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Occurrence of genetically modified maize and soybean in feed

Summary

Genetically modified crops are widely used to produce feed mixtures. European Community law requires
products containing above 0.9% of GMO to be labeled. The purpose of the study was to detect, identify and
quantify GMO by analyzing DNA. The qualitative methods used were based on PCR technique; however,
quantitative GMO analysis based on Real Time PCR technique and Roche LightCycler 2.0 instruments was
also applied. 59 of the 109 examined samples of feed contained GM crops. The presence of GMO was detected
in 31 samples of soybeans and Soya meal, 4 samples of maize and 24 samples of feed mixtures. The most
commonly used GMO in animal feed in Poland is Soya Roundup Ready, tolerant to Roundup herbicide, and it
was present in S7 samples of feed. Genetically modified maize was present in only 2 of the 69 samples of maize
corn and compound feeds. Additionally, 2 samples of maize were contaminated by Soya Roundup Ready.
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Stosowane obecnie w rolnictwie rosliny, ktore upra-
wiane sa dla potrzeb zywienia ludzi i zwierzat charak-
teryzuja si¢ wlasciwosciami ksztalttowanymi przez
cztowieka od tysiacleci. Uwaza sig, ze tradycyjne me-
tody udoskonalania ro$lin uprawnych osiagnety kres
swoich mozliwo$ci. W zwiazku z tym od kilkunastu
lat istnieje szerokie zainteresowanie ich genetycznym
modyfikowaniem. Pierwszymi ro§linami modyfikowa-
nymi genetyczme (GMO) byty gatunki powszechnie
upraw1ane na $wiecie: kukurydza, ziemniaki, pomi-
dory, soja, rzepak, buraki cukrowe, bawelna. Wyko-
rzystywane obecnie w rolnictwie ros’liny transgenicz-
ne poddane zostaty modyfikacjom nadajacym im od-
porno$¢ na choroby, szkodniki, §rodki ochrony ro$lin
(15).

Stosowanie nowej 1 tak kontrowersyjnej technolo-
gii, jak modyfikacje genetyczne, spowodowato opor
ze strony organizacji ekologicznych i konsumenckich.
W Unii Europejskiej w zw1qzku z konieczno$cia

ochrony rynku wewngtrznego i obawami spoteczen-
stwa opracowano 1 wdrozono uregulowania prawne,
majace na celu $cista kontrolg stosowania roslin gene-
tycznie zmodyfikowanych (3, 11-13). Prawo wspol-
noty wymaga etykietowania produktow zywnoscio-
wych i pasz dla zwierzat zawierajacych powyzej 0,9%
GMO. Zobowiazuje to kraje cztonkowskie do prowa-
dzenia monitoringu GMO przez uprawnione organa
urzedowej kontroli.

Celem badan bylo okreslenie przydatnosci metod
opartych na analizie DNA w wykrywaniu i oznacza-
niu illo§ciowym GMO w paszach.

Materiat i metody

Material do badan stanowity losowo pobrane probki
materialow paszowych i gotowych mieszanek paszowych,
dostarczone do PIWet-PIB przez inspekcj¢ weterynaryjna
z 8 wojewoOdztw wschodniej Polski w ramach urzgdowe;j
kontroli pasz w roku 2004 i pierwszym p6otroczu 2005 roku.
Materiat obejmowat 109 probek, w tym: 34 probki ziarna
soi i poekstrakcyjnej $ruty sojowej, 36 probek ziarna ku-
kurydzy i poekstrakcyjnej $ruty kukurydzianej, 33 probki
mieszanek paszowych, 5 probek ziarna pszenicy i otrgbow
pszennych oraz 1 probke sruty stonecznikowe;.

Do wykrywania i identyfikacji kukurydzy oraz soi gene-
tycznie zmodyfikowanych stosowano metody jakosciowe
oparte na technice PCR, obejmujace metody skriningowe
i metody specyficzne gatunkowo. Metody skriningowe
opieraly si¢ na wykrywaniu fragmentow DNA obecnych
w promotorze CaMV 35S i terminatorze NOS (1, 2, 7). Ele-
menty te uzywane sa najczesciej w kasetach genowych wy-
korzystywanych do wprowadzania obcych genow do ros-
lin poddawanych modyfikacjom genetycznym. Metody spe-
cyficzne gatunkowo polegaty na detekcji genow referen-
cyjnych soi i kukurydzy, lektyny i inwertazy (1, 2, 8, 9).
Geny te wystepuja wylacznie w wymienionych gatunkach
w liczbie 1 kopii w genomie. Metodyka identyfikacji po-
szczegbdlnych modyfikacji genetycznych opierata si¢ na
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Tab. 1. Elementy DNA charakterystyczne dla poszczegolnych
ro§lin transgenicznych
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Tab. 2. Schemat przygotowania mieszanin reakcyjnych Real
Time PCR dla soi Roundup Ready™

Metody identyfikacji
Metody skriningowe wystepujacej modyfikacji
Rodzaj GMO genetycznej
Promotor | Terminator Charakterystyczny
CaMV 358 NOS fragment DNA
Soja Roundup )
Ready (GTS 40-3-2) + + Transgen EPSPS-CP4
Promotor CaMV 35S
Kukurydza MON810 + - i fragment DNA genomu
kukurydzy
Kukurydza Bt11 + + Transgen PAT
Kukurydza Bt-176 + = Transgen crylA(b)
Kukurydza T25 + = Transgen PAT

Objasnienie: + wystepuje; — nie wystepuje

detekcji fragmentow DNA charakterystycznych dla po-
szczegblnych roslin transgenicznych, opisanych w tab. 1
(1,2,4,8,9, 14, 16).

Ekstrakcje DNA prowadzono stosujac metodg z uzyciem
buforu lizujacego CTAB (2). Do pomiaru ilosci i jako$ci
DNA stosowano spektrofotometr Nicolet Evolution 300.

Jako wyniki pozytywne okreslano te probki, w ktorych
wykryto obecno$¢ genu referencyjnego, promotora 35S
CaMV 1i/lub terminatora NOS oraz sekwencji charakterys-
tycznej dla GMO.

Probki zawierajace GMO poddano oznaczeniom iloscio-
wym za pomocg techniki Real Time PCR z wykorzysta-
niem aparatu Roche LightCycler 2.0. Uzywano komercyj-
nych kitow firmy Roche (LightCycler GMO Soya Quanti-
fication Kit), GeneScan (Roundup Ready™ Soy DNA
Quantification Kit), CONGEN Biotechnology GmbH
(SureFood® GMO MONS810 Corn i SureFood® GMO T25
Corn) oraz metody wykrywania soi GTS 40-3-2 z zastoso-
waniem sond typu TagMan opisanej przez Pietsch 1 wsp.
(10).

Ostatnia z wymienionych metod zostata wytypowana do
dalszych badan. Metoda ta opiera si¢ na reakcji Real Time
PCR z wykorzystaniem sond znakowanych barwnikami
FAM (reporter) na koncu 5’ sondy i barwnikiem
TAMRA na koncu 3’ (wygaszacz). Fluorescencja
emitowana przez barwnik FAM wygaszana jest

Stezenie koricowe Objetosé (pl)
Woda = 7,0
Starter 1 (5 pmol/pl) 0,25 pM 1,0
Starter 2 (5 pmol/pl) 0,25 pM 1,0
Sonda (1,5 pmol/l) 0,15 pM 2,0
LightCycler TagMan Master (5x) 1x 4,0

procentowej GMO poréwnywano ilosci kopii tych genow
w badanej probce. Liczba kopii genu obliczana jest przez
oprogramowanie urzadzenia z krzywych kalibracyjnych,
okreslanych na podstawie reakcji referencyjnych materia-
16w odniesienia o znanej zawarto$ci GMO. Krzywa kali-
bracyjng dla kazdego genu opracowywano w oparciu
o pomiar fluorescencji pigciu réznych ilosci kopii genu
w mieszaninie reakcyjnej. [lo§¢ kopii genow obliczano na
podstawie stgzenia DNA wyekstrahowanego z CRM i masy
1 kopii genomu soi.

Stezenia sktadnikow w mieszaninie reakcyjnej (tab. 2)
oraz schemat reakcji Real Time PCR byly takie same dla
genu referencyjnego i fragmentu transgenu. Do kapilar,
w ktorych prowadzono reakcj¢, dodawano 15 pl mieszani-
ny reakcyjnej i 5 pl roztworu DNA.

Wyniki i omowienie

Wyniki badan przedstawiono w tab. 3. Badaniom
poddano 109 prébek pasz. Organizmy genetycznie
zmodyfikowane wykryto w 59 prébkach (54%), z kt6-
rych 57 zawierato soje Roundup Ready, 1 probka za-
wierata kukurydzg MON810 i w 1 prébee stwierdzo-
no obecnos¢ kukurydzy T25. Wystepowanie soi gene-
tycznie zmodyfikowanej Roundup Ready wykryto
w 31 probkach na 34 probki soi poddanych badaniom.
W pozostatych 3 probkach nie wykryto obecnos$ci
GMO. Na ogoéltem zbadanych 36 probek kukurydzy,
4 z nich zawieraly GMO. W 2 probkach kukurydzy
wykryto obecno$¢ kukurydzy genetycznie zmodyfiko-

Tab. 3. Zestawienie wynikow badan GMO w PIWet-PIB w latach 2004

przez TAMRA, gdy barwniki te sa blisko siebie.
Pomiar fluorescencji przy dlugosci fali 530 nm
nastgpuje w momencie wydtuzania nici DNA i de-

gradacji sondy przez polimeraz¢ Taq, majaca wias-

ciwosci 5°-3” egzonukleazy. Rozpad sondy powo-
duje rozdzielenie barwnika od wygaszacza i emis-
j¢ promieniowania FAM. Wraz z rosnaca liczba
produktow reakcji, w kazdym cyklu, wzrasta row-
niez poziom fluorescencji, wyrazany graficznie za
pomoca krzywych fluorescencji. Dla kazdej prob-
ki przeprowadzono, w tym samym czasie, dwie re-
akcje Real Time PCR — okreslenia ilosci kopii
transgenu (amplifikowany fragment obejmowat
czg$¢ promotora 35S i czg§¢ genu CTP — Chloro-
plast Transit Peptide) oraz ilosci kopii genu refe-
rencyjnego (lektyny). Do obliczania zawarto$ci

i2005
S Probki pozytywne Rodzal modviikacil
. . iczba . . odzaj modyfikacji
Rodzaj materiatu prébek Ponizej Powyzej genetyczne]
0,9% GMO | 0,9% GMO
Ziarno soi i Sruta
sojowa 34 2 29 Roundup Ready
. 2 2 Roundup Readyx 2
rame tﬁ:ﬁ:":;}’ana 36 | MON810; | Roundup MON810 x 1
y T25 | Ready x 2 125 x 1
Mieszanki paszowe 33 0 24 Roundup Ready
Pszenica i otrgby 5 0 _
pszenne
$ruta stonecznikowa 1 0 —
4 55 Roundup Readyx 57
Ogdtem 109 MON810 x 1
59 (54%) T25 x 1
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wanej. W pierwszym przypadku byta to odmiana trans-
geniczna MON810, w drugim T25. Ponadto w 2 prob-
kach kukurydzy wykryto obecnos$¢, niedeklarowane;
przez wiasciciela, soi Roundup Ready. W 24 probkach
mieszanek paszowych wykryto obecno$¢ soi Roundup
Ready. Pozostate 9 probek nie zawierato soi i kukury-
dzy genetycznie zmodyfikowanych. W probkach ziar-
na pszenicy, w otrebach pszennych i Srucie stoneczni-
kowej nie wykryto obecnosci transgenicznej soi 1 ku-
kurydzy.

Dane uzyskane z wynikow badan ilo§ciowych
w kierunku GMO wykazaty, ze tylko 4 probki §rod-
kow zywienia zwierzat okreslone jako pozytywne
wzgledem zawartosci GMO, zawieraty rosliny gene-
tycznie zmodyfikowane ponizej 0,9%. Probki te obej-
mowaty: 1 probke¢ kukurydzy zawierajaca MONS10,
1 probke kukurydzy zawierajaca T25 1 2 probki soi
w ktorych wykryto obecno$¢ soi Roundup Ready. Naj-
czegs$ciej stosowang w Zywieniu zwierzat rosling trans-
geniczng jest soja Roundup Ready. Zwiazane jest to
z powszechnym stosowaniem poekstrakcyjnej Sruty
sojowej jako zrodia biatka, zastgpujacego uzywane
dotad maczki migsno-kostne (6).

Podobne dane uzyskano podczas kontroli §rodkow
spozywczych 1 zywienia zwierzat wykonanej w roku
2003 przez IJHARS. Wyniki kontroli wykazaty, ze
najczesciej stosowana rosling zmodyfikowana gene-
tycznie byta soja Roundup Ready. Soj¢ GTS 40-3-2
wykryto w 15 na 17 probek zawierajacych GMO po-
wyzej 1%, z ogblnej liczby 38 probek poddanych ba-
daniom szczegdtowym. Pozostate 2 probki zawieraly
transgeniczna kukurydzq (5) Najczesciej GMO stwier-
dzano w $rodkach zywienia zwierzat, sporadycznie
w artykutach spozywczych.

Obecnos¢ modyfikowanej soi w probkach kukury-
dzy mozna wytlumaczy¢ jako zanieczyszczenie mate-
riatu podczas przechowywania lub transportu. Probki
zawierajace kukurydze genetycznie zmodyfikowana
MONS10 i1 T25 zostaty najprawdopodobniej rowniez
zanieczyszczone GMO. Z przeprowadzonych badan
wynika, Zze kukurydza genetycznie zmodyfikowana nie
jest powszechnie Wykorzystywana w zaktadach wy-
twarzajacych srodki zywienia zwierzat. Problem za-
nieczyszczenia ziarna tradycyjnych odmian ro$lin przez
ich genetycznie zmodyfikowane odpowiedniki jest
powszechny i zwigzany z globalizacja handlu oraz
coraz powszechniejszym stosowaniem GMO w pro-
dukcji rolnej na $wiecie.
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