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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

YEMLIK SOYA’DA GDO ANALIZi VE TUZ STRESiI ALTINDA GENOMIiK
ANALIZLER

Olcay SAHIN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Sule ARI

Kiiresel niifusun hizli artistyla beraber degisen iklim kosullarindaki olumsuzluklar, su
kaynaklarinin ve tarimi yapilabilecek arazilerin azalmasi, artan niifusun giivenilir ve
sirdiiriilebilir sekilde beslenmesini zorlastirmistir. Birim alandan elde edilen verimin
artirilmasi gerekliligi, modern biyoteknoloji yontemleri sayesinde urun bitkilerine boceklere,
herbisit ve pestisitlere direng, ¢evresel stres kosullarma karsi tolerans gibi 6zelliklerinin
kazandirilmasiyla biiyilk oranda karsilanmustir. 1996’da ilk defa ticarilestirildiklerinden
giiniimiize kadar ekim alanlar1 ve kullanimlar1 hizl1 bir sekilde artan genetigi degistirilmis (GD,
transgenik) bitkilerin, {iriin verimini %22 ve ¢ift¢i karin1 %68 artirdigi, Kimyasal bocek ilact
kullanimint %37 azalttig1 belirlenmistir. Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) 1 insan,
hayvan ve bitki saglig1 agisindan gilivenlik degerlendirmelerine tabi tutulmalar1 zorunludur.
Ancak mevcut risk degerlendirme yontemleri, genetik transformasyona bagli olarak GD
organizmalarin genomlarinda meydana gelen ya da gelebilecek “beklenmeyen etkiler”in
belirlenebilmesi i¢in yeterince ayrintili bilgi vermemektedir. Genom analizlerine dayal
arastirmalar tarimi yapilan GD bitkilerde biyotik ve abiyotik stres gibi belirli kosullarin
“beklenmeyen etkiler’in sikligin artirabilecegi gostermistir.
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Bu tez calismasinda GD organizmalarin genomunda “beklenmeyen etkiler’in arastirilmasi
amactyla yemlik GD soyalarin tuz stresi kosullarinda gen anlatimi ve transpozon hareketliligi
analizleri gergeklestirildi. Tiirkiye Yem Sanayicileri Birligi’'nden temin edilen ithal yemlik
soyalarda 35S promotor ve Nos terminatdr bolgelerinin belirlenmesine yonelik bulk Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) analizi ile GDO taramasi yapildi. GD olduklar1 saptanan soyalarin
transgen ¢esidinin belirlenmesi i¢in, ilk ticari transgenik soya ¢esidi olan ve halen giiniimiizde
diinya genelinde en yaygin ekimi yapilan Roundup Ready Soya (RRS) nin igerdigi EPSPS gen
bolgesine 6zgu primerler kullanilarak PZR analizi yapildi, %20 sinin Roundup Ready diger
adiyla GTS-40-3-2 oldugu belirlendi. Ithal yemlik soyalar ve istanbul Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik GDO laboratuvar stogunda bulunan, tez ¢aligmasinda kontrol olarak
kullanilan yerli soyalar 14 giin boyunca tuz stresine (80mM, 120mM, 160mM, 200mM) maruz
birakildi. Siire sonunda denenen farkli tuz konsantrasyonlarindan 120mM’1n, her iki gruptaki
bitkilerin goriiniimiinde yarattig1 etkiler bakimindan esik deger oldugu tespit edildi. Kontrol ve
tuzlulukta yetistirilen 14 gunluk bitkilerin yapraklarindan EPSPS geninin anlatim analizi
Gergek Zamanli (RT) PZR ile yapildi. Analiz sonucunda, sadece 120mM tuz konsantrasyonuna
maruz kalmis iki bitki RR soya olarak belirlendi. Bu nedenle kontrol ile farkli tuz
konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerde EPSPS geninin anlatim farkliligi karsilastirilamadi.
Tuzlulugun, GD organizmalarin genomunda meydana getirebilecegi “beklenmeyen
etkiler”den, transpozon hareketliliginin analizine yonelik olarak 14 gun tuz stresine maruz
birakilan yerli ve 120mM tuz stresinde yetismis GD soyalarda SIRE1 retrotranspozonu igin
IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) PZR yapildi. SIRE1 igin tuz stresi
altinda yetistirilen bitkiler arasindaki polimorfizm orani %0-90 oraninda bulundu. Bu sonuclara
gore SIREL retrotranspozonunun tuzluluk stresi altinda hareket ettigi diisiiniildi. GD soyada ise
kontrole gore SIRE1 retrotranspozonunun hareketliligine baglh olarak %33 polimorfizm artist
gozlendi.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar, ¢evresel stres kosullardan biri olan tuzlulugun
transpozon hareketliligini artirmak yoluyla GD bitkilerin genom organizasyonlarini
etkileyebilecegini godsterdi. Bu durum, GD organizmalarin genomlarinda meydana gelen
“beklenmeyen etkiler”’in daha ayrintili bir bi¢imde arastirilmasimin, ticari GD’lerin tarimda
stirdiiriilebilirlikleri bakimindan 6nemli oldugunu diistindiirmiistiir.

Subat 2019, 76 sayfa.

Anahtar kelimeler: GDO, Roundup Ready Soya, Tuz stresi, Transpozon analizi
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

GMO ANALYSIS AND GENOMIC ANALYSIS UNDER SALINITY STRESS
IN FEEDER SOYBEAN

Olcay SAHIN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Sule ARI

With the rapid increase in the global population, the negativities in the changing climate
conditions, the decrease of water supplies and the agricultural terrains have made difficult to
feed the growing population reliably and sustainably. By means of biotechnology methods, the
necessity to increase the efficiency obtained from the unit area have been met by transferring
some traits such as resistance to insects, herbicides and pesticides and tolerance to
environmental stress conditions to crop plants. It is determined that transgenic plants whose
cultivation areas and uses have been increased rapidly because they have been commercialized
for the first time in 1996, have decreased the use of insecticides by 37% and increased the yield
by 22% and profit of farmers by 68%. Genetically modified organisms (GMOSs) are subject to
safety assessments for human, animal and plant health. However, current risk assessment
methods cannot provide detailed information to determine the “unexpected effects” that
occurred in genomes of GD organisms due to genetic transformation. Genome-based studies
have shown that under certain conditions such as biotic and abiotic stress, the frequency of
“unexpected effects” may increase.

In this thesis, so as to study the unexpected effects on the genome of GD organisms, gene
expression, and transposon mobility analyzes were carried out under the conditions of salt stress
in feed GM soybeans. First, GMO screening was performed with bulk Polymerase Chain
Reaction (PCR) for the determination of 35S promoter and Nos terminator regions of imported
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feeding soybeans supplied by Feed Industrialists Association of Turkey. In order to determine
the transgene events of the soybeans identified as GM, PCR analysis was performed by using
primers specific to the EPSPS gene region which was the first commercial transgenic soybean
event and still present today, the most common commercial event, Roundup Ready soybean
(RRS). It was determined that 20% of feed soybeans were Roundup Ready (GTS-40-3-2).
Domestic (as control) and imported feed soybeans that are found in the stock of Istanbul
University Molecular Biology and Genetic GMO laboratory, were subjected to salt stress for
14 days. At the end of this period, it was determined that 120mM from different salt
concentrations tested was the threshold value in the appearance of the plants in both groups.
Expression analysis of EPSPS gene which is included in RR soybean event was performed by
using gPCR on the 14th day of salt stress or control. As a result of the analysis, two out of these
plants exposed to the salt strees (120 mM concentration) were determined as RR event soybean.
Therefore, the expression differences of plants exposed to different concentration of salt stress
could not be compared with the control group which relies on the differences on EPSPS gene.

In order to analyze the transposon mobility from the unexpected effects of salinity on the
genome of GMOs, IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) PCR was
performed for SIREL retrotransposon in domestic and transgenic soybean (Both of them were
exposed to 120mM salt stress for 14 days). For SIRE1 the ratio of polymorphism among the
plants which are grown under salt stress found to be 0-90%. Compared to control, depending
on the mobility of SIRE1 retrotransposon on GM plants, 33% increase in polymorphisim was
observed. These results showed that salinity as an environmental stress condition can affect
commercial GM plants. The results from this study revealed the importance of investigating the
unexpected effects of the genomes of GMOs in more detail in terms of their sustainability in
agriculture.
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1. GIRIS

Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization -FAQ) niin verilerine gore, kiiresel
diizeyde insan populasyonunun 2050 yilina kadar 9 milyara ulasacagi tahmin edilmektedir
(FAO, 2018). Insanoglu tarafindan binlerce yildir kullanilmakta olan klasik 1slah yontemleri ile
gelistirilen bitkiler, tartm1 olumsuz etkileyen kuraklik, tuzluluk, sulama sorunlar1 ve zirai ilag
kullanimina kars1 iirlin veriminin artirilmasia 6nemli katkilar saglamaktadir. Bitki 1slahinin
temeli, varyasyonlar arasinda, yenebilen kisimlarin verim ve kalitesi bakimimdan ekim, hasat
ve isleme kolayligi, cevresel strese tolerans ve zararlilara karsi direng bakimindan daha iyi
tirlerin secimidir (Breseghello, 2013). Klasik 1slah yontemlerinin stirekli bicimde uygulanmasi,
kiiltiir bitkilerinin gen havuzunun daralmasina ve bitkilerin biyotik ve abiyotik strese karsi
savunmasiz olmasina neden olabilir (Breseghello, 2013). Ayrica, klasik 1slah yontemlerinin
sadece genetik Ozellikler bakimindan farkli olan yakin tiirler arasinda uygulanabilmesi,
strdiiriilebilir besin artisi gereksinimini karsilamada yeterli olamamaktadir. Ancak, 1983
yilinda bitkilerde Rekombinant DNA teknolojisi ile dogal iireme siiregleri yoluyla mimkin
olmayan tlrler arasi gen aktarimimin basarili bir sekilde gergeklestirilmesi (Sekil 1.1)
sonucunda elde edilen Genetigi Degistirilmis Organizma (GDO-transgenik) lar, artan sekilde
kullanilarak iiretim ve iiriin ¢esitliligi bakimmdan tarimda devrim niteliginde bir uygulama
Olusturmustur. En yaygin iiretilen Genetigi Degistirilmis (GD) bitkiler soya, musir, kolza,

pamuk ve seker pancaridir.
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Sekil 1.1: Bitki biyoteknolojisindeki 6nemli olaylarin zaman ¢izelgesi (Francis, Finer ve Grotewold,
2017).



GD bitkilere hastaliklara, zararlilara, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslere, herbisit ve
pestisitlere karsi dayaniklilik 6zellikleri kazandirilarak ekim alanlarindan elde edilen iiriin
veriminin artmasi, Ureticilerin korunmasina ve ekonomiye buyuk katki saglamistir (James,
2017). 1996°da ilk GD Urinlin piyasaya siiriilmesinden sonra, diinyada yeni ve hizla biiyiiyen

bir sektor ortaya ¢ikmis ve GD tohumlarin ekildigi tarim alanlar1 diizenli olarak artmistir.

GDO’lar son zamanlarda tarim alanlarma en hizli adapte olan teknolojik iirlinler olarak
degerlendirilmektedir. 1996-2015 yillar1 arasinda GD bitkilerin Gretimi 100 kat artarak toplam
iretim alan1 179,7 milyon hektara ulagmistir. 2017'de soya, misir, pamuk ve kanola, 2016'da da
oldugu gibi kiiresel GD bitkilerin %99'unu olusturmustur. Uluslararasi Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulamalarinin Kazanimlar1 Servisi (ISAAA) raporuna gore, bu trunler icinde énemli bir
protein ve bitkisel yag kaynagi olan soya (Glycine max L.), kiresel GD bitkilerin %50'sini
olusturmaktadir ve tiretim alan1 2017°de 94.1 milyon hektara ulagsmistir. Gegen 21 yilda, 1.04
milyar hektar GD soya yetistirilmistir (James, 2017). 1996-2016 yillar1 arasinda GD iiriinler
artan verimlilik (657.6 milyon ton) ve ekonomik kazancla (186,1 milyar ABD dolar1) gida, yem
ve lif giivenligine blyilk oranda katkida bulunurken, 183 milyon hektarlik ekim alanindan da
tasarruf saglamistir (Brookes ve Barfoot, 2018). GD urtnlerin kiresel pazardaki degeri, Sekil

1.2’de verildigi iizere yillar i¢inde artmustir.
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Sekil 1.2: GD iiriinlerin kiiresel pazardaki degeri, 1996-2017 (Milyar Dolar).



ISAAA’nin yayinladigi rapora gore, herbisit toleransli (HT) 335 ¢esit GD {irtin bitkisi vardir
(James, 2017). 1996-2017 arasindaki zaman diliminde herbisit toleransi, ekimi yapilan GD
bitkiler arasinda baskin 6zellik olmustur (Tablo 1.1). Herbisit toleransi tasiyan GD soya ekim
alam 2017 yilinda diinya genelinde 75.4 milyon hektara ulasmistir. HT soyalarin biiyiik bir
cogunlugu, bir toprak bakterisi Agrobacterium'a ait 5-enol-piruvil-sikimat-3-fosfat sentaz
(EPSPS) genini icermektedir.

Tablo 1.1: GD bitkilere kazandirilan 6zelliklere gore kiiresel ekim alam (James, 2017)

Ozellik Ekim Alam Ekim Alaninin
(Milyon Hektar) Ylzdesi (%)
Herbisite direng 88.7 47
Birden ¢ok karakter ozelligi 77.7 41
Bocek direnci 23.3 12

GD’lerin tarimsal yararlarina karsin bir yandan da giivenilirlikleriyle ilgili tartigmalar devam
etmektedir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), ticari transgeniklerin, pazarda
kullanimlar1 6ncesi insan, hayvan ve bitki sagligi bakimindan giivenilirliklerinin belirlenmesi
icin gida ve yem analizleri, alerji ve toksisite testleri gibi risk degerlendirmelerine tabi
tutulmasini zorunlu kilmustir. Ticari GD tohum, gida veya yemlerin saflig1, genetik ve fenotipik
kararlilig1, triinler piyasaya cikmadan Once iiretici firmalar tarafindan giivence altina
alinmalidir. Bu ozellikler, triiniin kullaniom 6mrii boyunca gegerli ve GD drinler resmi
kurumlar tarafindan belirlenmis metodolojiler ve kurallar geregince izlenebilir olmalidir
(Naegeli ve dig., 2017).

9% ¢

AB mevzuatinda GDO’lar, biyolojik giivenlik ile ilgili olarak “gevreye kasith salim”, “gida ya
da hayvan yemi olarak tiiketim” ve “kapali kullanim” olmak iizere {i¢ agidan ele alinmis ve
diizenlemeler, bu c¢ercevede hazirlanmistir. GD bitkilerin biyogiivenligi kapsaminda Tiirkiye
AB mevzuatin1 benimsemistir. Bu mevzuata uygun diizenlemelerin Tiirkiye’ye uyumlu hale
getirilmesinde, Biyoguvenlik Kanunu ve ilgili yonetmeliklerinin yurattulmesindeki sorumluluk
02 Agustos 2018 tarihinde Resmi Gazete’de yayimlanan Cumhurbaskanligi 2018/3 sayili
Genelge ile Biyogiivenlik Kurulu’nun gorev ve yetkileri Tarim ve Orman Bakanligi’na

verilmistir. Bu kapsamda Biyogiivenlik Kurulu’nun miilga olmasi nedeniyle, E.3408293 sayil1



ve 05.12.2018 tarihli Bakan Olur’u ile GDO ve iriinleri ile ilgili yapilan basvurularin
degerlendirilmesi, Biyogiivenlik Kanunu ve ilgili yonetmeliklerde belirtilen diger gorevlerin ve
Komitelerin sekretarya hizmetlerinin yiiriitiilmesi gérevi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar

Genel Miidiirliigi’ne verilmistir.

26.09.2010 tarihinde yiiriirliige giren 5977 sayil1 “Biyogiivenlik Kanunu” nun amact; “Bilimsel
ve teknolojik geligsmeler cercevesinde, modern biyoteknoloji kullanilarak elde edilen genetik
yapist degistirilmis organizmalar ve {iriinlerden kaynaklanabilecek riskleri engellemek, insan,
hayvan ve bitki saghigi ile ¢evrenin ve ekolojik ¢esitliligin korunmasi, siirdiiriilebilirliginin
saglanmasi amaciyla biyogiivenlik sisteminin kurulmasi ve uygulanmasi, bu faaliyetlerin
denetlenmesi, diizenlenmesi ve izlenmesi ile ilgili usul ve esaslar1 belirlemek” tir. Kanun
geregince GDO ve {riinlerinin onay alinmaksizin piyasaya siirlilmesi, kullanilmasi veya
kullandirilmasi, genetigi degistirilmis bitki ve hayvanlarin iiretimi, GDO ve iiriinlerinin
piyasaya sltirme kapsaminda belirlenen ama¢ ve alan disinda kullanimi, GDO ve {iriinlerinin
bebek mamalar1 ve bebek formiilleri, devam mamalar1 ve devam formiilleri ile bebek ve kiigiik

cocuk ek besinlerinde kullanilmas1 yasaktir.

Rekombinant DN A teknolojisinin esasi, farkli bir organizmaya ait DN A’nin, aktarilmak istenen
parcasinin, restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilerek DNA ligaz enzimiyle bir vektor igine
yerlesmesine dayanmaktadir. Vektor DNA’s1 ve i¢indeki aktarilmak istenen DNA pargasinin
olusturdugu yeni DNA molekiili Rekombinant DNA (rDNA)’dir. rDNA teknolojisi
uygulamalarinin ¢ogu, yabanci genlerin bakteriler gibi tek hiicreli organizmalara aktarilarak
ilgili gen iirlinlin fazla miktarda iiretimini saglamaktir (Glick ve dig., 2010). Bununla birlikte,
rDNA teknolojisinin 6nemli bir uygulama bicimi de aktarilan yabanci genin konak

organizmanin fenotipik 6zelliklerini degistirmesidir.

Simdiye kadar gelistirilen transgenik bitkilerin tiretimi i¢in kullanilan yontemlerin ¢ok biiyiik
bir kismi giidiimlii gen transferini igermemektedir. Degisik Agrobacterium tirleri (A.
tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi, A. radiobacter) farkli bitkilerde farkli frekanslarda gen
transferi yapabilmektedir. Dogrudan gen aktarim yoOntemleriyle, gen dizilerinin transferi bir
aractya ihtiyag duymadan gergeklestirilebilmektedir. Her iki uygulamada da transformasyon
sonucu yabancit genin ¢oklu kopyalarinin farkli kromozomlara veya kromozomda farkl
bolgelere girmesi, genomda “beklenmeyen etkiler-unintended effects” olusturabilmektedir. Bu

etkiler, yabanci genin genomdaki baska bir genin anlatim yapmasina engel olacak sekilde



promotor bolgesinin arasina girmesi, genomdaki hareketli elementler olan transpozonlarin
hareketliliginde artis meydana gelebilmesi, gen sessizlesmesi ve gen anlatim diizenlenmesinin
degismesi sonucu meydana gelebilecek pleiotropik etkiler seklinde ortaya cikabilmektedir
(Freese ve Schubert, 2013). Yiiksek toprak tuzlulugu, sicaklik, kuraklik gibi diinya ¢apinda
verimi olumsuz yonde etkileyen en 6nemli etmenlerden olan abiyotik stres kosullarinin, bu
“beklenmeyen etkiler”e nasil etki edebilecegi bilinmemekle beraber, genetik kararsizliklara
sebep olabilmektedir (Ahanger ve dig., 2017). Genetigi degistirilmis petunya, pamuk, patates,
soya fasulyesi ve bugday gibi bitkiler ile yapilan ¢alismalarda bu bitkilerin, ¢evresel stres
kosullarina 6n goriilemeyen reaksiyonlar verdikleri 2008 yilinda Biyoteknolojide Bagimsiz
Etki Degerlendirmesi Enstitiisii olarak kurulan ve ayrica AB Seffaflik Kaydi'na kayith bir
kurulus olan Testbiotech tarafindan bildirilmistir (Testbiotech, 2015). Ticari olarak piyasada
bulunan GD bitkilerin herhangi bir iklim degisikliginden nasil etkilenebilecegiyle ilgili
yeterince veri bulunmamaktadir (Luis ve dig., 2010). Yakin zamanda yapilan ve Bt toksinine
direncli (MONS810) iki farkli ticari misir ¢esidinde sicaklik ve kuraklik streslerinin etkilerinin
arastirildigi bir calismada, Bt misirda degisen ¢evre kosullari ile yabanci gen anlatimi ve protein
tiretimi arasindaki iliski incelenmistir. Bu calismada, sadece bir gesitte Bt protein igerigi
transgen anlatimiyla iliskilendirilebilmistir. Boylece, stres sartlarinin etkilerinin 6n goriilemez
oldugu vurgulanmistir (Trtikova ve dig., 2015). Bu sonug genetik mithendisligi ile elde edilen
bitkilerin transgen diizenlenmesinin anlagilmasinda 6nemli eksiklikler oldugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle, transgenik bitki metabolizmasinin zorlu veya degisken ¢evre
kosullarindan nasil etkilenecegine iligkin veriler, bu bitkilerinin tariminda yOnlendirici nitelikte

olacaktir.

Birlesmis Milletler Cevre Programi diinyadaki tarimsal arazilerin yaklasik olarak %20’si ve
ekili arazilerin %50’sinin tuz stresi altinda oldugunu bildirmektedir (Ruan ve dig., 2010).
Proteince zengin ve kiiresel 6neme sahip tiriin bitkilerinden olan soyanin tiretiminde de tuzlu
topraklar, verimi azaltan en 6nemli faktorler arasindadir. Tarim verimliligine katki saglayan,
ekimi ve ithalat1 yapilan en yaygin transgenik bitkilerden soyanin, degisen ve zorlu c¢evresel
etkenler altinda kazandig1 ozellikleri koruyup korumadiginin arastirilmasi biiylik 6nem

tasimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, tuzlulugun etkisiyle hem GD hem de GD olmayan soyalarin genomlarinda

transpozon hareketliligindeki degisimin arastirilmasi ile elde edilecek sonuglarin, GD’lerde



cevresel etkenler nedeniyle meydana gelebilecek “beklenmeyen etkiler” in dnemini ortaya
koymasit ve bdylece GD’lerin tarimdaki yararlarimin siirdiiriilebilirligine katki saglamasi

amaclanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. GENETIiGi DEGIiSTIiRIiLMiS BiTKiLER

Tarim faaliyetlerinin basladigi tarihten beri giftciler, daha verimli ve ¢evreye uyumlu
genotiplerin kademeli olarak secilip yetistirilmesiyle klasik 1slah yontemleri gelistirip
uygulamaya baslamistir. Yillar icerisinde tarimda yapilan yanlislardan yogun giibreleme ve
tarim ilaglarinin fazla kullanimi, su kaynaklarinin kirlenmesine, erozyona ve topragin veriminin
azalmasina neden olmustur (Manuel, Machado ve Serralheiro, 2017). Diinya nufusunun 2050
yilina kadar 9 milyar kisiye ulasacagi tahmin edilmekte ve bu kiiresel artisa bagli olarak besin
ihtiyacinin, {iriin bitkilerinin mevcut dretimi ile karsilanamamasi, birim alandan alinan {iriin
miktarinin arttirllmasini gerekli hale getirmistir. 1970’11 yillarin basindan itibaren gelistirilen
Rekombinant DNA teknolojisi ile canlilarin genetik yapisinda geleneksel 1slah metodlar1 ve
dogal lireme-gogalma siirecleri ile elde edilemeyen degisikliklerin yapilmasi miimkiin olmustur
(Campbell, 2008). Artan kiiresel niifusun beslenebilmesi i¢in biyoteknolojik gelismeler biiyiik
onem tasimaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi, gen transformasyonu sayesinde Urln
bitkilerine ¢esitli 6zelliklerin aktarilmasiyla birim alandan alinan verimi artirmaya yardimci
olmustur. Bu yontemler ile yabanci genler aktarilarak “genetik yapilar” degisiklige ugratilan
ve bu yabanci genleri genomlarinda kararli sekilde tasiyan 6zellikleri degistirilmis bitki, hayvan
ve  mikroorganizmalar, “genetik  yapist  degistirilmis  organizma-GDO”  olarak
adlandirilmaktadir (Ibelgaufts, 1993). ilk kez 1983 yilinda, tiitiin bitkisinde gen aktariminin
gerceklestirilmesiyle giinlimiizde diinya ekonomisinde Onemli bir yere sahip genetigi
degistirilmis bitkilerin (GDB) iiretimi i¢in ilk adim atilmistir (Budd, 1991). Bitkilerde
Rekombinant DNA teknolojisi uygulamalarindaki temel amaglar rin Kkalitesinin
tyilestirilmesi, herbisitlere, viral bitki hastaliklarina, boceklere ve abiyotik streslere dayaniklilik

gelistirmek gibi 6zelliklerin bitkilere kazandirilmasidir.

Gen aktarimi ¢caligsmalarinda aktarilan genin (transgen) bitkide yiiksek diizeyde anlatim yapmasi
istenir. Bu nedenle, transgenik bitki {iretimi siirecinde bitkilere aktarilacak olan ‘gen kaseti’
transgenin yani sira genin konakta anlattmini yapabilmesi i¢in gerekli olan diizenleyici
promotor ve terminator bolgelerini de igerir. Ayrica hangi hiicrelerin transgenik oldugunun
anlagilmasini saglayan gozlenebilen isaret (markir) genler ve aktarilan genin yabanci konakta

anlatim hakkinda bilgi saglanmasi i¢in raportdr genler de gen kasedinin bilesenleri arasindadir



(Michelini ve dig., 2008). Giiniimiizde, yiiksek transkripsiyon aktivitesinden dolay1 CaMV’a
ait daima aktif (konstitutif) bir promotor olan 35S ve durdurucu dizi olarak Agrobacterium
tumefaciens’e ait NOS terminatorii birgok transgenik bitkide kullanilmaktadir (Elenis ve
Kalogianni, 2008).

Genetigi degistirilmis (GD) bir bitki uzun yillar ve birgok basamaktan olusan bir sireg
sonucunda pazara surulebilmektedir. GD bitkide bu siire¢ boyunca kendisine kazandirilan
ozelliklerin degismemesi ve kararliligini  korumasi, GD bitkinin tamimlanmasi ve
izlenebilirliginde esas olan 6nemli noktalardir (Gupta ve Ram, 2004). Btlin bu onay slrecinin
basariyla gergeklestirilmesiyle 1994°te ilk GD 6rnegi olan FLAVR SAVR™ ticarilestirilmistir
(Kramer ve Redenbaugh, 1994). 1996°da GD bitkilerin ticarilestirilmesinden sonra, diinyada
yeni ve hizla biiyiiyen bir sektor ortaya ¢ikmis ve GD tohumlarin ekildigi tarim alanlar1 diizenli
olarak artmustir. Transgenik triin bitkilerinin ekili alan hektart 1996 yilinda 1.7 milyondan;
2017 yilinda, 185.1 milyona ulasmistir. Transgenik iiriin bitkilerinin ekim alanlarinin yillar
icindeki degisimi Tablo 2.1’de verilmistir. Transgenik iiriin bitkilerinin yiiksek kabul oranlari,
diisiik tiretim maliyetleri, hektar basina daha yiliksek verimlilik saglamalari, siirdiiriilebilir

tarima katkida bulunmalari bu artis1 agiklamaktadir.

Tablo 2.1: Transgenik iiriin bitkilerinin kiiresel ekim alanlart (James, 2017).

Yillar Ekim Alam
(Milyon Hektar)

1996 1.7

2000 44.2

2004 81

2008 125

2012 170.3

2016 185.1

2017 189.8

2017 yilinda, 19 gelismekte olan ve 5 sanayilesmis iilke olmak iizere toplam 24 iilke, transgenik
bitki yetistirmistir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde transgenik bitkilerin ekim alanlarinin

yillar i¢indeki karsilagtirmasi Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1: Transgenik firiinlerin yillar i¢inde gelismis ve gelismekte olan lilkelerde ekim alanlarindaki
degisim grafigi. Mavi ¢izgi, gelismis iilkeleri; sar1 ¢izgi, gelismekte olan iilkeleri temsil
etmektedir (James, 2017).

GD bitkilerin ticarilestirildikleri ilk yillarda yapilan ¢alismalarda herbisit toleransi, bocek ve
patojen direnci gibi dogrudan ciftciyi ilgilendiren, tarim bitkilerinin yetistirilmesine yardimci
ozelliklere odaklamlmustir. Ozellikle yaygin olarak kazandirilan herbisit tolerans: sayesinde
ciftcilerin Uretim maliyetleri dnemli 6lclide azalmistir. Herbisitler, tarim alanlarindaki bitkilere
zarar veren yabanci otlari 6ldirmek icin kullanilan kimyasal maddelerdir ve bitkinin hayatta
kalmasi igin gerekli olan metabolik yollar1 hedefleyerek calisir. Herbisit etkisinde bu kimyasal
maddelerin segiciligi ve toksisitesi énem tasimaktadir (Oktem, 2016). Bu baglamda, en etkili
herbisitler arasinda yer alan glifosat ve glifosata direng 6zelligi kazandirilmig transgenik bitkiler
tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Glifosat, ticari RoundUp™ herbisitinin etken
maddesini olusturur ve glifosata diren¢ kazandirilmis transgenik triinlere de “RoundUp Ready”
adi1 verilmektedir. Glifosat, 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) enzimine baglanir ve
onu inhibe eder. Bu enzim tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik amino asitler de dahil
olmak Uzere, korizmat tlirevli metabolitlerin sentezini saglayan sikimat yolunda ¢alismaktadir
(Hermann, 1995). EPSPS inhibitéri amino asit Gretimini inhibe ettigi icin hticre, 6lime
striklenir. Glifosata direncli transgenik bitki elde edilirken, bitkilerde fonksiyonel olan ancak
herbisitlerden etkilenmeyen bir EPSPS formu kullanilmistir.  EPSPS bitkiler disinda
bakterilerde de bulunabilmektedir. Glifosat uygulamasina duyarli olmadigindan herbisit
uygulandiginda inhibe olmayan EPSPS formu Agrobacterium tumafaciens’in CP4 susuna ait
bir toprak bakterisinde tanimlanmistir. Bu sayede hedef bitkiye EPSPS geninin aktarilmasiyla

glifosat esasl herbisite karsi tolerans kazandirilmistir (Korth, 2008). Sonu¢ olarak tarlada
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glifosat uygulamas: yapildiginda yetistirilmekte olan bitkiye zarar gelmemekte, diger yandan

istenmeyen yabanci otlar ise 6lmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen bitki kokenli gidalar 15 yildan fazla bir siiredir
giivenli bir sekilde tiiketilmelerine karsin, halen diinyada tartisma konusu olmaya devam
etmekte ve bunlarin glvenilirlikleri, gevresel etkileri ve tabi olacaklar1 diizenlemeler hala
sorgulanmaktadir. ABD Tarim Bakanligi (USDA), Gida ve lilag Idaresi (FDA) ve Cevre
Koruma Kurumu (EPA) transgenik tarimsal ve hayvansal {iriinleri ve bunlardan elde edilen
gidalara dair mevzuatlar1 diizenler. Bu diizenlemeler, insan besinleri, hayvan yemleri ve ¢evre
tizerindeki etkiler dikkate alinarak yapilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) gibi uluslararasi érgiitler, gida biyoteknolojisinin
giivenligi ve faydalariyla iliskili kanitlara dayali olarak, glinlimiizde oldugu gibi gelecekte de
gida iiretimi ve yetersiz beslenme sorunlarinin giderilmesi ve siirdiiriilebilirligin saglanmasi

konularindaki olumlu etkileri nedeniyle biyoteknolojinin kullanilmasini desteklemektedir.

2.2. GENETIiK TRANSFORMASYON

Genetik transformasyon, yabanci DNA’nin konak hiicrenin hiicre zarindan gegerek dogrudan
alinmasi ve konak genomuna kararli bir sekilde katilmasi olarak tanimlanmaktadir (Saeed ve
Shahzad, 2016). Gen aktarimi bitkilerde dogal olarak meydana gelebilen bir mekanizmadir.
Agrobacterium tumefaciens hiicrelerinde bulunan bir plazmidin (Ti plazmidi) kiguk bir bolimi
(T-DNA), bitkilerde yaralanma ya da hasar olustugunda bitki dokularina girip bitki hiicrelerine
aktarilmakta ve bitki kromozomu ile biitiinleserek “ta¢ tiimorii” denilen yapilar1 olusturur
(Chilton ve dig., 1980; Willmitzer ve dig., 1980). T-DNA’nin transkripsiyonu ile tiimor
olusumu gerceklesmektedir. T-DNA’nin bu 06zelliginden yararlanilarak sinirlar1 arasia
herhangi bir yabanct DNA’y1 yerlestirip bitki hiicrelerine transfer edilebilmesi saglanmus,
boylece hastaliga neden olan genlerin aktarimi istenen 6zel DNA dizisi ile degistirilmesiyle
modifiye Agrobacterium suslar1 da elde edilmistir. Genetik transformasyon yontemleri
dogrudan (Elektroporasyon, Biyolistik, Mikroenjeksiyon gibi) ve dolayli (Agrobacterium ve
viruslar araciligiyla transformasyon) yontemler olmak tizere ikiye ayrilir (Rao ve dig., 2009).
Dolayli yontemlerde yabanci genin konak hiicreye aktarilmasi igin bir araciya gereksinim

vardir; dogrudan transformasyon yontemlerinde ise bir araciya gereksinim yoktur (Rao ve dig.,
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2009). Dogrudan yontemlerden GD bitki tiretimi igin en fazla tercih edilen Biyolistik (gen
tabancasi) yontemi; yaklasik 2 mikron ¢apindaki yiiksek yogunluklu tasiyict mikropartiktllerin
(altin, tungsten ya da platin kapli) bitki hiicrelerine dogru hizla atilmasi ve hiicrelerden gecerken

tagidiklart DNA’y1 hiicre i¢ine birakmalari esasina dayanir (Macar ve dig., 2017).

Temelde genetik transformasyon agamalari yabanct DN A’nin konak hiicreye girisi (insersiyon),
konak genomuna baglanmasi (entegrasyon), yabanci genin anlatiminin yapilmasi (ekspresyon)
ve yabanci genin/kazanilan yeni oOzelliklerin sonraki nesile aktarimi (transmisyon)
asamalarindan olusur. Bitki transformasyonu birbirini izleyen gegici transformasyon (DNA’nin
bitki hiicrelerine sokulmasi) ve kararli transformasyon (bitki hiicresine aktarilan DNA’nin
genomla kaynastig1) seklinde de siniflandirilabilmektedir. Bu simiflandirmaya gére istenen
Ozellikleri sonraki nesillere aktarabilen transgenik bitkilerin tiretimi i¢in ikinci asama sarttir
(Altpeter ve dig., 2016). Genetik transformasyonun basarili sayilabilmesi i¢in tekrarlanabilir

olmasi gerekli bir temel unsurdur (Macar ve dig., 2017).

Gen aktarimi ¢aligmalarinda aktarilan genin konak bitki genomunda yiiksek diizeyde anlatim
yapmasi Ve bu anlatimi kontrol edilmesi istenmektedir. Bu nedenle, transgenik bitki dGretimi
stirecinde bitkilere aktarilacak olan ‘gen kaseti’ transgenin yani sira genin konakta anlatimini
yapabilmesi icin gerekli olan duzenleyici promotor ve terminator bolgelerini ve hangi
hiicrelerin transgenik oldugunun anlasilmasini saglayan gozlenebilen (raportdr) bolgeleri de
icerir (Michelini ve dig., 2008). Yiiksek transkripsiyon aktivitesinden dolay1 yaygin olarak
tercih edilen, Karnabahar mozaik viriisi (CaMV) ne ait daima aktif (konstitatif) bir promotor
olan 35S ve durdurucu dizi olarak Agrobacterium tumefaciens’e ait NOS terminatorii bir¢ok

transgenik bitkide kullanilmaktadir (Elenis ve Kalogianni, 2008).

Her bir genetik transformasyon sonrasi olusan {irtin 6zgundir. Hedef bitki ve aktarilan
transgenin aym oldugu durumlarda bile, s6z konusu transgenin genom ile entegrasyonu
transformasyona ugratilan her bir hiicrede digerlerinden bagimsiz bir sekilde
gerceklesmektedir. Bu nedenle genetik transformasyon sonucunda olusan her bir Uriin ayr1 bir
cesit (“event”) tir. Ayrica, genetik transformasyon sonucu bitkilerde ¢oklu gen girisleri,
transgenin insersiyonuna bagli beklenmeyen gen anlatimi ve diizenlenme degisiklikleri (genetik

kayma) ile genetik ve epigenetik degisiklikler tetiklenebilmektedir (Gray ve dig., 2015).
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ISAAA’ya gore giinlimiizde 41 transgenik soya ¢esidi mevcuttur. Bunlardan “Roundup Ready”
ilk ticarilestirilmis transgenik soya olmakla beraber halen tarimi1 en ¢ok yapilan ¢esittir. RR

soya cesidine ait gen kasedi Sekil 2.2°de verilmistir.

P-358 CP4 EPSPS

Sekil 2.2: RoundUp Ready soya ¢esidine ait gen kasetinin sematik gosterimi. P-35S: Karnabahar mozaik
virtstiniin 35S promotdr dizisini, CTP4: Petunia hybrida kaynakli kloroplast transit peptidini,
CP4 EPSPS: Agrobacterium tumefaciens CP4 susunun 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentaz
genini, T-nos: Agrobacterium tumefaciens kaynakli NOS terminator dizisini gostermektedir
(Querci, 2006).

2.3. RiSK DEGERLENDIRMELERI

Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen bitki kokenli gidalar 15 yildan fazla bir siiredir
giivenli bir sekilde tiiketilmelerine karsin, halen diinyada tartisma konusu olmaya devam
etmekte ve bunlarin gilivenilirlikleri, ¢evresel etkileri ve tabi olacaklar1 diizenlemeler hala
sorgulanmaktadir. Genetigi degistirilmis bitki kaynakli gidalarin pazara girmesi ve
kullanimlarinin giderek artmasi yani sira insan sagligi ve gevre tizerindeki olasi olumsuz etkileri
konusunda endiseleri de beraberinde getirmistir. Bu endiselerin basinda; transgenik bitkilerden
yabani tip akrabalarina gen akisinin gergeklesmesi, alerjik reaksiyonlarin olusmasi, zararlilarda
antibiyotik direncinin gelismesi ve gen havuzunun daralarak biyogesitliligin yok olmasi
gelmektedir (Michelini ve dig, 2008). Bu nedenle, risk degerlendirmelerinin yapilmasi ile ilgili
diizenlemelerin olusturulmasina gerek duyulmustur. ABD Tarim Bakanlig1 (USDA), Gida ve
Ilag Idaresi (FDA) ve Cevre Koruma Kurumu (EPA) transgenik tarimsal ve hayvansal iiriinleri
ve bunlardan elde edilen gidalara dair mevzuatlar diizenler. Bu diizenlemeler, insan besinleri,
hayvan yemleri ve gevre iizerindeki etkiler dikkate alinarak yapilmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) gibi uluslararas: drgiitler,
gida biyoteknolojisinin giivenligi ve faydalariyla iliskili kanitlara dayali olarak, glinlimiizde
oldugu gibi gelecekte de gida iiretimi ve yetersiz beslenme sorunlarinin giderilmesi ve

sirdiiriilebilirligin saglanmast konularindaki olumlu etkileri nedeniyle biyoteknolojinin
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kullanilmasin1 desteklemektedir. 2002 yilinda GDO’larin risk degerlendirmelerini yapmak

iizere Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) kurulmustur.

Avrupa Komisyonu’nun EC 1830/2003 yonetmeligi “Gida ve yem kullanim amag¢h GDO’lar,
GDO igeren veya GDO olan gida ve yem, GDO’lardan iiretilen veya GDO igeren bilesenlerden
iiretilen gida ve yemlerin” piyasaya siirlilmesini ve etiketlenmesini diizenlemektedir. Bu
yonetmelikler analizi yapilacak ilgili tirliniin i¢eriginde % 0,9’un lizerinde bir degerde GDO
var ise o urliniin etiketlemesini zorunlu tutmakla birlikte bu sinirin altindaki miktarin, tesadifi
veya teknik olarak dnlenemeyecek bir bulagsma oldugunu kabul etmektedir. Bu dizenlemeler
yalnizca AB pazarina girmesi onaylanan cesitleri kapsamaktadir, diger yandan pazara girisi

onaylanmamus tiriinlerin her durumda piyasada bulunmasi kesinlikle yasaklanmustir.

Risk degerlendirmeleri yapilirken tehlikenin tanimlanmasi, tehlikenin niteliklerinin
belirlenmesi, maruz kalma degerlendirmesi, riskin niteliklerinin belirlenmesi 6nemli dl¢iitleri
olusturmaktadir. Risk degerlendirmeleri, EFSA’nin 14 Nisan 2011 tarihli “Genetigi
Degistirilmis Bitkilerden Elde Edilen Gida ve Yemde Risk Degerlendirme Rehberi” dikkate
alinarak GD bitkilerden elde edilen gida ve yemin geleneksel ve binlerce yildir giivenilir olarak
insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilen esdegerleri ile karsilastirllmast esasina
dayanmaktadir. Bu degerlendirmelerin kapsamina; baz1 bilesen (kiil, nem, makro ve mikro
besinler, dogal toksinler, alerjenler gibi) ler bakimindan igeriklerinin, yetisme
performanslarinin, bitki veriminin, ¢igeklenme zamaninin, olgunlasma zamaninin, polenin
canli kalma zamaninin, bitki patojenlerine ve boceklere karst koyma durumunun, abiotik stres
kosullarina duyarliligin karsilastirilmasi girmektedir (Naegeli ve dig., 2017) Ayn1 zamanda GD
bitkilerin ¢evresel risk degerlendirmeleri i¢in GD bitkinin siirekliligi ve yayilabilirligi; bitkiden
bitkiye gen aktarimi; bitkiden mikroorganizmalara gen aktarimi, GD bitki ile hedef ve hedef
dist canlilar arasindaki etkilesim izlenmelidir (Bektas, 2013). Ancak mevcut risk
degerlendirmeleri icerisinde transgenik bitki genomundaki olasi tiim “beklenmeyen etkiler’e
yonelik ayrintili bir incelemenin miimkiin olmamasindan kaynakli rutin olarak genom

dizeyinde analizler yer almamaktadir, bu bilimsel arastirmalarin konusu olmustur.
2.4. SOYA FASULYESI

Soya fasulyesi (Glycine max L. Merr.), kromozom sayist 2n=40 olan tek yillik, kazik koklii

onemli bir yag bitkisidir. Soyanin taksonomisi Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2: Soyanin taksonomisi.

Alem Plantae — Bitkiler

Altalem  Cormobionta

Sube Spermatophyta - Tohumlu bitkiler

Altsube  Magnoliophyta - Angiospermae - Kapali tohumlu bitkiler
Simf Magnoliopsida- Dicotyledoneae- Cift cenekliler
Altsimf  Archichlamydae

Takim Rosales

Alttakim Leguminosinae

Aile Leguminosae

Altaile ~ Fabaceae - Papilionaceae - Baklagiller

Cins Glycine

Tar Glycine max

Tirkiye’de ilk kez 1930’lu yillarda iiretilmeye baslanan soya, o yillarda sadece Karadeniz
Bolgesi’nde tarimi yapilmistir. Ginimiizde ise agirhikli olarak Akdeniz Bolgesi’nde
yetistirilmektedir. Soya igerigi bakimindan oldukga zengindir ve %18-20 oraninda yag, %40-
45 oraninda protein, %30 karbonhidrat ve %5 oraninda mineral, ¢ok sayida vitamin ve degerli
aminoasitler icermektedir. Basta yag ve yem olmak iizere sut, peynir, sos, dondurma, et gibi
pek ¢ok gidanin ve biyoyakitin iiretiminde yogun olarak kullanilmaktadir. Besleyici ve doymus
yag igeren hayvansal proteinlere alternatif olmasi nedeniyle olduk¢a faydali olarak
nitelendirilen soyanin tiiketim miktar1 da liretimle paralellik gostermektedir. Tiirkiye’de soya
uretilmesi icin gerekli iklimsel sartlar mevcuttur. Ancak ayni sartlarda yetistirilen diger
alternatif {rtinler ile ekonomik olarak rekabet edemedigi igin tretimi smirh diizeyde

kalmaktadir (Tas¢1 ve Ugum, 2018).
Soyanin besin degerine ait igerik Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3: 100 gram soyamin igerdigi besin degeri (USDA, Nutrient Database for Standart
Reference, 2018).

icerigi Miktan
Su 8.54 g

Enerji 446 kcal
Protein 36.49¢
Yag 19.94 g
Karbonhidrat 30.16 g

Seker 7334
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Kalsiyum 277 mg
Demir 15.70 mg
Magnezyum 280 mg
Fosfor 704 mg
Potasyum 1797 mg
Sodyum 2mg
Cinko 4.86 mg

Soya, Tiirkiye’de en ¢ok hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Ayrica, son yillarda soyadan,
biyodizel hammadde olarak yararlanilmaya baslanmasinin da etkisiyle soyaya olan talep siirekli
artmaktadir (Onat, 2012). Tiirkiye’de soya kullanimindaki degisim, Tablo 2.4.’te (Tas¢1 ve
Ucum, 2018) verilmistir. Tiirkiye’ nin soya ticaretinin 2005-2014 yillar1 arasinda, 1 ile 2 milyon
ton arasinda degistigi belirtilmistir (TUIK, 2014).

Tablo 2.4: Tirkiye soya arz ve kullanimi, bin ton (Tas¢1 ve Ugum, 2018).
2013/14  2014/15 2015/16 2016/17 2017/18

Ekim alani (bin da) 433 343 367 382 317
Verim (kg/da) 416 437 438 432 442
Yurtici Tohum Uretimi 180 150 161 165 140
ithal Tohum 1608 2197 2283 2271 2250
Toplam tohum ihtiyaci 2668 2828 3071 3323 3183
TOPLAM ARZ 1807 2496 2802 2709 2702
TOPLAM KULLANIM 1807 2496 2802 2709 2702

2.4.1. Yemlik Soya

Hayvan beslenmesinde kullanilan yemler 7.7.1973 tarihli Yem Kanunu’nda, madde ve enerji
bakimindan hayvanin yasama ve verim ihtiyaclarim1 karsilamak amaciyla ve belli sinir ve
sartlarda yedirildigi zaman hayvan sagligina zararli olmayan organik ve inorganik maddeler
veya bunlarin karisgimlari olarak tanimlanmistir (Bayraktar, 1999). Ulkemizde mevcut besi
hayvanlarinin otlayacagi ¢cayir-mera alanlarinin yeterli olmamas: ve tarla bitkileri ekim alanlar
icerisinde yem bitkilerinin az yer kaplamasi, hayvanlar igin yeterli ve dengeli beslenme

saglanmasini zorlastirmaktadir. Yem bitkilerinin iyi bir sekilde tanitilamamast, yetistiricilikten
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elde edilen iriini kurutma ve saklamadaki hatalar, yem agigimin baslica nedenlerindendir

(Ergin ve Aydemir, 2018).

Yem olarak kullanilabilen bitkilerden soyanin en 6nemli 6zelligi, diger bitki ve hayvan yem
kaynaklarma gore, birim alandan daha fazla, ucuz ve hayvansal proteine en yakin proteini
sagliyor olmasidir. Soya tohumlarmin yagi cikarildiktan sonra geriye kalan soya kiispesi,
protein ve lizin bakimindan zengin, metionin bakimindan fakir, biyolojik degeri ylksek bir yem
Urtiniidr. Tthal kiispelerin yerli iiretime gére protein oranlar1 daha fazladir. Soya ve soya
iirlinlerinin nerede ise tamamini iiretimin tliketimi karsilamada yeterli diizeyde olmamasi ve i¢
piyasadaki talebin yiiksek olmasi nedeniyle ithal etmek durumunda olan Tiirkiye’de TEPGE
(Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitlist) verilerine gore bu tiriinlere ihtiyag, kanath
yemi liretiminin artis1 oraninda artmaktadir (Tas¢1 ve Ugum, 2018). Yemlik olarak ithal edilen
bu soyalarin transgenik olanlar1 da igerme ihtimalinin yiiksek olusu Boliim 2.3’te anlatildig:
iizere takip ve degerlendirmelerini de zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle ithal olarak alinan
soyalardan transgenik olanlarinin halihazirda sadece Biyogiivenlik Kurulu tarafindan
onaylanmis ¢esitlerinin yem olarak kullanimina izin verilmektedir. Yem amaciyla kullanimina
onay verilen GD soya ¢esitleri, 11 Ocak 2018 tarihi itibariyle say1 olarak 10’a ulasmistir ve
Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5: Agustos 2018 tarihine kadar Biyoguvenlik Kurulu tarafindan onaylanan GD soya listesi

Transgenik cesit

Kazandirlan ozellik

A2704-12, 2011

Glufosinat herbisitine tolerans

Ab5547-127 Glufosinat herbisitine tolerans

MON 87701, 2015 Bocek direnci

MON 87701XMON 89788 Bdcek direnci ve glifosat herbisitine tolerans

MON 87705 Yuksek oleik asit igerigi

GTS 40-3-2 (RR SOYA) Glifosat herbisitine tolerans

DP356043 Glifosat herbisitine ve ALS inhibe eden herbisitlere telorans
MON89788 Glifosat herbisitine tolerans

BPS, CV 127-9, 2017

Imidazolinon herbisitlerine tolerans

MONS87708, 2017

Dicamba herbisitine tolerans
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2.5. TUZLULUK

Yiiksek tuzluluk, normal bitki biiylimesini ve gelisimini 6nemli sekilde etkileyen ve toprak
tuzlanmasina kars1 duyarli kultur bitkilerinin verimlerinde azalmaya neden olan en dnemli
abiyotik stresler arasindadir. Diinyada verimli ekili arazileri etkisi altina alan tuz stresi,
bitkilerin gelisimini yapisal, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarinda
degisimlere neden olarak etkileyebilmektedir (Zhang ve dig., 2018). Tuz stresininin bitki
iizerindeki etkisi ve yaralanma derecesi bitki tiiriine, bitkinin gelisim asamalarina, tuz
konsantrasyonuna ve strese maruz kalinan siireye bagl olarak degismekle beraber hemen her

bitkinin biiylime ve gelismesini engellemektedir (Manuel, Machado ve Serralheiro, 2017).

Stres ile birlikte bitkilerde iyonik toksisite ve kullanilabilir su potansiyelini diisiirerek
hiperosmotik sok olusur. Ortamda artan Na* ve ClI- iyonlarinin K*, Ca*2 ve NO gibi gerekli
besin elementleri ile rekabete girmesi, bitkilerde besin eksikligi meydana getirerek bitki
biiylimesini ve gelismesini engeller (Parida ve Das, 2005). Fazla tuz hiicrelerde protein yapisini
korumak i¢in gerekli olan hidrofobik elektrostatik dengeyi bozdugu icin ¢ogu enzimi inhibe
ederken hucre bolunmesini de etkiler. Bitkilerde kdk ve govdede hiicre sayisinin ve mitotik
aktivitenin azalmasina neden olur (Burssens, Beeckman ve Montagu, 2000). Bunun sonucunda
bitkinin govde ile kék uzunlugunda kisalma; yapraklarda kiigiilme ile sayilarinda azalma
meydana gelmektedir. NaCl stresinin bir diger etkisi olarak fotosentezin azalmasi ile birlikte

yapraklarin da renginin yesilden saritya donmesi de s6z konusudur (Serrano ve dig., 1999).

2050 yilinda ekilebilir arazinin %350'sinden fazlasinda tarimda yapilan hatalar (tarimsal
alanlarin asir1 sulanmasi, hayvanlarin asir1 otlatilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan
kimyasallarla kontaminasyonu gibi) ve kiiresel 1sitnmanin da etkisiyle tuzlulugunun artacagi
tahmin edilmektedir (Shrivastava ve Kumar, 2015). Diger yandan, tarimda her gegen giin
kullanimlar1 artan transgenik bitkilerin ekim alanlarinin da bu artan toprak tuzlulugundan

etkilenmesi kaginilmazdir. Sekil 2.3’te transgeniklerin kiiresel ekim alanlar1 (yesil renkli
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alanlar) ve Sekil 2.4’te transgenik bitkilerin ekim alanlarinin tuzlu topraklara karsilik gelen

bolimd (mavi renkli alanlar) verilmistir.

Sekil 2.3: Transgenik bitkilerin kiiresel ekim alanlar1 (James, 2017).

¥ £

Sekil 2.4: Transgenik bitkilerin tuzlu topraklardaki ekim alanlari.

2.6. TRANSPOZONLAR

Transpozonlar ilk defa 1948 yilinda Barbara McClintock tarafindan (McClintock, 1950) musir
(Zea mays L.) bitkisinde, baz1 misir tanelerinin pigmentasyonu icin gerekli genlere bagl olan

bu elementlerin hareket ederek genlerin islevini etkilediginde fark edilmistir (Starlinger ve
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Doring, 1984). Bu lineer ve cift iplikli hareketli elementlerin genomda bir kromozomdan
digerine, aynm1 kromozom iizerinde bir bolgeden baska bir bolgeye yer degistirmesine

transpozisyon denilmektedir.

Transpozonlar kullandiklari transpozisyon aracilarina gére, RNA ara iiriinii araciligiyla hareket
eden Sinif I elementleri olan retrotranspozonlar (Wicker ve Schulman, 2007) ve transpozisyon
araci olarak RNA’y1 kullanmayan bulunduklart kromozomal bdlgeden ¢ikarak yeni hedef

bdlgeye insersiyon yapan Sinif II transpozonlar1 yani DNA transpozonlar olarak ayrilir.

Genomda girdikleri bolgelerde mutasyonlara neden olarak yeni allellerin olusumuna katkida
bulunan bu hareketli DNA parcalar1 evrimsel stire¢ boyunca yeni varyetelerin ve hatta turlerin
ortaya ¢ikmasini saglamislardir. Transpozonlarin genomdaki yiizdeleri, tiirler arasinda hatta
ayni tiiriin varyeteleri arasinda degisiklik gostermektedir. Prokaryotlarin ¢ogunda transpozon
miktar1 %1-3 arasinda degismektedir. Mayada ise transpozonlarin, genomun yaklasik %3 iinii
olusturdugu bilinmektedir. Hayvanlarda genomun %3-45 kadarin1 olusturan transpozonlar,
memeli genomunun %25-45’ini kapsar. Bitkiler en yiuksek transpozon yiizdesine (%50-98)

sahip olan canlilardir (Batzer ve Deininger, 2002).

Transpozonlar gen anlatiminin diizenlenmesinde buyik bir 6neme sahiptir. Genlerin ekzon ve
intron bolgelerine veya genlerin promotdr bolgelerine yakin konumlara girerek (6zellikle LTR-
Retrotranspozonlari) genin protein uriiniinii degistirebilir, genleri tamamen islevsiz hale
getirebilir, ilgili genin anlatimim durdurabilirler. Bir diger yandan, LTR bolgelerinde tasidiklari
promotorler komsu genler i¢in alternatif bir transkripsiyon baslangi¢ bolgesi saglayabilir ve bu

komsu genin anlatimini arttirabilir. (Kashkush, Feldman ve Levy, 2003).
2.6.1. Retrotranspozonlar

Retrotranspozonlar hiicre iginde sentezledikleri revers transkriptaz enzimi sayesinde bir mMRNA ara
Urdind kullanip kendi cDNA kopyalarin1 genoma entegre ederler. Retrotranspozonlar her iki ucunda
da uzun ug tekrarlari olan “Long Terminal Repeats” (LTR) Retrotranspozonlar ve u¢ tekrarlara
sahip olmay1ip 3’ ucunda bir poliadenilat dizisi iceren LTR’siz Retrotranspozonlar olmak iizere
iki gruba ayrilirlar (Huang ve dig., 2009). Retrotanspozonlar 6000—15000 b¢ uzunlugundadir
(Malik ve Hutchinson, 2014)
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Retrotranspozonlar, bitki genomunda genis yayilim gostermektedir ve genomun evrimi
stirecinde sahip olduklar1 rol, bu sureci devam ettirmek i¢in hala 6nemlidir. Bilinen ¢ogu bitki
retrotranspozonu optimal kosullarda biiylime ve gelisme boyunca inaktif durumda olmakla
birlikte abiyotik ve biyotik stres kosullarinda hareketli duruma gegcirilebilirler (Mansour, 2014).
Bu durum farkli biyotik ve abiyotik etkenlere olan stres cevabi olarak degerlendirilebilir (Ansari
ve dig., 2007).

2.6.2. Sirel

“Soybean Interspersed Element 1” (SIRE1), soyada bulunan Tyl- Copia retrotranspozon ailesinin
sireviriisler sinifina ait ve tipik Tyl-Copia retroelementlerinden farkli olarak pol geni bitisiginde
retrovirislere 6zgl env genini gercek bir bicimde temsil etmemekle beraber env benzeri gen tasiyan
tek Gyesidir (Bousios ve dig., 2012). ilk olarak soyada tanimlanan SIRE1 retrotranspozonu daha
sonrasinda 36 bitki tlrlinde daha belirlenmistir (Bousios ve dig., 2012). SIRE1 elementinin soya
bitkileri arasinda farklilik gostermekle beraber yaklagik 2000 kopya sayisinda bulunmakta oldugu
gorulmiistir (Chesnay, Kumar ve Pearce, 2007). SIRE1 retrotranspozonu soya bitkisinde 7036-
9805 b¢ arasinda genom boyutuna, 902-1205 b¢ arasinda LTR dizilerine sahip halen aktif bir
elementtir (Laten ve dig., 2014).

2.7. RETROTRANSZPOZON ANALIZLERI

Molekiiler genetik uygulamalarinda; gen klonlama, transgenik organizmalarin eldesi, klasik
antibiyotik-diren¢ markir1 gibi amaglar i¢in transpozonlar yaygin olarak kullanilmaktadir
(Bergman ve Quesneville, 2007). Retrotranspozonlarin genom dinamigini insersiyon,
delesyon, duplikasyon gibi durumlar1 etkileyerek yeni 6zellikleri igeren bireyler arasinda
olusturdugu insersiyonel polimorfizmlerin belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir
(Kalendar, 2010).

Bitkilerde kullanilan bu markir tekniklerinin en yaygin olanlari; retrotranspozonlar arasi
cogaltim polimorfizmi (“Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism” - IRAP),
retrotranspozon mikrosatellit ¢ogaltim polimorfizmi (“Retrotransposon Microsatellite
Amplified Polymorphism” - REMAP), retrotranspozon temelli insersiyonel polimorfizm

(“Retrotransposon Based Insertional Polymorphism” - RBIP), diziye 0zgii c¢ogaltim
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polimorfizmi (“Sequence Specific Amplified Polymorphism” - SSAP) ve primer baglanma
bolgeleri arasi ¢ogaltim (“Inter Primer Binding Site Amplification” - IPBS)’dir (Kalendar,
2010).

Bunlardan IRAP, iki LTR-Retrotranspozon arasinda kalan intergenomik bolgenin PZR ile
cogaltilmasi tekniginde PZR drlnleri agaroz jelde ayrildiktan sonra ornekler arasindaki
polimorfik bantlar belirlenerek ¢ikarilan bant profilinden polimorfizm orani hesaplanir. IRAP
uygulanabilirligi bakimindan kolay ve hizli bir yontem oldugu i¢in yakin tiirler arasindaki
genetik iliskinin arastirilmasi (Guo, Zhang ve Luo, 2006), gen haritalarinin olusturulmasi
(Schulman ve Manninen, 2000) bitkilerde somaklonal varyantlarin belirlenmesi (Evrensel ve

dig., 2011) gibi ¢esitli kullanim alanlar1 da mevcuttur.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Bu tez calismasinda, istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi GDO Laboratuvari tohum stogunda
bulunan yerli soyalar ve 2014 senesinde Tiirkiye Yem Sanayicileri Birligi’nden temin edilen

yemlik soyalar kullanildi.
3.2. GDO TARAMASI

Genetigi degistirilmis organizmalarin ¢ogunda Karnabahar Mozaik Viriisii (CaMV) 35S
promotor (P-35S) ve Agrobacterium tumefaciens nopalin sentaz (T-Nos) terminatér dizileri
bulundugu igin, bitki kdkenli tohum, yem ve gidalarda yabanci genlerin tarama yontemiyle
tanimlanmasinda bu hedef diziler yaygin olarak kullanmilir (Holst-Jensen ve dig., 2003). Bu
hedef dizilere 6zgu bulk PZR analizinde kullanilmak iizere; GD Gida ve Yem igin Avrupa
Birligi Referans laboratuvari (EURL-GMFF) nin soyadan genomik DNA izolasyonu igin
onayladigi (CRL-GMFF, 2007) CTAB yontemiyle DNA izolasyonu yapildi.

3.2.1. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin modifiye CTAB (Somma, 2006) yontemi kullanildi.
izolasyonda kullamlan CTAB soliisyonlarimin igerigi Tablo 3.1°de gosterildi. Soliisyonlar

hazirlandiktan sonra 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika otoklavlandi.

Tablo 3.1: CTAB ybnteminde kullanilan soliisyonlar ve icerikleri.

Soliisyon Ad1 Soliisyon Icerigi

CTAB Tamponu 20 g/l CTAB (Setiltrimetil amonyum bromiir), 1.4 M NaCl (Sodyum
kloriir), 0.1 M Tris-HCI (Tris-Hidroklortr, Sigma, T5816), 20 mM
Na:EDTA (Etilen daimin tetraasetik asit disodyum, Sigma, E5134)

CTAB Coktirme Tamponu  5g/l CTAB (Sigma, H5882), 0.04 M NaCl
NaCl 1.2 M NaCl (Riedel, D30926), distile su iginde
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CTAB tamponu 1.5 ml’lik steril Eppendorf tiiplerine boliinerek, tiipler 60°C’de 1sitic1 bloga
yerlestirildi ve 30 dakika inkiibasyona birakildi. Yemlik ve yerli soyalar DNA izolasyonuna
baslanmadan 6nce en az 1 saat boyunca distile su icinde bekletildi, stire sonunda her birinden,
100 mg’a karsilik gelen yaklasik 20’ ser adet embriyo ¢ikarilarak bir araya getirildi. Daha sonra
bulk PZR analizinde kullanilacak olan bu embriyolar, steril ve oda sicakliginda bekleyen
havanlara almip asagidaki basamaklar izlendi. Izolasyon sirasinda ortamdan kaynaklanabilecek

kontaminasyon kontroll i¢in negatif kontrol olarak, 6rnek yerine distile su kullanildi.
Havanlardaki embriyolarin {izerine,

1. 300 pl steril dH20 eklendi ve havan eli yardimiyla ezildi.

2. 300 pl CTAB tamponu eklendi ve ezme islemine devam edildi.

3. Daha sonra 300 pl daha CTAB tamponu eklenerek homojenat 1.5ml’lik steril Eppendorf
tiipiine aktarildi. Eger havanlarda 6rnek kaldiysa 200 pl daha CTAB tamponu eklenerek
santriflyj tipdne ilave edildi.

4. Orneklerin tistiine, 20 ul Proteinaz K (20 mg/ml) (Sigma, P2308) eklendi, 65 °C’de 1sitict
blokta 90 dakika inkiibe edildi. Bu slrecte tlpler her 10 dakikada bir yavasga ters diiz
edildi.

5. Tuplere, 20 pl RNaz A (10 mg/ml) (Sigma, R4642) eklendi, calkaland1 ve 65 °C’de 1sitici
blokta 10 dakika inkiibe edildi.

6. 16.000 xg’de yaklasik 10 dakika santrifiij edildi.

7. Supernatant yeni Eppendorf tlpline alindiktan sonra iistiine 4 °C’deki 500 pl kloroform
(Sigma, C2432) eklendi ve 6rnekler siit rengini alana kadar 30 saniye yavasga ters diiz
edildi.

8. 16.000 xg’de yaklasik 10 dakika santrifiij edildi.

9. Ust fazin 500 pul’si 500 ul 4 °C’deki kloroform iceren santrifiij tiipiine aktarildi ve yavasca
ters diiz edildi. Bu asamada ters diiz etme islemi sonrasinda 2 faz birbirine
karismamaktadir.

10. Tipler 16.000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

11. Ust faz temiz tiiplere transfer edildi.

12. Ust faz hacmi kadar (v/v) CTAB ¢oktiirme soliisyonu eklendi ve pipetleme yapildi.
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13. Tipler 60 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Optimizasyon sirasinda, belli durumlarda
DNA izolasyon sonuglarina gore bu asamada, 45 dakika oda sicakliginda, 15 dakika 4
°C’de inkiibasyon uygulandi.

14. 16.000 xg’de 5 dakika santrifilj edildi.

15. Siipernatant atildi.

16. Pellet 300 pl 1.2 M NaCl igersinde pipetaj yapilmadan nazikge ¢ozdiiriildi.

17. Tuplere, 350 ul 4 °C’deki kloroform eklendi ve yavasca 30 saniye ters diiz edildi.

18. 16.000 xg’de yaklasik 10 dakika santrifiij edildi.

19. Ust faz temiz tiiplere aktarildi.

20. Ust fazm 0.6 hacim kadar1 (v/v) -20 °C’deki izopropanol (Sigma, 19516) eklendi ve
yavasca ters diiz edildi.

21.16.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

22. Stipernatant atildi.

23. Tlplere, 500 pl %70’lik (v/v) 4 °C’deki etanol (Sigma, E7023) eklendi ve dikkatlice
calkalandi.

24.16.000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

25. Siipernatant atildi.

26. Pellet kurutulduktan sonra 100 pl steril dH>O iginde c¢ozduruldi ve ileri asamalarda

kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

3.2.2. Genomik DN A’mn Kalitatif Ve Kantitatif Analizleri

izole edilen DNA’larin kalitatif analizi i¢in agaroz jel elektroforezi, safliginin belirlenmesi ve

kantitatif analizi i¢in de spektrofotometrik analizler yapildi.
3.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Genomik DNA’larin kalitatif analizi % 1.2°1ik, agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi.
DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi i¢in 1 X Tris-asetat-EDTA (TAE) tampon sistemi kullanildi.
% 1.2’lik jel i¢in 0.48 g agaroz (Sigma, A5073) tartilip iizerine stok 50X TAE tamponunun;
(Tablo 3.1) 490ml ddH20’ya 10ml 50X TAE tamponu seklinde sulandirilmasiyla hazirlanan,
40 ml 1X TAE tamponu eklenerek mikrodalga firinda 1.5-2 dakika stire ile ¢oziindiriildii. Oda
sicakliginda yaklasik 40 °C’ye kadar sogutulan jele 32 pl EtBr eklenip kirmizi renk
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kayboluncaya kadar karistirildi. Jel, taragin yerlesmis oldugu yatay elektroforez kasedine
(BioRad, 1704416EDU) dokiilerek 30 dakika boyunca polimerize olmasi igin bekletildi.
Katilagan agaroz jel, 1 X TAE tamponu igeren yatay elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi. 5
ul DNA o6rnegi, 1 ul 6X DNA Yiikleme boyasi (Thermo Scientific, R0611) ile karistirildiktan
sonra taraklarla olusturulan kuyulara yiiklenerek 85 V sabit akimda, 50 dakika yiiriitiildii.
Yiiriitme isleminden sonra DNA’lar UV transilliminator cihazina (Vilber Lourmat, ECX-

F26.M) yerlestirilip goriintii alinmasi i¢in ayarlandi ve fotograflandi.

Tablo 3.2: Agaroz jel elektroforezinde kullamlan ¢ozeltiler.

Adi Icerigi

50X TAE Tamponu 2 M Tris baz1 (Sigma, T8524), %0.0571 Glasiyal asetik asit
(Sigma, A9967), 50 mM EDTA (pH 8.0)

10 mg/ml EtBr 10 mg EtBr, 1 ml distile su

6X Yukleme Tamponu 100 mM EDTA (pH 8.0), %1 SDS, %60 Gliserol, %0.03
Bromofenol mavisi, %0.03 Ksilen siyanol FF

3.2.2.2. Spektrofotometrik Analiz

Yemlik ve yerli soyalardan izole edilen genomik DNA’larin miktarinin hesaplanmasi ve
safliklarinin kontrol edilmesinde Thermo Scientific NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazi
kullanildi. Bu cihaz ile 260nm dalga boyunda olgililen absorbans degerleri, Denklem 3.1
yardimiyla DNA miktarlarmin hesaplanmasinda kullamldi. Oncelikle DNA, distile su icinde
¢ozilildiigi igin cihaza 1.5ul distile su cihaza yiiklenerek “blank™ 6l¢iim alindi. Daha sonra ise
ayni miktardaki Ornekler yiiklenerek miktar hesaplamasi yapildi. Saflik kontroll igin ise
DNA’nin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki UV 15181 sogurma degerlerinin orani
(A260/A280) kullanildi. Bu oran 1.8-2.0 deger araliginda ise genomik DNA’nin saf oldugu,
deger araliginin disinda ise genomik DNA’nin saf olmadigi kabul edildi (Maniatis ve dig.,
1982).

DNA (pg /ml)= A260 x sulandirim kat sayis1 x 50 (Denklem 3.1)
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3.2.3. Yemlik Soyada CaMV 35S Promotor Ve Nos Terminatér Bolgelerinin Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Taranmasi

DNA izolasyonunu takiben CaMV 35S promotor ve Nos terminator hedef dizilerine 6zgi PZR
ile GDO tanist yapildi. Analizin guvenilirligi ve tekrarlanabilirligi i¢in analizler her 6rnekten
ucer kez tekrar edildi. Bu duzenleyici dizi bolgelerine uygun primer baglanma sicakliklarinin
belirlenmesi i¢cin European Commission GMO EU Database of Reference Methods (Avrupa
Komisyonu GDO Tespit Yontemleri Veritabani) referans alinarak ve primerlerin 6zellikleri
dikkate alinarak se¢ilen 8 farkl sicaklikta gradient PZR yapildi. Gradient PZR’de, 2 farkli 35S
(P35S-cf3 ve P35S-cr4, 35S-FTM ve 35S-RTM) ve Nos primer ciftleri kullanildi. Primer
dizileri ve beklenen PZR {iriin boyutlar1 Tablo 3.3’te gosterilmistir. 35S ve Nos PZR Bilesenleri
Tablo 3.4’te, PZR programu ise Tablo 3.5 ve 3.6’da verilmistir. PZR analizi sirasinda analizin
dogrulugu i¢in, hedef gen bdlgesini igerdigi bilinen Sertifikali Referans Materyallerden (%2
GD soya) temin edilmis DNA, pozitif kontrol olarak; herhangi bir bulagsmanin tespiti i¢in de

DNA ornegi yerine esit miktarda distile su, negatif kontrol olarak kullanildu.

Tablo 3.3: Yemlik soyalarda GDO analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

Hedef Primer adi  Hedef Primer Niikleotid Dizisi (5'-3") Beklenen
PZR trin
boyutu (bc)

35S promotér  P35S-cf3 CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 123

bolgesi P35S-crd TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC

35S promotor  35S-FTM  GCCTCTGCCGACAGTGGT 82

bolgesi 35S-RTM  AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC

Nos terminatdr tNOS 2-5 GTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTG 151

bolgesi tNOS 2-3° CGCTATATTTTGTTTTCTATCGCGT
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Tablo 3.4: 35S ve NOS PZR bilesenleri.

Bilesen ad1 Miktar (ul) Son Konsantrasyon
Steril dH20 16.9

10X PZR Tamponu 25 1X

25mM MgCl: 2.5 2.5mM
10mM dNTP 1 0.08mM
10uM ileri primer 0.5 0.2uM

10uM geri primer 0.5 0.2uM

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 0.1 0.2U

DNA (100ng) 1 4ng/ul

Tablo 3.5: 35S Gradient PZR programu.

Dongtler Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 5dk 1
Denattrasyon 95 30sn

Baglanma 55-65 30sn 35
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 0

Tablo 3.6: NOS Gradient PZR programu.

Donguler Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30sn

Baglanma 59-65 30sn 35
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 0

3.2.4. GDO Cesidinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Belirlenmesi

Transgenik soyalar arasinda piyasada ekimi en ¢ok yapilan ve hala gliniimiizde en yaygin olarak

kullanilan Agrobacterium tumefaciens’in CP4 soyuna ait 5-enolpiriivilsikimat-3-fosfat-sentaz
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enzimi (CP4epsps) glufosinat bocek ilacina direng geni aktarilmis “Roundup Ready” (RR),
diger adiyla iilkemizde de onaylanan c¢esitlerden olan “GTS 40-3-2” ¢esidini belirleyebilmek
icin, GMDD (GMO Detection Method Database, http://gmdd.shgmo.org)’den edinilen RR soya
gen kasedine 6zgili primerler ile gradient PZR yapildi. PZR’nin optimizasyonu sirasinda 6zgiin
olmayan bantlarin uzaklastirilmasi i¢in DMSO kullanilmigtir. RRS PZR bilesenleri Tablo
3.7°de, PZR programi Tablo 3.8’de verilmistir. RRS primer dizileri ve beklenen PZR {iriin
boyutlar1 Tablo 3.9’da verilmistir.

Tablo 3.7: RRS PZR bilesenleri.

Bilesen adi Miktar: (ul) Son Konsantrasyon

Steril dH20 15.65

DMQ y 1.257 y y
10XPZR Tamponu 25  1X

25mM MgCl2 25 2.5mM

10mM dNTP 1 0.08mM

10uM ileri primer 0.5 0.2uM

10uM geri primer 05 0.2uM

Taq DNA Polimeraz (5U/ul) 0.1 0.2U

DNA (100ng) 1 4ng/ul

Tablo 3.8: RRS PZR programi.

Donguler Sicaklik (°C) Sire Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 10dk 1
Denattrasyon 95 30sn

Baglanma 62 30sn 35
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 8dk 1

Bekleme 4 0
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Tablo 3.9: Roundup Ready cesit belirlenmesinde kullanilan primerler.

Hedef Primerler Baz dizilimi 5°-3’ Uriin Uzunlugu (bg)
EPSPS  RRS01-5 CCTTTAGGATTTCAGCATCAGTGG 121
RRS01-3 GACTTGTCGCCGGGAATG

3.3. BITKILERIN YETISTIRILMESI

Soyalar, cam beherler icine aktarilarak akan suyun altinda 1 saat yikandi ve ¢imlendirilmeleri
icin tabani 1slak hidrofil pamuk kapli1 15 cm x 10 cm’lik plastik kaplarda (Sekil 3.1) 20°serli
olacak sekilde 30°C de 16 saat 151k/ 8 saat karanlik periyoduna sahip (1400 lux) bitki biiyiitme
kabinine yetistirildi. 7-10 glin boyunca diizenli olarak gézlenen soyalardan ¢imlenenler ayr1 bir
kaba aktarilarak dormant olanlar elendi. 3 yaprakli asamaya gelen bitkiler, (6¢cm X 8cm x 4cm)

yarisina kadar perlit doldurulmus siyah plastik viyol kaplarina alind1 ve bitki biiyiitme kabinine

yerlestirildi.

Sekil 3.1: Yemlik Soyalarin Cimlendirilmeleri.

3.4. BITKILERE TUZ STRESi UYGULAMASI

Ug yaprakli asamaya geldiginde viyol kaplara aktarilan soya bitkileri, 3’erli deney setleri
halinde 4 farkli tuz konsantrasyonu igeren (80mM, 120mM, 160mM ve 200mM) Hoagland
solusyonu (Hoagland ve Arnon, 1950) ile 14 giin boyunca tuz stresine maruz birakildi. Tuz
stresi uygulanan deney gruplarindaki Hoagland soliisyonlarina, son tuz konsantrasyonlari
sirastyla 80mM, 120mM, 160mM ve 200mM NaCl olacak sekilde 58.44 g/mol molekiiler
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agirligina sahip NaCl tartilarak eklendi. Buharlagma sebebiyle sivi azalmasinin engellenmesi

icin 3-4 glinde bir her deney setine yeni Hoagland sollisyonu eklendi.
3.4.1. Hoagland Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hoagland sollisyonu igin 6ncelikle Tablo 3.10°da igerikleri verilen soliisyonlar 6 farkli otoklav

sisesinde hazirlandi ve tabloda belirtilen miktarda kullanilarak Hoagland soliisyonu yapildi.

Tablo 3.10: Hoagland soliisyonu igin gerekli solisyon icerikleri.

Soliisyon ad1 Molekuler Stok Hoagland solisyonundaki

agirhk konsantrasyonu final konsantrasyonu
(g/mol) (gr/L) (ml/L)

Ca(NO3).. 4H.0 236.1 236.1 7

KNOs 101.1 101.1 5

KH2POq4 136.1 136.1 2

MgS0.4.7H20 246.5 246.5 2

[z elementler 1

HsBOs3 61.8 2.8

MnCl2.4H:0 197.9 1.8

ZnS04.7H20 287.6 0.2

CuS04.5H:0 249.7 0.1

NaMoO4 205.9 0.025

FeEDTA* 1

EDTA.2Na 338.2 104

FeS04.7H:0 278.0 7.8

KOH 56.1 56.1

*Bu soliisyon i¢in 6nce, 500 ml KOH hazirland1 ve pH 12.9°dan %100°lik/saf
H,SO4ile 5.5¢ disiiriildiikten sonra, tabloda belirtilen miktarda FeSO4.7H.0 ve
EDTA.2Na eklendi.

3.4.2. Bitkilerin Fizyolojik Analizi

Farkli zamanlarda 3 tekrar seklinde 14 giin boyunca tuz stresine maruz kalan 4 deney grubuna
ait bitkilerin cetvel yardimiyla gévde uzunlugu ve kok uzunlugu 6lgiimleri alindi. Denklem

3.2’de (Wu ve dig., 2018) verilen formiil kullamilarak yaprak alani hesaplanan her bir tuz
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konsantrasyonuna ait bitkinin, eldiven ve pens yardimiyla yaprak kisimlari gdvdelerinden
ayrilarak ileri asamalarda kullanilmak igin steril folyolara sarildi ve -80°C’de derin

dondurucuda saklandi.
Yaprak yuzeyi= (rr + 2r ).A (Denklem 3.2)

r = yaprak yarigcapi, A = yaprak uzunlugu

3.4.3. istatistiksel Analizler

Fizyolojik Ol¢iim degerleri Ezanova programi yardimiyla Tek-Yonli-ANOVA testi
uygulanarak istatistiksel olarak degerlendirildi ve GraphPad Prism 7 programu ile veriler grafige

dontstiiriildi.
3.5. EPSPS GEN ANLATIM ANALIZi

Tuz stresinin EPSPS gen anlatimini etkileyip etkilemedigini analiz etmek i¢in Gergek Zamanli
PZR yapildi. EPSPS genine uygun primer ¢iftleri (Tablo 3.9) kullanilarak transgen anlatimu,
goreceli olarak AACt yontemi ile hesaplanmasi i¢in housekeeping gen olarak ELF1B
(elongation factor 1-beta) geni kullanildi. Bu islem i¢in BioRAD cihazi ve SYBR Green I
Master Mix ydntemi kullanildi. Ornekler Tablo 3.13’te belirtildigi gibi hazirlamp 96 kuyulu
gRT-PZR kaplarina (Roche, 04729692001) yiiklendi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.14°te verildi.

3.5.1. RNA izolasyonu

Kontrol ve 4 farkli tuz konsantrasyonunda farkli zamanlarda 3 defa tekrar edilen deney
setlerindeki her bitkinin yapraklarindan ayr1 ayr1 total RN A izolasyonu ticari TRIzol® (Thermo
Scientific, 15596018) kiti kullanilarak asagidaki asamalara gore gerceklestirildi.

Faz Ayrimi

1. Her bir yaprak 6rnegi ayr1 ayr steril ve soguk porselen havanlarda, havaneli yardimiyla
homojenize edildi. Havanlara bir miktar sivi azot eklenerek 6rnekler toz haline getirildi ve
Iml TRIzol® kiti i¢indeki lizasyon soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi. Ornekler, steril Eppendorf tiiplerine aktarildi.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15596018
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2. Tiiplere 200’er ul 4 °C’ye kadar sogutulan kloroformdan (Sigma, C2432) eklenip yavasca
karistirildi ve tiipler, 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Tupler, 12.000 xg’de 4 °C’de 15 dakika santifiij edildi.

4. Tiplerde gézlemlenen 3 fazdan en listteki seffaf faz yeni Eppendorf tiiplerine aktarildi.

RNA Ayirma

5. Yeni tiiplere alinan seffaf fazin iizerine 500’°er ul izopropanol (Sigma, 19516) eklendi ve
tiipler, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
6. Tuplere, 12.000 xg’de 4 °C’de 10 dakika santifiigasyon uygulandi.

RNA Yikama

7. Santrifiij sonrasi tiiplerdeki tist faz dokiildii.

8. Santrifikasyondan sonra tlplerde kalan pellet tizerine biitiinligli bolmeyecek sekilde 1’er
ml 4 °C’deki %75 EtOH eklenip dikkatlice pipetleme ile pellet yikandi.

9. Tupler, 7.500 xg’de 4 °C’de 5 dakika santifiij edildi.

RNA’nmin Yeniden Suspanse Edilmesi

10. Santrifiij sonrast tiiplerdeki st faz atildi ve pellet agz1 agik Eppendorf tiipler icinde
55%C’ye ayarli 1sitict bloga (Biosan, TS-100C) yerlestirildi ve kurumaya birakildi.

11. Busiire sonrasinda RNA’nin tamamen ¢ozdiiriilmesi igin 20 ser pl kit igerigindeki niikleaz
icermeyen dH.O’dan tiiplere eklendi ve pipetleme yapildi.

12. Tupler, 55 °C’ye ayarh 1sitic1 bloga yerlestirilerek 15 dakika inkiibe edildi ve RNA’nin

tamamen ¢Ozlinmesi saglandi.
3.5.1.1. RNA'min Miktar ve Safliginin Olgiimii

Izole edilen RN A’larin safliklar1 ve miktarlar1 Béliim 3.1.2.2°de anlatildig: gibi 260 ve 280 nm
dalga Dboylarindaki absorbans degerleri Olgiilerek belirlendi. Bu 06l¢iim, nanodrop
spektrofotometre (Thermo scientific, nanodrop 2000) cihazinda yapildi. Formiilde (Denklem
3.3) ¢ift zincirli DNA igin 50 olan katsayi tek zincirli RNA igin 40 olarak kullanildi.
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RNA (ng/ml)= A260 x sulandirim kat sayis1 x 40 (Denklem 3.3)
3.5.1.2. RNA'min Jel Elektroforez Analizi

Izole edilen RNA’larmn ileri analizlerde kullanilmasindan &nce kirik olup olmadiklariin agaroz
jel elektroforez sisteminde dogrulanmasi i¢in, %1°lik 40 ml agaroz jel boliim 3.2.3te anlatildig1
gibi hazirlandi. Jel 90 V’ta 25 dakika yuritiildikten sonra jel gorintuleme sisteminde

goéruntulendi.
3.5.2. cDNA Sentezi

RNA izolatlarindan gen anlatim analizlerinde kullanilmak tizere cDNA eldesi i¢in iScript™
cDNA Synthesis Kiti (Bio Rad, 1708891) kullanildi. Reaksiyon karisimi Tablo 3.11°de
verildigi sekilde bilesenlerin dikkatlice steril Eppendorf tiipiine aktarilmasi ve her bilesenden
sonra ¢ok iyi bir sekilde pipetleme yapilmasi ile hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karisimi T100
Thermalcycler (Bio Rad, T100) cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.12’de verilen sekilde sicaklik

ve dongiilerde cDNA sentez reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.11: cDNA sentez reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesen Miktar

Niikleaz icermeyen dH20 16.7 pl

iScript Il Reaction Mix (5X) 4 ul

iScript Reverse Transcriptase 1 ul

Kalip RNA (1000 ng)

Tablo 3.12: cDNA sentez reaksiyonunun kosullari.

Reaksiyon Sicakligi Dongi Suresi
25°C 5
46°C 20°

95°C I
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3.5.3. Gercek Zamanh (RT) PZR

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak yapilan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Biorad
Cfx Connect Real Time cihazi kullanilarak yapildi, analizin reaksiyon bilesenleri Tablo 3.13’te,

reaksiyon kosullar1 ise Tablo 3.14’te verildi.

Tablo 3.13: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesen Miktar
Niikleaz icermeyen dH20 Sul
Forward ve Reverse Primer (10 uM) 0.75 ul
Maxima SYBR Green Master Mix (2X) 12.5 ul
cDNA 1ul

Tablo 3.14: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kosullart.

Sicaklik Sure Dongii sayisi
50°C 2’
95°C 10
95°C 157 40
62°C (ELF1B, RRS) 30”

72°C 307

3.6. SIRE1 RETROTRANSPOZON ANALIZi

14 giin tuz stresine maruz birakilan ve tuz uygulamasi yapilmamis kontrol grubu yerli soyalar
ile 14 giin 120mM tuz stresi uygulanmis ve RR soya oldugu belirlenmis yemlik soyadan SIRE1

transpozon analizi yapildi.
3.6.1. IRAP PZR ile Polimorfizm Analizi

14 glin tuz stresi uygulanmis soya bitkilerinde ve 120mM tuz stresinde yetismis RR soyada
SIREL retrotranspozon analizi igin IRAP PZR yapildi. PZR, MyFi Enzim Mix (Bioline, BIO-
21117) kullanilarak, Tablo 3.14’te verilen bilesenler ile Tablo 3.15°te verilen kosullarda
gerceklestirildi. Kullanilan IRAP primeri dizisi Tablo 3.16’da verilmistir (Chesnay, Kumar ve
Pearce, 2007). PZR reaksiyonu i¢in Bio-Rad T100TM Thermal Cycler cihazi kullanild.
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Tablo 3.15: IRAP polimeraz zincir reaksiyon bilesenleri.

Bilesen ad1 Miktari (ul) Son konsantrasyon
5X MyFi Reaction Buffer 4 1 X/ul
Primer (10 pM/pl) 2 1 uM/pul
Kalip (10 ng/ul) 2 1 ng/pl

MyFi DNA Polymerase (2 U/uL) 1.2 1.2U

dH20 9.8

Toplam 20 -

Tablo 3.16: IRAP PZR kosullari.

Basamak Sicaklik (°C) Sure Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10° 1
Denatlirasyon 95 30’

Baglanma 47 30° 40
Uzama 72 2’

Son uzama 72 7 1

Tablo 3.17: SIREL IRAP primeri dizisi ve baglanma sicaklig1.

Primer Adi Dizisi (5°—3°) T (°C)
SIRE1 IRAP GCAGTTATGCAAGTGGGATCAGC 47

3.6.2. Polimorfizmin Hesaplanmasi

IRAP-PCR sonuglari, Jaccard Benzerlik Katsayisi kullanilarak degerlendirildi (Jaccard, 1908).
Bu amagla jelde belirgin olarak gériilen homomorfik ve polimorfik bantlar sayildi. Ornekler

arasindaki % benzerlik oranlar1 hesaplandi.
J (Jaccard Benzerlik Katsayisi) = Mag/(Mg + Ma + Mag) (Denklem 3.4)

MB: A bireyinde olmayan, B bireyinde var olan bant sayisi, MA: A bireyinde var olan, B

bireyinde olmayan bant sayisi, MAB: Hem A, hem de B bireyinde var olan bant sayisi.
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4. BULGULAR

4.1. YEMLIK SOYANIN DNA MIiKTAR VE SAFLIGI

Tuz stresi caligsmalarinda kullanilacak olan yemlik soyalarin GDO olup olmadiklarinin
belirlenmesi i¢in bulk analiz yapildi. Soyalardan modifiye CTAB (Somma, 2016) yontemiyle
izole edilen DNA’nin miktar ve safligit Thermo Scientific Nanodrop 2000 spektrofotometre
cihazi kullanilarak belirlendi. Bulk DNA’nin miktar ve safliklarinin GDO tanisi i¢in yapilacak
PZR analizinde kullanilabilecek yeterlilikte olduklar1 belirlendi. Agaroz jel goriintiisii Sekil
4.1°de verilen bir bulk DNA 6rneginin miktar1 724.5 ng/ul, safligi A260/280 1.94; A260/230
2.03 olarak élculdu.

Sekil 4.1: Yemlik soyalardan genomik DNA’nin elektroforez jel goriintiisii. 1) Yemlik soya DNA’st1,
M) GeneRuler, 1kb DNA Ladder, SM0311.

4.2. YEMLIK SOYADA GDO TANISI VE CESIT SAPTANMASI

Genetigi degistirilmis organizmalarin ¢ogunda Karnabahar Mozaik Viriisii (CaMV) 35S
promotdr (P-35S) ve A. tumefaciens nopalin sentaz (T-Nos) terminator dizileri bulundugundan,

genomik DN A’da, bu diizenleyici dizi bolgelerine 6zgii PZR analizi yapildi.
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4.2.1. 35S Promotoru ve Nos Terminatoriiniin Kalitatif Olarak Saptanmasi

Yemlik soyada 35S promotor hedef bolgesinin varligi denenen iki farkli primer cifti ile de
yapilan PZR sonucu tespit edildi. Bu primer giftlerinden; 35S-FTM ve 35S-RTM primerleri ile
yapilan PZR’de beklendigi gibi 82bg lik, P35S-cf3 ve P35S-cf4 primerleri ile ise yine
beklendigi gibi 123bg¢ lik bant gorintusi elde edildi. Gradient PZR denemelerinin jel
gorintistinde en belirgin bantlar, 35S-FTM ve 35S-RTM primer ¢ifti icin baglanma
sicakliginin 56.9° C, P35S-cf3 ve P35S-cf4 primer ¢ifti icin de bu degerin 65° C ve 64.3° C’ler
oldugu orneklerde gozlendi (Sekil 4.2). Nos terminator bélgesi icin kullanilan primer gifti ile
beklendigi gibi 151 b¢’lik PZR banti, en belirgin olarak primer baglanma sicakliklarinin 60.2°C
ve 59.4 °C’lik 6rneklerde belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2: Yemlik soya DNA’sinda 35S Gradient PZR jel elektroforezi.

1-4 numarali kuyucuklardaki primerler 35S-FTM ve 35S-RTM primerleri; 5-11 numarali kuyularda kullanilan ise P35S-cf3 ve
P35S-cr4 primerleridir. 1) 35S-FTM ve 35S-RTM primerleri 50° C baglanma sicakligi 2) 35S-FTM ve 35S-RTM primerleri,
53.8° C baglanma sicaklig1 3) 35S-FTM ve 35S-RTM primerleri, 56.1° C baglanma sicakligi 4) 35S-FTM ve 35S5-RTM
primerleri, 56.9° C baglanma sicakligi, 82 bg bant 5) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 65° C baglanma sicaklii, 123 bg bant
6) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 64.3° C baglanma sicakligi, 123 bg bant 7) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 63° C
baglanma sicaklig1 8) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 61.1° C baglanma sicaklig1 9) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 58.8°
C baglanma sicakligi 10) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri, 56.9° C baglanma sicakligi 11) P35S-cf3 ve P35S-cr4 primerleri,
55.7° C baglanma sicakligi M 1) GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, SM0241 M2) GeneRuler, 50 bp DNA Ladder, SM037.
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MiM21 2 345 6 7 8

Sekil 4.3: Yemlik soya DNA’sinda NOS gradient PZR jel elektroforezi.

1) 65° C baglanma sicaklig1 2) 64.6° C baglanma sicakligi 3) 63.8° C baglanma sicakligi 4) 62,7° C baglanma sicakligi 5) 61.3
° C baglanma sicakligr 6) 60.2 ° C baglanma sicakligi, 7) 59.4 ° C baglanma sicakligi, 8) 59 ° C baglanma sicakligt M1)
GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, SM0241 M2) GeneRuler, 50 bp DNA Ladder, SM037.

4.2.2. Roundup Ready Cesidinin PZR ile Saptanmas1

ISAAA’ya gore 40 adet GD soya eventi bulunmaktadir. Bunlar arasinda, ticari olarak ilk kabul
edilen ve hala giiniimiizde ekimi en yaygimn olarak yapilan transgenik soya Agrobacterium
tumefaciens’in CP4 soyuna ait 5-enolpiriivilsikimat-3-fosfat-sentaz enzimi (EPSPS) glufosinat
bocek ilacina direng geni aktarilmis “Roundup Ready (RR)” soyadir. Bu nedenle GD oldugu
belirlenen yemlik soyalarda g¢esit tayini i¢in RR soya gen kasedine 6zgili primerler ile gradient
PZR yapildi. Baglanma sicakligi 62°C olarak belirlenen RRS01-5 ve RRS01-3 primerlerinin
denenen konsantrasyonlarindan 10pM’1n beklendigi gibi 121 bg’lik bant belirgin bir sekilde
gozlendi. Agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4°te verildi.

M

Sekil 4.4: Yemlik soyalarin RRS PZR jel elektroforez sonucu.

1) 5uM primer konsantrasyonu 2) 10uM primer konsantrasyonu 3) 10uM primer konsantrasyonu ve DMSO 4) 20uM primer
konsantrasyonu 5) 20puM primer konsantrasyonu ve DMSO, M) GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, SM0241
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4.3. YEMLIK SOYALARDA TUZ STRESININ ETKILERI

Tuz stresi uygulamasi i¢in ¢imlendirilen soyalar {i¢ yaprakli agamaya geldiginde (Sekil 4.5),
farkli zamanlarda ii¢ tekrarli olacak sekilde kontrol ve deney gruplari olusturuldu. Deney
gruplarina sirastyla 80, 120, 160 ve 200mM tuz konsantrasyonu uygulamasi 14 giin boyunca
uygulandi.

Sekil 4.5: Optimal kosullarda ii¢ yaprakli asamaya gelene kadar yetistirilen 4 giinliik soya bitkileri.

Tuz stresi 14 glin boyunca uygulanmus bitkilerin kontrol grubuna oranla gévde uzunlugu, kok
uzunlugu ve yaprak alani Ol¢iimleri alindi. Artan tuz konsantrayonu bitkilerin gelisimini
belirgin 6l¢lide olumsuz yodnde etkiledi. 120mM tuz konsantrasyonunun, tuz stresinden
etkilenmede esik deger olarak kabul edilebilecegi, govde gelisimindeki gerileme esas alinarak
belirlendi. Tuzun artan konsantrasyonlarin bitki gelisimi tizerinde, gdvde boyunda azalma,
yaprak boyutunun kictilmesi, yapraklarin renginde sararma seklinde etkilere sebep oldugu
gozlendi (Sekil 4.6).
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Kontrol Grubu 160mM 200mM
NaCl NaCl

Sekil 4.6: Kontrol ve 14 giin boyunca 80mM, 120mM, 160mM, 200mM tuz stresi uygulanmus bitkilerin
14. giindeki gorintileri.

4.3.1. Govde Uzunlugu

Artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak govde uzunlugunun azaldigi saptandi. Kontrole
gore, deney gruplarinin hepsinin anlamli farklilik ortaya koydugu belirlendi. En az etki
80mM’da gozlendi. 120mM ve 160mM konsantrasyonlar1 kendi arasinda anlamli bir farklilik
olusturmamisken bu 2 konsantrasyonun da 80mM’dakinden daha etkili ancak 200mM’dan daha
az etkili bir sonug ortaya koydugu gézlendi. Govde uzunlugunu en ¢ok azaltan konsantrasyonun

200mM oldugu belirlendi. Bu verilere ait grafik, Sekil 4.7.”de verildi.

N
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Govde Uzunlugu (cm)
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Kontrol 80 120 160 200

Tuz Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.7: Kontrol ve 14 giin tuz stresine maruz birakilan 14 giinliik bitkilere ait govde uzunlugu grafigi.
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4.3.2. Kok Uzunlugu

Kontrol ve deney gruplarindaki bitkilerin kok uzunlugu 6l¢timlerinin istatistik sonuglarina gore
artan tuz stresinin kontrol grubuna goére anlamli farklar yarattig1 goriildi. 80mM ve 120mM’1n
birbirlerine yakin sonuglar olusturdugu gézlendi. Bu konsantrasyonlarin kok uzunlugu tizerinde
etkisi, 160 ve 200mM’ ki kadar olmasa da kontrole gére anlamli farklilik olusturdu. En yiiksek

etki 160 ve 200mM konsantrasyonlarinda gozlendi. Bu verilere ait grafik, Sekil 4.8”de verildi.
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Kontrol 80 120 160 200

Tuz Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.8: Kontrol ve 14 giin tuz stresine maruz birakilan 14 giinliik bitkilere ait kok uzunlugu grafigi.

4.3.3. Yaprak Alam

Kontrol ve deney gruplarindaki bitkilerin yaprak alani 6l¢limlerinin istatistik sonuglarina gore
artan tuz stresinin kontrol grubuna gore anlamli farklar yarattig1 goriildii. 80mM ve 120mM’1n
kok uzunlugunda da oldugu gibi birbirlerine yakin sonuglar olusturdugu goézlendi. Bu
konsantrasyonlarin yaprak alani tizerinde etkisi, 160 ve 200mM ’inki kadar olmasa da kontrole
gore anlamli farklilik olusturdu. En yiiksek etki 160 ve 200mM konsantrasyonlarinda gozlendi.
Bu verilere ait grafik, Sekil 4.9’da verildi.
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Sekil 4.9: Kontrol ve 14 giin tuz stresine maruz birakilan 14 giinliik bitkilere ait yaprak alam grafigi.

4.4. ROUNDUP READY CESIDININ GERCEK ZAMANLI (RT) PZR ILE
SAPTANMASI

4.4.1. RNA’min Miktar ve Safligi

Tuz stresi uygulanmis (80mM, 120mM, 160mM, 200mM) 14 giinliik bitkilerin yapraklarindan
elde edilen RNA izolatlarinin, kontrol ve tiim deney gruplarinda saglam ve saf ve cDNA
sentezinde kullanilmak i¢in uygun oldugu belirlendi ve RNA’larin agaroz jel elektroforezine

ait 6rnek goriintii Sekil 4.10°da verildi.

Kontrol 80mAl 120mAI 160mAl 200mAI

Sekil 4.10: Tuz stresi uygulanmis (80mM, 120mM, 160mM, 200mM) 14 giinliik bitkilerin
yapraklarindan elde edilen RNA izolatlarinin 6rnek agaroz jel goriintiisii.
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4.4.2. Ger¢ek Zamanh PZR Sonuclari

Tuz stresinin transgen anlatimu tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in Gergek Zamanli PZR’de
kullanmak {iizere, kontrol ve 14 giin tuzluluk uygulamasi yapilan bitkilerinin yapraklarindan
izole edilen RNA’lar, cDNA’ya ¢evrildi. EPSPS genine ait primerlerle RT-PZR sonrasi sadece
120mM’a ait bitkilerde bu genin ¢ogaldig1 gozlendi. Farkli zamanlardaki teknik tekrarlardan
biri 6rnek olarak Sekil 4.11°de verildi.
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800 oo SOOI SRR N SR
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Sekil 4.11: CTP4-CP4 EPSPS bblgesine ait 120mM tuz konsantrasyonunda yetisen soyanin Gergek
Zamanli PZR ¢ogaltim grafigi.

45.IRAP PZR iLE SIRE1 RETROTRANSPOZON POLIMORFiZMi

SIREL1 retrotranspozonuna ait polimorfizm oranlar1 her bitki, diger bitkiler ile karsilastirilarak
hesaplandi. 250 bg ile 6000 bg arasindaki bant profil érnekleri arasindaki yiizde polimorfizm
orani Jaccard Benzerlik Katsayisi formiilii ile hesaplandi (Denklem 3.4). Daha blyuk bantlar
jelde iyi bir sekilde ayrilamadigi i¢in degerlendirmeye alinmadi. Jaccard Benzerlik Katsayisi
formilu ile hesaplanan polimorfizm sonuclarina goére, en yiksek polimorfizm yiizdesinin
160mM ile 200mM arasinda (%90) arasinda oldugu goriildii. 1220mM GD ve 120mM GD
olmayan kontrolii karsilastirildiginda aradaki polimorfizm oran1 %33 olarak hesaplandi.

Bitkilerde karsilastirilan bantlarin varligi (+) ve yoklugu (-) Sekil 4.12°de verildi.
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Kontrol 80mM 160mM 200mM 120mM 120mM
GD '

1 2 3 4 5 6

Sekil 4.12: SIRE1 IRAP PZR sonuglari.

M) 1Kb GeneRuler, 1) Kontrol, 2) 80mM, 3) 160mM, 4) 200mM, 5) 120mM GD bitki, 6) 120mM, 7) 1Kb GeneRuler,
8) Negatif kontrol. Beyaz oklar polimorfik bantlar1 igaret etmektedir.

Kontrol ve 80mM arasinda 6 homomorfik — 6 polimorfik bant; Kontrol ve 120mM arasinda
11 homomorfik — 1 polimorfik bant, kontrol ve 160mM arasinda 12 homomorfik — 4 polimorfik
bant, kontrol ve 200mm arasinda 11 homomorfik — 1 polimorfik bant, 80mM ve 120mM
arasinda arasinda 5 homomorfik -8 polimorfik bant, 80mM 6ve 160mM arasinda 6 homomorfik
-10 polimorfik bant, 80mM ve 200mM arasinda 6 homomorfik — 6 polimorfik bant,120mM ve
160mM arasinda 12 homomorfik — 4 polimorfik bant, 120mM ve 200mM arasinda 9
homomorfik — 6 polimorfik bant, 160mM ve 200mM arasinda 12 homomorfik - 4 polimorfik
bant; 120mM GD bitki ve 120mM kontrol arasinda 11 homomorfik — 7 polimorfik bant

go6zlendi.
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Tablo 4.1: IRAP-PCR sonuglarina gore hesaplanan SIRE1 retrotranspozonuna ait polimorfizm
yuzdeleri.

Kontrol 80mM 160mM 200mM  120mM GD 120mMM

Kontrol -

80mM 50 i

160mM 41 36 i

200mM 45 40 90 i

(132[())mM 42 19 35 29 a

120mM 55 50 41 45 33 i

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi kontrol bitkilerinde %55’e varan varyasyon goriilmiistiir. 80mM
tuz uygulanmis bitkilerde, polimorfizm yuzdesi %19 ile %50 arasinda degismektedir. Buna
karsin kontrol ile 80mM tuz uygulanmis bitkiler arasinda %50, kontrol ile 120mM tuz
uygulanmuis bitkiler arasinda %55, kontrol ile 160mM tuz uygulanmus bitkiler arasinda %41,
kontrol ile 200mM tuz uygulanmis bitkiler arasinda %45 polimorfizm goézlenmistir. 80mM tuz
uygulanmis bitkiler ile 120mM tuz uygulanms bitkiler arasinda %50, 80mM tuz uygulanmis
bitkiler ile 160mM tuz uygulanmis bitkiler arasinda %50, 80mM tuz uygulanmis bitkiler ile
200mM tuz uygulanmis bitkiler arasinda %50, 120mM tuz uygulanmis bitkiler ile 160mM tuz
uygulanmisg bitkiler arasinda %41, 120mM tuz uygulanms bitkiler ile 200mM tuz uygulanmis
bitkiler arasinda %45, 160mM tuz uygulanmis bitkiler ile 200mM tuz uygulanmis bitkiler

arasinda %90 polimorfizm gozlenmistir.
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Sekil 4.13: SIRE1 IRAP PZR sonuglarina gore bitkilerin Gel] v.2.0 programm kullanilarak bant
profillerine gdre kiimelenmesi.

GelJ programinda, UPGMA kiimeleme metodu kullanilarak bant profil benzerliklerine gore
cizilen dendogramda (Sekil 4.13) bireyler 2 ana sinif altinda toplanmistir. Buna gére 80mM’a

ait bitki bir grupta geriye kalan bitkiler ise diger gruba yerlestirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

GD bitkiler {iiretildikleri ilk yillardan beri yogun ilgi gérmiis ve her gecen giin GD bitkilerin
tarimda kullanimlart artmistir (James, 2017). Elde edilmelerinden pazara sunulmalarina kadar
GD bitkiler uzun risk degerlendirme ve test siireglerinden siureclerden gecseler de sahada
kullanimlarinda g¢evresel stres kosullar1 dahil bir¢ok etmenle karsi karsiya kalirlar. Ayrica GD
bitkilerin genomlarinda, genetik transformasyonun bir sonucu olarak, transformasyon ve doku
kalthra strecinde meydana gelen rastgele mutasyonlardan veya eklenen proteinin pleiotropik
etkilerinden kaynaklanabilen “beklenmeyen etkiler” olusabilir. Bu etkilerden 6tliri transgen
kararliigi da degisim gosterebilir. Tarimdaki yararlarinin siirdiiriilebilir sekilde devam
ettirilmesi i¢in pazara sunulan GD bitkilerin transgen kararliliginin izlenmesi gereklidir. Bu tez
caligmasinin amaci pazardaki GD bitkilerin ¢evresel stres kosullarindan biri olan tuzlulukta
transgen kararliligin1i koruyup korumadiginin incelenmesi ve transformasyonun GD bitki
genomunda yaratabilecegi “beklenmeyen etkiler” den biri olan transpozon hareketliliginin tuz

stresinde nasil davrandiginin aragtirilmasidir.

2008’de GD ticari tohum c¢esitlerinde yapilan pazarlama sonrasi ilk kararlilik analizinde
CrylA(b) protein anlatim diizeylerinin, enzime bagli immiinosorbent ile belirlenmesinde, analiz
edilen 26 cesitten yirmi dordiiniin beklenen kararlilik 6zelliklerini karsiladigi belirlenmistir
(Aguilera ve dig., 2008). Ancak, MON 810 konstraktinin degistirildigi ARISTIS BT ve
CGS4045 cesitlerinde kararsizlik gézlenmistir. DNA ve protein temelli yontemlerden elde
edilmis sonuglar, ARISTIS BT c¢esidinde GD insertinin olmadigini gosterdigi i¢in; bu durum
ARISTIS BT ’nin yasami boyunca veya daha sonraki nesiller boyunca transgen bdélgesini

kaybeden bir ¢esit olabilecegini diisiindiirmiistiir (Aguilera ve dig., 2008).

Yapilan bir diger ¢alismada ise misir MON 810 ticari gesitlerinde transgenin ve komsu
dizilerinin DNA degiskenligini analiz edilmistir. Southern emdirimi analizleri, 1slahin, 10
yildan daha onceki ilk transformasyondan bu yana herhangi bir yeni diizenlemeyle
sonu¢lanmadigini gostermistir. DNA yanlis eslesmelerinin (mismatch) endoniikleaz enzimleri
kullanilarak niikleotid diizeyindeki DNA degiskenligi lizerine yapilan ayrintili bir analizde de
transgende polimorfizm olmadigini géstermistir. Bu nedenle transgenin mutasyon hizinin misir
endojen genlerinde gozlenenden 6nemli 6lciide farkli olmadigi sonucuna varilmistir. Ayni

caligmada Zeonl retrotranspozon uzun terminal tekrarina karsilik gelen 50 yan dizide altt SNP
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gozlenmis, bu alt1 SNP'nin tiimiiniin de transgenin yerlestirilme noktasinin yukarisinda 500
b¢’den daha uzun bir mesafede yer aldig1 belirlenmistir. Yine, yan komsu bolgenin mutasyon
orani, misirda tekrarli bir dizi sekansi igin bekleneninkine benzer bulunmustur. Ayrica bu
calismada farkli transgenik cesitlerin yapraklarindaki sitozin metilasyon diizeyleri arastirilmas,
farkl1 transgenik gesitlerin karsilastirilmasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Diger yandan
yaprak gelisimi sirasinda crylAb mRNA birikiminde bir azalma belirlenmistir. Calismada
kullanilan bu ticari cesitler farkli iireticiler tarafindan farkli yillarda pazara sunulan cesitler
oldugundan, bu ¢alisma mevcut MON 810 hatlariin genis bir temsilini de saglamistir (Luis ve

dig., 2010).

Ticari GD bitkilerde transgenlerin tiim bitki kisimlarinda ve tiim iklim kosullarinda yiiksek
diizeyde ve stirekli olarak anlatim yapmasi beklenir. Pazara sunulan GD bitkilerin gevresel stres
kosullarindaki kararliliklariyla ilgili yakin zamanda yapilan Bt toksinine direncli (MON810)
ayn1 transgeni tastyan iki farkl ticari misir ¢esidinin optimal ve stres kosullari (sicak/kurak ve
soguk/sulak) altinda yetistirilmistir. Bu calismada, Bt misirda degisen ¢evre kosullari ile
yabanci gen anlatimi ve protein iiretimi arasindaki iliski incelenmistir. Bitkilerin yapraklari
gRT-PCR ile transgen anlatimini, ELISA ile de Bt protein igerigi bakimindan karsilagtirilmak
icin kullanilmigtir. Optimal kosullarda iki g¢esit arasinda transgen anlatimi bakimindan fark
saptanmazken, Bt protein igerigi bakimindan 6nemli farklar gdzlenmistir. Bt proteinin,
soguk/sulak stres kosulu uygulanmis durumda yetistirilenlerin optimal kosulda yetistirelenlere
gore 4 kat fazla oldugu bulunmustur. Transgenik bitkilerden sadece bir ¢esitte Bt protein igerigi
transgen anlatimiyla iliskilendirilebilmistir ve Bt gen anlatimi ile protein igerigi uyumlu
bulunmustur. Stres kosullarinda transgen anlatimi optimal kosullardakinden farkhi
bulunmazken, protein miktar: farklidir. Bu sonuglar, protein igeriginin sadece transgen anlatimi
ile kontrol edilmedigini, aynit zamanda misir ¢esidinin genotipine de bagli oldugunu
gostermistir. Stres kosullar altinda Bt protein igerigindeki degisimin agiklanabilmesi ise daha
zordur. Boylece, stres sartlarinin etkilerinin 6n goriilemez oldugu vurgulanmustir (Trtikova ve
dig., 2015). Bu sonu¢ genetik mithendisligi ile elde edilen bitkilerin transgen diizenlenmesinin
anlagilmasinda 6nemli eksiklikler oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle, transgenik bitki
metabolizmasinin zorlu veya degisken ¢evre kosullarindan nasil etkilenecegine iliskin veriler,

bu bitkilerinin tariminda yonlendirici nitelikte olacaktir.
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Bu calismalar tarimi yapilan GD bitkilerde biyotik ve abiyotik stres gibi belirli kosullarin
“beklenmeyen etkiler”in sikligini artirabilecegini gostermistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda,
GD organizmalarin genomunda “beklenmeyen etkiler’in arastirilmasi amaciyla yemlik GD
soyalarin tuz stresi kosullarinda gen anlattmi ve transpozon hareketliligi analizleri
gerceklestirildi. Bu amacla, oOncelikle Yem Sanayiciler Birligi’'nden alinan ithal yemlik
soyalarin GDO taramasi gerceklestirildi. Yemlik soyalarin GDO taramast CaMV 35S promotor
ve Nos terminator bolgeleri hedeflenerek PZR ile basarili bir sekilde yapildi. GD Gida ve Yem
icin Avrupa Birligi Referans Laboratuvar1 (EURL-GMFF), GDO taramasinda PZR molekiiler
analizinin, etkin bir bigcimde uygulanabilirligini belirtmektedir (CRL-GMFF, 2007, 2008). PZR
analizi ile GDO taramasi sonucunda, yemlik soyalarin %20’sinin GD olduklar1 saptandi.
Tirkiye’de GDO taramasi, Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli devlet laboratuvarlarinda,
bakanlik ve Tirk Akreditasyon Kurumu tarafindan yetkilendirilmis 6zel gida kontrol
laboratuvarlarinda yapilmaktadir. ithal edilen yemlerin sadece %20’sinin GD olarak saptanmis
olmasi, GDO taramalarindaki numunelerin hepsinin GD olmayabilecegini diisiindiirmiistiir.
ISAAA’ya gore GD soyalarin %80°1 herbisit toleransi tasimaktadir. Mevcut transgenik soya
cesitlerinden 35S promotor ve Nos terminator dizenleyici gen bolgelerinin ikisini de igeren
Roundup Ready aymt zamanda ilk ve hala en yaygin GD soya cesididir. Ayn1 zamanda
Tiirkiye’de bu ¢esidin yem olarak kullanimina izin verilmistir. Bu nedenle GD olarak saptanan
yemlik soyalarin ¢esidinin belirlenmesi i¢in Roundup Ready soyanin ig¢erdigi EPSPS genine

0zgli PZR analizi yapildi ve RR soya olduklar tespit edilerek dngdrii onaylandi.

Yemlik soyalar ve kontrol olarak kullanilan yerli soyalar daha sonra tuz stresi uygulanmak
iizere yetistirildi ancak yemlik soyalarin ¢ok diisiik bir oraminin yetistirilebilmis olmasi,
Biyogiivenlik Kanunu dikkate alindiginda GD bitkilerin Tiirkiye’de sadece yem olarak
kullanimlarina izin verilip ekimlerinin yasak olmast ve bu soyalarin yem amagl
kullanimlarinda canliligin aranmadigin1 da destekler niteliktedir. Yetistirilen soyalar 14 giin
boyunca sirasiyla 80, 120, 160 ve 200mM tuz konsantrasyonuna maruz birakildi. Gerek yerli
soyalarda gerekse ithal yemlik soyalarda 120mM’in bitkilerin kok ve gdvde uzunlugu ve
yapraklarin rengi bakimindan degisikliklerin izlenmesinde esik deger oldugu goriilmiistiir.
Artan tuz konsantrasyonuyla deney gruplarinin hepsinin kontrole gore, anlamli derecede bitki
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir. Gévde uzunlugunun azalmasinda en
belirgin etki, 200mM tuz konsantrasyonunda gdzlenmistir. Bitkilerin koék uzunlugu

Olctimlerinin istatistik sonuclarina gore ise artan tuz stresinin kontrol grubuna gére anlamli
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farklar yarattig1, en yiiksek etkinin 160 ve 200mM konsantrasyonlarinda oldugu belirlenmistir.
Artan tuzun yaprak alaninda yaptigi, etki kok uzunlugu tizerindeki etkiyle aymi sekilde
olmustur. Tuzlulugun bitki goriinlimiinde yarattig1 bu etkiler onceki ¢alismalarda da benzer
sekilde olmustur. Arpa (Hordeum vulgare L.) Tokak varyetesinde 100 mM tuz stresinde
yetistirilen arpalarin gdvde uzunluklarinda 9%37.3 oraninda azalma ve kok uzunluklarinda
%?24.63 oraninda azalma oldugu (Demirkiran, 2012) ve yine arpada 80, 120, 160 ve 200 mM
tuz konsantrasyonlarinin siirgin uzunlugunda ciddi azalmaya neden oldugu (Ucarli, 2016)

gorilmiistiir.

Cevresel stres kosullarinda ticari GD bitkilerin transgen anlatiminin nasil etkileceginin
arastirilmas1 amaciyla yemlik soya bitkilerinde 14 giin tuz stresi uygulamasi ardindan;
tuzlulugun, soyalarda Roundup Ready c¢esidine 6zgii EPSPS geninin anlattmina olan etkisinin
incelenmesi igin Gergek Zamanli PZR analizi yapildi. Incelenen 15 bitkiden, sadece 120mM
tuz uygulamasina maruz birakilan 2 bitkinin Roundup Ready soya oldugu belirlendiginden; gen
anlatiminin tuz stresinden kontrol grubundaki bitkilere gore nasil etkilendigi karsilastirilamada.
Kalan 13 bitkinin, Roundup Ready ¢esidi disinda Tiirkiye’ye ithaline izin verilen transgenik
soya cesitlerinden biri olabilecegi diisliniildii. Tuzluluk kosulunda transgen &zelliklerinin
korunmasi, her ne kadar mevzuat kapsaminda Tiirkiye’de transgeniklerin sadece yem olarak
kullanimina izin veriliyor olmast nedeniyle yetistirilmeleri yasak olsa bile transgeniklerin

ekiminin yapildig1 bolgeler i¢in dnemlidir.

“Beklenmeyen etkiler”’arasindaki transpozon hareketliligi bitki genomunun evrimsel siirecinde
hangi tiir retrotranspozonlarin ne kadarinin var oldugu, hangi transpozonlarin ne kadarinin aktif
oldugu ve transpozisyon hizlarindaki farkliliklar gibi acilardan etkileriyle ¢ok 6nemli bir rol
oynamustir. Bugiine kadar nitelendirilen aktif bitki transpozonlarinin ¢ogu, optimal kosullardaki
normal gelisim sirasinda biiyiik 6l¢iide durgunluk gosterir, ancak abiyotik stresler tarafindan
indiiklenebilir (Todorovska, 2007). Genom dinamigi i¢in 6nemli bir etken olan transpozonlarin
tuz stresinde nasil davrandiklarinin anlasilmasi, 6zellikle degisen c¢evre kosullart nedeniyle
tarimi yapilan alanlarda tuzlulugun gittik¢e artmasi nedeniyle arastirilmalidir. Bir diger yandan
ticari transgeniklerin, pazarda kullanimlar1 6ncesi insan, hayvan ve bitki sagligi bakimindan
giivenilirliklerinin tespiti icin Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), bazi risk
degerlendirmelerine tabi tutulmasini zorunlu kilmistir. Ancak olasi tim “beklenmeyen

etkiler”in tespit edilebilmesi i¢in uzun ve ayrintili arastirmalar olan genom diizeyinde
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analizlerin risk degerlendirmelerinde rutin olarak yapilmasmin miimkiin olmamasi, rutinden

ayr1 olarak bu etkilerin aydinlatilmasi bilimsel arastirmalarin bir konusudur.

Kaya ve arkadaslar1 (2013) transformasyon sirasinda ortaya ¢ikabilecek retrotranspozon temelli
genetik cesitliligi arastirmak i¢in dehE geni ile transforme edilmis 5 transgenik tiitiin bitkisine
IRAP analizi gerceklestirmistir. Bireyler arasinda dogal olarak olusan bir polimorfizm olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in ayrica 3 transgenik olmayan tiitiin bitkisini kontrol olarak
kullanmiglardir. IRAP PZR sonucunda kontrol bitkileri arasinda herhangi bir polimorfik bant
tespit etmediklerinden Ttol retrotranspozonunun dogal polimorfizme neden olmadigi sonucuna
varmiglardir. 5 transgenik tiitiin bitkisinin IRAP sonuglar1 ise tiim bireylerin farkli bant
dizenlerine sahip oldugunu gostermistir. Kontrol bitkileri arasinda herhangi bir polimorfizm
olmamasina karsin, transgenik olanlarda bu oran %0- %?20 arasindadir. Bu polimorfizm
oranlar1, dehE gen transformasyonunun retrotranspozisyon polimorfizmine neden olabilecegini

kanitlamustir (Kaya ve dig., 2013).

Daha yakin bir zamanda GD bitkilerin transpozon hareketliligine dair bir calismada Gd piringte
transformasyonun transpozon hareketleri ilizerine etkileri incelenmis, bu amacgla Houba
retrotranspozonuna 0zgu IRAP-PZR kullanilarak GD ve GD olmayan piring tohumlarinda
transpozon hareketliligi karsilastirilmistir. Farkli kaynaklardan toplanan toplam 71 piring
tohumunda Gergek Zamanli PZR analizi ile 35S, NOS, FMV, bar, pat, crylab /ac genleri tespit
edilememis, ancak 6 tanesinde hpt geni bulunmustur. Transgenik piringte Houba
retrotranspozon hareketleri kontrolleri ile incelenmis ve tiim 6rneklerde %0-56 polimorfizm
oranlar1 goézlenmistir. Ayrica, transgenik Ornekler arasinda %0-25, kontrol transgenik
pirincinde %19 ve kontrol dis1 transgenik piring i¢in %19 oldugunu bulunmustur (Yiizbasioglu,

Marakl ve Goziikirmizi, 2017).

Bu tez calismasi kapsaminda da genetik transformasyonun GD organizmanin genomunda
olusturabilecegi “beklenmeyen etkiler’den transpozon hareketinin tuz stresi altinda nasil bir
degisim gosterecegi arastirilmistir. 14 giin tuz stresine maruz birakilan yerli soyalar ve 120mM
tuz stresinde yetismis GD soyalarda SIRE1 retrotranspozonu i¢in IRAP PZR analizi yapildi.
Yerli soyalarda kontrol ve deney gruplart arasinda SIREL polimorfizmini %0-55 araliginda
degistigi belirlendi. Deney gruplar1 arasinda 160mM ve 200mM konsantrasyonlarindaki
bitkilerde en yuksek polimorfizm oran1 %90 olarak gorildi. 120 mM tuz konsantrasyonda

yetisen GD soyada ve yine 120mM tuz stresinde yetigen yerli soya kontrol grubuna gore SIRE1
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retrotranspozonunun hareketlili§ine bagli olarak %33 polimorfizm artis1 gdzlendi. Bu sonuglar,
ticari GD’lerin ¢evresel stres kosullardan biri olan tuzluluktan etkilenebilecegini gostermistir.

Literatiirdeki caligmalar da bu sonucu destekler niteliktedir.

Transgenik bitkilerin transformasyon sonucu genom dinamiginin anlasilmasi i¢in mevcut
bilimsel arastirmalar yeterli degildir. Bu tez calismasindan ¢ikan sonuglar transgenik
genomunun optimal olmayan bir ¢evre kosulunda nasil davranacaginin anlagilmasina katkida
bulunmaktadir. Tarimdaki ¢ok sayida yararlarinin siirdiiriilebilir olarak devam etmesinde
transgeniklerin optimal olmayan saha kosullarinda transgen oOzelliklerini koruyup
korumadiginin, protein Uriiniintin azalip azalmadiginin, genom dinamiginin anlagilmasi i¢in

ilerleyen zamanlarda daha ¢ok aragtirmanin yapilmasina ihtiyag vardir.
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