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ONSOZ

Yesil devrim ile baslayan tarimsal iiriinlerdeki tiretim artis1 politikasi,
tarim yapilabilecek alan sayisinin her gecen giin azalmasi, sanayi
kaynakl1 iklim degisikliginin tarim bitkilerinde verim diisiisiine sebep
olmas1 ve en dnemlisi insan niifusunun hizlanarak artmasi ile sekteye
ugramis durumdadir. Diinya niifusunun 2050 yilinda yaklasik 10
milyara ulasacagi diisiiniildiigiinde gittikce azalan tarim alanlarinda
daha fazla iiriin ve gittikce bozulan iklimsel sartlarda daha verimli
tarim {irtinlerinin iretilmesi bir zorunluluk haline gelmistir. Bu durum
genetik miihendisligi, molekiiler belirtecler, molekiiler tanilama
araglari, doku kiiltiirii ve canlilarin genetiginin degistirilmesi gibi
bilimsel arag ve tekniklerin kullanildig1 tarimsal biyoteknolojinin
Oonemini arttirmakta ve bu bilim dalim glinimiiz ve gelecegin en
onemli bilim dal1 haline gelmesini saglamaktadir.

Bu kitapta gida iirtinlerinin molekiiler biyoloji temelli teknikler ile
nasil tespit edilebilecegi, molekiiler belirteglerin bitki 1slahinda nasil
kullanilabilecegi, = doku  kiiltiri  ile  tarimsal  {riinlerin
mikrogogaltimlarinin ~ nasil  yapilabilecegi  ve  endiistriyel
biyoteknolojinin biyoekonomiye nasil katkilar olabilecegi konularina
yer verilirken giiniimiiz ve gelecekte ihtiya¢ duyulacak biyoteknolojik
yontemler detayl bir sekilde agiklanmistir.

Her bir boliimii, konusunda uzman akademisyenlerce yazilmis olan bu
kitabin Lisans, Yiksek Lisans ve Doktora ogrencilerine rehberlik
etmesini diliyorum.

Kitabin hazirlanmasinda emegi gecen kiymetli yazarlara, kitabin
basim ve yayiminda bizlere destek olan iktisadi Kalkinma ve Sosyal
Arastirmalar Enstitiisii (IKSAD) yaymevine ve ismi Kitapta yer
almayan fakat kitabin hazirlanmasinda emegi gecen herkese tesekkiir
ederim.

Editor
12 Nisan 2020
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BOLUM 1

BITKIiSEL URUNLERIN GUVENIRLIGININ
BELIiRLENMESINDE KULLANILAN BAZI MODERN
MOLEKULER BiYOLOJi YONTEMLERI

Dr. Kaan HURKAN!?

! Igdir Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Igdur,
Tiirkiye. kaan.hurkan@igdir.edu.tr
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GIRIS
Bitkisel iriinler arasinda cografi isareti alinmis, patent ile tescil
edilmis, cesitli odiiller almis veya oldukg¢a sinirli alanlardan ¢ok az
miktarlarda elde edilebilir 6zellikte olanlar piyasada yiiksek miktarda
talep gormekte ve ekonomik acidan daha yiiksek degerlere imal
edilerek satilmaktadir. Bu tip degerli iirlinlerin igerisine daha ucuza
mal edilen farkli igeriklerin karistirilmasi ile tiiketicilerin aldatilmasi
olduk¢a sik karsilasilan bir durumdur. Hatta bu aldatmaca,
tilketicilerin sagligi iizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Bu
bolimde o6zellikle bitkisel {irlinlerdeki aldatmacalarin  modern
molekiiler biyoloji yontemleri ile tespit edilmesinde kullanilan baslica

yontemler ele alinmistir.

1. DNA BARKODLAMA YONTEMI

DNA’nin molekiil yapisinin 1953 yilinda ortaya ¢ikarilmasi ile birlikte
molekiiler biyolojide devrim yasandi. DNA’y1 olusturan dort adet baz
(Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin) yerytiziindeki tiim canlilarda ortak
olarak bulunmaktadir. Bu dort bazin anlamlandirdigi niikleotitlerin
DNA boyunca farkl siralarda dizilmesi, biyolojik cesitliligin temelini

olusturmaktadir.

Genomda daha 6nceden belirlenmis olan bdlgelerde bulunan kisa (600
— 1500 bg) niikleotit dizilerinin ortaya ¢ikarilarak bu bolgelerin tiirleri
birbirinden ayirt edebilmek amaciyla kullanilmasina DNA barkodlama

denilmektedir (Lahaye ve digerleri, 2008). Bu bdélgelerde olusan



mutasyonlar, tiirler arasinda ve hatta genotipler arasinda baz dizilisi
farkliliklarint dogurarak canlilarin birbirlerinden ayirt edilebilmelerini
saglamaktadir. Bu mutasyonlardan en temel olan1 bir bazin, farkli bir
baz ile yer degistirdigi baz degisimi mutasyonudur. Eger baz
degisimleri ayn1 grup bazlar arasinda gerceklesiyorsa (6r: Piirin-Piirin
veya Pirimidin-Pirimidin) bu mutasyona transisyon, eger farkli grup
bazlar arasinda gergeklesiyorsa (6r: Piirin-Pirimidin veya tam tersi) bu
mutasyona transversiyon denilmektedir. Baz degisimleri haricinde
DNA dizisinde bazi bazlarin eksilmesi (delesyon), baz eklenmesi
(insersiyon) veya tekrar etmesi (duplikasyon) seklinde de mutasyonlar
olabilmektedir. Canli genomundaki tim bu degisimler, DNA
barkodlamanin temel mantigin1 olusturmaktadir. DNA barkodlama
temel olarak DNA ekstraksiyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), DNA dizileme, Biyoenformatik analizler ve DNA barkodunun

gen bankalarinda saklanmasi asamalarindan olugmaktadir (Sekil 1).

¢ Canh 6rnek, herbaryum, fosil, kriminal
Ornekleme 6rnek V.S.

¢ DNA izolasyonu, PZR, dizileme.

islemleri

¢ Biyoenformatik analizler, DNA barkodunun
elde edilmesi.

* DNA barkodunun saklanmasi, diger
barkodlar ile karsilastirilmasi.

Sekil 1. DNA Barkodlama Is Akis1 Semas:
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1.1. DNA Barkodlamada Temel Is Akisi
1.1.1. DNA ekstraksiyonu

DNA barkodlamada ilk adim, DNA molekiiliiniin organizmadan
basarili ve temiz bir sekilde izole edilmesidir. Bu amagcla yapilan tiim
islemlere DNA ekstraksiyonu denilmektedir. Gilinlimiizde DNA
ekstraksiyonunu kolaylastirmak ve harcanan zamani azaltmak igin
bircok firma tarafindan farkli 6zelliklerde ticari DNA ekstraksiyon
kitleri tiretilmektedir. Ister ticari kitler kullanilsin, isterse de manuel
yontemler, DNA ekstraksiyonu parcalama (liziz), ¢Oktiirme
(presipitasyon) ve saflastirma (piirifikasyon) seklinde ii¢ temel
adimdan  olugmaktadir. Bu  boélimde  molekiiler  biyoloji
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan DNA ekstraksiyonu yontemi
olan degistirilmis Doyle & Doyle 1987 yontemi anlatilmistir (Doyle
ve Doyle 1987).

Degistirilmis Doyle & Doyle (1987) DNA Ekstraksiyon Yontemi
e Yaklasik 50 mg yaprak dokusu s1vi azot kullanilarak toz haline
getirilir,
eToz 1,5 ml’lik tlip igerisine alinir ve tiipe 700 pl %2 CTAB
(Cetyl trimethylammonium bromide) igeren ekstraksiyon
tamponu [20 mM EDTA, 0,1 M Tris-HCI pH 8,0, 1,4 M NacCl,
%2 CTAB ve %0,4 B-mercaptoethanol (kullanilmadan hemen
once)] eklenir,
eKarisim 65°C’de 45 dakika boyunca her 15 dakikada bir
hafifce karistirilarak bekletilir,



e Karisima 500 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenir ve tiip
1 dakika boyunca hafifce karigtirilir,

e Ornek 12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilir, olusan
iist fazdan yaklasik 600 pl’lik kistm mikropipet araciligi ile
dikkatlice alinarak yeni tiipe aktarilir ve {izerine tekrar 500 pl
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek 12000 devirde 10
dakika boyunca santrifiij edilir,

o Ust fazdan 500 ul’lik kistm yeni tiipe alinarak iizerine 700 ul
soguk (-20°C) izopropanol eklenir, hafifce karistirildiktan sonra
12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilir ve bu asamada
DNA molekiiliiniin tlipiin tabanina yapistig1 gozlemlenir,

¢ DNA’ya yapisan tuz kalintisinin giderilmesi i¢in olusan DNA
peleti 700 pul % 70 etanol ile iki defa yikanir,

o Tiip ters gevrilerek etanoliin tamamen kurumasi beklenir,

eSon adimda DNA peletinin ¢6ziinmesi i¢in tiipe 100 pul TE
tamponu [10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0]
eklenir ve 37°C’de bir saat bekletildikten sonra -20°C’de

saklanir.

1.1.2. Barkod Bélgelerinin Se¢imi

DNA barkod bdlgelerinin gelistirilmesi ve test edilmesi her bitki
grubu i¢in ayr1 ayr1 yapilmasi gereken uzun bir siireci kapsamaktadir.
Farkli canli gruplarina ait DNA bdlgelerinin farkli hizlarda degisime
ugramasi, tlim canlilar icin evrensel bir barkod bdlgesinin
kullanilamamasma neden olmaktadir (Hollingsworth ve digerleri,

2009). Mitokondri genomunda bulunan sitokrom oksidaz-1 (CO1)
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geni tiim hayvan gruplarinda kullanilabilirken, daha karmasik genoma
sahip bitkiler i¢in farkli barkod bdlgelerinin  kullanilmasi
gerekmektedir. Bu boliimde bitkilerde en yaygin kullanilan barkod
bolgelerinden ITS, LEAFY, rbcL, matK, accD-psal ve trnH-psbA

uzerinde durulacaktir.

Internal Transcribed Spacer (Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara
Bolgeler — ITS)

ITS bolgesi kromozomal DNA iizerinde, ribozomun kii¢iik alt birimi
ile biiytlik alt birimini kodlayan genler arasinda bulunan ve bitkilerde
yaklagik 600 — 750 b¢ uzunlugunda olan bolgedir ve genomda
yiizlerce kopyas1 bulunmaktadir (Sekil 2).

IGS ITS1 ITS2 IGS
— 18S rDNA 5.88 26S rDNA ——

~700bg

\
y

Sekil 2. ITS Bolgesinin Yapist Ve Pozisyonu (Hiirkan, 2017). IGS:
Intergenic Spacer (Genler Aras1 Bolge)

ITS bolgesi gen kodlamayan ITS1 ve ITS2 ile birlikte bu bdlgelerin
arasinda bulunan ile birlikte gen kodlamasinda gorev alan 5.8S
bolgelerinden olusmaktadir. Bitkilerde ITS bolgesinin tamaminin PZR
ile cogaltilmasinda genellikle evrensel baglanma 6zelligine sahip bir
primer ile birlikte sadece kapali tohumlulara (angiosperm) baglanan
bir primer kullanilmaktadir. Fakat olduk¢a karmasik genoma sahip

olan bitkilerde bu primer setinin her zaman icin ¢alisma garantisi
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yoktur. Bu nedenle farkli bitki gruplari i¢in 6zellesmis primer setleri
kullanilmali veya tasarlanmalidir. Ayrica ITS bolgesi mantarlarda da
bulundugu i¢in primerler tasarlanirken en az bir tanesinin bitkilere
0zgii olmasi, PZR asamasinda spesifik olmayan iirlinlerin olusumunun
Oniine gececektir. Yaygin olarak kullanilan ve kapali tohumlulara
O0zgli ITS primerleri Baldwin ve digerleri (1995), tarafindan
tasarlanmis ve uzun yillar kullanilmigtir. Yakin bir zamanda ise Cheng
ve digerleri (2016), tarafindan tasarlanan yeni nesil primerler bilim

insanlarmin kullanimina sunulmustur.

LEAFY

Arabidopsis tiirlerinde ¢igek meristem dokusunun gelisiminde gorevli
olan ve ¢igeklenme zamanini kontrol eden LEAFY geni kromozomal
DNA’da bulunmaktadir ve diploit kapali tohumlularda sadece bir
kopyasinin bulundugu bilinmektedir (Balquez ve digerleri, 1997). Bu
gen tohumlu bitkilerde olduk¢a korunmustur ve ii¢ ekzon ile iki intron

bolgesinden olugmaktadir (Sekil 3).

ekzon1 ekzon2 ekzon3

~2200bg

Sekil 3. LEAFY Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

LEAFY bolgesi genomda tek kopya olarak bulundugundan ITS
bolgesinde oldugu gibi fonksiyonel olmayan kopyalarimin PZR ile
cogaltilmas: riski icermemektedir. LEAFY bolgesinin i¢ kisminda

bulunan intron bdélgeleri polimorfizme agik bolgelerdir ve 6zellikle tiir
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ve tiir alti sistematik kategorilerde ¢oziiniirliigii olduk¢a basarilidir
(Oh ve Potter, 2003). Yaklasik 2200 b¢ uzunlugunda bir bdlge oldugu

icin en az iki ¢ift primer kullanilarak ¢ogaltilmasi1 gerekmektedir.

rbcL

Kloroplast kokenli olan rbcL ribulose-1,5-bis-phosphate carboxylase /
oxygenase (RuBisCO) enzimini kodlayan bir gen bdlgesidir (Chase ve
digerleri, 1993). Kloroplast genomunda atpB ve accD genleri arasinda
bulunmaktadir (Sekil 4). Hem gen kodladigi i¢in hem de kloroplast
kokenli (maternal kalittim gostermektedir) oldugu i¢in polimorfizm
orani diisiiktiir ve bu nedenle cins ve iistii sistematik kategoriler igin

kullanilmast uygundur (Li ve digerleri, 2015).

atpB rbclL accD

~1400bg

» <

Sekil 4. Rbcl Bolgesinin Yapist (Hiirkan, 2017)

GenBank veri tabaninda (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
bitkilere ait 173 bin rbcL niikleotit dizisi bulunmaktadir ve bitkilerde
en ¢ok kullanilan DNA barkod bolgeleri arasindadir. rbcL bolgesinin
uzunlugu yaklagik 1400 bg¢ oldugundan iki ¢ift primer seti kullanilarak

cogaltilmasi 6nerilmektedir.
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matkK

MaturaseK kloroplast kokenlidir, iki trnK ekzonu arasinda bulunur ve
kapali tohumlularda yaklasik 1500 b¢ uzunlugundadir (Hilu ve
digerleri, 1999) (Sekil 5).

trnK matK trnK

~1500bg

»
b, 1

Sekil 5. Matk Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

matK bolgesi, ITS bolgesine gore daha diisiik transisyon/transversiyon
oranina sahiptir ve uzunluk olarak barkodlama i¢in kullanilmaya
uygundur (Min ve Mickey, 2007). matK boélgesinin diger kloroplast
bolgelerine gore daha hizli evrim gegiren bir bolge olmasi, tiir
sistematik kategorisinde kullanilmasina olanak saglamaktadir. Lahaye
ve digerleri (2008), bolgeyi tek primer c¢ifti ile ¢ogaltmay1
basarabilmisken, Cuenoud ve digerleri (2002), bolgenin iki parca

halinde toplam dort primer ¢ifti ile ¢ogaltilmasini 6nermislerdir.

accD-psal

Bu bolge kloroplast kokenlidir. Iki gen ve bir genler arasi bolgeden
olusan barkod bdlgesinin toplam uzunlugu yaklasik 940 b¢’dir (Sekil
6). Kodlayan bolge icerdiginden dolayr dizileme sonrasinda ¢oklu dizi

hizalamasi isleminde olduk¢a sorunsuz bir bolgedir.

ycfd psal accD rbclL

~940bg

Sekil 6. Accd-Psa1 Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)
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Bolgenin PZR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in gerekli primer c¢ifti Dong ve
digerleri (2012), tarafindan verilmistir. Bu bolge baz1 bitki gruplarinda
yer almamaktadir ve bazi bitki gruplarinda ise ¢ok fazla polimorfik
oldugundan dolayr barkod bdlgesi olarak kullanilmadan once,
kullanilmast planlanan bitki grubu icin detayli literatiir incelemesi
yapilmasi ve primerlerin ¢ok dikkatli secilmesi veya tasarlanmasi
gerekmektedir.

trnH-psbA

Gen bankasi veri tabani incelendiginde son donemlerde en ¢ok tercih
edilen kloroplast kokenli barkod bélgelerinden biri  oldugu
goriilmektedir. Bu barkodlama bolgesinin 5° ve 3’ bolgelerinde birer

ekzon bulunmasi primer tasarimini kolaylastirmaktadir (Sekil 7).

pSbA trnH

~800bg

Sekil 7. Trnh-Psba Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

Tiim barkod bdlgelerinde oldugu gibi bu bolgede de intron alani
oldukca polimorfiktir ve bu polimorfizmler genellikle insersiyon veya
delesyon seklindedir (Kress ve Erickson, 2007). Intron bélgesinin
genis bitki gruplarinda ¢ok fazla polimorfizm gostermesi, ¢oklu dizi
hizalamas: sirasinda karmasikliklara yol agabilmektedir (Chang ve
digerleri, 2006). Bazi ac¢ik tohumlularda (gymnosperm) ve tek

ceneklilerde (monokotil) intron bélgesinin duplikasyona ugramasiyla
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barkod bolgesi 1000 b¢’den daha uzun olabilmektedir (Hollingsworth
ve digerleri, 2009).

1.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Her boliinme 6ncesinde hiicre igerisinde (in vivo) gerceklesen DNA
replikasyonu ile genetik materyal iki katina ¢ikar ve yavru hiicrelere
aktarilir. Bu replikasyon sirasinda hiicre igerisinde birgok enzim aktif
rol oynar. DNA’nin hiicre disinda, tiip igerisinde (in vitro)
cogaltilmasi teknigi ilk defa Kary B. Mullis tarafindan 1985 yilinda
gelistirilmis ve bu teknigin ad1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
olarak adlandirilmistir. Bu teknik ile birlikte bilim insanlari, hiicre ici
biyokimyasal olaylara ihtiyag duymadan DNA’nin herhangi bir
bolgesinin milyonlarca kopyasini elde edebilme firsati bulmuslar ve
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda bu andan itibaren devrim
yasanmistir. Baglarda oldukca yavas ve zahmetli olan PZR, sicakliga
dayanikli bir enzim olan Taq Polimeraz Enziminin, jeotermal
bolgelerde yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilerek
PZR’de kullanilmaya baglamasi ile son derece pratik ve kolayca
uygulanabilir hale gelmistir. PZR tekniginde, hiicre i¢i replikasyonun
aksine DNA sarmalinin gevsemesini, her iki iplik¢igin replikasyon
sirasinda acgik kalmasini, replikasyonun nerede yapilacagini bildiren
primer parcalarinin sentezlenmesini, RNA pargalarinin ¢ikarilmasini
ve DNA pargalarinin birbirine baglanmasini saglayan enzimlere
ihtiya¢ duyulmamaktadir. PZR i¢in ihtiyag duyulan tek enzim,

primerlere niikleotit eklenmesini saglayan DNA polimeraz enzimidir.
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Standart bir PZR karistiminda yer alan maddeler su sekilde

siralanabilir;
v Kalip DNA
v Reaksiyon Tamponu
v dNTP’ler (ATP, GTP, CTP, TTP)
v Ileri ve geri primerler
v Tag polimeraz
v Niikleaz igermeyen saf su

PZR basamaklar1 su sekildedir;

Denatiirasyon: Bu asamada kalip DNA’nin ikili sarmal yapisi
(dsDNA) yiiksek sicaklikta (~94°C) bozularak denatiire olur ve tek
iplik¢ikli (ssDNA) forma doniisiir. Boylelikle primerlerin baganmasi
icin kaliplik edecek DNA zinciri olusur.

Baglanma: Bu asamada birbirinin tamamlayicis1 olan primerler
(ssDNA) ile kalip DNA (ssDNA) eslesir ve dsDNA’y1 olusturur.
Kalip DNA ile primerler arasinda iyonik baglar olusur ve kirilmasi
olduk¢a zordur. Primerlerin baglandigi bolgeler, Taq polimeraz
tarafindan taninir ve kars1 zincirin sentezlenmesi icin baslangic
noktasini olusturur. Baglanma sicakligi primerin uzunlugunda, Guanin

/ Sitozin igerigine gore degisebilmektedir.
Uzama: Uzama asamasi, Taq polimeraz enziminin niikleotitleri art

arda yerlestirerek kalip zincire bir tamamlayici (komplementer) zincir

olusturmasi asamasidir. Bu asamanin sonucunda ¢ift iplik¢ikli DNA
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olusur. Uzamanin gergeklestirilecegi sicaklik Taq polimeraz
enziminin Ozelligine baghdir. Bu sicaklik genel olarak baglanma
sicaklig ile denatlirasyon sicakligi arasindadir ve optimum sicaklik
72°C’dir. Taq polimeraz, primerleri 5' - 3’ yoniinde dizer. Uzama
asamasinin siiresi, ¢ogaltilacak bolgenin uzunlugu ve Taq polimeraz
enziminin hiz1 ile belirlenir. Bu siire 1000b¢ i¢in genellikle 1
dakikadir. Ideal sartlarda, her bir dongii sonrasinda iiriin miktari ikiye
katlanmaktadir. Otuz dongiiden olusan bir PZR’de kopya sayisi
reaksiyon tamamlandiginda 23°=1073741824 e ulasabilmektedir.

T ’/
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Sekil 8. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kalip DNA’nin Cogalma Asamalari
(Aryal, 2018)

1.1.4. Zincir sonlandirma yontemi (Sanger Dizileme)
ile DNA dizileme
Kisa DNA parcalarindaki niikleotit dizilerini ortaya ¢ikarmanin birgok
yontemi mevcuttur. Giliniimiiz de dahil bu yontemlerden en ¢ok
kullanilan1 Sanger dizileme yoOntemidir. Yontem Frederick Sanger
tarafindan 1977 yilinda gelistirilmistir ve temeli DNA polimeraz
aktivitesi ile dideoksiniikleotittrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak zincir

sonlandirilmasma dayanir. Reaksiyon tipki klasik PZR gibi baglar,
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fakat farkli floresan boyalar ile isaretlenen ddNTP’ler her bir uzama
reaksiyonunu sonlandirir (Sekil 9). Her bir reaksiyonun, hangi ddNTP
ile sonlandirildig1 floresan boya seviyesini okuyan bir algilayici ile
tespit edilir. Bilgisayar ortamina aktarilan floresan verileri Adenin i¢in
yesil, Guanin i¢in siyah, Timin i¢in kirmiz1 ve Sitozin i¢in mavi renkte
temsil edilir ve bir elektroferogram verisi olusturulur (Sekil 10).
Elektroferogramda her renk bir niikleotiti ve floresan sinyal giiciinii

gosterir.

A TGC

O GQ > -

Sekil 9. Sanger Yontemi ile Gergeklestirilen DNA Dizileme Isleminde
Floresan Boyali ddNTP’lar DNA Polimeraz ile Uzatilmaya Baslanan Zincirleri
Sonlandirir

(Https://En.Wikipedia.Org/Wiki/Sanger_Sequencing#/Media/File:Sequencing.Jpg)

1.1.5. Temel biyoenformatik analizler
Her laboratuvar isleminin ardindan oldugu gibi DNA barkodlama

siirecinde de laboratuvar islemleri tamamlandiginda elde edilen




verilerin bilgisayar ortaminda (in silico) islenmesi ve anlamli bir
sonu¢ haline getirilmesi gerekmektedir. Verilerin bilgisayar ortaminda
islenmesi siireci, en az laboratuvar islemleri kadar titizlikle
gergeklestirilmelidir. Clinkii verilerin islenmesi sirasinda olusabilecek
hatalar DNA barkodlarin1 dogrudan etkilemektedir.

Sanger DNA dizileme sonuglari, arastiricilara abl dosya formatinda
teslim edilir. Bu dosya igerisinde hem niikleotit dizileri hem de

elektroferogram verileri yer alir (Sekil 10).

180 190 200
c T A GCATTTOGACTT COCGTACCATCTG A A

Sekil 10. DNA Dizileme Islemi Sonucunda Olusturulan Elektroferogram

Verisi GOrinimi

DNA dizleme dosyasi bilgisayarda goriintiileyebilmek ic¢in bir¢ok
farkli yazilim kullanilabilir. Bunlardan {icretsiz olan bazi yazilimlar;

> BioEdit (Hall, 1999)

» FinchTV (https://digitalworldbiology.com/FinchTV)

» Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/)

» MEGA (https://www.megasoftware.net/)

» Chromatogram Explorer

(http://www.dnabaser.com/download/chromatogram-explorer/)

» Seqverter (http://www.genestudio.com/download_seq.htm)
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Yukarida listelenen iicretsiz yazilimlar veya satin alinabilecek daha
kapsamli yazilimlar ile abl formatindaki elektroferogram dosyalari
acilip diizenlenebilir ve DNA dizi verileri herhangi bir metin
diizenleyicisi tarafindan acilabilir 06zellige sahip olan FASTA

formatina doniistiirtilebilir.

DNA dizileme dosyasi iizerinde yapilacak ilk islem, dizi verilerinin
basinda ve sonunda bulunan diisik kaliteli okumalarin

temizlenmesidir ve bu islem “trim” olarak adlandirilir (Sekil 11).

/\/\/\ﬁvm Tl iL mNLMMmA J\ A Mm N\/m Y m»w'wfm?mm T

\ALJV\A[\{\A@NW\
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Sekil 11. DNA Dizileme Dosyasmda Her iki Ugta Bulunan Ve Temizlenmesi

Gereken Diisiik Kaliteli Bolgelerin Gériiniimii (Kirmizi [le Gosterilmistir)

Diisiik kaliteli okuma bdlgelerinin temizlenmesinin ardindan dogru
bolgenin dizilendigini teyit etmek amaciyla National Center for
Biotechnology Information (NCBI) hizmetinde bulunan Basic Local
Search Alignment Tool (BLASTn - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) kullanilarak niikleotit BLAST islemi yapilmasi ve eslesen



sonuclarin incelenerek istenilen organizmaya ait oldugu kontrol
edilmelidir. Beklenen organizma yerine farkli ve filogenetik agidan
uzak bir organizma ile yiiksek oranda eslesme saglaniyorsa,
laboratuvar islemlerinde bulagsma (kontaminasyon) durumundan veya
DNA dizileme hizmetinin alindig1 biyoteknoloji firmasindan kaynakli
bir sorun olabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir ve tiim islemler
titizlikle kontrol edilmelidir.

Elde edilen barkod bdlgesinin kodlayan dizi (coding sequence — CDS)
icermesi durumunda bu bolgenin etiketlenmesi (annotation), daha
sonra yapilacak calismalarda kolaylik saglayacaktir. Etiketleme islemi
icin birgok yontem mevcuttur. Basit ve licretsiz olan yontem, elde
edilen barkod bolgesine BLASTn isleminin uygulanmasi ve sonug
gosterim ekraninda “Alignment” sekmesinin altinda bulunan “CDS”
seceneginin isaretlenmesidir (Sekil 12). Boylelikle barkod dizisinde
kodlayan bolgeler, NCBI veri tabaninda bulunan kodlayan bolgeler ile
eslestirilecektir (Sekil 12).

PREDICTED: Prunus mume floricaula/leafy homolog (LOC103338154), mRNA
Sequence ID: XM_008241346.2 Length: 1489 Number of Matches: 1

Range 1: 1008 to 1167 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
296 bits(160) 2e-76 160/160(100%) 0/160(0%) Plus/Plus
CDS: Putative 1 1 ¢ L D E E R 8 N AL RURV F K EUR G E N
Query 1 TTGCTTEEACGAGGAGGCCTCCARTGCACTGAGGAGAGTTTTTAAGGAGAGRAGECGARAR
R R NN NN NN RN R RE|
Sbjct 1008 TTGCTTGCACGAGGAGGCCTCCAATGCACTGRACGGACRCTTTTTARGCAGACRGGCGRARAL
CDS:PREDICTED: LOW Q 307 ¢ L D E E AR 5 N A L R R V F E E R G E N
CDS: Putative 1 21 v 6 B W R Q AR C ¥ K 2 I B 2 G Q G
Query el TGTGEGEEECCTGEAGRCAGGCATGTTACAR GCCATTGCAGCRGGCCRAGGE
PELETRLEEEE TP E el PEETELLIEEEEErrrrd
sbijct 1068 TGTGGGGECOTGGAGRCAGECATGTTACAR GCCATTGCAGCRAGGCCARGE
CDS:PREDICTED: LOW Q 327 v 6 A W R Q A C Y K A I A xr G Q G
CDS: Putative 1 41 w I DA I F N S H P R L
Query 121 cT GGG“JI‘I‘aATGCCAT\.TT"‘AA’I‘TCTCr CTC 160
PELETRLEEEE el I
Sbjct 1128 CTGGGACATTGATGCCATCTTCRATTCTCATCOCCGACTC 1167
CDS:PREDICTED: LOW Q 347 W D I DA I F N S H P R L

Sekil 12. LFY Barkod Bélgesinin Blastn Islemi Sonrasinda CDS Segenegi ile

Kodlayan Bolgesinin Gosterimi
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Yukarida belirtilen temel biyoenformatik analizler gerceklestirildikten
sonra DNA barkod bolgeleri, c¢alismanin amacma gore ileri

biyoenformatik analizler i¢in hazir duruma gelmektedir.

Degerlendirme

DNA yapisinin detayli bir sekilde kesfedilmesinden sonra, genomda
bulunan kisa DNA dizilerinin bitki sistematiginde ve filogenisinde
kullanimi, hem bitki sistematik¢ileri hem de molekiiler biyologlar i¢in
bir doniim noktas1 olmustur. Klasik morfolojiye dayali sistematik,
ozellikler karmasik bitki gruplarinda (Or: orkideler) tiirlerin ve hatta
Cinslerin birbirlerinden ayrimi noktasinda tikanmis durumdadir.

DNA barkodlama, sistematik ve filogenetik kullanim avantajlarinin
yani sira, bitkisel ve hayvansal iiriinlerin igeriklerinin tespitinde de
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bitkisel {irlinlerin = giivenirliginin
kontroliinde ve gida aldatmacalarinin tespit edilmesinde yukarida
deginilen DNA  barkodlama bdlgeleri yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Analizler dncesinde, lizerinde g¢alisilacak olan bitki
grubuna 6zel DNA barkodlama bolgesinin belirlenmesi i¢in literatiir
taramas titizlikle yapilmali, gerekli goriildiigli durumlarda ¢alisilacak
bitki  grubuna  0zgli  primerlerin  sentezlenmesi  gerektigi

unutulmamalidir.
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2. GERCEK-ZAMANLI KANTITATIF POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU TEMELLI YUKSEK COZUNURLUKLU
ERIME YONTEMIi (HIGH RESOLUTION MELTING VEYA
HRM)

DNA’nin in vitro sartlarda polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle
cogaltilmaya baslandigi 1983 yili, molekiiler biyoloji i¢in bir
kilometre tasidir. Teknik, temel olarak yiiksek 1s1ya dayanikli Thermus
aquaticus bakterisinden izole edilen polimeraz enziminin (Taq
polimeraz) ¢ok az miktardaki DNA’y1, tekrar eden dongiiler halinde

milyonlarca kopya halinde ¢ogaltmasina dayanir.

Gergek-Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time
gPCR), in vitro sartlarda ¢ogalan amplikonlarin c¢esitli floresan
boyalar ile isaretlenerek gercek zamanli olarak takip edilebildigi,
cogalmanin ne kadar oranda gergeklestiginin hesaplanabildigi ve hatta
cogalan amplikon sayisinin  belirlenebildigi  bir  yontemdir.
Cogalmanin takip edilebilmesi ve hesaplanabilmesi, Ozellikle
canlilarin gen anlatim seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
qPCR temelli olduk¢a yeni bir teknoloji olan HRM, amplikonlara
kademeli olarak sicaklik artis1 uygulamasiyla floresan boyali olan ¢ift
iplikcikli DNA’nin (dsDNA) denatiire olup tek iplik¢ikli DNA’ya
(ssDNA) doniisiirken meydana gelen floresan 1s1ma oranindaki
degisimin siirekli olarak oOlgiilmesine dayanir (Sekil 13 ve 14).
DNA’nin denatiirasyon siiresi DNA molekiiliiniin uzunluguna,
Guanin/Sitozin igerigine ve icerdigi niikleotit cesitlerine baghdir.

Sicaklik artisina bagl olarak denatiire olan DNA’nin floresan 1s1masi
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azalmaya baglar ve son derece hassas bir detektor tarafindan algilanir.
Sonug olarak farkli amplikonlar farkli zamanlarda 1sima farklilig
gosterir ve bu sekilde tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) dahi son
derece hassas olarak algilanir. HRM tekniginin bu denli hassas olusu,
genotipleme, metilasyon seviyesinin Ol¢imii, popiilasyon genetigi,
gida iriinlerindeki sahteciligin tespiti, gida glivenirliginin korunmasi

ve daha bir ¢ok alanda kullanimina olanak saglamaktadir.
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Sekil 13. Farkli Genotiplere Ait HRM Erime Egrileri
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Sekil 14. Bir Genotipe (Genotip B) Normallestirilmis HRM Erime Egrileri




HRM yonteminde islem basamaklar1 temelde su sekilde

siralanmaktadir;

2.1. Cahsilacak Bitki Grubuna Ozgii Molekiiler
Belirteclerin Belirlenmesi
Tipki DNA barkodlamada oldugu gibi, HRM yonteminin dogru
sonuglar verebilmesi icin dogru molekiiler belirteclerin (markir)
secilmesi gerekmektedir. HRM yonteminde sonucun dogrulugu,
calisilan bitki genotiplerinin birbirlerinden ayirt edilebilmeleri, yani
qPCR ile c¢ogaltilacak bdlgelerin SNP icermeleri anlamina
gelmektedir. HRM yonteminin kullanildigi ¢alismalarda genomdaki
basit dizi tekrarlarinin (Simple Sequence Repeat veya SSR) oldukca
yogun olarak kullanildig: goriilmektedir. Bitki genetik calismalarinda
oldukca onemli rolii olan SSR belirtegler, ozellikle genotipleme
amactyla uzun bir siiredir kullanilmaktadir. Genom boyunca tekrar
eden bu dizilerin tekrar sayilari ve motifleri (niikleotit siralamalari),
bitki gruplarmnin birbirlerinden aywrt edilebilmesine yardimeci

olmaktadir.

Bitkisel iiriinlerin ve gida triinlerinin HRM yontemi ile analizleri
yapilmadan oOnce, calisilacak bitki grubuna 0Ozgii (spesifik) SSR
belirtegler detayl literatiir taramasi ile belirlenmelidir. Her Real-Time
gPCR analizinde oldugu gibi en verimli sonu¢ i¢in amplikon
boyutunun 150 bg¢’den kiigiik olmasi (ideal olarak 120 bg)

gerekmektedir.
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HRM analizlerinde giiniimiizde SSR belirtegleri haricinde DNA
barkod bdlgeleri de kullanilmaya baslanmistir ve bu yontem BAR-
HRM olarak isimlendirilmektedir. Filogenetik a¢idan yakin bitki
gruplarin1 ayirt edebilme giiciine sahip barkod bolgeleri, amplikon
boyutu 150 bg¢’nin altinda olacak sekilde yeni primerler tasarlanarak
HRM analizleri i¢in kullanilmaya uygun olmaktadir. Druml ve
Cichna-Markl (2014), tarafindan yapilan bir derleme makalede, HRM
ile gida triinlerinin analizlerinin yapildig1 bir¢ok ¢alisma derlenmis ve
hangi gida tiriinlerinde hangi HRM isaretgilerinin kullaniminin yaygin

oldugu tablo halinde verilmistir.

2.2. HRM reaksiyonu
Oda sicakliginda son derece duragan (stabil) olan ¢ift iplik¢ikli DNA,
artan sicakliklarda denatiire olur ve belirli sicakliga geldiginde her bir
iplik¢ik birbirinden ayrilmaktadir. Cift iplik¢ikli DNA’nin %50’sinin
denatiire oldugu sicaklik erime sicakligi (Melting Temperature veya
Tm) olarak adlandirilmakta ve Tm, DNA pargasindaki niikleotit
cesidine, parcanin uzunluguna ve Guanin/Sitozin igeriine gore
degisiklik gostermektedir. Guanin ve Sitozin bazlar1 arasinda bulunan
ticlii hidrojen bagi, Adenin ve Timin arasindaki ikili hidrojen bagina
gore daha saglam olmakta ve daha yiiksek Tm’da kopmaktadir. Bu da
Guanin ve Sitozin bazlarinca zengin olan DNA parcalarinin daha
yiiksek sicakliklarda denatiire olmas1 anlamina gelmektedir. Biitiin bu
farklarin tespit edilebilmesi DNA’nin floresan olarak boyanmasina
baghdir. Ornegin SYBR® Green boyasi, ¢ift iplikcikli DNA’ya,

niikleotit dizisi ne olursa olsun baglanmaktadir. SYBR® Green cift
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iplikcikli DNA’ya baglanmadigi durumda olduk¢a az floresan
parlakliga sahipken, ¢ift iplik¢ikli DNA’ya baglandigi durumda son
derece yliksek parlakliga sahiptirr. HRM sirasinda kademeli olarak
artan sicaklik (6r: 0,05°C/s) DNA’y1 denatiire edeceginden floresan
parlakliginda siirekli bir azalmaya neden olacaktir. Bu ydntemde
hassas bir detektor tarafindan Slgiilen floresan parlaklik seviyesine ait
veriler, yazilim tarafindan sicaklik degerleri ile bagdastirilarak iki
boyutlu bir grafik haline doniistiiriilmekte ve reaksiyondaki genotipler

arasindaki farklar ortaya ¢ikarilmaktadir.

2.3. Veri analizi
Sicakligin  kademeli olarak arttirlldigi  erime islemi sirasinda
kaydedilen floresan parlama (F) ve sicaklik (T) wverileri cihaz
tarafindan saglanan yazilim veya harici istatistik yazilimlari
kullanilarak anlamli hale dontstiiriilebilmektedir. Yazilim tarafindan
olusturulan erime egrileri arasindaki farklar, reaksiyona sokulan
bitkisel iirlinler arasindaki genotip, cesit veya tiir farklarini ortaya
koymaktadir. Bir 6rnekle agiklamak gerekirse, sadece A bitkisinden
elde edilmesi gereken bir bitkisel {irliniin igerisinde farkli bitkisel
katki maddelerinin oldugundan siiphelenildigi durumda, HRM analizi
A bitkisi referans alinarak gergeklestirilir. Yani reaksiyona hem A
bitkisi hem de siiphelenilen bitkisel {iriin ayn1 anda dahil edilir ve
sonugta yazilim tarafindan olusturulan erime egrilerinin A bitkisine ait
erime egrisi ile tam olarak oOrtiislip Ortlismedigi gozlemlenir. Tam

olarak ortiisme durumunda bitkisel iirlinlin orijinalligi teyit edilirken,

28 || TARIMSAL VE ENDUSTRIYEL BiYOTEKNOLOJi UYGULAMALARI -
BiYOEKONOMI



farkli erime egrilerinin goriilmesi, bitkisel {iriin igerisinde farkli katki

tirtinlerinin oldugunu gostermektedir.

Degerlendirme

Son on yi1lda HRM yo6nteminin bitkisel gida tirlinlerinin orijinalliginin
belirlenmesinde, gida iriinlerine eklenen katki maddelerinin
belirlenmesinde, gida aldatmacasinin tespitinde kullanilabilmesi igin
olduk¢a yogun caligmalar yapilmakta ve HRM yontemine ve en ¢ok
gida aldatmacasinin yapildigr bitkisel {riinlere 06zgii primerler
gelistirilmektedir. Yontemin diisiik maliyetli, son derece hizli ve en az
laboratuvar islemi kullanilarak gerceklestirilebilir olmasi, gelecekte
gida lriinlerinin orijinalliginin tespitinde glivenle kullanilabilecek bir

yontem olabilecegini biz arastiricilara gostermektedir.

3. YENI NESIL DiZILEME TEMELLi YONTEMLERE GENEL
BiR BAKIS

Uzun yillardir kullanilan ve DNA polimeraz enzimi ile zincir
sonlandirmali dideoksiniikleotitlerin segici olarak dahil edilmesine
dayanan Sanger dizileme yontemi ilk defa 1977 yilinda Frederick
Sanger ve meslektaslari tarafindan gelistirilmistir. Yaklasik 40 yildan
fazladir genis capta kullanilan bu yontemin yerini giiniimiizde Yeni
Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing veya NGS) almistir.
Patel ve digerleri, 2006, tarafindan gerceklestirilen maliyet analizi
caligmasina gore Hepatit C virlisiiniin tespit edilebilmesi i¢in Sanger
dizilemede £178 (yaklasik H1280) harcanmasi gerekirken NGS’de
£119 (yaklasik H856) harcanmasi yeterlidir (2020 yili i¢in yaklasik
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fiyatlandirma). Basta fark kiiciik gibi goriinse de milyonlarca
niikletitin oldugu genom dizileme s6z konusu oldugunda bu fark on
binlerce Tiirk Lirasi’na denk gelmektedir. Sanger dizilemenin aksine,
NGS’de paralel olarak ayni anda milyonlarca dizileme reaksiyonunun
gerceklestirilmesi, tim dizileme isleminin olduk¢a kisa siirede

gerceklestirilmesini saglamaktadir.

Tim bu avantajlar1 ile NGS, transkriptom dizilerinin ortaya
cikarilmasinda, plastit ve ¢ekirdek genomlarinin ortaya ¢ikarilmasinda
giintimiizde kullanilan en verimli yontemdir. Farkli firmalar tarafindan
NGS sistemi siirekli olarak gelistirilmekte, firmalar arasindaki bu
yogun rekabet molekiiler biyologlar ve biyoteknologlarin islerini

oldukea kolaylastirmaktadir.

3.1. RNA-Seq
Molekiiler biyoloji biliminde santral dogma, DNA’da genler igerisinde
saklanan bilginin 6nce RNA’ya (transkripsiyon), sonra da proteine
(translasyon) aktarilmasini tanimlamaktadir (Crick, 1970). DNA’da
yer alan bu genetik bilginin fenotipe doniisebilmesi, ¢evresel
faktorlerin de dahil oldugu bir¢ok uyarana baghdir. Bu nedenle
canlilarda fenotipin belirlenmesini saglayan RNA’nin tamaminin
(transkriptom) dizilenmesi, canlilarin genetik ve morfolojik

iligkilendirilmesi i¢in 6nemli veriler saglayabilmektedir.
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Yiksek verimli yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelisimi,
transkriptomiklerin analiz edilebilmesini saglamistir. Bu yontemde
RNA oncelikle tamamlayici DNA’ya (complementary DNA veya
cDNA) dontstiiriiliir. Daha sonra bu cDNA’dan, se¢ilen NGS
teknolojisine gore bir kiitiiphane olusturulur ve NGS islemini

gerceklestiren cihaz ile dizi okumalar gergeklestirilir.

Transkriptom dizilemenin ilk asamasi RNA’nin organizmadan
izolasyonudur. RNA-Seq analizlerinin giivenilir olabilmesi i¢in
yiiksek kaliteli RNA’ya ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu nedenle RNA
ekstraksiyon siirenin son derece dikkatli yapilmasi ve herhangi bir
DNA kontaminasyonunun olmamasi gerekmektedir. Farkli organizma
ve doku ¢esitlerinden yiiksek kaliteli RNA izolasyonu saglanabilmesi
icin piyasada bir ¢ok markaya ait RNA izolasyon Kkitleri
bulunmaktadir. Arastiriciya diisen gorev, calisacagi organizmaya en
uygun kite karar vermek, iireticinin protokoliinii takip etmek ve
gerekirse protokolii degistirerek en verimli RNA ekstraksiyonu

yontemini olugturmaktir.

Tiim NGS islemlerinde ortak olan adim kiitliphane hazirlanmasidir.
RNA’nin dokudan izolasyonu sonrasinda ters transkripsiyon enzimi
kullanilarak ¢cDNA sentezi yapilir. ¢cDNA’nin NGS teknolojisine
uygun hale getirilmesine kiitliphane hazirlama asamasi1 denilmektedir.
Kiitliphane hazirlama asamasi kullanilan RNA c¢esidine ve NGS
teknolojisine gore farklilik gostermektedir. Kiitliphane hazirlama

islemi; istenilen RNA molekiiliiniin dokudan izolasyonu, ters
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transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenmesi, rastgele primerler
kullanilarak cDNA’nin ¢ogaltilmasi veya kiiclik pargalara ayrilmasi ve
son olarak bu parcalara dizileme adaptorlerinin  baglanmasi
adimlarindan olusmaktadir. Arastiricinin hangi NGS teknolojisini
kullanacagin1 6nceden belirlemesi ve teknolojiye uygun protokoller

kullanarak NGS oncesi islemleri titizlikle yapmasi gerekmektedir.

Ister RNA-Seq olsun, ister diger NGS yontemleri, dizileme isleminin
son asamasi, elde edilen milyonlarca dizi okumasiin
birlestirilmesidir. Bu asamada sirasiyla dizi okumalar1 temizlenir
(trim), hizalanir (align), pargalar bir araya getirilir (assemble), okuma
kalitesinin  degerlendirilir ve son olarak birlestirilen veriler

degerlendirilir (Sekil 15).

Hizalama

&~ ~

Referansa gore birlestirme De novo birlestirme

Sekil 15. NGS Verilerinin Biyoenformatik Olarak Islenmesi
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RNA-Seq ile genomda fonksiyonel diziler ortaya cikarilabilmekte,
genetik bilgi fenotip ile iliskilendirilebilmekte ve bitki gruplar
birbirinden ayirt edilebilmektedir.

3.2. Genom dizileme
NGS teknolojisinin sagladigi en onemli getirisi kuskusuz canli
genomlarinin - kisa slirede ve wuygun maliyetli olarak ortaya
cikarilmasidir. Birgok NGS teknolojisi mevcuttur (Illumina, NovaSeq,
lonTorrent Pacific BioSciences, Oxford Nanopore ve her gegen giin
eklenen yeni teknolojiler) ve biitlin bu teknolojilerin temeli
milyonlarca kiigiik dizinin paralel olarak okunmasina dayanmaktadir.
Tipki RNA-Seq yontemindeki gibi is akist neredeyse tamamen
aynidir. Genom dizilemedeki en biiyiik fark, baslangi¢ molekiilii
olarak RNA’nin degil, DNA’nin kullanilmasidir. Bdylece cDNA

sentezleme asamasi da is akigindan ¢ikarilmaktadir.

Genom dizilemede karar verilmesi gereken en dnemli nokta 6zellikle
bitkilerde hangi genomun dizisinin elde edilmesine ihtiyag
duyuldugudur. Bitki hiicrelerinde, hayvan hiicrelerinin aksine yer alan
kloroplast, bitki genomu calisan arastiricilar i¢in bir ek secenektir.
Cekirdek genomuna gore ¢cok daha kiiciik olmasi, dizileme isleminin
cok daha kisa silirmesini ve ¢ok daha az maliyetli olmasim
saglamaktadir. Ayrica kloroplast genomunda, bitki gruplarinin
birbirlerinden ayirt edilebilmesini saglayan barkod boélgelerinin
bulunmasi, kloroplast genomunu bitki gruplarinin teshisi ve bitkisel
tiriinlerin tanimlanmasinda kullanimima olanak tanimaktadir. Bunun

yani sira mitokondri genomunun dizilenmesi ile de hem bitki hem de
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hayvan gruplarinin teshisinde kullanilabilecek bircok molekiiler

isaretci ortaya c¢ikarilabilmektedir.

Genel Degerlendirme

Gegtigimiz son 100 yil, hem teknolojide hem de teknolojiye bagh
olarak molekiiler biyolojideki gelismelerin en fazla ivme kazandigi
donemdir. DNA yapisinin kesfedilmesinin tizerinden (1953) 30 yil
sonra, DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilmaya
baslanmigtir (1983). DNA pargalarinin baz dizileri Sanger’in zincir
sonlandirma yontemiyle ortaya cikarilmistir (1977) ve giiniimiizde bu
teknoloji halen kullanilmaktadir. Molekiiler biyologlar ile birlikte
calisgan miihendislerin ve bilgisayar programcilarinin azmi ile
giiniimiizde bir organizmaya ait tim genom dizisi sadece birka¢ saat
icerisinde ortaya ¢ikarilabilir duruma gelmistir. Molekiiler biyolojinin
tim bu imkanlarindan yararlanilarak insan sagligina etki eden ilk
faktor olan besinlerin testlerini yapmak, insanlarin daha kaliteli besin
maddelerine erisebilmelerini ve gida maddeleri igerisine katilabilecek

katki maddelerine kars1 daha bilingli olmalarin1 saglamaktadir.

Bu kitap boliimiinde anlatilan modern molekiiler biyoloji yontemleri,
bitkisel gida iirtinlerinin igeriklerinin tespit edilmesinde, bitkisel
tirlinlerin igeriklerine eklenen katki maddelerinin belirlenmesinde ve
bitkisel {irlinlerde gida aldatmacalarimin  tespit edilmesinde
kullanilabilen yiizlerce yontemden sadece birkagidir. Arastiricilar,
hangi bitki grubu ile ¢alisacaklarsa bu konuda literatiir ¢calismalarini
titizlikle gerceklestirmeli, literatiirdeki bosluklar1 iyi tespit etmeli ve

bu bosluklar1 doldurabilecek kendi yontemlerini gelistirmelidirler.
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