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Dokaz geneticky modifikovanej kukurice v potravinach
polymerazovou retazovou reakciou

ALENA STEFANOVICOVA - TOMAS KUCHTA - PETER SIEKEL

SUHRN. V ¢ldnku sa opisuje metdda na principe polymerdzovej retazovej reakcie (PCR)
na dokaz geneticky modifikovanej kukurice Bt 176 v potravindch. Metdda pozostdva z izo-
lacie DNA pouzitim metddy s CTAB (cetyltrimetylamdéniumbromid), overenia kvality izo-
lovanej DNA amplifikdciou génu kddujiceho invertdzu (B—fruktofuranoziddza;
EC3.2.1.26) a z PCR orientovanej na génovu konstrukciu charakteristickd pre kukuricu
Bt 176. Pri overovani metddy analyzou referen¢nych materidlov bolo metédou mozné
reprodukovatelne detegovat 0,1 % kukurice Bt 176. Optimalizovand metdda sa pouzila
na analyzu potravin, potravindrskych surovin a polotovarov, pricom sa geneticky modifi-
kovand kukurica dokdzala v instantnej kukuri¢nej kasi, kukuri¢nych lupienkoch, misli
av pecive. Metddu bolo mozné urychlit pouzitim oboch parov primerov sti¢asne v duplex
PCR.

KIUCOVE SLOVA: geneticky modifikované organizmy; kukurica; polymerdzovd retazova
reakcia; cetyltrimetylaméniumbromid

Produkty génového inzinierstva sa v priebehu poslednych dvadsiatich
rokov dostali zo zakladného vyskumu do komercnych aplikdcii. Na svetovych
trhoch sa objavili geneticky modifikované plodiny, ktoré maju zvySenud odol-
nost voci herbicidom a Skodcom, ¢im poskytuju vyhody pre pestovatelov.
V kriatkom case sa ocakdva schvdlenie geneticky modifikovanych plodin,
ktoré budud mat upraveny obsah nutri¢ne, farmaceuticky alebo priemyselne
vyznamnych zloziek, ¢im poskytni vyhody priamo pre konzumentov alebo
pre niektoré priemyselné odvetvia.

V sucasnosti sa z geneticky modifikovanych plodin pri vyrobe potravin
najéastejie pouzivajii geneticky modifikovana séja a kukurica. V EU ich
pouzitie upravuje niekolko smernic, z ktorych najddlezitejSie su smernice
258/97 a 49/2000. Tieto ukladajui povinnost oznacovat potraviny vyrobené
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z geneticky modifikovanych plodin resp. ich zloziek. V pripade sdje a kuku-
rice je povinnost oznacovat potraviny tiez vtedy, ak ide o ndhodny vyskyt
a su pritomné v mnozstve va¢som ako 1 % [1,2]. Pritomnost, resp. obsah
geneticky modifikovanych organizmov (GMO) sa zistuje bud analyzou
DNA metddou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) alebo analyzou pro-
teinov imunochemickymi metddami. Vzhladom na niZSiu stabilitu prote-
inov, ktoré sa pri vyrobe potravin mézu denaturovat, je analyza proteinov
vhodnd najmi na dékaz GMO v surovindch a potravinach s nizkym stu-
piiom technologického spracovania. UniverzdlnejSou metddou je PCR,
ktora umoznuje Specifickd, citlivi a spolahlivi analyzu transgénnej DNA v
komplexnych vzorkdch [3].

V tejto préci sa riesi aplikdcia PCR metddy na dokaz geneticky modifi-
kovanej kukurice Bt 176 v potravindch. Ide o najrozsirenejSiu odrodu z gene-
ticky modifikovanych odrdd tzv. Bt kukurice, ktorej pestovanie resp. pouZi-
tie na vyrobu potravin bolo schvalené aj v krajindch EU (tab. 1). Pri vyvoji
kukurice Bt 176 bola do gendmu rastliny vloZzena genetickd konStrukcia
obsahujuca gén crylA(b) izolovany z Bacillus thuringiensis ssp. kurtsaki.
Expresiou génu crylA(b) sa tvori v rastline 6—endotoxin. Je to kryStalicky

Tas. 1. Odrody geneticky modifikovanej kukurice schvilené EU.
Tas. 1. Hybrids of genetically modified maize approved by EU.

Odroda Rok
2 &nost 3 Sitied
Kukuricel Vlastnost Spolo¢nost Pouzitie schvéleniad
tolerancia voci herbici- Ciba Gei estovanic
Bt 176 | dom (glufosindt) a rezis- & P . 1997
S (teraz Novartis) | bez obmedzenia
tencia vo¢i hmyzu
tolerancia voci herbici- pestovanie
125 dom (glufosindt) AgrEvo bez obmedzenia 1998
MONSI0 |rezistencia vo¢i hmyzu Monsanto pestovanie . 1998
bez obmedzenia
nesmie sa v EU
MONS809 | rezistencia vo¢i hmyzu Monsanto pesto,vat, ale je pov- 1999
oleny dovoz produk-
tov z nej vyrobenych
Bt 11 rezistencia voci herbici- Novartis pestovanie za 1998
dom a voci hmyzu tcelom produkcie

1 - maize hybrid, 2 - property, 3 - company, 4 - application, 5 - approval year.
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CDPK crylA(b) PEPC CaMV 35S
prométor gén intrén #9 | terminator

OBR. 1a. Cast génovej kontrukcie kukurice Bt 176 zodpovednd za tvorbu Bt-toxinu.
CDPK - proteinkindza zavisld na vapniku, cryl4(b) - upraveny gén, kédujici tvorbu Bt-toxinu,
PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxyldza, CaMV 35S - termindtor z virusu karfiolovej mozaiky.

FiG. 1a. The part of the gene construct of Bt 176 maize responsible for Bt-toxin production.
CDPK - calcium-dependent protein kinase, crylA(b) - truncated gene encoding Bt-toxin,
PEPC - phosphoenolpyruvate carboxylase, CaMV 35S - cauliflower mosaic virus terminator.

CaMVv 35S bar CaMV 35S
prométor gén terminator

OBR. 1b. Cast génovej konstrukcie kukurice Bt 176
zodpovedna za toleranciu voci glufosindtu.
CaMV 35S - prométor z virusu karfiolovej mozaiky, bar - gén kédujici syntézu fosfino-
tricinacetyltransferdzy, CaMV 35S - termindtor z virusu karfiolovej mozaiky.

F1G. 1b. The part of the gene construct of Bt 176 maize
responsible for gluphosinate tolerance.
CaMYV 358 - cauliflower mosaic virus promotor, bar - gene encoding the synthesis of phos-
phinotricine acetyltransferase, CaMV 35S - cauliflower mosaic virus terminator.

protein toxicky pre larvy niektorych druhov hmyzu rodu Lepidopthera,
v tomto pripade najmaé voci vijacke kukuri¢nej (Ostrinia nubilatis) sposobu-
jucej Skody pri pestovani kukurice. S cielom zvySit expresiu tohoto bakte-
ridlneho génu v kukurici bola pévodna sekvencia génu cryl4(b) modifikova-
nd a vysledkom je upraveny gén, ktory ma na nukleotidovej drovni 65%
homoldgiu s povodnym génom. Okrem takto upraveného génu tvoria gene-
ticku konStrukciu aj regulacné sekvencie (promdtory, termindtory) a gény
umoziujuce selekciu transformantov. Zaroven bola do kukurice Bt 176 vlo-
Zena aj genetickd konstrukcia obsahujuca gén bar, expresiou ktorého nado-
buda rastlina rezistenciu voci herbicidu glufosinatu (obr. 1).

Pre pouzitie PCR na analyzu pritomnosti transgénnej DNA v potravindch
je potrebné izolovat DNA tak, aby neobsahovala inhibi¢né ldtky, aby jej bolo
dostato¢né mnozstvo a aby nebola dodato¢ne degradovand. Preto sa musia
volit izolacné postupy, ktoré su Setrné k DNA a zdroven spolahlivo odstrdnia
zlozky potraviny inhibujice PCR. Vhodnou metédou je postup s pouzitim
detergentu CTAB (cetyltrimetylaméniumbromid) a chloroformu [4] alebo
extrakéné postupy na tuhej faze [3].
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Kvalita izolovanej DNA sa hodnoti pomocou PCR orientovanej na niek-
toré gény Specifické pre kukuricu, najcastejSie gén ivr kddujuci syntézu inver-
tazy (B—fruktofuranoziddza; EC 3.2.1.26) [5] alebo gén zein kddujuci syntézu
azainu [6]. V pripade pozitivneho vysledku sa izolovand DNA mdZe pouZit
na dokaz transgénnej DNA, pricom su primery v PCR orientované na upra-
veny gén cryIA(b) [5,6]. Pri vybere primerov je vhodné uprednostnit tie, pri
pouziti ktorych sa amplifikuje fragment DNA kratsi ako 300 bp. D6évodom
je fragmentdacia DNA, ku ktorej dochddza pri technologickych procesoch
vyroby potravin. VSeobecne je mozné povedat, Ze ¢im naroc¢nejSimi techno-
logickymi procesmi bola potravina vyroben4, tym mensia je dizka fragmen-
tov DNA v nej obsiahnutych. Fyzikdlne a chemické vplyvy sposobuju frag-
mentdciu retazcov DNA na uroven 1100 bp az 300 bp [7]. Hodnotenie kva-
lity izolovanej DNA je mozné vykonat sticasne s dokazom transgénnej DNA
pomocou PCR v usporiadani duplex [8].

Aby sa pri analyze GMO v potravindch predislo chybnej interpretécii,
pouzivaju sa rozne metddy na potvrdenie identity amplifikovaného frag-
mentu [9]. KedZe sa vSak pri konstrukcii kukurice Bt 176 pouzil upraveny
gén crylA(b), ktory sa v prirode nevyskytuje, pri pouZiti vhodne zvolenych
Specifickych primerov nie je potvrdzovanie vysledkov nevyhnutné.

Zavedenie kvalitativnej metody do laboratérnej praxe je vzhladom
na sucasnu situdciu s vyskytom GMO na trhu a pripravovanu legislativu
velmi aktudlne.

Material a metddy

Pri vyvoji metddy sa pouzili certifikované referen¢né materidly MZ-0,
MZ-0.1, MZ-1 a MZ-2, obsahujice 0 %; 0,1 %; 1 % resp. 2 % kukurice
Bt 176 (Institute for Reference Materials and Measurements, Geel,
Belgicko). Analyzovali sa r6zne potravindrske vyrobky zakipené v obchod-
nej sieti v SR. Suroviny a polotovary boli ziskané od rdznych firiem v SR.

Na izoldciu DNA sa pouzila metdda s CTAB (cetyltrimetylam6niumbro-
mid) [4] a metdda s pouzitim supravy Wizard [3]. V pripade metody s CTAB
sa 100-350 mg (v zavislosti od obsahu vody) homogenizovanej vzorky inku-
bovalo pri 65 °C pocas 30 min v 0,5 ml extrakéného roztoku obsahujiceho
50 mM CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA a 100 mM Tris-HCI, pH 8,0.
Po centrifugacii (14000 g pocas 10 min pri 4 °C) sa supernatant extrahoval
0,2 ml chloroformu. DalSou centrifugédciou (14000 g po¢as 10 min pri 4 °C)
sa oddelila vodna fdza, z ktorej sa DNA precipitovala rovnakym objemom
izopropanolu. Precipitdt sa trikrdt premyl 0,5 ml 70% etanolu, DNA sa vysu-
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Sila a rozpustila v 50 pl az 100 pul vody, v zdvislosti od mnozZstva izolovane;j
DNA. V pripade, ze takto izolovand DNA nebola amplifikovatelnd, prepa-
rat sa precistil opakovanou precipitdciou.

V pripade metddy Wizard sa pouzila siprava Wizard DNA Clean-Up
System (Promega, Madison, WI, USA). Navazok 350 mg homogenizovanej
vzorky sa inkuboval 3 h pri 55 °C v 860 ul roztoku (10 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 1 % dodecylsulfat sodny, pH 8,0), ku ktorému sa pri-
dalo 40 pl proteinazy K (20 mg.ml-1) a 100 ul 5 M guanidiniumhydrochlori-
du. Po centrifugdcii (14000 g pocas 10 min pri 4 °C) sa 500 pl supernatantu
pridalo k 1 ml suspenzie Wizard Resin. Po premiesani sa cely objem pomo-
cou vdkua naniesol na minikolénu. Minikoldna sa premyla 2 ml 80% izo-
propanolu a centrifugaciou pri 10000 g pocas 2 min sa odstranili zvySky izo-
propanolu. DNA sa eluovala z minikolony 50 pl redestilovanej H2O alebo
tlmivym roztokom (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH §,0) s teplotou
65-70 °C s naslednou centrifugaciou pri 14000 g pocas 20 s.

Reakénd zmes pre PCR (celkovy objem 25 ul) obsahovala 0,5 pl izolova-
nej DNA, 50 mM Tris-HCI, pH 9, 0,15 mM (NH4)2SOg4, 0,1 % Triton X-100,
1 mM MgCl, 200 uM kazdého dNTP (Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA), 0,5 uM primerov (tab. 2) a 2,5 U DNA polymerazy (Plati-
num 7ag; Life Technologies). Na PCR sa pouzil termdlny cyklér Biometra
T-Personal (Whatman-Biometra, Gottingen, Nemecko). PouzZil sa teplotny
program pozostavajuci z tivodnej denaturdcie pri 94 °C pocas 2 min, 37 cyk-
lov (denaturécia pri 95 °C pocas 30 s, annealing pri 60 °C pocas 30 s, poly-
merizacia pri 72 °C pocas 50 s) a zo zdverecnej polymerizécie pri 72 °C pocas
8 min. V pripade duplex PCR sa pouzila teplota polymerizacie 65 °C a pro-
gram sa predlzil na 40 cyklov.

Produkty PCR sa separovali elektroforeticky v 2% agarézovom géli
v Tris-boratovom tlmivom roztoku TBE. Sucasne so vzorkami sa separoval

TAB. 2. Pouzité primery.
TaB. 2. Primers used.

Cielovy

oén? Sekvencia3 Produkt# | Lit.5

Oznac.!

Ivr1A invertaza | 5'-CCg CTg TAT CAC AAg ggC Tgg TAC C- 3'

- - 226bp | 10
Ivr1B invertdza 5'-ggA gCC CgT gTA gAg CAT gAC gAT C-3'

CryIAb | d—endotoxin | 5'-ACC ATC AAC AgC CgC TAC AACgACC-3

184 b 8
CrylAs |d—endotoxin | 5'-Tgg ggA ACA ggC TCA CgA TgT CCA g- 3' P

1 - designation, 2 - target gene, 3 - sequence, 4 - product, 5 - reference.
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Standard molekulovych hmotnosti n.50 bp (Life Biotechnologies). Po farbe-
ni etidiumbromidom sa fragmenty DNA vizualizovali pri transilumindcii
UV-svetlom a fotografovali [11].

Sucastou kazdej analyzy bolo zaradenie kontrolnych vzoriek: negativnej
kontroly neobsahujicej DNA a pozitivnej kontroly, ktord obsahovala DNA
izolovanu z referenéného materialu s obsahom 0,1 % kukurice Bt 176.

Vysledky a diskusia

Cielom prdce bolo zaviest metddu na dokaz geneticky modifikovane;j
kukurice Bt 176, overit ju s pouzitim referencnych materidlov a aplikovat ju
pri analyze rdznych druhov potravin a polotovarov ziskanych z obchodnej
siete a od vyrobcov v obdobi oktdber 2000 az august 2001.

V prvom kroku sa metodou s CTAB izolovala DNA z referen¢nych mate-
ridlov s 0%; 0,1%; 1% a 2% podielom kukurice Bt 176. Pritomnost DNA
sa zistovala elektroforeticky v agarézovom géli. Na kontrolu amplifikova-
telnosti izolovanej DNA sa pouzili primery orientované na gén ivr (velkost
produktu 226 bp), na dokaz transgénnej DNA sa pouzili primery oriento-
vané na upraveny gén crylA(b) (velkost produktu 184 bp). Optimalizovali sa
aj reakéné podmienky pre duplex PCR, kedy sa pouZili oba péry primerov
v jednej reakcii sucasne. V definovanych podmienkach bol detekény limit
Standardnej aj duplex PCR analyzy rovnaky, reprodukovatelne sa stanovil
obsah 0,1 % kukurice Bt 176 v referenénom materidli (obr. 2).

V dalSej etape sa porovnavali izola¢né postupy s CTAB a pomocou stpra-
vy Wizard na vzorkdch surovin (kukuri¢nych zifn), polotovarov (kukuri¢né
mldto, glutén, sirup, Skrob) a potravin obsahujucich r6zny podiel kukurice.
Nakolko kvalita a mnozstvo izolovanej DNA zdvisia od spdsobu vyroby
potraviny, boli vybrané také, ktoré reprezentujui rozne urovne technolo-
gického spracovania a ktoré su u nds najbeznejSie. Kvalita a amplifikova-
telnost DNA izolovanej z jednotlivych vzoriek potravin sa zistovala pomocou
PCR orientovanej na gén ivr. Oboma izolacnymi postupmi sa ziskala DNA
vhodnd pre PCR, ¢o je v silade s naSimi predchddzajucimi vysledkami
v pripade geneticky modifikovanej séje [12]. Z niektorych polotovarov
(kukuri¢ny Skrob, sirup) vSak nebolo mozné uvedenym spdsobom izolovat
DNA. Tieto vysledky su v sulade s publikovanymi idajmi inych autorov, ktor{
za pravdepodobnu pri¢inu povazuji nizky obsah DNA v tychto vzorkdch
a navrhuju odliSny spOsob izoldcie DNA z poriadkovo vac¢Sieho mnoZstva
vzorky [3,9]. Vzhladom na vysoku cenu sipravy Wizard sme v dalSej préci
pouzivali na izoldciu DNA metddu s CTAB.
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226 bp
184 bp

OBR. 2. Vysledky analyzy referenc¢nych materidlov pomocou jednoduchej PCR (A) a duplex
PCR (B). Obsah kukurice Bt 176: 2 % (1), 1 % (2), 0,1 % (3), 0 % (4). S - Standard
molekulovych hmotnosti n.50 bp.

F1G. 2. Results of the analysis of reference materials using simplex PCR (A) and duplex
PCR (B). Contents of Bt 176 maize: 2 % (1), 1 % (2), 0.1 % (3), 0 % (4). S - 50 bp ladder.

Ak bola DNA izolovand z jednotlivych vzoriek potravin amplifikovatelnad,
pouzila sa ndsledne v PCR orientovanej na gén crylA(b). Pritomnost
transgénnej DNA z kukurice Bt 176 sa zistila v instantnej kukuri¢nej kasi,
kukuri¢nych lupienkoch (corn flakes, chips), miisli a v pecive obsahujicom
podiel kukurice (obr. 3a, tab. 3).

DNA izolovana z potravin sa analyzovala tiez pomocou duplex PCR, ked
sa sucasne zistovala amplifikovatelnost DNA aj pritomnost Bt 176. Ziskali sa
vysledky rovnaké ako v pripade Standardnej PCR (obr. 3b). Kym vSak
pri pouZiti jednoduchej PCR boli vysledky analyz jednozna¢né a reproduko-
vatelné, pri pouziti duplex PCR vznikali v niektorych pripadoch nespecifické
produkty a vysledky neboli plne reprodukovatelné. Na zdklade nasich skuse-
nosti povazujeme za vhodnejsie pouzivat pre rutinné analyzy dve samostatné
PCR.

Vypracovanou metdédou je mozné spolahlivo identifikovat pritomnost
geneticky modifikovanej kukurice Bt 176 v potravindrskych surovindch,
polotovaroch a vyrobkoch, ktoré obsahuju dostatoéné mnozstvo DNA,
napriklad v kukuri¢nej muke, instantnych kukuri¢nych kaSiach, kukuri¢nych
lupienkoch, pecive, kukuri¢cnom mldte, kukuricnom gluténe. Metdda nie je
vhodna na analyzu kukuri¢ného Skrobu, kukuri¢ného sirupu a fruktézovych
pripravkov.
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A 8 9 10 11 12 S

226 bp
184 bp

OBR. 3. Vybrané vysledky analyzy roznych vzoriek potravin na pritomnost kukurice Bt 176
pouzitim jednoduchej PCR (A) a duplex PCR (B).
1 - kukuri¢ny 8krob, 2 - kukuri¢ny glutén, 3 - sterilizovand kukurica, 4 - kukuri¢né lupienky
(corn flakes), 5 - kukuri¢nd muka, 6 - kukuri¢nd krupica, 7 - kukuri¢né lupienky (chips),
8 - miisli, 9 - pukance, 10 - instantnd kukuricna kasa, 11 - negativna kontrola (referencny
materidl s obsahom 0 % Bt 176), 12 - pozitivna kontrola (referen¢ny material s obsahom
0,1 % Bt 176), S - standard molekulovych hmotnosti n.50 bp.

F1G. 3. Selected results of the analysis of various food samples for the presence of Bt 176
maize using simplex PCR (A) and duplex PCR (B).
1 - maize starch, 2 - maize gluten, 3 - sterilized maize, 4 - corn flakes, 5 - maize flour, 6 - maize
semolina, 7 - maize chips, 8 - miisli, 9 - pop corn, 10 - instant maize pap, 11 - negative control
(reference material containing 0 % Bt 176), 12 - positive control (reference material con-
taining 0.1 % Bt 176), S - 50 bp ladder.
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Tab. 3. Vysledky analyzy potravin na pritomnost kukurice Bt 176.
Tab. 3. Results of the food analysis for the presence of Bt 176 maize.

. . Pocet pozitivnych vzoriek3
Vzorkal Pocet vzoriek?

Ivrla/b CrylAb/s
kukuri¢né zrno 3 3 0
sterilizovand kukurica 3 3 0
pukance 1 1 0
kukuri¢nd muka 1 1 0
kukuri¢nd krupica 1 1 0
instantnd kukuri¢nd kasa 1 1 1
kukuri¢né lupienky (corn flakes) 2 2 1
kukuri¢né lupienky (chips) 1 1 1
pudingovy prasok 1 0 0
muisli 3 3 1
kukuri¢nd zemla 1 1 1
kukuri¢ny Skrob 5 0 0
kukuri¢ny sirup 1 0 0
fruktdza 55 % 1 0 0
kukuri¢né mlato 1 1 0
kukuri¢ny glutén 1 1 0

1 - sample, 2 - number of samples, 3 - number of positive samples.
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Detection of genetically modified maize in food using polymerase chain reaction
STEFANOVICOVA, A. - KUCHTA, T. - SIEKEL, P: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 31-40.

SumMARY. The article deals with a method based upon the polymerase chain reaction (PCR)
for the detection of Bt 176 maize in food. The method involves the isolation of DNA using
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), determination of the quality of the isolated DNA
by the amplification of the gene encoding invertase (B—fructofuranosidase; EC 3.2.1.26), and
PCR oriented to the gene construct characteristic for Bt 176 maize. When the method was
validated with reference materials, 0.1 % of Bt 176 maize was reproducibly detected. When
the optimized method was used for the analysis of food products, Bt 176 maize was detected
in instant maize pap, corn flakes, miisli and in bakery products. It was possible to reduce
the time of analysis by using the two primer pairs together in a duplex PCR.

KEYWORDS: genetically modified organisms; maize; polymerase chain reaction; cetyltrime-
thylammonium bromide
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