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Geachte heer Atsma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over de vergunningaanvraag voor een categorie 1
veldproef getiteld ‘schurft-resistente cisgene appels’ (IM 10-005) van Plant Research
International B.V., deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de milieurisico’s van een veldproef met
genetisch gemodificeerde (gg-) appelbomen (Malus pumila) geént op niet genetisch
gemodificeerde onderstammen. De gg-appelbomen brengen het HcrVf2 gen tot expressie dat
schurftresistentie bewerkstelligt. Dit gen is afkomstig van een kruisbare verwante
sierappelsoort (Malus floribunda).

De COGEM merkt op dat met de voorgenomen inperkingsmaatregelen uitkruising en
verspreiding van het ingebrachte gen niet voorkomen zal worden. Het HcrVf2 gen is echter al
in kruisbare verwanten van de gecultiveerde appel, in verschillende via traditionele veredeling
verkregen appelrassen en in de wilde populatie aanwezig. De bij de transformatie gebruikte
vector bevat o.a. de antibioticumresistentiegenen nptll en nptlll. Op basis van de aangeleverde
gegevens kan niet worden uitgesloten dat het nptlIl gen in de gg-appelbomen is ingebracht.
De COGEM heeft eerder geconcludeerd dat bij veldproeven de aanwezigheid van het nptlil
antibioticumresistentiegen geen milieurisico zal veroorzaken.

De COGEM concludeert dat deze veldproefaanvraag voldoet aan de eisen voor een categorie
2 veldproef. De COGEM heeft tegen de in de aanvraag beschreven werkzaamheden geen
bezwaar en acht de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.

Wel merkt de COGEM op dat de door de aanvrager overlegde gegevens over de afwezigheid
van het nptlll gen in de gg-appelbomen de wetenschappelijke toets der kritiek niet kunnen
doorstaan. Hoewel de eventuele aanwezigheid van dit gen geen milieurisico zal veroorzaken
en daarom geen deel uitmaakt van de overweging van de COGEM over deze veldproef, is de
COGEM van mening dat mede gezien de maatschappelijke gevoeligheid omtrent de
aanwezigheid van antibioticumresistentiegenen het wenselijk is om aanvullende gegevens te
laten overleggen.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

k—

Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman

Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs
Dr. I. van der Leij

Met het oog op eventuele belangenverstrengelingen zijn de COGEM leden Prof. dr. ir. G.C.
Angenent en Dr. ir. HJ. Schouten niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit
advies.



Veldproef met genetisch gemodificeerde schurftresistente
appelbomen

COGEM advies CGM/101214-01

Inleiding

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de milieurisico’s van een veldproef met
genetisch gemodificeerde (gg-) appelbomen (Malus pumila). De COGEM is in een
vroegtijdig stadium, namelijk voor het opstellen van de ontwerpbeschikking, om advies
gevraagd omdat de appelbomen bij deze veldproef in bloei zullen komen. De appelbomen zijn
genetisch gemodificeerd met het HerVf2 gen dat schurftresistentie bewerkstelligt. Dit gen is
afkomstig van een wilde verwant van de appel: de sierappelsoort Malus floribunda. De
vergunningaanvrager, Plant Research International B.V. wil de schurftresistentie van de gg-
appelbomen beoordelen en heeft een vergunning aangevraagd voor een kleinschalige
(categorie 1) veldproef. Het betreft hierbij werkzaamheden op één locatie in de gemeente
Wageningen. De gg-appelbomen zijn geént op niet-genetisch gemodificeerde onderstammen.

Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft eerder verschillende keren geadviseerd over gg-appelbomen (M.
pumila)."***’ Deze appelbomen waren schimmelresistent door modificatie met het hrh gen
dat codeert voor a-hordothionine. In het merendeel van deze vergunningaanvragen kwamen

de appelbomen niet tot bloei."”*”

Milieurisicoanalyse

Bij de risicobeoordeling van de introductie in het milieu van genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s), zoals die door de COGEM wordt uitgevoerd, worden de effecten die het
ggo kan hebben op mens en milieu beoordeeld, waarbij de mens als integraal onderdeel van
het milieu wordt beschouwd.

Onder risico wordt verstaan de gevolgen van een gevaar in combinatie met de kans dat
deze gevolgen zich voordoen. De mogelijke schadelijke effecten van (toepassing van) een ggo
worden daarbij vergeleken met die van het ongemodificeerde organisme, de zogenaamde
“baseline”, waaruit het ggo is afgeleid. Bij de introductie in het milieu wordt door de
COGEM de staande landbouw en de klassieke veredeling als “baseline” voor genetische
gemodificeerde gewassen gebruikt.’

De uitgangspunten en de methodiek van de milieurisicobeoordeling zijn in de EU richtlijn
2001/18/EG en de bijbehorende bijlagen beschreven. Hierin is vastgelegd dat bij de
milieurisicobeoordeling zowel gekeken wordt naar mogelijke directe als naar indirecte
schadelijke effecten van het ggo. Om tot een risico-inschatting te komen, worden de volgende
stappen doorlopen: de identificatie van kenmerken die schadelijke effecten kunnen hebben; de
evaluatie van eventuele gevolgen van het mogelijk optreden van schadelijke effecten; de

In de loop der tijd zijn er veel verschillende wetenschappelijke namen geweest voor de gecultiveerde
appel, zoals Malus pumila, M. communis, M. sylvestris en M. domestica. Recente bronnen
beargumenteren dat Malus pumila de correcte wetenschappelijke naam is voor de gecultiveerde
appel.®*'® Anderzijds valt op te merken dat de gecultiveerde appel en M. sieversii tot dezelfde soort
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behoren.



evaluatie van de kans op het optreden van mogelijke schadelijke effecten; een schatting van
het risico dat aan elk bepaald kenmerk van het ggo is verbonden; de bepaling van
risicomanagementmaatregelen; en de bepaling van het algehele risico van het ggo.

Bij de huidige aanvraag kijkt de COGEM naar de risico’s voor mens en milieu die
verbonden zijn aan de introductie in het milieu van gg-appelbomen met een verhoogde
resistentie tegen Appelschurft (Venturia inaequalis) die zijn geént op niet-genetisch
gemodificeerde onderstammen. Zowel directe als indirecte effecten worden beoordeeld.
Hierbij zijn de kans op verspreiding door bijvoorbeeld pollen of zaden, het eventueel
uitkruisen van appel met wilde verwanten of andere verwanten, mogelijke veranderingen in
persistentie en invasiviteit van de plant en verwildering van belang. Daarnaast wordt gekeken
naar eventuele nadelige effecten indien de ingebrachte genen zich in het milieu zouden
verspreiden. Ook incidentele consumptie, vraat en daarbij mogelijk optredende toxische of
allergene effecten op mens en dier zijn onderwerp van de risicoanalyse. Bovendien worden
eventuele effecten op niet-doelwitorganismen bestudeerd. Effecten op niet-doelwitorganismen
zouden kunnen leiden tot verstoring van voedselketens of ecosystemen. Een eiwit kan
mogelijk intact blijven in insecten, waarna het door insecten verspreid kan worden vanuit het
proefveld. Mogelijke effecten op de bodemmicroflora zouden een verstoring in de
nutriéntenkringloop in de bodem als gevolg kunnen hebben.

Teneinde de bovenstaande aspecten te kunnen beoordelen wordt een aantal factoren in
ogenschouw genomen: de eigenschappen van het gastheerorganisme waarin de genen zijn
ingebracht, de kenmerken van de ingebrachte genen, de mogelijke effecten van deze genen,
de kenmerken van het ggo en de mogelijke interactie met het milieu waarin het ggo
geintroduceerd wordt.

De COGEM heeft eerder richtlijnen opgesteld voor de beoordeling van veldproefaanvragen
met genetisch gemodificeerde planten.” Teneinde mogelijke milieurisico’s te voorkomen,
worden in deze richtlijnen criteria beschreven voor een categorie-indeling van veldproeven.
Wanneer weinig kennis beschikbaar is, worden alleen kleinschalige werkzaamheden
toegelaten waarbij eventuele nadelige effecten verregaand ingeperkt moeten worden. Bij
grootschalige veldproeven met minder inperkende voorschriften is meer kennis van het ggo
vereist. Deze kennis kan bijvoorbeeld verkregen worden uit eerdere kleinschalige
veldproeven of uit andere bronnen.

Eigenschappen van het gewas

De gecultiveerde appel (M. pumila)® behoort tot de familie van de Rosaceae. Tot deze familie
behoren ook andere fruitsoorten, zoals Peer (Pyrus communis), Aardbei (Fragaria x
ananassa) en Framboos (Rubus idaeus).” De huidige appelrassen zijn nauw verwant aan de
wilde appelsoort Malus sieversii, de sierappelsoorten Malus x asiatica, Malus baccata, Malus

micromalus, Malus orientalis, Malus prunifolia en de wilde Appel (Malus sylvestris)."’

In Nederland is de gecultiveerde appel in boomgaarden en tuinen aangeplant, maar wordt de
gecultiveerde appel daarnaast ook in verwilderde vorm aangetroffen in bossen en
bermen.”'"'* In Nederland zijn vanwege hun sierwaarde ook veel sierappels aangeplant.
Veelgenoemde sierappelsoorten zijn M. baccata, M. floribunda, Malus toringo en Malus
tschonoskii. """ Verder komt ook de wilde Appel (M. sylvestris) in Nederland voor.’ De wilde



Appel is een bedreigde boomsoort en komt hier alleen nog in kleine populaties of als

. .. 11,14
individuele appelboom voor.

De gecultiveerde appel wordt professioneel vermeerderd op boomkwekerijen. Dit gebeurt
door vegetatieve vermeerdering."” Hiervoor wordt een stuk stengel op een onderstam geént (in
de winter) of wordt een oog op een onderstam geoculeerd (in de zomer). Uit de wortels van
appel kunnen opslagplanten ontstaan.'®

Appel is een kruisbestuiver en plant zich in de natuur meestal voort via seksuele
voortplanting. Bij appelbomen duurt het ongeveer 3 tot 8 jaar voordat de appelboom voor het
eerst gaat bloeien.'”'® De appelboom bloeit in april en mei.” Het pollen wordt voornamelijk
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verspreid door insecten, maar kan ook via de wind verspreid worden.

De honingbij is het belangrijkste insect voor de bestuiving van appelbomen,'*?**' maar
ook solitaire bijen, hommels® en vliegen** kunnen zorgen voor bestuiving. De afstand
waarmee pollen door insecten wordt verspreid is athankelijk van het foerageergedrag van de
insecten.” Er zijn verschillende studies uitgevoerd naar de maximale afstand waarbij nog
bevruchting plaats kan vinden. Al deze studies zijn uitgevoerd in boomgaarden. In een
Canadese studie was de maximale afstand voor bevruchting tussen verschillende rijen
appelbomen in de boomgaard 85,5 meter.” In een Duitse studie werd op een afstand van 104
meter nog bevruchting aangetroffen en in een Japanse studie werd op 150 meter afstand van
de pollenbron bevruchting aangetroffen.” Bij al deze studies moet worden opgemerkt dat de
maximale afstand waarbij bevruchting werd aangetroffen de maximale afstand was waarbij
nog waarnemingen werden gedaan. Het is daarmee niet uit te sluiten dat ook over grotere
afstanden nog bevruchting plaats kan vinden.

Pollen van appel kan ook door de wind verspreid worden. Op 800 en 1200 meter afstand
van een perenboomgaard werd nog pollen gevonden."” Hierbij moet worden opgemerkt dat
het onduidelijk is of dit pollen nog levensvatbaar was. Het pollen van de Peer is qua grootte
vergelijkbaar met dat van appel®. Waarschijnlijk kan pollen van appel ook dergelijke grote
afstanden afleggen.

Appel is een kruisbestuiver die niet door zijn eigen pollen of door pollen van hetzelfde ras
bestoven kan worden. Daarom bestaan appelboomgaarden vaak uit meerdere appelrassen.
Soms worden sierappelsoorten aangeplant, die als bron van pollen voor bestuiving zorgen.”**
De sierappelsoorten Malus coronaria, M. floribunda, M. prunifolia, Malus niedzwetzkyana en
Malus zumi zijn o.a. kruisbaar met de gecultiveerde appel.”® Kruising met sierappelsoorten
kan leiden tot fertiele nakomelingen.”® Verder leveren verschillende studies bewijs voor het
bestaan van hybriden tussen de gecultiveerde appel en de wilde Appel (M. sylvestris).'"'>'**
In Nederland zijn verschillende kruisbare verwanten van de gecultiveerde appel aanwezig.
Zowel de wilde Appel (M. sylvestris) als verschillende sierappelsoorten (M. baccata, M.
coronaria, M. floribunda, M. micromalus, M. prunifolia, M. zumi) komen in Nederland
voor.”'"""* In Nederland is het merendeel van de in het wild voorkomende appelbomen een
hybride of bastaard appelboom.*'

Appels worden gewoonlijk 3,5 tot 5 maanden na de bloei geoogst."” Het vruchtvlees van de
appel bestaat uit het weefsel van de moederplant en bevat dus alleen genen van de appelboom

waaraan de appel wordt gevormd. Het vruchtvlees bevat geen genen die afkomstig zijn van



het pollen dat voor bevruchting heeft gezorgd. Het pollen kan wel via het zogenaamde
‘metaxenia’ effect de grootte, vorm, kleur en smaak van appels beinvloeden.

Vogels kunnen schade aan de vruchten veroorzaken doordat ze de appels aanpikken.”
Afgevallen appels worden gegeten door dieren zoals konijnen, hazen, dassen en muizen.
Zowel vogels als zoogdieren kunnen appels en daarmee ook de zaden van de appel
verspreiden.”’ De grootste verspreider van appelzaad is de mens. Deze verspreidt het zaad
door het weggooien van klokhuizen. Na een koudeperiode van drie maanden kan het zaad dat
in de klokhuizen aanwezig is ontkiemen. Uit weggegooide klokhuizen kunnen daarna
gemakkelijk opslagplanten groeien.” Het merendeel van de opslagplanten van appel die aan
boskanten, langs sloten en in bermen teruggevonden kunnen worden is hoogstwaarschijnlijk
ontstaan uit het zaad van weggegooide klokhuizen.”' Deze opslagplanten kunnen in sommige
gevallen uitgroeien tot een volwassen appelboom. In bossen en bermen wordt de appelboom

in verwilderde vorm aangetroffen.”'"'?

Informatie over de ingebrachte sequenties
De appelbomen (alleen de bovenstam) zijn genetisch gemodificeerd m.b.v. Agrobacterium
tumefaciens. Bij de modificatie is gebruik gemaakt van de pMF1 vector.

Op de backbone van deze vector liggen verschillende genen (oriV en trfA) die
vermeerdering van het plasmide in de bacterie mogelijk maken. Daarnaast is ook het nptlI]
antibioticumresistentiegen op de backbone van de vector aanwezig.

Op het T-DNA gedeelte van de vector zijn naast het HcrVf2 gen en het nptl]
antibioticumresistentiegen nog verschillende andere genen aanwezig (rec-lbd en codA-nptll).
Deze genen maken deel uit van het R/Rs recombinatie systeem van Zygosaccharomyces
rouxii. Dit recombinatie systeem bevat een m.b.v. dexamethason induceerbaar site-specifiek
recombinase waardoor het mogelijk is om merker-vrije planten te verkrijgen. Na inductie van
het recombinase, zorgt een negatief selectiesysteem ervoor dat alleen planten waarbij het
codA gen door recombinatie is verwijderd, zullen overleven.

De aanvrager concludeert op basis van PCR resultaten dat de nptII en nptlll genen afwezig
zijn.

De veldproef wordt uitgevoerd met drie typen ggo’s. In dit advies wordt de door de aanvrager
gebruikte benaming aangehouden.
1) cisgene appellijnen (0.a. SPV{2-11)
construct: rechter border, 288 bp eigen promoter, HcrVf2 coderende regio, 437 bp eigen
terminator, 81 bp recombinatie site, linker border
2) cisgene appellijnen (0.a. CH12.1.49)
construct: rechter border, 242 bp eigen promoter, HcrVf2, 220 bp eigen terminator,
recombinatie site afkomstig van Z. rouxii, linkerborder
3) intragene appellijnen (0.a. RbcVf2-11)
construct: rechter border, 1600 bp appel rubisco promoter, HcrVf2, 593 bp appel rubisco
terminator, recombinatie site, linker border.

Onder cisgene planten verstaat de aanvrager planten die genetisch gemodificeerd zijn met
DNA van de plantensoort zelf of met DNA van een van nature kruisbare soort. Het DNA dat
voor de modificatie wordt gebruikt is bij cisgene planten in zijn geheel afkomstig van de
gebruikte plantensoort en bestaat niet uit meerdere fragmenten. De ‘cisgene’ appellijnen die



bij de veldproef worden gebruikt, bevatten het HcrVf2 gen met zijn eigen regulatiesignalen
(promoter en terminator). Het HcrVf2 gen is afkomstig van de kruisbare verwante

. Dit HerVf2 gen komt voortdurend tot expressie’” en de

sierappelsoort M. floribunda
expressie van het gen wordt in aanwezigheid van de schimmel die Appelschurft veroorzaakt
(V. inaequalis) verder verhoogd.’’

Met intragene planten bedoelt de aanvrager ook planten die genetisch gemodificeerd zijn
met DNA van de plantensoort zelf of met DNA van een van nature kruisbare soort, maar
hierbij kan het DNA dat voor de modificatie wordt gebruikt uit meerdere fragmenten bestaan.
De ‘intragene’ appellijnen die bij de veldproef worden gebruikt, bevatten het HcrVf2 gen dat

afkomstig is van de kruisbare verwante sierappelsoort M. floribunda.™

De regulatiesignalen
die de expressie van het HcrVf2 gen controleren zijn afkomstig van het rubisco gen van appel.
De promoter van het rubisco gen is actief in de groene delen van de plant en zorgt voor een
hogere expressie. Het expressieniveau wordt door de aanwezigheid van V. inaequalis niet
verder geinduceerd.”’

De appellijnen bevatten naast het HcrVf2 gen en de regulatiesignalen die zorgen voor de
expressie van dit gen, ook de rechter en linker border van A. tumefaciens en de recombinatie

site van Z. rouxii.

De aanvrager stelt dat in de ‘cisgene’ appellijn SPVf2-11 twee kopieén van het T-DNA
aanwezig zijn, terwijl in de ‘intragene’ appellijn RbcVf2-11 één kopie van het T-DNA
aanwezig is. De resultaten van de experimenten waarbij het aantal kopieén is bepaald, zijn
niet in het dossier aanwezig. Het was ten tijde van de vergunningaanvraag niet bij de
aanvrager bekend hoeveel kopieén van het T-DNA in de overige ‘cisgene’ appellijnen (o.a.
CH12.1.49) aanwezig zijn.

Eigenschappen van het HcrVf2 gen

Het HcrVf2 gen is afkomstig van de wilde verwante sierappelsoort M. floribunda en
bewerkstelligt resistentie tegen Appelschurft (V. inaequalis). Het gen is door traditionele
veredeling in verschillende appelrassen zoals Santana, Topas en Florina, ingebracht. Het
HcrVf2 gen codeert voor een zogenaamd ‘receptor like protein’ en komt ook in afwezigheid
van V. inaequalis tot expressie.”” In een appelras dat het HcrVf2 gen bevat, worden bepaalde
eiwitten die V. inaequalis produceert, herkend. Wanneer de aanwezigheid van V. inaequalis
wordt opgemerkt, worden andere genen aangeschakeld die voor een afweerreactie zorgen.
Deze afweerreactie zorgt ervoor dat de plantencellen waar herkenning plaats heeft gevonden
doodgaan waardoor V. inaequalis zich niet verder kan verspreiden. Een hogere expressie van

het HerVf2 gen is gecorreleerd met een betere resistentie tegen Appelschurft. '

Proefopzet en monitoring na afloop
De gg-appelbomen zijn geént op niet-genetisch gemodificeerde M9 onderstammen. De
appelbomen worden geplant op een perceel dat deel uitmaakt van een grotere, omheinde en
afgesloten proefveldlocatie. Het perceel met appelbomen is ter wering van reeén, hazen en
andere grotere zoogdieren omheind met gaas. Ten noorden en ten oosten van het perceel met
appelbomen is een elzenhaag aanwezig. Het oppervlak van het proefveld is maximaal 1750
m” inclusief manoeuvreerruimte voor de tractor.

Het snoeiafval en de door de gg-appelbomen gevormde appels worden verzameld en
gecontroleerd afgevoerd en verbrand. Na afloop van de proef worden de bomen gerooid en



verhakseld. Ook dit afval zal worden afgevoerd en verbrand. Na afloop van de proef wordt de
grond gefreesd en in het daaropvolgende jaar wordt er gecontroleerd op opslag eventueel
gevolgd door onkruidbestrijding.

De aanvrager hanteert een isolatieafstand van 150 meter. Binnen deze afstand worden geen
appelbomen geteeld en bevinden zich ook geen andere losse appelbomen. Ook meldt de
aanvrager dat binnen 500 meter afstand van het perceel geen andere appelboomgaarden
aanwezig zijn. Verder zullen in de veldproef geen bijenkasten worden geplaatst voor
bestuiving. De bloemen zullen met de hand worden bestoven.

Overwegingen en advies

Het huidige advies heeft betrekking op een vergunningaanvraag voor een kleinschalige
categorie 1 veldproef met genetisch gemodificeerde schurftresistente appelbomen geént op
een niet-genetisch gemodificeerde onderstam. De schurftresistentie is verkregen door
introductie van het HcrVf2 gen afkomstig van de wilde verwante sierappelsoort M.
floribunda. Dit HerVf2 gen is door traditionele veredeling ook in verschillende appelrassen,
zoals Santana, geintroduceerd.

Moleculaire karakterisering en gegevens in aanvraag summier

De gegevens die in de aanvraag aanwezig zijn over de functie van de genen die op de vector
aanwezig zijn en het gebruikte recombinatiesysteem zijn erg summier. De aanvrager
concludeert op basis van PCR-resultaten dat de nptll en nptlll antibioticaresistentiegenen
afwezig zijn. De PCR’s zijn uitgevoerd zonder interne positieve controle. Hierdoor valt niet
uit te sluiten dat de PCR’s een vals negatief resultaat hebben opgeleverd en zouden de
antibioticumresistentiegenen nptll en nptlll onbedoeld toch in de gg-appelbomen aanwezig
kunnen zijn.

Betreffende de aanwezigheid van het nptll gen kan het volgende worden opgemerkt. Bij de
productie van de gg-appelbomen is het R/Rs recombinatiesysteem gebruikt om een gedeelte
van het T-DNA te verwijderen. Op dit gedeelte ligt o.a. het nptll gen. Een negatief
selectiesysteem zorgt ervoor dat alleen planten waarbij de recombinatie is gelukt kunnen
overleven. Hoewel de COGEM van mening is dat de resultaten van de PCR geen uitsluitsel
geven over de aan- of afwezigheid van het nptlI gen, is het gezien het gebruikte recombinatie-
en selectiesysteem niet waarschijnlijk is dat het nptIl gen in de gg-appelbomen aanwezig is.

Verspreiding van ingebrachte gen via zaad is niet uitgesloten

Zaad van appels wordt verspreid door zowel vogels als zoogdieren.”' Het proefveld is
omheind met gaas en maakt deel uit van een afgesloten proefveldlocatie. De COGEM is van
mening dat door de afgesloten proefveldlocatie en de omheining van het proefveld het
consumeren van appels en het verspreiden van appelzaad door zoogdieren voldoende wordt
voorkomen. Er zijn geen maatregelen getroffen om verspreiding van het zaad door vogels te
voorkomen. Na een koudeperiode kan verspreid zaad ontkiemen en uitgroeien.

Bevruchting van (wilde) verwante soorten met genetisch gemodificeerd pollen is niet
uitgesloten

In Nederland wordt appel veelvuldig gecultiveerd. De gecultiveerde appel komt ook in
verwilderde vorm voor aan boskanten, langs sloten en in bermen. Daarnaast komen
verschillende sierappelsoorten in Nederland voor. Ook de wilde Appel, die beschouwd wordt



als een bedreigde boomsoort, wordt in Nederland aangetroffen. Zowel de wilde Appel als
verschillende sierappelsoorten zijn kruisbaar met de gecultiveerde appel.

Zoals eerder gemeld wordt het pollen van appelbomen verspreid via bijen, hommels en
vliegen.'”***'** Bij een in de literatuur gerapporteerd experiment bleek op 150 meter afstand
van een pollenbron nog bevruchting plaats te vinden.** Ook werd op 800 en 1200 meter
afstand van een perenboomgaard nog pollen gevonden. Naar verwachting zal ook het pollen
van appel, dat vergelijkbaar van grootte is, dergelijke afstanden kunnen afleggen.'’ De
aanvrager hanteert een isolatieafstand van 150 meter en meldt dat op een afstand van 500
meter geen appelboomgaarden voorkomen.

De COGEM is van mening dat het bij de gehanteerde isolatieafstand niet is uit te sluiten
dat uitkruising plaatsvindt met (verwilderde) appelbomen, de wilde Appel of met andere
verwante kruisbare sierappelsoorten. Na bevruchting van kruisbare verwanten met genetisch
gemodificeerd (gg-) pollen kunnen appels ontstaan. Wanneer appels worden gevormd kan het
zaad in de appels na een koudeperiode ontkiemen en uitgroeien.

Met betrekking tot eventuele bevruchting van gecultiveerde appelbomen valt het volgende
op te merken. Het vruchtvlees van de appel bestaat uit het weefsel van de moederplant.
Wanneer een gecultiveerde appelboom met het gg-pollen wordt bevrucht dan zal het
vruchtvlees het HcrVf2 gen van de gg-appelbomen niet bevatten. Het pollen kan zoals
gebruikelijk via het zogenaamde ‘metaxenia’ effect wel de grootte, vorm, kleur en smaak van
appels beinvloeden.” Het ‘metaxenia’ effect dat het gg-pollen zou kunnen veroorzaken zal
naar verwachting overeenkomen met dat van andere appelrassen waarin het HcrVf2 gen
aanwezig is. Eventueel zaad dat na bevruchting met gg-pollen ontstaat zal niet gebruikt
worden voor het opkweken van nieuwe appelbomen. Appelbomen die in boomgaarden
worden geplant zijn afkomstig van boomkwekerijen en worden professioneel vermeerderd.

Geen verspreiding via vegetatieve delen

Uit de wortels van appelbomen kunnen opslagplanten ontstaan. Eventuele opslagplanten die
bij de in de veldproef gebruikte appelbomen ontstaan, zullen afkomstig zijn van de niet-
genetisch gemodificeerde onderstam.

Geen aanwijzingen voor negatieve effecten op niet-doelwitorganismen
Niet-doelwitorganismen kunnen in aanraking komen met het HerVf2 eiwit door contact met
de genetisch gemodificeerde delen van de appelboom. De gebruikte onderstam is niet
genetisch gemodificeerd. Excretie van het HcrVf2 eiwit via de wortels is hierdoor niet
waarschijnlijk. Micro-organismen in het bodemecosysteem kunnen wel worden blootgesteld
aan het HcrVf2 eiwit door afgevallen en rottende bladeren.

Er zijn geen aanwijzingen dat het HcrVf2 eiwit een negatief effect heeft op niet-
doelwitorganismen. Het HcrVf2 gen codeert voor een receptor die V. inaequalis, de schimmel
die Appelschurft veroorzaakt, specifiek herkent. De specificiteit van de receptor blijkt uit het
gegeven dat het appelras Santana, dat het HcrVf2 gen bevat, gevoelig is voor aantasting met
de Appelmeeldauw schimmel (Podosphaera leucotricha).”

In een studie met vier typen transgene en niet-transgene appelbomen die het HcrVf2 gen al
dan niet bevatten, werd geen effect gevonden van de aanwezigheid van het HcrVf2 gen op het
aantal uitgekomen Appelvouwmijnmotten (Phyllonorycter  blancardella) en de
ontwikkelingsduur van de Appelvouwmijnmot. Ook werd er geen effect gevonden op de



ontwikkelingsduur van diens parasiet (Pholetesor circumscriptus) en op de mate waarbij
parasitisme plaatsvond.™

Het HcrVf2 gen is door traditionele veredeling in appelrassen zoals Santana ingekruisd. In
Nederland wordt het appelras Santana op ongeveer 10 hectare geteeld.”> Ook andere
appelrassen met het HcrVf2 gen, zoals Florina en Topaz worden in Nederland geteeld. In de
beschikbare literatuur is geen melding gemaakt van nadelige effecten op mens of milieu die
door de teelt van deze appelrassen werden veroorzaakt.

Geen aanwijzingen voor rol HerVf2 bij allergeniteit

Het Mal d1 eiwit, dat bij afweerreacties van de appel betrokken is, is verantwoordelijk voor
allergeniteit van appels bij mensen.”® Het HcrVf2 gen codeert voor een receptor, die V.
inaequalis, de schimmel die Appelschurft veroorzaakt, herkent. Na herkenning wordt een
afweerreactie in gang gezet. Er is geen indicatie dat de aanwezigheid van het HcrVf2 gen met
allergeniteit is geassocieerd, want het via traditionele veredeling verkregen appelras Santana
dat ook het HerVf2 gen bevat, is hypo-allergeen.”” Bij een studie naar de hypo-allergeniteit
van Santana appels bleek 53% van de proefpersonen met appelallergie nauwelijks tot geen
allergische klachten te krijgen na het consumeren van een Santana appel.”’

Bij sommige van de gg-appelbomen staat het HcrVf2 gen onder controle van de
regulatiesignalen van het rubisco gen van appel. Hierdoor wordt de expressie van het HerVf2
gen, dat codeert voor een specifieke receptor, verhoogd. Aangezien de aanwezigheid van het
HerVf2 gen niet met allergeniteit is geassocieerd,” is er geen reden om aan te nemen dat een
verhoogde expressie van dit gen tot allergeniteit zal leiden. Appels die door de gg-
appelbomen worden geproduceerd zijn niet bedoeld voor consumptie en zullen worden
vernietigd.

Wanneer appelbomen uit een boomgaard door gg-pollen worden bevrucht dan zal het
vruchtvlees van de ontstane appels het HcrVf2 gen niet bevatten. Eventueel zaad dat na
bevruchting met gg-pollen ontstaat zal niet gebruikt worden voor het opkweken van nieuwe
appelbomen.

Aanwezigheid van transgene sequenties veroorzaakt geen milieurisico

De gg-appelbomen bevatten behalve het HcrVf2 gen ook enkele transgene sequenties. In de
gg-appelbomen zijn T-DNA borders aanwezig die afkomstig zijn van A. tumefaciens en
noodzakelijk zijn voor de transformatie. De COGEM heeft eerder geconcludeerd dat het zeer
onwaarschijnlijk is dat de insertie van korte DNA fragmenten, zoals een T-DNA border, tot
milieurisico’s leidt.”® Bij de productie van de gg-appelbomen is verder gebruik gemaakt van
het R/Rs recombinatiesysteem van Z. rouxii. Bij dit recombinatiesysteem blijft in de gg-
appelbomen een recombinatiesite achter, die tussen de 59 en 82 baseparen groot kan zijn,
maar meestal 82 baseparen lang is.’' Deze recombinatiesite bestaat uit niet-coderende
sequenties. Derhalve worden er geen nieuwe eigenschappen in de plant gebracht. Daarom is
het zeer onwaarschijnlijk dat de aanwezigheid van deze recombinatiesite tot milieurisico’s zal
leiden.

Eventuele aanwezigheid van nptlll antibioticumresistentiegen levert geen milieurisico op

Op basis van de door de aanvrager aangeleverde gegevens kan niet worden uitgesloten dat het
nptlll antibioticumresistentiegen onbedoeld toch in de gg-appelbomen aanwezig is. De
COGEM heeft eerder geconcludeerd dat de aanwezigheid van het nptll]



antibioticumresistentiegen bij veldproeven geen onaanvaardbaar milieurisico veroorzaakt.”
Het nptlll gen staat onder controle van prokaryote regulatiesignalen en zal daardoor niet in
appelbomen tot expressie komen. De kans op horizontale overdracht (tussen gg-plant en
bacterie) van de betreffende antibioticumresistentiegenen acht de COGEM zeer gering, omdat
deze alleen onder bijzondere laboratoriumomstandigheden, maar nog nooit in de praktijk is
waargenomen. Daarnaast komt het nptlIl gen veelvuldig in het milieu voor. De zeer geringe
(theoretische) kans op een eventuele genoverdracht van plant op bacterie zal daarom niet
leiden tot extra milieurisico.

De COGEM signaleerde eerder wel dat de aanwezigheid van antibioticumresistentiegenen
uit het oogpunt van risicoperceptie onwenselijk kan worden geacht.”

Conclusie

De COGEM is van mening dat met de voorgenomen inperkingsmaatregelen uitkruising en
verspreiding van het ingebrachte gen niet voorkomen zal worden. Zij verwacht echter niet dat
verspreiding van het HcrVf2 gen tot milieurisico’s zal leiden. Het HcrVf2 gen codeert voor
een receptor, die V. inaequalis, de schimmel die Appelschurft veroorzaakt, specifiek herkent.
Het HcrVf2 gen is afkomstig van een kruisbare verwante sierappelsoort (M. floribunda) en
werd eerder door traditionele veredeling in verschillende andere appelrassen (bijvoorbeeld
Santana) geintroduceerd. Het HcrVf2 gen is dus in kruisbare verwanten van de gecultiveerde
appel, in via traditionele veredeling verkregen appelrassen en in de wilde populatie aanwezig.
Er is geen indicatie dat de aanwezigheid van het HcrVf2 gen in appelrassen met allergeniteit
is geassocieerd. In de beschikbare literatuur is geen melding gemaakt van nadelige effecten op
mens of milieu die door de teelt van deze appelrassen werden veroorzaakt.

Op de bij de transformatie gebruikte vector zijn naast het HcrVf2 gen verschillende andere
genen aanwezig. De vector bevat o.a. de antibioticumresistentiegenen nptll en nptlll. De
experimenten waaruit de aanvrager afleidt dat deze genen niet in de gg-appelbomen aanwezig
zijn, missen de noodzakelijke controles. Op basis van het gebruikte recombinatiesysteem acht
de COGEM de kans dat het nptIl gen in de gg-appelbomen aanwezig is verwaarloosbaar
klein. Op basis van de aangeleverde gegevens kan echter niet worden uitgesloten dat het
nptlll gen in deze appelbomen is ingebracht. De COGEM heeft eerder geconcludeerd dat bij
een veldproef een eventuele aanwezigheid van het nptlll antibioticumresistentiegen geen
milieurisico zal veroorzaken.”

Gezien het bovenstaande concludeert de COGEM dat de veldproef kwalificeert voor een
categorie 2 veldproef en voldoet aan de hiervoor geldende eisen.”

Anderzijds stelt de aanvrager dat het nptlll gen in de gg-appelbomen afwezig is. De
aangeleverde gegevens zijn niet overtuigend omdat de noodzakelijke controles ontbreken.
Mede gezien de maatschappelijke discussie omtrent de aanwezigheid van
antibioticumresistentiegenen in genetisch gemodificeerd planten is de COGEM van mening
dat de conclusie omtrent de afwezigheid van het nptlIl gen van een goede onderbouwing zou
moeten zijn voorzien. Daarom adviseert de COGEM om aanvullende gegevens te vragen. Een
eventuele aanwezigheid van het nptlll gen zal naar mening van de COGEM echter geen
milieurisico veroorzaken. De gegevens over de afwezigheid van het npt/Il gen maken daarom
geen deel uit van de milieurisico overweging van de COGEM over deze veldproef.

Gezien het bovenstaande heeft de COGEM tegen de in de aanvraag beschreven
werkzaamheden geen bezwaar en acht zij de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar
klein.
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