YEM AMAGLI KULLANILMAK ISTENEN GENETIGI DEGISTIRILMIS
GA21 MISIR GESIDI VE URUNLERI iGIN BILIMSEL RiSK
DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESi VE DAYANAKLARI:

Bu rapor, genetik olarak degistiriimis GA21 kodlu misir ¢esidi ve Urlnlerinin (GA21 den
olusan, igceren veya uretilen tirinler) yem amacli kullanimi igin, 5977 sayili Biyoglvenlik
Kanunu ve ilgili yonetmelik uyarinca Biyogivenlik Kurulu’nun 03.03.2011 tarih ve 6 nolu
toplanti karari ile olusturulan ve bu dogrultuda gérevilendirilen Bilimsel Risk Degerlendirme
Komitesi tarafindan hazirlanmigtir. Raporun hazirlanmasinda, Biyoguvenlik Kanunu ve
kanunun uygulanmasi ile ilgili yonetmelikler, Rio bildirgesi, Cartagena Biyoguvenlik Protokoll
ve ilgili AB direktifleri gibi ulusal ve uluslararasi diizenlemeler dikkate alinmistir.

Rapor hazirlanirken GA21 misir gesidi ile ilgili ithalatgi firma tarafindan dosyada sunulan
belgeler, risk degerlendirmesi yapan muhtelif kuruluslarin (EFSA, WHO, FAO, FDA, OECD)
gorusleri ve bilimsel arastirmalarin sonuglari ile farkli tlkelerdeki Uretim ve tliketim durumlari
g6z 6nunde bulundurulmustur.

ITHALATCI KURULUSLAR:

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

CESIDI URETEN KURULUS:

Syngenta Crop Protection AG, Basel Switzerland
Schwarzwaldallee215

CH 4058 Basel

Switzerland

GCESIDIN GELISTIRILME AMACI VE URETIMi:

Yabanci otlar, kiltlr bitkilerinde dnemli verim ve kalite kayiplarina neden olan, tarimsal
Uretimde muicadele edilmesi gereken arzu edilmeyen bitkilerdir. Yabanci otlarla kultirel
onlemler (capalama, elle yolma vb.) ve cogunlukla da herbisit kullanilarak muicadele
edilmektedir. Bu amacla rekombinant DNA teknolojisinde gelismelere paralel olarak total
herbisit olarak bilinen glyphosate ve glyphosinate gibi herbisitlere karsi dayaniklilik genleri
kultdr bitkilerine aktarilarak herbisitlere tolerant ticari ¢esitler gelistiriimistir. Bu herbisitlerden
glyphosate, sadece bitki ve mikroorganizmalarda bulunan ve aromatik amino asit (tirozin,
fenilalanin, triptofan) sentezinde gerekli EPSPS (5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) enziminin aktivitesini engelleyerek herbisit etkisi gostermektedir. Bu amagla bitki
veya mikroorganizmalardan elde edilen epsps genlerinin yapisi degigstirilerek ticari cesitlere
aktariimis ve adi gegen herbisite tolerant cesitler gelistiriimistir. Herbisite tolerant 6zellikteki
bu cesitlerin yetistirildigi alanlarda herhangi bir gelisme déneminde s6z konusu herbisit
kullanilarak tim yabanci otlara karsi etkin bir miicadele yapilabilmektedir.

Rapora konu olan GA21, genomunda mEPSPS enziminden sorumlu genleri icerecek sekilde,
transformasyonla elde edilmis ve glyphosate herbisitine tolerant ticari bir misir ¢esididir.

RiSK ANALIizi VE DEGERLENDIRMESI:

GA21 transgenik misir ve Urinlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi, bu c¢esidin
gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yéntemi, aktarilan genin molekuler karakterizasyonu
ve Urettigi protein, besin degeri, olasi alerjik ve toksik etkileri, cevreye gen kacigl ile
olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilmistir.
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Bu cesitle ilgili bilimsel risk degerlendirilmesi yapilirken, ilgili ithalat¢i firma/firmalar tarafindan
basvuru dosyalarinda sunulan belgeler, risk degerlendiriimesi yapan kuruluslarin (EFSA,
WHO, FAO, FDA) raporlari ve bilimsel arastirmalarin sonuglari (alerjik ve toksik etki
analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik 6zellikler, hedef disi
organizmalara etkisi vb.) ile farkli Ulkelerde Uretim ve tiketim durumlari goéz &éninde
bulundurulmustur. GA21 misir ¢esidi ile yapilan hayvan besleme calismalari da incelenerek,
yem olarak kullanimi sonucu ortaya c¢ikabilecek riskler degerlendirilmistir. Ayrica bu ¢eside
ait tohumlarin kaza ile dogaya yayilarak yetismesi halinde ortaya cikabilecek tarimsal ve
cevresel riskler de dikkate alinmistir.

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

GA21 musir gesidi, bir misirdan alinarak modifiye edilmis epsps gen (mepsps) kasetinin
misir (Zea mays) embriyo hlcrelerine transformasyonuyla elde edilmistir. Gen aktarimi,
partikil bombardimani yontemiyle gerceklestiriimistir. mepsps gen kasedi, pDPG434 plazmit
vektorindn, Notl enzimiyle kesimi sonucu 3.49 kb lik dogrusal bir DNA parcgasi olarak elde
edilmektedir.

pDPG434 plazmidi, pUC19 plazmidinden tlretilmis rekombinant bir plazmiddir. Aktarimda
kullanilan kasetin yapisinda; mepsps genine ek olarak piring-aktin promotoéru, intron sekansi
ve mepsps geninin bagh oldugu optimize transitpeptid sekansi ve Agrobacterium
tumafaciens’den elde edilmis NOS 3’ terminasyon sinyali yer alir.

pUC19 vyapisinda yer alan ColE1 replikasyon orijini, lac sekansi ve [B-lactam grubu
antibiyotiklere direnclilikten sorumlu B-lactamaz enziminin sentezini kontrol eden bla geni
pDPG434 plazmidinin de yapisinda yer alir. Ancak, Notl enzimi kesimi sonrasi, lac sekansi
ve bakterilerde ampisilin direncini kodlayan bakteriyel bla geninin transforme edilecek
hicrelere aktariimadigi gézlenmistir. Sonugta GA21 misir ¢esidinin gen yapisinda antibiyotik
direnglilik geni bulunmamamaktadir.

Yapilan molekuler analizler (southern blot ve hibridizasyon caligmalari), bakteriyel kdkenli
genlerin, GA21 misir ¢gesidinin genom yapisinda bulunmadigini gostermistir.

Transformasyonla GA21 misir ¢esidinin olusmasinda rol oynayan mepsps gen kasedinin
yapisinda yer alan DNA bdlgeleri ve 6zellikleri asagida belirtilmistir.

1.r-act olarak tanimlanan PROMOTOR BOLGE. Bu bélge ilk intron ve promotér kisimdan
olusan celtik-aktin 1 geninin 5’ ucunu kapsayan bélgedir.

2.0ptimize edilmis TRANSIT PEPTID BOLGE. Bu bélge aygicegdi (Helianthus annuus)
transit peptid ve misir (Zea mays) kokenli riblloz 1,5 bifosfat karboksilaz oksijenaz
(RuBisCQO) gen bolgelerini iceren DNA bélgesidir. Bu bolgenin islevi, mepsps gen Grinind,
aromatik amino asit biyosentezinin yapildidi yer olan kloroplasta yénlendirmektir.

3.mepsps GEN BOLGESI. Glyophosate’a tolerans saglayan mEPSPS proteinin sentezini
kodlayan DNA bdlgesidir. Mutasyon sonucu olusturulmus ve misirdan elde edilen mEPSPS
proteinini kodlayan bu gen bdlgesinin baz diziliminde mutasyon sonucu mEPSPS proteininin
102. pozisyondaki (threonin’den izolésin’e) ve 106. pozisyondaki (prolin’den serine) amino
asitlerinin degisimi gerceklesmistir. Bu mutasyonlar sonucunda mepsps iceren GA21 misir
cesidi glyphosate herbisidine tolerant (dayanikhilik) 6zellik kazanmaktadir

4 NOPALIN SENTAZ GEN BOLGESI: Bu boélge Agrobacterium Ti-plasmid’inden tiiretilmis
Nopalin sentaz geninin 3° UTR (untranslated region) bolgesini icerir. Bu bdlgenin islevi
transkripsiyonu sonlandirmaktir.
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1.2. Aktarilan genlerin molekiiler yapi, ekspresyonu ve kararlilik analizleri
1.2.1. Aktarilan genlerin molekiiler yapilari

Southern analizi, GA21 misir ¢esidine aktarilan DNA pargasinin tek bir yerlesim boélgesine
girdigini goOstermigtir.  Southern blot analizi, misir genomuna yerlesen yabanci DNA
bolgesinin, 3.49 kb’lik Notl kesim parcasinin 6 adet ardisik butin veya Kkesilmis
versiyonlarini (6 farkl parca olarak) icermekte oldugunu gdstermistir. pDPG434 vektoriine
uygun problarin kullanimi ile GA21 DNA’sinda yapilan Southern analizi, GA21 gesidinde
vektor yapisina ait sekanslarin olmadigini gostermistir. Dolayisiyla, bla geninin de GA21
misir ¢gesidine transfer edilmedigi belirtiimistir.

Misir GA21 c¢esidine aktarilan 6 pargcali DNA bélgesinin nikleotid sekansi bUtinlugu
acisindan incelendiginde:

e Parca1; 5 ucundan 696 b¢’ lik bir bdlim ¢ikariimasiyla elde edilen geltik aktin
promotoérind, aktin birinci ekzon ve intronunu, optimize edilmis transit peptidini, mepsps
genini ve nos terminatérini icermektedir.

e Parca 2,3,4; pDPG434 plazmidinin, Notl enzimi ile kesilmis pargasinin 3.49 kb’lik tam
versiyonudur.

e Parcga 5; celtik aktin promotdriiniin tamamini, aktin birinci ekzon ve intronunu, optimize
edilmis transit peptidi ve mepsps geninin stop kodonu ile biten 288 b¢’lik bélgeyi
icermektedir.

e Parca 6; cgeltik aktin promotdrini ve kesilmis aktin birinci ekzonunu igermektedir. Buna ek
olarak, parga 6’da aktin promotoériinde tek nikleotid eksikligi gézlenmistir.

Parca 1 ve 2’de Nos terminator bdlgesinde bir baz cifti degisimi gézlenmigtir (C yerine G).
Nukleotid degisikliginden kaynaklanan bu mutasyonlar, yeni ifade edilen proteinlerin
aminoasit diziliminde herhangi bir degisiklige neden olmadi§gi EFSA raporunda
belirtiimektedir (EFSA, 2007).

Aktarilan DNA bdélgesinin 3’ ucuna bitisik olarak 1 kb, 5’ ucunda ise 4.2 kb’lik bitki genomu
sekanslari belirlenmistir. 3° ucun BLAST analizi, aktarilan boélgenin, fonksiyonel bir misir
geninin icine yerlesmedigini distndirmuastir. 3’ ucun sekansi misir genomunda kendini
tekrarlayan sekanslar ile homoloji gostermistir. 5’ ugdan uzayan sekansin ise kloroplast
DNA’ sina ait oldugu gosterilmistir. Organel DNA’sinin, nikleer bitki genomuna entegrasyonu
(daha o6nce var olan veya transformasyon sirasinda daha sonradan kazanilan) bitki
biyolojisinde olagan olarak bilinmektedir. EFSA GMO paneli bunun halihazirdaki givenlik
degerlendirmesini 6nemli dlglide etkilemedigini belirtmistir (EFSA, 2007).

1.2.2. Aktarilan genlerin ekspresyonu

Northern blot analizi, kesilmis olan parca 5'deki genin ifade edilmedigini gdstermistir.
Western blot analizi ise parga 5’in, bir protein Uretiminde rol almadigini gostermistir. Misirin
endojenik EPSPS proteini, GA21 misirdaki transgenik mEPSPS proteininden ¢ok daha az
miktarda sentezlenmektedir. Fonksiyonu bilinmeyen ve varsayim olarak ifade edilebilecek
(putative) 6 adet anlamh protein kodlayan gen bolgesi GA21 de tespit edilmis olup, bu
bolgelerin Uretebilecegi proteinlerin, toksik proteinler ve/veya alerjenler ile homolojisinin
olmadigi gosterilmistir (EFSA, 2007).

1.2.3. Aktarilan genlerin kararhlik analizleri

mMEPSPS protein miktarlari, 3 kusaktan fazla geri melezleme yapilan Genetigi Degistirilmis
(GD) musir yapraklarinda analiz edilmis ve 6nemli Ol¢clide degismedigi saptanmistir. Bu
durum, mEPSPS proteininin birka¢ kusak boyunca kararli bir sekilde sentezlendigini
gOstermektedir. Southern blot analizi, GA21 misirda bulunan aktariimis bdlgenin kararli bir
sekilde en az 3 geri melezleme boyunca kalitsal olarak tasindigini géstermistir. GA21 misira
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aktarilan gen bdlgesinin fenotipik ve molekuler kararliiginin oldugu sonucuna varimistir
(EFSA, 2007).

2. Kimyasal Bilesim ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi:
2.1. Kimyasal bilesim analizi

ABD’ de 6 farkli bélgede iki yil Ust Uste yapilan tarla denemeleri sonucunda, GA21 misir ile
genetigi degistirimemis cesitlerin kimyasal bilesimleri karsilastiriimistir. Bu denemeler
sonucunda elde edilen Urdnun kimyasal bilegimi bakimindan (OECD 2002 de O6nerilen
bilesenler) GA21 misir ile genetigi degistiriimemis cesitlerin arasinda bazi farklar
saptanmistir.  Ancak bu farkliliklarin, ticari olarak kullanilan geleneksel/hibrit misir
cesitlerindeki limitler dahilinde kaldigi belirlenmistir (EFSA, 2007).

GA21 misir ve genetigi degistiriimemis misirlardan elde edilen misir hasilinda (yesil misir
bitkisi) yag, protein, toplam karbonhidrat, asit deterjan lifi (ADF), nétral deterjan lifi (NDF), kdil,
fosfor ve kalsiyum analizleri yapiimistir. Calismalarda yemlerde elde edilen degerler, hem
kontrolle, hem de ticari misir gesitleriyle ilgili raporlardaki (OECD 2002; ILSI 2004) limitlerle
karsilastirilmistir. Bazi parametreler arasinda énemli farkliliklar belirlenmistir; 6zellikle NDF
orani azalirken, fosfor orani artmistir.

Ayni calismalardan elde edilen misir tanesinde yag, protein, kil, nem, toplam karbonhidrat,
nisasta, yag asitleri (palmitik, stearik, oleik, linoleik ve linolenik asit) , aminoasitler, mineraller
(kalsiyum, bakir, demir, magnezyum, manganez, fosfor, potasyum, sodyum, selenyum,
¢inko) vitaminler ve provitaminler, anti besinsel faktorler (fitik asit, rafinoz ve tripsin inhibitor()
ve diger sekonder metabolit (inositol, furfural, p-kumarik asit ve ferulik asit) analizleri
yapllmistir. incelenen parametreler arasinda istatistiki olarak 6nemli farkhliklar
bulunmamistir.

GA21 misir tanelerindeki [B-karoten dizeyi kontrole oranla 6énemli dizeyde yuksek
bulunmustur. Bunlara ilaveten, GA21 misir tanelerinde kriptoksantin ve diger karotenoitlerin
miktari da daha yuksek olarak belirlenmistir (EFSA, 2007).

2.2. Tarimsal ozelliklerin analizi

Genetigi degistiriimis (GD) ve genetigi degistiriimemis misir gesitleri arasindaki farklari, tim
Ozellikler bakimindan ortaya koyabilmek icin son yillarda ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2004 - 2005 ve Avrupa’da 2007 yilinda yapilan arastirmalara
gore herbisite tolerans geni ihtiva eden GA21 misir ¢esidi ile geleneksel hibrit misir gesitleri
arasinda Onemli tarimsal ve biyolojik karakterler bakimindan istatistiki anlamda bazi
farkhliklar tespit edilmis ise de bu farkhliklarin gen transferi yapilmis GA21 misir ¢esidinin
karakteristik 6zelliklerinin ortaya koydugu bir sonug olmadigi rapor edilmistir (EFSA 2007).

3. Cevresel risk degerlendirmesi
3.1. Genetik degisiklikten kaynaklanabilecek yayilma potansiyeli

Misir, yazlik bir sicak iklim bitkisi olup Turkiye kosullarinda kis sezonunda tariminin yapiima
sansi yoktur (Kirtok, 1998; OECD, 2003). Kog¢an Uzerinden ddkilen misir tanelerinin topraga
karisarak kis kosullarini atlatip, ilkbaharda c¢imlenip neslini devam ettirme gsansi
bulunmamaktadir.

Dogada en ylksek enerji stoguna sahip olan misir bitkisi Diinya’da 159 milyon hektar alanda
ekilmekte ve yaklasik 817 milyon ton tane Uretimi yapiimaktadir. Ulkemizde ise 592 bin
hektar ekim alaninda yaklasik 4.2 milyon ton tane Uretilmistir (FAO, 2009). Diinya ortalamasi
olarak, uretilen misirin yaklasik %27’si insan, %73’lU hayvan beslenmesinde kullaniimaktadir.

Misir bitkisinin anavatani Amerika kitasi olup, bu kitanin kesfinden sonra Kuzey Afrika
Uzerinden Turkiye'ye getirilmistir. Dolayisiyla Turkiye misir bitkisinin orijin merkezi degildir ve
Tarkiye’de endemik bir misir tiri bulunmamaktadir. Bununla birlikte cok uzun yillardan beri
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Tarkiye’de yetistiriliyor olmasi sebebiyle sayisiz lokal populasyon ve islah edilen ¢ok sayida
yerli ¢esiti de mevcuttur.

Yem amagl ithalat talebinde bulunulan GD misir gesitleri kiltire alinmasalar da kontrol
edilemeyen faktdrler sebebiyle yerli gcesitlere ve lokal populasyonlara polen kagisi riski cok az
da olsa vardir. Ulkemizde GD bitkilerin yetistirilmesi kanunen yasak oldugundan cevresel risk
degerlendirmeleri; GA21’in kullanimi dikkate alinarak hayvan yemi olarak tiketimi sonrasi
sindirim sisteminden baslayip digki ve glbre seklinde g¢evreye birakiimasi seklinde ve GD
arindnin tasinmasi,islenmesi ve depolanmasi esnasinda kazayla g¢evreye yayilma riskleri
ile sinirh tutulmustur.

3.2. Bitkiden bitkiye gen transfer potansiyeli

Misir, yabanci ddllenen (allogame) bir bitkidir. Ciceklenme periyodu boyunca bir misir bitkisi
5 milyondan fazla polen uretebilmektedir (Kurt, 2010). Buna bagli olarak bir bitkiden diger bir
bitkiye polen gegisi, dolayisiyla gen akisi dogal bir siregtir.

Tarkiye’de GD misirdan gen kagigi olasiligini sinirlandiran faktérler:
e GD Urdn tariminin kanunlarla yasaklanmis olmasi,

e Ulkemizin yabani misir tiirlerinin gen merkezi olmamasi,

e Misir tariminin sinirh alanlarda yapilmasi,

e Misir tohumlarinin dormansi géstermemesi,

¢ Uygun kosullar altinda ¢imlenip gelisebilmeleri,

e Tohumlarin yenmesi ve ¢urimesidir.

Misir, ancak uygun kosullarda tarimsal ekosistem iginde canliligini sirdirebilen bir tirddr.
GA21 misir ¢gesidi yem amagl olarak kullanilacak ise de kontrol edilemeyen faktorler ile
(kaza, dikkatsizlik, kasit vb.) cok az da olsa gevreye yayilma olasiligi vardir.

S6z konusu GD musir kiltire alindiinda, glyphosate herbisitine karsi dayaniklilik geni
icermesi nedeniyle yabanci otlarla micadele agisindan misir yetistiriciliginde 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. Ancak GD misir herbisite dayanikllik geni disinda, hastaliklara
dayanikhlik, diger kualtar bitkileri ile rekabet, soJuk kosullarda yasamini surdirme,
dormansiye sahip olmama gibi 6zellikler bakimindan geleneksel misir gesitlerinden farkh
degildir. Bu durumda da misir Uretim alanlarn digindaki farkli ekolojilerde kendiliginden
yetiserek yasamini sirdirme sansi bulunmamaktadir. Tarla denemeleri, GA21’in geleneksel
misir ¢esidine gore asiri bir yayllma, farkh bir gelisme ya da dodaya uyum &zelliginin
bulunmadigini gdéstermistir.  Ayrica mevcut literatlir incelendiginde s6z konusu cesidin
dogada kalabilme, kigi gecirebilme gibi farkli bir 6zellik tagimasina yonelik herhangi bir
bulguya da rastlanmamistir.

3.3. Gen transfer potansiyeli

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

3.4. Mikroorganizmalara 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 gérinmektedir. GA21 misir ¢esidi tohumlarinin ¢evreye kazara dagilmasi
durumunda bitkisel materyalin veya doJaya dagilan polenlerin toprakta c¢lrimesi sonucu
mikroorganizmalar transgenik DNA ile karsilasabilecektir. Ayrica GD misirdan yapilmis gida
ve yemler de transgenik DNA icermektedir. Bu sekilde insan ve hayvanlarin sindirim
sistemindeki mikroorganizmalar transgenik DNA ile karsilasabilir.
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GA21 misir gesidindeki degistiriimis mepsps geni prokaryotik mikroorganizmalarda higbir
zaman ifade edilmeyen okaryotik celtik aktin promotorunu igcermektedir. GD bitkilerde ifade
edildigi gibi ayni 6zellikleri tagiyan prokaryotik dizenleyici bdlgelerin kontrolu altindaki genler
dogal olarak ¢evredeki mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica pDPG434
plazmidinin olusturulmasinda segici marker olarak kullanilan ampisilin dayaniklihdini
kodlayan bla geni, GA21 genomu iginde mevcut degildir. Bu nedenle bla geninin
mikroorganizmalara transfer riski bulunmamaktadir.

mepsps geninin yapisi ve orijini dikkate alindiginda, c¢evre ve sindirim sistemindeki
seleksiyon baskisinin eksikligi, bu genlerin diger mikroorganizmalara farkh bir 6zellik katacak
ya da uyumunu arttiracak sekilde horizontal olarak gen transferini son derece
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle s6z konusu genlerin insan ve hayvan sindirim sistemindeki
mikroorganizmalara transferi mimkin gortlmemektedir. Cok az bir olasilikla bu transfer
gerceklesmis olsa bile insan ve hayvan sagligi agisindan olumsuz bir etki s6z konusu
olmayacaktir. Cunkd mevcut mikrobiyal floraya yeni bir 6zellik katmayacagd! gibi mevcut
mikroorganizmalara uyumu da son derece sinirlidir.

Sonug olarak GA21 misir c¢esidi, hayatta kalabilme, ¢ogalma ve yayilma agisindan bir
degisiklik icermedigi, s6z konusu misirdan gen kagisinin son derece duslk bir ihtimal
dahilinde oldugu bu nedenlerden dolayl da beklenmedik bir gevresel etki yaratmayabilecegi
kanisina variimistir.

4. Yem Guvenliginin Degerlendirilmesi

GA21 musirin, ticari olarak kullanilan geleneksel/hibrit misir gibi islenmesi amaclanmistir.
Misir birincil olarak hayvan yemi olarak kullanilir. GA21 misirdan elde edilen yag§ ve cips gibi,
yas ve kuru 6gutilmis misir kisimlarinda mEPSPS protein dizeyleri olgiimustir. ELISA
yontemi ile yapilan analizlerde misirin i1slak égutulmas kisimlarinda; lif, nisasta ve misir 6zu
kispesinde mEPSPS proteini tespit edilmemistir (tayin sinirlari 0.03 pg/g mEPSPS).
Bununla beraber kuru &6gdutulmus misir tanesinin, tim kisimlarinda olgulebilir nitelikte
bulunmustur (her gram ezilmis tanede yaklasik 10 ug, kabukda 8 ug ve unda 5 uyg mEPSPS).
Ozellikle ezilmis taneden rafine edilen yaglarda ve undan iretilen cipslerde mEPSPS
dizeyleri olgulebilir sinirlarda (tayin sinirlari 0.02 pg/g mEPSPS) saptanmamistir (EFSA,
2007).

Rekombinant Escherichia coli susundan tiretilen mEPSPS enziminin 30 dakika icinde, 25,
37, 65 ve 95 ° C sicakliklarda inkiibasyonundan sonra enzimin spesifik aktivitesini belirlemek
amaciyla in vitro ¢alismalar yapilmistir. inkiibasyondan sonra 25 ve 37 °C sicakhgin hi¢ ya
da hafif bir etkisi olurken, 65 ve 95 ° C'de enzim tamamen inaktive olmugtur (EFSA, 2007).

GA21 misir ve GD olmayan misirin kimyasal bilesim analizine ait veriler karsilastirildiginda,
isleme etkilerinin de birbirinden farkli olmayacaginin sdylenebilecedi rapor edilmistir (EFSA,
2007).

4.1. Toksikolojik degerlendirmeler
4.1.1. Kullanilan proteinin giivenligi ile ilgili degerlendirmeler

mEPSPS proteininin GA21 misirda dusik miktarda sentezlenmesi ve guvenlik testleri igin
yeterli miktarda izolasyonunun miamkuin olmamasi nedeniyle rekombinant Escherichia coli
susundan elde edilen mEPSPS proteini kullaniimistir. Bunun igin mikrobiyal mEPSPS
proteini ile GA21 misirinin yapraklarinda bulunan EPSPS proteinlerinin dizeyleri
karsilastirilmistir. GA21 misirda hem mEPSPS, hem de endojen EPSPS enzimi bulundugu
ve yapilan ELISA testleri sonucunda, GA21 misirinin yapraklarindaki toplam EPSPS
proteinin yaklasik %96 sinin mEPSPS den olustugu gdsterilmistir.

Mikrobiyal ve bitkisel kokenli mMEPSPS proteinleri amino asit dizilislerinin N ucunda birbirine
benzemektedir. SDS PAGE ve Western blot analizleri iki proteinin de 47.4 kDa'luk tahmini
molekiler kutlesine karsilik gelen belirgin bir bant olusturdugunu géstermistir. Mikrobiyal
proteinin tahmini molekuler katlesi MALDI-TOF kuitle spektrofotometresi ile dogrulanmistir.
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SDS PAGE’ten sonra ticari bir glikan belirleme kiti kullanilarak yapilan protein glikolizlenme
calismasinda, her iki kaynaktan gelen mEPSPS proteinlerinin de glikolizienmedigi
gOralmastir. EPSPS etkinlik testi kullanildiginda da (fosfoenolpiruvat'tan serbest kalan
ortofosfat’in belirlenmesi) proteinlerin enzimatik aktiviteleri birbirlerine yakin bulunmustur.
Bunun igin glvenlik calismalarinda E.coli kékenli mEPSPS proteininin bitkisel kokenli
proteinin yerine gegebilecegi EFSA tarafindan kabul edilmistir (EFSA, 2007).

41.2. GA21 misirinda ifade edilen yeni proteinlerin toksikolojik yo6nden
degerlendirilmesi

mEPSPS proteini, proteinleri olusturan toplam 445 amino asitin 2 tanesinde dogal (endojen)
EPSPS’den farklilik gdstermektedir (>%99.3 oraninda benzer). EPSPS’nin 102 nolu
pozisyonundaki treonin, mMEPSPS’de izol6sin ile ve 106 pozisyonundaki prolin, serin ile yer
degistirmis ve bitki glyphosate’a direncli hale getirilmistir.

EPSPS enzimleri bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur ve bu nedenle insan ve hayvanlar
tarafindan normal diyetle tuketilir. Mevcut literatlr bilgilerine gére bu proteinlerin tiketilmesi
sonucu ortaya ¢ikabilecek herhangi bir olumsuz etki bildirilmemistir.

Sekans homolojisi acgisindan degerlendirildijinde bugline kadar yapilan biyoinformatik
analizler, mEPSPS protein ile bilinen toksik proteinler arasinda ilgili bir homolojiye
rastlanmadigini gostermistir (EFSA, 2007).

4.1.3. In-vitro sindirilebilirlik

Rekombinant E.coli susu ile GA21 misirindan izole edilen mEPSPS proteinin dayaniklilgi,
memeli yapay mide sivisinda (YMS) in vitro olarak test edilmistir. Ornekler SDS PAGE ve
protein boyama kullanilarak analiz edildiklerinde 1 dk YMS’de inkibe edildikten sonra yapisal
bozulmaya ugramamis bir protein (yaklasik 47.4 kDa) belirlenmemistir. EFSA GDO Komitesi
mikrobiyal mEPSPS’nin YMS’de 60 dk kadar inkibasyonundan sonra boyali bdlgelerde
daginik olarak (yaklasik 4-5 kDa) gorildiugine dikkat cekmislerdir. Boyle bolgeler pepsin
olmadan inkube edilen mEPSPS numunelerinin analizinden sonra bulunmamistir. SDS
PAGE’ten sonra Western blot analiz kullanilarak 1 dk YMS’de inkubasyondan sonra saglam
protein belirlenmemistir. Bir dk inklibe edilen bitkisel kokenli mMEPSPS numunesinde, bir
immunoreaktif parca (yaklasik 6 kDa) belirlenmistir. Bu parga 5 dk veya daha uzun
inkiibasyondan sonra belirlenmemistir. EFSA GDO Komitesi bu parganin potansiyel varligi
ile guvenlik endigsesi tagsimamistir. 2002 yilindaki Gida Bilim Komitesi'nin goérisline gore
YMS’de GA21 misir kokenli protein karisiminin 15 saniye inkubasyonundan sonra parcgacik
tespit edilmedigi Western analiziyle ortaya konulmustur. Proteinin amino asit bilesenlerine
parcalandigi veya saglam protein pargalarina donlistp déntsmedigiyle ilgili kullanilabilir bir
bilgi olmamasina ragmen Gida Bilim Komitesi bu tip dayanikli protein pargalarinin
sekillenebilecegine iligkin bir bulgu gérmemistir (EFSA, 2007).

4.1.4. Akut oral toksisite

Akut oral tek doz toksisite ¢alismasi, 2000 mg mEPSPS/kg canli agirlik dozunda 5 erkek ve
5 disi albino farede yapilmistir. Bu ¢calismada normal muayenelere ilave olarak (6rnegin klinik
belirtiler, uygulama boyunca yem tuketimi ve canh agirigin belirlenmesi ile patolojik durum
gibi), hematolojik ve kimyasal parametreler analiz edilmig, secilen organlarin agirliklari
belirlenmis ve histopatolojik muayeneler 15 glnlik gbézlem periyodunun sonunda yapilmistir.
Sonugta olumsuz bir etkiyle karsilasiimamistir (EFSA, 2007).

4.1.5. Proteinlerden baska diger bilesenlerin toksikolojik degerlendirilmesi

GA21 misir gesidinde ifade edilen mEPSPS proteinden bagka yeni bilesik ve karsilagtirmali
bilesim analizlerinde dogal (endojen) bilesiklerin oraninda biyolojik yoénden bir degisiklik
bulunmadigindan (EFSA, 2007) yeni bilesiklerin toksikolojik degerlendirmesine gerek
duyulmamisgtir .

4.1.6. GA21’nIn toksikolojik yonden degerlendirilmesi
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GA21 misir tanelerinin kullanildigi ve sigcanlarda 90 gunlik subkronik denemenin yapildigi bir
calismada 12 erkek ve 12 digi Wistar irki sigan (Alpk:AP{SD) bulunan gruplara %10 ve %41.5
(agirlik/agirhk) oraninda glifosat uygulanmis GA21 misir tanelerinden olusan bir diyet ve %10
ve %41.5 oraninda bagka bir herbisit uygulanmis GD olmayan (izogenik) misir veya herbisit
uygulanmamis GA21 misir taneleri iceren rasyonlarla beslenmislerdir. Dizenli olarak yapilan
g6zlemlerde klinik yénden herhangi bir reaksiyon goértilmemistir. Hayvanlarin ayrintih
muayeneleri ve viacut fonksiyonlarinin kantitatif degerlendirmelerinde (ayaklarin acgilma
uzunlugu, anlama glici ve motor etkinlik 6lgimu) gruplar arasinda biyolojik yonden bir
farklilik tespit edilmemistir. Oftalmaskopik muayenelerde herhangi bir etki gortlmemistir.
Yem tuketimi ve yemden yararlanma orani yonudnden bir farklihk goéralmemigtir. %41.5
oraninda glifosat uygulanmig GA21 misir katilan yemle beslenen erkek si¢anlar 6, 10, 12, 13
ve 14. haftalarda kontrol grubuyla karsilastirildiinda canhi agirliklarinda azalma
gOstermislerdir. Bu farklihk %41.5 oraninda herbisit uygulanmamis GA21 misir igeren
rasyonlari tiketen erkek si¢anlarda goérilmemigtir. Bununla beraber bitin degerler normal
kontrol araliklarinda goértlmustir. Olumsuz etkilerin olmamasi nedeniyle canli agirlik
azalmasinin toksikolojik olarak 6nemsiz oldugu kanisina variimistir.

Hematolojik ve klinik kimyasal parametreler yoninden yapilan analizlerde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda bazi parametrelerde énemli farklilklar dikkat gekmigtir. Bunlar:

e Dislk doz grubunun erkeklerinde (herbisit uygulanmis ve uygulanmamis GA21 misir)
ortalama hiicre hacminde (MCV) azalma,

e Yiksek doz grubunun erkeklerinde (herbisit uygulanmamis GA21 misir) monosit
sayisinda azalma,

¢ Diuslk doz grubunun disilerinde noétrofil sayisinda azalma,
¢ Plazma gama-glutamil transferaz enziminde azalma (herbisit uygulanmamis GA21 misir);

o Yiksek doz grubunun erkeklerinde (herbisit uygulanmis GA21 misir) plazma fosfor
dizeylerinde azalma,

e Diguk doz grubunun disilerinde (herbisit uygulanmig ve uygulanmamig GA21 misir)
plazma kreatinin diizeyinde azalma,

e Yiksek doz grubunun disilerinde (herbisit uygulanmis GA21 misir) plazma glikoz
dizeyinde azalma,

e Diguk doz grubunun digilerinde (herbisit uygulanmamis GA21 misir) plazma klorar
seviyesinde azalma .

e Organ agirliklarinda farklilik elde edilmistir; erkeklerde beyin, kalp ve bdbrek agirliklari
yuksek doz grubunda (herbisit uygulanmis GA21 misir) artmistir. Testis agirligi disik doz
grubunda (herbisit uygulanmis GA21 misir) artis gostermistir.

e Diuslk doz grubu disilerinde (herbisit uygulanmis GA21 misir) adrenal bez agirliklarinda
azalma ve beyin agirliklari ve karaciger agirliklarinda artis gézlenmistir.

Bu bulgular genel olarak dozla ilgili gorilmemis ve bir cinsiyetle sinirli ve/veya tutarsiz
oldugu belirlenmistir. Bulgulara ayri ayri organ ve dokulardaki histopatolojik degisiklikler eslik
etmediginden bunlarin toksikolojik olarak énemli olmadigi sonucuna varilmistir (EFSA,
2007).

4.2. Aleriji ile ilgili degerlendirmeler
Yeni ifade edilen proteinlerin allerjenitesi ile ilgili degerlendirmeler;

Degismemis EPSPS proteinini kodlayan dogal epsps geni genellikle alerjen olarak
deg@erlendiriimeyen misirdan kdken alir.

Biyoinformatik analizler genis bir veritabani (birgok alerjen veya olasi alerjenin bulundugu)
kullanilarak yaratilmastir. mEPSPS ile benzerlik taramasi yapilmis ve 80 aminoasitlik bir

GA21 Misir c¢esidi (Yem amacli) Sayfa 8/11



cercevede %35'den fazla benzerlik gésteren bilinen bir alerjene rastlanmamistir. Buna ek
olarak, mEPSPS protein dizisi ardisik 8-amino asit kriteri ile taranmis, alerjenite ile iligkili
higbir sonuca ulasilamamigtir. Bu analizler allerjenik oldugu bilinen veya kabul edilen
proteinlere mMEPSPS proteininin biyolojik yénden tlrdes oldugunu gd&stermemektedir.
Boylece alerjenlerle higbir benzerlik bulunmamistir.

Ayrica bu kapsamda potansiyel alerji olusturabilecek, teorik ORF’lerden (ilgili proteini
kodlayan DNA dizilimi) kodlanacak olasi flizyon proteinlerinin de dederlendirmesi yapiimis ve
higbir alerjenle benzerlik bulunmamistir. mMEPSPS’nin yapay memeli mide sivisinda
parcalanmasina yoénelik c¢alismalar yukarida aciklanmistir. Bu proteinlerin bir ¢ogunun
pepsinle parcalandigi goérilmustir. Bu deneyde belirlenen distk molekudl agirhkh kalinti
peptidlerin az miktarinin allerjeniteye neden olmasi olasiligi yoktur. Bu bilgilere gére GA21
misirindaki mMEPSPS’nin alerjen olmadigini sonucuna varilmisgtir (EFSA, 2007).

4.2.1. Tim GD misirin allerjenitesinin degerlendirilmesi

insanlarda misir tozu veya misir polen alerjisi oldugu az da olsa bilinmektedir. Misira bagl
gida alerjisi nadir olarak gortlmektedir (Moneret-Vautrin ve ark., 1998). Ancak misir ununda
IgE baglayan proteinlerin oldugu belirtiimistir (Pastorello ve ark, 2000; Pasini ve ark, 2002).
Misir alerjisi atopik hastalarin ¢ok az bir kisminda belirlenmistir. Ayrica pozitif deri agri testi
veya misira karsgi IgE antikorlarina sahip bir ¢ok birey solunum alerjisine maruz kalmis ve
yalnizca birkag tanesi misir Urlnleriyle oral olarak maruz kalmasi Gzerine gercek gida alerijisi
gOstermislerdir (Pasini ve ark., 2002; Jones ve ark.,1995). Bu nedenle misir proteinlerine oral
duyarlihk ¢ok nadirdir.

Gida allerjenitesi, bitki genomuna transgenin rastgele aktariimasiyla istenmeyen bir sekilde
artabilir. Ancak, teorik olarak herhangi bir endojen proteininin, GA21 misirda asiri olarak
ifade edilse bile allerjeniteye neden olma olasiligi bulunmamaktadir (EFSA, 2007).

4.2.2. GA21’nin beslenme ile ilgili degerlendirilmesi

Etlik piliclerde 49 ginlik besleme yapilan bir ¢alismada yapiimistir. Deneme gruplarinda
(150 ser erkek ve disi iceren) kullanilan rasyonlar, glyphosate uygulanmig GA21 misir,
geleneksel herbisit uygulanmis GA21, geleneksel herbisit uygulanmis GD olmayan misir ve
GD olmayan diger ticari misir tanelerini icermistir. Deneme gruplari, hayvanlarin bliyime
durumuna gore yaklasik %51-64 oraninda misir tanesi igeren rasyonla beslenmistir. Bu
calismada olumsuz bir etki gérulmemigtir. Rasyonlar, besin madde bilesimi yonunden ayni
olmamasina ragmen, gruplar karsilastirildiginda; mortalite, canh agirlik, yemden yararlanma
orani ve karkas 6zelliklerinde farkhlik goérilmemistir. Etlik pilic calismasi, GA21 misirinin GD
olmayan misir ve diger ticari misir iceren rasyonla besinsel olarak esdeder oldugunu
gOstermistir (EFSA, 2007).

Donkin ve ark. (2003) tarafindan, glyphosate’a tolerant misirin (RR-GA21) laktasyondaki
ineklerin yem tuketimi, sut verimi, sit kompozisyonu ve rumendeki sindirilebilirligi Uzerine
yapilan bir arastirmada kontrol gruplariyla karsilastirildiginda adi gecen parametrelerde
onemli bir degisiklige neden olmadidi ve genetigi degistiriimemis misirla beslenme yoéninden
esdeger oldugu sonucuna variimistir.

Sidhu ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir calismada GA21 misirla geleneksel olarak
yetistirilmis misirin kimyasal bilesimi ve beslenme glvenligi degerlendiriimistir. Kimyasal
bilesim analizlerinde misir tanelerinin lif, amino asit, yag asiti ve mineral igerikleri ve 2
yetistirme sezonunda 16 farkli tarladan toplanan misirin lif ve mineral icerikleri belirlenmistir.
GA21 misirin beslenme guvenlidi 2 gunluk etlik piliglerde rasyona %50-60 oraninda katilarak
degerlendirilmistir. Kimyasal bilesim sonugclari biyolojik olarak 6nemli olmayan bazi
degisiklikler haricinde benzerlik géstermistir. Besleme ¢alismasinin sonuglari buylme,
yemden yararlanma orani ve yaglanma ydnidnden farklilik géstermemistir. Bu veriler GA21
misirinin yem ve gida olarak kullanildiginda genetigi degistiriimemis misir kadar givenli ve
besleyici oldugunu géstermistir.
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Erickson ve ark. (2003), tarafindan lllinois Universite’sinde ortalama 427 kg canh agirhiginda
175 besi sigiri Gzerinde yapilan bir calismada GA21 ve NK603 misir ile transgenik olmayan
hibrid misir rasyonlara ilave edilmistir. Denemelerin sonunda performans (kuru madde
tuketimi, gunluk canli agirhk artigi, yemden yararlanma orani) ve karkas karakteristikleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik gézlenmemistir.

GENEL SONUG ve ONERILER

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

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

GA21 misir gesidinin elde edilmesinde kullanilan gen aktarim yontemi ve aktarilan genin
molekuiler karakterizasyonu ile ilgili literatlr incelendiginde bilinen herhangi bir olumsuz
sonuca rastlaniimamistir. Ayni sekilde GA21 misirda uretilen proteinin, yapilan biyoinformatik
analizler sonucunda bilinen bir alerjen veya toksik proteinle homolojisine rastlaniimamistir.
GA21 musirin yem olarak kullanildigi sinirli sayidaki arastirma sonuglarinda kontrolle
(genetigi degistiriimemis misir) karsilastirildiginda bu Urlini igceren yemlerle beslenen
hayvanlarda dogal varyasyon disinda ve tutarli olabilecek toksik veya allerjenik farkhliklar
ortaya ¢ikmadigi goérulmustar.

GA21 musir gesidi tarimsal 6zellikler ve gevresel risk agisindan degerlendirilmis ve cesidin
geleneksel misir gesitleriyle farkhi olmadigi sonucuna varilmistir. Ulkemizde 5977 sayil
kanun kapsaminda Genetigi degistirilmis cesitlerin yetistiriimesi yasak olmakla birlikte, ithal
edilmesi dusinilen GA21 misir ¢esidi tanelerinin amacg disi ¢evreye dagiimasi veya olasi
kagcak ekimler nedeniyle gen kagisi riski vardir. Bu nedenle s6z konusu c¢esidin ithaline izin
verilmesi durumunda 5977 sayili BiyoglUvenlik Kanunu ve ilgili yonetmeliklere gere yetkili
kuruluslar tarafindan izlenmesi gereklidir.

Sonug olarak, var olan bilgiler isiginda GA21 misir ¢esidinin yem olarak kullaniimasi halinde
insan, hayvan ve c¢evre saglhgl acisindan kayda deger bir risk tasimayabilecegi kanaatine
variimigtir.
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