GIDA (2011) 36 (5): 295-302 Derleme / Review

GIDALARDA GENETIK YAPISI DEGISTIRILMIS
ORGANIZMALARIN (GDO) BELIRLENMESI

Fadime Kiran, Ozlem Osmanagaoglu*

Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji AbD, Tandogan, Ankara

Gelis tarihi / Received: 28.04.2011
Diizeltilerek Gelis tarihi / Received in revised form: 13.06.2011
Kabul tarihi / Accepted: 17.06.2011

Ozet

Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) kullanilarak elde edilen trtinler artan bir sekilde diinyanin
gida kaynagi olarak tanitilmakta ve genetigi degistirilmis (GD) gidalar siklikla giindemde yer almaktadir.
Avrupa Birligi Komisyonu, GDO kullanilarak elde edilen ve tespit edilebilir miktarlarda DNA veya protein
iceren gida Urtinlerinin ve igeriklerinin etiketlenmesi gerektigini 6ngoérmektedir. Bu asamada, genetik
modifikasyonun belirlenmesi (kalitatif analiz) ve o¢lcimi (kantitatif analiz) oldukca énemli olmaktadir.
Bundan dolayi, GDO’nun belirlenmesi, 6lcimi ve izlenmesi icin gtivenilir, tekrarlanabilir, dogru ve
hassas yontemler gerekmektedir. Bu derlemede genetik degisiklikler, protein ve DNA esasli kalitatif ve
kantitatif GDO tanimlama ydntemleri, bu yontemlerin uygulama zorluklari ve gelismekte olan yeni
teknolojiler incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Genetigi degistirilmis gidalar, modifikasyon, GDO tespiti, PZR

DETECTION OF GENETICALLY MODIFIED
ORGANISMS (GMOs) IN FOOD

Abstract

Products obtained by using genetically modified organisms (GMOs) are increasingly being introduced
into the world’s food supply and genetically modified (GM) foods are often in the news. Commission
of the European Communities recommended that food products and ingredients containing detectable
amounts of DNA or proteins, obtained by using GMO have to be labeled. In this point; detection
(qualitative analysis) and quantification (quantitative analysis) of genetic modification is becoming
increasingly important. Therefore; reliable, reproducible, accurate and sensitive methods are needed
for detection, quantification, and monitoring of GMO. In this review, genetic modifications, qualitative
and quantitative GMO detection methods based on protein and DNA analysis, the difficulties in the
application of these methods and developing new technologies were investigated.
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GIRiS

Holst-Jensen’in tanimlamasina gore, genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO); genetik
kompozisyonu gen teknolojisinin kullanimui ile
degistirilmis bakteri, bitki ve hayvan gibi canlt
organizmalardir (1). GDO kullanilarak elde edilen
trtinler ise; istenilen fenotipi sergilemesi i¢cin
genomuna baska bir organizmadan elde edilen
gen eklenmis ya da cikarilmis gidalar ve genetigi
degistirilmis (GD) yemler ile beslenen hayvanlardan
saglanan hayvansal tirtinler olabilir.

Genetik muhendisligi, tarimsal biyoteknoloji
alaninda yeni Ozelliklere sahip bitkilerin
gelisiminde, insan saghginda ve ayni zamanda
hayvan mithendisligi alaninda yeni yollar yeni
ufuklar acmaktadir (2, 3). Ilave kazanimlar ise
biyoteknolojinin en gbze carpan avantajinin
kullanimini saglayarak gidalarin besin degerini
ve kalitesini gelistirmekte ve arttirmaktadir (4-9).
Ciftci icin sagladigi ekonomik avantajlar bir yana,
"yesil" mihendisligin diinyanin trtin tretiminin
arttirtlmasini saglayacagi ve boylece artan diinya
nutfusunu, belli alanlarda durgun olan gida Uretimi
ve gida ithalatina olan bagimlilik gibi durumlardan
kaynaklanan problemleri ¢c6zmek icin katkida
bulunabilecegi tartisiimaktadir. GDO kullanilarak
elde edilen trinlerde, Urin biyokimyasinin
bozulmast 6nceden tahmin edilemeyen sonuglara
neden olabilmektedir. Bu belirsizlik ise tizerinde
en fazla kaygi duyulan nokta olup GDO’larin
analizlerle belirlenmesinin 6énemini arttirmaktadir.
Insan sagligi acisindan riskler iki ana baslik altinda
toplanmaktadir. Birincisi toksik ve alerjik etki
ihtimali, ikincisi ise bitki biinyesinde bulunan
antibiyotige dayaniklilik geni gibi transfer
edilebilen diger gen ya da genlerin insan ya da
hayvanlara gecme ihtimalidir (2, 3). Bunun disinda
cevre ve biyocesitlilik tlizerinde de olumsuz
etkilere neden olabilmektedir (7).

Tarimsal biyoteknolojideki blylik gelismelerden
dolayi, bilim adamlart artik geleneksel trinlere
istenilen genlerin transferini saglayan yapay
genetik manipulasyonlart basarili bir sekilde
kullanabilir hale getirmislerdir. Yabanci DNA'nin
eklenmesi amaciyla temel olarak Agrobacterium
sp.’den elde edilen T-pilazmidi gibi biyolojik
vektorler (Rekombinant DNA teknolojis), fiziksel
yontemler (partikiil silaht ve elektroporasyon)
ve kimyasal yontemler (polietilenglikol ve
kalsiyumklorit) kullanimaktadir (10). Biyolojik
vektor sistemi bu 3 yontemden en sik kullanidanidir.

Diizenlemeden sorumlu genetik elementlerden
en yaygin olarak kullanilan iki tanesi Cauliflower
mosaic virtis (CaMV; Karnabahar mozaik virtisii)
kaynakli yapisal 35S promotor ve Agrobacterium
tumafaciens'in nopalin sentaz geninden (nos)
izole edilen nos3’ terminatoradir (11, 12). Bu tir
uygulamalara Ornek olarak; secici olmayan
herbisit Roundup’a (aktif icerik olarak glifosati
icermektedir) direncli soya fasulyesinin gelistirilmesi
verilebilir (13, 14). Diger 6rnekler arasinda Bacillus
thuringiensisin dendotoksin genine sahip olan
misirin Avrupa musir kurduna karst  direng
gelistirmesi ve Streptomyces hygroscopicus'dan
elde edilen fosfoinotrisin (phosphoinothricin)
genine sahip olan musirin ise glifosinat herbisitine
tolerans kazanmasi yer almaktadir (15).

GIDALARDA GENETIK YAPISI DEGISTIRILMiS
ORGANIZMALARIN (GDO) BELIRLENMESI

GDO kullanilarak elde edilen gidalarin dinya
capinda kullanim alant her gecen yil hizla
artmaktadir. Bu artis aynt zamanda halkin gtivenlik
endisesini arttirmus ve tiiketiciler GDO kullanilarak
elde edilen urtinlerin ve bu Uriinlerden elde edilen
gidalarin uygun bir sekilde etiketlendirilmelerini
ve kendilerinin de bilgilendirilmelerini talep
etmislerdir. Tuketicilerin gida gtivenliginde bu
dikkate deger artan bilinclenmeleri, daha fazla
gida kalite kontrol ihtiyacini yaratmistir. Avrupa
Birligi komisyonu GDO kullanilarak elde edilen
ve belirlenebilir miktarlarda DNA veya protein
iceren gida trtinleri ve iceriklerinin etiketlenmesini
zorunlu kilmaktadir (miktar % 0.9 degerini asarsa)
(16). Etiketleme sisteminin amaci tiriinde GDO
varligint tiiketiciye bildirmek, boylece bu tir
gidalart alip almama tercihini tiiketicinin inisiyatifine
birakmaktir. GDO kullanilarak elde edilen gidalarin
tespiti amaci ile gerceklestirilen calismalarda;
Referans Materyal ve Olciim Enstitiisii (IRMM,
The Institute for Reference Materials and
Measurements, Belcika) tarafindan tretilmis, %
0.1-5 ve 0 genetik degisiklik iceren kurutulmus
trtin tozlarindan meydana gelmis ve Fluka Chemie
AG (Buchs, Isvicre) gibi markalar tarafindan
ticarilestirilmis sertifikali referans materyal (CRM,
Certified Reference Material) standartlari pozitif ve
negatif kontroller olarak mutlaka kullanilmalidir
(17). GDO kullanilarak elde edilen bir GrtGintin
veya ondan Uretilmis farkli gidalarin analizi icin
gerekli asamalar soyle siralanabilir: analiz edilecek
materyalden uygun miktarda numune alinmast,
numunenin homojenize edilerek ilgili analiz icin



gerekli izolasyon ve saflastirmanin yapilmasi,
saflastirilan DNA veya proteinin analizi, pozitif
sonuc alindiginda genetik degisimin miktarinin
belirlenmesi. Yontemler degisik sirket ve tilkeler
icin cesitlilik gostermekle beraber temelde genetik
degisikligin belirlenmesi icin protein ve DNA
temelli test yontemleri olmak tizere iki temel
yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler kendi
aralarinda cesitli farkliliklar gostermektedirler.
Bununla beraber, yeni nesil analitik teknolojiler
gelismis tilkelerde kullanima sunulmaktadir. Halen
gelisim asamasinda olan NIR (Near Infrared
Imaging-Yakin Kizilotesi Gortintiileme) gibi
spektrofotometrik teknikler, mikrodizi, biyocip,
biyosensor, genarray, mikroarray gibi yontemler
DNA ve protein esasli geleneksel yontemlerle
kiyaslandiklarinda ytksek teknoloji iceren cihaz
sistemlerine ihtiya¢c duyduklarindan dolay: tim
GDO analiz laboratuvar calismalarina dahil
edilememektedirler (18). Yeni nesil teknolojiler
olarak adlandirilan bu yontemlerle ayni anda
binlerce genin ekspresyonu 6lctlebilmekte,
karsilastirilabilmekte ve elde edilen sonuglar cesitli
bilgisayar algoritmalart ile simniflandirilabilmektedir
(19, 20). Genetigi degistirilmis  gidalarin
belirlenmesinde biyociplerin kullanimina yonelik
ilk calismalardan biri 2002 yilinda Feriotto ve
arkadaslart tarafindan yaymlanmistir. Roundup
Ready soya genlerinin ve lektinin dizisini iceren
biotinli tek zincir oligontikleotidler sensor ciplerin
iki farkli kuyucuguna immobilize edilmistir.
Oligontikleotid problar bu ¢ipler tizerine enjekte
edilmis ve olusan reaksiyonlar neticesinde GDO
iceren soya Ornekleri, yaklasik 40 dakika gibi kisa
bir stirede hizli bir sekilde tespit edilebilmistir
(21). Mikroarray teknolojisi ise c¢iplerden
esinlenerek gelistirilmis olup tarama ve tanimlama
islemini ayni anda yapabilmektedir. Yontem temel
olarak, arastirilmak istenilen numunede istenilen
gen dizisinin tamamlayicisinin varliginin belirlenmesi
esasina dayanmaktadir. Avrupa Birligi tarafindan
ticarilestirilmelerine izin verilen 9 farklit GDO
vakasinin (misir 176, Btll, GA21, MONSI10,
CBH351 ve T25, Topas 19/2, T45 ve Roundup
Ready soya) es zamanli taranabilmesi amaciyla
gelistirilen mikroarray kitinde, ¢ip ytzeyinde
mevcut tutunmus 6zgiin problarla, numuneden
amplifiye edilmis hedef dizilerin hibridizasyonu
gerceklestirilmistir (22). Bunun gibi bircok
calismadan elde edilen basarili sonuclar,
glinimuzde halen biyoinformatik programlarinin
gelistirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Onemli

olan GDO tespiti icin olduke¢a ylksek hassasiyette,
basit ve tekrarlanabilir yontemlerin kullanimasidir.
Son yillarda iki renkli FCCS (Fluorescence Cross
Correlation Spectroscopy- Floresan Capraz
Korelasyon Iliskili Spektroskopi) tekniginin
kullanim: GDO’nun hizli tespiti icin PZR
(Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) bagimsiz manyetik boncuk esasli
yontem olarak tanimlanmistir. Bu yeni yontem
hizli ve oldukca kullanisli bulunmustur (23).
Giuntmizde, GDO tespitinde birden fazla
teknigin bir arada kullanildigi yontemler de
gelistirilmektedir. Luminex xMAP teknoloji, yiiz
farkli renk setine sahip floresan bilyelerin kullanimi
esasina dayanmaktadir. PZR ile ¢ogaltilan DNA
farkli renkteki bilyeler ile muamele edilmekte ve
hibridizasyon icin beklenmektedir. Fakat Luminex
XMAP olarak tanimlanan bu teknoloji hentiz
sadece p35S ve epsps gibi smnirli sayida genetik
degisimi belirleyebilmektedir (24). Yeni nesil
teknolojiler icerisinde omiks yaklasimlart hedef
alan ve GD metabolitlerin veya proteinlerin arandigt
MS-esasli  teknolojilerden de bahsedilebilir.
Gelismekte olan "omiks" teknoloji esasina dayanan
bu yontem oldukc¢a yeni olup halen gelisme
asamasindadir (25). Bununla beraber GDO tespiti
amactyla multipleks PZR ve kapiler (capillary) jel
elektroforezi  birlikte  kullanilabilmektedir.
Tanimlama ise PZR urtin buyikligi ve olusan
renklere gore gerceklestirilmektedir (26, 27). Bu
derleme calismasinda tilkemizde de siklikla
kullanilan protein ve DNA-temelli yontemlerden
bahsedilecektir.

PROTEIN-TEMELLI YONTEMLER

Protein diizeyindeki analizler gen tarafindan ifade
edilen yeni 6zgiin proteinin tespitine olanak
saglayan yontemlerdir. Antikor ve antijenin 6zgiin
olarak baglanmasi temeline dayanan immiinolojik
testlerin  basinda ELIZA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay-Enzim Bagli immunosorbent
Testi) gelmektedir. Bu yontemde aranan proteinin
kendisine uygun olarak gelistirilmis antikor ile
etkilesimi sonucu olusan renk degisimi reaksiyonun
gerceklestigini belirtmektedir. Ticari kitlerin
kullanimt ve standart egrilerin numunede meydana
gelen renk degisimi ile karsilastirilmast sonucunda
hedef proteinin kantitatif tayini de yapilabilmektedir
(28). ELIZA genellikle DNA testlerinden daha
ucuza mal olmakta ve daha hizli sonuc¢ vermektedir.
Buna ragmen en biiylik dezavantaji sicakligin islem
sirasinda proteine zarar verebilmesi ve bundan
dolayi islenmis gidalar tizerinde iyi calisamamasidir.
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Dezavantajlarindan bir digeri ise piyasada mevcut
ticari kitlerin, GDO kullanilarak elde edilen bazi
urtnler icin tasarlanmis olmasi ve giin gectikce
artan Urlinlere cevap verememesidir (29). Ozgiin
antikor emdirilmis kdgit seritlerin (lateral flow
strip) kullanilmasi ise protein-temelli diger
bir yontemdir. Pratik olarak yaprak ve tohum
numunelerinde kullanilmaktadir (29, 30).

DNA-TEMELLi YONTEMLER

Transgenik dizi olarak eklenen DNA’nin direk
tespitine dayali yontemlerdir. Daha Once
belirtilen ileri teknolojiye sahip tekniklerle
karsilastirildiginda en sik kullanilan yontem olma
ozelligini halen korumaktadir (31). Genetik
miuhendisligi yontemlerinin kullanimi ile tretilmis
gida Urininlin tespitinde kullanilan  ilk
resmi yontem 6zgliin DNA bolgelerinin PZR ile
amplifikasyonunu temel almaktadir ve Almanya
Federal Gida urtnlerinin Resmi Yontemler
Koleksiyonunda 35. makale baslig: altinda
1993’de yaymlanmis ve 1998 yilinda basilmistir
(32). O zamandan beri gida tretiminde kullanilan
degisik GDO’lar icin bircok resmi PZR-
temelli yontem tanimlanmistir. Calisma yapilan
laboratuvarlarda en cok iki tip senaryo ortaya
c¢tkmaktadir (1). Birincisi, numunenin genetik
olarak islenmis bilesenler icerip icermedigi tizerine
odaklanan sorulardir. Tkinci tip soru ise, numunede
tespit edilen 6zgtin bir genetik degisimin miktarinin
belirlenebilecegi laboratuvar ihtiyacina yoneliktir.
Her iki sorunun yaniti ise hedef DNA miktarinin
ylzdesinin ya kalitatif (pozitif-negatif cevap) ya
da kantitatif (miktarsal) olarak belirlenmesidir
(18). Bu asamada DNA izolasyonu oldukca
onemlidir. Misir ve misirdan tiretilen farkl gidalarda
altr ayrt DNA izolasyon yontemi denenmistir.
Sonug olarak, genetik degisimin belirlenebilmesi
icin ihtiya¢ duyulan DNA’'nin, piyasada bulunan
ticari kitlerle basarili bir sekilde izole edilebilecegi
belirtilmistir (33). Birinci durumda, GD vakalarinin
tamaminda veya cogunda ortak olan DNA dizi
bilesenlerine bakilmak suretiyle test (veya testler)
gerceklestirmekte ve bu asamada GDO’ya ozgii
hedef dizinin bilinmesine gereksinim duyulmaktadir.
Ikinci durumda ise yapilmasi gereken bahsi gecen
GD vakasina 6zgi olan niikleotit dizisini tespit
etmektir ve Real-Time (RT-PZR, Es-zamanli PZR)
veya kinetik PZR, analizin c¢ok kiicik DNA
miktarlart Gzerinde yapilmas: gereken durumlarinda
kantifikasyon ve yorumlama  limitlerini
gosterebilmektedir (34).
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Sekil 1. Tipik bir gen konstraktinin sematik sunumu ve
artan spesifisite sergileyen (yukarindan asagiya) 4 farkl
kategoride siniflandirilan PZR-temelli calismalar (34).

Kalitatif Sistemler

GDO kullanilarak elde edilen triin tanimlamasindan
once, evrensel veya bitki tirlerine-6zgii PZR
kullanimt ile gida matriksi icerisinde cogaltilabilir
DNA varliginin gosterilmesi ve dogrulanmast
gerekmektedir. 1k basamak bitki DNA’sindan
(bitki turlerine 6zgli genler) 0Ozgln dizinin
cogalulmasidir. Ornegin, GD soya calismasinda
soya orijinli DNA'nin varlig: ya da yoklugu, lektin
genini (Lecl-tek kopya gen) hedef alan soyaya
ozgl primer ciftlerinden GM03/GM04 veya Lektinl
/Lektin6 kullanimi neticesinde PZR ile tespit
edilmektedir (35, 36). Bununla beraber, mustr orijinli
DNA’nin varligr/yoklugu ise zein geni ya da musir
invertaz geni gibi muswra 6zgl PZR sistemlerinin
kullanilmasiyla kontrol edilmektedir (37, 38).

Dogrulama testleri ardindan gerceklestirilen PZR-
temelli GDO testleri 6zglinlikk derecelerine uygun
olarak en az 4 kategoride siniflandirilabilmektedir
(Sekil 1. Asagida detaylar belirtilen kategorilerin
her biri PZR’de cogaltilan DNA fragmentlerinin
kompozisyonuna karsilik gelmektedir (34, 39).

Tarama yontemleri

Gida urtunlerinde GDO’larin varligini belirlemek
amaciyla gerceklestirilen ve 1. kategori olarak
adlandirilan tarama islemlerinde, kalitatif PZR
yontemleri kullanilmaktadir. Yeni 6zelligi kodlayan
genlerin DNA dizileri, markor genlerin DNA dizileri
ve promotor veya terminator DNA dizileri PZR
calismalart icin hedef DNA dizileridir (Sekil 1). PZR
triniintin eksikligi transgenik dizisinin eksikligini
vurgulamaktadir. PZR’de genel bir arastirma icin
hedef dizilerden siklikla calisilanlar; Cauliflower
mosaic virisinde bulunan ve c¢ogu GDO
konstraktinda gticli yapisal transkripsiyon
promotori olarak kullanilan 35S promotor (P-35S)



ve/veya Agrobacterium tumefaciensdeki NOS
(nopalin sentaz) terminatoridir (T-Nos). Bununla
beraber, en yaygin olarak kullanilan klonlama
vektorleri arasinda pBR322 ve bu vektoriin amfisilin
(bla-beta laktamaz) antibiyotiklerine karsi direncliligi
kodlayan pUC19 gibi tirevleri veya neomisin/
kanamisin (nptID) antibiyotiklerine karsi direncliligi
kodlayan vektorler yer almaktadir (34).

Gene 6zgii yontemler

[stenilen geni hedef alan PZR yoOntemleri
(kategori 2) kategori 1 yontemlerinden daha
ozglindur. CaMV 35S promotor, nos terminator
veya nptll genlerinin tek baslarina taranmasi
yeterli degildir. GDO kullanilarak elde edilen
urtnlerin taranmast icin ilave transgen-6zgu
genlerin (EPSPS, pat/bar, CryIlA(b)) taranmast
gerekmektedir (Sekil 1). Uygun genlerin secimi
uygun promotorlerin ve terminatorlerin se¢ciminden
cok daha oOnemlidir. Normalde kategori 2
yontemlerinin kullanimi neticesinde alinan pozitif
bir sinyal genetik degisim tirevli DNA’y1
vurgulamakta ve bircok durumda da DNA’nin
hangi GDO’dan tiiredigini tanimlamayr miimkiin
kidmaktadir. Tarama yaklasimlarinin kullanimryla
GDO’nun kendisinin tanimlanmast mumkiin
olmadigindan, tanimlanacak GDO’ya 6zgii DNA
dizisi, takip eden PZR calismalarinda hedef dizi
olarak kullanilmak durumundadir (34, 39).

Konstrakta 6zgii yontemler

Birbirine komsu olan en az iki genetik elementin
sintrint kapsayacak sekilde yeni dahil edilmis DNA
bolgesi kullanilmaktadir. 3. kategori yontemleri
ilgilenilen gen bolgesi ve promotdr arasinda
oldugu gibi gen konstraktindaki bitisik elementler
arasindaki kesismeleri hedef almaktadir (Sekil 1).
Bu yontemler ile pozitif bir sinyal sadece genetik
degisiklik iceren materyalin varliginda ortaya
ctkmaktadir. DNA’nin  degisiklik kaynaginin
belirlenmesinde, kategori 2'de yer alan yontemlerden
cok daha uygundur (34). Ancak, ayni gen konstrakti
birden fazla GD numunesinde bulunabilir. Ornegin
GD nusirlarda Mon809 vakasinda; pV-ZMBKO07
ve pVZMGTI10 transformasyonunun her ikisi de
mevcutken, Mon810 vakasinda pV-ZMBKO07,
Mon832’de ise sadece pVZMGT10 pilazmidi
bulunmaktadir (40).

Vakaya 0zgii yontemler

4. kategori olarak adlandirilmaktadir. GDO’larin
PZR ile anlamli bir sekilde tanimlanabilmesi icin,
primer secimi bahsi gecen transgenik organizma

icin karakteristik olan hedef diziler Uzerine
kurulmalidir (6rnegin, integrasyon bolgesi ile
6zglin bir GDO’nun yeni dahil edilmis genetik
elementi arasinda capraz-sinur alani gibi veya kesik
gen cesitlerine bagl 6zgiin dizi degisimleri ya da
degisen kodon kullanimi gibi). Transformasyon
olayinin en essiz belirgin 6zelligi (gintimiiz
teknolojisinin sinirlamalariyla) alict genom ile
eklenen DNA arasindaki integrasyon lokusundaki
baglantidir. Bu baglanti bu boélimde yer alan
yontemlerin (vakaya 6zgi) hedefini olusturmaktadir
(Sekil 1. Entegre olmus gen ve konak organizma
genom DNA’st arasindaki essiz ve 0Ozgin
integrasyon birlesme dizilerini temel alan vakaya
0zgU tespit stratejisi oldukca yiiksek hassasiyetinden
dolayi gelistirilen ve kullanilan bir yontemdir (25, 41).

Kalitatif sistemlere dahil PZR-temelli yontemler
arasinda multipleks ve nested PZR teknikleri de
yer almaktadir. Nested PZR; klasik PZR'ye ilaveten
farkli primer takimlariyla ikinci bir amplifikasyon
uygulama prensibine dayanmaktadir. Hassas bir
yontem olup 6zgiin olmayan amplifikasyonlari
azaltmaktadir. Ornegin, misirdan elde edilen
gidalarda PZR yontemi Btl1 varligini gosterirken,
nested PZR Bt176'nin tespitinde kullanidmistir
(42). Multipleks PZR ise tek bir reaksiyonda iki
ya da daha fazla hedef dizinin ¢ogalmasina olanak
saglayan kullanislt bir yontemdir (22). GDO’lart
oldukca hizli, tekrarlanabilir ve ekonomik bir
sekilde kisa stirede tespit etmektedir. Birden fazla
transgenik vaka bu tip bir PZR islemi ile kisa
siirede belirlenebilmektedir. Ornegin; misir ve
soya bitkisinden elde edilen gidalarda genetik
degisikligin tespiti icin Cry1Abve EPSPS genlerinin
birlikte analizine olanak saglamaktadir (43, 44).
Bununla beraber; ayni reaksiyonda sekiz fakl
genetik degisiklik de calisilabilmistir (45). Son
zamanlarda hassashigi ve tekrarlanabilirligi arttirmak
amactyla, multipleks PZR yontemi, RT PZR,
mikroarray, biyosensor gibi farkli bazi
kalitatif ve/veya kantitatif yontemler ile birlikte
kullanilmaktadir (46).

Kantitatif Sistemler

Gecerliligi onaylanmis uygun kalitatif yontemlerin
kullanimi neticesinde eger GDO’ya 6zgii DNA
(ya da protein) bulunamamus ise, gida iriintiniin
etiketlenmesine gerek yoktur. Eger bir tiriniin
GDO icerdigi gosterilmisse, bunu takip eden
basamak PZR kantifikasyonu ile % 0.9 sinir
seviyesinde (veya tohumlar i¢cin % 0.3 ya da 0.5
seviye) uygunlugun degerlendirilmesi olacaktir (16).
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Gidalarda GDO’larin analizlerine ait en 6nemli
konu kantifikasyondur. Cinkt gidalardaki
GDO’larin maksimum limiti Avrupa Birligi’nde
etiketleme icin temeldir. Kantitasyon islemi siklikla
RT-PZR kullanimi ile ger¢eklestirilmektedir (47).
Bu yontem sayesinde DNA ve RNA numuneleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa sirede analiz
edilebilmekte, cok sayida numune son derece az
kontaminasyon riskiyle gtivenle calisilabilmektedir.
PZR urun miktarlarinin 6l¢imi  icin  cesitli
formatlar kullanilmaktadir: (i) ¢ift zincir DNA
baglanma boyasi, SYBR Green I; (i) hibridizasyon
veya FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer-Florasan Rezonans Enerji Transfer)
proplari; (iii) hidroliz problart (TagMan®
teknolojisi); ve (iv) molekiiler isaretleyiciler (48).
Gida maddelerinde genetik degisikligin yuksek
kalitede belirlenmesi icin genellikle florasans-
baglantli RT-PZR kullanilmaktadir. Gida veya
yem numunelerinde GDO kantifikasyonu alaninda
en yaygin olarak kullanilan yaklasim raportor
(reporter) ve baskilayict (quencher) boya baglanmis
oligontikleotitten olusan florojenik bir prob
kullanan Taqman® veya 5’-ekzonlkleaz
denemesidir. 5" ucunda raportdr bir boya olan
floresan FAM (5’carboxyfluorescein- karboksifloresin)
(veya HEX/VIC], 3’ ucunda ise 6-baskilayict bir
boya olan TAMRA (6-carboxytetramethylrhodamine
-karboksitetrametilrodamin) ile isaretlenen
TagMan problari tercih edilmektedir.

SONUC

Avrupa toplulugu mevzuatt GDO kullanilarak elde
edilen Grlnlerin piyasada yer almadan 6nce
onaylanmis olmasini gerektirmektedir. Herhangi
bir GDO’dan meydana gelen bir gidanin genetik
degisiklik miktarinin % 0.9’dan fazla oldugu du-
rumlarda ise etiketleme talep edilmektedir. GDO
kullanilarak elde edilen trtinler ve bunlardan
uretilen gidalarin marketlerde yer almasi, yasalara
uygunlugu saglamak icin analitik yontemlere talep
dogurmustur. Bu durum GDO etiketlemesinin
zorunlu oldugu tlkelerde ve ayni zamanda bu
urtinlerin ihracatinin sinirlamalari olan tlkelere
ithalatinin yapilmasi s6z konusu oldugu durumlarda
da gecerlidir. Bu nedenle GDO kullanilarak elde
edilen tarim Urtinlerinde ve bu urtinler kullanilarak
tretilen gidalarda GDO’nun varliginin ve miktarinin
izlenmesine ve dogrulanmasina gerek duyulmaktadir.
Buna ek olarak GDO’nun bulunup bulunmadiginin
teshisinin onaylanmasi da 6nemlidir. Bir test

laboratuvari, DNA’ya daha sonradan eklenen yeni
diziyi tantyabilmeli, bu materyalin miktarint teshis
edebilmeli ve mevcut 6zgiin degisikligi net olarak
belirleyebilmelidir.

GDO kullanilarak tiretilmis gidalarin etiketlendi-
rilmeleri icin yapilan ve islenmemis materyal
ya da gida trinlerinde GDO’nun belirlenmesine
yonelik gtvenilir ve eksiksiz yontemleri gerekli
kilan diizenlemeler diinya capinda yerine
getirilmekte ve Turkiye de bu siirecin icerisinde
yer almaktadir (Avrupa Birligi uyum streci). Bu
baglamda; GDO kullanilarak elde edilen trtinlerin
analizlerinde transkriptomik, proteomik ve
metabolomik teknolojileri de Onemli bir yer
tutmaktadir. Genetik degisikligi tanimlayan yeni
teknolojilerin yurdumuzda da uygulamaya dahil
edilebilmesi i¢in bu konuda basarilt ¢alismalar
gerceklestiren TUBITAK, Tarim ve Kovyisleri
Bakanligi ve ozel analiz laboratuvarlan ile
Universite arastirma laboratuvarlarinin isbirliginde
yeni laboratuvar altyapilarinin gelistirilmesi ve
uygulamaya gecirilmesi gerekmektedir.
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