RAPOR :

YEM AMACIYLA ITHALI ISTENEN GENETIGI DEGISTIRILMI$ DAS1507xNK603
MISIR GESIDi VE URUNLERI ICIN BILIMSEL RiSK DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESiI VE DAYANAKLARI

Bu rapor, Lepidopter misir kurtlarina (Ostrinia nubilalis ve Sesamia spp.) dayanikh ve
glifosinat amonyum ile glifosat herbisitlerine tolerant genetigi degistiriimis (GD)
DAS1507xNK603 misir ¢esidinin yem amagli ithalati icin, 5977 sayili Biyoguvenlik
Kanunu ve ilgili yonetmelik uyarinca Biyoguvenlik Kurulunun 03.03.2011 tarih ve 6
nolu karari ile olusturulan ve bu karar dogrultusunda gorevlendirilen Bilimsel Risk
Degerlendirme Komitesi tarafindan hazirlanmistir. Rapor hazirlanirken cgesitle ilgili
ithalatci firmaca dosyada sunulan belgeler, risk degerlendiriimesi yapan muhtelif
kuruluslarin (EFSA, WHO, FAO, FDA) gorusleri ve bilimsel arastirmalarin sonuglari
ile farkh Ulkelerde Uretim ve tlketim durumlari g6z 6énidnde bulundurulmustur. Risk
degerlendirmesi gen aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler karakterizasyonu ve
urettigi proteinin ifadesi, ¢esidin muhtemel alerjik ve toksik etkileri ile ¢evreye olasi
riskleri dikkate alinarak yapiimigtir.

ITHALATGI KURULUS

Turkiye Yem Sanayicileri Birligi Dernegi iktisadi isletmesi, Beyaz Et Sanayicileri ve
Damizlikgilar Birligi Dernegi, Yumurta Ureticileri Merkez Birligi.

ITHAL EDILMEK iISTENEN CESIT VE URUNLERI

Lepidoptera takimindaki misir_kurtlarina dayanikh ve glifosinat amonyum ile glifosat

herbisitlerine tolerant genetigi degistiriimis DAS1507xNK603 kodu ile tanimlanan GD
misir ve kuspesi

CESIDIi GELISTIREN KURULUS

Pioneer / Dow AgroScience

CESIDIN GELIiSTIRILME AMACI VE URETIiMI

Kaltur bitkilerinin 1s1k, su ve besin maddelerine ortak olarak dnemli oranda verim ve
kalite dusUkliguine neden olan yabanci otlarla micadele genel olarak ¢apalama, elle
yolma ve kimyasal herbistlerle yapilmaktadir. Yapilan yogun mucadeleye ragmen
yine de yabanci otlar tarim alanlarinda énemli oranlarda verim kaybina ve Urln
kalitesinin dusmesine neden olmaktadir. Klasik 1slah yontemleriyle bazi bitki
tirlerinde herbisitlere dayanikli gesitler gelistiriimis olmakla birlikte, az sayida tirle
sinirl kalmistir. Ote yandan son yillarda gelistirilen biyoteknolojik yéntemlerle bar/pat
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veya epsps gibi genlerin bitkilere aktariimasiyla glifosinat amonyum ve glifosat
herbisitlerine toleransli GD bitkiler kolaylikla elde edilebilmektedir. Dinyada 2010
yilinda genis spektrumlu glifosinat amonyum ve glifosat herbisitlerine toleransh (HT)
soya uretimi 73 milyon hektara ulasirken, HT kolza uretimi ise 7 milyon hektar
civarinda olmustur (James 2011). Ayni sekilde HT seker pancari ve yonca tarimi da
yayginlagirken, son yillarda hem boceklere dayanikh (Bt) hem de HT misir ve pamuk
bitkilerinin Uretiminde onemli artiglar gozlenmektedir. Genel olarak HT bitkilerin
uretildigi alanlarda verimde onemli artiglar gozlenmezken, secici herbisitlerle
mucadelesi zor olan bazi yabanci otlarin kontrol edilmesinde HT bitkiler basarili bir
sekilde Uretilebilmekte ve verim artisi saglanabilmektedir (Brookes ve Barfoot 2005).
HT bitkilerin getirmis oldugu en Onemli avantajlar ise iscilik, mekanizasyon ve
akaryakit maliyetlerindeki azalmadir (Ozcan 2011).

Son yillarda bocek zararinda meydana gelen artislar, bitkisel Gretimi tehdit eder hale
gelmigtir. Boceklerle micadele yapilmadigi takdirde, patates, pamuk, bugday ve
misir gibi bitkilerin veriminde bulylk o6lgide azalma meydana gelebilmektedir.
Bundan dolayl bu bitkilerde zararli bdceklere karsi ilaglama sayisi 6ngoérulenin
Uzerine c¢ikabilmektedir. Yogun bir ilaclamaya ragmen, bdcek zararinin olusturdugu
arin kayiplar %15-20 arasinda degisebilmektedir. Zararli boceklerle mucadelede
kultrel ve biyolojik savas yontemleri kullanilsa da, en etkili ve yaygin olan yontem
kimyasal insektisit kullanimidir. Ancak, bitki kdk, gdovde ve meyvesi igerisinde
gelisme gosteren bocek larvalarina karsi insektisit kullanimi etkisiz olabilmektedir.
Ote yandan, tarim ilaglari igerisinde insektisitler gevre, insan ve hayvan saghgini en
fazla tehdit eden grup olarak degerlendiriimekte olup, insanlar tarafindan ilaglama
sirasinda ve urunlerle kalinti seklinde alindiginda geri donisimu olmayan biyolojik
ve genetik hasarlara yol acabilmektedirler. Yogun insektisit kullanimi ekonomik
kayiplara neden oldugu gibi; toprak ve su kaynaklarinin kirlenmesine, arilar, toprak
solucanlari ve bitkisel Uretim icin gerekli olan faydal bdceklere de zarar
verebilmektedir. Ayrica, zararli bdceklerin zamanla kullanilan insektisitlere kargi
direng kazanmasi sonucunda daha etkili ve toksik insektisitlerin kullanimi da giderek
yayginlasmaktadir (Cakir ve Yamanel 2005, Ozcan 2009). Klasik bitki islahiyla
boceklere dayanikh gesitlerin gelistiriimesi de belirli turlerle sinirh kalmaktadir. Diger
taraftan, Bacillus thuringiensis (Bt) bakterisine ait delta—endotoksin proteinlerinin
sentezinden sorumlu olan cry (kristal) genlerin bitkilere aktariimasiyla énemli zararl
bdceklere kargi dayanikli kultar gesitleri gelistirilebilmektedir. Dinyada 2010 yilinda
boceklere dayanikli (Bt) misir Gretimi 46 milyon hektara ulasirken, Bt pamuk Uretimi
ise 21 milyon hektari bulmustur. En fazla Bt misir tGretimi ABD, Arjantin, Kanada ve
Guney Afrika gibi Ulkelerde gerceklesirken, Hindistan basta olmak Gzere ABD, Cin
ve Pakistan en fazla Bt pamuk Ureten Ulkelerdir. Bt misir ve pamugun yaygin olarak
uretildigi Ulkelerde dolayli olarak verimde %30’lara varan artis saglanirken insektisit
kullaniminda da énemli azalmalar gbézlenmektedir (Qaim 2009, Sadashivappa ve
Qaim 2009). Dayanikh Bt pamuk ve misir gesitleri sayesinde insektisit ve ilaglama
icin harcanan yakit maliyeti en aza indirilerek, verim artigiyla birlikte Grun kalitesinde
de 6nemli gelismeler gézlenmigtir (Ozcan 2011).

Bdceklere dayanikli ve herbisitlere toleransli GD bitkilerin 2010 yilindaki toplam ekim
alani 29 lUlkede 148 milyon hektara ulagsmis ve 57 farkli Ulkede de yem ve gida olarak
tiketime sunulmustur (James 2011). GD bitkilerin yariya yakini ABD’de uretiimekte
olup, bu ulkeyi sirasiyla Brezilya, Arjantin, Hindistan, Kanada, Cin, Paraguay ve
Pakistan gibi Ulkeler takip etmektedir. Uretimi yapilan en énemli GD bitki tlrleri ise
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herbisitlere dayanikh soya ve kolza ile boceklere dayanikli misir ve pamuktur. 2010
yiinda ABD’de Uretilen soyanin %971’i misirin %8%’i ve pamugun %88’i GD
cesitlerden olusmustur. Ayni sekilde Arjantin, Uruguay ve Paraguay’da Uretilen soya
ile Kanada’da uretilen kolzanin ve Hindistan’da Uretilen pamugun %90’dan fazlasini
GD cesitler olusturmaktadir.

Bu bagvuruda, misir kurtlarina dayanikh ve glifosinat ile glifosat herbisitlerine tolerant
GD DAS1507xNK603 misir gesidi igin yem amacli ithal izni talep edilmektedir. GD
DAS1507 misir ¢esidine esas olarak Bacillus thuringiensis subsp. aizawai hattindan
izole edilen ve misir kurtlarina dayaniklihdi saglayan crylF ile glifosinat amonyum
herbisitine kargl toleransi saglayan Streptomyces viridochromogenes kokenli
fosfinotrisin  asetil-transferaz  (pat) genleri aktarilirken, NK603 c¢esidine ise
Agrobacterium tumefaciens’den izole edilen ve glifosat herbisitine toleransi
saglayan cp4 epsps geni aktarilmistir. Ayri ayri elde edilen her iki ¢gesit, normal islah
yontemleriyle melezlenerek tum oOzellikler GD DAS1507xNK603 melez misir
cesidinde toplanmistir.

RiSK ANALIzi VE DEGERLENDIRMESI

GD DAS1507xNK603 misir ve urunlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi,
bu cesidin geligtiriimesinde kullanilan gen aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler
karakterizasyonu ve Urettigi protein, besin degeri, muhtemel alerjik, toksik ve ¢evreye
olasi kagigli ile olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilmistir.

Bu cesitle ilgili bilimsel risk degerlendiriimesi yapilirken, cesitle ilgili ithalatgi firmaca
dosyada sunulan belgeler, risk degerlendiriimesi yapan kuruluslarin (EFSA, WHO,
FAO, FDA) raporlari ve bilimsel arastirmalarin sonuglari (alerjik ve toksijenik etki
analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik ozellikler, hedef
disi organizmalara etkisi vb.) ile farkh Ulkelerde Uretim ve tiketim durumlar g6z
onunde bulundurulmustur. Bu GD ¢esidiyle yapilan hayvan besleme ¢alismalari da
incelenerek, yem olarak kullanimi  sonucu ortaya c¢ikabilecek riskler
degerlendirilmistir. Ayrica bu c¢eside ait tohumlarin kaza ile dogaya vyayilarak
yetismesi halinde ortaya ¢ikabilecek tarimsal ve ¢evresel riskler de dikkate alinmigtir.

GD DAS1507 misir gesidine esas olarak Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
hattindan izole edilen ve 06zellikle Lepidoptera takimindan misir kurdu (Ostrinia
nubilalis) ve misir kogan (Sesamia spp.) kurtlarina dayaniklihdi saglayan crylF ile
glifosinat amonyum herbisitine kargl toleransi saglayan  Streptomyces
viridochromogenes kdkenli fosfinotrisin asetil-transferaz (pat) genleri aktarilirken,
GDNKG603 cesidine ise Agrobacterium tumefaciens’den izole edilen ve glifosat
herbisitine toleransi saglayan cp4 epsps geni aktarilmistir. Ayri ayri elde edilen her
iki ¢gesit, normal islah yontemleriyle melezlenerek misir kurtlarina dayanikhlik ile
glifosinat amonyum ve glifosat herbisitlerine toleranshilik GD DAS1507xNK603 misir
cesidinde birlestirilmistir.

GD DAS1507
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e Aktarilan genleri tagiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

Tasiyici olarak pHP8999 vektorine oncelikle Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
orijinli cry1F ve bu geni kontrol eden ubiquitin promoter ubiZM1 ve Agrobacterium
tumefaciens orijinli mannopin sentez genine ait terminator bdlgesi ve glifosinat
herbisitine toleransi saglayan Streptomyces viridochromogenes orijinli pat geni ile bu
geni kontrol eden karnabahar mozayik virusine ait 35S promotor ve terminator
bolgeleri klonlanmistir. Klonlamadan once her iki genin kodlama bdlgesi misirda
yuksek duzeyde ifadesi icin optimize edilmigtir. Daha sonra bu vektor Pme |
enzimiyle kesilerek 6235 bp ve 3269 bp olmak Uzere iki parcaya ayriimigtir.
pHIB999A olarak isimlendirilen ve crylF ile pat ekspresyon kasetlerini iceren bUyuk
vektor pargasi jel elektroforesis isleminden sonra saflastinimistir. Saflastirilan
pHIB999A vektdr pargcasi partikil bombardimani ile embriyogenik Pioneer Hi-ll
misir hcrelerine aktariimistir (Cambers ve ark 1991, OECD 1999, EFSA 2005).

e Aktarilan genlerin molekuler yapi, ekspresyon ve stabilite analizleri

Yapilan Southern blot analizinde GD DAS1507 misir gesidinde crylF ve pat ifade
kasetlerinin tam ve tek kopya olarak bitki genomuna entegre oldugunu, kaset
icerisinde yeni bir dizenlemenin olmadigi ve vektdrden herhangi bir DNA pargasinin
bitki genomuna gecmedigi belirlenmistir. Ancak, yapilan analizlerde bitki genomunda
aktarilan pHI8999A DNA parcgasinin 5’ ucunda parga halinde ve 335 b¢ uzunlugunda
ikinci bir crylF dizininin ve yine tam olmayan pat geni, misir ubiqutin promotoru ile
mannopin sentez terminator bolgeleri de bulunmustur. Ayrica, PCR analiz sonuglari
da pHI8999A’nin bitki kromozomuna yerlestigi noktalarda DNA eksilmelerinin olmus
olabilecegini isaret etmistir. Ancak, bdyle bir parca eksilmesi gen aktarimi yapilan
misir hattinda fenotipik bir degisiklige yol agmamistir. ilave olarak, aktarilan genlerin
nesiller boyunca da stabilitesini devam ettirdigi gozlenmisgtir.

CrylF ve PAT proteinlerinin GD DAS1507 misir ¢egidinin farkli organlarindaki ifade
dizeyleri Western ve ELISA testleriyle belirlenmistir. Western analizinde farkh bitki
dokularindan izole edilen toplam protein iceriginde beklenen 66 kDa Cry1F proteinine
esdeger 65-68 kDa buyukltiginde iki bant elde edilmistir. En yiksek Cry1F protein
uretimi ortalama 20 ng/mg (kuru doku agirligi) ile polenlerde bulunmustur. Tum bitki
ekstraktinda Cry1F protein miktari 1.0 ile 6.9 ng/mg olurken, bu deger tohumlarda
1.2-3.1 ng/mg aralidinda degismigstir. Cry1F protein ifadesi glifosinat uygulamasindan
etkilenmemistir. Alinan yaprak orneklerinde PAT proteininin Western analizinde
beklendigi sekilde yalnizca 22 ve 43 kDa buyukliginde iki bant elde edilmigtir.
Olglilebilen PAT protein ifadesi yapraklarda (0-136.8 pg/ug toplam protein) ve tiim
bitkide (0-38.0 pg/ug toplam protein) bulunmustur. Tohumlarda ise PAT protein
seviyesi ise olgulebilen miktarin altinda kalmistir. Ayrica, GD DAS1507 misir ¢esidine
aktarilan trans-genlerin molekiler ve genetik agidan kararli oldugu, farkh cgevresel
kosullari ile farkh genotiplerde ve generasyonlar boyunca gosterilmigtir.

GD NK603
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e Aktarilan genleri tagiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

Tasiyict vektor olarak PV-ZMGT32 kullanilmigtir.  Vektor birbirine bitisik ve
Arabidopsis thaliana epsps DNA dizileri esas alinarak olusturulan kloroplast peptit
transfer dizisine (CTP) baglanmis ve her birinde tek kopya halinde Agrobacterium
tumefaciensn CP4 susu kokenli cp4 epsps (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) geni bulunan iki bitki eksperasyon kasetinden olugsmustur. CTP, epsps
genine ait proteinin kloroplastlarda lokalizasyonunu saglamaktadir. ilk ctp2-cp4 epsps
kasetinde, kodlama bodlgesi 5° CTP ucuna baglanan celtik aktin promotor ve geltik
intron dizileri tarafindan kontrol edilmektedir. ikinci kasette ise, ctp2-cp4 epsps
dizileri, karnabahar mozaik viristu (CaMV) gelistiriimis 35S promotor ile misir hp
proteinini kodlayan genden tlretilen intron tarafindan dizenlenmistir. Her iki
kasettede de Agrobacterium tumefaciens’in nopalin sentez genine ait (NOS 3’) diziler
terminatdr olarak kullaniimistir. Ayrica PV-ZMGT32 vektorl, bakteriyel segici markor
gen olarak Tn5 transpozonuna ait nptll genini tasimaktadir. Bu vektér, nptll geni
digarida kalacak sekilde Mlul enzimiyle kesilerek, sadece ekspresyon kasetlerini
iceren ve PV-ZMGT32L olarak adlandirilan DNA pargasi elde edilmigtir. Saflastirilan
PV-ZMGT32L partikil bombardimani ile embriyonik misir hicrelerine aktarilarak
GD NK603 misir ¢esidi elde edilmigtir (EFSA 2003).

e Aktarilan genlerin molekiiler yapi, ekspresyon ve stabilite analizleri

Yapilan molekuler analizlerde GD NK603 g¢esidinin her iki ctp2-cp4 epsps ekspresyon
kasetini de tasidigi ve ilk kasette degisiklik olmazken, ikinci kasette 2 nukleotidlik bir
degisiklik meydan gelerek 214. amino asit pozisyonunda prolininin yerine I0sin
uretilmistir. Yapilan Southern blot ve PCR analizlerinde PV-ZMGT32L DNA
parcasinin tek kopya halinde bitki genomuyla birlestigi ve plazmid DNA’ya ait bagka
DNA pargasinin bitki genomuyla birlesmedigi belirlenmigtir. Aktarilan DNA
parcasinda ufak c¢apli bazi yeni dizenlemeler olusmus ise de, gen ifadesini
etkilememis ve gen aktarimi yapilan misir hattinda fenotipik bir degisiklige yol
acmamistir. Ek olarak, aktarilan genlerin nesiller boyunca da stabilitesini devam
ettirdigi gozlenmistir (EFSA 2003).

GD DAS 1507 X NK603

GD DAS1507 ve NK603 misir hatlari melezlenerek Lepidoptera takimindaki
boceklere dayanikli ve iki farkli herbisite tolerant DAS1507xNK603 cesidi elde
edilmistir. Yuratulen DNA-DNA melezlemesi (Southern blot) analizlerinde bazi yeni
dizenlemelerin oldugu gosterilmis ise de, GD DAS1507 ve NK603’e ait genetik
materyalin DAS1507xNK603’te birlestigi ve aktarilan genlerin korundugu teyit
edilmistir (EFSA 2006).

Sili'de yuritilen denemelerden elde edilen yesil ve tohum materyalinde CrylF, PAT,
ve CP4 EPSPS proteinlerinin ifade dizeyine bakilmigtir. Tohumlarda PAT proteinine
rastlanmazken, Cry1F ve CP4 EPSPS protein seviyeleri sirasiyla 1.37-1.57 ve 6.62-
8.25 ng/mg kuru agirlik, arasinda olmustur.
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Sonug¢ olarak, daha 6nce GD DAS1507 ve NK603 cesitlerinde ayri ayri genetik
stabilite belirlendigi sekilde, ilgili genler GD DAS1507xNK603 ¢esidinde birlesmis ve
genetik yapi ile protein Uretimi yeni gesitte korunmustur.

Kimyasal Bilesim ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi
e Kimyasal Bilesim Analizi
GD DAS1507

S6z konusu analizler, tarla denemeleri sirasinda hasat edilen tohumlarda, cesitli
hayvan tarlerinde gerek performans ve gerekse laboratuvar c¢alismalarini
kapsamaktadir. Tarla denemelerinden saglanan bitkilerin farkli kisimlarinda; Iif
bilesenleri, mineraller, vitaminler, amino asitler, yag asitleri, protein ve diger besin
madde bilesenleri, ADF, NDF, fitik asit, tripsin inhibitorleri, furfural ve ferulik asit, p-
kumarik asit, inositol ve rafinoz analizleri yapiimistir. Bu analizlerde, GD DAS1507
misir ¢gesidi ile genetigi degistiriimemis esdegeri arasinda farklliklar (artma/azalma)
gozlense de, bu farkhliklar dogal degisim sinirlari iginde kalmigtir (Andersson ve ark
2004, MacKenzie ve ark 2007). Ayrica, kanath ve sicanlarda yapilan calismalarda,
performans degeri incelenmis ve sonugta GD DAS1507 misir gesidinin genetigi
degistiriimemis esdegerine gore benzer sonuglar goésterdigi ortaya konulmustur (Stein
ve ark 2009, EFSA 2005).

GD NK603

GD NK603 ile ilgili gerek tarla denemeleri ve gerekse kimyasal bilesim analizleri, tarla
denemeleri sirasinda hasat edilen tohumlarda, cesitli hayvan turlerinde gerek
performans ve gerekse laboratuvar galismalarini kapsamaktadir. Bu analizlerde, GD
NK 603 misir cesidi ile genetigi degistiriimemis esdegeri arasinda farkliliklar
(artma/azalma) gozlense de, bu farkliliklar dogal biyolojik dedisim sinirlari iginde
kalmistir (Esteve-Garcia ve Llaurado 1997, Kidd ve Kerr 1997, Lei ve Van Beek
1997, Smith ve ark 1998, Farran ve ark 2000, Peak ve ark 2000, Grey 1983). Ayrica,
kanath, besi sigiri, sut inegi, domuz ve sicanlarda yapilan ¢alismalarda, performans
degeri incelenmistir.

e Broylerlerde yapilan ve 42 siuren bir arastirmada (Taylor ve ark 2003), GD
NK603 misir cgesidinin besi performansi ve karkas Ozelliklerine etkisi
irdelenmigtir. Calisma sonunda NK 603 misir ¢esidinin, broylerlerde 6lum
orani, canh agirlik kazanci, yemden yararlanma ve karkas verimi parametreleri
acisindan genetigi degistirimemis esdegeri ile istatistik yonden farklihk
olmadigi vurgulanmigtir. Ayrica NK603 misir gesidinin besinsel degerlerinin
esdegeri ile benzerlik gosterdigi belirtiimigtir.

e Besi sigirlarinda ve sut ineklerinde yapilan ¢alismalarda (Erikson ve ark 2003,
Grant ve ark 2003, Ipharraguerre 2003) GD NK603 misir gesidinin besin
madde degeri agisindan genetigi degistirimemis esdegeri ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmigtir.
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e William ve ark (2002), yaptiklari bir calismada dokuz farkh tarlada iki yil
boyunca elde edilen Urtnlerde besin madde yonunden analizler yapilmis ve
NK603 misir gesidinin esdederi ile benzerlik gosterdigi belirtilmigtir. Ayrica
elde edilen Urunlerde olumsuz bir etkiye de rastlanilmadigi vurgulanmigtir.

e GD NK603 misir gesidi ile yapilan tum hayvan denemeleri sonucunda
hayvanlarin saghgi agisindan olumsuz bir tablonun gorulmedigi kanisi agirlik
kazanmistir (Esteve-Garcia ve Llaurado 1997, Kidd ve Kerr 1997, Lei ve Van
Beek 1997, Smith ve ark. 1998, Farran ve ark. 2000, Peak ve ark 2000, Grey
1983, Willam ve ark 2002, Taylor ve ark 2003, Erikson ve ark 2003, Grant ve
ark 2003, Ipharraguerre 2003).

Sonug olarak; Bilimsel Komite, GD DAS1507xNK603 melez misir gesidinin yem
amach kullanilmasini genel olarak degerlendirdiginde; yapilan birgok hayvan
besleme calismalarinda incelemeye alinan parametreler agisindan genetik olarak
degistiriimemis c¢esidi ile istatistik olarak 6énemli farkhliklarin olmadigi veya benzer
oldugu sonucuna varmistir.

e Tarimsal Ozelliklerin Analizi

crylF ve cp4 epsps ile pat genlerini iceren GD DAS1507xXxNK603 melez misir ¢esidi
ile GD olmayan esdegeri arasinda morfolojik, buyime, dormansi 6zellikleri, erken
donemde dona tolerans, polen boyutu ve dollenme kabiliyeti, tohum Uretimi gibi
Ozellikler bakimindan bir fark olmadigi saptanmigtir (EFSA 2005, Center for
Environmental Risk Assessment 2011, Biopesticides Registration Action Document
2010, Zabik ve ark 2003, Canadian Food Inspection Agency 2002, JBCH 2002,
2004, EFSA 2003, Hin 2001). Ayrica crylF ve cp4 epsps ile pat genlerini iceren bir
Ucli melez olan MON89034xDAS1507xNK603 hattinda da benzer sonuglar elde
edilmis tarimsal, fenotipik ve ekolojik karakterler tarla kosullarinda analiz edilmis ve
sap sayisl, tohumluk gucu, %50 polen salinimi ve puskillenme gunleri, kogan
yuksekligi bitki yuksekligi, yesil kalma suresi, dusuk kogan, yatma, kok yayilimi, dane
nemi, hektolitre agirligi, verim, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine tepki bakimindan
GD olmayan esdegerleriyle denkligi kabul edilmistir (EFSA 2010).

Sonug¢ olarak; Bilimsel Komite, GD DAS1507xNK603 misir g¢esidinin yukarida
belirtilen besin igerigi, kimyasal bilesimi ve tarimsal 6zellikleri agisindan, genetik
olarak degistiriimemis c¢esitlerle benzer oldugu sonucuna varmistir.

Toksisite Degerlendirilmesi
GD DAS1507

GD bitkilerin toksisite ¢alismalari, bitkiye aktarilan genlerin kodladigi PAT ve Cry1F
proteinlerine yodnelik olarak gergeklestiriimistir. Calismalar, saflagtirimis Cry
proteinlerinin uygulanmasi ve genetigi degistirilmis misir ¢esitlerinin hedef hayvanlara
(fare, sican, kimes hayvanlari, domuz, koyun, kegci, inek gibi ruminantlar ve balik)
yediriimesi ile gergeklestirilmistir. Cry1F ve PAT proteinlerini dreten DAS 1507 misir
cesidi ile siganlar 13 hafta sure ile beslenmiglerdir. Bu g¢alismada, incelenen tum
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parametreler (histopatolojik, biyokimyasal ve hematolojik) agisindan DAS 1507 GD
misir ¢gesidinin degistiriimemis misir ¢esidi kadar besin ve toksikolojik yonden guvenli
oldugu belirtiimektedir (MacKenzie ve ark 2007).

Cry1F proteinini ureten GD DAS1507 misir ¢esidi (TC1507 Heculex1) tavuk yemi
olarak kullanilmigtir. TC1507 Heculex1 misirin urettigi Cry1F proteini MON 810 misir
cesidinin ifade ettigi Cry 1Ab benzemektedir. Ancak PAT protenini de Uretmesi
acgisindan da incelenmek Uzere yapilan bu calismada da izogen esdegeri ile
karsilastirildiginda besinsel ve toksikolojik agidan fark bulunmamigtir (Scheideler ve
ark 2008).

Zhang ve Shi (2011) yaptiklari bir derleme yayinda, GD DAS1507 gibi GD misir
cesitlerinde ifade edilen PAT ve Cry proteinleri ile kisa (28 gin) ve uzun (90gun)
sureli yapilan galigmalarda Ureme sistemleri Uzerinde ovaryum ve testis dokularinin
histolojik incelenmesi ile Ureme siklusu Uzerinde de olumsuz ekinin olmadigini
belirtiimektedir.

GD DAS1507 misir gesitleri ile yapilan ¢alismalardan Domingo ve Bordonaba (2011)
tarafindan yapilan derleme yayinda toksikolojik ve alerjik etkisinin olmadigi
bildirilmigtir.

GD DAS1507 misir gegidi orijinal olarak toprak organizmalarindan aktarilan Bt toksin
(Cry1F) proteinini Gretir. DAS 1507 misir ¢esidinin ifade ettigi Bt toksin, MON 810
tarafindan Uretilen Cry1Ab’den farklh ve bdceklere daha toksiktir. Ayrica saglik
Uzerinde olumsuz etkileri olabilecegi degerlendirilen glifosinata karsi da tolerant
saglamaktadir. insan saghgini da ilgilendiren birgok belirsizlik ve risk oldugunu
gosteren Testbiotech raporu da EFSA tarafindan dikkate alinmamis ve AB
Komisyonu tarafindan uretimine izin verilmistir (Christoph 2010).

GD NK603

GD Roundup Ready NK603 Avrupa Birligi tarafindan 2014 yilina kadar gida ve yem
katkisi Uretmek Uzere izin verilen ESPS enzimi degistirilerek glifosat herbisitine
tolelerant hale getirilmis misir ¢esididir. GD NK603 misir ¢esidi danelerinde 10-14
Mg/g gibi ¢cok dusik miktarda CP4 EPSPS proteini bulunmaktadir. EPSPS enzimi
zaten butun bitkilerde vardir, dolayisiyla CP4 EPSPS de onun kadar guvenli kabul
edilmektedir. Harrison ve ark (1996) saf EPSP proteinini gavaj yolu ile uyguladiklar
farelerde 572 mg/kg gibi yUksek dozlarda bile herhangi bir toksik etki
saptamamiglardir (Harrison ve ark 1996, Heck ve ark 2005). EFSA panelinde yapilan
degerlendirme sonuglarina gére de CP4 EPSPS proteininin guvenli olmadigina iligkin
bir veri bulunamamistir (EFSA 2010).

Yemlerinde %11 ve %33 oraninda GD NK 603 misir ¢esidi igeren rasyon ile beslenen
disi ve erkek siganlarda (28 ve 90 gun sureli) incelenen tim parametreler (organ
agirliklan, organ /vicut agirlik oranlari besin tiketimi, serum kimyasi (ALP, ALT,
BUN, CREA, Albumin, Glukoz ve mineraller) heamatolojik degerler (WBC, RBC, Hb,
Ht vb) bakimindan esdegeri kontrol grubu arasinda istatiksel agidan fark
bulunamamistir. Gros morfolojide herhangi bir fark bulunamamig fakat histopatolojik
acidan sadece %33 oraninda GD misir igceren yemi tuketen gruplarda karacigerde
minor degisiklikler saptanmistir (Hammond ve ark 2004).
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GA21 ve NK603 Roundup Ready GD misir gesitleri ile beslenen ineklerde yapilan bir
calismada glifosata tolaransi saglayan genin besin kalitesi bakimindan bir etkisi
olmadigi gibi, esderigi ile karsilastirilan kontrol grubu arasinda da toksikolojik bir fark
bulunmamistir (Erickson ve ark 2003).

CP4 EPSPS enziminin amino asit dizilimi incelendiginde memelilerde hicbir toksik
ve alerjen protein ile homoloji gdstermedigi ve CP4 EPSPS proteinin insan ve
hayvan tuketiminde guvenli oldugu bildiriimektedir (Richard ve ark 2005, Benachour
ve ark 2007).

iki farkli Cry poteini ifade eden MON 810 ve MON 863 ile CP4 EPSPS proteini ifade
eden GD NK 603 misir gesitleri ile %11 ve %33 oranda 5 ve 14 hafta sireyle
beslenen sicanlarin detoksifikasyon organlari olan karaciger ve bdbrek ile iliskili 60
ayri biyokimyasal parametre serum ve idrarda olgulmugstur. Karaciger ve bobrek
dokularinda GD U¢ misir gesidine ait istatiksel olarak énemli olmayan farkhliklar
saptanmigtir. Diger yandan kalp, adrenal bezler, dalak ve haemapoietik sistemde
bazi farklilklar belirlenmigtir. Elde edilen veriler hepatorenal toksisiteyi isaret
etmektedir. Bu durumun, genetigi degistiriimis her misir gesidinde ifade edilen
proteinlerden ziyade pestisitlere bagli olabilecegi de belirtiimistir (Vendomois ve ark
2009).

Domingo ve Bordonaba‘'nin (2011) derledigi yayinda GD ticari 3 ayri misirla (NK603,
MONB810 ve MONS863) beslenen sicanlarda, kan ve organ parametrelerine
bakilmigtir. Ug farkh GD musir yemi tiiketiimesine bagh olarak degiskenlik
gostermekle birlikte, cinsiyet ve siklikla da dozla iligkili yeni yan etkiler gdzlenmisgtir.
Olumsuz etkiler siklikla detoksifikasyon organlari karaciger ve bobrekle iligkilidir. Ek
olarak kalp, adrenal bezler, dalak ve hematopietik sistemde de etkiler gozlenmigtir.
Bu verilerin, her bir GD misirda olan 6zgul pestisidlere bagl oldugu, hepato-renal
toksisite bulgularini aydinlattigi sonucuna variimistir. Ayrica, genetik modifikasyonun
dogrudan ya da dolayli istenmeyen metabolik sonuglari gbézden Irak
tutulamamaktadir. GiUnimuze kadar, bu ¢alisma bilimsel olarak irdelenmemistir. GD
diyetlerin istatistiksel olarak anlamli etkileri veya pestisit kalintilari iceren GD arunler -
hepsinde olmamakla birlikte- daha 6nce de kimi galismalarda gortlmustar. Her olgu
igin ayri yaklasim ve toksikolojik ¢calismalar ¢ok sinirlidir. Risk dngérusunun, yalnizca
her 2 cinsiyetten 40’ar sigcanda 90 glnlik diyetle yapiimaya calisildigini gérmek
inanilir gibi degildir. Ustelik bu ¢alismadan elde edilen sonuglar istatistiksel anlamhlik
sinirindadir ve daha uzun sureli bagimsiz galigmalarla yinelenmemistir.

cp4 epsps geni, 455 amino asitten (47,6 kDa) olusan tek bir polipeptiti kodlar ve
analog bitki EPSPS enzimi analogu ile %50 oraninda amino asit dizilim benzerligi
gosterir. Bakteriyel ve bitkisel EPSPS proteini ailesinin herhangi bir alerjik veya toksik
etki gosterdigi bilinmemektedir. CP4 EPSPS proteininin potansiyel toksisitesi, veri
tabaninda yer alan farelerde oral akut tosisitesi bilenen 4677 proteinin amino asit
dizilimi ile iligkili (higbiri birbirine benzemeyen) karsilastirilarak degerlendirilmis ve bir
benzerlik bulunamamistir. CP4 EPSPS proteini, bilinen protein toksinleri ile herhangi
bir dizilim homolojisi gdstermedigi 400 mg/kg’a kadar CP4 EPSP proteini verilen,
farelerde (50 disi, 50 erkek) herhangi bir istenmeyen etkiye neden olmadigi
saptanmigtir. CP4 EPSPS L214P proteininde tek bir amino asit degisimi, dizilim
karsilastirmasi sonucu degistirmemistir (Canadian Food Inspection Agency 2009).
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Alerjenite Degerlendirmesi
GD DAS1507

Codex Alimentarius Commission mevzuatina goére (2003) yeni proteinlere IgE
baglanmasi incelenmis ve genetik olarak degistiriimis olan DAS1507 misir gesidinin
urettigi yeni protein duzeyinin alerjik etkiye neden olacak kadar IgE baglantisi
gerceklestiremeyecegi belirtiimigtir (Talor ve Goodman 2007). GD DAS1507 genetigi
degistirilmis misir gesidinin sentezledigi Cry1F proteini i1siya dayaniksiz ve hizl
hidrolize olmaktadir. Ayrica bu protein glikozillenmedigi icin alerji kaynagi olmadigi
gibi, insan serumu ile yapilan alerji testinde de alerjen olmadigi belirlenmistir
(Cockburn 2002, Ladics ve ark 2006).

GD NK603

CP4 EPSPS proteinini kodlayan gen, alerjik tepkilere neden olabilecek herhangi bir
organizmadan elde edilmemigtir. Bu proteinin alerjik potansiyeli, bilinen alerjenleri
iceren veri tabanlari ile amino asit dizilimi karsilastirilarak ileri dizeyde arastiriimigtir.
Ayrica sindirim sisteminde dayaniklihdr da, mide sivisi benzesim (simulasyon)
ortaminda incelenmistir. Sekiz amino asit uzunlugunda peptit parcasi kullanilarak 567
proteinden olusan bir veri tabani ile kontrol edildijinde, CP4 EPSPS ile bilinen
alerjenler arasinda amino asit dizilim benzerligi olmadigi anlasiimistir. Western
immunoblot analizlerinde 6ngéraltgu Gzere, CP4 EPSPS protein, pepsin iceren mide
sivisi veya tripsin iceren bagirsak sivisi benzesim ortaminda hizla pargalanmaktadir
(T50 < 15 sn.). Benzer sonuglar, CP4 EPSPS L214P ile de elde edilmistir (Canadian
Food Inspection Agency 2009).

Sonug¢ olarak; Bilimsel Komite, GD DAS1507XNK603 melez misir g¢esidinde
aktarilan genlerde ve (Uretilen yeni proteinlerde anababaya gore farkhlik
olmadigindan, toksikolojik ve alerjenite yonunden genetik olarak degistiriimemis
esdegeriyle benzer oldugu sonucuna varmistir.

Cevresel Risk Degerlendirmesi

Genetik Degisiklikten Kaynaklanabilecek Yayillma Potansiyeli

Gen kagisinin potansiyel kaynaklari tohum ve polen olarak bilinmektedir. Misir
tohumlarinin hayvanlar araciligiyla taginmasi, tohum yapisi bakimindan elverissiz
olup, tohumlarin dogaya kagisinin ancak yem isleme ve nakliye suregleri sirasinda
gerceklesebilecedi distunulmektedir (Nishizawa ve ark 2009).

GD DAS1507xNK603 melez misir gesidi GD DAS1507 ve NK603 misir gesitlerinin
caprazlamasiyla gelistirilmis olup F1 melez cgesitte farkh bir genetik degisiklik
bulunmamaktadir. DAS1507xNK603 F1 melezi DAS1507 ve NK603'un ozeliklerini
tasimaktadir (EC 2003). Tarla denemelerinde, GD DAS1507 ve NK 603 misir
cesitlerinin, kaynagi olan genetik olarak degistiriimemis misir ¢cesidi ile hayatta kalma,
ureme ve yayillma o&zellikleri bakimindan, Lepidoptera takimindaki bdcek tlrlerine
dayanikhlik, glifosinat ve glifosat herbisiti uygulamasi disinda, herhangi bir fark
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gostermedigi bulunmustur (EFSA 2003, 2005, CERA 2009, Canadian Food
Inspection Agency, 2002). Ayrica, genetik olarak degistiriimis DAS1507 misir
cesidinde, istilaci 6zellige neden olacak herhangi bir genetik modifikasyona dair kanit
bulunamamigtir. GD DAS1507xNK603 misir ¢esidi morfolojik ve blylime o6zellikleri
bakimindan kendi anag¢ hatlarindan ve genetik olarak degistiriimemis misira goére
onemli bir fark tespit edilmemistir (CERA 2009).

Sonug olarak; Bilimsel Komite, DAS1507xNK603 misir g¢esidinin, ¢cevreye yayillma
potansiyeli yonunden genetik olarak degistiriimemis esdegerleriyle benzer oldugu
sonucuna varmistir.

e Bitkiden bitkiye gen kagisi

Misir yabanci dodllenen bir bitki olup, pollenler rizgarla gevreye tasinabilmektedir
(Treu ve Emberlin  2000). Ancak yem amagcli olarak DAS1507xNK603 c¢esidinin
ulkemize girigi nedeniyle bitkiden bitkiye gen kagisinin kaza ile ¢gevreye yayilmasi ile
mumkun olabilir (Nishizawa ve ark 2009).

Kalturd yapilan misir gesgitlerinin Ulkemizde yaygin olarak Uretiimesi nedeniyle
DAS1507xNK603 misir gesidinden yabani tlrlere ve kultir gesitlerine gen kagisi
olasiliginin bulunacagini géstermektedir (Lu ve Yang 2009, Healty Canada Office of
Food Biotechnology 2001, Canadian Food Inspection Agency 2002, ANZFA 2002).

Bununla beraber misir tohumlarinin ender olarak dormansi gostermesi ve sadece
uygun kosullarda izleyen yilda ¢imlenmesi, tohumlarin yenmesi, gurimesi, kis zarari
ve tarim uygulamalari nedeniyle fideler agro-ekosistemde canhligini
surdirememektedir. Bu nedenle, GD DAS1507xNK603 misir ¢esidinin, glifosinat ve
glifosat kullanilan araziler diginda, diger ¢esitlere kiyasla daha uyumlu olabileceqgi
dusunidlmemektedir (EC 2003).

Bitkiden bakteriye gen kagisi

Genetik olarak degistiriimis DAS1507xNK603 misir g¢esidinden Uretilen besin ve
yemlerde bulunan trans-genlerin, insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde ve
dogada bulunan mikroorganizmalarla karsilagsma riski bulunmaktadir. Bitki DNA’sI
memelilerin sindirim siteminde buylk oranda ve hizla pargalanmasina karsin, kalin
bagirsakta DNA parcalarina rastlanabilmektedir (Eede ve ark 2004). Ote yandan bu
gen parcgalarinin prokaryot genomuyla birlesme olasiliginin dogada rastlanilandan
daha fazla olmadigi belirtiimektedir (Nielsen 1998, Keese 2008, EFSA 2005).

Ayrica, GD DAS1507xNK603 misir c¢esidinde antibiyotige direng geninin
bulunmamasi ve aktarilan crylF, cp4 epsps ile pat genlerinin okaryotik hucrelerden
prokaryotlara gecisi mumkun gozikmemektedir (Eede ve ark, 2004, EFSA 2005,
FSANZ 2003).

Sonu¢ olarak; GD DAS1507xNK603 misir c¢esidi ulkemizde yem amagli
kullanilacag! ve uretimi yapilmayacagindan, kazayla olusabilecek yayilmalar sonucu
gelisen bitkilerden, kulturt yapilan misir gesitlerine gen kagisinin son derece dusuk
olacagr dusunulmektedir. Ayrica sindirim sisteminde ve dogada bulunan
prokaryotlara da gen gegisinin yok denecek kadar az oldugu sonucuna variimigtir.
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GENEL SONUG ve ONERILER

Bilimsel Komite, GD DAS1507xNK603 misir ¢esidinin yem olarak kullanim amaciyla
ithal edilmesinin risklerini degerlendirmistir. GD DAS 1507xNK603 misir gesidine
biyoteknolojik yontemlerle aktarilan genlerin yapisi, DNA dizilimi, promotor ve
terminator bolgeleri, ekstra DNA dizileri ve gen aktarim yontemi ayrintili olarak
incelenmigtir. Bu c¢esitle ilgili basvuru dosyasinda yer alan dokumanlar, risk
degerlendiriimesi yapan gesitli kuruluslarin gorusleri (EFSA, WHO, FAO, FDA,
OECD) ve bilimsel arastirmalarin sonugclari (alerjik ve toksik etki analizleri, genetik
modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik Ozellikler, hedef digi
organizmalara etkisi vb.) ile farkli tGlkelerde Uretim ve tiketim durumlari géz 6ntnde
bulundurulmustur. Yine bu GD cesitle yapilan hayvan besleme calismalari da
incelenerek yem olarak kullanimi sonucu ortaya cikabilecek riskler degerlendirilmistir.
Ek olarak bu misir ¢esidinin Ulkemizde kazayla yayillmasi durumunda olusabilecek
tarimsal ve gevresel riskler de g6z dnunde bulundurulmustur.

Bilimsel komite, Lepidoptera takimindaki misir kurtlarina dayanikliigi saglayan B.
thuringiensis subsp. aizawai kokenli crylF ve glifosinat amonyum herbisitine
toleransi saglayan S. viridochromogenes orijinli  pat (phosphinothricin-N-
acetyltransferase) ile  Agrobacterium tumefaciens’den izole edilen ve glifosat
herbisitine toleransi saglayan cp4 epsps genleri ile proteinlerini igeren GD
DAS1507xNK603 misir gesidinin ‘yem olarak’ kullaniimasinin uygun olabilecegi
kanisina varmistir.

Kargilagtirmali analizler ile GD DAS 1507xNK603 misir gesidinin, geleneksel misir
cesitleri kadar guvenli oldugu, alerjenite bakimindan bir degisiklige ugramadigi ve
besin icerigi ile tarimsal 6zellikleri agisindan da bir fark bulunmadigi saptanmistir. GD
DAS 1507xNK603 misir gesidinin kazayla gevreye yayllmasi durumunda, geleneksel
cesitlerden farkli bir cevresel etkinin olusmasi olasiliginin da ¢ok distk oldugu
sonucuna varilmigtir.

Erigilebilen bu bilgiler 1siginda, Bilimsel Risk Degerlendirme Komitesi, GD
DAS1507xNK603 misir danesinin ‘yem olarak’ kullaniimasinin, insan, hayvan ve
cevre agisindan istenmeyen etkilerinin, genetigi degdistiriimemis esdeger cesitten
farkli olmayabilecegi kanisina varmistir.

Risk Yonetimi

Ozellikle bitki disi organizmalardan klonlanarak GD bitkilerinin geligtirimesinde
kullanilan gen/genlerin, gerek GD bitkilerinin gerekse bunlar tuketen hayvanlarin
genomlarindaki olasi olumsuz etkilerinin kisa stirede tam olarak ortaya ¢ikmayacagi
g6z 6nunde bulundurulmalhdir. Bu goérisu dogrulayan USDA, FDA, EPA, CDC gibi
ABD devlet kurumlari, biyoteknoloji sirketlerini kapsamli saha ve guvenlik
arastirmalarina yonlendiren mevzuat dizenlemeleri yapmaktadirlar. Bu gergevede
olusturulan kararlara goére; 1) Tarimsal Urlnler ve hayvan yemleri gelistirmek igin
biyoteknolojik yontemlerin  kullanimi  gerekli olabilmektedir, 2) Biyoteknolojik
yontemlerle Uretilen yemler, kesin bilimsel temellere dayanmak zorundadir, 3) Et, sit
ve yumurtanin guvenligi, bilimsel kanita dayali risk 6ngorisu suregleri ile uygun
bicimde kamu kurumlari ve arastiricilari tarafindan saglanmalidir (Heinemenn, 2009).
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Risk yonetiminin planlanmasi ve bu planinin  uygulanmasi Bilimsel Risk
Degerlendirme Komitesi'nin sorumlulugu digindadir. Ancak Komite, Ithalatgi firma
tarafindan sunulan risk yénetim planini, bilimsel icerik yoninden degerlendirir. GD
DAS 1507xNK603 misir gesidine ait tohumlarin tasinma ve islenmesi sirasinda
kazayla gevreye yayllmasi sonucu olasi gevresel riskler ortaya gikabilir. Bu durumda
5977 sayili Biyoguvenlik Kanunu ve ilgili yonetmelikler uyarinca gerekli onlemler
alinmalidir. ithalatci firma tarafindan sunulmasi gereken risk ydénetim plant;

1. GD DAS1507xNK603 misir gesidinin ¢evre, hayvan ve insan sagligi Uzerinde
olumsuz etkileri dikkate alinarak, merkezi sistem yolu ile ithalatgi firma tarafindan
urunu isleyenler ve kullanicilar bilgilendirilmelidir.

2. Urliniin dagitimini yapan ve kullanan kisiler tarafindan kaydedilen bilgilerin
paylasiimasi icin ulusal dizeyde bir esgudum ve bilgi sistem agi (Europa Bio
benzeri) kurulmahdir.

3. Elde gozetim sistemi agi varsa, bu amagcla kullanilabilir. GD Urunlerin kaza ile
ve/veya sabotajla blyuk olgekte ¢cevreye yayllmasi durumlarinda alinacak hizli ve
kapsamli dnlemlerin Ulusal Afet Planlariyla iligkilendirilerek degerlendirilmesi ve
planlanmasi uygun olacaktir.

4. Ithalatgi firma, yillik olarak genel bir gozetim raporunu ve ithal izin siresinin
sonunda genel bir degerlendirme raporunu Bakanliga sunacaktir. Dogrulanan bir
olumsuz etki durumunda ithalat¢l firma, ilgili Bakanlk birimlerini bilgilendirmek
zorundadir.
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