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Sammendrag

I forbindelse med forberedelse til implementering av EU-forordning 1829/2003 i norsk rett, er
Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) bedt av Direktoratet for naturforvalting (DN) om a
utarbeide endelige miljgrisikovurderinger av alle genmodifiserte organismer (GMOer) og avledete
produkter som inneholder eller bestar av GMOer som er godkjent i EU under forordning 1829/2003
eller direktiv 2001/18, og som er godkjent for ett eller flere bruksomrader som omfattes av
genteknologiloven. DN har bedt VKM om endelige risikovurderinger for de EU-godkjente sgknadene
hvor VKM ikke har avgitt endelig miljgrisikovurdering. I tillegg har DN bedt VKM vurdere hvorvidt
det er ngdvendig med oppdatering eller annen endring av de endelige miljgrisikovurderingene som
VKM tidligere har levert.

Den genmodifiserte maishybriden MON 863 x NK603 fra Monsanto Company ble godkjent til import,
videreforedling og bruk som mat og for under EU-forordning 1829/2003 i 2010 (sgknad
EFSA/GMO/UK/2004/06). MON863 x NK603 er ikke tidligere vurdert av VKMs faggruppe for
genmodifiserte organismer med hensyn pa miljgrisiko. I forbindelse med EFSAs offentlige hgring av
sgknad EFSA/GMO/UK/2004/06 i 2005, vurderte VKM maishybriden med hensyn pa mulig
helserisiko (VKM 2005a).

Risikovurderingen er basert pa uavhengige vitenskapelige publikasjoner og dokumentasjon som er
gjort tilgjengelig pa EFSAs nettside EFSA GMO Extranet. Vurderingen er gjort i henhold til tiltenkt
bruk i EU/E@S-omradet, og i overensstemmelse med kravene i genteknologiloven med forskrifter,
forst og fremst forskrift om konsekvensutredning etter genteknologiloven. Videre er kravene i EU-
forordning 1829/2003/EF, utsettingsdirektiv 2001/18/EF (vedlegg 2,3 og 3B) og veiledende notat til
Annex II (2002/623/EF), samt prinsippene i EFSAs retningslinjer for risikovurdering av
genmodifiserte planter og avledete naeringsmidler (EFSA 2006, 2010, 2011).

Den vitenskapelige vurderingen omfatter transformeringsprosess og vektorkonstruksjon,
karakterisering og nedarving av genkonstruksjonen, komparativ analyse av agronomiske og
fenotypiske egenskaper, potensiale for utilsiktede effekter pa fitness, genoverfgring og effekter pa
ikke-malorganismer vurdert.

Det presiseres at VKMs mandat ikke omfatter vurderinger av etikk, berekraft og samfunnsnytte, i
henhold til kravene i den norske genteknologiloven og dens konsekvensutredningsforskrift. Disse
aspektene blir derfor ikke vurdert av Faggruppe for genmodifiserte organismer.

Maishybriden MONS863 x NK603 er resultat av konvensjonelle kryssinger mellom foreldrelinjene
MONS863 og NK603.

Foreldrelinje MON863 er produsert ved biolistisk transformasjon av den innavlete maislinjen A634,
og inneholder et modifisert cry3Bbi-gen fra jordbakterien Bacillus thuringiensis subsp.
kumamotoensis. Cry3Bbl-proteinet som uttrykkes gir plantene toleranse mot angrep fra arter i
billeslekten Diabrotica. Maislinjen inneholder ogsa antibiotikaresistensmarkgrgenet nptll, som
uttrykker resistens mot aminoglykosider som kanamycin og neomycin.

Foreldrelinje NK603 uttrykker CP4-EPSPS-proteiner, som et resultat av introduksjon av cp4-epsps-
genet fra jordbakterien Agrobacterium tumefaciens. Genet koder for enzymet 5-enolpyruvylsikimat-3-
fosfatsyntetase, som omdanner fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat,
en viktig metabolitt i syntesen av aromatiske aminosyrer. I motsetning til plantens enzym er det
bakterielle enzymet ogsa aktivt ved narver av N-fosfonometylglycin (glyfosat). De transgene
plantene vil derfor tolerere hgyere doser av herbicider med virkestoff glyfosat sammenlignet med
konkurrerende ugras.
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Molekylzer karakterisering

F,-hybriden MON863 x NK603 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom de transgene
maislinjene MON 863 og NK603. Southern-analyser indikerer at de innsatte strukturene nedarves
stabilt, og at antall, struktur og organisering av disse genkonstruksjonene er ekvivalent med de som
finnes i foreldrelinjene. Nivaene av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-proteiner i frg og vegetativt vev er
sammenlignbare med uttrykket av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.

Komparative analyser

Feltforsgk over en vekstsesong i Argentina viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MON863 x NK603 og umodifisert, ner-isogen kontroll med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.

Antibiotikaresistens

Maishybriden MON863 x NK603 inneholder antibiotikasresistensmarkgrgenet nptll. Faggruppen
konkluderer med at risikoen for nedsatt terapieffekt ved enkelte infeksjoner i husdyrproduksjon
forarsaket av spredning av nptll-genet fra maishybriden antas a vere lav grunnet begrenset mulighet
for positiv seleksjon av sjeldne HGT-begivenheter, samt at andre aminoglykosid-resistens
determinanter finnes ved variabel prevalens i relevante bakteriepopulasjoner.

Det papekes videre store forskjeller i geografisk utbredelse av antibiotikaresistens i Europa, og at det
mangler publisert dokumentasjon pa forekomsten av nptll-genet i Norge. Det foreligger ikke
vitenskapelig litteratur som indikerer at forekomsten av nptll-genet i Norge er utbredt. Det papekes
ogsa at neomycin benyttes i norsk landbruk, og at et seleksjonstrykk pa eventuelle sjeldne
transformanter derfor ikke kan utelukkes.

Ovrig miljgrisiko

Seknad EFSA/GMO/UK/2004/06 gjelder godkjenning av maishybrid MON863 x NK603 til import,
prosessering og til bruk i neringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert mulige
miljgeffekter knyttet til dyrking av maisen.

Det er ingen indikasjoner pa gkt sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maislinjen i
naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av frgspill i forbindelse
med transport og prosessering. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes til a vere
ubetydelig. Ved foreskreven bruk av maislinjen MON 863 x NK603 antas det ikke a vere risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer (med mulig unntak av mikrober) eller pa
abiotisk miljg i Norge.

Samlet vurdering

Risikoen for nedsatt terapieffekt ved enkelte infeksjoner i husdyrproduksjon forarsaket av spredning
av nptll-genet fra MON863 x NK603 antas a vare lav grunnet begrenset mulighet for positiv
seleksjon av sjeldne HGT begivenheter, samt at andre aminoglykosidresistens determinanter finnes
ved variabel prevalens i relevante bakteriepopulasjoner.

Det papekes store forskjeller i geografisk utbredelse av antibiotikaresistens i Europa, og at det mangler
publisert dokumentasjon pa forekomsten av nptll-genet i Norge. Det foreligger ikke vitenskapelig
litteratur som indikerer at forekomsten av nprll-genet i Norge er utbredt. Det papekes ogsa at
neomycin benyttes i norsk landbruk, og at et seleksjonstrykk pa eventuelle sjeldne transformanter
derfor ikke kan utelukkes.
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VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer finner det lite trolig at den omsgkte bruken av
maislinje MON 863 x NK603 vil medfgre endret risiko nar det gjelder miljg sammenlignet med annen
mais.

Nokkelord

Mais, Zea mays L., genmodifiserte maishybrid MON 863 x NK603, EFSA/GMO/UK /2004/06, insektresistens,
herbicidtoleranse, glyfosat, Cry3Bbl, NPTII, CP4-EPSPS, miljgrisiko, forordning 1829/2003/EF, direktiv
2001/18/EF
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Forkortelser og ordforklaringer

Allel Et bestemt gen kan foreligge i ulike varianter (alleler). Allelene kan vere dominante
(bestemmende for fenotypen) eller recessive (vikende).
ARMG Antibiotikaresistensmarkgrgen

Backcross (BC) Tilbakekryssing. Kryssing mellom en hybridlinje (avkom fra to genetisk ulike
foreldre) og en av foreldrelinjene, alternativt en genetisk ekvivalent organisme.
Strategi i planteforedling for a overfgre primert kvalitative karakterer, for eksempel
sjukdomsresistens, til elitelinjer av bade kryssbefruktede og selvpollinerte arter.
Gjentatte tilbakekryssinger reduserer det genetiske bidraget, som ugnskede alleler fra
den andre donorplanten.
BC,, BC,etc: betegnelse pa 1. og 2. tilbakekryssingsgenerasjon, etc.

BLASTn Algoritme som benyttes for homologisammenligning av nukleotidsekvenser.

BLASTP Algoritme som benyttes for homologisammenligning av aminosyresekvenser i
proteiner.

BLASTx Algoritme som benyttes for oversetting fra kodende nukleotidsekvenser til
aminosyresekvenser.

bp Basepar

B.t. Bacillus thuringiensis

Codex FAO/WHO-organ som etablerer globale handelsstandarder for mat.

CP4 Agrobacterium sp. stamme CP4

CP4 EPSP Glyfosattolerant EPSPS
cp4 epsps DNA-sekvens fra Agrobacterium sp. stamme CP4, koder for CP4 EPSPS-protein, som
inaktiverer glyfosat.

Cry Krystallprotein fra Bacillus thuringiensis

Cry3Bbl d-endotoksin, som gir plantene resistens mot angrep fra bladbiller i slekten Diabrotica.
DG JRC-EURL Directorate-General Joint Research Centre - European Union Reference Laboratory.
DN Direktoratet for naturforvaltning

DNA Deoxyribonukleinsyre (DNA)

Dominant allel Et allel som uttrykker samme fenotype, uavhengig av om allelene i genparet er like
(homozygot) eller ulike (heterozygote).

EFSA European Food Safety Authority

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FAO Food and Agriculture Organization, FNs organisasjon for ernzring og landbruk.

FIFRA US EPA Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act. USAs fgderale lov om
insektdrepende midler, soppdrepende midler og midler mot skadedyr.

Fitness Et individs relative evne til a fgre sine gener/alleler videre til kommende generasjoner.

GLP Good Laboratory Practices, retningslinjer for godt laboratoriearbeid.

GMO Genmodifisert organisme

GMP Genmodifisert plante

HGT Horisontal genoverfgring

Konstitutiv Celluler produksjon av et molekyl med konstant hastighet og som ikke reguleres av

indre og ytre stimuli.

Konstitutivt gen Et gen hvis aktivitet bare avhenger av hvordan promoteren til genet binder RNA
polymerase.

Lokus Spesifikk posisjon pa kromosomet der et gen er lokalisert.

MALDITOF  Massespektrometrimetode for a male molekylvekt til peptider.

Mendelsk

nedarving Lovmessig nedarvingsmgnster ved ulike typer kryssinger.

MT Mattilsynet

Northern blot  Teknikk for overfgring av RNA til en membran for pavisning av uttrykte RNA-
sekvenser.
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NPTII
nptll

Neomycin phosphotransferase II

DNA- sekvens som koder for enzymet neomycin phosphotransferase II

Ner-isogen linje Linjer eller sorter som er genetisk identiske, med unntak av ett lokus eller

OECD
ORF
OSWP
PCR

RNA
SDS-PAGE

Southern blot

T-DNA

USDA
U.S. EPA

kromosomsegment.

Organisation for Economic Co-operation and Development

Open Reading Frame (dpen leseramme)

Overseason whole plant

Polymerase chain reaction. Polymerase kjedereaksjon. Metode for a syntetisere et stort
antall kopier av en DNA-sekvens vha primere.

Ribonukleinsyre

Natriumdodecylsulfat (SDS)-polyakrylamidelektroforese. Elektroforesemetode for
separasjon av proteiner.

Teknikk for overfgring av DNA til en membran for videre studier av overfgrte DNA-
sekvenser.

DNA fra Ti-plasmidet som er i jordbakterien Agrobacterium tumefaciens. Ti-
plasmidet (Transfer-DNA) overfgres fra bakterien, og settes inn i plantecellenes
kjernegenom. T-DNAet som overfgres avgrenses av V (venstre) og H (hgyre)
flankesekvenser, og begrenser derfor den delen av Ti-plasmidet som overfgres og gjgr
at resten av vektoren ikke blir satt inn i plantekromosomene.

United States Department of Agriculture

United States Environmental Protection Agency, USAs miljgvernmyndigheter

Utviklingsstadier hos mais:

Western-blot
WHO

Vegetative stadier

VE: oppspiring

V1: 1. blad

V2: 2. blad

V(n): n’te blad

VT: synlige hannblomsterstand (tassel)

Reproduktive stadier

R1: synlige hunnblomster

R2: ’blister’

R3: melkemodning

R4: deigmodning

R5: dent

R6: fysiologisk moden

Metode for overfgring av proteiner til en membran som binder protein.
World Health Organisation. Verdens helseorganisasjon, organ under FN
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Bakgrunn

Den genmodifiserte maishybriden MON863 x NK603 (Unik kode MON-B3@?863-5 x MON-B@6(3-6)
fra Monsanto Company ble sgkt godkjent til import, prosessering, og som mat og for under EU-
forordning 1829/2003/EF i 2004 (EFSA/GMO/UK/2004/06). Sgknaden ble fremmet og anbefalt av
belgiske myndigheter i november 2004, og funnet komplett og lagt ut pa offentlig hgring pa EFSAs
GMO Extranet 4.1. 2005. EFSAs helse- og miljgrisikovurdering av maishybriden ble publisert 6. juli
2005 (EFSA 2005), og sgknaden godkjent 2. mars 2010 (Kommisjonsbeslutning 2010/141/EU).

I forbindelse med forberedelse til implementering av EU-forordning 1829/2003 i norsk rett, er
Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) bedt av Direktoratet for naturforvalting om a utarbeide
endelige miljgrisikovurderinger av alle genmodifiserte organismer (GMOer) og avledete produkter
som inneholder eller bestar av GMOer som er godkjent i EU under forordning 1829/2003 eller direktiv
2001/18, og som er godkjent for ett eller flere bruksomrader som omfattes av genteknologiloven. DN
har bedt VKM om endelige risikovurderinger for de EU-godkjente sgknadene hvor VKM ikke har
avgitt endelig miljgrisikovurdering. I tillegg har DN bedt VKM vurdere hvorvidt det er ngdvendig
med oppdatering eller annen endring av de endelige miljgrisikovurderingene som VKM tidligere har
levert.

MONS863 x NK603 er ikke tidligere vurdert av VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer med
hensyn pa miljgrisiko. I forbindelse med EFSAs offentlige hgring av sgknad EFSA/GMO/UK/2004/06
i 2005, vurderte VKM maishybriden med hensyn pa mulig helserisiko (VKM 2005a).

Utenfor EU/E@S-omradet er MON863 x NK603 godkjent for alle bruksomrader (inkludert dyrking) i

Japan (CERA 2013). I tillegg er maislinjen godkjent for omsetning som mat og/eller for i Sgr-Korea,
Taiwan og Filippinene.
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Oppdrag fra Direktoratet for naturforvalting

I forbindelse med forberedelse til implementering av EU-forordning 1829/2003 i norsk rett, er
Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM), i brev av 13. juni 2012 (ref. 2008/4367/ART-BI-BRH),
bedt av Direktoratet for naturforvalting om a utarbeide endelige miljgrisikovurderinger av alle
genmodifiserte organismer (GMOer) og avledete produkter som inneholder eller bestar av GMOer
som er godkjent i EU under forordning 1829/2003 eller direktiv 2001/18, og som er godkjent for ett
eller flere bruksomrader som omfattes av genteknologiloven. DN har bedt VKM om endelige
risikovurderinger for de FEU-godkjente sgknader hvor VKM ikke har avgitt endelig
miljgrisikovurdering. I tillegg har DN bedt VKM vurdere hvorvidt det er ngdvendig med oppdatering
eller annen endring av de endelige miljgrisikovurderingene som VKM tidligere har levert

Grunnlaget for vurdering av sgkers miljgrisikovurdering er nedfelt i lov om framstilling og bruk av
genmodifiserte  organismer (genteknologiloven), forskrift om konsekvensutredning etter
genteknologiloven, EUs utsettingsdirektiv 2001/18/EF, veiledende notat til Annex II til direktiv
2001/18 (2002/623/EC) og EU-forordning 1829/2003. Videre vil EFSAs veiledningsdokumenter for
risikovurdering av genmodifiserte planter og avledete produkter (EFSA 2006, 2010, 2011), og OECDs
veiledningsdokumenter vare nyttige i forbindelse med utarbeidelse av norske risikovurderinger.

I henhold til oppdraget skal vurderingen primert fokusere pa risiko for miljg i Norge, og skal omfatte
produktets potensielle miljgrisiko ved eventuelle endringer i landbrukspraksis. Oppdraget omfatter
bade direkte miljgeffekter av bruk av tiltenkt plantevernmiddel i den genmodifiserte kulturen under
norske forhold, og miljgrisiko som fglge av endret agronomi og mulige langsiktige endringer i
bruksmgnster av plantevernmidler.

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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Risikovurdering

1 Innledning

Miljgrisikovurderingen av den genmodifiserte maishybridlen MON863 x NKO603 er basert pa
dokumentasjon som er gjort tilgjengelig pa EFSAs nettside EFSA GMO Extranet. I tillegg er det
benyttet uavhengige vitenskapelige publikasjoner med referee i vurderingen. MON863 x NK603 er
risikovurdert i henhold til tiltenkt bruk i EU/E@S-omradet, og i overensstemmelse med miljg- og
helsekravene i matloven og genteknologiloven med forskrifter, fgrst og fremst forskrift om
konsekvensutredning etter genteknologiloven. Videre er kravene i EUs forordning 1829/2003/EF og
utsettingsdirektiv 2001/18/EF med annekser, lagt til grunn for vurderingen.

Faggruppen har vedtatt a benytte EFSAs retningslinjer som retningslinjer for vurdering av
genmodifiserte planter. Prinsippene som er lagt til grunn for vurderingen er derfor hentet fra EFSAs
veiledningsdokumenter for risikovurdering av genmodifiserte planter og avledete neringsmidler og
forvarer (EFSA 2006, 2010, 2011).

1.1 Beskrivelse av egenskaper og virkningsmekanismer

Foreldrelinjen MON863 er produsert ved biolistisk transformasjon (partikkelakselerasjon) av
kallusvev fra den innavlete maislinjen A634. Linjen har vart mye benyttet i produksjon av
konvensjonelle hybridsorter i USA. Den innsatte genkonstruksjonen inneholder cry3Bbli-genet fra
jordbakterien B. thuringiensis subsp. kumamotoensis. Uttrykket av cry-genet kontrolleres av en
modifisert utgave av CaMV 35 S promotoren (4-AS1) fra blomkalmosaikkvirus. Cry3BbI-genet koder
for et o-endotoksin, som gir plantene toleranse mot angrep fra arter i billeslekten Diabrotica.
Maislinjen inneholder ogsa antibiotikaresistensmarkgrgenet nptll fra E. coli, under kontroll av
promotoren CaMV 35 S. Nptll koder for enzymet neomycin fosfotransferase II, og gir resistens mot
aminoglykosidantibiotika som kanamycin og neomycin. Genet er introdusert som seleksjonsmarkgr
for identifikasjon av transformanter under regenerasjonen.

Foreldrelinje NK603 uttrykker CP4-EPSPS-proteiner, som er resultat av introduksjon av cp4-epsps-
genet fra jordbakterien Agrobacterium tumefaciens. Genet koder for enzymet 5-enolpyruvylsikimat-3-
fosfatsyntetase, som omdanner fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat,
en viktig metabolitt i syntesen av aromatiske aminosyrer. I motsetning til plantens enzym er det
bakterielle enzymet ogsa aktivt ved nerver av N-fosfonometylglycin (glyfosat). De transgene
plantene vil derfor tolerere hgyere doser av herbicider med virkestoff glyfosat sammenlignet med
konkurrerende ugras.

2 Molekyleer karakterisering

2.1 Hybridproduksjon

Hybridforedling er den dominerende foredlingsstrategien i konvensjonell foredling og sortsutvikling i
mais i dag. Metodikken inneberer utvikling av innavlede, tilneermet homozygote foreldrelinjer, som sa
krysses for produksjon av F1-hybridfrg. Dette gir ensartede og produktive sorter (heterosiseffekt). Den
transgene hybriden MON863 x NK603 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom maislinjene
MONS863 og NK603 (figur 1).

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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Figure 1. Traditional breeding strategy for MON 863 x NK603
Transformation event MON 863 Transformation event NK603
Back-crossing >4 Back-crossing >4
Selfing >3 Selfing >3
Inbred parental line MION 863 Inbred parental line NK603
AA BB
& | B
AAA.LLA BBB.. B

x

,

Hybrid MON 863 x NK603
AB _
&

Figur 1. Kryssingsskjema for maishybriden MON863 x NK603.

2.2 Evaluering av foreldrelinjer

2.2.1 Foreldrelinje MONS863

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

MONS863 inneholder et rekombinant DNA-fragment pd 4691 basepar fra PV-ZMIR13-plasmidet.
DNA-fragmentet inkluderer to ekspresjonskassetter. Ekspresjonskassettene inneholder henholdsvis ett
cry3BbI-gen med regulatoriske omrader og ett nptIl- gen med regulatoriske omrader (tabell 1, figur
2).

Cry3Bbl1- og nptll-ekspresjonskassettene inneholder fglgende DNA-elementer:

CaMV e35s promotor,

nptll apen leseramme som koder for proteinet NPTII,

trunkert ble (150 basepar)og NOS 3'-termineringsekvens for transkripsjon,
4ASI 4 tandemkopier av ASI (modifisert 355 promotor),

wtCAB 5'-mRNA-ledersekvens fra hvete, klorofyll a/b protein,

12
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¢ racl intron fra ris, aktin 1 gen,
® cry3Bbl ORF, som koder for Cry3Bb1-proteinet,
® tahspl7 3'-polyadeninsekvens fra hvete Aspl7.3 gen som avslutter ekspresjonen.

Mul  neol Neol ECORV Necol M|
385 nptl NOSPB’ 4-AS1T WICAB ractl cry3Bb1 fahsp 17 3
Hindlll Hindlll Hindlll
< 4691 bp >

Figur 2. Illustrasjon av det rekombinante DNA-fragment i genomet til maislinjen MONS863.

Karakterisering av geninnsettingen og det rekombinante DNA-fragmentet

Det er foretatt en rekke undersgkelser av antall kopier av ekspresjonskassettene og antall
insersjonsseter 1 genomet. Videre er det foretatt sekvensering av DNA oppstrgms og nedstrgms for
innsettingsstedet (5’- og 3’-flankesekvenser). I tillegg er integriteten til ekspresjonskassene i genomet,
fraveer av andre apne leserammer enn de som er satt inn, og fraver av annet transformasjonsplasmid
DNA i MONS863 vurdert.

Det konkluderes med at det er kun én kopi av ekspresjonskassetten i MON863. Sammenlignende
DNA-analyser mellom MON 863 og ikke-transgen hybridlinje MON864 (A1xA634) viser at
bruttostgrrelsen pa det innsatte DNA-fragmentet er intakt.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener, apne leserammer (ORF)

I henhold til dokumentasjon fra sgker er nivaet av uttrykk av Cry3Bbl-protein malt i prgver av hel
plante, blad, rgtter, og frg fra fire feltforsgk i USA vekstsesongen 1999. I tillegg ble konsentrasjon av
Cry3Bbl malt i hunnblomster (arrene) fra forsgk i USA og Argentina, mens toksinnivaet i pollen ble
malt i plantemateriale fra tre lokaliteter i Argentina. Nivaet av Cry3Bb1-protein varierte mellom 10 og
81 ng/g ravekt, avhengig av utviklingsstadium og vevstype. Konsentrasjonen av proteinet i blad, hel
plante og rotvev ble redusert utover i vekstsesongen, og var i gjennomsnitt 81 pg/g i unge blad, 70
ug/gifrg, 41 ng/g i retter, 39 ug/g i hel plante og 62 pg/g i pollen.

Uttrykk av NPTII ble malt i unge blad, hel plante og frg av MON 863, og varierte fra ikke detekterbar
(< 0,076 pg/g) til 1,4 pg/g ravekt.
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Tabell 1.  Genelementer fra plasmid PV-ZMIR13, som er satt inn i genomet til MON863.

=

enetic Element

Size (kb)

Function

cri3Bb1 gene cassette:

4-AS1

wt CAB

ract 1 intron

crv3BbI

tahsp 17 3

Selectable marker:

358

nptl]

NOS 37

0.06

0.49

1.96

0.35

097

Promoter for the cry3Bbl gene i MONS63 comn. The promoter
consists of four tandem repeats of activating sequence-1
{AS1)(Lam and Chua 1990) and a single portion of the 355
promoter (Odell et al 1985) both derived from cauliflower mosaic|
virus (CalbIV). AS1 is a 21 base pair element associated with the
355 promoter, which has been linked with high levels of protein
expression in roots (Lam et al 1989)

The 5 non-translated leader sequence of the wheat chlorophyll
a/b binding protein. This leader sequence facilitates mRNA
translation (Lamppa et al 1985).

The first intron from the rice actin 1 gene, which enhances DNA
transcription (McElroy et al 1990).

The coding sequence for the Cry3Bb1 variant protein produced
m Bacillus thuringiensis subsp. umamaotoensis.

The 3" nontranslated region of the coding sequence for wheat
heat shock protein 17.3, which ends transcription and directs
polyvadenylation (McElwain and Spiker 1989).

The 35S promoter from CahV {Odell et al 1985).

Codimg sequence for gene encoding the enzyme neomycin
phosphotransferase II from Escherichia coli transposon Tn5
{Beck et al 1982). The DNA denived from E cali also includes
a 153 base pair segment of the bleomycin binding protein gene
{ble). The fragment of ble is located 20 base pairs downstream
of the nptll stop codon.

The 3" nontranslated region of the nopaline synthase gene of
Agrobacterium tumefaciens T-DNA. which ends transcription

and directs mRNA polyadenylation (Bevan et al 1983).

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA
Monsanto viser til en rekke undersgkelser som dokumenterer at det rekombinante DNA-innskuddet er
stabilt integrert i genomet, og stabilt nedarvet over generasjoner. Analyser av Southern blot viser
stabilitet av det rekombinante innskuddet over 3 selvpollineringsgenerasjoner og 9 generasjoner fra
kryssinger av Ry x Al and Ry x A634 (figur 3). Videre er fenotypisk stabilitet demonstrert ved
spaltingsdata fra tre kryssingsgenerasjoner og to generasjoner med selvbestgvning etter Ry x Al.
Segregeringsanalysene (Chi-kvadrat-analyser) viser forventet mendelsk nedarving av cry3BbI-genet.

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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Delkonklusjon

Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, de fysiske,
kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av MON863 til a vere tilfredsstillende (VKM 2006,
2008).

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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Ry
X A}/ x A634

AlF, A634F,
x Al / \@( &
A1BC/F, AlF, A634F,
X ‘Al/ / x Al w‘
A1BGC,F, A634F,, A634F;
b N
AlBC2F2 A634an [LH59 X A634F3](H)

® / x 23CDCI1 [LHS2 x A634F;]

AlBC2F3 x 23CDCl1 [AlBC2F2 X 23CDC1]F1(H)

/ x}

[A1BC,F; x 23CDC1] g, [AIBC,F, x 23CDCI1]F,

R, — originally transformed plant

® - self-pollinated
H - hybrid

Figur 3. Kryssingsskjema for genmodifisert maislinje MON863.

2.2.2 Foreldrelinje NK603

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

Cp4-epsps-genet fra Agrobacterium-stamme CP4 ble klonet inn i plasmidet PV-ZMGT32. Det
rekombinante DNA-fragmentet pa 6706 basepar fra PV-ZMGT32-plasmidet inneholder to
ekspresjonskassetter med et enkelt cp4-epsps-gen i1 hver kassett. Den fgrste kassetten inneholder en
aktinpromotor og et intron (r-act P+I) fra ris, et optimalisert kloroplastoverfgringspeptid (CTP2), og en
nopalinsyntase 3'-ende terminatorsekvens (NOS3'). Den andre ekspresjonskassetten inneholder en
e35S-promotor, et ZmHSP70 intron cp4-epsps gen og en nopalinsyntase 3'-ende terminatorsekvens
(NOS3'). DNA-fragmentet ble overfgrt til embryogene maisceller ved hjelp av
partikkelaksellerasjonsmetoden.  DNA-fragmentet  inneholder  ikke  antibiotikaresistensgen.
Transformanter ble selektert ved at de overlevde og vokste i nerver av glyfosat.

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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Beskrivelse av de innsatte genene

Det er benyttet Southern blot og sekvensering for a karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i
planten. Den molekylarbiologiske karakteriseringen viser at det er satt inn et rekombinant DNA-
fragment i NK603 férmais. Innsatte gener og regulatoriske elementer i fragmenter er vist i tabell 2, og
figur 4.

Tabell 2. Beskrivelse av innsatte gener og regulatoriske elementer i NK603.

CP4-epsps ekspresjonskassett 1

P-Ractl/I-Ractl Promoter og intron fra ris (Oryza sativa) aktin 1 gen (1,4 kb). Uttrykkes ikke i
planten.

TS-CTP2 N-terminal kloroplasttransittpeptid (TS-CTP) fra EPSPS-genet fra varskrinneblom
(Arabidopsis thaliana)-genet. Overfgrer CP4-EPSPS protein til kloroplast.

CS-Cp4-epsps Gen som koder for et syntetisk CP4-EPSPS protein. Genet 5-enolpyruvylshikimate-
3-phosphate synthase stammer fra jordbakterien Agrobacterium tumefaciens stamme
CP4 (1,4 kb).

T-nos 3’ DNA- sekvens fra Agrobacterium tumefaciens. Avslutter transkripsjonen. Uttrykkes

ikke i planten.

CP4-epsps ekspresjonskassett 2

P-e358 Promoter fra blomkalmosaikkvirus (Cauliflower mosaic virus) (0,6 kb). Uttrykkes
ikke i planten.

I-Hsp70 Promoter fra heatshockprotein 70 (0,8 kb). Stammer fra mais.

TS-CTP2 N-terminal kloroplasttransittpeptid (TS-CTP) fra EPSPS-genet fra varskrinneblom
(Arabidopsis thaliana)-genet. Overfgrer CP4-EPSPS protein til kloroplast.

CS-Cp4-epsps Gen som koder for et syntetisk CP4-EPSPS protein. Genet 5-enolpyruvylshikimate-

1214p 3-phosphate synthase stammer fra jordbakterien Agrobacterium tumefaciens stamme
CP4 (1,4 kb).

T-nos 3’ DNA-sekvens fra Agrobacterium tumefaciens. Avslutter transkripsjonen. Uttrykkes

ikke i planten.

Karakterisering av geninnsettingen

Molekylarbiologisk analyser av NK603 viser at det rekombinante fragmentet i planten inneholder de
samme gener og genelementer som er pa det tilsvarende fragmentet i bakterien. EPSPS-proteinet som
uttrykkes i NK603 er, med unntak av en aminosyre, identisk med proteinet som uttrykkes i bakterien.

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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M 1 (D Eeco RV (2860) Eco RV (B678)
Eco RV (20) Sac | (949) Sac | (3058) Xbal (4082} Xbal (478T) Sac | (B410)

CTP2 CTP2
Rice actin Pro a(:lln Pro cpd epsps 355 Pro cp4 epsps

Rice actin intron NOS term ZmHSPT0 NOS term

Miu | (8708)
1

Figur 4. Rekombinant lineseert DNA-fragment i genomet til maislinjen NK603. Det rekombinante DNA -
fragmentet er pa 6706 basepar og stammer fra plasmidet PV-ZMGT32.

Ved revers transkriptase PCR (RT PCR) ble det pavist et transkripsjonsprodukt som startet inne i det
rekombinantet fragmentet. Transkripsjonen gikk gjennom NOS-terminatoren og inn i maisgenomets
flankerende 3’ omrade. To eller flere mRNA-molekyler ble dannet, ett pa 1,4 kb (antatt a vere cp4-
epsps L214P transkriptet) og ett stgrre enn 1,4 kb (antatt gjennomlesning av NOS). RT PCR viste at
kun en svert liten del av det store fragmentet inneholdt cp4-epsps sekvens. I motsetning til transkriptet
pa 1,4 kb, kunne ikke dette transkriptet pavises med Northern blot.

Flankerende sekvenser til det rekombinante DNA-fragmentet i planten er analysert, 300 bp oppstrgms
og 500 bp nedstrgms. Sammenlignende analyse med foreldrelinjen LH82xB73 viste at de flankerende
sekvensene til NK603s DNA-fragment stammer fra foreldrelinjen.

Strukturell og funksjonell likhet mellom CP4 EPSPS og CP4 EPSPSI214p er undersgkt med
rgntgenkrystallanalyse, variabel Igkkestruktur i proteinet som inneholder det nye prolinet, og domenet
som inneholder det nye prolinet. Disse analysene viser at CP4 EPSPS 1214p-proteinet er strukturelt lik
CP4 EPSPS-proteinet. Analyse av enzymatisk aktivitet viser ingen forskjell mellom de to proteinene.
Fordgyelighetstest viste ogsa at begge proteinene fordgyes like raskt i simulert mage-og tarmsaft.
Mengde CP4-EPSPS i korn er anslatt til 0,01 % av den totale proteinmengden.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA
Krysning over seks generasjoner og tre selvpollineringsgenerasjon viser at det rekombinante EPSPS-
fragmentet er stabilt inkorporert i maisgenomet.

Delkonklusjon

Faggruppen har tidligere vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av CP4
EPSPS-proteinet og funnet at informasjonen er tilstrekkelig (VKM 2005b). Faggruppen konkluderer
med at karakteriseringen av det rekombinante innskuddet i NK603 er tilfredsstillende.

EFSA/GMO/UK/2004/06 - Maishybrid MON863 x NK603
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2.3 Hybriden MON863 x NK603

Molekylzer karakterisering

MONS863 x NK603 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom foreldrelinjene MON863 og
NK603. Det er foretatt Southern blot-analyse for a undersgke tilstedevarelse og antall kopier av
MONB863- og NK603-ekspresjonskassettene i maishybriden MON863 x NK603. Det er pavist én enkel
kopi av henholdsvis MON863- og NK603-ekspresjonskassettene. Monsanto hevder at analyser av
insersjonsseter i genomet, sekvensering av DNA oppstrgms og nedstrgms for innsettingsstedet,
integriteten til ekspresjonskassettene i genomet, fraver av andre apne leserammer enn de som er satt
inn fra de to hybridene, og fravaer av annet transformasjonsplasmid-DNA i NK603 og MON863 ikke
er ngdvendig fordi det er liten sannsynlighet for molekyler gjensidig pavirkning mellom innskuddene
fra MON863 og NK603 i MON863 x NK603 fordi de to ekspresjonskassettene ligger pa hvert sitt
kromosom.

Sammenlignende Southern blot-analyser mellom hybriden MON863 x NK603 og de to foreldrelinjene
viser at bruttostgrrelsen pa de innsatte DNA-fragmentene er intakte. Det kan derfor ikke forventes
endringer i ekspresjonen fra disse elementene.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener og apne leserammer

Det har blitt utfgrt feltstudier i Argentina pa fire ulike lokaliteter (to i Buenos Aires, og to i Cérdoba),
vekstsesongen 2002-2003. Mais-hybrider, foreldrelinjene MON863 og NK603, samt en umodifisert
kontroll-mais ble sadd etter en randomisert blokk-design i tre gjentak for hver av sortene. Maisen ble
analysert ved bruk av ELISA for nivaer av uttrykte proteiner for hver av de innsatte genene: cry3Bbl,
cp4-epsps og nptll. Verdiene som er oppgitt i sgknaden for hybridmaisen (Technical dossier, 22.
October 2004) er kun vist for for og korn. Verdiene er oppgitt for bade tgrrvekt (tabell 3) og ravekt
(tabell 4), og viser at uttrykket av de innsatte genene i hybridmaisen er i trad med nivaene av
proteinene i de respektive foreldrelinjene.

Tabell 3. Proteininnhold (ng/g terrvekt) i korn og for for de innsatte genene i hybridmaisen MON863 x
NK603, og de tilsvarende foreldrelinjene. Verdiene oppgitt for CP4 EPSPS representerer summen av CP4
EPSPS og CP4 EPSPS 1L.214P, ettersom ELISA ikke skiller mellom disse.

Maislinie Cry3Bbl CP4 EPSPS NPTII
J pg/g t.v. £ S.D. pg/g t.v. £ S.D. pg/g t.v. £ S.D.

Maiskorn 34 (5,4) 11 (1,5) Under deteksjonsgrensen

MONS863 x NK603 (0,21 pg/g ferskvekt)
For 40 (7,9) 110 (26)
Maiskorn 29 (3,9) Under deteksjonsgrensen

MONS863 (0,21 pg/g ferskvekt)
For 39 (15)

NK603 Maiskorn 12 (1,8)
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Tabell 4. Proteininnhold (ug/g ravekt) i korn og for for de innsatte genene hybridmaisen MONS863 x
NK603, og de tilsvarende foreldrelinjene.

Cry3Bb1 CP4EPSPS pg/e  NPTII
Maislinje pg/g f.v. £ S.D. f.v. £S.D. pg/g f.v. £ S.D.
variasjonsomrade  variasjonsomrade  variasjonsomrade
. 29 (SD 4,9) 9,7 (SD 1,2)
MONS63 x  Maiskorn 53 4 75-12 Under
NK603 deteksjonsgrensen
(n=12) Fo 11 (SD24) 30 (SD 7,3) (0,21 pg/g ferskvekt)
or 84-17 12-39
. 25 (SD 3,5)
Maiskorn
MONS63 21-32 Under'
(n=12) deteksjonsgrensen
L For 11 (SD 4,8) (0,21 pg/g ferskvekt)
° 54-19
Maiskorn ;07(_811)3 1.5)
NK603 ’
(n=12) Fo 28 (SD 5.,5)
or 16 - 35

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

Molekylarbiologiske analyser av F-hybriden viser at det er molekylar ekvivalens og identisk kopitall
med de rekombinante DNA-innskuddene i de respektive foreldrelinjene. Sgker konkluderer derfor
med at er det svaert sannsynlig de rekombinante innskuddene i hybriden er stabilt integrert i genomet.
Videre vises det til at F,-generasjonen som hgstes ikke skal innga i videre foredlingsarbeid. Sgker
vurderer det derfor ikke ngdvendig a undersgke stabilitet over generasjoner. Det vises ogsa til at det er
vist genetisk og fenotypisk stabilitet hos foreldrelinjene MON863 og NK603, og at agronomiske data
knyttet til insektsresistens og herbicidtoleranse tilsier at de innsatte egenskapene er stabilt nedarvet.

24 Delkonklusjon

Hybriden MON863 x NK603 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom de transgene
maislinjene MON 863 og NK603. Southern-analyser indikerer at de innsatte strukturene nedarves
stabilt, og at antall, struktur og organisering av disse genkonstruksjonene er ekvivalent med de som
finnes i foreldrelinjene. Nivaene av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-proteiner i frg og vegetativt vev er
sammenlignbare med uttrykket av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.
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3 Komparative analyser

3.1. Agronomiske karakterer

I henhold til sgkers dokumentasjon er det foretatt registreringer av morfologiske og agronomiske
parametere hos maishybrid MON863 x NK603, nazrisogen kontroll og totalt 13 kommersielle
referansesorter (fire sorter pr. lokalitet) i feltforsgk pa fire lokaliteter i Argentina vekstsesongen 2002-
2003. Feltforsgkene viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den transgene maishybriden
og umodifisert, ner-isogen kontroll med hensyn pa karakterer som frgplantevitalitet, tidlighet (antall
dager til blomstring og pollenspredning), plantehgyde, rotlegde, stilklegde, kolbehgyde, plantetetthet,
plantebestandets beskaffenhet (’stay green”), frgavling og resistens mot ulike skadegjgrere (sjukdom,
insekter).

3.2. Delkonklusjon

Feltforsgk over en vekstsesong i Argentina viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MON863 x NK603 og umodifisert, ner-isogen kontroll med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.
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4  Miljorisikovurdering

Seknad om godkjenning av maishybriden MON863x NK603 under EU forordning 1829/2003/EF og
direktiv 2001/18/EF omfatter bruksomradene forvarer, naeringsmidler, import og prosessering.
Seknaden gjelder ikke dyrking. Miljgrisikovurderingen av den transgene maislinjen er derfor
avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frgspredning i forbindelse med transport og prosessering til
mat, for og ulike industrielle formal. I tillegg vil indirekte eksponering gjennom gjgdsel fra husdyr
foret med genmodifisert mais representere en mulig kilde til ugnsket genspredning.

4.1 Potensiale for utilsiktede effekter pa fitness relatert til
genmodifiseringen

Mais er en ettarig kulturplante som har gjennomgatt langvarig og systematisk foredling. Planten krever
omfattende kultiveringstiltak, og er generelt ikke i stand til spredning og overlevelse utenfor dyrket
mark. Frgene er ubeskyttet, sitter godt festet til kolben, omsluttet av modifiserte blad. Planten er uten
evne til naturlig frgspredning, og eventuell frgspredning er derfor primert knyttet til hgsting, transport
0g prosessering.

Maisfrg stiller store krav til spiretemperatur og har ingen frgkvile. Frgplantene er svert sensitive for
lave temperaturer. Under vare dyrkingsforhold er det derfor sma muligheter for oppspiring og vekst av
eventuelle spillfrg. T milde vintre i sgrlige omrader av Europa kan maisfrg overleve og spire
pafglgende vekstsesong, men arten er ikke persistent og etablerer ikke ugraspopulasjoner (Hallauer
2000).

Enkeltplanter av mais finnes av og til forvillet pa avfallsplasser, vegkanter og annen brakkmark, men
arten etablerer ikke populasjoner utenfor dyrkingsomrader (Lid & Lid 2005). Til tross for omfattende
dyrking av mais over mange ar i Europa, er det ikke pavist noen risiko knyttet til spredning, etablering
og invasjon av naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader. Det er ingen stedegne
eller introduserte viltvoksende arter 1 den europeiske flora som mais kan hybridisere med (OECD
2003).

Insektresistens og herbicidtoleranse kan bare betraktes a vaere en selektiv fordel for den transgene
planten i omrader med malorganismen tilstede og der tiltenkte herbicider benyttes. Overlevelse og
spredning av mais til andre habitater i Europa er imidlertid hovedsakelig begrenset av darlig
konkurranseevne, manglende frgkvile, mottagelighet for sjukdom og liten toleranse for lave
temperaturer. Undersgkelsene av fenotypiske karakterer som er foretatt av sgker viser ingen forskjeller
mellom den genmodifiserte maishybriden og konvensjonelle sorter med tilsvarende genetisk bakgrunn
for disse karakterene. Det er ingen indikasjoner pa at de introduserte egenskapene hos MONS863 x
NK603 vil medfgre gkt fitness, og gkt evne til overvintring eller etablering av ugraspopulasjoner
utenfor dyrkingsmiljg i forhold til konvensjonelle maissorter.

4.2 Potensiale for genoverforing

En forutsetning for genspredning er tilgjengelige veier for overfgring av genetisk materiale, enten via
horisontal genoverfgring av DNA, eller vertikal genflyt i form av frgspredning og krysspollinering.
Eksponering av mikroorganismer for rekombinant DNA skjer under nedbryting av plantemateriale pa
dyrket mark og/eller pollen i akrer og omkringliggende arealer. Rekombinant DNA er ogsa en
komponent i en rekke mat- og férprodukter, som er avledet av plantemateriale fra transgene sorter.
Dette medfgrer at mikroorganismer i fordgyelseskanalen hos mennesker og dyr kan eksponeres for
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rekombinant DNA. Mais har ikke viltvoksende populasjoner eller nerstaende arter utenfor dyrking i
Europa, og vertikal genoverfgring vil vere knyttet til krysspollinering med konvensjonelle og
eventuelle gkologiske sorter.

4.2.1 Horisontal genoverfering (HGT)

En mulig risiko knyttet til maishybrid MON863 x NK603 er utilsiktet horisontal spredning av nptll-
transgenet til sykdomsfremkallende bakterier, og derav nedsatt terapieffekt ved enkelte infeksjoner i
husdyrproduksjonen.

Ut fra dagens vitenskapelige innsikt med hensyn til barrierer for genoverfgring mellom ubeslektede
arter og flere ars forskning for om mulig & framprovosere tilfeldig overfgring av genetisk materiale fra
planter til mikroorganismer er det lite som tyder pa at transgenene i MON863 x NK603 skal kunne
overfgres til andre enn plantens naturlige kryssingspartnere (se utfyllende oversikt og vurdering i
EFSA 2009; VKM 2005c).

Data fra eksperimentelle studier viser at genoverfgring fra transgene planter til bakterier inntreffer
svert sjelden, og at denne overfgringen forutsetter sekvenshomologi mellom overfgrt DNA og
bakteriens genom (EFSA 2009; VKM 2005c¢).

En forutsetning for HGT fra genmodifiserte planter er at naturlig kompetente bakterier eksponeres til
plantens DNA under naturlige forhold. Det er gjort en rekke ulike forsgk som ser pa stabilitet av DNA
1 ulike mat- og forkilder samt opptak av dette fra tarmkanalen 1 ulike organismer (Rizzi et al. 2009). 1
et forsgk med mus ble stabilitet og opptak av DNA fra tarmkanalen av oralt tilfgrt M13 DNA
undersgkt. Det tilfgrte DNAet var sporbart i avfgring opp til syv timer etter foring. Sma mengder av
M13 DNA (< 0,1 %) kunne spores i blodbanene i en periode pa maksimum 24 timer, mens M13 DNA
ble funnet i opptil 24 timer i lever og milt (Schubbert et al. 1994). Ved studier av oralt inntak av
genmodifisert soya er det vist at DNA er mer stabilt i tarmen hos personer med utlagt tarm
sammenlignet med kontrollgruppen (Netherwood et al. 2004). I kontrollgruppen ble det ikke pavist
DNA fra GM soya i feces. Denne studien indikerte imidlertid at deler av epsps- transgenet hadde blitt
tatt opp av tarmbakterier i forsgkspersonene fgr forsgket startet. Nielsen et al. (2000) og de Vries &
Wackernagel (2002) har undersgkt persistens av DNA og opptak av rekombinant DNA i jord. I disse
laboratorieforsgkene ble det pavist svert sma mengder DNA som var overfgrt fra planter til bakterier.
Forutsetningen for at dette kunne skje var sekvenshomologi mellom plantetransgenet og
mottagerbakterien. I hvilken grad det forekommer tilfeldig sekvenshomologi mellom plantetransgener
og naturlig forekommende bakterier er usikkert, men siden de fleste transgenene inneholder
rekombinerte DNA-sekvenser fra jordbakterier kan dette ikke utelukkes (Bensasson et al. 2004)

Positiv seleksjon er en forutsetning for at sjeldne HGT-begivenheter skal kunne etablerer seg i
bakteriepopulasjoner tilstede i fordgyelseskanal og/eller miljget (Pettersen et al. 2005, Townsend et al.
2012). For mange transgener er det ikke sannsynlig at HGT vil gi selektive fordeler eller gkt fitness
hos mottagerorganismen (Nielsen 2003). Transgener som gir resistens mot antibiotika kan forventes a
gi vertsbakterien gkt overlevelsesevne under visse miljgbetingelser. Slike betingelser kan vare at
bakterien er eksponert bade for plantetransgener som gir resistens mot bestemte antibiotika, samt til
det antibiotikumet som selekterer for en slik egenskap.

For plantetransgenet nptll som er til stede i MON863 x NK603 kan enkelte aminoglykosider (e.g.
kanamycin og neomycin) positivt selektere for disse; forutsatt at plantetransgenet kan uttrykkes som et
funksjonelt protein i den transformerte bakteriens cytoplasma. Aminoglykosidet neomycin, som nptll-
genet gir resistens mot, benyttes 1 veterin®rmedisin i Norge. Arlig oppdatert oversikt over
forbruksdata for aminoglykosider i Norge utarbeides av NORM NORM-VET og kan finnes pa
Veterin®rinsitituttets hjemmesider (http://www.vetinst.no/Publikasjoner/Norm-Vetrapporten).
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Neomycin benyttes i norsk veterinermedisin i behandling av enteritt hos gris. I 2006 var forbruket av
neomycin 29 kg virkestoff, mens det totale forbruket av antibiotika til landdyr i Norge var pa ca 6,5
tonn virkestoff (NORM/NORM-VET 2006). En temporzr positiv seleksjon av eventuelle
bakterietransformanter i tarmkanalen hos dyr som behandles med slike antibiotika kan derfor ikke
utelukkes. Det anses som usannsynlig at gener fra MON863 x NK603 vil etableres stabilt i genomet til
mikroorganismer i miljget eller 1 fordgyelseskanalen hos mennesker eller dyr uten et slikt
seleksjonstrykk.

Ut fra tilgjengelig kunnskap er det ikke grunn til a forvente at det vil forekomme pavisbare horisontale
genoverfgringer av DNA-materiale fra MON863 x NK603 i mikrobiologiske prgver fra miljget
(Heinemann & Traavik 2004; Nielsen & Townsend 2004). Dette skyldes at slik overfgring er forventet
a vaere sa lavfrekvent at de enten ikke forekommer i et gitt miljg og tidsperiode, eller at de
forekommer ved sa lav prevalens at de ikke kan pavises ved tilgjengelig metodologi (Heinemann &
Traavik 2004; Nielsen & Townsend 2004). Det er tidligere papekt store metodologiske utfordringer
ved en slik pavisning (Heinemann & Traavik 2004; Nielsen & Townsend 2004; Townsend et al.
2012).

Antibiotikaene som nptll gir resistens imot er klassifisert av European Medicines Agency (EMEA
2007) og WHO (2005) som “highly important” og cannot be classified as of no or minor therapeutic
relevance” og VKMs GMO-panel anser enhver gkning av resistensnivaet til disse antibiotikaene som
ugnsket. Risikoen knyttet til bruk av npt/l-genet i MON863 x NK603 kan derfor betraktes isolert sett i
forhold til bruksomrade til MON863 x NK603, eller som et element i en stgrre vurdering av
antibiotikaresistenssituasjonen der en samlet gnsker a begrense kilder og muligheter for utvikling av
resistens i patogene bakteriepopulasjoner.

En sa langt hypotetisk forekomst av HGT fra maishybrid MON863 x NK603 til bakterier som
eksponeres for plantens DNA ma sees i sammenheng med prevalensen av nptll-genet i norsk miljg.
Hvis nptll-genet allerede finnes utbredt i miljg som vil eksponeres for MON863 x NK603, er det hgyst
usannsynlig at sjeldne HGT-begivenheter fra MON863 x NK603 vil endre resistensnivaet.

Det er lite informasjon tilgjengelig om forekomst av nptll-genet i relevante miljget i Norge. Sgker har
heller ikke vedlagt slik informasjon. Overvakning av resistenssituasjonen i Norge (se arlig NORM
NORM-VET publikasjon) viser at forekomsten av aminoglykosidresistens og derav npt/l-genet er lav i
patogene bakterier i Norge. Forekomst av kanamycin/neomycin-resistens er beskrevet i Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, E. faecium og Staphylococcus intermedius fra svin, svinefaeces,
kalkunfaeces, storfekjgtt, hund og hundefaeces i Norge. Forekomsten av resistente isolater varierte
mellom 1 til 10 % (NORMVET rapportene 2004-2007). Imidlertid gir disse observasjonene ikke
grunnlag for & bestemme hvilke resistensgener som forarsaker den fenotypiske resistensen i disse
isolatene. Det understrekes at kunnskap om forekomsten av nptll-genet i norske miljg er mangelfull.

EFSA og VKM har tidligere utredet problemstillingen rundt mulig HGT av
antibiotikaresistensmarkgrgener i detalj (EFSA 2004, 2009; VKM 2005c), og konkludert med at
bidraget av nptll-genet fra mat og for produsert fra genmodifiserte planter ikke er en signifikant kilde
til resistensgener i bakterier som lever i tarmen hos mennesker og dyr. Konklusjonen var basert pa lav
sannsynlighet for HGT, samt et eksisterende niva av nptll-gener i miljget. Den geografiske
utbredelsen av antibiotikaresistens i Europa varierer mellom land og vurderingene gjort i disse
tidligere publikasjonene er ikke basert pa faktisk forekomst av nprll-genet i Norge. Det foreligger ikke
vitenskapelig litteratur som indikerer at forekomsten av nptll-genet i Norge er utbredt.
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4.2.2 Vertikal genoverfgring

Tatt i betraktning det tiltenkte bruksomradet for maishybrid MON863 x NK603, vil potensialet for
vertikal genspredning vare begrenset til utilsiktet frgspredning i forbindelse med transport, handtering
0g prosessering av maisen.

Overlevelse og spredning av mais utenfor dyrking i Europa er hovedsakelig begrenset av darlig
konkurranseevne, manglende frgkvile, mottagelighet for soppsjukdommer og liten toleranse for lave
temperaturer. Insektsresistens og herbicidtoleranse kan bare betraktes a vere en selektiv fordel for den
transgene planten pa arealer der malorganismene er til stede under dyrking og der det tiltenkte
herbicidet benyttes. Disse egenskapene vil imidlertid ikke representere gkt sannsynlighet for spredning
av mais i Europa. Som for konvensjonelle sorter er det ingenting som tilsier at eventuelle spillplanter
vil overleve til neste vekstsesong eller etablere ugnskede populasjoner i Norge.

Eventuell krysspollinering mellom maishybrid MON863 x NK603 og konvensjonelt foredlete
maissorter vil vere betinget av frgspredning i forbindelse med transport og prosessering, pafglgende
etablering og blomstring den transgene hybriden. Det er imidlertid lite sannsynlig at eventuelle
sporadiske enkeltplanter vil spre signifikante mengder pollen til konvensjonelle dyrkingsfelt.
Dyrkingsomfanget av mais i Norge er dessuten svart begrenset. Risiko for utkryssing med dyrkede
sorter vurderes derfor til & veere ubetydelig.

4.3 Potensiale for samspill mellom GMP og malorganismer

Maishybriden MONS863 x NK603 er transformert med cry3Bbl-genet fra jordbakterien Bacillus
thuringiensis, subsp. kumamotoensis.

Cry3Bbl-proteinet, som uttrykkes gir plantene resistens mot angrep fra skadegjgrere i billeslekten
Diabrotica, eksempelvis D. virgifera virgifera (Western Corn Rootworm), D. barberi (’Northern
Corn Rootworm’) og D. undecimpunctata howardi (’Southern Corn Rootworm’). D. virgifera
virgiferia er det eneste malinsektet for MON 863 som er pavist i Europa (Crop Protecion
Compendium 2007). Arten er en betydelig skadegjgrer i mais pa det amerikanske kontinent, men ble
fgrst pavist i Europa (Serbia) i 1992. Den siste 15-arsperioden har arten etablert seg i flere land i
Sentral-Europa, og det er ogsa rapportert om funn av D. virgifera virgiferia i Frankrike, Italia,
Nederland og Storbritannia (Crop Protecion Compendium 2007). Planteskadegjgreren har allerede
medfgrt betydelige avlingstap i enkelte regioner, og spredningen skjer svert raskt, spesielt i omrader
med intensiv maisdyrking. Insektet overvintrer i plantergttene, og omrader med monokulturer av mais
og arealer der det ikke praktiseres vekstskifte er spesielt utsatte. Det har ikke vert rapportert om funn
av D. virgifera virgifera i Norge (http://www.faunaeur.org/distribution.php).

Tatt i betraktning tiltenkt bruksomrade for maislinjen, vil miljgeksponeringen vare begrenset til
sporadiske enkeltplanter fra frgspill i forbindelse med transport og prosessering. Nivaet av
eksponering av Bt-toksin for eventuelle malorganismer vil derfor vere svert lav, og ikke ha noen
gkologisk betydning i Norge.

4.4 Potensiale for samspill mellom GMP og ikke-malorganismer

Sporadiske spillplanter av maishybrid MON863 x NK603 med opphav i utilsiktet frgspredning under
ulike omsetningsledd antas ikke a medfgre risiko for ikke-malorganismer.

Nar det gjelder indirekte eksponering gjennom gjgdsel fra husdyr foret med genmodifisert mais vil
mesteparten av Cry-proteinene denatureres av enzymaktivitet (proteaser) i fordgyelseskanalen, og
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mikrobielle prosesser vil fgre til en ytterligere nedbryting av proteinet i gjgdsla. Dette medfgrer at
sveert lite Cry-proteiner blir spredt med husdyrgjgdsel pa dyrket mark, noe som igjen minimerer faren
for eksponering av potensielt sensitive ikke-malorganismer. Spredning av Cry-toksinet via gjgdsel
antas derfor ikke a gi signifikante miljgeffekter.

4.5 Delkonklusjon

Risikoen for mulig spredning av nptll-genet fra MON863 x NK603 og derav nedsatt terapieffekt ved
enkelte infeksjoner i husdyrproduksjon antas & vare lav grunnet begrenset mulighet for positiv
seleksjon av svert sjeldne HGT-begivenheter. Eventuell forekomst av slike HGT-begivenheter ma
sees 1 sammenheng med eksisterende prevalens av aminoglykosidresistens og nptll-genet i relevante
norske miljg.

Det papekes imidlertid at datagrunnlaget vedrgrende forekomsten av nptll-genet i Norge er svert
begrenset. Oppdaterte data fra NORM-NORM-VET-overvakningen av resistenssituasjonen i Norge
indikerer lav forekomst av nptll-genet. Den veterin@re bruken av aminoglykosideet neomycin er slik
at disse kan gi selektive fordeler for bakterie-transformanter som har tatt opp nptl/I-transgenet, hvis
dette uttrykkes funksjonelt i bakterien.

Antibiotikaene som nptll-genet gir resistens imot er klassifisert av European Medicines Agency
(EMEA 2007) og WHO (2005) som «highly important».

5 Overvaking

I folge direktiv 2001/18/EF, anneks VII er formalet med overvakingsplanen & bekrefte at alle
antagelser i miljgrisikovurderingen som gjelder forekomst og omfang av potensielle skadevirkninger
av den genmodifiserte organismen, eller bruken av den er korrekt. Videre skal den identifisere
forekomsten av skadevirkninger pa menneskers helse eller miljget som skyldes den genmodifiserte
organismen eller bruken av den, og som ikke ble forutsett i miljgrisikovurderingen.

Overvaking er relatert til risikohandtering, og en totalvurdering av overvakingsplanen er derfor utenfor
VKMs mandat. I henhold til oppdrag fra DN skal imidlertid VKM diskutere behovet for sarskilt
overvaking. Dette gjelder bade i de tilfeller hvor sgker ikke har foreslatt serskilt overvaking og i de
tilfeller hvor sgkers risikovurdering avdekker behov for en spesiell overvakingsplan. I sistnevnte
tilfelle skal VKM gi en vurdering av kvaliteten pa sgkers overvakingsplan, om denne er egnet til a
avdekke sa vel umiddelbare og direkte virkninger som forsinkede og indirekte virkninger pavist i
miljgrisikovurderingen. VKM skal ikke vurdere innretningen av den generelle overvakingen.

Seknad EFSA/GMO/UK/2004/06 omfatter ikke dyrking, og potensiell miljgeksponering av den
transgene maislinjen er derfor avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frgspredning i forbindelse med
transport og prosessering til mat, for og industrielle formal. I tillegg vil indirekte eksponering gjennom
gjgdsel fra husdyr foret med genmodifisert mais representere en mulig kilde til ugnsket genspredning.
Miljgrisikovurderingen som er presentert av sgker identifiserer ingen endret risiko for miljg i forhold
til annen mais. Monsanto har derfor ikke utarbeidet spesifikke strategier for risikohandtering eller en
seerskilt plan for overvaking av MON863 x NK603.

Tatt i betraktning tiltenkt bruksomrade for MON863 x NK603 anser VKMs faggruppe for

genmodifiserte organismer at det ikke er behov for a iverksette serskilt program for overvaking av
maislinjen.
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6 Kunnskapshull

¢ Det er kunnskapshull knyttet til forekomsten av nptil-genet i Norge og Europa.

® Det er kunnskapshull knyttet til i hvilken grad det er sammenheng mellom HGT-frekvenser og
klinisk effekt av bakteriepopulasjoner som berer nye HGT-eventer.
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Konklusjon

Molekylaer karakterisering

F,-hybriden MON863 x NK603 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom de transgene
maislinjene MON 863 og NK603. Southern-analyser indikerer at de innsatte strukturene nedarves
stabilt, og at antall, struktur og organisering av disse genkonstruksjonene er ekvivalent med de som
finnes i foreldrelinjene. Nivaene av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-proteiner i frg og vegetativt vev er
sammenlignbare med uttrykket av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.

Komparative analyser

Feltforsgk over en vekstsesong i Argentina viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MON863 x NK603 og umodifisert, ner-isogen kontroll med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.

Antibiotikaresistens

Maishybriden MON863 x NK603 inneholder antibiotikasresistensmarkgrgenet nptll. Faggruppen
konkluderer med at risikoen for nedsatt terapieffekt ved enkelte infeksjoner i husdyrproduksjon
forarsaket av spredning av nptll-genet fra maishybriden antas a vere lav grunnet begrenset mulighet
for positiv seleksjon av sjeldne HGT-begivenheter, samt at andre aminoglykosid-resistens
determinanter finnes ved variabel prevalens i relevante bakteriepopulasjoner.

Det papekes videre store forskjeller i geografisk utbredelse av antibiotikaresistens i Europa, og at det
mangler publisert dokumentasjon pa forekomsten av nptil-genet i Norge. Det foreligger ikke
vitenskapelig litteratur som indikerer at forekomsten av nptll-genet i Norge er utbredt. Det papekes
ogsa at neomycin benyttes i norsk landbruk, og at et seleksjonstrykk pa eventuelle sjeldne
transformanter derfor ikke kan utelukkes.

Ovrig miljgrisiko

Seknad EFSA/GMO/UK/2004/06 gjelder godkjenning av maishybrid MON863 x NK603 til import,
prosessering og til bruk i neringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert mulige
miljgeffekter knyttet til dyrking av maisen.

Det er ingen indikasjoner pa gkt sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maislinjen i
naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av frgspill i forbindelse
med transport og prosessering. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes til & veare
ubetydelig. Ved foreskreven bruk av maislinjen MON 863 x NK603 antas det ikke a vere risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer (med mulig unntak av mikrober) eller pa
abiotisk miljg i Norge.

Samlet vurdering

Risikoen for nedsatt terapieffekt ved enkelte infeksjoner i husdyrproduksjon forarsaket av spredning
av nptll-genet fra MON863 x NK603 antas a vare lav grunnet begrenset mulighet for positiv
seleksjon av sjeldne HGT begivenheter, samt at andre aminoglykosidresistens determinanter finnes
ved variabel prevalens i relevante bakteriepopulasjoner.

Det papekes store forskjeller i geografisk utbredelse av antibiotikaresistens i Europa, og at det mangler
publisert dokumentasjon pa forekomsten av nptll-genet i Norge. Det foreligger ikke vitenskapelig
litteratur som indikerer at forekomsten av nprll-genet i Norge er utbredt. Det papekes ogsa at
neomycin benyttes i norsk landbruk, og at et seleksjonstrykk pa eventuelle sjeldne transformanter
derfor ikke kan utelukkes.
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VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer finner det lite trolig at den omsgkte bruken av
maislinje MON 863 x NK603 vil medfgre endret risiko nar det gjelder miljg sammenlignet med annen
mais.
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