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Summary

Genetically modified organisms are increasingly used in the production of feed and food, which has met with
opposition from consumers. The aim of the study was the use of molecular biology methods with particular
emphasis on techniques of real-time PCR in the research in the detection and identification of genetically modified
feed. The research materials were samples of feed taken from feed produced and used in animal nutrition in
Poland in the years 2004-2015. The applied research methods included PCR and real-time PCR techniques,
and consisted in the detection and determination of the DNA content of genetically modified plants. Cascade
methods used in this study included the screening method of detection of GMOs, the method of identifying the
type of GMO, and methods of quantitative analysis of GMO content. As part of the research task in the years
2004-2015 a total of 1435 samples of feed towards GMOs were examined. A positive result was found in 559
cases (39%). Most frequently the positive samples were found the presence of genetically modified soybeans
(531, 37%). Moreover, within the years 2014-2015 an increase in the number of positive GM rape samples
was observed (56, 4%). GM maize contained the least positive samples (38, 2.6%). GMO content above the
legislative threshold 0.9% was found in the vast majority of samples containing GM soy, while for maize
and rapeseed the number of samples containing more than 0.9% GMO was respectively 12 and 8. Analysis
of the feed market in Poland indicates that the soybean plant is the most common genetically modified crop.
Analysis of the origin of sources of GM rapeseed showed that the reasons for this should be sought in batches
of rapeseed imported from third countries. It has been observed with regard to the situation of GM maize
for the feed market in Poland that from 2013 the situation changed radically as a result of the Decree of the
Ministry of Agriculture issued prohibiting the cultivation of MON810 maize on Polish fields. The result of our
study showed that the proportion of genetically modified feed on the feed market in Poland is very similar to
other EU countries. The source of GMOs in feed on the Polish market is feed materials imported into Poland
as a source of feed protein.
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Organizmy genetycznie zmodyfikowane (GMO)
znajduja coraz szersze zastosowanie nie tylko w roz-
woju nauki, w produkcji lekéw i1 szczepionek przez
mikroorganizmy genetycznie zmodyfikowane, ale
rowniez w produkcji pasz i zywnosci (6, 9, 18).
W odniesieniu do pasz 1 zywnos$ci wykorzystuje si¢
modyfikacje genetyczne mikroorganizmow, m.in.
w celu produkeji réznych dodatkéw, jak: enzymy, wi-
taminy, biatka, aminokwasy oraz modyfikacje roslin
uprawnych, obecnie gldwnie w celu poprawy ekono-
miki produkcji, ochrony ro$lin przed szkodnikami czy

* Praca nagrodzona na XV Kongresie PTNW, Lublin, 22-24 wrze$nia 2016 1.

zachwaszczeniem upraw. Pierwsze genetyczne mody-
fikacje ro$lin uprawnych, ktére znalazlty zastosowanie
w komercyjnych uprawach na $wiecie, odnotowano
Jjuz w 1996 r. Przez minionych 20 lat obserwowano
coroczny, staly wzrost stosowania roslin genetycz-
nie zmodyfikowanych (GM) w produkcji globalne;.
W 2015 r. taczny areat upraw roslin GM wynosit 179,7
mln ha (5). Do krajow, gdzie rosliny GM uprawia si¢
powszechnie naleza: USA (70,9 mln ha), Brazylia
(44,2 mln ha), Argentyna (24,5 mln ha), Indie (11,6
mln ha) i Kanada (11 mln ha). Sg to kraje, w ktorych
zastosowanie roslin GM jest najwicksze w skali calego
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$wiata, natomiast uprawy roslin transgenicznych sa
powszechne takze w Azji (Chiny, Pakistan, Filipiny,
Bangladesz), Australii czy Afryce (RPA, Burkina Faso,
Sudan). Gléwne gatunki ro§lin GM obejmuja soj¢ (92
mln ha, 83% upraw ogoétem), kukurydze (53,7 min ha,
29% upraw ogdtem), baweing (24 mln ha, 75% upraw
ogotem) 1 rzepak (8,6 mln ha, 24% upraw ogdtem).
Uprawiane obecnie rosliny transgeniczne charaktery-
zuja si¢ modyfikacjami DNA, ktore uodporniajg je na
dziatanie zwigzkoéw czynnych herblcydow lub szkod-
nikdw owadzich. Pozwala to rozwigzywac¢ problemy
zachwaszczania upraw lub eliminowac¢ szkody wyrza-
dzane przez szkodniki owadzie bez zastosowania duzej
ilosci chemicznych srodkéw ochrony roslin, jak ma to
miejsce w wielkotowarowej uprawie roslin, w oparciu
o rosliny odmian tradycyjnych, niemodyfikowanych
genetycznie. Doniesienia naukowe wskazujg na znacz-
ng redukcje zuzycia chemicznych srodkow ochrony
ro$lin po wprowadzeniu upraw GMO. Zastosowanie
GMO do produkcji lekow czy zastosowania przemy-
stowe nie wzbudzaja tak wielkiego zainteresowania,
jednoczesnie nie sa przedmiotem wielu kontrowersji
1 sporéw na polu nauki, etyki, a najcze$ciej przekonan
1 indywidualnych preferencji konsumentow, jak stoso-
wanie GMO w przemysle Zzywno$ciowym 1 paszowym.
Wykorzystywanie GMO w produkcji pasz i zywnosci
spotyka si@ ze znacznym sprzeciwem spoteczenstwa,
organizacji konsumenckich i ekologow (2 13). W wy-
niku istniejacej sytuacji pasze i Zzywnos¢é genetyczme
zmodyfikowane sg przedmiotem wielu opracowan
naukowych, ktore zdecydowanie wskazuja, ze mody-
fikacje genetyczne stosowane obecnie nie powoduja
wzrostu zagrozenia dla zdrowia ludzi 1 zwierzat (3,
8, 19). Istniejace kontrowersje byly przyczyna opra-
cowania uregulowan prawnych odnoszacych si¢ do
zastosowania GMO w pracach badawczych oraz jako
sktadnikow zywnosci 1 pasz, w celu ochrony intere-
sow konsumentow oraz dla ograniczenia potencjalnie
negatywnego wplywu GMO na stan $rodowiska na-
turalnego (14-17, 20). Prawo w tym zakresie reguluje
m.in. kwesti¢ znakowania zywnosci i pasz genetycznie
zmodyfikowanych w celu zapewnienia konsumentom
swiadomego wyboru pomiedzy produktami z GMO
a produktaml tradycyjnego rolnictwa. Znakowanie
takie powinno by¢ potwierdzone rzetelnymi wynika-
mi badan w kierunku obecnos$ci i zawartosci GMO,
ktore wykonywane sg najczesciej metodami biologii
molekularnej, w tym real-time PCR.

Celem niniejszej pracy bylo zastosowanie metod
biologii molekularnej, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem techniki real-time PCR, w badaniach w kierunku
okreslenia zakresu stosowania ro$lin genetycznie zmo-
dyfikowanych w produkcji pasz i zywieniu zwierzat
gospodarskich w Polsce.

Material i metody

Materiat do badan stanowity probki pasz, w tym materia-
ly paszowe, dodatki paszowe i gotowe mieszanki paszowe,
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Tab. 1. Zakres badan w kierunku roslin genetycznie zmody-

fikowanych
. . | Linia GMO/sekwencja | Symbol metody EURL
S T e DNA GMFF/pismiennictwo
Soja GTS 40-3-2 -/(5)

Kukurydza MON810 QT-EVE-ZM-020/(1)

Bt11 QT-EVE-ZM-006/(1)

Bt176 QT-CON-00-007/(1)

T25 QT-EVE-ZM-011/(1)

Rzepak GT73 QT-EVE-BN-004/(1)

Rf3 QT-EVE-BN-003/(1)

Ms8 QT-EVE-BN-002/(1)

T45 QT-EVE-BN-001/(1)

Badania przesiewowe CaMV 35S QL-ELE-00-004/(1)

na obecno$¢ roslin T-nos QL-ELE-00-009/(1)

GM - poszukiwane pFMV QL-ELE-00-010/(1)

sekwencje DNA nptil QL-ELE-00-002/(1)

pat QT-ELE-00-002/(1)

bar QL-ELE-00-014/(1)

CTP4-CP2-EPSPS QL-CON-00-008/(1)

pobierane z pasz produkowanych i stosowanych w zywieniu
zwierzat w Polsce w latach 2004-2015. Probki o masie od
500 g (gotowe mieszanki paszowe, drobnoziarniste mate-
rialy paszowe) do 3 kg (ziarna kukurydzy) pobierane byty
losowo z terendw centralnej oraz poludniowo-wschod-
niej Polski i obejmowaly pasze dla wszystkich gatunkow
zwierzat gospodarskich. Charakterystyka badanych pasz
obejmowata pelen przekroj pasz stosowanych w zywie-
niu zwierzat w Polsce. Zastosowane w badaniach metody
obejmowaty technik¢ PCR oraz real-time PCR i polegaty
na wykrywaniu oraz oznaczaniu zawarto$ci DNA ro§lin ge-
netycznie zmodyfikowanych dla probek dodatnich. Zakres
analityczny dla poszczegdlnych gatunkow roslin zestawiono
w tabeli 1. Kaskada zastosowanych metod obejmowata me-
tody przesiewowej detekcji GMO, metody identyfikujace
rodzaj GMO oraz metody ilosciowej analizy zawarto$ci
GMO. Materiaty paszowe pochodzace z pojedynczych
gatunkow ro$lin uprawnych, jak $ruta sojowa, badano
wytacznie w kierunku modyfikacji danego gatunku roslin.
Mieszanki paszowe badano wielokierunkowo, tj. badania
takie dotyczyly obecnosci i zawarto$ci soi, kukurydzy badz
rzepaku genetycznie zmodyfikowanych, a wykonywana
analiza poszczeg6lnych gatunkow GMO zalezata od sktadu
mieszanki paszowej.

Pierwszy etap badan obejmowat homogenizacje probek
w miynku laboratoryjnym (Retsch ZM200) o wielkos$ci
oczka sita 0,5 mm. Do kolejnego etapu badan, tj. izolacji
DNA, z kazdej probki pobierano po dwie nawazki o ma-
sie 1 g. Izolacje DNA wykonywano metoda CTAB opi-
sang w normie przedmiotowej PN-EN ISO 21571:2006/
A1:2013-06 (12). Uzyskang zawiesing DNA oceniano
poprzez pomiar ilosci i jako$ci uzyskanego genomowe-
go DNA. Stezenie kwasu nukleinowego DNA mierzono
poréwnujac absorbancj¢ dla czystego rozpuszczalnika
i roztworu DNA przy dlugosci fali 260 nm. Jako§¢ DNA
oceniano na podstawie pomiaru wartosci Wsp('ﬁczynnikéw
absorbancji A, /A 1A,/ 230 (podane liczby odnoszq si¢
do dhugosci fali pomiaru) z wniesieniem poprawki pomiaru
przy 320 nm, wyznaczajacej wplyw czystosci stosowanych
kuwet. Pomiar stezenia i jakosci DNA wykonywano na
spektrofotometrze Nicolete Evolution 300 (ThermoSpec-



Med. Weter. 2017, 73 (5), 299-302

tronic) z wykorzystaniem kuwet niskich objetosci jedno-
razowego uzytku UVette (Eppendorf).

DNA wyizolowane z probek, standaryzowane na stezenie
robocze 40 ng/ul, stanowito w dalszej kolejnosci matryce
w badaniach z zastosowaniem metod przesiewowej detekcji
GMO. Obejmowaly one zastosowanie techniki PCR (dla
sekwencji DNA: CaMV 35S, T-nos, pFMV i nptll) oraz
real-time PCR (dla sekwencji DNA: pat, bar, CTP2-CP4-
-EPSPS) do wykrywania gendéw (pat, bar), promotoréow
(CaMV 35S, pFMV) lub terminatorow gendéw (T-nos) oraz
czesci konstruktow genowych (CTP2-CP4-EPSPS). Wy-
mienione elementy genetyczne stosowane sg czesto w wielu
ro$linach genetycznie zmodyfikowanych. Taka zaleznos¢
umozliwiata kwalifikacje probek, jako potencjalnie dodat-
nich i ujemnych, w odniesieniu do obecnosci roslin GM. Do-
datni wynik probki dla ktorejkolwiek z metod przesiewowej
detekcji GMO wskazywat na koniecznos¢ dalszych badan
w celu identyfikacji linii GMO i ewentualnie okreslenie jej
zawartosci w probce. W tym celu stosowano metody specy-
ficzne dla poszczegdlnych linii GMO, zwalidowane i uzna-
ne za zalecane do badan GMO w catej Unii Europejskiej. Do
identyfikacji linii GMO i oznaczenia jej zawarto$ci stosowa-
no metody wykorzystujace technike real-time PCR (1, 4).
Kompendium metod dostgpne jest na stronie internetowej
Laboratorium Referencyjnego Unii Europejskiej ds. Zyw-
nosci i Pasz Genetycznie Zmodyfikowanych (EURL GMFF)
(1). Zostaly one réwniez czgSciowo wiaczone do norm
przedmiotowych PN-EN ISO 21569:2007/A1:2013-07
1 PN-EN IS0 21570:2007/A1:2013-06, odnoszacych si¢ do
jako$ciowej 1 ilosciowej analizy GMO w paszach 1 zyw-
nosci (10, 11). Podczas badan stosowano startery PCR
i sondy TagMan o sekwencjach podanych w przytoczonej
metodyce, syntetyzowane w specjalistycznym laborato-
rium (Genomed). Profile temperaturowo-czasowe reakcji,
sktad mieszanin reakcyjnych, w tym buforéw dla techniki
PCR (Perpetual Tag DNA, EurX) i real-time PCR (TagMan
Universal PCR MasterMix, Applied Biosystems — Thermo-
Fisher Scientific), stezenia starterow i/lub sond zastosowane
w badaniach zostaty zoptymalizowane i zwalidowane. PCR
wykonywano w aparacie PCR (SensoQuest), a produkty
reakcji rozdzielano w komorze do elektroforezy (Biorad)
przy napieciu 5 V/em w 2% zelu agarozowym (Fermentas)
zanurzonym w buforze TBE (Fermentas). Pomiar dtugos$ci
produktu PCR wzgledem wzorca dtugosci DNA O’Gene-
Ruler 50 bp DNA Ladder (Fermentas) nastepowat po wy-
barwieniu DNA barwnikiem SimplySafe (EurX). Reakcje
real-time PCR, dla wigkszosci z badanych linii GMO,
wykonywano w aparacie typu studzienkowego ABI7500

Tab. 2. Wyniki badan prébek pasz na obecnosé i zawartos¢ GMO
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(Applied Biosystems — ThermoFisher Scientific) Iub typu
kapilarnego LightCycler 2.0 (Roche), wytacznie dla ozna-
czen zawarto$ci soi GM linii GTS 40-3-2. Oprogramowania
obu aparatow wykorzystywano do potwierdzenia lub wyklu-
czenia obecno$ci GMO oraz oznaczenia zawarto§ci GMO
na podstawie wykres$lanych krzywych kalibracyjnych.
Wyniki i omoéwienie

W ramach zadania badawczego w latach 2004-2015
zbadano tacznie 1435 prébek pasz w kierunku soi,
kukurydzy 1 rzepaku genetycznie zmodyfikowanych.
Wynik dodatni, tj. obecnos¢ GMO w badanym mate-
riale, stwierdzono w 559 przypadkach (39%), a najcze-
Sciej identyfikowano soje genetycznie zmodyfikowang
(531, 37%). Liczba probek, w ktérych zawartos¢
GMO przekraczata prog legislacyjny 0,9% wynosita
540 (38%) i obejmowata 520 prébek z soja GM, 12
probek z kukurydzag GM 1 8 probek z rzepakiem GM.
Aby obraz sytuacji byl wlasciwy, nalezy wspomnie¢,
ze analiza wynikow obejmuje 712 badan w kierunku
rzepaku GM oraz 368 analiz w kierunku kukurydzy
GM, ktore uprawia si¢ w Polsce, wykorzystujac linie
roslin niemodyfikowanych genetycznie. Taki przekroj
badanych prébek zanizyt znaczaco odsetek probek do-
datnich w stosunku do rzeczywistego charakteru pasz
stosowanych w Polsce, gdzie od wielu lat gtownym
zrédtem biatka paszowego pozostaje soja z upraw ge-
netycznie zmodyfikowanych, importowana do Europy
gtéwnie z Argentyny i Brazylii (7, 13). Stosowanie
sol w zywieniu zwierzat zostato wymuszone wprowa-
dzeniem zakazu stosowania maczek migsno-kostnych
w latach 90., po zwigkszeniu wystegpowania BSE
u krow w Europie (7, 21). Dotychczasowe zrodto
biatka w postaci maczek migsno-kostnych doskonale
zastgpila bogata w wysokiej jakosci biatko $ruta sojo-
wa, dla ktorej nie istnieje, jak dotad, rzeczywista alter-
natywa w postaci rodzimych, uprawianych w Europie
roslin wysokobiatkowych. Sruty rzepakowe stanowig
dodatkowe lub uzupetniajace zrodto biatka paszowe-
go i z reguty wchodza w sktad mieszanek paszowych
zawierajacych rowniez soj¢ genetycznie zmodyfiko-
wang. Szacuje si¢, ze 95% soi stosowanej w zywieniu
zwierzat w UE jest genetycznie zmodyfikowana (13),
glowne linie soi GM stosowane w UE to do niedawna
prawie wyltacznie GTS 40-3-2, a w ostatnich latach
rowniez MON89788 czy A5547-127 (wszystkie cha-
rakteryzuje odporno$¢ na dziatanie herbicydow).
Ma to szczegdlne znaczenie w chowie drobiu

1 $win, dla ktérych pasza bogata w biatko pocho-

Rodzaj analiz Liczba zbadanych Prébki dodatnie/ Probki
GMO prébek zawarto$¢ GMO > 0,9% ujemne
Soja GM 553 531 (37%)**/520 22
Kukurydza GM 368 38 (2,6%)**/12 330
Rzepak GM 712 56 (4%)**/8 656
;irgzb":kzigz‘z’ﬁi';"“" 1435* 559 (30%)/540 876 (61%)

dzace ze S$ruty sojowej jest obecnie niezbedna.
Produkcja pasz przemystowych wykorzystywana
jest gtownie na potrzeby chowu wspomnianych
gatunkOw zwierzat, zatem rowniez rzeczywisty
odsetek pasz przemystowych zawierajacych GMO
jest wysoki, bliski poziomu 95%, co wskazuje na

Objasnienia: * — dla cz¢sci probek wykonywano analizy taczone dla
soi, kukurydzy i rzepaku; ** — odsetek z liczby wszystkich badanych

probek

powszechne stosowanie pasz genetycznie zmo-
dyfikowanych w zywieniu duzej cze$ci zwierzat
gospodarskich w Polsce.
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W latach 2014-2015 zaobserwowano wzrost liczby
probek zawierajacych rzepak genetycznie zmody-
fikowany. Do 2014 r. odnotowano tylko dwa przy-
padki obecnosci rzepaku GM linii T45 w badanych
materiatach, natomiast w latach 2014-2015 liczba
wynikow dodatnich wzrosta do 56, co stanowito 4%
ogbdhu probek dodatnich. Odnoszac liczbe probek
z rzepakiem GM do ogoélnej liczby analiz w kierun-
ku rzepaku GM, odsetek jest dwukrotnie wigkszy.
Sytuacja rzeczywista w latach 2014-2015 wskazywalta,
ze okoto 10-25% rzepaku stosowanego w Polsce za-
wieralo zanieczyszczenia rzepakiem GT73. Wynikato
to z liczby przypadkéw wykrytych probek dodatnich
1 liczby badan w tym kierunku w latach 2014 1 2015.
Zawarto$¢ rzepaku genetycznie zmodyfikowanego
w probkach dodatnich stwierdzonych do 2015 r. tylko
w 8 przypadkach przekroczyta prog 0,9% i ograniczata
si¢ do rzepaku linii GT73. Analiza pochodzenia Zro-
det opisywanego rzepaku GM wykazata, ze przyczyn
takiego stanu rzeczy nalezy poszukiwa¢ w partiach
srut rzepakowych importowanych do Polski z krajow
trzecich. Obecno$¢ rzepaku GM ogranicza si¢ do
wystepowania linii zarejestrowanej do stosowania
w UE pod kodem GT73, jest to rzepak uodporniony
na dziatanie herbicydu Roundup. Rzepak GT73 moze
by¢ stosowany jako sktadnik zywnosci lub paszy, nie
mozna natomiast uprawia¢ go na terenie UE. Import
1 wymiana handlowa z krajami trzecimi towarami rol-
nymi powoduje naptyw GMO do UE, w tym rzepaku
GT73, co potwierdzaty wyniki naszych badan z partii
towaréw pochodzacych spoza UE.

Najmniej probek dodatnich dotyczyto obecnosci
kukurydzy genetycznie zmodyfikowanej (38, 2,6%).
W stosunku do liczby probek badanych dla kukurydzy
odsetek probek dodatnich rosnie do poziomu prawie
10%. Stwierdzane przypadki obecnosci kukurydzy GM
obejmowaty gtoéwnie linie MON810, dopuszczong do
uprawy na terenie UE. Z pozostatych linii kukurydzy
genetycznie zmodyfikowanej stwierdzono rowniez
obecnos¢ Btll, Btl76 i T25. Zawarto$¢ kukurydzy
GMO, powyzej progu legislacyjnego 0,9%, stwier-
dzono tylko dla 12 probek i dotyczylo to kukurydzy
MONRS810 stwierdzanej w paszach do roku 2012.
Obraz stosowania kukurydzy GM na rynku paszo-
wym w Polsce ulegt diametralnej zmianie w wyniku
wydanego w 2012 r. Rozporzadzenia Ministerstwa
Rolnictwa zakazujacego uprawy kukurydzy MONS810
na polskich polach (17). W wyniku zakazu uprawy ku-
kurydzy MONS810 od 2013 . liczba prébek dodatnich
zmalata znaczaco do pojedynczych probek dodatnich
w danym roku kalendarzowym. Wyniki badan wskazu-
janastosowanie w produkcji pasz i zywieniu zwierzat
kukurydzy rodzimej produkcji, odmian niezmodyfi-
kowanych genetycznie. Podobnie jak w przypadku
rzepaku ewentualnych Zrédel obecnosci kukurydzy
GM nalezy upatrywa¢ w importowanych surowcach
lub gotowych mieszankach paszowych.
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Analiza rynku pasz w Polsce wskazuje, ze soja jest
najczesciej stosowang rosling genetycznie zmodyfiko-
wang w produkcji pasz 1 zywieniu zwierzat. Wyniki
badan wlasnych wykazaty, ze udzial pasz genetycznie
zmodyfikowanych na rynku pasz w Polsce jest bardzo
podobny do innych krajéw UE, a zrédlem GMO sg ma-
teriaty paszowe importowane do UE w celu pokrycia
zapotrzebowania na biatko paszowe.
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