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Bu caligma ile Tiirkiye piyasasindan toplanan ve misir unu, misir nigastasi, misir cipsi ve misir
gevregini iceren 64 adet islenmis misir lirlinii ile 19 adet islenmemis yemlik dane misirlarda
genetik modifikasyon arastirilmigtir.  Tim numunelerde, bir¢ok bitkide diizenleyici
elementlerden olan 35S promotdér ve NOS terminator taranmast dnce konvensiyonel PCR ile
yapilarak daha sonra real time PCR ile dogrulanmistir. Sonuglar es yapma t testi metoduna gore
istatistiki olarak kargilastirilmustir. Uriinlerde, Tiirkiye’ de kisith veriye sahip olan Btll ve
Bt176 musirlarin varligr konvensiyonel PCR ile aranmig, Bt11 ve Bt176 miktar tayini i¢in real
time PCR kullanilmistir. Ayrica, hakkinda hicbir veri bulunmayan Mon810, T25 ve CBH351
musirlar konvensiyonel PCR’ da multipleks PCR yontemi ile kalitatif, Mon810 ve T25 musir
varlig1 kantitatif olarak real time PCR’ da aranmistir. Sonuglar, es yapma t testi metoduna gore
ve Kappa testine gore istatistiki olarak analiz edilmistir.

Sonuglar, analiz edilen islenmis ve islenmemis materyallerin bazilarinda yabanci genetik
elementlerin bulundugunu gostermektedir. Konvensiyonel PCR ile 2 6rnek, real-time PCR ile
ise 14 drnek, 35S promotor ve/veya NOS terminatdr agisindan pozitif sonug vermistir. Bt176
relatif miktar tayinine gore, 3 Ornekte % 0.05, 0.01 ve 0.04 oranlarinda, absolute miktar
tayininde ise, sadece bir 6rnekte % 0.14 oraninda Bt176 misir saptanmistir. Absolute miktar
tayinlerinde ise, ayn1 6rneklerden birinde % 1.48 Btl1, % 2.83 Mon810 ve % 0.16 T25 musir
varlig1 saptanmis olup, toplamda % 4.67 oraninda GM musir iriinii icermektedir. Diger
orneklerin icerdigi GM iiriin miktarlar1 ise Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayili direktifinde
belirtilen etiketleme sinir1 olan % 0.9’ un altindadir.

Eyliil 2008, 223 sayfa
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ABSTRACT
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DETERMINATION OF GENETIC MODIFICATION ON PROCESSED AND
UNPROCESSED JOME CORN PRODUCTS
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Supervisor:Prof. Dr. Filiz OZCELIK

In this study, raw and processed maize samples were analyzed for genetic modification using a
DNA based detection method, the polymerase chain reaction. 19 raw maize and 64 processed
maize food including maize flour, starch, corn flakes were collected from different markets
located in Turkey. The samples were examined for the presence of genetic elements located in
the majority of transgenic crops such as NOS terminator and CaMV 35S promoter using
conventional PCR and then verified real time PCR, too. Additionally, Bt11 and Bt176 events,
which have been enjoyed limited data in Turkey, examined in the products using conventional
PCR. Then, quantification of Bt11 and Bt176 lines was performed via real time PCR. As well
as, for confirming the presence of Mon810 and CBH-351 events, have not been possessed any
data in Turkey, were examined with conventional PCR. And then, Quantification of T25 and
Mon810 events were performed via real time PCR, too. The results were statiscally analyzed
using paired t test method and Kappa test method.

The results indicated that foreign genetic elements were found in analyzed raw and processed
materials. 35S promotor and/or NOS terminator were determined in two samples by
conventional PCR and in 14 samples by real-time PCR. According to relative and absolute
quantification results, relatively, 0.05 %, 0.01 % and 0.04 % Bt176 were determined in three
samples, 0.14 % Bt176 was only determined in one sample. It was also determined that 1.48 %
Btl1, 2.83 % Mon810 and 0.16 % T25 and total 4.67 GM maize in the same sample. Quantity
of GM maize of the others is below than 0.9 % which is limit of labeling, according to The GM
Food and Feed Regulation (EC) No. 1829/2003.

September 2008, 223 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu caligmada, piyasadan toplanan islenmis ve islenmemis musir iiriinlerinden DNA
izolasyonu yapilarak genetik modifikasyon taranmasi, genetik modifikasyonun
tanimlanmas1 ve miktar analizleri yapilmustir. Ilgili optimizasyonlar iilkemizin ilk
genetik modifiye gida ve yem analizi yapan laboratuvarlarindan biri olan Ankara Il
Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii-Biyogenetik Birimi’nde ve Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii isbirligi ile gerceklestirilmistir. 35S promotor ve NOS terminator
bolgelerinin  saptanmasina yonelik c¢alismalar Ankara 11 Kontrol Laboratuvar
Miidiirliigii’ niin katkisi, diger calismalar ise TUBITAK Tarim, Orman, Veteriner
Aragtirma Grubu (TOVAG) tarafindan 1070001 no’lu proje kapsamindan saglanan
destek ile tamamlanmustir.

Oncelikle, galismamin her asamasinda bana gériis ve dnerileri ile biiyiik katki saglayan
ve beni bilimsel anlamda sabirla destekleyen degerli danisman hocam Prof. Dr. Filiz
OZCELIK> e (Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi)
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, yapici elestirileri ve katkilarindan dolayr Tez izleme
Komitesinin degerli iiyeleri Prof. Dr. Ziimriit OGEL (ODTU Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Béliim Baskani) ve Prof. Dr. Sedat DONMEZ )Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi) hocalarima, 6zellikle tez konusu se¢iminde
olmak iizere, tez sirasinda yaptigi dnerilerden dolayr Dr. Remziye YILMAZ’a,(ODTU
Biyoloji Bolimii) tezin istatistik kisimlarinin  gergeklestirilmesindeki  biiytlik
katkilarindan dolay1 sevgili arkadasim Ozgiir KOSKAN’ a, bilgisayarla ilgili teknik
yardimlarindan dolay1 Ercan KOCA’ya, birim sefim Berrin YERLIKAYA’ ya (SDU
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii) ve adlarini buraya sigdiramadigim ama her tiirlii
maddi-manevi katkilarin1 benden esirgemeyen tiim arkadas ve dostlarima tesekkiir
ediyorum.

Ayrica; bugiine kadar yaptigim c¢alismalarda maddi manevi desteklerinin yani sira
dualarin1 esirgemeyen, benimle birlikte sevinen ve liziilen canim annem ve babama,
sabirla tezimin bitmesini bekleyen ve pek ¢ok fedakarliga katlanan esime ve her kosulda
beni destekleyen esimin ailesine, kardeslerime ve tabi ki iki yil dnce aramiza katilan
yegenim Mert Emre’ye, bu kadar sevimli oldugu, tez ile ilgili ¢aligmalarim sirasinda
tiim stresimi aldig1 ve bana yagama sevinci verdigi i¢in tesekkiir etmek istiyorum.

Melike BARAN EKINCI
Ankara, Eyliil 2008
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CTAB
EDTA
pL
Rpm
Tris-HCl
Uv
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CRM
Ct
DNA
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ECB
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EPSPS
GM
GMO
GOX
IRMM
LOD
LOQ
MAM
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nptll
OD
PAT
PCR
TKB

SIMGELER DiZiNi

baz ¢ifti

Cetyltrimethylammonium bromide
Etilendiamine tetra acetic acid
Mikrolitre

Revolutions per minute
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1.GIRiS

Genetik miihendisligi yontemleriyle biinyelerine yabanci genler dahil edilerek “genetik
yapilar1” degisiklige ugratilan, bu yabanci genleri genomlarina sabit olarak entegre eden
ve bu oOzellikleri gosteren bitki, hayvan ve mikroorganizmalar, genetik yapisi
degistirilmis organizma (GDO) olarak adlandirilmaktadir (Demir vd. 2006).
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 (Goziikirmizi 2002, Tozzini et al. 2000, Lipp et al.
2005, Eser ve Kilingarslan 2005a).

[lk transgenik bitkiler insan ve hayvan beslenmesi amaci ile iiretilmis olup, agronomik
ozellikleri gelistirilmis bitkilerdir. Birinci nesil olarak adlandirilan bu bitkiler (Haver et
al. 2003), pestisitlere (Tuzun et al. 1996) ve/veya yabanci ot kontrolii i¢in bazi
herbisitlere dayanikli olmasi igin tiretilmistir (Stewart and Sorensen 1997, Haver et al.
2003). Ticari olarak yaygin bir bi¢cimde firetilen birinci nesil bitkilerin aksine, bazi
besinsel elementleri artirilmis veya degistirilmis ve ikincil/yeni nesil olarak adlandirilan
bitkiler iizerinde, heniiz yaygin olarak iiretimleri yapilmamakla birlikte, yogun

caligmalar yapilmaktadir (Haver et al. 2003).

Genetik miihendisliginde son yillarda yasanan gelismeler, ozellikle gida giivenligi,
ekolojik dengenin korunmasi, sosyo-ekonomik riskler ve etik konular ile ilgili pek ¢ok
soruyu da beraberinde getirmistir. Ciinkii baz1 bilim ¢evreleri, tarimda genis liretim ve
kullanim alanm1 bulan genetik modifiye organizmalardan elde edilen kazanimlarin ve
kullanimindan kaynaklanacak muhtemel risklerinin iyi arastirllmadigi ve kontrol
edilmedigini savunmaktadir. Bunun yanmi sira, modern biyoteknoloji tekniklerinin
uygulamalarinin ve modern biyoteknoloji iirlinlerinin muhtemel olumsuz etkileri igin
alman onlemler “biyogiivenlik” kavrami i¢inde degerlendirilmektedir. Biyogiivenligin
en Onemli unsurlarindan bir tanesi olan “izleme (monitoring)”, genetik modifiye
organizmalarin hareketini izlemek, onlarin tasidigi transgenler ve beklenmeyen

sonuglara karst hazir olmak i¢in kullanilmaktadir. Uriinlerdeki izlemeyi saglayabilmek



icin ise GMO (Genetik Modifiye Organizma)’ larin kalitatif Slgiimiiniin yaninda
tirlindeki miktarin1 6lgmek gerekmektedir. Ayrica, halkin ne yedigini bilmeye hakki
vardir. Bunu saglamada etiketleme biiylik 6nem arz eden konulardan biridir. Avrupa
Birligi direktiflerine gore, bir {iriiniin etiketlenebilmesi i¢in yine kantitatif dl¢iimlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir iiriinin GM (Genetik Modifiye) olup olmadiginin
saptanmasinda kullanilan yontemler proteine dayali yontemler ve DNA’ ya dayali
yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Ancak; 6zellikle kantitatif belirlemelerde,
DNA’ ya dayali yontemlerin kullanimi daha hassas, hizli ve giivenilir oldugundan,

proteine dayali yontemlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir.

Tiirkiye’ye, 2003 yili itibariyle, 1,8 milyon tonluk toplam misir ithalatinin % 81’1, en
biiyilk GM musir ve soya liretici tilkelerden olan ABD ve Arjantin’den yapilmistir. Buna
ragmen, dis ticaretle ilgili veriler arasinda, iilkemize transgenik tarim {riinlerinin
alindig1 yoniinde bir veri bulunmamaktadir (Haspolat 2004). Bu durum, Tiirkiye
piyasasinda satilan, ozellikle ithal misir ve soya fiirlinlerinde genetik modifikasyon
bulundugu siiphesini artirmaktadir. Ciinkii, iiriin bazinda, TKB (Tarim ve K&y Isleri
Bakanlig1)’ nin KKGM (Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii) biinyesinde yiiriittiigii

izleme programi i¢in yayinlanan genelge disinda yasal bir diizenleme bulunmamaktadir.

Tirkiye piyasasinda bulunan misir {iriinlerinde genetik modifikasyonun var olup
olmadiginin saptanmasini amaglayan bu calismada, Nisan 2004-Nisan 2005 tarihleri
arasinda, piyasadan toplanan iglenmis musir iirlinleri ile islenmemis yemlik tane misir
rtinleri olmak {izere toplam 83 musir Orneginde genetik modifikasyon durumu
arastirilarak, iilkede kontrolsiiz bir genetik modifiye misir girisinin olup olmadigi
aydinlatilmaya calisgilmistir. Genetik modifikasyonu saptama islemi DNA’ ya dayali
yontemler ile yapilmis, tim orneklerde, 35S promotér ve NOS terminatdr taranmasi
once konvensiyonel PCR (Polymerase Chain Reaction) ile yapilip, sonra real-time PCR
ile dogrulanmistir. Daha sonra ise, baz1 genetik modifiye misir ¢esitlerinin aranmasina
yonelik tanimlama ve miktar analizleri yapilmis; ayrica yontemler arasindaki

benzerlikler istatistik a¢idan analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Diinya’ da GMO larin Sosyo-Ekonomik A¢idan Degerlendirilmesi

Transgenik iiriinlerin pazarlama imkanlarinin ortaya ¢ikmasi ile bu konuda bir pazar ve
buna bagli olarak bir sektdr olusmaya baslamistir. i1k transgenik bitkiler 1985 yilinda
tarla denemelerine alinmis olmasina ragmen (Haspolat 2004), iiretimlerine, kayda deger
olarak, 1996 yilinda baslanmistir (Martineau 1996, Haspolat 2004). EK 9’a gore,
genetik modifiye trlinlerin ekim alan1 1996-2006 yillar arasinda 60 kat artarak higbir
yeni tarimsal {iriin teknolojisinde goriilmemis bir degere ulasmistir. Yine 2005 ve 2006
yillar1 arasindaki artis 12 milyon hektarla % 13 olarak belirtilmistir (James 2006).
Genetik modifiye tirtinlerin 1996-2006 yillar1 arasinda, ekim alanlarindaki degisimler
Sekil 2.1’de {iriin bazinda, Sekil 2.2°de ise genetik modifikasyon c¢esidine gore

verilmistir.

m=_=== soya fasilyesi
e msIF
e PAMUKk

e kanola

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Sekil 2.1 Biyoteknolojik iiriinlerin 1996-2006 yillar1 arasindaki iirlin bazinda ekim
alanlarindaki artis (milyon hektar) (James 2006)
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Sekil 2.2 Biyoteknolojik tirlinlerin, 1996-2006 yillar1 arasinda, genetik modifikasyon
cesidine gore ekim alanlarindaki artis (milyon hektar) (James 2006)

ISAAA tarafindan 2006 yilinda yayimnlanan rapora (James 2006) gore; 22 iilke ticari
olarak biyoteknolojik iiriinleri yetistirirken, ek olarak 29, toplamda 51 iilke 1996
yilindan beri ¢evreye salim ile gida ve yem olarak ithal etmek icin diizenleyici kurullara
basvurmustur. Toplam 539 bagvuru, 21 farkl iirline ait 107 modifikasyon c¢esidi ile
ilgilidir (James 2006). Biyoteknolojik {irtinler, bu tiir bitkileri yetistirmeyen ve en biiyiik
gida ithalat¢ilarindan olan Japonya gibi iilkelerin de aralarinda bulundugu 29 {ilkede
cevreye salim, gida ve yem iretiminde kullanilmak {izere kabul edilmistir.
Biyoteknolojik iiriinler i¢in onay veren iilkelerin basinda ABD gelmektedir. Bu iilkeyi
Japonya, Kanada, Giiney Kore, Avusturalya, Filipinler, Meksika, Yeni Zelanda, AB
iilkeleri ve Cin izlemektedir. Sekil 2.3’de, biyoteknolojik iiriin iireten {iilkelerin ekim
alanlar1 hakkinda bilgi verilmektedir. Genetik modifikasyon cesidi acisindan en ¢ok
onaylanan iiriin 35 ¢esit ile misirdir. Misir1 19 cesit ile pamuk, 14 ¢esit ile kanola ve 7
cesit ile soya fasulyesi izlemektedir. Herbisite toleransli G-S-40-3-2 soya fasulyesi ise,
21 kabulle, bagvuru yaptig1 iilkelerde en ¢ok kabul goren iirlindiir. Genetik modifiye
soya fasulyesini, her biri 18 kabul olmak {izere, bocek direngli olan Mon810 misir ve
herbisit toleranslt NK603 musir izlemektedir (James 2006). Sekil 2.4’de, biyoteknolojik

tirtinlerin geligsmis ve gelismekte olan iilkelere gore dagilimi verilmistir (James 2006).
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Sekil 2.4 Biyoteknolojik tirlinlerin gelismis ve gelismekte olan tilkelere gore dagilimi

(James 2006)

2.2 Transgenik Uriinlerin Global Degeri

2003 yilinda transgenik iirtinlerin toplam degerinin 4.5-4.75 milyar dolar oldugu tahmin

edilmektedir. Bu 31 milyar dolar olan toplam {iriin piyasasinin % 15’ini ve 30 milyar

dolarlik tohumluk piyasasinin % 13’linli olusturmaktadir. Transgenik iiriinlerin toplam



piyasa degeri i¢ine, tohumluk satis fiyati ve uygulanan teknoloji iicreti dahildir. 2005
yilinda transgenik driinlerin toplam degerinin 5 milyar dolar olacagi tahmin

edilmektedir (Haspolat 2004).

2.3 GMO’ larin Kullanim Amaglari

GMO’ larin tarim alaninda kullammmlari: Uriinlerdeki alerjik proteinlerin azaltilmasi,
aromanin artirilmasi, nisasta ve seker igeriginin degistirilmesi, tohumsuz meyve ve
sebzelerin iiretilmesi, kafeinsiz kahve cekirdeklerinin iiretilmesi gibi amaclarla da
tiretilen tarimsal amagli GMO’ lar en ¢ok hastalik ve zararlilara dayanikliligin
artirilmasi, yabanci ot ilacina kars1 dayamiklilik amaciyla kullanilmaktadir (Ozgen vd.
1997, Uzogora 2000, Anonim 2002, Anonymous 2003a, Ozcan ve Sancak 2005).
Domatesler ise, raf omriiniin uzatilmasi amaciyla piyasaya ilk olarak siiriilmiis iiriin

olmasi agisindan onemlidir (Martineau 1996).

GMO’ larin tip alaminda kullanimlari: Tibbi yapistiricilar, biiylime hormonu, insan
kullanim1 i¢in ilk lisansh ilag olan insiilin {iretimi ve kan proteinleri ile ilgili
caligmalarin yani sira, tip alaninda en biiyilik ilgiyi yenilebilir as1 ve ila¢ iiretimi

cekmektedir (Goldstein 1997, Watson et al. 1998).

GMO’ larin hayvancihk alaminda Kkullammmlari: Hayvancilikta ~modern
biyoteknolojinin uygulama alanlar1 genel olarak ii¢ kisimda incelenebilir:

1 Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar

2 Hayvan saglig iirtinleri (asilar, ilaglar vs.)

3 Hayvan besinleri (yem, yem katki maddeleri vs.)

Embriyolara gen transferi yolu ile transgenik hayvanlar iiretilmekte, bdylece
hayvanlarin degisik tiir, nicelik ve nitelikteki birim bagina verimini (et, siit, yumurta,
yapagi, dol vs.) artirmak, bunlarda bazi degisiklikler (yagsiz et, laktozsuz siiz veya
kolestrolsiiz siit ve yumurta vs.) yapmak, hayvanlarin yemden yararlanma kabiliyetini

artirmak, cabuk biiylime ve gelismelerini saglamak, hastaliklara (bakteriyel, viral,



parazitler vs) karsi direncgli irklar yetistirmek, yeni genotipte hayvan olusturmak vs.
amaclanmaktadir. Baz1 biyoteknologlar, bunlarin yani sira insan ve hayvanlar i¢in ¢ok
onemli olan baz1 protein ve farmosatik maddelerin sentezlerini kodlayan genleri
embriyolara transfer ederek, siitlerinde ve/veya kanlarinda bu maddeleri salgilayan
“Canli Biyoreaktor Hayvanlar (GM hayvanlar)” elde etmeyi diisiinmekte ve bdylece

hayvanlarin modelliginden yararlanmay1 amaglamaktadirlar (Arda ve Yardimeci 2005).

2.4 Modern Biyoteknolojinin Riskleri

Genetik miihendisligi sadece gida giivenligini, alerji, toksisite, karsinojenik etkiyi ve
gidalarin degisen etkilerini degil, ¢evreye etkileri konusunu da kapsamaktadir (Uzogora
2000). Daha once bahsedilen gen transfer tekniklerinin insanlarin diger ¢alismalarinda
yaptigi bazi yanlighklarin, giivenli olmayan gen transfer tekniklerinde de
yasanabileceginden endise duyulmaktadir (Salyers 1997, Nielsen 1997, Nielsen et al.
1998). Eger; yeni genetik materyal basarili sekilde hedef hiicreye transfer edilmezse,
hedef organizmanin DNA’ sinda yanlis bir noktaya transfer edilirse veya yeni gen
yanliglikla yakinindaki baska bir geni aktive ederken bir digerini inaktive ederse veya
baskilarsa, beklenmeyen mutasyonlara sebep olarak, farkli bir genin fonksiyonunu
degistirebilecegi diisiiniilmektedir. Bdylece kullanilamayacak, verimsiz veya toksik

bitki olusumuna sebep olabilecegi diisliniilmektedir (Uzogora 2000).

Riskler hem GMO’ larin  kullanimindan hem de genetik aktarimdan
kaynaklanabilmektedir (Myhr and Traavik 2002). Genetik yapist degistirilmis
organizma kullanimi ile meydana gelebilecek riskleri, insan ve hayvan sagligi, cevre,
sosyo-ekonomik yap1 seklinde 3 ana baghk altinda toplamak miimkiindiir (Anonim

2002).



2.4.1 insan ve hayvan saghg iizerindeki riskler

GMO’ lar, insan ve hayvan saglig1 iizerinde li¢ 6nemli risk tasimaktadir;
1. Insan ve hayvanda alerjik ve toksik etkisi olan genlerin aktarilmas,
2.Gidanin kalitesi ve besin 6gelerini azaltict maddelerin gidaya gecis tehlikesi,

3. GM gidalarda potansiyel alerji riski (Uzogora 2000, Bardocz et al. 2005).

2.4.2 GMOQ’ larin cevreye etkisi

Transgenik {irlinlerin genis bir sekilde yetistirilmesinin baz1 g¢evresel risklere yol
acabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢evresel riskler sunlardir:

1.Bitki sosyolojisinde bozulmalar (Uzogara 2000. Kuvshinov et al. 2001)

2. Dogal tiirlerde genetik ¢esitliligin kayb1 ve horizontal gen transferi (Nielsen and
Townsend 2005, Bertolle and Simonet 1997, Heinemann 1997, Salyers 1997, Nielsen
1997, Nielsen et al. 1998)

3. Ekosistemde tlir dagiliminin ve dengenin bozularak genetik kaynaklari olusturan
yabani tiirlerin dogal evrimlerinde sapmalar

4. Gen kagisi ile yabani tiirlerin de ayn1 6zellige sahip olmasi (Andow and Hilbeck
2004, Smalla and Vogel 2007)

5.Yabani ot ilaglarina dayanikli bitkiler bir sonraki yil diger bir {iriin i¢cin yabani ot
durumuna diiseceginden, miicadelelerinin giic olma ihtimali (Kuiper et al. 2000.
Uzogara 2000. Kuvshinov et al. 2001, Anonim 2002, Gé¢men 2002, Goziikirmizi
2002).

2.4.3 Sosyo-ekonomik ve etik anlamda riskler

GMO?’ lar, sosyo-ekonomik anlamda da bazi riskler tasimaktadir. Bu riskleri su sekilde
Ozetleyebiliriz:

1. Pahali tohum

2. Kii¢iik ¢iftgilerin bu durumdan zarar gérmesi

3. Bu teknolojiyi iireten gelismis iilkelerin diinya gida ticaretini ellerinde tutmalari

nedeniyle, gelismekte olan iilkelerdeki gida giivencesini olumsuz etkilemeleri



4. Organik ve diger siirdiirtilebilir tarim yOntemlerine zarar vermesi (Uzogara 2000,

Okusu 2003, Zarilli 2004).

Tarimsal modern biyoteknoloji uygulamalarinin, ekonomik anlamda, baglica iki amaci
oldugu One siiriilmektedir. Bunlardan birincisi; gelismis {ilkeler i¢in daha yiiksek
kalitede, daha saglikli ve besleyici degeri daha yiiksek gida tireterek, ozellikle
hastaliklarin tedavisinde kullanilacak gidalarin iiretimi ile ilag ve tedavi masraflarini
azaltmaktir. Ikinci amag ise; gelismekte olan iilkeler i¢in, ABD gibi stratejik iiretici
tilkelerden desteklenmemis diinya fiyatlar1 tizerinden gida ithal eden Asya iilkelerinin
biiyiiyen niifusu i¢in satin alabilecekleri temel gidalarin iiretimini artirmaktir (Haspolat
2004). Ancak, biyoteknolojik iirlinlerin maliyetleri géz oniinde bulunduruldugunda,
aclik sorununa ¢6ziim olmasi1 konusunda siipheler mevcuttur. Ayrica; biyoteknolojide
olusan rantin ABD ve Kanada’daki iiretici firmalarda kalmasi ve biyoteknoloji alaninda
yasam bilimi sirketi seklinde faaliyet gosteren ¢ok sayida firmanin az gelismis iilkeleri
sOmiirmesi ekonomik gelisme sorununa da ¢oziim getirmeyecektir. Bu durumda,
sermayenin gelismekte olan iilkede kaldig1i ve biriktigini sOylemek miimkiin
goriilmemektedir. Ozellikle tohum piyasasim kontrol eden az sayida firma (10’dan daha
az), yiksek tohum maliyetleri ve {riin yetistirme standardi ile gelismekte olan
iilkelerdeki ekonomik gelismeyi olumsuz etkileyebilecek bir durum ortaya

cikarabilecektir (Haspolat 2004).

Etik agidan riskler 3 baslik altinda toplanabilir:
1.Etiketlenmemelerinin etik olmamasi
2.Gen transferinde etik olmayan yaklagimlar

3.Gida yardimi kapsaminda GMO iiriinlerinin kullanilmasinin etik olmamasi (Uzogora

2000).



2.4.3.1 Tiirkiye’ de sosyo ekonomik a¢idan riskler

Tiirkiye acisindan bakildiginda, GMO organizmalarin tarimda kullanilmasi halinde,
sosyo-ekonomik anlamda, dort risk alan1 6zellikle 6nem arz etmektedir. Bunlar; maliyet
artig1, zararlarin tazmini, yerel cesitlerin ve geleneksel iiriinlerin kaybi, gida giivenligi

ve tarimda tekeldir (Eser ve Kilingarslan 2005b).

Maliyet artisi: GMO’ lardan kaynaklanabilecek risklerin belirlenmesi ve kontrol
altinda tutulmasi i¢in laboratuvar ve saha arastirmalar1 yapilmasi ve risklerin kontrol
altinda tutulabilmesi i¢in ¢esitli tedbirler alinmasi gerekmektedir. Bu aragtirma ve

tedbirlerin bedeli tliketiciye kadar yansiyacaktir (Eser ve Kilingarslan 2005b).

Zararlarmm tazmini: GMO’ larin kullanimi sirasinda insan ve hayvan saglhigi veya
biyolojik ¢esitlilik lizerinde her hangi bir zarar ortaya ¢ikmasi halinde sorumlu tutulacak
tarafin belirlenmesi ve zararin tazmin ettirilmesi her zaman miimkiin olmayacaktir (Eser

ve Kilingarslan 2005b).

Yerel ¢esitlerin ve geleneksel iiriinlerin kaybi: GMO’ larin piyasaya siiriilmesi ve
kullanilmasi, geleneksel iirlinler ve liretim modelleri iizerinde de etkiler yapacaktir.
Etiketleme, {irtinlin GMO olup olmadiginin ispatlanmasi, iiretim alanlarinda izolasyon
mesafeleri birakilmasi gibi gereklilikler ve geleneksel iiretim yapilan alanlarda zararl
bocek ve ot populasyonlarinin kaginilmaz olarak artmasi geleneksel iiretimi olumsuz

olarak etkileyecektir (Eser ve Kilingarslan 2005b).

Gida giivenligi ve tarimda tekel: Modern biyoteknoloji alaninda, basta ABD olmak
tizere geligmis lilkeler ve ¢ok uluslu sirketler tekel durumundadir. Gelistirdikleri GMO’
lara bagli haklarin1 patentle korumakta ve yeniden iiretilemeyecek nitelikte GMO’ lar
gelistirmektedirler. Toprak ve suda meydana gelecek degisiklikler nedeniyle, GMO
tiretilen alanlarda yeniden geleneksel iiretime donmek her zaman miimkiin

olmayacaktir. Yerli ¢esitlerin de korunamamasi durumunda, tarimsal iiretimde daha
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fazla disa bagimlilik ve iirlin ¢esitliliginin kaybedilmesi riskleri artmaktadir (Eser ve

Kilingarslan 2005b).

Tiirkiye ABD’nden musir, soya ve pamuk digalimi yapmaktadir. EK 4’de verilen
degerlere gore, 1999 yilinda ABD’nden 74 milyon dolarlik misir ve 55 milyon dolarlik
soya disalimi yapilmistir. Tiirkiye, 2003 yili itibariyle 1.818.458 ton musir ithal etmis
olup, bu miktarin 1.113.684 tonu ABD’den, 356.754 tonu ise Arjantin’den ithal
edilmistir. Baska bir ifadeyle, 1,8 milyon tonluk toplam musir ithalatinin % 81’1 ABD ve
Arjantin’den yapilmistir. Soya ithalatinda da durum farkli degildir. 2003 yilinda toplam
831.453 ton soya ithal edilmis olup, bu miktarin 399.328 tonu ABD’den, 336.991 tonu
ise Arjantin’den gelmistir. 2003 yili soya ithalat miktarinin % 88’i ABD ve
Arjantin‘den yapilmistir. Dig ticaretle ilgili veriler arasinda, iilkemize transgenik tarim

tirlinlerinin alindig1 yoniinde bir veri bulunmamaktadir (Haspolat 2004).

Ulkemizin tarimsal dis ticareti agisindan olaya bakildiginda, en biiyiik ihrag pazar1 olan
AB’nin transgenik {iriinler konusunda en siki diizenlemelere sahip oldugu, Avrupali
tiikketicilerin bu tiir liriinleri tercih etmedigi, dolayisiyla modern biyoteknolojinin tarim
alaninda kullanilmasinin kisa ve orta vadede tarim {iirtinleri ihracati iizerinde olumlu bir
etkisi olmayacagi gibi, geleneksel ve organik iirlinlerimize bulagsma olasilig1 nedeniyle,
bu tiir iirlinlerimizin ihracatini da sikintiya sokabilecek, hatta durmasina yol agabilecegi
goriilmektedir. Bu durum, ozellikle tarimsal iirlin ihracati icinde giderek Onem
kazanmaya baglayan organik tarim {irlinleri ihracati lizerinde daha biiylik bir tehdit

olusturabilecektir (Haspolat 2004).

Tarimsal tiretimde kullanilan herhangi bir ¢esidin iilkemiz ekonomisine katki saglamasi
icin, o ¢esidin Oncelikle lilkemiz ihtiyaglart gz Oniine alinarak gelistirilmis olmasi
gerekir. Yine, baska bir yerde yetistirilen c¢esidin iilkemize uyum saglayip
saglamayacag arastirmalar yapilarak bilimsel verilerle ortaya konulmalidir. Ulkemiz
i¢in emsal teskil etmemekle birlikte, Ispanya’ da yapilan bir ¢alismay1 &rnek olarak
vermek mimkiindiir. Bocek zararmin ¢ok yogun olarak goriildigii alanlarda bocek

zararina dayanikli musir yetistirildiginde tohuma % 18 fazla 6deme, % 42 daha az
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kimyasal ila¢ kullanimi1 ve esit verim diizeyinde % 23 liik bir gelir artis1 olmustur. Bu
oran, parasal olarak da 14.65 Euro’ luk bir degere tekabiil etmektedir. Ayni {iriin bocek
zarar1 diisiik ya da hi¢ olmayan alanlarda iiretildiginde ise, herhangi bir verim ve gelir
artisginin  olmadigr gorilmiistir (Haspolat 2004). Ayrica; GM ¢esitlerin {iretimi
durumunda genel tarimsal iiretim igindeki payi, tiiketici tarafindan kabulii, piyasanin
talep durumu gibi bir ¢ok faktdr ekonomik katkiya etki edecektir. Ilaveten; bu iiriinlerin
thracat icindeki paylari, ihracat yapilan iilkelerin bu {iriinleri kabulii, cesitlere ait
tohumluklarin fiyatlari, patent korunmasi, s6z konusu ¢esitlerin tamamu ithalat yolu ile
temin edileceginden maliyet artis1 gibi hususlar da mutlaka g6z oniinde bulundurulmak
zorundadir. Kisaca, verimdeki bir miktar artisin veya masraflardaki bir miktar
azalmanin tek basina ekonomik katki olarak degerlendirilmesi miimkiin degildir

(Haspolat 2004).

Sonug olarak; transgenik triinlerin ithalatina izin verilmeyen iilkemizde, iiretimi yapilan
herhangi bir transgenik iiriin de bulunmamaktadir. Tarim ve Kdyisleri Bakanligi
tarafindan pamuk, misir ve patates i¢in alan denemelerinin Tarimsal Arastirma
Enstitiileri tarafindan yapilmasia izin verilmistir. EK18’de, iilkemizde yiiriitiilen
transgenik bitkilerin alan denemeleri verilmistir (Eser ve Kilingarslan 2005a). Bu
durumda, Tirkiye’ye baktigimizda hem ekonomik acidan degerlendirmede bazi
eksiklikler hem de yasal acidan bosluklar bulundugu bir gercektir. Bu bosluklarin
doldurulmasinda alan denemelerinin sonuglar1 ve Ozellikle geleneksel ve transgenik
iiriinler arasinda karsilagtirmali ekonomik analizlerin yapilmasi gerekmektedir. Bu
sayede, mikro (liretici) ve makro (sektor ve iilke) diizeylerde transgenik iiriin
yetistirmeye izin verilmesinin fayda ve maliyetlerinin Ol¢limiiniin saglanmasi ve
transgenik iriinlerle ilgili politika alternatiflerinin rasyonel esaslara uygun olarak

gelistirilmesi s6z konusu olacaktir (Haspolat 2004).
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2.5 Biyogiivenlik

Biyogiivenlik kavrami, modern biyoteknoloji tekniklerinin uygulamalarinin ve modern
biyoteknoloji iirlinlerinin insan ve hayvan sagligi ile ¢evre iizerinde olusturabilecegi
olumsuz etkilerin belirlenmesi ve belirlenen risklerin olugma olasiliginin ortadan
kaldirilmas1 ya da meydana gelme durumunda olusacak zararlarin kontrol altinda

tutulmasi i¢in alinan 6nlemleri kapsar (Goziikirmizi 2002).

2.5.1 Biyogiivenlik Protokolii (Cartagena Protocol on Biosafety)

Genetik miihendisligi ve genetik modifiye organizmalarla ilgili ilk ve tek uluslararasi
yasadir. 29 Ocak 2000°de Montreal’ de kabul edilmis, 11 Eylil 2003’de yiiriirliige
girmistir. Agustos 2005°den itibaren biinyesinde 125 grup vardir. Taraflarin cogu Afrika
ve kiigiik ada devletlerinden olusan, gelismekte olan iilkelerdir. “Cevre ve Gelisimde
Rio Deklarasyonu’ nun” 15. maddesinde bulunan tedbir uygulamalariyla iligkili olarak,
bu protokoliin amaci; modern biyoteknoloji kullanilarak elde edilmis olan, d6zellikle
sinirlar arast harekete odaklanarak insan sagligi acgisindan onemli riskleri i¢ine alan,
biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve devami iizerinde ters etkide bulunabilecek GMO’
larin gilivenli kullanimi, taginmasi ve transferinde yeterli diizeyde korunmaya katki
saglamaktir. Bu protokol uluslararas1 yasadaki onemli prensipleri igerir. Eksiklikleri
olan bir metindir ve protokol gelismelerini belirlemek i¢in devam edilmesi dnemlidir.
Bu protokolii imzalayan gruplarin protokoliin uygulanmasinda bazi haklar ve
zorunluluklar1 vardir. Protokol asgari standartlar1 icerdigi icin biyogiivenlik
konusundaki ulusal yorum ve uygulamalar daha ayrintili ve daha gelismis standartlara

sahip olmalidir (Lin 2005).
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2.5.2 Biyogiivenlik protokoliiniin ana prensipleri

Biyogiivenlik Protokolii’ niin temel 6zellikleri sunlardir:

Tedbir kurallari: Tedbir kurallarn ile ilgili bircok yorum vardir ve net bir tanimi
olmamasi uygulamada ¢esitli zorluklara yol agmaktadir. Bilimsel belirsizlik ve ¢evreye
muhtemel etkilerini, spesifik GM bitkilerin davranisini, etkilerin saptanmasi1 ve

izlenmesi gibi konular1 igerir (Myhr and Traavik 2002).

Izin Kkurallari: GM bitkilerin iiretim, nakliye, kapali kullanimlari, gidalarda

kullanimlar1 gibi tiim konulara iligkin izinler hakkindaki kurallarini igerir (Ching 2005).

Hayir deme hakki: Protokole gore, insanlarin ne yedigini bilme ve segme hakk1 vardir.

GM gidalar tiiketip tiiketmeme tercihinin saglanmasi amaglanmaktadir (Ching 2005).

Karar verme mekanizmasinda ulusal bagimsizlik: Protokol sadece biyogiivenlik ile
ilgili ana kurallar igerir. Ulkeler kendi &nceliklerine gore davranabilir ve kendi yasal

sistemlerine daha siki kurallar koyabilir (Ching 2005).

Ihracat yapanlar ve iireticiler iizerindeki zorunluluk ve sorumluluklar: fhracat ve

tiretimle ilgili baz1 yasal zorunluluklar, bununla ilgili cezalar belirtilir (Ching 2005).

2.5.3 Avrupa Birligi Direktifleri

2001/18/EC Kodlu Direktifi: GMO' larin ¢evreye salimi ( Eski 90/220/EEC)

98/81 EC Kodlu Direktifi: Cevre ve insan sagliginin GMO' larin kapali kullanimindan
kaynaklanabilecek risklere karsi korunmasi ( Eski: 90/290/EEC)

1829/2003 EC Kodlu Direktifi: GD gida ve yem hakkinda diizenleme (Eski:
97/258/EEC-27 Ocak 1997 Yeni gida ve igerikleri)
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1830/2003 Kodlu Direktifi: GMO’ larin iz-siirtilebilirligi ve etiketlenmesi ve GMO’
lardan elde edilen gida ve yem fiiriinlerinin iz siiriilebilirligi hakkinda diizenleme (Eski:
1139/98/EC AB -29 Mayis 1998- Konsey diizenlemesi: Genetik olarak modifiye
edilmis iirlinlerin etkilenmesi)

2003/556/EC Kodlu Direktifi: Geleneksel iirtinlerde GMO varligi hakkinda rehber
(Baran 2003, Ergiil 2005).

2.5.4 Tiirkiye’ de yasal diizenlemeler

2.5.4.1 Mevcut yasal durum

Tiirkiye’de biyogesitliligin devamini saglamak amaciyla, 1997’ de, Ulusal Cevresel
Eylem Plan1 ve Ulusal Biyogesitlilik Strateji ve Eylem Plan Taslagi (EK 5)
hazirlanmistir (Anonim 2001). 5 Haziran 1992’ de ise, Biyogesitlilik S6zlesmesi (CBD-
Convention on Biological Diversity) imzalanarak, 14 mayis 1998’de yiirlirliige

girmistir.

Modern biyoteknoloji ile iiretilen {riinlerin, 1996’ da, tarimda genis Olglide
kullanilmaya baslanmasi bazi 6énemli riskleri de beraberinde getirmistir. Bu risklerin
degerlendirilmesi, yonetimi ve elde edilen bilginin ilgili mercilere iletimi konusunda
cesitli caligmalar yapilmistir. Tiirkiye 1998° de, bu amacla Biyocesitlilik S6zlesmesinin
ek protokolii olan, Cartagena Biyogiivenlik Protokoliiniin hazirlik ¢aligmalarina
katilmistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda, 5 Mayis 1998’ de, biyogiivenlikle ilgili Tiirkiye’
deki tek yasal diizenleme olan “Transgenik Bitkilerin Alan Deneme Talimat1”
diizenlenmistir. 24 Mayis 2000’ de ise, 5. COP’ta Biyogiivenlik protokolii imzalanmus,
17 Temmuz 2003’ t¢e TBMM’ de kabul edilmistir. Tarim ve Koy isleri Bakanligi (TKB),
Tarimsal Arastirmalar Genel Midirligli (TAGEM) “Cartagena Biyogiivenlik

Protokolii” hakkinda c¢alismalar i¢in sorumlu kurulustur.

Biyogiivenlik konusunda yasal, yonetimsel, enstitii bazinda ve teknik acidan eksiklikler

bulunmaktadir ve Tiirkiye’ ye GMO f{irlin girisinin oldugundan siiphelenilmektedir. Bu
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durum, Diinya’ nin en biiyiik biyolojik ¢esitlilige sahip alanlarindan biri olan Tiirkiye’
de, acil olarak biyogiivenlik mekanizmasinin olusturulmasi ve uygulanmasi gerektigini
gostermektedir. Bu amagla, Eylil 2002 - Eylil 2005 tarihleri arasinda “Ulusal
Biyogiivenlik Cergevesinin Gelistirilmesi” konulu UNEP/GEF projesi yapilmistir. Bu

calismanin sonucunda bir “Ulusal Biyogiivenlik Yasa Taslag1” hazirlanmis ve meclise

sunulmak iizere Bakanligin yetkili birimine gonderilmistir.

Biyogiivenlik yasa taslagi “Biyogiivenlik Protokolii” niin minumum gereksinimlerini
icermektedir. Bunun yani sira, yasa taslaginin hazirlanmasinda iilkenin cografi ve

sosyo-ekonomik durumu ile etik degerleri goz oniine alinmistir.

Ayrica, Tiirkiye® de, ithal edilen bitkiler ve tohumlarmm “Siis Bitkileri Cogaltim
Materyali ithalat Uygulama Genelgesi” (Anonim 2005b), “Tohumluk ithalat Uygulama
Genelgesi” (Anonim 1998) ve “Meyve ve Asma Fidanlar ile Sebze ve Cilek
Fidesi Ithalat Uygulama Genelgesi” (Anonim 2005¢)’ inde transgenik unsurlar
icermedigine dair taahhiitname istenmektedir ve bu genelgelerin ilgili boliimleri EK 10’

da verilmektedir.

Son zamanlarda ise, iilkede kazara veya cevreye kasitli salimi yapilmis olabilecegi
diistiniilen GMO’ larin varliginin arastirilmasina yonelik, genis kapsamli ulusal bir proje

hazirligina baglanmstir.

2.5.4.2 “Ulusal Biyogiivenlik Cercevesinin Gelistirilmesi” konulu UNEP/GEF
projesi ve proje calismalar:

Proje uygulamalarinin birinci evresinde modern biyoteknolojinin  kullanimu,
biyoteknoloji ve biyogiivenlikle ilgili mevcut yasa ve yasal unsurlar, biyoteknolojinin
giivenli kullanimi ile ilgili kapasite gelistirmek igin aktif veya planlanmig ulusal
projeler, risk degerlendirme/yénetiminin uyumu i¢in mekanizmalar ve tlke i¢indeki
ilgili uzmanlar arastirilmistir. Ulusal Biyogiivenlik Cercevesinin gelistirilmesinde

UNEP/GEF Projesi ve Biyogiivenlikte Cartegena Protokolii (Biyogiivenlik Protokolii),
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calistayda, proje koordinatorii tarafindan sivil toplum orgiitleri ve 6zel sektorii de iceren
ilgili enstitiilerdeki tiyelerden uluslararasi uzmanlara sunulmustur. UNEP/GEF projesi
ve ulusal proje, ayn1 zamanda risk analizi ve GMO’ larin analizi {lizerinde TKB’ nin
laboratuvarlar1 ve arastirma enstitiilerinde teknik eleman egitimi i¢in olanak

vermektedir.

Projenin 2. ve 3. evresi boyunca, NBF’ in unsurlar1 olarak yasal ve diizenleme sistemi,
yonetim sistemi, enstitiisel mekanizma ve risk degerlendirme ve yonetmeyi igeren bir
karar verme mekanizmasi, GMO larin tanimlanmasi, saptanmasi ve izlemeyi
(monitoring) igeren bir denetim sistemi, halk katilmi ve bilgilendirilmesi igin
mekanizmalarin yani sira, bu ana unsurlarin gelismesi ve bu unsurlarla ilgili bosluk ve
ihtiyaglar1 da belirlemek icin hiikiimet ve hiikiimetten olmayan enstitiiler (6zel
enstitiiler), tiniversiteler ve 6zel sektore ait 51 enstitiiden 82 uzman/temsilcinin katilimi
ile 4 calistay diizenlenmistir. Mevcut yasal ve enstitiisel sistem Protokoliin
uygulanmasinda uygun bulunmadigi i¢in, katilimcilar biyogiivenlikle ilgili 6zel bir
yasaya ihtiya¢ duyuldugu konusunda hemfikir olmuslardir. Biyogiivenlik ve ilgili

enstitiisel sistem hakkinda bir yasa taslagi hazirlamak i¢in bir komisyon kurulmustur.

Komisyon, Mart- Kasim 2004 tarihleri arasinda 35 toplant1 diizenlemis ve Tiirkiye’ nin
yapisi, protokoliin maddeleri, ¢alistaylardan ¢ikan sonuglarin yani sira diger iilkelerin ve
AB’nin ilgili direktifleri de dikkate alinarak, bir “Biyogiivenlik Yasas1” taslak haline
getirilmistir. Yasa taslag1 goriisiilmek {izere ilgili birimlere gonderilmistir. Yasa taslag
ve UBC’ nin unsurlart Tirkiye’nin c¢esitli bolgelerine sunulmus ve tartisilmistir.
Projenin son evresinde modern biyoteknoloji, GMO’ lar ve biyogiivenlikle ilgili

yayinlar hazirlanmis ve halka ve orgiitlere dagitilmistir.
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2.5.4.3 Tiirkiye’ nin biyogiivenlik politikasi

Tiirkiye’ nin genel politikasi; ulusal ihtiyaclar dogrultusunda modern biyoteknolojnin
mevcut ve gelecekteki avantajlarindan gilivenli bir sekilde yararlanirken, modern
biyoteknolojinin kullanimiyla gelistirilmis iirlinlerin muhtemel zararli etkilerine karsi
insan ve hayvan sagliginin korunmasi ve biyogesitliliginin devaminin saglanabilmesidir.
Biyogiivenligin temel prensipleri; tedbir kurallari, GMO’ larin ayr1 ayr ele alinarak
degerlendirilmesi, stratejik uzun vadeli etkilerinin degerlendirilmesi ve sosyo-ekonomik
yapidaki etkilerini incelemektir. Bu sistem yasal, yonetimsel ve teknik diizenlemeler ve
organizasyonlar ile avantajlarin belirlenmesi, muhtemel zararli etkilerin kontrolii, yok
edilmesi veya azaltilmasi i¢in sarttir. TKB bunu saglayabilmek amaciyla biyogiivenlik
konusundaki bilgi ve verilerin toplanmasi, hayata gegirilmesi ve yayilmasi konusunda

sorumlu kurulustur (Baran and Yilmaz 2008).

2.5.4.4 Turkiye’ de biyogiivenlikle ilgili ana problemler

Biyogiivenlikle ilgili yasanin olmamasi: Ulkemizde biyogiivenlik sorunlari ile ilgili
ulusal bir kurum yoktur. Bu durum biyogiivenlik unsurlarinin gerceklestirilmesinde en

onemli engel olarak goriilmektedir (Haspolat 2004).

Ar-ge imkanlar1 ve odeneklerin kisith olmasi: Ulkemizde bazi iiniversitelerde,
TUBITAK-MAM ve benzeri arastirma kurumlarinda genetik olarak degistirilmis
mikroorganizmalar, arastirma ve ar-ge amagh olarak kisith diizeyde kullanilmaktadir

(Haspolat 2004).

Yeterli bir denetimin olmamasi: ithal edilen tiiketim amacli misirlarn GMO

igerdikleri konusunda ciddi kuskular vardir (Haspolat 2004).
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2.5.5 GMO’ larda monitoring (izleme)

Gida giivenligi tiim iilkelerin ilgilendigi en 6nemli kavramlardan biridir. Gida giivenligi
icin vatandaslarin saglig1 veya gida zincirine direk etkisi olan organizmalari izlemek ve
giivenli gida iiretiminin siirekliligini saglamak gerekmektedir (Heinemann et al. 2004).
Bazi iilkelerde transgenik {irtinlerin ¢evreye serbest salimina izin verilirken, ¢cogu iilke

risk degerlendirme sistemini olusturmaya calismaktadir (Heinemann and Traavik 2004).

Biyoteknolojide izleme, cesitli kosul ve durumlara baglh olarak farkli yorum ve
anlamlara sahiptir. Izlemenin anlamlarindan bir tanesi yeni bitki cesitlerinin relatif
Olclimiiniin ve karsilagtirilmasinin yapilmasidir. Ancak; modern biyoteteknolojinin
ortaya ¢ikisi ile cevreye salinan GMO (genetik modifiye organizma)’ lardaki potansiyel
zararlar hakkindaki spekiilasyonlar nedeniyle, monitoring kavrami bu organizmalarin
hareketini izlemek ve onlarin tagidig transgenler ve beklenmeyen sonuglara karsi hazir

olmak i¢in kullanilmaya baslanmistir (Anonymous 2007a).

[zleme yapilma sebepleri, baslica 4 unsurda toplanabilir:

1-Kisa stireli deneyler ve transgenik bitkilerin genel 6zellikleri ¢evresel etkilerin hepsini
ortaya koymayabilir.

2-Uriinlerin piyasaya siiriilmeden &nce yapilan testlerin, riskleri yeterli bir sekilde
degerlendirip degerlendiremediginin kontrol edilmesi gerekmektedir.

3-Tahmin edilen etkilerin kaydedilmesi ve tahmin edilemeyen etkilerin saptanmasi i¢in
uzun vadeli izlemeye ihtiya¢ duyulmaktadir.

4-Pazarlama sonrast yapilan degerlendirmeler veya validasyonun yapilmasi kalite

kontroliiniin bir pargasidir (Bardocz et al. 2005).

2.5.5.1 izleme program
Genetik modifiye organizmalarin alan deneme g¢alismalari ile ilgili izleme programlari

risk  yoOnetim planlarinin  veya yasal diizenlemelerin bir pargasi olarak

degerlendirilmektedir. Ornegin; GMO’ larmn salimmi hakkindaki Avrupa Birligi
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Direktifi EC/2001/18 Annex VII, bir monitoring plan1 gelistirilirken izlenmesi gereken

hedef ve genel prensipleri tanimlamaktadir (Anonymous 2007a).

Izleme programlar: ii¢ kategoriden olusmaktadir; deney, iz siiriilebilirlik ve denetim.
Kategoriler, sirasiyla, alan denemelerini asamali olarak artirma ve tirlin gelisiminin son
pazarlama agamasini kapsamaktadir (Anonymous 2007a). Deneysel boliim; temel
bilimsel verilerin toplanmasi, ©6n-salinim tahminlerinin test edilmesi ve deneme
deseninin gelistirilmesinden olusmaktadir. 1z siiriilebilirlik kavramu, iiriin gelisimi ve
pazarlama, yasal diizenlemelere uyma ve asamali olarak yayma/dagitma konularini
kapsamaktadir. Monitoring sisteminin son kisminda ise olaylar tanimlanmakta ve
beklenmeyen etkiler denetlenmektedir (Anonim 2007a). izleme (monitoring) gevresel
etkiler ile insan ve hayvan sagligina olan etkileri inceler. Cevresel etkiler toprak, su,
hava, vertikal ve horizontal gen transferleri, direnglilik gelisimi, tri-trofik

interaksiyonlar ve populasyon degisimleri ile incelenir (Bardocz et al. 2004).

Cevredeki GMO’ larin ve genlerinin hareketini izlemede kullanilabilecek pek ¢ok ¢esitli
molekiiler genetik araglar1 vardir (Kapuscinski 2005). Bu araclarin tamamina yakini
geleneksel yetistiriciligin  bolgesel biyogesitlilik {izerindeki etkilerini izlemek igin
kullanilmaktadir (Heinemann ve Traavik 2004). Ornegin; alan denemelerindeki
kontrollerde, genellikle f{irtinlerden c¢evresindeki topraktaki mikroorganizmalara
olabilecek horizontal gen transferi (HGT) izlenir (Heinemann and Traavik 2004, Ho et
al. 2004). Ancak, simdiye kadar, bitkiler gibi Okaryotlardan bakterilere HGT’ nin
oldugu sadece birkag olay bilinmektedir (Salyers 1997, Heinemann 1997, Nielsen 1997,
Bertolle and Simonet 1997, Nielsen et al. 1998). Yine, gidalardaki veya cevredeki
GMO’ lar1 modifiye olmamis akrabalarindan ayirt etmek i¢in yapilarindaki DNA’ lar
veya protein molekiilleri kullanilmaktadir (Kapuscinski 2005).

Hayvan sagligina olan etkileri izlenirken gelisim ve yasam siireleri, hastaliklara
duyarlilik —bagisiklik durumu, patojenite bulasicilik vs. ve iiretim fonksiyonlarina (en
az dort jenerasyon) olan etkilerine bakilmalidir (Bardocz et al. 2005). Insan sagligma

olan etkilleri ise bagisiklik durumu, diizenli kan 6rneklerinin alimi, hormon deneyleri,
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bakteriyel flora, gastrik biopsiler, timor histolojisi, patoloji incelemeleri,
epidemiyolojik calismalar ve goniillii insan c¢alismalar1 yoluyla kontrol edilebilir

(Bardocz et al. 2005).

Izleme sistemleri, yasalar veya sozlesmelerdeki standartlara uyulmasi ve bunun
kontrollerinin saglanmasi i¢in gelistirilmelidir. Diizenleme yapan birimler izleme
bilgilerine erigebilmeli ve bu bilgiler bagimsiz bir bilimsel komite tarafindan toplanmis
olmalidir. Herhangi bir ticari GMO’ nun yeni hibritlerden bile ayirt edilebilmesi ve
tanimlanabilmesi i¢in {reticilerden yeterli bir DNA dizi analiz bilgisi saglanmalidir
(Heinemann et al. 2004). Uriinlerdeki izleme sadece GMO’ larm varhigm degil, bir
tirlindeki miktarin1 6lgmeyi de igerir. Aslinda bu anlamda etiketleme, izlemenin bir
unsuru olarak kabul edilebilir (Heinemann et al. 2004). Ulusal Biyogiivenlik Yasa
Taslag1’ nda Madde 13°de, GMO’ larin izlenmesi ve iiriin analizi ile ilgili genel bilgiler

yer almaktadir (Anonim 2005a).

2.5.5.2 Etiketleme

Halkin ne yedigini bilmeye hakki vardir. Bunu saglamada etiketleme biiyiikk 6nem arz
eden konulardan biridir. Diinya’ da etiketleme ile ilgili li¢ ayr1 goriis vardir; GM iiriin
ile GM olmayan {iriiniin esdegerligi ayni ise tiiketicilerde gereksiz kafa karisikligina yol
acmamak ve haksiz rekabet saglamamak icin bazi ¢evreler etiketlemeye tamamen karsi
iken bagka bir taraf olasi bulagsmalar gz oniine alindiginda, belli diizeyin iistinde GM
iceren Uriinlerin etiketlenmesini istemektedir (Nielsen and Andersan 2005). Ancak,
liclincii bir goriis ise bu tolerans diizeyinin belirlenmesinin ¢ok zor veya yetersiz

oldugunu savunmaktadir (Heinemann et al. 2004).

Avrupa Birligi’ nde, EC (258/97) sayili direktif (Mitten et al. 1999) degistirilerek, 18
Nisan 2004” te, son iiriinde herhangi bir GM materyalinin bulunmasi durumda, tim GM
gida ve hayvan yemlerini kapsayan etiketleme ile ilgili GM Gida ve Yem (EC)
1829/2003 sayili direktifi kabul edilmistir. Bu, bir GM kaynagindan {iretilen un, yag ve

glikoz surubu gibi irilinlerin etiketlenmesi gerektigi anlamina gelmektedir. GM
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teknolojisi ile iretilmis {riinler (6rneg8in GM enzimler ile {retilmis {irtinler)
etiketlenmek zorunda degildir. Yine ayni sekilde, GM yemlerle beslenen hayvanlardan
elde edilen iirlinlerin de etiketlenmesine gerek yoktur. Cizelge 2.2 de, etiketleme

kurallar ile ilgili 6rnekler verilmistir (Anonymous 2005a).

Cizelge 2.1 Avrupa Birligi tarafindan 18 Nisan 2004’ te kabul edilmis yeni etiketleme
kurali ile ilgili 6rnekler (Anonim 2005¢)

GMO-Tipi Ornek 18 nisan 2004’ den Itibaren
Etiketleme
GM Bitki Hindiba, +
GM tohum misir tohumu,
GM gida misir, soya fasuslyesi, domates
GMO lardan iiretilmis gida Misir unu, yiiksek rafinasyonlu soya +
yagt,
Bir GM enzim yardimiyla iiretilmis -
gida iiriinii Amilaz kullanilmis peynir ve firin
iiriinleri
Bir GMO’ dan iiretilmis yem katkis1 ~ Riboflavin -
GM yemlerle beslenmis  Et,siit,yumurta -
hayvanlardan elde edilmis gida
GMO  lardan  iretilmis gida Cikolatada kullanilan GM +

katkisi/aroma maddesi

Yemek kuruluslarinda satilan GM
katkilar1 iceren gida

GM katki maddeleri igeren alkollii
icecekler

Gida katkis1  olarak  kullanilan
genetik modifiye materyaller

soya
fasiilyesinden yiiksek filtre lesitin
ekstrakti

Maya ekstrakti

+(Komisyon ve  birlik
arasinda anlasmazlik var)

Kasitli kullanilmig GM katkilarinin her seviyesi mutlaka etiketlenmelidir. Ancak, kazara

bulunan kiiciik miktarlardaki (onay verilmis GM varyeteleri icin  9%0.9,
onaylanmamuslar i¢in %0.5) GM katkilarinin etiketlenmesine gerek yoktur (Anonymous
2004a, Anonymous 2005a). Tiim icerigi sadece bir iiriinden elde edilen (soya, misir vs.)

katki maddelerinin (yag, un vs) tiimii tek bir iiriin olarak (6rnegin misir) olarak kabul
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edilir. Etiketlemede esik degeri hesaplanirken, ayni tiirden elde edilmis GM katkilarin
toplami1 géz Oniine alinir (Somma 2003). Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’ da, karisim 6rneklerinin

etiketlenmesi ile ilgili 6rnekler verilmistir.

Ml BTSIE
Yl B

KONVENSIYONEL

SOYA To00 4
ONVENSIVONEL
TISTE. 200 4

G SOW A
Dol 6

Sekil 2.5 Etiketlemenin gerekmedigi soya-musir karisimi (Somma 2003)

ET176 MISIE
el .6

KONVENSIVONEL
SOYA 26100
ONVENSIVONEL
AISIR. 2608 8

Sekil 2.6 Etiketlemenin gerektigi soya-misir karigimi (Somma 2003)

Tiirkiye’ de etiketleme ile ilgili kurallarin Avrupa Birligi yasalariyla uyum igerisinde
olmas1 beklenmektedir. Buna gore, Ulusal Biyogiivenlik Yasa Taslagi Madde 16’ da
GMO’ larin etiketlenmesi ile ilgili genel bilgiler yer almaktadir (Anonim 2005a).
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2.6 Gidalarda GMO Analizi

GM bitkilerden elde edilen ham materyal (6r: tahillar) ve islenmis iirtinler (6r: gidalar)
eklenmis DNA’ nin veya genetik materyal tarafindan kodlanan eksprese edilmis yeni
proteinlerin saptanmast ile tanimlanabilir. GMO saptanmasi kalitatif (var/yok analizleri)
ve kantitatif (miktar analizleri) seklinde yapilabilmektedir (Farid 2002). Ancak;
gelecekte GM gidalarin pazarda sayilarinin ve gesitlerinin artmasiyla, daha avantajh

coklu-saptama yapabilen sistemlere ihtiya¢ duyulacaktir (Schreiber 1999).

2.6.1 DNA analizlerine dayah yontemler

GM gidalarin DNA saptanma metotlar1, diziye spesifik hibridize olabilen ¢ift iplikli
DNA’ nin komplementerine baglidir. DNA, onun fonksiyonlarin1i yoneten bazi
elementleri icerir. Bu elementler bir promotdr bolgesi, yapisal gen ve bir terminatdr
bolgesidir. GM iiriinlerde bulunan promotor bolgeleri Sekil 2.7°de, terminator bolgeleri

i1se Sekil 2.8’ de verilmistir.

others nda
23 1

P-TAZ29 P-35s

6 56

P-Ssu

9
P-FMV

8 P-nos bacterial

11 22

Sekil 2.7 GM iirlinlerde kullanilan promotér bolgeler (Anonymous 2003c¢)
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others

nda
Tml 3 19 T-nos
4
T-ocs
5
T-E9
12 bacterial T=35%

17

22

Sekil 2.8 GM iiriinlerde kullanilan terminator bolgeler (Anonymous 2003c¢)

GM iirlinlerin tespitinde kullanilan bir¢ok metot bulunsa da, en ¢ok kullanilanlar
Southern Blot ve 6zellikle PCR analizleridir. Tespit edilen gen ekspresyonu (ifadesi)
tespiti i¢in ise Mikroarray teknolojisi gelistirilmektedir (Farid 2002).

Southern Blot: Bu teknikte izole edilen 6rnek DNA’ s1 ¢ift iplik¢ikli (ds) —isaretlenmis
GMO’ ya spesifik niikleik asid problari igeren nitroseluloz veya naylon mebran {izerine
fikse edilir (Nicholl 2002). Hibridizasyon radyografikle, florometrik yolla veya
“chemiluminesans” yontemi ile saptanir. Bu metot PCR’ a dayali metottan daha az
hassastir. Son zamanlarda, Southern Blot teknolojisine alternatif olarak, yakin infrared

(NIR-near infrared) floresan boyalar da kullanilmaktadir (Farid 2002).

PCR Yontemi: PCR yontemleri genetik modifiye {irlinlerin rutin olarak saptanmasinda,
genellikle, en giivenilir hassas yontem olarak kabul edilmektedir (Holts-Jensen 2003,

Yuan et al. 2006)

Kalitatif PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)
teknikleri hedef DNA dizilerinin (50-3000 baz), in vitro kosullarda, hizli ve giivenli
sekilde milyonlarca kez c¢ogaltilmasina dayanir. Tipik bir kalitatif PCR i¢in 6rnek
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DNA’ s1, PCR Buffer, dNTP’ ler, MgCl,, primer veya primerler, Taq DNA polimeraz

enzimi ve su gereklidir. Tipik bir kalitatif PCR 3 ana basamaktan olusur:

1. DNA zincirinin a¢ilmasi (Denaturation): Kalip DNA dizilerinin 94-98 °C’de
agilmasidir.

2.Primerlerin agilan DNA zincirine yapismasi (Annealing):Sicaklik 37-65 °C
diisiiriilerek primerlerin DNA dizilerinin hedef bolgelere yapismasi saglanir.

3.Primer uzamasi (Primer extesion): DNA dizilerine baglanan primerler, Taq DNA

polimeraz enzimi (5°— 3’ yoniinde) ile uzatilir (Watson et al. 1998).

AB’ deki mevcut GMO larin ¢ogu 3 genetik elementten birini igerir; karnibahar mozaik
virlisi (CaMV-cauliflower mosaic viriis), 35S promotor, NOS (nopalin synthase)
termindr veya kanamisin —direnclilik marker geni (nptll) (Anonymous 2003b, Farid
2002). Bu elementler baz1 bitkiler ve toprak mikroorganizmalarinda da dogal olarak
bulunmaktadir ve PCR kullanilarak saptama yapilirken yanlis pozitif sonug verebilir.
PCR sonuglari ¢esitli metotlar ile dogrulanabilir. Bu metotlara nested PCR (Farid 2002)

ve multipleks PCR’ lar1 6rnek olarak verilebilir.

Kantitatif U¢ Nokta PCR’1 (QC-PCR): AB’ deki etiketleme ile ilgili standartlara
gore, gidalardaki GMO’ larin belli bir sinir1 agsmamasi gerektigi icin gidalardaki GMO’
larin analizinde 6nemli en 6nemli noktalardan biri miktar analizidir. Bu yiizden, daha

cok kantitatif PCR uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

QC PCR 4 adimdan olusur;

1 Bir reaksiyon tiiplinde standart ve hedef DNA” larinin birlikte amplifikasyonu,
2.Etidium bromid ile jele baglayarak ve agaroz jel elektroforezi gibi uygun bir metot
kullanarak {irtinlerin ayrima,

3. Dansitometrik olarak jelin analizi,

4. Geri alma analizi ile standart ve hedef DNA’ nin oransal olarak tahmin edilmesi.
QC-PCR ticari olarak saglanabilecek (Fluka, Buchs, Isvicre) bir sertifikali standart
materyal ile kontrol edilebilir (Farid 2002).
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Real-time PCR: Gidalarda GMO analizinde, konvansiyonel kantitatif u¢-nokta PCR’
mmda yasanan bazi problemler nedeniyle, real-time-Q-PCR’ Ilar kullanilmaya
baslanmigtir (Farid 2002). Bu yontem analizlere 0zgiin isaretlenmis problar1 iceren
reaksiyon karisgimlarinin  florometrik Ol¢iimiine dayanir. Real-time PCR diisiik
miktardaki DNA’ larin saptanmasina da olanak vermektedir (Liibeck 2002, Lipp et al.
2005). PCR iiriinlerinin miktarinin tahmin edilmesinde asagidaki yontemler kullanilir:

1. DNA baglayic1 boya SYBR Green I kullanimi (Andersen et al. 2006, Giglo et al.
2003, Farid 2002)

2. Hibridizasyon problar1 veya floresan rezonans enerji (FRET) problar1 (Farid 2002) ve
IFRET problar1 kullanim1 (Giglo et al. 2003),

3. Hidroliz problar1 kullanimi (Taq Man teknolojisi) (Farid 2002, Lipp et al. 2005,
Bustin 2005)

4. Skorpionlar (Giglo et al. 2003) ve

4. Molekiiler isaretlerdir (Giglo et al. 2003, Farid 2002, Lipp et al. 2005, Bustin 2005).

Genis Limitli Diliisyon PCR Metodu: Bu metot PCR’ 1 optimizasyonu olup; PCR’ in
son evresinden tiiretilmis, tamamen veya hicbir bi¢imde yer almayacak kontrol genin
cogaltilmasidir. Pozitif sonu¢ verebilecek reaksiyon karisimindaki bir veya daha fazla
hedefi igerir (Farid 2002, Liibeck 2002). Kesin kuantifikasyon bir dizi diliisyonu yapilan
materyalin analiz edilmesi ile yapilir. Kimi yerde pozitif kimi yerde negatif olan
dilisyon smirinda hedef sayisi negatif ug¢-noktalarin oranindan Poisson istatistigi
kullanilarak hesaplanabilir. Bu metodun avantaji, eklenen raportor DNA’ nin birlikte

cogaltilmasina ihtiya¢ duyulmamasidir (Farid 2002).

Microarray Metodu: Son yillarda gelistirilmis olan ve cesitli PCR teknikleri ile
kombine kullanilabilen bir DNA saptama sistemidir. Ayn1 anda pek c¢ok genetik
modifiye bolgesini saptamak miimkiindiir (Aarts et al. 2008, Anonymous 2008c). Esasi,
klasik DNA hibridizasyon metoduna dayanir. PCR iirlinleri kati cam yiizeylerde veya
naylon bir membran iizerinde depolanir. Mikro-elektronik arraylar ince bir agaroz ile
kaplanmis elektrotlar icermektedir. Cok hassas ve gelismekte olan bir yontemdir

(Liibeck 2002).
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2.6.2 Protein analizlerine dayal yontemler

Immiinolojik uygulamalar, GMO’ lardaki proteinlerin belirlenmesinde kullanilan
antijen-antikor iliskisine dayanan analitik testlerdir. Antijenler, test edilecek materyal ile
immiinize olan hayvan serumundan izole edilen 6zgiin proteinlerdir. Antijen hayvana
enjekte edildiginde hayvan immunosistemi bu maddeleri yabanci madde olarak tanimlar
ve buna karsi antikor iiretimi ile cevap verir. Antijen serumundan izole edilerek
indikator molekiiller ile konjuge edilir, kalitatif ve kantitatif analizlerde kullanilir

(Ipekgi 2002a, Liibeck 2002).

Ihtiyag duyulan miktara ve saptama spesfikligine bagl olarak, mono klonal ve
poliklonal antikorlar kullanilabilir. Western Blot ve ELISA teknikleri Monsanto’ nun
transgenik RR soya {irlinlerinindeki proteinin analizi i¢in kullanilabilmektedirler. RR
soya glifosat herbisidine direnclidir ve Agrobacterium spp. CP4 susu’ndaki genin
kodladig1 5-enolpiruvilgikimat-3 fosfatsintaz (EPSPS) tiirevi ihtiva etmektedir (Farid
2002).

Western Blot Kullammmi: Bir 6rnegin icerdigi hedef proteinin dnceden belirlenen
treshold seviyesinden yiiksek mi diisitk mii oldugunu belirlemede kullanilan ¢ok hassas
kalitatif bir metottur. Ozellikle ¢dziinmeyen proteinlerin analizi i¢in oldukga
kullanighdir. Western Blotlarin saptama limiti % 0.25- % 1 arasinda degismektedir

(Farid 2002).

ELISA (Ezyme Linked Immuno Sorbent Assay) Teknigi: ELISA teknigi, enzim ile
isaretlenmis immunoreaktan ve immunosorbentin kati bir destege baglanmasi temeline
dayanir. ELISA’ nin farkli uygulama tipleri bulunmaktadir. Antijen ile kaplanmis
ELISA plaklari veya tiipler kullamlabilir (Ipekgi 2002, Yiicel 2002, Liibeck 2002). CP4
EPSPS soya fasulyesi proteini i¢in saptama limiti, tohumlar i¢cin % 0.25 ve islem

gbérmiis materyal i¢in ise % 1.4’ tiir (Farid 2002).
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Cubuklar (Lateral Flow Strip): Lateral flow strip c¢alisma mekanizmasi ELISA
yontemine dayanmaktadir.Antijen belirlenmesi “cift antikor sandvi¢” yontemi ile
gergeklestirilir. Bu yontemde, 6zgiin bir antikor ve renkli ajan ile isaretli belirleyici
ikinci bir 6zgiin antikor nitroseluloz membrana baglanir. Belirlenmesi istenilen proteini
iceren ¢ozeltiye stripler daldirildiginda, renkli konjugat ile isaretli antikor membran
boyunca ilerler ve spesifik antikor ile baglandiginda renk aciga c¢ikar. Tek bandin
olusumu negatif 6rnegi (kontrol bdlgeyi), iki bandin olusumu ise pozitif 6rnegi gosterir

(Ipekgi 2002b, Farid 2002, Liibeck 2002).

Diger Immunoassay Teknikleri: ELISA ve cubuklarin kullanildigi immunoassay
tekniklerinden baska destekleyici kat1 yiizey olarak magnetik partikiillerin kullanildigi
teknikler de vardir. Magnetik pargaciklar antikor ile kaplanabilmektedir ve reaksiyon
test tliplinde gerceklesmektedir. Bu yontem enstrumental tekniklerle kombine olarak
kullanilabilmektedir. Ornek olarak, immunoassay- mass spektrometresi verilebilir

(Farid 2002).

2.6.3 NIR Spektroskopisi

NIR transmitans spektroskopisi, normalde, tiim tahillardaki nem, protein, yag ve
nisastanin tahmini i¢in tahil yetistiricileri tarafindan kullanilmaktadir. Son yillarda ise,

konvensiyonel soyadan RR soyay1 ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir (Farid 2002).

2.6.4 Fenotipik karakterizasyon (Herbisit bioassay)

Spesifik bir uygulamanin varligi-yoklugu hakkinda bilgi verir. Simdiye kadar sadece
herbisit toleranslilik-direncliligin tespiti i¢in kullanildig1 i¢in “herbisid bioassay” olarak
da adlandirilmistir. Herbisit iceren bir ortamda, tohumlarin gelistirilmesi ile uygulanan

bir dogrulama yontemidir (Liibeck 2002).
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2.6.5 Yeni Teknikler

MPLA (Microarray Padlock Ligation Analysis): PCR amplifikasyonu ile microarray
tekniginin tanimlama sisteminin bir arada kullanildig1 bir metottur. DNA dizisini bir
padlock probu yardimiyla saptama esasina dayanmaktadir. Dijk ve arkadaglar (Dijk et
al. 2008) tarafindan uygulanmistir ve saptama limitinin % 0.1’ in altinda oldugu rapor

edilmistir.

DNA Insert Fingerprint Method: Restriksiyon enzimlerinin parcalama ve baglama
ozelliginin adaptorlere ve isaretlenmis primerleri ihtiva eden bir nested PCR sistemine
uygulanmasi ile, 6zellikle karistm GM f{iriinler i¢in gelistirilmis bir metottur. Bazi misir
cesitlerinde, saptama limitleri % 0.1-%1 araliginda olmak {izere uygulanmigtir

(Raymond et al. 2008).

2.7 Sonuclarin Degerlendirilmesi icin Validasyon Metotlar:

Validasyon, belirli bir amag¢ i¢in bir metodun ayiric1 6zelligini ve giivenilirligini
kanitlayan bir prosestir (Anonymous 2005d) ve 3 O6nemli bolimden olusmaktadir;
metot, test materyali ve katilimcilarin performansi (Holts- Jensen et al. 2003). Avrupa
Birligi Direktifi EC 882/2004” e gore gida ve yem kontrolii i¢in kullanilan analitik
metotlar kontrol laboratuvarlar1 tarafindan kullanilmadan 6nce valide edilmelidir.
Ayrica, Avrupa Birligi Direktifleri 1829/2003 ve 641/2004° e gore; GMO analizlerinin
analitik metotlarinin validasyonu, bir GM gida veya yem ruhsati alinmasi i¢in zorunlu
kilimmistir (Anonymous 2005b). Metotlarin validasyonu i¢in en az sekiz laboratuvar
tarafindan kollabratif ¢alisilmast gerekmektedir (Anklam 1998). Ancak, bir yontemin
valide edilmesindeki en biiyiik sorunlardan biri yeterli sayida CRM (Certified reference
materials-Sertifikali referans materyal) bulunmamasidir. Ciinkii; validasyon islemi
sirasinda LOD (Limit of detection-tanimlama limiti) ve LOQ (Limit of quantification-
Ol¢iim limiti) hesaplamalart icin CRM’ lere ihtiya¢ duyulmaktadir (Holts- Jensen et al.
2003). Kalitatif GM analizlerinin validasyon c¢alismalarinda, dogruluk (accuracy),

uygulanabilirlik (applicability), LOD (limit of determination- saptama limiti), segicilik
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(selectivity), hassaslik (sensitivity) parametreleri kullanilirken, kesinlik (precision), geri
kazanim (recovery), LOQ (limit of quantification-6l¢iim limiti) ve linearite (linearity)
gibi genel validasyon hesaplamalarinda kullanilan degerler hesaplanmamaktadir.
Kantitatif GM analizlerinde hesaplanan validasyon parametreleri ise dogruluk, LOD,
LOQ, kesinlik, hassaslik, giivenilirlik (robustness, ruggedness), spesifiklik ve
linearitedir (Lipp et al. 2005). Asagida, GM iirlinlerin validasyonunda kullanilan bazi

parametreler hakkinda bilgi verilmistir.

Dogruluk: Bir o6lgiim cihazinin veya metodun Ol¢lim sonucunun gergek degere
yakinligt  seklinde tanimlanmaktadir. Metot talimatinin  secilen  matrikse
uygulanabilirliginin tespit edilmesi gerekmektedir. Validasyon, metotta tanimlanmis
olan iirlin/iriinler icin gegerlidir (Lipp and Anklam 2002). Dogruluk degerlendirmesi
icin, Sertifikali Referans Materyal (CRM) analiz edilmeli, ilgili yeterlilik test
programlarina katilim saglanmali veya sistematik sapmasi daha diisiik oldugu bilinen
bir analiz metodu ile karsilastirilmasidir. Calisilan materyal i¢in uygun SRM mevcut

degil ise; bu durumda numuneye standart ilavesi yapilarak ¢alisma gergeklestirilir (Lipp

et al. 2005).

Calisma Arahg, Linearite: Kor 6rnege (solvent/numune korii) artan miktarda referans
madde eklenerek en az 5 farkli konsantrasyonda Ol¢tim yapilir. Eger linearite
saglaniyorsa; daha diisiik konsantrasyonlara inerek lineer olarak dlgiilebilecek en diisiik
miktar belirlenir. Calisilmasi gereken en diisiik konsantrasyon, en azindan LOD veya
LOQ diizeyinde olmalidir . Kalibrasyon egrisi, amacina uygun olarak standart madde
coOzeltileri ile veya standart ilave edilmis numuneler ile hazirlanmalidir (Lipp and
Anklam 2002). Kalibrasyon giivenilirligi;

-Sertifikali referans maddeler/sertifikali standart maddeler kullanilmasi,

-Tiim galisma araliginda kesinlik degerinin birbirine yakin olmasi,

-Lineer veya kuadratiklik fonksiyonunun tiim metoda uygulanabilir olmasi,

-Hatalarin normal dagilim gdstermesi ile saglanir.

-Lineer aralik, degisik konsantrasyonlardaki belli sayida numunenin analiz sonug

regresyonlarinin hesaplanmasi ile elde edilir (Anonymous 2002).
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Tammlama (Saptama) Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ): LOD ve LOQ,
sirastyla, ornegin saptandig1 ve miktariin belirlenebildigi en diisiik konsantrasyondur
(Holts-Jensen et. al. 2003). LOD ve LOQ hesaplamasinda farkli uygulamalar
yapilabilmektedir (Anonymous 2002). Pratik olarak LOD ve LOQ hesaplanmasi
mutlaka DNA kopya sayist iizeinden hesaplanmalidir. Ancak, sonuglar relatif yiizde
oranlaria cevrilebilir veya yiizde oran1 seklinde ifade edilebilir (Holts- Jensen et al.
2003). 30 kopya herbsit toleransh soya fasiilyesi ve 9 kopya bocege direngli misir
haploid genomo i¢in tahmini teorik LOD %0.005 (GMO/Konvensiyonel iiriin [w/w])’
dir. Uriindeki GMO miktar1 azaldik¢a hata oran1 artacaktir (Lipp and Anklam 2002).

Hassasiyet (Sensitivity, Resolution): Olciim cihazinin birim konsantrasyon i¢in verdigi
sinyal blytkliigiidiir. Hassasiyet, kalibrasyon egrisi veya standart ilave edilmis

numuneler ile tespit edilebilir (Anonymous 1992).

Hassasiyet = Ol¢iim sinyali / konsantrasyon

Kesinlik (Precision): Metodun kesinligi, aynm1 analitik kosullar altinda ¢ok sayidaki
Olciim sonuglart arasindaki benzerlik derecesidir. Kesinlik iki bilesene ayrilmaktadir;

tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik.

A.Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Tekrarlanabilirlik, tiim sartlarin (6l¢tim metodu,
kisi, cihaz, laboratuvar, ¢alisma kosullari, giin) ayni oldugu kosullarda yapilan 6l¢tim

sonuglarinin standart sapmasinin hesaplanmasidir (Anonymous 2005d).

B.Tekrar Uretilebilirlik (Reproducibility): Uygulanan kosullardan (metodun esas,
Olclim metodu, kisi, cihaz, laboratuvar, ¢alisma kosullari, giin) bir veya birkaginin
degistirilmesi ile elde edilen 6l¢lim sonuglarinin standart sapmasinin hesaplanmasidir.
Tekrar iretilebilirlik kapsaminda laboratuvarlar arast karsilagtirmali  ¢alisma

yapilmalidir (Anonymous 1992).

32



Saglamlik (Robustness): Metot uygulanirken, kosullardaki degisimin analiz sonucuna
etkisinin test edilmesi i¢in:

Analiz sonuglarini etkileyebilecek parameterlerin degerlendirilmesi,

Rutin uygulamalar i¢in bu parametrelerin tolerans degerlerinin belirlenmesi,

Uygun analiz planinin yaratilmast,

Metodun uygulanmasi ve etken parametrelerin degerlendirilmesi,

Metodun optimize edilmesi i¢in parametrelerin yeniden diizenlenmesi (parametrelerin
etkisinin azaltilmas1 veya parametre araliginin yeniden ayarlanmasi) amagli diizeltici

faaliyetler gerekmektedir (Lipp et al. 2005).

Segicilik (Selectivity): Bir metodun seciciligi, kompleks bir materyal i¢inde, incelenen
analit/analitler disindaki bilesenlerinden etkilenmeden, bir veya birden fazla analitin
tespit edilebilmesidir. Bir veya birden fazla madde i¢in segici olan bir metot spesifik

olarak tanimlanmaktadir (Lipp and Anklam 2002).

Spesifiklik (Specificity): Spesifiklik analiz metodunda belirlenmis olmalidir. Spesifik
bir metot uygulanmasi durumunda, metotta bunun belirtilmesi yeterlidir. Diger
durumlarda, belirtilen metot ile yeterli sayida ornek analizi yapilmasi metodun
spesifikligini garanti altina alacaktir. Primerlerin spesifikligini gostermek i¢in en az 100
farkl1 negatif kontrol kullanilmalidir (Lipp and Anklam 2002). Metodun yeterli
spesifiklige sahip olmamasi durumunda, sonucun pozitif ¢ikmasi halinde baska bir

metot ile dogrulanmasi/kontrol edilmesi gerekmektedir (Anonymous 2003d)

2.8 Diinya’ da Uretimi Yapilan Genetik Modifiye Misirlar

Genetik modifikasyon cesidi acisindan en ¢ok onaylanan iirlin, 35 ¢esit ile musirdir.
Mon810 misir ve herbisit toleransli NK603 musir ise, bagvurusu yapildigi 21 iilkede
kabul goren herbisite toleransli soya fasulyesi (G-S-40-3-2)’ nin ardindan, 18’ er kabul
ile, 2. sirada kabul goéren transgenik iirtinlerdir (James 2006). ABD’ de, 17 GM musir
cesidi gida ve yem amacl {retilmektedir. Ancak, sadece 4 GM misir hatti AB

tarafindan kabul edilmistir. Bununla beraber Avustralya, Yeni Zelanda, Giliney Afrika,
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Cin, Japonya, Arjantin, Kanada, Isve¢ gibi bazi iilkelerde bazi nmusir hatlar1 kabul

edilmistir ve ticari olarak bulunmaktadir.

Transgenik musir iiretiminde Cry genleri ¢ok kullanilmaktadir ve bunlarin i¢inde en
yayginlarindan biri CrylAb proteinini kodlayan CrylAb genidir. Ayrica; CrylAc
(DBT418), Cry9c (CBH351) ve Cry3Bbl (Mon863) genleri de genetik modifiye misir
olusumunda kullanilan Cry genlerindendir. Diinya’ da bulunan genetik modifiye
misirlar en ¢ok herbisite toleransli, bocek direngli veye erkek kisirligina sahip
musirlardir (Aydin 2004). Cizelge 2.3’ de, bir kism1 bu tez kapsaminda arastirilan ticari
genetik modifiye GM musir ¢esitleri 6zetlenmistir. EK 7’de ise diger ticari genetik

modifiye misir ¢esitleri verilmistir.

Cizelge 2.2 Ticari bazt GM musir ¢esitleri (Anymous 2007b)

Modifikasyon Ismi Uretici Firma Tanimlama

BT176 Syngenta Seeds Inc. Bocek direngli misir; tarimda misirin en dnemli bécek
zararlist olan ECB (Ostrinia nubilalis) tarafindan
yapilan ataklara karsi spesifik bir direnglilik
kazandirilmast  i¢in  gelistirilmistir. Bacillus
thuringiensis subs. kurstaki’den elde edilen CrylAb
geni icermektedir.

T14,T25 Bayer Crop Science | Aerobik bir aktinomiset olan  Streptomyces
(Aventis Crop Science | viridochromogenes’ ten fosfinotrisin N-
(AgrEvo)) asetiltransferaz (PAT) kodlayan genin aktarilmasi ile
bir herbisit olan glufosinat amonyuma direnglilik i¢in

tiretilmistir.
BT11 Syngenta Seeds Inc. Bacillus thuringiensis subs. kurstaki’den elde edilen
(X4334CBR,X4734CBR) CrylAb  geni  aktarilarak  bocek  direnglilik

kazandirilmasi igin, Streptomyces viridochromogenes’
ten fosfinotrisin asetiltransferaz (PAT) kodlayan
genin aktarilmasi ile bir herbisit olan glufosinat
amonyuma direnglilik i¢in {iretilmistir.

CBH351 Aventis Crop Science Bacillus thuringiensis subs. tolworthi’den elde edilen
Cry9 geni aktarilarak bocek direnglilik kazandirilmasi
ve Streptomyces viridochromogenes’ ten fosfinotrisin
asetiltransferaz (PAT) kodlayan genin aktarilmasi ile
bir herbisit olan glufosinat amonyuma direnglilik i¢in
iretilmistir.

MONS810 Monsanto Sirketi Bacillus thuringiensis subs. kurstaki’ nin HDI
susundan tiiretilen ve bir insektisidal proteinin kesik
(truncated) versiyonu olan CrylAb’ yi tiretmektedir.
Misirin en 6nemli bocek zararlist olan ECB (Ostrinia
nubilalis) tarafindan yapilan ataklara kars1 spesifik bir
direnglilik kazandirilmasi i¢in gelistirilmistir.
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2.8.1 Bt 176 misir (SYN-EV176-9)

Ticari ismi NaturGard™ ve KnockOut™ olan Bt176 musir, tarimda muisirn en 6nemli
bocek zararlist olan ECB (Ostrinia nubilalis) tarafindan yapilan ataklara kars1 spesifik
bir direnglilik kazandirilmasi igin gelistirilmistir. Bu yeni bitkiler Bacillus thuringiensis
subs. kurstaki’ nin HD1 susundan tiiretilen ve bir insektisidal proteinin kesik versiyonu
olan CrylAb’ yi tiretmektedir. Bt 176 PAT (fosfinotrisin-N-asetiltransferaz) enzimini
kodlayan ve bir toprak bakterisi olan Streptomyces hygroscopicus’ dan klonlanan bar

genini eksprese etmesi i¢in de genetik modifiye edilmistir (Moens 2003).

PAT enzimi transforme edilmis bitki hiicrelerinin tanimlanmasinda se¢ici marker olarak
yararli oldugu kadar, bir herbisid olan fosfonotrisine direnglilik gdstermesi agisindan da
onemlidir. Fosfonotrisin, gulufozinat amonyum olarak da bilinmektedir ve Basta, Rely,
Finale ve Liberty herbisitlerindeki aktif ingrediyenttir. PAT enzimi fosfonotrisinin
asetilasyonunu katalizleyerek, herbisidal aktivitesini elimine eder ve bdylece onu toksik

olmayan duruma getirir.

Event 176’ dan ifade edilen CrylAb proteini gibi delta-endotoksinler secici olarak
hassas bocek tiirlerinin kuyruk sinir1 orta bagirsak epitelyumlarindaki 6zel bolgelere
baglanarak aktivite gosterirler. Baglanmanin ardindan, katyon spesifik formlar sekil
degistirerek orta bagirsak iyon akisini tahrip eder ve bdylece felg ve 6liime neden olur.
CrylAb sadece lepidopteran boceklere etkilidir ve etkisi direkt olarak hedef
boceklerdeki 6zgiil baglanma bolgelerinin bulunusu ile ilgilidir. Memeli intestinal
hiicrelerinin yiizeyinde Bacillus thuringiensis’ in delta endotoksinleri igin bir baglanma
bolgesi yoktur ve bu ylizden ¢iftlik hayvanlar1 ve insanlar bu proteine duyarli degildir

(Anonymous 2006a).

Kullanim amaci: Bt176 misir insan tiiketimi (kuru veya yas 6giitme veya tohum yagi
olarak), yemek veya ciftlik hayvanlar1 i¢in slaj materyali olarak kullanilmak iizere
tiretilmektedir. Ancak; Bt 176 musirin, geleneksel misirin yetistirildigi alanlarda

iretilmesine izin verilmemektedir (Anonymous 2006a).

35



Modifikasyon metodu: Event176 iki plazmid ile yakin hat olan CG00526° nin
mikropartikiil bombardimani (biolistik transformasyonu) ile iiretilmistir (Anonymous
2003c, 2007b). Plazmidlerden bir tanesi, her biri farkli promotdr dizileri ile
diizenlenmis 3’ kesik CrylAb geninin 2 kopyasini icermektedir (Moen 2003a). Dogal
CrylAb proteininin N-terminal 648 amino asidini kodlayan diziliminden sorumlu olan

Cryl Ab, bitki hiicresindeki optimum ekspresyonu i¢in modifiye edilmistir.

CrylAb geninin bir kopyasi, yesil dokuda ekspresyonu ig¢in, fosfoenolpiruvat
karboksilaz promotorii tarafindan diizenlenirken diger Cryl Ab geninin ifadesi misirdan
izole edilen bir polen spesifik promotdr tarafindan kontrol edilmektedir. Her iki gen
karnabahar mozaik virlisiniin 35S transkriptindeki 3’ poliadenilasyon dizilerini
kullanmaktadir. Bu plazmid, ayrica bakteriyel bir promotdriin kontrolii altindaki “bla”
geninin kodladig1 beta-laktamazin bir kopyasini da icermektedir. “Bla” geni bitki
dokularinda ifade edilmemektedir, ancak plazmid vektorlerin mevcudiyetini saptamak

i¢in izlenen bakteriyel kolonilerini segmede kullanilmaktadir (Anonymous 2006a).

Ikinci plazmid fosfinotrisin N-asetil transferaz (PAT) enzimini kodlayan ve bir toprak
bakterisi olan Streptomyces hygroscopicus’ tan elde edilen “bar” geninin bir kopyasini
icermektedir. Bu enzim sec¢ici marker olarak kullanilmaktadir ve glufosinat amonyum
herbisidine kars1 direnglilik gostermesi i¢in kullanilmaktadir. “Bar” geninin yapisal
ifadesi CaMV 35S promotdriin kontrolii altindadir. Bitki genomuna CrylAb ve PAT
kodlayan dizilerden farkli olarak, baska bir bitkiye aktarilabilir DNA dizisi
eklenmemistir (Moen 2003a, Anonymous 2006a).Transformasyon i¢in kullanilan
yapilar (pCIB4431 ve pCIB3064) ve Bt176 ‘ nin sekans 6zellikleri, Sekil 2.9 ve Cizelge
2.4° de verilmistir (Anonymous 2003c). Cizelge 2.5’ de ise, Bt176 misira eklenen

genetik elementlerin 6zeti verilmistir (Anonymous 2006a).
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T-35s ozylhb E-PEEC E-ECDK crylnb T-358 bla sriplie
int.9 int.9

- - ———

Sekil 2.9 Transformasyon i¢in kullanilan DNA yapisinin linear haritasi- pCIB4431
yapist (bir pUC-derivati plazmid) US-Patent-N" :6,121,014 (Anonymous
2003c¢)

Cizelge 2.3 Bt 176’ nin sekans 6zellikleri

Kodu Element-ismi Biiyiikliik [KB]
T-35s T-35s 0.16
int.9 intron 9 0.11
CrylAb delta-endotoxin 1.94
P-PEPC P-PEPC 2.31
P-PCDK P-PCDK 1.49
Cryl Ab delta-endotoxin 1.94
int.9 intron 9 0.11
T-35s T-35s 0.16
Space Space -
bla beta-lactamase -

Cizelge 2.4 Bt176 misira eklenen genetik elementlerin 6zeti

Kodu Ismi Tipi Promotor, diger Terminatér  Kopya Form
sayisl
CrylAb CrylAb  delta- IR Ilk kopya promotér, msir CaMV 35S 2 Dogal
endotoksin fosfoenolpiriivat ~ karboksilaz  poly(A)
Bacillus geni ve CaMV 35S  sinyal
thuringiensis terminatordendir. Ve  ikinci
subs. kurstaki kopya CaMV 35S terminatdr ve
HD1 bir musir kalsiyum bagli protein
kinaz geninden tiiretilen bir
promotdriin diizenlenmesi
altindaki ikinci kopyadir.
bar Fosfinotrisin-N- SM CaMV 358 CaMV 35S
asetiltransferaz poly(A)
(Streptomyces sinyal
hygroscopicus)
bla Beta-lactamaz SM Bakteriyal promotdr Bitki
dokularma
transfer
edilemedi
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2.8.2 Btll misir

Btl1 musir, tarimda musirin en 6nemli bocek zararlisi olan ECB (Ostrinia nubilalis)
tarafindan yapilan ataklara kars1 spesifik bir direnclilik kazandirilmasi igin
gelistirilmistir. Bu yeni bitkiler Bacillus thuringiensis subs. kurstaki’ nin HD1 susundan
tiretilen ve bir insektisidal proteinin kesik (truncated) versiyonu olan CrylAb’ yi

iiretmektedir (Anonymous 2004b).

Btl1, PAT (fosfinotrisin-N-asetiltransferaz) enzimini kodlayan ve bir toprak bakterisi
olan Streptomyces viridochromogenes Tu494 susundan klonlanan bar genini eksprese
etmesi i¢in de genetik modifiye edilmistir. PAT enzimi transforme edilmis bitki
hiicrelerinin tanimlanmasinda secici marker olarak yararli oldugu kadar, bir herbisid
olan fosfonotrisine direnglilik gostermesi agisindan da énemlidir (Anonymous 2008b).
Fosfonotrisin, gulufozinat amonyum olarak da bilinmektedir ve Basta, Rely, Finale ve
Liberty herbisitlerindeki aktif ingrediyenttir. PAT enzimi fosfonotrisinin asetilasyonunu
katalizleyerek herbisidal aktivitesini elimine eder ve bdylece onu toksik olmayan

duruma getirir (Anonymous 2005b).

Btl1’ den ifade edilen CrylAb proteini gibi delta-endotoksinler segici olarak hassas
bdcek tiirlerinin kuyruk (brush) sinir1 orta bagirsak epitelyumlarindaki 6zel bolgelere
baglanarak aktivite gosterirler. Baglanmanin ardindan, katyon spesifik formlar sekil
degistirerek orta bagirsak iyon akisini tahrip eder ve bdylece felg ve 6liime neden olur.
CrylAb sadece lepidopteran boceklere etkilidir ve onun etkisi direkt olarak hedef
boceklerdeki 6zgiil baglanma bolgelerinin bulunusuna baglanabilir. Memeli intestinal
hiicrelerinin yiizeyinde Bacillus thuringiensis’ in delta endotoksinleri igin bir baglanma
bolgesi yoktur ve bu ylizden ¢iftlik hayvanlar1 ve insanlar bu proteine duyarli degildir

(Anonymous 2005b).

Kullanim amaci: Btl1 misir, insan tiiketimi (kuru veya yas 6gilitme veya tohum yagi

olarak), yemek veya c¢iftlik hayvanlar1 i¢in slaj materyali olarak kullanilmak iizere
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iretilmektedir. Ancak; Bt 11 musirin, geleneksel musirin yetistirildigi alanlarda

tiretilmesine izin verilmemektedir (Anonymous 2005b).

Modifikasyon metodu: Btll misir, yakin akraba H8540 hattindaki bitki
protoplastlarinin direkt transformasyon islemine tabi tutulmasi ve segici bir ortamda
tekrar iretilmeleri ile olusturulmaktadir. Transformasyonda, CrylAb endotoksinini
kodlayan, kesik ve sentetik tek bir Cryl Ab geni ve sentetik pat geni icerecek sekilde
dizayn edilmis pZO1502 tekli plazmiti kullanilmigtir. Pat geni glufosinat amonyumda
transformantlarin se¢imine izin vermektedir. Transformasyonda once, CrylAb ve pat
genlerini iceren DNA fragmentlerindeki bla genini uzaklagtirmak i¢in plazmit vektor,
restriksiyon endoniikleaz Notl ile muamele edilir. CrylAb geni, bir 35S promotor ve
NOS (nopalin sintaz)’ un 3’ poliadenilasyon sinyali tarafindan kontrol edilmektedir.
35S promotor, misir alkol dehidrogenez 1S geninden elde edilen IVS6 intronu ile
modiillendirilmis bir CaMV’ den tiiretilmis olup, NOS’ un 3’ poliadenilasyon sinyali ise
A. tumafacience’ den elde edilmistir. Ayrica N-asetil transferaz (PAT) enzimini
kodlayan “pat” geni se¢ici marker olarak ve glufosinat amonyum herbisidine karsi
direnglilik gostermesi i¢in kullanilmaktadir. Pat geninin yapisal ifadesi CaMV 35S
promotdriin, IVS2 intronu ve NOS 3’ terminatoriin kontrolii altindadir (Anonymous

2008b).

PZ0O1502 plazmiti, transformasyona ugramis bakteri hiicrelerinin izlenebilmesi igin
secici markir olarak kullanilan beta laktamaz (bla) genini de ihtiva etmektedir. Bla geni,
aralarinda orta diizey spekturuma sahip penisilin ve ampisilin antibiyotiklerinin
bulundugu bazi beta-laktam antibiyotiklerine direnglilik saglayan beta-laktamaz
enzimini kodlamaktadir. PZO1502 plazmiti igeren bakteriler ampisiline direnglilik
gostermelerine gore secilmektedir. Bla geni musir dokularina transformasyondan once
plazmit vektdrden ¢ikarilmaktadir. Diger genetik elementler beta-galaktozidazin bir
kismin1 kodlayan ve fonksiyonel olmayan lacZ geni ve ayrica pBR322 plazmitinden
tiiretilen replikasyonun PUC orjini ile ilgilidir. Transformasyonu takiben bitkiler
yeniden yetistirilmis ve Bt 11 transformasyonundan tiiretilen misir bitkilerinin (Zea
mays L.) polenleri, yakin akraba misir hatlarinin disi bitkileri ile tozlagmasinda

kullamlmustir. 1k ¢aprazlamaya ait soylar Btl1 tasiyan farkli misir hatlar1 olusturmak
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icin basarili bir sekilde geri ¢aprazlanmistir. Btll misirdan ¢esitli hibrit misir
varyeteleri tiiretilmektedir. Transformasyon i¢in kullanilan yap1 (pZ01502) Sekil 2.10°
da gosterilmektedir. Bt11’ in sekans Ozellikleri Cizelge 2.6° de, Btl1 misira eklenen

genetik elementlerin 6zeti ise Cizelge 2.7 de verilmistir (Anonymous 2005b, 2008b).

erild2 2 P-35s arylh b T-nos P-35s pat T-nos bla lac
s 6 s 2

Sekil 2.10 Transformasyon i¢in kullanilan DNA yapisinin linear haritasi- (pZ01502)
US-Patent-N°: 6,114,608 (Anonymous 2003c)

Cizelge 2.5 Bt 11’ in sekans ozellikleri

Element-ismi Biiyiikliik [KB]
ori322 ori322 -
P-35s P-35s 0.514
IVS 6 intervening sequence 6 0.472

CrylAb delta-endotoxin 1.84
T-nos T-nos 0.27
Space Space -
P-35s P-35s 0.42
IVS 2 intervening sequence 2 0.178

phosphinothricin acetyltransferase

(PAT) 0.558
T-nos T-nos 0.22
Space Space -
bla beta-lactamase -
lac beta-galactosidase -
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Cizelge 2.6 Btl1 musira eklenen genetik elementlerin 6zeti

Kodu Ismi Tipi Promotor, diger Terminator Kopya Form
sayis1

PAT  Fosfinotrisin- SM  CaMV 35S A tumafacience 1 Zenginlesti
N- Misir alkol dehidrogenez nopalin sintaz (nos) rilmis
asetiltransfera genindeki [VS2 intronu 3> poliadenilasyon ekspresyon
z sinyali icin
(Streptomyces modifiye
viridochromo edilmistir.
genes)

Cryl  CrylAb delta- IR CaMV 358 A. tumafacience 1 Kesik,

Ab endotoksin Misir  alkol dehidrogenez nopalin sintaz (nos) modifiye
Bacillus genindeki IVS2 intronu. 3’ poliadenilasyon
thuringiensis sinyal
subs. kurstaki
HDI

2.8.3 MONS810 misir

Ticari ismi YieldGard™ olan Mon810 musir, tarimda musirin en énemli bocek zararlist
olan ECB (Ostrinia nubilalis) tarafindan yapilan ataklara karsi spesifik bir direnglilik
kazandirilmasi i¢in gelistirilmistir. Bu yeni bitkiler Bacillus thuringiensis subs. kurstaki’
nin HD1 susundan tiiretilen ve bir insektisidal proteinin kesik (truncated) versiyonu olan

CrylAb’ yi tiretmektedir (Moen 2003b).

Mon810’ dan ifade edilen CrylAb proteini gibi delta-endotoksinler segici olarak hassas
bocek tilirlerinin kuyruk smir1 orta bagirsak epitelyumlarindaki 6zel bolgelere
baglanarak aktivite gosterirler. Baglanmanin ardindan, katyon spesifik formlar sekil
degistirerek orta bagirsak iyon akisini tahrip eder ve boylece felg ve 6liime neden olur.
CrylAb sadece lepidopteran boceklere etkilidir ve onun etkisi direkt olarak hedef
boceklerdeki 6zgiil baglanma bolgelerinin bulunusuna baglanabilir. Memeli intestinal
hiicrelerinin yiizeyinde Bacillus thuringiensis’ in delta endotoksinleri i¢in bir baglanma
bolgesi yoktur ve bu yiizden ¢iftlik hayvanlar1 ve insanlar bu proteine duyarli degildir
(Moen 2003b, Anonymous 2005c).

Kullamim amaci: Mon810 musir, insan tiiketimi (kuru veya yas 6gilitme veya tohum

yag1 olarak), yemek veya ¢iftlik hayvanlari i¢in slaj materyali olarak kullanilmak {izere

41



iiretilmektedir. Ancak; Mon810 musirin, konvansiyonel misirin yetistirildigi alanlarda

iiretilmesine izin verilmemktedir (Anonymous 2005b, Anonymous 2007c).

Modifikasyon metodu: Mon810 misir PV-ZMBKO07 ve PV-ZMGT10 plasmid DNA’
larinin bir karisimi ile Hi-II genotipine sahip musirin mikropartikiil bombardimani
(biolistik transformasyonu) ile {iretilmistir (Anonymous 2003¢c, Anonymous 2007b).
PV-ZMBKO07 CrylAb geni igeritken, PV-ZMGT10 plasmidi, CP4 EPSPS ve gox
genleri igermektedir. Her iki plazmit de, bakterilerdeki plazmitlerin replikasyonu igin
gerekli bir PUC (ori-PUC) plazmitinin igerdigi replikasyon orijini ve bakteriler ile
plazmitlerinin se¢imi i¢in gerekli ve bir bakteriyel bir promotdriin kontrolii altindaki
nptll geni icermektedir (Anonymous 2005c). Sekil 2.11° de, Mon810 musirin
transformasyonu i¢in kullanilan DNA yapisinin linear haritasi- PV-ZMBKO7 yapisi
gosterilmektedir. Cizelge 2.8 de Mon810 musir sekans o6zellikleri, Cizelge 2.9’ da ise

Mon810 misira eklenen genetik elementlerin 6zeti verilmistir (Anonymous 2003c).

F-E35s hspT0O arylhb T-nos lac oriplc np tII

ot p—

Sekil 2.11 Transformasyon i¢in kullanilan DNA yapisinin linear haritasi- PV-ZMBKO07
US-Patent- US-Patent-N°: 5,689,052 (Anonymous 2003c).

Cizelge 2.7 Mon810’ nun sekans 6zellikleri

Kisaltma Element-Ismi Biiyiikliik[ KB]
P-E35s P-E35s 0.61
hsp70 heat-shock protein 70 0.8
Cryl Ab delta-endotoxin 3.46
T-nos T-nos 0.26
lac beta-galactosidase 0.24
Space Space -
ori-pUC ori-pUC 0.65
nptll neomycin phosphotransferase 0.79
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Cizelge 2.8 Mon810 misira eklenen genetik elementlerin 6zeti

Kodu Ismi Tipi  Promotor, diger Terminatér Kopya Form
sayisl

CrylAb CrylAb delta- IR Zenginlestirilmis Yok 1 Kesik
endotoksin CaMV 35S musir  Integrasyon form
Bacillus HSP70 intron sirasinda 3’
thuringiensis ucuna
subs. kurstaki dogru
HDI kayboluyor

2.8.4 T25 musir (ACS-ZMQQ3-2)

T25 musir glufosinat amonyuma tolerans gdstermesi amaciyla dretilmigtir. T25
misirdaki glufosinat toleranslilifi, yaygin bir toprak aktinomiseti olan Streptomyces
viridochromogenes’ ten elde edilen ve fosfinotrisin-N asetil transferaz (pat) enzimini
kodlayan bir genin aktarilmasiyla saglanir. Ayrica, glufosinat da ayni organizmadan
izole edilmistir. Pat enziminin her hangi bir toksik 6zelliginin varlig1 bilinmemektedir

(Bunning 1995).

Glufosinat amonyum Basta, Rely, Finale ve Liberty gibi bazi firmalar tarafindan
tiretilen fosfinotrisin herbisitlerinin aktif ingrediyetidir. Aslinda, glufosinat kimyasal
olarak glutamat amino asidine benzemektedir ve onun gibi davranir. Glutamat
molekiilii, normalde glutamin olusturulmasi amaciyla glutamin sintaz enzimi tarafindan
kullanilir. Ancak; glukofosinat varliginda, glutamin sintaz enzimi, glutamat yerine
glukofosinat molekiiliinii kullandig1 i¢in glutamin olusturamaz ve genel aktivitesi
Oonlenmis olur. Glutamin sintaz amonyum detoksifikasyonuna da katilmaktadir.
Glukofosinatin etkisiyle glutamin seviyesi azalacagindan, buna bagli olarak dnce bitki
dokularindaki amonyak konsantrasyonunda artis olur ve bu yilizden hiicre membrani

parcalanarak bitki solmasi ve Oliimiine neden olan fotosentez durmasi gergeklesir

(Anonymous 2006b).
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Kullanim amaci: Tane ve silaj i¢in sar1 dis tipi musir iiretiminde kullanilmaktadir.
Ancak; T25 musirin, geleneksel musirin yetistirildigi alanlarda {iretilmesine izin

verilmemektedir (Anonymous 2006b).

Modifikasyon metodu: T25 misir, kimyasal yontem ile direkt transformasyon islemine
tabi tutulan sar1 dis misirdan elde edilen ve PAT geni iceren protoplastlarin kiiltlire
alinmasiyla iretilmistir. Transformasyona ugratilan hiicre kolonileri glufosinat
amonyum iceren bir ortama aktarilarak, transformasyona ugratilan hiicreler secilmistir.
Daha sonra birincil transformantlar sar1 dis misir tipinin patentli ve ticari yakin akraba
hatlar ile geri ¢aprazlanmistir. T25 transformantlara eklenen pat geni, pat enziminin
amino asit dizisini degistirmeden, ekspresyonu optimize edilmesi amaciyla modifiye

edilmistir (Anonymous 2006b).

T25, ayrica segici markir olarak beta laktamaz (bla) geni ihtiva eder. Bla geni orta
spektrumlu penisilin ve amfisilin gibi bazi beta-laktam antibiyotiklere direnglilik
saglayan bir beta-laktamaz enzimini kodlamaktadir (Bunning 1995). Bla geninin
promotorii sadece bakterilerde aktif oldugu i¢cin modifiye misir hatlarinda aktif degildir
(Anonymous 2006b). Sekil 2.12° de T25 musirin transformasyonu i¢in kullanilan DNA
yapisinin linear haritasi- P35S/Ac yapis1 gosterilmektedir (Anonymous 2003c). T25
musir sekans 6zellikleri Cizelge 2.10° de, Mon810 musira eklenen genetik elementlerin

Ozeti ise Cizelge 2.11° de verilmistir.

bla ori-pUC P-35= pat T-35s

Y
Y

Sekil 2.12 T25 misirda transformasyon i¢in kullanilan DNA yapisinin linear haritasi-
P35S/Ac (Anonymous 2003c¢)
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Cizelge 2.9 T25’ in sekans 6zellikleri

Kisaltma Element-ismi Biiyiikliik|KB]
bla Beta-laktamaz 0.86
ori-pUC ori-pUC 2.63
P-E35s P-E35s 0.52
Space Space 0.029
pat fosfinotrisinasetiltransfer  0.53
az
Space Space 0.019
T-35s T-35s 0.2

Cizelge 2.10 T25 musira eklenen genetik elementlerin 6zeti

Kodu  Ismi Tipi Promotdr, diger Terminator Kopy Form
a
sayis1
pat CrylAb IR [k kopya promotdr, misir CaMV 35S 1 Modifiye veya
delta- fosfoenolpiriivat poly(A) sinyal zenginlestirilmi
endotok karboksilaz geni ve CaMV s ekspresyon;
sin 35S terminatordendir. Ve PEG ortaminda
Bacillus ikinci kopya CaMV 35S bitki
thuringi terminator ve bir musir protoplastlarnin
ensis kalsiyum bagli protein icine aliniyor.
subs. kinaz geninden tiiretilen
kurstaki bir promotoriin
HD1 diizenlenmesi  altindaki
ikinci kopyadir.
bla Beta- SM Bakteriyal promotdr Kesik beta
lactama laktamaz geni-

z

5’ ucuna dogru
genin %25’ i
kayip ve
eksprese
edilmiyor.

2.8.5 CBH351 musir (ACS-ZMQQ4-3)

k™ olan CBH351 musir, Bacillus thuringiensis subs. tolworthi’nin

Ticari ismi Starlin
BTS02618 susundan elde edilen Cry9 geni aktarilarak, tarrmda misirin en dnemli bocek
zararlis1 olan ECB (Ostrinia nubilalis) tarafindan yapilan ataklara karsi spesifik bir
direnglilik kazandirilmas1 ve Streptomyces viridochromogenes’ ten ise fosfinotrisin
asetiltransferaz (PAT) kodlayan genin aktarilmasi ile bir herbisit olan glufosinat

amonyuma direnglilik kazandirilmasi i¢in gelistirilmistir (Bucchini and Goldman 2002).
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CBH351’ den ifade edilen Cry9 proteini gibi delta-endotoksinler segici olarak misirin
yemlik degerini etkileyen lepidopteran bocek tiirii olan ECB larvalarinin kuyruk (brush)
siir1 orta bagirsak epitelyumlarindaki 6zel bolgelere baglanarak aktivite gosterirler.
Baglanmanin ardindan, katyon spesifik formlar sekil degistirerek orta bagirsak iyon
akisini tahrip eder ve bdylece felg ve 6liime neden olurlar. CrylAb sadece lepidopteran
boceklere etkilidir ve onun etkisi direkt olarak hedef boceklerdeki 6zgiil baglanma
bolgelerinin bulunusuna baglanabilir. Memeli intestinal hiicrelerinin yiizeyinde Bacillus
thuringiensis’ in delta endotoksinleri igin bir baglanma bdélgesi yoktur ve bu yiizden

ciftlik hayvanlar1 ve insanlar bu proteine duyarl degildir (Anonymous 2001).

PAT enzimi ise transformasyona ugramis bitki hiicrelerinin tanimlanmasinda segici
marker olarak yararli oldugu kadar bir herbisid olan fosfonotrisine direnglilik
gostermesi agisindan da Onemlidir. Fosfonotrisin, glufozinat amonyum olarak da
bilinmektedir ve Basta, Rely, Finale ve Liberty herbisitlerindeki aktif ingrediyenttir.
PAT enzimi fosfonotrisinin asetilasyonunu katalizleyerek herbisidal aktivitesini elimine

eder ve boylece onu toksik olmayan duruma getirir (Anonymous 2001).

Kullanim amaci: CBH351 musir, ¢iftlik hayvanlar i¢in yemek veya slaj materyali
olarak kullanilmak iizere iiretilmektedir. Ancak; CBH351 misirin, geleneksel misirin
yetistirildigi alanlarda {retilmesine 1izin verilmemektedir (Anonymous 2001,

Anonymous 2008c).

Modifikasyon metodu: CBH351 misir, PUC19 temelli plasmitlerden olan PV-
ZMBKO07 ve PV-ZMGTI10 plasmid DNA’ larinin bir karisimi ile (PA91xH99)xH99
hibrit misirin mikropartikiil bombardimani (biolistik transformasyonu) ile tiretilmistir
(Anonymous 2001, Anonymous 2003c). Her iki plazmit de modifiye Cry9C ve bar
genlerini icermektedir. Cry9C ve bar genleri, bitkilerin ¢cogunda onlar1 devamli olarak
ve vyiiksek seviyelerde eksprese edebilen, kodlanmamis (noncoding) diizenleme
dizilerine eklenir. Ozellikle modifiye Cry9C geni petunyadaki cab22L geninin lider
dizisi ile CaMV’ nin 35S transkripsiyonuna ait promotdr ve terminatdr dizileri ile

diizenlenmektedir. Ayrica, bar geninin ekspresyonu terminasyon transkripsiyonu ve
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poliadenilasyon igeren A. tumafaciens’ in NOS geninin sahip oldugu 3’ tranlasyon
bolgesi ile birlikte 35S CaMV promotor tarafindan yonetilmektedir. Bu regulator
bolgelerin bir ¢ogu bitki patojenlerinden tiiretilmesine ragmen diizenleyici diziler,
diizenleme icin dizayn edilen genler ile veya kendi baslarina bitki hastaliklarina sebep
olmazlar. Ayrica; transformasyona katilan plazmitteki genetik elementler ampisilin
direnglilik geni, beta-laktamaz (bla) ve enterik bir bakteri olan E. coli’ deki her iki
replikasyon baslangicini (ori) igermektedir. Her ikisi de, CBH351 musira aktarilmasina
ragmen, bitkilerde fonksiyonel degildir. Bla geni, transforme olmus E. coli konuk¢u
bakterilerin saptanabilmesi i¢in segici markir olarak yalnizca plazmitlerde
bulunmaktadir (Anonymous 2001). Sekil 2.13° de, CBH351 musirin transformasyonu
icin kullanilan DNA yapisinin linear haritasi- pRVA9909 yapis1 gosterilmektedir.
CBH351 musir sekans ozellikleri Cizelge 2.12° de, CBH351 nusira eklenen genetik

elementlerin 6zeti ise Cizelge 2.13” de verilmistir.

F-35z cab2ZL cxy3C T-35= ori-pTC b lm pUC13

- e I—

Sekil 2.13 CBH351 muisirin transformasyonu i¢in kullanilan DNA yapisinin linear
haritasi- pPRVA9909 yapisi (Anonymous 2003c)

Cizelge 2.11 CBH351 musir sekans 6zellikleri

Kodu Element-ismi Biiyiikliik|KB]

P-E35s P-E35s 0.52
Cab22L Cab22L 0.059
Cry9C Cry9C delta-endotoxin 1.9
T-35s T-35s 0.2
ori-pUC ori-pUC 1.1

bla Beta-laktamaz 0.9
PUC19 PUC19 0.4

47



Cizelge 2.12 CBH351 misira eklenen genetik elementlerin 6zeti (Anonymous 2001)

Kodu Ismi Tipi Promotor, diger Terminator Kopya Form
sayisl
Cry9C  Cry9C delta- IR CaMV 358S; Petunya CaMV 358 >4 Kesik N-,
endotoksin hibritlerinin  cab22L.  geninin  poly(A) sinyal C-
Bacillus lider dizisi terminal

thuringiensis
subs. tolworthi

bar Fosfinotrisin-N- ~ HT CaMV 358 A >1
asetiltransferaz tumafacience
(Streptomyces nopalin sintaz
hygroscopicus) (nos) 3
poliadenilasyo
n sinyali
Beta-lactamaz SM Bakteriyal promotdr Bitki
dokularina
transfer
edilemedi

2.9 Halkin Katilim ve Egitimi

Genetik Miihendisligi’nin ¢evre ve insan sagligina sebep oldugu muhtemel zararlar son
derece ciddi boyuttadir ve halka, 6zellikle de halk tanimlamasinin bir pargasi kabul
edilen bilim insanlarina, bu bilgiyi agiklamak sarttir (Lin 2005). Ciinkii; mevcut
sorunlara ¢oziim iliretmek ve olasi sorunlart 6nleyebilmek i¢in bilim adamlar sliphesiz

kilit rol oynayacaktir.

Biyogiivenlik protokolii sadece yasal diizenlemeleri kapsamamakta, ayn1 zamanda yasal
diizenlemelerin anlasilabilmesi ve saglikli platformlarda tartisilabilmesi i¢in gerekleri
diizenlemelerin hayata gecirilmesini de garanti altina almayi amaglamaktadir. Bunu
saglamada en etkili yol halkin katilimi ve egitimini igeren ve halkin bu konudaki

farkindaligini artiracak bir mekanizma olusturulmasidir (Ling and Lin 2005).

Biyogiivenlik Protokoliiniin 23. maddesinin uygulanmasinda taraflar, kendi yasalarinin
dizayni ve uygulama evrelerinde halk katilimini saglamak i¢in Genetik Miihendisliginin
teknolojik degerlendirmelerinin iletimini saglayacak ulusal bir sistem gelistirmek
zorundadir (Ling ve Lin 2005). Biyogiivenlik; etik, sosyo-ekonomik, stirdiiriilebilirlik
ve politik alanlar1 da kapsayan karmasik bir konudur ve bu konularin her biri halkin

bilgisine sunulmalidir. Ayrica, halkin ne yedigini bilmeye hakki vardir ve bunu
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saglamada etiketleme biiyiik dnem arz eden konulardan biridir (Baran ve Ozcelik 2007).

Bu yiizden, genetik modifiye iiriinler mutlaka etiketlenmelidir.

Tiirkiye’ de halkin egitimi ve katilimi ile ilgili etkin bir mekanizma olusturulmasinda
tiketiciler, goniilli kuruluslar (bilimsel dernekler), meslek odalari/birlikleri
(sendikalar), o©zel sektor, ¢iftciler, sanayiciler, tiniversiteler, medya ve yerel
yonetimlerin yani sira, ozellikle kamu kuruluslarina biiyiik gérev diismektedir. En kisa
zamanda Ongoriilen ¢aligmalar tamamlanip, ilgili yasa ile bu sistemin devamliligi
saglanmalidir. Ozellikle, en etkili grup olan tiiketicilerin konu hakkinda bilinglenmesi,
tiiketici talepleri dogrultusunda, iilkenin yasal diizenlemelerinin gelismesinde de biiyiik
rol oynayacaktir. Capraz bulagma, genetigi degistirilmis bitkilerin endemizme etkisi gibi
baz1 konularda cesitli bilimsel c¢evrelerin goriislerine ihtiya¢ duyulacagi gibi, yasadisi
tohum ithalinin 6nlenmesinde {ireticiye de biiylik gorev diisecektir. Ciinkii; salt
tazminatlar, gen kacis1 ile dogada meydana gelebilecek herhangi bir tahribati geri

getiremeyecektir (Baran ve Ozcelik 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Ornekleme

Materyal olarak islenmemis yemlik tane muisir, yari islenmis ve c¢ok islenmis misir
numuneleri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Yemlik tane musirlar Yem Sanayicileri Birligi
tarafindan ithal edilen ve Tirkiye’ nin ¢esitli bolgelerinde yetisen yerli cesitlerden
secilmigtir. Yar1 islenmis ve ¢ok islenmis misir 6rnekleri ise yerel siiper marketlerden
satin alinan yerli ve ithal misir drneklerinden olusmaktadir. Ornekler, Nisan 2004-Nisan
2005 tarihleri arasinda bir yil boyunca (3’ er aylik donemlerde 4 kez) toplanmis olup,

ayni donemde alinan 6rneklerin farkli markalardan se¢ilmesine 6zen gosterilmistir.

Ormneklemede Kay ve Paoletti (2001)’ in &nerdigi yontemler kullanilmistir. Islenmis
orneklerin tamami once 6gitiilmiis daha sonra homojenize edilmistir. Binomial tarzda
homojenize edilen 6rneklerde % 1° den diisiik GM konsantrasyonuna sahip {irlinlerin %
95 giivenlilirlikte saptanabilmesi i¢in 299 musir tanesi gerekmektedir (Lipp and Anklam
2002). Bu yiizden, islenmemis orneklerde, 1 kg yemlik tane misir1 temsilen en az 300
misir tanesi rastgele segilerek blender’ da un haline gelene kadar homojenize edilmistir.
Ogiitme isleminin etkinligi arttikca ekstraksiyon ajanlarmin etki etme alam da arttif
icin (Guerra 2005), biiyiik parcalar miimkiin oldugunca toz haline getirilmistir.
Homojenize edilen musir taneleri iyice karistirilmistir. Homojenizasyon islemi misir

gevregi ve misir cipsi orneklerine de uygulanmistir.

Parcalama esnasinda, 121 °C’ de 15 dk otoklavda sterilize edilmis ekipmanlar
kullanilmigtir. Homojenizasyon isleminden sonra ornekler steril cam siselerde
paketlenerek etiketlenmis ve daha sonra kullanmak amaciyla +4 °C’ de saklanmustir.
Analiz edilen &rnekler Cizelge 3.1° de verilmektedir. Orneklerin proses dereceleri ile
DNA izolasyonu/PCR amplifikasyonlar1 arasinda iliski olabilecegi i¢in, iirlinlerin proses

asamalar1 dikkate alinmustir.
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Cizelge 3.1 Islenmis ve islenmemis misir drnekleri

Ornek Ornek Ornek Cinsi Orijini Alindigi Alindigi
Sayis1 Kodu Yer Doénem
1 MY1 Yemlik Tane Misir  ithal Ankara 1. Dénem
Misir(T.E*)
2 MY2 Yemlik Tane Misir  Ithal Ankara 1. Donem
Misir(T.E*)
3 MY3 Yemlik Tane Misir  ithal Ankara 1. Dénem
Misir(T.E*)
4 MY4 Yemlik Tane Misir  ithal Ankara 1. Dénem
Misir(T.E*)
5 MUI Misir Unu (T.E*) Ankara 1. Dénem
6 MU2 Misir Unu (T.E*) Ankara 1. Donem
7 MU3 Misir Unu (T.E*) Ankara 1. Donem
8 MU4 Misir Unu (T.E*) Ankara 1. Donem
9 MNIS1 Maisir Nigastasi (T.E*) Ankara 1. Donem
10 MNIS2 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 1. Dénem
11 MNIS3 Misir Nisastast (T.E*) Ankara 1. Dénem
12 MNIS4 Maisir Nigastasi (T.E*) Ankara 1. Donem
13 MCI1 Masir Cipsi (T.E*) Ankara 1. Donem
14 MC2 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 1. Donem
15 MC3 Maisir Cipsi (T.E*) Ankara 1. Donem
16 MC4 Masir Cipsi (T.E*) Ankara 1. Donem
17 MGl Misir Gevregi (T.E*) Ankara 1. Donem
18 MG2 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 1. Donem
19 MG3 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 1. Dénem
20 MG4 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 1. Donem
21 MY5 Yemlik Tane Misir  Tiirkiye Gaziantep 2. Donem
22 MY6 Yemlik Tane Misir  Tiirkiye Samsun 2. Doénem
23 MY7 Yemlik Tane Misir  Tiirkiye Adana 2. Dénem
24 MY8 Yemlik Tane Misir  Tiirkiye Adapazar1 2. Donem
25 MUS Misir Unu (T.E*) Ankara 2. Dénem
26 MU6 Misir Unu (T.E*) Ankara 2. Donem
27 MU7 Misir Unu (T.E*) Ankara 2. Donem
28 MUS Misir Unu (T.E*) Ankara 2. Dénem
29 MNIS5 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 2. Dénem
30 MNI$6 Misir Nigastasi (T.E*) Ankara 2. Dénem
31 MNIS7 Misir Nisastast (T.E*) Ankara 2. Donem
32 MNIS8 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 2. Dénem
33 MCs5 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 2. Donem
34 MCe6 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 2. Donem
35 MC7 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 2. Dénem
36 MC8 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 2. Donem
37 MG5 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 2. Donem
38 MG6 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 2. Dénem
39 MG7 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 2. Donem
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Cizelge 3.1 Islenmis ve islenmemis musir drnekleri (devam)

Ornek Ornek Ornek Cinsi Orijini Alindigi Alindigi
Sayisi Adi Yer Doénem
40 MG3 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 2. Donem
41 MY9 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Kayseri 3. Dénem
42 MY10 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Edirne 3. Donem
43 MYl Yemlik Tane Misir Tiirkiye [zmir 3. Donem
44 MY12 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Adana 3. Donem
45 MU9 Misir Unu (T.E*) Ankara 3. Dénem
46 MU10 Misir Unu (T.E*) Ankara 3. Dénem
47 MUI11 Misir Unu (T.E*) Ankara 3. Donem
43 MU12 Misir Unu (T.E*) Ankara 3. Dénem
49 MNIS9 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 3. Dénem
50 MNIS10 Maisir Nigastasi (T.E*) Ankara 3. Donem
51 MNIS11 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 3. Doénem
52 MNIS12 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 3. Dénem
53 MC9 Misir Cipsi (T.E¥*) Ankara 3. Donem
54 MC10 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 3. Dénem
55 MC11 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 3. Donem
56 MC12 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 3. Dénem
57 MG9 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 3. Donem
58 MG10 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 3. Donem
59 MGI1 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 3. Dénem
60 MG12 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 3. Donem
61 MY13 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Corum 4. Donem
62 MY 14 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Gaziantep 4. Donem
63 MY15 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Kayseri 4. Donem
64 MY16 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Adana 4. Dénem
(Yerli gesit)
65 MY17 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Manisa 4. Donem
66 MY138 Yemlik Tane Misir Ukrayna Ankara 4. Donem
67 MY19 Yemlik Tane Misir Tiirkiye Adana 4. Dénem
68 MUI13 Misir Unu (T.E*) Ankara 4. Dénem
69 MU14 Misir Unu (T.E*) Ankara 4. Donem
70 MU15 Misir Unu (T.E*) Ankara 4. Dénem
71 MU16 Misir Unu (T.E*) Ankara 4. Dénem
72 MNIS13 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 4. Donem
73 MNIS14 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 4. Donem
74 MNIS15 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 4. Dénem
75 MNIS16 Misir Nisastasi (T.E*) Ankara 4. Donem
76 MCI13 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 4. Dénem
77 MC14 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 4. Donem
78 MCI15 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 4. Dénem
79 MC16 Misir Cipsi (T.E*) Ankara 4. Dénem
80 MG13 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 4. Dénem
81 MG14 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 4. Dénem
82 MG15 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 4. Dénem
83 MG16 Misir Gevregi (T.E*) Ankara 4. Dénem

*TE: Tespit Edilemedi
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Ham madde olarak kullanilan misir (larin) tiiri ve yetistirildigi {ilke bilinmedigi i¢in,
islenmis musir Uriinlerinin orjini Cizelge 3.1° de “tespit edilemedi” seklinde

belirtilmistir.

3.2 Sertifikali Referans Materyaller (CRM’ ler)

Sertifikali referans materyaller (Certified Reference materials-CRM) Avrupa Birligi
(AB) Institute for Referance Materials and Measurements ve European Referece
Materials (IRMM, ERM) tarafindan iiretilmistir. Bt 176 musir, Bt 11 misir ve MON 810

misir olmak iizere ti¢ farkli CRM kullanilmistir.

Bu iiriinler, farkli oranlarda GM iirilin igeren sogukta kurutulmus homojenize unlardir.
Argon gazi atmosferi altinda yaklasik 1 g halinde cam siselerde paketlenmektedir.
CRM’ ler kuru, karanlik ve serin (+4C) ortamlarda muhafaza edilmektedir. Cizelge 3.2’

de kullanilan CRM” ler ve oranlari verilmektedir.

Cizelge 3.2 Bt176 musir, Bt 11 misir ve MON 810 musir’larin CRM” leri

Sertifikali Referans Materyaller Uriin Kodu

% 0 Bt176 musir (wiw) ERM®-BF411a
% 0.1 Bt176 musir (wiw) ERM® BF411b
%0.5 Bt176 musir (W/w) ERM® BF411c
%1 Bt176 musir (W/w) ERM® BF411d
%?2 Bt176 musir (W/w) ERM® BF411e
% 5 Bt176 misir (W/w) ERM® BF411f
% 0 Bt 11 misir (wiw) ERM®-BF412a
% 0.1 Bt 11 misir (W/w) ERM® BF412b
%0.5 Bt 11 musir (W/w) ERM® BF412¢c
%1 Bt 11 misir (W/w) ERM® BF412d
%2 Bt 11 misir (W/w) ERM® BF412e
% 5 Bt 11 musir (W/w) ERM® BF412f
% 0 MON 810 musir  (W/w) ERM®-BF413a
% 0.1 MON 810 musir (W/w) ERM® BF413b
%0.5 MON 810 musir  (w/w) ERM® BF413c
%1 MON 810 misir  (w/w) ERM® BF413d
%2 MON 810 misir  (w/w) ERM® BF413e
% 5 MON 810 musir  (W/w) ERM® BF413f
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3.3 islenmis ve Islenmemis Uriinlerden DNA ekstraksiyonu

Bu amagla 3 farkli DNA izolasyon yontemi kullanilmistir; CTAB y6ntemi, Roche-High
Pure DNA Isolation Kit, Sure Food — Prep Plant X DNA Isolation Kit.

3.3.1 CTAB yontemi

Bazi islenmis ve islenmemis misir 6rneklerinin DNA izolasyonunda Rogers ve Bendich
(1985)’in yontemi kullanilmigtir. 100 mg’ lik un haline getirilerek homojenize edilmis
ornek 1.5 mL’ lik steril bir reaksiyon tiipiine aktarilmistir. Uzerine 300 pL steril
deiyonize su eklenerek vortex ile karigtirillmistir. Sonra tizerine 500 uL. CTAB-Buffer
eklenis ve vortex ile tekrar karigtirilmistir. Daha sonra 20 puL Proteinaz K (20 mg/ml)
eklendikten sonra karstirilmis ve 65 °C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Ilk
inkiibasyondan sonra 20 pL. RNase A (10 mg/ml) eklenmis ve karistirildiktan sonra 5
dakika daha inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler 13000
rpm’de, 10 dakika Hettich (Micro 22R)’ de santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi1 500 pLL
kloroform/isoamilalkol (24/1) igeren bir tiipe eklemistir ve 30 sn karistirtlmistir. Tiipler
13000 rpm’ de, 10 dakika santrifiijlenerek faz ayrimi saglanmis ve {ist tabaka yeni bir
reaksiyon tlipiine aktarilmistir. 2 hacim (¢ektigimiz iist tabaka ¢6zeltinin 2 kati) CTAB
Precipitation ¢ozeltisi eklenip, pipet ile iyice karigtirllmistir. Bu islemin ardindan tiipler
60 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Pelet olusumunu saglamak icin
13000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmistir. Pelet 350 pL
NaCl (1.2 M) de c¢oziindirilmiis, ¢oOziindiirilen pelet iizerine 350 pL
kloroform:isoamilalkol (24:1) karisimi eklenerek 30 sn karistirilmistir. Sonra tiipler faz
ayrilana kadar (yaklasik 10 dakika) 13000 rpm’de santrifiijlenmistir. Niikleik asidin
coktiirtilmesi amaciyla (precipitation) iist tabaka yeni bir reaksiyon tiipiine aktarilip, 0.6
hacim izopropanol eklenmis ve karistirilmistir. Tiipler 13000 rpm’de, 10 dakika yeniden
santrifiijlenerek, stipernatant atilmistir. Pelet kismina % 70’lik etanol ¢ozeltisinden 500
uL  eklenip, dikkatlice karistirilmistir. Tipler 13000 rpm’de, 10 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant tekrar atilmistir. Pelet i¢indeki etanoliin tamamen

ucurulmasini saglamak amaciyla, oda sicakliginda birakilarak kurutulmustur. Toplanan
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pelet 100 pL steril deiyonize suda tekrar ¢oziindiirilmistiir (Somma 2003). Sonugta
saflastirilmis template DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA, daha sonra kullanmak amaciyla -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.3.2 Roche-High Pure DNA Isolation Kit ile DNA izolasyonu

Un haline getirilmis 200 mg’ lik homojenize 6rnek 2 mL’ lik steril bir reaksiyon tiipline
aktarilmistir. Uzerine 1000 pL Extraction Buffer eklenerek vortex ile 30 sn
kanstirilmistir. Elde edilen ¢ozelti 80 °C’de, 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
isleminin ardindan tiipler 12000 g’de, 10 dakika Hettich (Micro 22R)’ de
santrifiijlenmistir. Siipernatant kism1 400 uL Binding buffer iceren bir tiipe eklemis ve
karistirilmistir. Sonra 80 puL Proteinaz K (20 mg/mL) eklenmis ve karistirilip, 5 dakika,
72 °C’ de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon isleminin ardindan 200 pL isopropanol
alkol eklenerek iyice karistirllmistir. Bu karisimdan 650 pL alinarak Collection tiip
icine yerlestirilen High Pure Filter tiipe yiiklenmistir. High Pure Fitler Tiip 5000 g’ de, 1
dk santrifiij edilmistir. Collection tiipe gecen miktar atildiktan sonra 450 pL. Wash
Buffer eklenmistir 1 dakika siire ile 5000 g’ de santrifiijlenerek alltaki kisim atilmistir.
Bu islem tekrarlanmak suretiyle 2. kez yikama yapilmistir. Bundan sonra tiipler 10
saniye siire ile 13000 g’de santrifiijlenerek Wash Buffer’ in tamamen uzaklagsmasi
saglanmistir. Daha sonra collection tiip atilip, filter tiip yeni bir reaksiyon tiipiiniin i¢gine
yerlestirilmistir. Uzerine 70 °C’de dengeye getirilen 30-100 uL elution buffer eklenis ve
1 dakika siire ile 5000 g’ de santrifiij islemi uygulanmistir. Sonucta, saflastirilmig

template DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA, daha sonra kullanmak amaciyla -20 °C* de muhafaza edilmistir.
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3.3.3 Sure Food—Prep Plant X DNA Isolation Kit ile DNA izolasyonu

Cok islenmis iiriinlerden bazilari, iiretici firma tarafindan hazirlanmis protokole gore
izole edilmistir. Un haline getirilmis 200 mg’ lik homojenize 6rnek 2 mL’ lik steril bir
alic1 tiip (yesil) igine aktarilmistir. Uzerine 580 pL Lysis Buffer (kit kodu L) ve 20 uL
Proteinaz K (kit kodu K) eklenip kisa stire karistirilmigtir. Sonra 65 °C’ de 30 dk inkiibe
edilmis ve homojen 6rnege 40 puL (10mg/ml) RNAse ilave edilmistir. Cozelti 12000
rpm’de (kiiciik santrifiijde), 2 dk santrifiij edilmistir. Yeni bir 2 mL’lik alic1 tiip (yesil)
alinarak i¢ine filtre yerlestirilmistir. Filtreye 400 pL sivi slipernatant ilave edilmistir.
Alict tiip 12000 rpm’de, 2 dk filtre ile santrifiij edilmistir. Filtrata 200 pL Binding
Buffer (kit kodu B) eklenmis ve iyice karistirilmistir. Yeni 2 mL’ lik bir alic1 tiipe
(yesil) filtre yerlestirilmistir. Yeni filtre i¢ine hazirlanan ¢ozelti eklenmistir. Cozelti
12000 rpm’de (kiiciik santriftijde), 2 dk santrifiij edilmistir. Filtrat atilmis ve alici tiipe
filtre tekrar yerlestirilmistir. Filtreye 550 puL Pre-Wash Buffer eklenmis ve 12000
rpm’de (kiigiik santrifiijde), 1 dk santrifiij edilmistir. Filtrat atilmis ve filtre ayni alici
tiipe yerlestirilmistir. Filtreye daha sonra 550 pL. Wash Buffer I eklenmis ve 12000
rpm’de (kiiciik santrifiijde), 1 dk santrifiij edilmek suretiyle ikinci kez yikama
yapilmustir. Filtrat atilip, alic1 tiipe filtre tekrar yerlestirildikten sonra 2 dk, 12000
rpm’de santrifiij edilmistir. Bu suretle Wash-buffer tamamen giderilmistir. Yeni 2
mL’lik bir alict tiip (yesil) igine filtre yerlestirilip onceden 1sitilmig (65°C) Elution
Buffer X’ten (kit kodu X) 200 uL eklenmistir. C6zelti 65 °C’de, 3 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiip10000 rpm’de 2 dk santrifiij edilip filtre atilmistir. Asag1 gegen
filtrata 200 uL Lysis Buffer (kit kodu L) ve 200 uL Binding Buffer (kit kodu B)
konmus ve iyice karistirilmistir. 2 mL’lik bir alict tlipe (yesil) yeni bir filtre
yerlestirilmistir. Yeni filtre icine bir onceki adimda hazirlanan ¢dzelti eklenmistir.
Cozelti 12000 rpm’de (kiigiik santrifiijde), 2 dk santrifiij edilmistir. Filtrat atilmig ve
alic1 tiipe filtre tekrar yerlestirilmistir. Filtreye 550 pL Pre-Wash Buffer (kit kodu P)
eklenip, 12000 rpm’de (kiiciik santrifiijde), 1 dk santrifiij edilmistir. Islem sonunda
filtrat atilmis ve alici tiip icine filtre tekrar yerlestirilmistir. Filtreye 550 uL. Wash
Buffer I (kit kodu W) eklenip, 12000 rpm’de (kiiciik santrifiijde) 1 dk santrifiij
edilmistir. Filtrat atilip, alic1 tlipe filtre tekrar yerlestirildikten sonra 2 dk, 12000 rpm’de

santrifiij edilmistir. Bu suretle Wash-buffer tamamen giderilmistir. Filtre yeni bir alici
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tipe (1,5 mL) yerlestirilmis ve lizerine daha onceden 65°C° de dengeye getirilmis
Elution Buffer’ dan (kit kodu E) 50 pL eklenmistir. Cozelti, son olarak, 65 °C’de, 3 dk
inkiibe edildikten sonra 10000 rpm’de, 2 dk santrifiij edilmistir. Filtre atilmis, sonucta
saflastirilmis template DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA, daha sonra kullanmak amaciyla -20 °C* de muhafaza edilmistir.

3.4 DNA Konsantrasyonunun Saptanmasi

Orneklerdeki DNA safliginin kontrolii ve miktar tayini spektral yontemle yapilmustir.
Bu amagla Perkin-Elmer Lambda EZ-201 spektrofotometre kullanilmistir. Her
calismanin baslangicinda spektrofotometrenin kalibrasyonu yapilarak ideal ¢izgideki
standart sapma grafik halinde gosterilmistir. Spektrofotometrenin kalibrasyonu ve
standart sapmanin hesaplanmasindan sonra deiyonize steril su igeren “kdr” e karsi
sifirlama yapilmistir. Ornek DNA” s1 streil deiyonize su ile 1/10 oraninda sulandirilarak
bir kiivete yerlestirilmistir. 260 nm ve 280 nm’ de dl¢limler yapilmistir. Asgo/Azgo orant
hesaplanarak 6rnek saflign hesaplanmistir. Ideal oran 1.8’ dir. Oran 2.0’ dan biiyiik ise
RNA kontaminasyonunu gdosterirken, 1.6’ dan kiiclik ise protein kontaminasyonu

varligina isaret etmektedir. DNA konsantrasyonu ng/pL olarak hesaplanmustir.

DNA konsatrasyonunun hesaplanmasinda kullanilan formiil asagidaki gibidir.

DNA konsantrasyon = OD260 X Katsay1 (50) x Diliisyon Faktorii

0D260. A260° daki optik yogunlugu temsil eder. 1 optik dansite (O.D) ¢ift iplikli DNA
icin 50 uL/mL oldugundan, katsay1 olarak 50 kullanilmistir (Somma 2003).
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3.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, Thermo EC marka yatay jel elektroforez sisteminde gerceklestirilmistir. %
0.8’ lik agaroz 0.5X TBE (EKC) igeren erlenmayere aktarilmistir. Erlenmayer agarose
coziiliinceye kadar mikrodalga firinda 1sitilmistir. Karisim 50-60 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 10 mg/mL ethidium bromide stok solusyonundan son
konsantrasyon 0.3-5 pug/mL olacak sekilde ilave edilip, iyice karistirilmistir. Hazirlanan
karisim jel tepsisine dokiilmiis ve katilasincaya kadar beklenmistir. Jel iyice
katilagtiktan sonra jel tepsisi dikkatlice elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Elektroforez tankina jelin ylizeyini 2-5 mm kalinliginda kaplayacak sekilde 0.5XTBE
tampon c¢ozeltisi eklenmistir. Elektroforez 125 mA ve 80 wvoltta 60 dakika
calistirilmistir. Daha sonra jel, jel dokiimantasyon analiz sistemine (GeneGenius,
Syngene) alinarak Gene Snap Software programinda 260 nm’ de incelenmis ve

fotograflanmustir.

3.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’ nda Light Cycler (Roche) ve T Personel
(Biometra) makineleri kullanilmistir. Her diziye 06zel bir reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Reaksiyon karigimlart 10xPCR Buffer (Fermentas), MgCl, (Fermentas),
dNTP’ ler (Fermentas, Genmark), Taq DNA polimeraz (Fermentas) veya Hot taq DNA
Polimeraz (Fermentas, Applied Biosystem) icermektedir. Bir 6rnek i¢in reaksiyon miksi
ve kullanilan hedef DNA miktarlar1 saptanmak istenen bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Kullanilan maddelerden meydana gelebilecek herhangi bir bulagsmay1
saptamak tizere bir tiipe hedef DNA yerine steril deiyonize su eklenmistir. Primer
secimi Genetik Modifiye (GM), {riinlere transfer edilen yabanci genlere gore

yapilmistir.
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3.6.1 Konvensiyonel PCR’ da saptama ve tanimlama testleri

Konvensiyonel PCR’ da musir varligimi arastirmak i¢in Zein geni, genetik
modifikasyonun varligin1 arastirmak tizere ise 35S promotér ve NOS terminatdr
bolgelerinin saptanmasina ve genetik modifiye iirliin olarak tespit edilen iriinlerde
Bt176, Btl1, Mon810. T25 ve CBH351 varligim1 aragtirmak iizere tanimlama testleri

yapilmistir.

3.6.1.1 Konvensiyonel PCR’ da saptama testleri

3.6.1.1.1 Bitki spesifik PCR

Misir zein geni, ham materyal veya islenmis misir 6rneklerinden izole edilen DNA’ nin
varligini ve kalitesini belirlemek amaciyla saptanmistir. Bu amagla, misir zein genine
(zel, 10kb protein kodlar) spesifik Zein3 ve Zein4 primerleri kullanilmistir (Cizelge
3.7). Islem sonunda amaglanan (beklenen) DNA fragment biiyiikliigi 277 bp’ dir
(Querci et al. 2002).

50 uL’ lik PCR miksinin son konsantrasyonu, 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM
dNTP seti, 0.2mM zein primerleri ve 0.025 U/uL. Tag DNA polimeraz igermektedir.
Amplifikasyon i¢in reaksiyonda 2 pL hedef DNA kullanilmistir. Son hacim sterilize
deiyonize su ile 50 pL’ ye tamamlanmistir. Cizelge 3.3’ de zein geni saptanmasinda
kullanilan PCR programi, Cizelge 3.4’ de ise zein geni saptanmasinda kullanilan PCR

miksi verilmistir.
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Cizelge 3.3 Zein geni saptanmasinda kullanilan PCR miksi (1 6rnek igin)

Madde Adi Miktari (uL)

Steril de iyonize su 32.75
10x PCR Buffer 5

25 mM MgCl, 5

4 mM dNTP’s 2.5

20 mM oligoniikleotid Zein 3 1.20

20 mM olidotiikleotid Zein 4 1.20

Taq DNA Polimeraz 0.25

Cizelge 3.4 Zein geni saptanmasinda kullanilan PCR programi

Program Sicaklik (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
Baglangic sicakligi 95 3 1
Denaturasyon 96 1 40
Anneling 60 1
Son uzama 72 3 1
Sogutma 4 -

Denemelerde, pozitif kontrol olarak Bt 176 standart referans materyaller ile negatif
kontrol olarak % 0 RR soya standart referans materyal, miks’ teki olasi bir bulasmay1
tespit etmek amaciyla ise steril deiyonize su kullanilmistir. 0.5-0.2 mL’ lik ependorf
tiiplere hazirlanan miksler ve DNA T Personel (Biometra) konvensiyonel PCR’ da
calisilmistir. PCR iirlinleri, % 1 agaroz jel kullanilarak, Thermo EC yatay elektroforez
sisteminde analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 Gene Genius (Syngene) marka jel

dokiimantasyon sistemi, Genesnap programinda incelenmistir.
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3.6.1.1.2 Genetik modifiye misirin saptanmasi

Genetik modifiye misir, 35S promotor ve NOS terminator bolgelerinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile saptanmasi yontemiyle tespit edilmistir. Karnabahar Mozaik Viriisi’
nden elde edilen 35S promotor (CaMV35S) bolgesinin saptanmasinda 3553 ve 35S6
primerleri (Bergen 2001), Agrobacterium tumafaience’ ten elde edilen Nopalin Sintaz
(NOS) termitor bolgesinin tespitinde ise HA-nos-118-F ve HA-nos-118-R primerleri
(Lipp et al. 2001) kullanilmis olup, bu primerler hakkindaki bilgiler Cizelge 3.7’ de
verilmigtir. Ayrica 35S promotdér ve NOS terminatdr bolgeleri real-time PCR’ da da

analiz edilerek konvensiyonel PCR’ n verifikasyonu saglanmistir.

20 uL’ lik PCR miksinin son konsantrasyonu, 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 0.25 mM
dNTP seti, 0.2° ser mM primerler ve 0.025U/uL Taq polimeraz icermektedir.
Amplifikasyon icin reaksiyonda Sul. hedef DNA kullanilmistir. Son hacim sterilize
deiyonize su ile 20uL’ ye tamamlanmistir. 35S promotér ve NOS terminator
saptanmasinda kullanilan PCR miksi Cizelge 3.5° de, PCR program ise Cizelge 3.6” da

verilmistir.

Denemelerde, pozitif kontrol olarak % 5 ve % 0.5 Bt 176 standart referans materyaller
ile negatif kontrol olarak %0 Bt 176 standart referans materyal, miks’ teki olasi bir
bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise steril deiyonize su kullanilmistir. 0.5-0.2 mL’ lik
ependorf tiiplere hazirlanan miksler ve DNA T Personel (Biometra) konvensiyonel
PCR’ da c¢alisitlmistir. PCR f{iriinleri, % 1 agaroz jel kullanilarak, Thermo EC yatay
elektroforez sisteminde analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 GeneGenius (Syngene)

marka jel dokiimantasyon sistemi, Genesnap programinda incelenmistir.
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Cizelge 3.5 35S promotdr ve NOS terminatér bolgelerinin tespitinde kullanilan PCR

miksi

Madde Ad1 Miktar
Steril de iyonize su 11.8 uL
10x PCR Buffer 2.5uL
25mM MgCl, 2 uL
2.5 mM dNTP’s 1 uL
20 mM oligoniikleotid* 1 uL
20 mM oligotiikleotid * 1 uL
Taq DNA Polimeraz 0.2uL

Cizelge 3.6 35S promotor ve NOS terminator bolgelerinin saptanmasinda kullanilan

PCR programi
Program Sicakhik Zaman Dongii Sayis1

(O

Baslangi¢ sicakligi 95 10 dk 1

Denaturasyon 95 15 sn

Anneling 60 15 sn 50
72 15 sn

Son uzama 72 7 sn 1

Sogutma 4 -
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Cizelge 3.7 Zein geni, 35S promotor ve NOS terminator bolgesi tespitlerinde kullanilan primerler

Primerler = Hedef Dizi Dizinin Orjini Primer Ismi  Primer Baz dizilimi Molekiil Erime Beklenen Referanslar
E;unlugu Agirhg Noktasi Elz)unlugu
(g/mol) (G/O)
Kontrol Zein Zea mays Ze-03 19 AGTGCGAC 5772.3 55.2 277 Querci et al. 2002
Primerleri (reverse) CCATATTCC
AG
Ze-04 21 GACATTGTG 6410.9 51.7
(forward) GCATCATCA
TTT
Saptama CaMV 35S A. tumafacience 35S-3 20 GACAGTGG 6191.1 55.6 147 Bergen 2001
Primerleri Promotoér TCCCAAAG
ATGG
35S-6 20 GTCTTGCGA 6253.1 55.3
AGGATAGT
GGG
NOS Terminatér ~ A. tumafacience HA-nos- 24 GCATGACG 7462.8 56.2 118 Lipp et al. 2001
H8-F TTATTTATG
AGATGGG
HA-nos- 24 GACACCGC 7296.9 61.2
HE-R GCGCGATA
ATTTATCC
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3.6.1.2 Konvensiyonel PCR’ da tamimlama testleri

Tanimlama amaciyla, tarama testleri sonucu GM pozitif ¢ikan Triinlerde Bt176,
CBH351, Btl1, T25 ve Mon810 varlig: kalitatif olarak aragtirilmigtir. Bu amacla, GMO
Selection Module (Tepnel Biosystems) kitleri ile multipleks PCR ydntemi

kullanilmastir.

3.6.1.2.1 CBH351 musir tespiti

CBH351 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Aventis Crop Science tarafindan iiretilen CBH351 musir1 spesifik olarak

saptarken, ayn1 zamanda 6rnekteki misir varligini (invertaz)’ da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif CBH351 musir,
negatif kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve
DNA izolasyonu sirasindaki olas1 bir bulagsmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon
kor kullanilmustir. Ornekler 3 paralel ¢alisilmis olup, PCR’ da kullamlan &rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla
paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir. Cizelge 3.8 de CBH351 musir
tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi, Cizelge 3.9’ da ise CBH351 musir tespitinde

kullanilan PCR programi verilmistir.

Cizelge 3.8 CBH351 musir tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi

Madde Adi Miktar1
SI master miks 19.9 uLL
Taq DNA Polimeraz 0.1 pL
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Cizelge 3.9 CBH351 musir tespitinde kullanilan PCR programi

Program Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Baglangic sicakligi 94 10 dk 1
Denaturasyon 94 15 sn
Anneling 58 15 sn 50
Son uzama 72 3sn 1
Sogutma 4 -

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE( Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ likk agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
etidium bromiir ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
biiylikliigiit CBH351 musir i¢in 250 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.

3.6.1.2.2 Mon810 musir tespiti

Mon810 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Monsanto tarafindan iiretilen Mon810 (YieldGard™) musiri spesifik olarak
saptarken, ayni zamanda Ornekteki misir varligimmi (invertaz) da saptamaktadir.
Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Mon810 musir,
negatif kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve
DNA izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon
kor kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisiimis olup, PCR’ da kullanilan &rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla
paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir. Cizelge 3.10° da Mon 810 musir
tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi, Cizelge 3.11° de ise Mon 810 misir

tespitinde kullanilan PCR programi verilmistir.
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Cizelge 3.10 Mon 810 musir tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi

Madde Adi Miktar
SI master miks 19.9 uL
Taq DNA Polimeraz 0.1 uL

Cizelge 3.11 Mon 810 musir tespitinde kullanilan PCR programi1

Program Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Baglangic sicakligi 94 10 dk 1
Denaturasyon 94 15 sn
Anneling 58 15 sn 50
Son uzama 72 3sn 1
Sogutma 4 -

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE( Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ likk agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
etidium bromiir ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
biiylikliigii Mon810 muisir i¢in 203 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.

3.6.1.2.3 Bt11 musir tespiti

Btll musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Syngenta Seeds Inc tarafindan tiretilen Bt11 misir1 spesifik olarak saptarken, ayni

zamanda Ornekteki misir varligini (invertaz)’ da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Btl1 misir, negatif

kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
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izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagsmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla
paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir. Cizelge 3.12° de Btll musir
tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi, Cizelge 3.13” de ise Btl1 misir tespitinde

kullanilan PCR programi verilmistir.

Cizelge 3.12 Bt11 musir tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi

Madde Adi Miktar1
SI master miks 19.9 uL
Taq DNA Polimeraz 0.1 L.

Cizelge 3.13 Btl1 musir tespitinde kullanilan PCR program

Program Sicakhk Zaman Dongii Sayis
(o)
Baslangic sicakligi 94 10 dk 1
Denaturasyon 94 15 sn
Anneling 58 15 sn 50
Son uzama 72 3 sn 1
Sogutma 4 -

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
etidium bromiir ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
blytikliigi Bt11 msir i¢in 186 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.
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3.6.1.2.4 T25 musir tespiti

T25 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Aventis Crop Science tarafindan iiretilen T25 musirt spesifik olarak saptarken,

ayni zamanda Ornekteki misir varligini (invertaz) da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif T25 musir, negatif
kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullanilmistir. Ornekler 3 paralel ¢alisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla,
paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir. Cizelge 3.14° de T25 musir
tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi, Cizelge 3.15° de ise T25 musir tespitinde

kullanilan PCR programi verilmistir.

Cizelge 3.14 T25 musir tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi

Madde Adi Miktar1
SI master miks 19.9 uL
Taq DNA Polimeraz 0.1 uL

Cizelge 3.15 T25 musir tespitinde kullanilan PCR programi

Program Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Baslangig sicakligi 94 10 dk 1
Denaturasyon 94 15 sn
Anneling 58 15 sn 50
Son uzama 72 3sn 1
Sogutma 4 -
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PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE( Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
etidium bromiir ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
bliytikliigi T25 musir i¢in 243 bp, invertaz icin ise 121 bp’ dir.

3.6.1.2.5 Bt176 musir tespiti

Bt176 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Syngenta Seeds Inc. tarafindan iiretilen Bt176 misir1 spesifik olarak saptarken,

ayn1 zamanda 6rnekteki musir varligini (invertaz) da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Bt176 misir, negatif
kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmayi tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullanilmistir. Ornekler 3 paralel ¢alisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla,
paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir. Cizelge 3.16° da Bt176 musir
tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi, Cizelge 3.17° de ise Bt176 musir tespitinde

kullanilan PCR programi verilmistir.

Cizelge 3.16 Bt176 misir tespitinde kullanilan multipleks PCR miksi

Madde Ad1 Miktar
SI master miks 19.9 uL
Taq DNA Polimeraz 0.1 uL
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Cizelge 3.17 Bt176 musir tespitinde kullanilan PCR programi

Program Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
O

Baglangic sicakligi 94 10 dk 1
Denaturasyon 94 72 sn
Anneling 66 72 sn 50
Son uzama 72 3 sn 1
Sogutma 4 -
PCR Sonrasi Analizler

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmigstir. 10 mg/mL
Etidium Bromiir ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan aliman 50 bp DNA
markir 10 pL, 6rnekler ise 15 pL olacak sekilde jele direkt yiiklenmistir. Beklenen bant
biiytikliigii Bt176 misir i¢in 211 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.

3.6.2 Real-Time PCR’ da tarama ve miktar tayini

3.6.2.1 Real-Time PCR’ da tarama

Misir iriinlerinde genetik modifikasyonun saptanmasi amaciyla, Real-Time PCR
(Light-Cycler, Roche) ile 35S promotér ve NOS terminatér varligi aranmistir. Bu
amagcla, Light Cycler GMO Screening Kit (Roche) ile saglanan 35S promotér-NOS
terminator bolgelerine has primerleri iceren karisim, bitki DNA’ sina 6zgli primer
karisimi, GM pozitif bitki DNA” si1, gerekli enzim ve steril deiyonize su kullanilmistir.
GMO taramada kullanilacak ¢ozeltiler diisiik devirde (1500-2000 rpm), kisa siireli (30
sn-1 dk) santrifiijlenerek kuru sogutucu bloga yerlestirilmistir. 35S/NOS bolgelerinin
tespiti i¢in ayni tiipe PCR miksi hazirlanirken, bitki spesifik bdlgenin tespiti i¢in farkli
tiipe PCR miksi hazirlanmistir. 35S/NOS tespiti i¢in 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirasiyla,
11 uL dd HO, 2 pL 35S/NOS saptama miksi (10X) ve 2 uL Light Cycler GMO
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Screening enzim konmustur. Bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik PCR tiipiine,
sirastyla, 11 pLL dd H,O, 2 pL bitki geni saptama miksi (10X) ve 2 puL Light Cycler

GMO Screening enzim konmustur.

Reaksiyon karisimlarini igeren tiipler pipetle karistirthp diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa siireli (30 sn-1 dk) santrifiijlendikten sonra 15 pL olacak sekilde 20 pL
kapasiteli LightCycler kapiler tiiplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini igeren
kapiler tiiplerin lizerine 5 pL {irtin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 5 pL kit ile
saglanan LightCyler pozitif kontrol bitki DNA’ si1, negatif kontrol i¢in ise yine kit ile
saglanan 5 pL steril deiyonize su kullanilmistir. Kapiler tiiplerin agz1 kapatilarak, icine
yerlestirildikleri 6zel adaptorleri vasitasiyla diisiik devirde (3000 rpm), kisa siireli (10
sn) santrifiijlenmislerdir. Santrifiijleme isleminden sonra tiipler LightCycler cihazina ait
bir karosel yardimiyla cihaza yerlestirilerek, Cizelge 3.18° de verilen PCR programi

uygulanmistir.

Cizelge 3.18 35S promotor, NOS terminatoér ve bitki geni varhi§inin arastirilmasinda
Real-time PCR yonteminde kullanilan PCR Programi

Program : On inkiibasyon Cycle: 1 Analysis

Mode: None

Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode
(°C) (sn) Rate (°C/s)

1 95 900 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45 Analysis
Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode

(°C) (sn) Rate (°C/s)

1 95 0 20 None

2 60 25 20 Single

3 72 15 20 None
Program : Cooling Cycle : 1 Analysis
Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode

(°C) (sn) Rate (°C/s)
1 40 30 20 None
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3.6.2.2 Real-Time PCR’ da miktar tayini

Konvensiyonel PCR ve real-time PCR’ da 35S promotdér ve NOS terminatdr
bolgelerinden bir tanesi ya da her ikisi pozitif sonu¢ veren orneklerde Bt176, Btll,
Mon810 ve T25 musir miktar tayinleri yapilmistir. Bu amagla, analizlerin hepsinde real-

time PCR (LightCycler,Roche) yontemi kullanilmistir.

3.6.2.2.1 Real-time PCR yontemi ile Bt176 miktar tayini

Muisir {irtinlerinde miktar tayini relatif ve absolute kuantifikasyon olmak iizere baslica
iki yontemle yapilmistir. Bu amacla, Bt 176 Quntification Kit (Roche) ve Sure Food
Bt176 kit (R-Biofarm) kullanilmaktadir. Bu kitlerden ilki relatif kuantifikasyon

amaciyla, digeri absolute kuantifikasyon amaciyla kullanilmigtir.

3.6.2.2.1.1 Bt 176 relatif miktar tayini

Muisir {irtinlerinde Bt176 miktar tayini amaciyla, real-time PCR (Light-Cycler, Roche)
ile Bt176 ve zein geni varligi aranmistir. Bu amagla, Bt 176 Quntification Kit (Roche)
ile saglanan Bt176 misira 6zgii primerleri iceren karisim, misir DNA (zein geni)’ sina
0zgii primer karisimi, Bt176 pozitif misir DNA’ s1, gerekli enzim ve steril deiyonize su
kullanilmigtir. Bt176 miktar tayininde kullanilacak ¢ozeltiler diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa siireli (30 sn-1 dk) santrifiijlenerek kuru sogutucu bloga yerlestirilmistir.
Bt176 bolgesinin tespiti ve bitki spesifik bolgenin tespiti i¢in farkli tiiplere PCR miksi
hazirlanmistir. Bt176 tespiti i¢in 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirasiyla, 11 pL. dd H20, 2
uL Bt176 saptama miksi (10X) ve 2 pL Light Cycler GMO Screening enzim
konmustur. Misir bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirastyla, 11 uL
dd H,O, 2 uL musir bitki geni saptama miksi (10X) ve 2 uLL Bt 176 Quntification enzimi

konmustur.

Reaksiyon karigimlarini igeren tiipler pipetle karistirilip, diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa stireli (30 sn-1 dk) santrifiijlendikten sonra 15 pL olacak sekilde 20 pL
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kapasiteli LightCycler kapiler tliplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini igeren
kapiler tiiplerin iizerine 5 pL {irtin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 5 pL kit ile
saglanan Bt 176 Quntification Kit pozitif kontrol misir bitki DNA’ s1, negatif kontrol
icin ise yine kit ile saglanan 5 pL steril deiyonize su kullanilmigtir. Kapiler tiiplerin agz1
kapatilarak, i¢ine yerlestirildikleri 6zel adaptorleri vasitasiyla diisiik devirde (3000
rpm), kisa stireli (10 sn) santrifiijlenmislerdir. Santrifiijleme isleminden sonra tiipler
LightCycler cihazina ait bir karosel yardimiyla cihaza yerlestirilerek, Cizelge 3.19° da

verilen PCR programi uygulanmustir.

Cizelge 3.19 Bt176 relatif miktar tayininde kullanilan PCR Programi

Program : On inkiibasyon Cycle : 1 Analysis

Mode: None

Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode
(°C) (sn) Rate (°C/s)

1 95 900 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45 Analysis
Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode

(°C) (sn) Rate (°C/s)

1 95 0 20 None

2 60 25 20 Single

3 72 15 20 None
Program : Cooling Cycle : 1 Analysis
Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Time | Temperature Transition | Acquisition mode

(°C) (sn) Rate (°C/s)
1 40 30 20 None

Bu kit ile bir gida 6rnegindeki Bt 176 misir miktari, Bt 176 misir DNA’ sinin 6rnekteki
toplam musir miktarma orani olarak hesaplanir. Bir 6rnegin relatif GMO igeriginin
saptanmasi, 6rnegin crossing point degerine ve PCR’ 1n etkinligine baglidir. Crossing
point (CP) degeri PCR amlifikasyonunun eksponansiyel faza basladigi dongii sayisidir.
PCR’ n verimliligi (efficiency) ise reaksiyon sirasindaki kinetikleri belirtir. Tim
reaksiyonun etkinligi ise kalibrasyon kurvesinin egimi (slope) olarak ifade edilir.

Kullanilan hibridizasyon problar1 ve primerler, hem Bt176 hem de referans gene
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spesifik PCR verimliliklerine sahip olduklarindan, kalibrasyon egrileri ayr1 olarak
verilmelidir. Gida isleme sirasindaki DNA degredasyonu GMO miktar analizini

etkileyebilmektedir.

3.6.2.2.1.2 Bt 176 absolute miktar tayini

Bt176 absolute miktar tayini i¢in real-time PCR (Light-Cycler, Roche) ile Bt176 ve zein
geni varlig1 aranmistir. Bu amagla, Bt 176 Kit (Surefood) ile saglanan Bt176 misira
(Bt176 geni) 6zgii primerleri igeren karigim, misir DNA (zein geni)’ sia 0zgli primer
karisgimi, % 2’ lik Btl176 pozitif misir DNA’ si, Taq DNA polimeraz ve FDE
kullanilmistir. Bt176 miktar tayininde kullanilacak ¢ozeltiler diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa siireli (30 sn-1 dk) santrifiijlenerek, kuru sogutucu bloga yerlestirilmistir.
Bt176 bolgesinin tespiti ve bitki spesifik bdlgenin tespiti i¢in farkl tiiplere PCR miksi
hazirlanmistir. Bt176 tespiti i¢in 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirasiyla, 17 pL Bt176-
reaksiyon miksi, 1 pL. FDE ve 0.1 pL Taqg DNA polimeraz enzimi konmustur. Misir
bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik PCR tiipiline, sirasiyla, 17 pL zein-reaksiyon
miksi, 1 pL. FDE ve 0.1 pL Taq DNA polimeraz enzimi konmustur. Ancak, 6rnekler
icin hazirlanacak reaksiyon mikslerine pipetlemeden kaynaklanacak kayiplari telafi
etmek amaciyla, soliisyonlar hesaplanan miktardan % 10 daha fazla eklenmistir.
Kalibrasyon egrisi olusturabilmek amaciyla, kit ile saglanan zein ve Bt176 geni iceren
standartlar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Hem zein hem de Bt176 genleri baslangicta 10°

kopya icermektedir ve seyreltilen genlerin kopya sayilar1 Cizelge 3.20” de verilmistir.

Cizelge 3.20 Bt176 saptamada kullanilan standartlarin seyreltme seviyeleri

Seyreltme seviyesi 1 2 3 4 5
Zein 1x10° 1x10* 1x10° 1x10 1x10'
Cry 1x10° 1x10* 1x10° 1x10? 1x10'
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Reaksiyon karigimlarini igeren tiipler pipetle karistirilip, diisiik devirde (1500-2000 rpm),
kisa siireli (30 sn-1dk) santrifiijlendikten sonra 18 pL olacak sekilde 20 pL kapasiteli
LightCycler kapiler tiiplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini i¢eren kapiler tiiplerin
tizerine 2 pL iiriin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 2 pL kit ile saglanan Bt 176
Quntification Kit pozitif kontrol musir bitki DNA’ s1, negatif kontrol i¢in ise 2 pL steril
deiyonize su kullanilmistir. Kapiler tiiplerin agz1 kapatilarak, icine yerlestirildikleri 6zel
adaptorleri vasitastyla diisiik devirde (3000 rpm), kisa stireli (10 sn) santrifiijlenmislerdir.
Santrifiijleme isleminden sonra tiipler LightCycler cihazina ait bir karosel yardimiyla cihaza

yerlestirilerek, asagida verilen PCR programi (Cizelge 3.21) uygulanmigtir.

Cizelge 3.21 Bt176 absolute miktar tayininde kullanilan PCR programi

Program : On inkiibasyon Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition
(°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 60 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45
Analysis Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°O) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 5 20 None

2 62 10 20 None

3 65 10 20 Single
Program : Cooling Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°O) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)
1 40 10 20 None

PCR islemi sirasinda % 2’ lik pozitif kontrol, paralel olarak ¢alisilmistir. Cry geninin
misir DNA’ sma oranlanmasi sonucu c¢ikan pozitif kontrol degeri % 2’ yi

dogrulamalidir. Aksi taktirde, 6rnek GM miktarinin hesaplanmasinda bir diizeltme
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faktorii (K) kullanilmas1 gerekmektedir. Diizeltme faktoriinlin hesaplanmasinda

kullanilan formiil asagida verilmistir.

K=Pozitif kontrol DNA’ nin %GM miktar1/ hesaplanan miktar

3.6.2.2.2 Real-time PCR yontemi ile Bt11 miktar tayini

Btl1 absolute miktar tayini i¢in real-time PCR (Light-Cycler, Roche) ile 1vs ve zein
geni varlig1 aranmistir. Bu amagla, Bt 11 Kit (Surefood) ile saglanan Btl1 misira (1vs
geni) O0zgl primerleri igeren karisim, misir DNA (zein geni)’ sina 6zgili primer karigimi,
% 2’ lik Bt11 pozitif misir DNA’ s1, Taq DNA polimeraz ve FDE kullanilmistir. Bt11
miktar tayininde kullanilacak ¢oézeltiler diisiik devirde (1500-2000 rpm), kisa siireli (30
sn-1 dk) santrifiijlenerek kuru sogutucu bloga yerlestirilmistir. Bt11 bdlgesinin tespiti ve
bitki spesifik bolgenin tespiti i¢in farkl tiiplere PCR miksi hazirlanmigtir. Btl1 tespiti
icin 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirasiyla, 17 pL ivs-reaksiyon miksi, 1 uLL FDE ve 0.1 uL
Taq DNA polimeraz enzimi konmustur. Misir bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik
PCR tiipiine, sirasityla, 17 pL zein-reaksiyon miksi, 1 uL FDE ve 0.1 pL Tag DNA
polimeraz enzimi konmustur. Ancak, ornekler i¢in hazirlanacak reaksiyon mikslerine
pipetlemeden kaynaklanacak kayiplar telafi etmek amaciyla, soliisyonlar hesaplanan

miktardan %10 daha fazla eklenmistir.

Kalibrasyon egrisi olusturabilmek amaciyla, kit ile saglanan zein ve 1vs geni iceren
standartlar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Hem zein hem de ivs genleri baglangicta 106

kopya icermektedir ve seyreltilen genlerin kopya sayilar1 Cizelge 3.22° de verilmistir.
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Cizelge 3.22 Bt11 saptamada kullanilan standartlarin seyreltme seviyeleri

Seyreltme seviyesi 1 2 3 4 5
Zein 1x10° 1x10* 1x10°  1x10° 1x10"
Ivs 1x10° 1x10* 1x10°  1x10° 1x10"

Reaksiyon karigimlarii igeren tiipler pipetle karistirilip, diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa stireli (30 sn-1 dk) santrifiijlendikten sonra 18 pL olacak sekilde 20 uL
kapasiteli Light Cycler kapiler tiiplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini igeren
kapiler tiiplerin {izerine 2 pL iiriin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 2 pL kit ile
saglanan Bt 11 Quntification Kit pozitif kontrol misir bitki DNA’ s1, negatif kontrol i¢in
ise 2 pL steril deiyonize su kullanilmistir. Kapiler tiiplerin agzi kapatilarak, igine
yerlestirildikleri 6zel adaptorleri vasitasiyla diisiik devirde (3000 rpm), kisa siireli (10
sn) santrifiijlenmislerdir. Santrifiijleme isleminden sonra tiipler Light Cycler cihazina ait
bir karosel yardimiyla cihaza yerlestirilerek, Cizelge 3.23° de verilen PCR programi

uygulanmigstir.

PCR islemi sirasinda % 2’ lik pozitif kontrol, paralel olarak calisilmistir. Ivs geninin
misir DNA’ sma oranlanmasi sonucu c¢ikan pozitif kontrol degeri % 2’ yi
dogrulamalidir. Aksi taktirde, 6rnek GM miktarinin hesaplanmasinda bir diizeltme
faktorii (K) kullanilmas1 gerekmektedir. Diizeltme faktoriinlin hesaplanmasinda

kullanilan formiil agagida verilmistir:

K=Pozitif kontrol DNA’ nin % GM miktar1/ hesaplanan miktar
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Cizelge 3.23 Bt11 absolute miktar tayininde kullanilan PCR programi

Program : On inkiibasyon Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition
(°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 60 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45
Analysis Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 5 20 None

2 62 10 20 None

3 65 10 20 Single
Program : Cooling Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°O) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)
1 40 10 20 None

3.6.2.2.3 Real-time PCR yontemi ile Mon810 miktar tayini

Mon810 absolute miktar tayini i¢in real-time PCR (Light-Cycler, Roche) ile 1vs ve zein
geni varligr aranmistir. Bu amagla, Mon810 Kit (Surefood) ile saglanan Mon810 misira
(1vs geni) O0zgii primerleri igeren karisim, misir DNA (zein geni)’ sina 0zgii primer
karistmi, % 2’ lik Mon810 pozitif misir DNA’ s1i, Taq DNA polimeraz ve FDE
kullanilmigtir. Mon810 miktar tayininde kullanilacak cozeltiler diisiik devirde (1500-
2000 rpm), kisa (30 dk)
yerlestirilmistir. Mon810 bdlgesinin tespiti ve bitki spesifik bolgenin tespiti igin farkl

stireli sn-1 santrifiijjlenerek kuru sogutucu bloga
tiplere PCR miksi hazirlanmistir. Mon810 tespiti icin 1.5 mL’ lik PCR tiipiine,
sirastyla, 17 pL ivs-reaksiyon miksi, 1 pL. FDE ve 0.1 uL. Taq DNA polimeraz enzimi
konmustur. Misir bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik PCR tiipiine, sirasiyla, 17 uL
zein-reaksiyon miksi, 1 uL. FDE ve 0.1 pLL Tag DNA polimeraz enzimi konmustur.

Ancak, ornekler icin hazirlanacak reaksiyon mikslerine pipetlemeden kaynaklanacak
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kayiplar telafi etmek amaciyla, soliisyonlar hesaplanan miktardan %10 daha fazla

eklenmistir.

Kalibrasyon egrisi olusturabilmek amaciyla, kit ile saglanan zein ve 1vs geni iceren
standartlar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Hem zein hem de ivs genleri baglangicta 106

kopya icermektedir ve seyreltilen genlerin kopya sayilar1 Cizelge 3.24” de verilmistir.

Cizelge 3.24 Mon810 saptamada kullanilan standartlarin seyreltme seviyeleri

Seyreltme seviyesi 1 2 3 4 5
Zein 1x10° 1x10*  1x10°  1x10? 1x10'
Hsp 1x10° 1x10*  1x10°  1x10? 1x10'

Reaksiyon karigimlarini igeren tiipler pipetle karistirilip, diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa stireli (30 sn-1 dk) santrifiijlendikten sonra 18 pL olacak sekilde 20 pL
kapasiteli Light Cycler kapiler tiiplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini igeren
kapiler tiiplerin iizerine 2 pL {irtin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 2 pL kit ile
saglanan Mon810 Quntification Kit pozitif kontrol misir bitki DNA’ s1, negatif kontrol
icin ise 2 pL steril deiyonize su kullanilmistir. Kapiler tiiplerin agz1 kapatilarak, igine
yerlestirildikleri 6zel adaptorleri vasitasiyla diisiik devirde (3000 rpm), kisa stireli (10
sn) santrifiijlenmislerdir. Santrifiijleme isleminden sonra tiipler LightCycler cihazina ait
bir karosel yardimiyla cihaza yerlestirilerek, Cizelge 3.25° de verilen PCR programi

uygulanmigstir.
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Cizelge 3.25 Mon810 absolute miktar tayininde kullanilan PCR programi

Program : On inkiibasyon Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition
(°O) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 60 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45
Analysis Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 5 20 None

2 62 10 20 None

3 65 10 20 Single
Program : Cooling Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)
1 40 10 20 None

PCR islemi sirasinda % 2’ lik pozitif kontrol paralel olarak calisgilmistir. Hsp geninin
misir DNA’

dogrulamalidir. Aksi taktirde, 6rnek GM miktarinin hesaplanmasinda bir diizeltme

faktorii (K) kullanilmas1 gerekmektedir.

kullanilan formiil asagida verilmistir.

K=Pozitif kontrol DNA’ nin % GM miktar1/ hesaplanan miktar
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3.6.2.2.4 Real-time PCR yontemi ile T25 miktar tayini

T25 absolute miktar tayini i¢in real-time PCR (Light-Cycler, Roche) ile 1vs ve zein geni
varlig1 aranmistir. Bu amagla, T25 Kit (Surefood) ile saglanan T25 musira (glu geni)
0zgii primerleri igeren karigim, misir DNA (zein geni)’ sina 6zgii primer karisimi, %2’
lik T25 pozitif misir DNA’ s1, Taq DNA polimeraz ve FDE kullanilmistir. T25 miktar
tayininde kullanilacak ¢ozeltiler diisiik devirde (1500-2000 rpm), kisa siireli (30 sn-1
dk) santrifiijlenerek kuru sogutucu bloga yerlestirilmistir. T25 bolgesinin tespiti ve bitki
spesifik bolgenin tespiti i¢in farkli tiiplere PCR miksi hazirlanmigtir. T25 tespiti i¢in 1.5
mL’ lik PCR tiipiine, sirastyla, 17 pL ivs-reaksiyon miksi, 1 pL FDE ve 0.1 pL Taq
DNA polimeraz enzimi konmugtur. Misir bitki geni tespiti i¢in ayr1 bir 1.5 mL’ lik PCR
tiipline sirastyla 17 pL zein-reaksiyon miksi, 1 uLL FDE ve 0.1 pLL Tag DNA polimeraz
enzimi konmustur. Ancak, Ornekler i¢in hazirlanacak reaksiyon mikslerine
pipetlemeden kaynaklanacak kayiplari telafi etmek amaciyla, soliisyonlar hesaplanan

miktardan %10 daha fazla eklenmistir.

Kalibrasyon egrisi olusturabilmek amaciyla, kit ile saglanan zein ve glu geni iceren
standartlar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Hem zein hem de ivs genleri baslangigta 10°

kopya icermektedir ve seyreltilen genlerin kopya sayilar1 Cizelge 3.26° de verilmistir.

Cizelge 3.26 T25 saptamada kullanilan standartlarin seyreltme seviyeleri

Seyreltme seviyesi 1 2 3 4 5
Zein 1x10° 1x10* 1x10° 1x10° 1x10!
Glu 1x10° 1x10* 1x10° 1x10? 1x10"

Reaksiyon karigimlarini igeren tiipler pipetle karistirilip, diisiik devirde (1500-2000
rpm), kisa stireli (30 sn-1 dk) santrifiijlendikten sonra 18 pL olacak sekilde 20 pL
kapasiteli Light Cycler kapiler tiiplere dagitilmistir. Daha sonra PCR mikslerini igeren
kapiler tiiplerin iizerine 2 pL {irtin DNA’ s1 eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 2 pL kit ile
saglanan T25 Quntification Kit pozitif kontrol misir bitki DNA’ s1, negatif kontrol i¢in
ise 2 pL steril deiyonize su kullanilmistir. Kapiler tliplerin agz1 kapatilarak, igine

yerlestirildikleri 6zel adaptorleri vasitasiyla diisiik devirde (3000 rpm), kisa siireli (10
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sn) santrifiijlenmislerdir. Santrifiijleme isleminden sonra tiipler Light Cycler cihazina ait

bir karosel yardimiyla cihaza yerlestirilerek, Cizelge 3.27°de verilen PCR programi

uygulanmistir.

Cizelge 3.27 T25 absolute miktar tayininde kullanilan PCR programi

Program : On inkiibasyon Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition
°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 60 20 None
Program : Amplifikasyon Cycle : 45
Analysis Mode: Quantification
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)

1 95 5 20 None

2 62 10 20 None

3 65 10 20 Single
Program : Cooling Cycle : 1
Analysis Mode: None
Segment | Target Temperature | Incubation Temperature Acquisition

(°C) Time (sn) Transition Rate | mode
(°C/s)
1 40 10 20 None

PCR islemi sirasinda % 2’ lik pozitif kontrol paralel olarak ¢aligilmigtir. Glu geninin
misir DNA’ sma oranlanmast sonucu c¢ikan pozitif kontrol degeri % 2’ yi
dogrulamalidir. Aksi taktirde, 6rnek GM miktarinin hesaplanmasinda bir diizeltme
faktoric (K) kullanilmast gerekmektedir. Diizeltme faktoriiniin hesaplanmasinda

kullanilan formiil agagida verilmistir.

K=Pozitif kontrol DNA’ nin %GM miktar1/ hesaplanan miktar
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3.7 istatistiksel Degerlendirme

3.7.1 Es yapma t testi

Denemede iizerinde durulan materyaller (misir yemi, misir unu, misir nigastasi, misir
cipsi, misir gevregi) bakimindan elde edilen % degerler, her bir materyalde paralellerin
ortalamalar1 alinarak, elde edilmistir. Elde edilen bu ortalamalara es yapma t testi
uygulanarak (Sheskin 2000), relatif miktar tayin ortalamasi ile absolute miktar tayin
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar irdelenmistir. Tanitic1 istatistikler ¢izelgeler halinde

verilmistir.

3.7.2 Kappa istatistigi

Denemede, materyallerde 35S promotor bolgesi ile NOS terminator bolgesinin varligi
konvensiyonel ve real-time PCR ile ¢alisilmistir. Var-yok seklinde elde edilen verilere
Kappa istatistigi uygulanarak, her iki yOntemin benzerligi irdelenmistir. Ayrica,
kantitatif olarak veri elde edildi ise var, edilemedi ise yok seklinde yorumlanarak
kalitatif ve kantitatif yontemlerin benzerligini irdelemek icin de Kappa istatistigi
kullanilmistir.  Sonuglar, Cizelge 3.28’de verilen Kappa skalasina gore

degerlendirilmistir (Sim and Wright 2005).

Cizelge 3.28 Kappa skalast

Kappa Degeri Benzerlik

<0.10 Hig yok

0.11-0.40 Zayif

0.41-0.60 Belirgin

0.61-0.80 Giigli

0.81 Miikemmele yakin
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 DNA Izolasyonu

Uriinlerden DNA ekstraksiyonu bir CTAB ve iki ticari kit olmak iizere 3 farkli
yontemle yapilmistir. Ticari kitlerle yapilan DNA ekstraksiyonlarinin birbirleri arasinda
DNA miktar ve kalite yoniinden 6nemli bir farklilik olmamasina karsi, zaman ve DNA
miktar ve kalitesi yonlinden CTAB yonteminden istiin olduklart gozlenmistir.
Islenmemis tane musirlardan yiiksek molekiil agirhgina sahip DNA ekstraktlar1 elde
edilmistir. Islenmis iriinlerin bilyiik bir kismindan da analiz igin yeterli kalite ve
miktarda DNA izolasyonu yapilmistir. Ancak, ¢ok islenmis bazi iirlinlerde, 6zellikle
miktar tayini i¢in her zaman gerekli hedef bolgelerin ¢ogaltilmasina yetecek miktar ve
kalitede DNA elde edilemedigi goriilmiistiir. Gidalar iglenme sirasinda sicaklik, diisiik
pH ve enzimatik reaksiyonlarla hidrolize magruz kalmaktadirlar. Boylelikle, islenmis
gidalardan her zaman yiliksek molekiil agirliga sahip DNA elde edilememektedir
(Gachet et al. 1999, Aydin 2004). Sadece konsantre edilmis, kesilmis, 1sitilmas,
parcalanmis veya patlatilmis gidalar yari islenmis gidalar olarak adlandirilmaktadir.
Ancak; ¢oktiiriilmiis, kizartilmis veya fermente edilmis gidalar ise ¢ok islenmis gidalar

olarak isimlendirilmektedir (Pauli et al. 2000, Aydin 2004).

Bu tanimlamalara gore, toplanan 6rneklerden misir unu ve misir nisastasi yari iglenmis,
misir cipsi ve misir gevregi ise ¢ok islenmis iiriin olarak katagorize edilmistir. Analiz
edilen orneklerde isleme derecesi yemlik tane misir, misir unu, misir nigastasi, misir
cipsi ve musir gevregi olarak siralanmaktadir. Islenmis gidalardan en yiiksek miktarda

ve en saf DNA muisir unundan elde edilmistir.

4.2 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Teorik Saptama Limiti

Uriinlerin  spektrofotometrik  dlgiimlerinden elde edilen sonuglara gére, DNA
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Ham ve bazi yar1 islenmis materyallerden elde edilen
DNA konsantrasyonlar1 ¢ok islenmis materyallerden elde edilen DNA
konsantrasyonlarindan daha yiiksek diizeyde ¢ikmistir (EK11). Ancak; 6zellikle ¢ok
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islenmis iirlinlerde, ayni liriine ait DNA konsantrasyon degerleri ayni konsantrasyon ve
kalite diizeyinde olmayip, paralel ekstraksiyonlar arasinda dahi ¢ogu zaman birbirinden
bagimsiz degerler elde edilmistir. DNA konsantrasyonunun Sl¢iimiinden sonra teorik
saptama limiti (LOD-Limit of Detection) hesaplanmistir. Bir organizmanin replike
edilmemis haploid niikleer genomu C degeri ile ifade edilmektedir. 1C degeri temel
alindiginda, 100 ng musir 3.8x10* kopya musir genomu icermektedir (Bonfini et al.
2001, Aydin 2004) Bu orana gore, iirlinlerin teorik saptama limitleri ve kopya
numaralar1 hesaplanmistir. Ek 11°de orneklerin izolasyonundan elde edilen DNA

miktarlarinin bazilar1 verilmistir.

4.3 Bitki Spesifik PCR

Zein geni tespiti i¢in Zein3 ve Zein4 primerleri (Cizelge 3.7) kullanilmistir. Beklenen
bant biiyiikligli 277 bp’ dir. Zein geni sadece misir DNA’ sinda bulunan bir gendir.
PCR sisteminin, zein genini bulmada kullanilan “spesifik” bir yontem oldugunu ispat
etmek icin, i¢erisinde misir oldugu bilinen 6rnekler ile misir kokenli olmayan ve/veya

misir icermeyen Ornekler bir arada ¢alisilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Zein geni spesifiklik ¢aligmasi
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Cizelge 4.1 Zein geni spesifiklik ¢alismasi sonuglari

Sira No Ornek Adi Zein 277 bp

1 PK (Bt176 misir) +

NK (%0 RR Soya) -
Kor -
bugday kepegi -
soya unu -
piring -
MCI1 (misir cipsi) +

NN DN kW

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Zein geni spesifiklik caligmasinda pozitif kontrol olarak Bt176 misir, negatif kontrol
olarak ise igerisinde zein geni bulunmayan % 0 RR soya CRM’ i kullanilmistir. K&r,
PCR miksindeki olas1 bir bulasmay1 tespit etmek amaciyla DNA yerine su kullanilarak
hazirlanan 6rnektir. Diger 6rnekler; misir cipsi, bugday kepegi ve piringtir. Sekil 4.1 ve
Cizelge 4.1° e gore; PK ve musir cipsi Ornekleri pozitif, diger 6rnekler negatif sonug
vermistir. Boylelikle; kullanilan yontemin zein geni saptanmasi igin spesifik bir yontem

oldugu ispatlanmistir.

Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2° de misir unu ve misir yemi 6rneklerinde, Sekil 4.2 ve Cizelge
4.2’ de misir unu 6rneklerinde, Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3’ de misir nisastas1 6rneklerinde,
Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4’ de musir cipsi Orneklerinde, Sekil 4.5 ve Cizelge 4.5’ de musir

gevregi Orneklerinde, zein geni saptanmasi ile ilgili calisma sonuglart verilmistir.
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Sekil 4.2 Misir unu ve misir yemi 0rneklerinde zein geni saptanmasi
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Cizelge 4.2 Misir unu ve misir yemlerinde zein geni saptanmast

Sira Ornek Adi Sonu¢  Sira No Ornek Adi Sonu¢
No
1 'PK (%1 Btl11) + 27 MUI5 +
2 *NK %0 - 28 MU16 +
RRSoya
3 *K (Su) - 29 'PK (%1 Bt11) +
4 MUI + 30 *NK %0
RRSoya
5 MU2 + 31 *K (Su) -
6 MU3 + 32 MY1 +
7 MU4 + 33 MY2 +
8 'PK (%1 Btl11) + 34 MY3 +
9 *NK %0 - 35 MY4 +
RRSoya
10 K (Su) - 36 MY5 +
11 MUS5 + 37 MY6 +
12 MU6 + 38 MY?7 +
13 MU7 + 39 MY38 +
14 MUS8 + 40 MY?9 +
15 'PK (%1 Btl11) - 41 'PK (%1 Btl11) +
16 *NK %0 - 42 ’NK %0 -
RRSoya RRSoya
17 K (Su) - 43 MY10 +
18 MUIO + 44 MY11 +
19  MUIIL + 45 MY12 +
20 MUI2 + 46 MY13 +
21 MUI3 + 47 MY 14 +
22 'PK (%I Btl1) + 48 MY15 +
23 ’NK %0 - 49 MY 16 +
RRSoya
24 K (Su) - 50 MY17 +
25  MUI3 + 51 MY18
26  MUIl4 + 52 MY19 +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2° ye gore tiim musir unu ve misir yemi orneklerinde yapilan PCR
islemi sonucu 277 bp biyiikliigiinde PCR f{iriinii elde edilmis, yani zein geni

saptanmustir. Ayrica pozitif kontrol olarak kullanilan % 1 Btl1 sertifikali referans
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materyalinden pozitif sonu¢ alinirken, negatif kontrol olarak calisilan % 0 RR soya

CRM’ inden ve kor 6rneginden negatif sonu¢ alinmustir.

Sekil 4.3’ e gore, sadece 2 musir nisastas1 drneginde (MNIS8 ve MNIS9) zein genine ait
zayif bantlar elde edilmistir. Sistemde pozitif kontrol olarak ¢alisilan %1 Btl1 CRM’
inden giiclii zein genine ait bant elde edilmesi, sistemin diizgiin calistigini
gostermektedir. Bu durumda, misir nisastalarindan ya zayif bant elde edilmesi ya da hig
bant elde edilememesinin sebebinin, zein geninde nisasta iiretimi esnasinda meydana

gelen, muhtemel zararlardan kaynaklandig diistintilmektedir.

Sekil 4.3 Misir nisastas1 drneklerinde zein geni saptanmast

89



Cizelge 4.3 Misir nisastas1 6rneklerinde zein PCR amplifikasyonu

Sira No Ornek Ad1 Sonug¢ Sira No Ornek Ad1 Sonug¢
1 'PK (%1 Btl1) + 15 MNIS9 +
2 *NK %0 RRSoya - 16 'PK (%1 Btl1) +
3 K (Su) - 17 INK %0 -

. RRSoya
4 MNIsI + 18 *K (Su) -
5 MNIS2 - 19 MNIS10 -
6 MNIS3 - 20 MNIS11 -
7 MNiS4 - 21 MNIS12 -
8 MNIS5 - 22 MNIiS13 -
9 'PK (%1 Bt11) + 23 MNiS14 -
10 ’NK %0 RRSoya - 24 'PK (%1 Btl1) -
11 K (Su) - 25 *NK %0 -

. RRSoya
12 MNIS6 - 26 K (Su) -
13 MNIS7 - 27 MNIS15 -
14 MNIS8 + 28 MNIS16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4’ e gore, bir musir cipsi 6rneginde (MC1) zein geni saptamistir.
Diger misir cipslerinde zein geni saptanmamast iiriin islemi sirasinda DNA’ da meydana
gelen zararlardan kaynaklandig diistiniilmektedir. Ayrica, adi gegen musir cipsi ornegi,
daha sonra tekrar ¢alisilmig, ayn1 6rnek yine kuvvetli zein geni banti vermistir. Bu
durum, misir cipsi drneklerindeki DNA’ larin islem sirasinda farkli derecelerde zarar

gbrdiigiiniin de bir gostergesidir.
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Sekil 4.4 Musir cipsi 6rneklerinde zein geni saptanmast

Cizelge 4.4 Musir cipsi 6rneklerinde zein PCR amplifikasyonu

Sira No Ornek Adi Sonu¢  Sira Ornek Ad1 Sonug¢
No
1 'PK (%1 Bt11) + 14 MC8 +
2 ’NK (%0 RRSoya) - 15 MC9 -
3 *K (Su) - 16 MC10 -
4 MC1 + 17 MC11 -
5 MC2 - 18 MCI12 -
6 MC3 - 19 MC13 -
7 MC4 - 20 'PK (%1 Btl1) +
8 MC5 - 21 *NK (%0 -
RRSoya)

9 'PK (%1 Btl11) + 22 K (Su) -
10 *NK %0 RRSoya - 23 MC14 -
11 K (Su) - 24 MC15 -
12 MC6 - 25 MC16 -
13 MC7 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.5 ve Cizelge 4.5 e gore, bir musir gevregi orneginde (MG9) zein geni
saptamigtir. Diger musir gevreklerinde zein geni saptanmamasi iiriin iglemi sirasinda
DNA’ da meydana gelen zararlardan kaynaklandig diistiniilmektedir. Ayrica, ad1 gegen

misir gevregi 6rnegi, daha sonra tekrar ¢alisilmig, ayn1 6rnek yine kuvvetli zein geni
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bant1 vermistir. Bu durum, misir gevregi orneklerindeki DNA’ larin islem sirasinda

farkli derecelerde zarar gérdiigliniin de bir gostergesidir.

100bp
markir

Sekil 4.5 Misir gevregi 6rneklerinde zein geni saptanmasi

Cizelge 4.5 Misir gevregi 6rneklerinde zein PCR amplifikasyonu

Sira No Ornek Ad1 Sonu¢  SiraNo  Ornek Adi Sonug
1 IPK (%1 Btll) =+ 15 IPK (%1 Btll)  +
2 IPK (%1 Btll)  + 16 INK %0 RRSoya -
3 MG ; 17 3K (Su) ;
4 MG2 - 18 MG10 -
5 MG3 - 19 MG11 -
6 MG4 - 20 MG12 -
7 1PK (%1 Bt11) + 21 MGI13 -
8 2NK %0 RRSoya - 22 MG14 -
9 3K (Su) - 23 IPK (%1 Btll)  +
10 MGS5 - 24 2NK %0 RRSoya -
11 MG6 ; 25 3K (Su) ;
12 MG7 - 26 MG9 +
13 MGS8 - 27 MG15 -
14 MG9 + 28 MU16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sonug olarak, islem gérmemis misir yemi Ornekleri ile az islem gérmiis misir unu
orneklerinin hepsinde zein geni saptanirken, az islem gormiis Orneklerden 2 misir
nisastasinda (MNIS8 ve MNIS9), cok islem gérmiis drneklerden ise bir misir cipsi

(MC1) ve ve musir gevregi 6rneginde (MGY) zein geni saptanmustir.
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4.4 Konvansiyonel PCR Yontemi ile 35S Promotor, NOS Terminator Varhginin
Arastirilmasi

Bu caligmada, 35S promotér bolgesinin tespiti i¢in 35S3 ve 35S6 primerleri ile
calistlmistir. NOS terminator bolgesi i¢in ise HA-nos 118-f ve HA-nos 118-r primerleri

(Cizelge 3.7) kullanilmustir.

Denemelerde, pozitif kontrol olarak % 5 ve % 0.5 Bt 176 standart referans materyaller
ile negatif kontrol olarak % 0 Bt 176 standart referans materyal, miks’ teki olast bir

bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise steril deiyonize su kullanilmistir.

4.4.1 Konvansiyonel PCR yontemi ile 35S promotor varhginin arastirilmasi

CaMV35S promotor bolgesin saptanmasi amaciyla, 35S3 ve 3556 (Cizelge 3.7) primer
cifti kullanilmistir. PCR islemi sonunda olusan amplikonlarin (iiriinlerin) biiyiikligii

147 bp’ dir.

35S promotor bolgesi tespitinde analizin hassasiyet ve tespit limitini belirlemek
amaciyla, farkli konsantrasyonlarda (% 0. 0.1, 0.5, 1 ve 2) Bt 11 igeren CRM’ lerden
DNA’ lar High Pure GMO Sample Preparation Kit ile 2 paralelli olarak izole edilip, 35S
bdlgesinin tespiti icin PCR analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR f{irlinleri agoraz

jel elektroforez teknigi ile jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Sertifikali referans materyallerde (Bt11) 35S promotor bolgesinin saptanmasi

Cizelge 4.6 Sertifikali referans materyallerde (Btll) 35S promotdr bdlgesinin

saptanmasi
SiraNo  Ornek Adi Sonuc SiraNo  Ornek Adi Sonuc
1 K - 8 %0.5 Btl1 +
2 EK - 9 %1 Btll +
3 %0 Btll - 10 %1 Btll +
4 %0 Btll - 11 %2 Btll +
5 %0.1 Btl1 + 12 %2 Btll +
6 %0.1 Btl1 - 13 %5 Btll +
7 %0.5 Btl1 + 14 %S5 Btll +

1 K: Kor, 2 EK: Ekstraksiyon kor

Sekil 4.6 ve Cizelge 4.6’ ya gore, K, EK ve % 0 Btl1l CRM’ lerinden negatif sonug
alimmustir. % 0.1 Btl1 CRM’ inin ise, paralellerinden biri negatif, digeri pozitif sonug
verirken, diger CRM” lerin hepsi (% 0.5, % 1, % 2 ve % 5) pozitif sonug vermistir. Bu
durumda, 35S promotdr bolgesine ait, islenmemis misir drnekleri ve misir unu igin

saptama limiti (LOD) % 0.5 olarak belirlenmistir.

Ayn1 amagla, farkli konsantrasyonlarda (% 0, 0.1, 0.5, 1, 2, ve 5) RR Soya i¢geren CRM’
lerden DNA’ lar High Pure GMO Sample Preparation Kit ile 2 paralelli olarak izole
edilip, 35S3-35S6 bolgesinin tespiti igin PCR analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen
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PCR firiinleri agoraz jel elektroforez teknigi ile jel dokiimantasyon sisteminde

gorilintiillenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Sertifikali referans materyallerde (RR Soya) 35S promotdr bolgesinin
saptanmasi

Cizelge 4.7 Sertifikali referans materyallerde (RRSoya) 35S promotor bolgesinin

saptanmasi
Sira No Ornek Adi Sonug¢ Sira No Ornek Adi Sonug¢
1 'K - 8 %0.5 RR Soya +
2 ’EK - 9 %1 RR Soya +
3 %0 RR Soya - 10 %1 RR Soya +
4 %0 RR Soya - 11 %2 RR Soya +
5 %0.1 RR Soya + 12 %2 RR Soya +
6 9%0.1 RR Soya - 13 %5 RR Soya +
7 9%0.5 RR Soya + 14 %5 RR Soya +

1 K: Kor, 2 EK: Ekstraksiyon kor

Sekil 4.7 ve Cizelge 4.7° ya gore, K, EK ve % 0 Btl1l CRM’ lerinden negatif sonug
almmustir. % 0.1 Btl1 CRM’ inin ise, paralellerinden biri negatif, digeri pozitif sonug
verirken, diger CRM” lerin hepsi (% 0.5, % 1, % 2 ve % 5) pozitif sonu¢ vermistir. Bu
durumda, 35S promotdr bolgesine ait, saptama limiti (LOD) yine % 0.5 olarak

belirlenmistir.

Daha sonra, 83 0Ornegin hepsinde 35S promotér varhigr arastirilmistir. DNA

biiyiikliigiinii belirlemek amactyla, 100 bp markir kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak
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% 1 oraninda GM f{iriin igeren standart referans materyal (% 1 Bt 11), negatif kontrol
olarak ise i¢ginde GM f{irlin bulundurmayan standart referans materyal (% 0 RR Soya)
kullanilmigtir. PCR miksindeki olast bir bulasma ise PCR miksine sadece steril

deiyonize katilmak suretiyle (kor) tespit edilmeye calisilmisgtir.

Sekil 4.8 35S3 ve 35S6 primer ¢ifti ile misir yemlerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.8 Misir yemlerinde CaMV35S promotor saptanmasi

Sira No Ornek Ad1 Sonu¢  Sira No Ornek Adi Sonug
1 'PK (%1 Bt11) + 13 'PK (%1 Bt1l)  +
2 ’NK (%0 RRSoya) - 14 MY10 -
3 K (Su) - 15 MY11 -
4 MY1 - 16 MY12 -
5 MY2 - 17 MY13 -
6 MY3 - 18 MY 14 -
7 MY4 - 19 MY15 -
8 MY5 - 20 MY 16 +
9 MY6 - 21 MY 17 -
10 MY7 - 22 MY18 -
11 MY8 - 23 MY 19 -
12 MY?9 - 24 NK %0 RRSoya -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.8 ve Cizelge 4.8 gore, misir yemi Orneklerinden sadece bir tanesi (MY16)

pozitif sonug¢ vermistir.
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Sekil 4.9 35S3 ve 35S6 primer ¢ifti ile misir unlarinda PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.9 Misir unlarinda CaM V35S promotdr saptanmasi

Sira No Ornek Ad1 Sonu¢ Sira No Ornek Adi Sonu¢
1 'PK (%1 Bt11) + 12 MU9 -
2 ’NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl1) +
3 K (Su) - 14 ’NK (%0 RRSoya) -
4 MU - 15 *K (Su) -
5 MU2 - 16 MU10 -
6 MU3 - 17 MUI11 -
7 MU4 - 18 MU12 -
8 MU5 + 19 MU13 -
9 MU6 - 20 MU14 -
10 MU7 - 21 MU15 -
11 MUS8 - 22 MU16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.9 ve Cizelge 4.9 a gore, sadece bir misir unu (MUS) pozitif sonug vermistir.
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Sekil 4.10 35S3 ve 3556 primer ¢ifti ile misir nisastalarinda PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.10 Misir nisastalarinda CaM V35S promotdr saptanmasi

Sira No Ornek Adi Sonu¢  Sira No Ornek Adi Sonug¢
1 'PK (%1 Btl1) + 12 MNIS9 -
2 ’NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl1) +
3 ’K (Su) - 14 *NK (%0 RRSoya) -
4 MNIiS1 - 15 K (Su) -
5 MNIS2 - 16 MNIS10 -
6 MNIS3 - 17 MNIS11 -
7 MNisS4 - 18 MNIS12 -
8 MNIS5 - 19 MNIS13 -
9 MNIiS6 - 20 MNIiS14 -
10 MNIS7 - 21 MNIS15 -
11 MNIS8 - 22 MNIS16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.10 ve Cizelge 4.10° a gore, musir nisastast Orneklerinden pozitif sonug elde

edilememistir.

98



Sekil 4.11 35S3 ve 3556 primer ¢ifti ile misir cipslerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.11 Musir cipslerinde CaM V35S promotor saptanmast

SiraNo  Ornek Adi Sonug¢ Sira No Ornek Adi Sonuc¢
1 'PK (%1 Btl1) + 12 MC9 -
2 *NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl11) +
3 ’K (Su) - 14 *NK (%0 RRSoya) -
4 MC1 - 15 ’K (Su) -
5 MC2 - 16 MC10 -
6 MC3 - 17 MC11 -
7 MC4 - 18 MC12 -
8 MC5 - 19 MC13 -
9 MC6 - 20 MC14 -
10 MC7 - 21 MCI5 -
11 MC8 - 22 MC16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.11 ve Cizelge 4.11° e gore, msur cipsi Orneklerinden pozitif sonug elde

edilememistir.
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Sekil 4.12 35S-3 ve 35S-6 primer ¢ifti ile misir gevreklerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.12 Misir gevreklerinde CaM V35S promotor saptanmasi

Sira No Ornek Adi Sonuc¢ Sira  Ornek Adi Sonug¢
No
1 'PK (%1 Bt11) + 12 MNIS9 -
2 *NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl1) +
3 K (Su) - 14 ’NK (%0 RRSoya) -
4 MGl - 15 °K(Su) -
5 MG2 - 16  MGI0 -
6 MG3 - 17 MGI11 -
7 MG4 - 18  MGI2 -
8 MG5 - 19  MGI3 -
9 MG6 - 20 MGl4 -
10 MG7 - 21  MGI5 -
11 MGS8 - 22 MGI6 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.12 ve Cizelge 4.12° ye gore, misir gevregi 6rneklerinde 35S promotdr yoniinden

herhangi bir amplifikasyon elde edilememistir.
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Sonug olarak; MUS ve MY 16 6rnekleri 35 promotor agisindan pozitif sonug verirken,

diger 81 ornek negatif sonug vermistir.

4.4.2 Konvansiyonel PCR yontemi ile NOS terminator varhginin arastirilmasi

NOS terminatdr bolgesinin saptanmasi amactyla, HaNOSf ve HaNOSr (Cizelge 3.7)
primer ¢ifti kullanilmistir. PCR islemi sonunda olusan amplikonlarin (iiriinlerin)
biiyiikliigii 118 bp’ dir. NOS terminatdr bolgesi tespitinde, analizin hassasiyet ve tespit
limitini belirlemek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda (% 0. 0.1, 0.5, 1 ve 2) Bt 11
iceren CRM’ lerden DNA’ lar High Pure GMO Sample Preparation Kit ile 2 paralelli
olarak izole edilip, NOS boélgesinin tespiti icin PCR analizi gerceklestirilmistir. Elde
edilen PCR firiinleri agoraz jel elektroforez teknigi ile jel dokiimantasyon sisteminde

gorilintiilenmistir (Sekil 4.13).

Daha sonra, 83 0Ornegin hepsinde, NOS terminator varligr arastirilmistir. DNA
bliytikliigiinii belirlemek amaciyla, 100 bp markir kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak
% 1 oraninda GM liriin iceren standart referans materyal (% 1 Bt 11), negatif kontrol
olarak ise i¢ginde GM iirlin bulundurmayan standart referans materyal (% 0 RR Soya)
kullanilmigtir. PCR miksindeki olast bir bulasma ise PCR miksine sadece steril

deiyonize katilmak suretiyle (kor) tespit edilmeye ¢alisilmistir.

DNA biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla, 100 bp markir kullanilmistir. Pozitif kontrol
olarak % 1 oraninda GM lirlin igeren standart referans materyal (% 1 Bt 11), negatif
kontrol olarak ise i¢inde GM f{irlin bulundurmayan standart referans materyal (% 0 RR
Soya) kullanilmistir. PCR miksindeki olas1 bir bulasma ise PCR miksine sadece steril

deiyonize katilmak suretiyle (kor) tespit edilmeye calisilmustir.

101



Sekil 4.13 Sertifikali referans materyallerde (Btll) NOS terminatdr bolgesinin
saptanmasi

Cizelge 4.13 Sertifikali referans materyallerde (Btll) NOS terminatér bolgesinin

saptanmasi
SiraNo Ornek Adi Sonu¢ SraNo  Ornek Adi Sonuc
1 'K - 8 %0.5 Btl1 +
2 INK - 9 %1 Btll +
3 %0 Btll - 10 %1 Btll +
4 %0 Btll - 11 %2 Btll +
5 %0.1 Btl1 + 12 %2 Btll +
6 %0.1 Btl1 + 13 %5 Btll +
7 %0.5 Btll + 14 %5 Btll +

1 K: Kér, 2 NK: Negatif Kontrol.

Sekil 4.13 ve Cizelge 4.13” e gore, K, NK ve % 0 Btl1 CRM’ lerinden negatif sonug
alimmustir. Diger CRM’ lerin hepsi (% 0.1, % 0.5, % 1, % 2 ve % 5) pozitif sonug
vermistir. Bu durumda, NOS terminator bolgesine ait saptama limiti (LOD) % 0.1

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14 HaNOSf ve HaNOSr primer ¢ifti ile misir yemlerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.14 Misir yemlerinde NOS terminator saptanmast

Sira No Ornek Adi Sonuc¢ Sira No Ornek Adi Sonug¢
1 'PK (%1 Btl1) + 13 'PK (%1 Btl1) +
2 *NK %0 RRSoya - 14 MY10 -
3 K (Su) - 15 MY11 -
4 MY1 - 16 MY12 -
5 MY2 - 17 MY13 -
6 MY3 - 18 MY 14 -
7 MY4 - 19 MY15 -
8 MY5 - 20 MY18 -
9 MY6 - 21 MY17 -
10 MY7 - 22 MY16 +
11 MY - 23 MY19 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.14 ve Cizelge 4.14° e gore, bir misir yemi 6rneginde (MY 16) NOS terminator

bolgesi tespit edilmistir. Diger misir yemleri NOS terminator agisinda negatiftir.
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Sekil 4.15 HaNOSf ve HaNOSr primer ¢ifti ile misir unlarinda PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.15 Maisir unlarinda NOS terminatdr saptanmasi

Sira  Ornek Ad1 Sonu¢ SwraNo Ornek Ad1 Sonug
No

1 'PK (%1 Bt11) + 12 MU9 -
2 ’NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl11) +
3 K (Su) - 14 ’NK (%0 RRSoya) -
4 MU1 - 15 K Su -
5 MU2 - 16 MU10 -
6 MU3 - 17 MU11 -
7 MU4 - 18 MU12 -
8 MUS5 + 19 MU13 -
9 MU6 - 20 MU14 -
10 MU7 - 21 MU15 -
11 MUS8 - 22 MU16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.15 ve Cizelge 4.15° e gore, bir misir unu drneginde (MUS), NOS terminator

bolgesi tespit edilmistir. Diger misir yemleri NOS terminator agisinda negatiftir.
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Sekil 4.16 HaNOSf ve HaNOSr primer ¢ifti ile misir cipslerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.16 Misir cipslerinde NOS Terminatdr saptanmasi

SiraNo  Ornek Adi Sonug¢ SiraNo  Ornek Adi Sonu¢
1 'PK (%1 Btl1) + 12 MC9 -
2 *NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl11) +
3 K (Su) - 14 ’NK (%0 RRSoya) -
4 MC1 - 15 *K (Su) -
5 MC2 - 16 MC10 -
6 MC3 - 17 MC11 -
7 MC4 - 18 MCI12 -
8 MC5 - 19 MC13 -
9 MC6 - 20 MC14 -
10 MC7 - 21 MC15 -
11 MC8 - 22 MC16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.16 ve Cizelge 4.16° ya gore, musir cipsilerinde NOS terminatdr bolgesine

rastlanmamustir.

105



Sekil 4.17 HaNOSf ve HaNOSr
amplifikasyonu

primer c¢ifti ile misir nisastalarinda PCR

Cizelge 4.17 Musir nisastalarinda NOS terminator saptanmast

SiraNo  Ornek Adi Sonu¢ SiraNo  Ornek Ad1 Sonu¢
1 'PK (%1 Btl1) + 12 MNIS9 -
2 *NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl1) +
3 K (Su) - 14 ’NK (%0 RRSoya) -
4 MNIS1 - 15 K (Su) -
5 MNIS2 - 16 MNIS10 -
6 MNIS3 - 17 MNIS11 -
7 MNIS4 - 18 MNIS12 -
8 MNIS5 - 19 MNIS13 -
9 MNIS6 - 20 MNIiS14 -
10 MNIS7 - 21 MNIS15 -
11 MNIS8 - 22 MNIS16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.17 ve Cizelge 4.17° ye gore, misir nisastas1 6rneklerinin hepsi NOS terminator

bolgesi agisindan negatiftir.
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Sekil 4.18 HaNOSf ve HaNOS primer ¢ifti ile misir gevreklerinde PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.18 Misir gevreklerinde NOS Terminator saptanmast

Sira No Ornek Adi Sonug¢ Sira No Ornek Adi Sonug¢
1 'PK (%1 Bt11) + 12 MNIS9 -
2 *NK (%0 RRSoya) - 13 'PK (%1 Btl11) +
3 *K (Su) - 14 *NK (%0 RRSoya) -
4 MGl - 15 K (Su) -
5 MG2 - 16 MG10 -
6 MG3 - 17 MGl11 -
7 MG4 - 18 MGI12 -
8 MGS5 - 19 MG13 -
9 MG6 - 20 MG14 -
10 MG7 - 21 MG15 -
11 MG8 - 22 MG16 -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.18 ve Cizelge 4.18” e gore misir gevregi Orneklerinde NOS terminator bolgesi

acsindan negatiftir.
Sonug olarak, 6n validasyon ¢aligmalarina gore, hem 35S promotdr ve NOS terminator

bolgelerinin tespitinde kullanilan metodun LOD degeri % 0.5 olarak tespit edilmistir ve

yontemler aranan bolgeye spesifiktir.
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83 numunede klasik PCR ile yapilan tarama sonucunda, sadece bir misir unu (MUS) ve
bir misir yemi (MY 16) numunesinde hem 35S promotér hem de NOS terminator
bolgeleri saptanmistir. Misir nisastasi, misir cipsi ve musir gevregi orneklerinin hepsi

GM negatif sonug vermistir.

4.5 Real-Time PCR Yontemi le 35 S Promotor, NOS Terminator ve Bitki Geni
Varhginin Arastirilmasi

35S promotdr bolgesi ve NOS terminatdr bolgesi tespiti igin 35S-NOS Screening kit
(Roche) kullanilmustir. Bir tanesi 35S ve NOS boélgelerinin saptanmasi, digeri ise bitki
spesifik geni tespit amaciyla, 2 ayr1 PCR miksi hazirlanmistir. Sistemin glivenilir ¢alisip
calismadigimi kontrol etmek amaciyla ise bir pozitif kontrol, bir negatif kontrol

kullanilmastir.

Kanal durumu : 35S bolgesinin tespiti i¢in soft-ware’ in F2/Back-F1 kanali, NOS
bolgesi ve bitki geni tespiti i¢in ise F3/Back-F2 kanali kullanilmustir.

Sonuclarin yorumu: Crossing Point (CP); PCR amlifikasyonunun eksponansiyel faza
basladigr dongii sayisidir. CP>36 olan sonuglar negatif olarak kabul edilmistir. 32-36
CP aras1 kritik degerler oldugu i¢in ilgili ¢izelgelerde belirtilirken, bu degerlerden daha
diisiik ¢cikan CP degerleri pozitif olarak kabul edilmistir. Cizelgelerde bahsi gegen ilk
CP degerleri, real-time PCR’ 1n soft-ware’ inde otamatik olarak belirledigi base-line’ a
gore elde edilirken, Fit-point (FITP), ayni analiz i¢gin, soft-ware’ de CP degerlerini
manuel olarak elde etmek icin kullanilan boéliimdiir. Cizelge 4.19° da, musir unu
orneklerinde real-time PCR’da yapilan 35S promotér ve NOS terminatdr bolgelerinin

CP verileri ve sonug¢ yorumlar1 verilmistir.
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Cizelge 4.19 35S/NOS agisindan analiz edilen misir unu 6rnekleri ve sonuglari

ORNEKLER 35S 35S NOS NOS BITKIi GENI YORUM TEKERRUR
FITP FITP SAYISI

MUI 34,36 - >36 + - 4
MUl - >36 +

MUl 3445 3445 >36 +

MUl + - >36 -
MU2 >36 - >36 + - 8
MU2 - >36 +
MU2 - - + > 36 +
MU2 + - > 36 +

MU2 35,64 - - > 36

MU2 >36 - >36 +
MU2 + >36 >36 +
MU2 35,59  >36 >36 +
MU3 - - >36 + - 5
MU3 + 3573  >36 +
MU3 >36 - >36 +
MU3 - - - +

MU4 + - - + - 1
MUS5S + + + + + + 3
MUS5 + + + - +
MUS5 + + + + +
MU6 + 3483  >36 34,85 + + 3
MU6 + - - - +
MU6 + + - - +
MU7 + - > 36 + - 2
MU7 35,20 - >36 +
MU + + + + + + 2
MU + + + + +
MU9 + - >36 + - 3
MU9 + - 35,09 +
MU9 + - - +
MU10 - - + - 1
MU11 + 35,63 35,87 + + + 2
MU11 + + + +
MU12 - - + - 1
MU13 >36 >36 35,58 >36 + - 2
MU13 - - - - +
MU14 >36 - >36 - + - 2
MU14 33.73 - - - +
MU15 - - - - + + 1
MU16 + - + + + +
MU16 - - - - +
MU16 + + + + +

Not: MU:Misir unu

Cizelge 4.19° a gore, musir unu Orneklerinin hepsinde bitki geni saptanmistir. MUS,
MUS8 ve MUI11 o6rneklerinde hem 35S hem de NOS bdélgesi pozitif sonug¢ vermistir.
MU6 orneginde sadece 35S bolgesi pozitif sonug vermistir. MU16” da NOS bdlgesinin
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pozitif sonug verdigi fit point CP’ si ile dogrulanmistir. MU16 6rneginde, 35S promotor
bolgesi incelendiginde pozitif ¢ikan 35S promotdr degeri fit point sonucuna gore negatif
cikmigtir. Bu yilizden adi gegen 6rnek 35S negatif olarak kabul edilmistir. MU12 ve
MU1S5 orneklerinde her iki bolge agisindan da bir amplifikasyona rastlanmamaigtir. 2
paralel olarak ¢alisilan MU13 6rneginde, NOS terminator bolgesinin CP degerlerinden
bir tanesi 35.58°dir. Ancak, fit point sonucuna gore bu degerin negatif oldugu dikkati
cekmektedir. Ayni sekilde MU14 6rneginin 35S promotdriin CP degeri 36° dan kiiciik
bir deger almasina, yani GM pozitif olmasina ragmen, ornegin fit point degerleri
incelendiginde GM negatif oldugu gorilmektedir. MU1, MU2, MU3, ve MU4
orneklerinin paralellerinde 35S promotor pozitif sonuglara rastlansa da fit point CP
degerlerinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Adi gegen Orneklerde NOS terminatdr

acisindan pozitiflik rastlanmamustir.

Cizelge 4.20° de, misir yemi orneklerinde real-time PCR’da yapilan 35S promotor ve
NOS terminator bolgelerinin CP verileri ve sonu¢ yorumlart verilmistir. Cizelge 4.20°
ye gore, misir yemi Orneklerinin hepsinde bitki geni saptanmistir. MY16 ve MY18
orneklerinde hem 35S hem de NOS bolgesi pozitif sonu¢ vermistir. Bes misir yemi
orneginde (MY9, MY10. MY13, MY17 ve MY19) her iki bolge agisindan da bir
amplifikasyona rastlanmamistir. 2 paralel olarak ¢alisilan MY7 ve MY 15 6rneklerinde,
35S promotor bdlgesinde amplifikasyona rastlanmazken, NOS terminatdr bolgesinin CP
degerlerinden birer tanesi 36’ dan biiyiiktiir. Bunun iizerine ad1 gegen drneklerin, NOS
terminatdr bolgelerinin CP degerleri fit point’ te de incelenerek, negatiflikleri
dogrulanmistir. Diger misir yemi Orneklerinin paralellerinde 35S promotér ve NOS
terminatdr bolgeleri agisindan ¢ogu 36’ dan biiyiik CP degerleri elde edilerek, iz
miktarda pozitif sonuglara rastlansa da, fit point CP degerlerinde negatif sonu¢ elde
edilmistir. Buna gore, misir yemi O6rneklerinden sadece MY 16 ve MY 18 GM pozitif
olarak kabul edilerek, tanimlama testlerinin ve miktar tayinlerinin yapilmasia karar

verilmistir.
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Cizelge 4.20 35S/NOS agisindan analiz edilen misir yemi ornekleri ve sonuglari

ORNEKLER 35S 35SFITP NOS NOSFITP BITKIGENI YORUM TEKERRUR
SAYISI

MY1 33,45 - >36 34.62 + - 4
MY1 3441 - - - +

MY1 >36 - - - +

MY1 >36 - 34,58 - +

MY2 >36 - - - + - 5
MY2 + - >36 - +

MY2 + - >36 - +

MY?2 >36 - >36 - +

MY2 + - + - +

MY3 + >36 + - 6
MY3 - >36 +

MY3 - >36 +

MY3 - - >36 +

MY3 >36 - - +

MY3 35,99 - - +

MY4 34,14 - >36 + - 5
MY4 - - >36 +

MY4 - - >36 +

MY4 >36 - - +

MY4 >36 + +

MY5 >36 - >36 + - 2
MY5 34,78 - - +

MY6 >36 - - + - 1
MY6 - - +

MY7 - - >36 + - 2
MY7 - - - + -

MYS8 >36 - >36 + - 4
MYS8 - - >36 +

MY8 + - - +

MY8 - >36 +

MY9 - - - + - 1
MY10 - - - + - 1
MY11 >36 - - + - 1
MY12 >36 - - + - 1
MY13 - - + - 1
MY 14 >36 - - + - 1
MY15 - - + - 2
MY15 - >36 +

MY16 + 34,78 + + + + 3
MY16 + 35,56 >36 + +

MY16 + + + + +

MY17 - - + - 1
MY18 + + + + + + 2
MY18 + + + + + +

MY19 - - + - 1

Not: MY: Misir yemi
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Cizelge 4.21° de misir nisastas1 6rneklerinde real-time PCR’da yapilan 35S promotor ve

NOS terminator bolgelerinin CP verileri ve sonug yorumlari verilmistir.

Cizelge 4.21 35S/NOS agisindan analiz edilen misir nisastas1 drnekleri ve sonuglari

ORNEKLER 35S 35S NOS NOS BITKI YORUM TEKERRUR
FiTP FiTP GENI SAYISI

+ 3

MNIS1 - - -
MNIS1 35,80 - + +
MNIS1 + - + +
MNIS2 - - >36

MNIS2 >36 - -

MNIS3 - - + -
MNIS3 + - - -
MNIS3 - - - -
MNIS4 - - >36

MNIiS4 + - -

MNIS5 -
MNIS6 >36 - -
MNIS6 >36 -
MNIiS6 - -
MNIiS7 -
MNIS8 >36 >36
MNIS8 + - -

MNIS9 - - + +
MNIS9 - - - -
MNIS9 - - - -
MNIS10 - - + -
MNIS10 - - -

MNIiS11 - -

MNIiS12 - - -

MNiS12 - -

MNIiS13 >36 - -

MNIiS13 - - >36
MNIiS13 - -

MNIiS13 - - -

MNiS14 - - -

MNIiS15 - - -

MNIiS16 - - -

1
N —

+++++++§+++++++++++++++++§++++++

Not: MNIS: Misir nisastas1

Cizelge 4.21° e gore, musir nisastast Orneklerinin hepsinde bitki geni saptanmistir.
Ancak, 2 musir nisastast (MNIS3, MNIiS12) &rneginin paralellerinin birinde yeterli
DNA elde edilememistir. MNIS1 érneginde hem 35S hem de NOS bélgesi pozitif sonug
vermistir. Ancak, fit-point sonuglar1 incelendiginde, 35S promotore ait piklerin

giiriiltiiden kaynaklandig1 ve ad1 gecen 6rnegin sadece NOS acisindan pozitiflik verdigi
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anlagilmistir. Alt1 musir nisastas1 orneginde (MNIS7, MNIS11, MNIiS12, MNiS14,
MNIS15 ve MNIS16) her iki bdlge agisindan da bir amplifikasyona rastlanmamistir. 3
paralel olarak ¢alisilan MNIS9 orneginde iz miktarda NOS terminatér bolgesi
saptandigr icin NOS negatif kabul edilmistir. Diger misir nisastasi Orneklerinin
paralellerinde 35S promotor ve/veya NOS terminatdr bolgeleri agisindan ¢ogu 36’ dan
bliyiik CP degerleri elde edilerek, iz miktarda pozitif sonuglara rastlansa da, fit point CP
degerlerinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Buna gore, misir nisastas1 orneklerinden

sadece bir tane (MNIS1) GM pozitif elde edilmistir.

Cizelge 4.22° de, musir cipsi Orneklerinde real-time PCR’da yapilan 35S promotor ve
NOS terminator bolgelerinin CP verileri ve sonu¢ yorumlart verilmistir. Cizelge 4.22°
ye gore, bazi musir cipsi Orneklerinin (MC12, MC10) birkag paralelinde bitki geni
saptanamamigtir. Degerlendirmeler bitki geni elde edilen paraleller {iizerinden
yapilmistir. Buna gore; MC2 ve MC4 o6rneklerinde hem 35S hem de NOS bdlgesi
pozitif sonu¢ vermistir. MC10 6rnegi ise sadece NOS bolgesi agisindan pozitif sonug
vermistir. 3 paralel olarak calisilan MC10 6rneginde, iz miktarda NOS terminator
bolgesi saptandigr icin NOS negatif kabul edilmistir. 8 musir cipsi drneginde (MCS,
MC7, MC8, MC9, MC13, MC14, MC15, MC16) her iki bolge agisindan da bir
amplifikasyona rastlanmamistir. MC11 35S promotor bolgesi agisindan pozitif sonug
vermesine ragmen, fit point CP degerlerinde negatif sonug elde edilmistir. Diger misir
cipsi Orneklerinin paralellerinde 35S promotdr ve/veya NOS terminatdr bolgeleri
acisindan, ¢ogu 36’ dan biiylik CP degerleri elde edilerek, iz miktarda pozitif sonuglara
rastlanmasina ragmen, fit point CP degerlerinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Sonug

olarak, 3 musir cipsi drneginden (MC2, MC4 ve MC10) GM pozitiflik elde edilmistir.
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Cizelge 4.22 35S/NOS agisindan analiz edilen musir cipsi 6rnekleri ve sonuglari

ORNEKLER 35S 35SFITP  NOS NOSFITP BITKiGENi YORUM TEKERRUR
SAYISI

MCI1
MCl1
MC2
MC2
MC2
MC3
MC4
MC4
MC4
MC5 - -

MC6 - >36

MC6 - -

MC7 - -

MC8 - -

MC9 - -

MCI10 - - >36 +
MCI10 - - +
MCI10 + - + +
MCl11 + - -

MCI12 >36 - -

MC12 >36 - >36

MC12 - - -

MCI12 - - -

MCI12 - - -

MCI13 - -

MC14 - -

MCI15 - -

MCI16 - -

>36 - 2

\
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1
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1
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Not: MC: Misir cipsi

Cizelge 4.23” de, misir cipsi orneklerinde real-time PCR’da yapilan 35S promotor ve
NOS terminatdr bolgelerinin CP verileri ve sonug yorumlar: verilmistir. Cizelge 4.23° e
gore, bazi misir gevregi Orneklerinin birka¢ paralelinde bitki geni saptanamamuistir.
Degerlendirmeler bitki geni elde edilen paraleller iizerinden yapilmistir. Buna gore;
MGS5 oOrneginin sadece bir paralelinde yeterli bitki geni elde edilebildigi ve ad1 gegen
paralelin 35S promotor agisindan negatif, NOS terminator bolgesi agsindan ise pozitif
oldugu goriilmektedir. MG1 hem 35S hem de NOS boélgesi agisindan pozitif sonug
vermistir. MG7 ise sadece NOS bolgesi agisindan pozitif sonu¢ vermistir. 3 paralel
olarak calisilan 5 musir gevregi 6rneginde (MG3, MGS8, MG9, MG14, MG16) her iki
bolge agisindan da bir amplifikasyona rastlanmamugtir. Diger musir gevregi 6rneklerinin

bazi paralellerinde 35S promotdr ve/veya NOS terminator bolgeleri agisindan ¢ogu 36’
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dan biiyilk CP degerleri elde edilerek, iz miktarda pozitif sonuglara rastlanmasina
ragmen, fit point CP degerlerinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Buna gore, 3 misir

gevregi orneginden (MG1, MG5, MG7) GM pozitiflik elde edilmistir.

Cizelge 4.23 35S/NOS agisindan analiz edilen misir gevregi 6rnekleri ve sonuglari

ORNEKLER 35S 35SFITP NOS NOSFIiTP BIiTKi YORUM TEKERRUR

GENi SAYISI
MG1 + + + + + + 1
MG2 >36 - - + - 1
MG3 - - - + - 1
MG4 >36 - - + - 1
MG5 - - - >36
MG5 - - - >36 + 4
MG5 >36 - + 34,15 +
MGS5 - - 35,81 34,88 >36
MG6 - - >36 - >36 - 3
MG6 >36 - >36 +
MG6 - - - +
MG7 - >36 - + 34,60 + 3
MG7 35,61 - + + +
MG7 >36 - - + 35,63
MGS8 - - + - 1
MG9 - - + - 1
MG10 >36 - >36 35,8 + - 4
MG10 - - + + +
MG10 - - - >36
MG10 >36 - - +
MGl11 >36 - - 34,60 - 1
MG12 - - + -
MG13 >36 - >36 >36 - 4
MG13 - - - >36
MG13 - - - 35,75
MGI13 - - - 33.27
MGl14 - - + - 1
MGI15 - - + - 4
MGI15 - - >36 +
MG15 - - >36 +
MG15 >36 - - +
MG16 - - + -

Not: MG: Misir gevregi

Sonug olarak, analize alinan islenmis ve islenmemis 83 misir numunesinden 14 tanesi
GM pozitif ¢ikmistir. Bu numunelerden 3 misir unu (MUS, MU8, MU11), 2 musir cipsi
(MC2, MC4), 1 musir gevregi (MG1) ve 2 misir yemi (MY 16 ve MY 18) numunesinde
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hem 35S hem de NOS bdélgesine rastlanmistir. Bir misir unu numunesi (MU16), 2 misir
gevregi numunesi (MG5 ve MG7), 1 musir nisastast (MNIS1) ve 1 musir cipsi (MC10)
numunesinde ise sadece NOS bolgesi pozitif sonu¢ vermistir. 1 misir unu (MU6)
numunesinde ise sadece 35S bdlgesi pozitif sonug¢ vermistir. EK K’de bazi 6rneklere ait

35S promotor ve NOS terminator real time PCR sonuglart verilmistir.

4.6 Tanimlama Testleri

Tanimlama amaciyla, tarama testleri sonucu GM pozitif ¢ikan iirlinlerde Bt 176,
CBH351, Btl1, T25 ve Mon 810 varligi kalitatif olarak aragtirilmistir. Bu amagla, GMO
Selection Module (Tepnel Biosystems) kitleri ile multipleks PCR yontemi

kullanilmustir.

4.6.1 Bt176 musir tespiti

Bt176 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol pod (Tepnel Biosystems) u kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Syngenta Seeds Inc. tarafindan iiretilen Bt176 misir1 spesifik olarak saptarken,

ayn1 zamanda 6rnekteki misir varligini (invertaz) da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Bt176 misir, negatif
kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmayi tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla,

paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir.
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Sekil 4.19 GM pozitif misir iiriinlerinde Bt176 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.24 GM pozitif misir iiriinlerinde Bt176 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adx invertaz  Bt176 Sira  Ornek Adi  invertaz Bt176
No 121bp 211bp No 121bp 211bp
1 'PK (Bt176 misir)  + + 13 MUI11 - +
2 ’NK (%0 RRSoya) - - 14 MU11 + -
3 K (Su) - - 15 MU11+S - +
4 MUS + + 16 MU16 + -
5 MU5 + + 17 MU16 + -
6 MU5+S + + 18 MU16+S - +
7 MU6 + - 19 MNIS1 - -
8 MU6 + - 20 MNIS1 - -
9 MU6+S + + 21 MNISI+S - +
10 MUS8 + - 22 MY18 + -
11 MUS8 + - 23 MY18 + -
12 MUS8+S + + 24 MY 18+S - +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor
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Sekil 4.20 GM pozitif musir tiriinlerinde Bt176 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.25 GM pozitif misir iiriinlerinde Bt176 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi invertaz  Btl176 Sira  Ornek Adi  invertaz Bt176
No 121bp 211bp No 121bp 211bp
1 1PK(Btl 76 musir) + + 13 MCI10 + -
2 ’NK (%0 RRSoya) - - 14 MC10 + -
3 *K (Su) - - 15 MC10+S + -
4 MY16 + - 16 MGl + -
5 MY16 + - 17 MG1 + -
6 MY 16+S + - 18 MGI1+S + +
7 MC2 + - 19 MGS5 - -
8 MC2 + - 20 MGS5 - -
9 MC2+S + + 21 MG5+S - -
10 MC4 + - 22 MG7 + -
11 MC4 + - 23 MG7 + -
12 MC4+S + - 24 MG7+S + -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.19 ve 4.20’ye gore, misir unu ve misir yemi numunelerinin hepsinde invertaz
bolgeleri saptanirken, diger islenmis iiriinlerden sadece misir nisastast (MNIS1) ve bir
misir gevreginde (MGY) invertaz bolgesi saptanamamistir. Bu 6rneklerden ilkinde misir
DNA’ sinin, ikincisinde ise hem misir DNA’ s1 hem de Bt176 hedef bolgesinin

inhibisyona ugradig: spike DNA’ smin ¢alismamast ile anlagilmistir. Orneklerden musir
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unlarindan birinde (MUS5) Bt176 pozitiflik saptanirken, diger bir tanesinde (MUI11)
metot LOD’ sinin altinda, iz miktarda Bt176 pozitiflik saptanmistir. Misir unu ve misir
yemi gibi iglenmemis veya az islenmis misir liriinlerinde spike iceren DNA’ larin Bt176
bolgesinin diizgiin bir sekilde ¢alistigi, dolayisiyla iiriin DNA’ larindan kaynaklanan
herhangi bir inhibisyon olmadigi anlasilmistir. Ancak, spike igceren DNA’ larin
cogunda, Bt176 PCR f{iriiniiniin olusumunun invertaz bolge olusumunu baskiladigi
gbzlenmistir. Cok islenmis iriinlerde ise, MC2 ve MG1 numunelerinde spike igeren
tirtin DNA’ smin iki bolgede de calistigi gozlenirken diger spike igeren iirlin DNA’
larinin Bt176 bolgesinin ¢alismadigi gézlenmistir. Bu durum bu sekilde sonu¢ veren
tiriin DNA’ larinin ilgili PCR sistemini inhibe ettigi anlamina gelmektedir ve {irtinlerin
islenmeleri sirasinda DNA’ larda meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

4.6.2 Bt11 masir tespiti

Btll musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Syngenta Seeds Inc tarafindan tiretilen Bt11 misir1 spesifik olarak saptarken, ayni

zamanda Ornekteki misir varligini (invertaz)’ da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Btl1 misir, negatif
kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmayi tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla,

paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir.

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmigstir. 10 mg/mL
etidium bromit ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
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markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant

biiyiikligii Bt11 musir i¢in 186 bp, invertaz icin ise 121 bp’ dir.

Sekil 4.21 GM pozitif misir unlarinda Bt11 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.26 GM pozitif misir tirtinlerinde Bt11 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi invertaz Btl1 Sira  Ornek Adi invertaz Btl1
No 121bp 186bp No 121bp 186bp
1 PK(Bt11 muisir) - + 13 MU11 + -

2 NK(%0RRSoya) - - 14 MUl T ]

3 Kor - - 15 MU11+S + +

4 MU5 + + 16 MU16 + -

5 MUS5 + + 17 MU16 + -

6 MUS5+S + + 18 MU16+S + -

7 MU6 + - 19 MY16 + -

8 MU6 + - 20 MY16 + -

9 MU6+S + - 21 MY 16+S + -

10 MUS8 + - 22 MY18 + -

11 MUS + - 23 MY18 + -

12 MUS8+S + - 24 MY 18+S + +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor
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Sekil 4.22 GM pozitif misir iiriinlerinde Bt11 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.27 GM pozitif misir iiriinlerinde Bt11 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi invertaz Btll Sira Ornek Adi invertaz Btll
No 121bp 186bp No 121bp 186bp
1 'PK(Bt11 musir) + + 13 MC2 + -

2 ’NK (%0 RRSoya) - - 14 MC2 + -

3 K (Su) - - 15 MC2+S + +

4 MG1 + + 16 MC4 + -

5 MG1 - - 17 MC4 + -

6 MG1+S - - 18 MC4+S +

7 MGS5 + - 19 MC10 + -

8 MG5 - - 20 MC10 + +

9 MG5+S + + 21 MC10+S + -

10 MG?7 - - 22 MNIS1 +

11 MG?7 - - 23 MNIS1 + -

12 MG7+S + + 24 MNIS1+S + +

1PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol

Sonuc:

Sekil 4.21 ve 4.22° ye gore; misir unu ve misir yemi numunelerinin hepsinde invertaz
bolgeleri saptanmistir. Diger islenmis {irlinlerden MG1’ in bir paraleline ait DNA’ nin
tim PCR’ 1 inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica, MG5’ in bir paralelinde, MG7’ nin ise iki
paralelinde invertaz bolgesi saptanamamustir. Orneklerden, misir unlarindan birinde
(MUS) Bt176 pozitiflik saptanirken, iki musir cipsinde (MC2, MC10) ve bir misir
gevreginde (MG1) Btl1 pozitiflik saptanmistir. Ancak, bahsi gecen numunelerden son
ticiiniin (MC2, MC10 ve MG1) paralel DNA’ larindan birer tanesinin tiim PCR’ 1 inhibe
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ettigi gozlenmistir. Misir unu ve misir yemi gibi islenmemis veya az islenmis misir
tirtinlerinde spike iceren DNA’ larin Bt176 bdlgesinin diizgiin bir sekilde c¢alistigi,
dolayistyla iiriin DNA’ larindan kaynaklanan herhangi bir inhibisyon olmadigi
anlagilmistir. Cok islenmis iiriinlerden MG5 ve MG7 numunelerinde spike igeren iiriin
DNA’ sinin iki bolgede de calistigr gozlenirken, MGS5’ te invertaz bolgesi LOD’ nin
altinda saptanmis, MG7’ de ise saptanamamistir. Bu durum, iirtin DNA’ sinin ilgili PCR
sistemini inhibe ettigi anlamina gelmektedir ve iirlinlerin isleme sirasinda DNA’ larda

meydana gelen degisimlerden kaynaklandig: diistinilmektedir.

4.6.3 Mon810 misir tespiti

Mon810 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol pod (Tepnel Biosystems) u kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Monsanto tarafindan iiretilen Mon810 (YieldGard™) musir1 spesifik olarak

saptarken, ayn1 zamanda 6rnekteki misir varligini (invertaz) da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif Mon810 musir,
negatif kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve
DNA izolasyonu sirasindaki olasi bir bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon
kor kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisiimis olup, PCR’ da kullanilan &rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla,

paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir.

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmistir. 10
mg/mL etidium bromiir ¢dzeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp
DNA markir 10 pL, 6rnekler ise 15 pL olacak sekilde jele yliklenmistir. Beklenen bant
bliyiikliigii Mon810 musir i¢in 203 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.
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Sekil 4.23 GM pozitif misir unlarinda Mon810 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.28 GM pozitif misir liriinlerinde Mon810 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira Ornek Adi invertaz Mon810  Sira Ornek Adi invertaz  Mon810
No 121bp No 121bp

1 PK (Mon810 musir) + + 13 MU11 - -
2 NK (%0 RRSoya) - - 14 MUI11 - -
3 Kor - - 15 MUI11+S - +
4 MUS5 - + 16 MUI16 + -
5 MUS - + 17 MUI16 + -
6 MUS5+S - + 18 MU16+S + +
7 MU6 - - 19 MY16 + +
8 MU6 - - 20 MY16 + +
9 MU6+S - + 21 MY16+S +
10 MUS8 - - 22 MY18 + -
11 MUS8 + + 23 MY18 + +
12 MU8+S - + 24 MY 18+S - +

PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol

Sonug:

Sekil 4.23° e gore, MUS numunesinde Mon810 bolgesi calisirken invertaz bolgesi
calismamistir. Bu durum, multipleks PCR sisteminde Mon810 bdlgesinin invertaz
bolgesini baskiladigimi  gostermektedir. MU6 numunesinde ise invertaz bdlgesi
calismamis, ancak spike DNA’ s1 iceren c¢alismada Mon810 bdlgesinin calistigi
gozlenmistir. Boylelikle, bu {iriiniin de Mon810 ag¢isindan negatif oldugu, ancak iiriin
DNA’ simin invertaz bolgesi olusumu agisindan PCR  sistemini inhibe ettigi
saptanmistir. MU8 numunesinin ise sadece bir paraleli hem invertaz hem de Mon810
acisindan negatif sonug¢ verirken, diger bir paraleli her iki yonden pozitif sonug

vermistir. Ayrica, lriiniin spike iceren DNA’ s1 da Mon810 yoniinden pozitif sonug
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vermistir. Bu durum, iriin paralellerinden birinin invertaz bolge olusumunu inhibe
ederken Mon810 bolge olusumuna etkili olmadig1 ve negatif oldugunu gostermektedir.
Boylelikle, Mon810 agisindan bir paraleli negatif digeri pozitif sonu¢ veren MUS8’ in
metot LOD’ sinin altinda, yani iz miktarda Mon810 icerdigi veya Mon810 ile bulasik
oldugu sonucuna varilabilmektedir. MU11 numunesinin ise, spike i¢eren paraleli de
dahil, invertaz bolgesi ¢alismazken, Mon810 bolgesi sadece spike’ It paralelde pozitif
sonu¢ vermistir. Bu durumda, MU11 numunesinin invertaz bolgesini inhibe ederken
Mon810 bolgesine etki gostermedigi ve negatif oldugu soylenebilmektedir. invertaz
bolgesi, sadece MU16 ve MY 16’ da, tiim paralellerde pozitif sonu¢ vermistir. MY 18
numunesi ise sadece spike’ I1 paralelde invertaz agisindan negatiftir. Mon810 bdolgesi
acisindan MU16 negatif iken, MY 16 pozitiftir. MY18 ise iz miktarda (metot LOD’

sinin altinda) Mon810 i¢ermektedir.

Sekil 4.24 GM pozitif misir unlarinda Mon810 multipleks PCR amplifikasyonu

124



Cizelge 4.29 GM pozitif misir iirtinlerinde Mon810 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi Invertaz Mon810 Sira  Ornek Invertaz Mon810

No 121bp  203bp No Adi 121bp  203bp

1 'PK + + 13 MC2 - +
(Mon810musir)

2 NK( %0 - - 14 MC2 - -
RRSoya)

3 Kor - - 15 MC2+S - +

4 MGI1 - - 16 MC4 + -

5 MG1 - - 17 MC4 - -

6 MGI1+S + + 18  MC4+S - +

7 MGS5 - - 19 MCI10 + -

8 MG5 - - 20 MC10 + -

9 MG5+S - + 21 MCI10+S + -

10 MG7 - - 22 MNIS1 - -

11 MG7 - - 23 MNISI - -

12 MG7+S - + 24  MNISI+S - +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol

Sekil 4.24° e gore; MG1, MG5, MG7, MC2, MC4 ve MNIS1 gibi islenmis iiriinlerde
spike igeren paralellerde Mon810 saptanirken, MG1 harig, tiim Orneklerde invertaz
bolgesi saptanmamistir. Bu durum, bahsi gegen iiriinlerden izole edilen DNA’ nin PCR
sistemini invertaz acisindan inhibe ederken, Mon810 bdlgesine herhangi bir baskilayici
bir etkiye sahip olmadiginin gostergesidir. Boylelikle, diger paralellerinde de Mon810
bolgesi saptanamayan MG1, MG5, MG7, MC4 ve MNIiS1 numunelerinin Mon810
acisindan negatif, MC2 numunesinin ise iz miktarda olmak iizere pozitif oldugu
sonucuna varilabilmektedir., MC4 numunesinin sadece bir paralelinde, MCI10
numunesinin ise tiim paralellerinde invertaz bolgesi c¢alismistir. Ancak; MCI0
numunesi, spike’ I paraleli de dahil olmak iizere, Mon810 a¢isindan negatiftir. Yani,
MC10 DNA’ s1 sistemi Mon810 agisindan inhibe etmistir. Bu yiizden, bahsi gecen
numunenin Mon810 agisindan negatif ya da pozitif oldugu konusunda net bir sonuca

varmak miimkiin degildir.

Sonug olarak; MUS8, MY 18 ve MC2 numunelerinde iz miktarda olmak {lizere MUS,
MY 16 numuneleri Mon810 agisindan pozitif, MC10 harig, digerleri negatiftir. MC10’

dan ise saglikli bir netice alinamamustir.
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4.6.4 T25 musir tespiti

T25 musir tespit edebilmek amaciyla, bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol pod (Tepnel Biosystems) u kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Aventis Crop Science tarafindan iiretilen T25 musirt spesifik olarak saptarken,

ayni zamanda Ornekteki misir varligini (invertaz) da saptamaktadir.

Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif T25 musir, negatif
kontrol olarak % 0 RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA
izolasyonu sirasindaki olas1 bir bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor
kullamlmustir. Ornekler 3 paralel calisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’
sindan meydana gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla

paralellerden birisine spike DNA’ s1 ilave edilmistir.

PCR Sonrasi Analizler:

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
etidium bromit ¢ozeltisinden 5 pL eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
biiytikliigii T25 musir i¢in 243 bp, invertaz i¢in ise 121 bp’ dir.

GM pozitif iiriinlerde T25 misir calismast sonuglart Sekil 4.25, Sekil 4.26, Cizelge 4.30

ve Cizelge 4.31° de verilmistir.
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Sekil 4.25 GM pozitif misir unlarinda T25 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.30 GM pozitif misir liriinlerinde T25 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi invertaz T25 Sira Ornek Ad1 invertaz T25
No 121bp 186bp No 121 bp 186 bp
1 'PK(T25 musir) + + 13 MUI1 + -

2 ’NK (%0 RRSoya) - - 14 MUI1 + -

3 PK (Su) - - 15 MUL1+S  + -

4 MUS5S + - 16 MU16 + -

5 MUS5 + - 17 MU16 + -

6 MUS5+S + - 18 MU16+S + -

7 MU6 + - 19 MY 16 + -

8 MU6 + - 20 MY16 + -

9 MU6+S + - 21 MY16+S + -

10 MUS + - 22 MY18 + -

11 MUS + - 23 MY 18 + -

12 MUS+S + - 24 MY18+S + -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: K&r

Sekil 4.26 GM pozitif misir tirtinlerinde T25 multipleks PCR amplifikasyonu
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Cizelge 4.31 GM pozitif misir iirtinlerinde T25 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira Ornek Adi invertaz T25 Sira  Ornek Adi1  invertaz T25
No 121bp 186bp No 121bp 186bp
1 '"PK (T25 musir) + + 13 MC2 - -
2 *NK (%0 RRSoya) - - 14 MC2 + -
3 K - - 15 MC2+S - +
4 MG1 + - 16 MC4 + -
5 MG1 - - 17 MC4 - -
6 MGI1+S + - 18 MC4+S - -
7 MGS5 - - 19 MC10 + -
8 MGS5 - - 20 MC10 + -
9 MG5+S - + 21 MC10+S - +
10 MG7 - - 22 MNIS1 - -
11 MG7 - - 23 MNIS1 - -
12 MG7+S - + 24 MNIS1+S - +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.25 ve 4.26° ya gore, misir unu ve misir yemi numunelerinin hepsinde invertaz
bolgeleri saptanirken, T25 bolgesi inhibisyona ugramistir. Islenmis musir
numunelerinden ise MG1, MC2 ve MC4’ de iz miktarda invertaz bolgesi saptanirken,
digerlerinde invertaz bdlgesi inhibisyona ugramistir. MG1 ve MC4 numunelerinde de
T25 bolgesi inhibisyona ugradigindan, bu bolgeler hakkinda kesin hiikme
varilamamistir. MGS5, MG7, MC10 ve MNIiS1 numunelerinde ise spike’ I1 paraleller
pozitif, diger paraleller negatif sonuc¢ vermistir. Bu sebeple, bahsi gecen numuneler T25

acisindan negatiftir.

4.6.5 CBH351 musir tespiti

CBH351 musir tespit edebilmek amaciyla bir multipleks PCR master miksi (Tepnel
Biosystems) ile kontrol podu (Tepnel Biosystems) kullanilmistir. Bu multipleks master
miksi Aventis Crop Science tarafindan {iretilen CBH351 musirt spesifik olarak

saptarken, ayn1 zamanda 6rnekteki misir varligini (invertaz)’ da saptamaktadir.
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Denemelerde pozitif kontrol olarak kontrol pod’ da bulunan pozitif CBH351 misir %0
RR Soya sertifikali standart referans materyal, miks’ teki ve DNA izolasyonu
sirasindaki olas1 bir bulagmay1 tespit etmek amaciyla ise ekstraksiyon kor kullanilmigtir.
Ornekler 3 paralel ¢alisilmis olup, PCR’ da kullanilan 6rnek DNA’ sindan meydana
gelebilecek herhangi bir inhibisyonun saptanmasi amaciyla paralellerden birisine spike

DNA’ s1ilave edilmistir.
PCR Sonras1 Analizler:

0.5X TBE (Tris Borat EDTA) Tampon ile % 3’ liik agaroz jel hazirlanmistir. 10 mg/mL
Etidium Bromiir ¢ozeltisinden Sul. eklenmistir. Kontrol pod’dan alinan 50 bp DNA
markir 10 pL, ornekler ise 15 pL olacak sekilde jele yiiklenmistir. Beklenen bant
biiyiikliigii CBH351 musir igin 250 bp, invertaz icin ise 121 bp’ dir.

GM pozitif tiriinlerde CBH351 misir ¢calismast sonuglari, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil
4.29’ da ve Cizelge 4.32, Cizelge 4.33 ve Cizelge 4.34’ de verilmistir.
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Sekil 4.27 GM pozitif misir unlarinda CBH351 multipleks PCR amplifikasyonu
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Cizelge 4.32 GM pozitif misir unlarinda CBH351 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira  Ornek Adi invertaz CBH351 Sira Ornek invertaz CBH351
No 121 bp 250 bp No Adi 250 bp
1 'PK (CBH351 musir)  + + 10 MUS + -

2 *NK( %0 RRSoya) - - 11 MU8 + -

3 ’K - - 12 MUS+S + -

4 MU3 + - 13 MUI11 + -

5 MUS5 + - 14 MU11 + -

6 MUS5+S + - 15 MUI11+S + -

7 MU6 + - 16 MU16 + -

8 MU6 + - 17 MU16 + -

7 MU6+S + - 16 MU16+S + -

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor
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Sekil 4.28 GM pozitif misir iiriinlerinde CBH351 multipleks PCR amplifikasyonu
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Cizelge 4.33 GM pozitif misir iirtinlerinde CBH351 multipleks PCR

Sira  Ornek Adi invertaz CBH351 Sira  Ornek Adi invertaz CBH351
No 121bp 250bp No

1 PK(CBH351 + + 13 MG5 - -

misir)

2 NK(%0RRSoya) - - 14 MGS5 ; ;
3 Kor - - 15 MG5+S - -
4 MY16 + - 16 MG7 + -
5 MY16 + - 17 MG7 + -
6 MY 16+S + - 18 MG7+S + +
7 MY18 + - 19 MC2 + -
8 MY18 + - 20 MC2 - -
9 MY18+S + - 21 MC2+S - -
10 MGl1 - - 22 MNISI1 + -
11 MGl - - 23 MNIS 1 + -
12 MGI1+S - - 24 MNIS1+S + +

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor

Sekil 4.29 GM pozitif misir iiriinlerinde CBH351 multipleks PCR amplifikasyonu

Cizelge 4.34 GM pozitif misir iiriinlerinde CBH351 multipleks PCR amplifikasyonu

Sira No Ornek Ad1 invertaz CBH351
121bp 250bp

—_—

PK (CBH351 mustr) + +

NK (%0 RRSoya)
Kor

MC4

MC4

MC4+S

MCI10

MCI10

MC10+S

O 00 3N L B~ W
o
1

1 PK: Pozitif Kontrol, 2 NK: Negatif Kontrol, 3 K: Kor
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Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29° a gbre; misir yemi, misir unu ve misir nisastast gibi tiim
islenmemis veya yari-islenmis misir orneklerinde invertaz saptanirken, ¢ok islenmis
misir numunelerinin bazilarinin (MG1, MG5) DNA’ sinin invertaz bolgesi acisindan
PCR’ 1 inhibe ettigi gozlenmistir. Yine, MC2 numunesinin de sadece bir paralelinde
invertaz bolgesi saptanirken diger paraleli invertaz bolgesi agisindan PCR’ 1 inhibe
etmistir. Diger ¢cok islenmis misir numunelerinde ise invertaz bolgesi saptanmistir. MG7
ve MNIS1 haricinde tiim &rneklerin, spike’ I1 paralelleri dahil, hepsi CBH351 bolgesi
acisindan negatif sonu¢ vermistir. Bu durum bahsi gecen numunelerin DNA’ sinin
CBH351” i inhibe ettigini gdstermektedir. Yani, bu iiriinler hakkinda CBH351 agisindan
net bir yargiya varmak miimkiin degildir. MG7 ve MNISI ise sadece spike’ I
paralellerinde CBH351 agisindan pozitif sonu¢ vermis olup, {irtin DNA’ s1 bu bolgede
inhibe edici bir etkiye sahip degildir ve bu iirtinler CBH351 acisindan negatiftir.

4.7 Miktar Analizleri

4.7.1 Real-time PCR yontemi ile Bt176 miktar tayini

Bu amagla Bt 176 Quntification (Roche) ve Sure Food Bt176 (R-Biofarm) kitleri
kullanilmaktadir. Bu kitlerden ilki relatif kuantifikasyon amaciyla digeri absolute
kuantifikasyon amaciyla kullanilmaktadir. Her iki kitin de optimizasyon siireci
tamamlanmistir. Bt 176 Quntification Kit (Roche) i¢in validasyon caligmalar1 devam
etmektedir. Bu amacla materyal olarak IRRM’ den temin edilmis olan c¢esitli

oranlardaki Bt 176 standart referans materyaller kullanilmaktadir.

Sadece 35S promotér ve NOS terminatdr bolgeleri pozitif sonu¢ veren orneklerde

miktar tayin analizleri yapilmigtir.
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4.7.1.1 Bt 176 Quantification Kit (Roche) ile relatif kuantifikasyon (miktar tayini)

Bu kit ile bir gida 6rnegindeki Bt 176 misir miktari, Bt 176 misir DNA’ sinin 6rnekteki
toplam misir miktarina orami olarak hesaplanir. Bir 6rnegin relatif GMO igeriginin
saptanmast bir 6rnegin crossing point degerine ve PCR’ 1n etkinligine baglidir. Crossing
point (CP) degeri PCR amplifikasyonunun eksponansiyel faza basladigi dongii sayisidir.
PCR’ 1n verimliligi (efficiency) ise reaksiyon sirasindaki kinetikleri belirtir. Tim
reaksiyonun etkinligi ise kalibrasyon kurvesinin egimi (slope) olarak ifade edilir
(Vaerman 2004). Kullanilan hibridizasyon problar1 ve primerler, hem Bt176 hem de
referans gene spesifik PCR verimliliklerine sahip olduklarindan, kalibrasyon egrileri
ayr1 olarak verilmelidir. Gida prosesi sirasindaki DNA degredasyonu GMO miktar
analizini etkileyebilmektedir. Sekil 4.30° da % 0.1 ve % 1’ lik Bt176 CRM’ lerine ait
sonuclar verilmistir. Sekil 4.30° a gore On validasyon c¢alismalarinda Bt176 relatif

kantitasyon analizinin saptama limiti % 0.1oldugu goriilmektedir.

Target | Flefosence | Paing Flesuls | BT176 RELATIF MIK. TAYINI 011106
| o CRM CALISMASI T y ]
et Sampis Tiype Poun | Sampie lame | CpMedion | Concerbabon Aol | Homalesd Aaiic
e e o sl
P spwnas s s i ik i 1800
el Sal 1 T awged Lekrensr i =M kTR S 1.1%E3 s
Plettrence Lnkair § XA ITER Tkl !
Fonul et 2 Towget Uirdnecsamy - TR A o |17 B7E4 an |
Piedsrence Linknowr i IR 0% |
Fiomdl Se0 3 T avged Linksowny 9 XIb178T a8 BTEEd 114 |
Relssncs Unmsir 10 X1 BEITE nEr |

Sekil 4.30 % 0.1 ve % 1° lik CRM” lere ait Bt176 sonuglari

35S ve/veya NOS yoniinden pozitif olan drneklerde Bt176 relatif miktar analizlerine ait
sekillerin bir kism1 EK L’ de verilmistir. Cizelge 4.35° de ise analizlerin tiimii verilerek

sonuclar yorumalanmugtir.
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Cizelge 4.35 Bt176 agisindan relatif miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglari

ORNEK ADI  SONUC SONUC CPT CPR
DEGERLENDIRME
MUSA 0.05 0.05 30.64 21.75
MUSA 0.05 30.62 21.70
MUS5SA 0.05 30.68 21.73
MUS5B 0.06 30.8 21.98
MUS5B 0.05 31.12 22.19
MUS5B 0.05 31.07 22.22
MU6A Iz miktar 0 TE 22.24
MU6B 6.09E-03 34.64
MU6A 0 TE 22.03
MU8 0 0 TE
MUIIA 0.01 9.94E-03 33.96 22.49
MUI11A 0.01 33.76 22.51
MUIIA 0.01 33.43 22.52
MUI11B 0.02 33.47 22.64
MU11B 0.01 33.74 22.68
MU11B 0.01 33.75 22.68
MUI16 iz miktar 7.95E-03 34.73 20.01
MY 16A 0.04 0.05 33.51 23.87
MY 16A 0.05 33.63 24.18
MY 16B 0.03 33.89 23.83
MY 16B 0.03 34.14 23.93
MY 18A Iz miktar 0 TE 23.47
MY18B 0.07 32.63 23.62
MY18 0 TE
MC2A Sonuglar ¢eligkili 25.13 3548 33.95
MC2A (=5-1z miktar) 0 TE 34.78
MC2B TE TE TE
MC2B TE 36.37 TE
MC2A 0 TE 34.28
MC2B 1.95 37.94 34.22
MC2 96.94 34.44 33.77
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Cizelge 4.35 Btl176 agisindan relatif miktar tayini yapilan Ornekler ve sonuglari

ORNEK ADI SONUC DEGERLENDIRME SONUC CPT CPR
MC4A TE TE TE
MC4A TE TE TE
MC4B TE TE TE
MC4B TE TE TE
MC4A 0 TE 28,24
MC4A 0 TE 28.44
MC4B o 95.3 26.53 28.47
MC4B Sonuglar geliskili 0.26 35.64 28.54
MC4 (>5-iz miktar) 3 84640

3
MC4 0.05
MC4A 0.06
MC4A 0.06
MC4 0.56
MC4 342
MC4 0 TE 32.43
MC4 TE 36.26 TE
MC4 TE TE TE
MCI10A 0
MCI10A 0
MC10B 13.05
MC10B 10.37
MCI10A 8.91
MCI10B Sonuglar celiskili 9.06
MC10A (ZS-IZ miktar) TE
MCI10A TE
MCI10B 0.6
MCI10B 0.2
MCI10 0.72
MCI10 TE
MCI10 TE
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Cizelge 4.35 Btl176 agisindan relatif miktar tayini yapilan Ornekler ve sonuglari

(Devam)
ORNEK ADI SONUC DEGERLENDIRME SONUC CPT CPR
MGI1A TE 35.61 TE
MGIA 9.08 36.79 35.01
MGI1B 5.76 37.35 35.27
MGI1B 0 TE 35.26
MGIA TE TE TE
MGI1A TE TE TE
MGIB TE TE TE
MGI1B Sonuglar celiskili 0 TE 34.46
MGI1A (>5-iz miktar) 5.94 34.44 30.31
MGIB 8.77 34.11 30.57
MGI1A TE TE
MGI1A TE TE
MGIB TE 3591 TE
MGIB TE 35.13 TE
MG1 67.69
MG1 1.79E+02
MGl TE TE
MGl TE TE
MGl 10.81 32.05 28.16
MGS5A 0 TE 34.24
MGS5A 0 0 TE 35.86
MG5B TE 34.85 TE
MG5B TE TE TE
MG7A TE 36.62 TE
MG7A 9.68 36.24 34.97
MG7B 10.32 34.67 33.52
MG7B 10.3 33.9 32.77
MG7A 7.18 33.69 29.86
MG7B >5 8.73 33.25 29.72
MG7A TE 35.69 TE
MG7A TE 36.85 TE
MG7B TE TE
MG7B TE TE
MG7 4.9 34 28.88
MG7 TE TE
MG7 TE TE
MNIS1 0 0 TE 35.86

Te: Tespit edilemedi
*Kit ancak % 5’ e kadar GM igeren Orneklerde giivenilir hesaplama yapilmasina imkan

verdiginden numune sonuglarindan % 5’ ten biiyiik olabilecegi diisiiniilen 6rnekler >5 olarak

belirtilmistir.
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Cizelge 4.35° de goriilecegi iizere MUS, MU11 ve MY 16 numunelerinde Bt176 relatif
miktar tayininde giivenli pozitif sonu¢ vermistir. Buna gore MUS, MU11 ve MY16
numuneleri, sirastyla, % 0.05, 0.01 ve 0.04 oranlarinda Bt176 misir igermektedir ve bu
deger, Avrupa Birligi EC-2003/1830 say1l1 direktifine gore, etiketleme sinir1 olan %0.9°
un altindadir. MU6, MU, MU16, MY18, MG5 ve MNIS1 numuneleri ise Bt176
yoniinden negatiftir. Ancak MU6, MU16 ve MY 18 numunelerinin baz1 paralelerinde
metot LOD’ sinin ¢ok altinda Bt176 gézlenmistir. Bu durum, numunelerin iz miktarda
genetik modifiye Bt176 musir igerdigini gosterebilecegi gibi, bazi misir {riinlerinin
isleme, tasima veya depolama gibi islemler sirasinda GM pozitif {iriinlerle bulastiginin
bir gdstergesi olabilecegi de diisliniilmektedir. Cok islenmis misir {iriinlerinin ¢ogu ya
yetersiz DNA igerdigi i¢in analiz sonucu alimamistir ya da paraleller aras1 degisken
miktarlarda Bt176 misir igerdigi saptanmustir. Bu durumun, iirlin iglenme sirasinda
islenme derecesine bagli olarak {irlinlerin DNA’ sinda meydana gelmis olabilecek
zararlardan dolayr aranan bolgelerin  yeterince elde edilemedigi ya da
cogaltilamadigindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica, iirtin DNA’ sinda isleme
sirasinda olabilecek muhtemel zararlar, hedef bolge ve musir geni (zein) iizerinde farkl

derecelerde meydana gelebilmektedir.

4.7.1.2 Sure Food Bt 176 Quntification Kit (R-Biofarm) ile absolute kuantifikasyon

Bt176 bolgesinin saptanmasi amaciyla Sure food Bt176 Quantification Kit (R-Biofarm)

kullanilarak absolute kuantifikasyon yapilmistir
35S ve/veya NOS yoniinden pozitif olan 6rneklerde Bt176 absolute miktar analizlerine

ait gekillerin bir kismi EK M’ de verilmistir. Cizelge 4.36° de ise analizlerin tiimii

verilerek sonuglar yorumalanmistir.
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Cizelge 4.36 Bt176 acisindan absolute miktar tayini yapilan érnekler ve sonuglari

Ornek Sonug Analiz Cry Zein Konsantrasyon CpT CpR Tekerriir
Ad1 Degerlendirme Sonuclart Konsantrasyon ve Paralel Sayis1
MU5 0.14 0.11 7.49E+01 9.02E+04 32.53 22.2 1 tekerrlr
MU5 0.15 1.01E+02 8.93E+04 322 21.15 2E.2P
MU5 0.11 6.28E+01 7.89E+04 32.83 21.62
MU5 0.11 6.99E+01 7.97E+04 32.69 21.59
MU6 0 0 TE 7.50E+04 TE 21.82 1 tekerrlr
MU6 0 TE 6.85E+04 TE 21.78 1E.2P
MU 0 0 TE 6.30E+04 TE 22.3 2 tekerrlr
MUS8 0 TE 7.38E+04 TE 21.82
MUS 0 TE 4.18E+01 TE 30.84 1. tekerrir
2E.1P
2. tekerrlr
. 1E,1P
MUI11 1z miktar 0 [7.34E-01] 7.50E+04 37.09 21.78 2 tekerrir
MUI1 1.33E-03 TE 6.85E+04 TE 22.05
MUI1 0 TE 5.19E+01 TE 30.62 1. tekerrir
2E, 1P
2. tekerrlr
1E,1P
MU16 0 0 TE 7.12E+04 TE 21.93 1 tekerrlr
MU16 0 TE 7.83E+04 TE 21.65 1E, 2P
MY16 0 TE 4.95E+03 TE 24.06 3 tekerriir
MY16 Iz miktar 0 TE 4950 TE 24.52
MY16 5.39E-04 [9.51E-02] 1.11E+04 38.19 24.24 1. ve 2. tekerrur
MY16 0 TE 1.12E+04 TE 24.23 1E.1 P..
3. tekerrar
MY16 0 TE 1.07E+04 TE 24.3 2E.2P
MY16 0 TE 1.05E+04 TE 24.33
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Cizelge 4.36 Bt176 acisindan absolute miktar tayini yapilan érnekler ve sonuglar1 (Devam)

Ornek Ad1 Sonug Degerlendirme Analiz Cry Konsantrasyon Zein CpT CpR Tekerriir
Sonuglar: Konsantrasyon ve Paralel
Sayisi
MY18 1z miktar 0 TE 8.09E+03 TE 23.77 2 tekerriir
MY18 0 TE 1.66E+04 TE 23.62 i
MY18 0 TE 1.70E+04 TE 23.58 }'éekleg“r
MY18 0 TE 1.53E+04 TE 2. tekerriir
MY18 1.10E-05 1.70E+04 >40 23.59 1E,3P
MNIS1 Sonuglar ¢eliskili 0 TE [1.06E-01] TE 34.6 2 tekerriir
MNIS1 1.58 [3.20E-01] [6.43E-01] 36.62 33.05
MNIS1 50.49 [<2.3E-03] [1.47E-01] 34.33 L. tekerriir
40 IE3P
MNis1 3.20E-02 [<2.97E-03] [5.80] >40 35.96 %‘Etfklegur
MNIS1 0 TE [6.50] TE 35.78
MC2 Iz miktar 0 TE [2.02E+02] TE 39.65 1. tekerriir
MC2 5.00E-03 [1.28E-02] [3.56E+02] 37.94 39.86 1E,2P
MC4 Sonuglar celiskili 0 TE 7.46E+03 TE 28.75 3 tekerriir
MC4 (=5-iz miktar) 0 TE 6.67E+03 TE 29.08 i
MC4 0 TE 1.01E+02 37.24 29.69 }'Et‘flge}rf“r
MC4 0 TE 4.43E+01 TE 28.46 2 tekerriir
MC4 703.9 [4.68E-02] 4.17E+01 38.04 28.54 2E, 1P
MC4 10.31 [<9.91E-02] [1.12] 1140 3. tekerriir
MC4 0 TE [9.97E-01] TE 2E, 1P
MC10 Sonuglar celiskili 0 TE 1.28E-01 >40 35.5 3 tekerriir
MC10 (=5-iz miktar) 1.51E+03 [<2.3E-03] [4.41] >40 32.44 i
MC10 0 TE [1.23] TE 28.03 }'é‘?kleg“r
MC10 0 TE 53 TE 32.49 2 tekerriir
MC10 6.11E-03 >40 30.6 >40 33.39 2E, 1P
MC10 0 TE 28.4 TE 33.46 3. tekerriir
MC10 0 TE 18.3 TE 3415  2E2P
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Cizelge 4.36 Bt176 acisindan absolute miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglar1 (Devam)

Ornek Sonug Analiz Cry Zein Konsantrasyon CpT CpR Tekerriir

Adi Degerlendirme  Sonuclar1  Konsantrasyon ve Paralel Sayisi

MGl Sonuglar 0 TE 3.51E-01 >40 34.05 3 tekerriir

MGl celigkili 1.82E+03 [<2.30E-03] [2.72] >40 31.67

MG1 (=5-izmiktar) g 73E+02 [<2.30E-03] [2.01] >40 31.94 1. tekerriir

MGl 0 TE [6.20E+02] TE 36.26 LE, 1P

MG1 0 TE [4.58E+02] TE 37.18 2 ve 3. tekerriir
2E,1P

MGS5 0 0 TE [3.35E+02] TE 38.11 1 tekerriir

MGS 0 TE [2.05E+02] TE 39.61 1E2P

MG7 Sonuglar TE TE TE TE TE 4 tekerriir

MG7 celigkili 305.69 [<2.30E-03] 8.90E-01 >40 32.75

MG7 (=5-iz miktar) 1.03E+02 [<2.30E-03] 3.00E-01 >40 33.72 1. tekerriir

MG7 8.79 [<9.91E-02] 1.29 >40 34.10 LE, 1P

MG7 0 TE 1.63 TE 33.90 2 ve 3. tekerriir

MG7 0.71 [3.58] [6.8E+02] 35.98 2.E. 1 P

MG7 0 TE [4.90E+02] TE 36.97

MG7 0 TE [7.66E+02] TE 35.62 4. tekerriir

MG7 0 TE [4.13E+02] TE 37.48 2E, 1P

E: Ekstraksiyon sayisi. P: Paralel sayisi, TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 4.36° da goriilecegi iizere, sadece bir numune (MUS5) Bt176 absolute miktar
tayininde giivenli pozitif sonu¢ vermistir. MUS numunesi % 0.14 Bt176 misir
icermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayili direktifine gore
etiketleme sinir1 olan % 0.9’ un altindadir. MU6, MUS8, MU16 ve MG5 numuneleri ise
Bt176 yoniinden negatiftir. Yine MU11, MY16, MY 18 ve MC2 numunelerinin bazi
paralelerinde metot LOD’ sinin ¢ok altinda Bt176 gozlenmistir. Bu durum, numunelerin
iz miktarda genetik modifiye Bt176 musir icerdigini gosterebilecegi gibi, bazi misir
tirtinlerinin isleme, tasima veya depolama gibi islemler sirasinda GM pozitif iiriinlerle
bulagtiginin bir gostergesi olabilecegi de diisiiniilmektedir. Cok islenmis misir
tirlinlerinin  hepsi, yari-islenmis musir iirinlerinin ise bir kismi ya yetersiz ya da
giivenilir olmayan sonuca sahiptir. Bu durum, saptanan zein geni ve hedef bolgedeki
celigkili veya gilivenilir olmayan sonuglardan kaynaklanmaktadir. Her ne kadar belli
oranlarda biitlin {riinlerin zein geni icerdigi tespit edilse de, ¢ok islenmis misir
trlinlerinin  hepsi, yari-islenmis musir iirinlerinin ise bir kismi ya yetersiz ya da
giivenilir sonu¢ alinamayacak olan absolute kuantifikasyonda hesaplama yapilabilmesi
icin gerekli olan “50” kopyanin altindadir. Bu durumun, iiriin islenme sirasinda islenme
derecesine bagli olarak {iriinlerin DNA’ sinda meydana gelmis olabilecek zararlardan
dolay1 aranan bdlgelerin yeterince elde edilemedigi ya da c¢ogaltilamadigindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

4.7.2 Real-time PCR yontemi ile MON810 miktar tayini

MONS810 bolgesinin saptanmasi amaciyla Sure food MON810 Quantification Kit (R-
Biofarm) kullanilarak absolute kuantifikasyon yapilmistir. 35S ve/veya NOS yoniinden
pozitif olan 6rneklerde MON 810 miktar analizlerine ait sekillerin bir kismu1 EK 17’ da

verilmistir. Cizelge 4.37° de ise analizlerin tiimii verilerek sonuglar yorumalanmustir.
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Cizelge 4.37 Mon810 agisindan absolute miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglari

Ornek Ad1 Sonug¢ Analiz Sonuclar: Cry Konsantrasyon  Zein Konsantrasyon CpT CpR Tekerriir

Degerlendirme ve Paralel
Sayisi

MUS5 3.59 5.25E+02 1.69E+04 27.16 21.34 4 tekerriir

MUS5 4.06 5.26E+02 1.50E+04 27.16 21.52

MUS5 3.98 5.63E+02 1.64E+04 27.06 21.39 1. tekerriir

MUS 32 4.07E+02 1.50E+04 27.53 22.29 2E,3P

MUS5 6.45 4.11E+02 7.64E+03 27.51 23.31

MUS5 3.06 4.17E+02 1.63E+04 27.49 22.16 2.3.4.

MUSA 2.35 1.56E+03 5.18E+04 26.84 20.81 tekerriir

MUSA 2.26 1.41E+03 4.86E+04 26.99 20.9 2E2P

MUSB 2.46 1.80E+03 5.71E+04 26.62 20.69

MUSB 2.15 1.60E+03 5.80E+04 26.8 20.67

MUSA 2.83 1.96 5.34E+02 2.13E+04 27.35 21.29

MUSA 1.89 5.33E+02 2.20E+04 27.36 21.24

MUS5B 2.34 6.17E+02 2.06E+04 27.14 21.34

MUS5B 2.74 6.02E+02 1.72E+04 27.18 21.6

MUSA 1.43 5.92E+02 4.42E+04 27.86 20.98

MUSA 1.2 5.60E+02 4.97E+04 27.55 20.79

MUS5B 1.63 6.76E+02 4.43E+04 27.65 20.98

MUS5B 1.99 8.38E+02 4.51E+04 27.32 20.95

MUG6A Iz miktar 0.0074 [9.36E-01] 1.45E+04 35.55 21.57 1 tekerriir

MU6B 0 TE 1.29E+04 TE 21.74 2E. 1P

MUSA Iz miktar 8.06E-05 [2.19E-02] 3.15E+02 39.56 273 1 tekerriir

MUSB 0 TE 3.08E+02 TE 27.33 2E. 1P

MUI11A 0 0 TE 3.08E+02 TE 27.34 1 tekerriir

MU11B 0 TE 2.92E+02 TE 27.42 2E, 1P
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Cizelge 4.37 Mon810 agisindan absolute miktar tayini yapilan érnekler ve sonuglari (Devam)

Ornek Adi  Sonuc Analiz Sonuclari Cry Konsantrasyon  Zein Konsantrasyon Cp T CpR Tekerriir
Degerlendirme ve Paralel

Sayisi
MU16A INV 4.05 TE 34.34 TE 3 Tekerriir
MU16B 0.86 3.28 4.57E+02 34.65 27.55 1. ve 2.
MU16A 0 TE 3.25E+04 TE 21.68 Tekerriir
MU16B 0 TE 3.19E+04 TE 21.71 2E. 1P
MUI16B Iz miktar 8.00E-03 [4.12] 3.64E+04 35.78 21.28 3. Tekerriir
MUI16B 1.32E-02 [4.23] 2.56E+04 35.74 21.74 2E,2P
MUI16B 1.39E-02 [9.19] 5.15E+04 34.63 20.82
MU16B 1.71E-02 [10.9] 4.97E+04 34.37 20.87
MY16 9.70E-02 2.02E+06 4.21E+02 36.83 22.53 3 Tekerriir
MY16A 5.20E-02 [4.9] 1.08E+04 33.59 22.01 1. Tekerriir
MY16B 5.20E-02 [4.93] 1.10E+04 3.58 21.98 1E, 1P
MY 16A Iz miktar 5.10E-02 4.78 1.01E+04 33.6 23.36 2. Tekerriir
MY 16A 4.40E-02 43.2 1.05E+05 31.72 233 2E, 1P
MY16B 3.60E-04 [3.53E-01] 1.05E+05 352 23.31 3. Tekerriir
MY16B 8.30E-05 [7.9E-01] 1.01E+04 34.75 23.37 2E,2P
MY18 0.00E+00 TE 1.73E+02 21 TE 2 Tekerriir
MY18A Iz miktar 0.00E+00 TE 1.22E+04 21.82 TE 1. Tekerriir
MY18B 1.28E-04 [<1.40E-02] 1.26E+04 21.78 >40 1E,1P

2. Tekerriir

2E, 1P
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Cizelge 4.37 Mon810 agisindan absolute miktar tayini yapilan érnekler ve sonuglari (Devam)

Ornek Ad1 Sonug¢ Analiz Sonuclar: Cry Konsantrasyon  Zein Konsantrasyon Cp T CpR Tekerriir
Degerlendirme ve Paralel

Sayisi
MC2A TE TE TE TE TE 3 Tekerriir
MC2B TE TE TE TE TE 1. ve 2.
MC2A TE TE TE TE TE Tekerriir
MC2B TE TE 2.53E-01 TE 37.21 2E. 1P
MC2A Yetersiz DNA TE TE [8.75E-01] TE 36.29 3. Tekerriir
MC2A TE TE TE TE TE 2E2P
MC2B TE TE [4,92E-01] TE 37,15
MC2B TE TE [5,45E-01] TE 36,99
MC4 0 TE 6,43E+03 TE 27,08 2 Tekerriir
MC4A 0 0 TE 1.30E+02 TE 28,63 1. Tekerriir
MC4B 0 TE 1.40E+02 TE 28,52 1E,1P

2. Tekerriir

2E, 1P
MCI10A Yetersiz DNA 1.7 4,99 2,29E+02 35,51 27,92 6 Tekerriir
MC10B Celiskili Sonug 0 TE 1.34+02 TE 28,62 1. Tekerrtir
MCI10 11.97 5,26E+06 1.35E+05 38,46 32,46 2E,1P
MCI10A TE [6.21E-01] 2.12E-01 37.17 37.39 2. Tekerriir
MCI10B TE [1.41] TE 35.92 TE 1E, 1P
MCI10A TE [6.05E-01] 2.61E+01 35.17 31.25 3. Tekerriir
MCI10A TE [2.47E-03] 3.18E+01 38.99 30.96 2E1P
MCI10B TE TE 1.36E+01 TE 33.22 4. Tekerriir
MC10B TE TE 1.74E+01 TE 31.85 2E,2P
MCI10A TE TE [7.95] TE 33.18 5. Tekerriir
MC10B TE TE 1.21E+01 TE 32.74 2E1P
MCI10A TE [7.63] 2.46E+01 33.04 31.13 6. Tekerriir
MCI10A TE [1.22] 2.68E+01 35.25 31.13 1E,3P
MCI10A TE [1.32E-01] 2.68E+01 37.71 31.10
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Cizelge 4.37 Mon810 agisindan absolute miktar tayini yapilan érnekler ve sonuglari (Devam)

Ornek Ad1 Sonug¢ Analiz Sonuclar: Cry Konsantrasyon  Zein Konsantrasyon Cp T CpR Tekerriir
Degerlendirme ve Paralel
Sayisi
MGI1A Yetersiz DNA TE TE 3.59E+01 TE 35.93 3 Tekerriir
MGI1B TE TE TE TE TE
MGI1A TE TE TE TE TE 1. 2. 3.
MGI1B TE TE TE TE TE Tekerriir
MGI1A TE TE 35.97 TE 35.97 2E. 1P
MGI1B TE TE 35.78 TE 35.78
MGSA Yetersiz DNA TE TE TE TE TE 2 Tekerriir
MGSB TE TE 37.22 TE 37.22 1.2.
MGSA TE TE TE TE TE Tekerriir
MGS5A TE [4.57] TE 35.64 TE 2E, 1P
MG7A Yetersiz DNA TE TE TE TE TE 2 Tekerriir
MG7B TE TE 29.46 TE 29.46 1. ve2.
MG7A TE TE 37.39 TE 37.39 Tekerriir
MG7B TE TE TE TE TE 2E, 1P
MNIS1A Yetersiz DNA TE TE 34.64 TE 34.64 2 Tekerriir
MNIS1B TE TE 34.61 TE 34.61 1.ve 2.
MNIS1A 0 TE 28.75 TE 28.75 Tekerriir
MNIS1B TE TE 29.15 TE 29.15 2E, 1P

E: Ekstraksiyon sayisi, P: Paralel sayisi, TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 4.37° de goriilecegi iizere, sadece bir numune (MUS) Mon810 absolute miktar
tayininde giivenli pozitif sonu¢ vermistir. MUS numunesi % 2.83 Mon810 misir
icermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayili direktifine gore
etiketleme sinir1 olan % 0.9’ un ustiindedir ve etiketlenmesi gerekmektedir. MUG6,
MUS, MU16 ve MG5 numuneleri ise Mon810 ydniinden negatiftir. Yine MU11, MY 16,
MY 18 ve MC2 numunelerinin bazi paralelerinde metot LOD’ sinin ¢ok altinda Mon810
gbzlenmistir. Bu durum, numunelerin iz miktarda genetik modifiye Mon810 musir
icerdigini gosterebilecegi gibi, bazi misir iirlinlerinin igleme, tasima veya depolama gibi
islemler sirasinda GM pozitif {riinlerle bulastiginin bir gostergesi olabilecegi de
diisiiniilmektedir. Cok islenmis musir {iriinlerinin hepsi, yari-islenmis misir {irtinlerinin
ise bir kismi1 ya yetersiz ya da giivenilir olmayan sonuca sahiptir. Bu durum, saptanan
zein geni ve hedef bolgedeki celigkili veya giivenilir olmayan sonuglardan
kaynaklanmaktadir. Her ne kadar belli oranlarda biitiin iiriinlerin zein geni igerdigi
tespit edilse de, cok islenmis musir iirlinlerinin hepsi, yari-islenmis misir {iriinlerinin ise
bir kismi ya yetersiz ya da giivenilir sonu¢ alinamayacak olan absolute kuantifikasyonda
hesaplama yapilabilmesi i¢in gerekli olan “50” kopyanin altindadir. Bu durumun iiriin
islenme sirasinda islenme derecesine bagli olarak {irlinlerin DNA’ sinda meydana
gelmis olabilecek zararlardan dolay1 aranan bolgelerin yeterince elde edilemedigi ya da

cogaltilamadigindan kaynaklandig diistintilmektedir.

4.7.3 Real-time PCR yontemi ile Bt 11 miktar tayini

Btl1 bolgesinin saptanmasi amaciyla Sure food Btl1 Quantification Kit (R-Biofarm)
kullanilarak absolute kuantifikasyon yapilmistir. 35S ve/veya NOS yoniinden pozitif
olan Orneklerde Btl1l absolute miktar analizlerine ait sekillerin bir kismi EK N’ de

verilmistir. Cizelge 4.36° de ise analizlerin tiimii verilerek sonuglar yorumalanmustir.
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Cizelge 4.38 Bt11 agisindan absolute miktar tayini yapilan numuneler ve sonuglari

Ornek Adi Sonuc Sonug Target Referans CpT CpR Tekerriir ve
Degerlendirme Konsantrasyon Konsantrasyon Paralel Sayis1
MUS 1.48 0.24 8.94E+01 2.92E+04 33.13 21.84 3 Tekerrir
MUS5 0.16 6.48E+01 3.32E+04 3.51 21.65 1. Tekerrir
MUS 0.15 5.92E+01 3.28E+04 33.62 21.67 1E,3P
MUSA 3.1 2.81E+03 4.87E+01 34.13 21.92 2.ve 3.
MUSA 4.05 2.90E+03 6.35E+01 33.7 21.88 Tekerrur
MUSB 4.17 5.85E+01 [<1.32] 140 26.85 2E, 2P
MUSB 2.26 1.02E+02 [<1.32] 140 26.07
MUSA 0.16 1.71E+02 1.01E+05 32.96 20.86
MUSA 0.19 Oca.00 7.65E+04 33.13 21.27
MUSB 0.8 Oca.00 [1.44E+05] 33.41 20.35
MUSB 0.19 1.76E+02 8.54E+04 32.92 21.11
MU6A 0 0 TE 4.89E+04 TE 21.93 1 Tekerrur
MUG6A 0 TE 1.60E+04 TE 23.57 1E.2P
MUSA 0 0 TE 3.36E+04 TE 21.63 1 Tekerrur
MUSA 0 TE 2.50E+04 TE 22.07 1E,2P
MU11 iz miktar 3.38E-04 [<8.14E-02] 1.95E+04 (140 22.44 2 Tekerrur
MU11 0 TE 3.24E+04 TE 22.54 1. Tekerrir
MU11 0 TE 2.89E+04 TE 22.71 1E,1P
2. TekerrQr
2E, 1P
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Cizelge 4.38 Bt11 agisindan absolute miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglari(Devam)

Ornek Ad1 Sonug¢ Sonug Target Referans CpT CpR Tekerriir Ve
Degerlendirme Konsantrasyon Konsantrasyon Paralel Sayisi

MU16 0 0 TE 3.19E+04 TE 21.71 1 Tekerrur
MU16 0 TE 3.25E+04 TE 21.68 1E 2P
MY16 0 0 TE 1.50E+04 TE 22.84 1 Tekerrtr
MY16 0 TE 1.61E+04 TE 22.73 1E, 2P
MY18 0 0 TE 1.42E+04 TE 2291 1 Tekerrur
MY18 0 TE 2.07E+05 TE 22.68 1E,2P
MC2 Yetersiz DNA TE TE TE TE TE 1 Tekerrur
MC2 TE TE [1.68E-01] TE 35.14 1E 2P
MC4 0 0 TE 1.09E+02 TE 29.74 1 Tekerrtr
MC4 0 TE 2.14E+02 TE 28.95 1E, 2P
MC10 Yetersiz DNA TE TE 1.64E+01 TE 31.69 1 Tekerrur
MC10 TE TE [1.54] TE 33.77 1E, 2P
MGI1A Yetersiz DNA TE TE [1.26] TE 33.94 1 Tekerrir
MGI1A TE TE [3.66E-01] TE 3491 1E,2P
MGS5A Yetersiz DNA TE TE [3.94E-01] TE 34.77 1 Tekerrir
MGS5A TE TE [3.10E-01] TE 34.81 1E,2P
MG7A Yetersiz DNA TE TE [2.13E-01] TE 35.03 1 Tekerrir
MG7B TE TE [1.77E-02] TE 36.01 1E, 2P
MNIS1A Yetersiz DNA TE TE [5.54] TE 34.65 1 Tekerrur
MNIS1B TE TE [1.50] TE 33.8 1E,2P

E: Ekstraksiyon sayisi, P: Paralel sayisi, TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 4.38° de goriilecegi iizere, sadece bir numune (MUS) Btl1 absolute miktar
tayininde giivenli pozitif sonu¢ vermistir. MUS numunesi % 1.48 Btll misir
icermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayili direktifine gore
etiketleme sinir1 olan % 0.9’ un ustiindedir ve etiketlenmesi gerekmektedir. MUG6,
MUS, MU11. MU16, MY 16, MY 18 ve MC4 numuneleri ise Btl1 yoniinden negatiftir.
Yine MU11 numunesinin paralelerinden birinde metot LOD’ sinin ¢ok altinda Btl1
gbzlenmistir. Bu durum, adi gegen numunenin iz miktarda genetik modifiye Bt176 misir
icerdigini gosterebilecegi gibi, bazi misir iirlinlerinin igleme, tasima veya depolama gibi
islemler sirasinda GM pozitif {riinlerle bulastigiin bir gostergesi olabilecegi de
diistiniilmektedir. Cok islenmis musir {irtinlerinin hepsi ya yetersiz ya da gilivenilir
olmayan sonuca sahiptir. Bu durum, saptanan zein geni ve hedef bdlgedeki celiskili
veya gilivenilir olmayan sonuglardan kaynaklanmaktadir. Her ne kadar belli oranlarda
biitiin lrtinlerin zein geni icerdigi tespit edilse de, ¢cok iglenmis musir lirtinlerinin hepsi,
yari-iglenmis misir {iriinlerinin ise bir kismi ya yetersiz ya da gilivenilir sonug
allmamayacak olan absolute kuantifikasyonda hesaplama yapilabilmesi i¢in gerekli olan
“50” kopyanin altindadir. Bu durumun, iirlin islenme sirasinda islenme derecesine bagli
olarak iiriinlerin DNA’ sinda meydana gelmis olabilecek zararlardan dolayi aranan
bolgelerin yeterince elde edilemedigi ya da cogaltilamadigindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 sebeplerden 6tiirii yari-islenmis misir iiriinlerinden ise MNIS1

numunesinden de yeterli miktarda misir geni elde edilememistir.

4.7.4 Real-time PCR yontemi ile T25 miktar tayini

T25 bolgesinin saptanmasi amaciyla Sure Food T25 Quantification Kit (R-Biofarm)
kullanilarak absolute kuantifikasyon yapilmistir. 35S ve/veya NOS yoniinden pozitif
olan 6rneklerde T25 absolute miktar analizlerine ait sekillerin bir kismi EK O’ de

verilmistir. Cizelge 4.39° da ise analizlerin tiimii verilerek sonuglar yorumalanmustir.
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Cizelge 4.39 T25 agisindan absolute miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglari

Ornekler Sonug Analiz Sonuglart ~ Glu Zein CpT CpR

Degerlendirme Konsantrasyon = Konsantrasyon Tekerriir Ve

Paralel Sayisi

MUSA 0.16 0.19 1.26E+02 [1.09E+05] 32.68 22.46 2 tekerriir
MUSB 0.11 [91.5] [1.34E+05] 33.11 22.16
MUSA 0.14 1.01E+02 9.59E+04 33.03 22.26 1. tekerriir
MUSA 0.22 1.58E+02 9.79E+04 32.4 22.23 2E, 1P
MUSB 0.16 1.29E+02 [1.14E+05] 32.69 22.01 2. tekerriir
MUSB 0.16 1.35E+02 [1.15E+05] 32.62 21.99 2E,2P
MUG6A 0 0 TE [1.30E+05] TE 22.21 1 Tekerriir
MU6B 0 TE 7.71E+04 TE 22.97 1E.2P
MUSA iz 0.015 [8.69] 9.84E+04 36.16 22.62 2 tekerriir
MUSB 0.091 [1.82E+01] 3.35E+04 35.22 24.19
MUSA 0 TE 5.16E+04 TE 23.18 1. tekerriir
MUSA 0 TE 6.29E+04 TE 22.88 2E. 1P
MU8SB 0.1 24.9 3.32E+04 TE 23.83 2. tekerriir
MUSB 0 TE 2.93E+04 TE 24.01 2E.2 P
MUI11A 0 0 TE 7.10E+04 TE 23.09 1 Tekerriir
MU11B 0 TE 6.79E+04 TE 23.16 1E.2P
MUI6A 0 0 TE 7.54E+04 TE 23.01 1 Tekerriir
MUI16B 0 TE 1.02E+05 TE 22,57 1E. 1P
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Cizelge 4.39 T25 agisindan absolute miktar tayini yapilan 6rnekler ve sonuglari (Devam)

Ornekler Sonug Analiz Glu Zein CpT CpR Tekerriir ve
Degerlendirme  Sonuclari Konsantrasyon Konsantrasyon Paralel Sayis1

MY16A 0 TE 1.94E+04 TE 24.99 1 Tekerrur
MY16B 0 TE 1.01E+05 TE 22.57 2E.1P
MY18A 0 0 TE [1.20E+05] TE 22.32 1 Tekerrlr
MY18B 0 TE 3.71E+04 TE 24.04 2E. 1P
MNIS1A 0 0 TE 6.72E+02 TE 29.92 1 Tekerrlr
MNIS1B 0 TE 8.73E+02 TE 29.54 2E. 1P
MC2A Yetersiz TE TE [5.86] TE 35.94 1 Tekerrlr
MC2B Referans TE TE [2.05] TE 36.87 2E.1P
MC4A 0 0 TE 2.53E+03 TE 27.98 1 Tekerrlr
MC4B 0 TE 1.57E+03 TE 28.67 2E. 1P
MCI10A Yetersiz TE TE 2.01E+01 TE 347 1 Tekerrlr
MC10B Referans TE TE 2.87E+01 TE 343 2E. 1P
MGIA Yetersiz TE TE [7.34] TE 35.72 1 Tekerrlr
MGIB Referans TE TE [2.83] TE 36.59 2E.1P
MG5A Yetersiz TE TE [1.87E-01] TE 38.51 1 Tekerrlr
MG3B Referans TE TE [2.86E-01] TE 38.2 2E. 1P
MG7A Yetersiz TE TE [8.72E-01] TE 37.35 1 Tekerrlr
MG7B Referans TE TE TE TE TE 2E.1P

E: Ekstraksiyon sayisi, P: Paralel sayisi, TE: Tespit edilemedi
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Cizelge 4.39° da goriilecegi lizere, sadece bir numune (MUS5) T25 absolute miktar
tayininde giivenli pozitif sonu¢ vermistir. MUS numunesi % 0.16 T25 musir
icermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayil1 direktifinde belirtilen
etiketleme siir1 olan % 0.9’ un altindadir. MU6, MU11. MU16, MY 16, MY 18, MC4
ve MNISI numuneleri ise T25 yoniinden negatiftir. Yine MUS’ in bazi tekerriir ve
paralellerinde metot LOD’ sinin ¢ok altinda T25 gozlenmistir. Bu durum, numunelerin
iz miktarda genetik modifiye Bt176 musir icerdigini gosterebilecegi gibi, bazi misir
tirtinlerinin isleme, tasima veya depolama gibi islemler sirasinda GM pozitif iiriinlerle
bulastiginin bir gostergesi olabilecegi de diisiiniilmektedir. Ayrica, her ne kadar ¢ogu
irlinlin zein geni icerdigi tespit edilse de, absolute kuantifikasyonda hesaplama
yapilabilmesi i¢in gerekli olan “50” kopyanin altindadir. Bu durumun, {iriin islenme
sirasinda iglenme derecesine bagli olarak {irlinlerin DNA’ sinda meydana gelmis
olabilecek zararlardan dolayr aranan bdlgelerin yeterince elde edilemedigi ya da

cogaltilamadigindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

4.8 Genel Degerlendirmeler

Cizelge 4.40. Cizelge 4.41. Cizelge 4.42, Cizelge 4.43 ve Cizelge 4.44’ te analizlerin
genel degerlendirmeleri verilmistir. PCR’ 1n etkinligi, DNA’ nin kalitesine ve safligina
baglidir. DNA’ nin kalitesi, fragmentlerin uzunluguna ve zarar gérme oranina gore
belirlenmektedir. Sicaklik, diisiik pH ve/veya niikleazlar DNA hidrolizine, safsizligina
ve/veya enzimatik degredasyona sebep olabilmektedir. Islenmis gidalardan izole edilen
gidalar ve baz1 tarimsal {riinler, genellikle diisiik kalitede olup hedef bdlgeleri daha
kisadir (Lipp and Anklam 2002). Yetersiz/zarar gormiis DNA gibi nedenlerle saglikli
sonu¢ elde edilemeyen iirlinler, cizelgelerde TE (tespit edilemedi) seklinde
yorumlanmistir. Sonuglar yok/negatif (-), var/pozitif (+), iz miktar (iz) ve % ortalamalar

olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.40° da, misir drneklerinin Bt 176 bolgesi yoniinden yapilan analizlerinin genel
degerlendirmesi verilmistir. Buna gore; hem konvansiyonel PCR’ da hem de real-time

PCR’ da yapilan analizlerde, 35S promotor ve NOS teminatdr yoniinden pozitif sonug
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veren MUS no’lu misir unu 6rnegi, konvansiyonel PCR’ da Bt 176 ve misir invertaz
bolgesi yoniinden de pozitif sonu¢ vermistir. Bu Ornek kalitatif analizde Bt176
yoniinden pozitiflik veren iki Ornekten biridir. Absolute miktar tayinine gore 0.14
oraninda Bt176 misir icerdigi tespit edilen drnekte bu oran, relatif metotta 0.05 oraninda
saptanmistir. Relatif miktar tayinine gore, sirasiyla, 0.01 ve 0.04 oraninda Btl176
icerdigi tespit edilen MUS ve MY 16 ornekleri ise absolute miktar tayininde ancak iz
miktarda tespit edilebilmistir. MUS8 Ornegi ayn1 zamanda kalitif agidan da iz miktarda
saptanabilmistir. Her iki yontemde de 4’ it (MC4, MC10. MG1. MG7) ayn1 6rnek olmak
lizere toplam 5’ er Ornekte saglikli Olclim yapilamamistir. Absolute kantitasyonda
saghkli sonu¢c vermeyen MNIS1 &rnegi relatifte iz miktarda saptanirken, MC2
orneginde tam tersi gerceklesmistir. MU6, MUS, MU16 ve MGS5 orneklerinde ise,
absolute miktar tayinine gére Bt176 bolgesi tespit edilemezken, adi gecen iirlinlerde

relatif miktar tayinine gore iz miktarda Bt176 misir varlig1 saptanmustir.

Sonuclardan da goriilecegi iizere, genel olarak Bt176 musir tespitinde real-time PCR,
ozellikle de islenmis iiriinlerde daha ¢ok pozitif sonu¢ verdiginden, konvansiyonel PCR’
dan daha hassas sonug verdigi sdylenebilmektedir. Cok islenmis iirlinlerde ise absolute
ve relatif yontemler acisindan bariz bir fark goéze ¢arpmazken, az islenmis iiriin
grubunda, iz miktarda da olsa, relatif yontemin absolute yontemden daha fazla pozitiflik
saptayabildigi dikkati cekmektedir. Yontemler arasindaki farkliliklarin istatistiki agidan

onemli olup olmadig1 Boliim 4.8 de tartisilmigtir.

Cizelge 4.41° de, misir 6rneklerinin Bt 11 bolgesi yoniinden yapilan analizlerinin genel
degerlendirmesi verilmistir. Buna goére; hem konvansiyonel PCR’ da hem de real-time
PCR’ da yapilan analizlerde, 35S promotér ve NOS teminatdr yoniinden pozitif sonug
veren MUS5 no’lu misir unu 6rnegi, konvansiyonel PCR’ da Bt 11 ve invertaz bolgesi
yonilinden de pozitif sonu¢ vermistir. Kantitatif analizde, 1.48 oraninda musir igerdigi
tespit edilen 6rnek, Avrupa Birligi direktiflerine gore etiketlenmesi gerekmektedir. Bt11
acisindan kantitatif analizde iz miktarda pozitiflik veren diger 6rnek MUI11 olup,

kalitatif analizde negatif sonug vermistir.
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MU6, MUS, MU16, MY18 ve MC4 oOrneklerinde, hem kalitatif hem de kantitatif
yontemde Btl1 bolgesine rastlanmamistir. Bunun yani sira MC2, MCI10 ve MGI1
orneklerinde sadece kalitatif Btll musir varligi iz miktarda saptanirken, kantitatif
analizden saglikli bir sonu¢ alinamamustir. Kalitatif ve kantitatif yontemler arasindaki

benzerlik, Kappa istatistigi uygulanarak degerlendirilmistir.

Kalitatif analizinde Mon810 boélgesi igerdigi saptanan MUS Orne8inin kantitatif
analizinde, bu miktarin 2.83 gibi Avrupa Birligi direktiflerine gore etiketlemeyi
gerektirecek yiikseklikte oldugu belirlenmistir. MY18 ve MC2 o6rneklerinde, hem
kalitatif hem kantitatif yontemde iz miktarda Mon810 varlig1 saptanirken; MU6, MU 16
ve MC4 numunelerinde Mon 810 varlig1 saptanamamistir. Iz miktarda kalitatif misir
varlig1 belirlenen MU8 numunesinde miktar tayininde negatif sonu¢ alinmistir. Kalitatif

acidan pozitif olan MY 16 numunesi kantitatif agidan iz miktarda saptanabilmistir.

Cok islenmis iiriin olan MC10 6rneginde ise, hem kalitatif hem de kantitatif yontemde
saglikli sonug¢ alinamamistir. Analize tabi tutulan misir gevregi orneklerinin hepsinde
kalitatif agcidan yapilan analizde Mon810° a rastlanamamis; ancak, kantitatif agidan
saglikli sonu¢ alinamadigindan, misir gevrekleri acgisindan bir karsilasgtirma yapmak

miimkiin olmamustir.

Cizelge 4.43° de, misir 6rneklerinin T25 bolgesi yoniinden yapilan analizlerinin genel
degerlendirmesi verilmistir. Buna gore; hem konvansiyonel PCR’ da hem de real-time
PCR’ da yapilan analizlerde, 35S promotor ve NOS teminatdr yoniinden pozitif sonug
veren MUS no’lu misir unu 6rnegi, konvansiyonel PCR’ da yapilan kalitatif analizde
sadece invertaz bolgesi yoniinden pozitif sonug vermistir. MUS 6rnegi, kalitatif analizde
T25 yoniinden negatif sonu¢ vermesine ragmen, real-time PCR’ da yapilan absolute
T25 analizinde % 0.16 oraninda T25 igerdigi belirlenmistir. MUS8 6rneginde ise, yine
sadece real-time PCR’ da gerceklestirilen kantitatif analizde, iz miktarda T25 bolgesine
rastlanmistir. Diger islenmemis ve az islem goérmiis 6rneklerde yapilan kantitatif analiz
sonucunda T25 boélgesine rastlanmazken negatif sonu¢ veren MC4 hari¢ tiim ¢ok

islenmis Orneklerde saglikli sonu¢ alinamamistir. Konvansiyonel PCR’ da ise, tam
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tersine, islenmemis ve az islem gormiis Uriinlerde iiriin DNA’ lar1 T25 bolgesinin
olusumuna inhibe edici etkide bulundugundan, bu iirlinlerde saglikli sonug
almamamistir. T25 yoniinden her iki sistemde de negatif sonu¢ veren tek Ornek ise

MNIS1’ dir.

CBH351 bolgesi tespitinde de T25 bolgesi kalitatif analizinde ortaya g¢ikan benzer
sorunlarla karsilagilmistir. Sadece invertaz bolgesi tespit edilen orneklerden yalnizca
MNISI ve MG7’ de Kkalitatif olarak CBH bulunmadigi kamitlanabilmistir. Diger
orneklerde her ne kadar CBH351 bolgesine rastlanmasa dahi, spike’ I1 drneklerinde
calismadigindan dolayi tirtin DNA’ larinin sistemi inhibe etme olasilig1 kesin bir hitkkme
varmay1 engellemektedir. MC2, MG5 ve MG7’ de ise, ya iz miktarda invertaz bolgesi

tespit edilmis ya da invertaz bolgesi sonuc¢larindan da saglikli sonu¢ alinamamastir.

Bazi iiriinlerin (MUS, MUS, MUI11, MY16) birden fazla genetik modifiye misir
varyetesi igerdigi saptanmistir. Bu durumda daha 6nceki boliimlerde belirtildigi {izere,
eger herhangi bir iirlin birden fazla GM musir varyetesi iceriyorsa, tiriinde bulunan tim
varyetelerin icerdigi % GM miktar1 toplanir. Eger toplam % 0.9’u gegiyor ise, Avrupa
Birligi’ nin ilgili direktifine gore etiketlenmesi gerekmektedir. Adi gecen drneklerden
MUS5 % 0.10 oraninda Bt176, % 1.48 oraninda Btl1, % 2.83 oraninda Mon810 ve %
0.16 oraninda T25 boélgesi icermesi ile pek cok bolgeyi icinde barindiran, piyasa
sartlarinda nadir bulunabilecek bir 6rnektir. Ornegin igerdigi T25 ve Btl176° m %
oranlari, Avrupa Birligi direktiftlerine gore % 0.9’ dan kii¢iik oldugu i¢in etiketlemeyi
gerektirmiyor gibi goriinse de, iiriiniin igerdigi Mon810 ve Btl1 orani etiketleme sinir1

istiindendir ve toplamda % 4.57 oraninda GM musir Uiriinii icermektedir.

Relatif miktar tayininde iz miktarda Bt176 iceren MUS8 6rneginin, T25 miktar tayininde
de iz miktarda T25 igerdigi saptanmustir. Ayrica; ayni Ornegin, kalitatif Mon810
tayininde de iz miktarda Mon810 igerdigi tespit edilmistir. Bu ylizden, icerdigi GM

varyete miktari, etiketleme sinirinin altindadir.
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Relatif miktar tayinine gore % 0.01, absolute miktar tayinine gore ise iz miktarda Bt176
iceren MU11 6rneginin, kantitatif analiz sonuglarina gore iz miktarda Mon810 igerdigi
de saptanmistir. MY16 % 0.04 oraninda Bt176, iz miktarda Mon810 icermektedir ve
etiketleme smirmin altindadir. Sonug olarak, Avrupa Birligi’ nin ilgili direktiflerine

gore etiketlenmesi gereken tek {irtin MUS’ dir.
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Cizelge 4.40 Misir iirlinlerinde Bt176 misir sonuglarinin genel degerlendirilmesi

Ornekler Bitki Spesifik PCR GM Tarama Testi Bt176
Konv. PCR RT PCR Tammmlama Absolute Miktar Relatif Miktar
Konv. PCR tayini tayini
Real-time PCR Real-time PCR %
%
Zein Bitki Geni 358 NOS 358 NOS Btl76 inv. Bt176 Bt176
Konv. PCR RT PCR
MUS5 + + + + + + + + 0.14 0.05
MU6 + + - - + - - + - iz
MUS + + - - + + - + - iz
MU11 + + - - + + iz + iz 0.01
MU16 + + - - + + - + - iz
MY16 + + + + + + - + iz 0.04
MY18 + + - - + + - + iz iz
MNIS1 - + - - - + - - te iz
MC2 - + - - + + - + iz te
MC4 - + - - + + - + te te
MC10 - + - - + + - + te te
MG1 - + - - - + - + te te
MG5 - + - - - + - - - iz
MG7 - + - - - + - + te te

te: Tespit edilemedi, iz: iz miktarda rastlanmigtir
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Cizelge 4.41 Misir iirlinlerinde Btl1 misir sonuglarinin genel degerlendirilmesi

Ornekler Bitki Spesifik PCR GM Tarama Testi Bt11

Konv. PCR Real-time PCR Tamimlama Absolute Miktar tayini
Konv. PCR Real-time PCR

Zein Bitki Geni 35S NOS 35S NOS Bt11 inv. Bt11

Konv. PCR  RT PCR
MUS + + +
MU6
MUS
MU11
MU16
MY16
MY18
MNIS1 -
MC2 -
MC4 -
MC10 -
MGl1 -
MG5 -
MG7 -

+
+
+

1.48

iz

]
1
++ + 4+ ++ +

te
te

1
1
+ 4+

te
te
te
te

1
"+ttt

+++++++ A+
1
1
1
N

+ 4+ +++ A+t
1

Te: Tespit edilemedi, iz: iz miktarda rastlanmistir
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Cizelge 4.42 Misir iirlinlerinde Mon810 musir sonuglarinin genel degerlendirilmesi

Ornekler Bitki Spesifik PCR GM Tarama Testi Mon810
Konv. PCR RT PCR Tanimlama Absolute Miktar Tayini
Konv. PCR Real-time PCR
Zein Bitki Geni 35S NOS 358 NOS inv. Mon810 Mon810
Konv. PCR RT PCR
MUS + + + + + + te + 2.83
MU6 + + - - + - te - -
MUS + + - - + + 1z iz -
MU11 + + - - + + te - iz
MU16 + + - - + + + - -
MY16 + + + + + + + + iz
MY18 + + - - + + + iz iz
MNIS1 - + - - - + te - -
MC2 - + - - + + te iz iz
MC4 - + - - + + 1z - -
MC10 - + - - + + + te te
MG1 - + - - - + te - te
MGS5 - + - - - + iz - te
MG7 - + - - - + - - te

Te: Tespit edilemedi, iz: iz miktarda rastlanmistir
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Cizelge 4.43 Musir iirlinlerinde T25 musir sonuglarinin genel degerlendirilmesi

Ornekler Bitki Spesifik PCR GM Tarama Testi T25
Konv. PCR RT PCR Tanimlama Absolute Miktar Tayini
Konv. PCR Real-time PCR
Zein Bitki Geni 35S NOS 358 NOS inv. T25 T25
Konv. PCR RT PCR
MUS + + + + + + + te 0.16
MU6 + + - - + - + te -
MUS + + - - + + + te iz
MU11 + + - - + + + te -
MU16 + + - - + + + te -
MY16 + + + + + + + te -
MY18 + + - - + + + te -
MNIS1 - + - - - + te - -
MC2 - + - - + + te - te
MC4 - + - - + + te te -
MC10 - + - - + + te - te
MG1 - + - - - + te te te
MGS5 - + - - - + te - te
MG7 - + - - - + te - te

Te: Tespit edilemedi, iz: iz miktarda rastlanmistir
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Cizelge 4.44 Misir iirlinlerinde CBH351 musir sonuglarinin genel degerlendirilmesi

Ornekler Bitki Spesifik PCR GM Tarama Testi CBH351
Konv. PCR Real-time PCR Tanimlama
Konv. PCR
Zein Bitki Geni 35S NOS 35S NOS CBH351 inv.
Konv. PCR Real-time
PCR
MUS5S + + + + + + te +
MU6 + + - - + - te +
MUS + + - - + + te +
MU11 + + - - + + te +
MU16 + + - - + + te +
MY16 + + + + + + te +
MY18 + + - - + + te +
MNIS1 - + - - - + - +
MC2 - + - - + + te iz
MC4 - + - - + + te +
MC10 - + - - + + te +
MG1 - + - - - + te te
MGS5S - + - - - + te te
MG7 - + - - - + - +

Te: Tespit edilemedi, iz: iz miktarda rastlanmistir
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4.9 istatistiksel Sonuclar

4.9.1 Es yapma t testi

Misir Orneklerine ait relatif ve absolute miktar tayini ortalamalari, standart sapmasi,

standart hatast1 ve minimum-maksimum degerleri Cizelge 4.45° de verilmistir. Misir

orneklerinde elde edilen ve % olarak verilen degerlere ait ortalamalar es yapma T

testine gore analiz edilmistir (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.45 Misir orneklerinde Bt176 relatif ve absolute miktar tayini yoniinden
tanitici istatistikler

ORNEK Degisken Omek  Ortalama Standart Standart Minimum Maksimum
say1sl hata sapma
MISIR Bt176 Relatif 5 0.0241 0.0240 0.0536 0.0000 0.1200
UNU Miktar Tayini
Bt176 5 0.01466 0.00948 0.02120 0.0000 0.05167
Absolute
Miktar Tayini
MISIR Bt176 Relatif 2 0.000068 0.000066 0.000094 0.000002 0.000135
YEMI Miktar Tayini
Bt176 2 0.02561 0.00228 0.00322 0.02333 0.02789
Absolute
Miktar Tayini
MISIR Bt176 Relatif 3 0.574 0.572 0.991 0.001 1.718
Cipsi Miktar Tayini
Bt176 3 13.18 6.00 10.40 4.77 24.80
Absolute
Miktar Tayini
MISIR Bt176 Relatif 3 0.528 0.528 0.914 0.000 1.583
GEVREGI  Miktar Tayini
Bt176 3 7.34 3.94 6.83 0.00 13.51
Absolute
Miktar Tayini
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Cizelge 4.46 Musir orneklerinde Bt176 relatif ve absolute miktar tayinine ait es yapma t
testi degerleri

ORNEK Degisken Ornek Ortalama Standart Standart P degeri T degeri
sayisl sapma hata

Bt176 5 0.0241 0.0536 0.0240
Relatif
MISIR Miktar
UNU Tayini
0.560 0.63

Bt176 5 0.0147 0.0212 0.0095
Absolute

Miktar

Tayini

Fark 5 0.0094 0.0332 0.0149

Bt176 2 0.00007 0.00009 0.00007
Relatif
Miktar
MISIR Tayini
YEMI 0.055 -11.55

Bt176 2 0.02561 0.00322 0.00228
Absolute

Miktar

Tayini

Fark 2 -0.02554 0.00313 0.00221

MISIR Bt176 3 0.57 0.99 0.57 0.178 -2.04
Cipsi Relatif

Miktar

Tayini

Bt176 3 13.18 10.40 6.00
Absolute

Miktar

Tayini

Fark 3 -12.61 10.70 6.18

MISIR Bt176 3 0.53 0.91 0.53 0.223 -1.75
GEVREGI  Relatif

Miktar

Tayini

Bt176 3 7.34 6.83 3.94
Absolute

Miktar

Tayini

Fark 3 -6.81 6.75 3.90
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Cizelge 4.45 gore, misir ununa ait Bt176 relatif miktar tayini ortalamasi 0.0241 iken,
Bt176 Absolute miktar tayin ortalamasi 0.0147 olup, birbirlerine yakin degerlerde
oldugu goriilmektedir. Yapilan es yapma t testi sonucunda misir yemi ve misir unu
orneklerinde relatif miktar tayin ortalamalar1 ile absolute miktar tayini ortalamalar

arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.

Misir cipsi orneklerinde elde edilen verilere uygulanan es yapma t testi sonuglarina gore
relatif miktar tayin ortalamalar1 ile absolute miktar tayini ortalamalar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Fakat ortalamalar incelendiginde, absolute
miktar degerinin 13.18 iken, relatif miktar degerinin 0.57 gibi kiiclik bir deger aldig1
goriilmektedir. Cok islenmis veya fermente gidalarda genlerin degisme ihtimalinin
olmasi, saptama islemini giiclestirebilmektedir (Lin et al. 2001). Bu durum, g¢ok
islenmis trlinlerden saglikli sonu¢ alinmasini giiglestirmekte ve varyansin yiiksek
olmasia sebep olmaktadir. Grup ic¢indeki degisimin (varyansin) yiiksek olusu, yani
deneme hatasinin yiiksekligi gruplar aras1 farkliligi o6rtmektedir. Dolayisiyla,

istatistiksel olarak bu fark 6nemli olmamaktadir.

Misir gevreginde elde edilen verilere yapilan es yapma t testi sonuglarina gore, relatif
miktar tayin ortalamalari ile absolute miktar tayini ortalamalar1 arasindaki fark istatistik
olarak Onemli bulunmamistir. Fakat ortalamalar incelendiginde absolute miktar
degerinin 7.34 iken, relatif miktar degerinin 0.53 gibi kiiciik bir deger aldigi
goriilmektedir. Grup igindeki degisimin (varyansin) yiiksek olusu, yani deneme
hatasinin yiiksekligi gruplar arasi farkliligi 6rtmektedir. Dolayisiyla, istatistiksel olarak

bu farki ortaya koyamamaktadir.

Misir nigastas1 orneklerinde ise, her iki yontemle analize alinan sadece bir adet nisasta

ornegi bulundugundan istatistiksel bir degerlendirme yapilmasi miimkiin olmamustir.
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4.9.2 Kappa istatistigi

4.9.2.1 35S promotor-NOS terminator bolgeleri icin real-time PCR ve
konvensiyonel PCR sonuc¢larimmin karsilastirilmasi

Misir unu ve yeminde 35S promotdr ve NOS terminator bolgelerinin real-time PCR ve
konvensiyonel PCR’ da tespitinde elde edilen verilerde (var-1. yok-0) yapilan iki yonlii
tablo ve Kappa istatistigi sonuclar1 Cizelge 4.47 ve Cizelge 4.48° deki gibidir.

Cizelge 4.47 Misir unu ve yeminde real-time PCR ile konvansiyonel PCR’da 35S
promotdr-NOS terminatdr i¢in Kappa istatistik sonuglari

Ornekler Kappa Degeri ~ Asymp. Std. Approx. T® Approx. Sig. Ornek
Error* Sayisi

Misir  Unu 0.256 0.215 1.532 0.126 16

(35S)

Misir  Unu 0.600 0.242 2.619 0.009 16

(NOS)

Misir  Yemi 0.642 0.326 2.995 0.003 19

(358)
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Cizelge 4.48 Misir Orneklerinde Kappa istaistigine gore real-time PCR ile konvensiyonel
PCR’da 35S promotor ve NOS terminator sonucu karsilastirilmasi

MISIR UNU
358

0 (Yok)
Real-Time PCR
Degerleri (NOS)
1 (Var)
Toplam
MISIR UNU
NOS
0 Yok)
Real-Time PCR
Degerleri (35S) I (Var)
Toplam
MISIR YEMI
358
Real-Time PCR 0 (Yok)
Degerleri (35S)
1 (Var)
Toplam

Konvansiyonel PCR Degerleri (NOS) Toplam
0 (Yok) 1 (Var)
12 0 12
2 2 4
14 2 16
Konvansiyonel PCR Degerleri (35S) Toplam
0 (Yok) 1 (Var)
11 0 11
4 1 5
15 1 16
Konvansiyonel PCR Degerleri (35S) Toplam
0 (Yok) 1 (Var)
17 0 17
1 1 2
18 1 19
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Misir unu Orneklerinde, NOS terminatér bolgesi i¢in, elde edilen Kappa degeri 0.6
olarak bulunmus olup, Cizelge 3.28” deki Kappa skalasi incelendiginde belirgin bir
benzerlik goriildiigli sdylenebilir. Yine misir unu drneklerinde, 35S promotdr bolgesi
icin elde edilen Kappa degeri 0.256 olarak bulunmus olup, Cizelge 3.28° deki Kappa
skalasinda incelendiginde misir ununda konvansiyonel ve real-time PCR

uygulamalarinin benzerliginin zayif oldugu goriilmektedir.

Misir yeminde ise 35S bolgesinin saptanmasindan elde edilen verilerden hesaplanan
Kappa istatistigi 0.642 olarak bulunmus olup 2 metot arasinda gii¢lii bir benzerlik
oldugu, Kappa skalasina bakilarak, sdylenebilir. Misir yeminde konvansiyonel PCR’ da
NOS terminatér bdlgesi saptanamadigindan, dolayist ile 1-var degeri elde
edilemediginden, misir yeminde NOS terminatdr bdlgesi Olglimlerine ait, Kappa

istatistigi hesaplanamamugtir.

Misir nisastast, misir gevregi ve misir cipsinde konvansiyonel PCR’ da NOS terminator
bolgesi ve 35S promotor bolgesi saptanamadigindan, dolayist ile 1-var degeri elde

edilemediginden, Kappa istatistigi hesaplanamamustir.

4.9.2.2 Bt 176, Btll. Mon810 ve T25 genetik modifiye misirlarin kalitatif ve
kantitatif sonuclarinin karsilastirilmasi

Daha oOnceki boliimlerde de bahsi gectigi lizere, toplam 83 ornekten 14 tanesi 35S
promotor ve/veya NOS terminatér yoniinden pozitiflik vermistir. Kappa istatistigi, Bt
176, Btll. Mon810 ve Btl76 musir yoniinden taranmasi yapilan bu 14 GM pozitif
ornege uygulanmistir. Kappa istatistigi ile kalitatif ve kantitatif yontemlerin benzerligini
arastirmak icin, kantitatif olarak veri elde edildi ise var, edilemedi ise yok seklinde
yorumlanarak 2 farkli ¢izelge elde edilmistir. Cizelge 4.49° da kalitatif ve kantitatif
sonuclarin var-yok caprazlama degerlerini (karsilagtirmalarini) verirken, Cizelge 4.50°

de Kappa istaistik degerleri verilmektedir.

167



Cizelge 4.49 GM pozitif misir 6rneklerinde Kappa istaistigine gore Btll. Bt176 ve
Mon810 kalitatif-kantitatif karsilastirmalar1

BT 176 MISIR

Relatif Miktar Tayini 1

Toplam

BT 176 MISIR

0
Absolute Miktar
Tayini 1
Toplam
BT11 MISIR
0
Absolute Miktar
Tayini 1
Toplam
MON 810 MISIR
0
Absolute Miktar
Tayini 1
Toplam

Kalitatif Tayin Toplam

0

5 5

7 9

12 14
Kalitatif Tayin Toplam

0

5 5

7 9

12 14
Kalitatif Tayin Toplam

0

9 10

3 4

12 14
Kalitatif Tayin Toplam

0

7 8

2 6

9 14
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Cizelge 4.50 GM pozitif misir 6rneklerinde Btl11, Bt176 ve Mon810 kalitatif-kantitatif
Kappa istatistik sonuglari

Ornekler Kappa Degeri  Asymp. Std. ~ Approx. T Approx. Sig. Ornek

Error® Sayist
Bt176-1 0.169 0.124 1.139 0.255 14
Bt176-2 0.169 0.124 1.139 0.255 14
Bi1 0.176 0.272 0.725 0.469 14
Mon810 0.553 0.225 2,093 0.036 14

Cizelge 4.50° ye gore, Bt176 bolgesinin hem relatif hem de absolute miktar tayininden
elde edilen verilerin kalitatif yontemden elde edilen degerle karsilastirilmasindan
hesaplanan Kappa istatistikleri 0.169 olarak bulunmus olup, her 2 metodun da kalitatif
yontemle arasinda benzerligin zayif oldugu, Kappa skalasina bakilarak, sdylenebilir.
Btl1 bolgesinin absolute miktar tayininden elde edilen verilerin kalitatif yontemden
elde edilen degerle karsilastirilmasindan hesaplanan Kappa istatistigi 0.176 olarak
bulunmus olup, kantitatif yontemin kalitatif yontemle arasindaki benzerligin zayif
oldugu, yine Kappa skalasina bakilarak sdylenebilir. Mon810 bdlgesinin absolute
miktar tayininden elde edilen verilerin kalitatif yontemden elde edilen degerle
karsilastirilmasindan hesaplanan Kappa istatistigi 0.553 olarak bulunmus olup, kantitatif
yontemin kalitatif yontemle arasinda belirgin bir benzerlik oldugu, Kappa skalasina
bakilarak, sOylenebilir. Konvansiyonel PCR’ da T25 boélgesi saptanamadigindan,
dolayis1 ile 1-var degeri elde edilemediginden, T25 boélgesi dlglimlerine ait Kappa
istatistigi hesaplanamamistir. Cizelge 4.51° de, istatistik a¢idan degerlendirmelerin 6zeti

verilmistir.
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Cizelge 4.51 Istatistiksel agidan degerlendirmelerin dzeti

KONVENSIYONEL PCR REAL-
TIME
PCR
BOLGE | 35S NOS Bt176 Bt11 Mon810 | T25 Bt176
'Rel.
35S Kappa
MU:0.256
Y:0.642
REAL- | NOS Kappa
TIME MU:0.6
PCR
Bt176 Kappa
'Rel. (0.169)
Bt176 Kappa Es Yapma
?Abs. (0.169) T  Testi-
Onemsiz
Btl1 Kappa
(0.176)
Mon810 Kappa
(0.553)
T25 Kapp
a
¢)

'Rel: Relatif miktar tayini, 2Abs: Absolute miktar tayini, (-): Grnek sayisi yetersiz oldugu igin

yapilamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde GM tohum ithalatim diizenlemek i¢in 1998 de bir genelge yaymlanmustir ve
bu kapsamda misir, pamuk ve patates gibi irlinlerde alan deneme c¢aligsmalari
yapilmaktadir. Ancak, iiriin bazinda TKB (Tarim ve Koy Isleri Bakanligi)’ nin KKGM
(Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii) biinyesinde yiiriittiigii izleme programi igin
yayinlanan genelge disinda yasal bir diizenleme bulunmamaktadir. Bu durum, Tiirkiye
piyasasinda satilan Ozellikle ithal misir ve soya iriinlerinde genetik modifikasyon
bulundugu siiphesini artirmistir. Ciinkii, 2004 verilerine gére misir ve soya dig aliminin
bliyiik cogunlugu en biiyilk GM musir ve soya iiretici iilkelerden olan ABD ve Arjantin’
den yapilmistir.

Bu calisma ile, Nisan 2004-Nisan 2005 tarihleri arasinda, Tiirkiye piyasasindan
toplanan iglenmis musir Uiriinleri ile islenmemis yemlik tane misir tirtinleri olmak iizere
toplam 83 musir Orneginde genetik modifikasyon durumu arastirilmistir. Genetik
modifikasyonu saptama islemi DNA’ ya dayali yontemlerle yapilmistir. Tim
numunelerde, 35S promotdr ve NOS terminatdr taranmasi once konvensiyonel PCR ile
yapilip, daha sonra real-time PCR ile dogrulanmistir. Bu sekilde, real-time PCR’ 1n
konvansiyonel PCR’ a {istiinliigli de vurgulanmistir. Ayrica, Tiirkiye’ de kisith veriye
sahip olan Bt11 misirin yaninda hakkinda hi¢bir veri bulunmayan Bt176, Mon810. T25
ve CBH351 musirlari, oncelikle konvensiyonel PCR’ da multipleks PCR yontemi ile
kalitatif olarak aranmis, daha sonra CBH351 harig, hepsinde real-time PCR yontemi ile
miktar tayinine gidilmistir. Ayrica, yontemler arasindaki benzerlikler es yapma t testi ve
Kappa istatistigi uygulanarak ortaya konmustur. GM iiriinlerin saptanmasina yonelik
pek cok makale bulunmasina ragmen (El-Sanhoty et al. 2002), yontem benzerliginin
istatistiki olarak arastirildigi bir makaleye ulasilamamistir. Tez bu bakimdan bir ilktir.
Asagida, bu caligma kapsaminda yapilan islemlere iliskin sonuglar ve oneriler maddeler

halinde 6zetlenmistir:

1-) Toplam 83 &rnekte, konvensiyonel PCR ile zein geni taranmistir. Islenmemis
orneklerin (misir yemi) hepsinde zein geni saptanmistir. Az islem gormiis {riin

grubundan musir unu 6rneklerinin yine tiimiinde zein geni saptanirken, misir nigastasi
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orneklerinin sadece ikisinde (MNIS8 ve MNIS9) zein geni saptanmustir. Cok islem
gormiis orneklerin ise sadece ikisinde (MC1 ve MG9) zein geni saptanmistir. Bu durum,
islem gdrmiis tiriinlerin, islem derecelerine bagli olarak, DNA’ larinin zarar gordiigiiniin
bir gostergesidir. Cok islenmis iirlinlerin DNA izolasyonu i¢in, daha hassas tekniklerin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Uriinlerin real-time PCR ile c¢alisilmas:
sirasinda, ¢ok islenmis iirin gruplarinin ¢ogunda, diger bitki genlerinin ve/veya zein
genlerinin tespit edildigi goze ¢arpmaktadir. Bu durumda, real-time PCR tekniklerinin

saptama limitinin konvensiyonel PCR’ dan daha diisiik oldugu sdylenebilir.

2-) Daha sonra, 83 numune, klasik PCR ile, 35S promot6r ve NOS terminator agisindan
taranmistir. Yapilan analizlerin sonucunda, sadece bir misir unu (MUS5) ve bir misir
yemi (MY16) numunesinde hem 35S promotdr hem de NOS terminator bolgeleri
saptanmustir. Diger misir yemi, misir unu, misir nigastasi, misir cipsi ve misir gevregi

orneklerinin hepsi GM negatif sonug¢ vermistir.

3-) Ornekler, sonuglarm verifikasyonu amaciyla, 35S promotdr ve NOS terminatdr
acisindan, real-time PCR ile tekrar taranmistir. Buna gore, islenmis ve islenmemis 83
misir numunesinden 14 tanesi GM pozitif ¢ikmistir. Bu numunelerden 3 musir unu
(MUS, MUS, MU11), 2 musir cipsi (MC2, MC4), 1 misir gevregi (MGI1) ve 2 musir
yemi (MY 16 ve MY 18) numunesinde hem 35S hem de NOS boélgesine rastlanmaistir.
Bir misir unu numunesi (MU16), 2 musir gevregi numunesi (MG5 ve MG7), 1 misir
nisastast (MNIS1) ve 1 musir cipsi (MC10) numunesinde ise sadece NOS bélgesi
pozitif sonu¢ vermistir. 1 misir unu (MU6) numunesinde ise sadece 35S bolgesi pozitif
sonu¢ vermistir. Tanimlama ve miktar belirlemek amaciyla, hem real-time PCR’ da hem

de konvensiyonel PCR’da GM pozitif ¢ikan 6rneklerin tiimii kullanilmistir.

4-) Konvensiyonel PCR ve real-time PCR ile yapilan 35S promotdr ve NOS terminator
bolgelerinin saptanmasinda, ayni drneklerde elde edilen sonuglardaki farkliliktan otiiri,
yontemlerin benzerligi, Kappa istatistigi ile arastirtlmistir. Buna goére, misir unu
orneklerinde hem 35S promotér hem de NOS terminatdr bolge, misir yemi orneklerinde

ise sadece NOS terminator bolge taramalarindan elde edilen sonuclar, Kappa istatistigi
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acisindan, yontem benzerliklerinin karsilagtirilmast i¢in kullanilmistir.  Misir unu
orneklerinde, NOS terminator bolgesi agisindan iki yontem arasinda belirgin bir
benzerlik goriiliirken, 35S promotdr bolgesi i¢in konvansiyonel ve real-time PCR
uygulamalarinin benzerliginin zayif oldugu goriilmiistiir. Misir yeminde ise 35S
bolgesinin saptanmasindan elde edilen verilerden hesaplanan Kappa istatistigine gore, 2
metot arasinda gii¢lii bir benzerlik oldugu saptanmistir. Diger iirlin gruplarinda yeterli

sayida o6rnek bulunamadigindan, yontemler arasi1 benzerlik irdelenememistir.

5-) GM pozitif orneklerin, Bt176 agisindan, hem konvensiyonel PCR ile tanimlama
testleri hem de real-time PCR ile miktar tayinleri yapilmistir. Miktar tayini i¢in 2 farkl
yontem (Relatif ve Absolute) kullanilmistir. Miktar tayin yontemlerinin birbirleri ile
benzerlikleri es yapma t testi, konvensiyonel PCR yontemi ile benzerlikleri ise Kappa

istatistigi ile incelenmistir.

Konvensiyonel PCR ile, misir unlarindan birinde (MUSY), belirgin bir bicimde, Bt176
pozitiflik saptanirken, bir digerinde (MU11) iz miktarda Bt176 pozitiflik saptanmustir.

Bt176 relatif miktar tayinine gore, 3 Ornekte pozitif sonu¢ alinmistir. MUS, MU11 ve
MY 16 numuneleri, sirastyla, % 0.05, 0.01 ve 0.04 oranlarinda Bt176 misir icermektedir
ve bu deger, Avrupa Birligi EC-2003/1830 sayili direktifine gore, etiketleme sinir1 olan
% 0.9’ un altindadir. Yine MU6, MU16 ve MY 18 numunelerinin bazi paralelerinde
metot LOD’ sinin ¢ok altinda Bt176 gozlenmistir. MU6, MUS, MU16, MY 18, MGS5 ve
MNIS1 numuneleri ise Bt176 yoniinden negatiftir. Ancak, ¢ok islenmis musir
tirtinlerinin ¢ogu ya yetersiz DNA icerdigi i¢in analiz sonucu alinamamistir ya da
paraleller aras1 degisken miktarlarda Bt176 misir igerdigi saptanmistir. Bu durumun,
iiriin islenme sirasinda islenme derecesine bagli olarak {iriinlerin DNA’ sinda meydana
gelmis olabilecek zararlardan dolay1 aranan bolgelerin yeterince elde edilemedigi ya da
cogaltilamadigindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica, tirin DNA’ sinda isleme
sirasinda olabilecek muhtemel zararlar, hedef bolge ve misir geni (zein) lizerinde farkl

derecelerde meydana gelebilmektedir.
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Bt176 absolute miktar tayininde ise, sadece bir numune (MUS) pozitif sonu¢ vermistir.
MUS numunesi % 0.14 Bt176 musir igermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-
2003/1830 sayili direktifine gore etiketleme sinir1 olan % 0.9 un altindadir. Yine
MUI1, MY 16, MY 18 ve MC2 numunelerinin bazi paralelerinde metot LOD’ sinin ¢ok
altinda Bt176 gozlenmistir. MU6, MUS, MU16 ve MGS5 numuneleri ise Bt176
yoniinden negatiftir. Relatif miktar tayinine benzer sekilde, cok islenmis misir
iriinlerinin ¢ogu ya yetersiz DNA icerdigi i¢in analiz sonucu alinamamistir ya da

paraleller aras1 degisken miktarlarda Bt176 misir i¢erdigi saptanmustir.

Yapilan es yapma T testi sonucunda misir yemi, misir unu, misir ¢ipsi ve misir gevregi
orneklerinde relatif miktar tayin ortalamalar1 ile absolute miktar tayini ortalamalari
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmamistir. Cok islenmis veya fermente
gidalarda genlerin degisme ihtimalinin olmasi, saptama islemini giiglestirebilmektedir
(Lin et al. 2001). Bu durum, ¢ok islenmis iirinlerden saglikli sonu¢ alinmasini
etkilemekte ve varyansin yiiksek olmasina sebep olmaktadir. Grup igindeki degisimin
(varyansin) yliksek olusu, yani deneme hatasinin yiiksekligi ise gruplar arasi farklilig
ortmektedir. Dolayisiyla, istatistik olarak bu fark dnemli olmamaktadir. Misir nisastasi
orneklerinde ise, her iki yoOntemle analize alinan sadece bir adet nisasta Ornegi

bulundugundan istatistiki olarak bir degerlendirme yapilmasi miimkiin olmamaistir.

Bt176 bolgesinin hem relatif hem de absolute miktar tayininden elde edilen verilerin
kalitatif yontemden elde edilen degerle karsilastiriimasindan hesaplanan Kappa
istatistikleri ise her iki miktar tayin yonteminde de 0.169 olarak bulunmus olup, 2
metodun da kalitatif yontemle arasinda benzerligin zayif oldugu, Kappa skalasina

bakilarak, anlagilmistir.

6-) 14 adet GM pozitif 6rnek, Btl1 acisindan once konvensiyonel PCR ile tanimlama
testine tabi tutulmus, daha sonra real-time PCR ile miktar tayinleri yapilmigtir. 2

yontem arasindaki benzerlik Kappa istatistigi ile arastirilmistir.
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Konvensiyonel PCR ile yapilan analizde, misir unlarindan birinde (MUS) Btll1
pozitiflik saptanirken, iki misir cipsinde (MC2, MC10) ve bir misir gevreginde (MG1)
iz miktarda Bt11 pozitiflik saptanmistir.

Bt11 absolute miktar tayininde ise, aynt numune (MUS) giivenli pozitif sonu¢ vermistir.
MUS numunesi % 1.48 Btll musir igermektedir ve bu deger Avrupa Birligi EC-
2003/1830 sayili direktifine gore etiketleme smirt olan % 0.9’ un istiindedir ve
etiketlenmesi gerekmektedir. MU11’ de ise metot LOD’ sinin ¢ok altinda Btll
gbzlenmistir. MU6, MUS, MU11. MU16, MY16, MY18 ve MC4 numuneleri Btll
yoniinden negatiftir. Ayrica, absolute kuantifikasyonda hesaplama yapilabilmesi i¢in
gerekli olan PCR iiriinii kopya sayis1 50 olup, ¢ok islenmis misir iirlinlerinin hepsi, yari-
islenmis misir riinlerinin ise bir kismindan elde edilen PCR firiinleri bu degerin
altindadir. Bu durumun, iiriin igslenme sirasinda islenme derecesine bagli olarak
tirtinlerin DNA” sinda meydana gelmis olabilecek zararlardan dolay:1 aranan bolgelerin
yeterince elde edilemedi8i ya da ¢ogaltilamadigindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Aym sebeplerden otiirii, yari-islenmis musir iiriinlerinden MNIS1 numunesinden de

yeterli miktarda misir geni elde edilememistir.

Btl1 bolgesinin absolute miktar tayininden elde edilen verilerin kalitatif yontemden
elde edilen degerle karsilastirilmasindan hesaplanan Kappa istatistigi 0.176 olarak
bulunmus olup, kantitatif yontemin kalitatif yontemle arasindaki benzerligin zayif

oldugu, yine Kappa skalasina bakilarak, anlagilmigtir.

7-) 14 adet GM pozitif 6rnek, Mon810 acisindan Once konvensiyonel PCR ile
tanimlama testine tabi tutulmus, daha sonra real-time PCR ile miktar tayinleri

yapilmistir. 2 yontem arasindaki benzerlik Kappa istatistigi ile arastirilmistir.
Konvensiyonel PCR sonuglarina gore; MUS, MY 18 ve MC2 numunelerinde iz miktarda

olmak tizere MUS, MY 16 numuneleri Mon810 agisindan pozitif, MC10 harig, digerleri

negatiftir. MC10’ dan ise saglikli bir netice alinamamugtir.
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Absolute miktar tayininde ise, sadece bir numune (MUS5), Mon810 giivenli pozitif sonug
vermistir. MUS numunesi % 2.83 Mon810 misir icermektedir ve bu deger Avrupa
Birligi EC-2003/1830 sayili direktifine gore, etiketleme sinir1 olan % 0.9 un iistiindedir
ve etiketlenmesi gerekmektedir. MU6, MU8, MU16 ve MG5 numuneleri ise Mon810
yoniinden negatiftir. Yine MU11. MY 16, MY 18 ve MC2 numunelerinin iz miktarda
Mon810 gozlenmistir. Bu durumun, numunelerin iz miktarda genetik modifiye Mon810
misir icerdigini gdsterebilecegi gibi, bazi misir {riinlerinin isleme, tagima veya
depolama gibi islemler sirasinda GM pozitif {riinlerle bulastiginin bir gdstergesi
olabilecegi de disiliniilmektedir. Cok islenmis misir iirlinlerinin hepsi, yari-islenmis
musir riinlerinin ise bir kism1 ya yetersiz ya da giivenilir olmayan sonuca sahiptir. Bu
durum, saptanan zein geni ve hedef boélgedeki c¢eliskili veya giivenilir olmayan
sonuglardan kaynaklanmaktadir. Ciinkii, absolute kuantifikasyonda hesaplama
yapilabilmesi i¢in gerekli olan PCR {iriinii kopya sayist 50 olup, ¢ok islenmis misir
tirlinlerinin hepsi, yari-islenmis musir {iriinlerinin ise bir kismindan elde edilen PCR
iriinleri bu degerin altindadir. Bu durumun, iiriin islenme sirasinda islenme derecesine
bagli olarak tirlinlerin DNA’ sinda meydana gelmis olabilecek zararlardan dolay1 aranan
bolgelerin yeterince elde edilemedigi ya da ¢ogaltilamadigindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Mon810 bolgesinin absolute miktar tayininden elde edilen verilerin kalitatif yontemden
elde edilen degerle karsilastirilmasindan hesaplanan Kappa istatistigi 0.553 olarak
bulunmus olup, kantitatif yontemin kalitatif yontemle arasinda belirgin bir benzerlik

oldugu, Kappa skalasina bakilarak, sdylenebilir.

8-) 14 adet GM pozitif 6rnek, T25 acisindan 6nce konvensiyonel PCR ile tanimlama
testine tabi tutulmus, daha sonra real-time PCR ile miktar tayinleri yapilmigtir. 2

yontem arasindaki benzerlik Kappa istatistigi ile arastirilmastir.

Konvensiyonel PCR ile yapilan tanimlama testinde, misir unu ve musir yemi
numunelerinin  hepsinde T25 bolgesi inhibisyona ugramistir. MGl ve MC4

numunelerinde de T25 bdlgesi inhibisyona ugradigindan, bu bolgeler hakkinda kesin
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hitkkme varilamamistir. MG5, MG7, MC10 ve MNIS1 numuneleri ise T25 acisindan

negatiftir.

Absolute miktar tayininde ise, sadece bir numune (MUS), T25 giivenli pozitif sonug
vermistir. MUS numunesi % 0.16 T25 musir icermektedir ve bu deger Avrupa Birligi
EC-2003/1830 sayili direktifinde belirtilen etiketleme sinir1 olan % 0.9’ un altindadir.
MU6, MU11. MU16, MY 16, MY 18, MC4 ve MNIS1 numuneleri ise T25 yoniinden
negatiftir. Yine MUS8’ in bazi tekerriir ve paralellerinde metot LOD’ sinin ¢ok altinda
T25 gozlenmistir. Bu durumun, numunelerin iz miktarda genetik modifiye T25 musir
icerdigini gosterebilecegi gibi, baz1 misir iiriinlerinin isleme, tasima veya depolama gibi
islemler sirasinda GM pozitif {irtinlerle bulastiginin bir gostergesi olabilecegi de
diisiiniilmektedir. Ayrica, her ne kadar ¢ogu iiriinlin zein geni igerdigi tespit edilse de,
absolute kuantifikasyonda hesaplama yapilabilmesi i¢in gerekli olan “50” kopyanin
altindadir. Bu durumun, iriin islenme sirasinda islenme derecesine bagli olarak
tirtinlerin DNA’ sinda meydana gelmis olabilecek zararlardan dolay1 aranan bolgelerin

yeterince elde edilemedigi ya da ¢ogaltilamadigindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Konvansiyonel PCR’ da T25 bolgesi saptanamadigindan, dolayist ile 1-var degeri elde

edilemediginden, T25 bolgesi dl¢limlerine ait Kappa istatistigi hesaplanamamustir.

9-) MG7 ve MNIS1 haricinde tiim drneklerin, spike’ l1 paralelleri dahil, hepsi CBH351
bolgesi agisindan negatif sonu¢ vermistir. Bu durum, bahsi gecen numunelerin DNA’
stnin CBH351” 1 inhibe ettigini gostermektedir. Yani, bu iiriinler hakkinda CBH351
agisindan net bir yargiya varmak miimkiin degildir. MG7 ve MNIS1 ise, sadece spike’ I
paralellerinde CBH351 acisindan pozitif sonug¢ vermis olup, iiriin DNA’ s1 bu bolgede
inhibe edici bir etkiye sahip degildir ve bu irtinler CBH351 acisindan negatiftir.

10-) Goriildiigii iizere, baz1 iirlinlerin (MUS, MUS, MU11. MY16) birden fazla genetik
modifiye musir varyetesi igerdigi saptanmistir. Bu durumda, eger herhangi bir iiriin

birden fazla GM musir varyetesi igeriyorsa, iiriinde bulunan tiim varyetelerin i¢erdigi %
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GM miktar1 toplanir. Eger toplam % 0.9’u gegiyor ise, Avrupa Birligi’ nin ilgili

direktifine gore etiketlenmesi gerekmektedir.

11-) MUS 6rnegi, % 0.10 oraninda Bt176, % 1.48 oraninda Btll, % 2.83 oraninda
Mon810 ve % 0.16 oraninda T25 bolgesi icermesi ile pek ¢ok bdlgeyi i¢inde barindiran,
piyasa sartlarinda nadir bulunabilecek bir 6rnektir. Ornegin igerdigi T25 ve Bt176° min
toplam % oranlari, Avrupa Birligi direktiftlerine gore % 0.9’ dan kiiclik oldugu i¢in
etiketlemeyi gerektirmemektedir. Ancak, {riiniin igerdigi Mon810 ve Btll orani
etiketleme smir1 dstiindendir ve toplamda % 4.57 oraninda GM musir {riinil

icermektedir.

12-) Birden fazla genetik modifiye musir iiriiniinii biinyesinde barindiran diger bir 6rnek
MUS’ dir. Relatif miktar tayininde iz miktarda Bt176 igeren MUS8 O6rneginin, T25
miktar tayininde de iz miktarda T25 igerdigi saptanmistir. Ayrica; ayni drnegin, kalitatif
Mon810 tayininde de iz miktarda Mon810 igerdigi tespit edilmistir. Adi gecen tiim
bolgeleri yalnizca iz miktarda bulunduran MUS8 6rneginin i¢erdigi GM varyete miktari,

etiketleme sinirinin altindadir.

13-) Relatif miktar tayinine gore % 0.01, absolute miktar tayinine gore ise iz miktarda
Bt176 iceren MU11 06rneginin, kantitatif analiz sonuglarina gore iz miktarda Mon810
icerdigi de saptanmustir. MY16 % 0.04 oraninda Btl176, iz miktarda Mon810
icermektedir ve etiketleme smurmin altindadir. Dolayisiyla, MUI1 ve MY16
orneklerinin de AB direktiflerine gore etiketlenmesine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Sonug
olarak, Avrupa Birligi’ nin ilgili direktiflerine gore etiketlenmesi gereken tek iiriin

MUS’ dir.

14-) Analizler neticesinde, Tiirkiye piyasasinda genetik modifiye {iriin bulundugu
kanitlanmistir. Ancak, islenme derecelerine bagli olarak, gida iirlinlerinde genetik
modifikasyonun saptanmasinda saglikli DNA izolasyonu gibi bazi engeller
bulunmaktadir ve yontemlerin validasyonuna ihtiyag duyulmaktadir. Ciinkii, Avrupa

Birligi 1829/2003” e gore, yeni bir GM iirliniin kabul edilebilmesi i¢in bu iirliniin
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orneklemesi, tanimlanmasi ve saptanmasi i¢in uygun metodlar Onerilmelidir. Bu
metotlar, ulusal referans laboratuvarlarimin olusturdugu bir topluluk olan European
Network of GMO Laboratories (ENGL)’ nin yardimu ile birligin referans laboratuvari
olan Joint Research Centre’da valide edilmektedir. Yine de, valide edilmis metodlar ile
calismak, metotlarin bir 6rnek ve karsilagtirilabilir oldugu anlamina gelmemekte ve
biitlin laboratuvarlarin her bir metodu kendi sartlarinda, ayni sekilde, calistirabilecegini

gostermesi gerekmektedir (Zel et al. 2006).

15-) Diinya’ da genetik modifiye tiriinlerle ilgili her giin yeni calismalar yapilmaktadir.
Bu ¢alismalarin ¢ogu cesitli ihtiyaglar dogrultusunda yeni GM {iriin gelistirilmesi ve bu
irlinlerin glivenilir ve hizli bir sekilde tespitine yonelik metot gelisimi ile ilgilidir. GM
iriinlerin tespiti ile ilgili metotlardan proteine dayali olanlar, ¢esitli avantajlarindan
dolay1 (Lin et al. 2001) yerlerini DNA’ ya dayali yontemlere birakmaya baslamistir.
Ayrica, ayni anda bir tirlinde ¢oklu GM tespiti yapmaya yardimci olabilecek mikroarray
gibi yontemler ise halen gelistirme asamasindadir. Piyasaya siiriillen genetik modifiye
iriinlerin ¢oklugu, yine mikroarray yonteminin, real-time teknikleri ve diger yontemler
ile kombinasyonunu igeren, yeni tekniklerin gelistirilmesi yoniinde ¢aligmalar yapildig:
literatiirlerde mevcuttur. PCR amplifikasyonu ile microarray tekniginin tanimlama
sisteminin bir arada kullanildigt MPLA metodu (Dijk et al. 2008), buna 6rnek olarak

verilebilir.

GM firiinlerin ¢esitli bilim ¢evreleri tarafindan saglik, ¢cevre ve sosyo-ekonomik konular
tizerinde olumsuz etkileri olabilecegi diistiniilmektedir ve 6zellikle insan sagligi ile ilgili
yeterli veri bulunmamaktadir. Modern biyoteknoloji tekniklerinin uygulamalarinin ve
modern biyoteknoloji {riinlerinin insan ve hayvan saghigi, c¢evre iizerinde
olusturabilecegi olumsuz etkilerin belirlenmesini ve belirlenen risklerin olusma
olasiliginin ortadan kaldirilmasi ya da meydana gelmesi durumunda olusacak zararlarin
kontrol altinda tutulmas i¢in alinmasi gereken onlemler “biyogiivenlik” kavrami iginde
degerlendirilmektedir. Tiirkiye’ nin de taraf oldugu uluslarasi “Biyogiivenlik Protokolii”
ile biyogiivenlik unsurlari belirlenmis ve uygulamaya konulmustur. Bu antlagmanin en
onemli unsurlarindan olan izleme, izsiiriilebilirlik ve bunlara bagh olarak etiketlemeyi

saglayabilmek, GM iiriinlerinlerin giivenli bir sekilde saptanabildigi laboratuvarlar ve
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altyap1 ile miimkiin olacaktir. Yine biyogilivenlik unsurlarindan “halk katilimi ve
egitimi” saglanarak, en Onemli grup olan tiiketiciler GM f{iriinler konusunda
bilin¢lendirilmeli ve bu iiriinleri tiiketmeyi se¢me hakki etiketleme ile tiiketcilerin

kendisine birakilmalidir.

Ulusal Biyogiivenlik Cerceve Programi kapsaminda hazirlanan “Biyogiivenlik Yasa
Taslagi” nin bir an Once yasa haline getirilip 1ilgili denetim mekanizmasinin
olusturulmas: ve iilkedeki ilgili laboratuvarlarin altyapr olarak, o6zellikle ¢oklu GM

saptama yontemleri agisindan gelistirilmesi gerekmektedir.

180



KAYNAKLAR

Aarts, JM. H., Van Rie and Kok, E. 2002. Traceability of genetically modified
organisms. Expert Review of Molecular Diagnostics. 2 (1). 69-77.

Andersen, C. B., Holts-Jensen, A., Berdal, K. G., Thorstensen, T.and Tengs, T. 2006.
Equal performance of Tagman, MGB, molecular beacon, and SYBR green-
based detection assay in detection and quantification of roundup ready
soybean. J. Agric. Food. Chem. 54, 9658-9663.

Andow, D. A. and Hilbeck, A. 2004. Science-based risk assesment for nontarget effects
of transgenic crops. 54 (7), 637-649.

Anklam, E. 1998. The validation of methods based on polymerase chain reaction for the
detection of genetically modified organisims in food. Analytica Chimica Acta.

393, 177-179.
Anonim. 1998. Transgenik Bitkilerin Alan Denemeleri Hakkinda Talimat (Legislation
on the field trials of transgenic plants). Tarimsal Uretim Ve Gelistirme

Genel Midirligi. Tarim ve Koyisleri Bakanhigl. web  sitesi:
http://www.tarim.gov.tr. Erisim Tarihi:06.08.2008

Anonim. 2001. Tiirkiye Ulusal Biyolojik Cesitlilik Stratejisi Eylem Plani. Cevre ve
Orman Bakanlig1. http://www.bcs.gov.tr. Erisim Tarihi:06.08.2008

Anonim. 2002. Genetigi degistirilmis organizmalar ve gida giivenligi. Tarim Bakanligi
Yayinlari. 16s.

Anonim. 2005a. Ulusal Biyogiivenlik Kanun Taslagi. web sitesi: www.tagem.gov.tr.
TKB. Erisim Tarihi:16.12.06.

Anonim. 2005b. Siis Bitkileri (Gtip No: 0601-0602 gruplar1) Cogaltim Materyali Ithalat
Uygulama Genelgesi. (Genelge No: 2005/3). Tarmmsal Uretim Ve Gelistirme
Genel Midirligi. Tarim ve Koyisleri Bakanhigl. web  sitesi:
http://www.tarim.gov.tr. Erisim Tarihi:06.08.2008

Anonim. 2005¢c. Meyve ve Asma Fidanlari Ile Sebze ve Cilek Fidesi Ithalat Uygulama
Genelgesi (Genelge No: 2005/2). Tarimsal Uretim ve Gelistirme Genel
Mudiirliigi. Tarim ve Kdyisleri Bakanligl. web sitesi: http://www.tarim.gov.tr.
Erisim Tarihi:06.08.2008

Anonymous. 1992. EURACHEM/WELAC (Cooperation for Analytical Chemistry in
Europe/Western European Legal Metrology Cooperation).. Information Sheet
No. 1 (Draft): Guidance on the Interpretation of the EN 45000 series of
Standards and ISO Guide 25. 27 pp.

Anonymous. 2001. ACS-ZM@©4-3 (CBH351). www.agbios.com.  Erisim
Tarihi:05.08.2008

Anonymous. 2002. Guide to quality in analytical chemistry. An aid to accreditation.
CITAC Eurochem Guide.57 p.

Anonymous. 2003a. Genetically modified foods for human healt and nutrition: the
scientific basis for benefit/risk assessment. Trends in Food Science and
Technology,14.175-181s.

181



Anonymous. 2003b  Genetically modified food and feed. web sitesi:
www.foeeurope.org. Erisim tarihi:12.12.2003

Anonymous. 2003c. BATS report. Genetically modified (GM) crops: molecular and
regulatory details. Version (2),192p.

Anonymous. 2003d. A Guide to method validation. Reagecon. 16p.

Anonymous. 2004a. GM labelling. Food Standart Agency. web sitesi:
http://www.food.gov.uk. Erigim Tarihi:16.12.05.

Anonymous. 2004b. Bt-11 Sweet corn wupdata. www.syngenta.com. Erisim
Tarihi:15.07.2008.
Anonymous. 2005a. Detailed description on new GMO labelling rules in EU. web
sitesi: www.organicconsumers.org. Erisim Tarihi:16.12.05

Anonymous. 2005b. SYN-BT@11-1 (BT11 (X4334CBR, X4734CBR). web sitesi:
www.agbios.com. Erisim Tarihi:05.08.2008

Anonymous. 2005c. MON-0QQ810-6 (MONS810). web sitesi: www.agbios.com. Erisim
Tarihi:05.08.2008

Anonymous. 2005d. Definition of minimum performance requirements for analytical
methods of GMO testing. ENGL Method Performance Requirements.
European network of GMO laboratories (ENGL). Version, 25.01.05.

Anonymous. 2006a. SYN-EV176-9 (176). web sitesi: www.agbios.com. Erigsim
Tarihi:05.08.2008

Anonymous. 2006b. ACS-ZMO@2-1 / ACS-ZMOQ3-2 (T14, T25). web sitesi:
www.agbios.com. Erisim Tarihi:05.08.2008

Anonymous. 2007a. Biosafety and risk assesment in agricultural biotechnology. A
workbook for technical training. Part 5: Monitoring. web sitesi:
www.iia.msu.edu. Erigim Tarihi:14.09.07.

Anonymous. 2007b. Information on GM approved products. web sitesi:
www.agbios.com, Erisim Tarihi: 04.12.2007. Erisim Tarihi:16.12.05

Anonymous. 2007¢c. Mon810.www.gmo-compass. Erisim Tarihi:15.07.2008.

Anonymous. 2008. Laboratory techniques for GMO analysis. web sitesi:
www.labplusinternational.com. Erigim Tarihi:11.07.2008.

Anonymous. 2008b. Btll maize: Key facts. www.europabio.org. Erisim
Tarihi:15.07.2008.

Anonymous. 2008c. FDA Withdraws stralink corn testing guidance. web sitesi:
www.starlink.com. Erisim Tarihi:15.07.2008.

Arda, M. ve Yardimci, H. 2005. Hayvancilikta modern biyoteknoloji uygulamalari.
Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii. Tarim ve Kdoyisleri Bakanhigi. 1-
28.

Aydin, G. 2004. Detection of genetically modified maize via polymerase chain reaction,
Yiiksek Lisans tezi, ODTU.

Baran, M. 2003. Genetik Yapist Degistirilmis Organizmalar ve Biyogiivenlik.
Tirktarim. Mart-Nisan, 12-15.

Baran, M. and Yilmaz, R. 2008. The biosafety policy on genetically modified organisms
in Turkey. Guest Edit. Environ Biosafety Res. 7, 57-59.

Baran, M. ve Ozgelik, F. 2007. GDO’larda izleme (monitoring) ve etiketleme. Tiirkiye
15. Biyoteknoloji Kongresi. 28-31Ekim 2007. Bildiri Kitabi, 169-171.
Antalya.

182



Baran, M. ve Ozgelik, F. 2008. Halkin farkindalig1, egitimi ve katiliminin biyogiivenlik
unsurlarina etkisi ve Tiirkiye’ de yapilan ¢alismalar. Akademik Gida. 6 (3),
37-42.

Bardocz, S., Pusztai, A. and Hansen, M. 2005. Post-release monitoring of transgenic
plants. Tromso Biosafety Course Notes. 22 Agust-3 September.

Bergen, G. 2001. Final Report Contract NP/42/026.

Bertolle, F. and Simonet, P. 1997. Potantialities for DNA tranfer from plants to soil
microorganisims. Nordic Seminar on Antibiotic Resistance Marker Genes
and Transgenic Plants. 12-13 Haziran. Oslo, Norway. 40-42.

Bonfini, L., Heinze, P., Kay, S. and Van den Eedde, G. 2001. Review of GMO
detection and quantification techniques. EU Joint Research Center, Institue
of Health Consumer Protection. Final Report. 67p. Ispra, Italy.

Bucchini, L. and Goldman, L. R. 2002. Starlink corn: a risk analysis. Environ. Healt
Respect. 110 (1), 5-13.

Bunning, V.K. 1995. Biotechology consultation note to the file BNF no: 000029.USDA.
web sitesi: www.cfsan.fda.gov.tr. Erisim Tarihi:15.07.2008.

Bustin, S.A. 2005. Real-ime PCR. encyclopedia of diagnostic genomics and proteomics.
Marcel Deccer Inc.1117-1125.

Ching, L. L. 2005. Policy and regulatory overview: What are the issues? TWN. Tromso
Biosafety Course Notes. 22 Agust-3 September.

Demir, A., Seyis, F. ve Kurt, O. 2006. Genetik yapis1 degistirilmis organizmalar: 1.
Bitkiler. J. of Fac. of Agric., OMU. 21 (2). 249-260.

Dijk, J. V., Prins, T., Voorhuijzen, M., Van Hoef, Aarts, H. and Kok, E. 2008. A
multiplex padlock-ligation GMO detection method. 1st Global Conference
on GMO Analysis. 24-27 June. Como. Italy. 36p.

El Sanhoty, R., Broll, H., Grohmann, 1., Linke, B., Spiegelberg, A., Bogl, K-W.and
Zagon, J. 2002. Genetically modified maize and soybean on the Egyptian
food market. Nahrung Food. 46 (5), 360-363.

Ergiil, O. 2005. Biyoteknoloji ve Hukuk. Modern Biyoteknoloji Uygulamalari. Tarim ve
Koyisleri Bakanligi. Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigi. 1-38s.

Eser, V. ve Kilingarslan, H. 2005a. GDO’ lar ile ilgili sorular ve cevaplar. Modern
Biyoteknoloji Uygulamalari. Tarim ve Koyisleri Bakanligi. Tarimsal
Arastirmalar Genel Miidiirligii.1-38.

Eser, V. ve Kilingarslan, H. 2005b. Modern biyoteknolojide giivenlik. Tarim ve
Koyisleri Bakanligi. Tarimsal Aragtirmalar Genel Miidiirliigii. 80s.

Farid, E.A. 2002. Detection of genetically modified organisms in foods. Trends in
Biotechnology. 20 (5). 215-223.

Fernandez-Cornejo, J. 2007. Adoption of genetically engineered crops in the U.S: corn
varieties. web sitesi: http://www.ers.usda.gov. Erisim Tarihi:14.08.2008.

Giglio, S., Monis, P. T .and Saint, C.P. 2003. Demonstration of prefential binding of
SYBR Gren I to spesific DNA fragments in real-time multiplex PCR.
Nucleic Acids Research. 31 (22), 1-5.

Goldstein, W. E. 1997. Consinderations for development and commercialization of
plant cell processes and products. Chapter 7. Technology transfer of plant
biotechnology. Ed. Peter M. Gresshoff. A. CRC Series. 25-40. Florida. 95-
109.

183



Gogmen, M. 2002. Transformasyon. Bitki Biyogiivenlik Arastirmalar1 Uygulamali
Egitim Programi III. Kurs Notlari. Narenciye ve Seracilik Arastirma
Enstitlisli, Antalya.4s.

Gozikirmizi, N. 2002. Biyogiivenlik sistemlerinin olugsmasinda Tiirkiye’ deki durum.
Bitki Biyogiivenlik Arastirmalar1 Uygulamali Egitim Programi III. Tiibitak
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii. Gebze-Kocaeli. 85-
89.

Guerra, F. X. M. 2005. Development of technique fort the quantification of DNA from
genetically modified organisms in processed foods.Lehrstuhl fur Allegement
Lebensmittettechnologie. Techisque Universitat Miinchen. 118p.

Haspolat, 1. 2004. Genetik olarak degistirilmis iiriinlerin {iretimi, ticareti ve ticaretin
diizenlenmesi. Y.Lisans Tezi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii.
157 s.

Haver, V. E., Schijver, A.D., Devos, Y., Lievens, S., Renckens, S. and Moens, W. 2003.
Guidence notes for the safety assestment of genetically modified crops for
food and feed use. 8 april 2003. Scientific Institute of Public Healt. Royal
Library of Beligium Deposit N’: D/2003/2505/16.

Heinemann, A. J. 1997. Assesing the risk of interkingdom DNA transfer. Nordic
Seminar on Antibiotic Resistance Marker Genes and Transgenic Plants. 12-
13 Haziran. Oslo, Norway. 17-28.

Heinemann, A. J. and Traavik, T. 2004. Problems in monitoring horizontal gene tranfer
in field trials of trangenik plants. Nature Biotechnology. V(22) No9. 1105-
1109

Heinemann, A. J., Sparrow, A. D. and Traavik, T. 2004. Gene ecology guide to: Is
confidence in the monitoring of GE foods justified? Trends Biotechnol. 22,
7s.

Ho, M.W., Traavik, T., Olsvik, O., Midtvedt, T., Tappeser, B., Howard, C. V.,
Weisacker, C. V.and McGvain, G. 2004. Has the frequency of horizontal
gene transfers increased recently? Gene Technology in the Etiology of Drug
—Resistant Diseases. TWN Biotechnology and Biosafety Series 2. Jutaprint,
Malaysia. 102p.

Holts-Jensen, A., Ronning, S. B., Lovseth, A.and Berdal, K. G. 2003. PCR technology
for screening and quantification of genetically modified organisims (GMOs).
Anal. Bioanal. Chem. 375, 985-993.

Ipek¢i, Z. 2002a. Genetik Olarak Degistrilmis Bitkilerin Analiz Yontemleri. Bitki
Biyogiivenlik Arastirmalar1 Uygulamali Egitim Programui IIL.Tiibitak Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoliji Arastirma Enstitiisii. Gebze-Kocaeli. 58-62.

Ipekei, Z. 2002b. Lateral Flow Strip Uygulamasi. Bitki Biyogiivenlik Arastirmalart
Uygulamali Egitim Programu II1.Tiibitak Gen Miihendisligi ve Biyoteknoliji
Aragtirma Enstitiisii. Gebze-Kocaeli. 123-124.

James, C. 2006. Global status of commercialized transgenic crops. ISAAA Report.

Kapuscinski, A. R. 2005. From reactive to pro-active biosafety: Science, technology
and capacity needs. Norwey/UN Conference on Technology Transfer and
Capacity Building. 92-100.

184



Kay, S. and Paoletti, S. 2001. Sampling strategies for GMO detection and/or
quantification. Rev 4.2, 23 Nov. 2001. EC. Directorate general JRC. IHCP
(Institute for Healt and Consumer Protection). Food Products Unit: GMO:
Food and Environment. 13p.

Kuiper, A. H., Kleter, G. A. and Noordam, M. Y. 2000. Risks of the release of
transgenic herbicide-resistant plants with respect to humans, animals and the
enviroment. Crop Protection. 19, 773-778.

Kuvshinov, V., Koivu, K., Kanerva, A. and Pehu, E. 2001. Molecular control of
transgene escape from genetically modified plants. Plant Science. 160. 517-
522.

Lin, H.Y., Chiang, J-W. and Shih, D. Y-C. 2001. Detection of genetically modified
soybeans by PCR method and imminoassay Kkits, Journal of Food and Drug
Analysis. 9 (3), 160-166.

Lin, L. L. 2005. Cartagena Protokol on Biosafety. Tromso Biosafety Course. 22 Agust-
3 September. 1-7.

Ling, C.Y. and Lin, L.L. 2005. Public participation in implementation of the biosafety
protocol. Biosafety Briefing. February. TWN. 2p. Tromso Biosafety Course.
22 Agustos-3 Eyliil. Kurs Notlari. Tromso University-GENOK, Tromso,
NORVEC.

Lipp, M., Bluth, A., Eyguem, F., Kruse, L., Schimmel, H., Van Den Eede, G. and
Anklam, E. 2001. Validation of a method based on polymerase chain
reaction for the detection of genetically modified organisms in various
processed foodstuffs. European Food Research and Technology. 212, 497-
504

Lipp, M. and Anklam, E. 2002. Validation of an immunoassay for the detection and
quantification of roundop-ready soybean in food and feed fraction by the use
of reference materials. European Commission Joint research Centre. Institute
for Healt and Consumer Protection. Food Production and Consumer Goods
Unit. 260p. Ispra, Italy.

Lipp, M., Shilto, R., Giroux, R., Spigelhalter, F., Charlton, S., Pinero, D. and Song, P.
2005. Polymerase chain reaction technology as analytical tool in agricultural
biotechnology. J. of AOAC Inter. 88 (1), 136-155.

Liibeck, M. 2002. Detection of genetically modified plants — methods to sample and
analyse GMO content in plants and plant products. Report. Danish Forest
and Nature Agency (Skov & Naturstyrelsen). 32p. web sitesi:
www?2.sns.dk/erhvogadm/biotek/detection.htm. Erisim Tarihi: 13.08.2008.

Martineau, B. 1996. From lab bench to marketplace: The Calgene FLAVR SAVR
Tomato. Technology Transfer of Plant Biotechnology. Ed. Peter M.
Gresshoff. A. CRC Series. 13-23. Florida.

Mitten, H. D., McDonald, R. and Klonus, D. 1999. Regulation of foods derived from
genetically crops. Current Opinion in Biotechnology. 10. 298-302.

Moen, W. 2003a. Report on molecular characterization of the genetic map of event
Bt176. Scientific Institute of Public Healt.3p.

Moen, W. 2003b. Report on molecular characterization of the genetic map of event
Mon810. Scientific Institute of Public Healt.3p.

Myhr, A. I. and Traavik, T. 2002. Genetically modified (GM) crops: precautionary
science and conflicts of mterests. Journal of Agricultural and Environmental
Ethics 16, 227-247.

185



Nicholl, D. S. T. 2002. Selection, screening and analysis of recombinants. Genetic
Engineering. Cambridge University Pres. Second ed. 292p.

Nielsen, C. and Andersan, K. 2005. GMOs trade policy, and welfare in rich and poor
countries. Tromso Biosafety Course. 22 Agust-3 September.

Nielsen, K. M. and Townsend, J. P. 2005. Monitoring and odelling horizontal gene
transfer. Nature Biotechnology. 22 (9). 1110-1114.

Nielsen, M. K. 1997. Horizontal gene transfer from genetically modified plants (GMP)
to soil associated bacteria. Nordic Seminar on Antibiotic Resistance Marker
Genes and Transgenic Plants. 12-13 Haziran. Oslo, Norway. 29-39.

Nielsen, M. K., Bones, A. M., Smalla, K. and Elsas, J. D. 1998. Horizontal gene transfer
from transgenic plants to terrestrial bacteria- a rare event? Fems.
Microbiology Reviews. 22, 9-103.

Okusu, H., 2003. Socio-economic and ethical aspects of GMOs. Genetically Modified
Organisms (GMO) Impact on Environment and Health Risk Assessment
Training Workshop NamPower. Convention Centre. Windhoek. 17-19
November 2003

Ozcan, S ve Sancak, C. 2005. Modern biyoteknolojinin bitkisel iiretimde kullanimu.
Modern Biyoteknoloji Uygulamalari. Tarimsal Arastirmalar  Genel
Miidiirliigii. Tarim ve Ky Isleri Bakanligi. 1-21

Ozgen, A. M., Tunail, N., Eser,V. ve Tuncer, B. 1997. Tarimsal biyoteknoloji. Tiirk
Ziraat Yiiksek Mihendisligi Birligi ve Vakfi. Calisma Komisyonu Raporlar
Dizisi. 8., 27s.

Pauli, U., Liniger,M., Zimmerman, A. and Schrott, M. 2000. Extraction and
amplification of DNA from 55 foodstuffs. Mitt. Lebensm. Hyg. 91: 491-501.

Querci, M., Van den Eede, G. and Jermini, M. 2002. The analysis of food samples for
the presence of genetically modified organisms. European Commission.
Joint Research Centre Manual. Bolim 2, 5-8.

Raymond, P. Gendron, L., Paul, S., Moreau, M.E., Cote, M. J. and Laberge, S. 2008.
New DNA insert fingerprint method fort he detection and identification of
GMO in mixtures.

Roger, S. O. and Bendich, A. J. 1985. Extraction of DNA from miligram amounts of
fresh, herbarium and plant tissues. Plant Mol. Biol. 5, 69-76.

Salyers, A. A. 1997. Horizontal gene transfer between prokaryotes. Nordic Seminar on
Antibiotic Resistance Marker Genes and Transgenic Plants. 12-13 Haziran.
Oslo, Norway. 8-16.

Schreiber, G. A. 1999. Challenges for methods to detect genetically modified DNA in
foods. Food Control.10. 351-352.

Sheskin, D.J. 2000. Handbook of parametric and nonparametric statistical procedures,
2" ed. Chapman 8. Hall/CRC.

Sim, J. and Wright, C. C. 2005. The Kappa Statistic in reliability studies: Use,
mterpretation, and sample size requirements. Physical Therapy. 85, 257-
268

Smalla, K. and Vogel, T.M. 2007. Presentation of the thematic 1ssue on horizontal gene
transfer. Guest Editorial. Environ. Biosafety Res. 6, 1-2.

Somma, M. 2003. Quantitative PCR for the detection of GMOs. The Analysis of Food
Samples for the Presence of Genetically Modified Organisms. Joint
Research Centre. 3-7 Subat, Ispra, Italya.

186



Stewart, P. A. and Sorensen, A. A. 1997. Field testing of genetically engineered crops:
Public-private institution comparision. Technology. Transfer of Plant
Biotechnology. Ed. Peter M. Gresshoff. A. CRC Series. 191-205. Florida.

Tozzini, A., Martinez, M.C., Lucca, M. F., Rovere, C. and Distefano, A. J. 2000.
Semiquantative detection of genetically modified grain based on CaMV 35S
promoter amplification. Electronic Journal of Biotechnology. 3. 149-153.

Tuzun, S., Gay, P.A., Lawrence, C.B., Robertson, T. L. and Sayler, R. J. 1996.
Biotechnical applications of inheritable and inducible resistance to diseases
in plants. Chapter 3. Technology Transfer of Plant Biotechnology. Ed. Peter
M. Gresshoff. A. CRC Series. 25-40. Florida.

Uzogora, S. G. 2000. The impact of genetic modification of human foods in the 21 st
century: A reiev. Biotechnology Advances.18, 179-206.

Vaerman, J. L., Saussoy, P. and Ingargiola, I. 2004. Evaluation of real-time PCR data.
Jour. Of Biological Regulators and Homeostatic Agents. 18, 212-214.

Watson, D. J, Gilman, M., Witkowkski, J. and Zoller, M. 1998. Recombinant DNA in
medicine and industry. Chapter 23. Recombinant DNA. Scientific American
Books. USA,

Yiicel, F., 2002. ELISA test sistemleri. Bitki Biyogiivenlik Arastirmalar1 Uygulamali
Egitim Programu III. Tiibitak Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma
Enstitiisti. Gebze-Kocaeli. 45-52.

Yuan, J. S., Reed, A., Chen, F. and Stewart Jr, C. N. 2006. Statistical analysis of real-
time PCR data. BMC Bioinformatics. 7 (85), 1-12.

Zarilli, S. 2004. International trade in GMOs: Legal frameworksand developing country
concerns. United Nations Conference on Trade and Development.

Zel, J., Cankar, K., Ravnikar, M., Camloh, M. and Gruden, K. 2006. Accreditation of
GMO detection laboratories: Improving the reliability of GMO detection.
Accred Qual Asur. (10); 531-536.

187



EKLER

EK.1 KiMYASALLAR VE KAYNAKLARI
EK.2 TAMPONLAR VE COZELTILER
EK. 3 ENZIMLER, MARKORLER, AYRACLAR
EK. 4 TURKIYE’NIiN MISIR VE SOYA iTHALATI VE DEGERI
EK.5 TURKIYE ULUSAL BiYOLOJIK CESITLILIK STRATEJiSI EYLEM
PLANI
EK. 6 AMERIKADA YETiSTIRILEN GM MISIRLARIN YUZDE ORANLARI
(FERNANDEZ 2007)
EK .7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (ANONYMOUS 2007B)
EK. 8 ISLENMIS MISIR URETIMI AKIM SEMASIMISIR UNU URETIMi
EK .9 BIYOTEKNOLOJIK URUNLERIN 1996-2006 YILLARI ARASINDAKI
EKIiM ALANLARI (MILYON HEKTAR) (JAMES 2006)
EK. 10 TKB GMO’ LAR iLE iLGILi GENELGELER VE GENELGELERE AIT
TAAHHUTNAMELER
EK. 11 BAZI ORNEKLERDE DNA MiKTAR SONUCLARI

EK. 12 BAZI ORNEKLERDE 35S VE NOS ANALIiZ SONUCLARI

EK. 13 BAZI ORNEKLERDE BT176 MISIR (RELATIiF) MIKTAR ANALIiZ
SONUCLARI

EK 14 BAZI ORNEKLERDE BT 176 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

EK. 15 BAZI ORNEKLERDE BT11 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

EK. 16 BAZI ORNEKLERDE MON810 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

EK.17 BAZI ORNEKLERDE T25 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

EK.18 ULKEMIZDEKI TRANSGENIK BITKIiLERIN ALAN DENEMELERI

188



EK 1 KIMYASALLAR VE KAYNAKLARI

Kimyasallar Kaynak
Agaroz Sigma
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) Sigma

Sodium Chloride (NaCl) Scharlau
Ethidium Bromide Sigma

Ethanol (EtOH) Scharlau

Isopropanol Scharlau

Tris-Asetik Asit-EDTA Scharlau

Tris (hydroxymethyl) aminomethane Tris- Scharlau

HCl

Na,EDTA Scharlau
Xylene cyanole FF Sigma

NaOH Scharlau

Isoamilalkol Scharlau

Tris Borat EDTA (TBE) Scharlau
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EK 2 TAMPONLAR VE COZELTILER

1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

1.1 Hexadecyltrimetil-amonyum bromid (CTAB) tampon ¢ozeltisi

CTAB 4¢g
NaCl 16.4g
Tris HCI1 3.15¢
Na2EDTA 15¢g
Deiyonize su 100 mL

IM NaOH ile pH 8’e ayarlanir.

Deiyonize su ile 200 mL’ ye tamamlanir ve otoklavlanir.

1.2 CTAB presipitasyon c¢ozeltisi

CTAB lg

NaCl 05¢g

Deiyonize su ile 100mL’ ye tamamlanan ¢6zeltinin pH’ s1 1M NaOH ile 8’e ayarlanur.
Deiyonize su ile 200 mL’ ye tamamlanir ve otoklavlanir.

Cozelti +4°C’ de 6 ay saklanir.

1.31 M NaOH

NaOH 10g

Deiyonize suda ¢oziilerek 250 mL’ ye tamamlanir.
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EK 2 TAMPONLAR VE COZELTILER (Devam)
1.4 1.2 M NaCl

NaCl 7g

Deiyonize suda ¢oziilerek 100 mL’ ye tamamlanir.
Otoklavlanir ve oda sicakliginda saklanir.

1.5 %70 Etanol ¢ozeltisi

30 mL su
70 mL etanol

2. Elektroforez icin Kullanilan Cozeltiler

2.1 Etidium bromid c¢ozeltisi

10 mg/mL EtBr deiyonize suda ¢oziiliir
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EK 3 ENZIMLER, MARKORLER, AYRACLAR

Enzimler, Markorler ve Ayraclar Kaynak

Deoxynucleotide triphosphates (ANTPs) ~ Genmark, Fermentase
100 bp DNA Marker Fermentase

50 bp DNA Marker R-Biofarm
Riboniikleaz A (RNase A) 10 mg/mL Roche

Proteinaz K 20 mg/mL Roche

Hot Tag DNA Polymerase Applied Biosystem, Fermentase
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EK. 4 TURKIYE’NiN MISIR VE SOYA iTHALATI VE DEGERI

Ulkeler 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
c
2
D
Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger
(ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000
$) $) $) $) $) %) $) $)
A.B.D. 594 115 552 85673 | 394 54 530 | 640 73 791 954 107 460 55146 | 697 76225 |1 113 175
571 773 747 454 296 670 510 959 430 684 832
Arjantin 134 27 827 | 202 29105 | 56 481 7 400 30076 4066 23204 4102 2100 742 39524 6490 356 53 671
360 338 754
Diger 168 32089 | 98724 15615 | 318 35584 | 168 20320 308 35275 | 74421 9747 442 51039 | 348 46 679
509 311 723 316 982 020
. | TOPLAM 897 175 853 130 769 97 514 | 839 98177 | 1286 146 537 65635 | 1179 133 1818 276
§ 440 689 809 393 246 095 190 887 480 936 754 458 182
Ulkeler 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger Miktar Deger
(ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000 (ton) (1000
$) $) $) $) $) $) $) $)
A.B.D. 113 35358 | 172 55506 | 158 44 494 | 258 54 622 | 301 64 569 | 301 63193 | 541 124 399 110
608 483 892 254 327 353 248 918 328 765
Arjantin 5869 1894 --- -—- 11300 2849 38034 7412 17990 3976 --- - 71230 14686 | 336 88 847
991
Diger 29775 9014 69322 25261 115 31123 | 56978 12431 67388 14392 | 19898 4194 | - -—-- 95134 26913
000
o | TOPLAM 149 46 266 | 241 80767 | 285 78466 | 353 74 465 | 386 82937 | 321 67 387 | 612 139 831 226
3 252 805 192 266 705 251 478 604 453 525
(%)

Kaynak: Devlet Istatistikleri Enstitiisii (Haspolat 2004)
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EK 5 TURKIYE ULUSAL BiYOLOJIK CESITLILIK STRATEJiSi EYLEM
PLANI

Ekolojik Planlama ve Ydnetim

Bu boliimde biyolojik cesitliligin korunmasi ve biyolojik kaynaklarin siirdiiriilebilir
bicimde kullanimi i¢in gerekli olan unsurlar ana hatlariyla belirtilmistir. Hedef 1° e
ulagabilmek icin, asagida belirtilen konular1 temel alan bir ekolojik yonetim yaklagimi
uygulanmalidir:

-Yabani flora ve fauna populasyonlarinin korunmast;

-Koruma altindaki alanlar aginin tamamlanmast;

-Tiirlerin ve bozulmus ekosistemlerin restorasyonu ve rehabilitasyonu;

-Biyolojik ¢esitliligin korunmasini ve biyolojik kaynaklarin siirdiiriilebilir kullanimini
destekleyen step, orman ve sulak alan ekosistemlerine yonelik entegre kaynak kullanimi
politikalarinin, planlarinin, yasal diizenlemelerin ve programlarin gelistirilmesi ve
uygulanmast;

-Yabanc1 ve modifiye (genetik degisime ugramis) organizmalarin biyolojik
cesitliligZi olumsuz yonde etkilemesini onleyecek oOnlemlerin gelistirilmesi ve
uygulanmasi;

-Insan niifusundaki artisin ve insan yerlesiminin ekosistemler, tiirler ve genetik
kaynaklar lizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasina yonelik 6nlemlerin gelistirilmesi

ve uygulanmasi.
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EK 6 AMERIKADA YETISTIRILEN GM MISIRLARIN YUZDE ORANLARI (Fernandez 2007)

ABD’ deki GM musir gesitleri, 2000-2007
Bocek Direncgli (Bt)
2000 2001

State

lllinois
Indiana
lowa
Kansas
Michigan
Minnesota
Missouri

Nebraska

North Dakota 1/
Ohio

South Dakota

Texas 1/

Wisconsin
Other States 2/

u.S.

2002 2003

Percent of all corn planted

13
7

23
25
8

28
20
24

35

13

10

18

12
6

25
26
8

25
23
24

30

11

11

18

18
7

31
25
12
29
27
34

33

15

14

22

23
8

33
25
18
31
32
36

34

21

17

25

2004

26
11
36
25
15
35
32
41

28

22

19

27

2005

25
11
35
23
15
33
37
39

21

30

21
22

19

26

Herbisit toleransh
2000 2001 2002 2003

Percent of all corn planted

2006 2007

24 19 3
13 12 4
32 22 5
23 25 7
16 19 4
28 26 7
38 30 6
37 31 8
29 29

8 9 3
20 16 11
27 22

22 19 4
20 20 6
25 21 6
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14

3
6
7
15
8
11

23

12

4
7
8
17
14
15
9
11

24

17

11

2004

10
24
14
17
13
13

30

14

21

14

2005

11
14
30
20
22
12
18

39

31

42
18

19

17

2006

12
15
14
33
18
29
14
24

34

13

32

37
18

25

21

2007

15
17
19
36
22
32
19
23

37

12

34

37
23

33

24



EK 6 AMERIKADA YETISTIRILEN GM MISIRLARIN YUZDE ORANLARI (Fernandez 2007) (Devam)

State

llinois

Indiana

lowa

Kansas
Michigan
Minnesota
Missouri
Nebraska
North Dakota 1/
Ohio

South Dakota
Texas 1/
Wisconsin
Other States 2/
U.S.

* 061 den az

Coklu gen iceren gesitler

2000 2001

TUm musir igindeki ylizde oranlari

1

*

2

1

*

N R BN PR R

2002

1

*

AIN A NN W

10

2003 2004 2005

1

alr N w| ol N Rk

17

Al 000 NN

IN

21

o o o ©

2006 2007
19 40
12 30
18 37
12 21
10 19
16 28
7 13
15 25
20 22
5 20
34 43
13 20
10 22
10 14
15 28
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Tiim GM cesitleri

2000 2001

Tam musir igindeki ylizde oranlari

17
11
30
33
12
37
28
34

48

18

17
25

16
12
32
38
17
36
32
34

11
47

18
20
26

2002

22
13
a1
43
22
a4
34
46

66

26

27
34

2003

28
16
45
a7
35
53
a2
52

75

32

36
40

2004

33
21
54
54
33
63
49
60

13
79

38
46
47

2005

36
26
60
63
40
66
55
69
75
18
83
72
46
a4
52

2006

55
40
64
68
a4
73
59
76
83
26
86
77
50
55
61

2007

74
59
78
82
60
86
62
79
88
a1
93
79
64
67
73



EK.7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b)

ACS-ZMQQ3-2
X
MON-QQ81Q-6

Bayer Crop Science (Aventis Crop
Science [AgrEvo])

T25 ve  MONS810  hatlarinin
konvensiyonel metotla ¢aprazlanmasi
sonucu bocek direngliligin ve herbisit
toleransliligin  birlestirildigi muisir
hibritleridir.

DAS-06275-8

DOW AgroScinces LLC

Bacillus thuringiensis var
aizawai’den elde edilen CrylF geni
aktarilarak  lepidopteran  bdcek
direngliligi kazandirilmasi ve
Streptomyces hygroscopicus’ tan ise
fosfinotrisin asetiltransferaz (PAT)
kodlayan genin aktarilmasi ile bir
herbisit olan glufosinat amonyuma
direnglilik i¢in tiretilmistir.

DAS-59122-7

DOW AgroScinces LLC and Pioneer
Hi-Bred International Inc.

Bacillus  thuringiensis  PS149Bl1
susundan elde edilen Cry34Abl ve
Cry35Abl genleri aktarilarak musir
kok  kurduna  direnglilik  igin
retilmistir. Streptomyces
viridochromogenes’ ten fosfinotrisin
asetiltransferaz (PAT) kodlayan gen
ise se¢ici markir olarak aktarilmustir.

DAS-59122-7
X
NK603

DOW AgroScinces LLC and Pioneer
Hi-Bred International Inc.

DAS-59122-7 ve NK603 genetik
modifiye  musirlarin - geleneksel
¢aprazlanmasi ile olusturulmus bocek
direnglilik ve herbsit toleransliligin
birlestirildigi hibrit misirlardir. Misir
kok kurdu direngliligi  Bacillus
thuringiensis PS149B1 susundan elde
edilen Cry34Abl ve Cry35Abl
genlerinin aktarildigt DAS-59122-7°
den, glufosat herbisitine toleranslilik
ise NK603’ ten saglanmaktadir.

DAS-59122-7
X

TC1507

X

NK603

DOW AgroScinces LLC and Pioneer
Hi-Bred International Inc.

DAS-59122-7 ve TCI1507 ile
NK603’ in geleneksel
caprazlanmasi ile olusturulmus bocek
direnglilik ve herbsit toleransliligin
birlestirildigi hibrit misirlardir. Misir
kok kurdu direngliligi  Bacillus
thuringiensis PS149B1 susundan elde
edilen Cry34Abl ve Cry35Abl
genlerinin aktarildigir DAS-59122-7’
den, glufosinat amonyum herbisitine
ve toleranslilik ve lepidopteran
boceklere direnglilik TC1507” den,
glufosat herbisitine toleranshilik ise
NK603’ ten saglanmaktadir.
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EK. 7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b) (Devam)

EXP1910IT

Syngenta Seeds Inc.(6ncesi Zeneca
Seeds)

Asetolaktat (ALS) enziminin
Etilmetanosiilfonat (EMS)
kullanilarak mutagenesi ile
imidazilinon herbisitine direnglilik
icin liretilmistir.

GA21

Monsanto Sirketi

Aromatik aminoasitlerin iiretiminden
sorumlu sikimat  biyokimyasal
yolunda kullanilan ve modifiye bir
enzim olan 5-enolpiruvilsikimat-3-
fosfatsintaz (EPSPS) kodlayan genin
partikiil bombardimani ydntemi ile
aktarilmasi  sonucu iretilen  bir
musirdir.

IT

Pioneer Hi-Bred International Inc.

Embriyolarin imidazolinon igeren bir
ortamda  kiiltire  edilmesi  ile
imidazolinon  herbisitine  direngli
somoklonal varyantlarin segimi.

LY038

Monsanto Sirketi

Corynebacterium glutamicum’ dan
dihidrodipikolinatsintaz ~ (cDHDPS)
enzimini kodlayan cordapA geninin
aktarimi ile Ozellikle lisin {iretim
miktarin1  artirarak  amino  asit
igerigini degistirmek  amaciyla
iretilmigtir.

MIR604

Syngenta Seeds Inc.

Modifiye  bir Cry3A  geninin
transformasyonu ile musir  kok
kurduna direnglilik igin tretilmistir.
E. Coli’ den aktarilan fosfomannoz
izomeraz enzimi ise segici markir
olarak kullanilmistir.

MONQQ6Q3-6
X
MON-QQ81Q-6

Monsanto Sirketi

MONS810 ile NK603” iin geleneksel
¢aprazlanmasi ile olusturulmus bocek
direnclilik ve herbisit toleransliligin
birlestirildigi hibrit misirlardir.

MON-QQ81Q-6
X

Monsanto Sirketi

MONR8I10 ile LY038’in geleneksel
caprazlanmast  ile  olusturulmus,

LYO038 bbcege direngli ve lisince
zenginlestirilmis misirin birlestirildigi
hibrit misirlardir.

MON-QQ863-5 Monsanto Sirketi MONS810 ile MONS863” iin geleneksel

X caprazlanmasi  ile  olusturulmus,

MON-Q81Q-6 bocege direngli misirlarin
birlestirildigi hibrit nusirlardir.

MON-QQ863-5 Monsanto Sirketi Hibrit MON-QQ863-5 X MON-

X Q81Q-6 ile NK603* iin geleneksel

MON-Q81Q-6 ¢aprazlanmasi ile olusturulmus bécek

X direnclilik ve herbisit toleransliligin

MON-QQ6Q3-6 birlestirildigi hibrit misirlardir.

MON-QQQ21-9 Monsanto Sirketi MONR810 ile GA21’ in geleneksel

X caprazlanmast  ile  olusturulmus,

MONQQ81Q-6 bbcege direncli musirlarin

birlestirildigi hibrit misirlardir.
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EK. 7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b) (Devam)

MONZ&0100

Monsanto Sirketi

Bocek direngli misir; tarimda misirin
en 6nemli bocek zararlisi olan ECB
(Ostrinia nubilalis) tarafindan yapilan
ataklara kars1 spesifik bir direnglilik
kazandirilmas1 igin  gelistirilmistir.
Bacillus thuringiensis subs.
kurstaki’den elde edilen CrylAb
geni igermektedir.

MON&02

Monsanto Sirketi

Bacillus thuringiensis’ den elde
edilen  CrylAb geni aktarilarak
bocek direnclilik kazandirilmasi igin,
A. tumafaciens’ in CP4 susundan ise
5-enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintaz
(EPSPS) kodlayan genin aktarilmasi
ile bir Therbisit olan glufosat
amonyuma direnglilik i¢in
iretilmistir.

MONB809

Pioneer Hi-Bred International Inc.

Sentetik bir CrylAb geni aktarilarak
bocek direnclilik kazandirilmasi igin,
bir  bitki  enzimi  olan  5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintaz
(EPSPS)’ n bakteriyel versiyonunu
kodlayan genin aktarilmasi ile bir
herbisit olan glufosat amonyuma
direnglilik i¢in tiretilmistir.

MONS&10
X
MONS88017

Monsanto Sirketi

MONS810 ile MON88017" nin
geleneksel caprazlanmasi ile
olusturulmus, boécek direnglilik ve
herbisit toleransliligin birlestirildigi
hibrit  musirlardir.  Lepidopteran
boceklere direnglilik Bacillus
thuringiensis subs. kurstaki’ nin HD1
susundan tiiretilen ve bir insektisidal
proteinin kesik (truncated) versiyonu
olan CrylAb’ yi iireten MONS810’
dan, musir kok kurdu direngliligi
Bacillus  thuringiensis  subspecies
kumamotoensis’in EG4691° den elde
edilen Cry3Bbl geninin aktarildigi
MONS88017’ den, glufosat herbisitine
toleranslilik  ise  yine , A.
tumafaciens’ in CP4 susundan 5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintaz

(EPSPS) kodlayan genin aktarildigi
MONR88017’ den saglanmaktadir.
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EK. 7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b) (Devam)

MONS832

Monsanto Sirketi

Glifosat oksidaz (GOX) enzimini
kodlayan genin ve aromatik
aminoasitlerin iiretiminden
sorumlu sikimat biyokimyasal
yolunda kullanilan ve modifiye
bir enzim olan 5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintaz
(EPSPS) kodlayan genin partikiil
bombardimani  yontemi ile
aktarilmas: sonucu {retilen bir
misirdir.

MONS863

Monsanto Sirketi

Bacillus thuringiensis subspecies
kumamotoensis’in EG4691° den
elde edilen Cry3Bbl geninin
aktarildigi ve musir kok kurdu
direngliligi i¢in iretilmis bir
misirdir.

MONS88017

Monsanto Sirketi

Misir kok kurdu direngliligi igin
Bacillus thuringiensis subspecies
kumamotoensis’in EG4691° den
elde edilen Cry3Bbl geninin
aktarildig1 ve glufosat herbisitine
toleranshilik i¢in A. tumafaciens’
in CP4 susundan 5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintaz
(EPSPS) kodlayan genin
aktarildig1 bir misirdir.

MS3

Bayer Crop Science (Aventis
Crop Science [AgrEvo])

Bacillus amyloliquefaciens’ den
barnaz riboniikkleaz  enzimini
kodlayan genin aktarimu ile erkek
kisirhgr  (kendine  dollenme)
saglanmigtir; PPT direngliligi ise
PPT-asetiltransferaz (PAT) etkisi
ile olmaktadir.

MS6

Bayer Crop Science (Aventis
Crop Science [AgrEvo])

Bacillus amyloliquefaciens’ den
barnaz  riboniikleaz  enzimini
kodlayan gen,in aktarimi ile
erkek kisirligr saglanmistir; PPT
direngliligi , PPT-asetiltransferaz
(PAT) etkisi ile olmaktadir.

NK603

Monsanto Company

Aromatik aminoasitlerin
iiretiminden  sorumlu  sikimat
biyokimyasal yolunda kullanilan
ve modifiye bir enzim olan 5-
enolpiruvilsikimat-3-fosfatsintazi
(EPSPS) kodlayan genin partikiil
bombardimani  yontemi  ile
aktarilmasi sonucu {retilen bir
misirdir.

200




EK. 7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b) (Devam)

TC1507

Mycogen (c/o Dow agroSciences) Pioneer (c/o
Dupont)

Bacillus thuringiensis var
aizawai’den elde edilen CrylF
geni  aktarilarak  lepidopteran
bocek direngliligi kazandirilmasi

ve Streptomyces
viridochromogenes”  ten  ise
fosfinotrisin asetiltransferaz

(PAT) kodlayan genin aktarilmasi
ile bir herbisit olan glufosinat
amonyuma direnglilik i¢in
iretilmistir.

TC1507
X
DAS-59122-7

DOW AgroScinces LLC and Pioneer Hi-Bred
International Inc.

TC1507 ile DAS-59122-7° nin
geleneksel  caprazlanmasi  ile
olusturulmus bocek direnglilik ve
herbisit toleransliligin
birlestirildigi  hibrit musirlardir.
Misir  kok  kurdu  direngliligi
Bacillus thuringiensis PS149B1
susundan elde edilen Cry34Abl
ve Cry35Abl genlerinin
aktarlldigt DAS-59122-7’  den,
lepidopteran boceklere direnglilik
Bacillus thuringiensis var
aizawai’den elde edilen CrylF
geninin aktarildigi TC1507° den,
glufosat herbisitine toleranslilik

ise Streptomyces
viridochromogenes’  ten  ise
fosfinotrisin asetiltransferaz

(PAT) kodlayan genin aktarildigi
yine TC1507’ den saglanmaktadir.

3751 IR

Pioneer Hi-Bred International Inc.

Embriyolarin imidazolinon igeren
bir ortamda kiiltiire edilmesi ile
imidazolinon herbisitine direngli
somoklonal varyantlarin segimi.

676, 678, 680

Pioneer Hi-Bred International Inc.

Escheria coli’ den DNA adenin

metilaz kodlayan genin,
Streptomyces viridochromogenes’
ten ise fosfinotrisin

asetiltransferaz (PAT) kodlayan
genin aktarilmasi ile sirasi ile
erkek kisirlig1 ve bir herbisit olan
glufosinat amonyuma direnglilik
icin Uretilmisgtir.

B16 (DLL25)

Dekalp Genetics Corporation

Streptomyces hygroscopicus’ tan
fosfinotrisin asetltransferaz (PAT)
kodlayan genin aktarilmasi ile bir

herbisit olan glufosinat
amonyuma direnglilik i¢in
iiretilmistir.
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EK.7 TICARI BAZI GM MISIR CESITLERI (Anonymous 2007b) (Devam)

DAS-Q15Q7-1
X
MONQQ6Q3-6

DOW AgroScinces LLC

1507 ile NK603°  {in
gelencksel caprazlanmasi ile
olusturulmus bocek direnglilik
ve  herbisit  toleransliligin
birlestirildigi hibrit misirlardir.

DBT418

Dekalp Genetics Corporation

Bacillus thuringiensis subs.
kurstaki’den  elde  edilen
CrylAC  geni  aktarilarak
bocek direnclilik
kazandirilmasi igin,
Streptomyces hygroscopicus’
tan ise fosfinotrisin
asetiltransferaz (PAT)
kodlayan genin aktarilmasi ile
bir herbisit olan glufosinat
amonyuma direnglilik  i¢in
iretilmistir.

DK404SR

BASF Inc.

Embriyolarin sethoxydim
zenginlestirilmis ortamda
kiiltivasyonu ile modifiye
asetil-CoA Karboksilaz
(ACCase) igeren Somaklonal
tiirler se¢ilmistir.

SYN-BTQI1-1
X
MON-QQQ21-9

Syngenta Seeds Inc.

BT11 ile GA21’ in geleneksel
¢aprazlanmast ile
olusturulmus, bdcege direngli
musirlarin birlestirildigi hibrit
musirlardir.
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EK. 8 ISLENMIS MISIR URETIMI AKIM SEMASIMISIR UNU
URETIMI

Corn Dry Milling

Beall -
Degeminator [~ > | Aspirate [y

* Flaking
Grits

Aspirate
* Through -
= Lt Sifters
Bran Gravity > Hominy Coarse
Table Gnis
+ Fine Grits
Expeller ™| Corn Meal
‘ Germ [ > Oil Corn Flour
Hominy Y
Feed |- Germ Cake

Sekil 1 Misir unu iiretimi akig semasi1 (www.iowacorn.org. Erisim Tarihi: (15.07.2008)
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EK.8 ISLENMIS MISIR URETIMi AKIM SEMASIMISIR UNU
URETIMI (Devam)

Syrup
- | o frommeion] S,

Feed Product Ethanal High Fructose
Wet Fead Chemicals Corn Syrup

Sekil.2 Misir nisastasi liretimi akis semasi

(http://www.ethanolrfa.org/resource/made/ Erigim tarihi:15.07.2008)
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EK. 9 BIYOTEKNOLOJIK URUNLERIN 1996-2006 YILLARI ARASINDAKI
EKiM ALANLARI (MiLYONHEKTAR) (James 2006)

Yillar Ekim Alan1 (Milyon Hektar)
1996 1.7
1997 11
1998 27.8
1999 39.9
2000 44.2
2001 52.6
2002 58.7
2003 67.7
2004 81.0
2005 90.0
2006 102.0

TOPLAM 576.6
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EK.10 TKB GMO’ LAR iLE iLGiLi GENELGELER VE GENELGELERE AiT
TAAHHUTNAMELER

Tarim Ve Koyisleri Bakanhg Siis Bitkileri (Gtip No: 0601-0602 Gruplari)
Cogaltim Materyali Ithalat Uygulama Genelgesi. (Genelge No: 2005/3)

I¢ ve dis mekan siis bitkilerinin estetik ve islevsel amaglarla toplumumuz tarafindan
kullanilmas1 giderek yayginlik kazanmakta, bu bitkilerin iiretim ve pazarlamasi iilkemiz
icin onemli bir tarimsal faaliyet alanina doniismektedir. Bu is kolunda {iretim yapan
isletmelerin ve tim kullanicilarin kaliteli as1 gozii, gelik, fide, fidan, anag¢ bitki gibi
cogaltim materyali ihtiyaglarinin karsilanmasi hususunda gerekli tedbirleri almak
Bakanligimiza diisen bir gorevdir. Bu nedenle siis bitkilerinin ithalatinda uygulanacak
esas ve kurallar agagida belirtilmistir.

17. Transgenik bitkilere veya transgenik cogalim materyallerinin ithalatina izin
verilmez. Ithal edilecek materyalin transgenik olmadiginin proforma faturada ifade
edilmesi gerekir.

TAAHHUTNAME

.................. tarihli dilekge ile ................. Tarim Il Miidiirliigii'ne miiracaat
ederek ithalat izni talebinde bulundugumuz siis bitkisi materyalleri ile ilgili olarak;
sunulan bilgi ve belgelerin iceriginin dogrulugunu, ithal edilen materyallerin
transgenik (aktarma genli) olmadigini, ayrica saglik ve kalite yoniinden iilke zararina
yol agmayacagini garanti eder, bu konulardan dogabilecek her tiirlii hukuki ve cezai
sorumluluklar ile, meydana gelmesi muhtemel zararlarin tarafimizdan kargilanacagini
kurulusum adina kabul ve taahhiit ederim. Ayrica firma ile Bakanlik arasinda bu konuda
vuku bulacak hukuki davalarda ..........c..ccceeeeenenn Mahkemelerini sorumlu olarak kabul
ediyorum.

(Tarth)

(Yetkili Isim ve Imzasi, Firma kasesi)
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EK.10 TKB GMO’ LAR iLE iLGiLi GENELGELER VE GENELGELERE AiT
TAAHHUTNAMELER (Devam)

Tarim Ve Koyisleri BakanhgiTarimsal Uretim Ve Gelistirme Genel Miidiirliigii
Meyve Ve Asma Fidanlar ile Sebze Ve Cilek Fidesi Ithalat Uygulama Genelgesi
(Genelge No: 2005/2)

10. Aktarmagenli (transgenik) cesitlerin ve c¢ogaltim materyallerinin ithaline izin
verilmez, ithal miiracaatlarinda ithalatg1 ve ihracat¢i firmalarin, ¢esidin aktarma genli
olmadigina dair taahhiitname vermeleri gerekir. Bu husus ihracat¢1 firma tarafindan
proforma faturada da belirtilebilir.

TAAHHUTNAME
.................. tarihli dilekge ile ............................ TUGEM/Tarmm i1 Miidiirliigii’ne
miiracaat ederek ithalat izni talebinde bulundugumuz ................. (meyve ve asma

fidani/sebze ve cilek fidesi) ¢ogaltim materyalleri ile ilgili olarak; sunulan bilgi ve
belgelerin iceriginin dogrulugunu, sdzkonusu materyalin transgenik (aktarmagenli)
olmadigini ve ithal edilecek materyallerin saglik ve kalite yoniinden iilke zararma yol
agmayacagini garanti eder, bu konulardan dogabilecek her tiirlii hukuki ve cezai
sorumluluklar  ile, meydana gelmesi muhtemel zararlarin  tarafimizdan
karsilanacagni.......... (sahsim/ kurulusum) adina kabul ve taahhiit ederim.

Ayrica firma ile Bakanlik arasinda bu konularda vuku bulacak hukuki davalarda
......................... Mahkemelerini sorumlu olarak kabul ediyorum.

(Tarih)

(Yetkili Isim ve Imzasi, Firma kasesi)
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EK.10 TKB GMO’ LAR iLE iLGiLi GENELGELER VE GENELGELERE AiT
TAAHHUTNAMELER (Devam)

Tohumluk Ithalat Uygulama Genelgesi (Genelge No: 2005/1)

Bakanligmizin bitkisel tiretim konusundaki temel politikasi, iistiin niteliklere sahip yeni

bitki ¢esitlerinin kesintisiz bir sekilde iilke tariminin hizmetine sokulmasidir. Bu hususta
ciftcilerimizden gelecek, {istiin vasifli ve kaliteli her tiirlii tohumluk taleplerin
karsilanabilmesi amaciyla, Bakanligimiz ilke olarak bir yandan yurt i¢i tohumluk
tiretimini artirma yoniinde caba gostermekte diger yandan ise ileri teknolojilerin
tilkemize transferini miimkiin kilmak i¢in gerekli her tiirlii destek ve kolayligi
saglamaktadir. Bu maksatla tohumluk ithalati ile ilgili usul ve esaslar asagidaki gibidir

6. Genetik Miihendisligi yontemleri ile elde edilmis aktarma genli (transgenik) bitki
cesitlerine ait tohumluklara, irlin yetistirmede kullanma amaciyla ithal izni verilmez.
Bununla beraber, yalnizca arastirma ve deneme amagli olmak iizere, Bakanlik¢a uygun
goriilen bu tip tohumluklarin ithaline mevzuat ¢ergevesinde izin verilir.

7. Ne maksatla olursa olsun yapilacak tiim aktarma genli (transgenik) olmayan bitki
cesitlerine ait tohumluklarin ithalatinda ithalat¢1 firma ve yurtdisindaki satict firma
tarafindan s6z konusu tohumlugun aktarmagenli olmadig1 Proforma faturada belirtilmeli
veya taahhiit edilmelidir. (ithalat¢1 kurulusun miiracaat formundan hari¢ olarak ayrica
taahhiitname tanzim etmesi bu taahhiitnamede gerekli isim, imza ve firma kasesi
bulunmasi gereklidir.

TAAHHUTNAME

T.C.
TARIM VE KOYiSLERI BAKANLIGI
MUDURLUGUNE

Tiirkiye’ye ithal etmek istedigim asagida detay1 verilmis bulunan tohumluklarin,
.................... Giris Giimriik Miidiirliigiinden yurda girisi yapilacak olup, Bitki Ithal
Permisi ise ................. Midiirliigiinden alinacaktir.

Ithalini talep etmis oldugumuz tohumluklarin transgenik olmadifim taahhiit eder
verilen bilgilerin dogrulugunu beyan ederek ithal izni verilmesi hususunda geregini arz
ederim.

(Tarih)

(Yetkili Isim ve Imzas1, Firma kasesi)
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EK.11 BAZI ORNEKLERDE DNA MIiKTAR SONUCLARI

ORNEKLER 260 nm 280 nm 260/280 nm DNA  miktari
(ng)
KOR 0.000 0.000 0.500 0
MU5SA 0.168 0.119 1.561 84
MU5B 0.225 0.179 1.571 112.5
MC2A 0.180 0.125 1.469 90
MC2B 0.210 0.167 1.433 105
MC4A 0.111 0.105 1.800 55.5
MC4B 0.047 0.042 1.731 23.5
MC10A 0.121 0.112 2.028 60.5
MC10B 0.068 0.063 1.704 34
MG1A 0.095 0.089 2.200 47.5
MG1B 0.026 0.024 1.471 13
MG5A 0.047 0.042 1.741 23.5
MG5B 0.101 0.094 1.823 50.5
MG7A 0.086 0.080 1.961 43
MG7B 0.033 0.029 1.586 16.5
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EK.12 BAZI ORNEKLERDE 35S VE NOS ANALIZ SONUCLARI

o Tode  Wycow el 335 12.03.07 s
e il ﬂm- 10 L awen e Y Tmmpletn, S Fiuan Wi

Amplficatien Curves

Ly nMY18

oUnE )

418 e, |

T:Hedef Bolge i )
“ MNE -~
s Kanal Durumu-705/640 §3

S o MG13 e

7 4 B B 0 12 14 18 %A 30 2 3 38 38 O30 3 M 36 3B eB &F
Cyptlam

Eenslti Mg

Sekil .1 Baz1 Orneklerde 35S Analiz Sonuglari

14 032007 335 Kanal Dummu:7057640 EEN
Dhannel [FOS/E40] = Cols Comperstion (0n] = ©
5IIII|I- cal
inchade | Cokr| Pos | Name | Tage | Amplification Curves
B T " S Foskive
- T b MGS (+)
- 4 MCR HNagative or
B 5 1INDLUOAT
B £ 1INDLUOARA 08
= 7 TINOLUDRT s
B B 13INDLUORRA MNIFL (+)
3 1GNOLUORT 0
H 10 1SNOLUCAA
B 1 IBNOLUORT o3 PE (+)
B 72 IGNOLWORRA ' a5
v ] a1
=] i 5 --.M MY16 (+)
- [ | {
] | = -
~ | | R ‘“'u-:r-«.
[~ 02
O .- Fi
& 3 Ny
~ W 22 MPMESA - Negative 04 . -'2‘;_,___ ol
‘_-L\_-‘“:__‘_"‘-\.

. ’ o8 NEK () =
NE (Wegatif Kontrol} (-) i —
PE (Pozntif Kontrol) )

EOR (_) 2 4 B & 90 92 14 18 18 0 I M 3B N M A2 M 3 I8 40 42 M
MY16 ) Cyshow

MNIS1 =) E— e

MUY -)

MGS )

Sekil .2 Bazi Orneklerde 35S Analiz Sonuglari
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EK.12 BAZI ORNEKLERDE 35S VE NOS ANALiZ SONUCLARI (Devam)

Dualitative Deteciion {11 11 (6 color comp.|

| Chanrel [BA/S30§ * Coks Companestion [On) = oo (0] - || Adwanced MNOSE ve Bitki Spesifik Bolze
acies [ e | (15.03.2007) Kanal Durumu: 640/530 ]
Incude | Coler| Pos | Mams | Taeget
E- S e et Poxithen
¥ W 2 PCA Positive

D043
0.0
B 5 13MOLUCRT L
W 6 13NOLUDRRA el
W 7 13INOWORT oS
= 8 13MOLUORA ooas MY16 (+
B 9 1EMOLUORT o.am S
| | 10 16EMNOLUORRA ouozs
W 1 IEMOLUORT LY. -
B 12 1ENOLUODRA

_ o0z3
MW 1 KORR Posive | oo PK ()
{ ooTg
g B 16 MPMYISA Positive T |
. | nois |
g, B 16 MPMMISIA Positive S f
i.g.. 20 HMPMUTR E oo |
D00 <
o R Poskive o007 MEISLC) -@-\-L\ |

D.O0S ! .
PK (Pozitik Kontrol}: (+) ik i % -
NE (Negatif kontrol): (-} oo D ——— ]
MY16 S (+) e a
m$1 : (+} 2 4 6 6 10 1 14 18 18 20 X2 M 0 0 M AT M M M 40 42 &
BALTT o] Cyelos

MGS :f—) = L T3 el e e

Sekil .3 Baz1 Orneklerde NOS Analiz Sonuglar

ualitative Detaction 01 11 06 color comp.|

Charnel [E40/530) = Color Compansation (O] = Frogan (2] <
B Sampies | cCa |
nelude | Color| Pos | Name

|| Advanced 12.05.07 NOS/PLANT GENE Kanal Durmu: 640/530

Amplification Gurves

v EMPMUBR ;

- - MY18 (+
< _ '
5 10 MPMUTIR ;

|
_% W 12 MPMUIER Positive
@ B 14 MPMYIBR Positive

W 16 MPMNIS3R

VB2 MAMCA
¥ [l 2 MPMGIR

PK T (Pozitif Kontrol-Target) s

| PE B, (Pozititif Kontrol-Plant Gene) o

i NE T (WNegatif Kontrol-Target)

EEE
NK R (Negatif Kontrol Plant Gene) TR AU BN b e i

Sekil .4 Baz1 Orneklerde NOS Analiz Sonuglar
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EK.13 BAZI ORNEKLERDE BT176 MISIR (RELATIF) MIKTAR ANALIZ
SONUCLARI

olative Quantification - Monooolor

Tagst | Refsrarc| Paing Renits | BT176 RELATIF KUANTIFIK ASYON 17.03.2007

Sel | Sample Type Pos | Sample Nams CpMedian | Concenirstion Fiatio | Momskred Ratio | Mukiplcation/Con. |
Relerence Calbiater ? PR 240 —_—
Flesul Sal 1 Targel Uinkrown 5  MPMWYIEAT nn 1.84E-3 s FHOET
Relerance Linkncwn B MPMYIEAR 238
Fiawat Sol 2 Target Linknown 7T HPMYIGAT 3363 1633 [as -3 w/0LT
Flefesance Unknown 8 MPMYIBAR 2418
Flesult Sol 3 Tanpat Linknown 3 MPHMYIEET 3383 1033 003 B0E
Releercs Unknows 10 WPMYIBAR 2383
Feaul Soi 4 T et Lirknosen 11 WPMYIGET 14 SEIE-4 om 5067
Reteisnce Linkrowen 12 WMPMYISER 239
Fend SetS T et Lnknown 13 WMPMCAT ] a 67
Relererce Linknown 4 WMPMC4R 2824
Riasult Set & Taget Linknown 15 MPMC4T o a BAET
Aelerence Linknowen 16 MPMCAR 2R
Famwit Set 7 Target Unkncwn 1T MPMCAT X5 300 BN BAET
RelmerceUrknown 18 MPMCAR 2847 T ——_)\ %BT176
Feuk Sel B Target Linknowr 19 MPMCAT e B12E3 0% Bne7
Rieherance Urknown X MPMCIA 2854
Fiosult Sat 9 Target Linknown 21 MPMCIO 0 ] BN
Feleercs Uninosn 2 MPMCIoA 3185
Fesult Set 10 Tt Urkungwn 21 MPMCIO ] ] IO
Hetemron Linkrersr 24 MPHMOIR ns
Hesh Sat 11 Taspet Lirknown: 25 MPMOI Iz o 1305 muer
Rederenca Uinkrown 2% MPMCI0A zan
Reni Set 12 Taiped Urkncwn 27 MPMOID 13 o3 1037 FOE
Radmrence Linknown B/ MPMCIOR ed=
Rasul Set 13 Tanged Lirk ncwen: ¥/ MPMYIET 1} 1] B
Relwercelicknown 30 MPMYVIER na il
Flemdt 5ot 14 Targot Unkrown = MPMYIET kx| 21TE-3 ooy BAET
Fiahermrcs Lirk ngm L MPMYIER e B — =l

Target | Peference | Paiing Flesults | 12.12 06 BT176 RELATIF KUANTIFIK ASYON

!__Em 5 = S

Set | Sample Type | Pos |Sample Mame | Cp Median | Concerbiation Aatio | M Ezed Fatic
T asget Calibrator 1 pct 1904 039 3%5.00
Rieferance Cafbrabor 2 per P8 t4

Flesukt Set 1 T anget Linknown 5 = e 3478 005 4.7
Reference Unknown 6 mpmcdr 3031

Hesult Sat 2 Target Unknown T mipenc4t A0 21263 oz2
Reference Unknown -] mpmcdn 30.7e

Result Set 3 Target Linknown a mpenc] DR 3428 0. am
Reference Unknowmn 10 merne10r TS

Aasult Set 4 Tasget Unknown 1 mpenc e 34.52 0.09 q9.06
Reference Unknown 12 mypenc 1 0r 3o

FResult Set 5 T anget Linknown 13 MPMGTT 3444 0LDE 594
Reference Linknown 14 MPMGTR oo

Result Sel B T anget Uindanown 15 MPMGTT 3411 oo a7
Ralerence Unfornowwn 16 MPMGETR 3057

Result Set 7 Tanget Linknown 17 MPMGTT 269 o7 718
Reference Linknown 18 MPMGE R 29.86

Aesult Set 8 T asget Unknown 19 MPMGTT 3325 0,09 ar3
Reference Unknoven 20 MPMGTH 2972 i

FAesdt Set 3 Taaget Unknown 21 MPMIET o o
Reference Urkrsown 22 MPMY R =4 2149 R

Result Set 10 T anget Unknown 23 %205 BTI76T 2688 4 3TE-3 0.45
[ L T | =S RTI7RR 1907

Sekil .2 Baz1 6rneklerde Bt176 musir (relatif) miktar analiz sonuglart
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EK.13 BAZI ORNEKLERDE BT176 MISIR (RELATIF) MIKTAR ANALIZ

SONUCLARI (Devam)

Torget | Reference | Paiing [Fesiiz]|

18.05.2007 RELATIF KUANTIFIKASYON

| Growp -
Set  |SampleType Pos | Sample Name CpMedian | C ion Ratio | Normalized Ratio | Multiphcation/Cor...| |
Taaeget Calibrator 1 PCT 1923 054 Y
Reference Calibrator 2 PR 1880
Result Set 1 Taarget Unknown 5  MPMC2T ¥.48 0.3 2513 35/0.67
Reference Unknown & MPMC2R ns
Result Set 2 Target Unknown 7 MPMC2T i 0 35/067
Reterence Unknown 8 MPMC2A U7
Resut Set 3 Target Unknown 9 MPMC2T Invalid Il 35/0.67
Relference Urnknown 10 MPMC2A
Resul Set 4 Target Unknown 11 MPMC2T 3637 Irvahd Irvvalid 35/087
Feference Unknown 12 MPMCZR
Resul Set 5 Target Unknown 13 MPMCAT Invabd Invaid 35/087 “ 3BT176
Fefetence Unknown 14 MPMC4R <
Resul Set 6 Target Unknown 15 MPMCAT Inviab Irvabd 35/067
Relerence Unknown 16 MPMC4R
Fesud Set 7 Target Unknown 17 MPMCAT Irvvaid Irvalid 3BNET
Reference Unknown 18 MPMC4R
Resul Set 8 Tanget Unknown 19 MPMCAT Irwabd Irvvahd 3087
Reference Linknown 20 MPMCAR
Result Set 9 Taiget Unknown 21 MPMG1AT Inviabd Invabd 35/067
Refetence Unknown 22 MPMG1AR
Resul Set 10 Tauget Unknown 23 MPMG1AT I Irvvislid 350687
Referance Uinknown 24 MPMG1AR
Resul Set 11 Tasget Unknown 25  MPMG1BT Invaibd Invaid 35/067
Fleference Unknown 26 MPMG1BA
Resul Set 12 Tasget Unknown 27 MPMG1BT 0 a IB0ET
Refarence Unknown 28 MPMG1EBR 3445 =
Result Set 13 Target Uinknown % %01 BT176 25.01.07 7 2996 1.68E-3 012 35067
Relerence Unknown + X0OBTITE28.01.07R 20.64
Result Set 14 Target Unknown 31 X01BTI7626.01.077T 30.00 1.02E-3 0.08 067 |
Sekil .3 Baz1 6rneklerde Bt176 musir (relatif) miktar analiz sonuglar
T L ALl W B E LT = - S e - FALTTE.
! - = ____ 27.042007 BT17 B
(L& b R Zaese | Sdeen S @0- @Twiste . 4P BET ATIF KUANTIFIKASTON
s ==
Gioup | Boup 2 | Bummar |
Toiget | Aetwres | Pasng [P | ——
| G = = = -
TR, Poa | Secie Name Cobmdan | [ Potio  Nomsdoed Alais | Muokcatin/Con.| &
P Tagal ::.m . 1 FeT ET in =
Falaswrncs Dol 2 PCR ;M
Fleault ot 1 Terpe! Liskogoan & WPWUSAT AWEL 220 (OE ELy
Fesbesenca Linkrossn E  MAMUEAR ]
Rl et 3 Target Linknown T MPMUEAT W5 2NED ke mue
Feleterze Linkrown B MPMUSAR 27
Rl 5at 3 Targel Linknawn 5 MPMUSAT o 203E3 o FNUET
Flalarca Lrkogwn 10 MPMUSAR nn
Flowdl St d T argmi Linkren 1 MPMUSRT @ 2WEF ome waer
Fistmmren Lirkramn 12 MPMUSER 5w
B St B T v Ll e 13 MPHUSHT nR 22EA ne R
Flefarmros Lrkriown 1 MPHUSER 2219
Faud Sat & " szt Unsnosr 15 MWPHUSET nmw 2HE3 ooe s
Alafanaroe Linknown T HPHUSHEA na
w5 7 T g Liriknces 17 MPMUTI AT nw 1TEA EE \W_\).
Anfmerae Lo Tl HPHLITT AR e
Foawd Col T g Lirkrznen 18 MPNLTIAT ne AHEA om BT % BT176
P bmemricm Lire o M Pl AR Zmn
Pesul Set 8 Tawpest Linkrmgwn a WP AT na S10E-4 i e
Pesbesencs Lmbnosn 2 WP AR 153
Fast Sl 10 Target Linksown A weunat T BHIE4 m e
Fatlmterce Liskrmown 24 MPMUTIER el
Aeauk Bk 11 Tl Likiram 5 MPMUTIET e S5HES om WAET
[TRF— = MPMUTID R e
FeniSe12  Tagel Unknosn I WAt nE BAE-L om e
Flalprerce Linkrepen X MPHUTIER 2268 =)
FmusiSee13 Tt Lnknosn 25 MPMUET o L] s
Fidameros Unknosn o HPHUER fra)
Flmmadl S 14 T HPHUET ) ISE 4 19E-1 FMEF =l

Sekil .4 Baz1 6rneklerde Bt176 musir (relatif) miktar analiz sonuglar
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EK.13 BAZI ORNEKLERDE BT176 MISIR (RELATIF) MIKTAR ANALIZ
SONUCLARI (Devam)

Holative Ouantification - Monocolor
Gioup Tism] 27.04.07 BT176 RELATIF KUANTIFIK ASYON

Tage | Reece | Patng Resits |

| Grow *
Sl SangieType | Pos | SanpleNane. | CpMedin | Concentalion e | Nomaleed Reto | Mulplcaion/Cor.. 3
Target Cabralor 1 BT 1803 1 %0
Fefarence Calkyaloe ! PR 2030
ResultSel1  TargetUnknown §  MPMGIAT %61 Ivald Invald B8
Releercallnknown 6 MPMGTAR
ResdtSel2  TargelUnknown 7 MPMGIAT k] 03 508 kil
RelwercelUninown 6 MPMGIAR B0
ResdSet3  TargetUnknown 9 MPMG1BT ns 0 576 kil
Releencallknown 10 MPMG1BR B
RedSetd  TogelUknon 11 MPMGIBT 0 0 BOE
Reference Unknown 12 MPMG1 ER 5%
Flas Set § Target Lnknown 13 MPMCT 0 0 108
Paterance Unknown 14 MPMCR 3‘.& %BT176
ReukSes  Toghlioon 15 WPMCZI 7% 8 1% /@7/’%
Refarence Unknown 16 MPMCIR ki)
Resh 57 Taiget Unknown 17 MPMGST 0 0 BAE
Relwerca Unknown 18 MPMGEA k¥
RewlSed  Tageilkeown 19 MPMGSAT 0 0 BAG
Relwencalrkrown 20 MPMGEAR %
ReshSet9  Tesgel Linknown 21 MPMGSET U Invaid Invaid Tk
RelwercalUnknown 22 MPMGSBR
ReedSet10  Tagel Lrknown 2 MPMBSET Inivald Invaid £l
Relwercelrknown 24 MPMGEBR
Resd Set11  Target Unknown & MPMGTAT k1, Irreslid Invald 08
ReleenceUnknown 26 MPMGT AR
Fesd Sel12  Tangel Unknown 1 MPMGTAT kY| 04 968 ek
Releence Urknown 28 MPMGTAR ug _
Readl Set13  Tagal Unknown B MPMGTBT UL 043 ne B/OG
Relerence Unknown 3 MPMGTBA 18
Resul Set 14 Taged Unkniown 3 MPMGTBT 1no 043 1030 B8 ﬂ

Sekil .5 Bazi 6rneklerde Bt176 musir (relatif) miktar analiz sonuglar
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EK.14 BAZI ORNEKLERDE BT 176 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

e T - || Method fAuto) = Standardcurve(inRun) =  BT176 ABSOLUTE KUANTIFIKASYON TARGET
] Semples ' [ Fesuts i
2 | — Saded | Amplifioation Curves

2 4 6 81012141618202224 262830 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

M (1] | = =

DUMEMSIT Standard Curve

5 MPMLUE

Sekil .1 Bt176 absolute miktar analiz sonuglari- cry geni

bsolute Quantification
| Channel 530) = Color Compensation = Frooin (2] - || Method [Auto) = Standaed curve [inFun] - ET176 ABSOLUTE KUANTIFIKASYON ZEIN

Samples [ e Results i
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Sekil .2 Bt176 absolute miktar analiz sonuglari- zein geni
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EK.14 BAZI ORNEKLERDE BT 176 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI (Devam)

Amplification Curves

2 4 8 B 101214 18 10 20 22 24 26 26 30 32 34 35 38 40 42 44
Cyclas

Standard Curve

22—
ian -
o] ~—
Emor: 0.00543 2% =
Efficiency: 1,936 2 o
n
o0 e
| 1 2 3 4 5
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= LT sy

Jar . 191 | Ansivais Notes
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Sekil .4 Bt 176 absolute miktar analiz sonuglari- zein geni

216




EK.14 BAZI ORNEKLERDE BT 176 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI (Devam)

are 4.0

[@Fe ER Yew Tos Window Heb

| Cronwel (53 = Colos Campemsation = #7717 - | Melhod o] ~ Standardcurve P -

i Sanmples Resuls
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| ¥ B 3 m 718 157E1 B
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B 11 MPMYIS e
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B 13 xeEmm P
) ISRy 246810121416 BNRHBBNRNBBAORM
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ey
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EREEEsR
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Tpe | Date | Tine |Message ||

i Font (@ 11.1206MAD 2en .. (3 03.11.06 MOSURE...

Sekil .5 Bt 176 absolute miktar analiz sonuglari- zein geni
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EK.15 BAZI ORNEKLERDE BT11 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIiZ
SONUCLARI

l) i e N0 - [ SO §g PP SE AT S = L = -1 ]
i Togh  Windes  Help . = -]
 amMun {prapse | FOpan. 3 Gewe £ Templxie &y Fin Macm ET11 HEDEF BOLGE
P i EESS——
Charersl (53] = Coks Compensalorm + Wamed o]l = Standard cures e Fan] -
= e Aacills
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Sekil .1 Btl1 miktar analiz sonuglari- ivs geni

T e T T L S e S =la|=
Wieiy  Took windos  Helo =l
o» Aun Egansksi . | S¥0pen EpGam e £ Tomplaie . S FunMacn .
1 Til ZEINN | 14.09.2007 ISR
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Sanghe FAasmds
Concermaion | Glandes Amplification Curves
=y = et

) PE2 i
5: i;l‘-;]. Q/
2. NE l' i
N S

Flinfeseanee {8 S
I
e

T 8 B B A0 1Z 1418 19 20 I2 3436 3N N0 32 W O 30 40 47 44

Standard Curve

-
o
]
[
<]
-]
[+
]
-]
=]
]
=
o
=]
=]
=
ol
=]
il
i
ol
Cd

x

=

Eror 0MEZ E;

EMiciensyr 1.973

MC2-A veNE - o

DIGEFLEERI i g - - -
A ng © o ity s bun
Anzhmn Kot

Sekil .2 Btl1 miktar analiz sonuglari- zein geni
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EK.16 BAZI ORNEKLERDE MONS810 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

Soltware 4,0 - [ 20070619 MP MON GLO SF TARGET ME] TS = = ey e
View Tooks Window Help - =loix
L+ RAun. L Anslgzia. | £30pen. save @ ) Template .. &% Run Macio

|| Ehannel (530/640] - (Colo Compensalion = (71 = || Method (futa) = Standard curve in Aun) < r g = =
= Samples ~ Renms = |
| Color | Pos | Mome I = Concentration  Standaid Amplifioation Curves
4 SD1 1.00E5 [ &=
| B 5 sD2 2383 1.03€4 1.00E4 56
v 6 SD3 27863 aMEZ 1.0063 s
| 7 SD4 .o 1.04E2 1.00E2 as
- 8 sDS ETE 1.00E1 1.00€1 a8
v 9 momgl 32
L) 10 mpmgl 28
Ca 11 MPMG? 2
i 12 MPMGT 2 s
- 13 MPMGS i s
- 14 MPMGS 564 14.57E0] I} b2 =y o]
- 15 MPMNIS1 | — ——
[ i Bty _— e 7 4 sumuzuwwn;ﬂ::asam::u:smwuu
- 17 M 3 L
| o 18 MPMUSA 26.99 1.41E3 ced! 5 =,
™ 19 MPMUSE 26,62 1.80E3 | - -
i MPMUSE 26 80 1.80E3 Standard Curve
- 21 Z0.1 MONEID 3061 1.35E2
™ 22 %01 MONB10 20.97 1.07€2 |~
| = 23 %0.5MONSI0 28,60 4.97E2 E“ -
| & 24 X05MONS10 29.30 _}&g o 2 —
- 25 %2 MONBI0 27.89 . o, 000958
i~ 26 %2 MONB10 2777 851E2 Efficiency: 1.915 ga =
T} 27 MPMCIOA 51 [4.9960} 26 o
i~ 28 MPMCIOB a4 —
| ™ 28 MPMUIE it 3578 14.12E0) g 3 . =
| ¥ H 30 MPMUIE - [4.23E0] o
¥ W 7 MPMUIE 3463 [18.19€0] Corearmration
4l W 32 MPMUIE .37 1.03E1 e e e e 3 ————
4] | > Anabyss Mates i
[ Date | Tma Message x|

Sekil .1 Mon810 miktar analiz sonuglari- hsp geni

MONBI0 ABS. KUAN. ZEIN
Channel (S30/640) ~ Color Compensation ~ | Method JAutn) = Standerd curve (n Flur] ~
Hesults
Concentration iy : Amplification Curves

Flunresenee (510648

24 6 B 101214 161820 22 24 26 20 30 32 34 30 3040 42 24

Standard Curve

B Y K R Y Y R R SRR R R S

Sekil .2 Mon810 miktar analiz sonuglari- zein geni
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EK.17 BAZI ORNEKLERDE T25 MISIR (ABSOLUTE) MiKTAR ANALIZ
SONUCLARI

Absalute Ouantification [01 1806 color comp)] | PATELIRUTY IR 5 ARS. KUAN. TARGET 23.09.2007 L ILf]
Channel (530/640) ~ Color Compensation (On) » - || Method [Auto) = Standard curve [in Run) =
Samples Resuits
; Amplifioation Curves

g 65

v 58

V] 53

V] a7

V] a1

o as

g 28

@ 23

7] 17

o 14

v 0s 4

7] e i ST A A
g 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 2B 30 32 34 36 3B 40 42 44

Cycles

]

= -

g Standard Curve

Crossing Point
RHEEERY

Eror: 00150
Efficiency: 2050
1 2 3 4 1
Log Concentration

Analysis Notes

1 Crianial VIC/RA0) = Ecier. Eoinpsossico 08 = (7] = |} Methcd jAide) v Standardieutve in Run) |

! __ Samples H
Inchude | Color | Pos | Name

— = B

2 4 6 B 10121416 18 20 22 24 26 26 30 32 34 36 3B 4042 &4
Cycles

Standard Curve

Jddddddddddsfdddddadds s daddddadds

Sekil .2 T25 miktar analiz sonuglari- zein geni
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EK.18 ULKEMIZDEKI TRANSGENIK BITKIiLERIN ALAN DENEMELERI

P.1 Ulkemizdeki transgenik bitkilerin alan denemeleri

Tarla denemeleri yapildi, Halen

armigera spp.) ile pembe kurta

Transgenik Bitki Tiirii Transgenik Bitki Cesidi Denemenin yiiriitiildiigii il
PAMUK Herbisite dayanikli DP 5690 RR AYDIN
1998-2000 Herbisite ve yesil kurt (Heliothis DIYARBAKIR

(Basvuru firma sahibi

devam ediyor

(Pectinophora gossypiella)
laboratuar ¢aligmalar1 devam dayanikli DP 20 B/RR tarafindan geri ¢ekilmistir)
ediyor
Herbisite ve  Yelsil Kurt ADANA
(Heliothis armigera spp.) ile
pembe kurta (Pectinophora
gossypiella) dayanikli DP 410 B
MISIR Misir  kogan kurdu (Sesamia ADANA
nanogrioides Lef) ve musir
1998-2000 kurdu  (Ostrinia nubilalis
Tarla denemeleri Yapilds, Hiibn.)’ na dayanikli DK 626 Bt,
RX 770 Bt, P.33A14Bt.
Halen laboratuar ¢aligmalar1 | B.33V08Bt, Mon 810

MISIR

2004 yilinda tarla denemelerine

Misir  kogan kurdu (Sesamia

nanogrioides Lef)) ve nusir

Cukurova Tarimsal

Arastirma Enstitiisii,

decemlineate SAY.) ne

dayanikli New Leaf Russet

Burbank

kurdu (Ostrinia nubilalis Adana Zirai Miicadele
baglands Hiibn.)’ na dayanikli Aras. Ens.
Mon 810
PATATES Patates bocegi  (Leptinotarsa Nigde Patates Arastirma

Ens., Ankara Zirai Miic.
Aras. Ens. (Bagvuru sahibi
firma tarafindan geri

¢ekilmistir)
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