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Ozet

Misir, diinyada bugdaydan sonra insan ve hayvan gidasi olarak en yiiksek miktarda iretilen bitkilerden birisidir. Hastaliklara
dayaniklilik yoniinden avantajli olmasi disiincesiyle, gen aktarimi yapilan musir bitkisinin iiretimi belirli iilkelerde yapilmakta,
biyogiivenlik kapsaminda izlenmesi de alinan kararlar dogrultusunda zorunlu kilinmistir. Alinan 6rneklerde GD analizi, daha ¢ok ticari
amagl olarak tahillarda, ihracat ve ithalat kapsaminda izlemeyi kapsadigindan yapilan analizlerde tohum iizerinde yapilmaktadir. Degisik
tespit yontemleri olsa da en hizli ve giivenilir olan1 PCR (PZR) analizi ile yapilan uygulamalardir. Bu uygulamalarda gen aktarimi var/yok,
hangi gen ve kullanilan {irtin miktarinda GD i {iriin oran1 seklinde testler yapilmaktadir. Kalitatif ve Kantitatif olarak yapilan analizlerde
gen aktariminda kullamlan primer olarak kullanilan gen yapilari 6nemli olmakta, bu gen bolgeleri farkli uygulayicilar tarafindan
gelistirilen teknolojilerle beraber degisiklige ugramaktadir. Bugiin var/yok analizinde ilgili gen bolgeleri 4 adet olup, NOS/S35/Bar ve
CTP2 olarak ticari olarak mevcuttur. Bu testler, tekrarlamali Ar-Ge laboratuvarindan ziyade, tekrarlama maliyeti azaltilmis kontrollii
sartlart olan ISO 17025 kapsaminda diizenlenmis test laboratuarlarinda Avrupa GD protokollerine gore yapilmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Misir, GDO, Transgenik, Tespit teknolojisi

Technology of GD-Analysis in the Corn Plan

Abstract

Maize is one of the plants produced at the largest amount as human food and animal feed after wheat in the world. By the intend of
advantage of gen transfer in terms of disease resistance, the production of GM maize plant is limited some countries and the track of GM
maize within the scope of biosecurity is obliged. GM maize samples, mostly, are done on seed within the scope of cereal export and import
as commercial. The most used method is PCR based for fast and confidential results. In these applications, gen transfer is analyzing as
exist/absent, which gene and amount of GD products. These analysis result qualitative and quantitative due to the gene used and, GM gene
loci are becoming different due to used technology for GM detection. Today, four regions are used for GM detection as NOS/S35/Bar and
CTP2 as commercial. These tests are applied under the 1ISO 17025 laboratory standarts using European GMO Protocols.
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GIRIS

Misir bitkisinde genetik miihendisligi ¢aligmalart,
geleneksel 1slah  ¢alismalarinda kalite ve  (Uriin
verimliligini artirmak amaciyla yapilan uygulamalar
arasinda yer almaktadir. Genetik miihendisligi
uygulamalart sonucunda canlilarin genetik
kompozisyonunda gen eklenmesinden dolay1 degisiklik
olmaktadir. Istenilen bir genin herhangi bir tiir canlidan
almarak baska tiir canli grubuna alimmasini iceren
degisiklik, gida olarak kullanilan ekonomik 6nemi olan
Urin  zincirine girmis olacaktir. Bu uygulamada,
transgenik teknoloji olarak ifade edilen uygulamada
ilgili genin dUrdnlerinin tehlikeli olmadigi ancak
aktarilan genin kontrolsiiz ve test edilmemis zararlt

ranlerin Uretimine neden  oldugu  konusu
tartisilmaktadir. Islah ¢alismalarinda suana kadar doku
kaltrd, embriyo  kdlturd  gibi  bircok  metot

uygulanmasina ragmen, gen aktarimi konusunda genetik
kompozisyon degistiginden dolayr ortaya c¢ikmasi
muhtemel olaylarin insan saglig iizerine ters etkilerine
sahip olabilecegi disiiniilmektedir. Bu etkilerin insan
sagligt i¢in riskli olmamasi i¢in muhtemel istenmeyen
degisikliklerinin gidanin tiiketilmesiyle 1ilgili olarak
izlenmesi gerekmektedir.

Bitkilerde, ila¢g kullanimi azaltmak amaciyla
baglayan calismalar hizli bir sekilde gelisme
gostermistir.  Misir  bitkisinde baglayan ve Dbaska
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bitkilerde de uygulamasi yapilan gen aktarimu Uzerine
yapilan ¢alismalar soya, pamuk, domates, patates
seklinde yayilis gostermistir. Ozellikle hayvan yiyecegi
olarak kullanilan ve beslemede vazgecilmez enerji ve
protein kaynagi olan musir ve soya bu konuda
uygulamalarda énemli bir yer tutmustur(www.fao.org).
Maisir bitkisine, Bacillus thrugiensis adi verilen toprak
bakterisine ait Bt geni (CryA) geninin aktarilmasi
sadece kogan kurdu adi verilen zararliya karsilik
koruma saglamamig aymi zamanda fosfat kokenli
yabanci ot ilaglarina da dayaniklilik saglayarak verimde
artis  goOsterilmesine  neden  olmustur(www.efsa-
europa.eu). Bu uygulamalarda, transgenik iriin adi
verilen GD organizmalar Uzerinde yapilan ¢aligmalar,
GD bitkilerle beslenmesi sonucunda insan sagligina
muhtemel etkiler i¢in tartisma ortamu dogmustur
(www.who.net; www.gmo-compass.org). Tartismanin
konular1 aktarilan genlerin muhtemel toksin etkileri,
antibiyotik  geninin baska organizmalara transfer
olabilme etkileri ve alerjik etkileri (zerinde
yogunlasmistir(www.gmo-safety.eu).

GD organizmalar {izerinde bircok konusma
yapilmig, yararlart ve zararlari tartistlmistir. Yapilan
caligmalar gostermektedir ki GD f{iriinler teknolojik bir
yaklagim olup, devamli hatalar1 diizeltmeye yonelebilen
bir teknolojidir (http://ec.europa.eu/food/food/
biotechnology/index_en.htm). Bu agidan baktigimizda,
bu teknolojiyi elinde bulunduran tlkeler tohum sanayine
ve diinya gida iiretiminde s6z sahibi olacaklari asikardir.
Bunun en basit gostergesi diinyada ekilen alanlardir.
Clive James (2009) tarafindan ifade edilen sekliyle 25
farkli iilkede 2008 yilinda 2007 yilina gore % 15 daha
artarak 180 milyon hektara ulagmistir (Www.gmo-
compass.org). Artan ticari faaliyetler bununla ilgili
kontrol mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmus ve tilkelere bagli olarak ortak kurallar konulmaya
calisilmistir. Bu amagla Avrupa Birligi tarafindan 26
Mayis 1998 de bir diizenleme yapilarak (Konsey
Diizenlemesi  1139/98/EC)  genetigi  degistirilmis
organizmalardan elde edilen Grinlerin etiketlenmesi
giindeme gelmistir. Bunu takiben Ocak 2000 yilinda 49
nolu karar ile %1 esigi uygulamasi baglatilmistir. Bu
husus genetik degisimler sonucu, gidalarin DNA veya
proteinlerin taginma, {iretim veya tiiketim yerlerindeki
kontaminasyonunu kontrol i¢in, minimum esik degeri
hedeflenmistir.

Avrupa birliginin 2002/66/EC sayili GD tami ve
miktar analizi, harmonizasyon ve standardizasyonunu
takiben Aralik 2002 den itibaren ENGL adi verilen
Avrupa GD Laboratuvarlar1 Birligi-European Network
of GMO Laboratories ve Birlestirilmis Arastirma
Merkezleri (DG Joint Research Center- JRC)
kurulmustur. Bu laboratuarlarda 50 laboratuvar ve 2500
bilim insan1 GD analizleri ig¢in ¢aligmaya baslamustir.
Daha sonraki yillarda Avrupa birliginin 2003 yilinda;
1829/2003 ve 1830/2003 sayili kurallar ile genetigi
degistirilmig organizmalardan uretilen gida ve yemin
izlenebilirligi ve etiketlenmesine iligkin  hiikiim
getirilmistir (www.efsa-europa.eu).

Ulkemizde, transgenik kiltir bitkilerinin “alan
denemeleri“ hakkinda talimat, Tarim Bakanlig
makaminin  14.5.1998 giin ve TGD/TOH-032 sayili
olur’lar1 ile yiriirliige konulmustur. Tarim Bakanlig:
tarafindan tohumluklar digindaki genetigi degistirilmis
organizma ve iriinleri ile genetigi degistirilmis
organizma ve tirilinlerini iceren gida ve yem maddeleri
hakkinda karar verme, isleme, ithalat, ihracat, izleme,
tescil, etiketleme, kontrol ve denetim ile ilgili usul ve
esaslar1 kapsayan “Gida Ve Yem Amagli Genetik
Yapis1 Degistirilmis Organizmalar Ve Uriinlerinin
Ithalati, Islenmesi, [hracati, Kontrol Ve Denetimine
Dair Yonetmelik” 26.10.2009 tarih ve 27388 sayili
Resmi Gazete ’de yayimlanarak yiiriirliige girmistir.
Biyoglvenlik kanunu, 18.03.2010 tarihinde Bakanlar
kurulu karar ile yiirtirlige girmis olup, Resmi gazetede
yayinlanan kanunun amaci,

1. Bilimsel ve teknolojik gelismeler cergevesinde,
modern biyoteknoloji kullanilarak elde edilen genetik
yapist degistirilmis organizmalar ve iriinlerinden
kaynaklanabilecek riskleri engellemek, insan, hayvan ve
bitki saghg:r ile c¢evrenin ve biyolojik ¢esitliligin
korunmasi, sirdiriilebilirliginin saglanmasi amaciyla
biyoguvenlik sisteminin kurulmasi ve uygulanmasi, bu
faaliyetlerin denetlenmesi, diizenlenmesi ve izlenmesi
ile ilgili usul ve esaslar1 belirlemektir.

2. Bu Kanun; genetik yapisi degistirilmis
organizmalar ve Tirlinleri ile ilgili olarak arastirma,
gelistirme, isleme, piyasaya strme, izleme, kullanma,
ithalat, ihracat, nakil, tasima, saklama, paketleme,
etiketleme, depolama ve benzeri faaliyetlere dair
hikiimleri kapsamaktir.

3. Veteriner tibbi iriinler ile Saglik Bakanliginca
ruhsat veya izin verilen beseri tibbi iirlinler ve kozmetik
Urinleri bu Kanun kapsami digindadir.” seklinde
belirtilmistir (www.tarim.gov.tr).

Ulkemizde biyogivenlik kanununa gére olusturulan
biyogiivenlik komisyon kararlari, Avrupa
uygulamalarindan daha siki ve hassas olarak
uygulanmaktadir. Uriinlerdeki etiketleme (lkelere gore
farklilik gostermektedir. Bazi iilkelerde zorunlu iken
bazi iilkelerde goniilliilik esasina gore yapilmaktadir.
Avustralya, Yeni Zelanda, Brezilya, Cin, AB (lkeleri,
Kore ve Rusya’da zorunlu olup, Japonya, Amerika ve
Kanada da goniillillik esasina gore etiketleme
yapilmaktadir. Etiketleme tolerans sinir1 da ilkelere
gore degismektedir. Japonya, Amerika ve Kanada
etiketleme tolerans sinir1 % 5 iken,, Kore de %3, Cin de
% 0, AB iilkelerinde % 0,9 diger iilkelerde ise % 1
seviyesinden sonra etiketleme sinir1 vardir.

ithal olarak gelen iiriinlerden alinan 6rneklerde GD
analizi, daha ¢ok ticari amagh olarak tahillarda ihracat
ve ithalat kapsaminda izlemeyi kapsadigindan tohum
veya yarl islenmis tohum iizerinden yapilmaktadir.
Bakanlik tarafindan yapilan veya ISO 17025
kapsaminda diizenlenmis test laboratuarlarinda Avrupa
GD protokollerine gore yapilmakta olan misir
tohumunda GD organizma analizinde (¢ soruya yanit
aranmaktadir. Misir tohumunun gen tasiyip tasimadigi,
tagiyorsa hangi gen tasidigi ve ne kadar miktarda
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ve/veya oranda Uriniin igerisinde yer aldigi
belirlenmektedir. Bu nedenle, yontemlerin gecerliligi,
ilgili yonetmeliklere gore yapilan uygulamalarda ortaya
ctkmaktadir. Bunun i¢in 6rnek toplama, sertifikasyonlu
referans materyali ve Ornegin homojenizasyonu cok
onemlidir.  Kalitatif ve Kantitatif olarak yapilan
analizlerde gen aktarimi i¢in kullanilan primer olarak
ifade edilen gen yapilar1 6nemli olmakta, bu gen
bolgeleri farkli uygulayicilar tarafindan gelistirilen
teknolojilerle beraber degisiklige ugramaktadir. Bugiin
var/yok analizinde ilgili gen bolgeleri 4 adet olup,
NOS/S35/Bar ve CTP2 olarak ticari olarak mevcuttur.
Misirt  tohumunda analizler degisik sekillerde
yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan yontemler hizli
yontemler, dogruluk payr yiiksek olan yontemler
seklinde ifade edilebilir. Misir tohumunda kullanilan
yontemler polimeraz zincir reaksiyonu, immunoassay
yontemler en sik kullanilan yontemlerdir. Uygulamada,
basvuruda GD misir tohumu oldugu belirlendikten sonra
ornek toplama sonrasinda bu test edilir. Test sonucu
negatif c¢ikarsa test ¢ikincaya kadar tekrarlanir. Daha
sonra hangi gen oldugunu tespit i¢in ikinci uygulamaya
gegilir. Buradan gen tespiti yapildiktan sonra bagvuruda
belirtilen gen olup olmadigi kontrol edilir. Bu islem
sonucunda negatif ¢ikarsa gen yasal degildir seklinde
degerlendirilir. Tlgili gen ise dogrudan miktar (oran)
testine gecilir. Bu testte oranlar, tlkemizde uygulanan
% 0,9 esigine goredir. Bunun altindakiler bulagma kabul
edildigi  i¢in, esik  bulunmaktadir. Bu esik
iizerindekilerde etiketleme zorunlulugu bulunmaktadir.

Misir Tohumunda GD Uriinler Tespit

Yontemleri

Misir  bitkisinde genetigi degistirilmis triinlerin
tespitinde protein ve DNA olmak (lzere iki yénem ile
yapilabilmektedir. DNA esasli ydntemde PZR
teknolojisini kullanirken, protein esasli yontemlerde
immunoassay  yontemleri  kullanilmaktadir.  Bu
yontemlerden bazilari ucuz ve hizli bir tespit etme
yapilabilirken digerleri ise biraz daha zaman alici ancak
daha guvenilirdir. Kullanilan y&ntemler, strip yontemi,
bioassay yontemi, ELISA, PZR, RT-PZR ve NIR
yontemi olarak belirtilmektedir. Son teknolojilerden
olan Mikroarray (DNA chip) yonteminde ise DNA test
isaretlerinin pahali ve az miktarda olmasindan dolay:
giiniimiizde sinirlt miktarda kullanilmaktadir.

a) Kagit Serit yontemi: Misir btikisinde uygulanan
yontem, zar (membran) temelli olup, iki korumal bolge
icerecek sekilde tasarlanmigtir. Birinci aktarilan gen
bolgesindeki proteini baglamakta, digeri ise standart
olarak renk maddesini tutmaktadir. Kullamilan kagit
serit, korumali bolgelerde antibodiyi tutmak igin
kullanilmaktadir. Bir¢ok test, kit formunda bu sekilde
hazirlanmakta ve uygulamada test seriti, suyu ¢ikartilan
(6zitlenen) bir solusyona daldirilarak test edilecek
ornek kapilar yolla hareket ettirilir. Test edilecek 6rnek
antibodiye dogru gider ve orada toplamir ancak bu
yontemde miktar kontrol yapilamaz. Bu testlerle yapilan

analizler kalitatif veya kantitatif
vermektedir.

b) Canh ortamda test yontemi (Bioassay) : Bu
teknik 6zellikle ¢imlendirilen tohumlara uygulanan bir
yontemdir. Test edilecek tohumlar c¢imlendirilerek
yabanci ot ilact piiskiirtiiliir ve kimyasala reaksiyonlari
canliliklartyla kontrol edilir. Bu uygulamada fosfat
kokenli ilaglara dayaniklilik uygulama sonrasinda gen
aktarildigin ortaya koymaktadir. Yontem her gen testi
i¢in uygulanmamakta, sinirli uygulamasi bulunmaktadir.

yari sonuglar

c) Immunoassay (ELISA) yontemi: Misir
Uriniinde uygulanan bu yontem antijen ve antibodi
arasindaki 6zel baglanmaya gore calismaktadir. Test
sirasinda antibodilerin varliginda ¢ekim ozelligi ve
aktarilan gen proteinine 6zel olusu bu yontemin 6nemli
bir 6zelligidir. Bu teknoloji, kalitatif ve kantitatif teshis
icin  bircok  protein tiplerinin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu ydntemde Uriin ¢ok fazla islem
gormiigse sonug etkilenebileceginden tercih
edilmemektedir. Yontemde antibodi kendine 0zel
proteine baglanmaktadir. Serit yontemine gore farklilig:
6zel bir zar yerine plastik 96 kuyucuklu ylzeyde bu
islem tamamlanmaktadir. Yontemde antijen ve antibadi
birbirine baglanarak sabit bir yap1 olusturur ve sonug
ikinci antibadiye baglanan enzim ile goruntilenir.
Yontemin avantaji, standart oldugu zaman kantitatif veri
verebilmesidir. Misir da GD drinlerin ELISA ile
tespitinde genin ekspresyonundan ileri gelen hatalar
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu ydntemde, kuyucuklu
yuzeye 6nce antibodi eklenmekte, daha sonra 6rnegimiz
olan antijen eklenmektedir. Aym yiizeye enzim isaretli
antibodi eklenip, son olarak enzimin varhiginda renk
veren madde eklenir ve okuma yapilmaktadir.

d) DNA temelli ¢cogaltma (PZR) ydntemi: Bu
yontemde aktarilan gen bolgesindeki DNA parcalarinin
PZR  teknigiyle ¢ogaltilmasiyla ilgilidir. PZR
reaksiyonu, kisa siirede milyonlarda defa ilgili DNA
pargasinin ¢ogaltilmasini saglamaktadir. Bu amagla iki
farkli primer adi verilen DNA pargalari, tek bir geni
isaret ettigi gibi birden fazla geni de igerebilmektedir.
PZR reaksiyonu icin Tag enzimi ve dNTP iceren
solusyon yardimiyla 1sitma ve sogutma uygulamasi
yapilas1 sonucunda, belirli DNA alaninin ifade eden
ilgili gen bolgesi gogaltilmaktadir. Bu ydtem ile farkli
oranlarda standart kullanilarak yapilan iglemlerde ise
kantitatif sonug¢ alinabilinmektedir. Ancak bu yontemde
Ozellikle karisim halinde bulunan driinlerde  DNA
ekstraksiyonu 6nemli bir yer tutmaktadir.

e) RT-PZR yéntemi: Oran tahmininde kullanilan
yontemin en biilyiik avantaji, reaksiyon sirasinda hedef
DNA dizilisinin ¢ogalma miktarinin  dogrudan
Olgiilmesini saglamasirdir. Bu reaksiyon sirasinda
florometrik sinyal veren boya eklenerek yapilan dl¢iimle
gergeklestirilmekte, iki boyadan olusan reporter
(reporter dyr) ve tamamlayici (quencher dye) boyalar
birbirine siki sikiya baglanilmasindan
faydalanilmaktadir. DNA dizilisi transfer edilen gene
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gore  hazirlandiktan ~ sonra ~ PCR  yardimiyla
¢ogaltilmaktadir. Kullanilan polimeraz primer probuyla,
boyanin ¢ogalma sirasinda keserek floresans ozelligi
kazanmasi saglanmaktadir.

f) DNA ¢ip teknigi (mikroarray): Bu yontem
birgok farkli bdlgenin tek bir seferde tanimlanmasina
izin veren bir yontemdir. Ozellikle &rnek sayis1 fazla
oldugu durumlarda uygulanmasi zorunlu olacak
yontemler arasindadir. Kisa siirede birgok gen ile tarama
yapilabilmesi, ¢ok Ornekle caligilabilmesi ve yiiksek
dogrulukta sonu¢ vermesi bakimindan ¢ok Onemlidir.
Uriinlerin ~ floresans  problarinin  pahali  olmasi
kullanimint siirlandirmaktadir.

g) Near Infrared Imaging- Yakin Kizilalti
Resimleme (NIR) yontemi: Bu yontemin esast gen
aktarilan urundeki C-H, O-H & N-H molekillerindeki
farkliliga bagli olarak ortaya c¢ikan degisime
dayanmaktadir. Yontem yeni gelistirilmekte ancak ¢ok
fazla standart referans materyali ile calisilmasi
gerektirmesi hassasiyetinin yiiksek olmasi agisindan Kritik
rol oynamaktadir.

SONUC

Son yillarda iilkemizde GDO’lu iriinlerin tiiketimi
ile ilgili ¢esitli kaygilarin s6z konusu oldugu ve
tartisildig1 toplumsal hassasiyetimizin bir sonucu olarak
ortaya cikmaktadir. Genetigi degistirilen musir, ¢ok
kullanilan yem ve gida hammaddelerden birisi olarak ve
gen aktarimi yapildigi i¢in 6nemli bitkiler arasindadir.
Biyogiivenlik yasasina goére GD musir1 bitkisi risk
analizi yapilan {rlinler arasindadir. Toplumun
hassasiyetlerini dikkate alarak teknolojinin gelistirilmesi
ve zararl etkileri varsa durumunun ortaya konulmasi
gerekmektedir.

Transgenik bitkilerle beslenen hayvanlardan elde
edilen ¢esitli triinlerde GDOlu f{irtinlerin kalintilarina
AB birligi raporlarina gore rastlanmamis ve insan
sagligina zararinin olmadigt WHO, FAO, EFSA ve AB
raporlarinda belirtilmistir. Gelismis tlkelerde bu tip
triinlerin  etiketlenmesi ~ zorunlulugu ve hayvan
beslemede yemlerde, gidalarda ve hayvansal iiriinlerde
bulunup bulunmadiginin tespit edilmesi gen sayisinin
artacagl dugiiniilerek giderek daha ¢ok ©nem
kazanacaktir.
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