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ONDERWERP  Advies “Beoordelen van risico’s voor niet-doelwitorganismen bij teelt
van gg-gewassen met één of meerdere Bt-toxines”

Geachte mevrouw Dijksma,
Hierbij bied ik u een advies aan dat een leidraad biedt voor het beoordelen van risico’s

van de teelt van insectenresistente genetisch gemodificeerde (gg-) gewassen met één
of meerdere Bt-toxines.

SAMENVATTING

Wanneer een vergunning voor de teelt van een genetisch gemodificeerd (gg-) gewas wordt aan-
gevraagd, moet worden beoordeeld of dit gg-gewas een effect op zogenaamde niet-doelwit-
organismen zou kunnen hebben. Niet-doelwitorganismen zijn alle organismen die in het veld
voorkomen, met uitzondering van het plaagorganisme waartegen de ingebrachte eigenschap in
het gg-gewas is gericht. Wanneer het aannemelijk is dat de werking van een ingebracht gen een
nadelig effect op niet-doelwitorganismen kan hebben, moet informatie worden aangeleverd
om eventuele risico’s voor deze organismen te kunnen beoordelen.

Om resistentie tegen plaaginsecten te verkrijgen, worden in gg-gewassen genen ingebouwd,
die afkomstig zijn van de bacterie Bacillus thuringiensis en coderen voor Bt-toxines. Steeds va-
ker worden in een gg-gewas meerdere genen ingebouwd die coderen voor verschillende Bt-
toxines. Dit roept nieuwe vragen op voor de risicobeoordeling bij vergunningaanvragen voor
teelt, omdat mogelijk synergisme kan optreden tussen de Bt-toxines waardoor (niet-doelwit)
organismen die niet vatbaar zijn voor de individuele Bt-toxines, mogelijk wel vatbaar zijn voor
de gecombineerde toxines.

Om informatie te verkrijgen over het voorkomen van synergisme tussen de vele verschillende
Bt-toxines heeft de COGEM ter voorbereiding van dit advies, literatuuronderzoek laten uitvoe-
ren en samen met internationale zusterorganisaties een wetenschappelijk symposium over dit
onderwerp georganiseerd. Op basis van de hiermee verkregen inzichten geeft de COGEM in dit
advies een leidraad voor het beoordelen van risico’s voor niet-doelwitorganismen bij teelt van

gg-gewassen die meerdere Bt-toxines tot expressie brengen.
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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 lenM
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1

INLEIDING

Landbouwgewassen die door middel van genetische modificatie resistent zijn gemaakt
tegen plaaginsecten, hebben meestal één of meerdere Bt-genen. Deze Bt-genen zijn
afkomstig van de bacterie Bacillus thuringiensis (Bt) en coderen voor Bt-toxines die
toxisch zijn voor bepaalde (plaag)insecten. Er zijn meerdere Bt-toxines bekend die een
verschillende specificiteit hebben voor verschillende soorten insecten.

Bij een vergunningaanvraag voor teelt van een Bt-gewas is het beoordelen van
eventuele risico’s voor andere organismen (de zogenaamde niet-doelwitorganis-
men) dan het plaaginsect (het doelorganisme) een belangrijk onderdeel van de
milieurisicobeoordeling. De laatste jaren is het aantal genetisch gemodificeerde
(gg-) gewassen, waarin meerdere Bt-genen zijn ingebouwd, sterk toegenomen.
Inbouw van meerdere Bt-genen in een plant vindt plaats om resistentie tegen ver-
schillende plaaginsecten te verkrijgen of voor een effectievere bestrijding van één
plaaginsect.

Er is veel ervaring met het bestuderen van mogelijke effecten op niet-doelwitorga-
nismen bij gg-gewassen die één Bt-toxine produceren. De COGEM heeft in het verle-
den verschillende onderzoeksprojecten laten uitvoeren naar de methodologie van de
milieurisicobeoordeling en in adviezen aanbevelingen gedaan om deze te verbete-
ren."234 Ook heeft de COGEM samen met de European Food Safety Authority (EFSA)
een symposium hierover georganiseerd.> De resulterende door de COGEM gehan-
teerde uitgangspunten worden samengevat in hoofdstuk 4.

De productie van meerdere Bt-toxines in één gg-gewas roept nieuwe vragen op voor
de risicobeoordeling. Het is bekend dat toxines door onderlinge interacties elkaars
werking kunnen beinvloeden. Daardoor is het in principe mogelijk dat de werking van
een Bt-toxine verandert wanneer het gg-gewas ook een ander Bt-toxine tot expres-
sie brengt. Hierdoor zouden organismen die geen nadelig effect ondervinden van de
afzonderlijke Bt-toxines, mogelijk wel een nadelig effect kunnen ondervinden van een
combinatie van Bt-toxines.

Zowel over de vraag wanneer er onderzoek uitgevoerd moet worden naar de moge-
lijke risico’s voor niet-doelwitorganismen ten gevolge van interacties tussen verschil-
lende Bt-toxines bij gg-gewassen met meerdere Bt-toxines, alsmede over de te volgen
onderzoeksmethodiek, bestaat nog veel discussie. Zowel vanuit de wetenschap als het
bedrijfsleven zijn hiervoor uiteenlopende voorstellen gedaan. Soms wordt gesteld dat
onderzoek naar interacties altijd nodig is.*®'° Terwijl anderen van mening zijn dat der-
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gelijke studies alleen noodzakelijk zijn wanneer het gg-gewas meerdere Bt-toxines
produceert met effecten op dezelfde insectenorde.

Ook zijn er verschillende inzichten over de organismen waar dit onderzoek mee uit-
gevoerd zou moeten worden. Sommigen vinden dat voor dit onderzoek gevoelige
plaagorganismen gebruikt moeten worden,®’® terwijl anderen van mening zijn dat
onderzoek met plaagorganismen weinig voorspellende waarde heeft® en stellen dat
dergelijke studies met niet-doelwitorganismen uitgevoerd zouden moeten worden.
Verder zijn sommigen van mening dat studies met niet-doelwitorganismen altijd
nodig zijn,'* terwijl anderen stellen dat studies met niet-doelwitorganismen alleen uit-
gevoerd hoeven te worden wanneer er niet-doelwitorganismen zijn die behoren tot
een insectenorde waar meerdere door het gg-gewas geproduceerde Bt-toxines een
effect op hebben, en weer anderen vinden dat dergelijke studies alleen noodzakelijk
zijn bij niet-doelwitorganismen die een effect van tenminste één van de Bt-toxines
ondervinden.®

Door het in werking treden van de nieuwe nationale teeltbevoegdheid (Richtlijn
2015/412) is het mogelijk dat het aantal vergunningaanvragen in de Europese Unie
(EVU) voor de teelt van gg-gewassen weer zal gaan stijgen. Er zijn in de EU geen vergun-
ningaanvragen voor de teelt van gg-gewassen met meerdere Bt-toxines in behande-
ling, maar mogelijke toekomstige vergunningaanvragen zullen hoogstwaarschijnlijk
gg-gewassen betreffen die meerdere Bt-toxines produceren. Kennis over mogelijke
interacties tussen Bt-toxines is van belang bij het beoordelen van eventuele risico’s
voor niet-doelwitorganismen van dergelijke gg-gewassen.

De COGEM heeft met het oog op toekomstige vergunningaanvragen onderzoek laten
uitvoeren om de huidige kennis over de werking van Bt-toxines en interacties tussen
Bt-toxines in kaart te brengen.'"2'314 Op basis van de resultaten van deze onderzoeks-
projecten (samengevat in hoofdstuk 2 en 3) en een internationale workshop die de
COGEM met zusterorganisaties uit het Verenigd Koninkrijk, Belgié en Spanje heeft
georganiseerd,’ geeft de COGEM in dit advies een leidraad voor het beoordelen van
milieurisico’s van gg-gewassen die meerdere Bt-toxines tot expressie brengen.
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2

BT-TOXINES EN HUN
WERKINGSMECHANISME

2.1 WERKINGSMECHANISME

De bacterie Bacillus thuringiensis produceert van nature eiwitten die toxisch zijn voor
andere organismen, met name voor insecten en nematoden. Deze Bt-eiwitten zijn niet
direct toxisch maar worden dit pas wanneer zij door proteases? in de middendarm van
gevoelige insecten of nematoden zijn omgezet in een actief 9-endotoxine. De omzet-
ting naar een actief d-endotoxine in de middendarm is een belangrijke factor voor
de specificiteit van Bt-toxines. In dit rapport wordt de term ‘Bt-toxine’ gebruikt voor
zowel het inactieve Bt-eiwit als het actieve 0-endotoxine.

De Bt-toxine-genen in gg-gewassen zijn zodanig aangepast dat zij in een plant opti-
maal tot expressie komen. De door gg-gewassen tot expressie gebrachte Bt-toxines
missen een deel van beide (C- en N-terminale) uiteinden die niet noodzakelijk zijn voor
de insecticidale werking, maar moeten nog steeds door proteases in de middendarm
geactiveerd worden. De aminozuurvolgorde® van de door gg-gewassen geprodu-
ceerde Bt-toxines verschilt vaak van de door B. thuringiensis geproduceerde Bt-toxi-
nes. De volgorde is veranderd zodat het Bt-toxine beter tot expressie komt in planten,
al bij kleinere hoeveelheden toxisch is of tegen meerdere plaaginsecten werkt.

Hoewel bekend is dat Bt-toxines gevoelige insecten of nematoden doden, is het pre-
cieze werkingsmechanisme nog niet opgehelderd. Er bestaan verschillende theo-
rieén." Volgens één van de theorieén worden na binding van een Bt-toxine aan een
receptor op de celmembraan van middendarmcellen porién gevormd, waardoor het
membraan doorlaatbaar wordt en de darmcel afsterft. Volgens een andere theorie
vormt de darmcel na binding blaasjes (‘blebbing’), waarna de cel opzwelt en afsterft.

2.2 VERSCHILLENDE GROEPEN BT-TOXINES

Op basis van de structuur van het eiwit kunnen Bt-toxines in een aantal groepen wor-
den verdeeld. Zo zijn onder meer ‘3-domein Cry’, ‘Bin’, ‘Mtx’, ‘Vip’ en ‘Cyt’ groepen te
onderscheiden.

a Enzymen die eiwitten afbreken.
b  Eiwitten zijn opgebouwd uit aminozuren waarvan de volgorde door het DNA bepaald wordt.
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De naamgeving van Bt-toxines is niet gebaseerd op de eiwitstructuur, maar op het feit
of het toxine in de bacteriespore of tijdens de groeifase van de bacterie aanwezig is, of
op de functie van het eiwit. De namen van Bt-toxines komen daardoor niet altijd over-
een met de groepen die op basis van de structuur van de verschillende eiwitten wor-
den onderscheiden. Drie van de hierboven genoemde Bt-toxinegroepen (3-domein
Cry, Bin en Mtx) worden allemaal ‘Cry eiwitten’ genoemd, omdat zij als eiwitkristallen
(‘crystals’) in de sporen van B. thuringiensis voorkomen.

De Cyt eiwitten behoren in tegenstelling tot de ‘Cry eiwitten’ wel allemaal tot dezelfde
eiwitstructuur-groep. Zij worden net als de Cry eiwitten in de sporen van de bacterie
geproduceerd en zijn cytolytisch, ze zorgen ervoor dat cellen openbarsten. Ook de Vip
eiwitten hebben onderling een vergelijkbare eiwitstructuur. Zij worden in de groei-
fase van B. thuringiensis geproduceerd (‘vegetative induced protein’).

Het merendeel van de Bt-eiwitten die door gg-gewassen worden geproduceerd,
behoort tot de zogeheten 3-domein Cry eiwitten. Daarnaast zijn er enkele gg-gewas-
sen die Bin (i.e. Cry35) en Vip eiwitten produceren.'®

2.3 SPECIFICITEIT VAN 3-DOMEIN CRY EIWITTEN

Voorheen werd verondersteld dat Bt-toxines specifiek toxisch zijn voor bepaalde groe-

pen insecten. De 3-domein Cry eiwitten zijn op basis hiervan in verschillende subgroe-

pen ingedeeld:

e Cry1 eiwitten toxisch voor vlinders en motten (Lepidoptera);

* Cry3 eiwitten toxisch voor kevers (Coleoptera);

e Cry4 eiwitten toxisch voor vliegen en muggen (Diptera);

e Cry2 eiwitten toxisch voor zowel vlinders, motten en kevers (Lepidoptera en Cole-
optera).

De laatste jaren is duidelijk geworden dat Bt-toxines ook voor andere dan de hierbo-
ven genoemde groepen toxisch kunnen zijn. Een derde van de Bt-toxines waarvan het
effect in meerdere groepen insecten (ordes) is onderzocht, blijkt (hoewel in mindere
mate) ook toxisch voor insecten uit een andere orde of blijkt zelfs toxisch voor organis-
men die tot een ander fylum (i.e. Nematoda) behoren.'”'® Dit betekent dat de eerdere
aannames over de specificiteit niet correct zijn en de werkingsspectra van de toxines
breder kunnen zijn dan vaak wordt verondersteld.

2.4 CONCLUSIES

¢ Bij gevoelige insecten of nematoden binden Bt-toxines aan receptoren op de cel-
membraan van darmcellen, waarna de darmcellen afsterven en het insect of de
nematode doodgaat.
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e Eris onvoldoende bekend over het werkingsmechanisme van Bt-toxines om op basis
daarvan te kunnen voorspellen of Bt-toxines elkaars werking kunnen beinvlioeden.

e Op basis van hun eiwitstructuur kunnen Bt-toxines in verschillende groepen worden
verdeeld (o0.a. de 3-domein Cry, de Bin, Vip, Mtx en Cyt eiwitgroepen).

e De naamgeving van Bt-toxines is niet gerelateerd aan de eiwitstructuur.

e Bt-toxines kunnen toxisch zijn voor meerdere taxonomische groepen, dat wil zeg-
gen voor meerdere insectenordes en/of nematoden.
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3

INTERACTIES TUSSEN
BT-TOXINES

3.1 MOGELIJKHEDEN VOOR INTERACTIES BlJ
MENGSELS VAN STOFFEN

Wanneer organismen tegelijk aan meerdere stoffen worden blootgesteld, kunnen
deze stoffen elkaars werking beinvioeden. Wanneer één van beide stoffen een effect
heeft, kan het effect van deze stof vergroot worden door de aanwezigheid van een
andere stof die zelf geen effect heeft (bijv. 1 + 0 > 1). Er wordt dan gesproken van
potentiatie.

Wanneer beide stoffen afzonderlijk een effect hebben, kan er bij een mengsel van
deze stoffen sprake zijn van een additief, synergistisch of antagonistisch effect. Bij
een additief effect komt het effect van het mengsel overeen met de opgetelde effec-
ten van de verschillende stoffen in het mengsel (1 + 1 = 2). Het verwachte additieve
effect dient als referentie om te bepalen of er sprake is van interacties. Het verschil
tussen het (bij additiviteit) verwachte en het waargenomen effect wordt weergege-
ven in de synergiefactor. Een synergiefactor van 1 komt overeen met additiviteit. Bij
een effect dat groter is dan op grond van additiviteit wordt verwacht (bijv. 1 + 1 > 2),
wordt gesproken van synergisme. De synergiefactor is dan groter dan 1. Bij een effect
dat kleiner is dan bij additiviteit wordt verwacht (bijv. 1 + 1 < 2), wordt gesproken van
antagonisme. De synergiefactor ligt dan tussen de O en 1.

Een uitgebreidere uitleg over additiviteit, antagonisme of synergisme en de manier
waarop dit wordt onderzocht, is te vinden in de COGEM onderzoeksrapporten CGM
2014-02 en CGM 2014-05."12

3.2 MOGELIJKE GEVOLGEN VAN INTERACTIES
TUSSEN BT-TOXINES VOOR DE RISICOBEOORDELING

De meeste studies naar mogelijke effecten op niet-doelwitorganismen die in het kader
van vergunningaanvragen worden gedaan, worden uitgevoerd met één Bt-toxine.
Wanneer het gg-gewas verschillende Bt-toxines bevat en deze Bt-toxines elkaars wer-
king versterken (synergisme), kan een niet-doelwitorganisme al bij lagere hoeveel-
heden een effect ondervinden dan op basis van studies met afzonderlijke Bt-toxines
wordt verwacht. Indien er sprake is van synergisme kan hierdoor het risico voor niet-
doelwitorganismen worden onderschat.
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3.3 ONDERZOEK NAAR INTERACTIES TUSSEN
BT-TOXINES

Er zijn verschillende studies uitgevoerd naar de effecten van mengsels van Bt-toxi-
nes. Deze studies zijn vrijwel allemaal uitgevoerd met gevoelige (plaag)organismen
en betreffen, op een enkele uitzondering na, mengsels van Bt-toxines die werkzaam
zijn tegen soorten uit dezelfde insectenorde. In de meeste gevallen wordt het effect
onderzocht volgens de door Tabashnik beschreven methode, waarbij de Bt-toxines in
een bepaalde verhouding worden gemengd en de totale hoeveelheid Bt-toxines in het
mengsel gelijk blijft."

3.4 INTERACTIES BlJ DE VERSCHILLENDE GROEPEN
BT-TOXINES

Uit de beschikbare literatuur blijkt dat Bt-toxines elkaars werking kunnen beinvloe-
den. Van vrijwel alle eiwitgroepen binnen de Bt-toxines (nl. de 3-domein Cry, Vip, Bin,
Mtx en Cyt eiwitgroepen) zijn er gevallen bekend waarbij mengsels van Bt-toxines
elkaars werking beinvloeden. 1210

Uit een onderzoek dat de COGEM heeft laten uitvoeren, blijkt dat in ongeveer de
helft van de in de wetenschappelijke literatuur beschreven experimenten (53%)
waarin het effect van een mengsel van Bt-toxines werd onderzocht, sprake is van
synergisme. De mate van synergie varieerde van zwak (synergiefactor tussen 2 en
10) tot zeer sterk (synergiefactor meer dan 50). In 18% van de experimenten was
de synergiefactor hoger dan 10. In een klein aantal experimenten (7%) was sprake
van antagonisme (synergiefactor lager dan 0,5)."" In het algemeen wordt gesteld
dat gemeten synergiefactoren tussen 0,5 en 2 onvoldoende verschillend zijn van
een additief effect om tot een biologisch significant verschillend effect te kunnen
leiden.?®

Er dient te worden opgemerkt dat bij vrijwel alle experimenten gevoelige plaagor-
ganismen zijn gebruikt. Hieruit kunnen niet per definitie conclusies getrokken wor-
den over de effecten van Bt-toxine mengsels op niet-doelwitorganismen. Een deel
van de experimenten is daarnaast uitgevoerd met (subgroepen van) plaagorganismen
die eerder resistent waren geworden voor één van de Bt-toxines in het mengsel. Zeer
hoge synergiefactoren (>50) werden voornamelijk gevonden bij experimenten met
dergelijke resistente plaagorganismen.' Waarschijnlijk zijn de hoge synergiefactoren
een gevolg van het doorbreken van de resistentie voor het ene Bt-toxine door de aan-
wezigheid van het andere Bt-toxine in het mengsel, met als gevolg een terugval naar
de oorspronkelijke gevoeligheid van het insect voor het betreffende Bt-toxine. Het is
daardoor sterk de vraag of de gevonden hoge synergiefactoren indicatief zijn voor
situaties waarbij geen resistentie is verworven.

COGEM ADVIES CGM/170907-01 13



3-domein Cry eiwitten

Het merendeel van het gepubliceerde onderzoek betreft experimenten met meng-
sels van twee eiwitten uit de zogeheten 3-domein Cry eiwitgroep. In de literatuur is
in totaal voor 83 verschillende combinaties van plaagorganismen en 3-domein Cry
eiwitmengsels (werkzaam tegen dezelfde insectenorde) onderzocht of de 3-domein
Cry eiwitten elkaars werking beinvlioeden.'"#222 Er blijkt een grote variatie te
bestaan in de mate waarin de verschillende 3-domein Cry eiwitten elkaars werking
kunnen versterken (synergie) of verzwakken (antagonisme). Bij vier combinaties
werd een synergiefactor hoger dan 10 gerapporteerd. Bij vijf combinaties lag de
synergiefactor tussen de 5 en 10."" De maximale synergiefactor die is gerapporteerd,
was 26.%

Naast het hierboven beschreven onderzoek met mengsels van twee 3-domein Cry
eiwitten, is er een beperkt aantal experimenten uitgevoerd met een mengsel met
drie 3-domein Cry eiwitten. Bij deze experimenten werd afhankelijk van het onder-
zochte organisme een additief, licht synergistisch of licht antagonistisch effect
gevonden (synergiefactor van 0,4 tot 5,1)."%

Cyt eiwitten

In de literatuur zijn ook een aantal experimenten beschreven met een combinatie
van een 3-domein Cry eiwit en een Cyt eiwit. In 5 van de 16 onderzochte combina-
ties werd een synergiefactor hoger dan 5 waargenomen, waarbij bij 3 combinaties
de synergiefactor hoger was dan 10. De maximale gerapporteerde synergiefactor
was 33.222

Er zijn naast experimenten met een mengsel met één 3-domein Cry eiwit en één Cyt
eiwit, ook enkele experimenten uitgevoerd naar het effect van twee 3-domein Cry
eiwitten en één Cyt eiwit. Bij deze experimenten werd een licht synergistisch effect
waargenomen (synergiefactor 2,6).26?7 Bij een mengsel van vier 3-domein Cry eiwit-
ten en één Cyt eiwit werd een synergiefactor van 4,1 gevonden.?

Vip eiwitten

In de literatuur zijn een aantal studies gepubliceerd waarbij het effect van een
Vip eiwit en een ander Bt-toxine is onderzocht. Bij een Vip en een 3-domein Cry
eiwitmengsel werd in zeven van de 18 onderzochte combinaties van Bt-toxines en
plaagorganismen een antagonistisch effect gevonden. Bij vier van de onderzochte
combinaties waren er aanwijzingen voor een synergistisch effect. Bij twee van de
onderzochte combinaties werd een synergiefactor gevonden die hoger was dan 5.
De maximale synergiefactor was 14,3.2% Ook bij een combinatie van een Vip eiwit
en een Cyt eiwit waren er aanwijzingen voor synergie. Hierbij werd een maximale
synergiefactor van 4,3 gevonden.?
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Naast experimenten met een mengsel met één 3-domein Cry en één Vip eiwit, zijn er
ook enkele experimenten uitgevoerd waarbij is onderzocht wat het effect was van
een combinatie van twee 3-domein Cry eiwitten en één Vip eiwit. Bij deze experi-
menten werd geen antagonisme of synergie waargenomen.®3°

e Mtx eiwitten
Het merendeel van de gepubliceerde experimenten met combinaties van Bt-toxines
met minimaal één Mtx eiwit, is uitgevoerd met resistente plaagorganismen. Uit deze
studies komt het beeld naar voren dat Mtx eiwitten de werking van andere Bt-toxi-
nes in hoge mate kunnen versterken. Bij een gevoelig organisme werd een maximale
synergiefactor van 120 gevonden. Bij een resistent plaagorganisme werd maximaal
een synergiefactor van 135 gevonden.'"3'

¢ Bin eiwitten

Bin eiwitten zijn Bt-toxines die afzonderlijk niet of nauwelijks toxisch zijn, maar die
in combinatie met een ander Bt-eiwit wel toxisch zijn. Aangezien de twee eiwitten
altijd samen voorkomen in de bacterie, kan gesteld worden dat het feitelijke toxine
uit twee eiwitten bestaat. Er is slechts een klein aantal Bin eiwitten bekend. Omdat
Bin eiwitten afzonderlijk niet of nauwelijks toxisch zijn, vertonen ze allemaal een
sterk ‘synergistisch’ effect wanneer zij gecombineerd worden met hun ‘conjugative
pair’.

3.5 EFFECT VAN MENGSELS VAN BT-TOXINES
WERKZAAM TEGEN VERSCHILLENDE INSECTENORDES

Bij de hierboven beschreven experimenten zijn Bt-toxines gecombineerd die een effect
hebben op dezelfde groep insecten (orde). In een gg-gewas kunnen ook Bt-toxines
worden gecombineerd die een primair effect hebben op verschillende insectenordes.
Er zijn slechts vijf studies naar mogelijke interacties uitgevoerd met dergelijke meng-
sels van Bt-toxines.’? Bij de experimenten in vier van deze studies werd een 3-domein
Cry eiwit dat een effect heeft op Lepidoptera gecombineerd met een 3-domein Cry
eiwit dat een effect op Coleoptera heeft. Bij een andere studie werden experimenten
uitgevoerd waarbij twee 3-domein Cry eiwitten die een effect op Coleoptera hebben,
werden gecombineerd met twee 3-domein Cry en een Vip eiwit met een effect op
Lepidoptera.? Bij geen van de uitgevoerde experimenten werden interacties waarge-
nomen.

Hoewel er geen gevallen bekend zijn waarbij 3-domein Cry eiwitten die toxisch zijn
voor verschillende insectenordes elkaars werking beinvloeden, kan er vanwege het
geringe aantal studies niet met zekerheid geconcludeerd worden dat interacties tus-
sen dergelijke 3-domein Cry eiwitten niet mogelijk zijn.
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3.6 EFFECT VAN MENGSELS VAN BT-TOXINES OP
VERSCHILLENDE ORGANISMEN

Er is een aantal publicaties waarbij het effect van hetzelfde mengsel van Bt-toxines
(o.a. combinaties van 3-domein Cry eiwitten, Mtx eiwitten, en 3-domein Cry eiwitten
met een Vip eiwit?) op verschillende gevoelige soorten insecten (hoofdzakelijk plaag-
organismen) is onderzocht. Het effect van de Cry1Ab-Cry1Ac combinatie werd onder-
zocht voor verschillende Lepidoptera en was antagonistisch bij de Plakker (Lyman-
tria dispar), additief bij de Katoendaguil (Helicoverpa armigera) en de zijdevlinder
(Bombyx mori), en synergistisch bij de stengelboorder (Chilo partellus).’>?' Ook bij
de Cry1Aa-Cry1Ac combinatie bleek de manier waarop de Bt-toxines elkaars werking
beinvloeden per soort te verschillen.'>?' Ook bij combinaties van een 3-domein Cry met
een Vip eiwit (Cry1C-Vip3Aa) bleek de interactie tussen de Bt-toxines afhankelijk van
het onderzochte organisme.?® Hetzelfde mengsel kan dus bij het ene organisme een
additief, maar bij een ander organisme een antagonistisch of synergistisch effect heb-
ben.9,12,21

3.7 CONCLUSIES

¢ Vrijwel al het onderzoek naar het effect van mengsels van Bt-toxines is uitgevoerd
met gevoelige (plaag)organismen. Er is nauwelijks onderzoek uitgevoerd met meng-
sels van Bt-toxines bij niet-doelwitorganismen.

e Bij vrijwel alle Bt-toxinegroepen (nl. de 3-domein Cry, Vip, Bin, Mtx en Cyt eiwit-
groepen) zijn er Bt-toxines beschreven die in een mengsel met een ander Bt-toxine
elkaars werking beinvloeden.

e Wanneer Bin eiwitten met hun ‘conjugative partner’ worden gecombineerd, wordt
de werking van beide eiwitten versterkt.

e Mengsels van 3-domein Cry eiwitten, 3-domein Cry eiwitten in combinatie met Cyt,
Vip of Mtx eiwitten, en mengsels van Mtx eiwitten kunnen elkaars werking bein-
vloeden als ze werkzaam zijn tegen dezelfde groep insecten (orde). Er wordt vaker
een versterkende werking (synergistisch effect) dan een verzwakkende werking
(antagonistisch effect) gerapporteerd.

e Er is weinig onderzoek uitgevoerd met mengsels van Bt-toxines die werkzaam zijn
tegen verschillende insectenordes. Hierbij werd geen interactie waargenomen.

¢ Eenzelfde eiwitmengsel kan afhankelijk van het organisme elkaars effect verster-
ken, verzwakken of geen invloed op elkaars effect hebben.
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4

LEIDRAAD VOOR DE
BEOORDELING VAN EFFECTEN
OP NIET-DOELWITORGANISMEN

Bij een aanvraag voor teelt van een gg-gewas beoordeelt de COGEM mogelijke effec-
ten voor niet-doelwitorganismen. Daarvoor heeft ze eerder de volgende uitgangspun-
ten geformuleerd:"2#

4.1 ALLEEN ONDERZOEK BlJ MOGELIJK NADELIG
EFFECT

Onderzoek naar eventuele effecten op niet-doelwitorganismen is alleen nodig wan-
neer het aannemelijk is dat de werking van het ingebrachte gen een nadelig effect op
niet-doelwitorganismen kan hebben.? Dit is bijvoorbeeld het geval bij gg-gewassen
die Bt-toxines produceren. Onderzoek naar effecten op niet-doelwitorganismen is
daarentegen niet nodig bij gg-gewassen met herbicidentolerantie(s).

4.2 WERKINGSSPECTRUM MOET ZIJN BEPAALD

Bij gg-gewassen die een Bt-toxine produceren, moet het werkingsspectrum van dit
Bt-toxine zijn bepaald. Bt-toxines kunnen effecten hebben op meerdere insecten-
ordes.>12171810 Het is niet uitgesloten dat een Bt-toxine een effect heeft op organis-
men die behoren tot een andere taxonomische groep dan het plaaginsect waar het
Bt-toxine tegen gericht is. Om informatie over het werkingsspectrum te verkrijgen,
moet het effect van het Bt-toxine zijn onderzocht met organismen uit verschillende
taxonomische groepen, zoals insecten (Coleoptera, Neuroptera, Hemiptera, Hymen-
optera, Lepidoptera, Diptera, etc.), springstaarten (Collembola), spinnen (Arachnida)
en nematoden (Nematoda).

4.3 LABORATORIUMONDERZOEK VORMT EERSTE STAP

Om informatie te verkrijgen voor het beoordelen van eventuele risico’s voor niet-
doelwitorganismen worden allereerst laboratoriumexperimenten uitgevoerd. In het

¢ Bij deze gewassen is een gen ingebracht waardoor de plant ongevoelig is voor bepaalde onkruidbestrijdings-
middelen. Het genproduct heeft geen invloed op de overleving van insecten.
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laboratorium wordt voor verschillende niet-doelwitorganismen onderzocht of zij een
nadelig effect van de ingebrachte genen in het gg-gewas ondervinden.

4.3.1 SELECTIE VAN NIET-DOELWITORGANISMEN

De niet-doelwitorganismen die worden onderzocht, moeten zo representatief moge-
lijk zijn voor alle niet-doelwitorganismen die in het veld kunnen worden blootgesteld
aan het betreffende gg-gewas. Er zijn talloze verschillende niet-doelwitorganismen
die in een gewas voorkomen. Het is daardoor onmogelijk om voor alle niet-doelwitor-
ganismen die aan het gg-gewas worden blootgesteld, te onderzoeken of zij een effect
ondervinden. Daarom moet een beperkt aantal representatieve soorten onderzocht
worden.?? Door de COGEM is een aantal gedetailleerde criteria geidentificeerd waar-
aan de te onderzoeken niet-doelwitorganismen moeten voldoen.

¢ In het laboratorium wordt voor minimaal vijf soorten niet-doelwitorganismen
onderzocht of zij een nadelig effect ondervinden van het gg-gewas. Zij worden
hierbij blootgesteld aan plantmateriaal van het gg-gewas of aan het door het gg-
gewas geproduceerde gezuiverde eiwit. Als dit laatste niet mogelijk is, kan wanneer
aan bepaalde voorwaarden wordt voldaan, microbieel geproduceerd eiwit worden
gebruikt.

e De niet-doelwitorganismen zijn afkomstig uit verschillende ecologische groepen,
namelijk predatoren, parasitoiden (sluipwespen), bestuivers en detritivoren.233

e Eén van de onderzochte niet-doelwitorganismen behoort tot de insectenorde waar
het eiwit tegen werkzaam is.3>* Wanneer het eiwit werkzaam is tegen meerdere insec-
tenordes worden niet-doelwitorganismen uit al deze insectenordes onderzocht.

e Wanneer er een reden is om een effect op een zeldzame of een met uitsterven
bedreigde soort te verwachten, wordt ook het effect op deze soort onderzocht.?

De geteste niet-doelwitorganismen komen in Nederland of Europa in het betreffende
gewas voor, of behoren tot hetzelfde geslacht als deze niet-doelwitorganismen.*3>

Daarnaast voldoen de onderzochte soorten aan één of meer van de volgende criteria:?

- mogelijk zeer gevoelig voor het betreffende eiwit 6f mogelijk blootgesteld aan
hoge concentraties van het betreffende eiwit wanneer het gg-gewas wordt ge-
teeld;

- van ecologisch of economisch belang;

- representatief voor grotere groepen.

4.3.2 BLOOTSTELLING VAN NIET-DOELWITORGANISMEN

Tijdens de laboratoriumexperimenten moeten de niet-doelwitorganismen aan ten-
minste twee verschillende hoeveelheden Bt-toxines worden blootgesteld, zodat de
dosis afhankelijkheid kan worden vastgesteld.3
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Eén van deze hoeveelheden moet overeenkomen met de maximale hoeveelheid Bt-
toxine waar het niet-doelwitorganisme in het veld aan blootgesteld zal worden.323¢
Kennis over de manier en mate van blootstelling van het niet-doelwitorganisme is
noodzakelijk om te kunnen bepalen welke hoeveelheid overeenkomt met de maxi-
male hoeveelheid waar het niet-doelwitorganisme in het veld aan kan worden bloot-
gesteld.

Daarnaast moet het niet-doelwitorganisme worden blootgesteld aan een grotere hoe-
veelheid Bt-toxine (10x de verwachte maximale blootstellingsconcentratie). Een veilig-
heidsmarge is noodzakelijk omdat het onderzochte niet-doelwitorganisme mogelijk
minder gevoelig is voor het Bt-toxine dan de andere in het veld aanwezige niet-doel-
witorganismen. Ook is het mogelijk dat het gg-gewas onder bepaalde omstandighe-
den meer Bt-toxine produceert. De expressie van Bt-toxines is namelijk mede afhanke-
lijk van de groeiomstandigheden en het ontwikkelingsstadium van een plant.*'

De COGEM wijst erop dat de maximale concentratie waar een niet-doelwitorganisme
aan blootgesteld kan worden, niet altijd overeenkomt met de maximale concentratie
van het Bt-toxine in plantmateriaal (bijv. in bladeren of pollen). Wanneer een Bt-toxine
in een prooidier accumuleert kunnen predatoren in het veld aan hogere concentraties
worden blootgesteld. De COGEM is van mening dat bij het bepalen van de maximale
blootstellingsconcentratie ook rekening gehouden moet worden met mogelijke accu-
mulatie van Bt-toxines.3” Daarom is inzicht in of onderzoek naar de mate van accumu-
latie van Bt-toxines noodzakelijk bij de bepaling van eventuele effecten op predato-
ren en parasitoiden.

Idealiter worden de niet-doelwitorganismen bij de laboratoriumexperimenten bloot-
gesteld aan plantmateriaal van het betreffende gg-gewas. De insecten moeten echter
aan verschillende hoeveelheden toxines worden blootgesteld en in de praktijk blijkt
het vaak niet mogelijk om plantmateriaal met voldoende Bt-toxine te verkrijgen om
het effect van 10x de verwachte maximale blootstellingsconcentratie te kunnen onder-
zoeken. Ook zijn er veel niet-doelwitorganismen, zoals predatoren en parasitoiden,
die in het veld indirect via hun prooidieren of gastheren aan de Bt-toxines worden
blootgesteld en nauwelijks plantmateriaal eten. Mede daarom heeft het de voorkeur
om deze niet-doelwitorganismen aan uit plantmateriaal gezuiverde Bt-toxines bloot
te stellen. Het zuiveren van eiwitten uit plantmateriaal is vaak echter niet mogelijk of
problematisch, waardoor het niet lukt om voldoende door planten geproduceerd Bt-
toxine te verkrijgen voor de laboratoriumexperimenten.

Wanneer het gen in een bacterie tot expressie wordt gebracht, kan wel voldoende Bt-
toxine worden verkregen. Als een bacterie het Bt-toxine produceert, is het - bijvoorbeeld
door verschillen in eiwitvouwing of glycosylering - mogelijk dat het eiwit enigszins ver-
schilt van het Bt-toxine dat door het gg-gewas wordt geproduceerd. Wanneer overtui-
gend is aangetoond dat de biologische activiteit van het betreffende eiwit overeenkomt
met het eiwit dat door het gg-gewas wordt geproduceerd, is naar inzien van de COGEM,
het gebruik van door bacterién geproduceerd gezuiverd eiwit acceptabel.383940
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4.3.3 KWALITEITSEISEN VOOR LABORATORIUMONDERZOEK

De laboratoriumexperimenten moeten verder voldoen aan de volgende kwaliteits-
eisen:

e Een positieve en een negatieve controle dienen aanwezig te zijn. De mortaliteit in
de negatieve controle groep is lager dan 15%.3°

De concentratie van het betreffende Bt-toxine moet geverifieerd worden.*®

De activiteit van het Bt-toxine moet zijn aangetoond*' en mag tijdens het experi-

ment niet sterk afnemen 3¢

* Er moet zijn aangetoond dat het Bt-toxine door het niet-doelwitorganisme wordt
opgenomen.*3¢

* Het onderzoek is uitgevoerd met een voldoende aantal herhalingen. Voor het detec-
teren van biologisch significante effecten is het in de meeste gevallen voldoende
wanneer een effect grootte van 30-50% met een onderscheidend vermogen ('statis-
tical power’) van minimaal 80% kan worden aangetoond.*?

e Er moet een correcte statistische analyse worden uitgevoerd. De keuze voor de

gebruikte statistische analysemethode dient te worden verklaard. Daarnaast moeten

de P-waarde, de grootte van het waargenomen verschil, de effectgrootte waarop

getoetst is, het aantal herhalingen, de gemiddelden van de verschillende groepen,

de standaardafwijking en het betrouwbaarheidsinterval worden vermeld.3*43

4.3.4 ONDERZOEK NAAR DE GROEISNELHEID VAN EEN
POPULATIE

Bij laboratoriumexperimenten wordt de letaliteit van een Bt-toxine onderzocht, maar
blijven andere (subletale) factoren die voor de overleving van een soort van belang
zijn, in de praktijk vaak buiten beschouwing.’ Subletale effecten die de fitness van
een organisme verminderen, kunnen echter grote gevolgen hebben voor de uiteinde-
lijke overleving van organismen en het voortbestaan van populaties. Subletale effec-
ten zijn onder meer een verminderd gewicht, een verandering van gedrag, een ver-
minderd aantal nakomelingen, een veranderde generatietijd, etc. De groeisnelheid
van een populatie is daarom een betere, ecologisch relevantere indicator voor eventu-
ele effecten op niet-doelwitorganismen.*

4.4 GEEN EFFECT: VERVOLGONDERZOEK NIET NODIG

Als er geen effect wordt gedetecteerd bij het laboratoriumonderzoek dat met 10x
de verwachte maximale blootstellingsconcentratie is uitgevoerd bij niet-doelwitor-
ganismen die voldoen aan de gestelde criteria, is de COGEM van oordeel dat verder
onderzoek niet uitgevoerd hoeft te worden. De 10x veiligheidsmarge is gebaseerd op
de huidige wetenschappelijke inzichten over verschillen in de gevoeligheid van orga-
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nismen en kennis over de praktische uitvoerbaarheid van blootstellingsexperimenten
met grote hoeveelheden eiwitten.

Zoals eerder vermeld zijn in het veld talloze verschillende niet-doelwitorganismen
aanwezig, die mogelijk gevoeliger zijn voor het Bt-toxine dan het onderzochte niet-
doelwitorganisme. Wanneer het onderzochte niet-doelwitorganisme bij de veilig-
heidsmarge van 10x de verwachte maximale blootstellingsconcentratie geen effect
ondervindt, acht de COGEM het voldoende aannemelijk dat het gg-gewas ook voor
andere niet-onderzochte niet-doelwitorganismen geen risico zal opleveren. De
COGEM is zich er echter van bewust dat de grens van 10x arbitrair is gekozen en wijst
mede daarom op het belang van ‘general surveillance’.d

4.4.1 ONGERICHTE VELDPROEVEN ONGESCHIKT VOOR DE
MILIEURISICOBEOORDELING

Naast laboratoriumonderzoek, kunnen veldproeven met een gg-gewas noodzakelijk
zijn om de mogelijke effecten in de praktijksituatie te onderzoeken. Als er bij het labo-
ratoriumonderzoek effecten zijn gevonden, zal gericht onderzocht moeten worden of
het nadelige effect ook onder veldomstandigheden optreedt en wat de effectgrootte is.
De EFSA stelt dat veldproeven in het kader van de milieurisicobeoordeling uitgevoerd
moeten worden om eventuele onverwachte effecten van een gg-gewas op te kunnen
merken.* Wanneer een veldproef wordt uitgevoerd zonder hypothese ten aanzien van
een mogelijk specifiek effect, kan worden gesproken van een ongerichte veldproef.

Uit onderzoek dat in opdracht van de COGEM is uitgevoerd, blijkt dat ongerichte veld-
proeven alleen zeer grote effecten kunnen detecteren.* Dergelijke effecten zullen bij
insectenresistente gewassen al in het voorafgaande laboratoriumonderzoek worden
opgemerkt. De COGEM is daarom van mening dat de ongerichte veldproeven die op
dit moment voor elke vergunningaanvraag worden uitgevoerd, niet tot nauwelijks
informatie opleveren die bruikbaar is voor de risicobeoordeling en derhalve achter-
wege kunnen blijven.

4.5 WEL EEN EFFECT: VELDPROEVEN DE TWEEDE STAP

Wanneer uit het laboratoriumonderzoek blijkt dat het gg-plantmateriaal of het Bt-
toxine een effect op één of meerdere niet-doelwitorganismen heeft, is dit een aanwij-
zing dat deze en soortgelijke niet-doelwitorganismen in het veld een effect zouden
kunnen ondervinden. Om te kunnen beoordelen of dit het geval is, moet allereerst
inzicht worden verkregen in de concentraties waarbij een effect optreedt.

d  General Surveillance is de Europese verplichting om o.a. bij de teelt van gg-gewassen te monitoren op het
optreden van onverwachte nadelige effecten.
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Daarnaast moet onderzocht worden of het effect ook in het veld optreedt* en of
andere niet-doelwitorganismen die tot dezelfde groep behoren ook een effect onder-
vinden. De omstandigheden (temperatuur, blootstelling etc.) in het veld zijn variabel
en verschillen van de gestandaardiseerde omstandigheden in een laboratorium. Het
niet-doelwitorganisme maakt in het veld bovendien onderdeel uit van het ecosysteem
en dient als voedsel voor andere organismen. Hierdoor is het mogelijk dat een in het
laboratorium gedetecteerd effect in het veld geen gevolgen heeft voor de populatie
niet-doelwitorganismen.

4.5.1 VELDPROEVEN MOETEN AANGEPAST WORDEN AAN
HET BETREFFENDE NIET-DOELWITORGANISME

Om een effect te kunnen detecteren en een betrouwbare causaliteit te kunnen vast-
stellen, moeten er in een veldproef voldoende niet-doelwitorganismen worden aan-
getroffen. Vrijwel alle soorten niet-doelwitorganismen zijn zeer mobiel, komen in het
veld soms slechts in kleine aantallen voor of fluctueren van nature sterk in aantal.
Om ervoor te zorgen dat bij de veldproef voldoende niet-doelwitorganismen worden
gevonden om effecten te kunnen detecteren, moeten de opzet en methodologie van
de veldproef aangepast worden aan het te onderzoeken niet-doelwitorganisme.

4.5.2 VELDPROEVEN MET HET BETREFFENDE GG-GEWAS

Om te bepalen of niet-doelwitorganismen in het veld een effect ondervinden, is het
belangrijk dat de veldproef wordt uitgevoerd met het gg-gewas waar de vergunning
voor is aangevraagd. Wanneer een ander gg-gewas wordt gebruikt dat (ook) andere
eigenschappen heeft, of andere inhoudsstoffen tot expressie brengt, kunnen effecten
mogelijk gemaskeerd of versterkt worden. Veldproeven moeten daarom worden uit-
gevoerd met de betreffende gg-lijn en niet met ouder- of kruisingslijnen.4%3°

Alleen wanneer de eigenschappen die een effect op niet-doelwitorganismen zouden
kunnen hebben volledig overeenkomen, is een uitzondering mogelijk. Dit is bijvoor-
beeld het geval wanneer een gg-gewas dezelfde Bt-toxines in eenzelfde hoeveelheid
produceert én eventuele andere ingebrachte eigenschappen (bijvoorbeeld herbici-
dentolerantie) zelf geen effect op niet-doelwitorganismen hebben en ook de werking
van de Bt-toxines niet beinvloeden.

4.5.3 VELDPROEVEN IN EUROPESE TEELTGEBIEDEN
VOLGENS GANGBARE TEELTPRAKTIK

Veldproeven dienen te worden uitgevoerd in relevante agrarische gebieden in Europa.
Er bestaan verschillen tussen de soorten niet-doelwitorganismen die in Europa voor-
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komen en de niet-doelwitorganismen die buiten Europa (bijvoorbeeld Noord- of Zuid-
Amerika) voorkomen. Veldproeven die in andere gebieden zijn uitgevoerd, acht de
COGEM daarom niet geschikt voor het beoordelen van eventuele risico’s voor Euro-
pese niet-doelwitorganismen.’

De omstandigheden waaronder een veldproef wordt gehouden, moeten verder over-
eenkomen met de gangbare landbouwpraktijk. Zo moet een veldproef in het juiste
teeltseizoen worden uitgevoerd, omdat de (relevante levensstadia van de) niet-doel-
witorganismen die normaal gesproken in het veld voorkomen anders mogelijk niet
aanwezig zijn. 4048

4.5.4 ONDERBOUWING VAN STATISTISCHE ANALYSE

Er dient een onderbouwing aanwezig te zijn voor de gebruikte statistische analyseme-
thode. Wanneer er relatief vaak lage aantallen organismen zijn waargenomen, dient
hier bij de statistische analyse rekening mee gehouden te worden.*

4.6 VOORKEUR VOOR EXPERIMENTELE STUDIES

Sommige niet-doelwitorganismen (zoals vlinders en bijen) komen in veldproeven in
dusdanig lage aantallen voor, dat het niet of nauwelijks mogelijk is om een effect te
detecteren. Daarom wordt soms gebruik gemaakt van rekenmodellen (bijv. theoreti-
sche blootstellingsanalyses) om effecten op deze niet-doelwitorganismen in te kun-
nen schatten.®® Bij modellen worden vaak aannames gedaan, schattingen gemaakt en
worden gegevens van andere organismen gebruikt (extrapolatie). Hierdoor kunnen
fouten geintroduceerd worden.' De COGEM heeft daarom bij de beoordeling van
eventuele effecten op niet-doelwitorganismen een sterke voorkeur voor experimen-
tele gegevens die bijvoorbeeld door laboratoriumonderzoek verkregen kunnen wor-
den. Modellen kunnen alleen gebruikt worden als zij gevalideerd zijn en er voldoende
betrouwbare experimentele gegevens beschikbaar zijn die als input voor het model
kunnen dienen.

COGEM ADVIES CGM/170907-01 23



5

LEIDRAAD VOOR DE
MILIEURISICOBEOORDELING
VAN GG-GEWASSEN DIE
MEERDERE BT-TOXINES TOT
EXPRESSIE BRENGEN

5.1 REKENING HOUDEN MET MOGELIJKE
INTERACTIES

Bij gg-gewassen met meerdere Bt-toxines moet in de milieurisicobeoordeling, naast
de punten die in de leidraad van Hoofdstuk 4 worden beschreven, rekening gehouden
worden met mogelijke interacties tussen de Bt-toxines en de effecten daarvan op niet-
doelwitorganismen.

Zoals in hoofdstuk 3 is beschreven, kunnen combinaties van Bt-toxines (3-domein Cry
eiwitten, 3-domein Cry eiwitten in combinatie met Cyt, Vip of Mtx eiwitten, Bin eiwit-
ten en mengsels van Mtx eiwitten) die werkzaam zijn tegen dezelfde insectenorde,
elkaars werking versterken. Er zijn geen gevallen bekend waarbij Bt-toxines die werk-
zaam zijn tegen verschillende insectenordes elkaars werking beinvioeden. Door het
geringe aantal studies met dergelijke combinaties van Bt-toxines blijft er echter enige
onzekerheid bestaan of Bt-toxines die werkzaam zijn tegen verschillende insectenor-
des elkaars werking zouden kunnen beinvloeden.

In de risicobeoordeling moet met mogelijke interacties tussen Bt-toxines rekening
worden gehouden. Op basis van de huidige kennis is echter niet op voorhand te
voorspellen of een bepaalde combinatie van Bt-toxines elkaars werking beinvioedt.
Dit moet daarom experimenteel worden onderzocht. Een complicerende factor
daarbij is dat dezelfde combinatie van Bt-toxines, afhankelijk van het organisme,
elkaars effect kan versterken of verzwakken. Het is echter in de praktijk niet haal-
baar om voor de talloze mogelijke niet-doelwitorganismen het effect van een
bepaalde combinatie te onderzoeken. Daarom moet een methode gekozen wor-
den waarmee zoveel mogelijk relevante en representatieve informatie verkregen
wordt. Hieronder worden verschillende opties en de bijbehorende aandachtspun-
ten genoemd:
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Optie 1: Onderzoek met gevoelige (plaag)organismen naar
optreden van interacties

De aanpak die thans door de meeste vergunningaanvragers gevolgd wordt, is om met
bekende gevoelige (plaag)organismen te onderzoeken of er interactie is tussen de Bt-
toxines die het gg-gewas produceert. De veronderstelling hierbij is dat het gemakkelij-
ker is om een verandering in de werking van de Bt-toxines waar te nemen wanneer het
organisme al een effect ondervindt van tenminste één van de Bt-toxines.
Vervolgonderzoek naar het effect van de combinatie van Bt-toxines op niet-doelwit-
organismen vindt vervolgens alleen plaats als er bij het experiment met de gevoelige
organismen interactie is waargenomen. In dat geval wordt het effect van de gecombi-
neerde Bt-toxines op de gebruikelijke set niet-doelwitorganismen onderzocht.

Bij deze optie worden er op basis van experimenten met gevoelige (plaag)organismen
conclusies getrokken over het al dan niet voorkomen van interacties bij andere (niet-
doelwit)organismen die ongevoelig zijn voor de afzonderlijke Bt-toxines. De manier
waarop Bt-toxines elkaars werking beinvloeden, kan per organisme verschillen, waar-
door onderzoek met gevoelige (plaag)organismen nauwelijks voorspellende waarde
heeft met betrekking tot het voorkomen van interacties bij andere (niet-doelwit)orga-
nismen.

Optie 2: Onderzoek met de gebruikelijke set niet-
doelwitorganismen

In laboratoriumexperimenten kan met de gebruikelijke selectie van minimaal vijf niet-
doelwitorganismen onderzocht worden of de Bt-toxines elkaars werking kunnen ver-
anderen. De gebruikelijke selectie van vijf niet-doelwitorganismen bestaat uit organis-
men uit verschillende ordes. Tot nu toe is er alleen interactie waargenomen, wanneer
3-domein Cry eiwitten werden gecombineerd die werkzaam waren tegen insecten
uit dezelfde insectenorde. Het lijkt uitzonderlijk dat gecombineerde Bt-eiwitten een
effect hebben op insecten uit andere insectenordes.® Daarom is het de vraag of bij
onderzoek met niet-doelwitorganismen de toevoeging van insecten uit andere insec-
tenordes dan de orde(s) waarvan bekend is dat de betreffende Bt-toxines er tegen
werkzaam zijn, zinvol is. De COGEM is van mening dat de kans dat een combinatie
van Bt-eiwitten als gevolg van interacties juist een effect heeft op geteste insecten uit
andere insectenordes, als zeer klein tot verwaarloosbaar kan worden beschouwd.

Optie 3: Onderzoek toespitsen op bepaalde groep van niet-
doelwitorganismen

Omdat interacties alleen zijn waargenomen bij organismen die behoren tot de insec-
tenorde waar meerdere Bt-toxines in het mengsel tegen werkzaam zijn, is een verster-
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kende werking bij niet-doelwitorganismen die tot dezelfde insectenorde behoren het
meest waarschijnlijk. Een andere optie is daarom om het onderzoek toe te spitsen op
deze niet-doelwitorganismen.

Daartoe moet bij deze optie eerst het volledige werkingsspectrum van de verschil-
lende Bt-toxines die door het gg-gewas worden geproduceerd bekend zijn en moet
dus voldaan zijn aan de in 4.2 geformuleerde voorwaarde. Daarna dient er te worden
bepaald of er meerdere Bt-toxines zijn die een effect hebben op dezelfde insectenorde.
Vervolgens moet bekeken worden of er niet-doelwitorganismen uit deze insectenorde
in het veld of in de naburige omgeving voorkomen. Hiervoor kan gebruik worden
gemaakt van de database met in verschillende gewassen aangetroffen geleedpotigen,
die in opdracht van de EFSA is samengesteld.’?%* Wanneer dergelijke niet-doelwitor-
ganismen aanwezig zijn, wordt voor deze niet-doelwitorganismen onderzocht of zij
een effect ondervinden van een mengsel dat bestaat uit de in het gewas ingebouwde
Bt-toxines die tegen deze insectenorde werken (zie ook 5.2.1). Indien dit het geval is,
moet onderzocht worden of de gevonden effectgrootte relevant is onder veldomstan-
digheden.

Wanneer er geen niet-doelwitorganismen uit de betreffende insectenorde in het veld
van het gg-gewas of de naburige omgeving aanwezig zijn, is verder onderzoek niet
nodig.

Opgemerkt moet worden dat het merendeel van de beschikbare wetenschappelijke
gegevens onderzoek betreft dat is uitgevoerd met combinaties van 3-domein Cry
eiwitten. Er is minder onderzoek uitgevoerd naar het voorkomen van interacties bij
mengsels met Bt-toxines uit andere Bt-eiwitgroepen. Er zijn aanwijzingen dat inter-
acties bij dergelijke mengsels mogelijk vaker optreden. Hoewel deze optie voldoende
informatie lijkt te bieden om risico’s van gg-gewassen met verschillende 3-domein Cry
eiwitten in te kunnen schatten, is het daarom de vraag of dit ook het geval is voor gg-
gewassen met andere Bt-toxines.

Optie 4: Modelmatige berekeningen van worst-case
scenario’s

Een vierde optie is om een modelmatige berekening uit te voeren naar wat in het
ergste geval (‘'worst-case scenario’) het effect van de combinatie van Bt-toxines op een
niet-doelwitorganisme zou kunnen zijn. Daarbij wordt uitgegaan van het maximale
bekende expressieniveau in het gg-gewas, een theoretische maximale blootstelling
(rekening houdende met de Bt-concentratie in plantmateriaal of prooidieren en met
de inname van het betreffende niet-doelwitorganisme) aan de verschillende Bt-toxi-
nes, een maximaal versterkend effect en een extreem gevoelig niet-doelwitorganisme.
Vervolgens kan bij de risicobeoordeling rekening worden gehouden met dit ‘worst-
case’ effect.
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Een nadeel van theoretische analyses en modelmatige berekeningen is dat hierbij aan-
names worden gedaan, schattingen worden gemaakt en gegevens van andere organis-
men worden gebruikt (extrapolatie) waardoor fouten geintroduceerd kunnen worden.

5.1.1 COGEM ADVIES: ONDERZOEK NAAR EFFECTEN VAN
MOGELIKE INTERACTIES TOESPITSEN OP SOORTEN VAN
DEZELFDE ORDE

Uit de voorgaande paragraaf blijkt dat er meerdere opties zijn om mogelijke effecten
te onderzoeken, maar dat bij alle opties kanttekeningen te plaatsen zijn. Geen van de
opties kan volledig uitsluitsel geven of er mogelijke nadelige effecten op niet-doelwit-
organismen zullen optreden door synergisme tussen de in het gg-gewas ingebouwde
Bt-toxines. Dit is echter inherent aan de milieurisicobeoordeling. Ook bij het onder-
zoek naar mogelijke effecten van één ingebouwd Bt-toxine, is de gevolgde werkwijze
van het testen op minimaal 5 verschillende niet-doelwitsoorten geen garantie voor
het detecteren van alle mogelijke nadelige effecten.

Gezocht wordt naar een onderzoeksmethode waarmee de kans dat een mogelijk
nadelig effect wordt onderkend het grootst is, die voldoende representatief en indi-
catief is voor de situatie in het veld en die in praktische zin uitvoerbaar en haalbaar is.

Gezien deze eisen en de voor- en nadelen van de verschillende genoemde opties, advi-
seert de COGEM om bij een gg-gewas waarin meerdere 3-domein Cry eiwitten inge-
bouwd zijn, de aanpak te volgen die geschetst is onder optie 3 waarbij het onderzoek
op een bepaalde groep niet-doelwitorganismen wordt toegespitst.

Daarnaast zouden eventuele risico’s ook met behulp van modelmatige ‘worst-case sce-
nario's’ (optie 4) beoordeeld kunnen worden. De COGEM merkt op dat een model-
matige berekening alleen uitgevoerd kan worden als er goede experimentele gege-
vens aan ten grondslag liggen. Deze lijken echter in veel gevallen te ontbreken. Mede
daarom is het van belang dat voldoende hoge veiligheidsmarges worden gebruikt.
In de wetenschappelijke literatuur werd bij één combinatie van Bt-toxines een syner-
giefactor van 33 gevonden. De COGEM is op basis van de huidige kennis daarom van
mening dat bij de berekening van het ‘worst-case scenario’ een minimale veiligheids-
factor van 35 keer gebruikt zou moeten worden om voldoende rekening te houden
met eventuele synergie.

Bij mengsels met andere dan 3-domein Cry eiwitten, lijkt synergisme vaker voor te
komen. Er is echter minder onderzoek gedaan met dergelijke mengsels, waardoor er
minder goed bepaald kan worden wanneer interacties zouden kunnen optreden. Bij gg-
gewassen met meerdere Bt-toxines en minimaal één Bt-toxine dat niet tot de 3-domein
Cry eiwitten behoort, adviseert de COGEM daarom om met de gebruikelijke set van niet-
doelwitorganismen het effect van het mengsel van Bt-toxines te onderzoeken (optie 1).
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5.2 ADDITIONELE AANDACHTSPUNTEN

5.2.1 ONDERZOEK NAAR INTERACTIES MET 10X DE
VERWACHTE BLOOTSTELLINGSCONCENTRATIE

Indien onderzoek met een mengsel van Bt-toxines noodzakelijk is, moet het niet-
doelwitorganisme worden blootgesteld aan een mengsel van Bt-toxines, waarin de
verschillende Bt-toxines aanwezig zijn in 10x de maximale verwachte blootstellings-
concentratie. De verhouding van de Bt-toxines in het mengsel moet overeenkomen
met de verhouding waarin het niet-doelwitorganisme aan de Bt-toxines wordt bloot-
gesteld.

Hoewel er in de wetenschappelijke literatuur situaties zijn beschreven waarbij afhan-
kelijk van de verhouding van Bt-toxines in een mengsel interactie wel of juist niet
optrad, is het in praktische zin niet haalbaar om onderzoek uit te voeren met aller-
lei verschillende verhoudingen, omdat het aantal te testen combinaties exponentieel
toeneemt. De COGEM sluit zich daarom aan bij de in de toxicologie gangbare aan-
pak die ook gevolgd wordt bij onderzoek naar effecten van enkele Bt-toxines, waarbij
twee verschillende concentraties (de blootstellingconcentratie in het veld en een 10x
hogere concentratie) worden getest.

5.2.2 SOMS MOETEN OOK DE RISICO’S VAN
SUBCOMBINATIES BEOORDEELD WORDEN

De COGEM merkt op dat eventuele nakomelingen van een gg-gewas een andere com-
binatie van Bt-toxines zouden kunnen bevatten, omdat eigenschappen in een vol-
gende generatie uit kunnen splitsen. Dit is een complicerende factor bij het beoor-
delen van eventuele effecten op niet-doelwitorganismen. In dat geval moet namelijk
voor elk van de mogelijke Bt-toxine combinaties beoordeeld worden of deze een
effect op niet-doelwitorganismen zouden kunnen hebben. Het is afhankelijk van het
gg-gewas of ook de risico’s van subcombinaties beoordeeld moeten worden.
Wanneer een gg-gewas bijvoorbeeld drie verschillende Bt-toxines (A, B en C) produ-
ceert die allen tegen dezelfde insectenorde werkzaam zijn, en er in de volgende gene-
ratie nakomelingen zijn die slechts twee van deze Bt-toxines bevatten, zullen ook de
mogelijke combinaties van twee Bt-toxines (A en B, Aen C, B en C) onderzocht moeten
worden.

5.2.3 ALTIJD REKENING HOUDEN MET MOGELHKE
ADDITIEVE EFFECTEN

De COGEM wijst erop dat bij gg-gewassen met meerdere Bt-toxines altijd met moge-
lijke additieve effecten rekening moet worden gehouden. Een additief effect kan
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ervoor zorgen dat een organisme een nadelig effect ondervindt van een combinatie
van stoffen terwijl de concentratie van elk van de afzonderlijke stoffen te laag is om
voor een effect te zorgen. Hiermee moet in de proefopzet rekening gehouden wor-
den, bijvoorbeeld door voldoende hoge concentraties van de afzonderlijke toxines of
de combinatie van de betreffende toxines te testen.

5.3 GENERAL SURVEILLANCE ALS NOODZAKELIJKE
COMPLEMENTERENDE MAATREGEL

De COGEM is van mening dat met de hierboven geadviseerde aanpak de risico’s voor
niet-doelwitorganismen beoordeeld kunnen worden. Het voorkomen van interacties
tussen Bt-toxines is echter soortafhankelijk. Doordat het onmogelijk is om alle niet-
doelwitorganismen te onderzoeken, blijft er altijd een mogelijkheid bestaan dat bij
één van de vele niet onderzochte niet-doelwitorganismen Bt-toxines elkaars werking
onverwacht toch blijken te versterken.

Het monitoren van onverwachte effecten van het gg-gewas (de zogeheten ‘general
surveillance’) is verplicht wanneer een gg-gewas in Europa wordt toegelaten.> Wan-
neer interacties tussen Bt-toxines onverwacht tot grote nadelige effecten op niet-
doelwitorganismen zouden leiden, kan dit door general surveillance opgemerkt wor-
den. General surveillance vervult daarmee ook een belangrijke en noodzakelijke rol
voor het opmerken van eventuele effecten als gevolg van onverwachte synergistische
interacties.
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Alleen wanneer er op basis van de werking van het ingebrachte gen een reden is om
te verwachten dat een gg-gewas een nadelig effect op niet-doelwitorganismen kan
hebben, is onderzoek naar het optreden van dergelijke effecten noodzakelijk.

Laboratoriumexperimenten waarbij een selectie van niet-doelwitorganismen aan
het gg-gewas (of gezuiverd eiwit) worden blootgesteld, vormen hierbij de eerste
stap.

Alleen wanneer bij deze laboratoriumexperimenten een effect wordt gedetecteerd,
is verder onderzoek noodzakelijk. In een dergelijk geval dient met aanvullende
laboratoriumexperimenten te worden bepaald bij welke concentraties een effect
optreedt. Daarnaast moet met Europese veldproeven worden onderzocht of het
gg-gewas ook in het veld een effect heeft op het betreffende of soortgelijke niet-
doelwitorganismen.

Ongerichte veldproeven, zoals die op dit moment in het kader van vergunningaan-
vragen voor teelt van gg-gewassen worden uitgevoerd om eventuele onverwachte
effecten op niet-doelwitorganismen te detecteren, zijn niet in staat om (kleinere)
effecten te detecteren. De COGEM is daarom van mening dat dergelijke veldproeven
niet zinvol zijn.

Bij gg-gewassen met meerdere Bt-toxines is het daarnaast van belang dat bij de risi-
cobeoordeling rekening wordt gehouden met interacties.

Omdat dergelijke interacties bij mengsels van 3-domein Cry eiwitten tot nu toe
alleen zijn waargenomen bij 3-domein Cry eiwitten die tegen dezelfde insectenorde
werkzaam zijn, zijn aanvullende studies alleen noodzakelijk wanneer een gg-gewas
meerdere 3-domein Cry eiwitten bevat die een effect hebben op dezelfde insec-
tenorde. In dat geval moet worden nagegaan of er niet-doelwitorganismen die tot
deze orde behoren in het veld of de naburige omgeving voorkomen. Vervolgens
moet worden onderzocht of deze niet-doelwitorganismen een effect ondervinden
van een mengsel met alle 3-domein Cry eiwitten die tegen deze orde werkzaam zijn.
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Indien dit het geval is, moet onderzocht worden of de gevonden effectgrootte rele-
vant is onder veldomstandigheden.

¢ Bij mengsels met andere dan 3-domein Cry eiwitten lijkt synergisme vaker voor te
komen. Er is echter minder onderzoek gedaan met dergelijke mengsels waardoor
er minder goed bepaald kan worden wanneer interacties zouden kunnen optreden.

* Bij gg-gewassen met meerdere Bt-toxines en minimaal één Bt-toxine dat niet tot de
3-domein Cry eiwitten behoort, moet daarom met de gebruikelijke set van 5 niet-
doelwitorganismen het effect van het mengsel van Bt-toxines worden onderzocht.

e De COGEM is van mening dat met de leidraad voor de risicobeoordeling die in dit
advies is gepresenteerd, de risico’s voor niet-doelwitorganismen van gg-gewassen
met meerdere Bt toxines met voldoende zekerheid beoordeeld kunnen worden.

e Er kan met laboratoriumonderzoek en veldonderzoek echter nooit volledig uitsluit-
sel gegeven worden of er mogelijke nadelige effecten op niet-doelwitorganismen
zullen optreden door onder meer synergisme tussen de in het gg-gewas ingebouwde
Bt-toxines. De COGEM wijst daarom op het belang van General Surveillance als ‘com-
plementerende’ maatregel om de milieuveiligheid te waarborgen.
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