KENNISGEVING GGO-VELDPROEFAANVRAAG

Technisch dossier

A. ALGEMENE INFORMATIE
A1. Kennisgever

VIB

Rijvisschestraat 120
9052 GENT

Tel.: 09 2446611
Fax.: 09 2446610

e-mail: vib@vib.be
A2. Naam, kwalificaties en ervaring van de verantwoordelijke wetenschapper(s).
Verantwoordelijke wetenschappers:

prof. dr. Lieven De Veylder
VIB-UGent

Departement Planten Systeembiologie
Technologiepark 71

9052 GENT

Kwalificaties: doctor in de wetenschappen.
Ervaring: 25 jaar ervaring in de plantenbiotechnologie, nog niet eerder betrokken
geweest bij veldproeven.
Bioveiligheidscodrdinator:
René Custers, MSc
VIB
Rijvisschestraat 120
9052 GENT
Kwalificaties: Msc in moleculaire wetenschappen
Ervaring: meer dan 20 jaar ervaring in bioveiligheid, zowel wat betreft ingeperkt gebruik
als introductie in het leefmilieu. Secretaris van EBSA (European BioSafety Association),
en plaatsvervangend lid van de Adviesraad voor Bioveiligheid.

A3. Titel van het project

Wetenschappelijk veldonderzoek naar mais als biosensor voor het meten van DNA-
schade als gevolg van milieustress.
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B. INFORMATIE OVER DE RECIPIENTEN

B1. Volledige naam

a) familie: Poaceae

b) genus: Zea, sectie Zea
C) species: Zea mays

d) subspecies: mays

e) cultivarfteeltlijn: inteeltlijn B104
f) gangbare naam: malis

B2. Informatie over de voortplanting
B2a) Voortplanting en generatietijd

i) Wijze(n) van voortplanting:
Mais is een allogame plant die zich generatief voortplant door middel van zaden. De plant
heeft een mannelijke bloeiwijze in de vorm van een pluim. De vrouwelijke bloeiwijzen
bevinden zich op de aren (kolf). Mais is voomamelijk kruisbevruchtend en de bestuiving
vindt plaats met behulp van de wind, al kan insectbestuiving niet geheel worden
uitgesloten. Mais kent geen asexuele voortplanting (OECD, 2003).

i) Mogelijke specifieke factoren die van invloed zijn op de voortplanting;
Maiszaden kennen geen kiemrust waardoor ze alleen bij bepaalde
klimaatomstandigheden kunnen overleven. Mais is vorstgevoelig en zal daarom de winter
in het algemeen niet overleven. Mais heeft zijn vermogen om te verwilderen verloren
(OECD, 2003).

iii) Generatietijd;
Mais is een eenjarig gewas.

B2b) Sexuele compatibiliteit met andere gekweekte of in het wild levende species, met inbegrip
van de verspreiding in Europa van de compatibele species.

Mais is sexueel compatibel met alle in Europa geteelde maisvariéteiten. Er komen in
Europa geen wilde verwanten in de natuur voor waarmee mais succesvol kan kruisen.

B3. Overlevingsvermogen
B3a) vermogen om overlevings- of ruststadia te vormen;

Mais vormt per plant een aantal kolven met zaad. Op elke kolf zit een aantal rijen (8-16)
met zaden (OECD, 2003). Cultuurmais laat de zaden niet spontaan vallen, maar houdt ze
vast. Het vasthouden van de zaden is een van de belangrikste domesticatie-
eigenschappen van onze cultuurgraangewassen. Maiszaden kennen geen kiemrust en
kunnen om die reden alleen bij bepaalde klimatologische omstandigheden overleven (HIN,
2001; COGEM, 2008).

In Belgié is de kans dat mais opslagplanten vormtin een navolgend gewas klein, maar niet
nul. In de prakiijk zijn er op verschillende plaatsen opslagplanten van mais waargenomen.
Deze maisplanten waren niet erg groot en meestal ook niet erg rechtopstaand. Als er in
Belgi& opslagplanten voor komen dan gaat het om geisoleerde planten. In Spanje komen
maisopslagplanten ook af en toe voor. Daarvan is bekend dat deze planten in 80% vande
gevallen het stadium bereiken waarin ze mannelijke vruchtbaarheid bereiken en stuifmeel
kunnen gaan verspreiden (Palaudelmas et al, 2009). Maisexperts van ILVO zijn van
mening dat ook in Belgié niet kan worden uitgesloten dat opslagplanten van mais het
stadium van mannelijke vruchtbaarheid bereiken en stuifmeel gaan verspreiden.
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B3b) mogelijke specifieke factoren die op het overlevingsvermogen van invloed zijn.

Onder Europese omstandigheden is het vermogen van het zaad om de winter te overleven
beperkt. Het optreden van opslag is om die reden zeldzaam. Opslagplanten worden in het
algemeen door landbouwers bestreden met behulp van herbiciden, of door manueel of
mechanisch de opslagplanten te verwijderen.

B4. Verspreiding

B4a) wijzen en mate (b.v. een raming van de afname van levensvatbare pollen en/of zaad met de
afstand) van verspreiding:

Mais produceert een grote hoeveelheid pollen die mbv de wind wordt verspreid. Per plant
kan dat variéren van 14 miljoen tot 50 miljoen pollenkorrels (Emberlin, 1999). Vergeleken
met andere windbestuivers is het pollen van mais relatief groot (diameter van gemiddeld
90 um) en zwaar (0.25 ug). (Aylor et al., 2003; Di-Giovanni et al., 1995; Raynor et al.,
1972). Hierdoor verspreidt maispollen zich niet erg ver. Experimenten hebben aangetoond
dat 90% van het geproduceerde pollen binnen 5 meter en 98% binnen 25 tot 50 meter van
de grens van het veld neerkomen. Boven de 50 meter is de pollenverspreiding echter niet
nul. De windrichting en -sterkte kan hierbij een grote invioed hebben op het
verspreidingspatroon. In  het algemeen kan (gesteld worden dat het
kruisbevruchtingspercentage zeer snel afneemt met de afstand: rond de 1% op 10 meter
en rond de 0.1% op 50 meter (Sigmea project WP2, deliverables, www.inra fr/sigmea). Er
zijn echter als gevolg van convectieve luchtstromen kruisbevruchtingshotspots gevonden
tot op 650 meter afstand. (Henry et al, 2003).

De levensduur van maispollen is afhankelijk van luchtvochtigheid en temperatuur en kan
variéren van 30 minuten tot 9 dagen (Emberlin et al, 1999).

N.B. In deze veldproef zullen de maisplanten worden ‘ontpluimd’ (de mannelike
bloeiwijzen verwijderd), zodat ze geen pollen zullen kunnen verspreiden.

Wanneer maiszaden bij lage temperatuur en een laag luchtvochtigheidsgehalte bewaard
worden, kan het zijn kiemkracht lang behouden. Temperaturen beneden het vriespunt en
boven de 50 graden celcius, en/of een hoge luchtvochtigheid doen de kiemkracht relatief
snel afnemen. Bij hoge luchtvochtigheid (boven de 80%) kan het vochtgehalte in de
maiszaden stijgen, waardoor de maiszaden gevoeliger worden voor de aantasting door
schimmels.

Zoals al eerder aangegeven laat mals zijn zaden niet spontaan vallen. Verspreiding van
maiszaden kan het gevolg zijn van oogstwerkzaamheden: tijdens de oogst kunnen zaden
in de bodem terecht komen, en zaden kunnen over grotere afstanden buiten het perceel
terecht komen als gevolg van transport.

B4b) mogelijke specifieke factoren die van invioed zijn op de verspreiding.

De twee belangrijkste specifieke factoren die van invioed zijn op de verspreiding zijn (1)
wind, en (2) menselijke activiteit.

Wind

Wind kan maispollen over grotere afstanden (kilometers) verspreiden (Van Droogenbroeck
et al, 2011, fig.12). De hoeveelheid pollen neemt met de afstand zeer snel af. Tijdens de
bloei kan een dominante windrichting tot gevolg hebben dat de pollenwolk boven een
perceel mais een pluimvorm krijgt die zich in de windrichting over een grotere afstand van

REG/rc-bvl/19-00002 technisch dossier pag. 4/21



het perceel verwijderd. In Viaanderen is sprake van een dominante zuid-westelijke
windrichting (Van Droogenbroek et al, 2011, fig.16).

Menselijke activiteit

Het zijn vooral de oogstwerkzaamheden en het daaropvolgende transport die kunnen
leiden tot verspreiding van maiszaden. Toch leidt deze verspreiding van zaden niet tot
verspeiding van mais buiten de akker waarop de mais geteeld is. Deels omdat de zaden
worden opgegeten door vogels en dieren, maar vooral ook omdat mafs zijn vermogen om
te verwilderen heeft verloren.

B5. Geografische verspreiding van de plant

Cultuurmais wordt op alle continenten geteeld. De origine van mas ligt in Midden-Amerika
(midden-zuiden van Mexico en Centraal-Amerika), wat algemeen ook gezien wordt als
centrum van biodiversiteit. De domesticatie van mais heeft naar alle waarschijnlijkheid op
verschillende plaatsen tegelijkertijd plaatsgehad. In de tijd dat Columbus Amerika ontdekte
werd mais al van Chili tot Zuid-west Canada verbouwd, en ook op Cuba (OECD, 2003).

De originele habitat van mais was hoogland met relatief sterke seizoensvariaties: droge
winters en natte zomers (Wilkes & Goodman, in Maize Genetic Resources, CIMMYT,
1995). Mais heeft echter blijk gegeven van een groot aanpassingsvermogen, en kan nu
geteeld worden in heel verschillende omstandigheden qua vochtigheid, zonlicht, hoogte en
temperatuur. Voor zijn verspreiding en overleving is de cultuurmais echter afhankelijk van
de mens (OECD, 2003).

B6. Voor plantensoorten die normaal niet in de lid-Staten voorkomen een beschrijving van
de natuurlijke habitat, waaronder informatie over natuurlijke predatoren, parasieten,
concurrenten en symbionten.

Mais komt in Belgi¢ alleen voor als cultuurgewas. Mais is in Belgi¢ het grootste
landbouwgewas. In 2007 werd er in Belgié ongeveer 250.000 ha mais geteeld. Deze mais
wordt voornamelijk voor dierlijke consumptie geteeld, deels als kuilvoer, deels als
korrelmais. De grootste concentraties van de maisteelt komen voor in de gebieden waar
veel veeteelt voorkomt, zoals bijvoorbeeld de Kempen.

Wat ziekten en plagen betreft heeft mais vooral te maken met schimmelziekten, zoals
bijvoorbeeld bladvlekkenziekte die door verschillende schimmelsoorten veroorzaakt kan
worden. Temperatuur en vochtigheid spelen een belangrijke rol in de ontwikkeling en
verspreiding van de schimmels.

Maiskolven worden, vooral in de rand van percelen, soms aangevreten door duiven. Vaak
Zie je later dan schimmelaantasting op de aangevreten kolven. Bepaalde schimmels, zoals
Fusarium, kunnen mycotoxines produceren die schadelijk zijn.

B7. Andere eventuele interacties die voor het GGO van belang zijn, van de plant met
organismen in het ecosysteem waar hij gewoonlijk wordt geteeld, of elders, waaronder
informatie over de toxische effecten op mensen, dieren en andere organismen.

Bijlage C van het OECD consensus document ‘on the biology of Zea mays ssp mays
(OECD, 2003) vermeldt een lange lijst van insecten, schimmels, bacterién en virussen die
op mais problemen kunnen veroorzaken. In delen van Europa, maar niet in Belgié&, is de
Europese stengelboorder (Ostrinia nubilalis) een probleem.

Mais is niet schadelijk voor mens of dier. Het bevat weinig antinutritionele stoffen (OECD,
2003). Mafs wordt al lang op grote schaal geconsumeerd, zowel door mensen als door
dieren en kent een lange historie van veilig gebruik. Mais staat ook niet bekend als een
gekend allergeen. Allergieén tegen mais bestaan wel, maar zin uitzonderlijk (OECD,
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2003). Mais staat niet op de Europese lijsten van allergenen (bijlage llla van EU-richtlijn
2003/89) die op het label van een voedingsproduct vermeld mosten staan.

N.B. De mais uit de proef zal niet worden geconsumeerd. Noch door dieren, noch door de
mens.
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C. INFORMATIE OVER DE GENETISCHE MODIFICATIE
C1. Beschrijving van de voor de modificatie toegepaste methoden

De maislijnen B104(ATR-Hb*®, ATR-A*®) en B104(ATM-Ga*°) zijn elk apart gemaakt door
kleine DNA-wijzigingen (mutaties) aan te brengen in de maisgenen ATR of ATM met
behulp van CRISPR/Cas9-technologie. De geinduceerde mutaties zijn enkelvoudige
basenpaar-toevoegingen op welbepaalde plaatsen in ATR (voor lijn ATR-Hb) en ATM, of
een deletie in ATR (voor lijn ATR-A). Hierdoor zijn de betreffende genen niet langer
functioneel in de mutante maislijnen en spreken we van knock out lijnen.

Voor hetinduceren van de mutaties zijn in een eerste fase de genen die coderen voor het
CRISPR/Cas9-systeem binnengebracht in de plantencel door middel van Agrobacterium
tumefaciens-gemedieerde  transformatie met CRISPR/Cas9-bevattende ~T-DNA
constructen. De genetisch gemodificeerde plant die op deze manier tijdelijk gecregerd
wordt, zal de CRISPR/Cas9-moleculen — een gidsRNA molecuul en het CAS9 enzym —
aanmaken waarna ze hun functie kunnen uitvoeren. Na het creéren van de mutatie(s) zijn
die moleculen en het overeenkomstig DNA van geen nut meer. De genetisch
gemodificeerde plant is vervolgens ingezet in een Kkruisingsprogramma waarbij
nakomelingen geselecteerd werden die wel de mutatie overgeérfd hebben maar het T-
DNA met de CRISPR/Cas9-genen niet meer bezitten.

In detail: Onvolgroeide maisembryo’s van de inteeltiijn B104 zijn met Agrobacterium
tumefaciens, die een CRISPR/Cas9-construct op zijn T-DNA droeg, gecocultiveerd. Deze
CRISPR/Cas9 constructen zijn gericht op respectievelijk het ATR en het ATM gen en
bevatten een selectiemerker in de vorm van het bar-gen dat resistentie verschaft tegen
glufosinaat. Het ontwerp van de gidsRNA moleculen (sgRNAs) is geoptimaliseerd zodat
ze een zo hoog mogelijke affiniteit vertonen met de doelsequenties en zo min mogelijk met
de rest van het maisgenoom. De onvolgroeide maisembryo’s zijn vervolgens omgezet in
embryogeen callusweefsel, van waaruit maisplantjes zijn geregenereerd. De planten die
het T-DNA construct bevatten zijn geselecteerd op medium dat glufosinaat bevat. De
transformanten zijn gesequeneerd ter hoogte van de CRISPR doelsequenties. Plantjes
met homozygote mutaties in de doelgenen zijn geselecteerd en vervolgens
geacclimatiseerd en in potten uitgegroeid tot volwassen planten.

Hieronder staat fer illustratie het transformatieproces schematisch weergegeven. In dit
ilustratieve schema zijn de planten met het gus-gen gemodificeerd (N.B. de planten in
deze aanvraag zijn niet met het gus-gen gemodificeerd).
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Planten met homozygote mutaties zijn geselecteerd voor terugkruising met de referentie
maislijn B104 planten. De nakomelingen van deze kruising werden gescreend op basis
van glufosinaat-gevoeligheid en gebrek aan qRT-PCR-detectie van het T-DNA construct
met construct-specifieke primers. Deze primers detecteren verschillende elementen op het
T-DNA, evenals de bacteriéle resistentiemerker, gelegen op backbone van de
transformatie-vector. Omdat er selectie met behulp van glufosinaat heeft plaatsgevonden
zijn enkel planten geselecteerd die het volledige T-DNA bevatten, en die dus ook zeker het
Cas9-gen bevatten. In uitzonderlijke gevallen kan het ook gebeuren dat het volledige
plasmide inclusief zijn backbone geinsereerd wordt. Door nakomelingen te selecteren die
gevoelig zijn voor glufosinaat, en die bovendien geen amplificatie vertonen van enig
onderdeel van het T-DNA, is er voldoende zekerheid dat het gaat om echte zogenoemde
‘nul-segreganten’ die geen soortvreemd DNA meer bevatten. Via genotypering is verder
geselecteerd voor planten heterozygoot voor de geinduceerde mutaties. Zelfbestuiving
van deze planten gaf een segregerende populatie van wild type, heterozygote en
homozygote mutanten. De T2 planten met de homozygote mutatie(s) zijn geselecteerd
voor verder werk en worden gebruikt in de veldproef.

In onderstaande figuur worden de stappen nodig om homozygote T2 mutanten te bekomen
voorgesteld.

Transformed TO WT plant Selected Selected

plant T1 plant T2 plant

T-DNA locus ()

Edited locus g % g
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C2. Aard en herkomst van de gebruikte vector

Om de B104(ATR-Hb*® en ATR-AX®) en de B104(ATM"®) maislijnen te verkijgen is de

pBUN411 vector gebruikt, zoals gepubliceerd in Xing et al, 2014 .
resistentiecassette vervangen door

oorspronkelijke kanamycine
spectinomycine resistentiecassette.

De vector en het T-DNA construct zijn niet meer aanwezig in de planten die op het veld
staan, zoals beschreven in C1.

Hierbij is de
een efficiéntere

Om de mutatie in het ATR en ATM gen in de B104 maislijn te verkrijgen is onderstaande
vector gebruikt. Deze is echter niet meer aanwezig in de planten die op het veld staan.
Het enige verschil met de niet-gewijzigde referentie-maislijn is de CRISPR/Cas9-
gemedieerde mutatie in het ATR of ATM gen.
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C3. Omvang en aard (naam) van het (de) donororganisme(n) en bedoelde functie van ieder

onderdeel van de sequentie die zal worden ingebouwd

Er werden geen nieuwe sequenties ingebouwd in de planten die op het veld staan. Er zijn enkel
mutaties (basenpaar-toevoegingen of deletie) geinduceerd ter hoogte van de genen ATR of ATM.

Overzicht van de maislijnen in de veldproef

N° van de event | Recipiént CRISPR-gemedieerde DNA-wijzigingen

B104(ATR-Hb"®) |Inteeltlijn B104 | 1bp insertie ter hoogte van chromosoom 5 op positie
64080200.

B104(ATR-AX®) Inteeltlijn B104 | Een 1272bp deletie ter hoogte van chromosoom 5 van

positie 64078928 tot positie 64080200.

B104 (ATM-Ga“©)

Inteeltlijn B104

Twee 1bp inserties ter hoogte van chromosoom 3 op
posities 30146096 en 30142701.

WT

Inteeltlijn B104

none
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De met CRISPR-gewijzigde lijnen in B104 zijn homozygoot gemaakt voor de individuele mutaties.
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D. INFORMATIE OVER DE GENETISCH GEMODIFICEERDE PLANT
D1. Beschrijving van de eigenschappen die zijn geintroduceerd of gewijzigd
De maislijnen bevatten geen nieuw DNA,

De maislijnen B104(ATR-Hb ® en ATR-AX®) en B104(ATM-Ga"°) zijn verkregen door met
behulp van de CRISPR/Cas9 technologie kleine wijzigingen (mutaties) aan te brengen in
de genen ATR of ATM. In dit specifieke geval bestaan die kleine mutaties ofwel uit het
toevoegen van een basenpaar op gerichte plaatsen in de betreffende genen, ofwel uit een
deletie van een fragment in het betreffende gen. Hierdoor wordt het ‘reading frame’
verstoord en verliezen de genen hun functionaliteit. We kunnen dus spreken van knock
outs (KO).

De ATR en ATM genen zijn betrokken bij het natuurlijk DNA-herstelmechanisme van de
plant. In de KO-lijnen verwachten we dus een verminderd herstel van DNA-schade,
waardoor mutaties veroorzaakt door milieustress zich zouden kunnen opstapelen.

D2. Informatie over de sequenties die zijn geintroduceerd/geélimineerd :

D2a) omvang en structuur van het donormateriaal en de methoden die zijn gebruikt voor de

karakterisering daarvan, waaronder informatie over alle delen van de in de GGHP's
geintroduceerde vector of over eventuele dragers van vreemd DNA dat in de GGHP's achterblijft;

Niet van toepassing. Er is geen donormateriaal geintegreerd in het chromosomaal DNA
van de plant. Er zijn enkel kleine mutaties in het ATR of het ATM gen aanwezig.

D2b) bij een eliminatie, omvang en functie van de geélimineerde sequentie(s);

Niet van toepassing. Er zijn geen sequenties geélimineerd in het chromosomaal DNA van
de plant,

D2c) aantal kopie&n van het donormateriaal;
Niet van toepassing. Er is geen donormateriaal geintegreerd in het chromosomaal DNA
van de plant

D3. Informatie over de expressie van het donormateriaal
Niet van toepassing. Er is geen donormateriaal geintegreerd in het chromosomaal DNA

van de plant. Er zijn enkel kleine mutaties aangebracht in het ATR of het ATM gen
waardoor deze genen niet meer functioneel zijn.

D4. Informatie over de verschillen tussen de genetisch gemodificeerde plant en de
recipiénte plant

D4a) voortplantingswijze(n) en/of -snelheid,
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In de serre werden er in de voortplantingswijze en/of snelheid geen verschillen opgemerkt
tussen de niet gewijzigde referentie-maisplanten en de mutante maislijnen B104(ATR-
HbX° en ATR-AXC) en B104(ATM-Ga¥°).

De B104 referentielijn komt pas heel laat tot bloei in de Belgische klimatologische
omstandigheden in vergelijking met de commerciéle maisvariéteiten die geteeld worden
(Voorend et al., 2016). Er wordt verwacht dat als er al een verschil is in het veld, de
mutanten hoogstens nog iets trager tot bloei komen.

D4b) verspreiding;

In beide gevallen vindt de verspreiding plaats via pollen en zaden, en hierin is door de
mutaties geen verandering in gekomen.

D4c) vermogen om te overleven.

Er zijn geen redenen om te veronderstellen dat er een verschil zal zijn in het vermogen van
pollen en zaden om te overleven.

Er zijn ook geen redenen om te veronderstellen dat deze planten beter bestand zouden
zijn tegen afbraak of tegen winterse omstandigheden.

Aangezien er geen verschillen zijn in bloem- en zaadvorming, veronderstellen we dat er
ook geen verschil zal zijn in het vermogen van pollen en zaden om te overleven.

D5. Genetische stabiliteit van het donormateriaal en fenotypische stabiliteit van de
genetisch gemodificeerde mais

De fenotypische stabiliteit van de ATR*® en ATMX® mais wordt onderzocht tijdens de
veldproef. In de serre vertoont de mutant geen fenotype tegenover de referentie-
maislijnen, maar in in vitro experimenten is er een reproduceerbare groeiachterstand
wanneer de mutanten gegroeid worden op kweekbodems met DNA replicatie-remmende
producten.

Er is in de planten geen donormateriaal aanwezig, enkel kleine mutaties. Er zijn geen
redenen om te veronderstellen dat de mutaties genetisch niet stabiel zouden zijn. Eenmaal
geintroduceerd zullen deze mutaties zich immers gedragen net zoals enig andere mutatie
die op welke wijze dan ook in de plant tot stand is gekomen.

D6. Wijziging in het vermogen van de genetisch gewijzigde mais om genetisch materiaal
op andere organismen over te dragen

In de serre werd er geen verschil opgemerkt tussen wild-type enerzijds en ATRK® en
ATMK® mutanten anderzijds wat betreft de start van de generatieve fase.

Er zijn ook geen redenen om te veronderstellen dat de aangebrachte DNA-wijzigingen de
kans op horizontale genoverdracht vanuit de gemodificeerde plant naar bacterién vergroot.
D7. Informatie over toxische, allergene en andere schadelijke effecten op de gezondheid

van de mens, als gevolg van de genetische modificatie

De veronderstelling is dat in de ATR*® en ATMXC planten fouten in het DNA zich
gemakkelijker opstapelen dan in wild-type planten. Het valt niet uit te sluiten dat er op een
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gegeven ogenblik in een bepaalde plant een fout in het DNA optreedt in de
voortplantingscellen die doorgegeven wordt naar een volgende generatie en die een effect
zou kunnen hebben dat als schadelijk gecatalogeerd kan worden. De kans hierop zou
theoretisch gezien in de ATRXC en ATM®® planten iets hoger kunnen liggen dan in wild-
type planten. Hetis echter niet de bedoeling de ATR*® of ATMC planten op enigerlei wijze
in de landbouw, het leefmilieu of de voedselketen te introduceren. De planten zijn enkel en
alleen bedoeld als fundamenteel onderzoeksobject waarin we na willen gaan welke de
effecten van milieustress op het niveau van het DNA zijn.

D8. Informatie over de veiligheid van de genetisch gewijzigde mais voor de gezondheid
van het dier, in het bijzonder wat betreft toxische, allergene of andere schadelijke effecten
als gevolg van de genetische modificatie, voorzover de genetisch gewijzigde mais bedoeld
is voor gebruik in diervoeders

Zie D7.

D9. Mechanisme van de interactie tussen de genetisch gemodificeerde mais en
doelwitorganismen

Niet van toepassing. De kleine wijzigingen zijn niet gericht op een bepaald
doelwitorganisme.

D10. Eventuele veranderingen in de interacties van de genetisch gewijzigde mais met niet-
doelwitorganismen die voortvloeien uit de genetische modificatie.

De ATRKC en ATMKO maislijn heeft voor zover wij tot op heden onder ingeperkt-gebruik-
condities hebben kunnen vaststellen geen fenotypische wijzigingen. Wij zien daarom geen
redenen om te veronderstellen dat er een effect zou zijn op de interacties van de mutante
maisplanten met niet-doelwitorganismen.

D11. Eventuele interacties met het abiotische leefmilieu.
Wij voorzien geen bijzondere interacties met het abiotische leefmilieu.

D12. Beschrijving van de detectie- en bepalingstechnieken voor de genetisch
gemodificeerde plant.

Er is een aantal technieken voorhanden waamee de DNA-wijzigingen kunnen worden

gedetecteerd / geidentificeerd. Het betreft met name PCR mbv primers die specifiek zijn
voor de doelwitsequenties, gevolgd door sequenering.

D13. Informatie over eerdere introducties van de genetisch gemodificeerde plant, indien
van toepassing.

De ATR-Hb lijn werd eerder in een veldproef getest (veldproef B/BE/18/V/8).
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E. INFORMATIE OVER HET INTRODUCTIEGEBIED
E1. Ligging en omvang van het introductiegebied

Het introductiegebied ligt in de gemeente Wetteren op gronden die behoren tot het ILVO.
Een liggingsplan is bijgevoegd in bijlage. Het introductiegebied zal inclusief niet-GGO
buffer niet meer dan 1000 m? bedragen.

E2. Beschrijving van het ecosysteem van het introductiegebied

Het introductiegebied kan omschreven worden als landelijk/agrarisch gebied dat op
maximaal enkele kilometers omsloten wordt door bebouwing in de vorm van industriezone
en dorpskernen. De omgeving van de veldproef bestaat uit akker- en grasland waartussen
zich af en toe een zoom van groen bevindt (bomen en/of struikgewas), en dat doorkruist
wordt door infrastructuur in de vorm van wegen. De Schelde bevindt zich ten noorden van
de veldproef.

Wat flora en fauna betreft zijn er in het introductiegebied geen grote bijzonderheden. Er
komen planten, dieren, en insecten voor zoals die gebruikelijk zijn in een verstedelijkt
agrarisch gebied waarin bermen, boomstroken en kleine stukje bos voorkomen.

Er is sprake van een gematigd zeeklimaat met relatief zachte temperaturen in de winter
(kans op lichte tot soms matige vorst) en gematigde temperaturen in de zomer (tot
ongeveer 33 °C), een overheersende zuid-westelijke windrichting, en een over het jaar
verspreide neerslag van ruim 800 liter per vierkante meter (www.meteo be).

E3. Aanwezigheid van seksueel compatibele in het wild levende verwanten of gekweekte
plantensoorten

De afstand tot andere maisplanten zal minimaal zijn. Niet-genetisch gemodificeerde
maisplanten zullen direct rondom de genetisch gewijzigde maisplanten gezaaid worden.
Anders gezegd: de proef wordt in een bestaand maisperceel ingepast. Ook daarbuiten
bevinden zich in de nabije omgeving percelen met niet-genetisch gewijzigde mais.

E4. Afstand tot officieel erkende biotopen of beschermde gebieden die kunnen worden
beinvioed

De dichtstbijzijnde waardevolle gebieden zijn de bossen ten zuiden van Gontrode (op meer
dan 1 kilometer afstand), en het erkende Schelde-Durme estuarium (ten oosten van Gent
tot aan de NL grens, op meer dan 1 kilometer ten noorden van de proef). De Kalkense
meersen liggen op ongeveer 6 km afstand.
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F.INFORMATIE OVER DE INTRODUCTIE
F1. Doel van de introductie

De veldproef vindt plaats in het kader van wetenschappelijk onderzoek naar de groei,

ontwikkeling en stress respons van planten. Er wordt in eerste instantie nagegaan of de

planten ook onder reéle teeltcondities eenzelfde gewijzigd fenotype laten zien als in de

serre. In dit geval heeft deze wetenschappelijke veldproef de volgende doelen:

1) Met behulp van de ATR¥® en ATMX lijnen wordt getracht de impact van milieustress
zoals extreme weersomstandigheden of milieuverontreiniging op het genetisch
materiaal van de plant te onderzoeken.

F2. Geplande datum/data en duur van de introductie

De proef zal aanvangen in mei 2019 en loopt tot en met oktober 2019. De proef neemtdus
één groeiseizoen in beslag.

F3. Methode die zal worden gebruikt voor de introductie van de genetisch gemodificeerde
planten

De mais zal met de hand worden gezaaid.

F4. Methode voor de behandeling en het beheer van het introductiegebied v6ér, tijdens en
na de introductie, waaronder teelt- en oogstmethoden

Het introductiegebied zal voorafgaand aan de introductie een mechanische
grondbewerking (ploegen / cultivator / grondfrees) ondergaan met het doel een voldoende
luchtig en verkruimeld zaaibed te verkrijgen.

Gedurende het seizoen zal een of enkele keren met een herbicide en/of handmatig het
onkruid bestreden worden, zoals gebruikelijk is in de teelt van mais. Er zal geen glufosinaat
worden gebruikt.

De oogst van de gewijzigde maisplanten zal met de hand gebeuren. Daarbij zal er vooral
gelet worden op het verzamelen van alle kolven/zaden, ook de allerkleinste. Ditis immers
het enige reproductieve materiaal.

Na de oogst zal het perceel enige tijd braak liggen om vervoigens ten laatste in het
eerstvolgende voorjaar geploegd te worden.

F5. Aantal planten, bij benadering (of planten per vierkante meter)
Het gaat om een kleine veldproef met daarin 450 CRISPR gemuteerde planten, hetgeen

overeenkomt met ongeveer 50m?. Daarnaast zijn er net zoveel wild-type controle planten
in de proef aanwezig.
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G. INFORMATIE OVER PLANNEN VOOR BEHEERSING, CONTROLE, FOLLOW-UP EN
AFVALBEHANDELING

G1. Genomen voorzorgsmaatregelen:

G1a) afstand(en) tot sexueel compatibele plantensoorten, zowel in het wild levende verwanten
als cultuurgewassen;

De afstand tot niet-gewijzigde maisplanten zal minimaal zijn, aangezien de proef omringd
wordt door een ruime buffer met wild-type planten en de proef zich in een perceel
cultuurma’s bevindt.

G1b) maatregelen om de verspreiding van een voortplantingsorgaan van de genetisch gewijzigde
mais (b.v. pollen, zaad, knollen) tot een minimum te beperken of te voorkomen.

Om verspreiding van de mutatie te verhinderen zullen de gewijzigde maisplanten zowat
allemaal worden ontpluimd voordat er sprake is van verspreiding van pollen. Er geldt een
uitzondering voor enkele ATRX® en ATMKC planten waarvan verspreiding van pollen wordt
voorkomen door de mannelijke bloeiwijzen te omhullen met een papieren zak, hetgeen net
zo effectiefis. De verspreiding van de mutatie naar omliggende maisplanten wordt op deze
manier voor de volle 100% voorkomen.

De monitoring op bloeiwijzen zal starten vanaf het moment van de vorming van het laatste
blad. De proefplot zal dan om de drie maal per week bezocht worden om te controleren op
mannelijke bloeiwijzen. De ervaring met de eerdere maisveldproeven B/BE/11/A/4 en
B/BE14/V2 heeft geleerd dat het niet nodig is om dagelijks te gaan controleren. De
mannelijke bloemen worden verwijderd van zodra ze zichtbaar zijn en de ervaring heeft
geleerd dat wanneer er om de andere dag wordt gecontroleerd er nooit een mannelijke
bloem een stadium zal kunnen bereiken dat hij pollen gaat kunnen verspreiden.

Met de monitoring op, en het verwijderen van mannelijke bloeiwijzen zal worden gestopt
van zodra alle mannelijke bloeiwijzen verwijderd zijn (het aantal planten in de proef is in
detail bekend (ook per rij), en het aantal verwijderde mannelijke bloeiwijzen per rij wordt
strikt bijgehouden, dus men weet perfect wanneer alle mannelijke bloemen verwijderd zijn.
Bovendien is dit ook visueel te controleren). Mochten op 15 september nog niet alle
mannelijke bloemen verwijderd zijn, dan zal sowieso op die datum met monitoring en
bloemverwijdering worden gestopt, omdat de eventuele verspreiding van stuifmeel op dat
moment geen aanleiding meer kan geven tot de verspreiding van genetisch gewijzigd
materiaal. De kolven in de omringende mais en de verre omgeving zijn dan immers allang
bevrucht geweest en volop met zaden gevuld.

Er zal rondom de gewijzigde en referentiemais een buffer van 3 meter met niet-genetisch
gewijzigde mais gehanteerd worden als bestuiverlijnen die net zoals de proefplot na de
oogst vernietigd zal worden (zie proefplan).

G2. Beschrijving van de methoden voor de behandeling van het gebied na de introductie

Het plot zal na de oogst gedurende een korte periode braak liggen en dan gedurende de
winter of ten laatste in het eerstkomende voorjaar worden geploegd.

Ervaring met dergelijke veldproeven sinds 2012 heeft aangetoond dat het niet nodig is
om het proefplot in het jaar na de proef braak te laten liggen. In zeven jaren is er nog
nooit een opslagplant waargenomen. Daarom wordt er in het jaar na de proef terug
cultuurmais ingezaaid.
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G3. Beschrijving van de methoden voor de behandeling van de oogst en de afvalstoffen
van de genetisch gemodificeerde plant

De oogst van de maisplanten zal handmatig gebeuren. Een aantal planten zal volledig
worden geoogst om van die planten telkens parameters zoals het gewicht en het droge
stof gehalte te bepalen van de stengels, de bladeren en de kolven. Van de overige planten
worden enkel de kolven geoogst. Dit gebeurt zeer zorgvuldig waarbij ook de allerkleinste
kolven worden verwijderd. Al het geoogste materiaal gaat in zorgvuldig gelabelde, gesloten
zakken en wordt in een gesloten voertuig afgevoerd voor verder onderzoek. Materiaal dat
niet meer nodig is voor verder onderzoek zal worden geinactiveerd. Alle stengels en
bladeren die achterbliven op het veld, zullen daar verhakseld worden. Stengels en
bladeren zijn niet reproductief en om die reden geen GGO meer. Wortels en onderste deel
van de stengel zullen in de grond achtergelaten worden en composteren.

G4. Beschrijving van controleplannen en -technieken

De proef zal visueel worden gecontroleerd. Deze visuele controle zal op regelmatige
tijdstippen (minimaal twee keer per maand) plaatshebben met een intensivering in de
periode dat de mannelijke bloeiwijzen verschijnen. Deze periode van intensieve monitoring
start zoals onder G1b al vermeld op het moment dat het laatste blad gevormd wordt en
drie maal per week plaatshebben totdat alle mannelijke bloeiwijzen zijn verwijderd of
doorlopen tot 15 september. Mannelijke bloemen worden met de hand in hun geheel
verwijderd. De pluimen worden in gesloten houders afgevoerd in een gesloten
vervoermiddel en worden geinactiveerd. Nota bene: van enkele planten zullen de
mannelijke bloemen niet verwijderd worden, maar omhuld met een zak, hetgeen net zo
effectief is om verspreiding van genetisch materiaal te voorkomen.

G5. Beschrijving van noodmaatregelen

Een eerste noodmaatregel is dat de veldproefplot wordt voorzien van een buffer van 3
meter met niet-gewijzigde maisplanten die net als de proefplot na ocogst zal worden
vernietigd. Mocht er een gewijzigde maisplant omwaaien, dan zal die plant door de buffer
worden opgevangen. Als bij een controle een omgewaaide maisplant wordt aangetroffen,
dan wordt deze verwijderd, inclusief kolven en zaad, en vervolgens vernietigd.

Er is voor een buffer met maisplanten gekozen in plaats van een buffer in de vorm van
gras of braakligging, om randeffecten in de veldproefplot zo veel mogelijk te voorkomen.

Er zou zich in de praktijk een aantal calamiteiten kunnen voordoen. Een voorbeeld is
moedwillige beschadiging van de proef. Zodra dit wordt opgemerkt zal het beschadigde
materiaal dat niet meer te redden is zorgvuldig worden opgeruimd en vernietigd.

Een tweede calamiteit die zich zou kunnen voordoen is dat het vervoermiddel met zakken
met geoogste kolven bij een ongeval betrokken zou raken en dat de kolven op straat
zouden belanden. Als dat gebeurt dan zal al het materiaal zorgvuldig worden verzameld,
bijeengeveegd en in tonnen worden gedaan die afgesloten worden, om vervolgens hun
reis naar het onderzoeksdepartement weer te hervatten.

G6. Methoden en procedures om het gebied te beschermen

De proef vindt plaats op een privédomein dat omgeven is door een gesloten hekwerk en
dat verboden toegang is voor onbevoegden.
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