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Streszczenie

Przemystaw Lukasz Kowalczewski
Transgeniczna soja Roundup Ready®

Rozw¢j biologii molekularnej pozwolit modyfikowa¢ genomy roslin 1 zwierzat poprzez
wprowadzanie sekwencji z innych organizmoéow, dzigki ktérym mozliwe jest nadawanie
nowych, korzystnych cech. W pracy zostala przedstawiona soja Roundup Ready®™ uzyskana
na drodze transgenezy przez firm¢ Monsanto Company. Modyfikacja ta ma na celu nada¢ soi
odporno$é na glifosat, sktadnik aktywny herbicydu Roundup®. Oméwiono metode uzyta do
transformacji, analiz¢ skuteczno$ci transgenezy oraz bezpieczenstwo alergologiczne i
toksykologiczne. Uwage zwrdécono rowniez na wazniejsze akty prawne regulujace

wprowadzanie do upraw.

Slowa kluczowe

Soja transgeniczna, Roundup Ready, soja odporna na glifosat

Summary
Przemystaw Lukasz Kowalczewski
Transgenic soybeans Roundup Ready®

The development of molecular biology has allowed modifications of plant and animal
genomes in order to obtain new beneficial features by introducing sequences from other
organisms. The paper presents Roundup Ready® soybeans obtained through transgenesis by
Monsanto Company. The modification is intended to make soybeans resistant to glyphosate,
the active ingredient of the Roundup® herbicide. The method used for the transformation as
well as the effectiveness and safety of transgenesis have been discussed. Also, allergenic and
toxicological issues have been addressed. Furthermore, attention was paid to the main legal

instruments governing placing the plant on the market.
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Transgenic soybeans, Roundup Ready, glyphosate-tolerant soybean
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1. Wstep

Organizmy genetycznie zmodyfikowane, czyli w skrocie GMO (z ang. Genetically
Modified Organism) wedtug art. 3 ustawy z dnia 22 czerwca 2001 roku o organizmach
genetycznie zmodyfikowanych jest to ,organizm inny niz ludzki, w ktorym materiat
genetyczny zostal zmieniony w sposob nie zachodzacy w warunkach naturalnych, wskutek

krzyzowania lub naturalnej rekombinacji, w szczegdlnosci przy zastosowaniu:

a) technik rekombinacji DNA z uzyciem wektorow, w tym tworzenia materialu
genetycznego poprzez wiaczenie do wirusa, plazmidu lub kazdego innego wektora
czasteczek DNA wytworzonych poza organizmem i wiaczenie ich do organizmu
biorcy, w ktorym w warunkach naturalnych nie wystepuja, ale w ktérym sa zdolne do
ciaglego powielania,

b) technik stosujacych bezposrednie wlaczenie materiatu dziedzicznego przygotowanego
poza  organizmem, a w  szczegolnoSci:  mikroiniekcji, = makroiniekcji
i mikrokapsutkowania,

c) metod niewystgpujacych w przyrodzie dla polaczenia materiatlu genetycznego co
najmniej dwoch roznych komorek, gdzie w wyniku zastosowanej procedury powstaje
nowa komorka zdolna do przekazywania swego materiatu genetycznego odmiennego

od materialu wyj$ciowego komérkom potomnym” [Dz.U. 2001 nr 76 poz. 811].

Prace nad wykorzystaniem organizmow uzyskanych metodami inZynierii genetycznej W
produkcji rolniczej zapoczatkowano na przetomie lat 80. 1 90. ubieglego wieku, kiedy to po
raz pierwszy udato si¢ otrzymac transgeniczny tyton oraz petunig. Na rynek Swiatowy w
1994r. wprowadzono transgenicznego pomidora FlavrSavr®, ktory dzieki wprowadzeniu do
jego genomu antysensowego genu hamujacego produkcje enzymu poligalakturonazy,
zachowywal dtuzej §wiezos¢, a takze wykazywal wigksza odpornos¢ na dziatanie czynnikow
zewngtrznych podczas transportu. Zaowocowalto to coraz szybszym postgpem biotechnologii
w zakresie transformacji roslin, a takze zwierzat, ktore z zatozenia mialy by¢ wprowadzone
na rynek jako zywnos$¢. Pod pojeciem zywno$¢ genetycznie zmodyfikowana (GMF, z ang.
Genetically Modified Foods) nalezy rozumie¢ taka zywnos¢, ktora zawiera organizmy GM

lub zostata wyprodukowana z ich uzyciem, tj.:

4|Strona



— zywnos$¢ bedaca roslinami uzyskanymi za pomoca inzynierii genetycznej (Swieze owoce,

warzywa i inne rosliny, np. pomidory, S0ja),

— zywnos$¢ zawierajaca przetworzone oOrganizmy transgeniczne (koncentraty pomidorowe

wyprodukowane z ro$lin transgenicznych),

— zywno$¢ produkowana z zastosowaniem GMO (np. piwo i inne produkty fermentacji

alkoholowej produkowane z zastosowaniem drozdzy transgenicznych),

— produkty zywnosciowe pochodne GMO, ktore w swoim skladzie nie zawieraja
komponentow GM (np. olej rzepakowy otrzymywany z rzepaku transgenicznego)
[1829/2003/WE].

Zywno$¢ GM przed wprowadzeniem na rynek przechodzi bardzo szczegdtowe badania
bezpieczenstwa, zardbwno zywieniowego, jak i zdrowotnego. Badania przeprowadzane przez
naukowcOw oraz niezalezne jednostki badawcze na caltym $wiecie potwierdzaja, ze zywnos¢

ta, zgodnie z aktualng wiedza naukowa, jest tak bezpieczna, jak tradycyjna.

Modyfikacje genetyczne wprowadza si¢ w celu poprawienia cech zywieniowych
1 sensorycznych Zywnosci, obnizenia kosztow produkcji zywno$ci. Wérod nich prym wioda
modyfikacje nadania odporno$ci na herbicydy stosowane w rolnictwie, odpornos¢ na owady
tuskoskrzydte lub tez odpornoscia na herbicydy i owady jednoczesnie [James, 2008;
Lubiatowska-Krysiak i Twardowski, 2008]. Rosliny transgeniczne moga wykazywac rowniez
wigksza odpornos¢ na niekorzystne warunki sSrodowiskowe, w tym: zasolenie, suszg lub mroz.
Transgeniczne zwierzeta modyfikowane sa pod katem szybszego przyrostu masy, odpornosci
na choroby lub produkcji specyficznych biatek. Prace nad zwierzetami transgenicznymi
zostaly skomercjalizowane w zastosowaniach medycznych. W rolnictwie najczesciej
wykorzystywane sa modyfikacje nadajace odporno$¢ roslinom na herbicydy
I szkodniki, ale sa dostgpne rowniez inne m.in. transgeniczny ryz ,,Golden rice” wzbogacony

w prekursor witaminy A - B-karoten, czy tez soja o zwigkszonej zawartosci biatka i oleju.

Plody rolne pochodzace z transgenicznych ros§lin wytwarzane sa na calym $wiecie juz od
ponad dziesigciu lat, gdy to w roku 1994 kraje rozwinigte jako pierwsze wprowadzily do
uprawy ro$liny transgeniczne. Obszar upraw byt wowczas jednak bardzo maty, jednak
kazdego roku obserwujemy wzrost areatow upraw od 10 do nawet 20%. W 2008 roku

transgeniczne ro$liny uprawiano w 25 krajach, ktérych liczba wzrosta o 3. Wielko$¢ upraw
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wyniosta 125 mln hektarow, co daje wzrost o 10,7 mln w stosunku do roku 2007 [James,
2008].
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Rys. 1 Wzrost areatu upraw biotechnologicznych w latach 1996-2008 [Zrédto: James, 2008].

Wsréd czotowych producentdow roslin GM sa Stany Zjednoczone, Argentyna, Brazylia,
Indie oraz Kanada. Coraz wigkszy udzial w $wiatowej produkcji roslin GM obserwuje si¢
réwniez wsrod krajow rozwijajacych si¢. Do najczesciej uprawianych roslin transgenicznych
zaliczamy kukurydze, bawelng, rzepak, a takze soje, ktéora dominuje na $wiecie pod
wzgledem wielkosci areatu upraw. Stanowi okoto 70% cato$ci upraw roslin transgenicznych.
W pozostaltych panstwach (nie wymienionych na rys. 2, tj. Chile, Kolumbia, Honduras,

Burkina Faso, Czechy, Rumunia, Portugalia, Niemcy, Polska, Stowacja i Egipt) wielko$¢
upraw nie przekracza 0,1 min ha [James, 2008].
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Rys. 2 Wielko$¢ upraw transgenicznych w roku 2008 [Zrédto: James, 2008].

Aspekt ekonomiczny jest gtdownym czynnikiem w podejmowaniu przez rolnikéw decyz;ji
o uprawie roslin zmodyfikowanych genetycznie. Skladaja si¢ na niego wzrost plonow w
poréwnaniu z uprawa konwencjonalnych odmian roslin, a takze zmniejszenie ilosci
uzywanych pestycydow. Mozliwe staje si¢ réwniez prowadzenie uprawy zerowej, tzn.
bezorkowej (ang. no-tillage), ktora wykazuje podwdjnie Kkorzystny wptyw: Kkorzysci
ekologiczna oraz ekonomiczne. Polega ona na przygotowaniu pola pod uprawe
wykorzystujac, zamiast tradycyjnej metody ornej, oprysk herbicydem. Dzigki eliminacji
uzycia ptuga nie nastgpuje odwracanie gleby, tworzenie si¢ kolein oraz ogranicza to erozje
gleby 1 jej wysuszenie, nastgpuje natomiast akumulacja materiatlu organicznego
w wierzchniej warstwie gleby, co powoduje poprawe jej wilasciwosci  chemicznych,
fizycznych oraz biologicznych. Stosowanie tej metody upraw powoduje redukcje zuzycia
paliw do pojazddéw rolniczych, co w konsekwencji przeklada si¢ bezposrednio na wzrost
dochodéw rolnikéw uprawiajacych rosliny GM [Gomez-Barbero 1 in., 2008; Gianessi, 2005;
Blecharczyk i Matecka, 2008; Lubiatowska-Krysiak i Twardowski, 2008]. W Polsce
najwigksze znaczenie ekonomiczne moglyby odegra¢ uprawy transgenicznego rzepaku

I buraka cukrowego odpornych na herbicyd, a takze kukurydzy odpornej na szkodniki
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owadzie oraz herbicyd. Zastosowanie uzyskanych przy pomocy inzynierii genetycznej roslin
pozwolitoby uzyskaé¢ wigksze plony dzigki lepszej efektywnosci zwalczania chwastow,
zmniejszenia kosztow produkcji, a nawet polepszenia jakosci produktu rolnego [Brookes i
Aniota, 2005].

W pracy opisano soj¢ odporna na glifosat. Jest to najpowszechniej wystgpujaca roslina
GM wykorzystywana zarowno do celow paszowych jak i zywienia ludzi. Transgeniczna soja
uodporniona na dziatanie glifosatu uznana jest za bezpieczng i przeznaczona do spozycia nie

tylko w USA, ale réwniez w wielu innych krajach oraz na terenie Unii Europejskiej.

1.1. Opis modyfikowanej rosliny

Soja (Glycine max L.) jest roslina jednoroczng z rodziny bobowatych (Fabaceae Lindl.),
pochodzaca z poludniowo-wschodniej Azji. Uprawiana jest w okoto 80 krajach na catym
swiecie, w Polsce jednak jest mato powszechna. Roczne zbiory przekraczaja 160 min ton, a
glownymi producentami sa Stany Zjednoczone, Brazylia, Chiny, Argentyna, Indie, Kanada
i Paragwaj. Wykorzystywana cze$cia rosliny sa nasiona, ktore zawieraja duze ilosci biatka
1 thuszczu, sa zatem dobrym surowcem do produkcji pasz dla zwierzat oraz zywnos$ci dla
ludzi. Z nasion soi wytwarzane sa m.in.: oleje sojowe, maczki, kasze, mleczko sojowe, tofu,

tempeh 1 wiele innych, w tym substytuty wyroboéw migsnych dla wegetarian.

13,40%

B Ttuszcze
M Biatko
Weglowodany

32,70%
M Pozostate

Rys. 3 Zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych w nasionach soi. Opracowanie wlasne na podstawie [Kunachowicz i in.,
2009]

Soja jest waznym, o ile nie najwazniejszym na $wiecie, surowcem tluszczowym.

W swoich ziarnach zawiera okoto 20% tluszczu, z ktérego produkuje si¢ nie tylko oleje
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1 margaryny, ale takze smary, mydlo czy farbg. Ponad 50% stanowia kwasy
wielonienasycone, szczegélnie cenne w prawidtowej diecie cztowieka, w tym rowniez wiele
niezbednych  nienasyconych kwasow tluszczowych (NNKT)  wykorzystywanych

do wytwarzania zwiazkoéw niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu,

14,38%

M Nasycone
M Jednonienasycone

Wielonienasycone

20,76%

64,86%

Rys. 4 Skiad frakcji tluszczowych ziaren soi. Opracowanie wlasne na podstawie [Kunachowicz i in., 2009]
Ziarna soi w pordéwnaniu z innymi ro$linami wykazuja bardzo duza zawarto$¢ biatka,
siggajaca nawet powyze] 40%, o skladzie aminokwasowym szczegdlnie korzystnym

w zywieniu ludzi. Niestety powszechna jest rOwniez alergia na biatka soi [Lisowski, 1996].

1.2. Opis skladnika aktywnego herbicydu Roundup® (glifosat)
Glifosat jest jednym z najczesciej stosowanych herbicydow w Stanach Zjednoczonych,
jest rowniez bardzo popularny w innych rejonach $wiata. Opatentowany zostat w roku 1970

przez firme Monsanto Company i sprzedawany jest pod nazwa handlowa Roundup®.

1.2.1. Charakterystyka substancji

Glifosat (C3HgNOsP) - zwiazek chemiczny z grupy aminofosfonianoéw, jest biatym,
krystalicznym proszkiem rozpuszczalnym w wodzie na poziomie 1,01g/100 ml
w temperaturze 20°C. Czasteczki glifosatu czesto wystepuja w formie jonéw obojgtnych
[Glyphosate, 1994].
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Rys. 5 Struktura czgsteczki glifosatu.

1.2.2. Opis dzialania

Glifosat przeznaczony jest do zwalczania chwastow. Stosowany jest w formie opryskow,
gdyz rosliny moga wchtania¢ go przez liscie. Ma za zadanie zahamowac szlak metaboliczny
kwasu szikimowego, w wyniku ktorego U roslin, grzyboéw i bakterii powstaja aminokwasy
aromatyczne (takie jak tryptofan, tyrozyna i fenyloalanina) oraz ligniny. Dzieje sig to poprzez
hamowanie transferu grupy enolopirogronianowej z fosfoenolopirogronianu (PEP) na grupg
5-hydroksylowa z 3-fosforanu kwasu szikimowego (S3P) w wyniku czego powstaje 5-
enolopirogroniano-szikimo-3-fosforan (EPSPS), a takze wolna grupa fosforanowa [Reis,
2006].

CH,
coo’ "'oupo;;;;ﬂﬂﬂ' PO,* B0
;J\R = N = CH;
| Inhibitor 200" NG 00"
20,p0" e T < s O4P0 & Q" "CoO
OH
. _ H 2 S-enolopirogroniano-szikimo-
szikimo-3-fosforan 00C. _-N._-POy
J-fosforan
Glifosat

Rys. 6 Reakcja powstawania 5-enolopirogroniano-szikimo-3-fosforanu
Rosliny podczas traktowania ich glifosatem nie sa zdolne do wytwarzania aminokwasow
aromatycznych, ktore sa niezbedne do ich prawidtowego wzrostu. Rosliny transgeniczne z
odporna na glifosat syntaza EPSPS wykazuja prawidlowy wzrost nawet w czasie stosowania
opryskéw z herbicydem, co umozliwia selektywne usuwanie zbednych roslin (chwastéw) z

upraw.

1.2.3. Toksyczno$¢ dla zwierzat i ludzi
Badania toksykologiczne sugeruja, ze glifosat w postaci czystej jest mato toksyczny.

Zwierzgta, w tym réwniez ludzie, nie syntetyzuja aminokwasOéw aromatycznych i musza
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przyjmowaé je z pozywieniem (aminokwasy egzogenne). Podczas kontaktu zwierzat
z substancja aktywna herbicydu nie wykazano istotnego wplywu toksycznego ani
kancerogennego dla ich organizméw [De Roos, 2005; Mensink i Janssen, 1994]. Glifosat nie
jest zbyt dobrze wchtaniany w przewodzie pokarmowym. Nie wykazuje rowniez zdolnosci

kumulowania si¢ w tkankach zwierzecych [Extoxnet Pip — Glyphosate].

Preparaty handlowe charakteryzuja si¢ bardzo zlozonym sktadem chemicznym.
Stosowane $rodki pomocnicze, zwlaszcza z grupy $rodkéw powierzchniowo czynnych (np.
POEA), wykazuja dziatanie synergistyczne, czyli nasilajace dziatania toksyczne glifosatu

[Bradberry i in., 2004].

2. Modyfikacja genetyczna soi

2.1. Opis modyfikacji

Soja Roundup Ready® zostata stworzona w celu umozliwienia Sterowania rozwojem
chwastéw poprzez stosowanie herbicydu zawierajacego sktadnik aktywny glifosat. Za
pomoca inzynierii genetycznej do soi linii A5403 wprowadzono gen kodujacy syntazg EPSPS
(syntaza 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowa) odporna na glifosat — sktadnik
aktywny herbicydu, dzieki czemu podczas traktowania ro$lin preparatem Roundup®
zmodyfikowana soja rozwija si¢ prawidtowo, a niezmodyfikowane rosliny usychaja. Gen
kodujacy odporna na glifosat syntazg EPSPS wyizolowany zostat z bakterii Agrobacterium

tumefaciens CP4.

Syntaza CP4 EPSPS sklada si¢ z 455 aminokwaséw i ma mas¢ 47,6kD. Sekwencja

aminokwasow kodowana przez gen z A. tumefaciens wyglada nastgpujaco:

1 MSHGASSRPA  TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL  ASGETRITGL
51 LEGEDVINTG KAMQAMGART RKEGDTWIID  GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
101 TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM  GRVLNPLREM GVQVKSEDGD
151 RLPVTLRGPK  TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI  TTVIEPIMTR
201 DHTEKMLQGF GANLTVETDA  DGVRTIRLEG RGKLTGQVID VPGDPSSTAF
251 PLVAALLVPG SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED
301 VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL
351 RVKESDRLSA VANGLKLNGV DCDEGETSLVY VRGRPDGKGL GNASGAAVAT
401 HLDHRIAMSF LVMGLVSENP  VTVDDATMIA TSFPEFMDLM  AGLGAKIELS
451 DTKAA

[Padgette i in., 1993]
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Rys. 7 Struktura bialka CP4 EPSPS (zrédlo: RCSB Protein Data Bank)

Wilaczenie nowego materiatu genetycznego do organizmu jest bardzo trudne. DNA
nalezy przeprowadzi¢ przez $ciany i blony komorkowe do jadra w taki sposdb, by komorka
nie ulegta zniszczeniu. Sam fakt wprowadzenia DNA roéwniez nie oznacza, ze nowa
sekwencja bedzie ulegata stabilnej i wysokowydajnej ekspresji. Aby to moglo nastgpi¢
konieczne jest wlaczenie materiatu genetycznego do genomowego DNA gospodarza
w miejscu aktywnym transkrypcyjnie. Gospodarz moze rowniez roztozy¢ wprowadzony przez
nas material za pomoca nukleaz, czyli enzymoéw, ktére maja za zadanie przeciaé wiazanie
fosfodiestrowe w kwasach nukleinowych. Powoduje to rozpad tancucha DNA (przy udziale

enzymu deoksyrybonukleazy) do krotszych tfancuchow lub nawet pojedynczych nukleotydow.

Wprowadzenie DNA moze odbywaé si¢ dwiema metodami: wektorowymi lub
bezwektorowymi. Metody wektorowe wykorzystuja bakterie zawierajace plazmid
z interesujacym nas transgenem. Plazmid jest to pozachromosomalna czasteczka DNA, ktora
wykazuje zdolno$¢ autonomicznej replikacji. Najczgsciej do transformowania ro$lin
wykorzystywane sa bakterie glebowe, gram ujemne z rodzaju Agrobacterium, konkretnie
A. tumefaciens oraz A. rhizogenes. Maja one zdolno$¢ do infekowania roslin
1 przekazywania im materialu genetycznego zawartego w ich plazmidach. Przekazany
material genetyczny nastgpnie zostaje wiaczony do DNA gospodarza. Proces ten nazywa sig
agroiniekcja i polega na przekazaniu roslinie fragmentu T-DNA, bedacego czescia plazmidu,
ktory replikuje si¢ niezaleznie. Plazmid pochodzacy od A. tumefaciens nazwano Ti (z ang.
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tumor inducing), natomiast pochodzacy od A. rhizogenes nazywa si¢ Ri (z ang. root
inducing). Do metod bezwektorowych zaliczamy m.in. elektroporacjg, transformacje
protoplastow z uzyciem PEGu, mikroiniekcj¢ oraz mikrowstrzeliwanie [Rakoczy-
Trojanowska, 2007]. Na etapie opracowywania nowej rosliny transgenicznej otrzymuje si¢
tysiace zmodyfikowanych z ktérych odtwarza si¢ cate rosliny 1 ocena je pod wzgledem
morfologicznym i agronomicznym. Po wstgpnej ocenie selekcjonuje si¢ kilkadziesiat linii,

ktoére poddaje si¢ dalszym badaniom i selekcji.

2.2. Sposéb otrzymywania soi Roundup Ready®

Soje transgeniczna odporng na glifosat (soj¢ RR) otrzymano metoda mikrowstrzeliwania
(particle gun). W czasie tworzenia transgenicznej soi byla to najczgsciej stosowana metoda
wykorzystywana do transformowania ro$lin, mimo iz stosowanie jej nie daje pewnoscCi
prawidtowego przeprowadzenia modyfikacji, gdyz material wprowadzany jest w sposob
przypadkowy. Materiat genetyczny zostal osadzony na mikrokulce (@ 0,6-1um) zlota przy
pomocy fosforanu wapnia. Kulki wysuszono w strumieniu azotu, dzigki czemu DNA zostato
unieruchomione i zapewniato to jego obecnos$¢ na kazdej mikrokulce. Powleczone materialem
genetycznym kuleczki zawieszono w alkoholu, po czym zostaty umieszczone na nos$niku
poliestrowym. Nastgpnie wystrzelono je w specjalnym urzadzeniu w kierunku komorek soi
z linii A5403. Kulki naruszyly integralno$¢ $cian i bton komorek roslinnych, a materiat
genetyczny optaszczony na kulkach ulegt integracji z genomowym DNA soi. Zmodyfikowane
komorki inkubowane byly na pozywce do hodowli komorek roslinnych zawierajace)
cytokining i auksyng. Substancje te wplywaja na wzrost komorek. Auksyny pobudzaja rozwdj
korzeni, a cytokiny powstawanie pgdow ro$liny. Potencjalnie z kazdej komorki roslinne;j,
ktora zawiera nienaruszony material genetyczny, mozemy odtworzy¢ dojrzata forme rosliny,
gdyz wykazuja one zdolno$¢ do réznicowania si¢ do odpowiednich, funkcyjnych komorek.
Komorki soi RR po transformacji hodowano do osiagnigcia dojrzatosci. Stosujac opryski
herbicydem analizowano rosliny pod katem tolerancji na glifosat. Z kilkuset wyhodowanych
linii wybrano najlepiej plonujace, posiadajace jedna kopie transgenu, ktore daly poczatek
nowej linii — soi RR [McCabe i in., 1988, Christou i in., 1988; Padgette i in., 1995; Kolacz i
Padgette, 1994].

Do stworzenia soi RR wykorzystano plazmid PV-GMGTO04, ktory zostat skonstruowany
poprzez potaczenie fragmentu 1,3 kpz Fspl-Dral plazmidu pUC119 z 1,3 kpz Smal-Hindlll z
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plazmidu pKC7. Fragment Smal-HindIll zawiera gen nptll nadajacy odporno$¢ na
kanamycyng, ktory dzigki temu, ze posiada odpowiedni, bakteryjny promotor, nie podlega
ekspresji w komorkach roslinnych. [Vieira i Messing, 1987; Fraley i in., 1983]. W czasach
tworzenia soi RR nie znano jeszcze mozliwosci regeneracji roslin na pozywce z glifosatem,
ktora odkryto w roku 1991, dlatego tez z braku wiedzy o innych mozliwych metodach
zastosowano nptll. Do tak skonstruowanego plazmidu wklonowano dwa kluczowe geny: dwie
kopie genu EPSPS CP4, a takze gen uidA (potocznie nazywanym GUS) z E. coli. Sekwencja
ta koduje enzym B-glukuronidaze pierwotnie wykorzystywany do odrézniania komorek, ktore
ulegly transformacji od nietransformowanych, poprzez przeksztatcanie rozpuszczalnego w
wodzie, bezbarwnego 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-B-D-glukuronid w niebieski osad.
Komorki bez wprowadzonej sekwencji GUS nie wykazuja takiej zdolnosci. W tatwy zatem
sposob przy minimalnych naktadach pracy odrézniono rosliny stransformowane poprzez
zalanie ro$lin odpowiednia mieszanina. Plazmid PV-GMGTO04 przedstawiono na rys. 8
[Eichholtz i in., 1993], a w tab. 1 przedstawiono wazniejsze elementy struktury plazmidu PV-
GMGTO04 oraz ich funkcje i zroédlo pochodzenia. W opisanym powyzej konstrukcie
zastosowanym do transformacji soi RR (GTS 40-3-2) po raz ostatni sekwencje kodujaca

GUS. Technologia ta zostala w przysztoSci przez bardziej efektywne rozwiazania.

BamH 436

le‘ldIII 155

Bolll 2058
EcoRYV 2177

PV-GMGTO4

10511 bp Hindlll 2707

BamH 7781
EcoRl 7763

== BamHl 3160
EcoRl 3181

BamHl 6593

EcoRY 4256

Il &1

EE::%RIGESBQ? EcoRY 4487
EcoRl 5684 Bglll 5048

BamHI 5535

Rys. 8 Plazmid PV-GMGT04
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Tab. 1 Elementy plazmidu PV-GMGTO04 [Eichholtz i in., 1993].

Element  Wielko§é Zrodlo SIGE!
(kpz)
P-E35S 0,61 Wirus mozaiki  promotor E35S, wywotuje ekspresje genu
kalafiora CP4 EPSPS
(CamV)
CTP4 0,22 Petunia sekwencja odpowiedzialna za transport
hybrida biatka CP4 EPSPS do chloroplastow, czyli

wlasciwego miejsca dziatania

CP4 1,36 Agrobacterium odcinek kodujacy gen syntazy EPSPS
EPSPS tumefaciens
szczepu C4
NOS 3 0,26 Plazmid Ti A. terminator, stanowi sygnat do
tumefaciens poliadenylacji, czyli dotaczenia

kilkudziesigciu nukleotydéw adeninowych
do konca 3’ mRNA, zabezpieczajacych
mRNA przed przedwczesna degradacja

KAN 1,32 Transpozon koduje fosfotransferazg neomycyny II
bakteryjny Tn5  (nptll) nadajac odpornos¢ na kanamycyng z
z plazmidu promotorem bakteryjnym P-nptll
pKC7 E. coli
ori-puC 0,65 Plazmid poczatek replikacji
pUCL119 E.
coli
GUS 1,81 E. coli gen reporterowy z promotorem P-MAS

wykorzystywany przy podwojnej selekcji do
odrdzniania komorek, ktore ulegly
transformacji, koduje p-glukoronidaze

CMoVb 0,57 Wirus mozaiki promotor genu syntazy EPSPS
trgdownika
bulwiastego
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2.3. Analiza skutecznos$ci wprowadzonej modyfikacji

Analize skuteczno$ci modyfikacji przeprowadza si¢ tylko dla wyselekcjonowanych linii,
ktore w  praktyce wykazuja zamierzone cechy fizjologiczne, morfologiczne
i uprawowe. Analiza skutecznosci modyfikacji ma na celu udzielenie odpowiedzi w ilu
miejscach transgen ulegl integracji z genomowym DNA gospodarza oraz jakie sekwencje
konstrukcji genowej sa obecne w transgenicznej soi, a ktore nie zostaly wlaczone do jej
genomu. Do analizy rekombinantow wykorzystano hybrydyzacyjna metode Southerna (ang.
Southern blot), po wyizolowaniu i oczyszczeniu DNA z proby. Hybrydyzacja Southerna jest
metoda czesto stosowana w biologii molekularnej, polega na taczeniu si¢ sondy molekularne;j
z DNA rozdzielonym elektroforetycznie po dziataniu enzymow restrykcyjnych. Dzigki temu
mozliwe jest wykrycie obecnosci konkretnych sekwencji w DNA. Do genomu soi RR
wlaczone zostaty sekwencje P-E35S, EPSPS CP4, CTP4 oraz NOS 3’. W plazmidzie
znajdowatly si¢ rOwniez inne, ale nie zostaty wlaczone do DNA soi. Byly to: P-MAS, nptll
(KAN), lacz, 7S 3’, CMoVb, a takze GUS [Windels, Taverniers, Depicker, Van Bockstaele,
De Loose, 2001; Re i in., 1993; Kolacz i Padgette, 1994; Padgette i in., 1996]. W nie moga
wystepowa¢ dodane sekwencje kodujace odpornos¢ na antybiotyki oraz B-glukuronidazy,
gdyz jej podwyzszona aktywno$¢ moze wptywaé na podwyzszenie ryzyka kancerogennos$ci

[Zottaszek, Hanausek, Kilianska, Walaszek, 2008].

2.3.1. llo$¢ wprowadzonych sekwencji CP4 EPSPS

W celu ustalenia w ilu miejscach wystgpuje wkolonowana sekwencja porownano soje
transgeniczng z linia A5403, z ktorej modyfikowana soja si¢ wywodzi. DNA genomowe po
wyizolowaniu poddaniu dziataniu endonukleazy restrykcyjnej (Spel), po czym poddano
analizie metoda hybrydyzacji Southerna z sonda wyznakowana 2P, ktéra nie zawierala
miejsca restrykcyjnego dla Spel. Wyniki wykazaly, ze transgen ulegt wbudowaniu
w jednym miejscu w obrgbie genomowego DNA soi RR. W celu ustalenia, ktora z dwoch
kaset CP4 EPSPS znajdujacych si¢ w plazmidzie PV-GMGTO04 przeprowadzono trawienie
genomowego DNA z obu soi (soi RR oraz A5403) przy uzyciu enzyméw BamHI, Hindlll
i EcORI. Otrzymane fragmenty poddano hybrydyzacji z odpowiednia sonda. Analiza
potwierdzita obecnos¢ jednej sekwencji o wielko$ci mniejszej niz 6kb [Windels i in., 2001;

Rogan i in., 1999; Re i in., 1993; Kolacz i Padgette, 1994; Padgette i in., 1996].

2.3.2. P-E35S
Sekwencja kodujaca CP4 EPSPS poprzedzona jest sekwencja promotora P-E35S.

Badania mialy wykaza¢, czy promotor ten wystgpuje w DNA transformowanej soi. Aby to
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sprawdzi¢ probe z soi RR poréwnano z materiatem genetycznym linii macierzystej. Proby
poddano cigciu enzymem BamHI. Proba kontrolng byt promotor P-E35S oznakowany za
pomoca radioaktywnego izotopu fosforu *?P. Analiza wykazata, ze w genomie soi RR
znajduje si¢ sekwencja o wielkosci 2,9 kb, ktora odpowiada sekwencji kodujacej P-E35S
[Windels i in., 2001; Rogan i in., 1999; Re i in., 1993; Kolacz i Padgette, 1994; Padgette
i in., 1996].

o =2.0kb

Rys. 9 Analiza na obecno$¢ P-E35S. 1 — Plazmid PV-GMGTO04, 2 — Linia macierzysta soi, 3 — Soja RR, 4 — kontrolna
proéba negatywna (Zrédlo: agbios.com)

233.NOS 3

Oznaczenie obecnosci sekwencji NOS 3’ wykonane bylo analogicznie do oznaczenia
promotora P-E35S, czyli na probach z soi RR oraz A5403. Uzyto wyznakowane] 2p
sekwencji terminatora 3’. Proby poddano trawieniu enzymem Hindlll, a nastgpnie
EcoRI/Bglll i EcoRI/Hindlll. Analiza Southern blot wykazata, ze w soi RR znajduje si¢
sekwencja oddzielona za pomoca ECORI/HIndIII o wielko$ci odpowiadajaca NOS 3’ [Windels
i in., 2001; Rogan i in., 1999; Re i in., 1993; Kolacz i Padgette, 1994; Padgette
i in., 1996].

2.3.4. GUS

Do badania obecnosci sekwencji kodujacej GUS wykorzystano jako wskaznik soj¢ GTS
61-67-1. Jest to laboratoryjna linia soi zmodyfikowana w sposdb zapewniajacy obecnos¢ w jej
genomie sekwencji GUS. Nastgpnie porownano jej DNA =z wyizolowanymi z

konwencjonalnej (A5403) i transgenicznej soi RR szukajac sekwencji o dtugosci 7999 par
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zasad, wykorzystujac do trawienia DNA enzym restrykcyjny Hindlll. Wyniki analizy
przedstawione na rys. 8 pokazuja, ze sekwencja GUS nie wystepuje w DNA poza
plazmidowym i soja GTS 61-67-1 [Windels i in., 2001; Rogan i in., 1999; Re i in., 1993;
Kolacz i Padgette, 1994; Padgette i in., 1996].

1 2 0% 4
GUS

Rys. 10 Wynik analizy na ebecnosci sekwencji GUS. 1 - Plazmid PV-GMGTO04, 2 - A5403, 3 - soja RR, 4 - GTS 61-67-
1 (zr6dlo: agbios.com)

2.3.5. nptll

Analizujac proby szukano rowniez odpowiedzi, czy w transgenicznej soi obecny jest gen
kodujacy enzym fosfotransferaze 11 neomycyny. Enzym ten odpowiedzialny jest za odporno$é
bakterii na antybiotyki aminoglikozydowe, ktore sa waznymi substancjami przy zwalczaniu
zakazen bakteryjnych, zwlaszcza bateriami Gram ujemnymi. Badania z wykorzystaniem
markeréw wskaznikowych, a takze soi z linii A5403 nie wykazaty obecnosci sekwencji nptll
w zmodyfikowanej soi [Windels i in., 2001; Rogan i in., 1999; Re i in., 1993; Kolacz
I Padgette, 1994; Padgette i in., 1996]. Aktualnie nie stosuje si¢ nptll, gdyz znane sa metody

regeneracji roslin na pozywkach zawierajacych glifosat.

2.4. Ekspresja bialka

Badania ekspresji biatek dokonano przy uzyciu metod ELISA oraz western blot na

materiale biologicznym pochodzacym z upraw polowych w Portoryko oraz Stanach
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Zjednoczonych (10 miejsc, 1992r.; 4 miejsca, 1993r.). Analizie podano liscie
I nasiona soi, w ktorych szukano zarowno biatka CP4 EPSPS jak rowniez ekspresji sekwencji
GUS. Wyniki analiz przedstawiono w tab. 2 [Monsanto, 1993].

Tab. 2 Wyniki oznaczen zawarto$ci bialek CP4 EPSPS oraz GUS w soi

Czesé pg bialka / mg pobranej proby

Srednio

rosliny Zakres

1992 0,25-0,79 0,44
Lisé
CP4 1993 0,30 - 0,60 0,41
EPSPS ) 1992 0,19-0,39 0,29
Nasiona
1993 0,13-0,28 0,20
Lis¢ 1992 - -
GUS
Nasiona 1992 - -

Glifosat jako sktadnik herbicydow stosowany jest w formie opryskow, dlatego tez wazne
jest, by efekt ekspresji genu syntazy EPSPS, czyli biatko CP4 EPSPS w wigkszej ilosci
znajdowat si¢ w liSciach, a w nasionach soi znajdowat si¢ w mniejszym stopniu. Analizy
przeprowadzone z prob polowych wykazaly, ze zalezno$¢ ta zostala w roslinach zachowana.
Nie zaobserwowano rowniez zardwno w lisciach i1 jak nasionach biatka powstajacego z

sekwencji GUS.

2.5. Stabilno$¢ genetyczna
Po przeprowadzeniu transformacji nalezy réwniez sprawdzi¢, czy nadana metodami
inzynierii genetycznej cecha jest stabilna i bgdzie przekazywana dalej na kolejne pokolenia.
Analizy takie mozna wykona¢ fenotypowo lub wykorzystujac analiz¢ na poziomie

molekularnym.

Badania molekularne oparte byly na genomowym DNA, ktére zostato wyizolowane w
catosci z lisci roslin generacji R3 i R6 z linii homozygotycznych (czystych), ktore uzyskano z
ros$lin transformowanych z uzyciem oznakowanego radioaktywnie 2p  plazmidu
PV-GMGMTO04. Jako material zrodlowy do badan uzyte bytlo DNA pochodzace z lisci
z siewek soi RR, hodowanych w warunkach cieplarnianych. Po ekstrakcji w uktadzie

fenol/chloroform odpady usuni¢to za pomoca etanolu. Ilo§¢ wyizolowanego materiatu
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genetycznego zostala oznaczona spektrofotometrycznie, a nastgpnie strawiona przy uzyciu
Hindlll. Probki z kazdej rosliny oraz material wyizolowany z linii macierzystej, tj. A5403,
pocigtej tym samym enzymem, a takze jako kontrolg pozytywna, czyli DNA pochodzacego z
plazmidu PV-GMGTO04 strawionego enzymem EcoRI, rozdzielono elektroforetycznie.
Rozdzielone fragmenty oddzielono i przeniesiono na membran¢ wykonana z nylonu.
Zastosowanie wyznakowanego plazmidu pozwolilo na przeprowadzenie poréwnania za

pomoca autoradiografii [Monsanto, 2002].

Badania wykazaty, ze w obu pokoleniach, zarowno w R3 jak i R6, jest obecny fragment o
wielkosci 5,8kb, co $wiadczy o tym, ze wstawiony fragment jest stabilny przez caty okres
wzrostu rosliny i przekazywany dalej na kolejne pokolenia. Bardziej doktadna analiza za

pomoca Southern blot wykazala rowniez obecno$¢ drugiej wstawionej sekwencji o dlugosci
72bp [Monsanto, 2002].
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Rys. 11 Wynik analizy Soutern blot. A — plazmid PV-GMGTO04, B — préba kontrolna (linia A5403), C — soja RR
pokolenia R3, D - soja RR pokolenia R6 [zrédle: agbios.com]

Potwierdzenie dziedziczenia zgodne z prawami Mendla wykonano krzyzujac potomstwo
roslin odpornych na glifosat (F2, czyli drugie pokolenie) z nietransgenicznymi odmianami.
Wykazano, ze cecha odpornosci na glifosat kodowana jest przez jeden gen dominujacy.
Cecha ta jest stabilna i przekazywana na kolejne pokolenia, rowniez w standardowych
warunkach hodowlanych [Monsanto, 2002].
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2.6. Analiza alergennos$ci

Soja jest zaliczona przez Komisje Kodeksu Zywnosciowego (ang. Codex Alimentarius
Commission) do jednego z osmiu najczesciej uczulajacych produktow zywnosciowych. Wraz
z soja na liscie znajduja si¢ rowniez: mleko, jaja, ryby, skorupiaki, orzechy, orzeszki ziemne i
pszenica. Wilasciwosci alergenne soi transgenicznej, jak rowniez innych produktéw
zywno$ciowych wytworzonych przy pomocy inzynierii genetycznej bada si¢ zgodnie z
zaleceniami Miedzynarodowej Rady Biotechnologii Zywnosci (IFBC - International Food
Biotechnology Council) oraz Migdzynarodowego Instytutu Nauk Przyrodniczych
(International Life Sciences Institute) z roku 1996. W 2001 roku Swiatowa Organizacja
Zdrowia FAO/WHO zmodyfikowala, po konsultacjach, zaproponowany przez IFBC schemat
postgpowania przy badaniach alergenno$ci. Schemat badan nowej Zywnos$ci przedstawiony

zostat na rys. 12.

Badane biat

TAK: Biatko podobne do innych alergendw?

I
NIE

A 4

TAK: Biatko posiada sekwencje alergenne?

I
NIE

v

Przeciwciata IgE pobrane z uczulonych
TAK: organizmdéw rozpoznajg i wigzg sie do
nowego biatka?

I
NIE

. 4

TAK Nowe biatko jest odporne na trawienie?

NIE

. 4

Badania na zwierzetach wykazaty
alergennos¢é?

NIE

v
Rosligg pezpieczna
aergennal ——D

Rys. 12 Schemat oceny analizy alergennosci

TAK
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Transformacja soi zwigkszyla zawarto$¢ biatka CP4 EPSPS, ktore wystepuje W nigj
naturalnie, ale w niewielkich ilo§ciach. W takim przypadku badaniom podda¢ nalezy jedynie
to biatko, ktorego ilos¢ zwigkszyla si¢ poprzez ekspresj¢ wprowadzonego transgenu.
Sekwencje biatka CP4 EPSPS poréwnano (wykorzystujac do tego program komputerowy
FASTA) ze znaczna iloScia znanych alergenow, bo z az 121 sekwencjami. Badania nie
wykazaly istotnego podobienstwa z biatkami, mogacymi wywotywac alergie. Pochodzenie
CP4 EPSPS rowniez nie zalicza si¢ do alergennych, co przemawia na jego korzy$¢. Masa
czasteczkowa badanego biatka wynosi 47,5kDa, oznacza to, ze miesci si¢ W przyjetych
granicach dla biatek potencjalnie alergizujacych, jednak brak cieptostabilno$ci powoduje
szybka degradacje przy obrobce cieplnej zywnosci. Jak juz wspomniano, badania wykazaty,
ze biatlko CP4 EPSPS tatwo ulega trawieniu in vitro zaréwno w uktadach symulujacych
zotadek, jak i jelito [Pearson i Lipman, 1988; Padgette i in., 1993; Sten i in., 2004; Batista i
in., 2005; Kim i in., 2006]

Tab. 3 Porownanie wlasciwosci bialka EPSPS CP4 i znanych alergenow (na podstawie: Taylor 1992, 1987)

Wilasciwosci Alergen Bialko EPSPS CP4

Pochodzenie alergenne + -
Masa czasteczkowa 10-70kDa + +
Sekwencje podobne do + -
alergenéw

Odpornosé na trawienie + -
Stabilno$¢ w obrobce + -
Powszechno$¢ w zywnosci + -

Wyniki badan zestawione w tab. 3 pozwalaja stwierdzi¢, ze biatko wprowadzone do soi
nie wykazuje wlasciwosci alergennych, nie wykazalo rowniez podobienstwa do toksyn
biatkowych, ulega szybkiemu trawieniu oraz nie wykazalo wlasciwosci toksycznych
w karmieniu zwierzat. Mozna zatem przyjacé, ze biatko to nie powinno stanowi¢ zadnego

zagrozenia zarowno toksykologicznego jak i alergennego [Chang i in., 2005].

2.7. Analiza toksykologiczna

Soja transgeniczna pod wzgledem sktadu i wartosci odzywczych nie rézni si¢ od odmian
konwencjonalnych. Zgodnie z zasada faktycznej roéwnowaznosci (ang. Substantial
Equivalence) opracowanej przez Organizacje Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD -
ang. Organization for Economic Co-operation and Development) w 1991 roku, jezeli

zywnos¢ udoskonalona metodami inzynierii genetycznej wykazuje wlasciwosci
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i sklad takie jak zywno$¢ konwencjonalna o udokumentowanym historycznie
bezpieczenstwie, powinna by¢ traktowana na rdwni z tymi odmianami, ktérych spozywanie
przez lata nie wywolalo skutkow negatywnych. Jedyna rdéznica jest obecnos$¢ biatka CP4
EPSPS w wigkszej ilosci w porownaniu do roslin konwencjonalnych, ktéore powstato w
wyniku  ekspresji  wprowadzonego  metodami  inzynierii  genetycznej  genu

i tylko to biatko poddaje si¢ badaniu.

Oceng szkodliwosci i toksycznosci substancji zawartych w Zzywno$ci wykonuje si¢
przeprowadzajac badania na zwierzgtach. Sa to wieloetapowe i dlugotrwale oznaczenia,
do ktorych nalezy wykorzystywac materiat dobrze oczyszczony. Poniewaz w soi RR powstaje
niewielka i1lo$¢ biatka CP4 EPSPS i ilos¢ ta nie jest wystarczajaca do przeprowadzenia badan
zywno$ciowych uznano, ze analizy wykonane beda na bialku pochodzacym z kultur
bakteryjnych, ktore fatwo  mozna  namnozy¢ do odpowiedniej ilosci
i wyizolowa¢ z nich CP4 EPSPS, odpowiedzialne za nadanie odporno$ci soi na glifosat.
Podstawowym badaniem jest okreslenie toksyczno$ci ostrej, czyli tego, jak dziala na
organizm badana substancja po podaniu jej jednorazowo lub w krotkim okresie czasu. Badane
biatka byly podawane doustnie dwa razy dziennie myszom w dawkach 572mg/km masy ciata.
Pokarm i woda dostarczane byly zwierzgtom ad libitum, co oznacza, Ze nie byty limitowane.
Po 8 dniach zwierzgta uSmiercono i poddano analizie organéw, w ktorych nie wykazano

negatywnego wplywu na ich organizmy biatka CP4 EPSPS [Naylor, 1993; Harrison, 1996].

Strawno$¢ biatka badano w uktadach in vitro przygotowanych zgodnie z opisem
zawartym w US Pharmacopeia 1 stale monitorowano wykorzystujac analizy western
immunbloting oraz pomiar aktywnosci enzymatycznej. Wyniki pokazaly, ze biatko byto
szybko trawione zar6wno w symulowanej tresci zotadka (SGF - simulated gastric fluid) oraz
w tresci jelitowej (SIF - simulated intestinal fluid) z okresem poéttrwania odpowiednio 15
sekund i 10 minut [Sleisenger i Fordtran, 1989; Harrison, 1996].

Sekwencj¢  aminokwasow, ktora koduja  wprowadzone geny, pordéwnano
z sekwencjami znanych toksyn biatkowych szukajac fragmentéw homologicznych. Wsrdd
przeszukanych 1935 toksyn nie wykazano podobienstwa z sekwencja aminokwasow CP4

EPSPS [Doolittle, 1990].
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2.8. Transfer genéw do organizmu konsumentéw.

Osobnym zagadnieniem, ktore nalezy wyjasni¢, jest mozliwos$¢ (lub jej brak) transferu
wprowadzonych gendw do mikroflory jelitowej ludzi po spozyciu transformowanej rosliny,
a dalej przekazaniu ich poprzez jelito do organizmu ludzkiego i zintegrowaniu
z genomem ludzkim. Po spozyciu zywnosci, zarowno konwencjonalnej, jak i tej z nowym
materialem genetycznym, zywnos$¢ ulega trawieniu. Biatka, tluszcze i weglowodany, jak
réwniez DNA i RNA zostaja roztozone przez odpowiednie enzymy do form prostych, tatwo
metabolizowanych przez komorki. Rozktad kwasoéw nukleinowych do cukru (pentozy), kwasu
ortofosforowego, a takze zasad purynowych 1 pirydynowych zabezpiecza przed
wprowadzaniem materialu genetycznego z inna sekwencja, niz ta, wystgpujaca
w organizmie ludzkim. Dziennie cztowiek wraz z zywnoscia zjada od 0,1 do 1 grama r6znych
DNA i1 RNA zaréwno zwierzgcych, jak i1 roslinnych. Aby mozliwy byl transfer gendéw do
mikroorganizmow bytujacych w jelitach material genetyczny musiatby unikna¢ trawienia, po
czym bakterie musialyby wlaczy¢ go do swojego genomu. Sam fakt wlaczenia nie gwarantuje
jeszcze ekspresji ani dziedziczno$ci danej cechy. Kolejnym etapem bytoby przekazanie
transgenu poprzez jelito do organizmu cztowieka. Proces ten jest znacznie bardziej
skomplikowany, niz przekazaniec DNA z bakterii na bakterie, gdzie materiat genetyczny moze
zosta¢ przekazany przez plazmidy na drodze koniugacji. Prawdopodobienstwo tego, ze
material genetyczny z nowej zywnos$ci przeniesiony zostanie na bakterie jelitowe, a dalej do

organizmu ludzkiego jest znikome [Kuiper i Kleter, 2003].

2.9. Identyfikowanie roslin transgenicznych

Transformowane organizmy po wprowadzeniu odpowiedniego genu, ktory ulega
ekspresji nabywaja odpowiednia ceche. W soi RR cecha ta jest odporno$¢ na sktadnik
aktywny herbicydu Roundup. Zmodyfikowana ro$lina jest praktycznie nierozrdéznialna
»gotym okiem” od roslin, w ktorych nie wprowadzono modyfikacji. Nie mozna zatem
wizualnie oszacowaé, czy ziarna soi pochodza z upraw transgenicznych, czy
konwencjonalnych. Aby wykaza¢ to, musimy przeprowadzi¢ badania laboratoryjne. Analiza
wykazujaca obecnos¢ transformowanych roslin odbywa si¢ na poziomie badania DNA i/lub

pod katem obecnosci specyficznych biatek.
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Metody stosowane przy detekcji zmienionych sekwencji DNA oparte sa na reakcji
tancuchowej polimerazy, czyli testach PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). Szczegodlnie
przydatnym  wariantem identyfikujacym jest Real Time PCR, czyli PCR
w czasie rzeczywistym. W zaleznosci od zastosowanych starterow testy PCR mozemy
podzieli¢ na kategorie, z ktorych kazda odnosi¢ sie bedzie do odpowiedniego fragmentu
kwasu nukleinowego. Jezeli w probie wystepuje sekwencja dla zastosowanych starterow
nast¢puje jej amplifikacja. Dzigki temu w czasie trwania reakcji mozemy na biezaco ocenia¢
ilos¢ powstajacego produktu amplifikacji, a tym samym oznaczy¢ ilosciowo zawarto$¢
zmodyfikowanej soi w probie [Dulunski, 2007; Pedgette, 1995; Klein i Madej, 2005; Lequin,
2005].

Obecnos$¢ biatek, ktore na skutek manipulacji w genomie rosliny ulegty ekspresji, wykry¢
mozna za pomoca testow immunoenzymatycznych (ELISA). Test jest bardzo efektywny,
niestety wiele prob nie zawiera wystarczajacej ilosci biatek do badania bowiem warunkiem
koniecznym jest jednak obecno$¢ niezdenaturowanych biatek w odpowiedniej ilosci. ELISA
moze by¢ metoda do oznaczen ilo§ciowych, jest bowiem mozliwe stworzenie krzywych
standardowych zawarto$ci transgenicznych roslin w badanych probach [Dulunski, 2007,

Pedgette, 1995; Klein i Madej, 2005; Lequin, 2005].

Wykorzystywane moga by¢ roéwniez metody oparte na mikromacierzach DNA,
spektrometria masowa, chromatografia czy spektroskopia w podczerwieni [Dulunski, 2007;
Pedgette, 1995; Klein i Madej, 2005; Lequin, 2005].

3. Regulacje prawne wprowadzania transgenicznych organizméw
Polskie przepisy regulujace stosowanie, uprawianie oraz obrét organizmami genetycznie
zmodyfikowanymi  regulowane sa przez ustawodawstwo polskie, a takze,
w zwiazku z obowiazujacymi Polsk¢ umowami, przepisy Unii Europejskiej i umowy
migdzynarodowe. Prawo UE ma charakter dyrektyw lub rozporzadzen. Rozporzadzenia sa
obowiazujace w calej swej rozciaglo$ci na terytorium wszystkich krajow cztonkowskich.
Dyrektywy natomiast wyznaczaja cele, do ktorych kraje powinny dazy¢ i1 osiagnaé

w swojej legislacji.

Podstawowymi aktami prawa miedzynarodowego, przyjetymi przez Polske sa Konwencja

z Rio de Janeiro o réznorodnosci biologicznej oraz Protokét z Kartageny.
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Konwencja o réznorodnosci biologicznej z Rio de Janeiro z dnia 5 czerwca 1992 roku
ratyfikowana zostata przez Polske w 2002 roku. Zgodnie z Konwencja musimy zachowac cale
srodowisko przyrodnicze na wszystkich jego poziomach organizacji w ekosystemach
wodnych i ladowych. Kraje podpisujace si¢ pod Konwencja zobowiazuja si¢ do poszerzania
wiedzy spoteczenstwa z zakresu ochrony przyrody, do wspotpracy w celu ochrony, a takze
zapewniaja, ze ich dzialania nie beda wyrzadzaly szkod na terytoriach innych krajéow [Dz.U.
2002 nr 184 poz. 1532].

Protokot z Kartageny o bezpieczenstwie biologicznym do Konwencji o réznorodnos$ci
biologicznej sporzadzony w Montrealu w roku 2000, w Polsce obowiazuje od roku 2004.
Protokot glosi, ze ,,celem niniejszego Protokotu jest przyczynienie si¢ do zapewnienia
odpowiedniego poziomu ochrony w dziedzinie bezpiecznego transferu, sposobu postepowania
i uzytkowania zmodyfikowanych zZywych organizméw powstatych w wyniku zastosowania
nowoczesnej biotechnologii, ktére moga mie¢ negatywny wplyw na zachowanie
1 zrbwnowazone uzytkowanie réznorodnosci biologicznej, przy uwzglednieniu zagrozen dla
zdrowia cztowieka i ze specjalnym ukierunkowaniem na przewdz transgraniczny. ~ Protokot z
Kartageny powotuje do istnienia system wymiany informacji naukowych i technicznych, a
takze prawnych zwiazanych z zywymi organizmami zmodyfikowanymi genetycznie nazwany
Systemem Wymiany Informacji o Bezpieczenstwie Biologicznym [Dz.U. 2004 nr 216 poz.
2201].

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie genetycznie
zmodyfikowanej zywnosci 1 paszy glosi, ze wazne jest zapewnienie bezpieczenstwa zdrowia
I zycia obywateli, jednoczesnie stwierdza, ze bezpieczenstwo to jest zalezne od swobodnego
przeptywu zdrowej i bezpiecznej zywnosci o raz pasz na rynku wewngtrznym. \WWprowadzenie
na rynek UE Zzywnosci lub pasz zawierajacej lub produkowanej z uzyciem organizméw GM
regulowane jest przepisami wspoOlnotowymi, by nie stwarza¢ warunkéw nieuczciwej
konkurencji. Definicja Rozporzadzenia nie obejmuje $rodkdw pomocniczych stosowanych w
procesie produkcji zywno$ci lub paszy. Produkty takie nie podlegaja procedurom

zatwierdzania ani etykietowania zawartych w niniejszym Rozporzadzeniu [1829/2003/WE].

W celu dostosowania ustawodawstwa polskiego do wymogoéw prawa migdzynarodowego
powstat w roku 2007 projekt ustawy ,,Prawo o GMO”, ktory zostal odrzucony przez Komisj¢
Europejska. Kolejnym projektem ustawy ,Prawo o organizmach genetycznie

zmodyfikowanych” zostal przygotowany w roku 2008 w Ministerstwie Srodowiska.
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Uwzglednia on dostosowanie prawodawstwa polskiego do wymogow UE [1829/2003/WE,
1830/2003/WE, 1946/2003/WE] oraz podtrzymuje zatozenia zawarte
w ,,Ramowe stanowisko Rzadu RP dotyczace organizméw zmodyfikowanych genetycznie

(GMO)”.

Dnia 18 listopada 2008 roku Rada Ministrow Rzadu Polski przyjeta dokument,
w ktorym okreslono stanowisko dotyczace organizmow genetycznie zmodyfikowanych
(pierwsza wersja przyjeta zostata 3. kwietnia 2006r.). Stanowisko Rzadu Polski zawarte jest w

gldwnych punktach:

- zgoda na prace prowadzone w ramach zamknigtego uzycia GMO zgodnie z warunkami

okreslonymi w przepisach prawa,

- dazenie do uznania terytorium Rzeczypospolitej Polskiej za ,.kraj wolny od GMO” przy
jednoczesnym zobowiazaniu do przestrzegania prawa Unii Europejskiej regulujacego

uwalnianie organizméw GM do Srodowiska w celach doswiadczalnych,

- dazenie do niewprowadzania do obrotu na terenie Unii Europejskiej nowych produktow
GMO jako zywnos$¢, pasze lub inne produkty [Ramowe stanowisko Rzadu RP dotyczace
organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych (GMO), Lubiatowska-Krysiak i Twardowski,
2008].

»Ramowe stanowisko Rzadu RP” stworzone zostato, jako odpowiedz na obawy
spofeczne zwiazane z organizmami transgenicznymi. Spoteczenstwu polskiemu brakuje
dostgpu do rzetelnych Zrédel naukowych, a ich opinie w gtownej mierze opiera si¢ na
pogtoskach i niesprawdzonych informacjach. Czgsto zdarza si¢ rowniez, ze $rodowisko
ekologdéw poddaje w watpliwosci osiagnigcia nauki dowodzace nieszkodliwos$ci organizmow

zmodyfikowanych genetycznie. Ilustracja tego problemu jest ponizszy fragment:

,Biorac pod uwagg z jednej strony konieczno$¢ realizacji zobowigzan wynikajacych
z przepisOw wspolnotowych dotyczacych organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych oraz
z drugiej strony uwzgledniajac wyrazna nieche¢ spoleczenstwa przeciwko organizmom
genetycznie zmodyfikowanym, Rzad Polski bedzie starat si¢ pozyskaé przychylnos¢ innych
Panstw czlonkowskich Unii Europejskiej w celu zmiany prawa Unii Europejskiej w tym
zakresie. Jednoczesnie w celu zastosowania przestanek zawartych w niniejszym stanowisku
Rzad RP deklaruje, ze w obowiazujacych przepisach prawnych, jak tez

w przepisach tworzonych, w dostgpnych do tego granicach prawa, dokona zmian
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umozliwiajacych ograniczenie stosowania organizmow genetycznie zmodyfikowanych na
terytorium Rzeczpospolitej Polskiej. Rownolegle podczas procedury dopuszczania do obrotu
na terytorium Unii Europejskiej nowych produktow genetycznie zmodyfikowanych, Polska

bedzie kazdorazowo glosowata przeciw wprowadzeniu do obrotu takich produktow.”

Wprowadzanie ro$lin uzyskanych na drodze trans genezy do upraw w Europie
zapoczatkowane zostato od kukurydzy MON 810. W chwili obecnej trwaja prace nad
uzyskaniem kolejnych pozwolen na uprawg transgenicznych roslin. W dokumencie tym
w rozdziale ,,V. UPRAWA GATUNKOW ROSLIN GM” mozemy przeczyta¢:

,Bardzo waznym aspektem, ktory bezwzglednie powinien zosta¢ wzigty pod uwage podczas
rozpatrywania skutkow wynikajacych z wprowadzenia tej technologii, jest dostgpnosc
rynkéw zbytu dla takich produktow. W chwili obecnej jedynie kukurydza MON 810
charakteryzujaca si¢ odporno$cia na omacnicg¢ prosowianke¢ zostata dopuszczona do uprawy
na terenie Unii Europejskiej. Jednak na podstawie Rozporzadzenia 1829/2003/WE zostaty juz

ztozone wnioski na wprowadzenie do uprawy nastgpujacych produktow:

— kukurydza 1507 x NK603 (odporno$¢ na szkodniki Lepidoptera i na herbicyd (glifosat)),
— kukurydza NK603 (odporno$¢ na herbicyd (glifosat)),

— kukurydza 59122 (odporno$¢ na szkodniki Coleoptera i na herbicyd (glufosynat
amonowy)),

— soja 40-3-2 (odpornos¢ na herbicyd (glufosynat amonowy)),

— kukurydza NK603 x MONS810 (odporno$¢ na szkodniki Lepidoptera i na herbicyd
(glifosat)),

— kukurydza 1507 x 59122 (odporno$¢ na szkodniki Lepidoptera, Coleoptera i na herbicyd
(glufosynat amonowy)),

— kukurydza 59122 x 1507 x NK603 (odporno$¢ na szkodniki Lepidoptera, Coleoptera i na
herbicyd glifosat),

— kukurydza T25 (odpornos¢ na herbicyd (glufosynat amonowy)).”

Zgodnie z decyzja Komisji Europejskiej dotyczaca wprowadzania do obrotu genetycznie
zmodyfikowanej soi Glycine max. L. [96/281/WE] ros$lina ta, odporna jest na aktywny
sktadnik herbicydu Roundup®, czyli glifosat, a transformacji dokonata firma Monsanto
Company. Zastanawiajacym faktem jest opisanie w ,,Ramowym stanowisku Rzadu RP” soi
RR (40-3-2) jako transgenicznej rosliny zmodyfikowanej pod katem nabycia odpornosci na

glufosynat amonowy.
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W grudniu 2009 roku po trzyletnim okresie przygotowywania w Sejmie RP odbylo si¢
czytanie ustawy "Prawo 0 organizmach genetycznie zmodyfikowanych". Ma ona dostosowaé
polskie prawodawstwo do wymogéw Unii Europejskiej. Organizacje zrzeszone w koalicje
»Polska wolna od GMO” oraz Greenpeace po licznych akcjach protestacyjnych doprowadzity
do skierowania projektu ustawy do Komisji Sejmowej ds. $rodowiska oraz ds. rolnictwa.
Dazenie do ustanowienia w Polsce ,,Strefy wolnej od GMO” moze w przysztosci
doprowadzi¢ do zmniejszenia konkurencyjnos$ci polskiego rolnictwa, ktore juz i tak
w pordéwnaniu z innymi krajami europejskimi jest mato rentowne. Zakazy prawne upraw
roslin GM wydaja si¢ jednak nie mie¢ sensu, przy jednoczesnym zezwoleniu na obrot 1 import

ro$lin uzyskanych na drodze transgenezy i zywnosci z nich wytworzone;.

4. Podsumowanie

Rolnictwo na $wiecie zmuszone jest do produkcji rolniczej najwyzszej jakosci,
satysfakcjonujacej konsumentéw, a za razem przynoszacych odpowiednie zyski dla rolnika
i plony na odpowiednim poziomie. Krzyzowanie réoznych odmian roslin, selekcjonowanie
osobnikéw o najwyzszej plennosci od lat towarzyszy praktyce rolniczej. Rozwdj nauki,
w szczegolnosci biologii molekularnej oraz technologii budowy urzadzen laboratoryjnych
sprawilo, ze mozliwe stalo si¢ ulepszanie roslin w kontrolowanym, $cisle okreslonym
kierunku. Od kilkunastu lat obserwujemy intensyfikacj¢ badan nad roslinami uzyskanymi na
drodze transgenezy. Kraje rozwinigte, takie jak Stany Zjednoczone, Kanada, corocznie
zwigkszaja obszary upraw transgenicznych. W Europie narosto wiele obaw zwigzanych
Z ich uprawa oraz spozyciem, skutecznie podsycanych przez Srodowiska ,,zielonych” oraz
producentoéw tzw. ekologicznej zywnosci. Niestety, niski stan wiedzy wsrdd spoteczenstwa,
nie tylko polskiego, ale rowniez innych krajow, sprawia, ze ogranicza si¢ wprowadzanie do
upraw polowych nowych roslin otrzymanych metodami inZynierii genetycznej. Wazne jest
zatem dostarczanie rzetelnych, neutralnych informacji, popartych naukowymi badaniami,
a nie opartych na potocznych pogladach. Stworzy to mozliwo$¢ doksztalcenia i1 pojecia
dojrzatej decyzji kazdego konsumenta, czy chce korzysta¢ z dobr biotechnologii, czy tez nie.
EFSA (European Food Safety Authority) w swoim oficjalnym stanowisku jednoznacznie
stwierdza, ze nie widzi zagrozenia popartego naukowymi doniesieniami w uprawie
1 spozywaniu zmodyfikowanej zywnosci, a zakazy wprowadzane w poszczegdlnych krajach

cztonkowskich Unii Europejskiej uznaje za bezzasadne.
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Uprawy transgenicznych roslin moga obnizy¢ koszty produkcji zywno$ci oraz
zabezpieczy¢ uprawy przed zniszczeniami przez szkodniki. Soja RR pozwala na prowadzenie
tatwiejszej produkcji roslinnej w gospodarstwie rolnym. Istnieje bowiem mozliwos¢
nadzorowania wzrostu innych, niepozadanych ro$lin. Obnizone koszty uprawy przektadaja si¢
na ceny zywnosci. Kraje rozwinigte nie maja wigkszych problemow z gtodem. Wytwarzaja
one zywno$¢ w ilosciach zaspakajajacych ich potrzeby. Problem niedozywienia doskwiera
zwlaszcza mieszkafcom krajow Trzeciego Swiata. W krajach tych rozwijajaca si¢ gospodarka
nie jest w stanie przeja¢ zachodnich, wydajnych technologii, uprawy roslin transgenicznych

znaczaco moze poprawic sytuacje zywnosciowa w tych krajach.
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