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Streszczenie

Celem pracy bylo zwalidowanie szybkiej metody identyfikacji i ilosciowego
oznaczania GMO w maczkach kukurydzianych i sojowych w oparciu o Norm¢ EN ISO
21570:2005 ,,Artykuly zywnosciowe. Metody wykrywania organizméw zmodyfikowanych
genetycznie i produktow pochodnych, w sposéb umozliwiajacy zastosowanie jej w analizie
modyfikacji wielu roslin. Metody ilo§ciowe oparte na kwasach nukleinowych” oraz Protokoty
CRL ,Event- specific method for Quantification of Maize (specyficzne do roéznych
modyfikacji) using Real-time PCR” z zastosowaniem znakowanych fluorescencyjnie sond
molekularnych typu TagMan. Metode zwalidowano stosujgc certyfikowane materiaty
odniesienia (CRM), odpowiednio dobrane do poszczegdlnych modyfikacji oraz probki maki
kukurydzianej pochodzace z migdzynarodowych badan mig¢dzylaboratoryjnych (GIPSA).
Zoptymalizowanie metody i dostosowanie jej do mozliwosci laboratorium, pozwala na
identyfikacje¢ i ilosciowe oznaczenie nastepujacych modyfikacji: promotor P35S, MON 810,
MON 863, BT 11, BT 176, NK 603, MIR 604, GA21, T25, Herkulex (TC1507), Herkulex
RW (59122), Event 3272 oraz soi Roundup Ready. Udziat w badaniach biegto$ci pozwala
zweryfikowa¢ metod¢ wykrywania i oznaczania GMO oraz rozszerzy¢ zakres badanych
modyfikacji o niewystepujace na terenie Polski (lub Europy).

Stowa Kkluczowe: oznaczanie GMO, Real Time PCR, genetycznie zmodyfikowane

organizmy, GMO, certyfikowane materiaty odniesienia,

GMO DETERMINATION STRATEGY IN AN ACCREDITED LABORATORY AS A
PART OF CONFIRMATION OF QUALITY ASSURANCE
Summary
The aim of this work was to validate fast method of identification and quantity
determination of GMO in maize and soy flour according to the Norm EN 1SO 21570:2005
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,,Foodstuffs - Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products - Quantitative nucleic acid based methods” and protocols of CRL ,,Event-
specific method for Quantification of Maize Line (specific for every line) using Real-time
PCR” with the use of fluorescent molecular probes in TagMan type. Method has been
validated with the use of certified reference materials (CRM) adequately to individual
modification and samples of maize flour from USDA/GIPSA Proficiency Program. Method
optimization and adaptation to capabilities of the laboratory, allows to identify and
quantitative determinate of the following modifications: promoter P35S, MON 810, MON
863, BT 11, BT 176, NK 603, MIR 604, GA21, T25, Herkulex (TC1507), Herkulex RW
(59122), Event 3272 and soy Roundup Ready. Participation in proficiency testing permits to
verify the method of detection and identification of GMO’s and to extend the range
of modification of the one that don’t exist in Poland ( or in Europe).

Key words: GMO identification, quantity detection, Real Time PCR, genetically modified
organisms, GMO, certified reference materials.

WPROWADZENIE

Stale rozszerzajacy si¢ areal upraw oraz roznorodnos¢ roslin - genetycznie
zmodyfikowanych (GM) sprawia, ze stajemy przed coraz wigkszym prawdopodobienstwem
zetknigcia si¢ z materiatem GM w tancuchu zywieniowym. W Unii Europejskiej wzrasta ilo$¢
upraw zmodyfikowanej kukurydzy do 115,5 tys. ha (2011 rok), w tym 85% zasiewow GM
znajduje si¢ na terenie Hiszpanii. Do upraw w UE, w tym w Polsce, dopuszczona jest tylko
jedna odmiana GM kukurydzy linia MON 810. Do stosowania w produkcji zywnosci
dopuszczone sg modyfikacje: MON 810, Bt 11, NK 603, 1507, T25 i soja RR (Roundup
Ready). Jako dodatek do pasz dla zwierzat dopuszczone sa materialy genetycznie
zmodyfikowane: 26 odmian kukurydzy, 3 odmiany rzepaku, 6 odmian soi, 1 odmiana
ziemniaka, 8 odmian bawelny i 1 odmiana buraka cukrowego.

Wskutek komercjalizacji odmian GM upowszechnia si¢ stosowanie SurowcoOw
zmodyfikowanych genetycznie (GMO) w produkcji zywnosci. Wiele panstw wdrozyto
przepisy regulujace uzycie GMO w przemysle spozywczym, W Krajach Unii Europejskie
obowigzuja dyrektywy regulujace wszystkie aspekty dotyczace stosowania GMO. Jednak
zastosowanie surowcoOw GMO w produkcji zywnos$ci 1 pasz nadal budzi kontrowersje

| watpliwosci. Pociggngto to za sobg konieczno$¢ rozwoju technik analitycznych
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pozwalajacych na detekcje oraz ocen¢ udzialu GMO w ptodach rolnych i produktach
spozywczych. Prowadzone sg wcigz badania nad wplywem rekombinowanego materiatu
genetycznego 1 kodowanych przez nowe geny bialek na homeostaze konsumenta, trwa
dyskusja nad bezpieczenstwem zywnosci i pasz zawierajagcych GMO [Greiner i Konietzny,
2007; Nemeth i in., 2004; Mazza i in., 2005; Sharma i in., 2006]. Znaczna wigkszo$¢
prowadzonych na §wiecie badan, w tym polskich, wskazuje na brak negatywnego wplywu
pasz GMO na zwierzg¢ta [Raport, Krakow 2012].

Zgodnie z postanowieniami Unii Europejskiej obecno$¢ autoryzowanych modyfikacji
GMO powinna by¢ badana i oznaczana ilosciowo przy wykorzystaniu metod specyficznych
wobec konkretnej modyfikacji (tzw. event-specific) i odpowiednio dobranych materiatow
odniesienia. Jednakze badania te sg zazwyczaj poprzedzane metoda przesiewowa, opartg na
identyfikacji sekwencji DNA czesto wystepujacych w roslinach transgenicznych. Obecnie
zostalo opisanych wiele metod detekcji GMO opartych na reakcji PCR ukierunkowanej na
amplifikacje specyficznych sekwencji DNA, charakterystycznych dla odmian réznych roslin
GM [Gachet i in., 1999]. Diagnostyka GMO moze opiera¢ si¢ na detekcji elementow
modyfikacji, ktore mozna znalez¢ w poszczegdlnych odmianach GM, takich jak konstrukt
35S-pat, bar, pat, CP4-EPSPS, CrylAb czy promotor FMV. Powszechnie stosowang metoda
przesiewowg jest badanie obecnosci promotora wirusa mozaiki kalafiorowej (CaMV) P35S
| terminatora bakterii Agrobacterium tumefaciens — T-nos. Interpretujac wyniki badan
przesiewowych (screeningu) z duzym prawdopodobienstwem mozna stwierdzi¢, czy
W badanej probce wystepuje materiat GMO. Sposréod podanych 23 przyktadowych
modyfikacji, tylko jedna (LYO038, autoryzowana do stosowania w Holandii) nie zawiera
najpopularniejszych sekwencji regulatorowych P35S i NOS (Tabela 1).

Zaréwno w przypadku badan ukierunkowanych na wykrycie konstruktow jak
I sekwencji regulatorowych typowych dla GMO detekcja nastgpuje dzigki zastosowaniu
w reakcji PCR primerow specyficznych wzgledem docelowych sekwencji [Lipp i in., 1999;
Forte i in., 2005].
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Tabela 1. Obecno$é promotora p35S i terminatora NOS w wybranych modyfikacjach
The presence of P35S promoter and the NOS terminator in selected maize
modifications.

Modyfikacja p35S NOS
176 (Maximizer) Tak Nie
1507 (Herculex) Tak Nie
B16 Tak Nie
Bt10 Tak Tak
Btll (Agrisure Advantage) Tak Tak
CBH-351 (Starlink) Tak Tak
DAS-06275-8 Tak Nie
DAS-59122-7 (Herculex RW) Tak Nie
DBT418 (Bt-Xtra) Tak Nie
GA21 Nie Tak
LY038 Nie Nie
MIR604 (Agrisure RW) Tak Tak
MON 80100 Tak Tak
MONS802 Tak Tak
MONB809 Tak Tak
MONS810 (Yieldgard) Tak Nie
MON832 Tak Tak
MONB863 Tak Tak
MON88017 Tak Tak
MS3 Tak Tak
MS6 Tak No
NK603 (Roundup Ready) Tak Tak
T14 Tak Nie
T25 (Liberty Link) Tak Nie

Nalezy jednak pamigta¢, ze sama metoda przesiewowa nie daje pelnej informacji
0 rodzaju modyfikacji, ani o ilosci w jakiej znajduje si¢ w badanym materiale. Unijne wymogi
naktadaja obowigzek znakowania produktow zawierajacych GMO w ilosci powyzej 0,9%

[(EC) No0.1830/2003]. Wykrycie genetycznej modyfikacji w probce, w wyniku badan
10
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przesiewowych, powinno zosta¢ potwierdzone badaniami ilosciowymi. W tym celu
wykorzystuje si¢ technike Real Time PCR, ktéra pozwala na analiz¢ przyrostu produktu
w trakcie trwania procesu amplifikacji (w czasie rzeczywistym) i monitorowanie przebiegu
reakcji w czasie jej trwania [Weighardt, 2007]. Technika Real Time PCR stanowi obecnie
bardzo popularng i pozadang metod¢ badan w biologii molekularnej [Gachet i in., 1999].
Jest to doskonate narzg¢dzie nie tylko w badaniach nad identyfikacja GMO oraz poszukiwaniu
| tworzeniu nowych odmian i modyfikacji, ale rowniez moze by¢ wykorzystywane
W badaniach ekspresji genow, genotypowaniu oraz w okreslaniu miana patogenow.

Ilo$ciowe oznaczanie GMO oparte jest na wyznaczeniu zawartosci GMO na podstawie
krzywej standardowej otrzymanej przy wykorzystaniu referencyjnych materiatow odniesienia.
Metoda ta umozliwia wysoce czute i dokladne oznaczenie modyfikacji, przez co stanowi
doskonate narz¢dzie do rutynowych analiz nieprzetworzonych i przetworzonych produktow
zywnosciowych 1 pasz. Wysoka czulo$¢ sprawia, ze technika Real Time PCR jest gtownym
narzgdziem do oznaczania GMO w produktach pochodzenia roslinnego. Analiza opiera si¢ na
pomiarze emisji sygnatu fluorescencyjnego, ktdry jest proporcjonalny do ilo$ci produktu
wytwarzanego w kazdym cyklu reakcji [Bonfini, in. 2002; Toyota, in., 2005; Weighardt,
2007]. Tlosciowe oznaczanie (podawane w %) okres$la stosunek dwoch sekwencji docelowych
DNA: transgenu- sekwencji reprezentujacej badany organizm zmodyfikowany genetycznie
oraz sekwencji specyficznej w odniesieniu do danego taksonu - np. fragment endogennego
genu dehydrogenazy alkoholowej adhl, wystepujacego w genomie kukurydzy. Weryfikacja
metody w odniesieniu  do badan migdzylaboratoryjnych umozliwia odpowiednie
przygotowanie laboratorium oraz zweryfikowanie stosowanej techniki w szerokim zakresie
pod wzgledem analiz modyfikacji wystepujacych na terenie Europy jak rowniez tych, ktore
nie zostaly dopuszczone do stosowania.

Celem pracy bylta ilo§ciowa analiza obecnosci GMO w probkach maki kukurydzianej
pochodzacych z migdzynarodowych badan migdzylaboratoryjnych, organizowanych przez
Ministerstwo Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych- USDA GIPSA. Do badan wykorzystano
techniki Real Time PCR oraz odpowiednio dobrane do poszczegolnych modyfikacji,
znakowane sondy molekularne typu TagMan. Badania przeprowadzone w laboratorium
Zaktadu Technologii Fermentacji ukierunkowane byty na wykrycie promotora P35S oraz
nastepujacych modyfikacji: MON 810, MON 863, BT 11, BT 176, NK 603, MIT 604, GA21,
T25, Herkulex (TC1507), Herkulex RW (59122), Event 3272.

11
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MATERIAL | METODY BADAN

Materiat do badan stanowity probki mak (kukurydzianej i sojowej) pochodzacych od
organizatora badan migdzylaboratoryjnych (GIPSA- Grain Ispection, Packers & Stockyards
Administration). Informacja o obecnosci i iloSci GMO w otrzymanym materiale byta
tajemnicg organizatora badan. W badaniach réwnoczesénie stosowano certyfikowane materiaty
odniesienia kukurydzy (MON810, MONB863, Btl11, Bt176, NK 603) i soi (Roundup Ready)
0 znanej zawartosci modyfikacji.

Z wymienionych probek wyizolowano DNA komercyjnym zestawem NucleoSpin
Food (Macherey-Nagel) zgodnie z instrukcjg producenta. Czysto§¢ DNA oznaCczono na
podstawie stosunku absorbancji przy dlugosci fal 260 nm i 280 nm.

Oznaczanie ilosciowe zawartosci GMO w prdobkach przeprowadzono metoda Real
Time PCR przy uzyciu aparatu ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Do przygotowania
mieszaniny reakcyjnej wykorzystano odczynnik JumpStart Tag Ready Mix for Quantitative
PCR (Sigma Aldrich), ktéry nie zawiera barwnikéw, co umozliwia zastosowanie dowolnie
wybranych barwnikow fluoroscencyjnych do oznaczania sond molekularnych. Jako pasywny
barwnik referencyjny zastosowano ROX, ktorego maximum wzbudzenia znajduje si¢ przy
586 nm, a maximum emisji przy 605 nm. Do optymalizacji reakcji uzyto MgCl, oraz wody
wolnej od DNA i RNA (Tab. 2).

Tabela 2. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR.
The composition of the PCR reaction mixture

Skladnik Stezenie pl/reakcje
JumpStart Ready Mix 1x 12,5
MgCl, 25nM 55

ROX 0,55
Primer F 150 nM 0,75
Primer R 150 nM 0,75
Sonda 50 nM 0,45
Matryca DNA (max.200ng)

H,O #

Objetos¢ koncowa 25

12
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Sondy zostaly wyznakowane zgodnie z zaleceniami Komisji Europejskiej, CRL
(Community Reference Laboratory for GM Food and Feed) oraz odpowiednio do parametrow
technicznych urzadzenia ABI PRISM 7000 dwoma fluoroscencyjnymi barwnikami FAM
i TAMRA, gdzie barwnik reporterowy FAM (6-karboksyfluoresceina) znajduje si¢ na koncu
5’ za$ barwnik wygaszajacy TAMRA (6- karboksy-tetrametylorodamina) na koncu 3’.
Sekwencje primeréw i sond charakterystyczne w odniesieniu do poszczegdlnych modyfikacji
byly zgodnie z Normg PN-EN 1SO 21570:2007 oraz protokolami postepowania przy
oznaczaniu modyfikacji metodg Real Time PCR wydanymi przez CRL (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/pcr/GMO-JRC_Reference%20Report_2011.pdf).

W tabelach 3 i 4 przedstawiono przyktadowe sekwencje primerow i sond, zaprojektowanych

do identyfikacji genu referencyjnego kukurydzy oraz modyfikacji NK 603.

Tabela 3. Sekwencje oligonukleotydow stosowane do wykrywania genu referencyjnego
adhl
The sequences of oligonucleotides used to detect the adhl reference gene
Sekwencja genu GMO dla genu referencyjnego

Adh1- primer F 5’-TTG GAC TAG AAATCT CGT GCT GCT GA -3’
Adh1- primer R 5’-GCT ACATAGGGAGCCTTGTCCT -3
Sonda Adhl 5’-FAM- CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA- TAMRA-3’

Tabela 4. Sekwencje oligonukleotydow stosowane do wykrywania modyfikacji NK 603

The sequences of oligonucleotides used to detect the NK 603 modification

Sekwencja genu GMO dla NK 603

NK 603 - primer F | 5’-ATG AAT GAC CTC GAG TAA GCT TGT TAA-3’

NK 603 - primer R | 5°- AAG AGA TAA CAG GAT CCACTC AAACACT -3

Sonda NK 603 5* -FAM- TGG TAC CAC GCG ACA CAC TTC CAC TC -
TAMRA- 3’

Kazda probka badana byla w dwoch powtorzeniach wg zoptymalizowanego profilu
temperaturowego, a warunki i czas poszczegolnych etapow reakcji podano w tabeli 5.
Rownolegle przeprowadzono rowniez odpowiednie kontrole celem uniknigecia blednej
interpretacji wynikow (eliminacja ryzyka wystgpienia wynikéw fatszywie negatywnych lub
falszywie pozytywnych). Procentowa zawarto$¢ obliczono przy uzyciu aplikacji GMO
Analysis Macro Report Sheet (Applied Biosystems).

13
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Tabela 5. Profil temperaturowo-czasowy programu Real Time PCR do oznaczania
GMO.
Temperature-time profile of the Real Time PCR to determine GMO

Etap T °C Czas (sec) Liczba cykli
Dekontaminacja 50 120 1
Wstepna aktywacja polimerazy i 95 600 1
denaturacja matrycy DNA
Amplifikacja | Denaturacja 95 15

Przylaczanie starterow 45

. . 60 60

1 wydtuzanie matrycy

WYNIKI | DYSKUSJA

Zawarto§¢ GMO w probce zostala wyrazona jako stosunek iloéci produktu
specyficznego transgenu do ilosci produktu otrzymanego w toku reakcji ukierunkowanej na
amplifikacje endogennego genu referencyjnego. Poziom GMO (%) w kazdej probce
okreslono na podstawie interpolacji krzywej standardowej w odniesieniu do ilosci genu
specyficznego i1 genu referencyjnego. Krzywag standardowg w odniesieniu do kazdej
z modyfikacji wyznaczono w oparciu 0 wyniki reakcji przeprowadzonych z udziatem DNA
wyizolowanego z certyfikowanych materiatow odniesienia (rys. 1). Otrzymang w technice
Real Time PCR krzywa wzorcowa charakteryzuja: wspotczynnik nachylenia i wspotczynnik
R, Nachylenie krzywej standardowej informuje o skuteczno$ci przeprowadzonej reakcji PCR
(100% — slope = -3,33), natomiast korelacja R? jest wskaznikiem odtwarzalnosci

pipetowania, i powinna wynosi¢ > 0,99.

14
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Rysunek 1. Krzywa standardowa wyznaczona na podstawie stosunku target do taksonu
W prébkach.

The standard curve determined on the basis of the rate of the target to the taxa
in the samples

W poszczego6lnych probkach, pochodzacych z badan migedzylaboratoryjnych, mogty
znajdowac si¢ roézne kombinacje modyfikacji: MON 810, MON 863, BT 11, BT 176, NK
603, MIT 604, GA21, T25, Herkulex(TC1507), Herkulex RW (59122), Event 3272 oraz soi:
Roundup Ready. Spos$rod wszystkich w/w modyfikacji iloSciowo analizowano tylko te,
w odniesieniu do ktorych dostepne byly materiaty odniesienia, tj. MON810, MONS863, Btl1,
Bt176, NK 603 i soj¢ RR. Przyktadowy wynik analizy zawartosci odmiany NK 603

w certyfikowanych materiatach odniesienia i badanych probkach przedstawiono na rysunku 2.

15
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Rysunek 2. Analiza zawartosci modyfikacji NK 603 w certyfikowanych materiatach odniesienia oraz w badanych probkach. O§ X — numer
cyklu reakcji PCR; 0§ Y — wartos$¢ fluorescencji.

The analysis of the content of modified NK 603 in certified reference materials and in samples. X axis- the number of PCR cycles, the
Y axix- the value of fluorescence.
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Granica wykrywalnosci metody (LOD) zostata okreslona na poziomie 0,01%.
Sekwencj¢ regulatorowa P35S wykryto w 70% badanych probek, pozostate 30% probek dato
wynik negatywny. Modyfikacje T25, GA21 i MIR604 wykryto w 66,6% probek. Obecnosé
modyfikacji Herkulex (TC1507), Herkulex RW (59122), Event 3272 i soi Roundap Ready
wykryto w 50% badanych probek. Wyniki badanych jakosciowo probek oznaczonych jako
pozytywne lub negatywne, zostaly potwierdzone jako oznaczone wlasciwie w raporcie
Z badan mig¢dzylaboratoryjnych sporzadzonym przez organizatora.

W oznaczeniach iloSciowych najwickszg precyzje wynikéw uzyskano w przypadku
NK 603, MON 863 i soi RR, gdzie poprawno$¢ wynikow byta 100%, zas w wynikach analizy
modyfikacji Bt 11 i Bt 176 oznaczono 1 probke, sposrod analizowanych, jako falszywie
negatywna, za$§ W przypadku modyfikacji MON 810 uzyskano 2 fatszywie negatywne wyniki,
jednak blad nie przekraczal  poziomu istotnosci. Przyczyny otrzymania falszywie
negatywnych badz falszywie pozytywnych wynikow, mozna doszukiwaé si¢ w niepewnosci
certyfikowanych materiatéw odniesienia, ktora w niektdrych przypadkach moze dochodzi¢ do
50% deklarowanej przez producenta wartosci.

Przyktad wynikow oznaczen jakosciowych i ilosciowych soi Roundup Ready,
w odniesieniu do danych z badan miedzylaboratoryjnych GIPSA przedstawiono w tabeli 6,
za$ dla probek kukurydzy w tabelach 7 i 8.

Tabela 6. Porownanie wynikow analizy jakosciowej (P, N) i ilosciowej [%] obecnosci

modyfikacji Roundup Ready w probkach maczki sojowej (S1-S4) z wynikami
organizatora badan (GIPSA). P — wynik pozytywny, N — wynik negatywny.

Comparison of qualitative (P,N) and quantitative results [%]in the modified
Roundup Ready soy flour samples (S1-S4) with the results of organizer (GIPSA).
P-positive, N-negative

Soja Roundup | S1 S1 S1 S1
Ready
Wik Otrzyma- | wg Otrzyma- wg Otrzyma- | wg Otrzyma- | wg

y ny GIPSA ny GIPSA ny GIPSA | ny GIPSA
zawarto$é
SSSZSESC“ 0%(N) |0% 06%(P) |15% |01%®P) |02% |0%(N) |0%
Ready
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Tabela 7. Poréwnanie wynikow analizy jakoSciowej (P, N) obecnosci modyfikowanych odmian kukurydzy w probkach maczki kukurydzianej
(C1-C6) z wynikami organizatora badan (GIPSA). P — wynik pozytywny, N —wynik negatywny.

Quality results (P, N) comparison of the presence of the modified type maize in maize flour samples (C1-C6) with the results
of proficiency program organizer (GIPSA). P-positive, N-negative.

Modyfikacja | 35S T25 GA21 Herculex RW | Herculex MIR 604 EVENT 3272
59122
nik otrzy- | wg otrzy- | wg otrzy- | wg otrzy- | wg otrzy- | wg otrzy- | wg otrzy- | wg

Wy many | GIPSA | many | GIPSA | many | GIPSA | many | GIPSA | many | GIPSA | many | GIPSA | many | GIPSA
C1 P P P P P P P P P P N N P P

C2 P P N N P P N N N N P P P P

C3 P P P P P P P P P P P P P P

C4 P P P P N N N N N N N N P P

C5 N N N N N N N N N N N N N N

C6 P P P P P P P P P P P P N N




6T

Tabela 8. Porownanie wynikéw analizy ilosciowej [%] obecno$ci modyfikowanych odmian kukurydzy w probkach maczki kukurydzianej
(C1C6) z wynikami organizatora badan (GIPSA). Gwiazdka zaznaczono wyniki falszywie pozytywne lub falszywie negatywne.

Quantity results [%} comparison of the presence of the modified type maize in maize flour samples (C1-C6) with the results
of proficiency program organizer (GIPSA). P-positive, N-negative.

Modyfikacja | NK 603 MON 863 MON 810 BT 11 BT176
wynik otrzymany G;II\DIg A | Otrzymany GIVF\:g A | Otrzymany Gl\gg A | Otrzymany G;?:Ig A | Otrzymany G;II;I% A
Cl 0% 0% 0,7% 0,4% 0%* 0,1% 2,2% 1,8% 0,7% 0,8%
C2 0% 0% 0% 0% 0,2% 0,5% 13% | 0.75% 1,4% 1,5%
C3 1,4% 1,3% 0% 0% 0,5% 1% 0% 0% 0,1% 0%
C4 0,7% 0,65 0% 0% 1,2% 2% 05%* | 0.1% 0% 0%
C5 0% 0% 0% 0% 0%* 0,1% 0% 0% 0% 0%
C6 0% 0% 0,7% 0,8% 0% 0% 0% 0% 0,1%* 0%
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Wszystkie powyzsze wyniki poréwnano z wynikami innych laboratoriow bioracych udziat
w badaniach  mig¢dzylaboratoryjnych. Poprawno$¢  przeprowadzonych w  Zakladzie
Technologii Fermentacji analiz zostala uznana przez organizatora badan, co potwierdzito
kompetencje laboratorium w zakresie stosowanej metody.

Wskaznik z-skore otrzymanych wynikow badan uzyskanych w poréwnaniach
mi¢dzylaboratoryjnych byt ponizej wartosci 2, co miescito si¢ w przyjetym przez organizatora
zakresie tolerancji, a wyniki byty przyjete jako zadowalajace. Tylko w przypadku wynikéw
dwoch probek badanych na okreslenie modyfikacji MON 810 1 po jednej probce
z analizowanych na obecno$¢ modyfikacji Btll i Btl76, otrzymany wskaznik z-score
znajdowal si¢ poza spodziewang granica, co dawalo wynik watpliwy. Jak wczesniej
wspomniano, przyczyng takiego bledu mogly by¢ duze niepewnos$ci certyfikowanych
materialdéw odniesienia wzglgdem, ktorych otrzymano wyniki badanych probek.

W Polsce jako jedynym kraju Unii Europejskiej obowigzuje administracyjny zakaz
obrotu produktéw GMO. Zakaz upraw GMO w Polsce nie daje gwarancji konsumentom, ze
nie beda spozywac produktow GM, ze wzgledu na otwarto$¢ rynku europejskiego. W UE jest
okoto 45 autoryzowanych odmian modyfikacji roslin, na $wiecie jest okoto 200 odmian,
natomiast ciaggle zwigksza si¢ liczba nieautoryzowanych modyfikacji, ktére nalezy
kontrolowa¢ 1 monitorowac.

Szeroki zakres oznaczen GM daje mozliwos$¢ laboratoriom na szybka reakcje na
wymagania konsumentow wzgledem powigkszajacej si¢ liczby rodzajow modyfikacji na
rynku. Wazne jest, aby dzialania laboratorium zostaly przeprowadzone w oparciu
0 zoptymalizowang 1 zwalidowang metode, ktora swoje potwierdzenie znajduje w wynikach
badan migdzylaboratoryjnych. Laboratorium w ramach prowadzonych badanh bieglosci
potwierdza swoje kompetencje poprzez okreSlenie precyzji 1 powtarzalnosci
przeprowadzanych badan.

Laboratoria badajgce obecnos¢ GMO stajg przed wyzwaniem, jakim jest postugiwanie
si¢ efektywna i pewng metoda badawczg. Stosowanie techniki Real Time PCR wymaga
posiadania szczegotowych informacji o sekwencji DNA badanej modyfikacji, referencyjnych
materialdéw odniesienia oraz walidacji metody.

Stosujac technike Real Time PCR z wykorzystaniem sond molekularnych typu
TagMan do ilosciowych oznaczen GMO ma si¢ do czynienia z analizg o wysokiej czutosci,
0 stosunkowo malej wrazliwosci na ewentualng stabg jako$¢ matrycy, przy minimalnym

ryzyku kontaminacji probek. Technika pozwala na uzyskanie wynikow w krotkim czasie,
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zarowno jakosciowej jak 1 ilosciowej zawartosci GMO w probkach bez potrzeby
przeprowadzania dalszych manipulacji np. elektroforezy. Nalezy jednak pamigtaé, ze na
doktadnos¢ techniki Real Time PCR ma wptyw wiele czynnikdéw, poczawszy od odpowiednio
dobranych sond 1 odczynnikoéw, warunkow przeprowadzanej reakcji, rodzaju materiatu
Z ktorego pozyskano matrycowe DNA, oraz jego jako$é, przez umiejetnosci i do§wiadczenie
osoby przeprowadzajacej analiz¢ az po odpowiednig aparature do analizy Real Time PCR.

Wyniki przedstawione w pracy wskazujg na skuteczno$¢ i wysoka czutosé techniki
Real-Time PCR w odniesieniu do miedzynarodowych badan GMO. Czuto$¢ metody pozwala
rozr6zni¢ proporcje pomiedzy komponentami odmian GMO i ro$lin konwencjonalnych nawet
ponizej 1% zawartosci badanej modyfikacji. Jednocze$nie, oprocz doktadnych wynikow
ilosciowych, daje bardzo precyzyjne wyniki jakosciowe badanych modyfikacji w poréwnaniu
z konwencjonalng metoda PCR, w ktorej nie jest mozliwe uzyskanie parametrycznych
wynikow.

Udoskonalanie metod inzynierii genetycznej sprzyja rozwojowi technik detekcji

I monitoringu nowych genotypow uprawianych roslin GMO.
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