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ONDERWERP  Advies categorie 1 veldproef met gg-aardappelplamhet verhoogde resistentie tegen
Phytophthora infestans

Geachte heer Atsma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over de onbeeghikking IM 11-005 en de
vergunningaanvraag, getiteld ‘Application for tleease into the environment of potato lines
with improved resistance tBhytophthora infestans 2012-2018’, van BASF Plant Science
Company GmbH, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting

De COGEM is verzocht te adviseren over de miligewis van een kleinschalige (categorie
veldproef met aardappelerSo{anum tuberosum) met eenverhoogde resistentie teg
Phytophthora infestans en tolerantie voor imidazolonine bevattende hedeici

De COGEM is van mening dat aan de criteria vooragagorie 1 veldproef wordt volda:
Er zijn geen aanwijzingen dat aardappel in Neddrlean \erwilderen. De tolerantie vo
imidazolonine bevattende herbiciden zal geen vagrdpleveren omdat zij in Nederland r
toegelaten zijn. Ook een verhoogde resistentientBgenfestans zal naar verwachting niet t
verwildering leiden.

In Nederland kmen geen wilde verwante soorten voor waarmee apetidan uitkruiser
Aardappel is hoofdzakelijk een zelfbestuiver, meaaisbestuiving kan ook plaatsvinden.
gg-aardappel zou hierdoor over korte afstanden meerandultuurrassen kunnen Kkruis
Aardappelzaad is normaal gesproken niet van agrzcben betekenisomdat bij de
vermeerdering pootaardappelen worden gebruikt datplvan zaden. Aardappelknollen
vorstgevoelig en zullen de Nederlandse winter gelgoniet overleven. In de noodzaak «
eventuele aardappelopslag uit zaad of achtergeblkrmellen te verwijderenwordt in hel
kader van de verplichte bestrijding vi@ninfestans voorzien.

Gezien het bovenstaande is de COGEM van meningealasico’s voor mens en milieu v
in de aanvraag beschreven werkzaamheden verwaaalaolslein zijn.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en batihvoortvloeiende 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



Kleinschalige veldproef met genetisch gemodificeerde
aar dappelplanten met een verhoogde resistentie tegen
Phytophthora infestans

COGEM adviesCGM/111213-01

Inleiding

De COGEM is verzocht te adviseren over de miliécwmis van een categorie 1 veldproef met
genetisch gemodificeerde (gg-) aardappel&lafum tuberosum) met een verhoogde
resistentie tegen de pathogene odmydewttophthora infestans, de veroorzaker van de
aardappelziekte.

De vergunningaanvraag betreft een categorie Jpvaddl met gg-aardappelplanten op één
locatie in de gemeente Steenbergen. De aardappeelplaijn genetisch gemodificeerd met de
genenRpi-blbl en Rpi-blb2 die beide afkomstig zijn uit een wilde aardappeis¢8olanum
bulbocastanum) en zorgen voor een verhoogde resistentie tdgemfestans. Daarnaast
bevatten de gg-aardappelplanten &fms gen met een S653N puntmutatie. tldbas gen is
afkomstig is uit zandraketAfabidopsis thaliana). Door de aanwezigheid van de S653N
puntmutatie wordt tolerantie voor imidazolinone &ende herbiciden verkregen. Hierdoor
kunnen deze herbiciden gebruikt worden voor dectelgan getransformeerde planten.

Eerdere COGEM adviezen
De COGEM heeft in het verleden verschillende kegmadviseerd over kleinschalige
veldproeven met aardappelplanten die genetisch diéiceerd waren met uit wilde
aardappelsoorten afkomstifeinfestans resistentiegenet?-**°

Twee van deze adviezen betroffen veldproeven, wadebaardappelplanten genetisch
gemodificeerd waren met dezelfde genen als de gipppelplanten van de huidige
veldproefaanvraaly

Milieurisicoanalyse

Bij de risicobeoordeling van de introductie in hailieu van genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s), zoals die door de COGEM wottliewvoerd, wordt gekeken naar de
effecten die het ggo kan hebben op mens en milieaybij de mens als integraal onderdeel
van het milieu wordt beschouwd.

Onder risico wordt verstaan de combinatie vanealmigien van een gevaar en de kans dat
deze gevolgen zich kunnen voordoen. De mogelijkadelijke effecten van (toepassing van)
een ggo worden vergeleken met die van het ongeioedifie organisme waarvan het ggo is
afgeleid, dit is de zogenaamde “baseline”. Bij deaductie in het milieu wordt door de
COGEM de staande landbouw en de klassieke vergdelis “baseline” voor genetisch
gemodificeerde gewassen gebrdikt.

De uitgangspunten en de methodiek van de miligobgoordeling zijn in de EU richtlijn
2001/18/EG en de bijbehorende bijlagen beschrewéiarin is vastgelegd dat bij de
milieurisicobeoordeling zowel gekeken wordt naargelgke directe als naar indirecte
schadelijke effecten van het ggo. Om tot een riBischatting te komen, worden de volgende
stappen doorlopen: de identificatie van kenmerkersdhadelijke effecten kunnen hebben; de
evaluatie van mogelijke gevolgen van het eventopéleden van schadelijke effecten; de
evaluatie van de kans op het optreden van mogedifkadelijke effecten; een schatting van



het risico dat aan elk bepaald kenmerk van het ggwerbonden; de bepaling van
risicomanagementmaatregelen; en de bepaling vaaldegttele risico van het ggo.

Bij de voorliggende aanvraag kijkt de COGEM naarrigico’s voor mens en milieu die
verbonden zijn aan de introductie in het milieu vaenetisch gemodificeerde
aardappelplanten met een verhoogde ziekteresstagenP. infestans. Zowel directe als
indirecte effecten worden beoordeeld. Hierbij zij@ kans op verspreiding door pollen of
zaden, het eventueel uitkruisen van aardappelplamet wilde verwanten of andere
verwanten, mogelijke veranderingen in persistergi®@ invasiviteit van de plant en
verwildering van belang. Daarnaast wordt gekekear raentuele nadelige effecten indien de
ingebrachte genen zich in het milieu zouden veidpre Ook incidentele consumptie, vraat
en daarbij mogelijk optredende toxische of alleggeffecten op mens en dier zijn onderwerp
van de risicoanalyse. Bovendien worden eventuefecteih op niet-doelwitorganismen
meegenomen. Effecten op niet-doelwitorganismen eoudinnen leiden tot verstoring van
voedselketens of ecosystemen. Een eiwit kan m&galact blijven in insecten, waarna het
door insecten verspreid kan worden vanuit het peddf Effecten op de bodemmicroflora
zouden een verstoring in de nutriéntenkringloogdérbodem als gevolg kunnen hebben.

Teneinde de bovenstaande aspecten te kunnen beoondordt een aantal factoren in
ogenschouw genomen: de eigenschappen van het gastiaisme waarin de transgenen
zijn ingebracht, de kenmerken van de ingebrachtesgenen, de mogelijke effecten van deze
genen, de kenmerken van het ggo en de mogelijkeaictie met het milieu waarin het ggo
geintroduceerd wordt.

De COGEM heeft eerder richtlijnen opgesteld voorbdeordeling van veldproefaanvragen
met genetisch gemodificeerde planfe@m mogelijke milieurisico’s te voorkomen, worden

in deze richtlijnen criteria beschreven voor eetegarie-indeling van veldproeven. Wanneer
weinig kennis beschikbaar is, worden alleen kldiaige werkzaamheden toegelaten waarbij
eventuele nadelige effecten verregaand ingeperkéteno worden. Voor grootschalige

veldproeven met minder inperkende voorschrifteméer kennis van het ggo vereist. Deze
kennis kan bijvoorbeeld verkregen worden uit eerddeinschalige veldproeven of uit andere
bronnen.

De voorliggende aanvraag betreft een categorieeltprwoef. Eventuele schadelijke
effecten moeten bij een veldproef van deze catedwaperkt blijven tot het proefobject. Bij
een categorie 1 veldproef mogen werkzaamheden opimaal vijf locaties worden
uitgevoerd waarbij elke locatie niet groter magiaijan €één hectare. De huidige aanvraag
voldoet aan deze criteria.

Eigenschappen van het gewas

De aardappelplang(tuberosum) behoort tot de familie van d#lanaceae waartoe ook onder
meer tomaat, aubergine, tabak, paprika en Spaagger foehoren en is oorspronkelijk
afkomstig uit Zuid-Amerik&® Solanum tuberosum is onderverdeeld in twee ondersoorten:
tuberosum en andigena.’ De ondersoortuberosum wordt in Europa geteefdin Nederland
vormt aardappel een belangrijk akkerbouwgewas, bijaate geteelde variéteiten in
consumptie- en zetmeelaardappelen zijn onder téelemw. Aardappel komt oorspronkelijk
niet in Nederland voor.



In Nederland komen wel een aantal aan aardappelame wilde soorten voor: zwarte
nachtschade, Splanum nigrum subsp. nigrum), beklierde nachtschade gf@hum nigrum
subsp. schultesii), bitterzoet $olanum dulcamara), glansbesnachtschadeSolanum
physalifolium) en driebloemige nachtschadl@num triflorum).®*°Deze soorten behoren tot
een andere subsectie van het geslSolainum danS. tuberosum.*>*?In het geslachSolanum
Zijn sterke kruisingsbarrieres aanwezig, waardagr riet waarschijnlijk is dat soorten uit
verschillende subsecties met elkaar kunnen krdisemder natuurlijke omstandigheden
werden tussen aardappel @migrum of S dulcamara geen hybriden aangetrofféir-* Ook is
er gerapporteerd d& triflorum onder natuurlijke omstandigheden niet r8etuberosum kan
hybridiseren Bij experimentele kruisingen tussen aardappel emschillende in Nederland
voorkomende wilde verwanters (nigrum, S dulcamara en S physalifolium) werden geen
levensvatbare nakomelingen gevonde!® Op basis van het bovenstaande kan
geconcludeerd worden dat de in Nederland voorkomemittle verwante soorten niet met
aardappel kruisbaar zijn.

Aardappel kent de volgende structuren voor verdprgien overleving: pollen, zaden en
knollen. De mate waarin een ras bloeit en/of bessemt is rasafhankelijk. Sommige rassen
bloeien niet of nauwelijks, terwijl andere rasseergloedig kunnen bloeien. Ook het aantal
bessen varieert afhankelijk van het ras van nuherdere bessen per trds.

Aardappel is zelfcompatibel en hoewel hoofdzakeligdfbestuiving plaatsvindt, kan
kruisbestuiving ook plaatsvinden. In het veld variegle mate van kruisbestuiving tussen de 0
en 20%%°

Aardappelbloemen scheiden geen nectar af en proglucggeen overvioedige
hoeveelheden pollen, waardoor ze weinig aantrgkkeijin voor insectel. Toch zijn
insecten hoogstwaarschijnlijk de belangrijkste wezakers van kruisbestuiving. Bij
experimenten werden namelijk geen aanwijzingen vadndbestuiving gevondeh.
Vermoedelijk spelen vooral hommels een rol bij deidbestuiving omdat zij, in tegenstelling
tot honingbijen, het stuifmeel van aardappelbloetnemen lostrillert?

Doordat bij aardappel kruisbestuiving kan plaatdem is uitkruising met gecultiveerde
aardappelrassen in beperkte mate mogelijk. Uitkrgiblijkt na een afstand van tien meter
niet tot nauwelijks op te tredéi?***#*?Eén publicatie, waarbij een ‘worst-case scenario’
met zeer fertiele pollendonoren en mannelijk sker@ntvangers werd onderzocht, maakt
melding van uitkruising op 21 met&r.

Wanneer zaden worden gevormd, zijn deze normagbrgiesn niet van agronomische
betekenis, omdat bij de vermeerdering pootaardapp&brden gebruikt in plaats van zaden.
Aardappelzaad speelt alleen een rol bij het veragigbroces.

Het loof van aardappel, inclusief de bloeiwijzent regentuele zaden, wordt gewoonlijk
voor de oogst afgedood en niet verder benut. Zdaeop de akker achterblijven, kunnen nog
tien jaar levensvatbaar ziffi’’ Het grootste deel van dit zaad zal echter eerdédemen
doordat de grond wordt bewefktOpslagplanten uit zaad zijn kwetsbaar en kunnehein
algemeen goed met herbiciden worden bestr&t&ardappelopslagplanten moeten in het
kader van de bestrijding vah infestans verplicht worden verwijderé’

In Nederland wordt aardappel vegetatief vermeerd&addappelknollen overleven slecht in
koude vochtige boderifs en zijn vorstgevoelig, hoewel ze enkele dagen tage



bodemtemperaturen (-1°C tot -3°C) kunnen overlévede kans op bevriezing van de
aardappel knollen is het grootst wanneer de kndiiem aan het opperviak bevind®rUit de
praktijk blijkt dat in het veld achtergebleven agpgdelknollen milde winters en winters
waarbij gedurende langere periode een isolererelisvaek aanwezig is kunnen overleven en
opslagplanten kunnen vormen. Aardappelopslagplantereten in het kader van de
bestrijding van P. infestans verplicht worden verwijderd® In de praktijk blijkt
aardappelopslag effectief te worden bestreden, @oklat daarmee grote agronomische
belangen zijn gemoeid.

Aardappel is niet bekend als een plant die najluarecosystemen koloniseert en is niet in
staat om te concurreren met grassen, bomen eneh&édEr zijn geen aanwijzingen dat

aardappel in Nederland kan verwilderen. Aardappettkniet voor op de Standaardlijst van
de Nederlandse Flora.

Beschrijving van de genetische maodificatie

De gg-aardappelplanten zijn geproduceerd door @tantan de aardappelcultivar P880
genetisch te modificeren met behulp van Atgobacterium tumefaciens stammen AGLO,
AGL1 of LBA4404. Hierbij is gebruik gemaakt van dector VCPMA16. Deze vector is
afgeleid van het pSUN plasmide, die weer op heR#®B plasmide gebaseerd is.

Het T-DNA gedeelte van de vector bevat:

* hetRpi-blb2 gen met zijn eigen promoter- en terminator seqeentlat afkomstig is
vanS. bulbocastanum en codeert voor resistentie tederinfestans.

* hetRpi-blbl gen met zijn eigen promoter- en terminator seqeentlat afkomstig is
vanS. bulbocastanum en codeert voor resistentie tederinfestans.

* het Ahas gen, dat afkomstig is vaA. thaliana en codeert voor acetohydroxyzuur
synthase (AHAS). Dit enzym is ook bekend onder damm acetolactaat synthase
(ALS). Het AHAS eiwit dat door het op het T-DNA gegen ahas gen wordt
gecodeerd, bevat een S653N puntmutatie. De prormsotberminator van dit gen zijn
afkomstig van het nopaline synthase genAatumefaciens.

De aanvrager heeft onderzocht hoeveel kopieén gaahas gen in de gg-aardappelplanten
aanwezig waren. Op grond van deze analyse concludbe aanvrager dat de gg-
aardappelplanten één of twee kopieén van het T-Da\atten.

De aanvrager heeft met behulp van real-time PCRyetaond dat de gg-aardappelplanten
geen ‘backbone sequenties’ bevatten van de VCPMyd@&or die is gebruikt om de
aardappelplanten te transformeren. De ‘backbona’ deze vector bevat head gen dat
ervoor zorgt dat deA. tumefaciens bacterién die voor de transformatie worden gebruikt
resistent zijn voor spectinomycine.

De real-time PCR is uitgevoerd met twee verschilkeprimer-probe sets waarvan de éne
set sequenties dichtbij de linker border detecterrtle andere set sequenties detecteert van
het aadA gen dat dichtbij de rechterborder is gelegen. Hiievlerd geen positief resultaat
verkregen, waaruit geconcludeerd kan worden daggl@aardappelplanten de ‘backbone
sequenties’ van de VCPMALG6 vector niet bevatten.



Eigenschappen van de ingebr achte genen

De Rpi-blbl en Rpi-blb2 genen zijn resistentiegenen die behoren tot déetaioil (CC) -
nucleotide binding site (NBS)- leucine rich repaRR)” klasse van resistentiegen&rDit
Zijn receptoreiwitten, die zich in het cytoplasmanwde cel bevinden en specifieke elicitor
eiwitten vanP. infestans herkenneri* Wanneer een receptor een elicitor herkent, wordt ee
verdedigingsreactie geinduceétleze verdedigingsreactie bestaat uit een lokajsoresdie
leidt tot plaatselijke celdood waardoor de ontwikig van het pathogeen geblokkeerd wordt.

Het ahas gen codeert voor een acetohydroxyzuur synthase @Hfzym met een S653N
puntmutatie waardoor in het AHAS enzym het aminozaarine op residu 653 door
asparagine is vervangen.

Acetohydroxyzuur synthase (AHAS) is ook bekend ordie naam acetolactaat synthase
(ALS). Dit enzym katalyseert de eerste synthesegtapde aminozuren valine, leucine en
isoleucine®® De werking van een aantal herbiciden is gebasmeneerstoring van dit enzym
waardoor de vorming van de bovengenoemde aminozwgdnnderd wordt en de plant zal
afsterven. Door de S653 puntmutatie in het AHAS yanzwordt tolerantie voor
imidazolinone bevattende herbiciden (zoals Imazgnmexkreger’ Hierdoor kunnen deze
herbiciden gebruikt worden voor de selectie vanagsformeerde planten.

Overweging en advies

Dit advies betreft een vergunningaanvraag vooroagegorie 1 veldproef met gg-aardappelen
met een verhoogde ziekteresistentie tefennfestans. De voorgenomen werkzaamheden
voldoen aan de criteria voor een categorie 1 vekfprDe werkzaamheden worden op één
locatie met een maximale grootte van 1 hectarecvitgrd. Daarnaast zijn de afkorting, de
herkomst en verwachte functie van de in te bremggeen bekend.

Bij een categorie 1 veldproef moeten eventuele dalijke effecten tot het proefobject
worden beperkt. DeRpi-blbl en Rpi-blb2 genen waarmee de aardappelplanten zijn
gemodificeerd, coderen voor receptoreiwitten dadh 2zn het cytoplasma van de cel bevinden
en specifiek elicitoreiwitten vaR. infestans herkenneri? Daarom verwacht de COGEM geen
effecten op niet-doelwitorganismen.

Aardappelzaad en/of aardappelknollen van de ggapaedplanten zouden mogelijk door
kleine zoogdieren buiten het veld verspreid kunwenden®®*’ Aardappel is niet bekend als
een plant die natuurlijke ecosystemen koloniseeriseniet in staat om te concurreren met
grassen, bomen en heesfér&r zijn geen aanwijzingen dat aardappel in Nederl&an
verwilderen. Aardappel komt niet voor op de Standliat van de Nederlandse FlotaHet is
niet te verwachten dat een verhoogde resistergente infestans tot verwildering zal leiden
omdatP. infestans slechts één van de ziekteverwekkers van aardappBlei tolerantie voor
imidazolonine bevattende herbiciden zal geen va@rdgleveren omdat zij in Nederland niet
toegelaten zijn.

Na afloop van de veldproef worden achtergeblevesilén verzameld en gedood. Eventuele
toch nog achtergebleven aardappelknollen overletecht in koude vochtige bodethen

ziin gevoelig voor vorstt Na milde winters of winters met veel sneeuw kunnen
aardappelknollen opslagplanten vormen. De boventg®elen van de gg-aardappelplanten



worden voor de oogst afgedood en blijven op hel eehter. Wanneer hier aardappelzaad in
aanwezig is, zou dit nog tien jaar kiemkrachtig em blijven en opslagplanten vornf&a’
Het grootste deel van dit zaad zal echter eerdéiemnen doordat de grond wordt bewetkt.
Het jaar na de veldproef zal er op het proefobigmtn aardappelteelt plaatsvinden en
zullen opslagplanten voor de bloei verwijderd word&r zal op het voorkomen van
opslagplanten worden gecontroleerd tot het jadrendaatste jaar dat opslag is waargenomen.

In Nederland komen geen wilde verwante soorten vagmrmee aardappel kan kruisen. De
gg-aardappel zou wel over korte afstanden naarrandeatuurrassen kunnen uitkruisen.
Aardappelzaad is normaal gesproken niet van agrizcbm betekenis omdat bij de
vermeerdering pootaardappelen worden gebruiktdatplvan zaden. Eventuele opslagplanten
die uit zaad ontstaan, worden routinematig verwijden het kader van de verplichte
bestrijding varP. infestans.?®

Aardappelzaad speelt alleen bij het veredelen gatia@pelen een rol. Dit gebeurt vrijwel
altijd in kassen of tunnelkassen. Uit onderzoelkbliat er slechts een zeer klein aantal
‘kleine kwekers' is dat buiten op het veld kruisimgmaakt? Uitkruising blijkt na een afstand
van tien meter niet tot nauwelijks meer op te tredé *****De aanvrager houdt een afstand
van tien meter tot andere commercieel geteeldeappairassen, waardoor de kans op
uitkruising geminimaliseerd wordt. Overigens helftCOGEM eerder geconcludeerd dat het
vanuit het oogpunt van mogelijke milieurisico’s tieodig is om een isolatieafstand te
hanteren om uitkruising van een veldproef met gglagapelen naar het veredelingsproces te
voorkomert?

Alles overwegende acht de COGEM de risico’'s voonsnen milieu van deze veldproef
verwaarloosbaar klein.
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