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Title

Comparative analysis of morphological characteristics of genetically modified cucumber (Cucumis sativus L.)
lines and non-GM line

Cel zamierzonego uwolnienia

Celem doswiadczenia w warunkach polowych jest analiza cech morfologicznych genetycznie
zmodyfikowanych (GM) linii ogérka przeprowadzona w poréwnaniu do formy wyjsciowej (kontrola nie-GM).
Poréwnywane bedg cechy morfologiczne owocow, lisci i kwiatow roslin ogérka. Do doswiadczenia zostang
wykorzystane rosliny z dwéch grup linii GM. Przeprowadzenie doswiadczenia w warunkach polowych jest
wazne z nastepujgcych powodow: (1) linie GM pochodza ze starej odmiany polowej, dobrze przystosowanej
do uprawy w odkrytym gruncie, (2) wyniki doswiadczenia zostang poréwnane z danymi uzyskanymi dla linii
nie-GM ogorka otrzymanych metodami powszechnie stosowanymi w hodowli, uprawianych w tym samym
czasie w warunkach Pola Doswiadczalnego Katedry Genetyki Hodowli i Biotechnologii SGGW w Warszawie.
Wszystkie linie wybrane do doswiadczen polowych wywodzg sie z jednego tta genetycznego. Dane
uzyskane z doswiadczen polowych zostang wykorzystane do interpretacji wynikéw badan genomicznych,
zaplanowanych do realizacji w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin, na materiale roslinnym
pobranym z upraw polowych.

Abstract

The aim of the open field experiment is a morphological analysis of genetically modified (GM) cucumber
lines, carried out in comparison to the parental line (non-GM control). The morphological characteristics of
fruits, leaves and flowers will be compared. For the study, plants from two groups of GM lines will be used.
Conducting of experiment in open field conditions is important for the following reasons: (1) GM lines derive
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from an old field cucumber cultivar, well adapted for growing in open field and (2) experimental data will be
compared with those obtained for non-GM lines obtained by methods commonly used in breeding, cultivated
at the same time in Experimental Field of Department of Plant Genetics Breeding and Biotechnology Warsaw
University of Life Sciences. All lines used for field experiments derive from one inbred line — they have the
same genetic background. Data from open field experiments will be useful for the interpretation of results of
genomic research. Genomic research will be conducted in the Department of Plant Genetics Breeding and
Biotechnology on field-derived plant material.
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Uzytkownik

1.INFORMACJE O UZYTKWONIKU GMO | OSOBACH ODPOWIEDZIALNYCH ZA PRZYGOTOWANIE |
PRZEPROWADZENIE ZAMIERZONEGO UWOLNIENIA

1.1. Nazwa i siedziba lub nazwisko i adres uzytkownika GMO

Dane osoby prawnej

Nazwa uzytkownika Instytut Genetyki Roslin PAN
Kod pocztowy 60-479

Miejscowosé Poznan

Ulica Strzeszynska

Numer budynku 34

Numerlokalu s
Adrese-mail
Telefon 61 65 50 200

Faks 61823 36 71

1.2. Imie i nazwisko oraz informacja o kwalifikacjach fachowych osoby (oséb) odpowiedzialnej za
przygotowanie i przeprowadzenie zamierzonego uwolnienia GMO do srodowiska

Dane osoby odpowiedzialnej

Tytut naukowy Dr

Imie pracownika Tomasz

Nazwisko pracownika Pniewski

Telefon 616550251

Faks 616550301

Adres e-mail tpni@igr.poznan.pl

Kwallifikacje zawodowe pracownika

udziat w badaniach z uzyciem GMO: 20-letnie doswiadczenie w zakresie pracy z GMO, w tym w ramach
projektow badawczych: Grant KBN Nr 6 PO4B 010 09, Grant KBN Nr 6 PO4B 012 16, Grant PBZ-KBN
Nr 04/P0O4/98, Grant FNP TECHNE Nr 2/2001, Grant MNil Nr 2 PO4B 001 27, Grant MNiSW Nr N401-
0/0026/32, Grant IT-1 13-190, Grant PBZ/MNiSW/07/2006/15, Grant MNiSW, Nr N N302 157837 oraz
zezwolenia MS: 17/2004 i 01-24/2010.
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Uwolnienie

2. INFORMACJE O ZAMIERZONYM UWOLNIENIU GMO DO SRODOWISKA
a) Tytut zamierzonego uwolnienia GMO do srodowiska

Analiza poréwnawcza cech morfologicznych genetycznie zmodyfikowanych linii ogérka (Cucumis sativus L.) i
ich formy wyjsciowe;j

Title

Comparative analysis of morphological characteristics of genetically modified cucumber (Cucumis sativus L.)
lines and non-GM line

b) Cel zamierzonego uwolnienia GMO do $rodowiska i krétkie streszczenie

Celem doswiadczenia w warunkach polowych jest analiza cech morfologicznych genetycznie
zmodyfikowanych (GM) linii ogérka przeprowadzona w poréwnaniu do formy wyjsciowej (kontrola nie-GM).
Poréwnywane bedg cechy morfologiczne owocow, lidci i kwiatow roslin ogérka. Do doswiadczenia zostang
wykorzystane rosliny z dwéch grup linii GM. Przeprowadzenie doswiadczenia w warunkach polowych jest
wazne z nastepujgcych powoddw: (1) linie GM pochodzg ze starej odmiany polowej, dobrze przystosowanej
do uprawy w odkrytym gruncie, (2) wyniki doswiadczenia zostang poréwnane z danymi uzyskanymi dla linii
nie-GM ogorka otrzymanych metodami powszechnie stosowanymi w hodowli, uprawianych w tym samym
czasie w warunkach Pola Doswiadczalnego Katedry Genetyki Hodowli i Biotechnologii SGGW w Warszawie.
Wszystkie linie wybrane do doswiadczen polowych wywodzg sie z jednego tta genetycznego. Dane
uzyskane z doswiadczen polowych zostang wykorzystane do interpretacji wynikéw badan genomicznych,
zaplanowanych do realizacji w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin, na materiale roslinnym
pobranym z upraw polowych.

Abstract

The aim of the open field experiment is a morphological analysis of genetically modified (GM) cucumber
lines, carried out in comparison to the parental line (non-GM control). The morphological characteristics of
fruits, leaves and flowers will be compared. For the study, plants from two groups of GM lines will be used.
Conducting of experiment in open field conditions is important for the following reasons: (1) GM lines derive
from an old field cucumber cultivar, well adapted for growing in open field and (2) experimental data will be
compared with those obtained for non-GM lines obtained by methods commonly used in breeding, cultivated
at the same time in Experimental Field of Department of Plant Genetics Breeding and Biotechnology Warsaw
University of Life Sciences. All lines used for field experiments derive from one inbred line — they have the
same genetic background. Data from open field experiments will be useful for the interpretation of results of
genomic research. Genomic research will be conducted in the Department of Plant Genetics Breeding and
Biotechnology on field-derived plant material.
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Biorca

3. INFORMACJE O GMO
a) Charakterystyka biorcy; organizmu rodzicielskiego (o ile wystepuje)

3.1. Nazwa taksonomiczna Agrobacterium tumefaciens
Cucumis sativus L.
Escherichia coli

Jezeli w powyzszym stowniku wybrana zostata ...
wartos¢ "Zadne z powyzszych" nalezy wypetnic pole:

3.2. Taksonomia

Rodzina: Cucurbitaceae Rodzaj: Cucumis Gatunek: Cucumis sativus Domena: Bakterie Klasa:
Gammaprobacteria Rzad: Enterobacteriales Rodzina: Enterobacteriaceae Rodzaj: Escherichia Gatunek:
Escherichia coli; Domena: Bakterie Klasa: Alphaproteobacteria Rzad: Rhizobiales Rodzina: Rhizobiaceae
Rodzaj: Agrobacterium Gatunek: Agrobacterium tumefaciens

3.3. Inne nazwy (w szczegolnosci: nazwa zwyczajowa, nazwa szczepu, hazwa hodowlana)

Rosliny: ogérek — odmiana polowa Borszczagowski; rosliny transgeniczne odmiany Borszczagowski.
Bakterie: 1. szczep laboratoryjny E. coli DH5a 2. szczep laboratoryjny A. tumefaciens: LBA4404

3.4. Cechy fenotypowe i genetyczne

Cechy fenotypowe ogoérka odpowiadajg cechom typowym dla kazdego z gatunkéw i odmiany. Ogorki
transgeniczne pochodzg z Katedry Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Cechy bakterii sg typowe dla danego szczepu: - (Plant Genetic Transformation
and Gene Expression. Eds. J. Draper, R. Scott, P. Armitage, R. Walden. 1988. Blackwell Sci. Publ.; Hellens
R., Mullineaux P. Technical Focus: A guide to Agrobacterium binary Ti vectors. 2000. Trends in Plant Sci. 5:
446-451.

3.5. Stopieh pokrewienstwa pomiedzy dawcg i biorcg lub miedzy organizmami rodzicielskimi

Sekwencje przeniesione do ogoérka pochodza z gatunkdéw odlegtych filogenetycznie: Thaumatococcus danielli
i Solanum sogarandinum. Bakterie sg zdolne do przenoszenia materiatu genetycznego w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych, w wyniku zastosowan ia specjalnie do tego celu opracowanych procedur

3.6. Opis technik identyfikaciji i detekc;ji
Obserwacje fenotypu oraz standardowe analizy molekularne: PCR, Northern blot, Western blot.
3.7. Doktadnos¢, powtarzalnosc i specyficznosc¢ technik identyfikacji i detekgji

Techniki molekularne stosowane do detekcji transgenu i potwierdzenia jego ekspresji sg bardzo czute,
specyficzne i powtarzalne.

3.8. Opis geograficznego zasiegu i naturalnego srodowiska organizmu wraz z informacjq o naturalnych
wrogach, ofiarach, pasozytach, konkurentach, symbiontach i gospodarzach

Ogorek jest rosling cieptolubna, jednoroczng powszechnie uprawiang w Polsce jak rowniez w innych krajach
Europy. Szkodniki wystepujace w naszym klimacie nie stanowig zagrozenia gospodarczego i nie sg one w
Polsce zwalczane. Centrum pochodzenia ogoérka znajduje sie w Himalajach i w tropikalnych rejonach Afryki
Agrobacterium tumefaciens jest bakterig glebowa, Escherichia coli wystepuje w jelitach ssakow. W celach
naukowych stosowane szczepy bakteryjne sg odpowiednio zmodyfikowane i przezywajq tylko w warunkach
laboratoryjnych.
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3.9. Mozliwosc¢ przeniesienia informacji genetycznej do innych organizmow. Krzyzowanie z innymi gatunkami
uzytkowymi lub dzikimi

Mozliwos¢ przenoszenia DNA miedzy roslinami transgenicznymi i nietransgenicznymi jest bardzo mato
prawdopodobna. Pole doswiadczalne Instytutu Genetyki Roslin potozone jest na terenie, na ktérym
zapewniona jest wymagana izolacja przestrzenna od innych upraw ogérka (min. 1000 in). Ponadto mozliwos¢
przeniesienia transgenéw (genu taumatyny i genu dehydryny) do genomow innych roslin ogranicza sie

tylko do osobnikéw tego samego gatunku. W Europie nie ma dzikich ro$lin spokrewnionych, a dzikie
populacje samosiewow nie sg w stanie przezy¢ w naturalnych warunkach, ze wzgledu na duzg ilos¢ zmian
hodowlanych w ogorku. Bakterie sg zdolne do przenoszenia materiatu genetycznego w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych, w wyniku zastosowania specjalnie do tego celu opracowanych procedur.
Niepotrzebny do dalszych badan materiat biologiczny bedzie zniszczony bezposrednio po zakonczeniu
doswiadczenia.

3.10. Stabilnos¢ genetyczna organizmdw i czynniki na nig wptywajace
Stabilne

3.11. Cechy patologiczne, ekologiczne i fizjologiczne

a) cechy patologiczne, stosownie do istniejacych norm dotyczacych ochrony zdrowia ludzi lub ochrony
Srodowiska

Nie dotyczy
b) wymiana pokolen w naturalnym ekosystemie; ptciowe i bezptciowe cykle reprodukcyjne

Ogorek jest rosling jednoroczna jednopienng. Wytwarza nasiona na skutek zapylenia przez owady.
Nasiona o petnych cechach uzytkowych mozna uzyskaé tylko na drodze hodowlanej. Nasiona powstate
w wyniku zapylenia ogorka w uprawie, w warunkach polowych nie nadajg sie do wysiewu ze wzgledu
na rozszczepienie cech i w zwigzku z tym ich znikomg wartos¢ plonotworczg. W warunkach naturalnych
ogérek nie ma szans na samodzielne przezycie i rozprzestrzenianie sie bez pomocy cztowieka. Bakterie
rozmnazajq sie przez podziat.

c) zdolno$¢ do samodzielnego utrzymania sie w Srodowisku, w tym wytwarzanie diaspor miedzy innymi
przez nasiona, spory. Specyficzne czynniki wptywajace na przezywalnos¢ i rozsiewanie

Transgeniczne rosliny ogérka cechujg sie normalnym cyklem zyciowym trwajacym okoto pieciu miesiecy od
wysadzenia w polu w polowie maja do naturalnego obumierania we wrzesniu, po pierwszych przymrozkach
tego samego roku. Ich przetrwanie zalezy gtéwnie od cztowieka, poniewaz pozostawione w glebie nasiona
nie przetrwajg do nastepnego roku. Pojawienie sie samosiewdw w nastepnych uprawach nie stanowi
problemu, poniewaz nie przezywajg one zimy. Samodzielne utrzymanie sie bakterii w Srodowisku jest

mato prawdopodobne ze wzgledu na zestaw mutacji znacznie ograniczajacy zdolnosci adaptacyjne
laboratoryjnych szczepdéw bakterii.

d) patogennos$¢: infekcyjnosc, toksycznosé, alergennosé, nosniki (wektory) patogendw, inne wektory, wptyw
na organizmy nieobjete celowym dziataniem GMO. Mozliwos¢ aktywacji wirusow utajonych (prowiruséw);
zdolnos¢ do kolonizacji innych organizmow

Nie dotyczy

€) opornos¢ na antybiotyki i mozliwos¢ wykorzystywania tych antybiotykéw w leczeniu ludzi i zwierzat i w
profilaktyce

Linie GM ogodrka (Cucu»nis sativus L.) posiadajg insert zawierajgcy gen nptll nadajgcy opornosc

na kanamycyne. Antybiotyk ten zostat wykorzystany wytacznie w poczatkowym etapie procedury
transformacji ogérka — selekcji komérek transformowanych. Komorki, ktére nabyty gen nptll, wytworzyty
enzym (fosfotransferaza neomycyny IlI) powodujacy inaktywacje kanamycyny znajdujacej sie w
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pozywce selekcyjnej. W aktualnym Urzedowym Wykazie Produktéw Leczniczych nie ma juz w Polsce
zarejestrowanego produktu leczniczego dla ludzi zawierajgcego kanamycyne (http://www.idruginfo.com/?
cat=ing&s=Kanamyc in%20Sulfate). Kanamycyna byta wczes$niej stosowana w Polsce w leczeniu gruzlicy.
Antybiotyk ten jest bardzo stabo wchtaniany z przewodu pokarmowego. Przy podaniu pozajelitowym
kanamycyna wydalana jest w 90% z moczem w postaci nie zmienionej, a po podaniu doustnym - wydalana
W przewazajgcej czesci z katem, reszta z moczem. W zwigzku z tym podawana byta domiesniowo.
Natomiast w Polsce znajduje sie preparat weterynaryjny: Ubrolexin - zawiesina dowymieniowa dla kréw
mlecznych w okresie laktacji zawierajacy kanamycyne (http://www.boehringer ingelheim.pl/content/dam/
internet/opu/pl_PL/docu ments/Animal%20Health/UBROLEXIN%20ULO TKA%201NFORMACYJNA.pdf).

f) rola w procesach srodowiskowych, produkcja, przemiany metaboliczne, rozktad materii organicznej, inne

Taka sama, jak w przypadku niezmodyfikowanych genetycznie ogérkow.

3.12. Charakterystyka wczesniej wprowadzonych wektoréw

Ogolna chcrakterystyka wczesniej wprowadzonych wektorow
Wektory wewnetrzne nie wystepuja.

a) sekwencja

Nie dotyczy

b) czestotliwosé uzytkowania

Nie dotyczy

c) specyficznos¢

Nie dotyczy

d) obecnosé gendéw nadajgcych opornosé

Nie dotyczy

3.13. Opis wczesniejszych modyfikacji genetycznych

Rosliny biorcy nie byty wcze$niej modyfikowane genetycznie Stosowane szczepy laboratoryjne bakterii sg
dostepne komercyijnie.
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Dawca
3. INFORMACJE O GMO
b) Charakterystyka dawcy
3.14. Nazwa taksonomiczna Agrobacterium tumefaciens

Solanum sogarandinum
Zadna z powyzszych

Jezeli w powyzszym stowniku wybrana zostata Thaumatococcus daniellii kodujacego taumatyne I
wartos¢ "Zadne z powyzszych" nalezy wypetnic pole:

3.15. Taksonomia

Dawca sekwencji kodujgcej genu taumatyny Rodzina: Marantaceae Rodzaj: Thaumatococcus Gatunek:
Thaumatococcus danielli Dawca sekwencji kodujacej genu dehydryny: Rodzina: Solanaceae Rodzaj:
Solanum Gatunek: Solanum sogarandinum

3.16. Inne nazwy (w szczegodlnosci: nazw zwyczajowa, nazwa szczepu, hazwa hodowlana)

dziko rosngcy gatunek ziemniaka Solanum sogarandinznn Escherichia coli — pateczka okreznicy, w
przypadku pozostatych bakterii uzywa sie nazw taksonomicznych.

3.17. Cechy fenotypowe i genetyczne

Thaumatococcus danielli - roslina wyzsza, krzew rosnacy w Afryce Zachodniej. Solanum sogarandinum —
Ameryka Srodkowa i Potudniowa. Cechy bakterii sg typowe dla danego szczepu.

3.18. Stopieh pokrewienstwa pomiedzy dawcg i biorcg lub miedzy organizmami rodzicielskimi

Rosliny bedace dawcami i biorcami sekwencji DNA nalezg do réznych rodzin. Geny roslinne na czas
klonowania wprowadzane sg do bakterii. Bakterie sg zdolne do przenoszenia materiatu genetycznego w
kontrolowanych warunkach laboratoryjnych, w wyniku zastosowania specjalnie do tego celu opracowanych
procedur.

3.19. Opis technik identyfikaciji i detekgc;ji

Nie dotyczy

3.20. Doktadnos¢, powtarzalnosc i specyficznosc¢ technik identyfikacji i detekcji
Nie dotyczy

3.21. Opis geograficznego zasiegu i naturalnego srodowiska organizmu wraz z informacjg o naturalnych
wrogach, pasozytach, konkurentach, symbiontach i gospodarzach

Thaumatococcus daniellii — krzew rosnacy w Afryce Zachodniej. S. sogarandinum — Ameryka Srodkowa i
Potudniowa Agrobacterium tumefaciens jest bakterig glebowg

3.22. Mozliwo$¢ przeniesienia informacji genetycznej do innych organizméw Krzyzowanie z innymi gatunkami
uzytkowymi lub dzikimi

Nie dotyczy
3.23. Stabilno$¢ genetyczna organizmow i czynniki na nig wptywajace

Nie dotyczy, poniewaz w badaniach nie bedg wykorzystane organizmy dawcéw, a tylko sekwencje DNA,
ktére z nich pochodza.

3.24. Cechy epidemiologiczne (patologiczne i fizjologiczne oraz ekologiczne)
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a) cechy patologiczne, stosownie do istniejacych norm dotyczacych ochrony zdrowia ludzi lub ochrony
Srodowiska

Nie dotyczy
b) Wymiana pokolen w naturalnym ekosystemie; piciowe i bezptciowe cykle reprodukcyjne
Nie dotyczy

c) zdolno$¢ do samodzielnego utrzymania sie w Srodowisku, w tym wytwarzanie diaspor miedzy innymi
przez nasiona, spory. Specyficzne czynniki wptywajace na przezywalnos¢ i rozsiewanie

Nie dotyczy

d) patogennos¢: infekcyjnos¢, toksycznosé, alergennosé, nosniki (wektory) patogendw, inne wektory,
wplyw na organizmy nieobjete celowym oddziatywaniem GMO; mozliwos¢ aktywacji wirusow utajonych
(prowiruséw); zdolnos¢ do kolonizacji innych organizméw

Nie dotyczy

€) opornos¢ na antybiotyki i mozliwos¢ wykorzystywania tych antybiotykéw w leczeniu ludzi i zwierzat i w
profilaktyce

Nie dotyczy
f) rola w procesach srodowiskowych, produkcja, przemiany metaboliczne, rozktad materii organicznej, inne

Nie dotyczy

3.25. Charakterystyka wczesniej wprowadzonych wektoréw

Charaktetystyka wczeéniej wprowadzonych wektorow
Nie dotyczy

a) sekwencja

Nie dotyczy

b) czestos¢ mobilizaciji

Nie dotyczy

c) specyficznos¢

Nie dotyczy

d) obecnosé gendw nadajacych opornosé

Nie dotyczy

3.26. Opis wczesniejszych modyfikacji genetycznych

Rosliny ziemniaka Solanum sogarandinum, z ktérego pozyskano geny GT i DHN24 jak réwniez
Thaumatococcus danielli — dawca genu taumatyny Il, nie byly wczesniej modyfikowane genetycznie.
Stosowane szczepy laboratoryjne bakterii sg dostepne handlowo. Majg scisle okreslony genotyp.
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Wektor

3. INFORMACJE O GMO
c) Charakterystyka wektora
3.27. Wtasciwosci i zrodto wektora

Wektory binarne: |. pPRUR528 — zostat skonstruowany przez dr A. Patuche w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie (Szwacka i wsp., 1996, J. Appl. Genet. 37A, 126-129). Sekwencja kodujgca cDNA
taumatyny Il zostata przeklonowana z wektora pUR528 (dr A.M. Ledeboer, Unilever, The Netherlands) w
miejsce polilinkera wektora pROK2; ekspresja cDNA taumatyny 11 jest pod kontrolg promotora CaMV35S

i terminatora genu syntazy nopalinowej (nos). wektor posredni: pROK2 (Hilder i in., 1987, Nature 300:
160-163) — pochodzi od wektora pBII21, ktory nalezy do najwczes$niej stosowanych wektoréw binarnych

w transformacji roslin. W swej strukturze liniowej zawiera: -sekwencje graniczne T-DNA -gen nptll — jego
ekspresja kontrolowana jest przez promotor i terminator genu syntazy nopalinowej (nos) -promotor CaMV35S
II. pBI121-GT::Dhn24 — zostat skonstruowany w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu przez docenta
T. Rorata; Zgtoszenie patentowe nr. 360191

3.28. Sekwencja transpozondw, wektordéw i innych niekodujgcych odcinkéw genetycznych, uzytych do
konstrukcji GMO i zrobienia wektorow wprowadzajgcych oraz pozwalajacych na ich funkcjonowanie w GMO

Wektory binarne - pROK2 (opis pkt. 3.27) - pBI121 pBI121 jest to powszechnie uzywanym wektorem w
transformaciji roslin. Zawiera sekwencje graniczne T- DNA (tzw. prawg i lewq), gen selekcyjny warunkujacy
oporno$¢ na kanamycyne, gen reporterowy uidA. Ekspresja tych genéw jest warunkowana sekwencjami
promotorowymi: promotorem syntazy nopaliny nosi 35S CaMV. Zakonczenie procesu transkrypciji
warunkowane jest sygnatem poliadenylacji syntazy nopalinowej (Bevan, M. 1984, Nucl. Acids Res. 12, 871
1-8721) Wektory posrednie pBR322 - Covarrubias, L., Cervantes, L., Covarrubias, A., Soberon, X., Vichido,
1., Blanco, A., Kupersztoch-Portnoy, Y.M. and Bolivar, F., Construction and characterization of new cloning
vehicles. V. Mobilization and coding properties of pBR322 and several deletion derivatives including pBR327
and pBR328, Gene 13, 25-35, 1981; Watson, N., A new revision of the sequence of plasmid pBR322, Gene
70, 399-403, 1988.

3.29. Czestos¢ mobilizacji wbudowanego wektora lub zdolno$¢ przenoszenia i metody okreslenia tych
procesow

Fragment wbudowanego do chromosomu wektora (odcinek T-DNA wektora) nie ulega dalszej mobilizaciji.

3.30. Informacje o tym, w jakim stopniu wektor jest ograniczony do DNA wymaganego do spetnienia
planowanych funkcji

Wektory zostaty tak skonstruowane, aby zminimalizowac¢ ilos¢ DNA niepotrzebnego do procesu transgenezy.
Do GMO wprowadzany jest odcinek T-DNA wektora ograniczony sekwencjami skrajnymi: LB (left border) i
RB (right border). Do GMO moze by¢ wprowadzona jedna lub kilka kopii T-DNA.
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GMO

3. INFORMACJE O GMO

d) Charakterystyka GMO

3.31. Informacje zwigzane z modyfikacjami genetycznymi
a) metody modyfikacji

Do badanh zostang wykorzystane linie GM ogorka, do ktérych zostaty wprowadzone nastepujace cechy: -
smaku stodkiego — linie z ekspresjg genu taumatyny - tolerancji na niskg temperature — linie z ekspresjg
genu dehydryny Owoce roslin z ekspresjg genu taumatyny, na skutek obecnosci biatka stodkiego smaku o
bardzo silnym efekcie dziatania (10 000 razy wiekszym od sacharozy odnoszac do molarnosci), sg stodkie
w smaku (Szwacka i wsp., 2012, Comp. Rev. Food Sci Food Safety 11: 174-186) Na podstawie oceny
tolerancji na niskie temperatury roslin Tl z ekspresjg genu dehydryny, wykonanej w warunkach in vitro
wykazano, ze rosliny te moga by¢ tolerancyjne na niskie temperatury (Yin i wsp., 2006, Plant Sci. 170: 1
164-1 172). Transformacja metoda agroinfekcji.

b) metody konstrukcji i wprowadzenia insertu badz insertéw do biorcy lub usuniecia sekwencji

Transformacja komoérek ogérka (Cucumis sativus L.) odbywa sie metoda posrednig z uzyciem wektorow
tj. Agrobacterium tumefaciens. Komorki Agrobacterium transformowane sg plazmidami za pomocg
elektroporacji. Komérki E. coli za pomoca metody szoku ciepinego

c) opis insertu i/ lub konstrukcji wektora

Insert zawiera: Linie z genem taumatyny -cDNA taumatyny Il, ktérego ekspresja jest kontrolowana

przez promotor CaMV35S i terminator genu syntazy nopalinowej nos -gen nptll, ktérego ekspresja jest
kontrolowana przez promotor i terminator genu syntazy nopalinowej nos Linie z genem dehydryny - gen
DHNZ24 skfadajacy sie z 2 eksondw, intronu i terminatora wraz z promotorem genu glukozylotransferazy
antocyjanidynowej (Korobczak i wsp, 2005, Acta Physiologiae Plantarum 24: 173 185). - gen nptll, ktérego
ekspresja jest regulowana przez promotor i terminator genu syntazy nopalinowej nos

d) metody uzyte do selekgciji

Do selekciji transgenicznych linii ogérka wykorzystany zostat gen opornosci na kanamycyne (nptll) (Szwacka
iin., 1996, J. Appl. Genet. 37A: 126-129).

e) czystosc¢ insertu - obecnos¢ sekwenciji o nieznanych funkcjach
Nie stwierdzono sekwencji o nieznanych funkcjach.

f) sekwencja, lokalizacja i funkcja wprowadzonych/ usunietych/ zmienionych fragmentoéw DNA, ze
szczegolnym odniesieniem do jakiejkolwiek znanej szkodliwej sekwenciji

Nie dotyczy

g) umiejscowienie insertu w komérce (chromosomy, mitochondria, chloroplasty, cytoplazma) i metody
identyfikacji umiejscowienia insertu

Rosliny Transgen wbudowywany jest do chromosomu - DNA jgdrowego, w procesie rekombinacji
niehomologicznej. Bakterie Lokalizacja plazmidéw w komoérkach bakteryjnych jest pozachromosomowa.

h) wielkos¢ usunietego fragmentu i jego funkcje

Nie dotyczy

3.32. Informacje o uzyskanym GMO
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Informacje o uzyskanym GMO

Uzyskane GMO stanowig rosliny transgeniczne zawierajgce odpowiednie T-DNA oraz laboratoryjne szczepy
bakterii zawierajgce odpowiednie plazm idy. Rosliny GM ogédrka zostaty uzyskane w Katedrze Genetyki
Hodowli i Biotechnologii Roslin Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

a) opis zmienionych cech genetycznych i fenotypowych GMO

Rosliny: Cucunzis sativus L: * z ekspresjg genu taumatyny Il - opornos¢ na kanamycyne; zmienione
wiasciwosci organoleptyczne owocu (wprowadzona cecha smaku stodkiego) ¢ z ekspresjg genu Dhn24 —
opornosc¢ na kanamycyne, zmiana ekspresji badanych gendw. Podwyzszona tolerancja na stres chtodu w
warunkach fitotronowych. Bakterie: charakteryzujg sie opornoscig na antybiotyk kanamycyne.

b) struktura i liczba kopii kazdego wektora lub dodanego kwasu nukleinowego w GMO

Transgen integrowany jest z chromosomem roslinnym jako struktura liniowa. W roslinach transgenicznych
moze wystepowac od jednej do kilku kopii obcego genu. llos¢ kopii i poprawnosc integracji jest sprawdzana
metoda hybrydyzacji DNA-DNA wg Southern'a. Dotyczy to wszystkich gatunkéw roslin. W komorce
bakteryjnej struktura plazmidu jest kolista, nie zintegrowana z chromosomem. Liczba kopii - od kilku do
kilkuset.

c) stabilnos¢ genetyczna i fenotypowa

Transgeny sg stabilne - nie ulegajg samorzutnej mobilizacji. Ekspresja transgendw jest w wiekszosci
przypadkéw stabilna. Transgeny sg dziedziczone w kolejnych pokoleniach i ulegajg rozszczepieniu
zgodnie z prawami Mendla. Dotyczy to wszystkich gatunkow roslin. W komérkach bakteryjnych plazmidy
przekazywane sg do komérek potomnych podczas podziale

d) charakterystyka i poziom ekspresji nowego materiatu genetycznego; metody i czuto$¢ pomiaru; czesci
organizmu, gdzie wystepuje ekspresja (np. korzen)

W przypadku linii z genem taumatyny Il, wprowadzone sekwencje DNA ulegajg ekspresji na zréznicowanym
poziomie, praktycznie we wszystkich tkankach transgenicznych roslin ogérka. W przypadku Linii z genem
dehydryny 24 — ekspresja wprowadzonego genu zachodzi pod wplywem bodzca srodowiskowego, w
skorce tkanek roslinnych (Yin i wsp., 2006, Plant Sci. 170: 1164- 1 172). Poziom ekspres;ji i aktywnos¢
wprowadzonych gendw sg stosunkowo proste do sledzenia. Ekspresje mozna $ledzi¢ wykonujac analizy
molekularne jak RT-PCR, Western-blot. Sg to bardzo czute standardowe metody analityczne

e) funkcja nowego biatka

Taumatyna Il — wywotywanie wrazenia smaku stodkiego u cztowieka. Nalezy do biatek GRAS (ang.
Generally Recognized as Safe) (Higginbotham i wsp., 1983. Food Chem. Toxicol. 21: 815) i jest
wykorzystywana w technologii produkcji tak zwanych ,stodzikéw" (Etheridge, 1984. In: Witty M.,
Higginbotham J.D., eds., p. 47). Dehydryna — biatko odpowiedzi stresowej podczas suszy; ma charakter
biatka ochronnego.

f) techniki identyfikacji i detekcji wprowadzonej sekwencji, wektoréw i biatka oraz metabolitow bedacych
produktami wprowadzonego genu

Wprowadzone do komarki roslinnej T-DNA identyfikowane jest metodg PCR i/lub metodg hybrydyzacii
DNA-DNA (metoda Southern'a). Do wykrywania DNA plazmidowego w komaérkach bakteryjnych stosuje sie
analize restrykcyjng oraz metode PCR.

g) czutos¢, wiarygodnosé (w rozumieniu ilosciowym) i specyficznosé technik identyfikacji i detekc;ji

Wymienione powyzej metody detekcji nalezg do bardzo czutych i sg zaliczane do standardowych w tej
dziedzinie.
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h) zmiany wspotczynnika rozmnozenia, zdolnosci do rozsiewania i przezywalnosci GMO w poroéwnaniu do
organizmu biorcy

Plonowanie linii GM z ekspresjg genu taumatyny Il byto badane w trzech kolejnych sezonach uprawy
polowej (2005 — 2007, Decyzja Nr 3/2003. z dnia 03. 04. 2003) i wykazano, ze byto ono poréwnywalne z
plonowaniem formy wyjsciowej dla linii GM (Kietkiewicz i wsp., 2012, Scientia Hort. 143: 82-91). Plonowanie
linii GM z ekspresja genu dehydryny 24 nie byto badane w warunkach polowych. Wprowadzenie transgenu
moze zmieni¢ zdolnosci do rozmnazania generatywnego i zdolnosci do przetrwania roslin transgenicznych
w warunkach polowych, w poréwnaniu z formg wyjsciowg dla GMO. Wprowadzenie transgenu nie zwiekszy
przewagi selekcyjnej w przypadku uwolnienia GMO do $rodowiska naturalnego. Zdolnos¢ do przetrwania
bakterii w warunkach laboratoryjnych zalezy od rodzaju wprowadzonego wektora (geny selekcyjne).

3.33. Opis wczesniejszych uwolnien GMO

Linie z ekspresjg genu taumatyny Il: Numery decyzji 1. Nr 5/2001 z dnia 21 05 2001 2. Nr 1/2002 z dnia 12
05 2002 3. Nr 3/2003. z dnia 03. 04. 2003 *Miejscem uprawy roslin GM ogorka byto Pole Doswiadczalne
Katedry Roslin Warzywnych i Leczniczych Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa —
Wilanéw <Doswiadczenia przebiegaty zgodnie z zatozeniami technicznej dokumentacji. Wzrost i rozwoj
roslin przebiegal prawidtiowo. Po okresie wegetacji materiat rodlinny ulegt zniszczeniu przez rozdrobnienie
i wymieszanie z glebg podczas prac agrotechnicznych. Nie stwierdzono negatywnego wptywu roslin
transgenicznych ogoérka na zdrowie ludzi i Srodowisko. Linie z ekspresjg genu dehydryny Zamkniete uzycie
GMO, nr wniosku 01-66/2006

3.34. Ustalenia zdrowotne

Ustalenia zdrowotne

Bezpieczenhstwo zywieniowe linii z ekspresjg genu taumatyny 11 zostato potwierdzone w kilku niezaleznych
testach przeprowadzonych na zwierzetach laboratoryjnych (Szwacka i wsp., 2012, Comp. Rev. Food Sci
Food Safety II: 174-186).

a) efekty toksyczne lub alergiczne GMO lub produktow ich metabolizmu

Linie taumatynowe wytwarzajg biatko uznane za oddziatujace z receptorem smaku stodkiego u cztowieka,
uznane za GRAS (Generally Recognized as Safe). Linie dehydrynowe wytwarzajg biatko dehydryny, ktéra
nie,jest biatkiem obcym dla ogérka. Uzywane szczepy bakteryjne nie sg patogenne, a ich produkty nie sg
toksyczne i nie stang sie toksyczne. Alergennos$C tych szczepéw jest bardzo mato prawdopodobna.

b) produkty stwarzajgce zagrozenie
Nie dotyczy

¢) poréwnanie GMO z dawcg, biorcg lub organizmem rodzicielskim (o ile wystepuje), w odniesieniu do
patogennosci

Nie dotyczy

d) zdolnos¢ do kolonizacji

Nie dotyczy

e) patogennos$¢ organizmu dla ludzi, ktérzy sg immunokompetentni (o sprawnym uktadzie odpornosciowym)
Nie jest patogenny.

f) wywotane dolegliwosci i mechanizm patogennosci, wigczajac inwazyjnosé i ztosliwosé (zjadliwosc)
choroby

Nie dotyczy
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g) zarazliwosc¢ (zakaznosc)

Nie dotyczy

h) dawka infekcyjna

Nie dotyczy

i) zakres gospodarzy i mozliwosc¢ ich zmiany

Nie dotyczy

j) mozliwo$¢ przezycia poza organizmem gospodarza
Nie dotyczy

k) obecnos¢ wektorow lub mozliwos¢ rozprzestrzeniania sie
Nie dotyczy

) stabilno$¢ biologiczna

Nie dotyczy

m) formy oporne na antybiotyki

Nie dotyczy

n) mozliwosé leczenia

Nie dotyczy
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Warunki uwolenienia

4. Informacje dotyczace warunkéw zamierzonego uwolnienia GMO do srodowiska
a) Informacje o zamierzonym uwolnieniu do srodowiska

4.1. Opis proponowanych zamierzonych uwolnien do srodowiska, zawierajgcy zamierzone i przewidywane
skutki

Planowane jest zatozenie doswiadczenia w 1 lokalizacji Lokalizacja - pole doswiadczalne przy Instytucie
Genetyki Roslin PAN, Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, wojewddztwo wielkopolskie (zatgcznik 5A).
Doswiadczenia prowadzone beda zgodnie z ustalong metodyka (zatagcznik nr 2) w polu, od maja do
sierpnia. Obiektem doswiadczenia bedzie 9 linii GM ogérka porownywane z kontrolg, ktorg jest odmiang
wyjsciowg dla linii GM (stara odmiana polowa Borszczagowski). Doswiadczenie zatozone bedzie metodg
losowanych blokéw, w III powtdrzeniach (powtdrzenia biologiczne majg wykazac czy ,stanowisko' uprawy
ma wptyw na status genetyczny rosliny). W kazdym bloku bedzie 10 rzedow: 3 dla linii ogérka z genem
taumatyny, 6 (po 2 pokolenia dla 3 linii) dla linii z genem dehydryny 24, 1 dla roslin kontrolnych (odrebnych
od roélin ze strefy buforowej), razem 8 roslin dla danej kombinacji (wazne dla przeprowadzenia analizy
statystycznej wynikow analiz). Uprawa bedzie zatoZzona z rozsady przygotowanej w szklarni (zatgcznik
5B), wysadzanej w pole Sciétkowane i przykryte czarng folig, w rozstawie (1,2m x 0,5m). Uprawa bedzie
obsadzona roslinami kontrolnymi (nie GM) przy zachowaniu tych samych odlegtosci. Sadzonki linii GM i
kontroli przygotuje sie w cieplej szklarni, wysiewajac podkietkowane nasiona do plastikowych doniczek (o
srednicy 10 cm) napetnionych substratem torfowym. Uzyskana rozsada, w stadium dwdch lisci wiasciwych,
bedzie przesadzana w pole. Gleba przed wysadzeniem rozsady bedzie przygotowana zgodnie z ogolnymi
zasadami wymaganymi przy uprawie ogérkéw uprawianych w polu $ciétkowanym i przykrytym czarng folia.
W czarnej folii wykonane zostang otwory o rozstawie 1,2m x 0,5m (1 roslina = 0,6 m2). Przewidziane jest
wysadzenie 240 roslin, stad pole powierzchni uprawy GMO wyniesie 160 m2.

4.2. Dane dotyczgce zamierzonego uwolnienia do srodowiska

a) termin zamierzonego uwolnienia

poczatek 2014-05-10
koniec 2014-08-31
czas uwolnienia

10 — 15 maja 2014 (rozpoczecie) — koniec sierpnia 2014 (zakonczenie)

b) charakter zamierzonego uwolnienia (jednorazowe, wielokrotne, czasowe)
Jednorazowe
4.3. Przygotowanie miejsca i jego charakterystyka

Teren ogrodzony, typowy ekosystem rolny, przygotowany standardowo do uprawy roslin zbozowych,
pastewnych i warzywnych. Gleba bedzie nawieziona i zaorana jesienig 2013 r., na wiosne 2014 r. wzruszona
glebogryzarkg i wyréwnana. W kolejnym etapie zostanie nawieziona sciotka, pokryta nastepnie czarng

folig. Poletko doswiadczalne i strefa buforowa bedg oznaczone odpowiednimi tablicami ostrzegawczo-
informacyjnymi. Na wydzielonej czesci pola bedg rosty tylko doswiadczalne linie ogérka GM oraz kontrolne ze
strefy buforowej. Zachowana bedzie izolacja przestrzenna 1000 m dla innych potencjalnych upraw ogérka.

4.4. Metody uzywane do uwolnienia do srodowiska
Reczne wysadzanie sadzonek roslin ogérka.

4.5. Planowana ilos¢ uwolnionego do $rodowiska GMO
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240 roSlin

4.6. Zmiany siedliska (typ i metoda uprawy, nawadnianie lub inne dziatania i ich znaczenie)
Nie dotyczy

4.7. Sposoby ochrony pracownikéw w czasie zamierzonego uwalniania GMO do $rodowiska
Nie wystepujg zadne zagrozenia.

4.8. Traktowanie terenu po zakonczeniu uwolnienia do srodowiska GMO (typ i metoda uprawy, nawadnianie
lub inne dziatania i ich znaczenie)

Podczas eksperymentu teren bedzie kontrolowany co najmniej dwa razy w tygodniu. Po zakonhczeniu
uwolnienia i zebraniu resztek roslinnych, poletko zostanie zaorane i monitorowane co najmniej dwa razy w
tygodniu do konca kolejnego sezonu wegetacyjnego.

4.9. Przewidywane techniki eliminacji lub inaktywacji GMO po zakohczeniu eksperymentu

Po dokonaniu obserwacji fenotypowych, materiat roslinny (mtode owoce w stadium handlowym, 4-10 cm
dtugosci i masie srednio 5 dag oraz mtode liscie o maks. szerokosci 5 cm, pobrane w tym samym czasie co
owoce) zostanie zebrany do analiz molekularnych. Bezposrednio po zebraniu materiat zostanie zamrozony w
ciektym azocie i w stanie zamrozenia przetransportowany w zamknietych pojemnikach do zamrazarki (temp.
-80°C) Instytutu Genetyki Roslin. Zamrozony materiat bedzie gotowy do analiz molekularnych. Pozostate po
uprawie polowej resztki

4.10. Informacje i wyniki dotyczace wczesniejszego wprowadzenia do srodowiska GMO, zwtaszcza w
réznych skalach i r6znych ekosystemach

Nie dotyczy
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Srodowisko

5. CHARAKTERYSTYKA SRODOWISKA, DO KTOREGO MA NASTAPIC ZAMIERZONE UWOLNIENIE
GMO

5.1. Jednostka podziatu administracyjnego, lokalizacja geograficzna

Jednostka podziatu administracyjnego, lokalizacja geograficzna

Pole doswiadczalne o pow. ok. 3 ha przy Instytucie Genetyki Roslin PAN, Strzeszynska 34, 60-479 Poznan,
wojewoddztwo wielkopolskie. Pole doswiadczalne w ramach dziatki nr 3/2 w Poznaniu o pow. catk. 8,4769
ha, obreb Podolany (wg Rejestru Gruntow).

Wojewddztwo wielkopolskie

5.2. Wielkos¢ terenu Teren pola doswiadczalnego IGR liczy tgcznie ok. 3
ha. Prowadzone sg na nim uprawy nastepujacych
gatunkow roslin: groch, zboza - jeczmien, pszenica,
pszenzyto, trawy pastewne — kostrzewa i zycica,
rosliny tzw. energetyczne — miskant (trawa) i
wierzba. Powierzchnia terenu, na ktérym bedzie
prowadzone zamierzone uwolnienie GMO do
Srodowiska wyniesie razem 288 m2 — w tym
160 m2 zajmowanych przez doswiadczalne
rosliny GM ogoérka i strefe buforowg o szer. 2 m,
okalajgca poletko GM. Roslinami wysadzonymi w
strefie buforowej bedg ogoérki nie zmodyfikowane
genetycznie. Rosliny bedg uprawiane w izolaciji
przestrzennej min. 1000 ni od innych upraw roslin
ogorka. W sgsiedztwie pola doswiadczalnego
IGR przewazajq tereny przemystowe i handlowo-
ustugowe, zarosla (ruiny starego fortu) oraz tereny
mieszkaniowe z zabudowg wielorodzinng. Nieliczne
domy jednorodzinne posiadajg niewielkie ogrédki
rekreacyjne z roslinami ozdobnym i, drzewam i
iglastymi lub owocowymi). W najblizszym sgsiedztwie
znajduje sie rowniez pole doswiadczalne IHAR
wykorzystywane do upraw rzepaku.

5.3. Fizyczne lub biologiczne pokrewienstwo uwalnianego organizmu z ludZzmi lub innymi waznymi
organizmami (gatunki pokrewne dzikie i uzytkowe)

Uwalniane rosliny GM sg morfologicznie i biologicznie pokrewne z uprawnymi formami ogérka.
5.4. Sgsiedztwo waznych biotopdéw lub obszaréw chronionych
Brak sgsiedztwa istotnych biotopdw i obszaréw chronionych w wyzej wymienionej lokalizacji.

5.5. Odlegtosé¢ od najblizszego obszaru chronionego wody pitnej i obiektow wyrédzniajacych sie cennymi
walorami przyrodniczymi

Nie dotyczy
5.6. Charakterystyka klimatyczna regionu
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Warunki klimatyczne typowe dla rejonéw uprawy ogérka w Polsce
5.7. Charakterystyka geograficzna, geologiczna i gleboznawcza

Warunki geologiczno-glebowe typowe dla rejonéw uprawy ogérka. Grunty orne pola do$wiadczalnego IGR
PAN zaliczajg sie do IV klasy.

5.8. Flora i fauna, wigczajac rosliny uprawne, zywy inwentarz i gatunki wedrowne
Flora i fauna charakterystyczna dla warunkéw klimatycznych srodkowej Europy.
5.9. Opis ekosystemdw bedacych i niebedgcych celem wprowadzenia, na ktérych moze wystapic¢ efekt

W warunkach doswiadczenh polowych nie modeluje sie ekosystemu. Doswiadczenia majg charakter
jednostkowy i obejmujg jeden gatunek roslin uprawnych.

5.10. Poréwnanie naturalnego $rodowiska organizmu biorcy z proponowanym terenem uwolnienia do
srodowiska

Srodowisko identyczne.

5.11. Informacja o planowanych zmianach zagospodarowania terenu i planach rozwoju regionu, ktére mogq
mie¢ wptyw na srodowiskowe oddziatywanie zamierzonego uwolnienia

Nie planuje sie zmian zagospodarowania terenu.
5.12. Liczebnosc¢ spotecznosci lokalnej w zaleznosci od obszaru zamierzonego uwolnienia
Nie okreslona, ze wzgledu na brak jakiegokolwiek zagrozenia.

5.13. Gtéwne kierunki dziatalnosci gospodarczej spotecznosci lokalnej, korzystajgcej z naturalnych zasobow
obszaru

Pracownicy IGR PAN - prace badawcze w zakresie genetyki, fizjologii i biotechnologii roslin uprawnych.
Spotecznos¢ lokalna w sgsiedztwie IGR PAN - zajecia pozarolnicze, gt. dziatalno$¢ handlowo- ustu owa oraz
produkcja przemystowa.
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Oddzialywanie

6. Informacje o oddziatywaniach miedzy GMO a srodowiskiem
a) Charakterystyka oddziatywan $rodowiska na przezycie, rozmnazanie i rozpowszechnianie GMO
6.1. Cechy biologiczne majagce wplyw na przetrwanie, rozmnazanie i rozprzestrzenianie

Cechy biologiczne, ktére mogg mie¢ wplyw na przezycie, rozmnazanie i rozprzestrzenianie sie genetycznie
zmodyfikowanego ogérka nie réznig sie niczym od odpowiadajgcego jego cechom nie zmodyfikowanego
ogorka

6.2. Cechy biologiczne majgce wptyw na przetrwanie, rozmnazanie i rozprzestrzenianie

Przedmiotem badan sg transgeniczne linie ogoérka, do ktérych wprowadzono geny o znaczeniu uzytkowym:
-taumatyny Il, kodujgcy bialko, ktére wywotuje u cztowieka wrazenie stodkiego smaku — Szwacka M. i in.
(2002) Acta Physiologiae Plantarum 24 (2): 173 — 185. -dehydryny 24, kodujacy bialko odpowiedzi stresowej
(stres chtodu); ma ono charakter biatka ochronnego — Yin Z. (2006) Plant Sci. 170: 1164- 1 172. Linie
transgeniczne podlegajg wptywom srodowiska w takim samym stopniu jak odmiany nietransgen iczne.

6.3. Wrazliwos¢ na specyficzne warunki

Doswiadczalne linie ogorka sg wrazliwe na niesprzyjajgce warunki uprawy np. chtody, wysokg wilgotnosé
powietrza i gleby, oraz naturalnie wystepujace choroby i szkodniki. Nie zauwazono réznic w reagowaniu na te
czynniki miedzy ogérkiem zmodyfikowanym genetycznie i nie zmodyfikowanym. Planowana uprawa bedzie
prowadzona bez uzycia herbicydu — brak jest herbicydu do upraw ogérka.

b) Oddziatywanie ze srodowiskiem
6.4. Przewidziane srodowisko GMO

Srodowisko uprawy genetycznie zmodyfikowanego ogérka bedzie identyczne jak dotychczasowych odmian
uprawnych ogorka.

6.5. Wyniki badah nad zachowaniem i charakterystykg GMO w kontrolowanych warunkach wzrostu, takich
jak laboratoryjnie odtworzone ekosystemy, komory wzrostu, cieplarnie i inne

Badania roslin GM ogdérka w warunkach szklarniowych dajg gwarancje braku jakiegokolwiek negatywnego
wptywu na otoczenie.

6.6. Zdolnos¢ przenoszenia materiatu genetycznego

a) z GMO do organizmow wystepujacych w ekosystemie

Nie ma mozliwosci przeniesienia transgenu do naturalnych czy dzikich populacji, poniewaz brak jest w
Polsce roslin spokrewnionych. Ogorki nie krzyzujg sie z innymi gatunkami roslin dyniowatych

b) z organizmoéw wystepujgcych w ekosystemie do GMO

Nie ma naturalnych roslin, ktére mogtyby zapyli¢ ogérki. Zapylenie przez inng odmiane jest mozliwe, ale nie
pocigga za sobg zadnych negatywnych skutkow.

6.7. Prawdopodobienstwo selekcji, po uwolnieniu do srodowiska, prowadzace do nieoczekiwanej ekspresiji
niepozadanych cech w GMO

Nie stwierdzono i nie przewiduje sie nieoczekiwanego wystgpienia cech innych niz zakladane.

6.8. Stosowane srodki dla zabezpieczenia i sprawdzenia stabilnosci genetycznej; opis mechanizmow
genetycznych, ktére moga zapobiegac¢ lub minimalizowac rozprzestrzenianie sie materiatu genetycznego;
metody sprawdzania stabilnosci genetyczne;j
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Metody weryfikujace stabilnos¢ genetyczng. Southern i northern blot sg uzywane rutynowo do analizy
genomowego DNA transgenicznych roslin.

6.9. Szlaki biologicznego rozprzestrzeniania, znane lub potencjalne sposoby rozsiewania, wtgczajac
wdychanie, przyjmowanie pokarmu, przenikanie przez glebe lub skére, inne

Nie dotyczy

6.10. Opis ekosystemoéw, do ktérych GMO maogtby |by¢ przeniesiony
Ogorek w Polsce nie wystepuje poza ekosystemem rolniczym.

c¢) Potencjalny wptyw na srodowisko

6.11. Mozliwos¢ nadmiernego rozmnazania w srodowisku

Samodzielnemu przezyciu i rozprzestrzenianiu sie genetycznie zmodyfikowanych roslin zapobiega likwidacja
na polu resztek z rodlin doswiadczalnych oraz zniszczenie roslin dwuli$ciennych w uprawach nastepczych.

6.12. Konkurencyjnos¢ GMO w stosunku do niezmodyfikowanych biorcéw lub organizmoéw rodzicielskich
Nie dotyczy

6.13. ldentyfikacja i opis organizméw objetych celowym oddziatywaniem GMO

Nie dotyczy

6.14. Przewidywany mechanizm i rezultaty oddziatywania miedzy GMO a organizmem objetym celowym
oddziatywaniem GMO

Nie dotyczy

6.15. ldentyfikacja i opis innych organizméw, na ktére moga wptywac niezamierzone oddziatywania
Nie dotyczy

6.16. Prawdopodobienstwo zmian biologicznych oddziatywan lub zmiany gospodarza

Nie dotyczy

6.17. Znane lub przewidywane wpltywy na organizmy nieobjete celowym oddziatywaniem GMO w $rodowisku,
zmiany konkurencyjnoéci w stosunku do ofiar, gospodarzy, symbiontéw, wrogow, pasozytow i patogenow

Nie dotyczy

6.18. Mozliwy wptyw na srodowisko, wynikajacy z wzajemnego oddziatywania GMO i organizmow
nieobjetych celowym oddziatywaniem GMO

Nie dotyczy

6.19. Mozliwe pozytywne i negatywne cechy u innych krzyzujacych sie gatunkéw, ktére mogq ujawniac sie na
skutek przeniesienia genéw z GMO

Nie dotyczy

6.20. Znany lub przewidywany udziat w procesach biogeochemicznych

Nie dotyczy

6.21. Inne potencjalnie mozliwe interakcje i zaleznosci ze srodowiskiem biotycznym i abiotycznym

Nie dotyczy
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Pracownicy

7. INFORMACJE DOTYCZACE PRZYGOTOWANIA ZAWODOWEGO PRACOWNIKOW

7.1. Imie i nazwisko oraz informacje o kwalifikacjach fachowych osoby odpowiedzialnej za dziatanie
polegajace na zamierzonym uwolnieniu GMO

Dane pracownika

Tytut Dr

Imie Tomasz

Nazwisko Pniewski

Telefon .
Faks e ———
Adrese-mail e

Kwalifikacje zawodowe

7.2. Liczba 0s6b zatrudnionych przy realizacji projektu (lista imienna)

Instytut Genetyki Roslin PAN, Poznan dr Tomasz Pniewski Teresa Szczesniak Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin SGGW, Warszawa (doswiadczenie polowe przeprowadzone zostanie we wspoétpracy
z Katedrg Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin SGGW , w ktorej zostaly uzyskane linie GM ogérka): dr
hab. Maria Szwacka dr Magdalena Pawelkowicz mgr Pawet Osipowski (doktorant) mgr Michat Wojcieszek
(doktorant)

7.3. Wyksztatcenie i doswiadczenie pracownikéw (w tym odbyte szkolenia)

Osoby bioragce udzial w badaniach z wykorzystaniem GMO zostaly przeszkolone do praktycznej pracy z
GMO oraz majg wieloletnie doswiadczenie w pracy z GMO (dr Tomasz Pniewski — 20 lat, Teresa Szczesniak
— 5 lat). Dr Tomasz Pniewski odbyt réwniez szkolenie pt. Warsztaty dla hodowcéw GMO — IHAR Radzikow
26-27.10.2004. Pracownicy korzystajg z odziezy ochronnej i rekawiczek jednorazowych. Pracownicy i
doktoranci podlegajg obowigzkowym badaniom lekarskim.

Strona 21 z 28



Zamierzone uwolnienie GMO

Tryb kontroli

8. INFORMACJE DOTYCZACE TRYBU KONTRLOLI | MONITOROWANIA PROCESU UWALNIANIA GMO
DO SRODOWISKA

a) Informacje o technice monitorowania

8.1. Metody monitorowania GMO i efektow uwolnienia do srodowiska

Metody biologii molekularnej: Southern'a, northern blot, PCR.

8.2. Specyficznos¢, czutos¢ i wiarygodnos¢ technik monitorowania

Wysoka czutos¢, specyficznosé, powtarzalnosé

8.3. Techniki detekcji materiatu genetycznego przenoszonego do innych organizméw
Opornosé na antybiotyki oraz techniki: Southern blot, northern blot i PCR.

8.4. Czas trwania i czestotliwos¢ monitorowania

Obszar pol doswiadczalnych bedzie monitorowany regularnie (2 razy w tygodniu), po ukohczeniu badan
polowych zgodnie z metodyka (2 razy w tygodniu do kopca kolejnego sezonu wegetacyjnego).

b) Kontrola zamierzonego uwalniania do srodowiska

8.5. Metody i procedury zmierzajace do unikniecia lub zminimalizowania rozprzestrzeniania GMO poza
miejscem uwolnienia do srodowiska (izolacja przestrzenna lub mechaniczna)

Izolacja przestrzenna— min. 1000 ni.

8.6. Metody i procedury majace na celu ochrone miejsca uwolnienia GMO przed wtargnieciem osob
nieupowaznionych

Miejsce uwolnienia GMO i strefa buforowa bedag oznaczone odpowiednimi tablicami ostrzegawczo-
informacyjnymi Teren pdl doswiadczalnych Instytutu Genetyki Roslin jest zamkniety i monitorowany przez 24
godziny. Utworzona zostanie lista oséb upowaznionych do kontrolowania miejsca uwolnienia GMO.

8.7. Metody i procedury ochrony miejsca uwolnienia przed innymi organizmami

Specjalna ochrona nie jest konieczna

c) Izolacja przestrzenna

8.8. Planowana odlegtos¢ od gatunkéw pokrewnych, zdolnych do krzyzowania sie, dzikich i uprawnych
Izolacja przestrzenna — min. 1000 m.

8.9. Metody zapobiegania niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu sie diaspor i pytku

Izolacja przestrzenna - min. 1000 m). Strefa buforowa (z roslinami ogérka nie-GM) wokdt miejsca uwolnienia
GMO o szerokosci 2 m.

d) Plany reagowania na zagrozenie

8.10. Metody i procedury kontroli GMO, w| przypadku nieoczekiwanego rozprzestrzenienia

Metody biologii molekularnej (metoda Southern'a, northern blot, PCR).

8.11. Plany ochrony zdrowia ludzi i Srodowiska, w przypadku wystgpienia niepozadanych efektow

Nie dotyczy

8.12. Metody postepowania z GMO, stwarzajacym zagrozenie (unieczynnienie, usuniecie ze srodowiska)

Nie dotyczy
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8.13. Metody eliminacji: roslin, zwierzat, gleby, inne, narazonych na kontakt z GMO po lub w trakcie
rozprzestrzeniania

Nie dotyczy
8.14. Metody izolacji obszaréw zagrozonych rozprzestrzenieniem sie GMO
Nie dotyczy
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Odpady

9. INFORMACJE DOTYCZACE POSTEPOWANIA Z ODPADAMI
9.1. Rodzaj wytwarzanych odpadow

Czesci zielone (liscie, pedy, wasy czepne) i korzenie.

9.2. Oczekiwana ilos¢ odpadow

80 kg suchej masy odpadow.

9.3. Mozliwe zagrozenia

Nie dotyczy

9.4. Opis planowanego postepowania z odpadami, uwzgledniajacy metody bezpiecznej dla zdrowia ludzi i
srodowiska dezaktywacji odpadow

Wysuszenie odpaddw i nastepnie ich utylizacja przez zautoklawowanie lub spalenie.
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Poprzednie uwolnienia

10. INFORMACJE O WYNIKACH POPRZEDNICH ZAMIERZONYCH UWOLNIEN GMO DO SRODOWISKA

Dane o poprzednich uwolnieniach

Informacje o wynikach poprzednich zamierzonych uwolnien GMO do $rodowiska

1. Decyzja Nr 5/2001 z dnia 21 05 2001 2. Decyzja Nr 1/2002 z dnia 12 05 2002 3. Decyzja Nr 3/2003. z
dnia 03. 04. 2003

a) Data wydanej zgody
Numer wydanej zgody
Poczatek L ———
Koniec e ————
Czas uwolnienia

b) Miejsce wprowadzenia Pole Dos$wiadczalne Katedry Roslin Warzywnych
i Leczniczych Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego, Warszawa — Wilanéw

c) Cel wprowadzenia
Ocena jakosciowa wybranych linii GM ogdrka (Cucurnie salivus L.) z genem taumatyny Il
d) Obserwacje po wprowadzeniu

W czasie wzrostu roélin prowadzono obserwacje fenologiczne, w oparciu o ktére nie stwierdzono zadnych
zmian fenotypowych, przy poréwnaniu roslin GM z kontrolg (rosliny nie GM). Do$wiadczenie przebiegato
zgodnie z wczesniejszym harmonogramem. Nie stwierdzono Zzadnych niezgodnosci.

e) Whnioski z poprzedniego wprowadzenia

Doswiadczenia przebiegaty zgodnie z zatozeniami technicznej dokumentacji. Wzrost i rozwéj roslin
przebiegat prawidtowo. Po okresie wegetacji materiat roslinny ulegt zniszczeniu przez rozdrobnienie i
wymieszanie z gtebg podczas prac agrotechnicznych.

f) Rezultaty wprowadzenia zwigzane z ryzykiem dla zdrowia ludzi i Srodowiska
Nie stwierdzono.
g) Whnioski dotyczace kumulatywnego wptywu na zdrowie ludzi i Srodowisko

Nie stwierdzono niekorzystnego wptywu roslin GM ogdérka na zdrowie ludzi i sSrodowisko naturalne.
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Komentarze

11. KOMENTARZE | UWAGI DODATKOWE, INNE INFORMACJE, UZNANE PRZEZ UZYTKOWNIKA ZA
WAZNE DLA ZACHOWANIA BEZPIECZENSTWA

Komentarze i uwagi dodatkowe
Brak
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Zataczniki

12. ZALACZNIKI

1) Ocena zagrozenia przygotowana dla uwalnianych  02-12_2013_wniosek.pdf
organizmow genetycznie zmodyfikowanych

2) Dokumentacja zwigzana z opracowaniem 02-12_2013_ocena.pdf
oceny zagrozenia wraz ze wskazaniem metod
przeprowadzenia tej oceny

3) Techniczna dokumentacja zamierzonego 02-12_2013_dokumentacja_techniczna.pdf
uwolnienia

4) Program dziatania w przypadku zagrozenia dla 02-12_2013_awaria.pdf
zdrowia ludzi lub dla srodowiska zwigzanego z
zamierzonym uwolnieniem

5) Mapa wektora 02-12_2013_wektory.pdf
6) Plany pél do$dwiadczalnych 02-12_2013_plan.pdf
7) Streszczenie wniosku SNIF_ogoérek Instytut Genetyki Roslin PAN.pdf

DOKUMENTY DODAWANE PRZEZ PRACOWNIKA MINISTERSTWA SRODOWISKA

Nazwa zatgcznika Data upublicznienia wniosku
Zatgcznik 02-12_2013_Data.doc
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