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Ekspresja biatka Cryl Ab w odmianach
kukurydzy typu MONS10 w Polsce — wptyw
na organizmy niedocelowe: mszyce zbozow3a
(Sitobion avenae F.) 1 mszyce czeremchowo-

zbozowa (Rhopalosiphum padi L.)*

Cry1lAb expression in MON810 maize varieties in Poland — impact on non-target
organisms the grain aphid (Sitobion avenae F.) and the bird cherry-oat aphid
(Rhopalosiphum padi L.)

Kukurydza (Zea mays L.) MON810 Bt z biatkiem Cry1Ab stanowi najbardziej efektywna ochrone
przeciwko omacnicy prosowiance (Ostrinia nubilalis Hbn.). Jest ona uprawiana w Polsce od 2007 roku.
Odmiany typu MON810 produkuja 92 kDa N-terminalny fragment biatka CrylAb z Bacillus
thuringiensis (Bt) ssp. kurstaki szczep HD1, warunkujacy odporno$¢ na owady z rzedu Motyle. Jednym
z istotnych parametrow okreslajacych potencjal do rozwoju odpornosci populacji szkodnikow
kukurydzy oraz wptywu upraw GM na owady niedocelowe jest poziom ekspres;ji biatka w czg$ciach
ro$lin z ktorymi wchodzg w kontakt. W odmianach typu MONS810 ekspresja biatka Cryl Ab powinna
mie¢ charakter konstytutywny ze wzgledu na obecnos¢ promotora CaMV35S. Dane wskazuja jednak,
ze zawarto$¢ biatka w organach roslinnych jest rozna. Ilo$ciowy test immunoabsorpcji enzymatycznej
(ELISA) zostal uzyty do oznaczenia poziomu biatka CrylAb w odmianach DKC60-16Bt i
DKC3421YG uprawianych w warunkach zamknigtego uzycia i w polu. Przedmiotem pracy bylo
okreslenie poziomu biatka CrylAb w dwu odmianach kukurydzy z cecha MON810 w Polsce i
przeanalizowanie jego akumulacji w wybranych organizmach niedocelowych.

Stowa kluczowe: ekspresja Cryl Ab, MONS810, mszyce, ocena ryzyka, organizmy niedocelowe

The transgenic MON810 maize (Zea mays L.), expressing Cryl Ab protein and known to have the
most effective protection against European corn borer, has been cultivated in Poland since 2007.
MONS10 cultivars express 92 kDA N-terminal fragment of Cry1 Ab protein from Bacillus thuringiensis

*Praca zostata wykonana przy udziale $srodkow z grantu MNiSW Nr. 1511/P01/2006/31
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(Bt) ssp. kurstaki strain HD1, assuring protection against Lepidoptera insects. Possible unintended
effects of the widespread planting of Bt crops (insect resistance, impact on non-target organisms) are
related to the expression level of Bt protein. Non-target herbivores and beneficial insects may be
affected by direct feeding on the transgenic crop or by interactions in tri-trophic systems. In MON810
plants the Bt protein expression should have constitutive character due to the presence of 35S promoter.
However, considerable variations in the expression level of CrylAb protein have been reported. A
quantitative Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was used to quantify the levels of Cry1Ab
protein in DKC60-16Bt and DKC3421YG cultivars grown under greenhouse and field conditions. The
tissue-specific expression and cultivation-dependent abundance of Cryl Ab protein were determined.
The accumulation of Bt protein in selected non-target organisms is discussed.

Key words: aphids, Cryl1 Ab expression, MON810, non-target species, risk assessment
WSTEP

Wraz ze zwigkszajacym si¢ areatem roslin wykazujacych w tkankach ekspresje biatka
Bt o dziataniu insektycydu (grupa biatek Cry), coraz cz¢sciej dyskutowany jest ich wptyw
na ekosystemy, a szczegodlnie organizmy niedocelowe, ktore nie sg obiektem zwalczania.
(Dutton, 2004). Powierzchnia upraw kukurydzy w Polsce zmienia sie rokrocznie i wynosita
w 2008 roku okoto 730000 ha przy czym okoto 3000 przeznaczone byly na kukurydze z
cecha MONB810 (dane wg Polskiego Zwigzku Producentow Kukurydzy). Rownocze$nie
gwaltownie rosng straty powodowane przez szkodniki, w tym omacnice¢ prosowianke,
ktora uszkadza nawet do 40% roslin kukurydzy na polach Polski poludniowej (Lisowicz,
2003). Ze wzgledu na coraz wigkszy problem, jakim staje si¢ Zzerowanie omacnicy na
plantacjach kukurydzy w Polsce, jak tez na fakt rozprzestrzeniania si¢ w Polsce innego
powaznego szkodnika kukurydzy — zachodniej stonki kukurydzianej (Diabrotica virgifera
Le Conte) (Lipa, 2004) mozemy spodziewac si¢ zwigkszonego zainteresowania
wprowadzeniem cechy Bt do linii dobrze plonujacych w warunkach naszego klimatu. Do
tej pory ponad 55 odmian kukurydzy linii z cecha MONS810 zostalo wpisanych do
Wspolnego Katalogu Odmian Gatunkéw Roslin Rolniczych i moze by¢ uprawiane na
terenie Unii Europejskiej. Rysuje si¢ coraz wigksza potrzeba stworzenia narzegdzi
umozliwiajacych wtasciwa ocene ryzyka srodowiskowego oraz metodyki, ktora pozwoli
na wlasciwy monitoring srodowiska przyrodniczego w Polsce (case specific monitoring) z
uwzglednieniem zaleznos$ci troficznych wystepujacych w naszych ekosystemach.
Jednoczes$nie prowadzone sa prace nad ujednoliceniem metodyki badan nad
niezamierzonym wplywem genetycznie zmodyfikowanych roslin z genem cry/Ab na
agrocenozy. Wykorzystanie organizmow genetycznie zmodyfikowanych (GMO) w
polskim rolnictwie, w szczegolnosci roslin jest przedmiotem wielu dyskusji co powoduje,
ze zastosowanie na szeroka skale GMO w Polsce w bliskiej przysztosci moze byc¢
utrudnione.

W roku 1996 w USA zarejestrowano pierwsze odmiany zawierajagce modyfikacje
MONS10. Od tego czasu kukurydza MONS810 uprawiana jest na calym $wiecie w tym
w Unii Europejskiej, gdzie pierwsza rejestracja w celu uwolnienia do $rodowiska miata
miejsce w 1998 roku. Uprawy kukurydzy MON810 na szeroka skale wywoluja pytania
odno$nie mozliwego pojawienia si¢ odpornosci w populacjach szkodnikéw (Alstad
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i Andow, 1995; Gould, 1998). Rowniez mozliwy wpltyw kukurydzy MONS810 na
organizmy niedocelowe takie jak parazytoidy, drapiezcy czy wplyw na ekosystemy
glebowe stanowi temat wielu prowadzonych na $wiecie programow badawczych (Hellmich
1in., 2001; Dutton i in., 2003; Romeis i in., 2004; Romeis i in., 2008; Sanvido i in., 2006).

Jednym z istotnych parametrow wymaganych do oceny mozliwosci rozwoju odpornosci
w populacji owadow docelowych, takich jak omacnica prosowianka, jak tez ewentualnego
wptywu upraw kukurydzy MON810 na inne ogniwa tancuchow troficznych zwigzanych z
tymi uprawami, jest poziom biatka Cryl Ab w organach roslin uprawnych. W odmianach
typu MONR8I10 ekspresja bialka CrylAb powinna mie¢ charakter konstytutywny, ze
wzgledu na obecno$¢ genu crylAb pod kontrolg promotora wirusa mozaiki kalafiora
CaMV35S (Maessen, 1997), z enhancerem (E35S). Niewiele jest danych literaturowych
mowigcych o poziomach ekspresji CrylAb w kukurydzy MONS8S10 w zaleznos$ci od
stadium rozwojowego rosliny, tkanki lub organu, warunkéw uprawy czy warunkow
klimatycznych (Clark i in., 2005; Nguyen i Jehle, 2008). Zebrane do tej pory dane
wskazuja, ze zawarto$¢ biatka CrylAb w organach kukurydzy moze si¢ istotnie r6zni¢
miedzy doswiadczeniami (laboratoryjnymi i polowymi), zaleze¢ od wieku rosliny i etapu
rozwoju rosliny, a aktywno$¢ wzgledem owadoéw docelowych zaleze¢ moze od czynnikow
srodowiska jak warunki klimatyczne, glebowe (struktura gleby i jej pH), poziomu
nawozenia, itp. (Fearing i in., 1997; Bruns i Abel, 2007; Hilbeck i Schmidt, 2006)
Jednoczesnie dane literaturowe wskazuja na preferencyjng lokalizacj¢ biatka CrylAb w
kukurydzy MON810 w komodrkach mezofilowych (Dutton, 2004 b). Celem pracy byto
okreslenie tkankowo-specyficznego poziomu ekspresji biatka Cryl Ab w dwu odmianach
genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy z cechg MON&10 w warunkach uprawy w Polsce,
oraz przedstawienie tych danych w kontek$cie dotychczasowych informacji na temat
ekspresji Cryl Ab w kukurydzy. Rownocze$nie praca miala na celu okreslenie ekspozycji
na biatko z kukurydzy MONS810 wybranych organizmoéw niedocelowych znajdujacych si¢
na drugim poziomie tancucha troficznego.

MATERIALY I METODY

Material roslinny

Materiat w doswiadczeniu stanowity transgeniczne odmiany kukurydzy DKC60 -16Bt
1 DKC3421YG pochodzace z linii MON810 firmy Monsanto, z ekspresja biatka Cryl Ab o
toksycznym dziataniu w stosunku do owadow z rzgdu motyle (Lepidoptera). Kontrolg byty
izogeniczne, nietransgeniczne linie wyj$ciowe dla tych odmian DKC60-15 i DKC3420.
Rosliny uprawiane byty w donicach w szklarni (szklarnie Wydziatu Ogrodniczego SGGW,
fitotrony IHAR Radzikéw) lub na polu, w latach 2007 i 2008, zgodnie ze standardowymi
warunkami dla kukurydzy. Do oznaczen biatka w materiale roslinnym uzyto fragmentow
ros$lin pochodzacych z czterech stadiow rozwojowych kukurydzy — stadium 3 lisci,
stadium 6 lisci, stadium kwitnienia, stadium dojrzalej kolby oraz nasion. Do oznaczen
wykorzystano tkanki lisci, todygi, korzeni, kwiatostanow meskich i zeniskich, kolby, pytku,
nasiona oraz cale rosliny w fazie kwitnienia. Do celéw prezentowanej pracy dane
pochodzace z jednego typu tkanki np. liscie, korzenie zostaty potraktowane tacznie. Probki
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po zbiorze byly oczyszczane z ziemi, krojone a nastgpnie liofilizowane i przetrzymywane
do czasu oznaczenia w -20°C. Korzenie przed zamrozeniem byly dodatkowo ptukane pod
biezacg woda, a nast¢pnie suszone na bibule.

Material zwierzecy
— Owady niedocelowe w doswiadczeniach stanowity:

— mszyca zbozowa (Sitobion avenae F.),
— mszyca czeremchowo-zbozowa (Rhopalosiphum padi L.).

Kontrola byly owady tego samego gatunku hodowane na izogenicznych odmianach
nietransgenicznej kukurydzy. Owady byly zebrane z ich naturalnych stanowisk i namno-
zone w izolatorach w Katedrze Entomologii Stosowanej SGGW lub dostarczone przez
firm¢ Koppert. Po minimum 7 dniach Zerowania na kukurydzy owady byly zebrane przy
uzyciu pedzelka do 2,0 ml proboéwek wirowkowych, zliofilizowane i zamrozone w -20°C
do czasu oznaczenia biatka.

Oznaczenie CrylAb metoda ELISA

Tkanka roslinna byta rozcierana na proszek w mozdzierzu, nast¢pnie 40 mg tkanki byto
zawieszane w 1 ml buforu ekstrakcyjnego EB (PBS/0,55% Tween 20) i inkubowane przez
1 h w temperaturze pokojowej. W przypadku tkanek owadzich nie zawsze mozliwe byto
uzyskanie takiej masy proby, dlatego waga kazdej probki byla odnotowywana i
wykorzystana przy kalkulacji iloSci biatka. Po inkubacji roztwor byl wirowany przez 2
minuty w celu uzyskania wzglednie klarownego supernatantu. Zawartos¢ biatka CrylAb
oznaczano przy uzyciu immunodetekcji testem ELISA QualiPlate Kit (Envirologix,
Portland, USA), wedtug zalaczonego protokotu, z modyfikacja do oznaczenia ilo$ciowego.
Probka stosowana do pomiaru byta rozcienczana w buforze ekstrakcyjnym od 10 do 2000
razy w zaleznosci od tkanki. Kazdorazowo konieczne bylo wykonanie prébnych
rozcienczen tkanki, tak by warto$ci odczytu miescity sie w obrebie krzywej standardowe;.
Ekstrakty pochodzace z nietransgenicznych odmian izogenicznych byly uzywane jako
kontrole. Jako standardy ilo$ci biatka wykorzystano 0,25 ppb, 0,4 ppb, 1 ppb, 4 ppb i 10
ppb biatka CrylAb z Fitzgerald Industries USA. Dodatkowo stosowano kontrole
pozytywna z zestawu ELISA QualiPlate Kit oraz probe slepa, ktorg stanowit czysty bufor
ekstrakcyjny. Absorbancj¢ przy dlugosci fali 450 nm mierzono na spektrofluorymetrze
FLUOstar Optima (BMG Labtech) w tescie ptytkowym. Dane zostaly przeanalizowane
przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software (BMG Labtech). Wyniki sa prezentowane
jakoilos¢ Cry1 Ab wyrazona w mikrogramach Cry1Ab w przeliczeniu na gram suchej masy
tkanki [ppm]. Limit detekcji zastosowanej metody (LOD) ELISA okreslono wykorzystujac
standardy CrylAb i wynosit on 0,20 ppb bialka.

Oznaczenie bialka ogdélnego metodg Bradford

Analizowane tkanki sprawdzano jednocze$nie pod katem ogolnej zawartosci biatka.
W tym celu tkanka w ilosci 20 mg byta homogenizowana w buforze 1x PBS (0,2M
bufor fosforanowy, 1,5M NaCl, pH 7,4). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej do supernatantu byl dodawany odczynnik Roti®-Quant (Roth, Niemcy),
zgodnie z zaleceniami producenta. Jako standard zastosowano rozcienczenia albuminy
bydlecej (BSA, Fermentas) w stezeniu od 20 pg/ml do 100 pg/ml. Biatko ogdlne
oznaczano metoda Bradford na spektrofluorymetrze FLUOstar Optima przy dlugosci fali
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595 nm. Dane zostaly zanalizowane przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software
(BMG Labtech).

Analizy statystyczne

Kazda proba w analizie CrylAb czy bialka ogdlnego oznaczana byla w dwu
powtorzeniach dla kazdego rozcienczenia. Dane zostaly wstepnie przeanalizowane
przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software (BMG Labtech), gdzie wynik byt
obliczany na podstawie krzywej standardowej. W przypadku oznaczen biatka Cryl Ab
wpltyw warunkoéw uprawy czy rodzaju odmiany byt analizowany osobno dla kazdego
typu tkanki. Analizy statystyczne przeprowadzono w uktadzie split-plot przy uzyciu
programu SAS wersja 8.2. stosujac trojkierunkowa analize wariancji. Srednie réznice
pomigdzy badanymi czynnikami okreslono na podstawie testu Tukey-Kramera.

Porownanie par odmian (transgeniczna-izogeniczna) w celu stwierdzenia roéznic w
ilosci biatka ogdétem miedzy odmianami lub owadami zerujagcymi na tych odmianach
przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta porownania $rednich dla populacji o
rownych wariancjach lub, zaleznie od potrzeby, z modyfikacjg Satterthwaite’a dla
populacji o istotnie réznych wariancjach. Wariancje porownywano testem F.

WYNIKI

Przeprowadzono 214 analiz probek zawierajacych tkanki roslinne z odmian
genetycznie zmodyfikowanych i 80 prob z odmian kontrolnych pod katem zawarto$ci
biatka CrylAb. Dodatkowo przeprowadzono oznaczenie CrylAb dla 18 prob
zawierajacych mszyce zerujace na odmianach transgenicznych i 18 prob z mszyc
odzywiajacych si¢ na kukurydzy nietransgenicznej, odmianach izogenicznych.
Poniewaz celem pracy bylo przedstawienie szerokiego spektrum akumulacji biatka
Cryl Ab, prezentowane sg wylacznie usrednione dane z poszczegdlnych doswiadczen.
Wyniki z kontrolnych, nietransgenicznych odmian izogenicznych shuzyty jako
sprawdzenie poprawnosci analizy. Zawarto$¢ CrylAb w izogenicznych kontrolach
ksztaltowaly si¢ na poziomie wartosci dla proby slepej, z wyjatkiem roslin, ktore na
podstawie tego oznaczenia zostaty okreslone jako zamieszany material i usunigte z
dalszych doswiadczen.

OkreSlenie  poziomu ekspozycji wybranych gatunkéw organizméw

niedocelowych na dzialanie toksyny CrylAb poprzez ocene¢ ekspresji bialka Bt

(CrylAb) w transgenicznej kukurydzy MONS810

Zawarto$¢ biatka Bt w kukurydzy odmiany DKC3421YG i DKC6016Bt z podziatem
na analizowane tkanki, typy uprawy i lata doswiadczen zostata przedstawiona w tabeli
1.
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Tabela 1
Srednie zawartosci bialka CrylAb w kukurydzy
Mean content of CrylAb protein in maize plant
Zawartos$¢ bialka Cryl Ab (ug/g-s.m.) w tkankach rodlinnych
Content of Cryl1Ab protein in plant tissues (ug/g-d.m.)
liczba wspélezynniki odchylenie
tkanka rok warunki odmiana obserwacji $rednia POICZyn standardowe
. . . warlancji
tissue year conditions cultivar number of mean standard
. (6AY .
observations deviation
Cate rodli ) DKC3421YG 2 270,34 35,07 94,80
ate rodliny pole
. 8 3 361,35 85,52 309,04
Entire plants field DKC6016Bt 2% 539,75+ 138 742+
DKC6016BT 6 26,08 78,28 20,41
Korzen 7 szklamia DKC6016BT 6 1,28 83,65 1,07
Root greenhouse
3 pole DKC3421YG 2 62,75 5,07 3,18
field DKC6016BT 4 22,57 153,16 34,57
. . 7 S7klamia DKC6016BT 2 3,19 21,21 0,98
Kwiat meski greenhouse
Male flower 3 pole DKC6016BT 2 32,65 33,14 10,82
field DKC3421YG 3 35,76 25,46 9,71
7 S7Klamia DKC6016BT 10 11,99 61,27 735
greenhouse
Liscie pole DKC3421YG 7 348,95 46,99 163,98
Leaves 3 field DKC6016BT 5 220,50 63,01 138,94
szklarnia DKC6016BT 6 94,86 21,48 20,37
greenhouse
Mloda kolba 8 DKC3421YG 2 128,13 10,35 13,26
Young ear pole
Okrywa kolby g field DKC3421YG 3 26,81 321 0,86
Husk
g Szklamia DKC6016BT 3 0,18 51,23 0,09
greenhouse
DKC3421YG 5 0,43 34,75 0,15
Pylek pole 3 152,31 0,53
* 5
Pollen 3 field DKC6016BT 2% 0,34 0,51 120,76 0.62*
szklarnia DKC6016BT 3 0,18 51,23 0,09
greenhouse
Miode ziarniaki g DKC3421YG 3 110,67 22,88 25,32
Young grains pole
Nasiona 7 field DKC6016Bt 9 14,70 102,04 15,00
Seeds 8 DKC3421YG 8 20,99 89,15 10,81
7 szklarnia DKC6016Bt 3 2,19 31,59 0,69
Lodyga greenhouse DKC6016Bt 5 3,23 25,89 1,77
Stem 8 g‘:lfi DKC3421YG 10 6,35 14,58 10,87

Czcionka pogrubiong zaznaczono wspotczynniki zmiennosci $wiadczace o bardzo duzej zmienno$ci obserwacji.
Z gwiazdka (*) podano dane bez obserwacji skrajnie odstajacych
Coefficients of variation indicating the high level of variability among the observations are distinguished by bold
characters. An asterisk(*) indicates the data without extreme observations

Porownanie zawartosci biatka Cryl Ab w odmianach DKC60-16Bt 1 DKC3421YG

Poréwnania poziomu biatka CrylAb pomie¢dzy odmianami przeprowadzono na
podstawie wynikéw pomiaru w liSciach, korzeniach, pytku oraz catych roslinach w fazie

268



Anna Linkiewicz ...

kwitnienia. Test metodg analizy wariancji (ANOVA) nie wykazat statystycznie istotnych
roznic w ekspresji biatka Cryl1 Ab pomiedzy badanymi odmianami, zarowno w warunkach
pola jak w warunkach szklarniowych. Obserwowano duzg zmienno$¢ w iloSci biatka
Cryl Ab pomiedzy badanymi probami.

Analiza zawarto$ci biatka ogolnego nie wykazala statystycznie istotnych réznic migdzy

badanymi odmianami.
CrylAb (pg/g suchej masy)

CrylAb (pg/g dry matter)
348,9
350
300
270,3
250 -
200 A
150 1 128,1
110
100 -
62,75
50 n ar
- 26,8
l 0,4306 6,34
cataroslina/ kw.meski / pytek/pollen todyga/stem kolba/ear
whole plant male flower
EDKC3421YG

Rys. 1. Srednia zawarto$¢ bialka CrylAb w pg/g suchej masy tkanki w odmianie DKC3421YG
w warunkach polowych
Fig. 1. Mean content of CrylAb protein in dry matter of plant tissue in the cultivar DKC3421YG under
field conditions

Porownanie poziomu CrylAb pomiedzy testowanymi rodzajami organow roslinnych

Poréwnano poziom ekspresji CrylAb w tkankach roslinnych. Wykazano istotne
statystycznie rdéznice w poziomie akumulacji biatka CrylAb (P = 0,01) w odniesieniu do
testowanych organow, co graficznie przedstawione jest na przykladzie odmiany
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DKC3421YG (rys. 1). Najwyzsza akumulacja biatka dla odmiany DKC3421YG w
warunkach polowych miata miejsce w lisciach (348,9+163,9 pg/g s.m. ), w mtodej kolbie
(128,1+13,2 ug/g s.m), mtodych ziarniakach (110+£25,3 ug/g s.m.) i korzeniu (62,75+3,18
pg/g s.m.). Nizsze zawartosci Cryl Ab obserwowane bylty w kwiecie meskim (35,0+3,18
ug/g s.m.), okrywie kolby oraz precikowiu (26,8 0,86 pg/g s.m.), todydze (6,34 +
10,9ug/g s.m.), a najmniejsza byta w pytku (0,43 + 0,15ug/g s.m.). Podobne zaleznosci
obserwowano w odmianie DKC6016Bt. Analiza zawarto$ci biatka ogdlnego nie wykazata
statystycznie istotnych roznic migdzy analogicznymi organami w transgenicznych i
izogenicznych odmianach konwencjonalnych.

Poréwnanie poziomu CrylAb w roslinach w zalezno$ci od warunkéw uprawy

Przeprowadzono poréwnanie ilosci Cryl Ab w catych roslinach dla badanych odmian
uprawianych w warunkach kontrolowanych (szklarnia i fitotron) oraz w warunkach
polowych. Wykazano istotne statystycznie réznice w ilo$ci biatka Cryl Ab w kukurydzy
MONS810 pomigdzy dwoma typami upraw (P = 0,01). Dla odmiany DKC6016Bt $rednie
ilosci CrylAb potraktowane sumarycznie dla wszystkich badanych tkanek z uprawy
polowej byly 4,3 razy wyzsze niz te obserwowane w szklarni/fitotronie. Wyniki analizy
wariancji w polaczeniu z wynikiem poréwnan wielokrotnych Tukeya przedstawiono
w tabeli 2.

Tabela 2
Srednia zawarto$é biatka Cryl1Ab w roslinach kukurydzy odmiany DKC6016Bt rosnacych w polu
i w szklarni
Mean content of CrylAb protein in the maize cultivar DKC6016Bt grown under field and greenhouse

conditions
Grupowanie Tukey Srednia — Mean Liczba obserwacji Uprawa
Tukey grouping CrylAb [ppm] Number of observations Conditions
A 87,58 30 pole — field
B 20,48 32 szklarnia — greenhouse

Wykonano wg procedury poréwnan wielokrotnych Tukeya, NIR s = 23,978
Comparison done according to Tukey’s multiple comparisons test, LSDg s = 23.978

Ocena poziomu ekspozycji organizméw niedocelowych na toksyczne dzialanie

bialka CrylAb poprzez okre$lenie akumulacji tego bialka w ich diecie, czyli

w organizmach stanowigcych posrednie ogniwo lancucha pokarmowego

(2 gatunki mszyc)

Oznaczenie biatka Cryl Ab w mszycy zbozowej (Sitobion avenae F.) wykonane zostato
wylacznie z doswiadczen w fitotronach. Mszyca ta nie zostata odnotowana na polach w
prowadzonych doswiadczeniach, tak w 2007 jak i w 2008 roku. Kilkukrotne proby
przeniesienia dorostych, uzyskanych komercyjnie osobnikow mszycy na kukurydze
uprawiang w warunkach polowych nie spowodowaty zalozenia kolonii imszyca ta
opuszczala rosling badz osobniki gingty (w przypadku zastosowania siatki ochronnej na
lisciu). Analiza biatka CrylAb z owadow utrzymywanych na kukurydzy w warunkach
fitotronu wykazata w tkankach mszycy zbozowej §ladowe ilosci CrylAb — 15,60 ng/g
suchej masy dla DKC6016BT i 7,74 ng/g suchej masy dla DKC3421YG w warunkach
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kontrolowanych. Brak byto istotnych statystycznie r6znic w ogélnej ilosci biatka w mszycy
na odmianach transgenicznej i konwencjonalne;j.

Oznaczenie biatka CrylAb w mszycy czeremchowo-zbozowej (Rhopalosiphum padi
L.) wykonano, zaréwno z do$wiadczen prowadzonych w szklarni, jak i z kolonii mszyc
pojawiajacych si¢ na polu. Zawarto$¢ biatka CrylAb w tkankach mszycy czeremchowo-
zbozowej zebranej z kukurydzy rosngcej w szklarni byta bliska limitu detekcji metody 0,2
ppb CrylAb. Dla R. padi zebranej z DKC6016Bt rosnacej w polu wyniosta 56,88 ng
Cryl1Ab/g suchej masy, a dla DKC3421YG 6,25 ng Cryl Ab/g suchej masy.

Poziom biatka ogolnego w mszycach zerujagcych na odmianach Bt i konwencjonalnych
nie roznit si¢ istotnie.

DYSKUSJA

Bialko CrylAb

Toksyna CrylAb jest biatkiem o dzialaniu insektycydu produkowanym przez bakteri¢
glebowa Bacillus thuringiensis (Hofte i Whiteley, 1989; Schnepf i in., 1998). Skrocona
forma genu kodujacego biatko Cry1Ab zostata wprowadzona metodg transgenezy do roslin
kukurydzy w celu otrzymania odmian odpornych na owady z rzedu motyle. Odmiany linii
MONS810 w ciggu ostatnich 13 lat zostaly skomercjalizowane i sg uprawiane z
podstawowym przeznaczeniem na pasz¢ i produkcje skrobi w wielu krajach, takze w Unii
Europejskie;j.

Okreslenie poziomu ekspozycji organizméw niedocelowych na dziatanie toksyny

CrylAb poprzez oceng ekspresji biatka Bt (CrylAb) w transgenicznej kukurydzy

MONS10

Ocena wplywu odmiany GMO na $rodowisko powinna uwzgledni¢ dane obejmujace
zestawienie poziomu ekspresji produktu transgenu w réznych czesciach i tkankach
roslinnych. Do oceny wplywu ro§lin GM na gatunki niedocelowe stawonogdéw
bezposrednio zerujace na kukurydzy MONS10 (rolnice, bielinki Pieris spp.) musi by¢
okreslona ekspozycja danego organizmu na insektycyd zawarty w roslinie. Poziom
ekspozycji jest zalezny od zwyczajow zywieniowych (feeding behaviour) badanego
organizmu oraz poziomu ekspresji biatka w poszczegolnych czgéciach rosliny.

Poziom ekspresji biatka w ro$linie

Podstawowa droga ekspozycji na biatko Bt jest bezposrednia konsumpcja cze$ci
transgenicznej rosliny. Wartosci poziomu ekspresji biatka Cry1Ab podawane w literaturze
r6znig si¢. Dane na stronach US Environmental Protection Agency (EPA) méwig o $redniej
warto$ci 10,34 pg/g Cryl Ab w swiezej masie lisci, 0,19—-0,32 pg/g w nasionach, 0,05 ug/g
w pytku i 4,65 ug/g w przeliczeniu na catg rosling. Niewiele jest badan dotyczgcych zmian
w ekspres;ji biatka podczas sezonu wegetacyjnego, w réoznych warunkach uprawy i klimatu,
na skutek stresu, czy w odniesieniu do danej tkanki roslinnej (Clark i in., 2005). W
badaniach Dutton (2004) stwierdzono istotne réznice w ekspresji Cryl Ab roslin w mtodym
i dojrzaltym stadium wzrostu. Mlodsze rosliny zawieraty dwukrotnie wigcej CrylAb w
tkankach (58 pg/g suchej masy). Ta prawidtlowos¢ byta ttumaczona nizsza ogdlna
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zawarto$cig bialek w ro$linach starszych. Wykazano tez roznice w iloSci biatka w
pomigdzy trzema typami upraw — polowa (58 £2,8 ng/g suchej masy), otwartg szklarnig
(26 £0,9 pg/g suchej masy) i zamknietg szklarnig (47+1,8 ug/g suchej masy). Wskazuje si¢
na wplyw na akumulacje¢ biatka Bt takich czynnikow jak poziom nawozenia azotowego
(Coviella i in., 2000; Bruns i Abel, 2007), jako$¢ gleby (Griffiths i in., 2006), uzycie
pestycydow oraz stadium rozwojowe rosliny (Griffiths i in., 2006; Nguyen i Jehle, 2007).
Znane jest rOwniez zjawisko hamowania ekspresji transgenu na skutek wysokiej
temperatury (Neumann i in., 1997), cho¢ takie doswiadczenia nie sg znane w odniesieniu
do cechy Bt (Duton, 2004a). Poziom biatka CrylAb byl réwniez sprawdzany przez
organizacje ekologiczne takie jak Greenpeace, gdzie okreslono dla lisci kukurydzy
MONS810 wartosci CrylAb od 5,21 ng/g do 15,06 ng/g $wiezej masy (Lorch i Then, 2007).
Wigkszos¢ dostepnych danych dotyczy pomiaréw Cry w przeliczeniu na Swieza mase
tkanki. Uzyskane wyniki potwierdzajag wplyw warunkéw uprawy na poziom ekspresji
biatka Bt. Podobnie jak w pracy Dutton (2004 a) wyzsze ilosci biatka w poszczegdlnych
typach tkanek byty znajdowane w roslinach z upraw polowych. Jednak fakt tak znaczacego
spadku ilosci Cryl Ab w kukurydzy uprawianej w warunkach szklarni moze by¢ po czesci
tlumaczony niezbalansowanym nawozeniem oraz silnym porazeniem ro$lin przez
przedziorki. Bruns 1 Abel (2007) obserwowali podwyzszenie syntezy Cryl Ab w wyniku
zwigkszenia nawozenia azotowego.

Najsilniejszg ekspresj¢ biatka CrylAb stwierdzono w lisciach MONS810 badanych
odmian. Pozostaje to w zgodzie z danymi literaturowymi, chociaz warto$ci obserwowane
w liSciach z roslin w polu przewyzszaja od 3,8x do 6,0x wartosci dotychczas
odnotowywane dla pomiaréw wykonanych dla suchej masy tkanki. Kolejno znaczna
akumulacje biatka Bt stwierdzono w kolbach i mlodych ziarniakach. W tych organach
roOwniez ma miejsce zerowanie szkodnikow jak omacnica, dlatego istotne jest zapewnienie
odpowiedniego poziomu ochrony. Nizsza ekspresja Cryl Ab byta odnotowana w korzeniu
i w todydze, co pokrywa sie z doniesieniami Nguyen i Jehle (2007).

W pracy potwierdzono bardzo niski poziom biatka CrylAb w pytku kukurydzy
MONS10. Wydaje sig¢, ze niska ekspresja Cryl Ab w pytku w poréwnaniu do lisci (Srednio
295 razy nizszej w warunkach szklarni i 739 razy nizszej w warunkach polowych) oznacza,
ze potencjalny wplyw na organizmy niedocelowe, ktéorych jedynym pokarmem z
kukurydzy jest pytek, jest nieistotny.

Obserwowane wyniki wskazujg na fluktuacje w zawartosci biatka CrylAb pomig¢dzy
badanymi prébami w ramach analizowanych czgéci roslin (rys.l). Niektore dane
literaturowe mowig o znacznych réznicach pomiedzy probkami pochodzacymi z kolejnych
ro$lin w tym samym stadium rozwojowym (Nguyen i Jehle, 2007), czy roslin z cecha MON
rosnacych w tanie. Wysoki wspoétczynnik wariancji charakteryzujacy zgromadzone w tej
pracy dane potwierdza t¢ prawidtowos¢.

Ocena poziomu ekspozyciji organizmoéw niedocelowych na toksyczne dzialanie bialka
Cryl1Ab w kukurydzy MONS&10 poprzez okreslenie poziomu tego bialtka w ich diecie,
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czyli w_organizmach stanowiacych posrednie ogniwo lancucha pokarmowego
(2 gatunki mszyc)

Wybrane do analiz gatunki owadow stanowig posrednie ogniwo w tancuchu
pokarmowym pomigdzy rosling a niedocelowymi gatunkami drapieznymi (biedronka
Adalia bipunctata i ztotookiem Chrysoperla carnea). W doswiadczeniach byt okreslony
poziom akumulacji biatka CrylAb w organizmie dwu gatunkow mszyc Sitobion avenae i
Rhopalosiphum padi na skutek bezposredniego zerowania na kukurydzy MON810 w
warunkach fitotronu/szklarni (2 gatunki) i pola (1 gatunek). Wybrane gatunki mszyc
najczesciej wystepuja na kukurydzy w Polsce, przy czym pierwszy jest mszyca
jednodomna, ktora zasiedla zboza zwykle w fazie kloszenia w warunkach cieptej i suchej
pogody i nie tworzy licznych populacji. Mszyca zbozowa najczesciej przelatuje na
kukurydze w okresie dojrzato$ci mlecznej. Mszyca czeremchowo-zbozowa to gatunek
dwudomny, migrujacy z czeremchy na rosliny zywicielskie, mi¢dzy innymi na kukurydze.
Latem zaktadajg na todygach i liciach liczne kolonie, w ktorych okresowo powstajg letnie
formy uskrzydlone odbywajace loty dyspersyjne w uprawach. W literaturze mozna spotkac
informacje o preferencyjnym zasiedlaniu przez mszyce odmian kukurydzy Bt (Btll i
MONS10) (Faria i in., 2007; Pons i in., 2005), co nie jest jednoznacznie naukowo
wytlumaczone.

W przeprowadzonych dos$wiadczeniach na liniach MON810 stwierdzono $ladowa
obecno$¢ biatka CrylAb w mszycy zbozowej i mszycy czeremchowo-zbozowej,
w iloSciach ponizej 60 ppb biatka, czyli okoto 6 tysiecy razy nizsza niz w liSciach
kukurydzy. Jest to zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi na brak pobierania, lub
sladowe pobieranie przez mszyce toksycznego biatka z rosliny. Wynika to ze sposobu
zerowania mszyc, ktore pobieraja sok floemowy nie zawierajacy biatka Cry (Duton, 2004b;
Raps i in., 2001). Nie ma tu miejsca akumulacja biatka Cry, ktéra moglaby zagrazaé
owadom w dalszych etapach tancucha troficznego. W réwnolegle przeprowadzonych w
Katedrze Entomologii Stosowanej SGGW biotestach pokarmowych nie wykazano tez
istotnego wptywu liniit MONS810 na mszyce zbozowe i ich drapiezcow —biedronke Adalia
bipunctata i ztotooka Chysoperla carnea (Lewandowski i Gorecka, 2008).
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