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Bu calismada, ithal olarak temin edilen ve bdlgemizde yetistirilen soya ve
misir tohumlar1 ile degisik marketlerden toplanan gida GUrtnlerinde genetigi
degistirilmis organizmalarin  kalitatif olarak PCR analizleri ile belirlenmesi
amaclanmistir. DNA izolasyonlar: 45’1 ithal ve 17'si bdlgemizde yetistirilen misir
cesitlerine ait tohumlar olmak tizere toplam 62 misir tohumu 6rnegi ile 30'u ithal, 8'i
bolgemizde yetistirilen soya cesitlerine ait tohumlar olmak lzere toplam 38 soya
orneginde ve 7 ¢esit gida Uruniinde 3 farkl1 izolasyon metodu (Wizard-promega food
kit, Nucleospin food kit ve CTAB metodu) kullanilarak, en iyi izolasyon yontemini
belirlemek icin yapilmustir. Y apilan DNA izolasyonu sonuglarina gore, en iyi sonucu
Nucleospin food kit vermistir. DNA’st elde edilen gida 6rneklerinde lektin/zein
geninin PCR amplifikasyonunda, bir drnegin zein geni, iki 6rnegin ise lektin geni
icerdigi belirlenmistir. Daha sonra tim drneklerde 35S promotdr ve Nos terminator
taramas: yapilarak pozitif sonu¢ veren drneklerde nested PCR ile spesifik GDO
belirleme yapilmistir. Tarama sonucunda gida drdnlerinin ve yerel misir ve soya
tohum drneklerinin GDO icermedigi, ithal soya ve misir drneklerinin hepsinin de
transgenik oldugu belirlenmistir. Nested-PCR sonuclarina gore, ithal soya
orneklerinde Roundup Ready soya belirlenirken, ithal misir érneklerinin timi Bt11
icermistir. Ayrica, ithal misir 6rneklerinin 5 tanesinin Bt11 ile birlikte MON810 ve
iki tanesinin de Bt176 da icerdigi belirlenmistir. Sonug olarak, ithal edilen soya
orneklerinin genetigi degistirilmis oldugu ve mutlaka gumriklerde kontrollerin
yapilmas: gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Genetigi degistirilmis organizma (GDO), Roundup Ready soya,
MONB8L10, Bt11, Bt176.
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In this study, It was aimed to analyze genetically modified organisms
qualitatively by PCR analysis in imported and local soy and maize seeds, and in
foodstuffs collected from different markets. DNA extractions were performed in 45
imported and 17 local maize seeds (totally 62) with 30 imported and 8 local soy
seeds (totally 38), and in 7 foodstuffs using three different methods (Wizard-
promega food kit, Nucleospin food kit and CTAB method), to determine the best
method for each product. According to the DNA isolation results, Nucleospin food
kit gave the best results. In the PCR analysis of lectin/zein gene amplification in
foodstuffs, one sample included zein gene, whereas two samples contained lectin
gene. Further PCR analysis included 35S promotor and Nos terminator screening and
then nested PCR analysis in positive samples. As a consequence of the screening,
foodstuffs and local seeds did not contained genetically modified organisms, whereas
all imported soy and maize seeds were transgenic. The nested PCR analysis resulted
that all imported soy seed samples contained Roundup Ready, whereas all imported
maize seed samples contained Btll. Moreover, five maize samples amplified
MONB810 and two of them amplified Bt176 with Btll as well. As a result of this
study, all the imported soy and maize seed samples were genetically modified, and
there has to be controls in the customs of Turkey.

Key words. Genetically modified organisms (GMO), Roundup Ready soy,
MON8L10, Bt11, Bt176.
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1. GiRIS Aysun TURHAN

1.GIRIS

Genetigi  degistirilmis organizmalar (GDO), biyoteknolojik yontemlerle
canlilarin sahip oldugu gen dizilimleriyle oynanarak, mevcut 6zelliklerinin
degistirilmesi veya canlilara yeni Ozellikler kazandirilmas: ile elde edilen
organizmalara verilen isimdir (Kulag ve ark., 2006).

Genetigi degistirilmis organizmalar kisaca "GDQO" olarak isimlendirilir ve
kelime anlamu olarak gen aktarimli Griinler demektir. Ornegin, bir bitki cesidinin
herhangi bir hastalik veya zararliya kars1 dayaniksizligi sbz konusuysa, gen aktarim
teknolojisi ile istenen gene sahip bir mikroorganizma, bitki hatta hayvandan o geni
alip, Uzerinde calisilan bitkiye aktararak daha dayanikli yeni cesitler elde edilebilir.
Zararlilarla micadele disinda, Urinin tadim ve gérinimind degistirmek, tasima ve
depolamaya uygunlugunu arttrmak, besin degerini arttirmak amaciyla da gen
transferi islemi uygulanmaktadir.

Biyoteknoloji alamnda dinyada son yirmi yilda yapilan uygulama ve
arastrma konularina goz atildiginda, Ozellikle saglik, tarim, gida sektorleri ile
kimyasallarin cevreye verdigi zararin giderilmesi icin kullanildigi gorulmektedir
(Erzincanh, 2006). Cesitli arastirmacilar tarafindan; Grinlerde verimliligi saglama,
boceklere karst dayaniklilik olusturma veya pazarda raf dmrini uzatma amaciyla
baz1 bitkilerde genetik degisiklikler yapilmaktadir.

Tarimda en ¢ok Uzerinde calisilan 6zellikler, hastaliklara ve zararlilara kars,
yabanci ot ilaglarina kars1 dayaniklilik, meyve olgunlasma siirecinin degistirilmesi,
raf ve depolama 6mriniin uzatilmas ve aromanin arttirilmasidir. Bu teknolojinin en
fazla kullamldig: bitkiler; misir, soya fasulyesi, domates, patates, pamuk, tittin ve
kolzadr.

2006 yil1 verilerine gore, bu alanda en fazla Uretim yapan Ulkelerden ABD
54.6 milyon hektar ileilk siray1 alirken, bunu Arjantin (18 milyon ha), Brezilya (11.5
milyon ha), Kanada (6.1 milyon ha), Hindistan (3.8 milyon ha), Cin (3.5 milyon ha),
Paraguay (2 milyon ha) ve Kuzey Afrika (1.4 milyon ha) izlemistir (Anonim, 2006).
2008 yil1 verilerine gore GDO' lu Urtnlerin tretiminin yapildig: tarim alanlar: toplam
114 milyon hektar1 bulmustur. DUnyada bu tarimi gerceklestiren ciftci sayisi ise 12
milyona ulagsmistir (Anonim, 2008a).



1. GiRIS Aysun TURHAN

Son bes yilda bu tir Grinlerin yetistirildigi alan 25 kat artmistir. Dinyadaki
tum genetik Urdnlerin yizde 68'ini ABD Uretmektedir. ABD'nin gida ve ilag
denetiminden sorumlu FDA’min (Food and Drug Administration) verilerine gore,
40'tan fazla Urdnin genetik yapisi Uzerinde yapilan deneyler tamamlanmis ve bu
Urinlere patent alinmistir. En cok patent alinan UrUnler, soya fasulyesi, musir,
domates, sekerpancart ve pamuktur. Dinyadaki genetigi degistirilmis Grtnlerin
toplam dretiminin ylzde 82'sini soya fasulyesi ve musir olusturmaktadir (Anonim,
2008b).

Ulkemizde genetigi degistirilmis bitki cesitlerinin ekimi, dikimi, Uretimi ve
ithalat1 kanunen yasaktir. Ancak bu konuyla ilgili kesin olarak bir yasa bulunmazken
26 Haziran 2007’ de TBMM tarafindan kabul edilen Biyocgesitlilik S6zlesmesi ve eki
niteligindeki Cartegena Biyogiivenlik Protokolii mevcuttur. Ozellikle misir ve soyada
Ulkemizin yurt disindan bu Grinleri aldig: Ulkelere bakacak olursak, soyanin %90 ve
misirin %80 oraminda ABD ve Arjantin kaynakli oldugunu gorebiliriz. Bu nedenle
ABD ve Arjantin’den ithal edilen soya ve misirin genetigi degistirilmis olma ihtimali
oldukga yuksektir. Nitekim Amerikan Soya Dernegi Direktortl Kimball Nill 26 Nisan
2007 tarihinde Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesinde vermis oldugu seminerde
ABD’nin 2006 yilinda Turkiye'ye 1.3 milyon ton transgenik soya ihrag ettigini,
bunun biylk oranda tohum, 200.000 tonun ise kiispe oldugunu ifade etmistir. Ayni
zamanda ABD’nin 2007 yilimin ilk U¢ ayinda Turkiye'ye transgenik misir da ihrag
ettigini ifade etmislerdir. Ancak Turkiye'de bu drdnlerin gimriklerde testi
yapilmadigindan, ithal edilen bu Urtinler kontrolsiiz olarak Glkemize girebilmektedir.
2007 Nisan ayinda Arjantin’den ithal edilen 40 bin ton misir Bandirma limanina
gelmistir. Gelen musirlar Gzerinde yapilan analizler sonucunda ithal edilen misirin
GDO'’lu oldugu anlasiimistir. Toprak Mahsulleri Ofisi Genel Muduri gelen nisirin
GDO'lu oldugu ve bu tur musirin dlke igine girisini yasaklayan bir mevzuat
olmadigini belirtmistir (Anonim, 2008c).

Misirin 700, soyanin ise 900 cesit gida maddesi icinde kullanildigr (Olgi,
2005) dusunulduginde, GDO iceren gidalarin dolayl: tiketim miktarinin énemi daha
da iyi anlasilacaktir. Misir ve soyadan dretilen yag, un, nisasta, glikoz surubu,
sakkaroz, fruktoz iceren gidalar gunlik tiketim maddeleri arasinda yer almaktadir.
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Ornegin, biskiivi, kraker, pudingler, bitkisel yaglar, bebek mamalari, sekerlemeler,
cikolata ve gofretler, hazir corbalar, misir ve soyay1 yem olarak tiketen tavuk ve
benzeri hayvanlardan elde edilen gidalar ve pamuk GDO’lu olma riski tasiyanlarin
basinda gelmektedir. Asagidaki Cizelge 1.1'de eklenen 6zellige goére transgenik

bitkilerin diinya genelinde ekilis alanlar1 verilmistir.

Cizelge 1.1. Eklenen 0Ozellige gore transgenik bitkilerin dinya genelinde ekilis
alanlar1 (milyon hektar; James, 2005)

EKLENEN OZELLIK

Yillar Herbisit Bocege Bdcege dayamkh Diger Toplam

toleransh | dayamkh ve herbigt

toleransh

1996 0.6 1.1 - <0.1 1.7
1997 6.9 4.0 <0.1 <0.1 11.0
1998 19.8 7.7 0.3 <0.1 27.8
1999 28.1 8.9 29 <0.1 39.9
2000 32.7 8.3 3.2 <0.1 44.2
2001 40.6 7.8 4.2 <0.1 52.6
2002 44.2 10.1 4.4 <0.1 58.7
2003 49.7 12.2 5.8 <0.1 67.7
2004 58.6 15.6 6.8 <0.1 81.0
2005 63.7 16.2 10.1 <0.1 90.0
2005' de pay % 70,8 % 18.0 % 11,2 - -

Cizelge 1.1'de anlasilacag: gibi 1996 yilinda transgenik bitkiler tam olarak
yayilmamisken, 2005 y1l1 da dahil olmak Uzere her yil giderek artan bir ekim alanmna
sahip olmuglardir.

GDO urunlerine aktarilan 6zellikleri 3 grup altinda topladiginiz zaman genel
olarak en fazla aktarilan 0©zelligin herbisite toleranslilik (%59) oldugunu
gbrmekteyiz. %28 oraninda bocek ve virtise dayaniklilik 6zelligi kazandirilan driinler
oldugu halde kaliteye yonelik 6zelliklerin aktarilmast %13 gibi dustk bir seviyede
kalmistir (Erzincanh, 2006). Ulkemizde de bu alanda simrli da olsa 6nemli
calismalar yapilmaktadir. Dinyada Aralik 2006 tarihine kadar 26 6zel sirket ve
kurumun, 21 bitki tdriinde, yogun olarak musir (39), pamuk (19) ve kanolada (15)
olmak Uzere 121 genetigi degistirilmis cesit gelistirdigi saptanmistir (Erzincanh,
2006).

Bugun Turkiye de 6zellikle ithal edilen genetigi degistirilmis soya ve misir
Urdnleri tartisilirken, birkag yil sonra birgok turde (pamuk, kolza, domates, gilek v.b)
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ortaya cikarilacak genetigi degistirilmis cesitler giindemde yerini alacaktir. Hatta
yine birkag yil sonra genetigi degistirilmis hayvanlar soz konusu olacaktir. Bu
nedenle Ulkemizde daha blyik sorunlarla kars: karsiya kalmadan mutlaka gerekli
yasal diizenlemelerin yapilmasi, ithal edilen ve GDO olma ihtimali olan Grlnlerin
belirlenmesi, belirlenen bu Urunlerin Glkemize girerken kontroliniin yapilmasi ve
GDO' lu Urdnlerin etiketlenmesi gerekir.

Gunumuizde genetigi degistirilmis Urdnlerin yetistiricilikte, insan ve hayvan
beslenmesinde kullammlar: ile ilgili ¢ok sayida negatif ve pozitif bilimsel
yaklagimlar mevcuttur. Buna gére, GDO’ larin bazi muhtemel yararlar1 asagidaki gibi
siralanabilir (Kulag ve ark., 2006; Tunalioglu, 2004):

1. Besin miktarinin arttirilmas: ve igeriginin zenginlestirilmesi: besin igerigini
zenginlestirmeye yonelik calismalara ornek olarak A vitamini igeriginden
zengin piring (golden rice) verilehilir.

2. Besinlerin alerjik 0Ozelliklerinin  azaltilmasi: Besinler igindeki alerjik
proteinlerinin yapisinin degistirilmesi ya da ¢ikarilmasiyla alerjik ozellikler
Onlenebilmektedir.

3. Besinlerin asilama amaciyla kullanimi: Tiketilen siradan bitkilere aktarilacak
genler aracihigiyla patojen mikroorganizmalarin  ¢esitli  proteinlerini
sentezleyen bitkiler elde edilerek bu bitkilerin as1 olarak kullamlmasi
distnulmektedir.

Birim alandan daha fazla trtin elde edilmesi
Herbisit ve pestisit kullammimin azalmasi: Bu sekilde ilag kalintilarimn
canlilara ve gevreye zarar1 azaltiimaktadir.

GDO'’ larin muhtemel bazi zararlar: ise asagidaki gibi siralanabilir (Kulag ve
ark, 2006; Tunahoglu, 2004):

1. Gen aktarimu ile birlikte diger organizmalardan hastalik ve alerji yapacak
ozelliklerin tasinma olasiligi,

2. Antibiyotige direncli gen iceren bitkilerin insan ya da hayvan binyesine
gecmesiyle direnclilik geninin kazaniimasi,
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3. Transgenik Urdnlerin bulundugu cevredeki dogal turlerin genetik cesitliligin
kaybina, ekosistemdeki tir dagiliminin ve dengenin bozularak yabani tirlerin
dogal gelisimlerine neden olmasi,

4. Tohum sektdrunde tekellesmedir.

Genel olarak GDO’lu Urunlerin belirlenmesi 3 farkli asamada yapilmaktadir.
Birinci asama DNA'si izole edilen eldeki Grintin GDO'lu olup olmadigina yonelik
tarama asamasidir. Bu asamada 6zellikle en ¢ok kullanilan 35S promotdr ve NOS
terminator bolgelerinin amplifikasyonu standart PCR yontemi ile yapilir. Eger sonug
pozitif ise ikinci asamada hangi gesit GDO oldugunu belirlemeye yonelik spesifik
PCR yontemleri uygulanir. Uciincli asamada ise ikinci asamada belirlenen GDO’ nun
Real-Time PCR kullamlarak kantitatif tayini yapilir. Sekil 1.1'de GDO belirleme

asamalar1 kisaca gosterilmistir.

DNA BREEI =1 GENE DNA
- 1LTARAMA —> DUSUK
== <
. . -
2. GEN SPESIFiK -
— .
- - 3. KONSTRAK SPESIFIK P
—) —
= 4.GDO-SPESIFiK BELIRLEME <4 Y UKSEK

Sekil 1.1. GDO belirleme asamalar1 (Jensen ve ark., 2003)
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Bu ¢aligmanin amact:

1. Misrr ve soya iceren degisik gida Urtnleri icin en uygun DNA izolasyon
yonteminin veyakitinin belirlenmesi

2. Ithal edilen ve bolgemizde yetistirilen misir ve soyada GDO olup olmadiginin
PCR yontemiyle belirlenmesi

3. Marketlerde bulunan degisik gida Urtnlerinde (un, nisasta, biskivi vb.) GDO

olup olmadiginin PCR yontemiyle belirlenmesidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Lipp ve ark. (1999), farkli Ilaboratuarlarda genetigi degistirilmis
organizmalar1 belirlemis olup, PCR metoduna dayali DNA amplifikasyonu
gerceklestirmislerdir. Cogaltilacak fragmentler 35S promotérden ve Nos
terminatorinden elde edilmistir. Test edilen 28 Ornekten 26'sinda GDO
belirlenmistir. Bu metot yiyeceklerde GDO taramast igin onerilmistir. Ancak
orneklerde hangi ¢esit GDO oldugu belirlenememistir. 27 laboratuardan elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir. Elde edilen sonucglara gore, soyada hata oram %1 iken
misirda ise %5’ ten az olmustur.

Vollenhofer ve ark. (1999), genetigi degistirilmis organizmalart belirlemek
icin PCR metotlar1 gelistirmislerdir. Bu metotlari, gidalardaki bdcege dayanikli
misirin - ve glifosat toleransli  soyamin  spesifik  olarak  belirlenmesi  igin
kullanmiglardir. Tarama yapilirken kullamlan primerler 35S promotdrin
(Cauliflower Mosaic Virusinden izole edilen), Nos terminattriin (Agrobacterium
tumefaciens'ten izole edilen) ve antibiyotik belirleyici geni olan NPTII (neomycin-
phosphotransferase 11)'nin  gogaltilmasiyla gelistirilmistir. Olusturulan metot,
tohumda ve islenmis Urtnlerdeki GDO'lar1 belirlemede yiksek duyarlilik
gostermistir.

Tozzini ve ark. (2000), GDO'lu ¢érneklerin PCR bant yogunluklar: ile
referans orneklerin bant yogunluklarini karsilastirarak semi-kantitatif olarak GDO
belirleme metodu gelistirmislerdir. Aynm zamanda reaksiyon, internal kontrol de
icermistir. Hata orami da sikica gdzden gegirilmistir (Kalip DNA’nin kantitatif
tayininde ve DNA drUnlerinde yapilan pipetleme hatalari). Arastirmacilar gelistirilen
metot ile transgenik misir ve soyanin belirlenebilecegini bildirmislerdir.

Lipp ve ark. (2001), Bt176 misirda ve Roundup Ready soyada %0, %2 ve
%100 matriksler hazirlamiglardir. Bir tanesi genetigi degismis soyada ve musirda
bulunan 35S promotér fragmentine dayanan, digeri ise sadece genetigi degismis
soyada bulunan Nos terminatér sekansina dayanan iki farkli yontem denemislerdir.
Bazi laboratuarlar, laboratuarda olusan kontaminasyondan dolay: yanlis pozitif sonug
vermistir. Istatistiksel analizler kesin olarak %97 (%3 yanlis pozitif sonug) oramnda
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GDO icermeyen ornekler ve %98 (%2’ si yanlis negatif sonug) oraninda GDO iceren
orneklerle sonuglanmistir.  Gelistirilen  yontem GDO taramasi igin  uygun
bulunmustur.

Chiueh ve ark. (2002), genetigi degistirilmis misirdan 6 varyeteyi tayin ve
saptamada PCR metodunu denemislerdir. Genleri tayin ederken sicakligin etkisini
arastirmak icin de PCR metodunu kullanmiglardir. Misir 6rneklerine farkli zaman
araliklarinda 100°C- 121°C de muamele etmislerdir. PCR testi icin 2 spesifik primer
(zein) kullamlmustir. Arastirmacilarin sonucuna gore, zein geninin 100°C de 120 dk.
ve 121°C de 30 dk. sicakliktan sonra PCR ile saptanabilecegi belirlenmistir. Spesifik
primer Event176 (Novartis), Bt11 (Novartis), MON810 (Monsanto), T25 (Agr Evo),
CBH-351 (Agr Evo), GA21 (Monsanto) genlerini igeren genetigi degismis misirlar
PCR analizlerinde kullanilmustir. Degisik gida Urtnlerinde yapilan GDO belirleme
calisgmasinda Ortnlerde farkli genetigi  degistirilmis musirlara  rastlanmustr.
Arastiricilara gore gelistirilen yontem, misir ve misirdan ede edilen trinlerde farkl
GDO'’larin belirlenmesinde etkili olmustur. Tayvan'da misirdan retilen Griinlerde
farkli GDO’lar oldugu icin bunlarin belirlenmesi gelistirilen yontem ile uygun
bulunmus ve yapilan calismada Tayvan'da en fazla Mon810 genetigi degistirilmis
musir ¢esidi belirlenmistir.

Ovesna ve ark. (2002), Roundup Ready soyay: tayin etmede farkli PCR
protokollerini karsilastirmiglardir. Yesil bitki dokusundan DNA izolasyonu icin
mevcut CTAB protokoltini uygulamislardir. Leu-t RNA geni spesifik primerlerinden
farkli olarak lektin kodlayan spesifik primerleri DNA tayini icin kullanmislardir.
Sadece biri CaMV sekans spesifik primer ciftiyle test edildiginde spesifik olmayan
Urdnlerde gogalma gordlmemistir. Nos terminator primer cifti rutin taramalar igin
kullanilabilecegi belirlenmistir. EPSPS geni tayininde 2 farkli yontem kullanmimis ve
aym sonuclar elde edilememistir.

Permingeat ve ark. (2002), CrylA(b) ve Pat genlerini aym anda event176,
MONS810, Bt1l ve T25 transgenik musirlarda belirlemek icin ¢oklu PCR ydntemi
gelistirmiglerdir. Arastirmacilar Roundup Ready soyay: bilinen primerler kullanarak
coklu PCR’la tam olarak tayin etmisler ve Nos ve EPSPS sekanslarinin gogalan
fargmentlerini aynt anda saptamiglardir. Roundup Ready soyada ve GA21 musir
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¢esidinde, bir ¢ift primer ve Nos bdlgesinin sonuna yapisan prob kullanarak Real-
Time PCR’ la kantitatif tayin yapmislardir.

Sanhoty ve ark. (2002), Misir'da genetik olarak degismis soya ve musiri
belirlemek amaciyla yapmis olduklar: ¢alismada degisik marketlerden 40 soya ve 40
misir Urdnunde kalitatif ve kantitatif analizler yapmuslardir. Analizler sonucunda
soya Urdinlerinin %20’si Roundup Ready icerdigi, misir Urinlerinin %15'i Bt176 ve
%12.5'i Bt11 igerdigi belirlenmistir. StarLink musir ¢esidi ise Bt11 ve Bt176 iceren 4
ornekte karigik olarak bulunmustur. Ayrica arastirmacilar  DNA izolasyonu
sonrasinda, yuksek sicakliga maruz kalan islenmis Griinlerden elde edilen DNA
konsantrasyonunun, tohumlardan elde edilen DNA konsantrasyonuna oranla ¢ok
daha dustk bulduklarint belirtmiglerdir.

Hohne ve ark. (2002), genetigi degistirilmis musir Ortnlerinin kantitatif
olarak belirlenmesi icin ¢coklu Real-Time PCR yontemi gelistirmislerdir. Real-Time
PCR floresan etiketli TagMan problar kullanilarak yapilmustir. Bu coklu sistemde
misira 6zgl gen DNA’st ile 35S CaMV promotdor DNA’st ayni tUp icinde
cogaltilmistir. Kantitatif standart egriss misir unu referans materyali ile
hazirlanmistir. Her bir genetigi degistirilmis Uriinde bu yontemin tekrarlanabildigi
belirlenmistir.

Tony ve ark. (2003), Misir'da 2000-2001 yili1 stresince Roundup Ready
soyanin ve transgenik musir olan Bt11, Bt176, T25, MON810 ve Starlink oranlarini
belirlemeyi amaglamiglardir. Yem amagli kullanilan Starlink, yiyecek olarak
kullanilan diger c¢esitlerden ayr1 tutulmustur. Misir’ dan degisik yerlerden 51 soya ve
61 misir drnekleri toplanmustir. PCR esasl1 tayin yapilmistir. Arastirmacilara gore,
Arjantin’den ithal edilen tim soya Ornekleri ve Amerika dan ithal edilen soyamin
%50'ss Roundup Ready soya icermistir. Amerika’dan ithal edilen 20 msir
orneginden 16'si Bt176, 17'si Btll, 12'si MON810, 19'u T25 ve 9'u Starlink
icermistir. Arjantin’den ithal edilen 7 misir Griininden 4’0 Bt176 ve MONS810, 5'i
T25, 6'st Btll ve 2'si Starlink igcermistir. Misir'dan toplanan misir ve soya
drdnlerinin ise transgenik olmadig: belirlenmistir.

Rudi ve ark. (2003), PCR metoduna dayal1 kantitatif coklu PCR metodu
gelistirmislerdir (MQDA-PCR). Yontemin uygulanabilirligini  gostermek icin
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transgenik misir yiyecekleri kullanmiglardir. Genetigi degistirilmis farkl: yapilardan
%0.1-%2 arasinda kantitatif oran elde edilmistir. 12 primerin karistirilmasiyla 17
farkli yiyecek Urinlerinde tarama yapilmis ve aym zamanda 7 farkli genetigi
degistirilmis misirda (Bt176, Bt11l, Mon810, T25, GA21, CBH351 ve DBT418)
analiz yapilmistir. Analiz edilen 10 6rnekte gogunlukla Mon810, Btll ve Bt176
DNA’st bulunmus ve bir ornegin fark edilebilir miktarda GA21 icerdigi
belirlenmistir. 8 primerin tek bir tip igerisinde karistirilmasiyyla MQDA-PCR
sisteminde Mon810, Bt11 ve Bt176 tayini yapilmistir. Arastirmacilar GDO tayininde
bu metodun ¢ok etkili bir sekilde ¢alistigim vurgulamiglardr.

Yamaguchi ve ark. (2003), iki farkli metotla genetigi degistirilmis msir
tayin etmeyi amaclamislardir. DNA ekstraksiyonunu CTAB yontemini kullanarak
yapmiglarcdir. PCR UrUnlerinin agaroz jel elekroforezinde; zein'de 329 baz cifti,
Bt11'de 437 ve 522 baz ciftleri, Event176’da 619 baz cifti, Mon810'da 194 baz cifti
ve Liberty misirda ise 231 baz cifti uzunlugunda bant elde edilmistir. Genetigi
degistirilmis misir ELISA testiyle de tayin edilmis ve PCR metoduyla ELISA testi
arasinda uyusmazlik gordlmemistir. Ancak PCR metodu hangi gesit transgenik misir
oldugunu belirledigi icin daha avantajli bulunmustur. Ayrica Ocak-Mart 2000’ e
kadar Japonya'ya, en fazla Mon810 musir iceren tohumlarin ithal edildigi
belirlenmistir.

Wang ve Fang (2005), genetigi degistirilmis soyalar1 ¢coklu PCR yaparak
kalitatif olarak belirlemeyi amaclamiglardir. Arastiricilar calismada 35sP (caulflower
mosaic virus 35S promotor), nosT (Agrobacterium tumefaciens nopaline synthase
terminatdr), 35sP/CTP (Petunia hybrida EPSPS choloroplast transit peptide) ve Lec
(lektin) primerleri olmak Uzere 4 primer kullanmiglardir. Marketlerden toplanan 21
soya Orneginin 14’Gndn transgenik oldugu, ¢oklu PCR yapilarak belirlenmistir.
Yapillan calisma c¢oklu PCR yonteminin soyada transgenik yiyeceklerin
belirlenmesinde etkili ve hizl1 bir yontem oldugunu gostermistir.

Oraby ve ark. (2005), kalitatif PCR teknigini genetigi degistirilmis ve
genetigi degistirilmemis yiyecek Urunlerini belirlemek icin kullanmiglardir. GDO
saptamada en c¢ok kullamlan 2 primer 35S promotor ve Nos terminatorini
marketlerden satin alinan 24 yiyecek trneklerinde test etmislerdir. Arastirmacilarin

10
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sonucuna gore, test edilen 24 drnegin 3 inde 35S promotord belirlenirken, higbir
ornekte Nosterminatori belirlememistir.

Liu ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada, ikili DNA primer ciftiyle soyaya
Ozgu lektin genini ve EPSPS genini amplifiye etmek icin PCR gergeklestirmislerdir.
Boylece soyada %1'den daha diusik oranda GD icerigi belirlenebilmistir. Sonug
olarak bu PCR metodunun Roundup Ready soyay: belirlemek icin guvenilir ve etkili
oldugu kanmitlanmustur.

Cardelli ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada, Brezilya'da marketlerden
toplanan yiyecek Urtnlerinden Roundup Ready soya, Bt176 ve MON810 musir1 tayin
etmeyi amaclamislardir. Arastirmacilarin sonucuna gore, Brezilya' daki yiyecek
Urdnlerinde ilk defa genetigi degistirilmis soya tespit edilmistir. Arastiricilar bundan
sonraki asamada GDO'larin kantitatif olarak rutin bir sekilde belirlenmesi igin
yontemin gelistirilmesi gerektigini vurgulamglardir.

Greiner ve ark. (2005), kalitatif ve kantitatif PCR'a dayali metodu,
Brezilya da satilan islenmis yiyeceklerdeki transgenik misir ve soyay: belirlemede
kullanmiglardir. 2000 yilinda musir iceren 100 yiyecek ve soya iceren 100 yiyecek
analiz edilmis ve 2001 yilinda analizler tekrar edilmistir. 2000 yilinda soya iceren
drdnlerin %13'0 ve musir iceren Urunlerin %8'i genetigi degistirilmis organizma
icerdigi belirlenmistir. Uriinlerin 5'i %4 ten az genetigi degistirilmis soya igerirken,
81 %4 ten fazla genetigi degistirilmis soya igermistir. Misir Urinlerinin 5 tanesinde
GD’li misir orant %4 ten az, 3’ tinde %4 ten fazla bulunmustur. 2001 yilinda ise soya
iceren yiyeceklerde genetigi degistirilmis soya oram %21, misir igeren yiyeceklerde
ise genetigi degistirilmis misir %9 oraminda bulunmustur. Soya iceren 8 Uriinde
GD’li soya %4 ten az, 13 Uriinde %4 ten fazla bulunmustur.

Forte ve ark. (2005), genetigi degistirilmis misir ve soyada coklu PCR
yontemini  karsilastirmiglardir. Genetigi degistirilmis soya ve musir Urtnlerinin
birlikte belirlenebilmes icin ¢oklu PCR yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde
bitkiye 6zgu primerler ile 35S promotdr ve Nos terminatdr bolgelerini gogaltan
primerler birlikte kullamlmstir. Arastirmacilara gore, ¢oklu PCR analizi; genetigi
degistirilmis musir ve soya Urtnlerini hizli, ucuz, tekrarlanabilir sekilde ve daha az
zamanda ayirt etmistir.

11



2. ONCEKIi CALISMALAR Aysun TURHAN

Onishi ve ark. (2005), tek resksiyon iginde 8 GD’li musirt ¢oklu PCR
metoduyla aym zamanda tayini icin yontem gelistirmiglerdir. 8 adet genetigi
degistirilmis musir igin 8 primer ¢ifti kullamlmstir (Btll, Eventl76, GAZ21,
MONB810, MON863, NK603, T25 ve TC1507). Agaroz jel ve kapiller elektroforezle,
bant buyUklikleri belirlenmistir. Arastirmacilarin sonucuna gore, coklu PCR metodu
genetigi degistirilmis misirin taranmasinda kalitatif tayin icin etkili olmustur.

Lin ve ark. (2006), genetigi degistirilmis soyay: tayin etmek igin Light-
Cycler real time PCR sisteminde referans material (CRM) ve novel referans
molekuller kullanmiglardir. Arastirmacilara gore, bu metodun genetigi degistirilmis
soyada kantitatif tayin belirlemek icin uygun bir yontem oldugu gortlmustir. Soya
siitti 70°C’ nin altinda kaynatildiginda, ELISA metoduyla OD4s de saptanamanustir.
Ancak 100°C'nin uzerinde 1-3 dakika kaynatildiginda, PCR metoduyla tayin
yapilabilmistir. Arastirmacilara gore, gelistirilen yontem pratik olarak genetigi
degistirilmis soyanin belirlemesinde kullanslt olmustur.

Margarit ve ark. (2006), transgenik misirdaki CrylA(b) genini tayin etmek
ve CrylA(b) proteinin miktarint 6lgmek igin farkli yiyecek maddeleri analiz
etmislerdir. Transgenik musirla hazirlanmis ve marketlerde satilan 32 yiyecek
Urininden 8 tanesi Btll icermistir. Yiyecek maddelerinde baskin olan Mon810
genini saptamak icin spesifik primerler kullamlmistir. Arastirmacilar az islenmis
yiyecekte CrylA (b) proteinin kantitatif tayini icin ticari olarak elde edilen ELISA
testi uygulamislar ve yiyecegin her bir graminda bu proteini en fazla 0.1 ppm olarak
bulmuslardir.

Foti ve ark. (2006), Roundup Raedy soyada, katkisiz ve islenmis Urdnleri
saptamada real-time ¢oklu PCR metodunu ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System ve TagMan prob kullanarak optimize etmislerdir. Referans olarak %0.1-5
araliginda Roundup Raedy soya kullamilmustir. Arastiricilar metodu hem ham
maddelerde hem de islenmis Urinlerde test etmislerdir. Sonug olarak gelistirilen
yontem soya urinlerinde basariyla uygulanmustir.

Engel ve ark. (2006), islenmis yiyeceklerde GDO'nun kantitatif olarak
belirlenmesinde, islenme sirasinda yiksek i1sida DNA’mn bozulmasi nedeniyle
ligasyona bagli prob amlifikasyonunu, GDO’ nun kantitatif olarak belirlenebilmesi
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icin gelistirmislerdir. Real-Time PCR kullanarak GDO analizleri sorunsuz bir sekilde
yapilabilmistir.

Ferrari ve ark. (2007), genetigi degistirilmis soyay: belirlemek igin uygun
DNA izolasyon protokolini ve PCR metodunu bulmayr amaclamislardir. Soya
tohumu, soya siitll, soya sitt tozu, bebek mamasi ve mesrubat iceren 26 drnegin
DNA izolasyonu igin 3 gesit CTAB metodu kullanmuslardir. Orneklerin islenme
asamalarina gore farkli uzunluklarda fragment elde etmislerdir. Soya siitti, bebek
mamasi ve mesrubat orneklerinden DNA elde edememislerdir. DNA elde edilen
orneklerle degisik oranlarda RR iceren soya tohumlarindan karisim olusturulmustur.
Bu karisimda farkli primer ciftleri kullanillarak nested PCR yapilmistir. Nested PCR
sonucunda elde edilen bant yogunlugu karisimin yogunluguna gore degisim
gostermistir.

Gryson ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada %2 oraninda Roundup
Ready ve degisik oranlarda soya iceren biskiviler hazirlanmistir. Elde edilen
sonuclar pisirmeden dolay:r toplam DNA fragment uzunlugunun azaldhigim ve
bdylece GDO analizinin zor oldugunu gostermistir. Ayrica Roundup Ready soyadaki
spesifik soya dizisinin ve Real Time kantitatif PCR'1n, GDO tarayan PCR’lardan
daha az duyarli oldugu belirlenmistir.

Brod ve ark. (2007) tarafindan Brezilya daki marketlerden soya unu, soya
st tozu ve soyayla yapilan bebek mamalari toplamp PCR metoduyla genetigi
degistirilmis organizma tayini yapilmistir. Nested PCR metoduyla 169 baz ciftlik
amplikon veren soya orneklerinin karisimi %00.01-%10 ve %0 oraninda genetigi
degistirilmis soya icermistir. Nested PCR sonucunda bebek mamalarimin hicbirinde
genetigi degistirilmis soyaya rastlanmamistir. 6 soya 6rneginden 4'(, 25 soya siitl
tozundan 15'i Roundup Ready soya icin pozitif sonu¢ vermistir. Arastirmacilarin
sonucuna gore nested PCR metodu, hazir Uriinlerde genetigi degistirilmis soya tayini
icin uygun bulunmustur.

Moriuchi ve ark.’na (2007) gore, GDO tayini birgok tlkede gelistirilmesine
ragmen, hala pratik bir kantitatif metot bulunamamustir. Japonya da kantitatif metot
hala ham tahilda uygulanmakta olup, bu calismada da islenmis soya Urinlerinde
uygulanmasi amaclanmistir. Arastirmacilar soya UrUnlerindeki Roundup Ready
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soyanin kantitatif analizi i¢in Real-Time PCR metodunu kullanmislardir. Elde edilen
sonuclara goére; tum soya urdnlerinde yeterli derecede lektin geni ve eklenmis gen
kopyalar: elde edilmistir. Ayrica Roundup Ready soya igeriginde 6nemli farklilik
olmadig1 belirlenmistir. Arastiricilara gore, Japonya da bazi soya Urtinlerinde GDO
belirlenmesinde bu yontem kullarilabilir niteliktedir.

Pinto ve ark. (2007), degisik gida trtinlerinde 2 farkli DNA ekstraksiyon ve
purifikasyon yontemini karsilastirmiglardir. Arastrmada Wizard Magnetic DNA
purifikasyon (promega) ve DNeasy Tissue Kitleri (QIAGEN) kullanilmustir. Wizard
Magnetic DNA purifikasyon kiti bitki Grinlerinde etkili olurken, DNeasy Tissue kiti
ise kompleks ve islenmis Uriinlerde daha iyi sonug vermistir.

Yang ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismada event-spesifik GDO
belirleme metodunu TC 1507 ve CBH 351 musirlart igin kullanmiglardir. Ayrica
event-spesifik TagMan real time PCR saptama metodu 7 genetigi degistirilmis
musirda (Bt11, Bt176, GA21, MON810, MON863, NK603 ve T25) gelistirilmistir.
Referans materyallerin elde edilmesindeki giiclikler nedeniyle 9 misir sekansim da
iceren tek bir referans molekil elde edilmis ve ¢calismada kullanilmistir. Arastirma
sonuclarina gore, referans molekdl kullamlarak event-spesifik Real-Time PCR ile

tayin yapmak transgenik misir saptamada uygun olmustur.
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3. MATERYAL VEMETOD
3.1. Materyal

Degisik firma ve marketlerden soya ve misir tohumlari ile soya veya misir
iceren un, biskivi, cikolata, cips, misir gevregi, nisasta ve bebek situ gibi Urtinler
toplanmustir. Ayrica negatif ve pozitif kontrol igin kullamlan standart materyaller
IRMM’den (Inst. for Reference Materials and Measurements, Geel, Belgium) temin
edilmistir. Materyal olarak; 45’1 ithal, 17’si bdlgemizde yetistirilen olmak Uzere
toplam 62 adet misir tohumu ile 30'u ithal, 8'i bdlgemizde yetistirilen olmak Uzere
toplam 38 adet soya tohumu kullanmimistir. Ayrica marketlerden toplanan 7 farkl:
¢esit gida Urtint olmak Uzere toplam 13 tane gida Urtind (misir unu, soya unu, misir
gevregi (2), biskuvi (2), kek (2), cikolata (2), cips (2), bebek siitll) materyal olarak

kullanlmstur.
3.2. Metot
3.2.1. DNA izolasyonu

Toplanan Urtinlerden DNA izolasyonu igin ticari olarak satilan 2 farkli DNA
izolasyon kiti (Wizard -promega food kit ve Nucleospin food kit) ve CTAB (Pietsch
ve ark., 1997) metodu kullamlmustir.

3.2.1.1. Wizard -Promega Protokoliine Gore DNA izolasyonu

Ilk olarak 200 mg yiyecek materyali tartihp 2 ml’lik mikrosanrifiij tlplere
alinmigtir. Lizis A tampon c¢ozeltisinden 500 M ve RNase A'dan 5 ml eklenip
kuvvetlice karistirilmistir. Ardindan 250 i lizis B tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 10-
15 sn vortekse karistirilmistir. Daha sonra tip, materyalin bulundugu tarafa dogru
eSilmistir. TUpler oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir (22-25°C). Tuplere 750 mi
cokelti solisyonu eklenip vortekde karistirilmistir. Yiksek hizda 10 dk santrifdj
yapilmistir (13.000x g) Ust faz (sivi faz) yeni 2 mi'lik tiipe transfer edilmistir. Sivi
faz, pipet ucuyla dikkatlice alinmistir. MagneSil PMPs sisesi 15-30 sn kuvvetle
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calkalanip Ust faza 50 m MagneSil PMPs eklenmistir. Daha sonra kuvvetli bir
sekilde vorteksle karistirilmistir. TUp igindeki sivi hacim not alinmistir. MagneSil
PMPs siseden dagitilmadan 6nce tamamen eritilmistir. 0.8 hacim kadar isopropanol
konmus, 10-15 kez tersyiiz edilerek karstinlmistir. I¢ kisimdaki partikillerin
yikanmasi icin ara sira karstirilarak oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. TUpler
MagneSphere ayirma standina alimp 1 dk birakilmistir. Sivi faz pipetle ya da dikkatli
bir sekilde siseden bosaltilarak atilmistir. TUpler standtan kaldirihp partikdllerin
Uzerine 250 ml lizis B tampon c¢ozeltiss konmustur. Ardindan 2-3 defa tersyliz
edilmistir. TUpler tekrar manyetik ayirma standina yerlestirilmistir. Partikdllerin
toplanmas: icin standta 1 dk bekletilmis olup sivi faz bir énceki asamadaki gibi
uzaklastirilmigtir.  Partikdller 1 ml %70 lik ethanol yikama sollsyonunda
dagitilmistir. 1 dk manyetik stantta bekletilip sivi faz bir dnceki asamadaki gibi
uzaklastirilmistir. Bu asama 3 defa tekrar edilmistir. Son asamada sivi faz
uzaklastirilirken pipet kullamlmistir. Cokelti oda sicakliginda 15-30 dk kurutulup
zerine 100 M saf su eklenmistir. Karisim vorteksle karistirllmis 65°C de 5 dk
inkiibasyona birakilmigtir.  Tlp, 1 dk siresince manyetik ayirma standina
yerlestirilmistir. Daha sonra toplanan DNA (temiz sivi faz) yeni bir tlpe dikkatlice
aktarilmistir.

3.2.1.2. Nucleospin Protokoliine Gére DNA izolasyonu

Homojenize edilmek tzere 200 mg materyal tartilmistir. Kullamlmadan once
lizis tampon ¢ozeltisine 65°C’de 6n 1sitma uygulanmistir. Materyal 2 ml’lik tlipe
aktariimistir. Uzerine 550 ml CF lizis tampon ¢ozeltisi eklenip (65°C de énceden
isitilmig) dikkatlice 15 sn karistirilmigtir. Daha sonra 10 i proteinaz K eklenmistir.
Tekrar 2-3 sn karistirilmustir. 65°C de 30 dk inkibe edilmistir. Daha sonra 10 dk
santrifdjj edilmistir (>10.000 x g). Ust faz, en az 3 érnek hacmini alabilen santrifuj
tlptne transfer edilmistir. Bir hacim C4 ve 1 hacim ethanol eklenmistir. Karisim 30
sn vorteksle karistirilmistir. Her bir preparat icin NucleoSpin Food kolon alinmis, 2
ml’lik tdplerin Gzerine yerlestirilmistir. Kolonun igine pipetle 750 m karisim

konulmus olup 1 dk 11.000 x g’de santriflyj edilmistir. Daha sonra i¢ kissmdaki sivi
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atilmistir. Kolon icine 400 m CQW tampon c¢ozeltisi konulmustur. Ardindan 1 dk
11.000 x g'de santrifj edilmistir. I¢c kissmdaki sivi atilmistir (1. yikama asamasi).
Kolon i¢ine 700 m C5 tampon c¢ozeltisi konulmustur. Tdpler 11.000 x g'de 1 dk
santrifdj edilmis olup icindeki sivi atilmustir (2. yikama). Kolon igine 200 ml C5
tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Cozeltinin tamamen uzaklasmasi icin 2 dk 11.000 x
g'de santrifij edilmistir (3. yikama). Kolon 1.5 ml’lik yeni tlpe yerlestirilmistir.
Uzerine 100 m elution CE tampon ¢ozeltisi eklenmistir (70°C de dnceden 1sitilmis).
Oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. DNA’nin toplanmast igin 11.000 x g de 1 dk
santrif(jj edilmistir.

3.2.1.3. CTAB Metodu

Un halindeki 100 mg 6rnek tartilip 1.5 ml’ lik tiplere alinmistir. Uzerine 500
m 6nceden 1sitilmis (65°C) CTAB ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (20g/I CTAB, 1.4
M NaCl, 0.1 M TrigHCI, 20mM EDTA) eklenip iyice karistirilmistir. Daha sonra
65°C’ de 30-45 dk inkiibasyona birakilmustir. 5 dk’da bir alt Ust edilmistir. Ardindan
12.000 x g'de 10 dk santrifilj edilmistir. Ust faz 1.5 ml’lik yeni tupe aktarilmustir.
Uzerine esit hacimde kloroform eklenip 30 sn alt iist edilmistir. Daha sonra 12.000 x
g'de 10 dk santrif(jj edilmistir. Ust faz 1.5 ml’lik yeni tiipe aktarilip 2 kat hacimde
CTAB ¢oktirme tampon ¢ozeltisi (5g/| CTAB, 0.04 M NaCl) eklenmistir. Akabinde
60 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 12.000 x g'de 5 dk santrifij edilip Ust faz
atilmstir. Ust faz atildiktan sonra ¢okelti 350 nl 1.2 M NACI ile dagitilmstur.
Ardindan 350 i kloroform eklenmistir. TUpler alt st edilerek 30 sn karistirilmis, 10
dk 12.000 x g'de santriftj edilmistir. Ust sivi faz 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
aktariimistir. Uzerine esit hacimde isopropanol eklenmistir. Tipler alt (ist edilerek 30
sn Kkaristirilmistir. Daha sonra 10 dk 11.500 x g'de santrifijj edilmistir. Ust faz
atilmistir. Kalan c¢okelti Uzerine 500 m %70'lik ethanol eklenmistir. Tupler
dikkatlice karistirilip 10 dk 12.000 x g'de santrifllj edilmistir. Ardindan Ust faz
atilmistir. Geriye kalan pellet kurutulmustur. Kuruduktan sonra 100 mi saf su ile ya
daTE (TrisEDTA) tampon ¢ozelti ile eritilmistir.

17



3. MATERYAL VE METOD Aysun TURHAN

3.2.1.4. Standart M ateryallerde DNA izolasyonu

IRMM tarafindan temin edilen standart materyallerin (Bt11, Bt176, MON810
ve Roundup Ready) DNA izolasyonu her 3 ¢esit izolasyon yontemine gore

yapilmustir.

3.2.2. DNA Miktarimin Belirlenmess ve DNA Konsantrasyonunun PCR
Reaksiyonu i¢in Hazirlanmasu

Izole edilen standart materyallerin, soya ve musir orneklerinin DNA
miktarimin  belirlenmesi igin %0.8'lik agaroz jel konsantrasyonu kullamlmustir.
%0.8'lik agaroz jelin yuvalarina, konsantrasyonu belirlenecek 6rneklerle beraber,
konsantrasyonu bilinen A DNA'’ lar (25ng-50ng-100ng-200ng) yuklenmistir. Y Ukleme
yapilirken; her bir 6rnek icin stok DNA’dan 2ul, yikleme boyasindan 4 ul ve saf
sudan 14 pl alinarak toplam 20 pl’lik bir karisim hazirlanmis olup bu karigimin 10
pI'si kullanilmastir. Elektroforezde 45 dakika 90 voltta kosturma isleminden sonra,
UV transilluminator yardimiyla jelin gorunttisi alinmistir ve her bir stok DNAnin
konsantrasyon tahmini L DNA'’ lar ile karsilastirilarak yapilmistir. Ayrica DNA'’ larin,
standart PCR analizlerinde ve nested PCR analizlerinde kullanilmasi igin tahmin
edilen stok DNA'lardaki miktar baz alinarak DNA’lar 5 ng/ul’ye ayarlanmistir. 5
ng’a ayarlama yapilirken her bir drnek icin 10 pl stok DNA, 4 pl yukleme boyasi, 6
pl saf su kullamlarak toplam 20 pl’lik karisim hazirlanmis olup 10 pl’'si 9%0.8'lik
jelin yuvalarina yiklenmistir. Tekrar elektroforezde 45 dakika 90 voltta kosturularak
UV altinda resimleri ¢ekilmistir. 5 ng/pl’ye ayarlanmaya calisilan ornekler A
DNA’lar (25ng-50ng) ile karsilastirilarak 5 ng'dan fazla olanlara saf su, az olanlara

ise stok DNA’dan eklenerek tim 6rneklerin konsantrasyonu 5 ng/pl’ ye ayarlanmustir.
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3.23. DNA lzolasyonu Yapilan Orneklerde Genetigi Degistirilmis
Organizmalarin (GDO) Belirlenmes

Arastirmada kullanilan materyallerdeki genetigi degistirilmis organizmalarin
belirlenmesi genel olarak 2 asamada gergeklestirilmistir. Ancak gida UrUnlerinde

ayrica soya ve misir DNA tarama islemi de yapil mistir.

3.2.3.1. Soya—Misir DNA Taramas

Soya — misir DNA taramasi, DNA’si izole edilen hazir gidalarin igeriginde
soya mi yoksa musir mi oldugunu belirlemek amaciyla yapilmistir. izolasyonu
yapilan DNA’larda soya DNA’simin amplifikasyonunda soya-lektin geni igin
Greiner ve ark.’min (2005) gelistirdigi GMO3/GMO4 primer ciftleri kullamlarak
yapilmustir (Cizelge 3.7). Orneklerde soya DNA’ simin olup olmadiginin belirlenmesi
icin yapilan DNA amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar ve uygulanan PCR
reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1. Soya DNA’simin amplifikasyonu icin kullanilan PCR reaksiyon

kosullart
Kimyasallar K onsantrasyon
Tris—HCI 10 mM
KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MgCl, 1.25mM
dNTP 0.2 mM
GMO3 primer 0.5nM
GMO4 primer 0.5nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Uygulanan PCR dongu kosullar: ise Cizelge 3.2' de verilmistir. PCR islemleri
sonucunda jelde beklenen bant biyukltgi 118 baz ciftidir.
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Cizelge 3.2. Soya DNA’sinin amplifikasyonu igin kullamlan PCR dongu kosullar

Program No | Islem Sicaklik (°C) Siire Déngll say1s
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 30 sn
Primerin  DNA’ya
22 |yamsmasafhas: 63 30 30
23 Uzama safhasi 72 30sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1

Orneklerde misir DNA’simin olup olmachg: ise zein geni igin gelistirilen
ZEIN3/ZEINA4 primer ciftleri (Studer ve ark., 1997) kullanilarak belirlenmistir. Zein
geninin amplifikasyonu igin yapilan PCR reaksiyon kosullart Cizelge 3.3'te PCR
dongl kosullar ise Cizelge 3.4'te verilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri
ise Cizelge 3.5'te verilmistir. Yapilan PCR islemleri sonucunda jelde beklenen bant
bUyUklagl 277 baz ciftidir.

Cizelge 3.3. Misr DNA’simin amplifikasyonu igin kullamlan PCR reaksiyon

kosullart
Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM
KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTP 0.2mM
ZEIN3 primer 0.5nM
ZEIN4 primer 0.5nM
Taq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.4. Misir DNA’ sinin amplifikasyonu igin kullanilan PCR dongu kosullart

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Déngill say1s
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 1 dk
Primerin DNA’ya
22 |yamsma safhas: 60 1 dk 40
23 Uzama safhasi 72 1dk
3. Son uzama safhast 72 3dk 1
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Cizelge 3.5. Soya ve Misir taramasinda kullanilan primerler

Primer Adi Baz dizilimi 5-3

GMO3 GCCCTCTACTCCACCCCCATCC
GMO4 GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG
ZEIN3 AGT GCGACCCATATTCCAG
ZEIN4 GACATTGTGGCATCATCATTT

3.2.3.2. GDO Tarama (screening) Asamasu

Onceki asamada ekstrakte edilen DNA'mn hangi tire 6zgii oldugu
belirlendikten sonra bu asamada 35S promotori ve T-nos terminatér bolgelerinin
amplifikasyonu yapilmistir. Wang ve Fang (2005) tarafindan gelistirilen 35sPF ve
35sPR primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.6'da, PCR
dongl kosullar: ise Cizelge 3.7’ de verilmistir. Arastiricilar tarafindan daha 6nceden
yapilmis olan galismalarda pozitif kontrol sonucunda jelde 143 baz ciftlik bantlarin

gorilmesi gerektigi bildirilmistir.

Cizelge 3.6. 35sPF/R promotdri amplifikasyonu icin kullamlan PCR reaksiyon

kosullart
Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 12mM
KCI 12 mM
NH4SO4 3mM
MgCl, 1mM
dNTPs 0.2mM
35sPF primeri 0.5nM
35sPR primeri 0.5nM
Taq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng
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Cizelge 3.7. 35sPF/R promotort amplifikasyonu igin kullamilan PCR dongu kosullar

Program No | islem Sicakhik (°C) | Siire | Déngii sayist
1. On denatiirasyon 95 4dk 1
2.1 Denatlrasyon 95 30 sn
Primerin DNA’ya yapisma
22 |safhas 60 30sn 40
23 Uzama safhasi 72 45 sn
3. Son uzama safhast 72 7 dk 1

Oraby ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen NOS1 ve NOS3 primerleri
kullanmlarak yapilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.8'de, PCR dongu kosullari

ise Cizelge 3.9'da verilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri ise Cizelge

3.10'da verilmistir. Pozitif kontrol sonucunda gortlmesi beklenen bant biyuklugu
180 baz ciftidir.

Cizelge 3.8. Nosterminatort amplifikasyonu igin kullamlan PCR reaksiyon kosullar

Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
NOS 1 primeri 0.5nM
NOS 3 primeri 0.5nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.9. Nosterminatort amplifikasyonu igin kullamlan PCR dongu kosullar:

Program No |islem Sicaklik (°C) Siire Déngll say1s
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 30 sn
Primerin DNA'’ya
22 yapisma safhasi 62 30sn 50
23 Uzama safhasi 72 45 sn
3. Son uzama safhast 72 7 dk 1
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Elde edilen PCR Urunleri 0.5 x TBE tampon ¢ozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89
mM borik asit, 20 mM EDTA) %?2.lik agaroz jel konsantrasyonunda elektroforez
edilmis olup etidyum bromit ile boyanmstir. Ardindan UV altinda fotograflari
cekilmistir.

Cizelge 3.10. 35S promotor ve Nos terminator taranmasinda kullanilan primerler

Primer Adi Baz dizilimi 5-3

35sPF AAA GAT GGA CCCCCA CCCAC
35sPR GAG GAA GGG TCT TGC GAA GG
NOS1 GAATCCTGT TGCCGGTCT TG
NOS3 TTATCCTAGTTT GCGCGCTA

3.2.3.3. GDO- Spesifik Belirleme Asamas

35S promotor ve Nos terminat6r tarama sonucunda amplifike olan 6rneklerde
beklenilen bant buyukliginin goérilmesi sonucunda, érneklerin hangi ¢esit GDO
oldugu bu asamada belirlenmistir. Bu asamada iki kademeli olarak gercgeklestirilen
nested PCR yontemi kullanilmistir.

3.2.3.3.(1). Roundup Ready Soyamn Belirlenmes

Roundup Ready soyanin belirlenmesi icin GMO5, GMO9, GMO7 ve GMOS8
primerleri (Meyer ve Jaccaud, 1997) kullanilarak yapilan PCR reaksiyon kosullart
Cizelge 3.11'de ve Cizelge 3.13'te, reaksiyon dongu kosullar: ise Cizelge 3.12'de ve
Cizelge 3.14'te verilmistir. Roundup Ready’ de yapilan nested PCR sonunda
beklenen bant biyuklugi 169 baz ciftidir.
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Cizelge 3.11. Roundup Ready soyamin (GMOS5/GMQ9) amplifikasyonu igin
kullanilmis olan Nested 1 PCR reaksiyon kosullari

Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
GMOS5 primeri 0.5nM
GMO9 primeri 0.5nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.12. Roundup Ready soyanin (GMOS5/GMQ9) amplifikasyonu igin
kullanmlmis olan Nested 1 PCR déngt kosullart

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Déngil say1s
1 On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 Denatlrasyon 95 30 sn
Primerin DNA’ya
22 yapisma safhasi 60 30 25
23 Uzama safhasi 72 40 sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1

Cizelge 3.13. Roundup Ready soyamin (GMO7/GMO8) amplifikasyonu igin
kullanmlmis olan Nested 2 PCR reaksiyon kosullari

Kimyasallar K onsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
GMOT7 primeri 0.5nM
GMOS8 primeri 0.5nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng
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Cizelge 3.14. Roundup Ready soyamin (GMO7/GMO8) amplifikasyonu igin
kullanmlmis olan Nested 2 PCR déngt kosullart

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Déngil say1s
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 30 sn
Primerin DNA’ya
22 yapisma safhasi 60 30sn 35
23 Uzama safhasi 72 40 sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1

3.2.3.3.(2). MON810 Miairin Belirlenmes

Bu asamada, Zimmermann ve ark. (1998) tarafindan gelistirilen mgl, mg2,

mg3 ve mg4 primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.15'te
ve Cizelge 3.17'de, PCR dongu kosullar: ise Cizelge 3.16'da ve Cizelge 3.18' de
verilmistir. Pozitif kontrol sonucunda beklenen bant biyuklugl 149 baz ciftidir.

Cizelge 3.15. MON810 (mgl/mg2) amplifikasyonu igin kullanilan Nested 1 PCR
asamasi reaksiyon kosullar

Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
mgl primeri 0.5nM
mg2 primeri 0.5nM
Taq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng
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Cizelge 3.16. MON810 (mgl/mg2) amplifikasyonu igin kullanilan Nested 1 PCR

dongu kosullar

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Dongl sayis
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 Denatlrasyon 95 45 sn
Primerin DNA’ya
60 50 sn
22 yapisma safhasi 35
Uzama safhasi 72 50 sn
2.3
3. Son uzama safhasi 72 3dk 1
Cizelge 3.17. MON810 (mg3/mg4) amplifikasyonu igin kullanilan Nested 2 PCR
asamasi reaksiyon kosullar
Kimyasallar K onsantrasyon
Tris—HCI 10 mM
KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2 mM
mg3 primeri 0.5nM
mg4 primeri 0.5nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.18. MON810 (mg3/mg4) amplifikasyonu igin kullanilan Nested 2 PCR

dongu kosullar

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Iﬁ;\g‘)
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 45 sn
- Z;Lnazm DNA’ya yapisma 60 50 sn 20
23 Uzama safhasi 72 50 sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1
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3.2.3.3.(3). Bt176 Miarin Belirlenmes

Misirda Bt176 belirlenmesi igin yapilan nested PCR analizlerinde Studer ve
ark.’min (1997) gelistirdigi CRYIAL1, CRYIA2, CRYIA3 ve CRYIA4 primerleri
kullanlmstir. PCR reaksiyon kosullari Cizelge 3.19'da ve Cizelge 3.21'de PCR
dongl kosullari ise Cizelge 3.20'de ve Cizelge 3.22'de verilmistir. Pozitif kontrol

sonucunda gorilmesi beklenen bant biyukltgi 189 baz ciftidir.

Cizelge 3.19. Bt176 (CRYIAL/CRYI1A2) amplifikasyonu igin kullanilan Nested 1
PCR reaksiyon kosullari

Kimyasallar K onsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
CRYIAL primeri 0.5nM
CRYIAZ2 primeri 0.5nM

Tag DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.20. Bt176 (CRYIAL/CRYI1A2) amplifikasyonu icin kullamlan Nested 1
PCR dongi kosullart

Program No | islem Sicakhik (°C) |Siire Déngill say1si
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 40 sn
Primerin DNA’ya
22 yapisma safhasi 60 40sn 25
23 Uzama safhasi 72 40 sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1
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Cizelge 3.21. Bt176 (CRY1A3/CRY1A4) amplifikasyonunda kullanilmis olan Nested
2 PCR reaksiyon kosullart

Kimyasallar K onsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MqgCl, 1.25mM
dNTPs 0.2mM
CRY A3 primeri 0.5nM
CRYI1A4 primeri 0.5nM
Taq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.22. Bt176 (CRYIA3/CRYI1A4) amplifikasyonu icin kullarilmis olan
Nested 2 PCR dongu kosullart

ProNg(r)am islem Sicaklik (°C) Sire Déngil sayisi
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 DenatUrasyon 95 40 sn

Primerin DNA’ya

2.2 yapisma safhasi 60 40sn 35
23 Uzama safhast 72 40 sn
3. Son uzama safhast 72 3dk 1

3.2.3.3.(4). Bt11 Migirin Bélirlenmes

Misirda Btll belirlenmesi icin 11Bt1, 11Bt2, 11Bt3 ve 11Bt4 primerleri
(Studer ve ark, 1997) kullailarak yapilmis olan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge
3.23'te ve Cizelge 3.25'te, PCR dongu kosullar1 ise Cizelge 3.24'te ve Cizelge
3.26'da verilmistir. Pozitif kontrol sonucunda gortlmesi beklenen bant blyuklugu
199 baz ciftidir.
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Cizelge 3.23. Bt11 (11Bt3/11Bt4) amplifikasyonu igin kullanilmis olan Nested 1 PCR
reaksiyon kosullar

Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM

KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MgCl, 1.5mM
dNTPs 0.2mM
11Bt3 primeri 0.25 "M
11Bt4 primeri 0.25 nM
Tagq DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng

Cizelge 3.24. Bt11 (11Bt3/11Bt4) amplifikasyonu igin kullaniimis olan Nested 1

PCR dongi kosullart

Program No | islem Sicaklik (°C) Siire Déngll say1s
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 Denatlrasyon 95 15
Primerin DNA’ya
22 yapisma safhasi 50 10sn 25
23 Uzama safhasi 72 40 sn
3. Son uzama safhasi 72 3 dk 1
Cizelge 3.25. Btl1l (11Bt1/11Bt2) amplifikasyonu icin kullamlms olan Nested 2
PCR reaksiyon kosullar1
Kimyasallar Konsantrasyon
Tris—HCI 10 mM
KCI 10 mM
NH4SO4 2.5 mM
MgCl, 1.5mM
dNTPs 0.2 mM
11Bt1 primeri 0.5nM
11Bt2 primeri 0.5nM
Tag DNA polimeraz 1.0 Unite
DNA 5ng
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Cizelge 3.26. Btll (11Bt1/11Bt2) amplifikasyonu igin kullamlms olan Nested 2
PCR dongi kosullart

ProNg(r)am islem Sicaklik (°C) Siire Déngl sayis
1. On denatiirasyon 95 4 dk 1
2.1 Denatlrasyon 95 15
22 Eraglerﬁ'g e | 60 45 35
23 Uzama safhasi 72 40 sn
3. Son uzama safhasi 72 3dk 1

Soya ve musirda nested PCR asamalarinda kullamlan primerlerin baz
dizilimleri Cizelge 3.27' de verilmistir.

Cizelge 3.27. GDO gpesifik belirleme asamasinda nested 1-2 PCR analizlerinde
kullanmlmig olan primer ciftleri

Primer Adi Baz dizilimi 5-3

GMO5 CCA CTGACGTAA GGG ATGACG
GMO9 CAT GAA GGA CCG GTG GGA GAT
GMO7 ATCCCA CTATCCTTC GCA AGA

GMOS8 TGG GGT TTA TGG AAA TTG GAA

mgl TAT CTCCACTGA CGT AAGGGA TGA C
mg_2 TGC CCT ATAACACCAACATGTGCTT
mg3 ACT ATCCTT CGCAAGACCCTTCCTC
mg4 GCATTC AGA GAAACGTGGCAGTAAC
CRYIAL CGG CCCCGA GTTCACCTT

CRYIA2 CTGCTGGGGATGATGTTIGTTG
CRYIA3 CCG CACCCT GAGCAGCAC

CRYIA4 GGT GGCACGTTGTTGTTCTGA

11Bt1 CAG GCA AGGATT CTCCCA CA

11Bt2 CGA CAGAAGTTCCAGATCCA

11Bt3 TCTTCT AACTTGCCATCC

11Bt4 AGA AGT TCT TCT AAG AAT ATC
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3.2.4. PCR Asamalarinda K ullanilacak Kontrol DNA’lar1

IRMM tarafindan temin edilmis olan ve konsantrasyonlar;; RR %0, %0.1,
%0.5, MON810 %0, %0.1, %0.5, Bt11l %0, %0.1, %0.5, Bt176 %0, %0.1, %0.5
oranlarinda degisen standart materyaller, PCR analizlerinde pozitif ve negatif
kontroller igin kullanilmustir. Pozitif kontrol igerisinde GDO olan DNA igerir.
Negatif kontrol, igerisinde GDO olmayan DNA icerir. Bitkiye 6zgli DNA taramasi
asamasinda analizi yapilan 6rnek DNA’st pozitif kontrol olarak kullanidmstir.
Negatif kontrol olarak analizi yapilan drnek DNA’si disinda secilen ceviz DNA’s
kullanilmistir. Roundup Ready soya icin yapilan 35S promotor ve Nos terminatori
tarama asamasinda pozitif kontrol olarak RR %0.5 GM, negatif kontrol olarak RR
%0 GM kullamlmstir. Misir igin yapilan 35S promotor ve Nos terminatori tarama
asamasinda pozitif kontrol olarak Bt11l %0.5 GM, negatif kontrol olarak Bt11 %0
GM kullamImustir. GDO spesifik belirleme asamasinda nested PCR analizlerinde RR
icin pozitif kontrol olarak RR %0.1 GM, negatif kontrol olarak RR %0 GM
kullanilmistir. MONB810 igin pozitif kontrolde MON810 %0.1 GM, negatif kontrolde
MONS810 %0 GM, Bt11 icin pozitif kontrolde Bt11l %0.1 GM, negatif kontrolde
Bt11 %0 GM, Bt176 igin pozitif kontrolde Bt176 %0.1 GM, negatif kontrolde Bt176
%0 GM kullanilmustir. Ayrica tim PCR analizlerinde pozitif ve negatif kontrol
disginda DNA icermeyen, iceriginde sadece saf su bulunan DNA’siz kontrol
uygulanmustir.

Yapilan her bir PCR analizi Urininden 8 pl, yukleme boyasindan 2 pl
kullanilarak toplam 10 pl’'lik karisim %2 konsantrasyonunda hazirlanan agaroz jel
yuvalarina yiklenmistir. 0.5 x TBE tampon c¢ozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89 mM
borik asit, 20 MM EDTA) 100 voltta 2 saat kosularak etidiyum bromit ile boyanmis
ve UV altindafotografi gekilmistir. Bant biyukluklerini belirlemek icin 50 baz ciftlik
DNA band: biyukltgi belirleyicisi kullanilmistr.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

41. Soya, Miar ve Gida Uriinlerinde DNA 1izolasyon Yéntemlerinin
Karsilastirnlmas

4.1.1. Soya Orneklerinde DNA izolasyonu

Ithal ve bdlgemizde yetistirilenlerden temin edilen soya tohumu érneklerinde
yapilan DNA izolasyonu; Wizard-promega food kit, Nucleospin food kit ve CTAB
(Pietsch ve ark., 1997) metodu kullamlarak yapilmistir. Soya tohumu orneklerinin
DNA izolasyonu sonunda, DNA kalitesi bakimindan Wizard-promega food kiti ve
Nucleospin food kiti, CTAB metoduna gore daha basaril1 bir sonug gostermistir. Elde
edilen DNA miktarlar1 5 ng'dan daha yuksek bulunmadig: icin PCR analizlerinde
direk olarak kullanilmustir.

4.1.2. Maarr Orneklerinde DNA izolasyonu

Ithal olarak temin edilen ve bolgemizde yetistirilen misir tohumu 6rneklerinin
DNA izolasyonu icin, soya orneklerinde oldugu gibi Wizard -promega food Kit,
Nucleospin food kit ve CTAB (Pietsch ve ark., 1997) metodu kullamlmistir. Misir
tohumu 6rneklerinden elde edilen DNA miktar1 konsantrasyonunun soya tohumu
orneklerinden elde edilen DNA konsantrasyonundan daha yiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1). Misir tohumu 6rneklerinin DNA izolasyonunda kullanilan
her ¢ metot da basaril1 olmustur.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 4.1. Baz1 soya ve misir tohumu orneklerinin DNA miktarlari. Sirast ile; 1.
lamda 25 ng, 2. lamda 50 ng, 3. lamda 100 ng, 4. lamda 200 ng, 5.,8.,9.
farkl: ithal soya tohumu Ornekleri, 6-18 aras farkl: ithal misir tohumu
ornekleri
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4.1.3. Gida Uriinlerinde DNA izolasyonu

Cssitli marketlerden toplanan gida orneklerinin DNA izolasyonu Wizard -
promega food kit, Nucleospin food kit ve CTAB (Pietsch ve ark., 1997) metodu
kullanilarak yapilmistir. Cesitli gida Urinlerinde yapilmis olan DNA izolasyonunun

jel gorintist Sekil 4.2’ de verilmistir.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.2. Ug farkli yontemle gidalarda yapilan DNA izolasyonu. 1. lamda 25 ng, 2-9
arasi Ornekler Wizard metoduyla, 10-16 arasi oOrnekler Nucleospin
metoduyla 17-19 arasi drnekler CTAB metoduyla yapilan orneklerdir. 2,
10, 17 nolu 6rnekler musir unu, 3 ve 11 nolu érnekler nisasta, 4, 12 ve 18
nolu 6rnekler soya unu, 5, 6, 13 ve 14 nolu 6rnekler biskivi, 7, 8, 15 ve 16
nolu 6rnekler misir gevregi, 9 ve 19 nolu drnekler misir tohumu

Soya ve musir igeren gida urtnlerindeki DNA izolasyon sonuglart Cizelge
4.1 deverilmistir.

Cizelge 4.1. Soya ve musir igeren gida Urtinlerindeki DNA izolasyon sonuglari

Wizard -promega | Nucleospin
food kit food kit CTAB
Biskivi + + -
Cikolata - - -
Kek - - -
Bebek situ - - -
Cips - -
Misir unu + + +
Soya unu - +
Migir nisastas - - -
Misir gevregi - - -

Ticari olarak temin edilen kitler CTAB metoduna gore DNA izolasyonunda
daha basarili olmustur Izolasyon kitleri icinde de Nucleospin food kit gida
materyallerinin DNA izolasyonunda daha basarili olmustur. Wizard -promega food
kit, Nucleospin food kit ile yapilan DNA izolasyonunda, numune olarak kullanilan
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biskiivi, kek, nisasta ve soya unundan ¢ok az miktarda DNA elde edilmis olup,
CTAB metodu ile bu érneklerden olumlu sonu¢ alinamamistir. Ayrica cips, bebek
siitd, cikolata ve misir gevregi Urinlerinden degrede olmus DNA elde edilmis ya da
DNA elde edilememistir.

Pinto ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Wizard promega food
kiti ile gikolata ve misir yag: disindaki bitkisel kokenli yiyeceklerde yaptiklart DNA
izolasyonundan pozitif sonu¢ almislardir. Wang ve Fang'in (2005) soya ve musir
Urdnlerinde yapmis olduklari DNA izolasyonunda CTAB (Fred ve ark., 1994)
metodunu kullanmis olup soya ve musirda bulunan protein ve polisakkaritleri
kloroform ve fenolle uzaklastirabildiklerini belirtmislerdir. Sanhoty ve ark. (2002),
Misir'da degisik marketlerden topladiklari gida Urtnlerinde genetigi degistirilmis
misir ve soyanin belirlenmesi igin yapmis olduklar: ¢alismada, DNA izolasyonu
sonrasinda islenmis Uriinlerden elde edilen DNA konsantrasyonunu, tohumlardan
elde edilen DNA konsantrasyonuna oranla ¢ok daha diistik bulmuslardir. Islenmis
Urinlerdeki DNA konsantrasyonunun yok denecek kadar az bulunmasinin nedenini
bu Urtnlerin pisirilme esnasinda yiksek sicakliga maruz kalmalarina ve dolayisiyla
DNA’larin yiksek sicaklikta degrede (bozulma) olmalarina baglamislardir. Ferrari
ve ark. (2007), genetigi degistirilmis soyay: belirlemek icin uygun DNA izolasyon
protokolini ve PCR metodunu bulmay: amaclamislardir. Soya tohumu, soya siitd,
soya siitl tozu, bebek mamasi ve mesrubat iceren 26 drnegin DNA izolasyonu igin 3
cesit CTAB metodu kullanmuglardir. Orneklerin islenme asamalarina gore farkl
uzunluklarda fragment elde etmislerdir. Soya sitl, bebek mamasi ve mesrubat
orneklerinden DNA elde edememislerdir. Gryson ve ark. (2007), kurabiyede ve
kurabiye hamurunda genetigi degistirilmis soyay:r belirlemeyi amaclamislardir.
Sicakligin DNA Uzerindeki etkisini incelemek icin pisiriimeden 6nce ve sonra
kurabiye hamurundan DNA izolasyonu yapmislar ve DNA  miktarin
karsilastirmiglardir. Hamurdan izole edilen DNA konsantrasyonunun yuksek
oldugunu ve pisirilmis Urinin konsantrasyonunun sicakliktan dolay: oldukga
azaldhgim belirtmiglerdir.

Bu calismada gida materyallerinde yapilan DNA izolasyonu asamasinda
Nucleospin food kit diger metotlara gore daha iyi sonug vermistir. CTAB metoduyla
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yapilan DNA izolasyonundan iyi sonug alinamamistir. Tohum orneklerinde yapilan
DNA izolasyonundaise her ti¢ metot basarili bulunmustur. Soya tohumu 6rneklerine
oranla misir tohumu 6rneklerinden daha iyi sonug alinmistir. Gida materyallerinde
yeteri kadar DNA elde edilememesinin nedeni gidalarin pisirilme esnasinda yuksek
sicakliga maruz kalmalar1 ve dolayistyla DNA’ nin yiksek sicakliktan dolay1 degrede
oldugu distinilmektedir. Bu konuda yapilmis olan birgok calismanin verilerine gére
ve bu calismada elde edilen sonuglara gére ham materyalin islenme asamalari
arttikga DNA konsantrasyonunun da giderek azaldigi gordlmastir. Ayrica diger
arastrmacilarin gida materyallerinde yapmis olduklart DNA izolasyonunun pozitif
sonug vermesi farkli izolasyon kiti ve farkli gida materyallerinin kullamlmasindan
dolay1 oldugu dustntlmektedir.

42. DNA 1izolasyonu Yapilan Orneklerde Genetigi  Degistirilmis
Organizmalarin (GDO) Belirlenmes

4.2.1. Lektin ve Zein Geni Amplifikasyonu ile GDO Taramas

Calismada kullamlmak Uzere temin edilen gida materyallerinde DNA
izolasyonu yapildiktan sonra, bu gida drneklerinin iceriginde hangi ture ait gen
bulundugunun belirlenmesi igin soya— misir DNA taramas: yapilmistir. Soya geninin
belirlenmesi icin GMO3/GMO4 primer ciftleri  kullamlmistir.  Amplifikasyon
sonrasinda yapilmis olan jel gorintlsiinde bazi drneklerde lektin geni icin beklenen
bant blydkltgl elde edilmistir. Dolayisiyla lektin geni bulunan gida orneklerinin
iceriginde soya bulundugu belirlenmistir. Amplifikasyondan sonra yapilan jelin
gorintisi Sekil 4.3'te verilmistir.
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118 b¢

Sekil 4.3. Gida orneklerindeki 118 bg'lik lektin geni amplifikasyonunun jel
gorintisii MA: 50 baz cifti aralikli molekiler agirlik, 1. misir unu, 2.
soya unu, 3. biskiivi, 4. biskivi, 5. kek, 6. soya unu

Andlizi yapillan gida materyallerinde zein geninin belirlenmes igin
ZEIN3/ZEIN4 primer ciftleriyle amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonrasi
kosulan jelde, ZEIN geni icin beklenen bant sadece bir 6rnekte belirlenmistir (Sekil
4.4). Dolayisiyla yapisinda zein geni bulunduran bu oOrnegin musir icerdigi
belirlenmistir.

Sekil 4.4. Gida 6rneklerindeki 277 bg'lik zein geni amplifikasyonunun jel gorintisi
MA: 50 baz cifti aralikli molekiler agirlik, 1. misir unu, 2. soya unu, 3.
biskivi, 4. biskivi, 5. kek, 6. soya unu

4.2.2. Orneklerin 35S Promotor ve Nos Terminator ile Taranmas

DNA'lar1 izole edilen ithal soya ve misir tohumu ile bdlgemizde yetistirilen
soya ve musir tohumu Orneklerinde GDO varligimin belirlenmesi icin GDO
belirlemede ilk adimi olusturan 35S promotor ve Nos terminator taramasi yapil mstir.
Ilk asamada, ithal orneklerde Cauliflower Mosaic Virtsir nden elde edilen 35S
promotorinin varligir belirlenmistir. 35sPF ve 35sPR primerleri (Wang ve Fang,
2005) kullamlarak yapilan PCR taramasi sonucunda PCR amplifikasyonu yapilan 30
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ithal soya tohum 6rnegi ile 45 ithal misir tohumu drnekleri pozitif sonug vermis olup,
ithal edilen tim soya ve musir 6rneklerinin genetigi degistirilmis Urdn icerdikleri
belirlenmistir. Ulkemizde yetistirilen soya ve musir tohum ornekleri ile gida
Urinlerinde  genetigi  degistirilmis  Urine  rastlanmamistir.  Yapilan PCR
amplifikasyonlar1 sonucunda ithal soya ve ithal misir 6rneklerinden elde edilen

agaroz jellerden gorinim sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ da verilmistir.

MA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4.5. ithal soya tohumu orneklerinde 35S promotér ile yapilmis olan 143 baz
ciftlik PCR taramasinin jel goruntiisi. M A: 50 baz cifti araliklt molekdler
agirlik, 1. Kontrol: saf su, 2. Negatif kontrol: %0 RR, 3. Pozitif kontrol:
%0.5 RR, 4-13 arasi ithal soya tohumu 6rnekleri

MA12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19

143 bg
—>

Sekil 4.6. Misir tohumu 6rneklerinde 35S promotdr ile yapilmis olan 143 baz ciftlik
PCR taramasinin jel goruntisi. MA: 50 baz cifti aralikli molekiler
agirlik, 1. Kontrol: saf su, 2. Negatif kontrol: %0 Bt11, 3. Pozitif kontrol:
%0.5 Bt11, 4-19 aras ithal misir tohumu 6rnekleri

Soya ve musir tohumu 6rneklerindeki ikinci PCR taramasinda, tuz bakterisi
olan Agrobacterium tumefaciens' ten izole edilen ve GDO’ lara aktarilmis olan genin
varligi Nos terminatér geninin amplifikasyonu ile belirlenmistir. Soya ve musir
orneklerinden sadece ithal olan tohum oOrneklerinde 180 baz ciftlik amplifikasyon
elde edilmistir (Sekil 4.7).
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MA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

s ... e e

Sekil 4.7. Ithal soya tohumu 6rneklerinde Nos terminator ile yapilmis olan
180 baz ¢iftlik PCR taramasimin jel gorinttisi. MA: 50 baz cifti
aralikli molekiler agirlik, 1.Kontrol saf su, 2. %0 RR Negatif
kontrol, 3. %0.5 RR Pozitif kontrol, 4-11 arasi ithal soya tohumu
ornekleri

Degisik marketlerden toplanan farkli gida materyallerinde yapilan analiz
sonucu, bu materyallerin bazilarinin yapilarinda lektin- zein geni belirlenmistir.
Ikinci asama olarak lektin-zein geni belirlenmis olan gida materyallerinde 35S
promotor icin 35sPF/35sPR primer cifti (Wang ve Fang, 2005), Nos terminator igin
NOS1-NOS3 primer cifti  kullamlarak PCR taramast  yapilmistir. PCR
amplifikasyonu sonucunda beklenen bant blyuklGgu gortlmemistir. 35S promotorin
ve Nos terminatorin varlig: tespit edilmediginden dolay1r analizi yapilan gida
materyallerinin GDO’lu olmadigr sonucuna varilmistir. Dolayisiyla bu asamadan
sonra gida materyallerinde yapilan GDO analizlerine devam edilmemistir.

Oraby ve ark. (2005), hazir gidalarda 35S promotdr ve Nos terminator
varligim belirlemek amaciyla yaptiklar: galismada; yerel marketlerden topladiklar: ve
analiz ettikleri 24 gida drnegi icersinden 3 tanesinin 35S promotdr taramasinda
pozitif sonug verdigini, Nos terminator taramasinda ise tim Urdnlerin negatif sonug
verdigini  bildirmiglerdir. Lipp ve ark. (2001), birgok islenmis yiyecek
materyallerinde genetigi degistirilmis organizmalari1 belirlemek icin gegerli PCR
metodunu bulmak amaciyla yapmis olduklar: ¢alismada, CTAB metodu ve Wizard
food kiti ile DNA izolasyonlari yapilan gida materyallerinde 35S promot6riin ve Nos
terminatorin belirlenmesi icin yapmis olduklari PCR taramalarinda iyi sonug verecek
cesitli primer ciftlerini denemislerdir. 35S promotord icin tim materyallerde
35S1/35S2 primer ¢ifti en zayif sonucu verirken 35S-cf3/35S-cr4 primer cifti en iyi

sonucu vermistir. Nos terminat6ru icin tim materyallerde denenmis olan tim primer
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cgiftlerinin iginden en kugik amplikonu verdigi icin HA-nos-118f/HA-nos-118r
primer cifti uygun bulunmustur.

Arastirmacilarin gida materyallerinde 35S promotér ve Nos terminator
varligim belirlemek amaciyla yapmis olduklari calismalarda PCR taramasi
sonucunda pozitif sonug elde etmelerinin nedeni farkli gida materyallerinin
kullanmis olduklarindan kaynaklanmaktadr.

4.3. Genetigi Degistirilmis Organizmalarda Spesifik Belirleme Asamas

4.3.1. Soya Orneklerinde Roundup Ready Soyanin Belirlenmesi

Onceki asamada, herbisite toleranslilik geni iceren Roundup Ready soyanin
belirlenmesi igin 35S promotdr ve Nos terminatdr primerleriyle yapilan PCR
taramasinda pozitif sonug veren soya tohumu ornekleri kullanlmistir. GMO5/GMQO9
ve GMO7/GMOS8 primer ciftleri (Meyer ve Jaccaud, 1997) kullamlarak RR soyaya
0zgl 2 asamal1 nested PCR yapilmistir. Yapilan iki asamali PCR analizi sonucunda
tim ithal soya orneklerinde RR soya icin beklenen amplifikasyon elde edilmistir.
Dolayisiyla ithal gelen tim soya orneklerinin GDO’lu oldugu belirlenmistir.
Bdlgemizde yetistirilen soya drneklerinde beklenen amplifikasyon elde edilmemistir.
Dolayisiyla bolgemizde vyetistirilen soya orneklerinde, herbisite toleranslilik geni
iceren Roundup Ready’e rastlanmamistir. Agaroz jel elektroforez yapilan PCR

Urdnlerinin goranimi Sekil 4.8’ de verilmistir.

MA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil 4.8. Soya tohumu orneklerinde RR soyanin belirlenmesi igin
yapilan169 baz ciftlik nested PCR reaksiyonunun jel gortntisu.
MA: 50 baz cifti aralikli molekiler agirlik, 1.Kontrol: saf su, 2.
Negatif kontrol: %0 RR, 3. Pozitif kontrol: %0.1 RR, 4-13 arasi
ithal soya tohumu ornekleri
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Ferrari ve ark. (2007) genetigi degistirilmis soyay1 belirlemek igin uygun
DNA izolasyon protokolinii ve PCR metodunu bulmak igin yapmis olduklari
calismada kullanmis olduklar: 3 ¢esit CTAB protokollyle DNA’ st izole edilen soya
tohumu ve soya iceren 26 islenmis yiyecekte GMO5/GMO9, GMO7/GMO8 primer
ciftleriyle RRI/RR2, RR4/RR5 primer ciftlerini kullanarak nested PCR yapnmuslardir.
Nested PCR sonucunda 1. protokolle izole edilen DNA’lar kullamldiginda %1 ve
%10 oraninda RR soya iceren ornekler, 2. ve 3. protokolle izole edilen DNA’lar
kullanmldiginda ise %0.1 ve %0.01 oraminda RR soya iceren 6rnekler beklenen bant
blydklugint vermistir. RR primer ciftleri ile yapilan nested PCR’da zayif olarak
ekstra bantlar gorulmustir. Arastirmacilar, GMO5/GMQO9, GMO7/GMO8 primer
ciftlerinin daha spesifik ve tekrarlanabilir oldugunu belirtmislerdir. Brod ve ark.
(2007), Brezilya daki marketlerden toplamis olduklart soya unu, bebek mamas: ve
soya sUti orneklerinde genetigi  degistirilmis soya olan Roundup Ready’vyi
belirlemeyi amaclamislardir. GMO5/GMQO9 ve GMO7/GMO8 primer ciftlerini
kullanarak yapmis olduklari nested PCR sonucunda bebek mamalarinin higbirinde
genetigi degistirilmis soyaya rastlanmamistir. 6 soya 6rneginden 4'(, 25 soya siitl
tozundan 15'i Roundup Ready soya igin pozitif sonug vermistir.

Bu calismada, RR soyamin belirlenmesi icin yapilan nested PCR
reaksiyonunun jel gérinttsiinde goruldugi gibi 4, 5, 6, 7 no’lu soya ornekleri diger
orneklere gére daha fazla amplifikasyon gostererek daha guclt bant vermislerdir.
Buna gore bu 6érneklerin pozitif kontrol olarak kullamlan %0.5'lik RR’ den daha fazla
GDO igerdigi dustnulmektedir. Diger 6rneklerin GDO oranminin %0-%0.5 arasinda
oldugu dustunilmektedir.

4.3.2. Maair Orneklerinde M ON810 Miairin Bdlirlenmes

Tarama analizlerinde pozitif sonu¢ veren misir tohumu orneklerinde, misir
kurduna direnclilik geni olan ve B. thuringiensis'ten izole edilen CrylAb genini
iceren genetigi degistirilmis msir cesitlerinden bir tanesi olan MONS810' nun
varligim belirlemek amaciyla mgl/mg2 ve mg3/mg4 primer ciftleri kullanilarak 2
asamali nested PCR yapilmistir. Uygun dongu kosullart ve reaksiyon kosullari
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saglandiktan sonra yapilan PCR sonucunda toplam 5 érnekte beklenen amplifikasyon
gorulmistur (Sekil.4.9).

MA 12 345 67 89 101112 13 141516 17 18 19

Sekil.4.9. Misir tohumu 6rneklerinde MON810’ un belirlenmesi igin yapilmis olan
149 baz ciftlik nested PCR reaksiyonunun jel goruntiisii. M A: 50 baz cifti
aralikli molekiler agirlik 1. Kontrol: saf su, 2. Pozitif kontrol: %0.1
MONS8I10, 3. Negatif kontrol: %0 MON810, 4-19 arasi ithal misir tohumu
ornekleri

4.3.3. Maair Orneklerinde Bt176 Maairin Belirlenmesi

Zararhlara karsi direnclilik geni olan crylA (b) genini iceren genetigi
degistirilmis misir ¢esidi olan Bt176’ yi1 belirlemek amaciyla tire 6zgu nested PCR
yapilmistir. Bt176 musir igin  yapilmis olan nested PCR reaksiyonunda
CRYIALCRYIA2, CRYIA3/CRYIA4 primerleri (Studer ve ark., 1997)
kullanlmigtir. PCR Ortnlerinin agaroz jelde kosturulmasiyla bélgemizde yetistirilen
misir tohumlarinda Bt176'ya rastlanmazken, ithal misir tohumlarimin 2 tanesinde
Bt176 icin beklenen bant blyukltgu elde edilmistir (Sekil.4.10).

MA123 456789 10 1112131415 1617 18 19 20 21 22 23

-
189 b
—>

Sekil.4.10. Misir tohumu 6rneklerinde Bt176' nin belirlenmesi icin yapilmisg olan 189
baz ciftlik nested PCR reaksiyonunun jel goruntisi. MA: 50 baz cifti
aralikli molekiler agirlik, 1. Kontrol: saf su, 2. Negatif kontrol: %0
Bt176, 3. Pozitif kontrol %0.1 Bt176, 4-23 arasi ithal misir tohumu
ornekleri
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4.3.4. Maair Orneklerinde Bt11 Maairin Bdirlenmes

Hem zararlilara karsi dayaniklilik hem de herbisite toleransliik 6zelligi
gbgteren Bt11 musirin belirlenmesi igin diger misir gesitlerinde oldugu gibi tire 6zgu
olan 11Bt3/11Bt4 ve 11Bt1/11Bt2 primer ciftleri (Studer ve ark, 1997) kullanilarak
iki asamalt nested PCR yapilmistir. PCR UrUnlerinin negatif ve pozitif kontroli
sonucunda bolgemizde yetistirilen tohumlarda Bt11 igin beklenen bant buyuklgtine
rastlanmazken, tum ithal tohumlarda Btll'e ait bant bluyiklugl elde edilmistir
(Sekil.4.11).

MA 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19

199 b¢

Sekil.4.11. Misir tohumu orneklerinde Bt11'in belirlenmesi icin yapilmis olan 199
baz ciftlik nested PCR reaksiyonunun jel goruntisi. MA: 50 baz cifti
aralikli molekiler agirlik, 1. Kontrol: saf su, 2. Negatif kontrol: %0 Bt11,
3. Pozitif kontrol %0.1 Bt11, 4-19 arasi ithal misir tohumu ornekleri

Cardarelli ve ark. (2005), Brezilya da degisik marketlerden topladiklar: 89
tane islenmis gida 6rneginde GDO belirlemek amaciyla, soya ve misir igeren gida
orneklerinde yapmis olduklar: analiz sonucu soyaigeren 22 gida 6rneginden 16’ sinin
RR icerdigi, misir iceren 8 gida orneginin ise Bt176 ve MONBS810 icermedigini
saptamiglardir. Sanhoty ve ark. (2002), Misir’da genetik olarak degismis soya ve
musirt belirlemek amaciyla yapmis olduklar: ¢alismada degisik marketlerden 40 soya
ve 40 msir drinunde kalitatif ve kantitatif analizler yapmuslardir. Analizler
sonucunda soya Urtinlerinin %20’si Roundup Ready igerdigi, misir trtiinlerinin %15’
Bt176 ve %12.5'i Btll icerdigi belirlenmistir. StarLink misir gesidi ise Bt1ll ve
Bt176 iceren 4 drnekte karisik olarak bulunmustur.

Bu calismada, MONS810'un belirlenmesi igin yapilan nested PCR
reaksiyonunun jel gorintisiinde goruldigl gibi 14 no’lu 6rnek pozitif kontrol olarak
kullanilan %0.5 MON810'dan daha yogun bant vermistir. Dolayisiyla bu 6rnegin

42



4. BULGULAR ve TARTISMA Aysun TURHAN

%0.5 oranindan daha yutiksek oldugu dustinilmektedir. Bt176’ya ait jel gorintistinde
ise 16 ve 18 no’lu misir Orneklerinin pozitif kontrol olarak kullanilan %0.5 Bt176 ile
aym yogunlukta bant vermesi bu érneklerin de %0.5 oraninda GDO’lu oldugunu
gostermektedir. Diger drneklerin 16 ve 18 no’lu 6rnekler gibi bant vermemesinden
dolay: Bt176 icermedikleri gorulmustir. Bt11'e ait jel goruntusiinde goruldugi gibi
tum ornekler birbirinden farkli yogunlukta bant vermiglerdir. Dolayisiyla her bir
ornek igin Bt11 oraninin da farkl: oldugu dustinilmektedir. Boylece tim ithal misir
tohumu orneklerinin Bt1l igerdigi, 5 tanesinin MON810 ve 2 tanesinin de Bt176
icerdigi belirlenmistir. Sonug olarak Arjantin’den ithal edildigi belirlenen tim soya

ve musir tohumlarinin transgenik oldugu bu galisma ile ortaya gikmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, ithal olarak temin edilen ve bdlgemizde yetistirilen soya ve
musir tohumu oOrnekleriyle degisik marketlerden toplanan gida materyallerinde
genetigi  degistirilmis organizmalarin belirlenmesi icin kalitatif olarak analiz
yapilmistir. Y apilan analizler sonucu gida materyalleri ile b6lgemizde yetisen soya
ve msir Ornekleri disginda tim ithal tohumlarin genetigi degistirilmis oldugu
belirlenmistir. Analizin ilk asamast olarak tohum Orneklerinde ve gida
materyallerinde, 3 farkli metot (Wizard -promega food kit, Nucleospin food kit ve
CTAB metodu) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Bu Gi¢ metot, DNA miktar1
ve kalitesine gore karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucuna gore;

1. Gida materyallerinde istenilen sekilde DNA elde edilememistir. Buna
ragmen gida materyallerin DNA izolasyonunda Nucleospin food kit diger
metotlara gore daha basarili olmustur. Yeterli derecede DNA elde
edilememesinin nedeni gidalarin pisirilme sirasinda yiksek sicakliga
maruz kalmalarindan dolayr DNA’larin yapilarimin bozulmus oldugu
distnul mektedir.

2. Tohum drneklerinde her G¢ metotla yapilan DNA izolasyonundan pozitif
sonug alinmigtir. Ancak ticari olarak temin edilen kitler CTAB metoduna
gore daha basarili bulunmustur. Ayrica soya tohumuna oranla misir
tohumundan daha kolay ve daha fazla DNA elde edilmistir.

Sonug olarak DNA izolasyonu icin gida materyallerinde ticari Kkitler uygun
bulunmusken, tohum érnekleri i¢in her Gi¢c metot da uygun bulunmustur.

GDO analizlerinin 2. asamasinda gida materyallerine 6zgu olan lektin — zein
geni taramast yapilmistir. Yapilan PCR analizlerinin sonunda 2 gida 6rnegi, lektin
genine ait bant blytklugini vermistir. Dolayisiyla bu Ornegin soya igerdigi
belirlenmistir. Bir gida drneginde ise zein genine ait bant blydklugl gorulmustur.
Dolayisiyla bu iki 6rnegin de musir icerdigi belirlenmistir. Uciincii asama olarak
tohum drneklerinde ve lektin — zein geni iceren gida materyallerinde 35S promotdriin
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ve Nos terminatorin belirlenmesi icin PCR taramas: yapilmustir. Ithal soya
orneklerinin timinde 35S promotdre ait ve Nos terminatdre ait bant belirlenmistir.
Bolgemizde yetisen soya Orneklerinde bu bantlara rastlanmamustir. ithal nisir
tohumu Orneklerinin  timinde, 35S promotdre ve Nos terminatbre ait bant
belirlenmistir. Bolgemizde yetisen misir drneklerinde bu bantlara rastlanmamustir
Lektin ve zein geni iceren gida materyallerinde yapilan tarama sonucunda 35S
promotor ve Nos terminator icin beklenilen bant biyuklugl elde edilmemistir.
Dolayisiyla gida materyallerinde GDO belirlenmemis olup analizlere devam
edilmemistir. 35S promotdr ve Nos terminator icin bant gosteren soya ve musir
tohumu Orneklerinde son asama olarak GDO — spesifik analizi yapilmistir. Bu
asamada, soya tohumu 6rneklerinde Roundup Ready’ nin, misir tohumu érneklerinde
MONS810, Bt176 ve Btll gesitlerinin belirlenmesi icin nested PCR yapilmstir.
Y apilan nested PCR reaksiyonlar: sonrasinda asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1. Tum ithal soya tohumu Orneklerinde RR (Roundup Ready) icin beklenen
bant blydkligi goralmustar. Dolayistyla bu soya tohumu drneklerinin
herbisite kars: toleranslilik geni igerdigi belirlenmistir. Bolgemizde
yetisen soya drneklerinde Roundup Ready’ e rastlanmamustir.

2. Misir tohumu 6rneklerinde MON810’ un belirlenmesi icin yapilan nested
PCR sonucunda sadece ithal tohum o6rneklerinin 5 tanesinde bu misir
¢esidine ait bant buyukliglne rastlanmistir. Dolayisiyla bu bes 6rnegin
musir kurduna kars: direnclilik geni igerdigi belirlenmistir.

3. Bt1l76'min belirlenmesi igin yapilan nested PCR sonucunda ithal misir
tohumlarinin 2 tanesinde Bt176'ya ait bant blytklugl belirlenmisken
bolgemizde yetisen musir tohumu Oorneklerinde Bt176'min varligina
rastlanmamustir.

4. Bt11'in belirlenmesi icin yapilan nested PCR sonucunda tim ithal misir
tohumlarinda Btll'e ait bant bUyUkliglh belirlenmisken, bolgemizde
yetisen misir tohumu orneklerinde Bt11’ e rastlanmamustir.
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Ulkemizde bugiin genetigi degistirilmis organizmali bitki cesitlerinin ekimi,
dikimi, ithalat1 yasaktir. Ancak bu konuyla ilgili kesin olarak bir yasa bulunmazken
26 Haziran 2007'de TBMM tarafindan kabul edilen Biyocesitlilik S6zlesmesi ve eki
niteligindeki Cartegena Biyoguvenlik Protokoll mevcuttur. Avrupa Birligi yasalarina
gore yuzde 0.9u gecen GDO iceren gidalarin etiketlenme zorunlulugu vardir.
Ulkemizdeki gerek biyogssitliligin - korunmas: gerekse hilingli  tiketimin
gerceklestirilmesi igin genetigi degistirilmis organizmalarin ve bunlari ham madde
olarak bulunduran islenmis gidalarin kantitatif analizleri yapilmali ve bu gidalar
etiketlenmelidir. Limanlarda, gimrik kapilarinda kontrol laboratuarlart kurulmali ve
ithal olarak Ulkemize gelen tohumlar GDO testinden gegirilmelidir. Bu Onerilerin
uygulanabilmesi igin Biyoglvenlik yasas mutlaka hayata gecirilmelidir.
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