Zalacznik nr 2

Ocena zagrozenia dla zdrowia ludzi i Srodowiska w zwigzku z podjeciem
dzialan polegajacych na zamknietym uzyciu GMM/GMO

Tytul planowanego zamknietego uzycia GMM/GMO:

Wykorzystanie technik klonowania w celu powielania wybranych fragmentow genomu badz
calego genomu wirusa brgzowej plamistosci pomidora (tomato spotted wilt virus, TSWV, wg
aktualnej nomenklatury: tomato spotted wilt orthotospovirus), badania ekspresji gendw oraz
analizy patogenicznosci.

Podsumowanie oceny zagrozenia w zwiazku z podjeciem dzialan polegajacych na
zamknietym uzyciu GMM/GMO:

W ramach badan planowane jest wykorzystanie technik klonowania w celu powielenia
pelnej dlugosci genomu wirusa bragzowej plamisto$ci pomidora typu dzikiego badZ zawierajacej
mutacje wprowadzone na drodze ukierunkowanej mutagenezy, zrekombinowane pelne dhugosci genomu,
lub fragmenty genomu. Prace bgda prowadzone na skale laboratoryjng, w Centrum Badan
Organizméw Kwarantannowych, Inwazyjnych i Genetycznie Zmodyfikowanych Instytutu
Ochrony Roslin - Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.

W przypadku wydostania si¢ GM E. coli do srodowiska poza pomieszczenia

laboratoryjne nie ma ryzyka przeniesienia materialu genetycznego i jego rozprzestrzenienia
si¢. Wykorzystywane do doswiadczen niepatogeniczne, zmodyfikowane szczepy bakterii E.
coli charakteryzujg si¢ niskg przezywalno$cia w Srodowisku, a obecno$¢ plazmidu z
wbudowanym insertem nie wptywa na ich mozliwo$¢ rozprzestrzenienia si¢ i przetrwania w
srodowisku. W razie wydostania sic GM A. tumefaciens do $rodowiska poza pomieszczenia
laboratoryjne (mato prawdopodobna ze wzgledu na stosowane zabezpieczenia) moze wystgpic
bardzo niskie ryzyko przeniesienia materiatu genetycznego bakterii do potencjalnych biorcow-roslin
wyzszych. Jednakze proces ten zajdzie jedynie w sytuacji aktywowania bakteryjnych gendéw
wirulencji i uruchomienia transgenezy w obecnosci roslinnych elicytorow uwalnianych w momencie
mechanicznego uszkodzenia tkanek rosliny.
Przewidziane do uzycia w badaniach GMM nie sa chorobotwoércze w stosunku do ludzi i
zwierzat, nie powodujg objawow alergicznych ani skutkow toksycznych. GMM nie
powoduje zadnych choréb, a zatem nie przewiduje si¢ zadnych niepozadanych efektow
wynikajacych z niemoznosci leczenia choréb spowodowanych przez GMM.




Ocena zagrozenia dla zdrowia ludzi i Srodowiska w zwigzku z podjeciem dzialan

polegajacych na zamkni¢tym uzyciu GMM lub/i GMO

1. Tytul planowanego zamknietego uzycia GMM/GMO:

Wykorzystanie technik klonowania w celu powielania wybranych fragmentow genomu badz
calego genomu wirusa brgzowej plamisto$ci pomidora (tomato spotted wilt virus, TSWV, wg
aktualnej nomenklatury: tomato spotted wilt orthotospovirus), badania ekspresji genéw oraz
analizy patogenicznoSci.

2. Cechy GMM/IGMO
2.1. Charakterystyka biorcy (wlaczajac mozliwo$é zmiany jego cech):

A) Escherichia coli (pateczka okr¢znicy) - DH5a, DH10B, TOP10, Stellar
B) Agrobacterium tumefaciens - GV3101, C58C1

2.2. Charakterystyka insertu

Pela dhugo$¢ genomu wirusa bragzowej plamistosci pomidora typu dzikiego badz zawierajgca mutacje
wprowadzone na drodze ukierunkowanej mutagenezy, zrekombinowane petne dhigosci genomu, lub
fragmenty genomu.

2.3. Charakterystyka wektorow (dla kazdego wektora osobno):

pJET1.2/ pGEM-T EASY - wektory bakteryjne stuzace do klonowania insertow DNA i ich
amplifikacji. Zawieraja rozbudowang sekwencj¢ polilinkerowa oraz gen opornosci na
ampicyling

pCR-2XL-TOPO/pCR 4-TOPO — wektory stuzace do klonowania insertéw DNA 1 ich
amplifikacji. Zawiera geny opornosci na ampicyline i kanamycyne.

pJL89 — niskokopijny wektor binarny, przydatny do tworzenia zakaznych klonéw cDNA
wirusa RNA; stosowany do ekspresji przejéciowej biatka w roslinach.

2.4. Charakterystyka dawcy (dla kazdego dawcy osobno):

Wirus brazowej plamistosci pomidora (Tomato spotted wilt virus, TSWV) infekuje wiele gatunkow roslin
z roznych rodzin nalezacych do zardwno jedno- jak i dwulisciennych. Najwicksze zagrozenie stanowi dla
gospodarczo waznych gatunkow roslin uprawnych, w tym pomidora, papryki czy tytoniu, jak rowniez dla
rodlin ozdobnych (rocznych i bylin) czy licznych chwastow. Przenoszony jest przez wciomastki, jak
rowniez mechanicznie. Powoduje zréznicowane objawy chorobowe w postaci brunatnienia od
wierzchotka, nekrotycznych plam, deformacji 1 przebarwienia owocdw, nieregularnych lub okraglych
plam na owocach, zahamowania wzrostu.

2.5. Charakterystyka otrzymanego GMM/GMO:

Bakterie E. coli lub A. tumefaciens zawierajace plazmid z insertem, ktory moze stanowi¢ petng
dhugos$¢ lub fragment wirusa brgzowej plamistosci pomidora. Sg to niepatogeniczne szczepy



laboratoryjne, o zmniejszonej przezywalnosci w Srodowisku ze wzgledu na szereg
modyfikacji genetycznych. Bakterie ze wzgledu na obecno$¢ plazmidu charakteryzujg sie
opornos$cig na kanamycyng lub ampicyline.

3. Potencjalne skutki oddzialywania GMM/GMO (prawdopodobienstwo ich wystapienia oraz ich

dotkliwo$¢é):

a.

chorobotworczy wplyw GMM/GMO na ludzi, zwierzgta lub rosliny, w tym objawy alergiczne lub
skutki toksyczne

- otrzymane GMM nie beda wywotywaly chorob zakaznych oraz objawow alergicznych,
- otrzymane GMM nie beda wywotywaty choréb organicznych u zwierzat i ludzi,

- nie bedg posiadaty wptywu na patogenny, ktore sg odpowiedzialne za rozprzestrzenianie
si¢ chordb zakaznych ludzi i zwierzat.

niepozadane efekty wynikajagce z niemoznosci leczenia choréb spowodowanych przez
GMM/GMO lub prowadzenia skutecznej profilaktyki,

GMM nie powoduje zadnych chordb u ludzi, a zatem nie przewiduje si¢ zadnych niepozadanych
efektow wynikajacych z niemoznosci leczenia choréb spowodowanych przez GMM.

niepozadane efekty wynikajace z przedostania sie GMM/GMO do $rodowiska i rozprzestrzeniania
sie w nim

W przypadku wydostania si¢ GM E. coli do s$rodowiska poza pomieszczenia
laboratoryjne nie ma ryzyka przeniesienia materialu genetycznego 1 jego
rozprzestrzenienia  si¢.  Wykorzystywane do  doswiadczen  niepatogeniczne,
zmodyfikowane szczepy bakterii E. coli charakteryzuja si¢ niska przezywalnosciag w
srodowisku, a obecnos$¢ plazmidu z wbudowanym insertem nie wptywa na ich mozliwos¢
rozprzestrzenienia si¢ 1 przetrwania w Srodowisku. W razie wydostania si¢ GM A.
tumefaciens do $rodowiska poza pomieszczenia laboratoryjne (niedostateczna dekontaminacja
zawiesiny bakterii GMM) moze wystapi¢ bardzo niskie ryzyko przeniesienia materiatu
genetycznego bakterii do potencjalnych biorcéw-roslin wyzszych. Jednakze proces ten zajdzie
jedynie w sytuacji aktywowania bakteryjnych genéw wirulencji i uruchomienia transgenezy w
obecnosci roslinnych elicytoréw uwalnianych w momencie mechanicznego uszkodzenia tkanek
rosliny.

W celu minimalizacji ryzyka rozprzestrzenienia otrzymanego GMM w §rodowisku, wszystkie
prace beda prowadzone w zamknigtych pomieszczeniach. Pomieszczenia, w ktorych beda
prowadzone prace nad GMM jak i potrzebny do pracy sprzet laboratoryjny sg zaprojektowane i
usytuowane w sposob ergonomiczny, aby w jak najwickszym stopniu wyeliminowaé
jakiekolwiek niebezpieczenstwa. Materiat GMM bedzie przenoszony tylko w razie koniecznosci
w odpowiednich do tego celu pojemnikach odpowiednio oznakowanych ostrzegawczym
symbolem GMM. Podobnie pomieszczenia, jak i sprzgt wykorzystywany do pracy beda
oznakowane symbolem GMM, aby zachowac szczeg6Ing ostroznos¢.



d. zdolno$¢ naturalnego przenoszenia materialu genetycznego zawartego w GMM/GMO do
mikroorganizméw lub organizméw innych niz GMM/GMO.
Otrzymywane GMM (inne niz GMM A. tumefaciens) nie moga mie¢ nawet teoretycznych
negatywnych skutkéow dla organizméw wyzszych, ani negatywnego wptywu na srodowisko.
Natomiast A. tumefaciens posiada naturalng zdolno$¢ do przenoszenia materialu genetycznego do
roslin wyzszych (jedno- oraz dwuliciennych), a wiasciwosci te pozostang niezmienne u A.
tumefaciens GM.

4. Opis dziatan wykonywanych podczas zamknietego uzycia GMM/GMO oraz ich skala:

Wymienione wektory (pkt.2.3) beda podstawa do uzyskania konstruktoéw genetycznych
niosacych sekwencje TSWV, ktore nastgpnie beda wprowadzane do komorek biorcy za
pomoca transformacji, na drodze szoku temperaturowego (ang. heat shock) lub metodg
elektroporacji. Zmodyfikowane A. tumefaciens b¢dg wprowadzane do rosliny gospodarza na
drodze infiltracji. Wszystkie odpady (resztki pozywek, niepotrzebne hodowle komorkowe
GMM oraz plastiki, szklo laboratoryjne) majgce z nimi styczno$¢ bedg gromadzone w
specjalnie oznakowanych pojemnikach i beda na biezaco autoklawowane. Analogiczne
procedury beda stosowane w przypadku bezuzytecznych juz resztek ro$linnych,
infiltrowanych GMM.

Prowadzone prace bedg mialy charakter badan podstawowych. Bedg one prowadzone w skali
laboratoryjnej. Maksymalna objetos¢ kultur komodrkowych podlegajacych regulacji
jednorazowo i w czasie calej procedury— do 1000 ml.

Badania prowadzone bedg w specjalnie dostosowanych do tego rodzaju prac pomieszczeniach
laboratoryjno-szklarniowych  wyposazonych w nowoczesne systemy umozliwiajgce
utrzymanie $cisle kontrolowanych warunkéw w Centrum Organizméw Kwarantannowych,
Inwazyjnych i Genetycznie Zmodyfikowanych Instytutu Ochrony Roslin - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Poznaniu.

5. Opis sposobu postepowania z odpadami oraz $ciekami powstajacymi podczas zamknietego
uzycia GMM/GMO.

Odpady wszystkich hodowli drobnoustrojéw na podlozach ptynnych i1 stalych beda
autoklawowane na wydzielonych stanowiskach nalezacych do kompleksu pomieszczen
przeznaczonych do pracy z GMM. Zuzyty drobny sprzet jednorazowy bedzie gromadzony w
specjalnych pojemnikach i rowniez poddany autoklawowaniu. Odpady majace kontakt z
antybiotykami beda gromadzone w specjalnych pojemnikach, a nastgpnie autoklawowane i
po autoklawowaniu spalane w odpowiednich warunkach. Resztki roslinne bedg réwniez
poddane autoklawowaniu. Scieki powstale w czasie prowadzenia prac badawczych beda
dezaktywowane metodg termiczno-chemiczng w oczyszczalni $ciekow wyposazonej w dwa
zbiorniki — osadnik i komorg¢ reakcyjng. Dekontaminacja odbywa si¢ poprzez zastosowanie
podchlorynu sodu oraz podgrzewanie $ciekow i osadu (po zapelieniu zbiornika) do
temperatury 70°C przez 2 godziny.




