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OZET

KOLZA’ NIN (Brassica napus L.) TRANSGEN YONUNDEN ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, lilkemizde yaygin olarak ekimi yapilan kanola bitkisinin (Brassica napus
L.) Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinin klasik ve ¢oklu PZR teknikleri
kullanilarak transgen analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.

Bu amagla, 6ncelikle kanola varyetelerinin doku kiiltiirleri kuruldu ve doku kiiltiirtinde
yetisen  bitkiciklerden genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Kanola
varyetelerinin transgen analizleri i¢in, klasik ve ¢oklu PZR teknikleri kullanilarak,
Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinde 35S ve pNOS promotor bolgeleri
tarandi. Buna ek olarak calismamizda PZR tekniginin dogrulugunu test etmek igin
housekeeping gen olarak NAD gen bolgesinden yararlanildi.

Caligmada elde edilen bulgular dogrultusunda, Tiirkiye’ de ekimi yapilan Californium,
Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinin 35S ve pNOS promotdr bolgeleri bakimindan
transgen olduklar1 saptandi. Bu bulgular1 ek olarak her dort varyete de 35S ve pNOS
promotdr bolgesi agisindan ¢oklu giris oldugu belirlendi.

Vil



SUMMARY

TRANSGENIC INVESTIGATION OF CANOLA (Brassica napus L.)

In this study, transgenic investigation of Californium, Jura, Elvis and Orkan varieties of
canola which are cultivated widely in Turkey, using classic and multiplex PCR
techniques has been aimed.

With this purpose, tissue cultures of canola varieties were established and total DNA
isolation were performed with plants which were grown in tissue culture. For the canola
varieties’ transgene analyses, Californium, Jura, Elvis ve Orkan varieties’ 35S and
pNOS promoter region were scanned with using classic and multiplex PCR techniques.
To test the accuracy of the PCR techniques, also NAD gene region which is the
Housekeeping gene has been benefited.

According to the findings of the study, it has been detected that Californium, Jura, Elvis
and Orkan varieties’ which are cultivated in Turkey are transgen with regard to 35S and
pNOS promoter region. In addition of these findings, it has been determined each four
varieties have multiple insertion in terms of 35S and pNOS promoter regions.
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1. GIRIS

Kolza ilk defa M.O. 2000 yilinda, Hindistan’da kiiltire alinan ve 13. yy.” da
Belgika’ da ekimine baglanan, tohum bagina %45 civarinda yag iceren degerli bir yag

bitkisidir (Sobutay, 2004; www.tagem.gov.tr [Ziyaret Tarihi:15 Agustos 2009]).

Kolza, lahana ve yag salgaminin dogal olarak melezlenmesi sonucu gelistirilmis
amfidiploid bir tiirdiir. Yazlik ve kislik tiirleri olan kolza, yiiksek oranda erusik asit ve
glukosinolat icermektedir. Erusik asit ve glikosinolatin insan ve hayvan sagligina zararl
olmasi1 nedeniyle, klasik 1slah teknikleriyle, kolzanin diisiik erusik asit ve glikosinolat
icerigine sahip yeni gesitler gelistirilmis ve “Canadian Oil Low Acid" (disiik asitli
Kanada yagi) sozciiklerinden tiireme, kanola (canola) adi verilmistir (Odabasi ve

Taskaya, 2004).

Insan beslenmesinde &nemli bir yere sahip olan yaglar, insanlarm yasamsal
faaliyetlerini siirdiirmesi i¢in gerekli olan ana besin maddelerinden biridir. Bir insan
giinliik olarak yaklasik 93 gr. yaga gereksinim duymaktadir. Avrupa standartlarina gore
yilda yaklasik 24 kg yag tiiketildigi taktirde, saglikli beslenmeden s6z edilebilmektedir.
Ulkemizde tiiketilen yaglarm biiyiik bir kismi, bitkisel yaglardan karsilanmaktadir ve
kisi basmna yilda 17,5 kg yag tiiketildigi varsayilirsa Avrupa standartlarina gore
iilkemizde 6,5 kg’ lik bir agik bulunmaktadir (Odabasi ve Taskaya, 2004).

Bugiin diinya yag bitkileri tariminda kanola, soya fasulyesinden sonra ikinci sirayi
almaktadir. Tohum basina %40-45 oraninda yag iceren kolza, yaygin olarak insan
beslenmesinde kullanilmakta olup, biyodizel iiretiminde de olduk¢a 6nemli bir yere

sahiptir.

Kanola, Kanada’da yapilan c¢alismalar sonrasinda sifira indirgenen erusik asit ve
glikosinolat igerigiyle diinya tariminda kendine onemli bir yer edinmistir. Bununla

beraber kanola, yag kalitesinin ve igeriginin arttirtlmasi, herbisitlere direng gibi


http://www.tagem.gov.tr/

ozelliklerin kazandirilmasi sonucunda diinyada ekimi yapilan transgenik bitkiler

arasinda yerini almistir.

Ulkemize 1960 yilinda getirilmis olan kanola, 6zellikle Trakya ydresinde yaygin olarak
yetistirilmeye basglanmig, ancak 1979 yilinda kolza yagindaki insan sagligina zararli
olan erusik asit ve kiispesindeki hayvan sagligina zararli toksik etkili glukosinolat
oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle yasaklanmistir. Daha sonra erusik asit ve
glikosinolat igerigi sifira indirgenmis, kaliteli yag igeren kanola cgesitleri tilkemize

getirilmis ise de ekim yayginlastirilamamistir (Odabasi ve Taskaya, 2004).

Son yillarda kanola’da yaygin olarak herbisitlere direng ve yag kalitesini arttirmaya
yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Ozellikle glifosat (N-fosfonometil-glisin) herbisit
toleransi, glufosinat amonyum herbisit toleransi, bromoksinil herbisit toleransi iizerinde
calismalar yogunlagmistir. Virilislere direng, toprak tuzluluguna, topraktaki agir

metallere ve diisiik sicakliklara toleranslik konularinda arastirmalar devam etmektedir.

Bir canli tiiriine baska bir canli tiirlinden gen aktarilmasi ile dogal olarak edinilmesi
miimkiin olmayan yeni Ozellikler kazandirilmis organizmalara genetigi degistirilmis
organizmalar (GDO) denilmektedir. 1950’11 yillarda “Yesil Devrim” ile asir1 sulama,
mineral giibreleme, pestisit kullanimi1 ve bitki 1slahi ile verim ve {iretimin artirilmasi
caligmalar1 ile topraklarin kirlenmesi, su kaynaklarinin azalmasi gibi sorunlar

beraberinde GDO’ nun kurtarici olarak goriilmesini getirmistir.

Organizmalarda gen aktarim ¢aligmalarinda; DNA’ya, RNA’ya, proteine ve metabolite
dayali teknikler kullanilmaktadir. Genetik olarak modifiye edilmis organizmalarin
tanisinda en ¢ok kabul gdéren yontem, DNA’ya dayali yontemlerdir. Ciinkii baz1 gida
uretimleri siirecinde olaganiistii kosullar altinda DNA molekiilii yiiksek kararlilik
gosterir. DNA’ ya dayali tekniklerden yaygin olarak kullanilani polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR)’dur. Genetik olarak modifiye edilmis organizmalarin tanisinda
transgen ve endojen referans genin (housekeeping gen) paralel cogaltimi1 PZR teknigi ile
oldukga giivenilir sonug¢ vermektedir (Hiibner ve dig., 1999; Hernandez ve dig., 2003;
Jensen, 2007).



Bu calismada, Tirkiye’ de ekimi yapilan, kanolanin daha once transgen analizleri
yapilmamis Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinin, transgen teknolojisinde
yaygin olarak kullanilan 35S ve pNOS promotor bolgelerine 6zgli primer dizileri

kullanilarak transgen analizlerinin yapilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KOLZA (KANOLA)

Kolza bitkisi; lahana ve yag salgaminin dogal olarak melezlenmesi sonucu gelistirilmis,
tohumlarinda bulunan % 40-50 aras1 yag orani ile Avrupa, Amerika, Asya, Avustralya
kitalarinda bulunan, bir ¢ok gelismis iilkede genis alanlarda tarimi yapilan 6nemli bir
yag bitkisidir. (Sobutay, 2004; Siizer, 2008). Kolzanin bitkisel taksonomide bulundugu
yer ise asagidaki gibidir:

Alem : Plantae

Bolim : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Takimi : Rhoedales

Familya : Crucifarae

Cins : Brassica

Tiir : Brassica napus (L.) oleiferae

Avrupa’da 19. yilizyilin baslarinda yapilan yogun sitolojik arastirmalar, Brassica tiirleri
arasinda onemli diizeyde genetik iliskilerin oldugunu ortaya koymustur. Tablo 2.1 ve
Sekil 2.1°de goriildiigii gibi amfidiploid genetik yapiya sahip Brassica napus, Brassica
juncea ve Brassica carinata tirlerinin, Brassica nigra, Brassica rapa ve
Brassica oleracea arasinda kendiliginden meydana gelen dogal melezlemeleri oldugu

belirlenmistir (Stizer, 2008)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida

Tablo 2.1: Brassica tiirlerinin kromozom sayilari ve genom yapilari

Gruplar Kromozom Genom Tiirler Tiird
Sayilar1
l. 10 AA B.rapa Elementer tiir I
1. 8 BB B.nigra Elementer tiir IT
1. 9 cc B.oleracea Elementer tiir II1
V. 18 AABB B.juncea Amfidiploid I ve 1l
V. 19 AACC B.napus Amfidiploid Il ve 111
VI. 17 BBCC B.carinata Amfidiploid Il ve IV

Brassica nigra

Brassica carinata Brassica junsea

BBCC AABB

Brassica oleracea Brassica napus Brassica rapa
CcC AACC AA

Sekil 2.1: Brassica tiirleri arasindaki genetik iligki

Kolza ilk defa M.O. 2000 yilinda Hindistan’da kiiltiir bitkisi olarak kabul gérmiis ve
13. yy.‘da Belgika’da ekimine baslanmistir ((Sobutay, 2004); http://www.
tagem.gov.tr/HABERLER/kolza/10.pdf [Ziyaret Tarihi:15 Agustos 2009]). 1942°de
Kanada, kolza yagini gemicilikte kullanmak amaciyla tiretimine baglamis ve daha sonra
diisiik erusik asit iceren yazlik ¢esitlerini gelistirmis ve 1956 — 1957 yillar1 arasinda
insan gidas1 amaciyla ilk kez kolza yagini islemistir. Ulkemize, Balkanlardan gégmenler
ile gelen kolza, 1960 yillarinda Trakya'da ekim alani bulmustur. Ancak kolza {iriiniiniin
yaginda insan sagligina zararh erusik asit, kiispesinde de hayvan sagligina zararli olan

glikosinolat bulunmasi nedeniyle ekimi yasaklanmistir (Sobutay, 2004).



Kolza bitkisi kuvvetli, ¢ok dall1 ve derinlere giden kazik kok sistemine sahip bir
bitkidir. Yapraklart mavi-yesil goriiniime sahip bir bitki olup; boyu 2 m’ye kadar
cikabilmektedir. Ilkbaharda bir aya yakin siireyle agan sar1 renk ¢iceklere sahiptir
(Tan, 2007) . Cigeklenme sonrasi olusan harnuplar1 (kapstilleri) yaklagik 20-28 arasinda
sar1, kahverengi veya siyah renkte olabilen kiiciik tohumlara sahiptir. Tohumlarin
bulundugu harnup ortadan ince bir zarla ayrilmakta ve bu zarin her iki tarafina bagh
olarak tohumlar bulunmaktadir. Tohumlar 1-2 mm c¢apinda, sagma seklinde yuvarlaktir
(Stizer, 2008). Kolza kendine dollenen bir bitki olmasma ragmen %35 oraninda da

yabanci d6llenme goriilebilmektedir (Tan, 2007).

Kolza, uzun giin bitkisi olmasinin yani sira, yazlik ve kislik formlar1 da bulunmaktadir.
Yazlik kolza boy olarak kiglik formlara gore ufak ve tane verimi daha diistiktiir. Kiglik
kolza da ise bitkiler daha kuvvetli, boylu, yiiksek verimli ve yetistirilmesi yazlik
formlara gore daha kolaydir. Avrupa’da birgok iilkede gerek sofralik ve gerekse
biyodizel elde etmek amaciyla yag bitkisi olarak kolzanin kiglik iiretimi yapilmaktadir

(Stizer, 2008).

Yag miktar1 % 40-45 arasinda degisen kolza tohumunun igerigi Tablo 2.2’ de verilmistir
(http://www.bysd.org.tr/bitkisel _ yag.pdf. [Ziyaret Tarihi:29 Eyliil 2009]). Kolza
tohumu yag1 % 40 kadar erusik asit icerebilmekte ve yiiksek diizeylerde bulunan erusik
asit, ¢esitli hayvanlarda olumsuz etkilere neden olabilmektedir (Hertrampf ve Pascual,
2000). Kolza yagindaki ytiksek erusik asit, diger yaglarin oksidasyonunu engelleyerek,
canhlarin yag metabolizmasini bozmakta ve kalpte trigliseritlerin birikmesine yol
acmaktadir (Odabas1 ve Taskaya, 2004). Kolza, erusik aside ek olarak tohumlarinda
3 mg/g’dan daha az miktarda glukosinolat igermektedir (Francis ve dig., 2001). Kolza
tohumunda bulunan en Onemli glukosinolatlar; progoitrin, glukonapin ve
glukobrassikanapin’dir. Bu bilesikler tek baglarina zararli degillerdir ve kolza
tohumunun pargalanmasi sirasinda glukosinolatlar, su ve mirosinaz enzimi (bitkide
bulunan veya hayvanin sindirim kanalinda mikroflora tarafindan iiretilen) etkisiyle
hidrolize olarak tiyosiyanat, izotyosiyanat, goitrin ve nitril gibi zararli bilesikler haline
doniismektedir. Bu zararli bilesikler organizmanin iyot alimini diisiirdiikleri gibi tiroid
bezinin yapisi ve fonksiyonunu bozarak ayrica karaciger hasarina yol acarak biliylimenin
gerilemesine neden olmaktadir. Toksik etkilerine ek olarak kanola, bir ¢cok hayvanda

yem alimini aci ve keskin tadi ile azaltmaktadir (Koca, 1982; Ergiin ve dig., 2004). Bu


http://www.bysd.org.tr/bitkisel_%20yag.pdf

nedenle yapilan 1slah g¢aligmalar1 sonucu erusik asit icerigi sifir (%00) ve kiispede
glikosinolat igerigi 30 mikromol (umol)’ un altinda yeni kolza ¢esitleri gelistirilmistir.
Gelistirilen bu c¢esitlere "Canadian Oil Low Acid" (diisiik asitli Kanada yagi)
sOzciiklerinden tiireme, kanola (canola) adi verilmistir (Odabas1 ve Tagkaya, 2004).
Dr. Baldur Stefansson, 1974’de Kanada’da Manitoba Universitesinde ilk defa diisiik
yag asitli kanola c¢esidini gelistirmistir (Scarth, 1988). Avrupa’ da yapilan 1slah
calismalarinda, yaginda diisiik seviyede erusik asit igeren Alman c¢esidi Liho ile
kiispesinde glukosinolat icerigi az olan Polonya kokenli yazlik Bronoswki cesitleriyle
yapilan melezleme sonucunda ilk kanola ¢esidi elde edilmistir. Erusik asit ve
glukosinolat seviyeleri sifira yakin azaltilmis olan ilk Brassica napus ¢esidi o yillarda
gida ve yem sanayisinin ihtiyaglarini tam olarak karsilayarak kanola ekim alanlarinin

her y1l biraz daha artmasina yardimci olmustur ( Siizer, 2008).

Tablo 2.2: Kolza tohum igerigi

Igerik Miktar (%)
su 5.4-7.2
Yag 40 — 45
Protein 19-20
Azotsuz ekstrakt 16.8-20.7
Ham lifler 44-59
Kiil 35-45

Kanola tohumu sifira yakin erusik asit icerigi ve % 41 yag icerigi ile aycicegi bitkisi
tohumuna yakin bir tohumdur (Sobutay, 2004). Bununla beraber yiiksek erusik asit
iceren Kkolza tohumu yagi, Avrupa ve Kuzey Amerika’da endiistriyel kullanim igin

onemlidir. Erusik asit degerli ve yenilenebilir bir kaynak olup yag-kimyasal



(oleochemical) endiistrisinde plastik, yaglama maddesi, biyodizel, sabun, kumas,

miirekkep iiretiminde kullanilmaktadir (Sasongko ve Christian Mdéllers, 2005).

Diinyada yaglh tohumlar tiretimine bakildiginda kanolanin, soya fasiilyesinden sonra
ikinci siray1r aldigr goriilmektedir (Tablo 2.3) (www.tekirdagtso.org.tr/urun/Ayiek
%20ya%20GTIP%201512.doc. [Ziyaret Tarihi: 20 Ekim 2009]).

Tablo 2.3: Diinyada yagli tohum tiretimi (ton)

2008/09 2007/08 2006/07 2005/06 2004/05 | 2003/04
Soya
250 220 240 220 215 185
Tohumu
Pamuk
45 45,3 45 45 45 35
Tohumu
Avycicek
veie 30 30,2 30 30 25 27
Tohumu
Kolza
55 50 50 50 45 40
Tohumu
Diger
35 40 35 40 45 45
Tohumlar
Toplam 415 385,5 400 385 375 332

Tohumlarinda yiiksek miktarda yag igeren bitkiler biyodizel {iretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biyodizel; kanola, aygicek, soya, aspir gibi yagl tohum bitkilerinden
elde edilen yaglarin bir katalizor esliginde kisa zincirli bir alkol ile (metanol veya
etanol) reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan ve yakit olarak kullanilan bir {irlindiir. Bitkisel
tirtinlerden elde edilen yaglarin dizel motorlarda kullanimi yeni bir kavram degildir.
Nitekim, Rudolf Diesel’in 1900 yilinda dizel motoru kesfetmesi ve yerfistigi yagini
yakit olarak kullandigi ilk dizel motorunu “Paris Fuar1” nda tanitmasindan itibaren
bilinmesine ragmen, s6z konusu yillarda petroliin ihtiyaci fazlasiyla karsilamasi, bitkisel
yaglara gore daha ucuz olmasi ve bitkisel yaglarin yakit olarak kullanilmasiyla ortaya
¢ikan motorda tortu olusumu ve yakit sistemindeki tikanma gibi sikintilardan dolay:

bitkisel yaglarin yaygin kullanimima gecilememistir (Oztiirk ve Bilen, 2009).

Kanola, verimli ve iyi drenajli topraklart sever. Cok kumlu hafif toprak olmamak kaydi
ile her tip toprakta yetisen, toprak tuzlulugundan pek etkilenmeyen kanola derin yapili

pH’ 1 6-7 olan nétr ve hafif alkali topraklar1 sever. Kanola bitkisi 5,5 pH’ a tolerans



gostermekte, bu degerin altinda ise verim kayiplar1 olmaktadir. 300-2800 mm yillik
yagis alan yerlerde yetistirilebilen kanola, ekimden sonra agir yagislara kars1 duyarlidir
ve yetisme periyodunda 200-500 mm su ihtiyaci bulunmaktadir. Serin sezon bitkisi olan
kanolanin biiylimesi i¢in minimum sicaklik derecesi 5 °C, optimum sicaklik derecesi ise
20 °C’ dir. Cesit 0zelligi yaninda ¢evresel olarak bir¢ok faktor verim tlizerinde biiyiik rol
oynamaktadir. Kanola da verim, asagida verilen verim, bilesenleri esitligi ile
hesaplanabilmektedir (Tan, 2007).

Birim Bitkideki Harnuptaki Tek
VERIM = Alandaki Bitki X Harnup X Tohum X Tohum
Sayis1 Sayist Sayist Agirhigt

Diinyada kanola {iiretimi 57.8 milyon ton kadardir. Kanolanin yogun olarak ekiminin
yapildigi iilkeler, Cin (13.2 milyon ton), Hindistan (7.1 milyon ton), Kanada (10,500
milyon ton) ‘dir. Avrupa Birligi iiyesi iilkelere baktigimizda toplam kanola tiretimi 20.6
milyon ton kadardir. Tablo 2.4’de diinyada Onemli oranda kanola iiretimi yapan
tilkelerin ihracat ve ithalat miktarlar1 verilmistir (www.fas.usda.gov [Ziyaret Tarihi:20
Ekim 2009]).


http://www.fas.usda.gov/
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Tablo 2.4: Diinyada kanola iiretimi, ihracati ve ithalati (milyon ton) (2009)

Yemeklik, Kanola Yag, Kanola Yaghk Tohum,Kanola

2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2007/08 | 2008/09 | 2009/10

URETIM

Cin 6,856 | 8281 |8550 | 3,870 |4675 |4828 |10573 | 12,100 | 13,200
Hindistan 3120 | 3560 |3770 | 1,968 |2245 |2378 |5450 | 7,000 | 7,100
Kanada 2440 | 2520 |[2885 | 1,675 |1,730 | 1,980 | 9528 | 12,600 | 10,500
Japonya 1275 | 1249 [1238 |902 884 876 1 1 1
AB-27 10500 | 11675 | 12282 | 7575 | 8422 | 8854 | 18358 | 18,896 | 20,600
Diger 3417 [3752 | 4156 |2302 |2533 |2773 |4384 |729 | 6409

TOPLAM 27,608 | 31,037 | 32,881 | 18,292 | 20,489 | 21,689 | 48,294 | 57,891 | 57,810
ITHALAT

Cin 302 250 250 277 420 250 805 2,870 750
Hindistan 0 0 0 0 0 0 25 20 20
Kanada 5 6 5 36 111 60 179 115 230
Japonya 29 110 80 17 20 40 2,257 2,150 2,200
AB -27 109 161 150 296 434 400 687 3,342 1,900
Diger 3,111 3,026 3,318 1,403 1,345 1,503 3,609 3,618 4,265

TOPLAM 3,556 3,553 3,803 2,029 2,330 2,253 7,562 12,115 | 9,365
IHRACAT

Cin 89 220 90 8 10 10 0 0 0
Hindistan 1,093 900 820 1 1 1 4 4 5
Kanada 1,857 1,861 2,190 1,307 1,527 1,680 5,775 7,486 6,100
Japonya 19 5 0 0 0 0 0 0 0

AB -27 182 162 200 137 141 150 396 98 350
Diger 355 447 638 478 679 767 2,020 4,319 3,468

TOPLAM 3,595 3,595 3,938 1,931 2,358 2,608 8,195 11,907 | 9,923

Ulkemizde kanola, bugdaym yetistirilebildigi tarim alanlarinda kislik ve yazlik olarak
on adaptasyon denemeleri yapilmak kosuluyla yetistirilebilmektedir. Trakya,
Marmara’nin giineyi, Anadolu’da kig donemi sicakliginin -20 °C’ nin altina diismedigi
gecit iklimine sahip bolgeleriyle, Karadeniz, Ege ve Akdeniz sahil kusaklarinda dogal
yagls sartlar altinda kislik kanola zamaninda ekilmek kosuluyla yetistirilebilir. I¢
Anadolu Bolgesi’nin Yozgat, Cankiri, Sivas gibi yiiksek ve daglik kesimleri, Dogu
Anadolu Platosu’nun orta ve kuzeydogu kesimleri, Van Golii Havzasi, Goller
Bolgesi’nin erken tava gelen derin yapili topraklarinda yazlik kanola cesitleri arpa gibi

yazlik olarak yetistirilebilir (Siizer, 2008).
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Ulkemizde en fazla kanola ekim alanina sahip il 17800 ha ile Adana ilidir. Bu ilde dekar
basina verim yaklasik 236 kg’ dir. Adana ilinin 2006 yillik toplam kanola tiretimi ise
4197 ton olarak gerceklesmistir. Adana’dan sonra iiretimin en fazla oldugu il 7581 da’
lik tiretim alani ile Tekirdag ilidir. Tekirdag ilini de ekim alan1 fazlalig1 yoniinden (5500

da) Balikesir ili takip etmektedir (Tablo 2.5) (Tiras, 2009).

Tablo 2.5: Tirkiye’de kanola ekim alanlari (da) ve tiretim (ton) miktarlarinin illere gore

dagilimi (2006)

iller Ekim % Uretim %
Adana 17800 33 4197 33.2
Afyonkarahisar | 105 0.2 14 0.1
Amasya 60 0.1 11 0.08
Ankara 58 0.1 12 0.09
Aydin 280 0.5 67 0.5
Balikesir 5500 10.2 1065 8.4
Burdur 128 0.23 2 0.01
Bursa 800 15 210 1.6
Canakkale 150 0.3 35 0.2
Corum 25 0.06 5 0.03
Denizli 293 0.5 88 0.6
Diyarbakir 1735 3.2 101 0.8
Eskisehir 2117 4 47 0.4
Hatay 650 1.2 120 0.9
Mersin 3000 55 1050 8.3
Kars 1495 2.7 273 2.1
Kayseri 150 0.3 30 0.2
Kirklareli 550 1 181 14
Kocaeli 20 0.03 2 0.01
Konya 10 0.01 2 0.01
Malatya 486 0.9 0 0
K.Maras 50 0.09 15 0.1
Mugla 2030 3.7 209 1.6
Samsun 1700 3.1 473 3.7
Sivas 440 0.8 132 1.0
Tekirdag 7581 14 2516 19.9
Tokat 1230 2.3 396 3.1
Sanlurfa 1726 3.2 434 3.4
Yozgat 140 0.25 31 0.2
Karaman 100 0.18 30 0.1
Batman 200 0.37 40 0.3
Kilis 39 0.07 10 0.07
Osmaniye 3250 6.2 797 6.3
TOPLAM 53898 100 12641 100
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Ulkemizde kanola ekim alanlarinda yildan yila énemli artislar ve azalislar olmaktadir.
Ormegin 2005 yilinda toplam 7000 da.’lik arazide ekilmis olan kanolanin 2004 yilinda
17000 da.’lik arazide ekimi yapilmistir. Ekim alan1 2003 de 28000 da. iken 2002 yilinda
belirgin bir sekilde azalarak 5500 da’ a gerilemistir (Tablo 2.6, Sekil 2.2). EKim
alanlarinin artisinda ve azalisinda uygulanan fiyat politikalarinin rolii olmaktadir.
Uretim artislar1 da ekim alanlariyla paralellik gdstermektedir.1976°da kanola iiretimi
5900 ton iken 1979 yilinda ise 43 000 tona ¢ikmistir. Ekim alanlarindaki azalisa bagh
olarak bazi yillar (1996) iiretim 5 tona kadar inmistir. 2006 yilinda ise kanola iiretimi

12641 ton olarak ger¢eklesmistir (Tiras, 2009).

Tablo 2.6: Tiirkiye’de kanola ekim alanlart (da) ve liretimin (ton) yillara gére durumu.

Yillar | Ekilen Alan | Uretim | Yillar | Ekilen Alan | Uretim
1976 | 41000 5900 1992 | 5000 1000
1977 | 93500 13800 | 1993 | 50 9
1978 | 90000 12500 | 1994 | 60 10
1979 | 275000 43000 | 1995 | 70 9
1980 | 100000 11500 | 1996 | 20 5
1981 | 62500 6000 1997 | 100 10
1982 | 17000 2000 1998 | 1150 300
1983 | 2530 400 1999 | 1870 330
1984 | 2900 450 2000 | 820 187
1985 | 1350 450 2001 | 2900 650
1986 | 1010 121 2002 | 5500 1500
1987 | 2500 340 2003 | 28000 6500
1988 | 12300 1400 2004 | 17000 4500
1989 | 32000 3000 2005 | 7000 1200
1990 | 20170 2100 2006 | 53898 12641
1991 | 5210 1046
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(Da) (Ton)
300000 50000
250000 + + 40000
200000 + 1 30000
150000 +
100000 1 1+ 20000

CRFPLHLS TS S P
NN N QIR S S

B Fkilen Alan —— Uretim(ton)

Sekil 2.2: Tiirkiye’ de kanola ekim alanlarinin ve tiretiminin yillara gére dagilimi

2.2. BITKILERE GEN AKTARIM TEKNiKLERIi

Biyoteknolojinin temelleri M.O. 1750 yilina kadar dayanmaktadir ve Siimer’liler bira ve
ekmek yapiminda maya kullanmiglardir. Biyoteknoloji giiniimiizde sadece genlerle
ugrasan ve gen transferi gerceklestiren bir bilim dali olarak bilinse de "6zel bir
kullanima yonelik olarak iirlin ya da islemleri doniistiirmek ya da olusturmak icin
biyolojik sistem ve canli organizmalari1 ile bunlarin tiirevlerini kullanan teknolojik
uygulamalar" olarak tanimlanmaktadir (Ozgen ve Tiiret, 1995). Biyoteknoloji terimi ilk
kez 1919 yilinda Macar bir ziraat miihendisi tarafindan kullanilmistir (Turhan, 2003).
Biyoteknoloji, 1950’lerden sonra bitkilerde islah alaninda kullanilmaya baslanmigtir
(Doyle and Persley, 1996). Biyoteknoloji ilk kullanilmaya baslandiginda doku kiiltiirti,
laboratuar kosullarinda seleksiyon, meristem kiltlirii, hiicre kiltlirii gibi canlh
organizmalarin gen yapisina dogrudan miidahale etmeyen teknikler icermekteydi.
Biyoteknoloji giiniimiizde ise gen teknolojisi ve gen transferi gibi, tiirlere kendi
potansiyelleri disinda bazi1 Ozellikler kazandirabilen teknikleri igermektedir. Klasik
biyoteknoloji, yabani tilirlerin 1slah edilmesi ile giiniimiizdeki birgok tiiriin
yetistirilmesine olanak saglamistir. Glinlimiiz biyoteknolojisi ise GDO yetistirilmesine

olanak saglamistir (Vines, 2002).
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Herhangi bir gen aktarim sisteminin esasini, tam bir bitki olusturulabilme yetenegine
sahip olan hiicrelerin kromozomlarina istenilen genleri tagiyan bir DNA parcasinin
kalic1 olarak yerlestirilmesi ve o hiicrelerden yeni bitkilerin elde edilmesi

olusturmaktadir ( Ozcan ve Ozgen, 1996).

Basarilt bir gen aktariminin yapilabilmesi i¢in, kullanilacak DNA parg¢as1 aktarilmak
istenen genle beraber uygun promotor (transkripsiyonu baglatmak icin gerekli olan
baslatic1 niikleotid dizisi) , terminator (transkripsiyonu dogru pozisyonda durdurmayi
saglamak i¢in gerekli olan niikleotid dizisi), haberci (reporter) gen ve segici isaretleyici
(markir) gen bolgesi icermelidir (Sekil 2.3). Bitkilere gen aktariminda, tiitlin mozaik
viriistinden alinan 35S promotorii, NOS (napolin sentaz) promotér, CDPK (kalsiyum
bagli protein kinaz), PEPC (fosfoenolpiirivat karboksilaz), 35S terminatér, NOS
terminatdr ve secici gen olarak da kanamisine diren¢ geni (nptll) gen aktarim

calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ahmed, 2002; Querci ve dig., 2004).

(ven
Promotdr | Terminatdr
DMNA BEMNA kodlama dizisi

Sekil 2.3: Aktarilmak istenen gende olmasi gereken diziler

Gen aktarim teknikleri iki ana baslik altinda toplanmaktadir:
1.Dolayl1 Gen Aktarim Teknikleri
-Agrobacterium tumefaciens Araciligiyla Gen Aktarimi
- Agrobacterium rhizogenes Araciligiyla Gen Aktarimi
2.Dogrudan Gen Aktarim Teknikleri
- Makro-enjeksiyon
-Kimyasal yontemlerle protoplastlara gen aktarimi
-Lipozomlarla Protoplastlara Gen Aktarimi
-Elektroporasyon ile Protoplastlara Gen Aktarimi
-Biyolistik (Partikiil Bombardimani)
-Mikro-enjeksiyon
-Elektroforez ve Mikrolazer

-Polen Transformasyonu
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-Polen Tiipii yoluyla DNA Aktarimi

-Zigotik Embriyoya DNA Emdirilmesi

-Fiberler Araciligi ile DNA Aktarimi

-Sonikasyon

-Desikasyon (Pena ve dig., 1987; Ari, 2004; http://www.biotechnology4u.com/
biotechnology_agriculture_methods_transfer_genes_plants.html [Ziyaret Tarihi:
13 Ekim 2009]

Bitkilere gen aktarim teknikleri i¢erisinde yaygin olarak, dogal genetik miihendisi olan
A. tumefaciens bakterisi kullanilmaktadir. Bu bakteri araciligiyla tarimsal dneme sahip
birgok gen, dikotiledon bitkilere kolaylikla aktarilabilmektedir (Birch, 1997). A.
tumefaciens bitkide tag¢ tiimoriine (crown gall), A. rhizogenes ise sagak kok (hairy-root)
olusumuna neden olmaktadir. Bu olusum A. tumefaciens igerisindeki Ti (tiimor
indiikleyen) plazmidi, A. rhizogenes igerisinde bulunan Ri (kok indiikleyen) plazmidi
araciligiyla olmaktadir. Ti ve Ri plazmitleri bitkinin zarar gormiis dokusundan bitkiyi
enfekte etmekte, enfeksiyon sonucu plazmitler {izerinde bulunan T-DNA (aktarilan
DNA) bolgesi bitki hiicrelerine aktarilmakta ve bitki DNA” sia girmektedir (Sekil 2.4).
Bu siiregten sonra aktarilan gen bitki DNA’ sinda degismeden kalmakta ve nesilden
nesile aktarilmaktadir (Paszkowski ve dig., 1984; De La Riva ve dig.,1998;
http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BA/Transforming_Plants.php [ Ziyaret Tarihi:
13 Ekim 2009] ).


http://www.biotechnology4u.com.[ziyaret/
http://www.biotechnology4u.com.[ziyaret/
http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BA/Transforming_Plants.php%20%5b%20Ziyaret%20Tarihi:%2013%20Ekim%202009%5d%20).
http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BA/Transforming_Plants.php%20%5b%20Ziyaret%20Tarihi:%2013%20Ekim%202009%5d%20).
http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BA/Transforming_Plants.php%20%5b%20Ziyaret%20Tarihi:%2013%20Ekim%202009%5d%20).
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Sekil 2.4: A. tumefaciens araciligiyla bitkilere gen aktariminin sematik gosterimi

Agrobacterium ile gen aktarim ¢alismalarinda; eksplantin ( ¢esitli bitki kisimlar1 ) yas,
eksplanta yapilan islemler, Agrobacterium hatti ve vektér kombinasyonu, ko-
kultivasyon siiresi, kiiltiir ortaminin hormonal kompozisyonu, seleksiyon ortaminin
ozellikleri ile konsantrasyonu transformasyon basarisini etkilemektedir (Moyne ve dig.,
1989; Schrammeijer ve dig., 1990; Escandon ve Hahne, 1991; Bidney ve dig., 1992;
Pugliesi ve dig., 1993; Knittel ve dig., 1994; Grayburn ve Vick, 1995; Laparra ve dig.,
1995).

[k transgenik bitki olan tiitiin bitkisi 1984 yilinda elde edilmis olup ticari olarak ilk
transgenik bitki tarimi ise 1990l yillarin basinda Cin Halk Cumbhuriyeti'nde tiitiin
bitkilerinin yetistirilmesi ile baslamistir (Birch, 1997; James, 1997). 1997 yilina kadar
35 familya igerisinde, 120°nin {izerindeki tiirde transformasyon basarilmis ve bunlardan

bazilarmin ticari olarak ekimine izin verilmistir (Tablo 2.7) (Birch, 1997).
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Tablo 2.7: Ticari olarak ekimine izin verilen transgenik varyeteler

Gelistirilen Ozellik Varyete Gelistiren Sirket Tarih
Kalite (raf omrii) Flavr Savr (Domates) Calgene 1994
Yag 6zelligi Laurical (Kanola) Zeneca 1994
Virtise dayaniklilik Freedom (Kabak) Asgrow 1995
Ballgard (Pamuk)
Bocege dayaniklilik
New Leaf (Patates) Monsanto 1996-97
YieldGuard (Misir)
Bocege dayaniklilik Maximizer (Misir) Ciba Seeds 1996
Herbisite dayaniklilik | Roundup Ready (Soya) Monsanto 1995-96
Roundup Ready
(Kanola) )
Herbisite dayaniklilik Pioneer 1996-97
Roundup Ready (Soya)

Gen aktarim teknikleriyle organizmaya bir seferde birden fazla gen aktarmak
miimkiindiir ve bu teknik daha verimli, alternatif bir yoldur. Partikiil bombardimani, son
zamanlarda birden fazla gen transferi igin tercih edilen bir yontem olarak 6ne ¢ikmuistir.
Partikiil bombardimani araciligiyla ii¢ gen barindiran tek bir plazmit ile ve ya 9-14 ayn
plazmidin kullanilmasiyla tek seferde c¢oklu gen aktarimi yapilabilmektedir.
Agrobacterium ile ¢oklu gen transferi, bir Agrobacterium iginde bulunan iki vektor
araciligiyla, farkli Agrobacterium suslariyla ya da bu iki yontemin her ikisi ayni anda

kullanilarak yapilabilmektedir (Radchuk ve dig., 2005).

Farkli gen aktarim teknikleri ile gen veya genlerin bir organizmadan diger bir

organizmaya aktarilmasina gen aktarimi ve bu organizmalara da genetigi degistirilmis
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organizmalar (GDO) denilmektedir (Anonim, 2000). Genetik miihendisligi teknolojisi
kullanilarak iiretilen organizmalar literatiirde; genetigi degistirilmis organizmalar
(GDO), genetigi degistirilmis iriinler (GD), genetik olarak modifiye edilmis
organizmalar (GMO), genetik olarak modifiye edilmis iirtinler (GM), gen aktariml
organizmalar, transgenik organizmalar, bio-miihendislik organizmalari vb. adlarla
tanimlanmaktadir. Bu organizmalara aktarilan genler ise transgen olarak ifade
edilmektedir (Uzogara, 2000; Cellini ve dig., 2004).

Diinya niifusunun hizla artmasi, az gelismis tlilkelerdeki insanlarin yetersiz beslenmeleri
ya da hi¢ beslenememeleri, bitkisel ve hayvansal tiretimde verimliliginin arttirilmak
istenmesi ve gidalarin besin degerinin diizenlenmesi (A vitamince zenginlestirilmis

“altin ¢eltik™), transgenik ¢esit gelistirilmesine yol agmistir (Vines, 2002).

Tarimm bitkilerinde iizerinde en ¢ok calisilan 6zellikler, hastaliklara ve zararlilara karsi,
yabanci ot ilaclarma karst dayaniklilik, besin degeri yiiksek lezzetli gidalar, meyve
olgunlagma siirecinin degistirilmesi, raf ve depolama omriinlin uzatilmasi ve aromanin
arttirtlmasi, birim alandan da daha fazla verim alinmasi olarak siralanabilir. Diinyada bu
teknolojinin uygulandigi, yem bitkilerinde bulunan antinutrisyonel (biliylimeyi
engelleyici) faktorlerin elimine edilmesine yonelik olarak bu teknolojinin en basarili
oldugu transgenik bitkiler; misir, soya fasulyesi, kanola, pamuk, tiitiin, patates ve
domates bitkileridir (Cabuk ve dig., 2005). Ticari GDO iiriin tiretimi; ABD (%59),
Arjantin (%20), Kanada (%7), Brezilya (%6) ve Cin (%4) olmak iizere sadece 5 iilkede
yapilmaktadir. Diinya GDO ticareti; soya, misir, kanola ve pamuk olmak iizere sadece 4
lrlinlin iizerinde yogunlasmistir (Kiyak, 2004). Son yillarda bir¢ok {iilkede, kanola
varyetesiyle birlikte 100°den fazla genetigi degistirilmis bitkinin ticarilestirilmesi
onaylanmigtir (Tablo 2.8). Kanada, ABD ve Avusturalya her yil milyonlarca ton
transgenik kanola tohumu ve bu tohumdan elde edilen yag: ihra¢ etmektedir. GDO
tirlinlerinin ticarilestirilmesi ve ihracati, piyasaya siiriilen bu iriinlerin etiketlenmesi
seklinde tiiketici haklarin1 korumaya yonelik girisimlere yol agmistir ve etiketleme
mevzuati iilkelere gore degisiklik gostermektedir: {irlinlerde transgenik miktari, Avrupa
Birligi iiyesi iilkelerde ve Rusya’da %0.9, Giiney Kore’de %3 ve Japonya’da %5 olarak
izin verilmektedir (Wu ve dig., 2008). GDO fiiriinlerine aktarilan 6zellikler 3 grup
altinda toplandigi zaman genel olarak en fazla aktarilan 6zelligin herbisite (bdcek

zararlis1) toleranshilik (%59) oldugu goriilmektedir. %28 oraninda bocek ve viriise
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dayaniklilik 6zelligi kazandirilan iiriinler oldugu halde kaliteye yonelik ozelliklerin

aktarilmasi %13 gibi diisiik bir seviyede kalmaktadir (Turhan, 2008).

Tablo 2.8: Kanada’da ekimi yapilan bazi transgenik kanola varyeteleri

Varyete GDO durum Kaynak
Conquest GT73* Agricore, MB
LG3235(A) GT73 Fairlight, SK
LG3235(B) GT73 Weyburn, SK
LG3345(A) GT73 NWT Unity, SK
LG3345(B) GT73 Starbuck, MB
Quest(A) GT73 Edgerton, AB
Quest(B) GT73 Vermilion, AB
SW Arrow(A) GT73 Brandon North, MB
SW Arrow(B) GT73 Foam Lake, SK
SW Rider(A) GT73 Tribune, SK

SW Rider(B) GT73 Fairlight, SK
Exceed HCN92; HCN28 Booth Siding, SK
Independence HCN92° Deloraine, MB
Innovator HCN92 Perdue, SK

SW Flare LL HCN92; HCN28 Amazon, SK
2273 Ms1/Rf2 Nokomig, SK
Armor BX OXY235° Carnduff, SK
Cartier BX OXY235 Alexander, MB

A, b ve c ust simgesi alanlar Roundup Ready (glifosata direngli), Liberty Link
(glifosinat amonyuma direngli) ve BX (Bromoksinile direngli) igermektedirler. SK,

Saskatchewan; MB, Manitoba; AB, Alberta

ISAAA (International Service for the Acquisition of Agri- Biotechnology Applications)
verilerine gore; transgenik tirlinler ilk olarak 1996 yilinda iiretilmeye baglanmis ve 1996
yilindan 2008 yilinin sonuna kadar gecen 13 yillik siire icerisinde bu iiriinlerin toplam
ekim alan1 74 kat artarak 125 milyon hektara ulagmistir. Bugiin diinya genelinde 15
tanesi gelismekte ve 10 tanesi gelismis iilkeler arasinda olan toplam 25 iilkede GDO’lu
iriinlerin {iretilmesine onay verilmistir (Tablo 2.9). Bu {ilkelerin haricinde 30 tilkede ise
bu {iriinlerin gida ve yem amagh kullanimma yonelik ithalati onaylanmis olup,
boylelikle bu  iriinleri  kullanan ilke sayis1  toplam  55’e  ulasmistir
(http://www.ekopolitik.org/images/cust_files/091008162957.pdf [Ziyaret Tarihi: 25
Ekim 2009])



20

Tablo 2.9: Diinya’ da GDO’lu tarim iiriinii iireten {ilkeler ve tarim alanlart

No | Ulke Tam Alant Uriin Tiirii
(Milyon Hektar)
1 ABD 625 Soya fasiilyesi, misir, pamuk, kanola, sekerpancari,
papaya, alfaalfa, kabak
2 | Arjantin 21 Soya fasiilyesi, misir, pamuk
3 | Brezilya 15.8 Soya fasiilyesi, misir, pamuk
4 | Hindistan 7.6 Pamuk
5 Kanada 7.6 Soya fasiilyesi, misir, sekerpancari, kanola
6 | Cin 3.8 Pamuk, domates, kavak, petunya, papatya, tatli biber
7 | Paraguay 2.7 Soya fasiilyesi
8 | Giliney Afrika 1.8 Soya fasiilyesi, misir, pamuk
9 | Uruguay 0.7 Soya fasiilyesi, misir
10 | Bolivya 0.6 Soya fasiilyesi
11 | Filipinler 0.4 Misir
12 | Avusturalya 0.2 Kanola, pamuk
13 | Meksika 0.1 Soya fasiilyesi, misir
14 | ispanya 0.1 Misir
15 | Sili <0.1 Soya fasiilyesi, misir, kanola
16 | Kolombiya <0.1 Misir, karanfil
17 | Honduras <0.1 Misir
18 | Burkina Faso <0.1 Misir
19 ek <0.1 Misir
Cumhuriyeti
20 | Romanya <0.1 Misir
21 | Portekiz <0.1 Misir
22 | Almanya <0.1 Misir
23 | Polonya <0.1 Misir
24 | Slovakya <0.1 Misir
25 | Misir 0.1 Misir

Kanola’ da yapilan arastirmalar glifosat (N-fosfonometil-glisin) herbisit toleransi,

glufosinat amonyum herbisit toleransi, bromoksinil herbisit toleransi, erkek

fertilite/sterilite restorasyon ve yag kalitesini arttirma {izerine yogunlasmistir (Demeke

ve dig., 2002).
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Glifosat herbisit toleransina sahip transgenik kanola (GT73), transgenik {iirlinlerde en
yaygin olarak kullanilan 5-Enol-piruvilsikimat-3-fosfat (EPSPS) geni ve glifosat oksidaz
geninin (GOX) aktarimiyla elde edilmistir. Glifosat, kloroplastta sikimik asit yolaginda
gorev alan EPSP sentaz enzimini inhibe etmekte, EPSP molekiillerinin sentezini
durdurarak hiicrelerin Sliimiine yol agmaktadir. Genetik miihendisligi teknikleriyle
aktarilan EPSPS geni ise alternatif EPSP proteinlerinin iiretimini saglayarak sikimik asit
yolaginin islevini siirdiirmesini saglamakta ve boylece hiicreleri glifosinatin olumsuz

etkilerine kars1 direncli hale getirmektedir (Demeke ve dig., 2002).

Glufosinat amonyum herbisit toleransina sahip transgenik kanola (HCN92) ise Pat
(Fosfofinotrisin-N-asetiltransferaz) geninin aktarimi sonucu elde edilmistir. Glufosinat
amonyum, hiicrede glutamin sentetaz enziminin aktivitesini inhibe ederek glutamin
sentezini engellemektedir. Pat geni ise, sentezinden sorumlu oldugu Fosfofinotrisin-
asetiltransferaz enzimi ile glufosinat amonyumun asetillenerek inhibisyonuna yol
acmaktadir. Boylece hiicreler glufosinat amonyumun olumsuz etkilerine karsi direng

kazanmaktadirlar (Demeke ve dig., 2002).

Bitkilerde toksik etki olusturan diger bir herbisit ailesi bromoksinil herbisitleri ise,
dikotil bitkiler lizerinde fotosentezin 151k reaksiyonlar1 evresinde elektron akisini bloke
ederek etkilerini gostermektedirler. Bitkilere aktarilan nitralaz (OXY235) geni,
bakteriyal nitralaz enzimini kodlayarak bromoksinil herbisitlerini nonfitotoksik

bilesiklere hidroliz etmekte ve direng saglamaktadir (Demeke ve dig., 2002).

Avrupa Birligi iiyesi iilkelerde bulunan transgenik iiriinlerde kullanilan plazmitlerde
yaygin olarak bar geni (Streptomyces hygroscopicus’ e direngli BASTA), Streptomyces
viridochromogens’dan alinan fosfinotrisin asetiltransferaz enzimini kodlayan gen
bulunmaktadir. Bununla beraber Bt-Xtra™ musirinin, Btll muisiriin, Maximizer™
Bt176 musirmin, MON 810/809/802 musirinin, Roundup Ready™ soya fasulyesinin
yaygin olarak ekimi yapilmaktadir (Ahmed, 2002).
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2.3. TRANSGEN ANALIZINDE KULLANILAN TEKNIiKLER

Bitkilere hangi ozelliklerin kazandirildiginin tespit edilebilmesi amaciyla farkli
teknikler gelistirilmistir (Tablo 2.10). Bu teknikler dort ana bashik altinda

toplanmaktadir:

1.DNA’ya Dayal1 Teknikler
-Southern blot
-Kalitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
-Kantitatif-kompetetif PZR
-Real-Time PZR
2.RNA’ya Dayali Teknikler
-Northern blot
3.Proteine Dayal1 Teknikler
-ELISA
-Western Blot
-Lateral Flow Strip
-Manyetik parcalar
4.Metabolite Dayali Teknikler
-NIR (Yakin kizil 6tesi) Spektroskopi
-NMR (Niikleer manyetik rezonans) Spektroskopi
-Yiizey Plasmon Rezonans

-HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) (Ahmed, 2002; Jensen, 2007)
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Tablo 2.10: Transgen analizinde kullanilan bazi1 teknikler

Proteine dayal DNA’ ya dayali
Parametre Western ELISA Lateral Southern Kalitatif Kantitatif- RT -PZR
Blot flow strip blot PZR kompetatif
PZR
Kullanim Zor orta kolay zor zor zor Zor
kolayligi
Ozel ekipman | Var var yok var var var Var
ihtiyaci
Duyarlilik yiiksek yiiksek yiiksek orta Cok yiiksek Yiiksek
yiiksek
Siireg 2 giin 30-90 10 dakika 6 saat 1.5 gilin 2 giin 1 giin
dakika
Maliyet/6rnek | 150 5 2 150 250 350 450
®)
Kantitatif Yok var yok yok yok var Var
sonug¢ verme
Saha Yok var var yok yok yok Yok
testlerine
uygunluk
Bagslica Akademik | Arastirma | Saha testi Akademik | Arastirma | Arastirma Aragtirma
kullamildig lab. lab. lab. lab. lab. lab.
yerler

GDO tanisinda en ¢ok kabul goren teknik DNA’ya dayali tekniktir. Baz1 gidalarin
tiretimleri siirecinde olaganiistii kosullar altinda DNA molekiilii yiiksek kararlilik
gosterir. GDO organizmalarin tanisinda transgen ve endojen referans genin paralel
cogaltimi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi ile oldukga giivenilir sonug
vermektedir (Hiibner ve dig., 1999; Hernandez ve dig., 2003; Jensen, 2007). PZR
teknigi Ornekteki hedef DNA’nin ¢ogaltilabilirligi ve inhibisyonu ile ilgili kontrol
saglamaktadir ve nicel analiz i¢in referans genin ¢ogaltimi toplam hedef DNA’nin

tahmini miktar1 noktasinda bilgi saglamaktadir (Hernandez ve dig., 2003).

PZR, genomda nukleotid dizisi bilinen bir bdlgenin ¢ok sayida kopyasiin ¢ikarildigi
in vitro DNA ¢ogalim yontemidir. Temelini organizmanin DNA molekiillerini
cogalttigi replikasyon mekanizmasindan alan PZR’da DNA molekiili kalip olarak
kullanilir. Ortama ¢ogaltilacak bolgeye 0Ozgiin olarak sentezlenen bir c¢ift primer
molekiilii, dort serbest deoksiribonukleozidtrifosfat (ANTP) (dATP, dGTP, dTTP,

dCTP), DNA polimeraz enzimi ve enzimin kofaktorii olan Mg+2 iyonu eklenir. Bir
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tampon igerisinde karistirilan bu birlesenler sicaklik dongiileri araciligiyla replikasyonu
taklit ederek ilgili bolgenin ¢ogaltilmasini saglar. Bu amagla ti¢ farkli sicaklik derecesi,
30-35 dongii olacak sekilde, ardisik olarak kullanilir. Standart PZR’ da 95 °C, DNA
molekiiliinde ipliklerin denatiirasyonunun saglanmasi igin, 40-65 °C Tm (erime 1s1s1)’
ye bagh olarak tek iplikli primer ¢iftinin genomda tamamlayict oldugu bolgelere
baglanmasi i¢in ve 72 °C baglanan her iki primerin serbest 3°-OH uglarina kaliba gore

serbest ANTP’lerin eklenmesi i¢in kullanilir (Sekil 2.5) (Mullis ve dig., 1986).

| ely *w.mﬂu‘wm , Kalip DNA
: | Ul : | i 1. Asama Denatiirasyon

(95°C’de 1 dakika)

(40-65°C’de 1 dakika)

J.UL% | Syl s 2-Asama
I
5 % Primer Baglanmasi
3 R 3

. | | y

SRR Rt 2% LI 3.Asama

| \/H ShNT :I TN L |’~ ;- 7 Zincirlerin Uzatilmas:
Y ™3 - - LN @20 de 2 dakika)
3 JRL] | |

Sekil 2.5: Polimeraz zincir reaksiyonun sematik gosterimi

PZR teknigi, transgenik organizmalarin tanisi disinda, allelik varyasyonlarmin
gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu igin doku tipinin belirlenmesi, adli tip
orneklerinin genetik tiplendirilmesi (analik-babalik tayini) gibi tibbin diger kollarinda,
tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evoliisyon ¢aligsmalar1 gibi birgcok
alanda (dogadaki c¢esitli canli tiirlerinin tamisi, tlirler arasindaki polimorfizmin

belirlenmesi) kullanilmaktadir (Ari, 2004).
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Giliniimiizde kullanilan 9 ¢esit PZR teknigi bulunmaktadir.

1. Yuvalanmis (‘Nested’) PZR: Yuvalanmis (‘nested’) PZR 6zgiin olmayan iirlinlerin
olusumunu engelleyen, yiiksek 6zgiinliikte bir PZR yontemidir. Bu yontemde ardarda
iki PZR yapilir. ilk PZR 6zgiin olmayan iiriinlerin olusumuyla sonuglanir. Ikinci PZR
ise ilk PZR sonucu ¢ogaltilmis DNA’nin i¢ kisimlarina ait dizileri igeren ‘nested’
primerler ile yapilir. ik PZR iiriinleri ikinci PZR igin kalip olarak kullanilir ve istenilen
hedef bolge cogaltilarak 06zgiin {riinler elde edilir. Boylece ‘nested” PZR dogru

tirtinlerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir (Ar1, 2004).

2. Demirlenmis (‘Anchore’) PZR: Demirlenmis (‘anchored’) PZR c¢ogaltilacak olan
DNA’nin sadece bir bdlgesinin (yani bir primer bdlgesinin) bilindigi durumda
uygulanir. Amac¢ bilinen bolgeden yararlanilarak ilgilenilen DNA pargasinin

cogaltilmasidir (Ar1, 2004).

3. Geri (‘Revers’) Trankripsiyon PZR’si (RT-PCR): RNA PZR olarak da adlandirilan
RT-PZR iki asamali olup RNA’dan tamamlayict DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve

tamamlayict DNA’nin standart PZR yoluyla ¢ogaltilmasi asamalarin1 kapsar (Ari,
2004).

4. Asimetrik PZR: Bu PZR c¢esidinde kullanilan iki ¢esit primerden biri miktarca
digerinden ¢ok daha fazla kullanilir. Bu nedenle asimetrik PZR sonucu ipliklerden biri

digerinden ¢ok daha fazla miktarda ¢ogaltilir (Ar1, 2004).

5. Ters (‘Inverse’) PZR (IPCR): Ters ‘(inverse’) PZR bilinen bir DNA dizisinden
yararlanilarak bu DNA’nin her iki ucundaki bilinmeyen boélgelerin ¢ogaltilmas: igin

kullantlir (Ar1, 2004).

6. In situ PZR: Lam iizerindeki hiicre, doku ya da doku parcalart i¢indeki kalip
DNA’nin PZR ile ¢ogaltilmasi islemine in situ PZR adi verilir. Bu yontem viral
DNA’nin tek kopyali genlerin saptanmasinda veya RT-PZR ile birlikte viral RNA ve
traskriptlerin belirlenmesinde kullanilir (Ar1, 2004).

7. Coklu (multipleks) PZR: iki ya da daha fazla hedef dizinin es zamanl olarak aym
reaksiyonda ¢ogaltim ilkesine dayali, PZR gesitlerinden biridir. Ilk olarak bu ydntem

1988 ‘de uygulanmigtir. DNA ‘nin test edilmesi ile ilgili delesyon, mutasyon,
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polimorfizm ve nicel analizler gibi bir¢cok alanda uygulanmaktadir (Henegariu,1997).
Tek bir PZR’da ¢oklu bolgelerin es zamanli ¢ogaltimi, genetik olarak modifiye edilmis
organizmalarin tespit analizlerinde de kullanilmakta, zaman ve ¢aba noktasinda tasarruf

saglamaktadir (Hernandez ve dig., 2003).

8. Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD): RAPD niikleotid dizilimi rasgele
secilmis primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu olup, niikleotid dizi

bilgisine sahip olmaksizin polimorfizmin belirlenmesini saglar.

9. Immuno PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu ile bir antijen saptama sistemi olan
immuno PZR, 6zgiil olarak antijen-antikor kompleksine baglanmis bir isaret DNA

pargasinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilir.

PZR’nun kalitesini kontrol etmek i¢in, bir tiir veya organizmanin her hiicresi i¢in her
zaman sabit diizeylerde anlatim yapan ‘housekeeping genler’ kullanilmaktadir.
Housekeeping genler PZR teknigi kullanilarak yapilan, transgen analizlerinde,
filogenetik arastirmalarda siirekli ve ayni kopya sayisini verdiginden dolay1 referans gen
olarak kullanilmaktadir (Vandesompele ve dig., 2002; Savli ve Hatirnaz, 2004; Kullberg
ve dig., 2006). B-tubulin, siklofilin, aktin, elongasyon (uzama) faktorii 1-a (efla), 18S
rRNA, adenin fosforibozil transferaz (aprt), sitoplazmik ribozomal protein L2 ve NAD
bitki housekeeping genlerine 6rnek olarak verilebilir (Nicot ve dig., 2005). Kanola
bitkisine 6zgii olan NAD geni, PZR tekniginde reaksiyonun kalitesini kontrol etmek

amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Mannerlof ve Tenning, 1997).

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’ de ekimi yapilan kanola bitkisinin (Brassica napus L.) daha
Once transgen analizleri yapilmamig Californium, Orkan, Jura ve Elvis varyetelerinin
PZR teknikeri araciligi ile 35S ve pNOS promotor bolgeleri bakimindan transgen

analizlerinin yapilmasi amaclanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIi MATERYALI

Bu calismada, Tiirkiye’de ekimi yapilan kanola (Brassica napus L.) bitkisinin Jura,
Orkan, Californium ve Elvis varyeteleri, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii/
Samsun’dan saglandi. Sertifikali referans materyalleri (Bt11 %0, MON810 %2) IRRM’
den  (Institute for Reference Materials and Measurements) saglandi
(http://lwww.ermcrm.org /html/ERM_products /search/reports/BF412a. pdf [Ziyaret
tarihi: 20 Ocak 2010]).

3.2. BiTKi DOKU KULTURLERININ KURULMASI
3.2.1 Yiizey Sterilizasyonu

Kanola tohumlarinin doku kiiltiirline alinabilmeleri i¢in ilk asamada yiizey
sterilizasyonlar1 gerceklestirildi. Bu amacla, tohumlar; %70’lik (v/v) etil alkolde
5 dakika tutulduktan sonra, %20’lik (v/v) sodyum hipoklorid soliisyonunda 20 dakika
bekletildi. Siire sonunda tohumlar 15 dakika siireyle 3’er kez steril distile sudan

gecirilerek yiizey sterilizasyonlar1 tamamlandi.

3.2.2. Steril Kanola Tohumlarinin Doku Kiiltiiriine Alinmasi

Yiizey sterilizasyonlar1 yapilan kanola tohumlari, Murashige ve Skoog (MS)
(Murashige ve Skoog, 1962) (Tablo 3.1) besiyerine alindi. Besiyerleri 25°C’deki
kontrollii bitki bliylime kabininde, 400 W 1s1k siddeti, %70 nem, 16 saat giindiiz/8 saat

gece kosullarinda tutularak, doku kiiltiirleri kuruldu.
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Tablo 3.1: MS besiyeri igerigi

Makro Elementler | Konsantrasyon (mg/ I)
MgSO4 7HZO 370
KHZPO4 170
KNO3 1900
NH4NO3 1650
CaCI2 2HZO 440
Mikro elementler

H3BO3 6.2
MnSO4HzO 15.6
ZnSO47HZO 8.6
Na2M0042H20 0.25
CuSO45H20 0.025
COCl2 6H20 0.025
Kl 0.83
FeSO47H20 27.8
Na EDTA 37.3
Organik Maddeler

Tiamin HCI 0.1
Pridoksin HCI 0.5
Nikotinik asit 0.5
Myo-inositol 100
Sakkaroz 30000
Agar 8000
pH 5.8

3.3 DOKU KULTURUNE ALINAN KANOLA BITKIiCIKLERINDEN VE
SERTIFIKALI MISIR UNLARINDAN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Kanola bitkiciklerinin ve sertifikali misir materyallerinin genomik DNA izolasyonlari
‘peqGold Plant DNA Mini Kit” (katalog no:12-3486-01) kullanilarak gerceklestirildi.
DNA izolasyonu icin kanola bitkiciklerinin yapraklarindan 200 mg ile %0 ve %2
oraninda transgenik igeren sertifikali misir materyallerinden, 50°ser mg kullanildi.
Kanola bitkicikleri steril havanlar iginde siv1 azot ile ezildikten sonra misir materyalleri
ile birlikte 2 ml’ lik santrifiij tiiplerine ayr1 ayr1 alinip tizerlerine 600 pl P1 tamponu ve
10 pl B-merkaptoetanol ilave edildi. 2 ml’ lik santrifiij tiipline alinan %0 ve %2’ lik
musir tozlarinin tizerine ise 800 ul P1 tamponu ve 10 ul B-merkaptoetanol ilave edilerek
karigtirildi. Tiipler, daha sonra 10 dakika siireyle 65 °C’ deki su banyosunda tutuldu.
Stire sonunda tiiplerin i¢ine 140 pupl P2 tamponu eklendi ve 10 dakika
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10000 devir/dakikada oda sicakliginda santrifiij edildi. Islem sonunda iist sivilar
izolasyona devam etmek icin yeni santriflij tiiplerine alindi. Soliisyonlarin iizerine
0,7 hacim (v/v) izopropanol ilave edilerek karisimlar 2 dakika 10000 devir/dakika’ da
oda sicakliginda santrifiijlendikten sonra iist sivilar uzaklastirildi. Cokeltiler 1 dakika
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Daha 6nceden 65 °C’ ye 1sitilmis olan steril distile
sudan, tiiplerin i¢ine 300’ er pl ilave edildi. Daha sonra karisimlarin iizerine 4 pul RNaz
ilavesi yapilarak tiipler 2 dakika oda sicakliginda tutuldu. Karigimlarin {izerine,
37 °C’ deki 150 pl P3 tamponu ve 300 ul saf alkol (%99.5; v/v) ilave edilerek
karigtirlldi. 750 pl” lik karigimlar, kolonlu toplama tiiplerine alindiktan sonra
10000 devir/dakika’ da oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlarin altinda
kalan s1v1 atildi ve tiiplerin i¢ine 750 pul DNA yikama tamponu ilave edilerek 1 dakika
10000 devir/dakika’ da oda sicakliginda tiipler santrifiijlendi, kolonlarin altindaki siv1
uzaklastirildi ve islem tekrar edildi. Toplama tiipleri, kurutma amaghi 2 dakika
12000 devir/dakika oda sicakliginda santrifiij edildi ve kolonlar yeni toplama tiiplerine
alindi. Tiplerin i¢gine 100 pl eliisyon (¢oziicii) tamponu eklenerek 1 dakika
10000 devir/dakika’ da oda sicakliginda santrifiijlendi. Bu islem tekrar edildi ve izole
edilen DNA’ lar 200 pl eliisyon tamponu i¢inde -20 °C’ de saklandi.

3.3. iZOLE EDILEN GENOMIK DNA’LARIN SPEKTROFOTOMETRIK
OLCUMLERI

Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinden izole edilen genomik DNA’ larin ve
sertifikali referens materyallerinin spektral analizleri yapilarak miktarlar1 ve safliklari
Olgiildi. Genomik DNA’ larm 260 nm dalga boyundaki absorpsiyon degerleri ile
asagidaki formiil kullanilarak DNA miktarlar1 hesaplandi.

“DNA(ng/ml) = A260 x sulandirim orani x 50”

3.4. POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (PZR)

Tiirkiye’ de ekimi yapilan kanola bitkisinin, Elvis, Californium, Orkan ve Jura
varyetelerinin ve bunlara ek olarak %0 ve %2’ lik sertifikali misir materyallerinin
transgen analizleri i¢in klasik PZR ve ¢oklu PZR teknikleri kullanildi. PZR 50 pl total
hacimde ‘G-storm Gradient PZR’ cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
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3.5.1. Kanola Varyetelerinde ve Sertifikah Materyallerde 35 S ve pNOS
Bolgelerinin Klasik PZR ile Cogaltilmasi

Bu c¢alismada kanola varyetelerinde ve sertifikali misir materyallerinde transgen
analizleri amaciyla 35S (227 bg) ve pNOS (167 bg) promotor dizilerine 6zgii primerler
kullanild1 (Tablo 3.2). Sertifikali misir materyallerinden %0’ ik Btl1 musirinin 35S
promotdr, tNOS, zSSlIb genini, % 2’ lik MON 810 musirinin ise 35S, tNOS ve zein
genini igerdigi uriin katologunda verilmistir  (http://www.ermcrm. org/html/
ERM_products/search/reports/BF412a. pdf [Ziyaret tarihi: 20 Ocak 2010]). Bu
promotor bolgelerine ek olarak standart gen anlattiminin  (housekeeping)
belirlenebilmesi i¢cin NAD (813 b¢) gen bolgesine ait primer kullanildi (Demeke ve
dig., 2002). Transgen analizi i¢in kullanilan iki promotor gen bolgesi ve NAD geninin
cogaltimi i¢in ‘Fermentas PZR Master Mix (2X)’ kullanildi. PZR bilesenleri Tablo 3.3”
de ve klasik PZR sicaklik dongiileri ise Tablo 3.4” de verilmistir.

Tablo 3.2: 35S, pNOS ve NAD primer dizileri

Primer Nukleotit dizisi (5'-3") Cogaltlan m ()
iiriin (bg)
AM35S F AAGGGTCTTGCGAAGGATAG 60
AM35S R AGTGGAAAAGGAAGGTGGCT 22 60
pNOS F GGAACTGACAGAACCGCAACG 167 66
pNOS R TGGAACGTCAGTGGAGCATTT 62
NADS F TAGCCCGACCGTAGTGATGTTAA 68
NADS R ATCACCGAACCTGCACTCAGGAA 813 70

Tablo 3.3: Klasik PZR bilesenleri

Bilesenler Miktar( pl)
Temel karisim 25

Primer gifti I(I’er pl)
Genomik DNA 2

Distile H,O 21
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Tablo 3.4: Klasik PZR sicaklik dongiileri

3.5.2. Kanola Varyetelerinin Coklu PZR (Multiplex PCR) Teknigi ile Transgen

Analizleri

Klasik PZR’ de her bir reaksiyon tiipii i¢ine bir primer ¢ifti eklenirken, ¢oklu PZR’ de
ise her bir reaksiyon tiipiine 35S, pNOS, NAD olmak iizere 3 primer ¢ifti birlikte
eklendi. Reaksiyon i¢in ‘Qiagen Multiplex PCR’ kiti (katalog no: 206143) kullanildi,
reaksiyon bilesenleri Tablo 3.5’ da, PZR sicaklik dongiileri ise Tablo 3.6° de

verilmigtir.

Tablo 3.5: Coklu PZR bilesenleri

SURE (dakika) | Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyonu 5 95
Denatiirayon 0.5 95
Baglanma 0.5 60
Uzama 1 72
Son uzama asamasi 3 72
Toplam dongii sayist 35

Temel Karigim

Bilesenler Miktar (pl)
Distile H,O 14
Q soliisyonu 5
Primer karigimi (pNOS, AM35S, NADS) 5
Kalip DNA 1

25

Tablo 3.6: Coklu PZR sicaklik dongiileri

SURE (dakika) Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyonu 15 95
Denatiirasyon 0.5 94
Baglanma 15 57
Uzama 1.5 7?2
Son uzama asamasi 10 72
Toplam dongii sayist 30
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35. KLASIK PZR VE COKLU PZR iLE COGALTILAN 35S, pNOS VE NAD
DNA BOLGELERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI iLE ANALIZLERI

Klasik PZR ve ¢oklu PZR ile yapilan 35S, pNOS ve NAD bolgelerinin analizleri,
agaroz jel elektroforezi sisteminde gerceklestirildi. Ozgiin primer dizileri kullanilarak
cogaltilan DNA” larin klasik PZR ve ¢oklu PZR iiriinlerinin analizleri i¢in %2 (w/v)’ lik
agaroz jel hazirlandi. Bu amagla, agaroz jel igin, 0.8 gram agaroz tartildi ve 40 ml 1x
TAE tamponunda (Tablo 3.7) ¢6ziinmesi igin mikrodalga firinda 1sitildi. C6ziinen
agaroz jel, 60°C’ ye kadar sogutulduktan sonra ¢ogaltilan DNA’ larin UV 1s1k altinda
gozlenebilmesi i¢in jele 2 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi ve jel kasetine
dokiildii. Jel polimerize olduktan sonra, her iki PZR iirlinlerinden 10’ar ul agaroz jel
kuyucuklarma yiiklendi. Uriinlerin jel iizerinde gdglerinin izlenebilmesi ve PZR ile
cogaltilan DNA bolgelerinin TAE tamponun i¢inde kuyucuklarda ¢okmesi amaciyla her
bir 10 pl PZR {irlinii igin 2 pl bromofenol mavisi (6x) PZR {iriinlerine eklenerek agaroz
jel kuyucuklarina yiiklendi (Tablo 3.7). Yiiklenen ¢ogaltim iirlinlerinin agirliklarinin bg
bakimindan belirlenmesi amaciyla 100 b¢’ lik standart DNA 6rnekleri de jele yiiklendi.
Agaroz jele yiiklenen DNA’ lar, 80 V sabit gii¢ altinda 1 saat boyunca yiiriitildi.
Elektroforez sonrasi ¢ogaltim {irlinleri jel goriintiileme cihazi (Avegene, X-lite 200)

kullanilarak gozlendi ve fotograflandi.

Tablo 3.7: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlarin bilesenleri ve derisimleri

Tampon Bilesenler Derisim

Tris-Asetat (TAE) Tamponu Tris bazi 2M
Glisiyal asetik asit %0,0571
EDTA (pH 8.0) 0,05 M

Elektroforez yiikleme tamponu (6X) Tris-HCI (pH 7.6) 10mM
Bromofenol mavisi %0.03
Ksilen siyanol FF %0.03
Gliserol %60
EDTA 60 mM




33

4. BULGULAR

4.1. KANOLA BITKiCIKLERININ DOKU KULTURUNDE YETISTIRILMESI

Kanola bitkisinin Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerine ait tohumlar MS
besiyerinde in vitro kosullarda bitki biiylitme kabininde yetistirildi. Doku kiiltiirline
alinan tim tohumlardan, yedi giin sonunda DNA izolasyonu yapilacak boyutlarda
(5-7 cm) bitkicikler elde edildi (Sekil 4.1).

californium

Sekil 4.1: MS besiyerinde gelisen bitkicikler (7 giin)
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4.2. KANOLA BITKIiCIKLERINDEN VE SERTIFIKALI MISIR
MATERYALLERINDEN DNA iZOLASYONU

Doku kiiltiiriinde yetistirilen bitkiciklerden ve kontrol amaciyla kullanilacak olan
sertifikali misir materyallerinden klasik ve ¢oklu PZR igin gerekli olan genomik DNA
izolasyonlar1 peqGold Plant DNA Mini Kit (katalog no:12-3486-01) kullanilarak
gerceklestirildi. izole edilen DNA’larin spektrofotometrik dlgiimleri yapilarak DNA
miktarlar tayin edildi (Tablo 4.1, Sekil 4.2).

Tablo 4.1: Kanola varyeteleri ve sertifikali misir materyallerinin genomik DNA miktarlar

Varyete Konsantrasyon (ug / ul)

Sertifikali referans materyal 0,0569

(Bt11 musir %0)

Sertifikali referans materyal 0,0589

(MON 810 musir %2)

Californium 0,0669

Jura 0,0696

Elvis 0,0614

Orkan 0,0637

Sekil 4.2: Kanola bitkisinin Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinden ve sertifikali
musir materyallerinden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri(%2
w/V)(1: %0 sertifikali misir materyali, 2: %2 sertifikali misir materyali, 3: Californium, 4: Jura,

5: Elvis, 6: Orkan)
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43. KLASIK PZR VE COKLU PZR TEKNIKLERI KULLANILARAK
TRANSGEN ANALIZLERI

Tirkiye’de ekimi yapilan kanola bitkisinin Californium, Jura, Elvis ve Orkan
varyeteleri ile %0 ve %2’ lik sertifikali misir materyallerinin 35S ve pNOS promotor
bolgeleri bakimindan transgen analizlerinin yapilmas: amaciyla klasik ve ¢oklu PZR

teknikleri kullanilarak gergeklestirildi.
43.1. %0 ve %2’ lik Sertifikah Misir Materyallerinde Klasik PZR Teknigi
Kullanmilarak 35S ve pNOS Gen Bolgelerinin Arastiriimasi

Calismada, transgen analizleri amaciyla GDO’ larda yaygin olarak kullanilan
35S (227 bg) ve pNOS (167 bg) promotdr bolgelerine ait 6zel primerler kullanildi. PZR
stirecinin dogrulugu ve ¢ogaltim tirlinlerinin kalitesinin belirlenebilmesi amaciyla bu iki

primere ek olarak NAD (813 bg) bolgesine ait primerde ¢alismada kullanildi.

%0 ve %2’ lik sertifikali misir materyallerinde 35S ve pNOS promotor bolgeleri klasik
PZR yontemi kullanilarak ¢ogaltildi. Klasik PZR sonucunda, hem %0’ lik hem de %2’
lik misir materyalinde 35S ve pNOS promotor bolgelerinde ¢ogaltim iirlinleri saptandi
(Sekil 4.3, Sekil 4.4).

0.5

227 be

0.1

kb

Sekil 4.3: %0 ve % 2’ lik sertifikali misir materyallerinde 35S promotér bolgesine ait PZR
¢ogaltim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri(%2 w/v) (1: 100 bg’ lik standart DNA,
2: %0’ lik sertifikalt misir materyali, 3:%2’ lik sertifikali misir materyali)
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Sekil 4.4: %0 ve % 2’ lik sertifikali misir materyallerinde pNOS promotér bolgesine ait PZR
cogaltim Uriinlerinin agaroz jel elektroforezi gorintiileri (1: 100 bg agirligindaki standart DNA,
2: %0’ lik sertifikali misir materyali, 3:%2” lik sertifikali misir materyali)

4.3.2. Kanola Varyetelerinde NAD “Housekeeping” Gen Bolgesinin Cogaltilmasi
PZR reaksiyonunun dogrulugunu ve iirlinlerin kalitesini belirlemek amaciyla kullanilan

NAD bolgesine ait PZR ¢ogaltim iiriinleri her 4 varyetede belirlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Kanola varyetelerinde NAD primerleri kullanilarak gergeklestirilen klasik PZR
¢ogaltim iiriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii (1: 100 bg’ lik standart DNA,
2: Californium, 3: Jura, 4: Elvis, 5: Orkan)
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4.3.3. Kanola Californium, Elvis, Jura ve Orkan Varyetelerinin Klasik PZR ile
Transgen Analizleri
Kanola bitkisinin Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinin klasik PZR ile

transgen analizleri amaciyla, 35S ve pNOS promotor bolgeleri tarandi. PZR sonucunda

bu dort varyetede herhangi bir gogaltim tiriiniine rastlanmadi (Sekil 4.6).
355 pNOS NAD

813 b

Sekil 4.6: Kanola varyetelerinin 35S, pNOS ve NAD primerleri kullanilarak gercgeklestirilen
klasik PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi gériintiileri (1: 100 bg’ lik standart DNA, 2, 6,
10: Californium, 3, 7: Jura, 4, 8: Elvis, 5, 9: Orkan)

4.3.4. Kanola Varyetelerinde Coklu PZR teknigi ile 35S ve pNOS Gen Bdolgeleri
Bakimindan Transgen Analizleri

Kanola varyeteleri ile %0 ve %2’ lik sertifikali misir materyallerinde transgen analizi
icin klasik PZR’ na ek olarak ¢oklu PZR teknigi kullanildi. Coklu PZR ¢ogaltim
sonucunda kanola varyetelerinde hem 35S hem de pNOS bolgelerine ait ¢ogaltim

tirlinleri agaroz jel elektroforezinde belirlendi (Sekil 4.7).
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813 be

227 be
167 bg

Sekil 4.7: Coklu PZR sonucunda 35S ve pNOS bolgelerine ait ¢gogaltim iiriinleri (1: 100 bg’ lik
standart DNA, 2: Californium, 3: Jura, 4: Elvis, 5: Orkan)



39

5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Tirkiye’ de ekimi yapilan kanola (Brassica napus L.) varyetelerinden
Californium, Jura, Elvis ve Orkan’ in PZR teknikleri araciligiyla transgen analizlerinin
yapilmasi amaglandi. Bu amagcla, ilk agamada kanola varyetelerinin doku kiiltiirleri
kuruldu. MS besiyerinde bilyiiyen bitkiciklerden ve sertifikali misir materyallerinden
genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Daha sonra, Californium, Jura, Elvis ve
Orkan varyetelerinde transgen analizleri transgen teknolojisinde yaygin olarak
kullanilan 35S ve pNOS promotor bolgeleri bakimindan klasik ve ¢coklu PZR teknikleri
kullanilarak gerceklestirildi.

Yapilan caligmada, transgen analizlerinde kontrol amaciyla kullanilan, sertifikalt misir
materyallerinden hem %0 hem de %2’ lik misir materyallerinde 35S ve pNOS promotor
bolgeleri klasik PZR teknigi kullanilarak ¢ogaltild1 (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Elde edilen
bulgular dogrultusunda yapilan literatiir taramasinda, %0’ lik misir materyalinin kontrol
amaciyla kullanildig transgen calismalarinda bulgularimizi destekleyecek herhangi bir
bilgiye rastlanmamistir. Turhan’ m (2008) soya ve musir bitkilerinde, PZR teknigi
araciligiyla yaptig1 transgen analizi ¢aligmasinda, pozitif ve negatif kontrol olarak,
IRMM’ den temin edilen; ‘Roundup Ready’ %0, %0.1, %0.5, MON810 %0, %0.1,
%0.5, Btll %0, 9%0.1, %0.5, Bt1l76 %0, %0.1, %0.5 standart materyallerini
kullanilmigtir. Turhan (2008), %0’ lik Btll materyalinin transgen analizinde,
calismamizda da oldugu gibi 35S primerini kullanmis ve herhangi bir PZR ¢ogaltim
tiriiniine rastlamamistir. Nikolic ve dig., (2009) etiketlenmis ve etiketlenmemis gida
orneklerinde genetigi degistirilmis soya fasulyesi ile yaptiklari calismada, referans
materyal olarak IRMM’ den temin ettikleri Roundup Ready soya fasulyesi, Bt11 muisirt
ve H7-1 seker pancarimi kullanmislardir. Yapmis olduklar1 ¢alismada negatif kontrol
olarak %0’ lik soya fasulyesi materyalini kullanmiglardir. Bu ¢alismada orneklerin
transgen analizleri i¢in promotdr bolgesi olarak 35S ve terminator bolgesi olarak da

NOS Dbolgesi taranmig fakat herhangi bir PZR iriinii tespit edilmemistir.
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Park ve dig. (2010) Kore Cumhuriyeti’ nde gergeklestirmis olduklar1 calismada hayvan
yemi olarak kullanilan {irlinlerin ve baglica tohum ithalatinin yapildigi limanlarin,
ambarlarin, yem iiretim tesisleri ¢evresindeki musirlarin transgen tespitinde PZR
tekniginden yararlanmiglardir. Pozitif kontrol olarak IRMM” den temin ettikleri %5’ lik
Btll misirt kullanmiglar ve bu Ornege ait PZR ¢ogaltim iirlinlinii agaroz jel
elektroforezinde gostermisglerdir. IRMM’ nin  sertifikali materyallere ait ({iriin
kataloglarinda %0’ lik misir materyalinin 0.12 g/kg’ dan az olmak kosuluyla transgen
igerebilecegi belirtilmektedir (http://www.ermcrm.org /ntmI/ERM _products
/search/reports/BF412a. pdf [Ziyaret tarihi: 20 Ocak 2010]). Firmanin belirttigi bu bilgi
dogrultusunda, calismamizda elde edilen %0’lik sertifikali tirlinde 35S ve pNOS
promotér bolgelerine ait PZR ¢ogaltim iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde

saptanmast IRMM’ nin verdigi bilgi ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda %0’ lik ve %2’ lik sertifikali misir materyallerinde 35S ve pNOS
promotdr bdlgelerinin ¢ogaltilmast gen aktariminda c¢oklu gen girisini yani bitki
genomuna birden fazla genin entegre oldugunu gostermektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).
Coklu gen aktariminda partikiill bombardimani ve Agrobacterium araciligiyla gen
aktarimi yaygin olarak kullanilmaktadir (Chen ve dig., 1998; Khan ve dig., 2003). Wu
ve dig., 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada A. tumefaciens araciligiyla pamuk bitkisine
gen aktarimi yapmuslar ve dizayn ettikleri vektorde iki bocek direng geni (API-B ve
Bt29K) kullanmiglardir. Yapilan bu ¢aligmada ¢oklu gen aktariminin basaril bir sekilde
gerceklestigini PZR teknigi ve ‘southern blot hibridizasyon’ yontemiyle gostermislerdir.
Elde edilen bulgular ve literatiir arastirmalar1 bitkilerde transgen c¢alismalarinda ¢oklu

gen aktarimlarinin yaygin olarak yapildigini ve basariyla gerceklestigini gostermektedir.

Arastirmamizda, PZR tekniginin dogrulugunun test edilmesi ve ¢ogaltim iriinlerinin
miktar tayini amaciyla “housekeeping gen” olarak NAD gen bolgesinden yararlanilmig
ve c¢alismada kullanilan her dort kanola varyetesinde de cogaltim iirlinleri tespit
edilmistir (Sekil 4.5). PZR i¢in uygun kosullar olusturuldugunda, NAD primeri PZR
tiipleri icindeki kalip DNA’ ya baglanmakta ve o gen bolgesini ¢ogaltmaktadir. Bu
ozelligiyle NAD bolgesinden PZR’ nunda kontrol olarak yararlanilmaktadir. Demeke ve
dig. (2002) yaptiklar1 calismada, transgen analizinde kullanilan PZR tekniginin dogru
islediginin  kontroliinli yapmak ve PZR fdrlnlerinin miktar tayini amaciyla

“housekeeping gen” olarak calismamizda da kullanilan, NAD gen bdlgesinden
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yararlanmiglar ve olumlu sonuglar elde etmislerdir. Wu ve dig., (2009) piring bitkisiyle
yapmis olduklar1 ¢alismada bocek zararlilarina karsi direng saglayan TT51-1 genini
PZR teknigini kullanarak arastirmislardir. “Housekeeping gen” olarak ise PLD gen
bolgesini kullanmiglar ve g¢alismadan olumlu sonug elde etmislerdir. Demeke ve
Ratnayaka (2007) Kanada’ da ekimi yapilan kanola varyeteleri ile ¢alismislar, klasik
PZR, ¢oklu PZR ve RT-PZR tekniklerini kullanarak kanola varyetelerinde GT73 genini
taramislardir. Caligsmalarinda “housekeeping gen” olarak ¢oklu PZR’ nda Fat-A (76 bg)
ve RT-PZR’ nda hmg (99 bg) gen bolgesini kullanarak PZR ¢alismalarinin dogrulugunu
gostermislerdir. Nikolic ve dig., (2009) yapmis olduklari bir ¢alismada ise soya
fasulyesi gida Orneklerinde transgen miktarini tayin etmek icin RT-PZR teknigini,
“housekeeping gen” olarak da lektin genini kullanmislardir. PZR sonucunda agaroz jel

elektroforezinde lektin genine ait PZR ¢ogaltim {irliniinii saptamislardir.

Caligmamizda, Tiirkiye’ de ekimi yapilan Californium, Jura, Elvis, Orkan kanola
varyetelerinin PZR yontemiyle transgen analizleri yapildi ve kanola varyetelerinde 35S
ve pNOS promotor bolgeleri tarandi. Klasik PZR araciligiyla yapilan transgen
analizinde bahsedilen her 4 varyetede de 35S ve pNOS promotdr bolgeleri
cogaltilamadi (Sekil 4.6). Calismamizda elde edilen klasik PZR sonuglarinin aksine Lee
ve dig., (2009) klasik PZR teknigi ile 35S ve NOS primer dizilerini kullanarak MS8 ve
RF3 kanola varyetelerinin transgen analizlerini yapmislar ve 35S ve NOS bolgelerini
cogaltmislardir. Aydin (2004) ise yapmis oldugu calismada klasik PZR teknigini
kullanarak islenmis ve islenmemis misir Orneklerinin transgen analizlerini yapmuistir.
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde bulunan marketlerden toplanan GDO musirlarinin
analizinde, 10 islenmemis misir ve 18 islenmis misir iirliniinii transgen agisindan
incelemistir. Ornekler 35S promotér, NOS terminatér, ve kanamisin direng geni
bakimindan PZR teknigi kullanilarak incelenmistir. Aydin (2004) analiz edilen
islenmemis materyallerin hepsinde yabancit genetik elementlerin  bulundugunu
gostermistir. Bu galismada, 10 islenmemis musir materyalinden 6’sinin, Btll musiri
oldugu rapor edilmistir. Calisma sonucunda GDO analizlerinin, misir materyali ve misir
nigastasi i¢in miimkiin oldugu, misir gevregi, misir cipsi ve patlamis misir gibi iglenmis

gidalarda ise miimkiin olmadigi rapor edilmistir.

Yapilan ¢aligmada, transgen analizi icin klasik PZR tekniginin yam sira ¢oklu PZR

teknigi de kullanildi. Bu amagla, Californium, Jura, Elvis, Orkan varyetelerinden izole
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edilen genomik DNA’ lar ile birlikte 35S, pNOS promotor bolgelerine ait primerler ve
NAD primeri tek bir reaksiyon tiipiinde birlestirildi ve ¢oklu PZR gerceklestirildi.
Klasik PZR sonuglarinin aksine ¢oklu PZR analizlerinde her 4 varyetede de 35S ve
pNOS promotdr bolgelerine ait DNA bantlar1 saptandi (Sekil 4.7). Calismalarinda
coklu PZR teknigini kullanan Forte ve dig. (2005) Monsanto ve Novartis firmalarindan
temin ettikleri misir ve soya fasulyesi tohumlarmin transgen analizleri i¢in zein, lektin,
35S ve tNOS primerlerini kullanmiglar ve ¢alismalarinin sonucunda ¢oklu PZR
tekniginin GDO tespitinde uygun sonuglar verdigini ve bu teknigin, ¢cok daha hizli, daha
pahali olan klasik PZR ve kantitatif PZR’ ndan daha avantajli oldugunu ifade
etmiglerdir. Zhou ve dig. (2008), ¢oklu PZR’ nun hizli ve giivenilir bir yontem
oldugunu, genetik olarak modifiye edilmis soya fasulyesi, misir, kanola ve piring

bitkilerinde yaptiklari ¢alismalarda rapor etmislerdir.

Aragtirmamiza Onciilik eden Demeke ve dig.” nin (2002) kanola bitkisiyle yaptiklari
calismada klasik ve ¢oklu PZR teknikleri kullanilmistir. Caligmalarinda kullandiklar
bitki tohumlarini, Grain arastirma laboratuarindan (Grain Research Laboratory’s
(GRL)) saglamislar ve herbiside direng saglayan GT73, HCN92, OXY235 gen bolgeleri
tizerinde c¢alismislardir. Bu calismada 35S, pNOS, CAN2, 4EPSPS, BXN gen
bolgelerinin yani sira “housekeeping” gen olarak NAD gen bolgesini kullanmislardir.
Klasik PZR ve coklu PZR sonucunda kanola tohumlarindan izole edilen DNA ile
yapilan ¢aligmada tohumlarin transgenik oldugunu her iki teknik araciligiyla
gostermislerdir. Coklu PZR sonuglart Tiirkiye’ de ekimi yapilan kanola varyetelerinin
35S ve pNOS promotor bolgeleri agisindan transgenik oldugu ve her 4 varyetede de 35S
ve pNOS promotor bolgeleri bakimindan ¢alismamizda daha Once tespit etti§imiz gibi
sertifikalt misir materyallerinde oldugu gibi ¢oklu girisin varligi sonucunu ortaya
koymustur. Demeke ve dig. (2002) Kanada’ da ekimi yapilan Exceed, Independence ve
Innavator varyetelerinde HCN92 (glufosinat amonyum herbisidine tolerans) gen
bolgesini PZR teknigi ile taradiklarinda c¢alismamizda tespit edilen 35S ve pNOS
bolgesine ait bantlar1 gbzlemlemisler ve bu varyetelerde ¢oklu giris oldugu kanisina

varmiglardir.

Tiirkiye’ de ekimi yapilan varyetelerin klasik PZR sonucuna gore transgen olduguna
dair veri elde edilememesine ragmen ¢oklu PZR sonucunda Californium, Elvis, Orkan

ve Jura varyetelerinde 35S ve pNOS bélgelerine dair bantlara rastlanmasi, caligmamizda
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kullanilan klasik PZR tekniginin transgen analizinde verimli olmadig1 sonucunu ortaya
cikarmigtir. Klasik PZR’ de, transgen analizi yapilan varyetelere ait bulgulara
rastlanilmamasi varyetelerin transgen oranlarinin diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Analitik metodlarla yapilan ¢aligmalar, gidave yemlerde transgen varligini ve miktarini
belirlemek ve gida gilivenligini degerlendirmek amacglanmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biri olan PZR teknigi, hedef DNA’ y1 tespit etmede, duyarli,
hizli, oldugundan dolay1 tercih edilmektedir. Fakat primerlerin yanhs bolgelere
baglanmasindan dolay1 yanlis pozitif sonuglar elde edilebildigi rapor edilmistir (Liu ve
dig., 2007).

Insan, hayvan sagligina ve ekolojik gevreye karsi olasi zararlarina ragmen, GDO’ ya
ticari olarak talep giderek artmaktadir. Bugiin diinyada ekimi yaygin olarak yapilan
GDO bitkilerin ve iiriinlerin tiiketiciye sunumu dncesi etiketlenmesi icin bazi iilkelerde

etiketleme zorunlulugu bulunmaktadir (Liu ve dig., 2007; Zhou ve dig.,2008).

GDO’ lu iirlinlerin tiretim ve ticaretinin, dogal ¢evreye ve sosyo-ekonomik yapiya
verebilecegi zararlar, bu organizmalarin iiretimi, dogaya salinimi ve kullaniminin
biyogiivenlik diizenlemeleri ile kontrol edilmesini gerekli kilmaktadir. Biyogiivenlik,
“modern biyoteknoloji tekniklerinin uygulanmalarinin ve modern biyoteknoloji
trlinlerinin insan sagligi ve biyolojik cesitlilik {izerine olusturabilecegi olumsuz
etkilerin belirlenmesi (risk degerlendirme) ve belirlenen risklerin meydana gelme
thtimalinin ortadan kaldirilmas1 ya da meydana gelme durumunda olusacak zararlarin
kontrol altinda tutulmasi i¢in (risk yonetimi) alinmasi ongodriilen tedbirler’” seklinde
tanimlanmaktadir. Biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve stirdiriilebilir kullaniminin
saglanmasi icin biyoteknoloji uygulamalarindan kaynaklanabilecek olumsuzluklarin
onlenmesine yonelik olarak hazirlanan ve 2003 yilindan bu yana yiiriirlikte olan
“Birlesmis Milletler Biyogiivenlik (Cartagena) Protokolii”, genetigi degistirilmis
organizmalarin (GDQ’lar) arastirilmasi asamasindan, cevreye salim ve transit gecis
asamasina kadar ¢evre ve insan sagligina gelebilecek risklerin 6nlenebilmesine kadar
genis bir kapsama sahip etkili bir hukuki belgedir. Protokoliin kapsami; insan sagligi
tizerindeki riskler de gbz Onilinde bulundurularak, biyolojik cesitliligin korunmasi ve

stirdiiriilebilir kullanimi tizerinde olumsuz etkilerde bulunabilecek tiim degistirilmis
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canli organizmalarin sinir Otesi hareketi, transit gecisi, muamelesi ve kullanilmasi i¢in
gecerlidir  (http://www.ekopolitik.org/images/cust_files/091008162957.pdf  [Ziyaret
Tarihi: 25 Ekim 2009]).

Ulkemizde genetigi degistirilmis organizmalarla ilgili 26.10.2009 tarihli Resmi
Gazete’de yayimlanarak yiirlirliige giren “Gida ve Yem Amaghh Genetik Yapisi
Degistirilmis Organizmalar ve Uriinlerinin ithalati, Islenmesi, Ihracati, Kontrol ve
Denetimine Dair Yonetmelik’ in dayandigl yasalar esas alinarak yasaklanmistir.
20.11.2009 tarihinde yasada degisiklikler yapilmistir. Kazanilmis haklar ¢ergevesinde,
bakanlik aleyhine hukuki siireclere muhatap olmamak acisindan, 26 Ekim'den Once
kontrol belgesi alinan iirlinlere, AB kriterlerini saglamalari, AB mevzuatinda belirtilen
belgeleri sunmalari, yonetmelikteki etiketleme, kontrol ve denetimle ilgili hiikiimlere
uymalar1 sarttyla 1 Mart 2010’ a kadar ithalat imkani getirilmistir. Son olarak bu
yonetmeligin yayinlanmasindan itibaren basinda, sivil toplum orgiitlerinde ve bilim
cevrelerinde tartigmalar yasanmig, yoOnetmeligin bazi maddelerinin net olarak
anlagilamadigi goriilmiis, bunun iizerine 21.01.2010 tarihinde y&netmeligin bazi
maddelerinde degisiklikler yapilmistir. Yine, AB Odlgiitlerine uygun olmayan higbir
{iriniin ithalatina izin verilmeyecektir. Uriinlerin ithalinde bakanlik tarafindan gerekli
kontrol ve denetimlerin yapilmasimna devam edilmekte olup, etiketlemeye iliskin
hususlar da dahil yonetmeligin diger kurallar1 aynen uygulanmaktadir ve uygulanacaktir
(http:/www.tarim.gov.tr/ Duyurular, haber ~ Detayli_  Gosterim. html
?NewsID=724[Ziyaret tarihi: 5 subat 2010]). Ancak yiiriirliige giren s6z konusu yasa
oncesinde de her yil iki milyon tona yakin GDO’ lu misir, soya, pamuk ve kanola
tohumunun kagak olarak Tiirkiye’ye girdigi belirtilmektedir. Istege bagli veya zorunlu
etiketleme tarzinda diizenlemeler iilkemizde yeni giindeme geldigi i¢in, bu gidalar,

tiiketici tarafindan bilmeden tiiketilebilmektedir (Ergin ve dig., 2008).

Bu ¢alismada, Tiirkiye’ de ekimi yapilan kanola bitkisinin daha once transgen analizi
yapilmamis Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyetelerinde klasik ve ¢oklu PZR
teknikleri kullanilarak 35S ve pNOS promotorleri baz alinarak gergeklestirilen transgen
analizlerinden elde edilen bulgular dogrultusunda bu 4 varyetenin 35S ve pNOS
promotdr bolgeleri bakimindan transgenik oldugu sonucuna varildi. Yapilan transgen
analiz calismasi, kanola bitkisinin Californium, Jura, Elvis ve Orkan varyeteleriyle

yapilan ilk c¢alismadir. Calismamizda kullanilan teknikler ve elde edilen veriler
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dogrultusunda ¢aligmamiz, Tirkiye’ de ekimi yapilan, ekonomik anlamda degerli tarim

bitkilerinin transgen tespit ¢aligmalarina 151k tutacaktir.
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