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OZET

GENETIGI DEGISTIRILMIS MISIRIN BAZI BUYUME VE VERIM
PARAMETRELERININ ARASTIRILMASI

MACAR, Oksal
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU

AGUSTOS 2017, 44 sayfa

Bu calismada, genetigi degistirilmis MONS810 musir hatlarindaki genetik
modifikasyonun ¢imlenme ve erken fide donemlerinde olan muhtemel etkilerini
belirlemek i¢in; ¢imlenme déoneminde mikro niikleus olusumu, ¢imlenme basarisi ve
morfolojik 6zellikler ile erken fide doneminde stoma sayilari, fide morfolojileri,
pigment icerikleri, malondialdehit ve prolin igerikleri incelenmistir. Sonu¢ olarak
genetik miidahale verimi etkileyebilecek gozle goriiliir degisikliklere yol agmamustir.
Bununla birlikte stres gostergesi ve koruyucu olarak g¢alisan prolin ile antosiyanin

seviyeleri GD misirin erken fide evresinde artmistir.

Anahtar Kelimeler: Biiyiime, Cimlenme, Fide, GDO, Misir, Transgenik, Zea mays
L,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME GROWTH AND YIELD PARAMETERS OF
GENETICALLY MODIFIED CORN

MACAR, Oksal
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU

JUNE 2017 44 pages

In this study, to determine possible effects of genetic modifications in
genetically modified MONB810 maize line on germination and early seedling the
periods, micronucleus formation and morphological characteristics during
germination, germination success, and stomata number, morphology of seedling,
pigment content, malondialdehyde and proline contents during early seedling stage
were examined. Consequently genetic modification did not lead to noticable changes
which may affect the yield. However, anthocyanin and proline, which are known as
indicator and protector against various stresses, increased in the early seedling stage
of GM corn.

Key Words: Corn, Germination, GMO, Growth, Seedling, Transgenic, Zea mays
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1. GIRIS

Endustriyel alanlardaki hizli gelisim ve artan diinya niifusu, hem tarimsal
alanlarin azalmasina hem de ¢evre kirliligine sebep oldugundan, tarimsal tiriinlerin
miktarinda ve kalitesinde Onemli kayiplar kacinilmaz hale gelmistir. Yiiksek
teknolojiler kullanarak ve kaliteyi istemeyerek de olsa ikinci plana atarak birim
alandan daha fazla iiriin elde etmek de gliniimiiziin en 6nemli segeneklerinden biri
saytlmistir (1). Bitki genetik miihendisligi, bu alandaki sorunlari gidermek igin yeni
alternatif yollar onermekte ve tarla bitkilerinin modern molekiiler islahinda en

onemli molekiiler araglardan biri haline gelmektedir (2).

Giliniimiizde tarimsal {retimi artirmaya yonelik modern biyoteknolojik
calismalar igerisinde transgen kullanimina hiz verilmistir. Bir canli tiirline baska bir
canl tlirlinden gen aktarilmasi veya mevcut genetik yapiya miidahale edilmesi
yoluyla yeni genetik Ozellikler kazandirilmasiyla elde edilen Transgenik (Genetigi
Degistirilmis - GD) organizmalar, tarimda klasik 1slah yontemleri ile ¢oziilemeyen
ekonomik 6neme sahip bazi problemlerin ¢éziimiinde 6nemli katkilar saglamaktadir
(3). Bitki biyoteknolojisi ve 6zellikle gen teknolojisi alanindaki gelismeler 1980°1i
yillardan itibaren hiz kazanmis, genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) yalnizca
tarimda degil ayni zamanda tipta, biyomolekiil iiretiminde, sanayi ve c¢evre
{iriinlerinde de arastirilmaya baslanmustir. ilk transgenik {iriin bitkisi olan uzun raf
Oomiirlli domates FlavrSavr adi ile 1994 yilinda pazara siiriilmiistiir. Bunu gen
aktarilmis musir, pamuk, kolza ve patates bitkileri izlemistir. Uzun raf Omiirli
FlavrSavr domatesi pazarlama stratejilerindeki yanlighiklar ve tiiketiciler tarafindan
tercih edilmemesi nedeniyle iiretimden kaldirilmigtir. Devaminda, bocek direnci
gelistirilmis Bt patates g¢evrecilerin tepkisinden cekinen biiyliik Fast Food gida
zincirlerinin talep etmemeleri nedeniyle pek genis ekim alanlart bulamamistir (4). Bu
basarisizliklar; GD organizmalarin hastaliklara, stres kosullarina ve zararlilara
dayanikliligin1 saglayan genlerin aktarilmasi sayesinde kullanilan ilag miktarinin
azalmas1 ve verimde artig saglanmasindan dolayi, hem gelistirilen GD organizma

sayisinin hem de iiretilen GD iiriin miktarinin artmasina engel olamamastir.



1.1. Genetigi Degistirilmis Organizmalar ve Transgen Teknolojisi

Genetigi Degistirilmis tarimsal {irlinlerin ve bunlardan elde edilen yan
tirtinlerin diinya ticaretine girmesiyle birlikte giderek artan tartismalar baslamistir.
Giliniimiizde GD gidalar, anahtar toksikolojik ve besleyici bilesenleri geleneksel
gidadakilere denk oldugu zaman giivenilir olarak kabul edilmektedir (5). Buna
ragmen; ekonomik ve siyasal kaygilarin yaninda insan sagligimi da dogrudan
ilgilendiren bu iirtinler; kamuoyunda ve medyada potansiyel yararlarindan ziyade,

icerdikleri potansiyel riskler ile giindeme gelmektedir.

Bitki genetik miihendisligindeki ilerlemeler, genlerin akraba olmayan
bitkilerden ve hatta bitkisel olmayan organizmalardan tarla bitkilerine transferini
miimkiin kilmakta; bunun bir sonucu olarak; bir¢ok tarla bitkisi tiirti hastalik direnci,
bocek dayanikliligi, daha yiliksek besin degerleri ve diger istenen nitelikler
bakimindan daha iyi zirai 6zellikler igin genetik olarak modifiye edilebilmektedir (6).
Buna ragmen, bazi tarla bitkilerinde, yabanci DNA’nin sokulmasi i¢in etkili
transformasyon  yontemlerinin  eksikligi,  bitki  genetik  miihendisliginin
uygulanmasinda bir engel olarak varligmi siirdiirmektedir. Bu yontemlerin

gelistirilmesi genetik miihendisliginin en 6nemli arastirma konularindandir.

1.1.1.GDO iiretiminde kullanilan transformasyon yontemleri

Son yillarda bitkilerdeki yeni ve verimli transformasyon ydntemlerinin
gelistirilmesinde dikkate deger basarilar kazanilmistir. Daha az kullanilan alternatif
yontemler de mevcut olmasina ragmen, ekzojen DNA’nin bitki hiicrelerine aktarilma
yontemleri ve gen transformasyonu dolayli ve dogrudan DNA aktarimi olarak genel

olarak iki biiyiik kategoriye ayrilabilir (7).
1.1.1.1. Dolayh Gen Transformasyonu Yontemi

Dolayli gen transformasyonunda istenilen genler, hedef hiicreye
Agrobacterium tumefaciens ya da Agrobacterium rhizogenes gibi bakteriler
araciligiyla sokulmaktadir (8). Diger bakteriyel suslarin kullanimini da igeren gesitli
aktarim yontemleri bildirildigi halde (9), Agrobacterium araciligiyla transformasyon

bitki transformasyonunda tercih edilen yontem olmayi siirdiirmektedir.



Bu yontemde; hedef hiicrelere, yiliksek bitkilere gen taginmasini saglama
yetenegine sahip bakteriler araciligiyla bakterilerde bulunan ve bakteriyel
kromozomdan ayri, bagimsiz halkasal DNA molekiilleri olan plazmidler
sokulmaktadir (10). Transformasyon i¢in kullanilacak bir plazmidin boyutu 5 ile 12
kilobaz cifti arasinda degisebilir (11). Plazmidler bakteriyel kromozomlara benzer
sekilde kopyalanan ve konak i¢inde kendi kendini kopyalayabilen bircok gen
tasimaktadir. Tek bir hiicrede 50 ya da daha fazla sayida plazmid bulunabilir.
Agrobacterium konagina tiimor-olusturan bir plazmid tasiyarak, timor olusumunu
tesvik eden bitki - patojeni bir bakteridir (12). Genetik bitki transformasyonunda
Agrobacterium’un tasidigr bu plazmidler vektor olarak kullanilmakta; ancak bu
sirada  timor-olusturan genler vektdrden uzaklastirldigindan artik tlimor

olusturmadiklar1 bilinmektedir.

Agrobacterium araciligiyla transformasyon; dogrudan DNA aktarim
sistemlerine gore kendine 6zgli avantajlara sahiptir. Bu avantajlar arasinda biiyiik,
tek parga DNA segmentlerinin aktarilabilirligi, belirlenmis sonlara ve diisiik kopya
sayilarina sahip basit transgenlerin sokulmasi, kararli kaynasma (entegrasyon) ve
kalitim ile nesiller boyunca kararli gen ifadesi sayilabilir. Sonu¢ olarak, pek ¢ok
dikotil ve bazi monokotil tarla bitkileri i¢in Agrobacterium kullanilan verimli ve

tekrarlanabilir protokoller gelistirilmistir (13).

1.1.1.2. Dogrudan Gen Transformasyonu yontemi

Bakterilerle yapilan dolayli gen aktariminin monokotillerde ve direngli dikotil
bitki tiirlerinde diigiik basart oranina sahip olmasindan dolay1; mikropartikiil
bombardimani gibi dogrudan DNA aktarim yontemleri gelistirilmistir. Siklikla
biyolistik ya da gen tabancasi olarak ifade edilen bu teknoloji ilk olarak Sanford ve
calisma arkadaglart tarafindan gelistirilmistir  (14). Partikiil bombardimamn
agroenfeksiyonun kisitli oldugu misir gibi monokotil bitkilerde yiiksek bir basari

oranina sahiptir.

Bu yontem yaklasik 2 mikron c¢apindaki, yiiksek yogunluklu tasiyici
partikiillerin hizlandirilarak hiicrelerden gegmesi ve beraberinde tasidigi DNA’y1
hiicre i¢ine birakmast esasina dayanir (15). Niikleer ya da kloroplast

transformasyonlarinda da uygulanabilen bu yontemde; hiicreler, protoplastlar,



meristemler gibi diizenli dokular, embriyolar ya da kallus hedef olarak kullanilabilir
(16). Ancak, biyolistik teknolojisi, Agrobacterium ile kiyaslandiginda disiik bir
transformasyon verimine sahip olmasi, vektér omurgasinin yiiksek siklikta
entegrasyonu, transgen kaset biitlinliigiiniin kayb1 ve c¢oklu kopya eklenmesi

yiiziinden transgenin baskilanmasi gibi kendine 6zgii dezavantajlara sahiptir (17).
1.1.1.3. Alternatif Gen Transformasyonu Yoéntemleri

Bitkilerde gen transferi i¢in elektroporasyon, mikroenjeksiyon, silikon karpit
ve kloroplast transformasyonu gibi alternatif aktarim sistemleri de kullanilmaktadir
(18). Yine de, bu yontemlerden her birinin transgenik bitkilerin bagariyla iiretilmesi

icin kendi kisitlamalar1 vardir ve yaygin degillerdir.
1.1.2. Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Faydalar1 ve Zararlari

Genetik materyali degistirme veya bir tlirden digerine transfer etme islemi
biyoteknolojinin temeli olup kamuoyunda atesin kesfi, matbaanin icadi ve atomun
par¢alanmas1 ile esdeger goriilmiistiir (19). Biyoteknolojik uygulamalarin en
giincellerinden biri olan genetigi degistirilmis organizmalarin potansiyel fayda ve

zararlart hem akademik olarak hem de kamuoyunda hala tartisma konusudur.
1.1.2.1. Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Faydalari
1.1.2.1.1. Zararhlara ve Hastahkla Dayamikh Tarim Uriinleri

Tarim riinlerine aktarilan genlerle zararlilara ve hastaliklara kars:
dayaniklilik saglanmasi ile kullanilan tarim ilag ve kimyasallarinin azaltilmasi hem
cevreye hem iireticiye hem de tiiketiciye fayda saglamaktadir (20). Giliniimiizde Bt-
Misir gibi boceklere dayanikli tahillarin genis kullanim alani bulmasi bu konuda

bliylik beklentilere yol agmaktadir.
1.1.2.1.2. Cevre Kosullarina Karsi Dayamikh Tarim Uriinleri

Artan gida ihtiyacim1 karsilamak i¢in daha fazla tarim alanina ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak bu konudaki en biiyiik sinirlama sicak, soguk ve tuzluluk gibi
kosullardir. Genetik miihendisligi ¢alismalarinin bu uygun olmayan kosullarda
yetisebilecek organizmalar iiretmesi ya da bu kosullarda yetisebilen organizmalarin

verimini arttirmasi beklenmektedir (21).



1.1.2.1.3. Miktar1 ve Besin Degeri Arttirllmis Gidalar

Genetigi degistirilmis organizmalar sayesinde daha fazla iiriin almak ve bu
tiriinlerin daha c¢ok vitamin, protein ve mineral hatta sagliga faydali bilesenler

barindirmasi hedefler arasindadir (22).
1.1.2.1.4. Ekonomik Olarak Daha Kazanch Uriinler

FlavrSavr gibi uzun raf Omiirlii, tiiketicinin istedigi Ozelliklere sahip,
organoleptik olarak arzulanan, saklamasi ve islemesi daha kolay tirtinlerle tireticilerin

daha fazla kazang elde etmesi miimkiin olacaktir (23).
1.1.2.1.5. Tip, Saghk ve Eczacihk Acisindan Faydal Uriinler

Uriinlerin besin kalitesi disinda saghiga yonelik faydalarmi artirmak igin de
GDO iiretimi yapilabilmektedir. GDO’lar hem gida hem de ilag olarak etki edecek
tiriinler halinde tiiketilebilirler. Yenilebilir iirtinlerdeki bu ilag ve agilar, bu trtinlerin
yetistirildigi ve diislik maliyetle dagitildigi ve ozellikle as1 iiretimi i¢in kaynagin ve
tibbi alt yapinin yetersiz oldugu gelismekte olan iilkelerde cocuklar icin faydali
olacaktir gibi baz1 bitkileri ila¢ sentezi i¢in degistirebilmektedir (20). Ayrica bu
bitkisel asilar uzun bir raf Oomrii ve stabil bir depolama kapasitesine sahip
olacaklardir. Genetigi degistirilmis hayvanlar, hemofili hastalari tarafindan kullanilan
pihtilagsma faktorii veya diyabet hastalar1 tarafindan kullanilan insiilin - gibi
farmakolojik proteinleri tiretmek i¢in kullanilabilir. Ke¢i, koyun ve domuz gibi bazi
ciftlik hayvanlar1 klonlanabilir ve insana nakil i¢cin uygun olan kalp, karaciger ve
bobrek gibi organlar gelistirmek igin kullanilabilirler. Bdylece hastalarin organ nakli

i¢in uzun bekleme periyotlari da ortadan kaldirilabilecektir (24).

1.1.2.1.6. Endiistriyel Uygulamalar i¢cin Yeni Hammadde Saglayacak

Uriinler

Giliniimiizde genetigi degistirilmis organizmalar endiistride kullanilan
plastikler, fiberler, polyesterle ve karotenoid gibi malzemeleri ftiretmek igin
kullanilmaktadir. GDO’larin ayn1 zamanda gida endiistrisinde kullanilan protein,
enzim, stabilizator, kivam artirici, emiilgator, tatlandirici, koruyucu, renklendirici ve
tat verici gibi gida katkilarini iretmek icin de kullanilabilmeleri muhtemeldir. Ayrica

yakit amacli kullanilan biyoetonoliin en biiyiik kaynagi GDO’lardir.



1.1.2.2. Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Zararlari

1.1.2.2.1. Besin Kalitesindeki Degisiklik ve Gida Giivenligi Konusundaki
Endiseler

Gida drlinlerine aktarilan transgenler, bazi besin degerlerinin diizeyini
artinirken digerlerinin diizeyini azaltarak tahmin edilmeyen bir sekilde gidalarin
besinsel Ozelliklerini degistirebilirler. Bu durum genetigi degistirilmis iriinler ve
gelencksel esdegerleri arasinda farkliliga neden olabilir. Bitkisel ve hayvansal
gidalarin besin igeriklerindeki degisimlerin besin etkilesimleri, besin-gen etkilesimi,
canlida besinin varligi, besin giicii ve besin metabolizmasi iizerine etkisi hakkinda

heniiz yeterli bilgi yoktur (21).
1.1.2.2.2. Alerji ve Zehirleme Riski

Gen aktarim teknolojisi ile organizmaya yerlestirilen yeni genin 6zellikleri,
insanlar i¢in alerjik reaksiyonlara neden olabilmekte veya mevcut alerjik
reaksiyonlart siddetlendirebilmektedir. Bu endisenin gecerliligi, Brezilya findiginda
bulunan bir genin soyaya aktarilmasi ile saglanan gen modifikasyonunun, Brezilya
findigina alerjisi olan soya tiiketicilerinde alerjik reaksiyonlara neden olmasi ile
somut olarak kanitlanmistir (25). Genetigi degistirilmis organizmalara aktarilmis
olan transgenin ekspresyonu ve genetik fonksiyonu tahmin edilemeyecek degisimlere
yol acabilir ve bdylece transgenin protein {riinii, beklenmeyen reaksiyonlara ve

potansiyel toksinlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.
1.1.2.2.3. Ekonomik ve Sosyal Kaygilar

Giiniimiizde GDO’lar ile hayatimiza giren genlerin ve canlilarin
patentlenmesi olay1 pek ¢ok endiseye sebep olmaktadir. Uretici firmalarin {iriinlerine
terminatdr genler koyarak cift¢ilerin bir sonraki sene kendi tohumunu toplamalarimi
engellemeleri bu endiseleri arttirmaktadir. Genel endiseler tohumlarin dolayist ile
genlerin bliyiik firmalarin tekeline gegerek bu tip pahali arastirmalar i¢in fakir

toplum ve {ilkelerin baski altina alinacagi yolundadir.



1.1.2.2.4. Cevresel Kaygilar

GDO’larmm ¢evre iizerinde dogrudan ya da dolayl olarak olumsuz etkileri ve
Ozellikle tiirler arasindaki gen kacisinin dogal ekosistemde olusturacagi riskler
yaygin olarak tartisilmaktadir. Bitkiler arasinda gen aligverisi hayvanlara gore daha
kolay oldugundan gen kagisi, genetigi degistirilmis bitkilerin barindirdig1 en 6nemli
risktir (26). Cevre agisindan ciddi tehlikelerden biri genetigi degistirilmis bitkilerin
cevreye salindiktan sonra dogal tiirlerde genetik ¢esitliligin kaybina yol agmasi olup;
ekosistemdeki tiir dagilimimin ve dengenin bozulmasi sebebiyle, genetik kaynaklari

olusturan yabani tiirlerin zarar gérmesi ihtimali de endise vericidir.

1.1.2.2.5. Cesitli Gruplarin Kaygilar ile Dini, Kiiltiirel ve Etik Kaygilar

Hayvan haklar1 gruplari, hayvanlarla yapilan genetik c¢aligmalara ve
arastirmalarda hayvan kullanimina siddetle kars1 ¢ikarken; organik tarim
savunuculari ise etiketleme olmamasindan dolayr GDO gidalarin organik gidalari
Orteceginden ve insanlarin organik gidalara ulagsmasinin  giicleseceginden
korkmaktadir. Ayrica genetigi degistirilmis Uriinler bazi dini inaniglarda etik
sorunlara da neden olmaktadir. Ornegin; Miisliimanlar, Hindular ve Yahudiler gibi
bazi inang gruplari; iginde bocek, hayvan ve insan geni olan meyve ve sebzelerden
uzak durmak istemektedirler. Benzer sekilde bazi vejetaryenler, hayvan geni i¢eren

meyve ve sebzelere karsi olabilmektedirler (19, 20).
1.1.2.2.6. Bilinmezligin Korkusu

Genetik miihendisliginin ve GDO teknolojisinin son derece yeni olmasi
kamuoyunda; yeni tehlikeli tiirler ve hastaliklar ile gida kaynakli toplu zehirlenmeler
ya da genlerin insanlara gegmesi gibi muhtemel felaketler konusunda korku

uyandirmaktadir.
1.1.3. GDO ve GD Tahillarin Diinyadaki Durumu

Biitiin tartigmalara ragmen GD tahillarin sagladigi avantajlar, bu iriinlerin
1996’dan itibaren artan oranda ekilmelerine ve kullanilmalarina sebep olmustur.
Gliniimiizde genetigi degistirilmis tahillar diinya ¢apinda 28 iilkede 170,3 milyon

hektara yakin bir alanda ve mevcut tarim alanlarinin yiizde 3,7 sinde GD bitkiler



yetistirilmektedir (27). En cok GD tahil yetistiren ilk bes iilke olan ABD, Brezilya,

Arjantin,

Hindistan ve

karsilamaktadirlar (Sekil 1.1) (28).
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Sekil 1.1. Diinyada GD tarimsal iiriin yetistirme alanlar1 en fazla olan iilkeler (28).

Diinya GD tarimsal iiriin iretiminde soya fasulyesi ilk siray1 alirken; misir %

30 ile ikinci sirada yer almakta ardindan gelen pamuk ve kanola ile birlikte bu

tahillar diinyadaki toplam GD tahil ekim alanlarinin %99’unu kaplamaktadir (Sekil
1.2) (28).
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Sekil 1.2. Diinyadaki GD tarim alanlarinda GD tahillarin alan olarak oranlar1 (28).



2014 yilinda diinyadaki GD tahillarin %57’si herbisite dayanikli, %151
boceklere direngli, %28’1 ise hem herbisite dayaniklt hem de boceklere direncli

olarak gelistirilmistir (Sekil 1.3) (28).
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Sekil 1.3. GD tahillarda en ¢ok uygulanan genetik modifikasyon tiplerinin yiizde
olarak oranlari.

2014 yilinda diinyadaki GD tahillarin %57’si herbisite dayanikli, %151
boceklere direngli, %28’i ise hem herbisite dayaniklt hem de boceklere direncli

olarak gelistirilmistir (Sekil 6) (28).
1.2. Miasir

Misir, son yillarda modern diinyanin gida bitkisi ve ¢ok yonlii kullanilan en
onemli tane {iriinii haline gelmistir. Insan beslenmesinde bugday ve geltikten sonra
en fazla kullanilan bitkilerin basinda gelmektedir. En yiiksek enerji stokuna sahip
olan misirin birim alan veriminde hibrit ¢esitlerin ve modern tarim teknolojilerinin
kullanilmasiyla da ¢ok 6nemli artiglar olmustur. Gelisme hizi ve verimi bugday ile
kiyaslandiginda oldukca yiiksektir. Misir bitkisinin hem tanesi hem de bitki aksami
bircok alanda kullanilmaktadir. Misirin taneleri insan beslenmesinde dogrudan
kullanildigi  gibi; yemeklik sivi yag, nisasta, glikoz ve yem iretiminde de
degerlendirilmektedir. Bitkisel aksami ise hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (29).
Son yillarda biyo-yakit ve yem sanayinde yogun kullanim alani bulmasi sayesinde,

diinyada en ¢ok iiretilen tahil olmustur.



1.2.1. Misirin Sistematikteki Yeri ve Kokeni

Misir (Zea mays L.) Poaceae familyasinin Panicoideae alt familyasinin Zea
cinsine ait 6nemli bir tahil bitkisidir (30). Yabani teosinteden (Zea mays ssp.
parviglumis) koken aldig1 disliniilen musirin gen merkezi Meksika ve Orta
Amerika’dir. Yerli Amerikan halklar1 misir izerinde 7000 y1l1 agkin bir siire boyunca
seleksiyon yaparak, yabani bir bitkiyi kendileri i¢in hayati 6nem tasiyan bir kiiltiir
bitkisine doniistiirmiislerdir. Amerika kitasinin kesfinden sonra (1493) misir dnce
Ispanya’ya getirilmis, daha sonra da Afrika ve Asya’ya yayilmistir. Daha sonra Misir
ve Suriye yoluyla tilkemize kadar gelmistir (31).

Zea cinsi Z. perennis haricinde yirmi kromozama (2n=20) sahiptir. Bu cins

Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis, Zea mays olmak

lizere 5 tiire sahiptir. Zea mays kendi i¢inde Z. m. huehuetenangensis, Z. m.
mexicana, Z. m. parviglumis, ve Z. m. mays olmak tizere dort alt tiirii vardir. Zea

mays mays tarimi yapilan misir bitkisi iken ilk {igli algak otsu formlaridir (32).
1.2.2. Miisirin Morfolojisi

Misir (Zea mays L.) uzun, kinlari Gist iiste, yapraklar karsilikli iki sira halinde
tek evcikli tek yillik bir otsu bitkidir. Erkek ¢igek bitkinin en tepesinde disi
ciceklerse yanlarda yer alir. Gelismis sacak kok sistemine sahiptir. Belirgin sekilde
nodlara ve intornodlara ayrilmis olan gévde kismi genellikle 1.5-3.0 m boyunda
olmasina ragmen 4 metreyi asan orneklerde vardir. Govde lizerindeki nodlara bagh
olan yapraklar; yaprak kini, dilcik, kulak¢ik ve aya kisimlarindan olusmakta olup

nodun tizerindeki internod kisminin etrafini kusatirlar (33).

1.2.3. Misirin iklim ve Toprak Istegi

Misir bitkisinin toprak seciciligi fazla degildir. Kumlu topraklardan killi
topraklara kadar drenaji iyi olan her tiir toprakta yetisebilmekte; ancak en iyi derin,
besin maddelerince zengin, su tutma kapasitesi yiiksek ve iyi drene edilmis
topraklarda yetismektedir. Toprak pH"1 6,5- 8,0 olan topraklar yetistiricilik i¢in
uygundur. Misir bitkisi varyetesine ve kosullara gore 2-3 ayda {irlin verebilmektedir
(34).
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Misirin minimum ¢imlenme sicakligi 8-10 °C, optimum biiyiime sicaklig1 ise
20-30 °C'dir. Sicaklik 32°C’ye ulastiginda kok ve sap uzamasmda ani bir azalma
goriiliir ve sicaklik 40°C’ye ulasinca ¢imlenme durur (Kirto5). Misir igin optimum ve
minimum bagil nem degerleri sicakliga ve alinan su degerlerine bagli olmakla
birlikte; genel olarak %50 diizeylerine inen bagil nem ortaminda bitki, maksimum
transpirasyondan sonra stomalarini kapatmak zorunda kalir. Misir bitkisinin 6zellikle
tozlanma donemindeki diisiik hava neminden olumsuz etkilenmesi tane baglamayi
aksatir ve transpirasyonla su kayiplarini artirir (5, 35).

Misir bir C4 bitkisi olmasindan dolayi; CO,, su ve azotu C3 bitkilerinden
daha etkin bigimde kullanabilmektedir. Bu 6zelligi diinyadaki tiim serin iklim ve
sicak iklim tahillar1 i¢cinde birim alanda en fazla kuru madde iireten ve giines

enerjisini en iyi kullanan bitkilerden biri olmasinda 6nemlidir (5).
1.2.4. Misirin Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Uretimi

Transgenik musir Gretimi Oraninin her sene artmasi diinyadaki misir
liretiminin artmasinit saglamistir. Bu sebepten dolayr 2014-2015 yillar1 arasinda
1009.68 milyon ton olan kiiresel misir iiretiminin 2015-2016 doneminde 969.64

milyon ton olacagi tahmin edilmektedir (36).

Diinyadaki misir tiretimi ve kullanimindaki artisa paralel olarak, 2005 yilinda
4.200.000 ton musir lretimi yapilan iilkemizde, 2015 yilinda 6.400.000 tonluk misir
tiretimi ile 6nemli verim artis1 kaydedilmistir (Sekil 1.4) (37). Hi¢ kuskusuz ki son
yillarda misirin iilkemizde ¢ok ciddi bir sorun olan hayvan yemi iiretimine care
olarak goriilmesi ve misir tikketimimizin % 74’linlin bu sektorde olmasi bu artist

tetikleyen faktorlerden biridir.
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Tirkiye'nin Yillara Gore Misir Uretimi
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Sekil 1.4. Tiirkiye’de 2005-2015 yillar1 arasindaki musir tiretimi (ton olarak) (37).
1.2.3. Genetigi Degistirilmis Misir

Biyoteknolojik misir {iretimi, geleneksel musir iiretim teknikleri ile
karsilagtirildiginda, son yillarda biiylik 6nem kazanmis ve misir diinyada en c¢ok

tiretilen genetigi degistirilmis tahillar arasinda ikinci siraya yerlesmistir.

1.2.3.1. Boceklere Kars1 Dayamkh Misir ve MON810

Diinyada en c¢ok ekimi yapilan transgenik misir hatlarindan biri olan
MONB810, Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki bakterisinin iiretmekte oldugu Cryl
Ab bocek oldiiriicli proteinini sentezlemektedir. Bu protein, iilkemizde de onemli
bulunan misir kurdu (Ostrinia nubilalis) ve misir kogan kurdu (Sesamia
nanogroides) gibi Lepidoptera takimindan zararli bocek tiirlerine karsi koruma
saglamaktadir. Bu transgenik misirlar boceklerin sebep oldugu kayiplar1 gidererek
iirlin artigina sebep olurlar. Transgenik MON810 misir ¢esidi, PV-ZMBKO07 ve PV-
ZMGTI10 plazmidlerinin partikiil bombardiman yontemi ile Monsanto firmasina ait

YieldGard misir ¢esidine aktarilmasi sonucu olusturulmustur (38).

Bu ¢alismada, genetigi degistirilmis MONS810 musir (Zea mays L.) hattinda
pestisit iiretimini aktive etmek lizere aktarilan yeni gen / genlerin bitkinin gelisimine

ve genel kromozomal yapisina etkileri; ¢imlenme ve fide asamalarinda bazi 6nemli
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sito-genetik, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilarak

ayrmtili bir sekilde arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Tohum Temini

Arastirmada kullanilacak transgenik misir (MONS810) tohumlari yurtdisindan,
kontrol grubu olarak kullanilacak genetigi degistirilmemis misir tohumlar1 ise

yurti¢inden ticari olarak elde edilmistir.

2.2. Cimlenme Donemi Analizleri
2.2.1. Kabuk Sterilizasyonu

Esit agirliktaki yiiz adet transgenik ve yiiz adet transgenik olmayan tohum
%12’lik teknik sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile 10 dakika muamele edilerek
ve distile su ile 24 saat yikanarak kabuk sterilizasyonu yapilmistir. Tohumlar aseptik
kosullar altinda, iginde kurutma kagidi olan petri kaplarina 10’ar adet
yerlestirilmistir. Petri kaplarindaki kurutma kagitlar1 distile su ile 1slatilmis ve her
giin kaybolan nemi karsilayacak kadar distile su petri kaplarmma eklenmistir.
Tohumlarin gelisimleri 7 giin boyunca karanlikta ve 25 °C de takip edilmistir (Sekil
2.1.) (39)

el ES

Gy (AN i o) (561) (A) (N

Sekil 2.1. Tohumlarin inkiibatorde sabit sicaklikta yetistirilmesi.
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2.2.2 Kok (Radikula) Boyunun Tayini

Cimlenen tohumlarin kdk uzunluklar1 (boyu), radikula boyunun tabanindan

itibaren milimetrik cetvel yardimiyla 6lgiilmesi ile tespit edilmistir (Sekil 2.2.)

iy I“\l\l\\\\\\\\\\\\\\\\!
- 6

Sekil 2.2. Kok (Radikula) boyunun tayini
2.2.3 Agirhk Kazancimin Tayini

Cimlenen tohumlarin ¢imlenme Oncesi ve sonrasinda hassas terazi ile ol¢giilen

agirliklarin farki olarak belirlenmistir.

2.2.4 Cimlenme Yiizdesinin Hesaplanmasi

Genetigi degistirilmis ve genetigi degistirilmemis tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri

asagidaki esitlik (Esitlik 1.) ile hesaplanmistir (39).

Esitlik 1. : Cimlenme (%) = (Cimlenen tohumlar/toplam tohum)x 100

2.2.5. Mikroniikleus Testi

Mikroniikleusun belirlenmesi i¢in petri kaplarinda ¢imlendirilen muisir
tohumlarinin kok uglar Clarke fiksatorii (3:1 glasiyel asetik asit ve distile su)
icerisinde 24 saat fikse edilmis, 15 dakika %96’lik etanolle yikanmis ve mikroskop
preparatlarini hazirlayana kadar %70’lik etanolde, 4 °C sicaklikta saklanmistir. 1 N
HCI’de, 60 °C’de 13 dakika hidroliz edilen kok uglari, 35 dakika feulgen boyasi ile
boyanmistir. Kok meristemleri, boyamadan sonra, %45°’lik CH3COOH ¢dzeltisinde

ayrilip ve ezilmistir. MN analizinde, MN sikligin1 hesaplamak i¢in her preparatta
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1000 hiicre incelenmistir. Hiicreler binokiiler mikroskopta (Japan, Nikon), 1000
biiyiitmede incelenmistir (Sekil 2.3) (40).

Sekil 2.3. Feulgen boya ile boyanmis hiicre ¢ekirdegi ve kromozomlar

2.2.6. Kromozom Eldesi ve Mitotik indeks Hesaplanmasi

Kesilmis kok uglart Clarke fiksatoriinde 24 saat fikse edilmis ve %70’lik
alkolde buzdolabinda (4 °C) saklanmistir. Bu ornekler rutin olarak béliimlere
ayrilarak feulgen ile boyanmistir. Her bir grup i¢in, 10 tane ezilmis kok ucu preparati
hazirlanmis ve her bir preparatin rastgele bir bolgesinde 500 mitotik hiicre sayilmigtir
(41,42). Kromozomal analizler; kromatin kopriileri, diiglimler ve fragmentler gibi
kromozomal degisiklikleri belirlemek i¢in anafazdaki hiicrelerde yapilmistir.
Sentromerdeki degisiklikler ve mitotik ig bozukluklar1 multipolar anafaz varlig
araciligiyla izlenmigtir. Mikroskobik preparatlar, mitotik indeks (MI) sayesinde,
hiicre bolinme yogunlugunu belirlemek icin analiz edilmis ve MI ise asagidaki

formiile gore hesaplanmistir (Esitlik 2):
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Esitlik 2. : Mitotik Indeks = N'/N X %100
(N’ ve N; sirastyla boliinen hiicre ve toplam hiicre sayilar).
2.3. Erken Fide Donemi Analizleri

2.3.1 Fidelerin Yetistirilmesi

Calisilmast  planlanan genetigi degistirilmis musir  G6rneklerinin  tarla
calismalar1 sirasinda riizgar, bocek veya kus gibi faktorler ile ¢evredeki genetigi
degistirilmemis bitkiler ile tozlasma tehlikesi oldugundan dolayi, fide calismalar

kontrollii laboratuvar ortaminda yapilmaistir.

Kullanilan toprak Giresun Universitesi Sebinkarahisar Kampiisii’ndeki
Organik Tarim Bolimii arazisinden alinmig, elenen ve kurutulan toprak aym
ebatlardaki saksilara birer kilogram konulmustur. Sterilize edilen ve 24 saat sisirilen
esit boy ve biiyiikliikteki transgenik ve kontrol tohumlar1 iki ayri grup halinde
saksilara dorder adet ekilmistir. Saksilar 25 °C sabit sicaklik ve giinde 12 saat 151k
gorecek sekilde sabit kosullarda yetistirilmistir (Sekil 2.4.a). Saksilar her giin ihtiyaci
karsilayacak kadar sulanmistir. Onuncu giinde saksilardaki fideler, her saksida birer
fide kalacak sekilde seyreltilmistir (Sekil 2.4.b). Ugiincii haftanin sonunda hasat
yapilmustir.

M

" 5
GENETIGI GENETIGI 4
DEGISTIRILMIS b & IDEGISTIRILMEMI -
il N
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2.3.2 Fide Boy Uzunlugunun Tayini

Fide boylarinin uzunluklari, fidelerin en yiiksek noktasinin yiiksekliginin

cetvel ile Ol¢iilmesi ile bulunmustur.
2.3.3. Fide Yas Agirh@inin Tayini

Fide Yas Agirligi, toprak hizasindan kesilen fidelerin hassas terazide

tartilmasi ile bulunmustur.
2.3.4. Fide Kuru Agirh@min Tayini

Fide Kuru Agirhg, fidelerin etiivde 80 °C’de 48 saat kurutulduktan sonra

hassas terazide tartilmasi ile bulunmustur.
2.3.5. Yaprak Alaninin Tayini

Yaprak Alani, dordiincii ¢ikan yapraklarin tarayicida tarandiktan sonra elde
edilen goriintiilerin “Digimizer” (43) programinda sayisal olarak incelenmesi ile elde

edilmistir.
2.3.6. Nispi Su iceriginin Tayini

Nispi Su Igerigi, 4. Yapraktan alinan yaprak parcalarinin énce taze agirliklar
(TA) tartilmis, daha sonra 24 saat hidrate edilerek hidrate agirliklart (HA), en sonda
48 saat 80 °C’de kurutularak kuru agirliklart (KA) belirlenmistir. Asagidaki
formiilden (Esitlik 3) nisbi su icerigi belirlenmistir (44).

Esitlik 3. NSI (%)= (TA — KA) / (HA — KA) x 100
2.3.7. Fidelerdeki Stomalarin Sayimlar: ve Kiyaslamalari

Stoma sayimi i¢in, her fidenin 4. yapraginin orta kismimin hem 6n hem de
arka kismina seffaf tirnak cilasi siirtilmiistiir. Tirnak cilast kuruyunca seffaf yapiskan
bir bant cilanin dstiine yapistirilmistir. Bu bant sonradan lamlara yapistirilarak
saklanabilir stoma kaliplart elde edilmistir (Sekil 2.5). Bes fidenin yapraklarinin hem
{ist hem de alt kisimlarinda 1mm?’lik dorder alandaki stomalarin saymmi yapilmustir

(45).
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2.3.8 Musir Fidesi Yapraklarindaki Pigment iceriklerinin belirlenmesi

Ug haftalik musir fidelerinin yapraklarindaki toplam klorofil ve karotenoid
miktarlart Lichtenthaler’e (46) gore belirlenmistir. Yaprak dokularindaki pigment
igeriklerinin belirlenmesinde GD ve Kontrol grubundaki fidelerden yaprak pargalari
3 tekrarh olacak sekilde alinmistir. Fidelerin alttan 4. yapraklarindan alinan kiigiik
parcalarin lizerine toplam klorofil (a+b) ve karotenoid igerigini belirlemek amaciyla
3 ml, %100°lik aseton eklenmistir. Ornekler, pigmentlerin yaprak dokusundan
¢ozeltiye gegmesi icin 1 hafta buzdolabinda (+4 °C), karanlikta bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda Orneklerin absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240

UV-Vis) 470, 644.8 ve 661.6 nm dalga boylarinda okunmustur.

Antosiyanin igerigi Mancinelli’ye (47) gore belirlenmistir. Yaprak
dokularindaki antosiyanin miktarin1 (mg/ml.gY.A.) belirlemek icin ependorf
tiiplerine alinan yaprak parcalari, tizerlerine 2 ml %79 metanol (saf), %20 distile su
ve %1 HClI’den olusan karisim eklenerek ezilmistir. Ornekler, antosiyanin
pigmentinin yaprak dokusundan ¢ozeltiye gegmesi i¢in 1 hafta buzdolabinda (+4 °C),
karanlikta  bekletilmistir. Bu siirenin  sonunda  Orneklerin  absorbanslari
spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 530 ve 657 nm dalga boylarinda
okunmustur.
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2.3.9 Musir Fidelerinin Yapraklarindaki MDA ve Prolin Icerikleri

Ug haftalik musir fidelerinin yapraklarindaki malondialdehit (MDA) miktar:
Ohkawa’nin (48) metodu kullanilarak arastirilmistir. Tartilan 0.1 g taze yaprak
ornegi kiiglik parcalara ayrildiktan sonra 1,5 ml %35 Trikloroasetik Asit (TCA) ile
homojenize edilmistir. Bu karigim 25°C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis
ve malondialdehit miktar1 belirlemek i¢in silipernatant kismi kullanilmistir. Egit
hacimde siipernatant ve i¢inde % 0.5 Thioborbiitrik Asit (TBA) bulunan %20’lik
TCA c¢ozeltisi karigtirilarak 95°C’de 30 dakika su banyosunda tutulmus ve buz
banyosuna konularak reaksiyonlar durdurulmustur. Bu islemden sonra, tiipler 5
dakika 1000 rpm’de santrifiijlenip spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-
Vis) 532 ve 600 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiistiir.

Ucg haftalik nusir fidelerinin yapraklarindaki prolin miktarmi belirlemek icin
oziitler Weimberg’in (49) metoduna goére hazirlanmistir. Fidelerden alinan yaprak
ornekleri 3 tekrarli olarak 20’er mg tartilmistir. 10 ml distile su eklenen materyal 95 °
C’de 10 dakika sicak su banyosunda tutulduktan sonra sogutularak siiziilmiistiir.
Omnekler, prolin analizi i¢in, asit-ninhidrin metoduna gére hazirlanmis ve drneklerin
absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu Mini-1240 UV-Vis) 520 nm’de
okunmustur (50).
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kok (Radikula) Boyular:

Bir haftalik ¢imlenmenin sonunda kontrol grubu tohumlarin radikula boylari
ile genetigi degistirilmis tohumlarin radikula boylar1 arasindaki % 0,145’1ik farkin
(0,01 cm.) istatistiksel olarak onemli olmadig1 goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kok (Radikula) Boyu sonuglart.

3.2. Tohum Agirhik Kazanclar:

Bir haftalik ¢imlenmenin sonunda genetigi degistirilmis tohumlarin agirlik
kazanglar kontrol grubu tohumlarin agirlik kazanglarindan % 16,6 daha (0,061 gr.)
azdir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Agirlik kazanci sonuglari.
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3.3. Cimlenme Yiizdesi

Bir haftalik ¢imlenme siirecinin sonunda kontrol grubu tohumlarin ¢imlenme
yiizdesinin genetigi degistirilmis tohumlarin ¢imlenme yiizdesinden % 2 daha fazla

oldugu belirlenmistir.

Genetigi degistirilmis misir tohumlarinin ¢imlenme yilizdesi %91 olarak;
genetigi degistirilmemis (kontrol) misir tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi ise %93

olarak bulunmustur.
3.4. Mikroniikleus

Genetigi Degistirilmis ve Kontrol gruplarindan hazirlanan preparatlarda
niikleus ve kromozomlar goriilebilmesine karsin, standartlara uyan (capt ana
niikleusunkinin 1/3’1 olan, net bir niikleus sinir1 belirlendigi siirece ana niikleusa
niikleus kenarinda temas eden ya da ana niikleustan ayr1 olan ve niikleusla benzer

sekilde boyanmis) bir mikroniikleus varligina rastlanilmamistir.

3.5. Kromozom Eldesi ve Mitotik indeks

Mikroskobik incelemeler sonucunda kromozomlar goriilmesine ragmen,
fragment, C- mitoz, yapismis kromozom, kromatinin esit olmayan dagilimi,

kromozom kopriisii vb. kromozomal hasarlara rastlanmamaistir.

3.6. Fide Boyu Uzunluklar:

Genetigi degistirilmis ve kontrol grubu filelerde morfolojik incelemeler
yapilmis ve fidelerin boy uzunluklar dl¢iilmiistiir. Ug haftalik genetigi degistirilmis
fidelerin boylar1 kontrol grubu fidelerinin boylarindan olarak % 16.11 daha kisa
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu fark istatistiksel olarak (p<0.05) énemlidir.
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Sekil 3.3. Fide boyu uzunlugu.

3.5. Fide Yas Agirhiklar

Genetigi degistirilmis ve kontrol grubu musir fidelerinin toprak iisti
kistmlarmin agirliklarn belirlenmistir (Sekil 3.4). Ug haftalik genetigi degistirilmis
fidelerin yas agirliklar1 kontrol grubu fidelerin yas agirliklarindan % 4,19 azdir. Bu

fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir.
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Sekil 3.4. Fide yas agirligi.
3.6. Fide Kuru Agirhklar:

Genetigi degistirilmis ve kontrol grubu musir fidelerinin toprak {isti
kistmlarmin - kuru  agirliklar  belirlenmistir  (Sekil 3.5). Ug haftalik genetigi
degistirilmis fidelerin kuru agirliklar1 kontrol grubu fidelerin kuru agirliklarindan %
2.43 (0,008 gr.) daha azdir. Bu farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig:

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Fide kuru agirlig.
3.7. Yaprak Alanlari

Ucg haftalik genetigi degistirilmis fidelerin yaprak alanlar1 kontrol grubu
fidelerin yaprak alanlarindan % 12,35 (5,5 cmz.) daha genis bulunmustur (Sekil 3.6).

Aradaki fark istatistiksel agidan 6nemsizdir.

60 -
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Kontrol GD
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Sekil 3.6. Yaprak alani.
3.8. Nispi Su Icerikleri

Ug haftalik genetigi degistirilmis fidelerin nispi su igerigi kontrol grubu
fidelerin nispi su igerigi % 1,113. daha fazla bulunmustur (Sekil 3.7). Fidelerin nispi

su igerikleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur.
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Sekil 3.7. Nispi Su Igerigi.

3.9. Fidelerdeki Ust ve Alt Stomalarin Sayilar

Genetigi degistirilmis ve kontrol musir fidelerinde yapraklarin alt ve tist
epidermisindeki stoma sayilara bakildiginda; alt epidermisteki stoma sayisinin iist
epidermise gore daha fazla oldugu goriilmistir. Genetigi degistirilmis misir
fidelerinin iist stoma sayilar1 kontrol grubunun stoma sayilarindan yiiksek olmasina

ragmen arada istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (Sekil 3.8).

Kontrol GD

Sekil 3.8. GD ve Kontrol misir gruplarinin iist stoma sayilart.

Genetigi degistirilmis musir fidelerinin alt stoma sayilart kontrol grubunun
stoma sayilarindan yiiksek olmasina ragmen arada istatistiksel olarak 6nemli bir fark

yoktur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. GD ve Kontrol misir gruplarinin alt stoma sayilari.
3.10. Miusir Fidelerinin Yapraklarindaki Pigment Icerikleri

Genetigi degistirilmis musir fideleri ile kontrol grubundaki misir fidelerinin
yapraklarindaki pigment igeriklerinin kiyaslanmasi igin yapraklardaki toplam
klorofil, toplam karotenoid ve toplam antosiyanin pigmentlerinin miktarlar
arastirilmistir. Ug hafta biiyiitiilen genetigi degistirilmis ve kontrol grubu fidelerin
yapraklarindaki klorofil miktarlari benzer bulunmustur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Ug haftalik fide yapraklarindaki toplam klorofil miktarlari.

Ug haftalik fidelerin yapraklarindaki toplam karotenoid pigment igerikleri
incelendiginde, genetigi degistirilmis fideler ile kontrol grubu fideler arasinda

istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig goriilmistiir (Sekil 3.11)
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Sekil 3.11. Ug haftalik fide yapraklaridaki toplam karotenoid miktarlari.

Genetigi degistirilmis musir fidelerinde antosiyanin toplam miktar1 ve kontrol
grubu musir fidelerinin yapraklarindaki toplam antosiyanin konsantrasyonundan

onemli derecede fazladir. (Sekil 3.12)
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Sekil 3.12. Ug haftalik fide yapraklarindaki toplam antosiyanin miktarlari.

3.11. Misir Fidelerinin Yapraklarindaki MDA ve Prolin Icerikleri

GD ve kontrol grubu fidelerin yapraklarinda hiicre zarlarindaki lipid
peroksidasyonunu arastirmak amaciyla MDA miktarlart belirlenmistir (Sekil 3.13).
Analiz sonucuna gére GD ve Kontrol grubundaki fidelerin yapraklarindaki MDA

miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.13. Ug haftalik fide yapraklarindaki toplam MDA icerigi.

0

GD grubu fidelerdeki prolin igerigi Kontrol grubundakilerden istatistiksel
agidan 6nemli derecede fazla olup (p<0.05); Kontrol grubundaki igerigin yaklagik 1,9
katidir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Ug haftalik fide yapraklarindaki toplam prolin konsantrasyonu.
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4. TARTISMA VE SONUC

MON 810 musir hattinda Lepidoptera takimindaki zararli bocek tiirlerine karsi
koruma saglamak amaciyla yapilan genetik modifikasyonlar boceklerin sebep oldugu
kayiplar1 gidererek {irlin artisina sebep olmustur. Ancak pestisit tiretimini aktive
etmek iizere aktarilan yeni gen / genlerin bitkinin genel kromozomal yapisini, bitki
gelisimini ve sonug olarak {iriin verimini nasil etkiledigi acik degildir. Bu konu insan

ve ¢evre sagligi agisindan oldugu kadar ekonomik agidan da 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismanin bulgularina gore Genetigi Degistirilmis (GD) ve Kontrol (Kon)
gruplart arasinda radikula boyu, fide yas agirligi, fide kuru agirligi, yaprak alani, %
nispi su igerikleri, fidelerde alt ve iist stoma sayilari, fidelerde klorofil ve karotenoid
pigment icerikleri ve fidede MDA igerigi bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
derecede fark yoktur. Cimlenme asamasindaki agirlik kazanci ile erken fide
asamasindaki fide boyu kontrol grubunda daha yiiksektir. Ayrica antosiyanin ve
prolin icerigi transgenik musir fidelerinde istatistiksel olarak énemli derecede daha

fazladir.

Hiicrede onemli bir osmolit olarak gorev yapan ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sisteminde dnemli bir rol oynayan prolinin GD musirdaki artis
bu misirda bir oksidatif stress oldugununun gostergesidir. Ancak, iki hat arasinda
MDA bakimindan fark olmamasi oksidatif stresin membranlardaki lipid
peroksidasyonundan kaynaklanmadigimi gostermektedir. Cimlenmede agirlik artigi
ve fidelerdeki uzmanin kontrol grubunda daha yiiksek olmasi genetik miidahalenin
transgenik misirda ¢cimlenme ve fide biiylimesini azalttiginin gostergesidir Cimlenme
ve fide evresindeki bu olumsuz etkinin ¢i¢ceklenme ve tohum dolumu asamalarini
etkilemesi sonu¢ olarak iirlin veriminde farklara yol a¢masi muhtemeldir. Bu
bilgilerden yola ¢ikardaki ¢calismanin daha ileri agsamalara genisletilmesi ve misirin
diger gelisim evrelerindeki farklarin arastirilmasi iki hat arasindaki farklarin ortaya

konulmas1 agisindan biiyilik 6neme sahiptir.

Insan gidas1, yemeklik yag ve hayvan yemi gibi kullanim alanlar1 olan musir (
Zea mays L.) bugday ve ¢eltikle birlikte diinyada en ¢ok {iretilen tahillardan biridir.
Misir, tiim diinyada ¢ok cesitli ¢evresel kosullarda yetistirilebilmesi ve C4 bitkisi

olmasi sayesinde yiiksek verimi ile her gegen glin Onemini arttirmakta ve yeni
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kullanim alanlar1 bulmaktadir (51). Model bir bitki olmasi ve 6neminden dolay1

mustr, lizerinde en ¢ok 1slah ¢aligmasi yapilan tahillardan biridir.

1980°1i yillardan itibaren klasik 1slah ¢aligmalarinin yerini gen miihendisligi
calismalar1 almis ve musir; yiiksek iirlin verme kapasitesine ve sadece taneleriyle ve
yesil aksamiyla degil bunlardan elde edilen yan friinleriyle de diger tarla bitkileri
arasinda on plana ¢ikan bitkilerden biri olmustur. Diinyadaki zirai {iriin kayiplarinin
yaklagik yarist boceklerden kaynaklandigindan (52) biyoteknolojik arastirmalarda,
cevreye ve insan saghigma pek cok olumsuz etkisi olan pestisitlere alternatifler
bulunmasi esas c¢alisma konularindan biri olmustur. Bacillus thuringiensis (Bt)
bakterisinden elde edilen Cry proteinini sentezleyen ve bu sayede boceklere karsi
dayanikli olan transgenik Bt misirin gelistirilmesi bu konudaki biiyiik atilimlardan
biri olup bu GD tahilin yetistirildigi alanlarin son yillarda diizenli olarak arttig:
bilinmektedir ( 53).

Bt musir pestisitlere olan ihtiyacin azalmasini sagladig gibi, boceklerin sebep
oldugu {iriin kayiplarmi diistirmekte ve bitkilerde boceklerin olusturdugu yaralar
enfekte eden funguslardan bulasan mikotoksin oranlarini da en aza indirmektedir
(54). Boylece liriin artis1 saglanmakta; ancak bu kazanimlar, Bt misirin insan sagligi,
gida kalitesi ve gilivenligi, dogal ve yapay cevrelerdeki olasi etkileri hakkindaki
endiseleri ortadan kaldirmaya yetmemektedir. Bunun temel sebebi gen aktarim
islemi ile istenilen Ozelliklerin kazandirilmasinin yani sira genetik yeniden-
diizenlenmeler ve metabolik diizensizliklerden kaynaklanan ve GD bitki ile
geleneksel eslenigi arasinda farklara yol agabilecek istenmeyen etkilerin
olabilmesidir. Metabolik yollarin degismesi veya daha dnce baskilanmis durumdaki
genlerin ifade edilmesi sonucunda, endojen toksin ve alerjenler artabilmekte veya
temel besin Ogeleri azalabilmektedir (55). Gen transformasyonu; molekiiler
diizeydeki etkilerinin yani sira bitkinin yasam dongiisii i¢erisinde ¢gimlenmeden iiriin
olusumuna kadar pek c¢ok evreyi etkileyebilecek degisikliklere de sebep
olabilmektedir.

Tohum ¢imlenmesi, bitkinin sonraki biiylime basarisini ve iiriin olusumunu
etkileyecek ilk ve en 6nemli asamadir (56, 57). Bu evre bitkinin normal biiyliime ve
gelisme gosterebilmesi i¢in oldukca kritik olan kok gelisimi ile karakterize

edilmektedir (58).
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Kok uzamasi kok ucundaki meristamatik hiicrelerin boliinmesi ile olusturulan
geng hiicrelerin uzamasina bagli olarak gerceklesmektedir ve bitkinin rizosferden
mineral madde ve su aliminin devam etmesine baghdir (58, 59). Bu a¢idan; misir
tohumunun ¢imlenme asamasinda ¢ikan temel kokii olan radikulanin boyu, bitkinin
sonraki evrelerindeki basarisin1 tahmin edebilmek i¢in iyi bir dayanak noktasi olarak
diistintilebilir. Bu calisma; GD musir ile kontrol grubu olarak segilen genetigi
degistirilmemis misir arasinda gen transformasyonundan dogabilecek olan farklar
belirlemek iizere ¢imlenme ve erken fide olmak iizere iki asamada yiiriitiilmiistiir. Iki
misir genotipi ¢imlenme evresinde; ¢cimlenme yiizdesi, radikula boyu ve agirlik artigi
bakimindan kiyaslanmistir. Hig siiphesiz ki ¢imlenme yiizdesi tarim bitkilerinin en
onemli kalite kistaslarindan biri olup bu parametre; tohum canliligini gosterdigi i¢in
arastirmanin ileriki asamalarinin saglikli ilerlemesi i¢in hayatidir. Khayatnezhad ve
ark. (2010)’in yaptig1 calismada, farkli musir tiplerinde farkli ¢imlenme oranlar
bulunmus olmasi, herhangi bir stres unsuru olamamasina ragmen genetik alt yapinin
¢imlenme oranini etkileyebilecegini gostermektedir (56). Calismamizda kullanilan
misir taneleri 6zel tohumluk olarak iiretilmedikleri halde hem GD hem de kontrol
grubu tohumlarda yilizde doksanin {izerinde ¢imlenme oldugu belirlenmis; ¢imlenme
oranlar1 bakimindan iki genotipin benzer sonuglar verdigi goriilmistiir. Hatlar
arasinda c¢imlenme yiizdeleri bakimindan yakin sonuglar olmasi, genetik

miidahalenin tohum canlilifina olumsuz bir etki gostermedigini belirtmektedir.

Yedi giinliik ¢cimlenme siireci sonunda GD musir ile kontrol arasinda radikula
boylar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir. Bu
sonu¢ GD ve kontrol grubu tohumlarin topraga tutunma ve toprak ile madde
aligverisi konusunda bir fark gostermedigi seklinde yorumlanabilir. Genotiplere ait
tohumlarin, ¢imlenme Oncesinde uygulanan sisme olayr gerceklesmeden, kuru
agirliklart alinarak bu degerler, yedi giinliik ¢imlenme sonundaki agirliklarla
kiyaslanmistir. Bu sekilde belirlenen agirlik kazanci bakimindan da musir hatlan
arasinda, cimlenme yiizdesi ve radikula uzamasinda oldugu gibi, 6nemli bir fark
goriilmemesi tohumlar arasinda gen degisikliginden kaynaklanabilecek olan farklarin

¢imlenme doneminde ortaya ¢ikmadigini diisiindiirmiistiir.

Mikroniikleus (MN)’ler tam kromozom veya asentrik kromozom

parcalarindan koken alan olusumlardir. Hiicrenin mitoz boéliinmesi sirasinda ortaya
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cikan ve esas ¢ekirdege dahil olmayan bu yapilarin sayisindaki artig; somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin ve genetik materyalde bir hasar oldugunun
habercisi olarak bilinmektedir (60). Arastirmada {i¢ giin boyunca ¢imlendirilmis iki
misir hattinin hiicre ¢ekirdeklerinde mikroniikleus olusumu aranmistir. Epitel hiicre
cekirdekleri basari ile boyanmasina ragmen GD ve kontrol grubu hiicrelerinde hig
mikroniikleus tespit edilmemesi misira yapilan genetik miidahalenin mitoz boliinme
sirasinda kromozom kiriklar1 ya da eslenmeyen komozom olusturacak diizeyde bir
genetik hasara sebep olmadigin1 gosterir. Ancak MN testi DNA dizilimindeki
degisiklikler hakkinda bir fikir vermez.

Genetigi degistirilmis bitkilerdeki gen transformasyonlar1 mikroskobik ve
kimyasal diizeydeki etkilerine ilaveten bitkinin makroskopik 6zelliklerini
etkileyebilecek degisimlere de yol agabilmekte , Bt misirda artan lignin miktar1 bu
etkiye 0rnek olarak gosterilmektedir (61). Bunun aksine bocege dayanikli transgenik
misirdaki yesil aksamin ve tohumun kompozisyon olarak geleneksel misir ile benzer
yani giivenli oldugunu gosteren calismalar da vardir (62, 63). Bitki morfolojisi
tizerinde; gen eklenmesinden ya da gen degisimine bagli metabolik siireclerden
kaynaklanabilecek etkileri arastirmak icin erken fide donemi ¢alismalar1 yapilmistir.
Erken fide donemi calismalar1 icin sabit sicaklik ve 12 saatlik foto-periyot da
yetistirilen {i¢ haftalik misir fideleri kullanilmistir. Bu siire sonunda fideler hasat
edilerek bazi morfolojik Sl¢iimler ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Yapilan
calisma laboratuvar kosullarinda diizenlendiginden tane dolumuna gidilmemis olsa
da bitkilerdeki vejatatif donemin bagarili gegmesi tane veriminin temel belirleyicisi
oldugundan, bu asamadaki bulgulara bakarak, {iriin verimi iizerinde yorum yapmak
miimkiindiir. Ayrica misir bitkisinin vejetatif kisimlari; hayvan beslenmesinde yesil
yem, silaj ve kompost yapimi i¢in ¢ok tercih edilen bir zirai {irlin oldugundan,

bitkinin fide donemindeki gelisimi olduk¢a 6nemlidir.

Ugiincii haftanin sonunda GD ve genetigi degistirilmemis misir gruplarinin
morfolojik Ozelliklerini karsilagtirmak icin fide boylari, fide yas agirligi, fide kuru
agirhg ve yaprak alanlar belirlenmistir. Olgiimlerin sonunda GD ve genetigi
degistirilmemis musirlar fidelerinin yas agirliklari, fide kuru agirliklart ve yaprak
alanlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu durum gen

miidahalesinin iki genotip arasinda ¢imlenmeden sonraki bliylime siirecini
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etkilemedigini diisiindiirmiistiir. Ancak yaprak alani, kuru agirlik ve yas agiliklar
benzer oldugu halde; GD fidelerin boylarimin kontrol grubu fidelerin boylarindan
kisa oldugunun belirlenmesi, GD fidelerin yaprak alanlarinin istatistiksel olarak
onemli olmasa bile kontrol grubu fidelerden fazla olmasiyla baglantili olabilir. GD
fidelerin yapraklarinin genetigi degistirilmemis fidelerin yapraklarindan daha uzun
ama daha dar olmasi iki genotip arasinda, kuru agirlikta fark olmaksizin gozlenen,
boy farkini agiklayabilir. Aradaki morfolojik bu fark gen transferin etkisi olarak
yorumlanabilir. Bu farkin daha uzun, daha ayrintili ve daha kapsamli ¢alisilmasinda

Onemlidir.

Stomalar bitkinin i¢ dokulari ile dis ortam arasindaki iliskiyi saglayan
mikroskobik porlar veya gézeneklerdir. Yaprak ile atmosfer arasindaki CO,, O, ve su
dengesini ayarlayarak transpirasyon ve fotosentez olaylarinda 6nemli bir rol oynarlar
(64). Masir bitkisi amfistomatik yapida oldugundan calismada {i¢ haftalik fide
yapraklarmin hem altlarinda hem de iistlerinde birim alandaki stoma sayimlari
yapilmistir. Yapilan sayimlar sonunda GD ve kontrol gruplarinin stoma sayilari
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark yokken, hem GD hem de genetigi
degistirilmemis misir fidelerinde yapraklarin altlarindaki stoma sayilarinin
yapraklarin istlerindeki stoma sayilarindan fazla oldugu belirlenmistir. C4
bitkilerinde yaygin olarak goriilen bu sonu¢ Carpici ve Celik (64)’in sonuglarina
benzerlik gostermektedir. Bitkilerdeki gen degisikligi transpirasyonun %90’indan
sorumlu olan stomalar1 etkilememis; ancak organik madde iiretiminde rol oynayan
fotosentetik mekanizma {iizerindeki farki arastirmak icin genotiplerin fotosentetik

pigmentleri karsilastirilmigtir.

Bitkinin ihtiya¢ duydugu organik maddeyi {iretmesi fotosentetik bir siireg
olup, fotosentez kloroplastlara, kloroplast olusumu ise klorofil ve karotenoidlere
baglidir ( 65). Fotosentetik pigmentler olan klorofil a, klorofil b ve karotenoidler 151k
toplayict pigment olmalar1 sebebiyle miktarlar1 bitkinin biyokiitle miktarin
artmasinda c¢ok Onemlidirler. Ayrica karotenoidlerin 151k toplayict kompleksteki
islerine ek olarak eksite klorofil-oksijen kompleksinden oksijeni uzaklastirarak ve
triplet klorofil molekiillerinin olusumunu engelleyerek klorofil ve membranlar
yikimdankorudugu bilinmektedir (66). Genotipler arasinda toplam klorofil ve

karotenoid pigment icerikleri bakimindan 6nemli bir fark yoktur. Yapraklardaki
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pigment igerikleriyle birlikte stoma miktarlarinin ve fotosentezin dogrudan sonucu
olan kuru agirligin genotipler ars1 fark gostermemesi gen eklenmesinin bitkilerdeki
bu parametreleri etkileyecek olan mekanizmalar tizerinde bir etkisi olmadigi seklinde

yorumlanabilir.

Fotosentetik olarak aktif 15181 yansitarak ve 1sik-klorofil etkilesimlerini
engelleyerek fotosentezi koruyan mekanizmalardan biri de bitki hiicrelerindeki
antosiyanin pigmenti birikimidir. Bu pigmentler, ayn1 zamanda, antioksidanlar
olarak, cesitli stresler altinda serbest radikallerden kaynaklanan oksidatif hasarin
azaltilmasinda rolii olan hiicre i¢i savunma sistemlerinin dnemli bir bilesenidir (67).
Calisgmada GD musir fidelerindeki toplam antosiyanin miktariin  genetigi
degistirilmemis fide yapraklarindaki seviyelerden yiiksek olmasi, Gd fidelerde olasi
bir strese karsi bir savunma sisteminin aktiflestiginin gostergesi olabilir. Farrant
(2000) dogrudan 1s1ga maruz kalan yapraklarda biriken antosiyaninlerin klorofil
pigmentini maskeleyerek fotooksidasyonu azalttigini ve boylece fotosentetik

mekanizmanin korunmasinda gorev yaptigini bildirmistir (44).

Bitkilerin streslere karsi en onemli hiicresel cevaplarindan biri aralarinda
prolin aminoasitinin de oldugu ozmolitleri biiyiik oranlarda biriktirmeleridir (68, 69).
Prolin konsantrasyonundaki bu artis hiicrede osmotik dengenin diizenlenmesinde,
hiicresel yapilarin korunmasinda ve antioksidan faaliyetlerin yiiriitilmesinde rol
almaktadir (70. Bu aminoasidin belirlenmesi bitkilerdeki stres toleransini ve genel
fizyolojik durumu anlamak ic¢in olduk¢a yararli bir aractir (71). Calismada fide
yapraklarindaki toplam prolin miktarlar1 belirlenmis; GD fidelerin kontrol fideleri ile
kiyaslandiginda 6nemli miktarda prolin biriktirdigi goriilmiistiir. Tan ve Halloran
(1982)’in da belirttigi gibi (72) stres altindaki tahillarin yapraklarinda 6nemli
diizeyde serbest prolin biriktiginden; bu amino asidin iiretimindeki artisin misir
bitkisinde genetik miidahaleden kaynaklanabilecek strese karst koruyucu rol

oynamak iizere aktiflestigi soylenebilir.

Hiicrelerde streslerden kaynaklanan serbest radikallerin arttirdigi oksidatif
hasarin belirtilerinden biri membranlardaki lipid peroksidasyonun gostergesi olan
malondialdehit (MDA) artisidir. Misir bitkisine yapilan gen ilavesinin hiicreler igin

hayati oneme sahip membran sistemlerine hasar verebilecek bir strese yol agip
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acmadigini aragtirmak i¢in yapraklardaki toplam MDA seviyelerine bakilmistir. GD
ve genetigi degistirilmemis misir fidelerinin yapraklarindaki MDA sevileri arasinda
fark bulunmamasi gen transformasyonunun hiicre zarlarina hasar vermediginin
gostergesidir. GD fidelerdeki artan prolin ve antosiyanin konsantrasyonlarinin bu

genotipte hiicresel membranlarin korunmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir.

Prolin hiicrelerdeki ozmotik streslere karsi birikimi artan bir ozmolit
oldugundan GD fidelerdeki prolin artiginin bu fidelerin yapraklarindaki su igerigi ile
iliskisini degerlendirmek {izere genotiplerin yapraklarinda nispi igeriklerine
bakilmistir. 1ki genotip arasindaki hem nispi su icerikleri bakimindan istatistiksel
olarak onemli bir fark gézlenmemesi hem de membran hasart bulunmamasi prolin
artisinin su stresine karsi degil olast diger hasarlar1 6nlemek ilizere gergeklestigini
diisiindiirmektedir. Hiicrelerdeki su igeriginin korunmasinda onemli rolii olan

Stomalarin sayilarinin yaklasik seviyelerde bulunmasi bu fikri destekler niteliktedir.

Arastirma bulgulan birlikte incelendiginde hem ¢imlenme hem de erken fide
evresindeki misir bitkisinde boceklere karst dayaniklilik saglamak icgin aktarilan
genlerin gozle goriilir bir strese yol agmadigi ve GD fideler ile kontrol grubu
fidelerde sonraki {iriin olusumunu etkileyebilecek Onemli fark goriilmedigi
sOylenebilir. Yeni eklenen genlerden kaynaklanmasi beklenen olasi bir stres
¢imlenme evresinde ortaya cikmamis; ancak GD misirin erken fide evresinde
streslere karsi hem gosterge hem de koruyucu olarak calisan prolin ile antosiyanin
seviyeleri artmistir. Fide evresindeki diger parametrelerde GD fideler ile kontrol
grubu fideler arasinda 6nemli bir farkin ortaya ¢ikmasinin bu iki koruyucu molekiil
tarafindan 6nlenmis olmas1 muhtemeldir. Arastirmanin bu konudaki mekanizmalarin
aydinlatilmasi ve iiriin olusum evresine kadar genisletilmesi gerektigi agiktir. Yine de
bu caligmanin bu alandaki arastirmalar arasinda 6zgiin bir yere sahip oldugu ve

bundan sonraki diger aragtirmalar i¢in degerli bir referans olabilecegi sdylenebilir.
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