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Wstep i cel pracy

Kukurydza (Zea mays L.) jest jednym z najwazniejszych inajstarszych gatunkow
ro$lin uprawnych. Powierzchnia uprawy kukurydzy w 2015 roku w Polsce wynosita 1,2 min
ha (GUS, 2016), w krajach UE kukurydza jest uprawiana na powierzchni ok 15,6 mln ha
(Eurostat, 2015).

Wielkos¢ 1 jako$¢ plonu moga by¢ znacznie ograniczone na skutek wystepowania
szkodnikow, z ktérych najgrozniejszym w Polsce jest omacnica prosowianka (Ostrinia
nubilalis Huebner), rzad motyle (Lepidoptera), rodzina Crambidae (wachlarzykowate). Od
2009 r. omacnica prosowianka wystepuje w catym kraju a uszkodzenia w wyniku zerowania
jej gasienic obejmujg nawet do 100% roslin. Ochrona chemiczna jest skuteczna tylko zanim
larwy zdaza wgryz¢ sie w ro$ling. Ponadto z powodu znacznej wysokos$ci roslin w czasie
stosowania insektycydow ich aplikacja wymaga specjalistycznego sprzetu. Czynniki te
powoduja, Ze omacnica prosowianka jest bardzo trudna do zwalczania, a stosowane pestycydy
muszg mie¢ dziatanie systemiczne, za§ wykonywane zabiegi sg ucigzliwe, kosztowne i mato
skuteczne.

Jedna z alternatywnych, skutecznych metod w zwalczaniu omacnicy prosowianki jest
wykorzystanie zmodyfikowanych genetycznie (GM ang. Genetically Modified) roslin
odpornych. Jedna z nich jest kukurydza MON 810, dopuszczona do uprawy w Stanach
Zjednoczonych od 1996 roku, a od 1998 w Unii Europejskiej. W 2015 roku kukurydza GM
byla uprawiana na powierzchni 53,6 miliondw hektaréw, co stanowito 29 % powierzchni
swiatowe] wszystkich upraw GM (ISAA, 2016). Kukurydza MONS810 byta uprawiana takze
w Polsce, w latach 2007-2012, powierzchnia zasiewow zwigkszyta si¢ w tym okresie z 300 ha

do 4000 ha (http://www.gmo-compass.org).

Kazda modyfikacja genetyczna przed dopuszczeniem do uprawy musi przej$é
kompleksowg ocene¢ ryzyka dla srodowiska (ERA ang. Environmental Risk Assessment).
Dopuszczone beda tylko te rosliny GM, ktore spetniaja wymagania przeprowadzonej oceny
ryzyka. Potencjalne zagrozenia zdefiniowane w ERA wymagaja po dopuszczeniu do uprawy
prowadzenia monitorowania konkretnego przypadku (CSM ang. Case Specific Monitoring),
okreslanego takze jako indywidualne i szczegotowe monitorowanie (Dyrektywa
2001/18/WE). Ponadto wymagane jest prowadzenie ogolnego nadzoru $rodowiska (GS ang.
General Surveillance), w celu wychwycenia niezdefiniowanych w ERA, potencjalnie
negatywnych skutkéw dla srodowiska. Konkretny system monitorowania musi odpowiadac

celom ochrony $rodowiska, uwzgledniajac dobor odpowiednich metod, oddziatywanie


http://www.gmo-compass.org/

zinnymi elementami monitorowania, wystandaryzowane dane iich porownanie. Zgodnie
z wytycznymi Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci EFSA (ang. The
European Food Safety Authority) istotne jest poznanie oraz ocena skutkow uprawy roslin GM
w roznych srodowiskach i w wieloletniej uprawie.

Transgeniczne biatko z kukurydzy MONS810 dostaje si¢ do gleby podczas uprawy
ro$lin iwraz zresztkami pozniwnymi, gdzie moze wigza¢ si¢ z kwasami humusowymi
i mineratami ilastymi, stajac si¢ niedostgpnym dla dziatania mikroorganizméw
rozktadajgcych materi¢ organiczng, zachowujac przy tym witasciwosci insektycydu (Saxena
1 Stotzky, 2001). Kukurydza czesto uprawiana jest w monokulturze, istnieje wiec ryzyko

akumulacji biatka Cryl Ab w glebie w wyniku wieloletniej uprawy.

Niniejsza praca doktorska jest pierwszym i jedynym opracowaniem, jakie powstato
w Polsce, ktorego celem byla analiza zawartosci CrylAb w réznych tkankach i stadiach
rozwojowych kukurydzy, uprawianej w 3 lokalizacjach na terenie Polski, w dwoch kolejnych
latach badafn, co umozliwilo zbadanie zakresu poziomu zmiennos$ci bialtka CrylAb
w warunkach Polski. Ocenie poddano standardowo uzywane metody oznaczania biatka
Cryl Ab w roslinach i zwalidowano metod¢ jego oznaczania w glebie. Wykorzystujac uprawy
kukurydzy zmodyfikowanej genetycznie, prowadzone w ramach zamawianego projektu
badawczego PBZ-MNiSW-06/1/2007, ktéry dotyczyl Srodowiskowych 1 ekonomicznych
aspektow dopuszczania uprawy ro$lin genetycznie zmodyfikowanych w Polsce, okreslono
stezenie biatka CrylAb w glebie, w ktore; miata miejsce wieloletnia uprawy kukurydzy
MONS10. Dodatkowo analizie poddano czas idynamike¢ rozpadu transgenicznego biatka

w glebie oraz czynniki je determinujace.
W pracy sformutowano 2 hipotezy badawcze:

e  Warunki srodowiskowe wptywajg na zawartos¢ biatka Cryl Ab w kukurydzy MONS&10

uprawianej w Polsce.

e Biatko CrylAb akumuluje si¢ w glebie w wyniku wieloletniej uprawy kukurydzy
MONS810.



Materialy i metody
Materialy

Material roslinny. Do badan uzyto odmiany GM kukurydzy DKC 3421 YieldGard
(MONS810), jako kontrola stuzyla odmiana izogeniczna DKC 3420. Badania prowadzono
w latach 2009 i 2010. Materiat pochodzil z pdl z 3 lokalizacji w r6znych rejonach Polski-
srodkowej (Degbowka), potudniowo-zachodnie;j (Budziszow) 1 potudniowo-
wschodniej (Gluchow). Stezenie Cryl Ab oznaczono w korzeniach, todydze, lisciach - gornym
1 dolnym, pyltku i ziarnie dla 3 stadiéw rozwojowych (wedtug skali BBCH): wyksztalcania si¢
irozwoju organow wegetatywnych (BBCH 39), kwitnienia (BBCH 65) oraz rozwoju
ziarniakow (BBCH 79). W trakcie kwitnienia st¢zenie biatka CrylAb oznaczano takze

w pytku, a w fazie rozwoju ziarniakéw w ziarnie.

Gleba. Materiatem wykorzystanym do wykonania walidacji metody oznaczania CrylAb
w glebie oraz doswiadczen prowadzonych w warunkach kontrolowanych byta gleba zebrana

z glebokosci: 0-30 1 30-60 cm z dwodch réznych lokalizacji.

Do okreslenia pozostatosci CrylAb w glebie wykorzystano proby zebrane z Budziszowa
i Gluchowa rok po zakonczeniu 3-letniej uprawy kukurydzy oraz proby z Gluchowa zebrane

w trakcie trwania doswiadczenia.
Metody

Test ELISA. Do standaryzacji testu ELISA wykorzystano zestawy do oznaczen jakosciowych
Envirologix oraz Agdia, w polaczeniu z biatkami CrylAb z 2 firm: Fitzgerald International
Industries 1 Agdia. Do przeprowadzenia analiz iloSciowych CrylAb w ro$linach i glebie
wykorzystano Envirologix 1 Cryl Ab z firmy Fitzgerald International Industries, jako standard

biatkowy.

Standaryzacja testu ELISA. Przetestowano dziatanie 2 zestawow jakosciowych
z 2 dostgpnymi  bialkami, przeznaczonymi do uzycia w teScie ELISA. Poréwnano
4 kombinacje, gdzie kazde z biatek zostato nalozone na obie ptytki testowe. Na podstawie
wynikéw wykreslono krzywe przedstawiajace zalezno$¢ pomiedzy absorbancja, a stezeniem

biatek z 2 zrodet na 2 rodzajach ptytek testowych.

Analizy iloSciowe stezenia bialka CrylAb w tkankach roslinnych. Analizy iloSciowe

przeprowadzano przy uzyciu testu do oznaczeh jakosciowych Envirologix, zgodnie
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z protokotem producenta, i standardu biatkowego CrylAb z Fitzgerald Industries. Jako

kontrole negatywng zastosowano liscie kukurydzy odmiany izogenicznej (DKC 3420).

Okreslenie stezenia azotu ogoélnego w lisciach kukurydzy. Oznaczenia poziomu biatka
w lisciach kukurydzy przeprowadzono z uzyciem metody Kjeldahla. Do badan zostaty uzyte
liscie kukurydzy odmiany izogenicznej DKC 3420 oraz odmiany DKC 3421 YG (3 li$¢ od
dotu), zebrane w Gtuchowie w 2009 1 2010 roku w fazach BBCH 39, BBCH 65 i BBCH 79.

Oznaczanie stezenia bialka CrylAb w glebie. Poziom biatka CrylAb w glebie mierzono
przy uzyciu jakoS$ciowego testu Envirologix, zaadaptowanego do analiz ilo$ciowych
z uzyciem standardu biatkowego Fitzgerald Industries. Stezenie biatka Cryl Ab w glebie jest
podawane w ng/g gleby.

Walidacja metody oznaczania bialka CrylAb w glebie. Parametry walidacyjne okreslono
dla gleby zebranej z glgbokosci 0-30 130-60 cm, z wykorzystaniem bakteryjnego CrylAb
(Fitzgerald International Industries) iroslinnego (liScie MONS810). Decyzyjna warto$¢
graniczng (CCa) 1izdolno$¢ wykrywania (CCP) wustalono zgodnie z Decyzja KE
2002/657/WE. Odzysk biatka zostat wyliczony jako stosunek wykrytego biatka CrylAb do
ilosci dodanej, a warto$¢ wyrazono w procentach. Poziom biatka Cryl Ab zmierzono testem

ELISA.

Analiza tempa rozpadu bakteryjnego i roslinnego bialka CrylAb w wyjalowionej
glebie A. Wyjatowiong glebe z warstwy ornej zmieszano z rozdrobnionym materialem
ro$linnym (DKC 3421 YQ) lub z bioinsektycydem Dipel. Badania prowadzono w warunkach
zmiennej temperatury (4 115°C) 1pH (5 17). Poziom biatka CrylAb zmierzono testem
ELISA.

Analiza tempa rozpadu roslinnego bialka CrylAb w glebie B niewyjalowionej
i wyjalowionej. Niewyjalowiong 1 wyjalowiong glebe zebrang z warstwy ornej zmieszano
zrozdrobnionym materialem ro$linnym (MONS810). W przypadku probek gleby
niewyjatowionej zastosowano wytacznie czynnik zmiennej temperatury (4 1 15°C), natomiast
probki gleby jatowej inkubowano w temperaturach o wartosciach 4 115°C oraz pH 5 17.

Poziom biatka Cryl Ab zmierzono testem ELISA.

Zastosowanie modelu typu shift-log do przedstawienia tempa rozpadu biatka. Do
estymacji rozpadu biatka Cryl Ab w glebie uzyto modelu typu shift-log (Herman i in., 2002).
Czas pottrwania (DTsp) biatka CrylAb w glebie zostal wyliczony za pomoca metody
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najmniejszych kwadratéw w oparciu o wyznaczone parametry funkcji regres;ji.

OKkreslenie stezenia bialka CrylAb w glebie, gdzie uprawiano kukurydze MONS810.
Zawartos¢ biatka Cryl Ab w probie zbiorczej, utworzonej z podprobek pobranych w sposob

reprezentatywny dla danego poletka, oznaczono przy zastosowaniu testu ELISA.

Analizy statystyczne. W celu analizy zr6znicowania st¢zenia biatka CrylAb w roslinach
kukurydzy GM przeprowadzono test F analizy wariancji. Istotno$¢ réznic pomig¢dzy §rednimi
potwierdzono analizg kontrastow Tukeya. Analizy statystyczne wykonano w programie
Statistica (StatSoft, Inc., 2014) oraz w pakiecie R (http://www.r-cran.org/). Dla porownania
przecigtnych warto$ci oznaczanych parametréw walidacyjnych uzyto testu t-Studenta
przeprowadzonego w programie Statistica (StatSoft, Inc., 2014). Poréwnanie $rednich dla
wariantow kombinacji zostato przeprowadzone z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji, wedtug modelu stalego. Réznice pomigdzy $rednimi obiektowymi analizowano
z wykorzystaniem procedury porownan wielokrotnych Tukeya. Warto$¢ wyniku p < 0,05 byta

istotna statystycznie. Analizy przeprowadzono w programie Statistica (StatSoft, Inc., 2014).


http://analizy/

Wryniki i dyskusja
Standaryzacja testu ELISA i transformacja wynikow

Po przeanalizowaniu odczytéw absorbancji standardow biatkowych na ptytkach
testowych wykazano, ze zalezno$¢ dla standardow firmy Fitzgerald ma charakter liniowy,
o wzorach y= 0,0304x + 0,1758 na plytce Agdii oraz y= 0,1474x + 0,3007 na ptytce
Envirologix (Rys. 1 a, b). Krzywe ilustrujgce wartosci standardéw Agdii przyjmujg funkcje
wielomianu o wzorach: y= - 0,0298x*> + 0,521x + 0,0619 na plytce Agdii, a na plytce
Envirologix y = - 0,026x*> +0,4867 + 0,1533 (Rys. 1 a, b). Na obu plytkach testowych
odczyty absorbancji byty wyzsze dla standardéw Agdia niz Fitzgerald International Industries.
Standardy z firmy Fitzgerald osiggaty wyzsze OD na plytce Envirologix niz na ptytce Agdii
dla kazdej z wartosci standardu. Rowniez standardy Agdia osiggaty wyzsze OD na ptytce
z firmy Envirologix, jednak réznica te byta nieduza i zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem
stezenia biatka. Standard Agdia okazat si¢ by¢ bardziej uniwersalnym — zaobserwowano

mniejsze réznice w warto§ci OD pomiedzy zastosowanymi testami w pordéwnaniu do

standardu Fitzgerald.
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Rys. 1 a-b. Zalezno$ci pomiedzy stezeniem biatka Cryl Ab i absorbancja dla bialek Fitzgerald
(linia czerwona) 1 Agdia (linia zielona) na ptytce ELISA firm: a) Agdia i b) Envirologix.



Analiza zawartoS$ci bialka CrylAb w kukurydzy MONS810 i azotu ogolnego w lisciach
kukurydzy.

Uzyskane wyniki dotyczace stezenia biatka Cryl Ab w tkankach kukurydzy MONS810
potwierdzity wczesniejsze obserwacje (Monsanto, 2002; Nguyen i Jehle, 2007, Szekacs 1 in.,
2010, Habustova i in., 2012), wskazujace ze wystepuje zalezno$¢ pomig¢dzy rodzajem
analizowanej tkanki, a stezeniem transgenicznego bialka. Najwyzsze stezenie biatka Cryl Ab
wystepuje w lisciach: gornym (13,23-29,43 pg/g) i dolnym (8,94-35,90 ng/g). Istotnie mniej
CrylAb oznaczono w: korzeniu (1,52-4,14 ng/g), todydze (1,22-3,84 pg/g), pytku (1,27-
2,59 ug/g) i ziarnie (0,72-2,58 ng/g).

Nie wykazano zaleznosci pomig¢dzy lokalizacja eksperymentu a stgzeniem Cryl Ab w
badanym materiale. Réznice pomiedzy stezeniem CrylAb w réznych fazach rozwojowych
odnotowano tylko dla roslin zebranych w Gluchowie, gdzie oznaczono w 2009 w BBCH 39
1 BBCH 65 istotnie wigcej Cryl Ab w korzeniu, todydze 1 liSciu dolnym niz w fazie BBCH 79.
W 2010 roku réznice byly zdecydowanie mniejsze i istotnie wiecej CrylAb odnotowano
tylko w lisciu dolnym zebranym w fazach BBCH 39 i BBCH 79, niz w fazie BBCH 65.
Przeprowadzone analizy zawartosci azotu ogoélnego w 2009 roku w lisciu dolnym wskazaty
na obnizenie jego zawarto$ci w fazie BBCH 79, ponad 2-krotne w stosunku do fazy BBCH 65
i blisko 4,8-krotne w stosunku do fazy BBCH 39. Zaobserwowana zalezno$¢ pozwala na
stwierdzenie, ze obnizenie zawarto$ci CrylAb w ros$linach zebranych w fazie dojrzatosci
mlecznej moze by¢ zwigzane z obnizong zawarto$cig azotu ogolnego i wszystkich bialek
rozpuszczalnych.

Wyniki badah wykazaly, ze sezon wegetacyjny, w ktorym przeprowadzane byly
badania ma wplyw na stezenie CrylAb. Istotnie wigcej oznaczono CrylAb w 2009 niz 2010
roku, zaleznos$¢ ta wystepowata takze dla stezenia azotu ogdlnego w lisciach, co wskazuje na
korelacje pomiedzy stezeniem azotu ogoOlnego, a zawartoscig biatka CrylAb w lisciach
kukurydzy MONS810, potwierdza to wyniki uzyskane przez Coviella i in. (2000), oraz Subedi
i Ma (2007). Roznice pomiedzy latami badan mozna tlumaczy¢ warunkami
meteorologicznymi, w roku 2010 byla wyzsza wilgotno$¢ powietrza, co przektada si¢ na

zawarto$¢ suchej masy w tkankach roslinnych.



Walidacja metody oznaczania bialka CrylAb w glebie

W celu okreS§lenia stezenia biatka, ktore moze zosta¢é oznaczone w glebie
przeprowadzono walidacj¢ metody. Decyzyjna warto$¢ graniczna (CCa) zostala ustalona na
poziomie 1-2 ng Cryl Ab/g gleby, a zdolnos¢ wykrywania (CCp) jako 1,88-5,23 ng Cryl Ab/g
gleby, w zaleznosci od zrédta biatka 1 rodzaju gleby. Uzyskane wyniki sg zgodne
z uzyskanymi przez Gruber iin. (2011), ktérzy wyznaczyli warto$¢ graniczng na poziomie
2 ng Cryl Ab/g gleby oraz zdolno$¢ wykrywania na poziomie 3,1 ng/g gleby (Tab. 1). Jak
dotad powyzsze opracowanie bylo jedynym, zawierajacym walidacje metody oznaczania
Cryl Ab w glebie, przeprowadzonym zgodnie z decyzjg Komisji Europejskiej 2002/657/WE.

Odzysk bakteryjnego biatka Cryl Ab byt wyzszy w warstwie ornej (63,19-66,03%) niz
podornej (40,46-42,31%), podobnie dla biatka roslinnego wyzsza warto$¢ odnotowano
w glebie pobranej z warstwy ornej (46,85%-59,21%) niz podornej (28,66%-41,07) (Tab. 1).
Opisywane roznice nie byly istotne statystycznie. Na odzysk biatka CrylAb nie wplywatly
znaczaco ani rodzaj gleby, ani zrodto i stezenie biatka Cryl Ab. Wang i in. (2006), uzyskali
odzysk biatka bakteryjnego z gleby w przedziale 46,2-81,7%, a roslinnego 47,7-82,3%.
Podobnie w badaniach Palm 1 in. (1994), odzysk biatka bakteryjnego wahat si¢ w przedziale
27-60%, natomiast dla biatka roslinnego 17-70%.

Tab. 1. Decyzyjna warto$¢ graniczna (CCa) i zdolnos¢ wykrywania (CCP) [ng Cryl Ab/
g gleby] oraz odzysk [%] bakteryjnego i roslinnego biatka Cryl Ab w glebie.

Gleba A Gleba B
Parametr walidacyjny
0-30cm | 30-60cm | 0-30 cm 30-60 cm
CCa 2 1 2 1,5
CCB (biatko bakteryjne) 3,78 2,11 5,23 3,29
CCB (biatko roslinne) 4,05 1,88 4,41 3,07
Odzysk bakteryjnego Cryl Ab 66,03 40,46 63,19 42,31
Odzysk roslinnego Cryl Ab 46,85 41,07 59,21 28,66




OKkreslenie tempa rozpadu bialka CrylAb w glebie w warunkach kontrolowanych

Wykazano, ze czas 1 dynamika rozpadu CrylAb byty =zblizone w glebie
niewyjalowionej 1 wyjatowionej o odczynie obojetnym przez pierwsze 2 tygodnie trwania
eksperymentu. Podobienstwa te sugeruja, ze dziatalno§¢ mikroorganizméw glebowych nie
jest gldéwnym czynnikiem, odpowiedzialnym za rozpad biatka Cryl Ab w glebie. Potwierdza
to wyniki Helassy 1in. (2011), sugerujace, ze zahamowanie dziatania mikroorganizmow nie
wplywa na tempo rozpadu CrylAa w glebie, wskazujac, ze czynniki abiotyczne maja nie
mniejszy udziat w tempie rozpadu biatka w glebie niz mikroorganizmy glebowe.

Wieksze roznice niz pomiedzy gleba niewyjatowiong i wyjatowiong zauwazono
analizujac  wplyw czynnikow abiotycznych. Bialko CrylAb, zaréwno pochodzenia
roslinnego, jak i bakteryjnego rozpadato si¢ szybciej w temperaturze 15°C niz 4°C w obu
typach gleb. W przypadku gleby niewyjalowionej istotnie wiecej roslinnego biatka Cryl Ab
oznaczono w probach inkubowanych w 4°C niz w 15°C. Rozbiezno$ci wystapity takze
w trakcie trwania eksperymentu. W probach inkubowanych w 15°C rozpad biatka byl
bardziej gwaltowny. Analizujac tempo rozpadu CrylAb w glebie niewyjalowionej za
przyczyng szybszego tempa rozpadu w wyzszej temperaturze przyjmuje si¢ wzmozong
dziatalno$¢ mikroorganizmow, ktora jest skorelowana z temperaturg. Jednak w przypadku
gleby wyjalowionej przyjmuje si¢, ze powodem rdéznic Ww przebiegu procesoOw
fizykochemicznych zaleznych od temperatury jest to, ze jej wzrost indukuje ekspozycje
miejsc hydrofobowych biatka. Przy niskiej temperaturze oddziatywanie hydrofobowe jest
ograniczone, co przeklada si¢ na brak zmiany struktury biatka (Chen 1 in., 2003, Helassa 1 in.,
2011).

Wplyw pH byt obserwowany w obu typach gleby, w ktoérych zostala zahamowana
dziatalno§¢ mikroorganizméw, bez wzgledu na stosowang temperatur¢ inkubacji.
W literaturze sa bardzo duze rozbieznosci dotyczace wplywu odczynu gleby na procesy
zwigzane ze znajdujacym si¢ w niej biatkiem. Poczawszy od stwierdzonego braku istotnego
wplywu pH na tempo rozpadu biatka Cryl Ab przez Feng i in. (2011), poprzez wyniki Bai i in.
(2007), gdzie rozpad biatka byl wolniejszy w glebie o odczynie kwasnym (pH<6,5) niz
w neutralnym (6,5<pH<7,5) lub alkaicznym (6,5<pH). Wyniki uzyskane wtej pracy
wskazuja, ze obnizenie odczynu gleby skutkuje wykrywaniem nizszych wartosci Cryl Ab. Ma
to miejsce juz 2-go dnia trwania eksperymentu, co moze wskazywac na to, ze albo mamy do
czynienia z bardzo gwaltownym rozpadem biatka, albo na skutek zmian fizykochemicznych

biatka nie jest wychwytywane w tescie ELISA.



Analiza tempa rozpadu roslinnego biatka CrylAb w glebie A

Po 28 dniach trwania eksperymentu nie wykazano istotnych roznic w stezeniu Cryl Ab
w glebie. W analizowanych kombinacjach wykryto CrylAb w stezeniu od 11,4 ng/g gleby
w materiale o odczynie oboj¢tnym, inkubowanym w temperaturze 4°C, do 14,69 ng/g gleby
w probach o odczynie kwasnym, inkubowanych w temperaturze 15°C (Rys. 2).
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Rys. 2. Rozpad roslinnego bialka Cryl Ab (+ odchylenie standardowe) w wyjalowionej glebie

A, inkubowanej w temperaturze 4°C 1 15°C oraz pH 51 7.
Analiza tempa rozpadu bakteryjnego bialka CrylAb z preparatu DiPel w glebie A

Wartosci Cryl Ab na poziomie wyzszym niz CCB= 3,78 ng Cryl Ab/g gleby oznaczono
probach o pH kwasnym w temperaturze 4°C Cryl Ab, gdzie wykrywano do 6 dnia. W probach
inkubowanych w 15°C nie wykryto biatka 2 dnia. W glebie o pH 5, inkubowanej w 15°C
Cryl Ab wykrywano do 6 dnia, a w 4°C oznaczenie bylo mozliwe do 21 dnia (Rys. 3).
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Rys. 3. Rozpad bakteryjnego biatka Cryl Ab (+ odchylenie standardowe) w wyjatowionej
glebie A, inkubowanej w temperaturze 4°C 1 15°C orazpH 51 7.
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Analiza tempa rozpadu roslinnego biatka CrylAb w glebie B: wyjalowionej

i niewyjalowionej w warunkach kontrolowanych

Po 28 dniach trwania eksperymentu w glebie niewyjatowionej inkubowanej w 4°C
oznaczono blisko 7-krotnie wiecej (59,87 ng/g gleby) Cryl Ab niz w probach inkubowanych
w 15°C (8,44 ng/g gleby) (Rys. 4).

Po 28 dniach trwania eksperymentu w glebie wyjalowionej o pH 7, inkubowanej
w temperaturze 15°C oznaczono 2-krotnie wigcej Cryl Ab (56,43 ng/g gleby), niz w materiale
inkubowanym w temperaturze 4°C (26,85 ng/g gleby). W glebie o pH 5, inkubowanej w 4°C

oznaczono 3,56 ng/g gleby, a w materiale inkubowanym w temperaturze 15°C oznaczono 8,44

ng/g gleby (Rys. 4).
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Rys. 4. Rozpad roslinnego biatka Cryl Ab w glebie niewyjatowionej (T4 1 T15) inkubowane;j
w temperaturze 4°C 1 15°C oraz w glebie wyjatowione] inkubowanej w temperaturze 4°C

1 15°C oraz pH 5 1 7 + odchylenie standardowe.

Zastosowanie modelu Shift log do przedstawienia tempa rozpadu bialka CrylAb w

glebie

Zastosowany do oceny dynamiki rozpadu CrylAb w glebie model typu shift-log
pokazat, ze rozpad biatka ma charakter nieliniowy i jest dwufazowy (Rys. 5). Uzyskany obraz
jest zgodny z opisanym przez Herman i in. (2002); Palm i in. (1994); Tapp i Stotzky (1998).
Ten 3-parametryczny model cechowat sie warto$cia R” powyzej 90%. Z jego wykorzystaniem
wyznaczono warto$ci DTsg, czyli okresu poitrwania, ktoéry wskazal, ze biatko degradowato
szybciej w glebie niewyjatowionej B w temperaturze 15°C (2,58 dnia) niz 4°C (7,15 dnia).

W przypadku bialka bakteryjnego najnizszag wartos¢ DTsg odnotowano dla materiatu
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inkubowanego w pH kwasnym i temperaturze 15°C (0,03 dnia), anajwyzszg dla prob
inkubowanych w 4°C i pH obojetnym (3,74 dnia). Wartosci DTso wskazuja, Ze roslinne biatko
CrylAb degradowato najszybciej w warunkach kwasnego pH, w glebie B w temperaturze
15°C (0,38 dnia), najwolniej w temperaturze 4°C i pH oboje¢tnym (9,05 dnia).
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Rys. 5. Funkcje rozpadu: a) roslinnego CrylAb w wyjatowionej glebie A, w zalezno$ci od
temperatury i pH, b) roslinnego CrylAb w niewyjalowionej glebie A w zaleznosci od
temperatury c) roslinnego CrylAb w wyjalowionej glebie B, w zaleznosci od temperatury

i pH, d) bakteryjnego Cryl Ab w wyjalowionej glebie A, w zaleznos$ci od temperatury i pH.
Okreslenie czasu trwania bialka w glebie, gdzie uprawiano kukurydz¢ MONS810

Wyznaczenie parametrow walidacyjnych zastosowanego systemu pozwolito na
okreslenie, czy biatko CrylAb jest obecne w glebie. W wyniku analiz gleby zebranej
z glebokosci 0-30 130-60 cm, z pol doswiadczalnych w Gluchowie 1 Budziszowie w zadnej
z zebranych probek, niezaleznie od lokalizacji, terminu zbioru i glebokosci pobieranego
materialu nie oznaczono biatka Cryl Ab w glebie na poziomie powyzej decyzyjnej wartosci
granicznej CCa. Wyniki przeprowadzonych badan sg zbiezne z uzyskanymi przez Dubelman
i1in. (2005), ktorzy nie stwierdzili akumulacji Cryl Ab w wyniku 3-letniej uprawy genetycznie
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zmodyfikowanej kukurydzy. Réwniez Gruber 1in. (2011) nie stwierdzili akumulacji
transgenicznego biatka w glebie, w wyniku 9-letniej uprawy kukurydzy MON&10. Podobnie
w doswiadczeniach prowadzonych przez Badea i in. (2010) po 12 tygodniach poziom CrylAb
byl nizszy niz limit detekcji (0,1 ng/g gleby). Kontrastujagce wyniki przedstawili Hopkins
(2005) 1 Zwahlen 1 in. (2003), ktérzy wskazali na obecno$¢ biatka Cryl Ab w glebie wiosna,
w kilka miesigcy po zakonczeniu uprawy roslin GM.

Bez wyznaczenia parametréw walidacyjnych danej metody nie mozna uznaé, czy
uzyskiwane wartosci dla biatka Cryl Ab wynikaja z bledu zastosowanej metody analitycznej i

ponizej jakiej warto$ci uzyskiwane wyniki sg niemiarodajne.
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Whioski

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Stezenie biatka CrylAb w kukurydzy MONS8I0 zalezy od warunkéw
meteorologicznych w poszczegdlnych latach uprawy i jest skorelowane z zawartoscia

azotu ogo6lnego w roslinie.

Na trwatos¢ biatka CrylAb w glebie wptyw maja zar6wno czynniki biotyczne, jak
1 abiotyczne. Czas pottrwania biatka CrylAb (DTsp) w badanych typach gleb
wskazywal, ze dziatalno$¢ mikroorganizmoéw, zakwaszenie gleb i inkubacja w wyzszej
temperaturze skutkujg szybsza degradacja biatka pochodzenia roslinnego, jak rowniez

bakteryjnego.

Dla zobrazowania wynikéw dynamiki rozpadu biatka Cryl Ab w glebie w warunkach
kontrolowanych zasadne jest zastosowanie trdjparametrycznego modelu typu shift-

log, na co wskazuje wspotczynnik determinacji (R* > 90%).

Wyznaczenie parametréw walidacyjnych (decyzyjnej wartosci granicznej 1 zdolnosci
wykrywania) oraz okres$lenie odzysku biatka z badanej matrycy jest konieczne do
okreslenia, jakie najnizsze st¢zenia biatka w glebie mozna wykry¢ z uzyciem danej
metody 1ijaka cze¢$¢ biatka nie jest odzyskiwana ze 100% wydajnoscig- nie jest

wykrywana w teScie ELISA.

Nie stwierdzono obecnos$ci biatka Cryl Ab w glebie, w ktorej uprawiano kukurydze
MONS810 przez 3 14 lata, co dowodzi braku akumulacji biatka Cryl Ab w warunkach
uprawy w Polsce, w badanych typach gleb.

Zastosowanie okreslonego zestawu do oznaczania biatka CrylAb w polaczeniu
z konkretnym standardem biatkowym wplywa na wynik oznaczanego biatka
w materiale. Zestaw Envirologix QualiPlate CrylAb/CrylAc w polaczeniu ze
standardem bialkowym z firmy Agdia moze by¢ polecany do oznaczen ilo$ciowych

Cryl Ab po uprzedniej standaryzacji metody.

Uzyskane wyniki potwierdzaja hipotezg, ze warunki $rodowiskowe wpltywaja na

zawarto$¢ biatka CrylAb w kukurydzy MONS810 uprawianej w Polsce i pozwalajg na

odrzucenie hipotezy, ze biatko Cryl Ab akumuluje si¢ w glebie w wyniku wieloletniej uprawy

kukurydzy MONS10.
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