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PREAMBULE

Cette demande d’expé&imentation est déposte dans le cadre de la réglementation européenne
décrite dansla directive 90/220/CEE, trangpo%e en droit francais par laloi du 13 juillet 1992.
Cette directive a été modifiée le 17 avril 2001 par la directive 2001/18/CE.

Ces textes régissent la disséminaion volontaire d’organismes généiquament modifiés, quece
s0it adesfinsde mise en marchéou a d’autres fins et notamment a des finsderecherche

Lademandequi fait I’ objet de ce dossier concerne un essai dontles résultats attendus doivent
permettre de valider unehypoteése (« preuve de concept »). |l s agit d’un essai en champ qui
fait suite a différentes expé&imentations qui ont é&é menées en serre et au champ, dans ce
dernier cas sousle couvat d autorisationsddivrées en 2003,2005et 2006

Conformément a la directive 200148, I'importance de la dissémination et les conditions de
son déoulement prennent en compte le stade de développement du projet et I'information
scientifique disponible. S agissant d’un projet nouveau, les plantes ont é&é caractérisées par
des éudes moléculaires; la stabilité d’expression des caracteres introduits dans les plantes a
été observée durant pluseurs générationsen serre,
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INTRODUCTION

Chez les plantes supéieures, 98% en moyenne de |'eau aborbée par lesracines nefait
gue trandter au travers du végéal, les 2% restants participent a la croissance des tissus et
uniguement 0,02% entrent dans le métabolisme (Robdin, 1984) Cet éat est di au fait que
I'absorption du CO; et la trangpiration de la plante sont tous deux sous la dépendance d’un
méme phéomeéne : l'ouvature des stomates. Les plantes se sont adaptées pour une
optimisation de la croissance (le degré d'ouveture stomatique doit étre suffisant pou
I'assimilation de CO, sans pertes d'eau excessives) assodée a des stratégies qui permettent de
minimiser les effets d'und€&icit hydrique

On distingueclassiquament trois types d’adgptation :

- I"échgppament : décalage entre le cycle de développement et de reprodudion et |a
phase climatique de limitation. Cependant I'augmentation de la précodté permettant de
réduire la durée du cycle de culture a souvent une corrélation négative avec le potentiel de
rendament.

- |I"évitement : maintien du potentiel hydrique pa optimisation de |'absorption
racinare del'eau et / oularédudion delatrangiration.

- latolérance : capacité a maintenir uneactivité cellulaire optimale malgré un potentiel
hydrique trés négatif. L'homéodasie de la turgescence se fait pa accumulation de solutés
comme les ionspotassium, des sucres solubles, des acides aminés et plus paticulierement la
proline et enfin des acides organiques notamment I'acide malique

En raison de son importance éconormique I'impact négaif du déficit hydriquesur la
produdivité des végé&aux a suscité de nonmbreux travaux. Face au déficit hydrique la plante
met en cauvre différentes réponses morphologiques et cellulaires. Aind, dans de nonmbreux
cas expérimentaux, au fur et a mesure de I'application de la sécheresse, on observe dans un
premier tempsunediminution dela vitesse de croissance des organes assmilateurs, puis plus
tard, une inhibition de I'assmilation phobsynthétique du CO, (Boyer, 1970 ; Ephrath et
Kesketh, 1991) Différentes hypoteses sont émises pour rendre compte de I'effet de cette
contrainte sur la phobsynthése. Récemment, Tezara et al. (1999) ont suggéé que le déicit
hydrique inhibe la phobsynthése en réduisant I’ efficacité du facteur de couplage et la
produdion d’ATP. Cependant uneautre hypohése propo® quelafermeture ssomatiqueseule
peut rendre compte de I’inhibition observée (Cornic, 2000) Dans ce cas, la condudance
stomatique est diminuée, ce qui a pour congquence d’affaiblir la capeacité d'assimilation du
CO..

Chez le mais, plante de type C4, la phobsynthése implique deux cycles - cycle C, et

cycle deBenson-Calvin - localisés dansles tissus du mésophyle et delaganepérivasculaire :
figure 1 ci-dessous
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Epiderme Cellule du mésophylle Cellule de la gaine Vaisseaux

Figure 1 : Représentation schématique des cycles de la photosynthése C, chez le Mais

PEPC: phogphoéolpyruvate carboxylase, AOA: oxaloacdtate, NADP-MDH : malate
déshydrogénase a NADP, NADP-EM : enzyme maliqgue a NADP, Rubisco: ribulose 1,5
bisphophate  carboxylase/oxygénas, P-PidK : pyruvate-Pi dikinas, PEP :
phophoéolpyruvate, HCO;3 : hydrogénocarbonae

Dans ce systeme phobsynthé&iquela PhogphoEnol PyruvaeCarboxylase (désignée par
I"abréviation PEPC dans la suite de ce doaument) dans les plantes C, catalyse la premiere
étape defixation du CO, dansle cytosnl des cellules du mésophyle ; le maate formé dansle
chloroplaste est |e vecteur de pouvor rédudeur et de CO, aux chloroplastes de la gane Ce
mécanisme d'adgptation est assimilable a une pompe qui concentre le CO, aupres de la
RuBisCO qui integre le CO, dans une molécule gluddique |l rend égdement compte du fait
gue les plantes C4 ont une phobrespiration faible (rappott CO,/ O, augmenté et point de
compensation de I’ ordre de qudques % en CO,) et une meilleure efficacité d'utilisation de
I’eau en condtions d’environnament naurel (tropical, semi aride). Aind, pou produire la
méme quantité de biomasse, les plantes C4 nécessitent environ deux fois moins d’eau (400
600 moles d'eau absorbées par mole de CO, fixé) queles plantes C; (700-1300 moles d'eau
/mole de CO, fixé).

La PEPC C, est uneenzyme honotétramérique régulée aux niveaux transcriptionnd,
pog-transcriptionnd et métabolique A I'Ingitut de Biotechnologie des Plantes d'Orsay il a
été montré quel’ expression du gene codant pour la PEPC C, dépend de la lumiére tant en
gudité qu’en quantité. Le phytochrome est le phatorécepteur et le niveau d’expression de la
PEPC dépend de I'intendté lumineuse. Il est par ailleurs connu que ce gene répond aux
phytohomones, en paticulier les cytokinines (Suzuki et al., 1994) LaPEPC C, est soumise a
une phogphotylation diurne (sur un résidu sérine, Ser8, du domaine N-termind de la sous
unité) qui dépend du fondionnanent phobsynthéique Cette modification pog-
tradudionnéle interagit avec la régulation métabolique de I'enzyme, affaiblissant sa
sengbilité au malate qui est un rétro-inhibiteur) et renforcant I'affinité d’effecteurs
allogériques antagonistes comme le glucose-6-phogphae. L’ activité de la PEPC kinase est
contr6lée par unechanedetransdudion complexe et un événement de synthése protéique Au
total, il appaait quece processus pemet ala PEPC C, defondionneg dansun environnament
cellulaire riche en malate. En effet le blocage expé&imental in planta dela phogholylation de
I'enzyme alalumiére a pourcongquence d'inhiber fortement I'assimilation du CO..
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La PEPC est généralement représentée par différentes isoformes (chez la plante C4,
deux atrois formes de type C3 accompagnent la forme phobsynthéiquée qui se distribuent
dans les différents organes de la plante. Toutes les formes de I'enzyme sont susceptibles de
contribue a un autre réle physologique majeur : la fondion anagplérotique dont la figure 2
déaille les déments métaboliques. Dans ce cas, I’enzyme est sollicitée quand la demande
carbonée pour la synthése des acides aminés et des acides gras augmente. Cette fondion est
notamment mise a contribution lors de la floraison et du remplissage des grains phases
caractérisées par la remobilisation de |’ azote et du carbone foliaires. C'est précisément la
phase critique de I'éablissement des composantes magjeures du rendement chez le mais
pendant lagudle la demandeen eau est forte.

GOT

.

MALATE
ME GOGAT

GS
PYRUVATE

ACETYL-CoA

¢

FATTY ACIDS

Figure 2 : Fonction anaplérotique de la PEPC

PEPC : phogphoéolpyruvate carboxylase, OAA : oxaloaciate, ME : enzyme malique PEP :
phoghoéolpyruvate, HCOs : hydrogéocarbonate, Hexose-P : hexose phoghat, GS :
glutamne synthéase, GOGAT : glutamate synthase, GOT : glutamate oxaloacetate
transamnase (ou agartate aminotranderasx.), TCA cycle : cycle des addes tri-
carboxliques.

D'aprés Bailey et al. (2000) la PEPC C, exerce un contréle significatif du flux
phobsynthétique (coefficient de contréle de 0,35). Le codficient de contréle est augmenté
lorsque la concentration en CO; intercellulaire (Ci) diminue Par ailleurs, il est suggéé que
dans ce cas, la régulation pog-tradudionnédle de I'enzyme ne compense pas totalement la
rédudion d'activité duealalimitation en ce subgrat. Dansla mesure oulla Ci diminuelorsque
la plante et soumise a un stress hydrique la PEPC catalyse une étape limitante de la voie
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phobsynthé&ique (Von Caemmerer et al., 1998) Notre hypoheése de travail est qu’une plus
forte capacité de I’enzyme foliaire est susceptible d’améliorer |a fixation nette de CO, €,
éventudlement de permettre une meilleure remobilisation de |’ azote, lors de la floraison, la
formation del’ épi et le remplissage des grainsau cours dela contrainte hydrique

Cet ensemble de donnés nous a condut a éudier I'effet d’une sur-expression de
I’enzyme PEPC C,de sorghodanslafeuille et dansles grainsde mais dans le but d’améliorer
latolérance au stress hydrique Des plantes tranggéniques sur-exprimant defacon significative
I’enzyme (jusgu'a 220 % de I’ activité de plantes nontranggéniques) ont été produites au
laboratoire. Des andyses du comportement photosynth&ique de ces plantes en situaion de
contrainte hydrique en serre ont permis de monter quele codficient d'utilisation en eau est
significativement augmenté de + 25% (Jeanneau, 2001)

Dansle cadre d’un premier dossier (B/FR/03.03.04, autorisation 03015 en date du 19
mai 2003) nousavons mené une expé&imentation afin d’étudier la congructiion généique:
promoteur pepc-pepc assod € au gene de sélection bar de résistance au glufosnae, (White et
al., 1990. Au cours des essais menés en 2003,2004 et 2005, il a éé possible de mettre en
évidence un effet du tranggéne Cet effet se traduit pa un maintien partiel du rendement
grainier et du rendament en biomasse de la plante, en condtion de stress hydrque fort,
comparativement aux rendanents observés en conditionsd’irrigaion optimales.

En 2005, I’autorisation 05008, en date du 27 avril 2005 accordée au dossier
B/FR/05.02.03 a pemis de confirmer les résultats ci-dessus sur quare nouveaux événements
de trandormation, assodant la méme construction généique (promoteur pepc-pepc) a un
autre marqueur de sélection, le génenptil.

Notre objectif est d’évaluer, en conditions agrononiques, sur unedizaine de lieux de
caractéristiques pé&do-climatiques différentes, le potentiel de rendament de trois événements
de trandormation pami les vingt-quare du dossier B/FR/03.03.04 et de trois événements de
trandormation parmi les quare du dossier B/FR/05.02.03. Ces événements ont é&té choisisala
suite des essais au champ réalisés de 2003 a 2005 ; ils seront comparés entre eux dans les
mémes lieux et mémes conditionsde culture.

En 2006, les mémes événements ont fait |’ objet d’ une autorisation d’expérimentation
(dosier F/FR/06.01.13), mais n’ont pu étre convenablement évalués (nonbre d’essais réduit
et destruction par actes de vanddismes).

Le présent dossier a pour objet de demandea uneautorisation d’essais au champ pour

un nombre de lieux et pour des surfaces permettant une évaluaion agronomque multi-locale
fiable du caractére quantitatif qui a été modifié.
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A. INFORMATIONS D’ORDRE GENERAL
A.1. Nom et adresse du notifiant

Lenotifiantest :

Sodété BIOGEMMA SA.S.

5, rueSaint-Germain I’ Auxerrois
75001PARIS

A.2. Nom, qualification et expérience des scientifiques responsables
Les équipes de chercheurs et de techniciens de Biogenma ont d§a condut différents
essai s en champ depuis plusieurs années, en France, en Espagneet aux Etats Unis. Ces essais,

sur pluseurs espéces végéaes, portaient auss bien sur des caracteres de types agronomques
guedes caractéres relatifs ala qudité des produits récoltés.

A.3. Titre du projet

Essais au champ de mais génétiquement modifiés pour I’amélioration des
performances photosynthétiques de la plante en conditions de stress hydrique.

A.4. Développements ultérieurs envisagés

Ces événaments de trandormation feront |’ objet d’ une évaluaion de leur rendanent en
conditions de stress hydrique; a ce stade et dans I’ attente de résultats d’évaluaion plus
complets, il n'est pas prévu de développament pour ces événements detransormation.
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B. INFORMATIONS CONCERNANT LES PLANTES RECEPTRICES

B.1. Nom complet

Nomdefamille: Graminae
Genre . Zea
Espéce . mays
Sousespece : mays
Lignée: A188
Nomusud : mai's

L’ originegéographiquesuppoge de cette plante est le Mexiqueet I’ Amériquecentrale.

B.2. Informations concernant la reproduction

B.2.a Modedereprodudiondu mais
i) Mode dereprodudion

Le mais est uneplante monoigqueafleurs mées et femelles portées sur la méme plante
mais séparées. Les fleurs méles, regroupées au sommet de la tige en une inflorescence
terminde appdée panicule, ne portent que des é&amines entourées de glumelles. Elles
appaaissent les premiéres (phénomene de protandrie). Les fleurs femelles, groupées en unou
pluseurs épis al’ aisselle des feuilles, n’appaaissent quepar leurslongsstyles appdés "soies’
sortant des bractées ou spathes entourant chaque épi. Chaquefleur contient un ovare unique
chagueépi comprend de 300a 500fleurs environ.

ii) Facteurs spécifiques affectant la reprodudion

Lareprodudion de cette plante est assurée par la libération du pollen contenu dansles
étamines (organes dela panicule) par ouvature des sacs polliniques ou antheres.
Le modedereprodudion du mai's est dit allogame (pollinisation par uneautre plante de mais)
anémophile (pollinisation par le vent). La pollinisation du mais en conditions naurelles se
réalise princdpdement par fécondation croisée (alloféconddion supéieure a 95%). Un faible
taux d’autoféconddion est néanmoinspossible (inférieur a 5%).

iii) Tempsdegéné&ation
Le mais est uneplante a cycle biologiquecourt : le tempsde généation du semis ala
récolte des grainsest d’environ 7 a8 mois. Le semis, en France, alieu a partir du mois d’avril
et larécolte en octobre-noveambre.

B.2.b Compaibilités sexudles avec d’autres especes sauvages ou cultivées

Il 'y a pas d’hybridaion interspécifique possible en Europe du fait de I'’absence
d’ espéces voisines ou appaentées se dével oppant sponanément sur le territoire francais.
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B.3. Capacité de survie

B.3.a. Capacité aformer des structures de survie ou de dormance

Le mais est une plante annudle qui se reproduit par graine et ne présente pas de
moyens de reprodudion végéative en conditions naurelles. Les semences sont nonmbreuses
mais leur viabilité est fortement limitée sousles climats tempérés. Les semences sont en effet
trés sengbles aux maladies et au froid. Il n'y a en géné&al pas de repouses a la suite d’'une
culture de mals, seuls les épis non batus peuvent pemettre au grain de conserver
éventudlement unecapecité de germination|’ année suivante.

B.3.b. Facteurs spécifiques affectant la capacité de survie

Les graines ne présentent pas de domance. Les conditions climatiques hiverndes de
maniére générale ne pemettent pas la repouse de cette plante. Les pratiques agricoles
courantes conduient égdement ala destruction des graines.

B.4. Dissémination

B.4.a. Voieet étenduedela disséminaion

Le mais en Europe n'est quune espéce de grande culture, sa dissémindion
n’intervient quedansles espaces agricoles par semis.

B.4.b Facteurs spécifiques affectant la disséminaion

Ladisséminaion de genes du mai's peut s effectuer par I’intermédiaire du pollen et des
granes:

- le pollen provenant de I'inflorescence méle est dispersé par gravité et par le vent. Le
déout de la libé&ation du pollen a lieu géné&aement deux ou trois jours avant
I" appaition des soies des épis femelles. La durée defloraison des fleurs méles est de 6
alOjours.

- laviabilité des semences est fortement limitée car elles sont sensibles aux maladies et
surtout au froid hivernd. C'est pourquoiil n'y aen général pas derepouse de mais.

B.5. Distribution géographique de la plante

Le mai's est dépendant del’ homme pour sa dispearsion géographique Le mai's est utilisé,
soit comme endlage soit pour sa produdion de grains |l sagit de la premiére culture
cérédliére du mondeen terme d importance.

B.6. Description de I’habitat naturel de 1a plante (espéce ne poussant pas
habituellement en UE)
Le mais, originare d’Amérique centrale, n’a pas d’habitat naurel en Europe Il ne se

developpe pas en dessous de 9-10°C et a une température optimale de croissance de 30 a
33°C. Enclimat continental (Canada, URSS), le mais et cultivé jusgu’au 60°™ paralléle.
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Le mais est sensible a de nonbreux parasites et ravageurs. Les plusimportants sont les
parasites fongiques (Fusarium sp., Ustilago maydis, Sphaelotheca relianagtc) et les insectes
(taupins chrysoméle, pyrale et sésamie).

B.7. Autres interactions potentielles de la plante avec des organismes dans
I’écosystéme habituel

Durant sa culture, le mai's peut étre en interaction avec des ravageurs, présents dans le
sol (taupins vers gris), dans ses propres tissus (pyrales, sésamies) ou a sa surface (puarons.
Il et égdement en interaction avec des organismes pahogénes, essentiellement des
champignons(Fusarium, Helminthogporium, Ustilago, etc).
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C. INFORMATIONS CONCERNANT LA MODIFICATION GENETIQUE

C.1 Description des méthodes utilisées pour la modification génétique

Les plantes de mai's faisant |’ objet de ce dossier ont été obtenues gréace ala techniquede
trandormation par Agrobaderiumtumefadens

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces donnés.

C.2. Nature et source du vecteur utilisé

Le vecteur utilisé pour la trandormation du mais pa Agrobaderium tumefadens se
présente sousla forme d’un plasmide supebinare d’environ 50kb. I comprend notamment :

- uneoriginederéplication plasmidiquenécessaire au maintien et ala multiplication du
plasmide dans Escherichia coli.

- une origine de réplication fondionndle dans Agrobaderium tumefaciens et dans
Escherichia coli,

- les génes virB, virC et virG d'Agrobaderium tumefadens dont les produits
augmentent |’ efficacité delatrandormation,

- les génes de résistance a la tétracycline (TetA et TetR) et a la spectinomycine qui ne
S expriment quedansles bactéries,

- un ADN-T limité pa les bordures LB et RB, contenant les sequences codantes du
gened’intérét et du géne marqueur.

Ce plasmide supebinare est obtenu apres recombinason honmologueentre un plasmide
accepteur, dérivé du plasmide Ti d’Agrobaderium tumefacdens et un plasmide donnar,
dérivé de pUC (Messing, 1983)

Les plasmides supebinares pRec489 et pRec490 ont aind été obtenus aprés
recombinaison. Chacun est présent, indépendanment, dans une souche d’'Agrobaderium
tumefadens qui a été utilisée pour produire des plantes de mais transormées avec les génes
pepc et nptll ou avec les genes pepc et bar, respectivement.

La technique de trandormation par Agrobaderium tumefadens permet I’intégration du
seul ADN-T conditué du géne d’intérét et du géne marqueaur de sdlection, encadrés des
bordures droite (RB) et gauche(LB).

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces donnés.

C.3. Taille, origine des organismes donneurs et fonction recherchée de chaque
fragment constitutif de la région envisagée pour I’insertion

La région envisagée pourlI’insertion est I’ ADN-T encadré par les bordures droite (RB)

et gauche (LB) du plasmide Ti d’ Agrobaderium tumefaciens comprenant le gene d’intérét et
le géne marqueur de sélection. Cette région a unetaille de 8 500 paires de bases (pb) environ.
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Le géned’intérét est constitué du promoteur de PEPC (1 500 pb) et du géne de PEPC
(3 000 pb) provenant du sorgho et du terminateur nos (300 pb) provenant d’Agrobaderium
tumefadens

Le gene de sélection est congitué du promoteur de I’ actine du riz (1 400 ph) assodé,
selon les événements de tranormation, au gene nptil (1 000 pb) provenant de E. coli ou au
gene bar provenant de Steptomyces hygroscopicus (600 pb). Ces génes sont complétés par le
terminaeur nos (300 pb) provenant d Agrobaderium tumefadens Le géne de sélection est
encadré par les sequences termindes inversées del’ éément Ds du mai's (350 pb environ).

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces donnés.
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D. INFORMATION CONCERNANT LA PLANTE SUPERIEURE
GENETIQUEMENT MODIFIEE

D. 1 Description du ou des caracteres ou des caractéristiques qui ont été introduits
ou modifiés

Les plantes trangyéniques de mais faisant I’objet de cette demande d’autorisation
d’essais au champ présentent une activité PEPC plus élevée que celle des plantes de méme
origine généique qui ont été utilisées pour la transformation. Elles présentent unerésistance
au stress hydriqueplus éevée que celles des plantes de mais dontelles sont issues. Selon les
événaments detrandormation, elles sont résistantes a la phogphinothricine (ou glufosnae) ou
a la kanamycine Ces produits et les genes de résistance correspondants ont été utilisés
uniguement pourla séection des plantes au cours des étapes de culture in vitro.

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces donnés.

D. 2 Informations sur les séquences réellement insérées ou délétées
D.2.aTaille et structure del’insert et méthodes utilisées pour sa caractérisation

L es séquences réellement trangérées ont été recherchées par andyse Southern sur des
plantes de seconde génération. La caractérisation des événements de trandormation a été
réalisée en utilisant différentes sondes moléculaires pemettant de démontrer I'insertion dans
le génome de la plante des deux génes: gene d'intérét et géne de sélection. Cette
caractérisation a pemis de montrer que les genes ont éé intégrés de facon stable. Des
andyses pa PCR ont peamis de montrer au cours des généationssuivantes la conservation de
I’ingertion.

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces donnés.

D.3 Informations concernant I’expression de I’insert

L'expression de I'insert peut étre mise en évidence pa analyse moléculaire ou
biochimiqueaing quepa I’ obsrvation du phénotype detolérance a la phogphinothricine (ou
glufosnae) ou a la kanamycine L’expression du gene PEPC placé sous le contrdle du
promoteur du géne de PEPC spécifique des cellules du mésophylle a lieu au niveau des
feuilles. Cette expression peut ére mise en évidence par une andyse protéique du type
Western sur les feuilles des plantes trandormées, avec un anticorps spécifiquede la protéine
PEPC de sorgha

Des informations précises ont été foumies aux experts chargés de I’ évaluaion de ce
dossier. Elles nefigurent pasici afin de préserver la protection indugrielle de ces données.
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D. 4 Description des différences entre la plante supérieure génétiquement modifiée et la
plante réceptrice

D.4. a) Mode/ vitesse dereprodudion

Le modede reprodudion des plantes tranggéniques n’est pas modifié par I’ expression
dutrangyene Le gene introduit ne condut a aucune fondion nouvele dansla plante puisgu’il
existe, dansle mais, unou pluseurs genes codant pour uneprotéine équivalente a PEPC.

Les différentes géné&ations de trandormants cultivées en serre présentaient une
fertilité et un cycle dereprodudion semblables a ceux de plantes de mais nontrangyéniques.

D. 4.b) Disséminaion

Les capacités de dissémindion des plantes ne semblent pas étre affectées par la
modification. Aucune différence de comportement par rapport a la ligné d’origine n’a été
mise en évidence pour les différentes générations d§a cultivées en serre et au champ
(produdion de pdlen, précodté, morphologie del’épi ...) qui pourait avoir un effet sur les
capeacités dedissémination.

D. 4. c) Capacité desurvie

Cette capacité de survie ne semble pas devoir étre affectée: la tolérance a la
phogphinothricine (ou glufosnae) ou alakanamycine, conférée aux plantes trangyéniques, ne
présente pas d’avantage sélectif en dehors des pressions de sélection qui pouraient étre
induites par I’ application de I’ herbicide ou de I’ antibiotique Ces produits, herbicide total et
antibiotique n’étant pas utilisés sur les cultures en généra et sur les cultures de mais en
paticulier, les plantes faisant I’ objet de ce dossier ne présenteront donc pas d’avantage par
rappoit aux variétés conventionndles. La sur-expresson de la phogphoéolpyruvae
carboxylase (PEPC) nesemble pas devoir modifier cette capacité de survie.

D. 5 Stabilité génétique de I’insert et stabilité phénotypique de la plante modifiée

Des andyses moléculaires et généiques de trandormants obtenuspar la techniquede
trandormation par Agrobaderiumtunmefacensont montré quel’ intégration del’ ADN-T dans
le génome dela plante est stable et quele tranggene présente uneexpression et unehéritabilité
stables (Hiei et al., 1994 Ishidaet al., 1996)

D. 6 Modifications de la capacité de la plante modifiée a transférer du matériel
génétique dans d’autres organismes

Les études menées juggu’a présent n’ont pas permis de mettre en évidence untrandert
degenedanslanaure entre bactéries et eucaryotes. Cependant, un certain nombre derésultats
indirects suggeent que des tranderts horizontaux d’ADN eucaryotes vers les bactéries aient
pu survenir dans le passe. Ces résultats sont fondé sur des homologies de séquences
peptidiques entre les produits de certains genes bactériens et ceux de génes eucaryotes
correspondants. Ces éudes ont toutefois des limites liées a la méthodobgie (andyse de
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fragments de génes incomplets) et surtout &I’ interprétation. 1l est souvent difficile defaire la
digtinction entre un trangert horizontal de genes et la duplication andennede genes suivie de
divergence pa accumulation de mutationsou recombinasons(Berche, 1998)

Il est suppcsé que les plantes tranggéniques porteuses de genes de résistance d’origine
bactériennelibérent ceux-ci dans le sol, et pouraient enauite rendre résistantes les bactéries
du sol. On sait quel’ ADN est rapidement dégradé dans le sol, mais des fragments d’ADN
sont capables de demeurer intacts pendant des mois, en paticulier au contact de particules
miné&ales telles quecelles qui condituent I’ argile. Les bactéries du sol pourraient donccapter
cet ADN pa trandormation et I'intégrer dans leur génome (Berche, 1998) Parmi les trés
nombreuses espéces du sol, peu d’entre elles sont trandormables, ¢ est-a-dire capables
d’absorber de I’ADN exogéne Ce sont, notamment, des souches d’Azotobader ssp., de
Badllusspp., de Pseudononasssp. ou d’ Acingobacter spp. (Lorentz et al., 1994)

Les auteurs s accordent (Heinemann et Traavik, 2004) pour estimer la fréquence de
trandfert horizontal plante-bactérie inférieure & 10" qui se trouve en fait étre la limite de
déection pouruntel événement, avec les techniques actudles. Des expériences recherchant
le trandert horizonta de génes de résistance dans des sols ou sont cultivées des plantes
trangyéniques ont éé réalisées avec la beterave pour le géne nptll (Smalla et al., 1994;
Smalla, 1995) et avec le tabac pourle géne aph(4) derésistance a I’ hygromycine (Becker et
al., 1994) Aucunebactérie du sol, sur des milliers de souches éudiées ne portait de géne de
résistance des plantes cultivées.

En utilisant un systéme biologique congu pour leur éude Kay et al. (2002 ont pu
mettre en évidence, en serre, un trandert rare depuis des plantes de tabac (trandormants
trangplastomiques a 10 000 copies de tranggéne par cellule environ) vers unebactérie du sol
(Acingtobader sp. posédant un plasmide dans lequd ont éé introduites des sequences
honologues au génome chloroplastique. Ce trandert a éé rendu possible grace a
I"intervention d’une bactérie pahogéne du tabac (Ralstonia). En dehors de ces conditions
optimales, aucuntrangert n’apu ére mis en évidence. En conditionsde champ, ce trandert, a
patir de plantes possédant une ou deux copies du transgéne est suppcsé étre infiniment plus
rare, ce qui expliqueaait qu’il n’ait jamais éé mis en évidence.

Les tranderts interspécifiques et intergénériques ne sont pas possibles dans le cas du
mai's cultivé en France car aucun genre et aucune espéece ne peut étre fécondépar le pollen de
mais.

D.7. Informations concernant les effets toxiques, allergisants ou autres effets
nocifs résultant de la modification génétique sur la santé humaine

A ce jour nouws ne disposons d’aucuneindication sur unetoxicité éventudle pouvant
résulter des séquences introduites. La modification généique confére aux plantes
trangyéniques une résistance a la phophinoticine (herbicides Basta® et Liberty®) ou une
résistance a la kanamycine et une meilleure capecité d’assimilation du CO, et une meilleure
remobilisation des ressources azotées et carbonées vers le grain en condiions de stress
hydrique Les génes introduits responsbles de ces caractéres ne présentent pas de risques de
toxicité particuliers.
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Une éude de Wehrmann et al. (1996) a montré que la phogphinothricine
acétyltrandérase, enzyme codée par le genebar et qui détoxifie la phoghinothricine (principe
actif des herbicides Basta® et Liberty®) est dégradée en qudques secondes par les sucs
gastriques humains Cette protéine exprimeée defacon conditutive dansles plantes, ne semble
doncpas pouvor entrainer derépon alergiqueaprés ingestion.

Les études menées dans le cadre de I’honologdion de plantes généiquament
modifiées n’ont pas révél é de toxicité particuliére assodée au genenptll (Fuchset al., 1993)
Un avis émis par I’ Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments développe de fagon
approfondie les raisonsde cette absence detoxicité. 1l est conaultable sur le site suivant :
http://www.afssa.fr/Ftp/Afssal2754727548pdf.

Le géne pepc introduit provient du sorghg espéce conommée par I’'homme et les
animaux, et aucunetoxicité paticuliere n’'a été reportée a ce jour. Le mais possede pluseurs
équivalents de ce gene pourlequd aucunetoxicité n’est assodiée.

D.8 Informations concernant la sécurité de la plante modifiée pour la santé des
animaux, lorsque la plante est destinée a étre utilisée dans I’alimentation animale

Les éléments foumis au paragraphe D.7 s appliqguent égdement aux animaux. Les
plantes et produits végé&aux de cet essai ne seront pas conommés par les animaux ; ils seront
soit déruits, soit ramenés au laboratoire a des fins d’andyse. On ne peut exclure le fait que
des animaux sauvages puissent éventudlement consommer de petites quantités de ces plantes.
Dansce cas, aucun é ément d’information ne permet a priori de prédire des effets néfastes sur
la santé des animaux.

D.9 Mécanisme d’interaction entre la plante supérieure génétiquement modifiée et

les organismes cibles

Non applicable

D. 10. Modifications potentielles des interactions de la plante modifiée avec les

organismes non cibles résultant de la modification génétique

Aucune interaction particuliere n’est attendue avec des organismes non cibles. La
protéine phoghinothricine acétyltrandérase (produit du géne bar) n’est pas connue pour
présenter de toxicité (Wehrmann et al., 1996). La protéine néomycine phophotandérase
(produit dugénenptil) n’est pas connuepourprésenter detoxicité (Fuchset al., 1993)

La protéine PEPC présente dans de nombreuses plantes dontle mais et le sorgho n’est
pas connue pour présenter de toxicité. Aucune information ne laisse suppo®r que la sur-

expression dela protéine PEPC de sorgho puisse étre assod ée a unequdconquetoxicité.

Aucuneinteraction particuliére n’est attendueavec des organismes noncibles.

D.11 Interactions potentielles avec I’environnement abiotique
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Aucuneinteraction de cet ordre n’ est envisagée.

D.12 Description des méthodes de détection et d’identification de la plante
supérieure génétiquement modifiée

L es plantes tranggéniques retenues pour cet essai sont identifiables par leur phénotype
de résistance & la phogphinotricine (ou glufosnae, matiére active des herbicides Basta® et
Liberty®) ou par leur phénotypede résistance & lakanamycine

Des techniques moléculaires peuvent également étre utilisées, telles quela techniquede
Southern, Western ou I’ amplification par PCR (Polymerase Chan Reaction) sur les sequences
introduites. Ces derniéres permettent alors uneidentification fiable des plantes trangyéniques
portant la congruction promoteur PEPC-pepc assodée a un des deux genes de sélection
(résistance au glufosnae ou la kanamycine).

D.13 Informations sur les précédentes disséminations de la plante génétiquement
modifiée

Des essais au champ ont d§a éé menés, en 2003 2004,2005et 2006, sur des plantes
exprimant le géne de PEPC. Les premiers essais concerndent les événements de
trandormation (dosier B/FR/03.03.04) portant égdement la résistance au glufosnae Au
cours d’une seconde disseminaion en 2005 (dossier B/FR/050203), la condruction
promoteur pepc-pepc était assodée a un autre gene marqueur (gene de résistance a la
kanamycing). En 2006, les essais (dossier B/FR/06.01.13, un seul lieu d’essal) ont porté sur
les événements detrandormation décrits dansce dossier.

L’ ensemble de ces essais ont pamis de mettre en évidence, en conditions de stress
hydrique piloté et fort, une augmentation de tolérance des plantes de mais tranggéniques,
comparativement aux plantes de méme fond génétique mais ne possédant pas le tranggéne
Les conditionsde réalisation de ces essais (surfaces réduites, lieu unique ou nonbre de lieux
tres limité) ne pouvaent condure a |’ évaluaion de I’intérét de la modification étudiée (effet
sur le rendament et évaluaion del’ économie d’eau).
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E. INFORMATIONS CONCERNANT LE SITE DE DISSEMINATION

E.1 Localisation et étendue des sites de dissémination

Les essais seront implantés dans différentes conditions pédo-climatiques; ils seront
implantés :
- en Aquitaine (Pyrénées-Atlantiques) communes de Larreule 64410 e¢ Montardon
(64121)
- Auveagne(Puy-de-Déme), communede Malintrat 63510(2 lieux),
- Midi-Pyrénées (Gers) communede Sauvetat 32500et (Tarn-et-Garonng communede
Montauban 82000(2 lieux).

La surface totale de chacun de ces essais sera d’environ10 & 15 000 m' (bordures
agronomgques de mai's non tranggéniques et allées comprises) avec une surface maximale de
5 000 m? couvete par |es plantes transgéniques.

Les coordonnés de la pacelle d'expé&imentation sont donnéss dans la fiche
confidentielle delocalisation qui est foumie au Ministére del’ Agriculture.

E.2 Description de I’écosystéme des sites de dissémination

L es agrosystémes conaernés pa |’ expé&imentation sont dédiés a la polyculture (céréales
a palle, toumesol, mais, ...). Les parcelles envisagées pour la mise en place de ces essais
sont, selonlecas:
- non nécessairement isolées dans le cas ou les panicules de plantes trangyéniques
seraient castrées et /ou les panicules empodéss,
- isolées de 200 métres detoute culture commerciale demais s les plantes tranggéniques
ne sont pas castrées ou s leurs panicules ne sont pas empocdées.

Les paceles seront situées a proximité de stations d’expé&imentation. Les sites
d’expé&imentation seront dans des zones de polyculture (céréales a palle, mais, pois...).

Les climats dans les différentes régionsde culture sont variables, avec un climat detype
océaniquepourlesrégionsAquitaine et Midi-Pyrénées, et un climat continental danslarégion
Auvergne Le climat océaniquese traduit par des hivers doux et des étés relativement frais. Le
climat continental se caractérise par des hivers rudes et des étés chauds entrecoupés de pluies
orageuses.

E.3 Présence d’espéces apparentées sauvages sexuellement compatibles ou
d’espéces végétales cultivées sexuellement compatibles

Aucune espece sexudlement compaible avec le mais n'est présente a proximité des
différents sites de disséminaion. Aucun risquede dissémination de la modification généique
n'est attendupa hybridaion interspécifique

Des champs de mai's peuvent étre présents a proximité des sites d’expéimentation.
Cependant, les précautionssont prises (respect d’unedistance d’isolement et/ou castration ou
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mise souspoche des panicules) pour éviter toute dissémindion de génes via le pollen a partir
des plantes tranggéniques en culture.

E.4 Proximité des sites de biotopes officiellement reconnus ou de zones protégées
susceptibles d’étre affectées

Ces essais seront implantés dans des zones de polyculture, hors de biotope

officiellement reconnu ou de zone protégée qui pouraient étre affectés pa ces
expé&imentations
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F. INFORMATIONS CONCERNANT LA DISSEMINATION

F.1. Objectif de la dissémination

L’ objectif de la disséminaion est d’éudier 6 événements de trandormation sur-
exprimant le géne PEPC de sorgho et présentant une meilleure adgptation aux conditions
climatiques en Situaion de stress hydrique

Noussouhatonsétudier les deux réles possibles de ce géne:
- dans les feuilles, un réle d’améioration des performances phobsynthéiques pa une
meilleure assmilation du CO, dansles cellules du mésophylle,
- dansle grain, unréle condukant a unemeilleure re-mobilisation des ressources azotées et
carbonées foliaires au moment du remplissage

Cet essa pamettra égdement de multiplier le matériel végéa pour la poursuite de
I”éudeau cours des autres campagnes de culture,

Pour évalue lerble de ce genedanslatolérance des plantes a la sécheresse, les plantes
trandormées vont étre cultivées en conditionsnormales (culture traditionndle avec irrigaion
optimale) et en condiionsde stress hydriquefort, piloté al’ aide de sondes tensométriques et
capecitives.

L’ observation du comportement des plantes en conditions de stress hydrique devrait
contribue fortement a la confirmation du réle du géne pepc dans les mécanismes de défense
delaplante contre ce stress.

Etant donné les roles supposs de I’ enzyme PEPC, différentes mesures pourrort étre
réalisées en champ sur les plantes trangformées et nontransormées, telles que:
- hauteur des plantes,
- nombre defeuilles et mesure delasurface foliaire,
- mesure del’ activité phobsynthé&ique
- produdion grainiere, biomasse totale et andyse de compostiondes grains
Ce dernier paamétre est le plusimpartant pou valider lerble du gene pepc.

Des prélévements pourront étre effectués sur des feuilles, afin de mesurer |’ expression
de la protéine par la technique de Western blotting ou par le dosage d’activité enzymatique
Des mesures pourront égaement étre effectuées par la suite sur les grains produits en champ.

Ces études en conditionsagrononiques nouspermettront de séectionne, au terme de
I’ expérimentation, I’événement de trandormation le plus intéressant. Celui-ci pourra alors
éventudlement faire I’ objet d’un développement et étre croisé par la suite avec uneligné a
source de trangposase active en vue de I'dimindion de I'éément Ds contenant le gene
marqueur. Ce systéme d’excision du gene marqueaur est décrit dansle dossier B/FR/02.04.02
disponible sur le site www.agri culture.gouv.fr/fOGM/ogmhtm.

L es semences produites au cours de ces essais seront utilisées uniquement a desfinsde
recherche: andyses de compostion, semis des prochanes campagnes d’essais. Ces semences
ne seront pas commercialisées ou utilisées a d’autres finsquecelles décrites ci-dessus

Toutes les expé&imentations seront effectuées & des fins de recheche et de
développement.
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F.2. Date et durée prévues de I’opération

L’ essai est prévu d’avril a novanbre 2007, Les autres campagnes de culture se dérouleront
d’avril anovembre 2008 2009¢t 201Q

Les semis seront effectués entre mi-avril et mi-mai, les récoltes de fin septembre a mi-
novanbre environ. Ces daes sont indicatives et peuvent ére modifiées en fondion des
conditionsclimatiques.

F.3. Méthode de dissémination envisagée

Les semis seront effectués a I’aide d’'un semoir mécanique Les lots de semences seront
préparés en laboratoire puis individudisés pourle semis.

Le semoir sera nettoyé sur la parcelle d’essai, le surplus de semences sera récupéé et
ramené au laboratoire pour stockage ou destruction par traitement thermique

F.4. Méthode de préparation et gestion du site avant, pendant et apres la
dissémination, y compris les pratiques culturales et les méthodes de récolte

La préparation du sol sera effectuée selon les pratiques agricoles courantes. Aprés un
labour et unepréparation du lit de semis, les traitements du sol seront réduits aux traitements
herbicides (par un herbicide honologuésur cette culture), insecticides ou anti-limaces sur les
sites d’expé&imentations

L es traitements en cours de culture seront adgptés au type d’ expéimentation.

La récolte des épis sera soit manudle soit mécanique Ces épis seront mis en sacs, les sacs
identifiés seront rapariés dans un site agréé par la Commission du Génie Généique (site
Biogemma ou autre site) ou les graines seront conservées juggu’a leur semis ou andyse. Les
semences non utilisées seront détruites par traitement thermique(traitement ala vapeur).

Les résidus végé&aux (épis non récoltés, tiges et feuilles) seront broyés sur place
meécaniquament. Les résidusbroyés seront ensuite enfouis par un travail supeficiel dusol. Un
labour d’hiver sera enauite effectué Aucune culture commerciale de mai's ne sera implantée
sur les parcelles d’essais I’ année suivante ; les éventudles repouses de mai's seront déruites
avant floraison.

F.5 Nombre approximatif de plantes

Le nonbre total de plantes tranggéniques cultivées n’excédeara pas 80 000 pa site, sur une
surface de 5000m! environ, hors bardures et allées.
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G. INFORMATIONS SUR LES PLANS DE SURVEILLANCE, DE
CONTROLE ET DE TRAITEMENT DU SITE ET DES DECHETS APRES
DISSEMINATION

G. 1. Précautions prises
G. 1. a) Distance d’'isolement des autres espéces sexudlement compaibles

Les plantes tranggéniques faisant |’ objet de cette demanded’essai en champ seront castrées
ou ensachées et n’émettant pas de pollen tranggénique aucune contrainte d’isolement avec
d’autres cultures de mai's ne sera mise en cauvre. Cependant, si les plantes étaient laissées en
pollinisation libre pour les besoins de I’ expé&imentation, une distance d’isolement de 200
metres detoute autre culture de mai's a vocation commerciale sera mise en place.

Quatre rangs de bordure agrononique condituées de plantes nontrangyéniques, seront
implantées autour de la parcelle ; selon les besoins de I’ expé&imentation, il poura s agir de
lignées oud’hybrides, fertiles (pollinisateurs) ou male-stériles (ne produisant pas de pollen)

En Europe il n’ existe pas d’ espéce végéal e sexudlement compaible avec le mais.
G. 1. b) Mesures minimisant la disséminaion du pollen et des graines

Les risgues de disséminaion de pollen tranggénique sont trés réduits puisqueles plantes de
la parcelle d’expé&imentation ne produiront pas de pollen (castration ou mise sous poche) ou
seront isolées de toute autre culture commerciale de mais. La disséminaion de pollen sera
aing minimisée. De plus la présence de quare rangsde bordure agronomnique constituée de
plantes de méme précodté que les plantes tranggéniques servira de piége a pollen. En fin
d’essai, ces plantes seront broyées sur place puis enfouies par un travail supeficie du sol (ce
travail pourra éventudlement étre retardé selon les conditionsclimatiques et I’ état du sol ala
récolte).

La préparation des lots de semis est réalisée au laboratoire. Chague lot de graines est
conditionnédans un embdlage (sache de papier couramment utilisé par les sélectionnaurs)
ouveat uniquement lors du semis, sur laparcelled’essai.

Aprés semis, le surplus éventud degraines présentes dansle semoir est récupéé et rapatrié
au laboratoire pour destruction. Ces précautions réduisent les risques de dissémination des
graines en dehors dela parcelle d’expé&imentation.

G. 2. Description des méthodes de traitement du site apres dissémination

Les bordures non tranggéniques de mai's seront déruites par broyage puis enfouissement
sur lapacellelorsdeladestructionfinde del’ essal.

Les pacelles feront I'objet d’'une surveillance réguliére I'année suivant I'essai afin
d’diminer toute éventudle repouse de mais avant la floraison.
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G. 3. Description des méthodes de traitement apres dissémination pour le matériel
issu de plantes génétiquement modifiées y compris les déchets

L es épis produits sur cet essai et destinés aux andyses ou a des semis futurs seront récoltés
et rapariés en laboratoire ; les autres plantes et résidus de la culture seront déruits par
broyage puis enfouissement sur la parcelle d’essal.

G. 4. Description des plans et techniques de surveillance

Pendant la culture, I’ essai sera suivi tres régulierement par le personnel responsable de la
dissémindion, les techniciens et agrononmes. La conformité de |'expé&imentation aux
conditions décrites dans ce dossier et dans |’ autorisation du Ministére de I’ Agriculture sera
contrélée pa les agents assermentés dela Protection des V égé&aux.

Aprés la destruction de I'essai, pluseurs visites des pacelles seront effectuées au
printemps pendant la pé&iode de germindion des graines. Les éventudles repouses de mai's
seront éliminées avant floraison.

G. 5. Description des plans d’urgence

Ces essais pouront étre arrétés en cas d'urgence (accident climatique majeur,
vanddisme...). Les méthodes de destruction volontaire seront adgptées au stade de
développement des plantes (traitement herbicide & I'aide d’un produit autre que Basta® ou
Liberty® dontla matiére active est du glufosnate, broyage éventud aprés récolte des débris
dispersss,...). Elles seront appliquées dés quepossible apres la fin des condatationsd’ usage

G. 6. Méthodes et procédures de protection du site

Aucuneméthodeet/ou procédure paticuliére de protection du site ne sera appliquée.
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H. CONCLUSIONS CONCERNANT LES INCIDENCES POTENTIELLES SUR
L’ENVIRONNEMENT DE LA DISSEMINATION

H.1. Probabilité que les plantes modifiées deviennent plus persistantes que les
plantes parentales ou réceptrices dans les habitats agricoles ou se propagent plus
rapidement dans les habitats naturels

Les plantes qui seront cultivées au champ seront résistantes a la phogphinothricine (ou
glufognae) ou alakanamycineet sur-expriment dansles feuilles la protéine PEPC.

Le mais est cultivé dans des agrosystémes et n'est jamais présent en France dans des
milieux naurels, ses capecités dedisséminaion et derepouse étant excessivement faibles. Sa
propagaion dansces milieux n’est pas affectée par la modification géné&ique celle-ci n’ayant
pas d’interaction avec le modedereprodudion dela plante.

L herbicide utilisé pour le repérage et/ou la sélection des plantes transformées en serre ou
au champ — glufosnate ou phoghinothricine herbicidetotal - n’est pas homologuéen Europe
pour des applications sur les cultures commercides de céréales. Il sera appliqué
éventudlement lors des essais que par "mouillage de la feuille", sur qudques cm! de chaque
plante ou en pulvérisation dirigée, dans le but de repé&er les plantes porteuses de la
modification gén&ique En I’absence d'utilisation de cet herbicide et donc en I’ absence de
pression de sdlection, il est hautement improbeble que les mai's faisant I’ objet de cet essai
deviennent pluspersistants dansles habitats agricoles ou naturels.

De méme, I’ antibiotiqueutilisé pourle repérage et/ou la sélection des plantes transormées
en laboratoire et en serre - kanamycine- n’'est pas utilisé pour des applications sur les
cultures. 1l sera appliqué éventudlement lors des essais par le dépot de qudques microlitres
de solution au centre du «cornet » dans le but de repérer les plantes porteuses de la
modification généique En I’absence d’utilisation de ce produit en agriculture et donc en
I"absence de pression de sélection, il est hautement improbeble queles mai's faisant I’ objet de
cet essai deviennent pluspersistants dansles habitats agricoles ou naurels.

H.2. Avantages ou inconvénients sélectifs conférés aux plantes modifiées

Deux caractéeres sont présents dansles mai's qui font I’ objet de cette expéimentation :

- latolérance au glufosinate (herbicides totaux Basta® et Liberty®), ou latolérance ala
kanamycine

- I'expression dela protéine PEPC de sorgho.

Aucun avantage ou inconvénient sélectif ne semble étre conféré a ces plantes, dans les
conditionsde |’ essai, car aucune pression de séection ne sera appliquée. Il n’'y aura pas de
traitement par I herbicide Basta® et Liberty®, si ce n’est par mouillage de la feuille &fin de
repérer les plantes trandormées. De méme, il n'y aura pas de traitement par |’ antibiotique
kanamycing s ce n’est par dép6t de qudques microlitres de solution dans le « cornd » des
plantes.

Dans ces conditions de traitement par I’ herbicide ou par I'antibiotique aucune plante,
gu’elle soit sengble ou résistante, N’ est déruite et la pression de sélection est quasi-nulle.
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La sur-expression de la protéine PEPC dans|les cellules du mésophylle n’est pas de nature
ainduire depression de sélection pouvant favoriser ou défavoriser ces plantes.

H.3. Possibilité de transfert de géne aux mémes especes ou a d’autres espéces
végétales sexuellement compatibles dans les conditions de plantation des plantes
modifiées et avantages ou inconvénients sélectifs conférés a ces especes végétales.

La seule espéce sexudlement compaible en Europe est le mais. Le trandert de matériel
généique via le pollen vers d’autres cultures de la méme espéce sera peu probable étant
donnéles précautions prises (castration, mise sous poche ou éablissement d’une distance
d’isolement). La culture du mais dans les agrosystémes a partir de semences hybrides
produites selon un cahier de charges rigoureux. La nonutilisation de "semences de ferme"”
rend trés improbables les possibilités d’obtenir des plantes descendantes d’inter-croisement
suite & un flux pollinique Combiné a I’absence d’avantage sdlectif dans les conditions de
culture du mai's, ce trandert peut étre consdéé comme un risquetrés minime.

Il n’existe pas en Europed’espéce apparentée au mai's qui pourraient étre réceptrices pour
ce pollen et aucun avantage ouinconvénient ne peut étre conféré.

H.4. Incidences immédiates et/ou différées que les interactions directes ou
indirectes entre les plantes modifiées et les organismes cibles, tels que prédateurs,
parasitoides et agents pathogénes peuvent avoir sur I’environnement

Les plantes faisant I’ objet de ce dossier n’ont pas vocation a agir directement sur des
organismes cibles.

Aucune interaction n'est attendue entre le produit du géne bar ou du gene nptll et des
organismes cibles. En |'absence d’application de I’herbicide ou de I’antibiotique sur la
pacelle d'essai (hors mouillage ou pulvérisation localisée de la feuille afin de repérer les
plantes tranggéniques), aucun effet éventud N’ est attendu. Aucuneinteraction entre la protéine
PEPC sur-exprimée dansles feuilles de mai's et des organismes n’est attendue

L’ inddence écologiquede ces essais peut étre considérée comme minime.

H.5. Incidences immédiates et/ou différées que les interactions directes ou
indirectes entre les plantes modifiées et des organismes non cibles, notamment les
incidences sur les niveaux de population des concurrents, herbivores, symbiotes,
parasites et agents pathogénes.

Aucune interaction n'est attendue entre le produit du géne bar ou du gene nptll et des
organismes noncibles. En |’absence d’application de |’ herbicide ou de I’ antibiotique sur la
pacelle d’essai (hors mouillage de la feuille ou pulvérisation localisée, afin de repérer les
plantes tranggéniques), aucun effet éventud N’ est attendu. Aucuneinteraction entre la protéine
PEPC sur-exprimée dansles feuilles de mai's et des organismes non-cibles n’est attendue
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H.6. Effets immédiats et/ou différés éventuels sur la santé humaine résultant des
interactions directes ou indirectes potentielles entre les plantes modifiées et les
personnes travaillant ou entrant en contact avec la ou les plantes modifiées
disséminées ou se trouvant a proximité

Une éude de Wehrmann et al. (1996) a montré que la phogphinotricine acétyltrand érase
codée par le gene bar, enzyme qui déoxifie la phogphinotricing est dégradée en qudques
secondes par les sucs gastriques humains Cette protéine, exprimeée de fagon conditutive dans
les plantes, ne semble pas pouvor entraing de répon allergique apres ingestion. Aucune
alergie de contact n’a é&é développée par les personnds de laboratoire qui manipulent depuis
de nombreuses années des plantes tranggéniques exprimant ce gene de sélection.

Les éudes menées dans le cadre de I’ honologaion de plantes géné&iguement modifiées
n’ont pas révélé de toxicité particuliere associée au gene nptll (Fuchs et al., 1993) Un avis
émis pa |I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments développe de fagon
approfondie les raisonsde cette absence detoxicité. |l est conaultable sur le site suivant :
http://www.afssa.fr/Ftp/Afssal2754727548pdf,

Laprotéine PEPC exprimée dansles plantes trandormées est issue dela protéine endogéne
du sorgho. A ce jour, aucune donné relative a la protéine PEPC de mais ou de sorgho
couramment conoommee pa les animaux, ne laisse suppo®&r gqu’une qudcongue toxicité
pourrait leur étre assod ée.

H.7. Effets immeédiats et/ou différés éventuels sur la santé des animaux et
conséquence pour la chaine alimentaire résultant de la consommation de la
plante modifiée ou de tout produit dérivé s’il est destiné a étre utilisé en tant
qu’aliment pour animaux

Les éléments qui ont été foumis ci-dessus au paragraphe H.6, s appliquent égdement aux
animaux. Aucun effet immeédiat ou différé n’est attendu, a ce stade de I’ expé&imentation, sur
la santé des animaux.

Aucune conommation des plantes généiquanent modifiées n'est prévue, les produits
végétaux de cet essai ne seront pas conMmeEs. Ils seront soit détruits, soit ramenés au
laboratoire a des fins d’andyse. On ne peut exclure que de pdits animaux puissent étre
présents sur I’ essai et conoommer defaibles quantités defeuilles. Cependant aucun effet n’est
a priori attendu, la protéine PEPC existant dans le sorgho et la protéine phoghinothricine
acétyl trandérase n’étant pas connuepour présenter detoxicité (voir ci-dessusles paragraphes
H.5 et H.6).

H.8. Incidences immédiates et/ou différées sur les processus biogéochimiques
résultant des interactions directes et indirectes potentielles de la plante modifiée
et des organismes cibles et non-cibles a proximité du ou des OGM disséminés

Les interactions directes et indirectes, générées par la modification généique des plantes
de mais qui font I’objet de ce dossier et les organismes cibles et noncibles sont d’effets
éventuds trés limités (voir les paagraphes H.4, H.5 et H.6). Les niveaux d’expression
géniques du géne bar, le traitement des produits végéaux apres la récolte, et le respect des
conditions classiques de culture du mais (fagon culturale, fertilisation, irrigaion, traitements
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herbicides, insecticides et fongicides) ne sont pas de nature, a priori, a modifier lesincddences
sur les processus biogéochimiques par rappott aux inddences de la culture de mais
conventionnd.

H.9 Incidences immédiates et/ou différées, directes ou indirectes, que les
techniques spécifiques de culture, de gestion, et de récolte, utilisées pour les
plantes modifiées peuvent avoir sur I’environnement lorsqu’elles sont différentes
de celles utilisées pour des plantes supérieures non génétiquement modifiées

Dansle cadre de cette expérimentation, aucuneinddence n’est attendue Cependant, en cas
de développanent commercia de plantes de mai's sur-exprimant la protéine PEPC, il aurait
pour effet uneamélioration du rendanent phoosynthé&iquedes plantes de mais et un meilleur
remplissagedu grain.
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