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Angaende utslappande pa marknaden av genetiskt modifierad
starkelsepotatis

Gentekniknamnden har tidigare yttrat sig 6ver i princip samma arende som den davarande
sokanden, Amylogene HB, inlamnade till Jordbruksverket 1996. Namndens yttrande dver
detta arende bifogas (bilaga 1). Namnden har darefter utarbetat en policy angaende
antibiotikaresistensgener i vaxtmaterial (bilaga 2).

Det nu aktuella arendet, som &r en version av den tidigare ansokan, éverlamnades den 17
januari 2003 av den nuvarande sdkanden, Plant Science Sweden AB (PSS), till
Jordbruksverket som darefter har begéart in kompletterande information i &rendet.. Jamfort
med den tidigare ansokan fran Amylogene HB har den nya ansokan uppdaterats enligt
direktiv 2001/18/EG.

Ansokan fran PSS galler linje EH92-527-1 som modifierats i syfte att oka amylopektinhalten i
potatiskndlarna. Ansokan omfattar utprovning, sattpotatisproduktion och kontraktsodling
inom EU for anvandning som stéarkelseravara. Ansokan har bilagts med en dvervakningsplan
och en riskbeddmning (ERA) enligt artikel 35 direktiv 2001/18/EG.

Solanum tuberosum L. (Prevalent) modifierades genom att en bit DNA fordes dver till potatis.
Denna bit DNA innehéll DNA av flera ursprung. Den funktion som dessa olika DNA
formedlar genom sin nérvaro i potatis &r grunden for riskbedomningen. Det dverforda DNAt
har visats varit stabilt integrerat (studerat under 9 ar).

Enligt ans6kan och ERA fordes foljande DNA over till potatis

En bakvand kopia av GBSS genen (granule bound starch synthase), vilket lett till att
amylopektinhalten 6kat kraftigt i linje EH92-527-1 jamfort med omodifierad Prevalent.
Amylos och amylopektin finns naturligt i Prevalent och i annan potatis. Endast forhallandet
mellan naturligt forekommande amylopektin och amylos har férandrats.

En kopia av nptll. Sokanden har visat att genprodukten fran nptll genen (enzymet
APH(3)1I) &r aktivt i linje EH92-527-1.

En bit av bleomycingenen och regioner mellan de inférda generna. Sékanden redovisar
att DNA mellan gener inte rearrangerats under odling av linjen samt att DNA utanfér T-DNA
inte alls forts 6ver. Dessutom redovisas att en del av en bleomycingen (ORF4) finns kopplad
direkt efter nptll genen — men "ur fas”.



Foljande 6vriga karaktarer har beaktats i ERA

Kemisk sammansattning. Linje EH92-527-1 har f6ljt under 9 ar i olika faltforsok. Sma men
statistiskt sdkerstéllda skillnader mellan Prevalent och EH92-527-1 kndlar har identifierats.
Detta géller mangden av mono- och disackarider (hdgre i EH92-527-1), mangden C-vitamin
(hogre i EH92-527-1) samt mangden glykoalkaloider (mindre i EH92-527-1). Dessa tre
karaktarer varierar normalt i olika starkelsepotatislinjer.

Produktions och tillvaxtegenskaper. Tester inom foretaget sa vl som de som gjorts i
Statens frésortnamnds regi visar att EH92-527-1 &r oskiljbar fran Prevalent samt uniform och
stabil i tillvaxtkaraktarer.

Konkurrensformaga. Inga forandringar har observerats i EH92-527-1 jamfort med
Prevalent. EH92-527-1 &r fortsatt kanslig for vaxtsjukdomar, insekter och frost. Méjligheten
att knolar blir kvar efter skérd gor att dvervakning av falt kommer bli nédvéndigt. Ett
fortydligande angaende vilka egenskaper och under vilka forhallanden som konkurrens-
formagan testats saknas dock.

Sokanden foreslar att det faktum att potatislinjen har 6kad amylopektinhalt samt ar
kanamycinrestent inte bor féranleda nagon extra atgard relativt omodifierad potatis annat &n
normal sarhallning. Amylopektin i sig innebar heller ingen risk for manniskors halsa eller
milj0. Proteinet som medger kanamycinresistens har tidigare visats vara ofarligt ur allergi och
toxikologisk synvinkel. Det foreligger ej kanda risker for méanniskors och djurs hélsa eller for
miljon med anvéndandet av nptll som en markérgen inom vaxtforadlingen. Detta
Overensstdimmer med de slutsatser som har dragits av WHO (1993), FDA (1998), Nordiska
Ministerradet (1997). Nordiska Ministerradet har dessutom fort upp nptll genen pa den s.k.
positiva listan for acceptabla markdrgener inom vaxtféradling for livsmedelsproduktion.
Den s6kande beddmer att den del av bleomycingenen som finns med i den genférédndrade
potatisen normalt inte skall kunna avlasas till fungerande enzym (eftersom genen inte &r
komplett) men foreslar att avsaknad av bleomycinenzym fortsattningsvis skall sakerstallas
efter en kommersiell introduktion. Det faktum att potatislinjens kemiska sammansattning
avviker endast marginellt fran omodifierad Prevalent bor inte foranleda nagon extra atgard
relativt normal odling av starkelsepotatis. Det faktum att EH92-527-1 &r oskiljbar fran
Prevalent samt uniform och stabil i tillvaxtkaraktérer innebar att EH92-527-1 inte kan antas
vara vare sig mindre eller mer stabil som linje &n normal stérkelsepotatis. | det fall mutation
skulle uppsta sa skulle spridningsproblematiken inte vara storre eller mindre for Prevalent an
for annan omodifierad starkelsepotatis.

Overvakningsplanen dr omfattande och foreslas stracka sig 6ver 5 ar. Planen omfattar (a) en
sammanfattning av ERA, (b) en strategi, (c) en metoddel och sist (d) en plan fér analys och
sammanstallning av inhdmtad information.

Gentekniknamndens konstaterar att APH(3")11 enzymet astadkommer resistens mot
kanamycin och neomycin och vissa andra aminoglykosider (butirosin m fl.). Inget av dessa
preparat anvands numera inom humanmedicin. Produkten av genen nptll har ingen aktivitet .
mot de aminoglykosider som anvands for narvarande (gentamicin, tobramycin och
netilmicin). | Sverige anvénds inte kanamycin eller neomycin som ldkemedel p.g.a. deras
humantoxiska egenskaper. | Sverige utsétts inte bakterier som ar kanamycin- eller
neomycinresistenta for annat kanamycin &n det som férekommer i naturen. Skulle vi i
framtiden borja anvanda kanamycin eller neomycin som lakemedel eller i djurfoder sa skulle



antalet kanamycin-/neomycinresistenta bakterier komma att dka via tillvaxt av redan
forekommande naturligt resistenta bakterier och eventuell horisontell éverforing fran andra
bakterier. Ett bidrag fran genmodifierade véxter i foda och foder som innehaller nptll genen
far - i den man det 6verhuvud taget forekommer gendverforing fran véxter till tarmbakterier -
forvantas vara ytterst marginellt (se: Gentekniknamndens policy angaende antibiotika-
resistensgener i vaxtmaterial, bilaga 2). Ytterligare kommentarer av teknisk natur ang. nptl|
genen aterfinns i bilaga 3. S6kanden har vidare redovisat att bleomycinpeptid inte har kunnat
sparas trots extensiv forsoksodling och att uttryck av den ofullstandiga genbiten &r osannolik
aven om det inte helt kan uteslutas.

Gentekniknamnden finner att den sokandens slutsatser och forslag till atgarder ar rimliga. Mot
bakgrund av detta, namndens tidigare yttrande samt namndens policy angaende
antibiotikaresistensgener i vaxtmaterial gér Genteknikndmnden — med beaktande av samliga
omstandigheter — den beddmningen att den aktuella potatisen bér kunna marknadsforas.

Beslut i detta arende har efter foredragning av kanslichef G. Brunius fattats av ledaméterna G.
Bjorne, P. Bergman, P. Bill, A. Eriksson, J. Jansson, A. Lundén, S. Lundin, L. Nilsson
Hedstrém (skiljaktlig), S. G. Persson (skiljaktlig), N. Uddenberg, G. Wahlén (skiljaktlig), B.
Wahren samt tjanstgorande ersattaren L. Kollmats.

Reservation avgiven i enlighet med bilaga 4.

For Gentekniknamnden

Gunnar Bjorne

Ordférande
Gustaf Brunius
Kanslichef



Gentekniknamndens policy angaende antibiotikar esistensgener i
vaxtmaterial

Genteknikndmndens policy

Gentekniknamnden har den principiella uppfattningen att markorgener som astadkommer
resistens mot antibiotika som anvands som lakemedel inte skatillatasi genmodifierade vaxter
som ska sl dppas ut pa marknaden. Detta géller aven om riskerna for overforing till bakterier ar
ytterst sma. Det innebar att namnden kommer att inta en mycket restriktiv hallning till
anstkningar avseende faltforsok med vaxter som innehaller resistensgener mot antibiotika
som anvands som lékemedel inom human- och/eller veterinarmedicin. Markérgener (i vaxter)
som medfor resistens mot antibiotika som inte anvands som |&kemedel och g har visats vara
toxiska eller allergena ar enligt néamndens mening godtagbara under en Gvergangsperiod. .
EU-kommissionen har tillsatt en expertgrupp som skall ge forslag pa vilka antibiotika-
resistensmarkorgener som g bor anvandas i genmodifierade vaxter som ska sldppas ut pa
marknaden eller anvéndasi faltforsok. Namnden forutsétter att vaxtforadlingsforetagen
utvecklar metoder som gor det méjligt att ta bort markérgenerna fran de foradlade
vaxtsortimenten bland annat for att underl&tta en fortsatt foradling av produkterna.

Bakgrund
Introduktion, nagra definitioner

Antibiotika. Amnen som dodar celler eller hammar celltillvaxt. Sddana &mnen isolerades
ursprungligen frén mikroorganismer, oftast fran jordmikroorganismer. Idag tillverkas manga
syntetiskt. Resistens mot ett visst antibiotikum kan orsakas av olika faktorer, t.ex att cellen har
ytegenskaper som gor att detta antibiotikum inte tas upp, att malproteinet i cellen har sddana
egenskaper att ett antibiotikum inte tas upp, att malproteinet i cellen har sddana egenskaper att
ett antibiotikum inte kan bindatill det och inaktivera det, att cellen pumpar ut antibiotikum
eller att cellen bryter ner aktuellt antibiotikum till ett icke toxiskt amne. Huruvida antibiotika
kan anvandas som |&kemedel beror pa hur toxiska de ar for manniskan jamfort med den
gukdomsorsakande bakterien.

Markorgener i vaxtforadlingen. Med de nya teknikerna kan man idag 6verfora enstaka
gener fran olika organismer in i vaxtceller, sk.malgener. For att kunnaidentifieraoch isolera
en cell som har tagit upp en magen kopplas dennatill en s.k. markdrgen. Som markorgener
anvands ofta gener som astadkommer resistens mot antibiotika eller ograsmedel (sk.
herbicider) eftersom man da kan tillsitta kemikalien till tillvaxtmediet varvid endast de celler
som har tagit upp generna kommer att vaxa upp till plantor.

Horisontell gendverforing. Detta & ett naturligt forekommande fenomen som innebér att
gener under vissa forutsattningar forflyttas mellan olika arter av organismer ssom bakterier,
svampar, och vaxter.



Hur stor &r risken for horisontell genoverforing fran vaxter till bakterier?

Genoverforing fran bakterier till vaxtceller. | naturen finns exempel system dér en
bakterie, Agrobacterium tumefaciens, dverfor gener till vaxtceller i vilka generna sedan
integrerasi vaxtens kromosomer. Det & denna metod som oftast anvands inom
vaxtforadlingen for att fora malgenerna och markorgenernain i vaxtcellens kromosomer.

Genoverforing mellan bakterier. Det finns ett flertal mekanismer i naturen som férmedlar
horisontell gendverforing till bakterier (konjugation, transduktion och tranformation).
Vanligast ar horisontell genéverféring mellan bakterier via konjugation och transduktion.
Horisontell genoverféring mellan bakterier via konjugation och via bakterievirus s.k.
bakteriofager (transduktion) ar vanlig, men eftersom bakterier under vissa forutséttningar kan
taupp fritt DNA (transformation) kan dverforing fran avlagset bes aktade arter ske.

Genoverforing fran vaxter till bakterier
For att fritt DNA fran vaxter med dessa gener ska kunnatas upp av en bakterie och komma
till uttryck i bakterien maste foljande krav uppfyllas:

1. Genen maste varaintakt. DNA bryts normalt ned i naturen av DNA-nedbrytande
organismer och i mag-tarmkanalen med hjélp av. surt pH och DNA-nedbrytande enzymer.

2. DNA-fragmenten maste sta emot bakteriens forsvar mot inkommande DNA. Bakterier
tillverkar speciella enzymer som bryter ned inkommande DNA.

3. Genen maste haviss likhet (homologi) med bakteriegenomet for att genen ska kunna
integrerasi bakteriekromosomen via rekombination.

4. For att en integrerad gen ska kunna uttryckas maste den ha hamnat sa att de rétta signalerna
for genavlasning (s.k.transkription och translation) blir kopplade till genen.

Slutsats: Sannolikheten att en gendverforing kan ske fran en vaxt till en bakterie finns, men &r
ytterst liten.

Vad blir konsekvensen av en eventuell gendver foring?

Vi kan konstatera att under fleramiljarder & har med mycket 13g frekvens gener eller bitar av
gener flyttats mellan organismer, bland annat mellan vaxter och bakterier. For att
gendverforingar skall fa nagon bestdende effekt maste genen i fraga bidratill bakteriens
Overlevnadsformaga. Under evolutionens gang gor bakterier sig av med ontdigt genmaterial
eftersom det "kostar” att uttrycka gener som kodar for &mnen (t.ex. proteiner) som det inte
finns anvandning for. Foljaktligen finner man inte heller gener eller delar av gener fran vaxter
eller djur som verkar ha 6verforts horisontellt till tarmbakterien E.coli, vars hela kromosom
idag ar sekvensbestamd. Om en gen som ger resistens mot ett antibiotikum forts dver till en
bakterie som en fungerande enhet (se ovan) kommer konsekvensen bli att bakterien i fraga
kan Overleva och delasig i nérvaro av aktuellt antibiotikum.

Vid riskbedémningen av en sddan handelse i mag-tarmkanalen maste man sdledes vagain:

1) anvands aktuellt antibiotikum i medicinskt syfte ?



2) Aterfinns resistens mot detta antibiotikum normalt bland jord/tarm bakterier ?

3) Den vanligaste orsaken till resistens mot antibiotika & den breda anvandningen av
antibiotika inom humanmedicinen och veteringrmedicinen.

Ar nptll genen som astadkommer kanamycinresistens en bra markorgen?

Resistensgenens ur sprung och forekomst. Inom véxtféradlingen anvands genen nptll (eller
aph(3’)lia- som den ocksa bendmns) som en markérgen. Denna gen & allmént
forekommandei ett stort antal vanliga resistensplasmider hos gramnegativa bakterier (t ex.
hos tarmbakterien E. coli). | jord som inte har utsatts for selektivt tryck av kanamycin, & anda
1 bakterie av 1000 naturligt resistent (Smalla et al, 1997). | USA har man visat att 15-20 % av
proverna patarmbakterier fran friska och sjuka personer innehdll kanamycinresistenta
bakterier (Levy et al., 1988).

Toxicitet. Det protein som nptll genen kodar for (neomycin phosphotransferas I1) har noga
analyserats och befunnits vara varken toxiskt eller alergent (WHO, 1993).

Egenskaper och korsresistens. Nptll genen astadkommer resistens mot kanamycin och
neomycin och vissa andra aminoglykosider (butirosin m fl.). Inget av dessa preparat anvands
numera som medicin. Produkten av genen nptll har ingen aktivitet mot de aminoglykosider
som anvands for nérvarande (gentamicin, tobramycin och netilmicin). En viss aktivitet mot
amikacin finns beskriven, men den aktiviteten har inte visats vara kliniskt betydel sefull.

Kanamycin och neomycin som lakemedel. | Sverige anvands inte kanamycin eller
neomycin som lakemedel p.g.a. deras toxiska egenskaper. | Sverige utsétts inte bakterier som
ar kanamycin- eller neomycinresistenta fér annat kanamycin an det som forekommer i
naturen. | Sverige ges for narvarande inte en selektiv fordel for bakterier som & kanamycin-
eller neomycinresistenta. Skulle vi i framtiden borja anvanda kanamycin eller neomycin som
|akemedel, eller i djurfoder i preventivt syfte, skulle antalet kanamycin-/neomycinresistenta
bakterier komma att 6ka viatillvaxt av redan resistenta bakterier och horisontell dverforing
fran andra bakterier. Ett bidrag fran genmodifierade vaxter i var foda som innehaller nptll
genen far - i den man det 6verhuvud taget forekommer gendverforing fran vaxter till
tarmbakterier — forvantas vara ytterst marginellt.

Slutsatser och framtida utveckling

1.Det foreligger g synbarligarisker for manniskors och djurs hélsa eller for miljon med
anvandandet av nptll som en markérgen inom vaxtféradlingen. Detta dverensstammer med de
slutsatser som har dragits av WHO (1993), FDA (1998), Nordiska Ministerradet (K arenlampi,
1997). Nordiska Ministerradet har dessutom fort upp nptll genen pa den s.k. positiva listan for
acceptabla markdrgener inom véxtforadling for livsmedel sproduktion.

2.Markorgener som astadkommer resistens mot antibiotika som anvands som lakemedel skall
intetilldtasi genmodifierade vaxter som ska sldppas ut pa marknaden i EU. Ett forslag pa
vilka antibiotikaresi stensmarkorgener som g bor anvandas i genmodifierade vaxter som ska
sldppas ut pa marknaden eller anvandasi faltforsok skall presnteras av den tidigare namnda
expertgruppen som tillsatts av EU-kommissionen..



3.Tekniker utarbetas nu som framéver kommer att gora det mojligt att efter selektionsfasen
(se Introduktion: Markérgener i vaxtforadlingen) ta bort selektionsmarkérerna. Nya
selektionsmarkorer, som inte bygger pa resistens mot antibiotika, tas aven fram. Pa sa sitt kan
man undvika att de vaxter som odlas innehaller resistensgener mot olika antibiotika.
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Bilaga 3

Notification C/SE/96/3501
Placing on the market of the amylopectin potato clone EH92-527-1
Annex 11 update

Minor comments, mainly dealing with the nptll marker gene, are listed below.

1. Itisn't clear if the nptll gene is only controlled by the Nos-promoter, or if it also able to be
expressed in bacteria. Assuming that the nptll gene can only be expressed in plant tissue , the
risk of expression of the nptll gene in prokaryotes, should transfer occur, would be expected
to be negligible, unless the gene was recombined behind a functional prokaryotic promoter.
(Page 13)

2. In countries, such as The Netherlands, where kanamycin is still used in veterinary practice,
kanamycin can enter the environment via manure (Page 22). When kanamycin is present as a
selection pressure, then perhaps the chances of spread of kanamycin resistance should be
considered as of greater concern. The problem is therefore, the use and spread of the
antibiotic. Whether the transgenic potato in this application could then contribute to increased
spread of antibiotic resistance to kanamycin is questionable. This is also discussed on

page 33. It is not clear what was shown by Nap et al. (1992) and Bergmans (1993) to be
"nearly impossible™. Was it the dissemination of the nptll gene to other potato cultivars
through sexual reproduction?

3. Page 35, There are of course known mechanisms for transferring of kanamycin resistance
to bacteria in the digestion track (transformation, etc), but the consequences should such a
transfer occur would be minimal (see first point above).

4. The presence of kanamycin resistance is not risk-free (Page 36), but the risk is minimal.

5. Top of page 38, it is stated that the nptll gene was detected in stored potato pulp from non-
modified potatoes and it was assumed that kanamyecin resistant bacteria multiplied on the pulp
material. This seems very questionable, in the absence of selection pressure for

kanamycin resistance. Were bacteria that grew on kanamycin plates confirmed to contain the
nptll gene. Kanamycin resistance can occur by a variety of other mechanisms in bacteria, that
are not encoded by nptll. The nptll marker is a good selection marker for bacteria and plants
because it is generally rare. Therefore, the question arises if the non-modified potatoes tested
in that particular experiment might have been contaminated at some point. Has this
experiment been repeated?

6. Similar to the statement above, the adequacy of the study on kanamycin resistant bacteria in
soil may be questioned. The kanamycin concentration used was very low (25 pg/ml). Low
counts were obtained the first day. The second day more colonies were observed. These may
have been "satellite” colonies growing near the primary colonies in regions of the agar where
the antibiotic had been broken down. This is a common effect observed in the laboratory. Soil
bacteria transformed with a single copy of the nptll gene can be tolerant to much higher
concentrations of kanamycin (e.g. 200 pug/ml, compared to 25ug/ml used in the present
study). It would be of interest to screen for the presence of the nptll gene in soil, not just
kanamycin resistance, to be relevant.






Reservation mot beslut angdende utslappande pa marknaden av genetiskt
modifierad starkelsepotatis

Gentekniknamnden bor ej tillstyrka ansokan om utslappande pd marknaden av

genetiskt modifierad starkelsepotatis. Skalet for vart stallningstagande &r att vi anser att
eventuella risker for djur och manniska inte ar tillrackligt klarlagda. Vi férordar att
forsiktighetsprincipen skall tillampas i detta sammanhang. Vidare bor nya produkter
innehallande antibiotikaresistensgener inte tillatas i avvaktan pa beslut om vilka
antibiotikaresistensgener som bor vara utfasade for anvandning i enlighet med kraven i
direktiv 2001/18/EEG. Gentekniknamnden har i flera tidigare yttranden uttalat kritik mot
anvandningen av markdrgener som ger antibiotikaresistens. Foretaget har saledes haft
mojlighet att avldgsna markdrgenen vid tidigare steg i utvecklingsprocessen.

Lotta Nilsson Hedstrom Gunilla Wahlén Sven Gunnar Persson
ledamot (mp) ledamot (v) ledamot (kd)



