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Summary

The labeling of products containing GMOs above 0.9% results from the provisions of the law in force in the
European Union. The aim of the study was to evaluate the presence of genetically modified rape in feed used
in feeding farm animals in Poland. The research was based on the real-time PCR technique, using primers and
event-specific probes. A total of 900 samples were analyzed. The research identified canola line GT73, resistant
to glyphosate. Only in 12 samples did the content of this oilseed rape exceed the threshold above which the
product must be labeled as containing GMOs. Conducting such controls is extremely important because of
the possibility of contamination of feed free from genetically modified organisms, which are increasingly used

in animal nutrition.

Keywords: genetically modified rapeseed, GMO feed, real-time PCR technique

Pasze rzepakowe s3 cennym Zrédlem biatka w zy-
wieniu zwierzat, przede wszystkim ze wzgledu na
wysoka zawarto$¢ aminokwasow siarkowych, takich
jak metionina i cystyna. Wykorzystywane sa w zywie-
niu drobiu, bydta 1 $win. Do produktow rzepakowych
stosowanych do produkcji pasz zalicza si¢ przede
wszystkim $rut¢ poekstrakcyjng i makuch rzepakowy,
powstajace po pozyskaniu oleju z nasion tej rosliny.
W tym celu stosuje si¢ podwdjnie ulepszone odmia-
ny rzepaku (tzw. dwuzerowe), pochodzace gldwnie
z upraw krajowych. Charakteryzuja si¢ one obnizong
zawartoscig sktadnikéw antyodzywczych — takich jak
kwas erukowy i glukozynolany. Zwigzki te negatyw-
nie wptywaja na zdrowie 1 produkcyjnos¢ zwierzat
(1, 7, 12). Majac na uwadze odpowiednie wytyczne
obowigzujace w chowie réznych grup zwierzat gospo-
darskich oraz zasady wymagane przy wykorzystaniu
pasz zawierajacych rzepak, z powodzeniem mozna
stosowac go jako dodatkowe lub uzupetniajace zrodto
biatka paszowego.

W Zywieniu zwierzat w Polsce poza krajowymi
odmianami rzepaku stosuje si¢ rowniez rzepak po-
chodzacy z importu. Poza odmianami tradycyjnymi
na terenie Unii Europejskiej dopuszczone obecnie do
stosowania sg rozne linie rzepaku genetycznie zmody-
fikowanego, charakteryzujace si¢ odpornoscia na rozne
typy herbicydow. Zalicza si¢ do nich rzepak z odpor-
noscig na glufosynat (linia GT73, MON 88302) oraz

na glifosat amonowy (linia Ms8, Rf3), a takze krzy-
zowki tych odmian (Ms8xRf3, MON88302xMs8xR 13,
MONS88302xMs8, MON88302xRf3) (https://webgate.
ec.europa.eu/dyna/gm_register/index en.cfm). Zgod-
nie z regulacjami prawnymi obowigzujacymi na te-
renie UE istnieje konieczno$¢ monitorowania obec-
nosci genetycznie zmodyfikowanych organizméw
(GMO - genetically modified organism) w zywnosci
1 paszach (5, 6). W zwigzku z tym zywnos¢ 1 pasze,
ktore zawieraja powyzej 0,9% GMO musza by¢ od-
powiednio oznakowane (5, 6). Do kontrolowania pasz
w tym zakresie wyznaczone sg na terenie naszego kraju
odpowiednie laboratoria. W prowadzeniu tego typu
monitoringu stosowane sg metody analityczne, wy-
korzystujace najczesciej technike PCR 1/lub real-time
PCR. Pozwalajg one na wykrywanie i identyfikowanie
genetycznie zmodyfikowanych surowcow paszowych,
w tym rowniez rzepaku. Dzigki odpowiednim para-
metrom, ktorymi charakteryzuja si¢ te metody, takim
jak: wysoka czuto$¢, specyficznos¢, doktadnos¢ czy
mozliwo$¢ wykrycia GMO na bardzo niskim poziomie,
nawet kilku kopii poszukiwanego fragmentu genetycz-
nego, s one powszechnie wykorzystywane w tego
typu badaniach. Przed wprowadzeniem do badan me-
tody te podlegaja procesowi optymalizacji i walidacji,
aby zostaty odpowiednio dostosowane i sprawdzone,
gwarantujac tym samym uzyskanie wiarygodnych wy-
nikow analiz. Celem pracy byta ocena wystepowania
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rzepaku genetycznie zmodyfikowanego w paszach
1 materialach paszowych, ktore sa powszechnie sto-
sowane w zywieniu zwierzat na terenie naszego kraju.

Materiat i metody

Do badan wykorzystywano probki poekstrakcyjnej
sruty rzepakowej, ziarna rzepaku, makuchu rzepakowego
oraz mieszanki paszowe zawierajace w skladzie produkty
rzepakowe. Probki byty pobrane przez lekarzy weterynarii
z powiatowych inspektoratow weterynarii zgodnie z wy-
tycznymi Programu Wieloletniego realizowanego przez
Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut
Badawczy w Putawach. W okresie od 2012 do 2020 r.
zbadano tacznie 900 probek pasz, w tym: 570 probek sruty
rzepakowej, 213 mieszanek paszowych, 58 probek maku-
chu rzepakowego i 59 probki ziarna rzepaku (4). Badania
prowadzone byly wg procedury badawczej obowigzujacej
w Zaktadzie Higieny Pasz PIWet-PIB, wykorzystujacej
technike real-time PCR i metody rekomendowane przez
Laboratorium Referencyjne Unii Europejskiej ds. Zywnosci
i Pasz Genetycznie Zmodyfikowanych (EURL GMFF). Dla
rzepaku GT73 wykorzystano metode gt-eve-bn-004, dla
Ms8 qgt-eve-bn-002, dla Rf3 qt-eve-bn-003, dla T45 gt-eve-
-bn-001, a dla MON 88302 qt-eve-bn-010 (https://gmo-crl.
jrc.ec.europa.cu/gmomethods). Sa to metody specyficzne
dla zdarzenia transformacyjnego, tzw. event-specific, co
oznacza, ze amplifikacji podlega fragment DNA charakte-
rystyczny tylko dla konkretnej linii GMO. Metody te przed
wprowadzeniem do badan poddane zostaty optymaliza-
¢ji, podczas ktorej ustalono sktad mieszanin reakcyjnych
(tab. 1), a nastepnie podlegaty walidacji. Granica wykry-
walnosci metody wyznaczona zostata na poziomie 0,01%
dla kazdej badanej linii rzepaku. Granic¢ oznaczalnos$ci dla
rzepaku linii Rf3 okre§lono na poziomie 0,04%, dla rzepaku
GT73, Ms8, MON 88302 na poziomie 0,05%, a dla rzepa-
ku linii T45 0,06%. Do izolacji DNA zastosowano metode
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chemiczna z wykorzystaniem bromku heksadecylotrimety-
loamonowego (CTAB). Po ocenie czystosci i jakosci DNA,
reakcje amplifikacji prowadzono z uzyciem starteréw i sond
typu TagMan. W badaniach wykorzystywano aparat firmy
Applied Biosystem ABI7500, a na profil temperaturowy
reakcji sktadaty sie: etap UNG trwajacy 2 minuty, wstepna
15-minutowa denaturacja prowadzona w 95°C, a nastepnie
45 cykli obejmujacych denaturacje w 95°C przez 15 s oraz
przytaczanie i wydtuzanie starterow z jednoczesnym pomia-
rem fluorescencji w 60°C przez 1 minute. Po otrzymaniu
dodatniej amplifikacji §wiadczacej o obecnosci konkretnej
linii rzepaku GM w badanej probce wykonywano analize
ilosciows, wykorzystujac metode krzywych standardo-
wych. Zawarto$¢ procentowa rzepaku GM oznaczano na
podstawie ilo$ci kopii, poprzez okreslenie ilo$ci transgenu
w stosunku do ilo$ci genu referencyjnego rzepaku (ilo$¢
kopii sekwencji GM/ilo$¢ kopii g. referencyjnego x 100)
1 przeliczajac taki wynik na procentowy udziat masy rze-
paku GMO w masie ogolnej sktadnika rzepakowego, wg
danych zawartych w certyfikacie CRM rzepaku GMO.

Wyniki i oméwienie

W ramach realizowanego programu badawczego
w latach 2012-2020, w Zaktadzie Higieny Pasz PTWet-
PIB w Putawach badaniom w kierunku wykrywania
1 oznaczania rzepaku genetycznie zmodyfikowanego
poddano facznie 900 probek. Na przestrzeni tych lat
odnotowano obecnos$¢ tylko jednej linii rzepaku GM,
tj. linii GT73, charakteryzujacej si¢ odpornoscig na
herbicyd RoundupReady, ktérego aktywny sktadnik
— glifosat — hamuje enzym uczestniczacy w biosyn-
tezie aminokwasow aromatycznych i witamin. W ten
sposob zostaje zablokowany proces biosyntezy biatka,
co prowadzi do $mierci rosliny. Odporno$¢ na glifosat
uzyskano dzigki wprowadzeniu do genomu rzepaku
genu epsps kodujacego enzym syntaze odporng na

Tab. 1. Schemat przygotowania mieszanin reakcyjnych dla reakcji real-time PCR

Sktad mieszaniny reakeyjnej CruA 673 | mss | RI3 | ™5 | monssso2
MasterMix 1 x stezony 12,5l
MDB510 GT731 KVM085 KVM084 KVM172 883020F
Startery 0,15 pl 0,25 pl 0,15 pl 0,15 pl 0,15 pl 1,125 pl
Stezenie wyjsciowe (10 pM) MDB511 GT732 HCA048 DPA165 MDB599 883020R
0,15 pl 0,25 pl 0,15 pl 0,15 pl 0,15 pl 1,125 pl
Sonda TM003 GT73 T™O11 TMO010 TM026 883020P
Stezenie wyjsciowe (10 pM) 0,1pl 0,2 pl 0,15 pl 0,15 pl 0,15 pl 0,5ul
H,0 714 6,8 pl 7,05 pl 7,05l 7,05 pl 4,75l
5pl
b (do 40 ng/1 )

Tab. 2. Wyniki badan pasz w kierunku rzepaku w latach 2012-2020

Rodzaj probki Liczba probek ogdtem

ponizej granicy oznaczalnosci

Liczba prébek dodatnich rzepaku linii GT73

Sruty poekstrakcyjne 570 83
Mieszanki paszowe 213 14
Makuchy rzepakowe 58 6

Ziarno rzepaku 59 =

ponizej 0,9% GMO powyzej 0,9% GMO
18 8
2 2
- 2
- 0
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dziatanie glifosatu oraz genu gox, kodujacego oksy-
doreduktaze przyspieszajaca rozktad tego zwiazku
(2,9). Rzepak tej linii zidentyfikowano w 135 probkach
(15%) (tab. 2). Probki dodatnie poddano nastgpnie
badaniom ilosciowym. Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzono wystepowanie rzepaku GT73
ponizej granicy oznaczalnosci w 83 probkach s$rut
rzepakowych, 6 makuchach i 14 mieszankach paszo-
wych (11,4% ogotu probek, 76% probek dodatnich).
Zawarto$¢ rzepaku GT73 na poziomie ponizej 0,9%
oznaczono w 18 $rutach rzepakowych i 2 mieszankach
paszowych (2,2% ogoétu probek, 14,8% probek do-
datnich). 12 prébek (8 $rut rzepakowych, 2 makuchy,
2 mieszanki paszowe) ze 135 dodatnich podlegato
koniecznosci etykietowania produktu, jako zawierajgce
GMO powyzej progu legislacyjnego 0,9%.

Prowadzone na przestrzeni ostatnich kilku lat bada-
nia wykazuja kazdego roku zblizony odsetek probek
dodatnich. W 2020 r. wynidst on 14%, a w latach
ubieglych wahat si¢ w granicach 14-23%. Obecno$¢
rzepaku GT73 w paszach w szczegdlnosci na jego
niewielkim poziomie §wiadczy prawdopodobnie o za-
nieczyszczeniu materiatéw paszowych tym surowcem.
Pomimo tego, ze duzg czg$¢ zapotrzebowania na
rzepak z przeznaczeniem na cele paszowe pokrywaja
przede wszystkim zrodla krajowe, odnotowywany
jest import tego surowca 1 wlasnie prawdopodobnie
w nim nalezy szukac¢ przyczyny zanieczyszczenia pasz
rzepakiem GM. Jest to technicznie czg¢sto trudne do
uniknig¢cia. Obecno$¢ nawet niewielkiej ilosci rzepa-
ku transgenicznego moze prowadzi¢ do kontaminacji
pasz wolnych od GMO w trakcie ich przygotowania,
przechowywania lub podczas transportu. Ze wzgledu
na biologiczne wlasciwosci rzepaku, tatwos¢ rozprze-
strzeniania si¢ 1 mozliwo$¢ krzyzowania si¢ rzepaku
GT73 z rzepakiem tradycyjnym czy gatunkami po-
krewnymi, niezbedne jest prowadzenie kontroli w tym
zakresie. Wysoka produktywnos¢ nasion oraz zacho-
wanie diugiej zdolno$ci do kietkowania w niesprzy-
jajacych warunkach stwarza prawdopodobienstwo
niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ transgendw
(2, 3, 8). Badania dowodza, ze w miejscach, gdzie
uprawiano rzepak genetycznie zmodyfikowany razem
z rzepakiem nGMO nastgpit przeptyw gendéw, w kon-
sekwencji ktorego powstaty rosliny charakteryzujace
si¢ odpornoscig na dany typ herbicydu (2, 3, 8, 10,
11). Sytuacje takie moga prowadzi¢ do zanieczysz-
czenia upraw konwencjonalnych lub ekologicznych
ro$linami genetycznie zmodyfikowanymi, co w kon-
sekwencji moze skutkowaé ogromnymi stratami nie
tylko dla plantatorow. Obecnos¢ rzepaku GT73 na-
wet tylko 1 wylacznie na poziomie zanieczyszczen,
niesienie za soba mozliwo$¢ naruszenia przepiséw
zwigzanych z obrotem paszami wolnymi od GMO,
co w konsekwencji bedzie stanowi¢ problem dla
hodowcow, ktorzy deklaruja stosowanie pasz ozna-
kowanych jako wolne od organizmow genetycznie
zmodyfikowanych.
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