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1. Informacje o wnioskodawcy

1.1. Nazwa i siedziba lub nazwisko i adres wnioskodawcy



MONSANTO Polska  Sp. z o.o.


ul. Dobra 56/66



00-312 Warszawa

tel. 552-72-00

1.2. Nazwa wytwórcy lub importera oraz jego adres

Właścicielem technologii użytej do ulepszenia kukurydzy (Bt Corn®) jest Monsanto Company z Saint Louis, Missourri w Stanach Zjednoczonch, której przedstawicielem w kraju jest Monsanto Polska Sp. z o.o.  Firma Monsanto Polska w niniejszym wniosku występuje w imieniu wszystkich obecnych i potencjalnych importerów i użytkowników w Polsce, kukurydzy zmodyfikowanej (linia MON810) wprowadzeniem genu Bt expresującego białko CryIA(b).

2. Informacje o produkcie zawierającym organizmy genetycznie zmodyfikowane lub składającym się z takich organizmów albo ich części

a) Opis produktu

2.1. Nazwa produktu

Kukurydza odporna na szkodniki z ekspresją białka CryIA(b) pochodzącego z Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki, tzw. kukurydza Bt.

2.2. Rodzaj produktu

Produktami będącymi przedmiotem niniejszego wniosku są nasiona kukurydzy Bt odpornej na szkodniki z linii MON 810 i nasiona jakiegokolwiek potomstwa (wsobnego lub mieszańcowego) pochodzącego z tej linii uzyskanego z wykorzystaniem konwencjonalnych metod rozmnażania. Niniejsze podanie dotyczy importu i przetwarzania nasion i wszelkich produktów kukurydzianych wyprodukowanych z kukurydzy Bt oraz ich ewentualnego wykorzystania konsumpcyjnego, paszowego i w produktach przemysłowych.

2.3. Skład produktu


 Kukurydza Bt z linii MON 810 i jej odmiany (wsobne lub mieszańcowe) pochodzące z tej linii, uzyskane z wykorzystaniem konwencjonalnych metod rozmnażania są w znacznym stopniu ekwiwalentne (substantially equivalent) do innych odmian kukurydzy z wyjątkiem tego, że wytwarzają one dodatkowe białko CryIA(b) - w niskim stężeniu, białko  pochodzące z Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki (Hofte i Whiteley, 1989*).

2.4. Charakterystyka produktu


Dla użytkowników nasion kukurydzy odpornej na szkodniki nie istnieją specyficzne różnice w porównaniu z innymi odmianami kukurydzy z wyjątkiem możliwości skutecznego zwalczania omacnicy prosowianki (ECB) bez użycia chemicznych insektycydów. Wykorzystanie nasion, ziarna i produktów kukurydzianych jest takie samo jak nasion, ziarna i produktów kukurydzianych uzyskanych z innych odmian kukurydzy.

2.5. Użytkownicy

Niniejsze podanie dotyczy importu, przechowywania i przetwarzania, skarmiania i konsumpcji ziarna i produktów kukurydzianych wytworzonych z kukurydzy Bt przez importerów, handlowców, rolników, przetwórców  i konsumentów.

Kukurydza Bt odporna na szkodniki zostanie wykorzystana w sposób zgodny z tradycyjnym wykorzystaniem ziarna kukurydzy i produktów uzyskanych z jej ziaren. Kukurydza wykorzystywana jest głównie w celach paszowych. Jest również przetwarzana na wartościowe produkty żywnościowe i przemysłowe takie jak alkohol etylowy w procesie fermentacji, mąka kukurydziana w procesie suchego mielenia i wysoko oczyszczoną skrobię w procesie mokrego mielenia. Największa objętość przetwarzana jest w procesie mokrego mielenia w celu wyprodukowania skrobi i produktów słodzikowych stosowanych w żywności. Produkty nie-żywnościowe takie jak przemysłowa skrobia, mączka kukurydziana i gluten są również wytwarzane (May, 1987; Watson, 1988). Głównymi produktami uzyskiwanymi w procesie suchego mielenia są ziarenka kukurydziane, kaszka kukurydziana i mąki kukurydziane. Największym objętościowo produktem z kukurydzy są pasze dla zwierząt (Rooney i Serna-Salvidar, 1987). Praktycznie wszelkie przetwarzanie kukurydzy i frakcji sucho mielonej w końcowe produkty żywnościowe oznacza ekspozycję na działanie wysokich temperatur denaturujących właściwości białka Bt.

2.6. Obszar administracyjny wprowadzenia produktu do obrotu

Rzeczpospolita Polska.

2.8. Termin wprowadzenia produktu do obrotu i zamierzony czas trwania (częstotliwość) wprowadzenia

Produkt będzie importowany i używany przez cały rok kalendarzowy 2001 i kolejne lata. Określanie czasu (częstotliwości ) wprowadzenia do obrotu nie ma tu zastosowania.

2.9. Czy inny produkt o tej samej kombinacji organizmu genetycznie zmodyfikowanego został wprowadzony na polski rynek przez innego wnioskodawcę?

Tak……………
Nie……X……..

Nie wiadomo…………

2.10. Informacje dotyczące wcześniejszych wprowadzeń produktu zawierającego te same organizmy genetycznie zmodyfikowane lub takiej samej kombinacji przez wnioskodawcę

Kukurydza ulepszona w kierunku odporności na szkodniki jest produkowana i importowana do Polski oraz do większości krajów świata, w tym do krajów Uni Eurpejskiej od 1998 roku

2.11. Instrukcje lub zalecenia dotyczące przechowywania i użytkowania

Wykazano, że kukurydza odporna na szkodniki jest właściwie ekwiwalentna w stosunku do innej kukurydzy, z wyjątkiem odporności przed pewnymi owadami z rzędu Lepidoptera, tak więc, nie są zalecane żadne szczególne instrukcje lub rekomendacje dotyczące przechowywania lub postępowania z nasionami, ziarnem lub produktami pochodnymi kukurydzy odpornej na szkodniki. Ziarno kukurydzy odpornej na szkodniki zostanie wymieszane z innymi odmianami kukurydzy po przeprowadzeniu żniw, tak jak się to dzieje z wieloma innymi nowymi odmianami kukurydzy.

2.12. Planowane opakowanie produktu

Wykazano, że odmiany kukurydzy odpornej na szkodniki są właściwie ekwiwalentne w stosunku do innych odmian kukurydzy w zakresie dotyczącym charakterystyki wzrostu, wydajności, przeżycia, składu i innych parametrów, tak, że istniejące systemy postępowania i pakowania dla innych odmian kukurydzy mogą zostać zastosowane bez potrzeby wprowadzania zmian. Kukurydza odporna na szkodniki w formie ziaren i produktów przetworzonych zostanie wykorzystana w ten sam sposób jak ziarno i produkty z ziarna pochodzące z innych odmian kukurydzy.

2.13. Planowane oznakowanie produktu

Odmiany kukurydzy odpornej na szkodniki zostaną oznakowane tak, by umożliwić importerom stwierdzenie, że kupują nasiona kukurydzy Bt. W momencie wprowadzenia na rynek nazwa komercyjna (tradename) przeznaczona dla Europy zostanie nadana kukurydzy odpornej na szkodniki, dodatkowo w stosunku do nazw odmian komercyjnych mieszańców.

Kukurydza odporna na szkodniki w formie ziarna jako surowy materiał lub przetworzone produkty jest dostępna na obszarze Unii Europejskiej bez jakiegokolwiek specyficznego oznakowania, ponieważ 1) wykazano, że produkty te są ekwiwalentne w stosunku do innych produktów ziarna kukurydzy i będą dostępne w formie mieszanek z materiałem pochodzącym od innych odmian kukurydzy i 2) nowy traktat agronomiczny w Unii Europejskiej nie wyróżnia tych odmian dla celów przetwarzania i konsumpcji z wyjątkim opisu na etykiecie  produktów żywnościowych pochodzących z takiej kukurydzy lub zawierających ślady niej pochodnych w ilości powyżej 1 % białka lub DNA z białka Bt.
2.14. Postępowanie w przypadku błędnego użycia

Przedmiotem wniosku nie jest ubieganie się o uprawę polową na terenie Polski, zatem trudno jest mówić  o przypadkach błędnego użycia.

Kukurydza (w tym kukurydza Bt) nie jest rośliną inwazyjną, ponieważ jest słabym konkurentem poza polami uprawnymi i rozprzestrzenianie poszczególnych ziaren jest w sposób naturalny ograniczone z powodu struktury kolb kukurydzianych. Rozprzestrzenione egzemplarze są łatwo opanowywane przy wykorzystaniu współczesnych technik agronomicznych włączając w to zabiegi mechaniczne, uprawę gleby i wykorzystanie selektywnych herbicydów używanych obecnie w sposób rotacyjny. Tak więc, nie zaleca się żadnych specyficznych środków w przypadku niezamierzonego udostępnienia kukurydzy Bt.

3. Informacje o organizmie genetycznie zmodyfikowanym zawartym w produkcie

a) Charakterystyka organizmu genetycznie zmodyfikowanego

3.1. Nazwa i charakter każdego typu organizmu genetycznie zmodyfikowanego zawartego w produkcie

W oparciu o dane uzyskane metodą Southern Blot i PCR stwierdzono, że linia MON 810 zawiera jedno zintegrowane DNA, które zawiera  gen cryIA(b).

3.2. Opis cech genetycznych lub właściwości fenotypowych a w szczególności jakichkolwiek nowych cech i właściwości, które mogą ulegać ekspresji lub przez dłuższy okres nie ulegać ekspresji

Rośliny kukurydzy odpornej na szkodniki zapewniają skuteczną ochronę przed omacnicą prosowianką (Ostrinia nubilalis) i pewnymi innymi szkodnikami kukurydzy z rzędu Lepidoptera, jak na przykład Sesamia cretica ( dwa szkodniki o znaczeniu ekonomicznym). Genetycznie zmodyfikowane rośliny kukurydzy wytwarzają białko zwalczające szkodniki CryIA(b) pochodzące z popularnej w glebie bakterii Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki (B.t.k.). Omacnica prosowianka (Ostrinia nubilalis) niszczy rośliny kukurydzy w następujący sposób: (1) żerowanie na liściach (od pierwszego pokolenia owada), (2) tunelowanie łodygi (od pierwszego i drugiego pokolenia), (3) żerowanie na osłonce liścia i kołnierzyku (od drugiego i trzeciego pokolenia) i (4) niszczenie kolby (od drugiego i trzeciego pokolenia). Obecnie wykorzystywane do zwalczania Omacnicy prosowianki (Ostrinia nubilalis) chemiczne środki owadobójcze odznaczają się słabą skutecznością, ponieważ należy je zastosować przed momentem wgryzania się owadów w łodygi i nierzadko wymagane jest wielokrotne stosowanie.

Wykorzystanie kukurydzy odpornej na szkodniki umożliwiłoby rolnikom skuteczną kontrolę omacnicy prosowianki(Ostrinia nubilalis) zapewniając ochronę potencjalnej wydajności upraw kukurydzy i zmniejszenie wykorzystania chemicznych środków owadobójczych przeznaczonych do zwalczania tego szkodnika. Kukurydza odporna na szkodniki zapewniłaby korzyści rolnikom uprawiającym kukurydzę, ogółowi społeczeństwa i środowisku, włączając w to: 

(1) bardziej skuteczne, ekonomiczne i mniej pracochłonne środki ograniczające występowanie omacnicy prosowianki (Ostrinia nubilalis),

(2)  zwalczanie szkodników bez zagrożenia dla pozostałych gatunków owadów,

(3) zmniejszenie ilości insectycydów w uprawie kukurydzy, którą można uznać za bardziej przyjazną dla środowiska przy tym samym poziomie skuteczności,

(4) zmniejszenie wytwarzania, przesyłania i przechowywania chemicznych środków owadobójczych wykorzystywanych przy uprawie kukurydzy,

(5) zmniejszenie ekspozycji pracowników na środki ochrony roślin i ich roztwory służące do oprysków,

(6) zmniejszenie ilości pustych pojemników po środkach ochrony roślin i ilości roztworu do opryskiwania, który musi zostać zutylizowany zgodnie z odpowiednimi przepisami dotyczącymi ochrony środowiska,

(7) zgodność z integrowanymi metodami ochrony roślin i systemami zrównoważonego rolnictwa. 

Zarówno mali jak i duzi plantatorzy skorzystają z uprawy kukurydzy odpornej na szkodniki jako, że nie wymagana jest dodatkowa praca, planowanie ani sprzęt.

3.3. Genetyczna stałość organizmu genetycznie zmodyfikowanego


Bazując na danych segregujących (segregation data) oraz analizie Southern blot wykazano, że wprowadzony gen cryIA(b) jest trwale przyłączony do chromosomu rośliny 

 (a)
Dane segregujące oraz trwałość transferowanego genu w kukurydzy odpornej na 


szkodniki linii MON 810 


Wykazano, że gen CryIA(b) w kukurydzy odpornej na szkodniki linii MON 810 jest trwały przez siedem pokoleń krzyżówek względem jednego powtarzającego się rodzica (B73) oraz sześciu pokoleń krzyżówek względem drugiego, niespokrewnionego, wsobnego  (Mo17) (tabela B.6). Nie odnotowano odchyleń względem przewidywań na podstawie testu minimalnych odchyleń kwadratowych  Chi dla krzyżówek wstecznych dla B73 i Mo17 przy p=0.05. 


Podsumowując dane dotyczące segregacji oraz trwałości (tabela B.6) dane są zgodne z pojedynczym obszarem aktywnym insercji genu cryIA(b) do genomowego DNA linii MON 810. Wykazano, że trwałość tej insercji utrzymuje się przez siedem pokoleń krzyżowania. Pokolenie linii homozygotycznych (tabela B.6) wykazało dalszą trwałość insertu. 

(b)
Trwałość pokoleniowa kukurydzy odpornej na szkodniki linii  MON 810: analiza Southern Blot   

 Kukurydza linii  MON 810 odporna na szkodniki była uprawiana przez dwa lata w uprawach polowych w USA. Nasiona wykorzystywane w tych próbach reprezentowały różne etapy programu hodowli. Próbki tkanek liści z dwóch zestawów roślin linii MON 810, reprezentujących trzy pokolenia, były wykorzystywane do oceny trwałości wprowadzonego DNA, przy zastosowaniu analizy Southern Blot (Southern, 1975). Linia kukurydzy  MON 810 uprawiana w próbach polowych w 1994 r., partia nasion MON 81000 (linia 3), są przedstawicielami pokolenia  F1 hodowli z  B73.  Linia kukurydzy  MON 810 uprawiana w próbach polowych w 1995 r., partia nasion MON 81010 (linia 4), była mieszańcowa otrzymana z dodatkowej hodowli (F4).  Linia kontrolna nietransgeniczna MON 820 (partia nasion MON 82010) była traktowana równolegle z plazmidem  transformującym (linia 1 jako znacznik wielkości i kontrola  hybrydyzacji) i samodzielnie (linia 2) jako kontrola.  DNA kukurydzy było trawione za pomocą enzymów restrykcyjnych NcoI/EcoRI i badano odcinek genu cryIA(b).  


Dalszy dowód skuteczności tej linii wykazano poprzez zwalczanie Omacnicy prosowianki w czasie procesu hodowli, co także potwierdza molekularną trwałość wprowadzonego  DNA. 

3.6. Informacja o technikach: 

3.6.a. identyfikacji


Ziarno z kukurydzy odpornej na szkodniki linii  MON 810 jest zasadniczo ekwiwalentne z ziarnem innych odmian kukurydzy (zobacz  sekcję 5.12.).  Narzędzia molekularne, takie jak analizy Southern blot oraz PCR, jak opisano w tym dokumencie  można wykorzystać do zidentyfikowania ziarna oraz nasion kukurydzy odpornej na szkodniki.
3.6.b. wykrywania organizmu genetycznie zmodyfikowanego w środowisku


Techniki Southern blot lub PCR mogą być wykorzystane w celu wykrycia i identyfikacji wprowadzonej sekwencji nukleotydowej oraz ELISA do wykrycia białka CryIA(b) poddanego ekspresji.  Techniki te mogą być wykorzystane do identyfikacji roślin kukurydzy odpornej na szkodniki w  których zachodzi ekspresja genu  cryIA(b). 

Dodatkowo, biopróba na owadach wykorzystująca wrażliwe gatunki owadów takie jak rogatek sztywny tytoniowy (Manduca sexta), bielinek kapustnik (Trichoplusia ni) czy Omacnica prosowianka, (Ostrinia nubilalis) mogą być wykorzystane w celu identyfikacji roślin, w których następuje ekspresja białka  CryIA(b) (MacIntosh et al., 1990*).

3.7. Patogenność /szkodliwość (chorobotwórczość)

3.7.a. toksyczne lub alergiczne właściwości żywego lub martwego organizmu genetycznie zmodyfikowanego lub ich produktów metabolizmu

Kukurydza odporna na szkodniki z linii MON 810 jest odporna na szkodniki z rzędu Lepidoptera dzięki specyficzności białka CryIA(b). Specyficzność białka CryIA(b) i jego potencjalny wpływ na ludzkie zdrowie omówione są szczegółowo w sekcji 5.12. W oparciu o owe informacje, stwierdza się, że kukurydza odporna na szkodniki z linii MON 810 jest zasadniczo ekwiwalentna z innymi dostępnymi komercyjnie odmianami kukurydzy i, że białko CryIA(b) nie przedstawia zagrożenia o charakterze alergicznym lub toksycznym

3.7.b. produkty niebezpieczne

Nie zidentyfikowano żadnego szczególnego zagrożenia w kukurydzy odpornej na szkodniki z linii MON 810 lub jej potomstwie będącego rezultatem ekspresji białka CryIA(b).

3.7.c. porównanie organizmu genetycznie zmodyfikowanego z dawcą, biorcą lub organizmem rodzicielskim pod względem chorobotwórczości

Ani roślina gospodarz, kukurydza, ani organizm dawca wprowadzonego białka nie są wedle obecnej wiedzy patogenni lub szkodliwi. Wykazano, że kukurydza odporna na szkodniki z linii MON 810 jest ekwiwalentna z innymi odmianami kukurydzy, z wyjątkiem zwalczania szkodników wspomnianych wcześniej.

3.7.d. zdolność kolonizacji

Nie dotyczy.

B) Charakterystyka biorców lub organizmów rodzicielskich, z których otrzymano organizm genetycznie zmodyfikowany
3.8. Nazwy naukowe i inne nazwy



a) Rodzina:



Gramineae



b)
Rodzaj:



Zea


c)
Gatunek:



mays (2n = 20)



d)
Podgatunek:


brak



e)
Odmiana/linia:


“High Type-II” genotyp (Hi-II)



f)
Nazwa zwyczajowa:

Kukurydza


Genetyczny materiał Hi-II, początkowy biorca dodatkowego genu, jest pochodnym wsobnych linii kukurydzy A188 i B73. Są to powszechnie dostępne linie wsobne uzyskane w Stanach Zjednoczonych przez odpowiednio University of Minnesota i Iowa State University. Oznaczony „Hi-II” materiał biorcy jest w przybliżeniu 50:50 mieszaniną dwóch linii (Armstrong et al., 1991). Materiał został przygotowany tak by odznaczać się większym potencjałem regeneracji w  stadium  kultur ‘in vitro’ oraz akceptowalnymi wynikami komercyjnymi uzyskanych mieszańców.

.

3.9. Cechy fenotypowe i genetyczne

Kukurydza (Zea mays) rozmnaża się płciowo. Kukurydza jest wiatropylnym, jednopiennym gatunkiem z osobnymi pręcikowymi i słupkowymi kwiatami, co sprzyja naturalnemu krzyżowaniu pomiędzy roślinami kukurydzy. Tak jak jest to typowe u innych wiatropylnych roślin, produkowany jest duży nadmiar pyłku kukurydzy przypadający na każde zapłodnienie zalążka na kolbie (Goss, 1968*; Kiesselbach, 1949*). Ruchy wiatru na polu kukurydzy powodują, że pyłek spada na kwiaty żeńskie tej samej lub sąsiednich roślin. Mając średnicę około 0.1 mm, pyłek kukurydzy jest największym ze wszystkich pyłków normalnie rozpylanych przez wiatr ze względnie niskiego poziomu względem podłoża. Rozsiew pyłku kukurydzy jest pochodną jego dużego rozmiaru i szybkiego tempa osiadania (Raynor et al., 1972*). Samozapylenie prowadzi do homogenności cech genetycznych w jednej roślinie, podczas gdy zapylenie krzyżowe łączy cechy genetyczne wielu roślin. Ta idea mieszańca wsobnego i będąca jej rezultatem wydajność są podstawą nowoczesnego przemysłu nasiennego kukurydzy.

 3.10. Pokrewieństwo pomiędzy dawcą i biorcą lub między organizmami rodzicielskimi

Organizmy biorcy i dawcy nie są spokrewnione z wyjątkiem intronu hsp70, który został wyizolowany z kukurydzy.

3.11. Występowanie geograficzne i naturalne siedlisko organizmów wraz z informacją o naturalnych wrogach, ofiarach, pasożytach, konkurentach, symbiontach i gospodarzach


Kukurydza odznaczając się wieloma różnorodnymi typami, uprawiana jest w szerokim zakresie warunków klimatycznych. Większość kukurydzy produkowana jest pomiędzy 30 i 55 szerokości geograficznej ze stosunkowo niewielkimi uprawami na szerokościach większych niż 47 wszędzie na świecie (Shaw, 1988). Największa produkcja kukurydzy ma miejsce tam gdzie izoterma najcieplejszego miesiąca mieści się w zakresie 21 i 27 stopni Celsjusza, a sezon wolny od mrozu trwa 120 do 180 dni. Ilość letnich opadów atmosferycznych około 1500 mm jest przybliżonym dolnym limitem produkcji kukurydzy bez konieczności zapewnienia nawadniania, nie istnieje górny limit opadów dla produkcji kukurydzy, chociaż nadmierne opady zmniejszają plony. Tabela B.1. wymienia najważniejsze obszary produkcji kukurydzy



Tabela B.1  Światowa Produkcja Kukurydzy na nasiona 1994‑95*


Kraj            

 Producja      







(MMT**)   
(% całkowitej)


______________________________________________________



St. Zjednoczone.        

256.63          

46.3



Chiny      


104.00          

18.8



Brazylia      


 31.00           

5.6



U.E.         


26.93           

4.9



Europa Wsch.


22.39           

4.0



Meksyk       


16.00          

2.9



Argentyna  


10.50           

1.9



Indie

       

10.50          

1.9



Kanada       


 7.05           

1.3



Afryka Płd. 


7.00           

1.3



*National Corn Growers Association. 1995.  The World of Corn.



**MMT: Milliony ton

3.12. Stabilność genetyczna i czynniki na nią wpływające

Kukurydza ma długą historię jako roślina uprawna i jest genetycznie najbardziej dostępną i scharakteryzowaną spośród roślin wyższych (Coe et al., 1988). Precyzyjne eksperymenty cytologiczne i cytogenetyczne zostały przeprowadzone na kluczowych stadiach mejozy (Carlson, 1988); różnorodne tkanki i stadia rozwojowe zostały zdefiniowane, systematycznie zanalizowane i zbadane; badania molekularne kukurydzy posunęły się do punktu, w którym wiele genów zostało sklonowanych, a wiele części genomu kukurydzy zostało scharakteryzowanych lub przedstawiono ich szczegółową sekwencję (Coe et al., 1988; Walbot i Messing, 1988). Kukurydza jest nieustannie modyfikowana przez hodowców w celu poprawy jakości i wydajności uprawy (Hageman i Lambert, 1988).

3.13. Możliwość genetycznego przeniesienia i wymiany z innymi organizmami. Zdolność krzyżowania z innymi gatunkami użytkowymi lub dzikimi

b.  Potencjalne krzyżowanie na zewnątrz 

a.  Krzyżowanie z uprawianymi odmianami z rodzaju  Zea 

Kukurydza jest rośliną wiatropylną, a dystans możliwy do przebycia przez pyłek wciąż zdolny do zapylenia zależny jest od przeważających kierunków wiatrów, wilgotności i temperatur. Wszystkie odmiany kukurydzy mogą się krzyżowo zapylić z wyjątkiem pewnych odmian kukurydzy popcorn i mieszańców, które mają jeden z czynników gametofitowych (Ga s, Ga i serii ga alleli na chromosomie 4). Pyłek specyficznego mieszańca może być przeniesiony przez wiatr zapylając inne mieszańce kukurydzy, (Hallauer, 1995). Pyłek kukurydzy może się więc przenosić dowolnie w obszarze, ląduje na kwiatach tej samej lub sąsiedniej rośliny, kiełkuje prawie natychmiast po zapyleniu i w ciągu 24 godzin kończy proces zapłodnienia.


Standardy certyfikacji odległości pomiędzy odmiennymi genotypami kukurydzy zostały ustalone tak by wspomóc produkcję mieszańców kukurydzy posiadających pożądany poziom czystości. W Europie, w produkcji komercyjnych nasion mieszańcowych powinno się ustalać strefy izolacji przestrzennej, że roślina rodzicielska jest w odległości nie mniejszej niż 300 m od innych roślin kukurydzy podobnego typu ( 200 m w Stanach Zjednoczonych). Zalecana odległość dla hodowli wsobnej wynosi 400 m.


b.  Krzyżowanie z dzikimi gatunkami z rodzaju Zea

Istnieje niewiele innych gatunków roślinnych, które krzyżują się z kukurydzą, a te, które tak czynią pochodzą wszystkie z Nowego Świata. Kukurydza i Zea mays podgatunek mexicana (Schrad.) są genetycznie kompatybilne i na obszarze Meksyku i Gwatemali swobodnie ulegają przekrzyżowaniu, jeśli znajdują się w pobliżu siebie (Doebley i Iltis, 1980*). Zea mays podgatunek mexicana  istnieje głównie jako chwast dookoła granic pól kukurydzy, a częstość występowania mieszańców pomiędzy nią i kukurydzą została zbadana (Wilkes, 1972). Ani odmiany roczne ani dwuletnie Zea mays podgatunek mexicana nie mogą przeżyć temperatur poniżej 0o C i wszystkie zaadaptowane są do dnia krótkiego, tak więc zakres występowania obu jest zwykle ograniczony do tropików i semi-tropików (Goodman, 1995).

Kukurydza może zostać skrzyżowana z wielkimi trudnościami z wieloma gatunkami Tripsacum, ale potomstwo to osobniki męsko sterylne. Mieszańce Tripsacum i kukurydzy nie zostały zaobserwowane na polach,a mieszańce Tripsacum – Zea mays podgatunek mexicana (Schrad.) nie zostały wyprodukowane (Wilkes, 1972; Goodman, 1995; Goodmma 1988*). Tripsacum rozwinęła się poprzez poliploidyzację, podczas gdy kukurydza i Zea mays podgatunek mexicana zostały poddane introgresywnej hybrydyzacji (introgressive hybridization) na poziomie diploidalnym (2n= 20). Gatunki Tripsacum są dwuletnie i wydają się bliżej spokrewnione z gatunkiem Manisuris niż z kukurydzą lub Zea mays podgatunek mexicana. Szesnaście gatunków Tripsacum zostało opisanych, a dwanaście z tych gatunków jest gatunkami miejscowymi w Meksyku i Gwatemali. Tripsacum floridanum jest miejscowym gatunkiem na południowym krańcu Florydy w Stanach Zjednoczonych, podczas gdy Tripsacum australe i dwa inne gatunki są gatunkami miejscowymi w Ameryce Południowej.


Istnieje kilka innych gatunków roślin, które krzyżują się z kukurydzą, a wszystkie, które tak czynią są gatunkami pochodzącymi z Nowego Świata nieobecne w Europie z wyjątkiem miejsc takich jak ogrody botaniczne. Krzyżowanie kukurydzy odpornej na szkodniki z uprawną kukurydzą i dzikimi pokrewnymi odmianami będzie zachodzić tak samo jak się to dzieje z obecnymi odmianami kukurydzy.


c. Krzyżowanie z innymi gatunkami, z którymi nie może być ona rozmnażana


Nie istnieją opublikowane dowody istnienia jakiegokolwiek mechanizmu, innego niż płciowe krzyżowanie, przy pomocy którego, geny mogą być przekazane z rośliny do innych organizmów.

3.14. Informacja dotycząca reprodukcji i czynników z nią związanych

Kukurydza jest rośliną jednoroczną z cyklem uprawnym różniącym się w zakresie od krótkiego liczącego 60 do 70 dni do tak długiego jak 43 do 48 tygodni licząc od kiełkowania do dojrzałości (Shaw,1988). Ta różnorodność dojrzałości umożliwia uprawę kukurydzy w szerokim zakresie warunków klimatycznych. Jako roślina wiatropylna, gatunek trawy jednołodygowej kukurydza może samozapylać się i zapładniać jak również zapylać krzyżowo i zapładniać, a częstość każdego procesu jest zwykle determinowana przez fizyczną bliskość i inne wpływy fizyczne na przenoszenie pyłku.

Tworzenie pręcików, słupków i zapylanie to najbardziej krytyczne stadia rozwoju kukurydzy, a wielkość plonu ziarna zależy w wielkiej mierze od wilgotności i stresu płodności. W warunkach wysokiej temperatury (Herrero i Johnson, 1980*) i wysuszania (Hoekstra et al., 1989*), trwałość pyłku kukurydzy mierzona jest w minutach; te warunki mogą nawet zniszczyć kwiatostan męski przed uwolnieniem jakiegokolwiek pyłku (Lonnquist i Jungenheimer, 1943). Bardziej umiarkowane warunki mogą przedłużyć przeżycie pyłku do godzin (Jones i Newell, 1948*).

3.15. Informacja dotycząca przeżywalności i czynników na nią wpływających


a. Zdolność do tworzenia struktur służących przeżyciu lub spoczynkowi 


Kukurydza jest rośliną jednoroczną a nasiona jedyną strukturą służącą przeżyciu. Nie stwierdzono w tym wypadku faktu naturalnej regeneracji z tkanek wegetatywnych. Nowoczesne odmiany kukurydzy nie mogą przeżyć jako chwasty. Nie znajduje się samosiewów kukurydzy w rowach, miedzach lub poboczach dróg rosnących jako chwasty. Jakkolwiek kukurydza z ubiegłorocznych upraw może przezimować w wypadku łagodnych zim i kiełkować w roku następnym, nie może ona utrzymać się jako chwast (Hallauer, 1995). Pojawienie się kukurydzy na polach rotacyjnych po zasiewie kukurydzy z poprzedniego roku jest zwykle rzadkie w warunkach europejskich. Samosiewy niszczone są przez mróz lub łatwo kontrolowane przez współczesne praktyki agronomiczne włączając uprawę i wykorzystanie selektywnych herbicydów.


b. Specyficzne czynniki wpływające na zdolność do przeżycia 
Kukurydza nie może przeżyć bez pomocy człowieka i nie jest w stanie przeżyć jako chwast w związku z selekcją w czasie jej ewolucji W przeciwieństwie do chwastów kukurydza posiada wielołodygowy kwiatostan żeński (kolba) na centralnym sztywnym pręcie (kaczan) zamknięty w łupinie (modyfikowane liście). W związku z tym rozsiew poszczególnych nasion nie zachodzi naturalnie z powodu struktury kolby kukurydzianej (Rissler i Mallon, 1993*).

Przeżycie ziaren kukurydzy zależne jest od temperatury, wilgotności nasion, genotypu, osłony łupiny i stadium rozwoju (Rossman, 1949*). Temperatury poniżej 0C  mają negatywny wpływ na kiełkowanie nasion kukurydzy i zostały zidentyfikowane jako główny czynnik ryzyka produkcji nasion kukurydzy (Wych, 1988). Temperatury powyżej 45C  również zostały uznane za szkodliwe dla przeżywalności i jakości nasion kukurydzy (Craig, 1977).

3.16. Drogi rozprzestrzeniania i czynniki na nie wpływające


Kukurydza jest rośliną jednoroczną, a nasiona są jej jedyną strukturą służącą przeżyciu. Nie stwierdzono w tym wypadku faktu naturalnej regeneracji z tkanek wegetatywnych. Na rozsiew nasion wpływa mechaniczne prowadzenie żniw i transport jak również szkody poczynione przez owady lub wiatr, które mogą spowodować, że niektóre dojrzałe kolby spadają na glebę i unikają żniw. Rozsiew pyłku pozostaje pod wpływem wiatru i warunków pogodowych.

3.17. Oddziaływania ze środowiskiem


Wiadomo o tym, że kukurydza wchodzi w reakcje z innymi organizmami w środowisku włączając w to owady, ptaki i ssaki. Jest podatna na szereg chorób grzybowych i szkodniki, jak również konkurencję otaczających chwastów.

3.18. Informacja o technikach 

Kukurydza to gatunek uprawny z rodziny Graminae i został dobrze scharakteryzowany taksonomicznie.

3.19. Czułość i specyficzność technik identyfikacji i wykrywania

Wykorzystanie stosownych technik  w stosunku do wprowadzonego genu dla hybrydyzacji DNA jest metodą bardzo czułą stosowaną przy detekcji i identyfikacji wprowadzonego genu. 

3.20. Charakterystyka

3.20.a. chorobotwórcza 

nie dotyczy

3.20.b. inne szkodliwe właściwości organizmu żywego lub martwego, włączając jego pozakomórkowe produkty

Kukurydza jest powszechnie uprawiana i posiada historię bezpiecznego wykorzystania. Kukurydza nie jest uważana za szkodliwą.
5. Informacja o oddziaływaniach pomiędzy organizmem genetycznie zmodyfikowanym a środowiskiem oraz wpływie tego organizmu na zdrowie ludzi.

A) Charaktetyka oddziaływań środowiska na przeżycie, rozmnażanie i rozprzestrzenianie organizmu genetycznie zmodyfikowanego

5.1. Cechy biologiczne mające wpływ na przetrwanie, rozmnażanie i rozprzestrzenianie

Patrz punkty : 3.13, 3.14, 3.15, 3.16.

Kukurydza odporna na szkodniki linii MON 810 i jej potomstwo zostały przetestowane w warunkach polowych w osiemnastu miejscach testowych w Europie poczynając od roku 1994 i ponad sześćdziesięciu lokalizacjach testowych w Stanach Zjednoczonych poczynając od roku 1993. Dane zgromadzone na podstawie tych badań (obejmujące plony, charakterystykę agronomiczną, żywotność, choroby i podatność na szkodniki) wykazują, że powyższa linia kukurydzy nie została zmieniona w zakresie dotyczącym przeżycia, rozmnażania lub rozsiewania w porównaniu z innymi odmianami kukurydzy.

W oparciu o obserwacje poczynione we wszystkich środowiskach testowych nie stwierdzono różnic fenotypowych, z wyjątkiem ochrony przed szkodnikami z rzędu Lepidoptera, dla linii MON 810 kukurydzy w porównaniu z kontrolnymi odmianami i innymi odmianami kukurydzy. Wniosek ten poparty jest przez dane wykazujące, że ziarno kukurydzy linii MON 810 jest właściwie ekwiwalentne z ziarnem innych odmian kukurydzy (Sekcja 5.12).

Przetrwanie

i. zdolność kiełkowania i spoczynek nasion 
Testy kiełkowania kukurydzy linii MON 810 odpornej na szkodniki i odmiany kontrolnej zostały przeprowadzone w pięciu lokalizacjach polowych w roku 1994 na obszarze środkowozachodnich Stanów Zjednoczonych. Rezultaty tych testów wykazały, że wszystkie próbki nasion odznaczały się wysoką zdolnością kiełkowania i nie zaobserwowano różnic pomiędzy liniami MON 810 i kontrolą w badanym zakresie warunków środowiskowych (Tabela B.10). Niniejsze stwierdzenia potwierdzają wniosek, że nie istnieją różnice dotyczące kiełkowania i spoczynku nasion pomiędzy kukurydzą linii MON 810 odporną na szkodniki i kontrolą.

ii.  żywotność ( vegetative vigour)

Na podstawie udokumentowanych obserwacji wizualnych w trakcie trwania testów polowych kukurydzy linii MON 810 odpornej na szkodniki przeprowadzanych od roku 1993 nie zaobserwowano różnic w żywotności pomiędzy kukurydzą linii MON 810 i kontrolą (linie rodzicielskie) lub innymi liniami kukurydzy o podobnym tle genetycznym. Nie stwierdzono różnic w jakości agronomicznej, podatności na choroby i szkodniki innych niż odporność na szkodniki kukurydzy linii MON 810 w porównaniu do roślin nie modyfikowanych genetycznie (Croon et al., 1995). Monitorowane choroby obejmowały północną rdzę liści (Exserohilum turcicum), południową rdzę liści (Bipolaris maydis), bakteryjną rdzę liści (Erwinia stewartii), pospolitą śnieć kukurydzy (Ustilago maydis), wirus pasiastości kukurydzy i pospolitą rdzę kukurydzy (Puccinia sorghi).

Obserwacje poczynione od roku 1993 wykazują, że nie istnieją różnice żywotności lub adaptacji do czynników stresu środowiskowego włączając w to suszę, wysokie temperatury i mróz, pomiędzy kukurydzą linii MON 810 odporną na szkodniki i kontrolą (linie rodzicielske) lub innymi liniami kukurydzy o podobnym tle genetycznym.

Rozmnażanie 

Wyczerpujące obserwacje poczynione na polach w latach 1993, 1994 i 1995 podczas testów polowych udowadniają, że sposób i tempo reprodukcji kukurydzy linii MON 810 odpornej na szkodniki jest typowe dla innych odmian kukurydzy (Croon et al., 1995). Ta linia kukurydzy nadal wykazuje te same cechy; osobne pręciki i słupki. Pyłek produkowany był wyłącznie w kwiatostanach pręcikowych z fazą antezy (uwalniania pyłku) synchroniczną z pojawieniem się / otwarciem kwiatostanów żeńskich. Nie zaobserwowano różnic dotyczących nasion lub dojrzałości roślin. W niektórych badaniach, rośliny nie odpornione na szkodniki dojrzewały szybciej z powodu przedwczesnego starzenia się spowodowanego przez szkody poczynione przez szkodniki drążące łodygi.


Nie zaobserwowano różnicy w plonach pomiędzy kukurydzą linii MON 810 odporną na szkodniki i linią kontrolną chronioną przez standardowym, komercyjnym insektycydem w badaniach przeprowadzonych w latach 1994 i 1995.

Rozprzestrzenianie

Rozprzestrzenianie kukurydzy zachodzi wyłącznie przy pomocy nasion. Wprowadzone cechy mogą być również rozsiewane za pomocą pyłku. Kukurydza nie może przeżyć bez pomocy człowieka w związku z historyczną selekcją w czasie jej ewolucji (Galinat, 1988). W związku z tym rozsiew poszczególnych nasion nie zachodzi naturalnie z powodu struktury kolby kukurydzianej. Wprowadzona cecha, odporność na szkodniki nie ma wpływu na reprodukcyjną morfologię i wobec tego zmiany w rozsiewie nasion nie są spodziewane. Kukurydza linii MON 810 odporna na szkodniki nadal wykazuje wielołodygowy kwiatostan żeński (kolbę) na centralnym sztywnym pręcie (kaczan) zamknięty w łupinie (modyfikowane liście).

5.2. Znane lub przewidywane warunki środowiskowe, które mogą mieć wpływ na przeżycie, rozmnażanie i rozprzestrzenianie (wiatr, woda, gleba, temperatura, pH, itp.)


Zachowanie i charakterystyka roślin kukurydzy linii MON 810 odpornej na szkodniki zostały zbadane w różnych środowiskach polowych w Stanach Zjednoczonych poczynając od roku 1992 i nie stwierdzono znaczących różnic w porównaniu z innymi odmianami kukurydzy, z wyjątkiem odporności szkodniki z rzędu Lepidoptera. Ocena interakcji środowiskowych obejmowała:

• podatność na szkodniki i choroby

• zdolność do przeżycia (samosiewy)

• zdolność namnażania nasion (plonowanie)

• ekspresję białka CryIA(b) w liściach i ziarnie

• analizę składu ziarna

• bezpieczeństwo dla ptaków

• bezpieczeństwo dla ssaków

We wszystkich środowiskach gdzie testowano kukurydzę linii MON 810 odporną na szkodniki nie zaobserwowano różnic postępowania pomiędzy tą linią i innymi odmianami kukurydzy. 

5.3. Czułość na specyficzne warunki


Kukurydza linii MON 810 odporna na szkodniki i jej potomstwo zostały przetestowane na polach w osiemnastu lokalizacjach testowych w Europie poczynając od roku 1994 i w ponad sześćdziesięciu lokalizacjach testowych w Stanach Zjednoczonych poczynając od roku 1993. Dane zgromadzone na podstawie tych badań (obejmujące wydajność plonów, charakterystykę agronomiczną, żywotność, podatność na choroby i szkodniki) wykazują, że powyższa linia kukurydzy nie została zmieniona w zakresie dotyczącym przeżycia, rozmnażania lub rozsiewania w porównaniu z innymi odmianami kukurydzy.

Na podstawie obserwacji poczynionych we wszystkich środowiskach testowanych nie stwierdzono różnic fenotypowych, z wyjątkiem odporności na szkodniki z rzędu Lepidoptera występującej u kukurydzy linii MON 810, w porównaniu z kontrolą lub innymi odmianami kukurydzy. Wniosek ten poparty jest przez dane wykazujące, że ziarno kukurydzy linii MON 810 jest właściwie ekwiwalentne z ziarnem innych odmian kukurydzy (Sekcja 5.12).
B)  Wpływ organizmu genetycznie zmodyfikowanego na środowisko 

Nie oczekuje się by wpływ środowiskowy ziaren kukurydzy linii MON 810 odpornej na szkodniki różnił się od tego, jaki wywierają inne odmiany kukurydzy używane w tych samych celach.
5.4. Przewidziane środowisko organizmu genetycznie zmodyfikowanego

Dopuszczenie do uprawy polowej kukurydzy Bt w Polsce nie jest przedmiotem tego wniosku. W ramach importu do Polski niewielkie ilości nasion mogą dostać się do naturalnego środowiska w czasie transportu i obsługi związanej z przetwórstwem nasion kukurydzy. Można oczekiwać, że nasiona mogły by przeżyć przez krótki czas, w pewnych warunkach uprawowych, jednak nie należy oczekiwać, by przetrwały w innych warunkach, (np. na drodze). Wniosek ten bazuje na szerokim doświadczeniu z innymi odmianami komercyjnymi kukuryzdzy, które wykazało brak inwazyjności oraz zademonstrowało, że  kukurydza odporna na szkodniki (Bt Corn) linia MON 810 jest ekwiwalentna względem odmian komercyjnych (z wyjątkiem odporności na szkodniki z rzędu Lepidoptera) pod względem zachowania w środowisku innym niż pole uprawne.

5.5. Wyniki badań nad zachowaniem i charakterystyką organizmu genetycznie zmodyfikowanego w kontrolowanych warunkach wzrostu, takich jak laboratoryjnie odtworzone ekosystemy, komory wzrostu, cieplarnie i inne


Zachowanie i charakterystyka roślin transgenicznych była szczegółowo obserwowana w szklarniach i komorach wzrostu. Jednakże, większość obserwacji zachowań  kukurydzy odpornej na szkodniki została poczyniona w naturalnych warunkach środowiskowych. We wszystkich środowiskach gdzie testowano kukurydzę linii MON 810 nie zaobserwowano różnic postępowania pomiędzy tą linią i innymi odmianami kukurydzy.

Oszacowanie wzajemnych oddziaływań ze środowskiem zostało omówione w punkcie 5.11.
5.8. Stosowane środki dla zabezpieczenia i sprawdzenia stabilności genetycznej: opis mechanizmów genetycznych, które mogą zapobiegać lub minimalizować rozprzestrzenianie się materiału genetycznego; metody sprawdzania stabilności genetycznej


Oszacowanie odporności na żerowanie omacnicy prosowianki zostało wykorzystana do rutynowego potwierdzenia stabilności. Dziedziczenie i ekspresja wprowadzonych genów w kukurydzy przedstawiły się jako stabilne przez co najmniej siedem pokoleń (okres badań) i dziedziczone na drodze mendlowskiej. Dodatkowo, charakterystyka molekularna przedstawia stabilność insertu  pomiędzy pokoleniami (zobacz punkt 3.3).

5.9. Szlaki biologicznego rozprzestrzeniania, znane lub potencjalne sposoby rozsiewania, włączając wdychanie, przyjmowanie pokarmu, przenikanie przez glebę, itp.


Są dwa podstawowe szlaki biologicznego rozprzestrzeniania - rozsiewanie nasion i pyłku. Jakiekolwiek nasiona wpadające do gleby zostaną zniszczone niską temperaturą w czasie zimy, a w przypadku gdyby roślina przeżyła, nie posiada ona żadnej przewagi środowiskowej w warunkach naturalnych lub polowych. Możliwość rozsiewania pyłków przez rośliny kukurydzy została omówiona w punkcie 3.13. Nie wprowadzono żadnych modyfikacji genetycznych do kukurydzy odpornej na szkodniki w celu modyfikacji charakterystyki zarówno rozsiewania nasion, jak i pyłku. 

Rośliny kukurydzy mogą być regenerowane z materiału wegetatywnego roślin, w warunkach laboratoryjnych, jednak jest to wysoce nieprawdopodobne w warunkach naturalnych.

5.10. Opis ekosystemów, do których organizm genetycznie zmodyfikowany mógłby być przeniesiony


Kukurydza odporna na szkodniki może być przenoszona do pewnych określonych ekosystemów rolnych (włączając pola uprawne), naturalnego środowiska lub środowiska semi-gospodarczego, takiego jak obszary przydrożne czy tereny zakładów przetwórczych, jednakże kukurydza wykazuje  stosunkowo małą konkurencyjność. Nie ma oznak, że pod tym względem kukurydza Bt różni się od innych odmian kukurydzy.. 

5.11. Potencjalny wpływ organizmu genetycznie zmodyfikowanego na środowisko 

1.
Wpływ produktu na środowisko 

Nie oczekuje się ubocznego działania na środowisko wynikającego z produkcji lub importu nasion, ziaren lub produktów pochodnych kukurydzy odpornej na szkodniki. Co więcej dostępne są wyczerpujące dane potwierdzające brak nie –celowego działania preparatów mikrobiotycznych uzyskanych z Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki (B.t.k.) zawierających białko CryIA(b). Pełna długość białka CryIA(b) kodowana przez gen cryIA(b) wykorzystywany do produkcji roślin kukurydzy odpornej na szkodniki oraz rdzeniowe białko odporne na trypsynę o działaniu insekcytydowym wytwarzane w tych roślinach są identyczne z odpowiednimi białkami pełnej długości i białkami rdzeniowymi Cry IA(b) odpornymi na trypsynę zawartymi w preparatach mikrobiotycznych, które są bezpiecznie wykorzystywane komercyjnie od ponad 30 lat (Lee et al., 1995a; EPA, 1988*). Białka B.t.k. są szczególnie selektywne w stosunku do owadów z rzędu Lepidoptera (MacIntosh et al., 1990*; Klausner, 1984*; Aronson et al., 1986; Dulmage, 1981*; Whitely and Shnepf, 1986*), i nie mają ujemnego wpływu na pożyteczne/ nie będące celem owady, włączając w to drapieżniki i pasożyty szkodników z rzędu Lepidoptera  oraz pszczoły (Apis mellifera) (Flexner et al., 1986*; Krieg and Langenbruch, 1981*; Cantwell et al., 1972*; EPA, 1988*; Vinson, 1989*; Melin i Cozzi, 1989*). Bezpieczeństwo białka CryIA(b) oraz roślin kukurydzy z ekspresją tego białka dla owadów nie będących celem zostało potwierdzone w badaniach polowych przeprowadzonych w 1995 we Francji i Włoszech 


Dodatkowo, osobne badania zostały przeprowadzone w celu oceny bezpieczeństwa białka CryIA(b) dla owadów nie będących celem zwalczania. 

(a)   Pszczoła miodna - larwy i osobniki dorosłe.


Badania owe zostały wykonane w celu oceny bezpieczeństwa białka  CryIA(b) dla larw i form dorosłych pszczoły miodnej (Apis mellifera L.), pożytecznego owada, zapylającego wiele gatunków roślin. W badaniach tych została wykorzystana maksymalna dawka zagrażająca. Maksymalne testowane nominalne stężenie białka CryIA(b) było ponad 10 –krotnie większe niż szacunkowy poziom wymagany dla 50% śmiertelności (LC 50) wielu szkodników z rzędu Lepidoptera będących celem białka CryIA(b) (MacIntosh et al., 1990*). Nie zaobserwowano różnic w grupach traktowanych, a LC 50 dla białka CryIA(b) dla larw i form dorosłych pszczoły miodnej było większe niż 20 ppm, najwyższa testowana dawka. Poziom bez obserwowalnych działań wynosił 20 ppm (Maggi i Sims, 1994a i 1994b; Sims, 1994).

(b)
 Złotook


Przeprowadzono również badanie dla oceny bezpieczeństwa białka  CryIA(b) dla larw Złotooka (Chrysopa carnea), pożytecznego owada drapieżnego często znajdowanego wśród kukurydzy i innych roślin uprawnych. Nie stwierdzono dowodów na ujemny wpływ na larwy Złotooka karmione jajkami ćmy pokrytymi nominalną koncentracją białka CryIA(b) wynoszącą 16.7 ppm przez siedem dni. W warunkach testu LC 50 wynosiło więcej niż 16.7 ppm białka CryIA(b), czyli największa testowana dawka (Hoxter i Lynn, 1992 a).


(c)
Pasożytnicze błonkówki


Badanie to przeprowadzono dla oceny bezpieczeństwa białka CryIA(b) dla pasożytniczych błonkówek (Brachymeria intermedia), pożytecznego pasożyta muchy domowej (Musca domestica). Pasożytnicze błonkówki wystawione na działanie białka CryIA(b) o koncentracji 20 ppm w roztworze wody/ miodu przez okres 30 dni nie wykazały śmiertelności związanej z tym postępowaniem lub oznak toksyczności. LC 50 dla białka CryIA(b) u pasożytniczych błonkówek wynosiło więcej niż 20 ppm, czyli największa testowana dawka. Poziom bez obserwowalnych działań wynosił 20 ppm (Hoxter i Lynn, 1992 b).


(d)
Biedronka - osobniki dorosłe (chrząszcze)

Badanie to przeprowadzono dla oceny bezpieczeństwa białka CryIA(b) dla chrząszczy biedronki (Hippodamia convergens), pożytecznego owada drapieżnego, który żywi się mszycami i innymi owadami często znajdowanymi na łodygach i liściach chwastów i roślin uprawnych. Chrząszcze biedronki wystawione w teście na działanie białka CryIA(b) o koncentracji 20 ppm w roztworze wody/ miodu przez okres dziewięciu dni nie wykazały śmiertelności związanej z tym postępowaniem lub oznak toksyczności. LC 50 białka CryIA(b) u chrząszczy biedronki wynosiło więcej niż 20 ppm, czyli największa testowana dawka. Poziom bez obserwowalnych działań wynosił 20 ppm (Hoxter i Lynn, 1992 c).

5.11.a. Możliwość nadmiernego wzrostu populacji w środowisku


Kukurydza Bt nie wykazała żadnego nadmiernego wzrostu populacji w warunkach środowiska Europy, i świata. Powiązane jest to w dużym stopniu z brakiem u kukurydzy cech konkurencyjności opisanych punkcie 5.1. Na podstawie programów prób polowych prowadzonych z linią MON 810, w porównaniu z odmianami komercyjnymi, wywnioskowano że żadna z cech, która mogłaby potencjalnie wzbogacić cechy kukurydzy jako chwastu nie została zmodyfikowana w lini MON 810. Potencjalny nadmierny wzrost populacji kukurydzy odpornej na szkodniki linii MON 810 został rozpatrzony jako nieistotny.

5.11.b. Konkurencyjność genetycznie zmodyfikowanego organizmu w stosunku do niezmodyfikowanych biorców lub organizmów rodzicielskich

Wprowadzenie cechy odporności na szkodniki do linii MON 810 umożliwia skuteczne zwalczanie szkodników z rzędu Lepidoptera. W warunkach pól uprawnych odporność na szkodniki będzie prowadzić jedynie do konkurencyjnej przewagi, w porównaniu z macierzystą niemodyfikowaną odmianą kukurydzy. Ponieważ celem tego wniosku jest uzyskanie zezwolenia na przetwarzanie i konsumpcję kukurydy odpornej na szkodniki linii MON 810 a nie na produkcję nasion tej linii w Polsce, nie powstaną warunki do uwidaczniania jakiejkolwiek przewagi konkurencyjnej. Bazując na wynikach omawianych wcześniej (zobacz punkt 5.1.), wprowadzenie cechy odporności na szkodniki nie wpłynęło na przeżywalność, konkurencyjność, czy inwazyjność w porównaniu z nie modyfikowanymi odmianami kukurydzy.
5.11.g. Znane lub przewidywane wpływy na niedocelowe organizmy w środowisku, zmiany konkurencyjności w stosunku do ofiar, gospodarzy, symbiontów, wrogów, pasożytów i patogenów


W celu oszacowania wpływu kukurydzy odpornej na szkodniki na owady nie bedące celem zwalczania przeprowadzono dwa badania. W roku 1995 we Francji i w 1993, 1994 i 1995 w Stanach Zjednoczonych i Francji w celu porównania egzemplarzy wsobnych i mieszańców kukurydzy odpornej na szkodniki transformowanej przy wykorzystaniu genu cryIA(b) pochodzącego z Bacillus thuringiensis podgatunek kurstaki oraz ich nie- transformowanych odpowiedników. W trakcie tych badań oceniony został ewentualny względny nadmiar pożytecznych stawonogów istniejący pomiędzy transformowaną i nietransformowaną kukurydzą oraz pomiędzy ochroną uzyskaną przez CryIA(b) i rozpylanym insektycydem.

Rezultaty tych trzyletnich badań  nie potwierdzają ani bezpośredniego ani pośredniego wpływu na owady nie bedące celem zwalczania.
Dodatkowo, pająki i inne drapieżniki znane są jako ważne drapieżniki polujące na omacnicę prosowiankę (Ostrinia nubilalis) jak również inne ekonomicznie istotne szkodniki kukurydzy. Obliczenia liczebności owadów z Bonnut we Francji i Ames, IA w roku 1995 nie wykazały działania na pająki i inne owady w tych lokalizacjach, które mogłyby by być przypisane mieszańcom kukurydzy odpornej na szkodniki.

C)  Wpływ organizmu genetycznie zmodyfikowanego na zdrowie ludzi

5.12. Aspekty zdrowotne

(a) Oszacowanie bezpieczeństwa białka  CryIA(b)



Oszacowanie bezpieczeństwa ludzi względem białka  CryIA(b) było wykonane w trzech grupach eksperymentów.  Obejmowały one: 1) charakterystykę białka, 2) badania dotyczące przebiegu trawienia w symulowanych warunkach płynów żołądkowych i jelitowych 3) silną toksyczność doustną u myszy. Do przeprowadzenia tych doświadczeń potrzebne były relatywnie duże ilości białka. Idealnie byłoby, gdyby była możliwość wykonania testu białek w oparciu o kukurydzę odporną na owady. Nie było to możliwe ze względu na niskie poziomy ekspresji oraz problemy z oczyszczeniem odpowiedniej ilości białka z tkanek rośliny. Badania te były prowadzone z białkiem CryIA(b) odpornym na trypsynę ponieważ  wiadomo, że jest to forma aktywna względem owadów białka CryIA(b) wykrytą w kukurydzy odpornej na owady linii  MON 810 (Lee et al., 1995b).  Ekwiwalentność chemiczna i funkcjonalna białka CryIA(b) odpornego na trypsynę wytwarzana w E. coli oraz kukurydzy odpornej na owady, włączając linię  MON 810, była ustalona przy wykorzystaniu rygorystycznego kryterium z uwzględnieniem masy cząsteczkowej, immunoreaktywności oraz aktywności względem owadów (Lee et al., 1995b). Podsumowanie dotyczące charakterystykę białek oraz wyniki dotyczące badania strawności i doustnej ostrej toksyczności dla białka CrylA(b) są przedstawione w kolejnych rozdziałach. 

5.12.a. właściwości toksyczne lub alergiczne organizmów genetycznie zmodyfikowanych lub produktów ich metabolizmu

Oszacowanie toksyczności białka CryIA(b) 

Specyficzność białka CryIA(b). Białko CryIA(b) w celu osiągnięcia efektu na owadzie musi być przez niego zjedzone (Huber and Lüthy, 1981. Białko  CryIA(b) jest owadobójcze jedynie w odniesieniu do niektórych gatunków motyli. Tylko siedem z osiemnastu gatunków testowanych motyli było wrażliwych na białka B. thuringiensis podgatunek  kurstaki (Macintosh et al., 1990*). Ta specyficzność jest przypisywana bezpośrednio obecności receptorów u owadów docelowych  (Van Rie et al., 1990*; Hofmann et al., 1988a*).


Receptory dla białek delta-endotoksyn podgatunków Bacillus thuringiensis nie występują na powierzchni komórek jelitowych ssaków, dlatego też ludzie nie są wrażliwi na to białko (Hofmann et al., 1988b*; Noteborn and Kuiper, 1995*; Sacchi et al., 1986*).  Oprócz braku receptorów dla białek B.t.k, brak niekorzystnych efektów u ludzi wskazywana w licznych pracach przeglądowych i jest dalszym poparciem licznych danych dotyczących bezpieczeństwa białek B.t. (Ignoffo, 1973*; Shadduck, 1983*; Siegel and Shadduck, 1989*).  Przeprowadzono badania dotyczące bezpieczeństwa, opisane poniżej, które pokazują, że białko CryIA(b) nie wykazuje żadnej znaczącej homologii aminokwasów do znanych toksyn białkowych, z wyjątkiem białek B.t. oraz  że białko CryIA(b) jest gwałtownie degradowane w warunkach symulowanych warunków żołądkowych i  nie jest doustnie toksyczne dla myszy. 


Wnikliwe badania żywieniowe z białkiem CryIA(b) na myszach. Wnikliwe badania żywieniowe na myszach wytworzonego przez E. coli odpornego na trypsynę białka CryIA(b) były prowadzone w celu dokładnego ustalenia potencjalnej toksyczności związanej z białkiem CryIA(b) (Naylor, 1992*).  Wyniki tych badań potwierdzają brak toksyczności dla ssaków białka CryIA(b)


Podsumowując, białko CryIA(b) nie wykazuje podobieństwa sekwencji aminokwasowych do znanych toksyn białkowych, innych niż białka B.t., białko CryIA(b) jest błyskawicznie degradowane, a jego aktywność owadobójcza tracona w warunkach symulowanego przewodu pokarmowego ssaków. Ponadto, brak wskaźników toksyczności mierzonych poprzez badania powiązane z niekorzystnymi efektami w trakcie karmienia myszy białkiem CryIA(b). Badania te poparły bezpieczeństwo białka CryIA(b) i są całkowicie zgodne z historią bezpiecznego zastosowania białka CryIA(b), co do której dowiedziono, że jest wysoce selektywna dla owadów, bez aktywności względem innych typów żywych organizmów, takich jak ssaki, ryby,  ptaki, czy bezkręgowców (EPA, 1988*).


(c)
Oszacowanie potencjalnej  alergenności białka CryIA(b) 

Wielkie ilości różnorodnych białek są konsumowane doustnie przez ludzi każdego dnia. Bardzo rzadko któreś z dziesięciu tysięcy białek aktywizuje reakcję alergenną (Taylor, 1992*).  Najważniejszym wskaźnikiem do rozpatrzenia w ocenie potencjalnej alergenności jest stwierdzenie czy gen wprowadzony do rośliny nie jest alergenny (FDA, 1992*).  Bacillus thuringiensis [źródło genu cryIA(b)] w swej przeszłości nie powodowało alergii. Przez przeszło 30 lat komercyjnego wykorzystania nie było doniesień dotyczących  alergenności Bacillus thuringiensis, uwzględniając alergię zawodową związaną z wytwarzaniem produktów zawierających Bacillus thuringiensis  (EPA, 1995).  Ponadto, profil biochemiczny białka  CryIA(b) zapewnia podstawy oszacowania alergenności porównując ze znanymi białkami alergenami. Białka alergeny muszą być stabilne w warunkach trawiennych i tryptycznych, a warunki kwasowe systemu trawiennego są zbyt bogate  i przekraczają poprzez śluzówkę jelita by aktywizować odpowiedź alergiczną. Innym istotnym wskaźnikiem przyczyniającym się do alergenności białek jest ich wysokie stężenie w pokarmie, który aktywuje odpowiedź alergenną (Taylor, 1992*; Taylor et al. 1987*; and Taylor et al., 1992*). 

Porównanie sekwencji aminokwasowej wprowadzonego białka z sekwencją aminokwasową znanych alergenów jest przydatnym wskaźnikiem potencjalnej alergenności. Sekwencje  aminokwasowe poważnej większości alergenów, włączając alergeny pokarmowe zostały opublikowane  (King et al., 1994*), jednak prawdopodobnie lista ta rozszerzy się z czasem. Istotne wiązanie IgE charakteryzujące epitopy wielu białek alergennych zostały zmapowane  (Elsayed and Apold, 1983*; Elsayed et al., 1991*; Zhang et al., 1992*).  Optymalna długość  peptydu dla wiązania jest pomiędzy  8 a 12 aminokwasów  (Rothbard and Gefter, 1991*).  T-komórki  epitopów białek alergennych oraz fragmenty peptydowe mają długość co najwyżej 8 aminokwasów (O’Hehir et al., 1991*).  Dokładna zachowawczość sekwencji epitopów jest obserwowana w homologicznych alergenach różnych gatunków (Astwood et al., 1995*).  Rzeczywiście, zachowawcze podstawienia wprowadzone w bezpośrednim obszarze mutagenezy, redukuje efektywność epitopu (Smith and Chapman, 1995*). Bazując na tych  informacjach, test porównawczy sekwencji związanych immunologicznie pomiędzy sekwencją aminokwasową wprowadzonego białka i znanych alergenów wymagany jest jako określenie odpowiadających  sobie przynajmniej ośmiu przylegających do siebie aminokwasów.  


Sekwencje aminokwasowe 219 alergenów obecnych w publicznie dostępnych  bankach  danych genowych (GenBank, EMBL, PIR, and SwissProt) zostały przeszukane pod kątem podobieństwa sekwencji aminokwasowych białka CryIA(b) wykorzystując program komputerowy  FASTA (Pearson and Lipman, 1988*).   Nie zaobserwowano żadnych  biologicznie znaczących  homologii (Doolittle, 1990*) ani immunologicznie istotnych podobieństw  sekwencji z alergenami (Astwood, 1995b*).  Wywnioskowano (1), że  gen cryIA(b) wprowadzony do kukurydzy nie koduje znanych alergenów i, że (2) wprowadzone białko nie posiada sekwencji aminokwasowej immunologicznie podobnej do znanych alergenów.   


Białko CryIA(b) nie posiada żadnych właściwości typowych dla  białek alergennych. Białko CryIA(b) zostało przedstawione jako bardzo labilne (nietrwałe) względem trawienia w obecności proteaz obecnych w przewodzie pokarmowym ssaków 


Dane dotyczące eksperymentów z symulowanymi warunkami trawienia dowodzą, że białko CryIA(b) gwałtownie ulega degradacji; w ciągu dwóch minut inkubacji w układzie gastrycznym ulega degradacji więcej niż 90% początkowo podanego białka CryIA(b) (Ream, 1994


Ostatecznie, większość alergenów jest obecna w większości składników białkowych w określonej żywności.  Jest to prawdziwe dla alergenów zawartych w mleku (Baldo, 1984*; Lebenthal, 1975*; Taylor, 1986*; Taylor et al., 1987*), soi  (Shibasaki et al., 1980*; Burks et al., 1988*; Pedersen and Djurtoft, 1989*), czy orzeszkach  (Barnett et al., 1983*; Sachs et al., 1981*; Barnett and Howden, 1986*; Kemp, 1985*).  Dla kontrastu z tym ogólnym stwierdzeniem  dla popularnych białek alergennych, białko CryIA(b) jest obecne w ziarnie kukurydzy odpornej na szkodnikilinii MON 810 w niskich stężeniach. Białko CryIA(b) jest obecne w linii MON 810 w przybliżeniu w ilości 0.3 do 0.5 (g/g świeżej masy ziaren kukurydzy  Niskie stężenie białka CryIA(b) w nasionach kukurydzy, połączone z nietrwałością na trawienie  białko to, pokrewne białkom znanym jako alergeny pokarmowe dowodzi ekstremalnie niskie prawdopodobieństwo, że białko CryIA(b) będzie absorbowane poprzez śluzówkę jelita w czasie konsumpcji i będzie celem dla produkcji przeciwciał uwzględniając przeciwciała IgE odpowiedzialne za  alergenność.


Cecha owadobójcza białka CryIA(b) podlegająca ekspresji w roślinach kukurydzy odpornej na szkodnikijest identyczna z częścią białka CryIA(b) zawartego w preparatach bakteryjnych, które są bezpiecznie wykorzystywane komercyjnie od przeszło 30 lat (Lee et al., 1995a).  Te preparaty bakteryjne są wykorzystywane w różnorodnych uprawach  hodowlanych, włączając świeże warzywa, bez  doniesień o alergenności, uzasadniając  podstawy braku alergenności w przypadku białka CryIA(b).


Podsumowując, dane i analizy opisane powyżej  popierają wniosek, że białko CryIA(b) nie wywodzi się ze źródeł alergennych, nie posiada podobieństwa sekwencji odpowiadającej  immunologicznie znanym alergenom i nie posiada cech charakterystycznych dla znanych alergenów. Ponadto, białko to lub białka blisko z nim związane charakteryzują się historią konsumpcji w przeszłości bez wywoływania alergii. Informacja ta, powiązana z faktem ekstremalnie szybkiego strawienia w warunkach trawienia  in vitro symulowanego trawienia w przewodzie pokarmowym człowieka, dowodzi, że wykorzystując najlepszą znaną dziś dostępną metodykę, nie ma powodów do obaw, że białko wiąże się z jakimkolwiek ryzykiem wystąpienia alergii przy spożyciu produktów wytworzonych z kukurydzy odpornej na szkodniki. 


Tabela C.2.
Charakterystyka znanych białek alergennycha 


Charakterystyka

Alergen
CryIA(b)



Alergenne pochodzenie  genu
tak 
 nie


Sekwencja podobna do alergenów
tak
 nie 


Stabilne w trawieniu 
tak 
 nie


Występowanie białka w żywności
tak
 nie




a 
Jak opisano w  Taylor (1992) and Taylor et al. (1987)
5.12.b. Produkty stwrzające zagrożenie
Bazując na udowodnieniu ekwiwalentności względem innych odmian kukurydzy, kukurydza odporna na szkodniki nie posiada żadnych specyficznych produktów stanowiących zagrożenie.

5.12.c. porównanie organizmu genetycznie zmodyfikowanego z dawcą, biorcą lub organizmem rodzicielskim ( jeśli występuje), w odniesieniu do patogenności

 Bazując na udowodnieniu ekwiwalentności względem innych odmian kukurydzy, kukurydza odporna na szkodniki nie posiada żadnych specyficznych cech patogennych 

6. Informacje o monitorowaniu i kontroli produktu wprowadzanego do obrotu oraz planach reagowania na zagrożenie

6.1. Techniki monitorowania 

6.1.a. Metody kopiowania organizmów i monitorowania ich efektów. 

Techniki Southern blot lub PCR mogą być wykorzystane w celu wykrycia i identyfikacji wprowadzonej sekwencji nukleotydowej oraz ELISA do wykrycia białka CryIA(b) poddanego ekspresji.  Techniki te mogą być wykorzystane do identyfikacji roślin kukurydzy odpornej na szkodniki w  których zachodzi ekspresja genu  cryIA(b). 

Dodatkowo, biopróba na owadach wykorzystująca wrażliwe gatunki owadów takie jak rogatek sztywny tytoniowy (Manduca sexta), bielinek kapustnik (Trichoplusia ni) czy omacnica prosowianka, (Ostrinia nubilalis) mogą być wykorzystane w celu identyfikacji roślin, w których następuje ekspresja białka  CryIA(b) (MacIntosh et al., 1990*).

6.1.b. Specyficzność ( w celu identyfikacji  organizmów i odróżnienia ich od dawcy, biorcy i organizmów rodzicielskich) technik monitorowania. 

Techniki Southern blot są zdolne do niedwuznacznej identyfikacji kukurydzy odpornej na szkodniki, w  której zachodzi ekspresja genu  cryIA(b, Techniki PCR mogą być także wykorzystywane do identyfikacji tych roślin. Próby ELISA mogą być wykorzystywane do identyfikacji roślin, w których zachodzi ekspresja genu  cryIA(b).
6.1.c. Techniki używane do detekcji  transferu przekazanego materiału genetycznego innym organizmom. 

Standardowe techniki wyszczególnione powyżej (punkt 6.1.2) mogą być także wykorzystane do identyfikacji transferu genów do inych organizmów. W świetle zaprezentowanej dokumentacji nie przewiduje się monitorowania i kontroli produktu czyli ziarna kukurydzy Bt lub składników z niej pochodzących zawartych w produktach żywnościowych lub paszowych. Nie ma też potrzeby tworzenia planów reagowania na zagrożenie ponieważ takowe nie istnieje.

Na wnioskodawcy ciąży ustawowy obowiązek informowania czynników decyzyjnych o wszelkich nowych informacjach mających istotne znaczenie jeśli chodzi o bezpieczeństwo dopuszczonych do obrotu produktów dla ludzi i środowiska, jeśli by się takowe pojawiły.

6.1.d. Czas trwania i częstotliwość monitorowania.

Wobec tego, że zatwierdzenie na rynku kukurydzy odpornej na szkodniki bazuje na udowodnieniu bezpieczeństwa dla ludzi i środowiska, nie planuje się żadnego szczególnego monitorowania. Zwykła jakość procedur kontrolnych zastosowanych w przypadku kukurydzy (a mianowicie czystość i zdrowotność nasion,  jakość produktów żywnościowych i pasz itd.) dają należyte zabezpieczenie przed jakimikolwiek negatywnymi skutkami.

6.2. Kontrola wprowadzania do środowiska

6.2.a. Metody i procedury używane w celu uniknięcia i/lub minimalizacji rozprzestrzeniania się  organizmów poza obszar wprowadzenia lub obszar wyznaczony do wykorzystania. 

Nie będą stosowane żadne szczególne metody odnosnie rozprzestrzeniania się kukurydzy odpornej na szkodniki, inne od tych stosowanych rutynowo w przypadku kukurydzy. Ziarno kukurydzy odpornej na szkodniki będzie sprowadzane do Polski statkiem, bądź drogą lądową w mieszaninie z ziarnem innych odmian kukurydzy. Stosowane zwykle metody transportu nie zabezpieczają całkowitej szczelności, jednak nieobecność samosiewów kukurydzy przy drogach i trakcjach kolejowych wskazuje że straty ziarna w czasie transportu oraz przetwarzania nie są istotne. Bazując na oszacowaniu wpływu na środowisko kukurydzy odpornej na szkodniki, nie oczekuje się że będzie ona się różnić od innych odmian kukurydzy pod tym względem.

6.3. Plany działania w razie zagrożenia 

6.3.a. Metody i procedury wykorzystywane do kontroli organizmów w przypadku nie oczekiwanego rozprzestrzenienia się. 

W przypadku nieoczekiwanego rozprzestrzenienia się kukurydzy odpornej na szkodniki może być ona kontrolowana w sposób ręczny jak i machaniczny bądź przez zastosowanie odpowiednich, powszechnie stosowanych herbicydów.

6.3.b. Metody wykorzystywane do pozbycia się bądź sanityzacji roślin, zwierząt, gleb i wszelkich innych rzeczy wystawionych na ekspozycję w czasie lub po rozprzestrzenieniu. 

 Zniszczone rośliny, tak jak to opisano powyżej są rozkładane  tak jak wszystkie inne rośliny.

6.3.d. Rośliny wykorzytywane do ochrony środowiska w przypadku pojawienia się nieprzewidzianych skutków. 

Bazując na obserwacjach w czasie programu prób polowych nie przewiduje się żadnych niepożądanych skutków. Kukurydza Bt mogłaby być wycofana z handlu jeżeli pojawiłyby się jakiekolwiek nieprzewidywane skutki. Jakiekolwiek niepożądane skutki, które mogłyby wystąpić byłyby odwracalne ponieważ kukurydza nie wytrwa w środowisku przez dłuższy czas (zwykle mniej niż jeden rok).

7. Informacje o poprzednich wprowadzeniach produktu do obrotu

7.1. Data i miejsce

Kukurydza odporna na szkodniki ( Bt Corn) jest dopuszczona do uprawy i obrotu od roku 1996 w USA, a od roku 1998 w krajach Unii Europejskiej.
7.2. Cel

Celem wprowadzenia kukurydzy Bt odpornej na szkodniki było i jest nadal dostarczenie przemysłowi przetwórczemu lepszej jakości produktu (nasion kukurydzy) wyprodukowanego przy użyciu bardziej zrównoważonej technologii produkcji rolnej.

8. Inne informacje dotyczące wprowadzenia produktu do obrotu

Celem niniejszego wniosku jest uzyskanie zgody na używanie w Polsce nasion kukurydzy Bt odpornej na szkodniki oraz wszystkich produktów z niej pochodzących do celów konsumpcyjnych i paszowych. Wniosek ten składany jest przez Monsanto Polska Sp. z o.o. w imieniu wszystkich importerów, przetwórców i producentów żywności i pasz, ponieważ firma Monsanto - właściciel technologii Bt Corn® posiada merytoryczne możliwości wypełnienia wniosku zgodnie z wymogami zawartych w rozporządzeniu.
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