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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GIDA ve HAYVAN YEMIi OLARAK TUKETILEN SEKER PANCARINDA
(Beta vulgaris var. saccharifera L.) GENETIK MODIFIKASYONUN
BELIRLENMESI

Havva KAYA

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Giil CEVAHIR OZ

Biyoteknolojik ¢alismalarda gelinen son nokta olan gen transferi ile bir¢ok bitkinin gen
dizilimini degistirmek suretiyle istenen Ozellikte canlilarin olusturulmasi saglanmistir.
Genetigi Degistirilmis Organizma (GDO) olarak adlandirilan transgenik bitkiler ve ticari
iirtinleri 20. yiizyil sonlarinda piyasaya siiriilmeye baslanmistir. Giiniimiizde yaklasik 28
iilkede 181 milyon hektarlik alanda soya, musir, kanola, pamuk, domates, kabak ve
papaya tiretimi yapilmakta ve ticari iirtinleri kullanilmakta olup, tiim diinyada transgenik
bitkilerin iiretimi hizla artmaya devam etmektedir. Seker pancar1 da yaygm kullanimi ile
biyoteknoloji alaninda yapilan bir¢ok galigmaya konu olmustur. 2000 yilindan itibaren
bocek ve viriislere dayanikli, yabanci ot ilaglarina dayanikli ve diisiik kalorili seker
oranina sahip seker pancari liretimine de basglanmistir.

Bu tez calismasinda, lilkemizde yetistirilen gida ve hayvan yemi olarak kullanilan seker
pancari Urilinlerinde genetigi degistirilmis organizmalarin kalitatif olarak PZR analizleri
ile belirlenmesi amaglanmistir. Deneylerde; Polimeraz Zincir reaksiyonlar1 (PZR) ve
Gergek Zamanli PZR yontemleri kullanilarak toplam 51 adet (seker pancari ve ticari
hayvan yemi) 6rnekte transgen taramasi yapilmstir. Bu kapsamda referans olarak herbisit
diren¢ geni H7-1 ile 35S/NOS/FMV olarak adlandirilmis tiitiin mozaik viriistinden ve
Agrobacterium tumefaciens’den elde edilmis belli promotor ve terminator gen dizileri
taranmugtir. Sonug olarak toplanan 51 ornekten 42 sinde genetik modifikasyon varlhigi
tespit edilmistir.



Aralik 2016, 68 sayfa.

Anahtar kelimeler: Seker Pancari, Beta vulgaris, Genetigi Degistirilmis Organizma
(GDO), Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)



SUMMARY
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Through the gene transfer, which is the last point in biotechnological studies, it has been
possible to create living beings as desired by changing the gene sequence of many plants.
Transgenic plants and commercial crops, called Genetically Modified Organisms
(GMOs), began to be released on the market in late 20" century. Production of soybean,
corn, canola, cotton, tomato, pumpkin and papaya is being made in 28 countries in 181
million hectares of land and commercial products are being used and the production of
transgenic plants all over the world continues to increase rapidly. Sugar beet has also been
the subject of many studies in the field of biotechnology with its widespread use. Since
2000, sugar beet has also been started to be resistant to insects, viruses and weed
medicines and has also been make low sugar calorie content.

In this thesis study, it has been aimed to determine genetically modified organisms
qualitatively by PCR analyzes in sugar beet products used as food and animal feeds grown
in our region. In the experiments; Polymerase Chain Reactions (PCR) and Real Time
PCR methods were used to perform transgenic screening in a total of 51 samples (sugar
beet and commercial animal feed). In this context, certain promoter and terminator gene
sequences obtained from tobacco mosaic virus and Agrobacterium tumefaciens,
designated herbicide resistance genes H7-1 and 35S / NOS / FMV, have been screened.
As a result, 42 GMOs were detected in 51 collected samples.
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1. GIRIS

Canlmin genetik kodu olan DNA’nin yapisinin anlasilmasi, bilim diinyasinda devrim
etkisi olusturmustur. Bilimsel teknoloji hizla gelismis, bilimkurgu denilen bir¢ok bilimsel
deneyim artik giinliik hayatin parcasi haline gelmistir. Bu gelisme saglik, beslenme gibi
yasamsal faaliyetlerimizin devami ve sorunlarinin ¢oziimii i¢in yeni alternatifler getirerek
yasamimizi kolaylastirmistir. Birgok tartismay1 da beraberinde getiren GDO faaliyetleri

de bunlardan biridir.

GDO, bir canliin gen dizilimi degistirilerek ya da bu canliya ¢esitli bakteri, viriis, hayvan
ve bitkilerden gen aktarilarak kendi dogasinda bulunmayan bir karakter kazandirilmasi
ile elde edilir (Diinya Saglik Orgiitii, 2005). 1980'li yillardan bu yana devam eden genetik
miihendisligi alaninda gen transferiyle bircok iiretim yapilmistir. Ozellikle tip ve tarim

alaninda canli dogasindaki bir ¢cok manipiilasyon basar1 ile sonuglanmistir.

Uretimi diinya ¢apinda yaklasik 234 milyon ton (5,9 milyon hektar alan) olarak belirlenen
seker pancar1 diinyanm seker ihtiyacinin %16’si1 karsilamaktadir. Ik ¢ikis yerinin
Avrupa oldugu disiiniilen seker pancari, 19. ylizyilin basglarinda Orta Avrupa’dan
diinyaya yayilmistir. Tiirkiye’de ise 2015-2016 doneminde, 1.023.300 ton seker pancari
158.151,1 hektar alana ekilmis ve 368.000 ton melas, 2.279.516 ton yas kiispe ve 5.480
bin litre alkol, yan iiriin olarak elde edilmistir (PANKOBIRLIK, 2016). Pancardan
iiretilen sekerde diinyanin 6nemli seker {ireticileri arasinda olan Tiirkiye, diinya seker
iiretimin %38’1 ile 4. sirada olup, Avrupa seker liretiminde %10 ile 3. siradadir. Orta Dogu
pancar sekeri iiretiminde de %65 paya sahiptir. Seker pancari, yaygin kullanimi ile

biyoteknoloji alaninda yapilan bir¢ok ¢alismaya konu olmustur (isler 2013).

1996 yilinda 1,7 milyon hektar olan transgenik {iriin ekim alanlar1, 2014 yilinda Diinya
capmda 181,5 milyon hektar alana ulagmustir. Yillik biiylime % 3 ile 4 arasinda olmakla
beraber 6,3 milyon hektar ile 175,2 milyon hektara bu rakamdan ulagmistir. 1996 ile 2014
yillar1 arasindaki 18 yilin her birinde dikkate deger bir sekilde biyoteknolojik tarim
istikrarl bir sekilde artmis hatta bu 18 yilin 12 sinde bu oranim bir 6nceki yila nazaran iki

katina ¢iktig1 gorilmiistir (ISAAA, 2016). Bu rakamin girerek artacagi ise agikca



goriilmektedir. Ozellikle genetik miihendisligi alaninda yapilan yenilikler bunu kanitlar
niteliktedir. Son olarak Conklin (2012) tarafindan yaymlanan ve ¢ok biiyiik bir yanki
uyandiran yeni GDO yontemi olan CRISPR; transgenik bir canli iiretmenin en hizli ve
bugiine kadar uygulanan yontemlere gére en basit yontemini gézler Oniine sermis,
boylece Onii alinamaz gelismelerin yolunu agmistir. Deney hayvanlari, tip ve eczalik
alaninda ilag yapimda kullanilmak iizere gelistirilen transgenik bakteriler disinda,
ozellikle besin zincirinin temelini olusturan bitkilerdeki genetik modifikasyon fayda ve
zararlar1 agisindan siirekli tartisma konusu olmustur. Transgenik olarak yetistirilen ve
diinyada bu konuda hiikiim siiren pamuk, piring, misir, soya, kolza gibi bitkilerin disinda
seker pancar1 da hizla artan bir oranla rakipleriyle yarismaktadir. Ulkemizde gida ve
hayvancilik alaninda kullanilan seker pancar1 bircok sayida devlete ait ve 6zel olarak
isletilen fabrikalarda islenmektedir. Ayrica bu bitki, bu fabrikalarda besin iriinleri,
hayvan yemleri, ar1 yemi gibi ¢esitli tirtinlerin ham maddesi olarak kullanilirken yan
ciktilar1 bagka bir¢ok sanayiye de kaynak saglamaktadir. Dogrudan gida ve hayvan yemi
olarak tiiketilmesi nedeniyle seker pancarmin kalite ve biyogiivenligi biiylik 6nem arz
etmektedir. Ayrica diinyanin birgok tilkesinde oldugu gibi iilkemizde de genetigi
degistirilmis tarim iirlinlerinin yetistirilmesini yasaklayan/ smirlayan bazi yasalar
mevcuttur. Ulkemizde ilk kez 26 Ekim 2009 tarihinde “GDO ydnetmeligi” yiiriirliige
girmistir. Ancak bu yonetmeligin 11. ve 20. maddeleri “gida ve yem amacli genetik yapis1
degistirilmis organizmalar ve tiriinlerin ithalati, islenmesi, ihracati, kontrol ve denetimi
konularinin ¢ikarilacak bir yasayla diizenlenmesi gerektigine isaret edilerek
durdurulmustur. Daha sonra 26 Mart 2010 tarihli Resmi Gazete'de yayimlanan
“Biyogilivenlik Yasas1” geregince GDO igeren gidalarda GDO orami binde dokuzun
iizerindeyse etiketlenme sart1 konulmustur. Tiim bunlara ragmen bu iki tarih arasinda
iilkemize otuzun iizerinde GDO olan iriin girdigi bildirilmistir. Bunun diginda bugiin
ISAAA veri tabaninda iilkemizde bulunan ve ekimi yapilan onaylt GD bitkileri 25 adedi
musir ve 7 adedi soya bitkisine ait toplam sayis1 31 iken, seker pancarma ait bir girdi
goriilmemektedir. Hali hazirdaki durumda iilkemizde genetik degisime ugratilmig
sekerpancar1 iiretimi ve bunlardan hangilerinin hangi amacla kullanildigi, yasal
diizenlemelerden Once iiretime giren iriinlerdeki GDO miktar1 ve halen bunlardan elde

edilen tohumlarin kullanilip kullanilmadig1 tam olarak bilinmemektedir.



Bu calismada tiim bu sorularin cevaplarina yonelik arastirmalara katkida bulunma,
iilkemizde yaygin olarak yetistirilen ve iirlinleri temel olarak tiiketilen seker pancarinda
GDO taramas1 ve incelenmesi yaparak bu konudaki temel bilgilerin topluma aktarilmasi

ve gelecek caligmalara bilgi saglanmas1 amaglanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SEKER PANCARI

2.1.1. Seker Pancarimin Tarihi

Seker pancarin tarim bitkisi olarak yetistirilmesi 2000 yi1l 6nceye dayanmaktadir. Seker
pancar1 antik Yunan ve Roma halkinimn 6nemli giinliik diyetlerindendi. Ik ismi, antik
yunan kayitlarinda, yaprak sap1 koseli oldugu i¢in “teutlon” olarak gegmektedir. Daha
sonra Theophrastos (372—-287 MO)’un eserinden 6grendigimiz iizere kendisi tarafindan
Sicilya anlamindaki “sicula” terimi seker pancari ile alakali olarak Yunancaya dahil
edilmistir. Bunun Arap (selg) ve Fars (silg) gibi diger antik medeniyetlerdeki
adlandirmadan geldigi diisiilmektedir. Bu bilgiye ise MO 800 yilina ait Babylon Kirallig
tarim kayitlarinda rastlanmustir. Bu kelime su an Beta cicla veya B. vulgaris ssp. cicla

olarak yasamaya devam etmektedir.

Bitki muhtemelen Akdeniz kiyilarinda yetisen Beta tiirlerinden secilimle giinlimiize
gelmistir. Orta ¢agdan beri Avrupa’da sebze olarak tiiketildigi bilinen seker pancari
atalarmin, Birlesik Krallik’in kira¢ sahilleri, Avrupa’nin Akdeniz kiyilar1 ve Kuzey
Afrika’ni deniz kiyilarinda yetisen, halofik, cok seyrek yerlesme gostermis, birkag yilik
bitkiler oldugu diisiiniilmektedir. ilk kez 17. yy’de tarla ekimi yapilmistir. Seker pancar1
tiirleri; depo kokleri, yapraklari ve kirmizi rengi i¢in kullanilsalar da diinyanin herhangi
bir yerinde kurutulup depolanabilmesi bitkinin en 6nemli 6zelliklerinden biri olmustur.
Silesian tiirii beyaz pancar 19 yy’in baslarindan beri seker iiretimi i¢in yaygin bir sekilde

ekilmektedir (Francis, 2005).

2.1.2. Seker Pancarimin Kullanim Alanlan

Seker pancari; sekerin ham maddesi olmasiyla seker gida sanayinde ¢ok¢a kullanildig:
gibi, mutfakta da sebze olarak tiiketilmektedir. Gerek yapraklarinin pazi olarak
kullanilmas1 gerekse govdesinin pisirilerek dogrudan tiiketilmesi olduk¢a yaygindir.

Ayrica kirmizi renginden Otiirii boyar madde olarak yiin gibi iirlinleri boyamak icin



kullanilmistir. Sekerpancarmin kok ve govdesinde %12-20 oraninda seker bulunmaktadir

(Draycott, 2006).

Sekerpancarindan ikincil iiriin olarak ortaya ¢ikan melas, 6nemli bir alkol hammaddesi
olup, ispirto sanayinin temelini olusturmaktadir. Melas ayrica, kiispe haline getirilerek
hayvan yemi olarak da kullanilmaktadir. Pancarin geri kalan kismi olan bas ve yapraklar
da degerli bir hayvan yemidir; yesil haliyle, kurutularak veya silaj yapilarak
degerlendirilmektedir (Isler, 2013).

2.1.3. Diinyada Seker Pancar1 Uretimi

Bugiin diinya iilkelerinin seker ihtiyacit % 20 oraninda (endiistriye dayali iiretim yapan
tilkelerde) seker pancarindan karsilamaktadir. Diger %80°1lik kisminim (tropikal iklimli ve
gelismekte olan iilkeler) seker ihtiyaci ise seker kamigindan karsilanmaktadir (FAO,

2009). Balkan iilkeleri ve ge¢is ekonomisine sahip iilkelerde makinesiz seker pancari

0
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iiretimi temel seker pancari iiretim kaynagidir. Sekil 2.1°de yillara gore diinyada seker
pancari ekim alanlar1 verilmistir.
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Sekil 2.1: Diinyada yillara gore seker pancari ekimi (ISO, 2015).

2.1.4. Tiirkiye’de Seker Pancari Uretimi

Ulkemizde seker pancari sanayi; istihdam fazlalig1 ve ihracat geregi kalmamasi nedeniyle
oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir. Sektoriin, seker liretme yaninda, pancar kiispesi ve melas

gibi yan ¢iktilari, hayvancilik sektoriindeki faydalar ile Tiirkiye’de dnemli bir yeri vardir.



Ulkemizdeki 33 adet seker fabrikasmdan 25’i TSFAS’e, 5’i PANKOBIRLIK e aittir,
kalanlar ise yar1 6zel veya 6zel fabrikalardir. Ulkemiz sinirlar1 icinde seker pancarmin,
74 i1 ve yaklasik 7000 yerlesim yerinde, Ege, Bat1 Karadeniz, Dogu Karadeniz, Akdeniz
ve Giineydogu bolgeleri haricinde kalan biitiin sulanir alanlarinda  tarimi
yapilabilmektedir (isler 2013). Ulkemizde son yillarda iiretilen seker pancari verileri
Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2: Tiirkiye’de seker pancar iiremi (TUIK 2016).

Seker pancarinin siniflandirmasi giiniimiizde su sekilde yapilmaktadir;

ALEM : Plantae

SUBE : Angiospermae
TAKIM : Caryophyllales
FAMILYA : Amaranthaceae
CINS : Beta

TUR - vulgaris

VARYETE : saccharifera



Seker pancarmin 1slah edilmis formlar iki yillik bir bitki olarak bilinir. Ilk yilinda kok,
govde ve rozet seklindeki ilk yapraklari, ikinci yilda ¢igek ve tohum olusumu goriiliir.

Sekeri igin iiretimi yapilacak olan seker pancarmnin 1. yil igerisinde hasadi yapilmasi
gerekmektedir (Sekil 2.3).

IS AVEdOL

metamorfoza
ugramis
depo kok
(kok govdesi)

ILTV JIVddOL

kokler

Sekil 2.3: 1. yilinda seker pancari (Kiigiiker, 2015; Biancardi, 2005).

Seker pancarinin tohumlar1 kuru sert ve bir arada atilmig tohum toplar1 seklindedir. Ancak
giliniimiizde 1slah edilmis tiirlerinde monogerm yani tekli tohumlar seklinde 1slah edilerek
yetistirilmektedir. Tohumlar ortamdaki nem miktar1 %12 ¢iktig1 zaman ¢imlenmesi
goriilir. 3-5 giin icerisinde tohum patlamasi olur. Optimum ¢imlenme sicakligi 20-25°C
ve en fazla Gi¢ derecelik degisimi olan yerde gerceklesir. 35°C ‘ye gelindiginde ise
cimlenme azalir. Seker pancari biiylimesini ilk yilinda yapraklar haftada 4/6 oraninda

gelisim gosterir.

Kokleri olduk¢a uzun ve konik bi¢cimindeki kazik kok seklinde gelisir. Rozet seklindeki
yapraklarma altindan ¢ikan ta¢ kokler % 6 ile 17 arasinda kiitle oranini igerir. Toprag:
hemen altindaki boyun kismi lateral koklerden yoksun olarak gelisir. Depo kokii asil
biiyiik kismi1 ise boynun altindaki kisimdir. Asil kok topragin altinda 1,5 metreye kadar

uzanabilir. Burada hiicreye oranla yilizde 95 oraninda sukroz depolanabilir. Bilylimenin



ilk 6 haftasinda primer kokler artar ve kuru agirlik % 4.000 artis gosterir. Bu sirada depo
kok geliserek sukroz depo etmeye baslar. Kokte meydana gelen vaskiiler halkalar ise
yaklasik her ayda yeni bir vaskiiler halka olusumu seklinde gelisir. Daha sonra bir kis
mevsimi gozlemlenir (vernalizasyon). Reprodiiksiyon evresine girildigi zaman, meydana
gelen pirimer dal siirgiinii etrafinda ve onlardan ¢ikan sekonder dallarda spiral seklinde
yapraklar ve ¢iceklenme goriiliir. Cigeklerin protandiri (polen ana hiivresi yumurta ana
hiicresinden o6nce gelisir) Ozelligindedir. Kendine doéllenme seyrektir. 5°li Cigek

yapisindadir ve petal gelisimi goriilmez sepal geliserek tohumu kapatir (Biancardi, 2005).

Seker pancar1 depo kokii yaklasik % 21 oraninda seker igerigi ve % 4 diger bilesenlerden
olusan bir 6z suyu igerir (FAO, 1999).

2.2. TARIMSAL BIYOTEKNOLOJI

Yasamsal faaliyetlerin bitkilere dayali olmasi, tarimsal faaliyetlerde her donem gelismeye
calismakla sonlanmustir. i1k caglardan beri insanlar, bitki yetistirmek ve besinlerini elde
etmek icin birgok yontem denemislerdir. Ilk olarak bitki 1slah teknikleri ile baslayan bitki
biyoteknolojisi siirekli gelismeye devam ederek 6zellikle Mendel’in bezelyelerle yaptigi
deneyden sonra melez bitkilerin iiretiminin saglanmasi tizerine 6nemli bir adim atilmig
ve modern biyoteknoloji bugiinkii yerine evrilmistir. Modern biyoteknoloji, birgok
asamadan gegerek giintimiizdeki rekombinant DNA teknolojisine kadar ilerlemistir (Sekil
2.4). Bu teknoloji DNA’nin manipiile edilerek canlinin 6zelliklerinde degisme
gidilmesini barindirir. Tarmmsal faaliyetlerde ise transgenik bitkilerin kullanilmasi
bugiinkii 1slah ¢alismalarinin neredeyse tamamini icermektedir. Gelinen noktada bir¢cok
tarmm {riiniinde 6zellikle giinliik diyetin en 6nemli parcalar1 olan piring, misir, Soya,
kolza, bugday gibi tahillar ile beraber domates, patates, sekerpancari gibi sebze

tiirlerinden de bir¢ok rekombinant bitki gelistirilmistir.



Modern Bivoteknoloji
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Klasik Biyoteknoloji

Sekil 2.4: Modern biyoteknolojiye gecis basamaklar1 (Ozgen ve dig., 2005).

Gilintimiizde bu teknoloji kullanilarak insanliga hizmet etmesi i¢cin genetik bilgileri ¢esitli
yontemlerle degistirilen ve orijinalinden farkli 6zellikler gdstermesi saglanan canlilarin

tiimiine *“ Genetigi Degistirilmis Organizma” denilmektedir.

2.2.1. Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO)

Genetik materyalin bilim diinyasinda anlasilmasi son 70 yilda olmustur. Canlinin genetik
kodu oldugu diisiiniilen DNA’nin yapisinin anlasilmasi, bilim diinyasinda devrim etkisi
olusturmustur. Bilimsel teknoloji hizla gelismis, bilimkurgu denilen bir¢cok bilimsel
deneyim artik giinliilk hayatin pargasi haline gelmistir. Biyoteknolojideki gelismeler
saglik, beslenme gibi hayatsal faaliyetlerimizin devami ve sorunlarinin ¢éziimii i¢in yeni
alternatifler getirerek yasamimizi kolaylagtirmistir. Bir¢ok tartigmayi da beraberinde
getiren GDO faaliyetleri de bunlardan biridir. GDO, bir canlinin gen dizilimi
degistirilerek ya da bu canliya ¢esitli bakteri, viriis, hayvan ve bitkilerden gen aktarilarak
kendi dogasinda bulunmayan bir karakter kazandirilmasi ile elde edilir (WHO, 2005).
1980'li yillardan bu yana devam eden genetik miihendisligi alaninda gen transferiyle
birgok iiretim yapilmistir. Ozellikle tip ve tarim alaninda bircok basarili sonug elde
edilmistir. GDO {retimi i¢in birden fazla yol vardir. GDO yani rekombinant DNA
teknolojisi ile iiretilmis olan bitkiler farkli taksonomik gruplar arasinda gen aligverisine
izin verdigi i¢in hemen hemen her sorunda bitkilere DNA aktarimi yapilabilmektedir. Bu

sekilde in vitro ortamlarda yapilan bu c¢aligmalar sonucunda meydana gelen bitkiler
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herbisitlere, boceklere, hastaliklara dayanikli olabilecegi gibi ayn1 zamanda bitkilerin
besin degerinde de artig saglanabilmektedir (Haspolat, 2012). Sadece belli 6zellikteki
metabolitlerin ¢okca salgilanmasini saglayan 6zellikler getirilebilir. Bu sekilde 6zellikle
tip alaninda (6rnegin vitamin yapiminin saglanmasi) i¢cin bir¢ok bitki geligtirilmistir.
(Dert, 2006). Bunun disinda aglikla miicadele edilen toplumlarda az miktarda besin ile
¢ok miktarda besleyicilik saglanmasi hedeflenmektedir. Ozellikle piring, patates, muz
gibi sikga tiiketilecek ve yetistirilmesi iklim sartlarina uygun bitkilerin besin degeri
artirilarak halka sunulmasi 6zellikle aclik sorunu olan iilkeler de biiyilk onem arz
etmektedir. Bunun igin olduk¢a yogun bir ¢alisma yapilmaktadir (ISAAA, 2016). Sadece
besin i¢in degil ayrica bitkilerden elde edilecek olan sanayi hammaddesinin artmasi i¢in
de birgok uygulama yapilmistir. Giiniimiizde popiilaritesi gittikge artmakta olan biyoyakit
bunlardan biridir. Biyoyakit hammaddesi olusturacak olan bitkiler yag kalitesi artirilarak
yakit olarak kullanilmak i¢in gelistirilmektedirler (Civgin, 2016). Bunun disinda kiiresel
1sinmanin artmasi, topragin kirlenmesi, igilecek su miktarinin azalmasi gibi sebeplerden
dolay1 bitkilerin genetigi degistirilip ortama uyum saglamas1 amaglanmaktadir. Ozellikle
topragin temizlenmesi i¢in iiretilen transgenik bitkiler, topraktaki agir metal gibi
kirleticileri daha ¢ok toplayarak daha olagan bir seyirde topragin temizlenmesini
saglamaya elverisli hale getirilmektedirler (Kotrba ve dig., 2009). Ancak bu yontemlerin
bu sekildeki hizli gelisimi bitki gen kaynaklar1 hakkinda endise edici seviyeye gelmesinin
kapilarin1 ¢aldig1 ise bir gercektir. Ozellikle iilkemizde endemik tiirlerin giderek yok
olmas1 gelecekte bu konuda geri doniisii olmayan boyutlara gelinebilecegini
gostermektedir (Haspolat, 2012).

2.2.1.1. Nigin Genetigi Degistirilmis Bitkiler Uretiriz?

Klasik 1slah yontemlerine gore daha kisa siire almasi ve hemen hemen istenen her
ozelligin aktarilabilmesi nedeniyle tercih edilen genetik modifikasyon yontemleri ile
iiretilen bitkiler su 6zellikleri tasiyabilir; 6zellikle aclikla miicadele i¢in besin miktari ve
besin degeri artirilmis bitkilerin liretilebilmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bunun
disinda besin igerigindeki alerjen olabilecek metaloitlerin kaldirilmasi saglanarak,
yenilmesi daha giivenli besinler elde edilebilmektedir. Ayrica yukarida belirtildigi gibi
kirlenmis toprak, hava veya su, bitkilerin genetik yapisi degistirilip zararli madde toplama
ve depolama 06zelligi kazandirilarak, fitoremediasyon yontemleriyle temizlenmektedir.

Ilave olarak ila¢ sanayinde bitkilerden olduk¢a fazla yararlanildig: icin bitki igerikleri
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zenginlestirilerek veya bitkilere bazi kimyasallar sentezlettirilerek bitkilerin bizzat

kendilerinin as1 veya ilag olmasi saglanabilmektedir (Vardar-Kanlitepe ve dig., 2010).

2.2.1.2. GDO’dan gelebilecek tehlikeler.

GDO’lu besinlerin besin yapis1 degisecegi i¢in bazi tehditler olusturmaktadir. Ozellikle
gen yapisi degisen bitkinin olusturacagi icerigin alerjen 6zelligi degisebilecegi gibi genin
tam olarak hangi fonksiyonlarda degisiklik yapacagi tam olarak bilinemeyeceginden
alerjen maddelerde artis veya yeni bilinmeyen alerjenler gelistirmesi olasidir. Ozellikle
bildigimiz bitkilerin, bilmedigimiz maddeler liretmesi alerjen konusunda oldukca biiyiik
risk olusturabilir. Bunun gibi bir nedenden dolay1 bitkiler insanlarda kanserojen hale
gelebilirler. Nitekim son zamanlarda artan kanser olaylarmin viicudun alisik olmadigi
maddeleri almasindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Bunun disinda yine bu sebeplerden
bitkiler toksik 6zellik sergileyebilirler.

Ozellikle bitkilerin ilag direngli olarak degistirilmesi sebebiyle gen gegisi olan
bakterilerde antibiyotige direnc gelistirmeye sebep olabilmektedir. Bu sekilde devam
ederse bir giin en giiclii antibiyotiklerin tedavi edemeyecegi ¢ok basit bakteriyel
hastaliklara sahip olabilecegimiz belirtilmistir.

Ozellikle gen gegisi, gen kaynaklarinin bozulmasi ve yok olmasi riski yaninda bitkilerde
besin degeri degisikliklerine de neden olabileceginden onemlidir. Toplumsal olarak
bakildiginda ise bu sekilde iiretilmis daha zengin igerikli bitkiler pahaliya satildig i¢in
klasik ¢ift¢i fakirlesecek, bu teknolojiyi kullanacak kadar zengin olanlar daha da
zenginlesecek ve gelir esitsizliginin toplumda biiyiik sosyolojik sorunlarin olusabilecegi

belirtilmistir (Vardar-Kanlitepe ve dig., 2010).

2.2.2. GDO UretimTeknikleri

GDO iiretimi genel olarak 4 asamada yapilir (Sekil 2.5).

e Gelistirilecek olan gen dizisinin belirlenmesi,
e Bu gen dizisinin tanimlanmasi ve izole dilmesi,
e Gen aktarimi yonteminin belirlenmesi ve gen dizisinin tasarimu,

e Transgenin hiicreye yerlestirilmesi seklinde gergeklesir.
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Sekil 2.5: Gen transferinin agamalari (Glick ve dig., 2010).

1980’lerde ilk olarak bitkilerde ta¢ tiimorii hastaligina neden olan Agrobacterium
tumefaciens adli bakterinin ¢alisma sistemi kullanilarak, istenilen DNA’nmn aktarmmi
yapilmistir. Dogada hastalik olarak gergeklesen bu olay bakteri iginde bulunan Ti
plazmidini kiigiik bir b6 liimiinii istenilen 6zellik dizisini tasiyan T-DNA ile degistirilerek
bunun 6zel proteinlerle bitki hiicresi aktarilmasi seklinde gerceklesir (Sekil 2.6). Bu
sekilde Agrobacterium tumefaciens’deki hastalik olusturan bolge yerine istenilen
ozellikteki gen pargasi eklenerek, bitkinin yeni 6zellige kavusmasi saglanmigtir (Tzfira
ve Citovsky, 2006). Bugiin igin farkli yontemlerle gen aktarimi saglanmaktadir.
Biyolistik, elektroporasyon, mikroenjeksiyon gibi yontemler bunlara 6rnektir (Ari, 2004).
Transgenik bitki olusturulurken ilgili gen bolgesinin dogrudan yerlestirilmesi sirasinda
aktarilan genin genomda istenilen yere baglanamamasi veya gesitli sekillerde metabolize
olmasi s6z konusudur. Bu nedenle aktarilmak istenen gen dizilerinin basinda ve sonunda
belirli bolgeler bulunduran baslangic ve sonu¢ noktalarinda yer alan “promotor”
(baglatic1) ve “terminatdr”(sonlandirict) diizenleyici gen dizileri ile birlikte aktarilirlar.

Giiniimiizde promotor bolgesi olarak mozaik viriisiine ait 35S, terminatdr bdlgesi olarak
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da Agrobacterium tumefaciens’e ait NOS terminator bolgeleri sik¢a kullanilmaktadir
(Elenis ve dig., 2008; Micheline ve dig., 2008)
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Sekil 2.6: Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarimi (Vierstra, 2009).

2.2.2.1. CRISPR/Cas9 Sistemi ve GDO

Transgenik canli tiretimi i¢in son donemde gelistirilen bir yontem olan CRISPR bu
konudaki biiyiikk bir adimi olusturmaktadir. CRISPR teknigi PZR’dan sonra bilim
diinyasmin bu alandaki en 6nemli gelisme olarak goriilmekte ve genetik miihendislerinin
bir devrimi olarak anilmaktadir. Bu yeni yontem uygulamasinin kolayligi ve ekonomik

olmasi dolayisiyla ¢ok giiclii bir yontem oldugu belirtilmistir.

CRISPR’m ¢alisma teknigi “cas9” adi verilen bir enzime dayanmaktadir. Bu enzim bir
RNA molekiiliiniin, DNA’ya gonderip DNA iizerinde istenilen degisiklikleri yapilmasini
saglamaktadir. Asil dnemli olan ise, bu yontemde kullanilacak 6zel siparis RNA digindaki
diger malzemelerin kolay ulasilabilir ve laboratuvarlarda daima bulunan malzemeler
olmasidir. Bunun disinda c¢ok ¢esitli canlilar iizerinde gen degisikligi yapilmasinin,
ozellikle tip alaninda, hastaliklarin ortadan kaldirilmas: gibi faydalarinin olmasi umut
verici iken, endise verici olan ise CRISPR teknolojisinde kullanilan yontemin ¢ok kolay

bir sekilde gen manipiilasyonu saglamasi sebebiyle, ufak bir yanlislhigin biiyiik sonuglara
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yol acabilmesidir. Ozellikle kanser olasilig1 olduk¢a fazladir. Tarmmsal olarak
bakildiginda ise ¢ok daha etik gibi goriinse de islem embriyonik asamada
uygulanacagindan, Sorunun nereden kaynaklandigmin bulunmasi ¢ok gii¢ olacagi i¢in
teknigin glivenirligi kafalarda soru isaretleri olusturmaktadir (Ledford, 2015). Ayrica bu
teknik ile meydana gelecek olan genetik karmasanin nasil bir sonug olusturacagi ise hala
tam olarak bilinememektedir. Bugiine kadar olusturulan rekombinant organizmalar
yiiziinden bir¢ok sorunla karsilagilmistir (6rnegin antibiyotik direnci gibi). Bahsi gecen
uygulamanin kolaylig1 agisindan, gelecekteki bu kétii senaryonun umdugumuzdan yakin

olacag diistiniilebilir (Korkutata, 2015; Lozano-Juste ve Butler 2015; Wilson, 2015).
2.3. GENETIK MODIiFIKASYON YOLUYLA BIiTKIiSEL URETIM

1996 yilinda 1,7 milyon hektar olan transgenik {iriin ekim alanlari, 2014 yilinda Diinya
capmda 181,5 milyon hektar alana ulasmistir. Yillik bityiime % 3 ile 4 arasinda olup 6.3
milyon hektar ile 175.2 milyon hektardan bu rakama ulasmistir. 1996 ile 2014 yillar1
arasindaki 18 yilm her birinde dikkate deger bir sekilde biyoteknolojik tarim istikrarl bir
sekilde artmis hatta bu 18 yilin 12 sinde bu oranin bir 6nceki yila nazaran iki katina ¢iktigi
goriilmiistiir ISAAA, 2014). Bitkilerin 1slah ¢calismalar1 modern biyoteknoloji ile birlikte
hi¢ olmadig1 kadar ileri duruma gelmistir. 2015 yilsonu verilerine gore toplam 179,7
milyon hektar alanda transgenik bitki ekimi yapilmaktadir. Bu rakam 1996°dan beri
toplamda 2 milyar hektara ulasmistir (ISAAA,2016). Diinya ¢apinda en ¢ok iiretilen
trangenik bitkiler yillara gére dagilimi Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1: Yillara gore transgenik bitki ekimi alanlar1 (James,2015).

YIL ALAN*
1996 1,7
1997 11,0
1998 27,8
1999 39,9
2000 44,2
2001 52,6
2002 58,7
2003 67,7
2004 84,0
2005 90,0
2006 102,0
2007 114,0
2008 125,0

2009 134,0
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Tablo 2.1 (devam): Yillara gore transgenik bitki ekimi alanlar1 (James,2015).

2010 148
2011 160
2012 170,3
2013 175,2
2014 181,5
2015 179,7
TOPLAM 1.964,60

*: milyon hektar

En ¢ok tiretimi yapilan trangenik bitkiler; 2015 yili itibariyle misir 53 milyon hektar,
soya 92,1 milyon hektar, pamuk 24 milyon hektar, kanola ise 8,5 milyon hektar alanda
yetistirilmistir (Sekil 2.7 ).

B zckiencksel
B bivoteknolojik

MILYON HEKTAR

83% 75% 29% 2
Soya Pamuk Misir Kanola

=
F

Sekil 2.7: Geleneksel ve Biyoteknolojik bitkilerin ekim alanlari (James, 2014).

2.3.1. GD Seker Pancar1 Uretimi

Transgen islemi, her seferinde farkh sekilde yapilir, bu yiizden 6zgiindiir. Organizma ve
aktarilacak gen ayni olsa da, aktarilan genin hedef gen ile birlesmesi degistirilen her hiicre

icin farklilik arz etmektedir. Boylece genetik modifikasyon ile olusmus her firiine ¢esit
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veya event denir (Cetiner ve Budak, 2007). Giiniimiizde toplam 29 bitki tiiriinde 148
mistr, 58 pamuk, 45 patates, 38 kanola, 34 soya, 11’1 domates olmak iizere toplam 404
cesit 14 iilkede yetistirilip ticareti yapilmaktadir (James, 2016).

2014 DUNYA SEKER PANCARI URETIMI

W RUSYA B FRANSA mABD B ALMANYA m TURKIYE mCIN
m UKRAYNA mPOLONYA = MISIR W iNGILTERE ® DIiGERLERI

Sekil 2.8: 2014 Yili Diinya Seker Pancar1 Uretimi (ISO, 2015).

Seker pancari diinyada yagin olarak iiretilmektedir (Sekil 2.8). Seker pancar1 gelismekte
olan iilkelerde genel olarak geleneksel tarim yontemleri ile yetistirilirler. Ancak seker
pancar1 verimini artirmak ve bitkinin yetismesinde kolaylik saglamak amaci ile gesitli

transgenik bitkiler tiretilmistir (ISAAA, 2016).

Ozellikle herbisit direngli gen olusturmak icin Agrobacterium tumefaciens aracilig ile
tiretilmis olan Glifosat herbisitine toleransli seker pancar1 tohumu, A.tumefaciens-PPT
herbisitine toleransl seker pancar1 ve H7-1 gen bolgesi ile Glifosat herbisitine toleransl
seker pancari iiretilmistir (Ozgen ve dig., 2005). Bununla ilgili bilgiler Tablo 2.2> de
ayrmntilt olarak verilmistir. En etkili herbisitlerden biri olan Glifosat, RoundUp™ adi ile

onaylanmis herbisitin etken maddesini olusturur.
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Tablo 2.2: Transgenik seker pancarlar1 (ISAAA, 2016).
Ticari Ad GTSB77 T120-7 H7-1

Novartis Seeds and Monsanto

Gelistiren Sirket Bayer CropScience Monsanto Company
Company

Gen Aktarma

Yontemi - . GLIFOSAT GLIFOSINAT
GLIFOSAT TOLERANSI

Kazandirilan TOLERANSI TOLERANSI

Ozellik

cp4-epsps-(aroA:CP4
pé-epsps-{ ) PAT - Streptomyces

Agrobacterium  tumefaciens ;
J viridochromogenes/ cp4-epsps
/CP4 (aroA:CP4)/
Aktarilan  Genin .
nptll Agrobacterium
Adi - Kaynag goxv247-Ochrobactrum

. . tumefaciensstrain-
anthropi strain LBAA Escherichia coli -Tn5 | ~p,

. o ] transposon
uidA- Escherichia coli

2.3.2. Herbisite Dayamikh Seker Pancar

Herbisitler tarim alanlarinda yetistirilen bitkileri gerek allelopatik gerekse besin rekabeti
acisindan tehdit eden yabanci otlar1 temizlemek i¢in kullanilan kimyasallardir. Calisma
mekanizmasi genel olarak bitkinin hayati kimyasal yolaklarmi hedef alir. Bu sebepten

seciciligi ve toksisitesi cok dnemlidir (Oktem, 2004).

Herbisite direngli transgen ise EPSPS enzimine baglanip enzimi durdurma yolu ile ¢alisir.
(Hermann, 1995). EPSPS inhibitorii amino asit iiretimini bloke ederek hiicre 6liimiini
gerceklestirir. Glifosata direngli transgenik bitkide, kendi mekanizmasindaki EPSPS
enzimi EPSS inhibit6rii olan glifosattan etkilenmeyecek sekilde tasarlanmustir. Bu sekilde
tarlada glifosat kullanildiginda direngli bitki haricindeki bitkiler 6lmektedir. EPSPS
bitkilerin yani sira bakterilerde de bulunabilmektedir (Korth, 2008).

Bir diger herbisit olan “glifosinat” Liberty™ adli iiriiniin etken maddesidir. Bu ise, GS
(glutamin sentaz) enzimini bloke ederek calisir. GS, bitkilerde aminoasit yapiminda

kullanilacak azotu uygun forma doniistiiren enzimdir (Tan ve dig., 2006). Glifosinat



18

uygulanmis bitki GS donglisiinden gegcemez ve azotu uygun forma doniistiiremez bu
sekilde serbest kalan azot atomlar1 bitkiyi zehirler ve 6liimiine neden olur. Transgen
tretim teknigi bakteri ile gen iletimi seklindedir. Gluifosinat, bazi Streptomyces
bakterilerinde dogal olarak fiiretilmektedir. Streptomyces tiirii bu bakterinin glifosinat
iiretim ve aktarim yolunda gen degisikligi yapilarak bitkiye aktarilmasi sonucu direng
gelistirilmis bitkiler elde edilmistir (Korth, 2008).

2.4. GENETIK VARYASYON ANALIiZ TEKNIiKLERIi

Genetik varyasyon analiz teknikleri protein kaynakli ve DNA kaynakli yontemlerdir.
Proteine dayali yaklasimda, ilgili proteine karsi gelistirilmis 6zel antikorlar kullanilir.
ELISA yontemi genel olarak antikor -antijen iliskisinden yararlanarak ¢aligir. Hayvan kan
hiicrelerinde yabanci maddelere (antijen) kars1 liretilen tanima ve yakalama proteinlerine
antikor denilmektedir. Serumdan izole edilmis antikorlar sayesinde bu islem
stirdiiriilmektedir. Genel olarak antikora yapisan antijen proteinleri varhigi tespit edilir
ancak bu baglanma miktar1 cok az olacagi ve dl¢lilemeyecegi i¢in antijene bagl proteini
artirmak i¢in bagka bir antikor kullanir. Bu sekilde yabanci gen tarafindan ifade edilmis
protein ile karsilastirilarak, bu proteine ait antikora bagh bir enzim kullanilir. Reaksiyon
sonucu ise bir renk tirtinii olarak 6lgiiliir.

Bunun yaninda yine antikor protein esasina dayali kullanimi tasmabilirligi kolay olan
LFS (Lateral Flow Strips) de kullanilabilecek yontemler arasindadir (Holst-Jensen,
2009). Protein temelli ve yine enzim baglantili Immiino Manyetik Elektrokimyasal sensor
analizleri de mevcuttur.

Bir digeri de 2-boyutlu jel elektroforezi ve manyetik ve spektrofotomerik bir yontem olan
kiitle spektrofotometresidir. Ayrica proteine dayali analiz yontemleridir. Ancak
yontemlerle proteinin yiiksek 1silarda bozulmasi ve gen anlatimin diisiik yogunlukta
oldugu iirtinlerde GDO veya her hangi bir DNA analiz islemi ¢ok zordur (Elenis ve dig.,
2008).

Yukarida bahsi gecen yontemlerin disinda giliniimiizde GDO analizlerinde siklikla
kullanilan yontem olan DNA temelli GDO analizi ayr1 bir baslik altinda daha detayl

anlatilmaya ¢aligilmistir.
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GDO analizi eger DNA iizerinde yapiliyorsa genel olarak ii¢ asamadan gegilir:
e GDO tarama
e GDO’larn kimlik tespiti yani "tanimlama”

e Genetik modifikasyon miktarimni tespit etme (Laura ve dig., 2001).

Analiz yapilirken oncelikle iyi kalite ve miktarda DNA izolasyonu yapilir. DNA 6ncelikle
ayristirilir sonra proteinler ve diger metobolitlerden temizlenerek saflastirilir. Bunun i¢in

enzimatik ve kimyasal yontemler kullanilir (Terry ve dig., 2002).
2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR)

Deoksiriboniikleik asit (DNA); yapisal olarak uzayan ve saga dogru kivrilan iki iplikli bir
molekiil olan DNA; simdiye kadar kesfedilmis olan tiim canlilarin ve bazi viriislerin
biyolojik faaliyetlerini yerine getirilmesini saglayan sifreleri iciren kompleks bir yapidir.
PZR ise bu essiz molekiiliin in-vitro ortamda kendini esleme yasasindan yararlanarak,

cogaltilmasi islemidir.

2.4.1.1. PZR’nin gelisimi ve ¢calisma sistemi
PZR islemi sirasinda basitge; DNA pargasi, DNA bazlar1 ve Taq DNA Polimeraz enzimi
kullanilarak, belirlenen 1s1 dongiileri ile 1 adet DNA par¢asindan 2"-2n adet (n=dongii

sayis1) DNA pargas1 olusturulmasidir (Sambrook ve dig., 1989).

Arthur Cornberg’ in E. coli’den DNA polimerazi izole etmesi ile (1956) DNA’nin
laboratuvarda tiretilme asamalar1 baslamustir. 1970 de genleri yapay olarak sentezleyen
ilk kisi H. Gobind Kharana olmustur. 1983 de Mullis oliogoniikleotid sentezi iizerinde
calisirken, hiicredeki DNA sentezini laboratuvar ortaminda erime, baglama, sentez
asamalarimi uyumlu sicakliklarin almasiyla gergeklestirebilecegi bulmustur ve bunu

yontem olarak sunmustur (Kabasakal, 2016).

DNA’nin bir pargasiyla ¢ok sayida kopya olusturma teknigi 1985°te bulunmustur. PZR
makina parcalar1 ilk olarak 1987 yilinda yapilmistir. 1988’de Thermus acusticus
bakterisinden izole edilen isiya dayanikli DNA Polimeraz enzimi kesfedilmistir. Bu
sekilde 85°C’de denatiirasyon saglanabilecegi ortaya ¢ikmustir (Saiki ve dig., 1988).

Boylece PZR cihazlar1 gelistirilmeye baglanmustir.
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PZR’nin ¢alisma prensibi asamalar1 “denatiirasyon” DNA’nin ¢6ziilmesi, “baglanma”
primerlerin DNA nin belli bolgelerine baglanmasi ve ’DNA’nin uzamas1” olarak bilinen
Taq polimeraz enzimi ile kopyalama isleminin ger¢eklesmesi seklindedir. Bu islem
dongiileri sayilar1 PZR cihazlariyla ayarlanabilmektedir. Genel olarak istenilen sayidaki

kopya ulagsmak i¢in 20 ile 50 kez arasinda tekrar yapilir. (Sonma ve Querci, 2010).
DNA Temelli PZR yontemleri {i¢ baslik altinda incelenebilir.

e (Ozel promotor, terminatdr gen bdlgeleri ile belirlenmis arahktaki DNA

parcalarinin PZR {iriinii olarak ¢ogaltilmasi,
e Bu ug noktalar1 belirleyen gen bolgelerinin bizzat kendisinin ¢cogaltilmasi,

e Primerin bitki genom bélgesi ile birlestigi boliimiin PZR ile ¢ogaltilmasidir
(Marmiroli ve dig., 2008).

PZR iiriinlerinin analizi elektroforez goriintiisiiyle yapilir. Agaroz jel elektroforezinde,
molekiiller elektrik akimi sirasinda, biiyiikliiklerine gore ayrilarak isaretleyici boyalar

sayesinde siralar1 UV 1s1k altinda goriilebilir (Elenis ve dig.,2008).
2.4.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1997°de Kinetik Revers Transkriptaz-PCR ilk kez yapilmistir. Bu sayede tek iplikli olan
RNA’dan istenen uzunluktaki DNA ve RNA ve mRNA parcasmin sentezletilmesinin
yolu bulunmustur. Ayrica klasik PZR’den farkli olarak gelistirilen tekniklerle PZR
sirasinda floresan isaretcilerle boyanan genetik materyaller goriilebilmeye baslanmistir
(Kabasakal, 2016). PZR’nin es zamanli olarak izlenebilecegi yontemler gelistirilmistir.
Bu yonteme “Real Time PCR (RT-PCR)” veya qPCR ad1 verilmistir. Cift zincirli DNA
molekiiline (dsDNA) baglanan etidyum bromiir ile baglanan prob. ¢iftlerinin
goriintiilenmesi tizerine kurulu bir sistem olarak Higuchi ve Arkadaslar1 (1993) tarafindan
gelistirilen yontem, daha sonra etidyum bromiir’iin toksik 6zellikleri sebebiyle dSSDNA’ya
baglanan bir baska floresan DNA boyasi olan “SYBR Green I” ile 6zellestirilmistir
(Gasparic ve dig., 2010). GDO analizlerinde ise FRET (fluorescene resonance energy
transfer) problari, molekiiler beaconlar ve scorpion proplar tercih edilir. En yaygin

kullanilan ise TagMan yontemidir. Bu yontem s6yle ¢alisir; 6zellikle GDO tiretmek i¢in
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kullanilan promotor 5° ucunda (FAM, VIC, TET, JOE) gidi floresan boyalar, terminator
3’ ucunda ise TAMRA boyast bulunmaktadir. Ancak 3’ ucunda bitirme kodonundan
sonra uzamayacagl i¢in prob bozulur, bu sebepten bundan sonraki baslangigtaki 5’
ucundaki floresan boya boyanmasina ket vurdugu i¢in 1s1ma goriilmez. Ancak, eger bu
prob sonradan eklenmis ise polimerazin endoniikleaz aktivitesi probu ayirir, bu ise
1s1manin baskilanmasini engeller. Bu sekilde 5’ ucundaki floresan boya 1simasinin olmasi

gerekenden fazla olmasi transgen varligini isaret eder (Holst Jensen, 2003).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEK TOPLANMASI

Bu tez kapsaminda, Tiirkiye Seker Enstitiisiinden temin edilen 30 adet seker pancari
tohumu, Bat1 I¢ Anadolu Bolgesindeki ii¢ seker fabrikasi bolgesine ait ekimi yapilmus
dort cesit seker pancar1 ve ayn Seker Idaresi Miidiirliiklerinden elde edilen ayni yila ait
¢ cesit seker pancari tohumu ile piyasadan toplanan 15 adet ticari hayvan yemi

kullanilmistir. Kullanilan 6rnekler Tablo 3.1°da listelenmistir.

Tablo 3.1: Toplanan 6rnekler.

NU: | ORNEK zgmmm” OZELLIGI KoDU
1 EMU 13 Yaprak Multigerm familya P1
2 EMU 39 Yaprak Multigerm familya P2
3 EMU 53 Yaprak Multigerm familya P3
4 EMU 92 Yaprak Multigerm familya P4
5 EMU 105 Yaprak Multigerm familya P5
6 EMU 107 Yaprak Multigerm familya P6
7 EMU 110 Yaprak Multigerm familya P7
8 EMU 111 Yaprak Multigerm familya P8
9 EMU 112 Yaprak Multigerm familya P9
10 EMU 117 Yaprak Multigerm familya P10
11 EMU 119 Yaprak Multigerm familya P11
12 EMU122 Yaprak Multigerm familya P12
13 M 14 Yaprak Monogerm familya P13
14 M 15 Yaprak Monogerm familya P14
15 M 16 Yaprak Monogerm familya P15
16 M 17 Yaprak Monogerm familya P16
17 M 18 Yaprak Monogerm familya P17
18 M 19 Yaprak Monogerm familya P18
19 M 20 Yaprak Monogerm familya P19
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Tablo 3.1 (devam): Toplanan 6rnekler.

20 M 21 Yaprak Monogerm familya | P20

21 ARANKA (KWS) Yaprak Ticari gesit P21

22 SERENADA (KWS) Yaprak Ticari gesit P22

23 ISABELLA (KWS) Yaprak Ticari ¢esit P23

24 SANDRINA (KWS) Yaprak Ticari gesit P24

25 TURBATA (SYNGENTA) Yaprak Ticari gesit P25

26 SENTINEL (SYNGENTA) Yaprak Ticari gesit P26

27 DOZER (SYNGENTA) Yaprak Ticari gesit P27

28 KARIZMA (SESVENDERHAVE) | Yaprak Ticari gesit P28

29 VEXIL (KWS) Yaprak Ticari cesit P29

30 ELVARADO (SESVENDERHAVE) | Yaprak Ticari gesit P30

31 BESI YEMI Ticari gesit BES1
32 BESI YEMI Ticari gesit BES2
33 BESI YEMI Ticari gesit BES3
34 YEM 5 Ticari gesit ABA

35 PANCAR MELASLI YEM Ticari gesit PMY

36 YUMURTA YEMi Ticari gesit YUM
37 HINDI YEMi Ticari gesit HIN

38 KUZU BESLEME YEMI Ticari gesit KBY

39 YEM 10 Ticari gesit TOKBES
40 SUT YEMI Ticari gesit SUT

41 SUT YEMI 2 Ticari gesit SUT1
42 SUT YEMI 3 Ticari gesit SUT2
43 YEM 14 Ticari gesit EPY

44 YEM 15 Ticari gesit YM

45 DINAR Govde Tarladan DINARG
46 KONYA Govde Tarladan KON

47 BURDUR Govde Tarladan SUHUT
48 HAYVAN PANCARI (AFYON) Govde Tarladan H.YEMI
49 DINAR Yaprak Tarladan DINARC
50 CELTEK Yaprak Tarladan CELTEKC
51 SUHUT Yaprak Tarladan SUHUTC
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3.2. DNA iZOLASYONU
Orneklerden, CTAB yontemi ile DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
3.2.1 CTAB Yéntemi ile DNA izolasyonu

Bu calismada, tohum ornekleri iklim odast kosullarinda 15 saat gece, 9 saat giindiiz
periyotlarinda ve 25° C‘de ¢imlendirilen 2 haftalik bitkilerin yapraklarindan, tarladan
alinan 6rneklerin govdelerinden ve ticari hayvan yemi 6rneklerinden numune alinmasi ile
ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Ancak Thompson ve Murray’in (1980)
uyguladigi CTAB DNA izolasyon yonteminin modifiye edilmis hali kullanilmistir. S6zi
edilen CTAB’11 soliisyonlar Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.2: CTAB tampon igerigi.

MADDE MIKTAR KONSANTRASYON (%)
(CTAB)-%10H:0 3ml 3

5M NaCL 2,8ml 28

0.5 M EDTA (pH 8.0) 0,4 ml 4

1 M Tris-Cl (pH 8.0) 1ml 10

PVP (MW 40 kDa) 0,3gr 3

B-Mercaptoethanol 0,02 ml 0,2

H20 2,48 mi 24,8
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Tablo 3.3: CTAB Ekstraksiyon Soliisyonu igerigi.

Madde Miktar
CTAB % 2.0 (W/iv)
Tris-HCI pH 8.0 100 mM
EDTA pH 8.0 20 mM
NaCl, (steril soliisyon) 1.4M

3.2.2. CTAB yontemi ile DNA izolasyonu

300 mg yaprak ve govde, 150 mg hayvan yemi Ornekleri ezilerek homejenat haline
getirilmistir. Homejenatlar, kapakli 10 ml’lik plastik steril santrifiij tiiplerine alinip
iizerine 400 pl CTAB tampon eklenerek 30 sn vorteks ile karistirilmistir. Uzerine 40 pl
merkaptoetanol (Sigma Aldrich) eklenerek ters yiiz edilmis, 20 ul Proteinaz K (20 mg/ml)
(Sigma Aldrich) eklenip vortex yapilarak 60 dk 55 °C’de inkiibe edilmistir.

Tiipte olusan iist faz 600 ul olacak sekilde 1,5 ml ‘lik santrifiij tiiplerine alinmistir. Bunu
iizerine 600 pl fenolkloroform izoamil alkol (25:24:1) (BM labosis) eklenmistir. 4 °C de
10 dk. Santriftij yapilmustir (13000 rpm). Bu sirada 2 ml’lik santrifiij tiipiine 1200 pl
%96’lik etanol hazirlanmigtir. Santrifiijden ¢ikan tiiplerin iist fazlar1 600 pl’ye kadar
bunlarin {izerine eklenerek ters yiiz edilmistir. 5 dk. - 80 °C de bekletilerek, 4 °C de 20
dk. santrifiij yapilmistir (14000 rpm).

Santriftijden sonra {ist faz atilmig, pellete 1 ml % 70 lik etanol eklenmistir. 10 dk. Santrifiij
yapilip (13000 rpm) ve supernatant atilmigtir. Pelletler kurumaya birakilmustir.

Pelletler kuruduktan sonra 100 pl TE (%2lik) ¢ozeltisinde pipetaj yapilarak DNA’lar
¢oziilmiistiir. Daha sonra, 2 pl (5 mg/ml) RNaz ile 37 °C de 25 dk. inkiibe edilmistir.
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3.3. DNA ANALIZ YONTEMLERI
Izole edilen DNA’lar spektrofotometrik yontem kullanilarak analiz edilmistir.
3.3.1. Spektrofotometrik Analiz

Orneklerden elde edilen DNA’larm safliklarmin ve 1ulL’deki konsantrasyonlarin
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bu verilere gére, UV absorbe
etme degeri; Azeo/280 (nm) gdz Oniine almmustir. 260 nm boyundaki 15181 absorbe etme
degeri ile 280 nm boyundaki 15181 absorbe etme degerinin birbirine boliimii ancak 1,8 ile
2,0 arasinda olursa DNA saf kabul edilmektedir. Spektrofotometrik Olgtimler igin
“NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer” adli cihaz kullanilmistir.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Orneklerden elde edilen DNA’lardan, varsa, seker pancarina 0zgii “Glutamin Sentaz
(GS)” gen bolgesi, PZR yontemi ile gogaltilmistir. Bu sekilde 6rneklerden elde edilen
DNA’larin seker pancarina ait oldugu kanitlanmistir. PZR yontemi ile; seker pancarina
0zgii GS genine ait GluD1 isimli prob kullanilarak yapilmis, 118bp boyutunda primerler

kullanilmistir. PZR sirasida kullanilan primere ait bilgiler Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4: Seker pancar tiir belirleme primeri.
Ileri Primer | 5>-GACCTCCATATTACTGAAAGGAAG-3’

Hedefbolge | GS

Geri Primer | 5’-GAGTAATTGCTCCATCCTGTTCA-3’

Hedefbolge | GS

Gen uzunlugu | 118 bp

Prob 5’-FAM-CTACGAAGTTTAAAGTATGTGCCGCTC-TAMRA-3’

Prob ismi GluD1
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PZR islemleri her 6rnek i¢in ticer kez tekrarlanarak sonuglarin giivenilirligi test edilmistir.
PZR isleminde PZR makinesi olarak “Thermo Fisher /Thermo Scientific Arktik Thermal
Cycler” kullanilmistir. PZR isleminde kullanilan malzeme miktarlar1 Tablo 3.5 de
verilmistir. PZR dongiisii Tablo 3.6 da verilmistir.

Tablo 3.5: PZR’da her bir 6rnek i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

MALZEME MIKTAR
(25 uL)
H20 (distile edilmis ve otoklavlanmis) | 17 pL
PCR Buffer (1X) 2,5 uL
MgClz 2,0 uL
dNTP(%10) 0,5 uL
Primer F (%10) 1,0 uL
Primer R (%10) 1,0 uL
DNA 1,0 uL
Taq DNA polimeraz (10X) 0,2 uL

Orneklerden izole edilen DNA’lardan, belirtilen primer ile PZR ile ¢ogaltilma yapilmustir.
Daha sonra elde edilen PZR {irlinlerinin goriintiilenmesi islemleri i¢in Agaroz Jel

Elektroforezi uygulanmistir.
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Tablo 3.6: PZR sicaklik dongiisii.

Sicaklik | Siire (dk) Dongii

95°C |5 [k Denatiirasyon

95°C 0,5 ikinci Denatiirasyon

65°C 0,5’ Primer baglanma sicakligi
35 DONGU

72°C r [k uzama

72°C 5 Son uzama

+4°C (0) Son sicaklik

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Izle edilen DNA pargalarmin ilgili kisimlar1 PZR yontemi ile ¢cogaltildiktan sonra elde
edilen iriinlerin analizi %1°lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir. DNA’nin yiiriitiilmesi

icin 1X TBE tamponu kullanilmastir.

% 1’lik jel i¢in 0.5 g., stok 50X TBE sulandirilarak kullanilmistir. 50 ml 1X TBE
tamponuna eklenmistir. 2 dakika mikrodalga firmnda ¢6ziinmesi beklenmis, daha sonra
0.5 ng/ uL olacak sekilde 3uL etidium bromiir eklenerek taraklarin yerlestirildigi jel

kasetine dokiilerek sogumasi ve katilagsmasi beklenmistir.

Katilagan jel 1X TBE dolu olan elektroforez kiivetine yerlestirilmistir. 7 uL. PZR {iriinii 3
pL yiikleme boyasi ile karistirilip kuyucuklara yiiklenmis, 80V ve 1,5A gerilimle yiiriitme
islemi yapilmistir. Ayrica ilk kuyucuklara markor yiiklenerek sonuglar gézlemlenmistir.

Daha sonra UV transilliiminator altinda DNA’lar goriintiillenmistir.
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3.3.4. GDO Analizi icin Ger¢cek Zamanh PZR

Seker pancarinda ozellikle pestisit direng geni (H7-1) eklenmis GD iiriinler ve bu
uriinlerde bunabilecek diger GD pargalarin belirlemesi amaci ile 35S Promotor NOS
Terminator ve FMV’1u ticari GDO tespit kiti (Europhins Gene Scan ) kullanilistir (Tablo
3.7).

Tablo 3.7: GDO goriintiileme kiti (35S/NOS/FMV) ve 6zellikleri.
GMOScreen 35S/NOS/FMV

Inhibisyon IPC (internal pozitif control)

kontrolii

Promotor FAM ™/ JOE™ / FY5™/ SYBR GREEN |I™
boyasi

Terminator TAMRA™
boyasi

Gergek zamanli PZR analizleri “LightCycler® 480 Instrument II” Real time PCR
makinesi kullanilarak yapilmistir. Yapilan islem; PZR sonucunda seker pancari oldugu
tespit edilen 6rneklerin DNA’larm tiimii; 1 adet genetik modifikasyon goriintiileme kiti
(Europhins- GMO Screen RT- 35S/NOS/FMV-IPC(NR)) bir adet de transgen miktari
belirleme Kiti (Europhins- GMO Ident RT (IPC) Event H7-1 Sugarbeet) kullanilarak, RT-
PZR islemi yapildi (Tablo 3.8). Ayrica her reaksiyon i¢in pozitif ve negatif kontrol

kullanilarak ve deneylerin ikiser kez tekrari ile sonuglarin giivenilirligi tespit edilmistir.
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Tablo 3.8: GDO belirleme kiti (H7-1) ve ozellikleri.

GMOIldent RT (IPC) Event H7-1 Sugarbeet

Inhibisyon ) -

IPC (internal pozitif control)
kontrolii
Promotor

FAM™ / SYBR GREEN I™ /ROX™ /HEX™
boyasi
Terminator

TAMRA™
boyasi

Orneklerden elde edilen DNA’larin RT-PCR islemi yapilirken asagidaki asamalar

izlenmistir.

a. Ticari Kitlerle birlikte gelen ve kullanilan malzemeler sunlardir.
1. Oligo mix: Bir DNA pargasmi, baska bir DNA parcasina baglamak igin
kullanilan kisa tek iplikli DNA iplik¢iklerinin bulundugu karigim.
2. Basic mix: Aranan temel DNA dizisini i¢eren tek iplikli DNA pargalarinin
bulundugu karigim
3. Pozitif kontrol DNA
b. Tiim siire¢ i¢in kullanilan malzemeler sunlardir.
1. DNase-free saf su
2. 1-1000 pl mikro pipetler
3. 2 ml’lik santriftij tiipii
4. RT-PCR analiz kalip kaplar1
5. Kaplara ait kapatma filmleri
6. Vorteks cihazi
7. RT-PCR thermocycler cihazi
€. RT-PCR islemi yapilirken su asamalar izlenmistir.
1. Oncelikle islemler steril olan bir ortamda yapilmas: gerektigi igin filtreli

biyogiivenlik kabininde ger¢eklestirilmistir.
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2. Kitten ¢ikan Oligo mix 750 pl, Basic mix 1250 pl olarak santrifiij tiipiine
almmustir.

3. Vorteks yapilarak Master Mix (asil DNA kiti karigimi) hazirlanmustir.

4. RT-PCR reaksiyon kalibinin her bir géziine 20 pul Master mix, Spul 6rnek
DNA’s1 eklenmistir.

5. Reaksiyon kalibinn iizerine film dikkatlice yapistirilmistir

6. Tim bu islemler enzim reaksiyon giivenirliligi agisinda olabildigince dikkatli
ve hizli bir sekilde tamamlanmugtir.

7. Reaksiyon kalibi RT-PCR thermocycler cihazina yerlestirilerek islem
baslatilmistir.

. Kullanilan RT-PCR thermocycler cihazi; LightCycler® 480 Instrument II ‘dir.

Kullanilan dongii prosediirii ise Tablo 3.9°daki gibidir.

Tablo 3.9: RT-PCR sicaklik dongii prosediirii.

Sicalik Stire (dk) Dongti
95 °C 10° [Ik Denatiirasyon
95°C 15 sn. Denatiirasyon
45 DONGU
60°C Baglanma ve Uzama
1,5




4. BULGULAR

4.1 DNA iZOLASYONU VE SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZ

Tiirkiye seker enstitiistinden alman tohumlardan, sahadan toplanan tohum ve bitkilerden,
ticari olarak satilan hayvan yemi numunelerinden basariyla DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. CTAB yontemi ile yapilan izolasyonlar i¢in tohumlar Oncelikle
cimlendirilerek bitki yapraklar1 elde edilmistir. Uygulanan CTAB DNA izolasyonu
yontemi tiim 6rneklerde ayni olmakla birlikte govde ve yem numunelerinden elde edilen
DNA'’lara ayica RNaz ile islem yapilmistir. CTAB yonteminde DNA ¢oktiirme isleminde
kullanilan orijinal makaledeki Izoproponol yerine ¢éken kismm DNA olup olmadigmin
kesinlik kazanmasi i¢in safligi %100’e yakm olan alkol kullanilmistir. Bu sekilde ¢ift
zincirli genetik materyalin tutulmasi amaglanmistir. Elde edilen DNA’larin NanoDrop

Analiz sonuglar1 Tablo 4.1 de verilmistir. Olgiim sonuglar1 incelendiginde 260/280
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nm’deki tiim 6rneklerin saflik araliginda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1: Orneklere ait NanoDrop dl¢iim sonugclari.

ORNEK ADI KONSANTRASYON (1uL) | 280/260 nm
P1 566,2 1,9

P2 518,6 1,93

P3 250,8 1,70

P4 132,1 1,84

P5 133,9 1,86

P6 131,9 1,81

P7 243,6 1,88

P8 428,8 1,88

P9 567,8 1,9
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Tablo 4.1 (devam): Orneklere ait NanoDrop 6lciim sonuglari.

P10 174,9 1,85
P11 65,8 1,85
P12 121,1 1,85
P13 209,3 1,87
P14 233,3 1,87
P15 150,9 1,85
P16 262,3 1,9

P17 179,2 1,89
P18 206,4 1,89
P19 134 1,92
P20 136,6 1,89
P21 505,7 1,9

P22 407 1,89
P23 494,6 1,9

P24 314 1,87
P25 224,5 1,9

P26 513,3 1,9

P27 248,9 2,06
P28 314,8 1,91
P29 71 1,99
P30 471,4 1,86
DINARC 130,2 1,9
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Tablo 4.1 (devam): Orneklere ait NanoDrop 6l¢iim sonuglari.

CELTEKC 103,9 1,88
SUHUTC 151,9 1,95
DINARG 280,6 1,97
SUHUT 95 1,86
KON 69,6 1,82
PMY 185,5 1,84
SuUT 985,9 1,86
SUT1 423,6 2,01
SUT2 495,9 1,83
BES1 674 1,91
BES2 868,6 1,83
BES3 427,4 1,86
YUM 591,8 1,91
YM 956,3 1,97
KBY 591,9 1,89
TOKBES 213,4 1,79
HIN 704,2 1,99
EPY 423,6 2,01
ABA 465,9 1,83
H.YEMI 130,3 1,78
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4.2 TUR TAYINI

Elde edilen DNA’larin safliklar1 tespit edildikten sonra DNA’larin seker pancarma ait
bp’lik primer ile PZR yontemi kullanilarak DNA ¢ogaltilma islemi yapilmistir. Elde

edilen gen dizileri agaroz jel elektoroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Sekil 4.1°de Tiirkiye Seker Enstitiisiinden alinan 6rneklerden P harfi ile kodlanmusg ilk 12
Oornege ait agaroz jel elektroforezi goriintlisii verilmistir. M harfi DNA Markirini
simgelemektedir. Buradan anlasilacag iizere tiim seker 6rnek DNA’lar aym degerdeki

baz cifti sayisinda cogalmistir. Bu deger 118 bp oldugu diisiiniilmektedir.

12 P11 P10 P9 P8

Sekil 4.1: Seker pancar1 6rneklerinin (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12)
elektroforez goriintiisii (M: marker).

Sekil 4.2°de Tiirkiye Seker Enstitiisiinden alinan 6rneklerden P harfi ile kodlanmis 13 ile
24 numaral orneklere ait agaroz jel elektroforezi goriintlisii verilmistir. Yukardaki ile

ayni sekilde tiim DNA’lar ayn1 degerdeki baz cifti sayisinda ¢ogalmstir.

P23 P22 P21 P20 P19 P18 P17 P16 P15 P14 P13

Sekil 4.2: Seker pancar1 6rneklerinin (P13, P14, P15, P16, P17, P18, P19, P20, P21,
P22, P23, P24) elektroforez goriintiisti (M: marker).
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Sekil 4.3 de Tiirkiye Seker Enstitiisiinden alinan 6rneklerden P harfi ile kodlanmig 25 ile
30 numarali 6rnekler, ve sahadan toplanan 6 6rnege ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
verilmistir. Yukardakiler ile ayn1 sekilde tiim DNA’lar ayn1 degerdeki baz ¢ifti sayisinda

cogalmistir. Bu da bunlarin seker pancarma ait oldugunu gostermektedir.

;. P30 P29 P28 P27 P26 P:

Lo

)
2!
o
5
(!

Sekil 4.3: Seker pancar1 drneklerinin (P25, P26, P27, P28, P29, P30, DINARC, CELTEKC,
SUHUTC, DINARG, SUHUT, KON) elektroforez gériintiisii (M: marker).

Sekil 4.4’de piyasadan toplanan hayvan yemi Orneklerine ait agaroz jel elektroforezi
goriintiisii verilmistir. PMY, BES1 VE YM ile kodlanmis olan tiriinlerde DNA ¢ogalmasi
olmadig1 goriilmiistiir. Bu sebeple bu 6rneklerin seker pancarina ait olmadigi kanisina

varilmistir.

Sekil 4.4: Seker pancar1 6rneklerinin (KON, PMY, SUT, SUT1, SUT2, BES1, BES2, BESS3,
YUM, YM, KBY, TOKBES) elektroforez goriintiisii (M: marker).
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Sekil 4.5°de EPY ve ABA olarak kodlanmig hayvan yemi 6rnekleri ve sahadan alinan
yem pancarina ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri verilmistir. Gorildigi gibi tim

DNA’lar ayn1 degerdeki baz ¢ifti sayisinda ¢cogalmustir.

EPY

HYEMI ABA

Sekil 4.5: Seker pancari rneklerinin (EPY, ABA, H.YEMI) elektroforez goriintiisii (M:
marker).

Tablo 4.2°de seker pancar1 geni varligi tesbit edilen orneklerin listesi verilmistir. SUT,

BES2 ve KBY haricindeki tiim 6rneklerde seker pancari igerigi saptanmuistir.

Tablo 4.2: Orneklerin seker pancari tiir tayini PZR ve elektroforez sonrasi seker pancari varhigi.

Ornek P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11
DNAdurumu  + + + + + + + + + + +
Ornek P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22
DNAdurumu  + + + + + + + + + + +
Ornek P3 P24 PS5 P% P27 P8 P29 P30 DINARC CELTEKC SUHUTC
DNAdurumu  + + + + + + + + + + +
Ornek DINARG SUHUT KON ~ PMY  SUT SUT1  SUT2  BESL  BES2 BES3 YUM
DNAdurumu ~ + + + + + + + + ¥
Ornek YM KBY TOKBES  HIN EPY ABA  HYEMI

DNAdurumu  + - + + + + +

4.3 GENOMDA YABANCI GEN ANALIiZi

DNA izolasyonu, PZR ve elektroforez asamalar1 ile yapilan analizler sonucunda

toplamda 51 adet 6rnegin 48’inde seker pancari oldugu tespit edilmistir.

Real time PZR’de pozitif reaksiyon tanisi floresan sinyallerle tespit edilir. Es zamanli
PZR goriintiilenirken logaritmik tabanli bir grafik olugsmaktadir ve yorumlama bu grafige

gore yapilmaktadir. Bu degere CP (dongii esigi) denilmekte ve floresan sinyalinin belirli
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esigin lizerine ¢ikmast i¢in gerekli dongiilerin sayisi olarak tanimlanmaktadir. Gergek
zamanli PZR’de, CP degeri dongiiler sirasindaki 10 standart sapma degerine ulasan
dongtiler ve 3. ve 15. dongli arasindaki floresan sinyallerinin ortalamasmin dlgiilmesi ile
belli olur. CP seviyeleri, numunedeki hedef niikleik asit miktariyla ters orantilidir (yani,
CP seviyesinin diisiik olmasi, numunedeki hedef niikleik asit miktarinin daha fazla olmasi
anlamma gelmektedir). CP degeri yorumlamasi yapilirken bir esik deger ve limit deger
belirlenmektedir. Bu esik deger her 6rnek i¢in tekrarlanan sicaklik dongiilerinde (bu
calismada 45 dongli yapilmistir) olusan paralel grafiklerin kesismeye basladigi seviyelere
yerlestirilmektedir (Weighardth, 2006). Yapilan deneyler sonucunda kullanilan kitlerdeki
dongii sayisina ulagimin zaman almasi ve 35S/NOS/FMV ile H7-1 genlerindeki 1s1manin
yeteri kadar artmasi igin, bahsi gecen esik degerin ancak 25. dongiiye rast geldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.6). Buradan yola ¢ikarak 25. dongiiden donra artis gosteren floresan
1s1ma sayis1 genetik modifikasyon varligini gostermekte oldugu sonucuna varilmistir. CP
degeri sayisal olarak 25’den biiyiik ve 40’a yakin olanlarn GDO pozitif sonug verdigi

kanisina varilmis, yorumlama buna dayanarak ger¢eklestirilmistir.

—— A1 H7_DC —— AZHT CC —— AT H7_SC —— AL HT DG
—— A5 HY_SUHUT AR HT KON — AT HY_PMY AS HF_SUTH
— A5 H7_SUT2 2400 HY _BESA — &11: H7 _BES3 A2 HY UM
—— B HY M —— B2 H7_TOKBES —— B3 H7_HIM —— B4 H7_EPY
—— B H7_ABA BE: HY_HY — B7: PK Bia: Wk
— 1 NOS_DC — 2, NOS_CC — C3 NOS_SC — C4; NOS_ D
— 5 MOS_SUHUT CE: MOS_ KO — C7 NOS_PMY CE MOS_SUT1
— C8 MOS_SUTZ C10; MOS_BEST_BOS —— C11: MOS_BESS 12 MOS_ UM
— D1 MOS_YM — D2 MOS_TOKBES — D3 NOS_HIM — D& MOS_EPY
—— D5 NOS_ABA DE: MOS_HY — D7 PK D hk

E 27163

€ 24,669

= 22169

-]

2 19665

& 17169

817

5 1469

& 1216%

" 966

O 7169

T 4664

2169
43—
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Sekil 4.6: Tiim tarla 6rneklerinin ve hayvan yemlerinin her iki kite gére CP’de anlamli degerler
verdigini gosteren grafik.

déngl sayisi



39

Tablo 4.2’de gosterilen PZR verilerinin real-time PZR’de CP degerlendirmesi yapilarak
elde edile degerler “+” ile isaretlenmis olan 48 6rnek DNA i¢in gercek zamanli PZR
yontemi ile transgen analizi islemi yapilmistir. Yabanci gen analizi i¢in esas alinan gen
pargalarina ait iki adet genetik modifikasyon goriintilleme ve tespit kiti ile DNA’lar
isleme tabi tutulmustur. RT-PCR asamasi1 simgeleyen hayvan yemleri ve tarla 6rneklerine
ait reaksiyon dongiisli grafigine yapilan deneylerden biri 6rnek olarak gosterilmistir.
Goriildigi tizere yaklagik 25 dongiiden sonra floresan 1simalarin dalga boyunda artiglar
baslamistir (Sekil 4.6). Bu da floresan bazli boyalarin baglandigi DNA miktarinin
arttigini yani 0rneklerin reaksiyon verdigini gostermektedir. Buradan deneyin giivenilir

oldugu kanisma varilmstir.

Bu bilgilere gore orneklerin iki kite gore hangi sonuglar1 verdigi Ek 1’de verilmistir.
Tablo 4.3 de ise transgen pozitif sonu¢ veren degerler gosterilmistir. Buna gore esik
degeri gecen grafiklerin CP degerinin anlamli oldugu ve tiim reaksiyonlarin yiiriidigi

kabul edilmistir.

Tez kapsaminda ¢alisilan tiim tohum ve seker pancar1 6rnekleri disinda seker pancari
icerdigi varsayilan toplam 15 adet hayvan yemi 6rneginden; 3’ti hari¢ 12’sinde seker
pancari varhigma rastlanmistir. Bu 48 6rnegin 30 u Tirkiye Seker Enstitiisiinden temin
edilmis tohumlardan alimmustir. Bu tohumlarda 29’unda genetik modifikasyon tespit
edilmis olup, bunlarin tamami pestisite direngli modifiye seker pancaridir. Her iki Kitte
de pozitif sonug veren GD 29 seker pancar1 tohumundan elde edilen 6rnegin 21°i hem
glifosat hem de glifosinat direngli olarak gelistirilmis oldugu saptanmistir. Diger 8’inde
reaksiyon gézlenmemistir. Bu 8 6rnegin transgen igerip igermediginin saptanabilmesi igin

ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Piyasadan toplanan ve seker pancari icerdigi tespit edilen 11 hayvan yeminin 4’{iniin GD
oldugu ve bunlarin 2’sinin H7-1 pestisit direngli, diger 2’sinin ise yukarida belirtildigi
gibi tiitiin mozaik viriisinden ve Agoebacterium tumefaciens adli bakteriden elde edilmis

belli promotor ve terminator gen dizilerini icerdigi saptanmustir.

Sahadan toplanan 7 6rnegin ise 6’sinda genetik degisiklik tespit edilmistir. Bunlardan 5’1
tiitlin mozaik viriisiinden ve Agrobacterium tumefaciens adli bakteriden elde edilmis belli

promotor ve terminatdr gen dizilerini, ayrica tamami H7-1 modifiye seker pancari geni
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ihtiva etmektedir. Dolayisiyla saha orneklerinden her iki kite pozitif sonug¢ veren 5
ornegin glifosat ve glifosinat direngli oldugu tespit edilmistir. Tablo 4.2°de pozitif

sonuglar gdsterilmistir. Orneklere ait tiim CP degerleri de Ek 1.’de verilmistir.

Tablo 4.3: Gergek zamanli PZR islemiyle kitlere gore pozitif sonug veren érnekler

35S/NOS/FMV
Ornek ad1 | GDO A Gbo
belirleme kiti
goriintiileme kiti
P1 +
P2 + +
P3 + +
P4 + +
P5 + +
P6 + +
P7 + +
P8 + +
P9 + +
P10 + +
P11 + +
P12 + +
P13 + +
P14 + +
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Tablo 4.3 (devam): Gergek zamanli PZR iglemiyle kitlere gore pozitif sonug veren érnekler

P15 .

P16 - +

P17 T

P18 + +

P19 +

P20 + +

P21 + +

P22 +

P23 +

P24 + +

P25 +

P26 + +

p27

P28 +

P29 +

P30 + +
DINARC + +
CELTEKC + +
SUHUTC + +
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Tablo 4.3 (devam): Gerg¢ek zamanli PZR islemiyle kitlere gore pozitif sonug veren drnekler
DINARG + +

SUHUT

KON

PMY

SUT1 +

SUT?2

BES1

BES3

YUM

YM

TOKBES +

HIN +

EPY ¥ +

ABA

H.YEMI + +
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye Seker AS. nin Mayis 2016°da yaynladig1 rapora gore diinyada seker tiretimi 164
milyon tona ulasmis durumdadir. Tiirkiye’de seker iiretiminin tamami seker pancarindan
yapilmaktadir. Seker pancarindan elde edilecek verim ve kalitenin artirilmasi amaci ile

bir¢ok ¢alisma siirdiiriilmektedir.

Son 30 yilda gelistirilen bir biyoteknolojik teknik olan Genetigi Degistirilmis Organizma
iiretim ¢calismalar1 bunlardan biridir. Ulger ve arkadaslar1 (2015), seker pancarindan seker
ayrildiktan sonra kalan posa kismi hakkinda; ekonomik olmasi, pektin agisindan zengin
olmas1 ve yiiksek oranda seliiloz igerigi nedeniyle, hayvanlarda tahil agirlikli besleme
diizeninden kaynakli metabolik bozukluklarin 6nlemesinde ciddi bir fayda sagladigini
belirtmislerdir. Tirkiye’de ekimi yapilan seker pancarindan, seker ve gida kismi
cikarildiktan sonra pancardan, iiretilebilecek biyoetonoliin Tiirkiye’ nin benzin ihtiyacinin

tamamin1 karsilayabilecegi belirtilmistir (Ustiin ve Geng, 2015).

Hazir gida endiistrisinin gelismesi ile fruktoz ihtiyact artmustir. Buna bagli olarak seker
pancarina ragbetin kayda deger sekilde artmasi seker pancarinda transgen yontemine
gidilmesine neden olmustur. Kayith olarak ekimi yapilan transgenik seker pancari tiirti
(event) bugiin 3 adettir ve bu transgenik bitkiler endiistri amagli ekimlerin ¢ogunlugunu
karsilamaktadir. Ancak yasalar GDO’ya bir diizenleme getirerek bunun Oniine bir set
cekmistir. Bu tezatlik bizi seker pancarinda genetik modifasyon aramasi yapmaya

itmistir.

GDO g¢aligmalar1 diinden biigiine bir¢ok soruyu ve sorunu da beraberinde getirmistir.
Bunlar insan sagligi, ekolojik sorunlar, biyogesitlilik, besi hayvanciliginin gelecegi gibi

bir¢ok kategoriyi icermektedir.

Bu gibi endiseler sebebiyle siirekli yapilmakta olan GDO tani ve miktar tayini analizleri
biiyiik 6nem arz etmektedir. Ulkemizde yasalar cercevesinde diizenlenmis olan Mart
2010 tarihli 27553 sayili resmi gazetede yayinlanmis “Biyogiivenlik Kanunu” ile
transgenik bitki iiretimi ve ihracati smirlandirilmigtir. Resmen {iilkemizde bitkiler
tizerinde genetik olarak degistirilmis, rekombinant gen aktarimi yasal olmasa bile, ithal

edilecek olan tohumlar i¢in GDO tiir ve miktar1 belirlenmis ve % 0,9 ile sinirlanmuistir.
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Bu oran islenmis besin maddelerinde de gecerlidir. GDO belirleme yontemlerinden biri
olan PZR, bugiin GDO tayininde en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. PZR teknigine,
GDO tayini disinda birgok alanda da kullanildigi igin laboratuvarlarda siklikla
basvurulmaktadir. Dolayisiyla laboratuvarin ¢ogunda mevcut bir sistemdir. Bu sebeple

bu calismada PCR teknigi ile transgen aramasi yapilmustir.

GDO yapim agsamasinda en ¢ok kullanilan yontem bakteri araciligi ile gen transferidir.
Birgok arastrmada GDO tayini i¢gin PZR yontemi ile, en ¢ok kullanilan belirtegler olan
35S, NOS, FMV dizilerinden faydalanilmaktadir. Bu belirte¢ diziler GDO yapim
asamasinda kullanilan bakterilere ait kesim kodanlar1 igermektedirler. Ayni sekilde
Berdal ve Holst-Jensen, (2001) Carderelli ve dig., (2005); Ujhelyi ve dig., (2008);
Randhawa ve dig., (2010) Artik ve dig., (2016), Bhoge ve dig. (2016) ; Peng ve
dig.,(2016) gibi isimler de ¢alismalarinda bu gen dizilerini kullanmislardir. Paralel olarak
bu caligmada da 35S, NOS, FMV dizilerine ek olarak, ayrica H7-1 seker pancari transgeni

aranmistir.

Yilmaz (2012) yaptig1 c¢alismada iilkemiz marketlerinden topladigi tiim soya ticari
iriinlerinde RoundUp™ Ready c¢esidi transgenik {irline rastlamistir. Ugkun (2007),
Tiirkiye’den topladigi 40 domates ¢esidinin 14’tinde 35S ve NOS promotor genleri
saptayarak genetik modifikasyon varligini tespit etmistir. Seker pancarnda gen
degisikligi aramasi yapilan bu ¢alismada da modifiye edilmis gen varligi Tiirkiye’de

yetistirilen ve hayvan yemlerinde bulunan seker pancari1 6rneklerinde tespit edilmistir.

Bu ¢alismada iilkemizde yetistirilen ve Tiirkiye Seker Enstitiisii’nden elde edilen 30 adet
seker pancar1 ve 15 adet hayvan yemi disinda 6 adet tarladan toplanan seker pancari
iizerinde DNAya dayali transgen tayini yapilmistir. Orneklerden yabanci gen analizi igin
DNA izolasyonu, giiniimiizde siklikla tercih edilen CTAB yontemi ile
gerceklestirilmistir. Afsharzadeh ve Abbasi (2016), Irfan ve dig. (2013), Niu ve dig.
(2008) de galigmalarinda CTAB yOnteminin bitkilerde DNA izolasyonu yapmak i¢in

kullanilan en iyi yontemlerden biri oldugunu belirtmislerdir.

Sonug olarak toplamda 42/51 6rnekte transgen saptanmistir. Bunlar hakkinda; piyasadan
toplanan ve seker pancari icerdigi tespit edilen 11 hayvan yemimden 5’inin, genetik
olarak degismis oldugu ve bunlarin 3’lintin H7-1 diger 2’sinin ise diger pestisit direngli

yabanci gen tasidig1 diisiiniilmektedir. Sahadan toplanan 7 6rnegin ise 6’sinda yabanci
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gen tespit edilmistir. Bunlardan tamami H7-1, pestisite direngli modifiye seker pancari

geni de ihtiva etmektedir.

Ancak yemlerdeki seker pancari tiirlinlin zaten analizi yapilan 40 seker pancari
tiirlerinden biri olup olmadig1 konusu kesin degildir. Bununla birlikte bunlardan bazilar1
ithal edilmis hayvan yemleri olabileceginden iilkemizde yetistirilen seker pancarindan

elde edilmis olduklar1 da kesin olarak sdylenemez.

Son yillarda tizerinde yapilan tartigmalarla birlikte her gegen giin GDO tiretim yontemleri
kolaylagsmakta ve yayginlasmaktadir. 2012 yilinda Nature Dergisi’'nde yayinlanan bir
yayindan sonra gelistirilen CRISPR teknigi, Cas9 adi1 verilen enzime dayanmakta ve RNA
molekiiliiniin hedeflenen DNA boélgesine yonlendirilip, hedeflenen genlerin silinmesi
veya eklenmesi saglamaktadir. CRISPR teknigi herhangi bir organizmaya, herhangi bir
ozelligin eklenip organizmadan herhangi bir dzelligin ¢ikarilmasini igermektedir. Islem
oldukga basit ve ucuz bir gen mithendisligi yontemidir. Bu yontemle hastaliga sebebiyet
veren genlerin ortadan kaldirilmasi miimkiin oldugu gibi, en ufak bir hatada hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalip kansere sebebiyet verdigi de goriilmiistiir (Korkutata, 2015; Lozano-
Juste ve Butler 2015). Bu teknigin O6nemi ve olusturabilecegi etkiler hakkindaki
disiinceler GDO konusundaki umulan gelismelerin c¢cok daha kisa silire iginde

gergeklesecegi yoniindedir.

CRISPR gibi tekniklerin gelismeye devam edecegi ve oniimiizdeki giinlerde genetigi
degistirilmis herhangi bir organizmayla yasamm her alaninda karsilasilacagi
goriilmektedir. Bu tip organizmalarm fayda ve zararlarinin belirlenmesi i¢gin GDO

tespitinin Onem arz ettigi agiktir.

Tutun ve Baydan’a gore (2015), {iiretimi gittikce artan ve toksikolojik yOdnden
incelenmeden sofralarimiza daha ¢ok giren GD iriinlerin sagligimiza ne gibi etkileri
olacag1 belirsizdir. GDO’m alerjik tepkimelere yol acabilmesi, besin zinciri i¢inde
birikebilmesi, toksik etkiler yapabilmesi ve antibiyotik direnci olusturabilmesi gibi bir¢ok
onemli yan etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Bunun aksine GD bitkilerdeki verim ve
besin degerini artmasi saglayarak giinlimiiziin en biiyilk sorunu aclhiga ¢6ziim
getirebilmektedir. Ayrica susuzluk olan yerlerde su ihtiyact az olan besin bitkileri

yetistirilmesi de saglanabilmektedir.
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Seker pancarinda ise yapilan GD seker pancari gesitleri herbisite dayanikli olmakla
birlikte besin agisindan zenginlestirilmis tiirleri de bulunmaktadir. Beyaz seker ve fruktoz
iretiminin agisindan bakildiginda ise durum soyle agiklanabilir: Beyaz seker ve fruktoz
besin maddesi olmasi1 disinda yalnizca kimyasal organik bilesiklerdir. Herhangi bir gen
veya protein igermezler. Bu sebeple beslenme asamasinda basit seker kismui harig besin
maddesi olarak kullanimi s6z konusu degildir. Ancak kimyasal seker disinda kalan kismi
hayvan yemi olarak tiiketildiginde; et, siit, yumurta gibi gidalarla bu genler tarafindan
etkilenebiliriz. Yani seker pancarindaki transgen bizi, bildigimiz sekerle degil baska bir
sekilde dolayli yolla etkileyebilir. Ayrica iilkemizde paz1 ve pancar olarak tiiketildiginden
dolaysiz olarak da insan diyetine girmektedir. Sonug olarak direkt veya diger yollarla
seker pancaridaki modifikasyondan sadece biz insanlar degil, besin zinciri dolayis1 ile
hayvanlar ve doga da etkilenmektedir. Calismanin sonucu olarak seker pancarlarinin
genetik degisiklik olup olmadigi belirlenmis fakat genetik modifikasyon miktari
Olciilmemistir. Tespit edilen GDO’larin ve iilkemize tohum ve iiriin ihracati yolu ile

girdigi tahmin edilmektedir. Buradaki sinir ise daha 6nce bahsedildigi gibi % 0,9’dur.

Bu tez calismasinda iilkemizde tiretilen seker pancarin transgenik olup olmadigi sorusuna
cevap aranmis Ve % 82’sinde genetik degisiklik yapildigi tespit edilmistir. Calismanin
devami olarak bu GD bitkilerin miktar tayini ile transgen oranlarmin tespiti
planlanmaktadir. Ayrica Tiirkiye’de bu kapsamda GDO olan seker pancar1 belirleme
calismasi heniiz yapilmamis oldugundan bu sonuclarin gerek yasal diizenlemelere
gerekse sosyolojik incelemelere veri kaynagi olabilecegi diisiiniilmekte ve gelecek

bilimsel ¢alismalara 151k tutacagi 6ngoriilmektedir.
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EKLER

EK 1. Gercek Zamanh PZR CP Degerleri Listesi
ORNEK ADI H7-1 CP DEGERLERI | 35S/NOSFMV CP DEGERLERI
P1 34,085 18,425
P2 34,485 35,53
P3 33,905 17,125
P4 37,53 30,825
P5 36,25 37,33
P6 34,345 39
P7 36,085 35,39
P8 34,34 34,555
P9 35,465 21,49
P10 36,38 36,41
P11 35,57 35,05
P12 34,275 18,215
P13 36,14 38,28
P14 37,51 37,335
P15 34,965 39
P16 35,395 34,51
P17 34,445 0
P18 35,015 23,615
P19 34,935 0
P20 35,385 33,94
P21 34,795 37,455
P22 36,34 0
P23 34,575 0
P24 38,72 36,84
P25 34,605 19,5
P26 35,525 36,42
P27 0 0
P28 36,73 0
P29 34,635 16,185
P30 34,615 38
DINARC 34,275 37,15
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CELTEKC 34,27 33,485
SUHUTC 35,035 35,61
DINARG 34,14 0
SUHUT 0 0
KON 35,605 0
PMY 39 18,39
SUT1 0 0
SUT2 0 10,685
BES1 0 0
BES3 0 0
YUM 0 39
YM 39 0
TOKBES 0 35,67
HIN 0 0
EPY 38,6 28,185
ABA 0 0
H.YEMI 35,74 39

*CP degerleri iki kez tekrarlanan deney sonuglarin ortalamasidir.
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