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Stosowane obecnie w rolnictwie ro�liny, które upra-
wiane s¹ dla potrzeb ¿ywienia ludzi i zwierz¹t charak-
teryzuj¹ siê w³a�ciwo�ciami kszta³towanymi przez
cz³owieka od tysi¹cleci. Uwa¿a siê, ¿e tradycyjne me-
tody udoskonalania ro�lin uprawnych osi¹gnê³y kres
swoich mo¿liwo�ci. W zwi¹zku z tym od kilkunastu
lat istnieje szerokie zainteresowanie ich genetycznym
modyfikowaniem. Pierwszymi ro�linami modyfikowa-
nymi genetycznie (GMO) by³y gatunki powszechnie
uprawiane na �wiecie: kukurydza, ziemniaki, pomi-
dory, soja, rzepak, buraki cukrowe, bawe³na. Wyko-
rzystywane obecnie w rolnictwie ro�liny transgenicz-
ne poddane zosta³y modyfikacjom nadaj¹cym im od-
porno�æ na choroby, szkodniki, �rodki ochrony ro�lin
(15).

Stosowanie nowej i tak kontrowersyjnej technolo-
gii, jak modyfikacje genetyczne, spowodowa³o opór
ze strony organizacji ekologicznych i konsumenckich.
W Unii Europejskiej w zwi¹zku z konieczno�ci¹
ochrony rynku wewnêtrznego i obawami spo³eczeñ-
stwa opracowano i wdro¿ono uregulowania prawne,
maj¹ce na celu �cis³¹ kontrolê stosowania ro�lin gene-
tycznie zmodyfikowanych (3, 11-13). Prawo wspól-
noty wymaga etykietowania produktów ¿ywno�cio-
wych i pasz dla zwierz¹t zawieraj¹cych powy¿ej 0,9%
GMO. Zobowi¹zuje to kraje cz³onkowskie do prowa-
dzenia monitoringu GMO przez uprawnione organa
urzêdowej kontroli.

Celem badañ by³o okre�lenie przydatno�ci metod
opartych na analizie DNA w wykrywaniu i oznacza-
niu ilo�ciowym GMO w paszach.

Materia³ i metody
Materia³ do badañ stanowi³y losowo pobrane próbki

materia³ów paszowych i gotowych mieszanek paszowych,
dostarczone do PIWet-PIB przez inspekcjê weterynaryjn¹
z 8 województw wschodniej Polski w ramach urzêdowej
kontroli pasz w roku 2004 i pierwszym pó³roczu 2005 roku.
Materia³ obejmowa³ 109 próbek, w tym: 34 próbki ziarna
soi i poekstrakcyjnej �ruty sojowej, 36 próbek ziarna ku-
kurydzy i poekstrakcyjnej �ruty kukurydzianej, 33 próbki
mieszanek paszowych, 5 próbek ziarna pszenicy i otrêbów
pszennych oraz 1 próbkê �ruty s³onecznikowej.

Do wykrywania i identyfikacji kukurydzy oraz soi gene-
tycznie zmodyfikowanych stosowano metody jako�ciowe
oparte na technice PCR, obejmuj¹ce metody skriningowe
i metody specyficzne gatunkowo. Metody skriningowe
opiera³y siê na wykrywaniu fragmentów DNA obecnych
w promotorze CaMV 35S i terminatorze NOS (1, 2, 7). Ele-
menty te u¿ywane s¹ najczê�ciej w kasetach genowych wy-
korzystywanych do wprowadzania obcych genów do ro�-
lin poddawanych modyfikacjom genetycznym. Metody spe-
cyficzne gatunkowo polega³y na detekcji genów referen-
cyjnych soi i kukurydzy, lektyny i inwertazy (1, 2, 8, 9).
Geny te wystêpuj¹ wy³¹cznie w wymienionych gatunkach
w liczbie 1 kopii w genomie. Metodyka identyfikacji po-
szczególnych modyfikacji genetycznych opiera³a siê na
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detekcji fragmentów DNA charakterystycznych dla po-
szczególnych ro�lin transgenicznych, opisanych w tab. 1
(1, 2, 4, 8, 9, 14, 16).

Ekstrakcjê DNA prowadzono stosuj¹c metodê z u¿yciem
buforu lizuj¹cego CTAB (2). Do pomiaru ilo�ci i jako�ci
DNA stosowano spektrofotometr Nicolet Evolution 300.

Jako wyniki pozytywne okre�lano te próbki, w których
wykryto obecno�æ genu referencyjnego, promotora 35S
CaMV i/lub terminatora NOS oraz sekwencji charakterys-
tycznej dla GMO.

Próbki zawieraj¹ce GMO poddano oznaczeniom ilo�cio-
wym za pomoc¹ techniki Real Time PCR z wykorzysta-
niem aparatu Roche LightCycler 2.0. U¿ywano komercyj-
nych kitów firmy Roche (LightCycler GMO Soya Quanti-
fication Kit), GeneScan (Roundup Ready� Soy DNA
Quantification Kit), CONGEN Biotechnology GmbH
(SureFood® GMO MON810 Corn i SureFood® GMO T25
Corn) oraz metody wykrywania soi GTS 40-3-2 z zastoso-
waniem sond typu TaqMan opisanej przez Pietsch i wsp.
(10).

Ostatnia z wymienionych metod zosta³a wytypowana do
dalszych badañ. Metoda ta opiera siê na reakcji Real Time
PCR z wykorzystaniem sond znakowanych barwnikami
FAM (reporter) na koñcu 5� sondy i barwnikiem
TAMRA na koñcu 3� (wygaszacz). Fluorescencja
emitowana przez barwnik FAM wygaszana jest
przez TAMRA, gdy barwniki te s¹ blisko siebie.
Pomiar fluorescencji przy d³ugo�ci fali 530 nm
nastêpuje w momencie wyd³u¿ania nici DNA i de-
gradacji sondy przez polimerazê Taq, maj¹c¹ w³a�-
ciwo�ci 5�-3� egzonukleazy. Rozpad sondy powo-
duje rozdzielenie barwnika od wygaszacza i emis-
jê promieniowania FAM. Wraz z rosn¹c¹ liczb¹
produktów reakcji, w ka¿dym cyklu, wzrasta rów-
nie¿ poziom fluorescencji, wyra¿any graficznie za
pomoc¹ krzywych fluorescencji. Dla ka¿dej prób-
ki przeprowadzono, w tym samym czasie, dwie re-
akcje Real Time PCR � okre�lenia ilo�ci kopii
transgenu (amplifikowany fragment obejmowa³
czê�æ promotora 35S i czê�æ genu CTP � Chloro-
plast Transit Peptide) oraz ilo�ci kopii genu refe-
rencyjnego (lektyny). Do obliczania zawarto�ci

procentowej GMO porównywano ilo�ci kopii tych genów
w badanej próbce. Liczba kopii genu obliczana jest przez
oprogramowanie urz¹dzenia z krzywych kalibracyjnych,
okre�lanych na podstawie reakcji referencyjnych materia-
³ów odniesienia o znanej zawarto�ci GMO. Krzyw¹ kali-
bracyjn¹ dla ka¿dego genu opracowywano w oparciu
o pomiar fluorescencji piêciu ró¿nych ilo�ci kopii genu
w mieszaninie reakcyjnej. Ilo�æ kopii genów obliczano na
podstawie stê¿enia DNA wyekstrahowanego z CRM i masy
1 kopii genomu soi.

Stê¿enia sk³adników w mieszaninie reakcyjnej (tab. 2)
oraz schemat reakcji Real Time PCR by³y takie same dla
genu referencyjnego i fragmentu transgenu. Do kapilar,
w których prowadzono reakcjê, dodawano 15 µl mieszani-
ny reakcyjnej i 5 µl roztworu DNA.

Wyniki i omówienie
Wyniki badañ przedstawiono w tab. 3. Badaniom

poddano 109 próbek pasz. Organizmy genetycznie
zmodyfikowane wykryto w 59 próbkach (54%), z któ-
rych 57 zawiera³o sojê Roundup Ready, 1 próbka za-
wiera³a kukurydzê MON810 i w 1 próbce stwierdzo-
no obecno�æ kukurydzy T25. Wystêpowanie soi gene-
tycznie zmodyfikowanej Roundup Ready wykryto
w 31 próbkach na 34 próbki soi poddanych badaniom.
W pozosta³ych 3 próbkach nie wykryto obecno�ci
GMO. Na ogó³em zbadanych 36 próbek kukurydzy,
4 z nich zawiera³y GMO. W 2 próbkach kukurydzy
wykryto obecno�æ kukurydzy genetycznie zmodyfiko-

Obja�nienie: + wystêpuje; � nie wystêpuje

Tab. 1. Elementy DNA charakterystyczne dla poszczególnych
ro�lin transgenicznych

OMGjazdoR
ewogninirksydoteM

ijcakifytnediydoteM
ijcakifydomjec¹jupêtsyw

jenzcyteneg

rotomorP
S53VMaC

rotanimreT
SON

ynzcytsyretkarahC
ANDtnemgarf

pudnuoRajoS
)2-3-04STG(ydaeR

+ + 4PC-SPSPEnegsnarT

018NOMazdyrukuK + �
S53VMaCrotomorP

umonegANDtnemgarfi
yzdyrukuk

11tBazdyrukuK + + TAPnegsnarT

671-tBazdyrukuK + � )b(AIyrcnegsnarT

52TazdyrukuK + � TAPnegsnarT

Tab. 2. Schemat przygotowania mieszanin reakcyjnych Real
Time PCR dla soi Roundup Ready�
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Tab. 3. Zestawienie wyników badañ GMO w PIWet-PIB w latach 2004
i 2005
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wanej. W pierwszym przypadku by³a to odmiana trans-
geniczna MON810, w drugim T25. Ponadto w 2 prób-
kach kukurydzy wykryto obecno�æ, niedeklarowanej
przez w³a�ciciela, soi Roundup Ready. W 24 próbkach
mieszanek paszowych wykryto obecno�æ soi Roundup
Ready. Pozosta³e 9 próbek nie zawiera³o soi i kukury-
dzy genetycznie zmodyfikowanych. W próbkach ziar-
na pszenicy, w otrêbach pszennych i �rucie s³oneczni-
kowej nie wykryto obecno�ci transgenicznej soi i ku-
kurydzy.

Dane uzyskane z wyników badañ ilo�ciowych
w kierunku GMO wykaza³y, ¿e tylko 4 próbki �rod-
ków ¿ywienia zwierz¹t okre�lone jako pozytywne
wzglêdem zawarto�ci GMO, zawiera³y ro�liny gene-
tycznie zmodyfikowane poni¿ej 0,9%. Próbki te obej-
mowa³y: 1 próbkê kukurydzy zawieraj¹c¹ MON810,
1 próbkê kukurydzy zawieraj¹c¹ T25 i 2 próbki soi
w których wykryto obecno�æ soi Roundup Ready. Naj-
czê�ciej stosowan¹ w ¿ywieniu zwierz¹t ro�lin¹ trans-
geniczn¹ jest soja Roundup Ready. Zwi¹zane jest to
z powszechnym stosowaniem poekstrakcyjnej �ruty
sojowej jako �ród³a bia³ka, zastêpuj¹cego u¿ywane
dot¹d m¹czki miêsno-kostne (6).

Podobne dane uzyskano podczas kontroli �rodków
spo¿ywczych i ¿ywienia zwierz¹t wykonanej w roku
2003 przez IJHARS. Wyniki kontroli wykaza³y, ¿e
najczê�ciej stosowan¹ ro�lin¹ zmodyfikowan¹ gene-
tycznie by³a soja Roundup Ready. Sojê GTS 40-3-2
wykryto w 15 na 17 próbek zawieraj¹cych GMO po-
wy¿ej 1%, z ogólnej liczby 38 próbek poddanych ba-
daniom szczegó³owym. Pozosta³e 2 próbki zawiera³y
transgeniczn¹ kukurydzê (5). Najczê�ciej GMO stwier-
dzano w �rodkach ¿ywienia zwierz¹t, sporadycznie
w artyku³ach spo¿ywczych.

Obecno�æ modyfikowanej soi w próbkach kukury-
dzy mo¿na wyt³umaczyæ jako zanieczyszczenie mate-
ria³u podczas przechowywania lub transportu. Próbki
zawieraj¹ce kukurydzê genetycznie zmodyfikowan¹
MON810 i T25 zosta³y najprawdopodobniej równie¿
zanieczyszczone GMO. Z przeprowadzonych badañ
wynika, ¿e kukurydza genetycznie zmodyfikowana nie
jest powszechnie wykorzystywana w zak³adach wy-
twarzaj¹cych �rodki ¿ywienia zwierz¹t. Problem za-
nieczyszczenia ziarna tradycyjnych odmian ro�lin przez
ich genetycznie zmodyfikowane odpowiedniki jest
powszechny i zwi¹zany z globalizacj¹ handlu oraz
coraz powszechniejszym stosowaniem GMO w pro-
dukcji rolnej na �wiecie.
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