RAPOR:

GIDA AMACIYLA iTHALI ISTENEN GENETIGi DEGISTIRILMIS Bt11 MISIR GESIDI
VE URUNLERI iGiN BiLIMSEL RiSK DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESi VE DAYANAKLARI

Bu rapor, Lepidopter misir kurtlarina (Ostrinia nubilalis ve Sesamia nonagrioides)
dayanikli ve glifosinat amonyum herbisitine tolerant genetigi degistiriimis (GD) Bt11
misir ¢esidinin gida amagh ithalati igcin, 5977 sayilh 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 c¢esitle ilgili  bilimsel
arastirmalarin sonuglari, risk degerlendirmesi yapan muhtelif kuruluslarin (EFSA,
WHO, FAO, FDA vd) raporlari ve ithalat¢i firmaca dosyada sunulan belgeler ile farkli
Ulkelerde Uretim ve tuketim durumlari g6z oOnunde bulundurulmustur. Risk
degerlendirmesi gen aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler karakterizasyonu ve
urettigi proteinin ifadesi, ¢esidin muhtemel alerjik ve toksik etkileri ile ¢evreye olasi
riskleri ve gida igleme teknolojileri dikkate alinarak yapiimistir.
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CESIDIN GELISTIRILME AMACI VE URETIiMI

Kualtar bitkilerinin 151k, su ve besin maddelerine ortak olarak énemli oranda verim ve
kalite duguklugune neden olan yabanci otlarla micadele genel olarak ¢apalama, elle
yolma ve kimyasal herbistlerle yapilmaktadir. Yapilan yogun mucadeleye ragmen yine
de yabanci otlar tarim alanlarinda dnemli oranlarda verim kaybina ve urun kalitesinin
dismesine neden olmaktadir. Klasik islah yontemleriyle bazi bitki turlerinde
herbisitlere dayanikh c¢esitler gelistiriimis olmakla birlikte, az sayida tarle sinirh
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kalmistir. Ote yandan son yillarda gelistirilen biyoteknolojik ydntemlerle bar/pat veya
epsps gibi genlerin Dbitkilere aktarilmasiyla glifosinat amonyum ve glifosat
herbisitlerine toleransli GD bitkiler kolaylikla elde edilebilmektedir. Dinyada 2010
yihinda genis spektrumlu glifosinat amonyum ve glifosat herbisitlerine toleransh (HT)
soya uretimi 73 milyon hektara ulagirken, HT kolza Uretimi ise 7 milyon hektar
civarinda olmustur (James, 2011). Ayni sekilde HT seker pancari ve yonca tarimi da
yayginlasirken, son yillarda hem boceklere dayanikli (Bt) hem de HT misir ve pamuk
bitkilerinin Uretiminde Onemli artiglar gozlenmektedir. Genel olarak HT bitkilerin
uretildigi alanlarda verimde &nemli artiglar gbézlenmezken, segici herbisitlerle
mucadelesi zor olan bazi yabanci otlarin kontrol edilmesinde HT bitkiler basarili bir
sekilde Uretilebilmekte ve verim artisi saglanabilmektedir (Brookes ve Barfoot, 2008).

Son yillarda boécek zararinda meydana gelen artiglar, bitkisel Uretimi tehdit eder hale
gelmigtir. Boceklerle mucadele yapilmadigdi takdirde, patates, pamuk, bugday ve misir
gibi Dbitkilerin veriminde buylk olglide azalma meydana gelebilmektedir. Bundan
dolayr bu bitkilerde zararli bdceklere karsi ilaglama sayisi 6ngorulenin UGzerine
cikabilmektedir. Yodun bir ilaglamaya ragmen, bdcek zararinin olusturdugu Grdn
kayiplart %15-20 arasinda degisebilmektedir. Zararli boceklerle mucadelede kulturel
ve biyolojik savas yontemleri kullanilsa da, en etkili ve yaygin olan yontem kimyasal
insektisit kullanimidir. Ancak, bitki kok, govde ve meyvesi igerisinde gelisme gosteren
bdcek larvalarina karsi insektisit kullanimi etkisiz olabilmektedir. Ote yandan, tarim
ilaclari icerisinde insektisitler cevre, insan ve hayvan saglgini en fazla tehdit eden
grup olarak degerlendirimekte olup, insanlar tarafindan ilaglama sirasinda ve
uranlerle kalinti seklinde alindiginda geri donusumu olmayan biyolojik ve genetik
hasarlara yol agabilmektedirler. Yogun insektisit kullanimi ekonomik kayiplara neden
oldugu gibi; toprak ve su kaynaklarinin kirlenmesine, arilar, toprak solucanlari ve
bitkisel Uretim icin gerekli olan faydall boceklere de zarar verebilmektedir. Ayrica,
zararh boceklerin zamanla kullanilan insektisitlere karsi diren¢g kazanmasi sonucunda
daha etkili ve toksik insektisitlerin kullanimi da giderek yayginlagsmaktadir (Cakir ve
Yamanel, 2005; Ozcan, 2009). Klasik bitki I1slahiyla boceklere dayanikli cesitlerin
geligtiriimesi de belirli turlerle sinirli kalmaktadir. Diger taraftan, Bacillus thuringiensis
(Bt) bakterisine ait delta—endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu olan cry
(kristal) genlerin bitkilere aktariimasiyla dnemli zararli boceklere kargi dayanikli kultar
cesitleri gelistirilebilmektedir. Dinyada 2010 yilinda bdceklere dayanikh (Bt) misir
Uretimi 46 milyon hektara ulagirken, Bt pamuk Uretimi ise 21 milyon hektari bulmustur.
En fazla Bt misir Uretimi ABD, Arjantin, Kanada ve Giney Afrika gibi Ulkelerde
gerceklesirken, Hindistan basta olmak tUzere 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
gozlenmektedir (Qaim, 2009; Sadashivappa ve Qaim, 2009). Dayanikli Bt pamuk ve
misir gesitleri sayesinde insektisit ve ilaglama i¢in harcanan yakit maliyeti en aza
indirilerek, verim artisiyla birlikte Urin kalitesinde de onemli gelismeler gozlenmigtir
(Ozcan, 2011).

Boceklere dayanikli ve herbisitlere toleransli GD bitkilerin 2010 yilindaki toplam ekim
alani 29 ulkede 148 milyon hektara ulasmis ve 57 farkli Glkede de yem ve gida olarak
tuketime sunulmustur. GD bitkilerin yariya yakini ABD’de Uretilmekte olup, bu Ulkeyi
siraslyla Brezilya, Arjantin, Hindistan, Kanada, Cin, Paraguay ve Pakistan gibi tlkeler
takip etmektedir. Uretimi yapilan en énemli GD bitki tiirleri ise herbisitlere dayanikli
soya ve kolza ile boceklere dayanikli misir ve pamuktur. 2010 yilinda ABD’de Uretilen
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soyanin %971’i misirin %85’i ve pamugun %88i GD c¢esitlerden olugsmustur. Ayni
sekilde Arjantin, Uruguay ve Paraguay’da Uretilen soya ile Kanada’'da Uretilen kolzanin
ve Hindistan’da Uretilen pamugun %90’dan fazlasini GD g¢esitler olusturmaktadir
(James, 2011).

Bu bagvuruda, misir kurtlarina dayanikli ve glifosinat amonyum herbisitine tolerant GD
Bt11 misir ¢esidi ve Urlnleri i¢in gida amagl ithal izni talep edilmektedir. Bt11 ¢esidine
esas olarak Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 hattindan izole edilen ve misir
kurtlarina dayanikhligi saglayan cry1Ab ile glifosinat amonyum herbisitine karsi
tolerans1 saglayan Streptomyces viridochromogenes kokenli fosfinotrisin asetil-
transferaz (pat) genleri aktariimigtir.

RiSK ANALIizi VE DEGERLENDIRMESI

Bu cesitle ilgili bilimsel risk degerlendiriimesi yapilirken, gesitle ilgili ithalat¢i firmalarca
dosyada sunulan belgeler, risk degerlendiriimesi yapan kuruluslarin (EFSA, WHO,
FAO, FDA) raporlari ve bilimsel arastirmalarin sonugclari (alerjik ve toksijenik etki
analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef
disi organizmalara etkisi vb.) ile farkh Ulkelerde Uretim ve tluketim durumlar goz
onunde bulundurulmustur. Bu GD cesidiyle yapilan hayvan besleme caligmalari da
incelenerek, gida olarak kullanimi sonucu ortaya ¢ikabilecek riskler degerlendirilmistir.
Ayrica bu geside ait tohumlarin kaza ile dogaya yayilarak yetismesi halinde ortaya
cikabilecek tarimsal ve gevresel riskler de dikkate alinmigtir.

GD Bt11 misir ve urlnlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi, bu ¢esidin
gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler
karakterizasyonu ve Urettigi protein, besin degeri, muhtemel alerjik, toksik ve gevreye
olasi kagigsi ile olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilmistir.

e Aktarilan genleri tasiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

Taslyici olarak pUC18 plazmitinden tlretilmis olan ve bakteriyel ampisiline direng geni
iceren pZO1502 vektérd kullaniimistir.  Ancak, ampisiline direng geninin bitki
hicrelerine gegisini engellemek igin pUC18 vektora Notl enzimi ile kesilmistir. Bu
kesim sonucundan vektor ampisiline direng geni ve cry1Ab ile pat genlerini tasiyan iki
parcaya ayriimis ve partikiil bombardimani ile gen aktarimi sonucunda yalnizca
cry1Ab ve pat genlerini tagsiyan DNA pargasi bitkiye aktarilmistir. Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1 hattindan izole edilen cry1Ab geni karnabahar mozayik virisune
ait 35S promotdr ve Agrobacterium tumefaciens’e ait NOS terminatér bdlgeleri
tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica bu kasette misirda protein Gretimini tesvik eden
IVS9 DNA dizini de bulunmaktadir. Glifosinat amonyum herbisitine karsi toleransi
saglayan Streptomyces viridochromogenes kokenli fosfinotrisin asetil-transferaz (pat)
geni de yine karnabahar mozayik virisline ait 35S promotor ve Agrobacterium
tumefaciens’e ait NOS terminator bolgeleri tarafindan kontrol edilmistir. PAT proteinin
Uretimini tesvik etmek igcin de IVS2 DNA dizini kullaniimistir.

e Aktarilan genlerin molekiiler yapi, ekspresyon ve stabilite analizleri
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Yapilan Southern blot analizinde Bt11 misir gesidinde cry1Ab ve pat ekspresyon
kasetlerinin tam ve tek kopya olarak bitki genomuna entegre oldugu ve ampisiline
dayanikliik geni de dahil olmak Uzere vektdrden herhangi bir DNA pargasinin bitki
genomuna gecmedigi belirlenmigtir. Aktarilan genler 8. kromozomun kisa koluna
yerleserek tek dominant gen halinde Mendel kurallarina gore dollere gecmistir. Ayrica,
aktarilan genlerin nesiller boyunca da kararhligini devam ettirdigi gdézlenmistir.

Cry1Ab ve PAT proteinin Bt11 misir ¢esidinin farkli organlarindaki dretim seviyesi
ELISA testi ile belirlenmigtir. Cry1Ab protein Uretimi erken donemde daha fazla
olurken, olgunlagsma ve yaslanmayla birlikte tretim azalmigtir. PAT proteini yaprak ve
tepe puskulinde yuksek oranlarda bulunurken, kok, polen ve tohumda son derece
disuk oranlarda bulundugu belirlenmistir. Sonugta elde edilen c¢esit Lepidopter
boceklerine dayanikli olurken, glifosinat amonyum herbisitine toleransli olmustur.

Partikil bombardimani farkli protein anlatimina sebep olan ek genom degisikliklerini
tetiklemektedir. GD misir ile izogenik kontrolline ait drlnlerinin proteomik profilleri
karsilastirildiginda protein anlatim seviyelerinde farklihk bulundugu (EFSA, 2009) ve
bu tespit edilen farklihgin partikil bombardimani sonucunda genom degigimiyle iliskili
oldugu ifade edilmektedir izogenik kontrollerine gére ayni cevre sartlarina farkli
yanitlar olusturan transgenik hatlarin tek bir ekstra genin insersiyonu sonucunda
genomlarinda yeni dizenlenmeler ortaya ¢iktigi gésterilmistir (Zolla ve ark, 2008;
Bauer-Panskus ve Then, 2010).

Sonug¢ olarak, Bt11 misir gesidine aktarilan trans-genlerin molekuler ve genetik
acidan stabil oldugu, farkh cevresel kosullari ile farkli genotiplerde ve uzun
generasyonlar boyunca gosterilmigtir.

Kimyasal Kompozisyon ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi
¢ Kimyasal Kompozisyon Analizi

Kimyasal kompozisyon analizleri, tarla denemeleri sirasinda hasat edilen tohumlarda
ve cesitli hayvan tarlerinde gerek performans ve gerekse laboratuar calismalarini
kapsamaktadir. Tarla denemelerinden saglanan bitkilerin farkli kisimlarinda; lif
bilegenleri, mineraller, vitaminler, amino asitler, yag asitleri, protein ve diger besin
madde bilesenleri, fitik asit, tripsin inhibitorleri, inositol ve rafinoz analizleri yapilmistir.
Bu analizlerde, genetigi degistiriimis Bt11 misir ile genetigi degistiriimemis esdegeri
arasinda farkliliklar (artma/azalma) gozlense de, bu farkliliklar dodal degisim sinirlari
icinde kalmistir (Masoero ve ark, 1999; Escher ve ark, 2000; Saxena ve Stotzky, 2001;
Folmer ve ark, 2002; Jung ve Sheaffer, 2004; Flores ve ark, 2005; Poerschmann ve
ark, 2005; Vercesi ve ark, 2006; Icoz ve Stotzky, 2007; Schader ve ark, 2007). S6zu
edilen bu parametrelere ek uygulamalar arasinda; kaba yem kalitesi ve lignin oraninda
da farkh etkisinin olmadidi (Jung ve Sheaffer, 2004), tarla denemelerinde ise Bt11
misir ¢cegidinde esdegerine gore mikotoksin dizeyinin (fumonsisin ve aflatoksin) daha
dusuk oldugu tespit edilmistir (Steffey, 1995; Hammond ve ark, 2004).

Ayrica, gesitli hayvan turlerinde (kanath, baylk ve kuglkbas ruminantlar, domuz ve
balik gibi) performans degeri incelenmis ve sonugta Bt11 misir g¢esidinin genetigi
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degistiriimemis esdegerine gobre benzer sonuglar gdsterdigi ortaya konulmustur
(EFSA, 2009).

Sut ineklerinde yapilan bir galismada, Bt11 misir gesidini tiketen hayvanlarin sut
artinlerinde Cry1Ab ve PAT proteinin bulunmadigi; performans yonuyle bakildiginda
yem tuketimi, sut Uretimi, sutun kompozisyonu ve bazi rumen parametrelerini
etkilemedigi gdzlenmistir (EC, 2000).

e Tarimsal Ozelliklerin Analizi

EFSA raporlari, yaratulen farkli arastirmalar ve Uretici firma verilerine gore; 1994-2010
yillari arasinda Fransa, ispanya, italya, Portekiz ve ABD’'de yapilan GD Bt11 misir
¢esidinin, GD olmayan benzeri ile karsilastirildigi tarla denemeleri yurutilmasttr. Buna
gore; bitki, yaprak, bogum arasi ve puskul uzunlugu, danede antosiyanin birikimi, ilk
kocan yuksekligi, dane sekli/uzunlugu, kocandaki dane satir sayisi, dane verimi, hasat
edilen bitki sayisi ve kdk dagilimi gibi tarimsal 6zellikler incelenmis olup, GD Bt11 ve
esdeger misir gesidi arasindaki fark normal sinirlar igerisinde bulunmustur. Ayrica, GD
Bt11 misir ¢esidinin diger GD misir ¢esitleriyle (MIR604, MIR162 ve GA21) tekli veya
coklu melezlenmesi sonucunda olusan dollerden elde edilen hibritlerin tarimsal
Ozellikleri de genetigi degistiriimemis benzerleri ile arasindaki farkhlik esdederlik
sinirlarini iginde kalmistir. ilave olarak déllenme biyolojisi, stres toleransi, ¢cimlenme
hizi ve dormansi gibi parametreler bakimindan da fark bulunamamistir (Magg ve ark,
2001; EFSA, 2005; Yuan ve ark, 2009; EFSA 2010a, 2010b, Yanni ve ark, 2011).

Sonug olarak; GD Bt11 misir ¢esidi ile GD olmayan esdederi arasinda besin degeri,
morfolojik ve tarimsal 6zellikler bakimindan énemli bir fark bulunmamaktadir.

Toksisite Degerlendirilmesi

Bt-GD tarim UrUnlerinde, bakteri toksininin etkili par¢asi kodlanir. Organik tarimda
Bacillus thuringiensis bakterisi, yalnizca yuksek duzeyde bocek istilasinda puskuartulr;
tarim Urdndndn yalnizca ylzeyinde bulunur, kendi kendine pargalanir ve yikamayla
uzaklastirilabilir. Fakat Bt-GD tarim drtnlerinde her hiicre bu toksini slrekli olarak
salgilar (Pusztai ve ark, 2003). Ancak Bt11 misir ¢esidinde polen, dane, gévde ve
yaprak gibi kisimlarinda ifade edilen Cry1Ab proteini disik dizeylerde tespit edilmistir
(Székacs ve ark, 2010).

GD bitkilerin toksisite galigmalari, bitkiye aktarilan genlerin kodladigi PAT ve Cry1Ab
proteinlerine yonelik olarak gergeklestirilmistir. Calismalar, saflastirilmis Cry
proteinlerinin uygulanmasi ve genetigi degistiriimis misir ¢esitlerinin hedef hayvanlara
(fare, sigan, kiimes hayvanlari, domuz, koyun, kegi, inek gibi ruminantlar ve balik)
yedirilmesi ile gergeklestiriimigtir. Ayrica GD misir gesitlerinin polen, dane, gévde ve
yaprak gibi kisimlarinda ifade edilen Cry1Ab protein dizeyleri de incelenmistir. En
dusuk Cry1Ab duzeyi polen (0,47 ug/g) ve danede (0,83 pg/g) tespit edilmistir
(Székacs ve ark, 2010).

Chowdhury ve ark. (2003), Bt11 misir ile beslenen domuzlarda rekombinant Cry1Ab
gen pargalarinin mide-bagirsak sisteminde, duodenal sivida, lenfositlerde ve
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karacigerde bulundugu fakat kanda bulunmadigini gostermislerdir. Alinan DNA’nin ¢ok
az bir parcasi fizyolojik sindirim sureglerinde sindiriimeden kalabilmektedir (Greiner ve
ark, 2005; Paparini ve Romano-Spica, 2006).

GD yemle beslenen disi farelerde, mekanizmasi bilinmemekle birlikte, yaslanma
sirasinda kimi karaciger iglevleri olumsuz etkilenmektedir. Bu husus, GD Urdn
diyetlerinin uzun sureli etkilerinin yaslanma, ksenobiyotikler ve/veya stres ile sinerjistik
olumsuz potansiyel etkilerinin uzun donemde incelenmesi geregini ortaya koymaktadir
(Malatesta ve ark, 2008).

Son on yilda, GD urunlerin insanlar ve hayvanlarca tuketiminin artisina kosut olarak
¢cok sayida beslenme arastirmasi yapilmigtir. Bu galismalardan biri G¢ kusak boyunca
Bt misir g¢esidi ile gercgeklestiriimistir. Sonugta, siganlarin gelisiminde ve kan
parametrelerinde dnemli degisiklikler saptanmamakla birlikte karaciger ile bobreklerde
minimal histopatalojik degisikliklere rastlanmistir (Kilig ve Akay, 2008).

Cry1Ab proteini iceren yemlerle 90 gun beslenen Wistar tipi siganlarda yapilan bir
guvenlik calismasinda, istenmeyen toksik etkiler saptanamamistir. Ancak arastiricilar,
GD Uranlerin guvenlik 6ngorusunde istenmeyen etkiler igin ek denemeler yapiimadan
karar verilemeyecegini ileri surmektedir (Schrader ve ark, 2007).

Domuz, sigir, kimes hayvani ve baliklarda GD Cry1Ab proteinini iceren misir gesitleri
ile yapilmis ¢ok sayida c¢alisma sonuglarina dayanarak derlenmis olan yayinda; kan
parametreleri ve doku histopatolojileri, besin degeri ve toksik etkileri bakimindan
degistiriimemis es degeri kadar guvenilir oldugu belirtiimigtir (Hammond ve ark, 2006;
Schragder ve ark, 2007; Onose ve ark, 2008; EFSA, 2009; Domingo ve Bordonaba,
2011). Bunlara ilave olarak Seralini ve ark. (2007) siganlari sub-kronik olarak Cry1Ab
proteini iceren GD misir cesidi ile beslemigler ve calisma sonunda deneme
hayvanlarinda hepato-renal toksisite saptamiglardir. Ayrica Cry1Ab proteini igeren
misir ile beslenen farelerde kisirlikta artis, ancak genetigi degistiriimemis misir tiketen
farelerde de 6lim oraninin ¢ok daha yuksek oldugu belirtimekte ve bu konuda daha
ayrintili arastirmalarin yapilmasi énerilmektedir (Velimirov ve ark, 2008).

Cry1Ab proteini iceren misir gesitlerinin kemirgenlerde 90 glnlik sub-kronik toksisitesi
incelenmigtir. Hammond ve ark. (2006) icinde %11 ve %33 oraninda Cry1Ab proteini
iceren GD misir ¢gesidi MON 810 misir unu ve kontrol olarak %33 oraninda genetigi
degistiriimemis misir unu iceren yem ile siganlari beslemiglerdir. Biyolojik olarak
onemli klinik degisiklikler veya olumsuz etkiler gdézlenmemigstir. DNA transferi Gzerinde
daha detayli ¢alisilan yayinlarda, Cry1Ab proteinin rumen mikroorganizmalari ve ince
bagirsak epitelial hiicreleri Gzerindeki etkileri incelenmistir. Ozellikle Ferrini ve ark.
(2007) Bt176 misir gesidinde bla ve cry1Ab genlerini sodyum karbonat ilavesi ile pH’si
modifiye edilmis gastirik sivi érneklerinde ve ¢dlyak (gluten hazimsizhgdi) hastahdi veya
gastro-0sofageal reflusu olmayan hastalardan alinan mide sivisinda in vitro olarak
incelemistir. Bu 0zel kosullarda cry7Ab geninin bir parcasinin gastrik sivi iginde
parcalanmadan kalabildigi ve transgenik DNA pargalarinin ince bagirsaga kadar
ulasabilecegi dngorulmustur.

Onose ve ark. (2008) B. thuringiensis dodal Cry1Ab proteininin siganlarda olasi toksik
etkisini test etmiglerdir. Hayvanlara 4 hafta sure Cry1Ab proteni uyguladiktan sonra
nekroskopi yapilmis ve énemli bir toksik etki gézlenmemistir. Cry1Ab proteininin etki
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mekanizmasi Shimada ve ark. (2006) tarafindan incelenmis olup, s6zlu edilen bu
proteinin memeli ince bagirsak hicrelerine baglanabildigini gosteren mikrovilluslardaki
hicre zarindaki vesikulleri kullanarak in vitro kosullarda ¢alisiimig, fakat bu baglanma
yuksek konsantrasyonlarda bile hiicre zarinda hasar olugturmamistir.

Sonug olarak; Bt11 misir ¢esidinin igcerdigi genlerle yapilan ¢ok sayida arastirmada
negatif etkilere rastlanmamakla birlikte, Ozellikle son yillarda vyapilan bazi
arastirmalarda gida olarak kullaniimasi durumunda risklerinin olabilecegi yonunde
bulgulara rastlanmasi nedeniyle, bu alanlarda tam guvenilirlik icin daha ayrintili
arastirma yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna variimigtir.

Alerjenite Degerlendirmesi

Codex Alimentarius (2003) mevzuatina gore yeni sentezlenmis olan proteinlere IgE
baglanmasi incelenmig ve Cry1Ab protein duzeyinin alerjik etkiye neden olacak kadar
IgE baglantisi gerceklestiremeyecegi belirtiimektedir (Taylor ve Goodman, 2007). Bt11
misir ¢esidinde polen, dane, govde ve yaprak gibi kisimlarinda ifade edilen Cry1Ab
protein duzeyleri de incelenmistir. En dustuk Cry1Ab duzeyi polen (0,47 ug/g) ve dane
(0,83 ng/g) tespit edilmistir (Székacs ve ark, 2010).

in vitro kosullarda yapilan irritasyon testlerinde, Bt pestisitlere deride asiri duyarlilik ve
IgG antikorlarina yanit bulunmamistir. Bazi GDO’lar antifiriz proteini ifade etmektedir
ve bu gibi proteinlerin insanlar i¢in duyarlihgi Uzerinde daha ¢ok arastirma yapilmasi
gerekmektedir (Nakajima ve ark, 2007; EFSA-GMO panel, 2008). Farelere
saflastiriimig Cry1Ab proteini veya Cry1Ab proteinini ifade eden GD MON810 misir
uygulamasinin metabolomik ve immunolojik etkileri incelenmistir. Kim ve ark. (2009)
tarafindan Bt11, MON810 ve MON863 GD misir ¢esidi ile yapilan galismada bdceklere
dayaniklihgl saglayan Cry proteinlerinin allerjenitesi denenmis ve degistiriimemis
cesitlerine gore fark bulunmamigtir. Saflagtinimis Cry1Ab’nin intra-gastrik (i.g.) veya
intra-peritoneal (i.p.) uygulanmasindan sonra BALB/cJ farelerde humoral ve hiicresel
spesifik immun yanitlarin indiklenmesi immunogenik ve alerjik farkli proteinlerin
indUklenmesi ile karsilastiriimis ve analiz edilmistir. Sonuglar saf Cry1Ab alerjik etkiye
neden olmasa da bagdisiklik sistemi tarafindan tanimlandi§i saptanmistir. immunolojik
ve metabololik ¢alismalar MON810’un i.g. uygulanmasindan sonra fare metabolik
profilinde genetigi degistiriimemis es dederi ile karsilastiriinca kuguk farkliliklari
aciklamistir. Fakat immun yanitlarda genetik modifikasyonun istenmeyen etkileri
onemsiz gorulmektedir (Nakajima ve ark, 2007; Guimaraes ve ark, 2010; Adel-Patient
ve ark, 2011).

Sonu¢ olarak; GD Bt11 misir gesidinin icerdigi Cry1Ab proteininin, alerjenite

yonunden genetik olarak degistiriimemis esdederiyle benzer oldugu sonucuna
varmistir.

Cevresel Risk Degerlendirmesi

o Genetik Degisiklikten Kaynaklanabilecek Yayillma Potansiyeli
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Ulkemizde misir tahillar icerisinde bugday ve arpadan sonra en ¢ok yetistirilen bitkidir.
Misir gerek hayvan beslenmesinde ve gerekse insan beslenmesinde Onemli rol
oynamaktadir. Ulkemizin hemen her bélgesinde misir yetistirimekle beraber Akdeniz
ve Marmara bolgesi en ¢ok Uretim yapilan bolgelerimizdir.

Gen kagisinin potansiyel kaynaklari tohum ve polen olarak bilinmektedir. Misir
tohumlarinin hayvanlar araciligiyla tasinmasi, tohum yapisi bakimindan elverissiz
olup, tohumlarin dogaya kagiginin ancak yem igleme ve nakliye surecleri sirasinda
gerceklesebilecegi dusunulmektedir (Nishizawa ve ark, 2009).

Tarla denemeleri, genetik olarak degistiriimis Bt11 misir ¢esidinin, kaynagi olan
genetik olarak degistiriimemis misir ile hayatta kalma, Ureme ve yayilma ozellikleri
bakimindan, Lepidoptera’ya dayaniklilik ve glifosinat amonyum herbisiti uygulamasi
disinda, herhangi bir fark gostermedigi bulunmustur. Ayrica, genetik olarak
degistirilmis Bt11 misir ¢esidinde, istilaci 6zellige neden olacak herhangi bir genetik
modifikasyona dair kanit bulunamamistir (EFSA, 2009).

Sonug olarak; GD Bt11 misir ¢esidinin, gcevreye yayilma potansiyeli yonliinden genetik
olarak degistiriimemis esdegeriyle benzer oldugu sonucuna varmistir.

o Bitkiden bitkiye gen kagisi

Misir, yabanci dodllenen bir bitki olup, polenleri rizgérla yayilabilmektedir (Treu ve
Emberlin, 2000). Ancak, gida amacl olarak Bt11’in Glkemize girigi bitkiden bitkiye gen
kacgisinin kaza ile gevreye yayillmasi ile mumkun olabilir (Nishizawa ve ark, 2009).
Kaltir cesitleri ve yerel misir genotiplerinin UGlkemizde yaygin olarak uretilmesi
nedeniyle, Bt11 misir gesidinden bu bitkilere gen kagisi olasihigl bulunmaktadir (Lu ve
Yang, 2009). Bununla beraber misir tohumlarinin ender olarak dormansi gostermesi
ve sadece uygun kosullarda izleyen yilda gimlenmesi, tohumlarin yenmesi, ¢gurimesi,
Kis zarari ve tarim uygulamalari nedeniyle fideler agro-ekosistemde canlilidini
surdurememektedir (EFSA, 2009)

Sonug¢ olarak; Misir yabanci dollenen bir bitki olmasina ragmen, Bt11 misir
cesidinden Ulkemizde yaygin olarak Uretilen misir genotiplerine gen kagis riskinin
dusuk olacag! dusunulmektedir.

o Bitkiden bakteriye gen kagisi

Genetik olarak degistiriimis Bt11 misir ¢esidinden Uretilen besin ve yemlerdeki trans-
genlerin, insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulunan mikroorganizmalarla
karsilagsma riski bulunmaktadir. Bitki DNA’sinin memelilerin sindirim siteminde buyuk
oranda ve hizla pargcalanmasina karsin, kalin bagirsakta DNA pargalarina
rastlanabilmektedir (Eede ve ark, 2004). Bununla beraber dkaryotlardan prokaryotlara
horizontal gen transferinin yok denecek kadar az oldugu bilinmektedir (Nielsen ve ark,
1998, Keese, 2008). Ayrica Bt11 misir gesidi bakteriyal antibiyotik genini ihtiva
etmemektedir (EC, 2002). Bt11 misirda mevcut iki bakteriyal gen (cry1Ab ve pat)
bakteriden daha ziyade bitkide ekspresyonu optimize edilecek sekilde degistiriimigtir.
Trans-genin, son derece olagan disi bir sekilde aktariimasi durumunda bile, insan ve
hayvanlara zararli olmasi beklenmemektedir.
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Sonug olarak; Bt11 misir ¢cesidinin, ulkemizde Uretiminin yapilmayacagi igin kazayla
olusabilecek yayilmalar sonucu gelisen bitkilerden, kaltiri yapilan misir gesitlerine
gen kagisinin son derece dusuk oranda olacagi beklenmektedir. Ayrica sindirim
sisteminde ve dogada bulunan prokaryotlara da gen gegisinin yok denecek kadar az
oldugu sonucuna variimigtir.

Gida isleme Teknolojileri

Misir tohumu gida sektoru igin onemli bir hammaddedir ve ¢ok sayida gida
maddesinin bilesimine girmektedir. Misirdan kirim sonrasi ana UrUnler olarak, misir
kepegi, misir proteini, misir 6zu ve nisasta elde edilmektedir. Kepek ve protein hayvan
yemi olarak kullanilirken, misir 6zt yag eldesi amaciyla degerlendiriimektedir. Nigasta
ise dogrudan nisasta veya modifiye nisasta olarak kullanilabilmekte, ya da cesitli
islemlerden gecirilerek misir suruplari, dekstrinler, seker alkoller veya etanol gibi ¢ok
farkl Grlnlere islenebilmektedir.

Misir i1slak veya kuru olmak Uzere iki sekilde kirilir ve bu iglemlerde tamamen fiziksel
yontemler kullanilir. Once misir 6zli, daha sonra da nisasta ve protein ayrilir. Elde
edilen nisasta, nisastanin jellesme sicakliginin altinda, 50-60 °C’de kurutulur. Bu
asamada nisastada %0.4’e kadar protein kaldigi bilinmektedir.

Surup elde etmek amaciyla nigsastaya enzim (amilaz) uygulanir. Bu iglemden sonra,
arin 106-110°C’de 2-3 saat pisirilir. Surup icerisinde bulunabilecek safsizliklar farkli
filtre veya iyon degistirici recinelerden gegirilerek alinir. Uriinde bulunan su ise,
evaporatorlerde yaklasik 80°C sicaklikta kademeli olarak uzaklastirilir.

GD muisir ve Urunlerini igeren gidalar islem gorip gérmediklerine gore, ya dogrudan
aktarilan gen tarafindan sentezlenen Cry toksinlerini, CP4 EPSPS ve PAT enzimlerini
veya uygulanan islemin etkinligine gore, s6z konusu DNA pargalarini farkli boyutlarda
icerebilmektedir. Gida islemede kullanilan 6gutme, yuksek basin¢ ve sicaklik gibi
fiziksel iglemler ile pH gibi kimyasal etmenlerin DNA’nin yapisi ve butunligund negatif
yonde etkiledigi bilinmektedir. Isi uygulamasi ile geri donugumsuz olarak gergeklesen
denatlrasyon sonucunda PCR ile dusik miktarda saptanabilse de, beslenmede DNA
molekullerinin bakteriye gegisi s6z konusu degildir. Farkli gidalarda PCR ile yapilan
DNA calismalarina goére, un gibi 6gutulmus bazi tahillarda yluksek molekdl agirlikli
DNA pargalari elde edilebilmigtir. Buna gore 6gutme ve pargalamanin DNA’nin
batlinligune énemli bir etkisinin olmadigi ifade edilmistir (Rizzi ve ark, 2012).

DNA vyuksek sicakliklarda fiziksel pargcalanmaya ugramaktadir. Sicaklik 100°C’nin
Uzerine ¢iktiginda, DNA'da 6nemli duzeyde pargalanma gdzlenmistir (Lindahl, 1993;
Herman, 1997). Misir tanesi 94°C’den daha yuksek sicakliklarda en az 5 dakika
Isitildiginda da DNA parcgalarina ayrilmistir (Chiter ve ark, 2000). Gawienowski ve ark.
(1999) PCR ile yaptiklar arastirmada, misirin islak kirrmi sonucunda nisastada,
ruseymde, glutende ve kepekte DNA belirlemiglerdir. 135 °C’'de 2 saatlik kurutma
sonunda ise, DNA'nin parcalandigi ve belirlenemeyecek diuzeye dustugu ifade
edilmistir.
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Isi ile birlikte distik pH da DNA'nin pargalara ayrilmasina neden olmaktadir. Bir diger
calismada ise, polenta (misir unu ile yapilan bir gesit italyan yiyecegi) hazirlanmasinda
uygulanan 65 dakikalik kaynatmanin “amplifiable DNA” nin %40’ 1n1 azalttig
vurgulanmistir (Rizzi ve ark, 2003). Buna karsin misirdan elde edilen polenta ve diger
finncihk UrUnlerinde buyidk DNA parcgalarinin elde edilebildigi de rapor edilmistir
(Hupfer ve ark, 1998; Lipp ve ark, 2001; Rizzi ve ark, 2001). Benzer bulgular soyadan
elde edilen soya sUtlu ve tofuda da bulunmustur (Bauer ve ark, 2003). Soya protein
konsantresi (Meyer ve ark, 1996), domates urunleri (Hemmer, 2002) ile misir ve
patates cipsi (Bauer ve ark, 2004, Rizzi ve ark, 2003) gibi ileri dlizeyde islenmis
gidalarda 200-400 baz ciftlik DNA dizilimleri elde edilmistir. Fakat seker ve bitkisel
yaglar gibi rafine Granlerde DNA belirlenememistir (Klein ve ark, 1998; Gryson, 2002;
Pauli ve ark, 2000). Soguk preslenmis bitkisel yaglar ile misir nisastasinda DNA
kalintilarina rastlanmistir (Hellebrand ve ark, 1998; Vaitilingom ve ark, 1999; Smith ve
Maxwell, 2007), buna kargin maltodekstrin ve glukoz surubu gibi nigasta turevlerinde
genel olarak DNA belirlenememektedir (Meyer, 1999). Misir yagi, protein tozu ve
nigastasini da igeren ileri derecede islenmis 11 genetik modifiye Gran Uzerinde yapilan
bir diger arastirmada da, %0.005 hasasiyetle rafine yaglar disindaki tum drtnlerde
transgenik DNA parcgalari bulunmustur (Jinxia ve ark, 2011).

Yag rafinasyonunun DNA Uzerine etkilerini belirleyebilmek amaciyla yapilan
calismalarda, soya, kolza ve misir yaglari kullaniimistir. Soguk preslenmis kolza
yaglarinda 350 baz ciftine kadar bitkiye 6zgi DNA parcalari tespit edilmistir
(Hellebrand ve ark, 1998). Pauli ve ark. (1998) ise ham soya yagini 14000 g'de 15
dakika santriflij ettiginde DNA seviyesinin 10" faktérinde azaldigini belirtmiglerdir.
Pauli ve ark. (2000) rafine misir yaginda g¢eside 6zel zein geni belirleyememiglerdir.

Ham yaglarda yuksek konsantrasyonda ve degdisik uzunlukta DNA pargalari
bulunmasina ragmen; rafinasyonda ilk asama olan yapiskan maddelerin alinmasi
isleminin DNA’y1 uzaklastirmada en 6nemli uygulama oldugu, ¢unki DNA’nin su
fazinda yogunlasarak islem sonunda lesitin-su fraksiyonunda kaldidi ifade edilmistir.
Fiziksel rafinasyonda ise asit-degumming iglemi uygulanmis ve bu iglemden sonra
DNA'nin belirlenebilecek duzeyin altinda kaldigi saptanmistir. Bu calismalarda,
yapiskan maddelerin alinmasi igleminden sonra yagda kalinti DNA bulunamamistir
(Padgette ve ark, 1996; Pauli ve ark, 1998; Gryson ve ark, 2002; Gryson ve ark,
2004). Buna karsin, analiz icin kullanilan 6rnek miktari 5 g yerine 200-300 g'a
cikarildiginda DNA pelletleri elde edilebilmis ve kalinti fosfor ile kalintt DNA arasinda
iliski bulunmustur. Bu bulgular, yapiskan maddelerin alinmasi isleminin kalinti DNA'yI
timuyle uzaklastirmadigini; test edilecek drnek miktari artirilarak pozitif PCR sonuglari
alinabilecegini gostermektedir. Nitekim, bu ydntemler kullanilarak, rafine yaglarda,
aktarilan genleri de iceren, cok kisa (yaklasik 100 baz cifti) DNA parcalari
belirlenebilmistir (Bogani ve ark, 2009; Costa ve ark, 2010a; 2010b).

GENEL SONUG ve ONERILER

Bilimsel Komite, GD Bt11 misir ¢esidinin gida olarak kullanim amaciyla ithal
edilmesinin potansiyel risklerini degerlendirmistir. Bt11 misir ¢esidine biyoteknolojik
yontemlerle aktarilan genlerin yapisi, DNA dizilimi, promotor ve terminator bolgeleri,
ekstra DNA dizileri ve gen aktarim yontemi ayrintili olarak incelenmigtir. Bu cesit ile
ilgili yapilan bilimsel arastirmalarin sonugclar (alerjik ve toksik etki analizleri, genetik
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modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef digi organizmalara
etkisi vb.) ve risk degerlendiriimesi yapan c¢esitli kuruluglarin gorusleri (EFSA, WHO,
FAO, FDA, OECD) ile basvuru dosyasinda bulunmasi gereken dokimanlar g6z
onunde bulundurulmustur. Yine bu GD c¢esitle yapilan uzun sureli hayvan deneylerinin
sonuglari da incelenerek gida olarak kullanimi sonucu ortaya cgikabilecek riskler
degerlendirilmigtir.

Karsilastirmali analizler ile GD Bt11 misir gesidinin, geleneksel misir gesitleri kadar
guvenli oldugu, alerjenite bakimindan bir degisiklige ugramadidi ve besin iceridi ile
tarimsal ozellikleri agisindan da bir fark bulunmadigi saptanmistir. GD Bt11 misir
cesidinin kazayla c¢evreye yayllmasi durumunda, geleneksel cesitlerden farkli bir
cevresel etkinin olugmasi olasiliginin da ¢ok diguk oldugu sonucuna variimigtir.

Erisilebilen bu bilgiler 1s1ginda, Bilimsel Risk Degerlendirme Komitesi, Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 hattindan izole edilen ve misir kurtlarina
dayaniklihgr saglayan cry1Ab ile glifosinat amonyum herbisitine karsi toleransi
saglayan Streptomyces viridochromogenes kdkenli fosfinotrisin asetil-transferaz (pat)
genleri aktarilmigtir GD Bt11 danesi ve urunlerinin kullanilmasinin, hayvan ve gevre
acgisindan istenmeyen etkilerinin, genetigi degistirimemis esdeger cesitten farkh
olmayacag@i kanisina varmistir. Ancak partikil bombardimani nedeniyle GD muisir ile
izogenik kontrolline ait Grunlerinin  proteomik profilleri karsilastirildiginda protein
anlatim seviyelerinde farkhlik vardir. Bu protein profillerindeki degisimler géz 6nine
alindiginda gida guvenlidi i¢in bu proteinlerin de arastiriimasi gerekmektedir.

Erigilebilen bu bilimsel veriler 1s1ginda, Bilimsel Risk Degerlendirme Komitesi; GD Bt11
misir ve Urunlerinin dlkemize ithal edilerek ‘gida ve bilegenleri olarak’ kullaniimasini
degerlendirmistir.

Tarkiye'nin de taraf oldugu ve uluslararasi baglayiciligi olan Cartagena Biyoguvenlik
Protokoli’'ne gdre “ihtiyatlihk ilkesi” Antlasmanin en yasamsal maddesi olup
“giivenlik konusunda bir bilimsel bilgi ya da uzlasi eksikligi oldugunda, Ulkelerin
GD iiriinlerin ithalatini ve kullanimini yasaklama veya sinirlandirma hakki
oldugunu” hikum altina alir.

GOnullu insanlarda yapilmis arastirmalar bulunmamakla birlikte, ankete dayal (GD
soya tuketip tuketmedigi sorgulanarak) yapilan calismalarda bazi olumsuz etkiler
bildiriimis olsa da, bu galismalarda uygulanan yéntemler basta sure sinirhligi olmak
Uzere tartismaya aciktir. Diger yandan bu GD cgesidin en az 10 yildan beri
tuketilmesinden kaynaklanan sorunlari bildiren herhangi bir yayina da ulagilamamistir.
GCok az sayida deney hayvanlari ile yapilan deneysel arastirmalar ve aktarilan
genlerden Uretilen proteinler ile BT11 misirin gida olarak tiketiimesi sonucunda
insanlar Uzerinde risk olusturmayacagina ait kesin veriler elde edilememistir.
Toksikolojik calismalarda kimi sinirli bilgiler elde edilse de, insan saghgi agisindan
olasi olumsuz etkilerinin ortaya konmasini saglayacak kesin bilgiler ve sonuglar igin
daha ¢ok bilimsel ¢alisma yapilmasinin gerekli oldugu bu nedenle;

GD Bt11 misir ve Urunlerinin gida amagli kullanilmasi durumunda yalnizca tam rafine
yag, seker suruplari, dekstrinler ve nisasta olarak kullaniimasinin risk olusturmayacagi
goOrustne varmistir.
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Risk Yonetimi

Ozellikle bitki disi organizmalardan klonlanarak GD bitkilerinin gelistirilmesinde
kullanilan gen/genlerin, gerek GD bitkilerinin gerekse bunlari tuketen hayvanlarin
genomlarindaki olasi olumsuz etkilerinin kisa strede tam olarak ortaya ¢ikmayacagi
g6z onunde bulundurulmalidir. Bu gorusu dogrulayan USDA, FDA, EPA, CDC gibi
ABD devlet kurumlari, biyoteknoloji sirketlerini kapsamli saha ve guvenlik
arastirmalarina yonlendiren mevzuat duzenlemeleri yapmaktadirlar. Bu c¢ergevede
olusturulan kararlara goére; 1) Tarimsal drtnler gelistirmek icin biyoteknolojik
yontemlerin kullanimi gerekli olabilmektedir, 2) Biyoteknolojik yontemlerle Uretilen
gidalar kesin bilimsel temellere dayanmak zorundadir, 3) Et, sut ve yumurtanin
guvenligi, bilimsel kanita dayali risk ongorusu suregleri ile uygun bigcimde kamu
kurumlari ve arastiricilari tarafindan saglanmaldir.

Risk yonetiminin planlanmasi ve bu planinin uygulanmasi Bilimsel Risk Degerlendirme
Komitesi’nin sorumlulugu disindadir. Ancak Komite, ithalatgi firma tarafindan sunulan
risk yonetim planini, bilimsel igerik yoninden degerlendirir. GD Bt11 misir gesidinin
tasinma ve islenmesi sirasinda kazayla gevreye yayillmasi sonucu olasi gevresel
riskler ortaya c¢ikabilir. Bu durumda 5977 sayih Biyoguvenlik Kanunu ve ilgili
yonetmelikler uyarinca gerekli 6nlemler alinmalidir. ithalatgr firma tarafindan
sunulmasi gereken risk yonetim plani;

1. GD Bt11 misir ¢esidinin ¢cevre, hayvan ve insan saglgl uzerinde olumsuz etkileri
dikkate alinarak, merkezi sistem yolu ile ithalat¢i firma tarafindan Grunu igleyenler
ve kullanicilar bilgilendirilmelidir.

2. UrGnin dagitimini yapan ve kullanan kisiler tarafindan kaydedilen bilgilerin
paylasiimasi igin ulusal dizeyde bir esgudim ve bilgi sistem agdi (Europa Bio
benzeri) kurulmalidir.

3. Elde gbzetim sistemi agi varsa, bu amagcla kullanilabilir. GD urUnlerin kaza ile
ve/veya sabotajla buyuk dOlgekte cevreye yayllmasi durumlarinda alinacak hizl ve
kapsamli onlemlerin Ulusal Afet Planlanyla iliskilendirilerek degerlendiriimesi ve
planlanmasi uygun olacaktir.

4. lthalatgi firma, yillik olarak genel bir gbzetim raporunu ve ithal izin siresinin
sonunda genel bir degerlendirme raporunu Bakanhga sunacaktir. Dogrulanan bir
olumsuz etki durumunda ithalatgi firma, ilgili Bakanhk birimlerini bilgilendirmek
zorundadir.
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