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Gida biliminde omik yaklasim, giinlimiizde, arastirmacilara gida bilesenlerini ve besin
maddelerini karakterize etme ve degerlendirme konusunda saglam, verimli ve hassas
analitik araglar sunmaktadir. Mikrodalga teknolojisi gibi isleme teknolojilerinin
uygulanmas1 ve gida bilesenleri tizerindeki etkileri, gida bilimi ve endiistrisi tarafindan
incelenip benimsenmistir. Bu tez ¢alismasinda, mikrodalga uygulamasi Oncesi ve
sonrasinda, MIR604 ve MONS810 musir unlar1 ile genetik modifiye (GM) olmayan
muadillerinin molekiler ve kimyasal karakterizasyonunun, genomik, transkriptomik,
metabolomik ve lipidomik gibi omik yaklagimlar kullanilarak gerceklestirilmesi ve elde
edilen yiiksek teknolojiye bagli verilerin uygun istatistiksel araglarla degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Calismadaki bulgularla, proses etkisine bagli misir unu 6rneklerinde hem
molekiler hem de kimyasal bilesenlerin karakterizasyonu igin bir arka plan

olusturulmasina yonelik 6nemli bilgiler sunulmustur.

Genomik kapsaminda, DNA’ya dayali teknikler ile genetik modifiye organizma (GMO)
tespiti amaciyla Orneklere tarama yontemleri uygulanmistir. Orneklerde Karnabahar

mozaik virtsi (CaMV) 35S promotori (P-35S), Figwort mozaik virlisu promotoéri (P-



FMV) ve T-NOS (nopalin sentaz terminatorii) dizilerinin tespiti icin kalitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) bazli tarama yontemi kullanilmistir. DNA ekstraksiyonunun
etkinligi, bitki spesifik Aktin (ACT) geni i¢in yapilan inhibisyon c¢aligmasiyla
dogrulanmigtir. Tarama analizlerinin dogrulama c¢alismalari hem mutlak tespit limiti
(LODabs) hem de tip 1 (yanlis pozitif) ve tip 2 (yanlis negatif) hata orani parametrelerinin
belirlenmesiyle  gerceklestirilmistir. ~ Transkriptomik  kapsaminda, = mikrodalga
uygulamasinin etkisini incelemek i¢in RNA’ya dayali analizler ile Argonot (ZmAGO1la)
ve Reseptdr benzeri protein kinaz (ZmRLK9) enzim genlerinin ekspresyon profili ortaya
konmustur. EvaGreen bazli revers transkriptaz-kantitatif PCR (RT-gPCR) analizleri ile
tim orneklerde bu iki gen tespit edilip, genlerin mutlak gen ekspresyon profilleri
incelenmistir. RNA ekstraksiyonu yonteminin etkinligi, misir referans geni (Alkol
dehidrogenaz, ZmADH1) icin yapilan dogrulama ¢alismastyla belirlenmistir. Iki gen icin
kalibrasyon egrileri olusturulmus ve her analiz igin amplifikasyon verimi, 6zgulluk,
laboratuvar ici tekrar iretilebilirlik standart sapmasi (Sr), bagil tekrar iiretilebilirlik
standart sapmast (RSDR), tespit limiti (LOD) ve 6l¢tim limiti (LOQ) gibi dogrulama

parametreleri degerlendirilmistir.

Metabolomik ¢aligmalar kapsaminda, mikrodalga uygulamasi sonrasinda misir ununun
kimyasal bilesenleriyle ilgili detayl bilgiler elde etmek amaciyla, tlim 6rneklerin birincil
metabolit profilleri (yag asitleri, amino asitler, sekerler, organik asitler vb.) gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak belirlenmis ve ayni zamanda
GC-alev iyonizasyon dedektorii (FID) analizi ile fitosterol bilesikleri tespit edilmistir.
Orneklerin birincil metabolitlerinin tanimlanmasinda kiitle spektral kiitiiphanelerinden
yararlanilms, fitosterol bilesikleri ise standartlarin alikonma stireleriyle karsilagtirilarak
dogrulanmistir. Birincil metabolitlerin ¢esitli metabolik yolaklardaki biyolojik islevlerini
daha iyi anlamak icin KEGG yolak analizi gergeklestirilmistir. Lipidomik kapsaminda
ise, mikrodalga uygulamasinin 6rneklerin yag asidi kompozisyonlar1 {izerindeki etkisini
incelemek igin GC-FID sistemi kullanilmustir. Tespit edilen yag asidi bilesikleri, yag asidi
metil esterleri (FAME) standardindaki bilesiklerin alikonma siireleriyle karsilagtirilarak
dogrulanmistir. Doymamis yag asitlerinin (UFA) doymus yag asitlerine (SFA) orani
belirlenerek,  Orneklerin  yag asidi  kompozisyonlarinin  besinsel  kalitesi

degerlendirilmistir. Mikrodalga uygulamas: dncesinde ve sonrasinda, GC teknikleri ile



elde edilen veri setlerini yorumlamak ve karsilastirmak i¢in Hiyerarsik Kiimeleme
Analizi (HCA) ve Temel Bilesen Analizi (PCA) gergeklestirilmistir.

Bulgular, omik teknolojilerin mikrodalga uygulanan GM gida friinleri ic¢in gida
kompozisyonu agisindan risk degerlendirme yaklagimi olusturulmasina zemin
hazirlayarak, aragtirmacilar ve diizenleyici sistemler tarafindan yapilacak olan kapsamli

calismalara temel saglamasi nedeni ile 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrodalga uygulamasi, Misir unu, Genetik modifiye organizma
(GMO), Molekiler ve kimyasal karakterizasyon, Genomik, Transkriptomik,
Metabolomik, Lipidomik
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The omics approach in food science provides researchers with robust, efficient, and
sensitive analytical tools for characterizing and evaluating food components and
nutrients. The application of processing technologies, such as microwave technology, and
their effects on food components have been studied and adopted by the food science and
industry. In this thesis, the aim was to perform the molecular and chemical
characterization of MIR604 and MON810 maize flours, along with their non-genetically
modified (GM) counterparts, before and after microwave treatment, using omics
approaches (genomics, transcriptomics, metabolomics, and lipidomics), and to evaluate
the obtained data with appropriate statistical tools. With the findings, important
information has been presented to establish a background for the characterization of
molecular and chemical components in maize flour samples, depending on the process

effect.

In genomics, screening methods were applied to samples for the detection of GMOSs using
DNA-based techniques. Qualitative polymerase chain reaction (PCR)-based screening

method was used to detect Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter (P-35S),
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Figwort mosaic virus promoter (P-FMV), and T-NOS (nopaline synthase terminator)
sequences in the samples. The effectiveness of DNA extraction was confirmed by an
inhibition study for Actin (ACT) gene. Verification studies of screening analyses were
performed by determining both the absolute limit of detection (LODabs) and the type 1,
type 2 error rate parameters. In transcriptomics, the expression profiles of the Argonaute
(ZmAGO1a) and Receptor-like protein kinase (ZmRLK9) enzyme genes were revealed by
RNA-based analysis to examine the effect of microwave treatment. These two genes were
detected with EvaGreen-based reverse transcription-quantitative PCR (RT-gPCR)
analyses, and their absolute gene expression profiles were examined. The effectiveness
of RNA extraction method was determined by verification study for Alcohol
dehydrogenase (ZmADH1) gene. Calibration curves were constructed, and verification
parameters (amplification efficiency, specificity, reproducibility standard deviations,

limit of detection (LOD), and quantification (LOQ)) were evaluated.

In metabolomics, to obtain detailed information about the chemical components of
samples following microwave treatment, the primary metabolite profiles were determined
using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and phytosterol compounds
were detected through GC-flame ionization detector (FID) analysis. Mass spectral
libraries were used to identify the primary metabolites and phytosterol compounds were
confirmed by comparing the retention times of the standards. To better understand the
biological functions of primary metabolites in various metabolic pathways, KEGG
pathway analysis was performed. In lipidomics, GC-FID system was employed to
investigate the effect of microwave treatment on the fatty acid compositions of the
samples. The detected compounds were confirmed by comparing them with the retention
times of the FAME standard. The nutritional quality of the composition in the samples
was assessed by determining the ratio of unsaturated fatty acids (UFA) to saturated fatty
acids (SFA). Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Principal Component Analysis
(PCA) were conducted to interpret and compare data sets obtained through GC

techniques.

The findings are important as they provide a foundation for a risk assessment approach

regarding the food composition of microwave-treated GM food products using omics



technologies, thereby supporting comprehensive studies to be undertaken by researchers
and regulatory systems.

Keywords: Microwave treatment, Maize flour, Genetically modified organism (GMO),
Molecular and chemical characterization, Genomics, Transcriptomics, Metabolomics,
Lipidomics
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1. GIRIS

Gida biliminde omik yaklasimi, gida bilesenlerini ve besin maddelerini incelemeye,
karakterize etmeye ve degerlendirmeye olanak saglayan genomik, transkriptomik,
metabolomik, lipidomik, proteomik ve metagenomik gibi farkli omik teknolojilerinin
uygulanmasini ve entegrasyonunu kapsayan gii¢lii bir disiplin olarak tanimlanmistir.
Giiniimiizde omik teknolojileri gida biliminde saglam, verimli ve hassas analitik araclar
olarak yer bulmakta; arastirmacilar da 6zellikle yeni gidalarin gida kalitesini ve gida
izlenebilirligini iyilestirmek, gida giivenligi sorunlarinin ¢6ziimiinii hizlandirmak ve gida

isleme yontemlerini degerlendirmek i¢in bu analizleri uygulamaktadir [1, 2].

Gidalarin islenmesine yonelik kullanilan geleneksel yaklasimlarin gilivenli {iriinler
sundugu kanitlanmistir; ancak bazi durumlarda son {iriiniin kalitesi, orijinal {irlinden tat,
aroma, tekstiir, besin degeri gibi 6zellikler bakimindan daha diistiktiir. Bu nedenle son
yillarda gidalarin islenmesine yonelik alternatif teknolojiler arastirilmistir. S6z konusu
tekniklerden bazilar1 vurgulu/darbeli elektrik alan, yiiksek basing uygulamasi ve
mikrodalga teknolojileridir. Bu isleme teknolojilerinin uygulanmasi ve gida bilesenleri
tizerindeki etkileri, gida bilimi ve endiistrisi tarafindan incelenip benimsenmistir [3]. Gida
isleme teknikleri arasinda yer alan mikrodalga uygulamasinin, geleneksel 1sitma
yontemleriyle kiyaslandiginda isitma hizi yiiksek ve islem siiresi kisadir. Ayrica,
mikrodalga uygulamasi homojen bir sicaklik dagilimi ve enerji tasarrufu saglamaktadir.
Mikrodalga ile islem goren gida bilesenlerinin besin degerleri geleneksel 1sitmaya kiyasla
daha az oranda degismektedir. Bunun yani sira, mikrodalga uygulamas giivenli kullanim
ve kolay temizlenme gibi avantajlariyla gida isleme alaninda uzun siireden beri yaygin

olarak kullanilmaktadir [4].

Bu tez ¢alismasinda, mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan genetik modifiye (GM) ve
GM olmayan misir unlarinin  molekiiller ve kimyasal profillerinin genomik,
transkriptomik, metabolomik ve lipidomik gibi omik yaklagimlar kullanilarak
incelenmesi, karakterize edilmesi ve bulgularin uygun istatistiksel araclarla
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Calismada, mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga
uygulanan MIR604 ve MONS810 musir unlari ile esdegerleri, GM olmayan muadilleri

deney materyali olarak kullanilmistir. Elde edilen bulgularla, proses etkisine bagli misir



unu orneklerinde hem molekuler hem de kimyasal bilesenlerin karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.

Genomik c¢alismalar kapsaminda, mikrodalga uygulamasi sonrasinda genetik
modifikasyonun saptanmasina yonelik tarama analizleri gerceklestirilmistir. Mikrodalga
uygulanmayan ve uygulanan misir unu Orneklerinden ekstrakte edilen DNA’larda
Karnabahar mozaik virusi (CaMV) 35S promotoru (P-35S), Figwort mozaik virusi
promotori (P-FMV) ve T-NOS (nopalin sentaz terminattri) genetik elementlerinin,
kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bazli tarama yontemi kullanilarak tespit
edilmesi amaglanmigtir. Uygulanan DNA ekstraksiyonunun etkinligini dogrulamak i¢in
bitki spesifik Aktin (ACT) geni igin inhibisyon ¢alismasi1 yapilmigtir. LightCycler 480
gPCR (Roche Diagnostics International AG, Isvigre) sistemi kullanilarak gerceklestirilen
kalitatif PCR bazli tarama analizlerinin dogrulama caligmalar1 igin mutlak tespit limiti
(LODabs), tip 1 hata orani (yanlis pozitif) ve tip 2 hata orani (yanlis negatif) parametreleri

gibi yontem performans kriterleri belirlenmistir.

Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan misir unu 6rneklerinden RNA ekstraksiyonu ve
gen ekspresyon analizlerinin basarili bir sekilde gerceklestirilebilmesi amaciyla revers
transkriptaz-kantitatif PCR (RT-qPCR) temelli transkriptomik analizler yapilmistir. Bu
caligmalar kapsaminda, LightCycler 96 qPCR (Roche Diagnostics International AG,
Isvigre) sistemi kullanilarak, EvaGreen bazli RT-gPCR analizleri ile tim muisir
orneklerinde iki hedef gen (Argonot, ZmAGOla ve Reseptodr benzeri protein kinaz,
ZmRLKO9) tespit edilip, bu genlerin mutlak gen ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. ik
olarak, misir referans geni (Alkol dehidrogenaz, ZmADHZ1) i¢in bir inhibisyon kontrol
testi gergeklestirilmis, RNA ekstraksiyon ve cDNA sentezi yontemlerinin etkinligi
dogrulanmigtir. Hedeflenen ZmAGO1la ve ZmRLKS9 genlerinin analizleri i¢in kalibrasyon
egrileri olusturulmus ve her RT-gPCR analizi i¢in amplifikasyon verimi, erime egrisi
analizi yoluyla 6zgulliik, laboratuvar igi tekrar {iretilebilirlik standart sapmast (Sr),
laboratuvar i¢i bagil tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi (RSDR), tespit limiti (LOD) ve
6lcim limiti (LOQ) gibi hassasiyet 6l¢timleri dahil olmak {izere dogrulama parametreleri

belirlenmistir.



Metabolomik kapsaminda, gaz kromatografisi teknikleri kullanilarak mikrodalga
uygulanmayan ve uygulanan 6rneklerin hem birincil metabolit profilleri olusturulmus
hem de fitosterol gibi dnemli ikincil metabolit grubu belirlenmistir. Birincil metabolit
analizleri icin gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) sistemi olarak 7890A
GC/5975C serisi MSD sistemi (Agilent J&W Scientific, ABD) kullanilmis ve
metabolitlerin kromatografik ayrimi1 0.25 mm i¢ ¢apa (ID) ve 0.25 um partikiil boyutuna
sahip, 30 m uzunlugundaki (L) HP-5 ms kolonunda (Agilent J&W Scientific, ABD)
gerceklestirilmistir. Orneklerdeki birincil metabolitler, Ulusal Standartlar ve Teknoloji
Enstitlisii (NIST) MS Search 2.4 /Wiley W10N14 (John Wiley & Sons, Hoboken, NJ,
ABD) kiitle spektral kiittiphaneleri araciligryla tanimlanmistir. I¢ standarda dayali yari
kantifikasyon yontemi uygulanarak birincil metabolitlerin miktarlar1 belirlenmistir.
Calismada ayrica, tanimlanan birincil metabolitlerin metabolik yolak analizleri, KEGG
bilesik ve KEGG yolag1 veri tabanlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiirevlendirilmis
orneklerdeki fitosterol bilesikleri ise, GC-alev iyonizasyon dedektorti (FID) Trace GC
Ultra (Thermo Fisher Scientific Inc., ABD) cihazinda, Alltech Associates, Inc. (Deerfield,
[linois, ABD) firmasindan saglanan EC-1 (30 m L x 0.32 mm ID, 0.25 pm partikiil
boyutu) kolonu kullanilarak tespit edilmis ve fitosterol bilesikleri dis standartlarin
alikonma siireleriyle karsilastirilarak dogrulanmistir. Bilesiklerin her biri i¢in elde edilen
pik alanlar1 ve dis standartlarin dogrusal denklemleri kullanilarak kantitatif analizler

gerceklestirilmistir.

Metabolomiklerin alt kategorisi olarak siniflandirilan lipidomik analizler kapsaminda ise,
mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan érneklerin yag asidi kompozisyonlart GC-FID
analizleriyle belirlenmistir. Analizler, Trace GC Ultra (Thermo Fisher Scientific Inc.,
ABD) cihazinda, OPTIMA-WAX (30 m L x 0.25 mm ID, 0.25 pm partikiil boyutu,
Macherey-Nagel, Diren, Almanya) kolonu kullanilarak  gerceklestirilmistir.
Orneklerdeki yag asidi bilesikleri, yag asidi metil esterleri (FAME) standardindaki
bilesiklerin alikonma siireleriyle karsilastirilarak dogrulanmistir. Mikrodalga uygulanan
ve uygulanmayan Orneklerden elde edilen her bir yag asidi bilesiginin yilizdesi, ilgili pik
alanmin toplam yag asidi pik alanina olan orani kullanilarak hesaplanmistir. EK olarak,
doymamis yag asitlerinin (UFA) doymus yag asitlerine (SFA) oran1 belirlenerek,
orneklerin yag asidi kompozisyonlarinin besinsel kalitesi degerlendirilmistir. Mikrodalga

uygulamasi 6ncesinde ve sonrasinda, GC teknikleri kullanilarak elde edilen veri setlerini



degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve

Temel Bilesen Analizi (PCA) gibi ¢cok degiskenli analiz yontemleri uygulanmistir.

Bu calisma, mikrodalga uygulanan misir ununun hem molekiiler hem de kimyasal
profilinin omik araglari kullanilarak karakterizasyonuna, analizler sonrasinda elde edilen
verilerin yorumlanmasina ve misir ununun mikrodalgada islenmesine iligkin
arastirmalardaki boslugun molekiiler ve kimyasal bilesim agisindan doldurulmasina katki
saglamaktadir. Bu ¢calismada kullanilan kalitatif PCR teknigi, arastirmacilarin mikrodalga
uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan GM misir unu Orneklerindeki genetik
elementleri tarayabilmesine olanak taniyacak niteliktedir. RT-qPCR analizlerinden elde
edilen guvenilir sonuclar, hem mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan
musir unu Orneklerinde iki hedef genin tespitini ve mutlak gen ekspresyon analizleri

kapsaminda 6rneklerin RNA seviyelerinin belirlenmesini miimkiin kilmistir.

Calisma, mikrodalga uygulamasi sonrasinda misir unu metabolit profillerinin
incelenmesi, gozlemlenmesi ve kontrol edilmesi icin metabolik profil araglarinin
kullanimini ortaya koymustur. Calismada karakterizasyon amaciyla kullanilan yontemler,
birincil ve ikincil metabolitlerin anlasilmasina ve bunlarin gida ve saglik tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesine, gida besin degerlerinin incelenmesine ve gida
gercekliginin (otantisite ya da otantiklik) ortaya konmasina iligkin gelecekteki ¢aligmalar
icin de 6nem arz etmektedir. Calisma, misir unu ve diger tahil unlarmin mikrodalgada
islenmesine iligkin gelecekteki ¢aligsmalar i¢in temel olusturmasinin yani sira, mikrodalga
uygulanan GM gida irlnlerinin gida kompozisyonu agisindan risk degerlendirmesinde

omik yaklasimlarin uygulanabilirligi hakkinda da bir rehberlik saglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Analizinde Omik Yaklasimlar

Uzun yillardir, gida kalitesinin degerlendirilmesi, gida giivenliginin yasal diizenlemelere
uygunlugunu garanti etmek i¢in biliyiikk bir 6neme sahiptir. Bu, teknolojik siire¢lerin
kontroliinii ve bunlarin gida tizerindeki etkilerini, gida bilesiminin karakterizasyonunu,
gida besin degerinin belirlenmesini vb. icermektedir. Bu klasik konular, gida bilimi ve
teknolojisi alaninda ¢alisan arastirma kurumlari, endiistriler ve diizenleyici laboratuvarlar
icin blylk bir éneme sahip olmustur. insan sagligma faydali etkileri gosterilen gida
bilesenlerinin tespiti ve karakterizasyonu, modern gida bilimi alanindaki 6nemli bir konu
olarak One c¢ikmaktadir. Bu konu, gida ve beslenme alanlarii omik teknolojilerin
uygulanmasiyla inceleyen bir disiplin olan “Foodomics (Gida omik)” adi verilen gida
biliminde buyik o6lcekli veri elde edilen yaklasimi tanimlayan yeni bir alandaki

biiytimeyle gosterilmistir [5].

Klasik hedefe yonelik analitik prosediirler hala baskindir; ancak gida iirlinlerinin omik
yaklasim aracilifiyla biitiinsel karakterizasyonu ilgi ve uygulanabilirlik kazanmaktadir.
Bu tiir yeni yaklagimlar, cografi ve/veya genetik koken, isleme yontemleri, tagsis,
organoleptik 6zellikler vb. gibi gida kalitesine iligskin yeni gostergeler saglayabilmektedir.
Gida bilimi alaninda, omik yaklasimin potansiyel uygulamalari1 oldukga genistir; bunlar
arasinda yer alan temel konular su sekilde Ozetlenebilir: (1) Gida bilesiminin
karsilastirilmasi; (2) Gidanin izlenebilirligi ve O6zgtinliigii igin ileri kontrol; (3)
olgunlasmanin, depolamanin veya gida iiretiminde uygulanan ¢esitli teknolojik siireglerin
ve etkilerinin etkin bir sekilde izlenmesi; (4) Organoleptik 6zelliklerin molekuler igerikle
baglantisi; (5) Insan saglig1 i¢in fonksiyonel gidalarin incelenmesi; (6) Gida isleme dncesi
ve sonrasinda gida iriinlerinin karakterize edilmesi; (7) Gida giivenligine iliskin
calismalar. Genel olarak, gida biliminde omik yaklasim yeni bilgiler saglayabilmekte ve
gida bilesenlerinin avantajli veya olumsuz etkilerini tetikleyen biyokimyasal, molekiiler

ve hiicresel mekanizmalarin anlagilmasini tesvik edebilmektedir [6, 7].

Gida biliminde omik terimi, ilk olarak 2009’da ortaya ¢ikmistir ve son yirmi yilda

gelistirilen genomik (genlerin tespiti), transkriptomik (RNA), nutrigenomik (besin



maddeleri), proteomik (proteinler), metabolomik (metabolitler) gibi farkli omik
teknolojilere dayali yaklagimlart kullanarak c¢esitli gida iirlinlerinin karakterizasyonunu
ve kontrollini ifade etmektedir. Omik teriminin yorumlanabilmesi i¢in -omik ekinin
cagristminin agik¢a anlasilmasi gerekmektedir. “Omik” kelimesi Latince her sey,
bitunlik ve tim anlamina gelen “omne” kelimesinden tiiretilmis olup, disiplinler arasi
etkilesimlere atifta bulunarak ek olarak kullanilmaktadir [8]. Gida biliminde omik
terimini daha iyi anlayabilmek i¢in, onu olusturan tiim omik disiplinlerin detayli bir

sekilde incelenmesi gerekmektedir.

Genomik, temel olarak DNA’y1 yansitmakta ve genlerin ve genomlarin yapisinin,
fonksiyonunun, evriminin, haritalanmasinin, epigenomik ve mutagenomisinin
incelenmesini ele almaktadir. Genomik, genetik ¢esitliligin aydinlatilmasinda
vazgecilmez bir rol oynamakla birlikte, iiriin yetistirme verimliliginin arttirilmasina ve
tirtin tiirlerinin genetik olarak iyilestirilmesine yardimer olmaktadir [9]. Transkriptomik,
belirli bir hiicre, doku, organ veya biitiin organizmanin belirli bir zamana, gelisimsel
asamaya veya belirli fizyolojik kosullara karsilik gelen biitiin transkript setlerinin detayl
bir analizini tanimlamaktadir. Transkriptomik yaklasim, genlerin transkripsiyonel
yapisina iligkin bir anlay1s olusturmayi, her tiirlii transkriptin kataloglanmasini (mRNA,
tRNA, rRNA gibi) ve diferansiyel olarak eksprese (ifade) edilen genlerin aydinlatilmasini
saglamaktadir [10]. Metabolomik, belirli bir zaman diliminde hiicreler, biyosivilar,
dokular veya organizmalar igindeki, genellikle metabolitler olarak bilinen, 50 - 1500
dalton (Da) kiitle araligina sahip kicuk molekullerin buyik 6Olcekli ¢alismasi olarak
bilinmektedir. Metabolomik diger omik yoOntemlerin aksine, temel biyokimyasal
aktiviteyi ve hiicre / dokularin durumunu dogrudan yansitmaktadir [11]. Lipidomik ise,
herhangi bir biyolojik sistemdeki lipid bilesenlerini blytk 6lgekte inceleyen bir disiplin
olarak yer almaktadir. Lipidomik, genellikle doku, viicut sivilari, bitkiler veya islenmis
gidalar gibi ¢esitli biyolojik orneklerden elde edilen organik ekstraktlardaki yaglarin

kapsamli analizini ifade etmektedir [12].

2.1.1. Genomik Uygulamalarin Temeli: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

“Genomik” terimi, bir organizmanin DNA’sinda depolanan kalitsal bilgilerin eksiksiz

koleksiyonunu ifade etmektedir. Modern genomik teknolojileri, bu bilgileri incelemek ve
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bireyler, popiilasyonlar ve tiirler arasindaki genom icerigindeki farkliliklar1 ortaya
cikarabilmek i¢in ¢esitli araclar sunmaktadir [13]. Bu araglarin ¢ogu, baslangigta yiiksek
kaliteli bir DNA sablonunun elde edilmesini gerektirmektedir. Genomik ¢alismalarda
kullanilan teknolojilere 6rnek olarak; elektroforez ve saflastirma sistemleri kullanilarak
DNA sablonlarin1 hazirlama, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve dizileme araglari
kullanilarak DNA baz kodunun dizisini ve haritasin1 belirleme, mikroarrayler ve
genotipleme yontemleri kullanilarak diziler arasindaki benzerlikleri ve farkliliklar tespit
etme, oligoniikleotidlerin analizi i¢in kiitle spektrometresini kullanma ve tiim genomlari
analiz etmek icin yeni nesil sekanslama (next-generation sequencing, NGS) cihazlari
verilebilir [14]. 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilen PCR, biyolojideki birgok
alt disiplini etkileyerek molekiiler bilimin gidisatin1 degistiren 6nemli bir yenilik olarak
kabul edilmektedir. PCR, bir DNA sablonundan hedef dizilerin g¢ogaltilmasi igin
kullanilan giiclii bir amplifikasyon teknigidir. Amplifikasyonun dogasindan dolayzi,
basarili bir amplifikasyon i¢cin DNA 06rneginin ¢ok az kopyasina ihtiyag vardir ve bu
teknik adli kanitlarin analizi, antik DNA’nin amplifikasyonu ve yalnizca birkag hiicreden

olusan 6rneklerin incelenmesi dahil birgok uygulamada ¢ok degerlidir [15].

PCR analizinin gergeklestirilebilmesi i¢in gerekli olan baslica bilesenler, sablon DNA,
primerler, niikleotidler (ANTP’ler) ve DNA polimerazdir. DNA polimeraz, nukleotidleri
birlestirerek PCR iirtiniinii olusturan temel enzimdir. Niikleotidler, DNA’da mevcut olan
adenin (A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) bazlarini i¢cermektedir. Primerler ise,
hedeflenen ve amplifiye edilecek DNA ile tamamen uyumlu bir diziye sahip kisa DNA
parcaciklari olup, amplifiye edilecek tam DNA Urtnina belirlemektedir. Primerler ayrica,
DNA polimerazin iizerine insa etmesi i¢in bir uzanti noktasi olarak goérev yapmaktadir
[16]. PCR, herhangi bir DNA sentezi reaksiyonu icin gereken ii¢ basit adima
dayanmaktadir: (1) sablonun tek iplikli hale getirilmesi (denatlrasyon); (2) yeni iplik
sentezi igin her orijinal iplige primerlerin baglanmasi (baglanma) ve (3) yeni DNA
ipliklerinin primerlerden uzatilmasi1 (uzama) [17]. PCR reaksiyonunun baslangicin
olusturan denatiirasyon basamaginda, reaksiyon karigimi yiiksek sicakliga isitilir
(genellikle 90-95 °C) ve bu sicaklik, ¢ift iplikli DNA molekiiliinii ayristirarak tek iplikli
hale getirir. Bu asama, hidrojen baglarin1 kirarak DNA’nin iki ipligini ayirmak i¢in

kullanilir. kinci basamakta, reaksiyon karisimi sicakligi belirli bir derecede diisiiriiliir



(genellikle 50-65°C). Bu sicaklik, primer adi verilen kisa tek iplikli DNA pargalarinin
hedef bolgeye baglanmasini saglar. Primerler, yeni DNA sentezi icin baslangic
noktalarin1 belirler ve ¢ift iplikli DNA’nin lizerine baglanarak genetik materyalin
kopyalanmasini baslatir. Uciincii ve son basamak ise, reaksiyon karisimimin sicakliginin
DNA polimerazin optimum ¢alisma sicakligina yiikseltilmesini igerir (genellikle 68-
72°C). Bu sicaklikta, DNA polimeraz enzimi, primerlere bagli olan baslangi¢
noktalarindan baslayarak c¢ift iplikli DNA {izerinde yeni niikleotidleri ekleyerek yeni
DNA ipliklerini sentezler. Bu siireg, hedef DNA bolgesinin ¢ogaltilmasini saglar. En
yaygin kullanilan polimeraz, Thermus Aquaticus’tan izole edilen enzim olan Tag DNA
polimerazdir. Birbirini takip eden her dongii, DNA iiriiniiniin miktarini etkili bir sekilde
iki katina ¢ikarir. Tipik bir PCR prosediiriinde {i¢ asamali denatiirasyon, baglanma ve
primer uzatma dongusl 25-40 kez tekrarlanir. Genellikle, PCR Urunleri 100 ile 3000 baz
¢ifti uzunlugundadir, ancak belirli kosullar altinda ¢ok daha uzun (yaklasik 50000 baz
ciftine kadar) amplifikasyonlar mumkunddr. PCR (rlnleri, elektroforezi takiben
floresans boyalarla boyanarak veya etiketli oligoniikleotid problarina hibridizasyon

yapilarak gorsellestirilir ve karakterize edilir [18].

Gergek zamanli PCR (Real-time PCR) ise literatirde ayni zamanda kantitatif PCR
(QPCR) olarak da isimlendirilmekte ve geleneksel PCR’da kullanilan DNA
amplifikasyon kosullarini benimsemektedir. Ger¢ek zamanli PCR teknolojisi, PCR’1n
kinetik kazanimina dayanarak ortaya ¢ikmistir. Agaroz jel elektroforezi gerekmeden PCR
triiniinii gergek zamanli olarak tespit etme yetenegine sahiptir ve hedef DNA’nin
miktarini nicel olarak 6lgebilir. qPCR, geleneksel PCR’mn sinirlarini genisletirken, ayni
zamanda bir dizi laboratuvar zorluguna ¢6ziim getirmistir. JPCR teknolojisi, DNA
orneklerini kalitatif ve kantitatif olarak analiz etmek amaciyla kullanilabilmekte; bu

Ozellik, onu genis bir uygulama yelpazesi i¢in daha esnek ve dinamik kilmaktadir [19].

Gergek zamanli PCR cihazi, bir dizi 6nemli bileseni igermektedir; bunlar arasinda 1s1
dongii cihazi1 basta olmak iizere, eksitasyon 151k kaynagi, floresans algilama sistemi ve
yazilim bulunmaktadir. qPCR teknolojisinde, hedef DNA’nin amplifikasyonu dort ayri
fazda (dogrusal zemin, erken tssel, lissel ve diiz fazlar) gerceklesmekte ve bu fazlar es

zamanl olarak takip edilebilmektedir. Dogrusal zemin fazinda PCR baslamis olmasina



ragmen, floresans yayilmasinda belirgin bir artis gézlenmemektedir. Erken iissel fazda,
floresans miktar1 belirli bir esik degerine ulasmakta ve bu esik degerine ulasan dongii
say1s1 esik degeri dongiisii (Cq, Ct) olarak tanimlanmaktadir. Ussel fazda, her dongiide
PCR iiriinii ikiye katlanarak optimal amplifikasyon seviyesine ulasmaktadir. Diiz fazda
ise, reaksiyon bilesenleri sinirli hale gelmekte ve floresans yogunlugu, analiz i¢in yeterli
olmayacak sekilde azalmaktadir [20]. qPCR’da, DNA amplifikasyonunun ilerlemesini
gercek zamanli olarak izleme belirli kimyasallar aracilifiyla gerceklesmektedir.
Genellikle, Etidyum bromiir (EtBr) veya SYBR green I gibi DNA baglayic1 boyar
maddeler, hidroliz problart (5'-niikleaz problari, Tagman problari) ve hibridizasyon

problar1 gibi gesitli floresans sinyali olusturan prob tirleri kullanilmaktadir [21].

DNA, proteinler gibi diger molekiillere gore fiziksel ve kimyasal gida isleme
teknolojilerine karsi daha stabil oldugundan, DNA bazli tekniklerin gida maddeleri
tiretiminde kullanilan tiirlerin  kimligini dogrulamak i¢in ¢ok yararli oldugu
kamtlanmistir. Ozellikle qPCR, tiim siire¢ boyunca floresans tespiti yoluyla iiriin artigini
izleyerek niikleik asitlerin miktarinin belirlenmesine yonelik giiclii, spesifik, dogru ve
hassas bir arag oldugu igin ¢esitli bitki turlerinin (piring, misir, soya, kanola, pamuk,
domates ve patates) analizinde, gida ve yemlerdeki genetik modifiye organizmalarin
(GMO) tespitinde ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmistir [22-24].

Genetik modifiye (GM) materyalinin varligini belirlemek igin qPCR tabanli testlerin
hedef dizileri dort kategoriye ayrilmaktadir: (i) genellikle tanitilan transgen yapisinin
yaninda yer alan diizenleyici diziler, (ii) spesifik bir transgen icindeki diziler, (iii) yapiya
o0zgu diziler ve (iv) geside 6zgu diziler. 11k kategoriye iliskin olarak, GMO yapilarinin
veya cesitlerinin duizenleyici genetik elementlerinin hedef alinmasi, GM materyallerinin
tespiti i¢in yaygin bir prosediirdiir. Kullanilan bir¢ok diizenleyici element arasinda;
Karnabahar mozaik virlst (CaMV)’ne ait 35S gen promotori (P-35S), CaMV 35S gen
terminatéru  (T-35S), pB-laktamaz (bla), neomisin fosfotransferaz 11 (nptll) ve
Agrobacterium tumefaciens Ti plazmid nopalin sentaz geninin terminatori (T-NOS)
bulunmaktadir [25, 26]. CaMV’de bulunan 35S promotori, her zaman aktif olan,
giivenilir ve kapsamli bir sekilde ¢alisilmis bir promotdrdir ve bircok genetik

mithendisligi projesinde kullanilmistir. Bu promotor, gesitli genetik yapilara dahil



edilmis ve musir, kanola, soya ve papaya gibi ticari olarak temin edilebilen, genetik
modifiye bir¢ok iriiniin iretimine yardimct olmustur [27]. Agrobacterium
tumefaciens’ten turetilen ve nopalin sentezini kodlayan T-NOS geni, bir analizde
transgenik elementlerin saptanmasi igin siklikla bir markor olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, kiiresel olarak tiim izin verilen GMO’larin %70’inden fazlasinin hem P-35S hem
de T-NOS bolgelerini igerdigi dogrulanmistir [28]. P-35S ve T-NOS dizileri, GMO
tarama ve tanimlama analizlerinde siklikla hedef olarak kullanilmaktadir. Gida ve yem
materyallerinde GMO elementlerinin qPCR ile taranmasi g¢esitli ¢alismalarda ele
alinmigtir [29-32]. Ayrica, Avrupa Birligi’nde onaylanmis veya yetkilendirme igin
degerlendirme asamasinda olan, misir ve soya da dahil olmak iizere ¢esitli GM bitkiler
Figwort mozaik virist (FMV) promotérinid (P-FMV) de kullanmaktadir. Bu nedenle,
GM varhigimi test eden arastirmacilar, P-35S ve T-NOS’a ek olarak P-FMV’yi de tespit
edebilen ¢esitli gPCR bazli tarama yontemleri yayinlamistir [33].

2.1.2. Transkriptomik Calismalarda qPCR’nin Rolii ve Gen Ekspresyon Analizi

Transkriptomik araglar, gunimizde hiicre ve dokularin molekiiler bilesenlerinin
incelenmesine ve mRNA (haberci RNA), miRNA (mikroRNA), IncRNA (long non-
coding RNA) ve sRNA (kigik RNA) olmak tzere RNA molekillerinin kapsamli
transkripsiyonel karakterizasyonunun saglam ve basarili bir sekilde gerceklestirilmesine
olanak tammaktadir [34]. Transkriptomik c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan
teknikler, eksprese (ifade) edilmis dizi etiketi (EST) tabanli yontemler, gen
ekspresyonunun seri analizi (SAGE), hibridizasyon tabanli mikroarray, gergek zamanli
PCR (gPCR), yeni nesil sekanslama (NGS) tabanli RNA sekanslama (RNA-seq)

yontemleri ve transkriptom analizi i¢in biyoinformatik araglardir [10].

Gen ekspresyonu analizleri, belirli kosullar altinda belirli dokularin transkripsiyon
aktivitesine bir bakis sundugundan cok Onemlidir. Gen ekspresyonunun incelenmesi
genellikle RNA ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi, RNA miktar1 ve kalite kontrolii, ters
transkripsiyon/komplementer DNA (complementary DNA, cDNA) sentezi ve revers
transkriptaz-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) performansi (6zgullik,
tekrar dretilebilirlik, duyarlilik agisindan) ve qPCR analiz sonrasi veri igleme (veri

toplama, degerlendirme, hesaplama ve istatistik) dahil olmak {izere ¢esitli prosediir
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adimlarin1 gerektirmektedir [35, 36]. RT-qPCR, ozellikle diisik RNA konsantrasyonlu
dokularda diisiik bolluktaki transkriptler i¢in en duyarli ve glivenilir yontemdir. Kismen
degrade olmus RNA ve sinirli doku 6rneklerinden elde edilen RNA’lar i¢in 6zellikle
uygundur. Hassasiyeti ve dinamik araligi nedeniyle RT-qPCR, hedef genin fonksiyonel
arastirtlmasinda giiglii ve yaygin olarak kullanilabilen bir yontemdir [36, 37].

RT-gPCR, transkriptom analizinde analitik ve nicel uygulamalar icin buyuk bir
potansiyele sahiptir; analiz sonrasinda elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in 6l¢im
prensiplerinin kapsamli bir anlayis1 6nem arz etmektedir. RT-qPCR verilerinin analizi
icin, mutlak ve goreceli (bagil) 6lgiim yontemleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Mutlak 6l¢iim, hedef genin gergek kopya sayilarimi belirlemek igin bilinen standart
konsantrasyonlardan olusturulan standart bir egriye dayanmaktadir. Bu yéntem, hedef
genin belirli bir referans noktasina gore nicel olarak dl¢iilmesine olanak taniyarak elde
edilen verilerin daha dogru ve giivenilir bir sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir
[38]. Mutlak Ol¢lim yontemi avantajlarindan biri, Ornekler arasinda gereken tek
normalizasyonun toplam RNA’nin baslangi¢ miktari i¢in olmasidir, bu da potansiyel hata
kaynaklarimi azaltmaktadir [39]. Bu yontem, viral yiki 6lgme ve gen ekspresyonunu
inceleme gibi ¢esitli uygulamalarda gii¢lii bir ara¢ olmustur. Ancak, mutlak Ol¢iim
yonteminin dogrulugu kullanilan standartlarin uygunluguna baglidir. Farkli materyaller
standart olarak kullanilabilir; bunlar arasinda PCR-amplifiye edilmis hedef diziler, hedef
diziyi igeren plazmidler veya ticari olarak hazirlanmig DNA/cDNA bulunmaktadir [38].
Goreceli 6lcim yontemi ise, bir hedef genin qPCR analizi sonuglariyla elde edilen
verilerinin referans genlerle karsilastirilmasi temeline dayanmaktadir. Bu yaklagim, hedef
genin ekspresyonunu belirlemek icin bir i¢ kontrol geni veya referans gen kullanarak
genler aras1 varyasyonu diizeltmeyi amaglamaktadir. Egilimler goreceli 6l¢limle daha iyi
aciklanabilse de, sonuclar buyuk olclide referans gene ve kullanilan normalizasyon
prosediiriine baghdir [40]. Genel olarak, mutlak ve goreceli (bagil) 6l¢iim yontemleri,
RT-qPCR verilerinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve deneysel sonuglarin gilivenilir
bir bi¢imde yorumlanmasi i¢in aragtirmacilara esneklik saglamaktadir. Bu yontemlerin
One ¢ikan avantajlar arasinda yliksek duyarlilik ve 6zgiilliik, genis dinamik 6l¢iim araligi,
yaygin ekipman bulunabilirligi, diisiik maliyetli malzemeler, sinirli genom bilgisi

gerektirmesi ve diisiik teknik zorluk sunmasi bulunmaktadir. Her bir ydontemin avantajlar
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ve sinirlamalar1 goz oniine alindiginda, uygun olan yontemin se¢ilmesi, ¢oziilmek istenen

bilimsel soruna ve deneysel tasarima bagli olarak degisebilmektedir [41].

Bitki gelisim siiregleri i¢in gerekli olan Argonot (AGO) ve Reseptdr benzeri protein kinaz
(RLK) gibi misir gen ailelerinin incelenmesi, bunlarin molekiiler mekanizmalari
hakkinda degerli bilgiler saglayabilir. Bu tez ¢alismasinda, transkriptomik c¢aligmalar
kapsaminda RT-qPCR’da analiz edilmek tizere secilen hedef genlerden biri olan Argonot
proteini, kiiclik RNA’lar (sSRNA’lar) tarafindan yonlendirilen gen susturma yolaklarinda
onemli bir rol oynayan bir tiir RNA baglayici proteindir. Bir¢ok calisma, SRNA’larin tim
bitkilerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde onemli islevlere sahip oldugunu
gostermektedir [42]. AGO proteinleri, 6karyotik gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
kritik roller oynayarak, genellikle gelisimsel zamanlama, hiicre farklilagmasi, hiicre
6liimii, metabolik kontrol, bagisiklik ve DNA onarimi gibi bir¢ok biyolojik siirecte genis
bir katilima sahiptir. Argonot proteinleri, yaklasik olarak 90—100 kDa biiyiikliigiinde olan
blyuk proteinlerdir [43]. Fonksiyonel alanlarina dayanarak, 6karyotik AGO proteinleri
genellikle AGO ve PIWI alt aileleri olmak Uzere iki ana gruba ayrilmaktadir. Bitki
genomlari, tiimii AGO alt ailesinde bulunan birden ¢ok AGO proteinini kodlamaktadir.
Ik kez Arabidopsis thaliana’da tanimlanan AGO proteinleri, fenotipik olarak kigik
miirekkep baligi Argonauta’ya benzeyen bir mutantinin adini almiglardir. Arabidopsis
genomu toplamda 10 AGO proteinini kodlamakta ve bu say1 diger ¢igekli bitkilerde artig
gostermektedir. Soyada (Glycine max) 22 AGO proteini, piringte (Oryza sativa) 19 AGO
proteini ve musirda (Zea mays) ise toplam 17 AGO proteini bulunmaktadir. AGO
proteinlerinden biri olan AGO1 grubu, 6ncelikle 5” tiridin igeren SRNAlar ile birleserek
bitkilerde miRNA (mikroRNA) araciligiyla gelisim ve stres yanitlarinin
duzenlenmesinde gorev almaktadir [44]. AGOL’in oto regilasyonu, hiicre igindeki
diizeyinin dinamik olabilecegini gostermekte ve bu dinamikler, bir bitkinin biyolojik
aktivitelerini 6nemli olgude etkileyebilmektedir. Misirda AGO1 gen ailesinin bir {iyesi
olarak, ZmAGO1a, hem gelisimde hem de gevresel degisikliklere yanitlarda 6nemli bir
rol oynamaktadir [43].

RT-gqPCR’da analiz edilmek tizere, tez ¢alismasi igin segilen bir diger hedef gen ailesi

olan reseptor benzeri protein kinazlar (RLK’lar) ise, bitkilerde biiylime, gelisim siirecleri
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ile gevresel kosullara olan tepkilerin diizenlenmesinde gorev almaktadir [45]. 1990
yilinda, Walker ve Zhang, misirdan elde ettikleri bir bitki genini baglangigta serin/treonin
spesifik bir protein kinazini kodlamak amaciyla klonlamay1 basarmislardir. Bu gen, bir
reseptor benzeri protein kinazi (RLK) olarak adlandirilmistir [46]. RLK, bitkilerde
transmembran sinyal algilama ve iletimi fonksiyonlar1 i¢in farkli bir kinaz sinifinin
devralindigin1 gostermektedir. RLK gen ailesi, bitkilerde en blylk gen ailelerinden
biridir ve Arabidopsis’te 600’den fazla tyeye sahiptir [47]. Son yillarda, Arabidopsis ve
piringten, kuraklik, yliksek tuz ve diisiik sicaklik tarafindan uyarilan birgcok protein kinaz
(PK) geni izole edilmistir. Bu PK’lar arasinda reseptor benzeri protein kinaz (RLK),
mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal bilesenleri, ribozomal protein kinaz ve
transkripsiyon diizenleme protein kinaz bulunmaktadir. Bitki protein kinazlarinin biiyiik
Oonemi ve son birkac yilda ortaya cikan biiylik yapisal bilgi miktarinin bulunabilirligi
nedeniyle, protein kinazlar bir enzim ailesini detayli bir sekilde aragtirmak ve analiz
etmek icin biiyiik bir firsat sunmaktadir. Daha 6nceki arastirmalarda, misir genomunda
toplam 1241 protein kinaz tespit edilmistir [48]. Tamamen siralanmis misir genomlarinin
mevcudiyeti, misir gelisiminde protein kinazlarin ekspresyon modelleri ve islevleri

Uzerine genomik ve transkriptomik ¢alismalarin baslatilmasina zemin hazirlamistir [47].

Literattirde, Argonaute (AGO) ve Reseptdr benzeri protein kinaz (RLK) genlerinin gen
ekspresyonu analizleri i¢cin qPCR’nin kullanimini bildiren farkli galigmalar rapor
edilmistir. Zhai ve arkadaslari [42], misirda 17 ZmAGQO’nun farkli kosullar altindaki (is1,
soguk, tuzluluk, kuraklik ve ABA) gen ekspresyonlari1 gPCR kullanarak incelemis ve
ZmAGO18’in potansiyel kuraklik diren¢ fonksiyonunu aragtirmistir. Bagka bir ¢alismada,
18 tane ZMAGO geni belirlenmis ve bu genlerin transkriptleri misir yapraklarinda iki ayri
faktor (kuraklik ve NaClI) kullanilarak yari-kantitatif RT-PCR ile analiz edilmistir [49].
Misir inbred hatti B73’te bulunan ZmMRLK7 geni i¢in baska bir doku-spesifik gen
ekspresyon analizi, RT-qPCR kullanilarak sera kosullarinda c¢esitli sicaklik, nem
seviyeleri ve slirelerde gerceklestirilmistir [50]. Yang ve arkadaslari [51], misirda ZmRLK
dahil ii¢ genin, diisiik sicaklik kosulu sirasinda dort ayri zaman diliminde gen ekspresyon
desenlerini hem yari-kantitatif RT-PCR hem de RT-qPCR ile degerlendirmistir. Baska
bir ¢aligmada ise, MON810 musir ¢esidi ve yari-izojenik ¢esidi tizerinde ZmRLK9 dahil
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farkli genlerin ekspresyonunu incelemek amaciyla mMRNA sekanslama (MRNA-seq) ve

RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir [52].

2.1.3. Metabolomik ve Metabolik Profilleme Yontemleri

Metabolomik, disiik molekiil agirligina sahip kiiciik molekiiller olan metabolitlerin
(aminoasitler, sekerler, organik asitler, alkaloidler gibi) kapsamli bir goriiniimiini
sunmakta ve hicrelerin mutlak fizyolojik durumunu temsil etmektedir [53]. Bu
kapsamda, metabolomik, biyomolekiiler etkilesimleri agiga ¢ikarmayi1 hedefleyerek,
genotip ile fenotip arasindaki iliskiyi daha derinlemesine anlamamiza katki
saglamaktadir. Ayni1 zamanda, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin daha etkili bir

sekilde incelenmesine izin vermektedir [54].

Metabolomik, tek bir ekstrakttan ¢ok cesitli metabolitleri tespit etme yetenegine sahiptir,
bu da metabolitlerin hizl1 ve hassas analizine olanak tamimaktadir. Metabolitler, bitki
metabolizmasindaki etkileri nedeniyle bitki biyokiitlesi ve mimarisi i¢in vazgegilmez bir
bilesendir [55]. Metabolitler, bir organizmanin metabolik reaksiyonlarmin bir pargasi
olan ve hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan kii¢iik molekiiller olup,
onlar1 iireten metabolizmaya bagli olarak birincil ve ikincil metabolitler olmak Uzere iki
gruba ayrilmaktadir [56]. Birincil metabolitler canlilik i¢in esastir, organizmalarin temel
faaliyetlerinde (biiylime, gelisme ve iireme) dogrudan rol oynayan ve her tiir organizmada
bulunan molekiillerdir. Ornek olarak amino asitler, niikleotidler, vitaminler, organik
asitler ve sekerler bu grupta yer almaktadir. Ikincil metabolitler ise, organizmanin
koruyucu islevlerine katilan, birincil metabolizma yollarinin ana iriinlerinden 6zel
metabolik yolaklarla uretilen molekiillerdir. Ornek olarak alkaloidler, terpenoidler,

fitosteroller, fenolik bilesikler, glikozitler gibi bilesikler gosterilebilir [57-60].

Metabolomik yaklasimlar, temel olarak hedefe yonelik (targeted) ve hedefe yonelik
olmayan (non-targeted ya da untargeted) olarak siniflandirilmaktadir. Hedefe yonelik
metabolomik c¢aligmalar, spesifik metabolik yolaklar1 aragtirmak veya hedefe yonelik
olmayan metabolik profilleme kullanilarak tanimlanan biyomolekulleri dogrulamak
amaciyla secilmis bir grup metabolitin (6rn. amino asitler, lipitler, sekerler ve/veya yag

asitleri) kantitatif 6l¢imun( ifade etmektedir [61]. Hedefe yonelik yaklagimlar, ilgilenilen
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metabolitler ve bilinen bilesikler hakkinda 6nceden bilgi gerektirmekte, metabolite 6zgl
sinyallere dayanmakta ve genel bir kapsam saglamamaktadir [62]. Buna karsilik, hedefe
yonelik olmayan metabolomik yaklasimlar, metabolomun genel profillemesini
icermektedir. Bu yaklasim tipik olarak, hipotez olusturma amagli ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Dolayisiyla, hedefe yonelik olmayan metabolomik yaklasimlar,
genellikle hedefe yonelik metabolomikten daha fazla bilgi saglamaktadir, ancak hedefe
yonelik metabolomik c¢alismalar genellikle daha nicel 6lcimler sunmaktadir [63, 64].
Gliniimiizde ayrica, hedefe yonelik ve hedefe yonelik olmayan metabolomik yaklasimlar
disinda yeni bir entegre yontem olan “genis ¢apli hedefe yonelik metabolomik™ anlayisi
ortaya ¢ikmistir. Bu yeni teknoloji sayesinde hedefe yonelik profillemenin sagladigi
hassas tespit avantajlari ile hedefe yonelik olmayan analizle elde edilen genis kapsama
avantajlar1 birlestirilebilmektedir [65]. Bu teknoloji, literatiirde ¢esitli fonksiyonel
gidalardaki aktif bilesenlerin farkli prosesler sirasinda olast degisikliklerinin
incelenmesinde yaygin bir sekilde kullamilmugtir. Ornek olarak, Cin su kestanesi
islenirken flavonoid ve fenilpropanoid bilesiklerinin karakterizasyonu, pirincin sararmasi
stirecindeki sararma mekanizmasmin arastirilmasi ve Oolong c¢ay1 iiretim siirecinde
karakteristik ugucu olmayan kimyasal bilesenlerin olusma mekanizmasinin incelenmesi

gibi konularda yapilan arastirmalarda bu yeni metabolomik yaklasimi uygulanmistir [66].

Metabolomik, farkli organizmalarda dogru metabolit profili olusturmanin yolunu agarak
bilim diinyasindaki en 6nemli atilimlardan biri olarak taninmustir [67]. Metabolik
profilleme teknikleri, belli bir zamanda (canli) organizmalarin biyokimyasal bilesimini
daha kapsamli bir bigimde anlamamiza yardimci olmak igin kullanilmaktadir. Temelde
hedefe yonelik olmayan bir gsekilde uygulanan bu teknikler, genellikle gaz kromatografisi
(GC) veya siv1 kromatografisi (LC) ile baglantili kiitle spektrometresi (MS) kullanarak,
ekstrakte edilen metabolitlerin karmagsik karisimlarini kromatografik olarak ayirarak
analiz etmeye dayanmaktadir [68]. Metabolik profilleme, glinimizde bir organizmanin
degisen gevresel kosullara olan sistemik tepkilerini anlamak ve iglevsel gen anotasyonunu
kolaylagtirmak i¢in dnemli bir arag haline gelmistir [69]. “Metabolik profil” terimi, ilk
kez 1971 yilinda Horning ve ekibi tarafindan, GC-MS’in insan idrarinda ve doku
ekstraktlarinda bulunan bilesikleri analiz etmek amaciyla kullanilabilecegini gosterdikten

sonra ortaya ¢ikmistir. Horning grubu ve L. Pauling ile A. Robinson’in gruplari,
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1970’lerde idrarda bulunan metabolitleri izlemek i¢cin GC-MS yontemlerini daha da
gelistirmislerdir. Bu, metabolik profillemenin ilk agik 6rnegi olarak rapor edilmistir [70].
O zamandan beri, metabolomik arastirmalar 6n plana ¢ikmaya baslamistir. 1998’de,
genomik ve transkriptomikle benzerlik kurarak, Steven Oliver ve arkadaslari ilk kez
“metabolomik” kavramini ortaya atarak, bunu metabolitlerin ve genlerin fonksiyonlarina
baglamstir. flerleyen yillarda ise bu yeni alani kullanildig, bitki metabolik gesitliliginin
karakterizasyonuna dayanan ilk arastirma makaleleri yayimlanmistir; Fiehn ve
arkadaslar1 Arabidopsis mutantlarinin metabolizmasini incelemis, Roessner ve ekibi ise

transgenik patates yumrularini karakterize etmeye odaklanmistir [65].

Metabolomik, gida biliminde guclu, verimli ve hassas bir arag olarak genis bir sekilde
taninmakta, gida isleme ve gidanin insan saghgi tizerindeki etkileri gibi farkli arastirma
konularinda uygulanmaktadir [71, 72]. Gida matrisinde bulunan bir¢ok bilesen, hasat,
isleme ve depolama sirasinda digsal (sicaklik, nem, basing degisimleri, oksijen ve 151k
gibi) ve i¢sel (pH, su aktivitesi, kompozisyon gibi) faktorler nedeniyle fiziksel, kimyasal
ve mikrobiyolojik degisikliklere ugramaktadir. Bu degisiklikler, irtinlerin besin Kkalitesi,
guvenilirlik ve duyusal kabul edilebilirlik gibi son 6zelliklerini belirlemektedir. Bu
nedenle metabolomik yaklasim, kimyasal degisiklikleri tanimlamak ve istenen son Uriin
kalite Ozellikleriyle iliskilendirmek i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir [73]. Metabolitlerin
kapsamli bir analizi, genellikle uygulanan teknolojilerin gidanin besin degerleri ve
duyusal 6zellikleri tizerindeki etkilerini anlamak agisindan esastir. Metabolomik ve omik
teknolojileri, ¢esitli gida isleme teknikleri sirasinda potansiyel degisiklikleri izleme ve
kontrol etme konusunda giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu teknolojiler, gida
kalitesi ve isleme arasindaki iliskiyi daha ayrintili bir sekilde anlamamiza olanak
tanimaktadir. Bu nedenle, gida biliminde metabolik profilleme tekniklerinin kullanima,
gida iiretiminin kalitesini arttirmak ve tiiketicilere daha saglikli {iriinler sunmak icin

onemli bir arag haline gelmektedir [74].

Metabolomik, biyolojik bilimler, analitik kimya, kemometri ve biyoinformatik gibi ¢esitli
disiplinlerle yakindan iliskili olan ve sistem biyolojisi ¢alismalarinda 6nemli bir koprii
gorevi listlenen disiplinler arasi bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir. Hizla gelisen bu alanda,

biyolojik sistemlerde metabolitleri tanimlama ve 6lgme amaciyla analitik biyokimya
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yaklasimi benimsenirken; ayni zamanda, yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak ileri
diizey bilgi islem ve biyoinformatik araclarinin entegrasyonuyla biyolojik siire¢lerin
kapsamli bir sekilde anlasilmasi kolaylastirilmaktadir [75]. Metabolomik ¢alismalarda en
yaygin kullanilan analitik platformlar, spektroskopik olan nlkleer manyetik rezonans
(NMR) ve spektrometrik olan kitle spektrometresi (MS) ile birlestirilmis ayirma
teknikleri (stvi kromatografi (LC), gaz kromatografi (GC), siiperkritik akiskan
kromatografisi (SFC)) sistemleridir [76]. Analitik tekniklerin, 6zellikle de MS ve NMR
temelli metabolik profillemenin gelismesiyle birlikte, metabolomik arastirma alani hizla
genislemektedir. NMR oldukca segicidir ve genellikle metabolit yapisinin
aydimnlatilmasinda altin standart olarak kabul edilmektedir, ancak nispeten daha diisiik
hassasiyete sahiptir [77]. Buna karsiik MS, duyarlilik ve segiciligin iyi bir
kombinasyonunu sunmaktadir. Modern MS, dogru kiitle, element formiillerinin
belirlenmesi i¢in izotop dagilim desenleri ve 6zgiin bilesik verileriyle spektral eslestirme
yoluyla yapisal agiklama veya tanimlama igin karakteristik par¢a iyonlar1 gibi kimyasal
yapiyla dogrudan ilgili son derece spesifik kimyasal bilgiler saglamaktadir. Ayrica MS’in
yuksek hassasiyeti, bir¢cok birincil ve ikincil metabolitin pikomol ile femtomol
diizeylerinin saptanmasina ve dl¢iilmesine olanak tanimaktadir. Bu benzersiz avantajlar

MS’i metabolomikte dnemli bir ara¢ haline getirmektedir [78, 79].

S1v1 kromatografisi (LC) veya gaz kromatografisi (GC) ile kiitle spektrometresi (MS)
kombinasyonu, 6zellikle biyolojik 6rneklerde bulunan metabolitlerin hizli ve hassas bir
sekilde tanimlanmasint miimkiin kilan etkileyici bir yaklasimdir. Bu entegre yontem, veri
tabanlarindan elde edilen bilgilerle desteklenerek, karmagsik metabolit profillerinin
cozlimlenmesini saglamaktadir. MS yontemleri, giiglii ayirma yetenekleri gibi avantajlar
sunsa da, metabolitlerin daha spesifik bir sekilde tanimlanmasi i¢in tlirevlendirme
(derivatizasyon) islemine basvurmak gerekebilir [80]. Metabolitlerin analitik
duyarliligini arttirmak i¢in kullanilan turevlendirme yontemi, metabolitlerin belirgin bir
sekilde ayrilmasini saglayarak daha kesin sonuglarin elde edilmesine ve metabolitlerin
giivenilir bir sekilde karakterize edilmesine olanak tanimaktadir [81]. Ugucu, diisiik
molekiiler agirlikli metabolitlerin tiiretilmeden orneklenip analiz edilebilecegini
belirtmek onemlidir. Ancak bir¢ok metabolitin yiiksek sicakliklarda ugucu olmamasi ve

kararsizligi nedeniyle GC analizinden Once tiirevlendirme yapilmasi gerekmektedir.
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Farkli reaktiflerle metabolitlerin ¢esitli tiirevlendirme yoOntemleri rapor edilmistir.
Karboksilik asitler (-COOH), alkoller (OH), aminler (-NH2) ve tiyoller (-SH) igeren
molekdllerin aktif hidrojenleri, asilasyon, alkilasyon veya sililasyon yoluyla
tiretilebilmektedir [82]. Metabolomiklerde tirevlendirme icin en populer ydntem,
metoksiamin hidrokloriir (MeOX) ile oksimasyonu ve ardindan sililasyonu igeren iki
asamal1 bir prosediirdiir. En sik kullanilan sililasyon ajanlari ise N-metil-N-(trimetilsilil)
trifloroasetamid (MSTFA) ve N,O-bis-(trimetilsilil) trifloroasetamiddir (BSTFA) [82,
83]. MSTFA’dan tiirevlerin olusumu, bir N-metiltrifloroasetamid ayrilan grubun analit

tarafindan yer degistirmesini icermektedir [84].

MS disinda alev iyonizasyon dedektorii (FID) gibi evrensel bir dedektdre sahip gaz
kromatografisi sistemi, karbon igeren bilesiklerin yiiksek verimli analizini kapsayabilen
uygun maliyetli bir analitik sistem olarak kendisini kanitlamistir [85]. Cesitli bitkilerin ve
yesil ¢ay gibi gida {irlinlerinin kalite kontrolii i¢in metabolomik calismalarda gaz
kromatografisi-alev iyonizasyon dedektériniin (GC-FID) birkag uygulamasi rapor
edilmistir [86, 87]. GC-MS, nispeten genis bir analitik bilesik kapsami ve kolay pik
tanimlamasi ile bitki metabolik profilleme ¢alismalari igin uzun siiredir kullanilsa da, tam
tarama izleme modundaki GC-MS ile karsilastirildiginda, GC-FID’nin daha yiiksek
hassasiyete, daha glivenilir tekrarlanabilirlige ve daha genis dinamik araliga sahip oldugu
genel kabul gormektedir. Bu nedenle, GC-FID sistemi niceliksel analizlerde daha iyi
benimsenebilmektedir. Her iki dedektdriin de avantajlarindan yararlanmak igin, GC-MS
ve GC-FID’nin entegrasyonu daha fazla tercih edilen bir yontem olmus ve bu birlesik
sistem, farkli numune tiirlerine basariyla uygulanmistir [88, 89]. 2009°da Zhou ve
arkadaglari, transgenik piringte bulunan sck ve crylAc genlerinin metabolik diizeydeki
istenmeyen etkilerini arastirmak amaciyla, genetik modifiye (GM) ve GM olmayan
ogiitiilmiis piring 6rnekleri arasindaki metabolik varyasyonu belirlemek i¢in GC-FID ve
cok degiskenli analiz yontemlerine dayali bir metabolik profilleme c¢alismasi
gerceklestirmistir [90]. Gaz kromatografisi, ayn1 zamanda gidalardaki dnemli biyoaktif
ikincil metabolit grubu olan sterollerin toplam miktarmin belirlenmesi igin sikga
basvurulan bir tekniktir. Genellikle, fitosterol bilesiklerinin analizlerinde algilama igin

alev iyonizasyonu (FID) tercih edilen dedektordiir; ancak yapisal tani veya bazi
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orneklerde benzer kolon afinitesine sahip hedef bilesiklerin birlikte eliisyonunu

(koeliisyon) ¢6zebilmek amaciyla kiitle spektrometresi (MS) de kullanilmaktadir [91, 92].

Literatiirde, misir unundaki birincil ve ikincil metabolitleri karakterize etmek amaciyla
kullanilan gesitli platformlari igeren metabolik profilleme ¢aligsmalari rapor edilmistir. Bu
calismalarda, GC-MS [93-97], GC-FID [98, 99], LC-MS [95, 100-102], LC-tandem kiitle
spektrometresi (MS/MS) [102, 103] ve GC-ugus zamanli kiitle spektrometresi (TOF-MS)
[104] gibi gesitli sistemler kullanilmistir. Bu galismalarda, misir ununda amino asitler,
karbonhidratlar (monosakkaritler, disakkaritler, trisakkaritler ve seker alkolleri), lipitler

(yag asitleri), organik asitler ve fitosteroller gibi diger kiigiik bilesikler tanimlanmustir.

Metabolomik analizler sonunda elde edilen metabolitlerin sayisi fazla oldugu i¢in bu
verilerin anlagilmasinda ¢esitli ¢cok degiskenli analiz yontemlerine basvurulmaktadir. Bu
matematiksel araclar, veri setindeki yiliksek sayidaki degiskenleri degistirmeden,
boyutlarini azaltan bir doniisiim teknigi olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin temel
hedefi, var olan veriyi miimkiin olan en az degiskenle ifade ederek, verilerin hizli bir
bicimde gorsellestirilmesini ve degerlendirilmesini saglamaktir [105]. Bu sayede,
karmasik veri setleri daha anlamli hale getirilerek, veri analizi siireci daha etkili bir
sekilde gerceklestirilebilmektedir. Bu amagla, veri analizlerinde denetimsiz
(unsupervised) kemometrik yontemler olan, Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve
Temel Bilesen Analizi (PCA) gibi ¢ok degiskenli analiz yontemleri siklikla
kullanilmaktadir [106]. Kumeleme veya gosterim yontemleri olarak da adlandirilan
denetimsiz yontemler, veri yapisinm incelemek, birden ¢ok nesne arasinda benzerlikleri
aramak ve veri setinde aykir1 degerleri kontrol etmek icin kullanilmaktadir. Bunlardan
HCA ve PCA ise, gida bilimi alaninda metabolomik veri setlerinin analiz edilmesi ve

yorumlanmasi amaciyla en ¢ok kullanilanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir [107].

2.1.4. Lipidomik Kapsaminda Yag Asidi Kompozisyonunun Belirlenmesi

Lipidomik alani, 0zellikle kitle spektrometresi teknolojisinin onemli gelismeleri ve
biyoinformatikle birlikte son zamanlarda hizla ilerlemistir. Lipidomik, hiicrelerden veya
biyolojik sivilardan, dokulardan veya hatta biitiin organizmalardan sistemik bir lipid

profili olusturmayr miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle, lipidomik, metabolomun tam
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anlamiyla karakterize edilmesine imkan taniyan olgun bir alt alan olarak 6ne ¢ikmaktadir
[108].

Lipidomik alanin1 gelistirmeyi hedefleyen ve 2003 yilinda lipitleri incelemek igin
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) hibesinin blyik bir pargasi olarak kurulan
LIPID Metabolites and Pathways Strategy (LIPID MAPS) konsorsiyumu, ¢ok sayida
yazilim arac1 ve egitim kaynagina ek olarak, farkli karakterizasyon seviyelerinde lipitlerin
kataloglanmasi, yeni lipit yapilarinin tanimlanmasi ve lipit yapilar1 hakkindaki verilerin
zenginlestirilmesine yonelik katki saglamistir [109, 110]. Bu konsorsiyumun onerdigi
smiflandirma ve isimlendirme sistemine gore, lipid molekdlleri, kimyasal ve molekuler
yapilart agisindan genis bir gesitlilik sergilemekte, yag asitleri, yag alkolleri, yag
aldehitleri gibi fonksiyonel yapilari da i¢eren yag agilleri basta olmak tizere gliserolipitler,
gliserofosfolipitler, sfingolipitler gibi farkli ana kategorilerde gruplanmaktadir [111].
Lipid siniflar1 arasindaki bu ¢esitlilik, lipitlerin gliserol omurgalarina esterlestirilmis yag
asitlerinin doymamiglik, karbon uzunlugu veya diger modifikasyonlar bakimindan
cesitliligi yansitan genis bir aralikta kendini gostermektedir [112]. Yag asitleri, tlim
organizmalarda bulunan ve g¢esitli islevleri yerine getiren lipit biyomolekiilleridir.
Bununla birlikte, amino asitler gibi diger biyomolekiillerin aksine, yag asitlerinin sayisi
daha fazladir ve taksonlara gore biiyiik 6l¢iide degisen kompozisyonlara sahiptir [113].
Literatiirde karboksilik alifatik asitler olarak da isimlendirilen yag asitleri, karbon (C)
atomu sayis1 ve zincirdeki c¢ift baglarin sayis1 bakimindan birbirlerinden farklilik
gostermektedir [114]. Yag asitleri, bir ucunda bir metil grubu (omega veya n-ucu) ve
diger ucunda bir asit grubu bulunan uzun hidrokarbon zincirleri olup, yapilarindaki ¢ift
baglarin sayisi ile karakterize edilmektedirler. Doymus yag asitleri (SFA), yapisinda gift
bag icermeyen, doymamis yag asitleri (UFA) ise en az bir karbon—karbon ¢ift bag iceren
hidrokarbon zincirleridir. Tekli doymamuis yag asitlerinin (MUFA) yapisinda bir ¢ift bag
bulunurken, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) yapisinda ise en az iki ¢ift bag
mevcuttur. Cift bagin omega ucuna olan konumu, bir ¢oklu doymamis yag asidinin n-3
(omega 3) veya n-6 (omega 6) yag asidi olup olmadigini belirlemektedir [115]. Ayrica,
cift baglar cis veya trans konfigtirasyonuna sahiptir; diyetteki doymamis yag asitlerinin
¢ogu Cis konfigiirasyonuna sahip olmasina ragmen, trans-yag asitleri de

bulunabilmektedir. Yag asitleri farkli zincir uzunluklarina sahiptir; ancak genellikle
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karbon atomlari ¢ift sayidir. Diyette en ¢ok bulunan doymus yag asitleri genellikle 16
(C16:0-palmitik asit) veya 18 (C18:0-stearik asit) karbon atomuna sahiptir. Daha kiglk
oranlarda ise 12 (C12:0-laurik asit) veya 14 (C14:0-miristik asit) karbon atomu
bulunabilmektedir. En yaygin cis-MUFA, oleik asit (C18:1) iken, en bol bulunan cis-
PUFA’lar ise linoleik asit (C18:2n-6) ve a-linolenik asittir (C18:3n-3) [116].

Lipidler, biyolojik materyallerden dogrudan analiz edilebilecegi gibi (6rnegin, kiitle
spektrometresi goruntiileme-MSI) organik ¢ozucllerle ekstrakte edildikten sonra da
analiz edilebilmektedir. Biyolojik lipid ekstraktlar1 genellikle karmasiktir. Bu
karmagiklik, lipidlerin farkli siniflari, alt smiflar1 ve molekiiler tiirlerdeki ¢esitlilikten
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, lipid ekstraktlarinin karmasikligin1 azaltmak, bilesik
tirlerini gilivenilir ve dogru bir sekilde tanimlamak ve miktarlarinit belirlemek
karakterizasyon agisindan 6nemlidir [117]. Kutle spektrometresi (MS), niikleer manyetik
rezonans (NMR) ve diger spektroskopik yaklasimlar, lipid karakterizasyonu i¢in giiglii
yontemler haline gelmistir. Ayrica, ince tabaka kromatografisi (TLC) ve gaz/sivi
kromatografi sistemleri (GC ve LC) basta olmak iizere, siiperkritik akiskan
kromatografisi (SFC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi cesitli ayirma teknolojileri,
kompleks 6rneklerde lipidlerin kapsamli analizi i¢in temel araglar olarak one ¢ikmaktadir.
Bunlar MS ile eslestirildiginde, farkli hibritlestirilmis teknikler lipidomik tzerine blyuk
miktarda bilgi saglayabilmektedir [118]. Geleneksel olarak, TLC, steroidler,
trigliseridler, serbest yag asitleri ve fosfolipitler gibi farkli lipit siniflarin1 ham lipid
karigimlarindan ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Ancak, TLC ¢oziiniirliikk, duyarlilik ve
bilesik tanima konularinda sinirl 6zelliklere sahip oldugu igin yerini giderek artan bir
sekilde GC ve LC sistemlerine birakmaktadir. Alev iyonizasyon dedektdrii (FID) veya
MS dedektorii ile birlestirildiginde, GC’nin 06zellikle metil esterlestirme gibi
tirevlendirmeye tabi tutulduktan sonra yag asitlerinin kompozisyonunu analiz etmek igin
cok etkili oldugu bildirilmistir [119]. C8-C26 zincir uzunlugundaki yag asitlerini
belirlemek igin GC-MS ve diger teknik yontemler gelistirilmis olsa da, yag asitlerinin GC
analizlerinde FID dedektoriiniin kullanimi hala en sik tercih edilen yontem olmaya devam
etmektedir [120].
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Yag asitlerinin GC-FID ile analizinden 6nce, gida iiriinlerinden lipid ekstraksiyonu
yapildiktan sonra analitlerin ucuculugunu arttirmak ve kromatografik ayrimini
iyilestirmek igin polar olmayan tiirevlere doniistiiriilmesi gerekmektedir. Tirevlendirme
asamasiyla birlikte GC’de hem analiz hiz1 hem de hassasiyet ve dogruluk parametreleri
iyilestirilebilmektedir [121-123]. Tiirevlendirme i¢in kullanilan en yaygin yontem, yag
asitlerinin karsilik gelen metil esterlerine (FAME’ler) donistiiriilmesidir. Yag asidi
kompozisyonunun esterifikasyon yoluyla FAME’ye doniistiiriilmesi ve ardindan GC ile
belirlenmesi, lipid arastirma laboratuvarlarinda en yaygin yapilan analizlerden biri haline
gelmis ve biyokimyasal, biyomedikal, mikrobiyolojik, tarimsal ve ekolojik aragtirmalarda
genis bir uygulama bulmustur [124]. Literatiirde bir¢ok farkli metilasyon yaklagimi
tanimlanmis ve cesitli gida Orneklerinden ekstrakte edilen lipitlerden FAME’lerin
hazirlanmasi igin bazi yéntemler olusturulmustur. Ornek olarak, asit veya baz katalizli
transmetilasyon, hidroliz sonrast boron triflorir (BF3) metilasyonu, diazometan ile
metilasyon ve sililasyon yontemleri siralanabilir [120]. Genel olarak, lipitlerin dogrudan
transesterifikasyonu i¢in kullanilan baz katalizli yontem, kullanimi1 kolay olmasi ve diger
yontemlere gore daha az agresif reaktifler icermesi nedeniyle beslenme analizi icin daha
uygulanabilir olarak belirtilmistir [125-127]. Metal hidroksitler, GC analizleri i¢in temel
tirevlendirme yontemlerinde kullanilan yaygin homojen baz katalizorleridir. Potasyum
hidroksitin (KOH) metanolde ¢6ziiniirliigii biraz daha yiiksek oldugundan tiirevlendirme
islemlerinde tercih edilebilmektedir. Bu 6zellik, uygulanan protokoliin basitligini ve
reaksiyon siiresinin kisaligin1 da beraberinde getirmektedir [128, 129]. Yag asitlerinin
tirevlendirilmesinde asit katalizli yontemler ise genellikle tercih edilmemektedir; bu tiir
yontemler cift bag ozelliklerinde degisikliklere yol agarak istenmeyen bilesiklerin

olusumuna neden olabilmektedir [120].

Tahil taneleri ve tirtinleri, hem insanlar i¢in hem de hayvanlar i¢in temel besin 6geleri ve
yag asidi kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Tahil lipidlerinde genellikle; palmitik asit,
stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve a-linolenik asit temel yag asitleri bulunmakta ve
diger yag asitleri de iz duzeyde bulunabilmektedir. Tahillarin, 6zellikle misir, bugday,
piring, arpa gibi ¢esitli tiirleri, diinya genelinde yaygin olarak tiiketilmektedir. Bu
nedenle, tahil taneleri ve trtinlerinin Kimyasal karakterizasyonu besinsel kalite belirleme

ve tiikketici saghgma katki saglama agisindan 6nem arz etmektedir [130, 131]. Bu
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dogrultuda, literatiirde misir dahil farkli tahillardaki lipitlerin igerigini ve yag asidi
kompozisyonlarin1  belirlemek igcin GC yontemlerine dayali ¢esitli ¢alismalar
gerceklestirilmistir [132-135]. Yapilan bu ¢alismalarda, tahil taneleri ve tiriinlerinin besin
degerlerinin incelenmesinin ve ayrica gida gergekliginin ve kalitesinin belirlenmesi icin
standart analitik yontemlerinin  gelistirilmesinin  literatire o6nemli bir katki
saglayabilecegi, ayn1 zamanda, misir Ve bugday tanelerine uygulanacak olan proseslerin
yag asidi kompozisyonlaria etkisini daha iyi anlamak amaciyla ileri aragtirmalarin

yapilmasi gerekliligi vurgulanmastir.

2.2. Gida Isleme Yontemleri ve Mikrodalga Teknolojisi

Gida isleme, ham gidanin kimyasal ve/veya fiziksel doniisiimiinii igeren bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Bu sayede, tliketici tarafindan kolayca hazirlanabilir ve servis
edilebilir tirlinler elde etmek miimkiin olmaktadir. Ayn1 zamanda, gida isleme yontemi
uygulanan gida rinleri genellikle daha uzun siire depolanabilmekte, bu da kiresel bir
niifusa daha genis bir sekilde ulasmay1 kolaylastirmaktadir [136]. Gida isleme siiregleri
giiniimiizde gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmakta ve taze Grlnlerin raf émrini
uzatma, mevsim disi1 Uriinleri temin etme, ev tiikketimi i¢in uygun iiriinler iiretme, ¢esitli
tat, doku ve renk secenekleri sunma veya besin Ozelliklerini iyilestirme gibi farkli

amaglarla uygulanmaktadir [137].

Gida isleme alaninda kullanilan geleneksel isleme yOntemleri gilivenilir gida triinleri
sunsa da, gida endiistrisinde {iretim siireglerini gelistirmek, tlketici beklentilerini daha iyi
karsilamak ve gida kalitesini iyilestirebilmek amaciyla alternatif gida isleme teknolojileri
ortaya ¢ikmistir [138]. Ohmik 1sitma ve dielektrik 1sitma yOntemleri, evaporasyon,
pastorizasyon, kurutma ve sterilizasyon gibi gelencksel isleme yontemlerine alternatif
olarak degerlendirilen ve gelecek vaat eden yenilikgi termal teknolojiler arasindadir; bu
teknolojiler, radyo frekansi ve mikrodalga teknolojisi gibi yontemleri icermektedir. Ayni
zamanda, ultrason (ultrases), yiiksek basing uygulamasi, vurgulu/darbeli elektrik alan ve
vurgulu/darbeli 151k teknolojileri gibi yenilikgi termal olmayan teknolojiler de
gelistirilmistir. Bu modern termal ve termal olmayan teknolojilerin c¢esitli gida
urtinlerinin muhafaza edilmesi ve kalitesi tzerindeki etkileri, arastirmacilar tarafindan

detayli bir sekilde incelenmis; elde edilen bilgiler, gida isleme alani igin diizenleyici onay
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ve yatirim kararlarina destek saglamak amaciyla degerli birer kaynak olusturmustur [139,
140]. Mikrodalga teknolojileri gibi minimal isleme teknikleri, tiikketicilerin daha uzun raf
Omrine sahip gida iriinlerine ulasabilmelerine olanak tanimaktadir. Mikrodalga
teknolojisinin gida isleme siirecindeki biiyiik faydalarindan biri, {irtinlerin geleneksel
konveksiyon ve iletim 1sitma yontemleri yerine dogrudan isitilmasidir. Bu yaklasim,
toplam islem siiresini kisaltmanin yani sira, Uriiniin dis kisminin asirt 1sinmasini
engelleyerek taze tiriin kalitesini muhafaza etme avantajina sahiptir [141]. Tuketicilerin
giivenli, taze, saglikli, lezzetli ve yeni iirlinlere olan artan talebi, yenilik¢i gida isleme
teknolojilerinin siirekli olarak gelistirilmesini tesvik etmektedir. Bu baglamda,
mikrodalga teknolojisinin kiresel olarak gesitli ev, ticari ve endiistriyel gida isleme
alanlarinda giderek daha fazla uygulanmaya baslandig1 ve umut verici bir teknoloji olarak

one ¢iktig1 belirtilmektedir [142, 143].

Elektromanyetik spektrum, iyonlastirict ve iyonlastirici olmayan radyasyonlari
icermektedir. Gama 1ginlart ve X iginlari, bunun iyonlastirici kismina diiser, ancak
ultraviyole (UV) 1sinlari, goriiniir 151k, kizilotesi, mikrodalgalar ve radyo dalgalar
iyonlastirict olmayan radyasyonun bir pargasidir. Mikrodalgalar, iyon goct ve dipol
rotasyonu araciligiyla molekiiler hareketi tetikler, ancak molekullerin kompozisyonunu
degistirmez. Mikrodalga enerjisi, elektromanyetik spektrumun bir pargasidir ve dalga
boyu araligi 1 mm ile 1 m arasinda, frekans araligi ise 300 MHz ile 300 GHz arasindadir.
Genellikle, ev tipi mikrodalga firinlar i¢in 2450 MHz frekansi kullanilirken, gidanin
endiistriyel islenmesi igin 915 MHz ile 2450 MHz araligi kullanilmaktadir [144]. Bir
mikrodalga sistemi, magnetron, arttirici transformator, firin boslugu, dalga kilavuzu,
uygulayici ve islenmesi gereken Ornek icermektedir. Mikrodalga sistemlerinin temel
prensibi benzerdir. Transformator, ev elektrigi hattindan gelen 50-60 Hz frekansindaki
alternatif akimi 2450 MHz frekansina ¢ikarmak igin kullanilir. Arttirici transformator,
mikrodalga firininin agirh@min yarisindan fazlasini olusturmakta ve magnetronu
beslemektedir. Magnetron, 4000 Volt’ta ¢alismakta ve elektrik enerjisini mikrodalga
enerjisine doniistirmektedir. Magnetron tarafindan tretilen mikrodalgalar, bir dalga
kilavuzundan gecerek mikrodalga bosluguna ulasmaktadir. Mikrodalga boslugu,
wsitilacak Uriinti tutan ve mikrodalga 1sinmasinin verimliligini maksimize etmek icin

yansitict duvarlardan olugmaktadir. Ortak ev tipi mikrodalga firmi i¢in dikddrtgen bir
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bosluk, mikrodalga uygulayiciy1 temsil etmektedir. Kullanilan uygulayicilar ¢ok modlu,
tek modlu ve seyahat eden dalga cihazlaridir [145].

Mikrodalga teknolojisinin kullanimi, konveksiyon ve iletim 1sitma yontemlerine gore
bircok avantaj sunmaktadir: (1) daha hizli 1s1 transferi ve daha kisa 1s1l islem siiresi; (2)
isitma  dielektriktir, hacimseldir (tiim malzemenin etrafinda) ve 1sitmanin dipolli
molekdllere 6zgil olmasi nedeniyle segicidir; (3) enerji tasarruflu bir 1sitma yolu sunar ve
dolayisiyla uygun maliyetlidir; (4) 1sitma dogrudan karisimin igerisinde gergeklestirilir,
1s1 kaynagi ile dogrudan temas olmaz, bu sayede yiizeylerin asir1 1sinmasi 6nlenir; (5)
yiiksek tirlin verimi elde edilmesini saglar; (6) ekipmanin kompaktligi iyidir, bu 6zellik
ekipmanin yer degistirmesine izin verir, ayrica agma ve kapama aninda gergeklesir; (7)
1sitma i¢in kullanilan yalitkan kap 1s1 kaybini onler, ¢linkii mikrodalgalar 1sitmadan kap
duvarindan gegerler; (8) ¢evre dostu bir isleme yontemi olarak degerlendirilebilir; (9) kisa
reaksiyon siireleri nedeniyle diisiik derecede bozunma veya yan {iriin olusumu gozlenir;
(10) kaynama noktasi tarafindan sinirlanmadigindan maksimum sicaklik elde etmeyi
saglar; (11) nem azalimini iyilestirir, bu nokta, prosesin tlrline bagl olarak bir avantaj

veya dezavantaj olarak degerlendirilebilir [146].

Mikrodalgalar, dielektrik Ozelliklere sahip bir materyali isitma yetenegine sahiptir.
Materyal, mikrodalga enerjisini emer ve ardindan onu 1siya doniistiiriir, bu da
mikrodalgalarin bir¢ok endiistri sektoriinde veya tarim bilimlerinde genis bir kullanim
potansiyelini beraberinde getirmektedir [147]. Mikrodalga uygulamasi, gida isleme, kagit
iretimi, tip, kimya miihendisligi ve metalurji dahil olmak {izere hem tarimda hem de
sanayide yogun ilgi gormekte ve Ozellikle gida endistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gida isleme amaciyla mikrodalga teknolojileri pastorizasyon, haglama,
pisirme/isitma, kurutma, sterilizasyon, ¢ozindirme ve ekstraksiyon gibi uygulamalarda
yer bulmaktadir [148]. Mikrodalga teknolojisinin gida endiistrisindeki kullanimina

yonelik farkli uygulamalar Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Mikrodalga Sistemleri Damitma

Sekil 2.1. Mikrodalga teknolojisinin gida endiistrisindeki uygulamalari.

Gida endiistrisinde mikrodalga kullanimi, sadece geleneksel yontemleri kullanmaya
kiyasla islem siiresini ve maliyetleri azaltmakta, ylksek duyusal kaliteyi korumakta ve
besin degerinde minimal degisikliklere neden olmaktadir [149]. Incelenen birgok
caligmada, mikrodalga gida isleme yonteminin, geleneksel 1sitma yontemlerine gore hem
gida kalitesi (daha iyi yapi, daha iyi doku, daha diisiik agirlik kaybi, daha iyi renk
parametreleri) hem de besin degeri (daha yliksek vitamin ve biyoaktif bilesik korunumu)
acisindan Ustiinliigii dogrulanmistir. Mikrodalgalarin gida islemede kullanilmasi, yiiksek
antioksidan Ozelliklere sahip ugucu yaglarin daha yiiksek ekstraksiyon verimi elde
edilmesini saglamaktadir. Ayrica, mikrodalga uygulamasi, gida isleme atiklarindan
degerli bilesiklerin geri kazanilmasi igin atik yOnetiminde de yaygmn olarak
kullanilmaktadir [147]. Mikrodalga teknolojisinin kullanimiyla gida islemenin
kolayligina yonelik olumlu yaklagim, mikrodalga firinin hemen hemen her evde
bulunmasiyla sonuglanmistir [149, 150]. Mikrodalga teknolojisinin daha diisiik enerji
tliketimi ve lretim maliyeti sunmasi, endiistri uygulamalar1 i¢in 6nem arz etmektedir. Bu
avantajlarin, 6zellikle gida endiistrisinin artan enerji talebi géz oniine alindiginda oldukca

degerli oldugu bildirilmistir. Gelecekte birgok sorunu ¢0zen yeni mikrodalga
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teknolojilerinin gelistirilmesiyle birlikte mikrodalgalarin giderek daha popiiler hale
gelecegi 6ngorilmektedir [147].

Mikrodalga uygulamasi, gama radyasyonu ve etilen oksit sterilizasyonu, gida bilesenleri
tizerindeki etkileri en aza indirerek farkli un tiirlerinin raf dmriinii uzatmak icin yaygin
olarak kullanilan tekniklerdir [151]. Mikrodalga isleme, islenmis gidalarin besin
degerlerini arttirmak amaciyla fitokimyasal bilesimini koruma veya degistirme araci
olarak 6zel bir ilgi gormiistiir [152]. Yulaf ve piring unu gibi farkli tahil unlarinin ve
meyve Orneklerinin kimyasal bilesimleri, antioksidan kapasiteleri, duyusal nitelikleri,
fitokimyasal icerikleri (toplam fenolik, toplam flavonoid icerikleri) ve depolama
oOzellikleri Uzerinde mikrodalga uygulamasinin etkisine odaklanan birgok ¢alisma
bulunmaktadir [153-158]. Bu c¢alismalarda arastirmacilar, gida {iriinlerinin besin
degerinin arttirilmasi, tiiketicilere sunulan segeneklerin genisletilmesi ve oOzellikle
mikrodalga isleme teknikleriyle ilgili olarak gida iiriinlerinin raf émriiniin uzatilmasi
konusunda degerli bilgiler sunmaktadir. Ek olarak, bazi arastirmacilar mikrodalga
isleminin misir ununun fizikokimyasal, reolojik ve fonksiyonel 6zellikleri tizerindeki
etkisini aragtirmistir [159-162]. Bu islemin misir ununun fizikokimyasal ve fonksiyonel

ozelliklerini degistirmede etkili oldugu belirtilmistir.

2.3. Bitki Biyoteknolojisi ve Genetik Modifiye (GM) Masir

Biyoteknoloji, tarimsal kalkinmada biiyiik potansiyele sahip giiclii bir aractir ve diger
teknolojilerle birlestiginde, biyoteknoloji, siirdiiriilebilir kirsal kalkinmayi ve gida
giivenliginin saglanmasini engelleyen eski sorunlarin bazilar1 i¢in yeni c¢oziimler
saglamaktadir. Biyoteknoloji ayrica, tarimsal ve endistriyel uygulamalardan
kaynaklanan cevresel sorunlari ¢dzmek igin benzersiz firsatlar sunmaktadir. Bitki
biyoteknolojisi, belirli bir tarimsal problemi ele almak icin birbiriyle yarigan teknolojik
yaklasimlardan birini temsil etmektedir [163]. Bitki biyoteknolojisi alani, gida
bitkilerinin verimliligini dnemli 6l¢iide etkileyebilecek yeni bir arag olmakla birlikte
siirdiiriilebilir, ¢evreye duyarli tarim uygulamalariyla uyumlu, ¢ift¢i tiretkenligini ve
karliligint arttiracak katma degerli genlerin ve 6zelliklerin kaynagi olarak benzersiz bir
konumdadir. Ayrica, yeni ¢esitlerin ve hibritlerin iiretimi i¢in gereken siireyi 6nemli

Olclide kisaltarak bitki yetistirme c¢abalarin1i tamamlamaktadir. Ekonomik acgidan
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bakildiginda, bitki biyoteknolojisi tohum, tarim kimyasi, gida isleme, 6zel kimya ve ilag
endstrileri i¢in yeni irilinler ve iiretim siiregleri gelistirmek i¢in 6nemli bir potansiyel

sunmaktadir [164].

Giliniimiizde modern tarim, hasere ve hastalik stresinin artmasi, asir1 hava kosullarinin su
ylizline ¢ikmasi, iklim degisikliginin etkileri nedeniyle gida, yem ve gida dis1 {iriinlere
yonelik artan talebi g¢evresel olarak siirdiiriilebilir bir sekilde kargilamanin biiylik
zorluguyla kars1 karsiyadir. Artan insan niifusuna yonelik bu talepleri karsilamak i¢in,
bitki yetistiricilerinin mevcut tiim teknolojilerden yararlanma araglarina ve sonuglari
ticarilestirme firsatina sahip olmasi gerekmektedir. Son 25 yilda, bitki biyoteknolojisi
alani, genetik modifiye (GM) ¢esitlerin tiretiminin bu zorluklarin bazilarin1 ele almaya
baslamasina izin vermistir. GM 6zelliklerinin tarla denemeleri 130 bitki tiirii icin yapilmis
olmasina ragmen, sadece 4 gida bitkisi (soya, misir, pamuk ve kolza tohumu veya kanola),
ekilen tiim arazi alanlarmin ¢ogunlugunu olusturmaktadir [165]. 2019 yilinda
biyoteknoloji/GM firiinlerinin ticarilesmesinin 24. yilinda, 29 iilke toplam 190.4 milyon
hektar alanda biyoteknoloji triinii yetistirmistir. ABD (%95), Brezilya (%94), Arjantin
(~%100), Kanada (%90) ve Hindistan (%94) GM gida bitkisi yetistiren ilk 5 ilke
konumundadir. 29 iilke tarafindan en c¢ok yetistirilen biyoteknolojik iirtinler soya, misir,
pamuk ve kanola olup, soya 91.9 milyon hektarlik alan ile kiiresel biyoteknolojik gida
bitkisi alaninin ~%48’ini kaplayan gida bitkisi olmustur. Bunu sirasiyla misir (60.9
milyon hektar) ile pamuk (25.7 milyon hektar) GM gida bitkileri takip etmistir. Avrupa
Birligi ekim i¢in biyoteknolojik iirlinlerin kabuliinde son 24 yilda iyilesmeye gitmemekle
birlikte, iki iilke, Avrupa misir kurdu istilasi nedeniyle biyoteknolojik misir ekmeye
baslamustir. 2016 dan beri sadece Ispanya ve Portekiz’de GM Bt musir ekimi yapilmakta
olup, 2019 yilinda Ispanya ve Portekiz tarafindan sirastyla 107.130 hektar ve 4.753 hektar
alan olmak Uzere toplamda 111.883 hektar alanda GM musir ekilmistir [166].

Giincel verilere bakildiginda, toplam 72 iilke (29 ekim yapan ve 43 ekim yapmayan) insan
gidasi, hayvan yemi ve ticari yetistiricilik olarak tiiketilmek {izere genetik modifiye (GM)
veya biyoteknolojik iirlinler i¢in diizenleyici onaylar yayinlamistir. Misir hala en fazla
onaylanan c¢eside (35 iilkede 146 cesit) sahiptir; bunu pamuk (27 tilkede 66 ¢esit), patates
(13 tilkede 49 ¢esit), soya (31 tilkede 38 ¢esit) ve kanola (15 tilkede 38 ¢esit) izlemektedir
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[166]. Tirkiye’de, 5977 sayil1 Biyogiivenlik Kanunu’nun 26 Mart 2010 tarihinde Resmi
Gazete’de yaymlanmasinin ardindan [167], Tiirkiye Biyogiivenlik Bilgi Degisim
Mekanizmasi’nin giincel onayli GMO listesine gore, toplamda 21 GM musir gesidinin
kullanimina kanun kapsaminda izin verilmistir (Cizelge 2.1) [168]. Bu uriinler, sadece
hayvan yemi uygulamalari igin son 0rtn olarak ithal edilmekte olup, tGlkemizde tarla

denemelerinde aragtirma yetistiriciligi yasaktir.
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Cizelge 2.1. Turkiye’de onaylanan GM musir gesitleri.

# GM Misir Cesidi Ayirt Edici Kimlik Resmi Gazete Onay Tarihleri

1 Btl1l SYN-BT@11-1 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayil
2 DAS1507 DAS-@15@7-1 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayili
3 DAS59122 DAS-59122-7 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayili
4 NK603 MON-@J6d3-6 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayili
5 GA21 MON-@@@21-9 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayil
6 MONB89034 MON-89@34-3 24 Aralik 2011 tarih ve 28152 sayil
7 MON&88017 MON-88@17-3 21 Nisan 2012 tarih ve 28271 sayili
8 MIR604 SYN-IR6@4-5 16 Temmuz 2015 tarih ve 29418 sayili
9 MONS863 MON-@@863-5 16 Temmuz 2015 tarih ve 29418 sayili
10 T25 ACS-ZM@@3-2 16 Temmuz 2015 tarih ve 29418 say1li
11 Bt1l x MIR604 SYN-BT@11-1 x SYN-IR6@4-5 5 Kasim 2015 tarih ve 29523 sayili
12 MIR162 SYN-IR162-4 5 Kasim 2015 tarih ve 29523 sayili
13 MIRG604 x GA21 SYN-IR6@4-5 x MON-@@@21-9 5 Kasim 2015 tarih ve 29523 sayil
14 MON&87460 MON 87460-4 2 Agustos 2017 tarih ve 30142 sayil



1€

15

16

17

18

19

20

21

MONB87427

DAS40278-9

4114

MONB87411

MZIR098

5307

NK603 x MON810

MON-87427-7
DAS-4@278-9
DP-@@4114-3
MON-87411-9
SYN-@@?98-3
SYN-@53@7-1

MON-@@6@3-6 x MON-Z@813-6

23 Ocak 2021 tarih ve 31373 sayili
27 Subat 2021 tarih ve 31408 sayili
07 Ocak 2022 tarih ve 31712 sayil
27 Nisan 2022 tarih ve 31822 sayili
27 Nisan 2022 tarih ve 31822 sayilt
13 Ekim 2022 tarih ve 31982 sayili

30 Aralik 2022 tarih ve 32059 sayil




Tarimsal verimliligi arttirmak, iiretim maliyetlerini azaltmak ve {iriinlerin dayanikliligin
arttirmak amaciyla Ureticiler, 21. yiizyilda ortaya ¢ikan biyoteknolojik gelismelerin
etkisiyle genetik modifiye organizmalar1 (GMO’lar) tercih etmektedir [169]. Genetik
modifikasyon da dahil olmak tiizere biyoteknoloji, misir bitkisinin cevresel faktorlere
uyum saglamasina yardimei olmak ve gida kalitesini arttirmak gibi misir tiretim verimini

ve Ozelliklerini gelistirmek i¢in bir¢ok firsat sunmaktadir [170, 171].

Misir, tim diinyada yaygin olarak yetistirilen, olduk¢a 6nemli bir kiiltiir bitkisi olup,
tarimsal degerinin yani sira olaganiistii genotipik ve fenotipik degiskenligi nedeniyle
temel arastirmalar i¢in model organizma gorevi gormektedir [172]. Poaceae bitki
ailesinin bir tyesi olan ve aslen Orta Amerika kdkenli olan misir (Zea mays L.), piring
(Oryza sativa) ve bugday (Triticum spp.) gibi diger bitki tiirlerini igeren tahillar arasinda
en kapsamli sekilde incelenen genetik sistemdir [173]. Ayrica, bu ¢ok yonlii tahil, yag,
un, kepek, nigasta, kahvaltilik tahillar, unlu mamuller ve daha fazlasini i¢eren ¢esitli gida
maddeleri icin de hammadde gorevi gérmektedir. Misir unu 6zellikle karbonhidratlar, lif

ve protein dahil olmak iizere gesitli Gnemli besinleri i¢eren bir gida trlinidiir [174, 175].

2.3.1. MIR604 GM Msir Cesidi

Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD)’niin “BioTrack Product” isimli veri
tabaninda yer alan bilgilere gore, genetik modifiye (GM) MIR604 (SYN-IR6@4-5) misir
¢esidi, Coleoptera takimindan zararli boceklere karst direng kazandirmak igin Syngenta
firmas1 tarafindan gelistirilmistir [176]. Sekil 2.2°de GM MIR604 misir ¢esidinin

gelistirilmesinde kullanilan misir genomuna yerlestirilmis rekombinant yapilar sematize

edilmistir.
L AL Cry3Aa2 i pmi
promotor promotor
NOS NOS
terminator terminator

Sekil 2.2. GM MIR604 misir gesidinin gen kaseti.

Agrobacterium araciligiyla gerceklestirilen bir genetik transformasyon yontemi
kullanilarak tiretilen GM MIR604 musir ¢esidi, yapisinda iki farkli transgen icermektedir:
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(1) mCry3Aa2 bocek kontrol (insektisidal) proteinini kodlayan modifiye edilmis
Cry3Aaz2 geni ve (2) Escherichia coli’den gelen, fosfomannoz izomeraz (PMI) enzimini
kodlayan secici bir markor olarak pmi geni [177]. MIR604’teki Cry3Aa2 geninin
ekspresyonu, bir metallothionein-benzeri (MTL) genin musir (Zea mays) promotori
tarafindan siirdiiriilmekte ve pmi geni ise misir (Zea mays) poli-tbikutin promotori
tarafindan siirdiiriilmektedir. Aktarilan her iki genin ekspresyonunun sonlandirilmasinda
ise nopaline sentaz (NOS) geninin 3> UTR (untranslated, ¢evrilmemis) bdlgesi
kullanilmustir [178, 179].

GM MIR604 misir ¢esidinin, Tiirkiye’de Bilimsel Risk Degerlendirme Komitesi ve
Sosyo-ekonomik  Degerlendirme Komitesi tarafindan yaymlanan raporlarin
degerlendirilmesinin ardindan 16 Temmuz 2015 tarihinde, 23 No’lu Biyogiivenlik
Kurulu Karar1 kapsaminda hayvan yemi i¢in kullanilmas1 onaylanmistir [180]. MIR604
¢esidi ve lrlinlerinin yem olarak kullanimimin giivenligi, bu ¢esidin gelistirilmesinde
kullanilan gen transfer yontemi ile aktarilan genlerin molekiler &zelliklerinin
incelenmesi, irettigi protein ve besin degeri, potansiyel alerjenik, toksik ve g¢evresel
riskler gibi faktorler gbéz Oniine alinarak degerlendirilmistir. Cesidin molekuler
karakterizasyonu ve biyoinformatik analizleri sonucunda ise herhangi bir olumsuz sonuca
rastlanmamustir. Giincel bilgiler dogrultusunda, MIR604 ve Urunlerinin yem olarak
kullanilmasinin, hem insan ve hayvan sagligi hem de ¢evre sagligi agisindan potansiyel

risk olusturmayacagi konusunda genel bir goriis birligi saglanmigtir [181].

2.3.2. MONS10 GM Misir Cesidi

Genetik modifiye (GM) musir g¢esitlerinden biri olan MON810 (MON-@@813-6) ise,
Avrupa misir kurdu (Ostrinia nubilalis) gibi Lepidoptera takimina bagli hedef zararlilara
ve Sesamia cinsine ait tiirlere kars1 dayaniklilik gésteren ve Avrupa’da en ¢ok yetistirilen
GM musir ¢esididir [182, 183]. Monsanto firmasi tarafindan gelistirilen MON810 musir
cesidi, partikiill bombardiman1 yontemi (gen tabancasi, biyolistik) kullanilarak elde
edilmistir [184]. Bu musir ¢esidi, Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (strain HD-1)’ye
ait crylAb geninin ekspresyonunu ydnlendiren, Karnabahar mozaik virlsine (CaMV) ait
giiclendirilmis (enhanced) 35S (E35S) promotori ve bir 1s1 sok protein olan Hsp70 misir

(Zea mays) intron dizisinden olusan stabil, genomla entegre bir bitki ekspresyon kaseti
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icermektedir [185]. Sekil 2.3’te GM MON810 musir gesidinin gelistirilmesinde kullanilan

crylAb transgen kasetinin sematik gosterimi verilmistir.

CaMV E35S Hsp70

promotorii intron cryl4b

Sekil 2.3. GM MONB810 musir ¢esidinin gen kaseti.

Tiirkiye’de, 2022 yilinda, GM MONS810 musir ¢esidi ve tiriinlerinin hayvan yemi olarak
kullanim izni kaldirilmis olmasina ragmen, Monsanto firmasi tarafindan gelistirilen hem
GM NK603 hem de GM MONS810 musir hatlarinin klasik 1slah yontemleri kullanilarak
melezlenmesi sonucunda elde edilen NK603 x MON810 (MON-@@6@3-6 x MON-
P@D81D-6) genetik modifiye misir ¢esidi ve triinleri, 30 Aralik 2022 tarihinde 32059
say1l1 Resmi Gazete ile onaylanmistir (Cizelge 2.1).

Bilimsel Risk Degerlendirme Komitesi tarafindan hazirlanan rapora gore [186], GM
NK603 x MONS810 musir ¢esidi ve iiriinleri, giivenlik, alerjenite, besin igerigi ve tarimsal
ozellikler agisindan geleneksel misir gesitleriyle benzerlik gdstermektedir. Ayrica, bu
raporda belirtilen genel goriis ve oneriler dogrultusunda, Agrobacterium tumefaciens’ten
izole edilen ve glifosat herbisitine tolerans saglayan cp4 epsps geni ile Lepidoptera
takimimda bulunan musir kurtlarina karsi dayanikliligi saglayan Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki’den elde edilen crylAb genini iceren GM NK603 x MONS810 musir ¢esidi
ve irilinlerinin yem olarak kullanilmasinin, hem insan hem de hayvan saghg ile cevre
acisindan istenmeyen etkilere neden olma olasiliginin, genetik modifiye olmayan esdeger

cesitlerden farkli olmadig1 sonucuna varilmaistir.

2.4. GM Gida Uriinlerinin Kompozisyon Analizi Acisindan Risk Degerlendirmesi

Diinya genelinde, gen teknolojisi kullanilarak elde edilen gidalar ve yemler ile genetik
modifiye organizmalarin (GMO) ¢evresel etkilerinin degerlendirilmesi ve gozetimi igin
sorumlu otoriteler, GM gida ve iriinlerinin giivenligini degerlendirmek i¢in belirli
stratejiler benimsemislerdir [187]. GM gida ve iiriinlerinin giivenlik degerlendirmelerini

gerceklestirmek i¢in uygulanan stratejiler ile kullanilan veri ve metodolojiler, uzun yillar
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boyunca bircok bilimsel otorite tarafindan gelistirilmistir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO) basta olmak iizere farkli
uluslararast  kuruluslar, gida ve yem risk degerlendirme metodolojilerinin
uyumlagtirilmasini kolaylastirmistir. FAO ve WHO tarafindan 1963 yilinda kurulan
Kodeks Alimentarius Komisyonu (Codex Alimentarius Commission), uyumlu
uluslararasi gida standartlari, kilavuzlar ve uygulama kurallar1 gelistirmis ve uluslararasi
hiikiimet ve hiikiimet dis1 tiim gida standartlar1 ¢alismalarini koordine etmeyi tesvik
etmistir. GM bitkilerinin gida ve yemde kullaniminin giivenligini degerlendirmek ig¢in
yapilan risk degerlendirmeleri, bu standartlar1 takip etmektedir [188]. GM bitkileri ve
bunlardan elde edilen gida ve yemler i¢in Onerilen risk degerlendirme stratejisi, ilgili
karsilastirma 6geleriyle GM bitkilerini ve tiiretilmis gida ve yemleri karsilagtirmak i¢in

uygun yaklasimlari1 kullanmay1 amaglamaktadir [189].

Risk degerlendirme, risk analizini olusturan 6nemli bilesenlerden biridir ve bu siireg, risk
yonetimi ve risk iletisimi ile etkilesimde bulunarak gida giivenligini saglama konusunda
onemli bir stratejik rol Ostlenmektedir. Risk analizi, riskin degerlendirilmesine ve
azaltilmasia yardimci olmak i¢in yapilandirilmis, ¢ok disiplinli ve tekrarlanabilir bir
yaklasim olup, bu yaklagimi olusturan ii¢ ana bilesenin etkilesimi, gidalarin giivenli bir
sekilde islenmesinin saglanmasina ve tiiketici sagliginin korunmasma katkida
bulunabilmektedir [190]. Risk degerlendirmesi, genetik modifikasyondan kaynaklanan
potansiyel zarar olasiligini dikkate almak icin yapilandirilmis, gerekgeli bir yaklasimdir.
Bu yaklasim, insan sagligi ve giivenligine veya cevreye yonelik ilgili riskleri
tanimlamay1, karakterize etmeyi ve degerlendirmeyi amaglamaktadir. Risk
degerlendirmesi siireci, bilimsel ve teknik kanitlara dayali olarak sekillendirilmeli,
tekrarlanabilir ve karsilagtirmali olmalidir. Ayrica, vaka bazinda (case by case basis) adim
adim gergeklestirilen bu siireg, her durumu ayrintili bir sekilde ele alarak giivenilir
sonuclar elde etmeyi amaclamaktadir [191, 192]. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
(EFSA) tarafindan saglanan ilgili rehbere gére, GMO’larin risk degerlendirmesinin temel
unsurlarindan biri kompozisyonel ve tarimsal 6zelliklerinin karsilagtirmali analizidir.
EFSA rehber dokiimanlari, GMO risk degerlendirmesinin dort temel unsura dayandiginm
belirtmistir: (i) molekiiler karakterizasyon; amaglanan degisikligin molekiiler yapisinin
yan1 sira GMO’da meydana gelen istenmeyen herhangi bir degisikligin degerlendirilmesi,

(1) karsilastirmali analiz; kompozisyonel, besinsel ve tarimsal 6zelliklere odaklanan bir
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degerlendirme, (iii) potansiyel toksisite ve alerjeniklik degerlendirmesi ve (iv) GMO’nun

potansiyel ¢evresel etkisinin degerlendirmesi [189].

Risk degerlendirmesi, pazarlama, etiketleme ve izlenebilirlik de dahil olmak iizere
GMO’larin ¢esitli yonleri Avrupa Birligi’nde ve diger iilkelerde siki bir sekilde
dizenlenmektedir. Bu tir diizenlemelerde GMQO’larin risk degerlendirmesinde baglangic
noktasi, degerlendirmeye alinan GMO’nun geleneksel ¢esitlerle karsilastirilmasini iceren
“temel esdegerlik (substantial equivalence)” kavramina dayanmaktadir. Temel esdegerlik
kavramu, ticarilestirilmis geleneksel gida bitkilerinin onlarca yildir tiiketildigi ve giivenli
bir kullanim gegmisi kazandig1 varsayimina dayanmaktadir. Bu nedenle, geleneksel bitki
cesitlerinden elde edilen yeni gidalarin (6rn; GMO’lar) giivenlik degerlendirmesinde
karsilastirict olarak kullanilabilirler [193]. Temel esdegerlik degerlendirmeleri genellikle,
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) belgelerindeki dnerilere uygun olarak,
dogal toksinler, makro, mikro ve anti-besinleri igeren énceden tanimlanmis bilesiklerin
hedefe yoOnelik analizi kullanilarak gerceklestirilmektedir [194]. Bu hedefe yonelik
yaklagim, baz1 durumlarda istenmeyen etkilerin tespit edilmesine imkan saglamis olsa da,
temel esdegerlik ger¢evesinde benimsenmesi bir dizi elestiriyi beraberinde getirmistir.
Ozellikle, bu hedefe yonelik yaklasimin onyargili oldugu ve bazi dngériilemeyen,
istenmeyen etkilerin tespit edilebilecegi savunulmustur [195]. GMO’larin karsilastirmali
kompozisyonel degerlendirmesinde hedefe yonelik analizle iliskilendirilen onyargi ve
belirsizliklere yanit olarak, EFSA tarafindan olusturulan bir panelin raporu, omik
teknolojiler gibi profil olusturma teknolojilerinin gelistirilmesini ve kullanilmasini
Onermistir. Bu teknolojilerin kullaniminin, karsilagtirmali kompozisyonel analizlerin

kapsamini genigletme potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir [193].

Gida giivenligi agisindan, birgok genin, proteinin veya metabolitin paralel ve hedefe
yonelik olmayan genis Ol¢ekli analizine izin veren omik teknolojilerinin, GM gida
bitkilerinin risk degerlendirmesi i¢in firsatlar sundugu bildirilmistir [196]. EFSA, Nisan
2018’de, GM gida ve yem drunlerinin risk degerlendirmesi de dahil olmak iizere gesitli
alanlardaki risk degerlendirme yaklasimlar1 kapsaminda omik teknolojilerinin
kullanilabilirligine odaklanan 24. Bilimsel Kolokyumu’nu diizenlemistir [197].
Kolokyumdaki goriisler, bilimsel giivenlik degerlendirmesini desteklemek i¢in omik veri
kiimelerinin potansiyel kullanimmin kesfedilmesini ve omik araglarini risk

degerlendirmesine dahil etme siirecinde, risk degerlendiricilerini desteklemek icin somut
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uygulama yollar tizerinde ilerlenilmesi gerektigini vurgulamistir. Ayrica, otorite, risk
degerlendirmesinde omik veri setlerinin kullanimina olan giiveni arttirmak igin test
edilebilecek vaka Orneklerinin kullanilmasini énermistir [198]. EFSA'ya benzer sekilde
ABD Ulusal Bilim, Miihendislik ve Tip Akademileri (NASEM) de bitki biyoteknolojisi
caligmalarinda karakterizasyon ve risk degerlendirme amacli omik teknolojilerinin
yararliligin1 kabul etmektedir. Bu tekniklerin GM gidalar gibi yeni gidalar kapsaminda
GMO’lar1 analiz etmek ve genetik miithendisligi siirecinin neden oldugu degisiklikleri test

etmek i¢in de kullanimi beklenmektedir [199].
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Bu tez ¢alismasinda, mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan genetik
modifiye (GM) MIR604 ve MONS810 iceren musir unlari ile GM i¢cermeyen muadillerinin
molekdler ve kimyasal profillerinin genomik, transkriptomik, metabolomik ve lipidomik
gibi omik yaklagimlar araciligtyla incelenmesi, karakterize edilmesi ve bulgularin uygun

istatistiksel araglarla degerlendirilmesi amag¢lanmaistir.

Bu amagla, %<0.1 ve %75 GM MIR604 ile %<0.02 ve %5 GM MONS810 sertifikali
referans materyalleri (CRM) deney materyali olarak kullanilmistir. Bu musir unu
ornekleri, 600 W’da 2 dk boyunca (2450 MHz) mikrodalga uygulamasina tabii
tutulmustur. Hazirlanan mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu
ornekleri, omik teknolojileri kullanilarak ayri ayri analiz edilmis ve analizler sonrasinda
elde edilen bulgularla, proses etkisine bagli olarak hem molekuler hem de kimyasal
bilesenlerin Kkarakterizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, c¢alismada, farkli omik
teknolojileri kullanilarak elde edilen verilerin gida prosesleri uygulanmis yeni gidalarin
gida kompozisyonu agisindan risk degerlendirmesi asamasinda diizenleyiciler tarafindan

kolayca uygulanabilir olmasini amaglayan bir yaklagim 6nerilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Bu ¢alismada sertifikali referans materyal (CRM) olarak Amerikan Yag Kimyagerleri

Birligi (AOCS, Urbana, Illinois, ABD) ve Referans Materyaller ve Olgiimler Enstitiisii

(IRMM, Ortak Arastirma Merkezi (JRC), Geel, Belgika)’den ticari olarak saglanan GM

ve GM olmayan misir unu Ornekleri kullanilmigtir. Asagida siralanan materyaller tim

calisma stiresi boyunca 4 °C’de depolanmastir:

-  CRM 0407-A (%<0.1), AOCS tarafindan Syngenta Crop Protection, LLC (Basel,
Isvigre) icin modifiye olmayan musir tohumundan hazirlanmistir. Ticari firma
tarafindan bu CRM hazirlanirken, toplam 3000 tohum (300 tohumdan 10 kisim)
degerlendirilmis ve tiim kisimlar GA21, MIR162, MIR604 ve MZHGO0JG musir i¢in
negatif olarak test edilmistir.

-  CRM 0607-A2 (%75), AOCS tarafindan Syngenta Crop Protection, LLC (Basel,
Isvigre) igin MIR604 musir tohumu tozundan hazirlanmistir. Bu CRM’in
hazirlanmasinda kullanilan MIR604 muisir, ii¢ farkli tohum materyalinin 1:2:1
oraninda karistirilmasiyla elde edilmistir. Bu tohum materyalleri, sirasiyla GM
tohum MIR604 male dondr (NP2222/NP2391 (MIR604)), GM tohum MIR604
female dondr (NP2222 (MIR604) /NP2391) ve GM olmayan tohumdur
(NP2222/NP2391).

-  ERM-BF413a (%<0.02), Monsanto Company (St. Louis, MO, ABD) tarafindan
teslim edilen modifiye olmayan bir misirin (¢esit EXP258B) biitlin tohumlarindan
hazirlanan kurutulmus bir misir tozudur.

-  ERM-BF413f (%5), Monsanto Company (St. Louis, MO, ABD) tarafindan teslim
edilen, modifiye olmayan bir misirin (EXP258B cesidi) ve genetik modifiye
MONS810 misirin (DKC57-84 ¢esidi) biitiin tohumlarindan hazirlanan kurutulmus bir

misir tozu karigimidir.

GM olmayan ticari misir unlar1 (Ankara, Turkiye) ise transkriptomik analizlerde RNA
ekstraksiyon  yontemlerinin  optimizasyonu, secilen ekstraksiyon yOnteminin
dogrulanmas1 ve mutlak RT-qPCR analizlerinde standart egrilerin olusturulmasinda
kullanilmistir. Ayrica, Tarim ve Orman Bakanli§i, Gida ve Yem Kontrol Merkez

Arastirma Enstitiisii Midiirligi (Bursa, Tiirkiye)’'nden 2021 Temmuz ayinda yeni hasat
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edilmis GM olmayan musir koganlar1 temin edilmistir. Bu koganlardan ayrilan misir
tohumlar1 havan ve tokmak yardimiyla siv1 nitrojen i¢inde 6gitiildiikten sonra elde edilen
ornekler, transkriptomik analizlerde RNA ekstraksiyon ydntemlerinin optimizasyonu

amaciyla kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Mikrodalga Uygulamasi

CRM misir unu materyalleri ayr1 ayri cam petri kutularma aktarilmigtir. Daha sonra,
kapaklar1 kapatilan cam petri kutular1 mikrodalga firnin (MD1500 mikrodalga firin,
Beko, Istanbul, Tiirkiye) déner tablali cam plakasima yerlestirilmistir [200]. Ornekler,
2450 MHz frekans ve 600 W sabit giigte 2 dk boyunca mikrodalga uygulamasina tabii
tutulmustur [201]. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan materyaller igin

olusturulan 6rnek kodlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Misir unu materyalleri ve drnek kodlari.

Ornek Adi Mikrodalga Uygulamas1 ~ Ornek Kodu
Mikrodalga uygulanmayan ticari misir unu - C1
Mikrodalga uygulanmayan misir unul - MF1

(CRM 0407-A, % <0.1 GM MIR604)

Mikrodalga uygulanan misir unul 600 W, 2 dk MF1T
(CRM 0407-A, % <0.1 GM MIR604)

Mikrodalga uygulanmayan misir unu2 - MF2

(CRM 0607-A2, % 75 GM MIR604)

Mikrodalga uygulanan misir unu2 600 W, 2 dk MF2T

(CRM 0607-A2, % 75 GM MIR604)

Mikrodalga uygulanmayan misir unu3 - MF3
(ERM-BF413a, % <0.02 GM MONS810)

Mikrodalga uygulanan misir unu3 600 W, 2 dk ME3T
(ERM-BF413a, % <0.02 GM MON810)

Mikrodalga uygulanmayan misir unu4 - MF4
(ERM-BF413f, % 5 GM MONB810)

Mikrodalga uygulanan misir unu4 600 W, 2 dk MFAT

(ERM-BF413f, % 5 GM MONB810)
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3.2.2. Nukleik Aside Dayali Analizler: Genomik ve Transkriptomik

3.2.2.1. Genomik Analizler

3.2.2.1.1. DNA Ekstraksiyonu

Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan CRM’lerden Unio Food Genomic DNA
Extraction Kit (A. Geneworks, Istanbul, Tirkiye) yontemine gére DNA ekstrakte
edilmistir. Yontem, bitki orijinli gida hammaddesi, islenmis ve/veya islenmemis gida,
yem ve tohum 6rneklerini kapsamaktadir. DNA ekstraksiyonunda Adana Gida Kontrol
Laboratuvari’nda (Adana, Tiirkiye) yer alan Unio B24 ekstraksiyon sistemi (A.
Geneworks, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir. DNA ekstraksiyonunun saglanmast igin ilk
asamada hiicre duvari, hiicre zar1 ve ¢ekirdek zarinin pargalanmasi gereklidir. Bu amagcla,
2 mL’lik eppendorf tiiplerde tartilan 100’er mg 6rnekler 800 uL. Buffer LTX (Buffer 1,
Lysis) soliisyonu ile muamele edilmistir. Misir unlarinin nisasta igerigi yiiksek oldugu
icin, lysis asamasinda orneklere 30 pL a-Amilaz (10 mg/mL) ilave edilmistir. Sonrasinda
orneklere 40 puL. Proteinaz K eklenmis ve ornekler 30 dk 65°C’de bekletilip, 12000
rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. 600 pL siipernatant yeni bir 1.5 mL’lik eppendorf tiipe
konulmustur. Siipernatanta 0.5 pL. RNAz A (50 mg/mL) ilave edilip, karisim
vortekslenmistir. 10 dk oda sicakliinda inkiibasyon ger¢eklesmistir. Serbest haldeki
DNA, uygun bir tasiyic1 olan manyetik partikiillere baglanarak manyetik bir kompleks

olusturmustur.

Istenmeyen kirleticilerin, ortamdaki tuz, protein vb. istenmeyen kontaminantlarmn
uzaklagtirilmasi i¢in manyetik kompleksin soliisyonlar ile yikanmasi gergeklestirilmistir.
Yikamalar Unio B24 ekstraksiyon sisteminde (A. Geneworks, Istanbul, Tiirkiye) yer alan
izolasyon robotunda yapilmustir. Igerisinde yikama bufferlarinin bulundugu kartuslar,
calisilan Ornek sayisina esit olacak sekilde, kartus ¢ergevesi yardimiyla yiikseklik farki
olusmayacak sekilde, izolasyon robotunun kartus rafina yerlestirilmistir. Kartus raflari,
tizerlerinde yer alan ok isaretleri dikkate alinarak yerlestirilmistir. Siipernatantlarin
bulundugu 1.5 mL tiiplerin kapaklart kirildiktan sonra tiipler kartus rafina
yerlestirilmistir. Geri alma (eliisyon asamasi) igin bos 1.5 mL tiiplere 0rnek numaralari
yazilmis ve tiipler Unio ekstraksiyon cihazinin metal raklarina yerlestirilmistir. Cihazin
kapag1 kapatildiktan sonra, cihaz panelinden istenen protokol secilmis ve cihaz ilk
islemlerini tamamlayincaya kadar (siipernatanti g¢ekinceye kadar) takip edilmistir.

Protokol tamamlaninca, DNA bulunan geri alma tiiplerinin kapaklar1 kapatilip, tiipler
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cihazdan alimmigtir. DNA Ornekleri ileri analizlerde kullanilmak iizere -20°C’de
saklanmustir. Izolasyon robotunda UV siiresi belirlenerek (en az 15 dk), kartuslar UV
islemine tabii tutulmustur. UV asamasi tamamlaninca kartuglar tibbi atiga atilmistir.
Orneklerin robota yiiklenmesinden 6nceki asamalarda kullanilan malzemeler ve yiizeyler

%10’luk camasir suyu ile silinip kurulanmigtir.

3.2.2.1.2. DNA Kalitesi

Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan CRM’lerden elde edilen DNA orneklerinin
konsantrasyonu ve safligi (A260/A280), BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd. Sti. (Ankara,
Tiirkiye) firmasinda bulunan Nanodrop 2000c spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Yogun 6rneklerin DNA miktari, kullanilan

tarama kitine uygun olacak sekilde PCR grade su ile seyreltilmistir.

3.2.2.1.3. DNA Ekstraksiyon Yonteminin Dogrulanmasi

Unio® Food Genomic DNA Extraction Kit (A. Geneworks, Istanbul, Tiirkiye) yoéntemine
gore, mikrodalga uygulanmayan ve GM olmayan CRM muisir unu ornekleri (MF1 ve
MF3) i¢in alt1 test tekrarli DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon ii¢ farkl
gunde tekrarlanarak her 6rnek i¢in toplam 18 DNA ekstrakti elde edilmistir. DNA’larin
konsantrasyonu ve safligi Nanodrop 2000c spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile belirlenmistir. Verim, sirastyla ortalama DNA konsantrasyonu, standart sapma
ve varyasyon katsayisi degerleri ile temsil edilmistir. Saflig1 ve inhibitér kontroliinii
degerlendirmek icin secilen DNA ekstraktlari, 20 ng/puL’lik bir konsantrasyona
ayarlanmistir. Ardindan, bitki ACT genini saptamak i¢in segilen ekstraktlarin dort katl
seri diliisyonlar1 (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) hazirlanmistir. Amplifikasyonlar, gerekli primer
ve prob dizilerini iceren Bosphore® Plant Detection Kit v3 (A. Geneworks, Istanbul,
Turkiye) kullanilarak, LightCycler® 480 Real-Time PCR (qPCR) (Roche Diagnostics
International AG, Isvicre) sisteminde Cy5 filtresi secilerek gergeklestirilmistir [202].
Dahili kontroliin amplifikasyon verileri HEX kanali ile belirlenmistir. Cizelge 3.2°de
bitkiye 6zgi gen ACT i¢in qPCR kosullar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2. Bitki spesifik gen (ACT) i¢in qPCR dongii programi.

Basamak Asama Sicaklik (°C) Sire (s) Donguler
Baslangi
' Akiivafyf)nu % 000 '
Denatlrasyon 95 10
2 Amplifikasyon Baglanma 60 20 45
Uzama 72 10
3 Sogutma 40 30 1

Seyreltme faktoriiniin logaritmasina karsi seyreltilmis dort 6rnegin ortalama esik dongust
(Cq) degerleri grafigi c¢izilmis ve inhibitorlerin varligin1 belirlemek igin dogrusal
regresyon kullanilarak her 6rnek igin bir denklem olusturulmustur. Ayni 6rnekten
hesaplanan Cq degeri ile dogrusal regresyondan elde edilen seyreltilmemis 6rnegin Cq
degeri arasinda karsilastirmalar yapilmistir [203]. Veriler, her diliisyon igin 6lgllen Cq
degerlerini, ACq'yu, grafigin egimini, amplifikasyon verimini ve R? degerlerini iceren
yontemin kabul edilebilirlik kriterlerini belirlemek i¢in kullanilmistir. Reaksiyonun

verimi ve ACq'st asagidaki formiillere gore hesaplanmaistir:

. (-——)
Verim = (10" e&im” — 1) x 100 1)
ACq = (seyreltme serisinin ort. Cq'si — 6nceki seyreltme serilerinin ort. Cq'si) (2)

3.2.2.1.4. Kalitatif PCR ile GMO Tarama Analizlerinin Yapilmasi

Foodproof® GMO Tarama Kiti (GMO Screening 1 LyoKit-5' Nuclease, BIOTECON
Diagnostics GmbH, Almanya), GMO hedef dizilerinin (P-35S, P-FMV ve T-NOS) ve
dahili kontroliin amplifikasyonu ve tespiti igin gerekli tim reaktifleri, primer ve hidroliz
prob dizilerini saglamistir. Ayrica kit i¢erisinde bulunan kullanima hazir PCR karigimi
icerisinde carry-over kontaminasyonlari onlemek icin Taq DNA Polimeraz ve isiya
duyarl1 UNG enzimleri bulunmaktadir [204]. Son reaksiyon karisimlarina yalnizca tiim
orneklerden elde edilen DNA’lar eklenmistir. Tim deneylerin sonuglarinin dogru ve
tekrarlanabilir olmasini saglamak icin kitle birlikte bir pozitif kontrol DNA's1 da

saglanmustir.
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Kit performansi, FAM, HEX, ROX ve CyS5 algilama kanallarina sahip ger¢cek zamanh
PCR cihazlar1 (6rnegin; LightCycler 480, LightCycler 96) icin uygundur [204]. Ug
genetik elementin es zamanli saptanmasi i¢in bir LightCycler 480 Real-Time PCR
(qPCR) (Roche Diagnostics International AG, Isvicre) sistemi kullanilmistir. P-35S
sekansinin amplifikasyonu, qPCR sisteminde bulunan FAM kanalinda, P-FMV
sekansinin amplifikasyonu ROX kanalinda, T-NOS sekansinin amplifikasyonu HEX
kanalinda ve dahili kontroliin spesifik amplifikasyonu ise Cy5 kanalinda
gerceklestirilmistir [204]. PCR, reaksiyon karisiminin son hacmi 20 pL olacak sekilde
tedarikcilerin talimatlarina gére kurulmustur. Giivenilir sonuglar elde etmek i¢in, PCR
reaksiyonlar1 sirasinda pozitif, negatif, ¢cevre kontrol seti ve farkli bir CRM (MON®89034)
materyali kullanilmigtir. Termal dongii programi Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Tim PCR

reaksiyonlar1 iki tekrarli gergeklestirilmistir [203].

Cizelge 3.3. P-35S, P-FMV ve T-NOS i¢in qPCR dongii programi.

Basamak Asama Sicaklik (°C)  Stire (S) Donguler
1 Baslangic 37 240 .
Aktivasyonu 95 600
Denatlrasyon 95 )
2 Amplifikasyon ~ Baglanma 60 60 50
Uzama 60 60
3.2.2.1.5. Kalitatif PCR Analizlerinin Dogrulanmasi

Elde edilen mikrodalga uygulanmayan %75 MIR604 (MF2) ve %5 MON810 (MF4)
DNA  ekstraktlar1 kullanilarak PCR analizi ile bir dogrulama caligsmasi
gerceklestirilmistir. Sonuglar, LOD, tip 1 hata orani (yanlis pozitif) ve tip 2 hata orani
(yanlis negatif) parametreleri gibi yontem performans testlerine gore degerlendirilmistir
[205]. Ydntemin mutlak LOD’sini (LODabs) belirlemek icin, MF2 ve MF4 6rneklerinin
DNA ekstraktlar ile iki farkli seyreltme seviyesinde (20 ve 10 kopya/reaksiyon) on
paralel PCR analizi yapilmigtir. Yontem performans kriterleri olarak, kalitatif analiz
yaklasimi igin tip 1 (a) ve tip 2 (B) hata oranlar1 %95 giiven araliginda Denklem (3) ve

Denklem (4)’te yer alan formiillere gére hesaplanmistir:
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Yanlis siniflandirilmis bilinen negatif 6rnek sayisi

a (%) =

x 100 3)

Bilinen negatif 6rneklerin toplam sayisi

Yanlis siniflandirilmis bilinen pozitif 6rnek sayisi

R (%) =

x 100 4)

Bilinen pozitif 6rneklerin toplam sayisi

3.2.2.2. Transkriptomik Analizler

3.2.2.2.1. RNA Ekstraksiyonu

RNA Extracol Metodu (Metot A):

Misir unu materyallerinin RNA ekstraksiyonu icin “E3700” katalog numarali RNA
Extracol (EURX, Gdansk, Polonya) Kit protokolii [206] uygulanmigtir. RNA Extracol'un
oldukea etkili RNaz inhibe edici 6zelligi, lizis sirasinda RNA'nin biitiinliglinti korur ve
yiiksek kaliteli materyalin ekstraksiyonuyla sonuglanir. RNA, izopropanol ile ¢oktiiriiliir
ve ¢oken RNA, safsizliklart gidermek icin yikanir ve daha sonraki uygulamalarda
kullanilmak {izere yeniden siispanse edilir. Uygulanan yonteme detayli olarak

bakildiginda;

1. 2 mL eppendorf tiiplerde 0.03 g musir unu 6rnekleri tartilmisgtir.

2. Ornekler 1 mL RNA Extracol (Katalog No: E3700, EURx, Gdansk, Polonya) icinde
homojenize edilmistir.

3.12000xg'de 10 dk 4 °C’de santrifiij (Sigma 3-18K, Sartorius AG, Gottingen, Almanya)
isleminden sonra siipernatantlar yeni bir tiipe aktarilmigtir.

4. Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyon ger¢eklesmistir.

5. Homojenizasyon i¢in kullanilan 1 mL RNA Extracol i¢in 6rneklere 0.2 mL kloroform
(Uriin No: 24216, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) eklenmistir.

6. Ornekler sikica kapatilarak, 15 sn kuvvetlice calkalandiktan sonra oda sicakliginda 5
dk inklibe edilmistir.

7. Ornekler 12000xg’de 15 dk 4 °C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi karisimi 3 faza
ayirmistir: pembe organik faz, bir ara faz ve renksiz bir iist sulu faz (RNA igeren). Ust
sulu faz, toplam hacmin ~%50’sini olusturmustur.

8. Arayiizii bozmadan sulu faz ¢ok dikkatli bir sekilde yeni tiipe yerlestirilmistir.

9. Homojenizasyon icin kullanilan 1 mL RNA Extracol i¢in sulu faza 0.5 ml %100
izopropanol (Uriin No: 24137, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) eklenmistir.
10. Ornekler oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

11. 12000xg'de 10 dk 4 °C’de santrifiij uygulanmistr.
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12. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, kalan pelet ilk homojenizasyonda kullanilan 1
mL RNA Extracol basina 1 mL %75 etanol (Uriin No: 1.00983, Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) ile bir kez yikanmis ve vortekslenmistir (V-1plus vorteks, Biosan Medical-
Biological Research and Technologies, Letonya).

13.10000xg'de 5 dk 4 °C’de santriflj uygulanmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra,
kalan pelet kurumaya birakilmis ve daha sonra 60 uL. RNaz i¢ermeyen suda (Steril filtreli,
DNaz/RNaz/proteaz icermeyen su, Katalog No: WAT333.500, BioShop Canada Inc.,

Burlington, Ontario, Kanada) ¢6zulmiistiir.

Uygulama sirasinda, otomatik pipetler, laboratuvar tezgahlari, eldivenler ve cam
malzemeler RNazZAP soliisyonu (RNaz enzimini uzaklastirmak i¢in kullanilan temizlik
ajam1, Uriin No: R2020, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ile muamele edilerek

orneklerin olas1 kontaminasyonu onlenmistir.

Modifiye RNA Extracol Metodu (Metot B):

RNA Extracol yontemi, Dutta ve arkadaslarinin [207] misir tohumlarindan yiiksek kaliteli
RNA ekstraksiyonu i¢in uyguladig: iki asamali yontem esas alinip modifiye edilmistir.
Misir tohumu, ticari misir unu (C1), MIR604 (MF2) ve GM olmayan izojenik orneklerine
(MF1) bu yontem uygulanmistir. Modifiye edilen SDS bazli RNA Extracol protokolii

detayli olarak incelendiginde;

1. Onceden sogutulmus 1.5 mL eppendorf tiiplerde 0.1 g musir drnekleri tartilmugtir.
2. Orneklere 600°er uL. SDS ekstraksiyon tamponu ilave edilmistir. Tampon pH’s1 1100L
pH metre (VWR International, Radnor, Pensilvanya, ABD) ile belirlenmistir.
SDS ekstraksiyon tamponu;
- 100 mM Tris (pH 8, Trizma base, Uriin No: T1503, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD),
- 150 mM NaCl (Sodyum Klorir, Uriin No: 31434, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD),
- 50 mM EDTA (pH 8, 0.5 M, Uriin Kodu: A4892,0100, AppliChem GmbH, Ottoweg,
Darmstadt, Almanya),
- %1.5 SDS (Katalog No: 1610302, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kaliforniya,
ABD) ve
- %2 B-merkaptoetanol (2-merkaptoetanol, Uriin No: M6250, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD) igermistir.
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3. Vorteks (V-1plus vorteks, Biosan Medical-Biological Research and Technologies,
Letonya) yapildiktan sonra buz banyosunda 6rnekler 10 dk inkiibasyona birakilmstir.

4. 12000xg'de 12 dk 4 °C’de santrifiij (Sigma 3-18K, Sartorius AG, Gottingen, Almanya)
isleminden sonra siipernatantlar yeni 1.5 mL tiiplere aktarilmistir.

5. Esit miktarda RNA Extracol (Katalog No: E3700, EURx, Gdansk, Polonya) ilavesi
yapilmis ve tiipler 30’ar sn vortekslenmistir.

6. Ornekler oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

7. Toplam hacmin yaris1 kadar 6rneklere kloroform (Uriin No: 24216, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, ABD) eklenmistir.

8. 10 dk buz banyosunda inkiibasyon yapilmustir.

9. Ornekler 21000xg'de 15 dk 4 °C'de santrifijlenmistir. Santrifiljden sonra faz ayrimu
gerceklesmistir.

10. Ara faz1 bozmadan elde edilen st sulu faz ¢ok dikkatli bir sekilde yeni tiipe
yerlestirilmistir.

11. Toplam hacmin yaris1 kadar 6rneklere tekrar kloroform eklenmistir.

12. 10 dk buz banyosunda inkiibasyon yapilmustir.

13. Ornekler 21000xg'de 5 dk 4 °C'de santrifiijlenmis ve elde edilen iist faz yeni bir tiipe
aktarilmistir.

14. Orneklere esit hacimde dnceden dondurulmus %100 izopropanol (Uriin No: 24137,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) eklenmis ve 6rnekler iyice vortekslenmistir.
15. -20 °C'de 45 dk inkiibasyon gergeklesmistir (RNA ¢oktiirme basamagi).

16. 21000xg'de 10 dk 4 °C'de santriflj uygulanmastir.

17. Stipernatant uzaklastirilmis, kalan pelet bastaki RNA Extracol hacmi kadar %75
etanol (Uriin No: 1.00983, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ile yikanip
vortekslenmistir.

18. 21000xg'de 5 dk 4 °C'de santrifij uygulanmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
kalan pelet buz {iistiinde tiiplerin kapaklar1 agik bir sekilde 30 dk bekletilerek kurumaya
birakilmustir.

19. RNA peletleri tamamen kurutulmadan 50’ser pL %0.1 DEPC-suda (DEPC, Uriin
Kodu: A0881,0100, AppliChem GmbH, Ottoweg, Darmstadt, Almanya; Steril filtreli,
DNaz/RNaz/proteaz icermeyen su, Katalog No: WAT333.500, BioShop Canada Inc.,
Burlington, Ontario, Kanada) ¢0zUnmiistiir.

20. Ornekler 4 °C'de 40 dk inkiibe edilmis ve ileriki uygulamalar igin alikotlara ayrilarak

-80 °C'ye alinmistir.
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Uygulama sirasinda, otomatik pipetler, laboratuvar tezgahlari, eldivenler ve cam

malzemeler RNazZAP soliisyonu (Uriin No: R2020, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

ABD) ile muamele edilerek érneklerin olas1 kontaminasyonu 6nlenmistir.

Modifiye SDS-LiCl Metodu (Metot C):
Misir tohumu, MIR604 (MF2) ve GM olmayan izojenik misir unu drneklerine (MF1),

literatiirde yer alan nisasta, protein ve lif bakimindan zengin bitki dokularindan yiiksek

kaliteli RNA ekstraksiyonu icin evrensel bir yontem olarak sunulan modifiye SDS-LiCl

metodu uygulanmistir [208]. Bu metot, SDS-Fenol bazli ekstraksiyona dayanir ve

sodyum asetat ve LiCl ile RNA’nin ¢oktiiriilmesi saglanir. Uygulama sirasinda kullanilan

kimyasallar ise asagida siralanmistir:

Trizma base (Uriin No: T1503, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)

EDTA disodyum tuzu, EDTA-Na, (Uriin No: E5134, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD)

PVP (Katalog No: PVP504.250, BioShop Canada Inc., Burlington, Ontario, Kanada)
Sodyum Kloriir, NaCl (Uriin No: 31434, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
DEPC (Uriin Kodu: A0881,0100, AppliChem GmbH, Ottoweg, Darmstadt, Almanya)
Steril filtreli, DNaz/RNaz/proteaz icermeyen su (Katalog No: WAT333.500, BioShop
Canada Inc., Burlington, Ontario, Kanada)

2-merkaptoetanol (Uriin No: M6250, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
SDS (Katalog No: 1610302, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kaliforniya, ABD)
Fenol (Uriin Kodu: A1624,0100, AppliChem GmbH, Ottoweg, Darmstadt, Almanya)
Kloroform (Uriin No: 24216, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)

[zoamil alkol (Katalog No: 1S0900.500, BioShop Canada Inc., Burlington, Ontario,
Kanada)

Lityum klortir, LiCI (Uriin No: L9650, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
Sodyum asetat tampon sollsyonu, pH 5.2 + 0.1 (Uriin No: S7899, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, ABD)

Etanol (Uriin No: 1.00983, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

Uygulama sirasinda, otomatik pipetler, laboratuvar tezgahlari, eldivenler ve cam

malzemeler RNazZAP soliisyonu (Uriin No: R2020, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

ABD) ile muamele edilerek drneklerin olas1 kontaminasyonu énlenmistir.
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Modifiye CTAB Ekstraksiyon Metodu (Metot D):

Bitki dokularindan yiiksek kaliteli RNA ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan
CTAB-LIiCI yontemi [209] sirasiyla misir tohumu, ticari misir unu ornekleri (C1),
MIR604 (MF2) ve GM olmayan izojenik misir unu 6rneklerine (MF1) uygulanmustir.

YoOnteme ait protokol detayli olarak incelendiginde;

1. Her ornek icin, 2 mL eppendorf tiipte bulunan onceden otoklavlanmig 1.2 mL
ekstraksiyon tamponuna 65 °C su banyosunda (NB20 su banyosu, Nuve Laboratory and
Sterilization Tech., Ankara, Turkiye) 6n 1sitma uygulanmistir. Tampon pH’s1 1100L pH
metre (VWR International, Radnor, Pensilvanya, ABD) ile belirlenmistir.

Ekstraksiyon tamponu;

- %2 CTAB (Uriin No: H6269, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD),

- %2 PVP (Katalog No: PVP504.250, BioShop Canada Inc., Burlington, Ontario,
Kanada),

- 25 mM EDTA (pH 8, 0.5 M, Uriin Kodu: A4892,0100, AppliChem GmbH, Ottoweg,
Darmstadt, Almanya),

- 100 mM Tris-HCI (pH 8, Trizma hidrokloriir, Uriin No: T5941, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, ABD),

- 2 M NaCl (Sodyum Kloriir, Uriin No: 31434, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
ve

- %3 B-merkaptoetanol (2-merkaptoetanol, Uriin No: M6250, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD) igermistir. B-merkaptoetanol, ekstraksiyondan hemen 6nce
otoklavlanmis tampona eklenmistir.

2. 0.25 g ornekler 6nceden 1sitilmis tiiplerde bulunan ekstraksiyon tamponlarina ilave
edilmistir.

3. 1 dk vorteks (V-1plus vorteks, Biosan Medical-Biological Research and Technologies,
Letonya) yapilip, su banyosuna tekrar yerlestirilmistir; 5 dk’da bir vorteks islemiyle en
az 30 dk 65 °C su banyosunda tutulmustur.

4. Ornekler 16000xg'de 10 dk oda sicakliginda santrifiijlendikten sonra, stipernatantlar
yeni 2 mL tiiplere aktarilmistir.

5. Esit hacimde Kloroform:Izoamilalkol, C:I (24:1) ilavesi yapilip, tiipler 30’ar sn
vortekslenmistir (Kloroform, Urlin No: 24216, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD;
[zoamil alkol, Katalog No: 1S0900.500, BioShop Canada Inc., Burlington, Ontario,
Kanada).
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6. Ornekler 16000xg'de 15 dk 4 °C'de santrifiijlenmistir (Sigma 3-18K, Sartorius AG,
Gottingen, Almanya). Santrifij sonrasinda faz ayrimi gergeklesmistir.

7. Elde edilen iist sulu faz beyaz ara faz1 bozmadan ¢ok dikkatli bir sekilde yeni 2 mL
tiipe yerlestirilmistir.

8. Esit hacimde tekrar Kloroform:izoamilalkol, C:I (24:1) ilavesi yapilip, tiipler 30’ar sn
vortekslenmistir.

9. Ornekler 16000xg'de 15 dk 4 °C'de santrifiijlenmistir.

10. Sulu faz yeni 2 mL eppendorf tiipe aktarilmistir. 1/3 hacim 8 M LiCl (Lityum klordr,
Uriin No: L9650, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ilave edilmis, pipetleme ile
karigtirilmistir.

11. Ornekler 4 °C overnight inkiibasyona brrakilmistir (RNA ¢oktiirme basamagy).

12. 16000xg'de 60 dk 4 °C'de santriflj uygulanmastir.

13. Siipernatant uzaklastirilmis ve her bir pelet 800 pL %70 etanol (Uriin No: 1.00983,
Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ile yikanmustir.

14. 16000xg'de 5 dk 4 °C'de santriflij uygulanmistir. Stipernatant pipetle uzaklastirilmis
ve kalan pelet tiiplerin kapaklar1 a¢ik bir sekilde 10 dk boyunca kurumaya birakilmistir.
15. RNA peletleri (beyaz pelet) tamamen kurutulmadan 50’ser pL steril UP-suda
¢cOzUnmiistir.

16. Elde edilen RNA 0Ornekleri, ileriki uygulamalar icin alikotlara ayrilarak -80 °C'ye

alinmustir.

Uygulama sirasinda, otomatik pipetler, laboratuvar tezgahlari, eldivenler ve cam
malzemeler RNazZAP soliisyonu (Uriin No: R2020, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

ABD) ile muamele edilerek 6rneklerin olasi kontaminasyonu onlenmistir.

3.2.2.2.2. RNA Kalitesi ve Biitiinliigii

RNA ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlart ile 260
ve 280 nm’de (A260/280) OD oranlar1t BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd. Sti. (Ankara,
Tiirkiye) firmasinda bulunan NanoDrop 2000c (ThermoScientific) cihazi ile 6lgiilmiistiir.
RNA biitiinliiglinti belirlemek i¢in Altium International Laboratuvar Cihazlari-Sem A.S.
(Istanbul, Tiirkiye) firmasinda bulunan Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi ve ilgili RNA
6000 Nano LabChip Kiti ([210], Agilent Technologies, Santa Clara, Kaliforniya, ABD)

kullanilmastir.
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3.2.2.2.3. RNA Ornekleri icin DNaz Uygulamasi

Caligmada, Metot B ve Metot D kullanilarak 4 ayr1 konsantrasyon degerinde hazirlanan
ticari misir unlarindan ekstrakte edilen RNA o6rnekleri i¢in optimizasyon g¢alismalari
yapilmistir. Bu dogrultuda, iki farkli DNaz | enzim uygulamasi yapilarak ortamda var
olan DNA’lar1 inhibe etmek ve kontaminasyonlart minimuma indirmek amaglanmstir.
Calisma kapsaminda bu enzimler (A) DNaz (Katalog No: E1345-01, EURx, Gdansk,
Polonya) ve (B) DNaz (Uriin No: D5025-150KU, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD) olarak isimlendirilmistir. Boylelikle bu iki enzim uygulamasinin, RNA

biitiinligiinii iyilestirebilme tizerindeki etkisi incelenmistir.

3.2.2.2.4. cDNA Sentezi

Calismada Metot A ile elde edilen RNA 6rnekleri icin cDNA sentezi amaciyla “sSmART
First Strand cDNA Synthesis” kit (Katalog No: E0804-02, EURx, Gdansk, Polonya)
prosediirii uygulanmistir [211]. SMART First Strand cDNA Sentez Kiti, birinci iplik
cDNA'nin verimli sentezi i¢in eksiksiz bir sistemdir. Kit, azaltilmis RNase H aktivitesi,
artirlmis  termostabilite ve islenebilirlige sahip smART Ters Transkriptazdan
olugmaktadir. smART Ters Transkriptaz, tamamlayicit bir DNA sarmalin1 sentezlemek
igin tek sarmalli RNA, DNA veya bir RNA-DNA hibriti (bir primer kullanarak) kullanan
bir DNA polimeraz olarak islev gormektedir. SmART, cDNA kitiphanelerinin
hazirlanmasinda veya RT-PCR ve RT-qPCR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere birinci

sarmal cDNA sentezi i¢in kullanilmaktadir. Uygulanan prosedire bakildiginda;

1. Oda sicakliginda 5 x cDNA Tamponu ¢oziilip ve yavasga vortekslenmistir (V-1plus
vorteks, Biosan Medical-Biological Research and Technologies, Letonya).

2. 0.5 mL eppendorf tiipe sirasiyla,

- izole edilen RNA (10 ng-5 pg), 10 uL

- Oligo (dT)20 Primer (50 uM), 1 pLb

- ANTP Karigimi (10 mM), 1 pL

- RNaz icermeyen su 0.5 pL ilave edilmistir.

3. Omekler 5 dk 60 x 100 rpm’de santrifiijlenmis (iFuge BLOSVT akilli kisisel
mikrosantrifij, Neuation Technologies Pvt., Gandhinagar, Gujarat, Hindistan) ve 65
°C’de 5 dk boyunca MD-01N kuru banyo inkibatoriinde (Major Science Co. Ltd,

Taoyuan, Tayvan) inkube edilmistir.

51



4. Toplam 6rnek hacmi 20 pL olacak sekilde, drneklere belirtilen sirayla asagidaki
bilesenler eklenmistir:

- 5 x cDNA Tamponu, 4 uL.

-DTT 0.1 M, 2 uL

- RNaz Inhibitérii 50 U/uL, 0.5 uL

- smART (200 U/uL), 1 uL.

5. Ornekler 45 dk 65 °C’de tekrar inkiibe edilmistir.

6. 85 °C’de 5 dk drnekler inkibe edilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

7. Hazirlanan cDNA, -20 °C’de saklanmustir.

cDNA miktar ve kaliteleri BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd. Sti. (Ankara, Tiirkiye)
firmasinda bulunan Nanodrop 2000c spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD)

cihazi ile belirlenmistir.

3.2.2.2.5. RNA Ekstraksiyon Yoénteminin Dogrulanmasi

RNA Extracol (Metot A) prosedriine [206] gore mikrodalga uygulanmayan ticari misir
unu 6rnegi (C1) i¢in bes test tekrarinda RNA ekstraksiyonu yapilmis ve ekstraksiyon iki
farkli giinde tekrarlanarak toplam 10 RNA ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen RNA
ekstraktlarinin konsantrasyon ve saflik degerlerini 6lgmek ic¢in bir Nanodrop 2000c
spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmistir. Yontem verimini
belirtmek i¢in ortalama RNA konsantrasyonu, standart sapma ve varyasyon katsayisi
degerleri kullanilmigtir. Ardindan, segilen RNA ekstraktina ¢cDNA protokolii [211]
uygulanmigstir. Safligi ve inhibitoér kontroliinii degerlendirmek i¢in, secilen RNA
ekstraktinin iki katli seri cDNA diliisyonlar1 (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) hazirlanmistir. RT-
gPCR analizleri icin LightCycler 96 Real-Time PCR (gPCR) (Roche Diagnostics
International AG, Isvigre) sistemi kullanilmistir. RT-qPCR reaksiyonlari, 20 pL son
hacim/reaksiyon ile LightCycler 480 Probes Master kit (2x conc., Roche Diagnostics
International AG, Rotkreuz, Isvigre) protokolli [212] kullanilarak gerceklestirilmistir. Her
reaksiyon karigimi 10 pL gPCR karigimi, ZmADH1 primerlerinin her birinden 0.5 pL (0.5
uM son konsantrasyon) ve 0.3 pL prob (0.3 uM son konsantrasyon) (Cizelge 3.4), 3.7 uL
PCR grade su ve 5 ul. ¢cDNA sablonu i¢ermistir. Negatif kontrol olarak PCR grade su
kullanilmigtir. ZMADH1 geni (EC:1.1.1.1 [213]) i¢in kullanilan termal dongii programi
ise Cizelge 3.5°te gosterilmistir.  Tim RT-qPCR reaksiyonlart iki tekrarl
gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. ZmADHL1 geni igin segilen primer ve prob dizileri.

ADH1 Hedef Bolge Oligontikleotit Dizisi (5°-3)

ZmADH1-F (ileri primer) 5’-CGT CGT TTCCCATCT CTT CCT CC -3’
ZmADH1-R (geri primer) 5-CCA CTC CGA GACCCT CAGTC -3’

YAKIMA YELLOW 5-AAT CAG GGC TCA TTT TCT

ZmADH1-P (prob)*
CGC TCC TCA -3’ TAMRA

*: Bu ¢aligmada, raport6r boya olarak VIC yerine Yakima Yellow kullanilmigtir [214].

Cizelge 3.5. ZmMADHL1 igin RT-qPCR dongii programi.

Basamak Asama Sicaklik (°C) Sire (s) Donguler
Baslangi
! Akiivasgyi)nu » 000 !
Denatiirasyon 95 15
2 Amplifikasyon Baglanma 60 60 45
Uzama 60 60

Toplanan veriler, LightCycler 96 yazilim siiriimii SW 1.1 (Roche, Mannheim, Almanya)
kullanilarak analiz edilmistir. Inhibitdrlerin varhig, seri olarak seyreltilmis bes Cl
orneginin ortalama Cq degerlerinin ¢cDNA konsantrasyonunun logaritmasina karsi
cizilmesi ve dogrusal regresyon kullanilarak bir denklem elde edilmesiyle belirlenmistir.
Her diliisyon icin olgiilen Cq degerleri, grafigin egimi, amplifikasyon verimi ve R?
degerleri, yontemin kabul edilebilirlik kriterlerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Reaksiyonun verimi Denklem (1) yardimiyla belirlenmistir.

3.2.2.2.6. Hedeflenen ki Misir Geni i¢in Standart Egrilerin Olusturulmasi ve RT-
qPCR Analizlerinin Dogrulanmasi

C1 6rneginin RNA ekstraktindan sentezlenen cDNA, bes konsantrasyon noktasina kadar
seyreltilmis ve elde edilen sablonlar, iki hedeflenen misir geni, ZMAGOZla ve ZmRLK9
icin ilgili primer setleriyle (Cizelge 3.6) amplifiye edilmistir. Her seyreltme iki tekrarl
hazirlanmis, amplifikasyonlar LightCycler 96 Real-Time PCR (qPCR) (Roche

Diagnostics International AG, Isvigre) sistemi araciliiyla gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. RT-qPCR igin kullanilan oligontikleotit primer setleri.

Hedef Gen Gen Ad1 Oligoniikleotit Dizisi (5°-3")* Kaynak

F ACACCGTTATGCACCGGTAA
ZmAGOla Argonotla [215]
R AATCCACGACAAGCCCATCTT

Reseptor F AAGCGATTGCAATAGGGACCTC
ZMRLK9 o’ 2
BenzeriKinazd  p GG ACTCCATGTCAGTGCTACC

*: {leri (F) ve Geri (R) primer dizileri gosterilmektedir.

Amplifikasyon reaksiyonlari, iireticinin protokoliine (Solis BioDyne 2023 [216]) gbre 5x
HOT FIREPol EvaGreen® gPCR Mix Plus kiti (no ROX, Solis BioDyne, Estonya)
kullanilarak toplam 20 pL hacimde gergeklestirilmistir. Her reaksiyon karisimi 4 pL
gPCR karisimu, ilgili ileri ve geri primerlerin her birinden 0.2 pL (100 nM son
konsantrasyon), 10.6 pLL PCR grade su ve 5 pLL cDNA sablonu igermistir. Negatif kontrol
olarak, karisima cDNA yerine PCR grade su ilave edilmistir. ki gen bélgesi igin

kullanilan termal dongii programi Cizelge 3.7°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.7. ZmAGO1la ve ZmRLK9 i¢in RT-qPCR dongii programi.

Basamak Asama Sicaklik (°C) Sure (s)  Donguler
Baslangi
1 S_ = 95 900 1
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 15
- Baglanma (AGOla) 60 20
2 Amplifikasyon 40
Baglanma (RLK9) 60 35
Uzama 72 20

RT-qPCR iiriinlerinin 6zgilliigliniin belirlenmesi i¢in erime basamagi olarak 95 °C 1 s,
65 °C 15 s ve 95 °C 1 s parametreleri eklenmistir. Elde edilen veriler, LightCycler 96
yazilim siirimii SW 1.1 (Roche, Mannheim, Almanya) kullanilarak analiz edilmistir.
Ortalama Cq degerleri, her primer seti i¢in standart egriler olusturmak iizere C1 6rneginin

seyreltilmis cDNA konsantrasyonlarinin logaritmasina karsi ¢izilmistir.
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Dogrulama g¢aligmalari, RT-gPCR testlerinin amplifikasyon verimlerinin (Denklem 1)
belirlenmesini ve reaksiyonlarin ozgiilligiinii degerlendirmek igin erime egrisi
analizlerini icermistir. Ayrica kilavuz dokiimanda [217] belirtilen ilkelere gore,
laboratuvar igi tekrar tretilebilirlik standart sapmasi (Sgr), laboratuvar ici bagil tekrar
tiretilebilirlik standart sapmasi (RSDR), tespit limiti (LOD) ve 6l¢im limiti (LOQ), her

PCR analizi i¢in agagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

Sr= di ©)
RSDg = 20 (6)
LOD = u, x 4 @)
LOQ = u,x9 8)

burada d iki analitik sonug arasindaki ortalama fark, d, bagimsiz 6lgiim sayisina bagl
sabit (d, = 1.13) ve rad ortalama bagil farktir (%). “u,” bileseni ise, Sr degerlerinin
ortalama cDNA konsantrasyon noktalarna karsi grafiginin ¢izilmesiyle elde edilen
dogrusal denklemin kesigimi olarak belirlenen mutlak standart belirsizligi temsil

etmektedir.

3.2.2.2.7. Mikrodalga Uygulanan Msir Ornekleri icin RT-gPCR Analizlerinin
Uygulanabilirligi

Hem mikrodalga uygulanmayan 6rnekler (MF1, MF2, MF3 ve MF4) hem de mikrodalga
uygulanan drnekler (MF1T, MF2T, MF3T ve MF4T) icin RNA ekstraksiyonu ve cDNA
sentezi, daha once aciklanan yontemler izlenerek iki tekrarli gerceklestirilmistir. Daha
sonra reaksiyon karisiminda son konsantrasyon 75 ng/puL olacak sekilde cDNA ornekleri
hazirlanmistir. Her 0rnek (¢ tekrarl elde edilmis ve sablonlar, ilgili primerler (Cizelge
3.6) kullanilarak EvaGreen bazli RT-qPCR analizlerinde amplifiye edilmistir. CI
orneginin RNA’sindan sentezlenen cDNA, PCR reaksiyonlar sirasinda pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Tiim Orneklerin Cq degerleri elde edildikten sonra, hedeflenen iki
misir geni i¢in gen ekspresyon analizleri kapsaminda, 6rneklerin RNA seviyeleri mutlak
6lcim yontemi (Denklem 9) [218] kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, mikrodalga
uygulanmayan 6rneklerde bulunan misir genlerinin ekspresyon seviyeleri, mikrodalga

uygulanan érneklerden elde edilen verilerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Q = 10(Ca-b/m) 9)

burada Q, gen ekspresyon seviyesini; Cq, niceleme esik dongiisiinii; b, iki misir geninin
standart egrilerinden elde edilen dogrusal denklemlerin kesisim noktasini ve m, dogrusal

denklemlerin egimini ifade etmektedir.

3.2.3. Metabolit Analizleri: Metabolomik ve Lipidomik

3.2.3.1. Metabolomik Analizler

3.2.3.1.1. Birincil Metabolitlerin GC-MS ile Analizi

Birincil Metabolitlerin Ekstraksiyonu ve Derivatizasyonu

Mikrodalga uygulanan ve uygulanmayan misir unu 6rneklerinden birincil metabolitlerin
ekstraksiyonu ve derivatizasyonu (turevlendirilmesi), Hangerliogullar1 ve arkadaslar

tarafindan bildirilen yonteme [219] gore gergeklestirilmistir:

1. 0.1 g ornek, 800 pL ekstraksiyon solventi %100 metanol (Uriin No: 1.06007.2500,
Supelco, Bellefonte, ABD), 100 uL dahili (i¢) standart adonitol (1 mg/mL, ribitol,
Uriin No: A5502, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ve kromatografi analizine
uygun 100 pL deiyonize su (Uriin No: 1.15333.2500, Supelco, Bellefonte, ABD)
sirastyla bir Eppendorf tiipiine konulmustur.

2. Tup, 1 dk sireyle vortekslenmistir (V-1plus vorteks, Biosan Medical-Biological
Research and Technologies, Letonya). Ekstraksiyon verimini arttirmak igin,
karigtirllmig  ¢ozeltiyi iceren tip, 35 °C’de 60 dk ultrasonik banyoya (VWR
International, Radnor, Pensilvanya, ABD) daldirilmis ve ultrasonik igslem sirasinda her
10 dakikada bir vorteksle kuvvetlice galkalanmistir.

3. Daha sonra karisik soliisyon 10000xg’de 15 dk 4 °C’de santrifiijlenmistir (Sigma 3-
18K santriftj, Sartorius AG, Gottingen, Almanya). Santrifujlemeden sonra,
slipernatantin tamami yeni bir Eppendorf tiipiine aktarilmistir.

4. Ardindan kalan pelete tekrar 800 puL %2100 metanol ve 200 pL deiyonize su
eklenmistir. Tiip vorteks ile 1 dk siireyle karistiritlmistir.

5. Ultrasonik banyo islemi ve santrifiij isleminden sonra siipernatantin tamami bir 6nceki
adimda elde edilen siipernatant igeren Eppendorf tiipiine aktarilmis ve daha sonra
cozelti 1 dk vorteksle 1yice karigtirilmistir.

6. Daha sonra karistirilan soliisyon 10000xg’de 15 dk 4 °C’de santrifiijlenmistir.
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7. Santrifiijlemeden sonra, 1 mL siv1 siipernatant, bir GC viale (1.5 mL) aktarilmis ve
daha sonra sipernatant, bir Azot gazi akisi altinda kurutulmustur. Ekstraktlarin
kurutulmasi amaciyla kullanilan yiiksek safliktaki Azot (N2) gaz1 Hat Sinai ve Tibbi
Gazlar A.S. (Hat Grup, Ankara, Tiirkiye)’den saglanmistir.

8. Kurutulan 6rnek 200 pL piridin (Urin No: 270970, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD) igerisinde ¢oziinen metoksiamin hidrokloriir (20 mg/mL, Urin No:
89803, Supelco, Bellefonte, ABD) icinde ¢Ozulmistiir ve 37 °C’de (MIR-154-PE
inkibator, PHC Europe B.V., Etten-Leur, Hollanda) 90 dk calkalanarak (Confido-S50
New4 karistirici, FINEPCR, Gyeonggi-do, Kore) inkiibe edilmistir.

9. Ardindan 200 uL N-metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamid (MSTFA, Uriin No: 69479,
Supelco, Bellefonte, ABD) ilave edilerek tekrar 37 °C’de 90 dk ¢alkalanarak reaksiyon
gerceklesmistir. Tiirevlendirme sonrasinda elde edilen c¢ozelti GC analizleri

yapilmadan once -20 °C’de saklanmustir.

Birincil metabolitlerin ekstraksiyonu asamasindaki optimizasyon ¢alismalari igin
Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK,
Ankara, Tiirkiye) altyapisinda bulunan 7890B GC/5977A serisi MSD sistemi (Agilent
J&W Scientific, ABD) kullanilmistir. Metabolitlerin ayrimi i¢in 30 m uzunluguna (L) x
0.32 mm i¢ capa (ID) ve 0.25 um partikiil boyutuna sahip HP-5 ms kolonu (19091S-413,
Agilent J&W Scientific, ABD) kullanilmistir.

GC-MS Analizi

Birincil metabolitlerin GC-MS analizleri Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Arastirma Merkezi (UNAM, Ankara, Tiirkiye) altyapisinda bulunan 7890A GC/5975C
serisi MSD sisteminde (Agilent J&W Scientific, ABD) gerceklestirilmistir.
Metabolitlerin kromatografik ayrimi i¢in 0.25 mm i¢ ¢apa (ID) ve 0.25 pum partikiil
boyutuna sahip, 30 m uzunlugunda (L) olan HP-5 ms kolonu (19091S-433:1077.39745,
Agilent J&W Scientific, ABD) kullanilmistir. Analiz, 240 °C’de (enjektor sicakligi) 50:1
split modda 0.5 pL Ornek ¢ozeltisi enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Tastyic1 gaz
Helyum 1 mL/dk sabit akis hizinda ayarlanmistir. Firin sicaklik programi baslangicta
80°C’ye ayarlanarak (bekleme siiresi 1 dk), 5 °C/dk hizla 290 °C’ye yiikseltilmis ve son
olarak 290 °C’ye ayarlanmistir (bekleme siiresi 7 dk). Yontemin toplam c¢aligma siiresi

50 dk ve ¢oziicii gecikmesi (solvent delay) 2 dakikadir. Tam tarama modu kullanilmis ve

57



kiitle spektrum araligr 10-600 (m/z) arasinda ayarlanmistir. Tiim analizler ii¢ teknik

okumayla gergeklestirilmistir [219].

GC-MS toplam iyon kromatogram goérintuleri ve kromatogramlardaki piklere ait ktle
spektrumlar1 Enhanced Data Analysis (Agilent J&W Scientific, ABD) programinda
incelenmistir. Kromatogramlara ait ham veriler CSV dosyasina doniistiiriilmiis ve elde
edilen degerler OriginLab Data Analyzes and Graphing Software (OriginPro 2023b,
Learning Edition, Northampton, Massachusetts, ABD) programina aktarilmistir.
Calismada sunulan GC-MS kromatogram gorintileri OriginLab programi ile elde
edilmistir. Pik tanimlama ise Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstittist (NIST) MS Search
2.4 /Wiley WI10N14 (John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, ABD) Kkitle spektral
kitiphanelerindeki spektrum verileri karsilastirilarak = gergeklestirilmistir. Ayrica,
belirlenen metabolit gruplarindaki major piklerin dogrulamasi i¢in Golm Metabolome
Database (Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam, Almanya)
referans veri tabanindan yararlanilmistir. Piklerin integrasyonu ise, Enhanced Data
Analysis (Agilent J&W Scientific, ABD) programinda bulunan RTE Integrator araciyla
gerceklestirilmistir. Kantitatif degerlendirme i¢in tek bir dahili (i¢) standart pikine dayal
yar1 kantifikasyon uygulanmis ve tanimlanan metabolitlerin miktar1 asagidaki denkleme

gore hesaplanmistir:

Q — Ametabolit x mis (10)

Ars Mmateryal

burada Q metabolit miktarini, Ametavolit DIr 0rnekten elde edilen metabolitin pik alanini,
Ais dahili (i¢) standardin pik alanini, mys dahili standardin kiitlesini (0.1 mg) ve mmateryal
misir unu 6rneginin kiitlesini (100 mg) gostermektedir. Denklemden elde edilen degerler
1000 ile carpilarak verilmistir. GC-MS analizlerinin sonuglari, analiz edilen misir unu
orneginin kg’1 bagina mg adonitol esdegeri cinsinden ifade edilmistir. Calismada ayrica,
tanimlanan metabolitlerin metabolik yolak analizleri KEGG bilesik [220] ve KEGG
yolagi [221] veri tabanlari araciligiyla gergeklestirilmistir. KEGG yolak analizi
kapsaminda elde edilen metabolik yolaklar ile metabolizma siniflarina ait sutun grafikleri

ise OriginLab programui ile elde edilmistir.

58



3.2.3.1.2. Fitosterollerin GC-FID ile Analizi

Tiirevlendirilmis mikrodalga uygulanan ve uygulanmayan misir unu ekstraktlarinda
bulunan fitosterollerin analizi icin Akram ve arkadaslarinin uyguladigi yéntem modifiye
edilmistir [222]. Analizler igin Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’nde
(Ankara, Turkiye) yer alan GC-FID Trace GC Ultra cihazi (Thermo Fisher Scientific Inc.,
ABD) kullanilmistir. Fitosterollerin ayrimi ise Alltech Associates, Inc. (Deerfield,
Illinois, ABD) firmasindan saglanan EC-1 (30 m L x 0.32 mm ID, 0.25 pum partikiil
boyutu) kolonunda gergeklestirilmistir. Sistem i¢ (inlet) sicakligi 280 °C olarak
ayarlanmistir. Ornekler 1 pL enjeksiyon hacmi ile 20:1 split oraninda ve tastyic1 gaz
Helyum (He) ile 1 mL/dk akis hizinda sisteme enjekte edilmistir. Tasiyict gaz olarak
kullanilan kuru hava akis hiz1 350 mL/dk ve Hz gaz1 akis hiz1 35 mL/dk seklinde
ayarlanmistir. GC-FID analizinde kullanilan Helyum (He), kuru hava ve Hidrojen (H2)
gazlar1 Hat Sinai ve Tibbi Gazlar A.S. (Hat Grup, Ankara, Tiirkiye)’den saglanmistir.
Firin sicakligi baglangicta 240 °C’de 1 dk olarak ayarlanmis ve 4°C/dk sicaklik artig
hiziyla 280 °C’ye ciktiktan sonra 4 dk 280 °C’de kalacak sekilde programlanmustir.
Toplam analiz siiresi her bir 6rnek i¢in 15 dk’dir. Analizler {i¢ teknik okumayla

gerceklestirilmistir.

Analiz sonrasinda elde edilen kromatogramlar, ChromQuest 5.0 yazilim programinda
(Thermo Fisher Scientific Inc., ABD) degerlendirilmistir. Misir unu Orneklerinde
fitosterolleri kalitatif olarak tanimlamak i¢in bilinen dort konsantrasyon degeriyle (25,
50, 100 ve 200 pg/mL) kampesterol (Uriin No: C5157, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD), stigmasterol (Uriin No: 47132, Supelco, Bellefonte, ABD), R-sitosterol
(Uriin No: 43623, Supelco, Bellefonte, ABD) ve sikloartenol (Uriin No: 08172, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) dis standart ¢ozeltileri kullanilmistir. Her bir dis
standarda ait kalibrasyon egri grafikleri konsantrasyon degerlerine karsi ortalama pik
alan1 olacak sekilde olusturulmustur. Dogrusal regresyon analizi i¢in kalibrasyon
egrilerinin egimi, kesim noktas1 ve belirleme katsayilar1 (R?) bulunmustur. Tespit limitleri
(LOD), Denklem (11) kullanilarak, regresyon ¢izgilerinin y-kesisimlerinin standart hata
degerine (o) ve egim degerine (S) bagli olarak hesaplanmustir [223].

LOD= 33 % (11)
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GC-FID analizi sonucu Orneklere ait kromatogramlardaki pikler, dis standartlarin
alikonma siireleriyle karsilastirilarak dogrulanmistir. Her bir fitosterol bilesigi i¢in elde
edilen pik alanlar1 ve dis standartlarin dogrusal denklemleri kullanilarak kantitatif

analizler gergeklestirilmistir.

3.2.3.2. Lipidomik Analizler

3.2.3.2.1. Yag Asitlerinin GC-FID ile Analizi

Yag Asidi Ekstraksiyonu

Tum 6rneklerden yag asitlerinin ekstraksiyonu, Hangerliogullari ve arkadaslari tarafindan
aciklanan yontem [219] izlenerek gerceklestirilmistir: 0.2 g 6rnek 15 mL santrifj tlipine
aktarildiktan sonra, tiiplere 5 mL hekzan (Uriin Kodu: 930.027.2501, ISOLAB GmbH,
Eschau, Almanya) eklenmistir. Oda sicakliginda 18 saat 250 rpm’de calkalama (NB-
101MC kombine ¢alkalayici, N-Biotek Inc., Gyeonggi-do, Kore) yapilmistir. Ornekler,
10000g’de 15 dk boyunca 4 °C’de bir Mega Star 1.6R yiiksek hizli santrifiij (VWR
International, Radnor, Pensilvanya, ABD) kullanilarak santrifiijlenmis ve sonrasinda
yaklagik 5 mL siipernatant yeni tiiplere aktarilmistir. Yag asidi metil esterlerinin
(FAME’ler) elde edilmesi icin ekstraktlara 500 puL 2 N metanolik KOH (potasyum
hidroksit, Uriin No: 06005, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ¢ozeltisi ilave
edilmigtir. Tdpler, 2 dk siireyle c¢alkalandiktan sonra, sabunlastirilmis kismin
¢oktiiriilmesi i¢in oda sicakliginda 15 dk boyunca 8000 rpm’de santrifiijlenmistir (NF 800
santrifij, Nuve Laboratory and Sterilization Tech., Ankara, Turkiye). Daha sonra elde

edilen 1 mL siipernatant, bir GC viale (1.5 mL) aktarilmistir.

GC-FID Analizi

Yag asitlerinin GC-FID analizlerinde Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii’nde (Ankara, Tiirkiye) yer alan Trace GC Ultra cihaz1 (Thermo Fisher Scientific
Inc., ABD) kullanilmistir. Ekstraktlardan elde edilen yag asitleri OPTIMA-WAX (30 m
L x 0.25 mm ID, 0.25 pum partikiil boyutu, Macherey-Nagel, Diren, Almanya) kolonu ile
incelenmistir. Yag asitlerinin ayrilmasi ve tespiti i¢in kullanilan giris ve dedektor sicakligi
250 °C olarak ayarlanmistir. Firin sicaklik programi ise su sekilde programlanmstir: ilk
sicaklik 140 °C (bekleme siiresi 5 dk), daha sonra sicaklik 4 °C/dk artis olacak sekilde
240 °C'ye yiikseltilmistir (bekleme siiresi 10 dk). Ornekler 1 pL enjeksiyon hacmi ile
40:1 split oraninda ve tastyict gaz Helyum (He) ile 1 mL/dk akis hizinda sisteme enjekte

edilmistir. Dedektor gazlari olarak kullanilan kuru hava akis hiz1 350 mL/dk ve H2 gazi
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akis hiz1 35 mL/dk seklinde ayarlanmistir. Yag asitlerinin GC-FID analizinde kullanilan
Helyum (He), kuru hava ve Hidrojen (H) gazlar ise Hat Sinai ve Tibbi Gazlar A.S. (Hat
Grup, Ankara, Tiirkiye)’den saglanmistir. Toplam analiz suresi her bir 6rnek icin 40

dk’dir. Analizler dort teknik okumayla gergeklestirilmistir [219].

Kromatogramlar, ChromQuest 5.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific Inc., ABD)
kullanilarak  degerlendirilmis ve  Orneklerin  analizi  sonucu elde edilen
kromatogramlardaki pikler, FAME karisim1 (37 Bilesen, Uriin No: CRM47885, Supelco,
Bellefonte, ABD) standardindaki bilesiklerin alikonma siireleriyle karsilastirilarak
dogrulanmistir. Kromatogramlarda yer alan kimyasal yapilarin olusturulmasinda
ChemSpider (Royal Society of Chemistry, Londra, Birlesik Krallik) veri tabanindan
yararlanilmigtir. Mikrodalga uygulanan ve uygulanmayan drneklerden elde edilen her bir
yag asidi bilesiginin ylzdesli, ilgili pik alaninin toplam yag asidi pik alanina olan orani

kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 12).
S Ax
Yag asidi x (%) = sa X 100 (12)

burada Ax, bir drnekten elde edilen yag asidi x’in pik alanint; ); A ise drneklerde bulunan

yag asitlerinin toplam pik alanini gdstermektedir.

3.2.4. istatistiksel Analizler

RT-qPCR analizleri sonrasinda elde edilen mutlak gen ekspresyon verilerine log2
normalizasyonu uygulanmistir. Log2-doniistiiriilmiis gen ekspresyon ortalama degerleri
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar, IBM SPSS Statistics Vv.26.0
(International Business Machines Corporation (IBM), New York, ABD) programinda
bulunan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kapsaminda, Tukey’in Diiriistge Anlamli
Fark (Honest Significant Difference, HSD) post hoc c¢oklu karsilagtirmalar testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Calismada elde edilen gen ekspresyon seviyeleri ise
OriginLab Data Analysis and Graphing Software (OriginPro 2023b, Learning Edition,

Northampton, ABD) programi kullanilarak stitun grafikleri seklinde sunulmustur.

GC-MS ve GC-FID analizleri sonucu elde edilen ham wverilerin istatistiksel

degerlendirmesi i¢in Tukey HSD post hoc testi kullanilmistir. Daha sonra, verilerin
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tamamina log2 normalizasyonu uygulanmis ve elde edilen verilerin sttun grafiklerinin
olusturulmasinda OriginLab programindan yararlanilmigtir. Normalize edilen birincil
metabolit ve yag asidi veri kiimelerini incelemek i¢in ise Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
(HCA) ve Temel Bilesen Analizi (PCA) dahil olmak {izere ¢ok degiskenli veri analiz
yontemleri kullanilmigtir. HCA analizinin sonuglarini gosteren 1s1 haritalari, R v4.2.2
tizerinde calisan ComplexHeatmap paketi v2.14.0 kullanilarak gerceklestirilmistir. Log2-
doniistiiriilmiis birincil metabolit ve yag asidi miktarlari, varsayilan parametrelerle 6lgek
fonksiyonu kullanilarak 6lgeklendirilmistir. Is1 haritasi, varsayilan hiyerarsik kiimeleme
parametreleri kullanilarak 6lgeklendirilmis veriler tizerinde olusturulmustur. PCA analizi
ise Python v3.10.8 iizerinde c¢alisan scikit-learn paketi v1.1.3 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Log2-doniistiiriilmiis birincil metabolit ve yag asidi miktarlari,
varsayilan ayarlar kullanilarak StandardScaler yardimiyla dl¢eklendirilmis ve PCA iki

boyutta gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Genomik, transkriptomik ve metabolomik gibi omik bilimlerindeki son gelismeler, misir
gibi gida bitkilerinin iglenmesi sonrasi karakterizasyonuna sistematik bir bakis agisi ile
olanak saglamaktadir. Bu ¢aligma, mikrodalga uygulanan misir ununun hem molekiiler
hem de kimyasal profilinin baz1 omik araglar kullanilarak karakterizasyonuna, analizler
sonrasinda elde edilen verilerin yorumlanmasina ve misir ununun mikrodalgada
islenmesine iligskin aragtirmalardaki boslugun molekiiler ve kimyasal bilesim agisindan
doldurulmasina katki saglamaktadir. Calismada kullanilan misir unu 6rnekleri 6zellikle
genetik modifiye (GM) olmayan ve GM olan misir 6rneklerinden segilmistir. GM
MIR604 musir ¢esidi ile GM MONS810 musir c¢esidi kullanilarak gergeklestirilen

denemeler sonucunda elde edilen sonuglar calisma boyunca ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Calismada DNA’ya dayali genomik yaklagim, hem GMO tarama analizinin (P-35S, P-
FMV, T-NOS) hem de GM bitki tarama analizinin (bitki referans/spesifik gen analizi)
uygulanan mikrodalga isleme yontemine ragmen gergeklestirilmesinin ortaya konmasi
icin kullanilmigtir. RNA’ya dayali transkriptomik kapsaminda degerlendirilen RT-gPCR
analizleri ile mikrodalga uygulanan misir 6rneklerinde iki farkli genin (ZmAGOla ve
ZmRLK9) hem tespit edilmesi hem de mutlak niceliinin belirlenmesi i¢in metot
gelistirilmis ve dogrulanmistir. Metabolomik ¢alismalar ise mikrodalga uygulanmayan ve
mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinde birincil metabolitlerin karakterizasyonu
icin GC-MS’e dayali, ayrica fitosterol bilesimlerinin belirlenmesi igin ise GC-FID’ye
dayali metabolik profil analizlerini icermektedir. Yag asitlerinin gida kalitesi Uzerindeki
onemli etkileri nedeniyle bu bilesenlerin ayrintili bir sekilde karakterize edilmesini
saglayan lipidomik kapsaminda ise musir unu Orneklerindeki yag asidi
kompozisyonlarimnin belirlenmesi amaciyla gu¢lu bir analitik teknik olan GC-FID sistemi
kullanilmigtir. Ayrica hem GC-MS ile elde edilen birincil metabolit profiline hem de GC-
FID ile elde edilen yag asidi bilesimlerine ait normalize veri setlerini degerlendirmek igin
Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve Temel Bilesen Analizi (PCA) teknikleri
kullanilmistir. Son olarak, heniiz standart dizenleyici bilgi gereksinimlerini karsilamak
icin uygulanmasa da, omik teknolojilerle elde edilen verilerin gida prosesleri uygulanmis
yeni gidalarin gida kompozisyonu agisindan risk degerlendirmesi asamasinda
diizenleyiciler tarafindan kolayca uygulanabilir olmasini amaglayan bir yaklasim
Onerilmistir.
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4.1. Genomik Analiz Sonuglari

4.1.1. Uygulanan DNA Ekstraksiyon Yonteminin Dogrulanmasi

Mikrodalga uygulanmayan ve GM olmayan misir unu 6rneklerinden 3 ayri giinde ayni
yontem ve operator tarafindan her giin 6 tekrar olmak {iizere elde edilen DNA

ekstraktlarinin konsantrasyon ve saflik degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Ug farkli giinde alt1 tekrarli ¢alisilarak MF1 ve MF3 6rneklerinden ekstrakte

edilen DNA’larin konsantrasyonu ve saflig1.

MF1 (%<0.1 GM MIR604) MF3 (%<0.02 GM MONB810)
# PNA DNA Saflik PNA DNA Saflik
Konsantrasyon Konsantrasyon
(A260/A280) (A260/A280)
(ng/uL) (ng/uL)
1 97.05 1.80 204.50 1.80
2 92.18 1.85 217.70 1.80
3 75.08 1.84 173.50 1.76
4 102.75 191 199.90 1.76
5 90.45 1.87 202.00 1.79
6 97.35 1.90 191.60 1.81
1 69.75 1.83 171.10 1.82
2 67.78 181 200.20 1.80
3 73.94 1.82 193.90 1.81
4 85.62 1.85 204.45 1.81
5 92.54 1.84 111.60 181
6 92.25 181 125.30 181
1 88.56 1.84 198.90 1.83
2 85.86 1.90 118.90 1.78
3 82.78 1.85 105.60 1.80
4 107.64 1.85 108.58 1.80
5 92.28 1.85 140.40 1.79
6 74.75 1.88 150.30 1.80

A260/A280 ~1.8 olan DNA 0&rnekleri saf kabul edilir ve asagi akis uygulamalarinda
kullanim i¢in uygundur. 10°dan kiigiik bir varyasyon katsayisi ¢ok iyi olarak kabul
edilirken, 30’dan buytk degerler kabul edilmemektedir [224, 225]. Genel ortalama,
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standart sapma ve varyasyon katsayis1 dahil verim degerleri ayr1 ayrt MF1 i¢in 87.15 ug,
11.27 pg ve %12.93 ve MF3 i¢in 167.69 pg, 39.46 png ve %23.53 olarak hesaplanmistir.
Hem niikleik asit konsantrasyonu ve saflik degerleri hem de varyasyon katsayis1 degerleri
ileri PCR analizi i¢in uygun bulunmustur. Bu nedenle DNA inhibisyon kontrol testleri
icin 73.94 ng/uL konsantrasyon ve 1.82 saflik ile MF1 ekstrakti ve ayrica 105.60 ng/uL.
konsantrasyon ve 1.80 saflik ile MF3 ekstrakti kullanilmigtir. Daha sonra bu ekstraktlarin
her ikisi icin de ayr1 ayr1 dilisyon serisi (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) ile bitki geni (ACT)
amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Her diliisyon faktorii i¢in Slgiilen Cq degerleri ve

inhibisyon testlerinden elde edilen ACq degerleri Cizelge 4.2’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Mikrodalga uygulanmayan ve GM olmayan misir unlarinin inhibisyon

testleri.

Ornek Kodu: MF1 (%<0.1 GM MIR604)

Seyreltme Beklenen )

o Olculen Cq Cq Ortalamasi ACq Log. Degeri

Faktor ACq
19.42

1:4 19.39 2.04 2 -0.6021
19.36
21.56

1:16 21.58 2.19 2 -1.2041
21.59
23.53

1:64 23.55 1.97 2 -1.8062
23.56
25.84

1:256 25.85 2.31 2 -2.4082
25.86

Seyreltme . Hesaplanan .

o Olculen Cq Cq Ortalamasi Hesaplanan — Olgllen Cq

Faktord Cq
17.32

11 17.35 17.25 0.10 UYGUN
17.38

Ornek Kodu: MF3 (%<0.02 GM MON810)

Seyreltme ) Beklenen )
Olculen Cq Cq Ortalamasi ACq Log. Degeri

Faktord ACq
24.63

1:4 24.65 1.86 2 -0.6021
24.66
26.92

1:16 26.95 2.30 2 -1.2041
26.97

1:64 28.65 28.64 1.69 2 -1.8062
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28.62

31.04
1:256 31.00 2.36 2 -2.4082
30.95
Seyreltme . Hesaplanan .
Olctlen Cq Cq Ortalamast Hesaplanan — Olgllen Cq
Faktord Cq
22.78
1:1 22.79 22.62 0.16 UYGUN
22.79

Kabul kriteri olarak, 6rnegin olgiilen ACq degeri ile teorik ACq (2.0) degeri arasindaki
fark 0.5’ten fazla olmamalidir. Yontem dogrulama calismasindan elde edilen Cq
degerlerinin GMO Testi ig¢in Analitik Yontemlerin Dogrulanmasi1 Raporu’na [226] gore
uygun oldugu gorilmistiir. Ayrica, JRC’nin analitik yontemleri ig¢in minimum
performans gereksinimlerine yonelik yayinladigi teknik rapora gore, inhibisyon egrisinin
egim degeri -3.1 < egim < -3.6 araliginda, R? degeri > 0.98 olmalidir, bu da %110 ila %90
amplifikasyon verimlerine karsilik gelir [205]. MF1 6rnegi i¢in dogrusallik grafiginin
(EK 1-A) egiminin -3.546 ve R?’nin 0.999 oldugu bulunmustur. Amplifikasyon verimi
ise MF1 i¢in %91.42 olarak hesaplanmustir.

Ayrica MF3 6rnegi igin egim ve R? degerleri sirasiyla -3.445 ve 0.996 olarak elde
edilmistir (EK 1-B). Amplifikasyon verimi ise MF3 i¢in %95.12 olarak hesaplanmustir.

Sonuglar, ¢alismada kullanilan her iki misir unu 6rneginde de DNA ekstrakte etme
yaklagiminin, kalitatif PCR tabanli calismalar i¢cin miktar ve kalite agisindan yeterli DNA

sagladigini gostermektedir.

4.1.2. Kalitatif PCR Yonteminin Dogrulanmasi

Kalitatif PCR yonteminin dogrulanmasi i¢in c¢alismada kullanilan ve mikrodalga
uygulanmayan GM igeren MF2 ve MF4 ornekleri igin ayr1 ayrt DNA ekstraksiyonu ve
GMO tarama analizleri uygulanmistir. Buna gére mikrodalga uygulanmayan %75 GM
MIR604 ¢esidi iceren MF2 ve %5 GM MONS810 iceren MF4 6rneklerinden ekstrakte
edilen DNA’nin niikleik asit konsantrasyonu ve saflik degerleri Cizelge 4.3’te ayr1 ayri
verilmistir. A260/A280’in 1.7’den yiiksek olmasi, 6rnekte protein kontaminasyonunun
olmadigim gosterir [227]. Bu ¢alismada elde edilen DNA saflig1 (A260/A280) degerleri
tim ornekler icin yiiksek kaliteli DNA tiretebildigini gostermistir.
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Cizelge 4.3. MF2 ve MF4 6rneklerinden ekstrakte edilen DNA’larin konsantrasyonu ve

saflig1.
Ornek DNA Konsantrasyon Ortalama Deger Saflik Ortalama
(ng/uL) (ng/uL)* (A260/280) Saflik*
MF2
(mikrodalga 37.09 1.82
uygulanmayan 38.76 £2.35 1.85+0.04
%75 GM 40.42 1.88
MIR604)
Ornek DNA Konsantrasyon Ortalama Deger Saflik Ortalama
(ng/uL) (ng/uL)* (A260/280) Saflik*
MF4
(mikrodalga 37.12 1.86
uygulanmayan 38.08 £ 1.36 1.93+0.10
%5 GM 39.04 2.00
MONS810)

*: Degerler ortalama + SD, n=2 olarak ifade edilmistir.

Orneklerin varyasyon katsayist MF2 igin %6.063 ve MF4 icin %3.571 olarak
bulunmustur. Bulgular sonucunda DNA ekstraktlarinin PCR amplifikasyonu i¢in uygun
oldugu gorilmektedir. MF2 ve ayrica MF4 6rnekleri i¢in 2 farkli kopya seviyesinde 10
PCR tekrari olarak test edilen analizler i¢in elde edilen LODaps degerleri ise Cizelge 4.4 te

verilmistir.

Cizelge 4.4. GMO tarama analizinin LODans degerleri.

Genetik

C 0
Ornek Kopya Element 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
P-35S Ao o oo o o o - 100
MF2 20
. kopya T-NOS +# + + + 4+ + + + + + 100
(mikrodalga
DNA
uygulanmayan
%75 GM P-FMV - - - - - - - - - - 100
MIRG604)
10 P-35S - - -+ - - - - - - 9
kopya
DNA T-NOS + + + + + + + + + + 100
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P-FMV - - - - - - - - - - 100
Ornek Kopya (E;Iee ?ﬁgrll(t 2 3 4 56 7 8 9 10 %
P-35S + + + + + + + + + + 100
20
kopya T-NOS - - - - - - - - - - 100
DNA
MF4
(mikrodalga P-FMV o s s s oo o-o-o-o- 100
uygulanmayan
%5 GM P-355 + o+ + 4+ 4+ + 4+ + + + 100
MON810)
10
kopya T-NOS - - - - - - - - - - 100
DNA
P-FMV - - - - - - - - - - 100

1 Negatif sonug, % Pozitif sonug

Bir 6rnekte dogru bir sekilde tanimlanabilen ancak mutlaka 6lgiilmeyen en diisiik analit
miktar1 veya konsantrasyonu, tespit limiti (LOD) olarak adlandirilir. LOD kabul Kriteri
icin tipik kural, en fazla 25 kopya, %95 gliven diizeyi ve %5 ten fazla yanlis negatif sonug
olmamasidir [205]. Hesaplanan LOD degeri, tli¢ farkli genetik elementi es zamanl
saptamak i¢in kullanilan kalitatif PCR yonteminin mutlak LOD’sini (LODaps)
gostermistir. Bu c¢alismada GMO tarama analizi sonucunda, MF2’deki tim genetik
elementler i¢in LODabs degeri > 20 kopya, MF4’teki LODabs degeri ise > 10 kopya olarak

belirlenmistir.

Gergek durum negatif oldugunda (GM hedefi veya spesifik GMO yoksa), ancak test
sonucu pozitif olarak siniflandirildiginda (GM hedefi veya spesifik GMO varsa), bu tip 1
hata oran1 veya yanlis pozitif oran1 olarak bilinir. Ek olarak, bir test sonucu negatif
oldugunda (GM hedefi veya spesifik GMO yoksa), ancak ger¢ek durum pozitif oldugunda
(GM hedefi veya spesifik GMO > LOD konsantrasyonda mevcutsa), bu tip 2 hata orani
veya yanlis negatif orani olarak bilinir. %75 GM MIR604 misir ¢esidi iceren MF2 6rnegi
i¢in, hem 20 hem de 10 kopya DNA 6rneginin tiim kopyalarinda FMV genlerinin negatif
oldugu gozlemlenmistir. Birinci tip hata oran1 sifir olarak belirlenmistir. Benzer sekilde
P-35S 20 kopya DNA 6rnegi igin tip 1 hata orani sifir bulunmustur. P-35S 10 kopya DNA
Ornegi icin bu hata degeri %10 olarak hesaplanmistir (kabul kriteri: o < %5), clinkii P-
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35S igin 4. kopyada bir adet pozitif test sonucu tespit edilmistir. T -NOS tiim kopyalar
icin pozitif olarak gozlemlenmis ve yanlis smiflandirilmis bilinen bir negatif

olmadigindan dolay1r MF2 6rnegi icin tip 2 hata orani sifir olarak hesaplanmistir.

%5 GM MONB810 ¢esidi igeren MF4 misir unu 6rnegi i¢in, 20 kopya ve 10 kopya DNA
orneklerinin tiim kopyalarinin hem P-FMV hem de T-NOS genetik elementleri igin
negatif oldugu belirlenmistir. Yanlig siniflandirilan bilinen bir pozitif olmadigi i¢in 1. tip
hata orami sifir olarak hesaplanmistir. P-35S tlm Kkopyalar icin pozitif olarak
gozlemlenmis ve P-35S i¢in bilinen bir negatif test sonucu olmadigi icin MF4 6rnegi igin
tip 2 hata oranmi sifir olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, hem MF2 ve hem de MF4
ornekleri i¢in tip 1 ve tip 2 hata oranlari, PCR tabanli kalitatif yontemin performans

gereksinimlerini karsilamistir.

4.1.2.1. Mikrodalga Uygulamasi Sonrasinda DNA Ekstraksiyonu

Kalitatif PCR sonuglarinin giivenilirligini daha fazla dogrulamak ig¢in, mikrodalga
uygulanmayan ve uygulanan biitin misir unu Orneklerinden DNA’lar, {ireticinin
protokoliine gore ayr1 ayri ekstrakte edildikten sonra elde edilen DNA konsantrasyon ve
saflik degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Hem MF1, MF1T, MF2 ve MF2T hem de MF3,
MF3T, MF4 ve MFAT oOrneklerine ait DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik
Olclimler sonucunda belirlenmistir. Bulgular, tim 6rneklerin kalitatif PCR tabanli tarama

yontemi i¢in yeterli miktarda DNA'ya sahip oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.5. Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan oOrneklerden ekstrakte edilen

DNA'larin konsantrasyonu ve saflig1.

) Ormek DNA Varyasyon
Ornek Adi Kodu Konsantrasyon  Katsayisi  A260/A280** A260/A230**
(ng/pL)** (%)
Mikrodalga MF1 50.53+0.10 0.198 1.73£0.02 1.28£0.01
uygulanmayan (%<0.1
mistir unul GM
MIR604)
Mikrodalga MF1T* 43.61+0.09 0.206 1.73+£0.02 1.15+0.02
uygulanan misir  (%<0.1
unul GM
MIRG604)
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Mikrodalga MF2 46.24 £ 0.10 0.216 1.72 £ 0.02 1.02+0.14
uygulanmayan (%75 GM

misir unu2 MIR604)
Mikrodalga MF2T* 52.21+0.11 0.211 1.75+0.02 1.10+£0.01
uygulanan misir (%75 GM
unu2 MIR604)
Ornek DNA Varyasyon
Ornek Adi Kodu Konsantrasyon  Katsayisi  A260/A280** A260/A230**
(ng/uL)** (%)
Mikrodalga MF3 33.92 £ 0.07 0.206 1.71 £ 0.02 0.64 £ 0.01
uygulanmayan (%<0.02
misir unu3 GM
MON&810)
Mikrodalga ME3T* 26.89 £ 0.06 0.223 1.61 +0.02 0.56 + 0.02
uygulanan misir  (%<0.02
unu3 GM
MONS810)
Mikrodalga MF4 51.54+£0.10 0.194 1.81 +0.02 0.87 £0.02
uygulanmayan (%5 GM
misir unu4 MON810)
Mikrodalga MF4T* 44.43 £ 0.09 0.203 1.74+0.01 1.12+0.01
uygulanan misir (%5 GM
unu4 MON&810)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)

**: Degerler ortalama + SD, n=2 olarak gdsterilmistir.

Cizelge 4.5’te hem MF1, MF1T, MF2 ve MF2T hem de MF3, MF3T, MF4 ve MF4T
orneklerine ait varyasyon katsayilari incelendiginde, bu degerlerin ENGL Raporlarina
[228, 229] gore uygun oldugu bulunmustur. Kaliteli DNA'nin A260/A280 nm'de ~1.8-2
absorbansa sahip olmasi ve 260/230 nm'de beklenen absorbans degerinin 2 ile 2.2
arasinda olmas1 onerilir [230]. Hem mikrodalga uygulanmayan hem de uygulanan tim
ornekler igin A260/A280 degerlerinin ~1.8’e yakin ¢iktig1 gézlemlenmistir. A260/A230
degerleri ise 2’den diisiik bulunmustur. DNA'nin diisiik absorbans degerleri, ortamda az
ya da ¢ok seker, tuz ya da inorganik tuzun varligini gosterebilir [231]. Sonuglar, tiim misir
unu o6rneklerinden DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan ydntemin, kalitatif PCR tabanli

tarama testleri i¢in miktar ve kalite bakimindan yeterli DNA sagladigin1 gdstermektedir.
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4.1.3. Bitkiye Ozgii ve GM Elementlerin Taranmasi

Calismada GMO tarama kiti (BIOTECON Diagnostics GmbH, Potsdam, Almanya)
kullanilarak, P-35S dizisinin amplifikasyonu FAM floresans kanalinda, P-FMV dizisinin

amplifikasyonu ROX kanalinda ve T-NOS dizisinin amplifikasyonu ise HEX kanalinda

analiz edilmistir. Dahili kontroliin spesifik amplifikasyonu Cy5 floresans kanalinda

gerceklestirilmigtir. Her 6rnek icin kanal FAM (P-35S), kanal ROX (P-FMV), kanal HEX

(T-NOS) ve kanal Cy5'ten (Dahili kontrol) elde edilen sonuglar karsilagtirilmis ve

sonuglar Cizelge 4.6’da aciklandig1 sekilde yorumlanmistir.

Cizelge 4.6. Gergek zamanli PCR sisteminde bulunan kanallardan elde edilen verilerin

yorumlanmasi.
Kanal FAM  Kanal ROX  Kanal HEX  Kanal Cy5 Sonuc Yorumlama
(P-35S) (P-FMV) (T-NOS) (Dahili kontrol) ¢
. o . . . P-35S, T-NOS ve P-
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif veya Negatif EMV icin Pozitif
Negatif Pozitif Pozitif Pozitif veya Negatif T-NOS ve P-FMV
icin Pozitif
Pozitif Pozitif Negatif Pozitif veya Negatif o> Ve P-FMVigin
Pozitif
Pozitif Negatif Pozitif Pozitif veya Negatif P-355 ve T-NOS icin
Pozitif
Negatif Negatif Pozitif Pozitif veya Negatif ~ T-NOS igin Pozitif
Pozitif Negatif Negatif Pozitif veya Negatif =~ P-35S i¢in Pozitif
Negatif Pozitif Negatif Pozitif veya Negatif ~ P-FMV igin Pozitif
. . . .. P-35S, T-NOS ve P-
Negatif Negatif Negatif Pozitif FMV icin Negatif
Negatif Negatif Negatif Negatif Gegersiz

Genomik analizler kapsaminda ¢alismada kullanilan 6rneklerin GM profilini ortaya
koymak icin kalitatif PCR y6ntemi kullanilarak ACT, P-35S, P-FMV ve T-NOS genetik

elementlerinin taramasi yapilmis ve elde edilen tarama test sonuglar1 Cizelge 4.7’de
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gosterilmistir. Ayrica, Orneklerin analizi sonucunda elde edilen GMO taramasina ait tipik

gercek zamanli PCR gorintileri EK 2°de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan érneklerde genetik elementlerin

taranmasi.
i ) Bltkllye Ozgl GMO Tarama Elementleri
Ornek Adi Ornek Kodu Element
ACT P-35S P-FMV T-NOS
Mikrodalga MF1 + - - -
uygulanmayan (%<0.1 GM
misir unul MIR604)
Mikrodalga MF1T* + - - -
uygulanan misir  (%<0.1 GM
unul MIRG604)
Mikrodalga MF2 + - - +
uygulanmayan (%75 GM
misir unu2 MIR604)
Mikrodalga MF2T* + - - +
uygulanan misir (%75 GM
unu2 MIR604)
Blté(llye O%[gu GMO Tarama Elementleri
Ornek Adi Ornek Kodu emen
ACT P-35S P-FMV T-NOS

Mikrodalga MF3 + - - -
uygulanmayan (%<0.02
misir unu3 GM

MON810)
Mikrodalga ME3T* + - - -
uygulanan misir  (%<0.02
unu3 GM

MONS810)
Mikrodalga MF4 + + - -
uygulanmayan (%5 GM
misir unu4 MONS810)
Mikrodalga MF4T* + + - -
uygulanan misir (%5 GM
unu4 MON&810)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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Test edilen tum mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan referans materyalleri, P-35S, P-
FMV, T-NOS ve bitkiye 6zgii ACT genleri i¢in beklenen sonuglart vermistir. Tiim

CRM’lerde, bitkiye 6zgii analizler kapsaminda pozitif sonuglar elde edilmistir.

Mikrodalga uygulanmayan MF1 ve mikrodalga uygulanan MF1T misir unu 6rnekleri igin
35S, FMV ve NOS genetik elementleri i¢in test sonuglarinin negatif oldugu bulunmustur.
Mikrodalga uygulanmayan MF2 ve mikrodalga uygulanan MF2T musir unu 6rneklerinde

ise beklenildigi gibi T-NOS bolgesi i¢in pozitif sinyaller alinmustir.

Ayrica, mikrodalga uygulanmayan MF3 ve MF4 ile bunlarin mikrodalga uygulamasina
tabi tutulan orneklerinde (MF3T ve MFAT) FMV ve T-NOS icin negatif sonuclar
belirlenmistir. 35S elementi i¢in beklenildigi gibi mikrodalga uygulanmayan MF4 ve

mikrodalga uygulanan MFAT 6rneklerinde pozitif saptama gozlemlenmistir.

Genel olarak gida, yem ve tohum/tohumlarda GMO testine yonelik yaklasim, DNA
ekstraksiyonu ve saflastirmasini, GMO tarama analizini (P-35S, P-FMV, T-NOS, bar),
GM bitki tarama analizini (bitki referans/spesifik gen analizi), GMO tanimlamasini ve
kantifikasyon analizini icermektedir [232]. GMO test prosediiriiniin en 6nemli adimi1
genellikle tarama tespiti olarak kabul edilmektedir [233, 234]. Yaygin GMO tarama
teknolojileri, PCR tabanli tekniklerdir, ancak veri karsilastirmas: dikkatle yapilmalidir.
PCR testiyle ilgili hususlara ek olarak, PCR inhibitorlerinin amplifikasyon isleminin
sonucu tizerinde bir etkisi olabileceginden, iirlinle ilgili cesitli 6zellikler de dikkate
alinmalidir. Bu durumlarin iistesinden gelmek i¢in, PCR tabanli tarama analizini
tyilestirebilecek dogrulama deneyleri bu calismada gergeklestirilmistir. Hem mikrodalga
uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan 6rneklerden ekstrakte edilen DNA’nin

yiiksek kalitede oldugu, bitki ACT geninin amplifiye edilmesiyle dogrulanmustir.

Yontem performans testine gore sonuglar, mutlak tespit limiti (LODabs), tip 1 hata orani
(vyanlis pozitif) ve tip 2 hata oram (yanlis negatif) gibi kriterler kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada GMO tarama analizi sonucunda, mikrodalga
uygulanmayan ve GM olan misir unu2 (MF2)’deki tiim genetik elementler i¢gin LODabs
degeri > 20 kopya, mikrodalga uygulanmayan ve GM olan misir unu4 (MF4)’teki LODabs
degeri ise > 10 kopya olarak belirlenmistir. Bu degerler %95 giliven aralig1 igerisindedir

[205]. Bu arastirmada, hem MF2 hem de MF4 érnekleri icin hesaplanan tip 1 ve tip 2 hata
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oranlar1 da, PCR tabanl Kkalitatif yaklasim i¢in kabul edilebilir aralik igerisinde
bulunmustur. Sonuglar, DNA’nin hem mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga
uygulanan un Orneklerinde tespit edilebilecegini gdstermistir (Cizelge 4.5).
Spektrofotometrik analiz bulgulari, kalitatif PCR tabanli tarama teknikleri i¢in uygundur.
Benzer sekilde, ¢aligmalar, dokuyu mikrodalga uygulamas: ile isledikten sonra iyi
kalitede ve miktarda DNA’y1 basarili bir sekilde ekstrakte edebilmis ve PCR ile
saptanabilir hale getirmistir [235, 236]. Kalitatif tarama analizi sonucunda, mikrodalga
uygulamasinin GMO taramas1 veya bitkiye 6zgii elementler iizerinde gozle goriiliir bir

etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir.

4.2. Transkriptomik Analiz Sonuclar

4.2.1. RNA Ekstraksiyon Sonuclar:

RNA Extracol Metodu (Metot A):
RNA Extracol yontemi kullanilarak Orneklerden ekstrakte edilen RNA igin
spektrofotometrik okumalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. RNA Extracol yontemi kullanilarak drneklerden ekstrakte edilen RNA igin

Nanodrop 6lglimleri sonucunda elde edilen RNA verim, varyasyon katsayisi
ve saflik (A260/280) degerleri.

Ormek RNA Verimi Varyasyon Katsayisi RNA Safligi
rne
(ng/g un)** (%) (A260/280)**

C1

136.00 + 1.40 1.03 1.87 £0.10
(%0 GM)
MF1
(%<0.1 GM 259.60 * 43.60 16.80 1.78 £0.01
MIRG604)
MF1T*
(%<0.1 GM 255.40 + 15.60 6.11 1.81 £0.02
MIR604)
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MF2
(%75 GM 182.40 + 6.60 3.62 1.77 +0.02
MIR604)

MF2T*
(%75 GM 202.70 % 30.10 14.86 1.73£0.01
MIR604)

MF3
(%<0.02
GM
MONS810)

529.40 + 141.20 26.67 1.69 +0.01

MF3T*
(%<0.02
GM
MONS10)

511.50 + 2.90 0.57 1.71 +0.00

MF4
(%5 GM 328.90 + 64.90 19.73 1.70 +0.00
MONB810)

MF4T*
(%5 GM 302.50 * 67.70 22.38 1.69 +0.00
MONB10)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)

**: Verilen degerler, U¢ biyolojik tekrar 6rneklerinin ortalama + standart sapma degerleridir.

Cizelge 4.8 incelendiginde, her bir misir unu 6rneginde A260/280 degerlerinin yaklasik
1.8’e yakin ¢iktig1 goriilmektedir. Bu degerler elde edilen RNA’nin saf oldugunu ve
gPCR gibi teknikler igin uygun oldugunu gostermektedir [237]. Varyasyon katsayisi
uygulanan yontemin tutarliligi ve istikrarliligina yonelik bir parametre olup, “standart
sapma/ortalama nukleik asit konsantrasyonu x 100” formiiliiyle hesaplanmaktadir.
10’dan kiiciik degerler ¢ok iyi olarak kabul edilirken, 30’dan biiyiik degerler kabul
edilmemektedir [225]. Cizelge 4.8’de varyasyon katsayisi degerlerinin uygun oldugu,
30’dan kiigiik oldugu goriilmektedir.
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RNA’nin bitiinliigi RNA Kkalitesinin belirlenmesinde Onemli bir kriterdir. RNA
biitiinligli, ribozomal = RNA  (rRNA)’larin = 28S:18S  oram1  kullanilarak
degerlendirilmektedir. RNA biitiinliik numarasi (RNA Integrity Number, RIN), RNA'nin
kalitesini degradasyona bagli olarak saglayan bir sayisal puan (1-10 araligi) icermektedir;
daha yiiksek bir RIN, daha iyi bir RNA biitiinliiglinti gostermektedir. Genel olarak, RIN
degeri >7, RNA sekanslama gibi akis asagi uygulamalar i¢in uygun kabul edilmektedir
[238]. RT-gPCR gibi molekiler teknikler ise ortalama 2 gibi diisiik RIN degerlerine sahip
ornekleri tolere edebilmektedir [239]. RNA kalitesini degerlendirmek igin Cizelge 4.8’de
yer alan, mikrodalga uygulanmayan MF1 ile mikrodalga uygulanan MF2T 0Orneklerine
ait RNA ornekleri segilmistir. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA,
ABD) ile gerceklestirilen analiz sonucunda 6rneklerin RIN degerleri sirasiyla, 2.75 £ 0.35
(n=2) ve 2.30 £ 0.71 (n =2) olarak hesaplanmistir. Bu analiz, cDNA sentezi ve RT-gPCR
gibi sonraki uygulamalar i¢in RNA Extracol yontemi kullanilarak misir unundan yeterli

kalitede RNA’nin ekstrakte edilebilecegini dogrulamistir.

Modifiye RNA Extracol Metodu (Metot B):
RNA kalitesinin iyilestirilmesine yonelik farkli bir ekstraksiyon yontemi olarak modifiye
RNA Extracol yontemi uygulanmistir. Bu yontemle ekstrakte edilen RNA o6rneklerinin

Nanodrop absorbans dl¢timlerine ait sonuclar Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Modifiye RNA Extracol yontemi kullanilarak 6rneklerden ekstrakte edilen
RNA icin Nanodrop 6l¢imleri sonucunda elde edilen RNA verim, varyasyon
katsayis1 ve saflik (A260/280) degerleri.

Ornek RNA Verimi Varyasyon Katsayist RNA Saflig1
e
(ng/g un)* (%) (A260/280)*

Misir Tohumu 275.71 + 48.86 17.72 2.01+£0.01
Cl

441.93 + 27.89 6.31 2.03+£0.01
(%0 GM)
MF1
(%<0.1 GM T47.47 £245.71 32.87 2.06 £0.03
MIRG604)
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MF2
(%75 GM 461.57 + 94.53 20.48 2.03+0.06
MIR604)

*: Verilen degerler, U¢ biyolojik tekrar 6rneklerinin ortalama + standart sapma degerleridir.

Yukaridaki sonuglar Cizelge 4.8 ile karsilastirildiginda, C1, MF1 ve MF2 6rnekleri igin
elde edilen RNA verim ve saflik degerlerinin arttig1 ve yontemin degerleri iyilestirmeye
yardimci oldugu goézlemlenmistir. Ayrica taze misir tohumlarinin dgiitiilmesi sonrasinda
elde edilen 6rnege ait RNA verim, varyasyon katsayisi ve saflik degerleri de uygun
bulunmustur. Orneklerden elde edilen RNA 6rneklerinin RIN degerleri ise 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, ABD) sistemiyle belirlenmis ve analizle iligkili

elektroferogramlar ile jel benzeri goriintiler Sekil 4.1’de sunulmustur.

Modifiye SDS-LiCl Metodu (Metot C):

Misir  tohumu, MF1, MF2 ve MF2T o&rneklerine modifiye SDS-LIClI metodu
uygulanmistir. Daha sonra bu yontemden elde edilen RNA ornekleri i¢in kalite kontrol
degerlendirilmesi yapilmistir. Kalite kontrole yonelik elde edilen sonuglar ise Cizelge
4.10’da gosterilmistir. Cizelge 4.10’da elde edilen RIN degerlerine bakildiginda,
ekstraksiyon i¢in uygulanan 6nceki iki metoda gore degerlerin ortalama olarak arttigi
gozlemlenmistir. Ancak, uygulanan modifiye SDS-LiCI yontemi sonucunda elde edilen
RNA drneklerinin saflik degerleri yeterli olsa da, niikleik asit miktarlarinin diisiik olmasi

sebebiyle farkli bir yontem i¢in literatiir taramas1 yapilmigtir.
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Cizelge 4.10. Modifiye SDS-LICIl ekstraksiyon yontemi uygulanarak elde edilen

RNA’nin kalite kontrol degerlendirme sonugclart.

Nukleik . )
) Hacim Toplam Miktar RNA Safligi RIN
Ornek Asit Miktari

(L) (Hg) (A260/280)

(ng/uL)
Misir Tohumu 131.00 40.00 5.24 2.07 3.80
MF1
(%<0.1 GM 22.00 34.00 0.75 2.18 1.80
MIRG604)
MF2
(%75 GM 32.00 33.00 1.06 2.12 3.60
MIRG604)
MF2T*
(%75 GM 64.00 35.00 2.24 2.11 4.30
MIRG604)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)

Modifiye CTAB Ekstraksiyon Metodu (Metot D):
Modifiye CTAB ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilen RNA 6rneklerinin miktar ve
kalitesini belirlemek amaciyla Nanodrop’ta absorbans Ol¢limii yapilmis ve sonuglar

Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Modifiye CTAB ekstraksiyon yontemi kullanilarak drneklerden ekstrakte
edilen RNA i¢in Nanodrop 6lglimleri sonucunda elde edilen RNA verim,

varyasyon katsayis1 ve saflik (A260/280) degerleri.

Ormek RNA Verimi Varyasyon Katsayisi RNA Saflig1
e
(ng/g un)** (%) (A260/280)**
Maisir Tohumu 163.47 £ 46.11 28.20 2.08 £0.00
C1
171.12 + 3.74 2.19 2.14 +£0.00
(%0 GM)
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MF1
(%<0.1 GM 128.42 + 2.98 2.32 2.13 +0.01
MIR604)

MF2
(%75 GM 182.19 + 8.17 4.48 2.14 +0.00
MIR604)

MF2T*
(%75 GM 149.96 + 2.18 1.45 2.10 +0.02
MIR604)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)

**. Verilen degerler, iki biyolojik tekrar 6rneklerinin ortalama =+ standart sapma degerleridir.

Cizelge 4.11°deki sonuglar incelendiginde, RNA saflik degerlerinin 2.0-2.2 arasinda
oldugu goriilmektedir. RNA verimi ve varyasyon katsayisi degerleri de uygun
bulunmustur. Orneklerden elde edilen RNA &rneklerinin RIN degerleri ise 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, ABD) sistemiyle belirlenmis ve analizle iligkili

elektroferogramlar ile jel benzeri goriintiiler Sekil 4.2°de sunulmustur.
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4.2.2. DNaz Uygulamasi Sonuglari

Uygulanan her iki RNA ekstraksiyon yontemi icin (hem modifiye RNA Extracol yontemi
hem de modifiye CTAB ekstraksiyon yontemi) sivi nitrojenle muamele edilen ve -80
°C’de depolanan GM olmayan ticari musir unu (Cl) Orneklerine yonelik 4 ayri
konsantrasyon degeri noktasi segilerek, optimizasyon caligmalar1 yapilmistir. Ayrica
yontemlerin optimizasyonlari sirasinda iki farkli DNaz enzimi, (A) DNaz ve (B) DNaz
uygulanmistir. Asagida sirasiyla verilen gizelgelerde (Cizelge 4.12-4.17) optimizasyon

caligmalariyla elde edilen Nanodrop ve Bioanalyzer sonuglar1 6zetlenmistir.

Cizelge 4.12. Modifiye RNA Extracol yontemi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan C1 06rneklerinden ekstrakte edilen RNA i¢in Nanodrop

sonucunda elde edilen RNA verim degerlerinin karsilagtirilmasi.

Ornek
N C1 Baslangi¢c Miktar1 (g) ~ C1 Konsantrasyonu (g/mL) RNA Verimi (pg/g un)*
0.

1

0.10 0.083 239.3 +43.00
2
3

0.20 0.167 157.4+5.10
4
5

0.35 0.292 131.8+9.60
6
7

0.50 0.417 125.1£0.90
8

*: Verilen degerler, iki biyolojik tekrar 6rneklerinin ortalama + standart sapma degerleridir.

Cizelge 4.12 incelendiginde, ticari misir unu konsantrasyonu 0.083 g/mL olan 6rneklerin

RNA verimi diger konsantrasyonda hazirlanan 6rneklere gore daha yiiksek ¢ikmustir.
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Cizelge 4.13. Modifiye RNA Extracol yontemi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan C1 0Orneklerinden ekstrakte edilen RNA’nin (A) DNaz

uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite dl¢iimleri.

. Nikleik Asit Nukleik Asit

Ornek Saflik Saflik RIN
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

No. (A260/A280) (A260/A280)*  Degeri*
(ng/uL) (ng/pL)*

1 564.60 1.89 599.50 1.81 2.80

3 649.80 1.81 392.90 1.92 2.50

5 855.20 2.04 502.70 2.04 1.90

7 1242.00 2.13 613.70 2.04 2.10

*: (A) DNaz uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite degerleri

Cizelge 4.14. Modifiye RNA Extracol yontemi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan C1 0Orneklerinden ekstrakte edilen RNA’nin (B) DNaz

uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite dl¢iimleri.

. Nukleik Asit Nukleik Asit

Ornek Saflik Saflik RIN
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

No. (A260/A280) (A260/A280)* Degeri*
(ng/pL) (ng/pL)*

2 392.50 1.98 449.50 2.09 4.30

4 609.00 1.91 340.40 2.13 2.90

6 989.70 211 562.00 212 N/A

8 1260.10 211 780.80 2.16 2.70

*. (B) DNaz uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite degerleri

Cizelge 4.13 ve 4.14 ayn ayrn incelendiginde sirasiyla (A) DNaz ve (B) DNaz enzim

uygulamalari, RNA saflik degerlerinde olumsuz bir etki yaratmamistir. Bunun yani sira,

enzimlerin RNA’nin biitlinligiinii etkili bir sekilde iyilestiremedigi gdzlemlenmistir.
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Cizelge 4.15. Modifiye CTAB ekstraksiyon yontemi kullanilarak  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan C1 6rneklerinden ekstrakte edilen RNA

icin Nanodrop sonucunda elde edilen RNA verim degerlerinin

karsilastirilmasi.
Ornek
N C1 Baslangi¢c Miktar1 (g)  C1 Konsantrasyonu (g/mL) RNA Verimi (ug/g un)*
0.

1

0.10 0.083 137.2+29
2
3

0.25 0.208 113.1+£3.9
4
5

0.40 0.333 54.2 £2.60
6
7

0.50 0.417 34.8+1.90
8

*: Verilen degerler, iki biyolojik tekrar 6rneklerinin ortalama + standart sapma degerleridir.

Cizelge 4.15 incelendiginde, ticari misir unu konsantrasyonu 0.083 g/mL olan 6rneklerin

RNA verimi diger konsantrasyonda hazirlanan 6rneklere gore daha yiiksek ¢ikmustir.

Cizelge 4.16. Modifiye CTAB ekstraksiyon yontemi kullanilarak  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan C1 06rneklerinden ekstrakte edilen
RNA’nin (A) DNaz uygulamas1 sonrasinda elde edilen RNA kalite

olcimleri.

. Nukleik Asit Nukleik Asit

Ornek Saflik Saflik RIN
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

No. (A260/A280) (A260/A280)* Degeri*
(ng/uL) (ng/pL)*

1 332.20 2.06 238.80 2.17 2.60

3 546.20 2.07 420.90 2.07 2.10

5 412.30 2.09 297.00 2.12 2.00
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7 329.00 2.10 229.80 2.15 3.40

*: (A) DNaz uygulamas1 sonrasinda elde edilen RNA kalite degerleri.

Cizelge 4.17. Modifiye CTAB ekstraksiyon yontemi kullanilarak  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan C1 &rneklerinden ekstrakte edilen
RNA'nin (B) DNaz uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite

olcimleri.

. Nukleik Asit Nukleik Asit

Ornek Saflik Saflik RIN
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

No. (A260/A280) (A260/A280)* Degeri*
(ng/pl) (ng/pl)*

2 216.40 2.13 187.70 2.16 N/A

4 585.10 2.04 544.40 2.10 3.80

6 454.20 2.09 407.20 2.15 2.90

8 367.80 2.10 319.50 2.15 N/A

*: (B) DNaz uygulamasi sonrasinda elde edilen RNA kalite degerleri.

Cizelge 4.16 ve 4.17 ayn ayrn incelendiginde sirasiyla (A) DNaz ve (B) DNaz enzim
uygulamalari, RNA saflik degerlerinde olumsuz bir etki yaratmamistir. Bunun yani sira,

enzimlerin yine RNA’nin biitiinliigiinii etkili bir sekilde iyilestiremedigi gézlemlenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan bitiin
musir unu 6rneklerinden ayri ayri ekstrakte edilen RNA’lar icin RNA sekanslama (RNA-
Seq) analizinin yapilmasi hedeflenmistir. Ancak, misir unu drneklerine uygulanan gesitli
RNA ekstraksiyon yontemlerinin modifikasyonlar1 ve optimizasyon c¢aligmalari
sonrasinda, RIN degerlerinin RNA-Seq analizleri igin yeterli bir sekilde arttirilamadigi
gozlemlenmistir. RNA ekstraksiyonu i¢in uygulanan metotlar arasinda RIN agisindan
onemli bir fark olmadigi sonucuna varilmis, misir unu gibi islenmis gida triinlerinde
yiiksek RIN degerleri elde edilememistir. Transkriptomik ¢alismalar kapsaminda, tezin
bundan sonraki asamalarinda elde edilen RIN degerlerini tolere edebilen yiiksek
hassasiyete sahip gPCR sisteminin kullanilmasi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.18’de
farklt misir unu 6rneklerine uygulanan RNA ekstraksiyon yontemleri ayrintili olarak

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.18. RNA ekstraksiyon metotlarinin karsilastirilmast.

. Modifiye Modifiye CTAB
RNA Extracol  Modifiye RNA ] )
SDS-LiCl Ekstraksiyon
Parametreler Metodu Extracol Metodu
Metodu Metodu
(Metot A) (Metot B)
(Metot C) (Metot D)
1. Testedilenmisir C1, Maisir tohumu, Maisir Maisir tohumu,
materyalleri MF1, MF1T, c1, tohumu, c1
MF2, MF2T, " \iF1 ve MF2 mE;'TMFZ Ve MF1, MF2ve
MF3, MF3T, MF2T
MF4 ve MFAT
2. Baglangic 0.03 0.10 0.10 0.25
materyal miktari
(@
3. Baslangic 0.03 0.17 0.15 0.21
materyal
konsantrasyonu
(g/mL)
4. Ekstraksiyon - SDS SDS CTAB
tamponu
5. Ekstraksiyon - 5 6 6
tamponunda yer
alan kimyasallarin
sayisl
6. Ticari kit RNA Extracol RNA Extracol - -
reaktiflerinin
gerekliligi
7. Faz ayrimi Tek Asamali Iki Asamali F:K:i Iki asamali K:1
Kloroform Kloroform (25:24:1) + (24:1)
Kloroform
8. Sogutmali Evet Evet Evet Evet
santrifij
uygulamasi (4 °C)
9. RNA ¢oktirme  izopropanol [zopropanol LiCl + LiCl
kimyasali Sodyum
Asetat

10. Yikama ¢ozeltisi

%75 etanol

%75 etanol
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11. RNA peleti 60 pL RNaz 50 pL %0.1 (h/h) 50 pL %0.1 50 pL steril UP

¢cozme icermeyen su DEPC-su (h/h) DEPC-  su
su

12. Ekstraksiyon 4 6.5 22 (~15saat 20 (~ 15 saat
stiresi (saat) overnight overnight
(tampon inkibasyon)  inklbasyon)
hazirlama siiresi
haric)

13. -80°C depolama  Hayir (-20 °C)  Hayir (-20 °C) Evet Evet
gerekliligi

Hem uygulama kolaylig1 ve kisa ekstraksiyon siiresine sahip olmasi hem de yontem
sonunda elde edilen RNA kalite sonuglarinin cDNA ve qPCR analizlerini gergeklestirmek
icin uygun olmasi nedeniyle ileriki analizler i¢in RNA ekstraksiyon yontemi olarak RNA

Extracol (Metot A) yontemi secilmistir.

4.2.3. Segilen RNA Ekstraksiyon Yonteminin Dogrulanmasi

Yiksek kalitede RNA elde etmek, genellikle RT-qPCR dahil olmak iizere g¢esitli
molekiiler yontemlerin gerceklestirilmesinde ilk ve dnemli asamadir. RNA ekstraksiyonu
molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilan bir teknik olmasina ragmen, ekstraksiyon
sirasinda RNA’nin degradasyonuna neden olabilen oldukca stabil RNaz enzimlerinin
varlig1 nedeniyle zor olabilir [240]. Organik ¢oziiciiler ve diger ilgili maddeler, RNazlari
etkisiz hale getirmek ve saglam RNA’nin korunmasini saglamak i¢in tipik olarak RNA
ekstraksiyon yontemlerinde kullanilir. Bu amagla fenol ve kloroform kombinasyonu,
ozellikle sinirli miktarda hiicre veya dokuyla ugrasildiginda RNA ekstraksiyonu i¢in
yaygin olarak tercih edilir [241]. Fenol bazli bir reaktif olan RNA Extracol, RNaz
enzimlerini etkili bir sekilde inhibe etme konusunda dikkate deger bir yetenek
sergilemektedir. Bu ozellik, lizis islemi sirasinda RNA’nmn biitinligiinii koruyarak
yuksek Kkaliteli materyalin ekstraksiyonunu saglamaktadir [206]. RNA Extracol
kullanilarak mikrodalga uygulanmayan ve GM olmayan ticari misir 6rneginden (C1) elde
edilen RNA ekstraktlarinin miktar ve kalite degerleri Cizelge 4.19°da verilmistir. Kaliteli
RNA’nin A260/280 absorbans degerinin 1.8-2.1 araliginda olmasi onerilir; bu araliktaki
RNA’lar PCR ve qPCR dahil olmak iizere akis asagi uygulamalar i¢in uygundur [242].

Varyasyon katsayisinin 10’un altinda olmasi iyi olarak kabul edilirken, 30’un (zerinde
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olmasi kabul edilmemektedir [225]. Genel ortalama, standart sapma ve varyasyon
katsayisini igeren verim degerleri sirasiyla 283.94 pg, 70.10 pg ve %24.69 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.19. iki farkl giinde bes tekrarli calisilarak C1 6rneginden ekstrakte edilen
RNA’larin miktar ve kalite degerleri.

Ornek No RNA Miktar1 (ng/uL) RNA Kalitesi (A260/280)
1 291.50 2.07
2 312.00 2.18
3 310.00 1.94
4 378.90 2.14
5 182.40 2.12
1 300.40 1.77
2 227.70 2.06
3 369.60 2.01
4 294.70 1.97
5 172.20 1.93

Cizelge 4.19°daki RNA miktar ve kalite degerleri ile hesaplanan varyasyon katsayisi
degerleri qPCR analizleri i¢in uygun bulunmustur. Bir sonraki adimda, konsantrasyonu
300.40 ng/uL ve safligi 1.77 olan bir RNA 6rnegi segilmistir. Secilen bu RNA ekstraktina
cDNA protokolii uygulanmis ve cDNA miktar ve kalite degerleri sirastyla 1151.10 ng/uL
ve 1.71 olarak bulunmustur. Bu ¢cDNA 6rnegi ile 100 ng/uL konsantrasyon degerinden
baslayarak 5 noktali diliisyon serisi (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) hazirlanmistir. Inhibisyon
kontroli igin, gPCR sisteminde ilgili ZmADH1 primerleri ile amplifikasyon
gergeklestirilmistir. Her seyreltme faktoriiniin olgiilen Cq degerleri EK 3’te verilmistir.
Inhibisyon egrisi (Sekil 4.3), ZmMADH1 gen amplifikasyonu ile elde edilen 5 seyreltme Cq

degeri kullanilarak ¢izilmistir.
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Sekil 4.3. ZmADH1 amplifikasyonundan sonra olusturulan inhibisyon egrisi.

R? degeri > 0.98 ve egrinin egimi ise -3.1 ile -3.6 arasinda olmalidir, bu da %110 ile %90
amplifikasyon verimliligine karsilik gelir [205]. Elde edilen dogrusallik grafiginin (Sekil
4.3) egimi -3.6026, R? degeri 0.9975 olarak bulunmustur. Hesaplanan amplifikasyon
verimi ise %89.486°dir. Bu veriler, Avrupa GMO Laboratuvarlart Ag1 (ENGL)’nin [205]
minimum  performans gereksinimleri tanimma gore Ol¢lim  giivenilirligini
dogrulamaktadir. Bu sonuglara dayanarak, RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi
yontemlerinin, ileri RT-qPCR analizlerinin yapilmasini destekleyen yiiksek verim ve
saflikta niikleik asitler sagladigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, son caligsmalar
RNA Extracol reaktifi kullanarak misir tohumlari, koleoptiller ve koklerin yani sira hasat
edilmis yerel bugday yapraklarindan da RNA ekstrakte edilebilecegini gostermistir. Bu
caligmalar, ekstrakte edilen RNA'nin sonraki RT-gPCR analizleri i¢in uygun kalitede
oldugunu bildirmistir [243, 244].

4.2.4. 1ki Misir Geninin Tespiti ve Miktarinin Belirlenmesi icin RT-qPCR

Analizlerinin Dogrulanmasi

Muisir Orneklerinde iki genin (ZmAGO1a ve ZmRLKO9) tespiti ve miktarinin belirlenmesi
icin EvaGreen bazli RT-qPCR analizleri gelistirilmistir. C1 6rneginin RNA ekstraktindan
sentezlenen cDNA, reaksiyon karigimlarindaki son konsantrasyon degerleri sirastyla 100
ng/ul, 75 ng/uL, 50 ng/uL, 25 ng/uL ve 12.5 ng/puL olacak sekilde 5 farkli noktaya
seyreltilmistir. Hazirlanan sablonlar daha sonra ilgili primerlerle (Cizelge 3.6)
cogaltilmigtir. RT-qPCR analizlerinden sonra iki farkli gen bdlgesi i¢in standart egriler
olusturulmustur (EK 4). ZmAGO1la ve ZmRLK? i¢in standart egri formiilleri ve bunlarin

R? degerleri (regresyonun dogrusalligini ifade eder) Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. RT-gPCR testlerinin dogrusalligi, amplifikasyon verimliligi ve 6zgiilligii.

Hedef Gen Standart Egri Formiili ~ R? Verim (%) Erime Sicaklig1 (°C)
ZmAGOla y =-3.4989x + 36.534  0.979 93.11 80.00
ZmRLK9 y =-3.2351x + 40.630  0.978 103.76 90.50

Belirli bir seyreltilmis cDNA &rnegi serisinde, belirleme katsayis1 (R2), deneysel olarak
belirlenen Cq degerleri ile seyreltme serisi arasindaki korelasyonun derecesini gosterir.
Yiiksek kaliteli analizler ve dogru sonuglar saglamak igin R? degeri > 0.98 olmalidir
[245]. Bu c¢alismada standart egrilerden elde edilen R? degerleri bu gerekli degeri
karsilamistir. Elde edilen dogrusallik grafiklerinin egimleri sirastyla ZmAGOla igin -
3.4989 ve ZmRLK® i¢in -3.2351 olarak bulunmustur. Bu hedef genler icin hesaplanan
amplifikasyon verim degerleri ise %93.11 ve %103.76'dir (Cizelge 4.20). Elde edilen
veriler minimum performans kriterlerine [205] gore uygun araliktadir. Ek olarak MIQE
yonergeleri, saglam ve hassas qPCR analizlerinin genellikle yliksek PCR verimliligi ile
iligkili oldugunu belirtir. Kalibrasyon egrileri yoluyla PCR amplifikasyon veriminin
belirlenmesi, ortalama PCR verimi, analitik hassasiyet ve testin saglamliginin basit, hizli
ve tekrarlanabilir bir gostergesini saglamaktadir [246]. Primerlerin kullanildigi
amplifikasyon isleminin 06zgiilliigli, 40 dongiiden sonra erime egrisi analiziyle
dogrulanmistir. Sonuglar, her bir ileri ve geri primer ¢iftinin, farkli bir erime sicakligina
sahip tek bir amplikon iirettigini (Cizelge 4.20, Sekil 4.4) ve reaksiyonlar sirasinda higbir

primer dimer veya istenmeyen yan (riniin olusmadigini géstermistir.
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Sekil 4.4. Erime egrisi analizi. a) ZmAGQO1a geninden, b) ZmRLK9 geninden elde edilen
amplikonlar. G6zlemlenen tek tepe noktalari tipik olarak saf, tek amplikonlar
temsil etmektedir. Spesifik sinyallerin erime sicakliklari sirasiyla 80 °C ve 90.5
°C’dir.

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (1ISO), 1SO 20395:2019 cercevesinde [247],
gPCR/RT-qPCR gibi molekiiler tekniklerle ilgili deney tasarimi, yontem gelistirme,
analiz dogrulama ve kabul kriterlerine iligkin Oneriler sunan ¢ok sayida biyoanalitik
kilavuz belge bulunmaktadir [248-252]. Bu c¢alismada RT-qPCR testlerine yoOnelik
dogrulama parametreleri, kilavuz dokiimanda [217] belirtilen formiiller (“Metot”
bolumiinde verilen Denklemler 5-8) kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.21°de
gosterildigi gibi hesaplanan tekrar Gretilebilirlik degerleri, laboratuvardaki RT-gPCR
testlerinin yuksek kesinligini gostermektedir. Her iki test i¢in bagil tekrar tiretilebilirlik
standart sapmast (RSDr), ENGL kabul kriterine [205] gore uygun bulunmustur. Ayni
sekilde Y1lmaz ve arkadaslar1 [253], bugday bazli kompozit ekmeklerdeki tagsisi tespit
etmek ve olgmek icin RSDr degerlerini hesaplamis ve bu degerlerin genel kabul

kriterlerini karsiladigini bildirmistir.
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Cizelge 4.21. RT-qPCR analizleri igin dogrulama parametreleri.

Hedef Gen Sk RSDk (%) LOD (ng/uL)*  LOQ (ng/uL)*
ZmAGOla 3.56 8.78 10.80 24.31
ZmRLK9 17.39 35.83 25.22 56.74

*: Tiim degerler cDNA konsantrasyonu (ng/pL) cinsinden ifade edilmistir.

LOD ve LOQ degerleri deneysel prosediirlerin hassasiyet esiklerine iliskin 6nemli bilgiler
saglar [254, 255]. Calismamizda bu degerler mutlak standart belirsizligin (uo) katlar
olarak hesaplanmistir. Uo degerlerini belirlemek i¢in ortalama cDNA konsantrasyonunun
(ng/uL) Sr’ye karst grafikleri olusturulmustur (EK 5). ZmAGOla ile ilgili dogru
denkleminin kesisim degeri negatif bulunmustur. Kilavuza gore [217], eger bu deger
negatifse, en diislik konsantrasyonla iligkili Sr, Uo’nun tahmini olarak kullanilabilir (Sg =
2.70). ZmRLK9 durumunda ise dogru denklemindeki kesisim degeri pozitifti (6.30) ve bu
deger uo’yu tahmin etmek i¢in kullanilmigtir. LOD degerlerinin ZmAGO1la igin 10.80
ng/ul ve ZmRLK9 igin 25.22 ng/uL oldugu gozlemlenmistir; bu degerler testlerin
hedeflenen genleri giivenilir bir sekilde tespit ettigi minimum konsantrasyonlari
gostermektedir. Ek olarak LOQ degerleri, ZmAGO1a igin 24.31 ng/uL ve ZMRLK9 igin
56.74 ng/uL olarak belirlenmistir; bu degerler ise, hedeflenen genlerin belirli kosullar

altinda dogru bir sekilde 6lgiilebilecegi minimum konsantrasyonlari temsil etmektedir.

4.2.5. ki Misir Geninin Mutlak Gen Ekspresyon Profili

RT-qPCR, cesitli organizmalarda ve dokularda, ayrica farkli kosullar altinda gen
ekspresyonunun incelenmesi i¢in yaygin bir kullanim alanit kazanmistir. Bu yontem,
niikleik asitlerin hassas o6l¢iimiine ve analizine olanak taniyarak duyarlilik, 6zgiilliik,
yuksek verim yetenekleri ve tutarli sonuglar sunmaktadir [246, 256, 257]. RNA’nin
ekstraksiyonu ve analizi, mRNA seviyelerinin mevcut durumu hakkinda degerli bilgiler
sunar ve RNA hazirlama siireci, anlamli bir RT-qPCR deneyi saglamak i¢in 6nemlidir.
DNA kontaminasyonundan tamamen armnmis, daha yiiksek kalitede RNA kullanilmasi
cok onemlidir [258]. Calismamizda kullanilan RNA Extracol yontemi, bilesenlerin
ayrilmasina yardimci olan fenol-kloroform etkilesimini igermektedir. Cozeltinin diistik
pH’s1, DNA’nin fosfat gruplar tizerindeki yiikii noétralize ederek bu ayirmada rol

oynamaktadir [259]. Bu, DNA molekiillerinin ¢6zeltinin organik fazinda tutulmasina,
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RNA'nin ise sulu fazda kalmasina yardimci olur. Yontem, RNA ve DNA’nin etkili bir

sekilde ayrilmasint miimkiin kilmistir.

A260/A280 oraninin 2.0’a yakin olmasi genellikle yiiksek kaliteli RNA’nin gostergesi
olarak kabul edilir. Ayrica laboratuvarlar, optimal RT-qPCR deneyleri igin A260/280
orant 1.5 olan Ornekleri basariyla kullanmistir [260]. Mikrodalga uygulanmayan ve
uygulanan musir 6rneklerinden ekstrakte edilen RNA’larin miktar ve kalite (A260/280)
degerleri Cizelge 4.22°de verilmistir. RNA kalite verilerinin ortalama degerleri yaklasik
1.7-1.8 araliginda elde edilmistir. Ayrica Cizelge 4.23’te sunulan veriler, ters
transkripsiyonla iiretilen cDNA’larin hem miktar hem de kalite agisindan yeterli
seviyelerde oldugunu dogrulamaktadir. Deneysel iretkenlikteki varyasyon diizeyini
Olegmek icin varyasyon katsayist metrigi kullanilmistir. %10’un altindaki bir deger
mitkemmel olarak kabul edilirken, sirasiyla %10-20, %20-30 ve %30’un tizerindeki
degerler iyi, kabul edilebilir ve kabul edilemez olarak nitelendirilmektedir [261]. RNA ve
c¢DNA igin varyasyon katsayis1 degerleri %30’un altinda bulunmustur. Bulgular, hem
mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalgaya tabi tutulan tim misir 6rneklerinin, RT-

gPCR analizleri i¢in yeterli miktar ve kalitede RNA ve cDNA sagladigini gostermistir.
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Cizelge 4.22. Misir Ornekleri icin RNA miktar ve kalite verilerinin degerlendirilmesi.

Ornek Ad Armek Kodu RNA Miktar1 Ortalama Miktar Varyasyon RNA Kalitesi Ortalama Kalite
! ng/uL Degeri (ng/uL)** Katsayisi (%) (A260/280) Degeri**
g g

Mikrodalga uygulanmayan Cc1 116.60 1.72
o 114.85 + 2.47 2.15 1.74 £ 0.02

ticari misir unu (%0 GM) 113.10 1.75

Mikrodalga uygulanmayan MF1 151.60 1.79
misir umﬂ Yo Y 129.80 + 30.83 23.75 1.78 +£0.02

(%<0.1 GM MIR604) 108.00 1.76

Mikrodalga uygulanan misir MF1T* 119.90 1.78
unul ga iyt 127.70 + 11.03 8.64 1.81+0.04

(%<0.1 GM MIR604) 135.50 1.83

Mikrodalga uygulanmayan 94.50 1.79
misir unu% Yo Y MF2 91.20 + 4.67 5.12 1.77 £ 0.04

(%75 GM MIR604) 87.90 1.74

Mikrodalga uygulanan misir MF2T* 86.30 1.71
unu2 same 101.35+21.28 21.00 1.73+0.02

(%75 GM MIR604) 116.40 1.74

Mikrodalga uygulanmayan MF3 235.30 1.69
misir unu% Y Y 214.70 £ 29.13 13.57 1.69+0.01

(%<0.02 GM MON810) 194.10 1.68

Mikrodalga uygulanan misir MFE3T* 257.20 1.71
unu3 SAE 3 255.75+£2.05 0.80 1.71+0.00

(%<0.02 GM MON810) 254.30 1.71

Mikrodalga uygulanmayan 196.90 1.70
misir unui Yo Y MF4 164.45 + 45.89 27.91 1.70 +£0.00

(%5 GM MONS810) 132.00 1.70

Mikrodalga uygulanan misir MFEA4T* 137.40 1.69
unu4 game 161.25 + 33.73 20.92 1.69 +0.00

(%5 GM MON810) 185.10 1.69

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
**: Degerler n=2 ile ortalama + standart sapmay1 temsil eder.
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Cizelge 4.23. Misir RNA o6rneklerinden sentezlenen cDNA ’larin nanospektrofotometrik analizleri.

Ornek Ad Armek Kodu cDNA Miktar1 Ortalama Miktar Varyasyon cDNA Kalitesi Ortalama Kalite
! ng/ul Degeri (ng/uL)** Katsayisi (%) (A260/280) Degeri**
g g g/n
Mikrodalga uygulanmayan Cc1 1272.40 1936.50 + 50.77 411 1.78 1794001
ticari muisir unu (%0 GM) 1200.60 I ' 1.79 S
Mikrodalga uygulanmayan MF1 1224.40 1.74
misir umﬂ Yo Y 925.15 + 254.77 27.54 1.73+£0.02
(%<0.1 GM MIR604) 834.70 1.71
Mikrodalga uygulanan misir MF1T* 873.00 1.72
unul ga iyt 807.65 + 183.21 22.68 1.71£0.02
(%<0.1 GM MIR604) 957.40 1.69
Mikrodalga uygulanmayan MFE2 937.20 1.72
misir unu% Yo Y 915.20 + 59.68 6.52 1.72 £0.01
(%75 GM MIR604) 678.10 1.71
Mikrodalga uygulanan misir MF2T* 745.00 1.73
unu2 gatyg 1029.55 + 275.56 26.77 1.73+£0.01
(%75 GM MIR604) 1105.30 1.72
Mikrodalga uygulanmayan MF3 775.30 1.64
misir unu% Yo Y 762.70 £ 17.82 2.34 1.65+0.01
(%<0.02 GM MONB810) 750.10 1.65
Mikrodalga uygulanan misir MFE3T* 849.80 1.65
unu3 SAWE 3 780.70 £ 97.72 12.52 1.65+0.01
(%<0.02 GM MON810) 711.60 1.64
Mikrodalga uygulanmayan MFE4 777.90 1.66
misir unui Yo Y 800.65 + 32.17 4.02 1.68 +0.02
(%5 GM MONS810) 823.40 1.69
Mikrodalga uygulanan misir MFEA4T* 732.70 1.65
unud satve 749.40 + 23.62 3.15 1.66 +£0.01
(%5 GM MON810) 766.10 1.67

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
**. Degerler n=2 ile ortalama =+ standart sapmay1 temsil eder.



Standart egriler elde edildikten sonra, ZmAGOla ve ZmRLK9 gen bolgeleri igin
hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinden (Cizelge 4.21) daha yiiksek olan 75 ng/uL'lik bir
cDNA konsantrasyon noktasi segilmistir. Daha sonra, tim mikrodalga uygulanmayan ve
uygulanan misir cDNA sablonlari, reaksiyon karigiminda 75 ng/uL son konsantrasyon
degerine sahip olacak sekilde hazirlanmis ve karsilik gelen iki primer seti kullanilarak
amplifiye edilmistir. Her 0rnek (¢ tekrarli hazirlanmistir. Basarili bir RT-gPCR deneyinin
gerceklestirilmesi i¢in iyi tasarlanmis bir drnekleme protokolii ¢ok 6nemlidir [262].
Onceki arastirmalar, optimal kosullar altinda tiim reaksiyonlarin tek bir plaka iizerinde
yiiriitiilmesinin tercih edildigini ileri suirmektedir [263-264]. Calismamizda ZmAGQO1la ve
ZMRLK9 musir genlerine yonelik programlar tek bir plaka Uzerinde yuritulerek bu
yaklagim izlenmistir. EK olarak RT-qPCR o6lgiimleri igin uygun plakalarin segimi
bulgularm giivenilirligini biiyiik olgiide etkilemektedir [35]. Onerdikleri gibi, zayif
eksprese edilen genlerin tespitini gelistirmek ve sinyal yogunlugunu arttirmak igin
caligmamizda seffaf plakalar yerine beyaz plakalar kullanilmistir. RT-gPCR analizleri
sirasinda mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan misir cDNA 6rneklerinde, DNA
baglayict bir boya olan EvaGreen kullanilmistir. EvaGreen kimyasini kullanarak RT-
gPCR tekniklerimiz iyi amplifikasyon seviyeleri vermistir (EK 6) ve bu boya, mutlak
kantitatif ger¢ek zamanli PCR i¢in 6nceden mevcut protokollere sahip diger bitki dokusu
materyallerine rahatlikla uyarlanabilir. Bu boya, hedefe 6zel floresan problara olan
gereksinimi ortadan kaldirmis ve ilgilenilen birden fazla gen i¢in ayn1 PCR ana karigimini
kullanma avantajint sunmustur. Ayrica, onu qPCR'de SYBR Green ['in yerine tercih
edilen bir alternatif haline getiren ¢ok sayida 6zellige sahiptir. EvaGreen dikkat cekici bir
sekilde minimum PCR inhibisyonu, boya olarak olaganiistii stabilite ve yaygin olarak

kullanilan tiim gergek zamanli PCR dongiileyicilerle uyumluluk sergilemektedir [216].

RT-gPCR deneyleri yapildiktan sonra, mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga
uygulanan musir unu 6érneklerinde bulunan ZmAGO1a ve ZmRLK9 genleri i¢in mutlak
gen ekspresyon analizleri (Denklem 9) gerceklestirilmistir. Orneklere ait hesaplanan
RNA seviyeleri EK 7°de sunulmustur. Sekil 4.5a’daki log2 ile doniistiiriilmiis sonuclar,
ZmAGOl1la geninin en diisiik ekspresyon seviyesinin mikrodalga uygulanmayan MF2
orneginde oldugunu gostermistir. Mikrodalga uygulanmayan MF1 6rneginin ekspresyon
seviyesi ile mikrodalga uygulanan formu (MF1T) arasinda %95 giiven diizeyinde anlamli

bir fark gozlemlenmemistir. MF2 6rnegindeki ZmAGO1la geninin ekspresyon seviyesi,
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mikrodalga isleminden sonra bir log2 kat (1.13) kadar hafifce artmistir. ZmRLK9 gen
ekspresyonu i¢in, en digik ekspresyon seviyesi mikrodalga uygulanmayan MEF2
orneginde gozlemlenmistir. Mikrodalga uygulanan o©Ornegin (MFIT) ekspresyon
seviyesinde, mikrodalga uygulanmayan MF1'e kiyasla hafif bir azalma (~0.87 kat)
meydana gelmistir. MF2 6rnegindeki ZmRLK9 geninin ekspresyon seviyesi, mikrodalga

isleminden sonra yaklagik bir nokta ii¢ (1.28) log2 kat kadar hafifce artmistir.

14
a) = MFI
1 S MFI
[ MF2
MF2

on seviye

ekspresy

Log (gen

A\

14
b) = MF3
] SN MF3T]
[ MF4
12 V7 MF4T]

Log (gen ekspresyon seviye

Sekil 4.5. Mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan érneklerde iki misir geninin mutlak
gen ekspresyon profilleri. a) MF1, MF1T, MF2 ve MF2T ve b) MF3, MF3T,
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MF4 ve MFAT oOrneklerinin sutun grafikleri. Grafiklerin x ekseni misir
genlerini, y ekseni ise log2 ile doniistiiriilmiis gen ekspresyon degerlerini temsil
etmektedir. Sutunlardaki cubuklar n=3 ile ortalama * standart sapmay: ve farkli
kicik harfler ise ortalama degerler arasindaki anlamli farkliliklari

gostermektedir ( p <0.05).

Sekil 4.5b’de de gosterildigi gibi, ZmAGOZla geninin ekspresyon seviyesi mikrodalga
uygulanmayan MF4 6rneginde en diisiik bulunmustur. Mikrodalga uygulanmayan MF3
ornegi ile bunun mikrodalga uygulanan formu (MF3T) arasinda, ayn1 zamanda MF4 ve
MFA4T o6rnekleri arasinda da ZmAGO1a gen ekspresyon seviyeleri icin istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark gézlemlenmemistir. ZmMRLK9 gen ekspresyonu icin, en diisiik ekspresyon
seviyesi mikrodalga uygulanmayan MF3 o6rneginde bulunmustur ve bu genin MF3
ornegindeki ekspresyon seviyesi, mikrodalga isleminden sonra yaklasik bir nokta iki
(1.24) log2 kat kadar hafifce artmistir. MF4 6rnegi ile bunun mikrodalga uygulanan

formu (MF4T) arasinda ekspresyon seviyeleri i¢in anlamli bir fark bulunmamustir.

Bu tez calismasinda, EvaGreen bazli RT-qPCR analizleri gergeklestirilerek hem
mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan misir 6rneklerinde hedeflenen
iki farkli genin (ZmAGO1la ve ZmRLK9) mutlak gen ekspresyon seviyeleri basariyla
belirlenmistir. qPCR'da musir referans geni kullanilarak gerceklestirilen inhibisyon
kontrol testi, bu calismada kullanilan RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi
prosediirlerinin giivenilir ve dogru ol¢iimler sagladigini gdstermistir. ZMAGOla ve
ZmRLKS i¢in olusturulan standart egrilere yonelik belirleme katsayilarmin (R?) > 0.98
oldugu gozlenmistir; bu, cDNA Orneklerinin konsantrasyon degerleri ile dlciilen Cq
degerleri arasindaki korelasyonun uygun oldugunu dogrulamistir. Hesaplanan
amplifikasyon verimleri uygun aralikta ¢ikmis ve erime egrisi analizi ise spesifik

amplikonlar vermistir.

Tekrarlar arasindaki standart sapmalardaki minimum degiskenlik ve belirlenen tespit ve
Olctim limitleri, yontemlerin tutarli bir sekilde giivenilir sonuclar liretme yetenegini ve
uygulanan deney kosullar1 altinda analitleri hassasiyetle tespit etme ve Olgme

kapasitelerini vurgulamistir. Bulgular, gelistirilen ve dogrulanan RT-qPCR analizlerinin,
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mikrodalga uygulanan misir 6rneklerinde iki farkli genin (ZmAGO1la ve ZmRLK9) hem

tespit edilmesi hem de mutlak niceliginin belirlenmesi i¢in uygun oldugunu gostermistir.

4.3. Metabolomik Analiz Sonuclar:

4.3.1. GC-MS Analizi ile Tanimlanan Birincil Metabolitler

GC-MS analizi ile hem mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan misir
unu orneklerinde toplam 35 birincil metabolitin varhigi tespit edilmistir (EK 8).
Metabolitlerin toplam iyon akimi (TIC) kromatogram goriintiileri MF1, MF1T, MF2,
MF2T ornekleri igin Sekil 4.6a’da ve ayrica MF3, MF3T, MF4, MFAT o6rnekleri i¢in ise
Sekil 4.6b’de sunulmustur.
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Sekil 4.6. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rnekleri igin
2.00 - 45.00 dk arasinda elde edilen birincil metabolitlerin GC-MS toplam
tyon akimi (TIC) kromatogram goriintiileri. a) MF1, MF1T, MF2 ve MF2T
orneklerine ait kromatogramlar; b) MF3, MF3T, MF4 ve MFAT 6rneklerine
ait kromatogramlar.

Kromatogramlar, 2 ile 45 dakikalik GC-MS analizi siiresince birincil metabolitlere ait
pikleri gostermektedir. Her bir tiirevlendirilmis 6rnek ekstrakti i¢in kromatogramlardaki
pik sayilar1 ayni bulunmus, ekstra bir pik gdzlemlenmemistir. Birincil metabolitler esas
olarak trimetilsilil (TMS) tiirevleri formunda elde edilmis ve alt1 gruba ayrilmistir: yag

asitleri (4), amino asitler (11), sekerler (9), alkoller (3), organik asitler (5) ve bir baska
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grup olarak isimlendirilen “digerleri” (3). Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga
uygulanan misir unu Ornekleri i¢in belirlenen alti farkli gruptaki birincil metabolit
miktarlarina ait veriler, MF1, MF1T, MF2, MF2T oOrnekleri i¢in Cizelge 4.24'te, ayrica
MF3, MF3T, MF4, MF4T ornekleri i¢in ise Cizelge 4.25'te gdsterilmistir.

Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25’ te ayr1 ayri gosterildigi gibi orneklerdeki ana yag asidi
bilesikleri, doymamuis yag asidi (UFA) bilesikleri olarak linoleik (9,12-Oktadekadienoik
asit) ve oleik (9-Oktadesenoik asit) asitlerdir. Bu iki yag asidine ait 6rnek kiitle spektrum
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de verilmistir. Ayrica tiim 6rneklerde doymus
yag asidi (SFA) olarak palmitik ve stearik asitler tespit edilmistir. Benzer sekilde,
ogiitiilen misir tohumlarindaki ana yag asidi bilesiklerinin linoleik, oleik ve palmitik
asitler oldugu gozlemlenmistir [265-267]. Tukey testine gore (p < 0.05), hem MF1 ve
MF2 hem de MF3 ve MF4 6rneklerinde mikrodalga uygulamasindan sonra yag asitleri
i¢cin 6nemli bir fark elde edilmemistir. Ancak, MF3 6rneginde stearik asit miktarinda hafif

bir artis gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.24. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinden elde edilen birincil metabolitlerin metabolit miktarlar

(mg/kg) (Normallestirilmis veriler EK 9-A’da gosterilmistir).

Metabolit Miktar1 (mg/kg)*

# Birincil Metabolit Ad1 RT (dk) MF1 MF1T** MF2 MF2T**
(%< 0.1 GM (%< 0.1 GM (%75 GM (%75 GM
MIR604) MIR604) MIR604) MIR604)
Yag asitleri ve tiirevleri
1 Palmitic Acid, TMS derivative 23.630 0.854 £ 0.058* 0.670 £ 0.274° 1.039 £+ 0.138* 0.842 + 0.062?
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, TMS derivative 26.503 3.236 £ 0.101*  2.557 £+ 1.560? 3.919 £ 0.500*  3.664 + 0.018°
3 9-Octadecenoic acid, (E)-, TMS derivative 26.610 1.795+ 0.058* 1.378 +0.7842 2.081+£0.182* 1.961 +0.019?
4 Stearic acid, TMS derivative 27.084 0.086 + 0.001® 0.066 + 0.033° 0.118 £ 0.015* 0.191 + 0.076%
Toplam 5.971 4.671 7.157 6.658
Amino asitler ve turevleri
5 L-Alanine, 2TMS derivative 3.971 0.122 £ 0.033*  0.131 £+ 0.037% 0.090 + 0.013* 0.053 + 0.007°
6 L-Norleucine, 2TMS derivative 7.379 0.011 £ 0.004* 0.011 £ 0.001% 0.006 + 0.002% 0.004 + 0.000°
7 L-Proline, 2TMS derivative 7.827 0.284 £ 0.034* 0.347 £0.071° 0.154 +0.010° 0.144 +0.012°
8 Glycine, 3TMS derivative 8.081 0.016 £ 0.003*  0.017 £ 0.004% 0.027 £0.012*  0.012 £+ 0.001°
9 L-Serine, 3TMS derivative 9.551 0.036 + 0.006® 0.042 + 0.008? 0.036 £ 0.012* 0.018 + 0.001°
10 L-Threonine, 3TMS derivative 10.185 0.016 £ 0.003*  0.020 £ 0.007% 0.012 £ 0.003*  0.010 £ 0.000?
11 B-Alanine, 3TMS derivative 10.894 0.013 +0.000® 0.016 + 0.006° 0.008 £ 0.001°  0.007 + 0.000°
12 L-5-Oxoproline, 2TMS 13.006 0.049 £ 0.002*  0.048 + 0.001° 0.026 £ 0.002°  0.059 + 0.011°
13 L-Aspartic acid, 3TMS derivative 13.259 0.175+0.005* 0.194 +£0.016* 0.105+0.007°  0.124 +0.008°
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14
15

Toplam

L-Glutamic acid, 3TMS derivative
Asparagine, 3TMS derivative

Sekerler ve tlrevleri

16

17

18

19

20

21

22

23
24

Toplam

D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, O-
methyloxime

L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether,
methyloxime (syn)

D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime
(syn)

D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

D-Glucitol, 6TMS derivative

D-Gluconic acid, 6TMS

Myo-Inositol, 6TMS

Sucrose, 8TMS derivative

Alkoller ve tirevleri

25

Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-(tert-
butyldimethylsilyl)

15.478

16.560

21.164

21.384

21.498

21.638

21.926

22.347

23.549

25.019
34.294

6.109

0.094 + 0.006*

0.051 £ 0.009*

0.867

0.401 £ 0.015°

0.266 + 0.006°

0.031 + 0.002°

0.469 + 0.007°

0.082 + 0.001°

0.407 £ 0.019%

0.015 + 0.006°

0.082 + 0.005°

4.837 + 0.000°

6.590

0.075 = 0.008?

0.098 + 0.000%

0.043 £ 0.014%

0.967

0.387 + 0.095"

0.242 + 0.070°

0.023 £ 0.013°

0.414 £ 0.123°

0.074 £ 0.019°

0.327 £ 0.052°

0.010 + 0.000°

0.069 + 0.023°

5.742 + 0.00%

7.288

0.074 + 0.008?

0.090 £ 0.0172

0.033 £ 0.001*

0.587

0.623 £ 0.0272

0.420 + 0.009?

0.050 + 0.003?

0.850 + 0.033?

0.172 £ 0.027#

0.479 + 0.041°

0.039 + 0.005?

0.155+0.018°?

7.348 £ 1.615?

10.136

0.071 + 0.008?

0.089 + 0.004%

0.027 £ 0.011*

0.547

0.516 + 0.044%

0.330 £ 0.011%

0.027 £ 0.003°

0.529 + 0.034°

0.105 £ 0.003°

0.426 + 0.012°

0.029 + 0.006%

0.139 + 0.005?

6.811 + 0.045%

8.912

0.064 + 0.009?



v0T

26 Ethanolamine, 3TMS derivative

27 Glycerol, 3TMS derivative

Toplam

Organik asitler ve tlrevleri

28 Lactic Acid, 2TMS derivative

29 Glycolic acid, 2TMS derivative

30 Butanedioic acid, 2TMS derivative

31 Malic acid, 3TMS derivative

32 Citric acid, 4TMS derivative

Toplam

Digerleri

33 Silanamine, N,N'-methanetetraylbis[1,1,1-trimethyl-

34 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

35 Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester

Toplam

7.199
7.573

3.330
4.639
8.268
12.591
19.888

2.167
7.486
18.805

0.025 + 0.003%
4.667 + 0.646%
4.767

0.028 + 0.002*
0.131 +0.027#
0.033 +0.007%
0.120 + 0.000°
0.084 +0.010%
0.396

0.035 + 0.004*
0.501 + 0.035*

0.022 + 0.006%

0.558

0.032 £ 0.010%
5.713 £ 1.301*
5.819

0.025 + 0.009?
0.163 + 0.0422
0.033+0.007¢
0.130 + 0.009°
0.073 +0.027¢
0.424

0.029 + 0.004%
0.618 + 0.088?

0.020 + 0.010?

0.667

0.013 + 0.001%
3.049 + 0.145°
3.133

0.021 +0.003?
0.116 +£ 0.012°
0.025 + 0.004?
0.116 + 0.000°
0.066 + 0.006%
0.344

0.033 +0.001%
0.288 £ 0.012°

0.065 + 0.036%

0.386

0.009 + 0.001°
3.624 + 0.014°
3.697

0.019 + 0.0022
0.121 +0.007¢
0.034 + 0.006?
0.176 +0.017¢
0.046 + 0.002?
0.396

0.019 + 0.000°
0.350 + 0.012°

0.045 + 0.0222

0.414

RT: Her bir metabolitin alikonma zamani

*: Tim degerler, analiz edilen 6rneklerin kg’1 basina mg dahili standart (adonitol) esdegerleri cinsinden ifade edilmistir. Bir satir i¢inde farkli harflere sahip

degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p < 0.05.

*%: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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Cizelge 4.25. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinden elde edilen birincil metabolitlerin metabolit miktarlar

(mg/kg) (Normallestirilmis veriler EK 9-B’de gosterilmistir).

Metabolit Miktar1 (mg/kg)*

# Birincil Metabolit Ad1 RT (dk) MF3 MF3T** MF4 MF4T**
(%<0.02 GM (%<0.02 GM (%5 GM (%5 GM
MONB810) MONS10) MONBS10) MONBS10)
Yag asitleri ve tiirevleri
1 Palmitic Acid, TMS derivative 23.630 0.071 £ 0.022*  0.083 £ 0.006* 0.117£0.013* 0.113 £ 0.025°
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, TMS derivative 26.503 0.222 £0.078* 0.279 £ 0.061° 0.380 £ 0.091*  0.338 + 0.014*
3 9-Octadecenoic acid, (E)-, TMS derivative 26.610 0.098 +0.023 0.136 +0.045®  0.182+0.034* 0.162 +0.007%
4 Stearic acid, TMS derivative 27.084 0.007 £ 0.002°  0.023 + 0.004? 0.012 +0.004%® 0.014 + 0.006%
Toplam 0.398 0.521 0.691 0.627
Amino asitler ve turevleri
5 L-Alanine, 2TMS derivative 3.971 0.032 + 0.006* 0.018 + 0.001°¢ 0.048 £ 0.002% 0.063 + 0.015?
6 L-Norleucine, 2TMS derivative 7.379 0.001 +0.000° 0.001 + 0.000° 0.004 £ 0.002*  0.005 * 0.000?
7 L-Proline, 2TMS derivative 7.827 0.130+0.018° 0.066 + 0.010° 0.150 + 0.024% 0.218 + 0.058?
8 Glycine, 3TMS derivative 8.081 0.010+0.002°  0.007 + 0.001°¢ 0.012 £ 0.001® 0.014 + 0.000?
9 L-Serine, 3TMS derivative 9.551 0.015+0.001*  0.008 + 0.002° 0.016 £ 0.002*  0.019 £ 0.002?
10 L-Threonine, 3TMS derivative 10.185 0.001 +0.000° 0.003 + 0.001° 0.006 + 0.001°  0.017 + 0.005?
11 B-Alanine, 3TMS derivative 10.894 0.001 +0.000°  0.004 + 0.001° 0.003 +0.001°  0.006 + 0.000?
12 L-5-Oxoproline, 2TMS 13.006 0.011+0.006° 0.030 + 0.000? 0.012 +£0.001° 0.009 + 0.001°
13 L-Aspartic acid, 3TMS derivative 13.259 0.075+0.002¢  0.043 + 0.003¢ 0.129+0.001° 0.161 + 0.000?
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14
15

Toplam

L-Glutamic acid, 3TMS derivative
Asparagine, 3TMS derivative

Sekerler ve tiirevleri

16

17

18

19

20

21

22

23
24

Toplam

D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, O-
methyloxime

L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether,
methyloxime (syn)

D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime
(syn)

D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

D-Glucitol, 6TMS derivative

D-Gluconic acid, 6TMS

Myo-Inositol, 6TMS

Sucrose, 8TMS derivative

Alkoller ve tirevleri

25

Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-(tert-
butyldimethylsilyl)

15.478

16.560

21.164

21.384

21.498

21.638

21.926

22.347

23.549

25.019
34.294

6.109

0.034 + 0.012"

0.012 + 0.003"

0.322

0.322 + 0.064°

0.213 +0.038°

0.025 + 0.003°

0.480 + 0.084°

0.087 £ 0.016°

0.221 £ 0.041°

0.005 + 0.000%

0.070 £ 0.021°

4.499 + 0.308°

5.922

0.054 + 0.008?

0.074 + 0.000%

0.002 + 0.000°

0.256

0.347 + 0.000°

0.226 + 0.011°

0.018 + 0.000°

0.395 + 0.032°

0.092 £ 0.014°

0.229 + 0.022*

0.010 +0.003?

0.292 + 0.008?

4.025+0.413%

5.634

0.043 + 0.000?

0.058 + 0.006%

0.022 + 0.004%

0.460

0.673 £ 0.045%

0.430 + 0.021°

0.055 +0.013?

0.891 + 0.051%

0.154 + 0.008?

0.286 + 0.023?

0.007 £ 0.003%

0.103 £ 0.018°

6.063 + 1.541°

8.662

0.052 + 0.000?

0.070 + 0.000%

0.024 + 0.004%

0.606

0.704 + 0.151°

0.460 + 0.090?

0.049 + 0.005?

0.921 +0.180?

0.167 + 0.024?

0.283 +0.0272

0.003 £ 0.001°

0.098 + 0.011°

4.373 +0.163%

7.058

0.063 + 0.015?
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26 Ethanolamine, 3TMS derivative

27 Glycerol, 3TMS derivative

Toplam

Organik asitler ve tlrevleri

28 Lactic Acid, 2TMS derivative

29 Glycolic acid, 2TMS derivative

30 Butanedioic acid, 2TMS derivative

31 Malic acid, 3TMS derivative

32 Citric acid, 4TMS derivative

Toplam

Digerleri

33 Silanamine, N,N'-methanetetraylbis[1,1,1-trimethyl-

34 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

35 Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester

Toplam

7.199
7.573

3.330
4.639
8.268
12.591
19.888

2.167
7.486
18.805

0.007 + 0.003*
0.086 + 0.002°
0.147

0.012 + 0.002%
0.129 +0.018?
0.010 + 0.000°
0.047 £+ 0.002°
0.084 +0.021*
0.282

0.026 + 0.005%
0.083 + 0.001°¢

0.011 + 0.005°

0.120

0.003 + 0.000°
0.072 £ 0.007¢
0.118

0.012 £ 0.001%
0.123 £ 0.017%
0.011 £ 0.001°
0.060 + 0.011%
0.069 + 0.022%
0.275

0.027 + 0.004%
0.096 + 0.014

0.033 +0.014%

0.156

0.006 + 0.001%
0.154 + 0.008°
0.212

0.011 + 0.000°
0.093 + 0.003°
0.014 + 0.002°
0.050 + 0.001%
0.060 + 0.010?
0.228

0.025 + 0.003?
0.144 £ 0.015%

0.012 £ 0.004°

0.181

0.009 + 0.001*
0.218 £ 0.029*
0.290

0.016 + 0.002*
0.117 £ 0.012%
0.022 + 0.0022
0.064 + 0.006%
0.057 +0.0122
0.276

0.026 + 0.000?
0.182 + 0.034?

0.010 + 0.000°

0.218

RT: Her bir metabolitin alikonma zamani

*: Tim degerler, analiz edilen 6rneklerin kg’1 basina mg dahili standart (adonitol) esdegerleri cinsinden ifade edilmistir. Bir satir i¢inde farkli harflere sahip

degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p < 0.05.

*%: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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Sekil 4.7. Linoleik asidin (9,12-Oktadekadienoik asit) kiitle spektrumu. a) Analiz edilen
orneklere ait Enhanced Data Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b)
NIST kutuphanesinde mevcut olan spektrum, c) Golm Metabolome veri

tabaninda bulunan spektrum.
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Sekil 4.8. Oleik asidin (9-Oktadesenoik asit) kiitle spektrumu. a) Analiz edilen drneklere

ait Enhanced Data Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b) NIST
kituphanesinde mevcut olan spektrum, ¢) Golm Metabolome veri tabaninda

bulunan spektrum.

Cizelge 4.24’te gosterildigi gibi, MF2 o6rnegindeki 5-oksoprolin hari¢, mikrodalga
isleminden sonra MF1 ve MF2 drnekleri i¢in amino asit tiirevi bilesenlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (p < 0.05). Deng ve arkadaslar1 [268],
mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan karabugday taneleri arasinda
treonin, serin, glutamik asit ve alanin icin istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlemlemediklerini (p<0.05) bildirmislerdir. Cizelge 4.25 incelendiginde, MF4
ornegindeki treonin, R-alanin ve aspartik asit hari¢, benzer bir istatistiksel sonucun
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gozlendigi fark edilmistir (p < 0.05). MF3 6rneginde ise mikrodalga uygulamasindan
sonra sirastyla glisin, serin, aspartik asit ve asparajinde hafif bir azalig gézlemlenirken, B-
alanin, 5-oksoprolin ve glutamik asit miktarlarinda hafif bir artis gézlemlenmistir. Geri
kalan aminoasit bilesiklerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir.
Calismamizda tiim 0rneklerde majér amino asit prolin (Sekil 4.9) olup bunu, tespit edilen
diger amino asitler arasinda aspartik asit, alanin ve glutamik asit takip etmigtir. Tim
orneklerin amino asit bilesiminin, FAO’nun [269] musir i¢in alanin, prolin, glisin, serin,
treonin, aspartik asit ve glutamik asitleri igeren Onerilen bilesimle tutarli oldugu

gbzlemlenmistir.

Bu ¢alismada tanimlanan metabolitler (Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25), musir tanesindeki
sekerler ve tiirevleri, alkoller ve organik asitlerin kompozisyonunda bulunanlara benzerdi
[270-272]. Tim orneklerdeki ana sakkarit, beklendigi gibi indirgen olmayan seker
sakkarozdu (Sekil 4.10) ve mikrodalga uygulanan drneklere kiyasla hem MF1 ve MF2
hem de MF3 ve MF4 Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmamistir
(p < 0.05). indirgen sekerler olarak tanimlanan galaktoz, taloz ve glukoz dahil tiim
aldoheksozlarin trimetilsilil O-metil oksim tiirevleri formunda oldugu bulunmustur.
Istatistiksel olarak, hem MF1 ve MF2 hem de MF3 ve MF4 Grnekleri icin ketoheksozlarda
(fruktoz ve sorboz), seker alkollerinde (glusitol ve miyo-inositol) ve ayrica seker
asitlerinde (glukonik asit) mikrodalga uygulanmis muadillerine kiyasla anlamli bir fark
saptanmamistir. Sadece MF3 6rneginde tanimlanan miyo-inositol miktarinda mikrodalga
uygulamasindan sonra hafif bir artis gézlemlenmistir. Miyo-inositol, diger seker alkolleri
gibi organik bir osmolit olarak islev gormekte ve bitki abiyotik stres toleransinda yer alan
birgok metabolitin 6nclisu olarak gorev almaktadir [271]. Bununla birlikte, insan saglig
ve Ozellikle insan beyin hicrelerinde ¢ok sayida biyolojik siirece katildig: bilinen [273,
274] miyo-inositolin, musir 1slahi i¢in de oldukc¢a umut verici bir metabolik belirteg
oldugu bildirilmistir [271].

Gliserol (Sekil 4.11) tiim 6rneklerde ana alkol bilesigi olarak tespit edilmistir. Alkoller
ve tlirevleri mikrodalga isleminden 6nce ve sonra 6nemli bir fark géstermemistir. Ancak,
MF3’te etanolamin bilesiginde hafif bir azalis ile MF4’te gliserol miktarinda hafif bir
artis gozlemlenmistir. Ayrica glikolik (Sekil 4.12), malik (Sekil 4.13), sitrik, butandioik

ve laktik asitler de organik asit olarak tanimlanmistir. Mikrodalga isleminin ardindan hem
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MF1 hem de MF3 drneklerinin organik asit miktarlarinda gozle goriliir bir degisiklik

olmamis, Tukey’in ¢oklu karsilastirma testiyle dogrulandig: {lizere, malik asit disinda

MF2’de ve laktik ile bitandioik asit disinda MF4’te de benzer bir istatistiksel sonug

gbzlemlenmistir (p < 0.05).
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Sekil 4.9. Prolinin kutle spektrumu. a) Analiz edilen 6rneklere ait Enhanced Data

Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b) NIST kiitiiphanesinde

mevcut olan spektrum, ¢) Golm Metabolome veri tabaninda bulunan

spektrum.
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Sekil 4.10. Sakkarozun (stikroz) kiitle spektrumu. a) Analiz edilen 6rneklere ait Enhanced

Data Analysis programindan alinan Ornek spektrum, b) NIST
kltuphanesinde mevcut olan spektrum, ¢) Golm Metabolome veri tabaninda

bulunan spektrum.
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Sekil 4.11. Gliserolun kdtle spektrumu. a) Analiz edilen drneklere ait Enhanced Data
Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b) NIST kiitiiphanesinde
mevcut olan spektrum, c) Golm Metabolome veri tabaninda bulunan

spektrum.
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Sekil 4.12. Glikolik asitin kutle spektrumu. a) Analiz edilen 6rneklere ait Enhanced Data
Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b) NIST kiitiiphanesinde
mevcut olan spektrum, c) Golm Metabolome veri tabaninda bulunan

spektrum.
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Sekil 4.13. Malik asitin kitle spektrumu. a) Analiz edilen drneklere ait Enhanced Data
Analysis programindan alinan 6rnek spektrum, b) NIST kiitiiphanesinde
mevcut olan spektrum, c) Golm Metabolome veri tabaninda bulunan

spektrum.

Calismamizda {i¢ bilesik (silanol, trimetil-, fosfat (3:1) (Sekil 4.14) ; silanamin, N, N'-
methanetetraylbis[1,1,1-trimetil-  ve  fosforik  asit, bis(trimetilsilil) 2,3-
bis[(trimetilsilil)oksi]propil ester) 6rnek ekstraktlarinin tamaminda “digerleri” grubu

olarak siniflandirilan bilesikler olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25). Bu
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bilesiklerin 6nceki calismalardan elde edilen GC-MS bulgulart ile tutarli oldugu
gozlemlenmistir [275, 276]. MF2’deki silanamin ve MF3’teki fosforik asit bilesikleri
disinda, mikrodalga islemine tabi tutulduktan sonra tlim 6rneklerde bulunan “digerleri”

grubu icin istatistiksel olarak kayda deger bir degisiklik olmamustir (p < 0.05).
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Sekil 4.14. Silanol, trimetil-, fosfat (3:1)in (fosforik asit (3TMS)) kutle spektrumu. a)
Analiz edilen drneklere ait Enhanced Data Analysis programindan alinan
ornek spektrum, b) NIST kutuphanesinde mevcut olan spektrum, ¢) Golm

Metabolome veri tabaninda bulunan spektrum.
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GC-MS analizi ile belirlenen birincil metabolitlerin ¢esitli metabolik yolaklardaki
biyolojik islevlerini daha iyi anlamak i¢in sirasiyla KEGG bilesik ve KEGG yolag1 veri
tabanlar1 kullanilmistir. KEGG yolag1 veri tabani, metabolizmaya iliskin deneysel bilgiyi
temsil eden, metabolik yolaklar, diizenleyici yolaklar ve molekuler kompleksler dahil
olmak iizere molekiiler etkilesim aglarini igeren bir harita koleksiyonudur [277, 278].
KEGG bilesik veri tabaninda taranan 35 metabolitin 29’uyla ilgili metabolik yolaklar
KEGG yolagi veri tabaniyla bulunmus ve EK 10-A’da gésterilmistir. Metabolik yolaklara
en fazla katki saglayan birincil metabolitler sirasiyla, yag asitlerinden palmitik asit, amino
asitlerden aspartik asit, seker ve tiirevlerinden glikoz ve miyo-inositol, alkollerden
gliserol, organik asitlerden biitandioik asit ve digerleri sinifina ait fosforik asittir. EK 10-
B’de ise KEGG yolag: veri tabaninda Zea mays (misir) i¢in bulunan ve c¢alismada

tanimlanan birincil metabolitlerle iliskili toplam 68 metabolik yolak listelenmistir.

KEGG yolak analizi, birincil metabolitlerin biyolojik fonksiyonlarinin derinlemesine
taninmasina olanak saglamistir. Birincil metabolitlerin, esas olarak “zma01100,
metabolik yolaklar”, “zma01110, ikincil metabolitlerin biyosentezi”, “zma01200, karbon
metabolizmast”, “zma01210, 2-Oksokarboksilik asit metabolizmas1”, “zma01212, yag
asidi metabolizmas1”, “zma01230, amino asitlerin biyosentezi”, “zma01240,
kofaktorlerin biyosentezi” ve “zma01250, niikleotid sekerlerin biyosentezi” yolaklarinda
rol oynadigi belirlenmistir. Bu yolaklarin disinda, birincil metabolitler sirasiyla
karbonhidrat metabolizmasi, amino asit metabolizmasi, lipid metabolizmasi ve diger
amino asitlerin metabolizmasiyla iliskili biyolojik yolaklara katilmistir (Sekil 4.15).
Metabolitlerin ilgili yolaklara katki saglayan ve veri tabaninda yer alan bilesiklerin
arasinda bulunma yiizdeleri hesaplanmis ve bu dogrultuda ilk 3 metabolik yolak;
“zma00250, alanin, aspartat ve glutamat metabolizmas1” (5 metabolit, %17.86),
“zma00052, galaktoz metabolizmasi” (7 metabolit, %15.22) ve “zma00020, sitrat
dongiisii, TCA dongiisii” (3 metabolit, %15.00) olarak siralanmustir.
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81T

Glycolysis / Gluconeogenesis 12 B
Citrate cycle (TCA cycle) 13
Pentose phosphate pathway 12
Pentose and glucuronate interconversions o1
Fructose and mannose metabolism 13
Galactose metabolism 17
Ascorbate and aldarate metabolism [ 1
Starch and sucrose metabolism 13 A
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism =1
Inositol phosphate metabolism [ 1
Pyruvate metabolism 13
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 17
Propanoate metabolism 12
Butanoate metabolism 12
C5-Branched dibasic acid metabolism =1
Fatty acid biosynthesis 3
Fatty acid elongation 1
Fatty acid degradation 1
Cutin, suberine and wax biosynthesis 2
Glycerolipid metabolism 1
Glycerophospholipid metabolism 2
Linoleic acid metabolism
Sphingolipid metabolism 1
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 4

Arginine biosynthesis 2
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 5
Glycine, serine and threonine metabolism 4
Lysine biosynthesis 1 C
Lysine degradation 2

-

Cysteine and methionine metabolism 3
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 1

Arginine and proline metabolism 2
Histidine metabolism 2
Tyrosine metabolism 1
Phenylalanine metabolism 1
beta-Alanine metabolism 12
Taurine and hypotaurine metabolism 12
Phosphonate and phosphinate metabolism ——1
Selenocompound metabolism 11
Cyanoamino acid metabolism 13
D-Amino acid metabolism 17
Glutathione metabolism 13

Birincil Metabolitlerin Ylzdesi (%)

Sekil 4.15. Misir unlarinda tespit edilen birincil metabolitlerin KEGG yolak analizi. Dikey eksen fonksiyonel siniflandirma, yatay eksen birincil
metabolitlerin yolaklarda bulunma ylzdelerini gosterir. Farkli renkler, mevcut analizde belirlenen biyolojik yolaklarin dahil oldugu
metabolizma sinifin1 temsil eder: (A) Karbonhidrat metabolizmasi, (B) Lipid metabolizmasi, (C) Amino asit metabolizmasi, (D) Diger

amino asitlerin metabolizmasi.



4.3.2. GC-FID Analizi ile Tanimlanan Fitosteroller

Tiirevlendirilmis mikrodalga uygulanan ve uygulanmayan misir unu ekstraktlarinda
bulunan fitosterolleri tanimlamak i¢in dncelikle 25, 50, 100 ve 200 pg/mL derisimlere
sahip kampesterol, stigmasterol, R-sitosterol ve sikloartenol dis standartlar1 hazirlanmis
ve standartlar cihazda tanimlanan kosullarda okutulmustur. Farkli konsantrasyonlara
sahip dis standartlara ait kromatogram goriintiileri Sekil 4.16°da gosterilmistir. Belirlenen
pikler sirasiyla su sekildedir: Kampesterol (RT (dk): 10.29), stigmasterol (RT (dk):
10.68), B-sitosterol (RT (dk): 11.26) ve sikloartenol (RT (dk): 12.25).

9000000 —
Kampesterol, 10.29

8000000 -
Sikloartenol, 12.25

Stigmasterol, 10.68

B-sitosterol, 11.26

7000000 -

200 pg/mL
— 100 pg/mL
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5000000 —

Sinyal Yogunlugu

4000000 —

3000000

B M

1000000 — M

10.0 10.5 1.0 1.5 120 12.5

Alikkonma Zamam (dk)

Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fitosterol standartlariin GC-FID

kromatogram gorntuleri.

Kalibrasyon egrisi grafikleri (EK 11), standartlarin konsantrasyonlarma (pg/mL) kars
ortalama pik alanlan ¢izilerek elde edilmistir. Fitosterollerin kalibrasyon verileri Cizelge
4.26°da gosterilmis ve tiim fitosterol bilesikleri i¢in 25-200 pg/g araliginda iyi bir
dogrusallik (R? > 0.98) saglanmistir. Bu, pik alan ile fitosterol konsantrasyonu arasinda
orantilt bir iligki oldugunu gosterir. Belirlenen LOD, 25.73 ile 39.01 pg/g arasinda

degismekte olup, bu degerler sirasiyla B-sitosterol ve stigmasterol bilesiklerine aittir.
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Cizelge 4.26. GC-FID ile analiz edilen fitosterol standartlarinin dogrusallik ve duyarlilik

verileri.
Standartlar Dogrusal Denklem R? LOD (ug/g)*
Kampesterol y =110757x-1E+06 0.989 31.70
Stigmasterol y = 73542x-2E+06 0.985 39.01
R-sitosterol y = 71440x-900720 0.993 25.73
Sikloartenol y = 99027x-2E+06 0.985 38.27

*: LOD: Tespit limiti.

Fitosteroller tiim bitkilerde bulunan ikincil metabolitler olup, B-sitosterol, kampesterol ve
stigmasterol, tanimlanmig 250'den fazla gesit fitosterol bilesigi arasinda dogada en bol
bulunan bitki sterolleri olarak bilinir [279, 280]. Bu ¢alismada, stigmasterol, mikrodalga
uygulanmayan MF1 ve MF2 misir 6rnekleri ile mikrodalga uygulanan muadillerinde
baskin fitosterol olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.27). En yiiksek stigmasterol miktari
sirastyla, mikrodalga uygulanan ve GM olmayan misir unul (MF1T) 6rneginde (53.30
ng/g), ardindan mikrodalga uygulanmayan ve GM olmayan misir unul (MF1) 6rneginde
(52.89 ng/g) elde edilmistir. Calismada, stigmasterolden sonra orneklerde en fazla
bulunan ikinci bilesik ise B-sitosterol olmustur. Harrabi ve arkadaslari [281], sitosterol ve
stigmasteroliin musir tanelerinde bulunan baslica serbest fitosteroller oldugunu
belirtmistir. Analiz edilen orneklerde bu iki ana fitosterol bilesiginin miktarlari,
kalibrasyon egrilerine bagli olarak hesaplanan LOD degerinden yiiksek ¢ikmistir. Bu da
kantifikasyon yonteminin bu iki bilesigi tanimlamak i¢in yeterli hassasiyette oldugunu
gosterir. Calismada, misir unu 6rneklerinde tanimlanan sikloartenol miktarlar1 ise B-
sitosterol miktarlarina yakin degerlerde ¢ikmistir (Cizelge 4.27). Sikloartenoliin misir
tanesi fraksiyonlar1 olan endosperm ve perikarp kisimlarinda yiiksek yiizdelerde oldugu
bildirilmistir [281]. Kampesterol ise Cizelge 4.27°de gosterildigi gibi tiim misir unu
orneklerinde en diisiik miktarda tespit edilmistir. 2014’te yapilan bir ¢alismada, kuru
oglitme sonrasinda elde edilen misir unu-3 6rneginde kampesterol miktarinin en diisiik

oldugu bildirilmistir [282].
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Cizelge 4.27. Misir unlarmin (MF1 ve MF2) mikrodalga uygulamasi sonrasinda elde

edilen fitosterol icerikleri.

Fitosterol Miktarlar (pg/g)**

Toplam
Misir Unlar1 Kampesterol — Stigmasterol  -sitosterol Sikloartenol ] P
Fitosterol
MF1
(%<0.1 GM 10.79+£0.74* 52.89+9.75* 33.16+6.82* 30.83+3.60* 127.66+20.91
MIR604)
MF1T*
(%<0.1 GM 11.21+£0.40*° 53.30+9.48% 34.73+7.38* 30.66+3.73* 129.90+ 21.00
MIR604)
MF2
(%75 GM 10.75+£0.01* 51.85+0.75* 46.36 +£0.95*° 33.87 +0.45* 142.84+2.16
MIR604)
MF2T*
(%75 GM 10.85+£0.04* 48.59+1.53* 41.96+1.90° 32.52+0.80* 133.92 +4.27
MIR604)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
**:Tiim analizler ii¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir, degerler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur. Bir silitundaki aymi kii¢iik harfler, misir unu Orneklerinin ortalama fitosterol

miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini gosterir (p<0.05).

Cizelge 4.28°de, kalibrasyon egri denklemlerine gore elde edilen fitosterol miktar
degerleri incelendiginde, MF3 ve mikrodalga uygulanan MF3T ile MF4 ve mikrodalga
uygulanan MF4T oOrneklerinde tespit edilen iki ana fitosteroliin [-sitosterol ve
stigmasterol oldugu gozlemlenmistir. MF4 ve MF4T misir unu orneklerinde diger
fitosterol bilesiklerine kiyasla en yiliksek miktarda B-sitosterol tespit edilmistir. Bu
bulgular, Hossain ve Jayadeep (2020) tarafindan analiz edilen ham misir unu
orneklerindeki fitosterol igerigiyle tutarlidir [283]. Misir yaginda baskin olan 4,4-
dimetilsterollerin (triterpen alkoller), sikloartenol (% 43) ve 24-metilensikloartenol (%
40) oldugu bildirilmistir [284]. Bu calismada, sikloartenol miktari misir unlarinda ana
fitosterollerden biri olarak tespit edilen [-sitosterol miktarina yakin olarak
gozlemlenmistir. Kampesterol ise Cizelge 4.28’de gosterildigi gibi tiim misir unu

orneklerinde en diisiik miktarda tespit edilmistir. Bu sonuclar, oOgiitilen musir
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koganlarinda [-sitosterol ve stigmasterole gore diisiik miktarda bulunan fitosteroliin

kampesterol oldugunu bildiren literatiirle uyumludur [285].

Cizelge 4.28. Misir unlariin (MF3 ve MF4) mikrodalga uygulamasi sonrasinda elde
edilen fitosterol icerikleri.

Fitosterol Miktarlar1 (ng/g)**

) ] ] Toplam
Misir Unlar1  Kampesterol — Stigmasterol  B-sitosterol Sikloartenol )
Fitosterol

MF3

(%<0.02 11.29+0.87" 43.81+8.60° 38.74+251° 3451+0.18° 128.36+12.16
GM

MONS10)

MF3T*

(%<0.02 10.48 £ 0.28° 33.62+1.74* 39.18+8.74> 31.36+3.61* 114.63+14.38
GM

MONS10)

MF4
h5GM 12510180 47.98:852° 5235:221' 36.91+213' 149.75+13.04

MONS810)

MFAT*
h5GM  1291£078 4474:137° 5100+ 160° 3549+ 066" 144.14+4.42

MONS810)

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
**:Tim analizler ti¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir, degerler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur. Bir silitundaki aymi kii¢iik harfler, misir unu Orneklerinin ortalama fitosterol

miktarlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim gésterir (p<0.05).

Ayrica, Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28°deki verilere gore, mikrodalga uygulamasinin biitiin
misir unu drneklerinde tanimlanan 4 ayr1 fitosterol bilesigi i¢in istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar yaratmadigi ortaya konmustur, p<0.05. Her bir misir unu 6rneginden elde
edilen kantitatif verilere log2 normalizasyonu uygulanmistir. Sekil 4.17°de normalize
degerler incelendiginde, 6rneklerde bulunan her bir fitosterol i¢in degerlerin birbirine
yakin ¢iktigi gozlemlenmistir. Sirasiyla Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28’de verilen

istatistiksel sonuclarla uyumlu olarak, mikrodalga uygulamasinin misir unlarinda
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tanimlanan fitosterol bilesikleri lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigi sonucuna

vartlmistir (p<0.05).
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Fitosterol Bilesikleri

Sekil 4.17. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinde
tanimlanan fitosterollerin miktarlarinin karsilastirilmasi. a) MF1, MF1T, MF2
ve MF2T orneklerinin situn grafikleri; b) MF3, MF3T, MF4 ve MFAT
orneklerinin siitun grafikleri. Siitunlarin x ekseni fitosterol bilesiklerini ve y
ekseni log2 ile donistiiriilmiis fitosterol miktarlarim1 (pg/g) temsil eder.

Stitunlardaki ¢ubuklar, n=3 ile ortalama + standart hatay1 (SE) gosterir, ayni
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kiigiik harfler, ortalama degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigimni gosterir (p<0.05).

Bu ¢alisma, hem mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan belirli GM
icerigi  olan musir unu Orneklerinin  birincil metabolitlerinin  tespitini  ve
karakterizasyonunu gergeklestirmek i¢cin GC-MS’e dayali hedefe yonelik olmayan (non-
targeted), fitosterol bilesimlerini belirlemek igin ise GC-FID analizlerine dayali hedefe
yonelik (targeted) metabolik profil analizlerini igermektedir. Bu arastirmada misir unu,
kimyasal kompozisyon agisindan kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmistir.
Calismada tanimlanan metabolitler, misirla ilgili dnceki ¢alismalarla tutarlidir. GC-MS
analizi sonucuna gore, amino asitler, tum drneklerde birincil metabolitlerin baskin grubu
olarak belirlenmis ve tiim 6rneklerdeki ana amino asit prolin olup bunu, sirasiyla aspartik
asit, alanin ve glutamik asit takip etmistir. Tim 6rneklerde linoleik ve oleik asitler ana
yag asidi bilesikleri olarak belirlenmistir. Orneklerdeki ana sakkarit, beklendigi gibi
indirgen olmayan seker sakkarozdu ve mikrodalga uygulanan 6rneklere kiyasla hem MF1
ve MF2 hem de MF3 ve MF4 o6rneklerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunmamistir (p < 0.05). Istatistiksel olarak, hem MF1 ve MF2 hem de MF3 ve MF4
ornekleri i¢in ketoheksozlarda (fruktoz ve sorboz), seker alkollerinde (glusitol ve miyo-
inositol) ve ayrica seker asitlerinde (glukonik asit) mikrodalga uygulanmis muadillerine
kiyasla anlamli bir fark saptanmamigtir. Tiim Orneklerde belirlenen ana alkol bilesigi

gliserol, baskin organik asitler ise glikolik ve malik asitler olmustur.

Calismada tespit edilen birincil metabolitlerin metabolik yolaklardaki biyolojik
islevlerini daha iyi anlamak igin gergeklestirilen KEGG yolak analizleri sonucunda,
metabolik yolaklara en fazla katki saglayan birincil metabolitlerin sirasiyla, yag
asitlerinden palmitik asit, amino asitlerden aspartik asit, seker ve tlirevlerinden glikoz ve
miyo-inositol, alkollerden gliserol ve organik asitlerden ise butandioik asit oldugu
belirlenmistir. Calismada tanimlanan birincil metabolitlerle iligkili toplam 68 metabolik
yolak listelenmis ve birincil metabolitlerin, “zma01100, metabolik yolaklar” ve
“zma01110, ikincil metabolitlerin biyosentezi” yolaklar1 basta olmak {iizere sirasiyla,
karbonhidrat metabolizmasi, amino asit metabolizmasi, lipid metabolizmas: ve diger

amino asitlerin metabolizmastyla iliskili biyolojik yolaklara katildig1 belirlenmistir.
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Misir, bugday, piring ve yulaf gibi yaygin tahillar arasinda icerdigi karotenoidler, fenolik
asitler ve fitosteroller gibi ¢esitli ana ikincil metabolitler sayesinde en yuksek antioksidan
aktiviteye sahip bir besindir. Misirin igerdigi sitosterol ve stigmasterol gibi yaygin
fitosteroller, bu tahilin 6ne ¢ikan fitokimyasal bilesenleridir [286]. Calismada, GC-FID
analizi sonucuna gore, stigmasterol ve B-sitosterol, mikrodalga uygulanmayan misir unu
ornekleri ile mikrodalga uygulanan formlarinda baskin fitosteroller olarak tespit
edilmistir. Mikrodalga uygulamasinin biitiin misir unu 6rneklerinde tanimlanan fitosterol

bilesikleri igin istatistiksel olarak anlamli farklilik yaratmadigi ortaya konmustur, p<0.05.

4.4. Lipidomik Analiz Sonuclari

4.4.1. GC-FID Analizi ile Tanimlanan Yag Asitleri

Son yillarda, gidalarda ve gida bilesenlerinde yag asitlerinin igeriginin ve bilesiminin
belirlenmesine ilgi artmis, bu da GC-FID veya GC-MS kullanilarak yag asitlerinin
miktarinin  belirlenmesine  yonelik  analitik  yOntemlerin  gelistirilmesine  ve
dogrulanmasina yol agmistir [287]. Bu ¢alismada, GC-MS ile sadece dort yag asidi tespit
edildiginden, tiim Orneklerde kalan tanimlanamayan yag asitleri, GC-FID kullanilarak
standartlarla 6zelliklerinin karsilagtirilmasiyla dogrulanmigtir. Tanimlanan yag asitlerine
ait GC-FID kromatogram gorlntuleri EK 12-A ve EK 12-B’de sunulmustur. Yag
asitlerinin hesaplanan miktarlar1 (%) ise sirasiyla Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30’da
verilmistir. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan biitiin misir unu
orneklerinde toplam 10 yag asidi tanimlanmis olup, en yiiksek miktarda linoleik ve oleik
asitleri tespit edilmistir. Jahaniaval ve arkadagslar1 (2000) misir tanelerinde bulunan iki
ana yag asidinin linoleik asit (%56.5) ve oleik asit (%27.8) oldugunu gostermistir [288].
Calismamizda eser miktarda stearik, linolenik, arasidik ve eikosenoik asitleri tespit

edilmistir.

Cizelge 4.29 incelendiginde, mikrodalga uygulanan muadili (MF1T) ile
karsilastirildiginda MF1’in tiim yag asidi igeriklerinde istatistiksel olarak anlamli farklar
gozlenmemistir, p<0.05. Benzer sekilde, iki yag asidi disinda, mikrodalga isleminden
sonra MF2 orneklerinin yag asidi bilesiminde de anlamli bir fark gézlemlenmemistir
(p<0.05). Coklu karsilagtirma testlerine gore mikrodalga isleminden sonra stearik asit ve

arasidik asit miktarlar1 bir miktar azalmistir (p < 0.05).
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Cizelge 4.30 incelendiginde ise, mikrodalga uygulamasindan sonra MF3 &rneginde
kaproik, kaprik, miristik, palmitik ve stearik asit miktarlarinda hafif bir artig
gozlemlenirken, oleik ve linoleik asit miktarlarinda hafif bir azalis gézlemlenmistir. Geri
kalan yag asidi miktarlarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir
(p<0.05). Mikrodalga uygulamasindan sonra MF4’iin genel olarak yag asidi bilesimi
miktarlarinda hafif bir azalis gézlemlenmis olup, eikosenoik asit miktarinda anlamli bir

fark tespit edilmemistir (p<0.05).
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Cizelge 4.29. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinin yag asidi igerikleri (%) (Normallestirilmis veriler EK

13-A’da gosterilmistir).

RT (dk) Yag Asitleri* MFL MFLT™ MFe MFPaT™
(%< 0.1 GM MIR604) (%< 0.1 GM MIR604) (%75 GM MIR604) (%75 GM MIR604)
4.583 C6:0 7.351 +1.145P 6.442 + 0.420° 13.933 £ 2.918? 14.647 + 0.449°
7.917 C10:0 5.856 + 1.260° 5.682 + 0.155° 15.253 + 0.482% 14.398 + 0.565%
12.252 C14:0 3.288 + 0.512° 3.457 +£0.121° 9.887 £ 0.312* 9.076 £ 0.747*
17.273 C16:0 8.004 +0.077% 8.032 + 0.041° 6.362 + 0.302° 6.701 + 0.289°
21.657 C18:0 1.368 £ 0.119° 1.228 + 0.023° 3.242 + 0.166% 2.444 + 0.328°
22.176 C18:1 24.219 + 1.022° 24.567 + 0.347° 15.054 + 0.888° 15.798 + 0.588°
23.100 C18:2 47.680 + 2.635% 48.851 + 0.364% 32.748 + 2.120° 34.209 + 0.952°
24.714 C18:3 1.746 + 0.554° 1.289 +0.078° 2.449 £ 0.078* 1.899 + 0.139%®
25.567 C20:0 0.169 + 0.034° 0.178 £ 0.034° 0.454 + 0.081% 0.245 + 0.033"
25.750 C20:1 0.319 + 0.026° 0.273 £ 0.013° 0.621 + 0.105% 0.584 +0.139°
UFA/SFA orani 2.841 2.997 1.035 1.105

RT: Her bir yag asidinin alikonma zamani

*: C6:0 - kaproik asit; C10:0 - kaprik asit; C14:0 - miristik asit; C16:0 - palmitik asit; C18:0 - stearik asit; C18:1-oleik asit; C18:2 - linoleik asit; C18:3 - linolenik

asit; C20:0 - arasidik asit; C20:1 - eikosenoik asit; UFA: Doymamisg yag asidi; SFA: Doymus yag asidi

**: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)

Bir satir i¢inde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gore anlaml1 derecede farklidir, p < 0.05.
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Cizelge 4.30. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinin yag asidi igerikleri (%) (Normallestirilmis veriler EK

13-B’de go0sterilmistir).

RT (dk) Yag Asitleri* MF3 MPST™ MF4 MPaT™
(%< 0.02 GM MONS810) (%<0.02 GM MON810) (%5 GM MONS810) (%5 GM MONS810)
4.660 C6:0 0.844 + 0.005° 1.179 + 0.010° 1.839 + 0.005° 0.703 £ 0.023¢
8.043 C10:0 0.981 + 0.007° 1.288 + 0.015° 2.168 + 0.009% 0.440 + 0.035¢
12.420 C14:0 0.797 £ 0.007° 0.890 + 0.010° 1.894 + 0.015° 0.164 + 0.008¢
17.487 C16:0 9.872 £ 0.013° 9.950 + 0.011° 9.648 + 0.023¢ 10.553 + 0.0282
21.895 C18:0 1.852 + 0.006¢ 2.196 + 0.003° 4.722 £ 0.012° 2.083 £ 0.009°
22.425 Cc18:1 27.561 + 0.020° 27.281 £ 0.029° 25.844 + 0.015¢ 28.046 * 0.040°
23.383 C18:2 56.255 + 0.0342 55.427 £ 0.027¢ 52.141 + 0.016¢ 56.115 + 0.121°
24.959 C18:3 1.236 £ 0.0232 1.195 £ 0.015% 1.087 £ 0.037° 1.272 + 0.0682
25.998 C20:0 0.362 + 0.006° 0.358 £ 0.003° 0.437 £0.011° 0.383 £ 0.012°
26.427 C20:1 0.240 £ 0.0072 0.237 £ 0.003? 0.222 £+ 0.005° 0.241 + 0.030°
UFA/SFA orani 5.799 5.305 3.829 5.981

RT: Her bir yag asidinin alikonma zamani

*: C6:0 - kaproik asit; C10:0 - kaprik asit; C14:0 - miristik asit; C16:0 - palmitik asit; C18:0 - stearik asit; C18:1-oleik asit; C18:2 - linoleik asit; C18:3 - linolenik

asit; C20:0 - arasidik asit; C20:1 - eikosenoik asit; UFA: Doymamig yag asidi; SFA: Doymus yag asidi

*%: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
Bir satir i¢inde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gore anlaml1 derecede farklidir, p < 0.05.



Beslenme kalite indeksinin (NQI), yag asidi bilesiminin ¢esitli endeksleri ile belirlendigi
bildirilmistir. Bu 6l¢iimler EPA+DHA endekslerini, PUFA/SFA oranini, ®-3/w-6 PUFA
oranlarin1 ve UFA/SFA oranlarin1 da icermektedir [289, 290]. Calismada, analiz edilen
mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerindeki yag asidi
bilesimlerinin beslenme kalitesini belirtmek i¢cin UFA/SFA oran1 hesaplanmistir.
Incelenen tiim 6rneklerde UFA’larin baskin olmasi nedeniyle UFA/SFA oranlar1 1°den
yuksek hesaplanmistir (Sekil 4.18). Literatlire gore, test edilen {iziim ¢ekirdegi unlar1 ve
musir polen drnekleri igin UFA/SFA orani degerleri 1.6’dan yiksek ¢ikmistir [291-293].
MF2 ve MF2T o6rnekleri disinda diger kalan 6rnekler (MF1, MF1T, MF3, MF3T ve MF4,
MFAT) igin hesaplanan UFA/SFA orani bu degerden yiiksek oldugu i¢in, bu orneklerin
1yi bir beslenme kalitesi sergiledikleri ve yag asidi bilesimleri géz dniine alindiginda UFA
kaynag1 olarak kullanilma potansiyeline sahip olduklar1 sdylenebilir (Cizelge 4.29 ve
Cizelge 4.30). Benzer sekilde arastirmalar, bugday, arpa, dar1 ve kinoa gibi tahillarin
[290] yani sira karabugday, misir ve kavuzlu bugdayin [133] miikemmel UFA kaynaklar1
oldugunu gostermistir; ciinkii icerdikleri UFA/SFA degerleri 1.6'dan yiiksek ¢ikmistir.

100 100

UFASSFA=5799  EA/SFA= 5.305 UFA/SFA=5.981

28 SFA=2.997 SFA= 3.829
40 d UFA/SFA=2841  UFA/SFA=2.99 s0:c) UFA/SFA=3.82

UFA/SFA= 1.035 UFA/SFA= 1.105

4
Yag asidi icerigi (%)

MFL WiVt MF2 MF2T MED MET MEA MEAT

Misir unu numuneleri Misir unu numuneleri

Sekil 4.18. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerinde

doymamis (UFA) ve doymus yag asitlerinin (SFA) yag asidi oranlar1 (%).

Yag asitleri, birgok metabolik siiregte 6nemli rol oynayan giiclii sinyal molekdilleri olarak
giderek daha fazla taminmaktadir. Bu nedenle, yag asitlerinin kantitatif olarak
belirlenmesi ve yag asidi profillerinin arastirilmasi, lipit analizinde temel bir konu haline
gelmistir [294]. Yag asitlerinin gaz kromatografisi (GC) ile analizi, polariteleri ve yetersiz

ucuculuklari nedeniyle olduk¢a karmasiktir. GC analizi i¢in Once, polar karbonil
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gruplarini daha ugucu ve polar olmayan tiirevlere doniistiirmek gereklidir. Bu doniisiim
siirecinde, yag asitleri genellikle yag asidi metil esterlerine (FAME’ler)
doniistiiriilmektedir. Bu tiirevleme islemi, GC ile analizin daha etkili ve hassas olmasini
saglamaktadir. FID, GC dedektorii olarak kullanildiginda, 6zellikle FAME’lerin glvenilir
bir sekilde belirlenmesi konusunda tercih edilmektedir. Bu dedektoriin stabilitesi ve
yiiksek hassasiyeti, yag asitlerinin analizinde giivenilir sonuglar elde etmek i¢in 6nemli

bir avantaj saglamaktadir [295, 296].

Yag asitlerinin gida kalitesi tizerindeki 6nemli etkileri, bu bilesenlerin ayrintili bir sekilde
karakterize edilmesini gerektirmektedir. Bu ¢aligmada, mikrodalga uygulanmayan ve
uygulanan misir unu Orneklerindeki yag asidi kompozisyonlarini hassas bir sekilde
belirlemek amaciyla gicli bir analitik teknik olan GC-FID sistemi kullanilmistir.
Orneklerde doymamus yag asidi (UFA) bilesikleri olarak linoleik ve oleik asitler ana yag
asidi bilesikleri olarak tespit edilmistir. Ayrica tiim 6rneklerde doymus yag asidi (SFA)
olarak palmitik ve stearik asitler elde edilmistir. Tukey testine gore (p < 0.05), hem MF1
ve MF2 hem de MF3 ve MF4 6rneklerinde mikrodalga uygulamasindan sonra yag asitleri
icin 6nemli bir fark gozlemlenmemistir. Ek olarak, UFA/SFA orani, 6rneklerin yag asidi
bilesiminin beslenme kalitesini gostermek igin hesaplanmistir. MF2 ve MF2T Ornekleri
disindaki diger drneklerin (MF1, MF1T, MF3, MF3T ve MF4, MFAT), iyi bir beslenme
kalitesi sergiledikleri ve yag asidi bilesimleri goz oniine alindiginda UFA kaynagi olarak

kullanilabilecek potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir.

4.5. HCA ve PCA Analizleri

Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve Temel Bilesen Analizi (PCA), veriler ve
gruplandirma arasindaki iligskinin belirsiz oldugu durumlarda 6rnekler arasindaki
benzerlikleri kesfetmek i¢in kullanilmaktadir [107]. Bu tez ¢alismasinda, hem GC-MS ile
elde edilen birincil metabolit profillerine hem de GC-FID ile elde edilen yag asidi
bilesimlerine ait normalize veri setlerini degerlendirmek amaciyla MF1 (mikrodalga
uygulanmayan %<0.1 GM MIR604), MF1T (mikrodalga uygulanan %<0.1 GM MIR604)
ve MF2 (mikrodalga uygulanmayan %75 GM MIR604), MF2T (mikrodalga uygulanan
%75 GM MIR604) 6rnekleri iizerinde HCA ve PCA analizleri gergeklestirilmistir.
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Calismada, HCA’ya dayali olarak olusturulan 1s1 haritalari, hem misir unu 6rneklerinin
Ol¢iim tekrarlarinin davranisini hem de mikrodalga uygulamasinin 6rneklerin birincil
metabolit profilini ve yag asidi bilesimini nasil etkiledigini gostermektedir. Sekil 4.19-
a’da verilen 1s1 haritasinda, MF1 ve MF2 6rnekleri iki ayr1 alt kiime halinde gruplanmustir.
MF1 ve mikrodalga uygulanmig 6rnegi (MF1T), ©onceden sunulan Tukey testi
sonuglartyla tutarli olarak tanimlanan birincil metabolit gruplarinda 6nemli bir fark
gostermemistir. HCA, tim Ornek tekrarlarinin birbirine olduk¢a yakin elde edildigini
ortaya c¢ikarmistir. MFL1T rep2 Orneginin ise, grubundaki diger tekrarlari gibi

davranmadig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.19-b’de yer alan normalize yag asidi miktarlarina iligkin 1s1 haritasi, MF1 ve MF2
orneklerinin iki farkli alt kiimede gruplandigini ve tekrarlarin beklenen birlikte
kiimelenmeyi gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Tukey testinin sonuglariyla uyumlu olarak,
hem MF1 ve mikrodalga uygulanmis formu (MF1T) arasinda hem de MF2 ve mikrodalga
uygulanmis formu (MF2T) arasinda yag asidi miktarlar1 agisindan 6nemli bir fark

gbzlemlenmemistir.

Calisma kapsaminda PCA ise, mikrodalga uygulamasinin 6rneklerin kimyasal profilleri
tizerindeki etkisini daha iyi anlamak ve elde edilen bilesiklerin log2 ile doniistiiriilmiis
miktarlarina dayali olarak 6rnek gruplarini siniflandirmak igin kullanilmustir. Sekil 4.20-
a’da, MF1 ve MF2 gruplarina ait birincil metabolitlerin PCA’s1, ilk iki ana bilesenin
g6zlemlenen verilerin toplam varyasyonunun %75.28’ini olusturdugunu gostermistir.
Birinci ana bilesen, MF1 ve MFIT 0rneklerini, MF2 ve MF2T 6rneklerinden ayirmustir.
MF1 ve MF1T o6rneklerinin ise ayri kiimeler olusturmadigi gozlemlenmistir. Bununla
birlikte, MF2 ve MF2T 0&rnekleri, 1s1 haritasinda gozlenen durumu yansitan en iistteki
temel bilegenler (PC1 ve PC2) tarafindan ayrilabilmektedir. PCA, tiim 6rnek tekrarlarinin

birbirine oldukc¢a yakin elde edildigini géstermistir.
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Sekil 4.19. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerindeki
bilesiklerin normalize edilmis miktarlarina dayanan hiyerarsik
kiimelemenin 1s1 haritasi: (a) GC-MS ile elde edilen birincil metabolitlerin

HCA's1; (b) GC-FID ile elde edilen yag asitlerin HCA’s1.
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Sekil 4.20. Mikrodalga uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerindeki bilesiklerin normalize edilmis miktarlarina dayanan PCA
gorintaleri: (a) GC-MS ile elde edilen birincil metabolitlerin PCA’s1; (b) GC-FID ile elde edilen yag asitlerin PCA’s1. Mavi Nokta:

MF1, Kirmizi Nokta: MF1T; Mavi Uggen: MF2 ve Kirmiz1 Uggen: MF2T 6rneklerinin verileri.



Yag asidi profillerinin PCA grafiginde (Sekil 4.20-b), birinci bilesen PC1, varyansin
%89.70’ini olusturmus, MF1 ve MF1T Orneklerini MF2 ve MF2T 0&rneklerinden
ayrrmustir. MF1 Orneklerinin ve bunlarin mikrodalga uygulanan formlarinin (MF1T)
birbirinden ayirt edilemez oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, 6rnek gruplarmin tekrar

Olctimleri genellikle birbirine yakin bir sekilde kiimelenmistir.

Sivi kromatografisi (LC) veya gaz kromatografisi (GC) tabanli platformlar, ¢ok sayida
bileseni ayni anda analiz etmede oldukg¢a verimlidir. Bu yontemlerle elde edilen bilgileri
anlamak ve incelenen farkli 6rneklem gruplari arasinda ayrim yapmak icin ¢ok degiskenli
analizin matematiksel araglar1 biiyiik bir 6neme sahiptir [297]. HCA ve PCA’nin gida
bilimindeki kromatografik calismalarda kullanimi, 6zellikle genis veri setlerinin analiz
edilmesi ve yorumlanmasi i¢in son yillarda artmistir [107]. Bu iki ¢ok degiskenli analiz
teknigi, un verilerinin analizinde degerli araclar olabilir ve hemen fark edilmeyen

kaliplart ve iligkileri tanimlamaya yardimci olabilir [298].

Calismada uygulanan HCA ve PCA ¢ok degiskenli analiz yontemleri, MF1, MF1T, MF2
ve MF2T orneklerine ait veri setlerinin iyi bir tekrarlanabilirlik gosterdigini ortaya
koymustur. Bu ¢alisma, HCA/PCA yo6ntemlerinin, GC analizleriyle tanimlanan kimyasal
bilesiklerin normalize edilmis verilerine gére mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan

musir unu ornekleri igin yeterli araclar sundugunu gostermistir.
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5. YORUM

Gida biliminde omik teknolojilerin kullanimi, paydaslarin refahini, sagligini ve giivenini

arttirmak igin gelismis analiz teknolojileriyle entegre edilmis gida ve beslenmenin 6zel

alan1 olan “Foodomics (Gida omik)” bilim alanini ortaya ¢ikarmistir. Disiplin, gida

kalitesi, 6zglnlik, izlenebilirlik, surdarilebilirlik, yasal konular, givenlik, butinlik

konularinda ilgili taraflarin ihtiyaclarimi genis bir perspektifle ele alinmasini

ongormektedir. Bu c¢alismada, gida matrisi karakterizasyonunda kullanilan omik

teknikleri ile mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan birbirinden farkli GM g¢esitleri

MIR604 ve MON810 misirdan elde edilen unlarin omik yaklasim ile karakterizasyonu

gerceklestirilmistir. Buna gore;

1)

2)

Genomik analizler kapsaminda kullanilan kalitatif PCR yontemiyle, hem
mikrodalga uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan GM MIR604 igeren
musir unu Orneklerinde T-NOS genetik elementinin ve GM MONS810 icgeren
orneklerde ise P-35S elementinin tespit edilebildigi goriilmiistir. GM icermeyen
tim Orneklerde P-35S, P-FMV ve T-NOS genetik elementlerinin bulunmadigi
ortaya konmustur. Ayrica, analiz edilen tum orneklerde bitkiye 6zgu ACT
elementinin varhigi da gosterilmistir. Tam ornekler i¢in gergeklestirilen DNA
ekstraksiyonunun yiiksek konsantrasyon ve saflikla etkili olmasi, kalitatif PCR
tarama testlerinin kullanilabilirligini desteklemistir. Bu calismada gerceklestirilen

kalitatif GMO tarama testleri giivenilir sonuglar vermistir.

Mikrodalga veya diger gida prosesleri uygulanan GM musir unu 6rneklerinde
diisiik seviyeli tespit hassasiyeti ile genetik modifikasyonu izlemek ve tespit
etmek icin GMO tanimlama analizi ve kantitatif yontemler gibi ileri analizlerin

gerceklestirilmesine yonelik ¢aligmalar onerilebilir.

Transkriptomik c¢aligmalara dayanan gen ekspresyonu analizleri, belirli kosullar
altinda belirli bitki dokusundaki transkripsiyon aktivitesine bakis sunduklari i¢in
cok onemlidir. Tez kapsaminda kullanilan misir unu 6rneklerinden ekstrakte
edilen RNA ornekleri igin RNA-sekanslama (RNA-Seq) analizinin yapilmasi
hedeflenmistir. Ancak, optimizasyon c¢alismalart sonrasinda, RNA bitlnlik

numarasi (RIN) degerlerinin yeni nesil sekanslama (NGS) analizleri icin yeterli
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olmadig1 saptanmistir. Misir unu gibi islenmis gida matrislerinin karakterizasyonu
icin genellikle yiiksek RIN degerleri elde edilemedigi bilinmektedir. Calismada
kullanilan deney materyallerinin canli hiicre icermemesi ve yasal kisitlamalara
bagl olarak laboratuvar diizeyinde dahi olsa ekim/dikim ve hasat yapilamamasi
transkriptomik ¢alismalar i¢in hedeflenen RNA sekanslama analizlerinin
gerceklestirilememesine zemin hazirlamistir. Bu nedenle, llkemizde GM gida
bitkileri ve Urlnlerine yonelik saha denemeleri gibi bilimsel ¢alismalarin
yuritilmesi icin yapisal degisimin gerekliligi ortaya c¢ikmustir. Bu tez
calismasinda, RNA-Seq analizi yerine elde edilen RIN degerlerini tolere edebilen
yuksek hassasiyete sahip qPCR sistemi kullanilmistir. Bu ¢alisma, mikrodalga
uygulanan misir ununda RNA’nin ekstraksiyonu, CONA’nin sentezlenmesi ve gen
ekspresyonunun tanimlanmasi1 hakkinda ayrintili bilgi saglamaktadir. Bu
caligmada gugcli potansiyele sahip RT-gPCR sistemi kullanilarak, mikrodalga
uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu Orneklerinde Argonot
(ZmAGO1la) ve Reseptor benzeri protein kinaz (ZmRLK9) enzim genlerinin

tanimlanabilir ve Olgiilebilir oldugu gosterilmistir.

Sonuglar, farkli gida isleme tekniklerine tabi tutulan misir ¢esitlerinde bu genlerin
tanimlanmas1 ve Olg¢iilmesiyle ilgili yontemleri gelistirmeyi amaglayan

gelecekteki arastirmalar icin bir temel gérevi gérmektedir.

Mikrodalga isleminin ¢esitli gida triinlerinin 6zellikleri tizerindeki etkileri
kapsamli bir sekilde incelenirken, metabolit profili lizerindeki etkisi simdiye
kadar nispeten daha az ilgi gérmiistiir. Mikrodalga uygulamasinin misir ununun
birincil ve ikincil metabolit profili tizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasi, gida
endustrisindeki mikrodalga uygulamalarinin arttirtlmasi agisindan da degerli
olacaktir. Bu tez calismasi, mikrodalga isleminin misir unlarimin metabolit
profilleri iizerindeki etkilerinin GC teknikleri kullanilarak yorumlanmasina ve
misir ununun mikrodalga ile islenmesine iligkin arastirmalardaki boslugun
kimyasal bilesim agisindan doldurulmasina katki saglayacaktir. Bulgular ayrica,
mikrodalga uygulamasindan sonra misir unu bilesenlerinin izlenmesi ve kontrol

edilmesi i¢in bir temel olusturulmasina da katkida bulunmaktadir.
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Gida isleme yontemleri uygulanan tahil unlart {izerinde az sayida metabolit
profilleme c¢alismasi yapilmis olsa da, ¢aligmadaki bulgular, misir unu ve diger
tahil unlarma mikrodalga uygulanmasiyla ilgili gelecekteki arastirmalar icin
biyokimyasal parmak izine ait temel bilgiler saglamaktadir. Calismada
karakterizasyon amaciyla kullanilan yontemler ve metabolik profil araclari,
birincil ve ikincil metabolitlerin anlagilmasina ve bunlarin gida ve saghk
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesine, gida besin degerlerinin incelenmesine
ve gida gercekliginin (otantisite ya da otantiklik) ortaya konmasina iliskin

gelecekteki galismalar i¢in de 6nem arz etmektedir.

Yag asitlerinin gida iriinlerinde hassas bir sekilde tespit edilmesi ve kantitatif
olarak belirlenmesi, lipit analizlerinin temelini olusturan bir siiregtir. Ayrica, yag
asidi profillerinin detayli bir sekilde incelenmesi, bu analizlerin 6nemini
artirmaktadir. Bu calismada, gii¢lii bir platform olan GC-FID, mikrodalga
uygulanmayan ve mikrodalga uygulanan misir unu 6rneklerindeki yag asitlerinin
analizi ve orneklere 6zgii yag asidi profilinin ortaya konmasi igin basariyla
kullanilmistir. Misir unu Orneklerinde FAME tlirevlendirmesi yapilan yag
asitlerinin polar bir kolonun kullanilmasiyla birbirinden ayrilmasi saglanarak,
hem doymamis yag asitlerinin (UFA) hem de doymus yag asitlerinin (SFA)
hassasiyetle tespit edilebilmesi de miimkiin olmustur. Beslenme kalite indeksinin
bir parametresi olan UFA/SFA oranlar1 belirlenerek hem mikrodalga
uygulanmayan hem de mikrodalga uygulanan 6rneklerin yag asidi bilesimlerine

bagli olarak potansiyel UFA kaynagi olabilecegi gézlemlenmistir.

Omik teknolojileri, geleneksel yontemlere gore daha genis bir perspektif sunarak, ¢esitli
genlerin, proteinlerin ve metabolitlerin detayli analizini saglamaktadir. Bu teknolojiler
aymi zamanda gida giivenligi arastirmalarinda da etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), GM gida bitkilerinin ve iirlinlerinin risk
degerlendirmesinde karsilagtirmali kompozisyonel analizlerin kapsamini genisletebilecek
omik araglar1 gibi profil olusturma teknolojilerinin gelistirilmesini ve kullanilmasini
onermistir. Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasi, gida prosesi uygulanan ve uygulanmayan
GM gida iirtinlerinin analizi igin farkli omik alanlarini birlestirmeye yonelik sistematik

bir karakterizasyon yaklasimi sunmaktadir. Bu yaklasim, hem alternatif gida isleme
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teknikleri hem de genetik miihendisligi uygulanarak {retilen yeni gidalarin
kompozisyonel agidan risk degerlendirmesi i¢in omik teknolojilerin kullanilabilirligini

ongormektedir.

Calisma, mikrodalga uygulamasi etkisine bagli GM misir ununun hem molekiiler ve
kimyasal kompozisyonlarinda meydana gelebilecek potansiyel degisimlerin
gozlemlenmesi hem de kompozisyon analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in omik
teknolojilerin kullanilabilecegi konusunda rehberlik saglamasinin yani sira, elde edilen
analiz sonuglar1 dogrultusunda, Tiirkiye’de de gida kompozisyonu agisindan risk
degerlendirme amacl siire¢lerde géz oniinde bulundurulmasi gereken ve omik araglarin
kullanimina olanak taniyabilecek sonuglart ortaya koymustur. Bu yaklasim, GM gida
Urlnlerine uygulanan gida prosesleri sonrasinda, DNA’ya dayali genomik analizler
araciligiyla GM urunlerdeki genetik elementlerin tespit edilebilecegini, RT-qPCR ile
gerceklestirilecek transkriptomik analizler sayesinde uygulamaya bagli gen ekspresyon
profillerinin belirlenebilecegini, ayrica metabolomik ve lipidomik analizler ile
kompozisyonel karakterizasyonun yapilabilecegini ve elde edilen sonug¢larin multiomik
veri analizi sonrasinda gida kompozisyonu agisindan risk degerlendirmesinde de
kullanilabilecegini desteklemektedir. GM gida firiinlerinin kompozisyon analizine
yonelik risk degerlendirme stireclerinde kullanilabilecek ve uygulamalar1 destekleyecek

olan dngoriye ait yaklasim Sekil 4.21°de sunulmustur.

MIKRODALGA UYGULANAN GENETiIK MODIFIYE (GM) MISIR UNLARININ OMIiK YAKLASIM iLE KARAKTERIZASYONU

. qPCR ile mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan
GENOMIK GM olan ve GM olmayan misir unu numunelerinde

GMO tarama analizlerinin gergeklestirilmesi

RT-qPCR ile mikrodalga uygulanmayan ve
. . uygulanan GM olan ve GM olmayan misir unu
TRANSKRIPTOMIK — numunelerinde 2 farkli gen bdlgesi igin gen

ekspresyon profillerinin belirlenmesi

Gida
Kompozisyonu
Agisindan Risk
Degerlendirme

Yaklagimi

Risk
Degerlendirme

Multiomik

[ GC-MS ile mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan 5 e
GM olan ve GM olmayan misir unu numunelerinde Veri Analizi
birincil metabolitlerin tanimlanmasi

METABOLOMIK -

GC-FID ile mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan
GM olan ve GM olmayan misir unu numunelerinde
fitosterol bilesiklerinin belirlenmesi

r GC-FID ile mikrodalga uygulanmayan ve uygulanan
LIPIDOMIK — GM olan ve GM olmayan misir unu numunelerinde
yag asidi kompozisyonlarinin belirlenmesi

Sekil 4.21. Gida kompozisyonu agisindan risk degerlendirme yaklagimi
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Bu yaklagim, kompozisyon analizi agisindan risk degerlendirmesi i¢in amacg ve is
sireclerinin bazilarin1 kapsamaktadir. Uygulama, veri elde etme ve degerlendirme
siireclerini gerceklestirecek insan kaynaginin belirlenmesi, bu ¢alismalarin yapilabilmesi
igin yiiksek teknoloji i¢eren altyapinin saglanmasi ve siirdiiriilebilirligin devam etmesi
acisindan finansal konularin tanimlanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, Sekil 4.21'de
sunulan bakis agismna gore, GM ve GM olmayan yeni gidalara ilgili proseslerin
uygulanmasini takiben izlenecek risk degerlendirme siiregleri i¢in 6ncelikle var olan yasal
diizenlemelerin dikkate alinmasi gerekliligi, caligmalarin yiiriitiilmesi agisindan énemle
vurgulanmaldir. Tlgili yasal diizenlemeler, bilimsel risk degerlendirme yapilabilmesi
acisindan, yliksek teknolojiye bagl ¢iktilarin eldesine ve degerlendirmesine izin verecek

ilkeleri, revizyonlar1 ve degisimi icermelidir.

Calismanin onerdigi yaklasim cergevesinde, omik teknolojilerin risk degerlendirme
planlama siirecindeki kullanimi ve karar verme asamasina olan etkisi ayrica
arastirilmalidir. Son olarak, gelecekte gida bitkilerinin islenmesine ve elde edilen son
urtinlerin karakterizasyonuna dayanan daha fazla ve derin galismalarin mevcut olacagi

umulmaktadir.
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EKLER

EK 1 - Genomik Analizler Kapsaminda Elde Edilen Inhibisyon Egrileri

EK 1-A. MF1 (%< 0.1 GM MIRG604) 6rneginin inhibisyon egrisi
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EK 1-B. MF3 (%<0.02 GM MON810) 6rneginin inhibisyon egrisi
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EK 2 - MIR604 ve MONB810 Ornekleri icin GMO Taramasina Ait Tipik Gercek Zamanh PCR Goriintiileri

75% MIR604 (Microwave-treated, 604-75-5M)
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EK 3 - Mikrodalga Uygulanmayan Ticari Misirin (C1) Seyreltilmis cDNA
Orneklerinde ZmADH1 Amplifikasyonundan Sonra Elde Edilen Cq Degerleri

Seyreltme Faktorii  Olgiilen Cq Ortalama Cq Log (cDNA konsantrasyonu)
1:1 (100 ng/uL) 3045 30.17 +0.28 2.00
: n A7 +20. .
or 29.89
31.58
1:2 31.13+£0.45 1.70
30.67
32.60
1:4 32.16 £ 0.44 1.40
31.72
33.68
1:8 33.28 +0.40 1.10
32.88
35.14
1:16 34.52 £ 0.63 0.80
33.89
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EK 4 - EvaGreen Bazhh RT-qgPCR Analizleri Sonrasinda Olusturulan Standart
Egriler

EK 4-A. ZmAGO1la amplifikasyonu sonrasinda elde edilen standart egri

a) 3400
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EK 4-B. ZmRLK9 amplifikasyonu sonrasinda elde edilen standart egri
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EK 5 - Mutlak Standart Belirsizlik (uo) Degerlerini Belirlemek i¢in Olusturulan
Dogrusal Regresyon Grafikleri

EK 5-A. ZmAGO1la genine ait dogrusal regresyon ¢izgisi
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EK 5-B. ZmRLK9 genine ait dogrusal regresyon ¢izgisi
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EK 6 - Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir cDNA
Orneklerinde Iki Gen Amplifikasyonundan Sonra Elde Edilen Cq Degerleri

. . Olgiilen Cq
Ornek Adi Ornek Kodu
ZmAGOla ZmRLK9
Mikrodalga Uygulanmayan C1
Ticari Misir Unu (%0 GM) 29.66 34.45
Mikrodalga Uygulanmayan MF1 28.67 33.60
Misir Unul (%<0.1 GM MIR604) 28.87 33.82
28.77 33.71
Mikrodalga Uygulanan Misir MF1T* gggg zjg;
o . .
Unul (%<0.1 GM MIR604) 28.49 34.60
Mikrodalga Uygulanmayan MF2 2822 gsgg
. . .
Misir Unu2 (%75 GM MIR604) 30.46 36.89
Mikrodalga Uygulanan Misir MF2T* ;ggg 222;
o . .
Unu2 (%75 GM MIR604) 29 64 2578
Mikrodalga Uygulanmayan MF3 27.76 34.48
Misir Unu3 (%<0.02 GM 27.51 35.48
MONS10) 27.63 34.98
*
Mikrodalga Uygulanan Misir MF3T 2;3; ig?;
Unu3 (%<0.02 GM ' :
MONB810) 27.46 33.61
Mikrodalga Uygulanmayan MF4 ;;21 gjgg
Misir Unud (%5 GM MONS10) 28.21 34.13
. 27.55 34.11
*
IL\J/Ilkr40da|ga Uygulanan Misir MFAT 2771 34.93
nu (%5 GM MONB810) 27.63 34.17

*: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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EK 7 - Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir ¢cDNA
Orneklerinde Tki Gen Amplifikasyonundan Sonra Hesaplanan RNA Seviyeleri
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Misir genleri

a) MF1, MF1T, MF2 ve MF2T ve b) MF3, MF3T, MF4 ve MFAT drneklerine ait suitun
grafikleri. Grafiklerin x ekseni misir genlerini, y ekseni ise mutlak gen ekspresyon analizleri

kapsaminda log?2 ile doniistiirilmiis RNA seviyelerini temsil etmektedir.
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6.7

EK 8- Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir Unu Orneklerinde GC-MS ile Tespit Edilen Birincil Metabolitler

# Alikonma Zamani (dk)  Birincil Metabolit Adi Mol. Formulii Mol. Agirlig1 (amu)
1 2.167 Silanamine, N, N'-methanetetraylbis[1,1,1-trimethyl- C7H1sN2Siz 186.00
2 3.330 Lactic Acid, 2TMS derivative CoH2205Si> 234.00
3 3.971 L-Alanine, 2TMS derivative CoH23NO,Si; 233.00
4 4.639 Glycolic acid, 2TMS derivative CsH200sSi> 220.00
5 6.109 Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-(tert-butyldimethylsilyl) Ci11H22F3NO,Si 285.00
6 7.199 Ethanolamine, 3TMS derivative C1:H31NOSis 277.00
7 7.379 L-Norleucine, 2TMS derivative C12H20NO,Siz 275.00
8 7.486 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1) CoH2704PSis3 314.00
9 7.573 Glycerol, 3TMS derivative C12H305Si3 308.00
10 7.827 L-Proline, 2TMS derivative C11H25NO,Si» 259.00
11 8.081 Glycine, 3TMS derivative C11H29NO,Si3 291.00
12 8.268 Butanedioic acid, 2TMS derivative C10H2204Si> 262.00
13 9.551 L-Serine, 3TMS derivative C12H31NOsSi3 321.00
14  10.185 L-Threonine, 3TMS derivative C13H33NOsSis 335.00
15  10.894 B-Alanine, 3TMS derivative C12H31NO:Si3 305.00
16 12.591 Malic acid, 3TMS derivative C13H3005Si3 350.00
17 13.006 L-5-Oxoproline, 2TMS C11H23NO3Si> 273.00
18 13.259 L-Aspartic acid, 3TMS derivative C13H31NO4Sis 349.00



08T

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

15.478
16.560
18.090
18.805
19.888
21.164
21.384
21.498
21.638
21.926
22.347
23.549
23.630
25.019
26.503
26.610
27.084
34.294

L-Glutamic acid, 3TMS derivative

Asparagine, 3TMS derivative

Adonitol, 5TMS (Ribitol) (IS)

Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester
Citric acid, 4TMS derivative

D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, O-methyloxime
L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime (syn)
D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-methyloxyme, (1E)-
D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime (syn)
D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-methyloxyme, (1E)-
D-Glucitol, 6TMS derivative

D-Gluconic acid, 6TMS

Palmitic Acid, TMS derivative

Myo-Inositol, 6TMS

9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, TMS derivative

9-Octadecenoic acid, (E)-, TMS derivative

Stearic acid, TMS derivative

Sucrose, 8TMS derivative

C14H33NO4Si3

C13H32N20sSis

Ca0Hs205Sis
Ci15H1106PSi4
C18H4007Si4
C22Hs5NO¢Sis
C22Hs5NO6Sis
C22Hs55NO6Sis
C22Hs5NO6Sis
C22Hs5NO6Sis
C24H6206Sis
C24Hg0O7Sis
C19H4002Si
C24Hs006Sis
C21H1002Si
Ca1H420,Si
Ca1H4O5Si
C36Hgs011Sis

363.00
348.00
512.00
460.00
480.00
569.00
569.00
569.00
569.00
569.00
614.00
628.00
328.00
612.00
352.00
354.00
356.00
918.00
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EK 9 - Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir Unu Orneklerinden Elde Edilen Birincil Metabolitlerinin

Normallestirilmis Miktarlar

EK 9-A. MF1, MF1T, MF2 ve MF2T 6rneklerinin birincil metabolit normalize degerleri

Metabolit Miktar1 (mg/kg)*

# Birincil Metabolit Ad1 RT (dk) MF1 MFELT** MF2 MF2T**
(%< 0.1 GM (%< 0.1 GM (%75 GM (%75 GM
MIR604) MIR604) MIRG604) MIR604)
Yag asitleri ve tiirevleri
1 Palmitic Acid, TMS derivative 23.630 0.890 £ 0.045? 0.727 £ 0.239° 1.026 + 0.098° 0.881 £ 0.048¢°
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, TMS derivative 26.503 2.083 £ 0.034° 1.728 + 0.684° 2.293+£0.1472 2.222 £ 0.006?
3 9-Octadecenoic acid, (E)-, TMS derivative 26.610 1.483 £ 0.030? 1.195 + 0.497¢ 1.622 + 0.085% 1.566 + 0.0092
4 Stearic acid, TMS derivative 27.084 0.119 +£0.013%* 0.091 + 0.045° 0.161 +£0.020®  0.251 + 0.092?
Toplam 4575 3.741 5.102 4.920
Amino asitler ve turevleri
5 L-Alanine, 2TMS derivative 3.971 0.165 £ 0.043? 0.177 £ 0.047° 0.124 +£0.018*  0.075+0.010°
6 L-Norleucine, 2TMS derivative 7.379 0.016 £ 0.006° 0.016 £ 0.002? 0.008 £ 0.003*  0.006 + 0.000°
7 L-Proline, 2TMS derivative 7.827 0.360 + 0.039? 0.429 + 0.076° 0.207 + 0.012° 0.194 +0.015°
8 Glycine, 3TMS derivative 8.081 0.023 £+ 0.004* 0.024 + 0.005? 0.038 £ 0.0172 0.018 + 0.002®
9 L-Serine, 3TMS derivative 9.551 0.051 + 0.008% 0.059 £ 0.011° 0.051+0.017®  0.026 +0.001°
10  L-Threonine, 3TMS derivative 10.185 0.023 £ 0.005* 0.029 £+ 0.009° 0.018 = 0.004° 0.014 £ 0.000?
11 B-Alanine, 3TMS derivative 10.894 0.019 + 0.000% 0.023 £ 0.009? 0.012 + 0.001° 0.010 + 0.000°
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12 L-5-Oxoproline, 2TMS

13 L-Aspartic acid, 3TMS derivative
14  L-Glutamic acid, 3TMS derivative
15  Asparagine, 3TMS derivative
Toplam

Sekerler ve tiirevleri

16  D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-,
O-methyloxime

17 L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether,
methyloxime (syn)

18  D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-,
o-methyloxyme, (1E)-

19  D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether,
methyloxime (syn)

20  D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-,
o-methyloxyme, (1E)-

21  D-Glucitol, 6TMS derivative

22  D-Gluconic acid, 6TMS

23 Myo-Inositol, 6TMS

24  Sucrose, 8TMS derivative

Toplam

Alkoller ve tlrevleri

13.006

13.259

15.478

16.560

21.164

21.384

21.498

21.638

21.926

22.347

23.549

25.019
34.294

0.068 + 0.003*
0.233 £ 0.006%
0.130 £ 0.007%
0.071+0.013%
1.159

0.487 £ 0.016°

0.340 £ 0.007°

0.045 + 0.003°

0.554 + 0.007°

0.114 £ 0.002°

0.493 + 0.020%

0.022 + 0.008°

0.114 + 0.006°

2.545 + 0.000°
4714

0.068 + 0.001*
0.256 + 0.019*
0.135 + 0.000?
0.061 £+ 0.019*
1.277

0.470 £ 0.099°

0.311 +0.082"

0.032 £ 0.018°

0.497 £ 0.125°

0.103 + 0.025"

0.407 £ 0.057°

0.015 + 0.001°

0.096 + 0.031°

2.753 + 0.00%
4.684

0.037 + 0.003"
0.145 + 0.009"
0.124 £+ 0.023*
0.047 £ 0.001*
0.811

0.698 + 0.024*

0.506 + 0.009*

0.070 + 0.004%

0.888 + 0.025*

0.229 +0.033*

0.565 * 0.040°

0.055 = 0.0072

0.208 + 0.0222

3.043 £ 0.283*
6.262

0.083 £ 0.015%
0.168 + 0.011°
0.124 + 0.005%
0.038 £ 0.016%
0.756

0.599+ 0.041%

0.412+ 0.012%

0.039 + 0.005°

0.612 £ 0.032°

0.144 + 0.004°

0.512 +£ 0.012°

0.041 + 0.008?

0.188 + 0.006?

2.966 + 0.008?
5.513
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25  Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-

(tert-butyldimethylsilyl)
26  Ethanolamine, 3TMS derivative
27  Glycerol, 3TMS derivative
Toplam
Organik asitler ve tlrevleri
28  Lactic Acid, 2TMS derivative
29  Glycolic acid, 2TMS derivative
30  Butanedioic acid, 2TMS derivative
31  Malic acid, 3TMS derivative
32 Citric acid, 4TMS derivative
Toplam

Digerleri

33  Silanamine, N,N'-methanetetraylbis[1,1,1-

trimethyl-
34 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

35  Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-

bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester

Toplam

6.109

7.199
7.573

3.330
4.639
8.268
12.591
19.888

2.167

7.486
18.805

0.105 + 0.010%

0.036 + 0.004%
2.496 + 0.165%
2.637

0.040 + 0.002%
0.178 + 0.034*
0.047 +0.009?
0.163 + 0.000°
0.117 +0.013*
0.545

0.050 + 0.006%

0.586 + 0.034*
0.032 + 0.009?

0.668

0.103 £ 0.011*

0.045 £ 0.014*
2.729 +0.284%
2.877

0.036 + 0.013*
0.218 + 0.052*
0.048 + 0.010%
0.177 £ 0.011°
0.101 £ 0.036®
0.580

0.042 + 0.006%

0.693 +0.079?
0.028 +0.014°

0.763

0.099 £+ 0.011*

0.018 + 0.001%
2.017 +0.052°
2.134

0.030 + 0.004%
0.159 + 0.016%
0.035 + 0.005*
0.159 + 0.000°
0.092 + 0.009%
0.476

0.046 + 0.001*

0.366 + 0.013"
0.090 + 0.048°

0.501

0.090 + 0.012*

0.013 £ 0.002°
2.209+ 0.045™
2.312

0.027 +0.003?
0.165 + 0.010?
0.048 + 0.008?
0.234 +0.021°
0.064 £ 0.003°
0.538

0.028 + 0.000°

0.433 £0.013°
0.063 + 0.030?

0.524

RT: Her bir metabolitin alikonma zaman

*: Tum degerler, analiz edilen 6rneklerin kg’1 basina mg dahili standart (adonitol) esdegerleri cinsinden ifade edilmistir. Bir satir i¢inde farkli harflere sahip

degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p < 0.05.

*%: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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EK 9-B. MF3, MF3T, MF4 ve MFAT 0Orneklerinin birincil metabolit normalize degerleri

Metabolit Miktart (mg/kg)*

# Birincil Metabolit Ad1 RT (dk) MF3 MF3T** MF4 MF4T**
(%<0.02 GM (%<0.02 GM (%5 GM (%5 GM
MONS810) MON810) MONS810) MONS810)
Yag asitleri ve tiirevleri
1 Palmitic Acid, TMS derivative 23.630 0.099 £ 0.029* 0.115+0.008* 0.159 +0.017% 0.155 + 0.0332
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, TMS derivative 26.503 0.287 £0.093* 0.354 £ 0.069*  0.462 + 0.096° 0.420 £ 0.015*
3 9-Octadecenoic acid, (E)-, TMS derivative 26.610 0.134+0.030° 0.183+0.058® 0.241+0.041? 0.217 + 0.009%
4 Stearic acid, TMS derivative 27.084 0.010+0.003* 0.033+0.006° 0.018 +0.006®  0.020 + 0.008%
Toplam 0.530 0.685 0.880 0.812
Amino asitler ve turevleri
5 L-Alanine, 2TMS derivative 3.971 0.045+0.008> 0.026 +0.002° 0.067 +0.003*  0.088 + 0.020?
6 L-Norleucine, 2TMS derivative 7.379 0.001+0.000° 0.002 +0.000°  0.006 + 0.0022 0.006 + 0.000?
7 L-Proline, 2TMS derivative 7.827 0.177 £0.022° 0.093 + 0.014° 0.200 + 0.030*  0.284 + 0.068?
8 Glycine, 3TMS derivative 8.081 0.014 +£0.002° 0.010+0.001¢ 0.017 £0.002%  0.020 + 0.000?
9 L-Serine, 3TMS derivative 9.551 0.022+0.001® 0.012+0.003* 0.023 + 0.002? 0.027 £ 0.0032
10 L-Threonine, 3TMS derivative 10.185 0.002 +0.000° 0.004 +0.001° 0.009 +0.002°  0.025 + 0.006°
11 B-Alanine, 3TMS derivative 10.894 0.001 +0.000° 0.005+0.001° 0.005+0.001°  0.009 + 0.000?
12 L-5-Oxoproline, 2TMS 13.006 0.016 £ 0.008° 0.042+0.000* 0.018+0.001°  0.014 +0.001°
13 L-Aspartic acid, 3TMS derivative 13.259 0.104 £0.003¢ 0.061+0.004¢ 0.175+0.001° 0.215 + 0.000?
14 L-Glutamic acid, 3TMS derivative 15.478 0.049+0.016° 0.103+0.000®  0.081 + 0.008? 0.097 £ 0.000?



G81

15 Asparagine, 3TMS derivative

Toplam

Sekerler ve tiirevleri

16 D-Fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, O-
methyloxime

17 L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether,
methyloxime (syn)

18 D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

19 D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyloxime
(syn)

20 D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-, o-
methyloxyme, (1E)-

21 D-Glucitol, 6TMS derivative

22 D-Gluconic acid, 6TMS

23 Myo-Inositol, 6TMS

24 Sucrose, 8TMS derivative

Toplam

Alkoller ve tlrevleri

25 Ethanol, 2-(methylamino)-, N-trifluoroacetyl, O-(tert-
butyldimethylsilyl)

26 Ethanolamine, 3STMS derivative

16.560

21.164

21.384

21.498

21.638

21.926

22.347

23.549

25.019

34.294

6.109

7.199

0.017 + 0.004°
0.448

0.401 + 0.070°

0.278 + 0.045"

0.035 + 0.004°

0.564 + 0.082°

0.120 + 0.022°

0.288 + 0.049?

0.008 + 0.000%

0.098 + 0.028°

2.458 + 0.081%®

4.250

0.076 £ 0.011°

0.011 £+ 0.0042

0.003 + 0.000¢
0.361

0.430 + 0.000°

0.294 + 0.013"

0.026 + 0.000°

0.480 £ 0.033°

0.126 + 0.019°

0.297 + 0.026%

0.015 + 0.004%

0.370 £ 0.009?

2.326 £ 0.119°

4.364

0.061 + 0.000?

0.004 + 0.000°

0.032 + 0.006%
0.633

0.742 £ 0.039*

0.516 + 0.021*

0.077 +0.017¢

0.919 + 0.039?

0.206 + 0.010?

0.363 + 0.026%

0.010 £ 0.004%

0.142 £ 0.023°

2.797 £ 0.320?

5.772

0.073 £ 0.000?

0.009 + 0.001%

0.035 + 0.005%
0.820

0.765 + 0.128%

0.544 + 0.089%

0.070 +0.007#

0.938 + 0.136%

0.223 +0.029?

0.359 + 0.031%

0.005 + 0.002°

0.135+0.014°

2.425 + 0.044%

5.464

0.088 + 0.020?

0.013 + 0.002?
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27 Glycerol, 3TMS derivative

Toplam

Organik asitler ve tlrevleri

28 Lactic Acid, 2TMS derivative

29 Glycolic acid, 2TMS derivative

30 Butanedioic acid, 2TMS derivative

31 Malic acid, 3TMS derivative

32 Citric acid, 4TMS derivative

Toplam

Digerleri

33 Silanamine, N,N'-methanetetraylbis[1,1,1-trimethyl-

34 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

35 Phosphoric acid, bis(trimethylsilyl) 2,3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester

Toplam

7.573

3.330
4.639
8.268
12.591
19.888

2.167
7.486
18.805

0.119 + 0.002°
0.206

0.017 + 0.003%
0.174 £ 0.023*
0.014 + 0.000"
0.066 + 0.002°
0.116 + 0.027#
0.387

0.037 + 0.006%
0.115 + 0.001°¢

0.016 + 0.007°

0.168

0.100 + 0.009¢
0.165

0.017 + 0.002%
0.167 + 0.022%
0.015 + 0.001°
0.085 + 0.015%
0.095 +0.030?
0.379

0.039 + 0.005?
0.132 £ 0.018"

0.047 +0.020?

0.218

0.206 + 0.010°
0.288

0.015 + 0.001°
0.128 + 0.004°
0.019 + 0.003"
0.070 £ 0.001%
0.083 +0.013?
0.315

0.036 + 0.005?
0.195 + 0.019%

0.017 £ 0.005°

0.248

0.285 + 0.034%
0.386

0.023 + 0.004%
0.160 + 0.015%
0.031 +0.003*
0.090 + 0.008?
0.081 + 0.016%
0.385

0.036 + 0.000?
0.241 + 0.041°

0.014 £ 0.000°

0.291

RT: Her bir metabolitin alikonma zamani

*: Tim degerler, analiz edilen 6rneklerin kg’1 basina mg dahili standart (adonitol) esdegerleri cinsinden ifade edilmistir. Bir satir iginde farkli harflere sahip

degerler (ortalama + SD, n=3) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p < 0.05.

**: Mikrodalga islemi (600 W, 2 dk)
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EK 10 - Birincil Metabolitlerin KEGG Veri Tabani ile Analizi

EK 10-A. Birincil Metabolitlerin KEGG Giris Numaralari ve Katildiklar1 Metabolik Yolaklar

# Birincil Metabolit Ad:

KEGG Bilesik Veri Taban1 ID KEGG Yolag: Veri Tabani ID

Yag asitleri ve tiirevleri

1 Palmitic Acid C00249
2 9,12-Octadecadienoic acid C01595

9-Octadecenoic acid C00712
4 Stearic acid C01530

Amino asitler ve tlrevleri

5 L-Alanine C00041
6 L-Norleucine C01933
7 L-Proline C00148
8 Glycine C00037
9 L-Serine C00065

zma00061, zma00062, zma00071, zma00073, zma01040, zma01100,
zma01212

zma00591, zma01040, zma01100
zma00061, zma00073, zma01040
zma00061, zma01040, zma01100

zma00250, zma00270, zma00430, zma00450, zma00470, zma00710,
zma00970, zma01100, zma01110, zma01200, zma01210, zma01230,
zma02010, zma04122

zma00330, zma00470, zma00970, zma01100, zma01110, zma01230,
zma02010

zma00230, zma00260, zma00310, zma00440, zma00460, zma00470,
zma00480, zma00630, zma00730, zma00785, zma00860, zma00970,
zma01100, zma01110, zma01200, zma01230, zma01240, zma02010

zma00260, zma00261, zma00270, zma00460, zma00470, zma00564,
zma00600, zma00630, zma00920, zma00970, zma01100, zma01110,
zma01200, zma01230, zma01240, zma02010
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10

11

12
13

14

15

L-Threonine

B-Alanine

L-5-Oxoproline
L-Aspartic acid

L-Glutamic acid

Asparagine

Sekerler ve tiirevleri

16
17
18
19
20

21
22
23

D-Fructose
L-Sorbose
D-Galactose
D-Talose
D-Glucose

D-Glucitol
D-Gluconic acid
Myo-Inositol

Co00188

C00099

C01879
C00049

C00025

C16438

C00095
C00247
C00124
C06467
C00031

C00794
C00257
C00137

zma00260, zma00261, zma00290, zma00470, zma00860, zma00970,
zma01100, zma01110, zma01230, zma02010

zma00240, zma00410, zma00640, zma00770, zma01100, zma01110,
zma01240

zma00480, zma01100

zma00220, zma00250, zma00260, zma00261, zma00270, zma00300,
zma00340, zma00410, zma00460, zma00470, zma00710, zma00760,
zma00770, zma00970, zma00999, zma01100, zma01110, zma01200,
zma01210, zma01230, zma01240, zma02010

zma00220, zma00250, zma00330, zma00340, zma00430, zma00470,
zma00480, zma00630, zma00650, zma00660, zma00860, zma00910,
zma00970, zma01100, zma01110, zma01200, zma01210, zma01230,
zma01240, zma02010

zma00051, zma00052, zma00500, zma01100, zma01110, zma02010
zma00051, zma01100
zma00052, zma01100

zma00010, zma00030, zma00052, zma00500, zma00520, zma01100,
zma01110, zma02010

zma00051, zma00052, zma01100, zma02010
zma00030, zma01100, zma01110, zma01200

zma00052, zma00053, zma00562, zma01100, zma01110, zma01250,
zma02010, zma04070
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24

Sucrose

Alkoller ve tlrevleri

25
26
27

Ethanol
Ethanolamine
Glycerol

Organik asitler ve tlrevleri

28
29
30

31

32

Digerleri
33

34

35

Lactic Acid
Glycolic acid
Butanedioic acid

Malic acid

Citric acid

Silanamine

Silanol, trimethyl-, phosphate
(3:1)

Phosphoric acid

C00089

C00469
C00189
C00116

C01432

C00160

C00042

C00149

C00158

C00009

zma00052, zma00500, zma01100, zma01110, zma02010

zma00010, zma00620, zma01100, zma01110
zma00564, zma01100
zma00040, zma00052, zma00561, zma01100, zma02010

zma00630, zma01100, zma01110, zma01200

zma00020, zma00190, zma00250, zma00310, zma00350, zma00360,
zma00620, zma00630, zma00640, zma00650, zma00760, zma00920,
zma01100, zma01110, zma01200

zma00020, zma00620, zma00630, zma00710, zma01100, zma01110,
zma01200

zma00020, zma00250, zma00630, zma01100, zma01110, zma01200,
zma01210, zma01230, zma01240

zma00190, zma00195, zma02010




EK 10-B. Birincil Metabolitleri Iceren Metabolik Yolaklarin Listesi

KEGG Yolagi

# Veri Tabani 1D Metabolik Yolak Adi

1 zma00010 Glycolysis / Gluconeogenesis - Zea mays (maize)

2 zma00020 Citrate cycle (TCA cycle) - Zea mays (maize)

3 zma00030 Pentose phosphate pathway - Zea mays (maize)

4 zma00040 Pentose and glucuronate interconversions - Zea mays (maize)
5 zma00051 Fructose and mannose metabolism - Zea mays (maize)

6 zma00052 Galactose metabolism - Zea mays (maize)

7 zma00053 Ascorbate and aldarate metabolism - Zea mays (maize)

8 zma00061 Fatty acid biosynthesis - Zea mays (maize)

9 zma00062 Fatty acid elongation - Zea mays (maize)

10 zma00071 Fatty acid degradation - Zea mays (maize)

11 zma00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis - Zea mays (maize)

12 zma00190 Oxidative phosphorylation - Zea mays (maize)

13 zma00195 Photosynthesis - Zea mays (maize)

14 zma00220 Arginine biosynthesis - Zea mays (maize)

15 zma00230 Purine metabolism - Zea mays (maize)

16 zma00240 Pyrimidine metabolism - Zea mays (maize)

17 zma00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism - Zea mays (maize)
18 zma00260 Glycine, serine and threonine metabolism - Zea mays (maize)
19 zma00261 Monobactam biosynthesis - Zea mays (maize)

20 zma00270 Cysteine and methionine metabolism - Zea mays (maize)

21 zma00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis - Zea mays (maize)
22 zma00300 Lysine biosynthesis - Zea mays (maize)

23 zma00310 Lysine degradation - Zea mays (maize)

24 zma00330 Arginine and proline metabolism - Zea mays (maize)

25  zma00340 Histidine metabolism - Zea mays (maize)

26 zma00350 Tyrosine metabolism - Zea mays (maize)

27  zma00360 Phenylalanine metabolism - Zea mays (maize)

28  zma00410 beta-Alanine metabolism - Zea mays (maize)

29  zma00430 Taurine and hypotaurine metabolism - Zea mays (maize)

30 zma00440 Phosphonate and phosphinate metabolism - Zea mays (maize)
31  zma00450 Selenocompound metabolism - Zea mays (maize)

32 zma00460 Cyanoamino acid metabolism - Zea mays (maize)

33 zma00470 D-Amino acid metabolism - Zea mays (maize)

34 zma00480 Glutathione metabolism - Zea mays (maize)

35  zma00500 Starch and sucrose metabolism - Zea mays (maize)

36  zma00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism - Zea mays (maize)
37  zma00561 Glycerolipid metabolism - Zea mays (maize)

38  zma00562 Inositol phosphate metabolism - Zea mays (maize)

39  zma00564 Glycerophospholipid metabolism - Zea mays (maize)

40 zma00591 Linoleic acid metabolism - Zea mays (maize)

41  zma00600 Sphingolipid metabolism - Zea mays (maize)

42  zma00620 Pyruvate metabolism - Zea mays (maize)
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

zma00630
zma00640
zma00650
zma00660
zma00710
zma00730
zma00760
zma00770
zma00785
zma00860
zma00910
zma00920
zma00970
zma00999

zma01040
zma01100
zma01110
zma01200
zma01210
zma01212
zma01230
zma01240
zma01250
zma02010
zma04070
zma04122

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism - Zea mays (maize)
Propanoate metabolism - Zea mays (maize)

Butanoate metabolism - Zea mays (maize)

C5-Branched dibasic acid metabolism - Zea mays (maize)
Carbon fixation in photosynthetic organisms - Zea mays (maize)
Thiamine metabolism - Zea mays (maize)

Nicotinate and nicotinamide metabolism - Zea mays (maize)
Pantothenate and CoA biosynthesis - Zea mays (maize)
Lipoic acid metabolism - Zea mays (maize)

Porphyrin metabolism - Zea mays (maize)

Nitrogen metabolism - Zea mays (maize)

Sulfur metabolism - Zea mays (maize)

Aminoacyl-tRNA biosynthesis - Zea mays (maize)
Biosynthesis of various plant secondary metabolites - Zea mays
(maize); Including: Crocin biosynthesis

Biosynthesis of unsaturated fatty acids - Zea mays (maize)
Metabolic pathways - Zea mays (maize)

Biosynthesis of secondary metabolites - Zea mays (maize)
Carbon metabolism - Zea mays (maize)

2-Oxocarboxylic acid metabolism - Zea mays (maize)

Fatty acid metabolism - Zea mays (maize)

Biosynthesis of amino acids - Zea mays (maize)

Biosynthesis of cofactors - Zea mays (maize)

Biosynthesis of nucleotide sugars - Zea mays (maize)

ABC transporters - Zea mays (maize)

Phosphatidylinositol signaling system - Zea mays (maize)
Sulfur relay system - Zea mays (maize)
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EK 11 - Fitosterollerin Tanimlanmasinda Kullanilan Standartlara Ait Kalibrasyon Egrisi

Grafikleri
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Grafiklerde gosterilen ¢ubuklar, n=2 ile ortalama + standart hatay1 (SE) ifade etmektedir
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EK 12 - Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir Unu Orneklerinin Yag Asidi Profillerine Ait GC-FID Kromatogram

Goruntuleri

EK 12-A. MF1, MF1T, MF2 ve MF2T 6rneklerine ait model kromatogramlar (Minor pikler sekillerde gosterilmemistir)
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EK 12-B. MF3, MF3T, MF4 ve MFAT 6rneklerine ait model kromatogramlar (Minér pikler sekillerde gosterilmemistir)
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EK 13 - Mikrodalga Uygulanmayan ve Mikrodalga Uygulanan Misir Unu Orneklerinden Elde Edilen Yag Asitlerinin Normallestirilmis

Miktarlari

EK 13-A. MF1, MF1T, MF2 ve MF2T oOrneklerine ait yag asidi normalize degerleri

Alikonma Zamani (dk) Yag Asitleri MF1* MF1T* MF2* MF2T*
4.583 Kaproik Asit 3.052 + 0.200P 2.894 +0.081° 3.876 £ 0.3172 3.967 £ 0.0422
7.917 Kaprik Asit 2.759 + 0.268" 2.740 +0.034° 4.022 = 0.0442 3.944 + 0.0522
12.252 Miristik Asit 2.093 +0.173° 2.156 + 0.039° 3.444 £ 0.0412 3.330 £ 0.1062
17.273 Palmitik Asit 3.171 +0.0122 3.175 + 0.0072 2.879 +0.058" 2.944 + 0.046"
21.657 Stearik Asit 1.242 £ 0.073¢ 1.156 £ 0.015°¢ 2.084 + 0.0562 1.779 +£0.138°
22.176 Oleik Asit 4.656 + 0.0582 4.676 + 0.0202 4.003 + 0.079° 4.070 + 0.051°
23.100 Linoleik Asit 5.604 £ 0.078? 5.640 £ 0.0112 5.075 + 0.089° 5.138 + 0.039°
24,714 Linolenik Asit 1.435 + 0.293% 1.194 + 0.049¢ 1.786 £ 0.0322 1.534 + 0.069%
25.567 Aragidik Asit 0.225 + 0.042° 0.236 + 0.043° 0.538 £ 0.0822 0.316 + 0.037°
25.750 Eikosenoik Asit 0.399 + 0.028" 0.348 + 0.015° 0.694 + 0.0932 0.659 + 0.1302
*: Bir satir iginde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gére anlamli derecede farklidir, p < 0.05.
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EK 13-B. MF3, MF3T, MF4 ve MFAT 0Orneklerine ait yag asidi normalize degerleri

967

Alikonma Zamani (dk) Yag Asitleri MF3* MF3T* MF4* MFAT*
4.660 Kaproik Asit 0.883 £0.004° 1.123 + 0.007° 1.505 + 0.003? 0.768 + 0.020¢
8.043 Kaprik Asit 0.986 + 0.005° 1.194 + 0.009° 1.663 + 0.0042 0.525 + 0.035¢
12.420 Miristik Asit 0.846 + 0.006° 0.918 + 0.007° 1.533 + 0.008? 0.220 + 0.010¢
17.487 Palmitik Asit 3.443 + 0.002°¢ 3.453 + 0.001° 3.413 +0.003¢ 3.530 + 0.0042
21.895 Stearik Asit 1.512 + 0.003¢ 1.676 + 0.002° 2.517 £ 0.0032 1.625 £+ 0.004¢
22.425 Oleik Asit 4.836 +0.001P 4,822 + 0.002° 4.747 + 0.000¢ 4,860 + 0.002?2
23.383 Linoleik Asit 5.840 £ 0.0012 5.819 £ 0.001° 5.732 + 0.000¢ 5.836 + 0.003°
24.959 Linolenik Asit 1.161 + 0.0152 1.134 + 0.009?2 1.061 + 0.025° 1.184 + 0.0442
25.998 Arasidik Asit 0.445 £ 0.006° 0.441 £ 0.003° 0.523 £0.0118 0.467 +0.012°
26.427 Eikosenoik Asit 0.311 +0.0082 0.307 + 0.0042 0.289 + 0.0062 0.312 + 0.035?
*: Bir satir i¢inde farkli harflere sahip degerler (ortalama + SD, n=4) Tukey testine gore anlamli derecede farklidir, p < 0.05.
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