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TURKIYE’ DE SATISA SUNULAN BAZI GIDA URUNLERINDE GENETIK
MODIFIYE MISIR BILESENLERININ ARANMASI

OZET

Son zamanlarda durmadan yeni genetik modifiye bitki ve mahsullerin gelistiriliyor
olmasi ve diinya iistiinde genetik modifiye bitkilerin ekili oldugu alanlarin giderek
artmasi, son on yilda genetik modifiye gida trtinleri tiiketiminin yiikselen bir profil
¢izmesine neden olmaktadir. Diger taraftan, bu iirlinlerin artan tiiketim miktar: ile
birlikte hem bilim hem de tiiketici ¢evresinde bu tip iiriinlerin insan saghgi listiinde
muhtemel yan etkileri olabilecegi endisesi ortaya cikmakta; bu nedenle de bu
konuyla ilgili aragtirmalar bilimsel arenada biiyiik 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde de bu tip iiriinlerin yillardir tiiketildigi bilinci yeni olusmakta ve diger
iilkelerde siiregelmis tartismalar Tiirkiye’de de ortaya atilmaktadir. Diger taraftan bu
konu iilkemizde mevzuat bakimindan da ele alinmis ve gerekli diizenlemelerin
yapilmasi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir.

Bu calismanin amaci, piyasadan toplanan gida iirlinlerinde genetik modifiye misir
iceriginin kalitatif olarak belirlenmesidir. Bu amagla, analizlenmek iizere, ¢esitli
blyuk, orta ve kuglk olgekteki marketlerden o6zellikle igerisinde musir tiirevleri
oldugu etiketlerinde beyan edilmis olan gida tiriinleri satin alinmistir. Analiz edilen
triinler arasinda bebek gidalari (devam mamalari, ek besinler, vs.), konserve musir,
misir nigastast ve musir unu, misir cipsleri, misir gevrekleri, cesitli toz tathlar ve
misir cerezleri yer almaktadir. Primerlerin se¢cimi Avrupa Birligi’nin onayladigi
mustira iligkin GMO listesi ile yurdumuzda girisine izin verilen GMO’ lar dikkate
alinarak yapilmistir. Ayrica sec¢ilmis olan bu genler diinyada en yaygin olarak
kullanildig literatiir ¢alismalarindan tespit edilen genlerdir. Analizlerde ekstraksiyon
metodu olarak, CTAB metodu ve ticari test Kkiti kullanilmis ve bu metotlarin
verimleri karsilastirilmistir. DNA ekstraktlar1 Real-time PCR da amplifikasyon
islemine tabi tutularak, musira 6zgii zein geni ile bitkisel gidalarda GMO’ larin
varligini gosteren NOS terminatérii ve 35S promotdriin varli§i taranmugtir.
Uriinlerdeki genetik modifiye musir bileseninin varligi kalitatif olarak ifade
edilmistir. Buna gore 51 triinden 8’ inin genetik modifiye misir bileseni igerdigi
tespit edilmistir. Son olarak ise genetik modifiye oldugu belirlenen 6rneklerde Btl1,
Bt176, MONS810 ve T25 musir genlerinin varligi aranmis ve 6rneklerde bu genler
tespit edilmemistir.

Bu ¢alisma Tiirkiye piyasasinda sikg¢a tiiketilen mevcut Uriinler Gzerinde yapilan bir
tarama caligmasi niteligindedir.
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SEARCHING FOR GENETICALLY MODIFIED MAIZE COMPONENTS IN
SOME OF THE FOOD PRODUCTS WHICH ARE PUT ON THE MARKET
IN TURKEY

SUMMARY

Development of newly genetically modified plants and crops and an ever-increasing
amount of cultivated fields of genetically modified plants on the world are causing a
rising profile of genetically modified food consumption within the last decade. On
the other hand, with the increasing consumption amount of these products, concerns
of possible side effects of these products on human health is emerging in the
environment of scientists and consumers; for this reason isssue-relevant researches
have big importance in the scientific arena.

The consciousness of that we have been consuming these products for years is newly
emerging in our country and discussions in this topic have been held in other
countries and have recently come up in Turkey too. On the other hand, this issue was
addressed with regard to regulations in our country and studies for preparing the
necessary legislations are still proceeding.

The aim of this study is performing the qualitative detection of genetically modified
maize content of food products which were gathered from the market. For this
purpose, in order to analyze food products, especially stating that they contain maize
derivatives on their labels, were bought from various big, medium and small scaled
markets. Baby foods (follow-on formulas, supplementary foods, etc.), canned corn,
corn starch and flour, corn crisps, corn flakes, miscellaneous powder desserts and
snacks are taking place in the products which were analyzed. Selection of the primers
was done according to GM maize list approved by the European Union and GMOs
which are allowed to enter in our country. Furthermore, these selected genes are the
genes which were determined as the most common genes, has been used in the
literature studies. In the analyses, CTAB and commercial test kit were used as the
extraction method and efficiencies of these methods were compared. By amplifying
DNA extracts in Real-time PCR, the presence of maize-specific zein gene and the
presence of NOS terminator and 35S promoter which are the indicators of GMOs in
plant foods were scanned. The presence of genetically modified maize component in
the products was expressed qualitatively. According to this, it is detected that, 8 of 51
products are including genetically modified maize components. Ultimately, presence
of Btll, Bt176, MON810 and T25 maize genes in the samples, which were detected
as genetically modified, was scanned and those genes were not found in the samples.

This study has the feature of being a detection study over the present products which
are consumed often in Turkey market.
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1. GIRiS

Genetik modifiye organizmalar basta genetik miihendisligi olmak {izere degisik
bilimsel teknikler kullanarak istenilen spesifik bir 6zellige sahip gen veya genlerin
iliskili veya iligkili olmayan tiirlerden, bitki, hayvan ve mikroorganizmalara transfer
edilerek kalitsal olarak bir sonraki nesle aktarilmasiyla elde edilmektedir (Eede ve
dig., 2004; Japonya Gida Giivenligi Komisyonu, 2004). Genetik modifikasyona
duyulan ihtiyact doguran belli basli bazi nedenler vardir; bunlar, iklimsel
degisiklikler, tarimsal alanlarin yok edilmesi ve bilingsiz tarimsal uygulamalar
nedeniyle tarimsal alanlarin giderek azalmasi ve bunun sonucunda da yiiksek verimli
tarimsal irlinlere ihtiyag duyulmasi ve yine buna bagli olarak diinyanin bazi
bolgelerinde agligin giderek artmasi, insektisit, herbisit gibi kimyasallarin gevreye
olumsuz etkileri, dengesiz ve yetersiz beslenme nedeniyle besinsel degeri arttirtlmig
gidalara ihtiya¢ duyulmasi ve tarimsal {riinlerin bilingsiz ilaglanmasi nedeniyle
kronik hastaliklarin ve kanserin artmasi seklinde siralanabilir. Bu ihtiyaglara yonelik
olarak, bitkisel Grtnlerin genetik modifikasyonu genellikle kalite, fonksiyon ve
tiretimlerine iliskin degisiklikleri amaglamaktadir (Pech ve dig., 2005). Genetik
modifiye bitkisel iiriinlerin ¢ogu herbisit, viriis, hasere ve hastaliklara karsin

bagisikliga sahip olacak sekilde degisiklige ugratilmistir.

Transgenik bitkisel triinler 1990’1 yillarin ortasindan itibaren ticari olarak
iretilmeye baslanmigtir. GDO’larin en ¢ok iiretildigi iilkeler ise ABD, Arjantin,
Kanada ve Cin’dir. Baslica genetik modifiye iirlinler arasinda soya fasulyesi, musir,
pamuk ve kanola yer almaktadir. GDO’l1 iirlinlerin tiiketimi global olarak hizla

artmaktadir (Williams ve dig., 2005).

GMO’1 gida iirlinlerinin tiikketimindeki artigla beraber c¢esitli riskler ve endiseler de
ortaya c¢ikmistir. Gida kalitesindeki degisiklikler, antibiyotiklere karsi viicudun
direng gelistirmesi, potansiyel alerjenite ve toksisite, diger bitkilere istek dis1 gen
aktarimi, muhtemel yeni virlis ve toksin olusumu, kontaminasyon yoluyla genetik

zenginlige tehdit olusturulmasi, dinsel, kiiltiirel, etik endiseler, etiketleme eksikligine



iliskin endiseler, organik ve geleneksel liretim yapanlarin endiseleri, konuyla ilgili
tilketici ve ireticilerdeki bilgi eksikliginin yaratabilecegi sonuglar, genin, bakteri
veya memeli hiicrelerine transferi bunlarin arasinda sayilabilir. Diger taraftan genetik
mithendislikteki gelismelerle her gegen gilin yeni genetik modiye {iriinler
gelistirilmektedir; bunlarin analizlenmesi, piyasa takibinin yapilmasi, muhtemel
faydalarinin ve risklerinin arastirilmasi ve elde edilen sonuglarla tuketicilerin konu
hakkinda biling diizeyinin arttirilmast geregi ilerki calismalarin  rotasini

belirlemektedir (Engeseth, 2000).

1.1 Tezin Amaci

Misir, tilkemiz ekonomisi ve beslenme yoniinden en 6nemli tarimsal iirtinlerdendir
ve giniimiizde bilyilk oranda yurtdisindan ithal edilmektedir. Ulkemizde hem taze,
konserve ve dondurulmus olarak, hem de islenmis iirlin halinde (misir unu, nisastasi,
misir surubu, cips, kahvaltilik gevrek, cerezler vs.) gesitli sekillerde tiiketilmekte,
ozellikle bebek mamalar1 olmak iizere kompleks gidalarin (toz tatlilar, biskiiviler,
atistirmaliklar, vs.) ve proseslerin vazgecilmez katki maddelerinden biri olarak
kullanilmaktadir. Misir, farkli ¢esitlerden degisik yontemlerle islenerek tliketiciye

ulastirilmaktadir.

Bu calismadaki amag; Tiirkiye’de piyasada yaygin olarak satilan ve tiiketilen musir
ve musir iirlinlerinin, ayrica musir tiirevlerinin katki maddesi olarak kullanildig1 gida
triinlerinde musir kaynakli genetik modifiye organizlarin var olup olmadiginin
belirlenmesi ve Tiirkiye’ de tiikketimi popiiler ya da yaygin olan belli basl {iriinler
icin bir piyasa taramasi yapilmasidir. Yapilan bu tarama calismasindan, Ulkemizde
yaygin bir sekilde tiiketilen musir igerikli veya bilesenli iirlin gruplarindan
hangilerinin genetik modifiye 6zellik tasidigi hakkinda yaklasik olarak bir fikir sahip
olunmasi, misir igeren degisik gida tiriinleri i¢in iki farkli DNA izolasyon yonteminin
kargilastirlmast  ve  Tirk  Gida  Mevzuati cercevesinde  llkemize
girmesine/yetistirilmesine izin verilen belli bash genetik modifiye organizmalardan
MONSI10, Btl1, Bt176 ve T25 Starlink’in Urlinlerimizde aranmasi ve literatiire bu
konuyla ilgili bilgi saglanmasi beklenmektedir. Boylece yeni yayinlanan ‘Genetik
Yapist Degistirilmis Organizmalar Ve Uriinlerine Dair Yonetmelik® e uyum

asamasina da katkida bulunulabilecektir.



1.2 Hipotez

Calisma sonucunda, misir ve musir tlirevi liriinlerde gergeklestirilecek olan genetik
modifiye organizma taramasinda diinya literatiiriinde c¢aligilmis musir 6rnekleri ile
paralellik yakalanacagi, farkli yorelerde ve iilkelerde yetistirilerek tilkemizde
tiketime sunulan misir {riinleri ve misir tlirevlerinin katki maddesi olarak
kullanildig1 kompleks iiriinlerde GMO’larin (genetik modifiye organizma) tespit
edilebilecegine, sonuglar birbirleriyle mukayese edildiginde gida iirtinlerinin farkls
Genetik Modifikasyon profillerine ve GMO tirlerine sahip olabileceklerine yonelik

sonuclar beklenmektedir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Genetik Modifiye Organizmalar

Bir organizmanin modifiye edilmesi demek, o organizmaya ait genetik materyale
ekleme ya da ¢ikarma yapilmasi veya genetik materyalin bir par¢asinin modifiye

edilmesi demektir (Holst-Jensen, 2003).

Genetik modifiye organizmalar Cisgenesis veya Transgenesis proseslerinden biri
kullanilarak, DNA’ larina yapilan spesifik bazi  degisiklikler sonucu
olusturulmaktadirlar. Bu teknikler, mutasyonla ¢cogalmaya (mutagenesis) gore daha
kesin sonuclar verirler. Mutagenesiste, organizmalar radyasyon veya kimyasallara
maruz birakilarak spesifik olmayan ancak stabil olan degisiklikler yaratilmaktadir.
Diger taraftan cisgenesisin geleneksel cogaltmaya karsi avantaji, yeni tiir bitkilerin
daha hizli ve ucuz iiretilmesine ve istenmeyen kromozomlarin degil yalnizca se¢ilen
faydali genlerin transferine imkan vermesidir. Geleneksel tremede yeni bir kultivar
elde edebilmek i¢in her biri aylar siiren ¢oklu melezleme islemi(backcross) yapilmak
zorundadir. Cisgenesiste ise ayn1 sonuca ¢ok kisa bir zamanda ulasilabilmektedir
ancak genler sadece akraba organizmalar arasinda transfer edilmektedir.
Transgenesiste gidalarin genetik modifikasyonu bir veya daha fazla genin bitkinin
alict genomuna in vitro olarak yerlestirilmesiyle gergeklestirilmektedir ve ayrica
biitiinlesik genler akraba genotiplerden oldugu kadar akraba olmayan genotiplerden
de elde edilebilmektedir. Bu iki metodun geleneksel yonteme gore avantajlari
transfer edilecek genin kontrol edilebilmesi, trans-gen ekspresyonu seviyesi ve
zamaninin ayarlanabilmesi veya genlerin baskilanmasiyla olusabilecek istenmeyen
Ozelliklerin elimine edilebilmesi seklinde siralanabilir (Holst-Jensen, 2003). Genetik
modifiye iirlinler ise baglanan yeni gen(lerin) kodladig ilave 6zellikleri tasirlar; bu
genellikle ilgili 6zelligi getiren ilave protein(lerin) cogaltilmasiyla gerceklestirilir

(Ahmed, 2002).



2.2 GMO’ larin Tarihsel Gelisimi ve Diinyadaki Durumu

Giliniimiizde tarimsal biyoteknoloji {rilinlerinin g¢esitliligi ve miktar1 diinya
piyasasinda ortak bir artis gdstermektedir. Bunun temel nedenleri, genetik modifiye
gidalarin herbisitlere karst dayamklilik, hastalik ve haserelere karsi direnglilik ve
gelistirilmis besin icerigi gibi hem insan sagligi yoniinden hem de agronomik yonden
gelismis olmalaridir; sahip olduklart 6zelliklere gére GM ekinlerin dagilimi Sekil
2.2° de gosterilmistir. Biyoteknoloji ile tiiretilen ekinlerin % 34’ soya, % 16’s1

pamuk, % 7 “si ise misir iiretimine karsilik gelmektedir (Williams ve dig., 2005).

Son yillarda pek ¢ok gesitte genetik modifiye tarim bitkileri iiretilmistir ve bunlarin
pek ¢ogu ticari olarak farkl iilkelerin piyasalarinda satisa sunulmustur. Son on yilda
biyoteknolojik mahsullerin ticarilestirilmesinde, bu mahsullerin kiiresel payr %13’
liikk sabit bir biiylime oranina ulagmis, baska bir deyisle diinya iistiindeki ekili alan
biiytikligii 102 milyon hektar1 bulmus (Zhu ve dig., 2008) ve transgenik bitkilerin
ekildigi iilkelerin sayist 1996’ dan 2005’ e, 6’ dan 21’ e yiikselmistir. GM ekinler
cogunlukla ABD, Arjantin, Kanada, Brezilya ve Cin’ de yetistirilmektedir (Greiner
ve Konietzny, 2008). Bununla beraber, GM bitkilerin ticarilestirilmesi diinya ¢apinda
biyogiivenlikle ilgili endiselerin artmasina sebep olmustur (Margarit ve dig., 2006;
Mafra ve dig., 2008); pek cok tiiketicit GMO’ larin gidalarda kullanilmas1 konusunda
endise duymaktadir (Frewer ve dig., 2004). Bu durumda GM gidalarin etiketlenmesi
hususu daha O6nemli ve gerekli bir hal almistir. Avrupa Birligi GM gidalarin
etiketlenmesini ilk defa 1997 yilinda ele almis ve bu konuda diger iilkelere onciiliik

etmistir (Cockburn, 2002).

Farkli iilkelerdeki etiketleme esik degerleri ve uygulama prosediirleri farkl farklidir;
bazi iilkelerde GMO igeren lriinlerin GMO igeriginin etikette belirtilmesi zorunlu
iken Kanada gibi baz1 iilkelerde goniillii olarak uygulanmaktadir (Gruére, 2006).
Avrupa Birligi’ nde etiketleme esik degeri % 0,9 iken (Url-1, 2010), Giliney Kore’ de
% 3 (Url-2, 2010), Japonya’ da % 5’tir (Url-3, 2010). Ulkeler arasinda
uygulamalardaki farkliliklara iliskin veriler Cizelge 2.1’ de belirtilmistir. Cin’ de 17

farkl gida triinii etiketlenmektedir; misir tohumlari, misir yagi, domates tohumlari,



soya yagi, kanola tohumlar1 ve pamuk tohumlar1 bu iirinlerdendir (Pan ve dig.,

2006).

Cizelge 2.1 : Farkli iilkelerin GM gidalarin etiketlenmesi uygulamalari (Url-1, Url-2,
Url-3, Url-4, Url-5 ve Url-6, 2010).

Ulke Etiketleme Etiketleme Etiketleme Tolerans
Zorunlu/Gonilli  Son iirlin bazli/Proses bazl Diizeyi (%)
AB Ulkeleri z P 0.9
ABD G S 5
Japonya Z-G S 5
Kanada G S 5
Cin Z S 0
Yeni Zelanda Z S 1
Brezilya Z P 1
Avusturalya Z S 1
Kore Z S 3
Rusya Z P 1

2.3 GMOQ’ lar ile GM Gidalar Hakkindaki Yasal Diizenlemeler

Genetik modifiye organizma tiirevi bitkisel iiriinlerin degerlendirilmesindeki genel
strateji, pek c¢ok iilkede apayri bir gida grubu olarak yasal diizenlemelerinin
yapilmasidir. Ortak bir temele ragmen diizenlemelerde farkliliklar gézlemlenmekte
ve bu durum ticarette iilkeler ve uluslararasi kuruluslar arasinda uzayip giden

tartismalara sebep olmaktadir (World Trade Organisation, 2006).

GM ekinlere yonelik olarak yapilan risk degerlendirmeleri ve yonetmelik
dizenlemeleri ileriye doniik olarak 6nlemler alinmasi temeline dayanmaktadir. GM
ekinlerle ilgili olarak bunlardan tiretilen gidalar da dahil olmak tizere ilk uluslararasi
ve ulusal giivenlik degerlendirmesi ve yonetmelik hiikiimleri uzmanlar tarafindan
1980’lerin ortalarinda diizenlenmistir (US OSTP, 1986). Bundan neredeyse on yil
sonra (1995) GM ekinlere ilk yasal onay verilmistir (Konig ve dig., 2004).

2.3.1 Avrupa Birligi’ ndeki yasal diizenlemeler

Avrupa’ da GM gidalar ve yemler igin (Regulation 1829/2003) farkli, (yeni
gelistirilmis bitkisel gidalar ya da heniliz Avrupa piyasasina sunulmamis bitkisel
gidalar da dahil olmak {izere) diger yeni gidalar i¢in (Regulation 258/97) farkli yasal
diizenlemeler olusturulmustur. 258/97 sayili diizenleme yeni bitkisel gidalar dahil
biitiin yeni gidalarin risk degerlendirme prosediirlerini tanimlamaktadir ancak 2004’

ten bu yana GM tiirevi bitki {irinleri bu tanimlarin disinda birakilmistir. 258/97 sayil



diizenleme altindaki risk degerlendirme prensibi karsilastirmali  bir risk
degerlendirmesidir; eger karsilastirma icin geleneksel bir esdeger mevcut degilse,
gerekli durumlarda yeni bitki Gdrininin tam bir toksikolojik ve besinsel
degerlendirmesi yapilir (Kok ve dig., 2008). 1829/2003 sayili diizenleme gida ve
yem bilesenleri, katki maddeleri veya enzimler dahil olmak tizere GM gida ve yem
icin piyasa onay1 i¢in temel olusturmaktadir (EC, 2003). Avrupa Komisyonu EFSA’
dan (Avrupa Gida Giivenlik Otoritesi) GMO’ lar hakkinda bilimsel tavsiyelerini ve
tiye ililkelerden de yorumlarini alir. Onaylama prosediirii karsilastirmali bir giivenlik
sistemine dayanmaktadir, karsilastimanin yapildigir bitki (komparator) tercihen
dogrudan soy bitkiden veya genetik olarak yakin bir akrabadan se¢ilmektedir (Kok
ve dig., 2008).

2.3.2 ABD’ deki yasal diizenlemeler

Birlesik Devletler’in yasal sisteminde firmalar, bitkiye kazandirilan yeni 6zelligi
harig¢ tutarak, yeni bir (GM) bitkinin esdeger kompozisyonda ve besin degerinde bir
geleneksel O6zdesinin oldugunu ispatlamak zorundadirlar. Pestisit etkisine sahip
proteinlerin oldugu ekinler i¢in EPA (Cevresel Koruma Ajansi) bu proteinleri
giivenli oldugunun gdsterilmesini talep etmektedir, ayrica Federal Insektisit, Fungisit
ve Rodentisit Kanununa gore de alerjik dzellikler agisindan diger ekinler de Gida ilag
ve Kozmetikler Kanunu uyarinca FDA’in damgmanliginda (gonulli olarak)
degerlendirilmektedir (Url-7,2010). Ayn1 zamanda, firmalar gelistirdikleri yeni ekin
tiirlerinin insan saghig {istiinde olusturabilecekleri riskler konusunda sorumludurlar
(Kok ve dig., 2008). 1992°de FDA GM ekinlerden tiiretilen gida ve yemlerle ilgili
Ozgiin bir giivenlik endisesi ortaya ¢ikmadigini ve bunlarla ilgili diizenlemelerin de
diger bitkisel tiriinler gibi yapilmasi gerektigi ifadesini yayinlamistir (FDA, 1992).
Geleneksel yolla iretildigi ifade edilen iriinlerin kompozisyonunda da kendi
soylarindan farkliliklar goriiliiyorsa, bu da arastirilmasit gereken konulardan biri
icerisine girmektedir (Freese ve Schubert, 2004). Ancak geleneksel Uretimle gelen
yeni bitki tlirlerinde kasitsiz olabilecek etkiler veya giivenilirlikleri rutin bazda
degerlendirilmemektedir. Bu ac¢idan Birlesik Devletler’ le Avrupa Birligi arasinda bir

farklilik yoktur.



2.3.3 Japonya’ daki yasal diizenlemeler

Japon Gida Sanitasyon Kanunu GM gidalar ve katki maddeleri ile ilgili gereklilikleri
belirtmektedir (JETRO, 2006). 2001°den bu yana GM gidalarin giivenlik
degerlendirmesi Gida Sanitasyon Kanunu ile zorunlu hale getirilmistir. 2003” te,
GMO tiirevi gidalarin ve katki maddelerinin “Genetik Modifiye Gidalarin Giivenlik
Degerlendirilmesi Standardi” na gore degerlendirilmesi amaciyla Gida Gilivenlik
Komisyonu kurulmustur (Food Safety Commission of Japan, 2004). Ayrica bu
standart, analitik sonuglar GMO tiirevi gidalarin gilivenligini ispat etmeye
yetmiyorsa, hayvan deneylerinin yapilmasi gerektigini ifade etmektedir. Geleneksel
yolla iretilen bitkiler, kasitsiz olusabilecek yan etkiler igin rutin bazda

degerlendirilmemektedir.

2.3.4 Tiirkiye’ deki yasal dizenlemeler

Ulkemizde ise gida mevzuatinin yayinlanmasi ve uygulanmasindan sorumlu olan
Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’mn, 26.03.2010 tarih ve 27533 sayili Resmi Gazete’
de yayinlanan 5977 sayili1 Biyogiivenlik Kanunu GMO’larm iilkeye kabuliinde ve

onaylanma siirecinde hangi prosediirlerin izlenecegini belirtmektedir.

Bu kanunu destekleyen “Genetik Yapisi Degistirilmis Organizmalar ve
Uriinlerine Dair Yénetmelik” ise 13.08.2010 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanarak
yuriirliige girmistir (Url-8). Bu Yonetmelik kapsamina giren triinlerle ilgili olarak;
GDO ve iirlinlerinin onay alinmaksizin piyasaya siiriilmesi, GDO ve {irlinlerinin,
Kurul kararlarina aykir1 olarak kullanilmasi veya kullandirilmasi, genetigi
degistirilmis bitki ve hayvanlarin tiretimi, GDO ve {iriinlerinin Kurul tarafindan
piyasaya siirme kapsaminda belirlenen amag¢ ve alan disinda kullanimi, GDO ve
driinlerinin bebek mamalar1 ve bebek formilleri, devam mamalar1 ve devam
formiilleri ile bebek ve kiigiik ¢cocuk ek besinlerinde kullanilmasi yasaklanmaktadir.
Ayrica bu yeni yonetmelikle 26/10/2009 tarihli ve 27388 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan Gida ve Yem Amacgh Genetik Yapist Degistirilmis Organizmalar ve
Uriinlerinin Ithalati, Islenmesi, Thracati, Kontrol ve Denetimine Dair Y6netmelik

yiirtirlikten kaldirilmastir.



Bu Yonetmelik kapsaminda yer alan gidalarin Bakanlik tarafindan belirlenen esik
degerin lizerinde; onaylanmis GDO’dan elde edilmis olmasi veya onaylanmis
GDO’dan elde edilmis bilesen icermesi veya GDO icermesi veya GDO’dan olusmasi

durumunda Tiirk Gida Kodeksinde yer alan gerekliliklere ilave olarak;

(1) Etiketinde bilesen listesinin bulunmasi zorunlu olmayan gidalar igin “genetik
yapis1 degistirilmistir” veya “genetik yapisi degistirilmis ... dan tiretilmistir”

ibaresi etiket iizerinde agikca goriilecek sekilde belirtilir.

(2) Gidanin  birden fazla bilesen igermesi durumunda; “genetik yapist
degistirilmis .....” veya “genetik yapisi degistirilmis ......... dan tiretilmigtir”
ibareleri bilesen listesinde parantez i¢inde ve s6z konusu bilesenden hemen

sonra gelecek sekilde ayni1 punto biiyiikliiglinde yer alir.

(3) Bilesen listesinde grup adi ile belirtilen bilesen bulunan gidalarda “genetik
yapisi degistirilmis ......... icerir” veya « genetik yapisi
degistirilmis ....... dan tretilmis ....... igerir.” ibareleri grup adindan hemen

sonra gelecek sekilde parantez i¢inde ayni punto biiyiikliigiinde yer alir.

(4) Dokme gidalarin etiketleri, tiiketicinin goérebilecegi yerlerde bulundurulur

veya gida maddesi ile birlikte tuketiciye sunulur.

(5) Bu Yonetmelik kapsamindaki gidalarin GDO’suz esdeger gidalardan;
bilesimi, beslenme etkileri veya beslenme degeri, kullanim amaci agisindan
farklilik gosterdigi durumlarda, bu hususlarin etiket tizerinde belirtilmesi,
besin bileseninde farklilik gosteren s6z konusu gidalarda, beslenme agisindan

etiketleme yapilmas1 zorunludur.

(6) Bu Yonetmelik kapsamindaki gidalarin GDO’suz esdeger gidalardan farkli
olmast durumunda, tiiketilmesi sonucunda saglik riski olusturabilecek

tiikketici gruplarina ait uyarilar etiket tizerinde belirtilir.

(7) Bu Yonetmelik kapsamindaki gidalarin GDO’suz esdegerinin olmamasi
durumunda, s6z konusu gidanin dogasi ve 6zelliklerine ait bilgiler Tiirk Gida

Kodeksinde belirtilen hikiimlere uygun olarak etiket tizerinde belirtilir.

(8) GDO’suz esdeger gidalarin etiketlerinde GDO igermedigini, GDO’dan

olusmadigini, GDO’dan elde edilmedigini ifade eden beyanlar yer alabilir.
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ifadeleri yer almaktadir. Diger taraftan, Tirkiye’ de de geleneksel yolla Uretilen
bitkilerde kasitsiz olarak olusabilecek yan etkiler i¢in rutin bazda degerlendirme

yapilmamaktadir.

2.4 Genetik Modifikasyon Prosesi

GMO genellikle gen teknolojisi ile genetik kompozisyonu degistirilmis yasayan
organizma olarak tanimlanmaktadir. Bu islem DNA izolasyonu, tanimlanan
DNA’nin modifikasyonu ve hedef organizmanin genomuna DNA’nin transferinin
birbirini takip etmesi sonucu GMO’nun olusturulmasi seklindedir. Bu proses
transformasyon olay: olarak adlandirilir. Normalde yeni gen fonksiyonlart GMO’ya
yerlestirilir ancak gelistirilen yeni tekniklerle varolan ancak istenmeyen genler de saf
dis1 birakilabilmektedir. GMO igindeki tipik bir gen yapist en az ii¢ elementten
olusmaktadir: (1) promotor (etkinlestirici) element: eklenen/degistirilen genin
okunmasinda agma/kapama diigmesi olarak gorev goriir; (2) eklenen/degistirilen
gen: secilmis spesifik bir 6zelligi kodlar; (3) terminatdr (sonlandirici) element:
eklenen/degistirilen genin okunmasinin durdurmak igin sinyal verir. Buna ek olarak,
bir genin yapist i¢inde pek cok diger element de mevcut olabilir; bunlarin
fonksiyonlar1 genellikle genin islerligini kontrol etmek ve dengede tutmak, GMO
icindeki ‘yapr’nin varligini kanitlamak veya yapiya ait ¢esitli elementlerin biraraya
gelmesini kolaylastirmaktir. Bir genin stabil bir sekilde kalitsal olabilmesi igin
organizmanin genomu (dogal genetik altyapisi) ile biitiinlesmesi gereklidir (Miraglia

ve dig., 2004).

Diinya capinda otoriteler tarafindan yiizden fazla gida veya yemin kullanimi
onaylanmistir ancak ¢ogu deney asamasindadir. Bunlarin sadece sinirli bir kismu
ticarilestirilmistir ve diinya piyasasinda gesitli lriinlerin i¢inde bulunmaktadirlar.
DNA dizileri hakkindaki detaylar genetik modifikasyonu gelistiren sirketin
teknolojisini rakiplerinden saklamak amaciyla korudugu gizliligiyle alakalidir. Diger
taraftan ilgili dizilerin verileri dahil baz1 detaylar kamuya agik baz1 veritabanlarinda

verilmektedir (Agbios, 2010; EMBL, 2010).

2.4.1 Transgenin eklenmesi

Cogu durumda rekombinant DNA, bitki hiicrelerine Agrobacterium tumefaciens

kullanarak veya pargacik tabancasi ile yerlestirilir. Agrobacterium suslar1 genellikle
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DNA’nin hareketliligini ve transfer fonksiyonlarini kodlayan bir vektor igerir. Ayrica
rekombinant DNA ile ayr1 bir vektor de transfer ve transferi ayarlayan gen drlinleri
icin bolgenin taninmasinda gorev alir. Agrobacterium kullanildiginda rastgele bir
DNA’ nin bitkiye transfer edilme riski nispeten diisiiktlir. Parcacik silahlar1 gibi
direkt transformasyon metodlar1 bitkilere uygulandiginda, bitki transformasyonunda
kullanilan DNA’ nin hazirlik asamasinda, herhangi bir bakteri kromozomundan veya
diger bir plasmid DNA’ dan kontaminasyon olup olmadigi kontrol edilmelidir

(Hellens ve Mullineaux, 2000).

2.5 Gidalarda GMO?’ larin Tespit Edilmesi

2.5.1 Numunenin alinmasi

Bir lot icindeki GM maddelerin varliginin degerlendirilmesi, diinya c¢apinda
GMO’nin  kabul gorliip gormediginin ve yasal farklilhklarin g6z Oniinde
bulundurulmasini gerektirmektedir. Ham maddedeki GMO miktarinin tayini, ‘tanisal
zincir’deki (numune alma, alt numunelerin alimi ve analiz) g¢esitli degiskenlere bagl
olarak hatalara acgiktir (Miraglia ve dig., 2004). Hammaddelerin ve gida
bilesenlerinin i¢indeki GMO’larin test edilmesinde heterojenlikten dogabilecek
problemleri engellemek i¢in hem numune biiyiikligli hem de numune alma
prosediirleri biiyiik 6nem tasimaktadir (Ahmed, 2002; Miraglia ve dig., 2004).
Numune alma plam istatistiksel olarak yigmi temsil eden numune alimini
saglamalidir ve numune o6l¢iisii yeterli hassasiyete imkan verecek miktarda olmalidir
cunkl kucik numune olgusuyle istatiksel anlam elde edilebilmesi zordur. Ham
numune (veya tohum) ince toz halinde 6giitiilerek iyice karistirilir. Ardindan protein
veya DNA, takip eden analizde kullanilmak {izere ekstrakte edilir. Son olarak,
optimum numune alim stratejisi hassasiyet ile maliyet ve giivenilirlik arasindaki
dengeden olusur. Ayrica testin dogrulugunu saglamak igin diinya capinda kabul
gérmiis bir planin (6rn.,, BM’in Codex Alimentarius’u) uygulanmasi tercih edilir

(Ahmed, 2002).

Cogu Avrupa tilkesi mikotoksinlerin analiz metodolojisinde kullanilan numune alma
uygulamasint GMO’lar i¢in kullanilabilecek gegici bir temel olarak kullanmaktadir.
Direktif 98/53 gidalardaki belli kontaminantlarin analizi ve bunlardan numune
alinmast i¢in Onerilen ilk direktif olmakla beraber hala GMO’lar igin de

kullanilmaktadir (EC, 1998).
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Genellikle numune alma stratejilerinde analit/gidanin dogasi ve analitin yi18in
icindeki dagilimi gibi pek ¢ok parametre hesaba katilmalidir. Pek az kurulus, GMO
tiirevi maddeden numune alinmasi1 konusunda yasanan probleme yonelik yaklasim
gostermistir. Yi1gin halindeki {iriinler i¢in numune alma plani1 tanimlanirken, lot
oOlciisii ve homojenlik, kabul edilen riskler (toleranslar) ve uyarlanan test metotlari

gibi ana parametreler istatistiksel olarak hesaba katilmalidir.

Sonu¢ olarak, su anki pek ¢ok numune alim plani y18in iriinler i¢in gegerlidir,

yalnizca bazilar1 6zellikle GMO’lar1 isaret etmektedir (Miraglia ve dig., 2004).

2.5.2 GMO testi icin kullamilan referans materyaller

Referans maddeler pek ¢cok amaca hizmet ederler: Spesifik metotlar igin kalibrasyon
amacl veya c¢esitli metotlar icin referans matris olarak kullanilmaktadirlar ve ¢esitli
performans kriterlerini karsilamak i¢in de iiretilebilmektedirler. GDO’lar agisindan

ise, referans maddeler onaylanmis referans maddeler olarak adlandirimaktadirlar

(Holst-Jensen, 2003).

Pozitif ve negatif kontrol amaciyla kullanilan uygun referans materyaller, analitik
prosediiriin dogrulugunun kanitlanmasi ve metot ve laboratuar performanslarinin
degerlendirilmesi i¢in gereken temeli olusturur. Referans materyal analitik
metotlardan bagimsiz olmali ve hammaddeye ya da nihai {riinlerden daha ziyade

temel gida bilesenlerine odaklanmalidir.

Her bir GMO spesifik bir referans materyali gerektirir. Tahil taneleri, degistirilmis
DNA veya protein agilimlar1 referans materyal olarak kullanilabilirler. Eger tahil
taneleri referans olarak kullaniliyorsa, gercek hayattaki test materyalinin orijinaline
uygun karsiliga sahip olmalidir; 6rn., matris etkisi ve yogunluk, gercegiyle benzer
olmali, uzun vadede kalitesi tutarli ve numune homojenligini, GMO igerigini ve

stabilitesini karsilayabiliyor olmalidir.

Giiniimiizde ¢ok az sayida ticari sertifikali referans materyal mevcuttur ¢unki
referans materyallerin kullanilabilirligi, fikri mulkiyet haklari ve maliyetler nedeniyle
oldukga kisithdir ve ayrica Avrupa Birligi’nin onay vermedigi hi¢ bir referans

maddesi kullanilamamaktadir (Miraglia ve dig., 2004).
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2.5.3 GMO i¢in kullanilan tayin yontemleri

GM iirtinler kendilerine baglanan yeni gen(ler)in kodladig1 ilave ozellikleri tasirlar;
bu, genellikle ilgili 6zelligi getiren ilave protein(ler)in iiretilmesiyle meydana gelir.
GM mabhsullerin tiirevi olan hammaddeler ya da islenmis {irlinler analiz edildiginde
baglanan yeni DNA ya da genetik mataryel tarafindan kodlanan yeni proteinler tespit
edilebilmektedir. Buna yonelik olarak hem Kkalitatif hem de kantitatif metotlar
mevcuttur (Ahmed, 2002).

2.5.3.1 Protein bazlh test metotlar:

Hedef analit biliniyorsa, kompleks matrisler igindeki pek ¢ok proteinin kalitatif ve
kantitatif tayininde antikorlu immunoassay teknolojilerini kullanmak ideal bir
yontemdir. Test i¢in ihtiya¢c duyulan miktara, tespit sisteminin spesifikligine (6rn.,
tim proteine veya spesifik bir peptit dizisine karsilik gelen antikorlar), ilgili
uygulamaya, test i¢in harcanan zamana ve paraya bagli olarak hem tek
klonlu(olduk¢a spesifik) hem de ¢ok klonlu antikorlar kullanilabilmektedir.
Antikorlu immunoassaylerde iki format kullanilmaktadir: bunlardan ilki, dedektor ve
analitin yakalama antikorlarina baglanmak icin yaristiklar rekabetci bir test, ikincisi
ise analitin yakalama antikoru ve detektor antikoru arasinda sikistirildigr (¢ift
antikorlu sandvig testi) iki tarafli bir testtir. Bunlardan ikincisi daha tercih edilir bir
testtir. Hem Western Blot hem de ELISA teknikleri Monsanto’ nun genetik modifiye
Roundup Ready soya fasulyesinin protein Grtnlerinin  analizlenmesinde
kullanilmaktadir (Ahmed, 2002).

Western blot teknigi

Western blot teknigi SDS-PAGE’ de elektroforezlenen protein numunesinin
nitroseliloz membran Ustline elektro-transfer edildigi analitik bir metottur. SDS-
PAGE (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) ise biiyiikliik, sekil veya isoelektrik
noktalarina gore ayristirmada kullanilmaktadir. Western blottingle kombine
edildiginde ise wverilen proteinin varli@inin ve/veya relatif ¢oklugunun

belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Jelin yogunlugu monomer konsantrasyonuna bagli olarak farkli olabilir; sabit

yogunluga sahip olabilecegi gibi dereceli(degisken) de olabilir. Elektroforez elektrik
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akimi uygulanmasi yoluyla proteinlerin matriks boyunca gog ettirilmesi yoluyla
gergeklestirilmektedir, bunu icin proteinler dnce denature edilip sonra da sodyum
dodesil siilfat (SDS) gibi bir deterjana maruz birakilmaktadir. Bilesenler molekiil
agirhiklarina gore ayrilmakta, bu da seritler halinde goézlemlenmektedir. Bundan
sonra artik proteinler nitroselilloz membrana transfer edilmektedir. Transfer islemi
SDS-PAGE’ le ayn1 prensibe dayanmaktadir, tek fark akimin jele ve proteinlere 90
derecede uygulanmasidir. Proteinler membrana baglanip ayristiginda ise membran
bloke edilir. Bundaki ama¢ membran ve antikorlar arasinda istenmeyen protein
etkilesimlerini 6nlemektir. Bu ise membranin bovine serum albumin (BSA) ¢ozeltisi
veya yagsiz kuru siit(NFDM) i¢ine konarak gergeklestirilmektedir. Sonraki agamada
nitroseliiloz 6nce ilgili proteine spesifik olan antikorla, sonra da ilk antikora spesifik

ikinci bir antikorla inkiibe edilmektedir.

Ikinci antikor enzime kovalent olarak baglanmaktave kromojenik substrat varhiginda
renk reaksiyonuna neden olmaktadir. Boylece istenen proteinin molekiiler agirligi ve

miktar1 kompleks bir karisim i¢inden secilebilmektedir.

Bu metot rutin analizlerden ¢ok arastirma uygulamalar i¢in daha uygundur. Western
blotun tespit limiti tohumlar icin % 0.25 ve 1sil islem gormiis driinler igin % 1
arasinda degismektedir (Ahmed, 2002).

ELISA yontemi

ELISA testinin birden fazla formati kabul gérmektedir: mikrokuyucuklu (antijen
kapli) plaka (veya bant) format1 ve kaplamali tiip formati. Cikarilabilir bantlara sahip
8-12 kuyucuktan olusan, antikorla kapli mikrokuyucuklar ¢ok hassas kantitatif
sonuclar vermektedir, ekonomiktirler, yiiksek verimlilige sahiptirler ve blylk

hacimli kantitatif laboratuar analizleri icin idealdirler, proteini denature etmezler.

Plaka testi icin tipik analiz siiresi 90 dakikadir ve optik plaka okuyucu
numunelerdeki konsantrasyon seviyelerini belirlemektedir. Kaplamali tiip formati ise
saha testleri igin uygundur; test stresi 15-30 dakikadir ve tiipler hem gorsel hem de
optik tip okuyucu ile okunabilir, sonuglar kalitatiftir. Test icinde herhangi bir
kantitatif standart olmadig: i¢in gidalarin i¢indeki GMO’larin bilesen seviyesinde

varligina dair ekstra bir bilgi elde edilememektedir (Ahmed, 2002).
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Yanal akis bandi yontemi
ELISA testinin bagka bir versiyonudur, mikro titrasyon kuyucuklari yerine yanal akis

bant teknolojisini gelistirmek amaciyla bantlar kullanilmaktadir (Sekil 2.1).

—  Nummme Test Kontrol
1. . ¢izgist cizgist
C Bt Proteum
| |
N A o bl ! & &
5 T — P —_— 6 D
4 \
Etiketlenmis Ikinci Fazladan
spesifik antikorlar spesifik yakalanan
antikor antikor

Sekil 2.1: Yanal akis bandi testinin yanal olarak sematik anlatimi1 (Ahmed, 2002).

Eksprese proteinle hareketsizlestirilmis spesifik antikor ¢ifti bir renk reaktifiyle ¢ift
olusturur ve bir nitroseliiloz bandiyla birlestirilirler. Bu bant, genetigi degistirilmis
proteinin barindigi, bitki dokusunun ekstraktini iceren plastik bir eppendorf viyaline
kondugunda antikor ve renk reaktifi ¢iftinin olusturdugu bir antikor sandviginin
olusmasina neden olur. Bu renkli sandvig, gdzenekli bir membran boyunca bandin
diger ucunu takip eder. Gozenekli membranin iki tane yakalama ucu vardir: birisi
genetigi degistirilmis protein sandvigi i¢in, digeri ise renk reaktifiyle ¢ift olusturan

islem gérmemis spesifik antikorlar igindir.

Membran {istiinde yalnizca bir ¢izgi (kontrol) olmasi negatif numuneyi, iki ¢izgi
olmasi ise pozitif sonucu isaret eder (Sekil 2.2). Yanal akis bandi 5-10 dakika icinde
sonug verir, ekonomiktir, ve gida zincirinin erken asamalarinda ilk tarama metodu
olarak kullanimi uygundur. Bu bantlar ticari olarak, musir bitkisi, tohum ve
tanelerindeki CryIl(Ab), soya fasulyesi, kanola, pamuk ve seker pancarindaki CP4
EPSPS proteininde oldugu gibi haserelere karsi koruyucu etkisi olan ve Bacillus

thuringiensis tarafindan ekspreslenen endotoksinleri belirlemek igin gelistirilmistir.
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Kontrol ¢izgisi

=Pl K
——  Test ¢1zgist ——
d Vg
4 B
III '|' \ ‘:'
\ / \ {
\/ \
U |V
Negatif sonug Pozitif sonug

Sekil 2.2: GMO igeren ependorflara batirilmis test bantlarinin dikey goriintisii;
negatif ve pozitif test sonuglar1 (Ahmed, 2002).

Ticari olarak alinabilecek yanal akis bantlari ¢ok az sayida biyoteknolojik protein
ureten GM Urund icin mevcuttur. Diger taraftan, gelistirilen ¢oklu proteinleri de
tespit edebilme kabaliyetine sahiptirler. Yakin bir gelecekte, antikor teknolojisndeki
ilerlemeler ve gelismis cihazlar vasitasiyla immunoassay testlerinin daha da

gelismesi beklenmektedir.

Diger immunoassay formatlari

Mikroplaka ELISA ve yanal akis bantlarina ek olarak kullanilan diger immunoassay
formatlarinda kati destek ylizeyi gibi manyetik parcaciklar kullanilmaktadir.
Manyetik parcaciklar yakalayici antikorlarla kaplanmakta, reaksiyon test tiipiinde
gerceklestirilmektedir. Reaktantlarla baglanan parcaciklar ¢ozeltideki baglanmamis
reaktantlardan bir miknatis yoluyla ayrilmaktadirlar. Bu formatin avantaji
pargaciklarin {istiin kinetikleridir ¢linkli pargaciklar reaksiyon c¢ozeltileri iginde
serbestge hareket ederler ve homojenlikleri sayesinde sonucun kesinligini arttirirlar.
Antikor metotlar1 ile enstriimental tekniklerin kombinasyonundan olusan bazi
gelismeler de gergeklestirilmektedir. Ornegin, hedef molekiillere baglanan

antikorlarin biosensorlerle izlendigi ¢alismalar yapilmistir (Brett ve dig., 1999).

2.5.3.2 DNA bazl test metotlar:

GM gidalar i¢in DNA’y1 tespit etme metotlart DNA’ nin iki ipliginin bir dizi i¢inde
spesifik bir sekilde hibritleri olusturan spiral ¢ifti seklinde birbirini tamamlamasina

baghdir. Bir bitkiye aktarilan DNA’ nin icerdigi farkli elementler DNA’ nin
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fonksiyonlarin1 belirler. Tipik olarak bu elementler bir promotor(etkinlestirici) dizi,

yapisal gen ve bir durdurucu gen dizisidir (Miraglia, 2004).

DNA-temelli tespit metotlariyla ilgili pek ¢ok yayin yapilmistir (Deisingh ve Badrie,
2005; Passamano ve Pighini, 2006; Marmiroli ve dig., 2008).

Agaroz jel elektroforez

Bu teknik DNA’nin miktar1 ve biiylikliigiiniin tahminlenmesine imkan vermektedir.
Cogaltilan DNA’nin kimligi daha ileri asamalarla dogrulanabilir; DNA dizilemesi
veya sinirlayict enzimlerin DNA’y1 sindirmesini takiben yapilacak parga analizi bu
asamalardandir. Jel elektroforezi normalde PCR’la c¢ogaltilan DNA’nin kalitatif
olarak tespitinde kullanilmaktadir (Miraglia, 2004).

Southern blot

Bu yontem izole edilen DNA’ nin nitroseliiloz veya naylon membranlar {istiinde
sabitlenerek, GMO’ ya has, ¢ift iplikli, isaretlenmis niikleik asit problarinin
Olclilmesi ve hibritlesmenin radyografi, florometri veya kemiliiminesans yoluyla
tespit edilmesinden olusur. izole edilen DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilir
ve  belirli say1 ve uzunlukta DNA parcalar1 olusturulur. Agaroz
jel elektroforez yontemi ile jel tizerinde biyiikliiklerine gore birbirinden ayrilan bu
parcalar 6nce yiksek pH ile denatire edilip blot yontemi ile nitroseliloz filtre
Uzerine gegirilir. 32P (ya da baska bir radyoaktif olmayan niikleotit analogu) ile
isaretli denatiire edilmis ve incelenecek bdlgeye 6zgl prob, filtre izerinde tutulan
parcalar ile wuygun kosullar saglanarak melezlenir. Sonra filtre {izerine

bir rontgen filmi konularak otoradyografi islemi gergeklestirilir (Ahmed, 2002).
Kalitatif PCR

Standart bir PCR testinde iki primer ¢ifti kullanilir, bunlar: (1) ileri, anlamli (sense)
veya 5'—3', ve (2) ters, ters-anlamli (anti-sense) veya or 3'—5' seklinde ifade
edilirler. Bu primerler ilgili dizinin z1t iplik¢iklerinde hibritlesmeyi diizenlerler ve 2-
3 termal basamakl tekrarli dongiilerden olusan seriler yoluyla primerler arasindaki
dizileri milyonlarca kez ¢ogaltirlar. Cogaltilan parcalar ¢ogaltilan DN A’y1 biiyiikliige
gore ayristirmak icin agaroz jel elektroforezden gegirilir. Diger taraftan HPLC ve CE
(capillary electrophoresis) gibi farkli ayristirma yontemleri de kullanilmaktadir. Pek
cok gida bileseni (soya, bugday, kanola, patates, piring, misir, kereviz ve domates)

PCR kullanarak analiz edilmistir (Yamaguchi ve dig., 2003; Abdullah ve dig., 2006;
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Kakihara ve dig., 2007; Moriuchi ve dig., 2007; Turci ve dig., 2010; Wu ve dig.,
2010). Olgiim oranim etkileyen en kritik asamalar DNA’ nin ekstraksiyonu ve
pirifikasyonudur. Ekstraksiyonun yapilmasinda gunimizde pek ¢ok metot
kullanilmaktadir ancak bunlarin ikisi yaygindir: (1) CTAB gida numunesinin
deterjan cetiltrimetilammonyum bromiir varliginda inkiibe edilmesi metodu; (2)
Wizard DNA-baglayict silika recinelerin kullanildigi metottur. Her iki metot da
kabul edilemez sekilde DNA degradasyonuna sebebiyet vermeden tatmin edici
oranda DNA izolasyonunu saglar ve maliyetleri de diisiiktiir. Gidalarin igindeki
bilesenler (6rn., proteinler, yaglar, polisakkaritler, polifenoller, kakako ekstaktlar1 ve
karamelize seker) DNA polimerazini inhibe edebilirler ve basarili bir PCR analizi
icin gereken minimum ortalama kritik DNA 6l¢iisii ~400 bp’ dir (Ahmed, 2002).

PCR sonuglarint dogrulamak i¢in farkli metotlar kullanilabilir: (1) ¢ogaltilmisg {iriiniin
sinirlayict endoniikleaz sindirimi yoluyla spesifik ayristirilmasi; (2) hedef diziye
spesifik bir DNA probu ile hibritlesme, (3) PCR iirliniiniin dogrudan diziliminin
belirlenmesi ve (4) i¢inde iki set primer c¢iftinin 6zellikle cogaltilan hedef diziye

baglandig1 nested PCR (Sekil 2.3).

Izole bitki DNA’ s1

] ¥
EPSPS
CaMV 35 Spromoter | CTP | geni NOS terminator
¥ 5

Dais primer seti 1 - <« 352 bp

Dis primer seti 2 — «— 156bp

Sekil 2.3: 35S promotor dizisi ve petunyadan tiiretilen CTP dizisi arasinda koprii
kurmalar1 igin segilen iki set primeri kullanan nested PCR metodunun
sematik gosterimi. Iki asamali bir yaklasimdir: daha igte bulunan set
distaki seti takip ederek reaksiyonun segiciligi ve hassasiyetini iyilestirir.
Incelenen iiriin tipine (soya yemegi, proteini, lesitini, yag1 veya islenmis
farkli trtinleri gibi) ve test edilen porsiyon biiyiikliigiine bagl olarak
mevcut DNA’nin tespit limiti % 0.01 ile 0.1 arasinda degisim
gostemektedir. *Kisaltmalar: CaMV: cauliflower mozaik viriis; CTP: cell
transit peptit; EPSPS: 5-enolpiruvil-shikimate-3-phosphate sentaz; NOS:
nopalin sentaz (Ahmed, 2002).

19



Bu teknigin dezavantaji, ¢ogaltilan DNA’nin fazla sayida isleme ve pipetle dlgiime
maruz kalmasidir, bu durum da kontaminasyon riskini arttirmaktadir. Ayrica bu tip

bir analizin standart bir procedure doniistiiriilmesi de oldukga giigtiir.

Kantitatif end-point PCR

GMO’ larin gidalarda kantitatif analizinin yapilmasi ¢ok onemlidir ¢iinkii AB” nde
GMO’ larin etiketlemede maksimum limitleri mevcuttur. Hedef DNA ve dahili DNA
standardi beraber amplifiye ediliyorlarsa PCR’ dan kantitatif sonug elde edilir. (QC)-
PCR gibi kantitatif-kompetitif sistemlerde, hem dahili standart hem de hedef DNA es
zamanli olarak etkilendikleri i¢in PCR inhibitorleri derhal fark edilirler. (QC)-PCR”’
m dort asamasi vardir: (1) standart ve hedef DNA’ larin ayni test tiipii icinde birlikte
amplifikasyonu; (2) agaroz jel elektroforez ya da etidyum bromiirle jelin boyanmasi
gibi uygun bir metotla tirtinlerin ayristirilmasi; (3) jelin yogunluga gore olgiilmesi; ve
(4) hedef ve standart DNA’larin bagil miktarlariin regresyon analizi ile
tahminlenmesi. QC-PCR’ daki standart ve hedef DNA’ lar arasindaki rekabet
tespitteki hassasiyet kaybina neden olmaktadir (Ahmed, 2002).

Kantitatif real-time PCR

Gunumizde real-time PCR en yaygin olarak kullanilan GMO miktar belirleme
teknolojisidir. PCR siiresince sentezlenen iirlin miktari, spesifik amplifikasyonun
sonucunda olusan 1s1ma (floresans) sinyalinin tespiti yoluyla real-time iginde 6lgtlur.
Real-time PCR 06zel termal ¢evrimleri ve genellikle spesifik bazi floresan problarin
(spesifik olmayan floresanslar DNA baglayict floresan boyalarin kullanilmasiyla
tespit edilebilmektedir; 6rn., SYBR Yesili) eklenmesini gerektirmektedir. Miktar
belirleme PCR reaksiyonunun (log-lineer faz) logaritmik fazinda gergeklesmektedir.
Sentezlenen DNA’nin miktarina bagli olarak floresan 15181 yayan cesitli tiirlerde
floresan problar mevcuttur. Hedefe 06zel problarin kullanimi analizin kesinlik
derecesini arttirir. Real-time PCR’1n avantaji, dogrulama asamasinda kontaminasyon
riskini  arttiran, viyallerin kapaklarinin  tekrar agilmast islemine gerek

duyulmamasidir (Miraglia, 2004).
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2.5.3.3 Protein ve DNA bazli metotlarin karsilastirilmasi
Protein ve DNA bazli metotlarin mukayesesi Cizelge 2.2 Ustiinde gosterilmektedir:

Cizelge 2.5:GM iirlinler tarafindan iiretilen rDNA (rekombinant DNA) tespit
metotlarinin karsilastiriimasi (Ahmed, 2002).

Protein-bazh DNA-bazh

Parametre Western ELISA Yanal Southern Kalitatif QC- Real-

blot akis blot PCR PCR time

bandi PCR
Kullanim Zor Orta Basit Zor Zor Zor Zor
Kolaylig
Ozel Var Var Yok Var Var Var Var
ekipmana
Olan ihtiyag
Hassasiyet Y uksek Yiksek Yiksek Orta Cok Yuksek Yuksek
yuksek

Devamssiiresi 2 giin 30-90dk  10dk 6 saat 1.5gin  2gin 1gin
Maliyet/6rnek 150 5 2 150 250 350 450
®
Kantitatif Hay1r Evet Hayir Hayir Hay1r Evet Evet
Sonu¢ alma
Saha analizi Hay1r Evet Evet Hayir Hay1r Hayir Hayir
I¢in uygun
Calistinldign ~ Akademik Test Saha Akademik  Test Test Test
Mekan lab. tesisi testi lab. tesisi tesisi tesisi

2.6 PCR’ 1n caliyma prensibi

Genomik DNA parcalari, hedef DNA’ y1 tamamlayan diziye sahip kisa
oligoniikleotit primerlerin bu DNA’ y1 sentezledigi kosullar altinda ¢ogaltilabilirler.
Bu reaksiyon 1siya direngli enzim (Taq DNA polimeraz) ve deoksiniikleotitlerin
eklenmesiyle sentez test tiipleri iginde gergeklestirilir. Reaksiyonun tekrarli dongiisii
spesifik dizilerin birka¢ hedef DNA molekilinden ¢ogaltilmasini saglar (Sekil 2.4 ve
Sekil 2.5).
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¥ Hedef bolge
DNA
1. Dingii

Denatiirasyon
PCR’ 1n 1lk asamas1: Bu asamada

prunerler hedef DNA kompenent: ile
birlesirler ve tekrar ayrisirlar

DNA polimeraz ile primerlerin
uzatilmas

Yem sentezlenen DNA

20-40 Dongiiden
sonra

Ll

Eksponansivel olarak
cogaltilan DNA

Sekil 2.4: PCR’ da DNA amplifikasyonunun prensibi. (Meyer, 1999).

Sicakhik
°C Déngii 1 Déngii 2
w /_ \ Dongiiniin 40 defaya kadar
Denatiirasvon tekrarlanmasi
72 ]
Pmnel lerin
50-60 ‘—- / uzatilmasi
Primerlerin
DNA ile birlesip
2 ayrilmasi

1 2 3 4 Zaman (dk.)

Sekil 2.5: PCR’ 1n sicaklik/zaman diyagrami (Meyer, 1999).

Kullanim i¢in en az iki primer hesaba katilir. Eger hedef bir genin veya DNA
parcasinin niikleotid dizisi bilinen spesifik primerlerse sentezlenebilirler. DNA et ve
bitkilerden, hammaddelerden ve tiirevlerinden ya da uygun ekstraksiyon metotlar
kullanarak ¢esitli gidalardan izole edilebilir. Daha sonra da birka¢ pL’ si PCR’ da
amplifikasyona sokulur ve amplifikasyon Urlinleri agaroz jel elektroforezle analiz
edilir. Ardindan, sinirlayict endoniikleaz yardimiyla veya ayrik PCR-Urunlerinin
membranlara transferini (Southern blot) takiben hedef diziye has DNA probu ile
hibridizasyonu  vasitasiyla amplifikasyon {iriinlerinin  spesifik  ayrigsmalari

gerceklestirilir ve bu sayede PCR f{iriinlerinin dogrulanmasi saglanir. Buna alternatif
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olarak, direkt dizileme ya da nested-PCR testleri ile de PCR drlnlerinin
dogrulanmasi yapilabilir. DNA’ nin belirlenmesinde izlenen yol Sekil 2.6’ de
gosterilmektedir (Meyer, 1999).

U Gida numunesi

¢ DNA-izolasyonu

Soya lektin geni lel (2152 bp)

o

W/W’W’ LA
-

EEE- A14bp - DNA sablomu
gm0l em(2

oz

Tk PCR’ 1n gm01 ve gm02 primerleri
kullanilarak yiiriitiilmesi

A ™ t'me amplikon (PCR sonucu olusan DNA
B i) tiriinii) (414 bp)
gm03 gm04

O ‘nested’ PCR uygulamasi

ppp n tane amplikon (118 bp)

118 bp

Sekil 2.6: Gidada soya DNA’sinin belirlenmesinde uygulanan stratejini sematik
sunumu. DNA uygun ekstraksiyon metotlariyla izole dildikten sonra
PCR analizine sokuluyor. PCR analizinde soya lelgenine spesifik iKki
primerin yénelmesiyle, tanimli 414 bp 6lgiisiindeki parga gogaltiliyor. 1k
amplikon 118 bp’lik par¢anin bir ¢ift dahili primerler ¢ogaltildig: ikinci
PCR’ da DNA sablonu olarak kullaniliyor (Meyer, 1999).

2.6.1 Tespit etme ve miktar belirleme limitleri

Tespit (limit of detection=LOD) ve miktar belirleme (limit of quantification=LOQ)
limitleri tespit ve miktar belirleme sonuglarinin giivenilirligi i¢in gerekli olan en
diisitk miktarlardir. Bu tanimlar ¢ok basit gibi goriinmekle beraber, aslinda hi¢ de
basit degildir, ¢linkii kalitatif ve kantitatif tespit limitleri metoda-6zgiidiir ve ayni
zamanda analizlenen numuneye de baghdir. Saf ve islenmemis materyallerin analitik
limitlerinin yayilanmasi yaygin bir durumdur. Diger taraftan, yag, hidrolize nisasta,
rafine seker ve suruplar, fermente (6rn., soya sosu) veya eksi (6rn., domates salcast)
triinlerde eser miktarda ya da yiiksek oranda bozunmus DNA bulunmaktadir

(Miraglia ve dig., 2004).
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2.6.2 Numune hazirlama

DNA analizinde numunelerin homojenliginin saglanmasi kritik noktalardan birisidir.
Hammaddlerden ve islenmis gidalardan alinan numunler mantikli ve uygulanabilir
olmalidir. Isve¢ Gida El Kitabinda numunelerin homojenizasyonunda kullamlmasi
gereken metotlarin tanimlanmasinda soya iirlinleri 6rnek olarak kullanilmistir. 50 g
soya fasulyesi (¢cekirdek veya tane) veya 30 g kuru numune (gevrek, un) sirastyla 100
veya 60 ml steril suyla 20 saate kadar inkiibe edilmelidir, daha sonra blenderda
homojenize edilmelidir. 30 g’lik nemli iirtinler (tofu, sosis) ise dogrudan homojenize
edilmelidir; siv1 iriinler ise tartilmadan once mutlaka calkalanmalidir. Numuneler
arasinda ¢apraz kontaminasyonun onlenmesi igin tek kullanimlik malzemelerin ve
dezenfektan solisyonlarin kullanilmasi Onerilmektedir. Tozlanma ile c¢apraz
kontaminasyonun Onlenmesi i¢in numune hazirlama alanlarinin fiziksel olarak ayri

tutulmasi gerekmektedir (Meyer, 1999).

2.6.3 Matrise 6zel etkiler ve DNA’ nin ekstraksiyonu

Eger ekstrakte edilen DNA PCR analizi i¢in yeterli kalitedeyse, sz gelimi parga
uzunlugu ve inhibitér faktorlerin bulunmamasi agisindan, bu durumda, teoride
matristen gelen tek etki ekstrakte edilen DNA’ nin miktariyla ilintilidir. Ortamda
DNA konsantrasyonunun diisiik olmas1 herhangi bir DNA’nin az sayidaki kopyasinin
mevcut oldugu anlamina gelmektedir ve bunun pratikte yaratacag etki
LOD/LOQ(tespit limiti/miktar tayini limiti) {istlinde olacaktir. Ancak bu durum
yalnizca numune homojense ve biitlin pargaciklardan ekstrakte edilen DNA ayni
verimlilige sahipse gecerlidir. Bu nedenle 1yi bir tespit sinir1 ve miktar tayini sinir
elde edebilmek igin yiksek dizilimli bir DNA konsantrasyonu tercih edilmelidir.
DNA igindeki safsizliklar PCR’1in yanlis sonug¢ vermesine neden olabilir. Biiyiik
oranda bozulmus olan DNA kopyalanamayabilir ¢iinkii basarili bir PCR igin
bozulmamis hedef DNA kopyalar1 gereklidir (Miraglia, 2004).

Gergekten de her doku tipi ve bitki tirlinin kimyasal kompozisyonu birbirinden
tamamen farklidir ve birbirine benzemeyen ekstraksiyon ve piirifikasyon verimine
sahiptirler. PCR amplifikasyon verimi agik¢a kullanilan ekstraksiyon metoduna
baghdir. Partikiil biyilikliigii de ekstraksiyon verimini 6nemli oOlciide etkileyen
unsurlardandir (Prokisch ve dig., 2001). Buna ek olarak, ekstrakte edilen DNA’nin

24



kesin miktar tayini ve kalite Ol¢iimiin oldugu kadar ekstraksiyon metodunun

dogrulanmasinin da uygun olmasi ¢ok 6nemlidir (Holst-Jensen, 2003).

2.6.4 DNA izolasyon metotlari

Hali hazirda, iki DNA izolasyon metodu favori durumdadir ve soya fasulyesi, misir
gibi pek ¢ok hammaddede ve lesitin ve islenmis gidalar gibi hammadde tirevlerinde
kullanilmaktadirlar. Bahsedilen ilk metot, bitki dokular1 i¢in kullanilan klasik
protokole dayanan CTAB’ dir. Gida numuneleri deterjan CTAB (hekzadesiltrimetil -
amonyum bromiir) varliginda inkiibe edililirler, ardindan da kloroform ile ekstrakte

edilerek DNA isopropanol ile ¢coktarulr.

Diger metot olan Wizard ise enzimatik (proteinaz K) ve kimyasal islemlerden sonra
gida numunesinden elde edilen ¢ozeltiden DNA’y1 dogrudan aritmak i¢in DNA-
baglayic1 silika regine kullanmaktadir. Lesitin gibi DNA’ nin ¢ok disiik
konsantrasyonlarda oldugu matrislerden DNA izolasyonunda verimi arttirmak igin,
100 mg’lik numuneden yapilacak ekstraksiyonun bes kere tekrarlanmasi

onerilmektedir. Ekstrakte edilen DNA biraraya toplanarak yeniden aritilir.

PCR analizleri i¢gin DNA hazirlamadaki iki onemli nokta izole edilen DNA’ nin
safligt ve verimidir. Islenmis gidalardan ekstrakte edilen DNA yiiksek oranda
parcalanmistir (parca biiyiikligli 400 bp’den kiiciiktiir) ve protein, yag ve

polisakkaritlerden aritilmalidir.

Polisakkaritler, polifenolikler (taninler) ve diger ikincil bilesenler ¢ikolata gibi bazi
gidalarin matrisleri i¢in en biiylik problemi yaratirlar ¢iinkii bu bilesenlerin DNA’
dan ayrilmasi zordur ve proteinler ve niikleik asitlerle geri doniisiimsiiz olarak

etkilesime girebilirler (Meyer, 1999).

2.6.5 PCR testleri

GMO’ larin tespit edilmesinde glinlimiizde ¢esitli metotlar kullanilmaktadir.
Primerler iki komsu genetik elementin sinirlart  {stiinde koprii  olusturan
(promotorler, yapisal genler, terminatorler), yeni eklenen DNA dizilerini hedef
almak ya da spesifik olarak degistirilen gen dizisini, belli baz1 diizenleyici
elementleri veya marker genleri tespit etmek lizere tasarlanirlar. Farkli genetik
elementler icin farkli primer setlerin kombinasyon halinde kullanilmasi ve

cogaltilabilen DNA’ nmin varliginin kanitlanmast i¢in kontrol deneyleri yapilmasi
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PCR i¢in 6n kosullardir. Spesifik primerlerin tasarlanmasinda hedef genin spesifik
dizisi ya da eklenen DNA bilinmelidir ve ilgili GMO ve negatif kontrol (GMO

olmayan referans madde) ulasilabilir olmalidir.

Roundup Ready Soya fasulyesi icin pek ¢ok Uriine-spesifik tespit tanimlanmustir
(Monsanto). Eger iiriine spesifik testler mevcut degilse en az {li¢ genetik elemente (P-

35S, nos 30 and nptll) yonelik tespit analizi de yapilabilir (Meyer, 1999).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Ornekler

Analiz edilen farkli markalardaki Istanbul’ da bulunan ve ¢esitli dlceklerdeki marka
olmus hipermarketlerden ve Yyerel marketlerden temin edilmistir. Calismada,
etiketlerinde musir igerdigi beyan edilen tiim farkli Grln gesitlerinin temsil edilmesine
ozen gosterilmisti. Uriin  markalar1  bilinmekle birlikte, tez igerisinde
aciklanmamustir.  Ozelliklerine gore analiz edilen driinler Cizelge 3.1° de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1: Analiz edilen 6rnekler.

Uriinler Analiz Edilen Uriinlerin Genel Ozellikleri
Marka/Uriin
Cesidi Sayist
Bebek gidalari 11 Toz mamalar, toz ek besinler,
kavanoz ek besinler ve devam
sutleri
Misir unlari 8 Herbiri farkli firmalar
tarafindan iiretilmis, gramajlar:
250g-1 kg
Misir nisastasi 5 Farkl1 firmalarca iiretilmis

250¢g’lik paketlerdeki iirtinler

Muisir gevrekleri 3 Sade ve farkli aromali ¢esitler

Musir gerezleri 6 Tiirkiye’ de tiretilmis ve ithal
edilmis farkli aroma ve
oOzelliklerde

Konserve misir 7 Cam kavanoz ve teneke kutuda
tane ve bebek misir konserveleri

Hazir toz ¢orbalar 3 4-5 kisilik tiikketime hazir
corbalar

Toz tathlar 3 4-5 kisilik tiikketime hazir tatlilar

Ekstriide misirh 2 Farkl: firmalarca tiretilen diyet

yiyecekler yiyecekleri

Tane misir 1 Organik misir

Yem 2 Negatif kontrol amagh

ogltiilmiis halde
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3.1.2 Primerler

Analizlerde kullamlacak primerler lontek (Istanbul-Tiirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Primerlerin se¢imi Avrupa Birligi’nin onayladigi musira iligkin GMO
listesi ile yurdumuzda girisine izin verilen GMO’ lar dikkate alinarak yapilmustir.
Sentezlenen primerler German Federal Food Act-Food Analysis, Article 35 iginde
yer alan ve Bt176, Bt11l, MON810 ve T25’in PCR metodu ile tespitine yonelik olan
‘Official Collection of Test Methods (2002)’ dikkate alinarak sentezletilmistir
(Greiner ve dig., 2005). Amplikon uzunluklar1 da yine ayni metoda gore
elirlenmistir. Misir genine 6zgii ZEO1 ve ZEO2 primerleri ise Cardarelli ve

dig.(2005)’ nin yaptiklar1 ¢alisma dikkate alinarak sentezlenmistir.

Primer dizileri ve 6zellikleri Cizelge 3.2” de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 2: PCR’ da kullanilan primer dizilimleri.

Sira  Primer  Hedef Primer dizisi Amplikon Referans
Uzunlugu (bp)
1 Cry03  Btl76 maize 5’- CTCTCGCCGTTCATGTCCGT -3’ 211 Official Collection of Test Methods (2002)
(spesifik)
2 Cry04  Btl176 maize 5’- GGTCAGGCTCAGGCTGATGT -3’ 211 Official Collection of Test Methods (2002)
(spesifik)
3 IVS2-2  Btll maize (spesifik) 5’- CTGGGAGGCCAAGGTATCTAAT -3’ 189 Official Collection of Test Methods (2002)
4 PAT-B  Bt11 maize (spesifik) 5’- GCTGCTGTAGCTGGCCTAATCT -3’ 189 Official Collection of Test Methods (2002)
5 VW01  MONB810 (spesifik) 5’- TCGAAGGACGAAGGACTCTAACG -3’ 178 Official Collection of Test Methods (2002)
6 VW03  MONB8L10 (spesifik) 5’- TCCATCTTTGGGACCACTGTCG -3’ 178 Official Collection of Test Methods (2002)
7 T25-F7 T25 maize (spesifik)  5’- ATGGTGGATGGCATGATGTTG -3’ 209 Official Collection of Test Methods (2002)
8 T25- T25 maize (spesifik)  5’- TGAGCGAAACCCTATAAGAACCC -3’ 209 Official Collection of Test Methods (2002)
R3
9 ZEO1  Misir 6z geni 5’- TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG -3’ 329 Cardarelli ve dig.(2005)
10 ZEO2  Misir 6z geni 5’- GTCGCAGTGACATTGTGGCAT -3’ 329 Cardarelli ve dig.(2005)
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3.1.3 Kullamilan ekipmanlar, kimyasallar ve ¢6zelti ve tamponlar

Kullanilan kimyasallar, tamponlar ve tedarikciler EK A, EK B ve EK C’ de
belirtilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Ornek hazirlama

Ornek hazirlama British Standard BS EN 1SO 21571:2005° deki talimatlara uygun
olarak yapilmustir. Standarttaki talimatlar asagida asama asama detaylandirilmistir.
Kat1 haldeki numuneler dnce ogiitiilerek iyice harmanlanmistir. Numune tartimlari
genellikle 100-300 mg araligindadir. Bebek devam siitii gibi siv1 tiriinlerden numune
almadan Once iiriin iyice c¢alkalanmistir. Numuneler arasinda kontaminasyon

olmamasi i¢in kullanilan ekipmanlar temizlenmis ve steril olarak ¢alisilmistir.

3.2.2 DNA ekstraksiyonu(izolasyonu)

DNA izolasyonu i¢in iki farkli ekstraksiyon metodu kullanilmistir. Bunlardan ilki
“home-made/kitsiz” bir yontem olan CTAB ekstraksiyon metodu (ISO 21571:2005°
e uygun olarak), digeri ise ticari bir GMO Tarama Kiti’ (Biotecon Diagnostics)dir.
Ticari kitlerin maliyetinin ¢cok yiiksek olmasi nedeniyle kitin kullanilacagi numuneler

CTAB ekstraksiyon metodu ile tahminlenmistir.
3.2.2.1 CTAB ekstraksiyon metodu

CTAB metodunun tercih edilme sebebi, polisakkaritleri ve polifenolik bilesikleri
uzaklastirma kabiliyetidir. Giinlimiizdeki pek ¢ok laboratuar da bu ekstraksiyon

teknigini kullanmaktadir.
Ekstraksiyon

Homojenize edilmis tiriinlerden matris tiirlerine gore ortalama 200-300 mg numune
steril tiiplere tartilmistir. 65°C” ye on 1sitilmis CTAB ekstraksiyon tamponundan
icinde numunelerin oldugu her bir tiipe 1.5 mL eklenmis ve iyice karistirilmustir.
Gereken numunelere biraz daha CTAB ekstraksiyon tamponu eklenmistir. Sonraki
asamada tiliplere 10 pL a-amilaz ¢ozeltisi eklenerek hafifge karistirilmistir. 30 dakika
boyunca 65°C’ de (ara sira karistirmak kaydiyla) inkiibe edilmis, bu siire sonunda
her bir tipe 10 pL proteinaz-K ¢ozeltisi eklenerek, tiipler hafifce karigtirilmistir ve
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yine 30 dak boyunca 65°C’ de (ara sira karistirarak) inkiibasyon uygulanmustir.
Ardindan tiipler 12 000 g hizda 10 dak santrifiij edilmistir. Sipernatant (Ustte yiizen
kisim) yeni tiiplere aktarilarak {istlerine 1 hacme karsilik 0,7 hacim kloroform

eklenmis ve tiipler iyice karistirilmistir.

Tiipler 12 000 g hizda 15 dak santriflij edilmis, {istte ylizen faz (sulu) yeni tiiplere

transfer edilmistir.
CTAB-¢Oktirme

Tiiplere 2 hacim CTAB ¢oktlirme tamponu eklenerek, tiipler karistirma olmaksizin
oda sicakliginda 60 dak inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler 12 000 g hizda 15 dak
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak, ¢oken DNA 350 upL NaCl c¢ozeltisi
eklenerek c¢Oziilmiistiir. Sonraki asamada tiiplere kloroform eklenmis ve iyice
kanstirilmistir. 12 000 g hizda 10 dak’ lik santrifiijiin ardindan sulu faz yeni tiiplere

aktarilmustir.
DNA-¢oktirme

Tiplere 0,6 hacim izopropanol eklenerek tiipler alt iist edilerek hafifce ¢alkalanmus
ve oda sicakliginda 20 dak boyunca bekletilmistir. Siipernatantin atilmasindan sonra
tiplere 500 pL etanol c¢ozeltisi (%70) eklenmis ve birkac kere tiipler alt iist
edilmistir. Bu asama CTAB’ 1n uzaklastirildig: kritik asamadir. 12 000 g hizda 10
dak’ Iik santrifiijden sonra siipernatant atilmistir. Pellet kurutulmus ve 100 pL suda
yeniden c¢oziilerek, analizde kullanilacagi zamana kadar tipler -20 °C’ de

saklanmustir.
3.2.2.2 GMO numune hazirlama Kiti ile izolasyon

Bu ticari kitle, ekstraksiyonun gergeklestirilmesinde kitin temin edildigi firmanin
kitle beraber verdigi prosediir asamalar1 sirasiyla uygulanmistir. Bu asamalar

sirasiyla agsagida belirtilmistir.

Homojenize edilmis 200 mg numuneler 2 mL’lik tliplere tartilmis ve her bir tiipe
Ekstraksiyon tamponundan 1’ er mL eklenmistir. 30 san. siire ile tiipler vorteklenmis
ve 80 °C’ de 30 dak boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca 2-3 kere tlpler alt
st edilmis, eger numune ekstraksiyon tamponunu tamamen absorbe ettiyse biraz

daha tampon ilave edilmistir.
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a) Tiiplere 12,000 g hizda 10 dak boyunca santrifiij uygulanmustir.

b) Yeni 2 mL’ lik tiplere Baglayici tampondan 400 pL koyulmus, santrifiij
sonrasinda tiiplerdeki siipernatant kisimlar (600 pL) baglayict tamponun oldugu
tiiplere transfer edilmis ve pipetleme yoluyla tiipler hafifce karistirilmstir.

¢) Sonraki basamakta tiplere 80 uL Proteinaz-K ¢ozeltisi eklenerek 72 °C’ de 10 dak
boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir.

d) Bu asamada tiiplere 200’ er pL izopropanol eklenmis ve tiipler pipetle iyice

karistirtlmustir.

e) Kit i¢inden ¢ikan filtre tiipii ve toplama tiipii iist iiste koyularak tiip toplama
sistemi olusturulur. Tiipteki karisgimlardan 650 ¢ ser uL alinarak tiiplerin filtre
kismina birakilmis ve mikrosantriifijde 5,000 g hizda 1 dak boyunca santrifiij
yapilmustir.

Sekil 3.1 : Filtre tiipli ve toplama tiipiinden olusan takim.

f)Filtreden gecerek toplama tiiplerinde biriken kisim atilarak tiiplerde kalan
karigimlar da filtre tliplerine aktarilmis santrifiij ve filtreden gegen kisimlarin atildig:

asamalar tekrarlanmistir.
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g)Filtreden gegen kisim atilarak, ‘h’ asamasi tekrarlanmustir.

h) Filtreden gegen kisim atilmis ve kalan Yikama Tamponunu da uzaklastirmak igin

13,000 g hizda 1 dak boyunca santriflij yapilmistir.

i) Filtre tiipleri 1,5 mL’lik temiz reaksiyon tiiplerine yerlestirilerek, i¢lerine 70 °C’ ye
on 1sititlmis Eliisyon Tamponu (50 pL) konulmustur. 15-25 °C’ de 5 dak. lik
inkiibasyonun ardindan, 5,000 g hizda 1 dak boyunca santrifiij yapilmistir.

J) Boylece numunelere ait DNA’ lar mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmustir.
k) Analizde kullanilacagi zamana kadar tiipler -20 °C’ de saklanmustir.
3.2.3 Agaroz jel elektroforez

Bu asamada ekstraksiyon sonucunu gormek icin ekstraktlara agaroz jel elektroforez
uygulanmustir. Buradaki amag, elde edilen gorunttlere goére, misir DNA’ sinin kabul
edilebilir diizeyde/diizgiin bir sekilde ekstrakte edildigi 6rneklerin belirlenmesi ve

boylelikle PCR’ da amplifiye edilecek 6rneklere karar verilmesidir.

Diger taraftan, her iki ekstraksiyon metodunun da uygulandigr aym oOrneklere ait
DNA’ larin goriintileri mukayese edilerek, bu iki metodun performanslarinin
kargilagtirilmasi, ekstrakte edilen DNA’nin kalitesinde ve miktarinda farklilik yaratip
yaratmadiklarinin g6zlemlenmesi ve CTAB gibi home-made bir ekstraksiyon metodu

ile yapilan izolasyonun basarisinin da saglamasinin yapilmasi amaglanmustir.

Ekstrakte edilen DNA o6rnekleri agaroz jel elektroforezinde, ekstrakte edilen DNA (4
pL), 2 pL yikleme boyasiyla karistirilarak jele yiiklenmis, ilerlemenin
gbozlemlenebilmesi i¢in jele 2,5 pL. de marker yiiklenmistir. DNA izolatlar1 % 1°lik
agaroz jel ustlinde, 110 V’ luk sabit voltajda 20 dak boyunca, etidyum bromiir (1.2
uL) iceren TAE tamponu i¢inde ayrilmistir. Elde edilen ekstraktlarin elektroforez

sonuclarina bakilarak PCR’ da amplifiye edilip edilmeyeceklerine karar verilmistir.
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Sekil 3.2: Calismada kullanilan jel elektroforez hiicresi (BIORAD mini sub cell GT).

Gorlntuleme UV-transilluminator iginde yapilmis ve goruntiiler BIORAD GELDOC

kamera ve dokiimantasyon sistemiyle kaydedilmistir.

Sekil 3.3: Calismada kullanilan gériintiileme ve kayit cihaz1 (BIORAD).
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3.2.4 Kalitatif PCR

PCR’ da amplifikasyon 0.2 mL’ lik tiiplerde 1.0 pnL DNA preparati igeren 25 pL’lik
toplam reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir. Buna goére PCR Oncesi yapilan
hazirlik agamasinda her bir tlip i¢ine 17,75 pL PCR suyu, 2,5 pL tampon, 0,5 pL
forward primeri, 0,5 pL reverse primeri, 2,5 pL dNTP (deoksinikleotidtriphosphate)
bazi, 0,25 puL Taq polimeraz enzimi ve 1 pL de ekstrakte edilen DNA koyularak

reaksiyon karisimi hazirlanmisgtir.
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Sekil 3.4: Calismada kullanilan PCR cihazi (BIORAD C1000 thermal cycler).

Sekil 3.5: PCR’ da amplifikasyonun programlanmasi.
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Primerlere ait PCR programlari Cizelge 3.3° deki

gibi cihaza yiklenerek

amplifikasyon gerceklestirilmistir. Amplifikasyon {riinleri agaroz jel elektroforezde

analiz edilene kadar -20 °C’ de bekletilmistir.

Cizelge 3. 3: Calismada kullanilan genetik modifiye misir genlerinin DNA dizilerine
gore PCR programlari (Greiner ve dig., 2005; Greiner ve Konietzny,

2008).
GMO3/ Cry03/ 1VS2-2/ VWO01/ T25-F7/ ZEQ1/
GMO3 Cry04 PAT-B VW03 T25-R3 ZEO2

Baglangig 10 dak, 10 dak, 95 10dak, 10dak,95°C 10 dak, 3dak, 95 °C

denaturasyonu  95°C °C 95°C 95°C

Dongii sayis1 35 40 40 40 40 40

Denaturasyon 30sn., 30sn.,95°C 30sn., 30sn., 95°C 30sn., 60sn., 95°C
95°C 95°C 95°C

Annealing* 30sn., 30sn.,64°C 30sn., 30sn., 64°C 30sn.,, 60sn., 64 °C
60 °C 64 °C 64 °C

Uzama 25sn., 30sn., 72°C 30sn., 30sn., 72°C 30 sn., 60sn., 72 °C
72°C 72°C 72°C

Son uzama 7 dak, 7 dak, 72 °C 7 dak, 7dak, 72°C  7dak, 72 7dak, 72 °C
72°C 72°C °C

* Annealing, primerlarin ortamda bulunan hedef DNA kompenenti ile

birlesme ve tekrar ayrismasi olay1.
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3.2.5 Agaroz jel elektroforez

Ikinci bir elektroforez PCR iiriinlerine yapilmistir. Bunun amaci ise elde edilen PCR
triinlerinin  amplikon uzunluklarimi  yiiklenen marker ile Kkarsilastirilarak

dogrulamaktir.

3.2.6 Real-time PCR

Real-time PCR, analizlerde kullanilan LightCycler®480 II cihazina gore tasarlanmis
olan FoodProof GMO Kit protokoliindeki talimatlara gore gergeklestirilmistir. Hem
CTAB hem de ticari kitle basarili bir sekilde ekstrakte edilebilen DNA’ lar i¢in Real-

time PCR uygulanmustir.

Sekil 3.6: Calismada kullamlan LightCycler®480 II.

Ayrica transgenik tarmmsal bitkilerin ¢ogunun Cauliflower Mosaic Viriis linden
transfer edilen 35S promotor ve/veya Agrobacterium’ dan transfer edilen NOS
terminatorii icermesi nedeniyle bu genetik elementler genel GMO taramasinda hedef
gen dizileri olarak kullanilmaktadirlar (Greiner ve dig., 2005; Official Collection of
Test Methods, 2001). FoodProof GMO Kiti de test edilen numunelerdeki terminator

ve promotdr kisimlarinin taranmasinda kullanilmaktadir.

Kitin i¢indeki materyallerin muhafazasinda kitteki talimatlara aynen uyulmustur.

Ayrica tiim deneylerde oldugu gibi ¢apraz kontaminasyonu 6nlemek igin;
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e Kit sivilar1 laboratuardaki diger sivilardan ve kimyasallarda ayr1 saklanmaistir,
e Steril laboratuar alet ve ekipmanlar1 kullanilmstir,
e Deneylerin gerceklestirilmesi sirasinda eldiven giyilerek calisiimistir,

e Numuneler ve analiz kimyasallar1 arasinda ¢apraz kontaminasyonu onlemek

icin steril pipet uglart kullanilmustir,

e DNA ekstraksiyon, PCR kurma ve PCR asamalar1 birbirinden ayr1 odalarda
yapilmistir,

e Kitin ekstraksiyon ve PCR kimyasallar1 1giktan korunarak saklanmustir.
3.2.6.1 Real-time PCR icin kullamlan ajanlar
a) Pozitif Kontrol:

Numunelerle birlikte her zaman 35S/NOS PCR’1 i¢in bir adet, bitki geni PCR’ 1 igin
bir adet pozitif kontrol PCR’ da calisiimistir. Bdylece PCR’ dan (cihazdan)

kaynaklanan herhangi bir hatanin olup olmadig1 anlagilmaktadir.
b) Negatif Kontrol:

Numunelerle birlikte her zaman 35S/NOS PCR’1 i¢in bir adet, bitki geni PCR’ 1
icin bir adet negatif kontrol PCR’ da calisilmistir. Negatif kontrol olarak DNA
template’i PCR kalitesindeki suyla yer degistirilerek hazirlanir. Negatif kontroliin
kullanilmasmin nedeni 1ise reaksiyon safligimi gozlemlemek ve ¢apraz

kontaminasyon olup olmadigini anlamaktir.

3.2.6.2 PCR karisimlarimin hazirlanmasi

Kit protokolline gore reaksiyon hacmi 20 pL olarak hazirlanmistir. 35S/NOS-PCR” 1
ile Bitki-PCR’ 1 kitte bulunan Master karisimlarla ayr1 ayr1 kurulmustur. Once -20
°C’ de stoklanan sivilar ¢oziilerek ¢ok kisa bir siireligine hizla santrifiij edilmis ve

sonra da pipet yardimiyla dikkatle karistirilmistir.
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0.5 mL’lik reaksiyon tiiplerine PCR karsimlar1 asagidaki gibi hazirlanarak, pipet
yardimiyla yavas¢a ve iyice karistirilmistir. Asagida verilen hacimler tek bir

reaksiyon igindir. Ornek saysi ile garpilarak cogaltilir.

Cizelge 3. 4: Real-time PCR reaksiyonu i¢in karisim miktarlari.

Bilesen Hacim
Foodproof 35S/NOS Master Mix veya 13 uL
Foodproof Plant Gene Master Mix
Foodproof GMO Screening Enzim Cozeltisi 1L
Foodproof GMO Screening Boya Cozeltisi * 1puL*
Toplam hacim 15 pL (14 pL)

* Opsiyoneldir fakat daha iyi bir gértntileme icin tavsiye edilmektedir.

Bu karisim pipetle yavasga ve iyice karistirllmistir. PCR miksten her kuyucuga 15
ML pipetle paylastirilmig, ve her bir kuyucuga analiz edilmek istenen DNA

orneklerinden 5” er pPL eklenmistir.

Yine iginde PCR miksinin bulundugu iki kuyucuk (15 pL) icerisine DNA
numuneleri yerine pozitif kontrolden 5 er pL eklenmistir. Ayni islem negatif kontrol
icin de yapilmistir. Kuyucuklarin oldugu plaka sizdirmaz optik folyo ile sarilarak

PCR’ a sokmadan 6nce 1,500 g hizda 30 san boyunca santrifiij edilmistir.

Sekil 3.7: Reaksiyonlarin gerceklestigi kuyucuklar.

Kit i¢cinde NOS ve 35S boélgelerini hedefleyen farkli problarin bulundugu karigimlar
(35S/NOS Master Mix) amplifikasyonu sonucunda bu iki bolgenin herhangi birinin

ya da ikisinin de bulundugunu kontrol etmek amaciyla kullanilmustir.
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Bu amaca yonelik olarak real-time PCR sonuglari cihazdaki (610 ve 660/670 olmak
tizere) iki kanalda incelenmistir. Sonucglarin degerlendirilmesinde incelenen nm

araliklar1 Cizelge 3.5 te gosterilmektedir.

Cizelge 3. 5: Real-time PCR cycle sonuglarinin degerlendirilmesi.

Kanal 610’ daki pozitif Kanal 610’ daki pozitif Kanal 660/670° deki
sonug sonug pozitif sonug
Foodproof plant gene  Foodproof 35S/NOS master ~ Foodproof 35S/NOS
master mix igindeki mix icindeki master mix igindeki
Bitki geninin varligini NOS-terminatoriin varligim1 ~ 35S-promotorin
gOstermektedir gostermektedir varligini gostermektedir

3.2.7 Belli baza GMO’larin PCR’ la numunelerde aranmasi

Bu asamada MON 810, Bt 11, Bt 176 ve T25 Starlink GMO’larinin GDO’lu oldugu
Real-time PCR’ la tespit edilen numunelerde var olup olmadigi analiz edilmistir.

Bunun icin BOlim 3.2.4” te belirtilen prosediirler takip edilmis, Cizelge 3.2° deki

primerler kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 DNA Ekstraksiyonu

4.1.1 CTAB metodu ile DNA extraksiyonu
4.1.1.1 Bebek gidalariicin CTAB’ la ekstraksiyon sonuclari

Cesitli siipermarketlerden satin alinan bebek gidalarinin DNA izolasyonu CTAB
metodu kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonunun jel gorintiisii Sekil 4.1°de
verilmistir. Bebek gidalarindan ¢ok az miktarda DNA elde edilmis olup, CTAB
metodu ile bu drneklerden ¢ok olumlu sonuglar alinamamis, ya degrede olmus DNA
elde edilmis ya da DNA elde edilememistir. Ayrica, bu 6rneklerin PCR sonuglarina
gore de amplifiye olmaya yetecek kadar misir DNA’ sinin ekstrakte edilemedigi
gOriilmiistiir. Bunun olasi nedeni musir bilesenlerinin, DNA ekstraksiyonuna yetecek
miktarlarda, Orneklerde bulunmamasi ve bazi iiriinler i¢in yiiksek 1si1l iglemin
uygulanmasidir. Cardarelli ve dig.’nin (2005) yaptig1 ¢alismada da benzer Urlinlerden
DNA ckstrakte edilememistir.

Sekil 4.1: Bebek gidalar1 i¢in CTAB’ la ekstraksiyon sonuglari: 1,2, 3 ve4 no’ lu
ornekler hazir karisim gidalar, 5, 6, 7, 8, 10 ve 11 no’lu 6rnekler toz ek
gidalar, 9 no’lu 6rnek devam siitl.
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4.1.1.2 Diger gidalar icin CTAB’ la ekstraksiyon sonuglar:

DNA izolasyonunun jel goriintiileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir. CTAB
metodu ile yapilan ekstraksiyon ¢aligmalarinda izole edilebilen DNA verimi olduk¢a
diisiiktiir. Elde edilen en iyi DNA sonuglar1 ise en az prosese maruz kalmis olan misir
unu Orneklerinden elde edilebilmistir. Buna gore, Margarit ve dig.nin (2006) farkli
musir 6rnekleri i¢in yaptiklar1 ¢calismayla benzerlik gézlenmis, bu ¢alismada da ancak
ezilmis musir taneleri, pisirilmemis polenta gibi prosese girmemis Uriinlerden ancak
DNA izole edilebilmis, misir gevregi, misirdzii yagi, misir surubu gibi ileri derecede
prosese tabii tutulmus iiriinlerden amplifiye edilebilir ya da misir DNA’s1 oldugu

tespit edilebilen DNA izole edilememistir.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 4.2: Diger o6rnekler igcin CTAB’ la ekstraksiyon sonuglari a): 1-Yem, 2 ve 4
hazir ¢orba, 3, 6, 11, 18- misir unu, 5, 16-kavrulmus musir ¢erezi, 7, 12,
19-musir nisastasi, 8, 9, 10, 17-toz pudingler, 13, 14, 15-konserve musir,
20-misir gevregi, 21-Taco misir gerezi.

Sekil 4.3: Diger ornekler i¢gin CTAB’ la ekstraksiyon sonuglar1 b): 1,10,11,14,15-
Misir unu, 2- musir gevregi, 3, 4, 5— musir nisastasi, 6, 7- ekstriidde misirl
diyet drtnler, 8-patlamig musir, 9- hazir gorba, 12, 13- bebek musir
konserveleri, 16-musir gevregi, 17- tortilla cipsi, 18- konserve misir.
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Agaroz jel elektroforez sonuglarindan sonra izole edilen DNA’ nin misir genine ait
olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in baz1 6rnekler icin PCR denemeleri yapilmistir.
Bu denemelerden bir tanesinde, altt 6rnekten olusan bir grup (3 misir unu, 2 misir
cerezi ve 1 Bakanlik numunesi) segilmis, PCR bu oOrnekler i¢in hem ZEO1/ZEO2
primer ¢ifti (misir geni), hem de Cry03/Cry04 primer cifti (Bt 176 geni) ile
uygulanmistir. Ancak iyi sonuglar elde edilememistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Diger

PCR denemeleri i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.4: ZEO1/ZEQO2 [329 bp]: 1, 4, 5-Misir unu, 2, 3— musir ¢erezi 6-Bakanlik
numunesi 7- negatif kontrol.

Sekil 4.5: Cry03/Cry04 [211 bp]: 1, 4, 5-Misir unu, 2, 3— musir ¢erezi 6-Bakanlik
numunesi 7- negatif kontrol.

Buna neden olarak, bazi orneklerde bulunan misir miktarmin amplifiye etmeye
yetecek diizeyde olmamasi, analiz edilen ¢ogu tiriinin ileri derecede prosesten gegen
tiriinler olmalar1 nedeniyle DNA’larinin degrade olmasi, tespit edilmek istenen DNA
birimlerinin CTAB metodu ile ekstraksiyon sirasinda daha kiiglik parcalara ayrilmasi

ya da Greiner ve dig. nin (2005) yaptiklar1 ¢alismada belirttikleri gibi CTAB
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metodunu ile izole edilebilen DNA’min safliginin diisik olmasi  gosterilebilir.
Cardarelli ve dig. nin (2005) farkli gidalarda yaptiklar: ¢alismada konserve musir ve

corbalardan amplifiye edilebilen DNA ekstrakte edilememistir.
4.1.2 Test kiti ile DNA extraksiyonu

CTAB metodu ile DNA izolasyonunun yapildig1 numunelerden 27’ sinde ayrica Test
Kiti ile izolasyon ¢alismasi da yapilmistir. Buradaki amag ekstraksiyon metotlarinin
performans ve sonuglarda farklilik yaratip yaratmadiklarini gézlemlemektir. Test
kitiyle yapilan izolasyon daha etkin sonug¢lar vermis, misir unu numunelerinden daha
fazla miktarda DNA izole edebilmistir. Miktar 6l¢limiinde zaman zaman Qubit cihaz
kullanilmistir. Diger taraftan izolasyonun saglandig: iirlinler incelendiginde DNA
ekstraksiyonunda en basarili sonuglarin yine musir unu orneklerinden saglandigi
goriilmiistiir. Ekstraksiyon sonuglarini gésteren jel goriintiileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7

ile gosterilmektedir.

Sekil 4.6: Ticari test kiti ile ekstraksiyon sonuglari a) 1,2,10 -Misir unu, 3,4—
ekstriide musirli diyet Griindi, 5- hazir ¢orba, 6,7-bebek misir
konservesi, 8-patlamis misir, 9- tane musir, 11-musir gevregi, 12,13,14-
misir nisastast.
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Sekil 4.7: Ticari test kiti ile ekstraksiyon sonuglar1 b) 1,2,3 — Konserve musir,
4,7,8,12 — musir unu, 5- musir ¢erezi, 6-Taco misir gerezi, 8- patlamig
musir, 9- Bakanlik numunesi, 10 — bebek ek gidasi, 11-Taco cips, 13 -
misir gevregi.

Test kiti ile misir unu numunelerinin haricinde, bazi musir ¢erezlerinden ve

gevreklerinden parcaciklar halinde az da olsa DNA ekstrakte edilebilmistir.

Konserve misirdan her iki yontemle de DNA izole edilememistir. Bunun sebebi ise

DNA’nin 92 °C civarinda denature olmasidir. Ciinkii konserve islemi 92 °C’ den

daha yiiksek sicakliklarda gergeklesmektedir. Diger taraftan, cips, bebek gidasi,

urlnlerinden degrade olmus DNA elde edilmis ya da DNA elde edilememistir. Bu
sonuglarin, konuyla ilgili yapilmis olan diger ¢alismalarin verileriyle ortiistiigii ve
ayrica ham materyalin(misir) islenme asamalar1 arttikga izole edilen DNA
konsantrasyonu/kalitesinin da giderek azaldig: gorilmiistiir, bu durum Margarit ve
dig. nin (2006) yaptig1 ¢alismanin sonucuyla uyum gostermektedir. Buna ek olarak,
Sanhoty ve dig. nin (2002) yaptigi calismada, Misir’da degisik marketlerden
toplanan gida {iriinlerinde genetigi degistirilmis musir ve soyanin belirlenmesi
amaglanmig, DNA izolasyonu sonrasinda islenmis iiriinlerden elde edilen DNA
konsantrasyonu, tohumlardan elde edilen DNA konsantrasyonundan daha diisiik
bulunmustur. Islenmis iiriinlerdeki DNA konsantrasyonunun yok denecek kadar az
bulunmasina neden olarak, bu iiriinlerin pisirilme esnasinda yiiksek sicakliga maruz
kalmalar1 ve dolayisiyla DN A’larin yiiksek sicaklikta degrade olmasi gdsterilmistir.
Greiner ve dig. nin (2005) ¢alisma sonuglarma gore gidalarin depolanma sicakliklari

da DNA konsantrasyonuna etki etmektedir.

Bu calismada, ticari olarak temin edilen test kiti CTAB metoduna gére DNA
izolasyonunda daha basarili olmustur. Bu sonuca iliskin olarak &rneklerin

ekstraksiyonunda kullanilan metotlarin(CTAB ve ticari test kiti) ekstraksiyondaki
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basarilar1 Cizelge 4.1° de gosterilmektedir. Elde edilen bu sonuclar ¢esitli
calismalarin sonuglariyla ortiismektedir (Vijayakumar ve dig., 2009; Mafra ve dig.,
2008; Smith ve Maxwell, 2007). Ayrica Moriuchi ve dig.(2007)’ nin RRS soyanin
tespit edilmesi ile ilgili yaptiklari ¢alismada analiz edilen 6rneklerde basarili tespitler
yapilmig ancak fabrika iiretimi gidalarda ¢ok basarili sonuglar elde edilememektedir

yorumu getirilmistir.

Cizelge 4. 9: Izolasyon sonuglarimin iiriinlere gére karsilastiriimast.

Urin Ticari Test Kiti CTAB

Maisir unu + +
Misir nisastasi - -
Bebek gidalari

Misir gevrekleri

Misir cipsleri

Cerezler

Ekstriide misirli diyet tirtinleri
Toz corbalar ve tatlilar - -
Konserve misir - -
Yemler
Tane musir + +

+
1

+ +
1

+
+

Diger taraftan bazi arastirmacilarin gida materyallerinde yapmis olduklar1 DNA
izolasyonlarinda pozitif sonu¢ almalarindaki nedenin farkli izolasyon kiti ve/veya

farkli gida materyalleri kullanmalar1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada DNA o&rneklerden izole edildikten sonra yine izolasyonun net olarak
gozlenebildigi ornekler basta olmak iizere, baz1 denemeler yapilmig ve Zein geninin
(musir geni) varligim kontrol etmek i¢cin PCR’ da amplifikasyon islemi
uygulanmistir. Amplifikasyon sonrasinda yapilmis olan jel gorunttsunde (Sekil 4.8)
5 no’lu 6rnek hari¢ diger Orneklerde zein geni igin beklenen bant biiytikligi elde
edilmistir. Dolayisiyla zein geni bulunan gida oOrneklerinin igeriginde musir

bulundugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8: Jel gorintisi: 1,2,3,6,7—misir unu, 4- misir gevregi, S-misir nisastasi, 8-
tane misir.

4.2 DNA izolasyonu Yapilan Orneklerin GDO’ lu Olup Olmadiginin

Belirlenmesi

4.2.1 Orneklerin 35S promotor ve NOS terminatér ile Taranmasi

DNA’lar1 izole edilen ve musir igeren islenmis iriinlerde GDO varliginin
belirlenmesi i¢cin GDO belirlemede ilk adimi olusturan 35S promotér ve NOS
terminatér taramasit yapilmistir. Bu asamada LightCycler Real-time PCR
kullanilmistir. Taramada cihaza ait protokol takip edilmis olup, CTAB ve ticari test
Kiti ile basarili bir sekilde izolasyonun gergeklestirildigi ornekler kullanilmistir.
Ayrica DNA’s1 hem CTAB hem de ticari test kiti ile izole edilmis 6rnekler de ayni

anda PCR’ a sokularak izolasyon metotlarinin karsilastirilmasina imkan yaratilmistir.

PCR devam ederken ortaya ¢ikan iriinler saptanmaya basladigi anda
degerlendirmeye baslanmistir. PCR iirlinlerinin miktarindaki ilk 6énemli artis (CP -
esik cycle/dongl) hedef template’in baslangi¢ miktar1 ile orantili oldugundan,
degerlendirmede CPgii Ve CPsssinos degerlerine  bakilmistir.  LightCycler
sisteminde; yalmizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar
kullanilmig ve amlifikasyona bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin miktari ile
Olgtlmistiir. PCR’ da 35S ve NOS bolgelerine 6zel problar kullanilmasi, 6rnek DNA
dizilerinde 35S ve NOS varliginin kalitatif olarak belirlenmesinin temel prensibini

olusturmustur.
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Bir 6rnegin misir geni tasidigini anlamak i¢in CPgij; degerine, 35S/NOS kontroli
icin de CP3ssnos degerine bakilmistir. Bu degerlerin grafik standart egrisinin tistiinde

degerler olmasi pozitif sonu¢ anlamina gelmektedir.

Asagidaki cizelgelerde farkli tarihlerde gerceklestirilen PCR sonuglarina gore
orneklerin DNA’ larina ait pik esik dongii degerleri (CP) verilmistir.

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 incelendiginde 6rnek adlarimin is degerlerinde ¢esitli
sembol/rakamlar goriilmektedir. Aym1 6rnek adi ve ayni iis rakamina/semboliine
sahip {rlinler ayni irlinlerdir anlamma gelmektedir. Ayn1 6rnek adi ve farkl is
rakami/sembolii ise farkli bir markanin aym tiir 6rnegi anlamina gelmektedir. Buna
gore 1 ve 3, 2 ve 4, 11 ve 14 6rnek ciftleri aslinda ayn1 orneklere ait ¢iftler olup
ancak DNA’larinin ekstraksiyon metodu farklidir. Buna gore 1 ve 3 no’ lu dérneklere
ait sonuglar karsilastirildiginda her iki ekstraksiyon metodu ile de musira 6zgii zein
geni tespit edilebilmis ancak genetik modifikasyonun gostergesi olan
35Spromotor/NOS terminatdr s6z konusu oldugunda test kitiyle izole edilen DNA’
da 35S/NOS tespit edilebilmisken CTAB metodu ile ekstraksiyonda tespit

edilememistir.

Ayni durum 2 ve 4 no’lu 6rnekler i¢in de gegerlidir. Bu durumun, CTAB metodu ile
ekstraksiyon sonucunda elde edilen DNA’ nin kalitesinin test kitleriyle elde edilen
DNA kalitesine gore daha diisiik olmast ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
daha oOnce de belirtildigi gibi, izolasyon tekniklerinin karsilastirildignr diger
calismalardan Mafra ve dig. (2008)’ nin yaptig1 ¢alismada Nucleospin ve Genespin
kitleri ile CTAB ekstraksiyon metodu karsilastirilmus, ticari kitlerle en iyi DNA
verimi elde edilirken, CTAB en kotii sonucu vermistir. Buna ek olarak, Smith ve
Maxwell (2007)’in yaptiklar1 ¢alismada ise Qiagen, Nucleospin test Kitleri ile
Kingfisher, CTAB ve Wizard izolasyon metotlar1 karsilastirilmistir. Yapilan
kargilagtirmalar sonucunda izole edilen DNA’ nin kalitesi acisindan en iyiden en
kotiiye siralama Qiagen, Nucleospin, Kingfisher, CTAB ve Wizard seklinde
olmustur. Incelenen bu calismalarin sonucunda, dogru ticari test kitlerinin CTAB
metoduna gore ¢ok daha basarili sonuglar verdigi ifade edilmektedir. Bu agidan, bu
tez calismasinda da literatiirdeki calismalardan elde edilen sonuglarla paralel

sonuclar elde edilmistir.
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Cizelge 4. 10 Real-time PCR’ da amplifiye edilen DNA 6rneklerinin NOS terminator
ve bitki geni varligi i¢in pik baslangi¢ dongii degerleri(CP).

" Pozisyon CPy Pozisyon izolasyon
No Ornek 35S/INOS  (498610nm)  Bitkigeni  CTE%  Metodu
1 Tane musir™ Al 10.51 A3 14.80 Test kiti
2 Misir unu? B1 29.63 B3 13.92 Test kiti
3 Tane nmusirt C1 - c3 18.01 CTAB
4 Misir unu? D1 - D3 15.89 CTAB
5 Misir unu® El 34.09 E3 14.58 Test kiti
6 Misir unu’ F1 38.37 F3 15.22 Test kiti
7 Misir unu® Gl 5.00 G3 15.80 Test kiti
8 Yem H1 - H3 27.25 Test kiti
9 Misir unu® A2 - A4 22.73 CTAB
10  Misir pat.diyet iir. B2 10.60 B4 19.65 CTAB
11 Hazir gorba” C2 - c4 17.54 CTAB
12 Misir unu’ D2 - D4 17.60 Test kiti
13 Misir unu® E2 - E4 20.83 Test kiti
14 Hazir corba” F2 - F4 17.53 Test kiti
15 Pozitif kontrol G2 28.08 G4 29.74 -
16 Negatif kontrol H2 - H4 - -

Cizelge 4.2° deki CP35S/NOS degerleri incelendiginde 1,2,5,6,7 ve 10 no’lu
orneklerin genetik modifiye musir igeren drlinlere ait DNA’ lar oldugu
diistiniilmektedir. Ancak kesin karara florasans - CP egrileri analizinden sonra

varilmistir. Burada yararlanilan prensip, Real-time PCR’ 1n ¢alisma prensibidir:

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, DNA amplifikasyonu ile es zamanl
olarak artig gosteren floresans sinyalin Glgiilmesi ile kantitatif sonug verebilen bir
PCR yontemidir. Buradan yola c¢ikarak, ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklar1 zaman
floresans veren boyalar (6rnegin bu ¢alismada oldugu gibi, cyber green) kullanilarak
amplifikasyona bagli DNA artis1 floresans miktar1 ile ol¢iilmistir. Grafikledeki
egrilerde gozlemlenen diisiisiin nedeni ise, ¢ift zincirli DNA’ nin denatlire olmaya
baglayinca boyanin serbest kalmasi ve bu nedenle Olculen floresans miktarinin

diismeye baslamasidir.

Cizelge 4.3’ e gore, li¢ 6rnekten yalnizca 1 no’ lu 6rnege ait DNA diziliminin genetik

modifiye misir DNA’ larindan biri oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3° teki rakamsal degerlerin grafiklerle birlikte

yorumlanmasi ayri ayri yapilmistir.
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Cizelge 4. 11 Real-time PCR’ da amplifiye edilen DNA 6rneklerinin pik baslangi¢

dongii degerleri(CP).
" Ornek
Ornek .
No Ornek kodu CP3ssinvos lé?t(:jl: CPgiti Ii;l)leif))g:l
35S/NOS .
geni
1 Mistr unu’ A5 34.79 A6 1588 CTAB
2 Misir unu'® B5 - B6 18.89 CTAB
3 Dond. musir C5 - Cé6 21.23 CTAB
4 Pozitif kontrol D5 27.08 D6 29.93 -
5 Negatif kontrol E5 - E5 - -

Hatali pozitiflerin de olusmasi olasiligina karsilik, Cizelge 4.2°deki rakamsal

degerleri dogru degerlendirebilmek icin ek olarak, florosans-CP grafiklerindeki CP
baslangic degerlerine (Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11) bakilmustir.

1.301
1101
0.901
0.701
0.501
0.301
0101

Fluoresans (498-610)

0,69

Amplifikasyon egrileri
— Af: — A2 A3 — Ak Bi: —B2
B3 — B4 — C{: -_C2 3 — 4
—D: —D2 D3 — D4 —Et: —E2
E3: — Ed: — F1: —FZ! F3: - Fi;
— G -— 2 G3 — G4 —Hl: —H2
H3: H4

0098 LA
0299{ /
04%3 /]

5 10 15 20 % 30 ® 40 45
Esik Dongii

Sekil 4.9: Cizelge 4.2°deki rakamsal degerlere ait amplifikasyon egrileri, 1s1ma

degerleri ve esik dongii (CP) degerleri.

Sekil 4.9° daki grafik, 498-610 araligindaki fluoresans 1s1ma degerlerini ve her bir

ornege ait esik dongli CP degerini gostermektedir. 498-610 araligindaki egriler iki

farkli durumun gostergesidir: Birincisi 0rneklerden izole edilen misir genine ait esik
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dongl degeri, ikincisi ise eger varsa Ornek DNA’ larimin yapisindaki NOS

terminatorin esik dongii degeri.

Buna ek olarak, test tiiplerindeki siralamaya gore, Ornek kodu 35S/NOS’ taki
orneklere ait egriler Pozitif kontrole benzer bir pik yiikselisi sergiliyorsa bu
orneklerde NOS terminator bulunuyor sonucuna varilmistir. Yani bu 6rnek genetik
modifiye bir Grinu temsil etmektedir. Sekil 4.9 daki egriler iginden pozitif sonucu
ifade edenler cihaz ekraninda segilerek daha anlasilir bir hale getirilmistir. Bu haliyle
elde edilen grafik Sekil 4.10° da gosterilmektedir.
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Sekil 4.10: Cizelge 4.2’ de pozitif sonug veren veren numune pikleri.

NOS terminatdr varliginin kontrol edildigi analizde Cizelge 4.2° de Al, B1, El, FI,
G1 ve B2 orneklerinin standart egrinin iistiinde pozitif bir sonug veriyor olmalarina
ragmen, Florosans-CP grafigi egrileri incelendiginde Al, G1 ve B2’ nin yanlig
pozitif sonu¢ verdigi goériilmiistiir. Bu durumda yalmzca B1l, E1 ve F1 kod no’lu
orneklerde NOS terminatér bulunmaktadir ve bu Orneklerin tamami misir unu

numunelerine ait DNA’ lardir.
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Cizelge 4. 12: Real-time PCR’ da amplifiye edilen DNA &rneklerinin 35S promotor
ve bitki geni varlig1 i¢in pik baslangic dongii degerleri(CP).

, Pozisyon CP Pozisyon Izolasyon

Ornek 35S/NOS (408660 nm)  Bitki geni O B Metodu
1 Tane musir™ Al 10.50 A3 14.85 Test Kiti
2 Mistr unu® B1 29.05 B3 13.83 Test Kiti
3 Tane nmusir* C1 - C3 18.14 CTAB
4 Mistr unu® D1 28.16 D3 15.96 CTAB
5 Misir unu® El 33.93 E3 14.58 Test Kiti
6 Misir unu® F1 38.48 F3 15.34 Test Kiti
7 Misir unu® Gl 35.96 G3 15.79 Test kiti
8 Yem H1 - H3 27.57 Test kiti
9 Misir unu® A2 37.64 Ad 22.70 CTAB
10  Misir pat.diyet ir. B2 10.60 B4 19.73 CTAB
11 Hazir corba” C2 - C4 17.55 CTAB
12 Misir unu’ D2 35.02 D4 17.64 Test kiti
13 Misir unu® E2 37.49 E4 20.81 Test kiti
14 Hazir ¢orba” F2 - F4 17.28 Test Kiti
15 Pozitif kontrol G2 27.91 G4 29.87 -
16 Negatif kontrol H2 - H4 - -

Hatal1 pozitiflerin de olugmasi olasiligina karsilik, yine Florosans-CP grafigi egrileri

analzi dikkate almmustir.

Amplifikasyon Egrileri

At - A2 A3 Ad: B — B2 !
— B3; -B4:: —C —C2 —C3 — C4:
—D: -D2: D3: — D4; el -4k — E2 !
E3 -E4: ¢ — F1 — F2 F3! — F4: !
=3 -G2 — (3 — G4 —H —H2!
H3 -H4:

Fluorosans (498-660)

5 10 15 20 2% 30 £ 10 45
Esik Dingii

Sekil 4.11: Cizelge 4.4 teki rakamsal degerlere ait amplifikasyon egrileri, 151ma
degerleri ve esik dongii (CP) degerleri.
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Sekil 4.11” deki grafik, 498-660 araligindaki fluoresans 1sima degerlerini ve her bir
ornege ait esik dongii CP degerini gostermektedir. 498-660 araligindaki egriler de iki
farkli durumun gostergesidir: Bunlardan birincisi 6rneklerde bulunan misir genine ait
esik dongii degeri, ikincisi ise orneklerde eger varsa, 35S promotdriin esik dongi
degeridir. Degerlendirme NOS terminatdr igin yapilan degerlendirmeyle ayni sekilde
yapilmistir. Buna gore ¢izelgedeki rakamsal degerlerle egrilerdeki CP baslangic
degerlerinin ortiistiigli 6rnekler A2, B1, D1, D2, El, E2 ve F1 pozisyon no’ lu
orneklerdir. Bu Orneklerin tamami farkli marka musir unlarindan izole edilen
DNA'’lardir. Bunlardan B1, E1 ve F1 o6rneklerinde hem 35S promotér hem de NOS
terminator tespit edilmistir. Bunlardan A2, D1, D2 ve E2 no’ lu 6rneklerde NOS
terminator bulunmazken, 35S promotor tespit edilebilmistir. Zaten herhangi birisinin
tespiti o 6rnegin GMO oldugunu kanitlamaya yeterli olmaktadir. Diger taraftan C1,
C2, F2 ve HI no’ lu 6rneklerde 35S promotér ve NOS terminator tespit edilmemistir.
Bu nedenle bu ornekler genetik modifiye organizma DNA’ s1 degildir seklinde
yorumlanabilir. Bu 6rnekler ise sirasiyla tane misir, hazir ¢orba ve yem numunelerine
aittir. Cizelge 4.2’ de NOS terminator degerleri ve Cizelge 4.4’ te 35S promotdr
degerleri verilen Orneklerin yedisinin genetik modifiye oldugu tespit edilmistir.
Cizelge 4.3’ teki diger numuneler i¢in ise CPnos Ve CPsss degerleri birbirine ¢gok

yakin ¢ikmis olup, drneklere ait 35S pikleri Sekil 4.12” de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12: Cizelge 4.2’deki rakamsal degerlere ait amplifikasyon egrileri, 1s1ma
degerleri ve esik dongii (CP) degerleri.
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Onceki orneklerle aym sekilde yapilan analizler sonucunda A5 pozisyon no’ lu
ornegin GM oldugu tespit edilmistir. Bu 6rnek yine misir unundan izole edilmis bir
ornektir. Bu 6rnekte de hem 35S promotér hem de NOS terminatdr tespit edilmistir.
Iki farkli tarihte gerceklestirilen PCR sonuglarina gére 35S ve/veya NOS hedef
dizilerinin belirlendigi 6rnekler kodlariyla birlikte Cizelge 4.5 te gosterilmektedir.

Cizelge 4. 5: 35S ve/veya NOS hedef dizilerinin tespit edildigi 6rnekler.

Ornek tirt Ornek kodu 35S NOS

Maisir unu A2 + -
Maisir unu Ab + +
Maisir unu B1 + +
Maisir unu D1 + -
Maisir unu D2 + -
Misir unu El + +
Masir unu E2 + -
Maisir unu F1 + +

Elde edilen tiim sonuglar birlestirildiginde analiz edilen toplam 51 6rnekten sekizinin
genetik modifiye oldugu kesin olarak tespit edilmistir. Bu 6rneklerin tamami analiz
edilen tim ornekler iginde en az prosese tabii tutulmus {iriinler olan misir unlarindan
elde edilen DNA’ lardan olugsmaktadir.

Greiner ve Konietzny(2008)’ nin 2000-2005 yillar1 arasinda Brezilya’ da ticari olarak
satilan gida triinlerinde yaptiklari taramada da Bt11, MON 810, Bt176 ve T25 musir
genleri aranmis, buna gére 2000 yilinda 100 {irlinden sekizinde, 2001’ de dokuzunda,
2002’ de 6’sinda, 2003’ te dokuzunda, 2004’ te sekizinde ve 2005’ te ise onbirinde
GMO tespit edilmistir. Misir unu, iilkeye 6zgii pastacilik {irtinleri, misir gevrekleri,
tortilla cipsleri, polenta, misir nisastasi, bebek gidalari, tatlilar ve gorbalar ve kogan
musirlar test edilen iirlinler iginde yer almistir. GMO’larin tespit edilebildigi iirtinler

musir unlari, polenta, bazi misir gevrekleri ve bazi pastacilik iiriinleri olmustur.

Yine Greiner ve dig. (2005)’ nin 2000 yilinda Brezilya’ da 100 iiriin istiinde
yaptiklar1 ¢alismada pastacilik {iriinlerinde, unlarda, polentada ve tortilla cipslerinde

MONZ&10 ve Btl1 tespit edilebilmistir.

54



GMO’ larin tespit edilebildigi triinler agisindan bu c¢alisma literatiirle paralellik

goOstermektedir.
4.2.2 Genetigi degistirilmis organizmalarda GMO cesidi belirleme

Tarama analizlerinde pozitif sonu¢ veren gida orneklerinde, hem bdceklere karsi
direnglilik hem de herbisite toleranslilik 6zelligi gosteren Btll, musir kurduna
direnglilik geni olan MONS10, zararlilara kars1 direngliligi saglayan Bt 176 ve T25
Starlink’ in varligint belirlemek amaciyla primer ciftleri kullanilarak PCR

yapilmistir. Uygun dongii kosullar1 ve reaksiyon kosullar1 saglandiktan sonra yapilan

PCR sonucunda oOrneklerde beklenen amplifikasyon goriilmemistir (Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 NK

Sekil 4.13: PCR sonuglar1 a): 1-8 Bt11’in arandigt musir unu 6rnekleri, 9-16
MONZ&10’un arandig1 6rnekler, 17-24 Bt176’ nin arandig1 6rnekler, N.K.
negatif kontrol.

Sekil 4.14: PCR sonuglar1 b): N.K. negatif kontrol, 1-8 T25 Starlink’ in arandig1
misir unu Ornekleri.
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Margarit ve dig.nin (2006) Arjantin’de yaptiklar1 piyasa taramasinda 32 adet misir
iceren gida ve yem iriinii analiz edilmistir. DNA’lar CT AB metodu ile izole edilmis,
geleneksel PCR’ la yapilan tespit sonucunda 8 lriinde Bt musir geni bulundugu

gorillmiistiir.

Dinon ve dig.nin 2008’ de yaptiklar1 yayin 2005-2007 yillarin arasinda Brezilya’ da
yaptiklar1 tarama c¢alismasinin sonuglarin1 vermektedir. Buna gore, 81 adet musir
tiirevi Uiriin piyasadan toplanmis, iiriinlerde MON 810 geni aranmustir. Bu ¢alismada
DNA CTAB ile izole edilmis, nested-PCR ve ardinda agaroz jel elektroforezle
gergeklestitirilen analizler sonucunda tiim numunelerde zein geni tespit edilebilmis

ancak higbirinde MON 810 tespit edilememistir.

Bu tez calismasinda ise, GMO’ lu olduklar1 Real-time PCR’ la tespit edilen
orneklerde, spesifik genlere yonelik yapilan taramada belirgin bir sonug¢ elde
edilememistir. Bunun nedeni olarak, test edilen Orneklerde, aranan dort spesifik
genin degil de, Avrupa Birligi’nin kullanimina onay verdigi diger 18 genden birinin
ya da birkagimin bulunuyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger taraftan,
amplifikasyonda bu genlere ait Standart pozitif kontrol kullanilamadigindan, jel

goriinttlerinden tam bir sonug ¢ikarimi yapilamamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, c¢esitli Olgeklerdeki degisik siipermarketlerden toplanan gida
materyallerinde genetigi degistirilmis organizmalarin varliginin ve tiirlerinin
belirlenmesi i¢in kalitatif olarak analiz yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda gida
trlinlerinin  sekizinin genetik modifiye musir bileseni igerdigi belirlenmistir.
Analizlerin ilk asamasi olarak gida materyallerinde, 2 farkli metot (CTAB metodu ve
Biotecon test kit) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Bu iki metot, DNA
miktar ve Kkalitesine gore karsilastirlmistir. Buna goére, gida Orneklerinin
izolasyonunda CTAB metodu ile istenilen kalitede DNA elde edilememistir. Gida
materyallerin DNA izolasyonunda test kiti ile daha basarili olunmustur. CTAB
metodunun nispeten daha zayif sonuclar vermesinin nedeni ise ¢ok uzun siiren ve
farkli islemler iceren asamalardan olusmasi, pek c¢ok defa tiipler arasi transfer
yapilmasi nedeniyle DNA kayiplarinin olabilmesidir. Genel olarak, yeterli miktarda
ve/veya kalitede DNA elde edilememesinin nedeninin ise gidalarin yiiksek sicakliga
ve diger proseslere maruz kalmalar1 ve bundan dolayt DNA yapilarinin bozulmus
oldugu diistinilmektedir. Test edilen drneklerde proses derecesi ne kadar diisiikse
ekstrakte edilebilen DNA miktar1 ve kalitesi de o kadar ytliksek olmustur. Ayrica
tiriinlerin igerdikleri musir bileseni miktar1 ne kadar diisiikse ekstraksiyon sonucu
elde edilebilen DNA miktar1 da o kadar az olmustur. izolasyona sonucuna etki ettigi
diigiintilen diger bir faktor ise gidalarin sahip olduklar1 farkli matrislerdir. Farkli
firmalarin ayni {riinii birbirlerinden farkli {trettikleri diistiniiliirse izolasyonun
basarisinin tek bir etkene baglanamayacagi yorumu yapilabilir. Bahsedilen bu
sebeplerden dolay1 bebek gidalarindan, konservelerden ve cipslerden misir geni elde
edilemedigi diisiiniilmektedir. En iyi sonug¢ ise misir unlarinda elde edilmistir. Bu
acidan, DNA izolasyonu neticeleri bakimindan literatiirle paralel sonuclar elde

edilmistir.
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Analizlerinin ikinci asamasinda ise Real-time PCR’ da musir genine 6zgli olan zein
geni ile 35S promotdr ve NOS terminatoriin varliginin taramasi es zamanli olarak
yapilmistir. Analiz sonunda Real-time PCR’ da amplifikasyona sokulan biitiin
orneklerin zein genini tasidigi tespit edilmistir. Dolayisiyla bu Ornegin musir
icerdiginin saglamasi yapilmistir. Taranan Orneklerin sekizinde ise 35S promotdr
ve/veya NOS terminat6r varligi tespit edilmistir. Boylece bu 6rneklerin GDO igerdigi

belirlenmistir.

Son agamada ise real-time PCR’ da genetik modifiye oldugu belirlenen 6rnekler i¢in
MONS10, Bt176, Btl1 ve T25 genlerine ait primerler kullanilarak bu gesitlerin
belirlenmesi amaciyla PCR’ da bir amplifikasyon daha yapilmistir. Ancak yapilan jel
sonucunda bu genlere ait goriintii elde edilememistir. Orneklerde, aranan GMO’ larin
degil de baska genetik modifiye organizmalarin bulunuyor olmasi ve yliksek
maliyetleri nedeniyle bu genleri hedefleyen primerlerin hepsinin temin edilememesi

buna neden olarak diisiiniilmektedir.

Hizla yeni genetik modifiye organizmalarin gelistirilmesi ve bunlarin kullaniminin
ve tiiketiminin diinyada onaylanmasi nedeniyle yeni, hizli ve giivenilir sonug¢larin
elde edilecegi tekniklerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. fleriki calismalarin
farkli proses ve matrislere olusan bu farkliliklarin daha iyi anlasilmasinda etkili

olacagi diistiniilmektedir.

Avrupa Birligi’ ne uyum cergevesinde yayimlanan Biyogiivenlik yasasi, yonetmelik
ve talimatlar dogrultusunda, yiizde 0.9’u gecen GDO igeren gidalarin etiketlenme
zorunlulugu vardir. Bu konuda gerek treticinin bilgi diizeyinin arttirilmasi gerekse
tiiketicilerin bilingli tiiketimininin gerceklestirilmesi i¢in genetigi degistirilmis
organizmalarin ve bunlart ham madde olarak bulunduran islenmis gidalarin kantitatif
analizleri yapilmali ve bu gidalar geregince etiketlenmelidir. Ayrica ithal olarak
tilkemize gelen tohumlar da diizenli olarak GDO testinden gegirilmeli, gida glivenligi
ve cevrenin korunumu agisindan etkileri incelenmeli ve istenmeden olusabilecek

etkiler de denetlenmelidir.
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EK A:
EK B:
EK C:

Laboratuar Ekipmanlari
Kimyasallar
Gozeltiler ve Tamponlar
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EKA

Laboratuar Ekipmanlari

Elektroforez Sistemi
Florometre

Gii¢ kaynag

Jel Dokumantasyon Sistemi
Kuru Isitma Blogu
Manyetik karistirici, 1sitici
Mikrodalga firin

Otoklav

PCR Thermocycler

pH metre

Pipetler

Real-time PCR

Saf su sistemleri
Santriftjler

Sogutucular

Su Banyosu

Teraziler

Vorteks

BIORAD mini sub cell GT
Invitrogen, Qubit

BIORAD power pac 300

BIORAD GELDOC

BIO TDB 100, BIOSAN

Heidolph MR hei-standard

Vestel MD17

TOMY SX-700E

BIORAD C1000 thermal cycler
Mettler Toledo MP220

Eppendorf 2.5 pl, 10 pl, 20 ul, 100 pl, 2000 pl
Roche-LightCycler®480 11

USF Elga UHQ-PS-MK3, Elga
Sigma 1-14

Whirlpool +4°C, -20°C, Vestel -20°C
Memmert

Precisa BJ610, OHAUS pioneer
Heidolph reax top
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EKB

Kimyasallar

Agaroz

a-Amilaz

Etil alkol saf

Etidyum bromur

EDTA disodyum tuzu
Hekzadesil-trimetil-amonyum-bromir (CTAB)
HCI (% 37)

Isopropanol

Proteinaz-K

Kloroform

NaCl

NaOH
Tris(hidroksimetil)-aminometan
Primerler

GDO Tarama Kiti
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Sigma-Aldrich
Inter Lab
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biotecon
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Reidel-de Haén
Sigma-Aldrich
lontek
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EKC

Cozeltiler ve Tamponlar

Cizelge C. 4: a-Amilaz ¢ozeltisi.

c(a-amilaz) 10 mg/ml
Otoklavlanmamali. + 4 °C’ de saklanmali

Cizelge C. 5 CTAB ekstraksiyon tamponu (EN I1SO 21571:2005).

p(CTAB) 20 g/l
c(NacCl) 1,4 mol/l
c(Tris) 0,1 mol/l

c(Na;EDTA) 0,02 mol/l

pH HCl veya NaOH ile 8,0’ e ayarlanmali.

Cizelge C. 6 CTAB ¢oktiirme tamponu (EN 1SO 21571:2005).

p(CTAB) 5g/
c(NaCl) 0,04 mol/Il
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