Adres do korespondencji

Jan Szopa,

Instytut Biochemii

i Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Wroctawski,

ul. Prz)'byszewskiego 63/77,

51-148 Wroclaw,

biotechnologia
4 (55) 163-174 2001

PRACE EKSPERYMENTALNE

Wykrywanie modyfikacji genetycznych
w wybranych roslinach i produktach
zywnosciowych metoda PCR

Jan Szopa’, Krzysztof Rembacz”®, Marcin tukaszewicz”,Jacek Skata®

‘Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej
AInstytut Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw
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Summary

In this paper we present an attempt to identify genetic modification of
plants via PCR. Plants and plant products commercially available in Poland were
tested. The results show that some of them are genetically engineered, how-
ever they are not marked as GMO.
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1. Wstep

Dzieki intensywnemu rozwojowi metod biologii molekular-
nej stato sie obecnie mozliwe nadawanie mikroorganizmom, ros-
linom i zwierzetom nowych cech uzytkowych przez wprowadze-
nie do ich komérek gendéw pochodzacych z innych, nieraz filoge-
netycznie odlegtych gatunkow. Najwiecej uwagi w tego typu
pracach poswieca sie roslinom o duzym znaczeniu gospodar-
czym. Na przykfad, najczesciej modyfikowanymi roslinami w USA
sg W kolejnosci, kukurydza, pomidory, soja, ziemniaki, bawetna,
melony i tyton, a w Europie kukurydza, rzepak, buraki cukrowe
i ziemniaki (1). Modyfikacje ro$lin polegaja gtéwnie na wprowa-
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dzeniu genoéw nadajacych odporno$é na herbicydy, zwiekszajagcych odpornos¢ na in-
fekcje wirusowe, bakteryjne i grzybowe oraz podnoszacych tolerancje na stres bio-
tyczny i abiotyczny.

Roéwnoczesnie, wraz z rosnacg liczba organizmdéw transgenicznych wprowadza-
nych do uprawy i hodowli, a w konsekwencji i na rynek, narasta opér spoteczny
przeciwko wszelkim modyfikacjom genetycznym. Protesty przeciwko rozpowszech-
nianiu organizmdw transgenicznych sag szczeg6lnie widoczne w Europie Zachodnie;j.
Coraz czesciej wskazuje sie na mozliwo$¢ wymiany materiatu genetycznego pomie-
dzy organizmem transgenicznym i szeroko rozumianym otoczeniem, od bakterii, az
po inne organizmy eukariotyczne (2), chociaz jak dotychczas nie przedstawiono
w petni udokumentowanych doniesien, ze zjawisko to w ogbéle ma miejsce. Pow-
szechnie akceptuje sie jednak, ze tworzenie organizméw transgenicznych jako me-
toda badawcza oceny funkcji fizjologicznej gendw jest niezastgpiona.

W trosce o zapewnienie postepu w nauce, przy jednoczesnej ochronie rynku
i srodowiska naturalnego przed niekontrolowanym uwolnieniem organizméw trans-
genicznych (3), rowniez w Polsce wprowadza sie szereg uregulowan prawnych.
W odpowiednich przepisach stanowi sie, ze zarébwno organizmy transgeniczne, jak
i ich przetwory powinny by¢ wyraznie oznakowane (4). Ponadto w przepisach zobo-
wigzuje sie réwniez eksperymentatoréw do szczegoélnej troski o miejsce uprawy
rodlin transgenicznych, polegajacej na objeciu kontrolg innych organizméw nale-
zacych do ekosystemu, w tym réwniez bakterii glebowych, jednak przepisy tego
typu ciagle jeszcze nie obowigzujg w wielu krajach lub mogg nie by¢ przestrzegane
w krajach, z ktorych dokonujemy importu artykutow rolnych i ich przetworéw. Ko-
nieczno$¢ wypetnienia ustalonych przepiséw, zaréwno w zakresie monitorowania
upraw transgenicznych, jak i kontroli importowanej zywnosci, obliguje do opraco-
wania i wdrozenia metod postepowania oraz norm dla detekcji organizméw modyfi-
kowanych genetycznie.

Na polskim rynku spotyka sie zywnos$¢ wytworzong z organizméw zmodyfikowa-
nych genetycznie. W nielicznych przypadkach jest ona prawidtowo oznakowana.
Celem niniejszej pracy bylo wyrywkowe przetestowanie niektorych roslin i pro-
duktéw pochodzenia roslinnego pod katem ich modyfikacji genetycznych. Ze wzgle-
du na wysoki koszt, do badan wybrano niektére z tych roslin i produktéw z nich wy-
tworzonych, tj. takich, ktdre sg najczesciej przedmiotem modyfikacji na drodze in-
zynierii genetycznej. Poniewaz brak jest w Polsce norm dotyczgcych metodyki bada-
nia organizmow genetycznie zmodyfikowanych zastosowaliS$my arbitralnie dobrane
metody postepowania szczegdtowo opisane w czeSci metodycznej tej pracy.

Na podstawie uzyskanych danych wskazujemy, ze w Polsce sg rowniez sprzeda-
wane nie oznakowane produkty spozywecze (rosliny) zmodyfikowane genetycznie.
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2. Materialy i metody

2.1. Analizowane czesci rodlin i artykuty spozywcze

Badaniom poddano ogoélnie dostepne w sklepach i na targowiskach oraz Centrali
Nasiennej we Wroctawiu nastepujace czesci roslin oraz przetwory: owoce pomi-
doréw, bulwy ziemniakéw, kolby kukurydzy oraz ziarna kukurydzy popcorn, liscie
ziemniakow i ogorkow, ketchupy i koncentraty pomidorowe, kasze kukurydziane,
ziarna soi oraz maki pszenne. Ze wzgledu na potencjalnie niekorzystne dla produ-
centow roslin i produktow zywnosciowych wyniki analiz, ich pochodzenia nie ujaw-
nia sie. Dane te znajduja sie w posiadaniu autoréw. W dalszej czesci pracy po-
szczegblne prébki oznaczono kolejnymi numerami.

2.2. Kontrolne materiaty roslinne

Kontrole pozytywng stanowity preparaty DNA izolowane z transgenicznych ziem-
niakéw Desiree z kolekcji autoréw (5), z linii transgenicznych ogérka odmiany Bor-
szczagowski (6) oraz z linii transgenicznych pomidora odmiany Beta (7,8).

jako kontrole pozytywna w reakcjach PCR wykorzystano rowniez wektor binarny
pBinAR (5) wyizolowany z komorek Escherichia coli metodg lizy alkalicznej (9).

2.3. Przygotowanie materiatu do ekstrakcji

Twarde ziarna kukurydzy, grys kukuiydziany oraz ziarna soi rozdrabniano w miynie
Retscha. Swieze czesci roélin ucierano w mozdzierzu z cieklym azotem, natomiast
pozostate materiaty, jak ketchup, make i koncentrat pomidorowy ekstrahowano
bezposrednio. Do izolacji DNA w iloSci wystarczajacej do realizacji dalszych etapdw
uzywano nie wiecej niz 200 mg materiatu wyjsciowego.

2.4. lzolacja DNA

Kwasy deoksyrybonukleinowe izolowano wedtug rutynowego postepowania (10)
z modyfikacjami. Ze wzgledu na analityczny charakter pracy postepowanie opisano
w catosci. Rozdrobniony materiat (150-200 mg) zawieszano w 600 pl buforu A
(100 mM bufor Tris-HCI, pH 8,0 zawierajacy 2% SDS, 25 mM EDTA, 1,5 M NaCl) i in-
kubowano w temp. 65°C przez 30 min przygodnie mieszajac. Nastepnie dodawano
réwng objeto$¢ mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (24:1, v/v), wytrzasano
przez okoto 3 minuty i wirowano (wiréwka Eppendorfa, 14 000 obr/min, 5 min, tem-
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peratLira pokojowa). Po wirowaniu zbierano faze wodng i poddawano jg dalszej ob-
rébce stosujac dwa alternatywne postepowania.

2.4.1. Postepowanie |

Do fazy wodnej dodawano réwng objetos¢ fenolu (nasycony roztwér fenolu
w 10 mM buforze Tris-HCI, pH 8,0), cato$¢ energicznie wstrzasano, po czym wirowa-
no (14 000 obr/min, 5 min, temp. pokojowa) w celu rozdzielenia faz. Faze wodna
przenoszono do nowej probowki i po dodaniu 2 objetosci eteru etylowego ener-
gicznie wytrzasano i wirowano jak poprzednio. Po rozdzieleniu, odrzucano faze
eterowa, a faze wodng ponownie ekstrahowano eterem etylowym. Do fazy wodnej,
pozostatej po dwdch ekstrakcjach eterem, dodawano 0,1 objetosci 3 M octanu sodu
(pH 5,2), a nastepnie rowng objeto$¢ zimnego (-20°C) izopropanolu. Cato$¢ inkubo-
wano przez 15 min w temp. -20°C i wirowano (14 000 obr/min, 10 min, temp. 4°C).
Precypitat DNA przemywano 500 pi 70" etanolu i po wysuszeniu zawieszano
w 20-40 pl sterylnej, dejonizowanej wody zawierajacej RNaze A w koficowym steze-
niu 0,5 pg/pl. Tak przygotowany preparat przechowywano w -20°C.

2.4.2. Postepowanie I

Postepowanie to przeprowadzono doktadnie wedtug instrukcji producenta do-
starczanej wraz z zestawem odczynnikéw Q1AEX 1l (QLAGEN, nr kat. 20021). Do fazy
wodnej dodawano dwie objetosci buforu QX1, a nastepnie 25 pl ,,mleczka” silikono-
wego, cato$¢ inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej mieszajac co
2 min. Nastepnie zawiesine odwirowano (14 000 obr/min, temperatura pokojowa,
30 s). Supernatant odrzucano, a osad silikonowy ze zwigzanym DNA przemywano
dwukrotnie 500 pi buforu PE. W celu odzyskania DNA osad silikonowy zawieszano
w 20 pl 10 mM buforu Tris-HCI, pH 8 5 ' po 10 min inkubacji w temperaturze poko-
jowej wirowano jak poprzednio. Supernatant, zawierajgcy uwolniony DNA, przeno-
szono do nowej probéwki Eppendorfa i po dodaniu RNazy A do korcowego steze-
nia 0,5 pg/pl przechowywano w temp. -20°C.

2.5. PCR

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze DNA Engine 200 (JM Research,
USA) wedtug programu: denaturacja wstepna 95°C przez 3 min, nastepnie 25 cykli
reakcyjnych (95°C przez 30 s, tgczenie starterow z matrycg 30 s, elongacja 72°C
przez 50 s) oraz koricowa etongacja 72°C przez 5 min. Stosowane temperatury
faczenia starteréw z matrycg wyszczeg6lniono w tabeli 1.
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Tabela 1
Zestawienie starteréw i niektérych parametréw reakcji PCR
Wykrywany element Nazwa i sekwencja nukleotydowa Temperatura asocjacji ~ Oczekiwana dtugos¢
genetyczny starteréw (5'-3") starteréw (°C) produktu PCR (pz)
gen n[tll GMO06/1 CCGACCTGTCCGGTGCCC 65 495
GM06/2 CCGCCACACCCAGCCGGCC
gen nptil - promotor Pnos  GMO02/1 GAACTCGTCAAGAAGGCGATA 62 943
GM02/2 GTTCAAATGCGCCTAAGGTCA
promotor 35S 35S/F2  GAAAAGGAAGGTGGCTCCTA 61 220

(fragment od -268 do -48) 355/R2  GGTCTTGCGAAGGATAGTGG

Reakcje amplifikacji przeprowadzano w 25 pi roztworu reakcyjnego o skfadzie:
2,5 pllO x stezonego buforu do PCR (Biotools Labs),

0,5 pl 40 mM roztworu dNTP (po 10 mM kazdego dNTPu, Biotools Labs),
0,25 pl Taq polimerazy (5 U/pl, Biotools Labs),

po 1 pl 50 pM roztworu startera (ARK Scientific, Darmstadt),

1 pl roztworu DNA izolowanego z badanego materiatu,

18,75 pl sterylnej, dejonizowanej wody.

2.6. Analiza produktéw reakcji PCR

Produkty reakcji rozdzielano w 1% zelu agarozowym w buforze TBE z bromkiem ety-
dyny (0,25 pg/ml) nanoszac cato$¢ reakcji PCR. Zel fotografowano w $wietle UV (312 nm).

3. Wyniki i ich omoéwienie

Dwie odmienne strategie postepowania mozna zastosowaé do identyfikowania
zmodyfikowanych genetycznie organizmow. Pierwsza z nich, o ograniczonym obec-
nie zastosowaniu, to wykrywanie konkretnego transgenu. Ograniczenie wynika z du-
zej liczby réznych genéw wprowadzanych do organizmoéw. Przyktadowo juz w 1977 r.
oficjalnie zarejestrowano az 37 gendéw bedacych obiektem modyfikacji (1). Rézno-
rodno$¢ ta pocigga za sobg konieczno$¢ uzywania wielu par starteréw i wykonania
wielu reakcji PCR dla jednej badanej prébki, co w praktyce zamyka obecnie te droge
do rutynowego stosowania.

Drugie podejscie opiera sie na oczywistym spostrzezeniu, ze wszystkie kon-
strukty genowe stosowane do wytworzenia roslin transgenicznych sktadaja sie zaw-
sze z promotora, sekwencji kodujacej transgenu i terminatora oraz genu umozli-
wiajacego selekcje transformantow. Najczesciej dotychczas stosowanymi elementa-
mi sg promotor CaMV 35S, terminator nos lub nieco rzadziej ocs oraz warunkujgcy
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opornos¢ na kanamycyne gen nptil z promotorem Pnos. Do wykazania w genomie
rosliny obecnosci ktéregokolwiek z wymienionych elementéw potrzebne sg zaled-
wie cztery pary starterow. W naszej pracy wykorzystaliSmy arbitralnie wybrane trzy
pary starteréw tak dobrane by rozpoznawaty cze$¢ kodujgca genu nptil, potaczenie
promotor Pnos - cze$¢ kodujaca genu nptil oraz fragment promotora 35S (tab. 1).

3.1. lIzolacja DNA

We wstepnych eksperymentach ustalono, ze obie drogi izolacji DNA wymienione
w rozdziale 2 dajg jakosciowo podobne preparaty, jednakze postepowanie ! (zob.
rozdz. 2.4.1) jest bardziej wydajne. Fakt ten spowodowat, ze w dalszej pracy wykorzy-
stywano prawie wytacznie preparaty DNA otrzymane tg drogg. Na rysunku ! przedsta-
wiono obraz elektroforetycznego rozdziatu preparatow kwaséw nukleinowych uzy-
skanych z maki pszennej wedtug postepowania ! i Il (zob. rozdz. 2.4.1 i 2.4.2). W obu
przypadkach uzyskano fragmenty DNA o wielkosci od okoto 200 pz do okoto 20 000
pz. Podobny obraz elektroforetyczny otrzymano dla preparatow kwaséw nukleino-
wych izolowanych ze $wiezych i suszonych ziaren kukurydzy oraz nasion soi (rys. 2),
a takze kaszy kukurydzianej (rys. 3), bulw ziemniaka i owocéw pomidoréw (wyniki nie
zamieszczone). Preparat DNA wyizolowany ze Swiezych lisci ogorkow skiadat sie
gtéwnie z fragmentow o wielkosci okoto 20 000 pz (rys. 2). Preparaty DNA zdegrado-
wane w znacznym stopniu uzyskano z ketchupu i koncentratu pomidorowego (wyniki
nie zamieszczone).

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny w zelu
agarozowym preparatbw DNA izolowanych
z maki pszennej nr | wedlug postepowania |
(Sciezka 1) i postgpowania Il (Sciezka 2); M -
marker (DNA faga X trawiony HindIU i EcoRI, Fer-
mentas).
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Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny prepara-
téw DNA izolowanych z lisci kontrolnego ogor-
ka transgenicznego (1) oraz kontrolnego ogérka
nietransformowanego (2), $wiezych ziaren ku-
kurydzy nr 1 (3), nasion soi nr 1 (4) oraz wysu-
szonych ziaren kukurydzy nr 2 (5); M - marker
(DNA faga X trawiony HindU] i EcoRI, Fermentas).

Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny w zelu
agarozowym DNA izolowanego z kaszy kukury-
dzianej nr | przed (1) i po (2) inkubacji z RNaza
A; M - marker (DNA faga X trawiony HindlU
i EcoRI, Fermentas).
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Rys. 4. Wptyw ilosci tkanki lisciowej na wy-
dajnos¢ reakcji PCR ze starterami GMO06/1
i GMO06/2. DNA izolowany ze 110 mg (1), 50 mg
(2), 40 mg (3) i 5 mg (5,6) tkanki lisciowej trans-
genicznego ziemniaka kontrolnego; Kp - wek-
tor pBinAR z genem nptlh, Kn - kontrola od-
czynnikowa bez DNA; M - marker (pUC19 tra-
wiony Mspl, Fermentas).

Poniewaz obecnos$¢ niskoczasteczkowych kwaséw rybonukleinowych nie jest
korzystna dla przeprowadzenia reakcji PCR, dlatego do wszystkich preparatéw stan-
dardowo dodawano RNaze A w stezeniu koricowym 0,5 |ig/pl. Na rysunku 3 przed-
stawiono rozdziat w zelu agarozowym preparatu DNA z kaszy kukurydzianej, przed
i po inkubacji z rybonukleazg A.

W kolejnym etapie badann optymalizowano ilosci tkanek niezbednych do wyizo-
lowania DNA na poziomie wystarczajacym do przeprowadzenia serii reakcji PCR.
Przyktad takiej optymalizacji dla lisci ziemniaka przedstawiono na rysunku 4. Z da-
nych tych wynika, ze tak niewielka liczba, jak 5 mg Swiezej tkanki jest wystarczajaca
dla izolacji DNA i przeprowadzenia identyfikacji genu. Doda¢ jednak nalezy, ze
z praktycznego punktu widzenia, szczegllnie w przypadku ziaren kukurydzy i soi
wymagajacych rozdrobnienia w miynku Retscha, wygodniej jest uzy¢ od okoto 150
do 200 mg materiatu wyjsciowego i proces optymalizacji przeprowadza¢ wykonujgc
serie rozcienczen uzyskanego prepartu DNA.

3.2. Amplidkacja markera selekg”jnego nptil

Na rysunku 5 przedstawiono rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR
ze starterami GMO06/1 i GIV106/2 rozpoznajgcymi gen nptil. Sposréd analizowanych
materiatdw, pozytywng i nie budzacg watpliwosci odpowiedz, uzyskano dla transge-
nicznego ziemniaka (rys. 5, sciezki 6, 8 i 9). Jednoznacznie negatywny wynik uzyska-
no dla rynkowego ziemniaka nr 1, pomidora nr | oraz ketchupu (rys. 5, Sciezki 2, 3,
4 i 5). Oczekiwanej wielkosci fragment genu nptil amplifikuje sie réwniez z prepara-
tu DNA izolowanego z kukurydzy popcorn (Sciezka 1), jednak nie jest on ani jedy-
nym, ani najsilniejszym sygnatem i dlatego badanej kukurydzy nie mozna jedno-
znacznie uzna¢ za organizm transgeniczny. W celu weryfikacji tego niejednoznacz-
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Rys. 5. Rozdziat elektroforetyczny produk- 8 9 Kp Kn M

téw PCR amplifikowanych starterami GMO06/1
i GMO06/2 na matrycy DNA izolowanego z kuku-
rydzy popcorn nr 1(1), bulw ziemniaka nr 1 (2),
pomidora nr | (3), ketchupu nr ! (Sciezka 4 -
DNA nierozcienczony; éciezka 5 - DNA rozcien-
czony 8-krotnie), bulw kontrolnego ziemniaka
transgenicznego (Sciezka 6 - DNA nierozcien-
czony; $ciezka 7 - DNA rozcienczony 8-krotnie),
bulwy kontrolnego ziemniaka transgenicznego
(Sciezka 8 - DNA izolowany wg postepowania
11), liscia kontrolnego ziemniaka transgeniczne-
go (9); Kp - wektor pBinAR z genem nptil; Kn -
kontrola odczynnikowa bez DNA; M - marker
(pUC MIX8, Fermentas).

nego wyniku podjeto dodatkowe badania ze starterami swoistymi dla innych e-
lementéw genetycznych zawartych w wektorach uzywanych do transformacji.

3.3. Amplifikacja domeny od -268 do -48 promotora 35S

Ze wzgledu na powszechnos$¢ stosowania, promotor 35S z wirusa mozaiki kala-
fiora, o dtugosci 941 pz, moze stuzyé do identyfikacji organizmow transgenicznych.
Poniewaz jednak promotor ten w wielu przypadkach byt skracany dla doraznych po-

1 2 345 678 9 10 KpKnM M 11 12 13 14 15 16 M117181920KpKn

Rys. 6. Elektroforeza produktéw PCR uzyskanych starterami 35S/F2 i 35S/R2 na matrycy DNA izolo-
wanego z kukurydzy popcorn nr 1(1), bulw ziemniaka nr 1 (2), wysuszonych ziaren kukurydzy nr 2 (3),
Swiezych ziaren kukurydzy nr ! (4), nasion soi nr | (5), kaszy kukurydzianej nr | (6), kaszy kukurydzianej
nr 2 (7), ketchupu nr 1 (8), pomidora nr 1 (9), maki pszennej nr 1 (10), bulwy kontrolnego ziemniaka
transgenicznego (11 i 14), liscia kontrolnego ziemniaka transgenicznego (12), bulwy nietransformowa-
nego ziemniaka kontrolnego (13), pomidora nr 2 (15), bulwy ziemniaka nr 2 (16), liscia ogoérka kontrol-
nego (17), liscia transgenicznego ogérka kontrolnego (18), bulwy transgenicznego ziemniaka kontrolne-
go (19); Kp - wektor pBinAR zawierajgcy promotor 35S; Kn - kontrola odczynnikowa bez DNA; M -
marker (pUC19 trawiony Mspl, Fermentas); Ml - marker (DNA faga A trawiony H/Vtdlll ifcoRI, Fermentas).
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trzeb, stad dla jego identyfikacji lepiej postugiwac sie starterami homologicznymi
do sekwencji lezacych w obszarze do okoto -540 pz od miejsca startu transkrypcji.

Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA amplifikowanych przy udziale pary
starteréw 35S/F2 i 35S/R2 homologicznych do wybranego regionu promotora 35S
przedstawiono na rysunku 6. Pozytywng, nie budzaca watpliwosci odpowiedz uzy-
skano dla transgenicznego ziemniaka (Sciezki 11, 12, 14, i 19) oraz zmodyfikowane-
go ogorka (Sciezka 18). Pozostate analizowane materiaty daty wynik negatywny.
Prazki o wielkos$ci 220 pz widoczne na sciezkach 2, 3 oraz 9 i 10 nie moga by¢ uzna-
ne za swoisty produkt reakcji PCR, gdyz ich intensywnos$¢ jest bardzo staba, w po-
réwnaniu z kontrotg pozytywna i poréwnywalna z intensywnoscig prazkéw utwo-
rzonych przez wolne startery.

3.4. Modyfikacje genetyczne pomidoréw rynkowych

Najbardziej interesujgce wyniki uzyskano testujac polskie pomidory rynkowe nr 3
i 4 (rys. 7). Testy wykonano przy uzyciu starteréw homologicznych do sekwencji ko-
dujacej genu nptil (GM06/1 i GMO06/2), sekwencji fuzyjnej nptil - promotor Pnos
(GMO02/1 i GMO02/2) oraz promotora 35S (35S/F2 i 355/R2). Zgodnie z oczekiwaniem,
w reakcjach z DNA pomidora transgenicznego, amplifikuja sie fragmenty o dtugos-
ciach charakterystycznych dia wszystkich par uzytych starteréw (rys. 7, Sciezki 4, 8
i 12). Nietransformowana linia pomidora, zgodnie z przewidywaniem, nie data zadne-
go produktu. Analizowany preparat DNA z pomidora rynkowego nr 3 réwniez dat wy-
nik negatywny (rys. 7, sciezki 1, 5 i 9). Natomiast, preparat DNA z pomidora nr 4 dat
wynik pozytywny z parami starterow GMO06/1 i G1VI06/2 oraz 35S/F2 i 35S/R2 (Sciezki 2
i 10). Oznacza to, ze w genomie tego pomidora obecny jest promotor 35S pochodzacy
z wirusa mozaiki kalafiora oraz bakteryjny gen nptil wraz z promotorem Pnos. Obec-
no$¢ tych elementéw jest dowodem, ze badany pomidor jest bezposrednim produk-
tem modyfikacji genetycznej, lub powstat na drodze krzyzéwki z linig transgeniczna.

Ml Z23a4a56 789 10 11 12

Rys. 7. Rozdziat produktéw reakcji PCR ze
starterami GMO06/1 i GMO06/2 (Sciezki | - 4),
GMO02/1 i GMO02/2 (Sciezki 5-8) oraz pary
35S/F2 i 35S/R2 (Sciezki 9 - 12) z DNA izolowa-
nym z pomidora nr 3 (Sciezki 1, 5, 9), pomidora
nr 4 (Sciezki 2, 6, 10), nietransformowanego po-
midora kontrolnego (Sciezki 3, 7, 11) oraz trans-
genicznego pomidora kontrolnego (Sciezki 4, 8,
12). M - marker (DNA faga X trawiony HindUI
i EcoR\).
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4. Podsumowanie

w Swietle ciggle narastajacych watpliwosci, czy organizmy transgeniczne sg
catkowicie bezpieczne dla cztowieka i jego Srodowiska oraz przy jednoczesnym bra-
ku jednoznacznych dowodow, ze takie niebezpieczenstwo rzeczywiscie istnieje,
najwlasciwszg droga postepowania, jak sie wydaje, jest pozostawienie konsumen-
tom prawa wyboru miedzy zywnoscig transgeniczna i tradycyjng. Aby jednak wybor
taki mogt by¢ moztiwy konieczne jest wyrazne oznakowanie zywnosci genetycznie
zmodyfikowanej, czego zaczyna sie wymagac¢ od sprzedawcow i producentow (4).
Przedstawiony przyktad pomidora nr 4 pokazuje, ze na rynku polskim znajdujg sie
organizmy transgeniczne. Co wiecej, w obliczu coraz swobodniejszej wymiany pro-
duktéw rolno-spozywczych pomiedzy krajami nie tylko Europy, ale réwniez Swiata,
nalezy sie spodziewac, ze ich ilos¢ bedzie rosng¢. Istnieje zatem pilna potrzeba
wdrozenia systemu szybkiego i skutecznego wykrywania modyfikacji genetycznych
we wprowadzanej na rynek zywnosci opartego na odpowiednich, ujetych w normy,
regutach postepowania.

Dla przykfadu, zaprezentowane przez nas podejscie, opierajace sie na wykrywa-
niu elementéw najczesciej do tej pory stosowanych wektoréw, a nie whasciwych
transgendw, przynosi dobre efekty przy minimalnej liczbie starterOw i reakcji PCR.
Nalezy jednak oczekiwac, ze wraz z upowszechnianiem sie tendencji do eliminowa-
nia z organizmu transgenicznego wektora i pozostawiania samego transgenu sto-
pien komplikacji analiz bedzie rosnac.

Autorzy dziekujg prof. Stefanowi Malepszemu i prof. Katarzynie Niemirowicz-Szczytt ze Szkoty
Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie za udostepnienie ogoérkéw i pomidoréw transgenicz-
nych. Praca zostata wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1016/S/IMi, 1013/S/IBCh oraz badan
wihasnych 2021AV/IBCh i 2027AAMIVII finansowanych przez KBN.

Literatura

Hemmer W., (1997), BATS Report 2/97, http://www.bats.ch/abstr/297intro.htm oraz ISAA 2000.
Estruchd. j., Carozzi N. B., Desai N., Duck N. B., Warren G. W., Koziet M. G., (1997), Nature Biotech-
nology, 15, 137-141.
Robinson C., (1999), Trends Food Sci. Technol., 10, 375-378.
Dz. U., nr 86, poz. 962 z 8.10.1999, oraz Dz. U, nr 63, poz. 634 z 11.05.2001.
Kulma A., Wilczynski G., Milcarz M., Prescha A., Szopa j., (2000), Modulation of carbohydrate metabo-
lism in transgenic potato through genetic engineering and analysis of rabbits fed on wild type and transge-
nic potato tubers. Progress in Biotechnology, vol. 17 - Food Biotechnology, Eds. Bielecki S., Tramper
j., Polak j., Elsevier, 19-33.

6. Szwacka M., Burza W., Palucha A., Malepszy S., (1997), Biotechnologia, 4 (39), 20-25.

BIOTECHNOLOGIA 4 (55) 163-174 2001 173


http://www.bats.ch/abstr/297intro.htm

Jan Szopa i inni

7. Bartoszewski G., Malepszy S., Niemirowicz-Szczytt K., (1997), Biotechnologia, 4 (39), 62-70.

8. Bartoszewski G., Fedorowicz O., Malinowski R., Niedziela A., Niemirowicz-Szczytt K., (2000), Bio-
technologia, 4 (51), 99-102.

9. Birnboim H. C., Doty j., (1979), Nucleic Acids Res., 7, 1513.

10. Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T., (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2"~ ed.. Cold
Spring Flarbor, NY: Cold Spring Flarbor Laboratory Press.

174 PRACE EKSPERYMENTALNE



