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Molecular analysis in detection and identification of genetically mod-
ified organisms (GMO)

Summary

Several DNA and protein-based analytical methods for GMOs detection have
been established so far. For the detection of GMOs at the DNA level, mostly
PCR-based methods are used, whereas at protein level ELISA and lateral strips
are predominant. The choice of target sequence motif is the most important
factor controlling the specificity of the PCR method. This review summarizes
most widely used GMO analysis technologies and point out new areas of analyti-
cal investigations.
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1. Wprowadzenie

Wraz z rozwojem inzynierii genetycznej i zmieniajacymi sie
zapotrzebowaniami nowoczesnego rolnictwa coraz bardziej po-
wszechne stajg sie pasze i produkty zywnos$ciowe otrzymane
z organizmow genetycznie zmodyfikowanych (GMO) lub przy ich
wspotudziale (1). Technologie rekombinowanego DNA pozwolity
w duzym stopniu przezwyciezy¢ ograniczenia na jakie napotyka
tradycyjna hodowla (przekazywanie pojedynczych cech, bariery
krzyzowalnosci, selekcja rekombinantéow). W zwiazku z tym ob-
serwuje sie staly wzrost areafu uprawy roslin GM, ktory w 2005 r.
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osiagnat powierzchnie 90 mln ha (2). Coraz wiecej genetycznie zmodyfikowanych
produktéow jest akceptowanych na rynku UE. Jednoczesnie nowa regulacja
1829/2003 UE naktada obowiazek znakowania produktéow zawierajacych GM, jak
i produktow pochodzacych lub wytworzonych za pomoca GMO, takich jak olej, cu-
kier, lecytyna, w ktérych zawarto$¢ komponentu GM wynosi powyzej 0,9%. Koniecz-
nosc¢ ilosciowego oznaczania GMO wymusza rozwdj coraz doskonalszych metod de-
tekcji GMO.

2. Jak pozna¢é czy produkt jest genetycznie zmodyfikowany?

Organizmy transgeniczne powstaly poprzez wprowadzenie do ich genomu no-
wego genu lub nowego zestawu genéw. Wprowadzony gen moze ulega¢ w organi-
zmie ekspresji, co prowadzi do pojawienia sie nowego biatka, ktore zapewnia orga-
nizmowi pozadana ceche, jak np. tolerancja na herbicyd czy odpornos¢ na owady.
Produkt powstaty przy uzyciu metod nowoczesnej inzynierii genetycznej jest naj-
czesciej ,,gotym okiem” nierozréznialny od materiatu niezmodyfikowanego. Wykry-
wanie obecno$ci GMO w roS$linach i produktach odbywa sie na poziomie DNA (obec-
no$¢ DNA transgen6ow) lub/i kodowanych przez DNA biatek. Metody wykrywania
DNA sa oparte na tancuchowej reakgji polimerazy (PCR), podczas gdy obecnos¢ cha-
rakterystycznych biatek pozwala wykry¢ test ELISA. Stosowane sg takze metody wy-
korzystujgce mikromacierze DNA, spektrometrie masowa, chromatografie czy spek-
troskopie w podczerwieni (3-7).

3. Metody oparte na detekcji DNA

Metody analiz prébek na obecno$¢ GMO na poziomie DNA polegaja na wykryciu
specyficznych sekwencji DNA wprowadzonych metodami inzynierii genetycznej do
rosliny, zwierzecia badZ mikroorganizmu. Najcze$ciej w praktyce stosowane sg te-
sty oparte na technologii PCR, ktéra wykorzystywana jest w celu wykrycia i powiele-
nia specyficznych fragmentéw DNA lub fragmentéw genow wystepujacych w GMO.
Powielenie poszukiwanego fragmentu umozliwia wykrycie produktu reakcji w Swie-
tle UV w wyniku elektroforezy na zelu agarozowym. Widoczny prazek o okreslonej,
zdefiniowanej masie potwierdza obecno$¢ obcego DNA w testowanej probie.
Glowna zaletg PCR jest mozliwo$¢ wykrycia przy jego udziale sladowych ilo$ci DNA,
takze w takich prébkach jak silnie przetworzona zywno$¢, oleje, lecytyna. Efektyw-
no$¢ reakgcji PCR zalezy od jakosci i czystosci DNA uzytego do reakcji. Na jako$¢ ana-
lizowanego preparatu DNA wplywa obecnos¢ zwigzkéw chemicznych takich jak po-
lisacharydy, lipidy, polifenole, oraz zwigzkéw chemicznych, uzywanych do izolagji
materialu genetycznego (np. EDTA, fenol, SDS). Przydatnos¢ DNA do testow jest de-
terminowana przez wielko$¢ fragmentéw i stopien uszkodzen czgsteczek na skutek
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ekspozycji na wysoka temperature, niskie pH, dziatanie nukleaz (hydroliza, depury-
nacja lub enzymatyczna degradacja DNA), co zalezy od stopnia przetworzenia mate-
rialu i zastosowanej metody izolacji. Warto zaznaczy¢, ze DNA wyizolowane z zyw-
nosci poddanej obrébce termicznej czy tez innych przetwarzanych probek pocho-
dzenia roslinnego (np. tyton z papieroséw) jest niskiej jakosci, a fragmenty, ktére
moga by¢ amplifikowane nie przekraczajg 100-400 par zasad (8). Z tego wzgledu na-
lezy pamieta¢ o odpowiednim doborze starteréw gwarantujagcym amplifikacje krét-
kich fragmentow.

Réwnoczesnie nalezy zdawac sobie sprawe ze znacznej czuto$ci metody PCR.
Czutos$¢ metody zwieksza ryzyko wykrywania niespecyficznych fragmentow, co mo-
ze prowadzi¢ do fatszywie-pozytywnych wynikéw. Istotnym elementem kazdego te-
stu na obecnos¢ GMO, przeprowadzonego na bazie techniki PCR, jest weryfikacja
metody w celu wykluczenia fatszywie-pozytywnych wynikéw otrzymanych w wyniku
niespecyficznego wigzania starterow. W tym celu przeprowadza sie ocene wielkosci
produktu PCR w potaczeniu z analizg restrykcyjna, analize Southern blot z sonda spe-
cyficzna dla amplifikowanego genu/fragmentu DNA, reamplifikacja produktu tech-
nika zagniezdzonego PCR (nested PCR), sekwencjonowanie produktu PCR.

3.1 Strategia poszukiwania i identyfikacji GMO metoda PCR

Strategia wykrywania GMO metoda PCR zalezy od wiedzy na temat wprowadzo-
nej sekwengji transgenu i struktury konstrukgcji uzytej do transformacji. Kazda kon-
strukcja genetyczna sktada sie z kilku podstawowych elementow. Zazwyczaj sg to:
gen warunkujacy wprowadzang ceche, promotor funkcjonujgcy jako sygnat startu
transkrypcji i terminator zapewniajgcy sygnat stop dla ekspresji genu. Wprowadza-
na konstrukcja moze zawiera¢ rowniez sekwencje regulatorowe, geny reporterowe
i markerowe oraz by¢ flankowana przez sekwencje DNA pochodzgce z wektora do
klonowania. Metody PCR stosowane przy analizie GMO moga by¢ podzielone na kil-
ka kategorii w zaleznosci od poziomu specyficzno$ci testu (rys. 1). Kazda z kategorii
odnosi sie do typu fragmentu DNA amplifikowanego w reakcji. Wstepna informacje
zapewniaja metody screeningowe pozwalajace jedynie stwierdzi¢ obecno$¢ modyfi-
kacji genetycznej. Bardziej szczeg6towe informacje o rodzaju modyfikacji genetycz-
nej wnosza metody specyficzne wzgledem genu oraz specyficzne dla konstruktu.
Dopiero metody swoiste dla zdarzenia transformacyjnego pozwalaja na jedno-
znaczng identyfikacje GMO. Nalezy pamieta¢, ze GMO definiowane jest poprzez uni-
katowe zdarzenie transformacyjne i, tak np. MON 810 i MON 809 sg klasyfikowane
jako dwa ré6zne GMO, pomimo ze reprezentujg ten sam gatunek (Zea mays L.) trans-
formowany jednakowym plazmidem pV-ZMBKO7 (9).

Testy screeningowe polegajg na detekcji elementow konstruktéw najczesciej wy-
korzystywanych do transformacji. Poniewaz u wiekszosci GMO wprowadzonych na
rynek sg obecne promotor 35S (P-35S) z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) oraz termi-
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Rys. 1. Schemat sposobow detekcji genetycznie zmodyfikowanych organizméw metoda PCR, na
przykiadzie soi Roundup Ready®. Zaznaczono wzrastajgca specyficznos$¢ reakgji.

nator nos z Agrobacterium tumefaciens, pierwsza opisana metoda screeningu (10) doty-
czyla detekgcji wtasnie tych elementéw. Biorgc pod uwage, ze coraz wiecej konstruk-
tow genetycznych zawiera geny wprowadzone pod promotorami tkankowo-specy-
ficznymi lub rozwojowo-specyficznymi oraz fakt czestej rezygnacji zgodnie z dyrek-
tywa 2001/18/EEC z takich elementéw jak markery selekcyjne, a w szczegélnosci
oporno$¢ na antybiotyki, konieczne jest poszerzenie analiz screeningowych o nowe
sekwencje (11). Ze wzgledu na r6znorodnos¢ wariantow stosowanych elementow ge-
netycznych (np. przynajmniej osiem wersji P-35S w dostepnych roslinach GM), ko-
nieczne sa takie sekwencje starterowe, ktére umozliwia amplifikacje wielu wersji
wprowadzanych sekwencji. Warto podkresli¢, ze analiza screeningowa daje informa-
cje wylacznie o tym, ze w badanej probce mamy do czynienia z GMO, ale nie dostar-
cza danych na temat wprowadzonej cechy ani nie charakteryzuje jednoznacznie od-
miany GM. Obecnie opracowywane sg warunki amplifikacji i startery dla regionéw
granicznych, unikatowych miejsc integracji DNA genomowego i wprowadzonej kon-
strukgji (5,12,13). Dopiero zastosowanie starterow specyficznych wzgledem zdarze-
nia transformacyjnego umozliwia jednoznaczng identyfikacje poszczegélnych GMO.

3.2. Metody iloSciowego oznaczania GM technika PCR

Konwencjonalny PCR niesie odpowiedzZ typu tak/nie na pytanie, czy w badanym
materiale znajduje sie element zmodyfikowany genetycznie. Podczas PCR jakoscio-
wego, ilo$¢ produktu jest mierzona na etapie osiggniecia maksymalnej amplifikacji
(faza plateau), kiedy korelacja pomiedzy stezeniem produktu a liczba poczatkowa
czasteczek matrycy jest bardzo staba z powodu malejacej wydajnosci reakcji PCR.
Na doktadniejsze ustalenie zaleznoSci pomiedzy wyjsciowa liczba kopii docelowego
DNA a iloscig produktu PCR generowanego podczas amplifikacji pozwalaja inne me-
tody oparte réwniez na technice PCR, takie jak ilo$ciowy kompetytywny PCR
(QC-PCR) czy PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) (14-16).
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W metodzie Real Time PCR ilo§¢ amplifikowanego DNA jest monitorowana w kaz-
dym cyklu reakgji przy uzyciu barwnikéw fluorescencyjnych, a intensywnosc¢ sygnatu
fluorescencyjnego jest proporcjonalna do ilosci produktu reakcji. Przy zachowaniu
wiasciwych warunkow amplifikacji otrzymuje sie precyzyjna informacje o wyjSciowej
ilosci GM DNA w probce. Wzgledna zawarto$¢ zmodyfikowanego DNA w probce
oznaczana jest poprzez okreslenie iloSciowego stosunku czasteczek markera mody-
fikacji genetycznej (np. czasteczek promotora czy transgenu) w odniesieniu do liczby
czasteczek gatunkowo-specyficznego genu referencyjnego, np. lektyny w przypadku
proby zawierajacej soje. W praktyce taka relatywna ocena ilosciowa wykonywana
jest przez réwnolegte przeprowadzenie dwoch reakcji PCR — jednej dla genu cha-
rakteryzujacego badane GMO i drugiej dla genu referencyjnego. Uzyskany wynik jest
wypadkowa tych dwéch oznaczen. Zaktadajac, ze materiat GM poddany byt takiemu
samemu traktowaniu jak material niemodyfikowany, ilo§¢ GM w prébie moze by¢
przedstawiona jako warto$¢ procentowa wyrazona poprzez stosunek liczby kopii
znalezionej sekwencji GMO do liczby kopii genu referencyjnego lub w postaci wago-
wej, w przeliczeniu na wagowy udzial komponentu GM w produkcie (17).

Metoda Real Time PCR charakteryzuje sie najwiekszg doktadnoscig analizy, po-
zwala na wykrycie bardzo matych ilosci GMO (nawet ponizej 10 kopii transgenu).
Dla zapewnienia precyzji i powtarzalno$ci wynikoéw, kazda analiza jest wykonywana
w zestawieniu z certyfikowanym materialem referencyjnym wyprodukowanym dla
konkretnej modyfikacji przez IRMM Instytut Materialow Referencyjnych i Miar,
Geel, Belgia (18).

4. Metody oparte na detekcji biatek

Detekcja GMO na poziomie biatek opiera sie na reakcji immunologicznej pole-
gajacej na specyficznym wiazaniu pomiedzy antygenem i przeciwciatem. W meto-
dach tych antygenem jest biatko produkowane przez wprowadzany gen. Przeciw-
cialem jest biatko rozpuszczalne produkowane przez ukfad immunologiczny w od-
powiedzi na infekcje spowodowane przez obce substancje (antygeny) (19). W syste-
mie tym najwazniejszym czynnikiem jest dostepnos$¢ przeciwciat o okreslonej spe-
cyficznosci i powinowactwie. Technologia ta moze by¢ stosowana w oznaczeniach
jakosciowych i ilosciowych, jednakze ma ograniczone zastosowanie w przypadku
wysoko przetworzonych produktéw. NajczeSciej stosowanymi metodami opartymi
na detekgji biatek sg: ELISA i paski z przeptywem bocznym.

4.1. ELISA — Test immunoenzymo-adsorbcyjny

ELISA jest enzymatyczng prébg immunologiczna wykorzystujgca immunoreagen-
ty (antygen i przeciwciato) i immunosorbent, z ktérym sie wiazg. Antygen i przeciw-
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cialo fgczg sie w stabilny kompleks wigzany na powierzchni studzienek plastikowej
plytki. Kompleks ten jest wizualizowany przez dodanie drugiego przeciwciala zwig-
zanego z enzymem katalizujgcym reakcje barwng. ELISA moze by¢ metodg ilos-
ciowa, gdyz jest mozliwe sporzadzenie krzywej standardowej. Ograniczeniem tej
metody jest to, ze ekspresja transgenu moze nie zachodzi¢ na skutek zadzialania
mechanizmoéw RNA-zaleznych, badz zawartos$¢ biatek w czesciach rosliny, ktére wy-
korzystuje sie do produkcji moze by¢ nizsza niz prég wykrywalnosci. Szacuje sie, ze
produkty transgenow stanowig do 2% wszystkich biatek rozpuszczalnych. Aktualnie
dostepne sa komercyjne zestawy do wykrywania specyficznych biatek z rodziny Cry
(Cry1Ab, Cry1C, Cry3A, itd.), CTP4 EPSPS, PAT/bar (11).

4.2. Paski z przeptywem bocznym

Metoda wykorzystujgca paski z bocznym przeptywem jest oparta na zastosowa-
niu membrany z przeciwcialtami w formie ,kanapki”. W trakcie analizy antygeny
(biatka kodowane przez transgen) tacza sie z kompleksem przeciwciato-odczynnik
barwny. Membrana zawiera dwie strefy wychwytu — jedna specyficzng dla kom-
pleksu antygen-przeciwciato-odczynnik barwny, i druga, kontrolng dla przebiegu re-
akgji. Strefy wychwytu sg widoczne w postaci czerwonego paska, ktory ujawnia sie
po zwigzaniu przeciwcial w odpowiednich rejonach. Obecnos¢ jednej linii (linia kon-
trolna) informuje o poprawnym dziataniu paska, natomiast wynik uznaje sie za po-
zytywny, gdy pojawia sie linia druga. Paski dostarczajg gtownie informacji jako$cio-
wych i pétilosciowych. Testy paskowe sg tatwe i szybkie w uzyciu, ale trzeba pamie-
ta¢, ze mozna je stosowac tylko do konkretnych biatek, a ich czutosc¢ nie jest wyso-
ka. Ich zaletg natomiast jest to, ze analize mozna wykona¢ w warunkach polowych,
a czas jej trwania to 10-15 minut. Moze jg przeprowadzi¢ osoba bez duzego do-
Swiadczenia laboratoryjnego — wymagane jest tylko roztarcie prébki (lis¢, ziarno,
maka), zawieszenie jej w wodzie lub buforze, zanurzenie w prébce paska i odczyta-
nie po kilku minutach wyniku (20).

5. Znakowanie produktéw zawierajacych GMO

W przypadku stwierdzenia w produkcie jednego lub kilku GMO dopuszczonych
na rynek UE (np. soja Roundup Ready®, kukurydza Bt-176, czy kukurydza MON 810)
nalezy wykonywac analize iloSciowg w celu okres$lenia zgodno$ci z progiem znako-
wania, ktory jest okreslony na poziomie 0,9% masy biatka lub DNA. Wedtug roz-
porzadzenia komisji UE (21) znakowaniu nie podlegaja te produkty, ktére zawieraja
GMO w iloSci ponizej 0,9% w odniesieniu do gatunku, o ile obecno$¢ zmodyfikowa-
nego DNA lub biatka jest niezamierzona lub nie do unikniecia. Wszystkie sktadniki
(maka, olej, sruta) pochodzgce z jednego gatunku (np. soi, kukurydzy, itd.) sa sumo-
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Kukurydza
zmodyfikowana 0,5%

Soja Kuku
] ) i rydza
niezmodyfikowana 99,5% c 4 . niezmodyfikowana 99,5%

Soja
zmodyfikowana 0,5%

Rys. 2. Znakowanie nie jest konieczne. Zawartos$¢ genetycznie zmodyfikowanej soi i kukurydzy nie
przekracza progu znakowania 0,9%.

Kukurydza zmodyfikowana
Bt-176 0,5%

Soja Kuku
; ) | rydza
niezmodyfikowana 100% c 4 . niezmodyfikowana 99%

Kukurydza zmodyfikowana
Bt11 0,5%

Rys. 3. Znakowanie jest konieczne. Zawartos¢ genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy przekracza
prég znakowania 0,9%.

wane i traktowane jako jeden skiadnik. Znakowanie jest konieczne w przypadku
gdy sktadnik genetycznie zmodyfikowany przekracza poziom 0,9%. W przypadku
kiedy produkt zawiera wiecej niz jedng odmiane genetycznie zmodyfikowanej kuku-
rydzy ich iloSci sg sumowane (rys. 2 i rys. 3). Nowa Regulacja 1829/2003 (22) naklada
obowiazek znakowania nie tylko produktéow zawierajacych GMO, ale i produktéow
pochodzacych i wytworzonych za pomocg GMO. W przypadku materiatu siewnego
prog dopuszczonej ilosci GMO nie zostal jeszcze jednoznacznie ustalony.

6. Europejska i polska sie¢ laboratoriéw GMO

Regulacje prawne Unii Europejskiej dotyczace GMO zaktadaja rozwéj wiarygod-
nych i czutych metod wykorzystywanych do detekcji GMO. Od grudnia 2002 r. ist-
nieje w Unii Europejska Sie¢ Laboratoriow GMO (ENGL, ang. European Network of
GMO Laboratories) (23), ktora jako organ Komisji Europejskiej zajmuje sie problema-
mi zwigzanymi z GMO w zjednoczonej Europie. W sktad ENGL wchodzi 71 laborato-
riow reprezentujacych kraje Unii Europejskiej oraz Norwegie i Szwajcarie. ENGL
funkcjonuje przy Joint Research Centre (JRC) (24), ktére skupia wiele laboratoriéw
badawczych Unii Europejskiej, takze laboratoria biotechnologiczne i zajmujgce sie
GMO (25). Zadaniem sieci jest stworzenie grup eksperckich zajmujgcych sie proble-
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Homogenizacja proby

Izolacja DNA Detekcja GMO metodq ELISA
|
Sprawdzenie amplifikowalnosci DNA metodg PCR

Screening metodg PCR

+ =

L PCR specyficzny dla GMO

llosciowa ocena GMO metodg RealTime PCR

>0,9% — znakowanie <0,9% — bez znakowania

Rys. 4. Plan typowej analizy GMO. Plus w ramce oznacza wynik pozytywny, minus — negatywny.

mami prébobrania, wykrywania, identyfikacji i iloSciowej oceny GMO w Srodowisku,
pozywieniu, paszach dla zwierzat oraz w materiale nasiennym. W tym celu cztonko-
wie ENGL opracowuja naukowe metody oceny, wykrywania i identyfikowania GMO
i ich produktéw. Metody takie sg nastepnie ujednolicane w zakresie analitycznym
i oceny statystycznej. Dziatania ENGL pozwolily na podniesienie wykrywalnosci
GMO, opracowanie i ulepszenie schematéw i metod kontroli (rys. 4). Wazng rola
petniona przez ENGL jest przekazywanie informacji o GMO spoteczenstwu i prze-
mystowi. Przy JRC funkcjonuje takze Unijne Laboratorium Referencyjne (Community
Reference Laboratory) (26), ktére z kolei odpowiedzialne jest za walidacje i ocene
metod ilo$ciowych oznaczania GMO oraz koordynowanie wspolnych badan prowa-
dzonych przez laboratoria nalezace do ENGL. Firmy biotechnologiczne wprowa-
dzajagce GMO na rynek UE sg zobowigzane do dostarczenia odpowiednich metod
stuzacych do ich jakoSciowej i ilosciowej analizy. Te metody sg nastepnie walidowa-
ne przez CRL przy udziale laboratoriow skupionych w ENGL.

W 2003 r. zostata utworzona Polska Sie¢ Laboratoriow GMO, ktérej zadaniem
jest ujednolicanie i standaryzacja na forum krajowym metod stuzacych pobieraniu
probek oraz detekgcji i iloSciowego oznaczania GMO. Polska sie¢ ma na celu stworze-
nie platformy stuzacej do wymiany informacji dotyczacych GMO, a w szczegdlnosci
metodyk analiz laboratoryjnych oraz informowanie i edukowanie spoteczenstwa na
temat GMO.
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