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Dokaz geneticky modifikovanej soje 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 s6je Roundup Ready v potravindch. Metdda pozostava
z izoldcie DNA pouzitim stupravy Wizard, overenia kvality izolovanej DNA amplifikdciou
lektinového génu, z PCR orientovanej na génovu konStrukciu charakteristickd pre séju
Roundup Ready a z potvrdenia pozitivnych vysledkov pouzitim ,,nested PCR®. Pri overo-
vani metddy analyzou referenénych materidlov bolo metédou mozné reprodukovatelne
detegovat 0,1 % geneticky modifikovanej sdje. Optimalizovand metdda sa pouzila na ana-
lyzu potravin na trhu v SR, pri¢om bola geneticky modifikovand sdja dokdzand v odtuc-
nenej séjovej muke, extrudovanych sdjovych pldtkoch, séjovej ndtierke, sdjovej omacke
a sojovych rozkoch.

KIUCOVE SLOVA: geneticky modifikované organizmy; sdja; polymerdzova retazovd reakcia

Rastica produkcia geneticky modifikovanych organizmov (GMO) a ich
prienik na eurdpske trhy vyvoldva zdujem odbornej i laickej verejnosti.
Pre tito oblast vypracovala Eurdpska tunia niekolko legislativnych predpi-
sov. Jednou zo zdkladnych smernic tykajucich sa pouzivania GMO v potra-
vindrstve je smernica 97/258/EEC [1] o novych potravindch a na fiu nadvé-
zujuce predpisy. Vyplyva z nich povinnost oznacovat tie potraviny, ktoré su
geneticky modifikované, alebo obsahuju GMO v akejkolvek podobe. S tym
suvisi potreba vyvoja analytickych metdd, ktoré by boli schopné spolahlivo
a s dostato¢nou citlivostou identifikovat pritomnost GMO v potravinach.

GMO sa od povodnych organizmov odliSuju proteinom - nositelom novej
vlastnosti - a inzertom - vloZenym usekom DNA, ktory kéduje uvedeny pro-
tein, a obsahuje dalSie potrebné sekvencie. Tieto Struktury su cielom analy-
tickych metdd na identifikdciu GMO a je mozné vyuzit dva sposoby analyzy:
imunochemické metddy na principe ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) na dokaz proteinu alebo molekularno-biologické metddy na principe
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PCR (polymerase chain reaction) na dokaz DNA inzertu. Vzhladom na
nizSiu termostabilitu proteinov si metddy na principe ELISA spravidla
vhodné iba na analyzu surovin a potravin, ktoré nie si v priebehu technolo-
gického opracovania vystavené vys$$im teplotdm. Za univerzdlnejSie sa pova-
Zuju metddy na principe PCR, ktoré majui navySe v zvlastnej uprave vacsi
potencidl kvantitativneho stanovenia GMO [2,3].

PCR je metéda amplifikdcie cielového useku DNA pomocou oligonuk-
leotidovych primerov, termostabilnej polymerdzy a nukleotidov. Reakcia
je cyklickd a v priebehu jedného cyklu sa pri definovanych teplotnych pod-
mienkach denaturuje cielovdi DNA (denaturdcia), naviaZzu sa primery na
cielovy usek DNA (annealing) a i¢inkom polymerdzy sa nasyntetizuje tento
usek DNA (polymerizécia). Opakovanim cyklov sa z minimalneho mnozstva
DNA (teoreticky staci jedna molekula) ziska také mnozstvo produktu, ktoré
je mozné identifikovat. Na identifikdciu amplifikovaného useku DNA sa
najCastejSie pouziva elektroforéza v agarézovom géli, pomocou ktorej sa
zisti jeho velkost (molekulovd hmotnost) [4].

V sucasnosti je jednou z najviac vyuzivanych geneticky modifikovanych
rastlin s6ja Roundup Ready, ktora je rezistentnd voci glyfosdtovému herbi-
cidu Round Up. Jej produkcia rychlo vzrastd najma v Severnej Amerike.
Gendm sdje Roundup Ready obsahuje inzert, ktorého castou je gén kédu-
juci enzym S5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntetazu (EPSPS). Uvedeny
enzym je zodpovedny za rezistenciu rastliny voci glyfosatu. Pouzity gén sa
derivoval z podnej baktérie Agrobacterium sp. CP-4. Sucastou génovej konst-
rukcie su dalSie sekvencie, ktoré si nevyhnutné pre prenos a expresiu génu
v rastline (obr. 1) [5].

EPSPS nos term.

CTP
P35-F2 Li jJ PETU-TS-R6
35S82-1C PETU-TS-R1

OBR. 1. Génova konStrukcia integrovand do gendmu séje Roundup Ready
a poloha primerov pouzitych na jeho identifikdciu.
CaMYV prom. - 35S promdtor virusu karfiolovej mozaiky, CTP - pettniovy peptid zodpoved-
ny za prenos proteinu v bunke, EPSPS - gén kédujuci S-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntetdzu,
nos term. - nopalinsyntetdzovy termindtor.

CaMV prom.

F1G. 1. Gene construct integrated in the genome of Roundup Ready soya
and the positions of primers used for its identification.
CaMYV prom. - Cauliflower Mosaic Virus 35S promotor, CTP - Petunia cell transit peptide,
EPSPS - 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase gene, nos term. - nopaline synthase
terminator.
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Dokaz geneticky modifikovanej séje v potravindch pouzitim PCR pozos-
tdva z izolacie DNA, z amplifikdcie DNA pomocou PCR a z identifikdcie zis-
kanych produktov.

Izolacia DNA je velmi doélezitou ¢astou metddy. Sposob izolacie DNA
by mal reSpektovat skutocnost, ze potravina je komplikovany sibor chemic-
kych latok, ktoré mdzu ovplyviovat priebeh PCR. Je preto nevyhnutné zvolit
taky postup, ktory eliminuje inhibi¢né latky (proteiny, polysacharidy, polyfe-
nolické latky) a je zdroven Setrny k DNA. Vysledkom izoldcie musi byt
dostatocné mnozstvo amplifikovatelnej DNA. VSeobecne sa na izoldciu
DNA pouzivaji postupy kombinujuce selektivnu precipitaciu a extrakciu
v kvapalnej (fenolova extrakcia, izoldcia s pouzitim CTAB - cetyltrimetyla-
moéniumbromidu) alebo na tuhej faze (komer¢ne dostupné koldnky na baze
silikagélu). Kvalitu a mnozstvo izolovanej DNA ovplyviiuje nielen volba
vhodného izola¢ného postupu, ale aj kvalita a mnozstvo DNA pritomne;j
v potravine. Kvalitu pritomnej DNA ovplyviiuje stupen technologického
opracovania potraviny - u¢inkom vysokych teplot, tlakov alebo extrémneho
pH dochddza k fragmentacii DNA. MnoZstvo DNA je v niektorych potravi-
nach velmi nizke z dovodu vysokého stupna precistenia (napr. rafinovany
olej, cukor, skrob a pod.) [2,6].

Predtym, ako sa analyzuje pritomnost modifikovanej - rekombinantne;j
DNA, je potrebné overit, ¢i je izolovand DNA v kvalite a mnozZstve potreb-
nych pre amplifikdciu. Na tento ucel sa pouZiva PCR orientovand na gén Lel
kodujuci lektin, ktory je vzdy v sdji pritomny [3]. Overenie kvality izolovane;j
DNA je v niektorych pripadoch mozZzné uskutocnit sic¢asne s dokazom
rekombinantnej DNA pouzitim PCR v usporiadani duplex s dvoma parmi
primerov v jednej reakcii [7].

Na ddkaz rekombinantnej DNA pomocou PCR sa pouZivaji primery
orientované na useky DNA, ktoré su charakteristické pre umelo vytvorenu
konstrukciu a ktoré sa v danej kombindcii prirodzene nevyskytuju. Takymi su
napr. spojenie promdtora z virusu karfiolovej mozaiky (CaMV) a génu
kédujuceho tranzitny peptid z petinie (CTP) (obr. 1). Vzhladom na pred-
pokladanu fragmentaciu templdtovej DNA je nevyhnutné volit primery tak,
aby velkost amplifikovaného produktu bola mensia ako 400 bp [6].

Potvrdenie identity amplifikovaného useku sa vykondva restrikénou ana-
lyzou, hybridizdciou s DNA sondou, pomocou ,,nested PCR* alebo sekve-
novanim [3,7]. Potvrdenie sa vyZaduje na vylicenie faloSne pozitivnych
vysledkov. Za falo$ne pozitivne vysledky sa povazuje amplifikdcia fragmen-
tov, ktoré maju priblizne rovnaku velkost ako charakteristicky fragment
(pomocou elektroforézy tazko rozliSitelnu), ale ktoré nevznikli amplifikaci-
ou cielove] Casti génovej konStrukcie. Za urcitych podmienok by mohli
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vzniknut prirodzenou kontamindciou rastliny virusom karfiolovej mozaiky.
Z. metodického hladiska je najjednoduchSie pouzitie ,,nested PCR®, ale je
nevyhnutné dodrziavat prisne protikontaminac¢né opatrenia.

Vzhladom na zna¢nu komplikovanost uvedenych postupov a vzhladom
na zavislost ich citlivosti od variability matric je potrebna validédcia celej
metddy. V predkladanej praci sa zaoberame zavedenim metddy na ddkaz
geneticky modifikovanej sdje, jej overenim s pouZzitim referencnych mate-
ridlov a jej aplikdciou pri analyze potravin na trhu v SR.

Material a metddy

Analyzovali sa séjové boby a rozne sojové potravindrske vyrobky
zakupené v obchodnej sieti v SR. Ako referenc¢ny materidl sa pouzil certifi-
kovany referenény materidl SB-Set (Fluka, Buchs, Svajéiarsko) s obsahom
0 %, 0,1 %, 0,5 % a 2 % geneticky modifikovanej séje Roundup Ready.

Pouzili sa dva postupy izoldcie DNA, metdda s CTAB (cetyltrimetylamo-
niumbromid) [8] a metdda s pouzitim sipravy Wizard.

V pripade metédy s CTAB sa 100 mg az 350 mg (v zavislosti od obsahu
vody) homogenizovanej vzorky inkubovalo 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 centrifugdcii (14000 g pocas 10 min
pri 4 °C) sa supernatant extrahoval 0,2 ml chloroformu. DalSou centrifu-
géaciou (14000 g pocas 10 min pri 4 °C) sa oddelila vodna féza, z ktorej sa
DNA precipitovala rovnakym objemom izopropanolu. Precipitdt sa trikrat
premyl 0,5 ml 70 % etanolu, DNA sa vysuSila a rozpustila v 50 pl az 100 pl
vody, v zdvislosti od mnozZstva izolovanej DNA.

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 prida-
lo 40 pl proteinazy K (20 mg.ml-!) a 100 ul 5 M guanidinium hydrochloridu.
Po centrifugdcii (14000 g pocas 10 min pri 4 °C) sa 500 ul supernatantu pri-
dalo k 1 ml suspenzie Wizard Resin. Po premieSani sa cely objem pomocou
vakua naniesol na minikolénu. Minikoléna sa premyla 2 ml 80 % izopropa-
nolu a centrifugaciou pri 10000 g poc¢as 2 min sa odstrdnili zvySky izopropa-
nolu. DNA sa eluovala z minikoldny 50 pl redestilovanej H2O alebo tlmivym
roztokom (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) s teplotou 65 °C - 70 °C
centrifugdciou pri 14000 g pocas 20 s.
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Reakénd zmes pre PCR (celkovy objem 25 pl) obsahovala 0,5 pl izolova-
nej DNA, 50 mM Tris-HCI, pH 9, 0,15 mM (NH4)2SOg4, 0,1 % Triton X-100,
3 mM MgCl, 200 uM kazdého dNTP (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svéd-
sko), 0,5 uM primerov (tab. 1) a 2,5 U DNA polymerazy (AmpliZag Gold,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA alebo Platinum 7agq, Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA). Na PCR sa pouzil termdlny cyklér
Biometra Personal Cycler (Whatman-Biometra, Gottingen, Nemecko), pou-
zité teplotné programy su uvedené v tabulke 2. V pripade ,,nested PCR“
sa ako templdt pouzili 4 pl 25-krdt zriedeného produktu PCR s vonkajSimi
primermi (PETU-TS-R6 a P35S-F2), koncentrdcia vnitornych primerov
(PETU-TS-R1 a 35S2-1C) bola 1 pM.

Produkty PCR sa separovali elektroforeticky v 1 % agar6zovom géli.
Stucasne so vzorkami sa separoval 100 bp Standard molekulovych hmotnosti
(Advanced Biotechnologies, Leatherhead, Velkd Britdnia). Po farbenf
etidiumbromidom sa fragmenty DNA vizualizovali pri transilumindcii UV-
svetlom a fotografovali [9].

Sucastou kazdej analyzy bolo zaradenie kontrolnych vzoriek: negativnej
kontroly neobsahujicej DNA a pozitivnej kontroly, ktord obsahovala DNA
izolovanu z referen¢ného materidlu s obsahom 0,1 % séje Roundup Ready.

TaBUIKA 1. Pouzité primery.
TABLE 1. Primers used.

Oznacenie! Cielovy gén? Sekvencia3 Produkt* | Literat.’
GMO03 lektinovy gén 5"-gCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C- 3' 118 bp 10
GM04 lektinovy gén 5'-gCC CAT CTg CAA gCCTTT TTg Tg- 3'

PETU-TS-R6 | CTP 5'-TgT gCT gTA gCC ACT gAT gC- 3' 352 bp 1
P35S-F2 CaMV prométor | 5'-TgA TgT gAT ATC TCC ACT gAC g- 3'

PETU-TS-RI | CTP 5'-ACA ACATgg CTC Agg ggATACA-3' | bp "
3582-1C CaMV prométor | 5'-CTg ACg TAA ggg ATg ACg CA- 3'

1 - designation, 2 - target gene, 3 - sequence, 4 - product, 5 - reference.

TaBUIKA 2. Teplotné programy PCR pri pouziti polymerdzy Platinum 7Tagq.
TABLE 2. Temperature programs used for PCR with Platinum 7ag polymerase.

Pri L Uvodnd Poc¢et | Denatu- Annealin Polyme- Zéverecna
rimery denaturdcia? | cyklov3 |  récia* €| rizécias polymerizécia®
GMO03, GM04 94 °C, 2 min 35 97°C,30s | 65°C,50s| 72°C,80s | 72°C, 8 min

PETU-TS-R6, P35S-F2 | 94 °C, 2 min 35 95°C,30s|61°C,50s | 72°C,80s | 72°C, 8 min

PETU-TS-R1, 3582-1C | 94 °C, 2 min 20 95°C,30s|58°C,45s | 72°C,30s | 72°C, 8 min

1 - primers, 2 - initial denaturation, 3 - number of cycles, 4 - denaturation, 5 - polymerisation, 6 - final
polymerisation.
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Vysledky a diskusia

Cielom prace bolo zaviest metédu na dokaz geneticky modifikovane;j
soje, overit ju s pouzitim referencnych materidlov a aplikovat ju pri analyze
roznych druhov potravin z obchodnej siete v SR.

Pri zavedeni metddy sa pouzila DNA izolovand z referenénych materidlov
metddou s CTAB a izolovand s pouzitim stupravy Wizard. DNA izolovana
obidvoma metdédami mala porovnatelnd kvalitu, ¢o sa potvrdilo amplifika-
ciou fragmentu lektinového génu velkosti 118 bp. S pouzitim primerov
PETU-TS-R6 a P35S-F2 sa amplifikoval fragment velkosti 352 bp Specificky
pre GMO. V zdujme zvySenia reprodukovatelnosti sa reakéné podmienky
PCR optimalizovali z hladiska pouZitej termostabilnej DNA polymerdzy,
zloZenia reak¢nej zmesi a pre jednotlivé pdry primerov aj z hladiska tep-
lotného programu. Porovnalo sa péf druhov termostabilnych DNA polyme-
raz, z ktorych sa najSpecifickejSie a najreprodukovatelnejSie vysledky do-
siahli pouzitim enzymu AmpliZ7ag Gold. Dobré vysledky sa dosiahli tiezZ pou-
Zitim lacnejSieho enzymu Platinum 7ag, ktory v§ak mal o nieco nizsiu efek-
tivnost amplifikdcie. V dalSej praci sme pouzivali enzym Platinum 7aq.

Pri pouziti optimalizovanej metddy na analyzu referen¢nych materidlov
bolo mozné reprodukovatelne detegovat 0,1 % geneticky modifikovane;j
sdje.

V zdujme zjednoduSenia a urychlenia analyzy sa overovala mozZnost pou-
Zitia oboch pdrov primerov v jednej reakcii (duplex PCR) pri teplote

OBR. 2. Vysledky analyzy referenc¢nych
materidlov pomocou duplex PCR.

1 - 2 % geneticky modifikovanej séje, 2 -
0,5 % geneticky modifikovanej sdje,
3-0,1 % geneticky modifikovanej sdje, 4 -
0 % geneticky modifikovanej sdje, 5 -
negativna kontrola, 6 - Standard
molekulovych hmotnosti n.100 bp.

F1G. 2. Results of the analysis of reference
materials using duplex PCR.

1 - 2 % of genetically modified soya, 2 -

0.5 % of genetically modified soya, 3 - 0.1 %

of genetically modified soya, 4 - 0 % of ge-

netically modified soya, 5 - negative control,

6 - molecular weight standard n.100 bp.

352 bp
118bp Bt 1
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annealingu 61 °C. V tomto usporiadani bolo tieZ mozné detegovat 0,1 %
GMO, avsak preferencne prebiehala amplifikdcia fragmentu lektinového
génu (obr. 2). Pri¢inou bol pravdepodobne nadbytok geneticky nemodifiko-
vaného templatu. Kedze takyto vysledok PCR by mohol negativne ovplyvnit
interpretéciu vysledkov v pripade DNA izolovanej z potravin (t. j. DNA
niz$ej kvality), v dalSej praci sme od duplex PCR usttpili.

Optimalizovand metdda sa pouzila na analyzu potravin obsahujucich
sOju. Analyzovali sa potraviny s r6znou konzistenciou, s rdznym podielom
sdje a do rézneho stupna technologicky opracované. Odoberalo a homoge-
nizovalo sa 25 g potraviny, z ktorych sa na vlastnd analyzu pouzilo 350 mg.
Doéslednd homogenizdcia analyzovanych vzoriek je jednym z ddlezitych
momentov analyzy. V pripade vzoriek s vysokym podielom suSiny (extrudo-
vané vyrobky, rozky a pod.) sa k homogenizovanej vzorke pridalo dvoj-
ndsobné mnozstvo sterilnej vody. Cokoldda, majonéza a lecitin sa pred
homogenizaciou zahriali na 55 °C - 60 °C. Tekuté vyrobky sa analyzovali pria-
mo po premieSani.

Po homogenizécii sa zo vzorky izolovala DNA. Vzhladom na mensSiu
pracnost, menSiu ¢asovi ndroc¢nost a lepSiu reprodukovatelnost sa pouziva-
la na izoldciu DNA suprava Wizard. Kvalita DNA izolovanej z technologic-
ky r6zne opracovanych potravin bola odliSnd, DNA mala rozny stupen frag-
mentdcie (obr. 3). Amplifikovatelnost DNA sa potvrdila vo vSetkych pripa-
doch a s6ju Roundup Ready sme dokdzali v nasledujicich sjovych vyrob-
koch: odtu¢nenej muke, extrudovanych pldatkoch, ndtierke, omadacke

OBR. 3. Fragmentacia DNA izolovanej z réznych vzoriek potravin.
1 - s6jovy granuldt, 2 - s6jové extrudované platky, 3 - sgjovad odtuc¢nend
mtka, 4 - sgjové boby, 5 - s6jovd majonéza.

Fi1G. 3. Fragmentation of DNA isolated from various food samples.
1 - soya granulate, 2 - soya extruded slices, 3 - defatted soya flour,
4 - soya beans, 5 - soya mayonnaise.
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AB A B A-B.A B A .B A

352 bp
118 bp

OBR. 4. Vysledky analyzy r6znych vzoriek potravin
na pritomnost sdje Roundup Ready.
A - PCR orientovand na lektinovy gén, B - PCR orientovand na génovu konStrukciu charak-
teristicku pre s6ju Roundup Ready.
1 - sgjova odtucnend mika, 2 - sdjové extrudované platky, 3 - sGjovy granuldt, 4 - s6jové kocky,
5 - pozitivna kontrola, 6 - negativna kontrola, 7 - Standard molekulovych hmotnosti n.100 bp.

Fi1G. 4. Results of the analysis of various food samples
for the presence of Roundup Ready soya.
A - PCR oriented to the lectin gene, B - PCR oriented to the gene construct characteristic
for Roundup Ready soya.
1 - defatted soya flour, 2 - extruded soya slices, 3 - soya granulate, 4 - soya cubes, 5 -positive
control, 6 - negative control, 7 - molecular weight standard n.100 bp.

arozkoch (pre ilustraciu uvadzame obr. 4). Na potvrdenie pozitivnych
vysledkov sa pouzila ,,nested PCR* s primermi PETU-TS-R1 a 35S2-1C.
Potvrdenie (amplifikdciu fragmentu velkosti 156 bp) sme dosiahli vo vset-
kych pripadoch pozitivnych vysledkov (tab. 3).

Uvedenou metddou je mozné spolahlivo identifikovat pritomnost sdje
Roundup Ready v surovych a Setrne opracovanych potravinach, v ktorych
sa DNA nachddza v relativne vysokom mnozstve. V pripade potravin, ktoré
presli naro¢nejSou technologickou upravou alebo obsahuju malé mnozstvo
DNA, mdze byt reprodukovatelnost vysledkov nizSia a vtedy je vhodné
modifikovat podmienky izoldcie DNA.
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TaBUIKA 3. Vysledky analyzy potravin na pritomnost s6je Roundup Ready.
TABLE 3. Results of the food analysis for the presence of Roundup Ready soya.

Potravinal

Vysledok PCR2

lektinovy gén3

CaMV/CTP

nested PCR

Séjové boby

+

+

Séjova mika odtu¢nend

Séjovy granulat

SGjové platky

Séjova pochitka

Prazené sojové oriesky

Séjové kocky

Lecitin tekuty

Lecitin praskovy

Séjova cokoldda

Séjova pastéta

Séjova majonéza

Séjova natierka

Séjovd omdcka

Séjova tatarska omacka

Syr tofu

Syr tofu Specidl

Syr tofu ideny

Séjové mlicko

S6jovy rozok

A IR R R R R A RS R e

+|Z|\Z2|Z|Z|Z|+|+|Z|Z2|2Z2|Z|Z|Z2/ 2| Z|+|Z| +

N - neanalyzované.

N - not determined.
1 - food product, 2 - PCR result, 3 - lectin gene.
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Detection of genetically modified soya in food using polymerase chain reaction
STEFANOVICOVA, A. - KUCHTA, T. - SIEKEL, P.: Bull. potrav. Vysk., 39, 2000, p. 255-264.

SumMARY. The article deals with a method based upon the polymerase chain reaction (PCR)
for the detection of genetically modified Roundup Ready soya in food. The method involves
the isolation of DNA using a Wizard kit, determination of the quality of the isolated DNA
by the amplification of the lectin gene, PCR oriented to the gene construct characteristic
for Roundup Ready soya, and confirmation of positive results using nested PCR. When
the method was validated with reference materials, 0.1 % of genetically modified soya could
be reproducibly detected. When the optimized method was used for the analysis of food
products on the market in Slovak Republic, genetically modified soya was detected in defat-
ted soya flour, extruded soya slices, soya spread, soya sauce and soya buns.
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