FORMULAR FOR SAMMANFATTNING AV ANMALNINGSINFORMATION OM UTSATTNING AV ANDRA
GENETISKT MODIFIERADE ORGANISMER AN HOGRE VAXTER I ENLIGHET MED ARTIKEL 11 I DIREKTIV

2001/18/EG

A. Allménna uppgifter

1. Anmélningsuppgifter

a) Anmilande medlemsstat S .

—ylls i av Kemikalieinspektionen Verige

b) Anmélningsnummer

—flls i av Kemikalieinspektionen B/SE/05/KEMI-723-573

c¢) Datum for mottagande av anmélan

—flls i av Kemikalieinspektionen 2005-04-05

d) Projekttitel Riskutvérdering av genetiskt modifierade
mikroorganismer for biologisk kontroll av
sjukdomsframkallande svampar pa vete.

e) Planerad utsittningsperiod Augusti 2005 — Sommaren 2006

2. Anmilare

Institutets eller foretagets namn

Institutionen for mikrobiologi
Sveriges Lantbruksuniversitet - SLU
Box 7025

750 07 Uppsala

3. Beskrivning av den genetiskt modifierade organismen

a) Ange huruvida den genetiskt modifierade organismen &r:

ett virus
RNA-virus
DNA-virus
en bakterie
en svamp
ett djur

OOXOO

- diggdjur O
- insekt O
- fisk O

O

- andra djur ange fylum, klass

annat specificera (rike, fylum och klass)

b) Den genetiskt modifierade organismens identitet (sldkte och art)

Pseudomonas fluorescens

¢) Genetisk stabilitet — i enlighet med bilga III A punkt IT A 10

Det finns inget som tyder pé att bakteriestammen P. fluorescens SBW25 dr varken mer eller
mindre genetiskt stabil dn andra fluorescerande pseudomonader. Med hjilp av en metod som
kallas FAME-MIS-analys kunde inga skillnader ses mellan olika populationer av SBW25
som inokulerats pa plantor i vixthus.




Genom att odla rekombinanten SBW25:tgl 1 ickeselektiv buljong under cirka 100
generationer kunde den genetiska stabiliteten verifieras.

SBW25:tgl har mérkts kromosomalt med hjilp av en inaktiverad transposonvektor. Dessa ar
mycket lampliga for att mérka gramnegativa bakterier pa ett stabilt sitt.

4. Planeras samma utséttning av GMO pa annat héll i gemenskapen (i dverensstimmelse med artikel 6.1) av samma
anmaélare?

Ja[] | Nej [X]

Om ja, ange landskod (er) —se nedan

(Anvind foljande landskoder: Belgien BE, Cypern CY, Danmark DK, Estland EST, Finland FI, Frankrike FR, Grekland EL,
Irland IE, Island IS, Lettland LV, Litauen LT, Luxemburg LU, Malta MT, Nederldanderna NL, Norge NO, Polen PL,
Portugal PT, Slovakien SK, Slovenien SI, Spanien ES, Storbritannien UK, Sverige SE, Tjeckien CZ, Tyskland DE, Ungern
HU, Osterrike AT)

5. Har samma GMO anmdlts av samma anmalare for utsittning pa annat hall i gemenskapen?

Ja[] | Nej [X]

Om ja,
-Anmélande medlemsstat
-Anmélningsnummer

6. Har samma GMO anmilts for utsattning eller utsldppande pad marknaden utanfor gemenskapen av samma eller ndgon
annan anmilare?

Ja[] | Nej [X]

Om ja,
-Anmilande medlemsstat
-Anmaélningsnummer

7. Sammanfattning av den potentiella inverkan pa miljon av utséttningen av de genetiskt modifierade organismerna.

P. fluorescens dr en naturlig del av den bakteriella floran i rhizosfaren pa vete och andra
vaxter. Stammen SBW25 isolerades fran borjan fran en sockerbeta 1 Oxford, Storbritannien.
SBW25:tgl forvéntas uppfora sig identiskt med vildtypen SBW25 pé féltodlade grodor.
Markdrgenerna ger inget konkurrensévertag jamfort med andra mikroorganismer. SBW25 ar
kénslig mot kyla och kommer antagligen inte att klara sig speciellt bra i det svenska
vinterklimatet. Effekterna pa andra organismer é&n malgruppen patogena svampar kommer
formodligen att vara av dvergdende karaktdr. Ett av syftena med detta faltforsok dr att
undersoka eventuella effekter pa ickepatogena svampar och bakterier. Ingen av dessa mdjliga
effekter tros vara odterkallelig. Det forvintas inte bli ndgon skillnad mellan SBW25:tgl och
vildtypen SBW25.

Bakterien kommer att anvindas som en planttillvixtbefrimjande bakteriestam pé vete genom
behandling av vetekornen fore sddd. For overvakningssyften har generna
telAB/kilA/gfp/luxAB satts in 1 bakteriens (SBW25) kromosom och bakterien kallades efter
denna procedur P. fluorescens SBW25:tgl. Just den hér kombinationen av markorgener ger
en ideal kombination for observationer av bakterier som slapps ut i faltforsok.

SBW25 édr en effektiv kolonisator av véixtens rhizosfar vilket 4r en nddvandig kunskap for en
presumtiv biokontrollbakterie. Pseudomonas spp. bildar inga kénda &verlevnadsstrukturer.




Bakterien SBW25 har tidigare studerats mycket noga i laboratorier, vixthus och flera
faltforsok 1 Storbritannien. Ingen av de insatta generna producerar &mnen som skadar
manniskor, djur eller vixter. SBW25 &r inte patogen for ménniskor, djur eller viaxter. Enstaka
bakterieceller kan komma att spridas med vind och vatten fran utsléppsplatsen. Det dr dock
inte troligt att detta spridningssitt kommer att ge upphov till etablerade, aktiva populationer
av SBW25:tgl.

B. Information om mottagar- eller moderorganismer frin vilka den genetiskt modifierade organismen hirror

1. Redogorelse for mottagar- eller moderorganismen

a) Ange huruvida den genetiskt modifierade organismen ér:

ett virus
RNA-virus
DNA-virus
en bakterie
en svamp
ett djur

(I <

- diggdjur O
- insekt |
- fisk O

O

- andra djur ange fylum, klass

annat specificera

2. Namn

i) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)

ii) Slakte

Pseudomonas

iii) Art

fluorescens

iv) Underart

v) Sort

SBW25

vi) Patotyp (biotyp, ekotyp, ras osv.)




vii) Vedertaget namn

3. Organismens geografiska utbredning

a) Forekommer naturligt, eller pa annat sétt etablerad, i det land dir anmélan gors:

Jad Nej [] Ej kint [X]

b) Férekommer naturligt, eller pa annat sétt etablerad, i andra EG-ldnder

i)Ja[X
om ja, ange i vilken typ av ekosystem den forekommer:

Atlantiskt
Medelhavsomradet
Borealt

Alpint Kontinentalt
Makaronesiskt

ii) Nej
iii) Ej kant

I | | | =

¢) Andvinds den ofta i det land dédr anmélan gors?

JaX | Nej []
d) Halls den ofta i det land dir anmélan gors?
JaX | Nej []

4. Organismens naturliga livsmiljo

a) Om det ror sig om en mikroorganism

Vatten

Mark, fritt forekommande

Mark, i samband med véxters rotsystem

I samband med vixters blad- eller stamsystem
I samband med djur

QoxXCC

Annat, specificera

b) Om det ror sig om ett djur, naturlig livsmiljo eller vanligt agro-ekosystem

5.a) Sparningsmetoder

Selektiv agar for Pseudomonas: ett fast odlingsmedium som med tillsats av CFC
(cephaloridine, fucidin, and cetrimide) kan anvindas for att isolera ickemodifierad SBW25
och andra fluorescenta pseudomonader.




5.b) Identifieringsmetoder

PCR amplifiering: med hjélp av 16S specifika primrar for SBW25.

6. Ar mottagarorganismen klassificerad enligt gillande gemenskapsregler for skyddet av ménniskors hélsa och miljon?

Ja X | Nej []

Om ja, beskriv ndrmare

P. fluorescens tillhor skyddsklass 1 (den ldgsta gruppen) enligt europeisk klassificering EU-
direktiv90/679/EEG. Till skyddsklass 1 tillhor biologiska amnen som normalt inte orsakar
infektion hos ménniska liksom icke-patogena stammar av sjukdomsalstrande biologiska
dmnen. Biologiska &mnen vars enda sjukdomsframkallande egenskaper ér att de kan orsaka
allergier hanfors ocksa till skyddsklass 1.

7. Ar mottagarorganismen pétagligt patogen eller pa nigot annat sitt skadlig (inbegripet dess extracellalulira produkter),
antingen levande eller dod?

Ja[X | Nej [] | Ej kant [ ]
Om ja,
a) for vilka av f6ljande organismer:
ménniskor |
djur ]
vaxter |
andra X

b) ange de relevanta uppgifter som avses i bilaga III a punkt II A 11 d i direktiv 2001/18/EG

Bakterien SBW25:tgl ar inte kiind som patogen for véxter eller ryggradsdjur. Den dr
oférmdgen att dela sig 1 varmblodiga djur (37 °C eller mer). I detta féltforsok kommer den att
anviandas som himmare av sjukdomsframkallande svamp pa hostvete.

8. Uppgifter om reproduktion

a) Generationstid i naturliga ekosystem

Generationstiderna i naturliga ekosystem &r svéra att uppskatta och beror pa en méingd olika
faktorer; bland annat tillgéng till niring, pH, himmande substanser, vattenpotential,
konkurrens och temperatur. Medelgenerationstiden hos SBW25:tgl vid 25 °C i LB-buljong
berdknades till 1 timme. Uppskattningar av tillvixthastigheten in situ kan goras genom
bakterier som inokulerats pd vixthusodlade plantor. Den maximala generationstiden for
SBW25:tgl pa vixter kan antas vara 2-5 timmar.

b) Generationstid i det ekosystem dér utséttningen skall ske

Generationstiderna i naturliga ekosystem dr svéra att uppskatta och beror pa en méangd olika
faktorer; bland annat tillgéng till niring, pH, himmande substanser, vattenpotential,
konkurrens och temperatur. Medelgenerationstiden hos SBW25:tgl vid 25 °C i LB-buljong
berdknades till 1 timme. Uppskattningar av tillviaxthastigheten in situ kan gbras genom
bakterier som inokulerats pa viaxthusodlade plantor. Den maximala generationstiden for
SBW25:tgl pa vixter kan antas vara 2-5 timmar.




c) Fortplantningssitt: sexuellt [] asexuellt [X]

d) Faktorer som paverkar fortplantningen

Temperatur, tillgdngligt vatten, pH, néring, konkurrens, hdmmande dmnen.

9. Overlevnadsforméga

a) Forméga att bilda strukturer for 6verlevnad eller dvala

1) endosporer

ii) cystor

iii) sclerotia

iv) asexuella sporer (svampar)
v) sexuella sporer (svampar)
vi) dgg

vii) puppor

viii) larver

I I O |

Annat, specificera

b) Sarskilda faktorer som paverkar 6verlevnadsférmagan

Pseudomonas spp. producerar inte langsiktiga 6verlevnadsstrukturer, men de kan téla olika
miljoforhallanden. Mottagarorganismen &r en naturlig del av bakteriepopulationen i
rhizosfdren hos vete och andra véxter i Storbritannien. Stammen SBW25 ar kéinslig mot kyla
och kanske inte dverlever den svenska vintern. SBW25:tgl forvéntas uppfora sig identiskt
med vildtypen i falt. Markorgenerna ger inget konkurrensdvertag for den modifierade
bakterien.

10.a) Spridningsvégar

Enstaka bakterieceller kommer antagligen att spridas med vind och vatten i frin
utslappsstillet. Kraftiga regnfall skulle kunna forflytta bakterierna frén 16v och méjligen fran
jord (dm avstand). SBW25:tgl kan eventuellt spridas genom kontakt mellan véxtdelar.
Studier pa sockerbeta har visat att flygande insekter kan bira med sig modifierade bakterier
efter att ha landat pa koloniserade blad. Andra organismer (t ex. faglar, ddggdjur etc.) kan
agera som spridningsvektor for den modifierade bakterien (eller vilken annan mikroorganism
som helst). Det dr dock inte troligt att dessa spridningssétt kommer att ge upphov till
etablerade, aktiva populationer av SBW25:tgl.

10.b) Faktorer som paverkar spridningen

1. Temperatur: Den optimala tillvixttemperaturen ar 25-30 °C. Ingen tillvixt sker under 4 °C
eller 6ver 37 °C, de celler som finns kommer da att d6 inom 4 dagar. Vid temperaturer under
0 °C dor bakterien.

2. Konkurrens, rovdjur och parasitism: Experiment med andra genmodifierade varianter har
visat att varken rekombinant eller vildtyp klarar av att 6verleva pa ruttnande veterdtter vid
100 % RH, 25 °C vid konkurrens med redan etablerade mikroorganismer.




3. pH: Neutralt till svagt basiskt pH dr optimalt.

4. Ndring: SBW25:tgl tar upp niringsdmnen frin ldckor i plantrotter och andra
lattnedbrytbara kolkéllor.

5. Fuktighet: Tillvaxt sker endast nér tillrackligt mycket fukt finns tillgangligt (100 % RH).

11. Tidigare genetiska modifieringar av mottagar- eller moderorganismen som redan anmalts for utséttning i det land dar
anmilan gors (ange anmélningsnummer)

Nej.

C. Uppgifter om den genetiska modifieringen

1. Den genetiska modifieringens art

1) Inforande av genetiskt material X
ii) Avlagsnande av genetiskt material O
iii) Bassubstitution ]
iv) Cellfusion O

Annat, specificera

2. Den genetiska modifieringens avsedda resultat

Dessa gener sattes in for att gora det mojligt att spara och folja de utsldppta bakterierna i
faltforsoket.

Bakterien mirktes kromosomalt med féljande gener;

kilA, telAB: som kodar for resistens mot kaliumtellurit som &r ett tungmetallsalt.
PpsbA: en konstitutiv promotor

gfp: kodar for GFP (gront fluorescerande protein)

luxAB: kodar f6r bioluminescensproduktion.

3.a) Har vektorer anvénts vid modifieringen?

Ja X Nej [

Om nej, fortsitt till fraga 5

3.b) Om ja, ingér vektorn helt eller delvis i den modifierade organismen?

Ja[X | Nej []

Om nej, fortsitt till fraga 5




4. Om svaret pa fraga 3b &r ja, ange foljande:

a) Vektortyp

plasmid
bakteriofag

virus

cosmid
transponerbar del

X0

Annat, specificera

b) Vektorns identitet

Vektorn baseras pd en miniTn5-transposon som innehéller resistens for kaliumtellurit (det vill

sdga selektion utan antibiotikaresistens) tillsammans med gfp/luxAB-generna som satts in i
plasmiden vid det unika restriktionsstéllet for enzymet Notl.

¢) Vektorns vérdspektrum

Vektorn fungerar bra pd gramnegativa bakterier.

d) Innehaller vektorn sekvenser som medfor en selekterbar eller identifierbar fenotyp?

JalX Nej []

Antibiotikaresistens [_]

Annat, specificera
Resistens mot kaliumtellurit.
Uppgifter om vilken gen for antibiotikaresistens som inforts

Ej applicerbart.

e) Ingaende vektorfragment

kilA, telAB: Telluritresistensen finns 1 de kryptiska telAB och kilA generna fran plasmid
RK2 hos Klebsiella acrogenes.

PpsbA/gfp/luxAB: dessa gener klipptes ut fran plasmid pUTgfplux som ett NotI-fragment
och ligerades in i det unika Notl-stéllet pd pUTtel.

f) Metod for inférande av vektorn i mottagarorganismen

i) transformation
i) elektroporation
iiil)  makroinjektion
iv) mikroinjektion
V) infektion

OOCXC

vi) annat, specificera

5. Om svaret pa fragorna C 3.a och b &r nej, vilken metod anvéndes for modifieringen?




i) transformation
ii) mikroinjektion
i) mikroinkapsling
iv) makroinjektion

|

V) annat, specificera

6. Information om det inférda genmaterialet

a) Det inforda materialets sammanséttning

kilA, telAB: Telluritresistensen finns i de kryptiska telAB och kilA generna fran plasmid
RK2 hos Klebsiella aerogenes.

PpsbA/gfp/luxAB: dessa gener klipptes ut fran plasmid pUTgfplux som ett Notl-fragment
och ligerades in 1 det unika Notl-stéllet pa pUTtel.

b) De inférda delarnas ursprung

kilA, telAB: Klebsiella acrogenes (bakterie)
PpsbA: Amaranthus hybridus (vixt; amarant)
gfp: Aequorea victoria (liten manet)

luxAB: Vibrio harveyi (bakterie)

¢) Avsedd funktion for varje del som ingér i det inforda materialet i en GMO

kilA, telAB: de hér generna bér pa resistens mot den kemiska foreningen kaliumtellurit.
Anvindandet av dess gener som markorgener utvecklades for att passa bakteriestammar som
skulle sldppas ut 1 faltforsok, eftersom det inte dr onskvért att anvinda
antibiotikaresistensgener for att spara bakterierna i naturen. kilA/telAB-generna gor att man
kan anvénda selektiv odling pd fast medium som innehaller kaliumtellurit for att bestimma
antalet bakterier 1 jord- och vixtprov.

PpsbA: en konstitutiv promotor for uttryck av gfp- och luxABgenerna.

gfp: kodar for gront fluorescerande protein (GFP). GFP sidnder ut gront ljus vid 508 nm nér
det belyses med UV-ljus vid 396 nm. Inga andra substrat behdvs. Med hjilp av GFP kan man
mata mingden totala bakterieceller eftersom det uttrycks oberoende av cellernas energistatus
och metaboliska aktivitet.

luxAB: kodar for bakteriellt luciferase. Fenotypen, bioluminescens, dr beroende av cellens
energireserver, FMNH?2. Darfor kan luxAB-generna anvindas for att bedoma méangden
metaboliskt aktiva celler. For att bioluminescens ska produceras krévs n-dekanal som
substrat. Ljusproduktionen méts i en luminometer.

d) Det inforda materialets plats i mottagarorganismen

-pa en fri plasmid O
-integrerat i kromosomen X




Annat, specificera

e) Omfattar det inforda materialet delar vars produkter eller funktioner inte &r kéinda?

JTa[] Nej X

Om svaret dr Ja, specificera

D. Information om den organism/de organismer som det inforda materialet hirstammar fran (givarorganism)

a) gfp-genen

1. Ange huruvida det ror sig om:

ett virus
RNA-virus
DNA-virus
en bakterie
en svamp
ett djur

(I

- daggdjur O
- insekt O
- fisk |

X

- andra djur ange fylum, klass

Annat specificera

manet

2. Fullstindigt namn

1) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)

ii) Familjenamn (for véixter)

iii) Slékte

Aequorea

iv) Art

victoria

v) Underart

vi) Sort




vii) Kultiverings-/foradlingslinje

viii) Patotyp

ix) Vedertaget namn

manet

3. Ar organismen patagligt patogen eller pa nigot annat sitt skadlig (inbegripet dess extracellulira produkter), antingen
levande eller dod?

Ja[] | Nej X | Ej kant [ ]

Om ja, specificera
a) for vilka av f6ljande organismer:

ménniskor O
djur |
vaxter O
andra |

b) Bidrar de inférda sekvenserna pa nagot sitt till organismens patogena eller skadliga egenskaper?

Ja[] Nej [ Ej kant []

Om Ja, ange sddana relevanta uppgifter som avses i bilaga III A, punkt IT A, 11d

4. Ar givarorganismen klassificerad i enligthet med gemenskapens regler om skydd av minniskors hilsa och miljén,
t.ex. direktiv 90/679/EEG om skydd for arbetstagare mot risker vid exponering for biologiska agenser i arbetet?

Ja [ | Nej [X]

Om ja, specificera

5. Forekommer det naturligt utbyte av genetiskt material mellan givar- och mottagarorganismen?

Ja[] | Nej X | Ej kiint []




b) luxAB-gener

1. Ange huruvida det ror sig om:

ett virus
RNA-virus
DNA-virus
en bakterie
en svamp
ett djur

OOoxOOM

- diggdjur O
- insekt O
- fisk O

O

- andra djur ange fylum, klass

Annat specificera

2. Fullstindigt namn

i) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)

ii) Familjenamn (for véxter)

iii) Slakte

Vibrio

iv) Art

harveyi

v) Underart

vi) Sort

vii) Kultiverings-/forddlingslinje

viii) Patotyp

ix) Vedertaget namn




3. Ar organismen patagligt patogen eller pa nigot annat sitt skadlig (inbegripet dess extracellulira produkter), antingen
levande eller dod?

JalX | Nej [] | Ej kiint []

Om ja, specificera
a) for vilka av f6ljande organismer:

ménniskor O
djur X
vixter O
andra O

b) Bidrar de inforda sekvenserna pa nagot sitt till organismens patogena eller skadliga egenskaper?

Ja[ Nej [X] Ej kint []

Om Ja, ange sadana relevanta uppgifter som avses i bilaga III A, punkt IT A, 11d

4. Ar givarorganismen klassificerad i enligthet med gemenskapens regler om skydd av ménniskors hilsa och miljén,
t.ex. direktiv 90/679/EEG om skydd for arbetstagare mot risker vid exponering for biologiska agenser i arbetet?

Ja[X | Nej []

Om ja, specificera

Skyddsklass 2. Till skyddsklass 2 hor de smittsamma biologiska &mnen som inte hanfors till
skyddsklass 3 eller 4. Sjukdomarna kan vara olika allvarliga men endera finns mgjlighet att
bota eller forebygga sjukdomen, eller ocksé sjilvldker den utan nagra allvarliga men.

Vibrio harveyi ér raka eller bojda stavformiga bakterier. De dr gramnegativa och har poldra
flageller. De finns i vattenekosystem och tél stora variationer i salthalt. De dr patogena for
ryggradsdjur och klassas som opportunistiska patogener for minniska.

5. Forekommer det naturligt utbyte av genetiskt material mellan givar- och mottagarorganismen?

Ja[] | Nej [ | Ej kint [X]




¢) kilA, telAB-gener

1. Ange huruvida det ror sig om:

ett virus
RNA-virus
DNA-virus
en bakterie
en svamp
ett djur

OOoxOOM

- diggdjur O
- insekt O
- fisk O

O

- andra djur ange fylum, klass

Annat specificera

2. Fullstindigt namn

i) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)

ii) Familjenamn (for véxter)

iii) Slakte

Klebsiella

iv) Art

acrogencs

v) Underart

vi) Sort

vii) Kultiverings-/forddlingslinje

viii) Patotyp

ix) Vedertaget namn




3. Ar organismen patagligt patogen eller pa nigot annat sitt skadlig (inbegripet dess extracellulira produkter), antingen
levande eller dod?

JalX | Nej [] | Ej kiint []

Om ja, specificera
a) for vilka av f6ljande organismer:

ménniskor O
djur X
vixter O
andra O

b) Bidrar de inforda sekvenserna pa nagot sitt till organismens patogena eller skadliga egenskaper?

Ja[ Nej [X] Ej kint []

Om Ja, ange sadana relevanta uppgifter som avses i bilaga III A, punkt IT A, 11d

4. Ar givarorganismen klassificerad i enlighet med gemenskapens regler om skydd av ménniskors hilsa och miljon, t.ex.
direktiv 90/679/EEG om skydd for arbetstagare mot risker vid exponering for biologiska agenser i arbetet?

Ja[X | Nej []

Om ja, specificera

Skyddsklass 2. Till skyddsklass 2 hor de smittsamma biologiska &mnen som inte hanfors till
skyddsklass 3 eller 4. Sjukdomarna kan vara olika allvarliga men endera finns mgjlighet att
bota eller forebygga sjukdomen, eller ocksé sjilvldker den utan nagra allvarliga men.

Klebsiella acrogenes dr gramnegativa, raka stavformiga bakterier som inte kan réra sig och ar
fakultativt anaeroba. De kan hittas i indlvor, kliniska isolat, jord, vatten, sddeskorn etc. De
klassas som opportunistiska patogener for minniska.

5. Forekommer det naturligt utbyte av genetiskt material mellan givar- och mottagarorganismen?

Ja[] | Nej [ | Ej kint [X]

E. Information om den genetiskt modifierade organismen

1. Mottagar- eller moderorganismens genetiska egenskaper och fenotyp-kinnetecken som har dndrats till f61jd av den
genetiska modifieringen

a) Skiljer sig den genetiskt modifierade organismen fran mottagarorganismen i fraga om 6verlevnadsformaga?

Ja[] Nej X Ej kint []
Var god ange

b) Skiljer sig den genetiskt modifierade organismen fran mottagarorganismen i fraga om fortplantningsmetod eller —takt?

Ja[] Nej X Ej kint []




Var god ange

c) Skiljer sig den genetiskt modifierade organismen fran mottagarorganismen i frdga om spridning?

Jad Nej X Ej kiint []

Var god ange

d) Skiljer sig den genetiskt modifierade organismen fran mottagarorganismen i frdga om patogenes?

Jad Nej X Ej kiint []
Var god ange

2. Den genetiska organismens genetiska stabilitet

Det finns inget som tyder pa att bakteriestammen P. fluorescens SBW25 dr varken mer eller
mindre genetiskt stabil &n andra fluorescerande pseudomonader. Med hjilp av en metod som
kallas FAME-MIS-analys kunde inga skillnader ses mellan olika populationer av SBW25
som inokulerats pa plantor 1 vixthus. Genom att odla rekombinanten SBW25:tgl 1
ickeselektiv buljong under cirka 100 generationer kunde den genetiska stabiliteten verifieras.
SBW25:tgl har mérkts kromosomalt med hjilp av en inaktiverad transposonvektor. Dessa ar
mycket lampliga for att mérka gramnegativa bakterier pa ett stabilt stt.

3. Ar den genetiskt modifierade organismen patagligt patogen eller pa nigot stt skadlig (inbegripet dess extracellulira
produkter), antingen levande eller d6d?

JaX | Nej [ | Ej kint []
Om ja,
a) for vilka av f6ljande organismer:
maénniskor |
djur |
vaxter O
andra X

b) Ange sadana relevanta uppgifter som avses i bilaga III A, punkt [T A, 11d och II C.2
i direktiv 2001/18/EG

SBW25 himmar svamp. Bakterien SBW25:tgl dr inte kdnd som patogen for véxter eller
ryggradsdjur. Den dr oférmdgen att dela sig 1 varmblodiga djur (37 °C eller mer). I detta
faltforsok kommer den att anvéndas som himmare av sjukdomsframkallande svamp péa
hostvete.

4. Beskrivning av identifierings- och detekteringsmetoder

a) Sparningsmetoder for GMO i miljon

Selektiv plattodling (resistens mot kaliumtellurit): Den insatta resistensen mot kaliumtellurit




mojliggdr plattodling som metod for att kvantifiera méangden SBW25:tgl i olika uttagna
prover. Man anvinder agarplattor som innehaller amnet kaliumtellurit och stryker pé
proverna fran jord och véxt. Tellurit-resistenta bakteriekolonier upptrader som svarta
kolonier efter cirka 16 timmar. Den svarta fargen beror pa att bakterierna omvandlar
telluriten till svart tellurium (Te). Resistens mot tellurit for selektiv plattodling har utvecklats
som ett sétt att undvika anvéndandet (och spridningen) av antibiotikaresistensgener i
faltforsok.

Flodescytometri (gront fluorescerande protein): detekterar fluorescerande celler i komplexa
miljoprover. Flodescytometri har anvédnts med framgéng 1 tidigare forsok for att dvervaka
SBW25:gfp/luxAB i jordprover.

Fluorescens-stereomikroskop (gront fluorescerande protein): anviands for att visualisera
fluorescerande bakteriekolonier for blotta 6gat pé plantmaterial eller pd agarplattor med hjélp
av belysning med blatt ljus.

Epifluorescensmikroskop (gront fluorescerande protein): anvénds for att studera GFP-mérkta
celler i upp till 1000 X forstoring.

Konfokalmikroskop (Confocal scanning laser microscopy) (gront fluorescerande protein): en
teknik som baseras pé fluorescens och ger hogre upplosning én
standardfluorescensmikroskop. CSLM skannar ett fokuslager i taget och om dessa lager
sparas kan mjukvara anviandas for att konstruera tredimensionella bilder av vixtvivnad och
gfp-mairkta bakterier inuti eller pa utsidan av vaxter.

Luminometri (bioluminescens): anvands for att méta luciferasaktivitet fran metaboliskt
aktiva celler. Fenotypen fran uttryckta luxAB-gener ar ljusproduktion, det som kallas for
bioluminescens. Bioluminescens, som kraver n-decanal som substrat, kvantifieras i en
luminometer. Alltsé, ingen ljusproduktion sker utan n-decanal. Detektorer mater det
emitterade ljuset och ljusintensiteten &r proportionell mot antalet celler i provet och deras
metaboliska aktivitet.

b) Metoder for att identifiera GMO

PCR-amplifiering: av de nyinsatta generna eller med hjélp av 16S-primrar som é&r specifika
for SBW25.

Fluorescens-stereomikroskop (gront fluorescerande protein): pd grund av gfp-genens
specificitet kan den hir metoden ocksa anvéndas till identifiering.

Epifluorescensmikroskop (gront fluorescerande protein): anvénds for att studera GFP-mirkta
celler i upp till 1000 X forstoring. P4 grund av gfp-genens specificitet kan den hir metoden
ocksa anvéndas till identifiering.

Flodescytometri (gront fluorescerande protein): pa grund av gfp-genens specificitet kan den
hir metoden ocksd anvéndas till identifiering.

Konfokalmikroskop (Confocal scanning laser microscopy) (gront fluorescerande protein): pa
grund av gfp-genens specificitet kan den har metoden ocksa anvéndas till identifiering.

Luminometry (bioluminescence): pa grund av gfp-genens specificitet kan den hir metoden
ocksé anvéndas till identifiering.




F. Uppgifter om utséttningen

1. Syftet med utsdttningen (inbegripet eventuella betydande milj6fordelar som kan forvéntas)

Bakterien kommer att anviindas som en planttillvixtbefrimjande bakteriestam pa vete. Med
detta faltforsok kommer den genmodifierade bakteriens effekter pad andra mikroorganismer
att studeras. Filtforsoket kommer att utvdrdera de eventuella risker som kan vara forknippade
med att introducera en biologisk kontrollbakterie till ett lantbruksekosystem. Eventuella
effekter pa redan etablerade bakterie- och svampsamhéllen kommer att utvdrderas med tanke
pa negativa ekologiska effekter.

For overvakningssyften har generna tel AB/kilA/gfp/luxAB satts in i bakteriens (SBW25)
kromosom och bakterien kallades efter denna procedur P. fluorescens SBW25:tgl. Just den
hér kombinationen av markdrgener ger en ideal kombination for observationer av bakterier
som slapps ut 1 faltforsok. SBW25 &r en effektiv kolonisator av vixtens rhizosfar vilket dr en
nddvindig kunskap for en presumtiv biokontrollbakterie. Pseudomonas spp. bildar inga
kdnda overlevnadsstrukturer. Bakterien SBW25 har tidigare studerats mycket noga i
laboratorier, viaxthus och flera faltforsok i Storbritannien.

Aktiva mikrobiella celler (bade bakterier och svamp) kommer att mérkas in med
Bromodeoxyuridin, som &r en tymidinanalog, och det aktiva DNA:t extraheras vilket
korresponderar till de aktiva mikroberna i just detta ekosystet. T-RFLP kommer sedan att
anvéndas pa det aktiva DNA:t med generella och specifika primrar for olika grupper, och pa
detta sitt médts den inverkan som SBW25:tgl har pé viktiga grupper av bakterier och
svampar. De introducerade bakteriernas paverkan pa denitrifikationen kommer att
bestimmas med hjélp av DGGE och primrar for den funktionella genen nosZ. Selektiv
plattodling kommer att utforas med medium innehallande kvicksilver och tellurit for att
kunna bedoma risken av upptag av plasmider till SBW25:tgl frén andra mikroorganismer.
Resistens mot kvicksilver édr en vanlig plasmidburen egenskap.

2. Skiljer sig utsdttningsplatsen frén den naturliga livsmilj6 eller det ekosystem dir mottagar- eller moderorganismen
vanligen anvinds, hélls eller forekommer?

Ja [ | Nej [X]

Om ja, specificera

3. Uppgifter om utsdttningen och det omgivande omradet

a) Geografisk beldgenhet (administrativt omrade samt, dér sé ar lampligt, koordinater)

Uppsala kommun

b) Platsens storlek (m?) 94,5

i) Det faktiska utsdttningsomradet (m?) 3 (fér GMO)
ii) Det vidare utséttningsomradet (m?) 6 (bakterier - Cj GMO)

c) Avstand till internationellt erkénda biotyper eller skyddade omraden (inbegripet dricksvattenreservoarer) som kan
péverkas




En liten back rinner ungefar 200 m bort.

d) Flora och fauna, inklusive grodor, boskap och migrerande arter, for vilka det potentiellt sett kan uppsta samspel med den
genetiskt modifierade organismen

Faunan ar typisk for jordbrukslandskap. Omgivande milj6 bestér av dngar, skogar, akrar. Ett
staket kommer att skydda platsen fOr stora grésétare och ett fagelnit kommer att anvéindas
som skydd mot faglar.

4. Utsattningsmetod och —méngd

a) Den mingd genetiskt modifierade organismer som skall sdttas ut

Ungefir 0,25 kg vetekorn kommer att behovas for 12 kvadratmeter. Till detta krdvs 16,7 ml
cellsuspension med1079 cells/ml PBS. Detta motsvarar 1,67 x 10"10 celler totalt.

b) Utsdttningens varaktighet

Augusti 2005 — sommaren 2006

¢) Metoder och forfaranden for att undvika och/eller begransa spridning av genetiskt modifierade organismer bortom
utséttningsplatsen

Omedelbart efter sddd blir platsen tickt med fiberduk for att skydda mot faglar och som hjilp
att halla kvar fukten i jorden efter handsadden. Ett staket skyddar platsen mot stora gréisétare
(harar, radjur) och d&ven mot obehoriga méanniskor. Ett fagelnidt kommer att skydda platsen
mot figlar. Fiberduken tas bort sd snart groningen har borjat. Fiberduken kommer att
brénnas.

Stovlar etc dekontamineras i en 1 % 16sning av hypoklorit efter besok, enligt normala
labforeskrifter, for att forebygga spridning. Overblivet material; spiadningsserier, agarplattor,
tvittvatten, ndringsbuljong etc autoklaveras.

5. Kort redogorelse for genomsnittliga miljovillkor (vdder, temperatur osv.)

Platsen ligger 1 mellandstra delen av Sverige, 1 Uppsala kommun. Klimatet kan beskrivas
som tempererat. Arlig nederbérd cirka 1000 mm, medeltemperaturer 4r —6 grader C pa
vintern och 16 grader C pa sommaren.

6. Relevanta uppgifter om eventuella tidigare utséttningar av samma GMO, sérskilt avseende potentiell inverkan pa miljon
och ménniskors hilsa

Ej utsatt tidigare.

G. Den genetiskt modifierade organismens samspel med miljon och potentiell miljépaverkan, om detta avsevért
skiljer sig fran mottagar- eller moderorganismens samspel och paverkan

1. Malorganismens namn (i forekommande fall)

i) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)




ii) Familjenamn (for véxter)

iii) Slakte

iv) Art

v) Underart

vi) Sort

vii) Kultiverings-/foradlingslinje

viii) Patotyp

ix) Vedertaget namn

2. Forvantat forlopp och resultat av interaktionen mellan genetiskt modifierade organismer som sitts ut och
maélorganismens (-erna), i tillimpliga fall

Den genetiskt modifierade mikroorganismen forvéntas inte skilja sig signifikant pa nagot satt
fran vildtypen.

SBW25:tgl har egenskaper som fradmjar vixters tillvixt, detta sker antagligen delvis genom
hdmning av svampinfektioner. Mekanismen tros vara komplex; en kombination av
konkurrens for tillgéng till nischer pa rotytorna, stimulering av tillvixten och himning av
svamptillvixten.

3. Andra potentiellt betydelsefulla samspel med andra organismer i miljon

Den genetiskt modifierade mikroorganismen forvéntas inte skilja sig signifikant pd ndgot sitt
fran vildtypen.

SBW25:tgl kommer att samspela med andra mikroorganismer i miljon. Ett av forsokets
syften &r att undersdka den introducerade bakteriens paverkan pa andra viktiga bakterie- och
svampgrupper. Tankbara effekter ar troligen 6vergadende men dessa kan &dndé ha en effekt pa
jordmiljon och ddrmed de vixande plantorna.




4. Ar selektion av den genetiskt modifierade organismen, efter utsittningen (t.ex. 6kad konkurrensformaga, okad
spridningsférmaéga 0.s.v), sannolik?

Ja[] | Nej X | Ej kiint []

Redogor for detta

5. Typer av ekosystem till vilka den genetiskt modifierade organismen skulle kunna spridas fran utsittningsomradet,
och i vilka den skulle kunna bli etablerad

Pseudomonas fluorescens finns éver hela vérlden i jord-, vatten- och véxtekosystem. P.
fluorescens &r en naturlig del av den bakteriella floran i rhizosfaren pa vete och andra véxter.
Den kan kolonisera rhizosfaren, rotterna och fytosfiren men kan inte 6verleva i bulkjord
nagon langre period.

Enstaka bakterieceller kommer antagligen att spridas med vind och vatten fran
utslappsplatsen. Kraftiga regnfall skulle kunna forflytta organismen kortare strackor (dm)
fran blad och kanske jord. SBW25:tgl kan spridas till andra plantor via direktkontakt mellan
vaxtytor. Studier pa sockerbeta har visat att flygande insekter kan ha bakterier pa sig efter att
ha landat pa koloniserade blad. Detta gor att vilken organism som helst (t ex figlar, ddggdjur)
skulle kunna agera som en vektor for den genmodifierade bakterien (eller vilken annan
mikroorganism som helst). Det dr dock inte troligt att dessa spridningssitt kommer att ge
upphov till etablerade, aktiva populationer av SBW25:tgl.

6. Fullstindigt namn pa icke-mélorganismer som (med hénsyn till den mottagande miljéns egenskaper) oavsiktligen kan lida
betydande skador pa grund av utséttningen av den genetiskt modifierade organismen

1) Ordning och/eller hogre taxon (for djur)

ii) Familjenamn (for véixter)

iii) Slékte

iv) Art

v) Underart

vi) Sort

vii) Kultiverings-/foradlingslinje




viii) Patotyp

ix) Vedertaget namn

7. Sannolikhet for utbyte av genetiskt material in-vivo

a) Fran GMO till andra organismer i det ekosystem i vilket organismen sitts ut

Ingen kromosomal gendverforing har upptéckts fran SBW25. Det har inte hittats nagot DNA
1 SBW25 férutom kromosomen, till exempel plasmider.

b) Fran andra organismer till GMO

SBW25 har visats kunna plocka upp plasmider frdn andra mikroorganismer. Selektiv
plattodling kommer att utféras med medium innehéllande kvicksilver och tellurit for att
kunna bedéma risken av upptag av plasmider till SBW25:tgl fran andra mikroorganismer.
Resistens mot kvicksilver dr en vanlig plasmidburen egenskap.

¢) Sannolika foljder av gentransfer

Horisontell gendverforing fran SBW25:tgl skulle komplicera dvervakningsprocessen. Men
de introducerade generna, tel/gfp/luxAB, ar stabilt insatta 1 bakteriens kromosom.
Kromosomal gendverforing anses som mycket otroligt hos SBW25 utan selektionstryck.
Inget selektionstryck forvéntas. De insatta generna mojliggdr 6vervakningen av organismen,
de dr stabila och skulle inte medfora ndgot konkurrensdvertag om de mot formodan skulle
foras 6ver till ndgon annan mikroorganism.

8. Hénvisa till relevanta resultat (om sadana foreligger) fran undersékningar, utférda i simulerade naturliga miljer (t.ex.
mikrokosmos 0.s.v) av den genetiskt modifierade organismens upptridande och egenskaper och dess ekologiska inverkan

Det finns inga studier om ekologiska effekter hos SBW25:tgl dnnu. Men det finns studier av
andra genetiskt modifierade varianter av samma stam, SBW25. Dessa varianter anses som
jamforbara.

Maraha, N., A. Backman, and J.K. Jansson, Monitoring physiological status of GFP-tagged
Pseudomonas fluorescens SBW25 under different nutrient conditions and in soil by flow
cytometry. FEMS Microb Ecol, 2004. 51: p. 123-132.

Unge, A., et al., Simultaneous monitoring of cell number and metabolic activity of specific
bacterial populations with a dual gfp-luxAB marker system. Appl Environ Microbiol, 1999.
65(2): p. 813-821.

Unge, A. and J.K. Jansson, Monitoring population size, activity, and distribution of gfp-
luxAB-tagged Pseudomonas fluorescens SBW25 during colonization of wheat. Microb Ecol,
2001. 41: p. 290-300

Leij, F.A.AM.D., et al., Effect of a genetically modified Pseudomonas aureofaciens on
indigenous microbial populations of wheat. FEMS Microb Ecol, 1994. 13: p. 249-258.




Lilley, A.K. and M.J. Bailey, Impact of plasmid pQBR 103 acquisition and carriage on the
phytosphere fitness of Pseudomonas fluorescens SBW25: burden and benefit. Appl Environ
Microbiol, 1997. 63(4): p. 1584-1587.

9. Tankbara samspel med biogeokemiska processer som kan vara av betydelse for miljon (om detta skiljer sig fran
mottagar- eller moderorganismens samspel)

SBW25:tgl kommer att samspela med andra organismer lika mycket som vildtypen, eller
andra fluorescenta pseudomonader som redan finns 1 ekosystemet ifraga.

H. Uppgifter om 6vervakning

1. Metoder for 6vervakning av GMO

Resistensen mot kaliumtellurit gor att det finns ett sétt pa vilket man kan kvantifiera de
genodifierade cellerna i miljoprover genom att platta ut dem pé agarplattor med
kaliumtellurit. Tellurit-resistenta bakteriekolonier upptrader som svarta kolonier efter cirka
16 timmar. Den svarta fargen beror pa att bakterierna omvandlar telluriten till svart tellurium
(Te). Resistens mot tellurit for selektiv plattodling har utvecklats som ett sitt att undvika
anvindandet (och spridningen) av antibiotikaresistensgener 1 faltforsok.

Flodescytometri kommer att anvéndas for att kvantifiera antalet gfp-mérkta celler 1 jord — och
vaxtprov. Denna metod miter vissa egenskaper hos enskilda celler nir de passerar en rad
detektorer. Fluorescent ljus samlas in av tva linser (en framfor ljuskillan och den andra i rak
vinkel). En serie av optiska instrument och filter gor det mdjligt att méta specifika
ljusvaglangder. Celler och deras biofysiska egenskaper kan métas i hastigheter upp till 1000
celler/sekund. Med detta gar det litt att upptécka fluorescenta celler 1 komplexa miljéprover.
Flodescytometri har anvénts tidigare for att mata SBW25:gfp/lux i jordprover.

Fluorescens-stereomikroskopi anvinds for att kunna se fluorescenta bakterier som
mikrokolonier under beslysning med blétt ljus pa vdxtmaterial och agarplattor.

Epifluorescensmikroskop: anvinds for att studera GFP-maérkta celler 1 upp till 1000 X
forstoring.

Konfokalmikroskop (Confocal scanning laser microscopy) ar en teknik som baseras pa
fluorescens och ger hogre upplosning én standardfluorescensmikroskop. Den hogre
upplosningen beror pa sittet som provet belyses och detektionsegenskaperna. Ljuset, som
genereras av lasrar, triffar bara en mycket liten del av provet i taget. CSLM anvinds for att
detektera och lokalisera gfp-maérkta celler in situ. Metoden skannar ett sa kallat fokuslager i
taget och om dessa lager sparas kan mjukvara anvéndas for att konstruera tredimensionella
bilder av viaxtvdvnad och gfp-maérkta bakterier inuti eller pa utsidan av vixter.

Luminometri anvéinds for att mita luciferasaktivitet frdn metaboliskt aktiva celler. Fenotypen
frén uttryckta luxAB-gener ar ljusproduktion, det som kallas for bioluminescens.
Bioluminescens, som kraver n-dekanal som substrat, kvantifieras i en luminometer. Alltsa,
ingen ljusproduktion sker utan n-dekanal. Detektorer méter det emitterade ljuset och
ljusintensiteten dr proportionell mot antalet celler i provet och deras metaboliska aktivitet.

Selektiv plattodling kommer att utféras med medium innehallande kvicksilver och tellurit for




att kunna bedéma risken av upptag av plasmider till SBW25:tgl fran andra mikroorganismer.
Resistens mot kvicksilver dr en vanlig plasmidburen egenskap.

2. Metoder for dvervakning av effekter pa ekosystem

Féltforsoket kommer att utvérdera de eventuella risker som kan uppsta nér en biologisk
kontrollorganism introduceras till ett jordbruksfilt. Eventuella negative ekologiska effekter
pa bakterie- och svampsamhillen kommer att undersokas.

De aktiva mikrobiella cellerna i jorden och pé plantorna kommer att markas in med
Bromodeoxyuridin, en tymidinanalog som inkorporeras i DNA:t pa aktivt vixande celler.
Det aktiva DNA:t extraheras sedan ut och korresponderar dédrmed till de aktiva mikroberna i
det specifika ekosystemet och blir dérefter analyserat med hjilp av T-RFLP (Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism).

T-RFLP ir ett kraftfullt verktyg for att méta diversitet i komplexa mikrobiella samhéllen.
Metoden &r baserad pa jamforelser av olika langa 16S rRNA fragment. Dessa fragment
méngfaldigas med hjilp av PCR. En av primrarna dr markt med fluorescens, vilket gor att
storleken pa restriktionsfragmenten litt kan bestimmas och kvantifieras med sekvensering.
Fragmentens exakta lingd méts med elektrofores. T-RFLP anvidnds med generella eller
specifika primrar for varje grupp organismer. Pa detta sétt kan man genom att jamfora med
kontroller méta den genmodifierade mikroorganismens effekt pa olika grupper av bakterier
och svampar.

Effekten pa denitrifikationen kommer att bestimmas med DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis ) och konserverade primrar for den funktionella genen nosZ. DGGE ir en
snabb gelbaserad metod med vilken det gar att analysera den genetiska diversiteten av de
dominanta mikrobiella populationerna i komplexa miljoer. I den hér studien kommer DGGE
att anvindas for att studera fordndringar i populationerna av denitrifierare i jord. Metoden
baseras pd elektrofores av PCR-amplifierade 16S-fragment i en polyakrylamidgel
innehallande en gradient av denaturerare. Med denna metod kan DNA-fragment av samma
lingd men med olika basparssekvens separeras.

3. Metoder for att upptécka 6verforing av det tillforda genetiska materialet frain GMO till andra organismer

Kromosomal gendverforing anses som mycket otroligt hos SBW25 utan selektionstryck.
Inget selektionstryck forvéntas.

4. Overvakningsomradets storlek (m2)

94,5

5. Overvakningstid

Augusti 2005 — sommaren 2006

6. Overvakningsfrekvens

Overvakningen kommer att vara frin augusti 2005 till sommaren 2006. Prov kommer att tas
en eller tvd ganger i manaden sa linge som jorden gar att hantera. Inga prov kommer att tas
under vintersdsongen. Provtagningen kommer att borja igen sa snart tjélen lossnar.

1. Uppgifter om forfaranden efter utsittningen och hantering av avfall

[ 1. Behandling av platsen efter utsittningen




Rekombinanten kommer mojligen att stanna kvar i ekosystemet som en mindre men stabil
bestandsdel, vilket ar typiskt for P. fluorescens. Antagligen kommer SBW25:tgl ha problem
med att klara av vintern. Ingen dekontaminering kommer att behdvas.

2. Behandling av GMO efter utséttningen

Veteplantorna kommer att samlas in for hand vid experimentets slut. De kommer att ldggas 1
pasar och brinnas. Data fran ett tidigare faltforsok i Storbritannien 1993 visar pé att SBW25
inte overlever 1 bulkjorden. Mindre médngder av avfall (t ex handskar, jord och vixtmaterial)
kommer att autoklaveras efter anvindning.

3.a) Typ av avfall samt avfallsméngd som uppstar

Plantmaterial som koloniserats av SBW25:tgl, prov frin fytosfar och nérliggande jord som
innehéller rekombinanter. “Kontaminerade” hanskar och stévlar. Flera kilo jord och
vixtmaterial med bakterier kommer att samlas in per provtagningstillfille. Behandling av
proverna kommer att generera spadningsserier, flera liter naringsbuljong, agarplattor och
tvattvatten (> 100 1), allt innehaller rekombinanter.

3.b) Avfallshantering

Overblivet material (spadningsserier, flera liter niringsbuljong, agarplattor och tviittvatten)
kommer att autoklaveras.

J. Information om atgiirdsplaner i nodsituationer

1. Metoder och forfaranden for att kontrollera spridningen av GMO vid ovéntad spridning

Veteplantorna pé forsoksplatsen kommer vid en eventuell nddsituation att skordas for hand,
laggas i pasar och brinnas. Platsen kommer att héllas vegetationsfri med bekdmpningsmedel
till rekombinanten inte ldngre kan detekteras (1 cfu/g). Tilltrdde kommer att vara forbjudet
minst en ménad efter dekontamineringen.

2. Metoder for att avldgsna GMO fran potentiellt paverkade omraden

Organismen ar mottaglig for olika antibiotika (se tabell 1) och klorin. Den &r ocksé kénslig
for predation fran andra organismer.

Tabell 1. Mottaglighet for antibiotika hos SBW25:tgl. S = kénslig, I = intermedidr, R=
resistent

Antibiotic name S/I/R Type of antibiotic
Meticillin R Beta lactam

Ceftazidime S Cephalosporin

Meropenem 1 Carbapenem

Imipenem R Carbapenem

Amikacin S Aminoglycoside

Ampicillin R Aminopenicillin

Kanamycin S Aminoglycoside
Gentamycin S Aminoglycoside
StreptomycinS Aminoglycoside
Ciprofloxacin S Fluoroquinolone
Clarithromycin R Macrolide

Sulfonamide S Sulfa




Mupirocin R Produceras av vissa P. fluorescens
Tetracycline S Tetracycline

3. Metoder f6r omhédndertagande eller sanering av véxter, djur, jord etc. som skulle kunna exponeras i samband med eller
efter spridningen

Veteplantorna pa forsoksplatsen kommer vid en eventuell nddsituation att skordas for hand,
laggas 1 pasar och brinnas. Platsen kommer att héllas vegetationsfri med bekdmpningsmedel
till rekombinanten inte ldngre kan detekteras (1 cfu/g). Tilltrdde kommer att vara forbjudet
minst en ménad efter dekontamineringen.

4. Planer for att skydda ménniskors hélsa och miljon om odnskade effekter upptrader

Ingen ovilkommen effekt pa minniskors hilsa eller miljon tros vara mojlig. Utifall att
organismen skulle vara mycket mer konkurrenskraftig &n vanliga P. fluorescens och slé ut
andra populationer kommer miljon att skyddas som beskrivet under J-2.




