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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 MIR604 x GA21 (Unik kode SYN-IR6(4-5 x MON-B(P@?21-9) fra
Syngenta Seeds Inc. ble godkjent til import, videreforedling og bruk som mat og for under EU-
forordning 1829/2003 i 2011 (sgknad EFSA/GMO/UK/2007/48). MIR604 x GA21 er resultat av
konvensjonelle kryssinger mellom innavlede maislinjer med eventene MIR604 og GA21. Kryssingene
er utfgrt for a utvikle en maishybrid med resistens mot visse skadegjgrere i billeslekten Diabroticia,
samt toleranse mot herbicider med virkestoff glyfosat. Maishybrid MIR604 x GA21 er tidligere
vurdert av VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer med hensyn pa mulig helse- og miljgrisiko
1 forbindelse med EFSAs offentlige hgring av sgknaden i 2008 (VKM 2009a). Foreldrelinjene
MIR604 og GA21 er ogsa tidligere risikovurdert av VKM, bade som enkelteventer og i en rekke andre
hybrider (VKM 2005a,b, 2008, 2009b,¢,d,e, 2010, 2011, 2012a,b).

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 neringsmidler (EFSA 2006, 2010a, 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,
barekraft og samfunnsnytte, i henhold til kravene i den norske genteknologiloven og dens
konsekvensutredningsforskrift. Disse aspektene blir derfor ikke vurdert av Faggruppe for
genmodifiserte organismer.

Foreldrelinjen MIR604 har fatt innsatt et modifisert cry3A-gen (mcry3A) fra Bacillius thuringiensis
subsp. tenebrionis og genet pmi fra E. coli. MCry3A-genet uttrykker d-endotoksinet mCry3A, som gir
plantene resistens mot angrep fra bladbiller i slekten Diabrotica. Pmi-genet uttrykker enzymet
fosfomannose isomerase, som gir toleranse overfor sukkerarten mannose.

Foreldrelinjen GA21 er fremkommet ved biolistisk transformasjon av embryonale maisceller fra en
ikke navngitt maislinje. Den innsatte genkonstruksjonen inneholder et endogent 5-enolpyruvylsikimat-
3-fosfatsyntetase (mepsps)-gen, som er modifisert ved hjelp av in vitro-mutagenese. Mepsps-genet
koder for enzymet 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase = (mEPSPS), som omdanner
fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til S-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, viktige metabolitter i syntesen
av aromatiske aminosyrer. N-fosfonometylglycin er et systemisk, ikke selektivt herbicid som hemmer
EPSPS-enzymer og derved blokkerer biosyntesen av aromatiske aminosyrer i planter. I motsetning til
plantens EPSPS-enzym er det modifiserte mEPSPS-enzymet fra mais ogsa aktivt ved narvaer av
glyfosat.
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Molekyleer karakterisering

Maishybriden MIR604 x GA21 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom maislinjene MIR604
og GA21. Spaltingsdata og 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 mCry3A-, PMI og mEPSPS-proteiner i vegetativt vev og korn er
sammenlignbare med uttrykk av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.

Komparative analyser

Feltforsgk over en vekstsesong i USA viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MIR604 x GA21og umodifiserte, n@r-isogene kontrollsorter med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.

Miljgrisiko

Seknaden gjelder godkjenning av maislinjen MIR604 x GA21 for import, prosessering og til bruk i
neringsmidler og forvarer, og omfatter ikke dyrking. Med bakgrunn i tiltenkt bruksomrade er
miljgrisikovurderingen avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frgspredning i forbindelse med
transport og prosessering, samt indirekte eksponering gjennom gj@gdsel fra husdyr foret med
genmodifisert mais.

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 MIR604 x GA21 antas det ikke a vere risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer eller pa abiotisk miljg i Norge.

Samlet vurdering

VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer finner det lite trolig at den omsgkte bruken av
maislinje MIR604 x GA21 vil medfgre endret risiko for milj¢ sammenlignet med annen mais.

Nokkelord

Mais, Zea mays L., genmodifiserte maishybrid MIR604 x GA21, EFSA/GMO/UK /2007/48, insektresistens,
herbicidtoleranse, glyfosat, mcry3A, mepsps, mCry3A, mEPSPS, 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 & 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.

Cry Krystall protein fra Bacillus thuringiensis

cry3A Gen fra Bacillus thuringiensis subspecies tenebrionis.

Cry3A 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 ern@ring 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.

Locus Spesifikk posisjon pa kromosomet der et gen er lokalisert.

MALDITOF  Massespektrometrimetode for a male molekylvekt til peptider.

Mannose Monosakkarid

Mendelsk

nedarving Lovmessig nedarvingsmgnster ved ulike typer kryssinger.

mEPSPS 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase

MT Mattilsynet

Northern blot  Teknikk for overfgring av RNA til en membran for pavisning av uttrykte RNA-

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

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.

Den genmodifiserte maishybriden MIR604 x GA21 (Unik kode SYN-IR6(4-5 x MON-B(P@?21-9) fra
Syngenta Seeds Inc. ble sgkt godkjent til import, prosessering, og som mat og fér under EU-
forordning 1829/2003/EF i 2007 (EFSA/GMO/UK/2007/48). Sgknaden ble fremmet og anbefalt av
britiske myndigheter i november 2007. Dokumentasjonen knyttet til sgknaden ble lagt ut pa offentlig
hgring pa EFSAs GMO Extranet 12. mars 2008, med frist pa 90-dager for innspill fra EU- og
E@S/EFTA-landene. Under hgringen vurderte VKMs faggruppe for GMO sgknaden med hensyn pa
mulig helse- og miljgrisiko, og utarbeidet en forelgpig risikovurdering av maishybriden.
Risikovurderingen ble publisert 3.4.2009 (VKM 2009a), sammen med faggruppens innspill til EFSA
(Vedlegg 1). Foreldrelinjene MIR604 og GA21 er ogsa tidligere risikovurdert av VKM, bade som
enkelteventer og i en rekke andre hybrider (VKM 2005a,b, 2008, 2009b,c,d,e, 2010, 2011, 2012a,b).

EFSAs GMO-panel ferdigstilte sin helse- og miljgrisikovurdering av maishybriden 29.4.2010 (EFSA
2010b), og sgknaden ble godkjent av EU-Kommisjonen 22.12.2011 (Kommisjonsbeslutning
2011/892/EU).

Status i Norge

I Norge ble GA21 innmeldt som prosessert férvare under den nasjonale overgangsordningen for
eksisterende GM-produkter 15. mars 2006 (jfr. forvareforskriftens § 7a), og var 1 utgangspunktet tillatt
a omsette pa det norske markedet fram til 15. september 2008. Pa bakgrunn av at implementeringen av
EUs GM-regelverk pa mat og for har tatt lengre tid enn antatt, har Mattilsynet vedtatt a forlenge
dispensasjonen om krav til godkjenning fram til 15. september 2013. Notifiseringene omfatter kun
prosesserte, ikke spiredyktige forvarer til oppdrettsfisk, og dispensasjonen er gitt til fire
fiskeforprodusenter. Overgangsordningen omfatter ikke husdyrfor.

Status utenfor EU/EGS

Utenfor EU/E@S-omradet er MIR604 x GA21 godkjent for dyrking, og omsetning som mat og/eller
for i Japan og Sgr-Korea (CERA 2013). I tillegg er maishybriden godkjent til bruk som mat og/eller
for i Mexico 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 EU-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, 2010a, 2011), og
OECDs veiledningsdokumenter vere nyttige 1 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/2007/48 - MIR604 x GA21
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Risikovurdering

1 Innledning

Miljgrisikovurderingen av den genmodifiserte maishybriden MIR604 x GA21 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. MIR604 x GA21 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, 2010a, 2011).

1.1 Beskrivelse av egenskaper og virkningsmekanismer

Hybriden MIR604 x GA21 er dannet ved tradisjonell kryssingsforedling mellom to innavlede linjer,
avledet av de genmodifiserte maislinjene MIR604 og GA21.

Foreldrelinjen MIR604 har fatt innsatt et modifisert bakterielt cry3A-gen (mcry3A) fra Bacillius
thuringiensis subsp. tenebrionis. mCry3A-genet er fremkommet ved endringer i basesekvensen av
cry3A-genet, endringer som medfgrer optimalt uttrykk i mais. Genet, som er under kontroll av en
maispromotor fra et metallothionein-lignende gen (mt/), koder for et J-endotoksin som gir
maisplantene resistens mot angrep fra bladbiller i slekten Diabrotica, eksempelvis D. virgifera
virgifera ("Western Corn Rootworm) og D. longicornis barberi (’Northern Corn Rootworm’).
Proteinet uttrykkes primart i rgttene hos maisplantene. 1 tillegg inneholder den innsatte
genkonstruksjonen et pmi-gen fra Escherichia coli. Genet koder for enzymet fosfomannose isomerase
(PMI), som omdanner mannose-6-fosfat til fruktose-6-fosfat. Mannose kan derfor benyttes som
karbonkilde hos planter som uttrykker pmi-genet, og er i denne sammenheng brukt som
seleksjonsmarkgr under transformasjonsprosessen. Pmi-genet er under kontroll av mais- promotoren
ZmUbilntron, som uttrykkes konstitutivt i enfrgbladete planter

Foreldrelinjen GA21 er produsert ved biolistisk transformasjon av embryonale maisceller fra en ikke
navngitt maislinje. Den innsatte genkonstruksjonen inneholder et endogent 5-enolpyruvylsikimat-3-
fosfatsyntetase (mepsps)-gen, som er modifisert ved hjelp av in vitro-mutagenese. Det modifiserte
EPSPS-enzymet i GA21 har 99,3 % sekvensidentitet med det opprinnelige genet, og skiller seg fra
villtypeenzymet ved at 2 av totalt 445 aminosyrer er endret. Uttrykket av mepsps-genet kontrolleres av
en konstitutiv risaktinpromotor.

Mepsps-genet koder for enzymet 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase (mEPSPS), som omdanner
fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, viktige metabolitter i syntesen
av aromatiske aminosyrer. N-fosfonometylglycin er et systemisk, ikke selektivt herbicid som hemmer
EPSPS-enzymer og blokkerer derved biosyntesen av aromatiske aminosyrer i planter. I motsetning til
plantens EPSPS-enzym er det modifiserte mEPSPS-enzymet fra mais ogsa aktivt ved narvaer av
glyfosat. De transgene plantene vil derfor tolerere hgyere doser av herbicider med virkestoff glyfosat
sammenlignet med konkurrerende ugras. Shikimatbiosynteseveien finnes hos planter og
mikroorganismer, men ikke hos dyr.

Genkonstruksjonen inneholder ogsa et optimalisert kloroplastoverfgringspeptid (OTP), som bidrar til &
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malrette uttrykket av mEPSPS-proteinene til kloroplastene. Peptidsekvensene er avledet av RuBisCo-
gener, isolert fra mais og solsikke.

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 F;-hybridfrg. Dette gir ensartede og produktive sorter (heterosiseffekt). Den
transgene hybriden MIR604 x GA21 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom maislinjene
MIR604 og GA21.

2.2 Evaluering av foreldrelinjer
2.2.1 Foreldrelinje MIR604

2.2.1.1 Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

I henhold til sgkers dokumentasjon er event MIR604 produsert ved genetisk transformasjon av
umodne celler fra en umodifisert maishybrid. Hybriden er dannet ved konvensjonelle kryssinger
mellom de to innavlede maislinjene NP2500 og NP2499. Transformasjonen ble foretatt ved hjelp av
Agrobacterium tumefaciens, stamme LBA4404, inneholdende plasmidet pZM26. T-DNA, som ble satt
inn 1 maisgenomet, inneholder en mcry3A-ekspresjonskassett, med fglgende elementer: mcry3A-gen,
promoter MTL fra mais, ZmUbilntron-promoter og polyubiquitin-genets fgrste intron, pmi-genet fra E.
coli, samt 3’ikke-translatert omrade fra nopalinsyntase (NOS) omradet fra Agrobacterium tumefaciens.
NOS avslutter (terminerer) transkripsjonen.DNA-fragmentet inneholder ikke antibiotikaresistensgener.

2.2.1.2 Karakterisering av geninnsettingen/genkonstruksjonen

Southern blot-, TagMan PCR- og sekvensanalyse av DNA, isolert fra blad, viser at en nesten fullengde
kopi av pZM26 rekombinante DNA-fragment er satt inn i maisens genom. Molekyl@rbiologisk
karakterisering viser at det er satt inn bare en kopi av det rekombinant DNA-fragmentet i genomet.
Gener og DNA-elementer i DNA-fragmentet er vist i figur 1 og tabell 1.

l13!111' {1976 bp)
mery3A (1787 I:-p;! NOS (253 bp) }l I}HOS (253 bp)
RE (25bp)  MTL (2556 bp) { Zmsbilnt (1893 bp) | | LB {25 bp)

\ | I/

\ B f | |
R AR R AR X .
p e B i
SRR }\—E
[.

Figur 1. Gener og regulatoriske elementer satt inn i maislinje MIR604.

Molekylaerbiologiske analyser viser at det rekombinante fragmentet i planten inneholder de samme
gener og genelementer som er pa det tilsvarende T-DNA-fragmentet i vektoren pZM26. Det er kuttet
bort 44 bp fra 5’- og 43 bp fra 3’-delen av DNA-fragmentet. Totalt er 8416 bp av T-DNAet satt inn i
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maisen. Det er ogsa funnet tre nukleotidendringer i T-DNAet. En av endringene er i MTL-promoteren.
De to andre er i den kodende delen av pmi-genet. Disse endringene medfgrer to aminosyre-endringer,
valin i posisjon 61 er byttet ut med alanin (V61A) og glutamin i posisjon 210 med histidin (Q210H).
Den fgrste endringen er en konservativ endring, begge er alifatiske aminosyrer. Den andre endringen
er substitusjonen av en syregruppe med en basisk gruppe. Disse endringene har ikke resultert i
endringer i enzymets funksjon. Det er ikke pavist vektorsekvenser som ligger utenfor hgyre- og
venstre grense. Flankerende sekvenser, ca. 1000 bp oppstrgms (5’-enden til genet) og ca 1000 bp
nedstrgms (3’-enden til genet) er sekvensert. Sekvensanalyser av det rekombinante DNA-fragmentet
pa 8416 bp i MIR604 viser at flankesekvensene til fragmentet er genomisk DNA fra mais.

Tabell 1. Beskrivelse og stgrrelsesfordeling av gener og regulatoriske elementer i DNA-fragmentet.

Genetisk element Stgrrelse  Funksjon
(bp)
RB 25 Hgyre grense, gensekvens fra Ti-plasmidet pZM26, ngdvendig for
overfgring av DNA
MTL-promotor 2556 Promoter fra mais, fra et metallotionin-likende protein. Medfgrer

hovedsakelig ekspresjon i rgttene hos maisplantene (de Framond 1991)

mcry3A 1797 Modifisert versjon av cry3A-genet fra Bacillus thuringiensis. Genet er
optimalisert for uttrykk i mais. Aminosyresekvensen til det modifiserte
Cry3A-proteinet er identisk med det opprinnelige proteinet, med
unntak av et modifisert serin-protease gjennkjenningssete.

NOS 253 Terminatorsekvens fra nopalin syntase-genet fra Agrobacterium
tumefaciens (Depicker et al. 1982).

ZmUbilntron 1993 Promotorregion og intron fra polyubiquitin-genet hos mais. Inneholder
genets fgrste intron (Christensen et al. 1992)

pmi 1176 Pmi- gen fra E.coli. Genet uttrykker enzymet fosfomannose
isomerase, og er satt inn som seleksjonsmarkgr (Negretto et al. 2000)

NOS 253 Terminator, 3° DNA- sekvens som avslutter transkripsjonen.
Terminatorsekvensen er hentet fra nopalin syntase-genet hos
A.tumefaciens (Depicker et al. 1982).

LB 25 Venstre grense, gensekvens fra Ti-plasmidet pZM26, ngdvendig
overfgring av DNA

NY INFORMASJON

EFSA s risikovurdering av MIR604 ble publisert i april 2009. I forbindelse med EFSAs hgring av
hybrider der MIR604 inngar som en av foreldrelinjene har Syngenta kommet med fglgende ny
informasjon:

APPENDIX 3 (April 2010): Event MIR604 Maize: Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotides
(BLASTN) Analysis of Maize Genomic Sequences Flanking the Insert.

APPENDIX 4 (April 2010): Event MIR604 maize: basic local alignment search tool for nucleotides
(BLASTN) analysis of maize genomic sequences flanking the insert against a plant expressed sequence
tags (EST) database
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APPENDIX 5 (April 2010): Event MIR604 maize: basic local alignment search tool for translated
nucleotides (BLASTX) analysis of maize genomic sequences flanking the insert.

APPENDIX 7 (Mars 2009): Comparison of Transgenic Protein Expression in Event Btll, Event
MIR604 and Stacked Btl1 x MIR604 Maize (Corn) Hybrids.

APPENDIX 9 (Februar 2009): Comparison of Transgenic Protein Concentrations in Event Btll,
Event MIR604, Event GA21, and Btl1 x MIR604 x GA21 Maize Hybrids

APPENDIX 10 (April 2010): Quantification of mCry3A and MIR604 PMI in Event MIR604 Maize
Tissues Grown in Spain in 2008.

APPENDIX 11(September 2010): Quantification of mCry3A and MIR604 PMI in Event MIR604
Maize Tissues Grow Romania in 2008.

APPENDIX 12 (Oktober 2010): Event MIR604 maize: genome to insert junction analysis for
translated reading frames with no minimum size: assessment of amino acid sequence similarity to
known or putative toxins.

Appendix 12.1: Event MIR604 Maize Insert to Genome Junction Analysis for Translated Reading
Frames with No Minimum Size: Protein Alignments for the Assessment of Amino Acid Sequence
Similarity to Known or Putative Toxins

APPENDIX 13 (April 2010): Event MIR604 maize: genome to insert junction analysis for translated
reading frames with no minimum size: assessment of amino acid sequence similarity to known or
putative allergens.

APPENDIX 17 (April 2010): mCry3A: assessment of amino acid sequence similarity to known or
putative toxins.

Appendix 17.1: mCry3A: Protein Alignments for the Assessment of Amino Acid Sequence Similarity to
Known or Putative Toxins

APPENDIX 18 (April 2010): Phosphomannose Isomerase as expressed in Event MIR604 maize:
assessment of amino acid sequence similarity to known or putative toxins.

Appendix 18.1: MIR604 PMI: Protein Alignments for the Assessment of Amino Acid Sequence
Similarity to Known or Putative Toxins

APPENDIX 19 (April 2010): mCry3A: assessment of amino acid sequence similarity to known or
putative allergens.

APPENDIX 20 (April 2010): Phosphomannose Isomerase as expressed in transgenic Event MIR604
maize: assessment of amino acid sequence similarity to known putative allergens.

Western blot og pavisning med polyklonale antistoffer viser at bade mCry3A- og PMI-proteinene har
de forventede molekylvektene. mCry3A ble pavist i alt plantevev med unntak i pollen. Det er ikke
funnet at det er utfgrt bioaktivitet-assay med renset planteprodusert mCry3A-toksin, men det er utfgrt
bioaktivitet-assayer med E. coli.-produsert mCry3A-toksin. Det er utfgrt forsgk pa bade
malorganismer og ikke-malorganismer. Det ble ikke pavist effekter pa ikke-malorganismer som
honningbier (Apis mellifera), marihgne (Coccinella septempunctata), nebbteger (Orius insidiosus),
lgpebiller (Poecilus cupreus), rovbiller (Aleochara bilineata) og meitemark (Eisenia fetida). mCry3A
har god effekt mot larver fra mal-organismen Diabrotica virgifera virgifera (se Appendix 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33).
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2.2.1.3 Informasjon vedrgrende uttrykk av innsatte gener og apne leserammer (ORF)

Proteinuttrykk

Dokumentasjonen fra Syngenta inkluderer resultater fra proteinekspresjonsstudier med MIR604 som
er inkludert i sgknad om godkjenning av maislinjen til mat og for (EFSA/GMO/UK/2005/11). I tillegg
er det lagt ved studier som er utfgrt i forbindelse med sgknader om godkjenning av fire hybrider der
MIR604 inngar som en av foreldrelinjene (EFSA/GMO/DE/2009/66, EFSA/GMO/UK/2008/56,
EFSA/GMO/UK/2007/48 & 50).

Resultatene fra seks proteinekspresjonsstudier er summert i tabell 2 og 3. Siden studiene er basert pa
plantemateriale med wulik genetisk bakgrunn, samt at det er benyttet ulike metoder for
proteinekstrahering og —analyse, er direkte sammenligninger av resultatene av begrenset verdi. I
samtlige undersgkelser ble det, med unntak for pollen, detektert kvantifiserbare nivaer av mCry3A-
protein i alle undersgkte vev. Det var ogsa en trend i materialet at konsentrasjonen av mCry3A-protein
var hgyest i bladvev, og at nivaet i modne frg var relativt lavt.

USA 2002

Feltforsgk med MIR604 i USA vekstsesongen 2002 inkluderte to ulike hybridlinjer (MIR604-B,
MIR604-C) og en innavlet linje (MIR604-A). Hybridplantene var hemizygote for event MIR804 og
representative for maissorter i kommersiell dyrking, mens den transgene innavlede linjen var
homozygot for MIR604.

Plantematerialet ble testet i randomiserte blokkforsgk pa Syngentas feltstasjon i Illinois. Det ble tatt
prever av ti planter fra hver maislinje pa fire ulike vekststadier: V9-V12 (6 uker), blomstring (10-11
uker), frgmodning (18-20 uker) og visning (23-24 uker). Det ble ekstrahert protein fra prgver av blad,
rgtter, hel plante, frg, hunnblomster og pollen, og innhold av mCry3A- og PMI ble analysert ved hjelp
av enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Med unntak av pollen, ble det pavist mCry3A—protein i alle undersgkte vev. Nivaet av mCry3A-
protein i pollen bade fra hybridene og den innavlede linjen var under deteksjonsgrensen pa 0,15 pg/g
tgrrvekt (t.v.). De hgyeste konsentrasjonene av proteinet ble funnet i blad fra den innavlede linjen ved
blomstring (gjennomsnittlig 93,5 pg/g t.v., maksimum 107,6 ug/g t.v.) (tabell 2).

I gjennomsnitt over alle vekststadier varierte konsentrasjonen av mCry3A i rgtter og hel plante mellom
henholdsvis 7,3-92,6 pug/g t.v. og 3,6-35,3 ug/g t.v. Konsentrasjonen av mCry3A i frg varierte mellom
0,8 og 3,1 pg/g t.v.

Konsentrasjonen av PMI-protein var generelt lavere sammenlignet med nivaene av mCry3A. Den
hgyeste konsentrasjonen av PMI-proteinet ble funnet i blad fra hybriden MIR604-C tidlig i
vekstsesongen (V9-12); gjennomsnitt 2,14 pg/g t.v., maksimum 2,56 pg/g t.v. Gjennomsnittlige
malinger av PMI-protein i hel plante varierte fra under deteksjonsgrensen til 1,5 PMI ug PMI/g t.v. |
modne korn ble nivaet av PMI malt fra under deteksjonsgrensen til 0,5 pug /g t.v., mens det ble funnet
gjennomsnittverdier pa 5,2 ug/g t.v. i pollen fra en av hybridlinjene.

Europa 2008

Resultater fra feltforsgk i Lleida, Spania vekstsesongen 2008, viste at uttrykket av mCry3A i blad
varierte fra 10,1 ug mCry3A/g t.v. ved utviklingstrinn V9-V12 til 79,8 ng mCry3A/g t.v. ved
frgmodning (tabell 3). Tilsvarende varierte konsentrasjonen av proteinet i rgtter mellom 8,4 pg
mCry3A/g t.v. ved blomstring til 36,4 pg mCry3A/g t.v. tidlig i vekstsesongen. Konsentrasjonen av
mCry3A i frg varierte mellom 0,4 til 1,3 pg/ g t.v., mens nivaet av proteinet i pollen var under
deteksjonsgrensen i alle undersgkte prgver. Det bemerkes av konsentrasjonene som oppgis i
hoveddossierene ikke er korrigert for ekstraksjonseffektivitet, i motsetning til verdiene som oppgis for
blad, rgtter og pollen i vedlegg 10 & 11.
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Tilsvarende feltforsgk i Lovrin, Romania samme ar viste lavest niva av Cry-proteinet i bladprgver tatt
ved frgmodning (tabell 3). Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen av proteinet fra 12,1 pg
mCry3A/g t.v. ved modning til 33,2 ug mCry3A/g t.v. ved blomstring. I rgtter var nivaet av mCry3A
under deteksjonsgrensen ved frgmodning, mens konsentrasjonen av proteinet i stadium V6/V12 ble
malt til 36,6 ug/g t.v. Konsentrasjonen av mCry3A i frg varierte mellom 0,4 til 0,8 pg/ g t.v., mens
nivaet av proteinet i pollen var under deteksjonsgrensen i alle undersgkte prgver. Syngenta
kommenterer den store variasjonen i proteinkonsentrasjon i blad- og rotprgvene ved framodning med
stor variasjon i plantenes utviklingsstadium ved prgvetaking. Det hevdes videre at dette ikke er uventet
siden maisplantene passerer gjennom de siste reproduktive stadiene med ulik hastighet.

Begge feltforsgkene inkluderte en hybridlinje avledet av MIR604 (NP2171CRW604/NP2073), og en
umodifisert, ner-isogen hybridlinje som kontroll (NP2171/NP2073).
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Tabell 2.

Lokalitet
(forspksar)

IL, USA*
(2002)
Innavl. A

IL, USA*
(2002)
Hybrid B

IL, USA*
(2002)
Hybrid C

IL, USA®
(2005)
IL, USA®
(2005)

IL, USA!
(2006)

Spania®
(2008)

Romania”
(2008)

Gjennomsnittlige konsentrasjoner og variasjonsomrader for mCry3A i ulike vev i MIR604-maisplanter fra ulike forsgkssteder i USA, Spania og

Romania (pg/g t.v.).
Blad Rgtter
(V9-V12) (V9-V12)
Gjennomsnitt Gjennomsnitt
(variasjon) (variasjon)
36,07 38,74

(23.55-73.05)

18,64
(16,27-20,90)

25,76
(22,23-31,86)

23,74
(21,30-28,29)

36,00
(32,20-40,00)

16,26
(7,19-23,47)

19,08
(16,50-22,49)

Merknader, se tabell 3.

(29,77-53,07)

25,5
(23,55-27,07)

19,41
(16,29-21,18)

17,98
(16,46-20,86)

21,80
(15,90-25,80)

16,64
(9,29-26,52)

17,63
(14,10-24,67)

Blad
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

93,52
(85,52-107,57)

15,93
(11,40-20,87)

16,83
(13,16-21,18)

35,50
(33,28-36,89)

27,20
(22,50-34,70)

34,10
(28,80-39,70)

16,69
(14,70-23,46)

19,86
(12,78-23,58)

Rgtter
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

62,38
(45,41-96,91)

15,57
(10,58-18,57)

14,46
(11,56-18,30)

20,96
(19,39-22,44)

20,20
(17,90-23,30)

17,40
(11,30-25,50)

10,2
(5,97-16,89)

14,81
(9,04-19,77)

Hel plante
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

28,28
(20,20-35,27)

11,16
(4,23-16,99)

11,22
(9,05-14,41)

15,30
(11,30-20,00)

Pollen
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

<0,15°

<0,15°

<0,15°

<0,004°
<0,030°
<0,053"
<0,11°

<0,8°

<0,10°

<0,08"

Blad
(modning)

Gjennomsnitt
(variasjon)

24,30
(19,55-32,94)

13,29
(9,61-15,40)

24,49
(19,58-28,87)

41,54
(35,17-50,66)

34,30
(17,50-46,30)

47,90
(42,73-56,60)

8,60
(4,28-14,22)

Regtter
(modning)

Gjennomsnitt
(variasjon)

43,52
(9,56-92,55)

7,29
(4,99-9,03)

12,96
(7,10-19,46)

21,28
(14,27-25,78)

15,80
(12,10-18,50)

11,85
(9,42-10,93)

7,52
<0,52°-22,30

Frg
(modning)

Gjennomsnitt
(variasjon)

1,73
(0,89-2,35)

1,09
(0,74-1,83)

1,95
(1,26-3,13)

0,68
(0,61-0,78)

0,48
(0,33-0,79)

<0,6°

0,64
(0,41-1,33)

0,65
(0,40-0,79)
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Tabell 3.

Lokalitet
(forsgksar)

IL, USA?
(2002)
Innavl. A

IL, USA®
(2002)
Hybrid B

IL, USA®
(2002)
Hybrid C

IL, USA!
(2005)

IL, USA®
(2005)

IL, USA!
(2006)

Spania®
(2008)

Gjennomsnittlige konsentrasjoner og variasjonsomrader for PMI i ulike vev i MIR604-maisplanter fra ulike forsgkssteder i USA, Spania og

Romania (ug/g t.v.).

Blad Rgtter

(V9-V12) (V9-V12)
Gjennomsnitt Gjennomsnitt
(variasjon) (variasjon)

1,45 <0,39°
(0,86-2,47)
1,76 <0,93
(1,53-1,98) <0,39-1,28
2,14 0,99
(1,68-2,56) (0,80-1,20)
9,99 6,03
(8,60-12,32) (4,95-7,70)
5,10 5,90
(4,50-5,80) (4,20-6,60)
14,51 1,92

(10,75-20,52)

(0,99-3,08)

EFSA/GMO/UK/2007/48 - MIR604 x GA21

Blad
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

1,42
(1,01-1,63)

1,04
(0,93-1,23)

1,17
(0,96-1,45)

10,63
(8,12-13,75)

5,90
(5,70-6,40)

14,70
(11,70-16,30)

8,86
(7,17-10,64)

Rgtter
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

0,74
(0,60-1,12)

1,02
(0,95-1,07)

0,92
(0,71-1,03)

3,51
(2,82-4,38)

4,30
(3,90-5,00)

5,20
(3,80-6,50)

1,53
(0,54-2,62)

Hel plante
(blomstring)

Gjennomsnitt
(variasjon)

1,08
(0,95-1,22)

1,46
(1,41-1,49)

1,35
(1,22-1,39)

10,00
(8,00-12,50)

Pollen

(blomstring)

Gjennomsnitt

(variasjon)

4,82

3,88

5,24

43,42
(43,09-43,67)
60,05
(50,25-71,27)
37,36
(36,50-38,42)

22,35
(15,60-30,70)

74,30
(68,30-90,80)

48,31
(40,53-52,88)

18

Blad

(modning)

Gjennomsnitt
(variasjon)

<0,06"

<0,19

(<0,06"-<0,22 )

<0,19

(<0,06°-<0,22 )

4,66
(3,89-6,03)

2,70
(1,60-3,30)

10,31
(7,97-16,68)

Rgtter
(modning)

Gjennomsnitt

(variasjon)
<0,19
(<0,06"-<0,22)

<0,22¢

<0,22¢

2,58
(1,56-3,54)

3,00
(1,60-4,20)

1,92
(1,49-2,73)

Frg

(modning)

Gjennomsnitt
(variasjon)

0,20
(0,18-0,23)

0,40
(0,28-0,60)

0,50
(0,47-0,54)

1,82
(1,58-2,22)

1,60
(1,20-2,00)

2,90
(1,40-4,80)

3,90
(3,08-4,99)
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Romania” 9,89 2,56
(2008) (6,27-14,11) (1,64-3,37)

8,44
(4,66-13,28)

2,09
(1,50-2,90)

68,52

(58,14-74,30)

(<0,06"-0,55)

(<0,12°-5,98)

2,20
(0,94-3,27)

? Data provided from report No. SSB-028-03 A1 (Joseph and Hill 2003)
® Value presented is the limit of detection (LOD)

° Data provided from report No. SSB-034-06 A1 (Hill and McDonald 2009). Pollen samples were collected from three USA locations: Mackinaw, IL, Monroeville, IL, Seward, NE.

4 Data provided from repart No. SSB-022-07 A1 (McDonald 2009)
° Value presented is the limit of quantitation (LOQ)

"Data provided from report No. SSB-028-07 A1 (McDonald 2009)
¢ Data provided from report No.SSB-005-10 (Kramer 2010)

" Data provided from report No. SSB-219-10 (Kramer 2010)
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Apne leserammer

I henhold til dokumentasjonen fra sgker er det gjort studier for & pavise apne leserammer i 5’- og 3’
flankerende ende til det rekombinante DNA-fragmentet. Det er sgkt pa seks potensielt apne
leserammer bade i 5°- og 3’ retning. Det er pavist en apen leseramme pa 258 bp, som begynner i NOS
terminatoren og fortsetter gjiennom T-DNAet og inn i 3’ flankerende ende til det rekombinante DNA-
fragmentet. Det er ikke pavist promoterelementer foran leserammen. Teoretiske analyser av mulige
polypeptider fra hver av de 12 leserammen v.h.a. BLASP, allergen (AD6)-, toksin (TOXINS)- og
peptid (ALLPEPTIDES)-databasene viser ingen biologisk relevante strukturelle likheter til allergener,
toksiner og farmakologiske aktive proteiner. Resultatene fra disse teoretiske analysene viser at det er
lite sannsynlig at dersom noen av disse leserammene skulle bli transkribert, vil resultere i polypeptider
som medfgrer potensielle toksiske eller allergene effekter, eller har andre uheldige helsemessige
konsekvenser.

2.2.1.4 Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

I henhold til dokumentasjonen fra Syngenta, presentert i sgknad EFSA/GMO/UK/2005/11, er genetisk
stabilitet undersgkt ved analyse av genomisk DNA fra tilbakekryssingsgenerasjonene BC4-BC6.
Resultatene av Southern blot-analysene viser at det rekombinante DN A-innskuddet er stabilt integrert i
maisgenomet og nedarves stabilt over generasjoner. Det ble ikke funnet forskjellig bandmgnster
mellom de ulike generasjonene, og det konkluderes med at det kun er én kopi av ekspresjonskassetten
i MIR604. Bruttostgrrelsen pa det innsatte DNA-fragmentet er ogsa intakt. Det ble videre funnet
forventet spaltingstall pa 3:1 for mCry3A og PMI, noe som indikerer at det rekombinante DNA-
fragmentet fglger mgnsteret for mendelsk nedarving av et enkelt, dominant lokus (forventet hemizygot
nedarving).

Fenotypisk stabilitet er videre demonstrert ved spaltingsdata fra fire tilbakekryssingsgenerasjoner
(BC3-BC6). Frg fra disse generasjonene, som representerer genotyper som er hemizygote for
transgenene, ble dyrket i veksthus, og bladprgver hgstet ved blomstring ble analysert for uttrykk av
mCry3A- og PMI-proteiner. Analysene viser stabilt uttrykk av mCry3A- og PMI-proteiner over
generasjoner (tabell 4).

Tabell 4. Uttrykk av proteinene mCry3A og PMI i bladveyv fra fire tilbakekryssingsgenerasjoner
av MIR604.

Tilbakekryssings Gj.snitt mCry3A Gj.snitt PMI
generasjon pg/g t.v. nglg t.v.
BC3 15,54 1,32
BC4 15,30 1,20
BC5 11,83 1,19
BC6 12,33 1,14

2.2.1.5 Delkonklusjon

Faggruppen vurderer karakteriseringen av det rekombinante DNA-innskuddet i MIR604, og de
fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene til a vere tilfredsstillende.
Faggruppen har ikke identifisert noen risiko knyttet til det som framkommer av den
molekyl@rbiologiske karakteriseringen av det rekombinante innskuddet i MIR604. Faggruppen har
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tidligere vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene og funnet at
informasjonen er tilstrekkelig (VKM 2005a).

2.2.2 Foreldrelinje GA21

2.2.2.1 Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

I folge sgkers dokumentasjon ble et modifisert epsps-gen (mepsps-gen) dannet ved a klone et epsps-
gen fra villtype-mais inn i plasmidet pDPG434 og deretter indusere to mutasjoner ved hjelp av in
vitro-mutagenese. Mutasjonene i de kodende omrader av epsps-genet har fgrt til to endringer i
aminosyresekvensen, dvs. i posisjon 102 (endring av threonin til isoleucin) og posisjon 106 (prolin til
serin). pDPG434-plasmidet inneholder foruten andre gener ogsa bla-genet, som koder for
ampicillinresistens. Mepsps-genet sitter pa et 3,49 kilobase (kb) stort NotI-restriksjonsenzymfragment.
Fragmentet inneholder fglgende elementer: en risaktinpromoter og -intron (r-act P+I), et optimalisert
kloroplastoverfgringspeptid (OTP) med genelementer fra mais og solsikke, samt en nopalinsyntase 3'-
ende terminatorsekvens (NOS3") fra Agrobacterium tumefaciens. Ampicillinresistensgenet sitter
utenfor Nofl-restriksjonsenzymfragmentet.

Notl-fragmentet ble klippet ut av plasmidet med Notl-restriksjonsenzym og overfort til
suspensjonskulturer med embryonale maisceller ved hjelp av partikkelakselerasjonsmetoden. NofI-
fragmentet inneholder ikke antibiotikaresistensgen. Transformanter ble selektert ved at de overlevde
og vokste 1 n@rver av glyfosat.

2.2.2.2 Karakterisering av geninnsettingen

Det er benyttet Southern blot og sekvensering for a karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i
planten. Molekylerbiologisk karakterisering viser at et rekombinant DNA-fragment pa 18,5 kb er satt
inn 1 maisens genom. DNA-fragmentet inneholder tre fullstendige kopier av mEPSPS- kassetten og tre

avkortede mEPSPS-kassetter.

Det er her kun beskrevet en fullstendig mEPSPS kassett. mEPSPS- kassetten inneholder fglgende
gener og DNA-elementer (figur 2, tabell 5).

Tabell 5. Beskrivelse av de innsatte genene i GA21.

Genetisk element Opprinnelse/funksjon

P-ractl Promoter fra risaktin-gen, inneholder exon 1

ractl intron Intron fra risaktin-gen, uttrykkes ikke i planten

OTP DNA sekvens som koder for kloroplastoverfgringspeptid, fra solsikke

(Helianthus annus) og mais.

mepsps Modifisert mepsps- gen fra mais.

NOS 3’ 3’ DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra
nopalinsyntase-gen til Agrobacterium tumefaciens, uttrykkes ikke i
planten.

EFSA/GMO/UK/2007/48 - Maishybrid MIR604 x GA21
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Acfininfron -:456&::;::3
1
Actinexon 1 (79bp) I'.
Aciin promoter (343 bp) \ \ NCSterminator (272 bp

\ | OTP(393 bp) |
HDEII{SF\ \ | ri mepsps (1338 bp) | Norl{3495)

Pe—— N

Figur 2. Rekombinant DNA-fragment i maisens genom.

Molekylaerbiologiske analyser viser at det rekombinante DNA-fragmentet i planten inneholder seks
pafglgende omrader som stammer fra 3,49 kb Notl-restriksjonsfragment fra plasmidet pDPG434.
Kopiene fra dette 3,4 kb rekombinante DNA-fragmentet blir av Syngenta benevnt som Copy 1 til 6.
Southern-blot analyser viser at disse kopiene nedarves som et enkelt lokus.

Copy 1 inneholder et avkortet r-act P (5° delesjon pa 696 bp), og henholdsvis fullstendig r-act I, OTP,
mepsps og NOS3'-terminator. Copy 2, 3 og 4 inneholder intakte versjoner av mepsps 3,49 kb Notl-
restriksjons DNA-fragmenter. Copy 5 inneholder en avkortet mEPSPS kassett som bestar av fullengde
r-act P+I, OTP, og et ufullstendig mepsps-gen.Copy 6 inneholder en avkortet mEPSPS kassett, som
bestar av r-act P

Western blot-analyser viste kun fullengde mEPSPS-protein og ingen trunkerte mEPSPS-proteiner, slik
at det ufullstendige mepsps-genet sannsynligvis ikke kan uttrykkes i maisplanten. Med Northern-blot
analyser med spesifikk mepsps-probe ble det ikke pavist trunkert mepsps-gen fra Copy 5 DNA-
fragmentet. Analyser av genomisk 5° flankesekvenser til Copy 1 viste homologi til
kloroplastsekvenser fra mais, mens analyser av 3’ sekvenser til Copy 6 viste homologi til flere
maissekvenser. Disse sekvensene var repetitive sekvenser. Molekylarbiologiske analyser viser at det
rekombinante fragmentet i planten inneholder de samme gener og genelementer som pa Notl-
fragmentet. Genene pa det rekombinante DNA-fragmentet i GA21 uttrykker det samme mEPSPS-
proteinet som uttrykkes i NotI-fragment.

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

Proteinuttrykk
Syngenta viser til at konsentrasjonen av mEPSPS-protein i GA21 er malt i prgver fra feltforsgk i
Illinois, USA i 2004 og Spania i 2007.

Forsgket i USA inkluderte to transgene GA21-hybrider (115TT-189, 47TT-593) og deres respektive
umodifiserte, ner-isogene linjer. Uttrykket av mEPSPS-protein ble malt ved hjelp av enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) i blad, rgtter, fr@, pollen og hele planter pa fire ulike vekststadier. Det
ble detektert mEPSPS—protein i de aller fleste undersgkte plantevev. I gjennomsnitt over alle
utviklingsstadiene varierte konsentrasjonen av mEPSPS-protein i blad, rgtter og hel plante mellom
deteksjonsgrensen (<0,2 pg/g ravekt) og ca 15 pg/g ravekt (<0,3 til 70 ug/g tgrrvekt, t.v.). I frg ble
nivaet av proteinet malt til 4-7 pug/g ravekt (5-10 pg/g t.v.) ved modning og visning, mens verdiene for
pollen var i gjennomsnitt 168 pg/g ravekt. Uttrykt i form av biomasse i felt varierte mengden av
mEPSPS-protein mellom ca 108 g mEPSPS/ha 6 uker etter utplanting til 537 g mEPSPS/ha ved
blomstring. Nivaet av det endogene EPSPS-proteinet var signifikant lavere sammenlignet med
konsentrasjonen av modifisert mEPSP-protein i GA21.
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Forsgket i Spania inkluderte en transgen hybridlinje (H8124GT), samt en umodifisert, n@r-isogen
kontroll. Det ble detektert mEPSPS—protein i alt plantevev som ble undersgkt. I gjennomsnitt varierte
konsentrasjonene av proteinet mellom 5,9 og 18,9 pg/g ravekt i blad og 2,1-5,5 pg/g ravekt i rgtter.
Videre ble nivaet av mEPSPS-protein malt til henholdsvis 5,6 til 10,2 pg/g ravekt i prgver av hel
plante og 5,9-6,8 ug/g ravekt i frg. Konsentrasjonen av proteinet i pollen varierte mellom 99,8 og
101,6 pg/g ravekt.

Apne leserammer
I fglge dokumentasjon fra sgker er det utfgrt bioinformatikk-studier (BLAST) for & vurdere potensialet
for nye mulige apne leserammer innen den innsatte genkonstruksjonen.

Av seks mulige apne leserammer til de to flankesekvensene er det pavist to apne leserammer
henholdsvis 1 5° — og 3’-flankesekvens. Teoretiske in silico analyser av mulige polypeptider fra hver
av disse leserammene v.h.a. National Center for Biotechnology Information (NCBI) Entrez Protein
Database (NCBI 2005), som inneholder alle publiserte tilgjengelige proteinsekvenser, viser ingen
relevante strukturelle likheter til toksiner. Teoretiske in silico analyser av mulige polypeptider fra hver
av disse leserammene ble ogsa sammenlignet med Syngenta Biotechnology, Inc. (SBI) Allergen
Database. Denne databasen innholder aminosyresekvenser fra kjent og antatte allergene proteiner fra
databasene GenPept, PIR, SWISS-PROT, List of Allergens database (INt Union Immun Scocieties),
FARRP protein allergen database. Resultatene fra disse teoretiske analysene viser at det er lite
sannsynlig at det dersom noen av disse leserammene skulle bli transkribert vil resultere i polypeptider
som medfgrer potensielle toksiske eller allergene konsekvenser.

EFSAs GMO Panel har bedt om ytterligere informasjon fra sgker vedrgrende potensielle nye apne
leserammer inne i ekspresjonskassen, mellom og inne i det rekombinante DNA-fragment pa 18,5 kb
som er satt inn i planten. Syngenta paviste en ny apen leseramme. Det ble konkludert med at denne
apne leserammen ikke hadde de ngdvendige DNA-komponenter for transkribering. Dersom den skulle
bli transkribert vil den ikke kunne resultere i polypeptid med potensielle toksiske eller allergene
konsekvenser.

2.2.2.4 Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

I henhold til dokumentasjonen fra Syngenta er genetisk stabilitet undersgkt ved analyse av genomisk
DNA fra tre tilbakekryssingsgenerasjoner (BC1, BC2 og BC3). Resultatene av Southern blot-
analysene viser at det rekombinante DNA-innskuddet er stabilt integrert i maisgenomet og nedarves
stabilt over generasjoner. Videre er fenotypisk stabilitet demonstrert ved spaltingsdata fra tre
tilbakekryssingsgenerasjoner. Frg fra disse generasjonene ble dyrket i veksthus, og bladprgver
analysert for konsentrasjon av mEPSPS-protein. Analysene viser stabilt uttrykk av mEPSPS-protein
OVver generasjoner.

I sgknad fra 2005 (EFSA/GMO/UK/2005/19) vises det ellers til overvaking av fenotypisk stabilitet i
over 70 feltforsgk med GA21 i USA siden 1994, og atte feltforsgk i Europa siden 1996.

2.2.2.5 Delkonklusjon

Faggruppen vurderer karakteriseringen av det rekombinante DNA-innskuddet i maislinje GA21, og de
fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene til a vere tilfredsstillende.
Faggruppen har ikke identifisert noen risiko knyttet til det som framkommer av den
molekyl@rbiologiske karakteriseringen av det rekombinante innskuddet i GA21. Faggruppen har
tidligere vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene og funnet at
informasjonen er tilstrekkelig (VKM 2005b, 2010).

EFSA/GMO/UK/2007/48 - Maishybrid MIR604 x GA21
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2.3 Hybriden MIR604 x GA21

2.3.1 Molekylaer karakterisering

MIR604 x GA21 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom maislinjene MIR604 og GA21.
Molekylarbiologiske analyser viser at de rekombinante fragmentene i planten inneholder de samme
gener og genelementer som er i foreldrelinjene MIR614 og GA21. Bade mepsps-, mcry3A-, og pmi-
genene som uttrykkes i maiskorn er undersgkt med Southern-blot analyse. Flankerende sekvenser til
de rekombinante DNA-fragmentene i MIR604 x GA21 er ikke sekvensert. Siden MIR604 x GA21 er
fremkommet ved konvensjonell kryssing mellom MIR604 og GA21 hevder Syngenta at sekvensene i
og rundt de respektive fragmentene er uendret. Syngenta henviser til dokumentasjonen for MIR604 og
GAZ21 for analyser av apne leserammer.

Analyser dokumentert i sgknad for GA21 av enzymatisk aktivitet av mEPSPS-proteinet viser ingen
forskjell mellom plante- og bakterieprodusert protein. Fordgyelighetstester viste ogsa at mEPSPS-
proteinet fordgyes raskt i simulert mage- og tarmsaft. Tilsvarende viste fordgyelighetstester
dokumentert i sgknadene for MIR604 at mCry3A-proteinet fordgyes raskt i simulert magesaft.
Proteinet bestar av en proteaseresistent og en proteasefordgyelig del. I insekttarmen vil den
proteasefordgyelige delen spaltes til aminosyrer, mens den resistente delen ikke blir fordgyd. I
simulert tarmsaft fra mennesker fordgyes fullengdeproteinene raskt. Etter 24 timer er den
proteaseresistente delen av proteinene spaltet i minst 3 deler. Detaljer av de komparativ Southern-blot
analyse av GA21, MIR604 og GA21 x MIR604 er klassifisert som konfidensiell informasjon av sgker.

2.3.2 Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener

Sgker opplyser om at uttrykk av proteinene mCry3A og mEPSPS ble malt i veksthus i USA i 2005.
Forsgket ble utfgrt i form av en blokk med to rekker. Det ble plantet MIR604, GA21, MIR604 x GA21
og en umodifisert linje NP2672/NP2171. GA21 ble krysset inn i linje NP2171 og MIR604 inn i linje
NP2672. For analyser ble det tatt ut fem transgene planter og to umodifiserte planter. Det ble foretatt
analyser av prgver fra blad, retter, pollen og korn pa til sammen 3 ulike utviklingsstadier og 3 gjentak.
I fglge dokumentasjon fra sgker var nivaene av malte proteinprodukter i vegetativt vev og korn i
overensstemmelse med variasjonsomradene for de respektive foreldrelinjene. Nivaet av mCry3A, PMI
og mEPSPS for henholdsvis blad, rgtter, og korn i moden plante er gjengitt her. Mengde mCry3A 1
pollen ble malt ved blomstring. Uttrykk av mCry3A i blad, rgtter og korn ble malt til henholdsvis 35,1
+ 4,4 pg/g tgrrvekt (TV) (variasjonsbredde (VB)=28,5-38,6), 17,6 + 2,5 ug/g TV (VB=15,3-21,1),
0,45 £ 0,13 pg/g TV (VB=0,37-0,52), PMI til 2,7 = 0,7 pg/g TV (VB=2,0-3,8), 2,8 + 0,9 pg/g TV
(VB=2,3-3,2) og 1,5 £ 0,3 pg/g TV (VB= 1,2-1,7), og mengde mEPSPS til 11,9 + 2,4 ug/g TV (VB=
10,3-14,2), 6,1 £ 1,4 TV (VB= 5,3-6,6) og 2,7 £ 0,3 TV (VB=2,4-3,0). Nivaet av mCry3A, PMI og
mEPSPS i pollen var lavere enn kvantifiseringsgrensen pa 0,02 pg/g terrvekt, (VB=22,4-33,7) og
(82,6-97,7).

2.3.3 Nedarving og stabilitet av innsatt DNA
Sgker viser til spaltingsdata fra kryssinger over flere generasjoner med foreldrelinjene MIR604 og
GA21 og resultater fra en kryssingsgenerasjon med hybriden for & demonstrere genetisk stabilitet.

Videre viser Southern analyser av de rekombinante innskuddene i MIR604 x GA21-genomet at det er
molekylar ekvivalens og identisk kopitall med de rekombinante DNA- innskuddene i foreldrelinjene.

2.4 Delkonklusjon

Maishybriden MIR604 x GA21 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom maislinjene MIR604
og GA21. Spaltingsdata og Southern-analyser indikerer at de innsatte strukturene nedarves stabilt, og
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at antall, struktur og organisering av disse genkonstruksjonene er ekvivalent med de som finnes i
foreldrelinjene. Nivaene av mCry3A-, PMI og mEPSPS-proteiner i vegetativt vev og korn er
sammenlignbare med uttrykk av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.
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3 Komparative analyser

3.1. Agronomiske karakterer

I henhold til dokumentasjon fra sgker er det gjennomfgrt feltforsgk med maislinjen MIR604 x GA21
pa ti lokaliteter i seks ulike stater i USA vekstsesongen 2005. Hvert forsgksfelt bestod av et fullstendig
randomisert blokkdesign med fire gjentak per lokalitet. Femten kommersielt tilgjengelige hybridsorter
ble benyttet som referansemateriale i forsgkene. I tillegg ble det benyttet to nar-isogene maishybrider
med ulik tidlighet (tidlig (NP2672 x NP2171) og medium-tidlig (NP2673 x NP2391)) som kontroll i
forsgkene.

Det er foretatt registreringer av totalt 20 agronomiske og morfologiske karakterer knyttet til
reproduksjon, spredning og vegetativ vekst. I tillegg presenterer sgker data fra visuelle observasjoner
av tre karakterer relatert til sjukdomsresistens. Sgker har foretatt statistiske analyser innen steder og
kombinerte analyser over steder for hver karakter. De kombinerte analysene viser signifikante lavere
innhold av vann i frget ved hgsting (p< 0,05) hos MIR604 x GA21 sammenlignet med kontroll.
Forskjellene var imidlertid sma (16,9 % vs. 17,8 %) og ble ikke funnet i det middels-tidlige
sortsmaterialet. For de gvrige karakterene ble det ikke funnet signifikante forskjeller

Variansanalyser innen steder viser signifikante forskjeller (p< 0,05) mellom test- og kontrollhybrider
for karakterene ’antall dager til blomstring’, lengde, tgrrstoffinnhold og avling pa enkelte av
lokalitetene. Sgker konkluderer med at observerte verdier av fenotypiske og agronomiske karakterer
ligger innenfor forventet variasjonsomrade for mais.

Syngenta viser ogsa til at feltforsgk med foreldrelinjene MIR604 og GA21 pa en rekke lokaliteter i
USA og Argentina ikke har avdekket signifikante forskjeller i forhold til kontrollsorter med hensyn pa
agronomiske og fenotypiske karakterer.

I forbindelse med EFSAs offentlige hgringer av sgknader om godkjenning av MIR604
(EFSA/GMO/UK/2010/83) og GA21 (EFSA/GMO/UK/2008/60) til dyrking, har VKM vurdert sgkers
komparative analyser av agronomiske karakterer (VKM 2010, 2011). I begge tilfeller ble det
konkludert med ekvivalens mellom den transgene maislinjen og umodifisert kontroll med hensyn pa
disse variablene.

3.2. Delkonklusjon

Feltforspk over en vekstsesong i USA viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MIR604 x GA21 og umodifisert, ner-isogen kontroll med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.
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4  Miljorisikovurdering

Seknad om godkjenning av maishybriden MIR604 x GA21 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 ubeskyttete, 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 insektresistente maislinjen og konvensjonelle sorter med tilsvarende genetisk bakgrunn
for disse karakterene. Det er ingen indikasjoner pa at de introduserte egenskapene hos MIR604 x
GA21 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)

Data fra tilgjengelige eksperimentelle studier viser at genoverfgring fra transgene planter til bakterier
etter all sannsynlighet inntreffer svert sjelden under naturlige forhold, og at denne overfgringen
forutsetter sekvenshomologi mellom overfgrt DNA og bakterien (EFSA 2004, 2009; VKM 2005¢).

Ut fra dagens vitenskapelige innsikt med hensyn til barrierer for genoverfgring mellom ubeslektede
arter og flere ars forskning for om mulig a framprovosere tilfeldig overfgring av genetisk materiale fra
planter til mikroorganismer er det lite som tyder pa at transgenene i MIR604 x GA21 skal kunne
overfgres til andre enn naturens kryssingspartnere ved detekterbare frekvenser i laboratoriestudier. Det
er gjort forsgk som ser pa stabilitet og opptak av DNA fra tarmkanalen hvor mus er oralt tilfgrt M13
DNA. Det tilfgrte DNAet var sporbart i avfgring opp til syv timer etter foring. Svaert 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, Rizzi et al. 2012). Ved 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
GM DNA i feces. Nielsen et al. (2000) og De Vries & Wackernagel (2002) har undersgkt persistens av
DNA og opptak av GM DNA i jord. I disse laboratorieforsgkene ble det pavist svert sma mengder
DNA som var overfogrt fra planter til bakterier.

Disse mengdene ma imidlertid multipliseres med skalaen for dyrking, som er svart omfattende. I
studiene til De Vries & Wackernagel var forutsetningen for overfgring sekvenshomologi mellom
plantetransgenet og mottagerbakterien. I hvilken grad det forekommer tilfeldig sekvenshomologi
mellom plantetransgener og andre naturlig forekommende bakterier er usikkert (Bensasson et al.
2004).

Med bakgrunn i opprinnelse og karakter/egenskaper av de innsatte genene og mangel pa
seleksjonspress i1 fordgyelseskanal, er sannsynligheten for at horisontal genoverfgring vil gi
selekterbare fordeler til eksponerte mikroorganismer svert liten (Nielsen 2003). Det er derfor
usannsynlig at gener fra MIR604 x GA21 vil etableres stabilt i genomet til mikroorganismer i miljget
eller i fordgyelseskanalen hos mennesker eller dyr. Det papekes imidlertid at det er begrensinger i
metodikk (Nielsen & Townsend 2004).

4.2.2 Vertikal genoverforing

Tatt i betraktning det tiltenkte bruksomradet for maishybrid MIR604 x GA21, vil potensialet for
vertikal genoverfgring vare begrenset til utilsiktet frgspredning i forbindelse med transport,
handtering og prosessering av maisen. Eventuell krysspollinering mellom maishybrid MIR604 x
GA21 og konvensjonelt foredlete maissorter vil videre vare betinget av etablering og blomstring av
den transgene hybriden. Det er imidlertid lite sannsynlig at eventuelle sporadiske enkeltplanter av
maishybriden vil spre signifikante mengder pollen til konvensjonelle dyrkingsfelt av mais. Risiko for
utkryssing med dyrkede sorter vurderes derfor til & vere ubetydelig.

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.
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
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temperaturer. Som for konvensjonelle sorter er det ingenting som tilsier at eventuelle spillplanter av
MIR604 x GA21 vil overleve til neste vekstsesong eller etablere ugnskede populasjoner i Norge.

4.3 Potensiale for samspill mellom GMP og malorganismer

Maishybrid MIR604 x GA21 er transformert med et modifisert cry3A-gen (mcry3A) fra Bacillius
thuringiensis subsp. tenebrionis, og uttrykker et mCry3A-protein som gir plantene toleranse mot
angrep fra bladbiller i slekten Diabrotica, eksempelvis D. virgifera virgifera (Western Corn
Rootworm) og D. longicornis barberi (" Northern Corn Rootworm’). I tillegg inneholder den innsatte
genkonstruksjonen et pmi-gen fra Escherichia coli. Genet koder for enzymet fosfomannose isomerase
(PMI), som omdanner mannose-6-fosfat til fruktose-6-fosfat. D. virgifera virgifera er det eneste
malinsektet som er pavist i Europa (Crop Protection 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 1 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 vart 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 Br-toksin for eventuelle malorganismer vil derfor vere svert lav, og ikke ha noen
gkologisk betydning.

4.4 Potensiale for samspill mellom GMP og ikke-malorganismer

Sporadiske spillplanter av maishybrid MIR604 x GA21 med opphav i utilsiktet frgspredning under
ulike omsetningsledd antas ikke & medfgre risiko for ikke-malorganismer.

Nar det gjelder indirekte eksponering gjennom gj@dsel fra husdyr foret med genmodifisert mais vil
mesteparten av Cry-proteinene denatureres av enzymaktivitet (proteaser) i fordgyelseskanalen, og
mikrobielle prosesser vil fgre til en ytterligere nedbryting av proteinet i gjgdsla. Dette medfgrer at
svert 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

Sgknaden gjelder godkjenning av maislinjen MIR604 x GA21 for import, prosessering og til bruk i
neringsmidler og forvarer, og omfatter ikke dyrking. Med bakgrunn i tiltenkt bruksomrade er
miljgrisikovurderingen avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frgspredning i forbindelse med
transport og prosessering, samt indirekte eksponering gjennom gjgdsel fra husdyr foéret med
genmodifisert mais.

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 MIR604 x GA21 antas det ikke a vare risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer eller pa abiotisk miljg i Norge.
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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 &
avdekke sa vel umiddelbare og direkte virkninger som forsinkede og indirekte virkninger pavist i
miljgrisikovurderingen. VKM skal ikke vurdere innretningen av den generelle overvakingen.

Sgknad EFSA/GMO/UK/2007/48 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 MIR604 x GA21.

Tatt i betraktning tiltenkt bruksomrade for MIR604 x GA21 anser VKMs faggruppe for

genmodifiserte organismer at det ikke er behov for & iverksette sarskilt program for overvaking av
maislinjen.
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Konklusjon

Molekylaer karakterisering

Maishybriden MIR604 x GA21 er dannet ved konvensjonelle kryssinger mellom maislinjene MIR604
og GA21. Spaltingsdata og 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 mCry3A-, PMI og mEPSPS-proteiner i vegetativt vev og korn er
sammenlignbare med uttrykk av tilsvarende proteinprodukter i foreldrelinjene.

Komparative analyser

Feltforspk over en vekstsesong i USA viser sma eller ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene maishybriden MIR604 x GA21og umodifiserte, n@r-isogene kontrollsorter med hensyn pa
morfologiske og agronomiske karakterer.

Miljgrisiko

Seknaden gjelder godkjenning av maislinjen MIR604 x GA21 for import, prosessering og til bruk i
neringsmidler og forvarer, og omfatter ikke dyrking. Med bakgrunn i tiltenkt bruksomrade er
miljgrisikovurderingen avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frgspredning i forbindelse med
transport og prosessering, samt indirekte eksponering gjennom gjgdsel fra husdyr foret med
genmodifisert mais.

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 MIR604 x GA21 antas det ikke a vare risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer eller pa abiotisk miljg i Norge.

Samlet vurdering

VKMs faggruppe for genmodifiserte organismer finner det lite trolig at den omsgkte bruken av
maislinje MIR604 x GA21 vil medfgre endret risiko for milj¢ sammenlignet med annen mais.
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Vedlegg 1

A. General comments

The extensive labeling of basic biosafety data related to the biology of the corn hybrid as
"Confidential business information (CBI)" is unacceptable.

This unacceptable practice limit independent verification and access to data on the: protein level of the
EPSPS in the recombinant plant, details on the comparative Southern-blot analyses, expression levels
of the transgene-encoded proteins in plants grown under various conditions, and for data from the
compositional analysis. Most applications do not contain CBI claims on such data, and it is unclear
how these data exhibit high value to competing companies given the broad intellectual property rights
protection in place for the use of these traits.

Indiscriminate use of CBI claims is in direct conflict with and hinders a transparent risk
communication, creating unnecessary insecurity regarding the application. Thus, the applicant must
remove the CBI claims from most if not all parts of the application. Remaining CBI claims, if any,
needs to be justified by an explicit and specific statement on why such claims are necessary.

D, 07.01. Comparative assessment

No compositional analysis of Bt11 x MIR604/MIR604xGA21 maize, but only of the triple stack Bt11
x MIR604 x GA21 is included in application EFSA/GMO/UK/2007/48/ EFSA/GMO/UK/2007/50. In
this regard, the applicant refers to the EFSA Guidance Document for the risk assessment of stacked
transformation events (EFSA 2007), that “as long as each event in the highest number of stacked
events has been risk assessed the risk assessment of the stacked events might also be applicable to GM
stacks containing fewer of these events”. However, in line with the case-by-case principle of the risk
assessment outlined in European regulations, we highly recommend that the applicant should also
conduct and submit a sufficient analysis with Btll x MIR604/MIR604xGA21 maize in order to
receive robust data on the actual composition in the maize hybrid. With regard to a final assessment,
further information is required, because the information provided is not considered sufficient to
support the conclusion of a substantial equivalence of Btl1l x MIR604/MIR604xGA21 maize and
conventional maize, which is the basis of further conclusions in application EFSA/GMO/UK/2007/48/
EFSA/GMO/UK/2007/50. The applicant should be asked to provide a robust and reliable data basis
for composition to assess potential interactions between the parental events. Plant material should be
sampled during a minimum of three growing seasons and at six locations representing different
environmental conditions. The environmental conditions should be documented and provided with the
application. A summarising statistical analysis should address the between-site variation of all
parameters. According to the EFSA Guidance Document for the risk assessment of stacked
transformation events (EFSA 2007), appropriate comparators for the GM plant containing stacked
events should include parental GM lines and isogenic lines. The applicant is asked to include the
parental GM lines Bt11 maize, MIR604 maize /MIR604 maize, GA21 maize in the study design at the
same study.

7.9 Allergenicity
7.9.2 Assessment of allergenicity of the whole GM plant or crop
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Scientific studies, also very recent ones, have shown that the CrylAc protein is a potent systemic and
mucosal adjuvant, which is an enhancer of immune responses. The GMO Panel of the Norwegian
Scientific Committee for Food Safety find it difficult, based on the available data, to assess whether
kernels from maize MIR604 x GA21 may cause more allergenic reactions than food and feed from
unmodified kernels. As the different Cry proteins are closely related, and in view of the experimental
studies in mice, the GMO Panel finds that the likelihood of an increase in allergenic activity due to
mCry3A protein in food and feed from maize MIR604 x GA21 cannot be excluded. Thus, the Panel's
view is that as the adjuvant effect of mCry3A with reasonable certainty cannot be excluded, the
applicant in relation to a possible adjuvant effect of mCry3A must comment upon the mouse studies
showing humoral antibody response of CrylA proteins. Further, although the mCry3A protein is
rapidly degraded in gastric fluid after oral uptake, there is also the possibility that the protein can enter
the respiratory tract after exposure to e.g. mill dust. Finally, rapid degradation is no absolute guarantee
against allergenicity or adjuvanticity.
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