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oz

Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) potansiyel yaratlart nedeniyle tarimsal triinler bagta olmak tizere
bir¢ok alanda kullanlmaktadir. Yasal dizenlemelere gére gida ve yemlerde GDO varliginin bilinmesi
zorunluluktur. Analizlerde sonuclarin dogrulugu, kalibrasyon egrisinin hazitlanmast ve kalite kontrol
calismalarinda sertifikali referans maddeler (CRM) kullanilmaktadir. Calisma ile bitkisel Grinlerde GDO
analizlerinde kullanilan CRM izolatlarinin tekrar kullanlabilme olanaklarinin beliflenmesi amactyla dondur-
cozdiir uygulamast ile meydana gelebilecek degradasyon arastmlmustir. Bunun icin soya ve musir
CRM’lerinden elde edilen izolatlara kontrolli kosullarda belitli petiyotlarla (5, 10, 15, 20 kez) dondurma (-
20£2°C) ve ¢ozdurme (2242°C) islemleri uygulanmustir. Real time PCR cihazinda yapilan analizler

sonucunda 20 dondur-¢6zdiir uygulamasina kadar CRM izolatlarinin tekrar kullanilabildigi goriilmistiir.
Anabhtar kelimeler: Bitki, DNA, Izolat, Dondur-Cézdir

INVESTIGATION OF REUSE CAPABILITIES OF CRM ISOLATES USED IN
GMO ANALYSIS IN THE CONTROLLED STORAGE CONDITIONS

ABSTRACT

Genetically modified organisms (GMOs) are used in many areas, especially in agricultural crops, due
to their potential benefits. According to legal regulations, it is imperative to know the presence of
GMOs in food and feed. Certified reference materials (CRM) are used in the accuracy of the analyzes,
preparation of calibration curve, and in quality control studies. In this study, degradation occuring
with freeze-thaw application has been investigated in order to determine the reuse possibilities of
CRM isolates used in GMO analysis in herbal products. For this, freezing (-20 = 2 © C) and thawing
(22 £ 2 ° C) processes were applied to the isolates obtained from soy and corn CRMs at certain
periods (5, 10, 15, 20 times) under controlled conditions. Real time PCR analysis results showed that
up to 20 freeze-thaw applications, CRM isolates were reusable.
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GIRIS

Biyoteknolojik ¢alismalarin en 6nemli diriinii olan
genetigi  degistirilmis  organizmalar (GDO)
(Genetically Modified Organisms - GMO),

glinimiizde tip, tarim, veterinerlik basta olmak
tzere genis bir alanda kullanilmaktadir. Son 30
yilda DNA'nin yapisinin daha iyi anlasiimast
nedeniyle rekombinant DNA  teknolojisine
dayanan modern tarimsal biyoteknoloji alant hizla
gelismistir. Biyoteknolojik bu trlinlerin ciftcilere
ve tiketicilere Onemli tarimsal, cevresel,
ckonomik, saglik ve sosyal faydalar saglamasi ile
de ticarilesmesi c¢ok hizlanmistir. ‘Tarimsal
triinlerde yapilan bu ¢alismalar sonucunda
antibiyotik stres toleransi, bécek direnci, herbisit
toleranst, hastalik direnci, tiriin kalitesi, tozlasma
kontrold, blylime ve verim 6zellikleri basta olmak
tzere 44  farkll  karakteristtk  Ozellik
kazandirilmistir. 1980’lerde baslayan bu ¢alismalar
2020 yiina gelindiginde ticari olarak 32 farkli
bitkide 526 fatkli GDO tipi Uretilmistir. Bu
driinlerin - dinyada ABD, Brezilya, Arjantin,
Hindistan ve Kanada basta olmak tizere 26 tlkede
192 milyon hektar alanda ekimi yapilmaktadir.
Uriinler icerisinde en ¢ok soya (%50), mistr (%31),
pamuk (%13), kanola (%5) ve digerleri (%1)
olarak siralanmaktadir (Anonymous, 2020a).

GDO’latin potansiyel faydalarina ragmen hala
bazi belirsizliklerinin bulunmasi, bilimsel olarak
tartisgtlmasina ve tiketicilerde kaygilara neden
olmaktadir. Bu durum gida ve yemlerdeki GDO
varligt ile ilgili yasal diizenlemeler yapilmasina
neden  olmustur. Avrupa Komisyonunun
(European Commission — EC) 1829/2003 sayili
diizenlemesinde gida ve yemlerde %00.9un
tzerinde GDO bulunmast durumunda etikette
belirtilmelidir (Anonymous, 2003). Ulkemizde ise
5977 sayili “Biyogiivenlik Kanunu” ile “Genetik
yapist degistirilmis organizmalar ve tiriinlerine dair
yonetmelik” geregince gidalarda GDO kullanimi
yasaklanmis olup yemlerdeki kullaniminda ise EC
ile benzer kisitlamalar bulunmaktadir
(Anonymous, 2010a; 2010b).

Gida veya yem drinlerinde GDO varliginin
belirlenmesinde proteine dayali (Elisa ydntemi) ve
nikleik aside dayali (Polimeraz zincir reaksiyonu
— PCR, DNA mikrodizi ve Sensoérler) analitik

yontemler  kullanilmaktadir. Bu  yontemler
igerisinde hassasiyet ve hiz avantajindan dolayt
PCR en yaygin kullanilan yontemdir. Bu yéntem,
iyi tantmlanmis DNA sekanslarinin saptanmasina,
cogaltlmasina  ve nispi olarak Sl¢lilmesine
dayanir. Spesifik bir DNA sekansinin Slgiilen
miktarinin bagka bir DNA sckansinin 6lgllen
miktariyla iliskilendirilmesi sonucunda bir DNA
fragman orant ortaya ¢ikar. Olgiilen bir floresan
sinyalini calistlan DNA fragmaninin miktan veya
kiitlesi icin karakteristik bir miktara dénistiirmek
icin PCR'nin kalibre edilmesi gerekir (Cotbisier
vd., 2017). Bu amacla farkli formlardaki sertifikali
referans maddeler (certified reference materials —
CRM) kullanidir.  CRM’ler; laboratuvarlar
tarafindan elde edilen test sonuglarina giiveni
artiran kalite giivence araclanidir. Kesin referans
degerleri ve wveriler saglayarak laboratuvar
cihazlarinin kalibrasyonunda anahtar rol oynarlar
(Anonymous, 2020b).

Analizlerde glvenilir ve Olcllebilir verileri elde
etmek icin kararli standartlarin  kullanilmast
gerekmektedir. Ozellikle DNA bazli CRM’lerin
Kullanilacak DNA standartlart 6l¢uliit, seri olarak
seyteltilir ve daha sonra kalibrasyon cizgisi icin
kullantlir. Bu islem prosedirinin 6zenli ve
dikkatli yaptlmast gerektiginden standartlarin
muhafazast da 6nemlidir. Standartlarin uzun stireli
muhafazast maliyet ve zamandan tasarruf
saglarken, DNA ¢6zeltileri bozulmaya egilimlidir
(Roder vd., 2010).

DNA cift zincitli sarmal yapist nedeniyle bilinen
en karath molekillerden biridir. Bu yapisal
Ozelliginden dolayt omutrgali bir hayvanin
milyonlarca yillik DNA’st bile korunabilmektedir
(Gaikwad, 2020). Ancak DNA cekirdek ya da
organelden ctkarldiginda aym durum sézkonusu
degildir. DNA kararh bir molekil olmasina
ragmen, DNA'nin biitiinliigii ¢evresel faktorlere
ve 6zellikle de zamana bagldir (Rice ve Haussler,
2018). Uzun siire sogukta depolanan ya da kisa
sire oda sicakliginda bekletilen 6rneklerde
zamanla meydana gelen UV  radyasyonu,
oksidasyon, hidroliz, fiziksel etkiler gibi enzimatik
olmayan nikleik asit degradasyonu &zellikle
o6nemlidir. Lee (2010) tarafindan yapilan
calismada muhafaza sirasinda su ve oksijenin
varliginin DNA’nin hidroliz ve oksidasyonuna
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neden oldugu bildirilmigtir. Rice ve Haussler
(2018)  tarafindan  yapilan calismada ise,
dondurulan izolatlarda olusan buzlarin nikleik
asitleri kesebilecegi ya da dondurulunca daha
kiiciik bir hacim icerisine stkismak zorunda kalan
niikleik asit iplikciklerinin fiziksel stres sonucu
dolasarak karmastk bir yapt olusturabilecegi
belirtilmistir.

Nikleik asitlerin  muhafazasinda  kullanilan
dondur-¢ozdiir dongiisii uzun yillardir kullantlan
ancak dezavantajlarinin tam olarak
belirlenemedigi bir yontemdir. Bu doénglinin
kabul degerleri aslinda nihai kullamim amacina ve
ckstraksiyon tipine baghidir. Dondur-¢6zdir
uygulamalannin olumsuz etkisini azaltmak icin
DNA’nin EDTA gibi gliserol/DMSO igeren bir
soliisyon icerisinde, distik iyon dayaniml, hafif
alkalin tamponlu bir ortamda depolanmasi
Onerilmistir. Buna ragmen DNA degradasyonu
olusabilmektedir (Brunstein, 2015).

Niikleik asitlerin bozunma kinetigi tzerine uzun
yillardir arastirmalar yapilmaktadir. 1990’lardan
ginimiize kadar olan literatir incelendiginde
calismalarin  DNA ya da RNA’da yapildig
gorilmistiir. Bu calismalardan DNA’da yapilanlar
s6zkonusu oldugunda ¢oklu dondur-¢6zdir
islemlerinin - DNA’nin  stabilitesini  etkiledigi
sonucuna Ross vd. (1990), Lahiri ve Schnabel
(1993), Shao vd. (2012) ve Al-Warid (2014)’in
calismalarinda rastlanmistir.  Ancak DNA’nin
etkilenmedigi uygulamalar da mevcuttur (Widell
vd., 1991; Bellete vd., 2003; Sanlidag vd., 2005;
Schaudien vd., 2007; Rosmanith vd., 2010; Fan
vd., 2019). Stabilite calismalart parazit ya da viriis
gibi farkli kaynaklardan izole edilen nikleik
asitlerde  yapilmakla beraber dondur-¢ézdir
uygulamalarindaki  sicaklik, siire, sikltk  gibi
parametrelerde de farkhiliklar bulunmaktadir.
Analiz yontemi olarak elektroforez (Ross vd.,
1990; Shao vd., 2012; Al-Warid, 2014), nested
PCR (Halfon vd., 1996) ve Real Time kantitatif
PCR (Granados vd., 2017; Schaudien vd., 2007)
kullantdlmustir. Ayrica muhafazada ilave kimyasal
kullantmi da degradasyonu azaltict yénde etki
yapabilmektedir (Schaudien vd., 2007). Bitkisel
kaynakli numunelerde ise DNA’nin dondur-
¢ozdir uygulamalarna  dayanmmu  ile  ilgili

literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Bu calisma, GDO analizlerinde sonuclarin
dogrulugu, kalibrasyon egrisinin hazirlanmast ve
kalite kontrol calismalarinda siklikla kullanilan
CRM’lerden elde edilen izolatlarin  analiz
prosediirii geregi dondur-¢ozdir uygulamalarina

karst  dayanimlarinin  belirlenmesi  amactyla
yapilmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada GDO analizlerinde en stk karsilastlan
bitki spesifik tiitlerden soyaya ait DP-305423-1
tipinin ERM-BF426c (%1) ve ERM-BF426d
(%10); musira ait DAS-40278-9 tipinin ERM-
BF433c (%1) ve ERM-BF433d (%10) kodlu
CRM’leri  kullanilmistir. Bu CRM’ler Avrupa
Referans Materyalleri (European Reference
Materials - ERM)’nden temin edilmistir. CRM’ler
analize alinincaya kadar karanlikta ve 4°C’de
muhafaza edilmistir.

Yoéntem

CRM’lerin izolasyonu

Calismada kullanilan izolasyon kiti Eurofins
GENESpin’den temin edilmistir (Anonymous,
2016). Bu kitler analize alinincaya kadar oda
sicakhiginda muhafaza edilmistir. Kit icerigi Lysis
Buffer (deterjan), Proteinaz K, Binding Buffer
(DNA’y1 kolona baglama ¢6zeltisi), CQW, W1 ve
W2 kodlu ytkama ¢ézeltileri ve Elution Buffer
(DNA’yt  kolondan  aywran  ¢bzelti)’dan
olusmaktadir. RNA inhibisyonu i¢in Sigma-
Aldrich marka R6513 RNase enzim ¢6zeltisi
kullanilmistir. RNase ¢Ozeltisi calisma  siiresi
boyunca -20°C’de muhafaza edilmistir. Tim
CRM’ler 0.2 g 2 mD’lik santrify tiplerine
tartilmus, 550 pl. Lysis Buffer ve 10 pLL Proteinaz
K eklenerek Ika marka Msl model vortekste
vortekslenmis, 65°C’de 30 dk. Biosan matka T's-
100 tip calkalamali kuru blok siticida tutulmustur.
Daha sonta 20 ul. Rnase enzimi eklenerek oda
sicakliginda 30 dk. tutulmustur. 14000 rcf'de 10
dk. santrifiij yapumistr. Santriftij olarak Hettich
marka Mikro 22r model santriftyj kullandmustir.
DNA baglanmasi agamast i¢in temiz ve berrak
kistm 2 mIVlik tiipe alinmustir. Alinan kisim kadar
Binding Buffer ve etanol ilave edilmis ve 30 sn
vortekslenmistir. Karigim filtreli tipe aktanlarak
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11000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapidmistir. Yikama
ve kurutma agamalart icin alta gecen kisim
dokilerek filtreye 400 uL. CQW eklenmis ve
11000 rpm’de 1 dk. santrifij yapimistir. Alta
gecen kisim dokilerek filtreye 700 pl W1
eklenmistir. 11000 rpm’de 1 dk. santriftij yapidmus,
alta gecen kisim dokdilerek filtreye 200 pl W2
eklenmistir. 11000 rpm’de 2 dk. santriftij yapidmus,
filtreye yeniden 200 uL. CQW eklenmistir. 11000
rpm’de 2 dk. santriftj yapilmis, elisyon
asamasinda filtre 1.5 mLlik tiipe yerlestirilmistir.
Filtreye 100 uL 70 °C sicakliginda Elution Buffer
ilave edilmistir. Oda sicakliginda 5 dk.
inkiibasyona birakildiktan sonra 11000 rpm’de 1
dk. santriftij yapilarak filtre atilmistir. Saflagtirma
icin numuneler kolonlara pipetlenerek 800 rcf'de
2 dk. santriftij yapilmis ve kolonlar atilmustir.
Izolasyon sonucu elde edilen 100 uL izolattan 1.5
pL pipetle alinmistir. Nikleik asit safliklant ve
ng/ul. duzeyinde konsantrasyonlar Thermo
Scientific marka Nanodrop 2000 model
spektrofotometrede 260/280 nm dalga boyunda
okunmustur.

Dondur-¢6zdiir uygulamalari

Miktar analizi ile ilgili referans alinan EURL
metodlarinda baslangic konsantrasyonu olarak
soya icin 20 ng/pl. ve musir i¢in 40 ng/pl.
konsantrasyon ~ diizeyi  olmast  gerektigi
belirtilmektedir. Bu nedenle soya ve misit CRM
izolatlarinin  konsantrasyon diizeyleri dondut-
cozdiir  uygulamalari  sirasinda  meydana
gelebilecek kayiplar dikkate alinarak baslangicta 60
ng/ul olarak ayatlanmistir. Her biri 100 uL olacak
sekilde 1.5 ml’lik mikrosantrifij tlplerine
dagitilan bu izolatlar -20+2°C ve 22£2°C sicakhik
kosullarinda 5, 10, 15 ve 20 kez dondur-¢6zdir
uygulamalarina maruz birakilmistir.  Dondur-
¢bzdur uygulamalan 1 giin streyle dondurma, 1
saat slresince c¢Ozdirme seklinde kontrolli
sicaklik kosullart saglanarak gerceklestirilmigtir.
Her 5 dondur-¢ozdir uygulamasinda dondur-
cozdir islemleri bitenler tekrar ¢ozdirtilmeksizin
digerlerinden  ayrilarak son  dondur-¢ozdir
uygulamasina kadar muhafaza edilmistir. Dondur-
cozdir islemleri sonunda izolatlarin tamami
dolaptan cikarilip ¢ozdirilerek taze izole edilen
CRM’letle beraber Real time PCR’da %GDO
miktar analizi yapilmustir.

Miktar analizi

Calismada soya icin Mazzara vd. (2013) ve musir
icin Savini vd. (2012) EURL metotlar1 kullanilarak
Real time PCR cihazinda GDO miktar analizleri
yapilmistir (Anonymous, 2009; Savini vd., 2012;
Mazzara vd., 2013). Miktar analizi icin %10
GDO’lu taze izolatlardan, dort seviyede (S1, S2,
S3 ve S4) metotlarda belirtilen kopya sayilarinda
saf su ile standartlar hazirlanmistir. Soya i¢in bu
seviyeler reaksiyon bagina S1: 100 ng, S2: 20 ng,
S3: 4 ng ve S4: 0,8 ng %10’luk DP305423 CRM
icerecek sekilde kopya sayist seyreltilerek elde
edilmistir. Misir icin ise bu seviyeler reaksiyon
basina S1: 200 ng, S2: 40 ng, S3: 8 ng ve S4: 1,33
ng %10luk DAS40278 CRM igerecek sekilde
dizenlenmistir. Amplifikasyonda ise Oncelikle
reaksiyon karisim ¢6zeltisi hazirlanmis, bunun icin
reaktif ¢cozeltisi, su, Ella Biotech’ten temin edilen
referans ve hedef kisimlara 6zgl problar, reverse
ve forward primerler metotlarda belirtilen
miktatlarda 2 mI’lik mikrosantrifij tiplerinde
bitlestirilmistir. Ardindan dusik hizda
vortekslenip  kisa  stire  santrifij edilmistir.
Reaksiyon karisim ¢6zeltilerinde reaktif c¢ozelti
olarak TagMan kullandmistir. Bu karisimdan ayr
bir mikrosantriftyj tiptine 60 pl alnarak Gzerine
15 upL. numune/standart eklenip 10 saniye
vortekslenip sonra kisa stire santrifiij edilmistir.
Daha sonra bu 75 ul’lik karngimdan plate
kuyucuklarina (her kuyucuk 1 reksiyonu temsil
etmektedir) otomatik pipetlerle her kuyucuga 25
ul. olacak sekilde pipetlenmistir (75 ul. / 3 = 25
ul). Optik filmler ile kapatilan kuyucuklar plate
santrifijde 3000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmis,
son olarak Real Time PCR cihazina
yetlestirilmistir. Baslangic denattrasyonu (95°C
sicaklikta 600 sn.), primer baglanmasi (95°C
sicaklikta 15 sn.) ve primer uzamasini (60°C
sicaklikta 60 sn.) iceren amplifikasyon 45 déngi
olarak, Kopya Sayist Metodu (Standart Egri
Metodu)’na gbre gergeklestirilerek hedef ve
referans kistmlar icin kalibrasyon egrileri elde
edilmistir. GDO  Analizlerinde Verifikasyon
Rehberinde  (Anonymous, 2018) yer alan
dogrusallik, dogruluk ve kesinlik parametrelerine
gore standart egrilerin uygunlugu
degerlendirildikten sonra elde edilen kopya
sayllaindan % GDO miktarlann  asagidaki
formtlle hesaplanmustir.
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%GDO = (Hedef Kopya Sayist / Referans
Kopya Sayist) * 100

Istatiksel yéntem

Verilerin normal dagilima gére uygunlugu Shapiro
Wilks testi ile incelenmistir. Verilerin normal
dagilim gostermesi durumunda tek yonld varyans
analizi (ANOVA) yapilmistir. Parametrik testlerin
kullanilmast durumunda betimleyici istatistikler
ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.
Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak «=0,01 kabul
edilmistir. Verilerin analizi SPSS v22 paket
programit ile yapilmustir.

SONUC ve TARTISMA

Izolasyon bulgulart

Nanodrop Spektrofotometresinde 260 ve 280 nm
dalga boylarinda CRM’lerden elde edilen
izolatlarda  yapillan  absorbans  Olclimleri
sonucunda elde edilen baslangic verileri Cizelge 1
ve Cizelge 2’de verilmistir. Eurofins GENESpin
kit  protokoline gore 260/280 nm’deki
absorbanslarin orant 1.6-1.9 arasinda olmalidir
(Anonymous, 2016). Buna gbre Slcim
sonuglarinin soya ve mistrin her iki konsantrasyon
dizeyi icin de uygun oldugu gorilmistir. Bu
durum izolasyonun istenilen verim ve kalitede
gerceklestirildigini gbstermektedir.

Cizelge 1. Soya CRM izolatlarina ait Nanodrop Spektrofotometre Slgiim bulgulart
Table 1. Nanodrop Spectrophotometer measurement findings of Soybean CRM isolates

Soya CRM (DP-305423-1)

%10'luk icin %1'lik icin
No Niikleik asit Satlik Nikleik asit Sathik
konsantrasyonu (ng/ul) (260/280 nm) konsantrasyonu (ng/ul) (260/280 nm)
1 137.6 1.88 116.0 1.78
2 71.2 1.88 92.7 1.74
3 87.4 1.85 66.1 1.77
4 96.2 1.83 60.6 1.66
5 101.3 1.80 101.8 1.71
6 140.2 1.84 119.2 1.78
7 71.4 1.86 74.8 1.70
8 176.5 1.82 96.5 1.78
Cizelge 2. Mistr CRM izolatlarina ait Nanodrop Spektrofotometre 6lgiim bulgulari
Table 2. Nanodrop Spectrophotometer measurement findings of maize CRM isolates
Misir CRM (DAS-40278-9)
%10'Tuk i¢in %1'lik icin
No Nikleik asit Saflik Nikleik asit Saflik
konsantrasyonu (ng/pl) (260/280 nm) konsantrasyonu (ng/ul)  (260/280 nm)

1 2153 1.86 217.7 1.88
2 92.2 1.78 157.0 1.85
3 108.7 1.78 154.3 1.88
4 97.1 1.71 154.2 1.87
5 94.4 1.77 207.0 1.86
6 100.6 1.76 140.3 1.85
7 60.1 1.66 112.9 1.84
8 102.3 1.64 120.7 1.86
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DNA’nin  muhafazasinda major tehditlerden
birisinin  ntkleaz  kontaminasyonu  oldugu
bilinmektedir (Rice ve Haussler, 2018). DNA
molekiili niikleazlara karst duyarl oldugundan bu
bulasanlardan ~ kolayca  etkilenebilmektedir.
Bununla beraber iyi safliktaki DNA’nin muhafaza

sirastndaki ~ dondur-¢ozdiir dongilerinden
etkilenmedigi  bildirilmistir  (Gaikwad, 2020).
Calismamizdaki izolasyon bulgulart  dikkate

alindiginda sonuglar bu gériisti desteklemektedir.

Referans kisim (Lel) kalibrasyon egirisi
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Soya CRM’ine ait %GDO miktar bulgular:
Soya CRM’lerine ait % GDO miktar analizleri
sonucunda hesaplanan kalibrasyon egrileri Sekil 1
ve Sekil 2’de verilmistir. Bu kalibrasyon verilerinin
kantitatif metodlar i¢in metot verifikasyon
parametreleri ve performans kriterleri
(Anonymous, 2018)’ne uygunlugu Cizelge 3’de,
Soya  CRM  izolatlarinin  dondur-¢6zdir
uygulamalari sonrast Real Time PCR’da yapilan
%GDO miktar bulgulart da Cizelge 4, Sekil 3 ve
Sekil 4°’de verilmistir.

Hedef kisim (DP305) kalibrasyon egrisi
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Sekil 1. %10’luk Soya CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
Figure 1. Calibration curves of 10% soybean CRM, a: Reference part, b: Target part.

Kalibrasyon bulgulart kabul edilebilir performans
kriterleri (egim ve korelasyon katsayist) acisindan
degerlendirildiginde, Cizelge 3’de gorildigi gibi
soya CRM numunelerinde her iki konsantrasyon
diizeyi (%1 ve %10) icin de uygun bulunmustur.
Bu kalibrasyona gére yapilan él¢imler sonucunda,
Cizelge 4de goruldugt gibi %107luk soya CRM
numunesinin - 20 dondur-¢6zdiir  uygulamast
sonucunda %10.6’dan %9.7 dizeyine distigi,
%1’lik CRM’de ise bu degisimin olmadig
saptanmistir. Ancak her iki konsantrasyon i¢in de

degisimin istatistiksel olarak O6nemsiz oldugu
gorilmustir (P > 0.01).

Misir CRM’ine ait %0GDO miktar bulgular:
Misir CRMlerine ait % GDO miktar analizleri
sonucunda hesaplanan kalibrasyon egrileri Sekil 5
ve Sekil 6’da verilmistit. Bu kalibrasyon verilerinin
kriterlere uygunlugu Cizelge 5°de ve Misir CRM
izolatlarinin dondur-¢6zdiir uygulamalart sonrast
Real Time PCR’da yapilan % GDO miktar
bulgulart da Cizelge 6, Sekil 3 ve Sckil 4de
verilmigtir
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Sekil 2. %1°lik Soya CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
Figure 2. Calibration curves of 1% soybean CRM, a: Reference part, b: Target part.

Cizelge 3. Real Time PCR’da soyaya ait kalibrasyon verileri ve kritetlere uygunlugu
Table 3. Calibration data of soybean in Real Time PCR and compliance with the criteria

%GDO Dogrusallik Referans Hedef . g .
) . Kriter Degetlendirme
miktart parametreleri kisim kisim
10 m -3.13 -3.12 -3.12m2-3.6 Uygun
R? 0.99 0.99 R>=>0.98 Uygun
1 m -3.49 -3.48 312m=-3.6 Uygun
R? 0.99 0.99 R> 2> 0.98 Uygun

m: Kalibrasyon egrisine ait egim, R* Korelasyon katsayist
m: Slope of the calibration curve, R?: Correlation coefficient

Cizelge 4. Real Time PCR’da soyaya ait %GDO miktar bulgulart
Table 4. GMO% content of soybean in Real Time PCR

Soya
Dondur-¢ozdir sayist n %10luk igin : % Plik igin
Kontrol 6 10.65%0.29 1.03+0.04
5 6 10.23%0.56 1.05%0.06
10 6 10.34£0.38 0.99£0.07
15 6 9.95£0.68 1.01£0.06
20 6 9.72£0.48 1.04%0.05
Onemlilik derecesi (P >0.01) Onemsiz Onemsiz

* Degetler ortalama * standart sapma (n=0) olarak verilmistir. (P >0.01).
Values are given as mean + SD (n=6). (P >0.01).
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Dondur Cozdiir uygulamasinin CRM'lere etkisi
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Sekil 3. %71’lik soya ve misir CRM’lere dondur-¢6zdir uygulamasinin etkisi.
Figure 3. The effect of freeze-thaw application on 1% soybean and maize CRMs.
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Sekil 4. %10’luk soya ve misir CRM’lere dondur-¢6zdir uygulamasinin etkisi.
Figure 4. The effect of freeze-thaw application on 10% soybean and maize CRM.
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Cizelge 5. Real Time PCR’da misira ait kalibrasyon verileri ve kritetlere uygunlugu
Table 5. Calibration data of maize in Real Time PCR and compliance with the criteria

%GDO Dogrusallik Referans

Hedef

miktart parametreleri kisim kisim Kriter Degerlendirme
10 m -3.41 -3.31 312m=-3.6 Uygun
R? 0.99 0.99 Rz > 0.98 Uygun
1 m -3.43 -3.47 312m=-3.6 Uygun
R? 0.99 0.99 R? > 0.98 Uygun
m: Kalibrasyon egrisine ait egim, R*: Korelasyon katsayist
m: Slope of the calibration curve, R?: Correlation coefficient
Cizelge 6. Real Time PCR’da misira ait %GDO miktar bulgular
Table 6. GMO% content of maize in Real Time PCR
o e Misir
Dondur-¢6zdiir sayis " %10'luk icin %1 lik icin
Kontrol 6 9.80£0.50 1.05%0.03
5 6 9.87£0.54 1.08%0.04
10 6 9.8710.44 1.13£0.04
15 6 9.62+0.29 1.1240.04
20 6 9.68+0.40 1.08%0.06
Onemlilik derecesi (P >0.01) Onemsiz Onemsiz

* Degetler ortalama ¥ standart sapma (n=0) olarak verilmistir. (P >0.01).

Values are given as mean + SD (n=6). (P >0.01).

Kalibrasyon bulgulari kabul edilebilir performans
kriterleri (egim ve korelasyon katsayist) agisindan
degerlendirildiginde, Cizelge 5°de géruldigi gibi
mustr CRM numunelerinde her iki konsantrasyon
diizeyi (%1 ve %10) icin de uygun bulunmustur.
Bu kalibrasyona gére yapilan dl¢iimler sonucunda,
Cizelge 6da goruldigi gibi mustrt  CRM
numunelerinde 20 dondur-¢ézdir uygulamast
her iki konsantrasyon icin de
degisimin istatistiksel olarak o6nemsiz oldugu
gorulmustir (P > 0.01).

sonucunda

Nikleik asitlerin, dondur-¢ézdiir uygulamasina
dayamumu ile ilgili literatiirde yer alan calismalar
incelendiginde bir ¢ok agidan farkliliklar (numune
kaynagi, matriksi, analiz yontemi, uygulama
parametreleri gibi) icerdigi gériilmektedir. Ayrica
DNA ve RNA’nin muhafaza yéntemlerine karst
dayamimlarinin da farkli olabilecegi gbz Oniine
alindiginda calismamizda elde edilen bulgular
sadece DNA iceren calismalar ile
kiyaslanabilmigtir. Buna gére;

DNA’nin dondur-¢ézdir uygulamalarina karst
dayammu  ie  ilgili yapilan  calismalarda,
degradasyonun oldugu ile olmadigini gosteren

bulgulara rastlanmilmistir. DNA‘nin dondur-¢6zdir
uygulamalarindan etkilenmedigi benzer sonuglara
Widell vd., 1991; Bellete vd., 2003; Sanlidag vd.,
2005; Schaudien vd., 2007 ve Fan vd., 2019’un
calismalarinda rastlanmustit.

DNA, hticre icerisinde molekiil olarak karatli bir
yaptya sahip iken izole edildiginde DNA’nin dis
etkenlere (sicaklik, sire, 1stk, pH, kesme kuvveti

gibi) karst dayanumi oldukca azalmaktadir
(Gaikwad, 2020; Rice ve Haussler, 2018).
Numune izolatlarinda  yapilmis  calismalara

bakildiginda ise; Schaudien vd. (2007) tarafindan,
Real Time PCR ile t¢ farkli DNA standardinda
ilave muhafaza kimyasali (gliserol) kullanilarak
dondur-¢ézdir uygulamasi yapilmus, su iginde
muhafaza edilen standartlarda 4 dondur-¢ozdur
isleminden sonra DNA diizeyinde azalma oldugu,
%50 gliserol icerisinde muhafaza edilenlerde ise
16 kez dondurup ¢6zdirmenin bir etkisinin
olmadigr  bildirilmistir. ~ Gliserol — kullamlarak
DNA’nin dondur-¢ézdur uygulamasina
dayanabildigi bu ¢alismadan farkli  olarak
calismamiz, gliserol olmadan da DNA
izolatlarinin  dondur-¢ézdiir  uygulamalarina
dayanabildigini gostermistir.
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Referans kisum (Hmg) kalibrasyon egrisi Hedef kisim (DAS40278) kalibrasyon egrisi
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Sekil 5. %10’luk Mistr CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
Figure 5. Calibration curves of 10% Maize CRM, a: Reference part, b: Target part.
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Sekil 6. %1°lik Misir CRM’e ait kalibrasyon egrileri, a: Referans kisim, b: Hedef kisim.
Figure 6. Calibration curves of 1% Maize CRM, a: Reference part, b: Target part.
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Farkli  calisma  alanlarindaki  arastirmacilar
tarafindan  DNA’nin  stabilitesi {izerine hangi
mekanizmalarin  nasil  etki  ettigi  konusu
Rossmanith vd. (2010) tarafindan yapilan
calismada aciklanmistir. Bakteri standardinda
(Listeria monocytogenes ve Salmonella Typhimurium‘a
ait) yapimis bu c¢alismada dondur-¢6zdir
uygulamalan da ele alinmis ve 20 dondur-¢ozdur
sonrasindaki ACt degerleri degerlendirilmistir.
Uzun  genomik  DNA’larda dondurup
cozdiirmenin etkisi varken, kisa zincirli oligo-
niikleotitlerde ise herhangi bir degisimin olmadigt
bildirilmistir. Ct degetlerindeki artisa neden olan
mekanizmanin dondur-¢ézdir sirasindaki buz
kesmelerinden kaynaklandigi ileri stirtilerek DNA
dizeyindeki degradasyon Ct degerleri ile
iliskilendirilmistir. Kendi calismamizda ise
standart egri metodu ile kantitatif bir analiz
yapilmis bulgular Ct degetlerinin degisimi olarak
degil %GDO degisimi olarak verilmistir. DNA
kaynaginin bitkisel standart olmamasi, ilave
muhafaza kimyasallarinin  (gliserol, tampon
cozelt) kullandmast  ve kullanilan  analiz
metodunun farkli (ACt metodu) olmast gibi
nedenletle  bizim  calismamizdan  farkliik
gostermekle beraber dondur-¢ézdiir uygulamast
ile DNA’da  degradasyonunun  meydana
gelebilecegi de bildirilmistir.

DNA’nin muhafaza yontemlerinden
dondurmanin enzimatik reaksiyonlart inhibe
etmesi, boOylece  oksidatif ~ve  hidrolitik
degradasyonu engellemesi sebebiyle muhafazada
iyi bir yontem oldugu bilinmektedir (Bus® ve
Allen, 2014). Bu baglamda calismamizda cikan
sonuglar bu goriisii destekler niteliktedir.

Sonug olarak; soya ve mustr DNA’lartun her iki
konsantrasyon (%1 ve %10) dizeyi icin 20
dondur-¢ézdir uygulamasinin istatiksel olarak
herhangi bir etkisinin bulunmadigs gérilmistir (P
>0.01). Calisma ile GDO miktar analizi yapan
laboratuvatlarin bu analizlerde her seferinde taze
olarak hazirladiklan CRM izolatlanm 20 kez

dondur-¢ézdir  donglsine  kadar DNA
degradasyonu olmadan kullanabilecegi
gorilmistir. Elde edilen bulgularin  sadece

calisma kapsaminda kullamilan bitkiler ve gesitleri
icin gegerli oldugunu, bundan sonra yapiacak

calismalarin diger bitki spesifik tltler ve bunlara
ait gesitler tzerinden dogrulanarak yapilmasi
gerektigi Onerilmektedir.

TESEKKUR

Bu calismayt
TAGEM/GYKMAE/A/19/A3/P7/01  proje
numarast ile maddi olarak destekleyen Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miudirligine
tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢tkar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

AD ve NA aragtirmayr tasarladi ve analizleri
gerceklestirdi.  AD  makaleyi  yazdi. MMC
makalenin son halini okudu ve onayladi.
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