ISTANBUL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

MISIR KOKENLI GIDALARDA YABANCI GEN
TARANMASI

Didem OZTURK
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danisman
Prof. Dr. Sule ARI

Agustos, 2011

iSTANBUL



ISTANBUL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

MISIR KOKENLI GIDALARDA YABANCI GEN
TARANMASI

Didem OZTURK
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danisman
Prof. Dr. Sule ARI

Agustos, 2011

iSTANBUL



Bu calisma 15/08/2011 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve Genetik programinda Yiiksek Lisans
Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jurisi
Prof. Dr. Sule ARI (Danigman) Prof. Dr. Avni KURU
Istanbul Universitesi Istanbul Universitesi
Fen Fakiiltesi Fen Fakiiltesi
Prof. Dr. Nermin GOZUKIRMIZI Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN
Istanbul Universitesi Istanbul Universitesi
Fen Fakiltesi Fen Fakiiltesi

Yrd. Dog. Dr. Yelda OZDEN TOKATLI
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii



Bu ¢aligma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiiriitiici Sekreterliginin
5085 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOZ
Yiiksek lisans 0grenimim sirasinda ve tez calismalarim boyunca gosterdigi her tirli
destek ve yardimdan dolayr degerli hocam Prof.Dr.Sule ARI’ya en icten dileklerimle

tesekkiir ederim.

Tez galismam sirasinda her tirlii yardim ve destekleri ile katkida bulunan sevgili
hocalarim Dr. Neslihan TURGUT KARA ve Dr. Ozgiir CAKIRa,

Bu calisma boyunca yardimlarini esirgemeyen Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimil
Ogretim Uyelerine, laboratuvarimizda c¢alisan biitiin arastirmaci arkadaslarima,

Calismalarim sirasinda bana gosterdikleri destek i¢in AILEM’e, en icten dileklerimle
tesekkiir ederim.

Agustos 2011 Didem Oztiirk



ICINDEKILER

ONSOZ ..ottt ettt |
ICINDEKILER .......ooooioeeeeeeeeeeeeteee et I
SEKIL LISTEST ..ot v
TABLO LISTESI ..o, V
SEMBOL LISTEST ..ottt Vi
L@ /) D VI
SUMMARY ittt ettt e et r e e st r e e s s srraee s VIl
Lo GIRIS .ottt 1

2. GENEL KISIMLAR ..ottt n e 3

2. 1BIYOTEKNOLOUJI ...t 3
2.2.TARIMSAL BIYOTEKNOLOJ ..ot 4
2.3.GENETIK MODIFIKASYON ......c.cooooiiiiiiieiieseeeee e 7
2.4 TRANSGENIK MISIRLAR .......ccoooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
2.5, TRANSGENIKLERLE iLGiLi RiSK DEGERLENDIiRMELERI,
ETIKETLEME VE IZLEME CALISMALARI .............cccocoevivvoiiireneinnns 11
2.6.GDO ANALIZI ..ottt 17
2.6.1. DNA Temelli Analiz Yontemleri...........ccooooooieeeieeeeeeeeeeeeee e 17
2.6.2. DNA TZOIASYONU .....covviivieceeeeeeeeee ettt 18
2.6.3. Polimeraz ZinCir REAKSIYONU .........cccooiiiiiiiiieieiee e 19
2.6.3.1. Tarama Amacl Kalitatif PCR ........ccccooiiiieieece e 20
2.6.3.2.Kantitatif ‘Real Time’ (Ger¢ek Zamanli) PCR ........ccccooviiiiiiiiiiniiiicenn, 21
2.6.3.3.Hatal1 Pozitif ve Negatif Sonu¢larin Onlenmesi.................cc.coveerevrerennn. 25

3. MALZEME VE YONTEM ......coo oo e e 26
3.1.ORNEK TOPLANMASI ....cocooviiiiieeeeeeeeeeeeeee e e e, 26
3.2.DNA TZOLASYONU ..ottt 26
3.3.DNA ANALIZ YONTEMLERI .........cooooioiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
3.3.1. Spektrofotometrik ANAlIZ..........ccoooviiiiiiii e 28
3.3.2. Agaroz Jel EIeKtrofOrezi........ccoouiiiiiiiiieiieeseeee e 29



3.4 KALITATIF PCR ANALIZLERI .....ccooo oot eeen s 29

3.4.1. ZeIiN GENIEPCR I ..ottt aee e 30
3.4.2. CaMV 35S Promotoru ve Nos Terminatorii PCR’lar1.......................... 31
3.4.3. PCR Uriinlerinin ANAIIZI........cocooooeeeeeeeeeeee oot e, 33
3.5.KANTITATIF ‘REAL TIME’ PCR ANALIZLERI ..........cccccccooevvvrinnnnn. 33
3.5.1. Standart EGriler ..o 34
4, BULGULAR ...ttt ettt st re s 35
4.1.DNA TZOLASYONU .....oooviiiiiieeiieceeee e 35
42 KALITATIF PCR ANALIZLERIYLE YABANCI GEN ICEREN

ORNEKLERIN SAPTANMASI .....oooviiieiireieeeee s seessssesaessisnen s 37
4.2.1. Zein Geninin Kalitatif Olarak Saptanmasi................ccccoceiniiinniennn. 37

4.2.2. 35S Promotoru ve Nos Terminatoriiniin Kalitatif Olarak Saptanmasi 37
43°‘REAL TIME’ PCR YONTEMI ILE TRANSGENIK  URUN

MIKTARININ SAPTANMASL......coviiiriiiiiieieieiessississsssesie e 39

4.3.1. Zein Geninin Kantitatif Olarak Saptanmasi .................ccccociiiiiiennn 40
4.3.2. Nos Terminatoriiniin Kantitatif Olarak Saptanmasi ............................ 42

5. TARTISMA VE SONUC ... 45
KAYNAKLAR e 50
OZGECMIS ..ottt ettt 57



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1

Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4

Sekil 4.1
Sekil 4.2

Sekil 4.3
Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6
Sekil 4.7
Sekil 4.8
Sekil 4.9

: 35S ve nos diizenleyici dizilerini igeren MONS10 misirda kullanilan
crylA(b) gen kasetinin ve misir hsp70 intron 1’ in sematik

GOSEETIIMLL 1.ttt r e 8

: PCR reaksiyonuyla DNA’nin ¢ogaltilma semast ..........ccccevvveeiiiveennnen. 19
: 35S promotorunun ‘real time’ ¢cogaltim grafigi ........ccocoocevvriiiiienenn 22
: Uriin olusumunu izlemek igin farkli amplikon spesifik problar
kullanilan ‘real time’ PCR tekniKIeri ... 24
: Orneklerden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezi
EOTUNTUST ..t 36
. Sertifikali referans materyallerden izole edilen genomik DNA’larin
agaroz jel elektroforezi gOriNtisii.........ccvvvrveierieienieicse e 36
: Zein PCR’1 agaroz jel gorintlisli.......cooovevveiieeniiieiie e 37
: Gida o6rneklerinde P35S-cf3/P35S-cr4 primerleri kullanilarak
gerceklestirilen 35S promotoruna 6zgii PCR sonucu.............ccccevvvennee, 38
: Gida 6rneklerinde gergeklestirilen nos terminatoriine 6zgii PCR........

0] 11 TR 38
: Zein genine ait ‘real time’ ¢cogaltim grafigi........cccocoeeveniviiinienniininenn, 40
: Zein ‘real time” PCR’1na ait standart €Zri .........cccevveverenenenenieeeenns 41
: Nos terminator dizisinin ‘real time’ gogaltim grafigi.........cc.ccocvervennnne. 42
: Nos ‘real time’ PCR’1na ait standart €311 ........ceoeveneieneninesieieens 43



TABLO LIiSTESI

Tablo 2.1
Tablo 2.2
Tablo 2.3

Tablo 2.4
Tablo 2.5
Tablo 2.6

Tablo 3.1
Tablo 3.2
Tablo 3.3
Tablo 3.4
Tablo 3.5
Tablo 3.6
Tablo 3.7
Tablo 3.8
Tablo 3.9
Tablo 3.10
Tablo 3.11
Tablo 3.12
Tablo 3.13
Tablo 4.1
Tablo 4.2
Tablo 4.3

Tablo 4.4

Tablo 4.5

: Transgenik tirtinlerin 2010 yilina ait global ekim alanlari................. 6
. Genetigi degistirilmis {irtinler ve global ekim alanlari....................... 9
. Genetigi degistirilmis misirlarin gida olarak tiikketilmeleriyle ilgili
cesitli hayvan tiirleri lizerinde yapilmis ¢alismalar.............cccceeveens 12
. Avrupa Birligince onaylanmig genetigi degistirilmis misirlar-......... 14
: Transgenik musirlarla ilgili alinan Bilimsel Komite kararlari .......... 16
: PCR reaksiyonunun giivenilirligini sinamak i¢in kullanilmasi
gereken KONLIOMEr ........cc.oiveiiee e 25
: GDO analizi i¢in kullantlan 6rnekIer ...........ccooveiiiiiiiiiiiiiiens 26
: 200 ml CTAB tamponu igerigi (pH 8.0) ...oovvveriereieiiiiciiceien 27
: 200 ml CTAB ¢oktiirme soliisyonu igerigi (pH 8.0)......cccvecvvrvvenene. 27
: TAE tamponu igerigi pH 8.0 (S0X/Ire) .....ccevvvveieeiiiiiieiieiieeninns 29
2 Zein Primerleri V& diZISh......ooeoeieiiiiiiiieeeese s 30
: Zein PCR’1 reaksiyon Kartgimi.........ocoeviiiiiiiiiiicnc e 31
: PCR Programi (Zein_1-L/Zein_1-R) ..o 31
: 35S ve nos primerleri Ve dizileri........cccovevveieiieieie e, 32
:355/m0s PCR’I reaksiyon Kart$imi..........cocvveiieeiiieiieneccseene 32
. PCR Programi (35S V& NOS) ....ocveiveiiiiiiiinieieie et 32
: ‘Real Time’ PCR ig¢in kullanilan primer ve prob setleri .................. 33
: ‘Real Tim’e PCR reaksiyon KariSimi .......ccocceverereienenesieneeinneenns 34
2 ‘Real Time” PCR Programi..........ccocoviriiinieiieienc e 34
: DNA izolasyonu ve spektrofotometrik 6lglim sonuglari.................. 35
: Kalitatif PCR SONUGIATT ....covvviiiiiiiicc e 39
. Zein genine 6zgili primer ve prob setiyle gerceklestirilen ‘real time’
PCR SONUGIATT ..ot 41
: Nos dizisine 6zgii primer ve prob setiyle gerceklestirilen ‘real time’
PCR SONUGIATT ...t 43
: Uriinlerin igerdigi tranSgen oranlart ............cco.ocoeveveueiinrevereerensnennns 44



SEMBOL LIiSTESI

bp

Bt
CaMV
Ct
CTAB
dH,O
DNA
ECB
EDTA
ELISA
Epsps
GD
GDO
HCI
Hsp70
IRMM
ISAAA
NaCl
Na,EDTA
Nos
PCR
PG
rDNA
RNA
SRM
WHO

: Baz pair (baz ¢ifti)

: Bacillus thuringiensis

. Cauliflower Mosaic Virus (Karnibahar Mozaik Viriisii)
: Cycle threshold (Esik deger dongiisii)

. Cetyltrimethylammonium bromide

: Distile su

. Deoksiriboniikleik asit

: European Corn Borer (Avrupa Misir Kurdu)

: Ethylenediaminetetraacetic

: Enzyme-linked immunosorbent assay acid

: Gulufosat 5- enolpurivil-sikimat-3-fosfat sentaz

: Genetigi Degistirilmis

. Genetigi Degistirilmis Organizma

: Hidroklorik asit

: Heat shock protein 70

. Institute for Reference Materials and Measurements

. International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications
: Sodyum kloriir

. Disodyum etilendiamin tetraasetat

: Nopalin sentaz

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: Poligalakturonaz

: Rekombinant deoksiriboniikleik asit

: Riboniikleik asit

. Sertifikal1 Referans Materyal

: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)

Vi



OZET
MISIR KOKENLIi GIDALARDA YABANCI GEN TARANMASI

Zararli organizmalara ve hastaliklara direngli, herbisitlere toleransli, iirtin kalitesi
arttirilmis genetigi degistirilmis tarim tirlinlerinin global ekim alanlar1 giin gectikce
artmaktadir. Bu transgenik iriinlerin yetistirilmesi ililkemizde yasak olmasina karsin
ithalat yoluyla iilkemize gelen transgenik iriinler c¢esitli denetimlerden gegerek
marketlerimize girmektedir.

Bu tez projesi kapsaminda transgenik iiriinler arasinda biiyiik bir paya sahip olan misir
ve musirdan iiretilmis gidalarin kalitatif ve kantitatif transgen igerikleri belirlendi.
avrupa birligince onaylanmis pek ¢ok transgenik iriinde diizenleyici diziler olarak
kullanilan 35S promotorunun ve nos terminatOriiniin belirlenmesine dayanan PCR
analizleri ile ¢esitli 6rnek guruplar kalitatif olarak tarandi. Kalitatif analizler sonucunda
GDO firiinlerini icerdigi belirlenen gidalarda transgen (nos) miktar1 kantitatif olarak
saptandi. Bu kalitatif ve kantitatif PCR analizlerinin sonucunda, iilkemizde satisa
sunulan, bebek mamasi dahil pek ¢ok gida 6rneginin GDO kokenli iiriinleri igerdigi
tespit edildi.
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SUMMARY
SCREENING OF FOREIGN GENE IN MAIZE DERIVED FOOD

Plantation area of the genetically modified crops which are designated to acquire
resistance to pests and diseases, herbicide-tolerance, increased product quality is
increasing day by day. Despite the prohibition of growing transgenic crops in our
country, the transgenic products are being imported to our country and sold in markets.

Within the context of this thesis project, determined qualitative and quantitative
transgene contents of foods derived maize which is one of the mostly produced
transgenic in the worldwide. Various sample groups were screened qualitatively by
PCR analysis based on determination of 35S promotor and nos terminator which used as
regulatory sequences in many transgenic approved by The European Union. The
amount of transgene (nos) was quantitatively determined in the samples which are
identified as GMO in qualitative analyses. Qualitative and quantitative PCR analysis
determined that many food samples, including baby foods sold in our country contain
GMO’s products.
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1. GIRIS

Genetik kodun evrensel olmasi, farkli tiir organizmalara ait DNA (deoksiriboniikleik
asit) dizilerinin molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak birlestirilmesine olanak
saglamigtir. Bu rekombinant DNA (rDNA) teknolojilerinin uzun yillardir ¢esitli
sektorlerde farkli amaclar i¢in uygulamalar1 yapilmaktadir ve bu teknolojilerle
gelistirilen Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO) kendilerine yeni nitelikler
saglayacak ilave proteinler sentezleme 6zelligine sahiptirler. Modern biyoteknolojide
bu gelismelerle beraber genetigi degistirilmis ¢ok sayida organizma ticari amaglar
icin gelistirilerek diinya pazarlarina sunulmustur. Tarimda biiylik ekonomik kayiplara
yol acan zararli organizmalara ve hastaliklara direngli, herbisitlere toleransli, iirlin
kalitesi ve Ozellikleri arttirilmis genetigi degistirilmis tarim {riinleri glinlimiizde
tireticilere biiyiik avantajlar saglamaktadir. Yeni ve gelismis 6zelliklere sahip genetigi
degistirilmis bitkiler oncelikle Kuzey Amerika’da ve devaminda diinyanin ¢ok ¢esitli
bolgelerinde ciftciler tarafindan benimsenmis ve genis alanlarda ekilmeye baslamistir
(Cetiner ve Budak, 2007). Kullanimi giderek yayginlasan transgenik bitkilerin ekim
alan1 1996 yilindan 2010 yili sonuna kadar 87 kat artamistir ve 2010 yilinda toplam
29 iilke tarafindan 148 milyon hektar alanda yetistirilmistir (James, 2010).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) biyoteknolojik tarim iiriinlerinin, {iretim sistemlerinin
etkinliginin  gelistirilmesi, gidalarin besin degerlerinin artirilmas1  ve alerjik
potansiyellerini azaltilmasi ile halk saglig1 agisindan biiylik 6neme sahip olduklarinin
altin1 ¢izmektedir (Tan, 2008). Ayn1 zamanda, biyoteknolojik tarim firiinleri daha az
ciftcilik ve pestisit ihtiyact gerektirdigi igin iliretim maliyetlerinin diismesinde, {iriin
verimliliginin artmasinda ve gidalarin market fiyatlarinin diigmesinde de etkin bir role

sahiptir (Brookes ve Barfoot, 2009).

Ancak, genetik miithendisligi yontemleriyle elde edilen yeni ¢esitlerin insan saglig1 ve
cevre lizerindeki olas1 olumsuz etkileri konusundaki endiseler, GDO olarak da bilinen

bu bitkilerin tiretiminden tiikketiciye sunulmasina kadar gegen ¢esitli asamalarin siki



bir sekilde incelenip risk degerlendirmelerinin yapilmasini, belirli kosullar altinda
dretilip ¢ogu zamanda tliketicilerin  bilerek tercih  yapabilmeleri igin
etiketlendirilmelerini zorunlu kilan bir dizi diizenlemelerin olusturulmasina yol
acmistir (Cetiner ve Budak, 2007). Bu nedenle Avrupa Birligi, bilgilendirme ve
etiketlemeyi, tiiketicilerin bilingli tercih yapabilmesi i¢in bir ara¢ olarak tanimlar ve
1997°den beri iiriinlerin GDO igeriklerinin etiketlendirme ile belirtilmesini zorunlu
tutmaktadir (Avrupa Komisyonu, EC 258/97). GDO etiketleme ile ilgili Avrupa
Birligince yapilan en giincel diizenleme Ekim 2003’de yaymlanmistir, EC 1830/2003
Kanunu GDO’lu gidalarin 2011 yilinda da kullanilan etiketleme kurallarini
belirlemektedir. Zorunlu etiketleme kurallari, pazarda yer alan GDO’lu tiim iiriinlerin
iiretim ve dagitim zincirleri boyunca her asamada izlenebilirligini saglayacak sekilde
diizenlenmistir. Ulkemizde ise GDO’lu iiriinlerin ithalati, ihracati, kullanimu,
izlenmesi ve etiketlenmesi “Biyogiivenlik Kanunuyla” diizenlenmistir. Kanuna goére
GDO’larin ithalatina bilimsel esaslara gore yapilacak risk degerlendirmesi sonucu
karar verilecektir ve risk degerlendirme sonuglarina gore risk olusturmayacagi
belirlenen bagvurular igin verilen kararin gegerlilik siiresi on yil olacaktir (Resmi

Gazete, 2010).

Bu tez projesinin odak noktast Avrupa Birligi tarafindan onaylanmis transgenik
musirlarin hemen hemen hepsinde bulunan diizenleyici diziler karnabahar mozaik
virlisii 35S promotor (CaMV 35S) ve Agrobacterium tumefaciens’e ait nopalin sentaz
(nos) terminatdr dizilerinin DNA temelli metodlar kullanilarak belirlenmesidir. DNA
izolasyonu, kalitatif ve kantitatif PCR (‘Polymerase Chain Reaction’) tekniklerine
dayal1 analiz yontemleri uygulanarak iilkemizde yetistirilmis veya yurt disindan ithal
edilerek ve iilkemizde pazara sunulmus cesitli misir {iriinlerinden olusan 6rnek
gruplarinin yabanci gen igerikleri belirlenmistir. GDO ile ilgili ilkemizde olusan yeni
yasal diizenlemelerle es zamanli gelisen bu proje siiresince elde edilen veriler,
marketlerde bulunan iiriinlerin yabanct gen icerikleri ile ilgili etiketleme ve izleme
caligmalar1 hakkinda fikir verebilecek ve bu konuda yiiriitiilen arastirmalara katki

saglayabilecek niteliktedir.



2. GENEL KISIMLAR
2.1. BIYOTEKNOLOJI

Tarim faaliyetlerinin basladig1 antik ¢aglardan beri ciftgiler klasik 1slah yontemlerini
kullanarak bitkileri bilmeden de olsa genetik modifikasyona ugratmakta ve daha
gelismis g¢esitler iiretmeye c¢alismaktadirlar. Bitkilerin kalitesi ve verimliliginde
meydana gelen bu uzun vadeli ve yavas gerceklesen degisimler yaklasik 10.000 yillik
bir siiregten bu yana izlenmektedir (Parekh ve Gregg, 2004). Bununla birlikte
rekombinant DNA teknolojisiyle, istenilen genin tiirler arasinda aktariminin miimkiin
olmas1 ve bu teknolojinin ¢esitli sektdrlerde yogun olarak kullanilmaya baglamasiyla
beraber ‘“genetik modifikasyon” kavrami ¢ok daha 0zel bir anlam kazanmistir

(Huffman, 2004).

Bitkilerin 1slahina yonelik yapilan c¢aligmalarla ilgili dokiimanlara bir¢ok eski
uygarligin biraktigr eserlerde rastlamak mimkiindiir. Bitki ve hayvanlarin
evcillestirilmesinin ardindan gelen kentsellesmeyi, hizli niifus artis1, besin kitliklar
ve endiistrilesme izlemistir. Bu gelismeler klasik besin fermantasyon endiistrisinin ve
bilinen ilk biyoteknoloji uygulamalariin gelismesine sebep olmustur. Zamanla daha
verimli ve g¢evreye uyumlu genotiplerin kademeli olarak secilip yetistirilmesiyle
klasik 1slah yontemleri gelistirilmis ve uygulanmaya baglanmigtir. 1860’lar da
Mendel’in genetik bilimine yaptigi Onemli katkilar, bilimsel ve kontrollii 1slah
calismalarinin baglamasi tetiklemistir (Budd, 1993). Bu gelismeler yesil devrimin
olusum siirecini 6nemli Olcilide etkilemistir. 20. ylizyilin ortalarina dogru DNA’nin
yapist ve fonksiyonlarmin kesfedilmesiyle beraber biyoteknoloji uygulamalar1 da
yeni bir boyut kazanmistir (Budd, 1991). Evrensel genetik materyal olan DNA’nin
kesfedilmesinden sonra gecen elli sene igerisinde molekiiler biyoloji ve
biyoteknolojide yasanan gelismeler “genetik miihendisligi” olarak tanimlanan yeni
bir alanin agilmasina sebep olmustur. Gelisen bu yeni teknolojiler bilim adamlarinin
herhangi bir organizmanin {irettigi proteinlerin cinsini ve miktarin1 kontrol etmesine
ve degisiklikler yapmasina olanak saglamistir. Genetik miihendisligi yontemleri
kullanilarak elde edilen bu yeni organizmalara “genetigi degistirilmis organizmalar”

denmektedir (USINFO, 2003).



Birlegsmis Milletler Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi (1992) biyoteknolojiyi “6zel
kullanim amagclarina yonelik olarak biyolojik sistemleri, yasayan organizmalari veya
tiirevlerini degistirmek ya da islemek icin kullanilan teknolojik uygulamalarin timii”
olarak tanimlamaktadir. Bu tanim yaygin olarak kabul goérmiis olmasina ragmen,
peynir ve sarap yapimi gibi biyolojik {iretim teknolojileriyle ilgili tim uygulamalar
kapsar. Ancak bu caligmanin odak noktasi olan genetik modifikasyonla ilgili
“biyoteknoloji” tanmimi daha dardir. Nitekim Cartagena Biyogiivenlik Protokolii
(2000) modern biyoteknolojiyi “niikleik asidin hiicre veya organel i¢ine dogrudan
enjeksiyonunu ve rekombinant deoksiriboniikleik asit teknolojisini kapsayan in vitro
teknikler” ya da “geleneksel melezleme ve secilim teknikleri kullanilmaksizin, dogal
fizyolojik iireme ve rekombinasyon bariyerlerinin asilarak farkli familyalara ait

hiicrelerin birlesmesi (fiizyonu)” olarak tanimlamaktadir.

2.2. TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi

18 May1s 1994°de piyasaya siiriilen Flavr Savr domates ticari olarak satisa sunulan ilk
genetigi degistirilmis bitkisel triindir (Kramer ve Redenbaugh, 1994). Flavr Savr
domateste, poligalakturonaz (PG) enziminin gen anlatimimi diizenlemek amaciyla
antisens RNA(riboniikleik asit) teknolojisi kullanilmistir (Sheehy ve dig., 1987). PG
enzimi meyvenin olgunlagmas: sirasinda pektin metabolizmasinda rol oynayan en
onemli enzimdir, olgun domates meyvesinde en bol bulunan proteindir ve meyvenin
yumusamasindan sorumlu enzimdir (Hobson, 1965 ; Brady ve dig., 1985). PG
geninin anlattimini azaltacak bir antisens RNA teknolojisi olgunlasan domateste
pektin  yikimmin azalmasina neden oldugundan domates wuzun siire taze

kalabilmektedir (Kramer ve dig., 1992).

Ik genetigi degistirilmis iiriiniin piyasaya siiriilmesinden sonra, diinyada yeni ve hizla
biiyliyen bir sektor ortaya ¢ikmis ve genetigi degistirilmis (GD) iirlinlerin kullanimi
giderek yaygilasmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde, giftciler ilk GD f{irlinler
icerisinde olan bdceklere dayanikli ve herbisit toleransli tohumlar1 1990’larin
ortasinda kullanmaya baslamiglardir ve o tarihten itibaren iiriin verimliligine,
ekonomik, ¢evresel ve sosyal refaha olumlu etkilerinin giderek énem kazanmasi ve

istikrarli olmasinin sonucunda GD {iriinlerinin ekim alanlar1 her yil artan bir grafik



gostermistir. 1996-2010 yillar1 arasinda GDO’lu {irlinlerin iiretimi 87 kat artarak
toplam Tiriitim alan1 148 milyon hektara ulasmistir. Bu nedenle GDO’lu iiriinler son
zamanlarda tarim alanlarina en hizli adapte olan iiriin teknolojisi olarak
gorilmektedir. 2009 yilinda 25 iilkede GDO’lu {iriinler iiretilirken 2010 yilinda bu
say1 29’a yiikselmigtir. Bu 29 iilkenin 19’unu gelismekte olan iilkeler kalan 10’unu
ise gelismis llkeler olusturmaktadir. 30 iilke ise GDO lu iiriinleri ithal etmektedir,
diger bir deyimle toplam 59 iilke GDO’lu iiriinleri liretmek i¢in veya ithal etmek icin
onaylanmistir ve bu iilkelerde yasayan insan niifusu, toplam diinya niifusunun

%75’ine karsilik gelmektedir (James, 2010).

2010 yilinda GDO ekim alan1 1 milyon hektar1 agmus ilk 10 iilke soyledir; ABD (66.8
milyon hektar), Brezilya (25.4 milyon hektar), Arjantin (22.9 milyon hektar),
Hindistan (9.4 milyon hektar), Kanada (8.8 milyon hektar), Cin Halk Cumhuriyeti
(3.5 milyon hektar), Paraguay (2.6 milyon hektar), Pakistan (2.4 milyon hektar)
Giiney Afrika (2.2 milyon hektar), Uruguay (1.1 milyon hektar). Geri kalan 19 iilke
ise ekim alani biiyiikliiklerine gore soyle siralanmaktadir; Bolivya, Avusturalya,
Filipinler, Burkina Faso, Myanmar, Ispanya, Meksika, Kolombiya, Sili, Honduras,
Portekiz, Cek Cumhuriyeti, Polonya, Misir, Slovakya, Kosta Rika, Romanya, Isvec
ve Almanya (Tablo 2.1., James, 2010).
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Tablo 2.1: Transgenik iiriinlerin 2010 yilina ait global ekim alanlar1 (James, 2010).

ABD
Brezilya
Arjantin
Hindistan
Kanada

Cin
Paraguay
Pakistan
Giiney Afrika
Uruguay
Bolivya
Avustralya
Filipinler
Myanmar
Burkina Faso
Ispanya
Meksika
Kolombiya
Sili
Honduras
Portekiz

Cek Cumbhuriyeti
Polonya
Misir
Slovakya
Kosta Rika
Romanya
Isveg

Almanya

22.9

9.4

8.8

35

2.6

2.4

2.2

11

0.9

0.7

0.5

0.3

0.3

0.1

0.1

Soya, misir, pamuk, kanola, kabak, papaya, yonca, seker pancart

Soya, misir, pamuk
Soya, misir, pamuk
Pamuk

Kanola, mustr, soya, seker pancari
Pamuk, domates, kavak, papaya, tatli biber
Soya

Pamuk

Mistr, soya, pamuk
Soya, misir

Soya

Pamuk, kanola
Misir

Pamuk

Pamuk

Misir

Pamuk, soya
Pamuk

Mistr, soya, kanola
Misir

Misir

Mistr, patates
Misir

Misir

Misir

Pamuk, soya

Misir

Patates

Patates




2015 yilu itibari ile Tarimsal Biyoteknoloji Uygulamalari i¢in Uluslararast Hizmetler
Enstitiisii (ISAAA), 40 iilkede, 20 milyon iireticinin toplam 200 milyon hektar alanda
transgenik Uriinlerin  iretilecegini  tahmin etmektedir. Transgenik iiriinlerin
kullanimimin devami ve giderek artis gostermesi Ozellikle Asya, Latin Amerika ve
Afrika’daki gelismekte olan iilkelerde beklenmektedir. Dikkat cekici bir konu ise
transgenik {riinlerin ekim alanlarinin % 46’simin gelismekte olan tilkelerde olmasina
ragmen, bu oranin 2015 yilindan 6nce daha da artacagi ve gelismis tilkelerin paymin
azalacaginin tahmin edilmesidir. Yeni ylizyilda, yiizyilin gelisim hedefi, aghigin ve
fakirligin yar1 yariya azaltilmasi olarak ongoriilmektedir. Transgenik {riinlerin bu
hedefin gerceklesmesinde son derece etkin bir rolii olacagi ve gelecek i¢in katkisinin

daha da biiyiik olacagi tahmin edilmektedir (James, 2009).

2.3. GENETIK MODiFiKASYON

Bitkilerde gen transferi dogal olarak meydana gelebilen bir mekanizmadir. Bir bitki
patojeni olan gram negatif toprak bakterisi Agrobacterium tumefaciens kendi
genlerini enfekte ettigi bitkiye aktararak bitki hiicresinde kendine ait genlerin anlatim
yapmasina neden olmaktadir. Molekiiler biyologlar dogal olarak gerceklesen bu
mekanizmay1 degistirerek patojen bakterinin bitkiye kendi genleri yerine farkli bir
organizmaya ait, istenilen Ozellikleri sifreleyen genlerin aktarmasini saglamislardir
(Chrispeels ve Sadava, 2003). 1980’lerde gelistirilen bu yontem en eski gen transfer
yontemidir ve bir¢ok bitkinin genetik olarak degistirilmesinde basarili bir sekilde
uygulanmigtir. Fakat bu yontemin énemli bir dezavantaji Agrobacterium’un yalnizca
dikotil bitkileri dogal olarak enfekte etmesidir ve bu nedenle uygulanmaya baslandigi
ilk yillarda monokotil bitkilere gen aktariminda kullanilmasi olduk¢a smirliydi. Bu
gibi durumlar i¢in biyolistik, elektroporasyon, protoplast flizyonu ve mikroenjeksiyon
gibi alternatif dogrudan gen aktarimi yontemleri gelistirilmistir (Querci ve dig.,
2006). Fakat Agrobacterium araciligiyla genetik transformasyon yontemi kisa siirede
monokotil bitkiler i¢in uyarlanmistir. 1990’larin ortalarina dogru uzun siire A.
tumefaciens enfeksiyonuna direng gosteren birgok monokotile bu yontem basarili bir
sekilde uygulanmistir ve bu yontemle transgenik piring, misir ve bugday 1rklar elde

edilmeye baglanmigtir (Ishida ve dig., 1996; Cheng ve dig., 1997). Gen transferinde



kullanllan bu ve bunun gibi bagka teknikler tarimda ve yeni c¢esitlerin

gelistirilmesinde sinirsiz olanaklar sunmaktadirlar (Chrispeels ve Sadava, 2003).

Gen aktarilmis bikide aktarilan genin yiiksek diizeyde anlatim yapmasi ve anlatiminin
kontrol edilmesi son derece 6nemlidir. Bu nedenle yeni bir transgenik bitki iiretilirken
bitkiye yalnizca yapisal genler aktarilmaz, aktarilacak geni diizenleyici promotor ve
terminator diziler ile birlikte aktarilirlar. Bir genin anlatiminin yapilabilmesi igin
transkripsiyonu baslatacak bir promotor diziye ihtiyag¢ vardir. Giiniimiizde karnabahar
mozaik virlisiine ait 35S promotoru, transgenik bitkilerde yabanci genlerin
transkripsiyonunu saglamak i¢in en yaygin kullanilan promotor dizidir. Bu promotor
dizi yliksek transkripsiyon aktivitesinden dolayr bir¢ok bitkide yabanci genin
anlatimmin yapilmasini saglar, ancak farkli etkinlik diizeyleri bitki tiiriine gore
degisebilir (Yoshida ve Shinmyo, 2000). Yine karnabahar mozaik viriisiine ait 35S
terminator ve bir toprak bakterisi olan Agrobacterium tumefaciens ait nopalin sentaz
terminatorii bir¢ok transgenik bitkide durdurucu dizi olarak kullanilmistir. Sekil
2.1.°de verilen MONS10 transgenik misira aktarilan gen kaseti 35S promotorii ve nos

terminatorii icermektedir.

A
P-E35S  hsp70 erylA(b) T-nos

Sekil 2.1: 35S ve nos diizenleyici dizilerini igeren MON810 musirda kullanilan crylA(b) gen
kasetinin ve misir hsp70 (heat shock protein 70) intron 1’ in gematik gosterimi

GD bir tirtiniiniin gelistirilmesi ve piyasaya siiriilmesi ¢ok uzun yillar alan bir siiregtir
ve bir¢ok basamaktan olugmaktadir. GD {iriiniin gelisim siirecinde {iriiniin kalitesinin
ve biitlinligiiniin korunmasi, GD {iriiniin tanimlamas1 ve izlenebilirligi i¢in etkili
araglarin gelistirilmesi yeni bir GD {iriiniiniin basarisi i¢in zincirin esas bilesenlerini
olusturmaktadir (Gupta ve Ram, 2004). Fakat bu zorlu ve uzun siireglere ragmen
1994°de piyasaya siiriilen ilk transgenik iriin olan Flavr Savr domatesten sonra
Round-up Ready soya fasulyesi, Bacillus thuringiensis (Bt) misir ve Bt pamuk gibi
bir ¢ok transgenik {iriin piyasaya sunulmus ve ¢ok hizli bir sekilde yayilmistir (Tablo
2.2.).



Tablo 2.2: Genetigi degistirilmis iiriinler ve global ekim alanlart (James, 2010).

Bitki Ekim Alam (milyon hektar) % Ekim Alam
Herbisitlere toleransli soya fasiilyesi 73.3 50
Kombine (stacked) misir 28.8 19
Bt pamuk 16.1 11
Bt musir 10.2 7
Herbisitlere toleransli musir 7.0 5
Herbisitlere toleransh kanola 7.0 5
Kombine (stacked) pamuk 35 2
Herbisitlere toleransli pamuk 14 1
Herbisitlere toleransh seker pancari 0.5 <1
Herbisitlere toleransli patates 0.1 <1
Digerleri 0.1 <1
Toplam 148.0 %100

2.4. TRANSGENIK MISIRLAR

Latince adi Zea mays olan misir Gramineae (Poaceae) ailesinin bir tiyesidir (lltis,
1972). Mustr, ilk ekildigi bolge olan Meksika ve Orta Amerika’dan Kuzey ve Giiney
Amerika’ya daha sonrada Avrupa’ya yayilmis bir bitkidir. Avrupa araciligiyla da
Afrika ve Asya’ya ulagmistir. Zamanla yerli popiilasyonlardan kaliteli agronomik

ozelliklere sahip irklarin segilmesi modern varyetelerin temelini olusturmustur

(Hamaker ve Larkins, 2002).

Yiiz yillardir ¢iftciler tarafindan seleksiyon yolu ile agronomik 6zellikleri gelistirilen
misirin, klasik 1slah yontemleriyle degistirilmesi miimkiin olmayan pek c¢ok 6zelligi,
genetik mithendisligi yontemleri kullanilarak degistirilebilir. Gegtigimiz yillarda bu
teknolojinin  {istiinligli boceklere dayanikli ve herbisitlere toleransli  misir
varyetelerinin gelistirilmesiyle kanitlanmistir (Hamaker ve Larkins, 2002). Fakat bir
monokotil olarak misir bitkisinin Agrobacterium tumefaciens tarafindan enfekte
edilmesi oldukga giictiir. Bu nedenle misir hiicrelerine yabanci gen sokmak i¢in Ti
plazmiti (Agrobacterium tumefaciens’in bitkiye kendi genlerini aktarmak i¢in
kullandig1 plazmit) kullanilan ilk girisimler son derece basarisiz olmustur (Graves ve
Goldman, 1986; Golovkin ve dig., 1993). Sonug olarak misir genomunu degistiren ilk

deneme, DNA baglanmis metal partikiillerin gen tabancasi yardimi ile embriyonik
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hiicrelere sokulmasiyla gergeklestirilmistir (Sanford ve dig., 1987). Bu yontemin
yiikksek oranda basarili oldugu kanitlanmistir ve giiniimiize dek bir¢ok transgenik
muisirin liretiminde bu teknik kullanilmistir (Spencer ve dig., 1992; ; Pareddy ve dig.,
1997; Zhong ve dig., 1999). Elektroporasyon yontemi de yabanci DNA’y1 musir
hiicresine sokmak i¢in kullanilan diger bir alternatif metottur. Elektroporasyon
yontemi ile plazma membraninda porlar olusur ve bu sekilde aktarilmak istenen
DNA’nin hiicrenin i¢ine girisi saglanmis olur (D’Halluin ve dig., 1992; Pescitelli ve
Sukhapinda, 1995). Fakat bu yontemin etkinligi ve tekrarlanabilirligi ¢ok yiiksek
olmadigindan yaygin bir kullanim alan1 yoktur (Hamaker ve Larkins, 2002). 1996’da
Ishida ve dig. Agrobacterium aracilikli transformasyon yontemini misir i¢in optimize

etmistir ve yontem yaygin olarak kullanilmaya baslamistir.

1990’da ilk transgenik musirin gelistirildigi bildirilmistir (Gordon-Kamm ve dig.,
1990). Boceklere direncli misir ilk basarili transgenik bitkilerdendir (Armstrong ve
dig., 1995). Bahsi gecen boceklere dayanikli gesitler, bir gram-pozitif toprak bakterisi
olan Bacillus thuringiensis’e ait, insektisit 6zelligi kodlayan crylA(b) geninin hedef
bitkiye aktarilmasiyla gelistirilmistir. CRY1A(b) proteini European Corn Borer (ECB)
gibi bircok lepidoptere karsi toksik etki gosterirken insanlara, diger omurgalilara ve
yararli boceklere karsi toksik etkisi bulunmadigi gosterilmistir (Lee ve dig., 1995).
Boylelikle elde edilen yeni ¢esitler iirettikleri bu yeni protein sayesinde kimyasal ila¢
kullanimimna ihtiyag duyulmadan Lepidoptera takimina ait zararlilara karsi direng
kazanmislardir (Huffman, 2004).

1998°de ispanya 22.137 hektarlik alana Bt misir ekimi yaparak resmi olarak ilk Bt
misir Uretimini baslatan iilke olmustur. Bt misirin ¢iftgilere sagladigi onemli
faydalarindan dolayr ve hayvanlar icin daha ekonomik besin kaynagi oldugu i¢in
iiretim alanm1 her gegen yil artis gostermektedir. Simdilerde ise toplam alt1 AB iilkesi
yaklagik 91.000 hektar alanda (91.193 ha.) Bt musir {iretimi yapmaktadir (James,
2010).

Bacillus thuringiensis’e ait bitkiye insektisit 6zelligi kazandiran crylA(b) geninin yani
sira, misir bitkisine herbisit tolerans 6zelligi kazandirmak i¢in bar ve epsps (gulufosat

5-enolpurivil-sikimat-3-fosfat sentaz) genleri transgenik cesitlerde yaygin olarak
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kullanilan genlerdir. Fosfinotrisine diren¢ geni olan bar (Gordon-Kamm ve dig.;
1990, Fromm ve dig., 1990) bir toprak bakterisi olan Streptomyces
hygroscopicus 'dan e¢lde edilmistir. Bar geni fosfinotrisin asetiltransferaz (PAT)
kodlayarak fosfinotrisinin aktivitesini yok eder. Fosfinotrisin herbisit aktivitesini
glutamin sentetazin inhibisyonuyla meydana getirir. Gulutamin sentetazin
inhibisyonu bitkide yliksek miktarda amonyak birikmesine neden olur ve bitkinin
Olimiiyle sonuclanir. PAT, fosfinotrisinin asetilasyonunu katalizler ve boylece
herbisit aktivitesini yok eder (Querci ve Mazzara., 2006). Bir diger herbisit tolerans
geni olan epsps ise Agrobacterium tumefaciens CP4 toprak bakterisine aittir. EPSPS
fenilanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik aminoasitlerin iiretiminde yer alan sikimat
biyokimyasal yolunda zorunlu bir enzimdir. Glufosat, EPSPS enziminin inhibit6rii
olarak calisir ve EPSPS’nin durdurulmasi biiylimenin engellenmesi ve bitkinin
Olumiiyle sonuglanir. Transgenik bitkilere aktarilan gen ise bu enzimin bakteri
kokenli (Agrobacterium tumefaciens CP4 susuna ait) glufosata direngli versiyonudur
bu nedenle inhibisyona ugramaz ve tarlaya glufosat uygulamasi yapildiginda
yetistirilen iriine zarar gelmeden diger yabanci otlar yok edilebilir (Querci ve
Mazzara., 2006).

Herbisitlere toleransli ve insektisit dzelligine sahip musir ¢esitlerinin hayvan yemi ve
gida olarak diinyanin pek c¢ok bdlgesinde yaygin olarak kullanilmasinin yani sira

bioenerji kaynagi olarak kullanilan bitkilerin basinda gelir.

25. TRANSGENIKLERLE ILGILIi RiSK DEGERLENDIRMELERI,
ETIiKETLEME VE iZLEME CALISMALARI

Genetigi degistirilmis gidalar diinya marketlerine girdiginden bu yana c¢evre ve insan
saglig1 iizerine olas1 olumsuz etkileri tartisma konusu olmustur. Bu nedenle, Avrupa
Birligi GDO ile ilgili siiphelere egilerek bir dizi karar almistir. 2002 yilinda GDO’larin
risk degerlendirmelerini yapmak {izere Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)
kurulmustur. EFSA, GDO’larin insan sagligi ve cevre iizerindeki olasi olumsuz
etkilerini bilimsel esaslar cercevesinde degerlendirmekte ve son karari ise Avrupa
Birligi Komisyonu vermektedir. Buna gore AB icerisinde satilacak olan GD iirlinlerin

tiiketicinin segme 6zgiirliigiiniin saglanmasi igin etiketlenmesi gerekmektedir.
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Kisa siire dncesine kadar GDO’larin giivenligi konusunda yaymlanmis yeterli dokiiman
olmadigr i¢in Ozellikle insan sagligi lizerine etkileri tam olarak aydinlatilamamisti.
Fakat gliniimiizde misir ve soya basta olmak {izere pek ¢ok transgenik bitkinin ¢evre ve

insan saglig1 lizerine etkileri konusunda pek ¢ok ¢alisma yaymlanmuistir.

Misirla ilgili yapilan gesitli ¢aligmalar sonucunda 1507 (MacKenzie ve dig., 2007),
59122 (Malley ve dig., 2007; Juberg ve dig.,2009; He ve dig., 2008), 1507x59122
(Appenzeller ve dig., 2009), MON 88017 (Healy ve dig., 2008; Tutel'ian ve dig., 2008)
ve MIR604 (Tutel'ian ve dig., 2009) transgenik musirlarinin geleneksel misir kadar
giivenli oldugu kanisina varilmistir. Ancak, NK 603, MON 810 ve MON 863 transgenik
musirlartyla ilgili yapilan c¢alismalarin sonuglari, GDO’larin insan sagligi iizerine

olumsuz etkileriyle ilgili endiseleri arttirmistir (Séralini ve dig., 2007; de Vendomois

ve dig., 2009, Tablo 2.3.).

Tablo 2.3: Genetigi degistirilmis misirlarin gida olarak tiiketilmeleriyle ilgili ¢esitli hayvan
tiirleri izerinde yapilmig ¢aligmalar.

. Calismada
Transgerjllf kullanilan C..a l'sfm Belirlenen etkiler Referans
musir c¢esidi . . | suresi
hayvan tiirii
Erkeklerde (% 3.3 azalma) ve disilerde (% 3.7
artig) hafif ama doza bagl agirlik degisimleri. Séralini ve dis
MON 863 Sican 90 giin Hepatorenal toksite belirtileri, disilerde 2007 &
trigliserid artig1 (% 24-40) ve erkeklerde idrarla
fosfor ve sodyum atiliminin azalmasi (% 31-35).
MON 863 Sican 90 giin Belirlenmis bir yan etki yok. Doull ve dig., 2007
3 GDO’nun kullanimiyla iligkili, cinsiyete ve
NK 603, doza bagli ¢ogu hepatorenal toksite ile ilgili yan N
MON 810 | Sigan 14 hafta | etkiler. Diger yan etkiler kalp, dalak, bobrek 32 Xi?“dzo(;g‘;‘s
ve MON863 iistii bezleri ve hemopoetik sistemde tespit &
edildi.
Sprague- . . L . MacKenzie ve dig.,
1507 dawley sicant 90 giin Belirlenmis bir yan etki yok. 2007
59122 Sican 90 giin Belirlenmis bir yan etki yok. lz\/é%l;ey ve dig.,
Sprague- . . L . Appenzeller ve dig.,
1507x59122 dawley sicani 92 gilin Belirlenmis bir yan etki yok. 2009
59122 Fare 28 giin Belirlenmis bir yan etki yok. Juberg ve dig., 2009
DAS- Sprague- . . L . .
50122-7 dawley sicant 90 giin Belirlenmis bir yan etki yok. He ve dig., 2008
MON 88017 | Sigan 13 hafta | Belirlenmis bir yan etki yok. Healy ve dig., 2008
MIRG604, ) ) . L . Tutel'ian ve dig.,
MONBS8107 Belirlenmis bir yan etki yok. 2008, 2009
MIR604, ) ) . . . Tyshko ve dig.,
MONS8107 Belirlenmis bir yan etki yok. 2008
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Avrupa Birligi, tiiketicilerin bilingli olarak tercih yapabilmesi igin GDO’lu iriinlerin
etiketlenmesini yasalarla zorunlu hale getirmistir. Avrupa Komisyonu’nun EC
1830/2003 yonetmeligi “Gida ve yem kullanim amaglhi GDO’lar, GDO igeren veya
GDO olan gida ve yem, GDO’lardan iiretilen veya GDO igeren bilesenlerden {iretilen
gida ve yemlerin” piyasaya siiriilmesini ve etiketlenmesini diizenlemektedir. Bu
yonetmeliklere gore liriiniin igeriginde ancak % 0,9’un iizerinde bir degerde GDO
bulunmas1 durumunda etiketlemesi zorunludur bu smirin altindaki miktardaki
karisimin tesadiifi veya teknik olarak onlenemeyecek bir durum oldugunu kabul
etmektedir. Bunun yani1 sira bu diizenlemeler sadece AB pazarina girmesi onaylanan
cesitler i¢in gegerlidir, onaylanmamis {iriinlerin her ne miktarda ve sekilde olursa
olsun piyasada bulunmas1 kesinlikle yasaktir. Avrupa Birligince onaylanmis bir¢ok
transgenik musir gesitleri, igerdikleri genler ve onaylandiklar1 tarihler Tablo 2.4.’de

listelenmistir.
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Tablo 2.4: Avrupa Birligince onaylanmis genetigi degistirilmis misirlar (Avrupa Komisyonu,

2010).
Transformat Uretici Firma Aktarilmis gen Onaylandig: tarih Onayml?a?_(i);: a erdigi
Btll Syngenta crylAb, bar 27/08/2010 27/07/2020
Pioneer ve
DAS59122 Dow Cry34Ab%§rry3Ab1 24/10/2007 23/10/2017
AgroSiciences '
Pioneer ve
DAS1507x Dow crylF, bar, 24/10/2007 23110/2017
NK603 S cp4_epsps
AgroSiciences
03/03/2006 02/03/2016
(g1dalarda (gidalarda
Pioneer ve kullanimi kullanimi i¢in)
DAS1507 Dow crylF, bar i¢in)16/03/2006 15/03/2016
AgroSiciences (hayvan (hayvan
yemlerinde yemlerinde
kullanimu i¢in) kullanimi)
GA21 Syngenta m_epsps 28/03/2008 27/03/2018
MONS10 Monsanto cry1Ab Onay yenlle_nmeS| Onay yenlle_nme3|
devam ediyor devam ediyor
13/01/2006 12/01/2016
(gidalarda (gidalarda
kullanimu i¢in) kullanim i¢in)
MON863 Monsanto cry3Bbl, nptll 10/08/2005 09/08/2015
(hayvan (hayvan
yemlerinde yemlerinde
kullanimu i¢in) kullanimi i¢in)
03/03/2005 02/03/2015
(gidalarda (gidalarda
kullanimu igin) kullanim i¢in)
NK603 Monsanto cp4_epsps 18/10/2004 2005 17/10/2014
(hayvan (hayvan
yemlerinde yemlerinde
kullanimu i¢in) kullanimu i¢in)
NK603x MONB810 Monsanto crylAb, cpd_epsps 24/10/2007 23/10/2017
125 Bayer bar Onay yenlle_nme5| Onay yenlle_nme3|
devam ediyor devam ediyor
cry3Bb1,
MONB88017 Monsanto 30/10/2009 29/10/2019
cp4_epsps
MONB89034 Monsanto CrylA.105, 30/10/2009 29/10/2019
cry2Ab2
cry34Abl,
59122x NK603 Pioneer cry35Abl, bar, 30/10/2009 29/10/2019
c4_epsps
MIR604 Syngenta cry3A, pmi 30/11/2009 29/11/2019
MON863x cry3Bb1, crylAb,
MONBS10x NK603 Monsanto ¢4 epsps, nptll 02/03/2010 01/03/2020
MON863x cry3Bbl, crylAb,
MONS10 Monsanto nptl | 02/03/2010 01/03/2020
BtL1xGA21 Syngenta Crﬁﬁtgs;’:‘r' 28/07/2010 27/07/2020
MONBS8017x crylAb, Cry3Bb1,
MONS10 Monsanto cA epsps 28/07/2010 27/07/2020
cry3Bb1l,
MONB863x NK603 Monsanto 02/03/2010 01/03/2020
c4_epsps, nptll
MON89034x crylA.105,
NK603 Monsanto Cry2Ab2, cA_epsps 28/07/2010 27/07/2020
crylF, cry34Abl,
59122x1507x Pioneer cry35Ab1, 28/07/2010 27/07/2020
NK603
c4_epsps
1507x59122 Pioneer CrylP, Cry34ADl, 28/07/2010 27/07/2020

cry35Abl, bar
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Ulkemizde ise GDOile ilgili yasal diizenlemeler son yillarda olusturulmustur. “Gida ve
Yem Amagli Genetik Yapis1 Degistirilmis Organizmalar ve Uriinlerinin Ithalati,
Islenmesi, Thracati, Kontrol ve Denetimine Dair Yonetmelik” 26 Ekim 2009 tarih ve
27388 sayili Resmi Gazete’de yayinlanmig ve 28 Nisan 2010 tarihinde ise yonetmelikte
degisiklik yapilmistir. S6z konusu degisiklik kapsaminda ticarete konu olan ve risk
degerlendirmesi yapilmasi sonucu Avrupa Birligi’nde tiiketime uygun olduguna dair
onaylanmis genler hakkinda degerlendirme yapmak ve yapilan degerlendirme sonucu
bu onayli genler arasindan uygun goriilenleri belirlemek amaciyla bir Bilimsel Komite
tayin edilmistir. Transgenik cesitlerle ilgili risk degerlendirmesi yapan kuruluslarin
(EFSA, WHO, FAO) ve bilimsel arastirmalarinin sonuglari (allerjenik ve toksijenik etki
analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef
dis1 organizmalara etkisi vb.) ile farkli iilkelerde iiretim ve tiikketim durumlarini goz
ontinde bulundurarak belirli transgenik iiriinlerle ilgili alinan Bilimsel Komite Kararlar
Bakanlikca onaylanmistir. Asagida musir iriinleriyle ilgili alman Bilimsel Komite
Kararlari listelenmistir (Tablo 2.5.). So6z konusu Komite Kararina gore gida ve yem
tiriinlerinin GDO’lu olarak degerlendirilmesi ve etiketlendirilmesi icin GDO oraninin
%0.9 esik degerinden fazla olmast gerekmektedir. Tanimlanmamis ve risk
degerlendirmeleri yetkili kurullar tarafindan (EFSA, Bilimsel Komite vb.) yapilmamis

yabanci genleri igeren triinler i¢in bu esik deger % 0 olarak belirlenmistir.
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Tablo 2.5: Transgenik musirlarla ilgili alinan Bilimsel Komite kararlari (Bilimsel Komite, 2011)

Transgenik - .
Bitkinin Ad Bilimsel Komite Karari

Bt11 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina vartlmustir.

DAS1507 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim diginda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmustir.

GA21 Yem ve gida olarak kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina vartlmstir.

MONS10 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim diginda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina vartlmustir.

MONB863 Sadece yem olarak kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varilmistir.

’\Il\/l KOGI(;IS? 63X Sadece yem olarak kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varilmistir.

MON863 X <

MONS10 Sadece yem olarak kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varilmustir.

NK603 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olugturmayacagi kanisina varilmustir.

NK603 X Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak

MONB810 kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmistir.

T25 Yem ve gida olarak kullaniminin uygun olmayacagi kanisina varilmustir.

DAS59122 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmigtir.

DAS1507 X Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak

NK603 kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina vartlmustir.

MONB89034 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisma varilmustir.

MONB8017 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmistir.

59122 X NK603 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmistir.

MIR604 Yem ve gida (taze, konserve, un, irmik ve mamulleri gibi dogrudan tiiketim disinda) olarak
kullanildiginda herhangi bir risk olusturmayacagi kanisina varilmustir.

mg“gig X Sadece yem olarak kullanilmasinin uygun olacag: kanisina varilmistir.
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Bunun yani sira 26 Mart 2010 tarihli ve 27533 sayili Resmi Gazetede yayimlanan
“Biyogiivenlik Kanunu” nun esaslarina gore ililkemizde genetigi degistirilmis bitki ve
hayvanlarin iiretimi, GDO ve {iriinlerinin Kurul tarafindan piyasaya siirme kapsaminda
belirlenen amag¢ ve alan disinda kullanimi ve GDO ve firiinlerinin bebek mamalar1 ve
bebek formiilleri, devam mamalar1 ve devam formiilleri ile bebek ve kiigiik ¢cocuk ek

besinlerinde kullanilmasi yasaklanmustir.

2.6. GDO ANALIZI

Genetigi degistirilmis tarim {riinlerinin belirlenmesinde protein ve  DNA temelli
yontemler olmak {iizere baslica iki yaklasim s6z konusudur. Protein temelli
yaklagimlarda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) en yaygin kullanilan
yontemdir. Antijen antikor arasindaki baglanma oOzelligine dayali olarak 06zel
proteinlerin (yabanci genin iiriinii olan proteinlerin) varligi belirlenir. Bunun yani sira,
DNA temelli yontemler daha hassas ve gilivenilir sonuglar verdigi icin genetigi
degistirilmis iriinlerin analizinde daha yaygim kullanilirlar (Querci, M., 2010). PCR
teknigine dayali yontemler istenen verimde kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina
olanak saglar (Anklam ve dig., 2002).

2.6.1.DNA Temelli GDO Analiz Y oéntemleri

DNA temelli GDO analiz prosediirleri genellikle {i¢ asamadan olusur: Tarama,
tanimlama ve miktar tayini.

1) Tarama: Amag bir iiriiniin GDO igerip icermedigini tespit etmektir. Sonucu
pozitif ya da negatif olabilir. Cikan sonucun kesin ve hatasiz oldugundan
emin olmak i¢in kullanilan metod ¢ok hassas ve giivenilir olmalidir.

2) Tanimlama: Bu asamada amag lriinlin kag farkli GDO igerdigini ve bu
igeriklerin onayli GDO’lar olup olmadigini bulmaktir. GDO tanimlamasi
icin spesifik dizi bilgisine ihtiya¢ vardir. Avrupa Birligi Joint Research
Center (JRC) tarafindan bilimsel verilere dayanan uygun molekiiler

tanimlama metodlar1 gelistirilmistir.
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3) Miktar tayini: Eger bir iiriinde GDO varligi belirlendiyse yonetmelige
uygun miktarlarda olup olmadigimi belirlemek i¢in kantitatif analizler

yapilir (Laura ve dig., 2001).

2.6.2. DNA Izolasyonu

Orneklerden yiiksek kalitede ve saflikta DNA izolasyonu GDO analizinin birinci
adimidir. Kalitatif ve kantitatif PCR metotlarinin uygulanabilmesi i¢in DNA’nin
yeterli saflikta, kalitede ve miktarda elde edilmesi gerekmektedir. DNA izolasyonu

icin CTAB DNA izolasyon metodu ve firmalarin iirettigi kitler kullanilmaktadir.

DNA izolasyonu ekstraksiyon ve saflastirma olmak {izere iki temel asamadan
meydana gelmektedir. DNA ekstraksiyonu hiicrelerin pargalanmasi, hiicresel
niikleazlarin inaktivasyonu, DNA disindaki niikleik asitlerin parcalanmasi ve
DNA’nin geri kalan maddelerden ayrilmasi olarak oOzetlenebilir. Bu asamada
mekanik, kimyasal ve enzimatik yontemlerin hepsine ya da birkacina bagvurulur

(Cetiner ve Budak 2006).

Genel olarak bitkisel materyalden DNA izole etmek i¢in asagidaki basamaklari
bagarili bir sekilde uygulamak gereklidir:

e (Ornek homojenizasyonu ve hiicre duvarinin par¢alanmasi ( genellikle kuru buzla
veya s1v1 nitrojenle dgiitlilerek ya da havanda doviilerek yapilir).

® Hiicre membraninin her DNA ekstraksiyon tamponu i¢in gerekli bir bilesen olan
deterjanla [CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) ya da SDS (sodium
dodecyl sulfate) olabilir] bozulmasi.

e Deterjanlar, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) ve bir¢ok enzim ig¢in
zorunlu bir kofaktér olan Mg2+’un kelatorleri (baglayici molekiiller) ile
niikleazlarin inhibisyonu.

® Proteinaz K eklenerek proteinlerin inhibisyonu ve parcalanmasi.

e Inhibe edici polisakkaritlerin DNA’dan ayrilmasi (CTAB iceren soliisyonda
diferansiyel ¢oziinme yoluyla meydana gelir).

e Hidrofobik hiicre bilesenlerinin (lipit gibi) kloroform gibi organik ¢oziiciilerle

DNA’dan ayrilmasi.
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® Alkolle DNA’nin deterjandan ayrilmasi ve yogunlastirilmast.

® Alternatif olarak, DNA baglayici silika kolonlar kullanilarak DNA’nin diger
hiicre bilesenlerinden ayrilmasi (Spoth ve Strauss, 1999; Melzak ve dig., 1996).

Son zamanlarda, GDO analizlerinde bitki kokenli materyallerden DNA izole etmek i¢in
en fazla kullanilan G¢ farkli yontem mevcuttur: CTAB metodu, DNA baglayic silika

kolon metodu (bir¢ok ticari DNA izolasyon kiti) ya da bu iki yontemin kombinasyonu.

CTAB metodu ilk kez 1980°de Murray ve Thompson tarafindan yaymlanmistir.
Islenmis ve islenmemis gidalara uygulanmasi icin bircok modifikasyonu gelistirilmistir
(Hupfer ve dig., 1998; Hotzel ve dig., 1999; Poms ve dig., 2001). Bu prosediir bitkiden
ve bitki kokenli gidalardan DNA izole etmek i¢in ¢ok etkin bir yontemdir ve DNA’y1
polisakkaritlerden ¢ok etkili bir bigimde ayirir. GD Gida ve Yem i¢in Avrupa Birligi
Referans Laboratuvari (EURL-GMFF), misir ve soya gibi pek ¢ok gida tiirii igcin CTAB
metodunun uygulanabilirligini onaylamistir (CRL-GMFF, 2007, 2008)

2.6.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR reaksiyonu iki primer (hedef dizinin her iki ucuna da komplementer sentetik
oligoniikleotitler) arasindaki hedef DNA parcasimin  milyonlarca kopyasinin
olusturulmasina imkan tanir. Tekrarlanan bir seri kademeli termal dongiiler boyunca
DNA polimeraz enzimiyle cogaltim gergeklesir ve primer ¢ifti arasindaki DNA
dizilerinin hizl bir sekilde ¢ogaltimi saglanir (Sekil 2.2., Somma ve Querci, 2010).

1. donga

Aranan gen —_

== 3.donga

— 2. dongi

Ldomga  eseeeeeeeees » 35 dongu

Hedef DNA _<— pr—

P4 36 N
4 kopya 8kopya 16 kopya 32 kopya 2= 68 milyar kopya

Sekil 2.2: PCR reaksiyonuyla DNA’nin ¢ogaltilma semasi1 (Somma ve Querci, 2010)
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Prensip olarak PCR ii¢ farkli sicaklik derecesinin ardisik dongiilerinden olusan bir
islemdir. Bu dongiiler boyunca hedef dizinin sayisi iissel olarak artar. Her dongiide ii¢
farkli sicaklik derecesi, reaksiyonda ii¢ farkli basamaga karsilik gelir. i1k basamakta, ¢ift
zincirli DNA denatiirasyon igin denatiirasyon sicakligina (~94°C) 1sitarak tek zincir
haline getirilir. Ikinci basamakta, primerlerin hedef dizilere baglanmast icin sicaklik 50-
65°C’ye (GC igerigine gore degisir) diistiriiliir. Primer molekiilleri fazla oldugu igin bu
sicaklikta DNA-DNA hibridizasyonu yerine primer hibridizasyonu gerceklesir. Ugiincii
basamakta ise hedef diziye baglanmis primerler optimum sicaklikta (72°C) genellikle
Thermus aquaticus (Taq) polimeraz enzimi tarafindan uzatilir. Primerlerin uzatilmasiyla
hedef dizinin kopyasi olusturulmus olur. Dongiiler DNA miktarina baglh olarak ve
cogaltilan DNA pargasinin uzunluguna bagli olarak 20-50 kez tekrar edilebilir (Laura ve
dig., 2001). Son olarak da geleneksel PCR’da elde dilen PCR firiinlerinin analizi i¢in
ornekler agaroz jel elektroforez sistemi ile goriintiilenir. Agaroz jel elektroforezinde,
jele yiikklenen DNA pargalar1 jelin ig¢inde biyiikliklerine gore ayrilirlar ve analiz

edilebilirler.

2.6.3.1. Tarama Amagli Kalitatif PCR

Bitkiye Ozgii Kalitatif PCR: GDO igerigi tanimlanmak istenilen bitkiye 6zgii PCR GDO
analizinin ilk basamagidir. Bitkiye 6zgli PCR, izole edilen DNA’nin kalitesinden, PCR
icin uygunlugundan ve total DNA i¢inde GDO analizi yapilacak bitkinin DNA’sinin
varligindan emin olmak i¢in gereklidir. Kullanilan hedef gen dizisi yalnizca hedef bitki
tiirline 6zgli olmalidir. Adhl, hmga, wrl, itp, maize-ppi-ppf, zein ve zSSlIb genleri misir

bitkisini tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan hedef dizilerdir (GMDD, 2011).

Yabanct Gene Ozgii Kalitatif PCR: Tarama amach rutin GDO analizinde, odaklanilan
hedef diziler taranan grup igin karakteristik diziler olmalidir. ilk GDO tarama metodu
1997°de Isvigreli ve Alman bilim adamlari tarafindan gelistirilmistir ve karnabahar
mozaik virtisii 35S promotorii ve Agrobacterium tumefaciens nos terminatorii genetik
elementlerinin tespit edilmesine dayali bir metottur (Pietsch ve dig., 1997). 35S ve nos
bugiin marketlerde sunulan birgok GDO’lu iirlinde genetik kontrol elementleri olarak
bulunmaktadir ve giinlimiizde tarama amagli GDO analizlerinde yaygin olarak

kullanilan hedef dizilerdir (Hemmer, 1997).
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2.6.3.2. Kantitatif ‘Real time’ (Ger¢ek Zamanli) PCR

‘Real time’ PCR teknigi ilk kez 1992°de Higuchi ve arkadaslar tarafindan bir ¢ift zincir
DNA boyasi olan Etidyum Bromiir (EtBr) kullanilarak gelistirilmistir. ilerleyen yillarda
birgok ‘real time’ PCR aletlerinin piyasaya siiriilmesiyle ve kolay kullanim ayarlari
sayesinde kisa siirede ¢ok popiiler bir teknik haline gelmistir. Bu PCR teknigini
digerlerinden ayiran 6zelligi hedef DNA dizisinin ¢ogaltiminin tiim reaksiyon boyunca
izlenebilmesidir. Yani klasik PCR ¢ogalan iirtin miktar1 arttik¢a siddeti de artan siirekli

ve izlenilebilir sinyaller elde etmek i¢in adapte edilmistir (Laura ve dig., 2001).

PCR ii¢ asamadan olusur; iissel artis fazi, lineer faz ve duragan faz. Geleneksel PCR’da
bitis noktasinda olusan son iiriiniin analizi yapilir ve miktarsal bir veri elde etme imkani
¢ok sinirhidir. Bu nedenle geleneksel PCR yalnizca GDO’larin Kalitatif analizi igin
kullanilabilir. ‘Real time’ PCR’da ise devam eden ¢ogaltim islemi sirasinda miktar artisi
gozlenebilir, lissel artis faz1 sirasinda ¢ogaltilan tirliniin miktarsal 6l¢limii yapilir (Heild
ve dig., 1996). Esik degerin iizerinde anlamli bir sinyal olusmasi i¢in gerekli PCR
dongiisiiniin sayis1 bir 6l¢ii olarak alinir ve esik deger dongiisii (Ct=Cycle threshold)
degeri olarak adlandirilir. Ct degeri etkinligin siirdiigii PCR evresi siiresince olgiiliir ve
bu deger hedef molekiillerin baslangi¢ miktartyla ters orantilidir (Laura ve dig., 2001,
Sekil 2.3).



22

354
30 v4
25 Tt | -=-%9.9 Standart
‘-‘/.‘ 4 |-+ %16  Standart
20 vy | ~-%0.18 Standart
P g ,/ 7"/l | = %0023  Standart
15 Y —t— < -%0.0039 Standart
& g. g I “=-=%0 Standart!
T 10 Yooy ~ Esik deger gizgisi
. -/‘ Lid ~— Ornek
05 - - 57
. p 4 " Q
ol D./AA o cF —
gl - S S G s 1 !
C G GC
058 19 29 LY i 0
Doéngl Sayisi

Sekil 2.3: 35S promotorunun ‘real time’ ¢ogaltim grafigi (Anklam ve dig., 2002): Grafik alt
farkl standart ve bir 6rnege ait 35S promotorunun ¢ogaltimini gdsterilmektedir. PCR {iriiniiniin
olusumu her dongiide floresan 1s1ma miktarlar1 (dRn) alinarak es zamanli olarak goriintiilenir.
Ct degeri baslangigtaki 6rnek konsantrasyonuna baglidir. Ct degeri 6rnekteki hedef dizi kopya
sayistyla ters orantilidir.

PCR iiriiniiniin dolayl1 izlenmesine yonelik ¢aligmalarda EtBr (Higuchi ve dig., 1992)
yerine kullanilan yine bir ¢ift zincir DNA boyast olan SYBR Green yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir ve bu yontem {irin olusumunun daha iyi
goriintiilenmesine imkan vermektedir (Wittwer ve dig., 1997). Fakat primer dimerleri
gibi istenmeyen iriinlerin olusumundan dolay1 deneysel hatalar meydana gelebilir. Bu
tir driinlerin olusumundan kaynaklanan yanlis sonuglar erime egrisi analizleri ile

giderilebilir (Ririe ve dig., 1997).

Ozgiin prob ydntemleri 6zgiin olmayan ift zincir DNA boyalarma gore daha giivenilir
sonuglar verdigi i¢in GDO analizlerinde daha ¢ok tercih edilirler. FRET (fluorescence
resonance energy transfer) problari (Didenko, 2001), molekiiler boncuklar (Tyagi ve
Kramer, 1996) ve Scorpion problar (Whitcombe ve dig., 1999) GDO analizinde
kullanilan 6zgiin prob yontemleridir. Ancak en yaygin kullanilan 6zgilin prob yontemi
TagMan ya da 5'-ekzoniikleaz olarak adlandirilan yontemdir (Sekil 2.4.). TagMan
problar tek zincir DNA parcalaridir ve kalip DNA zincirinde iki primer arasinda kalan
bolgedeki belirli bir niikleotit dizisine baglanacak sekilde tasarlanirlar. Problarin 5 * ucu
raportdr bir boya ile 3° uglar1 ise baskilayici bir boya ile isaretlenmistir. Prob
bozulmadan 6nce raportor boya baskilayict boya tarafindan baskilanir boylece 1s1ma

meydana getirmez. Hibridizasyon meydana geldiginde, ¢ogaltimin uzama evresinde



23

Taq polimerazin 5°-3" ekzoniikleaz aktivitesi probu ayirir. Ayrilma baskilamanin
etkisini azaltir ve raportdr boyanin floresan 1s1masi olusan {iriin miktarinin 6l¢iisii haline
gelir (Laura ve dig., 2001). Yalnizca her iki primerin ve problarin hedef diziye
baglanmasi durumunda raportor sinyallerde artis meydana gelecegi i¢in prob kullanilan
‘real time’ PCR tekniklerinin 6zgiinliigii ¢ift zincir DNA boyalar1 kullanilan tekniklere

gore oldukca yiiksektir.

‘Real time’ PCR’da hedef dizinin oransal miktarinin tayini, GDO oranmi1 bilinen
Sertifikali Referans Materyaller (SRM) kullanilarak olusturulan bir standart egrinin
hazirlanmasiyla miimkiin olur. SRM’ler Avrupa Birliginin resmi kurulusu olan Referans
Malzemeleri ve Olgiimleri Enstitiisi (IRMM) tarafindan belirli GD iiriinlerin GD
olmayan {iriinlerle belli oranlarda (agirlik/agirlik esasina dayanarak) karistirilmasi ile

hazirlanan standartlardir.
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Sekil 2.4: Uriin olusumunu izlemek igin farkli amplikon spesifik problar kullanilan ‘real time’
PCR teknikleri: A)TagMan Problar1 B) FRET Problari: Probun 3’ ucu dondr (verici) bir
fluoroforla isaretlenmistir, yakinindaki diger bir probun 5’ ucu ise alic1 bir fluoroforla
isaretlenmistir. Her PCR dongiisiiniin baglanma evresinde problar hedefe baglanir ve FRET
sistemi Ol¢iilebilir bir floresan sinyaller olusturur. C) Molekiiler Boncuklar: Sag¢ tokasi
seklindeki oligoniikleotitlerin yuvarlak u¢ kisimlart hedef diziye tamamlayicidir ve yanlarda
kisa bir govde olusturmak i¢in birbirine komlementer dizler igeren iki kol (5-7 baz ¢ifti
uzunlugunda) mevcuttur. Kollardan biri raportdr bir boya ile digeri ise baskilayici bir boya ile
isaretlenmistir. Molekiiler boncuklar soliisyonun i¢inde serbestken kollar birbirine baglidir
bdylece baskilayici boya raportdr boyay1 etkileyerek 1s1ma yapmasini engeller. Her PCR
dongiisiiniin baglanma evresinde molekiiler boncuklarin yuvarlak ug kismi hedef diziyle
hibridize olur ve baskilayici boya raportér boyadan ayrilir. Bu durumda raportér boyanin
floresan 1s1masi 6lgiilecektir. D) Scorpions primerler: Scorpions primerleri 5 ucuna bir blokerla
(engelleyici) beraber molekiiler boncuk benzeri bir molekiil baglanmis olan PCR primerleridir.
PCR siiresince Scorpions primerler uzatilir ve molekiiler boncuklara baglanmis spesifik problar
ayni DNA kolu iizerindeki komplementer dizilerine baglanabilirler. Molekiiler boncukta oldugu
gibi, bu baglanma olay1 sa¢ tokas1 kivrimlarini agar ve raportor boya baskilayici boyayla daha
fazla baskilanmaz boylece olusan sinyaller gézlenebilir. Primer ve molekiiler boncuk arasindaki
bloker ise molekiiler boncuk kisminin okunmasini engeller (Laura ve dig., 2001).
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2.6.3.3.Hatal: Pozitif ve Hatali Negatif Sonuclarin Onlenmesi

PCR islemi sirasinda eser miktarda dahi DNA kontaminasyonu hedef dizi olarak
algilanabilir ve yanlis niikleik asit dizisinin ¢ogaltimina ve “hatali pozitif” sonucun
ortaya c¢ikmasina yol agabilir. Bu nedenle PCR bilesenlerinin ve PCR karigimini
hazirladigimiz ortamin DNA’dan arindirilmis olmasi son derece dnemlidir.

llgilenilen bolgenin basaril bir sekilde c¢ogaltilmasi hedef DNA’nin miktar1 ve
kalitesine, reaksiyon bilesenlerinin tam ve dogru miktarda karistirilmasina ve
reaksiyonun hassasiyetine baglidir. Reaksiyon kosullari ¢ok diisiik miktardaki hedef
DNA’y1 bile ¢ogaltabilecek sekilde optimize edilmelidir. Aksi takdirde “hatali negatit”
sonuglar ortaya ¢ikabilir. Glivenilir sonuglar elde etmek i¢in PCR reaksiyonu sirasinda

hem pozitif hem de negatif kontroller kullanmak gereklidir (Tablo 2.6.).

Tablo 2.6: PCR reaksiyonunun giivenilirligini sinamak i¢in kullanilmasi gereken kontroller.

Pozitif kontrol PCR reaksiyonunun verimliligi sinamak i¢in hedef diziyi i¢erdigi bilinen bir

ornek pozitif kontrol olarak kullanilmalidir

Negatif kontrol Reaksiyon hassasiyetini ve 6zgiinliigiinii 6lgmek i¢in hedef diziyi icermedigi
bilinen bir DNA negatif kontrol olarak kullanilmalidir

Kalipsiz kontrol Reaksiyon karisiminda olusabilecek kontaminasyon riskine karst DNA yerine

su kullanilan kalipsiz bir kontrol kullanilmalidr.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEK TOPLANMASI

Bu proje kapsaminda Tiirkiye’de pazara sunulmus misir i¢ceren gida 6rnekleri kullanildi.
Islenmemis musir tanesinden yiiksek islenmislik seviyelerine kadar ¢ok gesitli gida
tiirleri ve markalar1 analiz edilmek iizere Istanbul’daki ¢esitli marketlerden satin alinds.
Tablo 3.1.’de kullanilan 6rnekler listelenmistir.

Tablo 3.1: GDO analizi i¢in kullanilan 6rnekler

Ornek 1 Misir unu (marka 1)
Ornek 2 Misir unu (marka 2)
Ornek 3 Misir gevregi (marka 1)
Ornek 4 Misir gevregi (marka 2)
Ornek 5 Misir nisastasi

Ornek 6 Mikrodalga cin misir
Ornek 7 Cin misir

Ornek 8 Bebek mamasi (marka 1)
Ornek 9 Masir cipsi

Ornek 10 Bebek mamasi (marka 2)
Ornek 11 Bebek mamasi (marka 3)
Ornek 12 Masir tursusu (baby corn)
Ornek 13 Tatl misir

3.2. DNA iZOLASYONU

Orneklerden ve Sertifikali Referans Materyallerden (ERM-BF412a, ERM-BF412b,
ERM-BF412c, ERM-BF412d, ERM-BF412e, ERM-BF412f) CTAB DNA izolasyon
yontemiyle DNA izole edildi. Islemin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini test etmek
icin her 6rnek i¢in DNA izolasyonu ii¢ kez tekrar edildi ve islem sirasinda ortamdan
kaynaklanabilecek kontaminasyon riskine karsi bir tiipte 6rnek yerine su kullanilarak
(izolasyon kontrolii [extraction blank]) islem basamaklar1 uygulandi.

Islem sirasinda kullanilan CTAB tamponu ve CTAB c¢oktiirme soliisyonu igerikleri

Tablo 3.2. ve 3.3.” de verilmistir.
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Tablo 3.2: 200 ml CTAB tamponu igerigi (pH 8.0)

Bilesen Konsantrasyon Miktar
CTAB (Sigma, H5882) 20 g/l 49
NaCl (Riedel, D30926) 14M 16.4 g
Tris HCI (Sigma, T5816) 0.1M 3.15¢
Na,EDTA (Sigma, E5134) 20 mM 15¢

Tablo 3.3: 200 ml CTAB ¢o6ktiirme soliisyonu igerigi (pH 8.0)

Bilesen Konsantrasyon Miktar
CTAB (Sigma, H5882) 59/l 1g
NaCl (Riedel, D30926) 0.04 M 059

Cin musiri, tath misir ve musir tursusu Orneklerinin DNA miktarini arttirmak amaciyla,
musir tanesindeki endosperm kismi bistiiri  yardimi ile ayrilarak uzaklastirildi.
Homojenizasyon i¢in ornekler prosediirde belirtildigi miktarda (100 mg) havana alindi,
dH,O (300 pl) ve CTAB tamponu (500 pl ) eklenerek havan igerisinde ezildi ve 1.5
ml’lik reaksiyon tiiplerine aktarildi. Islemin diger basamaklar1 (4. basamaktan itibaren)
prosediirde ki gibi uygulandi. Misir gevregi ve musir cipsi Ornekleri ise havanda
doviilerek homojenize edildikten sonra islem basamaklar1 uygulandi. Diger drnekler

herhangi bir 6n islem gerektirmemektedir.

CTAB DNA Izolasyon Prosediirii

100mg homojenat, 1.5 ml lik steril eppendorf tiiplerine aktarilir.

300 pl dH2O eklenir ve ters diiz edilerek karistirlir.

500 pl CTAB tamponu eklenir ve ters diiz edilerek karistirilir.

200 pl proteinazK (20 mg/ml) (Sigma, P2308) eklenir, ¢alkalanir ve 65 °C de

30-90 dk inkiibe edilir.

5. 20 ul RNaz A (10 mg/ml) (Sigma, R4642) eklenir, calkalanir ve 65 °C de 5-10
dk inkiibe edilir.

A W p e

6. 16,000 x g de yaklasik 10 dk (faz ayrimi1 meydana gelene kadar) santrifiij edilir.



10.
11.
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15.
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25.
26.
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Ust faz 500 pl kloroform (Sigma, C2432) iceren eppendorf tiipiine transfer edilir
ve 30 sn calkalanir.

16,000 x g de yaklasik 10 dk (faz ayrim1 meydana gelene kadar) santrifiij edilir.
Ust fazin 500 pl si 500 pl kloroform igeren eppendorf tiipiine aktarilir ve
calkalanir.

16,000 x g de 5 dk santrifiij edilir.

Ust faz temiz tiiplere transfer edilir.

Iki voliim CTAB ¢oktiirme soliisyonu eklenir ve pipetaj yapilir.

60 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

16,000 x g de 5 dk santrifiij edilir.

Ust faz atilir.

Cokeltin 350 pl 1.2 M NaCl (Riedel, D30926) igersinde ¢oziiliir.

350 pl kloroform eklenir ve 30 sn ¢alkalanir.

16,000 x g de yaklasik 10 dk (faz ayrim1 meydana gelene kadar) santrifiij edilir.
Ust faz temiz tiiplere transfer edilir.

0.6 voliim isopropanol (Sigma, 19516) eklenir ve ¢alkalanir.

16,000 x g de 10 dk santrifiij edilir.

Ust faz atilir.

500 ul %70 lik etanol (Sigma, E7023) eklenir ve dikkatlice ¢alkalanir.

16,000 x g de 10 dk santrifiij edilir.

Ust faz atilir.

Cokelti kurutulur ve DNA 100 pl steril dH»O icinde ¢oziiliir.

3.3. DNA ANALIiZ YONTEMLERI

Izole edilen DNA’lar spektrofotometrik ve elektroforetik yontemler kullanilarak analiz

edildi.
3.3.1

Spektrofotometrik Analiz

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlarinin ve safliklarinin belirlenmesi amaciyla

spektrofotometre cihazinda (Nanodrop, Thermo) orneklerin, 260 — 280 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 6lctildii. 260 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerine

gore DNA’larin konsantrasyonlart ng/pl olarak elde edildi ve 260/280 oraniyla
DNA'’larn saflik kontrolii yapildi.
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3.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi

%1 agaroz jel elektroforezi ile izole edilen genomik DNA’larin kalitatif analizi yapildi.

DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi i¢in 1X Tris-asetat (TAE) tampon sistemi kullanildi
( Tablo 3.4.).

Tablo 3.4: TAE tamponu igerigi pH 8.0 (50X/litre)

Bilesen Miktar
Tris-base (Sigma, T8524) 241 ¢
Glasiyel asetik asit (Sigma, A9967) 57.1mi
0.5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma, E 5134) 100ml

0.4 g agaroz (Sigma, A5073) 40 ml 1XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritildikten sonra
50-60 °C’ye kadar sogutuldu. 2 ul EtBr (10 mg/ml) ilave edildikten sonra jel kasetine
dokiilerek sogumaya birakildi. Polimerize olan jel, yiirlitme tampon ¢dzeltisinin
(IXTAE) bulundugu tanka alindi. 8 pl 6rnek, 2 pl yiikleme tamponu (Fermentas,
R0611) ile karistirilarak agaroz jele yiiklendi. 80 V’da 45 dakika yiiriitiildii. Yiriitme

isleminden sonra DNA’lar UV transilliiminator ile goriintiilendi.

3.4. KALITATIF PCR ANALIZLERI

Misira 6zgii zein geni, CaMV 35S promotoru ve nos terminatorii kalitatif PCR’la
belirlendi. Islemin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini test etmek amaciyla her drnek
icin PCR’lar ii¢ kez tekrar edildi ve her reaksiyon icin pozitif, negatif ve kalipsiz

kontroller kullanildi. Kullanilan kontroller asagida agiklanmistir.

Pozitif kontrol: DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonunun verimliligi 6lgmek i¢in hedef
diziyi igerdigi bilinen bir O6rnek pozitif kontrol olarak kullanildi. Zein PCR’1 igin
geleneksel misirdan izole edilmis DNA [misir unu (marka 1) ayni zamanda pozitif

kontrol olarak kullanildi], 35S ve nos PCR’1 i¢inse GDO igerigi bilinen Sertifikali
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Referans Materyallerden (% 0.1-5 GD musir) izole edilmis DNA pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Negatif kontrol: Primer 6zgilinliigiinii ve reaksiyon hassasiyetini 6lgmek igin hedef
diziyi icermedigi bilinen bir DNA negatif kontrol olarak kullanildi. Zein PCR’1 i¢in
arpadan (Istanbul Universitesi’'nden temin edildi) izole edilen DNA, 35S ve nos PCR’1
icinse GDO ig¢ermedigi bilinen Sertifikali Referans Materyalden (% 0 GD musir) izole
edilmis DNA negatif kontrol olarak kullanildu.

Kalipsiz kontrol: Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi sirasinda hedef niikleik asit
dizisini tastyan bir kontaminasyonun olusma riskine karst her PCR icin kalip DNA hari¢
diger tim PCR bilesenlerini iceren bir 6rnek (DNA yerine su kullanilarak) kalipsiz

kontrol olarak kullanild.

3.4.1. Zein Geni PCR’1

Zein mustr bitkisine 6zgii bir gendir ve musir bitkisinin PCR’la tanimlanmasinda yaygin
olarak kullanilir. Misir igeren oOrneklerden izole edilmis DNA’da, misir DNA’sinin
varligindan ve elde edilen DNA’nin PCR i¢in uygunlugundan emin olmak i¢in zein
genine ait 104 bp.’lik bir bolge, Zein_1-L ve Zein_1-R primerleri (Tablo 3.5.)
kullanilarak ¢ogaltildi. Zein PCR’1 i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri ve oranlar1 Tablo

3.6.’da, kullanilan PCR programi ise Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3.5: Zein primerleri ve dizisi

Primer ismi Dizisi

Zein_1-L (ileri) GCCATTGGGTACCATGAACC

Zein_1-R (geri) AGGCCAACAGTTGCTGCAG
104 bp.

Uriin boyutu
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Tablo 3.6: Zein PCR’1 reaksiyon karigimi

Tek ornek icin mastermix Son konsantrasyon

dH.0 16.7 pl

10x PCR Tamponu 2.5l 1x

25 mM MgCl, 2.5l 2.5 mM
2 mM dNTP 1 ul 80 uM
10 pM ileri primer 0.6 pl 0.24 uM
10 pM geri primer 0.6 ul 0.24 uM
Tag DNA polimeraz 0.1 ul 0.02 U/ul
DNA 1 pl 50 ng
Toplam 25 ul

Tablo 3.7: PCR Programi (Zein_1-L/Zein_1-R)

Sicaklik Zaman

[k denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 60 °C 30sn
Uzama 72 °C 30 sn
Dongii sayisi: 40

Son uzama 72 °C 5 dk
Bekleme 4°C o

3.4.2. CaMV 35S Promotoru ve Nos Terminatorii PCR’lar1

Misir igeren iiriinlerde yapilan bu tarama ¢alismasinda, 35S promotériiniin saptanmasi
igin p35S-cf3/p35S-cr4 ve p35S-1-57/p35S-1-3° primer ¢iftleri, nos terminatdriiniin
saptanmasi i¢in ise NOS ter 2-5"/NOS ter 2-3" primer ¢ifti kullanild1 (Tablo 3.8.). 35S
ve nos PCR’1 i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri ve oranlar1 Tablo 3.9.’da, kullanilan

PCR programi Tablo 3.10’da verilmistir.


http://gmdd.shgmo.org/primer/view/screen/2202
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Tablo 3.8: 35S ve nos primerleri ve dizileri

Uriin
Hedef Primer Dizi (5°-3") uzunlugu
(bp)
p35S-cf3 (ileri) | CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 123
p35S-cr4 (geri) TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC
35S
promotor
P35S-1-5"(ileri) ATTGATGTGATATCTCCACTGACGT 101
P35S-1-3"(geri) CCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCT
Nos NOSter2-5'(ileri) | GTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTG 151
terminator NOSter2-3"(geri) CGCTATATTTTGTTTTCTATCGCGT
Tablo 3.9: 35S/nos PCR’1 reaksiyon karigimi
Tek 6rnek icin mastermix Son konsantrasyon
1x
10x PCR Tamponu 2.5 ul
25 mM MgCl, 1.5 ul 1.5mM
2 mM dNTP 0.3 pl 24 uM
10 pM ileri primer 0.3 ul L2 i
10 uM geri primer 0.3 ul 0.12 uM
Taq DNA polimeraz 0.1 pl 0.02 Uipl
DNA 2l 100 ng
Toplam 25 pl

Tablo 3.10: PCR Programi ( 35S ve nos)

[k denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Dongii sayist: 35

Son uzama

Bekleme

Sicakhik Zaman

95 °C 5 dk
96 °C 30 sn
61 °C 30 sn
72 °C 30sn
72 °C 5 dk
4°C o0
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3.4.3. PCR Uriinlerinin Analizi

PCR iiriinleri %2 agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Agaroz jelde yiiriitme islemi
icin 1X TAE tampon sistemi kullanildi. PCR iiriinlerinin analizinde kullanilan agaroz
jel Bolim 3.3.2.”de anlatildig1 gibi hazirlandi.
40 ml hacimli % 2 Agaroz jel icerigi agagidaki gibidir;

e 0.8 g Agaroz (Sigma, A5073)

e 40 ml 1X TAE tamponu

e 2 ul EtBr (10 mg/ml)

3.5. KANTITATIF ‘REAL TIME’ PCR ANALIiZLERI

‘Real time” PCR analizleri nos terminatorii ve zein genine 6zgii primer ve TagMan prob
setleri kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3.11.). PCR kosullar1 Kuribara ve dig. (2002)
caligsmasinda belirtildigi gibi uygulandi. Her 6rnek i¢in GDO ve endojen referans gen
miktarlar1, uygun olarak hazirlanmis standart egrilerle olciildii. ‘Real time’ PCR i¢in
gerekli reaksiyon bilesenleri ve oranlari Tablo 3.12.°de, kullanilan PCR programi ise
Tablo 3.13.’de verilmistir.

Tablo 3.11: ‘Real time” PCR igin kullanilan primer ve prob setleri: ‘real time” PCR i¢in FAM
(raportor) ve TAMRA (baskilayici) boyalariyla isaretlenmis TAgMan problar kullanildi.

Uriin
Hedef )
Primer/Prob Dizi (5°-3") uzunlugu
(bp)
N NOSter2-5°(ileri primer) | GTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTG
0s
NOSter2-3’(geri primer) | CGCTATATTTTGTTTTCTATCGCGT 151

terminatori
NOS-Tag (prob) FAM-AGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-TAMRA

Zein_1-L (ileri primer) GCCATTGGGTACCATGAACC
Zein geni Zein_1-R (geri primer) AGGCCAACAGTTGCTGCAG 104
Zein_1-P (prob) FAM-AGCTTGATGGCGTGTCCGTCCCT-TAMRA
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Tablo 3.12: ‘Real time’ PCR reaksiyon karigimi

Tek 6rnek icin mastermix Son konsantrasyon

dH,0 8.8 ul
TagMan universal
mastermix (Roche, 12.5 ul
04673450001)
10 pM ileri primer 1.25 pl 05 e
10 uM geri primer 1.25 pl 0.5 1M
25 uM prob 0.2 ul 0.2 uM
DNA 1l 50 ng
Toplam 25 pl

Tablo 3.13: ‘Real time’ PCR Programi

Sicakhik Zaman

*UNG 50°C 2 dk
[k denatiirasyon ve
aktivasyon 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95 °C 30 sn
Baglanma ve uzama 60 °C 1dk

Dongii sayisi: 45

* UNG: Uracil-DNA N-Glycosylase

3.5.1. Standart Egriler

GDO analizi i¢in olusturulan standart egri, Referans Malzemeler ve YoOntemler
Enstitiisii (IRMM) tarafindan hazirlanmig bes farkli konsantrasyonda (% 0.1; 0.5; 1; 2;
5) GDO igerigine sahip Bt-11 Sertifikali Referans Materyali (SRM) kullanilarak
olusturuldu. Misir igeriginin belirlenmesi i¢in yine bes farkli konsantrasyonda (% 0.1; 1;
10; 50; 100) misir DNA’s1 igeren ornekler hazirlandi. Farkli konsantrasyonda misir
ornekleri, %100 misir DNA’s1 ve % 100 arpa DNA’s1 igeren orneklerin ¢esitli oranlarda
karistirilmasiyla elde edildi. Bunlara ek olarak islemin giivenilirligini test etmek ve
deneysel hatalar1 Onlemek icin her primer/prob seti icin kalipsiz negatif kontrol

kullanild1 ve 6rnekler ¢ift tekrarli yiiklendi.
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4. BULGULAR
4.1. DNA iZOLASYONU

Marketlerden toplanan on {i¢ gida drnegi ve sertifikali referans materyallerin hepsinden
CTAB DNA izolasyon prosediiriine uygun olarak basariyla DNA izole edildi. Ancak
elde edilen DNA’larin konsantrasyonu, saflig1 ve kalitesi gida 6rneklerin ¢esidine ve
islenmislik diizeylerine gore farklilik gosterdi. Orneklerin islenmislik diizeyleri arttikca

elde edilen DNA’nin konsantrasyonunun ve kalitesinin azaldig1 gézlendi.

Spektrofotometrik 6lgiimlerde tiim orneklerde DNA varhigi tespit edildi (Tablo 4.1).
Buna gore, 6rneklerin biiylik ¢ogunlugunun 100 ng/ul’nin ilizerinde DNA icerdigi
gozlendi. En diisitk DNA konsantrasyonuna sahip 6rnek ise 29,1 ng/ul ile nisasta olarak

belirlendi.

Tablo 4.1: DNA izolasyonu ve spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari.

Sample ID¥Nucleic Acid Conc. |Unit |A260 |A280 |260/280 |260/230 |Samp|

Omek_1 86 ng/pl 1,72 1,766 0,97 0,18 DNA
Omek_2 105.4 ng/pl 2109 1872 1,13 0,24 DNA
Omek_3 456,2 ng/pl 9.124 8,051 1,13 0,31 DNA
Omek_4 174.3 ng/pl 3487 2774 1,26 0.4 DNA
Omek_5 29,1 ng/pl 0,583 0,977 0.6 0.08 DNA
Omek_6 24815 ng/pl 49,631 25,672 1,93 1.63 DNA
Omek_7 25522 ng/yl 51,045 26,542 1,92 1,55 DNA
Omek_8 3617 ng/yl 7,234 4908 147 051 DNA
Omek_9 151,5 ng/pl 3,03 3,162 0,96 0.2 DNA
Omek_10 272,8 ng/pl 5456 3,029 1.8 1.5 DNA
Omek_11 35.3 ng/pl 0,706 0414 1.7 1,14 DNA
Omek_12 235.2 ng/pl 4703 2,606 1.8 1.9 DNA
Omek_13 139,8 ng/pl 2,797 1,616 1,73 0,83 DNA
0_SRM 309.9 ng/pl 6,199 3,088 2,01 2,22 DNA
1_SRM 189.3 ng/pl 3,786 1,894 2 2,21 DNA
2_SRM 204,1 ng/pl 4082 2134 1,91 2,2 DNA
3_SRM 289,2 ng/pl 5784 23887 2 2,23 DNA
4_SRM 141,9 ng/pl 2837 1535 1,85 2,12 DNA
5 SRM 187.8 ng/pl 3756 1963 191 2,18 DNA

*C")rnek71: Misir unu (marka 1), Omek 2: Misir unu (marka 2), Ornek _3: Misir gevregi (marka 1), Omek_4: Misir gevregi (marka
2), Ornek_5: Misir nisastast, Omek_6: Mikrodalga cin musir, Ornek_7; Cin musir, Ornek_8: Bebek mamasi (marka 1), Ornek_9:
Misir cipsi, Ornek  10: Bebek mamasi (marka 2), Omek 11: Bebek mamast (marka 3), Omek _12: Misir tursusu (baby corn),
Ornek_13: Tath misir, 0_SRM: %0 SRM, 1_SRM: %1 SRM, 2_SRM: %2 SRM, 3_SRM: %3 SRM, 4 SRM: %4 SRM,

5 SRM: %5 SRM
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Spektrofotometrik Ol¢iimlerde tiim orneklerde DNA varlig: tespit edilmesine ragmen

bazi ornekler agaroz jelde bant goriintiisii vermedi, bazilarinda ise siiriiklenme

gorlntiisii elde edildi (Sekil 4.1. ve 4.2)
Ml 3 2 3 # 9 @6 'F § 89 BM2I0T2 13142

Sekil 4.1: Orneklerden izole edilen genomik DNA’larm agaroz jel elektroforezi goriintiisii:
1)Misir gevregi (marka 1); 2) Misir gevregi (marka 2); 3) Misir unu (marka 1); 4) Mikrodalga
cin musir; 5) Cin musir; 6) Misir cipsi; 7) Misir unu (marka 2); 8) Misir nisastasi; 9) Bebek
mamasi (marka 1); 10) Bebek mamas1 (marka 2); 11) Bebek mamasi (marka 3); 12) Misir
tursusu (baby corn); 13) Tatl misir; 14) izolasyon kontrolii (extraction blank); M1) Markir 1
(Fermentas GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20,000 bp, SM1331); M2) Markir 2
(Fermentas Lambda DNA/EcoRI+Hindlll, SM0193)

M1 2

w
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Sekil 4.2: Sertifikali referans materyallerden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel
elektroforezi goruntisii: 1) % 0 SRM; 2)% 0.1 SRM; 3) % 0.5 SRM; 4) % 1 SRM; 5) % 2
SRM; 6) % 5 SRM; M)Markir (Fermentas Lambda DNA/EcoRI+Hindlll, SM0193)


http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis/generuler-dna-ladders/sm1333-generuler-1kb-plus
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4.2. KALITATIF PCR ANALIZLERI ILE YABANCI GEN ICEREN
ORNEKLERIN SAPTANMASI

4.2.1. Zein Geninin Kalitatif Olarak Saptanmasi

Orneklerden izole edilen DNA’lar kullanlarak gergeklestirilen zein PCR’1 sonucunda
tiim Ornekler igerisinde misir DNA’smin var oldugu ve elde edilen DNA’larin PCR i¢in
yeterli kalitede oldugu saptandi. Zein_1-L ve Zein_1-R primerleri kullanilarak yapilan
PCR sonucunda zein geninin 104 bp.’lik bir bolgesi basariyla ¢ogaltildi ve agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 4.3).

14 15

m_1_ 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bp
500 bp.

200 bp.

100 bp. - —104 bp.

Sekil 4.3: Zein PCR’1 agaroz jel goriintiisii: 1) Kalipsiz kontrol; 2) Arpa (Negatif Kontrol);
3) Misir unu (markal); 4) Misir unu (marka 2); 5) Misir gevregi (marka 1); 6) Misir gevregi
(marka 2); 7) Misir nisastasi; 8) Mikrodalga cin misir; 9) Cin musir;

10) Bebek mamasi (marka 1); 11) Misir cipsi; 12) Bebek mamasi (marka 2); 13) Bebek mamast
(marka 3); 14) Misir tursusu (baby corn); 15) Tatli misir; M) Markir (Fermentas GeneRuler™
100 bp DNA Ladder, 100-1000 bp, SM0323).

4.2.1. 35S Promotoru ve Nos Terminatoriiniin Kalitatif Olarak Saptanmasi

P35S-cf3/P35S-cr4 ve P35S-1-5/P35S-1-3’ primer giftleri kullanilarak gerceklestirilen
35S promotoruna 6zgii PCR reaksiyonlari sonucunda hicbir 6rnekte 35S dizisinin
varlig1 saptanamadi. %0.1-5 SRM’ler (pozitif kontrol) kullanilarak gergeklestirilen PCR
sonucunda beklenen biiyiikliklerde bantlar elde edilmesi bu durumun, PCR
karisimindan ya da PCR kosullarindan kaynaklanan bir sorun olmadigini
gostermektedir. Sekil 4.4.’de P35S-cf3/P35S-cr4 primer ¢ifti ile yapilan PCR’a ait

ornek agaroz jel goriintiisii verildi.


http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis/generuler-dna-ladders/sm0243-generuler-100bp
http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis/generuler-dna-ladders/sm0243-generuler-100bp
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Sekil 4.4: Gida 6rneklerinde P35S-cf3/P35S-cr4 primerleri kullanilarak gergeklestirilen 35S
promotoruna 6zgli PCR sonucu: 1) Misir unu (marka 1); 2) Misir unu (marka 2);

3) Musir gevregi (marka 1); 4) Misir gevregi (marka 2); 5) Misir nisastasi; 6) Mikrodalga cin
musir; 7) Cin musir; 8) Bebek mamasi (marka 1); 9) Misir cipsi; 10) Bebek mamasi (marka
2);11) Bebek mamasi (marka 3); 12) Misir tursusu (baby corn); 13) Tatli musir; 14) Kalipsiz
kontrol; 15) % 0 SRM ( negatif kontrol); 16) % 0.1 SRM (pozitif kontrol); 17) % 0.5 SRM
(pozitif kontrol); 18) % 1 SRM (pozitif kontrol); 19) % 2 SRM (pozitif kontrol); 20) % 5 SRM
(pozitif kontrol) M) Markir (Fermentas MassRuler Low Range DNA Ladder, 80-
1031bp.,SM0383)

Gida orneklerinde NOSter2-5’/NOSter2-3’ primerleri kullanilarak gergeklestirilen nos
terminatoriine 6zgii PCR sonucunda on ii¢ 6rnekten sekizinde [misir nigastasi, cin misir,
muisir cipsi, bebek mamasi (marka 1,2,3), misir tursusu, tatli misir] beklenen 151 bp.’lik
bir bdlgenin ¢ogaltilabilmesi nedeniyle nos terminator dizisinin varlig belirlendi (Sekil

4.5.).

M 12345678 910111213 M14 M 1516 17

S —_

1031 bp—'

300 b s
200 bpye—

100 bp—

Sekil 4.5: Gida orneklerinde gergeklestirilen nos terminatdriine 6zgii PCR sonucu:

1) Misir unu (marka 1); 2) Misir unu (marka 2); 3) Misir gevregi (marka 1); 4) Misir gevregi
(marka 2); 5) Misir nisastast; 6) Mikrodalga cin misir; 7) Cin misir; 8) Bebek mamasi (markal)
; 9) Misir cipsi; 10) Bebek mamasi (marka 2); 11) Bebek mamasi (marka 3); 12) Misir tursusu
(baby corn); 13) Tatli misir; 14) % 5 SRM (pozitif kontrol); 15) Kalipsiz kontrol; 16) % 0 SRM

( negatif kontrol); 17) % 0.1 SRM (pozitif kontrol); M) Markir (Fermentas MassRuler Low

Range DNA Ladder, 80-1031bp., SM0383).
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Kalitatif PCR sonuglar1 Tablo 4.2.”de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2: Kalitatif PCR sonuglari

ID Ornek tiirii Zein Nos 35S
Ornek 1 Misir unu (marka 1) + _ _
Ornek 2 Misir unu (marka 2) + _ _
Ornek 3 Misir gevregi (marka 1) + _ -
Ornek 4 Misir gevregi (marka 2) + _ -
Ornek 5 Misir nisastasi + + _
Ornek 6 Mikrodalga cin misir + _ -
Ornek 7 Cin musir + + -
Ornek 8 Bebek mamasi (marka 1) + + _
Ornek 9 Misir cipsi + + _
Ornek 10 Bebek mamasi (marka 2) + + B
Ornek 11 Bebek mamasi (marka 3) + + _
Ornek 12 Mastr tursusu (baby corn) + + —
Ornek 13 Tath musir + + -
Pozitif + + +
Kontrol
Negatif _ _ _
Kontrol
Kalipsiz _ _ -
Kontrol

4.3. ‘REAL TIME’ PCR YONTEMI IiLE TRANSGENIiK URUN MiKTARININ
SAPTANMASI

Kalitatif PCR analizleri sonucunda higbir 6rnekte 35S promotorununun varligi tespit
edilemedigi i¢in ‘real time’ PCR analiziyle yalnizca nos terminatdr dizisine 6zgii primer
ve prob seti kullanilarak sekiz tiriinde (kalitatif analizde nos igerdigi belirlenen iiriinler)
total yabanci gen oranmi belirlendi. Orneklerdeki musir igeriklerini 6lgmek icin zein

genine 0zgii primer ve prob seti kullanildi. Tiim ‘real time’ analiz sonuglar1 Boliim
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3.5.1.’de anlatildig1 gibi uygun standartlar kullanilarak olusturulmus standart egrilerle
degerlendirildi. Islem sirasinda c¢ift tekrarli yiiklenen ornekler, Ct degerlerinin

ortalamalar1 alinarak degerlendirildi.
4.3.1. Zein Genin Kantitatif Olarak Saptanmasi

Zein genine 6zgii ‘real time’ PCR analiziyle iriinlerin igerigindeki total misir orani
tespit edildi. Tiim 6rneklerin ve standartlarin, 1s1ma miktar1 (dRn) esik deger ¢izgisini
gecerek anlamli bir Ct degeri verdi (Sekil 4.6). Ancak iiriin igerigi %100 misir olan bazi
orneklerin (misir unu, cin misir, tath misir, misir tursusu) %100°lik standarttan daha
ge¢ Ct verdigi gozlendi. Bu durumun 6rneklerin DNA kalitesinin standartlara gére daha

diisiik olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Amplification Plots
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Sekil 4.6: Zein genine ait ‘real time’ ¢ogaltim grafigi; g: NTC ¢: %100’liik standart;

: %50’1ik standart; ¢: %10’luk standart; *: %1°lik standart; o: %0.1°lik standart; A : Tath
musir; A : Cin musir; A: Musir cipsi; ¢: Musir tursusu;  #: Bebek mamasi (marka_3); /A: Bebek
mamasi(marka 2); O: Misir nisastasi;

—|—: Bebek mamasi(marka 1)

Zein geninin miktariin belirlemesi i¢in, % 0.1, 1, 10, 50, 100 misir DNA’s1 igeren
standartlar kullanilarak standart egri olusturuldu ve 6rneklerin igerdigi zein geni oranlari

belirlendi ( Sekil 4.7). Tablo 4.3’de zein ‘real time’ PCR’1na ait sonuglar 6zetlenmistir.
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Sekil 4.7: Zein ‘real time’ PCR’1na ait standart egri: 1) Bebek mamasi (marka 1); 2) Misir
nisastasi; 3) Bebek mamasi(marka 2); 4) Misir cipsi; 5) Misir tursusu (baby corn);
6) Bebek mamasi (marka 3); 7) Cin misir; 8) Tath misir

Tablo 4.3: Zein genine 6zgii primer ve prob setiyle ger¢eklestirilen ‘real time” PCR sonuglari

Replicate* Well Name Well Type Threshold (dRn) Ct(dRn) Quantity (relative)%
1 ZEIN NTC 0,2038 No Ct No Ct
2 ZEIN Standard 0,2038 2567 100
3 ZEIN Standard 0,2038 2713 50
4 ZEIN Standard 0,2038 29,69 10
5 ZEIN Standard 0,2038 33 1
6 ZEIN Standard 0,2038 36,31 0,1
7 ZEIN Unknown 0,2038 3579 0,1532
8 ZEIN Unknown 0,2038 29,89 7,49
9 ZEIN Unknown 0,2038 40,22 0,008249
10 ZEIN Unknown 0,2038 3207 1,78
11 ZEIN Unknown 0,2038 3224 1,59
12 ZEIN Unknown 0,2038 30,69 443
13 ZEIN Unknown 0,2038 30,72 434
14 ZEIN Unknown 0,2038 28,23 22,37

*1) Kalipsiz kontrol; 2) %100’liik standart; 3) %50’lik standart; 4) %10°luk standart; 5)%1’lik standart; 6) %0.1’lik standar;
7) Mistr nigastasi; 8) Cin misir; 9) Bebek mamasi (marka 1); 10) Misir cipsi; 11) Bebek mamasi (marka 2); 12) Bebek mamasi
(marka 3); 13) Misir tursusu (baby corn); 14) Tatli musir
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4.3.2. Nos Terminatoriiniin Kantitatif Olarak Saptanmasi
Nos terminatdriine 6zgii ‘real time’ PCR analizi ile iirlinlerin igeriginde bulunan total

yabanci gen orani belirlendi. Tiim 6rneklerin ve standartlarin, 1s1ma miktar1 (dRn) esik

deger cizgisini gecerek anlamli bir Ct degeri verdi (Sekil 4.8).

Amplification Plots
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Sekil 4.8: Nos terminatér dizisinin ‘real time’ ¢ogaltim grafigi; %: NTC; ¢: %5’lik SRM,;
%2’lik SRM; ¢: %1°lik SRM; *: %0.5’lik SRM; ©: %0.1°lik SRM; A: Misir cipsi; A: Cin
musir; @ : Bebek mamasi (marka 3); ¢: Misir tursusu; —|—: Bebek mamasi (marka_1);
A : Tath musir; A\: Bebek mamasi (marka_2); 0: Misir nisastasi

Nos terminatoriiniin miktarinin belirlemesi i¢in, % 0.1, 0.5, 1, 2, 5 GDO igeren
standartlar kullanilarak standart egri olusturuldu ve oOrneklerin igerdigi yabanci gen
oranlar1 belirlendi (Sekil 4.9). Buna gore, misir nisastast % 0.009, cin musir 0.181,
bebek mamasi (marka 1) 0.055, misir cipsi 2.27, bebek mamasi (marka 2) 0.035, bebek
mamas1 (marka 3) 0.145, musir tursusu (baby corn) 0.07, tatli misir 0.045 oraninda
yabanci gen (nos dizisi) icermektedir. Tablo 4.4’de nos ‘real time’ PCR’1na ait sonuglar

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.9: Nos ‘real time” PCR’1na ait standart egri: 1) Misir nisastasi; 2) Bebek mamasi
(marka 2); 3) Tath misir; 4) Bebek mamasi (marka 1); 5) Misir tursusu (baby corn);
6) Bebek mamasi (marka 3); 7) Cin musir; 8) Misir cipsi

Tablo 4.4: Nos dizisine 6zgii primer ve prob setiyle gerceklestirilen ‘real time’ PCR sonuglar

Replicate* Well Name Well Type Threshold (dRn) Ct(dRn) Quantity (relative)%

1 NOS NTC 0,1379 No Ct No Ct
2 NOS Standard 0,1379 32,95 5
3 NOS Standard 0,1379 3425 2
4 NOS Standard 0,1379 36,07 1
5 NOS Standard 0,1379 36,75 05
6 NOS Standard 0,1379 39,57 0,1
7 NOS Unknown 0,1379 43,53 0,009992
8 NOS Unknown 0,1379 38,59 0,1812
9 NOS Unknown 0,1379 40,62 0,05501
10 NOS Unknown 0,1379 3429 227
11 NOS Unknown 0,1379 41,38 0,03524
12 NOS Unknown 0,1379 38,97 0,1452
13 NOS Unknown 0,1379 40,19 0,07084
14 NOS Unknown 0,1379 40,95 0,04527

*1) Kalipsiz kontrol; 2) %5°lik SRM; 3) %2’lik SRM; 4) %1°lik SRM; 5)%0.5’lik SRM; 6) %0.1°lik SRM; 7) Misir nisastast; 8)
Cin musir; 9) Bebek mamasi (marka 1); 10) Misir cipsi; 11) Bebek mamasi (marka 2); 12) Bebek mamasi (marka 3); 13) Misir
tursusu (baby corn); 14) Tath musir.
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Tablo 4.4.’de kalitatif ve kantitatif PCR analizleri sonucunda tiriinlerin belirlenen GDO

icerigi listelenmistir.

Tablo 4.4: Uriinlerin igerdigi transgen oranlar1

ID Ornek tiirii % GDO
Ornek 1 Misir unu (marka 1) 0
Ornek 2 Misir unu (marka 2) 0
Ornek 3 Misir gevregi (marka 1) 0
Ornek 4 Misir gevregi (marka 2) 0
Ornek 5 Misir nisastasi 0.009
Ornek 6 Mikrodalga cin misir 0
Ornek 7 Cin musir 0.181
Ornek 8 Bebek mamasi (marka 1) 0.055
Ornek 9 Mastr cipsi 2.27
Ornek 10 Bebek mamasi (marka 2) 0.035
Ornek 11 Bebek mamasi (marka 3) 0.145
Ornek 12 Misir tursusu (baby corn) 0.07
Ornek 13 Tath misir 0.045
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5. TARTISMA VE SONUC

Genetigi degistirilmis gidalar yaklasik 15 yil 6nce diinya marketlerine girmistir ve
kullanim1 hizla yaygilasmistir. Ancak, genetik miithendisligi yontemleriyle elde edilen
bu yeni ¢esitlerin insan saglig1 ve g¢evre lizerine olasi olumsuz etkileri konusundaki
endigeler, bu {riinlerin iiretiminden tiiketiciye sunulmasma kadar gecen g¢esitli
asamalarin sik1 bir sekilde incelenip risk degerlendirmelerinin yapilmasini ve belirli
kosullar altinda tretilip ¢ogu zaman da tiiketicilerin bilerek tercih yapabilmeleri i¢in

etiketlendirilmelerini zorunlu kilan bir dizi diizenlemelerin olusturulmasina yol agmustir.

Gilintimiizde GDO’larin risk degerlendirmeleriyle ilgili yapilan c¢aligmalar, bir¢ok
transgenik cesidin insan sagligina etkileri ile ilgili siiphelere 151k tutmaktadir. Ozellikle
bu tez calismasiin odak noktasi olan transgenik musirlar, risk degerlendirmesi yapilan
bitki gruplarinin basinda yer almaktadir. Nitekim Avrupa Birligi tarafindan onaylanmig
ve marketlerimizde yer alan pek ¢ok transgenik misir ¢esidiyle ilgili ¢aligmalar yapilmis
ve ¢ogunun geleneksel misir kadar giivenli oldugu kanisina varilmistir (Domingo ve
Bordonaba, 2011). Ancak, Séralini ve dig. (2007) ve de Vendomois ve dig. (2009)’nin
memeli hayvanlar iizerinde yaptig1 calismalar GDO’larin insan saglig1 iizerine olumsuz
etkileriyle ilgili endiseleri artmistir. NK 603, MON 810 ve MON 863 transgenik misir
cesitleriyle yapilan caligmalarda, transgeniklerle beslenmeye bagli olarak hepatorenal
toksite ve cesitli yan etkiler gozlenmistir. Bu sonuglar, gida olarak tiiketilen misir
driinlerinin igerisinde farkli transgenik ¢esitlerin bulunmasi olasiligi nedeniyle GDO

analizi caligmalarinin dnemini ortaya koymaktadir.

Avrupa birligi, tiiketicilerin bilingli tercih yapmasii saglamak i¢cin GDO’larin
etiketlendirilmesini zorunlu tutmaktadir. Avrupa Komisyonu’nun EC 1830/2003
yonetmeligi GDO’larin piyasaya siiriilmesini ve etiketlenmesini diizenlemektedir. Bu
diizenlemelere gore {irlinlin ancak % 0,9’un iizerinde bir degerde GDO igermesi
durumunda etiketlenmesi gerekmektedir. Son yillarda iilkemizde de bu konuda yeni
yasal diizenlemeler yapilmistir (Resmi Gazete 2009, 2010). 26 Mart 2010 tarihli, 27533
saylli Resmi Gazetede yayinlanan Biyogilivenlik Kanunuyla GDO’larin ithalati,
kullanimi ve iretimi diizenlenmistir. Bu diizenlemelerle birlikte iilkemizde GDO’lu

bitkilerin yetistirilmesi engellenmistir fakat GDO igeren gida maddeleri ithalat yolu ile
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tilkemize girebilir ve g¢esitli denetimlerden gecerek marketlerimizde sunulabilir. Avrupa
Birligi’nin yasal diizenlemelerine benzer olarak iilkemizde de ithal edilen GDO’lu
triinlerin icerigindeki GDO oraninin %0.9’un iizerinde olmasi halinde etiketleme
kurallarina gore etiketlenmeleri zorunlu tutulmustur, %0.9’un altinda bulunan GDO
oranlarinin ise Onlenemeyecek kontaminasyonlardan kaynaklanabilecegi kabul
edilmektedir. Fakat bu oran yalnizca Tarim ve Koyisleri Bakanligi Bilimsel Komite
tarafindan degerlendirilmis ve kullanim alanlar1 belirlenmis transgenik cesitler igin
gecerlidir. Transgeniklerin belirlenen kullanim alanlarinin disinda kullanilmasi ve

bebekler i¢in iiretilen gidalarda kullanimi ise tamamen yasaklanmistir.

Bu tez ¢alismasinda, DNA temelli yontemler kullanilarak hem Tiirkiye’de iiretilen hem
de yurtdisindan ithal edilip marketlerimizde piyasaya sunulan misir kokenli gidalarin
GDO igerikleri belirlendi. islenmislik diizeyi ¢ok diisiik olan misir unu ve cin musir1 gibi
orneklerden, musir gevregi, misir igeren bebek mamalart gibi yiiksek islenmislik
diizeyine sahip orneklere kadar cesitli gruplardan {iriinler yabanci genler bakimindan
tarandi. GDO igerdigi belirlenen orneklerde, transgen miktar1 kantitatif analizlerle

slciildii,

CTAB yontemi kullanilarak gerceklestirilen DNA izolasyonlar1 sonucunda, elde edilen
DNA’larin kalitesinin ve miktarinin gida tiiriine ve islenmislik diizeyine bagl olarak
degistigi gozlendi. Ozellikle baz1 bebek mamasi cesitlerinde ve nisasta 6rneginde DNA
veriminin diisiik olmasinin, iiretim asamalarindaki ayrigtirma ve saflastirma islemlerden
dolaytr DNA’nmn biiyiikk kismimin kaybedilmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Misir unu, musir cipsi, misir gevregi orneklerinde ise konsantrasyon bakimindan daha
verimli fakat diisiik saflikta DNA’lar elde edildi. Bu {irlinler daha yiiksek oranda yag,
protein ve karbonhidrat igerigine sahiptirler (hem misir tanesinin besin kismindan hem
de musir dis1 bilesenlerden kaynaklanan) ve DNA izolasyonu sirasinda bu bilesenlerin
tamami uzaklastirilamadigi icin bu iirlinlerden elde edilen DNA’lar saflik bakimindan
daha kalitesizdir. Buna karsilik, cin misir, tatli misir ve misir tursusu gibi daha az
islenmis ya da islenmemis iirlinler ise DNA’nin kaybedilmesine ya da yapisinin
bozulmasina neden olacak islemlere maruz kalmamaktadir. Ayrica bu 6rneklerde, DNA
izolasyonu islemi i¢in misir tanesinin yalnizca embriyo kismi1 (DNA’nin yogun olarak

bulundugu) kullanildig1 icin diger 6rneklere gore cok daha yiiksek saflikta ve miktarda
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DNA'’lar elde edildi. Benzer sekilde yag, nisasta, misir gevregi gibi islenmis iiriinlerde
islenmemis ya da az iglenmis iiriinlere gore DNA’nin daha diisiik verimde elde edilmesi
bitkilerden iiretilen gidalarda rastlanan bir durumdur (Cetiner ve Budak, 2007; Berdal

ve Host-Jensen, , 2001).

Bu tez g¢aligmasinda kullanilan CTAB DNA izolasyon yontemi, bazi bebek mamasi
cesitleri ve nisasta gibi DNA verimi az olan 6rnekler i¢in bile, daha sonra PCR’la GDO
analizi yapilmasi i¢in glivenilirdir. Bir¢ok PCR’a dayali GDO anliz ¢alismasinda bu
yontemin basartyla kullanildig literatiirde gosterilmistir (Lipp ve dig., 1999; Jankiewicz
ve dig.,1999; Berdal ve Host-Jensen, 2001).

Yukarida bahsedilen misir iiriinlerinde, yabanci genlerin varligi ve miktari, Avrupa
Birligi tarafindan onaylanmis pek ¢ok transgenik misirda bulunan diizenleyici diziler
olan CaMV 35S promotor ve nos terminator dizilerinin kalitatif ve kantitatif PCR
analizleriyle arastirildi. Gliniimiizde ekimi yapilan transgenik ticari misir ¢esitlerinin
tamami1 [Btll, 59122-7, MONS809, GA21, MON810, MON863, NK603,
NK603xMON810, T25, MONS88017, MON89034, 59122xNK603, MIR604,
MON863xMON810, Btl1xGA21, MON88017xMON810, MON863xMONG03,
MONB89034xNK603, 59122x1507xNK603, 59122x1507, MON863XxMON810xNK603
(CERA, 2011)] bu dizilerin her ikisini ya da en az birini igermektedir.

35S dizisinin varhi@inin belirlenmesine yonelik iki farkli primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen Kalitatif PCR sonucunda higbir ornekte 35S varligi tespit edilemedi.
Pozitif kontrol olarak kullanilan %0.1-5 GDO igeren Btl1 SRM 6rneklerinde istenilen
biiytikliikte bant elde edilmesi bu durumun PCR reaksiyonu kosullarindan kaynaklanan
bir sorun olmadigini gosterdi. Orneklerde 35S varhiginin tespit edilememesi; 35S
dizisini igceren DNA miktarinin tespit edilme limitinin altinda olmasindan, 6rneklerin
DNA kalitesinin 35S promotor dizisinin saptanmasi i¢in yeterli olmamasindan (35S
bolgesinde olusan DNA kirilmalari) ya da s6z konusu 6rneklerde GA21 ve MIR604 gibi
nos terminatdriinii iceren fakat 35S promotorunu igermeyen misir gesitlerinin (CERA,

2011) kullanilmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
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Nos dizisinin varligini belirlemeye yonelik yapilan kalitatif PCR’lar sonucunda ise on
i 6rnekten sekizinde nos terminatdr dizisinin varlig: tespit edildi ve bu sekiz gidanin

ti¢ tanesi lilkemizde GDO kullaniminin yasak oldugu bebek mamasi 6rnekleridir.

Kalitatif PCR ile GDO igerigi bakimindan pozitif sonu¢ veren Orneklerin kantitatif
analizleri ‘real time’ PCR yontemi kullanilarak yapildi. Cok diisiikk miktarda DNA
icerigini bile belirleyebilecek kadar hassas bir yontem olan ‘real time’ PCR teknigi
GDO analizi i¢in ¢ok gilivenilir ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Kuribara ve

dig., 2002; Berdal ve Host-Jensen, 2001).

Kalitatif PCR analizlerinin sonucunda orneklerde 35S varligi tespit edilemedigi igin
‘real time’ PCR analizlerinde yalnizca nos terminator dizisine 6zgii primer ve prob seti
kullanildi. Kalitatif PCR analizleriyle nos dizisi i¢erdigi belirlenen sekiz gida 6rnegi ile
gerceklestirilen ‘real time’ PCR analiz sonuglarina gore yalnizca bir misir cipsi
orneginde yabanci gen oraninin etiketleme esik degeri olan %0.9’un iizerinde oldugu
saptandi. Misir nigastasi, cin misir, misir tursusu ve tathi misir drneklerinde ise yabanci
DNA miktarinin etiketleme esik degerinin altinda oldugu saptandi. Bunun yani sira
Biyogiivenlik Kanunu’na gére GDO kullaniminin yasak oldugu bebek mamasi
trtinlerinin % 0.03-0.15 oraninda GDO igerdiginin belirlenmesi dikkat cekici bir

bulgudur.

Nos terminatorii GDO tarama c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir hedef dizidir
ve piyasalardaki bircok GD iriiniin yabanci gen igerigi nos dizisinin PCR’la
cogaltilmasiyla belirlenebilir. Nos terminatdrii ¢ok genis yelpazede transgenik {iriinde
gen anlatimmnin tamamlanmasini saglayan diizenleyici dizi olarak kullanildig1 igin,
GDO tarama caligmalarinda ¢ok kullanigh ve glivenilir bir genetik elementtir. Nitekim
bir ¢cok caligmada transgenik {irtinlerin belirlenmesi i¢in bu dizi kullanmistir (Kuribara

ve dig., 2002; Kodama ve dig, 2009).

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen bulgular, yakin zamanda yiiriirliige girmis olan
Biyogiivenlik Kanunu geregi iilkemizde GDO’larin izlenmesi ve etiketlenmesiyle ilgili
daha hassas denetimlere ihtiyag duyuldugunu disiindiirmektedir. Bu ¢alismanin

sonucunda GDO’lu oldugu belirlenen gidalarda, transgenik misir g¢esitlerinin ticari
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tiplerinin ayirt edilebilmesi i¢in “ceside 6zel (event spesifik)” PCR analizleri ileriki
caligmalarda yapilabilir. Boylece Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan transgenik muisir
cesitleri belirlenebilir. Ozellikle Avrupa Bitligi’nce onaylanip marketlerimize girdigi
halde, yapilan risk degerlendirmeleri sonucunda insan sagligi agisindan ¢ok fazla
giivenilir olmadig1 sonucuna ulasilan NK 603, MON 810 ve MON 863 musir ¢esitlerinin

kullaniminin yayginligi arastirilabilir.
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