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INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC EFFECT CAUSED BY SOME
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The mutagenic effects of chemical substances cause cellular problems by disrupting
the DNA molecule. Parabens have an important place in the chemical industry,
especially in the food, cosmetics, and pharmaceutical industries. Molecular markers
are used to determine genotoxic and mutagenic effects on DNA. In the current study,
it was aimed to determine the genotoxic effect and DNA damage caused by
ethylparaben and methyl paraben in Zea mays with ISSR and IRAP techniques, which
are frequently used molecular marker methods. As a result of the study, it was
determined that the GTS value decreased and the total polymorphism value increased
due to the increase in ethyl and methylparaben doses in all primers used. It has been
determined that DNA damage and genotoxic effect with increasing doses of ethyl and
methyl paraben.
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1.GIRIS

Dinya nufusunun artisina paralel olarak gida, kozmetik, giyim, temizlik ve ilag gibi
temel tiiketim {iriinlerine olan talep de giinden giine artmaktadir. Thtiyaci gidermek ve
talebi karsilamak icin bu iiriinlerin sadece yeterli miktarda tiretimi degil ayn1 zamanda
tiretilen tirtinlerde kaybi en aza indirip raf dmriinli uzatmak ve kaliteyi artirmaya yonelik
yaklagimlar gelistirmek gerekmektedir. Raf Omrilinli uzatmak {iriiniin erisilebilir
olmasmin yaninda uzun siire ayni kalitede ve insan sagligina risk olusturmadan

korunmasini saglamaktadir.

Sanayi devriminden bu yana gelisen endistri sistemleri buyik miktarda kimyasal
Uretimine firsat sunmus ve siirekli artan talep dogrultusunda iiretimde kaliteyi ve
istenilen diizeyi yakalamak adma kullanilan kimyasallar organizmayi ve gevresini
olumsuz etkilemistir. Kimyasallar yutma, emilim, soluma ve enjeksiyon gibi yollarla
viicuda alinarak organizmada toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere

varan negatif sonuclara yol acabilmektedir (Kurt vd., 2018).

Parabenler olarak bilinen sentetik koruyucular, giizellik iiriinleri, ilaclar ve gida
sektorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. 1950'lerden beri ¢esitli iriinlerde
koruyucu olarak yaygin bir sekilde kullanilan parabenler, ekonomik ve etkili olduklari
igin cilt bakimi ve kozmetik endiistrileri tarafindan kullanilmistir. Parabenlerin gorevi
kozmetik, ilag ve gida urunlerinin mikrobiyolojik olarak safligin1 korumak, irlinlerin
bozulmaya ve mikroplara kargi korunmasini saglayarak, bilesimlerini veya islevlerini
etkilemeden tiiketiciye ulagmasini saglamaktir. Parabenlerin  kozmetiklerin veya
yiyeceklerin kokusu, tadi, yogunlugu veya diger 6zellikleri tizerinde herhangi bir etkisi
bulunmadigindan yiiz kremleri, nemlendiriciler, fond6ten, tentlrler, balsamlar, ter
onleyiciler ve kokularda siklikla kullanilmaktadir (FDA, 2022).

35 adet tamimlanmis paraben bulunmaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlar etil
paraben, metil paraben, butil paraben, propil paraben, izobiitil paraben ve izopropil
parabendir. Parabenler ayr1 ayri1 ya da kombine sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle
kozmetik iirlinlerinde tek bir triinde 10 farkli parabenin kullanildigi belirlenmistir

(Fransway vd., 2019).



Parabenlerin kullanimi uzun yillardir tartisma konusu olmakla beraber meme kanserine
yakalanan hastalarin hiicrelerinde tespit edilmesiyle kullanimi daha da tartismali bir hale
gelmistir (Darbre vd., 2004). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda parabenlerin
oOstrojenik etkisi, antiandrojenik etkisi meme ve timor iliskisi, erkeklerde kisirliga ve
sperm bozukluklarina sebep olmasi, adet dongiisii ve tiroit fonksiyonlar1 olmak tizere
endokrin bozucu etkisi oldugu rapor edilmistir. (Darbre vd., 2004; Teresaka vd., 2006;
Routledge vd., 1998; Chen vd., 2007; Tavares vd., 2009; Bledzka vd., 2014; Okubo vd.,
2001; Darbre vd., 2002; Pugazhendhi vd., 2005; Nishihama vd., 2016; Decker, 2015;
Jurewich vd., 2017) Parabenlerin negatif etkileri hakkinda literatiirdeki caligmalar
hayvansal organizmalarda daha yaygin iken bitkisel organizmalarda genotoksik

etkisinin incelendigi ¢alismalar olduk¢a sinirlidir (Kurt vd., 2018).

Calismada giliniimiizde sik kullanilan molekiiler markir metotlarindan olan ISSR (Basit
Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm) ve IRAP (Retrotranspozonlar Arast Cogaltilmig
Polimorfizm) yontemi ile metilparaben ve etilparabenin Zea mays’ da sebep oldugu

genotoksik etki ve DNA hasarmnin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Parabenlerin koruyucu maddeler olarak tercih edilmesi ve siklikla kullanilan maddeler
olmasina sebep olan sayisiz 0zellik, onlarin 6nemli 6l¢iide popiiler olmasina katkida
bulunmustur. Mayalara, kiiflere ve bakterilere karsi genis aktivite spektrumu, diisiik
maliyeti, kimyasal kararliligi, spesifik bir koku ve tadinin olmayisi, ilave edilen

tiriinlerde kivam ve renk degisimine sebep olmamasi bu o6zelliklerden bazilaridir

(Bledzka vd., 2014).

Paraben kullanimi 1930 yilinda 1 milyon ton/yil iken bu rakam 20001 yillara
varildiginda 400 milyon ton/yil olarak hesaplanmistir (Altug vd. 2000). Parabenler,
uriinde maya ve kiif olusumunu engellemektedir. Bakterilerden gram (+) olanlara kars1
cok etkili iken, gram (-) bakterilere kars1 daha az etkilidirler (Itoh vd., 2006). Bugiin ¢cok
sayida bakteri, maya ve kiif tiirline siklikla kullanilmalarina karsin parabenlerin bu
organizmalar tizerindeki etki mekanizmalari tam manasiyla aydinlatilamamistir. Fakat
genel anlamda mikroorganizma yapilarinin zar gegirgenligini veya mitokondriyal

islevlerini bozmak kaydiyla etkiledigi diistintilmektedir (Sox, 1997).

Ticari olarak kullanilan sentetik kokenli parabenlerin disinda bazi organizmalarin dogal

olarak parabenleri sentezleyebildikleri belirlenmistir (Peng vd., 2006; Bais vd., 2003).

Parabenlerin popiiler kullanima sahip olmasi gida, kozmetik ve farmasotik gibi bircok
endiistriyel alanda tercih edilmesi ¢cevreye yani dogal kaynaklara sizmaya sebep olabilir.
Akarsulara atik su arittimi yoluyla daha ¢ok salinimi olsa da dis akis ve atmosferdeki
partikiillerin birikimi de kirlilige etki etmektedir. Yapilan az sayidaki ¢aligmada Cin ve
Avrupa nehirlerinde paraben miktarlart Olclilmiis ve su numunelerinde farkl
konsantrasyonlarda paraben tespit edilmistir. Cin nehirlerinde Avrupa’ ya kiyasla daha
yiiksek konsantrasyonda paraben varligi oldugu ortaya konmustur (Peng vd., 2008;
Kasprzyk-Hordern vd., 2008; Gonzélez- Marifio vd., 2009).

Albero vd. (2012); atik su aritma tesislerinden gelen aritma ¢amurunun giibre veya
tarimsal toprak 1slahinda kullanilmasi durumunda, ¢amurda bulunan paraben miktarinin
insanlar igin toksikolojik risk degerlendirmesini yapmis ve paraben miktarinin risk

olusturmayacak miktarda oldugunu tespit etmistir.
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Dobbins vd. (2010); suda yasayan organizmalara karsi paraben toksisitesi arastirmis
ve Pimephales promelas ve Daphnia magna baliklarinda standartlastirilmis akut ve
subkronik uc noktalar, yedi farkli paraben (metil-, etil-, izopropil-, propil-, izobditil-,
bltil-, benzilparaben) i¢in incelenmistir. Calisma sonucunda toplanan verilere gore
parabenlere maruz kalan suda yasayan organizmalar i¢in sinirli tehlike var gibi goriinse
de parabenlerin ve metabolitlerinin suda yasayan organizmalarda Ostrojenik tepkileri

ortaya ¢ikarma ve kronik toksisiteye sebep olma potansiyeli oldugu tespit edilmistir.

Dambal vd. (2017) metil paraben'e maruz kalan zebra baliginin (Danio rerio) embriyo-
larva evrelerinde gelisimsel toksisitesini degerlendirdikleri calismada, artan
konsantrasyonlarda metil parabene maruz birakilan baliklarda kalp atis hizinin, hayatta
kalma ve ¢ikis oraninin diistiigii belirlenmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
perikardiyal 6dem kan hiicresi birikimi ve egri omurga gibi kusurlarin meydana geldigi

tespit edilmistir.

Matthews vd. (1956); fareler {izerinde yaptiklar1 ¢alismada parabenlerin ve bunlarin
sodyum tuzlarinin oral LD50 dozlarini tespit etmis ve farelerde yiksek dozlarda
uygulanan parabenler ve sodyum tuzunun, hizli kas kontrolii kaybina, merkezi sinir

sisteminde problemlere ve hizli 6liimlere yol agtigini belirlemistir.

Bereketoglu ve Pradlan (2019); Zebra baliginda metilparaben ve propilparabenin
karsilastirmali  transkripsiyonel analizini yaptigi ¢alismada, metilparaben ve
propilparabenin, zebra baliklarinda gelisimsel problemlere ve 6liime neden oldugunu
belirlemistir. Ayrica parabenlerin gen ekspresyonunu indiikleyerek toksisiteye sebep
oldugunu, yag asidi metabolizmas1 ve endokrin fonksiyonlarmi degistirdigini tespit

etmistir.

Seven vd. (2017); albino farelerde parabenin sebep oldugu genotoksisitenin arastirildigi
calismada parabene maruz kalan farelerde canli agirliklarda ve organ agirliklarinda
istatistiksel agidan 6nemli bir azalma gozlemlemis, mikroniikleus (MN) ve kromozomal

anormallik sikliginda ise 6nemli bir artis rapor edilmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691505000530?casa_token=YKdkvOAKCgMAAAAA:2j_INsMCE3ITGvw9Al3SrPosJACBVfvho65XGjz-6PDw_VMIjXWWw85GRxMIOTaOuBuTeiepGYM#bib135

Inai vd. (1985); farelere oral olarak uygulanan batil ve izobtil p -hidroksibenzoatlarin
timorijenisitesi arastirilmig ve hematopoietik sistem, akciger ve yumusak doku dahil

olmak tizere ¢esitli bolgelerde tliimdrler gdzlemlenmistir.

Van Meeuwen vd. (2008); Kozmetikte parabenlerin aromataz onleyici ve kombine
ostrojenik etkileri ile diger katki maddelerinin 6strojenik etkilerini MCF-7 hiicre
proliferasyon deneyinde inceledikleri ¢aligmada, parabenlerin Ostrojenik etki gosterdigi

bulunmustur.

Propil parabenin erkek Ureme sistemi Uzerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,
stitten kesildikten sonra erkek siganlarin diyetine parabenlerin eklenmesinin lireme
sistemlerinin bozulmasina neden oldugu ve bu bozulmanin gézlemlendigi maruz kalma
diizeyi, Avrupa Toplulugu ve Japonya'da parabenlerin kabul edilebilir giinliik {ist sinir

alimi (10 mg/kg viicut agirhgi/giin) ile ayni oldugu rapor edilmistir (Oishi, 2002).

Paraben ve turevlerinin insan lenfosit DNA's1 Gzerindeki genotoksik etkilerinin RAPD-
PCR ve Comet teknikleri ile arastirildigi caligmada lenfosit kiiltiiriine uygulanan
paraben ve paraben esterlerinin RAPD-PCR tekniginde polimorfik bantlar meydana
getirdigi ve genetik degisiklerle sebep oldugu, Comet testinde ise doz artisina ve alkil

zincir uzunluguna bagl olarak kuyruk uzunlugunda artis tespit edilmistir (Sinan, 2018).

Parabenin mutajenik aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada Mutachromeplate test Kiti
ile Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 98 suslar1 kullanmis ve ¢aligma sonucunda

parabenin negatif etkiler meydana getirdigi rapor edilmistir (Aydogan, 2016).

Ayar (2013); ¢alismasinda Drosophila melonagaster ve insan lenfosit hicrelerinde
metil paraben, propil paraben, btil paraben ve etil parabenin genotoksik ve sitotoksik
etkisinin belirlenmesini amaglamistir. Bu c¢aligmada Drosophila’ da uygulanan tim
paraben gruplarinin yiliksek konsantrasyonlar da dahil olmak iizere genotoksik etki
gbstermedigi fakat toksik etki gdsterdigi belirlenmistir. Insan lenfosit hiicrelerinde ise
farkli konsantrasyonlardaki (125, 250, 500 ve 1000ug/mL) parabenlerin kardes kromatit
degisimi (KKD) ve MN frekanslarini artirdig1 ancak énemsiz oldugu ve bitilparaben ve

propilparabenin yuksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.



Tayama vd. (2008) Cin hamster yumurtalik hicrelerinde cevresel Ostrojen benzeri
bilesiklerin genotoksik etkilerini inceledikleri ¢alismada, parabenin DNA hasarina

sebep oldugunu belirlemistir.

Literatiirde parabenlerin negatif etkilerinin arastirildig1 ¢alismalar genellikle hayvansal
organizmalarla yapilmistir. Bitkisel organizmalarda parabenlerin genotoksik etkisinin

arastirildig1 calismalar oldukca sinirlidir.

Kurt vd. (2018) paraben’ in Allium cepa L.’daki anatomik, fizyolojik ve sitogenetik
negatif etkiyi arastirdig1 calismalarinda, paraben uygulamasinin artan doza bagh olarak
¢imlenme ve kok uzunlugunda azalma meydana gelmis ve kok ucu hiicrelerinde MN ve
CA siklig1 artmis ve yiiksek genotoksik etki gézlenmistir. Parabenin, fragman, yapiskan
kromozom, koprii, esit olmayan kromatin dagilimi ve diizensiz mitoz gibi kromozom
aberasyonlarin1 artirdig1 rapor edilmistir. Bir diger ¢alismada ise bitki hicrelerinde
(Allium cepa assay) ve insan lenfositlerinde (kromozom aberasyon testi ve alkalin
comet assay) bir dizi test kullanarak metil paraben, etil paraben ve butil parabenin
sitogenotoksik etkileri incelenmistir. Calismadan elde edilen sonuclar, metil-, etil- ve
butil parabenin belirli bir genotoksik ve sitotoksik potansiyele sahip oldugunu ortaya

koymustur (Todorovac vd. 2021).



3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Musir Bitkisinin Genel Ozellikleri

Misirin yiizlerce yillik tarihi Orta Amerika’nin And Daglar1 bolgesine dayanmaktadir.
Insan ve hayvan tiiketimi i¢in énemli bir tahildir. 2n= 20 kromozomlu diploid bir tek
cenekli bitki olan misir bugdaygiller (Poacea) familyasma aittir (Yorgancilar vd.,
2019). Karbonhidratca zengin olan misir ayni zamanda protein, yag, yiliksek oranda
mineral ve vitamin igermektedir. Un, nisasta, yag ve tatlandirict olarak kullaniminin
disinda bitkinin diger kisimlari da ekonomik degere sahiptir (Rose vd., 2010; FAO,
2022).

Kiiresel misir tiretimi 2020- 2021 yillart arasinda 1,1 milyar tondur. Misir {iretiminde ilk
sirada yer alan ABD en bilyilik ihracat hacmine sahiptir. En fazla ithalat yaparak ilk
sirada yer alan Cin, en fazla ekili alana sahip Ulke olarak ilk sirada yer almaktadir.
Tiirkiye® de musir Uretimi 6,75 milyon tona ulasarak rekor tazelemistir (TEPGE, 2022).
Misir tiretiminde 6nemli tilkeler, ekim alanlari, ithalat ve ihracat oranlar1 Sekil 3.1° de

verilmistir (Agro Medya, 2021).

Misir ekim alaninda 6nemli iilkeler (%) Ulkelere gore diinya misir ihracati (2019/20, %)
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Sekil 3.1. Misir iiretimi ekim alanlar1 ve iiretimde 6nemli tilkeler
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3.2. Parabenler

Parabenler, p- hidroksibenzoik asidin alifatik esterleridir. Genellikle ilag, gida ve
kozmetik endiistrisinde koruyucu madde olarak kullanilan kimyasallardir. Parabenler
tatsiz ve kokusuz olmasi, antimikrobiyal etkisi, genis bir pH araliginda kullanilabilir
olmasi ve kimyasal kararlilig1 gibi 6zellikleriyle 6n plana ¢ikmis ve onlar1 ¢ok tercih
edilir bir hale getirmistir. En ¢ok kullanilan paraben ¢esitleri metil-, etil- ve propil- basta
olmak tizere Tablo 3.1°de verilmistir (Sheskey vd., 2017).

Tablo 3.1. Paraben tirleri ve kullanim alanlari

Taru Kullanim Alanlar:

Metil paraben Kozmetik, Gida, Farmasotik
Etil paraben Gida Katki Maddesi, Kozmetik
Propil paraben Kozmetik, Temizlik Uriinleri
Butil paraben Kozmetik

Isobiitil paraben Kozmetik

Benzil paraben Kozmetik

Parabenler gida endiistrisinde konserve, jole, unlu mamuller, kremler ve macunlar,
soslar ve dolgular, kahveler, tursular, kat1 ve siv1 yaglar, islenmis sebze ve meyveler,
alkolsiiz igecekler ve dondurulmus siit iiriinleri dahil olmak tizere bir¢cok gida {iriiniinde

kullanilmaktadir (Daniel, 1986; Soni vd., 2005).

Parabenler spesifik koku ve tada sahip olmadiklari igin kozmetik endiistrisinde siklikla
kullanilan koruyucu antimikrobiyal ajanlardir. Yiiksek sicakliktaki stabiliteleri
nedeniyle tek veya kombinasyon halinde birgok firiin igeriginde kullanilmaktadir.
Parabenler sampuan, sa¢ kremi, nemlendirici krem, tonik, deodorant, parfiim, tiras jeli,
bronzlasma kremi, makyaj malzemeleri, giines koruyucusu ve dis macunu gibi

urtnlerde bulunmaktadir (Maddox, 1982).



Parabenler 1900’1i yillarda farmasétiklerde ilk defa kullanilmistir. Parabenler arasinda
propil paraben, farmasotik preparatlarda kullanilan en etkili fungistatlardan biridir.
Haplar, suruplar, enjeksiyonluk ilaglar ve merhemler gibi ¢esitli ilaglarda koruyucu
olarak kullanilmaktadir. Parabenler giinlimiizde de siklikla kullanilan ve tercih edilen
koruyucular olarak rol oynamaya devam etmektedir (Boehm ve Maddox, 1982; Soni
vd., 2005).

3.2.1 Etil Paraben

Etilparaben, 4-hidroksibenzoik asidin karboksi grubunun etanol ile bir araya gelmesiyle
olusan bir etil esterdir. Etil paraben antimikrobiyal gida koruyucusu ayni zamanda
antifungal ajan olma o6zelligi tasimaktadir. Bununla birlikte etil paraben bir bitki
metabolitidir ve fitodstrojen rolii vardir. Farmasotikler, yapistiricilar ve gesitli kozmetik

tirtinleri ve gidalarda koruyucu olarak kullanilmaktadir. Etil parabenin kimyasal yapisi

Sekil 3.2 de verilmistir (ChemBook,2022).

o~
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Sekil 3.2. Etil parabenin kimyasal yapisi



Etil parabenin, ortak ad1 Ethyl 4- Hydroxybenzoate’dir. Molekiler formili CoH1003'
tiir. Erime noktas1 115 — 118 °C, kaynama noktas1 298 °C’ dir. Etil parabenin bazi
kimyasal 6zellikleri Tablo 3.2.’te verilmistir (PubChem, 2022).

Tablo 3.2. Etil Parabenin kimyasal 6zellikleri

Fiziksel Yap1 Kristal Erime noktasi 115-18°C

Kaynama

0
Noktasi 298°C

Kimyasal Formul C9H1003

CAS Numarasi 120-47-8

EC Numarasi 204-399-4
Molekiler
Agirhgi 166,17

3.2.2. Metil Parabenin

Metilparaben, 4-hidroksibenzoik asidin karboksi grubunun metanol ile formal olarak bir
araya gelmesiyle olusan bir 4-hidroksibenzoat esterdir. Kozmetikte en sik kullanilan
antimikrobiyal koruyucudur. Bagta yaban mersini olmak iizere birgok meyvede dogal
olarak bulunmaktadir. Metil paraben ayni zamanda bir bitki metabolitidir.
Antimikrobiyal gida koruyucusu olarak da kullanilan metil paraben, noroprotektif ajan

ve antifungal ajan olarak da rol oynamaktadir (Ali vd., 1998).

Metil paraben gida katki maddesi, farmasotikler, zirai ilaglar, boya, kisisel bakim
urtinleri, temizlik maddeleri, oyuncaklar ve kozmetik Urtnleri gibi genis bir kullanim
alanina sahiptir. Metil parabenin gida endiistrisindeki baslica kullanim alanlari turtalar,
kekler, krakerler gibi hamur isleri, kremalar, soslar, dolgular, receller ve jolelerde de

koruyucu madde olarak kullanilmaktadir (Soni vd., 2005).

Metil paraben viicutta birikmez, bir kismi idrar yoluyla disar1 atilirken, bir kismi
karaciger ve bobrekte normal yollarla metabolize edilir. Metil paraben, p-
hidroksibenzoik asit ve p- hidroksibenzoik asidin glisin, glukuronik asit ve silfirik asit

konjugatlar1 olarak metabolize edilmektedir (Tsukamoto ve Terada, 1964).
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Metil parabenin kimyasal yapisi Sekil 3.3°te verilmistir (NCBI, 2022).

O O
Xy CHs,

OH

Sekil 3.3. Metil parabenin kimyasal yapisi

Metil Parabenin baz1 kimyasal 6zellikleri Tablo 3.3.’te verilmistir (NCBI, 2022).

Tablo 3.3. Metil parabenin kimyasal 6zellikleri

Fiziksel 6zellik: Kristal toz

Formul: C8H803

IUPAC numarasi: Metil 4- hydroksibenzoat
Molar kitle: 152,15 g/mol

Erime noktasi: 125,2 °C

Kaynama noktasi: 270,5 °C
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3.5. Bitkilerde Stres ve Transposonlar

Bitkiler yasamini devam ettirebilmek i¢in disaridan gelen tiim ¢evresel etmenlere uygun
cevaplar vermek zorundadir. Bitkilerin ¢evreden gelen uygun etkiler disinda kalan,
bitkinin metabolizmasini negatif etkileyen ve islev bozukluklarina neden olabilen her
durum stres olarak tanimlanmaktadir. Biyotik ve abiyotik etkilere maruz kalan
bitkilerde reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan molekiillerin asir1 iretimi ve

biriktirilmesiyle oksidatif stres ad1 verilen bir tepki meydana gelir (Demidchik, 2015).

Transposonlar yeni kromozomal konumlara girebilen ve kendilerinin kopyalarin
olusturabilen DNA pargalaridir. Ik olarak McClintock tarafindan musir bitkisinde
kesfedilen transposonlar hemen hemen tiim genomlarda bulunmaktadir (McClintock
1950). Bitkilerde transposable elementler (TE’ler) genomun yarisindan fazlasina denk
gelebilmektedir. Transposable elementlerin bir diger adi sigrayan genler veya mobil
genetik elementlerdir. TE’ ler kromozom degisiklikleri, ekspresyonun ve genlerin
diizenlenmesi gibi Tlstlendigi gorevlerle genomun evrimlesmesinde ve bitki

sistemlerinde ¢cok 6nemli rol oynamaktadir.

Kromozom degisikliklerine neden olmak, ekspresyonun ve genlerin diizenlenmesi gibi
farkli gorevler tistlenebilir. Mitokondrideki meydana gelen polimorfizmler, kromozom-

Y polimorfizmleri ile evrimsel siirecte yeni belirtegler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bitkilerde transposable elementler tiire gore farklilik gosterir ve bitkide en diizensiz
bilesenler olarak adlandirilir. Transposable elementler en ¢ok tekrarlanan bdlgelerdir.
Mutasyonlar meydana getirebilir, genomda yer degistirebilir ve kendilerini
kopyalayarak ¢ogaltabilirler. Bitkilerde retrotransposonlar stres kosullarinda aktif hale
gelerek bitkiyi kosullara adapte ederler. RNA molekiilii araciligiyla yer degistiren
Transposable Elementler Sinif I olarak adlandirilirken, DNA molekiilii araciligiyla yer
degistiren transposonlar Simif II olarak adlandirilmaktadir. Simf | ve smuf |l

transposonlar Sekil 3.4.’te verilmistir (Agren ve Clark, 2018).
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Retrotranspozon (Sinif 1) DNA transEozon (Sinif 2)

Donér DNA Dondér DNA Donér DNA Donor DNA
Transkripsiyon lEksi zyon (kesip-¢tkarma)
DNA aracih
RNA acih T
F\/ .
Ters transkripsiyon
Hedef DNA
[ —
DNA aracili
|
Birlegme
Birlesme
Yer degistirebilen element Yer degistirebilen element

7 W) I 7 I

Hedef DNA Hedef DNA Hedef DNA Hedef DNA

Sekil 3.4. Siuf | ve Smuf Il retrotransposonlar

3.6. Molekuler Markorler

Molekiler belirtecler, genotipler arasinda ayrim yapma yeteneklerinden dolay1 genetik
temelli arastirma alanlarinda olduk¢a degerlidir. Iyi bir markoriin yerine getirmesi
gereken Ozellikler, biiylik Olgiide bitki popiilasyonunun boyutuna ve bilesimine,
popiilasyonda ayrisan genlerin sayisina baglidir. Bununla birlikte, her durumda, tim
molekdler belirtec analiz teknikleri belli kriterlere sahip olmalidir. Molekiiler belirtecler
aragtirilan bir lokusa ¢ok yakin olmalidir. Sonuglar, bir lokusta veya intragenik
durumdaysa, birkag isaretleyici kullanilarak iyilestirilir bu da sonucu daha glvenilir bir
hale getirir. Molekuler marker sistemleri yiksek derecede polimorfiktir, farkli
genotipler arasinda ayrim yapar ve genomda esit olarak dagilir. Basit, ucuz ve hizli bir
teknik olmasi ve analizi gergeklestirmek igin ¢ok az genetik baslangig materyaline
ihtiyag duyulmasit molekuler belirtecler icin oncelikli kriterlerdir (Grover ve Sharma,
2016).

3.6.1. Restriksiyon parg¢as1 uzunluk polimorfizmi RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

DNA markoér teknolojisi, insan genomunun ilk molekiiler haritasinin insas1 i¢in RFLP

markorlerinin  gelistirilmesiyle baslamistir. RFLP, g¢esitli kaynaklardan genomik

DNA'nin restriksiyon enzimiyle kesiminden sonra farkli uzunluklardaki DNA
13



fragmanlariin olusumunu tespit etme prensibine dayanir. Agaroz jel elektroforezinden
ve Southern blotlamadan sonra, fragmanlar kisa, tek kopya genomik veya cDNA
radyoaktif olarak etiketlenmis problara hibridize edilir ve otoradyografi ile gorintdlenir.
RFLP tekniginin yiiksek miktarda DNA’ya ihtiya¢c duymasi, yakin tiirlerin ayn1 alellere
sahip olmasi, radyoaktif ve boyama tekniklerinin ¢ok fazla zaman almasi ve zahmetli

olmasi onu daha az tercih edilir bir marker yapmistir (Gebhard vd., 1989).

3.6.2. Basit tekrarh diziler arasi polimorfizm ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)

Bu teknigin temel prensibi uygun ISSR primerlerinin SSR’lere baglanmasi ve iki
mikrosatelit arasinda ISSR amplikonlarinin klonlanmasi ve dizilenmesidir. Primerler
icin hedef dizi bilgisi gerektirmez ve diigiik miktarda DNA’ yla uygulanabilir bir marker
sistemidir. ISSR yontemi Sekil 3.5° te ayrintili olarak gosterilmistir (Zigtkiewicz vd.
1994).

:-:- - - I | Fragment of a genome
/ SSR1 SSR2
| I |
F-primer s = R-primer

PCR amplification

ISSR Markers

Sekil 3.5. ISSR yontemi
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3.6.3. Retrotranspozonlar arast ¢gogaltilmis polimorfizm IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polimorfism)

Retro elementler arasinda kalan bdlgenin ¢ogaltilip sonrasinda bu kisma retrotransposon
eklenmesi ile polimorfizmin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. IRAP molekiiler
yonteminde, istenilen uzun terminal tekrarlar (LTR) dizisine baglanmak {izere
kullanilan primerlerin (sol ve sag) bu iki kisim arasindaki fragmentlerin polimeraz
zincir reaksiyonu ile tamamlanmasi ve izole edilmesi esas alinmistir. IRAP Sekil 3.6.°

da ayrintili olarak verilmistir (Roy vd., 2015).

Tg CA
— o . [ o= —

TG CA

Sekil 3.6. IRAP yontemi

15



4. MATERYAL YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Bitkisel materyal

Kullanilan Zea mays tohumlari Erzincan Binali Yildirnm Universitesi’nden temin

edilmistir.

4.1.2. Kullanilan kimyasal materyaller

Tablo 4.1.” de ¢alismada kullanilan kimyasal materyaller verilmistir.

Tablo 4.1. Kullanilan kimyasal materyaller

Sivi Azot Sterilizasyon ve Ogiitme

Sodyum hipoklorit NaOClI

Taqg DNA polimeraz

dNTP (Deoxynucleotide mix)

10 X Buffer without MgCl, ISSR ve IRAP Analizleri
MgCl;

Ultra saf su

Primer

1 KB DNA Ladder

Jel Yikleme Solusyonu

Ethidium Bromide Ultraviyole Goriintlileme
Agaroz

Tris/ Borat/ EDTA (TBE)
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4.1.3. Kullanilan cihazlar

Tablo 4.2.” de kullanilan cihazlar ve markalar1 verilmistir.

Tablo 4.2. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz adx Marka

Mikrodalga firin Arzum

Magnetik karistirict Heidolph MR Hei-Standart
Gli¢ kaynagi Thermo EC 300 XL

Hassas terazi Shimadzu ATX 120
Buzdolab1 Bosch

PCR cihazi Bio-Rad C1000 Touch
Vorteks Heidolph Reaxtop

Saf su cihazi Nive

Jel goriintiileme cihazi Vilber Lourmat Quantum ST5
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis
Ultra-low dondurucu (-85 °C) Haier, New Brunswick U410
Otomatik pipetler Eppendorf Research Plus
Buzdolab1 Arcelik

Derin dondurucu (-30 °C) Haier

Elektroforez tanki Thermo Owl Easycast B2-BP
Sogutmal1 santrifiij Hanil Smart R17
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4.1.4. Cahsmada kullanilan ¢ozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

Ekstraksiyon cozeltisi

0,5M EDTA

Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.
-136,1 g EDTA

-20 g NaOH

1 M Tris-HCI

-42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)

-121,1 g Tris base

-700 ml distile su ile toplam hacim 1000ml’ye tamamlanmustir.
5 M NaCl

-146,1 g NaCl

Toplam hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanmastir.
1 x TE Buffer

-100 ml 10 x TE tamponu

-900 ml saf su ilave edilerek hazirlanmstir.

Kloroform: Izoamil Alkol

-24 ml kloroform

-1 ml izoamil alkol eklenerek toplam hacim 25 ml olacak sekilde katlar1 hazirlanmastir.
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10 x TE Buffer

-100 ml 10 M Tris-HCI pH 8

-20ml 0,5 M EDTA

880 ml ultra saf su ile toplam hacim 1000 ml olacak sekilde hazirlanmistir.
3 M Sodyum asetat

-40,8 g Sodyum asetat

-pH 5,2 olacak sekilde asetik asit eklenmis

Toplam hacim 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlanmustir.
10 M Amonyum asetat

-7,7 g Amonyum Asetat

Toplam hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlanmistir.
2- Propanol (Izopropanol)

-Hazir olarak kullanilmistir.

Proteinaz K

-Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir.
Ribonuklez (Rnaz)

-Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir.

10 X TBE Tamponu

-108 g Tris-base

-55 g Borik asit

-40ml 0,5M EDTA
19



-700 ml dH20

Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

1 X The Tamponu

100ml 10X TBE tamponuna 900 ml saf su eklenerek hazirlanir.

DNA Ekstraksyon Tamponu (50 Ornek icin):

14 ml NaCl (5 M)

1 grtoz CTAB (setil trimetil amonyum bromiir)

2 ml EDTA (0,5 M)

0,5 gr (%0,1) Sodyum bisulfit Na2S20s

5 ml Tris-HCI (1 M)

100 pul B-Mercaptoethanol

Toplam hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi

Liyofilize halde gelen primerler firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak 1XTE ile
sulandirilarak uygun hale getirilmistir. Calismada kullanilacak  primerler 10 pl

diyolifize primere 40 ul TE eklenerek hazirlanmig ve kullanilmistir.

4.2. Yontem

4.2.1. Tohumlarin sterilizasyonu ve ¢cimlendirme

Buytkllkleri benzer olan Zea mays tohumlar1 alinarak %35’ lik NaOCI (sodyum
hipoklorit) karisiminda 12 dk. tutulmustur. Ardindan tohumlar distile suyla iyice
yikanarak petrilerde ¢imlendirilmek tiizere kurutulmus ve muhafaza edilmistir.

Petrilerde ¢imlendirme i¢in kurutma kagitlar1 kaplara uygun bir biiyiikliikte kesilerek
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yerlestirilmistir. Etil ve metil paraben uygulamas: igin stok soltisyonlar dimetilstilfoksit
ile hazirlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Misir tohumlari etil ve metil
parabenin farkli dozlar1 (100 mM, 250 Mm, 500 Mm) ile muamele edilerek petrilere
yerlestirilmis ve 25 °C’ de ¢imlendirilmeye birakilmistir. Molekiiler incelemeler igin
yeterli gelisimi saglayan bitkiler toplanarak -80 °C’ de muhafaza edilmistir. Etil ve metil
paraben uygulanan gruplar Tablo 4.3’ te verilmistir.

Tablo 4.3. Etil ve metil paraben uygulanan dozlar

Saks1 Grup Etil Paraben Metil Paraben
1 Kontrol - -

2 EP1 100 mM -

3 EP2 250 mM -

4 EP3 500 mM -

5 MP1 - 100 mM

6 MP2 - 250 mM

7 MP3 - 500 mM

4.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Yagc1 (2015) protokoliine gore optimize edilerek asagidaki sekilde
yapilmistir.

-Hazirlanan DNA ekstraksiyon tamponu 65°C° de 1sitilmis su banyosunda

bekletilmistir.
-Ekstraksiyon tamponuna 100 pl Beta merkaptoetanol ilave edilmistir.

-2 ml’lik bir test tiipline s1v1 azotta 6giitiilmis 0,3 gr bitki materyali eklenerek Uzerine

1000 ul DNA ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

-65°C’ ye 1sitilmig sicak su banyosunda yaklasik 60 dk. belirli araliklarla alt tist edilerek
bekletilmistir.
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-Her numuneye 750 pl kloroform-izoamil alkol ekleyerek 4 °C’ de 20 dk. boyunca
14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast olusan siipernatant pipet yardimiyla

temiz tiiplere alinmustir.
-Elde edilen siipernatant miktar1 kadar kloroform-izoamil alkol eklenmistir.
-4 °C’de 20 dk. boyunca 14.000 rpm’ de santrifiij yapilmustir.

-Olusan tist faz ependorf tiiplerine alinarak tizerine 100 pl 3 M sodyum asetat, 100 pl 10

M amonyum asetat, 800 pl soguk izopropanol ilave edilmistir.

-14000 g ve 4°C’de 20 dk. santrifiij yapilip iist faz uzaklastirilmigtir.
-Olusan pellet dncelikle %100 ’lik soguk etanol ile yikanmistir.

- Daha sonra %70’lik soguk etanol ile yikama islemi yapilmistir.

-Meydana gelen peletin kurumasi i¢in 37°C’de 15 dk. siire ile bekletilmistir.

-100 pl TE tamponu iginde elde edilen DNA nin ¢6ziilmesi saglanmistir.

4.2.3. DNA saflik tayini

Epoch Mikroplate Spektrofotometre cihazi kullanilarak DNA 6rneklerinin saflik tayini
gerceklestirilmistir. 2 ul DNA 6rnegi, Take 3 mikroplate plakasina yiiklenerek Gen 5

yazilimi ile analiz edilmistir.

4.2.4. IRAP analizi

Maisir bitkisinde etil ve metil parabenin sebep oldugu degisiklikleri incelemek i¢in IRAP
yontemi kullamilmistir. PCR reaksiyonlar1 Bio-Rad C1000 Touch PCR cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tablo 4.4’ te IRAP molekiler analizinde kullanilan

primer isimleri, baz dizisi ve Tm sicakliklar1 verilmistir.
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Tablo 4.4. IRAP molekiiler analizinde kullanilan primerler

Ad1 Baz dizisi 5°- 3’

Tm (°C)

NIKITA ACCCCTCTAGGCGACATCC

58,7°C

3LTR5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCAACA 64,6°C
SLTR1 TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58,4°C

SIRE1 GCAGTTATGCAAGTGGGATCAGC 51 °C
SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63,3°C

Y: Primidin

IRAP- PCR analizi Bulut ve arkadaslarinin (2018) protokoliinde kiigiik degisiklikler

yapilarak uygulanmigtir. IRAP- PCR analizinde kullanilan master karigimi igerigi Tablo

4.5.” de verilmistir.

Tablo 4.5. IRAP analizi master karigim igerigi

Karisim Icerigi Miktar (ul)
PCR buffer (10x) 2
Deoxynucleotide mix (dNTP) 0,3
Magnezyum Klorir (25 mM) 1,15
Primer- IRAP (5 mM) 1

Tagq DNA polimeraz 0,5

Ultra saf su 14,05
Genomik DNA 1

Toplam Hacim 20
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IRAP molekdler analizinde uygulanan protokol Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. IRAP analizi protokolu

PCR Asamalari Sicakhiklar Sureler Donguler
S BT 2% >
Denatlirasyon 95°C 30 sn. 2X
Primer Baglanma * °C 1 dk. 1x
Uzama 72°C 2 dk. 1x
Denatiirasyon 95°C 30 sn. 41X
Primer Baglanma 35°C 1 dk. 1x
Uzama 72°C 2 dk. 1x
Son Uzama 72°C 5 dk. 1x
Bekleme 4 °C 0 1x

4.2.5. ISSR analizi

Misir bitkisinde etil ve metil parabenin sebep oldugu degisiklikleri incelemek i¢in ISSR
yontemi kullanilmistir. Tablo 4.7 de ISSR molekiler analizinde kullanilan primer

isimleri, baz dizisi ve Tm sicakliklar1 verilmistir.

Tablo 4.7. ISSR-PCR analizinde kullanilan primerler

Adi Bazlarin Dizilimi 5°- 3’ Tm (°C)
uUBC848 CACACACACACACACAAG 54
uUBC818 CACACACACACACACAG 53
uBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 50
uUBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 50
UBC816 CACACACACACACACAT 50
UBC830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 53°
UBC836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 54°
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGACT 54°
UBC856 ACACACACACACACACYA 54°
uUBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 56°
UBCB841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 56°

24



ISSR- PCR analizi Bulut ve arkadaslarmin (2018) protokoliinde kiigiik degisiklikler

yapilarak uygulanmistir. ISSR analizinde kullanilan master mix igerigi Tablo 4.8." de

verilmistir.

Tablo 4.8. ISSR anlizi master mix igerigi

Karisim icerigi

Miktar (ul)

Magnezyum Klorur (25 mM)

Deoxynucleotide mix (dNTP)

PCR buffer (10x)

Primer- IRAP (5 mM)

Tagq DNA polimeraz

Ultra saf su

1,15
0,3

2
1

0,5

14,05

ISSR molekiiler analizinde uygulanan protokol Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9. ISSR analizi protokoli

Asamalari Sicakliklar Sareler Donguler
Baslangig 94°C 4 dk. 1x
Denatiirasyon 94°C 40 sn. 1x
Primer Baglanma * °C 40 sn. 1x
Uzama 72°C 2 dk. 1x
Denatiirasyon 94°C 40 sn. 34x
Primer Baglanma * °C 40 dk. 1x
Uzama 72°C 2 dk. 1x

Son Uzama 72°C 6 dk. 1x
Bekleme 4°C 0 1x
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4.2.6. Elektroforez protokoli

PCR sonucu elde edilen {iriinlerin goriintiillenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezine
tabi tutulmustur. Agaroz jelinin yogunlugu %1,5 olacak sekilde hazirlanmistir. Bu islem
icin 2 g agarozun Uzerine 13 ml 10X TBE ve 117 ml saf su ilave edilerek 3 dk.
mikrodalga firinda kaynamadan ¢oziinmesi saglanmistir. Yaklasik 55°C'ye kadar

sogutulmus ve 8 ul etidyum bromiir ilave edilmistir.

Elektroforez tankina kullanacagimiz taraklar yerlestirilerek jel dokiimii yapilmstir. Jelin
kat1 hale gelmesi i¢in yaklasik 30 dk. bekledikten sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir.
[k kuyucuga marker olacak sekilde diger kuyucuklara 5 pl PCR iiriinii ve 1 pl gel
loading soliisyon karistirilarak kuyucuklara yiikleme yapilmistir. Yiiklemenin ardindan
tank yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. PCR drunleri 100 dk. 90 voltta ydritilerek

goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

4.2.7. Genomik karar sabitligi (GTS) analizi

ISSR ve IRAP profillerine goére, amplifiye DNA bantlarinin varligi veya yoklugu, her
primer i¢in bant yogunlugundaki eksilme ve artislar, jel goriintiileme cihazi ile tiim
orneklerde belirlenmistir.  Atienzar (1999)’a gore 100-(100*a/n) formilunden
yararlanilarak her bir primer {iriini i¢in % GTS hesaplanmistir. a her bir uygulama
ornegi icin tespit edilen IRAP ve ISSR polimorfik profillerini ifade ederken, n ise ilgili
primerle negatif kontrol grubunda elde edilen DNA toplam bandi sayisini ifade

etmektedir.
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5. SONUCLAR

5.1. Sonuglar

DNA, % 0,8'lik bir jel icinde 90 dk. boyunca 100 volt, 70 amperde ¢alistiritlmistir. UV
15181 altinda incelenen DNA gorintuleri Sekil 5.1'de verilmistir.

Etil paraben 100 mM

Etil paraben 230 mM
Etil paraben 300 mM
Metil paraben 100 mM]
Metil paraben 230 mM
Metil paraben 300 mM:

E
=}
2]
4

Sekil 5.1. UV 15181 altinda incelenen DNA goriintiileri

5.1.1. IRAP analiz sonuclari

Zea mays’ a uygulanan etil ve metil parabenin 100 Mm, 250 Mm ve 500 Mm lik dozlar1
ve kontrol grubunda genomlarindaki retrotrasposon polimorfizmi belirlemek icin IRAP
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 5 primer (Nikita, 3LTRS, 5LTR1, SIREI,
Sukkula) ¢alisilmistir. Uygulanilan etil paraben ve metil paraben dozlarinin artmasi ile
GTS degeri azalirken, % polimorfizm artmistir. Etil paraben uygulamalarinda GTS
degeri uygulanilan doz artis1 ile birlikte %60,7, % 52 ve % 48,9 olurken, metil paraben
uygulamalarinda bu deger %56,8, % 52,7 ve % 46,4 olarak hesaplanmistir. Polimorfizm

orant ise etil ve metil paraben konsantrasyonlarinin artmasi ile dogru orantilt bir sekilde
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artmistir. Bu degerler etil paraben i¢in %39,3 ile % 51,1 arasinda olurken, metil paraben
icin % 43,2 ile % 53,6 arasinda olmustur (Tablo 5.1). Sukkula primerine ait jel

goriintiisi Sekil 5.2 ‘de verilmistir.

Tablo 5.1. IRAP analizi GTS ve polimorfizm degerleri

Etil Etil
Etil Metil Metil Metil
) paraben paraben
Primerler Kontrol paraben paraben paraben paraben
250 MM 500 mM
100 mM 100 mM 250 mM 500 mM
Nikita 100 75 57,1 75 62,5 85,7 71
3LTR5 100 71,4 62,5 62,5 44,8 25 33,3
5LTR1 100 50 37,8 25 50 33,3 25
SIRE1 100 62,5 54,6 57,1 71,4 62,5 52,6
SUKKULA 100 44.8 50 25 55,4 57,1 50
% GTS 60,7 52,4 48,9 56,8 52,7 46,4

%

) ) 39,3 47,6 51,1 43,2 473 53,6
Polimorfizm

Meti paraben 100 mM
Meti paraben 20 mV
Mt paraben 500 mV

il paraben 100 mM
Etl paraben 230 mM
Etl paraben 300 mM

P =
= =
=} =
= =

Sekil 5.2. SUKKULA primerinde meydana gelen amplifikasyon arunleri
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5.1.2. ISSR analiz Sonuglari

ISSR yoOntemi ile Zea mays ’a uygulanan etil ve metil parabenin 100 Mm, 250 Mm ve
500 Mm’ lik dozlar1 ve kontrol grubunun genomlarinda meydana gelen DNA hasari
belirlenmistir. ISSR yonteminde 10 primer ¢alisilmistir. Calisilan biitiin primerlerde etil
ve metil paraben dozlarinin artmasina bagh olarak toplamda % GTS degeri azalirken,
toplam % polimorfizm degeri artmustir. Etil paraben igin % GTS degeri %77,2 ile
%60,3 arasinda olurken, metil paraben i¢in %76,9 ve %65 arasinda olmustur. %
Polimorfizm degeri ise etil paraben uygulamalart i¢in %22,8 ile %39,7, metil paraben
uygulamalari i¢in ise %23,1 ile %35 arasinda olmustur (Tablo 5.2). UBC816 primerine

ait jel gortintiisii Sekil 5.3” de verilmistir.

Tablo 5.2. ISSR analizi GTS ve polimorfizm degerleri

Primerler ~ Kontrol EP 100 EP250 EP500 MP100 MP250 MP 500

mM mM mM mM mM mM
UBC807 100 83.3 714 75.7 80 72.8 65
UBC812 100 75.7 62.3 50 75.7 70 62.5
UBC816 100 81.5 71.4 62.5 90 83.3 72.8
UBC830 100 90 83.3 70 66.6 62.5 50
UBC836 100 62.3 57.1 50 81.5 75 68.4
UBC840 100 71.4 65 57.1 714 72.8 66.6
UBC841 100 81.5 62.3 48.6 69.5 66.6 71.4
UBC842 100 80 72.5 66.6 83.3 75 58.3
UBC818 100 69.5 66.6 62.5 75 81 70
% GTS 77.2 67.9 60.3 76.9 73.2 65
% 22.8 32.1 39.7 23.1 26.8 35

Polimorfizm
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Sekil 5.3. UBC816 primerinde meydana gelen amplifikasyon triinleri
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6. TARTISMA

Diinyada sanayilesme ve artan niifusun talepleri dogrultusunda kimyasal maddelerin
endiistride kullanimi artmistir. Belirli bir kaliteyi yakalamak, ekonomik kazang
saglamak, raf Omriinii uzatmak ve taleplere yetisebilmek adina bilingsizce kullanilan

kimyasallar ekosistem igin biiylik tehdit olusturmaktadir.

Diinya capinda her gecen giin paraben tiiketimi artarken bu parabenlerin atiklarinin
ortamdan uzaklastirilmas1 asamasinda cevreyi kontamine edebilmektedir. Bu sebeple
attk su aritma tesislerinde, kanalizasyon camurunda, cevrede diizenli depolama
alanlarinda paraben ve tirevlerine rastlanabilmektedir (Gao et al., 2019). Cevresel
paraben maruziyetini belirlemeye yonelik yapilan arastirmalarda ziraat alanlarinda,
ylizey sularinda, kanalizasyon, nehir ve igme su kaynaklarinda, ev tozlarinda
parabenlerin varlig1 saptanmistir. Sentetik parabenlere ek olarak, dogal olarak olusan
parabenlerin de (belirli bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan) bu paraben
kontaminasyonundan sorumlu oldugu diisliniilmektedir. Aymi zamanda yaygin
kullanimlar1 nedeniyle insan dokusu ve sivi Ornekleri incelendiginde anne siitii,
plasenta, seminal plazma, yag dokusu ve kordon kaninda parabenler tespit edilmistir
(Shin vd., 2019).

Gida, temizlik, kozmetik ve farmasotik endiistri basta olmak {izere kullanimi popiiler
hale gelen parabenlerin giivenligi konusunda yillardir siiregelen kafa karigikligi
giiniimiizde de devam etmektedir. Yapilan calisma sonuclarinda parabenler hakkinda
olumsuzluklar ve negatif etkilerin varligini ortaya koymaktadir. Hayvanlar ve insanlar
izerinde yapilan caligmalar birbiri ile uyumlu olup parabene maruziyetin farkli
konsantrasyonlarda insanlarda ve hayvanlarda benzer etkilere sebep olabilecegini

gostermektedir (Bledzka vd. 2004).

Parabenlerin insan semen kalitesi ve lireme hormonlariyla iliskili yapilan ¢aligmada

parabenlerin sperm anomalilerine sebep olabilecegine dair anlamli istatistiki iligki tespit

edilmistir (Jurewicz vd., 2017). Bir baska ¢alismada ise parabenlerin sanildigi kadar

giivenli olmadigi ve erkeklerde lireme potansiyeli diisiirdiigii tespit edilmistir (Tavares

vd., 2009). Ostrojenik aktivitenin degerlendirilmesi icin alkil fenoller, klorlu fenoller,

parabenler veya bis- ve benzoil fenoller ile tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinde
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Ostrojene duyarli genlerin ekspresyon profiline bakilmis ve parabenin Ostrojenik aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Teresaka vd., 2006).

Yasamlar1 boyunca bitkiler strese sebep olan bir¢ok etkene maruz kalabilmektedir.
Savunma mekanizmasi ise bitkiyi bu fizyolojik ya da biyokimyasal stres etmenlerinden
kaynaklanan stresi engellemek icin aktif hale gelmektedir (Biiyilk ve Aydin, 2012).
Stres halinde bitkide retrotransposon adi verilen elementlerde hareketlilik gézlemlenir.

Bitkide meydana gelen bu degisimler molekiiler markerler yardimiyla belirlenmektedir.

Parabenlerin hayvansal organizmalar (zerindeki genotoksik etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Bir ¢alismada propilparaben ve butilparaben, comet assay ile 6l¢iilen
CHO-K1 hiicrelerinde doza bagli DNA hasarina neden olmus ve es kromatid degisimi
(SCE) ve CA indiikledigi ortaya ¢ikmistir (Tayama vd., 2008). Baska bir aragtirmada
propilparabenin memeli hicreleri Uzerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri
arastirilmistir. Propilparabenin maymunlardan elde edilen hepatositler tizerindeki toksik
etkileri icin 50 uM ila 500 uM (9.01 ug/ml ila 90.1 ug/ml) arasinda degisen dozlar
kullanilarak inceleme yapilmistir. Maddenin verilmesine bagli olarak hiicreler {izerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Hiicre proliferasyonunda doza bagimli bir
azalmanin yani sira sitotoksik DNA c¢ift sarmal kirilmalarina ve oksidatif hasara neden
oldugu bildirilmistir. Memeli hiicrelerinde parabenlerin genotoksik etkilerine iliskin

daha fazla aragtirmaya duyulan ihtiya¢ vurgulanmigtir (Martin vd., 2010).

Metil ve propil parabenlerin Salmonella typhimurium'un TA100, TA98, TA1535 ve
TA1537 suslarina karst mutajenik potansiyelinin Ames test sistemi kullanilarak
degerlendirildigi ¢calismada, Salmonella typhimurium TA100 ve TA98 suslari ile E. coli
D-2 susunun kiiltiirlerinin, DMSO ile karistirilmis S9 propilparaben karisiminin

varhiginda veya yoklugunda herhangi bir indiikkleme gostermedigi belirlenmistir (Sony,
2002).

S. tpyhimurium TA98 ve TA100 suslarinin kullanildigi ve 5- 100 ug/plaka parabenlerin
farkli 5 konsantrasyonunun mutajenik etkilerinin - Ames S9 (+) ve S9 (-) testi
kullanilarak yorumlandigi bir tez arastirmasinda, mutasyon oranlarinin artan paraben

konsantrasyonlar1 ile paralel olarak arttigi goriilmiistiir (Aydogan, 2016). Bir baska
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calismada Bacillus subtilis ile yapilan Rec deneyinde sonuglar negatifken, E. coli ile
yapilan Rec deneyinde sonuclarin pozitif oldugu belirlenmistir (Morita vd., 1981).

Parabenlerin bitkisel organizmalarda genotoksik etkisiyle ilgili caligmalar oldukca
siurlidir. Paraben’ in bitki Gzerindeki etkilerinin Allium cepa L. test sistemi kullanarak
incelendigi ¢aligmalarda elde edilen sonuglar, parabenin yiiksek genotoksik etkiye sahip

oldugunu ortaya koymustur (Kurt vd., 2018; Todorovac vd., 2021).

Kurt vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada Allium cepa’da parabenin toksik etkisine karsi
Nasturtium officinale R. Br. (su teresinin) yaprak ekstraktlarinin iyilestirici etkisini
arastirmiglardir. Her ¢calisma grubundaki toksisite fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal
ve anatomik parametrelerle arastirilmistir. Genotoksisite mekanizmasi igin DNA
paraben etkilesimi spektrofotometrik olarak incelenmistir. Paraben mitotik indeksi
azaltirken ayn1 zamanda ¢imlenme ile ilgili parametrelerde de azalmaya sebep olmustur.
Kok ucu hiicrelerine paraben uygulanmasi ile MN frekansi, kromozom anormallikleri

artarak yiiksek genotoksik etki gézlenmistir.

Coulter vd. (2018) fizyolojik, sitogenetik ve anatomik parametreleri kullanarak
soganlarda metil paraben kaynakli toksisiteyi arastiran bir caligma yapmistir. Paraben
uygulamasinin agirhik artisi, kok uzunlugu, c¢imlenme yiizdesi ve mitotik indeks
degerlerinde Onemli bir azalmaya, mikronlikleus sayisinda ve kromozomal

anormalliklerde ise 6nemli bir artisa sebep oldugu gozlenmistir.

Calismamizda etil ve metil parabene maruz birakilan misir bitkisinde genotoksik etki
tespit edilmistir. Maruziyet sonrast ortaya ¢ikan genetik degisiklikler IRAP ve ISSR
analizleri ile tespit edilmistir. GTS oranlarinin artan dozla ters orantili oldugu, meydana
gelen polimorfizmin artan doza paralel oldugu tespit edilmistir. Calismamiz metil ve etil
parabenin bitkide meydana getirdigi DNA hasarmin etkisinin tespit edildigi ilk
molekdler calisma olmasi yoniinden literatiire katki saglayacaktir. ISSR ve IRAP analiz
yontemleri paraben ve tlrevlerinin meydana getirdigi DNA hasarmin tespitinde

basariyla kullanilabildigi tespit edilmistir.
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7. ONERILER

Bilingsizce kullanilan kimyasallarin sebep oldugu cevre kirliligi giderek artan diinya
nifusu da goz Oniine alindiginda ciddi problemlerin habercisi oldugunu rahatlikla
sOyleyebiliriz. Parabenlerin belirlenen negatif etkilerinin risk olusturmasi disinda gida,
temizlik, kozmetik ve farmasotik endiistrisinde giderek artan kullanimi g¢evreye
salinimin1 da artirmaktadir. Yapilan calismalar parabenlerin sudaki yasam iizerine
Ozellikle endokrin bozucu etkisini ortaya koymaktadir. Bu durum koruyucu etkisi
nedeniyle popiler bir kullanima sahip olan parabenin ekosisteme olumsuz yonde

etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

Parabenlerin negatif etkileri hayvansal ve bitkisel bircok organizma ile ortaya
konmustur. Calismamizda musir bitkisi tizerinde parabenlerin genotoksik etkisi tespit
edilmistir. Bu durum degerlendirilecek olursa parabenlerin kullaniminin ekosisteme
verecegi zarar hakkinda kullanicilarin daha fazla bilgilendirilmesi gerektigini

ongormekteyiz.
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