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Paris, le 14 octobre 2010

AVIS

en réponse & la saisine' 091201-saisine HCB-info compl oeillets
concernant notamment le dossier C/NL/97/13-01.

Le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) a été saisi le 5 décembre 2009 par les autorités
compétentes frangaises (le Ministére de 'alimentation, de I'agriculture et de la péche) d’une
demande d’avis relative a une évaluation du dossier C/NL/97/13-01 de demande de
renouvellement d’autorisation d’'importation d’ceillets sous forme de fleurs coupées a des fins
ornementales.

Ce dossier a été déposé par la société Florigene Pty Limited dans le cadre de la directive
2001/18/CE auprés des autorités compétentes hollandaises, sous le référence C/NL/97/13-
01. La saisine du HCB correspondante est référencée 091221-saisine HCB-info compl
oeillets.

Le Comité scientifique (CS)? du HCB a procédé a I'examen du dossier le 3 septembre 2010
sous la présidence de Jean-Christophe Pageés.

! La saisine « 091221-saisine HCB-info compl oeillets » est reproduite dans I'Annexe 1.
2 La composition du CS ainsi que le rapporteur externe ayant contribué a I'élaboration de l'avis sont indiqués dans
I’Annexe 2.



RESUME DE L’Avis®

La saisine recue par le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) porte sur I'évaluation du
dossier C/NL/97/13-01, Ce dossier déposé par la société Florigene C/NL/97/13-01 correspond
a une demande de renouvellement d’autorisation d’importation de la lignée 1363-A dont le
nom commercial est Moonshadow™.

Description du produit

La lignée 1363-A résulte de lintégration d’'une construction génétique contenant trois
cassettes d’expression dont deux incluent des genes impliqués dans la régulation de la
synthése des anthocyanes dans le but de conférer aux fleurs une couleur pourpre-violette. La
quatrieme cassette code une acétolactase synthétase (ALS) mutante de tabac (Nicotiana
tabacum), conférant une résistance aux herbicides de la famille des sulfonylurées, exploitée
uniquement pour la sélection des transformants primaires aprés transformation.

La construction génétique s’est intégrée dans trois loci différents. Devant des incohérences de
description moléculaire dans le dossier du pétitionnaire, le CS a procédé a une nouvelle
analyse de ces loci, « manuellement », les données n’étant pas fournies sous une forme
analysable par des outils bioinformatiques. Cette analyse a mis en évidence de profonds
remaniements de la construction a chaque locus, présentés dans le rapport.

Impact sur la santé humaine et animale

La demande concerne un usage exclusivement ornemental, les ceillets ne sont pas destinés a
lalimentation humaine et animale. Dans I'hypothése d'une consommation fortuite, le
pétitionnaire a analysé la toxicité ainsi que le potentiel allergénique de la lignée 1363-A.

Les ceillets ne sont pas connus pour étre toxiques ou allergéniques. Un test de génotoxicité
sur bactéries n’a pas détecté d’effet mutagéne de la lignée d’ceillet génétiquement modifiée
1363-A ou de la delphinidine isolée. Un test de toxicité aigué n’a pas mis en évidence de
létalité ou de différences macroscopiques induites par la consommation d'ceillets
transgéniques de la lignée 1363-A. Les protéines codées par les transgenes, et le pigment de
delphinidine résultant de leur expression, sont par ailleurs naturellement présents dans
d'autres fleurs, et dans des fruits comestibles. L’analyse bioinformatique des peptides
potentiellement produits par de nouveaux ORF* créés dans la lignée génétiquement modifiée
a identifié des motifs de six acides aminés également présents dans des protéines connues
pour étre toxiques ou allergéniques. Aucune analyse complémentaire n'ayant été effectuée
par le pétitionnaire, la production de ces protéines, et a fortiori leur potentiel toxique ou
allergénique restent hypothétiques. Les données sont toutefois fournies sous une forme ne
permettant pas de procéder directement a des analyses bioinformatiques contradictoires. Le
CS note toutefois que cette lignée d’ceillets a été cultivée depuis plus de dix ans sans
qu’aucun effet négatif n’ait été signalé.

Risques de dissémination et impact sur I’environnement

Les risques potentiels pour l'environnement concernent le risque de dissémination des

transgénes et ses conséquences. Suite a la mise sur le marché de fleurs coupées d'ceillets

génétiquement modifiés, les transgénes qu’ils portent pourraient théoriguement étre

disséminés suite a :

- une multiplication végétative : impossible naturellement a partir de fleurs coupées ; difficile
mais possible par des techniques de bouturage spécifiques appliquées par des individus
expérimentés ;

% Ce résumé ne se substitue pas  I'analyse du dossier développée dans cet avis.
* ORF (Open Reading Frame) : cadre ouvert de lecture, détecté par des programmes informatiques, correspondant a
une séquence d’ADN qui peut coder, si elle est préalablement transcrite, une protéine ou un peptide (petite protéine).



- une dispersion de pollen vers d'autres ceillets ou espéces apparentées : peu probable
compte tenu: (1) de l'environnement dans lequel les plants coupés sont placées
(essentiellement des habitations), (2) du fait que la pollinisation est uniquement
entomophile (principalement des lépidoptéres, qui n‘ont pas un comportement de
butinage optimal), (3) de la production de pollen relativement faible des ceillets cultivés
comparativement aux ceillets « sauvages », (4) de la viabilité du pollen une fois qu’il est
accessible aux insectes, c’est-a-dire une fois que la fleur est « ouverte », (5) de la durée
de vie des plantes coupés, (6) de la distance de dispersion indiquée comme relativement
courte (quelgues centaines de metres) ;

- une dispersion de graines qui se seraient développées sur les fleurs coupées : trés
improbable considérant notamment que le processus de développement des graines dure
cing semaines et qu’une fleur coupée en vase ne survit pas sur cette durée.

Plans de surveillance post-commercialisation

Le CS du HCB considére, avec le pétitionnaire, que I'absence de risques, en I'occurrence, ne
rend pas utile un plan de surveillance spécifique.

Le pétitionnaire, afin d’étre en accord avec la directive 2001/18/CE propose un plan de
surveillance générale sur les sites de production en Amérique du Sud (ce qui ne concerne pas
I'objet de la présente saisine), et auprés des organismes d’importation et des consommateurs
au moyen d’un questionnaire. Il a aussi saisi un groupe d’experts pour réaliser une veille
attentive et se propose d’opérer une tracabilité des exportations vers I'Union européenne. Le
CS du HCB approuve I'approche générale et les méthodes du plan de surveillance générale
indiquées par le pétitionnaire.

En conclusion

Au terme de I'analyse de I'ensemble des données fournies par le pétitionnaire et de données
supplémentaires disponibles dans la littérature scientifique, le CS du HCB note que :

- aucun risque particulier de toxicité ni d’allergénicité n’a été détecté par le pétitionnaire
dans les analyses expérimentales et bioinformatiques de la lignée d’ceillet 1363-A, de la
delphinidine ou de I'enzyme mutante ALS. Concernant les nouveaux ORF créés par la
modification génétique, le pétitionnaire a mis en évidence, par analyse bioinformatique,
I'existence de motifs protéiques de six acides aminés présents sur des toxines protéiques
ou des protéines allergéniques connues. Il n’existe cependant pas de preuve sur la
production de ces protéines, et a fortiori sur leur toxicité ou allergénicité.

- les données bioinformatiques étant fournies dans un fichier pdf, il n’est pas possible de
les extraire pour procéder a des analyses indépendantes de celle du pétitionnaire. Le CS
souhaite que les données de séquence soient fournies dans un fichier a partir duquel
elles puissent étre exploitées pour une analyse indépendante.

- Il est improbable que les fleurs coupées d'ceillet produisent des graines; le risque de
dissémination par des graines produites par ces fleurs est donc quasi nul.

- le risque de dissémination de génes par le pollen des fleurs coupées d’ceillet est faible
mais non nul. Il ne lui serait cependant pas associé d'impact environnemental significatif.

- Ladissémination par bouturage est difficile mais possible par des techniques adaptées.

Le CS recommande que la mise sur le marché des ceillets génétiguement modifiés de la
lignée 1363-A, si elle était autorisée, soit accompagnée de mesures propres a répondre au
risque de dissémination par bouturage par une communication a l'attention des sociétés
d’amateurs quant aux possibilités de diffusion non contrélée des ceillets transgéniques.
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1. Introduction

Le dossier C/NL/97/13/01, déposé par la société Florigene auprés des autorités compétentes
hollandaises dans le cadre de la directive 2001/18/CE®, est une demande de renouvellement
d’autorisation pour l'importation, la distribution et la commercialisation de la lignée d'ceillets
transgéniques 1363A. En 1988, cette lignée, dont le nom commercial est Moonshadow™,
avait obtenu de la Commission Européenne une autorisation d’'une durée de 10 ans non
seulement pour I'importation mais aussi pour la culture. La présente demande n’inclut pas la
culture. Elle ne concerne pas non plus la consommation animale et humaine.

Le Haut Conseil des biotechnologies est saisi par les autorités compétentes francaises (le
Ministere de l'alimentation, de l'agriculture et de la péche) pour éclairer la position du
Gouvernement frangais lors du vote en Comité réglementaire a venir sur le projet de décision
de la Commission Européenne concernant le renouvellement d’autorisation de I'importation
demandée. Les avis des Etats Membres sur ce dossier sont d’autant plus importants qu’il n’a
pas fait I'objet d’'un examen par I'AESA®, celle-ci n’étant consultée par la Commission
européenne que lorsque des Etats Membres maintiennent des objections motivées lors de la
procédure d’évaluation définie par la directive 2001/18/CE.

2. Caractéristiques des plantes génétiquement modifiées

2.1 Description du produit

La lignée 1363-A est génétiquement modifiée dans le but de conférer aux fleurs une couleur
pourpre-violette. Elle porte par ailleurs une résistance aux herbicides de la famille des
sulfonylurées, utilisée pour la sélection des transformants primaires.

La couleur des fleurs est due a la concentration relative de deux classes de pigments, les
caroténoides et les flavonoides, ces derniers ayant un rdle prépondérant. Les
anthocyanidines constituent une sous-classe des flavonoides. Parmi ces pigments, la
delphinidine, la cyanidine et la pélargonidine conférent respectivement les couleurs bleu-
violet, rose-rouge et orange-rouge. Deux enzymes jouent un réle essentiel dans la voie de
biosynthése de ces pigments :

- la dihydroflavonol 4-réductase (DFR), qui est a l'origine de la production des
précurseurs glucosylés de la pélargonidine, de la cyanidine et de la delphinidine en
utilisant comme substrats respectifs le dihydrokaempférol (DHK), la
dihydroxyquercétine (DHQ) ou la dihydromyricétine (DHM),

- la flavonoide 3’-5’-hydroxylase (F3'5°H), qui assure par ailleurs I'hydroxylation des
composés DHK et DHQ en DHM.

L'ceillet est dépourvu du géene qui code I'enzyme F3'5’H. Afin de favoriser la voie de
biosynthése de la delphinidine, la lignée 1363-A exprime le géne F3’5°’H de pensée et le geéne
DFR de pétunia.

2.2 Caractéristiques de la construction génétique
La construction transgénique a l'origine de I'événement 1363-A (Moonshadow™) provient du

plasmide binaire pCGP1991 (27 444 pb’) dont la région destinée au transfert (TADN de
transfert, dit ADN-T) est présentée dans la figure 1. Elle porte trois cassettes d’expression

® La directive 2001/18/CE est une directive du Parlement européen et du Conseil du 12 mars 2001 qui fixe les régles
communautaires relatives a la dissémination volontaire d'OGM dans I'environnement. Elle abroge la directive
90/220/CEE du Conseil. http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32001L0018:FR:HTML

® Autorité européenne de sécurité des aliments, ou EFSA : European Food Safety Authority.

7 pb : paire de bases d’ADN




situées entre des régions provenant d'un plasmide Ti# d'une souche a octopine
d’'Agrobacterium tumefaciens, portant les séquences répétées gauche (LB®) et droite (RB™)
délimitant la partie d’ADN transférée dans le génome des plantes, séparées par des régions
intergéniques plus ou moins longues provenant des vecteurs utilisés pour les clonages (série
des pBluescript et pUC). Il est a noter que la taille des régions du plasmide Ti, portant les
frontieres gauche et droite, est tres largement supérieure a la taille fonctionnelle de ces
régions (25 pb).

Cassette 1 Cassette 2 Cassette 3
’E‘ [p35S cab5UTR | SuRB tsuB | | oDFR DFR R | [ocHs FI5H  t'D8" | ’E‘
i i Vool Vo i ! { | l { { | l l
191 61 1895 1770 277 1698 2983 1172 1778 819
896 7 4017 265 4958 28 3825 187 1843

Figure 1. Carte de 'ADN-T du plasmide pCGP1991 destiné au transfert dans le génome de I'ceillet pour I'obtention
de la lignée transgénique 1363-A. p = promoteur, t = terminateur. Les chiffres représentent les tailles en paires de
base. Schéma non a I'échelle. Les différences de taille entre la somme des tailles des diverses régions d'une
cassette et la taille totale de la cassette pourraient refléter la présence potentielle de courtes régions provenant des
plasmides de clonage entre les composants de chaque cassette.

La premiére cassette permet I'expression du géne SuRB (ALS) provenant de tabac (Nicotiana
tabacum), conférant la résistance a des herbicides de la famille des sulfonylurées, placé sous
le contréle du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) et de son propre
terminateur de transcription (tSuRB). Une région de 61 pb, correspondant a la région 5’ non-
codante du géne Cab de pétunia (Petunia X hybrida), codant une protéine de fixation a la
chlorophylle a/b, est présente en amont du géne pour optimiser son expression in vivo.

La deuxieme cassette porte un gene DFR provenant de pétunia, cloné a partir d’ADN
génomique, placé sous le contr6le des ses propres promoteur et terminateur de transcription.
La protéine DFR produite par ce géne permet la production des précurseurs des pigments
pélargonidine, cyanidine et delphinidine.

La troisiéme cassette porte le gene F3’5°H de pensée (Viola hortensis), sous forme d’ADN
complémentaire, placé sous le contréle du promoteur du géne codant la chalcone synthase
(pCHS) de muflier (Antirrhinum majus) et du terminateur de la transcription du géne “D8”,
codant un homologue d’'une protéine de transfert de phospholipides putative provenant de
pétunia (t’'D8”). La protéine F3'5'H assure la réduction du DHK et de la DHQ en DHM, un des
précurseurs de la delphinidine.

Le CS observe que les figures fournies par le pétitionnaire ne sont pas conformes aux
séquences données : il existe une confusion entre promoteurs et terminateurs, et la polarité
des séquences est incertaine.

2.3 Méthode de transformation

A l'origine de la lignée 1363-A, la variété Unesco (UN), également appelée Striped Picolla, a
fleurs blanches, a été inoculée par la souche AGLO d’'A. tumefaciens portant le plasmide
binaire pCGP1991. Aprés élimination de l'agrobactérie avec I'antibiotique timentine, les
transformants primaires ont été sélectionnés grace a I'expression du gene SuRB, conférant la
résistance a I'herbicide sulfuron. L’absence d’agrobactéries résiduelles dans les transformants
primaires a été vérifiée par amplification PCR d’une région de 430 pb du géne VirG d’A.
tumefaciens.

8 Ti : Tumor inducing, induisant une tumeur. Les souches virulentes d’A. tumefaciens induisent des tumeurs dans les
plantes par le transfert de leur ADN-T dans le génome des plantes. Les souches utilisées pour la transgenése ne sont
Elus virulentes car ’ADN-T ne contient plus les génes sauvages nécessaires a cette virulence.

LB : left border, bordure gauche de 'ADN-T
" RB : right border, bordure droite de '’ADN-T




2.4 Caracteristiques des ceillets 1363-A

- Nombre de sites d’insertions et de copies des transgénes

Le nombre de sites d’insertion a été déterminé par des techniques de Southern, en utilisant
une préparation d’ADN génomique de feuilles de plantes transgéniques et de leurs
homologues non transformées. Deux enzymes de restriction différentes ont été utilisées
séparément pour digérer 'ADN génomique. Deux enzymes de restriction différentes EcoRl et
Pstl ont été utilisées séparément pour digérer ’ADN génomique. Les produits de digestion ont
été éprouvés avec des sondes radioactives correspondant a chaque cassette transférée, aux
régions RB et LB, mais également avec 6 a 7 sondes couvrant la totalité de parties non
transférées du plasmides binaire.

Le profil d’insertion est complexe dans la lignée 1363-A puisque les résultats indiquent la
présence de plusieurs copies de chaque élément composant 'ADN-T en trois loci, ainsi
gu’indiqué dans le tableau 1.

Le profil d’insertion est complexe pour la lignée 1363-A puisque les résultats indiquent la
présence de plusieurs copies de chaque élément composant 'ADN-T en 3 loci, ainsi
qu’indiqué dans le tableau 1, selon les données fournies par le pétitionnaire.

Estimation du nombre de copies intégrées
Région de 'ADN-T Locus 1 Locus 2 Locus 3
LB 1 1 2
SuRB 1 1+1°% 2
DFR 1 2 14178
3'5'H 2 2 3 (dont une sans promoteur)?
RB 2 2 3

Tableau 1. Nombre de loci d’insertion et nombre de copies de chaque élément des différentes cassettes de la
construction, intégrés dans le génome de la lignée 1363-A d’ceillet. a Données corrigées d’aprés les structures des
inserts et leur séquence (confére paragraphe suivant) : une deuxiéme copie incompléete est présente (+1) ou une des
copies mentionnées n’est pas compléte (absence de promoteur).

Aucune autre région des plasmides binaires —en dehors de 'ADN-T— n’a été mise en
évidence dans les expériences de Southern. Dans le cas de la lignée 1363-A, I'absence du
géne plasmidique conférant la résistance a 'antibiotique tétracycline a été également vérifiée
par PCR.

- Séquencage de linsert et des réqgions flanquantes

La structure des inserts a chaque locus d’insertion est présentée dans les figures 1 a 3 de
annexe A7 du dossier du pétitionnaire. Leur séquence est fournie dans I'annexe A8. Il est a
noter de nombreuses discordances entre ces deux séries de données, d'une part sur la
nature des séquences (plusieurs inversions promoteur/terminateur), d’autre part sur leur
polarité (sens de la transcription). Les caractéristiques principales des inserts, déduites des
données de séquence, sont présentées dans la figure 2. Elles montrent de profonds
remaniements a chaque locus, qui se caractérisent par :

- l'absence fréquente des frontieres gauche et droite ou leur modification aux extrémités
des inserts,

- certaines cassettes peuvent étre présentes sous des formes différentes, compléte ou
incompléte, orientation attendue ou orientation inverse, comparativement a la construction
initiale,

- deux ou trois copies du méme géne peuvent se retrouver au niveau d’'un méme insert,
dans la méme orientation ou en orientation inversée




Les nombres de copies de chaque cassette a chaque locus, déduit de ces présentations
schématiques, différent de ceux donnés par le pétitionnaire (confére Tableau 1 et corrections
apportées dans ce tableau). Le pétitionnaire ne fait pas état de modifications dans les cadres
de lecture (substitution ou insertion, mutation). La conformité des protéines potentiellement
produites n’est donc pas spécifiée.

Locus 1 — 18 566 pb

loFr-Ts hoHs FesH rDs"Re-T3|[Ls [p3ss cabsUTR | suRB tswd | pDFR | DFR w0rRT3 | [RBin [ro8” Fa'5H ocHs [ 0FRiInTS'
A A

Locus 2 — 26 229 pb

[Rein-TS' [rD8”  F5H  pCHS [1DFR  DFR  pDFR |iswB SuRB-TS LB [p35S CabS'UTR  SuRB tSu® | oDFR  DFR DR

lbcHs  FesH e [Re-T3 |

Locus 3 — 31 603 pb

LB [p355/Cab5'UTR  SuRB  tSuB| pDFR  DFR FR | eCHS  F35'H  tD8" | RB-TY B [p35S Cab5'UTR | SuRB  ISuB

|gggg DFR tDFR-TB" ? |1g,,5g \a@lﬁ F35H  t'D8" ‘RB-T:S"RBin-T:i' ||"Ds"§ F3'5°H ‘

B T

Figure 2. Principales caractéristiques des inserts intégrés aux trois loci d’insertion de la lignée 1363-A. Les régions
non-codantes provenant des plasmides de clonage (cf. Fig. 1 a 3) ne figurent pas ici. Légende: p = promoteur; t =
terminateur, T5’ et T3": région tronquée en 5’ ou 3’; in = séquence inversée comparativement a la séquence initiale; la
fleche indique la polarité (en tirets en absence de promoteur); le triangle plein indique la présence de séquences ne
provenant pas de 'ADN-T. (schéma non a I'échelle).

Les données sont fournies dans un fichier pdf duquel il n'est pas possible d'extraire les
séquences pour de nouvelles analyses bioinformatiques. Le CS demande a ce que les
données de séquence soient fournies dans un fichier a partir duquel elles puissent étre
exploitées pour de nouvelles analyses bioinformatiques.

Les séquences des 150 paires de base du génome de I'ceillet, jouxtant chaque insert, sont
fournies. L’insertion des ADN-T n’a, dans aucun cas, interrompu un gene de I'héte receveur.

- Stabilité et héritabilité des transgénes et de leur phénotype dans les oeillets

Les fleurs coupées, pour lesquelles l'autorisation d’import et de commercialisation est
demandée, sont prélevées sur des plantes issues de bouturages successifs des
transformants primaires. Le matériel transgénique ne sera pas utilisé dans des croisements
avec d’autres cultivars d’'ceillet dans le cadre de cette demande. Le probléme de I'héritabilité
des transgénes n’a donc pas été abordé.

La stabilité des transgenes est déduite du maintien de la couleur violette-pourpre des fleurs
apres 42 bouturages successifs.




- Analyses bioinformatiques des ORF'' potentiels présents dans les insertions

Les données de séquence ayant été fournies dans un fichier pdf global, il n’a pas été possible
de les extraire pour procéder a des alignements ou des recherches d’homologies
nucléotidique ou protéique dans les banques de données. Les descriptions suivantes
résultent donc de I'examen des données fournies par le pétitionnaire, suite a des analyses
bioinformatiques réalisées en décembre 2008 (résultats des analyses Blast en particulier).

Les données correspondant aux ORF détectés au niveau des jonctions des transgénes et de
'ADN génomique de I'ceillet sont présentées dans le tableau 2.

- Homologie de séquence avec une

s aille en protéine :

Locus Nombre d’'ORF nucléotides _ -
Toxique Allergéne

Locus 1 27 24 3 528 Oui (2) Non

Locus 2 16 39a612 Oui (1) Oui (4)

Locus 3 18 27 a 1545 Oui (2) Oui (3)

Tableau 2. Principales caractéristiques des ORF localisés au niveau des jonctions entre les transgénes et 'ADN
génomique.

Parmi les peptides potentiellement produits par les 61 ORF identifiés aux trois loci d’insertion,
cing présentent des homologies de séquences avec des protéines toxiques connues, et sept
avec des allergénes connus. L’homologie avec des protéines allergénes porte sur six acides
aminés qui ne correspondent pas aux régions hydrophiles, et donc potentiellement allergénes,
de ces protéines.

L’expression des transgenes a été controlée par deux approches : (1) par identification des
ARN transcrits a partir des différentes cassettes par la méthode de northern ; (2) par dosage
des trois pigments anthocyanes principaux par chromatographie haute pression (HPLC).

Des analyses northern ont été réalisées a partir d’ARN totaux extraits de pétales de plantes
génétiquement modifiées ou non. Les différents ARN transcrits ont été recherchés a l'aide de
sondes spécifiques. Les ARN de taille escomptée ont bien été identifiés.

Aucune quantification des ARN transcrits n’a été faite. De méme, la présence d’ARN transcrit
correspondant aux ORF potentiellement présents aux extrémités des inserts n’a pas été
recherchée.

Par ailleurs, les concentrations des pigments delphinidine, cyanidine et pelargonidine des
lignées transgéniques et des lignées parentales sont présentées dans le tableau 3.

Teneurs en pigments dans les pétales (mg/g de matiére
Lignée ou variété Couleur des fleurs fraiche)

Delphinidine Cyanidine Pelargonidine
Variété Unesco Blanche 0 0,1 0
Lignée 1363-A Violette 0,35 0,02 0

Tableau 3. Teneur des principaux pigments anthocyaniques dans les pétales d'ceillets transgéniques et des variétés
homologues non transformées.

"' ORF (Open Reading Frame) : cadre ouvert de lecture, détecté par des programmes informatiques, correspondant &
une séquence d’ADN qui peut coder, si elle est préalablement transcrite, une protéine ou un peptide (petite protéine).
A la suite de la détection informatique d'un ORF, des analyses supplémentaires sont normalement réalisées pour
tester s'il est effectivement transcrit en ARN et traduit en protéine ou en peptide.




La variété parentale (Unesco) n’a pas le pigment delphinidine comme attendu puisqu’elles ne
possédent pas le géne F3’5°H. L’expression de ce géne dans les lignées transgéniques, a des
niveaux variables selon les lignées, se traduit par la présence du pigment, attestée par la
couleur violette. La delphinidine n’a pas été détectée dans d’autres organes des plantes.
Cette absence d’expression est expliquée par l'utilisation de promoteurs spécifiques des
fleurs et I'expression du gene au moment de |a floraison.

3. Evaluation des risques pour la santé humaine et animale

La demande concerne un usage exclusivement ornemental, les ceillets ne sont pas destinés a
lalimentation humaine et animale. Dans [I'’hypothése d'une consommation fortuite, par
exemple dans le cas ou les ceillets seraient utilisés en décor de salade, le pétitionnaire a
analysé la toxicité ainsi que le potentiel allergénique de la lignée 1363-A.

Les ceillets sont utilisés a titre ornemental depuis des décennies, sans qu’aucun probléeme
particulier de sécurité pour 'lhomme n’ait jamais été signalé. Les ceillets ne sont pas connus
comme étant des plantes toxiques ou allergisantes.

Aucune donnée ne fait état d’'un risque particulier avec la variété réceptrice utilisée, Unesco,
qui bénéficie d’un large historique d'utilisation.

La lignée 1363-A se distingue de la variété réceptrice par la production de delphinidine,
responsable de la couleur violette des fleurs de cette lignée, et la production d'une
acétolactase synthétase mutante de tabac, qui confére une résistance a des herbicides de la
famille des sulfonylurées et a permis ainsi la sélection des transformants primaires. La lignée
contient également soixante et un nouveaux ORF.

- Etude de toxicité aigué

Une étude de toxicité par administration unique orale a été menée chez des groupes de cinq
souris ICD male, selon le protocole OCDE 420 (Acute Oral toxicity — Acute Toxic). Un extrait
aqueux de pétales d'ceillet 1363-A a été administré a raison de 2g/kg de poids corporel,
comparativement & un méme extrait issu d’'ceillets non transgéniques. Les animaux ont été
suivis pendant 14 jours puis autopsiés (Safety Science Institute, Suntory Ltd., Japan).

Aucune létalité et aucune altération macroscopique lors de I'autopsie n'ont été observées. Les
évolutions du poids corporel des animaux testés ne différent pas de ceux du groupe contréle.

- Evaluation de la génotoxicité des ceillets 1363-A

Un test de Ames™ (Ames et al., 1973; Maron and Ames, 1983) a été conduit a partir d’extraits
aqueux de feuilles et de pétales de fleurs sur quatre souches mutantes de Salmonella
typhimurium (TA97, TA98, TA100 et TA102), avec et sans activation métabolique, par un
laboratoire japonais appliquant les BPL™. La méthode par pré-incubation a été mise en ceuvre
avec des concentrations d'extrait aqueux de: 0,5, 1,25, 2,5, 3,75 ou 5 mg par puit.
Parallelement, quatre témoins positifs ont été testés.

Aucune augmentation significative du nombre de révertants des souches mutées de
Salmonella n'a été observée et le test conclut a 'absence d’effet mutagéne des ceillets 1363-
A.

Ce test améne deux commentaires critiques. Le dossier transmis ne comporte que les
tableaux de résultats ; aucun détail méthodologique n’est disponible. De plus, le test n’est pas
totalement conforme aux recommandations actuelles pour un test Ames, qui devrait inclure
cing souches dont TA1535 et TA1537, pas TA97 (ISO, 2003). Compte tenu de la nature de la
demande, cette déviation ne présente toutefois pas un caractére rédhibitoire.

'2 Le test d'Ames est un test biologique permettant de déterminer le potentiel mutagéne d'un composé chimique. Le
protocole a été décrit par Bruce Ames.
'3 BPL : bonnes pratiques de laboratoire
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- Evaluation des risques potentiels associés a la delphinidine

La delphinidine, produite par modification génétique dans la lignée 1363-A dans le but de
conférer une couleur violette aux fleurs d’ceillets, existe naturellement dans beaucoup d’autres
plantes (myrtilles, mdres...) et elle est également présente comme additif (E163b) dans de
nombreux aliments. La delphinidine n’est pas connue pour étre toxique ou allergene.

La delphinidine a été spécifiquement étudiée (en dehors de ce dossier) dans un test de Ames
sur cing souches de Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537 et TA1538),
avec et sans activation métabolique, sans montrer d’effet mutagéne (Brown and Dietrich,
1979).

La delphinidine est absente des racines et des feuilles et présente dans les pétales au méme
titre, mais a des concentrations moindres, que d’autres pigments comme la cyanidine et la
pélargonidine. La DLgy" par voie orale d’'un mélange de ces trois anthocyanes obtenu aprées
extraction a partir de myrtilles est supérieure a 20 et 25 g/kg de poids corporel respectivement
chez le rat et la souris (Pourrat et al., 1967). Les teneurs en delphinidine dans la lignée 1363-
A sont du méme ordre. Des teneurs plus importantes en delphinidine sont observées dans
d’autres plantes ornementales.

Les anthocyanes ont fait I'objet de trés nombreux travaux montrant des activités
pharmacologiques variées, dont des propriétés anti-oxydantes (Kong et al., 2003, 2008).

On peut conclure que la delphinidine ne présente pas en soi de risque toxique, en particulier
dans le cadre de leur présence dans des plantes a usage ornemental.

- Evaluation des risques potentiels associés a I’acétolactase synthétase mutante

L’acétolactate synthétase (ALS), ou acétohydroxyacide synthase, est une enzyme qui exerce
deux réles métaboliques (Duggleby and Pang, 2000) : un r6le anabolique dans les premiéres
phases de biosynthése des acides aminés branchés, et un role catabolique pour la production
de butanediol uniquement chez certains micro-organismes.

La revue de Duggleby and Pang (2000) fait un état complet de la fonction biochimique de
'enzyme. L’'acétolactate synthétase est présente dans les plantes, les bactéries et les
champignons, absente chez les animaux. Chez les plantes, ALS catalyse la biosynthése des
acides amines branchés leucine, valine et isoleucine. Les animaux ne synthétisent pas les
acides aminés branchés. L’enzyme ALS est trés labile et il est difficile de la purifier. Southan
et Copeland ont purifié et caractérisé cette enzyme a partir du blé, mais elle n’a pas été isolée
des ceillets (Southan and Copeland, 1996).

L’enzyme ALS est inhibée par quatre classes d’herbicides : les sulfonylurées (Chaleff and
Ray, 1984; Ray, 1984), les imidazolinines (Shaner et al., 1984), les triazolopyrimidines
(Subramanian et al., 1990) et les pyrimidines.

La mutation du géne ALS conférant une résistance a certains herbicides a été observée dans
plusieurs plantes : Brassica napus, Xanthium sp., Lactuca sativa, Arabidopsis thaliana,
Nicotiana tabacum.

La mutation du géne ALS a été utilisée dans différentes céréales (Newhouse et al., 1991). La
relative facilité avec laquelle la plante résiste a été mise a profit par les sélectionneurs pour
développer des plantes résistantes (Tan et al., 2005).

L’ALS mutante de tabac utilisée dans la lignée 1363-A, S4-Hra, est identique, sur le plan
fonctionnel, aux nombreuses enzymes ALS retrouvées dans les plantes et les bactéries. La
substitution d’un seul acide aminé lors de la mutation, conférant la résistance a I'’herbicide, est
observée dans diverses céréales et se produit naturellement chez les bactéries.

S4-Hra comme d’'autres mutations d’ALS est considérée comme dénuée de toxicité par les
agences réglementaires américaines et canadiennes. Enfin, ’lhomme consomme des aliments

' DLgo : DL signifie « dose Iétale ». La DLs est la quantité d'une matiére, administrée en une seule fois, qui cause la
mort de 50 % d'un groupe d'animaux d'essai. La DLs, est une fagcon de mesurer le potentiel toxique a court terme
(toxicité aigué) d'une molécule.
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issus de plantes qui expriment des enzymes similaires (méme type de substitution) a la
protéine codée par S4-Hra.

- Evaluation des risques potentiels associés aux nouveaux ORF

Parmi les peptides potentiellement produits par les 61 ORF identifiés aux trois loci d’insertion,
cing présentent des homologies de séquences avec des protéines toxiques connues, et sept
avec des allergénes connus. Ces analyses d’homologie sont réalisées sur des intervalles de
six acides aminés. Le CS note qu’une fenétre d’analyse de six acides aminés est peu
pertinente, la probabilité de retrouver par hasard une séquence de six acides aminés présente
dans I'ensemble des allergénes connus étant non négligeable, et globalement considérée non
fiable comme critére de prédiction allergénique (Hileman et al., 2002; Ladics et al., 2006;
Silvanovich et al., 2006; Stadler and Stadler, 2003; Thomas et al., 2009). Il est recommandé
de poursuivre I'évaluation du potentiel allergénique des ORF a partir d’un seuil d’homologie
de huit acides aminés (EFSA, 2010; Thomas et al., 2009). Les homologies a des allergénes
sont d’autant moins significatives qu’elles sont dans des régions qui ne correspondent pas
aux régions hydrophiles, généralement exprimées a la surface de ces protéines. Cependant,
aucune analyse complémentaire n’ayant été effectuée par le pétitionnaire, la production de
ces protéines, et a fortiori leur potentiel toxique ou allergénique restent hypothétiques.

Les données étant fournies sous une forme non exploitable, il est impossible de réaliser de
nouvelles analyses bioinformatiques a partir de ces données. Le CS demande a ce que les
données de séquence soient fournies dans un fichier a partir duquel elles puissent étre
exploitées pour des analyses bioinformatiques. Le CS note toutefois que cette lignée d’ceillets
a été cultivée depuis plus de 10 ans sans qu’aucun effet négatif n’ait été signalé.

Le CS accepte les conclusions du pétitionnaire selon lesquelles aucun risque particulier de
toxicité ni d’allergénicité n’a été détecté. Le CS reconnait la validité de la méthodologie des
analyses expérimentales et bioinformatiques de la lignée d’ceillet 1363-A, concernant la
delphinidine, I'enzyme mutante ALS ou les nouveaux ORF créés par la modification
génétique.

4. Evaluation des risques pour I’environnement

Les risques potentiels pour I'environnement concernent le risque de dissémination des
transgénes et ses conséquences. Suite a la mise sur le marché de fleurs coupées d'ceillets
génétiquement modifiés, les transgénes qu'ils portent pourraient théoriquement étre
disséminés suite a une multiplication par bouturage, une dispersion de pollen vers d’autres
ceillets ou especes apparentées, ou une dispersion de graines qui se seraient développées
sur les fleurs coupées.

4.1 Dissémination potentielle des transgenes par bouturage

L'ceillet ne peut se disséminer naturellement via multiplication végétative car les plants ne
peuvent produire « naturellement » des stolons, des rhizomes, des bulbes, etc. Les ceillets ne
peuvent produire dans la nature de plants « régénérés » a partir de fragments de tissus. Le
pétitionnaire et un expert cité dans le dossier indiquent dans ce sens qu’aucun ceillet cultivé
de I'espéce Dianthus caryophyllus n'a été observé en dehors des champs de production issus
de fragments de tissus. D’autres espéeces d’ceillets cultivés sont observées hors des champs
de production en Europe (Tutin and Walters, 1993) mais il s’agirait plutét dans ce cas de
populations férales (Holzner and Immonen, 1982) plutdét que de plants issus de fragments de
tissus.

Des plants d'ceillets pourraient, en revanche, étre produits a partir de tissus de plants
transgéniques via des techniques de bouturages (cultures de tissus ou autres techniques de
multiplication). Cela dit, les ceillets transgéniques étant commercialisés sous forme de fleurs
coupées, les techniques optimales de multiplication végétative par enracinement de boutures
végétatives prélevés sur des pieds-meres seront impossibles, étant donné que les tiges de
fleurs coupées sont dépourvues de telles boutures végétatives. Il serait cependant possible
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de multiplier ces oeillets génétiquement modifiés en enracinant des trongons des tiges
florales, soit in vitro, soit dans un substrat adapté (ex : sable, sable et terre, perlite) (Thomas
et al., 2003). En effet, il existe a I'aisselle de chaque feuille un bourgeon végétatif dormant
que 'on peut développer en enracinant les trongons de tige en condition d’humidité élevée ou
bien in vitro (Meena and Shanti, 2006) (Jean-Paul Onesto, communication personnelle au titre
d’expert). Le pourcentage de réussite est peu élevé mais un amateur éclairé peut réaliser
cette opération pour se constituer un lot de plantes qu’il pourra utiliser soit pour son jardin soit
pour réaliser des hybridations avec d’'autres oeillets (Dianthus caryophyllus, Dianthus sp.) afin
de créer de nouvelles variétés. Il y a la un risque de transfert de gene des oeillets
transgéniques et donc perte de la maitrise de la diffusion des variétés transgéniques
proposées par le pétitionnaire. Compte tenu de la forte adaptabilité écologique des Dianthus
sp. (Wu, 2007) et des possibilités d’hybridations interspécifiques (Atanasova, 1998; Nimura et
al., 2006; Nimura et al., 2008) le risque de voir ces oeillets transgéniques étre installés par
des amateurs dans des zones de croissance d’autres Dianthus ne peut pas étre exclu.

Ces dérives pourraient avoir lieu méme si la production d'ceillets transgéniques est protégée
par des brevets, et méme si Florigene indique clairement que le matériel produit illégalement
serait détruit. Dans le dossier et dans la réponse aux commentaires des Etats Membres, le
pétitionnaire indique que si une dissémination non contrblée avait lieu par cette technique de
multiplication, celle-ci n’aurait pas d’impact environnemental. Si on peut légitimement arguer
que les transgenes impliqués dans la synthése de delphinidine et le gene de tolérance aux
sulfonylurées sont déja présents in natura, il pourrait étre cependant nécessaire d’évaluer les
conséquences de 'augmentation de la fréquence de ces génes notamment dans un contexte
de conservation des ressources génétiques via des phénomenes d’hybridation (cf paragraphe
suivant).

4.2 Dissémination potentielle des transgenes par le pollen ou les graines

Les deux autres voies de dispersion de génes a partir des fleurs coupées impliquent une
dispersion via le pollen et les graines.

L’éventualité d’une pollinisation a partir de plants coupés d’ceillets cultivés est relativement
faible compte tenu: (1) de I'environnement dans lequel les plants coupés sont placées
(essentiellement des habitations), (2) du fait que la pollinisation est uniquement entomophile
(principalement des lépidoptéres, qui nont pas un comportement de butinage optimal), (3) de
la production de pollen relativement faible des ceillets cultivés comparativement aux ceillets
« sauvages », (4) de la viabilité du pollen une fois gqu’il est accessible aux insectes, c’est-a-
dire une fois que la fleur est « ouverte », (5) de la durée de vie des plantes coupés, (6) de la
distance de dispersion indiqguée comme relativement courte (quelques centaines de metres).

Cette pollinisation par le pollen des plants coupés n’est cependant pas nulle. La dispersion du
pollen pourrait avoir principalement lieu quand la plante est commercialisée chez les
fleuristes, pendant le transport apres I'achat chez le fleuriste et dans le lieu ou l'acheteur
disposera les fleurs. Dans le dernier cas, il s’agira principalement d’'un lieu d’habitation mais il
n’est cependant pas exclu que les plantes soient posées a I'extérieur, par exemple lors d’'une
cérémonie. La présence de pollinisateurs a proximité des fleurs coupées, méme réduite n’est
donc pas a exclure. Concernant la pollinisation par les insectes, méme si la pollinisation
semble principalement assurée par des Iépidoptéres (noctuelles et sphinx), les fleurs d’'ceillets
peuvent étre visitées marginalement par les abeilles et les syrphes (cas de D. silvester;
(Erhardt, 1988)) ce qui élargit le spectre des pollinisateurs potentiels.

Concernant les estimations de dispersion de pollen dans le genre Dianthus, celles-ci sont trés
difficilement réalisables avec des marqueurs génétiques de type microsatellites (T. Giraud,
communication personnelle). La centaine de meétres qui est donnée comme la distance de
pollinisation par les insectes (Nilsson et al., 1992) est donc une moyenne tres « générale » qui
ne présume pas d'événements de dispersion relativement rare mais a plus longue distance,
cette estimation dans le cas des ceillets étant difficilement réalisable. Si la probabilité d’une
dispersion de pollen efficace (produisant des graines) est faible, il faut cependant considérer
que les événements d’hybridation entre espéces du genre Dianthus par le biais des
pollinisateurs sont possibles, bien qu'il soit indiqué qu’aucun événement d’hybridation n’ait été
observé dans la nature entre I'ceillet cultivé et les autres especes de Dianthus. Aucune
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références bibliographiques ne permettent étayer cet argument. Quatorze espéces de
Dianthus ont été identifiees comme s’hybridant potentiellement avec D. caryophyllus
(hybridations forcées réalisées dans le sens espéces sauvages vers espéeces cultivées dans
le but d’introgresser des caractéres génétiques intéressants), dont I'ceillet des dunes (D.
gallicus) qui est une espéce protégée au niveau national en France (Annexe | et Il, Arrété
ministériel du 20 janvier 1982 modifié le 31 aodt 1995). Si ces hybridations sont possibles, il
est néanmoins impossible de prédire la probabilité d’introgression (ie maintien) du transgéne
dans les populations sauvages. L'impact de cette introgression sur la conservation des
ressources génétiques est actuellement difficilement quantifiable.

Le risque de dispersion par le pollen produit par ces fleurs coupées reste donc une opération
difficile et de faible rendement nécessitant l'intervention d’'un insecte pollinisateur (Tidke and
Dharamkar, 2007) ou bien de 'homme (Gargano et al., 2009).

Enfin, la dispersion via des graines produites par les plantes coupées devrait étre trés réduite
voire irréalisable en pratique considérant notamment que le processus de développement des
graines dure cing semaines et qu’une fleur coupée en vase ne survit pas sur cette durée. De
plus, il semble difficile d’avoir une pollinisation des fleurs coupées avant la récolte car celles—
ci sont encore fermées et carpelle et étamines ne sont pas suffisamment développés (Kim et
al., 2005a; Kim et al., 2005b). De plus, si la pollinisation avait eu lieu celle-ci augmentant la
production d’éthylene accélérerait la sénescence de la fleur (Finger and Barbosa, 2006;
Halevy, 1986). Compte tenu de ces éléments, la dispersion via des graines produites par les
fleurs coupées semble donc improbable.

5. Plan de surveillance post-commercialisation

En matiére de surveillance post-commercialisation, la directive 2001/18/CE, complétée par les
reglements (CE) 1829/2003™ et 1830/2003', prévoit que soient mis en place :

- un plan de surveillance spécifique, pour tester d’éventuelles hypothéses sur des effets
négatifs de la plante génétiquement modifiée dans le cadre de son utilisation et de
I'évaluation du risque environnemental. Le plan de surveillance spécifique est destiné a
mettre en évidence les changements prévisibles.

- un plan de surveillance générale, pour observer d’éventuels effets non intentionnels ou
non anticipés sur la santé humaine et animale ainsi que sur I'environnement. Le plan de
surveillance générale vise a metire en évidence les changements non prévus par les
plans de surveillance spécifique.

Toute la pertinence de ces plans réside dans la notion de risque pour la santé humaine et
animale et pour I'environnement. Considérant I'analyse de risques effectuée dans les
chapitres précédents, pointer des risques liés a d’éventuelles hypothéses sur des effets
négatifs de la plante génétiguement modifiée en France ou en Europe, dans le cadre d’'une
importation de fleurs coupées a usage ornemental, qui ne seront pas cultivées en Europe et
qui seront transportées dans des conditions de transport particulierement surveillées,
releverait de la spéculation infondée dans les conditions particulieres de demande
d’autorisation.

Afin de lever toute ambiguité sur [l'utilisation qui doit étre faite de ces fleurs coupées, la
société Florigene propose de diffuser des instructions écrites aux distributeurs et d’apposer
une mention spécifique sur les produits vendus. Les informations aux distributeurs, outre
l'identification du produit, des restrictions commerciales et des coordonnées de la société
Florigene, porteront clairement la mention : « Ce produit est un oeillet génétiquement modifié
qui ne doit pas étre consommé (hommes et animaux) ni cultivé ». Cet étiquetage sera effectué

'® Le réglement (CE) 1829/2003 est un réglement du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2003
concernant les denrées alimentaires et les aliments, consistant en, ou contenant des, ou issus d’organismes
génétiquement modifiés, pour I'alimentation humaine et animale.
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32003R1829:FR:HTML

'® Le réglement (CE) 1830/2003 est un réglement du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2003
concernant la tragabilité et I'étiquetage des organismes génétiquement modifiés et la tragabilité des produits destinés
a l'alimentation humaine ou animale produits a partir d'organismes génétiquement modifiés, et modifiant la directive
2001/18/CE. http:/eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32003R1830:FR:HTML
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par le biais d’accessoires distribués aux fleuristes (autocollants, carte-cadeaux, rubans, etc.)
et remis aux consommateurs. Une information sera faite en outre auprés des professionnels
et du grand public au moyen de prospectus et plaquettes et d’un site internet.

Le plan de surveillance générale, qui vise a mettre en évidence des effets non prévus par les
plans de surveillance spécifique, s’articule autour de plusieurs démarches complémentaires.
La surveillance sur les sites de production en Amérique du Sud ne concerne pas I'objet de la
présente saisine qui ne devrait traiter que des aspects liés a I'importation de fleurs coupées
dans I'Union européenne, seule autorisation demandée.

Bien qu’il n’existe aucune obligation pour la société australienne Florigene d’indiquer dans
quelles conditions elle produit les ceillets en Colombie et en Equateur, deux pays qui
possédent des législations et réglementations souveraines, la société Florigene a précisé que
les conditions de culture sur plus de 5000 ha en Colombie n'ont eu aucun effet d’ordre
alimentaire, ni sur la consommation humaine ni sur la consommation animale, dans les
régions concernées. La société Florigene indique également que les herbicides sulfonylurées
ne sont pas utilisés dans ces zones de production d’'ceillets. Des précisions sur les conditions
et le développement économiques ainsi engendrés, ainsi que sur la formation des
producteurs et personnels des organismes de réglementations sud-américains en ce qui
concerne les spécificités de la production transgénique, ont été apportées. Des visites
régulieres de la société Florigene sur les sites de production sont réalisées.

Dans le cadre de I'importation des ceillets génétiquement modifiés, la société Florigene opere
une veille attentive grace a un groupe d’experts et se propose d’opérer une tracabilité des
exportations vers I'Union européenne. Les sociétés d’importation sont soumises a des
questionnaires tous les six mois sur la distribution du produit et I'observation d’effets négatifs
inattendus. Ces sociétés sont listées sur un site internet, ce qui permet le retour par ce biais
de l'avis des consommateurs en Allemagne, Royaume-Uni et France sur ce produit floral
ornemental. Le groupe d’experts rassemble des sélectionneurs et des botanistes appartenant
a des institutions ou sociétés privées (sélectionneurs) et des universités de renom
européennes (botanistes) de différents pays européens : Royaume-Uni, Italie, Allemagne,
Suéde, Danemark, Suisse, Greéce et France. Une surveillance est opérée par ces experts
dans les zones ou sont produits des ceillets en Europe. Une région pilote en Andalousie a été
retenue en raison de sa haute productivité en ceillets. A la demande des experts, des
analyses moléculaires et des tests de résistance aux herbicides pour vérifier I'absence
d’hybrides transgéniques seront diligentés. Des méthodes de détection par PCR sont par
ailleurs en cours de développement. Ces méthodes ne sont pas obligatoires étant donné que
ces dossiers ne concernent pas un produit alimentaire. Le CS recommande toutefois que ces
méthodes de détection soient fournies aux Autorités compétentes afin de permettre une
surveillance post-commerciale et une bio-vigilance du territoire.

Un rapport annuel sera remis aux organismes compétents de chaque Etat Membre (en
France, la Direction de la qualité et de la protection des Végétaux du Ministere de I’Agriculture
et de la Péche), et la liste des destinataires indiquée dans le dossier sera élargie si
nécessaire. Ce rapport annuel indiquera les quantités de fleurs importées par variétés, par
semaine au cours de l'année écoulée, par sociétés dimportation et par localisation. I
mentionnera également : (1) les actions de surveillance diligentées par le groupe d’experts
avec les dates, les localisation et les surfaces impliquées ; (2) si d'improbables hybridations
ont été observées ; (3) les observations sur des populations d’'ceillets qui s’effectueraient en
dehors des sites de culture. Florigene indique que la surveillance s’opérera au-dela de la
période d’importation des fleurs coupées pour une période de douze mois.

En conclusion, en accord avec le pétitionnaire, le CS du HCB prend acte que dans les
conditions de la saisine, un plan de surveillance spécifiqgue n’est pas nécessaire. Il approuve
l'approche générale et les méthodes du plan de surveillance générale proposé par le
pétitionnaire.
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6. Conclusions

Au terme de I'analyse de I'ensemble des données fournies par le pétitionnaire et de données
supplémentaires disponibles dans la littérature scientifique, le CS du HCB note que :

- aucun risque particulier de toxicité ni d’allergénicité n’a été détecté par le pétitionnaire
dans les analyses expérimentales et bioinformatiques de la lignée d’ceillet 1363-A, de la
delphinidine ou de 'enzyme mutante ALS. Concernant les nouveaux ORF créés par la
modification génétique, le pétitionnaire a mis en évidence, par analyse bioinformatique,
I'existence de motifs protéiques de six acides aminés présents sur des toxines protéiques
ou des protéines allergéniques connues. Il n’existe cependant pas de preuve sur la
production de ces protéines, et a fortiori sur leur toxicité ou allergénicité.

- les données bioinformatiques étant fournies dans un fichier pdf, il n’est pas possible de
les extraire pour procéder a des analyses indépendantes de celle du pétitionnaire. Le CS
souhaite que les données de séquence soient fournies dans un fichier a partir duquel
elles puissent étre exploitées pour une analyse indépendante.

- Il est improbable que les fleurs coupées d'ceillet produisent des graines; le risque de
dissémination par des graines produites par ces fleurs est donc quasi nul.

- le risque de dissémination de génes par le pollen des fleurs coupées d’ceillet est faible
mais non nul. Il ne lui serait cependant pas associé d'impact environnemental significatif.

- Ladissémination par bouturage est difficile mais possible par des techniques adaptées.

Le CS recommande que la mise sur le marché des ceillets génétiquement modifiés 1363-A, si
elle était autorisée, soit accompagnée de mesures propres a répondre au risque de
dissémination par bouturage par une communication a I'attention des sociétés d’amateurs
quant aux possibilités de diffusion non contr6lée des ceillets transgéniques.
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Annexe 1 : Saisine
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REPUBLIQUE FRANGAISE

MINISTERE DE L'ALIMENTATION,
DE L'AGRICULTURE ET DE LA PECHE

Madame BRECHIGNAC

Présidente du Haut consell des
biotechnologies

# l'attention de Monsieur Hamid Ouahioune
3 place de Fontenoy

75007 PARIS

cwiew -5 DEC. 2008

Objet : Informations complémentaires relatives aux dossiers de mise sur le marché d'ogillets
génétiqguement modifias

Références : 091201-saisine HCB- info compl oeillets

Affaire suivie par : Anne Grevet
tél. : 0149555825 fax: 01495549 59
courriel : anne.grevel@agriculture_gouy fr

PJ: informations complémentaires relatives aux dossiers C/NL/0S/01, C/NL/09/02 et C/NLY
97/13-01

Madame la Présidente,

Dans le cadre de la directive 2001/18/CE, l'évalualion initiale des
demandes de mise sur le marché d'OGIM est confiée & I'Etat membre qui a
regu le dossier. Lorsque cet Etal membre a transmis son rapport
d'évaluation, le dossier est adressé a I'ensemble des Etats membres qui
disposent de 60 jours pour faire des commentaires, demander des
informations complémentaires ou émettre des objections & la mise sur le
marché. Dans ce cadre, le Haut Conseil des biotechnologies a éte saisi en
aolt dernier sur trois dossiers relatifs & des oeillets génétiquement modifiés
(C/NL/09/01, C/NL/0S/02 et C/NL/G7/13-01).

En réponses aux commentaires des Etats membres, le pétitionnaire a
apporté des informations complémentaires, qui ont été diffusées aux Etats
membres par la Commission europésnne. Conformément a la directive
2001/18/CE, les Etats membres disposent de 45 jours pour indiquer s'ils
maintiennent ou non leurs objections a la mise sur le marche des OGM. lis
peuvent repondre jusqu'au 8 janvier 2010.

Vous trouverez ci-joint les informations complémentaires apportées
par le demandeur pour les trois dossiers C/NL/09/01, C/NL/0S/02 et

C/NL/97/13-01.
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Dans ce contexte, j'ai I'nonneur de vous demander, par la présente
saisine, de bien vouloir procéder & une évaluation des trois dossiers et des
informations complémentaires afin de rendre un avis au plus tard le 4
janvier 2010.

Je vous prie de croire, Madame la Présidente, a I'assurance de ma
considération distinguée.

¥

;o |
{2 Directrics Génémie de I Alimentabon

R

llmml\le BRIAND
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Annexe 2 : Elaboration de I'avis

L’avis a été élaboré par le CS du HCB, composé de :
Jean-Christophe Pagés, Président, Jean-Jacques Leguay, Vice-Président,

et par ordre alphabétique des noms de famille : Yves Bertheau, Pascal Boireau, Denis
Bourguet, Florence Coignard, Francois-Christophe Coléno, Jean-Luc Darlix, Elie Dassa,
Maryse Deguergue, Hubert de Verneuil, Robert Drillien, Anne Dubart-Kupperchmitt, Claudine
Franche, Philippe Guerche, Joél Guillemain, Mireille Jacquemond, André Jestin, Bernard
Klonjkowski, Marc Lavielle, Jane Lecomte, Olivier Le Gall, Yvon Le Maho, Didier Lereclus,
Patrice Mannoni, Rémy Maximilien, Antoine Messéan, Bertrand Ney, Jacques Pages, Daniel
Parzy, Catherine Regnault-Roger, Pierre Rougé, Patrick Saindrenan, Pascal Simonet, Virginie
Tournay.

Aucun membre du CS n’a déclaré avoir de conflits d’'intéréts qui auraient pu interférer avec
son analyse du dossier.

Un rapporteur extérieur, Jean-Paul Onesto de I'INRA, a été sollicité pour compléter I'expertise
du CS. M. Onesto a signé un engagement de confidentialité, et a certifi¢ son absence de
conflits d’intéréts aprés avoir pris connaissance du dossier. Il a fourni une analyse du dossier
dans son domaine d’expertise, et a été auditionné par le CS. Il n’a toutefois pas contribué
directement a la rédaction de I'avis du CS.
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