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Introduction

Saisine et objet de I’avis

Suite a la détection, par la Finlande, de pétunias transgéniques non-autorisés a la mise sur le marché,
la Commission européenne en a informé la France. Une procédure de retrait du marché de ces
pétunias a été établie par la Direction Générale de I’Alimentation (DGAI) en concertation avec les
professionnels. Le Haut Conseil des biotechnologies (HCB) a paralléelement été saisi le 19 mai 2017
par le Directeur Général de I’Alimentation’ d’une demande d’expertise concernant les risques
environnementaux et sanitaires liés a la présence de ces pétunias génétiquement modifiés non-
autorisés sur le territoire francais.

Le Comité scientifique (CS)? du HCB a rendu Iavis suivant.

1 Saisine reproduite en Annexe |l.

2 La composition du comité scientifique du HCB est disponible en Annexe IIl.



Avis

Interrogé sur les risques environnementaux et sanitaires qui pourraient résulter de la présence dans
le commerce de plants dérivés d’un Petunia hybrida transgénique non autorisés, le CS a, faute de
dossier de demande de commercialisation dans le cadre de I’'Union européenne (UE), fondé son
analyse sur les informations disponibles dans plusieurs publications scientifiques traitant de Ia
biologie de Petunia hybrida. Le travail du CS est aussi fondé sur I’hypothése de la saisine, selon
laquelle les plantes commercialisées sans autorisation seraient dérivées de I'événement de
transformation décrit dans la publication de Meyer et collaborateurs (Meyer et al., 1987)3.

Dans le cadre d’un programme de recherche, des plantes de pétunia aux fleurs rose saumon ont été
obtenues apres transfert d’'un géne de mais codant la dihydroquercitine 4-réductase, enzyme
impliquée dans la synthése de flavonoides (Meyer et al., 1987). Ces plantes expriment aussi le géne
nptll de résistance a la kanamycine. L’analyse du CS porte sur les connaissances actuelles relatives a
ces deux caractéristiques, dans le contexte de la biologie de Petunia hybrida :

- Les différentes études réalisées suite a 'obtention de ces pétunias montrent une certaine instabilité
du phénotype de couleur des fleurs, celle-ci est due en grande partie a I’extinction de I'expression du
transgene, notamment par méthylation du promoteur 35S. Le CS indique donc qu’il ne sera pas
toujours possible d’identifier les pétunias transgéniques en s’appuyant uniquement sur la couleur de
la fleur.

- Les pétunias sont des fleurs ornementales non pérennes. La dispersion dans I'environnement des
transgénes d’'un Petunia hybrida génétiquement modifié ne semble possible que dans les cas
suivants :

o semis intentionnel de semences qui auraient été récoltées soit sur une plante
transgénique (possiblement une plante isolée s’étant autofécondée), soit sur une
variété conventionnelle qui aurait été pollinisée par une plante transgénique ;

o propagation intentionnelle par bouturage.

Dans les deux cas, les pétunias étant des plantes gélives et ne se ressemant pas spontanément, les
transgénes ne pourront se maintenir pendant plusieurs années qu’en cas de multiplication
intentionnelle renouvelée, par semis ou bouturage. Ces deux modes de propagation sont possibles
mais ne peuvent étre réalisés que par des jardiniers amateurs. Ainsi, I'arrét de la commercialisation
et l'information de ces jardiniers amateurs, pouvant éventuellement détenir des boutures ou des
graines de ces pétunias, devraient permettre de limiter fortement le risque de maintien dans
I’environnement.

Les données biologiques suggerent que Petunia hybrida aurait une capacité a se ressemer et a se
maintenir spontanément sous un climat tropical ou sub-tropical (DROM-COM). Ainsi, les pétunias

3 Meyer, P., Heidmann, |., Forkmann, G., and Saedler, H. (1987). A new petunia flower colour generated by transformation
of a mutant with a maize gene. Nature 330, 677-678.



transgéniques pourraient se maintenir dans les DROM-COM. Toutefois, le CS indique qu’a ce jour, la
naturalisation de Petunia hybrida, indépendamment de tout caractére transgénique, n’a pas été
rapportée dans les DROM-COM.

- L'impact de la modification génétique sur les organismes qui seraient exposés a ce pétunia semble
limité, aussi bien pour les quelques animaux consommant ses feuilles, que pour les insectes
pollinisateurs.

- Les risques de transfert de génes de la plante transgénique vers les bactéries des sols sont
extrémement faibles et les conséquences de tels événements, s’ils venaient a se produire, sont a
priori négligeables pour la santé humaine ou animale et pour I'environnement.

- L’évaluation réglementaire d’un risque sanitaire nécessiterait que des données quantitatives
relatives a la teneur en pélargonine dans les pétunias génétiquement modifiés soient disponibles.
Cependant, considérant le « weight of evidence », base de I'évaluation d’un risque potentiel de
toxicité et d’allergénicité, le CS du HCB estime que les données de la littérature relatives a la
pélargonine, compte tenu de sa présence dans de nombreux autres végétaux consommés en
alimentation humaine, ne sont pas de nature a faire craindre un danger particulier.

En conclusion, le CS n’identifie pas de risque environnemental ou sanitaire qui nécessiterait la mise
en ceuvre d’une surveillance particuliére.

Deux membres du CS considérent que les risques environnementaux sont difficiles a identifier et/ou
sans doute trées faibles.



Annexe I. Analyses scientifiques d’experts du CS considérées pour la
rédaction de I'avis

1. Description moléculaire du pétunia transgénique

Des plantes de pétunia aux fleurs rouge saumon ont été obtenues apres transfert du gene Al de
dihydroquercitine 4-réductase de mais impliqué dans la synthése de flavonoides. Ces plantes
expriment aussi le gene nptll de résistance a la kanamycine. Les différentes études réalisées suite a
I’obtention de ces plantes, montrent une certaine instabilité du phénotype de couleur des fleurs, due
en grande partie au silencing du transgéne de synthese de flavonoide par méthylation du promoteur
35S constituant ce transgéne.

1.1. Caractéristiques des plantes génétiquement modifiées
1.1.1. Description du produit

Ce pétunia transgénique exprime un géne qui modifie la couleur des fleurs ainsi qu’un géne qui
confere la résistance a la kanamycine. La description de la région transgénique de ce pétunia a été
réalisée a partir des publications (Bashandy and Teeri, 2017; Meyer et al., 1987), sous réserve que ce
pétunia dérive bien du pétunia initialement décrit par Meyer et al. (1987).

1.1.2. Caractéristiques de la construction génétique

La construction génétique a I'origine de cet événement provient tres certainement du plasmide
p35A1 (Meyer et al, 1987). Ce plasmide d’environ 8 kb porte deux génes, un géne codant une
dihydroquercitine 4-réductase Al (DQR) du mais et un gene codant la néomycine transférase 2 du
transposon Tn5 d’E. coli.
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Fig 1 : Carte du plasmide p35A1
Plus précisément, le 1°" transgene est constitué :
o du promoteur de I’ARN 35S du CaMV (constitutif) ;
o de la séquence codante (ADN-c) du géne A1 de la dihydroquercitine 4-réductase
du mais ;
o duterminateur de ’ARN 35S du CaMV.

Le deuxieme transgene est constitué :

o du promoteur du géne de la nopaline synthase de 'ADN-T d’Agrobacterium
tumefaciens ;

o de la séquence codante du gene de la néomycine transférase 2 du transposon Tn5
d’E. coli, conférant la résistance a la kanamycine ;

o duterminateur de la nopaline synthase de I’ADN-T d’Agrobacterium tumefaciens.

Le vecteur p35A1 dérive du plasmide pBR322 qui porte une origine de réplication ainsi que le géne
bla conférant la résistance a I'ampicilline aux bactéries hébergeant ce plasmide.

1.2. Méthode de transformation et caractéristiques du pétunia transgénique initial

Des protoplastes d’un mutant RLO1 de pétunia a fleur blanche qui accumule le dihydrokaempferol,
ont été transformés par transfert direct de gene avec le plasmide p35A1. La méthode de
transformation utilisée fait intervenir le polyéthylene glycol (PEG) ainsi que I'aphidicoline afin de
synchroniser les protoplastes en début de phase S du cycle cellulaire. Les cellules dérivées des
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protoplastes traités ont ensuite été sélectionnées sur un milieu contenant de la kanamycine. Les
colonies résistantes ont été ensuite régénérées en plantes entieres.

.....

1.2.1. Caractéristiques du pétunia modifié initialement

Nombre de sites d’insertion, nombre de copies par insertion et structure des inserts et expression
des transgénes

Dans la publication de (Meyer et al., 1987), seul le clone RP35-15 montrant une coloration rouge
brique uniforme des fleurs a été étudié. Une expérience de northern blot montre que cette plante
exprime ’ARNm du géne A1 de la dihydroquercitine 4-réductase du mais. L’analyse des flavonoides
indique que cette plante accumule la pélargonidine 3-glucoside, suite a I'activité enzymatique de la
DQR sur le dihydrokaempferol.

Il n’y a pas, dans cette publication initiale, de description du nombre de site d’insertion ni du nombre
de copie d’insertion des transgenes, ni de la structure du ou des inserts, ni de séquence du ou des
inserts et de leurs régions flanquantes.

Cependant la publication de (Linn et al., 1990), donne plus de détails sur les plantes transgéniques
obtenues lors de cette expérience de transformation. Sur les 30 plantes indépendantes résistantes a
la kanamycine obtenues, 23 possédaient les deux transgenes et celles-ci ont été plus précisément
étudiées par des analyses de type Southern blots et de méthylation de I’ADN. Ces plantes montrent
des phénotypes variables de couleurs de fleurs et différents patterns d’intégration des transgénes.
Ces plantes possédent un nombre variable de copies des transgenes et montre aussi des profils de
méthylation dans la région du promoteur 35S qui varient en fonction du phénotype des plantes
(phénomene de « silencing » des transgenes).

Il 'y a pas de correspondance directe entre le nom de la lignée transgénique présentée dans la
publication de (Meyer et al., 1987) et celle de (Linn et al., 1990), néanmoins, il s’agit trés
probablement d’une lignée présentant une seule copie des transgenes intégrée a un locus, comme
par exemple la lignée 235/1-24 ou 235/1-17 de la publication de (Linn et al., 1990). Pour cette lignée,
le profil d’intégration de I’ADN transgénique semble étre celui présenté dans la figure 2.

[ 1FE-HMA 558 _
e n-sn:i L — A l-plDidA T. ol gene e
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Figure 2 : Profil d’intégration probable du transgene dans le pétunia.

(Bashandy and Teeri, 2017) ont réalisé, sur des plantes de pétunia présumées dérivées du pétunia
initial (Meyer et al., 1987), quelques expériences de RT-PCR qui montrent que celles-ci expriment le
géne A1 de mais et le géne nptll. Des expériences de PCR et de séquencage montrent que les deux
transgénes sont présents. Une région du plasmide portant la partie du géne bla située entre le géne
bla et le promoteur 35S serait aussi intégrée mais pas la région située entre le gene bla et le
terminateur nos du gene nptll.



Stabilité et héritabilité des transgeénes et de leur phénotype

L’étude de 30 000 descendants hétérozygotes de la lignée 235/1-17 (Linn et al., 1990) a été réalisée
par (Meyer et al., 1992). Cette étude a d’ailleurs fait 'objet d’'une demande d’autorisation de culture
en plein champ auprés de 'autorité compétente allemande (BVL, 1997). Cette plante présente le
profil d’intégration indiqué ci-dessus et il est indiqué que 215pb du génome de pétunia ont été
délétées lors de I'insertion du fragment transgénique et que cette insertion est unique.

Les conclusions de cette étude montrent une certaine instabilité du phénotype avec un retour a des
fleurs blanches a une fréquence de 10*% due & une délétion dans le géne Al ou encore une
atténuation de la couleur des fleurs ou encore a des fleurs de couleur hétérogéne (« variegated ») a
des fréquences variant de 2x1073 & plusieurs dizaines de pourcent suivant les lots de graines, I'dge des
plantes, les conditions environnementales, etc. Ces variations sont dues au phénoméne de
méthylation du promoteur 35S (« gene silencing »).

Enfin, la société S&G Seeds (Oud et al., 1995) a utilisé, avec succes, deux transformants initiaux (MPI-
15 et MPI-17 dont il est probable qu’il s’agisse des transformants 235/1-15 et 235/1-17 de la
publication (Linn et al., 1990) comme parents dans des croisements faisant intervenir des variétés
cultivées de pétunia de différents fonds génétiques présentant des couleurs de fleurs légérement
différentes du pétunia RLO1 afin d’obtenir des pétunias aux fleurs de couleurs variées, ayant
potentiellement un intérét commercial.

2. Biologie, mode de reproduction, capacité a persister et a se disséminer
dans I’environnement

2.1. Taxonomie, origine

Le genre Petunia appartient a la famille des solanacées et compte une trentaine d’especes, toutes
originaires d’Amérique du sud. L'espéce horticole Petunia hybrida résulte de croisements artificiels
réalisés au débit du 19°™ siécle entre Petunia axillaris et Petunia integrifolia (Segatto et al., 2014).
C’est une espece diploide, comme les deux espéces parentales.

2.2. Biologie, reproduction et dissémination

C’est une plante annuelle avec une durée du cycle de trois a quatre mois, qui est dépendante de la
température, la croissance étant la plus rapide a des températures entre 25 et 30°C (Vandenbussche
et al., 2016). La multiplication végétative par bouturage est tres facile (Gerats and Vandenbussche,
2005).

Petunia hybrida généralement commercialisé est majoritairement auto-compatible et capable
d’autofécondation, mais il existe également un systeme d’auto-incompatibilité a base génétique
rendant I'allogamie obligatoire. La majorité des variétés cultivées sont auto-compatibles donc
capables de s’autoféconder et la production de semences est alors importante (Oloumi and
Rezanejhad, 2009). Dans la nature les espéces du genre Petunia sont fécondées par des insectes :
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papillons de nuit pour P. axillaris, abeilles pour P. integrifolia. D’autres espéces sont fécondées par
des oiseaux-mouches.

C'est une espéce gélive du fait de I'origine sub-tropicale des espéces parentes. L’établissement a
partir de semis spontané ne semble jamais avoir été observé en Europe, bien que |'espece soit
cultivée couramment depuis plus de cent ans (BVL, 1997).

2.3. Hybridation avec d’autres espéces

Les barrieres a I'hybridation dans le genre Petunia sont pré-zygotiques et les croisements entre
especes donnent des diploides comme les parents (Vandenbussche et al.,, 2016). Le croisement
artificiel entre P. axillaris et P. integrifolia, a I'origine de P. hybrida est trés facile. Par contre ce
croisement ne s’observe pas spontanément dans la nature, bien que les deux especes co-existent
(sympatrie) dans leur aire d’origine ; cela s’expliquant en partie par des guildes d’insectes
pollinisateurs différentes (Dell’Olivo et al., 2011). Le Petunia horticole étant un hybride récent, il doit
pouvoir se croiser, au moins artificiellement, avec les 2 espéces parentes, Petunia axillaris et Petunia
hybrida. Ces deux especes parentes ne sont pas présentes naturellement en Europe.
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Figure 3 : Carte de distribution de I'espece P. axillaris et du complexe P. integrifolia

2.4. Evaluation comparative des variétés transgéniques

Le transgene a été introduit depuis la variété transformée d’origine vers différents fonds génétiques
variétaux afin de stabiliser le caractere de couleur des fleurs (Oud et al., 1995). Une évaluation au
champ des lignées de backcross F4 et F5 a été effectuée en Floride aux Etats Unis (probablement en
1993). Les traits de vigueur, le port et les caractéres floraux des plantes transgéniques ont été
trouvés similaires a ceux de variétés types utilisées comme contréles (Oud et al., 1995).
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2.5. Conclusion

o La dispersion dans I'environnement du transgene d’un Petunia hybrida
génétiqguement modifié ne semble possible que dans les cas suivants :

= semis intentionnel de semences qui auraient été récoltées soit sur une
plante transgénique (possiblement wune plante isolée s’étant
autofécondée), soit sur une variété conventionnelle qui aurait été
fécondée par du pollen d’une plante transgénique ;

= propagation intentionnelle par bouturage.

Cependant I'arrét de la commercialisation et I'information des jardiniers amateurs
gardant des boutures ou des graines de ces pétunias devraient permettre de
fortement limiter ce risque de maintien dans I'environnement.

o Dans les deux cas, les plantes étant gélives et ne se ressemant pas spontanément,
le transgene ne pourra se maintenir pendant plusieurs années qu’en cas de
multiplication intentionnelle renouvelée, par semis ou bouturage.

o La capacité a se ressemer et se maintenir sous un climat tropical ou sub-tropical
(DROM-COM) reste a évaluer.

3. Evaluation des risques environnementaux associés a la présence sur le
marché de pétunias génétiguement modifiés

Comme toute plante, le pétunia se trouve impliqué dans différents réseaux d'interactions : les
plantes sont a la base des réseaux trophiques aériens et souterrains et certaines interagissent avec
des organismes pollinisateurs. Les risques environnementaux associés a la présence sur le marché de
pétunias génétiquement modifiés sont donc similaires a ceux associés a l'introduction d'espéces
exotiques, modulés par les éventuelles modifications des traits d'histoire de vie liées a l'insertion
d'un transgene (toxicité, changement du taux de croissance, etc.).

3.1. Possibilités de naturalisation des Pétunias génétiquement modifiés

Du fait de leur utilisation importante a des fins ornementales (parc, jardins, balcons...), plusieurs
especes de pétunias (P. axillaris, P. integrifolia, P. hybrida) sont présents dans les territoires francais
(sauf Saint-Martin et Saint-Barthélemy). Seul P. hybrida semble s’étre naturalisé a la Réunion et en
Nouvelle Calédonie (Base de donnée TAXREF, (Gargominy et al.)
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/112833). Il existe cependant des informations contradictoires

quant a I'observation de cette naturalisation qui semble pointer vers une erreur dans la base de
donnée TAXREF (la base de donnée du Conservatoire Botanique du Masquarin, a l'origine du
référencement de ce pétunia dans TAXREF, indique une présence de pétunias en culture mais pas de
naturalisation ni de caractére envahissant http://mascarine.cbnm.org/index.php/flore/index-de-la-
flore/nom?code taxref=446020 ).
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L'évaluation des risques réalisée par les autorités allemandes dans le cadre d'une demande
d'autorisation de mise en culture au champ (BVL, 1997) précise que, bien qu'étant massivement
utilisés a des fins horticoles, les pétunias (toute espece) ne peuvent se naturaliser en Allemagne, les
graines étant tres sensibles au froid humide et ne survivant pas a I'hiver. De plus, cette évaluation
indique également que le pétunia RLO1 génétiguement modifié ne présente pas de caractéere de
compétitivité particulier comparé aux pétunias non OGM (BVL, 1997). Sur le territoire métropolitain,
la présence de pétunias génétiguement modifiés semble donc limitée a leur utilisation horticole
(parcs, jardins, balcons...).

Compte tenu de ces différents éléments, la naturalisation des pétunias OGM sur le territoire
métropolitain semble peu probable. Une vigilance plus importante pourra étre cependant nécessaire
sur les territoires de La Réunion et de Nouvelle-Calédonie, certains pétunias ornementaux pourraient
éventuellement se naturaliser bien que cette information n’ait pas été vérifiée par des observations.

3.2. Intégration dans les réseaux trophiques

Les pigments anthocyane dans les pétunias, dont la chaine de biosynthése a été génétiquement
modifiée, ont des roles multiples dans les interactions entre les plantes et d’autres organismes.
D’une part, lorsqu’ils sont présents dans les fleurs, ces pigments déterminent en partie le type
d’organisme qui les pollinise (voir plus bas). D’autre part, ces pigments colorés peuvent avoir un réle
dans la résistance aux prédateurs (herbivorie et florivorie).

La florivorie est décrite sur certaines variétés de P. hybrida non modifiées (Johnson et al., 2008) et
dépend de la quantité d’anthocyanes présente dans les pétales, le taux de florivorie étant plus faible
sur des fleurs pigmentées que sur des fleurs non pigmentées. Bien que la synthése de pélargonidine
soit nouvelle pour le genre Petunia, la présence de pélargonidine dans les tissus ne devrait pas
conduire a une résistance accrue a |"herbivorie comparée aux Pétunias présentant d’autres types
d’anthocyanes en circulation sur le marché. Par ailleurs, bien que le géne A1 soit sous le contréle
d’un promoteur constitutif, I'accumulation de leucopélargonidine et de ses dérivés ne devrait se faire
que dans les organes contenant des quantités notables de dihydrokampfaerol (pétales).

Les éléments transgéniques ou les modifications physiologiques auxquelles ils conduisent ne
présentant pas de toxicité particuliere (la leucopélargonidine et ses dérivés sont des pigments que
I'on trouve chez d'autres fleurs courantes comme les Pelargonium (géraniums) voir infra), les risques
environnementaux liés a I’herbivorie de Pétunias génétiquement modifiés semblent trés réduits.

3.3. Interaction avec les insectes pollinisateurs

Le genre Petunia est un genre comprenant 35 espéces, qui présente la particularité d'étre pollinisé
par une grande variété d'animaux : insectes (Hyménopteres, Lépidopteres) et oiseaux. Plusieurs
études ont pu mettre en évidence le role de génes particuliers déterminant la taille des fleurs
(Stuurman, 2004), la couleur (Hoballah et al., 2007), la réflectance UV (Sheehan et al., 2015) ou
méme |'odeur (Klahre et al., 2011) et dont I'expression ou non conduit aux différents syndrémes de
pollinisation observés entre les différentes espéces de pétunias. Les deux especes dont est issu P.
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hybrida sont pollinisées par des organismes différents (Klahre et al., 2011) : P. integrifolia, aux fleurs
colorées, a tube relativement court, peu odorante et contenant peu de récompenses (nectar) est
pollinisé principalement par des Hyménoptéres ; au contraire, P. axillaris, aux fleurs blanches, a tube
long, trés odorantes et présentant beaucoup de récompenses est pollinisé par des papillons de nuit
(Sphingidés). La pollinisation de I'hybride n’est (a priori) pas décrite. La lignée RLO1 est fertile avec
d’autres variétés de pétunias, une partie de la diversification des colorations ayant été obtenue par
croisements simples entre I'hybride transformé et d'autres lignées hybrides (Oud et al., 1995).
Comme les pétunias génétiguement modifiés présentent des fleurs colorées de grande taille, ils sont
probablement pollinisés par des Hyménopteres généralistes (abeilles domestiques, bourdons...), des
pollinisations de Sphingidés ont aussi été observées.

Au méme titre que les risques environnementaux liés a I'herbivorie, les risques environnementaux
liés aux interactions entre pétunias génétiqguement modifiés et organismes pollinisateurs devraient
étre limités.

3.4. Interaction avec les organismes du sol

Au cours de leur croissance, les plantes interagissent avec les organismes du sol (apport de carbone,
prélevement de nutriments...). Les modifications apportées par l'insertion du transgéne dans ces
pétunias ne sont pas de nature a avoir des conséquences sur le fonctionnement des sols et les cycles
biogéochimiques, méme si les plantes venaient a se naturaliser.

3.5. Conclusion

o Malgré la possibilité que les pétunias puissent se maintenir dans la nature dans
certaines conditions trouvées dans les DROM-COM, ceci n’a pas été rapporté dans
les documents qui ont pu étre consultés.

o Limpact de la modification génétique sur les organismes qui seraient exposés a ce
pétunia semble limité aussi bien pour les quelques animaux consommant ses
feuilles que pour les insectes pollinisateurs.

o Le changement de couleur des fleurs peut modifier I'appétence de certains
animaux susceptibles de les consommer.

o La modification génétique ne devrait pas avoir un impact sur le fonctionnement
des sols et les cycles biogéochimiques méme dans I’"hypothése peu probable d’une
naturalisation de ces plantes.

4. Risque de transfert du transgéne aux bactéries de I’environnement.

4.1. Possibilité de transfert de ’'ADN du transgéne

Le transgene de ces plantes génétiquement modifiées contient le gene Al codant une
dihydroquercitine 4-reductase qui transforme le dihydrokaempferol qui s’est accumulé du fait d’une
mutation dans le métabolisme des anthocyanes en leucopélargonidine responsable de la couleur
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orangée de ces plantes OGM. Sont également présents sur le transgene le geéne nptll, utilisé comme
marqueur de sélection ainsi que d’autres fragments résultant de la transformation par le vecteur
p35A1, lui-méme dérivé de pBR322 pourvu d’une origine de réplication et d’'un géne codant la
résistance a I'ampicilline, mais ces fragments comportent des délétions empéchant toute expression
dans la plante.

Les séquences promotrices (35S) et terminatrices sont celles du Cauliflower mosaic virus (CaMV), du
géne de la nopaline synthase d’Agrobacterium tumefaciens (séquence promotrice) et du gene de
I'octopine synthase (séquence terminatrice) d’Agrobacterium tumefaciens.

La possibilité de transfert de I’ADN du transgene est liée a la présence de séquences procaryotiques
qui peuvent étre intégrées par recombinaison homologue ou homéologue dans les régions de forte
similarité nucléotidique présentes dans les génomes bactériens a des fréquences significatives, donc
détectables (voir ci-dessous). Signalons qu’en théorie les autres séquences typiquement végétales
des génomes des plantes OGM pourraient également étre intégrées dans les génomes bactériens par
recombinaison illégitime mais a des fréquences extrémement faibles. De plus, de telles séquences
constituant un fardeau génétique pour la bactérie puisque ne pouvant s’y exprimer ne sont
généralement pas fixées dans ces génomes.

4.2. Possibilité de modification phénotypique de bactéries pathogénes de ’homme suite au

transfert a partir de plantes transgéniques

La probabilité de modification phénotypique de bactéries pathogénes de ’lhomme suite au transfert
a partir de plantes transgéniques de la résistance induite par le géne nptll est tres faible. Plusieurs
événements, qui indépendamment ont une probabilité d’occurrence trés faible, doivent
successivement se réaliser pour qu’un tel scénario se produise.

- Le point le plus important est le franchissement de la barriere génétique bactérienne nécessitant
une similarité de séquences entre les génes clonés dans la plante et le génome des bactéries du sol.
Cette similarité de séquences est en effet indispensable a I'étape de recombinaison homologue ou
homéologue. En laboratoire, des événements de transfert plantes transgéniques-bactéries ont été
détectés seulement si cette condition moléculaire est remplie (voir plus bas). Le transfert dans des
zones sans forte similarité demeure théoriquement possible, impliguant un mécanisme de
recombinaison illégitime mais ne pouvant se réaliser qu’a des fréquences extrémement faibles, de
plusieurs ordres de grandeur inférieures a la recombinaison homologue. Ces données indiquent que
le géne nptll de la plante ne pourrait étre potentiellement transféré que dans le génome des
bactéries possédant déja ce gene, sans méme ajouter une copie supplémentaire mais en remplagant
la copie existante.

- Du fait du systeme d’expression eucaryote de la construction du gene nptll dans la plante
transgénique, I'expression de ce gene dans les bactéries réceptrices nécessiterait des séquences
d’expression procaryotes préexistant dans la zone d’insertion du transgéne ou captées lors de son
transfert.

- De plus, pour gu’un tel transfert ait des conséquences en santé humaine ou animale, il faudrait que
les bactéries réceptrices du géne nptll soient des pathogénes d’hommes ou d’animaux dont le
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traitement nécessite I'usage d’antibiotiques contre lesquels nptll confére une résistance ou qu’un
second événement de transfert se réalise entre une bactérie saprophyte du sol qui aurait acquis le
transgéne et ces microorganismes pathogénes. Des bactéries pathogeénes de I’homme, dont
I'optimum de température est de 37°C, ont généralement une capacité d’adaptation limitée a
I’environnement tellurique.

Par exemple, aprés deux semaines d’incubation dans le sol, la population d’E. coli descend sous le
seuil de détection. Beaucoup de ces microorganismes dont le portage est exclusivement humain,
comme M. tuberculosis, ont donc des temps de résidence limités dans le sol, qu’ils ne colonisent que
tres transitoirement a la suite de leur inoculation notamment par et dans les crachats des patients.
Des études montrent toutefois que M. bovis et M. avium peuvent persister plus longtemps que M.
tuberculosis dans I'environnement dans des conditions physico-chimiques particuliéres a proximité
d’animaux infectés (Biet et al., 2005; Humblet et al., 2009; Young et al., 2005). Les bactéries
pathogenes trouvent au sein de la communauté bactérienne commensale une source bien plus
prolifigue de déterminants génétiques conférant la résistance a la kanamycine que les plantes
transgéniques. Le réservoir pour de tels génes est tres vaste, comme indiqué plus haut, et ces génes
sont localisés sur des éléments génétiques spécifiqguement adaptés a leur dissémination comme des
plasmides ou des transposons (Tn5 notamment) transférables par des mécanismes comme la
conjugaison, dont les fréquences de réalisation sont tres élevées en comparaison de la
transformation qui est le seul mécanisme susceptible de permettre a la bactérie d’acquérir 'ADN de
la plante. Concernant le gene nptll de ces pétunias, son transfert vers des bactéries saprophytes du
sol serait possible mais sans conséquence, puisque I'événement le plus probable consisterait au
remplacement d’une copie déja existante de ce géne. La prévalence naturellement élevée de la
résistance a la kanamycine dans les bactéries environnementales et commensales exclurait tout effet
délétere si une ou quelques copies supplémentaires venaient a étre incorporées dans d’autres
régions du génome par recombinaison illégitime et selon une configuration peu probable ou le géne,
sous systeme d’expression eucaryote dans la plante, pourrait étre exprimé dans la bactérie. De plus,
la probabilité que cette bactérie soit un pathogene humain (M. tuberculosis notamment) est faible,
considérant que ces microorganismes ne sont que des résidents transitoires du sol et qu’un transfert
de la copie potentiellement récupérée par une bactérie saprophyte a un pathogene ajoute une étape
supplémentaire de transfert, donc baisse encore la fréquence de réalisation. Enfin, les bactéries
pathogénes trouvent dans les bactéries commensales, généralement équipées d’éléments
génétiques spécialisés pour le transfert d’ADN, une source de genes de résistance bien mieux fournie
et plus accessible que le génome des pétunias.

4.3. Possibilité de transfert de genes entre plantes transgéniques et bactéries de

I’'environnement

La possibilité de transfert de genes entre plantes transgéniques et bactéries de I'environnement a
été démontrée au laboratoire sur des modeles d’étude composés de plantes transgéniques variées et
de quelques bactéries naturellement transformables utilisées comme réceptrices, principalement
Acinetobacter baylii (Gebhard and Smalla, 1998; Kay et al., 2002; Pontiroli et al., 2009; Rizzi et al.,
2008).
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Les premiers travaux en conditions simulant I'environnement (Kay et al., 2002) montrent qu’une
plante soumise a une attaque par un pathogéne devient colonisable par d’autres bactéries y compris
par des microorganismes capables de développer un stade de compétence et d’acquérir les genes de
la plante. La plante en décomposition (résidusphére) constitue également un écosysteme
extrémement favorable a I'acquisition de génes de la plante GM par les bactéries du sol qui le
colonisent (Pontiroli et al., 2009; Rizzi et al., 2008). Comme dans le cas de la plante infectée par un
pathogene, la décomposition du matériel végétal contribue a la libération de 'ADN au contact de
bactéries métaboliquement tres actives du fait des nutriments, ce qui leur permet de développer un
stade de compétence.

Un transfert d’ADN réalisé par amorcage de la recombinaison sur les régions de totale similarité
entre ADN donneur (transgéne) et génome récepteur (bactérien) comme ce pourrait étre le cas avec
les séquences mentionnées ci-dessus pourrait aboutir potentiellement au co-transfert des régions
adjacentes, comprenant les autres séquences du transgene et celles du chromosome de la plante
situées pres des sites d’intégration du transgene. De tels événements ont en effet été détectés dans
le cadre d’études sur un autre couple modele plante transgénique-bactérie réceptrice par (Gebhard
and Smalla, 1998). Les fréquences de tels événements sont extrémement basses.

Rappelons enfin que de tels événements de transfert de géne, qu’ils concernent les séquences
procaryotiques des transgenes ou les régions flanquantes, n’ont jamais été observés « au champ »
(Demaneéche et al., 2008).

En outre, I'avantage sélectif que de tels événements de transfert pourraient conférer a une bactérie
réceptrice, s’ils venaient a se réaliser, serait limité compte tenu des caractéristiques de la
construction génétique. Le gene bactérien nptll a en effet été cloné dans la plante sous le contréle
d’un promoteur permettant son expression en systémes eucaryotes sans possibilité d’expression de
ce géne dans les bactéries, ce qui limite encore I'impact potentiel s’il venait a étre transféré.

Considérons cependant le cas ou l'intégration dans le génome d’une bactérie se réaliserait de telle
sorte que ce géne puisse effectivement s’y exprimer.

Le gene nptll confére une résistance a certains antibiotiques de la famille des aminoglycosides.
L'EMA (European Medicines Agency) souligne I'importance des aminoglycosides dans I'arsenal
thérapeutique anti-bactérien.

Le géne nptll confere la résistance a la kanamycine, la néomycine, la généticine et la paromomycine
(Shaw et al, 1993). La néomycine et la paromomycine sont utilisées en application locale, la
néomycine sous forme de collyre. La kanamycine est un antibiotique de réserve, utilisé contre les
mycobactéries multirésistantes (i.e. résistantes a au moins la rifampicine et lisoniazide). La
prévalence de souches de Mycobacterium tuberculosis multirésistantes est en augmentation, avec
une incidence pouvant atteindre jusqu’a 6,5% des nouveaux cas de tuberculose dans certaines
régions du monde (Devaux et al., 2009). Néanmaoins, a ce jour, la résistance aux aminoglycosides chez
M. tuberculosis reléve uniquement de mutations altérant leur cible moléculaire (Nair et al., 1993). Il
est important de noter que I'activité antibiotique de la gentamicine, aminoglycoside le plus utilisé en
cliniqgue humaine, n’est pas affectée par le géne nptll.

Le gene nptll est ubiquiste dans le monde microbien et il est largement représenté au sein des
bactéries commensales du tube digestif de ’'homme et des animaux ainsi que dans les échantillons
de sol quand ceux-ci sont sous influence anthropique (champs amendés par des fumiers provenant
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d’animaux traités, proximité des sites hospitaliers) mais beaucoup moins dans des sols plus «
naturels » (Alvarez and Mendoza, 1992; Smalla et al., 1993). Les études de prévalence ont montré la
présence de ce gene chez 2,5% des isolats bactériens a Gram négatif résistants a la kanamycine et a
la néomycine (Alvarez and Mendoza, 1992). On signalera que la résistance a la kanamycine peut aussi
étre conférée par le géne npt/, mis en évidence chez 90% de ces souches (Alvarez and Mendoza,
1992). Le géne nptll a été détecté sur des éléments génétiques mobiles comme le transposon
composite Tn5 et des plasmides responsables de sa dissémination dans le monde bactérien.

4.4. Impact sur I’équilibre populationnel et fonctionnel de la communauté bactérienne

La question finale est de savoir si la présence de bactéries ayant acquis le gene nptll a partir de la
plante pourrait avoir un impact sur I'équilibre populationnel et fonctionnel de la communauté
bactérienne ou en d’autres termes si un avantage adaptatif pourrait étre directement associé a cet
événement. La fonction codée par ce géne (résistance a des antibiotiques, notamment la
kanamycine) ne permet pas de supposer que son acquisition par une bactérie puisse accroitre sa
valeur adaptative en I'absence des antibiotiques dans I’environnement naturel.

4.5. Conclusion

o Les risques de transfert de génes de cette plante aux bactéries du sol sont donc
extrémement faibles et les conséquences de tels événements, s’ils venaient a se
produire, totalement négligeables pour la santé humaine ou animale et pour
I’environnement.

5. Risques sanitaires

5.1. La modification génétique de la couleur de la fleur de pétunia

La couleur des fleurs dépend généralement de la concentration relative de deux pigments que sont
les caroténoides et les flavonoides, ces derniers ayant un role prépondérant. Les caroténoides sont
responsables des couleurs allant du jaune a I'orange. Parmi les flavonoides, les anthocyanes sont des
pigments colorés répartis en trois groupes : les delphinidines qui produisent généralement la couleur
bleue des fleurs, les cyanidines qui produisent la couleur rouge ou rose et les pélargonidines qui
produisent les couleurs rouge, orange ou la couleur brique.
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Figure 4: Voie de biosynthése des delphinidines (couleur bleue) des cyanidines (couleur rouge ou rose) et des
pélargonidines (couleur rouge)

Selon Meyer et al, 1987, la construction génétique a l'origine de I'événement du pétunia
génétiquement modifié (Petunia hybrida, Lignée RL01-17) provient d’un plasmide p35A1 qui porte
deux genes, I'un codant la dihydroquercitine 4-réductase Al (DQR) du mais et l'autre codant la
néomycine transférase 2 (nptll) utilisé comme marqueur de sélection.

Le géne A1, qui code pour une dihydroflavonol réductase, est a I'origine de la transformation du
dihydrokaempferol en leucopélargonidine responsable de la couleur rouge saumon de ces plantes
GM.

Dans la publication de (Meyer et al., 1987), I'analyse des flavonoides montre que cette plante
accumule la pélargonidine 3-glucoside, suite a I'activité enzymatique de la DQR sur le
dihydrokaempferol (cf fig. 5 ci-dessous).
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Figure 5 : Accumulation de la pélargonidine 3-glucoside, suite a I'activité enzymatique de la DQR sur le dihydrokaempferol
Meyer et al (1985).

5.2. Risques pour la santé animale

S’agissant de fleurs ornementales, la chaine de distribution est différente de celle des aliments pour
animaux.

5.3. Risques pour la santé humaine

Les pétunias sont utilisés a titre ornemental depuis des décennies, sans probleme particulier de
sécurité pour I'Homme. La modification apportée (production de pélargonidine en tant que pigment)
est I’élément nouveau pour ces pétunias, étant entendu que beaucoup d’autres plantes expriment ce
type de pigment, également présent dans de nombreux aliments.

Les pétunias ne sont pas connus comme étant des plantes toxiques ou allergisantes et aucune
donnée ne fait état d’'un risque particulier avec la lignée en question qui bénéficie d’un large
historique d’utilisation. Les pétunias n’étant pas destinés a I'alimentation, les risques pour la santé
humaine sont d’autant plus limités.

Comme indiqué précédemment, la pélargonidine fait partie avec la cyanidine, la delphinidine mais
aussi avec la malvidine, la péonidine et la pétunidine, des principaux anthocyanidols rencontrés dans
la nature (Berman et al., 2016; Tanaka et al., 2010).

Sur les 539 anthocyanosides recensés par (Andersen and Jordheim, 2010), 94 découlent de la
pélargonidine, ce qui en fait I'aglycone de 17 % des anthocyanosides naturels.

Le radis rouge (Raphanus sativus L.) contient des quantités significatives d'anthocyanosides issus de
la pélargonidine, le glucoside découlant d’un processus d’acylation avec les acides caféique, p-
coumarique ou férulique (Otsuki et al., 2002).

La fraise (Fragaria x ananassa) est riche en pélargonidine (PHENOL-EX) sous la forme de 3-glucoside
de pélargonidine (47,14 mg/100g) ou de ses formes acylées comme la 3-(6-malonylglucoside) de
pélargonidine (4,78 mg/100g) ou la 3-(6-succinnyl-glucoside) de pélargonidine (10,44 mg/100g) et le
3-rutinoside de pélargonidine (1,32 mg/100g).
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La base PHENOL-EXPLORER 3.6* mentionne 11 anthocyanosides majeurs dérivés de la pélargonine
présents dans |'alimentation en Europe :

Numérotation du noyau

Pélargonidine Fraise (4,31 mg/100g), Haricot (noir)

Pélargonidine 3,5-O- | Grenade (Punica grenatum), Haricot
diglucoside (noir)

Pélargonidine  3-O- | Fraise (4,78 mg/100g)
(6-malonyl-
glucoside)

Pélargonidine  3-O- | Fraise (10,44 mg/10g)
(6-succinyl-
glucoside)

Pélargonidine  3-O- | Fraise
arabinoside

Pélargonidine  3-O- | Fraise (47,14mg/100g), Framboise (1,65
glucoside mg/100g, Sureau noir, Grenade ; Haricot
noir, cru (12,60 mg/100g)

Pélargonidine 3-O- | Framboise
glucosyl-rutinoside

Pélargonidine  3-O- | Cassis (2,48 mg/100g), Fraise, Framboise
rutinoside rouge, Cerise douce (Prunus avium L.)
(1,24 mg/100g)

Pélargonidine  3-O- | Framboise (2,99 mg/100g)
sophoroside

Comme les autres dérivés polyphénoliques (Kong et al., 2003), la pélargonidine posséde des
propriétés anti-oxydantes (Rice-Evans et al., 1996). La pélargonidine a également été étudiée pour
ses effets potentiels anti-inflammatoires et antidiabétiques.

Dans un avis scientifique consacré a un additif alimentaire a base d’anthocyanines (E163)°, 'EFSA
(EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS), 2013) précise que leur
absorption orale chez le rat est faible (< 1%), ce qui est confirmé chez ’'Homme (<2%).

4 Phenol-Explorer has been developed at INRA in collaboration with AFSSA, the University of Alberta, the University of

Barcelona, IARC and In Siliflo. The work has been made possible thanks to the financial support of the French government,
the Institut National du Cancer (France), Unilever, Danone and Nestlé
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http://www.insiliflo.com/
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anthocyanidin_with_numbers.png?uselang=

Cet additif a fait I'objet d’évaluation initiale par le Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) en 1982 qui avait conclu a une ADI (Acceptable Daily Intake) de 2,5 mg/kg de poids
corporel/j, alors que le Scientific Committee for Food (SCF) ne s’était pas prononcé.

Ce méme avis fait état d’études de génotoxicité in vitro avec divers composés (delphinidine,
cyanidine, malvidine, pelargonidie et peonidine). A des concentrations > 50 uM (~ 17.5 g/mL),) il est
observé des augmentations faibles mais significatives de cassures de brins d’ADN sur des cellules
HT29. Toutefois, la pélargonidine a des doses < 2 puM n’est pas génotoxique sur un test du
micronoyau sur des cellules HL-60.

La DL50 per os d’'un mélange de 3 anthocyanes (delphinidine, cyanidine et pélargonidine) obtenu
apreés extraction de myrtilles est supérieure a 20 et 25 g/kg de poids corporel respectivement chez le
rat et la souris (Pourrat et al., 1967).

La cyanidine est également présente dans d’autres plantes non transgéniques : Petunia (Ando et al.,
1999), oeillets (Bloor, 1998), rose (Biolley and Jay, 1993), pomme (Lancaster, 1992), tournesol (Mazza
and Gao, 1994), chrysanthémes (Schwinn et al., 1994), Vesce velue (Catalano et al., 1998) et la vigne
(Cacho et al., 1992).

De nombreuses études de toxicité sont rapportées avec des extraits de pellargonium (American
Herbal Products Association’s Botanical Safety Handbook).

5.4. Allergénes de plantes

Des allergénes d’origine végétale se trouvent dans des aliments et des boissons, ainsi que dans
I"atmosphere via les pollens et les particules végétales en suspension. Ces allergénes sont le plus
souvent, mais pas toujours, des protéines (Mills et al., 2004).

Il a par ailleurs été rapporté que les risques de sensibilisation et d’allergie sont omniprésents avec les
plantes ornementales (Engel, 2000), sans que ces derniéres n’aient fait I'objet d’études particuliéres
et ne soient proscrites a la vente.

Des risques de sensibilisation cutanée sont rapportés avec des huiles essentielles extraites de
pellargonium.

> Contenant divers types d’anthocyanosides sous forme de glucosides : peonidine, malvidine, delphinidine, petunidine,
cyanidine..).
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5.5. Conclusions

L’évaluation précise d’'un risque supposerait que des données quantitatives
relatives a la teneur en pélargonine dans les pétunias génétiquement modifiés
soient disponibles.

Cependant le « weight of evidence » qui est recommandé pour juger d’un risque
potentiel de toxicité, mais également d’allergénicité (Moneret-Vautrin and
Morisset, 2005), conduit le CS du HCB a estimer que les données de la littérature
relative a la pélargonine, compte tenu de sa présence dans de nombreux autres
végétaux consommeés au travers de I'alimentation humaine, ne sont pas de nature
a évoquer un danger particulier.
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Litwrd + Epaived » Fratrmini
REPUBLICUT FRANCATSE

MINISTERE DE LAGRICULTURE
DE LAGROALIMENTAIRE ET DE LA FORET

Madame Christine NOIVILLE

Pricidente du Hout concell doc
blotechnologies

&l'attentlon da Madame Jodlle BUSUTTIL
244, boulevard Salnt-Germaln

TH00T PARIS

pais, e | 9 MA| 2017

Objet @ salsing du Haul conssll des botechnologias sur kas Asques anvronnementaus ks &
la mise sur le marché de pdlunias généliguemenl mediflds non-auborisds

Références ; salsine HCB — pélunies

Affaire suhvie par : Anne Grewal
bl :01 49555825 fax Q1 45555949
courriel ; anng.grevelfagricullure gouy.ir

Madame la Présidania,

Les autoriiés frangaises onl éié informées par la Commission européenne de
la mese sur be manche llégale de pétunias géndtiguement modifids dans MUnion
eurcpéanne, suile 3 un signalemeant de la Finlande. Ces palunias se caraclkérisent
par la couleur orange de leurs fleurs, lis na sont pas suborisés & B mise sur la
marché dans 'Union aurcpésnne .

Les résullals danalyses oblenus par la Finlande suggérent que et pélunias
correspondent & 'OGM décrit dans la publication Meyer et al. (1987)".

Cet OGM a par ailleurs fait I'objel d'un essal au champ en Allemagns en
1997, pow lequel des Informations sont disponibles sur le site sulvanl -
: I I =11 \

Les premiéras enquétes conduites par la DGAL monirent que les pélunias
génatiguement modifiés ont fait l'objet d'une commercialisation en France,

Ume procédure de retrait de |2 mise sur le marché des pélunias orange a été
élablie par la DGAL en concertation avec les représentants professionnels.

Dans ce contaxte, j'ai Mhonneur de vous demander, par la présente saising,
de blen voulolr procéder en urgence & wne enalyse des risguas pour la sanie
humains (liés 3 une possible consommation) et des risques environnemaniawx liés
@ la mise sur le marché en France de ces pélunias génétiguement modifiés, sur la
base des infermalions dispenibles, pour le 15 juin 2017.

Je wvous prie de croire, Madame la Présidente, & l'asswance de ma
consideration distinguee,
T

. £
Q\-._. -~ we—f

() Ganeral de Malimentation,
DEHALMOMT

I Mleyer etal. (1987) A new perunia Mower colour generyied by wansformation of a
mant with a maize gene. Lettens (o Nawes 330 ; §77-678
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Annexe lll. Liste des membres du Comité scientifique

Cet avis a été élaboré par le CS du HCB a partir de la discussion de rapports d’expertise et d’'un projet
d’avis en séance du 22 juin 2017° sous la présidence du Dr Jean-Christophe Pagés et la vice-
présidence du Dr Pascal Boireau et du Dr Claudine F ranche.

Le CS du HCB est un comité pluridisciplinaire composé de personnalités scientifiques nommeées par
décret au titre de leur spécialité en relation avec les missions du HCB.

Par ordre alphabétique des noms de famille, le CS du HCB est composé de :

Frédérique Angevin, Claude Bagnis, Avner Bar-Hen, Marie-Anne Barny, Pascal Boireau, Thierry
Brévault, Bruno Chauvel, Cécile Collonnier, Denis Couvet, Elie Dassa, Hubert De Verneuil, Barbara
Demeinex, Claudine Franche, Philippe Guerche, Joél Guillemain, Guillermina Hernandez-Raquet,
Jamal Khalife, Bernard Klonjkowski, Marc Lavielle, Valérie Le Corre, Francois Lefevre, Olivier Lemaire,
Didier Lereclus, Rémi Maximilien, Eliane Meurs, Nadia Naffakh, Didier Negre, Jean-Louis Noyer,
Sergio Ochatt, Jean-Christophe Pages, Xavier Raynaud, Catherine Regnault-Roger, Michel
Renard,Tristan Renault, Patrick Saindrenan, Pascal Simonet, Marie-Bérengere Troadec, Bernard
Vaissiere, Jean-Luc Vilotte.

Le dossier a été examiné par 5 experts rapporteurs sélectionnés parmi les membres du CS pour leurs
compétences dans les disciplines requises pour I'analyse du dossier.

Les membres du CS du HCB remplissent annuellement une déclaration publique d’intéréts. Ils sont
également interrogés sur l'existence d’éventuels conflits d’intéréts avant I'examen de chaque
dossier.

Aucun membre du CS n’a déclaré avoir de conflits d’intéréts qui auraient pu interférer avec
I’élaboration de cet avis.

6 Membres du CS présents et représentés lors de la discussion du projet d’avis en séance du 22 juin 2017 :
Frédérique Angevin, Claude Bagnis, Pascal Boireau, Cécile Collonnier, Denis Couvet, Barbara Demeinex, Hubert
De Verneuil, Claudine Franche, Philippe Guerche, Joél Guillemain, Guillermina Hernandez-Raquet, Jamal
Khalife, Bernard Klonjkowski, Valérie Le Corre, Francois Lefévre, Olivier Lemaire, Rémi Maximilien, Eliane
Meurs, Nadia Naffakh, Jean-Christophe Pages, Xavier Raynaud, Michel Renard, Patrick Saindrenan, Pascal
Simonet, Marie-Bérengere Troadec, Bernard Vaissiere, Jean-Luc Vilotte.
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