RAPOR :

YEM AMACIYLA iTHALI iISTENEN GENETIGi DEGISTIRILMIS T25 MISIR GESIDI
VE URUNLERI iGIN BILIMSEL RiSK DEGERLENDIRME RAPORU

RAPORUN HAZIRLANIS GEREKGESi VE DAYANAKLARI

Bu rapor, glufosinat amonyum herbisitine tolerant genetigi degistiriimis (GD) T25
misir ¢esidinin yem amagcl ithalati igin, 5977 sayili Biyoguvenlik Kanunu ve ilgili
yonetmelik uyarinca Biyoguvenlik Kurulunun 03.03.2011 tarih ve 6 nolu karar ile
olusturulan ve bu karar dogrultusunda gorevlendirilen Bilimsel Risk Degerlendirme
Komitesi tarafindan hazirlanmigtir. Rapor hazirlanirken bilimsel arastirmalarin
sonuglari, risk degerlendiriimesi yapan muhtelif kuruluslarin (EFSA, WHO, FAO, FDA
vd) gorugleri, farkli Ulkelerde uUretim ve tlketim durumlari ile ithalatgl firmalarca
dosyada sunulan belgeler géz énunde bulundurulmustur. Risk degerlendirmesi gen
aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler karakterizasyonu ve urettigi proteinin
ifadesi, ¢esidin muhtemel alerjik ve toksik etkileri ile ¢evreye olasi riskleri dikkate
alinarak yapilmistir.

ITHALATGI KURULUS

Tuarkiye Yem Sanayicileri Birligi Dernegi iktisadi igletmesi, Beyaz Et Sanayicileri ve
Damizlikgilar Birligi Dernegi, Yumurta Ureticileri Merkez Birligi.

ITHAL EDILMEK iSTENEN GESIiT VE URUNLERI

Glufosinat _amonyum herbisitine tolerant genetigi degistiriimis T25 kodu ile
tanimlanan GD musir.

GESIDi GELISTIREN KURULUS
Bayer CropScience AG
GESIDIN GELISTIRILME AMACI VE URETIMi

Kualtar bitkilerinin 1s1k, su ve besin maddelerine ortak olarak dnemli oranda verim ve
kalite dusuklugune neden olan yabanci otlarla mucadele, genel olarak gapalama,
elle yolma ve kimyasal herbisit kullanilarak yapilmaktadir. Yapilan yogun
mucadeleye ragmen yine de yabanci otlar tarim alanlarinda 6nemli oranlarda verim
kaybina ve urun kalitesinin dismesine neden olmaktadir. Klasik i1slah yontemleriyle
bazi bitki turlerinde herbisitlere dayanikli gesitler gelistiriimis olmakla birlikte, az
sayida tirle sinirl kalmistir. Ote yandan son vyillarda geligtirilen biyoteknolojik
yontemlerle bar/pat veya epsps gibi genlerin bitkilere aktariimasiyla glufosinat
amonyum ve (glifosat herbisitlerine toleransli (HT) GD bitkiler kolaylikla elde
edilebilmektedir. Genel olarak HT bitkilerin Uretildigi alanlarda verimde énemli artislar
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g6zlenmezken, secici herbisitlerle micadelesi zor olan bazi yabanci otlarin kontrol
edilmesinde HT bitkiler basarili bir sekilde Uretilebilmekte ve verim artigi
saglanabilmektedir (Brookes ve Barfoot, 2008). HT bitkilerin getirmis oldugu en
onemli avantajlar ise is¢ilik, mekanizasyon ve akaryakit maliyetlerindeki azalmadir
(Ozcan, 2011).

Herbisitlere toleransli ve bdceklere dayanikh GD bitkilerin 2010 yilindaki toplam ekim
alani 29 Ulkede 148 milyon hektara ulagsmis ve 57 farkli Ulkede de yem ve gida olarak
tiketime sunulmustur (James, 2011). GD bitkilerin yariya yakini ABD’de Uretilmekte
olup, bu ulkeyi sirasiyla Brezilya, Arjantin, Hindistan, Kanada, Cin, Paraguay ve
Pakistan gibi Ulkeler takip etmektedir. Uretimi yapilan en énemli GD bitki tirleri ise
herbisitlere dayanikli soya ve kolza ile boceklere dayanikl misir ve pamuktur. 2010
yilinda ABD’de Uretilen misirin %8%’i ve soyanin %91’i GD cesitlerden olugsmustur
(James, 2011).

Bu basvuruda, glufosinat amonyum herbisitine tolerant genetigi degistirilmis T25
misir gesidi ve Urlnleri icin yem amagli ithal izni talep edilmektedir. Bu misir ¢esidine
esas olarak glufosinat amonyum herbisitine toleransi saglayan PAT proteinin kaynagi
olan Streptomyces viridochromogenes orijinli pat (phosphinothricin-acetyltransferase)
geni aktariimigtir.

RiSK ANALizi VE DEGERLENDIRMESI

GD T25 misir ve Urunlerine ait bilimsel risk analiz ve degerlendirmesi, bu c¢esidin
gelistiriimesinde kullanilan gen aktarim yontemi, aktarilan genin molekuler
karakterizasyonu ve Urettigi protein, besin degeri, muhtemel alerjik, toksik ve ¢evreye
olasi kagigi ile olusabilecek riskler dikkate alinarak yapilmistir.

Bilimsel risk degerlendiriimesi yapilirken, bilimsel arastirmalarin sonuglari (alerjik ve
toksijenik etki analizleri, genetik modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik
Ozellikler, hedef disi organizmalara etkisi vb.), risk degerlendiriimesi yapan
kuruluglarin (EFSA, WHO, FAO, FDA, vd) raporlari, ¢esitle ilgili ithalat¢i firmaca
dosyada sunulan belgeler ile farkl Ulkelerde Gretim ve tiketim durumlari g6z éniinde
bulundurulmustur. Bu GD misir ¢esidiyle yapilan hayvan besleme c¢alismalari da
incelenerek, yem olarak kullanimi  sonucu ortaya c¢ikabilecek riskler
degerlendirilmistir. Ayrica bu ceside ait tohumlarin kaza ile dodaya vyayilarak
yetismesi halinde ortaya ¢ikabilecek tarimsal ve ¢evresel riskler de dikkate alinmigtir.

e Aktarilan genleri tasiyan vektorlerin yapisi ve gen aktarim yontemi

T25 misir gesidi Streptomyces viridochromogenes orijinli pat (phosphinothricin-
acetyltransferase) genini ve proteinini, bu geni kontrol eden CaMV 35S promotor ve
pUC plazmidine ait pDH51 terminator ile vektorun tamamini ve bakteriyel kokenli -
laktamaz (bla) genini icermektedir. Pat geni karnabahar mozayik virisi 35S
promotoru (P35S) tarafindan kontrol edilirken, 35S terminator (T35S) bolgesi
tarafindan da sonlandiriimaktadir. Gen transferinde PEG ile protoplastlara gen
aktarim yontemi kullaniimistir.
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o Aktarilan genlerin molekuler yapi, ekspresyon ve stabilite analizleri

Yapilan PCR ve Southern analizlerinde aktarilan DNA pargasinin tek kopya halinde,
bitki genomuna yerlestigi belirlenmigtir. Bu DNA’da P35S-pat-T35S ifade kasetine
ilave olarak, DNA’nin 3’ ucunda P35S’e benzer ilave bir DNA parcasinin ve buna
baglanan bla genine ait bir DNA segmentinin varligi belirlenmigtir. Duplike olan
P35S’e benzeyen DNA pargasi P35S’in 80 baz ciftinden 433 baz ciftine kadar olan
kismini igermektedir. Benzer sekilde bla geninin 196 baz ¢iftinden 861 baz ciftine
kadar olan kismi bitki genomuna yerlesmistir. bla genin yaklasik olarak % 25’i
aktarma sirasinda kayboldugu igin bitkide ifade edilmemektedir. T25 misir ¢esidine
aktarilan trans-genlerin molekuler ve genetik agidan kararl oldugu da generasyonlar
boyunca gosterilmistir (COGEM, 2008).

Kimyasal Bilesimi ve Tarimsal Ozelliklerin Risk Analizi:
¢ Kimyasal Bilesim Analizi

Kanada’'da yapilan bir galismada, GD T14 ve GD T25 misir gesidini iceren bitkinin,
gerek cevreye ve gerekse ciftlik hayvanlari tarafindan kullanima etkileri irdelenmistir.
Degerlendirme sonucunda her iki misir ¢esidinin bitkinin blyimesi ve gelismesinde,
ciftik hayvanlar tarafindan kullaniminda esdegeri ile benzerlik gosterdigi ve bu
anlamda guvenli olabilece@i sonucuna variimistir. Ayni ¢alismada, GD T14 ve GD
T25 misir gegitlerinde protein, seluloz ve yag analizleri degerlendirilmis ve her iki
misir gesidinde protein duzeyinin esdegerine gore istatistik agidan énemli olmayacak
sekilde yuksek bulundugu, sellloz ve yag duzeylerinin ise birbirine benzer oldugu
sonucuna varilmigtir (Leeson, 1996; CFIA, 2001; Varzakas ve ark, 2007; Jacobs ve
ark, 2008).

Amerika Birlegik Devletleri ve Kanada’da farkli bolgelerdeki tarlalardan alinan
numunelerde bazi kimyasal analizler (protein, kil, yag, yad asitleri, nem,
karbonhidrat, sellloz, Ca, P ve aminoasitler) yapilmigtir. Analizler sonucunda GD
T25 misir gesidinde esdegerine gore istatistik yonden énemli olmayan farkliliklar
tespit edilmigtir. Ancak denemede saptanan tum farkhliklarin biyolojik sinirlar iginde
yer aldigi goézlenmistir (ANZFA, 2001; Reuter ve ark, 2002).

Aulrich ve ark. (2001) tarafindan c¢esitli hayvan turlerinde (broyler, domuz ve
ruminantlar) yapilan bir ¢alismada, genetigi degistiriimis misir gesidinin besleme
fizyolojisi, sindirilebilirlik ve enerji degerlendiriimesine etkisi irdelenmigstir. Calisma
sonunda, GD misir ¢esidini tiketen broyler, domuz ve besi sigirlarinda yukarida ifade
edilen parametreler agisindan olumsuz bir etki belirtiimemistir.

ANZFA (2001) raporlarinda, broylerlerde GD T25 misir g¢esidinin besi performansi
degerlerine etkisi irdelenmistir. Sonugta, gerek GD T25 misir gesidinin ve gerekse
esdegerinin civcivlerde iyi bir gelisme sagladigi ve gruplar arasinda énemli farklilik
gOrulmedigi ifade edilmistir.

Altmis bas Holstein inekte 12 hafta stren bir galismada, GD T25 misir ¢esidinin sut
verimine, sutin bilesimine ve sitte DNA varhdina etkisi incelenmistir. Calisma dort
grup olarak duzenlenmig ve ilk iki gruba tam yem (TMR) uygulanmigtir. Tam yemde
kaba yem olarak GD T25 misir cesidinden yapilan silaj verilmistir. Uclincii ve
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dordincu gruba yine tam yem ve kaba yem olarak ta genetigi degdistiriimemis misir
cesidinden yapilan silaj verilmistir. Calisma sonunda sutteki besin madde degerleri,
(yag, protein, mineral, laktoz) ve sut veriminde tUm gruplarda birbirine benzer
sonuglar alinmistir. Ayni sekilde yem tuketimi ve canli agirhk degerlerinin tim
gruplarda istatistik yonden 6nemli olmayan farkhliklar goésterdigi vurgulanmistir.
Toplanan sut oOrneklerinde birinci, altinci ve onikinci haftalarda polimeraz zincir
reaksiyon analizi yapiimis ve ELISA testi uygulanmistir. Analiz sonucunda siitte GD
T25’e aktarilan genin ifade ettigi proteine rastlanilmamigtir (Phipps ve ark, 2005).

Bes yillik periyotta GD Bt176, Bt11 ve T25 misir gesitleri tuketiminin etkileri
degerlendirilmigtir. Calisma sonunda s6zu edilen misir gesitlerinin olumsuz etkilerinin
ortaya ¢cikmadigi belirtiimekte (Hosea ve ark, 2005) ise de, Cotter (2007) tarafindan
yayinlanan teknik bir notta, GD T25 misir ¢esidine ait hayvan besleme veya toksisite
deneylerinin yeterli olmadigi ve 2000 yihinda Avusturya’da da yasaklanmasi
nedeniyle, hayvan beslemede glvenli olmadigi bildirilmigtir.

Sonug olarak; GD T25 misir ¢esidinin besin madde igerigi, kimyasal kompozisyonu
ve hayvan denemeleri acisindan genetik olarak degistiriimemis cesidi ile benzer
oldugu, mevcut calismalarla ortaya c¢ikmigsa da, Bilimsel Komite, bu konudaki
calismalarin s6z konusu ¢esidin hayvan beslemede kullanimi igin karar vermek Uzere
yeterli olmadigl sonucuna varmistir.

e Tarimsal Ozelliklerin Analizi

Glufosinat amonyum herbisitine toleransi saglayan pat ve diger birgcok rekombinant
geni iceren GD musir cesitleri farkli bolgelerde ve yillarda tarla denemeleriyle GD
olmayan cesitlerle karsilastiriimistir. Bu denemeler sonucunda GD misir gesitleri ile
GD olmayanlar arasinda morfolojik ve tarimsal 6zellikler agisindan 6nemli farkhliklar
g6zlenmemistir (CFIA, 2001).

Toksisite / Allerjenite Risk Degerlendirilmesi
Toksisite

Yeni ifade edilen PAT proteini memeliler igin toksik degildir ve gida alerjenleri ile
iligkili herhangi bir karakteristigi de yoktur. Bulgular da bu tartismayi desteklemektedir
(FSANZ, 2003; Hérouet ve ark, 2005). pat geninin kod dizilimi, patojen olmadigi
bilinen ve yaygin olarak toprakta bulunan bakteriden Uretilmigtir. PAT proteini gastrik
ve intestinal sivida (sindirim kanali sivilarinda) denatlre olur ve hizli bir sekilde
parcalanir. PAT enzimi ylksek oranda substrat spesifiktir. Etkisi, hedefi olan
glufosinat amonyum Uzerinedir, fakat L-glufosinatin yapisal analogu olan glutamat
Uzerine etkisi yoktur (Hérouet ve ark, 2005; CERA, 2011). Farelerde PAT proteininin
intraven6z uygulamasi ile ¢ok yuksek dozlarda bile herhangi bir olumsuz etkisi
bulunmamistir. Ayrica siganlarla yapilan 90 gunlik ¢alismalarda da olumsuz bir etki
saptanmamigtir (He ve ark, 2008).

Allerjenite
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PAT proteini gida alerjenleri ile iligkili herhangi bir karakteristige, bilinen alerjen,
toksin veya anti-nutrientler ile homolojiye ve belli bazi gida alerjenlerinde var olan
glikosilasyona sahip degildir. Bu protein T25 deki islenmemis proteinin oldukga kuguk
bir kismini olusturur ve gida alerjisi yapan major proteinler gibi proteinlere benzemez
(Hérouet ve ark, 2005; Om ve ark, 2006). Misir (Zea mays L.), alerjik bir gida olarak
kabul edilmez ve yeni uretilen protein de potensiyal alerjik etkiye sahip dedgildir
(Leeson, 1996). T25 misirin kulturinun yapilmasi ve yem ve gida olarak kullaniimasi,
ticari olarak kullanilan egsdeger misir cesitleri ile karsilastirildiginda, alerjik
reaksiyonlar igin riski artirmamaktadir (Leeson, 1996; Heérouet ve ark, 2005;
Varzakas ve ark, 2007).

Sonug olarak; Bilimsel Komite, mevcut calismalara gore, PAT proteini iceren GD
T25 misir ¢esidinin, proteinlerin 6zelikleri de dikkate alindiginda, toksisite/alerjenite
yonunden genetik olarak degistirimemis esdegeriyle benzer oldugu sonucuna
varmigtir.

Cevresel Risk Degerlendirmesi
o Genetik Degisiklikten Kaynaklanabilecek Yayillma Potansiyeli

Gen kacisinin potansiyel kaynaklari tohum ve polen olarak bilinmektedir. Misir
tohumlarinin hayvanlar araciligiyla tagsinmasi, tohum yapisi bakimindan elverigsiz
olup, tohumlarin dogaya kagisinin ancak yem igleme ve nakliye surecleri sirasinda
gerceklesebilecegi dusunulmektedir (Chandler ve Dunwell, 2008; Nishizawa ve ark,
2009).

Tarla denemelerinde, T25 misir ¢gesidinin kaynagi olan genetik olarak degistiriimemis
misir ¢esidi ile hayatta kalma, Ureme ve yayillma Ozellikleri bakimindan, glufosinat
herbisiti uygulamasi disinda, herhangi bir fark goéstermedigi bulunmustur (CFIA,
2001). Ayrica, genetik olarak degistirilmis T25 misir gesidinde, istilaci 6zellige neden
olacak herhangi bir genetik modifikasyona dair kanit ta bulunamamistir.

Sonug¢ olarak; Bilimsel Komite, T25 misir g¢esidinin, gevreye yayilma potansiyeli
yonunden genetik olarak degistiriimemis esdegeriyle benzer oldugu sonucuna
varmistir.

o Bitkiden bitkiye gen kacgisi

Misir, yabanci dodllenen bir bitki olup, polenler rizgarla gevreye tasinabilmektedir
(Treu ve Emberlin, 2000; Chandler ve Dunwell, 2008). Ancak yem amacli olarak T25
misirin tlkemize girisi bitkiden bitkiye gen kagisinin kaza ile ¢cevreye yayillmasi ile
mumkuin olabilir (Nishizawa ve ark, 2009). Kultart yapilan misir gesitlerinin Glkemizde
yaygin olarak uretilmesi nedeniyle, T25 misir ¢cesidinden yerel ve kultir gesitlere gen
kacigi olasiligi bulunmaktadir. Bununla beraber, misir tohumlarinin ender olarak
dormansi gostermesi ve izleyen yilda sadece uygun kosullarda ¢imlenmesi,
tohumlarin yenmesi, ¢urimesi, kis zarari ve tarim uygulamalari nedeniyle fideler
agro-ekosistemde canliligini surdirememektedir (EC, 2001; COGEM, 2008). Bu
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nedenle, T25 misir gesidinin, glifosinat kullanilan araziler disinda, diger cesitlere
kiyasla daha uyumlu olabilecegi dugsinulmemektedir.

Bitkiden bakteriye gen kagisi

Genetik olarak degistiriimis T25 misir gesidinden uretilen besin ve yemlerde bulunan
trans-genlerin, insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde ve dogada bulunan
mikroorganizmalarla karsilasma riski bulunmaktadir. Bitki DNA’sinin  memelilerin
sindirim sisteminde blyUk oranda ve hizla pargalanmasina karsin, kalin bagirsakta
DNA pargalarina rastlanabilmektedir (Eede ve ark, 2004). Ote yandan, bu gen
parcalarinin prokaryot genomuyla birlesme olasiliginin dogada rastlanilandan daha
fazla olmadigi belirtiimektedir (Nielsen ve ark, 1998; Keese, 2008). T25 misir
cesidinde ampisiline dayaniklilik geni (bla) bulunmaktadir. Ancak bu genin promotér
bolgesi bitkide bulunmadigdi icin aktif degildir ve bitkilerde ifade edilmemektedir.
Ayrica pat geninin okaryotik hicrelerde islev gorecek sekilde dizayn edilmeleri
nedeniyle, bu genlerin prokaryotlarda aktif olmasi da beklenmemektedir (ANZFA,
2001; EC, 2001; Eede ve ark, 2004; EFSA, 2006; COGEM, 2008).

Sonug¢ olarak; T25 misir gesidinin Ulkemizde yem amaglh kullanilacagi ve Uretimi
yapilmayacagindan, kazayla olusabilecek yayiimalar sonucu gelisen bitkilerden,
kaltart  yapilan misir gesitlerine gen kacisinin son derece dusuk olacagi
dusunulmektedir. Ayrica sindirim sisteminde ve dogada bulunan prokaryotlara da gen
gegcisinin yok denecek kadar az oldugu sonucuna variimistir.

GENEL SONUG ve ONERILER

Bilimsel Komite, GD T25 misir g¢esidinin yem olarak kullanim amaciyla ithal
edilmesinin potansiyel risklerini degerlendirmistir. T25 misir gegsidine biyoteknolojik
yontemlerle aktarilan genlerin yapisi, DNA dizilimi, promotor ve terminator bolgeleri,
ekstra DNA dizileri ve gen aktarim yontemi ayrintili olarak incelenmistir. Bu gesit ile
ilgili bilimsel arastirmalarin sonugclari (alerjik ve toksik etki analizleri, genetik
modifikasyonun stabilitesi, morfolojik ve agronomik Ozellikler, hedef disi
organizmalara etkisi vb.), risk degerlendirmesi yapan cesitli kuruluglarin gorusleri
(EFSA, WHO, FAO, FDA, OECD), basvuru dosyasinda bulunmasi gereken
dokumanlar ve farkh ulkelerde uzun sureli Gretim ve tuketim durumlari g6z 6ninde
bulundurulmustur. Yine bu GD misir gesitle yapilan hayvan besleme calismalari da
incelenerek, yem olarak kullanimi  sonucu ortaya c¢ikabilecek riskler
degerlendirilmistir. Ek olarak, bu misir c¢esidinin Ulkemizde kazayla yayilmasi
durumunda olusabilecek tarimsal ve c¢evresel riskler de g6z ©Onlnde
bulundurulmustur.

Eldeki veriler, GD T25 misir gesidinin, geleneksel misir gesitleri kadar alerjenite
bakimindan bir degisiklige ugramadigi ve besin igerigi ile tarimsal ozellikleri
acisindan da bir fark bulunmadigini géstermektedir.

Ancak bu cesitle ilgili hayvan beslemesine yonelik sinirli sayida bilimsel yayinin

olmasl ve bu yayinlarda da deneysel calisma sonuglarina dayali degerlendirme
parametrelerinin eksik ve/veya yetersiz oldugu kanisi olusmustur.
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Bilimsel Komite, bu konudaki deneysel c¢alismalarin s6z konusu c¢esidin hayvan
beslemede kullanimi i¢in karar vermek Uzere yeterli olmadigi sonucuna variimigtir.
Bu nedenle T25 misir gesidinin ithalinin uygun olmayacagi gorusune varmistir.
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