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Genetigi Degistirilmis Soya Unu I¢eren Biskiivi Uretiminde Farkh Sicakhk
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Bu tez calismasinda farkli oranlarda GDO (Genetigi Degistirilmis Organizma)
iceren biskiivi hamuru hazirlanarak 3 farkli sicaklikta pisirilmistir. Pisirme derecesinin
GDO miktarma etkisi relatif-kantitasyon metodu uygulanarak incelenmistir. Bu amagla
hamur 6rnekleri, farkli oranlarda (%0, %0.1, %0.5, %0.9, %2, %50 ve %100) Roundup-
ready soya unu ile bugday ununun yer degistirmesi prensibine uygun olarak hazirlanmistir.
Biskiiviler 190, 200 ve 210°C’de esit siirede pisirilmislerdir. Kantitatif GDO analizleri
Real-time PCR ile yapilmistir. GDO analizlerinin sonuglar istatiksel olarak ANOVA
metoduna gore karsilastirilmistir. Biskiivilere GDO analizleri disinda en-boy, renk ve
agirlik analizleri yapilmistir ve sonuglari istatiksel olarak karsilastirilmistir.

Buna gore pisirme isleminin DNA kaybma sebep oldugu ve GDO miktarmi
diistirdigii ancak pisirme sicakliklari arasinda belirli bir korelasyon olmadig: goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: biskiivi, RR Soya, GDO, Real-time PCR

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorligii tarafindan 0490-YL-17 proje numarast ile
desteklenmistir.
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SUMMARY

M. Sc. Thesis

The Effects of Different Baking Temperatures on the Quantity of Genetically
Modified Organisms in the Cookies Containing Genetically Modified Soy Flour
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In this study, cookie doughs were prepared with different ratios of GMO
(genetically modified organism) and cooked under three different temperatures. The effect
of cooking degree on GMO amount was investigated by relative quantification method.
For this purpose, the dough samples were prepared by adding Roundup-ready soy flour in
different ratios (%0.1, %0.5, %0.9, %2, %50, %100) to wheat flour. The cookies were
cooked for equal periods under different baking temperatures (190, 200 and 210°C). The
quantitative GMO analysis of the samples were examined by Real-time PCR. The results
were compared statistically according to the ANOVA method. In addition to GMO
analyzes, the length, color and weight analyzes were performed on the biscuits and the
results were compared statistically.

It was observed that the cooking process caused DNA loss and decreased the
amount of GMO but there no correlation was observed between the cooking temperatures.

Keywords: cookie, RR Soybean, GMO, Real-time PCR

The present M.Sc. Thesis was supported by Coordinatorship of Scientific Research
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1. GIRIS

Insanoglunun en temel ihtiyaclarindan biri beslenmedir. Geg¢misten giiniimiize
kadar olan silirecte bu ihtiyacin gereksinimleri dogrultusunda bilimsel gelismeler
yasanmistir. Diinya tizerinde ekilebilir alan sinirli ve artmazken tiiketici topluluk her gegen
giin hizl1 bir sekilde artmaktadir. Tiiketici toplulugun ihtiyaglarinin karsilanabilmesi igin,
ekilen tarim arazilerinden ve yetistirilen hayvanlardan daha fazla verim aliabilmesi
gerekmektedir. Uriin {iretimini artirmak i¢in mevcut tarim uygulamalari, geleneksel 1slah
yontemleri yetersiz kalmakta bunun yani sira yeni strateji olarak kullanilan bitki
biyoteknolojisi, genomik, biyoinformatik, doku kiiltiiri, gen transferleri, molekiiler
yetistirme ve diagnostik uygulamalari kullanilarak bitki 1slahin1 amaglanmaktadir. Bu
teknoloji ile gelistirilmis, genomunda yabanci gen tasiyan bitkilere ise genetigi
degistirilmis organizma (GDO)’lar denmektedir (Bayrag vd., 2014).

Biyogiivenlik yasasinda ise GDO’lar dogal yollarla meydana gelmesi miimkiin
olmayan, modern biyoteknoloji yontemleri kullanilarak genetik materyali degistirilmis
insan disidaki organizmalar ifade etmektedir. Tanimda bahsedilen modern biyoteknolojik
yontemler farkli tiir ve siniflar arasinda geleneksel melezleme ve 1slah yontemleri disinda
dogal cogalma yontemlerini asarak islem gormiis rekombinant DNA’nin hiicrelere veya
organellere aktarilmasidir (Anonim, 2005).

Rekombinant organizmalar farkli sekillerde isimlendirilebilmektedir. Bunlar; GMO
(Genetically modified organism, Genetik olarak modifiye organizma), GDO (Genetik
olarak degistirilmis organizma), Transgenik/Biotek/Rekombinant Organizma, LMO
(Living Modified Organism)’dur (Tozzini vd., 2000; Goziikirmizi, 2002; Lipp vd., 2005;
Eser ve Kilingarslan, 2005).

Genetigi degistirilmis organizmalarin hayatimiza girmesi bitki ve hayvan tiirlerinin
gen degisimlerinin yapilabilmesi bir heyecan yaratmakla birlikte yarar zarar tartismalarini
da beraberinde getirmistir. Bilim insanlar1 genetigi degistirilmis organizmalarin yararlar
ve zararlarina yonelik caligmalar yapmaktadirlar. Bu yiizden GDO igeren gidalarin
tilkketimleri konusunda da Diinya {izerinde farkli uygulamalar mevcuttur. Baz1 iilkelerde
GDO iiretimi ve tiiketimi serbest ve yasal iken bazi iilkelerde hem tiretimi hem tiiketimi
yasaktir. Tirkiye’de oldugu gibi bazi iilkelerde ise kisitli kullanimlari mevcuttur.

GDO’larin tiikketimleri konusunda tiiketiciler de farkli goriislere sahip olmakla birlikte



tilkettikleri iiriinlerde GDO mevcut mu var ise GDO oranini bilmek istemektedirler. GDO
tespit etme yontemleri tiiketicilerin bu egilimlerini karsilamak {izere her gegen giin
gelismektedir. Ayrica Tirkiye’de 5977 sayili “Biyogiivenlik Kanunu” na gore % 0.9°un
tizerinde GDO igeren diriinlerin etiketleme zorunlulugu vardir. Ancak iirlin isleme
derecelerinin sonuglar1 hangi 6l¢tide etkiledigine dair literatiir bilgisi oldukga kisithidir.

Bu ¢alismada gida isleme yontemlerinin tespit edilen GDO miktarina etkisi olup
olmadig1 da arastirilmistir. Bu amacla bugday unu ile hazirlanan biskiivilere yer degistirme
prensibi uygulanarak %0, %0.1, %0.5, %0.9, %2, %50 ve %100 oranlarinda roundup ready
soya unu ile 7 ¢esit hamur 6rnegi hazirlanmistir. Hazirlanan biskiivilerin her biri ti¢ farkli
sicaklikta (190, 200 ve 210 °C’de) esit siirede pisirilmislerdir. Biskiivi 6rneklerinde once
bitki spesifik geni arastirilmis ve pozitif sonug veren 6rneklerde Real-time PCR ile analize
devam edilmistir. Orneklerde lektin geni arastirilarak orneklerde soya unu varhigi, 35S
promotdr bolgesi analiz edilerek ise genetik modifikasyonun varligi dogrulanmistir. Hamur
ornekleri ve biskiivilerde GDO miktar1 ise roundup ready soyaya uygun primer-prob cifti
kullanilarak kantitatif olarak Real-time PCR ile saptanmistir. Sonuglar SPSS istatistik

programi kullanilarak analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Genetigi Degistirilmis Organizmalar

Ileriki yillar i¢i tahmin edilen niifus artisinin gida talebinin karsilanmas1 geleneksel
yontemler ile miimkiin golizkmemektedir. Bu sebeple gidalarin fiziksel, kimyasal
Ozelliklerinin gelistirilmesinin yani sira stirdiiriilebilir {iretimi ve tiiketicilere arzi en 6nemli
giindem basliklar1 haline gelmistir (Celtek, 2002).

Genetigi degistirilmis gidalarin tiretimi bu nokta da devreye girerek geleneksel
yontemlerle tiretilen bitkilerden daha hizli ve daha verimli iiriin alinmas1 amaglanmaktadir.

Transgenik bitkiler elde edilmesi igin yapilan caligmalar, 1980’li yillarda iilkeler
arast bir konsorsiyum tarafindan Agrobacterium tumafaciens bakterisinin araciligi ile gen
aktarimi teknolojisinin kullanilmaya baslanmasi ile adeta bir devrim yasamistir ve bunun
neticesinde uzun raf dmriine sahip domates de dahil olmak iizere ¢ok sayida GD bitki
gelistirilmistir (Bawa ve Anilakumar, 2013). Genetigi degistirilmis organizmalar ile ilgili
ilk c¢alismalara ABD’de baslamistir ve ilk genetigi degistirilmis organizma olan
Escherichia coli 1973 yilinda laboratuvarda elde edilmistir (National Human Genome
Research Institute, 2015). Bunu 1983 yilinda ise diinyada ilk defa genetigi degistirilmis
tiitiin bitkisi elde edilmesi izlemistir (Herrera-Estrella vd., 1983; Kenward vd., 1993).
Acik alanda ilk dretimi yapilan bitki ise ABD’de “Bacillus thuringensis” bakterisinin
genini barindiran genetigi degistirilmis misirdir (Yilmaz, 2012). Ticareti yapilan genetigi
degistirilmis ilk bitki 1994 yilinda ABD pazarlarinda satilmaya baslayan ve “Flavr Savr”
adir verilen, uzun raf Omriine sahip domates olmustur. Ilerleyen yillarda genetigi

degistirilmis bitki ¢esit sayis1 artarak devam etmistir (Sen ve Altinkaynak, 2014).
2.1.1. Roundup-ready Soya

Soya bitkisinin kdkeni 4 bin yil 6ncesinde Uzakdogu iilkelerine dayanmaktadir.
Gegmiste ve gilinlimiizde diinya niifusunu besleyen en Onemli bitkilerden biri olma
ozelligini korumustur. Soya bitkisinin biinyesinde %40-45 oraninda protein, % 18-20
oraninda yag bulunmaktadir. Bu sebeple gida sektoriinde olduk¢a onemli bir bitkidir.
Diinya iizerinde en ¢ok firetilen yag soya yagi, yem sanayisinde ise en fazla kullanilan

hammadde soya kiispesi olmustur.



Batili iilkeler 120-130 y1l kadar 6nce soya ile tanmigmistir. Soya sanayileri kurarak,
soya iiretimine ve kullanim alanlarmin gelistirilmesine 6nemli katkilar yapmislardir.
Giliniimiizde Diinya soya iiretimi yaklagik olarak 180 milyon tondur. Diinya soya
tiretimindeki en biiyiikk payr %50 oranindaki iretimiyle A.B.D almakta, onu Brezilya,
Arjantin ve Cin izlemektedir (Nazlican, 2019).

Soya bitkisi gelisimin ilk evresinde yabanci otlardan fazlaca etkilenmektedir
(Nazlican, 2019). Tarimsal herbisitler tek yillik ve ¢ok yillik ¢imlere, genis yaprakli
yabani otlarin ¢ogunun bertarafi i¢in etkilidir (Franz vd., 1997). Mosanto sirketi tarimsal
herbisitlerde aktif madde olan glifosata tolerans saglayan Roundup Ready Soya bitkisini
gelistirmislerdir. Toprak bakterisi olan Agrobacterium sp.’den elde edilen glifosat toleransi
saglayan CP4 proteini bitki genomuna aktarilmistir. Boylelikle kendi biinyesinde CP4
EPSPS proteini lireten Roundup Ready Soya bitkisi herbisitlere dayanikli hale getirilmistir
(Anonim, 2002a).

2.2. Bitkilerde Gen Transfer Yontemleri

Amerikali bilim insanlar1 1972 yilinda ligaz enziminden yararlanarak kimerik
DNA olusturabilmeleriyle baslamistir. Gen teknolojisi akrabalik iligkisi olmayan cins ve
tirler arasinda biyoteknolojik yontemler kullanilarak gen aktariminin yapilmasi, islah
edilmis yeni cins ve tiirlerin gelismesinde kullanilan yoldur (Holst-Jensen, 2009; Firidin,
2010; Gones, 2012). Genetik miihendisligi ile evrimsel olarak akraba olmayan bitki,
fungus, viris ve bakterilerden gen aktarmak miimkiin olmustur (Rivera vd., 2012).
Bitkilerde gen klonlamasinda baslica 4 temel vektorden yararlanilmaktadir; plazmid
vektorler, faj vektorler, viral vektorler ve bakteriyel vektorler (Primrose, 2006; Arda,
2007). Bitkilere gen aktariminda iki farkli yontemm kullanilmaktadir. Bunlar; dogrudan ve

dolayli yontemlerdir (Rao vd., 2009).

2.2.1. Dolayh Yoldan Gen Aktarim Yoéntemleri

Dolayli yoldan yapilan gen aktarimlarinda yabanci genin konak hiicreye
aktarilabilmesi i¢in bir bakteriye ihtiya¢ duyulmaktadir (Rao vd., 2009). Bitkilerde dolayli
yoldan gen aktarimi plazmid bulunduran bakteriler (Agrobacterium tumefaciens ve
Agrobacterium rhizogenes vb.) yardimi ile istenilen genin hedeflenen hiicreye
aktarilabilmektedir (Zupan vd., 1997; Patnaik ve Khurana, 2001; Rakoczy-Trojanowska,
2002;). A. tumefaciens Ti plazmidi ile bitkilerde ta¢ tiimoriine, A. rhizogenes ise bitkilerde
Ri plazmidi ile sagak kok hastaligini sebep olmaktadir (Meyers vd., 2010; Barampuram ve



Zhang, 2011). Plazmidlerin kopyalanmasi bakteriyel kromozomlara benzemektedir ve
konak icindeki kendi replikasyonlarini diizenleyen genlere sahiptirler (Bendich, 1987;
Hagemann, 2004). Dolayli yoldan gen aktariminda Agrobacterium’un patojenitesinden
yararlanilmakta ve bakterinin tagidig1 plazmid bir vektor gorevi gorerek, bitki hiicresine
gen aktarimni saglar (Rao vd., 2009).

Basitligi ve etkinligi sayesinde bu yontemle ¢ok sayisida aktarim yapilabilmektedir
(Michielse vd., 2005). Basit ve karmasik DNA segmentlerinin aktarimini ve etkinligini
saglayan bu yontem Agrobacterium disindaki bakteri suslariyla yapilabilen dolayli yoldan
gen aktarimlart (Broothaerts vd., 2005) ve dogrudan aktarim yontemlerine gore daha gok
tercih edilir (Barampuram ve Zhang, 2011).

2.2.2. Dogrudan Gen Aktarim Yontemleri
Biyolistik Yontemle Aktarim

Biyolistik yontemi, partikiil bombardimani ya da gen tabancasi olarak da
adlandirilabilmektedir. Makro partiikiiller (mermiler) yaklasik 2 mikron c¢apindadir ve
bitki hiicrelerine helyum gazi yardimiyla hizla atilarak tasidiklart DNA’y1 birakmalar
saglanir. Aktarilacak olan DNA’y1 kaplamak i¢in altin, tungsten ya da platin partikiiller
kullanilir. ki genekli bitki tiiriinde A. tumefaciens araciligiyla gen aktarrmindan daha
kolay oldugu i¢in bu yolla transgenik bitkiler iretilebilmistir (Kikkert, 1993; Southgate
vd., 1995).

Elektroporasyon ve PEG Araciligiyla Aktarimi

DNA molekiillerinin gegebilecegi biiyiikliikte gdzenekler olusturmak igin elektrik
akimi veya kimyasal maddeler (%15-25 PEG: polietilen glikol) kullanilir. Bu sekilde
aktarilacak DNA’nin hiicre icerisine daha kolay alinmasi kolaylasmaktadir (Ozcan ve

Ozgen, 1996).
Mikro Enjeksiyon ile Gen Aktarimi

Kallus, meristem ve mikrospor gibi hedeflere DNA pargasi kilcal boyutlardaki(0.5-
10 um capinda) pipet veya enjektdrler yardimiyla aktarilir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Bu
yontem kullanilan malzemeler ve islem acisindan yavas ve zahmetli olmasina ragmen

verimliligi yiiksektir, sonug ise kesindir (Jones-Villeneuve vd., 1995).



Vakum Infiltrasyonu ile Gen Aktarim

Bakterilerin mitoz ve mayoz boliinmelerinin yogun olarak gerceklestigi bitki
kisimlarina, birka¢ dakika boyunca uygulanan 0.05 bar’lik basing yardimi ile dogrudan
yerlestirilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla bitki
transformasyonunu kolaylastirmak ig¢in kullanilmaktadir (Rakoczy-Trojanowska, 2002;
Rivera vd., 2012).

Ultrason ile Gen Aktarinm

Bu yontemin diger adi sonoporosyodur. Hiicre zar1 gegirgenliginin gegici olarak
degistirilmesi i¢in ultrasonik dalgalar olusturmasi esasina dayanmaktadir (Miller vd., 2002,
Liu vd., 2006).

Lazer Mikroisinlar Ile Gen Aktarimi

Lazer mikro 1smnlarinin hiicre duvarmmi delmesiyle DNA pargasinin hiicreye

aktarilmasi esasina dayanan bir yontemdir (Weber vd., 1990).
Cam Baloncuklarla Calkalama Yontemi ile Gen Aktarim

Bu yontem hiicrelere aktarilmak istenen genin bulundugu plazmid DNA’lar ve cam
baloncuklarla dolu ortamda galkalanarak gen aktarrminin yapilmasi esasina dayanir. Ozel
ekipman ve kimyasal ihtiyact bulunmayan bu yontem kolay ve ucuzdur. Ancak yontemin
yapimi esnasindaki calkalama islemi c¢ok fazla hiicre hasar1 olusturdugundan verimi

diisiiktiir (Rivera vd., 2014).

2.3.  Genetigi Degistirilmis Organizmlarin Kullanim Amaclari
GDO’lar, tarim, hayvancilik, tip, cevre ve endiistriyel uygulamalar olmak iizere

genis bir alanda kullanilmaktadir.
2.3.1. GDO’larmm Tarim Alaninda Kullanimlari
Besin Kalitesine Yonelik Faydalarin Arttirilmasi

Gen aktarim teknolojisi ile iiriinlerin besin miktarlarimin arttiritlmast miimkiindiir
(Maclean, 2003). Insanlarin sagliginin korunmasinda yeterli ve dengeli beslenmeleri

onemli bir faktordiir. Bu sebeple insanlarin tiikettikleri besinlerin, besin degerlerinin



artirtlmis olmasi1 Onemlidir. Bilim insalar1 besin degerlerini arttirmak amaciyla yapmis
olduklar bir ¢aligmada A vitamini degeri yiikseltilmis piring {iretmiglerdir (Van den Bergh,
2002). Cilekte C vitamini diizeyi, domates ve biberde ise 6nemli bir antioksidan olan
likopenin diizeyi artirtlmistir (Uzogara, 2000). Viicuttaki kolesterol miktarini kontrol altina
almak amaciyla GD soya ve kolza bitkilerinin doymamis yag oranmi artirtlmistir (Cigeketi,
2008; Spok, 2008).

Meyve ve Sebzelerin Raf Omrii ve Organoleptik Kalitelerinin Artirilmasi

Meyvelerdeki olgunlasma ve yumusamaya sebep olan enzim hiicreler tarafindan
tiretilen etilendir (Arda, 1995). Sebzelerdeki yumusamay1 geciktirmenin yollarindan biri
etilen Uretimine sebep olan genlerin kontrol altina alinmasi digeri ise hiicre duvarmin
yikimina sebep olan poligalakturonaz enziminin baskilanmasidir (Arda, 1995; Uzogara,
2000). Amerikali bir sirketin iretmis oldugu Flavr Savr domatesleri Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanan ilk genetik modifiye iiriindiir. Bu
domateslerin olgunlagsma ve yumusama islemleri geciktirilerek uzun raf omriine sahip

domateslerdir (Uzogara, 2000).
Bitkisel Uriin Veriminin Arttirilmasi

Artan niifusu besleyecek miktarda tiretim i¢in ekilebilir alanlarin genisletilmesi
degil, birim alandan alinan {riin veriminin artirilmasi gerekmektedir. Bitkilerin tiriin
verimini artirmak amaciyla verimi diisiiren bocekler, herbisitler, viriisler, sicaklik gibi
faktorlere dayanikli bitki cesitleri gelistirelebilecegi diistiniilmiistiir (Kiyak, 2004). Bu
amaglar dogrultusunda yapilan c¢aligmalara Ornek olarak herbisitlere dayaniklilik
kazandirilan Roundup-ready soya (Anonim, 2002a) bocek ve herbisitlere karsi direnglilik

geni kazandirilan BT11 musir verilebilir (Anonim, 2007).

2.3.2. GDO’larmm Hayvansal Alanda Kullanimlari

Ureme hiicrelerine gen aktarimi yoluyla transgenik hayvanlar iiretilmektedir.
Hayvanlara yapilan gen aktarimi ile amaglanan hayvanlardan elde edilen {irlinlerin (et, siit
vs.) verimini artirmak, bun iirlinlerde degisiklik ( az yagl et, laktozsuz siit vs.) yapmak,
hayvanlarin besinlerden faydalanmalarin1 artirmak yoluyla ¢abuk biiylimelerini saglamak,

hayvanlarin hastaliklara direncini artirmaktir (Arda ve Yardimci, 2005).



2.3.3. GDO’larin Tip Alaninda Kullanimlari

Tibbi Bilesiklerin Uretimi

Genetik modifiye organizmalar ilag endiistrisinde kullanilan  vitaminler,
monoklonal antikorlar, asilar, antikanser bilesikleri, anti-oksidantlar, plastikler, fiberler,
polyesterler, afyonlu ilaglar/uyku ilaglari, insan kan proteinleri tretmek igin
kullanilabilmektedir (Cigekgi, 2008).

Doku ve Organ Transplantasyonu

Bazi ¢iftlik hayvanlarinin organlarmin (keg¢i, koyun, domuz gibi) klonlanarak,
organ naklinde kullanilabilecek kalp, karaciger, bobrek ve fetal hiicreler vb.

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar devam etmektedir (Uzogara, 2000).

2.3.4. Endiistriyel Alanda Kullanimlar:

GDO’larin gida endiistrisinde kullanim alanlar1 protein, enzim, stabilizator vb. gibi
gida karisimlan {iretmektir. Oregin hayvanlardan elde edilen kimozin (rennin) enzimleri

mikroorganizmalara aktarilarak daha kolay ve ulasilabilir hale gelmistir (Uzogara, 2000).
2.3.5. Cevresel Faydalari

Genetigi degistirilmis agaclar %50 daha az lignin ve %15 daha fazla seliloz
icermektedir. Bu sayede GDO’lu agaglardan elde edilen kagit verimi dogal olanlara oranla
arttirillmigtir. GDO’lu agaclar diger tiirlerine gore %25-30 daha uzundur. Bu da kagit
tretiminde alan, kimyasal ve enerji kullanimini azaltmakta, verimi arttirmakta ayni
zamanda kagit Gretiminin ¢evreye olan olumsuz etkisini minimize etmektedir (Ruse ve
Castle, 2002).

2.4.  Genetigi Degistirilmis Organizmalardan Kaynaklanan Riskleri

Genetik yapisi degistirilmis organizma kullanim ile meydana gelebilecek riskleri,
insan ve hayvan sagligi, gevre, sosyo-ekonomik yap1 ve besin kalitesine etkileri seklinde 4
ana baslik altinda toplanabilmektedir (Anonim, 2002b).



2.4.1. Insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkiler
Alerjik Reaksiyonlar

Gida alerjileri bagisiklik sistemiyle ilgilidir. Siit, yumurta, balik, kabuklu deniz
mabhsulleri, fistik, soya fasulyesi ve bugday gibi bazi gidalar alerjik olarak
sayilabilmektedir (Cigekgi, 2008). GDO’lu gidalar ile ilgili alerjik reaksiyonlara bir 6rnek
ise ABD ‘‘StarLink’’ adli musir tiirii 6rnegidir. ABD bu bitkinin sadece insan tiiketimi dis1
amaglar i¢in {iretimine izin vermektedir. Bunun nedeni ‘‘StarLink’’ misirda yer alan bir Bt
protein tiiriinlin daha yavas sindirilmesi nedeniyle bazi kisilerde alerjik reaksiyonlarin
gdzlemlenmesidir (Ozmert-Ergin ve Yaman, 2013).

Alerjik reaksiyonlar konusunda ¢ekinmelerin en temel nedeni genetik bilimindeki
genlerin tek basina ¢alismadigi bilgisidir. Bir organizmadan ¢ikarilan ya da eklenen genin
beklenmeyen etkilere sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Yanaz, 2008). Genetik aktarim
sonucunda gen aktarilan hiicrede protein {iretimi sonucunda beklenmeyen reaksiyonlar ve

toksinler orataya ¢ikabilmektedir (Fagan, 2005).
Toksik Etkiler

Genetigi  degistirilmis  Uriinlerin  olumsuz reaksiyonlarindan biri  toksin
olusturmalaridir (Van den Bergh, 2002). 1967 yilinda Amerika’da {iretilen Lenapo patatesi
cips iiretiminde kullanilmak tizere kuru maddesi yiiksek olacak sekilde gelistirilerek satisa
sunulmustur. iki y1l sonra ise Lenapo patatesinin toksini olusturdugu tespit edilmistir. Bu
sebeple Amerikan Tarim Bakanligi tarafindan satist durdurulmus ve toplanmistir (Erol,

2007).
Kanserojen Etkiler

Hayvanlarda siit verimini artirmak i¢in genetigi degistirilmis sigir biiylime hormonu
enjekte edilmistir. Ancak biiylime hormonunun hayvanlarda hem normal hiicrelerin hemde
kanserli hiicrelerin biiylimesine sebep oldugu goriilmiistiir. Kanda biiyiime hormonu
arttikca lenf, gogiis, rahim gibi kanser hiicrelerinin arttig1 ortaya ¢ikmistir (Ozmert-Ergin
ve Yaman, 2013).



2.4.2. Cevresel Etkiler

Cevre bilimciler genetigi degistrilmis bitkilerin genis alanlarda ekimi ve
yetistirilmesi konusunda risklerin oraninin yiikselmesinden dolay1 endise duymaktadirlar
(Uzogara 2000, Celik ve Turgut-Balik, 2007). Bu endiseler su sekilde siralanabilir; GD
bitkiler dogla tiirlerle rekaber ederek dogal tiirlerin yok olmasina sebep olabilir (Kiyak,
2004; Celik ve Turgut-Balik, 2007; Bildirici, 2008), GD bitkiler ¢apraz bulasma sonunu
dogal tiirlerin genetik yapisini bozabilir ve genetik cesitlilikte kayiplara yol agabilir,
yasanabilecek capraz tozlasma sonucunda istilaci tiirler ortaya cikabilir (Uzogara 2000;
Celik ve Turgut-Balik 2007; Bildirici, 2008).

2.4.3. Sosyo-Ekonomik ve Etik Alaninda Riskler

GDO’larin sosyo-ekonomik alanda da bazi riskleri mevcuttur. Bu riskleri su sekilde
Ozetlenebilir; pahali tohum fiyatlari, biiylik sirketlerin yiiksek 6l¢ekteki iiretimleri sonucu
kiigiik ciftgilerin zarar gormesi, bu teknolojiyi treten gelismis iilkelerin Diinya gida
ticaretini ellerinde tutmalari, organik ve diger siirdiiriilebilir tarim yontemlerine zarar

gormesi (Uzogara, 2000; Okusu, 2003 ).

2.4.4. Besin Kalitesine Etkileri

Gida iirtinlerine aktarilan genler besinsel Ozelliklerde beklenmeyen degisiklikler
yapabilir. Besinlerin bazi 6zelliklerinin gelistirilmesi esnasinda bazi 6zelliklerinin azalma
goriilebilir. Bu durum genetik modifikasyon sonucu iiretilen {iriin ile geleneksek yolla
uretilen triin arasinda esdegerlik bakimindan fark yaratir. Bitki ve hayvansal gidalarin
besinsel degisimlerinin, besin-gen etkilesimi, besinlerin metabolizma {izerine etkisi, bu
besinlerin gen ifadesinin kompleks diizeniyle ilgili heniiz yeterli bilgi yoktur (Uzogara,
2000).

2.5.  Genetigi Degistirilmis Gidalar ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

Genetik modifiye bitkilerin insan saghigi ve g¢evre lizerine muhtemel olumsuz
etkileri tartisilmaya devam etmektedir. ABD ilk GD bitkinin yetistirildigi iilkedir ayn1
zamanda diinya {izerinde en biiylik GD bitki ekim alanida bu tilkededir (EFSA, 2004). Bu
tartismalar sebebi ile genetigi degistirilmis gidalarin iretimi ve tiiketimi konusunda

ilkelerin farkli uygulamalari mevcuttur.
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2.5.1. Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi

BM Rio zirvesinde 1992 yilinda imzalanan bu sozlesme biyolojik cesitliligin
mevcut ve gelecek nesiller i¢in korunmasi ve siirdiiriilebilir bir sekilde kullanilmasini
hedefler. Tiirkiye bu sozlesmeyi 1996 yilinda imzalayarak taraflardan biri olmustur.
Biyolojik Cesitlilik Sézlesmesi baglayici bir sozlesmedir. Imzalaya devletlere bazi

zorunluluklar getirmektedir. Bunlar zorunluluklar;

v" Ulusal stratejilerin belirlenmesi, bir aksiyon plani ve programinin olusturulmasi.

v Biyolojik ¢esitliligin, Oncelikli korunma ihtiyaci olan tiirlere veya mekanlara
oncelik verilmesi ve izlenmesi.

v Koruma bélgelerinin belirlenmesi ve kurulmast.

v" Koruma altina alinmayan alanlarda da, doga ve kaynaklarin kullaniminda
stirdiiriilebilirlik ilkesinin gecerli olmasi.

v' Sozlesmenin uygulanmasi i¢in gerekli yasal ve idari diizenlemelerin yapilmast.

v' Biyolojik ¢esitliligin degeri ve 6nemi konusunda halkin egitilmesi.

v" Bu konuda yapilan arastirmalarin ve bulgularin iilkeler arasinda serbestge
paylasilmasi.

v Gelismis iilkelerin, biyolojik g¢esitliligin korunabilmesi igin gelismekte olan

ilkelere gerekli maddi ve teknolojik destegi saglamalari.

Alman kararlar, iilkelerin biyolojik giivenlik mekanizmasiin kurulmasi i¢in temel
olusturmustur. GDO ihra¢ eden iilkelerin GDO’lar ile ilgili protokol hazirlamalar
gerekliligi vurgulanmis ayrica GDO’larin dogal ¢evre, insan sagligi, sosyo-ekonomik yapi
hakkinda her tiirlii bilgiyi igeren “On bildirim” yapmalarmi gerekli goriilmustir (Talu,

2005).
2.5.2. Birlesmis Milletler Cartagena Biyogiivenlik Protokolii

Cartagena Biyogiivenlik Protokolii, Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik
Sozlesmesine ek protokol olarak hazirlanmis ve yiiriirliige girmistir. Protokol 29 Ocak
2000 tarihinde imzaya ag¢ilmis, 11 Eyliil 2003 tarihinde diinya genelinde yiiriirliige girmis
olup, 199 iilke tarafindan kabul edilmistir. Ulkemizde protokoliin yiiriirliige girisi 24 Ocak
2004 tarihindedir (Talu, 2005). Protokol genel g¢ergeve itibariyle asagidaki hususlari

icermektedir;
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v' GDO’larin smir asan hareketleri 6ncesinde sevkin gerceklestirilecegi iilke veya
iilkelere “O6n  bildirim” yapilmast ve ithalati kabul edilen GDO’larin
“etiketlenmesi”,

v’ lthal edilecek gida ve hayvan yemi olarak tiiketilecek GD firiinlerin 270 giin
onceden risk analizinin yapilmasi,

v GDO’larin ekolojik riskleri ile ticareti arasindaki dengelemenin degerlendirilmesi,

v Protokol ile ticaret anlagsmalar1 arasinda karsilikli destekleyiciyi, bagimsizlik ve

ayni uygulama giicliniin 6ngdriilmesi.

Cartegena Biyogiivenllik Protokolii insan sagliginda olusabilecek riskler géz oniine
aliarak, biyolojik cesitliligin korunmasini ve siiriiriilebilirligini olumsuz etkileyebilecek
her tiirlii organizmanin sinir dtesi hareketi, transit gecisi ve kullanilmasi igin gecerlidir.
Insanlar igin ecza malzemesi olarak degistirilmis canli organizmalar, protokol kapsami

disinda tutulmaktadir (Talu, 2005).
2.5.3. Avrupa Birligi Direktifler

98/81/EC Kodlu Direktif: Cevre ve insan sagliginin GD-mikroorganizmalarin kapali
kullanimindan kaynaklanabilecek risklere karsi korunmasit hakkinda direktif (Eski
90/219/EEC)

1139/98/EC AB-29 Mayis Konsey Diizenlemesi: Genetigi degistirilmis triinlerin
etiketlenmesi

2001/18/EC Kodlu Direktif:GDO’ larin g¢evreye kasitli birakilmasi hakkinda direktif
(Eski 90/220/EEC)

1829/2003 Kodlu Direktif: GD-gida ve yem hakkinda diizenleme: (Eski 258/ 97 Yeni
gida ve gida igerikleri)

1830/2003 Kodlu Direktif: GDO’larin ve iriinlerinin etiketlenmesi ve izlenebilirligi
hakkinda diizenleme

1946/2003 Kodlu Diizenleme: GDO’larin smir asan hareketi hakkinda diizenleme
(Cartagena Protokoliiniin AB’deki yasasi)

2003/556/EC Kodlu Direktif: Geleneksel iiriinlerde GDO varligi hakkinda rehber
65/2004/EC Kodlu Mevzuat: GDO’lara ait ayiric1t kimlik ve bunun gelistirilmesi ile ilgili
mevzuat (EUR-Lex, 2019).
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2.5.4. Tiirkiye’de Biyogiivenlik ve Alinan Kararlar

2003 yili ve sonrasinda imzalanan Cartagena Biyogiivenlik Protokolii ve AB
Direktifleri Tiirkiye’deki biyogiivenlik alanindaki kanun ve politikalarin temelini
olusturmaktadir (Erbas, 2008).

Tirkiye’de genetik yapist degistirilmis (transgenik) bitkiler ile ilgili olarak ilk
mevzuat hazirlik c¢alismalari Tarim ve Kdyisleri Bakanlig tarafindan 1998 yili basinda
baslatilmistir. 14 Mayis 1998 yilinda yayinlanan ‘Transgenik Bitkilerin Alan Denemeleri
Hakkindaki Talimat’ hem yurt i¢ind ehemde ithal edilen trangenik bitkiler ilgili
uygulanacak kurallar1 icermektedir. Transgenik bitkilerin ithalati konusunda Tiirkiye’de
cok fazla hukuksal bosluk yasanmistir. “Genetik Yapisi Degistirilmis Organizmalar ve
Uriinlerine Dair Yonetmelik™ ile “Biyogiivenlik Kurulu ve Komitelerinin Caligma Usul ve
Esaslarina Dair Yonetmelik” in 13 Agustos 2010 tarihinde kabulii ile bu bosluklar ortadan
kaldirilmaya ¢alisilmistir (Glingdren, 2012).

2.5.5. Biyogiivenlik Kanunu

Genetigi degistirilmis gidalarin insan saghgi acisindan uzun donemde yaratacagi
etkiler ile ilgili heniiz kesin bir bilgi yoktur. Bu teknoloji hala biiyiik birka¢ iilkenin
tekelinde oldugundan, bu alanda gelismekte olan iilkelerde disa bagimlilig: arttiracak ve
barig¢il olmayan amaglarla kullanimi kimi riskleri beraberinde getirecektir. Risk olusturma
ihtimali olan bu iiriinlerde risk analizi yapilmali ve énlemler alinmalidir (Ozcenalp, 2006).

Ulkemizde bu amagla biyogiivenlik kanunu vyiiriirliige konulmustur. Biyogiivenlik
Kanunun hedefi modern biyoteknoloji yontemleri kullanilarak elde edilen genetik yapisi
degistirilmis organizmalarve bunlardan elde edilen iirlinlerinden kaynaklanabilecek riskleri
engellemek insan, hayvan ve bitki saglig1 ile ¢evrenin ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi,
stirdiirtilebilirliginin saglanmas1 amaciyla biyogiivenlik sisteminin kurulmasi-uygulanmasi,
bu faaliyetlerin denetlenmesi, diizenlenmesi ve izlenmesi i¢in gereken esaslari
belirlemektir (Biyogiivenlik Kanunu, 2010).

GDO’lu triinlerle ilgili denetim ve kontroller Biyogiivenlik Kanunu ve Genetik
Yapist Degistirilmis Organizmalar ve Uriinlerine Dair Y&netmelik kapsaminda Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan yiiriitiilmektedir (Glingoren, 2012).

Tiirkiye’de Biyogiivenlik Yasasi dahilinde, gida amacgh kullaniina onay verilen
higbir GDO bulunmamaktadir. (Brookers, 2012). GDO igeren iirlinlerin etiketlenmesi
zorunludur. GDO etiketlemesini gerektiren esik deger %0,9°dur. Esik degeri, geleneksel

13



iiretim yapilsa dahi ticaret veya dolasim sirasinda kaynaklanabilecek bulagsmalar1 géz ardi
edebilmek i¢in ortaya ¢ikmis bir rakamdir. Tiirkiye’de yem ve hayvancilik sektoriinde
GDO igeren bazi iiriinlere izin verilmektedir (Celen, 2014).

Tiirkiye’de GDO’lu iiriinlerin onay sistemi diger iilkelere gore farklidir. Tirkiye
ayni Ozellikteki GDO’larin hayvan yemi ve insan gidast olarak kullanilmasina ayni anda
izin vermeyen tek iilkedir (Brookers, 2012). 2012 yilinda Tiirkiye’de, sadece yem amagl
olarak soyada 3 ve misirda 16 degistirilmis gene onay verilmistir Bu durum yillar gectikge
degismekle birlikte diger iilkelerde yaygin olarak kullanilan 30 GD musir ve 20 GD
pamuk gesitine izin vermemektedir (Brookers, 2012).

Tiirkiye’ de GD iirlin kullaniminda yemlik amagli transgenik soya ve musir gesitleri
kullanilabilmektedir. 2019 yil1 itibariyle ise 10 adet Soya, 26 adet Misir ¢esiti olmak {izere
36 ¢esit GD bitki kullanimina izin verilmektedir. Tiirkiye’de kullanimina izin verilen GD

bitki ¢esitleri Tablo 2.1° de verilmistir.
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Tablo 2.1. Tiirkiye’de kullanimina izin verilen GD bitki ¢esitleri, ayirt edici kimlikleri

GD

BITKI CESIT AYIRT EDICI KIMLIK

ADI

SOYA A2704-12 ACS-GMO@5-3

SOYA MON40-3-2 MON-@4032-6

SOYA MON89788 MON-89788-1

MISIR Btll SYN-BTO11-1

MISIR DAS1507 DAS-01507-1
MISIR DAS59122 DAS-59122-7

MISIR DAS1507xNK603 DAS-01507-1XMON-00603-6
MISIR NK603 MON-00603-6

MISIR NK603 x MON810 MON-0@603-6XxMON-01810-6
MISIR GA21 MON-00@321-9

MISIR MON89034 MON-890334-3

MISIR MONB89034xNK603 MON-890334-3xMON-00603-6
MISIR Bt11xGA21 SYN-BTQ11-1XMON-@@@21-9
MISIR 59122x1507xNK603 DAS-59122-7xDAS-01507xMON-00603-6
MISIR DAS1507x59122 DAS-015@7-1xDAS-59122-7
MISIR MONB88017XMON810 MON-88017-3XxMON-00810-6
MISIR MONB88017 MON-88@17-3

MISIR MONB810 MON-0@810-6

MISIR 59122xNK603 DAS-59122-7xMON-0@0603-6
MISIR MIR604 SYN-IR604-5

MISIR MONB863 MON-0@863-5

MISIR T25 ACS-ZM@J3-2

SOYA MONB87701 MON-87701-2

SOYA MON87701xMON89788 MON-87701-2xMON-89788-1
SOYA 356043 DP-356043-5

SOYA A5547-127 ACS-GMOV6-4

MISIR Bt11xMIR604 SYN-BT@11-1 x SYN-IR604-5
MISIR MIR162 SYN-IR162-4

MISIR MIR604xGA21 SYN-IR6@4-5 x MON-00021-9
MISIR MONB863xMON810 MON-0@863-5 x MON-Q0810-6
MISIR MONB863xNK603 MON-0@863-5 x MON-Q0603-6
MISIR MON89034xMON88017 MON-890334-3xMON-88@17-3
SOYA MONB87708 MON-87708-9

SOYA BPS-CV127-9 BPS-CV127-9

SOYA MONB87705 MON-87705-6

MISIR MON87460 MON 87460-4

2.6. Genetigi Degistirilmis Organizmalar: Tespit Yontemleri

GDO tespit calismalarinda temelde iki yontem vardir. Bunlar; Protein temelli ve

DNA temelli GDO tespit yontemleridir.
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http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=30
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=32
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=1
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=2
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=28
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=29
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=16
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=17
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=3
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=34

2.6.1. Protein Temelli GDO Tespit Yontemleri

Protein diizeyindeki analizler gen tarafindan ifade edilen yeni 0zgilin proteinin
tespitine olanak saglayan yontemlerdir ve antikor ile antijenin 6zgilin olarak baglanmasi
temeline dayanan immiinolojik testlerdir (Spiegelhalter vd., 2001; Kiran ve Osmanagaoglu
2011). Antikorlu immiinolojik teknolojiler/uygulamalar, hedef analitler bilindiginde
kompleks matrislerde bulunan bir¢ok c¢esit proteinin Kkalitatif ve kantitatif analizinin
yapilmasinda ideal yontemlerdir. Ihtiya¢c duyulan miktara ve saptama spesifikligine baglh

olarak, monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanilabilir (Farid, 2002; Pan, 2002).
Western Blot Yontemi

Bir ornegin icerdigi hedef proteinin 6nceden belirlenen treshold seviyesinden
yiksek mi diisiik mii oldugunu belirlemede kullanilan ¢ok hassas kalitatif metottur.

Ozellikle ¢dziinmeyen proteinlerin analizi icin oldukca kullanishdir (Farid, 2002).
ELISA Yontemi (Enzyme-linked immunosorbant assay)

Bu teknik, enzim ile isaretlenmis immunoreaktan ve immunosorbentinin kati bir
destege baglanmasi temeline dayanmaktadir (Baran-Ekinci, 2008). Bu yontem aranan
protein icin gelistirilmis antikor ile proteinin etkilesimi sonucunda renk degisimi esasina
dayanir. Ticari kitler ve standar egriler kullanilarak renk degisimine gore kantitatif tayin de

yapilabilmektedir (Spiegelhalter vd., 2001; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
Yanal Akis Band1 Yontemi

Yanal akig bandi yontemi ELISA yonteminin farkli bir versiyonudur. Mikro
titrasyon kuyucuklari yerine bantlar kullanilmaktadir. Genetigi degistirilmis proteinin
barindig1 bu bant, bitki dokusu ekstraktini igceren plastik bir eppendorf viyaline konulur.
Boylece antikor ve renk reaktifi ¢iftinin olusturdugu bir antikor sandvigi olusur. Bu renkli
sandvi¢, gozenekli bir membran boyunca bandin diger ucunu takip eder. Gozenekli
membranin iki adet yakalama ucu vardir. Bunlardan biri genetigi degistirilmis protein
sandvigi icin, digeri ise renk reaktifiyle ¢ift olusturan islem gormemis spesifik antikorlar

i¢cindir (Cakmak, 2010).
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2.6.2. DNA Temelli GDO Analiz Yontemleri

GD gidalarin DNA’ya dayali tespit yontemleri DNA’nin iki ipligine uygun diziler
iginde hibrit olusturarak spiral sekilde birbirimi tamamlamasina dayanir (Miraglia vd.,
2004).

Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jel elektroforez yontemi DNA’nin miktar ve biyiikligi hakkinda bilgi
veren bir yontemdir. Cogaltilmasi saglanan DNA’nin ¢esiti ileriki islemlerle
dogrulanabilir. Agaroz Jel Elektroforezi PCR ile ¢ogaltilmis DNA molekiillerinin kalitatif
analizlerinde tercih edilmektedir (Miraglia vd., 2004).

Southern Blot Analiz Yontemi

Bu metot izole edilmis DNA par¢asinin nitroseliilloz veya naylon memranlar
tizerinde eslenigi olan DNA pargasi ile hibridizasyonuna ve hibridizayonun ardindan
radyoaktif, kimyasal ya da floresan yontemlerle tespit edilmesi teknigine dayanmaktadir
(Karamollaoglu, 2007).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR teknigi, ilk olarak 1985 yillinda Cetus firmasi arastiricilart tarafindan
gelistirilmisolup niikleik asitlerin canli organizma iginde bulunmadan, uygun kosullar
altinda ¢ogaltilmasina dayanmaktadir (Heller, 2006) . PCR hedef niikleik asit zincirlerinin
primer ad1 verilen spesifik komplementer oligonukleotidler ve 1stya dayanikli polimeraz
enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak cogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan;
oldukga 6zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir tekniktir (Tirkyilmaz ve Esendal,
2006; Weirich, 2007). Bu teknikte kalip olarak kullanilan tek ya da g¢ift zincirli DNA
molekiiliine ilave olarak, iki oligonukleotid primer, dNTP (deoksiribonukleozidtrifosfat),
1stya dayanikli polimeraz enzimi ve buffer icerisindeki magnezyum iyonlarina ihtiyag
duyulur (Primrose ve Twyman, 2006).

PCR teknigi 3 asamadan olusur;

1)DNA Zincirinin Agilmasi (Denatiirasyon)

Kalip DNA 92-95°C’de 1-2 dakika 1s1l iislem gormesiyle cift sarmal yapidaki
DNA iplikcikleri birbirlerinden ayrilir (Primrose ve Twyman, 2006).
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2)Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapismasi (Baglanma)

Reaksiyon sicakligi 37-65°C’ye diisiiriilerek oligonukleotid primerlerinin agilan
DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi saglanir. Bu islem,
30-60 saniyede gergeklesmektedir (Primrose ve Twyman, 2006).

3)Primer Uzamast

DNA zincirleri tizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA
polimeraz) vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA polimeraz enziminin optimum ¢alisma
sicakligi 72°C’dir. Bu sebeple primer uzama islemi bu sicaklikta gergeklestirilir (Primrose
ve Twyman, 2006).

Uc¢ basamaktan (denatiirasyon, baglanma, uzama) olusan islem, bir PCR

dongiistinii temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek basglangigtaki
DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigi ¢cogaltilir (Tiirkoglu, 2007).

Kalitatif PCR Yontemi

PCR Yontemi DNA polimeraza matrikste diisiik oranda bulunan spesifik DNA
segmentlerinin de selektif amplifikasyonu imkani1 vermektedir. Standart PCR analizinde 2
cift primer kullanilmaktadir. Bu primerler ilgili dizinin karsisina hibridize olabilme ve
ilerleyen asamalarda gerceklesen 2-3 termal basamaktan olusan tekrarli dongiiler esnasinda

hibridize olabilmek iizere dizayn edilmistir (Farid, 2002).
Kantitatif End-Point PCR Yéntemi

Hedef DNA ve dahili DNA standardi beraber amplifiye ediliyorlarsa PCR’dan
kantitatif sonug¢ elde edilir. End-Point PCR gibi kantitatif-kompetitif yontemlerde, hem
dahili standart hem de hedef DNA es zamanli olarak eslendikleri i¢in PCR inhibitorleri
derhal fark edilirler. End-Point’in yonteminin dort agsamasi vardir bunlar; standart ve hedef
DNA’larn birlikte amplifikasyonu, agaroz jel elektroforez ya da etidyum bromiirle jelin
boyanmasi ile iriinlerin ayristirilmasi, jelin yogunluga gore Olgiilmesi; ve hedef ve
standart DNA’larin bagil miktarlarinin regresyon analizi ile tahminlenmesi (Ahmed,
2002).

Kantitatif Real-time PCR Yontemi

Gidalarda yapilan GDO analizlerinde konvensiyonel kantitatif u¢ nokta PCR’inda

ortaya ¢ikan bazi problemler nedeniyle, Real-time-PCR’lar kullanilmaya baslanmistir.
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(Farid, 2002). Real-time PCR, klasik PCR’in tersine, reaksiyonun bitmesini beklemeye
gerekolmaksizin  reaksiyonun durumunun izlenebilmesini saglayan gelismis bir
teknolojidir. Kantitatif PCR olarak da 6zetlenebilen teknik temel olarak; her PCR dongiisii
sonunda tretilen DNA miktariyla orantili olarak yiikselen floresan sinyalin ol¢iilmesi
esasina dayanmaktadir (Gozikirmizi vd., 2008). Real-time PCR, klasik PCR ile
karsilagtirildiginda kisa zamanda (20 dk-2 saat) giivenilir data iiretebildigi icin tercih
sebebidir. Bununla beraber, diger avantajlari; 1) Cok uygulamali ¢alismalarda vakit
kazandirmasi, 2) DNA ve RNA’nin ¢ok hassas bir sekilde tespit edilebilmesi, 3) Az
miktarda baslangic materyaliyle calisilmasi veya ¢ok sayida gen ifadesinin sinirli RNA
orneklerinde belirlenmesine imkan vermesi seklinde siralanabilmektedir (Goziikirmizi vd.,
2008). Real-time PCR drinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece

sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski azalmaktadir (Heller, 2006).
Genis Limitli Diliisyon PCR Yontemi

Bu metot, PCR’ 1 optimizasyonuna ve reaksiyon karisiminda pozitif sonug
verebilecek bir ya da daha fazla hedefin onceligine dayanmaktadir. Kesin kuantifikasyon
diliisyonu yapilan bir dizi materyalin analiz edilmesi ile yapilir. Bazi yerlerde pozitif bazi
yerler de negatif olan diliisyon sinirinda hedef sayisi, negatif u¢ noktalarin oranindan
Poisson istatistigi kullanilmak suretiyle yapilir. Bu metot, eklenen raportér DNA’nin
birlikte ¢ogaltilmasina ihtiyag duyulmamasi bakimindan avantajlidir. Fakat PCR
reaksiyonlarinda, c¢esitli diliisyonlarin yapilmasindan kaynaklanabilecek kontaminasyon
riski i¢in 6nlem almak ve dikkatli olmak gerekmektedir (Farid, 2002; Pan, 2002).

Biyocip Yontemi

Genetigi degistirilmis gidalarin belirlenmesinde biyog¢ip kullanimina yonelik ilk
caligmalardan biri 2002 yilinda Feriotto ve arkadaslari tarafindan yayinlanmistir. Roundup-
ready soya genlerinin ve lektinin dizisini igeren biotinli tek zincir oligoniikleotidler sensor
ciplerin iki farkli kuyucuguna immobilize edilmistir. Oligoniikleotid problar bu ¢ipler
tizerine enjekte edilmis ve olusan reaksiyonlar neticesinde GDO igeren soya ornekleri

yaklasik 40 dakikada tespit edilmistir (Feriotto vd., 2002).
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Mikroarray Yontemi

Cesitli PCR teknikleri ile kombine kullanilabilen bir DNA saptama metodudur.
Aymi anda birden fazla genetik modifiye bolgesini saptamak miimkiindiir (Ozgelik, 2015).
Temeli, klasik DNA hibridizasyon metoduna dayanir. PCR {iriinleri kat1 cam yiizeylerde

depolanir ve mikro-elektronik arraylar ince bir agaroz ile kaplanmis elektrotlar

icermektedir (Baran-Ekinci, 2008).

2.7.  Tiirkiye ve Diinya Genelinde Genetigi Degistirilmis Bitkilerin Uretimi

1996 yilinda baslayan GDO’lu {iriin ekimi Diinya genelinde 1,7 milyon hektar iken
2017 yilinda 189,8 milyon hektara ulagsmistir. ISAAA 2017 raporuna gore 67 iilke
biyoteknolojik triin kullanmistir. Biyokteknolojik iiriin tretimi ise 5 gelismis, 19
gelismekte olmak iizere toplam da 24 iilke gergeklestirmis ve bu iilkelerin disinda 43 iilke
ise biyoktenolojik iiriinlerin gida ve yem amach ithalati-kullanimi i¢in yasal diizenlemeler
yapmustir. 2016 yilinda 185,1 milyon hektar olan GD mahsullerin kiiresel alan1 2017
yilinda 189,8 milyon hektara ulagmistir (ISAAA, 2017). Sekil 2.1°de Diinya ¢apinda

tilkelerin GD iiriin tiretim miktarlar1 verilmistir.

50.000 hektar veya daha fazla

1. Amerika 75.0 milyon
. 2. Brezilya® 50.2 milyon
3. Arjantin* 23.6 milyon
v 4. Kanada 13.1 milyon
5. Hindistan* 11.4 milyon
6. Paraguay* 3.0 milyon
, 7. Pakistan* 3.0 milyon
8. Cin* 2.8 milyon
9. Guney Afrka* 2.7 milyon
10. Bolivya* 1.3 milyon

11. Uruguay* 1.1 milyon
12. Avustralya® 0.9 milyon

13. Filifinler* 0.6 milyon
¥ 14. Myanmar* 0.3 milyon
15. Sudan* 0.2 milyon

I Biyoteknolojik tiriin ekimi yapan 24 Glke 16. Ispanya* 0.1 milyon

17. Meksika* 0.1 milyon
18. Kolombiya™ 0.1 milyon
2017 yilinda kiresel olarak 189.8 milyon hektar olarak

gergeklesmistir buda 2016 yilina gore %3 ik artisa denk 50.000 hektardan daha az
gelmektedir artan alan olarak ta 4.7 milyon alan artigina

denk gelmektedir. Vietnam * Banlades*
Honduras*  Kosta Rika*
Sili*
Portekiz

« Gelismekte olan tlkeler

Sekil 2.1. Diinya genelindeki tilkelerin GD bitki tiretim miktarlar1 (ISAAA, 2017)
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En c¢ok {iiretimi yapilan GD bitki cesitleri ise soya, misir, pamuk ve kanoladir.
Genetigi degistirilmis {irlin  iiretiminin  yaklasik olarak %50’sini soya iiretimi
olusturmaktadir. 2017 yili itibariyle toplam iiretim icerisinde biyoteknolojik yontemler
kullanilarak yapilan {iretimlerin oranina bakildiginda toplam pamuk iiretiminin %80’i GD
pamuk olarak, toplam soya iiretiminin %77’si GD soya olarak, toplam musir {iretiminin
%32’si GD musir olarak ve toplam kanola bitkisinin tiretiminin %30’u GD kanolo olarak
tretilmistir. Genetigi degistirilmis soya, misir, pamuk ve kanola bitkilerinin tiretim verileri
Sekil 2.2.’de bu bitkilerin geleneksel ve biyoteknolojik yontemlerle iiretilen miktarlarin

karsilastirilmast ise Sekil 2.3.’de verilmistir.

SR PR

247 100 — - 9.'1.-.‘! lﬁ'
222 o0 | -

198 BO
173 70 | )
148 60 U
124 50

99 40 |

74 30 |- kL w.z—z'.% Q

EL) 20 g;.

25 10

5 1
1996 2002 2009 2016

Sekil 2.2. Genetigi degistirilmis soya, misir, pamuk ve kanola bitkilerinin {iretim

miktarlar1 ( ISAAA, 2017)

MILYON  MILYON
DONUM HEKTAR

494 200 |- 188
445 180
395 160 |-
346 140 |- 121.5
296 120 |
247 100 |-
198 80
148 60
99 40
49 20
80 % 77 % 32 % 30 %
PAMUK SOYA MISIR KANOLA
GELENEKSEL Ml sioTEKNOLOJI

Sekil 2.3. Geleneksel ve biyoteknolojik yontemlerin {iretim miktarlarinin

karsilagtirilmasi (ISAAA, 2017)
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3.  MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tirkiye Yem Sanayicileri Birligi’nden temin edilen RRSU biskiivi iiretiminde
materyal olarak kullanilmistir. Biskiivi liretiminde kullanilan diger malzemeler tuz TS 933,
TSE, 1986, Yemeklik Tuz Standardi’na uygun olarak piyasadan, bitkisel yag (sortening),
pudra sekeri ve kabartma tozu (sodyum bikarbonat) Ugur Gida (Isparta)’dan, misir surubu
(HFCS %42) Sunar Misir Entegre Tesisleri San ve Tic. A.S.’den (Adana), un Tiirkmenler
Un Fabrikasi’'ndan (Gaziantep) temin edilmistir. Biskiivi yapiminda kullanilan su
Siileyman Demirel Universitesi Tahil isleme Teknolojisi Laboratuvari ¢esme suyundan

kullanilmustir.

3.2. GDO Analizlerinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

DNA izolasyonu Roche High Pure DNA Isolation Kit ve Qiagen DNA Isolation
Kit’i kullanilarak yapilmistir. Kitler igerisinde yer alan Kimyasallar, Liziz ¢6zeltisi, RNase
enzimi, Proteinaz K enzimi, Binding buffer, izopropanol, Removel buffer, Elution buffer,
Wash buffer, %70 etanol’diir.

Kalitatif ve kantitatif GDO analizlerinde bitki geni, bitki spesifik geni (lektin), 35S
promotor bolgesi ve Roundup Ready soya analizleri yapilmistir. GDO analizlerinde
firmadan (Roche) temin edilen taranan bolgeye 6zgii primer, prob ve prob master (Taq
polimeraz, reaksiyon tamponu ve dNTP karigimi1) kullanilmustir.

GDO analizlerinin ve cihazin dogrulugunun tespiti i¢cin %0, %0.1 ve %1°lik RR
soya iceren sertifikali referans materyaller kullanilmistir. Sertifikali referans materyaller
(Certified Reference materials-CRM) Avrupa Birligi (AB) Institute for Referance
Materials and Measurements ve European Referece Materials (IRMM, ERM) tarafindan
tretilmistir. Bu triinler, farkli oranlarda GM f{iriin igeren sogukta kurutulmus homojenize
unlardir. Argon gazi atmosferi altinda yaklasik 1 g halinde cam siselerde paketlenmektedir.
CRM’ler kuru, karanlik ve serin (+4°C) ortamlarda muhafaza edilmektedir. Tablo 3.1’de

kullanilan CRM’ler ve oranlar1 verilmektedir.
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Tablo 3.1. Roundup-ready soya referans materyalleri

Sertifikali Referans Materyaller Uriin Kodu
%0 RR Soya ERM®-BF410ap
%0.1 RR Soya ERM®-BF410cp
%1 RR Soya ERM®-BF410dp

3.3. Aletler ve Cihazlar

Biskiivi yapiminda Siileyman Demirel Universitesi Tahil Isleme Teknolojisi
Laboratuvarina ait Hobart N-50 mikser, Fimak FSET4 konveksiyonel firin, Minolta CR-
410 (Germany) renk ol¢iim cihazi, dijital kumpas ve analitik terazi (Radwag, AS220/C/2)
kullanilmistir. DNA izolasyonu, Kalitatif ve kantitatif GDO analizleri i¢in MAKU
BILTEKMER ’e ait olan, Mettler Toledo MS204S hassas terazi, Velp F202A0173 vorteks,
Sigma 114  mikrosantrifiij, Beckman Microfiige 16 mikrosantrifiij, Block Heating
Termostat, Epoch Biotek Nanodrop UV spektrofotometre, Light Cycler 48011 (Roche)

Real-time PCR cihazlar1 kullanilmistir.
3.4. Yontem

3.4.1. Roundup Ready Soya Unu Katkih Biskiivi Deneme Plam

Biskiivi tiretiminde 7 farkli oranda (%0, %0.1,%0.5, %0.9, %2,%50 ve %2100)
RRSU, bugday unu ile yer degistirme prensibine gore biskiivi formiilasyonuna ilave
edilerek 3 farkli sicaklikta (190°C, 200°C, 210°C) her biri esit siirede (10 dakika)
pisirilmistir. Biskiivi tiretiminde hi¢ RRSU ilave edilmeden iiretilen biskiiviler kontrol

grubu olarak kullanilmstir. Uretimler 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

3.4.2. Biskiivi Orneklerinin Hazirlanmasi

RRSU katkili biskiivi tiretimi AACC Metod 10-50.05’e gore bazi modifikasyonlar
yapilarak gergeklestirilmistir (AACC, 2000). Biskiivi iretimleri, Siileyman Demirel
Universitesi Miih. Fak. Gida Miih. Boliimii Tahil Isleme Teknolojisi Laboratuvarinda
yapilmistir. AACC Metod 10-50.05e gore yapilan biskiivi tiretiminin formiilasyon bilgisi
Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.2. Biskiivi liretiminde kullanilan formiilasyon (AACC, 2000)

Bilesen Miktar (gram)
Sortening 64.0
Pudra Sekeri 130.0
Tuz 2.1
Sodyum Bikarbonat 2.5
Dekstroz Cozeltisi 33
Destile Su(Unun nem igerigine gore 16.0

AACC Metod 10-50.05'de verilen
cizelgeye gore eklenmistir)
Biskiivilik Un (%14 nem esasina 225
gore)

Biskiivi tiretiminde; bitkisel yag, pudra sekeri, sodyum bikarbonat ve tuz Hobart N-
50 miksere koyulup diisiik hizda 3 dakika karistirllmistir. Her 1 dakika sonunda mikser
durdurulmus ve mikser kenarina yapisanlar spatula ile mikserin igerisine styrilmistir.
Karigima musir surubu ve destile su eklenmis 1 dakika daha disiik hizda karistirilmustir.
Daha sonra hazirlanan hamur g¢esidindeki RRSU oranina gore bugday ununa RRSU
eklenerek diisiik hizda 2 dakika karistirilmistir. islem sonunda mikserin kenarlar1 spatula
ile siyrilmigtir. Yogurma islemi tamamlanan hamur oklava yardimiyla agilip 6 mm
kalinliginda inceltilip hamur kalinligi kumpas ile 6l¢iilmistiir. Agilan hamur i¢ ¢ap1 60 mm
olan kesme aparat1 ile yuvarlak bi¢cimde kesilmistir. Yuvarlak kesilmis biskiiviler yagh
kagit serilmis olan firin tepsisine esit araliklar olacak sekilde yerlestirilmistir. Hazirlanan
hamurlar deneme planinda verilen sicakliklara gore 10 dakika pisirilmistir. Pisirilen
biskiiviler oda sicakliginda yarim saat sogumaya birakilmistir. Biskiivi liretimi esnasinda
biskiivilerde cap, kalinlik, yayilma derecesi, agirlik olgtimleri ve renk 6l¢iim analizleri
yapilmigtir. Uretimden artan hamur ve {iretimi tamamlanan biskiiviler Kalitatif-kantitaf
GDO analizleri yapilmak {iizere kilitli buzdolab1 posetlerine koyularak -20°C’de muhafaza

edilmislerdir.
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3.4.3. Analiz Metodlar:

3.4.3.1. Biskiivilerde Cap, Yiikseklik ve Yayllma Orani

Hazirlanan hamurlar oklava yardimiyla 6 mm kalinlikta agilmistir. Biskiivi
hamurlarinin esit kalinlikta olmasi i¢in agilan hamurlar dijital kumpas ile 6 farkli noktadan
Olclilmiistiir. Pisirilen biskiiviler, pisirme sicakliginin ve biskiivi formiilasyonuna eklenen
RRSU miktariin ¢ap-yiikseklik-yayilma orani Ol¢limlerine etkisinin analizi i¢in 6 farkli

noktadan) c¢ap ve yiikseklik dlgtimleri yapilmigtir (AACC, 2000).
3.4.3.2. Biskiivilerde Pisirme Kayb1 Analizi

Pismek {izere hazirlanan (kesme aparati ile kesilmis) hamurlarin ve pisirilmis
biskiivilerin pigsirme kaybi analizinin yapilabilmesi i¢in hassas terazi ile her bir biskiivi
¢esidinden (pisirilip oda sicakliginda yaklasik 1 saat sogutulduktan sonra ) 6 farkli 6l¢iim
yaptlmistir. Hamur agirh@inin pisirilen biskiivi agirligindan c¢ikartilmas: ve yiliz ile

carpilarak pisme kayb1 degerleri hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir.
3.4.3.3. Biskiivilerde Renk Analizi

Hazirlanan hamur ve pismis biskiivilerde renk 6l¢iimii Minolta CR-410, (Minolta
Co Ltd., Tokyo, Japonya) ile yapilmistir. Numunelerde {i¢ farkli bolgeden reng 6lgiim
cihaz1 ile dl¢lim yapilmis ve renk bilesenleri Hunter L, a ve b degerleri tespit edilmistir.
Renk skalasi; L* degeri [(0)Siyah — (100) Beyaz], a* degeri [(+) kirmiz, (-) yesil] ve b*

degeri [(+) sar1, (-) mavi] olarak kullanilmistir.
3.4.3.4. Hamur, Sertifikali Referans Materyaller ve Biskiivilerden DNA izolasyonu

Hazirlanan hamur ve biskiivilerdenkalitatif ve kantitatif GDO analizi yapilabilmesi
icin oncelikli olarak DNA izolasyonu yapilmistir. Bu amacgla Roche High Pure DNA
Izolasyon Kit ve QIAGEN DNA izolasyon Kit’i kullanilmstir. izolasyon isleminin dogru
yapilabilmesi i¢in hazirlanan hamurlar iyice yogurularak, biskiiviler ise bir havan

yardimiyla 6giitiiliip karistirilarak 6rnek alinmastir.
Roche High Pure DNA izolasyon Kit Prosediirii

Homojen hale getirilmis 6rneklerden 20 mg alinarak 2 mL’lik steril bir reaksiyon

tiipine aktarilmistir. Ornegin iizerine 200 ul Liziz Buffer eklenip diisiik hizda
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vortekslenmistir ve 1 saat 56°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan
ornegin tizerine 40 pl Proteinaz K enzimi eklenip vortekslenmistir ve tekrar 1 saat 56°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan alinan &rnegin iizerine 200 ul Binding Buffer
eklenip vortekslenerek 10 dakika 72°C’de tekrar inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan
alinan drnegin iizerine 100 pl Izopropanol eklenip diisiik hizda vortekslenmistir. Ependorf
tipteki ornek pipet yardimiyla filtreli kolon tlipe aktarilmistir 8000 G’de 1,5 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiijjden alinan 6rnegin filtre kismi yeni kolon tiipe yerlestirilmistir
ve dizerine 500 pl inhibitor Removel Buffer eklenip 8000 G’de 1,5 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda kolon tiipe gecen sivi dokiiliip, 6rnek tlizerine 500 pl
Wash Buffer eklenip 8000 G’de 1,5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan drnegin
kolon tiipiine gecen siv1 tekrar dokiiliip 6rnek iizerine tekrar 500 pl Wash Buffer eklenip
8000 G’de 1,5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan 6rnegin kolon tiipleri yenileri
ile degistirilip 13000 G’de 20 saniye santrifiijlenmistir. Santrifiijjden alinan filtre tiip
icindeki Ornekler reaksiyon tiiplerine yerlestirilmistir ve iizerine 70°C’de 1sitimis olan
Elution Buffer eklenerek 8000 G’de 1,5 dakika santrifiijlenmistir. Son islem ile birlikte
izolasyonu yapilan Ornek reaksiyon tiipiine aktarilmistir ve izolasyon islemi

tamamlanmugtir.
Qiagen DNA izolasyon Kit Prosediirii

Homojen hale getirilmis 6rneklerden 100 mg steril reaksiyon tiip igine tartilmistir.
Reaksiyon tiip icindeki Ornekler iizerine 600 ul Liziz buffer eklenip diisiik hizda
vortekslenip oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. 1 saat sonunda drnek tiipii vortekslenip
homojenligi saglandiktan sonra 6rnek iizerine 4 pul RNase enzimi eklenip vortekslenmistir.
Vortekslenen drnek 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan alinan &rnek
tiipiine buz tlizerinde 130 pl P3 buffer eklenip 5 dakika boyunca bekletilmistir. Buz
tizerinden alinan 6rnek tlipii 14000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan
ornek tlipiindeki siipernata kismi kolon tiipe aktarilmistir. Kolon tiipe aktarilan siipernata
ornek 14000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan kolon tiipteki filtre
kismi atilip altta kalan sivi kismin iizerine 675 pl AW1 Wash buffer eklenmistir.
Olusturulan bu karisim yeni filtreli kolon tiiplere 2 seferde aktarilmistir. Sivi kismin yarisi
yeni filtreli kolona alinip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenip diger yarisi yine filtreli
kolon tiip iizerine aktarilip 8000 rpm’de tekrar santrifiijlenmistir. Santrifiijjden alinan

ornegin bulundugu filtreli tiipiin kolon kismi atilip filtre kismi yeni kolon tiiplere
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yerlestirilmistir. Yeni filtreli kolon tiipteki 6rnek tlizerine 500 ul AW2 buffer eklenip 8000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda kolon tlipe gecen sivi kisim
dokiilmiis, ornek tizerine tekrar 500 pul AW2 buffer eklenerek 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan filtreli kolon tiiplerin kolon kisimlar1 atilip filtre
kisimlar1 yeni reaksiyon tiiplerine yerlestirilmistir. Reaksiyon tiip igine yerlestirilen filtre
tiiplerinin tizerine 50 pl Elution buffer eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletilip 8000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijden alinan 6rnek iizerine 50 ul daha Elution
buffer eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika daha santrifiijlenmistir. Son islemden sonra
reaksiyon tip icindeki filtre kisimlart atilmistir, boylece Ornek reaksiyon tiipiine

aktartlmistir.
3.4.3.5. DNA Konsantrasyonun Saptanmasi

Orneklerdeki DNA safliginin kontrolii ve miktar tayini spektrofotometrik yontemle
yapilmigtir. Bu amagla izolasyonu tamamlanan 6rneklerin Nanodrop Spektrofotometre
cihaz1 ile DNA saflik ve miktarlar1 &lgiilmiistiir. Olgiilmek istenilen ornekler kisa bir
sekilde santrifuj edilmistir. Daha sonra Nanodrop spektrofotometreye 1 ul DNA
rehydration solisyonundan eklenmistir. Ardindan temizlenen pedestala 1 pl daha DNA
rehydration solisyonu daha konularak kor olusturulmustur. Her bir 6rnekten 2 pl alinarak
pedestale yerlestirilmis ve 6l¢iim yapilmustir.

Orneklerde 260 nm ve 280 nm’de Slciimler yapilmistir. Aggo/Azgo orani cihaz
tarafindan hesaplanarak ornek saflign hesaplanmistir. ideal oran 1.8’dir. Oran 2.0°dan
biliyiik ise RNA kontaminasyonunu gosterirken, 1.6’dan kiigiik ise protein kontaminasyonu
varhigina isaret etmektedir. DNA konsantrasyonu yine cihaz tarafindan ng/uL olarak
hesaplanmistir (Somma, 2003).

3.4.3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nda Light Cycler 48011 (Roche) kullanilmistir.
Bir 6rnek icin reaksiyon karigimi ve kullanilan hedef DNA miktarlar1 saptanmak istenen
bolgelere gore degisiklik gostermektedir. Herhangi bir bulagsmay1 saptamak iizere bir
kuyucuga hedef DNA yerine steril deiyonize su eklenmistir. Primer ve prob se¢cimi GD

tirtinlere transfer edilen yabanci genlere gore yapilmaistir.
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Real-time PCR’da Tarama

Real-time PCR (Light Cycler 48011, Roche) ile bitki geni, bitki spesifik (lektin)
geni, 35S promotdr bolge ve RR soya gen taramasi yapilmistir. Bu bolgelerin
taranmasinda firmadan (Roche) taranan bolgeye 6zgii primerler, problar, GD pozitif bitki
DNA’s1 steril deiyonize su temin edilmistir. GDO taramasinda kullanilacak PCR
karigimitaranacak bolgeye gore Tablo 3.3.°e gore hazirlanir. PCR karigimi g¢alisilacak
ornek sayisina gore reaksiyon tiipii igerisine hazirlanir. Pozitif kontrol i¢in firmadan
saglanan pozitif soya bitki DNA’s1 ve ¢esitli oranlarda CRM (%0, %0.1, %1 RR soya)’ ler,
negatif kontrol icin ise yine firmadan (Roche) saglanan steril deiyonize su kullanilmistir.
Reaksiyon tiip igerisine hazirlanan PCR karisimi diisiik devirde (1500-2000 rpm) kisa
stireli  (30sn-1dk) santrifiijlendikten sonra 96 kuyucuklu PCR plakasinin her bir
kuyucuguna 15 pl PCR karisimi 5 pl 6rnek izole DNA eklenir. Hazirlanan PCR plakasi
plaka santrifiijiinde kisa siireli (10sn) 3000 rpm’de karistirilir. PCR islemine hazirlanan
plaka Light Cycler 48011 (Roche) cihazina yerlestirilir. Tablo 3.5.’daki PCR programda

cihaz ¢alistirilir.

Tablo 3.3. 96 kuyucuklu PCR plakasimnin her bir kuyucuguna koyulan karisim miktarlar

Bilesen Hacim pl
Prob master (35S, bitki spesifik 10
geni(lektin),veya bitki genine 6zgii)
H20 3
Ppmix (35S, bitki spesifik geni
(lektin),veya bitki genine 6zgii) 2
Ornek DNA 5

PCR’da kullanilan ppmix karsimi ise Tablo 3.4.”deki miktarlara gore hazirlanir.

Tablo 3.4. PPmix hazirlamada kullanilan malzemeler ve miktarlari

Bilesen Hacim pl
H20 145
Gene 6zgl forward primer 0.2
Gene 6zgii revers primer 0.2
Gene 6zgli prob 0.15

28



Tablo 3.5. 35S promotér, bitki geni ve bitki spesifik geni (lektin) varliginin
arastirtlmasinda Real-time PCR yonteminde kullanilan PCR programi

Program: On Inkiibasyon Cycle:1 Analysis
Mode: None
Segmet Target Incubation Temperature Acquisition
Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)

1 95 900 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45 Analysis
Mode: Quantification

Segmet Target Incubation Temperature Acquisition
Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)

1 95 0 20 None

2 60 25 20 Single

3 72 15 20 None
Program : Cooling Cycle: 1 Analysis
Mode: None

Segmet Target Incubation Temperature Acquisition
Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)
1 40 30 20 None

Bitki Geni Taramasi

Calismamizda yapilan GDO tarama analizlerinde dogru sonug elde edebilmek i¢in
orneklerde oncelikli olarak bitki geni taramas1 yapilmistir. Bitki geni taramasi ile Real-time
PCR’da sonug verebilecek kalitede bitki DNA’s1 olup olmadigi saptanmigtir. DNA
izolasyonu yapilan 6rnekler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’deki verilere gore hazirlanan 6rnekler
Tablo 3.5.’deki PCR programina tabi tutulmustur. PCR plakas1 Real-time PCR Tarama
boliimiinde anlatildigi gibi hazirlanmistir. Spesifik gen taramasinda kullanilan PCR
karisimi ve PPmix i¢in gerekli olan bitki spesifik genine 6zgii primer ve problara ait baz

dizileri Tablo 3.6°da verilmistir.
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Tablo 3.6. Bitki spesifik gen bdlgesi tespitinde kullanilan primer ve problar

Primer-Prob Baz Dizilimi Primer Uzunlugu
Cesiti
Plant Forward CGAAATGGTAGACGCTACG 19
Plant Revers CCATTGAGTCTCTGCACCTATC 22
Fam-
PlantProb TCCAAATTCAGAGAAACCCT- 20
Tamra

Bitki Spesifik (Lektin) Geni Taramasi

Calismada hazirlanan hamur ve biskiivilerde soya oldugunun belirlenmesi amaciyla
soyaya ozgii bir gen olan lektin geni taramasi yapilmistir. DNA Izolasyonu béliimiinde
anlatilan izolasyon basamaklarina gore izole edilen 6rnekler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’deki
verilere gore PCR plakasi Real-time PCR Tarama bolimiinde anlatildigi gibi
hazirlanmistir. Tablo 3.5’deki PCR programina tabi tutulmustur. PCR karigimi ve PPmix

hazirlama da kullanilan lektin genine 6zgii primer ve problar Tablo 3.7° de verilmistir.

Tablo 3.7. Bitki spesifik (lektin) geni tespitinde kullanilan primer ve problar

Primer- Gen Dizilimi Primer
Prob Cesiti Uzunlugu
Lel Forward CCAGCTTCGCCGCTTCCTTC 20
Lel Reverse GAAGGCAAGCCCATCTGCAAGCC 23
5'-Fam-
Lel Prob CTTCACCTTCTATGCCCCTGACAC-Tamra-3' 24

35S Promotor Bolge Taramasi

Hazirlanan hamur ve biskiivi orneklerinde genetik modifikasyonun saptanmasi
amactyla 35S promotdr bdlge taramasi yapilmistir. DNA Izolasyonu boliimiinde anlatilan
izolasyon basamaklarina gore izole edilen ornekler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4° deki verilere
gore Real-time PCR Tarama boliimiinde anlatildigi gibi hazirlanan PCR plakasi Cizelge
3.5’deki PCR programina tabi tutulmustur. PCR karisimi ve PPmix hazirlama da kullanilan

35S promotor bolgesine 6zgili primer ve problar Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. 35S promotdr bolgesi tespitinde kullanilan primer ve problar

Primer-Prob Cesiti Gen Dizilimi Primer
Uzunlugu
P35SCForward GCTCCTACAAATGCCATCA 19
P35SCReverse CTCCAAATGAAATGAACTTCC 21
5'-Fam-
CaMV_P35SProb  CAAAGATGGACCCCCACCCACG-Tamra- 22
3

Real-time PCR’da Roundup Ready Relatif Miktar Analizi

Hazirlanan hamur ve biskiivi 6rneklerinde genetik modifiye Roundup Ready soya
miktar analizi yapilmistir. DNA Izolasyonu béliimiinde anlatilan izolasyon basamaklarina
gore izole edilen ornekler Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’deki verilere gore Real-time PCR
Tarama bolimiinde anlatildigi gibi hazirlanan PCR plakasi Tablo 3.5°deki PCR
programina tabi tutulmustur. PCR karisimi ve PPmix hazirlama da kullanilan Roundup
Ready’ye 6zgii primer ve problar Tablo 3.9°de verilmistir.

Bir ornegin relatif GDO igeriginin saptanmasi, érnegin crossing point degerine ve
PCR’m etkinligine baghdir. Crossing point (CP) degeri PCR amlifikasyonunun
eksponansiyel faza basladigi dongii sayisidir. PCR’1n verimliligi (efficiency) ise reaksiyon
sirasindaki kinetikleri belirtir. Tiim reaksiyonun etkinligi ise kalibrasyon kurvesinin egimi
(slope) olarak ifade edilir. Kullanilan hibridizasyon problart ve primerler, hem Roundup
Ready genine hem de referans gene spesifik PCR verimliliklerine sahip olduklarindan,
kalibrasyon egrileri ayr1 olarak verilmelidir.

Caligmamizda % GDO miktart Roundup Ready geni kopya sayisi/referans bitki
geni kopya sayisina oranlanmasi ile bulunmustur. Miktar analizi hesaplamalari firma

(Roche) tarafindan yapilmistir.
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Tablo 3.9. Roundup-ready soya tespitinde kullanilan primer ve problar

Primer- Gen Dizilimi Primer
Prob Cesiti Uzunlugu
RuptarF S’TTCATTCAAAATAAGATCATACATAC 31

AGGTT
RuptarR 5’-GGCATTTGTAGGAGCCACCTT 21
RupTPrb 5’-6FAM-C+CT+TT+TC+CA+TT+TGGG-- 15

TMR

Tablo 3.10. Roundup-ready soya geni relatif miktar tayininde kullanilan Real-time PCR

programi
Program: On Inkiibasyon Cycle:1 Analysis
Mode: None
Segmet Target Incubation Temperature Acquisition
Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)

1 95 900 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45 Analysis
Mode: Quantification
Segmet Target Incubation Temperature Acquisition

Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)
1 95 0 20 None
2 60 25 20 Single
3 72 15 20 None
Program : Cooling Cycle:1 Analysis
Mode: None
Segmet Target Incubation Temperature Acquisition
Tempreture °C Time (sn) Transition Rate mode
(°C/sn)
1 40 30 20 None
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3.4.3.7. istatistiksel Analizler

Denemelerde %0, %0.1, %0.5, %0.9, %2, %50, %100 oraninda RR soya unu ilave
edilerek iiretilen biskiivilerin degerlendirilmesinde yapilan fiziksel analizlere (yayilma
orani, pisirme kaybi, renk analizleri) dair elde edilen verilerin varyans analizleri ve
biskiivilerde yapilan GDO analizlerinden elde edilen verilerin analizleri SPSS 22.0

programi Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore yapilmaistir.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Biskiivilerin Cap, Yiikseklik, Yayilma Orani ve Pisirme Kaybi Degerleri

Farkli oranlarda RRSU igeren ve farkli sicakliklarda pisirilmis biskiivilerin cap,
yiikseklik, yayilma orani ve pisime kayb1 (%) degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli oranlarda RRSU igeren ve farkli sicakliklarda pisirilmis biskiivilerin
cap, yikseklik, yayilma orani ve pisime kayb1 (%) degerleri

RRSU" Pigirme Cap Yiikseklik Yayilma Orant Pisirme
ilave oran1  Sicakligi (mm) (mm) (Cap/yiikseklik) kayb1 (%)
(%)

0 190 73.32+0.087% 7.88+0.23°% 9.31+0.28° 6.53+0.06%
0.1 190 72.31+0.06 7.83+0.01 ¢f 9.23+0.00*™ 6.4240.23%
0.5 190 74.84+0.02" 7.98+(.38"% 9.40+0.44" 6.07+0.56°
0.9 190 73.35+0,58%" 7.72+0.41 %' 9.52+0.43° 4.27+0.42°
2.0 190 76.06+0.8° 7.32+0.20° 10.40+0.172 5.74+0.02°
50 190 67.08+0.63" 8.54+0.08° 7.86+0.14° 6.72+2.3%¢
100 190 60.00+0.48" 8.23+0.25 "« 7.30+0.28°" 6.31+0.59%"

0 200 72.92+0.33° 8.34+0.23" 8.75+0.28° 8.12+0.10°
0.1 200 72.46+0.10" 7.84+(.02 9.24+0.01°* 6.78+0.09°%
0.5 200 75.04+0.30% 8.04:0.58 ° 9.36::0.64° 6.96::0.09°%
0.9 200 74.48+0.71° 7.37+0.42° 10.13+0.672 7.06+0,520¢%f
2.0 200 73.42+2.21%F 7.75+0.15%" 9.47+0.10 5.21+0.43"
50 200 68.15+0.26%" 9.51+0.49° 7.18+0.34 6.29+0.95%"
100 200 60.18+0.59' 8.40+0.34" 7.17+0.22F 7.21+0.26°°%"

0 210 73.76+0.10° 8.38+0.23" 8.80+0.25% 11.40+3.43?
0.1 210 72.19+0.32 7.87+0.09 < 9.17+0.15 " 8.25+1.08"
0.5 210 74.2240.04° 8.29+0.06 °™ 8.95+0.07 °« 8.13+0.50"
0.9 210 74.56+0.50° 8.14+0.23 9.16+0.31 " 8.78+0.10°
2.0 210 75.22+0.61% 8.21+0.73 " 9.22+(.89 7.32+0.9"%
50 210 68.44+0.87° 9.78+0.15° 7+0.01f 6.90-+0,39"c
100 210 59.08+0.76' 8.47+0.33" 6.98+0.18" 8.61+0.08"

! RRSU: Roundup Ready Soya Unu
2. Ayni siitunda aym1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p<0,05).
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Yapilan ¢aligmalarin sonuclar1 incelendiginde biskiivi hamuruna soya unu
ilavesinin biskiivilerin fiziksel ozelliklerini gelistirdigi goriilmistiir. Calismamizdaki
biskiivilerin ¢ap analizi sonuglari incelendiginde hamura eklenen % RRSU miktar1 ya da
pisirme sicaklig1 arttikca cap Olgiilerinde dogrusal bir artis ya da azalis gozlenmemistir.
Ancak %50 ve %100 RRSU igeren biskiiviler her {i¢ pisirme sicakliginda da kontrol drnegi
ile karsilastirildiginda cap degerlerinde 6nemli diizeyde bir azalma gostermistir. %100
RRSU eklenerek pisirilen biskiivilerin 190, 200 ve 210°C’de pisirilme sonuglar
incelendiginde diger orneklere gore en diisiik ¢cap Ol¢iisiine, %2 RRSU eklenerek 190°C’
de pisirilen 6rnekte ise en yiiksek ¢ap degerine sahip oldugu goriilmistir. %50 RRSU
eklenerek pigirilen biskiivilerin ¢ap analizi sonuglari incelendiginde %100 RRSU
eklenerek hazirlanan biskiivi sonuglarina yakin oldugu diger 6rneklerin sonuglarindan ise
diisiik oldugu goriilmiistiir. %0.1 RRSU eklenerek hazirlanan biskiivilerin ¢ap analizi
sonuglari ise pisirilen sicaklik ile degigsmedigi her 3 sicaklikta da ayni sonucun alindigi
goriilmektedir.

Biskiivilerin yiikseklik analiz sonuclar1 incelendiginde biskiivi igeriginde RRSU
arttikga ylikseklik sonuclarinda dogrusal bir artis ya da azalis olmadigi goriilmektedir.
Yiikseklik analizlerinde her ii¢ sicaklik derecesinde de %50 RRSU ilavesi ile yiikseklik
parametresinde en yiiksek degere ulasilmistir. Bununla birlikte %100 RRSU ilavesi ile
tiretilen biskiivilerde yiikseklik degeri tekrar azalma gostermistir. Biskiivi 6rneklerinde en
diisiik yiikseklik sonucu ise %2 RRSU igeren 190°C’de pisirilen ornekte Ol¢iilmiistiir.
210°C’ de pisirilen biskiivilerden %0.5, %0.9 ve %2 RRSU katkili 6rnek sonuglari
incelendiginde biskiivi igerisindeki RRSU miktarinin orantisal olarak sonuglara
yansimadig1 goriilmektedir.

Biskiivilerde yayilma orani, ¢ap/ylikseklik formiilii ile hesaplanmaktadir.
Biskiivilerin analiz sonuclar1 incelendiginde pisirme derecesi arttikca yayilma oraninda
genel bir azalma goriilmektedir. 190°C’de pisirilen 6rnekler incelendiginde yayilma orani
%0.9 RRSU ilave seviyesine kadar istatistiksel olarak bir fark olusturmamis, %2 RRSU
ilave oraninda ise ayni1 ¢ap degerinde oldugu gibi 6nemli bir artis gézlenmistir. RRSU ilave
diizeyi sirastyla %50 ve %100°e yiikseltildigi zaman yayilma oranlarinda dogrusal bir
azalma saptanmistir. 200°C’de pisirilen 6rnekler incelendiginde %0.9 diizeyinde RRSU
eklenen 6rnekte en yiiksek yayilma orani belirlenirken, 200°C’de %50 ve %100 diizeyinde
RRSU eklenen drnekler en diisiik yayilma oranlarina sahip olmuslardir. 210°C’ de pisirilen
ornekler incelendiginde %2 oraninda RRSU ekleme diizeyine kadar olan Grneklerde

istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir. 190 ve 200°C’de pisirilen Ornekler gibi
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210°C’de pisirilen ornekler de %50 ve %100 RRSU ilave edilen 6rnekler en diisiik
yayllma oranina sahip olmuslardir.

Biskiivi hamuruna eklenen RRSU miktar1 arttikca yayilma oraninda orantisal bir
artis ya da azalma olmamakla birlikte %50 ve %100 RRSU eklenen biskiivi 6rneklerinin
en az yayillma oranma sahip olduklari bu sonuclarin ¢ap ve ylikseklik analizleri ile de
bagdastig1 goriilmektedir. Biskiivi hamuruna eklenen diisiik miktardaki RRSU miktarinin
yayillma oranina etkisinin olmadigin1 210°C’de pisirilen %0.1, %0.5, %0.9 ve %2 RRSU
katkili 6rneklerin sonucglarinin benzer ¢ikmasindan da anlasilabilmektedir.

Giirsu vd. (1997), biskiivi zenginlestirme ¢alismasinda yagli ve yagsiz soya ununu
%2, % 4, %6 ve %10 oraninda biskiivi formiilasyonuna ekleyerek fiziksel 6zelliklerine ve
raf Omri siiresine etkisini incelemislerdir. Biskiivi hamurundaki soya unu miktar arttik¢a
cap ve yiikseklik azalmis yayilma orani ise artis gOstermistir. Alem Zaker vd. (2012),
biskiivi formiilasyonuna %0 , %10, %20 ve %30 oraninda yagsiz soya unu ekleyerek
biskiivi hazirlamiglardir. Biskiivi formiilasyonuna ilave edilen soya unu miktar arttik¢a
fiziksel Ozelliklerinden c¢ap, yayilma orami ve kirillganlik degerleri azalirken kalinlik
(ylikseklik ) degerleri artmistir

Biskiivilerin pisirme kaybi sonuglart incelendiginde pisirme derecesi arttikga
pisirme kaybinin arttigi goriillmektedir. En yiiksek pisirme kaybi 210°C’de pisirilen %0
RRSU katkili 6rnek, en diisiik pisirme kaybinin ise 190°C’de pisirilen %0.9 RRSU katkili
ornek olmasi ise bu sonucu desteklemektedir. Sonuglar incelendiginde biskiivi hamuruna
eklenen RRSU miktariin pisirme kaybina orantisal bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

Alem Zaker vd. (2012)’nin yaptig1 calismada besinsel Ozelliklerden kiil, nem,
protein ve ham lif degerleri artis gostermis yag, karbonhidrat ve enerji degerlerinde azalma
goriilmistiir. Hazirlanan biskiiviler fiziksel, duyusal ve beslenme 6zellikleri agisindan
degerlendirilmislerdir. %20 oraninda yagsiz soya unu ilave edilerek hazirlanan biskiivilerin

diger cesitlere oranla daha yiiksek genel kabul edilebilirlige sahip oldugu belirlenmistir.

4.2. Biskiivilerde Renk Analizi Sonuclar

Calismamizda hazirlanan biskiivi 6rneklerinin renk 6lgiim analiz sonuglar1 Tablo

4.2’ de verilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli oranlarda RRSU igeren ve farkli sicakliklarda pisirilmis biskiivilerin renk

degerleri
RRSU" Pisirme
ilave oran1  Sicakligi L a b*
(%)
0 190 63.49:+0.687 3.92+0.43¢ 20.17+0.12%
0.1 190 59.53+4.4° 5.8742.08f 19.91+0.04%
0.5 190 64.81+1.10° 3.07+0.73¢ 19.86+0.59
0.9 190 65.29:0.49° 2.64+0.439 18.85+0.56%
2.0 190 64.91+1.05° 2.73+0.399 19.19+0.15"
50 190 52.44+0.54° 8.24+1.23%¢ 18.95+1.04%
100 190 45.28+0.88° 9.64+0.46%° 18.37+0.02%
0 200 56.66+0.54" 7.91+0.30% 20.31+0.05°
0.1 200 59.28+0.20° 6.11+0.03" 20.26+0.27%
0.5 200 63.35+0.70° 3.96+0.12¢ 20.22+0.34%
0.9 200 64.14+0.33% 3.42+0.239 19.79+0.36®
2.0 200 63.11+2.34% 3.77+1.599 19.76+0.62%
50 200 47.20+0.4° 9.96+0.07% 17.58+0.11"
100 200 43.54+1.14" 10.27+0.51% 17.95+0.40°
0 210 48.13+0.19° 10.28+0.22% 18.85+0.09%
0.1 210 59.71+3.38° 5.95+2.08" 20.14+0.04%
0.5 210 58.40+3.13° 6.90+1.44° 20.21+0.13%
0.9 210 54.39+3.02% 8.88+1.03 19.89+0.41%
2.0 210 52.57+0.43¢ 9.43+0.07° 19.78+0.29®
50 210 42.82+0.51™ 10.36+0.36% 16.43+0.229
100 210 40.83+1.25° 11.21+0.14% 16.83+0.449

! RRSU: Roundup Ready Soya Unu

2. Ayni siitunda ayni harfle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p<0,05).

L* degeri sonuglart incelendiginde pisirme derecesi arttikca L* degerinin sifira
yaklastig1 Orneklerde siyahligin arttigt goriilmektedir. 190°C’de pisirilen Ornekler
incelendiginde biskiivi hamuruna %2 diizeyine kadar RRSU ilave edilmesinin sonuglarda
istatistiksel agidan bir fark olusturmadigi goriilmiistiir. Ozellikle kontrol drneginin diger
orneklerle ve pisirme sicakliklari ile karsilastirildiginda ise 190 ve 200°C’de pisirme
yapilmasinin L* degeri ilizerine anlamli bir fark olusturmadigi ancak 210°C sicaklik

uygulamasinin daha koyu renkli biskiivi elde edilmesine sebep olmustur. Genel olarak tiim

37



orneklerin L* degerleri karsilastirildiginda %50 ve %100 diizeyinde RRSU ilavesinin
biskiivi renklerinin koyulagmasina sebep oldugu goriilmiistiir.

Biskiivi orneklerinin renk 6l¢iim analizleri sonucunda a* degerleri incelendiginde
ise pisirme derecesinin artmasi ile Ornekteki a* degerinin yiikseldigi Orneklerdeki
kirmizilik oraninin arttigr goriilmektedir. %50 ve %100 RRSU eklenen orneklerin her 3
pisirme sicakliginda da en yiiksek a* degerlerini, en diisik a* degerini ise 190°C’de
pisirilen %0.9 ve %2 RRSU eklenen 6rneklerin aldigi sonuglarda goriilmektedir.

Biskiivi 6rneklerinin renk 6l¢iim analizleri sonucunda b* degerleri incelendiginde
biskiivi hamurunda % RRSU miktar1 arttikca b* degerinin yani sariliin azaldig
goriilmektedir. Biskiivi hamuruna diisiik miktarda %0, %0.1, %0.5 ve %0.9 gibi RRSU
eklemenin sonuglara etkisinin olmadgi ancak %50 ve %100 RRSU eklenerek yapilan
orneklerin sonucu degistirdigi sarilik degerinin azaldigir goriilmektedir. %50 ve %100
RRSU eklenerek hazirlanan biskiivilerin 190, 200, 210°C’de pisirilen 6rnek sonuglart
karsilastirildiginda pisirme derecesi arttikca sarilik degerinin belirgin sekilde diistiigii

goriilmektedir.

4.3. DNA Konsantrasyon Analizi Sonuclar:

Konsantre edilmis, kesilmis, isitilmis, par¢alanmis veya patlatilmis gidalar yari
islenmis gidalar olarak isimlendirilirken ¢oktiiriilmiis, kizartilmis veya fermente edilmis
gidalar ise ¢ok islenmis gidalar olarak isimlendirilmektedir (Pauli vd., 2000; Aydin, 2004).
Gidalarin yapisinda bulunan DNA’lar islenme sirasinda sicaklik, diisiik pH ve enzimatik
reaksiyonlar sebebiyle hidroliz olabilmektedir. Boylelikle, islenmis gidalardan her zaman
yiiksek molekiil agirhigina sahip yeterli kalite ve miktarda DNA elde edilememektedir (
Aydin, 2004). Bauer vd. (2005), genetigi degistirilmis patateslerin kurutulmus patates
cubuklarina veya gevreklerine islenmesi prosesini incelemislerdir. Kurutma isleminin
DNA bozulmasi {izerinde en etkili proses oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda 1s1l islem uygulanmis ve 1s1l islem uygulanmamis 6rneklerin DNA
izolasyonu Roche High Pure DNA izolasyon Kiti ve Qiagen DNA Izolasyon Kiti olmak
tizere 2 farkli yontem ile yapilmigtir. Tablo 4.3.’de izolasyon analizlerinden bazilarinin

sonuglarina yer verilmistir

38



Tablo 4.3. Biskiivi 6rneklerinden bazilarinin DNA konsantrasyon ve miktar sonuglari

RRSU! ilave

orant Pisirme Sicakligi(°C) 260/280 ng/ul
(%)

0 Pigmemis hamur 0.617 10.866
0.1 Pigmemis hamur 0.864 11.234
0.5 Pigmemis hamur 0.988 10.564
0.9 Pigmemis hamur 1.132 10.267
2.0 Pismemis hamur 1.056 13.521
50 Pismemis hamur 1.834 14.679
100 Pismemis hamur 1.967 11.347

0 190 1.698 13.024
0.1 190 1.875 14.505
0.5 190 1.467 8.306
0.9 190 1.651 11.048
2.0 190 1.551 14.363
50 190 1.787 10.376
100 190 1.821 10.421

0 200 1.731 13.204
0.1 200 1.834 6.033
0.5 200 1.952 11.532
0.9 200 1.897 13.306
2.0 200 1.902 9.449
50 200 1.888 15.31
100 200 1.703 10.003

0 210 1.578 15.664
0.1 210 1.421 10.948
0.5 210 1.882 12.645
0.9 210 1.718 18.029
2.0 210 1.397 13.996
50 210 1.864 10.974
100 210 1.994 17.254

! RRSU: Roundup Ready Soya Unu

Izolasyon sonuglarmin tamamu incelendiginde ise ticari kitler ile yapilan DNA
izolasyonlar1 arasinda zaman ve DNA miktar1 yoniinden 6nemli bir farklilik olmamasina

kars1t DNA kalitesi yoniinden Qiagen DNA izolasyon kitinin diger kite gore {istiin oldugu
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gozlenmistir. Pisirme islemine tabi tutulmamis iirlinlerden Roche High Pure DNA
izolasyon kitiyle yapilan izolasyonda, RRSU igerigi fazla olan 6rneklerde DNA kalite ve
miktar agisindan yeterli iiriin elde edilirken RRSU igerigi diisiik olan 6rneklerde yeterli
kalitede iiriin elde edilememistir. Bu durum Roche High Pure DNA izolasyon kitinin her
tahil iiriininden DNA izolasyonu i¢in uygun olmadigini goéstermistir. Qiagen DNA
izolasyon kiti ile yapilan izolasyonlarda ise hem pisirilmis hemde pismemis triinlerde
RRSU miktarmin DNA miktar ve kalitesini etkilemedigi goriilmustiir.

Yapilan izolasyon c¢alismasinda genel olarak pisirilmis iriinlerin biiylik bir
kisminda analiz i¢in yeterli kalite ve miktarda DNA izolasyonu yapilmistir. Ancak pisirme
derecesi artttkea DNA miktarinda degisiklik gozlenmezken DNA kalitesinde Onemli

derecede diisme gozlenmistir.

4.4. Real-time PCR’da Bitki Geni, Bitki Spesifik (Lektin) Geni ve 35S Promotor

Bolge Tarama Sonuclar:

Izolasyonu yapilan érneklerde ilk olarak bitki geni taramasi yapilmustir. Bitki geni
arastirtlmasi i¢in uygun primer-prob kullanilarak PCR karigimi hazirlanmistir. Bitki geni
tespiti igin PCR sisteminin giivenilir ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek amaciyla pozitif
kontrol olarak standart referans materyal %0 RR soya (ERM®-BF410ap) ve negatif
kontrol olarak steril deiyonize su kullanilmistir. Uriinlerde soya unu varligim tespit etmek
amaciyla ise bitki spesifik (lektin) geni taramasi yapilmistir. Lektin geni taramasi ig¢in
uygun PCR karisimi hazirlanmistir. Sistemin giivenli ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii igin
pozitif kontrol olarak %1 RR Soya igeren standart referans materyal (ERM®-BF410dp) ve
soya icermeyen bir 6rnek negatif kontrol olarak kullanilmistir. Bitki spesifik geni (lektin)
bolgesinin taramasi icin FAM, HEX/Yellow555 kanallar1 kullanilmistir. Bitki spesifik geni
(Iektin) taramasinda kullanilan pozitif kontrol ve negatif kontrollere ait PCR goriintiisii
Sekil 4.1’te, bitki spesifik (lektin) geni taramasinda kullanilan pozitif ve negatif
orneklerden bazilarinin PCR goriintiileri ise Sekil 4.2” te verilmistir.

Bitki geni taramasinda pozitif sonug veren 6rneklerde btiki spesifik geni olan lektin
geni ve 35S promotor bdlge taramasina devam edilmistir. PCR sisteminin giivenilir ¢alisip
caligmadigini kontrol etmek amaciyla pozitif kontrol olarakstandart referans materyal %1
RR soya (ERM®-410dp) ve negatif kontrol olarak steril deiyonize su kullanilmistir.
Negatif sonu¢ veren 6rneklerde ise izolasyon islemi tekrarlanmistir. Bitki geni bdlgesinin

taramasi icin FAM, HEX/Yellow555 kanallari kullanilmistir. Bitki geni taramasinda
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kullanilan pozitif kontrol ve negatif kontrollere ait PCR goriintiisii Sekil 4.3°te, Bitki geni
taramas1 sonucunda pozitif ve negatif sonu¢ veren drneklerden bazilarinin PCR goriintiileri

ise Sekil 4.4.’te verilmistir.
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Sekil 4.1. Bitki spesifik (lektin) geni taramasinda kullanilan pozitif kontrol ve

negatif kontrole ait PCR goriintiileri (PK:referans materyal %1 RR Soya, NK:steril deiyonize su)
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Sekil 4.2. Bitki spesifik (lektin) geni taramasinda tespit edilen 190°C’de pisirilmis

orneklere ait PCR goriintiileri
(kirmizi renkli grafikler soldan saga dogru %100, % 100, %50, %2, %0.5, %0.1 oraninda RRSU igeren
biskiivilerin 190 °C’de pisirilmis Orneklerine, yesil renkli grafik ise %0 RRSU igeren 190°C’de

pisirilmis Ornege aittir)
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Sekil 4.3. Bitki geni taramasinda kullanilan pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinin

PCR goriintiileri

(PK:referans materyal %0 RR soya, NK:steril deiyonize su)
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Sekil 4.4. Bitki geni taramasinda tespit edilen 190 °C’ de pisirilmis

orneklere ait PCR goriintiileri

(kirmuzi renkli grafikler soldan saga dogru %100, %100, %50, %2, %0.5, %0.1 oraninda RRSU
iceren biskiivilerin 190°C’de pisirilmis 6rneklerine, yesil renkli grafik ise %0 RRSU igeren 190°C’de

pisirilmis Srnege aittir)

Uriinlerde genetik degisimin varligini tespit etmek amaciyla ise 35S promotdr

bolge taramasi yapilmistir. Sistemin giivenli ¢alisip calismadiginin kontrolii i¢in firma
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(Roche) tarafindan temin edilen standart materyal %1 RR soya (ERM®-410dp) pozitif
kontrol, standart referans materyal %0 RR soya (ERM®-410ap) negatif kontrol olarak
kullanilmistir. 35S promotdr bolgesinin taramasi i¢gin FAM, HEX/Yellow555 kanallar
kullanilmistir. 35S promotdr taramasinda kullanilan pozitif kontrol ve negatif kontrollere

ait PCR goriintiisii Sekil 4.5.’te verilmistir.
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Sekil 4.5. 35S promotor taramasinda kullanilan pozitif kontrol ve negatif

kontrollere ait PCR goriintiileri (PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol)
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Sekil 4.6. 35S promotor taramasi yapilan farkli diizeylerde RRSU igeren 190°C’de

pisirilmis 6rneklerin PCR goriintiileri (Standart kontrol: pozitif kontrol, NTC: negatif kontrol)
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Sekil 4.6.’da 6 farkli diizeyle RRSU igeren Orneklerin 190°C’de pisirilmis
biskiivilerin PCR goriintiilerinden genel bir sekil olusturulmustur. Sekil 4.6.
incelendiginde Orneklerin CP noktalariin RRSU igerikleri ile orantili oldugu
goriilmektedir. %100 diizeyinden %0.1 diizeyine dogru gidildikce CP noktasi
yiikselmektedir. CP noktasinin yiikselmesi Ornekteki % RRSU miktarmin diistiigiini,
cogaltilabilecek 35S promotor bolgesinin azaldigint gostermektedir.

Crossing Point (CP); PCR amlikasyonunun eksponansiyel faza basladigi dongi
sayisidir. CP>38 olan sonuclar negatif olarak kabul edilmistir. Bu degerden daha diistik
cikan CP degerleri pozitif olarak kabul edilmistir. Cizelgelerde bahsi gecen ilk CP
degerleri, Real-time PCR’in soft-ware’inde otomatik olarak belirledigi base-line’a gore
elde edilmistir. Tablo 4.4.’de hamurlarin, Tablo 4.5’de ise biskiivi 6rneklerinde Real-time
PCR’da yapilan bitki geni tarama, lektin geni tarama, 35S tarama bdlgelerinin CP verileri

ve sonug¢ yorumlari verilmistir.

Tablo 4.4. Hamur 6rneklerinde Real-time PCR’ da yapilan bitki geni tarama, lektin geni

tarama, 35S tarama bolgelerinin CP verileri

Ornekler 35S CP degeri Lektin Bitki Tekerriir
Geni Geni Sayist

0 40 - + 3
0.1 21.94 + + 3
0.5 21,55 + + 3
0.9 21.08 + + 3

2 24.36 + + 3

50 16.94 + + 3
100 16.58 + + 3
PK! 26.98 + + 3
NK? 3

! PK:Pozitif Kontrol, “ NK: Negatif Kontrol
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Tablo 4.5. Biskiivi 6rneklerinde Real-time PCR’da yapilan bitki geni tarama, lektin geni

tarama, 35S tarama bolgelerinin CP verileri

Ornekler Pisirme Sicaklig1 3558 CP Lektin Geni Bitki Geni Tekerriir
°C Sayis1
0 190 39.22 - + 3
0.1 190 32.26 + + 3
0.5 190 28.54 + + 3
0.9 190 21.57 + + 3
2 190 19.33 + + 3
50 190 17.01 + + 3
100 190 15.16 + + 3
0 200 23.91 - + 3
0.1 200 25.62 + + 3
0.5 200 25.01 + + 3
0.9 200 25.32 + + 3
2 200 16.19 + + 3
50 200 16.05 + + 3
100 200 16.41 + + 3
0 210 24.30 - + 3
0.1 210 24.62 + + 3
0.5 210 24.91 + + 3
0.9 210 25.69 + + 3
2 210 16.98 + + 3
50 210 18.92 + + 3
100 210 16.01 + + 3
%0 RR Soya NK? - 39.01 + + 3
% 0.1 RR Soya - 24.00 + + 3
%1 RR Soya PK* - 16.14 + + 3

! PK:Pozitif Kontrol, “ NK: Negatif Kontrol

45. Real-time PCR’da Roundup-ready Soya Relatif Miktar Analizi Sonuclar

Real-time PCR ile yapilan kantitatif analiz sonuglarina gére hem hamur hem de
biskiivi &rneklerinde GDO’lu DNA % olarak tespit edilmistir. Orneklerdeki lektin geni,
RR soya geninin CP degerleri, % GDO orani1 Tablo 4.6.”de verilmistir.
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Tablo 4.6. Hamur ve biskiivi 6rneklerinde saptanan % GDO orani, RR soya ve lektin geni

CP degerleri
RRSU" ilave Pisirme RR Soya Geni Lektin Geni GDO’lu DNA

orani (%) Sicakligt CP degerleri Cp degerleri orani (%)
0 Hamur 40+0.00" 40+0.00* 0.00:£0.00°
0.1 Hamur 38.76+0.71° 28.42+4.26™° 0.10+0.00°
0.5 Hamur 37.77+0.10° 34.99+0.45% 0.48+0.00°
0.9 Hamur 30.86+3.03" 27.51+3.47% 0.90+0.00%
2.0 Hamur 37.55+0.03 2 33.70:£0.49% 2.2140.06°
50 Hamur 30.32+0.03" 26.25+1.75¢ 49.85+1.12°
100 Hamur 28.39+0.12° 19.27+1.59° 102+8.21°

0 190 40+0.00° 40+0.00° 0+0.00 ¢
0.1 190 39.20+0.79% 27,86+4.74%" 0.11+0.01¢
0.5 190 39.00+0.95® 32.81+0.37™ 0.33+0.00¢
0.9 190 36.86+1.29% 30.92+1.01" 0.61+0.11¢
2.0 190 38.22+0.47 *° 31.94+1.15" 0.55+0.24 ¢
50 190 33.53+0.51° 28.33+1.57® 42,49+9 68"
100 190 28.01+0.019 21.27+0.44° 64,53+1.21°

0 200 40+0.00°* 40+0.00°* 0+0.00 ¢
0.1 200 39.54+0.01° 28.26+0.25% 0.06+0.01°
0.5 200 37.32+0.57" 32.74+0.53" 0.28+0.01¢
0.9 200 36.03+1.11¢ 29.78+1.82° 0.30+0.16 ¢
2.0 200 36.02:0.80° 31.89+1.91° 0.41+0.38 ¢
50 200 31.22+2.19' 20.58+4¢ 28.71+7.72°
100 200 28.24+0.459 24.03+3.06" 61.73+5.54°

0 210 40+0.00° 40+0.00° 0+0.00°
0.1 210 39.59+0.40° 28.84+4.38% 0.04+0.03 ¢
0.5 210 35.62+2.60" 32.90+1.44" 0.23+0.07 ¢
0.9 210 35.78+2.72¢ 28.5143.16% 0.17+0.07¢
2.0 210 38.87+1.12%° 33.89+0.86" 0.40+0.27¢
50 210 30.34+0.31" 24.35+4.18°% 22.69+3.65°
100 210 29.74+0.57" 23.04+0.82° 49.74+1.30°

! RRSU: Roundup ReadySoya Unu

% Ayni siitunda aym harfle gsterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p<0,05).
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Real-time PCR miktar analiz sonuglarinda hamur ve biskiivi oOrnekleri
incelendiginde bitki spesifik Lektin geni, %0 RRSU eklenen o6rnekler hari¢ tiimiinde
rahathikla tespit edilebilmistir. % RRSU ekleme oranlarina gore sonuglar
karsilastirildiginda % eklenen RRSU miktarma goére Lektin geninin tespit edildigi CP
noktas1 degismekle birlikte eklenen % RRSU miktar1 ile bir oranti goriilememektedir.
Biskiivi drneklerinde pisirme sicakliklari karsilastirildiginda ise 10°C’ lik artiglarin Lektin
geni CP tespit noktasina etkisinin olmadig: goriilmektedir.

Hamur ve biskiivi orneklerinin RR Soya geni CP degerleri incelendiginde
orneklerde RR soya geni tespit noktalarmin Lektin geni tespit noktalarina gore daha
yiilksek oldugu yani RR soya geni tespitinin Lektin geni tespitine oranla zorlastigi
goriilmektedir. Hamur ve biskiivi Ornekleri % RRSU ekleme miktarlarina gore
karsilagtirildiginda hamur 6rneklerinde RR soya CP noktalar1 daha diisiiktlir yani biskiivi
orneklerine oranla Real-time PCR’da daha erken tespit edilebilmistir. Biskiivi 6rneklerinde
pisirme sicakliklar karsilastirildiginda ise 10°C’lik artiglarin RR soya geni CP tespit
noktasina etkisinin oldugu goériilmektedir.

Ozgen-Arun vd. (2018), genetigi degistirilmis soya ununa firmlama, otoklavliama
ve dondurma islemleri uygulaylp ELISA yontemi ile genetik modifikasyon analizi
yapmiglardir. Otoklavlama ve dondurma islemlerinin uygulandigi 6rneklerin hepsinde
genetik modifikasyonu tespit edebilmigler ancak firinlama igslemi uygulanan 6rneklerde
%S5 oranindan daha diigiik genetik modifiye soya iceren Orneklerde GDO tespit
edilememistir. %5 GDO iceren 6rnegin miktar analizi sonucu %0.26, %10 GDO igeren
ornegin miktar analizi sonucu %0.70 oraninda GDO tespit edilmistir. %5 ve %10 oraninda
GDO igeren otoklavlama ve dondurma islemi uygulanan Orneklerin miktar analiz
sonuglarinda ise %2.5 oraninda fazla GDO tespit edilmistir.

Hrncirova vd., (2008) genetik modifiye soya i¢eren ekmeklerin farkli sicakliklarda
pisirilmesinin soya lektin ve EPSPS genlerinin tespitine etkisini incelemislerdir. Yapmis
olduklar1 ¢alisma da soya iceren ekmekler 100 ve 200°C’de 1s1l islem gordiigiinde soya
lektin ve EPSPS genleri ¢ogaltilabilmis ancak pisirme derecesi 220°C’ye ¢ikarildiginda
genler ¢ogaltilamamustir.

Calismamizdaki biskiivi orneklerinin GDO analiz sonuglari incelendiginde ayni
diizeyde GDO igeren biskiivilerin 190, 200 ve 210°C’de pisirilmis 6rneklerinin sonuglari
karsilagtirildiginda % diizeyinde RRSU eklenen 6rnek hari¢ tiim 6rneklerde GDO tepit
edilebilmistir. Orneklerin pisirme dereceleri karsilastirildiginda ise pisirme derecesi

arttikga Ornekte tespit edilen % GDO oranininin diistiigii goriilmektedir.
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5.  SONUC VE ONERILER

Calismamizda genetigi degistirilmis materyal analizleri ile birlikte fiziksel analizler
de yapilms olup biskiivi yapiminda soya unu kullaniminin biskiivilerin fiziksel
ozelliklerine etkisi incelenmistir. Bu agidan calismamiz diger genetik materyal tarama
caligmalarina gore 6zgiindiir.

Asagida, bu c¢alisma kapsaminda yapilan islemlere iliskin sonuglar ve oOneriler
maddeler halinde 6zetlenmistir,

I)Toplamda 63 ornekte ¢ap, yiikseklik, yayilma orani, pisirme kaybi, renk, DNA
izolasyonu, bitki geni, lektin geni, 35S promotor bolge ve Roundup Ready Relatif Miktar
analizleri yapilmistir.

2) Biskiivilerin ¢ap analizleri incelendiginde biskiivi hamuruna %2 oranina kadar
RRSU ekleme isleminin ¢ap analizine etkisi olmadigi, ancak daha yiiksek oranda RRSU
eklemenin cap analizlerinde azalmaya sebep oldugu gorilmistiir. Biskiivi hamuruna
RRSU ekleme oranmin %50 ve iizerinde olmasinin ¢ap analizindeki azalmaya dogrusal bir
etkisi olmadig1 bu orandan sonra ¢ap analizlerindeki azalmanin durakladigi gozlenmistir.

3)Biskiivilerin yiikseklik analizleri incelendiginde biskiivi hamuruna RRSU
eklenmesin herhangi bir dogrusal artis ya da azalisa sebep olmadig1 gézlenmistir.

4)Biskiiviler yayilma analizleri incelendiginde biskiivi hamuruna %2 oranina kadar
RRSU eklenmesinin yayilma oranina etkisi olmadigi bu oranlarda pisirilen biskiivilerin
yayilma oranina pisirme sicakliginin etkisi oldugu goriilmiustiir. Biskiivilerin pisirildigi her
ti¢ sicakligin sonuglar1 incelendiginde pisirme derecesi arttik¢a yayilma oraninin azaldigi
tespit edilmistir.

5)Biskiivilerin pisirme kaybi sonuglari incelendiginde pisirme derecesi arttikga
pisirme kaybmin arttigi ancak biskiivi hamuruna eklenen RRSU miktarinin pisirme
kaybina orantisal bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

6)Biskiivi drneklerinin renk dl¢lim analizleri sonucunda L* degerleri incelendiginde
pisirme derecesi arttikga L* degerinin diistiigii bu diismenin %50 ve %100 RRSU eklenen
orneklerde daha da arttigr goriilmiistiir. Bu sonuclarda biskiivilerdeki RRSU miktari
arttik¢a soyanin kendine has kahverengi yapisinin da etkisi oldugu gozlenmistir.

7)Biskiivi 6rneklerinin renk 6l¢lim analizleri sonucunda a* degerleri incelendiginde

ise pigirme derecesinin artmasi ile 6rnekteki a* degerinin yiikseldigi tespit edilmistir.
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8)Biskiivi drneklerinin renk 6l¢iim analizleri sonucunda b* degerleri incelendiginde
biskiivi hamurunda % RRSU miktar1 ve pisirme derecesi arttik¢a sarilik degerinin belirgin
sekilde diistiigli goriilmiistiir.

9) Hamur ve biskiivi 6rneklerinde yapilan DNA izolasyon ve miktar analizlerinde 2
farkli ticari kit kullanilmis olup bu kitler arasinda kalite ve miktar bakimindan farkliliklar
oldugu gorilmiistiir. DNA izolasyon ve miktar analizlerinde kullanilacak olan ticari
kitlerin calisilacak olan bitkiye ve iiriine yani 1s1l islem uygulanmis ya da uygulanmamais
olmasma bagli olarak degiskenlik gosterdigi bu sebeple her izolasyon kitinin biitiin
orneklerde verimli calismayacagi ve dogru sonuglar vermeyecegi anlagilmistir.

10) Hamur ve biskiivi oOrneklerinde yapilan 35S promotor bolge taramalari
sonuglari incelendiginde CP degerinin hamura eklenen % RRSU miktar1 arttik¢a diistiigi
yani genetigi degistirilmis materyal miktarinin tespit edilme oraninin arttigi goriilmiistiir.
Pisirme sicakligmin artisinin =~ %2 diizeyine kadar yapilan eklemelerde CP degerini
artirdigi, dolayisi1 ile pisirme derecesi arttikca genetik materyalin tespitinin zorlastigi
gOriilmistir.

11) Hamur ve biskiivilerde yapilan relatif miktar analizlerinin sonucunda hamura
%2 diizeyine kadar yapilan RRSU eklemelerinin 190, 200 ve 210°C’de pisirme
yapilmasiin etkisi olmadigi % GDO oranimi istatistiksel olarak degistirmedigi tespit
edilmistir. Biskiivi hamuruna %50 ve %100 diizeyinde RRSU ilave edilen orneklerde ise
190, 200 ve 210°C’de pisirilen Orneklerin sonuglar1 karsilastirildiginda ise pisirme
derecesinin tespit edilen % GDO oranini azalttigi, pisirme derecesinin her 10°C’lik
artisinin 6nemli olgiide tespit edilen % GDO oranini degistirdigi gortilmiistiir.

12) Pigirme gibi isleme yontemlerinin DNA miktar ve kalitesini oldukga diigiirdiigi
dolayis1 ile hammadde de bulunun % GDO oraninin istatistiki agidan 6nemli Olgiide
etkilendigi kanitlanmistir. Mevcut GDO tespit yontemlerinden o6zellikle ¢ok islenmis
triinlerde saglikli sonu¢ alimamayacagi, sadece hammadde de yapilacak GDO miktar
analizlerinden dogru ve giivenilir sonug¢ elde edilecegi diistiniilmektedir. Bu durum GDO
miktar analizleri i¢in 6zellikle islenmis ve ¢ok islenmis iiriinlerde yeni yontemlere veya

bakis acilarma ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.
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