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Dôkaz geneticky modifikovanej sóje v potravinách
polymerázovou re�azovou reakciou

ALENA ŠTEFANOVIÈOVÁ − TOMÁŠ KUCHTA − PETER SIEKEL

SÚHRN. V èlánku sa opisuje metóda na princípe polymerázovej re�azovej reakcie (PCR)
na dôkaz geneticky modifikovanej sóje Roundup Ready v potravinách. Metóda pozostáva
z izolácie DNA použitím súpravy Wizard, overenia kvality izolovanej DNA amplifikáciou
lektínového génu, z PCR orientovanej na génovú konštrukciu charakteristickú pre sóju
Roundup Ready a z potvrdenia pozitívnych výsledkov použitím „nested PCR“. Pri overo−
vaní metódy analýzou referenèných materiálov bolo metódou možné reprodukovate¾ne
detegova� 0,1 % geneticky modifikovanej sóje. Optimalizovaná metóda sa použila na ana−
lýzu potravín na trhu v SR, prièom bola geneticky modifikovaná sója dokázaná v odtuè −
nenej sójovej múke, extrudovaných sójových plátkoch, sójovej nátierke, sójovej omáèke
a sójových rožkoch.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: geneticky modifikované organizmy; sója; polymerázová re�azová reakcia

Rastúca produkcia geneticky modifikovaných organizmov (GMO) a ich
prienik na európske trhy vyvoláva záujem odbornej i laickej verejnosti.
Pre túto oblas� vypracovala Európska únia nieko¾ko legislatívnych predpi−
sov. Jednou zo základných smerníc týkajúcich sa používania GMO v potra−
vinárstve je smernica 97/258/EEC [1] o nových potravinách a na òu nadvä−
zujúce predpisy. Vyplýva z nich povinnos� oznaèova� tie potraviny, ktoré sú
geneticky modifikované, alebo obsahujú GMO v akejko¾vek podobe. S tým
súvisí potreba vývoja analytických metód, ktoré by boli schopné spo¾ahlivo
a s dostatoènou citlivos�ou identifikova� prítomnos� GMO v potravinách.

GMO sa od pôvodných organizmov odlišujú proteínom − nosite¾om novej
vlastnosti − a inzertom − vloženým úsekom DNA, ktorý kóduje uvedený pro−
teín, a obsahuje ïalšie potrebné sekvencie. Tieto štruktúry sú cie¾om analy−
tických metód na identifikáciu GMO a je možné využi� dva spôsoby analýzy:
imunochemické metódy na princípe ELISA (enzyme−linked immunosorbent
assay) na dôkaz proteínu alebo molekulárno−biologické metódy na princípe
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PCR (polymerase chain reaction) na dôkaz DNA inzertu. Vzh¾adom na
nižšiu termostabilitu proteínov sú metódy na princípe ELISA spravidla
vhodné iba na analýzu surovín a potravín, ktoré nie sú v priebehu technolo−
gického opracovania vystavené vyšším teplotám. Za univerzálnejšie sa pova−
žujú me tódy na princípe PCR, ktoré majú navyše v zvláštnej úprave väèší
potenciál kvantitatívneho stanovenia GMO [2,3].

PCR je metóda amplifikácie cie¾ového úseku DNA pomocou oligonuk −
leotidových primerov, termostabilnej polymerázy a nukleotidov. Reakcia
je cyklická a v priebehu jedného cyklu sa pri definovaných teplotných pod−
mienkach denaturuje cie¾ová DNA (denaturácia), naviažu sa primery na
cie¾ový úsek DNA (annealing) a úèinkom polymerázy sa nasyntetizuje tento
úsek DNA (polymerizácia). Opakovaním cyklov sa z minimálneho množstva
DNA (teoreticky staèí jedna molekula) získa také množstvo produktu, ktoré
je možné identifikova�. Na identifikáciu amplifikovaného úseku DNA sa
najèastejšie používa elektroforéza v agarózovom géli, pomocou ktorej sa
zistí jeho ve¾kos� (molekulová hmotnos�) [4].

V súèasnosti je jednou z najviac využívaných geneticky modifikovaných
rastlín sója Roundup Ready, ktorá je rezistentná voèi glyfosátovému herbi−
cídu Round Up. Jej produkcia rýchlo vzrastá najmä v Severnej Amerike.
Genóm sóje Roundup Ready obsahuje inzert, ktorého èas�ou je gén kódu−
júci enzým 5−enolpyruvylšikimát−3−fosfátsyntetázu (EPSPS). Uvedený
enzým je zodpovedný za rezistenciu rastliny voèi glyfosátu. Použitý gén sa
derivoval z pôdnej baktérie Agrobacterium sp. CP−4. Súèas�ou génovej konšt−
rukcie sú ïalšie sekvencie, ktoré sú nevyhnutné pre prenos a expresiu génu
v rastline (obr. 1) [5].
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OBR. 1. Génová konštrukcia integrovaná do genómu sóje Roundup Ready
a poloha primerov použitých na jeho identifikáciu.

CaMV prom. − 35S promótor vírusu karfiolovej mozaiky, CTP − petúniový peptid zodpoved−
ný za prenos proteínu v bunke, EPSPS − gén kódujúci 5−enolpyruvylšikimát−3−fosfátsyntetázu,
nos term. − nopalínsyntetázový terminátor.

FIG. 1. Gene construct integrated in the genome of Roundup Ready soya
and the positions of primers used for its identification.

CaMV prom. − Cauliflower Mosaic Virus 35S promotor, CTP − Petunia cell transit peptide,
EPSPS − 5−enolpyruvylshikimate−3−phosphate synthase gene, nos term. − nopaline synthase
terminator.



Dôkaz geneticky modifikovanej sóje v potravinách použitím PCR pozos−
táva z izolácie DNA, z amplifikácie DNA pomocou PCR a z identifikácie zís−
kaných produktov.

Izolácia DNA je ve¾mi dôležitou èas�ou metódy. Spôsob izolácie DNA
by mal rešpektova� skutoènos�, že potravina je komplikovaný súbor chemic−
kých látok, ktoré môžu ovplyvòova� priebeh PCR. Je preto nevyhnutné zvoli�
taký postup, ktorý eliminuje inhibièné látky (proteíny, polysacharidy, polyfe−
nolické látky) a je zároveò šetrný k DNA. Výsledkom izolácie musí by�
dostatoèné množstvo amplifikovate¾nej DNA. Všeobecne sa na izoláciu
DNA používajú postupy kombinujúce selektívnu precipitáciu a extrakciu
v kvapalnej (fenolová extrakcia, izolácia s použitím CTAB − cetyltrimetyla−
móniumbromidu) alebo na tuhej fáze (komerène dostupné kolónky na báze
silikagélu). Kvalitu a množstvo izolovanej DNA ovplyvòuje nielen vo¾ba
vhodného izolaèného postupu, ale aj kvalita a množstvo DNA prítomnej
v potravine. Kvalitu prítomnej DNA ovplyvòuje stupeò technologického
opracovania potraviny − úèinkom vysokých teplôt, tlakov alebo extrémneho
pH dochádza k fragmentácii DNA. Množstvo DNA je v niektorých potravi−
nách ve¾mi nízke z dôvodu vysokého stupòa preèistenia (napr. rafinovaný
olej, cukor, škrob a pod.) [2,6].

Predtým, ako sa analyzuje prítomnos� modifikovanej − rekombinantnej
DNA, je potrebné overi�, èi je izolovaná DNA v kvalite a množstve potreb−
ných pre amplifikáciu. Na tento úèel sa používa PCR orientovaná na gén Le1
kódujúci lektín, ktorý je vždy v sóji prítomný [3]. Overenie kvality izolovanej
DNA je v niektorých prípadoch možné uskutoèni� súèasne s dôkazom
rekombinantnej DNA použitím PCR v usporiadaní duplex s dvoma pármi
primerov v jednej reakcii [7].

Na dôkaz rekombinantnej DNA pomocou PCR sa používajú primery
orien tované na úseky DNA, ktoré sú charakteristické pre umelo vytvorenú
konštrukciu a ktoré sa v danej kombinácii prirodzene nevyskytujú. Takými sú
napr. spojenie promótora z vírusu karfiolovej mozaiky (CaMV) a génu
kódujúceho tranzitný peptid z petúnie (CTP) (obr. 1). Vzh¾adom na pred−
pokladanú fragmentáciu templátovej DNA je nevyhnutné voli� primery tak,
aby ve¾kos� amplifikovaného produktu bola menšia ako 400 bp [6].

Potvrdenie identity amplifikovaného úseku sa vykonáva restrikènou ana−
lýzou, hybridizáciou s DNA sondou, pomocou „nested PCR“ alebo sekve−
novaním [3,7]. Potvrdenie sa vyžaduje na vylúèenie falošne pozitívnych
výsledkov. Za falošne pozitívne výsledky sa považuje amplifikácia fragmen−
tov, ktoré majú približne rovnakú ve¾kos� ako charakteristický fragment
(pomocou elektroforézy �ažko rozlíšite¾nú), ale ktoré nevznikli amplifikáci−
ou cie¾ovej èasti génovej konštrukcie. Za urèitých podmienok by mohli
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vzniknú� prirodzenou kontamináciou rastliny vírusom karfiolovej mozaiky.
Z metodického h¾adiska je najjednoduchšie použitie „nested PCR“, ale je
nevyhnutné dodržiava� prísne protikontaminaèné opatrenia.

Vzh¾adom na znaènú komplikovanos� uvedených postupov a vzh¾adom
na závislos� ich citlivosti od variability matríc je potrebná validácia celej
metódy. V predkladanej práci sa zaoberáme zavedením metódy na dôkaz
geneticky modifikovanej sóje, jej overením s použitím referenèných mate −
riálov a jej aplikáciou pri analýze potravín na trhu v SR.

Materiál  a  metódy

Analyzovali sa sójové bôby a rôzne sójové potravinárske výrobky
zakúpené v obchodnej sieti v SR. Ako referenèný materiál sa použil certifi−
kovaný referenèný materiál SB−Set (Fluka, Buchs, Švajèiarsko) s obsahom
0 %, 0,1 %, 0,5 % a 2 % geneticky modifikovanej sóje Roundup Ready.

Použili sa dva postupy izolácie DNA, metóda s CTAB (cetyltrimetylamó−
niumbromid) [8] a metóda s použitím súpravy Wizard.

V prípade metódy s CTAB sa 100 mg až 350 mg (v závislosti od obsahu
vody) homogenizovanej vzorky inkubovalo pri 65 °C poèas 30 min v 0,5 ml
extrakèného roztoku obsahujúceho 50 mM CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA a 100 mM Tris−HCl, pH 8,0. Po centrifugácii (14000 g poèas 10 min
pri 4 °C) sa supernatant extrahoval 0,2 ml chloroformu. Ïalšou centrifu−
gáciou (14000 g poèas 10 min pri 4 °C) sa oddelila vodná fáza, z ktorej sa
DNA precipitovala rovnakým objemom izopropanolu. Precipitát sa trikrát
premyl 0,5 ml 70 % etanolu, DNA sa vysušila a rozpustila v 50 μl až 100 μl
vody, v závislosti od množstva izolovanej DNA.

V prípade metódy Wizard sa použila súprava Wizard DNA Clean−Up
System (Promega, Madison, WI, USA). Návažok 350 mg homogenizovanej
vzorky sa inkuboval 3 h pri 55 °C v 860 μl roztoku (10 mM Tris−HCl, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 1 % dodecylsulfát sodný, pH 8,0), ku ktorému sa prida−
lo 40 μl proteinázy K (20 mg.ml−1) a 100 μl 5 M guanidínium hydrochloridu.
Po centrifugácii (14000 g poèas 10 min pri 4 °C) sa 500 μl supernatantu pri−
dalo k 1 ml suspenzie Wizard Resin. Po premiešaní sa celý objem pomocou
vákua naniesol na minikolónu. Minikolóna sa premyla 2 ml 80 % izopropa−
nolu a centrifugáciou pri 10000 g poèas 2 min sa odstránili zvyšky izopropa−
nolu. DNA sa eluovala z minikolóny 50 μl redestilovanej H2O alebo tlmivým
roztokom (10 mM Tris−HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) s teplotou 65 °C − 70 °C
centrifugáciou pri 14000 g poèas 20 s.
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Reakèná zmes pre PCR (celkový objem 25 μl) obsahovala 0,5 μl izolova−
nej DNA, 50 mM Tris−HCl, pH 9, 0,15 mM (NH4)2SO4, 0,1 % Triton X−100,
3 mM MgCl2, 200 μM každého dNTP (Pharmacia Biotech, Uppsala, Švéd−
sko), 0,5 μM primerov (tab. 1) a 2,5 U DNA polymerázy (AmpliTaq Gold,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA alebo Platinum Taq, Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA). Na PCR sa použil termálny cyklér
Biometra Personal Cycler (Whatman−Biometra, Göttingen, Nemecko), pou−
žité teplotné programy sú uvedené v tabu¾ke 2. V prípade „nested PCR“
sa ako templát použili 4 μl 25−krát zriedeného produktu PCR s vonkajšími
primermi (PETU−TS−R6 a P35S−F2), koncentrácia vnútorných primerov
(PETU−TS−R1 a 35S2−1C) bola 1 μM.

Produkty PCR sa separovali elektroforeticky v 1 % agarózovom géli.
Súèasne so vzorkami sa separoval 100 bp štandard molekulových hmotností
(Advanced Biotechnologies, Leatherhead, Ve¾ká Británia). Po farbení
etídium bromidom sa fragmenty DNA vizualizovali pri transiluminácii UV−
svetlom a fotografovali [9].

Súèas�ou každej analýzy bolo zaradenie kontrolných vzoriek: negatívnej
kontroly neobsahujúcej DNA a pozitívnej kontroly, ktorá obsahovala DNA
izolovanú z referenèného materiálu s obsahom 0,1 % sóje Roundup Ready.
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TABU¾KA 1. Použité primery.
TABLE 1. Primers used.

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

Oznaèenie1 Cie¾ový gén2 Sekvencia3 Produkt4 Literat.5

GM03 lektínový gén 5' −gCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C− 3'
GM04 lektínový gén 5' −gCC CAT CTg CAA gCC TTT TTg Tg− 3'

118 bp 10

PETU−TS−R6 CTP 5' −TgT gCT gTA gCC ACT gAT gC− 3'
P35S−F2 CaMV promótor 5' −TgA TgT gAT ATC TCC ACT gAC g− 3'

352 bp 11

PETU−TS−R1 CTP 5' −ACA ACA Tgg CTC Agg ggA TAC A− 3'
35S2−1C CaMV promótor 5' −CTg ACg TAA ggg ATg ACg CA− 3'

156 bp 11

TABU¾KA 2. Teplotné programy PCR pri použití polymerázy Platinum Taq.
TABLE 2. Temperature programs used for PCR with Platinum Taq polymerase.

1 − primers, 2 − initial denaturation, 3 − number of cycles, 4 − denaturation, 5 − polymerisation, 6 − final
polymerisation.

Primery1 Úvodná
denaturácia2

Poèet
cyklov3

Denatu−
rácia4 Annealing

Polyme−
rizácia5

Závereèná
polymerizácia6

GM03, GM04 94 °C, 2 min 35 97 °C, 30 s 65 °C, 50 s 72 °C, 80 s 72 °C, 8 min
PETU−TS−R6, P35S−F2 94 °C, 2 min 35 95 °C, 30 s 61 °C, 50 s 72 °C, 80 s 72 °C, 8 min
PETU−TS−R1, 35S2−1C 94 °C, 2 min 20 95 °C, 30 s 58 °C, 45 s 72 °C, 30 s 72 °C, 8 min



Výsledky a diskusia

Cie¾om práce bolo zavies� metódu na dôkaz geneticky modifikovanej
sóje, overi� ju s použitím referenèných materiálov a aplikova� ju pri analýze
rôznych druhov potravín z obchodnej siete v SR.

Pri zavedení metódy sa použila DNA izolovaná z referenèných materiálov
metódou s CTAB a izolovaná s použitím súpravy Wizard. DNA izolovaná
obidvoma metódami mala porovnate¾nú kvalitu, èo sa potvrdilo amplifiká −
ciou fragmentu lektínového génu ve¾kosti 118 bp. S použitím primerov
PETU−TS−R6 a P35S−F2 sa amplifikoval fragment ve¾kosti 352 bp špecifický
pre GMO. V záujme zvýšenia reprodukovate¾nosti sa reakèné podmienky
PCR optimalizovali z h¾adiska použitej termostabilnej DNA polymerázy,
zloženia reakènej zmesi a pre jednotlivé páry primerov aj z h¾adiska tep−
lotného programu. Porovnalo sa pä� druhov termostabilných DNA polyme−
ráz, z ktorých sa najšpecifickejšie a najreprodukovate¾nejšie výsledky do −
siahli použitím enzýmu AmpliTaq Gold. Dobré výsledky sa dosiahli tiež pou−
žitím lacnejšieho enzýmu Platinum Taq, ktorý však mal o nieèo nižšiu efek−
tívnos� amplifikácie. V ïalšej práci sme používali enzým Platinum Taq.

Pri použití optimalizovanej metódy na analýzu referenèných materiálov
bolo možné reprodukovate¾ne detegova� 0,1 % geneticky modifikovanej
sóje.

V záujme zjednodušenia a urýchlenia analýzy sa overovala možnos� pou−
žitia oboch párov primerov v jednej reakcii (duplex PCR) pri teplote
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OBR. 2. Výsledky analýzy referenèných
materiálov pomocou duplex PCR.

1 − 2 % geneticky modifikovanej sóje, 2 −
0,5 % geneticky modifikovanej sóje,
3 − 0,1 % geneticky modifikovanej sóje, 4 −
0 % geneticky modifikovanej sóje, 5 −
negatívna kontrola, 6 − štandard
molekulových hmotností n.100 bp.

FIG. 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.



 annealingu 61 °C. V tomto usporiadaní bolo tiež možné detegova� 0,1 %
GMO, avšak preferenène prebiehala amplifikácia fragmentu lektínového
génu (obr. 2). Príèinou bol pravdepodobne nadbytok geneticky nemodifiko−
vaného templátu. Keïže takýto výsledok PCR by mohol negatívne ovplyvni�
interpretáciu výsledkov v prípade DNA izolovanej z potravín (t. j. DNA
nižšej kvality), v ïalšej práci sme od duplex PCR ustúpili.

Optimalizovaná metóda sa použila na analýzu potravín obsahujúcich
sóju. Analyzovali sa potraviny s rôznou konzistenciou, s rôznym podielom
sóje a do rôzneho stupòa technologicky opracované. Odoberalo a homoge−
nizovalo sa 25 g potraviny, z ktorých sa na vlastnú analýzu použilo 350 mg.
Dôsledná homogenizácia analyzovaných vzoriek je jedným z dôležitých
momentov analýzy. V prípade vzoriek s vysokým podielom sušiny (extrudo−
vané výrobky, rožky a pod.) sa k homogenizovanej vzorke pridalo dvoj−
násobné množstvo sterilnej vody. Èokoláda, majonéza a lecitín sa pred
homogenizáciou zahriali na 55 °C − 60 °C. Tekuté výrobky sa analyzovali pria −
mo po premiešaní.

Po homogenizácii sa zo vzorky izolovala DNA. Vzh¾adom na menšiu
prácnos�, menšiu èasovú nároènos� a lepšiu reprodukovate¾nos� sa používa−
la na izoláciu DNA súprava Wizard. Kvalita DNA izolovanej z technologic−
ky rôzne opracovaných potravín bola odlišná, DNA mala rôzny stupeò frag−
mentácie (obr. 3). Amplifikovate¾nos� DNA sa potvrdila vo všetkých prípa−
doch a sóju Roundup Ready sme dokázali v nasledujúcich sójových výrob−
koch: odtuènenej múke, extrudovaných plátkoch, nátierke, omáèke
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OBR. 3. Fragmentácia DNA izolovanej z rôznych vzoriek potravín.
1 − sójový granulát, 2 − sójové extrudované plátky, 3 − sójová odtuènená
múka, 4 − sójové bôby, 5 − sójová majonéza.

FIG. 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.



a rožkoch (pre ilustráciu uvádzame obr. 4). Na potvrdenie pozitívnych
výsledkov sa použila „nested PCR“ s primermi PETU−TS−R1 a 35S2−1C.
Potvrdenie (amplifikáciu fragmentu ve¾kosti 156 bp) sme dosiahli vo všet−
kých prípadoch pozitívnych výsledkov (tab. 3).

Uvedenou metódou je možné spo¾ahlivo identifikova� prítomnos� sóje
Roundup Ready v surových a šetrne opracovaných potravinách, v ktorých
sa DNA nachádza v relatívne vysokom množstve. V prípade potravín, ktoré
prešli nároènejšou technologickou úpravou alebo obsahujú malé množstvo
DNA, môže by� reprodukovate¾nos� výsledkov nižšia a vtedy je vhodné
modifikova� podmienky izolácie DNA.
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OBR. 4. Výsledky analýzy rôznych vzoriek potravín
na prítomnos� sóje Roundup Ready.

A − PCR orientovaná na lektínový gén, B − PCR orientovaná na génovú konštrukciu charak−
teristickú pre sóju Roundup Ready.
1 − sójová odtuènená múka, 2 − sójové extrudované plátky, 3 − sójový granulát, 4 − sójové kocky,
5 − pozitívna kontrola, 6 − negatívna kontrola, 7 − štandard molekulových hmotností n.100 bp.

FIG. 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.
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TABU¾KA 3. Výsledky analýzy potravín na prítomnos� sóje Roundup Ready.
TABLE 3. Results of the food analysis for the presence of Roundup Ready soya.

N − neanalyzované.

N − not determined.
1 − food product, 2 − PCR result, 3 − lectin gene.

Potravina1
Výsledok PCR2

lektínový gén3 CaMV/CTP nested PCR
Sójové bôby + + +
Sójová múka odtuènená + + +
Sójový granulát + − N
Sójové plátky + + +
Sójová pochú�ka + − N
Pražené sójové oriešky + − N
Sójové kocky + − N
Lecitín tekutý + − N
Lecitín práškový + − N
Sójová èokoláda + − N
Sójová paštéta + − N
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Sójová nátierka + + +
Sójová omáèka + + +
Sójová tatárska omáèka + − N
Syr tofu + − N
Syr tofu špeciál + − N
Syr tofu údený + − N
Sójové mlieko + − N
Sójový rožok + + +
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Detection of genetically modified soya in food using polymerase chain reaction

ŠTEFANOVIÈOVÁ, A. − KUCHTA, T. − SIEKEL, P.: Bull. potrav. Výsk., 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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