan bir düşüş gösterirken diğer dozlarda artmıştır ancak 500 µM dozunda 250 µM 

konsantrasyonuna oranla bir düşüş gözlenmiştir (Şekil 14). LTP-4 geninin kökteki ekspresyon 

seviyesi 250 µM Cd konsantrasyonunda aşırı şekilde artış göstererek artmıştır. LTP-4 geninin 

kökteki metilasyon yüzdeside kontrol grubuna göre en çok artışı 250 µM Cd 

konsantrasyonunda göstererek diğer dozlarda da artmıştır (Şekil 15). 

Triticum aestivum bitkisinde CdCl2 ağır metali maruziyetinde gövdede PIP-1 geninin 

ekspresyon seviyesi anlamsız olarak artış göstermiştir. Metilasyon yüzdesi ise kontrol 

grubuna göre 100 µM ve 250 µM dozlarında ciddi derecede artarken 500 µM Cd 

konsantrasyonunda düşüş göstermiştir (Şekil 14). Kökte PIP-1 geninin ekspresyon seviyesi 

doza bağlı olarak artmıştır. Metilasyon yüzdeside kontrol grubuna göre en çok artışı 250 µM 

Cd konsantrasyonunda göstererek diğer dozlarda da artmıştır (Şekil 15). 
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Şekil 14. Gövdedeki gen ekspresyon ve DNA metilasyon seviyelerinin değişim oranları  

 

Şekil 15. Kökteki gen ekspresyon ve DNA metilasyon seviyelerinin değişim oranları   
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TARTIŞMA VE SONUÇ  

Hızla artan nüfusun beraberinde getirdiği hızlı kentleşme ve sanayileşme, doğa ve 

insanlık için bir dizi problemi de beraberinde getirmiştir. Çevresel kirlilik bu problemlerin 

başında gelen ve önleyici adımlar atılması gereken temel problemlerden biridir. Günümüzde 

ağır metallerin oluşturmuş olduğu ekolojik kirlilik tüm dünya gündeminde önemli ve endişe 

verici bir konu olarak yer almaktadır. Birçok bilim dalı ve multidisipliner çalışma tarafından 

ağır metallerin atmosferi kirlettiği, toprak yapısını bozduğu, bitkisel verimi azalttığı, su 

kalitesini düşürdüğü gibi etkileri ortaya koyulmuştur (Hossain et al., 2012; Emamverdian et 

al., 2015; Wang et al., 2017; Briffa et al., 2020; Fu and Xi, 2020; Mishra et al., 2021). 

Ağır metaller grubunda yer alan Cd; kimyasal gübrelerin değiştirilmesi, çamur ve 

lağım suları ile sulamaların yapılması gibi nedenlerden dolayı toprakta birikimi artmaktadır. 

Ekilebilir topraktaki Cd kirliliği, son birkaç yılda dünya çapında çarpıcı bir şekilde artmıştır 

ve gıda güvenliği, insan sağlığı için potansiyel tehdit oluşturmuştur (Li et al., 2014; Zhou et 

al., 2018; Vareda et al., 2019). Cd’nin insana ulaşımını kolaylaştıran unsurlardan biri hiç 

şüphesiz bitkilerdir. Bitkiler için temel olmayan bu ağır metalin birikimi birçok hücresel 

fonksiyonu etkilemekte fotosentez, su ve besin alımını azaltmaktadır. Genel semptomları 

arasında büyüme inhibisyonu, kloroz ve farklı dokulardaki anatomik, morfolojik, fizyolojik 

veya biyokimyasal özelliklerin değişimleri bulunmaktadır (Genchi et al., 2020). Cd’nin bitki 

için hayati olan fonksiyonlardaki rollerini bitki tepkilerinin moleküler mekanizmaları ve Cd 

stresine karşı savunma mekanizmalarının aydınlatılması oldukça önemlidir. Yaptığımız 

çalışmada, Cd stresinin 100, 250 ve 500 µM konsantrasyonlarında yetiştirilen Ekmeklik 

buğday bitkileri kontrol grubu ile karşılaştırıldığında kök ve gövde organlarının gözle 

görülebilir şekilde boylarının kısaldığı ve daha zayıf büyüdükleri görülmüştür. 

Bitkiler, diğer organizmalarda olduğu gibi iç dengelerini koruma eğilimi 

göstermektedirler. Değişmiş çevresel koşullar altında bitki, strese karşı yeniden bir 

homeostasis kurmayı amaçlayarak aktif bir süreç başlatmaktadır. Bitkiler değişen şartları 

algılayarak zarar görmeyi önleyecek şekilde bir yanıt oluşturmaktadırlar (Kosová et al., 

2007). Bu karmaşık mekanizmada genlerin ifadesinde değişikliklerin oluşması, farklı stres 

faktörleri tarafından indüklenmesinden kaynaklanmaktadır (Duque et al., 2013). Yapılan bir 

çalışmada, Cd stresinin uygulandığı soya fasulyesinde ABA bozunması, GB ve SA 

biyosentezi, hidrojen peroksit (H2O2) üretimi ve Cd taşınması ile ilgili genlerin upregüle 

olduğu, zeatinriboside (ZR), indol 3-asetik asit (IAA) ve metil jasmonat (MeJA) ile ilgili 
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genlerin ise downregüle olduğu rapor edilmiştir (Bashir et al., 2019). Çalışmamızda PIP-1 

geninin bitkinin gövdesinde downregüle olduğu, fakat bunun önemli bir oranda 

gerçekleşmediği görülmüştür. UGT-3 ve LTP-4 genlerinin ise önemli derecede upregüle 

olduğu gözlenmiştir. Ayrıca LTP-4 geninin gövdede en yüksek 100 µM konsantrasyonda en 

yüksek ekspre olduğu dozların artmasıyla ekspresyon miktarının azaldığı görülmüştür.  

Farklı abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde LTP genlerinin ekspresyon verileri ile 

ilgili pekçok çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalarda LTP'lerin tuz stresine (Jang et al., 2004; 

Wang et al., 2010), osmotik strese (Choi et al., 2008), kuraklık stresine (Cameron et al., 2006) 

ve soğuk stresine (Jung et al., 2003) adaptasyon sağlamada rol oynadığına dair birçok kanıt 

bildirilmiştir (Hincha et al., 2001). Tayeh ve arkadaşları (2013) tarafından yapılan bir 

çalışmada, buğday bitkisine maruz bırakılan stresi bertaraf etmek için Heptanoil Salisilik Asit 

(HSA) uygulanmış ve LTP genlerinin ekspresyon oranlarına bakılmıştır. Strese maruz 

bırakılan genlerde LTP genlerinin ekspresyonunda önemli bir değişiklik olmazken, HSA 

püskürtüldüğünde bu genlerin yüksek oranda upregüle olduğu bildirilmiştir (Tayeh et al., 

2013). Yine başka bir araştırmada, yüksek ekspre olan LTP mutant bitkilerinin tuz stresi 

maruziyetinde kontrol bitkilerine göre çok daha iyi büyüdükleri belirlenmiştir. Bunun aksine, 

LTP genlerinin baskılandığı mutantlarda ise belirgin bir büyüme etkisi görülmemiştir (Jülke 

and Ludwig-Müller, 2016). LTP’lerin yüksek oranda ekspre olduğu mutantlarda organizma 

içerisinde ABA seviyesinin arttığı ve özellikle LTP-3’ün ABA yolunun düzenleyicisi olduğu 

kanıtlanmıştır (Gao et al., 2016). Çalışmamızda da LTP-4 geninin Cd stres dozlarının artışıyla 

gövdede upregülasyon oranlarının düştüğü, bitkinin kökünde ise 250 µM konsantrasyonda ani 

bir yükselme ile upregüle olduğu görülmüştür. Durum buğdayında yapılan çalışmada, 

abiyotik stres koşullarına toleranslı ve hassas olan genotiplere farklı abiyotik stresler 

uygulanmıştır. Bu bitkilerde LTP-4 geninin ekspresyon oranları incelenmiştir. Elde edilen 

verilere göre, toleranslı genotipte hassas olan genotipe kıyasla daha fazla LTP-4 geninin 

ekspre olduğu bulunmuştur. LTP-4’ün aşırı ekspre olması bitki büyümesinin teşvik edilmesi 

ile sonuçlanmıştır (Safi et al., 2015). Bu durum LTP-4 geninin abiyotik streslere karşı tolerans 

mekanizmalarında etkili olduğunu göstermiştir. Ayrıca, çalışmamızda bitki köklerinde 250 

µM konsantrasyonda bu genin aşırı upregüle olması Cd stresine doğrudan maruz kalan 

organların kökler olması nedeniyle burada savunma proteinlerinin daha aktif olduğu için 

gerçekleştiği düşünülmüştür (Driouich et al., 2013; Baetz and Martinoia, 2014; Khan et al., 

2021). Dahası, sonraki yüksek dozda upregülasyonun çok fazla düşmesi abiyotik streslerin 

sınır seviyeye kadar savunma genlerini aşırı ekspre ettiği, bitkinin ölüme yaklaştığı sınırlarda 

ise savunma genlerinin ekspresyonunu çok azalttığı şeklinde yorumlanmıştır (Sorrentino et 

al., 2017).   
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Glikosiltransferazlar hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda bulunan çeşitli 

şekerlerin eklenmesini katalizleyen enzimler olarak tanımlanırlar. En önemli özellikleri 

aglikonların glikozilasyon aktivitelerini, çözünürlüklerini ve taşınmalarını değiştirmeleri 

olarak bildirilmiştir. Bu nedenle, glikolizasyon hücresel metabolizmada önemli bir 

düzenleyici olarak kabul edilmişlerdir (Lim and Bowles, 2004). Bitki UGT'leri, bitki 

hormonları, bitki sekonder metabolitleri ve biyolojik homojen/heterolog maddeler 

(siyanojenik glikozitler ve herbisitler gibi) dahil olmak üzere glikozilasyon reaksiyonları için 

çok çeşitli substratları katalize etmektedirler. Arabidopsis genomunda >100 UDP-

glikosiltransferaz (UGT) aile üyesi mevcuttur (Ross et al., 2001). Çalışmamızda UGT-3 geni 

hem kökte hem de gövdede upregüle olmuştur. Gen ekspresyonunun en yüksek olduğu doz 

bitkinin gövdesinde araştırılan 250 µM konsantrasyon olarak bulunmuştur. Ekmeklik buğday 

bitkisinin kökünde ise Cd stresinin artışıyla orantılı olarak ekspresyon seviyesi artmıştır. Çin 

karnıbaharında yapılan çalışmada, bitki savunmasında önemli bir rol oynayan 

glikosinolatların üretimi üzerine UGT’lerin etkileri araştırılmıştır. Bu araştırmada, 

glikosinolat birikiminin yüksek olduğu bitkilerde UGTJB1 ‘in ekpresyon seviyesinin iki kat 

arttığı bildirilmiştir (Zheng et al., 2021). Su stresine karşı UGT74E2 geninin Indol-3-bütirik 

aside (IBA) birlikte etkileri araştırılmıştır. IBA’nın strese karşı koruyucu rolünü 

UGT74E2’nin desteklediğini ve sinerjik etki oluşturdukları rapor edilmiştir (Tognetti et al., 

2010). Ayrıca UGT-3 geninin özellikle bitkilerde fungal hastalıkların bertaraf edilmesinde de 

etkili olduğu bildirilmiştir. Mikotoksinlerden biri olan DON’un meydana getirdiği küf 

hastalığının mekanizması buğday bitkisinde araştırılmış, UGT-3 geninin aşırı ekspre olduğu 

transgenik bitkilerde kontrole göre daha az DON birikimi sergilendiği belirlenmiştir. Yine 

UGT-3’ün upregüle olması kök uçlarında SA ve JA’nın miktarını arttığını ve savunma 

cevaplarını pozitif olarak düzenlediğini göstermiştir (Xing et al., 2018). 

Transmembran su iletimi, aquaporinler olarak adlandırılan su kanalı proteinlerinden 

dolayı membran geçirgenliğinin artmasıyla çift lipid tabakası boyunca difüzyon ile 

gerçekleşmektedir (Preston et al., 1992). Bu aquaporinler, suyun zar boyunca hızlı ve 

kontrollü bir şekilde yer değiştirmesini sağlamaktadır. Bitki aquaporinlerinden en 

önemlilerinden biri PIP’lerdir. PIP’ler tuz, kuraklık, soğuk, su stresi, ışık gibi abiyotik 

streslere ve fitohormonlara yanıt mekanizmalarında görev aldıkları çeşitli bitkilerde 

kanıtlanmıştır (Gao et al., 1999; Yang et al., 2003). Farklı abiyotik stres koşullarına 

dayanıklılık gösteren Festuca türleri arasında PIP genlerinin ekspresyon seviyeleri 

karşılaştırılmıştır. Bu çalışmada, kuraklık stresi altında PIP-1 geninin ekspresyon miktarının 

azaldığı, fakat yüksek kuraklık altında PIP-2 geninin ekspresyon seviyesinin arttığı 

belirtilmiştir. Soğuk stresi maruziyetinde ise her iki genin de ekspresyon seviyelerinin 
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azaldığı rapor edilmiştir (Pawłowicz et al., 2017). Çalışma sonuçlarımıza göre, PIP-1 geni 

Ekmeklik buğday bitkisinin köklerinde kontrol grubuna kıyasla önemli olmayan bir şekilde 

downregüle olurken, gövdede ise Cd stresinin artışına bağlı olarak yaklaşık 6 kat upregüle 

meydana gelmiştir. Yapılan bir çalışmada, PIP-1 ve PIP-2 genlerinin köklerde aktif olduğunu 

gösterirken gövdede sadece PIP-2’in ekspre edildiği bildirilmiştir. Bu nedenle PIP-2’nin 

köklerde su alınımını ve taşınmasını sağlayan en önemli gen olduğu rapor edilmiştir (Guo et 

al., 2006). ABA ve tuzun uygulandığı Arabidopsis thaliana bitkilerinde strese yanıt olarak 

PIP genlerinin ekspresyonunun arttığı da ortaya konulmuştur (Jang et al., 2004). 

Gen ifadesini düzenleyen mekanizmaların başında epigenetik mekanizmalar 

gelmektedir. Bitki epigenetiğinde DNA metilasyonu özellikle gen ifadesinin düzenlenmesinde 

rol alan önemli bir mekanizmadır. Spesifik bir DNA metilasyonu, meydana gelişi, korunması 

ve aktif uzaklaştırma faaliyetlerinin dinamik düzenlenmesinin sonucunu yansıtmaktadır. Bu 

aktiviteler, farklı yollarla spesifik genomik bölgelerde hedeflenen çeşitli enzimler tarafından 

katalize edilmektedir. Bitki DNA metilasyonu, tüm sitozin sekanslarında 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 yapılan çalışmalar genomunda DNA metilasyonu; 

transposable elementler (transpozonlar) ve diğer tekrarlayan DNA sekanslar ile 

zenginleştirilmiş heterokromatin bölgesindeki ağır metilasyon ile karakterize edilmektedir 

(Henderson and Jacobsen, 2007).  

Bitkilerde genlerle ilişkili DNA metilasyonu, promotörde veya kopyalanan gen bölgesi 

içinde meydana gelebilmektedir. Promotör DNA metilasyonu genellikle gen 

transkripsiyonunu inhibe ettiği bildirilmiştir. Ancak bazı durumlarda A. thaliana'da ROS1 

geninde ve domateste meyve olgunlaşmasını engelleyen yüzlerce gende olduğu gibi gen 

transkripsiyonunu destekleyebildiği de rapor edilmiştir (Zhang and Zhu, 2012; Lei et al., 

2015; Williams et al., 2015). Promotör DNA metilasyonu, transkripsiyon aktivatörlerinin 

bağlanmasını inhibe ederek, transkripsiyon baskılayıcıların bağlanmasını teşvik ederek 

doğrudan transkripsiyonu baskılayarak, H3K9me2 gibi baskılayıcı histon modifikasyonlarını 

teşvik ederek ve histon asetilasyonu gibi histon modifikasyonlarını inhibe ederek 

transkripsiyonu baskılayabilmektedir (Domcke et al., 2015; Zhu et al., 2016). Promotör 

metilasyonunun gen transkripsiyonunu nasıl aktive ettiği konusu henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır. Muhtemelen, DNA metilasyonu, bazı transkripsiyon aktivatörlerinin 

bağlanmasını artırması veya bazı transkripsiyon baskılayıcıların bağlanmasını engellemesi 

şeklinde düşünülmüştür. Promotörlerdeki DNA metilasyonu, genellikle yakındaki 

transpozonlardan ve diğer tekrarlayan sekanslardan metilasyon bölgelerinin yayılması 
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şeklinde açıklanmıştır. Gen bölgesine bitişik bulunan transpozonlar ve tekrarlar, genleri 

transkripsiyonel susturulmadan korumak için aktif DNA demetilasyon mekanizması 

tarafından da belirlenmektedir (Tang et al., 2016). Promotör DNA metilasyonu tarafından 

aktive edilen genlerin durumunda, genlerin transkripsiyonel susturulmasına neden olan aktif 

demetilasyonun rol aldığı bildirilmiştir (Lang et al., 2017). A. thaliana'da, promotör 

bölgelerinde genlerin sadece yaklaşık %5'i metillenir. Buna karşılık, daha büyük genomlara 

sahip ekin bitkileri, daha yüksek bir transpozon içeriğine ve genlere yakın daha fazla 

transpozona sahip olabilir; sonuç olarak, promotör metilasyonuna sahip daha fazla gen vardır 

(Matzke and Mosher, 2014). Bu nedenle, DNA metilasyonu, birkaç ekin bitkisinde gen 

düzenlemesinde A. thaliana'dan daha önemli rollere sahiptir ve bu ekin bitkilerindeki DNA 

metilasyon mutantları genellikle ya öldürücüdür ya da ciddi büyüme ve gelişim kusurlarına 

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

Bitkilerin çeşitli biyotik ve abiyotik çevresel uyaranlara karşı yanıtta DNA 

metilasyonunun işlev gördüğü bilinmektedir. Çevresel ortamın, özellikle geçmişte maruz 

kalınan ortamların olası bitki hafızasına kaydedilmesine duyulan hayranlıktan dolayı DNA 

metilasyonunu değiştirip değiştiremeyeceğine büyük bir ilgi duyulmaktadır. A. thaliana 

epigenomları üzerine yapılan çalışmalar, sadece metilasyona dayalı epigenetik özellikli 

lokusları değil, aynı zamanda DNA metilasyonu ile lokal adaptasyon arasında bir korelasyon 

olduğunu ortaya çıkarmıştır (Schmitz et al., 2013) ve bunlar epiallellerin neden olduğu farklı 

gen ekspresyonu ile tüm genomdaki DNA metilasyon seviyeleri arasında bağlantı olduğunu 

vurgulanmıştır (Dubin et al., 2015; Kawakatsu et al., 2016). Ayrıca, bitki DNA 

metilasyonunun çevresel stres koşulları altında bireysel lokuslarda veya tüm genom boyunca 

değişebileceğini göstermiştir, ancak abiyotik strese yanıt olarak herhangi bir değişikliğin 

adaptif olup olmadığı belirsizliğini korumaktadır (Zhang et al., 2018).  

Araştırmacılar, ısı, soğuk, kuraklık, yüksek tuzluluk, hiperosmotik stres, ultraviyole 

radyasyon stresi, toprak besin maddesi eksikliği, pestisitler ve iklim değişikliği dahil olmak 

üzere çok çeşitli abiyotik çevresel stres koşullarına bitki yanıtlarında DNA metilasyonunun 

potansiyel rollerini yoğun bir şekilde araştırmıştır. Bu araştımalar A. thaliana, mısır, pirinç, 

kışlık buğday, Brassica rapa, Brassica napus, arpa, Populus gibi pekçok farklı bitki türünde 

yapılmıştır (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 çalışmalar, bitkilerde DNA metilasyonuna 

bağlı stres belleği oluşturmak için kalıcı stresin potansiyel önemini vurgulamıştır (Jiang et al., 

2014; Sanchez and Paszkowski, 2014; Wibowo et al., 2016). Buğday bitkisindeki 

VERNALİZASYON-A1 geninde CG dışı hipermetilasyonunun soğuk maruziyetinde 
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indüklendiğini ve bu metilasyonun mitoz yoluyla iletildiğini rapor etmiştir. Domates 

meyvelerinde ise, soğuk stresinin DNA demetilaz DML2'nin ekspresyonunu downregüle 

ettiği, böylece promotör hipermetilasyonuna ve aromatik yağların biyosentezinden sorumlu 

genlerin susturulmasına neden olduğu bildirilmiştir (Zhang et al., 2016). 

Çalışmamızda Cd stresi uygulanan Ekmeklik buğday bitkilerindeki DNA metilasyon 

seviyeleri qAMP tekniği ile araştırılmıştır. Yapılan analiz sonuçlarında UGT-3 geninde 

MSRE’lerin metilasyon yüzdesi hem gövdede hem de kökte en yüksek 250 µM 

konsantrasyonda belirlenmiştir. Bitkinin gövdesinde MSRE bölgelerinde en yüksek %27 oran 

bulunduğu ve hipometilasyonun gerçekleştiği bulunmuştur. Kökte ise MSRE bölgelerinde 

100, 250 ve 500 µM konsantrasyonlarında sırasıyla %47; %148 ve %43 oranları tespit 

edilmiştir. 250 µM dozda %100’ün üzerinde bir oran bulunması qAMP tekniğinde enzimlerin 

kesim bölgelerinin yan bölgelerindeki metillenmeleri de kapsamından kaynaklanmaktadır 

(Oakes et al., 2009). Metilasyon oranının gövdeye göre kökte daha fazla olması ekspresyon 

seviyesinde de düşüşe neden olmuştur. Bitkinin gövdesinde 31 kat ekspresyon oranı kökte 6 

kat ekspresyon oranına düşmüştür. MDRE’lerin metilasyon yüzdelerine bakıldığında gövdede 

dozlar arasında önemli bir değişimin olmadığı, enzimin kestiği bölgelerde hiper metilasyonun 

gerçekleştiği görülmüştür. Fakat, bitkinin kökünde ise %85 oranında en yüksek metilasyon 

yüzdesi 100 µM konsantrasyonda tespit edilmiştir. 500 µM konsantrasyonda ise %55’e kadar 

metilasyon oranının düştüğü görülmüştür. UGT gen ailesi ile ilgili yapılan bir çalışmada, 

Chorispora bungeana bitkisine +4℃ ve -4℃’ de soğuk stresi uygulanmıştır. Bu bitkilerde 

CbADH1, CbUGT ve CbPGIP genlerinin metilasyon seviyeleri ve gen ekspresyon oranları 

karşılaştırılmıştır. +4℃ ve -4℃’ de bu genlerin metilasyon seviyelerinin azaldığı 

bildirilmiştir. CbUGT’nin metilasyon seviyesinde küçük bir değişim gerçekleştiği, fakat 

ekspresyon seviyesinde yaklaşık 8 kat artışın gerçekleştiği belirtilmiştir (Song et al., 2017). 

Patates bitkisinde maternal ebeveyn ve ondan doku kültürü ile klonlanan varyantı arasında 

genlerin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri karşılaştırılmıştır. UGT geninin klonlanan 

varyantta hipermetilasyona uğradığı ve ekspresyon seviyesinin düştüğü tespit edilmiştir 

(Tiwari et al., 2021). 

LTP-4 geni bitkinin hem gövdesinde hem de kökünde 250 µM konsantrasyonda 

MSRE bölgelerinde en yüksek metilasyon oranları görülmüştür. Fakat bu oranlar 

hipometilasyonun gerçekleştiğini göstermektedir. Buna bağlı olarak gövdenin en düşük 

metilasyonun gerçekleştiği 100 µM konsantrasyonda ekspresyon oranı en yüksek 

gerçekleşmiştir. Bitkinin kökünde yapılan analiz sonuçlarında ise 250 µM konsantrasyonda 

MSRE bölgesinde en yüksek %38 oranında hipometilasyon gerçekleşmiştir. Ancak, gen 
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ekspresyon analizlerinde bakıldığında bu dozda yaklaşık 5000 kat ekspresyon oranı 

belirlenmiştir. Bunun nedeni, MDRE bölgesinde gerçekleşen metilasyon oranının 

düşmesinden kaynaklandığı düşünülmüştür. Çünkü diğer dozlarda yaklaşık %99’luk bir 

metilasyon varken 250 µM konsantrasyonda %60’lık bir metilasyon meydana geldiği 

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

vejetatif büyüme ile ilgili genlerin ekspresyon ve metilasyon oranları araştırılmıştır. MSAP 

tekniği kullanılarak yapılan araştırmada yeni nesillerde metilasyon oranı artan bölgeler 

belirlenmiş ve bu bölgelerin sekans analizi yapılmıştır. Belirlenen genlerden biri olan LTP-1 

geninin metilasyon oranı arttığı ve ekspresyon yüzdenin düştüğü görülmüştür (Salmon et al., 

2009). 

PIP-1 geninde MSRE bölgelerinin metilasyon oranı en yüksek hem gövdede hem de 

kökte 250 µM konsantrasyonda tespit edilmiştir. Bu dozda hipermetilasyonun gerçekleştiği 

belirlenmiştir. Buna karşın, bitkinin gövdesinde ekspresyon seviyesinde downregülasyonun 

gerçekleştiği ve sonuçların birbirleriyle uyumlu oldukları görülmüştür. Bitkinin kökünde ise 

250 ve 500 µM konsantrasyonlarda sırasıyla 6 ve 14 kat upregülasyon gerçekleşmiştir. Bu 

durum araştırıldığında MDRE bölgesindeki metilasyon oranlarının düştüğü görülmüştür. 

Triticum aestivum bitkisinin maruz kaldığı tuz stresinde PIP genleri araştırılmıştır. Bu 

araştırmada, PIP-2 geni tuzluluk stresi altında metilasyon oranının arttığı bildirilmiştir (Xu et 

al., 2013). Ayrıca, bu genin tuz stresi dozlarının artışıla downregüle olduğu bildirilmiştir. 

Çalışma sonuçlarımız bu araştırmayla desteklendiği görülmüştür.  

Çalışmamızda DNA metilasyon oranlarını belirlemek için kullandığımız qAMP 

yöntemi genellikle memeli hücrelerinde kullanılan bir tekniktir. Erkek farelerin germ 

hücrelerinde DNMT3L’nin aktivitesi prenatal gonositlerde ile spermatogenez sırasındaki 

hücrelerle karşılaştırılmıştır. 61 bölge taranmış, spermatogenezde bu bölgelerin 

metilasyonunun %50 oranında azaldığı rapor edilmiştir. Bu durum, genom boyunca birçok 

lokusun DNMT3L tarafından metilasyon için işaretlendiği olarak yorumlanmıştır (la Salle et 

al., 2007). Wistar ratlarının dişilerinde periontal hastalıklarda etkili olan Slc2a4 geninin 

ekspresyonu ve metilasyon yüzdesi araştırılmıştır. Gruplara bakıldığında Slc2a4 geninin 

metilayonunda herhangi bir değişiklik olmadığı rapor edilmiştir (Mattera et al., 2019). 

Sonuç olarak bu çalışmada, Cd stresinin ekmeklik buğday bitkisinde meydana 

getirdiği belirli genler üzerindeki gen ekspresyon değişimleri ve DNA metilasyon profilleri 

üzerine olan etkileri araştırılmıştır. Cd ağır metalinin bitkide birikimi sonucunda stres yanıt 

mekanizmalarının devreye girdiği, bu mekanizmalarda önemli rol oynayan genlerin (UGT-3, 

LTP-4 ve PIP-1) ekspresyon seviyelerinde artış ve azalışların olduğu bulunmuştur. Ayrıca 
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ilgili genlerin DNA metilasyon oranlarında Cd uygulamasına bağlı olarak değişikliklerin de 

meydana geldiği ortaya konmuştur.  

Çalışmamız ile Cd stresi altında UGT-3, LTP-4 ve PIP-1 genlerinin metilasyon 

oranlarındaki değişimler ilk kez araştırılmıştır. Ayrıca, genellikle memeli hücrelerinde 

kullanılan qAMP tekniği bitki hücrelerinde ilk kez kullanılmış ve başarıyla 

sonuçlandırılmıştır. Beklenildiği üzere, genlerin ekspresyon seviyeleri ile metilasyon 

durumları arasında anlamlı bir ilişki gözlenmiştir. Öte yandan, genlerin bazı dozlarında 

gözlenen gen ekpresyonu ile DNA metilasyon oranlarının ters orantılı olmaması durumu, gen 

işleyişinin düzenlenmesinde rol alan diğer mekanizmaların da araştırılarak sonuçların daha 

detaylı açıklanması gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. 
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