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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GENETIiGIi DEGISTIRILMIiS SOYA URUNLERINDE GERCEK ZAMANLI
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU BELIRLEME METODLARININ
VALIDASYONU

Barbaros MULAYIM

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ

Biyoteknolojik gelismelerin bitki ve hayvanlarda kullanilmaya baglanmasi Genetigi
Degistirilmis Organizmalar1 (GDO) ortaya ¢ikarmustir. Herbisit ve insektisitlerin kullaniminin
azaltilmasi, meyve ve sebzelerin raf omriiniin uzatilmasi, alerjik kimyasallarm bitkilerden
uzaklastirilmasi ve besin igeriginin zenginlestirilmesi amaciyla canlilara, 6zellikle bitkilere,
genetik modifikasyon uygulanmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi bu genetik
modifikasyonun rastgele mutagenler yerine, spesifik gen sekanslariyla hedef DNA’nin
degistirilmesine olanak saglamaktadir. Soya fasulyesi, doyurucu olmasi ve ihtiva ettigi protein,
yag ve karbonhidratlar bakimindan besleyici degerinin yliksek olmas1 sayesinde diinyada ¢ok
genis ekim alanlarina sahiptir. Bu sebeple, rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen genetigi
degistirilmis soya bitkileri goze ¢arpmaktadir. Soyanin tarlada daha az zarar gérmesi, besleyici
degerinin artirilmasi biyoteknoloji firmalarnin hedefi haline gelmistir. Tiketicileri, bu
transgenik bitkilerin olast olumsuz etkilerinden korumak i¢in Avrupa Birligi Referans
Laboratuvarlar: tarafindan analiz protokolleri ortaya konulmustur. Bu protokollerin giivenilir
ve dogru sonu¢ verip vermedigi laboratuvarlar arasi g¢aligmalar ile tekrarlanmali ve
uygulanmalidir. Bu tez caligmasinda; ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu tip belirleme
(event-spesifik) metotlarmin validasyonu yapilmistir. MON87769 ve CV127 tiplerinin Avrupa
Birligi Referans Laboratuvar: tarafindan belirlenen protokolleri valide edilmis ve
dogrulanmistir.

Haziran 2019, 71 sayfa.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

VALIDATION OF THE EVENT-SPECIFIC POLYMERASE CHAIN
REACTION DETECTION METHODS ON GENETICALLY MODIFIED
SOY PRODUCTS

Barbaros Miilayim

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ

The use of biotechnological developments in plants and animals has revealed Genetically
Modified Organisms (GMOs). To reduce the use of herbicides and insecticides, prolong the
shelf life of fruits and vegetables, remove allergic chemicals from plants and enrich the nutrient
content, genetic modification is applied to living things, especially plants. Recombinant DNA
technology allows this genetic modification to be replaced by specific gene sequences instead
of random mutagens. Soya bean has a huge cultivation area in the world thanks to its satisfying
and high nutritional value in terms of protein, fat, and carbohydrates it contains. Therefore,
genetically modified soy plants produced by recombinant DNA technology are prominent. It
has become the target of biotech firms to increase the nutritional value of soybean, less damage
in the fight against pests and weeds. To protect consumers from the potential adverse effects of
these transgenic plants, analysis protocols have been introduced by the European Union
Reference Laboratories. Whether these protocols are reliable and accurate should be repeated
and performed with inter-laboratory studies. In this thesis; event-specific real-time polymerase
chain reaction methods have been validated. The protocols of MON87769 and CV127 types
identified by the European Union Reference Laboratory have been verified and validated.

June 2019, 71 pages.
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1. GIRIS

Diinyada en ¢ok ekimi yapilan yagli tohum bitkisi soya, baklagiller familyasina mensup tek
yillik bir bitkidir. Tarihsel olarak M. O. 1500-1000 yillar1 arasinda bilingli olarak ekimi
yapilmaya baslanan soyanin anavatanmin Cin oldugu bilinmektedir. ipek, baharat ve deniz
ticaret yollarmin etkisiyle M. S. Ik Cag ve Orta Cag’da soya fasulyesinin hizli sekilde
yayilmast s6z konusu olmustur. 17.yy’dan itibaren Avrupalilarin kullanmaya bagladig1 soya,
Amerika kitasina ancak 18.yy’da giris yapmistir. Soya, Amerika kitasma diger tilkelerden ¢ok
sonra ulagmis olsa da Birlesik Devletler giiniimiizde en biiyiik soya {ireticisi konumundadir
(ASA, 2008). Ulkemizde ise ilk ekimleri Karadeniz bdlgesinde 1930’larda baslayan soya
bitkisi, 1980’1 yillara gelindiginde Cukurova, Akdeniz ve Ege bolgelerinde biiyiik alanlara
ekilmeye baslanmistir (Koseoglu, 2018).

Soya bitkisi, ihtiva ettigi yiiksek protein, yag ve karbonhidrat i¢erigi dolayisiyla diinya
genelinde genis bir yelpazede kendine kullanim alani bulmaktadir. “Sar1 Miicevher, Ureyen
Altin” gibi isimlerle anilan soya bu sebeple, yaglh tohumlar arasinda yadsmmamaz bir 6neme
sahiptir (Koseoglu, 2018). Soya, tofu (soya peyniri), siit, et iirinleri, S0s, margarinler, yemek
ve salata yaglar1 gibi insan beslenmesinin temelini olusturan bazi gida maddelerinin iiretiminde
kullanilmaktadir. Ozellikle vegan ve vejetaryen beslenmesinde kullanilabilen soya siitii,
yogurdu, soya fasulyesi yan iirlinleri (tempeh vb.) hayvansal lriinlere alternatif olmayi1
basarmustir. Soya unu ise, igerdigi yiiksek miktarda proteinden dolay1 hayvan yetistiriciliginde
yem agisindan en 6nemli kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Bunun yaninda, kanatli hayvan
beslenmesinden organik balik yetistiriciligine kadar bircok alanda soya unundan yapilmis

yemler tercih edilmektedir (Arioglu, 1999).

21.yy’da ligiincii diinya iilkeleri basta olmak {izere tiim toplumlarin ortak sorunu hizla biiyiiyen
aglik problemidir. A¢likla miicadelede protein, karbonhidrat ve yag icerigi agisindan yiiksek
oranlara sahip tiriinlerin besin kaynagi olarak tercih edildigi bilinmektedir. Soya ve misir basta
olmak {tizere, bugday, piring, kolza gibi besleyici degeri yliksek bitkilerin besin miktarmnin

artirtlmas1 ve igeriginin zenginlestirilmesi ig¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu durumda, soya



bitkisi aglik sorunuyla miicadele i¢in de diinya giindeminde kendine 6dnemli bir yer bulmustur

(Kulag ve dig., 2006).

Soya fasulyesi, tohumunda yaklasik %18 yag, %40 protein ve %30 karbonhidrat ihtiva ettigi
icin bugday gibi sadece besleyici degeri yiiksek doyurucu iiriin olarak degil, ayn1 zamanda yagli
tohum olarak da degerlidir (Arioglu, 2000). Bu sebeple, soya bitkisinin verimliliginin
artirilmasi ile gelecekte yasanabilecek herhangi bir kithk sorununun da oniine gecilebilmesi
miimkiindiir. Gegmisten giiniimiize devam eden bitki 1slah ¢aligmalar1 ile soya bitkisinden
verimli soylar elde edilmeye ¢alisilmaktadir. Artan niifusun doyurulmasi i¢in yapilan tarim,
giintimiizde klasik 1slah ¢aligmalariyla yeterli olmamaktadir. Bununla birlikte kentlesme sonucu
tarim arazilerinin azalmasi, erozyon gibi sebepler de ortaya ¢iktik¢a insanoglu modern

biyoteknolojiye yonelmistir.

20.yy’n sonlarindan itibaren klasik 1slah ¢aligmalar1 mevcut sartlar diistiniildiiglinde yetersiz
kaldigindan biyoteknolojik gelismeler bitki ve hayvan islahinda uygulanmaya baslanmistir.
Tarihte sarabin, yogurdun ve ekmegin yapilmasi ile baslayan biyoteknoloji, canlilar1 kullanarak
yeni bir {irlin iretmek anlamina gelir. Biyoteknoloji giiniimiizde DNA ve proteinlerin yeniden
tasarlanmasina, suni insiilin ve as1 iretilmesine olanak saglamaktadir. Biyoteknolojik
gelismeler sayesinde, bitkilerin yetistikleri ortamda maruz kaldiklar1 stres kosullarmin etkilerini
azaltmak i¢in genetik yapilarina miidahale edilmektedir ve bu miidahale “GDO” terimini
giinliik hayatimizin bir pargasi haline getirmistir. Genetigi degistirilmis organizmalar anlamina
gelen GDO, istenilen bir genin gen transfer yontemleriyle hedef bitkiye eklenmesi ya da hedef
bitkide istenmeyen bir gen ile degistirilmesi ile olusturulmus canlilar olarak tanimlanabilir.
Biyoteknolojik yontemler ile gen transferi, 6zellikle bitkiler tizerinde yapilmaktadir. Bu
canlilara “transgenik” de denmektedir (Mutlu, 2016). ISAAA (2019)’a gore GDO; modern
biyoteknoloji kullanilarak elde edilen yeni bir genetik materyal kombinasyonuna sahip bir canli

olarak tanimlanmustir.

Transgenik bitkiler, herbisit ve insektisit gibi zararli organizmalar1 engellemek i¢in kullanilan
pestisitlerin kullaniminin azaltilmasi, bitkilerden elde edilen meyve ve sebzelerin raf dmriiniin
uzatilmasi, bitkilerde bulunan alerjik bazi kimyasal maddelerin armdirilmasi ve besin igeriginin

zenginlestirilmesi gibi amagclarla gelistirilmektedirler. Genetik modifikasyon sonucu



gelistirilen her bir GDO’lu iiriine tip, ¢esit ya da “event” denir (James, 2007). 2019 yil1 itibariyla
toplam 509 ¢esit event bulunmaktadir. Bunlarin 42 tanesi soya bitkisi eventidir. Bunlarin 2’si
abiyotik stres direnci, 1’1 verim gelistirmesi, 33’{ herbisit direnci, 6’s1 bocek direnci, 13’si ise
modifiye iiriin kalitesi eventidir. Bazi eventler birden fazla 6zellige sahip olabilmektedir

(ISAAA, 2019).

GDO’lu iirlinlere bu yoniiyle baktigimizda dogal yollarla olusan bitkilere gére ¢ok daha
kusursuz goriinmektedirler. Ancak, bu yararli olaylarin yani sira, potansiyel bazi zararlar1 da
beraberinde getirebilmektedir. Antibiyotige direng genlerinin dogaya yayilmasi, bilingsiz
tiikketimde olusabilecek alerjik reaksiyonlar, dogal tiirlerdeki genetik ¢esitliligin kayb1 ve dogal
dengenin bozulmasi gibi thtimaller genetigi degistirilmis organizmalarin potansiyel riskleridir

(Frewer ve dig., 2003).

Transgenik organizmalarin potansiyel tehlikelerine karsi Birlesmis Milletlerin 17 Kasim 1995
tarihli konferansinda alinan kararla biyolojik cesitliligin korunmasi1 ve modern biyoteknoloji
kullanilarak degistirilmis canli organizmalara karsi biyogiivenlik hakkinda Cartagena
Protokolii hazirlanarak imzalanmistir. Ulkemizde de bu protokol kanunlasarak 11 Agustos 2003
tarihli Resmi Gazete’de yayimlamistir. GDO’lar ile ilgili Biyogiivenlik protokoliimiiz ise 18

Mart 2010 tarihinde kabul edilmistir.

GDO ile ilgili biyogiivenlik protokoliimiiz, GDO ve iiriinlerinin genetik degisiklikten dolayi,
insan, hayvan ve bitki sagligi, biyolojik ¢esitlilik ve ¢evre iizerinde sebep olabilecegi risklerin
ve risk kaynaginin belirlenmesini amaglamaktadir. Bu amacgla 21 Ekim 2010 tarihinde Gida
Tarmm ve Hayvancilik Bakanlig1 (yeni ismiyle Tarim ve Orman Bakanlig1) tarama analiz sonucu
negatif ¢ikan tiim gida ve yem numunelerinde 35S, NOS, FMV icermeyen eventlerin de

taranmasi gerektigi kararmi almigtir.

Bu tez ¢aligmasinda Tarmm ve Orman Bakanliginin taranmasini istedigi MON87769 ve CV127
soya tiplerinin analizi yapilmistir. “Genel Kisimlar” boliimii soya bitkisinin 6nemi ve genetik
degisiklik ile ilgili literatiir incelemesi sonucu elde edilen bilgileri kapsamaktadir. “Malzeme
ve Yontem” kisminda ise aragtirmada kullanilan soya DNA’smin izolasyonu, transgenlerin

belirlenmesi ve DNA’nin seyreltilerek uygulanan metodun giivenilirligi detayl bir sekilde



anlatilmistir. “Bulgular” boliimiinde yapilan analizlerin verileri tablo ve sekiller kullanilarak
Ozetlenmistir. “Tartisma ve Sonu¢” kisminda da deney sonuglari diger arastirmacilarin
verileriyle karsilastirilip yorumlanmustir.

Bu tezin amac1 Istanbul Universitesi Genetigi Degistirilmis Organizmalar ve Biyoteknolojileri
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderilebilecek soya iceren herhangi bir ambalajli gida
numunesinde GDO olup olmadigmin kontroliiniin yapilabilmesidir. Yapilan ¢alismada teshis
limitinin (LOD — Limit of Detection) tespit edilebilmistir. Soya i¢eren ambalajli gida
numunesinde MONS87769 ve CV127 soya eventleri icin 5 gen kopya sayisina kadar GDO tayini
yapilabilecektir. Bu tez caligmas1 ambalajli gida analizlerinde tiiketici giivenilirliginin artmasini

saglayacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 SOYA BITKISI (Glycine max L. MERR.) GENEL OZELLiKLERI

Soya fasulyesi (Sekil 2.1), otuz besten fazla iilkede ticari iiriin olarak yetistirilen yagl tohum
bitkilerinden biridir. Tohum iiretiminin yani sira, gida ve sanayide ¢ok sayida kullanim alanina
sahiptir. Hayvansal yem kullaniminin, ayrica yemeklik bitkisel yag ve proteinlerin ana
kaynaklarindandir. Soya bitkisi margarin, yemeklik ve salatalik yag, soya peyniri, soya siitii
gibi cok cesitli gida tiriinlerinde, soya unu hayvancilik i¢in yem rasyonlarinda, ayrica maya ve
antikor iiretiminden sabun ve dezenfektan iiretimine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir

(OECD, 2000).
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Sekil 2.1: Glycine max (sinonim Delichos soja) bitkisi illiistrasyonu (Jacquin, 1781)



Soyanin kiiltiire alinmas1, Cin’de yaklasik M. O. 1500 ile 1027 yillar1 arasinda yasamis olan
Shang Hanedanligr doneminde ger¢eklesmistir (Hymowitz, 1970). Bununla birlikte tarihsel
kanitlar soyanm iiriin olarak kullanilmasmi M. O. 1027 ile 221 yillar1 arasindaki Zhou
Hanedanlig1 donemini isaret etmektedir. Birinci ylizyildan itibaren ise Cin’in kuzeydogu
bolgesinden Kore yarmmadasina, oradan da Cin’in orta ve giiney kesimlerine ulastigi

bilinmektedir (Ho, 1969;Hymowitz, 1970).

Ekili soya bitkileri tek yillik bitkilerdir ve sadece tohumla ¢ogalmaktadirlar. Olgun bir soya
tohumunun dormansi 6zelligi yoktur (TeKrony ve dig., 1987). Kis aylarinda tarlada birakilirsa
don olayindan otiirii hayatta kalma olasiligi bulunmamaktadir (Rapes ve dig., 1987). Soya
tohumu ender olarak dormansi 6zelligi gosterdigi takdirde (Mallory-Smith ve Zapiola, 2008),
yeterli sicaklik ve nem altinda hizli bir sekilde ¢imlenebilen, potansiyel olarak kendi kendine

yetisebilen bir bitkidir (OECD, 2000).
2.1.1 Taksonomik Ozellikleri

Kiltirii yapilan soya fasulyesi, bilimsel literatiirde Glycine max (L.) Merr. olarak
adlandirilmaktadir. Leguminosae (Baklagiller) familyasinda, Papilionoideae (giliniimiizde bu
alt familya, ayr1 bir familya taksonu olarak kabul edilmektedir.) alt familyasinda, Glycine Willd.
cinsine ait bir bitkidir. 1,5 metre yiikseklige ulasabilen, dik, giir otsu bir bitki olan soya fasulyesi
2n=40 kromozomludur. Soya fasulyesi ¢esitlerinin hi¢biri dona kars1 dayanikli degildir ve
soguk kis kosullarinda hayatta kalamazlar. (Bernard, 1973). Soya fasulyesinin primer
yapraklar1 unifoliat, opposit ve ovat olup, sekonder yapraklar1 trifoliat ve alternattir.

Cesitlerinin gogunun iistii ince trikomlarla kaplidir (OECD, 2000).

Soya fasulyesi, Kuzey ve Orta Cin’e 6zgii en eski ekili iriinlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu bitkinin ilk kaydi, Cin’in ¢esitli bitkilerinin tanimlandigi, M. O. 2838 yilinda
imparator Sheng Nung tarafindan yazilan bir kitapta bulunmaktadir. Tarihi ve cografi kanatlar,
soya fasulyesinin ilk olarak Cin’in dogusunda, M. O. 17. ve 11. Yiizyillar1 arasinda kiiltiire
alindigin1 géstermektedir (Hymowitz, 1970). Amerika Birlesik Devletileri ise soya fasulyesiyle
ilk olarak 1765 yilinda tanigsa da, giiniimiizde en biiyiik iireticisi konumundadir (Hymowitz ve
Harlan, 1983).

1712 yilinda Japonya’da yasamis olan Alman botanik¢i Engelbert Keampfer, soya fasulyesini

Avrupa’ya gotiirerek tanitmustir. 1877 yilinda ise Avusturyali arastirmact Frederik Haberlandt



Cin ve Japonya’dan temin ettigi 19 cesit soya fasulyesini iilkesinde yetistirmis ve bunlardan
olusturdugu 4 tohumu hasat ederek 1893 yilinda Avrupa’ya dagitmistir. Ancak, Avrupa iklimi
soya bitkisinin yetismesi i¢in gereken sartlara uygun olmadigindan dolayi tarlada tiretimi genis

olarak yapilamamustir (Smith ve Huyser, 1987).
2.1.2 Diinyada ve Tiirkiye’de Ekimi

Avrupalilar tarafindan 16.yy sonlarindan baslayarak kullanilmaya baslanan soya bitkisi ve soya
sosu dogudan batiya ticaretin ortak bir noktasidir. Yeni Diinya’ya yapilan goclerle birlikte
18.yy’da Amerika kitasma giris yapan soya fasulyesi ilk olarak 1851°de Illinois’de ve ardindan
Misir Kusagi (Corn Belt) boyunca tanitilmistir. Soya tohumlari, 1853 yilinda New York ve
Massachusetts’ten ¢ift¢ilere gonderilmis ve konvansiyonel 1slah programi yoluyla genis capta

ekilmesi ve gelistirilmesi saglanmistir (Hymowitz ve Singh, 1987).

Diinya niifusu 7,632,819,325°tir ve her gecen dakika artmaktadir (Worldometers, 2019). Artan
kentlesme ekilebilir tarim arazilerini kisitlamaktadir. Bu durum goz 6niine alindiginda, toplam
ekim alaninm Oniimiizdeki on yilda onemli 6l¢iide degismesi beklenmektedir ve mahsul
iiretimindeki biiyiimenin siirdiiriilmesi i¢in verimlilik artisinin esas alinmasi gerekecektir.
Bununla birlikte, alan tahsisinde ve verimlerindeki degisiklikler mahsul ve bolgelere gore
degisiklik gosterecektir. Glinlimiizde, diinya lizerindeki ekim alanlarimin yaklagik yarisi tahil ve
yagli tohumlara ayrilmistir. Misir ve diger tahillar i¢in, liretim artisinin cogu, daha biiyiik arazi
kullanimindan degil (Latin Amerika’daki misir hari¢) daha ytliksek verimden kaynaklanacaktir.

Ozellikle soya fasulyesi iiretiminde arazi kullanimmnmn daha biiyiikk rol oynamasi on

gortilmektedir (OECD/FAO, 2018).

Giiniimiizde, Birlesik Devletler ve Brezilya kiiresel soyanin en biiyiik iireticileridir. Brezilya,
misir hasadinin sonrasinda ayni alanda ikinci iirlin olarak soya fasulyesi elde ettiginden, yillik
iretim miktarini korumaya devam edecektir. Ayrica, bu gelismeler bdlgesel siit tiretimi, yliksek
proteinli gida ve bitkisel yag tedarikine girdi saglayacaktir. Bu baglamda, 6niimiizdeki 10 y1l
icin Kolombiya’nin hurma yagi (palm oil) yetistiriciligi i¢in ekim alanlarin1 genigletmesi
beklenirken, Paraguay Brezilya’daki gelisimleri izleyerek soya fasulyesi iiretimine ayrilmis
ekim alanlarini1 genigleterek yagli tohum iiretimini artiracaktir. Kiiresel yagli tohum tiretiminin,
son 10 yilm biiyime hizinin ¢ok altinda kalarak yaklasik %1,5 oraninda artmasi

beklenmektedir. Brezilya ve ABD’ nin, yakin gelecekte benzer hacimlerde olmak iizere yine en



biiyiik soya tireticisi konumunda olmas1 beklenmektedir. Soya fasulyesi, diger yagl tohumlar
ve proteince zengin un ihracatinda da Amerika kitasi iilkelerinin hakim olmaya devam edecegi

on goriilmektedir (OECD/FAO, 2018).

Cin, beslenme aligkanliklarinda ¢ok Onemli bir yere sahip olan soya fasulyesinin diinya
tizerindeki ithalatinin %63’tinii gergeklestirmektedir. Bununla beraber, ABD ve Brezilya
kiiresel soya ticaretinde Cin’e yiiksek miktarlarda soya fasulyesi ithra¢ etmektedir. Cin, bu
konumuyla ABD’nin en biiyiik ticaret ortagi durumundadir. 2017 yilinda ABD’nin yapmuis
oldugu yaklasik 20 milyar Amerikan dolar1 bulan tarmmsal iiriin ihracatinin 13 milyar dolarhik
bolimiinii soya fasulyesi olusturmaktadir. Bu soya ihracatinin yaklasik %60°’1 da Cin’e
yapilmaktadir. Cin ise, 13 milyon ton soya iiretmesine karsm 96 milyon ton soya ithal etmistir
(OECD/FAO, 2018).

Soya fasulyesi, Tiirkiye pazarina Birinci Diinya Savasi yillarinda giris yapmig ve tarimina ilk
defa 1940 yilinda Karadeniz Bolgesinde baslanmistir. 1957 yilinda Siimerbank Ordu’da bir
soya yag fabrikasi kurmustur. Ancak, ilerleyen yillarda tiretimi yapilan diger tarla bitkileri ile
miicadele edemez hale gelen soyanin iiretimi giderek azalmistir. Cukurova bolgesinde, pamuk
bitkisine alternatif olarak yetistirilmeye baslanan soya fasulyesi, daha sonraki yillarda ana iirtin

olarak bugday ekilen tarlalarda ikinci iirlin olarak yetistirilmeye devam etmistir (Arioglu,
2007).

Tiirkiye’de toplam soya iiretimi 2016/2017 yilinda 164 bin ton, 2017/2018 yilinda ise 139 bin
tondur. 2018/2019 yilinda da 140 bin ton olmasi beklenmektedir. Tiirkiye’de toplam soya
tiiketimi 2016/2017 yilinda 2,453 milyon ton, 2017/2018 yilinda ise 2,183 milyon tondur. Bu
istatistiklerden yola c¢ikilacak olursa, Tiirkiye’de tiiketilen soya bitkisi miktari, liretiminin
yaklagik 15 kati1 kadardir. Diinyaya baktigimizda ise 2016/2017 yilinda toplam soya {iretimi
351,211 milyon ton, 2017/2018 yilinda ise 341,532 milyon tondur. Diinyadaki soya tiiketimi
de 2016/2017 yilinda 340,674 milyon ton, 2017/2018 yilinda 349,668 milyon tondur. Bununla
birlikte, tilkemizde ilk ihracat1 2012/2013 yilinda yapilan soya bitkisinin 2017/2018 yilinda
tiretilen 0,140 milyon tonluk kisminin 0,100 milyon ton kadar1 ihrag edilmistir (AMIS, 2019).

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore; soya fasulyesinin ekim alan1 2016 yilinda 381.804

dekar, 2017 yilinda 316.695 dekar, 2018 yilinda ise 328.483 dekardir. Soya fasulyesi ekili bu



alanlardan iiretilen miktar1 ise 2016 yilinda 165 bin ton, 2017 ve 2018 yillarinda 140 bin ton
olarak rapor edilmistir (TUIK, 2019).

2.2 BIYOTEKNOLOJi

Biyoteknoloji, canli organizmalar1 dogrudan veya bir pargalarmi kullanarak, yeni triinler
yapmak, Ttrinleri degistirmek, bitkileri ve hayvanlar1 ya da spesifik kullanim igin
mikroorganizmalar1 gelistirmek amaciyla kullanilan tekniklerin genel adidir. Biyoteknoloji,
beseri bilimlerden ayr1 bir bilim dali olarak diistiniilmemelidir. Kimya miihendisligi, bilgi
teknolojileri, robotik gibi uygulamali bilimlerle bir araya gelerek iiretken siireglere
dontiistiiriilen genetik ve molekiiler biyolojinin olusturdugu multidisipliner bir alandir. (Doyle
ve Persley, 1996).

Bu alan, birkag yiizyildir kullanilan geleneksel biyoteknoloji yontemlerinden, 6rnegin gida
fermantasyonu, modern biyoteknolojiye kadar uzanan bir gelisme siirecine sahiptir.
Giliniimiizde biyoteknoloji, genetik miihendisligi olarak adlandirilan rekombinant DNA
teknolojisi, CRISPR-Cas9 sistemi, monoklonal antikorlar, yeni hiicre ve doku kiiltiirii
yontemlerinin kullanimini igerir (Global Knowledge Center on Crop Biotechnology, 2017;

Doyle ve Persley, 1996).

Tarihsel gelisime bakildiginda biyoteknoloji, geleneksel ve modern olmak iizere iki kategoriye
ayrilmistir. Geleneksel biyoteknoloji, genellikle bakteri, maya ve mantar kullanilarak herhangi
bir modifikasyon olmadan ekmek, peynir, alkol, sirke ve yogurt gibi iiriinlerin {iretimini
kapsamaktadir. Buna “Fermantasyon Teknolojisi” de denilmektedir. Modern biyoteknoloji ise,
rekombinant DNA teknolojileri ve mutagenez kullanarak insan kani proteinleri, hormon,

insiilin ve biyoteknolojik asilar elde edilmesini saglamaktadir (Gartland ve dig., 2015).
2.2.1 Bitki Islahi

Genel olarak bitki 1slahi, bitki 6zelliklerini, yapilarmi ve kompozisyonlarmi insanlara daha
faydali olacak sekilde manipiile etmek demektir. Bitkilerde yapilan bu degisiklikler kalic1 ve
kalitsaldir. Modern toplumlarda “bitki 1slah1” terimi daha ¢ok “bitki gelistirme” seklinde
kullanilmaktadir. Tarih boyunca yetistiriciler bitki 1slahtyla ugragmislardir. Yaklasik 12-14.000
yil once yerlesik hayata gectigi bilinen insanlar, bitkilerin yapay secilim yoluyla genetik

yapisini, ekim 6zelliklerini ve beslenme kalitesi agisindan insan gereksinimlerini karsilayacak
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sekilde degistirmislerdir (Eriksson, 2019). Sekil 2.2°de gdsterildigi lizere, giiniimiizdeki ekili
bitkilerin birgogu yabani atalarindan oldukca farkli goriinmektedir (Ruffell, 2018). Ornegin;
yabani lahana bitkisinin sar1 c¢iceklerinin giir ve Obekler halinde bulunan bireylerinin
birbirleriyle ¢aprazlanmalari sonucu daha giir ve 6beklenmis olan ¢igekler elde edilmistir ve bu
sayede brokoli bitkisi ortaya ¢ikmustir (Bakirci, 2016). Fakat bazi bitkiler bu manipiilasyona
elverisli degildir. Mendel’in genetik bilimine miras biraktigi yasalarin 20.yy baslarinda
taninmasiyla baslayarak (Fischer, 1936), bu iireme siireci ¢iftliklerde yapilan kitle se¢im
prosediiriinden, genetik materyaldeki varyasyonun aktif oldugu bir bilimsel prosediire
ge¢mistir. Bu sayede, uygun genetik kombinasyonlar ¢ok daha belirli ve hedefli bir sekilde
secilmistir (Smykal ve dig., 2016). Giliniimiizde, bitki yetistiricileri biyoteknolojinin de
gelismesiyle birlikte birgok dogal biyolojik engeli agsmuislardir (Acquaah, 2009).

Yabani Lahana (,' 5
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Sekil 2.2: Yabani lahana bitkisinin farkli 6zellikteki varyasyonlarinin ¢iftlestirilmesi ile ortaya ¢ikan varyeteler (Ruffell,
2018)

Bilimsel olarak yonlendirilen bitki 1slahinin ilk agsamalari, uygun ana hatlar arasinda yapilan
kasten caprazlamalar1 icermektedir. Daha sonra fizik ve kimya alanindaki yeni kesifler,
radyasyon ve mutajen (mutasyona sebep olan) kimyasallarin rastgele mutasyonlara yol
acmasmdan dolay1 faydali ozelliklere sahip soylarin sec¢ilmesi prosediiriiniin izlenmesini
saglamistir (Ahloowalia ve Maluszynski, 2001). Geg¢miste yapilan rastgele mutasyon

yontemlerinin aksine, genom diizenlenmesindeki yeni gelismeler mutajenezin hedeflenmis bir
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sekilde yapilmasma olanak saglamistir (Barabaschi ve dig., 2016). Son 120 yilda
gerceklestirilen modern bitki 1slahi, mevcut mahsulleri daha verimli ve hedef kaynakli
yetistirilmesini saglamak i¢in ilerlemeye devam etmektedir. Daha Onceki 1slah teknikleri
cogunlukla rastgele genetik degisiklikleri iizerine kurulmus olsa da, molekiiler diizeyde yapilan
1islah caligmalar1 daha hassas bir sekilde, sekans bilgisi mevcut oldugundan spesifik genlerin
kesin olarak belirlenmesine ve bu genlerin modifiye edilmesine olanak saglamaktadir (Moose
ve Mumm, 2008).

Yillar i¢inde bitki hiicresi ve doku kiiltiiriinde kaydedilen ilerlemeler, 6rnegin; protoplast
fiizyonu (Glimelius, 1988) ve anter kiiltiirii (Germana, 2011), daha hizli hibrit iiremeye ve
poliploidizasyon yoluyla iyilestirmeler ve genis ¢aprazlamalar yapilmasina olanak saglamistir
(Sattler ve dig., 2016). 1970’li yillarda molekiiler biyolojinin gelismesiyle beraber, bilim
insanlar1 niikleik asit sekanslarini spesifik bir sekilde klonlamayi, rekombine etmeyi ve yeni
konak organizmalarin genomuna transfer ederek organizmanin genetik dizilimine katmayi
basarmiglardir (Barton ve dig., 1983; Herrera-Estrella ve dig., 1983). Tiim bu gelismeler, ticari
tohum sektoriine de yansimistir ve ilk genetigi degistirilmis triinler 1990’larin basinda

ticarilesmistir.
2.2.2 Tarimsal Biyoteknoloji ve Modern Biyoteknolojiye Gecis Basamaklari

Insanlar, avci-toplayici kiiltiirde elde ettigi doga bilgilerini yerlesik hayata gectikten sonra
kullanmaya devam etmistir. Genellikle verimi yiiksek, doyurucu bitkileri ve hayvanlari tercih
etmislerdir. Yabani tiirleri evcillestirmis, evcillestirdiklerinden verimli nesiller veren bireyleri
tiremeye aywrmiglardir. Niifus artisina karst zamanla bu cabalar sayesinde yeni teknikler
gelismistir (Cetiner ve Tuzla, 2005). Sekil 2.3’de goriildiigii lizere tarimsal biyoteknolojinin
gelisim basamaklart mikrobiyal fermantasyon ile baslayip genetik miihendisligine kadar

ilerleyen tarihsel bir siiregtir.

Son 20 yilda ortaya ¢ikan yenilikler ile klasik 1slah ¢aligmalar1 yerini modern biyoteknolojiye
birakmustir. Birden fazla fajin tek bir bakteride ayni anda ¢ogalip ¢ogalamadigmi belirlemek
amaciyla yapilan bir deneyde genetik modifikasyondan siiphelenilmesine ragmen bunun
mutasyon benzeri bir islemden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir (Delbriick ve Bailey, 1946). Bu
caligmadan sonra gecen 2 yil igcinde Hershey ve Rotman’nin (1948) deneyleri sonucunda

genetik modifikasyon tanimlanmustir.
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Sekil 2.3: Biyoteknolojinin gegmisten giiniimiize basamaklar1 (Parsley, 1990)

Modern biyoteknolojinin temelinde, tiim canlilarin genetik materyali olan DNA yer almaktadir.
1954 yilinda DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapisi kesfedilmistir (Crick ve Watson, 1954).
Kesif sayesinde, kalitimin kimyasal ana hatlarinin anlasilmasinin temeli atilmigs ve modern
biyoteknolojinin ¢agi baslamistir. Hiicre cekirdeginde bulunan kromozomlar DNA’dan
olugmaktadir. DNA’nin molekiiler yapisinin kesfi, biyoteknolojinin tiim ¢alisma alanlarinda
hizli gelismelere Oncliliik etmistir. Bir canlinin DNA’sindaki yiizlerce genin tiimiinii dogal
yollarla ¢aprazlayarak karistirmak miimkiin degildir. Ancak, giiniimiizde modern biyoteknoloji
sayesinde bilim insanlar1 belirli bir karakterden sorumlu olan geni se¢ebilmekte ve istedikleri
canliya aktararak dogal olarak degisemeyen tiirleri de degistirebilmektedirler. Gliniimiizde ise
bu teknik, as1 iiretiminden hiicre ve doku kiiltiiriine, biyoyakit ciftliklerinde verimliligin

zenginlestirilmesine, mevcut ilaglar1 daha ucuz ve kolay bir sekilde iiretmeye kadar birgok

alanda kullanilabilmektedir (Gartland ve dig., 2015).
2.2.3 Genetik Rekombinasyon

Genetik materyalin ¢esitlenmesi anlamina gelen rekombinasyon ilk olarak 1945 yilinda bakteri
virlislerinin genetik materyalinin bakteri DNA’larma katilmasiyla fark edilmistir (Delbriick,
1945). Daha sonra genetik rekombinasyon Hershey ve Rotman’m (1948) bakteriyofajlarda
yaptigi calisma ile kanitlanmigtir. Radyoaktif olarak isaretlenmis bakteriyofaj DNA’larinin
rekombinasyona ugramasi sonucunda rekombinant DNA kavrami ortaya ¢ikmustir (Meselson
ve Weigle, 1961). Bakteri DNA’smin replikasyonunda DNA zincirlerinin ayrilmasi sirasinda
radyoizotopik rekombinant pargalarin genomik DNA’ya katildigi gozlenmistir (Meselson,
1964). Kullanilan yontemler gelistirilerek hayvan viriislerinden gelen DNA’y1 bakteriyel DNA

ile birlestirmek amaciyla kullanmak veya farkli viral kokenli genetik materyalleri bu
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yontemlerle bakteri DNA’sina katmak fikri hedeflenmistir. Bu sekilde doganin biyolojik
aktivitesine sahip yeni tiir hibrit plazmitler veya viriisler yaratilmasi amaglanmistir. Yapilan
arastirmalar sonucu insan saglig1 problemlerini azaltacak bir potansiyel ortaya ¢ikmustir (Singer
ve Soll, 1973). Bilimsel ad1 Xenopus laevis (Daudin) olan Afrika pengeli kurbagasinin
DNA’sindan ribozomal RNA’y1 kodlayan kismi alinmis ve o donemde bilinen tek klonlama
vektorii olan pSC101 DNA (Cohen ve dig., 1973) plazmidine eklenmistir. Ardindan, bu plazmit
Escherichia coli bakterisinin igerisine yerlestirilmistir. Rekombinant plazmitlerin stabil sekilde
cogaldig1 ve bdylece E.coli’nin X.laevis rDNA’sin1 tamamlayict RNA’y1 sentezleyebildigi
gozlenmistir Bu caligma bir tiiriin genetik materyalinin bir canlidan alinarak baska bir canh
tirtine aktarilabilecegini kanitlamistir ve bu gelismeyle birlikte rekombinant DNA
teknolojisinin dogdugu kabul edilmektedir. Insan kaynakli proteinlerin bakterilerde iiretilmesi
fikri de yine bu deneylerden sonra ortaya ¢ikmistir; ancak, insan bagirsak florasmin biiyiik
cogunlugu E.coli bakterilerinden olustugu i¢in dogal suslar insanlar i¢in patojen olan yapay
rekombinant bakteriler ile konjugasyon yaparak genetik bilgi aligverisinde bulunabilirler. Bu
nedenle, rekombinant DNA teknolojisi hem insan sagligi icin muhtesem bir bulus hem de biiytlik
bir tehdittir (Berg ve dig., 1974). Rekombinant DNA teknolojisi herhangi bir organizmadan
secilen genlerin sinirsiz miktarda baska canlilara eklenebilir olmasma ve hiicreler her
boliindiiglinde bu genlerin de ¢ogalmasina olanak sagladigi i¢in kanun koyucularmn bu durumu
titizlikle kontrol etmesi gerekmektedir. Hatta bu konu igin kanunlar ¢ikartilmasi bile teklif

edilmistir (Halvorson, 1977).
2.3 GENETIGIi DEGISTIRILMiS ORGANIiZMALAR

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak bir canli tiiriindeki genetik materyalin dogal olarak
veya geleneksel gaprazlama yontemleri kullanilarak ger¢eklesemeyecek sekilde yapay olarak
degistirilmesiyle meydana gelen canlilara genetigi degistirilmis organizmalar denir (Tugrul,
2016). Kisaca GDO olarak adlandirilan bu canlilar kalict ve kalitsal genetik modifikasyona
ugramuglardir. Bu canlilara ayni1 zamanda transgenik de denilmektedir. Genetigi degistirilmis
organizmalardan iretilen yiyeceklere ise genetigi degistirilmis (GD) diriinler/gidalar denir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile gen aktariminin miimkiin olmasindan beri insanlar GD
gidalar konusunu tartigmaktadirlar. Kimi arastirmacilar, aglik, bocek ve yabani otlar ile
miicadele, verim gibi sorunlarda ¢6ziim i¢in GDO’larda biiyiik bir potansiyel gormektedirler.

Kimi arastirmacilar ise, genetigi degistirilmis iirlinlerin ¢ok riskli olduguna ve insan saglhigini
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bozacagma inanmakta ve bu iirlinlerin titizlikle takip edilmesini ve diizenli olarak kontrol

edilmesini savunmaktadirlar (Cardona ve dig., 2018).

1950’lerden bu yana, bocek ve yabani otlarin kontrolii i¢in tiretilen pestisit ve herbisitlerin
kullanimi garpici bir sekilde artmig ve iiretimleri diinyanin en 6nemli ekonomik faaliyetlerinden
birisi haline gelmistir. Ancak, pestisit ve herbisitler hasere ve yabani otlarin kontroliinii
saglasalar da topraktan emilerek yer alt1 sularma karigmaktadirlar. Toksik bilesikler
olduklarindan nehir ekosistemlerinde zararli etkiye yol acar ve ¢evre kirliligine sebep olurlar
(Fuentes ve dig., 2018). Transgenik bitkiler pestisit ve herbisit kullanimmin azaltilmasi
amaciyla, genellikle hastaliklara veya zararli organizmalara kars1 direngli ve tarlada yabani otlar

icin kullanilan herbisitlere dayanikli olacak sekilde tiretilmislerdir (James, 2007).

Genetigi degistirilmis organizmalar ile ilgili en biiylik endise transgenlerin genetik siiriiklenme
ile dogadaki yabani bireylere katilmasidir. S6z konusu GDO’lar oldugunda, biyogesitliligin
korunmasi temel hedef olmustur. Bunun i¢in 4 Haziran 1992°de, Birlesmis Milletler Rio de
Janerio’da diizenlenen “Cevre ve Kalkinma” konferansinda “Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi”
ni imzaya agmistir ve aradan 8 yil gegtikten sonra “Cartagena Biyogiivenlik Protokoli” nii bu
konvansiyona ek protokol olarak eklemistir. Bu protokole gore taraf olan iilkeler
biyogesitliligin korunmasi ve siirdiriilebilir kullanimi {izerine herhangi bir olumsuz etkiye
sahip olabilecek genetigi degistirilmis organizmalar {izerine biyogilivenlik i¢in ortak bir karara
varmiglardir. Protokol, GDO’larin smir 6tesi hareketini, transit geg¢isini, agirlikli olarak ele
almaktadir. Bununla birlikte, GDO’larim muamelesi ve kullanimu ile ilgili bir 6n bildirim ve izin
sistemi de getirmistir. Protokolde ambalaj, etiket, dokiimantasyon, acil durum prosediirii gibi
konulara da dikkat ¢cekmektedir. Genetigi degistirilmis organizmalardan yapilmig {riinlerin
varhigmin tespit edilmesi ve bunlarin etiketlenmesi ¢ok biiyiikk onem arz etmektedir. Sekil 2.4’te

etiketlenmis bir GDO’lu iiriiniin fotografi gdsterilmistir.
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Sekil 2.4: Genetigi degistirilmis iiriin etiketlemesine 6rnek (Center for Food Safety, 2019)

2.3.1 Tarihgesi

ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanan ilk ticari iiriin ve sentetik bir insiilin formu olan
Humulin, rekombinant bakteriler ile iiretildiginden ilk genetigi degistirilmis {iriin olarak kabul
edilmektedir (TIME, 1982). Sonrasinda iiretilen ilk transgenik bitki tiitiin mozaik viriisiine kars1
direncli olan tiitiindiir (Chmielewski ve dig., 2017). 1980’lerin basinda poligalakturonaz (PG)
enziminin olgun domateslerin yumusamasina sebep oldugu kesfedilmis ve bu enzimin
engellenmesiyle raf 6émrii daha uzun olan Flavr Savr domatesleri elde edilmistir. Flavr Savr
domatesi 1987 yilinda tiretilmis olup ticarilesen ilk genetigi degistirilmis organizmadir ve ABD
Guda ve Ilag Idaresi tarafindan 1994°te onaylanmistir (Bruening ve Lyons, 2000). Bu ¢alismalar

ve onaylama iglemi yeni genetigi degistirilmis {irlinlerin gelistirilmesine olanak saglamistir.

Yillar icerisinde besin degeri yiiksek ve kullanim alan1 ¢ok genis olan soya, misir, kolza, piring
gibi bitkiler iizerinde ¢ok sayida genetik degisiklik yapilmustir. Ustelik bunlarm bir kismi
onaylanmus, bir kismu ise hala onay beklemektedir. Ayrica, teknik takibe alinmamis olanlarin
varligindan da soz edilebilir. Bu sebeple tiim GD bitkiler kayit altina alinmalidir. 1997 yilinda
Avrupa Birligi genetigi degistirilmis iirlinlerin etiketlenmesi lizerine bir yonetmelik agiklamig

ve bu yonetmelige gore yem firiinleri de dahil olmak {izere tiim transgen iceren {iriinlerin
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etiketlenmesi zorunlu hale getirilmistir. Bu kararla, transgenik triinlerin takibinin daha kolay
ve hizli yapilmasi amaglanmigtir. Ciinkii canlilar iizerinde yapilan rekombinant DNA
teknolojisi calismalar1 giinden giine artmakta, yeni genetigi degistirilmis bitkiler tiiretilmektedir

(Tugrul, 2016).

GD bitkilerin genetik materyali ana canlidan farklilagtirilmis oldugu i¢in ayni tiir sayilsa da
farkli bir sekilde isimlendirilmesi gerekmektedir. Tim bunlar ortaya “event” teriminin
¢cikmasini saglamistir. Genetik modifikasyon sonucunda tek bir tiire ait transgenik birey, diger
bireylerden bagimsiz ve farkli bir genoma sahip ise bu bireye event (tip) denir ve bundan
tiretilecek tohumlar da event olarak kabul edilir (James, 2007). 2019 yil1 itibariyla toplam 509
farkli event bulunmaktadir ve bunlarin 42’si soya tipidir (ISAAA, 2019). Bu ¢alismada 42 soya
tipinin 5 tanesine bakilmasi planlanmistir. Ancak, projeye verilen biitcenin yetersiz
kalmasindan dolayi 2 soya tipiyle ¢alisilmistir. Calisilan soya eventleri MON87769 ve CV127
tipleridir.

MONS87769 tipi soya glifosat herbisite karsi direngli ve modifiye edilmis yag asitlerine sahip
olacak sekilde iiretilmistir. Glifosat, dikamba gibi genis spektruma sahip bir herbisittir. 1970
yilinda Monsanto Sirketi’nde galisan bir kimyager olan John E. Franz tarafindan kesfedilmistir.
Glifosat, 1974 yilinda Monsanto firmasi tarafindan Roundup adiyla piyasaya siirtilmiistiir. Bu
soya eventi de glifosata dayanikli olarak iiretilmis olup tarlada kullanildiginda zarar gérmesi
engellenmistir (Eck, 2011). Giiniimiizde glifosat herbisitinin ¢esitli sorunlara yol agtig1 ortaya
konulmustur. Hem dikamba hem de glifosata maruz kalan bakterilerin antibiyotik direncinin

daha hizli gelistigi gortilmiistiir (Kurenbach ve dig., 2018).

Arjantin ve Brezilya’da kullanilan glifosata direngli GDO’lu soya fasulyesi ile artan glifosat
herbisit kullanimi, tarlalardaki baskin yabani ot tiirlerinin yer degistirmesine sebep olmustur.
Glifosat herbisitine diren¢li olan yabani ot tiirleri bu tarlalarda genis yayilim gostermeye
baslamistir. Bu sebeple, bu yabani otlar i¢in glifosat yerine imazapir ve imazapik igeren
imidazolinon herbisitler kullanilmas1 gerek goriilmiistiir. CV127 tipi soya BASF tarafindan
imidazolinon herbisitlere direngli olacak sekilde tiiretilmistir. Hatta iiretim asamasinda bu

bitkinin Arjantin ve Brezilya kosullarinda kullanilmas1 hedef alinmistir (BASF, 2011).
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2.3.2 Potansiyel Yararlan

Biyoteknolojik bitkilerin kendilerini yiyen bocekleri 61diirmesi veya ekili alanlarinda kullanilan
herbisitlere kars1 direngli olmalar1 {ireticiler i¢in mitkemmel bir olanak saglamistir. Genetigi
degistirilmis bitkilerin ekim alanlarinda artik insektisit kullanimma gerek kalmayacak ve
dolayistyla masrafli bocek ilaci yiikii bitki yetistiricilerinin sirtindan kalkacaktir. Ayrica,
tarlalarda kullanilan herbisitler bitkilere kars1 oldiiriicti etkiye sahip olduklar1 i¢in ekili olan
tiriinlere de zarar verebilmektedirler. Bu sebeple, herbisit kullanimui ekili transgenik iriinlere
zarar veremeyecek ve tarladan azami verim alinacaktir. Yetistiricilerin tarlada iirettikleri tiim
iirtinleri eksiksiz pazara sunmalari tiiketiciler i¢in de bolluk ve bereket anlamima gelmektedir.
Tiim bunlarin yani sira, insektisitlerin topraktan emilerek yer alt1 sularina karigmasi da 6nlenmis
olacak ve boylece insanlari dolayli yoldan tahrip ettigi ekosistemler diizelmeye baslayacaktir

(Zhu, 2009; Rhonda ve Mannion, 2010).

Transgenik soya bitkisi yabani soyanin stres altinda kaldiginda hayatta kalamayacagi
kosullarda yasayabilecek sekilde tiretilebilmektedir. Tuzlu ortamlara, farkli pH degerine,
soguga, sicaga, kurakliga direncli olarak iiretilecek olan genetigi degistirilmis soya bitkisi hem
ekim alanini genisletecektir hem de besleyici degeri goz 6niinde bulunduruldugunda ¢ok daha
fazla tretilebilecektir (Rood, 2006). Bu da potansiyel a¢lik sorunu i¢in miicadelede biiylik bir
fayda saglayacaktir. Daha fazla verim elde edilebilecek olan transgenik iiriinler de
bulunmaktadir. Ornegin; yine Monsanto tarafindan gelistirilen bir soya olan tip MONg87712
hem glifosat herbisitine direngli hem de biiytime ve gelisimi artirilmis bir bitkidir (Eck, 2013).
Raf émriiniin uzatilmasi ise baska bir husustur. ilk tescilli ticari GDO’lu iiriin olan Flavr Savr
domatesi ile baslayan bu durum, glinlimiizde birg¢ok bitki eventi i¢in gegerli bir 6zellik olmustur.
Transgen patates ile oral immiinizasyonda ylizey antijen iliretiminin saglanmasi da rekombinant
DNA teknolojisinin tip alanindaki olumlu etkilerine 6rnek olmustur (Richter ve dig., 2000).
Soya tohumunda bol miktarda bulunan glisinin proteininin de transgenik soya ile kalitesinin
artirilmas: da basariyla gergeklesmistir (EI-Shemy ve dig., 2007). Giderek artan diinya
niifusunun meydana getirdigi gida ve ilag ihtiyaci rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen
driinler ve genetigi degistirilmis bitkiler ile stoklarin istenildigi kadar artirilabilmesi

diistiniilmektedir (Uzogara, 2000).
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2.3.3 Potansiyel Riskleri

Genetigi degistirilmis bitkilerin mahsullerinin biiyiik bir kismi hayvancilikta yem olarak
kullanilmaktadir (Flachowsky ve dig., 2012). Bu sebeple, transgenik bitki {iriinlerinin hayvan
ve halk saghigi agisindan gilivenliginin saglanmasi ve degerlendirilmesi ¢ok Onem arz
etmektedir. Avrupa’da genetigi degistirilmis organizma trlinlerinin gida ve yem giivenligi
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (European Food Safety Authority, EFSA) tarafindan
saglanmaktadir. Insan ve hayvan saghgi iizerindeki olasi olumsuz etkilerin toksikolojik,

alerjenik ve beslenme agisindan arastirilip degerlendirilmesi gerekmektedir (EFSA, 2011).

Geleneksel bir {iriin, modern biyoteknoloji teknikleri kullanilarak modifiye edildiginde bunu
ihtiva eden gida ve yemlerin tiiketilmesinin insan ve hayvanlara zarar verecegi endisesi her
zaman var olmustur. Yiyecek ve yemlerde kullanilmasi amaglanan tiim transgenik iiriinler
degerlendirilirken ¢ok yonlii ve dogru sonuglar vermesi istenen yontemler gelistirilmistir. FAO,
WHO ve OECD gibi uluslararasi kuruluslarin bir arada calismasi gida ve yem riski
degerlendirme yoOntemlerinin artmasina olanak saglamaktadir. Risk degerlendirmesi
hiikiimetlerin iilkelerinde bir genetigi degistirilmis iirlinlin  kullaniminin  onaylanip
onaylanmamasina katkida bulunmak amaciyla yapilmaktadir. Bu sebeple risk degerlendirme

yontemlerinin amaca uygun olmasi ve saglam bilimsel verilere dayanmasi sarttir (Garcia-

Alonso, 2013).

Risk degerlendirmesi igin yapilacaklardan birisi molekiiler karakterizasyon karsilastirmasi
yapmaktir. Bu yOntem gerceklestirilmek istenen genetik modifikasyonun amaclandigi
dogrultuda olup olmadigimin molekiiler seviyede kontrol edilmesine dayanir. Yapilmak istenen
genetik modifikasyon harici baska herhangi bir bozulma olup olmadig test edilir (Macdonald,
2012). Bir diger yontem ise kompozisyon analizi karsilastirmasidir. Kompozisyon analizi, bir
transgenik iiriiniin bilesiminin, glivenli bir konvansiyonel iirlinle “biiyiik 6l¢lide esdeger” olup
olmadigin1 ve tek farkliliklarinin amaclanan genetik modifikasyonlar olup olmadigmi tespit
etmeye dayanmaktadir (Schauzu, 2000). Bagka bir yontem olan tarimsal ve fenotipik
karsilagtirmalar ise transgenik mahsullerin geleneksel mahsuller ile farkliliklarina
dayanmaktadir. Bu yontemde genetigi degistirilmis bitki, ¢esitli ortam kosullarinda ve farkli
sahalarda muadili ile birlikte yetistirilir. Morfolojik ve fizyolojik parametrelere bakilarak

tirtinlin tarimsal davranislar1 incelenir (Gray, 2012).
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Karsilagtrmali kompozisyon disinda insan saglhgi icin ¢ok Onemli olan alerjenlilik
degerlendirmesinin de yapilmasi gerekmektedir. Genetigi degistirilmis gida ve yemler
iiretilirken tiiriin daha 6nce icermedigi alerjenik bir proteini kodlayan genin aktarilarak insan
saglig1 tehlike altina girebilir. Neredeyse tiim gida alerjenleri protein yapidadir ve bu nedenle
transgenik triinlerin alerjen potansiyeli degerlendirilmelidir. Allerjenite degerlendirmesi i¢in
kesin bir test bulunmamaktadir (Garcia-Alonso, 2013). Ancak, 1963 yilinda FAO ve WHO
tarafindan uluslararas1 gida standartlar1 i¢in kurulan Codex Alimentarius izlenecek yol ve
stiregler ile ilgili gerekli adimlar1 gdstermistir (Codex Alimentarius Commission, 2003).
Allerjenite degerlendirmesi yapabilmek igin genetik modifikasyonda kullanilan genlerin
kaynagmi bilmek, bilinen alerjen proteinin sekansi ile transgen tiirevli proteinin sekansinin
karsilagtirmasini yapmak, transgen proteinin enzim yikimina karsi sindirimde direngli olup
olmadigini kontrol etmek ve yine transgen proteinin 1siya karsi dayanikli olup olmadigini
arastirmak gerekmektedir. Tiim bu ¢caligmalar dogrultusunda aktarilacak olan genin alerjen olup

olmadig1 ortaya ¢ikarilabilir (Goodman ve dig., 2008).

Alerjenite testinin pozitif sonu¢ verdigi tek belgelenmis durum Brezilya findigi proteini
kullanilarak gelistirilmis beslenme kalitesine sahip transgenik soya bitkisinde bulunmustur
(Nordlee ve dig., 1996). Bu sebeple, genetigi degistirilmis organizmalarin ve bunlardan elde
edilen triinlerin ortaya ¢ikardigi ¢ok biiyiik felaketlerden s6z edilemez. Bu protein, bilim
insanlarmin deneyi sonlandirmasina neden olan bir alerjen olarak tanimlanmis ve boylece bu
soya eventi higbir zaman piyasaya siriilmemistir (Global Knowledge Center on Crop
Biotechnology, 2017). Ancak bu durum yine de GDO hakkindaki endiseleri gidermemelidir,

aksine risk degerlendirme caligmalar1 artirilmali ve biiyiik bir titizlikle yapilmalidir.

Alerjenite disinda zararl boceklerin ve bitkilerin direngli olan bireylerinin ortaya ¢ikmasi ve
bu bireylerin popiilasyondaki sayisinin artmasi ihtimali gdz Oniinde bulundurulmalidir.
Monsanto firmasi, iirettigi Cryl Ac proteini igeren MON 87701 soya tipinde boceklerin evrim
gecirip gecirmemesiyle ilgili bir garanti sunmamaktadir. Bu sebeple siiper bocek olarak
adlandirilabilecek, bocek ilaglarina karsi direnci olan canlilar ortaya ¢ikabilir. Aynit durum
herbisite direngli olan yabani otlar i¢in de gegerlidir. Dogal se¢ilim yoluyla evrimlesebilecek
olan bu bireylere kars1 nasil miicadele edilecegi bilyiik bir soru isaretidir. Ironik bir durum ise,
bu genetigi degistirilmis bitkileri {ireten firmalar ayni zamanda insektisit ve herbisit

tireticileridir (Steinbrecher, 1996).
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Riskler arasinda sayilabilecek diger bir husus da, iiretilen transgenik bitkilerdeki genlerin
akrabalarina kagip kagamayacagi konusundaki belirsizliktir (Louda, 1999). Bu durum dogal
dengenin bozulmasia ve transgenik olmayan bitkilerin de zararlilarin1 dogal olmayan yollarla
dldiirerek besin zincirinde kirilmalara sebep olabilir. Ustelik bu bitkiler kendileri igin zararh
olmayan haserelerin de Oliimlerine yol agabilmektedir (Brian, 1999). Ayrica, toksikolojik
olarak bakildiginda, herbisit ve boceklere karsi direngli bitkilerden kaynaklanabilecek
kalintilarin, toprakta yasayan bakteriler, mantarlar, nematodlar ve diger mikroorganizmalar gibi
organizma gruplarma zarar verip vermeyecegi hakkinda da daha fazla aragtirma yapilmalidir

(Snow ve Palma, 1997).

Genetigi degistirilmis organizmalardan elde edilen iiriinlerin marketlerde tiiketiciye dogrudan
satilmas1 durumunda bu iirlinleri tercih etmek istemeyenler i¢in etiketleme konusu ortaya
cikmustir. Birgok tilke, transgenik iiriin olan tahil yem ve gida maddelerinin etiketlenmesi ig¢in
mevzuat olusturmustur. Genellikle, GDO igeriginin belirli bir esik seviyesinin iistiine ¢ikmasi

durumunda etiketleme zorunlu kilimmustir (Lin ve Pan, 2016).

Ulkemizde, genetigi degistirilmis iiriinlerden kaynaklanan muhtemel tehlikeler hakkinda gok
fazla yanlig bilgi dolasmakta ve medyada birgok genetik miihendisligi karsiti kampanya
yiriitiilmektedir. Kamuoyunun goriisiinde kanser ve genetik miihendisligi arasinda bir baglant1
olduguna dair yaygm bir fikir yanilgis1 vardir. Hiikiimetimiz, onayladiklar1 {iriinlerin onay
stireclerinde gerceklestirilen bilim ve giivenligi maalesef acikliga kavusturmamakta ve bu bilgi

kirliligini ortadan kaldirmamaktadir (Ozbag, 2018).
2.3.4 Hukuksal Boyutu

Yetersiz yerli iiretim ve artan talep nedeniyle iilkemiz, kiimes hayvanlari, hayvancilik ve su
tiriinleri sektorleri i¢in dnemli miktarda yem mahsulii ithal etmektedir. Ulkemizde 20 Ekim
2018 itibariyle, gida kullanimi i¢in genetik olarak tasarlanmamis olan, sadece yem kullanimi
icin 26 musir ve 10 soya fasulyesi eventi onaylanmistir. Ulkenin soya fasulyesine olan ihtiyac1
arttigindan dolay1 soya yeminin ithalat1 GDO’lu {irlin ihtimali endisesiyle sinirlandirilmigtir.
Ayrica, genetik miihendislik iiriinlerinin Tiirkiye limanlarindan gegisine Orman ve Su Isleri

Bakanliginmn onay1yla izin verilmektedir (Ozbag, 2018).

Tiirkiye, basvuru siirecinde onay bekleyen transgenik Ozellikler i¢in yemde %0,1 toleransa

sahiptir. Onaylanmamus transgenik 6zellikler icin bu tolerans degeri sifirdir. Ulkemizdeki



21

Biyogiivenlik Yasasi, agir para cezalar1 ve hapis cezalar1 gibi agir sorumluluk ve ceza
hiikiimlerini igermektedir. 5977 sayili Biyogiivenlik Yasasi 26 Eyliil 2010 tarihinde yiiriirliige
girmigtir. Kanun, her tiirlii genetigi oynanmis iiriiniin gida ek maddesi olarak kullanilmasini,

transgenik bitki ve hayvanlarin yetistirilmesini ve tiretilmesini yasaklamaktadir.

Ulkemize bugiine kadar higbir biyoteknoloji sirketi Biyogiivenlik Kurulu tarafindan
incelenmek iizere bagvuruda bulunmamistir. Bunun yerine, tarim endiistrisi dernekleri

basvuruda bulunmuslardir. Tiirkiye’de onaylanmis olan soya tiplerinin listesi Tablo 2.1°de

gosterilmistir.
Tablo 2.1: Tiirkiye’de onaylanan soya tiplerinin listesi (Ozbag, 2018)
Gelistirici Firma Tip OECD Kimligi Onay Tarihi
Bayer CropScience A2704-12 ACS-GMO©5-3 01/01/2011
Monsanto MON40-3-2 MON-04032-6 01/01/2011
Monsanto MON89788 MON-89788-1 01/01/2011
Monsanto MONB87701 MON-87701-2 16/07/2015
Monsanto MON87701xMON89788 MON-87701-2 16/07/2015
X
MON-89788-1
DuPont DP356043 DP-356043-5 05/11/2015
(Pioneer Hi-Bred
International Inc.)
Bayer CropScience A5547-127 ACS-GM@WY6-4 05/11/2015
Monsanto MON87708 MON-87708-9 02/08/2017
BASF Cvi127 BPS-CV127-9 02/08/2017

Monsanto MONS87705 MON-87705-6 08/02/2017
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AB yonetmeliklerinden (EC) 1829/2003 geregince, herhangi bir transgenik gida veya yemin
pazara siiriilmeden 6nce EFSA’ya bagvurusunun yapilmasi gerekmektedir (EU, 2003a). (EC)
1830/2003 yonetmeligine gore ise % 0,9’dan fazla GDO igeren iirlinlerin etiketlenmesi yasal
bir zorunluluktur (EU, 2003b). Avrupa Birligi iilkeleri disinda Rusya %0,9, Avustralya,
Brezilya, Yeni Zelanda, Suudi Arabistan ve Israil %1, Sili %2, Kore %3, Filipinler, Endonezya,
Tayvan ve Japonya %5 iizerinde GDO igeren gidalarda etiketleme zorunlulugu getirmistir
(Kamle ve Ali, 2013). Ulkemizde ise GDO’lu gida yasak iken, %0, 1’in iizerinde transgen tespit
edilen yemlerin iilke sinirlarina girmesi yasaktir. Ancak, Biyogiivenlik Yasast ve
yonetmeliklerine gore, 2011 yilinda donemin Tarim ve Hayvancilik Bakanligi genetigi
degistirilmis triinler igeren veya bunlardan tiretilen ithal gida ve yemlerin eger %0,9’un
iizerinde ise etiketlenmesi zorunlulugu getirmistir. Ulkemizde genetigi degistirilmis
hayvanlarin iiretilmesi yasaktir. Fakat ithalatinda kanunen bir yasaklama bulunmamaktadir.

Bununla beraber herhangi bir teknoloji sirketi bagvuruda bulunmamistir (Ozbag, 2018).
2.3.5 Diinyada ve Tiirkiye’de Mevcut Durumu

Biyoteknoloji iirinlerinin ticari olarak ekildigi 1996 yilindan beri, diinyanin bir¢ok yerinde
60’tan fazla iilke bu bitkileri ve tirtinleri ekmekte veya ithal etmektedir. ABD, Cin, Arjantin,
Kanada, Avustralya ve Meksika iiretici konumdaki ilk iilkelerdir. Giiniimiizde ise, 17 milyona
yaki ¢ift¢i biyoteknolojik iirtinlerin ekimini yapmistir. Bu ¢iftgilerin %95°1 gelismekte olan
iilkelerde yasamaktadir. 43 {ilke ise GDO’lu iiriinleri gida ve yem olarak ithal etmislerdir. 2017
yilinda diinyada ekilen biyoteknolojik {iriin miktar1 yaklasik 189,8 milyon hektardir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: 1996-2017 yillar1 arasindaki biyoteknolojik bitkilerin kiiresel ekim alanlar1 (ISAAA, 2017)
Yil 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2017

Hektar 1,7 27,8 442 58,7 810 1020 1250 1480 170,3 1815 1851 1898

(milyon)

ABD, diinyadaki en biiyiik tiretici konumundadir ve transgenik bitkilerin kiiresel anlamda ekim
alanlarinin %39,4’iine sahiptirler. Kanada’da tiiketici endiselerinin giderek azaldigi ve halkin
%95°1 biyoteknolojik kanolay1 kullanmay1 kabul ettigi ortaya koyulmustur. Latin Amerika’da
tam 10 iilke biyoteknolojik soya ekimi yapilmaktadir. Brezilya, biiyiik bir is basararak
diinyadaki transgenik bitkilerin ekiminde en ¢ok gelismekte olan iilke haline gelmistir. Ayni
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zamanda Brezilya diinyadaki transgenik bitki ekim alanlarinin %26’sma sahiptir. Avrupa’da
biyoteknolojik musir ekimini baslatan ilk iilke Ispanya olmustur. Afrika’da ise Sudan 2012
yilindan beri Bt pamuk ekimi yapmaktadir. 2017 yilinda Hindistan’da tam 7,5 milyon ¢ift¢i
biyoteknoloji tarlalarinda ¢aligsmistir ve 11,4 milyon ha Bt pamuk ekilmistir. Cok yiiksek tiretim
sayilarina ulasmasalar da Avrupa’da Portekiz, Asya’da Vietnam ve Filipinler biyoteknolojik
misir ekimi yapmaktadir. Myanmar ve Pakistan Bt pamuk ekimi yapan tilkelerdir. Banglades’te
ise transgenik patlican iiretimi yapilmaktadir. Sekil 2.5°te gosterilen 24 {ilkenin transgenik bitki
ekim alani toplamda 1996 yilinda 1,7 milyon ha iken, bugiin yaklasik 112 kat artarak biiylime
gostermistir (ISAAA., 2017).

Sekil 2.5: Transgenik bitkilerin kiiresel ekim alanlarinin iilke dagilmi (ISAAA, 2017)

24 {ilke biyoteknolojik bitkilerin ekimini yaparken, diger iilkelerde ekimi yapilmasi yasaktir.
Ancak, Sekil 2.6’da gosterildigi tizere, bu iilkelerden bazilar1 bu tiriinleri hayvan yemi ve/veya
gida maddesi olarak ithal etmektedirler. Ulkemiz de bunlardan birisidir. Tiirkiye’de transgenik
bitkilerin ekimi yasaktir. Ancak, yem olarak ithal edilebilmektedir. Dolayisiyla tilkemizde
GDO tamamen yasak degildir.
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Sekil 2.6: Biyoteknolojik iiriin ekimi yapan ve ithal eden tilkelerin kiiresel dagilimi (ISAAA, 2017)

2.4 ANALIZ YONTEMLERI

Genetigi degistirilmis bitkilerden elde edilen gida, yem ve tohumlarin rutin analizlerinde bu
bitkilere yerlestirilen gen dizilerinin tespiti i¢in genellikle PZR’ye dayali tarama yontemleri
kullanilmaktadir (Holst-Jensen ve dig., 2003). PZR yaygm olarak kullanilan bir niikleik asit
ampfilikasyon teknigidir ve Cetus Corporation biinyesinde ¢alisan Kary Mullis bu icadiyla
1993 yilinda Kimya Nobel Odiilii’ne hak kazanmistir. PZR, enzimlerin gergeklestirdigi ve
aracilik ettigi bir reaksiyonda niikleotidlerin polimerlestirilmesini icerir ve uygun sicaklik
kosullar1 PZR ’nin her bir dongiisiinde niikleik asit miktarmin teorik olarak ikiye katlanmasina
neden olur. Gergek zamanli PZR (Rt-PCR) ise, amplifikasyon islemine floresan boya
kullanilarak olusturulan bir algilama stratejisi eklemektedir. PZR’nin hedef bolgede yeni
niikleik asit sentezlendiginde floresanin serbest kalmasi saglanir. Floresan sinyal ne kadar
biiyiikse, ornekteki hedef gen miktar1 da o kadar fazla demektir. Floresan sinyal PZR’deki her
bir esik dongiisiinde (Ct) izlenebilmektedir. Genetik degisiklik sekanslarinin varhik ve
yoklugunu tespit etmek i¢cin PZR yontemleri kullanilmaktadir (Committee on PCR Standards
for the BioWatch Program, 2015). PZR yontemleri DNA kaynakli iken, protein kaynakli analiz

yontemleri de mevcuttur. Proteine dayali analiz yontemleri i¢in ilgili proteine kars1 gelistirilmis



25

0zel antikorlar kullanilarak immiinokimyasal analizler (ELISA) ile tespit edilir. Fakat protein
temelli analizler, islem sirasinda antijenin antikora baglandig1 kismin (epitop) bozunma ihtimali
sebebiyle, islenmis gidalar i¢in pek uygun degildir. Dolayisiyla, DNA proteinlere gore GDO

tarama analizlerinde daha fazla tercih edilen bir analittir (Elenis ve dig., 2008).

Ticari olarak piyasada bulunan GDO’larin sayis1 giin gectikge artmakta ve bu da molekiiler
tespit teknikleri i¢cin olas1 hedef dizilerinin ¢esitliligini artirmaktadir. GDO laboratuvarlar1 ve
gida liretim endiistrisi genetigi degistirilmis tirtinleri glivenilir bir sekilde test etmek i¢in birgok
farkli yontem uygulamak zorunda kalmaktadir. Gergek zamanli PZR yontemlerinin 6zgiil,
duyarl, giivenilir ve niceleme olasiligmin bulunmasi, mevcut yontemler arasinda GDO tespiti
icin daha ¢ok kabul goérmektedir. DNA’nin, proteinlere kiyasla, bozulmaya daha dayanikli
olmas1 onu hedef molekiil haline getirmistir. Tarama testleri, promotdrler, terminatorler ve
antibiyotik direncini kodlayan genler gibi yaygin olarak kullanilan genetik elementler i¢in
Ozgiildiir. Bir genetik materyalde karnabahar mozaik viriisii veya Agrobacterium tumefaciens
gibi konukgu organizmalarin genetik elementinin varhigi GDO tiirevli DNA varligina isaret

etmektedir (Dorries ve dig., 2010).

Genetigi degistirilmis TUriinlerin analizinde dogrulanmig ve standartlastirilmis tarama
yontemlerinin kullanilmasi, sonuglar karsilastirilabilirligine katki saglamaktadir. Tarama
yontemlerinin hedeflenen transgenik bitki tiplerini tespit etmesi sadece sekans bilgisine gore
degil, ayn1 zamanda yontemin O6zgilliigiinii ve duyarliligini tanimlamak i¢in referans
materyaller ile de kanitlanmalidir. Sertifikali referans materyallerinin kullanilmasi piyasada
bulunan transgenik bitkiler digsinda, ayn1 zamanda ticarilestirilebilecek tiriinler i¢in de nemlidir

(Stein ve Rodriguez-Cerezo, 2010).

Tarama analizleri, spesifik tahlilleri, referans materyali veya dizileri bulunmayan,
onaylanmamig GDO’lar1 tespit etmek i¢in de analitik strateji saglamaktadir. Tip belirleme
yontemlerinde test edilen onaylanmis ve onaylanmadigi bilinen GDO’larin varhig: tespit
edilebilir ve analiz sonucunun pozitif olmas1 ve tipe 6zgii olarak hepsinin negatif olmasi
durumunda, bilinmeyen bir onaylanmamis GDO’nun var oldugu sonucuna da varilabilir (Tengs
ve dig., 2007). GDO analizi i¢in yaygin olarak kullanilan sertifikali referans materyali (CRM),
icerisinde tipe 6zgli genomik DNA (gDNA) veya plazmid DNA (pDNA) igeren kurutulmus
tozlardir (Caprioara-Buda ve dig., 2012). Plazmid kalibratdrleri uzun siire saklanabilir olmalari,

diisiik maliyetleri ve tamamen karakterize edilmis bir sekansa sahip olmalar1 sebebiyle daha
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cok tercih edilmektedirler (Meng ve dig., 2011). Bu tez kapsaminda sertifikali referans
materyaller kullanilmis olup, her bir soya tipine 6zel ikiser primer ve prob kullanilmistir. Her
bir soya tipi icin GD Gida ve Yem i¢in kurulan Avrupa Birligi Referans Laboratuvarinin (EU-

RL GMFF) protokol olarak sundugu belirleme metodlar1 denenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda deney materyali olarak, Glycine max L. Merr. tiiriine ait sertifikali referans
materyaller kullanilmistir. Sertifikali referans materyalleri Amerikan Kimyacilar Birligi
(AOCS — American Oil Chemists’ Society) firmasindan temin edilmistir. Kullanilan sertifikali
referans materyaller, genetigi degistirilmis soya tipleridir. Bu soya tiplerinin bir tanesi
Tirkiye’de onaylanmis, bir tanesi onay bekleyenler listesindedir. Bir tanesi de igerisinde

genetigi degistirilmis organizma bulunmayan soyadir.

Validasyon yapilan tip belirleme (event-spesifik) metotlarinin listesi asagida verilmistir (Tablo
3.1).

Tablo 3.1: Validasyon yapilan tip belirleme metotlari
EU-RL GMFF Protokol Kodu Metot ismi

CRLVL01/09VP Event-specific Method for the Quantification of Soybean
CV127 Using Real-time PCR - Protocol

CRLVLO07/09VP Event-specific Method for the Quantification of Soybean
MON87769 Using Real-time PCR - Protocol

3.1 SERTIFiKALI REFERANS MATERYALLER

Sertifikali referans materyal, event spesifik genomik DNA veya plazmid DNA’sma sahip
kurutulmus tozlardir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiplerin sertifikali referans materyalleri,
Tablo 3.2°de referans alinan validasyon metotlari, primerleri ve problari ile birlikte verilmistir.

Primer 1 yazili olanlar forward primer, Primer 2 yazili olanlar ise reverse primerlerdir.
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Tablo 3.2: Kullanilan tiplerin sertifikali referans materyalleri

Amplikon isim Oligoniikleotit sekansi (5’-3”) Validasyon
uzunlugu Referansi
MON87769 MON87769  Primer 1 5-CATACTCATTGCTGATCCATGTAGATT-3' (Mazzara ve

dig., 2012)
(87 baz ¢ifti) MON87769  Primer 2 5-GCAAGTTGCTCGTGAAGTTTTG-3'

MON87769 Prob 5-FAM-CCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAC-

TAMRA-3'
cVv127 CV127  Primer1l 5-AACAGAAGTTTCCGTTGAGCTTTAAGAC-3' (Savini ve
dig., 2011)
(88 baz cifti) CV127  Primer2 5-CATTCGTAGCTCGGATCGTGTAC-3
CV127 Prob  5-FAM-TTTGGGGAAGCTGTCCCATGCCC-TAMRA-
3

3.2 DNA iZOLASYONU

Bu ¢alismada izolasyon malzemesi olarak Eurofins GeneSpin DNA Extraction Kit (Katalog
Numarast: 5224400605) kullanilmis ve kit talimatnamesine uyulmustur. Hazir toz halindeki
numunelerden 0,2 gr 6rnek alinarak 2 ml'lik eppendorf tiipiine konulmus ve tartimlar1 hassas
terazide yapilmistir. Tartilan 6rnekler passbox araciligiyla DNA izolasyonu yapilacak odaya
aktarilmustir. Lizis CF tamponu 65 °C de 1sitilmus, 1sitilan tampondan 550 ul, passboxtan alinan,
icerisinde numune bulunan eppendorf tiipiine eklenmis ve 15 saniye vortekste karistirilmistir
(Ekstraksiyon kontrolii i¢in lizis isleminden itibaren bos Ornege (blank) ayni protokol
uygulanir). 10 pl Proteinaz K eklenmis ve 2-3 saniye tekrar karistwrilmistir. Eger lizis
tamponunun hacmi, 6rneklerin tamamen ¢oziilmesini saglamamigsa, numunelere yeniden
tampon (Proteinaz K ile dogru orantili olmak kosulu ile) ilave edilerek resiispanse edilmis ve
karigsim 30 dakika 65 °C de inkiibe edilmistir. Her 550 pl lizis tamponu igin 10 pl RNase (20
mg/ml) eklenmistir. Tiim 6rnekler vortekslenmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.
Karigim 10 dakika en az 11.000 xg’de santrifiij edilir. Santrifiij edilen karigimin temiz
sipernatant1 (yaklasik 300 pl ) alinmis ve 1,5 ml'lik yeni reaksiyon tiipiine aktarilmustir.
Aktarilan siipernatant miktar1 kadar C4 tamponu ve etanol ilave edilmistir (Ornegin 300 pl
sipernatant aktarildiysa 300 pl C4 ve ethanol ilave edilir). Olusan karigim 30 saniye

vortekslenmistir. 2 ml'lik temiz toplama tiipiine GeneSpin kolonu yerlestirilmis ve sonra kolona
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karigimdan 700 ul aktarilip 1 dakika 11.000 xg’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde kalan
soliisyon atilmig ve toplama tiipii en fazla 750 pl alabildiginden bu islem tekrar edilmistir.
GeneSpin kolonu yeni bir toplama tiipiine alinarak tizerine 400 ul CQW eklenmis ve 1 dakika
11.000 xg’de santrifiij edilmistir. Toplama tiiptinde kalan soliisyon atilmis ve GeneSpin kolonu
yeni bir toplama tiiptine alinarak iizerine 700 ul C5 tamponu eklenerek 1 dakika 11.000xg’de
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde kalan soliisyon atilir ve GeneSpin kolonu yeni bir toplama
tiiptine alinarak tizerine 200 pl C5 tamponu eklenerek ve 2 dakika 11.000 xg'de santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasi kolonlar yeni bir 1,5 ml'lik reaksiyon tiipiine oturtulmus, 6nceden
70 °C'ye sitilmig olan CE tamponundan membrana 100 pl eklenmistir. Oda sicakliginda (18-
25 °C) 5 dakika inkiibe edilmis ve DNA'y1 toplamak i¢in 1 dakika 11.000 xg'de santrifiij
edilmistir. Sonrasinda filtre atilmig ve elde edilen DNA agzi1 kapakli eppendorf tiipiline
almmistir. DNA 6rnekleri hemen kullanilmayacaksa, kisa donemli kullanim i¢in +4 °C' de,

uzun siireli kullanim i¢in -20 °C' de saklanabilmektedir.
3.3 DNA SAFLIK VE MIiKTARININ BELIRLENMESI

DNA’nin miktar ve safligi, nanofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen
degerler ile saptanmaktadir. Ornek olarak cift iplikli DNA icin miktar tayininde asagidaki
formiilden yararlanilmaktadir;

DNA (pg/ml)=260 nm’deki OD (Absorbans Degeri) x Sulandirma Orani x 50

DNA’nm temizligi i¢in A(260/280) ve A(260/230) degerlerine bakilmaktadir (Sekil 3.1).
Ciinkii DNA 260, protein 280 ve karbonhidratlar da 230nm dalga boylarinda pik (en yiiksek
deger) yapmaktadir (Desjardins ve Conklin, 2010).

Ja
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340nm

20 ZN 240 250 200 270 280 200 X0 30 20 X 30
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Sekil 3.1: 260 nm dalga boyunda pik yapan bir niikleik asidin spektrofotometrik ol¢iim grafigi (Desjardins ve Conklin, 2010)
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Temiz DNA 6rneginde;

Azeo/Azg0=1,7 - 2,0

Azs0/Az2s0> 2,0

Azso/Azgo > 2,0 ise RNA kontaminasyonunu isaret eder.
A260/A230< 1,7 ise protein kontaminasyonunu isaret eder.

DNA miktari; DNA (ng/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50 ile
hesaplanmistir. Ayrica, DNA biitiinliigliniin kontroliiniin yapilmasi amaciyla, ornekler jel

elektroforez yontemiyle yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.4 GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (RT-PCR) ILE
GDO TARAMA CALISMALARININ YAPILMASI

Calismada validasyon islemi Avrupa Birligi Referans Laboratuvari tarafindan validasyonu
yapilan ve yayimlanan (CRL) yontemlerine gore yapilmistir (Hougs ve dig., 2017). Referans
materyallerin GDO miktarlar1 prosediirde belirlenen sekilde 90,9 ile %10,0 arasinda
ayarlanarak PZR yapilmistir. Her bir PZR i¢in metot parametreleri siralanan sekilde dikkate
almarak gerceklestirilmistir; Dogruluk, Kesinlik, Amplifikasyon verimliligi, Belirleme limiti
(LOD) (yiizdelik olarak). Sonuglar degerlendirilirken [-3,1 ve -3,6] araliginda olmalidir ki bu
da %90 - %110 arasinda amplifikasyon verimine karsilik gelmektedir. Olusturulan kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayis1 0,98’den yiiksek olmalidir. Tekrarlanabilirlik standart
sapmasinin ise sertifikali referans materyal d6rneklerinin paralellerinin arasinda %25 ten kii¢lik

bulunmasi gerekmektedir.

SRM’ler genetik modifiye gidalarin tespitinde kullanilan metotlarin gegerliligini denetlemek
icin kullanilir. DNA miktar tayini tiiriine bagl olarak degisebildiginden SRM’lerden biri veya
daha fazlasi bilinmeyen Orneklerin Ol¢liimiinden miktar tayini sonuglari olusturmasi icin

denemeye alinmak zorundadir.

Roche Lightcyler 480 cihazi kullanilarak yapilan GDO tarama ¢alismalarinda sonuglar Relative
Quantification bashigi altinda degerlendirilir. Buna bagli olarak, deney sonuglar1 Abs Quant/2nd

Derivative Max hesaplamasi yapilarak sonuglandirilmistir. Miktar tayini ¢aligmalarmda RT-
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PZR kabul kosullar1 su sekilde siralanabilir. PZR veriminin %90 ile %100 arasinda olmasi,
yiilksek hassasiyet ile calisilmis olunmasi, Crossing point (Cp) degerlerinin kendi iginde
tutarlilik gdstermesi, belirlenen miktar 6lglimiiniin miktar 6l¢iim standartindan sapma oraninin
+/- %30 olmasi, NTC (No Tamplate Control)’lerin (hedef GDO sekansini tanimlayacak kirmizi

mastermix) amplifikasyon gostermemesi gerekmektedir.

Calismada gercek zamanli PZR i¢in kullanilan plate set up Tablo 3.3’te gOsterilmistir. A
stitununda Lel geninin primer ve problar1 kullanilmis, transgenik olmayan DNA i¢in kontrolii
yapilmistir. A7 ve A8 kuyucuklarinda ise genetik materyal yerine su konularak primer ve
problarin negatif kontrolleri yapilmistir. B siitununda Lel geninin primer ve problari
kullanilmis, transgenik DNA i¢in kontrolii yapilmistir. B7 ve B8 kuyucuklarinda genetik
materyal yerine plazmid DNA’s1 konularak primer ve problarin negatif kontrolleri yapilmustir.
C siitununda DNA’ya eklenen genin primer ve problar1 kullanilmis, transgenik DNA i¢in
kontrolii yapilmistir. C7 ve C8 kuyucuklarinda genetik materyal yerine su konularak primer ve
problarin negatif kontrolleri yapilmistir. D siitununda DNA ’ya eklenen genin primer ve problar1
kullanilmisg, transgenik olmayan DNA i¢in kontrolii yapilmistir. D7 ve D8 kuyucuklarinda ise
genetik materyal yerine plazmid DNA’s1 konularak primer ve problarm negatif kontolleri
yapilmustir. Her iki gen bdlgesi igin ikiser kopya ¢alisilmis olup, negatif ve pozitif kontrollerine
bakilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Tez ¢aligmasinda kullanilan ger¢ek zamanli PZR semasi

*NG: Transgenik olmayan DNA, TG: Transgenik DNA, Lel: Lectin geni, NTC: No Template Control. Turuncu renk

amplifikasyon var, yesil renk amplifikasyon yok anlamina gelmektedir.
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Farkli deneyler arasindaki olasi istatistiksel sapmalar1 6nlemek i¢in referans gen dlgiimii ve
GDO spesifik sekans Ol¢iimii farkli degil, aynt PZR c¢alismasinda (koamplifikasyon)
gerceklestirilmelidir. CV127 ve MON87769 soya tipleri i¢in gergek zamanli PZR analizi i¢in

hazirlanan mastermix Tablo 3.4’te gdsterilmistir.

Tablo 3.4: Standart gergcek zamanli PZR bilesenleri

dNTP Karigimi 10 pl
DNA 3ul
Forward Primer 0,8 ul
Reverse Primer 0,8 ul
Prob 0,4 ul
dH20 5ul
Toplam 20 ul

Gergek zamanli PZR cihazinin programlanmasi her bir dongii i¢in Tablo 3.5’te gosterildigi gibi
ayarlanmstir. Iki soya tipi igin de ayni sekilde uygulanmis, FAM ve TAMRA floresans

sinyaller cihaz tarafindan taranmustir.

Tablo 3.5: Gergek Zamanli PZR analizinin programlanmast

Termal Cycler (Dongii) Siire ve Sicakliklar1

1 Hold (Bekleme) | Cycle (45 Tekrar)

Enzim Aktivasyonu | Denatiirasyon | Yapisma ve Uzama

10 dakika 95 °C 15 saniye 95 °C | 90 saniye 60 °C

FAM ve TAMRA floresan boyalar ortamda hedef gen bulunmamasina ragmen, primerlerin

kendi aralarinda baglanabilme ihtimallerinden dolay1 spesifik olmayan sinyaller
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verebilmektedir. Bu olumsuz durumu engellemek amaciyla amplifike iirlinlerin erime egrisi
analizi (melting peaks) yapilmaktadir (Sekil 3.2). Her bir ¢ift sarmallt DNA’nin erime derecesi
(Tm) Ozgiildir. Bu sebeple, cihazin tespit etmis oldugu erime egrisinden yararlanilarak

amplikonun erime sicaklig1 saptanabilmektedir.

Melting Peaks
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Sekil 3.2: Ozgiil sicakliklarda gerceklesen gercek zamanlh PZR erime egrisi analizi

Bir es zamanli PZR analizinin planmi sunlar1 icermelidir: GDO-spesifik hedef DNA sekansini
belirlemek i¢in tasarlanan bir PZR sistemi, tlire 0zglii GD goreceli derigimlerinin
hesaplanmasinda “normallestirici” olarak da kullanilan endojen (referans) gen sekansini
belirlemek i¢in tasarlanmis ikinci bir PZR sistemi, hem hedef hem de endojen referans
sekanslar1 i¢in standart egriler. Her deney 6rnegi icin hedef ve endojen referansin miktar1 uygun
standart egriler ile belirlenir (Hiibner ve dig., 2001). Bu belirleme baglaminda validasyon
calismamizda hedef ve referans miktarlar her kit icin ayn1 PZR dongiisiinde beraber
calisilmistir. Hedefin miktari, endojen referansin miktari ile normallestirilerek goreceli derisim
elde edilir. Istatistiksel gereklilikleri karsilamak icin standart egriler en az 4 farkli derisim
noktasi icermelidir. Bu dort farkli derisim noktasi Eurofins kitlerinin i¢inde hazir bir sekilde
bulunmakta ve uygulanmaktadir. Buna ek olarak her analiz hem referans gen, hem de GDO
olctimleri i¢in negatif bir kontrol (NTC-hedef icermeyen kontrol) icermelidir. Negatif DNA
hedef kontrolii, pozitif DNA hedef kontrolii de ayrica yapilabilir. Analizin sonucunun
degerlendirilebilmesi i¢in, SRM’de amplifikasyonun goriilmesi gerekmektedir. Negatif

kontrolde ise herhangi bir amplifikasyonun olmamasi gerekmektedir.
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4. BULGULAR

4.1 DNA IZOLASYON SONUCLARI

Validasyon ¢aligsmasi icin izole edilen DNA’larin miktar ve safligi nanofotometrede kontrol

edilmistir. Her 6rnek ikiserli olarak iki ayr1 glinde izole edilmistir.

Tablo 4.1: Sertifikali referans materyal DNA’larina ait nanofotometre sonuglari

) Niikleik Asit Niikleik Asit
Ornek OD 260/280 OD 260/280
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
MONB87769 2,03 692 ng/ul 2,02 464 ng/pl
CV127 1,97 312 ng/ul 1,99 383 ng/ul
0906-A 2,01 746 ng/ul 2,02 383,9 ng/ul

*0906-A: Monsanto Sirketi tarafindan iiretilen modifiye edilmemis (transgenik olmayan) soyanin sertifikali referans materyali

4.2 GERCEK ZAMANLI PZR
4.2.3 MONS87769 Degerlendirmesi

MON87769 sertifikal1 referans materyalleri ile verifikasyon ¢alismasi yapilmistir. Olusturulan
kalibrasyon egrisinin egimi [-3,1 ve -3,6] araliginda saptanmistir (Sekil 4.1). Olusturulan
kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 0,98’den yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1). Sertifikali
referans materyal Orneklerinin paralelleri arasindaki standart sapma %?25°ten kiigiik
bulunmustur (Tablo 4.2). Hazirlanan 6rneklere ait % GDO degerleri beklenen degere gore [-

%25 ve +%25] araliginda saptanmaigstir.
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Sekil 4.1: MON87769 kalibrasyon egrisi
Tablo 4.2: MON87769 LOD degerlendirmesi
Ornek Lektin MONB7769 Sonug | SD Fé;)')a
Kopya Kopya Kopya | Kopya
Sayisi Ort. Sb RSD Sayisi Ort. - RSD
81410,00 101,00 0,11 0,01 | 621
ONA [T84841,00 | 8373367 | 201392 | 548 | 9200 | 9520 | 1186 | 12,46
84950,00 76,00
81210,00 153,00
DI;A_ 83741,00 | 82493,67 | 1503,007 | 4,96 | 100,00 | 118,20 | 21,00 | 17,77 0,55 0,03 | 5,85
83880,00 114,00

4.2.5 CV127 Degerlendirmesi

CV127 sertifikali referans materyalleri ile verifikasyon calismasi yapilmistir. Olusturulan

kalibrasyon egrisinin egimi [-3,1 ve -3,6] araliginda saptanmustir (Sekil 4.2).

Olusturulan

kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 0,98’den yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2). Sertifikali

referans materyal Orneklerinin paralelleri arasindaki standart sapma %25’ten kiiglik

bulunmustur (Tablo 4.3). Hazirlanan 6rneklere ait % GDO degerleri beklenen degere gore [-

%25 ve +%25] araliginda saptanmaistir.
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Sekil 4.2: CV127 kalibrasyon egrisi
Tablo 4.3: CV127 LOD degerlendirmesi
Ornek | Lektin CV127 Sonu¢ | SD | RSD
(%)
Kopya Kopya SD RSD | Kopya | Kopya SD RSD
Sayisi Ort. Sayis1 | Ort.
DNA- | 82310,00 | 87607,00 | 1989,411 | 8,84 | 115,25 | 108,9167 | 8,79 10,46 0,13 0,02 | 8,49
1 85731,00 98,87
85780,00 112,63
DNA- | 80320,00 | 82496,00 | 1887,916 | 7,87 | 102,00 | 111,66 9,073 | 14,77 0.45 0.03 | 480
2 83698,00 120,00 ’ ’ ’
83470,00 113,00

4.3 YONTEMLERIN LOD VALIDASYON SONUCLARI

Yapilan verifikasyon calismalar1 sonucunda elde edilen validasyon parametreleri ENGL
tarafindan 2009 yilinda yayimlanan “Guidance Document on Measurement Uncertainty for

GMO Testing Laboratories, 2009” dékiimanina gore hesaplanmistir.
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4.3.1 MON87769 Analiz VValidasyon Parametreleri

MONS87769 soya tipinin LOD degerlendirmesinin validasyon parametreleri 6zeti Tablo 4.4’te

gosterilmistir.

Tablo 4.4: MON87769 tip belirleme metodunun validasyon parametreleri

Parametre Adi Degeri
Dogruluk <£%25
Sr (Tekrar Edilebilirlik Standart Sapmast) 0,02

RSDr (Bagil Tekrar Edilebilirlik Standart Sapmasi) 14,42

Ubias r (%) Miktardan Kaynaklanan Olgiim Belirsizligi | 25,59

LC (Kritik Diizey) 0,027

Yontemin LOD Degeri (%) 0,045 — 5 Kopya

4.3.2 CV127 Analiz VValidasyon Parametreleri

CV127 soya tipinin LOD degerlendirmesinin validasyon parametreleri 6zeti Tablo 4.5°te

gosterilmistir.

Tablo 4.5: CV127 tip belirleme metodunun validasyon parametreleri

Parametre Adi Degeri
Dogruluk <£%25
Sr (Tekrar Edilebilirlik Standart Sapmast) 0,03

RSDr (Bagil Tekrar Edilebilirlik Standart Sapmasi) 14,54

Ubias r (%) Miktardan Kaynaklanan Olgiim Belirsizligi | 26,88

LC (Kritik Diizey) 0,029

Yontemin LOD Degeri (%) 0,049 — 5 Kopya
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5. TARTISMA VE SONUC

Genetigi degistirilmis bitkilerin yillar igerisinde genis alanlarda ekilmesi, bu bitkilerden elde
edilen iirlinlerin daha fazla tretilmesine ve piyasaya siiriilmesine olanak saglamistir. Uzun
yillardir genetigi degistirilmis iirlinlerin insan sagligi ve ¢evre tizerindeki olas1 olumsuz etkileri
ile ilgili endiseler bu sebeple gliclenmistir. Bu iirlinlerin mevcut ve/veya potansiyel yararlari
g6z onilinde bulunduruldugunda, yasaklanmalar1 miimkiin olamadigindan iiretim asamalarinin
denetlenmesi ve iretilen {irlinlerin ¢ok sayida risk degerlendirmesine tabi tutulmasi
gerekmektedir. Tiiketicilerin bilingli olmas1 ve bilgilendirilmeleri bu durumda ¢ok 6nemlidir.
Avrupa Birligi bu hususta tiiketicilerin bilgilendirilmelerinin yasal bir hak oldugunu diisiinerek
%0,9’un lizerinde GDO igeren iirlinlerin etiketlenmesini zorunlu kilmistir. %0,9’un altinda
GDO ihtimali bulunmasi, 6nlenemeyecek kontaminasyonlardan kaynaklanabileceginden tolere

edilebilir smirdir (EU, 2003b).

Ulkemiz, transgenik iiriinler konusunda, Avrupa Birligi gibi, olduk¢a hassas yasalara sahiptir.
Oyle ki, genetigi degistirilmis bitkilerin ekilmesi, iiriinlerinin iiretilmesi, gida ve
malzemelerinin ithal edilmesi yasaktir. Sadece %0,1’e kadar GDO igeren yemlerin ithalatina
izin verilmektedir. Avrupa Birligi ile uyum gergevesinde, %0,9’un iizerinde GDO igeren
iirtinlerin lilkemizde de etiketlenme mecburiyeti bulunsa da bu iiriinlerin ithalat1 yasak oldugu
icin kanunen boyle bir etiketleme miimkiin degildir. Tiim bunlarin yani sira, transgenik
hayvanlara iliskin bir yasal diizenleme bulunmamasi (Ozbag, 2018) aslinda bir risktir. Genetik
modifikasyona iligskin yasal diizenlemelerin bitkilerle kisith olmamasi gerekmektedir. Avrupa
Birligi Mayis 2013’te transgenik hayvanlarin risk degerlendirmesi hakkinda bir rehber
yayimlamistir. Ulkemiz, tipki transgenik bitkilerde oldugu gibi, transgenik hayvanlar
konusunda Avrupa Birligi mevzuatlarmi Ornek alabilir. Genetigi degistirilmis ve
degistirilmekte olan yaklagik 74 tane hayvan bulunmaktadir. Bu tiplerin bircogunun gida
piyasasina dogrudan siiriilmesi amaglanmaktadir. Bu 74 hayvan eventinin yaklasik 56’smnin
hedef gen sekansi bilindiginden, GDO’lu hayvan analizleri ¢ok daha onem kazanmustr.
Genetigi degistirilmis bir somon tiirli olan AquAdvantage® Salmon’un diinyada iiretimine
baslanmustir. Piyasaya stiriilen transgenik hayvanlar ile besin zincirine modifiye edilmis genetik
materyalin karigmasi ihtimali daha da artacaktr. Bu kontaminasyonun engellenmesi i¢in

izlenebilirlik caligmalar1 yapilmalidir (Lievens ve dig., 2015).
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Avrupa Birligi’nin genetigi degistirilmis organizmalar yonetmeligi sadece GDO’lu tirtinleri
kapsamaktadir. 22 Eyliil 2003 tarihli 1829/2003 numarali yonetmeligin 16.maddesine gore,
GDO’lu yem ile beslenen hayvanlardan firetilen iiriinler GDO’lu olarak kabul edilmez ve
dolayisiyla etiketleme zorunlulugu yoktur. Ulkemiz, GDO’lu yem ile beslenen bir hayvandan

iiretilen tiriiniin GDO’lu olarak kabul edilip edilmedigi ile ilgili bir bilgi vermemektedir.

Avrupa Komisyonu, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesinden (EFSA) Onceden onaylanan
GDO’lu triinler i¢in yeniden analiz yapilmasini isteyebilmektedir. Avrupa Komisyonu, 16
Subat 2018’de CV127 (BPS-CV127-9) tipi soya i¢in niikleik asit sekans verilerini tekrardan
analiz edilmesini ve biyoinformatik verilerinin gilincellenmesini talep etmistir. Bunun
sonucunda EFSA, onceki verilere gore 2 niikleotidin farkli oldugunu tespit etmistir. Bu farkli
niikleotitlerin yabani soya bitkisinde bulundugu belirlenince giivenlik sorunu goriilmemis ve
mevcut risk degerlendirmesi ile devam edilmistir (Papadopoulou ve Ramon, 2018). Buradan
yola ¢ikilarak, iilkemizde de yem kullanimi i¢in onaylanmis olan tiplerin tekrar kontrol edilmesi
gerekmektedir. Tarim ve Orman Bakanliginin (o donemki adiyla Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1) 27 Ekim 2015 tarihinde Ulusal Gida Referans Laboratuvar Miidirliigiinde
diizenledigi GDO Analiz Stratejisi toplantisinda MON87769 ve CV127 tiplerinin dahil oldugu
bircok tipin yeniden analiz edilmesi karar1 almmigstir. CV127 tipi onayli, MON877609 tipi ise

onay slirecindedir.

Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu tip belirleme metotlarmin eventlere tek tek
uygulanmas1 hem fazla zaman almakta hem de maliyeti artirmaktadir. Bu sebeple ¢oklu
(multipleks) PZR analiz metotlarinin gelistirilmesi de gerekmektedir. Mevcut protokollerin
kombinasyonlariyla gelistirilebilen ¢oklu PZR ydntemleri uygulama konusunda ¢oklu PZR
analiz yontemleri, mevcut protokollerin kombinasyonlariyla gelistirilmektedir. Avrupa Birligi
Referans Laboratuvarinin protokol olarak ortaya koydugu coklu PZR analiz yontemi
bulunmasa da gelistirilen bazi teknikler uygulamanin miimkiin olabilecegini gdstermistir
(Grohmann ve dig., 2017). Giiney Kore’de dort GDO’lu soya eventi (CV127, MONS87705,
FG72 ve MONS87701) i¢in ¢coklu PZR metodu gelistirilmis ve uygulanmistir. Choi ve dig.,
(2018) Giiney Kore ¢cok fazla soya fasulyesi ithal ettigi ve diinyada iretilen transgenik soya
yiiksek miktarlarda oldugu igin bdyle bir teknigi gelistirmeye ihtiya¢ duymustur. Ulkemiz de,
trettiginden fazla soya ithal ettiginden, kullanima uygun bir, ¢oklu PZR metodunun

gelistirilmesine gereksinim duymaktadir. Cottenet, ve dig., (2019) disiik maliyetli ve hizl
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sonug veren ¢oklu PZR yontemi gelistirmeyi basarmis ve 40 dakikada sonuglanarak 4-16 kopya
sayis1 veren bir metot gelistirmislerdir. Yaptiklar1 testlerde, ekimi yapilan tim tiplerin %100
basariyla tespit ettiklerini agciklamiglardir. Gelistirilen coklu PZR metotlari, kisa zamanda dogru
sonuclar vermeye devam ettikge kullanim alanlar1 yayginlasacak, limanlarda ve giimriiklerde

uygulanabilir hale gelecektir.

Hem Avrupa Birliginde hem de iilkemizde glimriik laboratuvarlar1 bulunmaktadir. Avrupa
Birligi tilkelerinde 89 giimriik laboratuvart bulunmaktadir ve bu laboratuvarlar Sekil 5.1°de
gosterilmistir (European Commission, 2019). Ulkemizde ise Ankara, Bursa, Istanbul, Izmir,
Kocaeli ve Mersin olmak iizere toplam 6 giimriik laboratuvar: bulunmaktadir (T.C. Ticaret
Bakanligi, 2019). Coklu PZR metotlarin gelistirilmesi, kisa zamanda ¢ok genis yelpazede tip
analiz etmesi bu laboratuvarlarin sayisimi artiracak, hatta giimriik kapilarinda analiz yapma

imkan1 sunacaktir.

Sekil 5.1: Giimriik Laboratuvarlar1 Avrupa Agi (CLEN) haritast
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Limanlarda ve giimriiklerde, validasyonu yapilan tip belirleme metotlarinin tiim ithal gida
iiriinlerinde uygulanmasi gerekmektedir. Smirlarimiza bir sekilde girebilecek olan GDO’lu
iriinlerin market raflarmda kendisine yer bulabilecegi asikardir. Tiiketicilerimizin
bilin¢lendirilmeden, farkinda olmadan GDO’lu iiriinleri tiiketmesi hem onlarin sagligmi
tehlikeye atabilir hem de mevcut yabani tiirlerin DNA’larina gaprazlama yoluyla transgen
kaynaklarinin katilmasi ihtimali dogabilir. Ciinkii boyle bir durum gergeklestiginde, artik,
transgenlerin kontrol altina alinmasi ¢ok zor olacaktir. Bunun i¢in bir acil durum planinin
olusturulmasi, biyolojik cesitliligimizin olasi kontaminasyondan asgari sekilde etkilenmesi i¢in

calismalar yapilmas1 gerekmektedir.

Tiirkiye Cumhuriyeti Ticaret Bakanligi 24 Ocak 2019 yilinda yapmis oldugu duyuruda ithalatta
denetimi gergeklestirilen iiriin gruplar1 Tablo 5.1’de gésterilmistir (T.C. Ticaret Bakanhgi,
2019). Tiiketici tirtinlerini kapsayan yonetmeligin agiklamasi “Emzik, biberon, bebek bakim
iirlinleri, kirtasiye malzemeleri, mouse padler, imitasyon takilar, kol saatleri vb. baz1 iiriinlerin
insan sagligi, can ve mal glivenligi, ¢evre ve tiiketicinin korunmasi yoniinden uygunlugu ithalat
asamasinda gimriik beyannamesinin tescili Oncesinde Ticaret Bakanliginca TAREKS
iizerinden denetlenmektedir.” seklindedir. Yani, insan saghgi, ¢evre ve tiiketicinin korunmasi
yoniinden uygunlugun denetlendigi belirtilmistir. Fakat 30 Aralik 2018°de 30641 sayili Resmi
Gazete’deki Tiiketici Uriinlerinin Ithalat Denetim Tebligi’nde genetigi degistirilmis
organizmalardan bahsedilmemektedir. Dogrudan GDO iireten biyoteknoloji sirketlerinden
ithalat yapilmasinin yasaklanmasi, ithal edilecek gidalarin GDO igermedigini garanti
etmemektedir. Bu siiphenin giderilmesi ve giimriik laboratuvarlarinda bu {iriinlerin de
kontrollerinin yapilmas: gerekmektedir. Buna ragmen, 27671 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan genetik yapist degistirilmis organizmalar ve firiinlerine dair yonetmeligin
23.maddesinde GDO ve iiriinleri ile GDO’lardan elde edilen {iriinlerden Veteriner Hizmetleri,
Bitki Saghgi, Gida ve Yem Kanununa gore numune alinip analiz yapilmasi ve analiz
islemlerinin Bakanlik tarafindan belirlenen laboratuvarlar tarafindan gerceklestirilmesi bilgisi

verilmistir.
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Tablo 5.1: Ticaret Bakanligimn fthalatta Denetimini Gergeklestirdigi Uriin Gruplari

+  Avrupa Normlarma Uygunluk (CE) Isareti Tasimas1 Gereken Uriinler | « Sanayi Girdileri

e Atiklar » Oyuncaklar

* Upyusturucu ve Psikotrop Maddeler ve Miistahzarlar1 *  Yapi1 Malzemeleri

» Kimyasallar * Pil ve Akiimiilatorler
+  Tibbi Uriinler ve Ilag Hammaddeleri * Tibbi Cihazlar

* Telsiz ve Telekomiinikasyon Terminal Ekipmanlar1 * Metal Hurdalar

» Kisisel Koruyucu Donanimlar « Kati Yakitlar

+ Tiiketici Uriinleri * Arag Parcalari

DNA’nin proteinlere gore daha dayanikli olmasi, GDO analizinde yaygmn olarak PZR
yonteminin kullanilmasina olanak saglamaktadir. Protein kaynakli bir analiz yontemi olan
ELISA proteinin bozunmamasi ve tespit edilebilmesi kosuluyla kullanilabilmektedir. Ustelik
PZR yontemine gore pratik ve etkilidir. Ancak, islenmis gidalarda tespit esiginin proteinler igin
diisiik olmasi ve proteinlerin sicaklifa karsi dayaniksiz olmasi, bilim insanlarini DNA’ya
yonlendirmistir (Ahmed, 2002). Avrupa Birligi Referans Laboratuvar1 (EU-RL GMFF)
onaylanan ve onaylanmay1 bekleyen tipler i¢in ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
event-spesifik (tip belirleme) metotlarin1 protokol haline getirmis ve agik kaynak olarak
sunmaktadir. CRLVLO1/09VP protokoli CV127 tipi i¢in, CRLVLO7/09VP protokolii ise
MONS87769 tipi i¢in halka agik olarak yayimlanmistir. Bu protokollere validasyon metotlar1
denir. Ciinkii bu metotlarin laboratuvarlar arasi ¢aligmalarda uygulanmasi ve onaylanmasi
gerekmektedir. Bu durum, hem Avrupa Birligi Referans Laboratuvarinin giivenilirligini
artirmak hem de iilkemiz agisindan bu metotlarin kullanilabilir oldugunu gdstermek agisindan

Onem arz etmektedir.

Yapilan deneyler, protokollerin sertifikali referans materyallere uygulanmasini ve metotlar ile
birbirine paralel sonuglar1 almay1 kapsamaktadir. Protokollerin dogrulugu, giivenilirligi ve
uygulanabilirligi konusunda validasyon ¢aligmasi biiylik 6nem tasidig1 ortaya konmustur.

TURKLAB Kalibrasyon ve Deney Laboratuvarlari Dernegi’nin ve Ulusal Gida Referans
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Laboratuvar Miidiirliigliniin bu protokol validasyonlarina 6dnem vermesi, metotlart GDO
analizlerinde uygulamasi, ayrica ¢oklu tip belirleme PZR metotlarinin gelisimlerini takip
etmeleri gerekmektedir. Bu tez galismasi kapsaminda soyaya ait iki gen bolgesinde deneysel
validasyon galigmasi ger¢eklestirilmistir. Her iki gen bolgesi (MON87769 ve CV127) i¢in LOD
5 kopya sayisi olarak bulunmustur. Tim sertifikali referans materyalleri ikiser tekrar olacak
sekilde Eurofins GeneSpin yontemi ile DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Sonuglar DNA safligi
ve konsantrasyonu yoniinden degerlendirilmistir. Konsantrasyon acisindan
degerlendirildiginde Eurofins yonteminin izolasyon verimi valide olarak kullanima uygun
oldugu belirlenmistir. Tez calismasinda elde edilen veriler Avrupa Birligi Referans

Laboratuvarinin ortaya koydugu protokolleri dogrulamaktadir.

Glin gectikge, genetigi degistirilmis bitkilerin iretimi ve genetigi modifiye edilen tiirlerin sayis1
artmaktadir. Yeni iretilen transgenik bitkiler, Avrupa Birliginin ortak arastirma
laboratuvarlarinda heniiz onaylanmamis veya tip belirleme analizleri yapilarak bir protokol
calismasina tabi tutulmamis olabilir. Bu sebeple, piyasanin siki takip edilmesi, yeni iiretilmis
genetigi degistirilmis organizmalar i¢cin GDO analiz protokollerinin ortaya konulmasi ve
bunlarin agik erisime sunularak laboratuvarlar arasi caligmalar ile validasyonlarinim yapilmasi
sarttir. Yeni dretilen transgenik bitkilerin sertifikali referans materyalleri de heniiz
hazirlanmamis ve satisa sunulmamis olma olasihigi yiiksektir. Guertler ve digerleri (2019)
yaptiklar1 bir arastirmada 3 yonca eventi i¢in tip belirleme PZR metodu gelistirmisler ve proje
sirasinda bu yonca tiplerinin sertifikali referans materyali bulunmadigi igin her ii¢ tipin de hedef

sekanslarini barmdiran bir plazmit tasarlamiglardir.

Sonu¢ olarak; bu tez kapsaminda elde edilen veriler, gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu tip belirleme metotlarinin GDO analizinde ¢ok biiylik 6nem arz ettigini
gostermektedir. Ayrica, bu bulgular, iilkemizde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu tip
belirleme metotlarmin uygulanabilir olugunu gdstermis olup, bu metotlarin ¢oklu PZR
yontemlerinin gelistirilmesine de Oncii oldugu ortaya c¢ikmistir. Coklu polimeraz zincir
reaksiyonu metotlarinin gelistirilmesi glimriik laboratuvarlarma hiz kazandiracak, dolayisiyla
zaman ve maliyet gibi konulardan kazang saglanacaktir. Ulkemizde gelistirilebilecek olan ¢oklu
PZR metotlari, giimriik ve limanlara kurulabilecek GDO analiz laboratuvarlarinda uygulanarak
tilkemize giren her tiirlii gida, ilag ve {irlinlerin pratik olarak analizlerinin yapilmasina olanak

saglayacaktir. Ulkemize girmesi yasak olan GDO’lu gida, ilag ve iiriinlerinin de bdylece ¢ok
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daha kolay ve gilivenilir bir sekilde kontrolleri yapilmis olacak ve boylece halkin insan ve
hayvan saglig1 agisindan endiseleri azalacaktir. Imkanlar dogrultusunda, Avrupa Birligi ortak
aragtirma laboratuvarlarinin heniiz protokolii bulunmayan transgenik bitkiler icin lilkemizde
yeni metotlarin gelistirilebilecegini gostermektedir. Hatta gelistirilen protokoller Avrupa Birligi
ortak arastirma laboratuvarlarinda denenerek agik erisime sunularak laboratuvarlar arasi

calismalar ile valide edilerek resmi metot olarak literatiire gegebilir.
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