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BRZA DETEKCIJA GENETICKE MODIFIKACIJE ZA
PRACENJE GMO U POLJOPRIVREDI

Sofija Petrovi¢** i Miodrag Dimitrijevic!

Izvod

Transgena tehnologija je prosirila puteve stvaranja nove geneticke varijabilnosti. Geneticki
modifikovani organizmi (GMO) poseduju ukupni genom koji je izmenjen na nacin koji se ne
bi desio u prirodi. Geneti¢ki modifikovane (GM) poljoprivredne kulture beleZe stalni porast u
svom udelu u poljoprivrednoj proizvodnji. Ipak, u najvecoj meri su ograni¢ene na dve kulture
- soju 1 kukuruz, kao i na dve geneticke modifikacije, otpornost na totalne herbicide i Stetocine
iz roda leptira (Lepidoptera). Radi pracenja gajenja i prometa GMO Koriste se testovi razlicite
preciznosti, koji kvalitativno i/ili kvantitativno utvrduju prisustvo genetickih modifikacija.
Testovi za brzo utvrdivanje prisustva GM su pogodni, jer mogu da se sprovedu brzo i precizno, u
okvirima deklarisane osetljivosti i van laboratorije. Na primeru kori§¢enja brzih testova pokazana

je njihova upotrebna vrednost.

Kljuéne reci: GMO, soja, test, trake, poljoprivreda

Uvod

Kako je stvarana nova geneticka
varijabilnost

Neolitska revolucija je oznacavala
preokret u ponasanju coveka i stvorila temelje
civilizacije koju poznajemo. Poljoprivreda,
odnosno proizvodnja hrane se, izmedu
10.000 i 5.000 godina pre nove ere, pojavila
u raznim krajevima sveta (Weisdorf, 2005).
Modifikacije geneticke osnove organizama
prate ¢oveka, dakle, ve¢ vise od 10.000 godina,

Pregledni naucni rad (Review paper)

jos§ od vremena prelaska sa faze sakupljanja i
lova, na sedelacki nacin zivota i proizvodnju
hrane poljoprivredom. U pocetku je pozeljna
geneticka varijabilnost dobijana selekcijom iz
domestifikovanih populacija divljih Zivotinja
i biljaka. Zatim se preslo na kontrolisana
ukrStanja individua odabranih iz populacija.
Na ovaj nacin se ¢ovek direktno umesao u
prirodnu varijaciju, indukujuéi genotipove
pozeljnih  karakteristika, rekombinacijom
roditeljskih genofondova i odabirom Zeljene
geneticke varijabilnosti u potomstvu. Stvaranje
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nove geneticke varijabilnosti vertikalnim
transferom geneticke informacije, sa roditelja
na potomstvo, je bio jedini put stvaranja nove
geneticke varijabilnosti hiljadama godina,
sve do savremenog doba. U danaSnje vreme
je ovaj put joS uvek preovladujuéi i koristi
se za dobijanje novih sorti u programima
oplemenjivanja poljoprivrednih organizama.
Medutim, nije vise i jedini put.

Pojava geneticki modifikovanih organizama

Geneticki  modifikovani  organizmi
(GMO) predstavljaju organizme, sa izuzetkom
ljudi, ¢iji je geneticki materijal izmenjen na
nacin koji se ne deSava u prirodi, ukrStanjem
i/ili prirodnom rekombinacijom (DIRECTIVE
2001/18/EC). Moderna biotehnologija
transgenom tehnologijom proizvodi GMO u
laboratorijskim uslovima. Stvaranje pozeljne
geneticke varijacije tehnologijom transgena
se zasniva na horizontalnom transferu gena
iz organizma u organizam, bez ukrstanja.
Horizontalni genski transfer (HGT), ili lateralni
genski transfer (LGT), podrazumeva proces
kojim organizam recipijent dobija geneticki
materijal organizma donora, aseksualnim putem
(Bock, 2010). Vertikalni transfer genetickog
materijala je proucavan nau¢nim metodima
jos od rada Gregora Mendela (Mendel, 1866).
Horizontalni transfer gena, transdukcijom
i transformacijom, je ustanovljen mnogo
kasnije, polovinom cetvrte decenije proslog
veka (Avery et al., 1944). lako je, u pocetku
smatrano, da je horizontalni transfer nasledne
informacije jedinstven samo za svet prokariota,
kasnija istrazivanja su pokazala da je ovaj
put propagacije gena karakteristiCan za sve
organizme, ¢ime je oznaCen kao evolucioni
proces (Werner, 2008). Prvi put u istoriji covek
je, transgenom tehnologijom poceo da koristi
horizontalni transfer gena za dobijanje Zeljene
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geneticke varijacije.

Ono S§to je jedinstveno, u prirodi
neponovljivo i karakteristicno za GMO je i
genska konstrukcija, odnosno himerni gen,
koji se insertuje u genom domacina. Himerni
gen je cesto sam po sebi laboratorijski
konstruisan tako da se kombinuju genski
delovi razlic¢itih, najéeS¢e taksonomski
udaljenih organizama. Tipian primer je
genska konstrukcija (gene construct, eng.)
GTS 40-3-2, RoundUp Ready soja, koja donosi
otpornost na totalne herbicide sa glifosatom
kao aktivnom materijom. Glifosat je herbicid
Sirokog spektra delovanja. Kod biljaka blokira
delovanje enzima 5-enolpiruvilSikimat-3-
fosfat sintetaze, koji igra klju¢nu ulogu u
sintezi aromati¢nih esencijalnih amino-kiselina
— fenilalanina, tirozina i triptofana. Nedostatak
ovih amino-kiselina dovodi do uginuca biljaka
u roku od nekoliko dana. Ovu konstrukciju €ini
strukturni glifosat tolerantni gen koji proizvodi
enzim 5-enolpiruvil§ikimat-3-fosfat sintetazu
(EPSPS) i1 koji je izolovan iz zemlji$nih
bakterija Agrobacterium tumefaciens rasa
CP4, zatim regulatorni gen, jak promotor
P-CaMV E35S iz mozaik virusa karfiola
(Cauliflower Mosaic Virus), terminatorni
gen, terminator sinteze nopalina (T-nos)
izolovan iz bakterije A. tumefaciens i gen
koji produkuje hloroplast tranzicioni peptid
CTP4 iz ecukariotskog organizma petunije
(Petunia hibrida), sl. 1, (Green and Castle,
2010; Dimitrijevi¢ i Petrovi¢, 2013). Strukturni
EPSPS gen je neosetljiv na delovanje herbicida
i degradira glifosat do kiselina i oksalata, ¢ime
se deaktiviSe njegovo delovanje pretvaranjem
aktivne komponente herbicida u neaktivnu.
Na ovaj naCin se ne blokira proizvodnja
esencijalnih amino-kiselina, biljka prezivljava
i nastavlja da se normalno razvija, za razliku
od okolnih korovskih biljaka (Dimitrijevi¢ i
Petrovi¢, 2004).
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Chimerical gene (construct) 1365bp long inserted into soybean line GTS 40-3-2 (Monsanto Co.) genome.

35S promoter

" Enhanced

EPSPS I

35S promoter S-enolpyruvylshikimate-3- phosphate synthase || Agrobackerium
(E355) fom Agmbmtenum 5p. siraig Cl ) || tumefactens
Cauliflower Y nopaline synthase
mosaic virus . (nes)

(CaMV) 43" polyadenylation |

T signal

Chloroplast transit peptide
from
Petursa hybrida

(ot e

*Viruses
*0Oncogene bacteria
*Biolisticmethod

Slika 1. Genska konstrukcija GTS 40-3-2 RR soje, sadrzi delove taksonomski udaljenih organizama, u ovom
slucaju prokariota i eukariota (Dimitrijevic i Petrovié, 2004)

Figure 1. Gen construct GTS 40-3-2 RR soybean, consisting of gene parts of taxonomically very distant
organisms origin, procaryotic and eucaryotic organisms in this case (Dimitrijevi¢ and Petrovic, 2004)

Rasprostranjenost GM kultura

Transgena tehnologija je najveéu
komercijalizaciju ostvarila u poljoprivredi.
Od 1996. kada su GM usevi gajeni na 1,7
miliona hektara, povrsina pod ovim kulturama
je narasla do 175,2 miliona hektara u 2013.
godini. Smatra se da je ovo najbrze prihvacena
tehnologija u novijoj istoriji (James, 2013).
Prema James (2013), ovo se objasnjava
plasticnos¢u tih useva i koristima koje od
njih imaju proizvodaci i potrosaci. Medutim,
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mora da se napomene da plasman ni jedne
tehnologije u ,,novijoj istoriji* nije pratila tako
obimna i agresivna propaganda, kao i plasman
uz koris¢enje razlic¢itih oblika geopolitickog
delovanja i globalno ekonomskih mera. Iako je
povrsina pod GM kulturama rasla po preko 100
puta od 1996. do 2013., areal gajenja se nije
Sirio tim tempom. Navedenih 175,2 miliona
hektara pokriva 27 drzava u svetu, ali 156,6
miliona hektara (89,4%) deli svega pet drzava i
to: SAD 70,1 milion hektara (40% od ukupnih
povrsina pod GM usevima u svetu), Brazil 40,3
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miliona hektara (23%), Argentina 24,4 miliona
hektara (oko 14%), Indija 11 miliona hektara
(6,3%) 1 Kanada 10,8 miliona hektara (6,2%).
U ostale 22 drzave, 14 drzava gaji GMO na
povr§inama od 100.000 hektara (Spanija,
Meksiko, Kolumbija, Sudan) do 4,6 miliona
hektara (Kina), dok se u 8 drzava GMO gaji
na manje od 100.000 hektara (Cile, Honduras,
Portugalija, Kuba, Ceska, Kostarika, Rumunija
i Slovacka), podaci prema James, (2013).
Medutim, dok je trend Sirenja povrs§ina pod GM
kulturama belezio stalan porast, broj drzava u
kojima se GM kulture gaje, belezi blagi pad.
Tako je broj drzava koje su gajile GMO u
poljoprivredi u 2007. bio 17, da bi do 2010. taj
broj narastao do 29 drzava. 0d2011. kada je broj
drzava koje su gajile GMO stagnirao na 29, u
odnosu na prethodnu godinu 2013., se smanjio
na 27. Uocava se i trend pomeranja teziSta
proizvodnje hrane GM usevima sa razvijenih
zemalja na zemlje u razvoju. U dve uzastopne
godine zemlje u razvoju su sejale vise hektara
GM useva; nego razvijene zemlje. U 2013. je
taj odnos iznosio 54% (94 miliona hektara)
u zemljama u razvoju, u odnosu na 46% (81
milion hektara) u razvijenim zemljam (James,
2013). Medutim i ovde moze da se uoci, da je
na ovakav odnos u velikoj meri uticalo Sirenje
GM kultura u jednoj jedinoj drzavi u razvoju,
u Brazilu, gde su povrSine pod GM kulturama
narasle sa 25,4 miliona hektara u 2010. na 40,3
miliona hektara u 2013.

Srbija godiSnje zaseje oko 160.000
hektara konvencionalne soje i ostvari prinos
od oko 2,5 tona po hektaru, Sto znaci da
Srbija godiSnje proizvede oko 400.000 tona
ne-GM soje (Republicki zavod za statistiku,
2013). Srbija je jedina drzava u Evropi koja je
samodovoljna u proizvodnji soje i predstavlja
Cetvrtog izvoznika konvencionalne soje na
nasem kontinentu.
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Da bi se stekla potpuna slika o
zastupljenosti GM kultura u poljoprivredi,
potrebno je da se sagleda i njihovo ucesée u
ukupnoj poljoprivrednoj proizvodnji u svetu.
Na zemlji se nalazi oko 13,4 milijarde hektara
zemljane povrsine, od ¢ega se 1,5-1,6 milijarde
hektara koristi za proizvodnju poljoprivrednih
kultura (Smith et al.,2010; Lambina and
Meyfroidt, 2011). Ako povrsinu pod GM
kulturama stavimo u odnos sa ukupnom
povrsinom pod poljoprivrednim kulturama,
sledi da transgeni usevi zauzimaju 10,9-11,7%
povrsina u biljnoj proizvodnji.

Uocljiva je veoma wuska varijacija
u poljoprivrednim kulturama, koje se
podvrgavaju genetickim modifikacijam dajuci
GMO varijante. Transgena tehnologija za
modifikacije najviSe koristi dve biljne vrste-
soju (Glycine max L. Merr.) i kukuruz (Zea
mays L.). U 2012. GM soja je gajena na 80,7
miliona hektara od 170,3 miliona hektara
zasejanih GM usevima u svetu, $to ¢ini 47%
GMO u poljoprivredi. Geneticki modifikovan
kukuruz je sejan na 55,1 milion hektara
(32%). Znacajnije procente zastupljenosti
u GMO biljnom diverzitetu u poljoprivredi
iskazuju jo§ i pamuk (14%) i uljana repica
(5%), dok se sve ostale GM kulture pojavljuju
sa manje od 2% uceS¢a. Mala varijabilnost
se belezi i po osobinama koje su podvrgnute
genetickoj modifikaciji. Tolerantnost na
herbicide se pojavljuje u 59% slucajeva
modifikacija poljoprivrednih kultura. U 2012.
ova modifikacija je sejana na 100,5 miliona
hektara. Kombinacija otpornosti na herbicide i
otpornosti na insekte se javlja u 26% slucajeva
(43,7 miliona hektara), a sama otpornost na
insekte u 15% slucajeva (26,1 milion hektara).
Sve ostale modifikacije su zanemarljivog
uceséa (James, 2012). Ovo pokazuje da
transgena tehnologija i pored brze ekspanzije,
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od samog pocetka svoje komercijalizacije
u agraru, nudi veoma usku varijabilnost u
pogledu kultura i osobina koje modifikuje.
Ovo moze da ukaze na realno ograni¢ene
tehnicke moguénosti i domete ove tehnologije,
kao i eventualno pretpostavljanje teznje za
brzom komercijalizacijom, teznji da se prosiri
paleta modifikacija koje ova tehnologija nudi
proizvodnji hrane.

Nacini testiranja GM

Testiranje prisustva geneticke
modifikacije u uzorku koji je podvrgnut
ispitivanju se zasniva na ustanovljenju

modifikacije na nivou DNK, ili na nivou
proteinskog produkta modifikovane DNK
(imunoloska analiza). Analiza moze da
bude kvalitativna, pri ¢emu rezultat otkriva
prisustvo, ili odsustvo geneticke modifikacije
u uzorku, ili kvantitativna, kada se u slucaju
pozitivnog rezultata, dobija i1 zastupljenost
geneticki modifikovane DNK u uzorku. Za
kvantitativnu  analizu, odnosno detekciju
modifikacije na nivou DNK se najcesc¢e koristi
lancana reakcija polimeraze (PCR). Ovakva
analiza je preciznija, vece osetljivosti. Njome
je moguce da se otkrije i kvantifikuje geneticka
modifikacija i u uzorcima koji su podvrgnuti
hemijskom ili termi¢kom tretmanu, Sto je
Cest slucaj u proizvodnji hrane. Sli¢no je i sa
testom na bazi proteinskog produkta, ELISA
(Enzyme-linked  immunosorbent  assay)
testom. Nedostatak ovog testa je Sto detektuje
samo netaknuti protein, tako da moze da se
primeni za testiranje semena, ili vegetativnih
delova, ali ne i na proizvode koji su podvrgnuti
industrijskoj obradi. Ovakve analize zahtevaju
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adekvatno opremljenu laboratoriju i stru¢no
osposobljeno osoblje. Navedeni metodi mogu
da se koriste i za kvalitativnu analizu, ali nisu
pogodni za brzo utvrdivanje prisustva geneticke
modifikacije, jer traze opremljene laboratorije,
obuceno osoblje i transport uzoraka do mesta
analize.

Brzi metodi za utvrdivanje prisustva
genetickih  modifikacija prate  prisustvo
proteinskog produkta dela genske konstrukcije
koja je insertovana u domacina postupkom
geneti¢kog inZenjeringa. Siroko koridéen je
metod traka, koji spada u kvalitativne metode
koje se zasnivaju na imunoloskim testovima.
Princip metoda traka se zasniva na vezivanju
koloidnim zlatom obelezenih antitela koja se
nalaze na test-traci za GMO protein, koji je
eventualno prisutan u uzorku. Ako je GMO
protein prisutan, formirani kompleks antitelo-
protein nastavlja da se kre¢e uz traku, koja
je prethodno potopljena u homogenizovan
uzorak, i prelazi preko dve zone na traci,
kontrolnu i test liniju. Test linija poseduje
antitela specificna za GMO protein na koji se
vr$i test. Koloidnim zlatom obelezena antitela
u kompleksu sa GMO proteinom prelaze
preko test linije i formira se sendvi¢ koji je
vidljiv kao linija na test traci. Visak koloidnim
zlatom obelezenih antitela, koji se nije vezao
za GMO protein, nastavlja migraciju uz traku,
ka kontrolnom delu u kome se nalaze antitela
specificna za koloidnim zlatom obelezena
antitela. Vezivanjem mobilnih antitela i onih
koja su vezana za kontrolni deo test trake,
pojavljuje se druga vidljiva linija na test traci.
Ova kontrolna linija pokazuje da je test validan
i da je uzorak prosao kroz traku (sl. 2).
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Slika 2. Brzo testiranje prisustva GMO u uzorku metodom traka (foto Dimitrijevié, Petrovic)
Figure 2. Rapid testing for GMO presence in the sample, utilizing stripe test method (photo by Dimitrijevic,
Petrovic)
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Ova vrsta testova je manje precizna
nego laboratorijski metodi i detektuje GM u
dijapazonu od 0,1-1%, medutim moze da se
uradi brzo, nisu potrebni laboratorijski uslovi,
posebna oprema i obucenost. Test trakama
je pogodan kao pilot test, na licu mesta, da
se ustanovi da li je gajena kultura ili seme
geneticki modifikovano, ili ne.

Prethodni  rezultati  laboratorijskih
ispitivanja ukazuju, da i pored zakonskih
zabrana, organa kontrole i pracenja, u Srbiji
mogu da se nadu GM usevi (Nikoli¢ i sar, 2006).
Ovde se ne radi samo o krSenju zakonskih
propisa Republike Srbije, ve¢ i o nelegalnom
koris¢enju patentnih prava kojima raspolaze
vlasnik GM kulture. Ova patentna prava Stite
samu gensku konstrukciju, kao i GM kulturu
koja nosi odredeni himerni gen. Nelegalnim
zasnivanjem GM useva se ugrozava zivotna
sredina, jer niko ne preduzima mere zastite od
moguce kontaminacije. Ovo je posebno opasno,

ako se radi o stranooplodnim poljoprivrednim
kulturama.

Brzi testovi za utvrdivanje prisustva GM

Ovi testovi mogu da budu veoma
korisni kao prva informacija zainteresovanima
da 1i je kultura geneticki modifikovana, ili
ne. Efikasnost brzog testiranja je pracena
testiranjem  imunohromatografski  testom
traka. Pribavljeno je 10 uzoraka od po 300g
sojinog zrna iz deset razlicitih i slucajno
odabranih prodavnica zdravstveno bezbedne
hrane u Novom Sadu. Uzorci su prikupljani u
jednom danu, marta 2011. Za brzo testiranje
je koris¢en komplet Neogen® corporation,
imunohromatografski ,,Re\/eal®“ test, za CP4
(Rondup Ready®). Komplet sadrzi test trake za
utvrdivanje prisustva GM (u plasti¢noj tubi),
kao i pipete i kivete u plasticnim kesicama (sl.

Slika 3. Komplet za brzo utvrdivanje prisustva GM (foto Petrovi¢, Dimitrijevic)
Figure 3. Rapid GM test kit (photo by Petrovié, Dimitrijevic)
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Testom se otkriva prisustvo proteinskog
produkta gena CP4 koji koduje sintezu
hloroplast transportnog peptida. Ovaj gen je
deo genske konstrukcije koja se insertuje u
genom soje, ¢ineéi je geneticki modifikovanom.
Test moze da se primeni na soju i kukuruz koji
poseduju geneticku modifikaciju otpornosti
na Rondup® totalni herbicid. Preciznost testa
je 1 na 1000 zrna (0,1%) soje i 1 na 800 zrna
(0,125%) kukuruza. Reprezentativni uzorak,
kojim se postize 0,1% osetljivosti testa, se
dobija kada se prose¢na masa zrna (u ovom
slucaju 100 zrna) pomnozi sa 1000. Odmereni
uzorak se melje u mlinu (u ovom slu¢aju mlin
za kafu Siemens MC23200), 30-45 sekundi pri
najvecem broju obrtaja. Samlevenom uzorku se
dodaje 4 puta veca koli¢ina destilovane vode i
uzorak se meSa 30-45 sekundi dok se rastvor ne
homogenizuje. Posle talozenja uzorka od oko

30 minuta, za testiranje se koristi supernatant.
U slucaju veceg broja uzoraka (u ovom slucaju
10), novom pipetom za svaki uzorak, odmerava
se oko 0,5ml ekstrakta i sipa u kivetu. U svaku
kivetu posebno se ubacuje test traka. Rezultat
se ocitava posle 10 minuta.

Uzorak soje je pozitivan na sadrzaj SR4
> 0,1%, ukoliko se pojave dve linije na test
traci, jedna u test-zoni i druga u kontrolnoj zoni.
Negativnim rezultatom se smatra nepostojanje
vidljive linije u test-zoni, uz pojavu linije u
kontrolnoj zoni, po isteku 10 minuta. Ako
se pojavi linija u test zoni, ali nema linije u
kontrolnoj zoni, test nije validan i treba da
se ponovi sa novom trakom. U slucaju pilot
eksperimenta opisanog u ovom radu, pozitivan
rezultat se pojavio u jednom od deset uzoraka
(sl. 4).

Slika 4. Brzim testiranjem pomocu imunohromatografskih traka, prepoznat je i izdvojen uzorak GM-soje iz 10

slucajno uzetih uzoraka (foto Petrovic, Dimitrijevic)

Figure 4. The seed sample of GM soybean was clearly recognized among 10 random soybean seed samples

(photo by Petrovi¢, Dimitrijevic)
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Iz navedenog pilot istrazivanja se vidi
da brzi testovi imunohromatinskim trakama,
mogu da se urade kako u laboratoriji, tako
i van nje. Ovi testovi nisu skupi i mogu da
pruze prvu informaciju o ispitivanom biljnom
materijalu. Cenajednog kompleta za ispitivanje
navedene geneticke modifikacije iznosi 187
evra, §to po uzorku kosta 3,74 evra ili oko 450
dinara sa uracunatim PDV-om od 20%, ili 160
evra komplet i 3,20 evra po uzorku (oko 380
dinara), bez PDV-a.

Pilot ispitivanje je potvrdilo prethodne
rezultate Nikoli¢ i sar. (2006) da se u
proizvodnji i na trziStu Republike Srbije nalaze
GM poljoprivredne kulture u formi (zrno) koja
nije dozvoljena trenutno vazeé¢im zakonskim
aktima.

Zakljuc¢ak

Upotreba brzog testa za geneticke
modifikacije, pored ve¢ zakonski propisanih
obaveza prometnicima da moraju da kontrolisu
robu koju stavljaju u promet, bi pomogla da
se zakonski propisi poStuju, da kupci imaju
informaciju $ta kupuju, da se GM kulture ne
seju na nasim poljima i da otkupljivaci znaju,
na licu mesta i odmabh, da li je soja, kukuruz
ili neka tre¢a kultura koju otkupljuju geneticki
modifikovana ili ne.
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RAPID DETECTION OF GENETIC MODIFICATION FOR GMO
MONITORING IN AGRICULTURE

Sofija Petrovi¢ and Miodrag Dimitrijevié¢

Summary

Transgenic technology has expanded the ways of new genetic variability creation.
Genetically modified organisms (GMOs) are organisms which total genome is altered in a way
that could not happen in nature. GM crops recorded a steady increase in its share in agricultural
production. However, for the most part, GMO in agriculture has been limited to two cultivars
- soy and corn, and the two genetic modifications, the total herbicide resistance and pest of the
Lepidoptera genus. In order to monitor cultivation and trade of GMOs, tests of different precision
are used, qualitatively and/or quantitatively determining the presence of genetic modification.
Tests for the rapid determination of the presence of GM are suitable, since they can be implemented
quickly and accurately, in terms of declared sensitivity, outside or in the laboratory. The example
of the use of rapid tests demonstrates their value in use for rapid and efficient monitoring.

Key words: GMO, soybean, test, stripe, agriculture.
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