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Summary

European Union law enforces labeling of products containing above 0.9% of GMO. The aim of this study was
detection and quantification of genetically modified rape in feedingstuffs. Both the qualitative and quantitative
analysis was based on Real Time PCR method. Amongst 432 examined samples of feed, 56 contained GM rape
line GT73. Only in 8 of them did the content of GM rape exceed 0.9%. The source of GT73 rape contamination
was rapeseed meal imported to Poland from the eastern countries, mainly Ukraine, which was confirmed in
shipping documents attached to the samples. The efficient monitoring of GMO, especially for rape, is very
important, because of the high possibility of contamination of traditional crops with GM varieties.
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Szczegolng uwage w zywieniu zwierzat hodowla-
nych skupia si¢ na ro§linach bedacych tatwo przyswa-
jalnym Zrdédtem biatka i charakteryzujacych si¢ dobrze
zbilansowanym sktadem aminokwasowym. W tym
zakresie istotng role w zywieniu zwierzat poza soja
odgrywa rzepak, bedacy podstawowa rosling oleista
uprawiang na terenie naszego kraju. W Polsce do pro-
dukcji pasz wykorzystuje si¢ przede wszystkim rzepak
pochodzacy z upraw prowadzonych na terenie naszego
kraju, jednak odnotowuje si¢ rowniez znaczacy import
tego surowca, w tym z krajow spoza UE. Na terenie
Unii Europejskiej dopuszczone do stosowania sg pasze
1 zywnos$¢ zawierajace, wyprodukowane lub sktadaja-
ce si¢ z genetycznie zmodyfikowanego rzepaku linii:
GT73, Ms8, Rf3, Ms8xRf3 oraz T45, odpornych na
dziatanie herbicydow. Jednym z gléwnych herbicy-
déw stosowanych obecnie w rolnictwie jest glifosat,
aktywny sktadnik herbicydu Roundup. Mechanizm
dziatania glifosatu polega na hamowaniu enzymu
EPSPS, ktory uczestniczy w biosyntezie aminokwaséw
aromatycznych i witamin. Prowadzi to do zablokowa-
nia biosyntezy biatka, a w konsekwencji do $mierci
rosliny (9, 13). Uzyskanie w roslinach tolerancji na
glifosat stalo si¢ mozliwe poprzez wprowadzenie po-
chodzacego z A. tumefaciens szczepu CP4 genu epsps,
kodujacego syntaze S-enolopirogrono-3-fosfoszikimo-
wa (EPSPS), ktora jest odporna na dzialanie zwigzku
czynnego herbicydu. Odpornos¢ na ten herbicyd moz-
na uzyska¢ rowniez przez transformacj¢ rosliny ge-

nem wyizolowanym z Ochrobactrum anthropi szczep
LBAA, kodujacym oksydoreduktaze glifosatu (gox),
ktora przyspiesza jego rozktad. Dzigki tym genom
wprowadzonym do genomu rzepaku GT73 uzyskano
odpornos¢ na glifosat (13). Z kolei odpornos¢ rzepaku
linii Ms8, Rf3 1 T45 na kolejng grup¢ herbicydow, t;.
herbicydy fosfinotrycynowe, uzyskano dzigki genom
bar 1 pat wyizolowanym, odpowiednio, z saprofitycz-
nych bakterii glebowych Streptomyces hygroscopius
1 Streptomyces viridochromogenes. Geny te koduja
N-acetylotransferaz¢ fosfinotrycyny (PAT), ktora
umozliwia acetylacj¢ glufosynatu i jego rozktad (13).

Prawo obowigzujace na terenie UE (10, 11) wymaga
etykietowania zywnosci i pasz zawierajacych powyzej
0,9% GMO, a kraje cztonkowskie zobowigzane sg do
prowadzenia monitoringu GMO przez uprawnione
organa urzedowej kontroli. Celem badan bylo okre-
Slenie za pomocg techniki real-time PCR czesto$ci
wystepowania rzepaku GM w materialach paszowych
1 innych paszach stosowanych w zywieniu zwierzat
gospodarczych w Polsce.

Material i metody

Materiat do badan stanowily probki materiatdw i miesza-
nek paszowych zawierajacych rzepak, pobrane do badan
przez lekarzy weterynarii z powiatowych inspektoratow
weterynaryjnych, zgodnie z wytycznymi Programu Wie-
loletniego realizowanego przez Panstwowy Instytut We-
terynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach.
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Tab. 1. Wyniki badan pasz w kierunku obecnos$ci rzepaku
GM w latach 2012-2015

Liczba Liczba probek dodatnich
Rodzaj prabki 3;2?:#1 ogétem n,gg/gltz;?vll olo ?gzzryémo
Sruty rzepakowe 282 47 M 6
Mieszanki paszowe 97 7 6 1
Makuchy rzepakowe 29 1 0 1
Ziarno rzepaku 24 1 1 0

W latach 2012-1015 przeanalizowano tacznie 432 probki,
w tym 282 probki $ruty rzepakowej, 24 probki ziarna rzepa-
ku, 29 probek makuchu rzepakowego i 97 probek mieszanek
paszowych (tab. 1). Analizg probek prowadzono w oparciu
o technike real-time PCR, wg metod zalecanych przez La-
boratorium Referencyjne Unii Europejskiej ds. Zywnosci
i Pasz Genetycznie Zmodyfikowanych (EURL GMFF).
Zostaly one zoptymalizowane, zwalidowane i opisane
w procedurze badawczej wykorzystywanej w badaniach
prowadzonych w Zaktadzie Higieny Pasz PIWet-PIB.
Wykorzystywane metody, specyficzne dla zdarzenia trans-

Tab. 2. Charakterystyka starterow i sond wykorzystywanych w reakcji real-time PCR
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formacyjnego, umozliwiajg identyfikacje poszczegolnych
linii rzepaku genetycznie zmodyfikowanego, tj. GT73, Ms8,
Rf3 i T45. Granicg wykrywalnosci dla rzepaku GM linii
GT73, Rf3 i Ms8 ustalono na poziomie 0,01%, natomiast
dla rzepaku Ms8 na poziomie 0,05%. Granica oznaczalno$ci
metody dla rzepaku linii Rf3 wyniosta 0,04%, dla GT73
1 Ms8 ustalono ja na poziomie 0,05%, natomiast dla rzepaku
T45 granica oznaczalno$ci wyniosta 0,06%.

Otrzymane do badan probki pasz i materiatdéw paszowych
poddawano homogenizacji, a nastepnie kazda z probek
analizowano w dwoch powtorzeniach. Ekstrakcje DNA
prowadzono w oparciu o metode wykorzystujacg bromek
heksadecylotrimetyloamonowy (CTAB). Otrzymane DNA
sprawdzano pod wzgledem czystosci, ktora dla przeprowa-
dzenia wydajnej amplifikacji produktu musi zawiera¢ si¢
w granicach 1,7-2,0 przy 260/280 nm. Reakcje amplifika-
cji z oznaczaniem ilosci produktu w czasie rzeczywistym
(real-time PCR) prowadzono z uzyciem starterow i sond
typu TagMan, specyficznych dla danej linii rzepaku GM.
Wykorzystywane w badaniach startery i sondy przedsta-
wiono w tab. 2, natomiast sktad mieszanin reakcyjnych
w tab. 3.

Reakcje amplifikacji obej-
mujacg 45 cykli prowadzo-

Nazwa Sekwencja Tm | Zrodto no wg nastepujacego pro-
Gen referencyjny rzepaku CruA filu termicznego: dziatanie
MDB510 5'-GGC CAG GGT TTC CGT GAT-3’ 58°C | 3 UNG 50°C 2 min, denaturacja
MDB511 5'-CCG TCG TTG TAG AAC CAT TGG-3’ 61°C wstepna — 95°C przez 15 min,
TM003 FAM 5"-AGT CCT TAT GTG CTC CAC TTT CTG GTG CA-3’TAMRA | 70°C denaturacja — 95°C przez
Rzepak GT73 15 s, przytaczanie i wydtu-
RT73 1 5'-CCA TAT TGA CCC ATC ATA CTC ATT GCT-3' 65°C | 7 zanie starterow z pomiarem
RT732 5'-GCT TAT ACG AAG GCA AGA AAA GGA-3’ 62°C fluorescencji — 60°C przez
RT73 FAM 5°-TTC CCG GAC ATG AAG ATC ATC CTC CTT-3TAMRA | 68°C 1 min. Do analiz wykorzy-
Rzepak Ms8 stywano aparat firmy Applied
KVM085 5-GTT AGA AAA AGT AAA CAA TTA ATA TAG CCG G-3 6ac | 6 | Biosystems ABI7500. Po
HCA048 5'-GGA GGG TGT TTT TGG TTA TC-3’ 56°C stwierdzeniu obecnos$ci rze-
T™MO11 FAM 5'-AAT ATA ATC GAC GGA TCC CCG GGA ATT C-3'TAMRA | 69°C paku GM w badanej probee
Rzepak Rf3 wykonywano analiz¢ ilo-
KVM084 5'-AGC ATT TAG CAT GTA CCA TCA GAC A-3’ 63°C | 12 Sciowq. Zawartos¢ zmodyfi-
DPA165 5'-CAT AAA GGA AGA TGG AGA CTT GAG-3’ 62°C kowanego DNA w badanym
TMO010 FAM 5°-CGC ACG CTTATCGACCAT AAG CCC A-3'TAMRA 69°C materiale oznaczano poprzez
Rzepak T45 okreslenie ilosci transgenu
KVM172 5°-CAA TGG ACA CAT GAA TTA TGC-3’ 55°C 3 w stosunku do ilosci tzw.
MDB599 5'-GAC TCT GTA TGA ACT GTT CGC-3’ 59°C genu referencyjnego. W tym
TM026 FAM 5'-TAG AGG ACC TAA CAG AAC TCG CCG T-3'TAMRA 67°C celu wykorzystywano meto-

Tab. 3. Schemat przygotowania mieszanin reakcyjnych dla reakeji

real-time PCR

de¢ krzywych standardowych,
wzgledem ktorych okreslano ilos¢ amplifikowane-
go DNA w analizowanych probkach. Zawartosé

Sktadnik Stezenie koricowe procentowa rzepaku GM obliczano jako stosunek
mieszaniny CruA GT73 Ms8 Ri3 145 ilosci sekwencji GM do ilosci sekwencji genu re-
MastorMix 1 x stezony ferencyjnegg (ilos¢ kOplt sekwencji GM/ilos¢ kopii
g. referencyjnego x 100%).
Startery stgzenie | MDB510 GT731 KVM085 KVM084 KVM172
koricowe 0,06 pM 0,1pM 0,06 yM 0,06 yM 0,06 yM Wyniki i omowienie
'g'ggm OGT173M2 : %g'm 3':]21:& 'g'ggsuﬁ W kazdej z badanych probek powielaniu
. ulegal fragment genu referencyjnego CruA,
Sonda stezenie TMO003 GT73 TMO11 TMo10 TMO026 harak dl ku. Wydai
koficowe 004yM | 008yM | 006yM | 006 | 0osum | Ccharakterystycznego dlarzepaku. Wydajna am-
HO 40 20 plifikacja tego genu §wiadczyta o prawidtowo
z przeprowadzonym procesie ekstrakcji DNA
DNA (5 1) o 40 ng/1 pl i 0 odpowiedniej czystosci kwasu nukleinowe-
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taczna liczba probek
432

Ponizej 0,9% GMO
48

/\ Powyzej 0,9% GMO
8

Ryec. 1. Obecno$¢ rzepaku GM z podzialem na zawarto$é
procentowa GMO

go0. Wydajnos¢ reakeji PCR dla obu badanych genow
wahata si¢ w granicach 90,0%-103,6% dla genu refe-
rencyjnego CruA oraz 90,0%-104,3% dla transgenu.
W probkach pobranych i zbadanych w latach 2012-
-2013 nie stwierdzono rzepaku genetycznie zmodyfi-
kowanego. Na podstawie dokumentéw dolaczonych
do badanych w tym okresie probek stwierdzono, ze
pochodzity one z upraw rzepaku prowadzonych na
terenie naszego kraju. Analiza probek otrzymanych
w kolejnych latach, tj. 2014-2015 wykazata obecno$¢
rzepaku linii GT73 w 56 analizowanych prébkach
(tab. 1). W 8 z nich stwierdzono obecnos¢ rzepaku
GT73 powyzej 0,9%, natomiast w pozostatej czgsci
probek zawarto$¢ rzepaku tej linii okreslono ponizej
progu 0,9% (ryc. 1). W zwigzku z obowiazujacymi
przepisami prawnymi (10, 11) obecno$¢ rzepaku ge-
netycznie zmodyfikowanego w badanych probkach
zawierajacych powyzej 0,9% GMO narzuca obowig-
zek oznakowania tego produktu jako zawierajacego
genetycznie zmodyfikowane organizmy.

Uzyskane wyniki badan wskazujg na pojawienie
si(-; rzepaku genetycznie zmodyfikowanego linii GT73
W Zywieniu zw1erzqt w Polsce na przestrzeni ostatnich
dwoch lat. Zrédtem rzepaku GM, ktorego zawartos§¢
okreslono powyzej 0,9%, okazaly si¢ partie $rut rzepa-
kowych importowanych do naszego kraju z Ukralny
Probki rzepaku zawierajace linie GT73 pOIllZG_]
wartosci 0,9% prawdopodobnie mogty zosta¢ zanie-
czyszczone rzepakiem GM w trakcie transportu lub
przechowywania. Dodatnie wyniki przeprowadzonych
analiz $wiadczg o koniecznos$ci prowadzenia kontroli
tego typu organizmoéw w Srodowisku, szczegdlnie
w przypadku rzepaku. Biologia tego gatunku sprzyja
bowiem niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu si¢
rzepaku w srodowisku i mozliwosci tatwej konta-
minacji tradycyjnych upraw tej roshny odmianami
trans gemcznyml Rzepak jest rosling czesciowo samo-,
a czesciowo obcopylng. Utatwionemu rozprzestrzenia-
niu si¢ gendéw i przekrzyzowaniu sprzyja produkcja
duzych ilosci pytku, ktory moze by¢ przenoszony
przez owady czy wiatr, a takze zdolno$¢ krzyzowania
si¢ rzepaku z gatunkami pokrewnymi, takimi jak np.:
Brassica rapa, B. juncea, B. adpressa, B. oleracea,

Med. Weter. 2017, 73 (3), 180-182

Raphanus raphinistrum, Hirschfeldia incana. Duze
znaczenie ma takze wysoka produktywnos$¢ nasion,
brak koniecznosci okresu ich spoczynku oraz zacho-
wanie dtugiej zdolnosci do kietkowania w niesprzyja-
jacych warunkach. W wielu badaniach prowadzonych
w miejscach, gdzie uprawia si¢ rzepak GM wykazano
przeptyw gendw pomigdzy osobnikami transgenicz-
nymi a odmianami tradycyjnymi i powstawanie ro$lin
charakteryzujacych si¢ odpornoscig na dany herbicyd
(1,4, 14, 15). Rozprzestrzenianie si¢ tego typu organi-
zmow w srodowisku moze prowadzi¢ do powstawania
tzw. superchwastow (8) 1 zmniejszenia bioréznorod-
nos$ci ekosystemow (2, 5). Biorqc pod uwage powyz-
sze informacje, nalezy zwroci¢ szczegolng uwage na
konieczno$¢ prowadzenia efektywnego monitoringu
w zakresie GMO. Brak takich badan moze skutkowaé
niekontrolowanym rozprzestrzenianiem si¢ transge-
néw w srodowisku, co z kolei stanowi¢ moze zagro-
zenie dla upraw konwencjonalnych i ekologicznych.
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