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OZET

GENETIGI DEGISTIRILMIS (TRANSGENIK) MISIR (ZEA MAYS L.)
TOHUMLARINDA BAZI BIYOKIMYASAL VE FiZYOLOJIK
PARAMETRELERIN ARASTIRILMASI

KALEFETOGLU MACAR, Tugge

Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Emine YALCIN
HAZIRAN 2017, 50 sayfa

Bu c¢alisma, MONS810 hattinda pestisit iiretimini aktive etmek i¢in eklenen
gen veya genlerin tanelerdeki besin bilesimine ve savunma mekanizmalarina olan
etkilerini ayrintili bir sekilde aragtirmay1 amaglamistir. Tohumlardaki toplam protein
ve yag icerikleri ile karbohidrat ve yag asidi kompozisyonlar1 belirlenmistir. Prolin,
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid igerigi analiz edilmistir. Modifikasyonun
membran fosfolipidlerinin lipid peroksidasyonuna yol agma riski MDA tayini ile
degerlendirilmistir. Stresten kaynaklanan oksidatif hasara karg1 savunmada yer alan
bazi Onemli antioksidan enzimlerin (SOD, POD, GR ve APX) aktiviteleri
Olglilmiistiir. Calisma bulgulart genetik miidahalenin musir tanelerinin  besin
degerlerini ve antioksidan kapasitesini degistirdigini gostermistir. GD ve kontrol
gruplar1 arasinda incelenen parametreler bakimindan onemli farkliliklar oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Besin Degeri, GDO, Misir, Tohum, Transgenik,

Zea mays.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL
PARAMETERS OF GENETICALLY MODIFIED (TRANSGENIC) CORN (ZEA
MAYS L.) SEEDS
KALEFETOGLU MACAR, Tugge

Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine YALCIN
JUNE 2017, 50 pages

This study aimed to investigate widely the effects of the gene or genes that
inserted to activate the pesticide production in line MON810 to the nutritional
composition and defence mechanisms in grains. Total protein and fat content besides
carbohydrate and fatty acid composition were determined. Proline, total phenolic and
total flavonoid content were analysed. The possible risk of lipid peroxidation of
membrane lipids arises from the modification was evaluated by the means of MDA
determination. Activities of some important enzymes (SOD, POD, APX and GR)
involved in defence against oxidative damage caused by stress were measured. The
findings of the study showed that the genetic modification alters the nutritional
values and antioxidant capacity of maize kernels. Significant differences were

determined between GM and control groups in terms of analysed parameters.

Key Words: Antioxidant, Corn, GMO, Nutritional Value, Seed, Transgenic, Zea

mays.
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1. GIRIS

Genetik degisim; aym1 tir igindeki bireylerin metabolizmalarinda,
bicimlerinde ve davraniglarinda degisimlere sebep olan dogan ve istenen bir siirectir.
Bu siire¢ ayn1 zamanda evrime ve adaptasyona da katkida bulunmaktadir. Tabiattaki
iklim degisikliklerine karsi canlilarin genetik degisim siireclerinde itici gili¢ olan
dogal secilim, mevcut tiirlerin hayatta kalmalarinda oldugu kadar yeni tiirlerin
evriminde de biiyiik pay sahibidir. Dogal se¢ilim giiniimiizde genetik degisimin tek
itici giicli olmaktan ¢ikmis ve insanoglu 1slah ¢aligmalar1 i¢in hizli genetik degisim
yontemlerini kesfetmistir. insanlarin, bitki drtiisiinii olusturan yabamil tiirlerden gida
degeri olan tarla bitkilerini gelistirme deneyimleri tarimin tarihi kadar eskiye
dayanmaktadir. Baslangicta oldukc¢a degisken olan populasyonlardan en giiclii
bireylerin secilmesi icin bilingsizce yapilan bu gelistirme denemeleri, sonrasinda
sonraki kusaklarin gelistirilmesi i¢in en 1iyi tohumun sec¢ilmesini saglayacak
sistematik bir ¢erceveye oturtulmustur. Zaman igerisinde klasik bitki 1slahinin {iriin
artis1 agisindan yeterli olmadigi anlasildigindan; tarimda makinelesme ile azotlu
giibrelerin, herbisitlerin ve pestisitlerin iiretilmesi ve kullanilmasi sonucunda tarimda
yeni bir doneme gegilmistir. 1960’larda ve 1970’lerde sadece makinelesme ve zirai
kimyasallarin kullanilmas1 ile degil ayni zamanda tahillara ciicelik genlerinin

aktarilmasi ile de karakterize edilen bu donem “Yesil Devrim” olarak anilmaktadir

).

Bitki 1slah1 ayn1 zamanda gida giivenligine de katkida bulunmustur. Bitkiler
kendileri tizerinden beslenen hayvanlardan ya da kendilerine zarar verebilecek diger
organizmalardan kacamadiklarindan; kendilerini savunmak i¢in c¢ok cesitli
kimyasallardan olusan bir cephanelik gelistirmislerdir. Insanlar igin toksik ya da
alerjik olan bu kimyasallarin ¢ogu, bitkinin protein, yag ve nisasta bakimindan
zengin oldugu icin herbivorlara, zararli hayvanlara ya da patojenlere cekici gelen
tohumlarinda birikmektedirler. Bitki 1slahgilari, cesitli ¢aprazlama yontemleriyle bu
kimyasallarin degerlerini kontrol altinda tutarak, gida olarak kullanilabilecek tarla
bitkilerini gelistirebilmek i¢in uzun ugraslar vermislerdir. Klasik 1slah ¢aligmalarinin
basartya ulagsmasindaki en biiylik kisitlayici; arastirmacilarin ebeveyn bitkilerin gen
havuzunda mevcut olmayan bir geni secememeleri oldugundan ebeveyn hatlardaki

rasgele varyasyonu arttirmak i¢in tohumlarda kimyasal mutajenler ve radyasyon



kullanilmaya baglanmigtir. Tiim bu uygulamalar DNA’ya zarar vermekte; hasarin
biiylimesi tohumun Slmesine, kii¢iik dozda olmasi ise DNA sekansinda degisikliklere
sebep olarak tohum canli kalsa bile bu tohumdan gelisecek olan bitkinin
karakteristiklerinde degisikliklere yol agmaktadir (1). On binlerce genin dahil oldugu
varyetelerin ve tiirlerin ¢aprazlanmasi bile bazen beklenmeyen sonuglar dogururken;
rasyasyon ve kimyasallarla tesvik edilen ve tamamen rasgele olan bu mutasyonlarin
sonuglarini bilmek olanaksizdir. Bu teknikler gida giivenliginin degil iiretilecek gida
miktariin 6n planda oldugu bir doneme ait olup olduk¢a uzun bir zamandan bu yana
kullanildiklarindan dolayr artik geleneksel bitki 1slahinin bir parcasi olarak
anilmaktadirlar (1).

Hem c¢aprazlamanin hem de rasgele mutasyonlarin istenen genlerle beraber
istenmeyen Ozellikleri de getirmesi ve uzun zaman almasi gibi sebeplerden dolay1
1970’lerin sonlarinda spesifik genlerin bitki genomuna yapay olarak eklenmesi
olarak tanimlanabilecek yeni bir teknik giindeme gelmistir. Onceleri gen
mithendisligi sonradan ise genetik modifikasyon olarak adlandirilan bu teknik
sayesinde gen kaynagi kisitlamasi ortadan kalmis ve spesifik genlerin, istenmeyen

genetik yiikler olmaksizin, aktarilmasina olanak taninmustir (2).

Genetik modifikasyon organizmalara yeni genlerin, genetik bilgilerin ve
bilesenlerin eklenmesine olanak tanimaktadir. Ancak istenen 6zellikleri kazandirmasi
beklenen bu yeni genler canlilarda stres kaynagi olabilecek, istenmeyen metabolik
degisikliklere de yol agabilmektedir. Bu degisiklikler; gida olarak kullanilan genetigi
degistirilmis  organizmalarin hiicrelerinde toksik ya da alerjik olabilecek
kimyasallarin tretilmesine sebep olabilecegi gibi antioksidan igeriklerindeki ve
beslenme acisindan  oOnemli  bilesenlerin  miktarindaki  degisimlerle  de
sonuglanabilmektedir (3). Olumsuz etkilerine ragmen; giiniimiizde avantajlar
sebebiyle bu modern tekniklerden yararlanilarak tretilen tahillar ve bu tahillardan
elde edilen iiriinler diinyada genis kullanim alanina sahiptir. Sadece zengin besin
igerigi ve yiiksek verimiyle degil, ayn1 zamanda pek ¢ok sektdorde hem tohumlarinin
hem de diger aksaminin kullanilmasiyla biiyiikk bir 6neme sahip olan misir bitkisi
diinyada en ¢ok tarimi yapilan genetigi degistirilmis tahillar arasinda 6nemli bir yere

sahiptir.



1.1.  Musir Bitkisinin Sistematikteki Yeri, Morfolojisi, Kokeni, Iklim ve

Toprak Istegi, Kullamim Alanlari

1.1.1. Misirin Sistematikteki Yeri

Misir (Zea mays L.), Poaceac familyasinda bulunan Panicoideae alt
familyasinin Zea cinsine ait onemli bir tahil bitkisidir (4). Zea cinsinde Zea
diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis ve Zea mays olmak
lizere tanimlanmig bes musir tiirii bulunmaktadir. Misir bitkisi tek yillik olup; ¢ok

yillik Zea perennis (2n = 40) disinda, 2n = 20 kromozoma sahiptir (5).

1.1.2. Misirin Morfolojisi

Misir stamen ve pistil tasiyan ¢icekleri ayr1 ayr1 olan ancak ayni bitki
tizerinde bulunan (monoik) tek ¢enekli bir bitkidir. Bitki uzun, dar, paralel
damarlanma gosteren ve govde boyunca alternat dizilen yapraklara sahiptir.
Optimum kosullarda 1.5 m’ye kadar ulasabilen iyi gelismis bir sacak kok sistemine
sahiptir. Belirgin sekilde nodlara ve intornodlara ayrilmis olan goévde kismi
genellikle 1.5-3 m boyundadir. Govde iizerindeki nodlara bagl olan yapraklar;
yaprak kini, dilcik, kulake¢ik ve aya kisimlarindan olusmakta olup nodun tizerindeki
internod kisminin etrafin1  kusatirlar. Erkek infloresans tepe piiskiiliinde disi

infloresans ise gévdenin orta kisminda yer alan nodlarda bulunur (6).

Misir taneleri endosperm, embriyo, perikarp ve ug¢ sapkasit kisimlarindan
olusur (Sekil 1.1). Perikarp ve u¢ sapkasi tiim taneyi ¢evrelerken perikarpin altindaki
endosperm nisasta graniilleri ile dolu hiicrelerden olusur. Endosperm alevron
tabakasi ile kusatilmis olup plumula, radikula ve skutellumdan olusan embriyo

tanenin alt kismina yerlesmistir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Maize
https://en.wikipedia.org/wiki/Zea_diploperennis
https://en.wikipedia.org/wiki/Zea_diploperennis
https://en.wikipedia.org/wiki/Zea_perennis
https://en.wikipedia.org/wiki/Zea_luxurians
https://en.wikipedia.org/wiki/Zea_nicaraguensis
https://en.wikipedia.org/wiki/Maize

Perikarp A

Endosperm

Embriyo

y Ug sapkasi

Sekil 1.1. Misir tanesinin kisimlari.

1.1.3. Misirin Kokeni

Misirin, 7000 - 10.000 y1l kadar once c¢iftgiler tarafindan tarimi yapilan ilk
bitkilerden biri oldugu bilinmekte ve Meksika’nin bazi arkeolojik alanlarindaki
magaralarda bulunan kii¢iik misir koganlarinin 5000 yildan daha eski oldugu tahmin
edilmektedir (6). Misir Meksika kokenli bir tahil olup buradan Kanada’ya dogru
kuzeye ve Arjantin’e dogru giineye yayilmistir. Kesfini takiben hizla Avrupa’ya,
Afrika’ya ve Asya’ya tasinmis olan musir; Ispanya’dan Fransa, Almanya, Avusturya
ve Dogu Avrupa gibi biliylime mevsimi kisa bolgeler olan kuzeye dogru yayilim
gostermistir. Kokenine bakilmaksizin, otsu bitkiler ailesi icerisinde cesitliligi ve

uyum yetenegi en fazla olan iiyelerden biridir (7,8).

1.1.4. WMhsirm Iklim ve Toprak Istegi

Misir ¢ok segici olmamasina ragmen organik madde bakimindan zengin,
derin ve su tutma kapasitesi iyi topraklarda yiiksek verim potansiyeline sahiptir.
Kumlu topraklardan killi topraklara kadar drenaji iyi olan her tiir toprakta
yetisebilmekte; asitlik acisindan pH'st 5.0-8.0 arasinda degisen yerleri tercih
etmektedir.

Musir bitkisinin vejetasyon siiresi ¢esidin erkenciligine bagli olarak 90 ile 130
giin arasindadir. Erkenci olan misir g¢esitleri kisa siirede iirline gidebilmekte; hatta
silajlik ekim olarak kullanildiklarindan heniiz yesilken toplanmaktadirlar. Erkenci
misir gesitleri vejetasyon doneminin kisa oldugu bolgelerde tercih edilmekte ya da

vejetasyon doneminin uzun oldugu bolgelerde birden fazla hasat yapmak iizere



kullanilmaktadir. Misirin minimum ¢imlenme sicakligi 8-10 °C, optimum biiyiime

sicakligi ise 20-30 °C'dir (9).

Bir C4 bitkisi olarak misir; CO,, su ve azotu C3 bitkilerinden daha etkin
bicimde kullanabildiginden diinyadaki tiim serin iklim ve sicak iklim tahillar1 iginde
birim alanda en fazla kuru madde iireten ve giines enerjisini en iyi kullanan
bitkilerden biridir (9, 10).

1.1.5. Misirin Kullanim Alanlari

Gida olarak kullanilan yaklasik bir diizine tahil bitkisi bulundugu halde;
bunlar arasinda insan gida kaynagi olarak yalnizca tiim tahil tiiketiminin %94 iinii

olusturan bugday, misir ve piring énemlidir (7).

Misir yiiksek iiriin veren tarla bitkilerinden biridir. Bu 6zelligi ile hem
endiistriyel iirlinler ve gidalar icin seker ve nisasta kaynagi hem de hayvan
beslenmesi i¢cin metabolize edilebilir enerji kaynagi olarak, en 6nemli ekonomik
bitkilerden biri yapmaktadir. Diinya musir iretiminin %60’inin hayvan yemi,
%20’sinin insan gidasi (dogrudan tiiketim), %10 unun islenmis gida ve %10’unun da
diger tiiketimler ile tohumluk olarak kullanildigi bilinmektedir (8). Misir sadece taze
olarak tiiketilmemekte; ayni zamanda konserve, misir unu, nisasta, cips, cerez,
hayvan yemi (taneleri ve yesil aksami), yag, tatlandirici, sekerleme, ciklet, ¢ikolata
iiriinleri, bebek mamalari, salata soslari, alkol, yliksek fruktozlu misir surubu, dis
macunu, etanol (benzin katki maddesi) iiretimleri ile otomotiv sanayi, temizlik

malzemeleri, tekstil ve kozmetik sanayinde de degerlendirilmektedir (8).
1.1.6. Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Misir Uretimi

Misir diinyanin hemen her bdlgesinde yetistirilmekte ve 2014-2015 yillar
arasinda 1.00968 milyar ton olan kiiresel misir iiretiminin 2015-2016 doneminde

0.96964 milyar ton olacagi tahmin edilmektedir (11).

Diinya iiretiminde tiim hububatlar icerisinde ilk sirada yer alan misir
bitkisinin yetistiricileri arasinda ABD, Cin, Brezilya, Avrupa Birligi, Ukrayna ve
Arjantin bas1 ¢ekmektedir (Sekil 1.2) (12).


http://www.statista.com/statistics/254292/global-corn-production-by-country
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Sekil 1.2. 2014 yilinda diinyada en ¢ok misir yetistiren iilkeler (%) (12).

bakimindan bugday ve arpadan sonra {igiincii sirada yer almaktadir (13). 2005 yilinda
600.000 hektarlik alanda, 4.200.000 ton misir iiretimi yapilan iilkemizde, 2015
yilinda 688.170 hektarlik alanda 6.400.000 tonluk musir {iretimi ile son on yilda

Tiirkiye’de yetistirilen tahillar arasinda misir ekim alani ve lretim miktari

onemli verim artis1 kaydedilmistir (Tablo 1.1) (14).

Tablo 1.1. Tirkiye’de 2005-2015 yillar1 arasindaki misir tiretimi (14).
Verim (Kg/Da)

Yillar Ekim (Ha)

2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015

600.000
536.000
517.500
595.000
592.000
594.000
589.000
622.609
659.998
658.645
688.170

4.200.000
3.811.000
3.535.000
4.274.000
4.250.000
4.310.000
4.200.000
4.600.000
5.900.000
5.950.000
6.400.000

Uretim (Ton)

700
711
683
718
718
726
713
739
894
903
930



1.1.7. Msir Tanelerinin Smiflandirilmasi ve Antioksidan Icerigi

Misir dogada en c¢ok cesitlilik gosteren tahillardan biridir. Diinyada
yetistirilen misir bitkisinin taneleri beyazdan, sartya, kirmiziya ve hatta siyaha kadar
degisik renklere sahip olabilmektedir (7). Renk disindaki bir diger siniflandirma
kriteri tathilik ya da seker miktaridir. Tanelerdeki kalint1 seker miktari misir ¢esidine
ve musirin tarladan ne zaman hasat edildigine baglidir. Seker misir1 taneleri
kiigiildiigiinden, sertlestiginden ve nisastalandigindan dolayr uzun siire depolanmaya
uygun degildir (7). Insanin ve doganin uyguladigi segilim baskisi, tane
endospermlerinin 6zelliklerine gore farklt misir tiplerinin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. Tane tipinin goriinlisii endospermin bilesimine, miktarina ve kalitesine
gore degismektedir. Endosperm yapisina gore musir taneleri patlak misir (Zea mays
everta), cakmak tas1 misir (Zea mays indurata), gociik misir (Zea mays intendata),
unlu musir (Zea mays amylaceae), seker misir1 (Zea mays saccharata) gibi isimler
alir (Sekil 1.3).

ENDOSPERM
Sert
Yumusak
DSekerli @ A INYA RS
E Embriyo -:,..- \J Y,
- Patlak Cakmak Tas1 Gociik Unlu Seker

Sekil 1.3. Endosperm yapilarina gére misir taneleri (15).

Gogiik tanelerde tanenin ortasindaki yumusak nisasta kuruma sirasinda dis
kisimlardaki yar1 seffaf (sert) kisimlardan daha hizli kiigiildiigiinden tanenin tag
kismi igeri dogru bir girinti yapar. Cakmak tasi misirda taneler biiyiik 6lclide yari
seffaf nisasta ile orta kisimda ¢ok az miktarda yumusak nisastadan olusur; perikarp
diiz ve serttir. Unlu misirda endosperm yumusak nisastayla ince perikarptan meydana
gelirken; patlak musirlar temel olarak kiigiik taneli ¢cakmak tasi benzeri misirlardir.
Seker misir1 tanelerinin kirisik ve camsi goriiniimiiniin sebebi endosperm gelisimi

sirasinda sekerin nisastaya normal doniisiimiinii engelleyen gendir (15, 16).

Misir tohumlar1 ortodoks olarak adlandirilan; diisiik sicaklik ve nem

kosullarinda igerdikleri nem %5-6’ya disiiriildiigiinde canliligin1 koruyabilen ve



boylece  depolanabilen  tohumlardandir.  Ortodoks tohumlarda  solunum
embriyogenezin ilk basamaklarinda yogundur; ancak kuruma evresinde ciddi
anlamda azalir ve tohumlar dinlenme evresine geldiginde biter (17). Tohumlar misir
gibi tahillarin iiretimindeki en 6nemli materyallerdir ve bu nedenle ¢esitli ¢evre
kosullarinda tohum ¢imlenme yeteneklerinin devam etmesi gerekir. Bununla beraber
¢imlenme Oncesindeki sisme siireci ortodoks tohumlarda ATP ve protein ya da DNA
gibi ¢cimlenme sirasinda gerekli biyokimyasallar1 iiretmek i¢in mitokondrial solunum
hizinda giiglii bir artisla ve giderek artan reaktif oksijen tiirleri (ROT) birikimi ile
iligkilidir (18, 19). Sonugta tohumlarin ¢imlenme siirecine girmis hiicrelerinde ROT
tiretilir (19, 20). Tohum ¢imlenmesi sirasinda ROT iiretilmesinin yararli bir biyolojik
slire¢ oldugu; bu radikallerin ¢imlenme ile ilgili sinyalizasyon yollarinda yer alarak
c¢imlenme kapasitesinde, fide gelisiminde ve ¢imlenme sirasinda zararl olabilecek
parazitik organizmalara karsi korunmada gorev aldigi bilinmektedir (21). Ancak
sismis tohumlarda iretilen ROT [siiperoksit radikalleri (O;"), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikalleri (OH)] hiicrelerdeki detoksifikasyon sistemi ile tam
denge halinde olmayabilir. Bu durumda ROT, biyomolekiillerin biiyiik kismiyla
tepkiyerek oksidatif strese neden olabilir ve hiicresel hasara yol agabilir (18). Bunlar
arasinda en iyi bilinenlerden biri membranlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
bozulmasina sebep olan bir serbest radikal zincir siireci olan lipid
peroksidasyonudur. Serbest radikalin bir lipid lizerine atak yapmasiyla baglatilir ve
bunun sonucunda ¢ift baga bagl bir metilen grubundan bir hidrojen atomu ¢ikarilir.
Aerobik kosullarda hidrojenin ayrilmasindan kaynaklanan karbon radikali oksijen ile
stabilize edilir ve bir peroksil radikali tiretilir (ROO"). Olusan bu radikal, bagka bir
yag asidinden bir hidrojen atomu kopararak bir lipid hidroperoksit (LOOH) olusturur
ve hasar yayilir (19). Lipid peroksidasyonu membranlarda ve musir gibi yaglh

tohumlarin depo lipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini pargalar (22).

Sisme ve ¢imlenme sirasinda tohum hiicrelerinde lipid peroksidasyonu ile
birlikte membran parcalanmasina, protein ve niikleik asit yikimma da yol agma
potansiyelinde olan ROT birikiminin antioksidan sistem ile dengelenmesi ya da yok
edilmesi hayati 6nem tagimaktadir (18, 19). Bitkilerde ROT hasarini indirmek tizere
calisan ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar vardir. Siiperoksit

dismutaz (SOD); siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunda rol



oynayan spesifik bir antioksidan enzim olup (23, 24) bu enzimin aktivitesi sonucu
olusan hidrojen peroksit membranlardan diger kisimlara tasinma ve boylece olustugu
yerlerden uzak bolgelerde de hasar verme kapasitesine sahiptir (19). Mitokondrial
solunumda kullanilan oksijenin  %2-3’li siliperoksit ve hidrojen peroksite
doniistiiriildiigiinden (25); ortodoks tohumlarda iiretilen hidrojen peroksit miktari
dogrudan mitokondrial solunum aktivitesi ile iliskilidir (26). Hidrojen peroksit
glioksizomlarda ve peroksizomlarda yerlesen katalaz enziminin aktivitesi ile ortadan
kaldirilabilir (27). Kloroplastlarda, sitoplazmada, mitokondride, peroksizomlarda ve
apoplastta bulunan, Halliwell-Asada dongiisii olarak da adlandirilan askorbat-
glutatyon dongiisii de H2O;’nin ortadan kaldirilmasinda rol oynar ve askorbat
peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR), dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini igerir (18). Tohumlarda
H,0,’nin yok edilmesinde gorev alan enzimlerden biri de peroksidaz (POD) olup; bu
enzim tohum ¢imlenmesinde ve erken fide evresindeki oksidatif stres savunmasinda

onemli rol tstlenir (28).

Misir tohumunda bulunan polifenoller ve flavonoidler gibi ¢esitli bilesikler de
giiclii antioksidan fonksiyonlara sahiptir (29). Cogu zaman polifenoller olarak
adlandirilan fenolik bilesikler bitkilerde hem fizyolojik hem de morfolojik 6nemi
olan en yaygm sekonder metabolitlerdendir ve pentoz fosfat, sikimat ve
fenilpropanoid metabolik yollarinin tiirevleri olarak bilinirler (Sekil 1.4) (30).
Yapisal olarak bir ya da daha fazla hidroksil i¢eren bir aromatik halka tasirlar ve
dogal olarak mono- ve polisakkaritlerle birlesmis olarak bulunurlar (31). En yaygin
bitki fenolikleri flavonoidler olup; ¢imlenme ile artan toplam fenolik icerik misir

tohumlarinda gelisimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (30).
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Sekil 1.4. Misirda pentoz fosfat yolu ile fenolik bilesiklerin sentezi (30).

1.1.8. Musir Tanelerinin Kimyasal Bilesimleri ve Kullamim Alanlari

Misir yaklasik %72 nisasta, %10 protein, %4 yag icermekte ve 365 Kcal/100
g enerji vermekte; ayrica lif ile birlikte cesitli B vitaminleri ve temel vitamin
thtiyaglarii karsilamaktadir (7). Bununla beraber misirin B12 vitamini ve C vitamini
icermedigi ve genellikle kalsiyum, folik asit ve demir bakimindan fakir oldugu kabul
edilmektedir (7). Misir tanesini olusturan kisimlarin kimyasal bilesimleri arasinda
onemli farkliliklar vardir (Tablo 1.2). Misir tanesinin perikarp kismini 6zellikle ham

lif olustururken, endospermin asil bilesenini nigasta, embriyonunkini ise protein



olusturmaktadir. Tanede bulunan nisasta gidalar, yapistiricilar, kaplamalar,
farmasotik  tabletler ve kagit iretiminde kullanilir. Ayrica tatlandiricilara
dontstiiriilerek mesrubatlar, sekerler, firincilik iriinleri ve recgel gibi iirlinlerin
bilesimine de girer. Embriyodaki yag yemek yaglarinda, margarinlerde ve salata
soslarinda degerlendirilir. Protein, kabuklar ve misir tanesinin ¢oziiniir kisimlari

hayvan yemleme ve tavukgulukta kullanilir (31).

Tablo 1.2. Misir tanesini olusturan kisimlarin kimyasal bilesimleri (%) (31).

Kimyasal bilesen Perikarp [Endosperm [Embriyo
Protein 3.7 8.0 18.4
Eter ekstresi (Ham yag) 1.0 0.8 33.2
Ham lif 86.7 2.7 8.8
Kiil 0.8 0.3 10.5
Nisasta 7.3 87.6 8.3
Seker 0.34 0.62 10.8

1.1.9. Transgen Teknolojileri ve Transgenik Misir
1.1.9.1. Transgen Teknolojileri

Klasik 1slah ¢alismalarindan elde edilen verimlilik artisi, ekilebilir alanlarin
kritik sinirlara gelmesi nedeniyle, giderek artan diinya niifusunun temel gida
ihtiyaclarmin karsilanmasima yetmediginden, bitki 1slah ¢alismalarinda yeni
teknolojilerin kullanilmasi glindeme gelmistir (1). Gen teknolojisi; transgenler
olusturarak akraba olmayan tiirler arasinda genetik degisim ve rekombinasyon
yapabilmek i¢in biyolojik bariyerleri asabilen ve bdylece islah edilmis bitki ve
hayvanlarin gelistirilmesinde kullanilan bir yoldur (32). Bitki gen miihendisligi, tarla
bitkilerinin modern molekiiler 1slahinda en 6nemli araglardan biri haline gelmis ve
son yillarda bitkilerdeki yeni ve verimli transformasyon yontemlerinin gelisiminde
gozle goriiliir ilerleme kaydedilmistir (Tablo 1.3) (33, 34). Bitkilere; bitkilerin besin
ve kalite degerlerini arttirmanin yani sira diinyadaki bazi tarimsal sorunlara karsi
onemli bir 6nlem ve ¢oziim olarak da yeni genler aktarilmistir. Boylece kirleticilere
ve cevresel smirlayicilara karsi daha hosgoriilii ya da yabani ot, bocek ve patojen
direnci gelistirilmis bitkiler tliretilmis ve bitki metabolizmalarinin arastirilmasi igin
yeni imkanlar dogmustur (33). “Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO)”

kavram1 bu sekilde ortaya ¢ikmis ve 1980’lerden itibaren musir, tiitiin, petunya,
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domates, piring, kereviz, Brassica napus, bugday, iiziim, manyok, dar1 ve krizantem
gibi genetik olarak kararli gen aktariml bitkiler elde edilmistir (33). “Genetik kodu
gen teknolojisi kullanilarak degistirilmis canli organizmalar” literatiirde artik sadece
genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) olarak degil; genetigi degistirilmis {irtinler
(GD), genetik olarak modifiye edilmis organizmalar (GMO), genetik olarak modifiye
edilmis iiriinler (GM), gen aktarimli organizmalar, transgenik organizmalar, bio-

miihendislik organizmalar1 gibi degisik adlarla da anilmaktadir (35, 36).

Tablo 1.3. Bitkilerde en ¢ok kullanilan genetik transformasyon yontemlerinin

karsilastirilmasi (33).

Yontem

Prosediir

Avantajlar

Dezavantajlar

Agrobacterium

Elektroporasyon

Biyolistik

Gen tagtyan bir plasmid
aktaran, patojenik bir
bakteri.

Elektrik atimlari,
membran gegirgenligini
tetikleyerek, porlar
boyunca iyonik ve
molekiiler taginimin
saglanmasi igin bolgesel
bir itici gii¢ saglar.

Genlerle kaplanmig kiiglik
partikiiller hiicre duvarini
delmeleri igin
hizlandirilir.

Genom entegrasyonu
kesindir, tanimlanmig
uclar ve diisiik kopya
sayistyla transgenlerin
yerlestirilmesi kolaydir,
genin entegrasyonu ve
kalitimi kararlidir, gen
ifadesi nesiller boyunca
istikrarlidir. Farkli hiicre
tipleri kullanilabilir.
Birgok dikotil bitki ve
bazi monokaotil tarla
bitkileri i¢in etkili ve
tekrarlanabilir protokoller
gelistirilmistir.

Yiiksek verimlilige
sahiptir.

Tiim bitki protoplast
cesitlerine uygulanabilir.
Farkl: hiicre tipleri
kullanilabilir. Kolay, hizli
ve ucuzdur.

Kolaydir. Hiicre duvarina
herhangi bir 6n iglem
gerekmez. Hiicrenin
fizyolojik 6zelliklerinden
bagimsizdir. Coklu
transgen aktarimi
miimkiindiir.

Ustesinden kolay kolay
gelinemeyecek cesitli
parametreler, transformasyon
etkinligini ve bitki
rejenerasyonunu etkiler.

Siireg yavastir. Bitkide
bilinmeyen genetik ifadelere
sebep olabilecek gereksiz ortak
vektorler aktarilabilir. Steril
protokoller gerektirir.

Zahmetli protokelleri vardir.
Cogunlukla protoplast olusumu
gerektirir. Bitkinin
elektrofizyolojik niteliklerine
baglidir. Transformasyon verimi
disiiktiir.

Pahalidir. Sarf malzemelerinin
stirekli tedarik edilmesini
gerektirir. Aktarilan genlerin
cesitli gereksiz etkilere yol
acabilecek ¢oklu koplayalari
iiretilir. Transformasyon verimi
disiiktiir.

Giliniimiizde; diinyadaki toplam zirai alanlarin %3.7’sinde GD tahillar

yetistirilmekte (37) ve 2014 yili itibariyle GD tahil yetistiren 28 {ilke bulunmaktadir
(38). En cok GD tahil yetistiren iilkeler arasinda ilk bes sirayr ABD, Brezilya,
Arjantin, Hindistan ve Kanada almaktadir (Sekil 1.5) (38).
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Sekil 1.5. Diinyada GD yetistirme alanlar1 en fazla olan iilkeler (38).

Bu iilkelerde misir; soya fasulyesi, pamuk ve kanola ile birlikte kiiresel GD

tahil ekim alanlarmin %99’unu kaplamaktadir (Sekil 1.6) (37).

5% 1%

50%
B Soya fasulyesi

B Misir
Pamuk
H Kanola

Diger

Sekil 1.6. Kiiresel ekim alanlarinda yetistirilen GD tahillar (37).

Ozel niteliklere sahip olan transgenik bitkiler klasik 1slah ile iiretilen
cesitlerin yaridan fazlasimin yerini almistir (39, 40) 2014 yilinda diinyadaki GD
tahillarin %357’si herbisite dayanikli, %15°’i bdceklere direngli, %28’i ise hem
herbisite dayanikli hem de boceklere direngli olarak gelistirilmistir (Sekil 1.7) (38).
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Sekil 1.7. GD tahillarda en ¢ok uygulanan genetik modifikasyon tipleri (38).

Bocek ya da herbisit direncine sahip olan, abiyotik stres toleransi gelistirilmis
veya besin degeri arttirilmis GD bitkilerin tiretilmesiyle modern zirai biyoteknolojide
yeni bir ¢igir acilmis (41, 42); ancak bu yenilik tartismalari da beraberinde
getirmistir. GD bitkilerin {iretimi yeni bagimsiz gen veya genlerin ilgilenilen bitkiye
eklenmesine bagli olup bu siireg; genetik modifikasyonun asil amagclarinin yerine
gelmesiyle sonuglanabilecegi gibi GD bitkilerde istenmeyen etkilere de yol
acabilmektedir (Tablo 1.4) (2, 43). Hedeflenmeyen bu etkiler; genetik yeniden
diizenlenmelere ve metabolik diizensizliklere bagli olarak gergeklesebilir (43). Bu
degisimler; igsel toksinlerin veya alerjenlerin artmasma ya da temel besin
maddelerinin seviyelerinin azalmasina sebep olan metabolik yollarin degismesiyle
veya daha onceden baskilanmis olan toksin ve alerjen kodlayan genlerin ifadesiyle
iligkili olabilir (43). Genetigi degistirilmis bitkisel gidalarin giivenligi konusunda
birbiriyle catisan fikirler mevcuttur; baz1 calismalara gore genetigi degistirilmis
gidalar genetik olarak amaglanmayan etkilere neden olan potansiyel toksik
ozelliklere sahipken; diger caligmalar bu gidalarin kullaniminin giivenli oldugunu
bildirmektedir (44). Genetik olarak gelistirilmis gidalar besin maddelerinin,
alerjenlerin ya da dogal olarak bulunan toksinlerin seviyeleri farkli olmadiginda ve
yeni alerjen ve toksinler tespit edilmediginde geleneksel gidalara denk olarak kabul
edilir (44).
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Tablo 1.4. GDO’larin potansiyel faydalar1 ve riskleri (44).

GDO’larin Potansiyel Faydalari

GDO’larin Potansiyel Riskleri

Besin  kalitesinin ve sagliga  yonelik

faydalarin arttirilmasi

Besin kalitesinde degisikliklerin

gerceklesmesi  ve gida  gilivenliginin

bozulmasi

Meyve ve sebzelerin raf Omirlerinin ve
organoleptic kalitelerinin arttirtlmast

Alerjik reaksiyonlarin ve toksik etkilerin
artmasi

Bitkisel ve urin  veriminin

arttirilmasi

hayvansal

Gen patentleme ve terminator teknolojisi
konusunda endiselerin artmast

Yenilebilir asilarin ve ilaclarin {iretilmesi

GD gidalarin etiketlenmesi

Insan hastaliklarinin tedavisinde ve organ
nakillerinde kullanilmasi

Gen kacist riski ve tarim ilaglarina direncli
yabani tiirlerin ve boceklerin ortaya ¢ikmasi

Biyo-fabrikalar ve endiistriyel kullanim igin
turin hammaddeleri olarak kullanilmalari

Biyolojik ve genetik cesitliligin tehdit
edilmesi ve yararl tiirlerin zarar gérmesi

Direnci arttirilmig bitkiler sayesinde tarim ve dini,

ilac1 kullaniminin azaltilmasi

Cesitli  gruplarin  kaygilanmasi

kiiltiirel ve etik kaygilarin olugmasi

Bioremediasyon yetenegi olan bitkilerin ve | Bilinmeyen korkular

mikroorganizmalarin gelistirilmesi

1.1.9.2. Transgenik Misir

Transgenik misir diinyada ekimi en ¢ok yapilan GD bitkilerden biridir (41).
2015 itibariyle sadece musir i¢in 24 genetik modifikasyon ticarilesmis olup; bu
durum muhtemelen 2000’in iizerinde ii¢ Ozelligin bir araya gelirildigi hat ve
12.000’in tizerinde dort 6zelligin bir araya getirildigi hat anlamina gelmektedir (41,
45). Misir bitkisindeki genetik modifikasyonlar 6zellikle herbisit ve pestisit
kullantmin1 azaltarak {irlin verimini arttirmaya yonelik olarak gerceklestirilmekte ve
transgenik musir hatlarinin yetistirilmeye baglanmasiyla birlikte hem misir veriminin

arttirildign hem de kimyasal pestisit kullannminin 6nemli 6lclide azaltildig

belirtilmektedir (46).

Avrupa musir kurdu (Ostrinia nubilalis) iilkemiz dahil ABD, Kanada,
Avrupa, Kuzey Afrika iilkeleri ile Iran’da en 6nemli musir zararlilari icerisinde yer
almakta ve tiirlin larvalar1 misirin tiim yasam evrelerinde ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (47). Bu zararhlarla miicadelede en ¢ok kullanilan y&ntem
kimyasal ilagclama (insektisit) olup, bu yontemle miicadele bitkinin kok, gévde ve
meyvesi igerisinde gelisme gosteren ergin bocek ve larvalarina karsi etkisiz
kaldigindan, yogun ilaglamalara ragmen, {riin kayiplar1 %20’leri bulabilmektedir.

Insektisit kullanimi yol actigi bu ekonomik kayiplara ek olarak kendisi kadar
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kalintilar1 ile de hem insan sagligini tehdit etmekte, hem toprak ve su kaynaklarinin
kirlenmesine yol agmakta, hem de bitkisel iiretimde biiyiik rol iistlenen yararl
boceklere zarar vermektedir. Bu nedenlerden dolayr insektisit kullanimi yerine
boceklere dayamikli genetigi degistirilmis tiirlerin  gelistirilmesine gereksinim

dogmus ve bu tiirlerin kullanimi zaman igerisinde giderek artmistir (46).

Biyoteknolojik olarak iiretilen GD misirlardan MON810; PV-ZMBKO07 ve
PV-ZMGT10 plazmidlerinin partikiil bombardimani yontemi ile Monsanto firmasina
ait YieldGard musir ¢esidine aktarilmasi sonucu olusturulmustur (48). Bu hat,
boceklere dayanikli bir misir olarak ilk kez 1996°da piyasaya siiriilmiis olup, Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki bakterisinin tiretmekte oldugu Cryl Ab bocek oldiriicii
proteinini sentezlemektedir. Bu protein, Avrupa misir kurdu (Ostrinia nubilalis) ve
musir kogan kurdu (Sesamia nanogroides) gibi Lepidoptera takimindan bocek
tirlerine karsi koruma saglamaktadir. Buna karsin, MONS810’daki genetik
modifikasyonun genotipte ve bitki metabolizmasinda 6ngoriilemeyen ve istenmeyen
degisikliklere yol agtig1 bilindiginden (49); tohumda pestisit tiretimini aktive etmek
lizere aktarilan yeni gen veya genlerin tohumun igerigindeki toplam protein,
karbohidrat ya da lipid gibi besin 6gelerini degistirip degistirmeyecegi sorusu endise
uyandirmaktadir. Genetik modifikasyon uygulamasimin tohumda membran
fosfolipidlerinin lipid peroksidasyonu gibi hasarlara sebep olacak veya enzimatik /
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarin ¢alismasina yol agabilecek bir stres

unsuru olup olmadig1 da tohum gelisimi ve {iriin verimi agisindan aragtirilmalidir.

Bu c¢alisma, genetigi degistirilmis MONS10 misir hatlarindaki genetik
modifikasyonun tanelerdeki muhtemel etkileri fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler kullanilarak ayrintili olarak arastirmayr amaglamaktadir. Sonugta,
zararlilarin misirda olusturduklar1 ekonomik kayiplari ve insektisit ya da kimyasal
kullanimin1 6nlemek amaciyla aktarilmis genlerin; musir hatlarinin tanelerindeki

besin degerleri ve stres gostergeleri tizerindeki etkileri agiga kavusturulmus olacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Tohum Kabuk Sterilizasyonu

Arastirmada kullanilan transgenik misir tohumlari1 (GD) yurtdisindan, kontrol
grubu (Kon) olarak kullanilan genetigi degistirilmemis musir tohumlar1 ise
yurti¢inden ticari olarak temin edilmistir. Calismada kullanilacak tohumlar esit boy
ve agirlikta se¢ilmistir. Tohumlar, analizlerden once, iistlerinde kalmasi muhtemel
fungusit ve diger kontaminantlar1 uzaklastirmak amaciyla, %12’lik teknik sodyum
hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile 20 dakika muamele edilmis ve distile su ile 3 kere

yikanmistir.

2.2. Toplam Protein Tayini

Protein tayini i¢in; 1.5 ml potasyum fosfat tamponunda (0.1 mM, pH = 7.5)
ekstrakte edilen 0.5 g musir unu kullanilmistir. Santrifiijlenen ekstraktlarin
stipernatant kisminda proteinlerin nicel analizi i¢in Bitiret Metodu kullanilmistir (50).
Ormneklerdeki protein konsantrasyonlarii belirlemek icin spektrofotometrede 540
nm’de absorbans degerleri okunmustur. Konsantrasyonlarin nicel olarak
belirlenmesinde 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan

s1gir serum albiimin (BSA) standard kullamlmustir (R? = 0.9829).

2.3. Toplam Yag iceriginin ve Yag Asitleri Kompozisyonun Belirlenmesi

Tohumlarin toplam yag igerigi ve yag asitleri kompozisyonu analizleri; T.C.
Gida, Tarim ve Hayvancihik Bakanligt Samsun Gida Kontrol Laboratuvari
Miidiirligii tarafindan yapilmistir. Tohumlarda toplam yag miktarinin belirlenmesi
icin TS 4967 analiz metodu kullanilmistir. Bu yontem; 6giitme islemini takiben,
numunelerin etanol ve formik asit varliginda hidroklorik asit araciligi ile hidrolizine
ve daha sonra yagin hekzan araciligi ile 6ziitlenmesine dayanmaktadir. Yag asitleri
kompozisyonunun belirlenmesinde kullanilan analiz metodu TGK 2010/36’dir. Yag

asitlerinin metil esterleri gaz kromatografisi ile tayin edilmistir.
2.4. Karbohidrat Icerigi Tayini
Tohumlarda 10 farkli karbohidrat parametresi (fruktoz, glukoz, sakkaroz,

maltoz, arabinoz, riboz, trehaloz, ksiloz, melesitoz, melebioz) tayin edilmistir.
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Yontemin esasi; karbohidrat igeriginin RI-dedektdr ile HPLC’de tayinine
dayanmaktadir. Oncelikle cihazin kalibrasyonu igin bu karbohidratlarin standart
¢Ozeltileri hazirlanmis; bu standart c¢ozeltileri HPLC cihazinda RI-dedektoriine
okutularak gelis zamanlarina gore kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Analiz i¢in
Elite LaChrom, Hitachi HPLC cihaz1 kullanilmistir. Analizler ters faz —NH, kolonu
(200/ 4,6 Nucleosil 100-5 NH) kullanilarak ve %79 asetonitril ve %21 saf su
izokratik program uygulanarak ger¢eklestirilmistir. Numune ve standartlarin
enjeksiyon hacmi 25 ul’ye, mobil akis hiz1 1,5 ml.dk’l’ya ve kolon sicakligi 50 °C’ye

ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglanmistir (51).

Her numuneden 2 gram tartilarak 20 ml metanol ilavesi ile 24 saat siireyle
oda sicakliginda magnetik karigtirict  kullanilarak  metanolik  ekstraktlar
hazirlanmistir. Ekstraktlar mevcut olas1 kat1 partikiillerden, safsizliklardan kurtulmak
ve ileri homojenlik saglamak i¢in mavi bant siizge¢ kagidi yardimiyla siiziilmiistiir.
Elde edilen ekstrakt coziiciisii 60 °C’deki doner buharlastiricida uzaklastirilmistir.
Balon igerigi 10 ml ultra saf suda g¢oziilerek, islem sonunda 0.45 pm filtreden

gecirilerek viallere alinmis ve analiz edilmistir.

2.5. Prolin Tayini

1.5 g musir unu 15 ml %3’liik siilfosalisilik asit ile 1 saat boyunca siirekli
calkalanmistir. Daha sonra filtre kagidindan siiziilmiis ve Bates (1973)’e gore prolin
miktart tayini yapilmistir (52). 2 ml filtrat, 2 ml asit -ninhidrin ve 2 ml glasiyel asetik
asit ile bir test tiipiinde 100 °C’de reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon, buz
banyosunda durdurulduktan sonra reaksiyon karisimi 4 ml toluen ile 15-20 saniye
giicli bir sekilde karistirilarak oziitlenmistir. Oda sicakligina gelene kadar
beklendikten sonra kromofor iceren toluen sulu fazdan ayrilmistir. 520 nm’de toluen
kor olarak kullanmilarak absorbans ol¢iimii yapilmis ve Orneklerdeki prolin
konsantrasyonu; 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 umol/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan
prolin standardinin kalibrasyon grafiginden (R? = 0.9997) yararlanilarak asagidaki
formiile gére hesaplanmistir:
pumol prolin / g taze agirlik = [(pg prolin/ml X ml toluen) / 115.5 pg/umol] / [(g
ornek) / 5]
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2.6. Toplam Fenolik Madde I¢eriginin Belirlenmesi

Marinova ve ark. (2005)’a gore eckstraksiyon islemi yapilmistir (53).
Orneklerdeki toplam fenolik icerigi Folin — Ciocalteau yontemine gore belirlenmistir.
750 nm’de okunan absorbans degerlerinden, hazirlanan gallik asit standardina (20,
40, 60, 80 ve 100 mg/l) gore (R* = 0.9818) toplam fenolik i¢erigi hesaplanmis ve
sonuclar mg gallik asit esdegeri (GAE) / 100 g tohum agirlig1 olarak ifade edilmistir
(53).

2.7. Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraksiyon islemi, toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesinde oldugu
gibi Marinova ve ark. (2005)’a gore yapilmstir (53). Orneklerdeki toplam flavonoid
icerigi alliminyum kloriir kolorimetrik yontemine gore belirlenmistir. 510 nm’de
okunan absorbans degerlerinden, hazirlanan katesin standardina (20, 40, 60, 80 ve
100 mg/1) gore (R2 = (0.9872) toplam flavonoid igerigi hesaplanmis ve sonuglar mg
katesin esdegerleri (CE) / 100 g tohum agirlig1 olarak ifade edilmistir (53).

2.8. MDA Tayini

Membranlarda ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda ortaya
¢ikan malondialdehit (MDA) konsantrasyonu TBARS testi ile belirlenmistir. MDA
tayini i¢in; 1’er g musir unu tartilmistir. Misir unlarinin {izerine 15 ml %5’lik asit
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenerek homojenizasyon yapilmis ve daha sonra
ornekler 25 °C’de, 12000 rpm’de, 15 dakika santrifiijlenmistir. Esit hacimde
slipernatan ile taze olarak hazirlanan %0.5’lik tiyobarbiitirik asit (TBA) ve %20’lik
TCA c¢ozeltisi karigtinnlmistir. 100 °C’de, 25 dakika inkiibasyondan sonra buz
banyosuna alian 6rnekler, 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. MDA ve TBA
arasindaki tepkime 532 nm’de maksimum absorbans gosteren kirmizi bir renk
olusumuna neden olmaktadir. TBARS testi, Heath ve Packer (1968) protokoliine
gore yiiriitiilmistiir (54). 532 nm ve 600 nm’deki absorbans degerleri okunmus ve
MDA konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayis1 155 mM™cm™ kullanilarak, asagidaki
formiile gére hesaplanmistir:

MDA igerigi (nmol. gTA™) = [(Asa2 — Asoo) X ekstraksiyon hacmi (15 ml)] / [155 x
ornek miktar1 (1g)]
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2.9. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.9.1. Aktivite Tayini Yapilacak Gruplarin Hazirlanmasi

Kabuk sterilizasyonundan sonar tohumlar enzim aktivite tayini i¢in oda
sicakliginda ve distile suda 48 saat bekletilerek sisirilmistir. Bu asamadan sonra hem
GD hem de Kon grubundaki tohumlar iki alt gruba ayrilmig (Tablo 2.1); birer grup
hemen blender yardimiyla un haline getirilmistir. Bu gruptaki misir unlar1 (Kon 1 ve
GD 1) daha sonra potasyum fosfat tamponunda (0.1 mM, pH = 7.5) +4 °C’de 20
dakika 14000 rpm’de santrifiijlenerek oziitlenmistir. Diger alt gruptaki tohumlar
(Kon 2 ve GD 2) kurutma kagidi ile kaplanmis petri kaplarina ekilerek her giin 3 ml
distile su ile sulanmak suretiyle inkiibatérde oda sicakliginda c¢imlenmeye
birakilmistir. Bu sekilde 48 saat ¢imlendirilen —radikulasi ¢ikan- tohumlar yine un

haline getirilerek ayni sekilde 6ziitlenmistir.

Tablo 2.1. Enzim aktivite tayini yapilan gruplar.

Grup Uygulama

Kon1 48 saat sisirme

GD1 48 saat sisirme

Kon 2 48 saat sisirme + 48 saat ¢cimlenme
GD2 48 saat sisirme + 48 saat ¢cimlenme

2.9.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin tayini i¢in hazirlanan ekstraktlardaki proteinlerin nicel
analizi i¢in Biiiret Metodu kullanilmistir. Orneklerdeki protein konsantrasyonlarimi
belirlemek i¢in spektrofotometrede 540 nm’de absorbans degerleri okunmustur.
Konsantrasyonlarin nicel olarak belirlenmesinde 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlanan sigir serum alblimin (BSA) standardi kullanilmistir
(R2 = 0.9829). Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilacak ekstraktlardaki

¢oziilebilir protein konsantrasyonlart mg/ml olarak hesaplanmistir.
2.9.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi icin Wang ve ark.
(1991)’1n metodu kullanilmistir (55). Tohumlar 48 saat sisirildikten sonra ogiitiilerek
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un haline getirilmistir. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde reaksiyon ortamina
eklenecek enzimin ekstraksiyonu Rao ve ark. (1996)’a gore yapilmistir (56). Buna
gore; musir unlarinin protein miktar1 tayini i¢in; 3 ml Tris — HCI tamponunda (50
MM, pH = 7.2) ekstrakte edilen 1 g misir unu kullanilmistir. Ekstraksiyon tamponu
%?2 polivinilpirolidon, 1 mM EDTA ve 2 mM askorbat icermektedir. Santrifiijlenen
ekstraktlarin supernatant kisminda proteinlerin nicel analizi i¢in Biiiret Metodu
kullanmilmistir.  Orneklerdeki  protein  konsantrasyonlarmni  belirlemek  igin
spektrofotometrede 540 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Konsantrasyonlarin
nicel olarak belirlenmesinde 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18 ve 0.20
mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan sigir serum albiimin (BSA) standardi

kullanilmistir (R? = 0.971).

100 pg protein igeren enzim ekstraktina 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH=6.6), 2.5 mM askorbat ve 10 mM H,0, eklenmesiyle olusturulan reaksiyon
karisimi; enzim aktivitesinin nmol askorbat.dak®.mg protein® birimine gore
hesaplanmasi i¢in 3 dakika boyunca 290 nm dalga boyunda enzim 0ziitii igermeyen

reaksiyon ¢ozeltisine (kor) kars1 okunmustur.

2.9.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitrobluetetrazolyum’un
(NBT) fotokimyasal indirgenmesini esas alan yonteme goére 560 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (57). 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9
mM L-Metiyonin, 57uM (NBT) ve %1 Triton X-100 karistirtlmis ve bu karisimdan
alinan 1mL ¢dzeltiye 20 pl siipernatant eklenmistir. Ornegin konulmasimi takiben
reaksiyonu baslatmak icin tiizerine 10uL riboflavin ilave edilmistir. Karistirma
isleminden sonra kiivetler 15 dakika 1s18a (375 umol.m'z.s'l) maruz birakilmis ve
absorbans degerleri kore karsi spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda
okunmustur. Toplam SOD aktivitesi {inite.mg protein™ olarak hesaplanmustir. Bir
enzim tnitesinin aktivitesi, NBT rediiksiyonunda %50’lik bir inhibisyon yaratmak

icin gereken SOD miktar1 olarak tanimlanir.
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2.9.5. Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

POD (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Bergmeyer (1974)’e gore belirlenmistir
(58). Reaksiyon karisimi 3 ml olup 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 20.1
mM guaiakol, 12.3 mM H,0, ve enzim ckstrakti igermektedir. Reaksiyon enzim
ekstraktinin ilavesiyle baslatilmis ve 1 dakikalik siire i¢inde izlenmistir. Enzim
aktivitesi, guaiakol’iin ekstinksiyon katsayisi (26.6 mM.cm™. 470 nm) kullanilarak

reaksiyon baslangi¢ hizindan hesaplanmistir.

2.9.6. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’mn
metoduna gore analiz edilmistir (59). 200 mM potasyum fosfat tamponu ( pH 7.5 ),
0.2 mM NaEDTA, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM GSSG, 50 uM NADPH ve 100 ug
protein igeren enzim ekstrakti son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyon, ortama NADPH’in eklenmesiyle baslatilmis ve orneklerin absorbansi
spektrofotometrede 340 nm’de okunmustur. NADPH’in enzimatik olmayan
oksidasyonu i¢in 340 nm dalga boyunda GSSG eklenmeyerek kaydedilen azaligla
diizeltme yapilmistr. Enzim aktivitesi, NADPH’in ekstinksiyon katsayis1 (6.2
mM.cm™. 340 nm) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon ¢ikarildiktan sonra

reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmastir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Toplam Protein Icerigi

GD ve kontrol grubundaki misir tohumlarinin toplam protein icerigi Sekil
3.1°de verilmistir. Orneklerin protein konsantrasyonlari; GD musirlarda 6.03 mg/ml,
kontrol grubu musirlarda ise 7.22 mg/ml olarak hesaplanmistir ve aradaki fark

istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0.05).
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Sekil 3.1. GD ve kontrol grubu misir tohumlarinin protein igerigi.
3.2. Toplam Yag i¢erigi ve Yag Asitleri Kompozisyonu

Kontrol grubu ve GD tohum o&rneklerinde belirlenen toplam yag igerigi ve
yag asitleri kompozisyonu Tablo 3.1°de verilmistir. Kontrol grubu tohumlarin toplam
yag miktarlarinin GD’den daha yiikksek oldugu belirlenmistir. Yag asitleri
kompozisyonuna bakildiginda kaproik asit, kaprilik asit, kaprik asit, laurik asit,
erusik asit, lignoserik asit, nervonik asit, eikosenoik asit (C20:2) ve dokosadienoik
asit iki grupta da tespit edilememistir. Tohumlarin miristik asit, eikosenoik asit
(C20:1) ve behenik asit miktarlar1 benzer bulunmustur. GD’de bulunan palmitik asit,
palmitoleik asit ve margarik asit varlifina kontrol grubu &rneklerinde
rastlanmamuistir. Kontrol grubuna ait 6rneklerde heptadekenoik asit, stearik asit, oleik
asit ve arasidik asit yiiksek bulunurken; linoleik asit ve linolenik asit ise GD

orneklerde daha yiliksek miktarda bulunmustur.
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Tablo 3.1. Misir tohumlarindaki toplam yag miktarlari ve yag asidi kompozisyonu.

GENOTIP

Kon GD
TOPLAM YAG (%) 2.83 2.2
YAG ASIDI (%)
Kaproik asit C6:0 *N.D. *N.D.
Kaprilik asit C8:0 *N.D. *N.D.
Kaprik asit C10:0 *N.D. *N.D.
Laurik asit C12:0 *N.D. *N.D.
Miristik asit C14:0 0.03 0.03
Palmitik asit C16:0 *N.D. 11
Palmitoleik asit C16:1 *N.D. 0.1
Margarik asit C17:0 *N.D. 0.08
Heptadekenoik asit C17:1 13.8 0.04
Stearik asit C18:0 2.7 2
Oleik asit C18:1 31.2 29.2
Linoleik asit C18:2 49.6 55.1
Linolenik asit C18:3 0.96 1
Aragidik asit C20:0 0.5 0.4
Eikosenoik asit C20:1 0.2 0.2
Behenik asit C22:0 0.1 0.1
Erusik asit C22.1 *N.D. *N.D.
Lignoserik asit C24:0 *N.D. *N.D.
Nervonik asit C24:1 *N.D. *N.D.
Eikosenoik asit C20:2 *N.D. *N.D.
Dokosadienoik asit C22:2 *N.D. *N.D.

*N.D. Belirlenemedi.

3.3. Karbohidrat I¢erigi

Tohumlarin HPLC ile belirlenen karbohidrat profilleri (fruktoz, glukoz,
sakkaroz, maltoz, arabinoz, riboz, trehaloz, ksiloz, melesitoz, melebioz)
incelendiginde hem GD hem de kontrol grubu tohumlarin riboz, arabinoz, maltoz ve
melebioz igeriklerini ihtiva etmedigi belirlenmistir (Tablo 3.2). Monosakkarit
igeriklerine bakildiginda GD tohumlarin ksiloz ve fruktoz igerigi bakimindan zengin

oldugu; glukoz miktarinin ise iki tohum grubunda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
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Disakkaritler arasinda yer alan trehaloza GD tohumlarda rastlanmaz iken; GD
tohumlardaki sukroz igeriginin kontrol grubuna kiyasla 9.96 kat fazla oldugu
belirlenmistir. Bir trisakkarit olan melesitoz, GD tohumlarda kontrol grubu 6rneklere

kiyasla 2.6 kat daha yiiksek oranda bulunmaktadir.

Tablo 3.2. Misir tohumlarindaki bazi karbohidrat icerikleri.

KARBOHIDRAT (mg/g) Kon GD
Riboz *N.D. *N.D.
Arabinoz *N.D. *N.D.
Ksiloz 1.83 £0.02 2.11+0.07
Fruktoz 0.65+0.05 1.09 £ 0.03
Glukoz 1.63+0.10 1.61+0.04
Sukroz 053+1.24 5.28+0.12
Maltoz *N.D. *N.D.
Trehaloz 1.90 £ 0.06 *N.D.
Melebioz *N.D. *N.D.
Melesitoz 1.11+0.07 2.90+0.09

*N.D. Belirlenemedi.
3.4. Prolin Konsantrasyonu

Bitki hiicrelerinde birgok stres faktorii sirasinda artan prolin, hiicrede osmotik
dengenin diizenlenmesinde, hiicresel yapilarin korunmasinda ve antioksidan
faaliyetlerin yiiriitiilmesinde rol almaktadir (60). Bitkilerde stresin bir gostergesi
olarak kabul edilen prolin, 6nceki ¢alismalarda misir tanelerinde de tespit edilmistir
(61). Mevcut ¢alismada orneklerdeki prolin igerikleri belirlenmistir (Sekil 3.2). GD
misirlarda 40.05 pmol/g tohum agirligi, kontrol grubu misirlarda ise 31.19 pmol/g
tohum agirlig1 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. GD ve kontrol grubu misir tohumlarinin prolin igerigi.
3.5. Toplam Fenolik Madde icerigi

Bitkiler ve hayvanlar arasindaki en belirgin fark; bitkilerin uzun metabolik
siireglerden kaynaklanan ve sekonder metabolitler olarak bilinen diisiik molekiiler
agirlikln bilesenleri biriktirebilme yetenekleridir (62). Sekonder metabolitler i¢inde
yer alan fenolik bilesikler patojenlere karsi savunmada, mekanik destekte,
tozlastiricilart ve meyve dagiticilar1 cezbetmede, zararli UV radyasyonu absorbe

etmede ve rakip bitkilerin biiylimesini azaltmada 6nemli gorevler almaktadirlar (63).

Orneklerdeki toplam fenolik madde igerikleri Sekil 3.4’te verilmistir. Toplam
fenolik madde miktart GD musirlarda 338.42 mg GAE / 100 g tohum agirligi, kontrol
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grubu musirlarda ise 401.13 mg GAE / 100 g tohum agirlig1 olarak hesaplanmistir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. GD ve kontrol grubu misir tohumlariin toplam fenolik madde igerigi.

3.6. Flavonoid I¢erigi

Flavonoidler birgok bitki tohumunda biriken sekonder metabolitlerden olup
tohumlarda dormansi ve canliligin korunabilmesi gibi fizyolojik fonksiyonlarda yer
almaktadirlar (64). Orneklerdeki toplam flavonoid madde igerikleri; GD musirlarda
139.24 mg CE / 100 g tohum agirligi, kontrol grubu misirlarda ise 183.71 mg CE /
100 g tohum agirlig1 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.6). Kontrol grubundaki toplam
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flavonoid madde igerigi, genetigi degistirilmis gruptakine gore Onemli diizeyde

yiiksektir ve bu fark istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p < 0.05).
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Sekil 3.6. GD ve kontrol grubu misir tohumlarinin toplam flavonoid igerigi.

3.7. MDA Konsantrasyonu

Hiicre membranlarindaki coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonundaki son {iriinlerden biri olarak ortaya ¢ikan MDA’ ’nin 6rneklerdeki
varlig1 arastirildiginda; MDA konsantrasyonlarinin GD musirlarda 5.97 nmol. gTA'l,
kontrol grubu musirlarda ise 3.11 nmol. gTA'1 oldugu belirlenmistir (Sekil 3.7). GD
orneklerde belirlenen MDA igeriginin kontrol grubu 6rneklerinde elde edilen igerige
kiyasla 1.9 kat fazla oldugu belirlenmistir ve bu artisin istatiksel agidan Onemli
oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Malondialdehit konsantrasyonundaki artis; pek
cok stres faktoriinlin tetikledigi radikal olusumundan dogan oksidatif stresin

hiicrelerdeki en 6nemli gostergelerindendir.
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Sekil 3.7. GD ve kontrol grubu misir tohumlarinin MDA igerigi.
3.8. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

3.8.1. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Bu tayin yontemi, reaksiyon karistmina H,O;’nin eklenmesiyle tepkimenin
baslamas1 ve askorbatin okside olmasi nedeniyle askorbat konsantrasyonunun
azalmasi prensibine dayanmaktadir. Tekrarli ¢alisilan tayin yonteminde her iki hatta
ait tohum ekstraktlarinda herhangi bir askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin

olmadig belirlenmistir.
3.8.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Negatif yiiklii bir molekiil oldugundan biyolojik membranlardan gegemeyen
ve bu yiizden, hiicrede, bulundugu yerde giderilmesi gereken stiperoksit radikali (O;~
)’nin, hidrojen peroksit ve oksijen olusumuna yol agan enzimatik dismutasyon
reaksiyonu SOD enzimi tarafindan katalizlenmektedir (20," +2H* & H,O, +

0O,) (65).

Hem sisirilmis hem de ¢imlendirilmis GD ve kontrol grubu misir
tohumlarindan elde edilen hiicre oziitlerinde SOD enzim aktivitesi belirlenmistir
(Sekil 3.8). Kontrol grubu tohumlarda SOD aktivitesinin baslangigtaki seviyesi GD
grubundakilerden daha yiiksek oldugu halde, ¢imlenmenin SOD enzim aktivitesini
her iki grupta da onemli derecede arttirdigi belirlenmistir (Sekil 3.9). Kontrol 2
grubundaki enzim aktivitesi Kontrol 1 grubunun yaklasik 5.2; GD 2 grubundaki
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enzim aktivitesi ise GD 1 grubunun 3.1 katina ¢ikmistir. Kon 1’de belirlenen SOD

aktivitesinin GD 1 grubunun yaklasik iki kat1 oldugu goriilmustiir.

Sekil 3.8. SOD aktivitesinin ol¢iilmesi.
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Sekil 3.9. Sisirilmis ve ¢imlendirilmis tohumlardaki toplam SOD aktivitesi.

3.8.3. Peroksidaz (POD) Aktivitesi

Sitoplazma ve apoplastik bolgedeki hidrojen peroksit (H207)’in
giderilmesinde 6nemli rol oynayan guaiakol peroksidaz enziminin aktivitesinin
stiperoksit dismutaz enzimi ile paralellik gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 3.10). Kontrol
1’de belirlenen POD aktivitesinin GD 1 grubunun yaklasik 4.6 kat1 oldugu ve
¢imlenmenin her iki tohum grubunda POD aktivitesini dnemli derecede arttirdig:
belirlenmigtir. Kontrol 2’de belirlenen POD aktivitesi Kontrol 1’in yaklasik 3.7 kati
iken; GD 2’de belirlenen POD aktivitesi GD 1’in yaklasik 6.4 katidir.
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Sekil 3.10. Sisirilmis ve ¢imlendirilmis tohumlardaki toplam POD aktivitesi.

3.8.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

NADPH kullanarak yiikseltgenmis glutatyonu indirgedigi bilinen glutatyon
rediiktaz enziminin baslangi¢ seviyesinin; GD 1°de Kontrol 1’in 1.7 kati oldugu
hesaplanmistir (Sekil 3.11). Cimlenmenin GR enzim aktivitesini Kontrol grubu
tohumlarda 6nemli derecede arttirdigi; GD grubu tohumlarda ise 6nemli derecede
azalttigr goriilmiistiir. Kontrol 2°deki GR aktivitesi Kontrol 1’in yaklagik 3.8 kati
iken; GD 2’deki GR aktivitesi GD 1’in yaklasik 1/7’sidir.
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Sekil 3.11. Sisirilmis ve ¢imlendirilmis tohumlardaki toplam GR aktivitesi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Kiiltiir bitkilerinin tohumlari; toplanan, test edilen, kopyalanan, depolanan ve
ekim zamanlarinda yeniden cevreye dagitilan bilginin kaynaklar1 ve tasiyicilart
olarak yasamin en O6nemli yapitaslarindandir. Tohumlardaki bu bilgi doganin ve
insan toplumlarinin tarih boyunca gegirdigi birlikte evrimin hikayesini barindirir. Bu
nedenle genetik ve kiiltiirel bir miras gibi bir insan neslinden digerine aktarilir.
Tohumun biinyesinde saklanan bu zirai bilgi iklim degisiklikleri gibi faktorlere
uyumun ve gida tretiminin devamlilig1 i¢in de gereklidir (66, 67). Bu nedenle zirai
tohumlarin zaman igerisindeki se¢ilimi gida ve yem {lretimine, ticarete ve bilgi
aligverisine essiz katkilarda bulunmustur (66). Ancak giiniimiizde; hizli niifus artisi
ve hizla artan gida gereksinimi, tarimi, yerel satiglar i¢in tiretimden kiiresel pazar
merkezli bir gida sistemine doniistiirmiistiir. Gen teknolojileri tarla bitkilerinin
bilesimlerinin, mevcut ve gelismekte olan besinsel ve endiistriyel kullanimlari
karsilamak tiizere degistirilmesine Onemli bir firsat saglamaktadir (68). GDO
teknolojileri araciligi ile verimi en iist seviyeye ¢ikarirken is¢ilik maliyetini en diigiik
diizeye indirme anlayisi; tohumlar araciligiyla geleneksel bilgi birikimi ve aktarimi
fikrinin yerine ge¢mistir (67). Transgenik cesitlerin gelistirilmesi i¢in yapilan biiyiik
yatirimlar; genetigi degistirilmis tohumlarin, ticari bitki yetistiriciliginde ve diinya
tahil piyasasinda baskin duruma gelmesine neden olmustur. Transgenik yontemler;
nesiller boyunca mutasyon, capraz dollenme ve seleksiyon yoluyla degismis olan
genleri birlestirmek i¢in mevcut hatlarin ya da cesitlerin caprazlanmasina dayanan
geleneksel 1slah yontemlerinin aksine, bir tiirdeki DNA’nin bagka bir tiire eklenmesi
seklinde gergeklestirilmektedir. Genleri tek tek degistirmek ve baska tiirlere
aktarmak sadece transgenik yontemlerle miimkiin olsa da; olusturulan bu yeni
genetik kombinasyonlarin; tarimsal ekosistemlerde karsilasilabilecek ¢oklu biyotik
ve abiyotik streslere zaman igerisinde hi¢ maruz kalmamasi bir dezavantajdir (67,
69). Ayrica; transgen teknolojilerindeki yiikselis; bu siirecin biyolojik cesitlilik
kaybin1 hizlandirip hizlandirmayacagi, uzun vadede beklenen faydalarindan sapip
sapmayacag1 ve ¢evreye olan olumsuz etkilerinin artip artmayacagi gibi endiseleri de
beraberinde getirmistir (67). Ancak bu konudaki endiselerin biiyiik kism1 gida olarak
kullanilan bitkiler tiizerindeki gen degisikliklerinin istenmeyen besin degeri

kayiplarina, toksik ya da alerjenik metabolit iiretimlerine, antioksidan bilesenlerde
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beklenmeyen degisikliklere ya da kayiplara yol acip ag¢madigi iizerinde
yogunlagmaktadir. Bu konuda soya, misir, pamuk, kanola gibi transgenik bitkileri de
kapsayan bir¢ok calisma olmasina ragmen, musirla ilgili olan arastirmalarin ¢ogu

fideler tizerindedir (70).

Tohum ¢imlenmesi ve ¢imlenme sonrast fide gelisimi; bitki fizyolojisinde
spesifik enzimlerin uygun zamanlarda aktiflesmesi ile bu aktivitelerin
diizenlenmesini igceren, yliksek metabolik faaliyet gerektiren ve hiicrede ROT
olusmasina neden olan karmasik bir siiregtir (28, 71). Bu siiregte; ¢imlenmenin
yiiksek enerji gereksinimini karsilamak iizere oksijen alimi ile oksidatif fosforilasyon
hiz1 artmakta ve bu olaylar1 takiben tohumlar sismektedir (72). Hem oksidatif
fosforilasyon hem de besin depolarinin tasinmasi hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel
hasara sebep olan ROT olusmasina sebep olur (71). ROT; sitotoksin fonksiyonlarina
ek olarak; tohumlarda ¢imlenme kapasitesinin artmasi, fide gelisiminin diizenlenmesi
ve ¢imlenme sirasinda embriyonun patojenlere kars: korunmasi gibi yararli biyolojik
roller de tistlenmektedir (21, 71). Bu molekiiller normalde hiicre igerindeki enzimatik
ya da enzimatik olmayan antioksidanlarla denge halindedir. Uretilmeleri ile ortadan
kaldirilmalar1 arasindaki muhtemel bir dengesizlik oksidatif strese yol acacagindan
dolayi;; ROT’ye karst savunmada gorev alan antioksidanlar sisme ve ¢imlenme

stirecinin basarili olmasinda 6zel bir 6neme sahiptir (19, 28).

ROT’nin sitotoksik etkilerinden biri lipidlere, proteinlere ve biyolojik
membranlarin secici gecirgenligine hasar vererek membranlarda sizintilara yol
acmasi ve membranlara bagli enzimlerin aktivitelerini degistirmesidir (28). Hiicresel
membranlardaki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit olarak
bilinen oldukg¢a reaktif bir tirtiiniin birikimi ile sonuglanir ve bu tiriin, oksidatif stresin
hiicre membranlarinda yol agtig1 yikimm onemli bir gostergesidir. Wattanakulpakin
ve ark. (2012) Zea mays tanelerinde su ile sisirmenin MDA seviyesinde bir artisa
sebep oldugunu gostermistir (18). Bu calismada; su ile sisirilmis GD ve kontrol
grubu tanelerdeki MDA seviyesi arastirilmis ve GD misirda kontroliin yaklasik iki
kat1 kadar MDA biriktigi belirlenmistir. GD misir tanelerinin MDA seviyesindeki bu
anlaml artis; transgen eklenen misir tanelerinde hiicre - ici oksidatif hasar oldugunu;

ancak antioksidan enzimlerden, antioksidanlardan ve ROT-ireten enzimlerden
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olusan zengin ve karmasik ROT savunma aginin hiicresel membranlarda biitiinliiglin

saglanmasinda yeterli olmadigini diisiindiirmiistir.

SOD, APX, GR ve POD gibi antioksidan enzimler bitkilerde ROT stresini
sik1 kontrol altinda tutan enzimatik savunma sistemi igerisinde yer aldigindan; bu
enzimlerin takim halinde ¢aligmasi hiicrelerin ¢imlenme siirecinden biiyiime, gelisme
ve hatta yaslanma siireglerine kadar oksidatif hasardan korunmasinda biiylik 6neme
sahiptir. Bitkilerde metal kofaktoriine gore siniflandirilan SOD enzimi tiplerinin aktif
merkezinde yer alan geg¢is metali; iki siiperoksit radikali arasinda elektron aktarimi
gerceklestirerek bu radikalin H,O, ve oksijene dismutasyonunu katalizlemekte (65)
ve bu enzim mitokondri, Kloroplast, mikro cisimcikler, sitosol ve apoplastta
calismaktadir (73). Apoplastik bolgede SOD tarafindan iiretilen HO2’nin Suya
doniistiiriilerek ortadan kaldirilmasinda gorev alan enzim POD enzimidir. Kiran ve
ark., (2012) kapok (Ceiba pentandra) tohumlarinda SOD ve POD aktivitelerinin
¢imlenme boyunca arttigini belirlemistir (28). Benzer sekilde bu c¢alismada hem
kontrol hem de genetigi degistirilmis misir tanelerinde SOD ve POD aktivitelerinin
¢imlenmis tanelerde sisirilmis tanelerden 6nemli derecede daha yiiksek bulunmasi;
bu iki enzimin ¢imlenme siirecindeki hiicrelerde antioksidan sistemin 6nemli iiyeleri
olarak gorev aldigini disiindiirmektedir. Bu durumda ¢imlenen tanelerin dogal
antioksidanlar gibi hizmet ettigi ve tedavi amaglh kullanilabilecekleri sdylenebilir
(28). SOD ve POD’un sigirilmis ve ¢gimlendirilmis tanelerdeki paralel davranisi; bu
enzimlerin GD ve kontrol misirlarda sismeden ¢imlenme sonrasindaki siirece kadar
takim halinde calistiginin gostergesi olabilir. Sisirilmis GD tohumlarda apoplastik
bolgede c¢alisan POD enzim aktivitesinin kontrolden daha diisiik bulunmasi; bu
enzimin bu gruptaki membran hasarmin Onlenmesinde yeterli koruyucu rol

oynamadigini isaret etmektedir.

Oksijen toksisitesine maruz kalan bitkilerde H,O,’nin giderilmesinde rol
oynayan enzimlerden biri de askorbat peroksidazdir. Askorbat peroksidaz
aktivitesinin 6zellikle kloroplastlarda ve sitosolde goriildiigii; ancak son ¢aligmalarda
mitokondride de bu aktiviteye rastlandigi bildirilmistir (74). Calismada sisirilmis
misir tanelerinden elde edilen misir unlarinda APX aktivitesi arastirilmis; ancak ne
GD grubunda ne de kontrol grubunda bodyle bir aktiviteye rastlanmamistir. Sonug

olarak; arastirmada kullanilan GD ve kontrol grubu misir tanelerinin APX aktivitesi
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bakimindan benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde gen¢ embriyolarin
embriyogenezin erken sathalarinda askorbat sentezleyemedikleri; ancak biiyiik
miktarda askorbat icerdikleri ve kullandiklar1 belirtilmistir. Bu durum geng
embriyolarin askorbat tedariki agisindan iizerinde bulundugu bitkiye bagimh
oldugunu gostermektedir (75). De Gara ve ark. (1997) kuru embriyolarin APX’ten
yoksun oldugunu ve hidrojen peroksitin giderilmesinde rol oynayan bu enzimin;
cimlenme sirasinda, askorbat sentezinden sonra sentezlendigini ve askorbattaki

artigla paralel olarak arttigini belirtmektedir (76).

Glutatyon (GSH); bitkilerin ¢ogunda bulunan, enzimlerin tiyol gruplarinin
korunmasinda, singlet oksijen ve hidroksil radikallerinin giderilmesinde gorev alan
diisiik molekiiler agirliklt bir bilesiktir. Ayrica; dehidroaskorbat rediiktaz enzimi
araciligiyla askorbatin dehidroaskorbattan rejenere edilmesinde yer almaktadir. Bu
tip reaksiyonlarda GSH glutatyon disiilfide (GSSH) yiikseltgenmekte; GSH,
glutatyon rediiktaz enzim araciliiyla NADPH-bagimli bir tepkime sonucunda
rejenere edilmektedir (74). GR enziminin musir bitkisinde kloroplastta, mitokondride
ve sitosolde aktivite gosterdigi belirtilmistir (77). GR enziminin sigirilmis misir
tanelerindeki baslangi¢ aktivitesinin; SOD ve POD enzimlerinin aksine, GD misirda
kontrol grubuna gore gozle goriiliir derecede yiliksek oldugu belirlenmistir. Sisirilmis
GD musir tanelerindeki prolin igeriginin nispeten yiiksek; toplam fenoliklerin,
flavonoidlerin ve diger iki antioksidan enzimin baslangic seviyelerinin diisiik
bulunmas1 ve ayrica MDA ile godsterilen membran hasarmin kontrole gore daha
belirgin olmasi; sisirilmis GD tanelerdeki antioksidan savunma sisteminde GR
aktivitesinin dnemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir. Cimlenme ile birlikte GD
misir tanelerinde GR aktivitesi gozle goriiliir bir diisiis kaydetmistir. Cimlenme
evresinde bu enzimin aktivitesinde gbzlenen diisiis; bu evrede H,O,’den kaynaklanan
oksidatif stresin azalmasinda POD gibi diger antioksidan mekanizmalarin One
ciktiginin gostergesi olabilir. Bunun aksine; ¢imlenme evresi, kontrol grubu misir
tanelerinde SOD ve POD aktivitesi ile beraber GR enzim aktivitesinde de 6nemli
artisa neden olmustur. Bu durum, ¢imlenme evresindeki kontrol grubu hiicrelerinin
oksidatif strese karsi savunulmasinda her li¢ enzimin de 6nemli rol iistlendiginin

gostergesidir.
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Bitki fenolikleri; DNA, proteinler, lipidler gibi biyolojik molekiilleri oksidatif
hasardan koruyan ve biiylime sirasinda hiicre duvarlarinin, ligninlere ve lignanlara
polimerizasyon yoluyla, giliglenmesinde gorev alan Onemli bilesiklerdir (30).
ROT’nin inhibe edilmesinde ya da ortadan kaldirilmasinda, verdikleri hidrojen ile
ozellikle singlet oksijenin giderilmesinde, elektrofillerin yok edilmesinde ve
metalleri selatlamada oynadiklar roller ile sadece bitki hiicrelerinin korunmasinda
degil ayn1 zamanda insan beslenmesinde de biiyiik yere sahiplerdir (78). Bitkilerdeki
flavonoidler benzo-y-piron yapisina sahip olan ve kendilerini tireten bitkilere pek ¢ok
yarar saglayan biiyiik bir polifenolik bilesik grubu olarak bilinmektedir (78). Fenolik
bilesikler bakimindan zengin beslenmenin; insanlarda kalp damar hastaliklarini
azalttigi, fele ve kanser riskini azalttigi; tlimoérlere, viriislere ve diger
mikroorganizmalara karst koruyucu rol oynadigi, tansiyonu disiirdiigli ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (30). Fenolik maddeler ile
flavonoidler; bitkinin farkli kisimlarinda bulunabilen biyolojik olarak aktif
fitokimyasallar arasinda yer almakta ve giivenilir dogal antioksidanlar olarak bu
hastaliklarin 6nlenmesinde onemli gorev iistlenmektedirler (78, 79). Arabidopsis ve
Brassica gibi bazi tiirlerdeki flavonoidlerin ve fenolik asitlerin biyosentezleri ve
birikimleri hakkinda oldukg¢a fazla miktarda ¢alisma oldugu halde; misir tanelerinde
az sayida flavonoid ve fenolik bilesik tanimlanmigtir (80). Le Clere ve ark. (2007)
misir tanelerindeki fenolik bilesiklerin miktarlarinin bitkilerin genetik ge¢misinden
etkilendigini ve bu bilesiklerin birikiminde yasa bagli olarak bir artis oldugunu
belirtmistir (80). Calismada GD ve kontrol grubu musir unu 6ziitlerindeki toplam
fenolik ve toplam flavonoid icerikleri spektrofotometrik olarak belirlenmis; GD misir
tanelerinde her iki bilesik grubunun kontrol grubundan diisiik bulunmasi; misir
tanelerindeki gen degisikliginin tohumun fenolik ve flavonoid madde sentez yollarinm
etkiledigini ve bu bilesiklerin sentezinde azalmaya yol agtigimi diistindirmiistiir.
Benzer sekilde Nie ve ark. (2005) Bt misirdaki baz1 fenolik asitlerin, transgenik
olmayan atalarina gore daha diisiik seviyelerde oldugunu gostermistir (81). Sisirilmis
GD musir tanelerindeki toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinda oldugu gibi; SOD
ve POD enzim aktivitelerinin kontrolden daha diisik bulunmasi, MDA
konsantrasyonunun bu hatta ait tanelerdeki yiiksek dereceleri ile birlikte
diisiiniildiiginde, bu hatlardaki oksidatif hasara karsi bu savunma sistemlerinin

yeterli olmadiginin bir gostergesi olabilir. Randhir ve Shetty (2005); misir
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filizlerindeki hem antioksidan aktivitenin hem de toplam fenolik igerigin
¢imlenmenin birinci giiniinden itibaren sabit bir artis halinde oldugunu gostermis ve
erken biiylime evresindeki antioksidan aktivitenin hem POD aktivitesiyle hem de

serbest ¢oziilebilir fenoliklerle iligkili oldugunu dnermistir (30).

Prolin aminoasidi tuz, kuraklik, asir1 sicaklik, UV radyasyonlar1 ve agir
metaller gibi gevresel streslere maruz kalmig birgok bitki tiiriinde biriken organik bir
osmotik korucudur (60). Bu birikim prolinin artan biyosentezinden oldugu kadar,
mevcut prolinin diisiik seviyelerdeki kullanimindan ve prolin yikimindaki azalmadan
kaynaklanmaktadir (82). Misir tanelerindeki varligi 6nceki g¢alismalarda (61) da
tespit edilmis olan prolinin hiicre i¢indeki miktarlarini belirlemek igin distile suda
bekletilerek sisirilmis misir tanelerinin ogiitiilmesi ile elde edilen misir unlarindan
yararlanilmistir. Prolin birikiminin GD musir tanelerinde; kontrol grubundakine gore
belirgin derecede fazla olmast GD musirdaki gen miidahalesinin hiicrelerde bir stres
sebebi olabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Yang ve ark. (2009) nin artan prolin
birikiminin, bitkilerdeki stresin bir gostergesi olarak, streslere karsi gelistirilen en
tipik hiicresel adaptasyonlardan biri oldugunu belirtmesi de bu goriisii destekler
niteliktedir (83). Tiirden tiire degismekle beraber; prolin birikiminin en ¢ok
ciceklerde ve tohumlarda gergeklestigi bilinmekte ve bu sekilde artan prolinin;
hiicrelerdeki osmotik dengenin saglanmasinda, reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasinda ve hiicresel yapilarin korunmasinda gorev aldigi belirtilmektedir
(60). Prolin; membranlardaki ve proteinlerdeki hasarlar1 6nleyerek stres toleransinin
iyilestirilmesinde 6nemli bir yardimci olarak kabul edilmektedir (60, 84). Calismada
GD musir tanelerinden elde edilen hiicre 6ziitlerinin protein icerigi kontrol grubundan
daha disiik bulunmustur. Bu durum, protein igerigi bakimindan zengin oldugu
bilinen musir tanelerinde gen eklenmesinin besin igerigini degistirdigini gostermistir.
Bu degisiklik; GD misirdaki 6nemli prolin artiginin tanelerdeki protein seviyesinin
tyilestirilmesinde yeterli olmadigini diisiindiirmektedir. Bu bulgular; McCann ve ark.
(2007)’1n herbisit ve bocek dayamklilifi arttirilmig transgenik misir taneleriyle
yaptigi ve bu tanelerin, kontrol grubuyla benzer protein igerigi gosterdigi

arastirmasiyla uyusmamaktadir (85).

Misir tanelerinin bilesiminin; tohum olarak kullanilan tanelerden gelisen

fidelerin saglikli olmasinda oldugu kadar, insan ve hayvan beslenmesinde de 6nemli
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oldugu bilinmektedir (86). Ozellikle monosakkaritler ve disakkaritler olarak bilinen
coziilebilir sekerler, yasayan tiim hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarinin korunmasinda
onemli bir gorev iistlenmektedirler (18). Misir tanelerinin gelisimleri sirasinda
onemli miktarlarda karbohidrat biriktirdikleri; tanelerdeki ¢o6ziilebilir seker
bilesimlerindeki degisikliklerin yaslanan misir tohumlarindaki canlilik kaybi ile
biiyiikk olgtide baglantili oldugu belirtilmistir (18). Herbisite karsi dayanikli ve
boceklere karsi direngli misir taneleriyle yapilan bir arastirmada; tanelerdeki toplam
karbohidrat igerigi bakimindan iki genotip arasinda Onemli fark olmadig
gosterilmistir (85). Coziilebilir sekerler arasinda yer alan sukroz, glukoz ve fruktozun
bitki yapisinda ve metabolizmasinda hem hiicresel hem de tiim organizma diizeyinde
belirgin bir merkezi rol oynadigr bilinmektedir (87). Bu calismada g¢esitli
monosakkaritlerin, disakkaritlerin ve trisakkaritlerin miktarlar1 ile GD ve kontrol
grubu misir tanelerindeki karbohidrat profilleri belirlenmistir. Analizleri yapilan iki
genotip arasinda glukoz miktarlart bakimindan 6nemli bir fark bulunamazken; bir
diger monosakkarit olan fruktoz igeriginin GD tohumda daha zengin oldugu
belirlenmistir. GD taneler disakkarit olan sukroz miktar1 bakimindan kontrol
grubunun 10 kati kadar bir igerige sahiptir. Onemli birer besin maddesi olan bu
molekiillerin; ¢esitli streslere karst cevaplarda da gen ifadelerinde Onemli
degisikliklere sebep olacak sinyalizasyon molekiilleri olarak calistiklar:
bildirilmektedir (87). Mitokondrial solunum gibi reaktif oksijen tiirlerinin tretildigi
cesitli metabolik tepkimeler ¢oziilebilir sekerlerle dogrudan baglantili olup; bu
sekerler, fenolik maddelerin {tiretildigi pentoz-fosfat yolu gibi antioksidan siireglerle
de dogrudan iligkilidir (87). Riboz, arabinoz, maltoz ve melebioz igeriklerine her iki
genotipte de rastlanmazken; GD tanelerin indirgen-olmayan bir disakkarit olan
trehaloz igerigi bakimindan da kontroliin aksine noksan oldugu belirlenmistir.
Almeida ve ark. (2003) trehalozun misirda 6zellikle gesitli stresler altinda protein
stabilizasyonunda ve hiicre membranlarinin korunmasinda gorev aldigini belirtmistir
(88). GD musir tanelerindeki baskin ¢oziilebilir seker oldugu belirlenen sukrozun yag

asidi metabolizmasiyla baglantili olabilecegi ifade edilmistir (89).

Misir tanelerindeki protein, nisasta ve yagin nispi bilesimleri 6nemli bir
genetik bilesen olarak kabul edilmekte (90) ve yag asidi i¢eriginin misirézli yaginin

besin degerinin belirlenmesinde dnemli bir kriter oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada
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GD ve kontrol grubundaki musir tanelerinin toplam yag igerikleri ve yag asidi
kompozisyonlar1 kiyaslanmistir. Buna gore kontrol grubu tanelerdeki toplam yag
miktarinin trangenik tanelere gore daha fazla oldugu ve misir tanelerindeki baskin
yag asitlerinin her iki grupta da linoleik asit (C18:2) ve oleik asit (C18:1) oldugu
saptanmistir. GD ve geleneksel misir tanelerinden elde edilen islenmemis yaglarin
karsilastirildigr ¢aligmalarda; tanelerdeki toplam lipidlerin kuru agirligin %3.2-
3.4’1intl olusturdugu ve genetik modifikasyonun bu tanelerdeki toplam yag igeriginde
cok kiigiik bir degisime sebep oldugu belirlenmistir (3). Bahsedilen arastirmadaki (3)
toplam yag miktarlarinin, bu ¢aligmadakinin aksine kontrol grubunda kismen daha
fazla oldugu bulunmustur. Misirézii yagindaki doymamis yag asitlerinin doymus yag
asitlerine oranla daha fazla oldugu (%75’ten yiiksek oranda) ve linoleik asidin oleik
asitle beraber tiim yaglarin bilesiminde en ¢ok bulunan doymamis yag asidi oldugu
bilinmektedir. Buna ek olarak; hiicre membranlar1 genellikle fosfolipidlerden
olugmakta ve tohum gelisiminin erken safhalar1 asir1 hiicre boliinmesiyle karakterize
edilmektedir. Yiiksek oranda oleik asit ve linoleik asit biyosentezi gelisen
tohumlardaki hiicrelerin membran permeabilitesini ve akiskanligin1 diizenleyen
fosfolipidlerin sentezi igin gereklidir (91). El-Sanhoty ve ark. (2006)’in Bt misir ve
kontrol grubu musir tanelerindeki 10 farkli yag asidi igeriklerini kiyasladigi
arastirmalarinda (3), Bt misirdaki yag asidi kompozisyonlarinin kontroldeki ile
kiyaslanabilir seviyelerde oldugu ve linoleik asidin, bu arastirmadaki bulgularla
benzer sekilde, misir tanelerinde en c¢ok bulunan yag asidi oldugu gosterilmistir.
Ayrica, herbisitlere ve boceklere karsi dayanikliligi arttirilmis GD musir tanelerindeki
yag asidi bilesimlerini arastiran bir bagka calismada yine linoleik asidin ve oleik
asidin bu tanelerdeki baskin yag asitleri oldugu ve GD ile kontrol grubu genotipler
arasinda bu iki yag asidinin bilesimi bakimindan gozle goriiliir bir fark olmadig
belirtilmistir (85). Misirozii yagindaki oleik asit oraninin arttirilmasiyla yagin
oksidatif stabilitesinin arttirilabilecegi ve boylece elde edilebilecek olan daha saglikli
yag kompozisyonu sayesinde kalp damar hastaliklarinin azaltilabilecegi onerilmistir
(92, 93). Kontrol grubunda varlig: tespit edilemeyen ve doymus bir yag asidi olan
palmitik asit (C16:0) GD musirda linoleik asit ve oleik asitten sonra en ¢ok bulunan
yag asididir. Misirézii yaginda; palmitik asit ve stearik asit (C18:0) gibi doymus yag
asitlerinin yag bilesimindeki oranlarinin arttirilmasi; gida treticilerinin istenmeyen

trans yag asidi olusumu gerceklesmeksizin, margarin {iretmelerine olanak
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saglamaktadir (92). Sonug¢ olarak bu calisma ile kontrol grubu misir tanelerindeki
genetik miidahalenin tanelerdeki toplam yag miktarimi azalttii; ancak palmitik asit
ve heptadekenoik asit disindaki yag asidi kompozisyonlarinda biiyiik farklara yol

agmadigini gosterilmistir.

Sonug olarak; biyoteknolojik olarak gelistirilen tohumlarda, eklenen gen ya
da genlerin tohumlardaki besin degerlerine, stres gostergelerine ve antioksidan
parametrelere olan etkisini inceleyen bu arastirma bu alandaki ¢aligmalar arasinda
O0zgiin bir degere sahiptir. GD ve kontrol musir taneleri arasinda, incelenen
parametreler bakimindan onemli farkliliklar oldugu ve bu farkliliklara sebep olan
fizyolojik ve genetik mekanizmalarin daha ayrintili aragtirmalara ihtiyag duydugu
aciktir. Gen mithendisligi calismalarinda en ¢ok kullanilan bitkilerden biri olan misir
bitkisinin hem tanelerinin hem de bu tanelerden elde edilen yan {iriinlerin gida
sektorlindeki yeri ve insan saglig1 agisindan 6nemi diisiiniildiiglinde: bu ¢alismadan
elde edilen bulgularin bu alandaki diger calismalara 11k tutacagi kanaatine

varilmigtir.
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