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WPROWADZENIE

Rozporzadzenie (WE) nr 1830/2003 naktada wymog, aby
produkty zywnosciowe lub paszowe sktadajace sie z
organizmoéw genetycznie zmodyfikowanych (GMO) lub
zawierajgce ponad 0,9% tych organizméw byty opatrywane
specjalnymi  etykietami, o ile dany GMO zostat
wprowadzony do obrotu na rynku Wspolnoty zgodnie z
obowigzujagcymi przepisami. Z tego wzgledu ilosciowe
oznaczenie zawartosci organizmoéw  genetycznie
modyfikowanych w tego typu produktach musi by¢
przeprowadzane w sposob miarodajny. Odpowiednie
certyfikowane materiaty odniesienia (CRM) sg niezbednym
instrumentem  zapewniajacym wysoka jakos¢ tego
procesu.

OPIS WLASCIWOSCI GMO CRM

Wymienione powyzej certyfikowane wartosci CRM zostaty
opracowane w oparciu 0 masy wysuszonej maczki z
nasion genetycznie zmodyfikowanych i wysuszonej maczki
z nasion genetycznie niezmodyfikowanych, uzywanych w
wagowym przygotowaniu. Masy te zostaly skorygowane
pod wzgledem ich zawarto$ci wody oraz oszacowania
czystosci. Czes$¢ wagowa genetycznej modyfikacji jest
obliczana w sposéb nastepujacy:

skorygowana masa genetycznic zmodyfikowanej maczki

skorygowana masa genetycznie zmodyfikowanej maczki + skorygowana masa genetycznic niezmody fikowanej maczki

Kazdy z GMO CRM jest certyfikowany dla czesci wagowe;j
specyficznej genetycznej modyfikacji (okreslonej w
certyfikacie). W rezultacie CRM moze by¢ wykorzystywany
jedynie do ilosciowego wyrazania modyfikacji okreslonej w
certyfikacie za$ odpowiadajaca mu $lepa préba moze by¢
wykorzystana jedynie w celu wykazania nieobecnosci
danej modyfikacji ponizej progu okreslonego w
certyfikacie.

ERM®- BF418c

DRIED MAIZE POWDER

Mass Fraction

Certified value " Uncertainty ?
[9/kg] [9/kg]
1507 maize 9.9 -0.6;+0.8

1) The certified value is based on the mass fraction of dried non-genetically modified powder and dried
genetically modified powder mixed and corrected for the water content. The certified value is traceable
to the SI.

2) The certified uncertainty is the expanded uncertainty estimated in accordance with the Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement (GUM) with a coverage factor k = 2, corresponding to a
level of confidence of about 95 %.

Rysunek 1: Fragment certyfikatu GM CRM ERM-BF418c.

Ostatnio  opublikowane przez Instytut Materiatéw
Odniesienia i Pomiaréw (IRMM) GMO CRM otrzymaty
certyfikaty z asymetrycznym zakresem niepewnosci. Jesli
tego typu CRM zostanie wykorzystany do kontroli

polaryzacji (patrz nota uzytkowa ERM nr 1), ,niepewnosé
dodatnia” powinna by¢ wykorzystywana w przypadku, gdy
Srednie wyniki pomiaru przekraczajg wartos¢
certyfikowang, za$ ,niepewnos¢ ujemna” powinna byé
wykorzystywana w przypadku, gdy $rednie wyniki pomiaru
sg nizsze niz wartos¢ certyfikowana.

POSLUGIWANIE SIE REAKCJA LANCUCHOWEJ
POLIMERYZACJI W CZASIE RZECZYWISTYM

Reakcja tancuchowej polimeryzacji w czasie rzeczywistym
(rt-PCR) jest zazwyczaj wykorzystywana do iloSciowego
wyrazania czesci wagowej modyfikacji genetycznych w
probkach zywnosci i paszy. Ta oparta na DNA metoda
kwantyfikacji mierzy stosunek pomigdzy transgenicznym
kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA), tj. kwasem
pochodzacym =z modyfikacji genetycznej oraz DNA
endogenicznym, specyficznym dla danego gatunku
biologicznego.

Z uwagi na roznigcy sie sktad genetyczny réznych czesci
nasion jednolisciennych (np. bielmo, okrywa nasienna i
zarodek kukurydzy) warto$¢ stosunku DNA w materiale
odniesienia moze rézni¢ sie od wartosci czesci wagowej
certyfikowanej maczki. Z tego wzgledu stosunek
poddajacego sie izolacji transgenicznego DNA i
izolowanego endogenicznego DNA niekoniecznie musi by¢
rowny stosunkowi masy genetycznie zmodyfikowanej
kukurydzy do catkowitej masy kukurydzy, nawet, gdy oba
typy DNA majg podobng wydajnos¢ izolac;i.

W trakcie przygotowywania GMO CRM dotozono staran,
aby maczki genetycznie zmodyfikowane oraz
niezmodyfikowane miaty podobny rozkiad wielkosci ziaren.
Jest to szczegdlnie wazne w odniesieniu do ilosci
poddajacego sie izolacji DNA w obu typach maczek.
Odmienne wydajnosci izolacji DNA w przypadku maczki
genetycznie zmodyfikowanej i niezmodyfikowanej mogg
wplywaé na warto$¢ stezenia modyfikacji genetycznej
mierzonej przy pomocy rt-PCR. Z tego powodu nalezy
postugiwac sie jedynie zwalidowanymi metodami w celu
spetnienia tego wymogu.

Podczas  certyfikacji sprawdza sie¢  genetycznie
zmodyfikowang czes¢ wagowg CRM przy pomocy
specyficznej dla danej modyfikacji genetycznej metody rt-
PCR. Nie nalezy jednak wycigga¢ pochopnych wnioskow
dotyczacych ilosci na podstawie pomiarow
przeprowadzonych na nieznanych prébkach, poniewaz
oparte na DNA ilosciowe wyrazenie modyfikacji
genetycznych moze przyjmowaé rézne wartosci w
zaleznosci od testowanej odmiany. Je$li dane nie sg
dostepne z innych zrédet, zaleca sie zbada¢, w ramach
wewnetrznej walidacji, jaki wplyw wywierajg rozne odmiany
na wyniki rt-PCR [1].

Metody detekcji oparte na rt-PCR, przedstawione i
zatwierdzone na mocy przepisdw rozporzadzenia (WE) nr
1829/2003 sg dostepne za posrednictwem strony
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internetowej wspodlnotowego laboratorium referencyjnego
dla genetycznie zmodyfikowanej zywnosci i paszy
(http://gmo-crl.jrc.it/detectionmethods.htm).

WYRAZENIE WYNIKOW POMIARU JAKO LICZBY
KOPII DNA

W Europie najczesciej stosowang metoda stuzacg do

zmodyfikowanych kopii w przypadku kukurydzy wplyw
wywiera sposob, w jaki wyprodukowano odmiane
mieszancowg GMO oraz stan  endoreduplikaciji
chromosomoéw w nasionach, ktéry z kolei zwieksza wptyw
wywierany przez rozktad genomiczny w tkance bielma.
Rozwazajac ekstremalne przypadki, odpowiednia liczba
genetycznie zmodyfikowanych kopii moze wynosi¢ albo 33
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% (wydarzenie transgeniczne w roslinie ojcowskiej uzytej
w krzyzéwce z heterozygotycznym nasionem) albo 66 %
(wydarzenie transgeniczne w roslinie matecznej uzytej w
krzyzéwce z  heterozygotycznym nasionem) przy
zatozeniu, ze endoreduplikacja jest tak intensywna, ze
wptyw wywierany przez bielmo jest bliski 100 %. We
wszelkich innych mozliwych przypadkach (mniejszy wptyw
endoreduplikacji lub wigkszy wptyw tkanki zarodka)
wartosci zawrg sie w przedziale 33 - 66 %, przy zatozeniu,
ze w poréwnaniu do tych skutkow, wptyw wywierany przez
okrywe nasienng mozna pominggc.

Ponizej podano przykiad transformacji wyniku pomiaru i
jego niepewnosci wyrazonego w g/kg na odpowiednig
liczbe kopii.

ilosciowego oznaczenia GMO jest metoda rt-PCR. Z tego
powodu w ostatnio opublikowanym zaleceniu Komisji
(2004/787/WE) zaproponowano, aby wyraza¢ wyniki
pomiaréw na genetycznie zmodyfikowanych probkach jako
liczby kopii DNA. Jesli stosuje sie GMO CRM z
certyfikowang genetycznie  zmodyfikowang czeScig
wagowg W celu kalibracji pomiaréw i ostateczny wynik
wyraza sie jako odpowiednig liczbe kopii, nalezy pamietac,
ze CRM kukurydzy zostaly wyprodukowane przy
wykorzystaniu kukurydzy genetycznie zmodyfikowanej o
heterozygotycznym transgenie. Informacje na temat
zygotycznosci materiatu nasiennego wykorzystywanego do
produkcji CRM mozna znalezé w odpowiednim
sprawozdaniu z certyfikacji. Ponadto nalezy wzig¢ pod
uwage fakt, ze na odpowiednig liczbe genetycznie

PRZYKtAD

Przy stosowaniu dla celoéw kalibracji CRM z certyfikowang genetycznie zmodyfikowang czescig wagowa udowodniono, ze prébka
kukurydzy zawiera 65 + 20 g/kg kukurydzy zmodyfikowanej genetycznie 1507. Rozszerzong niepewno$¢ pomiarowg wynoszaca
20g/kg obliczono stosujac wspotczynnik rozszerzenia 2 i niepewnos$¢ pomiarowg dla metody ilosciowej 15% oznaczonej podczas
walidacji wewnetrznej. Aby przeksztatci¢ wynik otrzymany dla genetycznie zmodyfikowanej czgsci wagowej w liczbe kopii, wynik
wyrazony w g/kg nalezy zamieni¢ na warto$¢ procentowg dzielac go przez 10. Biorac pod uwage fakt, ze CRM genetycznie
zmodyfikowanej kukurydzy stosowanej dla celéw kalibracji zostaty wyprodukowane z heterozygotycznych nasion kukurydzy,
wynik nalezy podzieli¢ przez 2:

X _65_

—_ =33 przy czym » = $rednia genetycznie zmodyfikowanej zawartosci w g/kg
10x2 20

Prosze pamieta¢, ze w przypadkach, gdy zaobserwowano odmienng zdolnos¢ do izolacji DNA w materiale niezmodyfikowanym
genetycznie oraz w materiale genetycznie zmodyfikowanym wykorzystywanym do produkcji CRM, nalezy zastosowaé
wspotczynnik korygujacy. Informacje na temat zdolnosci do izolacji DNA mozna znalez¢ w sprawozdaniu certyfikacyjnym. Przy
wykorzystaniu CTAB stwierdzono stosunek wynoszacy 0,7 + 0,3 dla izolacji DNA z maczki GMO podzielonej przez maczke
niezmodyfikowang genetycznie. Z tego wzgledu prawdziwa zawarto§¢ GM w badanej probce wyrazona w liczbie kopii jest
zawyzona i wymaga korekty:
33%¥f=33%0.7=23 gdzie f = wspétczynnik korygujacy zwigzany z odmienng zdolnoscig do izolacji DNA w maczce
niezmodyfikowanej genetycznie oraz w maczce genetycznie zmodyfikowanej wykorzystywanej
jako CRM

Efekt endoreduplikacji oraz hodowle genetycznie zmodyfikowanej heterozygotycznej kukurydzy nalezy rozpatrywaé z
uwzglednieniem niepewnosci pomiarowej. Zakres niepewnosci wynosi 33 % (66 % minus 33 %), a mierzone wartosci moga
wykazywac odchylenia o 16,5 %. Dla obliczenia stosunku liczby kopii nalezy wyrazi¢ ilosciowo wyizolowane z badanej probki
kukurydzy DNA oraz oszacowac liczbe genomoéw kukurydzy. Dla celéw tego obliczenia stezenie DNA nalezy podzieli¢ przez
rozmiar genomu kukurydzy. W efekcie, przy obliczaniu niepewnosci pomiaru nalezy uwzgledni¢ niepewno$¢ zwigzang z
ilosciowym wyrazeniem DNA oraz niepewno$¢ zwigzang z oszacowywaniem rozmiaru genomu. Zgodnie z fachowa literaturg
rozmiary genomu kukurydzy moga sie roézni¢ w granicach 36 % [2]. Podczas walidacji wewnetrznej powtarzalno$¢ metody
ilosciowej okreslono na 22 %. Zatem rozszerzong taczng niepewnosé wyniku, wyrazong jako stosunek liczby kopii(Us), mozna
obliczy¢ w nastepujacy sposob:

_r[2 2 2,2 Gdzie k = wspdtczynnik rozszerzenia
Ueo = kyU, +lgs HUpgtUe un = udziat niepewnosci zwigzanej z metodg ilosciowego

18 2 165 2 wyrazania liczby kopii
U, = 2\/152 J{\Bj + 227 +(ﬁj % = 60%

ugs = udziat niepewnosci zwigzanej z oszacowywaniem
rozmiaru genomu

upg = udziat niepewnosci zwigzanej z ilosciowym wyrazaniem
DNA

U, = udzial niepewnosci zwigzanej z hodowlg |
endoreduplikacjg

Wyrazajac to w liczbie kopii, probka kukurydzy zawiera 2,3 + 1,4 sekwencji transgenicznych wydarzenia 1507 w odniesieniu do stu sekwencji
endogennych. W poréwnaniu do wyniku wyrazonego jako czes$¢ wagowa wydarzenia 1507: 65 + 20 g/kg, odpowiednia rozszerzona
niepewnos¢ pomiarowa wzrosta od 30 do 60 %.

[1] Sprawozdanie techniczne IUPAC (2002): Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis
[2] Poggio et al., Annals of Botany 85 (1998),107-115.
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