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aardappelplanten met

Naar aanleiding van een adviesvraag over de ontwerpbeschikking IM-250007 betreffende de
vergunningaanvraag, ‘Teelt en monitoring van genetisch gemodificeerde aardappelplanten met
Phytophthora-resistentie en aardappelplanten met een uitgeschakeld gevoeligheidsgen dat leidt
tot een verlaagde vatbaarheid voor Phytophthora’, van de Wageningen Universiteit, deelt de

COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is verzocht te adviseren over de milieurisico’s van een kleinschalige (categorie 1)
veldproef met genetisch gemodificeerde (gg)-aardappelplanten (Solanum tuberosum) die beter
bestand zijn tegen Phytophthora infestans, de veroorzaker van aardappelziekte. De proef beslaat
maximaal 1 hectare met ten hoogste 50.000 planten, waarbij alleen genen worden aangepast
waarvan bekend is dat ze een rol spelen bij (het tegen gaan van) aardappelziekte.

De COGEM is van oordeel dat aan de criteria voor een categorie 1 veldproef wordt voldaan. De
eventuele risico’s blijven beperkt tot het proefveld, en de genen die ingebouwd of
uitgeschakeld worden, vormen geen risico voor mens en milieu.

Aardappelplanten kunnen in Nederland niet verwilderen, of uitkruisen naar wilde verwanten.
De kans dat een uitkruising naar andere cultuuraardappels leidt tot een aardappelras wordt als
verwaarloosbaar klein ingeschat. Er wordt gecontroleerd op opslag elk jaar tot er geen opslag
meer wordt waargenomen. Opslag uit aardappelzaad moet bestreden worden, mede in het
kader van P. infestans bestrijding. Concluderend acht de COGEM de risico’s voor mens en milieu
van in de aanvraag beschreven werkzaamheden verwaarloosbaar klein.




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. Y. de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo

- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, DG Milieu en
Internationaal

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid dr. ir. R.Y. van der Weide niet
betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.
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1. Inleiding

De COGEM is naar aanleiding van een verzoek van de Wageningen Universiteit (IM-250007) verzocht
te adviseren over de milieurisico’s van een categorie 1 veldproef met genetisch gemodificeerde (gg-)
aardappelen (Solanum tuberosum). Als gevolg van de genetische modificatie zullen de gg-planten minder
vatbaar zijn voor aardappelziekte, die veroorzaakt wordt door de pathogene odmyceet Phytophthora
infestans. De gg-aardappelplanten bevatten één of meerdere resistentiegenen tegen P. infestans
afkomstig uit verschillende plantensoorten behorend tot het genus Solanum. Daarnaast zullen er
aardappelplanten worden geteeld waarin genen die de plant vatbaar maken voor P. infestans, zijn
uitgeschakeld. De werkzaamheden zullen plaatsvinden op een locatie in de gemeente Lelystad. De
totale omvang van de veldproef is maximaal 1 hectare per jaar.

2. Eigenschappen van het gewas

De aardappelplant (S. tuberosum) behoort tot de familie van de Solanaceae en is oorspronkelijk afkomstig
uit Zuid-Amerika."2 Het Solanum-genus omvat zo’'n 1200 soorten, die zijn ondergebracht in subgenera
of secties.3 De soort S. tuberosum is onderverdeeld in twee ondersoorten: tuberosum en andigena. De
ondersoort S. tuberosum ssp. tuberosum (aardappel) wordt wereldwijd geteeld.?

2.1 Voorkomen in Nederland

In Nederland vormt aardappel een belangrijk akkerbouwgewas, waarbij de geteelde variéteiten in
consumptie- en zetmeelaardappelen (fabrieksaardappelen) zijn onder te verdelen. Aardappel staat
niet bekend als een plant die natuurlijke ecosystemen koloniseert en is niet in staat om te concurreren
met grassen, bomen en heesters." Er zijn geen aanwijzingen dat aardappel in Nederland kan
verwilderen. Aardappel komt niet voor op de Standaardlijst van de Nederlandse Flora.4

In Nederland wordt aardappel vooral vegetatief vermeerderd. Aardappelknollen overleven slecht in
koude vochtige bodemss en zijn vorstgevoelig, hoewel ze enkele dagen met lage bodemtemperaturen
(-1 °C tot -3 °C) kunnen overleven.® De kans op bevriezing van de aardappelknollen is het grootst
wanneer de knollen zich aan het oppervlak bevinden.” Uit de praktijk blijkt dat in het veld
achtergebleven aardappelknollen milde winters, en winters waarbij gedurende langere periode een
isolerend sneeuwdek aanwezig is, kunnen overleven en opslagplanten kunnen vormen.
Aardappelopslagplanten moeten in het kader van de bestrijding van P. infestans verplicht worden
verwijderd.” In de praktijk blijkt aardappelopslag effectief te worden bestreden.

2.2 Voortplanting

Aardappel kent de volgende structuren voor verspreiding en overleving: pollen, zaden en knollen. De
mate waarin een ras bloeit en/of bessen met zaden vormt, is rasafhankelijk. Sommige rassen bloeien
niet of nauwelijks, terwijl andere rassen overvloedig en gedurende een lange periode kunnen bloeien.
Ook het aantal bessen varieert afhankelijk van het ras van nul tot meerdere bessen per tros.®

COGEM-advies CGM/251028-01 1



De bloeiwijze van aardappel bestaat uit een tros van 7 tot 15 bloemen, die zich elke 2 a 3 dagen van
beneden naar boven openen. Elke bloem blijft 2 4 3 dagen geopend. Een bloem produceert gedurende
circa 2 dagen pollen en de stempel blijft ongeveer 2 dagen ontvankelijk. Op het hoogtepunt van de
bloei zijn 5 a 10 bloemen geopend. Meestal openen de bloemen zich in de ochtend en sluiten zij zich in
de middag. Tussen aardappelrassen bestaan verschillen in de mate en de periode van bloei. De meeste
aardappelrassen zijn zelfcompatibel en zijn hoofdzakelijk een zelfbestuiver. Kruisbestuiving kan echter
ook plaatsvinden. In het algemeen wordt gesteld dat de mate van kruisbestuiving in het veld varieert
tussen de o en 20%.°

Aardappelbloemen geven vaak geen tot weinig nectar af en produceren geen overvloedige
hoeveelheden pollen, waardoor ze weinig aantrekkelijk zijn voor insecten. Toch zijn insecten de
belangrijkste veroorzakers van kruisbestuiving. Bij experimenten werden geen aanwijzingen voor
windbestuiving gevonden. Vooral hommels spelen een rol bij de kruisbestuiving omdat zij, in
tegenstelling tot honingbijen, het stuifmeel van aardappelbloemen kunnen lostrillen.?

Het loof van aardappel, inclusief de bessen met eventuele zaden, wordt gewoonlijk voor de oogst
afgedood en niet verder benut. Zaden die op de akker achterblijven, kunnen nog tien jaar
levensvatbaar zijn.">™ Het grootste deel van dit zaad zal echter eerder ontkiemen doordat de grond
wordt bewerkt." Opslagplanten uit zaad zijn kwetsbaar en kunnen in het algemeen goed met
herbiciden worden bestreden.’ Aardappelopslagplanten moeten in het kader van de bestrijding van
P. infestans verplicht worden bestreden.™

2.3 Kruisbare verwanten

Doordat kruisbestuiving kan plaatsvinden bij aardappel, is uitkruising met gecultiveerde
aardappelrassen in beperkte mate mogelijk. Uitkruising blijkt na een afstand van tien meter niet tot
nauwelijks op te treden.’#'5'%2" Eén publicatie, waarbij een ‘worst-case scenario’ met zeer fertiele
pollendonoren en mannelijk steriele ontvangers werd onderzocht, maakt melding van uitkruising op
21 meter."

In Nederland komen een aantal aan aardappel verwante wilde soorten voor: tomaat, (Solanum
lycopersicon), Zwarte nachtschade, (Solanum nigrum subsp. nigrum), Beklierde nachtschade (Solanum
nigrum subsp. schultesii), Bitterzoet (Solanum dulcamara), Glansbesnachtschade (Solanum physalifolium) en
Driebloemige nachtschade (Solanum triflorum).”® Deze soorten behoren tot een andere sectie van het
geslacht Solanum dan S. tuberosum.™-2° In het geslacht Solanum zijn sterke kruisingsbarrieres aanwezig,
waardoor het niet waarschijnlijk is dat soorten uit verschillende subgenera met elkaar kunnen kruisen.?
Onder natuurlijke omstandigheden werden tussen aardappel en S. nigrum of S. dulcamara geen hybriden
aangetroffen.2"22 Qok is er gerapporteerd dat S. triflorum onder natuurlijke omstandigheden niet met S.
tuberosum kan hybridiseren.?> Bij experimentele kruisingen tussen aardappel en verschillende in
Nederland voorkomende wilde verwanten (S. nigrum, S. dulcamara en S. physalifolium) werden geen
levensvatbare nakomelingen gevonden.24.25:26

3. Beschrijving van de werkzaamheden

De aanvrager is voornemens om over een periode van 10 jaar (tussen 2026 en 2036) veldproeven uit te
voeren met gg-aardappelplanten. In de gg-aardappelplanten zullen verschillende Phytophthora-
resistentiegenen worden ingebouwd, of worden genen die de plant gevoelig maken voor Phytophthora
uitgeschakeld.
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3.1 Kenmerken van de proefopzet

De proef betreft een gebied van maximaal 1 hectare, waarop maximaal 50.000 planten worden
geteeld. Het veld ligt in de gemeente Lelystad, op tenminste drie kilometer afstand van een Natura
2000-gebied. Binnen de isolatiezone, waar de aanvrager geen zeggenschap over heeft, bevindt zich
alleen een spoorlijn. Als er aangrenzende aardappelteelt plaatsvindt, is de aanvrager voornemens om
een afstand van tenminste 3 meter in acht te nemen.?

3.2 Teeltmethode

De experimenten zullen worden uitgevoerd op een manier die gebruikelijk is voor het telen van
aardappelen. In de periode april-mei worden de aardappelen gepoot. Voor de opkomst wordt het
proefperceel met herbiciden bespoten tegen onkruid. Voorafgaand aan het rooien vindt, zo nodig,
mechanische of chemische vernietiging van het loof plaats. De aardappelen worden gerooid in de
periode juli-augustus.

De vatbaarheid van de gg-aardappelen voor Phytophtora-infectie zal worden ingeschat door op
sommige specifieke proefvelden kunstmatige infecties met P. infestans uit te voeren. De aanvrager stelt
dat de proeven zullen worden uitgevoerd conform de door het voormalige ‘Productschap Akkerbouw’
opgestelde regels omtrent proefvelden, maar specificeert niet hoe deze maatregelen genomen
worden. Het ‘Productschap Akkerbouw’ is in 2015 ontbonden;?® de taken zijn overgenomen door het
ministerie van LVVN, dat het ‘Teeltvoorschrift Phytophthora infestans in aardappelen’ heeft opgesteld.2®

Vervoer van gg-aardappelen van en naar proefvelden zal plaatsvinden in nylon of jute netzakken, in
houten of kunststoffen aardappelkisten, of in een afgesloten (vracht)auto of aanhangwagen. Alle
zakken en kisten zullen gelabeld worden zodat er geen verwisseling van gg- en niet-gg-planten kan
plaatsvinden.

3.3 Monitoring
Zoals gebruikelijk bij aardappelteelt zullen er regelmatig inspecties plaatsvinden van de planten.
Hierbij zullen, de overlevingskenmerken, zoals bloeiwijze, zaden en opslag, evenals de aanwezigheid
van bacterie- of virusziekten, gecontroleerd worden. Als er bij controles bessen worden gevonden,
zullen deze worden verwijderd. Daarnaast zullen in dit experiment eventuele fenotypische
veranderingen en veranderingen in resistentie en interactie met de omgeving worden beoordeeld en
gerapporteerd. Hierbij geldt de niet-getransformeerde plant als referentie.

De frequentie van de inspecties zal afhangen van het groeiseizoen en de status van de planten, en
kan variéren van enkele keren per week tot minimaal eens in de vier weken. Er zal ook op cruciale
momenten, zoals bij het poten en oogsten, extra gecontroleerd worden.

3.4 Afronding en nazorg van de proef

De geoogste knollen worden na de experimenten afgevoerd in nylon of jute netzakken, in houten of
kunststoffen aardappelkisten, in een afgesloten (vracht)auto of aanhangwagen. Het dode
loofmateriaal en de niet-gerooide knollen zullen, zoals gebruikelijk in de aardappelteelt, op het land
achterblijven. De velden zullen worden gecontroleerd op opslagplanten tot een jaar na de laatste
opgekomen opslagplanten. Deze worden verwijderd door mechanische en/of chemische methoden.
Overtollige geoogste knollen zullen worden vernietigd, bijvoorbeeld door verbranding, autoclaveren,
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bevriezen of vermalen. Geoogst bladmateriaal dat wordt gebruikt in het laboratorium zal na gebruik
worden vernietigd door middel van autoclaveren.

4. Genetische modificatie

4.1 Beschrijving van de genmodificaties

Hieronder wordt beschreven welke genetisch gemodificeerde aardappelplanten in de veldproef zullen
worden gebruikt. Ook kruisingen van lijnen die met deze methoden zijn verkregen, kunnen in het
experiment worden ingezet.

4.1.1 Resistentiegenen
Een deel van de modificaties (R-type modificaties) betreft de insertie van resistentiegenen die

beschermen tegen Phytophthora-infecties. Voor deze experimenten worden resistentiegenen gebruikt
uit diverse solanumsoorten.3° De aanvrager geeft aan uitsluitend R-type genen te zullen gebruiken
waarvan de functie al bekend is uit andere aardappelrassen of solanumsoorten. Deze genen behoren
tot drie families: de extracellulaire ‘receptor-like kinases’ (RLKs) en ‘receptor-like proteins’ (RLPs), en
de intracellulaire ‘nucleotide-binding leucine-rich repeat’ (NLR).

4.1.2 Vatbaarheidsgenen

Naast hetinbrengen van resistentiegenen worden ook proeven uitgevoerd waarbij vatbaarheidsgenen
(‘Susceptibility genes’ of S-genen) met behulp van mutagenese (M-type) worden uitgeschakeld. Dit
betreft alle genen waarvan het uitschakelen mogelijk leidt tot een verminderde gevoeligheid van de
plant voor ziekteverwekkers. Aangezien deze genen tot verschillende genfamilies kunnen behoren, is
het niet mogelijk om één specifieke functie voor alle vatbaarheidsgenen te geven. Voor het
uitschakelen van deze genen maakt de aanvrager gebruik van een CRISPR-Cas-systeem.

4.2 Manier van transformatie

De transformatie van de verschillende genen wordt door middel van verschillende soorten genetische
modificaties en met diverse vectoren tot stand gebracht. De aanvrager noemt de inbreng van
resistentiegenen de R-type modificatie, en de mutatie van vatbaarheidsgenen de M-type modificatie.
Alle transformaties zijn uitgevoerd in het laboratorium onder vergunning |G 15-361. De gemodificeerde
planten zijn reeds in een kas of gaaskas onderzocht. Planten die sterke afwijkingen vertoonden ten
opzichte van het uitgangsras, zijn in een eerder stadium verwijderd.

4.2.1 Ri-type modificatie

Binnen de linker- en rechtergrensgebieden (LB en RB) van het T-DNA ligt het resistentiegen, samen
met zijn eigen promotor en terminator. De gebruikte resistentiegenen in deze categorie zijn afkomstig
uit verschillende Solanum-soorten, waaronder ook soorten die niet met aardappel kunnen kruisen.
Daarnaast wordt het nptli-gen (afkomstig uit Escherichia coli), dat codeert voor kanamycineresistentie,
samen met de Pnos-promotor en Tnos-terminator (beide afkomstig uit Agrobacterium tumefaciens),
binnen het T-DNA ingebracht. De COGEM heeft van het nptll-gen in 2007 beoordeeld dat er geen
milieurisico is.3' In de gegenereerde planten in deze categorie zijn één tot tien kopieén van het
resistentiegen geintegreerd. De planten zijn met PCR gecontroleerd op de aanwezigheid van de
volledige T-DNA-insert.
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Als vectoren zijn pBIN of pCambia gebruikt; deze bevatten uitsluitend genen die van nature voorkomen
in E. coli of A. tumefaciens. Een van deze genen is het antibioticaresistentiegen nptlll, waarvan de COGEM
eerder heeft vastgesteld dat het geen milieurisico vormt.?'

4.2.2 R2-type modificatie

Voor de R2-categorie worden de planten op een vergelijkbare wijze getransformeerd als bij R,
eveneens met behulp van de pBIN- of pCambia-vectoren. In dit geval worden echter geen
antibioticaresistentiegenen in de plant ingebracht, en zijn alle resistentiegenen afkomstig uit Solanum-
soorten die met aardappel kunnen kruisen. In de planten uit deze categorie zijn één tot vijf kopieén
van het resistentiegen geintegreerd. Ook hier is met PCR gecontroleerd op de aanwezigheid van de
volledige T-DNA-insert.

4.2.3 R3-type modificatie

In de R3-categorie worden resistentiegenen stabiel in het genoom van aardappelprotoplasten
geintegreerd. DNA-fragmenten die de gewenste resistentiegenen bevatten, samen met homologe
sequenties die overeenkomen met de beoogde integratieplaats, worden samen met Casg of Cas12 en
een specifiek guide-RNA (sgRNA) in de cellen gebracht. Deze categorie transformanten bevatten één
tot vier kopieén geintegreerde resistentiegenen.

4.2.q4 Mi-type modificatie

In de Mi-categorie wordt het Casg (afkomstig uit Streptococcus pyogenes) of Casiz2 (geen afkomst
vermeld), onder de controle van de PcUbig-2-promoter (afkomstig uit Petroselinum crispum), samen met
één tot zeven sgRNA’s coderende genen in het genoom geintegreerd. Daarnaast wordt het nptll-gen
of een het TurboRFP gen (afkomstig uit Entacmaea quadricolor), beide onder de controle van de CsVMV-
promotor (afkomstig van het Cassava Vein Mosaic Virus), ingebracht waarmee getransformeerde
planten geselecteerd kunnen worden. Voor elk van de gewenste genetische veranderingen zijn de
benodigde DNA-elementen in afzonderlijke T-DNA’s samengebracht. Vervolgens zijn deze T-DNA’s in
de plCLSq7-23-vector geplaatst, die gebruikt werd voor de transformatie. De pICLSgq7-23-vector
bestaat uit sequenties die oorspronkelijk afkomstig zijn uit E. coli of A. tumefaciens. In de gegenereerde
planten zijn één tot tien kopieén van de T-DNA-sequentie aanwezig. Ook hier is met PCR gecontroleerd
op de aanwezigheid en het intact zijn van de T-DNA-inserties.

4.2.5 M2-type modificatie

Bij merkervrije mutagenese (categorie M2) worden DNA- elementen zoals bij M1-type modificatie
aangemaakt, maar hierbij worden slechts één tot vier sgRNA genen toegevoegd die tijdelijk in de plant
tot expressie worden gebracht. De T-DNA’s die de gensequenties bevatten zijn slechts voor een korte
periode in de plant aanwezig en worden niet geintegreerd in het genoom. Met PCR wordt
gecontroleerd of de T-DNA-sequenties daadwerkelijk afwezig zijn.

4.2.6 M3-type modificatie

In de M3-categorie worden uitsluitend de Casg- of Cas12-eiwitten, samen met lineair sgRNA, direct in
protoplasten ingebracht. Vervolgens worden via standaard weefselkweek planten uit deze cellen
geregenereerd. De mutanten worden geselecteerd op basis van PCR-analyse.
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5. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft in het verleden verschillende keren positief geadviseerd over kleinschalige en
grootschalige veldproeven met aardappelen.3>333435 |n 2011 en in 2013 is geadviseerd over een
kleinschalige veldproef met aardappelen resistent tegen P. infestans.3%3” Tevens heeft de COGEM in 20m
geadviseerd over de teelt, import en verwerking van deze gg-aardappel.3® De COGEM heeft eerder
richtlijnen opgesteld voor de beoordeling van veldproefaanvragen met genetisch gemodificeerde
planten.3®

Op basis van resultaten van een in opdracht van de COGEM uitgevoerd onderzoek, heeft de commissie
in 2011 geadviseerd over de isolatieafstand ten opzichte van kleine kwekers bij veldproeven met gg-
aardappelen.#° De kans op kruisingen met aardappelen van kleine kwekers werd als dusdanig gering
ingeschat dat een isolatieafstand niet nodig werd geacht.

6. Overweging en advies

Dit advies betreft een vergunningaanvraag voor een categorie 1 veldproef met gg-aardappelen met
een te verwachten verhoogde ziekteresistentie tegen P. infestans. De voorgenomen werkzaamheden
voldoen aan de criteria voor een categorie 1 veldproef. De werkzaamheden worden op één locatie
uitgevoerd met een maximale grootte van één hectare waarop maximaal 50.000 planten staan. Alleen
genen waarvan de functie bekend is, namelijk een rol bij Phytophthora-infecties, worden gebruikt.

Aardappel komt niet van nature voor in Nederland en kan hier niet verwilderen, noch uitkruisen met
verwante soorten die in Nederland voorkomen. De gg-aardappel zou theoretisch naar andere
cultuurrassen kunnen uitkruisen.'#'>2' In het veld wordt aardappel echter maar door een zeer kleine
groep kwekers gebruikt voor kruisingen.® De kans dat er via onbedoelde uitkruising een marktwaardig
aardappelras ontstaat wordt als zeer klein beoordeeld. De COGEM is van oordeel dat het vanuit het
oogpunt van mogelijke milieurisico’s niet nodig om een isolatieafstand te hanteren om uitkruising van
een veldproef met gg-aardappelen naar het veredelingsproces te voorkomen.

Er kunnen door het achterblijven van knollen in de grond, of het ontkiemen van zaad opslagplanten
ontstaan. Deze dienen in het kader van de verplichte bestrijding tegen P. infestans altijd voor de bloei
verwijderd te worden. In de beschikking is verder opgenomen dat er tot één jaar nadat opslag is
waargenomen op opslag gecontroleerd moet worden.

De COGEM concludeert dat de voorgenomen werkzaamheden voldoen aan de criteria voor een
categorie 1 veldproef en is van oordeel dat de risico’s van deze veldproef voor mens en milieu

verwaarloosbaar klein zijn.
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