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relatif a une demande d’autorisation de mise sur le marché, au titre du
Réglement (CE) n°1829/2003, du mais génétiguement modifié DP910521
développé pour étre tolérant au glufosinate-ammonium et pour étre résistant a
certains lépidoptéres, pour I'importation, la transformation ainsi que
I'utilisation en alimentation humaine et animale de cet OGM
(dossier n°® EFSA-GMO-NL-2022-174)
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scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions |égislatives et réglementaires et a la mise en
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Le présent document est un extrait de I'avis du 8 septembre 2023 aprés suppression des
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1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Conformément au Réglement (CE) n° 1829/2003, notamment aux articles 6 et 18, I'Autorité
européenne de sécurité des aliments/European Food Safety Authority (EFSA) est chargée de
procéder a I'évaluation des dossiers concernant les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux génétiqguement modifiés et de rendre un avis a la Commission Européenne. L'EFSA
permet cependant aux Etats membres de faire connaitre leurs observations sur les dossiers
initiaux. Dans ce cadre, la DGAI a sollicité 'Anses pour participer a cette consultation par
'EFSA dans un délai de 90 jours et pour émettre un avis sur ce dossier initial, vis-a-vis des
exigences de la réglementation applicable sur ce dossier.

Le Réglement d'exécution (UE) n° 503/2013 s'applique pour ce dossier.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L'expertise collective a été réalisée par le Groupe de Travail (GT) « Biotechnologie », réuni les
16 février, 15 mars et 7 juin 2023 sur la base de rapports initiaux rédigés par huit rapporteurs.
Elle a été conduite en se basant sur les documents guide de 'EFSA et du panel GMO de
'EFSA ainsi que sur les éléments complémentaires jugés nécessaires par les experts du
GT « Biotechnologie ». Les commentaires a transmettre a 'EFSA ont été validés par le GT en
séance du 15 mars 2023 et transmis a la DGAI le 30 mars 2023 afin d’alimenter la réponse
des Etats-membres & la phase de consultation par 'EFSA.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans
le cadre de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet
https://dpi.sante.gouv.fr/.
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3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU GT

Les sections telles que définies dans le formulaire de commentaires de 'EFSA sont utilisées
ci-dessous.

A. Informations générales

Le mais est une culture des zones tempérées a tropicales. En 2021 (FAOStat'), les dix
premiers pays producteurs étaient les Etats-Unis, la Chine, le Brésil, 'Argentine, I'Ukraine,
I'Inde, le Mexique, I'lndonésie, I'Afrique du Sud et la France, qui représentaient environ 80 %
de la production mondiale. Cette production était de 1 210 235 135 tonnes pour une surface
cultivée de 205 870 016 hectares (dont 72 987 920 tonnes pour une surface cultivée de
9 247 050 hectares dans I'Union européenne). En 2019, 31% du mais cultivé était
génétiquement modifié (ISAAA2, 2019).

Les plantes de mais sont récoltées entieres avant la maturité compléte des grains pour
produire du fourrage ou de I'ensilage destiné a I'alimentation animale, ou bien a maturité pour
une utilisation des grains mdrs en alimentation animale ou humaine. Le mais est également
utilisé pour la production de biocarburants, de biogaz ou de bioplastique. Il est pauvre en
protéines et la teneur des grains en deux acides aminés essentiels, la lysine et le tryptophane,
est faible. Le grain contient également des substances anti-nutritionnelles (acide phytique,
DIMBOA?Z, inhibiteurs de trypsine et de chymotrypsine, raffinose).

Le mais DP910521 a été génétiqguement modifié afin d'introduire dans son génome les
cassettes d'expression portant les génes cryl1B.34, mo-pat et pmi codant respectivement :
e une protéine insecticide (protéine CrylB.34), qui endommage suite a son ingestion
I'épithélium intestinal des larves de certains insectes et conduit ainsi a leur mort ;
e une phosphinotricine N-acétyltransférase (protéine PAT), qui confére a la plante la
tolérance au glufosinate-ammonium en I'acétylant en N-acétyl L-glufosinate (NAG). Le
NAG est non phytotoxique ;
e une phosphomannose isomérase (protéine PMI), qui catalyse I'isomérisation du
mannose-6-phosphate en fructose-6-phosphate, utilisée comme marqueur de
sélection des tissus génétiquement modifiés.

Ce dossier correspond a une premiére demande d'autorisation de mise sur le marché au titre
du reglement (CE) n° 1829/2003, pour limportation, la transformation et ['utilisation en
alimentation humaine et animale du mais DP910521. Il ne concerne pas sa mise en culture.
Pour rappel, toutes les denrées alimentaires destinées a la consommation humaine et les
aliments destinés a 'alimentation animale dans I'Union européenne (UE) sont, entre autres,
soumis a une limite maximale pour les résidus (LMR) de produits phytopharmaceutiques afin
de protéger la santé animale et humaine (Reglement (CE) n° 396/2005).

1 http://iwww.fao.org/faostat/en/#home
2 International service for the acquisition of agri-biotech applications
8 2,4-dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one
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B. Informations scientifiques
B.1. Identification et caractérisation des dangers

B.1.1. Informations concernant les plantes réceptrices ou (le cas échéant)
parentales

La transformation génétique a été réalisée sur la variété de mais (Zea mays) non transgénique
PH184C. Concernant les caractéristiques générales de la plante réceptrice, le pétitionnaire
indiqgue que des études rapportent que le pollen de mais se dépose principalement a faibles
distances, avec de tres faibles taux de dispersion au-dela de 30 & 50 métres. Le pétitionnaire
indique également I'absence d'espéces végétales sauvages endogénes ou indigénes
sexuellement compatibles avec le mais dans I'Union européenne.

Le GT « Biotechnologie » note héanmoins que certaines études ont montré la possibilité de
flux de génes a longue distance, en particulier selon la direction des vents dominants et lorsque
la surface du champ de mais d’origine est importante (Lu, 2019). La distance maximale
rapportée dans la littérature pour le flux de génes par pollen entre parcelles de mais est de
4,45 km (Hofmann, 2014). Par ailleurs, le GT rappelle que la téosinte (Zea mays ssp mexicana)
est une espéce végétale adventice, sexuellement compatible avec le mais, présente en
Europe (Espagne, France).

Le GT « Biotechnologie » considére que le pétitionnaire doit prendre en compte la
littérature scientifique disponible concernant les conditions d’occurrence de flux de
genes alongue distance du mais, ainsi que I'existence de populations de téosintes dans
I’'Union européenne afin d’analyser la possibilité d’introgression de génes de mais dans
la téosinte.

B.1.2. Caractérisation moléculaire
B.1.2.1. Informations concernant la modification génétique

La transformation génétique du mais a été réalisée par une méthode d’intégration site-
spécifique (SSI, site-specific integration) qui comporte deux grandes étapes successives, a
savoir la création d’un site d’intégration spécifique situé dans un locus précis du génome de
mais puis l'insertion de cassettes d’expression d’intérét dans ce nouveau site. Aprés chaque
étape de transformation, les séquences insérées présentes dans le génome du mais ont été
caractérisées par séquencage de nouvelle génération (NGS, Next Generation Sequencing)
selon une technologie dite SbS (Southern-by-Sequencing) afin de s’assurer de l'identité des
séquences du mais DP910521 avec les séquences attendues et de I'absence de séquences
plasmidiques non désirées.

La présence de la protéine PMI permettant aux cellules de croitre sur milieu contenant du
mannose, seules les cellules transformées contenant la construction souhaitée pouvaient étre
sélectionnées sur ce substrat. La présence des séquences insérées souhaitées et 'absence
de séquences des différents squelettes plasmidiques ont été démontrées dans des plantes de
génération T1 par SbS.

page 4/ 29



Avis de I’Anses
Saisine n° 2023-SA-0021

B.1.2.2. Informations concernant la plante génétiquement modifiée

Le locus d’insertion et les séquences insérées présentes dans le génome du mais DP910521
(génération T1) ont été caractérisés par NGS selon la technologie SbS en utilisant pour
témoins le mais isogénique PH184C et les plasmides utilisés pour les transformations
génétiques. Le pétitionnaire indique une insertion unique des séquences génétiques
attendues. Aucune séquence en dehors de celles souhaitées provenant des plasmides n’a été
identifiée.

Le ségquencage ciblé des régions flanquantes en 5’ et en 3’ de l'insert ainsi que de l'insert
complet pour le mais DP910521 et de la région génomique correspondante pour le témoin
PH184C a été réalisé par méthode Sanger. Le pétitionnaire indique une identité de séquences
avec les séquences attendues provenant du plasmide au niveau des sites d’insertion,
'absence de délétion dans le génome du mais, et 'absence de séquences en dehors de celles
attendues suite aux deux transformations. Les analyses bioinformatiques des cadres ouverts
de lecture (ORF) potentiels au niveau des jonctions et de l'insert ne mettent en évidence
aucune identité totale, globale ou locale avec des protéines toxiques connues.

Le mais DP910521 a été cultivé sur 6 sites (5 aux Etats-Unis et 1 au Canada) en 2019, avec
ou sans traitement au glufosinate-ammonium pour le mais génétiguement modifié. Les teneurs
en protéines PAT, PMI et CrylB.34 ont été quantifiées par des tests ELISA dans différentes
parties de la plante (racines, tige, feuilles, pollen, fourrage et grains) et a différents stades de
développement de I'hybride F1 (PH47K2/PH184C). Aprés ajustement avec les pourcentages
d’efficacité d’extraction pour chaque protéine, les teneurs moyennes les plus élevées dans le
mais DP910521, respectivement non traité ou traité au glufosinate-ammonium sont
rencontrées dans les feuilles pour 'ensemble des protéines nouvellement exprimées : 1079 et
1066 ng/mg de matiére seche pour la protéine CrylB.34, 128 et 116 ng/mg de matiére séche
pour la protéine PAT, 43 et 41 ng/mg de matiére séche pour la protéine PMI. Le tableau 1
présente les teneurs en protéines CrylB.34, PAT et PMI mesurées dans les grains et le
fourrage selon les conditions.

Tableau 1: Teneurs en protéines exogénes ajustées avec les pourcentages d’efficacité
d’extraction pour chaque protéine, dans le fourrage et les grains de mais DP910521 traité ou
non avec du glufosinate-ammonium (exprimées en ng/mg de matiere seche).

Protéine exogene CrylB.34 PAT PMI
Mais non traité Moyenne 7,7 10,6 6,1
: (gamme) (2,3-15,5) (5,4-18,1) (2,7-10,2)
Grains
Mais traité Moyenne 8,6 11,7 6,2
(gamme) (2,5-18,3) (6,1-19,1) (3,9-10,2)
Maiis non traité Moyenne 325 88 18
Fourrage (gamme) (143-519) (38-175) (11-37)
Mais traité Moyenne 286 89 20
(gamme) (182-390) (48-200) (14-48)

Les niveaux d’expression des protéines Cry1B.34, PAT et PMI dans les grains et dans le
fourrage ne sont pas modifiés par le traitement avec du glufosinate-ammonium.
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La stabilité génétique du locus GM du mais DP910521 a été confirmée par Southern blot sur
cing générations (T1 a T5). Le pétitionnaire indique que l'insertion est stable. L’analyse de
ségrégation de l'insert réalisée par PCR quantitative sur 5 générations (F1, F2, T2, T3 et T5)
permet de conclure que l'insertion est unique et a hérédité mendélienne. La co-ségrégation du
génotype avec le phénotype (tolérance au glufosinate-ammonium) est également vérifiée.

B.1.2.3. Conclusions de la caractérisation moléculaire

Sur la base des éléments présentés par le pétitionnaire, le GT « Biotechnologie »
considére que la caractérisation moléculaire du mais DP910521 ne souléve pas de
question particuliere dans le cadre de cette demande d’autorisation de mise sur le
marché.

B.1.3. Evaluation comparative

B.1.3.1. Choix de I'’équivalent non transgénique et des comparateurs supplémentaires

Le mais DP910521 est comparé a I'hybride F1 témoin isogénique. Ces deux mais ont pour
fond génétique PH47K2/PH184C. Leurs semences ont été produites en conditions similaires
en 2019 a Porto-Rico. Le pétitionnaire utilise, de plus, vingt variétés hybrides commerciales
non génétiguement modifiees comme variétés de référence dans les essais.

B.1.3.2. Dispositif expérimental et analyse statistique des données issues des essais
au champ pour l'analyse comparative

Le mais DP910521, I'hybride témoin isogénique et les variétés de référence (quatre variétés
par site) ont été cultivés en 2020 sur 12 sites (10 aux Etats-Unis et 2 au Canada). Ces sites
expérimentaux sont indiqués par le pétitionnaire comme représentatifs de la production de
mais aux Etats-Unis et au Canada. Chaque modalité (variété isogénique, variétés
commerciales et variété génétiquement modifiée) a été répétée quatre fois sur chaque site
selon un plan d'expérience en blocs randomisés. Pour la variété génétiquement modifiée, deux
modalités sont réalisées : soit les plantes subissent les mémes traitements que les variétés
témoins, soit elles sont traitées avec du glufosinate-ammonium. Les caractéristiques de ce
plan d'expérience respectent les recommandations de I'EFSA (EFSA, 2011a ; EFSA, 2015).

Des échantillons de grains et de fourrage ont été récoltés sur les 12 sites d’essais. Les
analyses phénotypiques et agronomiques ont été réalisées sur tous les sites et les analyses
de composition sur les échantillons de 8 sites parmi ces 12 (7 sites aux Etats-Unis et 1 site au
Canada). Le pétitionnaire indique que le choix de ces 8 sites est basé sur une distribution
géographique permettant de représenter la diversité des conditions pédoclimatiques et qu'il a
eu lieu avant la réalisation des analyses.
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Le modele statistique utilisé, qui inclut un effet fixe "génotype" et un effet aléatoire "variété
commerciale" correspond a celui proposé par I'EFSA (EFSA, 2010a). Les interactions
génotype/site sont également analysées.

L'ensemble des modéles et méthodes est décrit dans les annexes. Les données brutes sous
format électronique et les programmes de calcul sont fournis. Les résultats des tests
statistiques sont interprétés selon I'approche décrite par I'EFSA (EFSA, 2010a), en classant
les variables en 4 catégories selon les résultats des tests d'équivalence et 7 types aprés
combinaison avec les résultats des tests de différence.

Néanmoins, si le pétitionnaire indique avoir réalisé les analyses statistiques selon les
recommandations de 'EFSA (EFSA, 2010a), les niveaux d’erreur des tests de différence et
d’équivalence retenus ne sont pas indiqués explicitement.

Le GT « Biotechnologie » demande que les niveaux d’erreur des tests de différence et
d’équivalence retenus pour I’analyse comparative du mais DP910521 soient précisés.

B.1.3.3. Sélection du matériel et des composés pour analyse

L'analyse de composition a été réalisée sur les grains et le fourrage. Les composés analysés
correspondent a ceux du document consensus de I'OCDE (OCDE, 2002a).

Le GT « Biotechnologie » estime que le matériel (grains et fourrage) et les composés
analysés sont conformes au document consensus de ’'OCDE (OCDE, 2002a).

B.1.3.4. Analyse comparative de la composition

Les résultats obtenus pour 72 composés sur les 80 analysés a partir des grains et du fourrage
sont utilisables pour les analyses statistiques.

Sur la base de ces résultats, I'analyse combinée de I'ensemble des 8 sites d'expérimentation
montre que les fourrages de mais DP910521 traité ou non avec du glufosinate-ammonium
sont équivalents aux fourrages des variétés commerciales de référence. Les grains de mais
DP910521 traité ou non au glufosinate-ammonium présentent trois observations de catégorie
IV / type 74, pour les teneurs en acide arachidique (C20:0), acide éicosénoique (C20:1) et
acide béhénique (C22:0). Les grains de mais DP910521 non traité au glufosinate-ammonium
présentent de plus, deux observations de catégorie Ill, une de type 5° pour la teneur en
tryptophane et une de type 6° pour la teneur en fer.

Le pétitionnaire indique, de plus, avoir analysé la signification biologique des différences ou
non-équivalences des différents composés vis-a-vis d’intervalles de tolérance qu’il a établi
avec une base de données de composition interne a I'entreprise. Ces données ont été
obtenues avec les compositions de mais de référence non génétiguement modifiés présents
dans les différents essais réalisés (essais multi-années et multi-sites). Le pétitionnaire indique

4 Non équivalence avec les variétés de référence et différence avec la variété isogénique.
5 Non équivalence probable avec les variétés de référence et non différence avec la variété isogénique.
6 Non équivalence probable avec les variétés de référence et différence avec la variété isogénique.
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que I'établissement de ces intervalles de tolérance est décrit dans le rapport nommé « PHI-
R015-Y21 ». Cependant, ce rapport est absent dans le dossier. Le pétitionnaire indique que
les teneurs pour lesquelles des « non-équivalences » ou « non-équivalences probables » avec
les variétés commerciales de référence sont observées sont toutes comprises dans la gamme
des mesures réalisées pour les variétés de référence de I'étude et dans les intervalles de
tolérance construits a partir de I'étude sur la base de données interne du pétitionnaire. Le
GT « Biotechnologie » rappelle par ailleurs qu'une simple inclusion des valeurs observées
pour le mais transformé dans la gamme des valeurs des variétés commerciales ne suffit pas
a démontrer une équivalence biologique.

Le GT « Biotechnologie » demande la fourniture du rapport PHI-R015-Y21 cité dans le
cadre de I’analyse comparative de composition.

B.1.3.5. Analyse comparative des caractéristiques agronomiques et phénotypiques

Pour les 12 sites d’expérimentation, les caractéristiques agronomiques et phénotypiques ont
été évaluées sur 11 paramétres dont 9 sont utilisables pour les analyses statistiques. Le mais
DP910521 est équivalent aux variétés commerciales de référence pour I'ensemble des
paramétres analysés.

B.1.3.6. Effets de la transformation

Le pétitionnaire affirme que les produits issus du mais DP910521 ne devraient pas étre
différents de ceux issus de mais conventionnels et ne présente aucune analyse des produits
transformés.

B.1.3.7. Conclusions de I'évaluation comparative

Sur la base des éléments présentés dans le dossier initial, le GT « Biotechnologie »
conclut que le mais DP910521 apparait équivalent aux variétés commerciales de
référence sur le plan agronomique et phénotypique. Concernant la composition des
grains et du fourrage, le GT considére que le rapport « PHI-R015-Y21 » précisant
I’établissement des intervalles de tolérance utilisés pour I'analyse de la signification
biologique des différences doit étre fourni afin de pouvoir conclure.

B.1.4. Toxicologie
B.1.4.1. Analyse des protéines nouvellement exprimées

Pour la protéine Cryl1B.34, le pétitionnaire présente une étude de toxicité aigué chez la souris
CD1 (6 souris par sexe) par gavage a la dose limite de 5000 mg/kg de poids corporel (p.c.)
réalisée en 2020, selon la ligne directrice OCDE 423 (OCDE, 2002b), ainsi qu’une étude de
toxicité par administration orale répétée pendant 28 jours chez la souris CD1 (10 souris par
sexe) menée avec 2 doses de 300 et 1000 mg/kg p.c./ jour, selon la ligne directrice OCDE 407
(OCDE, 2008) et en conformité avec les Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL).
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Les données de I'étude de toxicité par gavage répété avec la protéine Cry1B.34 pendant
28 jours montrent que les poids moyens des glandes surrénales (poids absolus, poids relatifs
par rapport au poids corporel en fin d’étude et poids relatifs par rapport au poids du cerveau)
sont statistiguement plus élevés chez les souris femelles ayant recu la protéine CrylB.34 a
faible comme a forte dose, par rapport aux souris contrdles. Pour le groupe de souris femelles
ayant recu la protéine Cry1B.34 a faible dose, les valeurs présentées par le pétitionnaire sont
proches des valeurs maximales des données historiques du centre investigateur. Ces effets
ne sont pas observés chez les souris males.

Considérant que I'effet observé sur une glande endocrine peut étre dépendant du sexe
et intervenir a partir de faibles doses, le GT « Biotechnologie » estime que ces
observations peuvent aussi étre révélatrices d’un dysfonctionnement hormonal. Ainsi,
le GT demande que ces résultats soient complétés par des dosages des
glucocorticoides des souris méles et femelles afin d’évaluer une éventuelle atteinte du
systeme endocrinien. Dans ce contexte, le GT recommande que des doses inférieures
a 300 mg/kg p.c./jour de la protéine Cry1B.34 soient testées dans une nouvelle étude de
toxicité par gavage pendant 28 jours chez le rongeur.

Concernant les protéines PAT et PMI, le pétitionnaire indique que les protéines présentes dans
le mais DP910521 sont semblables a des protéines présentes dans d’autres plantes
génétiquement modifiées ayant déja fait 'objet d’autorisation de mise sur le marché. En
conséquence, le pétitionnaire renvoie aux évaluations antérieures réalisées par 'EFSA sur
ces plantes, aux données bibliographiques associées, et a un historique de consommation
sOre. Aucune étude de toxicité orale a dose répétée pendant 28 jours sur les protéines PAT et
PMI n’est disponible.

Les données de sécurité sur les organismes sources, les recherches bioinformatiques
d’homologies de séquences entre les protéines Cry1B.34, PAT et PMI et des séquences
d’'allergénes et de toxines connus, la dégradabilité de ces protéines par les enzymes
digestives, la thermosensibilité de ces protéines et la teneur de ces protéines nouvellement
exprimées dans les grains et dans le fourrage ainsi que [l'analyse faite par le
GT « Biotechnologie » de ces données sont détaillées dans les sections sur l'allergénicité
(section 1.5) et sur la caractérisation moléculaire de la plante génétiquement modifiée
(section 1.2).

Le pétitionnaire ne documente pas les interactions potentielles entre les protéines Cry1B.34,
PAT et PMI.

Le GT « Biotechnologie » considére que l’analyse de la sécurité sanitaire liée a la
consommation alimentaire des protéines nouvellement exprimées Cry1B.34, PAT et PMI
doit étre complétée par une analyse de leurs interactions potentielles.

B.1.4.2. Analyse des nouveaux constituants autres que les protéines

Le pétitionnaire ne fournit pas d’information sur la présence éventuelle de nouveaux
constituants en dehors des protéines Cry1B.34, PAT et PMI.
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B.1.4.3. Informations sur les constituants modifiés des denrées alimentaires et des
aliments pour animaux

Aucune analyse n'a été réalisée sur des denrées alimentaires ou des aliments pour animaux
dérivés du mais DP910521.

B.1.4.4. Analyse de laliment (denrée alimentaire ou aliment pour animaux)
génétiguement modifié entier

Une étude de toxicité orale a dose répétée pendant 90 jours chez le rongeur a été menée en
2021 selon un protocole s'appuyant sur la ligne directrice OCDE 408 (OCDE, 2018) et en
conformité avec les BPL. Les données brutes sous format électronique et le programme de
calcul sont fournis.

Six groupes de 16 rats males et 16 rats femelles, souche Sprague-Dawley ont été nourris avec
des régimes alimentaires contenant :
e 50 % (p/p) de grains moulus de mais de la variété génétiqguement modifiee DP910521,
e 33 % (p/p) de grains moulus de mais de la variété génétiquement modifiée DP910521
auxquels s’ajoutent 17 % de mais isogénique non génétiquement modifié,
e 50 % (p/p) de grains moulus de mais isogénique non génétiquement modifié,
e 50 % (p/p) de grains moulus de 3 variétés commerciales non génétiguement modifiées,
BK5833, P0843 et P0993.

Le mais DP910521 utilisé dans cette étude a été traité avec du glufosinate-ammonium. Les
analyses réalisées sur les aliments distribués aux différents groupes d'animaux montrent qu'ils
sont équivalents sur le plan nutritionnel et en termes de teneurs en contaminants. Les données
individuelles de I'étude sont présentées.

L’étude de toxicité orale a dose répétée pendant 90 jours conduite avec I'aliment complet chez
le rat n’a pas mis en évidence d’effets toxiques imputables au traitement, dans les conditions
de I'étude, ni de modifications macroscopiques ou histologiques imputables au traitement.
Néanmoins, pour les tumeurs des glandes mammaires chez les jeunes rats femelles, les
données de I'étude de toxicité orale a dose répétée pendant 90 jours, sont comparées a des
données historiques issues des études réalisées entre 2008 et 2021 dans le centre
investigateur ainsi que dans d’autres centres prestataires du pétitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » considere que les études sources des données historiques
pour les tumeurs des glandes mammaires chez le rat doivent étre limitées a celles
issues du méme centre investigateur, au cours des cing dernieres années.

De plus, le pétitionnaire s’appuie sur l'article de Hong et al. (Hong, 2017) pour justifier le
nombre d’animaux par groupe, mais applique dans son analyse des données, une correction
pour tests multiples (false discovery rate, FDR), non prise en compte dans le calcul de
puissance.

Le GT « Biotechnologie » considére que ce type de calcul surestime la puissance de
I’étude (van der Voet, 2018) et le considére donc comme non recevable. Le GT considére
qu’une analyse des résultats avec et sans correction FDR doit étre fournie, ainsi qu’un
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nouveau calcul de puissance de I’étude de toxicité subchronique chez le rat, prenant en
compte la correction pour tests multiples.

B.1.4.5. Conclusions de I'évaluation toxicologique

Le GT « Biotechnologie » considére que I’étude de toxicité de la protéine Cry1B.34 par
gavage réitéré pendant 28 jours chez la souris doit étre complétée par des dosages des
glucocorticoides des souris males et femelles afin d’évaluer I’éventuelle atteinte du
systéme endocrinien, et qu’une analyse des interactions potentielles entre les trois
protéines nouvellement exprimées PAT, PMI, CrylB.34 doit étre conduite par le
pétitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » n’est de plus pas en mesure de se prononcer sur la sécurité
sanitaire liée a la consommation alimentaire du mais DP910521 sur la base de I’étude
de toxicité subchronique orale a dose répétée pendant 90 jours présentée dans le
dossier, en raison du calcul de puissance considéré comme non valide et de la
comparaison des données pour les tumeurs des glandes mammaires chez les rats
femelles a des données historiques provenant de plusieurs centres investigateurs et
sur une période supérieure a cing ans.

B.1.5. Evaluation de I'allergénicité

B.1.5.1. Evaluation de l'allergénicité de la (des) protéine(s) nouvellement exprimée(s)

Le potentiel allergénique des trois protéines nouvellement exprimées dans le mais DP910521
a été évalué selon les critéres d'évaluation de I'allergénicité recommandés par I'EFSA (EFSA,
2017), a savoir :

¢ l'innocuité des sources de protéines exprimées dans la plante génétiguement
modifiée ;

e [|'absence d’homologies de séquences entre ces protéines et des allergénes ou toxines
connus lorsque la recherche est effectuée avec I'algorithme FASTA et des fenétres
glissantes de 80 et 8 résidus ;

e la dégradation des protéines exprimées par la pepsine et la trypsine dans des tests de
digestions gastrique et intestinale simulées ;

e lathermorésistance des protéines exprimées ;

e la faible teneur en protéines nouvellement exprimées dans les grains de la plante
génétiguement modifiée.

Les sources des protéines exprimées dans la plante génétiquement modifiée sont Bacillus
thuringiensis pour CrylB.34, Streptomyces viridochromogenes pour PAT, Escherichia coli
souche K-12 pour PMI. La bibliographie présentée n’évoque pas de risque particulier pour ces
sources.

Les informations sur la dégradation dans des tests de digestion in vitro et sur la
thermosensibilité des protéines PAT et PMI sont issues de la littérature. La protéine Cry1B.34,
protéine chimérique n’ayant encore jamais été utilisée dans la transformation de plantes
génétiguement modifiées, a fait I'objet d’'une étude compléte spécifique.
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La protéine CrylB.34 utilisée pour les différentes études a été produite dans une souche
génétiquement modifiée d’Escherichia coli. La protéine Cry1B.34 est rapidement dégradée en
conditions de protéolyse digestive simulée in vitro. La stabilité thermique de la protéine
CrylB.34 a été déterminée en recherchant son activité biologique contre des larves de
Spodoptera frugiperda lorsqu’elle est ajoutée a leur alimentation. Pour cela, la protéine a été
soumise a différents traitements thermiques avant incorporation dans I'aliment. L’inactivation
de la protéine Cry1B.34 est montrée suite a un chauffage supérieur a 75 °C pendant 30 min.

Etant donné les quantités importantes de protéine Cry1B.34 synthétisées dans les feuilles du
mais génétiguement modifié DP910521 et les faibles quantités nécessaires pour la réalisation
des tests de dégradation in vitro et de résistance a la chaleur, le GT « Biotechnologie »
demande que la protéine extraite de la plante génétiguement modifiée soit utilisée pour
la réalisation de ces tests, conformément aux recommandations de 'EFSA (EFSA,
2017).

L’analyse bioinformatique des ORF potentiels au niveau des jonctions et de l'insert dans le
mais DP910521 permet au pétitionnaire d’identifier 7 ORFs dont les protéines putatives
correspondantes présentent un pourcentage d'identités de séquences globales > 35 % avec
des allergénes de la base COMPARE (version 2021). Ces identités ont des E-scores souvent
tres élevés, sont régulierement dispersées le long des séquences et n'intéressent qu'un
nombre trés limité d'acides aminés successifs. Le GT « Biotechnologie » estime que ces
identités de séquences paraissent fortuites et dépourvues de signification biologique.

La recherche d’identités de séquences entre les protéines Cry1B.34, PAT et PMI et des
protéines allergéniques avérées effectuée avec I'algorithme FASTA et une fenétre glissante
de 80 résidus ne conduit pas le pétitionnaire a identifier des identités préoccupantes.

La recherche d’identités de séquences globales effectuée par le GT « Biotechnologie » sur les
protéines CrylB.34, PAT et PMI exprimées dans le mais génétiquement modifié DP910521
ne présentent pas d'identités globales avec les allergenes de la banque AllergenOnline
(version 2021). En revanche, la recherche des identités locales (100 % d'identité sur une
fenétre glissante de 8 résidus) effectuée par le GT « Biotechnologie » montre une identité
locale (séquence DLSDKETT) de la protéine PMI avec la parvalbumine Ran e 1 de grenouille
(Rana sp.). La présence d'un site de clivage par les enzymes digestives conduit le
GT « Biotechnologie » a ne pas suspecter un risque allergique particulier d'autant que cette
identité locale entre la protéine PMI et la parvalbumine a de grenouille ne porte que sur une
région trés limitée de la protéine.

Les analyses bioinformatiques ne mettent pas en évidence d’identité de séquence entre les
protéines CrylB.34, PAT et PMI et des toxines avérées ou des protéines adjuvantes
confirmées.

La recherche de peptides immunotoxiques potentiels (« non IgE-mediated adverse immune
reactions to foods », maladie cceliaque) ne met pas en évidence d’identité de séquence avec
les peptides identifiés expérimentalement comme épitopes restreints capables de s'ancrer
dans la corbeille du CMH-II des groupes HLA-DQ2 et HLA-DQ8 et de déclencher une réponse
immunotoxique. Toutefois, en tolérant jusqu’a 3 mésappariements (mismatches) dans la
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recherche bioinformatique des peptides immunotoxiques, quatre peptides de la protéine PMI
possédant pour deux, la séquence ESPV et pour les deux autres, la séquence ELPF, et deux
peptides de la protéine PAT possédant la séquence ELPF sont identifiés comme homologues
du motif ELPY contenues dans certains peptides DQ2-spécifiques. L'analyse du docking
moléculaire de ces 6 peptides dans la corbeille des groupes HLA-DQ2 (code PDB 1S9V) et
HLA-DQ8 (code PDB 4GG6) effectuée par le GT « Biotechnologie » montre que l'ancrage de
ces peptides n'est que partiel et n'‘est pas susceptible de déclencher une réponse
immunotoxique.

B.1.5.2. Evaluation de l'allergénicité de la plante génétiquement modifiée entiére

Aucune information disponible ne laisse supposer que le mais transgénique DP910521 puisse
développer une allergénicité différente de celle des variétés de mais non génétiquement
modifiées.

B.1.5.3. Propriété d’adjuvant

Aucune information disponible ne laisse supposer que les trois protéines nouvellement
exprimées dans le mais DP910521 puissent développer des propriétés adjuvantes.

B.1.5.4. Conclusions de I'évaluation de I'allergénicité

Sur la base des données et des commentaires fournis par le pétitionnaire, le
GT « Biotechnologie » conclut que le potentiel allergénique des trois protéines
CrylB.34, PAT et PMI, nouvellement exprimées dans le mais DP910521, peut étre
considéré comme tres faible. Les trois protéines Cry1B.34, PAT et PMI n’ont
apparemment pas de propriétés adjuvantes ni de propriétés immunotoxiques vis-a-vis
de malades souffrant de maladie cceliaque. Néanmoins, le GT estime que la protéine
Cry1B.34 extraite du mais DP910521 aurait d0 étre utilisée pour les tests de digestibilité
et de résistance a la chaleur, conformément aux recommandations de 'EFSA (EFSA,
2017), et non celle produite par une E. coli recombinante. Enfin, d’aprés les données
disponibles, I'allergénicité du mais DP910521 est probablement similaire a celle d'un
mais conventionnel.

B.1.6. Evaluation nutritionnelle

En 2021, le pétitionnaire a réalisé une évaluation nutritionnelle des grains de mais DP910521,
de la variété témoin isogénique et de trois variétés de référence non génétiguement modifiées
dans l'alimentation de poulets de souche Ross 708. Le mais DP910521 utilisé dans cette étude
a été traité avec du glufosinate-ammonium. Les trois variétés de référence sont les mémes
que celles mises en ceuvre dans I'étude de toxicité subchronique pendant 90 jours chez le rat.

Le mais a été incorporé a des taux de 55 % dans les aliments de démarrage (0-21 jours), de
60 % dans les aliments de croissance (22-35 jours) et de 65 % dans les aliments de finition
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(36-42 jours). Les poulets ont été élevés pendant 42 jours en parquet de 10 animaux, avec
6 parquets par sexe et par groupe expérimental.

Le pétitionnaire indique que l'analyse de composition des différents régimes n'a pas mis en
évidence de différence entre les lots. Les paramétres de performance de croissance, de
mortalité et de rendement en carcasse mesurés sur les poulets nourris avec les grains de mais
DP910521 ne sont pas différents significativement de ceux qui sont mesurés sur les poulets
nourris avec les grains de la variété témoin isogénique ou des variétés de référence.

Tout comme pour I'étude de toxicité orale a dose répétée pendant 90 jours chez le rat,
le pétitionnaire applique dans son analyse des données une correction pour tests
multiples (FDR), sans la prendre en compte dans son calcul de puissance. Le GT
« Biotechnologie » considére que ce type de calcul surestime la puissance de I’étude
(van der Voet, 2018) et considére donc ce calcul comme non recevable. Le GT considére
qu’une analyse des résultats avec et sans correction FDR, ainsi qu’un nouveau calcul
de puissance de I'étude nutritionnelle réalisée chez le poulet prenant en compte la
correction pour tests multiples, devraient étre réalisés.

B.2. Evaluation de I'exposition - Prévision de la quantité consommée ou de I'étendue de
['utilisation

Le pétitionnaire présente des évaluations des expositions alimentaires au mais DP910521
pour I’humain et I'animal.

Les concentrations moyennes en protéines nouvellement exprimées dans les grains et dans
le fourrage proviennent des données de I'’étude au champ conduite en 2020 pour caractériser
le mais DP910521, aprés ajustement avec les pourcentages d’efficacité d’extraction pour
chaque protéine (cf. B.1.2.2.). Pour les grains, le pétitionnaire indique également avoir calculé
des teneurs par masse de matiére fraiche, et indique des teneurs respectives en Cry1B.34,
PAT et PMI de 7,2, 10 et 5,2 ug/g de matiére fraiche.

L'estimation de la consommation journaliére des protéines Cry1B.34, PAT et PMI par l'animal
est fondée sur les données de 'OCDE (OCDE, 2013) relatives a la consommation de mais par
les animaux d'élevage, les teneurs moyennes en protéines du fourrage et des grains de mais
DP910521 et un scénario du pire cas (tout le mais consommé est considéré comme étant du
mais DP910521).

En utilisant les données de 'OCDE (OCDE, 2013) et ce scénario du pire cas, les apports
journaliers les plus élevés sont obtenus :

e chez les poulets de chair pour la consommation de grains (ingestion de 0,42 mg/kg
p.c./jour pour Cry1B.34, de 0,59 mg/kg p.c./jour pour PAT et de 0,31 mg/kg p.c./jour
pour PMI) ;

e chez les vaches laitieres pour la consommation de fourrage (ingestion de 6,7 mg/kg
p.c./jour pour CrylB.34, de 2,1 mg/kg p.c./jour pour PAT et de 0,46 mg/kg p.c./jour
pour PMI) ;
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e chez les vaches laitiéres pour la consommation de fourrage et de grains (ingestion de
6,8 mg/kg p.c./jour pour CrylB.34, de 2,2 mg/kg p.c./jour pour PAT et de 0,53 mg/kg
p.c./jour pour PMI).

Le pétitionnaire a réalisé en 2022, une étude sur les expositions alimentaires aigué et
chronique de 'humain aux protéines Cry1B.34, PAT et PMI selon les recommandations de
'EFSA (EFSA, 2019a) et en utilisant les données du fichier Excel pour le mais mis a disposition
sur le site de 'EFSA’ (accés le 1°" mars 2022). Le pétitionnaire a exclu la consommation
d’huile, d’amidon de mais et de sirop de mais de cette estimation en raison de la teneur en
protéines négligeable de ces denrées. Des hypothéses conservatives sont formulées par le
pétitionnaire :
e tout le mais consommé est du mais DP910521 ;
o les procédés de transformation des aliments n’impactent pas les concentrations en
protéines exogenes CrylB.34, PAT et PMI qui restent identiques a celles présentes
dans les grains ou le pollen de mais DP910521.

Le pétitionnaire indique que :

e pour les forts consommateurs, I'exposition alimentaire aigué estimée la plus élevée aux
protéines CrylB.34, PAT et PMI résulte de la consommation du mais DP910521 en
Roumanie pour la classe d'age « Autres enfants » (3 a 9 ans) avec respectivement,
des estimations de consommation de 109,415, 151,966 et 79,022 ug/kg p.c./jour ;

e pour les moyennes de consommation, l'exposition alimentaire aigué estimée aux
protéines CrylB.34, PAT et PMI la plus élevée est observée au Danemark pour la
classe d'age « Enfants en bas &age » (12 a 35 mois), avec respectivement des
estimations de consommation de 8,858, 12,303 et 6,397 pg/kg p.c./jour ;

e pour les forts consommateurs, I'exposition alimentaire chronique estimée aux protéines
CrylB.34, PAT et PMI la plus élevée est observée a Chypre pour la classe d'age
« Nourrissons » (0 & 11 mois) avec des estimations de consommation respectivement
de 58,792, 81,656 et 42,461 ug/kg p.c./jour ;

e pour les moyennes de consommation, I'exposition alimentaire chronique estimée aux
protéines CrylB.34, PAT et PMI la plus élevée est observée au Danemark pour la
classe d'age « Enfants en bas age » (12 a 35 mois), avec des estimations de
consommation respectivement de 8,853, 12,296 et 6,394 pg/kg p.c./jour.

Concernant les compléments a base de pollen, les expositions aigués les plus élevées aux
protéines CrylB.34, PAT et PMI sont observées en France pour la classe d'age des
« Personnes agées » (65 ans a 74 ans), avec des estimations respectivement de 0,174,
47,386 et 16,724 ug/kg p.c./jour. Les expositions chroniques estimées les plus élevées aux
protéines CrylB.34, PAT et PMI ont été enregistrées en France pour la classe d'age
« Personnes agées » (65 a 74 ans), avec des estimations respectivement de 0,116, 31,590 et
11,150 pg/kg p.c./jour. Toutes les enquétes rapportant une consommation chronique de
compléments a base de pollen comptaient moins de cinq consommateurs.

Le GT « Biotechnologie » conclut que I’évaluation de I'’exposition alimentaire au mais
DP910521 ne souléve pas de question particuliére liée a I'utilisation de ce mais en
alimentation animale ou humaine.

7 https://www.efsa.europa.eu/en/applications/gmo/tools
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B.3. Caractérisation des risques

Le pétitionnaire indique qu’il n’identifie pas de risques pour la santé animale ou pour la santé
humaine.

B.4. Surveillance de la denrée alimentaire ou de I'aliment pour animaux génétiquement
modifié(e) consécutive a sa mise sur le marché

Le pétitionnaire ne propose pas de plan de surveillance de la denrée alimentaire ou de l'aliment
pour animaux génétiquement modifié consécutive a sa mise sur le marché.

B.5. Evaluation des risques pour I'environnement (ERA)
B.5.1. Introduction

Le pétitionnaire rappelle que la présente demande concerne l'importation, la transformation et
l'utilisation en alimentation humaine et animale du mais DP910521. La culture de ce mais en
Union Européenne est exclue de cette demande.

B.5.2. Approche globale de ’'ERA

Les résultats de I'évaluation moléculaire, de I'évaluation comparative de la composition et des
caractéres agronomiques et phénotypiques et I'étude de la germination n’ont pas montré de
différence biologique autre que les traits recherchés de résistance aux insectes liés a
I'expression des protéines Cry1B.34 et de tolérance a la substance herbicide glufosinate-
ammonium liés a I'expression de la protéine PAT. Les seuls dangers a considérer sont donc
ceux liés a I'expression de ces deux protéines.

S’agissant d’'un dossier de demande d’importation, I'exposition de I'environnement de I'Union
européenne ne peut résulter selon le guide de 'EFSA que d’une dispersion accidentelle des
grains importés, d’'une exposition aux féces d’animaux ayant consommé le mais DP910521,
ou aux produits issus de I'utilisation ou de la transformation de ce malis.

B.5.3. Domaines spécifiques de risque

B.5.3.1. Persistance et caractére envahissant y compris le « flux de génes » de plante a plante

Le pétitionnaire indique qu’il n'existe pas d'espéces sauvages indigénes sexuellement
compatibles avec le mais dans I'Union européenne, et qu’aucune hybridation croisée ou
introgression n‘est donc attendue.

Le GT « Biotechnologie » considére, en accord avec les recommandations de 'EFSA (EFSA,
2010b), que l'évaluation du risque de flux de génes vers les seules especes sauvages
indigénes n’est pas suffisante et que les possibilités d’hybridation avec toute espéce
apparentée sexuellement compatible doivent également étre prises en compte.
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Le GT « Biotechnologie » demande que le pétitionnaire prenne en compte I'existence
de populations de téosintes dans I’'Union européenne et considére la dispersion
involontaire des transgénes par croisement avec les téosintes, Zea mays ssp. mexicana
(EFSA, 2016 ; EFSA, 2022).

Le glufosinate-ammonium étant une substance herbicide interdite en agriculture dans I'Union
Européenne, I'expression du géne PAT n’est pas susceptible de conférer un avantage sélectif
a une plante.

Le pétitionnaire cite les insectes Spodoptera frugiperda, Diatraea grandiosella et Ostrinia
nubilalis comme espéces cibles de la protéine CrylB.34. Cette derniére espece est présente
en Europe. L’'expression du géne Cry1B.34 dans des téosintes ou des plantes de mais férales,
suite a une transmission des génes par flux de pollen depuis des plantes de mais DP910521
issues de grains dispersés accidentellement, est donc susceptible de conférer un avantage
sélectif a ces populations. Le potentiel avantage sélectif de résistance a des insectes cibles
n’est pas abordé par le pétitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » demande que le pétitionnaire prenne en compte dans son
analyse le risque lié a un potentiel avantage sélectif conféré a des plantes de mais
férales ou a des téosintes suite a un flux de génes du mais DP910521, en lien avec les
données de la littérature sur le statut et la distribution géographique des populations
d’insectes cibles.

B.5.3.2. Transfert de génes de la plante a des micro-organismes

Concernant le risque de transfert de génes a des micro-organismes, le pétitionnaire fournit
des études bio-informatiques démontrant 'absence d’ADN inséré chez le mais et homologue
a celui de bactéries capable de permettre une recombinaison homologue, a I'exception de
celle attendue pour le gene pmi, issu de E. coli. Dans le cas ou une recombinaison pourrait se
produire, sa stabilisation serait uniquement possible aprés une forte pression de sélection.
Dans ce contexte, aucun avantage sélectif n’est attendu pour les micro-organismes accueillant
des séquences transgénigues du mais DP910521.

Le GT « Biotechnologie » estime que le risque de transfert vers les micro-organismes
est négligeable et non préoccupant.

5.3.3. Interactions de la plante génétiquement modifiée avec les organismes cibles

Puisque la culture du mais DP910521 est exclue de la demande d’autorisation de mise sur le
marché, le pétitionnaire indique qu’une évaluation du développement potentiel de la résistance
des organismes cibles a la protéine Cry1B.34 n'est pas nécessaire en raison d’une exposition
négligeable escomptée dans I'Union européenne dans le seul cadre d'importations. De plus,
le pétitionnaire indique trois espéces de Iépidoptéres comme organismes cibles mais présente
un bioessai sur Spodoptera frugiperda seulement, test destiné a identifier la température
d’inactivation de la protéine Cry1B.34.
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Le GT « Biotechnologie » considére cependant, en accord avec les recommandations de
'EFSA (EFSA, 2010b), que I'étape de caractérisation des dangers est indépendante de 'étape
de caractérisation de I'exposition a ce danger.

Le GT « Biotechnologie » demande que le mode et le spectre d’action de la protéine
insecticide CrylB.34 soient analysés afin d’identifier expérimentalement les
organismes cibles pour lesquels le mais DP910521 pourrait présenter une résistance.
En complément, le GT estime que I'intérét du développement d’une protéine chimérique
doit étre justifié.

Le pétitionnaire ne se référe qu’a une importation dans les régions de I’'Union européenne de
climat tempéré. Le GT « Biotechnologie » rappelle cependant que I'organisme cible de la
protéine insecticide Cry1B.34, Spodoptera frugiperda est présent a Mayotte et a La Réunion ;
de méme, Ostrinia nubilalis, Iépidoptére ravageur indiqué comme cible de cette méme protéine
par le pétitionnaire, est largement répandu en Europe. Le développement d’'une résistance de
ces |Iépidoptéres a la protéine Cry1B.34 pourraient théoriquement avoir des conséquences sur
les stratégies de lutte contre ces espéces a long terme en Union européenne et dans ses
régions ultrapériphériques.

Le GT « Biotechnologie » demande que le pétitionnaire prenne en compte dans son
analyse les régions ultrapériphériques de I’'Union européenne et qu’il évalue les
conséquences potentielles du développement d’une résistance a la protéine insecticide
Cryl1B.34, en considérant toutes les espéces cibles et leurs aires de répartition.

5.3.4. Interactions de la plante génétiquement modifiée avec les organismes non-cibles

Le pétitionnaire prend en compte les trois scenarios d’exposition non intentionnelle
recommandés par 'EFSA (EFSA, 2010b), a savoir :
(i) un déversement accidentel de grains viables ;
(i) une exposition via les féces d’animaux nourris avec le mais DP910521 ;
(iii) une exposition par le biais de matiére organique végétale importée ou dérivée de
l'utilisation du mais DP910521.

Comme indiqué plus haut, le pétitionnaire ne considere cependant pas la possibilité
d’introgression de génes du mais DP910521 dans la téosinte comme source potentielle
d’exposition des organismes non-cibles. Enfin, le pétitionnaire indique que les protéines
CrylB.34, PAT et PMI sont présentes en quantité faible dans le grain, mais ne prend pas en
compte le fourrage.

Le GT « Biotechnologie » rappelle que les aliments pour animaux issus du mais DP910521
sont le grain et le fourrage, et que la teneur en protéine Cry1B.34 indiquée par le pétitionnaire
est, pour le mais DP910521 traité au glufosinate-ammonium, 36 fois supérieure dans le
fourrage (220 ng/mg de masse seche) que dans les grains (6,1 ng/mg de masse séche).

Concernant la caractérisation des dangers pour les organismes non-cibles vis-a-vis du
mais DP910521, le GT « Biotechnologie » considére que le mode et le spectre d’action
de la protéine insecticide CrylB.34 doivent étre analysés, en prenant en compte le

page 18/ 29



Avis de I’Anses
Saisine n° 2023-SA-0021

risgue associé a un transfert de génes vers les téosintes dans le cadre du scénario (i),
et en prenant en compte le fourrage pour les scénarios (ii) et (iii).

5.3.5 Conclusions de I'évaluation des risques pour I'environnement

En raison notamment de I'absence de prise en compte des téosintes, et de I'absence
d’analyse du mode et du spectre d’action de la protéine Cry1B.34, le GT « Biotechnologie »
estime ne pas pouvoir conclure quant aux risques pour I'environnement liés a I'importation, la
transformation ainsi que l'utilisation en alimentation humaine et animale du mais DP910521.

B.6. Plan de surveillance des effets sur I’environnement consécutive a la mise sur le
marché

Les risques d'effets indésirables potentiels sur la santé humaine et animale ou I'environnement
étant négligeables dans le contexte des utilisations prévues du mais DP910521, le
pétitionnaire estime qu'il n'est pas nécessaire de procéder a une surveillance spécifique. Le
GT « Biotechnologie » estime par ailleurs que le plan de surveillance générale exposé
dans le dossier est conforme aux recommandations de ’EFSA (EFSA, 2011b).

B.7. Informations complémentaires sur l'innocuité de la denrée alimentaire ou de
I'aliment pour animaux génétiquement modifiés

Le pétitionnaire a procédé a une analyse de la littérature sur la période 2012-2022. Il indique
avoir suivi les recommandations de 'EFSA (EFSA, 2019b) pour procéder a cette revue
systématique de la littérature. Les quatre bases de données utilisées par le pétitionnaire sont
pertinentes et couvrent les domaines scientifiques nécessaires a la revue systématique du
mais DP910521.

Néanmoins, le pétitionnaire, dans la requéte effectuée pour la revue systématique de la
littérature scientifigue, considére la protéine chimérique CrylB.34 mais ne prend pas en
compte les protéines desquelles sont issues les différentes régions de la protéine chimérique.

Le GT « Biotechnologie » considére que la requéte de la littérature scientifique devrait
étre complétée en ajoutant les protéines Cry desquelles sont issues les différentes
régions de la protéine chimérique Cry1B.34, et que la sélection des articles ne soit pas
limitée au seul mais DP910521.

C. Conclusions du groupe de travail « Biotechnologie »

Dans la mesure ou :
e I’analyse de I’étude de toxicité orale a dose répétée pendant 90 jours chez le rat
avec un aliment contenant du mais DP910521 n’est pas jugée recevable par le
GT;
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¢ l'analyse de I’étude de toxicité par gavage réitéré pendant 28 jours chez la souris
devrait étre complétée afin de pouvoir conclure sur [I’éventualité d’un
dysfonctionnement hormonal potentiel causé par la protéine CrylB.34 ;

e uneprotéine CrylB.34 produite par une E. coli recombinante est utilisée pour les
tests de digestibilité et de résistance a la chaleur, alors que la quantité de
protéine présente dans le mais DP910521 est suffisante pour sa purification et
utilisation dans ces études ;

¢ [I’évaluation des risques environnementaux ne prend pas en compte la téosinte,
et n’analyse pas le spectre et le mode d’action de la protéine Cry1B.34 ;

le « GT Biotechnologie » considere ne pas pouvoir se prononcer sur la sécurité
sanitaire et environnementale du mais DP910521.

Les commentaires émis par le GT « Biotechnologie » lors de la période de consultation de
'EFSA et relatifs a ces aspects sont disponibles en annexe de cet avis.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(Anses) endosse les conclusions du GT « Biotechnologie », qui considére qu’en I'absence de
certaines données déterminantes, il ne peut se prononcer sur les risques sanitaires et
environnementaux relatifs a l'importation, la transformation et I'utilisation en alimentation
humaine et animale du mais DP910521.

Dans la mesure ou des études ou données complémentaires pourraient étre versées au
dossier par le pétitionnaire a la demande de 'EFSA, le présent avis ne préjuge pas de
conclusions finales qui pourraient étre rendues ultérieurement par I'Anses au vu de ces
nouvelles données.
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MOTS-CLES

OGM, PGM, mais, DP910521, résistance, insectes, |épidoptéres, tolérance, glufosinate-
ammonium, PAT, PMI, Cry1B.34
GMO, GMP, DP910521, maize, resistance, insects, lepidoptera, glufosinate ammonium,
tolerance, PAT, PMI, Cryl1B.34.
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ANNEXE 1 — COMMENTAIRES TRANSMIS A LA DGAL LE 28/03/2023

‘ Commentaires de 'Anses sur le dossier EFSA-GMO-NL-2022-174
‘ vy Saisine n* 2023-5A-0024

dnNses

Commentaires de I’Anses a destination de la DGAI pour
transmission a ’'EFSA

concernant la demande d'avis relatif & une demande d’autorisation de mise sur
le marché au titre du Réglement (CE) n*1829/2003, du mais génétiquement
modifié DP910521 développé pour étre tolérant au glufosinate-ammonium et
pour étre résistant a certains lépidoptéres, pour I'importation, la transformation
dinsi que l'utilisation en alimentation humaine et animale de cet OGM

Dossier n® EFSA-GMO-NL-2022-174

1. Identification et caractérisation des dangers

1.1. Informations concemant les plantes réceptrices ou (le cas échéant) parentales

Le pétitionnaire mentionne des etudes qui rapportent que le pollen de mais se dépose principalement
& de faibles distances, et & de trés faibles taux de dispersion au-deld de 30 3 50 métres,

Le GT « Biotechnologie » de FAnses note néanmoins que certaines &tudes ont montré la possibilté de
flux de gémes par pollen a longue distance, en particulier selon la direction des wenis dominants et
lorsque la surface du champ de mais dorgine est importante (Lu, 2018). La distance maximals
rapportee dans la littérature pour le flux de génes par pollen entre parcelles de mais est de 4,45 km
{Hofmann, 2014).

Le GT « Biotechnologie » de FAnses demande que le pétitionnaire prenne en compte la
littérature scientifique disponible concemnant les conditions d’occurmrence de flux de génes par
pollen 3 longue distance du mais.

Le pétitionnaire mentionne labsence d'espéces wegetales sauvages endogénes ou indigénes
sexuellement compatibles avec le mais dans 'Union européenne.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses rappelle que la téosinte {Fea mays ssp mexicana) est une espéce
végetale adventice, sexusllement compatible avec le mais, présente en Europe.

Le GT # Biotechnologie » de FAnses demande que le pétitionnaire prenne en compte Fexistence
de populations de téosintes adventices dans PUnion européenne et analyse la possibilité
dintrogression de génes du mais DP310521 dans la téosinte, documentée dans la littérature
scientifique.

1.2. Caraciérisafion moléculaire
Les informations mises a disposition dans le dossier inifial du petiionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de I'Anses.

AGENCE NATIONALE DE SECURITE SANITAIRE de Falmentation, de Menvirormement et du traval
14 e Pleme et Mane Curie 34701 Malsons-Aliorn Cedex
T&l +33 (0)1 49 77 13 50 — www.anses.r
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1.3. Analyse comparalive

1.2.1. Choix et description des matériels testes y compris Farbre de selection de la lignée
geénetiguement modifiee, condiions de production des graines, tests de germination des
graines, information sur les varietés de référence
Les informations mises & disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de 'Anses.

1.2.2. Dispositif expérimental et analyse statistique des données issues des essais au champ
pour l'analyse comparative
Dans le cadre de I'analyse comparative, le pétitionnaire indique avoir réalisé les analyses statistiques
selon les recommandations de 'EFSA (EFSA, 2010). Neanmeoins, les niveaux demeur des tests de
différence et d'équivalence retenus ne sont pas indigués expliciternent.

Le GT & Biotechnologie » de I'Anses demande que le pétitionnaire précise les niveaux d'ermeur
des tests de différence et d’equivalence retenus pour Fanalyse comparative du mais DP310521.

1.2.3. Sélection du matériel et des composés pour analyse

Les informations mises & disposition dans le dossier initial du pétiionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de 'Anses.

1.3.4. Analyse comparative de la composition

Dans lanalyse comparative de composition, ke péfitionnaire indique avoir analyse la signification
biclogique des différences ou non-2quivalences des différents composés vis-a-vis des intervalles de
tolérance, établis avec une base de données de composition interne & lentreprise. Ces données ont
ete obtenues avec les compositions de mais de réference non geneliguement modifies présents dans
les différents essais réalisés (essais muli-années et mult-sites). Le pétitionnaire indique que
Fetablissement de ces intervalles de tolérance est decrit dans le rapport nomme « PHI-RD15-Y21 =

absent dans le dossier.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le petitionnaire foumisse le rapport PHI-R0M5-
Y21 cité dans le cadre de I'analyse comparative de composition.

1.356.41.36.

Les informations mises a disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Bictechnologie » de Ansas.

1.2.7. Conclusions de I'evaluation comparative

Le GT « Biotechnologie » de FAnses renvoie aux conclusions partielles des sections du §1.3
concemnant evaluation comparative.

1.4. Toxicologie

1.4.1. Analy=e des proteines nouvellement exprimees

Les données de Metude de toxicité par gavage de souris avec la protéine Cry1B.24 pendant 28 jours
meontrent gque les poids moyens de leurs glandes sumenales (poids absolus, poids relatifs par rapport
au poids corporel en fin d'étude et poids relatifs par rapport au poids du nemeau}mrlsmﬁsﬁqmnt
plus élevés chez les souris femelles ayant regu la meme Er]r“':l 34 [a faible comme a forte dose).
Pour le groupe de souris femelles ayant regu la protéine Cry1B.34 & faible dose, les valeurs présentées

par le péfiionnaire sont proches des valeurs maximales des données historigues du cenire
hvestigateur. Ces effets ne sont pas observes chez les souris males.

Toutefois, le GT « Biotechnologie » de FAnses rappelle quiun effet sur une glande endocrine peut &tre
sexe dependant, intervenir 4 faibles doses et considére que ces observations peuvent étre révelatrices
d'un dysfonctionnement hormonal.

217
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Le GT = Biotechnologie » de I'Anses demande que le petitionnaire compléte ces résultats par
des dosages des glucocorticoides des souris males et femelles afin dévaluer Fatteinte
eéventuelle du systéme endocrinien des souris dans cetfe etude. Dans ce contexte, le
GT « Biotechnologie » de PAnses recommande que des doses inférieures 3 300 mghkg p.c/jour
de la protéine Cryl1B.34 spient également testées dans une nouvelle stude de toxicité pendant
28 jours chez le rongeur.

De plus, le petitionnaire n'apporte aucune indication swr les interactions protéigues potentielles entre
Cry1B.34, PAT et PMI.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le petitionnaire compléte son analyse de la
sécurité des trois protéines nouvellement exprimées par une analyse de leurs interactions

potentielles.

142 8143
Les informations mises a disposition dans le dossier initial du peétitionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de Anses.

1.4.4. Analyse de 'aliment (denrée alimentaire ou aliment pour animawx) genetiguement modifie
entier
Pour MNétude de toxicité subchronique pendant 90 jours chez le rat, le petitionnaire s'appuie sur larticle
de Hong =f al. (Hong, 201?] pour le calcul de puissance réalisé. Cependant, le pétitionnaire applique
dans son analyse des donnees une comection pour tests multiples (false discovery rate, FDOR), sans la
prendre en compte dans son caleul de puissance.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses estime que ce type de calcul conduit 3 une diminution de la
puissance reelle de 'etude (van der Vioet, 2018), et le considére donc comme non recevable.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le pétitionnaire réalise une analyse des
résultats avec et sans cormection FDR, ainsi qu'un nouveau calcul de puissance de Pétude de
toxicité subchronique chez le rat, prenant en compte la correction pour tests multiples.

Les données de 'étude de touicité subchronigue, pour les tumeurs des glandes mammaires chez les
jeunes rats femelles, sont comparees a des données historiques issues des etudes réalisées entre 2008
et 2021 dans le centre investigateur ainsi que dans d'autres centres prestataires du petitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le pétitionnaire limite les études sources des

données historiques pour les tumeurs des glandes mammaires chez le rat, a celles issues du
méme centre investigateur, au cours des cing demiéres annees.

1.4.5. Conclusion de I'évaluation toxicologique

Le GT « Bioctechnologie » de I'Anses renvoie aux conclusions des sections du §1.4 concernant
FPévaluation toxicologique.

1.5. Evaluation de Fallergénicité
1.5.1. Evaluation de I'allergénicité des protéines nouvellement exprimées

Pour la réalisation des essais de degradation in vitro de la protéine Cry1B.24 par la pepsine et la trypsine
et pour les essais de résistance a la chaleur, le petiionnaire utilise la protéine Cry1B.34 produite dans
une souche recombinante d'E. coll.

Etant donné les quantités importantes de protéine Cry1B.34 synthétisées dans les feuilles du mais
genétiquement modifié DP210521 et les faibles quantités necessaires pour la réalisation des tesis de
dégradation in vitro of de résistance a la chaleur, le GT « Biotechnologie » de I'Anses considére que la
protéine extraite de la plante awrait pu éire utilisee, conformément aux recommandations de 'EFSA
(EFSA. 2017).

3T
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Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le petitionnaire realise un test de degradation
in vitro de la protéine Cry1B_34 exiraite du mais DP310521 par la pepsine et la trypsine, ainsi
qu'un test de résistance a la chaleur de cette protéine.

162 2153
Les informations mises & disposition dans le dossier initial du patitionnaire pour cette section n"appellent
pas de commentaire de la part du 5T « Biotechnologie » de 'Anses.

1.5.4. Conclusicon de I'evaluation de lallergenicite

Le GT « Biotechnologie » de PFAnses renvoie aux conclusions des sections du §1.5 concemant
Févaluation de Fallergénicite.

1.6. Evaluation nutrifionnelle
1.6.1. Evaluation nutriionnelle des denrées alimentaires génétiquement modifites
Les informations mises & disposition dans le dossier initial du patiionnaire pour cette section n'appelient
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de 'Anses.
1.8.2_ Evaluation nutritionnelle des aliments pour animaux génétiquement modifiés

Pour letude nutriionnelle réalisée chez le poulet, le patitionnaire appligue dams son analyse des
données une comection pour tests multiples (FDR), sans |a prendre en compie dans son calcul de
puissance.

Le ST « Bictechnologie » de l'Anses estime gque ce type de calcul conduit &4 une diminution de la
puissance réelle de Métude (van der Voet, 2018), et le considére donc comme non recevable.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le pétitionnaire réalise une analyse des

résultats avec et sans correction FDR, ainsi qu'un nouveau calcul de puissance de Fétude

nutritionnelle realisee chez le poulet, prenant en compte la comection pour tests multiples.
1.6.3. Conclusions de I'évaluation nutriicnnelle

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande de se referer a la conclusion de la section
précédente concemant I'évaluation nutritionnelle.

2. Evaluation de Pexposition - Prévision de la quantité consommée ou de I'étendue de Putilisation
Les informations mises a disposition dans le dossier initial du pefitonnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du 5T « Bictechnologie » de lAnses.

3. Caractérisation des risques

Les informations mises a disposition dans le dessier initial du petiionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de 'Anses.

4. Surveillance de la denrée alimentaire ou de Ialiment pour animaux genétiguement modifie{e)
consécutive a sa mise sur le marche

Les informations mises a disposition dans le dossier initial du patiionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de 'Anses.
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5. Evaluation des risques pour Fenvironnement (ERE)

51.a52
Les informations mises & disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n'appelient
pas de commentaire de la part du GT « Bictechnologie » de lAnsaes.

5.3. Domaines spécifigues de risgue
5.3.1. Persistance et caractére envahissant y compris le « flux de génes » de plante 3 plante

Le pétitionnaire indique qu'il n'existe pas d'espéces sauvages II'HiQEI'IE- sexuellement compatibles avec
le mais dans M'Union eurcpéenne, et qu'aucune hybridation croisée ou introgression n'est donc attendue.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses considére, en accord avec les recommandations de 'EFSA (EFSA,
2010), gue lMévaluation du risque de flux de génes vers les seules espéces sauvages indigénes n'est
pas suffisante, et que les possibilites dhybridation avec toute espéce apparentee sexuellerment
compatible doivent également éfre prises en compte.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses demande que le petiionnaire prenne en compte I'existence
de populations de téosintes adventices dans FUnion européenne et considére la dispersion
involontaire des transgénes par croisement avec les téosintes, Zea mays ssp. mexicana (EFSA,
2016 ; EFSA, 2022).

Le potentiel avantage selectif, en termes de résistance a des insectes cibles, qui pourrait éire confere
a des plantes de mais férales ou a des tecsintes adventices suite 3 un flux de génes du mais DPZ10521
n'est pas aborde par le petitionnaire.

Le GT « Biotechnologie » de FAnses demande que le péfitionnaire prenne en compte dans son
analyse le risque lié 3 un potentiel avantage sélectif conféré a des plantes de mais férales ou &
des téosintes adventices suite 3 un flux de génes du mais DP910521, en lien avec les données
de la littérature sur le statut et la distribution géographique des populations d’insectes cibles.

5.3.2. Transfert de génes de plante & micro-organisme
Les informations mises & disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n'appellent
pas de commentaire de la part du GT « Bictechnologie » de lAnsas.

5.3.3. Interactions de la plante génétiquement modifiee avec les organismes cibles

Le pefitionnaire considére, puisgque la cultlure du mais DPE10521 est exclue de la demande
d'autorisation de mise sur le marche, gqu'une evaluation du développement potentiel de la résistance
des organismes cibles & la protéine Cry1B.34 n'est pas nécessaire en raison dune exposition
neégligeable escomptée dans Mnion europeéenne dans le cadre dimportation. De plus, le pétitionnaire
indigue trois espéces de lépidoptéres comme organismes cible mais présente unm bioessai sur
Spodoptera frugiperda seulement, destine a identifier la temperature dinactivation de la proteine
Cry1B.34.

Le GT « Bictechnologie » de I'Anses considérs néanmoins, en accord avec les recommandations de
FEFSA (EFSA. 2010). gue léiape de caracterisation des dangers est independante de letape de
caractérisation de lexposition 3 ce danger.

Le GT « Biotechnologie » de FAnses demande que le mode et le spectre d'acfion de la protéine
insecticide Cry1B.34 soient analysés afin d'identifier experimentalement les organismes cibles
pour lesquels le mais DP310521 pourrait présenter une résistance. En complement, le GT estime
que Iintérét du développement d'une protéine chimérique doit étre justifié.

Le pelitionnaire ne se refére gqu'a une importation dans les regions de M'Union europeenne de climat
tempere.
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Le GT « Biotechnologie » de I'Anses note que I'organisme cible de la protéine insecticide Cry1B.34,
Spodoptera frugiperda est présent a Mayotte et a La Réunion ; de méme, Ostrinia nubilalis, |épidoptere
ravageur indiqué comme cible de cette méme protéine par le pétitionnaire, est largement répandu en
Europe. Le développement d'une résistance de ces |épidoptéres a la protéine Cry1B.34 pourraient
théoriquement avoir des conséquences sur les stratégies de lutte contre ces espéces a long terme en
Union européenne et ses régions ultrapériphériques.

Le GT « Biotechnologie » de I’'Anses demande que le pétitionnaire prenne en compte dans son
analyse les régions ultrapériphériques de I’'Union européenne et qu’il évalue les conséquences
potentielles du développement d’une résistance a la protéine insecticide Cry1B.34, en
considérant toutes les espéces cibles et leurs aires de répartition.

5.3.4. Interactions de la plante génétiquement modifiée avec les organismes non-cibles

Le pétitionnaire prend en compte les trois scenarios d’exposition non intentionnelle recommandés par
'EFSA (EFSA, 2010), a savoir (i) un déversement accidentel de grains viables, (ii) une exposition via
les féces d’animaux nourris avec le mais DP910521, et (iii) une exposition par le biais de matiére
organique végétale importée ou dérivée de I'utilisation du mais DP910521. Le pétitionnaire ne considére
cependant pas la possibilité d'introgression de génes du mais DP910521 dans la téosinte comme
source potentielle d’exposition des organismes non-cibles. Enfin, le pétitionnaire indique que les
protéines Cry1B.34, PAT et PMI sont présentes en quantité faible dans le grain, et ne prend pas en
compte le fourrage.

Le GT « Biotechnologie » de I'Anses rappelle toutefois que les aliments pour animaux issus du mais
DP910521 sont le grain et le fourrage, et que la teneur en protéine Cry1B.34 indiquée par le pétitionnaire
est, pour le mais DP910521 traité au glufosinate-ammonium, 36 fois supérieure dans le fourrage
(220 ng/mg de masse séche) que dans les grains (6,1 ng/mg de masse séche).

Concernant la caractérisation des dangers des organismes non-cibles vis-a-vis du mais
DP910521, le GT « Biotechnologie » de I’Anses demande que le pétitionnaire décrive et analyse
le mode et le spectre d’action de la protéine insecticide Cry1B.34, prenne en compte le risque
associé a un transfert de génes vers les téosintes dans le cadre du scénario (i), et prenne en
compte le fourrage pour les scénarios (ii) et (iii).

5.35a537.

Les informations mises a disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n’appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de I'’Anses.

5.3.8. Evaluation globale du risque et conclusions

Le GT « Biotechnologie » de I’Anses demande de se référer aux conclusions des sections
précédentes concernant I’évaluation du risque environnemental.

6. Plan de surveillance des effets sur I’environnement

Les informations mises a disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n’appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de I'Anses.

7. Informations complémentaires sur I'innocuité de la denrée alimentaire ou de I'aliment pour
animaux génétiquement modifiés

7.1. Etudes publiées dans la littérature scientifique

Le pétitionnaire, dans la requéte effectuée pour la revue systématique de la littérature scientifique,
considére la protéine chimérique Cry1B.34 mais ne prend pas en compte les protéines desquelles sont
issues les différentes régions de la protéine chimérique.

Le GT « Biotechnologie » de ’Anses demande que le pétitionnaire ajoute dans la requéte de la
littérature scientifique les protéines desquelles sont issues les différentes régions de la protéine
chimérique Cry1B.34, et qu’il ne limite pas la sélection des articles au seul mais DP910521.
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7.2. Autres informations complémentaires

Les informations mises a disposition dans le dossier initial du pétitionnaire pour cette section n’appellent
pas de commentaire de la part du GT « Biotechnologie » de I'Anses.
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