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QUANTIFICATION OF GENETICALLY MODIFIED MAIZE MON 810 IN
PROCESSED FOODS

Eva Bergerovd, Zuzana Godilovd, Peter Siekel

ABSTRACT
Maize MON 810 (Zea mays L.) represents the majority of genetically modified food crops. It is the only transgenic cultivar

grown in the EU (European Union) countries and food products with its content higher than 0.9 % must be labelled. This
study was aimed at impact of food processing (temperature, pH and pressure) on DNA degradation and quantification of the
genetically modified maize MON 810. The transgenic DNA was quantified by the real-time polymerase chain reaction
method. Processing as is high temperature (121 °C), elevated pressure (0.1 MPa) and low pH 2.25 fragmented DNA.
A consequence of two order difference in the species specific gene content compared to the transgenic DNA content in
plant materials used has led to false negative results in the quantification of transgenic DNA. The maize containing 4.2 % of
the transgene after processing appeared to be as low as 3.0 % (100 °C) and 1.9 % (121 °C, 0.1 MPa). The 2.1 % amount of
transgene dropped at 100 °C to 1.0 % and at 121 °C, 0.1 MPa to 0.6 %. Under such make up the DNA degradation of
transgenic content showed up 2 or 3 time higher decrease a consequence of unequal gene presence. Such genes disparity is
expressed as considerable decrease of transgenic content while the decrease of species specific gene content remains
unnoticed. Based on our findings we conclude that high degree of processing might have led to false negative results of the
transgenic constituent quantification. Determination of GMO content in processed foods may leads to incorrect statement

and labelling in these cases could misleads consumers.
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UVOD
Uz vice jak 10 let je v centru odborné pozornosti, ale i
laické vefejnosti problematika vyuzivani geneticky

modifikovanych (GM) plodin, potravin a krmiv. Soucasti
potravin jsou ptredev§im slozky pochazejici z geneticky
modifikovanych organismti (GMO), pfi¢emz kukufice a
s6ja jsou nejvice pouzivané geneticky upravené rostliny
(Mazzara et al., 2009). V EU je autorizovanych celkem
30 predevs§im rostlinnych produktd a z nich 12 kultivard
GM kukufice. Legislativa EU vyzaduje oznacovani
uvedenych potravin v ptipad¢é, Zze obsah GM slozky je
vyssi nez 0,9 %, a to za ptredpokladu, Ze je tento obsah
nahodny ¢&i technologicky nevyhnutelny (Regulation (EC)
No 1830/2003). Na stanoveni mnozstvi transgenni slozky
V potravinach jsou dostupné bioanalytické metody
zalozené na analyze DNA a proteintl. V soucasné dob¢ se
uplatituje zejména metoda PCR (polymerazova fetézova
reakce), zaméfenda na sledovani pfitomnosti GMO.
Validované postupy, dostupné v EU, jsou optimalizované
pouze pro suroviny a technologicky neopracované
potraviny a jejich slozky (Directive 2003/89/EC;
Rodrigues-Lazaro et al.,, 2007). Pfi upravé potravin
vznikaji zmény analytickych komponentli, vyznamna je
predev§im degradace DNA jak ceredlnich (Gryson et al.,
2007; Hrnéirova et al., 2008; Bergerova et al., 2010;
Bergerova et al., 2011), tak i jinych rostlinnych materialt
vyskytujicich se napf. v masovych, resp. pekarenskych
vyrobeich (Meyer et al., 1996). Na citlivost vzpominané

PCR metody poukazal Hird a i. (Hird et al., 2006) ve své
praci, ktera byla zamétena na vliv velikosti amplifikované
DNA v opracovanych masovych vyrobcich. Zjistili, Ze
PCR produkty o velikosti 351 bp byly detekovatelné 1épe,
nez specifické a bézné pouzivané mensi amplikony (80 —
121 bp). Technologické zpracovani potravin se mize
podilet na ovlivnéni kvality dosdhnutych vysledkt
ziskanych po PCR zpohledu kvalitativni analyzy a i
kvantifikace slozek potravin (Bergerova et al., 2011;
Berdal & Holst-Jensen, 2001). Nazory a publikované
vysledky v tomto sméru vSak nejsou jednoznacné. Zatimco
Debode ai. (Debode et al., 2007) nezjistili zddny rozdil
mezi obsahem transgenni slozky DNA po technologickém
oSetfeni, dal$i autofi rozdil zjistili (Yoshimura et al.,
2005).

NejzndméjSim zastupcem transgenni kukufice je rostlina
obsahujici bakterialni gen z Bacillus thurigiensis, ssp.
kurstaki HD-1, ktera byla modifikovana na produkei
proteinu CRY1A(b) (Querci et al., 2004), ktery je toxicky
a pusobi vuci specifickym druhtim hmyzich Skudca.
V Ceské i Slovenské republice v soucasné dobé patii
k povolenym i komer¢né péstovanym plodinam kukufice
MONSI10, kterda diky vlastni produkci uvedeného toxinu
umoziiuje velmi efektivni ochranu proti zavijeci
kukuti¢nému (Ostrinia nubilalis), jehoZ housenky zavazné
poskozuji rostlinu a nasledné se zvysSuje napadeni zrn v
palici houbovymi chorobami (plisnémi produkujicimi
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mykotoxiny), takze dochazi k poklesu mnozstvi i kvality
sklizeného produktu (Knowles, 1994).

V praci jsme se zaméfili na sledovani ucinkd
technologického zpracovani GM kukufice MON 810
a konvencni kukufice, kdy jsme pomoci sterilizace
spolecné ptisobeni teploty, pH a tlaku navodili podobné
podminky, kterymi se upravuji nékteré konzervované
potraviny. Experimenty byly zaloZzené na stanoveni
mnozstvi a degradace transgenni slozky v technologicky
opracovanych potravinovych matricich.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material

Zra konvencni kukufice (Zea mays L.) byly ziskany
zmistni obchodni sit¢ (Mariana, Ivanka pri Dunaji,
Slovensko). Vzorky modifikované kukufice MON 810
(42 a2l %) byly ziskiny zCeské republiky
(Agrokomplex Kunovice) a ze Slovenska (Merkanta
International, Bratislava). Jako kontrola nam poslouzily
realné vzorky konzervované kukufice z obchodnich siti:
Tesco, Billa (Novofruct, Nové Zamky, Slovensko) a jako
pozitivni kontrolu PCR jsme pouzili technologicky
neopracovany (nativni) vzorek konvenéni kukuiice a MON
810, tedy DNA ze zelené ¢asti rostlin.

Podminky konzervace: sterilizace

Zma kukufice byly konzervované ve tfech rlznych
nalevech: slany (kontrolni) adva druhy sladko-kyselého
nalevu. Slany nalev (pH 7,6) obsahoval 20 g soli v1 |
pitné vody. Prvni sladkokysely nalev (pH 2,25) obsahoval
20 g soli, 100 g cukru, 250 ml 8 % octu a 1 1 pitné vody.
Druhy sladko-kysely nalev (pH 4,25) mél to stejné slozeni
jako predchazejici nalev, pouze obsahoval 3 ml octu.
Vzorky kukufiénych zrn byly konzervované s vyuzitim
tlaku (120 °C; 2 min, 5 min a 10 min, 0,1 MPa)
a sterilizaci ve vodni koupeli (100 °C; 10 min, 20 min a
30 min), ponechany tii tydny v té€chto nalevech a poté
suSeny na vzduchu pii pokojové teploté.

Extrakce DNA

Konzervované vzorky byly homogenizovany na mouku
pomoci mixeru AY47R1  (Moulinex, Barcelona,
Spanélsko). Mouka byla dale osetd pies sita poskytujici
velikost cCastic v oblasti 0,2-0,8 mm. DNA byla poté
izolovana v triplexe pomoci extrakéni metody cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB); (ISO 21571:2005),
nebo pomoci komercni soupravy GeneSpin kit (GeneScan,
Teltow, Némecko). DNA ze =zelenych casti rostliny
(pozitivni kontrola) byla extrahovana pomoci DNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen, Kalifornia, USA) Mnozstvi DNA
jsme ur¢ili  spektrofotometricky  (SmartSpec™  Plus
spektrofotometr, BioRad, Hercules, Kalifornie, USA).

Monitorovani degradace DNA

Degradaci DNA jsme monitorovali pomoci metody PCR
pouzitim cykleru BioRad (iCycler Thermal Cycler,
Sergate, Italie), protokol PCR: Uvodni denaturace 95 °C
5 min., 40 cykld: Denaturace 95 °C 30 s., Anelace 65 °C
30 s., Polymerizace 72 °C 1 min. a zavérena
polymerizace 72 °C 10 min.. PCR reakéni smés ve 25 pl
obsahovala: 1x koncentrovany PCR roztok (Qiagen,
Hieden, Némecko); 2.5 mmollI* MgCl,; 200 pmol.I*
dNTP  (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA);
0.3 pmol.I"* primerd, dale 1 U HotStar Taq polymerazy
(Qiagen) a 2.5 pl DNA. Primery pro jednotlivé sekvence

druhové specifickych gend high mobility group (hmg) a
invertazového genu (ivn), jako i transgenu crylAb a sondy,
se kterymi jsme pracovali, byly navrhnuté pomoci
GeneBank  (National Center for  Biotechnology
Information, Bethesda, Maryland, USA) a optimalizované
pouzitim specidlniho programu Primer 3 (Whitehead
Institute  Nine  Cambridge  Center,  Cambridge,
Massachusetts, USA). Amplikony byly analyzovany
elektroforézou v 1,5 % agarézovém gelu. Jako pozitivni
kontrolu PCR reakce jsme pouzili DNA extrahovanou ze
zelené Casti transgenni a technologicky nezatizené
(nativni) rostliny. Negativni kontrola obsahovala pouze
PCR reakéni smés doplnénd o vodu bez pridani templatu.

Kvantitativni analyza transgenni DNA

Pro zjiSténi pfitomnosti mnozstvi (%) transgenni slozky
DNA v kukufiénych vzorcich MON 810 jsme pouzili
metodu real-time PCR pomoci cykleru GeneAmp® PCR
System 7900 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornie,
USA) a BioRad iCycler (Thermal Cycler, Sergate, Italie).
PCR reakéni smés ve 25 pl obsahovala: 1x koncentrovany
PCR roztok (Qiagen, Hieden, Némecko); 2,5 mmol.I*
MgCl,; 200 pmol.I™ dNTP (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornie, USA); 0,3 pmol.I™ primert, 10 mmol.I"* sondy
znacenou FAM, dale 1 U HotStar Taq polymerazy
(Qiagen) 22,5 ul DNA®™. Jako pozitivni kontrolu jsme
pouzili vzorek konvenéni nativni kukufice a nativni MON
810. Negativni kontrola obsahovala pouze reakéni PCR
smés doplnénou o vodu bez pfidani templatu. MnozZstvi
extrahované a v reakci pouzit¢t DNA z transgenni
i netransgenni kukufice pomoci metody CTAB bylo
40 ng.ul™" 0 objemu 2.5 ul DNA na reakci. Amplifikované
¢asti hmg genu kukufice (79 bp) a crylAb genu (92 bp)
byly pouzity pro DNA kvantitativni analyzu. Kalibracni
ktivka reakce byla vytvofena softverovym vyhodnocenim
pistroje s parametry korelaéniho koeficientu R% 0,98 —
1,0 korespondujici s uéinnosti reakce E: 99,1 — 99,8 % a
slope: -2,3 —-2,4.

Pro vytvoreni kalibraéni kiivky byl pouzit referencni
material (IRMM, Geel Belgie). Obsah transgenni DNA
slozky byl stanoven na zakladé kalibraéni cary a
amplifikaéni kiivky a hodnocen vzhledem k mnozstvi
transgenu  k druhové  specifickému  genu. Kazdy
analyzovany vzorek byl kvantifikovan osm krat. Vechny
vysledky tykajici se problematicky vlivu technologickych
uc¢inku na degradaci transgenni slozky DNA jsou
statisticky vyhodnoceny.

VYSLEDKY

DNA byla po homogenizaci extrahovana dvéma rtiznymi
zpusoby: CTAB a GeneSpinem. Pro pozitivni kontrolu
jsme zvolili extrakci DNA pomoci komercniho kitu
DNAeasy. Optimalni metodou pro extrakci DNA z nasich
technologicky oSetfenych i syrovych vzorki byla metoda
CTAB, pomoci které se nam podafilo ziskat dostate¢né
mnozstvi i kvalitu nukleovych kyselin pro analyzu PCR
(Bergerova et al., 2011). V piipadé¢ komercniho kitu
GeneSpinu, jsme ziskali sice DNA o vhodné kvantite, ale
Cistota nebyla optimalni. Vliv technologického zpracovani
potravin na degradaci DNA jsme dale analyzovali pomoci
PCR a vizualizovali elektroforézou v agarézovém gelu
(1,5 %). Cim jsou nastoleny piisnéjsi podminky sterilizace
nebo konzervovani (tj. vyssi stupen degradace DNA), tim
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Obr. 1A Pokles obsahu transgenni slozky kukuftice 2,1 % MON 810 pti nizkém pH a zvysené teploté

se hodnoty Ct u PCR vyrazné zvysi a ve vzorcich je
detekovana ptitomnost mensiho mnozstvi intaktni DNA
(Moreano et al., 2005). V nasi praci jsme zaznamenali
degradaci u v8ech vétsich amplikont DNA v jednotlivych
matricich po technologickém zpracovani. Jednoznaéné
byla degradovana DNA pro velké amplikony (401 bp, 696
bp) invertazového genu konvencéni kukufice i MON 810.
Naopak mensi amplikony (79 bp, 92 bp, 124 bp) genu hmg
nebo crylA(b) u MON 810 bylo jesté mozné identifikovat.
Pro kvantifikaci transgenniho obsahu DNA ve vzorcich
technologicky osettené kukufice MON 810 jsme pouzili
metodu real-time PCR (Bergerova et al, 2010;
Bergerova et al., 2011). V ptipadé¢ vzorku MON 810 s

obsahu 4,2 % GM se po technologickém oSetfeni snizilo v
pruméru na 3,5 % pti 100 °C (Obr. 1C) a na 2,93 % GM
pti 120 °C; 0,1 MPa (Obr. 1D). Konkrétné v piipadé 4,2 %
GM kukufice, tedy transgenni obsah DNA se snizil o 43,5
% pii 120 °C, v podmince pH 2,25 a u 2,1 % vzorki MON
810 se transgenni obsah DNA snizil o 65 % ve stejné
podmince. Dokazali jsme, Zze jen urity stupei
technologického procesu potravin ma vliv na snizeni
stanovitelného mnozstvi transgenniho obsahu DNA. Vétsi
vliv na stanoveni transgenni DNA byl sledovan v
kombinaci s ucinky teploty a tlaku (120 °C a 0,1 MPa) ve
srovnani se sterilizaci pti 100 °C. Je také ziejmé, ze
snizeni stanovitelného obsahu transgenni slozky nastalo
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Obr. 1B Pokles obsahu transgenni slozky kukutice 2,1 % MON 810 pfi nizkém pH, zvySeném tlaku a zvySené teploté

obsahem 4,2 % a 2,1 % transgenni slozky (Bergerova et
al., 2010) jsme zjistili, ze n&které technologické procesy
maji znacny vliv na degradaci DNA a nezévisi na druhu
matrice. Podobné jsme dle ziskanych vysledkt dosahly
toho, Ze mnozstvi transgenni DNA u kukutice MON 810 o

v uvedenych podminkach, na rozdil od vzorkl, které
nebyly technologicky osetieny (Bergerova et al., 2010).
Vzorek MON 810, ktery obsahoval 2,1 % transgenu, tedy
jeho GM obsah pokles]l primérné na 1,41 % pti 100 °C
(Obr. 1A) a pii 120 °C; 0,1 MPa na 1,23 % (Obr. 1B).
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Obr. 1D Pokles obsahu transgenni slozky kukufice 4,2% MON 810 pfi nizkém pH, zvy$eném tlaku a zvySené teploté

Podobné jsme dle ziskanych vysledkii dosahly toho, ze
mnozstvi transgenni DNA u kukutice MON 810 o obsahu
42 % GM se po technologickém oSetfeni snizilo v
pruméru na 3,5 % piti 100 °C (Obr. 1C) a na 2,93 % GM
pti 120 °C; 0,1 MPa (Obr. 1D).

Konkrétné v pfipadé 4,2 % GM kukufice, tedy transgenni
obsah DNA se snizil 0 43,5 % pti 120 °C, v podmince pH
2,25au 2,1 % vzorkit MON 810 se transgenni obsah DNA
snizil o 65 % ve stejné podmince. Dokazali jsme, Ze jen
urcity stupen technologického procesu potravin ma vliv na
snizeni stanovitelného mnozstvi transgenniho obsahu
DNA. Vétsi vliv na stanoveni transgenni DNA byl
sledovan v kombinaci s G¢inky teploty a tlaku (120 °C
a 0,1 MPa) ve srovnani se sterilizaci pii 100 °C. Je také
ziejmé, ze snizeni stanovitelného obsahu transgenni slozky
nastalo v uvedenych podminkach, na rozdil od vzorkd,
které nebyly technologicky osetieny (Bergerova et al.,
2010).

DISKUSE

Potraviny jsou casto pii svém zpracovani a vyrob¢
vystavené riznym technologickym podminkdm, napt. pH
(kysel¢ a alkalicke), teplota, tlak, UV-zafeni atd. Pfi téchto
procesech dochazi k postupné fragmentaci DNA
(Bergerova et al., 2011). K podobnému zavéru dospély i
dalsi prace (Bergerova et al., 2010; Meyer et al., 1996;
Gryson et al, 2002). Analyza PCR vzorkl
sterilizovanych (100 °C) nebo autoklavovanych (120 °C)
odhalila snizeni extrahované DNA v zavislosti na velikosti
amplifikované DNA a casovému intervalu danych
technologickych podminek (pH, tlak); (Obr. 1). Toto
2007; Gryson et al., 2008; Hird et al., 2006; Hrn¢irova
et al., 2008; Moreano et al., 2005).

V predlozené praci jsme se snazili posoudit ucinek
technologickych procesii vzhledem na zménu transgenniho
obsahu (%) DNA v geneticky modifikovanych matricich
rostlinného puvodu prostfednictvim metody real-time
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PCR, cemuz predchazelo sledovat i uvedeny efekt
vzhledem na degradaci DNA pomoci PCR. Celkovy obsah
DNA a kvalita potravin z&visi na stupni technologického
zpracovani, bcéhem nc€hoz dochazi k postupnému
fragmentace nukleové kyseliny (Hrnéirova et al., 2008;
Bergerova et al., 2010; Bergerova et al., 2011; Trifa &
Zhang, 2004). 1 kdyz legislativa EU vyzaduje oznaovani
transgenniho obsahu v GM potravinach, jsou analytické
metody vyvinuté pouze pro syrové rostlinné materialy
(Regulation (EC) No 1830/2003; Directive 2003/89/EC).
Zpracovani potravin a s ni souvisejici degradace DNA,
mize ovlivnit kvalitu i kvantitu analytickych vysledk.
Bylo zjisténo, ze stupenl technologického zpracovani
potravin ma vliv na mnozstvi stanovené transgenni slozky
DNA v potraviné. Tim padem mulze byt nespravné
hodnocen obsah GM slozky potravin (Berdal & Holst-
Jensen, 2001), coz mutze uvést spotiebitele v omyl.
V nékterych studiich byly prokazany statisticky vyznamné
rozdily pti kvantifikaci obsahu transgenni DNA mezi
syrovymi a technologicky opracovanymi potravinami
(Yoshimura et al., 2005). Naopak, dalsi vysledky ukazaly,
ze fyzikalni degradace DNA neprokazala zadny vliv na
detekci (Hurst et al., 1999) a relativni kvantifikaci
transgenni obsahu DNA (Debode et al., 2007). Avsak
napt. Engel s kolektivem (Engel et al., 2006) pozadovali
dalsi experimentalni dtkazy, které by ptispély k zavéru, ze
ani slozeni potravin, ani jejich zpracovani neovlivnily
spravnost vyhodnoceni relativni kvantifikace geneticky
modifikovanych potravin. V nasi praci jsme se i z tohoto
divodu zaméfili na technologicky zpracované vzorky,
které byly vystaveny rdznym podminkam sterilizace
(teplota, tlak, pH) a v rGznych ¢asovych intervalech.
Z uvedeného vyplyva, ze hlavni roli pti degradaci DNA
v technologicky oSetfenych potravinach sehrava predevsim
spoluptisobeni teploty, tlaku a pH a je Casové zavislé.

ZAVER

Vliv technologického plsobeni pii opracovani vzorki

vzhledem na degradaci DNA a kvantitu transgenniho
obsahu v potravinach byl monitorovan pomoci PCR/ real-
time PCR. Zjistili jsme, Zze velikost amplikontl, stupen a
doba technologického opracovani vzorki za spoluicasti
tlaku a pH mohou ovlivnit detekci ale i kvantifikaci DNA
v modifikovanych a nemodifikovanych potravinich
rostlinného pdvodu. Na rozdil od procesu, kdy byla
matrice vystavena pouze tepelné upravé a kde se
neprojevil jednoznaény pokles GM obsahu DNA, tedy
tepelné oOpracovani nemélo praktické dusledky pro
kvantifikaci transgenniho obsahu v potravinach. Teplota,
Cas procesu, nizké pH a zvySeny tlak (120 °C a 0,1 MPa)
vSak uz zna¢né ovliviiyji kvantifikaci transgenni DNA.
V uvedenych experimentech byl zji§tén 2 — 3 néasobny
pokles obsahu transgenni slozky. Domnivame se, ze
stanoveni niz§iho obsahu transgenni DNA oproti vzorkiim
technologického opracovani i rozdilnym poctem kopii
druhové specifického genu vuci transgenu. Transgenu se
vyskytuje v analyzovanych vzorcich o dva tady méné.
Tento jev by mohl byt zpisoben zfetelnéjsim ubytkem
transgenni DNA a zanedbatelnym poklesem mnozstvi
druhové specifického genu. Navic se musi brat do uvahy i
to, Ze typ kvantifikace transgenni slozky je relativni.
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