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ONDERWERP Categorie 2 veldproef met gg-appelbomen met een verhoogd anthocyaangehalte

Geachte staatssecretaris Dijksma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over de vergunningaanvraag IM-L 15-001 met als titel

‘cisgene appels met rood vruchtvlees’ deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de milieurisico’s van een categorie 2 veldproef
met genetisch gemodificeerde (gg-) appelbomen (Malus pumila) met een verhoogd
anthocyaan gehalte. Doordat deze gg-appelbomen meer anthocyaan produceren hebben de
appels en bladeren een rode kleur.

De COGEM concludeert dat de vergunningaanvraag voldoet aan de vereisten van een
categorie 2 veldproef. De sequenties waarmee de appelbomen genetisch zijn gemodificeerd,
zijn afkomstig van het conventionele appelras ‘Red Field’. Eventuele veranderingen van de
gg-appelbomen die door insertie van deze sequenties worden veroorzaakt, zullen naar
verwachting overeenkomen met de conventionele ‘Red Field’ appelbomen.

De aanvrager neemt maatregelen om de verspreiding van gg-appels en gg-appelzaad te
voorkomen. Bevruchting van andere (sier)appelbomen kan niet volledig uitgesloten worden.
Vruchtvlees van appels bestaat uit weefsel van de moederplant. Wanneer na bevruchting met
gg-pollen een appel wordt gevormd, zal het vruchtvlees dus geen genetisch materiaal van de
gg-appelbomen bevatten. Wel zou eventueel gg-appelzaad kunnen ontstaan. Er bestaat een
kleine kans dat dit zaad tot een verwilderde appelboom uitgroeit. Eventueel gevormd gg-zaad
zal niet gebruikt worden voor het opkweken van nieuwe appelbomen, omdat de appelbomen
in boomgaarden afkomstig zijn van boomkwekerijen en het resultaat zijn van vegetatieve
vermeerdering.

Op basis van de aangeleverde gegevens kan niet uitgesloten worden dat de gg-appelbomen
ook zogenaamde vector backbone sequenties bevatten. De COGEM is van mening dat de
eventuele aanwezigheid van deze sequenties geen milieurisico met zich mee zal brengen.
Vanwege bovenstaande overwegingen is de COGEM van mening dat de risico’s voor mens
en milieu van deze categorie 2 veldproef met gg-appelbomen verwaarloosbaar klein zijn.




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

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo
Mr. J. K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenM



Veldproef met genetisch gemodificeerde appelbomen met een verhoogd
anthocyaangehalte

COGEM advies CGM/151103-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de milieurisico’s van een categorie 2 veldproef met
genetisch gemodificeerde (gg-) appelbomen (Malus pumila’). De gg-appelbomen worden geént op
conventionele onderstammen. De gg-bovenstammen bevatten MAMYB10(R6) sequenties die uit het
conventionele appelras ‘Red Field’ zijn geisoleerd. De MAMYB10(R6) expressiecassette zorgt voor
een verhoogde expressie van het MAMYB10 gen waardoor er meer anthocyanen worden geproduceerd
en verschillende delen van de appelboom, waaronder de appels, rood kleuren.

De vergunningaanvrager, Plant Research International B.V. wil de kleur van de gg-appels
beoordelen en het niveau van anthocyaan in het vruchtvlees bepalen. Ook wordt de roodkleuring van
stam, takken en bladeren van de gg-appelbomen gemonitord. Dit gebeurt om te bepalen of er
verschillen bestaan tussen de gg-appelbomen en om te onderzoeken of de eigenschap stabiel is.

De veldproef wordt uitgevoerd op één locatie in de gemeente Wageningen. Op deze locatie worden
ook gg-appelbomen met schurftresistentie geteeld.

2. Eerdere COGEM adviezen
De COGEM heeft diverse malen geadviseerd over veldproeven met gg-appelbomen. In 2010 heeft
zij geadviseerd over gg-appelbomen die het HcrVf2 gen tot expressie brengen en daardoor resistent
zijn voor appelschurft.' Deze gg-appelbomen staan op de locatie waar ook de veldproef met de gg-
appelbomen van de huidige vergunningaanvraag is gepland.

De COGEM heeft daarnaast verschillende keren geadviseerd over gg-appelbomen (M. pumila)
met schimmelresistentie.”*>® In het merendeel van deze vergunningaanvragen kwamen de gg-

appelbomen niet tot bloei.>**°

3. 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’,

"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.”'? Malus domestica is
echter de naam die het meest wordt gebruikt en een voorstel om deze naam te behouden, is ingediend.lo
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waaruit het ggo is afgeleid. Bij de introductie in het milieu wordt door de COGEM de staande
landbouw en de klassicke 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 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 d¢ COGEM naar de risico’s voor mens en milieu die verbonden
zijn aan de introductie in het milieu van gg-appelbomen met een verhoogd anthocyaangehalte die
zijn geént op niet-genetisch gemodificeerde onderstammen. Omdat op dezelfde locatie ook gg-
appelbomen met schurftresistentie worden Dbeproefd, kijkt de COGEM bij deze
vergunningaanvraag ook naar mogelijke risico’s van eventuele nakomelingen met beide
geintroduceerde eigenschappen, d.w.z. een verhoogd anthocyaangehalte en schurftresistentie.

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
gg-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
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voorschriften is meer kennis van het ggo vereist. Deze kennis kan bijvoorbeeld verkregen worden
uit eerdere kleinschalige veldproeven of uit andere bronnen.

4. Opzet en omvang van de veldproef

Voor de veldproef zijn verschillende conventionele appelrassen genetisch gemodificeerd. Het
appelras ‘Junami’ is twee keer gebruikt en het appelras ‘Gala’ is één keer gebruikt als
uitgangsmateriaal. De gg-appelbomen zijn vervolgens klonaal vermeerderd, zodat er nu van elk van
de drie oorspronkelijke transformanten drie afgeleide gg-appelbomen zijn. In het eerste jaar bestaat
de veldproef uit deze negen gg-appelbomen. Deze worden verder vermeerderd, zodat er in het
tweede jaar per transformant nog tien gg-appelbomen bij geplaatst zullen worden. In totaal staan er
vanaf het tweede jaar van de veldproef dus 39 gg-appelbomen. De gg-appelbomen worden op één
locatie van 1.750 m2 geplaatst. De grootte van de veldproef voldoet daarmee aan de maximale
omvang voor een categorie 2 veldproef.

De aanvrager heeft ook een vergunning voor een categorie 2 veldproef met gg-appelbomen met
schurftresistentie. Deze appelbomen zijn verkregen door genetische modificatie van het
conventionele appelras ‘Gala’ en bevatten het HcrVf2 gen afkomstig van Malus floribunda.! De
aanvrager zal de gg-appelbomen met een verhoogd anthocyaangehalte op dezelfde locatie planten
als de schurftresistente gg-appelbomen. In de beschikking voor de schurftresistente gg-appelbomen
staat dat er binnen een afstand van 150 meter geen andere appelbomen voorkomen en dat er binnen
een afstand van 500 meter van het perceel geen appelboomgaarden aanwezig zijn.

De veldproef is omgeven door een gaasafscheiding van 1,80 tot 2,00 meter hoog om versleping van
plantmateriaal en schade door konijnen, hazen en reeén te voorkomen. Daarnaast zal tijdens de
periode waarin appels worden gevormd, gaas worden aangebracht om te voorkomen dat vogels de
appels verslepen of aanvreten.

5. Eigenschappen van het gewas

5.1 Taxonomie

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)."

5.2 Vermeerdering, bloei en oogst van gecultiveerde appels

De gecultiveerde appel wordt professioneel vermeerderd op boomkwekerijen. Dit gebeurt door

vegetatieve vermeerdering waarbij een stuk stengel of een knopje (‘oog”) op een onderstam wordt
5 13

geént.
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Appelboomgaarden bestaan vaak uit meerdere appelrassen en soms worden ook sierappelsoorten
aangeplant. Dit gebeurt omdat de meeste appelrassen obligate kruisbestuivers zijn die niet door zijn
hun eigen pollen of door pollen van hetzelfde ras bestoven kunnen worden.”> Hoewel er ook
verschillende zelfbestuivende appelrassen zijn,'* is ook bij deze appelrassen de opbrengst hoger
wanneer er ander pollen aanwezig is. De appels worden gewoonlijk 3,5 tot 5 maanden na de bloei
geoogst.13

5.3 Vorming en verspreiding van pollen
Hoewel uit de wortels van appelbomen opslagplanten kunnen ontstaan," plant appel 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 van appel wordt voornamelijk verspreid door insecten.'™" De honingbij is het

18,19,20 ST 19
7" maar ook solitaire bijen, hommels

belangrijkste insect voor de bestuiving van appelbomen,
en vliegen®' kunnen zorgen voor bestuiving. De afstand waarmee pollen door insecten wordt
verspreid, is afhankelijk van het foerageergedrag van de insecten.'’

Het merendeel van het pollen legt een korte afstand af. Bij een toenemende afstand wordt de
hoeveelheid pollen snel minder. In een onderzoek waarbij een rode appelboom als pollendonor
fungeerde, bleek binnen 10 meter 2,7-5,0% van het zaad door de rode appelboom bevrucht, bij een
afstand tussen de 61 en 105 meter nam dit af tot 0,3-0,5%." Uit onderzoek met transgene bomen
bleek op 12 meter afstand van de bomen 20% van het gevormde zaad transgeen, terwijl dit bij een
afstand van 18 meter afnam tot 1,7%.%*

Er zijn daarnaast verschillende studies uitgevoerd in boomgaarden naar de maximale afstand
waarbij nog bevruchting plaats kan vinden. De gevonden maximale afstanden waren 85,5, 104 en
150 meter.”>'** Bij een Canadese studie waarbij o.a. is gekeken naar de afstand waarbij
appelbomen uit verschillende boomgaarden elkaar nog kunnen bevruchten, bleek bij een afstand
van maximaal 137 meter nog bevruchting op te treden. Bij grotere afstanden werd geen
bevruchting meer waargenomen.** Een Deens onderzoek richtte zich op de afstand waarop pollen
van de wilde Appel nog een andere wilde Appel boom kon bevruchten. De gevonden maximale
afstand was 300 meter.”> Bij het merendeel van deze studies werd bevruchting aangetroffen bij de
maximale afstand waarbij nog waarnemingen werden gedaan. Het is daarmee niet uit te sluiten dat
ook over grotere afstanden nog bevruchting plaats kan vinden.

Bij appel kan ook via wind verspreid pollen tot kruisbestuiving leiden.” Bij een Duitse studie
bleek op 20 meter van de bron nog pollen te worden aangetroffen.'” Het is niet bekend of pollen
van appel zich door wind nog verder kan verspreiden, omdat dit de maximale afstand is die
onderzocht is. Het pollen van Peer en appel is vergelijkbaar qua grootte. > Omdat er op 800 en
1200 meter afstand van een perenboomgaard nog pollen werd gevonden,'® is het waarschijnlijk dat
ook het pollen van appel dergelijke grote afstanden kan afleggen. Het is echter niet bekend of
pollen dat dergelijke grote afstanden heeft afgelegd nog levensvatbaar is.

5.4 Voorkomen van appel en andere (kruisbare) verwante soorten in Nederland
In Nederland is de gecultiveerde appel aangeplant in boomgaarden en tuinen, maar wordt daarnaast

ook in verwilderde vorm aangetroffen in bossen en bermen. '

COGEM advies CGM/151103-01



Naast consumptieappels zijn vanwege hun sierwaarde ook veel sierappels aangeplant, onder andere
M. baccata, Malus floribunda, Malus toringo, Malus tschonoskii en Malus zumi.***! Verschillende
van de in Nederland voorkomende sierappelsoorten (o0.a. M. baccata, M. floribunda, en M. zumi)
kunnen kruisen met de gecultiveerde appel en fertiele nakomelingen opleveren. *2

Ook kan in Nederland de wilde Appel (M. sylvestris) op een beperkt aantal plaatsen worden
aangetroffen.'" De wilde Appel is een bedreigde boomsoort en wordt in kleine populaties of als
individuele appelboom gevonden in bossen in Drenthe, het Maasdal, in de omgeving van
Nijmegen, de Achterhoek en in het Zalkerbos in het stroomgebied van de IJssel bij Zwolle. 2***
De gecultiveerde appel kan kruisen met de wilde Appel (M. sylvestris). Hybriden tussen de
gecultiveerde appel en de wilde Appel (M. sylvestris) zijn beschreven en ook introgressie van DNA

. . 28.2
tussen beide appelsoorten is gerapporteerd.”***->337

5.5 Verspreiding van appels, appelzaad en het ontstaan van opslagplanten

Afgevallen appels worden gegeten door dieren zoals konijnen, hazen, dassen en muizen. Vogels
kunnen appels aanpikken en daardoor schade aan de vruchten veroorzaken.” 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 worden, is hoogstwaarschijnlijk ontstaan uit het zaad van weggegooide
klokhuizen.'***** Deze opslagplanten kunnen in sommige gevallen uitgroeien tot een volwassen
appelboom.

6. Beschrijving van de ingebrachte eigenschappen

6.1 de MdMYB10 transcriptiefactor
De gg-appelbomen zijn gemodificeerd met de MdMYBI10(R6) expressiecassette om het
anthocyaangehalte van de appels te verhogen.

De MdMYBI0 transcriptiefactor behoort tot de zogenaamde R2R3 MYB transcriptiefactoren. Deze
transcriptiefactoren vormen samen met een basic helix-loop-helix (bHLH) transcriptiefactor en een
WD40 eiwit een MBW eiwitcomplex. MBW eiwitcomplexen reguleren athankelijk van hun
associatie met een bepaalde MYB transcriptiefactor verschillende processen, zoals de vorming van
anthocyanen, de vorming van haren, pigmentatie van de zaadhuid en de zuurgraad van de
vacuole.” Er is in ieder geval één R2R3 MYB transcriptiefactor bekend die meerdere processen
reguleert. In petunia reguleert de R2R3 MYB transcriptiefactor AN2 zowel de vorming van
anthocyaan als de zuurgraad van de vacuole.*

De MdMYBI10 transcriptiefactor van appel reguleert de vorming van anthocyaan in o.a. de
bladeren, en de schil en het vruchtvlees van appels. Naast MAMYB10 zijn in appel nog twee andere
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MYB genen aanwezig die de vorming van anthocyaan reguleren. MdAMYB1 en MdMYBA coderen
beiden voor hetzelfde eiwit en reguleren de vorming van anthocyanen in de schil van de appel.*!

6.2 Anthocyanen en hun functie

Anthocyanen worden net als andere flavonoiden (o.a. flavonolen, flavanolen, en tanninen)
geproduceerd via de phenylpropanoide pathway. Anthocyanen worden in het cytosol gevormd en
daarna naar de vacuole getransporteerd waar zij worden opgeslagen.** Afhankelijk van de pH in de
vacuole geven zij een rode, paarse of blauwe kleur.*

De productie van anthocyanen is athankelijk van de hoeveelheid licht, de temperatuur en het
ontwikkelingsstadium van de plant.* Zowel biotische (bijv. de aanwezigheid van pathogenen) als
abiotische factoren (zoals koude of droogtestress) hebben invloed op het anthocyaangehalte in
planten.*

Anthocyanen die in het blad aanwezig zijn, beschermen de plant tegen verschillende soorten
abiotische stress. Daarnaast beschermen anthocyanen in blad tegen schade door herbivoren,
doordat de rode kleur herbivoren afschrikt, of doordat anthocyaan als chemisch afweermiddel
werkt.* Anthocyanen die in bloemen of vruchten aanwezig zijn, verhogen de aantrekkelijkheid van
de plant voor bestuivers en vruchtenetende dieren, zoals vogels.*

Anthocyanen worden, met name vanwege hun werking als anti-oxidant, in verband gebracht
met allerlei gezondheidsvoordelen. Zo zouden zij bescherming bieden tegen verschillende soorten
kanker, cardiovasculaire- en verouderingsziekten, en werken als ontstekingsremmer.*

6.3 Informatie over het effect van een verhoogde expressie van MdMYB10 of verwante genen
Er zijn in de wetenschappelijke literatuur een aantal studies gepubliceerd waarbij het effect van een
verhoogde MdMYB10 expressie in planten is onderzocht.

Bij een vergelijking van de verschillende stoffen in het vruchtvlees van rode ‘Red Field” met
witte ‘Pacific Rose’ appels bevatten de ‘Red Field’ appels in tegenstelling tot de ‘Pacific Rose’
appels anthocyaan. In het vruchtvlees van beide appels werden dezelfde hoeveelheden ‘phenolic
acids’, flavonoiden, chalconen en procyanidinen aangetroffen.*®

In ‘Royal Gala’ appels (die van nature wit vruchtvlees hebben) waarbij het MdMYB10 gen tot
overexpressie werd gebracht, werden in de schil naast veel cyanidine-3-galactoside ook cyanidine
glucoside en drie afgeleiden van cyanidine pentoside aangetroffen. Dezelfde anthocyanen worden
in lagere hoeveelheden ook in de schil van ‘Red Field’ appels aangetroffen, die van nature een
MdMYBI10 sequentie bezitten waarbij het bindingsdomein in de promoter in zesvoud aanwezig
is.*0

Het vruchtvlees van de ‘Royal Gala’ appels waarbij het MAMYB10 gen tot overexpressie werd
gebracht, bevatte een verhoogd gehalte aan diverse anthocyanen, proanthocyanidines en
flavonolen. Al deze stoffen worden via de phenylpropanoide pathway gevormd.

Daarnaast bleken ook veranderingen op te treden in de hoeveelheden van andere stoffen. De
hoeveelheid fructose en glucose was verhoogd, terwijl de hoeveelheid sucrose was verlaagd.
Daarnaast waren er kleine veranderingen in de hoeveelheid van de vluchtige stoffen hexenoic acid
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en methyl-iso-eugenol. Onverwacht bleek ook de hoeveelheid B-caroteen, dat via een andere
metabole route (‘pathway’) wordt gevormd, te zijn toegenomen. *’

Bij deze gg-appels werd door een proefpanel overigens geen smaakverschil waargenomen. De
appels werden wel minder knapperig gevonden.*’

Bij muizen die werden gevoerd met een dieet waaraan deze appels was toegevoegd, bleek het
transcriptieniveau van vier inflammatoire (met ontsteking gepaard gaande) genen in de dunne darm
verlaagd. De vier genen coderen voor twee chemokine receptoren, een interleukine en een
interleukine receptor. Ook waren de concentraties van verschillende eiwitmerkers voor ‘immune
modulation’ in plasma (LTB,4, PGE, en TNF-a) verlaagd. Daarnaast bleken er verschillen te zijn in
de microbiota in de darm van de muizen. **

Expressie van het MAMYB10 gen in Arabidopsis thaliana zorgt voor een verhoogde tolerantie voor
osmotische stress. Onder osmotische stress omstandigheden werden in de planten met MdAMYB10
meer beschermende stoffen (flavonoiden, chlorofyl en proline) aangetroffen dan in wild-type
planten.*

Bij A. thaliana zorgt een verhoogde expressie van MYB75 (ook bekend als PAP1) voor een
toename van de productie van zowel anthocyanen als flavonolen. Planten met een verhoogde
MYB75 expressie bleken een negatief effect te hebben op generalistische plaaginsecten
(Spodoptera frugiperda, Spodoptera litura en Helicoverpa armigera). Het specialistische
plaaginsect Pieris brassicae groeide juist beter op deze planten. Een verhoogde activiteit van de
anthocyaan pathway bleek te leiden tot een herverdeling van quercetin/kaemperol metabolieten en
had een negatief op de accumulatie van een metaboliet (kaempferol-3,7-dirhamnoside) die de plant
tegen P. brassicae beschermt.™

7. Karakterisering van de gg-appelbomen

De veldproef wordt uitgevoerd met appelbomen (M. pumila) waarvan de bovenstam genetisch is
gemodificeerd m.b.v. Agrobacterium tumefaciens. De M9 onderstammen van de appelbomen zijn
niet gemodificeerd.

7.1 Beschrijving van T-DNA en de gebruikte vector

De pMinMYB vector die bij de transformatie is gebruikt, bevat op het T-DNA gedeelte de
MdMYBI10(R6) expressiecassette. Deze expressiecassette bestaat uit het MAMYB10 gen van het
appelras ‘Red Field” met diens eigen promoter en terminator.

De promoter van het MAMYB10 gen bevat bij de meeste appelrassen één bindingsdomein van 23
baseparen dat de expressie van het eigen gen reguleert. Het MAMYB10 gen uit ‘Red Field’ bevat
zes kopieén van het bindingsdomein, waardoor de expressie van het MAMYB10 gen wordt
verhoogd.”' De expressiecassette wordt door de aanvrager aangeduid met MAMYB10(R6).

Aan beide zijden van de MdAMYBI10(R6) expressie cassette zijn zogenaamde ‘stopper sequenties’

aanwezig. Door de aanwezigheid van deze 11 baseparen bevat elk van de zes leesramen een
stopcodon waardoor het doorlezen vanuit het MUMYB10(R6) gen wordt verhinderd.
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De backbone van de pMinMYB vector bevat verschillende sequenties. Direct naast de rechter T-
DNA border ligt de zogenaamde ‘overdrive’ sequentie, die zorgt voor een efficiénte overdracht van
het T-DNA naar het plantengenoom. Direct naast de linker T-DNA border ligt een recombinatiesite
afkomstig van Zygosaccharomyces rouxii. Verder bevat de vector sequenties die een functie
hebben bij de vermeerdering van het plasmide in bacterién. Dit zijn RK2 (=oriV), ColE1 en het trfA
gen. De backbone van pMinMYB bevat daarnaast het nptlll antibioticumresistentiegen.

7.2 Ingebrachte sequenties

De aanvrager heeft een PCR uitgevoerd om te controleren of de gg-appelbomen de MdAMYB10(R6)
expressiecassette bevatten. Bij deze PCR werden twee fragmenten gevormd. Eén van deze
fragmenten komt overeen met de grootte van de endogene MdMYBI10 sequentie van de
conventionele appelrassen ‘Junami’ en ‘Gala’. Het andere fragment is groter en komt overeen met
de grootte van de ingebrachte MdAMYBI10(R6) expressiecassette. Uit deze gegevens blijkt dat de
gg-appelbomen de MdAMYB10 en de MAMYB10(R6) sequenties bevatten.

Bij een PCR wordt alleen een fragment gevormd als beide primersequenties aanwezig zijn. Op
basis van de aangeleverde gegevens kan daarom niet uitgesloten worden dat de gg-appelbomen
fragmenten van de MdAMYBI10(R6) expressiecassette bevatten. Ook is het niet mogelijk om op
basis van de gegevens te bepalen of er meerdere intacte MAMYBI10(R6) expressiecassettes zijn
geinsereerd omdat eventuele extra MAMYBI10(R6) expressiecassettes fragmenten van dezelfde
grootte zullen opleveren. Voor een categorie 2 veldproef zijn gegevens over het aantal aanwezige
inserties niet vereist en hoeft het niet bekend te zijn of de inserties bestaan uit een volledige T-
DNA regio of uit fragmenten hiervan.®

De aanvrager concludeert op basis van PCRs met nptlll en trfA primers dat er geen backbone
sequenties in de gg-appelbomen zijn geinsereerd. De COGEM is van mening dat de aangeleverde
gegevens niet voldoende zijn om deze conclusie te kunnen onderbouwen.

Zowel het trfA als het nptlll gen bevinden zich naast de linker T-DNA border op de vector. Er is
niet onderzocht of andere delen van de vector backbone in de gg-appelbomen zijn geinsereerd. De
overdracht van T-DNA door A. tumefaciens begint bij de rechter T-DNA border, volgt de T-DNA
regio (5’ naar 3°)* en stopt normaal gesproken bij de linker T-DNA border. Wanneer de sequenties
die naast de linker T-DNA border op de backbone liggen niet in het plantengenoom zijn
geinsereerd, zal het plantengenoom in de meeste gevallen ook geen andere delen van de vector
backbone bevatten. Bij een transformatie kan echter ook DNA worden verwijderd (deleties) of
worden herschikt (rearrangements). Hierdoor is het mogelijk dat een gg-plant backbone sequenties
bevat, terwijl de naast de linker border gelegen sequenties niet (meer) aanwezig zijn. De COGEM
is gezien het bovenstaande van mening dat op basis van gegevens over de trfA en nptlll genen geen
conclusies getrokken kunnen worden over de aan- of afwezigheid van andere delen van de vector
backbone.
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Ook merkt de COGEM op dat de uitgevoerde PCRs alleen informatie leveren over de
aanwezigheid van intacte trfA en nptlll genen. Op basis van de aangeleverde gegevens kan daarom
niet uitgesloten worden dat de gg-appelbomen fragmenten van de nptlll of trfA genen bevatten.

Daarnaast wijst de COGEM erop dat de studies niet aan de standaard kwaliteitseisen voldoen.
Bij de nptlll PCR wordt een aspecifiek fragment gevormd, bij de PCR die is uitgevoerd met
mengsels van plasmide en conventioneel appel DNA bevat de negatieve controle een fragment, en
de figuren zijn niet voorzien van de gebruikelijke informatie.

Samenvattend kan op basis van de aangeleverde gegevens niet uitgesloten worden dat de gg-
appelbomen sequenties bevatten die afkomstig zijn van de backbone van de vector. Bij een
categorie 2 veldproef mogen de gg-planten backbone-sequenties bevatten. De COGEM gaat er bij
de door haar uitgevoerde risicobeoordeling vanuit dat backbone-sequenties aanwezig kunnen zijn.

7.3 Anthocyaangehaltes
De aanvrager heeft m.b.v. LC-PDA-MS onderzocht welke anthocyanen de bladeren van de gg-
appelbomen bevatten. Uit dit onderzoek bleek dat de bladeren cyanidine glucoside bevatten. De
hoeveelheid cyanidine glucoside was lager dan in de onderzochte sierappel (Malus purpurea
‘Neville Copeman’), rode Beuk (Fagus sylvatica) en Japanse esdoorn (Acer palmatum). In de
bladeren van de sierappel, rode Beuk en Japanse esdoorn werd naast cyanidine glucoside ook
cyanidine rutoside aangetroffen. Cyanidine rutoside werd niet aangetroffen in de bladeren van de
gg-appelbomen.

De aanvrager heeft geen gegevens aangeleverd over anthocyaangehaltes in de schil of het
vruchtvlees van de gg-appels.

8. Overwegingen

De COGEM is gevraagd om te adviseren over een categorie 2 veldproef met appelbomen die
genetisch gemodificeerd zijn met MAMYB10 sequenties atkomstig van het appelras ‘Red Field’.
Deze sequenties worden aangeduid met MAMYB10(R6). Bij deze natuurlijke MAMYB10 variant is
de expressie van MdMYB10 verhoogd en wordt er meer van deze transcriptiefactor geproduceerd.

8.1 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.

8.2 Verspreiding van gg-appels en gg-zaad wordt voorkomen
De aanvrager wil deze gg-appelbomen plaatsen op dezelfde locatie als de veldproef met gg-
appelbomen met schurftresistentie. Deze gg-appelbomen bevatten het HcrVi2 gen dat afkomstig is
van de sierappelsoort M. floribunda. De verschillende gg-appelbomen kunnen elkaar bevruchten.
Hierdoor kan appelzaad worden gevormd met sequenties van één of beide gg-appelbomen.

De veldproef met gg-appelbomen is omgeven door een 1,80 tot 2,00 meter hoge
gaasafscheiding om schade en versleping van plantmateriaal door zoogdieren te voorkomen. In de
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periode waarin appels gevormd worden, wordt gaas aangebracht zodat vogels de appels niet
kunnen beschadigen of meenemen. Ook verwijdert de aanvrager in de periode dat er appels zijn
gevormd minimaal twee keer per week eventuele afgevallen appels. Hierdoor wordt verspreiding
van gg-appels en gg-appelzaad voorkomen.

8.3 Pollen van de gg-appelbomen kan andere appelbomen bevruchten

Wanneer de gg-appelbomen bloeien, wordt het pollen van de appelbomen door insecten en wind
verspreid. In Nederland komen verschillende wilde verwante soorten voor (andere gecultiveerde
appels, diverse sierappelsoorten en de wilde Appel) die door gecultiveerde appelbomen kunnen
worden bevrucht.

Het merendeel van het pollen legt een korte afstand af. De hoeveelheid pollen wordt met een
toenemende afstand snel kleiner. Doordat er binnen een afstand van 150 meter van de veldproef
geen andere appelbomen voorkomen en er binnen een afstand van 500 meter geen boomgaarden
zijn, wordt de kans dat de gg-appelbomen andere appelbomen kunnen bevruchten geminimaliseerd.

Bevruchting van andere appelbomen is echter niet volledig uitgesloten. Na bevruchting kunnen
appels ontstaan. Vruchtvlees van appels bestaat uit weefsel van de moederplant en bevat geen
genetisch materiaal van de vaderplant. Wanneer een appelboom door gg-pollen wordt bevrucht, zal
het vruchtvlees dus geen genetisch materiaal van de gg-appelbomen bevatten. Overigens kan pollen
wel via het zogenaamde ‘metaxenia’ effect de kleur van de schil en de grootte, vorm en smaak van
appels beinvloeden.”* De verwachting is dat een eventueel ‘metaxenia’ effect overeenkomt met
dat van andere appelrassen die van nature de MdAMYB10(R6) sequenties bevatten, zoals het ‘Red
Field’ appelras.

Zaad dat na bevruchting door gg-pollen wordt gevormd, zal wel genetisch materiaal van de gg-
appelbomen bevatten. Hoewel de kans klein is dat dit zaad uitgroeit en tot een verwilderde
appelboom leidt, is het ontstaan van nakomelingen niet uitgesloten. 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 het resultaat van vegetatieve vermeerdering.

8.4 Ingebrachte MdMYB10(R6) expressiecassette vormt geen milieurisico

De gg-appelbomen bevatten een natuurlike MdMYBI10 variant waardoor de expressie van
MdMYB10 wordt verhoogd. Aan beide =zijden van deze expressiecassette bevinden zich
stoppersequenties (11 baseparen).

De MdMYBI10 transcriptiefactor reguleert de vorming van anthocyaan in appelbomen (o.a. blad,
schil en vruchtvlees van appel). Doordat de expressie van MAMYB10 wordt verhoogd, neemt ook
de hoeveelheid anthocyaan toe. Anthocyanen beschermen planten tegen verschillende soorten
abiotische stress en hebben een afschrikwekkend effect op herbivoren.

Uit onderzoek van de aanvrager blijkt dat de hoeveelheid anthocyaan in de bladeren van de gg-
appelbomen overeenkomt met (of lager is dan) de hoeveelheid anthocyaan in andere bomen met
rode bladeren. De aanvrager heeft niet onderzocht of de hoeveelheid anthocyaan in de schil of het
vruchtvlees van de gevormde gg-appels ook overeenkomt met dat van andere eetbare vruchten.

COGEM advies CGM/151103-01



Door een toename van MdMYBI10 kunnen ook de hoeveelheden van andere in appelbomen
aanwezige metabolieten veranderen. Bij A. thaliana leidde de expressie van MAMYB10 of MYB75
niet alleen tot veranderingen in het anthocyaangehalte, maar ook tot veranderingen in de gehalten
van andere metabolieten zoals flavonoiden, chlorofyl, proline en flavonolen.*”*" Bij appels waarbij
MdMYB10 tot overexpressiec werd gebracht veranderde de hoeveelheid van verschillende
anthocyanen, maar veranderden ook de hoeveelheden flavonolen, proanthocyanidines, fructose,
glucose, sucrose en B-caroteen.”’ Het is daarnaast niet uitgesloten dat het MBW eiwitcomplex waar
MdMYBI10 deel van uitmaakt andere processen reguleert.

De MdMYBI10 sequentie is afkomstig van het appelras ‘Red Field’. Eventuele veranderingen in de
gg-appelbomen die door een verhoogde expressie van MAMYB10 worden veroorzaakt, zullen naar
verwachting overeenkomen met de ‘Red Field’” appelbomen. Ook wanneer de expressie van
MdMYB10 in de gg-appelbomen hoger is dan die van de ‘Red Field’ appelbomen is er geen
aanleiding om te verwachten dat dit tot milieurisico’s zou kunnen leiden.

De COGEM is gezien het bovenstaande van mening dat de kans dat de gg-appelbomen een
milieurisico veroorzaken verwaarloosbaar klein is.

8.5 Aanwezigheid van T-DNA borders veroorzaakt geen milieurisico

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.”

8.6 Mogelijke aanwezigheid van backbone sequenties in appelbomen vormt geen milieurisico
Op basis van de aangeleverde gegevens kan niet uitgesloten worden dat de gg-appelbomen
sequenties bevatten die afkomstig zijn van de backbone van de vector. Op de backbone van de
vector zijn verschillende sequenties gelegen die een functie vervullen bij de vermeerdering van het
plasmide in bacterién, i.e. RK2 of oriV, ColE1l en trfA.***’ De COGEM is van mening dat er geen
aanleiding is om te veronderstellen dat deze sequenties een milieurisico zullen veroorzaken.
Daarnaast bevat de backbone het nptlll antibioticumresistentiegen. Dit bacteriéle gen codeert
voor een aminoglycoside-3’phosphotransferase en geeft resistentie tegen verschillende antibiotica
uit de groep van de aminoglycosides, zoals kanamycine en neomycine.” De COGEM heeft eerder
geconcludeerd dat de aanwezigheid van het nptlll antibioticumresistentiegen bij veldproeven geen
onaanvaardbaar milieurisico veroorzaakt.”® 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 nptlll 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.
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9. Conclusie
De vergunningaanvraag voldoet aan de vereisten voor een categorie 2 veldproef. De COGEM is
van mening dat de in de gg-appelbomen ingebrachte MAMYB10 expressiecassette niet tot een
milieurisico zal leiden. Ook de eventuele aanwezigheid van sequenties die op de backbone van de
vector zijn gelegen zullen naar verwachting geen milieurisico kunnen veroorzaken.

De COGEM acht de risico’s voor mens en milieu van de in de vergunningaanvraag beschreven
categorie 2 veldproef met de MAMYB10(R6) gg-appelbomen verwaarloosbaar klein.

10. Aanvullende opmerking

Op basis van de door de aanvrager aangeleverde gegevens kan niet uitgesloten worden dat de gg-
appelbomen fragmenten van het nptlll gen bevatten. De eventuele aanwezigheid van nptlll
fragmenten vormt geen milieurisico. De COGEM signaleerde eerder dat de aanwezigheid van
antibioticumresistentiegenen uit het oogpunt van risicoperceptie onwenselijk kan worden geacht.”
Mede gezien de maatschappelijke discussie omtrent de aanwezigheid van antibioticumresistentie-
genen in gg-planten is de COGEM van mening dat de conclusie van de aanvrager over de
afwezigheid van het nptlll gen van een goede onderbouwing zou moeten zijn voorzien. De
COGEM signaleert dat het vanwege het bovenstaande wenselijk kan zijn om de aanvrager te
vragen om aanvullende gegevens waaruit blijkt of de gg-appelbomen wel of geen nptlll fragmenten
bevatten.
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