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Demand for monitoring genetically modified rapeseed in Poland
Summary

Rapeseed (Brassica napus L.) is the most important oilseed plant in Poland.
Genetically modified (GM) rapeseed is planted on 18% of total rapeseed area in
the world. The most frequent genetic modifications in rapeseed gave transgenic
lines that are herbicide tolerant or have altered fatty acid composition. Coexis-
tence of conventional and GM rapeseed is difficult due to several facts related
to biology of this species. Contamination of rapeseed conventional varieties
with rapeseed GM seems to be unavoidable during flowering time, harvest,
storage and transport. For this reason, monitoring of GM rapeseed in Poland is
very important. At the moment, no validated method is available for quantifica-
tion of GM in rapeseed. Therefore, development and validation of qualitative
methods for rapeseed transgenic lines in routine food and feed analysis are nec-
essary.
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1. Wprowadzenie

Organizmy genetycznie zmodyfikowane (GMO) sa jednym
z wazniejszych produktow nowoczesnej biotechnologii. Wpro-
wadzone 10 lat temu do uprawy zyskuja coraz wieksze znacze-
nie w globalnym systemie zywieniowym (1). Uregulowania praw-
ne dotyczgce wprowadzania do obrotu lub uwolnienia do $rodo-
wiska GMO ro6znig sie zakresem w poszczegolnych krajach, na-
wet w obrebie Unii Europejskiej. Niezaleznie od systemu regula-
¢ji transgranicznego przemieszczania sie GMO oraz wewnetrznej
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kontroli zdarzy¢ sie mogg przypadkowe lub nielegalne transporty nasion transge-
nicznych gatunkéw roslin. Pozbawione wtasciwej kontroli i uwolnione do $rodowi-
ska moga powodowac¢ nieprzewidziane efekty srodowiskowe czy socjoekonomicz-
ne. Szczegolnie w przypadku roslin obco- i owadopylnych, ktére tatwo krzyzuja sie
z gatunkami pokrewnymi, kontrola ma szczegélne znaczenie.

2. Monitorowanie ros§lin GM w §rodowisku

Jednym z gtéwnych wyzwan XXI w. jest produkcja zywnosci, ktéra mogtaby spro-
sta¢ naszym potrzebom nie zaburzajac jednoczes$nie rownowagi sSrodowiska przy-
rodniczego. Monitorowanie srodowiska jest elementem systemu bezpieczenstwa
biologicznego, o ktéorym moéwi sie w Protokole Kartagenskim (2) i ktéry wynika bez-
posrednio z Konwencji o R6znorodnosci Biologicznej przyjetej w Nairobi w maju
1992 r. (3). Zgodnie z ideg Konwencji konieczne jest opracowanie i wdrozenie me-
chanizméw pozwalajacych na bezpieczne wykorzystanie osiaggnie¢ nowoczesnej
biotechnologii przy zminimalizowaniu potencjalnych zagrozen dla Srodowiska
i zdrowia ludzi. W zwiazku z tym uznano za konieczne przyjecie akceptowanych
przez miedzynarodowa spofeczno$¢ zasad dotyczgcych przekazywania, utrzymywa-
nia i uzytkowania zywych, zmodyfikowanych organizméw w zgodzie z regufami
ochrony srodowiska i dbatoscia o zdrowie ludzi (art. 19.3 Konwengji) (3).

Zgodnie z zaleceniami Komisji Europejskiej (Dyrektywa 2001/18/WE Parlamentu
Europejskiego i Rady Europy) (4) na panstwa czlonkowskie natozony zostat obo-
wiazek opracowania narodowych strategii i najlepszych praktyk na rzecz wspotist-
nienia upraw ulepszonych dzieki biotechnologii, upraw tradycyjnych i upraw ekolo-
gicznych oraz przeprowadzenia tzw. oceny ryzyka. Biobezpieczenstwo jest jednym
z priorytetow nowelizowanej obecnie w Polsce ustawy z 22 czerwca 2001 r. ,,0 or-
ganizmach genetycznie zmodyfikowanych” (5).

Wprowadzanie ros$lin GM do $rodowiska jest nie tylko przedmiotem regulagji
prawnych, ale réwniez istotng kwestig podlegajaca dyskusji spotecznej i naukowej.
Ekologiczna ocena ryzyka jest problemem zlozonym i obejmuje wiele aspektéw.
Najwazniejsze z nich to: ekspresja transgené6w w genomie biorcy, wplyw roslin
transgenicznych na inne organizmy i bior6znorodnos¢, przepltyw genéw i jego kon-
sekwencje oraz ewolucja odpornosci (6). Badanie tych elementéw wymaga opraco-
wania naukowych metod oceny ryzyka i metod umozliwiajgcych monitorowanie ros-
lin GM w $rodowisku, przy czym oszacowaniu inwazyjnos$ci roslin GM stuza do-
$wiadczenia dotyczgce migracji pytku roslin transgenicznych, zasiegu wystepowania
nasion GM, oraz analiza ro$lin, ktére powstaly na skutek przekrzyzowania z gatun-
kami dzikimi (7-12). Wyniki tych doswiadczen wskazujg na zaleznosci gatunkowe
(samo-, obcopylnos$¢) i sSrodowiskowe. Doswiadczenia przeprowadzane nad przeno-
szeniem sie transgenicznego pytku jeczmienia (9) i procentem przepylen z odmiana
meskosterylng wykazaly zalezno$¢ natezenia tego zjawiska od odlegtosci od zrédta
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pytku, praktycznie zanikajac na dystansie powyzej 50 m. Czesto$¢ przekrzyzowan
w promieniu 1 m wahata sie od 0 do 7% zaleznie od pogody w dniu kioszenia. Nato-
miast w badaniach nad przenoszeniem sie pyltku i nasion w konwencjonalnych od-
mianach rzepaku na obszarze 10 X 10 km stwierdzono 65% zapylen w promieniu
50-300 m miedzy ros$ling dawcy i biorcy oraz dla okoto 13% nasion pochodzenie
komponentu ojcowskiego z odlegto$ci wiekszej od 1000 m (13). W szeroko zakro-
jonych badaniach APHIS nad zachowaniem sie rzepaku Liberty Link w srodowisku
wykazano, ze zredukowana zywotnos¢ nasion hybrydowych oraz brak presji selek-
cyjnej dla cechy odpornosci na herbicyd poza miejscem uprawy czyni mato prawdo-
podobnym, by populacja ewentualnych hybryd tego rzepaku z gatunkami dzikimi
rozwijala sie w srodowisku (14). Typowe zabiegi mechaniczne oraz oprysk herbicy-
dem o innym spektrum dziatania pozwala kontrolowac je w miejscu uprawy. Nalezy
jednak podkresli¢, ze kazda cecha uzyskana w wyniku modyfikacji genetycznej po-
winna by¢ rozpatrywana indywidualnie.

Przy ocenie ryzyka istotne jest rowniez stwierdzenie, czy rosliny GM maja zmie-
niong zdolno$¢ do transferu genéw w poréwnaniu z ro$linami niemodyfikowanymi.
Transfer genow do gatunkow dzikich jest mozliwy, wowczas gdy te gatunki moga sie
krzyzowa¢ i kwitng w tym samym okresie. W Europie dotyczy to trawy Lolium perenne,
ktora moze sie krzyzowac z dzikimi gatunkami z rodzaju Lolium i Festuca (15), buraka
cukrowego (Beta vulgaris), ktéry moze krzyzowac z dzikimi formami Beta maritima
(16) oraz rzepaku fatwo krzyzujacego sie z gatunkami Brassica rapa i Brassica juncea
(17). Do oceny ryzyka transferu genow konieczne jest opracowanie odpowiednich
metodyk badawczych. Wedlug ACRE (Advisory Committee on Releases to the Envi-
ronment — rzadowego komitetu doradczego w Wielkiej Brytanii) ocena ryzyka obej-
muje poréwnanie uprawy roslin GM i ich odpowiednikéw niemodyfikowanych z jed-
noczesnym okresleniem ich potencjalnego wptywu na giéwny gatunek typowy dla
badanego areatu (18). Takie oszacowanie powinno obejmowac badania polowe prze-
prowadzone na duzg skale. Timmons i wsp. (19) wykazali, ze wyniki uzyskane w wa-
runkach polowych przeprowadzone na duzg skale réznig sie istotnie od badan pro-
wadzonych na matych poletkach. Przy ekstrapolacji wynikéw badan prowadzonych
na matym areale i przy prébie ich uogoélniania nalezy zachowa¢ duzg ostroznosc.
W Wielkiej Brytanii badania na duza skale finansowane przez rzad brytyjski zostaty
rozpoczete w 1999 r. i objely rzepak, kukurydze i burak cukrowy. Ocena ryzyka
wprowadzenia roslin GM do srodowiska powinna obejmowac rowniez badania efek-
tu wtérnego i wplyw tych roélin na inne organizmy (przede wszystkim owady i pta-
ki). Kolejng istotna kwestia jest oszacowanie prawdopodobienstwa transferu genéw
do mikroorganizméw obecnych w glebie, jak rowniez ocena wptywu uwalnianych do
gleby biatek bedacych produktami transgenéw i ich wptyw na mikroorganizmy (20).
Potencjalne ryzyko oszacowane dla danego typu modyfikacji moze sie zmieniac
w czasie i przestrzeni z powodu zmiennych warunkéw srodowiskowych, dlatego ko-
nieczne jest cigglte monitorowanie srodowiska. Badania takie powinny by¢ finanso-
wane zaréwno przez rzad jak i organizacje zajmujace sie sSrodowiskiem.
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3. Transgeniczne formy rzepaku

Na Swiecie rzepak transgeniczny uprawiany jest na 18% z 26 min hektaréw i sta-
nowi 5,0% wszystkich upraw genetycznie zmodyfikowanych roslin (1). W Kanadzie
uprawiany jest od 1996 r. i stanowi 70% catkowitego areatu przeznaczonego pod
uprawe rzepaku. Kanada eksportuje rocznie 3,5 min ton rzepaku GM (21). Ponadto
rzepak transgeniczny dopuszczony jest do uprawy w Stanach Zjednoczonych, Au-
stralii i Japonii.

Komercyjne transgeniczne formy rzepaku to (22):

— Laurical (linie 23-198 i 23-18-17) — o podwyzszonej zawarto$ci kwasu lauryno-
wego dzieki obecnos$ci genu tioesterazy BayTE, wyprodukowany przez firme Calgene,

— Westar (linia OXY 235) — odporna na bromoksynil dzieki obecnosci genu bxn
kodujacego nitrylaze hydrolizujaca herbicyd, producent — Bayer CropScience,

— Roundup Ready (linie GT 73 i RT 2000) — odporne na glifosat dzieki obecnosci
genu CP4EPSPS, ktoéry koduje syntaze 5-enolopirogronyloszikimiano-3-fosforanowg
o zredukowanym powinowactwie do glifosatu. Glifosat jest substancjg czynng herbi-
cydu Roundup wyprodukowanego przez firme Monsanto,

— Liberty Link (linie Falcon GS 40/90, HCN10 i HCN92 pochodzgce z linii TOPAS
19/2, HCN28 i Liberator L62) — odporne na glufosynat dzieki obecnosci w konstruk-
cie genu pat kodujgcego acetylotransferaze N-fosfinotricyny inaktywujaca glufosy-
nat poprzez acetylacje. Glufosynat jest substancja czynng herbicydu Basta. Produkt
Bayer CropScience,

— SeedLink (In Vigor) (mieszance MS1xRF1, MS1xRF2 i Ms8xRF3) — odporne na
glufosynat i polagczone z systemem restoracji ptodnosci zawierajace gen pat, gen
meskiej sterylno$ci barnase oraz gen przywracajacy ptodnos¢ barstar. Uzyskane zo-
staly przez firme Bayer CropScience.

Do tej pory Unia Europejska nie wydata zgody na uprawe rzepaku genetycznie
zmodyfikowanego, natomiast zgodnie z Regulacja (EC) 258/97 (23) dopuszczony
jest na rynek olej rzepakowy otrzymany z rzepaku GM, tolerancyjnego na herbicydy
oraz produkty uzyskane przy jego uzyciu. Regulacja ta zezwala na wprowadzenie na
rynek produktéw pochodzgcych z nastepujacych linii rzepaku:

— TOPAS 19/2 (firma AgrEvo), MS1/RF1 i MS1/RF2 (firma Plant Genetic System) —
dopuszczone 24.06.1997 r.,

— GT73 (firma Monsanto) — dopuszczona 21.11.1997 r.,

— Falcon GS 40/90 i Liberator L62 (firma Hoechst/AgrEvo) — dopuszczone
8.11.1999 r.,

— MS8/RF3 (firma Plant Genetic System) — dopuszczona 26.04.2000 r.

Do produkgji pasz zgodnie z Dyrektywa 2001/18/EC (4) moga by¢ wykorzystane
cztery linie rzepaku GM:

— MS1/RF1 (firma Plant Genetic System) — dopuszczona 26.02.1996 r.,

— MS1/RF2 (firma Plant Genetic System) — dopuszczona 26.06.1997 r.,

— TOPAS 19/2 (firma AgrEvo) — dopuszczona 22.04.1998 r.,
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— GT73 (firma Monsanto) — dopuszczona 31.08.2005 r.

Nalezy jednak pamietac, ze wszystkie dopuszczone produkty zawierajace powy-
zej 0,9% skiadnika GM musza by¢ oznakowane zgodnie z Regulacja nr 258/97 (23).
Nowa Regulacja 1829/2003 (24) naktada obowigzek znakowania nie tylko produk-
tow zawierajgcych GMO, ale i produktow pochodzacych i wytworzonych za pomoca
GMO takich jak olej, cukier, lecytyna, jak rowniez znakowanie pasz, dodatkéw do
pasz, maki i nasion.

4. Moiliwosci wspélistnienia form rzepaku genetycznie zmodyfikowanego
(GM) z formami konwencjonalnymi

Aktualnie prowadzone sg dyskusje nad poziomem dopuszczalnych zanieczysz-
czen rzepaku przez nasiona GM, poniewaz takie zanieczyszczenia sa technicznie
nieuniknione podczas uprawy, transportu i przechowywania nasion rzepaku (25).
Dlatego monitorowanie rzepaku pod katem obecnos$ci rzepaku GM jest niezwykle
wazna kwestig, tym bardziej, ze istnieje prawdopodobienstwo niekontrolowanego
przeplywu nasion rzepaku genetycznie zmodyfikowanego do Polski w postaci za-
nieczyszczen. Moze to prowadzi¢ do niekontrolowanego rozprzestrzeniania sie rze-
paku GM, poniewaz rzepak jest rosling, ktérej wspélistnienie w uprawie odmian GM
z odmianami konwencjonalnymi jest bardzo trudne (26). Prof. Bartkowiak-Broda
z Zaktadu Genetyki i Hodowli Roslin Oleistych IHAR, Poznan, wskazuje na tatwos$¢
krzyzowania sie odmian rzepaku miedzy soba w obrebie gatunku, jak réwniez na
mozliwos¢ krzyzowania sie rzepaku z licznymi gatunkami pokrewnymi (27). Rzepak
(Brassica napus, 2n = 38 chromosomoéw, genom AACC) powstal wskutek spontanicz-
nej hybrydyzacji rzepiku (Brassica rapa, 2n = 20, AA) oraz kapusty (Brassica oleracea,
2n = 18, CC). Wykazuje powinowactwo do gatunkéw z rodzaju Brassica (B. rapa,
B. juncea, B. carinata, B. nigra) oraz do gatunkéw pokrewnych takich jak Diplotaxis
muralis (dwurzad murowy), Raphanus raphanistrum (rzodkiew $wirzepa) czy Erucastrum
gallicum (rukwislad francuski). Najtatwiej krzyzuje sie z rzepikiem (Agrimonia eupatoria)
i gorczyca sarepska (B. juncea), a zawigzane nasiona wydaja potomstwo. Ta zdolnos$¢
do krzyzowania z innymi licznymi gatunkami czesto wystepujacymi wzdluz rowéw
blisko p6l uprawnych powoduje powstawanie chwastéw rzepakopodobnych (rzepa-
kochwastéw) zanieczyszczajacych plantacje nasienne. Hybrydy B. napus x B. rapa
czesto wystepujg jako zanieczyszczenia powstajace wskutek przepylenia podczas
produkgji nasion. Cechg majgca szczegoélne znaczenie dla problemu wspolistnienia
odmian GM i odmian niezmodyfikowanych jest to, zZe rzepak jest rosling czesciowo
samo-, a czeSciowo obcopylng. Rzepak produkuje duzg ilos¢ pytku, ktéry moze by¢
przenoszony przez wiatr na odlegtos¢ do 30 metréw i przez owady nawet do kilku
kilometrow. Kwitngcy tan jest bardzo atrakcyjny dla owadéw ze wzgledu na duza
liczbe i z6tty kolor kwiatéw odrézniany przez pszczoty, duze wydzielanie nektaru
oraz duza wartos$¢ odzywcza pytku. Wsrod owadéw przenoszacych pylek rzepako-
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wy 80-97% stanowig pszczoly domowe Apis mellifera oraz w zaleznosci od miejsca,
roku i okresu w roku pylek mogg przenosi¢ dzikie pszczoly z rodzajow Andresa,
Osmia, Halictus oraz takie gatunki trzmieli jak Bombus pratorum, Bombus terrestris,
Bombus lapidarium. Okres kwitnienia rzepaku ozimego w warunkach klimatycznych
Polski przypada w maju, jest dtugi, trwa minimum dwa, trzy tygodnie. Rzepak jary
kwitnie w lipcu i nieco krécej. Biologia kwitnienia i zapylania rzepaku umozliwia
tatwe zapylenie krzyzowe w obrebie gatunku, nawet na duze odlegtosci (28). Rze-
pak jest uwazany za gatunek udomowiony stosunkowo niedawno, co wiaze sie
z jego potencjalnie fatwym powrotem do form dzikich i zasiedlaniem miejsc rude-
ralnych (29). Obecnie uwazany jest za rosline modelowg w badaniach dotyczgcych
oszacowania ryzyka przy wprowadzeniu do uprawy roslin GM na duza skale (30).
Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na tatwo$¢ przekrzyzowania jest wysoka
produktywnos$¢ drobnych nasion. Masa 1000 ziaren wynosi okoto 3-5 g, a zatem
w 1 kg znajduje sie od 200 000 do 300 000 nasion. Nasiona rzepaku do kietkowania
nie wymagaja okresu spoczynku (poza niektérymi odmianami rzepaku jarego). Jed-
nak warunki niesprzyjajace kietkowaniu moga zaindukowa¢ wtérny okres spoczyn-
ku i nasiona rzepaku moga dtugo zachowywac¢ w glebie zdolno$¢ do kietkowania —
70% ziaren po 1,5 roku, a 60% po 5 latach (31). Nasiona te sa wrazliwe na $wiatto,
a ich kietkowanie zalezy od sezonowego wzrostu temperatury gleby, co jest charak-
terystyczne dla gatunkéw dzikich zaadaptowanych do siedlisk ruderalnych. W 1998 r.
w Kanadzie zidentyfikowano na polu samosiejke rzepaku z odpornoscia jednoczes-
nie na glifosat, glufosynat i imidazolinon, a w 1999 r. takie samosiejki odkryto na
dalszych 11 polach (32). Swiadczy to o przekrzyzowaniu sie trzech odmian toleran-
cyjnych na herbicyd. Osypujgce sie nasiona, dtugo zachowujace w glebie zdolnos$¢
kietkowania, mogg by¢ Zrédtem samosiewow i zanieczyszczen plantacji nasiennych,
a takze produkcyjnych. Rozprzestrzenianie sie genotypéw GM-rzepaku moze zacho-
dzi¢ rowniez w wyniku mechanicznego zamieszania nasion w czasie zbioréw, prze-
chowywania oraz transportu. Ze wzgledu na te czynniki niebezpieczenstwo zamie-
szania rzepaku GM w Polsce jest bardzo realne (26). Rowniez w badaniach prowa-
dzonych w Europie Zachodniej wykazano, ze przeptyw genoéw z rzepaku transge-
nicznego do jego dzikich odpowiednikéw w konsekwencji jest nie do unikniecia
(17), tym bardziej, ze w warunkach polowych obserwuje sie spontaniczne krzyzowa-
nie rzepaku z B. rapa subsp. campestris (rzepa jadalna) (33). W Polsce to zagrozenie
jest wieksze ze wzgledu na rozdrobnienie gospodarstw rolnych. Hodowcy donosza,
ze pozbycie sie zanieczyszczen rzepaku jest bardzo trudne, o czym moze $wiadczy¢
fakt, ze w Polsce od ponad 20 lat uprawiany jest rzepak bezerukowy, a mimo to za-
chwaszczenie roslinami rzepaku erukowego utrzymuje sie Srednio na poziomie 3%
(34). W Kanadzie w partiach komercyjnych konwencjonalnych, certyfikowanych na-
sion rzepaku wykrywa sie nawet do wartosci 0,25% produktéow GM, co $wiadczy
o trudnosci w utrzymaniu czystosci nasion (35).
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5. Wykrywanie rzepaku GM

W monitorowaniu §rodowiska znajduja zastosowanie powszechnie stosowane
metody pozwalajace wykry¢ genetyczne modyfikacje w rzepaku. W wielu przypad-
kach wystarczajgce dane otrzymujemy dzieki konwencjonalnej analizie jako$ciowej
PCR, ktéra pozwala na identyfikacje linii czy wykrycie metoda screeningowa najczes-
ciej wystepujacych elementéw w konstruktach stuzgcych do transformacji roslin
(promotor lub terminator). Wykorzystanie metod opartych na reakgcji ELISA pozwala
na identyfikacje produktéow biatkowych danych transgenéw. Najbardziej doktadna
metoda, ktora umozliwia jednoczesnie iloSciowa analize roslin genetycznie zmody-
fikowanych i produktow z nich pochodzacych jest wykorzystanie techniki Real-time
PCR (36). W metodzie tej powielane sg specyficzne sekwencje transgeniczne, a ich
ilo$§¢ okreslana jest w stosunku do endogennego genu referencyjnego w prébce
(Linkiewicz i in. w tym numerze ,,Biotechnologii”). Technika Real-time PCR jest sto-
sowana do opracowywania metodyk iloSciowego oznaczenia modyfikacji genetycz-
nych przez Unijne Laboratorium Referencyjne (CRL-Community Reference Laborato-
ry). Do tej pory przeprowadzono walidacje jedynie dla iloSciowej analizy genetycz-
nie zmodyfikowanej soi i kukurydzy (37). Obecnie istnieje duze zapotrzebowanie na
prowadzenie oznaczen iloSciowych GMO takze w rzepaku (26).

Opracowanie i walidacja analiz ilosciowych, ktore pozwalaja na okreslenie za-
wartosci genetycznej modyfikacji w badanej prébie ma szczegdlne znaczenie
w przypadku badan nasion, a takze kontroli upraw polowych. Z tego powodu meto-
dy ilo$ciowych oznaczen GM powinny stac sie narzedziem umozliwiajgcym monito-
rowanie GMO w $Srodowisku i by¢ uzyteczne w realizagcji projektow dotyczacych bio-
bezpieczenstwa i badania wspolistnienia r6znych gatunkéw GM i nie-GM.
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