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Genetigi degistirilmis organizmalarin (GDO) ve bunlarin ham madde olarak kullanildigt
islenmis gidalarin analizleri yapilmal: ve etiketlendirilmelidir. Bu amagla oncelikle
islenmis gidalara 6zgii farkli DNA izolasyonu protokollerinin gelistirilmesi, belirlenmesi
ve gerekirse iiriin bazinda bu protokollerin modifiye edilerek GDO taramasinda
uygulanmasi gerekmektedir.

Bu calismada iilkemizde satisa sunulmus soya ve/veya musir iceren farkli islenmislik
seviyelerindeki farkli markalardan 12 gesit iiriin olmak iizere toplam 27 adet gida tiriinii
(biskiivi (4), misir gevregi (2), kraker (4), misir cipsi (5), misir nigastast (2), misir unu
(2), cin musir, tath misir, bebek mamasi (2), kek (2), misir patlagi, soya unu) ile negatif
(bugday tohumu) ve pozitif kontrol i¢in standart materyaller (GD soya kiispesi ve GD
musir) kullanilmigtir. Alti farkli DNA izolasyonu protokolii ve iki adet DNA Kiti
kullanilarak her bir iglenmis {irlin i¢in en uygun izolasyon yontemi belirlenmis, elde
edilen DNA’larin kalite ve miktarinin gida tiirtine ve islenmislik diizeyine bagl olarak
farklilik gosterdigi saptanmistir. Gida Orneklerinde lektin/zein geni taramasi ile 18
ornegin zein geni, 4 6rnegin ise lektin geni igerdigi saptanmustir. Incelenen iiriinlerde
genetigi degistirilmis organizmalar kalitatif olarak PZR analizleri ile saptanmigtir. Gida
tiriinlerinin 35S promotor, nos ve tNos terminatdr dizileri bakimindan molekiiler taramasi
yapilmigtir. Tarama sonucunda gida iirlinlerinin bazilarinin genetigi degistirilmis trtinler
icerdigi belirlenmistir. Sonug olarak, tilkemizde satisa sunulan misir-soya igeren bazi
driinlerin  genetigi  degistirilmis hammadde igerdigi Vve kontrollerin yapilarak
etiketlendirilmeleri gerektigi sonucuna vartlmustir.
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Genetically modified organisms (GMOs) and their raw materils used in processed foods
should be analyzed and labelled. Keeping in view, there is need to determine different
DNA extraction protocols specific to processed food and these protocols should be
modified and must be applied to test GMOs.

In this study, six different DNA extraction protocol and two DNA kits were used for soy
or corn based 12 kinds of products with total of 27 processed food products of different
brands including (biscuits (4), cornflakes (2), crackers (4), corn chips (5), corn starch (2),
corn flour (2), popcorn, sweet corn, baby food (2), cakes (2), popcorn, soy flour
alongwith negative control (wheat grains) and positive control (GM soy cake and GM
corn). 6 different isolation protocols and 2 DNA kits were used in order to determine the
most suitable DNA isolation method of each processed food, and results showed that
DNA quantity and quality varied with type of food and processing. Investigation of
genetically modified organisms in these products was determined by qualitative PCR
analysis. Food products were at first screened by lectin/zein gene and in 18 samples zein
gene and in 4 samples lectin gene was determined. Later on, molecular screening of these
food products were carried out by using 35S promoter and nos or tnos terminator
sequence. Screening of these products revealed the presence of genetically modified
products. As a result, some of the products sold in our country containing corn-soy based
raw material were found to be genetically modified and must be labelled after control
process.

Keywords: Corn, DNA, Genetically Modified Organism, GMO, Processed Food,
Soybean
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1. GIRIS

Gereksinim duyulan 6zelliklere (hastaliklara ve zararli organizmalara direncli,
herbisitlere toleransli, {irtin kalitesi artirilmis vb.) sahip genetigi degistirilmis tarim
tirtinlerinin global ekim alanlar1 giin gectikge artmaktadir. Bunu takiben, son yillarda
genetigi degistirilmis {iirlinleri igeren gidalarin kullaniminda da 6nemli oranda artis
yaganmaktadir. Ancak, gelisen biyoteknolojik yontemler sayesinde elde edilen bu yeni
cesitlerin insan sagligi ve c¢evre tlizerinde olasi olumsuz etkileri olacagi konusunda
endise duyulmaktadir. Dolayisiyla bu driinlerin, iretiminden tliketiciye ulasma
asamasina kadar siki bir sekilde incelenip risk degerlendirmelerinin yapilmasi ve ¢ogu
zaman da tiiketicilerin bilerek tercih yapabilmeleri i¢in etiketlendirilmesini kapsayan bir
dizi diizenlemelerin olusturulmasi1 gerekmektedir. Ulkemizde, biyogesitliligin
korunmasi ve Dbilingli tiikketimin saglanabilmesi i¢in genetigi degistirilmis
organizmalarin (GDO) ve bunlarin ham madde olarak kullanildigi islenmis gidalarin
analizleri yapilmali ve bu gidalarin etiketlendirilmeleri zorunlu hale getirilmelidir.
Limanlarda, giimriik kapilarinda kontrol laboratuarlari kurulmasi ve ithal olarak

tilkemize gelen tohumlarin ise GDO testine tabi tutulmasi gerekmektedir.

Ulkemizde, transgenik iiriinlerin yetistirilmesi yasak olmasimna ragmen, ithalat yoluyla
gelen transgenik triinler c¢esitli denetimlerden gegerek market raflarinda yerini
almaktadir. Misirin yaklasik 700, soyanin ise 900 ¢esit gida maddesi igerisinde
kullanildigr (Anonim, 2005a) varsayildiginda, GDO’lu iriin tiiketim miktarinin 6nemi
daha da iyi anlasilacaktir. Misir ve soya kokenli yag, un, nisasta, glikoz surubu,
sakkaroz, fruktoz iceren gidalar giinliik tiiketilen maddeler arasinda yerini almaktadir.
GDO’lu olma riski tagtyan iriinlerin basinda; bitkisel yaglar, unlar, bebek mamalari,
sekerlemeler, cikolata ve gofretler, hazir ¢orbalar, biskiivi, gevrek, kraker, cips, misir ve
soyayr yem olarak tiiketen tavuk ve benzeri hayvanlardan elde edilen gidalar
gelmektedir.

Bu calismada, degisik marketlerden temin edilen misir ve soya kokenli gida iiriinlerinde
genetigi degistirilmis organizmalarin kalitatif olarak PZR analizleri ile tespit edilmesi
amaclanmistir. Transgenik iirlinlerin basinda gelen misir ve soyadan firetilmis farkli

islenmislik seviyesindeki ¢esitli gida tirlinlerinde diizenleyici dizilerin (35S promotor,



nos ve tNos terminator) belirlenmesine dayanan PZR analizleri ile kalitatif tarama
yapilmigtir. Bu analizlerin sonucunda, iilkemizde satisa sunulmus olan farkli gida

tirtinlerinin GDO kokenli iirtin igerip icermedigi tespit edilmistir.

Fiziksel ve Kkimyasal islemler, gida Orneklerinin genomik DNA’sinin rastgele
parcalanmasina neden olarak miktarini azaltip, yapisini bozabilmekte ve islenmis gida
tiriinlerinden DNA izolasyonunu zorlastirabilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 islenmis
gidalara 6zgii farkli DNA izolasyon protokollerinin gelistirilmesi, belirlenmesi ve
gerekirse iiriin bazinda bu protokollerin modifiye edilerek uygulanmas: gerekmektedir.
Bu tez ¢alismasinda da farkli DNA ekstraksiyon protokolleri, modifiye sekilleri ve
ekstraksiyon Kitleri denenerek, incelenen her bir islenmis {iriin i¢in en uygun izolasyon
metodunun belirlenmesi amaglanmigtir. Wizard metodu, lysis buffer i¢inde % 1 BME
(B-mercaptoethanol) eklenmis modifiye Wizard metodu, 6rneklerin TNE tamponu ile 6n
inkiibasyonuna dayali kombinasyon yontemi, CTAB metodu, lysis buffer iginde % 1
BME eklenmis modifiye CTAB metodu ve CTAB ydntemi olmak tizere alt1 farklit DNA
izolasyonu protokolii ile iki adet DNA kiti (DNeasy® Mericon™ Food Handbook,
Qiagen ve GENESpin, Eurofins GeneScan DNA extraction kiti) kullanilarak ¢alismada
kullanilan her bir islenmis gida iirlinii i¢in en uygun ekstraksiyon protokolii tespit
edilmistir. Ulkemizde satisa sunulmus soya ve/veya musir iceren farkli islenmislik
seviyelerindeki farkli markalardan 12 farkli ¢esit olmak iizere toplam 27 adet gida
tirtiniinde farkli izolasyon yontemleri kullanilarak gerceklestirilen DNA izolasyonlari
sonucunda, elde edilen DNA’larin kalite ve miktar1 gida tiiriine ve islenmislik diizeyine

bagli olarak degisiklik gostermistir.

Incelenen gida iiriinlerinin GDO taramalar1 da yapilmis ve GDO’lu iiriin igerip
igermedikleri belirlenmistir. Incelenen musir ve soya kokenli iiriinlerde, yabanci genlerin
varlifi, Avrupa Birligi tarafindan onaylanmis pek ¢ok transgenik misir ve soyada
bulunan diizenleyici diziler olan 35S promotor, nos ve tNos terminator dizilerinin
kalitatif PZR analizleriyle arastirtlmistir. Gida {irlinlerine 6zgii olan lektin — zein geni
taramas:t da yapilmistir. Yapilan analizlerle incelenen gida materyallerinin gogunun
genetigi degistirilmis tirtinler i¢erdigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda
iilkemizde GDO’larin tespiti ve etiketlenmesiyle ilgili daha hassas denetimlere ihtiyag

duyuldugu belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Uzun yillardir giftgiler, basta seleksiyon olmak iizere klasik 1slah yontemleri sayesinde
bilmeden de olsa, bitkiler tizerinde genetik modifikasyona sebep olmakta ve daha
gelismis ¢esitler tiretmeye ¢alismaktadirlar. Bitkilerin kalite ve verimliliginde meydana
gelen uzun vadeli ancak yavas gerceklesen bu degisimler yaklasik olarak 10.000 yillik
bir siirecten bu yana izlenmektedir (Parekh ve Gregg, 2004). Daha sonra gelistirilen
rekombinant DNA teknolojisiyle, istenilen genin tiirler arasinda aktariminin miimkiin
hale gelmesi ve bu c¢ag atlatici teknolojinin ¢esitli sektorlerde yogun olarak
kullanilmaya baglanmasiyla beraber “genetik modifikasyon” kavrami ¢ok daha 6zel bir

anlam kazanmistir (Huffman, 2004).

Gelistirilen biyoteknoloji teknikleri sayesinde verimi ve kalitesi yiiksek bitki ¢esitlerine
yeni Ozellikler kazandirmak amaciyla, bir ya da bir kag gen kolayca aktarilabilmektedir.
Bu islem sonucunda organizmalarin genetik yapilarinda belirli amaglar dahilinde
sekillendirilmeler ve degisiklikler yapilabilmektedir. Biyoteknolojik yontemlerin
uygulanmasi, basta 1slah siiresinin kisaltilmasinin yaninda; genetik baglilik sorunlarini,
melezlemede karsilagilan engelleri ve gen havuzlarindan yararlanmadaki sinirlamalari
kolayca ortadan kaldirilabilmektedir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Bitki biyoteknolojisi iki
onemli teknigin temelini olusturmustur. Bunlardan ilki tek bitki hiicrelerinden
laboratuar sartlarinda doku kiiltiiri (in vitro) tekniklerini kullanarak hiicrenin genetik
yapisim degistirmeksizin yeni bitkilerin elde edilmesidir. Ikincisi ise, bitkilerde kok
bogazi uruna neden olan Agrobacterium tumefaciens bakterisinden  bitki
kromozomlaria yapilan dogal gen aktarim mekanizmasidir (Ozcan ve Sancak, 2005).
Bu iki teknigin birlikte kullanilmasiyla hemen hemen tiim kiiltiir bitki tiirlerine gen

aktarimi miimkiin hale gelmistir.

Bu yontemler sayesinde triinlerin, {iretim miktar1 ve kalitesinde ilerlemeler olacagina
iliskin beklentiler zaman gegtikce daha da artmaktadir. Ozellikle, son yillarda genetigi
degistirilmis organizmalarin kullaniminda biiyiik oranda artis olmustur. Ancak,
GDOQO’larin kullaniminin yayginlagsmasiyla, bu iirlinlerin ¢evre ve insan sagligi lizerinde

olumlu - olumsuz etkileri olduguna iliskin endiseler de artmaktadir.



Genetigi degistirilmis organizmalar en basit haliyle Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan, ‘‘Genetik kodlar1 dogal olmayan yollarla degistirilen organizmalar’® olarak
tamimlanmaktadir (Anonim, 2009). GDO, biyoteknolojik yontemlerle canlilarin sahip
oldugu gen dizilimleriyle oynanarak, mevcut 6zelliklerinin degistirilmesi veya canlilara
yeni Ozellikler kazandirilmasi ile elde edilen organizmalara verilen isimdir (Kulag ve
ark., 2006). GDO, aslinda bir molekiiler bitki 1slahidir. Gen teknolojisi veya genetik
miihendisligi (modern biyoteknoloji) ile geleneksel ve 1slah edici yontemlerin tersine
gidalarda triinlin karakteristigini degistirmek i¢in gen ve tiir arasinda kopyalama ve
transferler yapilarak gidalardaki organizmalarin dogal yapist degistirilmektedir.
Organizmalarin bu yolla genetik olarak degistirilmesiyle ortaya c¢ikan yeni tiirlere,
genetik olarak degistirilmis organizma (genetically modified organisms - GMO)
denilmektedir. Ornegin, baliktan alinan bir genin domatese nakledilmesiyle domatesin
dogal yapisi degismekte ve yeni bir 6zellik kazandirilmaktadir (Yanaz, 2008). Genetik
miihendisligi yontemleriyle biinyelerine yabanci genler dahil edilerek “genetik yapilar1”
degisiklige ugratilan, bu yabanci genlerin genomlarina sabit olarak entegre edildigi ve
bu 6zellikleri gosteren bitki, hayvan ve mikroorganizmalar, genetik yapisi degistirilmis
organizma olarak adlandirilmaktadir (Demir ve ark., 2006). Diger bir ifadeyle, GDO
biyoteknolojik yontemlerle canlilarin sahip oldugu gen dizilimleriyle oynanarak,
mevcut Ozelliklerinin degistirilmesi veya canlilara yeni 6zellikler kazandirilmasi ile elde
edilen organizmalara verilen isimdir (Unal, 2009). Rekombinant organizmalar, GMO
(genetically modified organism, genetik olarak modifiye organizma) ve GDO (genetik
olarak degistirilmis organizma) ile Transgenik/Biotek/Rekombinant Organizma veya
LMO (living modified organism) gibi farkli isimlerle adlandirilabilmektedir (Tozzini ve
ark., 2000; Goziikirmizi, 2002; Eser ve Kilingarslan, 2005; Lipp ve ark., 2005). GDO
kisaca, gelisen teknolojiyle bitkinin genetigiyle oynanarak kendisinde bulunmayan yeni

ozellikleri bitkiye kazandirmaktadir.

2.1. Genetigi Degistirilmis Bitkilerin Siniflandirilmasi

Ik transgenik bitkiler insan ve hayvan beslenmesi amaciyla iiretilmis olup, agronomik
ozellikleri gelistirilmis bitkilerdir. Birinci nesil olarak da adlandirilan bu bitkiler

(Haver ve ark., 2003), pestisitlere (Tuzun ve ark., 1996) ve/veya yabanci ot kontroli



igin bazi herbisitlere dayanikli olmalar1 igin iretilmistir (Stewart ve Sorensen, 1997;
Haver ve ark., 2003).

Ikinci nesil GD bitkiler, verim ve besleme kalitesinde artis saglanmis bitkilerdir ve
ticari anlamda yaygin bir sekilde tiretilen birinci nesil bitkilerin aksine, besin degerleri
artirllmis ya da degistirilmis bitkilerdir. Ikincil/yeni nesil olarak adlandirilan bitkiler
tizerinde, heniiz yaygin olarak tiretim yapilmamakla birlikte, yogun ¢aligmalar devam
etmektedir (Haver ve ark., 2003).

Insan tedavisinde ¢okca kullanilan pahali as1 ve ilaglarin iiretildigi ayrica biyo - yakit
tiretimine de yatkin olan bitkiler ise tigiincii nesil GD bitkiler olarak isimlendirilir ve bu

bitkiler arastirma ve gelistirme asamasindadir (Fernandez - Cornejo ve Caswell, 2006).

2.2. Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Potansiyel Faydalar

Her teknolojinin oldugu gibi GDO’nun da potansiyel yarar ve zararlart mevcuttur.
Genetik miihendisligi teknolojisi ve elde edilen genetigi degistirilmis bitkiler ile diinya
populasyonunun giderek biiylimesi sonucu gerekli olan gida ve ilacin istenildigi
derecede tretilebilecegi disiiniilmektedir (Uzogara, 2000). Buna ek olarak bu
teknolojinin; hizli biiyiiyen, hastalik ve boceklere direngli, herbisitlere dayanikli bitkisel
driinlerin yani sira daha lezzetli, giivenli, verimli, besleyici, uzun omiirlii ve saglik
agisindan da daha faydali bitkisel ve hayvansal iiriinler ile endiistriyel ve farmakolojik
tiretime katki saglayacak organizmalarin elde edilmesi gibi potansiyel faydalara sahip
olacagi da ileri siiriilmektedir (Uzogara, 2000; Kiyak, 2004; Celik ve Turgut, 2007).

Genetigi degistirilmis organizmalarin getirecegi potansiyel faydalar asagida verilmistir.

2.2.1. Bitkisel ve Hayvansal Uriin Veriminin Artirilmasi

Diinya niifusunun 2025 yilina yaklasildiginda 8 milyar1 agsmasi beklenmekte ve bu
kalabalik niifusun besin ihtiyacinin kargilanmasi biiyiik bir sorun olarak goriilmektedir.
Ekilebilir alanlarin artist  mimkiin olamayacagr gibi, tarimsal iretim igin

kullanilabilecek tatli su kaynaklari da giderek azalma gostermektedir. Artan niifusu



besleyebilmek i¢in, birim alandan elde edilen {iriin veriminin artirilmasi gerekmektedir.
Klasik 1slah yontemleriyle elde edilebilecek biyolojik verim artisinin da artik sinirlarina
gelindigi distintldiiglinde, bitki ve hayvan 1slah1 c¢aligmalarinda gen aktarim

teknolojisinin kullanilmasinin kaginilmaz oldugu goriilmektedir (Kiyak, 2004).

Genetigi degistirilmis bitkiler, {iriin verimini artirmak ve ayrica bdcekler, yabani otlar,
herbisitler, viriisler, tuzluluk, pH, sicaklik, don ve kuraklik gibi ¢esitli ¢evresel
faktorlere dayanikli bitkiler iireterek iiriin kaybin1 azaltmak i¢in kullanilabilir (Uzogara,
2000; Kiyak, 2004). Bir yillik olan 6nemli tahil iiriinleri genetigi degistirilerek ¢ok
yillik tiriinlere doniistiiriilebilir. Boylece, topragin daha az iglem gormesi (gift siirme
vb.) ile erozyonun azalmasi ve yil boyunca iirlin alinmasi saglanabilmektedir (Hemmer,

2005).

Klonlama teknolojsi, hayvanlarda protein iiriinleri ve et talebini karsilamak amaciyla
biiyiik oranda ¢iftlik hayvanlarinin tiretimini saglamaktadir. 1993 yilinda ABD Gida ve
llag Idaresi (US FDA) tarafindan onaylanan rSBH (rekombinant sigir biiyiime
hormonu) ile sagimlik ineklerin siit liretiminde artis oldugu gézlenmistir. Boylece, et ve
siit kaynagi bakimindan yetersiz kalan iilkelere bu iirlinlerin daha ucuz sekilde ihrag
edilmesi i¢in bol miktarda iiretilebilecegi diisiiniilmektedir (Uzogara, 2000; Celik ve

Turgut, 2007).

2.2.2. Besin Kalitesinin Artirilmasi

Rekombinant DNA teknolojisi ile protein kalitesi (6rnegin proteinin metiyonin ve lisin
icerigi) artirilarak iirlinlerin esansiyel amino asit igeriklerinde artis saglanabilmektedir
(Uzogara, 2000). Bu yontemle tavuklarda liremeyi olumsuz etkileyen lisin azlhigi
dolayisiyla genellikle tahillarda ¢ok az bulunan lisin miktarmin artirilmast; et, siit ve
yiin {liretimi kiikiirt iceren amino asitlere (metiyonin ve sistein) bagli olan ciftlik
hayvanlariin besinlerinin bu amino asitlerle zenginlestirilmesi miimkiin olabilmektedir

(Arda, 1995).



Monsanto Sirketi tarafindan {iretilen nisasta igerigi artirllmis Russert Burbank
patatesleri sayesinde kizartma iglemi esnasinda daha az yag ceken, pisirme siiresi ve
maliyeti azaltilmis patates iretimi saglanmistir (Whitney ve ark., 2004). Afrika’da
kassava mozaik virlisiine ve genel mozaik viriislerine direncli, yiiksek besin degerine

sahip kassava tiretmek i¢in bu bitkilerin genetigi degistirilmistir (Uzogara, 2000).

2.2.3. Meyve ve Sebzelerin Raf Omrii ve Organoleptik Kalitelerinin Artirilmasi

Domateslerin olgunlasma, yumusama ve ¢iiriime islemleri geciktirilerek uzun bir raf
omriine sahip olmalarini saglamak i¢in, bu bitkilerin genetigi degistirilmis ve Flavr Savr
ad1 verilen yeni bir iiriin olusturulmustur (Uzogara, 2000). Olgunlagsma ve yumusama,
biiyiik oranda, meyve hiicreleri tarafindan etilen iiretimine baglidir. Bu olgunlasmanin
geciktirilmesi islemi, etilen iiretiminde rol oynayan genlerin kontrol edilmesi veya farkli
bir strateji olarak hiicre duvarini bozan bir enzim olan poligalakturonaz enziminin
baskilanarak pektin yikiminin ertelenmesi ile olmaktadir (Arda, 1995; Uzogara, 2000).
Boylece koku, lezzet, yumusaklik/sertlik derecesi gibi organoleptik 06zellikler
verilebilmekte ve daha uzun raf omrii saglanabilmektedir. Uriinlerin nakliye ve
islenmeye dayanikli olmasi, sogutma sistemlerinin gilivensiz, pahali ve nakliye aginin
yetersiz oldugu disiintiliirse gelismekte olan iilkelerdeki ¢iftciler ve tiiketiciler i¢in de

faydali olacaktir (Uzogara, 2000; Kiyak, 2004).

2.2.4. Yenilebilir Asi ve Tla¢ Uretimi

GDO’lar hem gida hem de ilag olarak etki edecek firtinler seklinde de tiiketilebilirler.
Ornegin; brokolinin anti - oksidant igerigini; ¢aymn flavonoid icerigini zenginlestirmek
miimkiin olabilir. Patates, muz ve domates, as1 depolamak i¢in genetik olarak
degistirilebilir. Ozellikle olgunlastig1 zaman ¢ig olarak tiiketilen muz gibi baz1 tropikal
tirtinler; hepatit, kuduz, dizanteri, kolera ve ishal ile diger bagirsak enfeksiyonlarina
karst kullanilabilen proteinleri iiretmek icin genetik olarak degistirilebilmektedir.
Yenilebilir tiriinlerdeki bu asilar, {irtinlerin yetistirildigi, diisiik maliyetle dagitildig: ve

ozellikle as1 liretimi icin kaynagin ve tibbi alt yapinin yetersiz oldugu gelismekte olan



ilkeler diisiiniildiigiinde cocuklar i¢in faydali olacaktir (Uzogara, 2000; Celik ve
Turgut, 2007).

2.2.5. insan Hastahklarinin Tedavisinde ve Organ Naklinde Kullanilmasi

Genetigi degistirilmis hayvanlar, hemofili hastalar1 tarafindan kullanilan pihtilasma
faktorli veya diyabet hastalar1 tarafindan kullanilan insiilin gibi farmakolojik proteinleri
tiretmek i¢in de kullanilabilir. Kegi, koyun ve domuz gibi bazi1 hayvanlar klonlanabilir
ve insana nakil i¢in uygun olan kalp, karaciger, bobrek ve fetal hiicreler vb. gelistirmek

icin kullanilabilirler (Uzogara, 2000).

Doku reddinin Onemli bir nedeni insan hiicrelerinde bulunmayan fakat domuz
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan a-1,3-galaktoz karbonhidratinin immiin reaksiyonudur.
a-1,3-galaktozil transferaz geninin “knock out” teknolojisi kullanilarak uzaklastirilmasi
hiicre ylizeylerinde bu karbonhidrati tasimayan hayvanlarin {iretilmesini saglayabilir
(Celik ve Turgut, 2007). Boylece hastalara organ nakli i¢in bekleme siiresi ortadan

kaldirilabilir.

2.2.6. Bio-fabrikalar ve Endiistriyel Kullamm i¢cin Uriin Ham Materyali Olarak

Kullanimi

Genetigi  degistirilmis organizmalar; vitaminler, monoklonal antikorlar, asilar,
antikanser bilesikleri, anti-oksidantlar, plastikler, fiberler, polyesterler, afyonlu
ilaglar/uyku ilaglari, interferon, insan kan proteinleri ve karotenoid iiretmek igin de
kullanilmakta ve ila¢ endiistrisinde de yaygin bir kullanim alanmi olusturmaktadirlar.
Ayrica, gida endiistrisinde sik¢a kullanilan protein, enzim, stabilizator, kivam artiric,
emiilgator, tatlandirici, koruyucu, renklendirici ve tat verici gibi gida karigimlarinin

tiretiminde de kullanilabilmektedir (Uzogara, 2000).



2.2.7. Cevresel Faydalari

Tarimsal tiretimde bitkilerin biiyiik ¢ogunlugunun genetigiyle oynanarak viriis, bocek,
yabani ot, herbisit, hastalik ve ¢esitli ¢gevresel etkenlerle miicadele etmek amaciyla
diren¢ kazandirilabilmektedir. Ornegin, patates, soya ve musir gibi iiriinlerin ¢coguna
Bacillus thuringiensis’in (Bt) insektisidal (bocek oOldiiriicii) potansiyeline sahip bir
geninin aktarilmasiyla boceklere karsi direngli Bt bitkiler elde edilmistir. Bt proteini
misir kurdu, patates bocegi gibi boceklere karsi toksik etki saglamakla beraber insan
igin toksik degildir ve mide asidi ile parcalanmaktadir (Uzogara, 2000). Bitkilere bu
Ozelligin kazandirilmast neticesinde kimyasal insektisite olan ihtiyag da ortadan
kalkmakta ve bu sayede insektisitlerin hedefi olmayan ari, predatdr gibi boceklerin zarar
gormesi de biiyiikk oranda engellenmektedir. Insektisidal Bt proteininin bitkinin
dokularinda tiretilmesi ile bitkinin biitiin kisimlarina ulasmayan kimyasal insektisitlere

gore daha etkili bir bocek kontrolii saglanabilir (Hails, 2000; Celik ve Turgut, 2007).

2.3. Genetigi Degistirilmis Organizmalarin Potansiyel Riskleri

2.3.1. Besin Kalitesindeki Degisiklik ve Gida Giivenligi

Transgenler, gida iiriinlerine aktarildiklarinda, bazilarinin besin degerlerini artirirken
bazilarminkini de azaltip besinsel 6zelliklerini degistirebilirler. Genetigi degistirilmis
driinlerin saglik iizerinde, Ozellikle uzun donemde meydana getirebilecegi etkiler
tizerinde heniiz net bir bilgi bulunmamaktadir. Bu sebeple GDO’larin saglik agisindan
riskleri gbz Oniine alinarak etiketleme yoluyla tiiketicilerin bilgi edinme ve se¢me

hakkinin saglanmasi gerektigi diistiniilmektedir (Topal, 2004).

Mikrofloradaki bakteriler hiicre i¢ine aldiklar1 yabanci DNA’nin kendi genomlarina
katilmasim1 ve ifade edilmesini engelleyen mekanizmaya sahip olmalarina ragmen
bakteriyel kokenli genlerin bakteriler tarafindan yapiya alinmasi teorik olarak
mimkiindiir (Tiysiizoglu ve Giilsagan, 2004; Van den Eede ve ark., 2004). GDO
tretimi sirasinda markdr gen olarak kullanilan antibiyotik diren¢ genleri g¢ogunlukla

bakteriyel kokenli olup bu agidan en ¢ok tartisilan olasiliktir. GDO’lu iriinlerin
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tilkketilmesi ile bu antibiyotik diren¢ genlerinin insan bagirsak mikroflorasina veya
patojen mikroorganizmalara aktarilmasi mikroorganizmalarda antibiyotige karst direng
diizeyinin artmasina yol agabilir (Kuiper ve ark., 2004; Tiiysiizoglu ve Giilsagan, 2004).
Bu durum patojenik mikroorganizmalarin tedavisi i¢in antibiyotiklerin terapotik

degerlerini ortadan kaldirarak insan ve hayvan sagligi i¢in bir risk olusturabilir.

Tiiketilen genetigi degistirilmis iriinlerdeki DNA’nin memeli hiicrelerine transfer
edilmesi ve dolayisiyla yatay gen aktarimlarinin insana sigramasi gida giivenligi
acisindan iizerinde durulan konulardan biridir. Gidalardaki cesitli kokenden DNA
pargaciklarina (6rn; bitki, hayvan, mikroorganizma, virlis) maruz kalan bagirsak
astarindaki somatik epitel hiicrelerin devamli bir sekilde dokiilmesi ve yenilenmesi ile
viicuttan atilacagt ve bu sebepten dolayr saglik acisindan Onemli bir risk
olusturmayacagi diisiiniilmektedir. Ancak yapilan ¢aligmalarda, misirla beslenen sigir
ve tavuklarda misir kloroplast DNA’siin ¢esitli dokulara girdigi gézlenmistir (Celik ve
Turgut, 2007).

2.3.2. Alerjik Reaksiyonlar ve Toksik Etkiler

Gelisen gen aktarim teknolojisi ile organizmaya yerlestirilen yeni genin 6zellikleri,
insanlar i¢in alerjik reaksiyonlara neden olabilmekte veya mevcut alerjik reaksiyonlar
siddetlendirilebilmektedir (Uzogara, 2000; Ziilal, 2003). Bu konunun ciddiyeti, Brezilya
findiginda bulunan bir genin soyaya aktarilmasi ile saglanan gen modifikasyonunun,
Brezilya findigma alerjisi olan tiiketicilerde alerjik reaksiyonlara neden olmasi
Oornegiyle kanmtlanmistir (Kiyak, 2004; Celik ve Turgut, 2007). Konuya iliskin
iddialardan birisi genlerin tek basina, bagimsiz ¢alismadigi ve bir organizmaya transfer
edilen genin ya da genlerin daima beklenmeyen ve istenmeyen yan etkilerinin
olabilecegidir (Yanaz, 2003). Aktarilmis olan transgenin ekspresyonu ve genetik
fonksiyonu tahmin edilemeyecek degisimlere yol agabilir ve boylece transgenin protein
irtinii, beklenmeyen reaksiyonlara ve potansiyel toksinlerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir (Fagan, 2005). Ayrica transgenlerin, genom iizerindeki dogal bir toksinin
diizenleme bolgesini etkileyerek toksin iiretimine neden olabilecegi bildirilmektedir

(Celik ve Turgut, 2007).
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2.3.3. Gen Patentleme ve Terminator Teknolojisinin Etkisi

Biyoteknoloji  sirketleri 6nemli genleri patentleyerek kontrol altina almak
isteyebilmektedir (Ziilal, 2000). Bu durumun etik olmadigim1 ve bu genler hakkinda
arastirma yapmak isteyen arastirmacilara engel olabilecegini diisiinen kesim genlerin
patentlenmesine karsi ¢ikmaktadir (Ziilal, 2003). Biyoteknoloji sirketleri yine iirettikleri
genetigi degistirilmis bitkilerin tohumlarin1 kontrol altina almak ig¢in terminator
teknolojisini  gelistirebilir (Ziilal, 2000). Terminatér teknolojisi, biyoteknoloji
sirketlerinin patentleri kendilerine ait olan GD tarim firiinlerinin tohumlarini toplayarak
bir sonraki y1l yeniden iiretilmelerine engel olmak i¢in gelistirdikleri kisir bitki iiretme
teknolojisidir. Terminator teknolojisi birgok sekilde uygulanmakta ve bu genelde iig
adimi icermektedir: (i) Genetigi degistirilmis lirline terminatér gen ilave edilir, (ii)
tohum sirketleri, tohumu satmadan Once bir indiikleyici ilave ederek terminasyon
islemini baglatir, (iii) ¢iftgiler, bitki tohumunu ekerek iiriin elde ederler. Ancak elde

edilen tohum veya iiriin kisirdir (Van Den Eede ve ark., 2004; Anonim, 2005b).

Terminator teknolojisi, ¢ift¢ilerin her yil uluslararasi sirketlerden tohum satin almalarini
gerektirmekle beraber bu uluslararas: sirketlere bagimli kalmayi ve tohumlar yiiksek
fiyata almay1 da beraberinde getirecektir (Uzogara, 2000; Topal, 2004). Ayrica tohum
sirketleri, tekellesmenin boyutunu gen patenti ve tohum kontrolii ile sinmirlamayip
spesifik GDO’lar i¢in spesifik kimyasal ilag¢ iireterek cift¢ileri bu {iriinlerden almak
zorunda birakabilirler (Yanaz, 2003; Kiyak, 2004).

2.3.4. Genetigi Degistirilmis Gidalarin Etiketlenmesi ile Tlgili Kaygilar

Avrupa Birligi yonetmelikleri herhangi bir gida {iriiniiniin geleneksel benzerlerinden
farklilagtigt andan itibaren GDO kokenli oldugu yoniinde etiketlenmesi gerektigini
ortaya koymaktadir (Topal, 2004). ABD’de gida kaynaklarinin giivenirligi ve saglikli
olmasi (et ve kiimes hayvanlar1 haric) ABD Gida ve Ilac Idaresi (US FDA) tarafindan

diizenlenmektedir, ancak bu ajans GDO’larin etiketlenmesine karsidir (Uzogara, 2000).
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2.3.5. Cevresel Kaygilar

Bitkiler arasinda gen aligverisi hayvanlara gore daha kolay oldugundan gen kagisi,
genetigi  degistirilmis  bitkilerin barindirdigt en O6nemli riski olusturmaktadir
(Ttystizoglu ve Giilsagan, 2004). Cevreciler, genetigi degistirilmis triinlerin genis bir
alanda ekimi yapildig1 takdirde cevresel risklerinin olacagi konusunda kaygi
duymaktadirlar (Uzogara, 2000). GD bitkiler, dogal tiirlerle rekabete girerek onlarin
ortadan kalkmasina da neden olabilir (Ziilal, 2003). Ayrica, bitkilere transfer edilen yeni
genetik Ozelliklerin ¢apraz tozlasma esnasinda dogal ve yabani tiirlere ya da boceklere
kagist da s6z konusu olabilir. Ayni durum 1slah yontemleriyle elde edilmis bitki tiirleri
icin gecerli olsa da herbisitlere dayaniklilik veya bocek oldiiriicii toksin tiretmek lizere
bitkilere aktarilan genlerin capraz tozlasma ile yabani tiirlere ge¢mesi durumunda
ortadan kaldirilmasi gii¢ olan siiper yabani tiirler olusabilir (Uzogara, 2000; Tiiystizoglu

ve Giilsagan, 2004; Fagan, 2005).

2.3.6. Biyolojik ve Genetik Cesitliligin Tehdidi

Cevre acisindan ciddi tehlikelerden biri, genetigi degistirilmis bitkilerin cevreye
salmmmin takiben dogal tiirlerde genetik c¢esitliligin kaybina, ekosistemdeki tiir
dagiliminin ve dengenin bozularak genetik kaynaklari olusturan yabani tiirlerin dogal
evoliisyondan sapmalarina neden olabilecegi diisiincesidir. Bu acidan gen kaynaklari
tehdit altina girmistir (Yanaz, 2003). Genetigi degistirilmis bitki tiirleri ile rekabete
yenik diisen dogal tiirlerin hizla kaybolmasi genetik cesitliligin yani sira biyolojik
cesitliligi de tehdit etmektedir (Glinaydin, 2004). Diinya yiizeyindeki karasal
biyogesitliligin yaklasik % 80’inin gen aktarimi teknolojisi i¢in gereken hammaddeleri

saglayabilen iilkelerde olmasi ise bu tehdidi daha da artirmaktadir (Yanaz, 2003).

2.3.7. Cesitli Gruplarin Kaygilar ve Dini, Kiiltiirel ve Etik Kaygilar

Hayvan haklar1 gruplari, hayvanlarla yapilan genetik miihendisliginin ve klonlamanin
her sekline ve arastirmalarda hayvan kullanimina siddetle karsi ¢ikmaktadirlar. Yine

bazi insanlar, GDO’larin dogallarindan ayirt edilememesinin yani sira kisisel, etik,
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kiiltiirel ve estetik nedenlerle GD gidalara karsi ¢ikmaktadir. Genetigi degistirilmis
{iriinler baz1 inanislarda etik sorunlara yol agmistir. Ornegin; Miisliimanlar, Hindular ve
Yahudiler gibi inang gruplari, i¢inde bdocek, hayvan ve insan geni bulunan meyve ve
sebzeleri tiiketmeyi uygun bulmamaktadirlar. Miisliiman ve Yahudiler, domuz geni
iceren tahillara karsidirlar ve gidalarda bu 6zelligin olmamasinda israrcidirlar (Uzogara,

2000; Kiyak, 2004).

2.4. Diinya’da GDO’lu Uriinlerin Mevcut Durumu

[k transgenik bitkiler 1985 yilinda tarla denemelerine almmis olmasina ragmen,
uretimlerine kayda deger olarak 1996 yilinda baslanmistir. (Martineau, 1996; Haspolat,
2004). ISAAA (International Service for the Acquisition of Agri - Biotechnology
Applications) verilerine gore transgenik firtinler ilk olarak 1996 yilinda {iretilmeye
baslanmislardir. Diinya niifusu sekiz milyara yaklasirken, GD iirlinlerin ekim alani artis1
devam etmektedir. GDO’lar, giiglii biiyiimesini 2012 yilinda da devam ettirmis ve
ekime baslandigi ilk yildan bu yana 100 kat artig gostererek 1,7 milyon ha alandan 170
milyon ha alana ulagsmistir. Bu teknolojiyi kullanan 28 iilkeden 20’si gelismekte olan
tilkelerden; sekizi ise gelismis iilkelerden olugsmaktadir. 2012 yili itibariyle Sudan (Bt
pamuk) ve Kiiba (Bt misir)’nin bu teknolojiyi kullanan tilkeler arasinda yerini almasiyla
GDO’lu iiretim yapan iilke sayis1 30’a yilikselmistir. Ayrica, 2012 yilinda gelismekte
olan tlkeler ilk defa endiistriyel iilkelere gore en az ii¢ kat daha hizl bir artis gostererek

dikkat ¢ekici bir bilylime orani saglamigtir (Anonim, 2013a).

2.5. Tiirkiye’de GDO’lu Uriinlerin Meveut Durumu

26 Mart 2010 tarihli ve 27533 sayili Resmi Gazetede yayimlanan Biyogiivenlik
Kanunu’nun esaslarina gore iilkemizde genetigi degistirilmis bitki ve hayvanlarin
tiretimi, GDO ve {irlinlerinin kurul tarafindan piyasaya siirme kapsaminda belirlenen
ama¢ ve alan disinda kullanimi ile GDO ve iiriinlerinin bebek mamalar1 ve bebek
formiilleri, devam mamalar1 ve devam formiilleri ile bebek ve kiigiik ¢ocuk ek
besinlerinde kullanilmas: yasaklanmustir (Oztiirk, 2011). Ancak, iilkemizde transgenik

bitkilerin ithalati hususunda hukuki ve kurumsal alanda ciddi bosluklar olmakla birlikte
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bilimsel ve teknik agidan da yetersizlikler bulunmaktadir. Tiirkiye’de GDO igeren yerli
tirtin iretimi bulunmamaktadir. Fakat, ithal edilen ham ve islenmis bazi {irtinlerin GDO
igerip icermedigi konusunda gida giivenligi agisindan fiilen yeterli bir denetleme de s6z
konusu degildir. GDO’lu tohumlarin Tiirkiye’de satis1 yasaklanmis olsa dahi bu tip
tirlinlerin ithalatinin kontrolleri yapilamamakla birlikte, girisler sadece beyana dayali
olarak ve giimriiklerde kontrolsiiz olarak devam etmektedir. Tirkiye’de bu alandaki
arastirma gelistirme ¢alismalarinin ¢ok yetersiz olmasindan ve teknik altyapinin

eksikliginden de (uzman, laboratuar vb.) s6z edilebilmektedir.

Tiirkiye’de Biyogiivenlik Kurulu tarafindan; AB’nin de iginde yer aldig1 pek ¢ok iilke
tarafindan risk degerlendirmesi yapilarak tiiketiminde sorun teskil etmeyecegi ileri
sunulan orneklerden, 26 Ocak 2011°de ii¢ adet soya ¢esidine, 24 Aralik 2011°de 13
musir ¢esidine ve son olarak 21 Nisan 2012°de ii¢ adet misir gesidine yalnizca yem
sanayisinde kullanilmasi amaciyla izin verilmistir. Biyogiivenlik kurulunun Onerisi
1s18inda onaylanmig genler igin, triinin GDO’lu olarak etiketlenmesini gerektiren alt

siir % 0,9 olarak onaylanarak uygulamaya aktarilmistir (Anonim, 2013b).

2.6. Genetik Degisime Ugratilmus Bitki Tiirleri

18 Mayis 1994’de piyasaya siiriilen Flavr Savr domates ticari olarak satisa sunulan ilk

genetigi degistirilmis bitkisel Uriindiir (Kramer ve Redenbaugh, 1994). Flavr Savr
domateste, poligalakturonaz (PG) enziminin gen anlatimini diizenlemek amaciyla
antisens RNA teknolojisi kullanilmistir (Sheehy ve ark., 1987). PG enzimi meyvenin
olgunlagmasi sirasinda pektin metabolizmasinda rol oynayan en 6nemli enzimdir, olgun
domates meyvesinde en bol bulunan proteindir ve meyvenin yumusamasindan sorumlu
enzimdir (Hobson, 1965; Brady ve ark., 1985). PG geninin anlatimimi azaltacak bir
antisens RNA teknolojisi olgunlasan domateste pektin yikiminin azalmasima neden

oldugundan domates uzun siire taze kalabilmektedir (Kramer ve ark., 1992).
Genetigi degistirilmis olan soya, misir, kolza ve pamuk gibi tiriinler herbisitlere ve bazi

zararlilara karsi diren¢ saglama amaciyla tiretime sunulmustur. Genetigi degisiklige

ugratilmis diger bitki tiirleri arasinda piring (A vitamini miktar1 artirilmis), papaya
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(Papaya Ringspot viriisiine direngli), patates, seker pancart ve keten tohumu da
bulunmaktadir. Bu teknolojinin en fazla kullanildig: bitkiler ise; misir, soya fasulyesi,
domates, patates, pamuk, tiitiin ve kolzadir. Genetigi degistirilmis bitkilerin 6nemli

orneklerinden bazilar1 asagida verilmistir;

Hepatit B gibi bulasici hastaliklara kars1 insan agilari igeren muzlar,

Zararl boceklere karsi kendi zehrini {ireten misir ¢esitleri,

Bacillus thuringiensis’den alinan bir genle bu bocekler igin zehirli olan ancak baska
canlilara zarar vermeyen madde iiretimi,

Omega-3 yag asidince zengin keten liretimi,

Kizamik, cocuk felci, difteri, kuduz ve viral hastaliklara karsi kullanilan asilarin
transgenik bitkilerde tiretimi,

Insan siitiine benzer inek siitii tiretimi,

Brezilya’da viriise dayanikli fasiilye iiretimi,

Japonya’da viriise dayanikli papaya taze meyve tiretimi,

Amino asit igerigi yiikseltilmis tahil ve patatesler,

Kutuplarda yasayan bir tiir baliktan izole edilen anti-freeze (bitki dokularinda donmay1
engelleyen) geninin domates ve cilek gibi bitkilere aktarilarak soguga direngli GD
domatesler ve cilekler (gelistirilme asamasinda) gelistirilmesi,

Kistik fibrozis ve karaciger hastaliklarinda kullanilan alfa-1-antitripsin proteinin geltik

bitkisinde tretilmesidir.

2.7. Ticari Bir Uriinde Maksimum GDO Bulunma Sinir1

Bir iiriinde GDO bulunma smnirt (Anonim, 2012a);

Onaylanmamis GDO i¢in % 0

AB tarafindan onaylanmis GD firiinler i¢in % 0,9

AB tarafindan giivenli olarak kabul edilmis fakat yetistirilmesine izin verilmemis GD

tiriinler i¢in % 0,5°dir.

Tohumluk i¢in GDO bulunma sinir1 ise;
Kolzada % 0,3

Sebzeler, pancar, pamuk, misir ve patateste % 0,5
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» Soyada % 0,7°dir.
Topraktan soframiza kadar bir dongii halinde gelen besinlerin, bu zincire dahil edilmesi

asagidaki sekilde meydana gelmektedir.

2.8. Gida Zincirinde GDO

Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan bir hammadde olan misirin iglenmesinden elde
edilen birgok iiriin de islenmis gida maddeleri igin katki olarak kullanilabilmektedir.
Ayrica, misirdan nisasta elde edilir ve misir nisastasindan elde edilen glukoz surubu ise
sekerli liriinlerin yapiminda yaygin bir kullanima sahipken, misir surubundan elde
edilen maddeler de gida boyasi amagli kullanilabilmektedir. Misir ve soyadan tiretilen
yag, un, nigsasta, glikoz surubu, sakkaroz, fruktoz igeren gidalar giinliik tiiketim
maddeleri arasinda énemli bir yere sahiptir. Ornegin, biskiivi, kraker, pudingler, bitkisel
yaglar, bebek mamalari, sekerlemeler, cikolata ve gofretler, hazir corbalar, misir,
pamuk ve soyay1 yem olarak tiiketen tavuk ve benzeri hayvanlardan elde edilen gidalar
GDO’lu olma riski tagiyan iriinlerin basinda yer almaktadir. Misirin islenmesi
esnasinda meydana gelen bir¢ok yan iiriin de yem sanayinde kullanima sunulmaktadir.

Ayrica, soya fasiilyesi de yem sanayi i¢in 6nem arz etmektedir.

Uriinlerinin “GDO’suz” oldugu konusunda hem fikir olmak isteyen gida iireticilerinin
tim gida zincirinde izlenebilirligi, iirlinlin ¢iftlikten alinip tirlin olarak tiiketiciye
sunulana kadar gegen her asamada, girdilerin tanimlanmasin1 gerektiren, iiretici ve
tilketiciler igin gida zincirindeki biitiin iiriinleri izleyebilme olanagi saglayan bir yontem
saglamasi zorunluluk haline getirilmistir. Bunu saglamanin 6ncelikli yolu, ¢ift¢inin
kullandig1 tohumun GDO’suz oldugunun belirlenmesi icin analiz edilmesinden gecer.
GDO’suz iirlin yetistiren gift¢ilerin, GDO’lu tirtinlerden GDO’suz firlinlere bulagsma
olmadigin1  kontrol etmeleri de gerekmektedir. GDO’lu ve GDO’suz iiriinlerin
yetistirildigi araziler arasindaki mesafenin 300 m olmasi tavsiye edilir. Hasat sonrasinda
da isleme ve nakliye esnasinda GDO’lu ve GDO’suz {iriinlerin farkli ekipmanlar
kullanilarak ayrilmasma dikkat edilmelidir. ABD’de “StarLink” adli musir tiiriiniin
sadece insan tiiketimi disindaki amagclar i¢in {iretimine izin verilmektedir. Bunun nedeni

ise “StarLink”de yer alan bir Bt protein tiiriiniin daha yavas sindirilmesinden dolayi
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bazi kisilerde allerjik reaksiyonlara yol ag¢tiginin agiklanmasidir. Bu sinirlamaya ragmen

islenmis gida tiriinlerinde “StarLink” misira rastlaniimistir (Senyuva ve ark., 2013).

Bu 6rneklerin 15181 altinda tiikettigimiz besinlerin bu zincire dahil edildigi diisiiniiliirse,

GDO analizinin neden zorunlu oldugu asagidaki sekilde agiklanabilir.

2.9. GDO Analiz Zorunlulugu

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) biyoteknolojik tarim iiriinlerinin, iiretim sistemlerinin
etkinliginin  gelistirilmesi, gidalarin besin degerlerinin artirilmast  ve alerjik
potansiyellerinin azaltilmasi ile halk sagligi agisindan biiyiik 6neme sahip olduklarinin
alti1 ¢izmektedir (Tan, 2008). Ayni1 zamanda, biyoteknolojik tarim fiiriinleri daha az
isglicii ve pestisit ihtiyaci gerektirdigi i¢in liretim maliyetlerinin diismesinde, {iriin
verimliliginin artmasinda ve gidalarin market fiyatlarinin diismesinde de etkin bir role
sahiptir (Brookes ve Barfoot, 2009). Ancak, genetik miihendisligi yontemleriyle elde
edilen yeni g¢esitlerin insan sagligt ve cevre iizerindeki olast olumsuz etkileri
konusundaki endiseler, GDO olarak da bilinen bu bitkilerin iiretiminden tiiketiciye
sunulmasina kadar gecen g¢esitli asamalarin siki  bir sekilde incelenip risk
degerlendirmelerinin yapilmasini, belirli kosullar altinda {iretilip ¢ogu zamanda
tiikketicilerin bilerek tercih yapabilmeleri i¢in etiketlendirilmelerini zorunlu kilan bir dizi
diizenlemelerin olusturulmasina yol agcmistir (Cetiner ve Budak, 2007). Bu nedenle
Avrupa Birligi, bilgilendirme ve etiketlemeyi, tiiketicilerin bilingli tercih yapabilmesi
igin bir ara¢ olarak tanimlamis ve 1997°den beri iirlinlerin GDO igeriklerinin
etiketlendirme ile belirtilmesini zorunlu tutmustur (Avrupa Komisyonu, 1997). GDO
etiketleme ile ilgili Avrupa Birligince yapilan en giincel diizenleme Ekim 2003°de EC
1830/2003 Kanunu olarak yaymlanmig olup, bu kanun GDO’lu gidalarin 2013 yilinda

da kullanilan etiketleme kurallarini belirlemektedir.

Gelistirilen yeni teknolojilerin saglik ve gevre tizerindeki olumlu/olumsuz etkilerinin
ortaya ¢ikmasi ya da anlasilabilmesi uzun yillar gerektirir. Ayni sekilde GDO’lu tiriinler
icin de heniiz yeterli zaman ge¢mediginden insan saglig1 ve ¢evre iizerine etkileri hala
tartisilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii'ne (FAO) gore
(WHO, 2005), siiregelmis yontemlerle gelistirilmis gida tiriinlerinde ya da hazir
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gidalarda genellikle higbir ileri alerji testi yapilmazken, GDO’lu gidalar analiz
testlerinden gecirilerek degerlendirilmektedir. WHO ve FAO raporlart diinya
pazarimdaki GDO’lu gidalarin tiim testlerinin yapildigini ve higbir alerjik etkinin
gbzlenmedigini belirtmektedir. Risk degerlendirmeleri sonucunda alerjik etkiye sebep
olan iriinlerin pazara sunumuna izin verilmeyip ve bagvurulari geri ¢evrilmektedir.
Ayni sekilde GDO’lu iiriinlerin tiiketildigi tilkelerde, bu tiiketimin sonucunda insan
saglig1 tizerinde higbir etkiye rastlanilmadigi agiklanmaktadir. WHO 6zellikle GDO’lu
tirtinlerin giivenli olup olmadigiyla ilgili genel yorumlar yapilamayacagini belirterek
her farkli {irlin i¢in ayr1 ayr1 degerlendirme yapilabileceginin {izerinde durmaktadir.
Diger taraftan bu agiklamalarin tersine GDO’larin insan sagligi iizerinde Onemli
etkilerinin oldugunu isaret eden akademik calismalarin oldugu bildirilmistir. Ornegin;
transgenik musir ile beslenen farelerde karaciger lezyonlarmin (Anonim, 2008),
transgenik patates ile beslenen farelerde ise pankreas biiylimesinin oldugunu ve
bagisiklik  sisteminde reaksiyonlar gelistigini = gostermektedir  (Artemis ve

Arvanitoyannis, 2009).

2004-2005 yillar1 arasinda, Hindistan’in Madya Prades bolgesinde GDO’lu pamuga
maruz kalan ylizlerce tarim isgisi, pamuk {retici ve isleyicileri ciddi alerjik
rahatsizliklar yasadig ileri siiriilmiis olup vaka incelemesi ve sonuglart 2006 yilinda
Science and Society isimli dergide yayimlanmistir. 2005 yilinda, Canberra,
Avustralya’daki Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization‘daki
bilim adamlari, normalde zararsiz bir protein igeren bir transgenik fasulyeyi farelerde
test ettikleri ve akcigerlerinde iltihaplanma goriildiiginii ayrica fasulyenin igine dahil
edilen yabanci proteinin, diger besinlerdeki proteinlere kars1 da hassasiyeti kigkirttigin
belirtmiglerdir. Ayn1 sekilde, Italya’daki Urbino, Perugia ve Pavia Universitelerindeki
bilim adamlari, yaymladiklar1 raporlarda GDO’lu soyalarla beslenen geng farelerin
pankreas, akciger ve testis hiicrelerinin etkilendigini ileri siirmiislerdir (Anonim,
2012b). Orneklerden anlasilacag iizere GDO’lu iiriinlerin diinya pazarmna sunulmadan

once risk analizlerinin yapilmasi zorunlu ve kaginilmaz olmaktadir.
AB’deki Rapid Alert sistemi 2008 yilinda yaptig1 aciklamayla gida ve yem sanayine

yonelik 34 ithal {riinde kullanimina izin verilmeyen GDO’nun varliginin tespit

edildigini bildirmistir. Bunlardan 19’u Cin’den gelen Bt63 tiirii GDO’lu piringtir. Ayni
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sekilde 2009 yilinda da yine Cin’den gelen ii¢ Bt63 piring, bir Bt63 piring eristesi ve bir
adet de Tayland pirinci tespit edilmistir. Dolayisiyla, yasal olmayan yollarla pazara
sunulan hammaddelerin ve islenmis triinlerin kullanimina izin verilmeyen GDO’lar
acisindan analizi zorunludur. AB pazarina iriin satan ihracat¢ilarin da % 0,9’luk
etiketleme smirma uyma zorunlulugu bulunmaktadir. Tiiketicilerin GDO konusunda
hassas davrandigi pazarlarda ise dreticiler tim driinlerini GDO’suz kaynaklardan
tretme karar1 alabilmekte ve kullandiklar1 hammaddeler i¢in analiz yoluna
gitmektedirler (Senyuva ve ark., 2013). Ozellikle AB tarafindan onaylandig halde
marketlerimizde satisa sunulmus olan bazi gidalarda yapilan risk degerlendirmeleri
sonucunda insan saglig1 agisindan ¢ok fazla giivenilir olmadig1 sonucuna varilan NK
603, MON 810 ve MON 863 musir ¢esitlerinin kullaniminin yayginligi hususunda analiz
zorunlulugu gerekmektedir (Oztiirk, 2011).

GDO analizinde dikkat edilmesi gereken nokta; analiz igleminin kontrolii ve
denetiminin ileri bir basamakta olmayip; gida zincirine girmeden, islenmeden Once
yapilmasi gerekliligidir. Aksi halde, iriiniin islenmis oldugu baz alinirsa ¢ok sayida son
{iriiniin analizi gerekecektir. Ulkemizde GDO analizini yiiriiten gesitli kurum ve
kuruluslar bulunmaktadir. Bunlardan biri olan TUBITAK MAM Gida Enstitiisii, gida
giivenligine yonelik caligmalar kapsaminda gida, tohum ve yem Orneklerinde de

kantitatif GDO analizlerini yapmaya devam etmektedirler.

2.10. Genetigi Degistirilmis Organizmay Tespit Etme Metodlari

GDO tanm teknolojisinin temeli, degistirilmemis cesit ile transgenik bitki arasindaki
farkin kullanilmasina dayanir. Bu islem ya aktarilan yeni DNA’nin veya ifade edilen
yeni proteinin belirlenmesi ya da (eger enzim ise) enzimatik reaksiyonlarin {irtiniinii

tespit etmek i¢in kimyasal analiz yontemlerinin kullanilmasidir.

Genetigi degistirilmis organizmalar tespit etmek amaciyla kullanilan iki temel yontem
bulunmaktadir. Birincisi, antijen ve antikor arasindaki baglanma &zelliginden
yararlanilarak 6zel proteinlerin varliginin test edildigi ELISA testi, digeri ise Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemidir. PZR yontemi, istenilen bitkiye aktarilmis olan
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DNA sekanslarinin belirlenmesine dayanir. Bu iki yontem de 6rnekteki miktar (%)
hakkinda bilgi verebilmektedir. Pietsch ve ark. (1997) tarafindan gelistirilen bu metot,
aktarilan genin konakgi organizmada islevselligini artirmak amaciyla gerek duyulan
35S promotor ve nos terminator kontrol tayinine dayandirilmaktadir. Bunun yani sira,
DNA temelli yontemler daha hassas ve giivenilir sonucglar verdigi icin genetigi
degistirilmis triinlerin analizinde yaygin olarak kullanilirlar (Querci, 2010). PZR
teknigine dayali yontemler istenen kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak

saglar (Anklam ve ark., 2002).

Bitki iizerinde uygulanan genetik manipiilasyonlar bir tek istenilen 6zelligin degil,
belirli bir gen zincirinin aktarilmasiyla meydana gelmektedir. Bu zincirin bilesenleri;
promotdr (baslatict, Ing. ‘promoter’) gen olarak isimlendirilen ve bitkiye istenilen
ozelligi kazandiran (6rnegin hebisit direnci) bir yapi, bir terminatér (sonlayici, Ing.
‘terminator’) ve markdr (isaretleyici, belirteg, Ing. “marker”) genlerden olusmaktadir.
Promotor, terminatér ve markor genler kendi igerisinde spesifik olmadiklari gibi
gerceklesen degisimin ne oldugu konusunda da fikir vermezler. Bu genler sadece
bitkinin genetik bir degisime maruz kalip kalmadigi hususunda (tarama amagcli) iyi bir
isarettir. Bitkide meydana gelen genetik degisikligin tiiriiniin ve miktarinin belirlenmesi

amaciyla ise daha detayl arastirma yapmak gerekmektedir.

GDO’larin tayininde kullanilan farkli PZR yaklagimlar1 bulunmaktadir. PZR’nin
hassasiyeti de dogru primerlerin se¢imine baglhidir. Bu primerler, transformasyon
isleminde kullanilmak amaciyla farkli genetik elementlere yonlendirilebilmektedir. PZR
tayin sistemleri ¢ogunlukla tarama yontemleri olarak adlandirilir. Transformasyonda
siklikla kullanilan ortak sekanslar, 6zel primerlerin yerlesimi ve kullanimi temeline
dayanmaktadir. Bunlar genellikle promotér ve terminatér olarak adlandirilan

diizenleyici sekanslardir.

Genetik olarak degisiklige ugramis bitkiler, aktarilan yapisal gene gore kategorize
edilebilmektedir. Reaksiyonun hassasiyetini yonlendirmenin diger bir yolu da, degisik
genetik elementlerdeki yerlesmis DNA sekanslarina 6zel (promotdr — yapisal gen,
yapisal gen—terminatdr) primerler segmekle miimkiin olmaktadir. Ozel ve tam sekans

bilgisi varliginda ise, genetik olarak degistirilmis bitki icin gercekten Ozel analiz
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metotlart gelistirmek miimkiin hale gelir. Yalnizca bu 6zel hatta yer alan 6zgiin bir
sekans kombinasyonu se¢gmeyle 6zel analiz yontemleri gelistirilebilmektedir. Bu islem
genellikle aktarilan yabanci DNA ile konak DNA arasindaki birlesme bdlgesini boydan
boya kapsayan ve DNA dizilimine karsilik gelen bir primer gelistirilerek elde
edilebilmektedir. Eklenen DNA (T-DNA) ile konak DNA arasinda bulunan birlesme
bolgesi, oldukca hassas PZR testi i¢in ideal bir hedef saglayan, 6zgilin bir niikleotid
sekans1 olmaktadir. DNA’ya dayali sik¢a Kullanilan iki yaklasim; karsilastirilmali PZR
ve real time PZR’dir (Querci, 2010).

2.10.1. PZR’ye Dayah Yaklasim

DNA’nin izolasyonu ve saflagtirilmasi, GDO’lu iiriin tespiti ve 6l¢iimii isleminde ilk
basamagi olusturmaktadir. Misir gibi hammaddelerde bu islem olduk¢a kolay
gerceklestirilmektedir. Fakat, 1sil isleme maruz kalmis ve dolayisiyla DNA’sinda
bozulma meydana gelmis, islenmis tirtinlerde ise bu islem oldukga zorlasmaktadir. Kek,
biskiivi gibi pismis gidalarda iriin ylizeyindeki DNA bozulmasi daha fazla meydana
gelmektedir. Bu nedenle numunenin yapisina uygun (asitli, yagl vb.) farkli DNA

izolasyon teknikleri uygulanmalidir (Senyuva ve ark., 2013).

GDO tayin islemindeki 6n sart meydana getirilmis olan genetik modifikasyonun tiirii
hakkinda, kullanilan promot6r ve terminatorii de i¢ine alacak sekilde transfer edilen
genin molekiiler olusumu hakkinda bilgiye sahip olunmasi gerektigidir. Analiz, hedef
geni de igine alacak bigimde biitin DNA’y1 kapsayan minimum miktarda Ornek

materyal ile yapilmaktadir (Querci, 2010).

PZR reaksiyonunun giivenilirligini sinamak ig¢in {i¢ tip kontrol kullanilabilir. PZR
reaksiyonunun verimliligini smamak i¢in hedef diziyi i¢erdigi bilinen bir 6rnek pozitif
kontrol olarak kullanilmalidir. Reaksiyon hassasiyetini ve ozgiinliigiinii 6l¢mek igin
hedef diziyi icermedigi bilinen bir DNA negatif kontrol olarak kullanilmalidir.
Reaksiyon karistminda olusabilecek kontaminasyon riskine karsi DNA yerine su

kullanilan kalipsiz bir kontrol de kullanilmalidir.
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2.10.2. Proteine Dayal Yaklasim

flgi duyulan proteine kars1 gelistirilmis &zel antikorlar kullanilmaktadir. ELISA testi
Ozel olarak yahut diger benzer olmayan proteinlerin de i¢inde bulundugu ornekte,
istenilen proteini tespit eder ya da olger. ELISA testinde esas olarak su yapilar
kullanilmaktadir; 6zel bir proteine baglanmasi amaciyla bir antikor, tespiti
cogaltabilmek amaciyla ikinci bir antikor (istege bagli) ve ilgilenilen protein standardi
ile karsilastirilarak, reaksiyonun sonucunu bir renk {riinii olarak oOl¢ebilecegimiz,
antikora bagli olan bir enzim. ELISA tekniginin temelini, enzim ile isaretlenmis
immunoreaktan ve immunosorbentin kati bir destege baglanmasi olusturmaktadir
(Ipekgi, 2002; Liibeck, 2002; Yiicel, 2002). Test edilecek materyal ile immiinize olan
hayvan serumundan izole edilmis 6zgiin proteinler antijen olarak adlandirilir. Bu antijen
hayvana enjekte edildigi takdirde hayvan immunosistemi, bu maddeyi yabanci olarak
tanimlar ve buna karsi antikor iretimi saglayarak bir cevap olusturur. Antijen
serumundan izole edilerek indikatér molekiiller ile konjuge edilir, kalitatif ve kantitatif
analizlerde kullanilir (ipekgi, 2002; Liibeck, 2002). ELISA’min ¢ok farkli uygulama
sekilleri bulunmaktadir. Antijen ile kaplanmis ELISA plaklari kullanilabilmektedir
(Yiicel, 2002).

ELISA testi ile PZR yonteminin Kkarsilastirilmasi su sekilde yapilmistir; PZR yontemi
bir organizmadaki tiim genetik materyal veya genomda, arzu edilen genin bir ya da
birkag kopyasini tespit edebilecek kadar hassas olabilmektedir. Bunun sonucu olarak
da, dikkatsizlik sonucu olusabilecek ¢ok diisiikk seviyelerdeki kontaminasyonda dahi
yanlis pozitif sonu¢ verebilmektedir (Querci, 2010). ELISA, PZR’den daha az hassas
calismaktadir ve yanlis pozitif sonuclarla daha az karsilasilmaktadir. Ayni protein
Ozelligini gosteren farkli transgenik vakalar arasindaki fark, bu test ile ayirt
edilemeyebilir. PZR’nin tam aksine proteine dayali olan testler, sadece 6l¢iilebilir bir
protein tretildigi takdirde pratik ve etkili bir analiz yontemi olusturmaktadir. Ancak,
genetigiyle oynanmig {irlinler yalnizca bazi gelisim safthalarinda veya belli bitki
bolimlerinde tiretilebilmektedir, dolayisiyla bu iiriinleri ELISA ile ¢ok kolay bir sekilde
Olgmek miimkiin olmayabilir. Yine, endiistriyel islemlerle proteinlerin kolayca
bozulmasi meydana gelmekte ve islenmis gidalarda ELISA testini kullanmak problemli
olabilmektedir (Querci, 2010).
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GDO’lu iiriinlerin belirlenmesi birbirini takip eden farkli asamalarda yapilmaktadar. ilk
asama DNA’s1 izole edilen iriiniin GDO’lu olup olmadigma yonelik olan tarama
asamasidir. Bu asamada, standart PZR yontemi ile 6zellikle en ¢ok kullanilan 35S
promotdr ve Nos terminatdor bolgelerinin amplifikasyonu yapilmaktadir. Eger sonug
pozitif ¢ikarsa ikinci asamada hangi ¢esit GDO oldugunu belirlemeye yonelik spesifik
PZR yontemleri uygulanir. Son asamada ise ikinci asamada belirlenen GDO’nun Real-
time PZR kullanilarak kantitatif olarak tayini yapilir (Sekil 2.1) (Querci, 2010). Bu
calismada da islenmis gida {iriinlerinden izole edilen DNA’larda lektin ve zein geni i¢in
PZR taramasi yapilmis ve daha sonra 35S promotdr ve nos terminatdr bolgeleri igin

gelistirilmis primerler kullanilarak hangi tiriinlerin GDO’lu oldugu belirlenmistir.

Ornekleme
Homojenizasyon

v

DNA ekstraksiyonu

¢

Bitki DNA’sinin PZR ile kontrolii

/ \
-]

Bitki DNA’s1 saptandi Bitki DNA’s1 saptanamadi

PZR ile tarama
+

GD bitki GD olmayan bitki

Soya i¢in Lectin-PZR,
Misir i¢in Zein-PZR

Diizenleyici elementlerin saptanmasi
(35S promotor ve nos terminator)

L . GD bitkiyi ELISA ile
GD bitkiyi nested PZR ile tammlama tammlama

v

Spektrofotometre ile DNA miktarinin belirlenmesi

|
A . -
Real-time PZR ile GD miktar tayini

Sekil 2.1. GDO’lu iiriinlerin belirlenme asamalar1 (Querci ve ark., 2010)
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Gida orneklerinin iiretim agsamasinda uygulanan fiziksel ve kimyasal islemler genomik
DNA’nin rastgele pargalanmasina ve yapisinin bozulmasina neden olarak miktarin
azaltmaktadir (Kakihara ve ark., 2005). Bu faktorler islenmis gida iiriinlerinden DNA
izolasyonunu zorlastirmaktadir (Holden ve ark., 2003; Gryson ve ark., 2004; Kakihara
ve ark., 2005). Bu nedenlerden dolay1 her bir islenmis gidaya 6zgii farkli DNA
izolasyon yontemleri gelistirilmeli ve gerekirse {iriin bazinda bu protokoller modifiye
edilerek uygulanmasi saglanmalidir. Bu konuda diinyada yapilmis ¢ok sayida
arastirmadan bazilara ait literatiirler asagida verilmistir. Tiim arastirmacilarin ortak
kanilari, islenmisglik seviyeleri arttikca DNA ekstraksiyonunun zorlastig1 ve bu nedenle
triine oOzgli farkli DNA ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi ve belirlenmesi

gerektigidir.

Sanhoty ve ark. (2002), degisik marketlerden topladiklari gida iiriinlerinde genetigi
degistirilmis misir ve soyanin belirlenmesi i¢in yapmis olduklari ¢alisgmada, DNA
izolasyonu sonrasinda islenmis dirinlerden elde edilen DNA konsantrasyonunu,
tohumlardan elde edilen DNA konsantrasyonuna oranla ¢ok daha diisiik bulmusglardir.
Islenmis iiriinlerdeki DNA konsantrasyonunun yok denecek kadar az bulunmasinin
nedenini bu iriinlerin pisirilme esnasinda yiiksek sicakliga maruz kalmalarina ve

dolayisiyla DNA’larin yiiksek sicaklikta degrade (bozulma) olmalarina baglamislardir.

Wang ve Fang (2005), soya ve musir iirtinlerinde yapmis olduklart DNA izolasyonunda
CTAB metodunu kullanmiglar, soya ve misirda yer alan protein ve polisakkaritleri
kloroform ve fenolle uzaklastirabildiklerini belirtmislerdir.

Pinto ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada; Wizard promega food Kiti ile
cikolata ve musir yag1 disindaki bitkisel kokenli yiyeceklerde yapmis olduklart DNA
izolasyonundan pozitif sonu¢ almiglardir. Ancak, elde edilen DNA konsantrasyonunun

PZR i¢in yetersiz oldugunu bildirmislerdir.
Genetigi degistirilmis soyay: belirlemek igin en uygun DNA izolasyon protokoliiniin ve

PZR metodunun arastirildig1 bir ¢alismada; soya tohumu, soya siitii, soya siitii tozu,

bebek mamasi ve mesrubat igeren 26 ornekte DNA izolasyonu i¢in ii¢ ¢esit CTAB
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metodu kullanilmig, ancak soya siitii, bebek mamasi ve mesrubat orneklerinin
hi¢birinden DNA elde edilememistir (Ferrari ve ark., 2007).

Kurabiyede ve kurabiye hamurunda genetigi degistirilmis soyay: belirlemek amaciyla
yiritilen bir arastirmada; sicakligin DNA {izerine olan etkisini incelemek igin
pisirilmeden once ve sonra kurabiye hamurundan DNA izolasyonu yapilip, elde edilen
DNA miktar karsilastirilmistir (Gryson ve ark., 2007). Calisma sonucunda hamurdan
izole edilmis olan DNA konsantrasyonunun yiiksek oldugu ve pisirilmis riiniin

konsantrasyonunun sicakliktan dolay: oldukga azaldig tespit edilmistir.

Turhan (2008), islenmis gida materyallerinde yapilan DNA izolasyonu arastirmasinda
Nucleospin food Kiti ile DNA izole edebilirken; CTAB metoduyla yapilan DNA
izolasyonundan iyi sonug¢ alinamadigini bildirmistir. Calismadan elde edilen sonuglara
gore ham materyalin islenme asamalar1 arttikca DNA konsantrasyonunun da giderek
azaldig1 goriilmiistiir. Istenilen diizeyde DNA elde edilememesinin nedeninin gidalarin
pisirilme sirasinda yiiksek sicakhga maruz kalmalarindan dolayr DNA’larinin

yapilarinin bozulmasi oldugu ileri siirtilmiistiir.

Oztiirk (2011), musir unu, misir gevregi, misir nisastasi, cin misir, bebek mamasi, misir
cipsi, misir tursusu ve tatli misirt igeren ¢esitli gida 6rneklerinden ve sertifikali referans
materyallerden CTAB DNA izolasyon yontemini kullanarak DNA izole etmistir. DNA
izolasyonlar1 sonucunda, elde edilen DNA’larin konsantrasyon ve kalitesinin gida
tiriine ve islenmislik diizeyine bagl olarak degisiklik gosterdigini belirterek misir unu,
musir cipsi, misir gevregi orneklerinde miktar bakimindan daha verimli fakat diisiik
kalitede DNA’lar elde edildigini agiklamistir. Sebep olarak, bu iriinlerin daha yiiksek
oranda yag, protein ve karbonhidrat i¢erdiginden (hem musir tanesinin besin kismindan
hem de musir disi bilesenlerden kaynaklanan) ve DNA izolasyonu sirasinda bu
bilesenlerin tamami uzaklastirilamadigindan bu iiriinlerden elde edilen DNA’larin saflik
bakimindan daha kalitesiz oldugu gosterilmistir. Ayrica, yag, nisasta, misir gevregi gibi
islenmis tirinlerden islenmemis ya da az islenmis iriinlere gore daha disiik verimde
DNA elde edilmis bu durumun bitkilerden tiretilen gidalarda rastlanan bir durum oldugu

savunulmustur (Berdal ve Host-Jensen, 2001; Cetiner ve Budak, 2007).
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Yapilan bir diger ¢calismada, iki GM soya fasulyesi, 13 GM musir, tic GM kanola ve bir
GM pamuk olmak iizere toplam 19 adet genetigi degistirilmis organizmanin analizi
icin bir DNA mikroarray sistemi gelistirilmistir (Kim ve ark., 2010). Giiney Kore ve
ABD pazarlarinda satilan 37 adet musir igeren gida {riinii bu mikroarray sistemi
kullanarak GM musir varligi agisindan test edilmistir. Bu sistemde 37 gida
numunesinin 11’inde GM musir tespit edilmis ve bu sonuglar spesifik DNA mikroarray

sisteminin islenmis gidalarda GDO tespiti i¢in kullanilabilir oldugunu géstermistir.

Gryson ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada degisik oranlarda Roundup Ready
iceren biskiiviler hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gore, pisirmeden kaynakli
toplam DNA fragment uzunlugunun azaldigi ve bunun sonucunda da GDO analizinin

zorlastigi ifade edilmistir.

Pinto ve ark. (2007), Wizard Magnetic DNA piirifikasyon (Promega) ve DNeasy
Tissue Kitleri (Qiagen) olmak {izere iki farklit DNA ekstraksiyon sistemini degisik gida
riinlerinde  karsilastirmiglardir. Calisma sonucunda Wizard Magnetic DNA
pirifikasyon kitinin bitki tirtinlerinde daha etkili oldugu vurgulanip, DNeasy Tissue

kitinin ise kompleks ve islenmis tirlinlerde daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.

Genetigi degistirilmis organizmalarin belirlenmesi amaciyla yapilan bir aragtirmada
(Lipp ve ark., 1999), PZR metoduna dayali DNA amplifikasyonu gerceklestirilip,
cogaltilacak fragmentler 35S promotérden ve nos terminatoriinden saglanmistir. Analiz
yapilan 28 ornegin 26’sinda GDO belirlenmistir. Bu metodun yiyeceklerde GDO

taramasinda kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Bitki, yiyecek ve gida maddelerinde GDO tespiti igin giivenli ve hassas metodlar
gelistirilmesi Onemlidir. Yapilan bir ¢alismada, Tiirk pazarinda GD misir kaynakli
tirtinlerde CaMV 35S promotdr, nos terminatdr ve Btl1 varligini tespit etmek i¢in bazi
yontemler gelistirilmistir (Glirakan ve ark., 2011). Sonuglara gore, ilk kez Tiirk gida ve

yem triinlerinde GD musir varligi tespit edilmistir.

Bir diger ¢alismada, farkli gida materyallerindeki analizler sonucu, bu materyallerin

bazilarinin yapilarinda lektin-zein geni belirlenmistir (Wang ve Fang, 2005). ikinci
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asama olarak bu genleri igeren gida materyallerinde 35S promotor i¢in 35sPF/35sPR
primer ¢ifti, N0S terminator i¢in ise N0s1-Nos3 primer ¢ifti kullanilarak tarama yapilmis
ve PZR amplifikasyonu sonucunda beklenen bant biiyiikligii gorilmemistir. 35S
promotoriin ve NOS terminatoriin varligmin tespit edilememesinden dolay: analizi

yapilan gida materyallerinin GDO’lu olmadig1 sonucuna varilmstir.

Farkli bir arastirmada, 100 etiketli olmayan vejetaryen ve saglikli gida iirlinleri
orneklerinin genetik modifikasyon varlig1 analiz edilmistir (Zdjelar ve ark., 2013). Test
edilen {irlinler misir, soya ve/veya piring temelli hammaddelerden olugsmaktadir. Tim
numune taramasi CaMV35S promotor primerleri kullanilarak gergeklestirilmis olup, ilk
taramada olumlu bulunan 6rnekler daha sonra GDO tipi ve kantifikasyonu i¢in spesifik
transgenik materyal analizine tabi tutulmustur. Sekiz adet soya iceren gida iiriiniinde
Roundup Ready bulunurken, icerigi % 0,9 smirinm altinda kalmistir. Incelenen gida

orneklerinin higbirinde GD musir ve GD piring varligi tespit edilmemistir.

Oraby ve ark. (2005), hazir gidalarda 35S promotér ve nos terminator varligini
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada; yerel marketlerden topladiklar1 ve analiz
ettikleri 24 gida 6rnegi igersinden ii¢ tanesinin 35S promotdr taramasinda pozitif sonug
verdigini, nos terminatdr taramasinda ise tiim f{riinlerin negatif sonug¢ verdigini

bildirmislerdir.

Cok sayida islenmis gida materyalinde genetigi degistirilmis organizmalar: belirlemek
icin gecerli PZR metodunu bulmak amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada, DNA
izolasyonlari yapilan gida materyallerinde 35S promotdriin ve Nnos terminatoriin
belirlenmesi i¢in yapilan PZR taramalarinda iyi sonug verecek gesitli primer ¢iftlerinin
denemesi yapilmis ve 35S promotorii igin incelenen tiim materyallerde 35S-cf3/35S-cr4
primer ciftinin en iyi sonucu verdigi gozlemlenmistir (Lipp ve ark., 2001). Nos
terminatorii i¢in, tiim materyallerde denenmis olan primer ciftlerinin i¢inden en kiiciik

amplikonu veren HA-nos-118f/HA-nos-118r primer ¢ifti uygun bulunmustur.
Herzallah (2012) c¢alismasinda, Urdiinlii tiiketicilerin GD gidalara maruz kalma

diizeyini arastirmistir. Urdiin pazarlarinda satilan 200 gida ve 80 yem 6rneginde DNA

izolasyonu akabinde polimeraz zincir reaksiyonu ile tarama igslemini gergeklestirip real-
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time PZR ile de 6lgiim yapmistir. GDO tarama ve 6l¢iimii Roundup Ready (RR) soya,
Bt 176 veya 35S hedef sekans genlerinin varligina dayanmistir. GD pozitif 6rnekler
real-time PZR ile Ol¢lilmistiir. 15 gida ve yem 6rnegi Bt-176 veya RR soya genleri
acisindan pozitif bulunurken, toplam gida test 6rneklerinin % 5,4 iiniin GDO’lu oldugu
tespit edilmistir. Toplam iriinlerin % 62,5’inde % 1’den daha az ve % 37,5’inde
% 1’den daha fazla oranda GDO saptanmustir.

Elsanhoty ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada ham ve islenmis misir tiriinlerinden DNA
izole etmek i¢in i¢in alt1 farkli yontemi karsilagtirmislardir. Kullanilan farkli yontemler
ile misir ¢ekirdekleri (muamelesiz), misir unu (mekanik aritma), konserve misir (tath
misir), dondurulmus misir, misir nisastasi, ekstriide misir, patlamis misir, misir gevregi,
misir aperatifleri ve misir unundan yapilan ekmek gibi iiriinlerden DNA izolasyonu
yapilmistir. Orneklerde genetik modifikasyonun taranmasinda kalitatif tespit i¢cin GMO
Screen 35S/Nos test kiti kullanilmistir. 35S promotdr ve/veya nos terminatdr igin pozitif
ornekler AB tarafindan kabul edilen standart yontemlerle belirlenmistir. Kullanilan tiim
yontemler ile DNA izole edilmistir. Ancak, daha saf DNA ekstrakti, DNA ekstraksiyon
kiti (Roche) kullanilarak elde edilirken, bu kitin misir kaynakli gidalarin ¢ogunda en iyi
sonucu verdigi tespit edilmistir. Islenmis misir kaynakli gidalarda ise elde edilen DNA
veriminin genellikle daha diisiik oldugu bildirilmistir. 17 6rnekte 35S promotor varligi
tespit edilirken, genetigi degistirilmis Bt-176 musir hattinin da % 34 pozitif oldugu

aciklanmustir.

Vollenhofer ve ark. (1999), genetigi degistirilmis organizmalar1 belirlemek i¢in PZR
metotlart gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu metotlar1 gidalardaki bocege dayanikh
misirin ve glifosfat toleransli soyanin spesifik olarak belirlenmesinde kullanmiglardir.
Tarama esnasinda kullanilan primerlerin gelistirilmesi 35S promotoriin (Cauliflower
mosaic viriisiinden izole edilen), nos terminatoriin (Agrobacterium tumefaciens’ten
izole edilen) ve antibiyotik belirleyici geni olan NPTII (neomycin phospho transferase
I1)’nin gogaltiimasiyla saglanmistir. Elde edilen metot, tohumda ve islenmis tiriinlerdeki

GDO’lar1 belirlemede yiiksek derecede duyarlilik gostermistir.

Roundup Ready soyanin tayininde farkli PZR protokollerinin karsilastirildigr bir
aragtirmada, yesil bitki dokusundan DNA izole etmede CTAB protokolii kullaniimigtir
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(Ovesna ve ark., 2002). DNA tayini esnasinda, Leu-t RNA geni spesifik primerlerinden
farkli olarak lektin kodlayan spesifik primerler kullaniimistir. CaMV sekans spesifik
primer ¢iftiyle yapilan testlerde spesifik olmayan tiriinlerde ¢ogalma goriilmemistir.
Arastirma sonunda nos terminator primer ¢iftinin GDO taramalari i¢in kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Misir’da yapilan bir ¢calismada genetik olarak degistirilmis soya ve misirin tespit islemi
igin farkli marketlerden toplanan 40 adet soya ve 40 adet misir igeren tiriinde Kalitatif ve
kantitatif analizler yapilmistir (Sanhoty ve ark., 2002). Bu analizlerin sonucunda, soya
trlinlerinin % 20’sinin Roundup Ready, misir drinlerinin % 15’inin Bt176 ve
% 12,5’inin Btl1 igerdigi belirlenmistir. Btl1 ve Bt176 igeren dort 6rnekte StarLink
misir ¢esidi karisik olarak bulunmustur. Arastirmacilar, DNA izolasyonu sonrasinda,
tohumlardan elde edilen DNA konsantrasyonun yiiksek sicakliga maruz kalan islenmis

tirtinlerden elde edilen DNA konsantrasyonuna oranla fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Farkli bir aragtirmada genetigi degistirilmis msir tayini amaciyla DNA
ekstraksiyonunda CTAB yontemi kullanilmis, PZR ve ELISA testiyle de genetigi
degistirilmis misirin tayini yapilmistir (Yamaguchi ve ark., 2003). Calisma sonucunda
PZR metoduyla ELISA testi arasinda bir uyusmazliga rastlanilmamis, ancak PZR
metoduyla transgenik misirn gesidi tespit edilebildigi i¢in bu yontemin daha avantajl

oldugu ifade edilmistir.

Wang ve Fang (2005) tarafindan yapilan ¢alismada arastirmacilar, genetigi degistirilmis
soyalar1 ¢oklu PZR (multiple PZR) yaparak kalitatif olarak belirlemeyi amaglamiglardir.
Calismada 35sP (Caulflower mosaic virus, 35S promotor), nosT (Agrobacterium
tumefaciens, nopaline synthase terminatér), 35sP/CTP (Petunia hybrida, EPSPS
choloroplast transit peptide) ve Lec (lektin) primerleri olmak ftizere dort primer
kullanilmistir. Coklu PZR yapilarak marketlerden temin edilen 21 soya 6rneginden
14’iniin  transgenik  oldugu  belirlenmistir.  Soyada transgenik yiyeceklerin
belirlenmesinde, ¢oklu PZR yonteminin etkili ve hizli bir yontem oldugu

vurgulanmustir.
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Bir diger calismada, genetigi degistirilmis misir ve soyada g¢oklu PZR yontemi
karsilastirilip yeni bir yontem gelistirilmistir (Forte ve ark., 2005). Bitkiye ozgii
primerler ile 35S promotdr ve nos terminator bolgelerini ¢ogaltan primerler birlikte
kullanilmigtir. Sonugta, ¢oklu PZR analizinin; genetigi degistirilmis misir ve soya
rtinlerini  hizli, ucuz, tekrarlanabilir sekilde ve daha kisa siirede analiz ettigi

belirtilmistir.

Oraby ve ark. (2005), genetigi degistirilmis ve genetigi degistirilmemis yiyecek
tirtinlerini belirlemek i¢in kalitatif PZR teknigini kullanmiglardir. Marketlerden satin
alman 24 yiyecek orneginde, GDO analizi i¢in ¢ok¢a kullanilan iki primer ile 35S
promotér ve NOS terminatdrii incelenmistir. Cikan sonuca gore, test edilen 24 6rnekten
ticiinde 35S promotorii belirlendigi, hicbir 6rnekte nos terminatdrii belirlenmedigi

belirtilmistir.

Margarit ve ark. (2006), transgenik misirda var olan CrylA(b) geninin tayini ve
CrylA(b) proteinin miktarint 6lgmek amaciyla degisik yiyecek maddelerini analiz
etmislerdir. Transgenik musirla hazirlanmis olup marketlerde satilan 32 yiyecek

tirliniinden 8 tanesinde Bt11’in varlig1 tespit edilmistir.

PZR metoduyla genetigi degistirilmis organizma tayini igin Brezilya’daki marketlerden
soya unu, soya siitii tozu ve soyayla yapilan bebek mamalar: temin edilmis ve nested
PZR yontemiyle 169 baz ¢iftlik amplikon veren soya Ornekleri Kkarisiminin
0,01 - % 10 ve % 0 oraninda genetigi degistirilmis soya igerdigi saptanmistir (Brod ve
ark., 2007). Sonugta, bebek mamalarinin higbirinde genetigi degistirilmis soyaya
rastlanmamistir. Alti soya 6rneginin dordiiniin, 25 soya siitii tozunun 15’inin Roundup
Ready soya igin pozitif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Arastirmacilar, nested PZR

metodunu hazir iiriinlerde genetigi degistirilmis soya tayini i¢in uygun bulmuslardr.

Turhan (2008) yaptig1 calismada; Tiirkiye’deki farkli firma ve marketlerden satin alinan
soya ve misir tohumlari ile soya veya misir igeren un, biskiivi, ¢ikolata, cips, misir
gevregi, nisasta ve bebek siitii gibi iiriinler de GDO analizi yapmistir. On tarama islemi
icin 35sPF, 35sPR ve Nosl, Nos3 primerlerinin kullanildig1 arastirmada, Roundup
Ready soyanin belirlenmesi i¢cin GMO5, GMQO9, GMO7 ve GMOS8 primerleri (Meyer
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ve Jaccaud, 1997) kullanilmistir. Misirda ise  MON810’un belirlenmesi i¢in
Zimmermann ve ark. (1998) tarafindan gelistirilen mgl, mg2, mg3 ve mg4 primerleri;
Bt176’nin belirlenmesi i¢in Studer ve ark. (1997)’nin gelistirdigi CRYIAL, CRYIA2,
CRYIA3 ve CRYIA4 primerleri; Btl1’in belirlenmesi igin ise 11Bt1, 11Bt2, 11Bt3 ve
11Bt4 primerleri (Studer ve ark., 1997) kullanilmistir. Calisma sonucunda analiz edilen
tiim ithal soya ve misir tohumlarinin genetigi degistirilmis oldugu belirlenmistir. Lektin
ve zein geni iceren gida materyallerinde yapilan tarama sonucunda 35S promotor ve N0s
terminator i¢in beklenilen bant biiylikligi elde edilememistir. Bundan dolay1r gida

materyallerinde GDO belirlenmemis, analizlere devam edilmemistir.

Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada (Oztiirk, 2011) ise transgenik {iriinler arasinda
onemli bir paya sahip misir ve misirdan {retilmis gidalarin kalitatif ve kantitatif
transgen igerikleri belirlenmistir. Yapilan bu arastirmada gesitli musir iriinlerinde,
yabanci genlerin varligi ve miktari, pek ¢ok transgenik misirda bulunan diizenleyici
diziler olan CaMV 35S promotor ve nos terminator dizilerinin kalitatif ve kantitatif PZR
analizleriyle arastirilmistir. 35S dizisinin varliginin belirlenmesi amaciyla iki farkli
primer ¢ifti kullanilmis ancak gergeklestirilen kalitatif PZR sonucunda higbir 6rnekte
35S bolgesi tespit edilememistir. Orneklerde 35S varligmin tespit edilememesinin 35S
dizisini igeren DNA konsantrasyonunun tespit edilme limitinin altinda olmasindan,
orneklerin DNA kalitesinin 35S promotor dizisinin saptanmasi i¢in yeterli
olmamasindan (35S bolgesinde olusan DNA kirilmalari) ya da s6z konusu 6rneklerde
GA21 ve MIR604 gibi nos terminatoriinii igeren fakat 35S promotorunu igermeyen
musir ¢esitlerinin (Anonim, 2011) kullanilmasindan dolay1 olabilecegi ileri stiriilmiistiir.
Nos dizisinin varligini tespit etmek igin yapilan kalitatif PZR’ler sonucunda ise on iig
ornekten sekizinde nos terminator dizisinin varligi tespit edilmis ve bu sekiz tiriinden {i¢
tanesinin iilkemizde GDO kullaniminin yasak oldugu bebek mamasi Orneklerinde
rastlandig1 aciklanmistir. Bu calisma ile pek c¢ok transgenik {iiriinde onaylanmis
diizenleyici diziler olarak kullanilan 35S promotorunun ve nos terminatoriiniin
belirlenmesine dayanan PZR analizleriyle cesitli 6rnek guruplar kalitatif olarak
taranmigtir. Bu analizler sonucunda GDO iiriinlerini igerdigi saptanan gidalarda
transgen miktar1 kantitatif olarak bulunmustur. Bu analizlerin sonucunda, iilkemizde
satiga sunulmus bebek mamasi dahil pek ¢ok gida 6rneginin GDO kokenli iiriinleri

igerdigi tespit edildigi vurgulanmustir (Oztiirk, 2011).
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Bagka bir ¢aligmada, ham ve islenmis olmak iizere insan yiyecegi ve hayvan yemlerinde
DNA izolasyonu igin iki farkli yontem denenmistir (Tung Nguyen ve ark., 2009).
Numune olarak soya fasulyesi, misir, hayvan yemi, peynir ve soya siitii kullanilmistir.
CTAB yontemiyle soya fasulyesi (32,7 ng DNA/mg), misir (28,4 ng DNA/mg) ve
hayvan yemi (33,4 ng DNA/mg) 6rneklerinden yiiksek verimde DNA izole edilirken;
A260/280 absorbansta DNA kaliteleri sirasiyla 1,9, 1,9 ve 2,0 olarak kaydedilmistir.
Elde edilen DNA’lar PZR amlifikasyonu i¢in uygun bulunmus olup, soya fasulyesinde
lectin geni i¢in 164 b¢’lik, misirda zein geni i¢in 277 bg’lik fragmentler gdzlenmistir.
Peynir ve soya siitii orneklerinde Wizard izolasyon yonetimi en uygun bulunurken,
strastyla 13,2 ve 3,4 ng DNA/mg oraninda DNA izole edilmis ve A260/280 absorbansta
DNA Kkaliteleri 1,9 ile 1,7 olarak kaydedilmistir.

Yapilan bu ¢alismada da market raflarinda satisa sunulan farkli markalara 6zgii biskiivi
(4), misir gevregi (2), kraker (4), misir cipsi (5), misir nigastasi (2), misir unu (2), cin
musir, tath misir, bebek mamasi (2), kek (2), misir patlagi, soya unundan olusan toplam
27 adet gida triiniinde alt1 farkli izolasyon metodu ve iki adet DNA kiti kullanilarak en
Iyi DNA izolasyon yontemi tespit edilip, soya ve/veya misir GDO taramasi yapilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak degisik marketlerden temin edilen soya ve/veya misir

igeren un, biskiivi, kraker, cips, misir gevregi ve nisasta gibi gida tirtinleri kullanilmustir.

Materyal olarak; iilkemizde satisa sunulmus soya ve/veya misir igeren farkli iglenmislik

seviyelerindeki farkli markalardan 12 farkli ¢esit olmak iizere toplam 27 adet gida

trtinii (biskiivi (4), misir gevregi (2), kraker (4), misir cipsi (5), misir nisastasi (2), misir

unu (2), cin musir, tatli misir, bebek mamasi (2), kek (2), misir patlagi, soya unu)

kullanilmistir (Cizelge 3.1). Pozitif kontrol i¢in kullanilan standart materyaller (GD

soya kiispesi ve GD misir) TUBITAK-MAM Biyoteknoloji Enstitiisiinden temin

edilmistir. PZR analizlerinde negatif kontrol olarak bugday DNA’s1 kullanilmustir.

Cizelge 3.1. GDO analizi i¢in kullanilan 6rnekler

Ornek No Gida Uriinii Ornek No Gida Uriinii

Ornek 1 Biskiivi (marka 1) Ornek 16 Misir Nisastas1 (marka 1)
Ornek 2 Biskiivi (marka 2) Ornek 17 Misir Nisastasi (marka 2)
Ornek 3 Biskiivi (marka 3) Ornek 18 Misir Unu (marka 1)
Ornek 4 Biskiivi (marka 4) Ornek 19 Misir Unu (marka 2)
Ornek 5 Misir Cipsi (marka 1) Ornek 20 Cin Misir

Ornek 6 Misir Gevregi (marka 1) | Ornek 21 Tath Misir

Ornek 7 Misir Gevregi (marka 2) | Ornek 22 Bebek Mamasi (marka 1)
Ornek 8 Kraker (marka 1) Ornek 23 Bebek Mamasi (marka 2)
Ornek 9 Kraker (marka 2) Ornek 24 Kek (marka 1)

Ornek 10 Kraker (marka 3) Ornek 25 Kek (marka 2)

Ornek 11 Kraker (marka 4) Ornek 26 Misir Patlagi

Ornek 12 Misir Cipsi (marka 2) Ornek 27 Soya Unu

Ornek 13 Misir Cipsi (marka 3) Pozitif kontrol (28) GD Misir

Ornek 14 Misir Cipsi (marka 4) Pozitif kontrol (29) GD Soya Kiispesi

Ornek 15 Misir Cipsi (marka 5) Negatif kontrol (30) Bugday Tohumu
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3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Orneklerden yiiksek kalitede ve saflikta DNA elde edebilmek icin en uygun izolasyon
yonteminin segilmesi GDO analizinin birinci adimini olusturmaktadir. Kalitatif ve
kantitatif PZR metotlarinin uygulanabilmesi i¢in DNA’nin yeterli saflikta, kalitede ve
miktarda elde edilmis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada Wizard metodu
(Hemmer, 1997), lysis buffer iginde % 1 BME (B-mercaptoethanol) eklenmis modifiye
Wizard metodu (Tung Nguyen ve ark., 2009), orneklerin TNE tamponu ile on
inkiibasyonuna dayali kombinasyon yontemi (Tung Nguyen ve ark., 2009), CTAB
metodu (Jankiewicz ve ark., 1999), lysis buffer i¢inde % 1 BME eklenmis modifiye
CTAB metodu (Tung Nguyen ve ark., 2009) ve CTAB yontemi (Rogers ve Bendich,
1985) olmak iizere alti farkli DNA izolasyonu protokolii ile iki adet DNA Kiti
(DNeasy® Mericon™ Food Handbook, Qiagen ve GENESpin, Eurofins GeneScan
DNA extraction Kiti) kullanilarak her bir islenmis gida {riinii igin en uygun
ekstraksiyon protokolii tespit edilmistir. Islemin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini
test etmek amaciyla her 6rnek i¢in DNA izolasyon yontemi ii¢ kez tekrar edilip islem
esnasinda ortamdan kaynaklanabilecek kontaminasyon riskine karsi her bir sette bir tiip
icine Ornek yerine su kullanilarak islem basamaklar1t aynen uygulanmistir. Gida
ornekleri havanda doviilerek homojenizasyon islemi (Sekil 3.1) gergeklestirildikten

sonra ekstraksiyon basamaklart uygulanmistir.
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Sekil 3.1. Havanda doviilerek homojenize islemi yapilan gida 6rnekleri

Gida iriinlerinden ekstrakte edilen DNA’larin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla
% 0,8’lik agaroz jeller kullanilmistir. Spektrofotometrik Sl¢iimlerle de (A260/A280
absorbansi 6l¢timleri) izole edilen DNA’larin konsantrasyonu ve kalitesi belirlenmistir.
260 nm dalga boyunda oOl¢iilmiis olan absorbans degerine goére DNA’larin
konsantrasyonlari (ug/ul ) ve 260/280 oraniyla DNA’larin saflik kontrolii yapilmistir.

Bu caligmada kullanilan farkli DNA izolasyonu yontemlerinin modifiye sekilleri

asagida verilmistir. Her bir gida 6rnegi havanda ezilerek ogiitilmiistiir.

3.2.1.1. Protokol - 1 Wizard Yontemi (Hemmer, 1997)

1. Homojenize edilen gida 6rnegi (350 mg) 1,5 ml’lik steril eppendorf tiiplere aktarilir.
Uzerine 860 ul’lik TNE tamponu [200 ml TNE tamponu soliisyonu: 150 ml ddH,0
iginde 0,315 g Tris-HCI, 1,755 g NaCl (150 mM NacCl), 0,15 g EDTA (2 mM
EDTA), 2 g SDS (% 1 SDS) eklenir. 200 mlI’ye tamamlanarak pH 8’¢ ayarlanip
otoklavlanir] eklenir ve daha sonra 40 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilir.

2. Su banyosu iginde 55 °C’de ii¢ saat inkiibe edilir. Daha sonra 13,000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir. Ustte kalan s1vi kismin (siipernatant) yaklasik 500 ul’si yeni bir 1,5

ml’lik tiip igine alinir (Sekil 3.2) ve iistiine ayn1 hacimde kloroform ilave edilir.
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Sekil 3.2. Gida 6rneginden elde edilen siipernatant kisim

. Karigim, 10 dk 13,000 rpm’de santrifiij edilir ve st faz yeni bir 1,5 ml’lik tiipe
transfer edilir. Stipernatantla tekrar ayni hacimde kloroform eklenir ve 10 dk 13,000

rpm’de santrifiij edilir ve iist faz yeni bir 1,5 ml’lik tiip igine alinir.

. Yaklagik 500 pl’lik siipernatanta 15 pl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 50 ul saf
etanol eklenir ve bdylece kalan nisasta polisakkaridler ¢okeltilir. Karisim, 15 dk

boyunca buz tizerinde tutulur ve daha sonra 13,000 rpm’de 7 dk santrifiij edilir.

. Sonra, stipernatant yeni bir 1,5 mI’lik tiip ig¢ine alinir ve 5 ul 3M sodyum asetat (pH
5,2) ile 500 pl saf etanol ilave edilir.

. Karisim DNA’nin ¢okelmesine izin vermek i¢in 15 dk siireyle buz iizerinde inkiibe
edilir ve sonra 12,000 rpm’de 7 dk santrifiij edilir. Santriifiijden sonra sivi kisim

dokiiliir ve pelet elde edilir.

. Tiplere 500 pl % 70’lik etanol eklenerek pelet yikanir. 12,000 rpm’de 10 dk
santrifiyj edilir, s1vi kisim dokiiliir ve pelet, igindeki etanoliin tamamen ugurulmasini

saglamak amaciyla oda sicakliginda birakilarak kurutulur.

Pelet 100 ul ddH-0 iginde eritilir ve -20 °C’de muhafaza edilir.
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3.2.1.2. Protokol - 2 Lysis Buffer icinde % 1 BME Eklenmis Modifiye Wizard
Metodu

[k asamada kullanilan TNE tamponu icine % 1 BME eklenir (Tung Nguyen ve ark.,
2009). Diger asamalar protokol 1 ile aynidir.

3.2.1.3. Protokol - 3 Orneklerin TNE Tamponu ile On Inkiibasyonuna Dayah
Kombinasyon Yontemi (Tung Nguyen ve ark., 2009)

1. Homojenize edilen gida 6rnegi (350 mg) steril eppendorf tiiplere aktarilir. Uzerine
860 ul’lik TNE tamponu [10 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, %
1 SDS] eklenir ve daha sonra 40 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilerek iyice

vortekslenir.

2. Karigim bir su banyosu iginde 55 °C’de 1:30 saat siire ile inkiibe edilir. Daha sonra,
karigima 500 pl CTAB tamponu [200 ml CTAB tamponu igerigi (pH 8,0): 20 g/l
CTAB, 1,4 M NaCl, 0,1 M Tris HCI, 20 mM Na;EDTA pH 8,0’e ayarlanip, ddH,0
ile 200 ml’ye tamamlanir ve otoklavlanir] ilave edilir ve 65 °C’de 30 dk daha

inkiibe edilir.

3. 13,000 rpm’de 10 dk santriftij edilir. Daha sonra 650 pl siipernatant yeni bir 1,5
ml’lik tiip igine aliir, esit hacimde kloroform eklenir ve yavasga karistirilir
(Sekil 3.3).

4. Karigim 13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir ve {ist faz yeni bir 1,5 ml’lik tiip igine
alinir. Kloroform ekstraksiyonu net bir ara yiiz elde etmek i¢in iki kez tekrarlanir.
Siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiip i¢ine alinir, esit hacimde kloroform eklenir ve

yavasca karistirilir.
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Sekil 3.3. Siipernatant ve kloroform ayrimi gergeklesmis gida 6rnegi

. Karigim 13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir ve {ist faz yeni bir 1,5 mI’lik tiip igine
alinir. Daha sonra, 500 ul’lik siipernatanta 15 pl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 500
ul saf etanol ilave edilir.

. Karisim 15 dk boyunca buz iizerinde tutulur ve daha sonra 13,000 rpm’de 7dk
santrifiij edilir. Daha Sonra, siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiip i¢ine alinir ve 5 pl

3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 500 pl saf etanol ilave edilir.

. Karisim DNA ¢okelmesi igin 15 dK siireyle buz iizerinde inkiibe edilir ve daha sonra
12,000 rpm’de 7 dk santrifiij edilir ve s1v1 kisim dokiilerek pelet elde edilir.

. Pelet yavas¢a 500 ul % 70’lik etanol eklenerek yikanir. 12,000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir, stv1 kistm dokiiliir ve pelet igindeki etanoliin tamamen ugurulmasini

saglamak amaciyla oda sicakliginda birakilarak kurutulur.

Pelet 100 ul ddH,0 iginde eritilir ve -20 °C’de muhafaza edilir.
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3.2.1.4. Protokol - 4 CTAB Yontemi (Jankiewicz ve ark., 1999)

1. Homojenize edilen gida 6rnegi (350 mg) 1,5 mI’lik steril eppendorf tiiplere aktarilir.
Uzerine 500 pl’lik CTAB tamponu [20 g/l CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCI
(pH 8), 20 mM EDTA] eklenir, karistirilir ve 65 °C’de 30 dk inkiibe edilir. Daha
sonra 13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

2. Siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilir, 200 pl kloroform ile ekstrakte edilir
ve 13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

3. Ust faz yeni bir 1,5 ml’lik tiip icine transfer edilir, siipernatant ile esit hacimde

isopropanol ile ¢okeltilip 13,000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

4. Sivi kisim atilir, pelet 500 ul % 70 etanol ile yikanir ve oda sicakliginda kurumaya
birakilir.

5. Pelet 100 ul ddH,0O iginde eritilir ve -20 °C’de saklanur.

3.2.1.5. Protokol - 5 Lysis Buffer icinde % 1 BME Eklenmis Modifiye CTAB
Metodu

Protokol 4’te kullanilan CTAB bufferin igine % 1 BME eklenir. Diger asamalar
protokol 4 ile aynmidir (Tung Nguyen ve ark., 2009).

3.2.1.6. Protokol - 6 CTAB Yontemi (Rogers ve Bendich, 1985)

1. 100 mg’hk un haline getirilerek homojenize edilen 6rnek 1,5 ml’lik steril bir

ependorf tiipe aktarilir.
2. Uzerine 300 ul ddH,0 eklenerek vorteks ile karistirilir. Daha Sonra {izerine 500 pl

CTAB-tamponu [20 g/l CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM
EDTA] eklenir ve vorteks ile tekrar karistirtlir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

20 pl proteinaz K (20 mg/ml) eklendikten sonra karistirilir ve 65 °C’de 90 dk inkiibe
edilir.

[lk inkiibasyondan sonra 20 pl RNase A (10 mg/ml) eklenir ve karistirildiktan sonra
65 °C’de 5 dk daha inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler 13,000 rpm’de 10 dk santrifiijlenir.

Stipernatant 500 pl kloroform/isoamilalkol (24/1) igeren bir tiipe eklenir ve 30 sn

karigtirilir.

Tiipler 13,000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek faz ayrimi saglanir ve st tabaka yeni

bir reaksiyon tiipiine aktarilir.

Iki hacim (iist tabaka ¢ozelti hacminin iki kat1) CTAB Precipitation ¢ozeltisi (5 g/l
CTAB, 0,04 M NacCl) eklenip, pipet ile iyice karigtirilir.

Bu islemin ardindan tiipler 60 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Pelet olusumunu saglamak i¢in 13,000 rpm’de 5 dk santrifiijlendikten sonra sivi

kisim atilir.

Pelet 350 pl NaCl (1,2 M)’de ¢ozdiiriiliip, tizerine 350 pl kloroform: isoamilalkol
(24:1) karisimi eklenerek 30 sn karistirilir.

Daha sonra tiipler faz ayrimi1 saglanincaya kadar (yaklasik 10 dk) 13,000 rpm’de

santriftijlenir.

Niikleik asidin ¢oktiiriilmesi amaciyla iist tabaka yeni bir reaksiyon tiipiine aktarilip,

tizerine 0,6 hacim izopropanol eklenir ve karistirilir.

Tiipler 13,000 rpm’de 10 dk yeniden santrifiijlenerek, sivi kisim atilir.

Pelet kismina % 70’lik etanol ¢ozeltisinden 500 pl eklenip, dikkatlice karigtirilir.
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16. Tiipler 13,000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra sivi kisim tekrar atilir.

17. Pelet igindeki etanoliin tamamem ugurulmasini saglamak amaciyla tiipler oda

sicakliginda birakilarak kurutulur.

18. Elde edilen pelet 100 pl ddH,O iginde eritilir. Sonugta saflastirilmis DNA elde
edilir. Elde edilen DNA, daha sonra kullanmak amaciyla -20 °C’de muhafaza edilir.

19. Sonugcta saflastirilmis DNA elde edilir. Elde edilen DNA, daha sonra kullanmak

amaciyla -20 °C’de muhafaza edilir.

3.2.1.7. Protokol - 7 GENESpin, Eurofins GeneScan DNA Ekstraksiyon Kit

Protokolii

[EEN

. 200 mg’lik un haline getirilerek homojenize edilen 6rnek 1,5 ml’lik steril bir

ependorf tlipe aktarilir.

2. 65 °C’de onceden su banyosunda bekletilmis Lysis (CF) c¢ozeltisinden 550 pL

eklenir.

3. 15 sn altiist edilip, 10 uL proteinaz K eklenir ve 2-3 sn karistirilir.

4. Numuneler 65 °C’deki su banyosunda 30 dk bekletilir. 10 uL. RNase (20 mg/ml)

ilave edilir.

5. Tiipler oda 1s1sinda 30 dk bekletilir ve 13,300 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

6. Sipernatant kismi yeni 1,5 mI’lik tiiplere aktarilir. Egit hacimde C,4 soliisyonu (3000
uL C4; 600 pulL C3 ve 2400 pL C; karistirilip, 45 °C’de 5 dk bekletilir) ve yine esit

hacimde etanol eklenip, 30 sn vortekslenir.
7. Spin kolonu, toplama tiipiine takip 6. maddede hazirlanmis olan karigimdan

(stipernatant, Cy4, etanol) 700 ul kolonun {istiine birakilir ve 14,000 rpm’de 1 dk

santrifiij edilir.
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8. Altinct maddedeki geriye kalan karisimin hepsi alinip tekrar kolonun tistiine birakilir
ve 14,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

9. Toplama tiipii degistirilip 400 ul buffer CQW kolonundan birakilir ve 14,000
rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

10. Tekrar temiz toplama tiipii takilip, 700 pl buffer CF’den ilave edilir ve 14,000
rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

11. Yeni toplama tiipii takilarak 200 ul Cs’den ilave edilir ve 14,000 rpm’de 2 dk

santrifilij edilir.

12. Kolon ¢ikarilip yeni bir 1,5 mI’lik tiipe takilir. 70 °C’deki su banyosunda bekletilen
Elution soliisyonundan 100 pl eklenerek oda 1sisinda 5 dk bekletilir ve 14,000
rpm’de 2 dk santrifiijlenir.

13. Elde edilen DNA -20 °C’de muhafaza edilir.

3.2.1.8. Protokol - 8 Qiagen DNeasy® Mericon™ Food Standart Kit Protokolii

1. 50 ml’lik falkon tiipiine 2 g homojenize gida 6rnegi konulup, ilizerine 10 ml Food

Lysis Buffer ilave edilir.

2. Uzerine 25 ul proteinaz K soliisyonundan eklenerek 5-10 sn vortekslenir.

3. Numuneler 60 °C’de 30 dk inkiibe edilir ve inhibitor etkisi olustursun diye oda

1is1sina gelene kadar buzda bekletilir.

4. 3,300 rpm’de 5 dk santrifiij edilir ve igerisinde 500 pl kloroform bulunan 1,5 ml’lik
tiipe 700 pl siipernatant aktarilir.

5. 15 sn kuvvetlice vortekslenir ve 18,600 rpm’de 20 dk santrifiij edilir.
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6. Yeni 1,5 mI’lik tiip igerisine 350 ul buffer PB eklenir ve 350 pl siipernatant bu tiipe

ilave edilerek iyice vortekslenir.

7. Altinct maddedeki karisimin hepsi QIA quick spin kolonuna aktarilir ve 23,800

rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Toplama tiipii bosaltilarak temizlenir ve tekrar takilir.

8. 500 pl buffer AW2’den kolona eklenip 23,800 rpm’de 1 dk santrifiij edilir ve
toplama tiipli bosaltilip tekrar takilir.

9. Kolona bir sey eklemeden 23,800 rpm’de 1 dk tekrar santrifiij edilir.

10. Son olarak, kolon 1,5 ml’lik tiipe takilip iizerine 150 pl buffer EB eklenerek 5 dk
oda sicakliginda bekletilir ve 23,800 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

11. Elde edilen DNA -20 °C’de muhafaza edilir.

3.2.2. DNA Analiz Yontemleri

Spektrofotometrik ve elektroforetik yontemler yardimiyla izole edilen DNA’larin
miktar ve saflik tayinleri yapilmistir. DNA’larin miktar ve kalitesinin belirlenmesi
amaciyla spektrofotometre (Sekil 3.4) cihazinda (Thermo Scientific, MultiskanGO™)
orneklerin, 260 - 280 nm dalga boylarindaki absorbans Olgiimleri yapilmistir.
DNA’larin, 260 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans degerine gore konsantrasyonlari

ug/ul 6rnek olarak elde edilmis olup, 260/280 oraniyla ise saflik kontroli yapilmustir.
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Sekil 3.4. DNA konsantrasyonunun dl¢iilmesinde kullanilan spektrofotometre cihazi

izolasyonu yapilan genomik DNA’lar % 0,8’lik agaroz jellerde kosulmustur. DNA’nin
agaroz jelde yiiriitilmesi i¢in 5 X Tris-asetat (TAE) tamponu [121 g Tris-base, 28,6 ml
Glasiyel asetik asit, 9,3 g NA,EDTA.2H,0] kullanilmstir.

Orneklerin yiiklendigi % 0,8’lik agaroz jel; 1,8 g agaroz, 44 ml 5 x TAE buffer ve 176
ml ddH,0O’dan olugmaktadir. Jellere 14 ul ethidium bromid (10 mg/ml) ilave edilmistir.
Yiiriitme isleminin ardindan DNA’lar UV transilliminatér (Bio Rad, ChemiDoc™ MP

Imaging System) kullanilarak goriintiilenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. UV transilliiminator cihazi

3.2.3. DNA’s1 izole Edilen Orneklerde Genetigi Degistirilmis Organizmalarin
Belirlenmesi

Calismada kullanilan gida {rlinlerinde genetigi degistirilmis organizmalarin
belirlenmesi igslemi oncesinde soya ve misir DNA taramasi yapilmistir. Tim PZR
tarama islemlerinin gergeklestirilmesi ig¢in kullanilan Bioneer (MyGenie 96 Thermal

Block) marka thermal cycler Sekil 3.6’da verilmistir.

s

MyGenie96 Thermal Block

Sekil 3.6. PZR’de kullanilan thermal cycler
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3.2.3.1. DNA izolasyonu Yapilan Orneklerde Soya - Misir DNA’s1 Taramasi

Islenmis ve islenmemis gida iiriinlerinde soya ve/veya musir oldugunun belirlenmesi
amaciyla izole edilen DNA’larda spesifik primerler yardimiyla soya-misir DNA
taramast  yapilmustir. Izolasyon islemi yapilan DNA’larda soya DNA’sinin
amplifikasyonunda lektin geni i¢cin LEC1/LEC2 primer ¢iftleri (Vollenhofer ve ark.,
1999) kullanilmistir (Cizelge 3.2). Gida iiriinlerinde misir DNA’sinin olup olmadig ise
izole edilen DNA’larda musir bitkisine 6zgli olan zein geni igin gelistirilmis
ZEINO3/ZEINO4 (Pauli ve ark., 2000) primer ciftleri (Cizelge 3.2) kullanilarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Soya ve misir DNA’s1 taramasinda kullanilan primerler, baz dizisi ve beklenen

bant biiytikliikleri
Primer Ad1 Baz Dizisi (5°-3°) Beklenen Bant
Biiyiikliigii (b¢)
LEC1 GTG CTACTG ACC AGC AAG GCA AAC TCA GCG 164
LEC?2 GAG GGT TTT GGG GTGCCG TTTTCG TCA AC 164
ZEINO3 AGT GCG ACC CAT ATT CCA 277
ZEINO4 GAC ATT GTG GCATCATCATTT 277

Gida oOrneklerinde soya ve/veya misir DNA’sinin tespit edilmesi amaciyla DNA

amplifikasyonunda kullanilan PZR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Lec ve Zein primerlerinin amplifikasyonunda kullanilan PZR reaksiyon kosullari

Kimyasallar Miktar (ul)
ddH,0 26

10 x Buffer 4

25 mM MgCl, 3,2

10 mM dNTP 3,2

10 mM Primer 1

10 mM Primer 1

Taq DNA Polimeraz (0,5 u) 0,1
DNA 15
Toplam Hacim 40

Lec primer c¢ifti i¢in uygulanan PZR dongii kosullar ise Cizelge 3.4.’de verilmistir. Bu
pirimer ile yapilan PZR islemlerinin sonucunda beklenen bant biiyiikligi 164 baz

ciftidir (Vollenhofer ve ark., 1999).

Cizelge 3.4. Lec primerinin amplifikasyonunda kullanilan PZR doéngii kosullar

Program No islem Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayist
1. On denatiirasyon 95 12 dk 1
2.1 Denatiirasyon 95 1dk
2.2 Primerin DNA’ya 72 30sn
40
yapisma safhasi
Uzama safhasi 72 30sn
2.3
3. Son uzama safhasi 72 10 dk 1
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Zein geninin amplifikasyonu i¢in uygulanan PZR dongii kosullan ise Cizelge 3.5°de
verilmistir. Yapilan PZR islemleri sonucunda beklenen bant biiyiikliigii 277 baz ciftidir
(Pauli ve ark., 2000).

Cizelge 3.5. Zein primerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR dongii kosullari

Program No Islem Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayis
1. On denatiirasyon 95 5 dk 1
2.1 Denatiirasyon 96 1dk
2.2 Primerin DNA’ya 60 1dk 40
yapigma safhasi
2.3 Uzama safhasi 72 1dk
3. Son uzama sathasi 72 5dk 1

3.2.3.2. GDO Tarama (Screening) Asamasi

izolasyon iglemi yapilan DNA’min hangi bitki tiiriine ait oldugu belirlendikten sonra
35S promotdr ve tNos terminatdr bolgelerinin amplifikasyonu yapilmistir. Cizelge
3.6’da bu asamada kullanilan 35S-PF/PR (Wang ve Fang, 2005), Nos-1/3 ve tNos2-3/5
(Oraby ve ark., 2005) primerlerinin baz dizilimleri verilmistir. Bu primerlerin
kullanilmasiyla yapilan PZR sonucunda pozitif kontrolde goriilmesi beklenen bant
biiyiikliigli 35SP primeri i¢in 143 baz ¢ifti, Nos primeri i¢in 180 baz ¢ifti, tNos primeri
i¢in ise 151 baz ¢iftidir.
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Cizelge 3.6. 35S promotor ve nos terminator taramasinda kullanilan primerler

Primer Ad Baz Dizisi (5°-3%) Beklenen Bant

Biiyiikliigii (b¢)
35sPF AAA GAT GGA CCCCCACCCAC 143
35sPR GAG GAA GGG TCT TGC GAA GG 143
Nos1 GAATCC TGT TGC CGG TCT TG 180
Nos3 TTATCCTAGTTT GCG CGC TA 180
tNos2-5 GTCTTGCGATGATTATCATAT AATTTCTG 151
tNos2-3 CGCTATATTTTGTTTTCT ATCGCG T 151

35S, Nos ve tNos primer ¢iftleri i¢in kullanilan PZR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.7°de,

35sPF/R primeri i¢in kullanilan PZR dongii kosulu ise Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.7. 35sPF/R, Nos1/3, tNos2-3/5 pirimerlerinin amplifikasyonu igin kullanilan PZR
reaksiyon kosullari

Kimyasallar Miktar (ul)
ddH,0 25,5

10 x Buffer 4

25 mM MgCl, 3,2

10 mM dNTP 3,2

10 mM Oligoniikleotid Primeri 1

10 mM Oligoniikleotid Primeri 1

Taq DNA Polimeraz (0,5 u) 0,1
DNA 2
Toplam Hacim 40
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Cizelge 3.8. 35sPF/R promotorii amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR déngii kosullar

Program No Islem Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi
1. On denatiirasyon 95 4dk 1
2.1 Denatiirasyon 95 30sn
2.2 Primerin DNA’ya 60 30sn
yapisma safhasi 40
2.3 Uzama sathasi 72 45 sn
3. Son uzama safhasi 72 8 dk 1

Oraby ve ark. (2005)’nin gelistirdigi Nos1 ve Nos3 primerleri kullanilarak yapilan PZR

dongii kosullar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Nos terminatorii amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR déngi kosullar

Program No Islem Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi
1. On denatiirasyon 95 4dk 1
2.1 Denatiirasyon 95 30sn
2.2 Primerin DNA’ya 62 30sn
yapisma safhasi 40
2.3 Uzama safhasi 72 45 sn
3. Son uzama sathasi 72 7 dk 1

tNos primerleri kullanilarak yapilan PZR dongii kosullar1 Cizelge 3.10°da verilmistir.
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Cizelge 3.10. tNos terminatdrii amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR déngii kosullar

Program No Islem Sicakhk (°C) Siire Dongii Sayisi
1. On denatiirasyon 94 5dk 1
2.1 Denatiirasyon 94 45 sn
2.2 Primerin DNA’ya 55 1dk 40
yapigma safhasi
2.3 Uzama sathasi 72 1dk
3. Son uzama safhasi 72 10 dk 1

Elde edilen PZR iiriinleri 5 X TAE tampon ¢6zeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89 mM asetik
asit, 20 mM EDTA) % 2’lik agaroz jelde (4,5 g agaroz, 44 ml 5 x TAE, 176 ml ddH,0,
14 pul ethidium bromid) elektroforez edilmis ve Bio Rad goriintiileme cihazinda jellerin
fotograflar ¢ekilmistir. Goriintiilenen jellerde her bir primer bakimindan beklenen bant
biiyiikliikleri acisindan goézlemler yapilarak bantlar var/yok seklinde skorlanarak

tablolar olusturulmustur.

Sekil 3.7. Kuyucuklar1 isaretlenmis jel fotografi

Jel imaj sisteminde goriintiilenen jellere ait fotograflar Biorad ChemiDoc MP

programinda agildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8. Bantlar1 isaretlenmis jel fotografi

“Detect bants” imgesi ile bantlar otomatik olarak isaretlenmistir (Sekil 3.8). Ladder’in
baz c¢ifti bakimindan bant biiyiikliikleri (100 - 1000 ) ve bulundugu kuyucuk numarasi
girilmistir (Sekil 3.9).

JE N A B RN NN REEHNERGEN

Sekil 3.9. Ladder’lan isaretlenmis jel fotografi
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Programin “Reports” imgesi kullanilarak bantlarin gruplandirilmis tablosu elde
edilmistir (Sekil 3.10). Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde jelden kaynaklanan
hatalarin 6niine gecebilmek icin biitiin jeller resimler lizerinde manuel olarak en az iki
farkli arastirmaci tarafindan gozle de skorlanmistir. Boylece tiim bu skorlamalar
karsilastirilarak yanlis okumalarin Oniine gegilmeye calisilmistir. Analizler bant
biiyiikliikleri tiim primerlerin bantlarini igeren tabloya yazildiktan sonra yapilmistir.

Bant biiyiikliikleri tabloya yazilirken yoksa 0 varsa 1 yazilmistir.

3.2.3.3. istatistiki Analiz

Tesadiif bloklar1 deneme desenine goére iki tekerrlirli olarak elde edilen
spektrofotometre Sl¢iim verilerine, SPSS 15,0 yazilim paketi araciligi ile ¢ift yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanmis olup ortalamalarin kiyaslanmasi igin Duncan

Testi’nden yararlanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Gida Uriinlerinde DNA izolasyon Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Farkli islenmislik seviyelerindeki 27 gida iirtintinden DNA izolasyonu amaciyla farkli
DNA ekstraksiyon protokolleri, modifiye sekilleri ve ekstraksiyon kitleri kullanilmis ve
elde edilen DNA’larda agaroz jel elektrororezi (Sekil 4.1) ve spektrofotometrik

Ol¢iimlerle miktar ve kalite tayini yapilmistir.

Sekil 4.1. Bazi soya ve misir 6rneklerinin DNA jel goriintiisii. Siras ile; 1-4: biskiivi, 5: misir
cipsi, 6-7: musir gevregi, 8-11: kraker, 12-15: musir cipsi, 16-17: musir nigastasi, 18-
19: musir unu, 20: cin musir, 21:tath msir, 22-23: bebek mamasi, 24-25: kek, 26:
musir patlagi, 27: soya unu, 28: GD musir, 29: GD soya kiispesi

4.1.1. Farkh Yontemlerle izole Edilen DNA’larin Miktar Bakimindan

Karsilastirilmasi

Biskiivide farkli ekstraksiyon yontemleri ve kitleri kullanilarak izole edilen DNA 0,07 -
0,89 pg/ul arasinda olup, DNA miktart bakimindan biskiivi i¢in en iyi sonug LYSis
buffer iginde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard metodundan (Protokol 2) elde
edilmistir. Bunu takiben 0,63 pg/ul konsantrasyonunda DNA elde edilen Wizard
yontemi (Protokol 1) ile 0,58 pg/ul DNA elde edilen 6rneklerin TNE tamponu ile 6n
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inkiibasyonuna dayali kombinasyon yonteminin (protokol 3) de biskiivi izolasyonunda
basar1 ile kullanilabilecek yontemler oldugu saptanmistir. Biskiivi i¢in tiim
protokollerden elde edilen DNA miktar1 ortalamasi 0,39 ug/ul olarak saptanmistir. Bu
ortalamanin oldukga altinda bir sonug¢ veren CTAB yontemi (protokol 6) ise 0,07 pg/ul
ile biskiivide DNA veriminin en diisiik oldugu protokol olmustur (Cizelge 4.1). Biskiivi,
cikolata, kek, bebek siitii, cips, misir unu, soya unu, misir nisastasi ve misir gevreginde
CTAB metodu kullanilarak DNA izolasyonunun yapildigi bir diger ¢alismada da
(Turhan, 2008), biskiiviyi de i¢eren bu iirlinlerin izolasyonunda CTAB yontemi ile
verim alinamadigi bildirilmistir. CTAB metodu, {irlinlerin DNA izolasyonunda oldukca

basarisiz bulunmustur.

Misir gevregi Orneginde uygulanan farkli izolasyon islemlerinin ardindan yapilan
spektrofotometrik analiz sonuglar1 istatistiksel olarak karsilastirildiginda DNA
miktarinin 0,06 - 1,02 pg/ul arasinda degiskenlik gosterdigi ve Wizard yonteminin
(Protokol 1) musir gevregi ve benzeri islenmis gidalar i¢in en uygun yontem olarak
kullanilabilecegi saptanmistir (Cizelge 4.1). Ayrica, 0,70 pg/ul DNA eldesi ile protokol
2’nin ve 0,55 pg/ul ile protokol 3’iin de musir gevreginden DNA izole edilmesinde
basarili sayilabilecek yontemler oldugu tespit edilmistir. Bu ti¢ protokol disindaki
protokoller, calismada misir gevreginde elde edilen ortalama DNA miktarindan (0,36
ug/ul) daha diisiik degerler vermistir. Misir gevreginde 0,11 pg/ul, 0,07 pg/ul ve 0,06
pg/ul gibi diisiik konsantrasyonlarda DNA elde edilen protokol 4,6 ve 7°nin bu gida
{iriiniiniin DNA ekstraksiyonu i¢in uygun olmadiklar1 saptanmustir. Oztiirk (2011)
yaptig1 ¢calismada, misir gevregi, misir unu, misir nisastasi, cin misir, bebek mamasi,
misir cipsi ve tath misir gibi misir kdkenli islenmis veya islenmemis {iriinlerde DNA
ekstraksiyonu i¢in CTAB yontemini kullanmis ve analiz i¢in yeterli miktarda DNA’nin
izole edildigini ifade etmistir. Ancak, calismamizda Cizelge 4.1°’de verildigi gibi bu

iriinler icin CTAB yontemi en diisiik verimin saglandigi yontem olarak gozlenmistir.
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Cizelge 4.1. Gida iiriinlerinde farklt DNA ekstraksiyon yontemleri kullanilarak izole edilen
DNA miktarinin kargilastirilmasi (ng/ul DNA)

Gida Protokoller (Ortalama + Standart Hata)

Uriinii Prol | Pro2 | Pro3 | Pro4 | Pro5 | Pro6 | Pro7 | Pro8 |Ortalama

Biskiivi | 0,63+ | 0,89+ | 0,58+ | 031+ | 0,28+ | 0,07+ | 0,22+ | 0,13+ 0,39 +
0,11d | 0,04e | 0,07d 0,lc |[0,05bc| 001a 0,_04 0,0lab | 0,17 cd

Misir 1,02+ | 0,7+ 0,55+ | 0,11+ | 0,31+ | 0,07+ | 0,06+ | 0,06+ 0,36 +
Gevregi | 0,07e | 0,02d | 0,12c | 0,02a | 0,04b | 0,01a Oa Oa 0,2cd

Kraker | 0,75+ | 0,86+ 0,7 + 023+ | 042+ | 0,06+ | 026+ | 0,14+ 0,43 +
0,07d | 0,05d 0,09 d 0,_02 0,15¢ Oa 0,02 bc | 0,02 ab 0,18 cd

Misir 0,67+ | 0,65+ | 0,65+ | 0,21+ | 0,26+ | 0,07+ 0,1 + 0,08 + 0,34 +

Cipsi 0,16b | 0,27b 0,25b 0,05a 0,08 a 0,01a 0,04 a 0,01a 0,2cd
Misir 0,14+ | 0,13+ 0,07 £ 0,07+ | 0,07+ 0,07 + 0,07+ | 0,06+ 0,08 £
Nisastas1 | 0,02 b Ob Oa Oa Oa 0,01a 0,0la Oa 0,02 d
Misir 0,61+ | 0,63+ 0,55+ 027+ | 0,31+ 0,07 + 0,21+ | 0,09+ 0,34 £
Unu 0,12c | 0,06¢c 0,05¢ 0,08b | 0,05b Oa 0,03 ab Oa 0,14 cd
Cin 1,08+ | 3,05+ 2,38 + 042+ | 2,77+ 0,1+ 2,32+ 0,1+ 1,53+
Misir 0,36a | 0,58b 0,54b 0,24a | 0,33b 0,02 a 0,63b 0,02 a 0,77b
Tath 022+ | 039+ | 0,26+ | 0,13+ | 0,17+ | 0,06+ 0,1+ 0,07 + 0,17 £

Misir 0,05ab | 0,08c | 0,11bc | 0,07ab | 0,05ab Oa 0,04 ab Oa 0,08 d

Bebek 028+ | 023+ | 033+ | 0,1+ | 041+ | 0,07+ | 0,09+ | 0,08+ 0,2 +
Mamas:1 | 0,02c | 0,02b 0,01d 0,01a 0,01e Oa 0,01a Oa 0,07 cd

Kek 0,77+ | 0,96+ | 047+ | 0,14+ | 0,26+ | 0,08+ | 0,15+ | 0,08+ 0,36 +
0,21c | 0,24c | 0,02b 0,02a | 0,05ab Oa 0,0la | 0,01a 0,21 cd

Misir 0,69+ | 0,72+ | 0,59+ | 042+ | 0,59+ | 0,08+ | 0,12+ | 0,08+ | 0,41 =+
Patlag 0,15b | 0,03b | 0,06 b | 0,22ab | 0,23b | 0,01la | 0,03a | 0,02a |0,19cd

Soya 3,1+ 33+ 2,54 + 3,17+ | 3,13+ 0,38 + 1.8 + 0,1+ [2,19+
Unu 0,08cd | 0,11d 0,4c 0,03cd | 0,06cd | 0,07a 0,48 b 0,02a |0,74a
Soya 3,00+ | 3,17+ | 3,14+ | 297+ | 2,81+ | 032+ | 124+ | 0,14+ |2,11+
Kiispesi | 022¢ | 0,11¢c 0,19 c 0,07 c 0,3c 0,09 a 02b 0,02a |0,74a
GDO 1,13+ | 0,94 + 0,75 + 0,16 + 1,24 + 0,06 + 0,13+ 0,11+ | 0,56+

Misir 0,14cd | 0,1bc | 0,24b | 0,02a | 0,18d Oa 0,03a | 0,0la |0,29cC

Ayni satirda bulunan farkli harfleri iceren ortalamalar arasindaki farklar p < 0.05
diizeyinde anlamlidur.

Kraker i¢in ¢alismada kullanilan protokoller ve kitlerden elde edilen DNA miktarlari
0,06 - 0,86 pg/pul arasinda degismis, DNA miktar1 bakimindan ayni istatistiki gruba
giren protokol 2 (0,86 ug/ul), protokol 1 (0,75 pg/ul ) ve protokol 3 (0,70 pg/ul)’iin
krakerde 0,06 pg/ul ile en diisiik miktarda DNA elde edilen CTAB metoduna (Protokol
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6) gore cok daha basarili sonuglar verdigi gozlenmistir. Kraker ornekleri i¢in tiim
protokollerden elde edilen DNA miktar1 ortalamast 0,43 pg/ul olarak saptanmis,

sirasiyla protokol 6, 8, 7 ve 4’den bu ortalamanin oldukca altinda sonuglar alinmustir.

Kullanilan protokoller i¢in musir cipsinden 0,07 - 0,67 ug/ul araliginda DNA elde
edilmistir. Protokollerden elde edilen DNA miktar1 ortalamasi musir Cipsi i¢in 0,34
ug/ul olarak hesaplanmistir. Misir Cipsi i¢in protokol 1, 2 ve 3’lin birbirine oldukga
yakin (sirastyla 0,67, 0,65 ve 0,65 ug/ul) ve en yiiksek degerleri verdigi gozlenmistir
(Cizelge 4.1). Ayrica, CTAB yontemi (protokol 6) ve DNeasy® mericon™ Food
Handbook standart kiti (protokol 8) DNA verimi agisindan bu iiriiniin izolasyonu igin

yeterli bulunmamastir.

Yapilan ekstraksiyon islemlerinin akabinde tiim protokoller karsilastirildiginda misir
nisastasindan elde edilen DNA veriminin (ortalama 0,08 pg/ul) diger iiriinlere kiyasla
oldukea diisiik seyrettigi ve genele bakildiginda bu araligin 0,06 ile 0,14 pg/ul arasinda
degistigi belirlenmistir. Wizard yonteminden (Protokol 1) 0,14 pg/ul’lik ve Lysis buffer
icinde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard metodundan (protokol 2) 0,13 pg/ul’lik

DNA elde edilebilmistir (Cizelge 4.1).

Misir ununda ortalama 0,34 pg/ul olmak tizere 0,07 ile 0,63 pg/ul arasinda degisen
miktarlarda DNA ekstrakte edilmistir. Yar1 islenmis bir gida {iriinii olan misir ununda
denenen protokollerden 0,63 pg/ul, 0,61 ug/ul ve 0,55 ug/ul degerleri ile sirasiyla
protokol 2, protokol 1 ve protokol 3’iin en basarili {i¢ metot oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte kullanilan metotlardan protokol 8 (0,09 pg/ul) ve protokol 6 (0,07
pug/ul)’nin ise musir ununda en diisik DNA miktarin1 veren iki protokol oldugu

gozlenmistir.

Cin musirin ekstraksiyonundan elde edilen DNA miktar1 0,1 ug/ul ila 3,05 pg/ul
arasinda degisen genis bir deger aralifi gostermistir. Calismada kullanilan 14 gida
iirtinli i¢inde tiim protokollerden elde edilen ortalama DNA miktar1 bakimindan en
yiiksek olan tcilincli gida {irlinii cin musir1 (ortalama DNA 1,53 pg/ul) olmustur. Bu
aralikta en yliksek degeri iceren Lysis buffer i¢inde % 1 BME eklenmis modifiye
Wizard metodunun 3,05 pg/ul’lik DNA verimi ile cin misirin DNA ekstraksiyonu igin
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en tercih edilebilecek yontem oldugu tespit edilmistir. Bu yontem ile ayni istatistiki
gruba giren protokol 5 (2,77 pg/ul), protokol 3 (2,38 pg/ul), ve protokol 7 (2,32
pug/pul)y’nin de cin misirin ekstraksiyonunda basariyla kullanilabilecegi belirlenmistir.
Ayrica, GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon kitinin (protokol 7) cin
musirin DNA ekstraksiyonu i¢in DNeasy® mericon™ Food Handbook standart kitine
(protokol 8) gore daha basarili oldugu da gozlenmistir. Cizelge 4.1°de verildigi gibi cin
misir i¢cin 0,1 pg/ul DNA elde edilebilinen protokol 6 ve 8’in cin misirin DNA

ekstraksiyonu i¢in uygun olmadigi saptanmistir.

Spektrofotometrik Slgiimler sonucunda DNA miktar1 bakimindan ¢alismada kullanilan
tim prokoller karsilastirildiginda tatlhi misir igin en iyi degerin 0,39 pg/ul ile Lysis
buffer icinde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard yontemiyle elde edildigi ortaya
konulmustur. Wizard yontemi (protokol 1) ve orneklerin TNE tamponu ile 6n
inkiibasyonuna dayali kombinasyon yonteminden de (Protokol 3) yakin sonuclar elde
edilmis olup, tatlt misir i¢in en diisiik DNA verimi protokol 6 (0,06 pg/ul) ve protokol 8
(0,07 pg/ul)y’den elde edilmistir. Ayrica tatli misir, ¢alismada incelenen gida triinleri
icinde tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde izole edilen ortalama DNA miktar1
bakimindan misir nisastasindan sonra en diisiik DNA miktarinin (ortalama 0,17 ug/ul)

elde edildigi ikinci gida tiriinii olmustur.

Yapilan analiz sonuglarina gore islenmis bir {iriin olan bebek mamasi i¢in izole edilen
DNA miktar1 ortalama 0,20 pg/pul olmak iizere 0,07 pg/ul ila 0,41 pg/ul arasinda
degisiklik gostermistir. En basarilt sonu¢ (0,41 pg/ul DNA) Lysis buffer i¢inde % 1
BME eklenmis modifiye CTAB metodu (protokol 5) ile saglanmistir. Bunu, 0,33 ug/ul
DNA ile 6rneklerin TNE tamponu ile 6n inkiibasyonuna dayali kombinasyon metodu
(protokol 3) izlemistir. Bebek mamasindan DNA ekstraksiyonu i¢in en diisiik sonug ise
CTAB yontemlerinden (protokol 4 ve 6) ve ticari kitlerden (protokol 7 ve 8) elde
edilmistir. Soyada ve soya igeren islenmis Uriinlerde genetigi degistirilmis organizma
tayini ic¢in yapilan bir arastirmada, soyadan DNA izolasyonu ig¢in farkli DNA
ekstraksiyonu protokolleri denenmistir (Ferrari ve ark., 2007). Soya tohumu, soya siitii,
soya siitii tozu, bebek mamasi ve mesrubati iceren 26 6rnegin DNA izolasyonu igin ii¢
gesit CTAB metodu kullanilmis, bebek mamasi disindaki orneklerden DNA elde

edilebilinmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde bebek mamasinda en diisiik
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DNA konsantrasyonu CTAB yontemlerinde gozlenmistir. Degisik marketlerden
toplanan Orneklerde genetigi degistirilmis misir ve soyanin belirlenmesi igin ¢alisma
yapan arastirmacilar, izolasyon sonrasinda islenmis iriinlerden elde edilen DNA
konsantrasyonunu diisiik oldugunu belirtmislerdir. DNA konsantrasyonunun yok
denecek kadar az bulunmasina neden olarak; pisirilme esnasinda yiiksek sicakliga
maruz kalmalart ve dolayisiyla DNA’larin yiiksek sicaklikta degrade (bozulma)
olmalar1 gosterilmistir (Sanhoty ve ark., 2002). Aym sekilde ¢alismada bebek mamasi

ve misir Cipsi gibi islenmis tiriinlerde yiiksek verim elde edilememistir.

izole edilebilen DNA miktar1 0,08 - 0,96 pg/ul (ortalama 0,36 pg/ul) arasinda
degisiklik gosteren kekin, DNA izolasyonunda en basarili sonu¢ 0,96 pg/ul’lik
verimiyle protokol 2 ve bunu takiben 0,77 pg/ul ile protokol 1’den elde edilmistir.
CTAB yontemleri (protokol 4 ve 6) ve ticari kitler (protokol 7 ve 8) ise kek tiriiniinden
DNA izolasyonunda yeterince ekstraksiyon yapilamayan protokoller olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Misir patlagt o6rneklerine uygulanan farkli DNA izolasyon yontemleriyle 0,08 - 0,72
png/ul’lik deger araliginda degisen miktarlarda DNA go6zlenmis ve bu degerler
karsilagtirildiginda protokol 2°nin bu gida tirliniiniin DNA ekstraksiyonu i¢in ¢alismada
kullanilan metotlar i¢inde en uygun protokol oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ayni
sekilde benzer DNA miktarlar1 vererek protokol 2 ile aymi istatistiki gruba giren
protokol 1 (0,69 pg/ul) ile protokol 3 ve 5 (0,59 pg/ul) de bu iirliniin izolasyonu i¢in
tercih edilebilecek yontemler arasinda yer almistir. Bununla birlikte misir patlag: igin
hesaplanan ortalama DNA miktarinin (0,41 pg/ul) da altinda degerler veren protokol
6,7 ve &in musir patlagr Orneklerinin DNA ekstraksiyonu icin yetersiz kaldigi

gozlenmistir.

Farkli izolasyon yontemleri uygulanarak 0,10 pg/ul - 3,30 pg/ul arasinda genis bir
deger araliginda DNA izole edilen soya unu 6rneginde en iyi sonug 3,30 ng/ul’lik DNA
konsantrasyonu ile Lysis buffer iginde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard
metodundan (protokol 2) elde edilmistir. Ayrica protokol 1, 3, 4 ve 5 den de 3,1 - 2,54
pg/ul arasinda degisen miktarlarda DNA elde edilmistir. Bununla birlikte ¢alismada

incelenen gida iiriinleri iginde tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde izole edilen
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ortalama DNA miktar1 bakimindan soya unu ve soya kiispesi en yiiksek DNA
miktarinin (sirasiyla ortalama 2,19 ve 2,11 pg/pl) elde edildigi gida tirtinleri olmustur.
Soya unundan DNA ekstraksiyonundaki en diistik sonuglar ise 0,38 ug/ul ile protokol 6
ve 0,1 ug/ul ile protokol 8’de gézlenmistir (Cizelge 4.1).

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere temin edilen soya kiispesi
orneginden 0,14 ila 3,17 ug/ul arasinda degisen miktarlarda DNA (ortalama 2,11 ug/ul)
elde edilmistir. Calismada kullanilan tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde
istatistiki olarak da ayni1 gruba giren ilk bes protokolden soya kiispesi i¢in iyi sonug
(3,17 - 2,81 pug/ul DNA) alindigi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Protokol 6 ve protokol
8’de ise sirasiyla 0,32 pg/ul ve 0,14 pg/ul olmak tizere DNA veriminin oldukea diistiigii
saptanmistir (Cizelge 4.1). Tung Nguyen ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada,
ham ve islenmis insan yiyecegi ve hayvan yemlerinde DNA izolasyonu i¢in farkli DNA
ekstraksiyon yontemleri denenmis, soya kiispesi orneklerinden (hayvan yemi olarak)
Wizard metodu ve CTAB yontemi (Jankiewicz ve ark., 1999) ile yiliksek verimde DNA
izole edildigi bildirilmistir. Hayvan yeminde yiiksek verim eldesinin sebebini ince
dokulu olmasi ve ¢esitli bitkisel maddelerin varligi ile agiklamiglardir. Benzer sekilde
bizim ¢alismamizda da soya kiispesinde ayni protokollerden yiiksek verimde DNA elde
edilmistir. Ancak, Tung Nguyen ve ark. (2009)’nin g¢aligmasinda bu {iriin i¢in en
basarisiz yontem olarak gosterilen protokol 2, bu g¢alismada birbirine yakin yiiksek
degerleri veren ilk bes protokol arasindan en iyi DNA verimini saglayan protokol

olmustur.

Spektrofotometrik analiz sonuglar1 baz alindiginda GDO’lu misirdan (pozitif kontrol)
elde edilen DNA miktar1 ortalama 0,56 pg/pl olmak iizere 0,06 - 1,24 pg/ularasinda
kaydedilmis olup bu 6rnek icin en yiiksek iiriin (1,24 pg/ul DNA) Lysis buffer icinde
% 1 BME eklenmis modifiye CTAB metodu (protokol 5) ile saglanmistir. Bu degeri
1,13 pg/ul ile protokol 1, 0,94 pg/ul ile protokol 2, 0,75 pg/ul ile protokol 3 izlemistir.
Bu gida {iriinii bakimindan en diisiik sonuglar protokol 4, 6, 7 ve 8’1 olusturan CTAB
yontemleri ve ticari kitlerde gozlenmistir. Protokol 4 ile musir orneginden diisiik
miktarda (0,16 pg/ul) DNA izole edilirken, ayni protokoliin modifiye sekli olan
protokol 5’den daha yiiksek verimde (1,24 pg/ul) DNA izole edilebilmistir. Yapilan
calismada Tung Nguyen ve ark. (2009) ham misir i¢in bu ¢aligmada da kullanilan ilk
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bes yontemi denemislerdir. En basarili DNA verimini protokol 4 ve 5’ten
saglamiglardir. Calismamizda da bu bes yontem arasindan 1,24 pg/upl ‘lik verim ile
protokol 5, bu f{irlinden iyi bir DNA verimi saglanirhi@i agisindan kullanilabilir
bulunmustur. Ancak, Tung Nguyen ve ark. (2009)’nin bulgusunun aksine protokol 4’ten

iyi bir verim alinamamastir.

Farklit DNA ekstraksiyonu protokollleri kullanilarak degisik islenmislik seviyesindeki
14 farkli gida {iiriniinden elde edilen DNA miktar1 ortalamalari gida iiriinii bazinda
degerlendirildiginde; ortalama olarak en yiiksek ortalama DNA miktar1 sirasiyla ham ve
yar1 islenmis gida tiriinlerinden olan soya unu (2,19 pg/ul), soya kiispesi (2,11 pg/ul),
cin musir (1,53 pg/ul) ve GDO’lu misirdan (0,56 pg/ul) elde edilmistir. Bu iirlinleri
sirastyla kraker, misir patlagi, biskiivi, misir gevregi, kek, misir Cipsi ve musir unu
izlemigtir. Tiim protokoller dikkate alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda
ortalama DNA verimi bakimindan en diisiik degeri veren iiriinlerin ise misir nisastasi
(0,08 pg/ul DNA), tatl misir (0,17 pg/ul DNA) ve bebek mamasi (0,20 ug/ul DNA)

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2’de farkli islenmislik seviyelerindeki 14 adet gida {riiniinde farkh
protokoller denenerek yapilan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen veriler her
protokol kendi i¢inde degerlendirilerek karsilastirilmigtir. Protokol 1 (Wizard metodu)
uygulanarak gida iiriinlerinden ortalama 1,01 pg/ul olmak tizere 0,14 pg/ul ila 3,10
ng/pul arasinda degisen miktarlarda DNA elde edilmistir. Bu protokol i¢in en yiiksek
DNA verimi 3,10 pg/ul ile yari islenmis bir {irin olan soya unundan ve 3,09 pg/ul ile
soya kiispesinden elde edilmistir. Bunu takiben GDO’lu muisir, cin misir, misir gevregi,
kek ve krakerden sirasiyla 1,13 pg/ul, 1,08 pg/ul, 1,02 pg/ul, 0,77 pg/ul ve 0,75 pg/ul
miktarlarinda DNA elde edilerek bu iriinlerin analizinde de Wizard yonteminin
kullanilabilir oldugu saptanmistir. Bu yontem ile gergeklestirilen izolasyonda en
basarisiz sonu¢ 0,14 pg/ul ile misir nisastasindan elde edilmistir. Bununla birlikte
calismada kullanilan tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde izole edilen ortalama
DNA miktar1 bakimindan en yiiksek degerleri (sirasiyla ortalama 1,19, 1,01 ve 0,97
ng/ul) veren yontemler protokol 2,1 ve 3 olmustur.
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Cizelge 4.2. Farkli DNA ekstraksiyon yontemleri ile soya ve musir iceren gida iiriinlerinden
izole edilen DNA miktarinin karsilastirilmasi (ng/pl DNA)

Gida Protokoller (Ortalama + Standart Hata)
Uriinii Prol | Pro2 Pro3 | Pro4 | Pro5 | Pro6 | Pro7 Pro 8
Biskiivi 0,63 + 0,89 + 0,58 + 0,31+ 0,28 + 0,07 0,22+ 0,13+
0,11def | 0,04bc | 0,07cd | O,1bc | 0,05cd | 0,01b 0,04c | 0,01 abc
Masir 1,02+ 0,7+ 0,55+ 0,11+ 0,31 + 0,07 0,06 0,06 =
Gevregi | 0,07bcd | 0,02bcd | 0,12cd | 0,02c | 0,04cd | 0,01b Oc of
Kraker 0,75 + 0,86 0,7+ 0,23+ 0,42 + 0,06 0,26 0,14 +
0,07bcd | 0,05 bc 0,09c | 0,02hbc | 0,15 cd Ob 0,02¢ 0,02 a
Misir 0,67+ 0,65+ 0,65+ 0,21 + 0,26 + 0,07 0,1+ 0,08
Cipsi 0,16cde | 0,27bcde | 0,25¢cd | 0,05bc | 0,08cd | 0,00b | 0,04c | 0,01 def
Misir 0,14 + 0,13+ 0,07 0,07 0,07 £ 0,07 0,07 0,06 =
Nisastas1 | 0,02 ¢ Oe 0d Oc 0d 0,01b 001c of
Misir 0,61 = 0,63 + 0,55+ 0,27+ 0,31 + 0,07 0,21 + 0,09
Unu 0,12def | 0,06bcde | 0,05cd | 0,08 bc | 0,05 cd Ob 0,03c¢c 0 cdef
Cin 1,08 £ 3,05+ 2,38+ 042+ 2,77+ 0,1+ 2,32+ 0,1+
Masir 0,36 bc | 0,58 a 054b 0,24b | 0,33a 0,02b 0,63a | 0,02hcde
Tath 0,22 + 0,39+ 0,26 0,13+ 0,17 0,06 0,1+ 0,07
Misir 0,056fg | 0,08 cde | 0,11cd | 0,07c | 0,05cd Ob 0,04 c 0 ef
Bebek 0,28 + 0,23+ 0,33+ 0,1+ 0,41 + 0,07 0,09 0,08
Mamasi 0,02 0,02de | 0,01cd | 0,01c | 0,01cd Ob 0,01c 0 def
Kek 0,77 0,96 + 047+ 0,14 + 0,26 + 0,08 0,15+ 0,08
0,21bcd | 0,24 Db 0,02cd | 0,02 bc | 0,05cd Ob 0,01c | 0,01 def
Masir 0,69 + 0,72 0,59 + 042+ 0,59 + 0,08 0,12+ 0,08
Patlag: 0,15cde | 0,03 bcd | 0,06 cd | 0,22b | 0,23 ¢ 0,01b 0,03c | 0,02 def
Soya 3,1+ 33+ 2,54 + 3,17+ 3,13+ 0,38 + 1,8+ 0,1+
Unu 0,08 a 0,11a 04b 0,03 a 0,06 a 0,07 a 0,48 a | 0,02bcde
Soya 3,09+ 3,17+ 3,14+ 2,97 + 2,81+ 0,32+ 1,24 + 0,14
Kiispesi | 0,22 a 0,11a 0,19a 0,07 a 0,3a 0,09a 02b 0,02 ab
GDO 1,13+ 0,94 + 0,75 + 0,16 1,24 + 0,06 0,13+ 0,11+
Masir 0,14 b 01b 0,14c | 0,02bc | 0,18D Ob 0,03 ¢ | 0,01abcd
Ortalama| 1,01 + 1,19 + 0,97 + 0,62 + 0,93 + 0,11+ 0,49 + 0,09 +
0,54 a 0,64 a 0,57a | 0,59bc | 0,64 ab 0,06 d 0,46 ¢ 0,02 d

Ayni siitunda bulunan farkli biiyiik harfleri igeren ortalamalar arasindaki farklar
p <0.05 diizeyinde anlamlidir.

Lysis buffer iginde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard metodu (protokol 2)

kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda 0,13 pg/ul - 3,30 pg/ul arasinda degisen
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miktarlarda (ortalama 1,19 pg/ul) DNA elde edilmistir. Bu protokol uygulanarak elde
edilen en iyi deger soya ununda (3,30 pg/ul) ve soya kiispesinde (3,17 pg/ul)
saptanmistir. Bu metot protokol 1’in modifiye halidir ve benzer sekilde en yiiksek DNA
veriminin elde edildigi gida iirlinleri ayn1 olmustur. Ayrica bu yontem, cin misirdan
DNA izolasyonunda da yiiksek sonuglar gdstermistir. Bu yontem, yar1 islenmis bir iirlin
olan misir nigastasi i¢in en diisik DNA veriminin saglandigi yontem olmustur. Bu
yontem ile gerceklestirilen izolasyonda en diisiik sonu¢ protokol 1 ile benzer sekilde

0,13 pg/ul ile misir nisastasindan elde edilmistir.

Farkli islenmislik sevilerine sahip gida iriinlerinde, drneklerin TNE tamponu ile 6n
inkiibasyonuna dayali kombinasyon yontemi (protokol 3) kullanilarak yapilan
ekstraksiyon sonucunda 0,07 pg/ul - 3,14 pg/ul arasinda degisen miktarlarda DNA elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Bu protokol kullanilarak elde edilen DNA miktar1 ortalamasi
kullanilan tim gida trinleri i¢in 0,97 pg/ul olarak hesaplanmigtir. Bu protokol
uygulanarak soya kiispesinde 3,14 pg/ul DNA ile yiiksek verim saglanmis olup bunu
2,54 pg/ul’lik verim ile soya unu ve 2,38 pg/ul’lik verim ile cin musir takip etmistir. Bu
protokoliin musir nigastasinin izolasyonu (0,07 pg/ul DNA) i¢in uygun bir yontem
olmadigr tespit edilmistir. Tung Nguyen ve ark. (2009) calistiklar1 ham soya fasiilyesi,
ham misir ve hayvan yemi orneklerinde bu ¢alismada da yer alan ilk bes protokolii
denemislerdir ve elde edilen verilere gore protokol 1 ve 3’iin orta verimde DNA
sagladigin1 bildirmislerdir. Ayni sekilde bu c¢alismada da 0,97 pg/pl’lik ortalamayla
protokol 3, verim bakimindan orta seviyede yerini alirken protokol 1, daha yiiksek

verimde (1,01 pg/ul) DNA saglamistir.

Islenmis ve islenmemis gida drneklerinin izolasyonunda kullanilan CTAB yonteminden
(Jankiewicz ve ark., 1999) elde edilen sonuglar baz alinarak fiiriinler karsilastirildiginda,
DNA veriminin ortalama 0,62 ug/ul olmak iizere 0,07 pg/ul ila 3,17 pg/ul arasinda
degiskenlik gosterdigi ve bu protokoliin soya unu ve soya kiispesi i¢in tercih
edilebilecek basarili bir yontem oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2). Bu yontem ile en
diisiik verim (0,07 pg/ul) misir nisastasinda gézlenmis, bunu bebek mamasi misir
gevregi ve tatlhh misir 6rnekleri izlemistir (Cizelge 4.2). Tung Nguyen ve ark. (2009)
ham soya fasiilyesi, ham misir ve hayvan yemi orneklerinde CTAB’den tiiretilmis

protokoller arasinda DNA verimi agisindan en iyi sonucu protokol 4’lin verdigini
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bildirmistir. Bu bulgu, Chen ve Ronald (1999)’in piring ve misir tanelerinden DNA
ekstrakte edilmesi islemiyle uyumlu bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da soya kokenli
irtin olan soya unu ve soya kiispesinde (hayvan yemi) ayni basar1 protokol 4 ile
saglanmistir. Ancak GDO’lu misirdan DNA ekstrakte edilmesinde bu yontem yeterli
basariy1 gosterememistir. Bu yontem ile ¢ok iyi DNA veriminin elde edildigi bir diger
calisma musir yapragi, misir kocani (Chen ve Ronald, 1999; Schneerman ve ark., 2002)
ve soya fasiilyesi tohumunda (Kaug ve ark., 1998) yapilmisve bu yontemin izole edilen

DNA miktar1 agisindan bu 6rnekler i¢in verimli oldugu bildirilmistir.

Gida iirlinlerinin izolasyonunda Lysis buffer i¢inde % 1 BME eklenmis modifiye CTAB
metodu (Protokol 5) kullanilarak 0,07 pg/ul - 3,13 pg/ul arasinda DNA verimi
saglandig1 gozlenmistir. Bu metot uygulanarak elde edilen DNA miktar1 ortalamasinin
tim gida triinleri i¢in 0,93 pg/ul oldugu hesaplanmistir. Bu yontem ile 3,13 pg/ul’lik
tist diizey DNA verimi soya ununa ait iken bunu 2,81 pg/ul ile soya kiispesi, 2,77 pg/ul
ile cin musir ve 1,24 pg/ul ile de GDO’lu misir takip etmistir. Protokol 4’tin modifiye
sekli olan bu yontem ile soya unu ve soya kiispesinde benzer yiiksek degerler elde
edilirken, protokol 4’den farkli olarak bu ydntem de cin misir ve GDO’lu musir
tiriinlerinde de yliksek DNA verimi saglanmistir. Yine bu yontem ile en basarisiz
sonucun (0,06 pg/ul DNA) elde edildigi gida iiriinii misir nisastasi olmustur (Cizelge
4.2). Tung Nguyen ve ark. (2009) yaptigi calismada SDS bazli veya CTAB esash
protokollerin BME ihtiva eden modifiye sekillerinde (protokol 2 ve 5) diisiik seviyede
DNA verimi saglandig: belirtilmistir. Buna sebep olarak; BME’nin protein molekiilleri
arasindaki disiilfit baglarini kirarak ¢ozelti i¢inde biyolojik bilesiklerin oksidasyonunu
geciktirdigi ileri siirlilmiistiir. Bu durumun aksine bizim calismamizda ise soya ve misir
kokenli iriinlerde (soya unu, soya kiispesi ve GDO’lu ham misir) DNA veriminin

oldukga yiiksek oldugu gdézlenmistir (Cizelge 4.2).

Farkli bir CTAB yo6ntemi (Rogers ve Bendich, 1985) olan protokol 6 ile 12 adet gida
tirtiniinde elde edilen verim oldukg¢a diisiik diizeyde seyrederek bu aralik 0,06 pg/ul -
0,38 pg/ul ile sinirh kalmistir. Bu yontemin uygulanmasiyla en yiiksek verim 0,38
pg/ul DNA miktart ile soya ununda ve 0,32 pg/ul DNA ile soya kiispesinde
gozlenmistir. Geri kalan tiim gida {irlinlerinde ¢ok diisiik konsantrasyonda DNA izole

edilebilinmis bu nedenle de bu protokoliin bu gida iirlinlerinden DNA izolasyonu i¢in
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yeterli ve uygun bir yontem olmadigi saptanmistir (Cizelge 4.2). Bununla birlikte
calismada kullanilan tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde protokol 6 ve
protokol 8’in izole edilen ortalama DNA miktar1 bakimindan en diisiik degerleri veren

yontemler oldugu gozlenmistir.

GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon kiti (protokol 7) kullanilarak yapilan
izolasyon islemi ile 0,06 pg/ul - 2,32 pg/ul arasinda degisen miktarlarda DNA
(ortalama 0,49 ug/ul) gézlenmis ve 1s1l isleme maruz birakilmamis gida {irtinii olan cin
misirda 2,32 pg/ul ile en yiiksek DNA verimi elde edilmistir. Ayn1 sekilde islenmislik
diizeyi diisiik olan soya ununda (1,80 pg/ul) ve soya kiispesinde de (1,24 ug/ul) yeterli
miktarda DNA izole edilmistir. Bu protokol kullanilarak islenmislik seviyesi yiiksek
irlinlerde oldukca diisiik miktarlarda DNA ekstrakte edilmistir.

DNeasy® mericon™ Food Handbook Standart kiti (protokol 8), genel itibariyle
calismada kullanilan iirtinlerin ekstraksiyonunda diger protokollere kiyasla basarisiz bir
sonu¢ ortaya c¢ikarmistir. Calismada kullamilan tiim  protokoller  birlikte
degerlendirildiginde izole edilen ortalama DNA miktar1 bakimindan en diisiik degerleri
veren yontemlerin protokol 8 (0,09 png/ul DNA) ve protokol 6 (0,11 pg/ul DNA) oldugu
tespit edilmistir. Diisiik seviyede verim saglayan bu kitten elde edilen DNA
konsantrasyonlart 0,06 ug/ul - 0,14 pg/ul arasinda seyretmistir. Bu nedenlerle bu
yontemin ¢aligmada kullanilan gida {irinlerinin DNA izolasyonu i¢in verimli bir sekilde

kullanilabilecek bir yontem olmadig: kanisina varilmistir (Cizelge 4.2).

Sekiz farkli protokol uygulanarak calismada materyal olarak kullanilan 14 farkli gida
triiniinden elde edilen ortalamalar protokol bazinda degerlendirildiginde; ortalama
olarak en yiliksek DNA miktar1 protokol 2 (1,19 pg/ul), protokol 1 (1,01 pg/ul) ve
protokol 3’den (0,97 pg/ul) elde edilmistir. Bu metotlar1 ortalama 0,93, 0,62 ve 0,49
pg/ul’lik DNA miktarlar ile sirasiyla protokol 5, protokol 4 ve protokol 7 takip
etmistir. Tim gida drlinleri dikkate alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda
ortalama DNA verimi bakimindan en diisiik degeri veren metotlarin ise protokol 6 (0,11

ng/ul) ve protokol 8 (0,09 pg/ul) oldugu belirlenmistir.
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4.1.2. Farkh Yontemlerle izole Edilen DNA’larin Saflik ve Kalite Bakimindan

Karsilastirilmasi

DNA’nin safligini ve kalitesini 6l¢mek i¢in genel olarak 260 nm ve 280 nm absorbsiyon
degerlerinin orani kullanilmaktadir. Saf DNA yaklasik 1,8, RNA ise yaklagik 2,0
degerini vermelidir. Bu ¢alismada yapilan spektrofotometrik 6lgiimler sonucunda elde
edilen verilerden hesaplanan Azso/Azgp orani Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de verilmistir.
DNA kalitesi bakimindan calismada kullanilan tiim protokoller karsilastirildiginda bu
oranin biskiivi i¢in 1,29 - 1,73 arasinda degistigi ve en iyi degerin 1,73 ile DNeasy®
mericon™ Food Handbook standart kitiyle (protokol 8) elde edildigi ortaya
konulmustur. Bunu takiben GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon Kkiti
(protokol 7) ile 1,69 oraninda ve Lysis buffer icinde % 1 BME eklenmis modifiye
CTAB metoduyla ise (protokol 5) 1,58 oraninda saflikta DNA elde edilebilmistir.
Ayrica, biskiivi i¢in tiim protokollerden elde edilen ortalama Ajgo/Azgp oranmin 1,52
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3). Bu ortalamanin oldukga altinda bir sonug¢ veren
Wizard yonteminden (1,29) istenilen saflikta DNA elde edilemedigi gozlenmistir.
Gryson ve ark. (2004) yaptigi bir ¢alismada, islenmis bir iirlin olan biskiivi ve
cikolatada ilk bes yontem denenmis ve zaman alic1 olmasina ragmen CTAB yonteminin
(protokol 4) bu ve benzeri {iriinler icin oldukca basarili oldugu agiklanmistir. Bu
calismada ise ilk bes protokol arasindan CTAB yontemi ile orta verimde DNA eldesi
gerceklestirilmistir. Bu yontemin modifiye sekli olan protokol 5’de ise daha basarili bir

sonug elde edilmistir.

Misir gevregi orneklerine uygulanan farkli DNA izolasyon yontemleriyle 1,14 - 1,52
deger araliginda degisen saflikta DNA gozlenmis ve bu degerler karsilagtirildiginda bu
gida iriiniinde protokol 8’in (1,52) DNA kalitesi bakimindan ¢aligmada kullanilan
metotlar arasinda en uygun protokol oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Lysis buffer
icinde % 1 BME eklenmis modifiye CTAB metodundan da bu degere yakin bir sonug
(1,44) elde edilmistir. Ayrica misir gevregi, ¢aligmada incelenen gida iirlinleri arasinda
tim protokoller birlikte degerlendirildiginde ortalama DNA kalitesi agisindan misir
nisastasiyla birlikte en diisiik DNA safliginin (ortalama 1,26) elde edildigi gida iiriinii

olmustur.
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Cizelge 4.3. Soya ve musir iceren gida iriinlerinde farkli DNA ekstraksiyon ydntemleri
kullanilarak izole edilen DNA’larin kalitesinin karsilastirilmasi (Azgo/Azso)

glda Protokoller (Ortalama + Standart Hata)
Uriinii Prol | Pro2 | Pro3 | Pro4 | Pro5 | Pro6 | Pro7 | Pro8 [Ortalama
Biskiivi 1,29 + 1,44 + 1,51 £ 1,44 + 1,58 £ 1,49 + 1,69 £+ 1,73 + 1,52 +

0,08c | 0,12bc | 0,13 abc | 0,11 bc | 0,05ab | 0,07 abc | 0,09ab | 0,02a 0,11cde
Misir 1,14 + 1,19+ 1,22 £+ 1,22 + 1,44 + 1,18 + 1,18 £ 1,52 + 1,26 +
Gevregi 0,02b 0,03b 0,05b 0,03b 0,08 a 0,05b 0,04 b 0,06 a 0,099
Kraker 1,57 + 1,67+ 1,64 + 1,51+ 1,64 + 1,41 + 1,79 £ 1,78 + 1,63 £+

0,05bc | 0,04ab | 0,05ab | 0,09 bc | 0,08 ab 0,09c 0,02a 0,03 a 0,09bc
Misir 1,56 + 1,63+ 1,57 £ 1,36 + 1,52 + 1,44 + 1,59 + 1,67 + 1,54 +
Cipsi 0,13ab | 0,11ab | 0,13ab | 0,12b | 0,07ab | 0,07ab | 0,11ab | 0,07 a 0,11cd
Masir 1,17 + 1,18 £ 1,27 £ 1,22 + 1,42 £+ 1,07 £ 1,19 £+ 1,49 + 1,25 +
Nisastas1 | 0,03c | 0,02c | 0,04abc | 0,06 bc | 0,07ab | 0,02c | 0,03bc | 0,21a 0,11¢g
Masir 1,7 £ 1,76 £ 1,91 £ 1,67 + 1,84 + 1,48 + 1,85+ 1,72 + 1,74 +
Unu 0,11b | 0,07 ab 0,05a 0,1b 0,09 ab 0,03c | 0,02ab | 0,01 ab 0,1ab
Cin 1,88+ | 1,48+ 1,69 £+ 1,53 + 1,59 + 1,5+ 1,96 + 1,85+ 1,68 £+
Misir 0,09 ab 0,2b 0,2 ab 0,16 b | 0,19ab | 0,13b 0,08a | 0,02ab 0,16 ab
Tath 1,18 + 1,42 + 1,6 + 1,26 + 1,52 + 1,32 + 1,57 £ 1,56 + 1,43 +
Misir 0,06a | 0,06a 0,22 a 0,2a 0,09 a 0,14 a 0,2a 0,03a | 0,15 def
Bebek 1,28 + 1,51 £ 1,25 + 1,06 + 1,52 + 1,29 + 1,6 + 1,67 + 1,4+
Mamas1 | 0,12b 0,04a | 0,03bc | 0,08¢c 0,1a 0,03b 0,05a 0,11a 0,13 ef
Kek 1,22 + 1,21 £ 1,34 + 1,49 + 1,51 £ 1,4 £ 1,42 £+ 1,42 + 1,38 +

0,07b 0,08b | 0,09 ab 0,12 a 0,12a | 0,07ab | 0,07 ab | 0,04 ab 0,1f
Masir 1,53 + 1,7+ 1,59 + 1,63 + 1,71 £ 1,7 £ 1,72 £ 1,45+ 1,63 £+
Patlagn | 0,08ab | 0,01ab | 0,02ab | 0,12ab | O,1ab | 0,13ab | 0,05a | 0,13b 0,1 bc
Soya 1,09 + 1,15+ 1,1 £ 1,16 + 1,13 £ 1,93 + 2,04 + 1,59 + 1,4+
Unu 0,01d 0,05d 0,02d 0,04d 0,01d 0,01b 0,07 a 0,06 ¢ 0,22 ef
Soya 1,24 + 1,39+ 1,23 £+ 1,22 + 1,09 £ 1,97 + 2,04 + 1,81+ 1,5+
Kiispesi 0,09d 0,07c 0,07 d 0,03d 0,02d 0,02 a 0,02a 0,07 b 0,21def
GDO 1,86 + 1,8+ 1,84 £+ 1,81 + 1,95 + 1,48 + 1,73 £ 1,77 £ 1,78 £
Misir 0,02ab | 0,09ab | 0,07 ab 0 0,02 a 0,11c 0,09b | 0,02 ab 0,09 a

Ayni satirda bulunan farkli harfleri .igeren ortalamalar arasindaki farklar p < 0.05

diizeyinde anlamlidir.

Islenmis bir gida {irinli olan krakerde ortalama 1,63 (Ags0/Azg0) olmak lizere 1,41 ile

1,79 arasinda degisen saflikta DNA ekstrakte edilmistir. En yiiksek degerler 1,79 ile
GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon Kiti (protokol 7) ve 1,78 ile

DNeasy® mericon™ Food Handbook standart kitinde (protokol 8) gozlenmistir.

Bununla birlikte kraker 6rneklerinde protokol 2 (1,67), protokol 3 (1,64) ve protokol 5
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(1,64) ile de yeterli saflikta DNA elde edilebilmistir. Bu gida {iriinii i¢in kullanilan
metotlardan protokol 6’nin (1,41) krakerde en diisiik saflikta DNA veren yontem oldugu

gbzlenmistir.

Musir cipsinin ekstraksiyonundan elde edilen ortalama Azso/Azgo orani 1,54 olmak tizere
1,36 ila 1,67 arasinda degisen bir deger araligi gostermistir. Bu aralikta en yiiksek
degeri iceren protokol 8’in 1,67 deger ile musir cipsinin DNA ekstraksiyonunda
istenilen kalitede DNA elde edilmesi i¢in en uygun yontem oldugu tespit edilmistir.
CTAB yonteminin (protokol 4) ise DNA kalitesi acisindan bu {iriiniin izolasyonu igin
uygun olmadigr saptanmistir. Ayrica en yiiksek ve en diisiik iki deger arasinda ayni
istatistiki grupta yer alan diger tiim yontemlerin birbirine olduk¢a yakin degerler verdigi

goriilmistiir (Cizelge 4.3).

Kullanilan protokoller ile misir nisastast i¢in 1,07 - 1,49 araliginda degisen oranlarda
DNA saflig1 elde edilmistir. Protokollerden elde edilen ortalama Agso/Azgp orant misir
nisastas1 i¢in 1,25 olarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan protokoller
karsilastirildiginda bu iiriin igin Azgo/Azgp orani protokol 8 i¢in 1,49 ve bunu takiben
protokol 5 ig¢in 1,42 olarak hesaplanmigtir. Misir nigastasi i¢in en diisliik saflik orani
sirastyla CTAB yontemi (protokol 6), Wizard yontemi (protokol 1) ve onun modifiye
protokoliinde (protokol 2) gbzlenmistir (Cizelge 4.3). Tiim gida iirlinleri i¢inde ortalama

Azs0/Azgo orant en diisiik tirtin misir nisastasi ve misir gevregi olmustur.

Misir unu Orneginde uygulanan farkli izolasyon islemlerinin ardindan yapilan
spektrofotometrik analiz sonuglar istatistiksel olarak karsilagtirildiginda DNA saflik
oraninin 1,48 - 1,91 (ortalama 1,74) arasinda degiskenlik gosterdigi ve DNA kalitesi
bakimindan ayni istatistiki gruba giren protokol 7 (1,85), protokol 5 (1,84), protokol 2
(1,76) ve protokol 8 (1,72)’in 1istenilen saflikta DNA eldesinde basariyla
kullanilabilecegi belirlenmigstir. Ayrica, Cizelge 4.3’de verildigi gibi misir unu igin en
yiiksek Azeo/Azgo orant 1,91 ile protokol 3’de, en diisiik oran ise 1,48 ile protokol 6’da

tespit edilmistir.

Yapilan analiz sonuglarina gore yari islenmis bir {iriin olan cin misir igin DNA saflik

orani ortalama 1,68 olmak flizere 1,48 ila 1,96 arasinda degisiklik goOstermistir.
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Calismada kullanilan 14 adet gida {iriinii i¢inde tiim protokollerden elde edilen ortalama
Ao/ Azgo orant bakimindan en yiiksek olan ii¢lincii gida {irlinii cin misir1 olmustur. En
yiiksek oran (1,96) GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon kitinde (protokol
7) gbzlenmistir. Bunu takiben 1,88 orani elde edilen Wizard yontemi (Protokol 1), 1,85
ile DNeasy® mericon™ Food Handbook standart kiti (protokol 8) izlemistir. Kullanilan
protokoller iginde 1,69 Aggo/Azgo orani ile orneklerin TNE tamponu ile on
inkiibasyonuna dayali kombinasyon yontemi (Protokol 3) cin misirdan istenilen saflikta
DNA elde edilmesinde basar1 ile kullanilabilecek yontemlerin basinda gelmistir.
1,68°1ik ortalamanin oldukga altinda bir sonug veren protokol 2, protokol 4 ve protokol
6 ise sirastyla 1,48, 1,53 ve 1,50’lik Aggo/Azgo orani ile cin misirda DNA kalitesinin en

diisiik oldugu protokoller olmustur (Cizelge 4.3).

Tatli misirda farkli ekstraksiyon yontemleri ve kitleri kullanilarak elde edilen DNA
saflik oram1 1,18 - 1,60 arasinda olmakla birlikte DNA safligi (ortalama 1,43)
bakimindan tatli misir i¢in en yiliksek sonu¢ TNE tamponu ile 6n inkiibasyonuna dayali
kombinasyon yonteminden (protokol 3) elde edilmistir. En diisiik oran ise 1,18 ile
protokol 1’den elde edilmis olup tatli misir i¢in incelenen tiim degerler ayni istatistiki
gruba girmis ve bu gida iirlinii i¢in kullanilan protokollerle yiiksek saflikta DNA elde

edilememistir.

Farkl1 izolasyon yontemleri uygulanarak 1,06 - 1,67 arasinda genis bir deger aralifinda
degisen miktarlarda DNA saflik orani elde edilen bebek mamasi drneginde en iy1 sonug
1,67’lik deger ile DNeasy® mericon™ Food Handbook standart kitinden (protokol 8)
elde edilmistir. Bu orani sirasiyla 1,60’lik Azgo/Aggp orani ile protokol 7’nin, 1,52
Azso/Azgp orant ile protokol 5’in ve 1,51 orani ile de protokol 2’nin izledigi tespit
edilmistir. Bu dort protokol disindaki protokoller, ¢alismada bebek mamasinda elde
edilen ortalama Ajeo/Azgp oranindan (1,40) daha diisiik degerler vermistir. Bebek
mamasinda en diisik Ageo/Azgo oranmin (1,06) gozlendigi protokol 4’in bu gida
iriiniinlin  DNA ekstarksiyonunda saflik ve kalite bakimindan uygun olmadig
saptanmistir. Protokol 4 ile bebek mamas1 6rneginden diisiik kalitede (1,06) DNA izole
edilirken, ayni protokoliin modifiye sekli olan protokol 5’den daha yiiksek saflikta
(1,52) DNA izole edilebilmistir.
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Kek i¢in ¢alismada kullanilan protokoller ve kitlerden elde edilen DNA saflik orani
1,21 - 1,51 arasinda oldugu belirlenmistir. Kek 6rnekleri i¢in tiim protokollerden elde
edilen ortalama Ajgo/Azgo orani 1,38 olarak saptanmis, sirastyla protokol 1, 2 ve 3’den
bu ortalamanin altinda sonuglar alinmistir. Kek Orneklerinde istenen kalite ve saflikta

DNA izole edilememistir.

Yapilan ekstraksiyon islemlerinin akabinde tiim protokoller karsilastirildiginda misir
patlagindan elde edilen DNA kalitesinin (ortalama 1,63) 1,45 ile 1,72 arasinda degistigi
belirlenmistir. Bu iiriin i¢in 1,7 - 1,72 arasinda degisen Ag0/Azgo orani ile protokol 2, 5,
6 ve 7’nin DNA saflig1 ve kalitesi bakimindan ideal sayilabilecek yontemler oldugu
saptanmigtir. Bununla birlikte misir patlagi 6rnegi i¢in gézlenen ortalama A g0/Azs0
oraninin (1,63) oldukg¢a altinda deger veren protokol 8 (1,45) ve protokol 1 (1,53)’in bu

tirtinden istenilen saflikta DNA elde etmek icin yetersiz kaldig1 gézlenmistir.

Soya unundan izole edilen DNA’larin Ajgo/Azg0 oraninin 1,09 - 2,04°lik (ortalama 1,40)
genis bir deger araliginda degistigi, en yliksek sonucun 2,04’lik oranla protokol 7 ve
bunu takiben 1,93 ile protokol 6’dan elde edildigi saptanmistir. Bu protokolleri 1,59
Aol Azgo orant ile protokol 8 izlemistir. Caligmada kullanilan ilk bes yontem 1,09 - 1,16
arasindaki Azgo/Azgo oranlari ile soya unundan kaliteli ve yeterli saflikta DNA elde etme

agisindan basarisiz bulunmustur.

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere temin edilen soya kiispesi
orneginden 1,09 ila 2,04 arasinda degisen saflikta DNA elde edilmistir. Ago/Azgo orani
bakimindan soya unu ile soya kiispesi 0rneklerinde benzer sonuglar gézlenmis, soya
kiispesinde de en yiiksek Azg0/Azgo orant 2,04 ile protokol 7 ile 1,97 ile protokol 6’da
gozlenmistir. Yine bu iki yontemi takiben 1,81°lik oran ile protokol 8 gelmistir. Bu ii¢
protokol disindaki protokoller, calismada soya kiispesinde elde edilen ortalama DNA
kalitesinden (1,50) oldukga diisiik degerler vermistir. Calismada kullanilan bu ilk bes
yontem 1,09 - 1,39 arasindaki Ago/Azgp oranlart ile soya kiispesinden yeterli saflikta

DNA elde etme bakimindan basarisiz bulunmustur.

Spektrofotometrik analiz sonuglar1 baz alindiginda GDO’lu misirdan (pozitif kontrol)

elde edilen Aggo/Azgp orani ortalama 1,78 olmak tizere 1,48 - 1,95 arasinda kaydedilmis
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olup bu ornek i¢in en yiiksek deger (1,95) Lysis buffer i¢cinde % 1 BME eklenmis
modifiye CTAB metodu (protokol 5) ile saglanmistir. Ageo/Azgp orani bakimindan
sirastyla protokol 7 (1,73), protokol 8 (1,77) ve protokol 2 (1,80)’nin istenen saflikta
DNA ekstraksiyonu i¢in uygun yontemler oldugu tespit edilmistir. Ayni istatistiki gruba
giren protokol 1 (1,86), protokol 3 (1,84) ve protokol 4 (1,81)’iin de GDO’lu misirda
1,48 ile en diisiik kalitede DNA elde edilen CTAB metoduna (protokol 6) gore ¢ok daha
basarili sonuglar verdigi goézlenmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak incelenen
gida iriinleri igerisinde tim protokoller birlikte degerlendirildiginde elde edilen
ortalama DNA Kkalitesi bakimindan GDO’lu musir en yiiksek ortalama Ajgo/Azso

oraninin (1,78) elde edildigi gida iiriinii olmustur.

Farkli DNA izolasyon protokolleri ile ¢alismada materyal olarak kullanilan farkli
islenmislik seviyesindeki 14 adet gida iriiniinden izole edilen DNA’larda gozlenen
AogolAzgy oranlart baz alinarak; ortalama olarak en ideal oranlarin islenmis ve yari
islenmis gida iiriinlerinden olan GDO’lu misir (1,78), misir unu (1,74), cin misir (1,68),
kraker (1,63) ve musir patlagindan (1,63) elde edildigi ifade edilebilir. Bu iiriinleri
ortalama Azeo/Azgo orani bakimindan sirasiyla misir cipsi, biskiivi, soya kiispesi, tatli
misir, soya unu ve bebek mamasi izlemistir. Tiim protokoller baz alinarak yapilan
istatistiki analiz sonucunda ortalama DNA safligi bakimindan en diisiik Azso/Azs0
oranini veren iriinlerin ise misir nisastast (1,25), musir gevregi (1,26) ve kek (1,38)

oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli DNA ekstraksiyon yontemleri kullanilarak soya ve musir iceren gida
tiriinlerinden izole edilen DNA’larin kalitesinin karsilastirilmasi (Ago/Asgo)

Gida Protokoller (Ortalama =+ Standart Hata)
Uriinii Pro1 Pro 2 Pro 3 Pro 4 Pro5 Pro 6 Pro 7 Pro 8
Biskiivi 1,29 + 1,44 + 1,51 + 1,44 + 1,58 + 1,49 + 1,69 + 1,73 £
0,08c | 0,12cde | 0,13cde | 0,11bcdef | 0,05cd | 0,07 bc | 0,09 cd | 0,02abcd
Misir 1,14 + 1,19+ 1,22 + 1,22 + 1,44 + 1,18 + 1,18 + 1,52 +
Gevregi 0,02c¢ | 0,03 fgh 0,05f 0,03 efg 0,08d |0,05de| 0,04f 0,06 def
Kraker 1,57 + 1,67 + 1,64 & 1,51+ 1,64+ | 141+ | 1,79+ 1,78 +
0,05b | 0,04abc | 0,05abc | 0,09 bcde | 0,08bcd | 0,09c¢ | 0,02bcd | 0,03 abc
Misir 1,56 + 1,63 + 1,57 + 1,36 + 1,52 + 1,44 + 1,59 + 1,67 £
Cipsi 0,13b | 0,11abcd | 0,13bcd | 0,12cdefg | 0,07cd | 0,07c | 0,11de | 0,07abcde
Misir 1,17+ 1,18+ 127+ 1,22+ 1,42 + 1,07 + 1,19+ 1,49 +
Nisastas1 | 0,03c 0,02 gh 0,04 ef 0,06 efg 0,07d | 0,02e | 0,03f 0,21 def
Misir 1,7+ 1,76 + 1,91 + 1,67+ 1,84 + 1,48 + 1,85+ 1,72 +
Unu 0,11 ab 0,07 a 0,05a 0,1ab 0,09ab | 0,03bc | 0,02abc | 0,01 abcd
Cin Musir | 1,88+ 1,48 + 1,69 + 1,53+ 1,59 + 1,5+ 1,96 + 1,85+
0,09 a 0,2 bcd 0,2abc | 0,16abcd | 0,19cd | 0,13 bc | 0,08 ab 0,02 a
Tath 1,18+ 1,42 + 1,6 £ 1,26 + 1,52 + 1,32 + 1,57 + 1,56 +
Misir 0,06 c | 0,06def | 0,22bcd | 0,2 defg 0,09cd | 0,14cd| 0,2de | 0,03 cdef
Bebek 1,28 + 1,51 + 1,25+ 1,06 + 1,52+ | 129+ | 1,6+ 1,67 +
Mamasi 0,12c | 0,04 bcd | 0,03 ef 0,08 g 0,1cd |0,03cd| 0,05de |0,11 abcde
Kek 1,22 + 1,21 + 1,34+ | 1,49+0,12| 1,51+ | 1.4+ | 142+ 1,42 +
0,07 c | 0,08efgh | 0,09 def bcde 0,12cd | 0,07c | 0,07e 0,04 f
Misir 1,53+ 1,7+ 1,59 + 1,63 + 1,71 + 1,7+ 1,72 + 1,45+
Patlag: 0,08 b 0,01ab | 0,02bcd | 0,12 abc 0,1bc | 0,13b | 0,05cd 0,13 ef
SoyaUnu | 1,09+ 1,15+ 1,1+ 1,16 + 1,13+ 1,93+ | 2,04+ 1,59+
0,01c 0,05 h 0,02 f 0,04 fg 0,01e | 0,0l1a | 0,07a | 0,06 bcdef
Soya 1,24 + 1,39+ 1,23 + 1,22 + 1,09 + 1,97+ | 2,04+ 1,81 +
Kiispesi 0,09c | 0,07defg | 0,07 ef 0,03 efg 0,02e | 0,02a | 0,02a 0,07 ab
GDO 1,86 + 1,8+ 1,84 + 1,81 £ 1,95 + 1,48 + 1,73 + 1,77 +
Misir 0,02 a 0,09 a 0,07 ab Oa 0,02a |0,11bc| 0,09cd | 0,02 abc
Ortalama | 1,41+ 147+ 1,48 + 1,4+ 1,53+ 1,47 + 1,67 + 1,64 +
0,17 ¢ 0,15bc | 0,17 bc 0,15¢ 0,15b |0,16bc| 0,17a 0,11a

Ayni siitunda bulunan farkli biiyiik harfleri igeren ortalamalar arasindaki farklar
p < 0.05 diizeyinde anlamlidir.
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Farkli iglenmislik seviyelerindeki 14 adet gida iiriiniinden sekiz protokol kullanilarak
izole edilen DNA’larin Ajgo/Azg0 oranina iligkin veriler her protokol kendi iginde
degerlendirilerek karsilastirilmistir (Cizelge 4.4). Gida iirlinlerinde Wizard yontemi
uygulanarak yapilan ekstraksiyon sonrasinda (protokol 1) Ago/Azgo orami 1,09 - 1,88
arasinda degisen DNA’lar izole edildigi gozlenmistir. Bu protokol uygulanarak elde
edilen en yiiksek oran cin misir (1,88) ve GDO’lu misirda (1,86) saptanmistir. En ideal
Aol Azgo orant 1,70 ile misir ununda elde edilmistir. Bunu takiben kraker, misir Cipsi ve
musir patlagindan sirastyla 1,57, 1,56 ve 1,53°1lik Ajgo/Azgo oranlarina sahip DNA elde
edilmistir. Bu protokol kullanilarak elde edilen ortalama Ajgo/Azgo orani incelenen tiim
gida triinleri i¢in 1,41 olarak hesaplanmistir. Wizard yoOnteminin ortalamanin ¢ok
altinda Aggo/Azgp orani gozlenen soya unu (1,09), misir gevregi (1,14), misir nisastasi
(1,17), tatlt msir (1,18), kek (1,22), soya kiispesi (1,24), bebek mamas1 (1,28) ve
biskiivinin (1,29) izolasyonu i¢in DNA saflig1 ve kalitesi bakimindan uygun bir yontem

olmadigi tespit edilmistir.

Farkli islenmislik seviyelerine sahip gida iirlinlerinde, Lysis buffer i¢cinde % 1 BME
eklenmis modifiye Wizard metodu (protokol 2) kullanilarak yapilan ekstraksiyon
sonucunda 1,15 - 1,80 arasinda degisen kalitede DNA elde edilmistir (Cizelge 4.4). Bu
metot uygulanarak elde edilen ortalama Agso/Azgp oraninin tiim gida tiriinleri igin 1,47
oldugu hesaplanmistir. Bu yontem ile en yiiksek Aggo/Azgo orani 1,80 ile GDO’lu
misirda ve 1,76 ile misir ununda gozlenmistir. Bu metot protokol 1’in modifiye sekli
olmakla birlikte her iki metotta da en yiiksek Azgo/Azgo orani GDO’lu musirda
saptanmustir. Protokol 2 ile en ideal Azgo/Azgo orani 1,70 ile misir patlag: ve 1,67 ile de
kraker iiriinlerinde tespit edilmistir. Bu yontem ile gergeklestirilen izolasyonda DNA
saflig1 agisindan en basarisiz sonug 1,15 orani ile soya unundan ve 1,18 orani ile misir
nisastasindan elde edilmistir. Lysis buffer icinde % 1 BME eklenmis modifiye Wizard
metodu (protokol 2) ve orneklerin TNE tamponu ile 6n inkiibasyonuna dayali
kombinasyon yontemi (protokol 3), Tung Nguyen ve ark. (2009) tarafindan yapilan
calismada ham misirda denenmis olup Azso/Azgo orani (1,6 ve 1,7) sonucunda protein
izine rastlanildig: ileri siirtilerek orta nitelikte bir DNA saflig1 verdigi bildirilmistir. Bu
bulgunun aksine ¢aligmamizda ham misir (GDO’lu misir) i¢in sirastyla 1,80 (protokol

2) ve 1,84 (protokol 3)’liik bir Agp/Azgo orani elde edilmistir.
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Orneklerin TNE tamponu ile &n inkiibasyonuna dayali kombinasyon yontemi (protokol
3) kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda 1,10 - 1,91 arasinda degisen kalitede
(ortalama 1,48) DNA izole edilmistir. Bu protokol uygulanarak en yiiksek Azso/Azso
orant misir ununda (1,91) ve GDO’lu misirda (1,84) gozlenmistir. Protokol 3’lin
kullanilmastyla en ideal DNA saflik oran1 1,69 ile cin misirda tespit edilmistir. Bu
yontem ile gerceklestirilen izolasyonda en diisiik kalitede DNA soya unundan (1,10) ve

misir gevreginden (1,22) izole edilmistir.

Islenmis ve islenmemis gida drneklerinden CTAB yontemi (Jankiewicz ve ark., 1999)
ile yapilan izolasyon islemi sonucunda 1,06 - 1,81 arasinda degisen kalitede DNA
(ortalama 1,40) gozlenmis, en yiiksek Azeo/Asgo orant 1sil isleme maruz birakilmamis
gida iirlinii olan GDO’lu misirda (1,81) saptanmistir. Bu orami 1,67 ile misir unu, ve
1,63 ile de misir patlag takip etmistir. Protokol 4 ile elde edilen en diisiik oranin (1,06)
elde edildigi gida triinii bebek mamasi olmustur (Cizelge 4.4). Bununla birlikte
calismada kullanilan tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde protokol 1 ve
protokol 4’lin ortalama Ajpo/Azgp oranina bagli olarak DNA kalitesi bakimindan en
diisiik degerleri veren yontemler oldugu tespit edilmistir. Tung Nguyen ve ark. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada, ham ve islenmis insan yiyecegi ve hayvan yemlerinde
DNA izolasyonu i¢in farkli DNA ekstraksiyon yontemleri denenerek hem verim hem de
kalite agisindan iyi bir DNA veren tek yontemin CTAB yontemi (Jankiewicz ve ark.,
1999) oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmada ise soya unu ve soya kiispesinde ayni bagariy1
gosteremeyen protokol 4, GDO’lu misirda 1,81°lik oran ile 1yi kalitede DNA verimi

saglamistir.

Gida tirtinlerinin izolasyonunda Lysis buffer i¢cinde % 1 BME eklenmis modifiye CTAB
metodu (Protokol 5) kullanilarak izole edilen DNA’lara ait Ajgo/Azgp oranlari baz
aliarak trtinler karsilastirildiginda, DNA kalitesinin gdstergesi olan bu oranin protokol
5 i¢in ortalama 1,53 olmak {izere 1,09 ila 1,95 arasinda degiskenlik gosterdigi ve bu
protokoliin misir patlagi (1,71) ve misir unu (1,84) i¢in tercih edilebilecek basarili bir
yontem oldugu saptanmistir (Cizelge 4.4). Bu yontem ile en yiiksek Ajgo/Azgy orani
GDO’lu misirda (1,95), en diisiik Azeo/Azgo oranlari ise soya kiispesi (1,09) ve soya
ununda (1,13) gozlenmistir (Cizelge 4.4). Protokol 4’iin modifiye sekli olan bu yontem

ile en yiiksek Agso/Azgo orani protokol 4 ile ayni gida tiriinlerinde saptanmustir.
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Farkli bir CTAB yontemi (Rogers ve Bendich, 1985) olan protokol 6 uygulanarak gida
tirtinlerinden ortalama 1,47 oraninda olmak tizere 1,07 ila 1,97 arasinda degisen kalitede
DNA elde edilmistir. Bu protokol igin en yiiksek Azgo/Azgo orani 1,97 ile yari islenmis
bir {iriin olan soya kiispesinde ve 1,93 ile soya ununda gozlenirken, en ideal Ago/Azso
orani ise 1,70 ile misir patlagindan elde edilmistir. Protokol 6 i¢in hesaplanan ortalama
1,47°1ik Azgo/Azgo oranmin oldukga altinda deger veren musir nisastasi (1,07) igin bu

yontem saf bir DNA elde etmede basarisiz bulunmustur.

GENESpin, Eurofins GeneScan DNA ekstraksiyon Kiti (protokol 7) ile 14 adet gida
tirlinlinde izole edilen DNA’nin kalitesinin gdstergesi olan Ajeo/Azgo orani (ortalama
1,67) 1,18 - 2,04 araliginda bulunmustur. Bu yontemin uygulanmasiyla en yiiksek oran
2,04 ile soya unu ve soya kiispesinde, 1,96 ile cin misirda ve 1,85 ile misir ununda
goriilmustiir. Protokol 7 kullanilarak misir patlagt (1,72), GDO’lu misir (1,73) ve
krakerden (1,79) istenen kalite ve saflikta DNA elde edilebildigi tespit edilmistir. Bu
protokoliin, islenmis bir iriin olan misir gevreginden (Azeo/Azgp orani 1,18) ve yari
islenmis bir iiriin olan misir nisastasindan (Aze0/Azgo orani 1,19) kaliteli bir DNA izole
etmek i¢in yeterli ve uygun bir yontem olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.4). Bununla
birlikte ¢calismada kullanilan tiim protokoller birlikte degerlendirildiginde DNA miktari
bakimindan en basarisiz verim saglayan protokollerden ikisini olusturan protokol 7 ve
8’in, ortalama DNA saflig1 (Aze0/Azso orani) bakimindan en yiiksek ve istenen degerleri

(sirastyla ortalama 1,67 ve 1,64) igeren yontemler oldugu belirlenmistir.

DNeasy® mericon™ Food Handbook Standart kiti (protokol 8) uygulanarak elde edilen
DNA kalitesinin belirlendigi Azgo/Azgp oraninin tiim gida tirtinleri igin ortalama 1,64
oldugu hesaplanmigtir. Bu yontem ile gida iiriinlerinden 1,42 - 1,85 arasindaki oranda
DNA elde edildigi gbzlenmistir. Bu protokol uygulanarak elde edilen en yiiksek oranlar
cin musir (1,85) ve soya kiispesinde (1,81) saptanmistir. Protokol 8 ile sirasiyla misir
unu (1,72), biskiivi (1,73), GDO’lu musir (1,77) ve krakerden (1,78) ideal ve istenen
saflikta DNA elde edilmis ve bu iirlinlerden kaliteli DNA izolasyonu i¢cin DNeasy®
mericon™ Food Handbook Standart kitinin kullanilabilir oldugu saptanmustir. Islenmis
bir gida olan kekten elde edilen DNA kalitesi 1,42°lik deger ile basarisiz bir yontem

olarak degerlendirilmektedir. Isil isleme maruz birakilmis bir gida {riinii olan
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biskiividen protokol 7 ve 8 ile diger protokollere nazaran daha kaliteli bir DNA elde

edilerek bu yontemlerin bu iirlin i¢in basarili oldugu saptanmustir.

Calismada materyal olarak kullanilan 14 farkli gida iriintine sekiz farkli protokol
uygulanarak izole edilen DNA’nin Kkalitesinin gostergesi olan Ajgo/Azgy oOrani
ortalamalar1 protokol bazinda degerlendirildiginde; en yiiksek DNA saflig1 protokol 7
(1,67) ve protokol 8’den (1,64) elde edilmistir. Bunu ortalama 1,47-1,53 arasinda
degisen Ajgo/Azgo oranlarla sirasiyla protokol 5, protokol 3 protokol 6 ve protokol 2
izlemistir. Tiim gida triinleri dikkate alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda
ortalama Ageo/Azgo Oran1 (DNA kalitesi) agisindan en diisiik degeri veren metotlarin ise
protokol 1 (1,41) ve protokol 4 (1,40) oldugu belirlenmistir.

4.2. DNA 1izolasyonu Yapilan Orneklerde Genetigi Degistirilmis Organizmalarin
(GDO) Belirlenmesi

Islenmis ve islenmemis iriinlerde DNA izolasyon isleminin ardindan PZR
amplifikasyonu yapilmistir. PZR iirlinlerinin agaroz jele yiiklenme siras1 soyledir; ilk
kuyucukta Ladder olmak iizere 1-4: biskiivi, 5: misir cipsi, 6-7: musir gevregi, 8-11:
kraker, 12-15: musir cipsi, 16-17: musir nisastasi, 18-19: misir unu, 20: cin musir, 21:
tatlt misir, 22-23: bebek mamasi, 24-25: kek, 26: misir patlagi, 27: soya unu, 28: GD
misir (pozitif kontrol), 29: GD soya kiispesi (pozitif kontrol), 30: bugday DNA’s1

(negatif kontrol). Ayrica, biitiin jellere ayni iirlin siralamasiyla yiikkleme yapilmistir.

4.2.1. Lektin ve Zein Geni Amplifikasyonu ile GDO Taramasi

Islenmis ve islenmemis gida iirinlerinde yapilan DNA izolasyonunun ardindan bu
orneklerde hapgi tiire ait genin bulundugunu belirlemek i¢in soya - misir DNA taramasi
yapilmigtir.  Zein geninin belirlenmesi i¢in ZEINO3/ZEIN04 primer ¢iftiyle
amplifikasyon yapilmis ve sonrasinda kosulan jelde (Sekil 4.2) bu gen i¢in beklenen
bant 18 6rnekte belirlenmistir (Cizelge 4.5). Boylece yapisinda zein geni bulunduran bu

orneklerin misir icerdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Gida 6rneklerindeki 277 b¢’lik zein geni amplifikasyonunun jel goriintiisii
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Analizi yapilan gida iiriinlerinde Soya geninin belirlenmesi i¢gin LEC1/ LEC2 primer
cifti kullanilmigtir. Amplifikasyon sonrasinda elde edilen jel goriintiisiinde (Sekil 4.3)
dort 6rnekde lektin geni i¢in beklenen bant biiyiikligi (164 bg) elde edilmis olup lektin
geni tespit edilen gida iiriinlerinin igeriginde soya bulundugu belirlenmistir (Cizelge
4.5). Ayrica, bazi triinlerde eser miktarda soya bulundugundan jelde istenilen netlikte

bant elde edilememistir.

Sekil 4.3. Gida o6rneklerindeki 164 bg’lik lektin geni amplifikasyonunun jel goriintiisii

78



Cizelge 4.5. Soya ve misir bakimindan kalitatif PZR sonuglar

Gida iiriinii Zein Lec
Ornek 1 Biskiivi (marka 1) - -
Ornek 2 Biskiivi (marka 2) - -
Ornek 3 Biskiivi (marka 3) - -
Ornek 4 Biskiivi (marka 4) - -
Ornek 5 Misir Cipsi (marka 1) + -
Ornek 6 Misir Gevregi (marka 1) + -
Ornek 7 Misir Gevregi (marka 2) + -
Ornek 8 Kraker (marka 1) - -
Ornek 9 Kraker (marka 2) - -
Ornek 10 Kraker (marka 3) - -
Ornek 11 Kraker (marka 4) - -
Ornek 12 Misir Cipsi (marka 2) + +
Ornek 13 Misir Cipsi (marka 3) + -
Ornek 14 Misir Cipsi (marka 4) + -
Ornek 15 Misir Cipsi (marka 5) + -
Ornek 16 Misir Nisastas1 (marka 1) + -
Ornek 17 Misir Nisastast (marka 2) + -
Ornek 18 Misir Unu (marka 1) + -
Ornek 19 Misir Unu (marka 2) + +
Ornek 20 Cin Misir + -
Ornek 21 Tatli Misir + -
Ornek 22 Bebek Mamasi (marka 1) + -
Ornek 23 Bebek Mamasi (marka 2) + -
Ornek 24 Kek (marka 1) - -
Ornek 25 Kek (marka 2) - -
Ornek 26 Misir Patlag + -
Ornek 27 Soya Unu - +
Pozitif kontrol (28) | GD Misir + -
Pozitif kontrol (29) | GD Soya Kiispesi - +

Negatif kontrol (30)

Bugday Tohumu

(+ : var, - : yok)
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Tung Nguyen ve ark. (2009) yaptig1 ¢aligmada, ham soya fasiilyesi, ham muisir, hayvan
yemi, soya siitli ve soya peyniri Orneklerinden bes protokolle izole edilen DNA’larda
lektin - zein geni bakimindan taramalar yapilmistir. Soya fasiilyesinden elde edilen
trtinler i¢in LEC1/LEC2, musir kokenli iriinler i¢in ise ZE03/ZE04 primer ¢iftini
kullanmislardir. Calisma sonucunda bu {irlinlerin PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan

primerlerin dogru sonug verdigi bildirilmistir.

4.2.2. Orneklerin 35S Promotor ve Nos ve tNosTerminator ile Taranmasi

Farkli islenmislik seviyelerindeki 12 farkli gida iriinlinde DNA ekstraksiyon
islemlerinin ardindan GDO varliginin belirlenmesi i¢in 35S promot6r, Nos ve tNos

terminatdr taramasi yapilmistr.

Ilk olarak, Cauliflower Mosaic Viriisii’'nden elde edilen 35S promotdriiniin varlig
35sPF ve 35sPR primerleri (Wang ve Fang, 2005) kullanilarak saptanmistir. PZR
taramas: sonucunda amplifikasyonu yapilan 1 - 5, 7 - 29 numarali 6rnekler 143 b¢’lik
beklenen bant biiyiikliglinii gostererek pozitif sonu¢ vermistir. Dolayisiyla iilkemizde
satiga sunulmug soya ve misir igeren bu gida iriinlerinin 35S promotoriiniin varlig
acisindan  genetigi degistirilmis  riin icerdikleri  belirlenmistir. Amplifikasyon

tirtinlerinin yiiriitiildiigii agaroz jelin goriintiisii Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4. 35S promotor ile yapilmis olan 143 baz ¢iftlik PZR taramasinin jel gériintiisii

Gida iirtinlerinde Nos terminator igin NOS1-NOS3 primer ¢ifti kullanilarak PZR
taramas: yapilmistir. (Sekil 4.5). Amplifikasyonu sonucunda beklenen 180 bg’lik bant
buytkligi 9, 12, 13, 14, 15, 20, 21, 23 ve 28 ile 29 numarali 6érneklerde goriilmiistiir
(Cizelge 4.6). Bu orneklerde Nos terminatoriin varligr tespit edildiginden dolayr bu

gida tirtinlerinin GDO’lu tirlin igerdigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.5. Nos terminator ile yapilmis olan 180 baz ¢iftlik PZR taramasinin jel goriintiisii

Gida iiriinlerinde tNos terminatdriiniin varligimi tespit etmek igin tNos2-5/ tNos2-3
primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonu sonucunda beklenen 151 bg¢’lik
bant biyiikligii 2, 6, 7 ve 30 numarali 6rnekler disindaki tiim gida iiriinlerinde (1, 3, 4,
5, 8 - 29) gozlenmistir (Cizelge 4.6). Boylece incelenen gida dirlinlerinin ¢ogunun
genetigi degistirilmis {rilinler igerdigi saptanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. tNos terminatér ile yapilmis olan 151 baz ¢iftlik PZR taramasinin jel goriintiisii
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Cizelge 4.6. Kalitatif PZR sonuglar

Ornek Tiirii Nos tNos 35S
Ornek 1 Biskiivi (marka 1) - + +
Ornek 2 Biskiivi (marka 2) - - +
Ornek 3 Biskiivi (marka 3) - + +
Ornek 4 Biskiivi (marka 4) - + +
Ornek 5 Misir Cipsi (marka 1) - + +
Ornek 6 Maisir Gevregi (marka 1) - - -
Ornek 7 Misir Gevregi (marka 2) - - +
Ornek 8 Kraker (marka 1) - + +
Ornek 9 Kraker (marka 2) + + +
Ornek 10 Kraker (marka 3) - + +
Ornek 11 Kraker (marka 4) - + +
Ornek 12 Misir Cipsi (marka 2) + + +
Ornek 13 Mistr Cipsi (marka 3) + + +
Ormnek 14 Mistr Cipsi (marka 4) + + +
Ornek 15 Masir Cipsi (marka 5) + + +
Ornek 16 Masir Nisastasi (marka 1) - + +
Ornek 17 Misir Nisastasi (marka 2) - + +
Ornek 18 Misir Unu (marka 1) - + +
Ornek 19 Misir Unu (marka 2) - + +
Ornek 20 Cin Misir + + +
Ornek 21 Tath Misir + + +
Ornek 22 Bebek Mamasi (marka 1) - + +
Ornek 23 Bebek Mamasi (marka 2) + + +
Ornek 24 Kek (marka 1) - + +
Ornek 25 Kek (marka 2) - + +
Ornek 26 Misir Patlagi - + +
Ornek 27 Soya Unu - + +
Pozitif kontrol (28) | GD Misir + + +
Pozitif kontrol (29) | GD Soya Kiispesi + + +

Negatif kontrol (30)

Bugday Tohumu

(+ : var, - : yok)
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Oraby ve ark. (2005) yaptigi c¢alismada hazir gidalarda 35S promotér ve Nos
terminatoriin varhigint belirlemek amaciyla analiz ettikleri 24 adet gida 6rneginden ig
tanesinin 35S promotor taramasinda pozitif sonug verdigini, Nos terminator taramasinda

ise tiim triinlerin negatif sonug verdigini bildirmislerdir.

Farkli islenmis gida iriinlerinde genetigi degistirilmis organizmalar: belirlemek igin
uygulanabilir PZR metodunu bulmak amaciyla yapilan bir ¢alismada (Lipp ve ark.,
2001), CTAB metodu ve Wizard food Kiti ile DNA izolasyonlar1 yapilan gida
materyallerinde 35S promotoriin ve Nos terminatdriin belirlenmesi i¢in yapilan PZR
taramalarinda pozitif sonug¢ verecek ¢esitli primer ciftleri denenmistir. 35S promotorii
icin tiim materyallerde 35S1/35S2 primer cifti en zayif sonucu verirken 35S-cf3/35S-
cr4 primer ¢ifti en iyi sonucu vermistir. Tam materyallerde Nos terminatorii igin
denenmis olan tiim primer giftlerinin arasindan HA-nos-118f/HA-nos-118r primer ¢ifti

uygun bulunmustur.

Tiirkiye pazarinda misir kaynakli tiriinlerde CaMV 35S promotdr, nos terminatdr ve
Btl1 varligini tespit etmek i¢in bazi yontemler gelistirilmistir (Giirakan ve ark., 2011).
Sonuglar baz alindiginda ilk kez Tiirk gida ve yem iirlinlerinde GD musir varlig1 tespit

edilmistir.

Yapilan bir arastirmada (Lipp ve ark., 1999), PZR metoduna dayali DNA
amplifikasyonu gerceklestirilip, gogaltilacak fragmentler 35S promotérden ve nos
terminatoriinden saglanmigtir. Yirmi sekiz gida 6rneginin 26’sinda GDO belirlenmis

olup bu metodun yiyeceklerde GDO taramasinda kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Elsanhoty ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, ham ve islenmis misir iirtinlerinden olan
misir ¢ekirdekleri (muamelesiz), misir unu (mekanik aritma), konserve musir (tath
misir), dondurulmus misir, misir nisastasi, ekstriide misir, patlamig misir, misir gevregi,
musir gerezi ve musir unundan yapilan ekmekten DNA ekstrakte etmisler ve kalitatif
tespit icin GMO Screen 35S/Nos test kitini kullanmiglardir. Calisma sonucunda 17
ornekte 35S promotdr varligi tespit edilirken, genetigi degistirilmis Bt-176 musir

hattinin da 6rneklerin % 34’tinde pozitif oldugu agiklanmistir.
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Genetigi degistirilmis organizmalarin belirlenmesi amaciyla VVollenhofer ve ark. (1999)
tarafindan PZR metotlar: gelistirilmistir. Gidalardaki bocege dayaniklt misirin ve
glifosfat toleransli soyanin spesifik olarak belirlenmesinde bu metodlardan
yararlanilmistir. Tarama esnasinda kullanilan primerlerin gelistirilmesi 35S promotdriin
(Cauliflower mosaic viriisiinden izole edilen), nos terminatoriin (Agrobacterium
tumefaciens’ten izole edilen) ve antibiyotik belirleyici geni olan NPTII (neomycin
phospho transferase II)’nin ¢ogaltiimasiyla saglanmistir. Elde edilen metodun, tohumda
ve islenmis trtinlerdeki GDO’lar1 belirlemede yiiksek derecede duyarlilik gosterdigi
bildirilmistir.

Bir diger ¢alismada arastirmacilar, genetigi degistirilmis soyalari ¢oklu PZR (multiple
PZR) yaparak kalitatif olarak belirlemeyi amaglamiglardir (Wang ve Fang, 2005).
Calismada 35sP (Caulflower mosaic virus, 35S promotdr), nosT (Agrobacterium
tumefaciens, nopaline synthase terminatér), 35sP/CTP (Petunia hybrida, EPSPS
choloroplast transit peptide) ve Lec (lektin) primerleri kullanilmistir. Marketlerden

temin edilen 21 soya 6rneginden 14’{iniin transgenik oldugu belirlenmistir.

Misir ve soyada genetik modifikasyonun taranmasi i¢in multiple PZR yontemi
gelistirilmistir (Forte ve ark., 2005). Bitkiye 6zgii primerler ile 35S promotér ve nos
terminator bolgelerini ¢ogaltan primerler birlikte kullanilmistir. Coklu PZR analizinin;
genetigi degistirilmis misir ve soya tiriinlerini hizl, ucuz, tekrarlanabilir sekilde ve daha

kisa siirede analiz ettigi belirtilmistir.

Turhan (2008) yaptig1 ¢alismada; soya ve misir tohumlari ile soya veya misir igeren un,
biskiivi, ¢ikolata, cips, miSir gevregi, nisasta ve bebek siitii gibi tiriinler de GDO analizi
yapmigtir. Tarama iglemi i¢in 35SPF, 35sPR ve Nosl, Nos3 primerlerinin kullanildig1
arastirmada, analiz edilen tiim ithal soya ve misir tohumlarinin genetigi degistirilmis
oldugu belirlenmistir. Lektin ve zein geni igeren gida materyallerinde yapilan tarama
sonucunda 35S promotdér ve nos terminatdr i¢in beklenilen bant biiylikligi elde
edilememistir. Bundan dolay1r gida materyallerinde GDO belirlenmemis, analizlere

devam edilmemistir.
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Oztiirk (2011) yaptig1 calismada, misir ve musirdan iiretilmis gidalarm kalitatif ve
kantitatif transgen igeriklerinin belirlenmesi amaciyla ¢esitli taramalar yapmuistir.
Yapilan bu arastirmada ¢esitli misir iirtinlerinde, yabanci genlerin varligi ve miktari, pek
cok transgenik misirda bulunan diizenleyici diziler olan 35S promotor ve nos terminator
dizilerinin kalitatif ve kantitatif PZR analizleriyle arastirtlmistir. 35S dizisinin varliginin
belirlenmesi amaciyla iki farkli primer ¢ifti kullanilmis ancak gerceklestirilen kalitatif
PZR sonucunda higbir 6rnekte 35S bolgesi tespit edilememistir. Nos dizisinin varligini
tespit etmek i¢in yapilan kalitatif PZR’ler sonucunda ise 13 6rnekten sekizinde nos
terminator dizisinin varhigl tespit edilmis ve bu sekiz {irlinden ii¢ tanesinin bebek
mamast Ornekleri oldugu saptanmigtir. Bu analizlerin sonucunda da bizim
sonuglarimizla benzer sekilde tilkemizde satisa sunulmus bebek mamasi dahil pek ¢ok

gida 6rneginin GDO kokenli tirtinleri igerdigi ifade edilmistir.
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5. SONUC

Bu tez caligmasinda farkli islenmislik seviyelerindeki gidalara 6zgii farkli DNA
ekstraksiyon protokolleri, modifiye sekilleri ve ekstraksiyon Kkitleri denenerek,
incelenen her bir islenmis iirlin i¢cin en uygun izolasyon metodunun belirlenmesi
amaclanmistir. Alti farkli izolasyon yontemi ve iki adet DNA kiti kullanilarak
gerceklestirilen DNA izolasyonlar1 sonucunda, elde edilen DNA’larin kalite ve miktari

gida tiirline ve islenmislik diizeyine bagli olarak degisiklik gostermistir.

Calismada materyal olarak kullanilan degisik islenmislik seviyesindeki 12 farkli gida
tirtiniinden farkli DNA ekstraksiyonu protokolii kullanilarak elde edilen DNA miktarlari
gida tliriinii bazinda degerlendirildiginde; ortalama olarak en yiiksek DNA miktari
sirastyla ham ve yart islenmis gida {irlinlerinden olan soya unu (2,19 pg/ul), soya
kiispesi (2,11 pg/ul), cin musir (1,53 pg/ul) ve GDO’lu musirdan (0,56 pg/pl) elde
edilmistir. Bu iiriinleri sirasiyla kraker, misir patlagi, biskiivi, misir gevregi, kek, misir
cipsi ve musir unu izlemistir. Tiim protokoller dikkate alinarak yapilan istatistiki analiz
sonucunda ortalama DNA verimi bakimindan en diisiik degeri veren {iriinlerin ise misir
nisastas1 (0,08 pg/ul DNA), tath misir (0,17 pg/pl DNA) ve bebek mamasi (0,20 pg/ul
DNA) oldugu belirlenmistir.

Sekiz farkli protokol uygulanarak 12 farkli gida {iriiniinden elde edilen DNA miktarlari
protokol bazinda degerlendirildiginde; ortalama olarak en yiikksek DNA miktar
protokol 2 (1,19 ug/ul), protokol 1 (1,01 pg/ul) ve protokol 3 (0,97 ug/ul) ’den elde
edilmistir. Bu metotlar1 ortalama 0,93, 0,62 ve 0,49 pg/ul’lik DNA miktarlan ile
sirasiyla protokol 5, protokol 4 ve protokol 7 takip etmistir. Tiim gida {riinleri dikkate
alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda ortalama DNA verimi bakimindan en diigiik
degeri veren metotlarin ise protokol 6 (0,11 pg/ul) ve protokol 8 (0,09 ug/ul) oldugu
belirlenmistir. Yeterli derecede DNA elde edilememesinin nedeninin gidalarin pisirilme
sirasinda yiiksek sicakliga maruz kalmalarindan dolayr DNA’larinin  yapilarinin

bozulmasi oldugu diisiintilmektedir.
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Farkli DNA izolasyon protokolleri ile farkli islenmislik seviyesindeki 27 adet gida
tirtiniinden izole edilen DNA’larda gozlenen Ajgo/Azgo oranlari baz alinarak; ortalama
olarak en ideal oranlarin islenmis ve yar1 islenmis gida iirlinlerinden olan GDO’lu misir
(1,78), musir unu (1,74), cin musir (1,68), kraker (1,63) ve misir patlagindan (1,63) elde
edildigi ifade edilebilir. Bu lirlinleri ortalama Ajgo/Azgo orani bakimindan sirasiyla misir
cipsi, biskiivi, soya kiispesi, tatli misir, soya unu ve bebek mamasi izlemistir. Tim
protokoller baz alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda ortalama DNA safligi
bakimindan en diisiik Ago/Azgo oranini veren iriinlerin ise misir nisastasi (1,25), misir

gevregi (1,26) ve kek (1,38) oldugu belirlenmistir.

Calismada materyal olarak kullanilan 12 farkli gida iirliniine sekiz farkli protokol
uygulanarak izole edilen DNA’nin kalitesinin gostergesi olan Ajgo/Azgp orant
ortalamalar1 protokol bazinda degerlendirildiginde; en yliksek DNA saflig1 protokol 7
(1,67) ve protokol 8’den (1,64) elde edilmistir. Bunu ortalama 1,47-1,53 arasinda
degisen Ajgo/Azgo oranlartyla sirasiyla protokol 5, protokol 3, protokol 6 ve protokol 2
izlemigtir. Tim gida iriinleri dikkate alinarak yapilan istatistiki analiz sonucunda
ortalama Azeo/Azgo orant (DNA Kkalitesi) agisindan en diisiik degeri veren metotlarin ise

protokol 1 (1,41) ve protokol 4 (1,40) oldugu belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada, Tiirkiye’de piyasaya sunulan misir ve/veya soya kokenli
gidalarin GDO taramalari da yapilmis ve GDO’lu {riin igerip icermedikleri
belirlenmistir. Incelenen musir ve soya kokenli iiriinlerde, yabanci genlerin varligi,
Avrupa Birligi tarafindan onaylanmis pek ¢ok transgenik musir ve soyada bulunan
diizenleyici diziler olan 35S promotor, nos ve tNos terminatér dizilerinin varliginin
kalitatif PZR analizleriyle taranmasiyla arastirilmistir. Gida iirlinlerinde 6ncelikle lektin
— zein geni taramasi yapilmistir. PZR analizlerinin sonucunda dort gida 6rneginin lektin
genine ait bant biyiikligiinii verdigi gdzlenmis, dolayisiyla bu 6rneklerin soya igerdigi
belirlenmistir. On sekiz gida 6rneginde ise zein genine ait bant blyiikligli goriilmiis
olup bu gida tiriinlerinin de misir igerdigi belirlenmistir. Lektin ve/veya zein geni i¢eren
gida iriinlerinde 35S promotér ve Nos, tNos terminatdriin belirlenmesi i¢in PZR
taramast yapilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan iki 6rnekte (28-29) 35S promotor,
nos ve tNos terminatdr dizilerinin varligi acisindan yapilan taramalardan istenilen

bliyiikliikte bant elde edilmis, negatif kontrol olarak kullanilan 6rnekte (30) ise iig¢
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bolgenin de varligina rastlanmamistir. 35S dizisinin varliginin belirlenmesine yonelik
gerceklestirilen kalitatif PZR sonucunda 1 - 5, 7 - 29 numarali 6rneklerin 143 bg¢’lik
beklenen bant biiyiikligiinii gostererek 35S varligi agisindan pozitif sonug verdigi tespit

edilmistir.

Nos dizisinin varligint belirlemeye yonelik yapilmis olan Kalitatif PZR’ler sonucunda
ise 10 ornekte (9, 12, 13, 14, 15, 20, 21, 23 ve 28 ile 29 numarali 6rnekler) 180 bg¢’lik
bant biiyiikliigii ile nos terminator dizisinin varhigi tespit edilmistir. tNos terminatdriin
belirlenmesi amaciyla yapilan taramalar sonucunda 2, 6, 7 ve 30 numarali 6rnekler
disindaki tiim gida trlinlerinde 151 bg’lik beklenen bant biiyiikliigii gézlenmistir. Bu
gidalar basta bebek mamasi olmak iizere lilkemizde GDO kullaniminin yasak oldugu
gida driinleri kapsamindadir. Yapilan analizlerle incelenen gida materyallerinin
cogunun genetigi degistirilmis driin icerdigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda iilkemizde satisa sunulmus pek ¢ok gida tirlinliniin GD iiriinleri veya
hammaddeleri igerdigi saptanmis ve bu nedenle GDO’larin tespiti ve etiketlenmesiyle

ilgili daha hassas denetimlere ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.
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