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Oz

Piyasa arastirmalari Ulkemizde ekonomik degeri yiiksek bitki kaynaklt bazi gida bilesenlerinin yerine, hile amactyla
daha ucuz bitkisel trtinlerin kullanilabildigini ortaya koymustur. Bu sekilde yapilan tretimlerde, Antep fistig, kestane
ve bademe yonelik tagsisli uygulamalar 6ne ¢ikmaktadir. Tiketicilerin korunmasit ve haksiz rekabetin 6nlenmesi
icin bu tir hileli tretimlerin hassas ve gtivenilir metotlar ile tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu calismada
cesitli gida trtinlerinde Antep fistigi yerine bezelye, kestane yerine fasulye ve badem yerine kayist ¢cekirdeginin hile
amacl kullanimlarini belirlemek icin ger¢ek zamanli PZR TagMan probe teknigine dayali yontemler gelistirilmistir.
Bu amacla bezelye ve fasulye tirleri icin kloroplast tRNA-Leu (#7n1L) geni, kayist icin de kromozomal S14 F-box
protein geni Gizerinde tire spesifik primer-prob setleri dizayn edilmistir. Dizayn edilen primer-prob setleri kullanilarak
gerceklestirilen gercek zamanli PZR reaksiyonlarinda, kayist cekirdeginin %0.1, bezelyenin %0.01 ve fasulyenin ise
960.001 seviyesine kadar diger bitki tirleri ile capraz reaksiyon olmaksizin tespit edilebilecegi ortaya konulmustur.
Diger taraftan gelistirilen yontemlerin, Antep fistigi-bezelye, kestane-fasulye ve badem-kayisi ¢ekirdeginden olusan
ikili karisimlarda da basarili sonuclar verdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, bezelye, fasulye ve kayisi ¢ekirdeginin
hassas ve gtivenilir sekilde tespitine yonelik olarak gelistirilen yontemlerin, bu bitki tiirlerinin hile amacl kullanimlarmin
belirlenmesi icin yapilan rutin kontrollerde basarili bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Gida, tagsis, bitki ttrleri, gercek zamanli PZR

DETECTION OF FRAUDULENT PRACTICES INVOLVING SOME
PLANT DERIVED COMPOUNDS IN FOODS USING REAL-TIME PCR

Abstract

In this country, market research have revealed that there has been adulteration in food products in which some
plant species have been replaced with plant ingredients that have a lower economic value. Fraudulent practices
involving pistachios, chestnuts and almonds are prominent among these activities. For the protection of consumers
and to prevent unfair competition in the market, the detection of fraudulent practices is required with precise and
reliable methods. In this study, a new method based on the real- time PCR TagMan probe technique was developed
to determine the fraudulent use of pea instead of pistachio, apricot kernel instead of almond and common bean
instead of chestnut in some food products. For this purpose, species-specific primer and probe sets were designed
on the chloroplast tRNA-Leu (#71L) gene for pea and bean and also on the nuclear S14 F- box protein gene for
apricot. In the real-time PCR reactions performed with the designed species specific primer and probe sets, apricot
could be detected at the level of 0.1%, pea at the level of 0.01% and bean at the level of 0.001%, quantitatively,
without any cross-reactivity with other plant species examined. Additionally, the developed method also provided
successful detection in binary mixtures of the plants: pistachio-pea, chestnut-bean and apricot kernel-almond. As a
result, it was concluded that the method provided a sensitive and reliable detection method for pea, bean and apricot
kernel residues in foods, and it can successfully be used in the routine control of fraudulent practices involving
these plant species in food products.

Keywords: Food, adulteration, plant species, real-time PCR
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GIRIS

Piyasa arastrmalari, Ulkemizde ekonomik degeri
yuksek bitki kaynakli bazi gida bilesenlerinin
yerine, hile amaciyla daha ucuz urtinlerin
kullanilabildigini ortaya koymustur. Bu sekilde
yapilan tretimlerde, birim fiyatinin ylksek olmasi
ve katiddiklart Grtinlerde maliyeti artirict baslica
unsur olmalart nedeniyle, Antep fistigi, kestane
ve bademe yonelik tagsisli uygulamalar dikkat
cekici diizeylerdedir (1, 2).

Antep fistigi, basta geleneksel triinlerimiz baklava
olmak tuzere, tatlh ve sekerleme sektorinde
uretilen pek cok urlinde yaygin kullanimi olan
onemli bir maliyet unsurudur. Bu nedenle bu tir
urlinlerde Antep fistig1 yerine bezelye kullanimi
son yillarda oldukg¢a yaygin bir uygulama haline
gelmistir. Ozellikle tiikketimin yogun oldugu dini
bayramlar 6ncesinde bu tip hilelerin daha da arttig
One surilmektedir. Ayrica pasta, sekerleme ve
benzeri trtinlerde badem yerine kayist cekirdegi
ya da kestane iceren urtinlerde kestane yerine
ptre haline getirilmis kuru fasulye kullanimi,
ulkemizde bitki kaynakli gida katkisi veya
bilesenlerinin tagsisine yonelik diger glincel
uygulamalar arasindadir (1-3).

Gida sanayisinde karsilasilan hileli tretimler,
tiketicilerin aldatilmas: ve ekonomik kayiplara
ugramasina, Ureticilerin ise haksiz rekabet
sebebiyle zarar gormesine neden olmaktadir.
Tim bu sakincalarinin yani sira bu tip hileler,
toplumsal etik ac¢isindan da rahatsizlik olusturmakta
ve gida sektoriine duyulan gtiveni azaltmaktadir.
Gidalarda hile amach uygulamalara yonelik yasal
sureclerin baslatilmasi ve itiraza yol acmayacak
sekilde tamamlanabilmesi icin, bu tiir uygulamalara
iliskin kanitlarin acik bir sekilde ortaya konulmast
gerekmektedir. Gidalarin kendine 6zgti karmasik
bilesimi ve Uretiminde uygulanan teknolojik
islemler yapisinda bulunanan bilesenlerin, duyusal
olarak veya basit analiz teknikleri ile tespitini
zorlastirmaktadir. Bu amacla diagnostik alanindaki
gelismelerin yakindan takip edilerek yeni analiz
metotlarinin gelistirilmesi ve hile tekniklerindeki
gelismelere paralel olarak da mevcut analiz
metotlarinin glincellenmesi gerekmektedir (4).
Molekdler biyoloji alanindaki gelismeler basta
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi olmak
uzere nikleik asitlerin analizine dayali bircok
yeni teknigin gida analizlerinde kullanimina imkan
vermistir (5). Son yillarda, klasik PZR’ye kiyasla

hassasiyeti ve spesifitesi daha yiiksek olan ve
kantitatif analize de imkan veren gercek zamanli
PZR teknigi, gida kalite kontroliinde karsilasilan
pek cok soruna ¢oziim olabilecek potansiyel bir
teknik olarak ©ne c¢ikmaktadir (6, 7). Gergek
zamanli PZR teknigine dayali pek cok yontem
mevcut olmakla birlikte "TagMan probe" yontemi
tiir tayini amactyla yapilan calismalarda daha fazla
tercih edilmektedir. TagMan probe yonteminde,
cogaltilmak istenilen hedef DNA dizisine
tamamlayici, PZR sirasinda serbest hale gecerek
sinyal olusturan, floresan boya ile isaretlenmis
bir prob kullanilmaktadir (8).

Gercek zamanli PZR "TagMan probe" yonteminin
gidalarin  yapisinda bulunan bitki kaynakli
bilesenleri belirlemede basariyla kullanilabilecegi
bildirilmistir. Arlorio ve ark. (9) ticari gida
trtinlerinde bulunan findik kalintisin1 TagMan
prob teknigi ile 0.1 ng seviyesine kadar tespit
edebilmislerdir. TagMan prob tekniginin kullanildig
baska bir calismada Demmel ve ark. (10), aci
bakla bitkisinin pismis pizzalardaki deteksiyon
limitini 1 mg/kg olarak belirlemislerdir. Lopez
(1D tarafindan, Betaine aldebyde debydrogenase
2 (BAD?2) geni Uzerinde dizayn edilen primerler
ve TagMan prob kullanilarak basmati pirin¢lerine
basmati olmayan pirinclerin eklenip eklenmedigini
% 1 seviyesine kadar tespit edilmistir.

Bugtine kadar yapilan calismalar gercek zamanli
PZR TagMan prob yonteminin, gidalarin yapisinda
bulunan bitki kaynakli bilesenlerin tespitinde
kullanilabilecek yiksek hassasiyete sahip spesifik
bir ydntem oldugunu gostermistir. Bu nedenle
bu calismada da ekonomik degeri yiiksek bitki
kaynakli bazt gida bilesenlerinin yerine (Antep
fistigi, kestane ve badem) hile amaciyla kullanilan,
daha ucuz bitkisel tirtinlerin (bezelye, fasulye ve
kayisi ¢ekirdegi) tespiti icin gercek zamanlt PZR
TagMan probe teknigine dayali yoOntemlerin
gelistirilmesi amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada bezelye, fasulye, kayist (kayist
cekirdegi) turlerinin tespiti icin gercek zamanlt
PZR’ye dayali yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemler, bezelye-Antep fistig1, fasulye-kestane,
kayist cekirdegi-badem ile hazirlanan ikili
karisimlarda test edilerek hile amacli uygulamalarda
kullanilabilirligi belirlenmistir.



Orneklerin analize hazirlanmas1

Calismada hedef alinan bitki tirlerinden bezelye
(Pisum sativum L.) ve fasulyenin (Phaseolus
vulgaris 1.) kuru taneleri, kayisinin (Prunus
armeniaca L.) ise cekirdek ici kullandmustir. Ikili
karsimlarin hazirlanmasinda kullanilan, Antep
fistgt, badem ve kestane ornekleri taze meyve
olarak temin edilmistir. Bunlarin disinda ayrica
hedef bitki tlrleri ile akraba olan veya gida
maddelerinin tretiminde yaygin olarak kullanilan
25 adet farkli bitki turt de spesifite testleri icin
kullanilmustir (Cizelge 1). Her bir bitki turt igin
Kayseri’deki farkli satis noktalarindan en az 3
adet Ornek toplanmustir.

Calisma  kapsaminda kullanilan  tim  bitki
tirlerine ait 6rnekler etiivde kurutularak suyu
uzaklastirilmistir.  Ayrica Antep fistigi, badem,
kayisi cekirdegi, findik, yer fistigi, ceviz gibi yag
orani ylksek bitki tiirleri blendirda ¢gutildikten
sonra 1:3 hacim hekzanla 30°C’de 30 dakika
muamele edilmis ve bu islem 3 kez tekrarlanarak
yaglari uzaklastirilmistir. DNA izolasyonundan
once kurutulan ve yagi alinan 6rnekler sivi azot ile
doku parcalayicida (Retsch/MM 400/Germany)
ogutilerek boyutlar yaklasik 10 pm’ye kadar
ktictltilmustur.

Cizelge 1. Spesifite testinde kullanilan bitki turleri

Table 1. Plant species used for specificity test

ikili Karistmlarin Hazirlanmasi

Homojen karisimlar hazirlamak amaciyla ¢cok
asamali bir kanstirma islemi uygulanmistir.
Bunun icin baslangicta 20:20 (g:g) oraninda Antep
fisugr:bezelye, kestane:fasulye ve badem:kayisi
cekirdegi karstirllarak %50’lik ilk  karisimlar
hazirlanmis daha sonra Antep fistigi, kestane veya
badem (A grubu) her defasinda karisim agirliginin
%40 veya %50’si oraninda bir 6nceki karisima,
ilave edilmistir. Boylece karisim icerisindeki
bezelye, fasulye veya kayisi ¢ekirdeginin (B grubu)
orani %0.001’e kadar dustralmustir (Cizelge 2).
Ikili karisimlarin 10 farkli seviyesinden DNA
izolasyonu yapilmis ve tiire spesifik primer-prob
setleri kullanilarak gercek zamanli PZR TagMan
prob yontemi ile analiz edilmistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Doyle (12) tarafindan
bildirilen yontem modifiye edilerek kullanilmustir.
On islemlerden gecirilerek hazirlanan saf bitki
tirleri ve ikili karisimlardan yaklasitk 100 mg
ornek alinip, tizerine 600 pl %1 B-merkapto etanol
iceren liziz (%2 CTAB, 1.4M NaCl, 100mM Tris,
20mM EDTA) buffer eklendikten sonra 65°C’de

Ormek No  Ornek Adi Ornek Kodu Latince isim Ornek sayisi
Sample No  Sample Name Sample Code Scientific name Number of Sample
1 Antep fistig1 Pistachio (Antep) AF Pistacia vera 6
2 At kestanesi Horse chestnut AK Aesculus hippocastanum 10
3 Badem Almond BD Prunus dulcis 10
4 Bakla Broad bean BK Vicia faba 3
5 Barbunya Cranberry bean BR Phaseolus vulgaris 6
6 Bezelye Pea BZ Pisum sativum 4
7 Bugday Wheat BG Triticum aestivum 3
8 Ceviz Walnut Ccv Juglans regia 3
9 Erik Plum ER Prunus domestica 3
10 Fasulye Bean FS Phaseolus vulgaris 10
11 Findik Hazelnut FN Corylus colurna 3
12 Kakao Cacao KK Theobroma cacao 3
13 Kayisi Apricot KY Prunus armeniaca 3
14 Kestane Chestnut KS Castanea sativa 10
15 Kirmizi mercimek Red lentil KM Lens culinaris 3
16 Kiraz Sweet cherry KR Prunus avium 3
17 Menengi¢ Terebinth MN Pistacia terebinthus 3
18 Misir Maize MS Zea mays 3
19 Nohut Chickpea NH Cicer arietinum 3
20 Siirt fistig1 Pistachio (Siirt) SF Pistacia vera, pistachio 4
21 Seftali Peach SF Prunus persica 3
22 Visne Sour cherry VS Prunus cerasus 3
23 Yer fistigi Peanut YF Arachis hypogaea 3
24 Yesil mercimek Green lentil YM Lens culinaris 3
25 Yonca Clover YN Medicago sativa 3
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Cizelge 2. Bitki turleri ile hazirlanan ikili karisimlar
Table 2. Binary mixtures prepared with plant species

ikili karisimlari hazirlamada kullanilan bitki érneginin miktari (g)
Amount of plant sample used to prepare binary mixtures (g)

Karisim No
Mixture No

A grubu bitki 6rneginin*
miktari
The amount of plant
sample in group A*

B grubu bitki 6rneginin**
miktari
The amount of plant
sample in group B**

A grubu bitkilerin* Karigim igerisindeki
ilave edildigi karisim no B grubu bitki érneg@inin** orani
Mixture number in The proportion of group

which group A* B plant sample™* in mixture

plants are added

1 20 20
2 20 -
3 30 -
g 20 -
5 30 -
6*** 20 -
7*** 20 -
8 30 -
9 20 -
10*** 20 -
11 30 -
12*** 20 -
13*** 20 -
14 30 -
15*** 20 -

%50

1 %25
2 %10
3 %5

4 %2

5 %o

6 %0.5
7 %0.2
8 %0.10
9 %0.05
10 %0.02
11 %0.010
12 %0.005
13 %0.002
14 %0.0010

*A grubu bitkiler: Antep fistigl, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kayisi ¢ekirdegi ** Group B plants: pea, bean or apricot

*** Analiz edilen ikili karigimlar *** Analyzed binary mixtures

(Bioer-Thermo Cell-HB-202, China) bir gece
inkibasyona birakilmistir. Daha sonra izerine
250 pl sodyum asetat eklenip -80 °C’de 10 dakika
bekletilmistir. Kisa bir slre oda sicakliginda
bekletilip ¢oziindurildiikten sonra 16000 g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe
alinarak once fenol; kloroform; izoamilalkol
(25:2:1) daha sonra ayni miktarda kloroform,;
izoamilalkol (24:1) ile yikama islemi yapilmistir.
Her yitkamadan sonra tiipler 20000 g’de 15 dakika
santriftij edilmis ve st faz yeni tipe alinmustir.
Soguk izopropanol eklenip 20000 g’de 15 dakika
santrifij edilerek coktirilen DNA’lar st faz
uzaklastirildiktan sonra kurumaya birakilmistir.
DNA’lar 100 pl TE (10mM Tris, ImM EDTA)
buffer icerisinde ¢ozindirilmiis ve 4 pl RNAaz
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
DNA konsantrasyonu nanodrop (ACTGene,
UVS-99) ile olcilip TE buffer ile 100 ng/ul’ye
ayarlanmistir.

Tiire spesifik primer ve prob setlerinin dizayni
Calismada bezelye, kayist ve fasulye tirlerine
spesifik primer ve prob setlerinin dizayni i¢in
kloroplast genomun tRNA-Leu (#rnL) geni
uzerinde tire spesifik dizileri hedef alinmistir.

Kayisi tlriine spesifik primer-prob seti ise,
kromozomal S14 F-box protein geni hedef alinarak
dizayn edilmistir (Cizelge 3). Ayrica yanlis negatif
sonuclarin 6nlenmesi icin de universal bir bitki
primer-prob seti kullanilmustir (13).

Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite
testlerinde Cizelge 1°de verilen bitki tlrlerinin
100 ng/pl konsantrasyondaki DNA’lant kullanilarak
bu DNA’lar ile reaksiyon verip vermedigi tespit
edilmistir.

Hassasiyet testi icin, bezelye, fasulye ve kayisinin
100 ng/ul'lik DNA konsantrasyonu %100 seviyesi
kabul edilmis ve %0.001 seviyesine (0.0001 ng
DNA/pD kadar 7 farkli konsantrasyonda diltisyonlar
hazirlanmistir. Bu seri dilisyonlar kullanilarak
herbir primer ve prob seti icin deteksiyon limiti
belirlenmistir. Ayrica her bir diliisyona ait DNA
konsantrasyonlarinin logaritmik degerine karsi
tespit edilen Ct degerleri kullanilarak standart
kurve olusturulmustur.

Gercek Zamanli PZR analizi

Gercek zamanli PZR islemi ticari master mix (DNA
probe master, Roche, ABD), 50-100 ng template
DNA (2 pb), 0.4 pM forward ve reverse primerlerden



Gizelge 3. Bitki turlerine spesifik olarak dizayn edilen primer—prob setleri

Table 3. Primer-probe sets designed specifically for plant species

Tarler Oligontikleotid Oligoniikleotid dizisi (5'3') Amplikon Hedef gen ve Kaynak
Species  Oligonucleotide Sequence of oligonucleotide (5'3') uzunlugu (bg)  (Genbank erisim no) Reference
Length of Target gene and
amplicon (bp) (Accession no)
Bezelye  BF (ileri) CAATTGATTAATGAAGATTTCTAACTTCT 117 trnL Bu ¢alisma
Pea BF (Forward) (JN617165.1) This study
BR (geri) TTTGAGCAATGAATATTCAGTCA
BR (Reverse)
BP (prob) TGGAAACATTAGAATCAATTACAACTGGA
BP (probe)
Fasulye  FF (ileri) TGAAGAAAAGATGGAATATTTCTTGAT 93 trnL Bu calisma
Bean FF (Forward) (JN617174.1) This study
FR (geri) TTTATTCTCATCTGATTGATCAGTTCT
FR (Reverse)
FP (prob) TCACTTTATCATAATCGGATAAAACCCTTGA
FP (probe)
Kayisi KF (ileri) CAACAGGGATTAGTATGGATAACA 120 S14 F-box protein  Bu galisma
Apricot  KF (Forward) (DQ897929.1)  This study
KR (geri) GGATTCGTAATCACATAAATCCAG
KR (Reverse)
KP (prob) ATGCTAAGAGTAGATGACATTAGAGGCATAAGA
KP (probe)
Bitki Plant nes-2-f (ileri) ATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTA 90 trnL (13)
(genel)  Plant nes-2-f (Forward)
Plant Plant nes-2-r (geri) GGATTTGGCTCAGGATTGCC

(common) Plant nes-2-r (Reverse)
Plant nes-2-prob
Plant nes-2- (probe)

TTAATTCCAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTT

be¢: baz ¢ifti bp: base pair

her biri ve 0.1 pM TagMan probe kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim reaksiyonlarda 5’ucundan
FAM ve 3 wucunda ise TAMRA bulunan cift
isaretlenmis problar kullanilmistir.  Gercek
zamanlt PZR icin termal dongl parametreleri;
94 °C’de ilk denatiirasyonun ardindan, 35 dongi
stresince 94 °C’de denatiirasyon ve 55 °Cde
yapisma/uzama olarak uygulanmistir. PZR trtinleri
% 1.5’lik agaroz jel elektroforezinde yurittlerek
kontrol edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tiire spesifik primer ve prob setlerinin
spesifite ve hassasiyet testi sonuclari

Spesifite testleri icin 25 bitki tiirtine ait toplam
111 ornegin 100 ng/pl konsantrasyondaki
DNA’lart  kullanilmistir.  Calisma  kapsaminda
dizayn edilen fasulye ve kayisi tlrlerine spesifik
primer-prob setlerinin diger bitki turleri ile
reaksiyon vermedigi yalnizca spesifik olduklari
tirler ile reaksiyona girdigi tespit edilmistir

(Cizelge 4). Bezelye tirtine spesifik primer-prob
setinin ise, yesil mercimek ile oldukca zayif bir
capraz reaksiyon verdigi belirlenmistir. Oyle ki
bu primer-prob setinin, %100 mercimek DNA’s1
(100 ng DNA/pD ile verdigi Ct degeri, %0.01
bezelye DNA’st (0.01 ng DNA/pD icin belirlenen
Ct degerinden bile daha disik bulunmustur.
Calismada kullanilan universal bitki primer-prob
seti ile tim bitki
(15.54-22.41) arasinda degisen Ct degerleri verdigi
belirlenmis ve boylece yanlis negatif sonuclarin
kontrolt yapilmustir.

orneklerine ait DNA’larin

Bu calismada, baklagiller (Fabaceae) familyasindan
bezelye ve fasulye tirlerine spesifik primer-prob
setlerinin dizaynt i¢in kloroplast genomda bulunan
trnL geni Uzerinde sirasiyla 117 ve 93 baz cifti
uzunlugundaki bolgeler hedef alinmustir. Kloroplast
genomda bulunan #rnl geni, bitki tirleri arasindaki
heterojenliginin ve kopya sayisinin yuksek
olmasindan dolay: filogenetik calismalar icin
avantaj saglamaktadir (14).
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Cizelge 4. Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite ve hassasiyet testi sonuglari.
Table 4. The specificity and sensitivity test results of designed primer and probe sets.

Tarler DNA Konsantrasyonu (%) Bezelye Fasulye Kayisi ¢ekirdegi

Species DNA Concentration (%) Pea Bean Apricot kernel
Hedef Turler 0.0001 >35 >35 >35
Target Species 0.001 34.21 32.11 >35
0.01 29.84 28.41 >35
0.1 25.41 25.72 30.71
1 22.01 22.12 27.37
10 18.2 18.75 23.12
100 15.99 16.38 19.45
Antep fistigi Pistachio (Antep) 100 >35 >35 >35
At kestanesi Horse chestnut 100 >35 >35 >35
Badem Almond 100 >35 >35 >35
Bakla Broad bean 100 >35 >35 >35
Barbunya Cranberry bean 100 >35 >35 >35
Bezelye Pea 100 15.99 >35 >35
Bugday Wheat 100 >35 >35 >35
Ceviz Walnut 100 >35 >35 >35
Erik Plum 100 >35 >35 >35
Fasulye Bean 100 >35 16.38 >35
Findik Hazelnut 100 >35 >35 >35
Kakao Cacao 100 >35 >35 >35
Kayisi cekirdegi Apricot kernel 100 >35 >35 19.45
Kestane Chestnut 100 >35 >35 >35
Kirmizi mercimek Red lentil 100 >35 >35 >35
Kiraz Sweet cherry 100 >35 >35 >35
Menengi¢ Terebinth 100 >35 >35 >35
Misir Maize 100 >35 >35 >35
Nohut Chickpea 100 >35 >35 >35
Siirt fistig1 Pistachio (Siirt) 100 >35 >35 >35
Seftali Peach 100 >35 >35 >35
Visne Sour cherry 100 >35 >35 >35
Yer fistigi Peanut 100 >35 >35 >35
Yesil mercimek Green lentil 100 31.53 >35 >35
Yonca Clover 100 >35 >35 >35

>35: ct degeri tespit edilmedi. >35: ct value was not detected.

Kayzisi tiirtine spesifik primer ve prob dizayni icin
kromozomal S14 F-box protein geni kullanimustir.
Kromozomal genomda bulunan genlerin kopya
sayist kloroplast genlerden ¢ok daha dustk oldugu
icin kayist icin deteksiyon limiti diger iki tiirden
cok daha disiik bulunmustur. Bununla birlikte
Prunus cinsi icerisinde yakin iligkili iki tiir olan
kayist (Prunus armeniaca) ve badem (P. dulcis)
birbirinden basarili bir sekilde ayirt edilmistir.
Ayrica kayist tird icin tasarlanan primer-prob
setinin ayni cinse ait kiraz (P. avium), seftali
(P. persica), visne (P. cerasus) ve erik (P. domestica)
gibi diger sert cekirdekli meyvelerle reaksiyon
vermedigi tespit edilmistir.

Diger taraftan hassasiyet testi icin bezelye, fasulye
ve kayist tirlerine ait DNA’larin %0.001’den
%100’e kadar degisen konsantrasyonlarindaki
dilisyonlart kullanilmis ve gerceklestirilen gercek
zamanli PZR reaksiyonlari sonucunda bezelye ve
fasulye icin deteksiyon limiti %0.001, kayist icin
ise 90.1 olarak belirlenmistir (Sekil 1-3). Her
bir primerin spesifite ve hassasiyet testi icin
gerceklestirilen reaksiyonlarda elde edilen PZR
trtinlerinin agaroz jel gorlntiileri, gercek zamanl
PZR sonuclarint dogrulamustir (Sekil 4-6).



Gidalarda Hile Amaciyla Kullanilan Bazi Bitki Kaynakli...
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Sekil 1. Bezelye DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct de@erleri kullanilarak gizilen
standart egri (B)

Figure 1. Ct values determined using different concentrations of pea DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 2. Fasulye DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct degerleri kullanilarak cizilen

standart egri (B)

Figure 2. Ct values determined using different concentrations of bean DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 3. Kayisi DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct degerleri kullanilarak gizilen

standart egri (B)

Figure 3. Ct values determined using different concentrations of apricot DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 4. Bezelye tlriine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintisu.

Figure 4. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for pea specific primers.

1:Marker, 2: Negatif Kontrol, 3: % 0,0001’lik BZ, 4: % 0,001’lik BZ, 5: % 0, 01’lik BZ, 6: % 0, 1’lik BZ, 7: % 1’lik BZ, 8: %
10’luk BZ, 9:% 100’lik BZ, 10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS,
22:KM, 23:KR, 24: MN, 25:MS, 26:NH, 27:SF, 28:SF, 29:VS, 30:YF, 31:YM, 32: YN, 33:BZ1, 34:BZ2, 35:BZ3, 36: BZ4

1.2 3 4 567 8 91011121314151617181920 2122232425 26 27282930313233 3435

Sekil 5. Fasulye tiriine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintusu.

Figure 5. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for bean specific primers.

1: Marker, 2:Negatif Kontrol, 3:% 0,0001’lik FS, 4:% 0,001’lik FS, 5:% 0,01’lik FS, 6:% 0, 1’lik FS, 7:% 1’lik FS, 8:% 10’luk
FS, 9:% 100’luk FS, 10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS, 22:FS1,
23:FS2, 24:FS83, 25:KM, 26:KR, 27: MN, 28:MS, 29:NH, 30:SF, 31:SF, 32:VS, 33:YF, 34:YM, 35: YN
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Sekil 6. Kayisi tirine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintisu.

Figure 6. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for apricot specific primers.

1:Marker, 2: Negatif Kontrol, 3: % 0,01’lik KY, 4: % 0, 1’lik KY, 5: %71’lik KY, 6: % 10’luk KY, 7: % 100’lUk KY, 8: KY1, 9:KY2,
10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS, 22:KM, 23:KR, 24: MN,
25:MS, 26:NH, 27:SF, 28:SF, 29:VS, 30:YF, 31:YM, 32: YN

Her bir DNA konsantrasyonuna karsi elde edilen ikili Karisimlarda Tiir Tayini

Ct degerleri kullanilarak c¢izilen standart egrinin Hazirlanan ikili karisimlar, hedef bitki tiirlerine
egimi bezelye, fasulye ve kayisi tirleri igin sirasi spesifik primer ve prob seti kullanilarak analiz
ile -3.70, -3.18 ve -3.80 olarak bulunmustur. Ayrica edilmistir. Buna gore, Antep fistigi-bezelye
tim primer-prob setleri i¢in, R* degerinin 20.99  kargiminda bezelye, kestane-fasulye karisimda
oldugu tespit edilmistir. ise fasulye, %0.001 seviyesine kadar tespit

edilebilirken, badem-kayist karisiminda kayisinin
tespit edilebildigi en diistik seviye %0.1 olmustur
(Cizelge 5).



Cizelge 5. Ikili karigimlarin analiz sonuglari
Table 5. Analysis results of binary mixtures

ikili karisim seviyesi (A grubu bitki tari*
icindeki B grubu bitki tirinin** orani)

Tire spesifik primer ve prob setleri kullanilarak elde edilen Ct degerleri
Ct values obtained with species-specific primer and probe sets

Level of binary mixture (Ratio of B group Bezelye Fasulye Kayisi
plant species** in A group plant species™) Pea Bean Apricot
%100 17.127 14.345 20.045
%10 19.527 16.925 21.925
%5 22.667 18. 027 23. 027
%1 23.222 21.614 25.614
%0.5 23.823 22.18 27.189
%0.1 27.804 24.16 28.161
%0.05 29.454 25.183 29.183
%0.01 31.008 27.575 31.575
%0.005 31.057 28.573 >35
%0.001 31.335 30.046 >35
Negatif Kontrol Negative Control >35 >35 >35

* A grubu bitkiler: Antep fistiJi, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kayisi ¢ekirdegi ** Group B plants: pea, bean or apricot

Antep fistigi-bezelye ikili karisiminin analizinde
kullanilan bezelye tiirtine spesifik ileri ve geri
primerler, Antep fistig1 ile sirasiyla %52.8 ile %50
prob ise %44.7 oraninda benzerlik gostermektedir.
Benzer sekilde, fasulye turtine spesifik ileri ve
geri primeler ile prob kestane ile sirasiyla %44.7,
%51.2 ve %61.3 oraninda benzerdir. Kayist
primer-prob setinin badem tirt ile arasindaki
benzerlik oranlar ise sirastyla %79.2, %91.7 ve
9081.8'dir. Dolaystyla hedef diziler arasinda yiiksek
heterojenlik analiz edilen primer-prob setlerinin
karisimdaki diger tiirlerle reaksiyon vermeksizin
yiksek bir hassasiyetle hedef bitki tirlerinin
tayinine imkan vermistir. Hile amacli karistrmalarda
(adultration) %1’in altt ekonomik bulunmamakta
genellikle bu seviyenin Ustiinde bir karistirma
yapilmaktadir. Dolaysiyla bu calismada ikili
karisimlar icin tespit edilen deteksiyon limitleri
bu tir hileleri tespit edebilecek hassasiyettedir.

Literatiirde benzer calismalar bulunmakla birlikte
bu calisma kapsaminda gelistirilen yontemler,
gerek spesifite ve gerekse hassasiyet bakimindan
daha basarili bulunmustur. Ornegin; Brezni ve
ark. (15), gidalardaki bezelye kalintilarini tespit
etmek amaciyla trnl ve trnF eksonlar arasindaki
intron bolgeyi hedef alan bir primer-prob seti
tasarlamislardir. Gelistirdikleri gercek zamanli
PZR calismasi ile bezelye ilave edilmis cesitli tahil
unlarinda deteksiyon limitini 0.11+0.07 ng bezelye
DNA’s1 olarak tespit etmislerdir. Ancak tasarlanan
primer ve prob setlerinin diger baklagillerle
reaksiyon vermemesi icin dongl sayisini 29’da
tutmuslardir. Krahulcova ve ark. (16), kestane

puresine hile amaciyla katilan fasulye tirtint
tespit etmek amactyla, niikleer genom tizerinde
bulunan PvLEA-18 genini kullanmislardir. Dizayn
ettikleri primerlerin diger bitki tiirleriyle reaksiyon
vermedigini ancak model karisimlarda fasulyenin
deteksiyon limitinin = %1 (w/w) oldugunu
bildirmislerdir. Briining ve ark. (17) ise, badem
ezmesine (marzipan) karistirilan kayist cekirdegi
ezmesinin (persipan) kayist tiirtine spesifik PZR
ile %0.2 seviyesine kadar tespit edilebildigini
goOstermislerdir.

SONUC

Gida sanayisinde kaliteli ve glvenilir trtinlerin
tretilmesi, tiiketici haklarinin korunmasi ve haksiz
rekabetin 6nlenmesi icin gida kontrol ve denetim
hizmetlerinin etkin, yaygin ve sirekli olmasi
biylik 6nem tasimaktadir. Dolaystyla gerek kalite
kontrol hizmetlerinin etkinligi ve gerekse pek
cok tlkede gida etiketleme ile ilgili yapilan yasal
dizenlemeler, gidalarin bilesiminde bulunan
hayvan ve bitki kaynakli bilesenlerin tayini icin
hassas ve giivenilir metotlara duyulan ihtiyact
artirmustir. [ste bu noktada gercek zamanli PZR
teknigi, tir tayini ile ilgili bu yondeki ihtiyaclar
karsilayabilecek potansiyel bir teknik olarak 6ne
cikmaktadir.

Bu calismada, Antep fistigi, kestane ve badem
gibi bitki kaynakli bazi gida bilesenlerinin yerine
hile amacryla kullanilan bezelye, fasulye ve kayist
cekirdegi gibi daha ucuz bitki tlrlerinin tespitine
yonelik yontemler gelistirilmistir. Bu amacla #rnL
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geni Uzerinde dizayn edilen primer-prob setleri,
bezelye ve fasulye tiirlerinin spesifik olarak ve
ylksek bir hassasiyetle tespitini saglamistir. S14
F-box geni Uizerinde dizayn edilen kayist tirtine
spesifik primer-prob setinin ise, Prunus cinsi
icerisindeki yakin iliskili tirlerin ayrimima imkan
sagladigi ancak diger tirlere kiyasla hassasiyetinin
daha distk oldugu bulunmustur. Gelistirilen
tim yontemlerin, kalite kontrol laboratuarlarinin
yontem konusundaki eksikligini gidermesinin
yaninda, rutin kullanumlara uygun ticari test
kitlerine donustirilme potansiyeli de mevcuttur.
Sonucta hileli karisimlar icerisindeki bezelye,
fasulye ve kayist ¢cekirdegi kalintilarinin hassas
ve glvenilir bir sekilde tespiti, bu yolla yapilan
hilelerin 6nlenmesi ve dolaysiyla ve tiketicilerin
korunmasi ve haksiz rekabetin 6nlenmesine
katki saglayacaktir.
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