YEM AMAGLI KULLANILMAK ISTENEN GENETIGi DEGISTIRILMIS
MON89034 MISIR GESIDI VE URUNLERI IGIN BILIMSEL RiSK
DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESIi VE DAYANAKLARI

Bu rapor, genetik olarak degistirimis MON89034 kodlu misir ¢esidi ve Urlnlerinin
(MONB89034 den olusan, iceren veya uretilen Urinler) yem amacl kullanimi igin, 5977
saylili Biyoglvenlik Kanunu ve ilgili yonetmelik uyarinca Biyoglvenlik Kurulu’nun 03.03.2011
tarih ve 6 nolu toplanti karari ile olugturulan ve bu dogrultuda goreviendirilen Bilimsel Risk
Degerlendirme Komitesi tarafindan hazirlanmistir. Raporun hazirlanmasinda, Biyoguvenlik
Kanunu ve kanunun uygulanmasi ile ilgili yénetmelikler, Rio Bildirgesi, Cartagena
Biyoguvenlik Protokolu ve ilgili AB direktifleri gibi ulusal ve uluslararasi duzenlemeler dikkate
alinmistir.

Rapor hazirlanirken MON89034 misir c¢esidi ile ilgili ithalat¢i firma tarafindan dosyada
sunulan belgeler, risk degerlendirmesi yapan muhtelif kuruluslarin (EFSA, WHO, FAO,
FDA,OECD) goérusleri ve bilimsel arastirmalarin sonuglari ile farkli Glkelerde dretim ve
tuketim durumlari géz 6ntiinde bulundurulmustur.

iTHALATCI KURULUSLAR:

e Tirkiye Yem Sanayicileri Birligi Dernegi iktisadi isletmesi
e Beyaz Et Sanayicileri ve Damizlikgilar Birligi (BESD-BIR)
e Yumurta Ureticileri Merkez Birligi (YUM-BIR)

CESIDi URETEN KURULUS:

Monsanto Company

800 N. Lindbergh Boulevard, St.Louis,

Missouri 63167 USA

CESIDIN GELISTIRILME AMACI VE URETIMi:

Bacillus thuringiensis bakterisi gram pozitif, endospor olugturan toprak orijinli bir bakteridir.
1901 yilinda ilk kez 6lu ipek bdcegi larvalarindan izole edilen bu bakteri, 1911 de Almanya
Thuringen’de un degirmeninde 6lG un guvesi (Ephestia kuehniella) larvalarindan izole
edilerek tanimlanmistir (Berliner, 1911). Bu bakterinin olusturdugu endosporlar ve bakteri
hicresi igindeki kristal protein (cry) bécek tarafindan sindirim yoluyla alindiginda bocek orta
barsak epitel hilcrelerinde porlar olusturarak boécedin su kaybindan o6limine neden
olmaktadir. Dunyada pek ¢ok B. thuringiensis bakterisi izole edilmis ve kristal toksin
proteinler belirlenerek 3 dnemli bécek takimina (Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera) karsi
etkili izolatlar secilerek biyolojik micadele amaciyla ticari preparatlar gelistirilmistir (Krieg,
1986; Weiser, 1986). Bu preparatlar Dunya’da ve ulkemizde 6nemli tarim ve orman
zararlilarina, sineklere karsi (halk sagliginda) yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu amacla
rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelere paralel olarak B. thuringiensis tdrlerinde
bdceklere toksik etkiye sahip cry proteinlerini kodlayan genler dogrudan veya baz dizileri
degistirilerek kultir bitkilerine aktarilmistir ( Barton ve ark., 1987; Fischhoff ve ark., 1987;
Vaeck ve ark., 1987). Bu sekilde gelistirilen gesitlerin tarimi yapildiginda, tagidig1 gene bagl
olarak Coleoptera veya Lepidoptera takiminda bulunan zararlilara karsi pestisit
kullaniimaksizin yetistiriimekte ve genetigi degistirimemis klasik ¢esitlere karsi dnemli bir
avantaj saglanmaktadir.

Rapora konu olan MON89034 misir ¢esidi, misirda zararli lepidoptera tirlerine (Ostrinia
nubilalis, Spodoptera ssp, Agrotis ipsilon) kargi 6ldirtcu etkiye sahip Bacillus thuringiensis
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subsp. kurstaki bakterisinin Cry1A.105 and Cry2Ab2 proteinlerinin ekspresyonunu saglayan
genleri icermektedir.

RiSK ANALizi VE DEGERLENDIRMESiI:

MON89034 transgenik misir ve urlnlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi, bu
cesidin gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yéntemi, aktarilan genin molekiler
karakterizasyonu ve urettigi protein, besin degeri, olasi alerjik, toksik ve ¢evreye gen kacisi
ile olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilmistir.

Bu cesitle ilgili bilimsel risk degerlendiriimesi yapilirken, cesitle ilgili ithalat¢i firma/firmalar
tarafindan basvuru dosyalarinda sunulan belgeler, risk degerlendiriimesi yapan kuruluglarin
(EFSA, WHO, FAO, FDA) raporlari ve bilimsel arastirmalarin sonuglari (alerjik ve toksik etki
analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef digi
organizmalara etkisi vb.) ile farkli Ulkelerde dretim ve tiketim durumlari géz &ninde
bulundurulmustur. MON89034 misir c¢esidi ile yapilan hayvan besleme c¢alismalari da
incelenerek, yem olarak kullanimi sonucu ortaya ¢ikabilecek riskler dederlendirilmistir. Ayrica
bu ceside ait tohumlarin kaza ile dogaya yayilarak yetismesi halinde ortaya cikabilecek
tarimsal ve gevresel riskler de dikkate alinmistir.

1. Molekiiler Karakterizasyon
1.1. Aktarilan genleri tagiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

MONB89034 misir g¢esidi, Monsanto firmasi tarafindan geligtirilen, misirda zararli olan
lepidopterlere karsi direncli bir Griindir. MON89034 misir ¢esidinde, Bacillus thuringiensis’
den aktarilan genler (Tablo 1), Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerini tretir. crylA.105 geni, B.
thuringiensis  subsp. kurstaki ve aizawai suslarindan alinan (g farkli cry proteininin
islevsel bolgelerini iceren, 133 kDa'luk kimerik yapida bir protein Grtintdir. cry2Ab2 geni ise
B. thuringiensis subsp. kurstaki'den alinmigtir ve 61 kDa'luk bir protein Uretmektedir.
Bacillus thuringiensis’e ait CrylA proteini modifiye edilerek CrylA.105 proteini elde
edilmistir. Cry1A.105 modifiye proteini, CrylAb proteini ile %90, CrylAc proteini
ile %93.6, Cry1F proteini ile %76.7 oraninda amino asit benzerligi gostermektedir.

Asagida MON89034 misir ¢gesidinin  olusturulmasinda kullanilan yabanci molekiler yapilar
ile ilgili detayli bilgi bulunmaktadir.

Tablo 1. Genetik Elemanlar

Gen Gen kaynagi Promotor ve diger Terminator Kopya
elemanlar sayisi
crylA.105 kimeric cryl delta- CaMV 35S Misira ait 1s1 soku 1
endotoksin (Bacillus Piring aktin gen intronunun proteininin anlatim
thuringiensis) anlatim yapmayan 5' bolgesi yapmayan 3' bdlgesi
cry2Ab2 cry2Ab delta-endotoksin FMV-35S — promotdru A. tumefaciens nopalin 1
(Bacillus thuringiensis) ( Figwort Mosaic Virusu) sentaz (nos) 3'- anlatim
Misir sicaklik soku protein yapmayan bdlgesi
geni intronu Hsp70

MON89034 misir ¢esidi, 2T-DNA iceren PV-ZMIR245 binari vektérinin Agrobacterium ABI
susu aracihgi ile olgunlagsmamis misir embriyosuna aktarimi ile olusturulmustur. T-DNA |
olarak adlandirilan birinci T-DNA (Tablo 2), crylA.105 ve cry2Ab2 anlatim kasetlerini
icermektedir. T-DNA Il olarak adlandirilan  ikinci T-DNA ise nptll anlatim kasetini
icermektedir. Iki farkli T-DNA ile gen aktarimi yapilmasi, bu T-DNA'larin genetik yerlesim
sonrasi klasik islah ile farkl genetik acilimlarinin saglanmasi ve nptll markdr geni tagimayan
bitkilerin secilmesi icin uygulanmistir. Transformasyon sonrasinda iki T-DNA bdélgesinin de
bitki genomuna aktarimi saglanmistir

crylA.105 gen kaseti, promotdr ve CaMV 35S RNA’si igin 9bg lik lider dizi igerir. cry2Ab2 gen
kasedi ise Figwort mozaik virisinin 35S promotérinu (P-FMV), misir 1si sok protein genini
(I-Hsp70), musir “ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase” kiglk altbirimini (TS-SSU-CTP),
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Bt'den alinan dizenlenmis Cry2Ab2 proteinini kodlayan bolgeyi (CS-cry2Ab2) ve
Agrobacterium tumefaciens nopalin sentaz genini igerir (T-nos).

1.2. Aktarilan genlerin molekiiler yapi, ekspresyonu ve kararlilik analizleri

MON89034 misir ¢esidi, markdérden arindiriimig bir ¢esittir. Bu c¢esidin  molekuler
tanimlanmasi Southern blot analizi ile yapilmistir. Aktarilan yabanci DNA, misir genomunda
tek bir lokusta bulunmaktadir, crylA.105 ve cry2Ab2 anlatim kasetlerinin (Tablo 1) birer
islevsel kopyasini icermektedir. MON89034 misir gesidinde, crylA.105 geninin anlatimini
dizenleyen e35S promotdrl dizenlenmistir ve PV-ZMIR245'de bulunan sagd sinir bdlgesi,
sol sinir bolgesi ile yer degistirmistir. MON89034 misir ¢cesidinde, plazmid DNA’s1 veya nptll
dizisinin varhgi bulunmamigtir. Bunun yanisira, PCR ve DNA dizileme c¢alismalari ile
aktarilan yabanci DNA dizisinin ve ilgili elemanlarin dizileri ve varliklari dogrulanmistir.

MONB89034 misir ¢esidine aktarilan DNA’nin bitlnligud, Southern blot parmakizi calismasi
ile gosterilmis ve yedi nesil boyunca kontrol edilmigtir. Detayll olarak yapilan molekuler
analizlerde cry1lA.105 ve cry2Ab2 genlerine tek kopya olarak rastlanmis ve sonraki nesillere
de aktarildiklari gozlenmisti. MON89034 misir c¢esidinde antibiyotik direng geni
bulunmamaktadir.

Ayrica, MON89034 misir g¢esidinin bircok neslinde yapilan analizlerde PV-ZMIR245
plazmidine ait dizilere rastlanmamistir. Gen kararlihgi ile ilgili yapilan calismalarda
MONB89034 misir ¢cesidinde bulunan lepidopterlere karsi direng gosterme 6zelligine ait gende
Mendel'in agilim prensipleri gdzlenmistir.

MON89034 misir ¢esidi dokularinda bulunan Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin anlatim
seviyeleri Amerika Birlesik Devletlerinde bircok misir Gretim alaninda izlenmis ve ilgili
proteinlerin yaprak, kok, dane, saman ve polende ifade edildigi gosterilmistir. 2005 yilinda
bes farkli alanda yapilan ekim c¢alismalarinda, gelisim sirecinde hasat edilen bitkilerde
CrylA.105 ve Cry2Ab2 protein miktarlarinin  yaprak, kok, tane ve tum bitkide farkh
miktarlarda bulundugu belirlenmigtir. Ayrica, genel olarak ilgili protein miktarlarinin gelisim
surecinden sonra azaldigida gézlenmigtir.

MON89034 misir gesidinde bulunan ve bitki genomuna aktarilan 77 bg¢'lik parganin
cogaltimi (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/summaries/MON89034 validated Method.pdf), bir
¢ift primer ve hedef bodlgeye 6zel floresan (FAM) isaretli prob kullanilarak
gerceklestiriimektedir.

Tablo 2. MONB89034 misir ¢esidinin olusturulmasinda kullanilan T-DNA I‘de bulunan yabanci
molekuler yapilar ile ilgili bilgi bulunmaktadir.

Dizi Boyut (Kb) Kaynak islev

B-sag sinir 0.36 A. tumefaciens Sinir

P-e35S 0.62 Karnibahar mozaik virisi Promotoér

L-Cab 0.06 Bugday Lider

I-Ract1 0.48 Celtik intron

CS-crylA.105 3.53 B. thuringiensis Kodlayici dizi

T-Hspl7 0.21 Bugday Intron

CS-cry2Ab2 1.91 B. thuringiensis Kodlayici dizi

T-nos 0.25 A. tumefaciens Transkript sonlandirici dizi
B-sol sinir 0.44 A. tumefaciens Sinir
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2. Kimyasal Bilegim ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi
2.1. Kimyasal bilesim analizi

Saha denemeleri sonrasinda kimyasal bilesim analizlerinin belirlenmesinde, MON89034
misir ve transgenik olmayan misir melezi (LH198 x LH172) ile karsilastiriimistir.
Karsilastirmada ek olarak, U¢ ticari misir melezi her deneme alaninda denemeye alinmistir.
Her bir deneme alaninda Ug¢ tekrar bloju olusturulmustur. Saha denemeleri ABD’de 2004
yilinda, Arjantin 'de 2004-2005 sezonunda gerceklestiriimistir. Her sezon/yil 5 farkli cografi
bdlgenin farkli tarimsal kosullarinda yapilmistir. Her deneme alaninda toplanan misir hasil
ve misir tanesinde ayri ayri kompozisyon analizleri yapiimistir.

Misir hasilinda yapilan kimyasal analiz ile ham besin madde miktarlari (protein, yag, kil ve
nem) ile, asit deterjan lif (ADF), noétral deterjan lif (NDF), mineraller (kalsiyum ve fosfor)
hesaplama ile karbonhidratlar tespit edilmistir. Misir tanelerinde ham besin madde analizleri,
ADF, NDF, TDF (toplam diyet lifi), amino asitler, yag asitleri, vitaminler (B1, B2, B6, E, niasin
ve folik asit), mineraller (kalsiyum, bakir, demir, magnezyum, manganez, fosfor, potasyum,
sodyum, ¢inko), anti-besinsel faktdrlerden fitik asit ve rafinoz ve ikincil metabolitleri furfural,
ferulik asit ve p-kumarik asit analizleri yapiimistir. Ayrica karbonhidratlar hesaplama ile tespit
edilmigtir. Misir hasilinda toplam 9 bilesen, tahil tanesi olarak 68 bilesen analiz edilmistir. E
vitamini ve rafinoz bilesenleri sadece 2005 yilinda tarla denemelerinde elde edilen
materyallerde analiz edilmigtir. Her bir bilesen icin elde edilen analiz degeri MON89034 misir
ve ayni deneme alanlarindan ve tum merkezlerden toplanan kontrol olarak Uretilen
geleneksel misirlar arasinda istatistiksel analizler yapilmistir. Gorilen farklhihklar kabul
edilebilir sinirlar iginde bulundugu rapor edilmigtir (EFSA, 2008; Drury ve ark., 2008).

2.2. Tarimsal Ozelliklerin Analizi

Genetidi degistiriimis (GD) ve genetidi degistiriimemis misir gesitleri arasindaki farklari, tim
Ozellikler bakimindan ortaya koyabilmek icin son yillarda ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
GD misir gesitleri biyoteknolojik yontemlerle elde edildigi icin, bu yeni cesitlerde sadece
amaca, yani hastaliga/ béceklere/ yabanci otlara dayaniklilik bakimindan degisiklik meydana
gelmektedir. Nitekim 2004 ve 2005 yilinda ABD’de yapilan arastirmalara gbre 6nemli
tarimsal 6zellikler (tohum ve gicek morfolojisi, bitki boyu, vejetasyon suresi vb.) bakimindan
lepidoptera takiminda yer alan zararli béceklere dayaniklilik geni ihtiva eden MON89034
misir cesidi ile geleneksel hibrit misir ¢esitleri arasinda bilinen tarimsal ve biyolojik
karakterler ile yabanci ot rekabeti bakimindan farklihgin olduguna dair kesin bir bulgu rapor
edilmemistir (EFSA 2008). Ek olarak MON89034 misir gesidinin, islenmesi, besinlerde ve
beslenmede yer almasi,depolanmasi, paketlenmesi, kullanilabilirligi bakimindan geleneksel
misir ¢esitlerinden farkli olmadidi rapor edilmistir (Regulation EC N01829/2003)

3. Cevresel Risk Degerlendirmesi

Ulkemizde GD bitkilerin yetistiriimesi kanunen yasak oldugundan gevresel risk
degerlendirmeleri; MON89034 misir gesidinin  kullanimi dikkate alinarak hayvan yemi
seklinde tuketimi sonrasi sindirim sisteminden baslayip digki ve gubre seklinde indirekt
sekilde maruz kalma, GD urinin0 tasima, depolama ve isleme esnasinda kazayla ¢evreye
yayllma riskleri ile sinirli tutulmustur.

MON89034 misir gesidi misirda zararl lepidoptera turlerine (Ostrinia nubilalis, Spodoptera
ssp, Agrotis ipsilon) kargi éldirici etkiye sahip Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki ve
aizawai suslarinin Cry1A.105 and Cry2Ab2 proteinlerini kodlayan genlerini icermektedir.

3.1. Genetik degisiklikten kaynaklanabilecek yayilma potansiyeli

Dogada bulunan bitkiler arasinda en yiksek enerji stoguna sahip olan misir bitkisi Diinya’da
159 milyon hektar alanda ekilmekte ve yaklagik 817 milyon ton tane uretimi yapilmaktadir.
Ulkemizde 2009 yil verilerine gore 592 bin hektar ekim alaninda yaklasik 4.2 milyon ton tane
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uretilmigtir . DUnya ortalamasi olarak, uretilen misirin yaklasik %27’si insan beslenmesinde,
%73’0 hayvan beslenmesinde kullaniimaktadir (FAO, 2009).

Misir, yazlik bir sicak iklim bitkisi olup, Turkiye kosullarinda kisin tariminin yapilma sansi
yoktur (Kirtok, 1998; OECD, 2003). Kogan uzerinden dokulen misir tanelerinin topraga
karisarak kis kosullarini atlatip, ilkbaharda c¢imlenip neslini devam ettirme sansi da
bulunmamaktadir. Kogan Gzerinden dokulen misir danelerinin de hayatta kalmasi ¢gok zordur
ve uzun yillar Tarkiye’de yetistirimesine ragmen kiltlre alinan alanlar disinda kendiliginden
gelisen misir bitkisi ne rastlanmamaktadir. Ayrica misirin Turkiye'de tozlasma potansiyeline
sahip yabani tirleri bulunmamaktadir. Ulkemizde yerli misir gesitleri ¢cok sinirli alanlarda
yetigtiriimektedir. GD misir kiltire alinmadid icin de yerli gesitlere polen akigi riski gok az
gorulmektedir.

MONB89034 misir ¢esidi kultire alindiginda, misir kogan kurdu (Ostrinia nubilalis) larvalarina
karsi bocek dayaniklilik geni igermesi zararli populasyonunun yogun oldugu durumlarda
misir yetigtiriciligi igin dnemli bir avantaj saglamaktadir. Ancak s6z konusu misir gesidi bocek
dayanikhlik geni disinda hastaliklara dayaniklilik, diger kultar bitkileri ile rekabet, soduk
kosullarda yasamini slrdirme, dormansi fazina sahip olmama gibi klasik misir cesitlerine
gbre farkh bir ozellik icermemektedir. Bu durumda da misir dretim alanlar disinda
kendiliginden yetiserek yasamini strdirme sansi bulunmamaktadir.

Ayrica 2004 ve 2005 yillarinda ABD’de, 2004 yilinda Arjantin'de MON89034 misir ¢esidi ve
kontrol olarak genetigi degistiriimemis misir kullanilarak yaruttlen fenotipik karakteristikler ve
cevre iligkilerini hedef alan karsilastirma denemelerinde biyolojik agidan dnemli bir farka
rastlanmamistir. Tarla verileri MON89034 misir ¢esidinin klasik misir ¢esitlerine gore asiri bir
yayllma, farkl bir gelisme ya da dogaya uyum 6zelliginin bulunmadigini géstermistir. Ayrica
mevcut literatr incelendiginde s6z konusu cgegitin dogada kalabilme, kigi gegirebilme gibi
farkh bir 6zellik tasimasina yonelik herhangi bir bulguya da rastlanmamistir.

3.2. Gen transfer potansiyeli

Herhangi bir genin transfer olabilmesi; DNA'nin dogrudan horizontal olarak transferi veya ilgili
geni tasiyan tohumlardan olusan bitkilerin tozlasmasi ile vertikal gen transferi ile mumkun
olmaktadir.

3.3. Bitkiden bitkiye gen transferi

Misir yabanci doéllenen bir bitkidir. Ciceklenme periyodu boyunca bir misir bitkisi 5 milyondan
fazla polen uretebilmektedir (Kurt, 2010). Buna bagh olarak bir bitkiden diger bir bitkiye polen
gegisi, dolayisiyla gen akigi dogal bir strectir. Turkiyede GD misirdan gen kagigi olasiligini
sinirlandiran faktorler:

e GD urun tariminin Tarkiye’de kanunlarla yasaklanmis olmasi,
e Turkiye’nin misir bitkisinin gen merkezi olmamasi,

e Misir tariminin sinirl alanlarda yapilmasi,

e Misir tohumlarinin dormansi géstermemesi,

¢ Uygun kosullar altinda ¢imlenip gelisebilmeleri,

e Tohumlarin yenmesi ve ylksek nem iceriginden dolay1 6zel muhafaza kosullari digsinda
kolayca ¢urumesidir.

Misir, uygun kosullarda tarimsal ekosistem icerisinde canliligini siirdiirebilen bir tirdir. ithali
talep edilen MON89034 misir g¢esidi sadece yem amagclh olarak kullanilacaktir. Bununla
birlikte kontrol edilemeyen faktorler (kaza, dikkatsizlik, kasit vb.) ile ¢ok az da olsa gevreye
yayllma olasiligi vardir. Cevreye kazara dagilan GD misir tohumlarindan yetisen bitkilerdeki
bécek dayaniklilik geninin varligi zararlinin (Ostrinia nubilalis) yodun oldugu kosullarda bu
bitkiler igin bir avantaj gibi goérinmektedir. Ancak Uulkemizde bu bitkilerin dogrudan
yetigtiriimesi disinda, soguk iklim kosullari, hastaliklara duyarlilik, dormansi yoklugu, dusuk
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rekabet yetenegi gibi nedenlerle bu bitkilerin yasama sansi bulunmamaktadir. S6z konusu
GD musirin genel karakteristikleri degismedigi ve kiltiire alinmadigi surece icerdigi genetik
degisiklik segici bir avantaj saglamayacaktir. Bu nedenle diger pek ¢ok misir c¢esidinde
oldugu gibi, GD misir Ulkemizde sadece Iliman iklime sahip bdlgelerde ertesi yila kalabilme
ihtimali tasimaktadir. Bu durumda da ulkemiz c¢evre kosullarinda geliserek 6nemili
populasyonlar olusturma ihtimali mumkdn gérunmemektedir.

3.4. Bitkiden bakteriye gen transferi

EFSA 2004 ve EFSA 2007 de belirtilen mevcut bilimsel veriler dikkate alindiginda; ancak
mikroorganizmalar arasindaki uyumlu rekombinasyonlar olmasi durumunda gen transferi
gerceklestigi icin, dogal kosullarda GD bitkilerden mikroorganizmalara gen transferi hemen
hemen imkansiz goérinmektedir. MON89034 misir cesidi tohumlarinin cevreye kazara
dagiimasi durumunda bitkisel materyalin veya dogaya dagilan polenlerin toprakta ¢lrimesi
sonucu mikroorganizmalar transgenik DNA ile kargilasabilecektir. Ayrica GD misirdan
yapilmis gida ve yemler de transgenik DNA icermektedir. Bu sekilde insan ve hayvanlarin
sindirim sistemindeki mikroorganizmalar transgenik DNA ile karsilasabilir.

MONB89034 misir gesidindeki degistiriimis crylA.105 geni, ikiye katlanmis bir enhancer
bdlgesini igceren Karnabahar Mozayik virlsinin (CaMV) 35SRNA yoénetiminde ve e35S
promotoru ile kontrol edilmektedir. MON89034 misir ¢gesidindeki cry2Ab2 geni ise Figwort
mosaic virus promoter 35S (P-FMV) tarafindan kontrol edilmektedir. Her iki promotor da
prokaryotik mikroorganizmalarda sinirli bir aktiviteye sahiptir. GD bu misir ¢esidindeki s6z
konusu degisiklikleri iceren genler dogada sadece belirli mikroorganizmalarda mevcuttur.

Degistirilmis Cry1A.105 proteini Bt CrylA proteini ile amino asit dizilisi acisindan Cry1Ab,
CrylAc ve CrylF proteinleri ile sirasiyla % 90.0, 93.6 ve 76.7 oraninda bir benzerlik
gOstermektedir. MON89034 igindeki Cry2Ab2 sinifi proteinlerin bir tyesi olup B. thuringiensis
subsp. kurstaki bakterisinden izole edilen dogal Cry2Ab2 proteinin bir varyantidir ve amino
asit dizilisi agisindan % 95 oraninda benzerlik géstermektedir.

crylA.105 ve cry2Ab2 genlerinin yapisi ve orijini dikkate alindiginda c¢evre ve sindirim
sistemindeki seleksiyon basincinin eksikligi, bu genlerin diger mikroorganizmalara farkl bir
Ozellik katacak yada uyumunu arttiracak sekilde horizontal olarak gen transferini son derece
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle s6z konusu genlerin insan ve hayvan sindirim sistemindeki
mikroorganizmalara transferi mumkun goérulmemektedir. Cok az bir olasikla bu transfer
gerceklesmis olsa bile insan ve hayvan sagligi agisindan olumsuz bir etki s6z konusu
olmayacaktir. Cinkl mevcut mikrobiyal kominiteye yeni bir dzellik katmayacagi gibi mevcut
mikroorganizmalara uyumu da son derece sinirlidir.

3.5. Hedef organizmalar ile bitkilerin potansiyel etkilegimi

MON89034 misir ¢esidi misirda zararh bazi lepidoptera larvalarina dayaniklihk saglamak
amaciyla gelistiriimis olup bécek hiicrelerinin lipit memranlarinda porlar olusturarak etki eden
Cry proteinlerinin degistiriimis Cry1A.105 and Cry2Ab2 formlarini igcermektedir (Bravo ve ark.,
2007; Gomez ve ark., 2007; Pigott ve Ellar, 2007; Rausell ve ark., 2004).

MONB89034 misir c¢esidi Ulkemizde yetistirimedigi slrece, tasinma, depolama ve isleme
sirasinda kazara etrafa dagiimasi ve buradan populasyonlar olusturmasi, GD misirla
beslenen hayvanlarin digski ve gubreleri yoluyla Ulkemizdeki hedef organizmalarin
populasyonlari Uzerinde s6z konusu proteinlere direng risk yaratma olasiigi oldukca
dusiktar.

3.6. GD bitkilerin hedef olmayan organizmalar ile potansiyel etkilesimi

MONB89034 misir gesidindeki Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinleri cevreye kazara dagilan
tohumlardan olusan bitkilerden veya hayvan digki ve gubreleri ile hedef olmayan
organizmalarla karsilasmasi olasidir. Bu durumda cry proteinlerinin segiciligi dikkate alinarak
benzer taksonomik grup icinde yer alan hedef olmayan organizmalarin etkilenmesi ihtimal
dahilindedir (OECD, 2007). Ancak yapilan arastirmalar Cry1A.105 ve Cry2Ab2 protein
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miktarinin tanelerde ifade edilen protein oraninin kuru agirlik olarak 1.9-7.0 ve 0.7-3.1 pg/g
arasinda oldugu dikkate alinirsa bu sekilde ¢evreye dagilan protein miktari son derece distk
olacaktir. Ayrica pepsin iceren simile edilmis sivi ortamda yiritilen denemeler rekombinant
E. coli’de uretilen Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin %99 nun 30 saniye iginde
parcalandigini gostermistir. Benzer sekilde her iki protein pankreatin iceren bagirsak
sivisinda pargalanmaktadir. Ozellikle Cry proteinlerinin gogu sindirim sisteminde enzimatik
aktivite sonucu tamamen parcalanmakta ve Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinleri cok az bir
miktari diskiya gegmektedir. Bu bulgular ayni zamanda Cry proteinleri ile ilgili yapilan diger
calismalar ile de kanitlanmistir (Lutz ve ark., 2005; Lutz ve ark., 2006).

Cry proteinlerinin ¢gevreye dagilarak toprakta varligi dikkate alindiginda humik asit, kil ve
organik madde-mineral kompleksine baglanmasi sonucu bozunmadan kalabilecegi
dustnulebilir (OECD, 2007). Ancak bu konuda yapilan bir ka¢ calisma topraktaki GD
bitkilerde bulunan Cry proteinlerinin toprakta kalici olmadigi gibi herhangi bir birikimin de s6z
konusu olmadigini gostermektedir (Ahmad ve ark.,2005; Baumgarte ve Tebbe, 2005;
Dubelman ve ark., 2005; Head ve ark., 2002; Herman ve ark., 2001; 2002; Hopkins ve
Gregorich, 2005; Krogh ve Griffiths, 2007).

Sonug olarak MON89034 misir ¢esidindeki Cry toksinlerinin gevrede misir tanelerinin kazara
dokulmesi veya hayvan digkilarinin ¢gevreye dagilmasi sonrasi suya veya topraga karisan
miktarin ¢ok dusuk olacadi ve lokal olarak kalacagi belirtiimektedir. Bu kosullar altinda
potansiyel olarak duyarli olan hedef digi organizmalarin bu proteinlere maruz kalma olasiligi
dasuktar .

4. Yem Guvenliginin Degerlendirilmesi
4.1. islemenin Etkisi

MONB89034 misir ile geleneksel misirin kimyasal bilesim olarak esdeger oldugu g6z 6nine
alindiginda islemenin de etkisinin farkli olmasi beklenmemektedir.

Misir isleme sireclerinin pek gogunda sicakla muamele, hidroliz, hafif asidik suda 1slatma ve
kurutma uygulanmaktadir. Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin pargalanabilirligi Uzerine
Isinin etkisini gostermek icin, ortalama 15 dakika slreyle 204 °C altinda protein kararliligi
incelenmistir. Is1 uygulamasindan sonra kuru 6gutilmus misirda tespit edilen CrylA.105
protein miktari %78-94 iken, Cry2Ab2 protein igin %70-77 olarak belirlenmigtir. Ayrica misir
yagi, misir nigastasi gibi birgok misir Grtinlerinde protein igerigi duguktir. MON89034 misirin
islenmesiyle elde edilen yem dUrunlerinde Cry1A.105 ve Cry2Ab2 protein duzeylerinin
islenmemis misirda bulundugundan daha diusik olacagi sonucuna variimigtir (EFSA, 2008).

4.2. Toksikolojik Degerlendirmeler

MON89034 misir gesidinde Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin dusuk ifade edilme oranlari
ve proteinin yeterli miktarda izole edilememesi nedeniyle givenlik ¢alismalari B.thuringiensis
ve E.coli'den elde edilen proteinlerle yapilmistir. E.coli’'den elde edilen proteinlerin yapisal
benzerlidi ve fonksiyonel esdegerlilikleri ¢esitli yontemlerle dogrulanmistir.

4.2.1. MON89034 misir gesidinde ifade edilen yeni proteinlerin toksikolojik yonden
degerlendirilmesi

S0z konusu gesidin gelistiriimesi igin aktarilan genler B.thuringiensis’in farkli suslarindan elde
edilmistir. Kimerik Cry1A.105 ve Cry2Ab2 genlerinin kodladigi, proteinlerin lepidoptera ve
lepidoptera/diptera takimlarina kargi toksik oldugu iyi bilinen, ama insan ve hayvanlarda
toksik ve alerjik etkileri oldugu kesin olarak bilinmeyen proteinlerdir.

Kimerik Cry1A.105 proteini birkac islevsel bdlgelerden (domain) olusmustur; CrylAb ve
Cry1Ac’den olusan alan | ve Il, Cry1F’den olusan alan Il ve Cry1Ac’den olusan C-terminal
alan. Cry1Ab ve Cry1Ac proteinleri alan | ve Il ile %100 amino asit dizilis benzerligi
gosterirken, Cry1F ve alan lll arasindaki uygunluk daha dusik derecededir. Cry1A.105
proteininin 6teki genel Cry proteinleriyle yapilan filogenetik ¢calismasi, genetik yonden Cry1Ac
proteinleriyle %93.6 oraninda benzerlik gostermistir. Ayni proteinin insektisidal etkinligi
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Cry1Ac, Cry1Ab ve Cry1F proteinleriyle fonksiyonel benzerlik gostermistir. Bu ¢ Cry
proteini ile daha énceden bilinen Cry1Ab ve Cry1F GD Urlnlerde ifade edildiginde guvenli
olarak bulunmustur. Cry1Ac proteini Cry1Ab ve Cry1F proteinleriyle yapisal yonden benzerlik
gostermistir.

4.2.2. Akut Toksisite Testleri

10 erkek ve 10 disi CD-1 farelerinde Cryl1A.105 ve Cry2Ab2 proteinleriyle yapilan akut oral
toksisite caligmalarinda, sirasiyla 2072 ve 2198 mg/kg/canh agirlik dozunda olumsuz bir etki
go6rulmemistir (EFSA 2008).

4.2.3. In vitro sindirilebilirlik

Cry1A.105 ve Cry2Ab2’nin sindirilebilirligi SDS-PAGE gel boyama ve Western blot analizi
kullanarak yapay mide sivisinda in vitro olarak arastiriimistir. SDS-PAGE jel boyama testi
pepsin iceren yapay mide sivisinda bunlarin 30 saniyede icinde en az %99 oraninda
parcalandigini gostermistir. Bu bulgu Western blot testiyle de dogrulanmistir.

Her 2 Cry proteini pankreatin iceren yapay bagirsak sivisinda da parcalanmistir. Cry1A.105
proteininin birkag parcaya ayrilarak 5 dk icinde parcalandigi  Western blot testi ile
gosterilmistir. Bu parcalarin en blyugu 24 saatten fazla kalmistir. Benzer olarak Cry2Ab2
proteinin %97.5’u yapay bagirsak sivisinda yaklasik 5 dk sonra, diger parcalari ise 15 dk
icinde parcalanmistir. Birkag kiguk parca 24. saatte tespit edilmisse de bunlar da daha sonra
kaybolmustur.

In vitro sindirim deneyleri Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin sindirim enzimleriyle hizla
parcalandigini gostermektedir (EFSA 2008).

4.2.4. Proteinler disinda yeni bilesiklerin toksikolojik degerlendirmesi

MON89034 misir gesidinde CrylA.105 ve Cry2Ab2 proteinleri disinda ifade edilen yeni
bilesik bulunmadigindan (EFSA 2008) yeni bilesiklerin toksikolojik degerlendiriimesine gerek
duyulmamistir.

4.2.5. MON89034’lin toksikolojik agidan degerlendirilmesi

MONB89034 misir gesidi ile yapilan subkronik 90 glnlik besleme calismasinda Sprague-
Dawley Crl:CD irki siganlara (U¢ grupta 20 ser adet disi ve erkek) misir iceren rasyonlar
verilmigtir. Gruplardan birine %33 MON89034 misir, digerine %11 MON89034 misir (%22
GD olmayan misir katkili) ve Gg¢lncusune %33 GD olmayan kontrol misiri (LH198 X LH172)
verilmistir. Rasyonun kimyasal bilesimi ve herbisit kalintilari ve mikotoksin oranlarini da
iceren analizler yapilmigtir.

Uygulama boyunca klinik ydnden bir etki gbézlenmemistir. %33 GD misir verilen bir disi
hayvan galismanin 14. gininde &Imustir. Calisma raporuna gore nekropside mikroskopik
muayeneler idrar yollari ttkanmasi sonucu 6lum goruldugunu ortaya koymustur. Ama gogus
boslugunda 5 ml sivinin varligi en énemli klinik bulgu olarak degerlendirilmistir. Olim nedeni
belirlenememis, ancak muhtemelen GD misirla ilgisi olmadigi sonucuna varilimigtir.

Gruplar arasinda canh agirlik, canli agirlik artisi ve yem tiuketiminde farklilik gérilmemistir.
Her bir cinsiyet ve dlzey igin hematolojik, biyokimyasal ve idrar parametresi karsilastiriimis
ve yalnizca dugsik duzeyde GD misir verilen digilerde ortalama trombosit miktari kontrol
gruplarindan farkli bulunmustur. Ancak bu degerler normal sinirlar arasinda bulunmus,
ayrica doza bagl olmamis, erkeklerde de goérulmemistir. Bu nedenle GD misirla ilgisi
olmadigi sonucuna varimistir.

Nekropside organ agirliklari erkeklerde farkli gortulmemistir. Halbuki kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ylksek dozda GD misir verilen digilerde vucut agirligiyla orantili olarak
ortalama tiroid/paratiroid agirliklarinda onemli bir azalma gorulmusgtir. Bununla beraber bu
degerler normal sinirlar arasinda degerlendirilmistir. Ayrica mikroskobik analizlerde
histopatolojik degisiklikler tespit edilmemigtir.
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Organ ve dokulardaki mikroskobik bulgular es deder dagilim géstermis ve 6nemli bir fark
gorulmemistir. Ylksek doz grubunun disilerinde istatistiksel olarak bébreklerdeki degisikligin
nedeni 2 ratla ilgilidir (biri bilinmeyen nedenle 14. giinde dlen sigan, digeri calismanin sonuna
kadar yasayan sigan). Bu iki sicandaki dedisiklikler minimal kronik ilerleyen nefropati,
minimal/ilimh  transitional hicre hiperplazisi, minimal sub-akut yangi ve ilimh hidronefroz.
14. gln 6len sigan ayrica hafif papillar nekroz ve minimal tubuler nekroz gdstermigstir. Her iki
sicanda da idrar kesesinde tas olusmus ve patologlar lezyonlarin muhtemelen bu taslardan
kaynaklandigi sonucuna varmiglardir. idrar kesesindeki tagin ve ilgili bobrek degisikliklerinin
14 glin boyunca misir yedirmeyle olusmasi olasi degildir. idrar kesesinde tas olusmasinin bu
sican 1Irklarinda dugsuk insidensli de olsa olustugu bilinmekte ve genellikle subkronik
calismalarda spontan bir bulgu olarak degerlendiriimektedir (EFSA 2008).

4.2.6. Aleriji ile ilgili degerlendirmeler

4.2.6.1. Yeni ifade edilen proteinlerin alerjenitesinin degerlendirilmesi

MON89034 misir gesidinde ifade edilen Cry1A.105 ve Cry2Ab2 proteinlerinin amino asit
dizilimleri alerjen veri tabaninda (AD8) yapilan karsilastirmalarda, bilinen alerjenlerin
sekanslariyla %35 Uzerinde benzerlik gostermemistir. Yapay memeli sindirim sivilarinda
proteinlerin pargalanmasi sonucunda alerjenite neden olabilecek parcaciklarin olusmadigi
rapor edilmistir (EFSA 2008). Mevcut veriler isiginda yeni ifade edilen s6z konusu
proteinlerin alerjeniteyle iliskili risk tagsimayabilecegi disunulmektedir.

4.2.6.2. Tim GD misir ¢esidinin alerjenitesinin degerlendirmesi

Misir tozu ve misir poleniyle yakin temasta bulunan kisilerde nadiren de olsa alerjik vakalar
bildiriimektedir.Misira bagh gida alerjisi nadir olarak goérulmektedir(Moneret-Vautrin ve ark.,
1998). Ama IgE baglayan proteinler misir ununda bulunmustur (Pastorello ve ark., 2000;
Pasini ve ark., 2002). Misir alerjisi atopik hastalarin ¢cok az bir kisminda belirlenmistir. Ayrica
deri agr testi (SPT) pozitif olan ve misira karsi IgE antikoruna sahip bir ¢ok kisi solunum
alerjisine maruz kalmis ve yalnizca bir kag tanesi misira oral yoldan maruz kaldiginda gergek
gida alerjisi gértlmustir . Bunun igin misir proteinlerine oral duyarlilik ¢ok nadirdir.

Gida allerjenitesi, bitki genomuna transgenin rastgele aktariimasiyla istenmeyen bir sekilde
artabilir. Ancak, teorik olarak herhangi bir endojen proteininin, MON89034 misir ¢egidinde
asir olarak ifade edilse bile allerjeniteye neden olma olasiigi bulunmamaktadir (EFSA,
2008).

4.2.7. MON89034 ‘lin hayvan besleme ile ilgili degerlendirilmesi

Etlik piliclerde 42 glin slren besleme c¢alismasinda 50 erkek 50 disi bulunan alti deneme
grubu olusturulmustur. Birinci deneme grubu rasyonunda MON89034 misir kullanilirken,
ikinci deneme grubuna GD olmayan (MON89034 misir ile benzer genetik kdkenli) (LH198 x
LH172) misir ve diger dort grupta ticari olmayan GM misir gesitleri (ASGROW RX690,
ASGROW RX772, DKC60-15 ve DKC57-01) kullaniimigtir. Misir deneme gruplarinin
baslangi¢c dénemi rasyonlarina yaklasik olarak % 55, pili¢ ve bitirme dénemi rasyonlarina %
59 oraninda ilave edilmistir. Denemede tim gruplarda oldukga dusuk mortalite oranlari tespit
edilmistir. Etlik piliclerin MON89034 igceren rasyonlarla beslenmesi sonucunda toplam yem
tuketimi, yemden yararlanma orani buyume Uzerinde olumsuz bir etkisi gozlenmemistir.
Ancak, MON89034 misir ve kontrol grubunun erkek etlik pilicleri arasinda yemden
yararlanma orani bakimindan istatistiksel olarak anlamh kiguk bir farklilk (1.64 ve 1.59
ka/kg) gézlenmigtir. Diger dort geleneksel grubun yemden yararlanma orani (1.52, 1.53, 1.54
ve 1.61 kg/kg) ile MON89034 misir grubunun degerleri karsilastirildiginda istatistik bakimdan
farkh olmadigi saptanmistir. MON89034 misir ve diger gruplardaki piligcler arasinda soguk
karkas randimani, i¢ yag, goégus kasi, but ve kanat agirhgi ile but ve gbégus etinin nem,
protein ve yag orani agisindan fark saptanmamistir. Elde edilen sonuglar MON89034 misirin
GM olmayan misir ve konvansiyonel misir gesitleriyle karsilastirildiginda besin degerlerinin
esdeger oldugunu gostermistir (EFSA, 2008; Taylor ve ark. 2007).
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MON 89034 misirin besi sidirlarinda performans Uzerine etkilerini saptamak icin iki deneme
yapilmistir. Deneme 1'de, transgenik ve melez misir silaji iceren rasyonlarla beslenen
yaklagik 240 kg canh agirhdindaki besi sigirlarinin performansi karsilagtiriimistir. Deneme
2'de transgenik ve hibrit misir artiklariyla otlatilan besi sigirlarinin  performanslari
karsilastirilmistir. Her iki denemede de, bliyime performansinin transgenik ve konvansiyonel
misirla beslenmeden etkilenmedigi degerlendirilmistir (Weber ve ark., 2011).

GENEL SONUG ve ONERILER

Genetigi degistiriimis bir bitkinin yem guvenligi agisindan bilimsel risk analiz ve
degerlendirmesinde, ¢esidin gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yontemi, aktarilan genin
molekiler karakterizasyonu ve Urettigi protein, besin degeri, olasi alerjik, toksik ve cevreye
gen kagisl ile olusabilecek riskler dikkate alinmaktadir.

Bitkilere gen aktariminda yabanci genin bitki genomuna girisi rastgele olmaktadir ve aktif
halde bulunan genlerin degigsmesi, sessizlesmesi veya sessiz halde bulunan genlerin aktif
hale gelmesi gibi degisimler meydana gelebilmektedir. Bu konuda yapilan calismada,
genetigi degistiriimis  Arabidopsis bitkilerinde 102 adet yeni protein belirlenmistir.
Beklenmeyen etkiler olarak tanimlanan bu degdisimler, yeni metabolitlerin olusmasina veya
mevcut metabolitlerin degismesine neden olabilmektedir (Ren ve ark., 2009).

MON89034 misir gesidinin elde edilmesinde kullanilan gen aktarim yodntemi ve aktarilan
genlerin molekuler karakterizasyonu ile ilgili literatir incelendiginde bilinen herhangi bir
olumsuz sonuca rastlanilmamistir. Ayni sekilde Uretilen proteinlerinin, yapilan biyoinformatik
analizler sonucunda bilinen bir alerjen veya toksik proteinle homolojisine rastlaniimamistir.
MON89034 misir gesidinin yem olarak kullanildigi sinirh sayidaki arastirma sonuglarinda
kontrolle (genetigi degistiriimemis misir) karsilastirldiginda bu Grind igeren yemlerle
beslenen hayvanlarda dogal varyasyon disinda ve tutarli olabilecek toksik veya alerjik
farkliliklar ortaya ¢gikmadigi gériimustar.

MONB89034 misir gesidi tarimsal 6zellikler ve g¢evresel risk agisindan degerlendirilmis ve
cesidin geleneksel misir gesitleriyle farkli olmadigi sonucuna variimigtir. Ulkemizde 5977
sayili kanun kapsaminda genetigi degistirilmis cesitlerin yetistiriimesi yasak olmakla birlikte,
ithal edilmesi distnidlen MON89034 misir gesidi tanelerinin amag disi ¢evreye dagiimasi
veya olasi kacak ekimler nedeniyle gen kagisi riski vardir. Bu nedenle s6z konusu ¢esidin
ithaline izin verilmesi durumunda yetkili kuruluslar tarafindan izlenmesi gereklidir.

Sonug olarak, var olan bilgiler isiginda MON89034 misir ¢esidinin yem olarak kullaniimasi
halinde insan, hayvan ve g¢evre sagligi acisindan kayda deger bir risk tagimayabilecegdi
kanaatine variimistir.
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