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KOPSAVILKUMS

PARSKATS PAR LATVIJAS REPUBLIKAS ZEMKOPIBAS MINISTRIJAS LAUKU ATBALSTA
DIENESTA ZINATNISKA PROJEKTA
»AR JAUNAM GENETISKO MODIFIKACIJU METODEM IEGUTU PARTIKAS, DZIVNIEKU
BARIBAS UN TO PIEDEVU NOTEIKSANA UN SADU PRODUKTU ZINATNISKA RISKA
NOVERTEJUMS”
NORISI 2020. GADA

Projekta merkis ir ar jaunam genétisko modifikaciju metodém iegltu partikas produktu,
dzivnieku baribas un to piedevu diagnostisko metozu un iespéjamo risku novértésana Latvija.
Viens no darba uzdevumiem 2020. gada bija veikt diagnostikas iespéju izpéti un zinatniska
riska analizi organismiem, kas ieguti ar jaunajam mutagenézes metodém. Projekta sakuma
tika izvéleti potencialie modificéto organismu piemeéri, kas tuvakajos gados varétu bit aktuali
Eiropas Savienibas un Latvijas tautsaimniecibai. Lai veiktu $o uzdevumu, tika izmantota datu
baze EUGINIUS. Tika konstatéts, ka lielakoties augu genoma redigéSana ir izmantotas
transkripcijas aktivatoriem lidzigas efektornukleazes (TALEN), RNS vaditas saitspecifiskas
nukleazes ar CRISPR/Cas sistému, cinka pirkstu nukleazes, meganukleazes, oligonukleotidu
vadita mutagenéze, un saitspecifiska mutagenéze. Tadel projekta ietvaros tika sagatavots
apraksts par saitspecifiskam nukleazém un to riska novértéjums, ka ari izvéléti genomiski
redigétu kultGraugu apraksti (rapsis, kartupeli, soja, kviesi, kukuriza). Pirma darba uzdevuma
ietvaros tika veikta ar jaunam genétisko modifikaciju metodém ieglito organismu diagnostikas
iespéju izpéte. Paraléli tika veikta izveléto organismu zinatniska riska analize, veicot teoreétisku
iespéjamo apdraudéjumu (hazards) identificéSanu cilvéku un dzivnieku veselibai un apkartéjai
videi, iespéjamo apdraudéjumu varbutibu un sekas, apdraudéjumu ekspoziciju un atbilstoso
risku.

Otrs 2020. gada darba uzdevums bija veikt zinatniska riska analizi organismiem, kas
ieglti ar mutagenézes metodém un tadam jaunajam tehnologijam ka génu dzini (gene drive)
un citam jaunajam augu selekcijas metodém (new plant breeding techniques) atbilstosi
Latvijas tautsaimniecibas vajadzibam. Génu dzinu sistému pielietojums lauksaimnieciba var
blt saistits ar nezalu populaciju ierobezosanu, ka art ar augu kaitéklu populaciju ierobezosanu.
Vairakas génu dzinu sistémas ir izstradatas punktsparnu auglmusas Drosophila suzuki
ierobezosanai. Par So tému projekta ietvaros tika sagatavots un publicéts popularzinatnisks
raksts. Projekta aktivitates ietvaros tika organizéti divi seminari dazadu tautsaimniecibas
nozaru parstavjiem, zinatniekiem, nevalstiskajam organizacijam un lemumpienémejiem, lai
iepazistinatu ar Sim tehnologijam, uzzinatu So ieintereséto pusu viedokli par tam, tai skaita
par iespéjamiem ieguvumiem, zaudéjumiem un izaicinajumiem, ko varétu radit sadi organismi
Latvijas tautsaimniecibai un videi.



Projekta meérkis, uzdevumi un 2020. gada
paveikta darba apraksts

Projekta meérkis

Projekta meérkis — ar jaunam geneétisko modifikaciju metodém iegltu partikas
produktu, dzivnieku baribas un to piedevu diagnostisko metoZzu un iespé&jamo risku
novertésana Latvija.

Projekta meérka realizacija nodrosinas Latvijas gatavibu veikt minéto partikas produktu
diagnostiku, konstatéjot Sadu produktu kravas uz robezas, ka ari dazadu aizdomu gadijumos,
lai nepielautu patérétaju maldinasanu, veselibas apdraudéjumu vai iespéjamu kaitéjumu
Latvijas videi.

Projekta realizacijai izvirzitie darba uzdevumi

Uzdevumi 2020. gadam:

1. Veikt diagnostikas iespéju izpéti un zinatniska riska anahzi organismiem, kas ieguti ar
jaunajam mutagenézes metodém. Projekta sakuma tika izvéleti potencialie modificéto
organismu piemeri, kas tuvakajos gados varétu but aktuali Latvijas tautsaimniecibai. Talakaja
darba tika veikta So organismu diagnostikas iespéju izpéte, izsverot gan iespéjamos pieejamos
metodologiskos risinajumus uz vietas Partikas droSibas, dzivnieku veselibas un vides
zinatniskaja institata “BIOR”, gan arl iesp€jas atseviSkus diagnostikas posmus veikt citas
Latvijas vai citu valstu laboratorijas. Paraléli tiks veikta izvéléto organismu zinatniska riska
analize, veicot teorétisku iespéjamo apdraudéjumu (hazards) identificéSanu cilvéku un
dzivnieku veselibai un apkartéjai videi, iespéjamo apdraudéjumu varbltibu un sekas,
ekspoziciju un atbilstoSo risku. Diagnostikas iesp€ju izpétes un zinatniska riska analizes
rezultati tiks ieklauti projekta pirma gada atskaite.

2. Veikt zinatniska riska analizi organismiem, kas ieguti ar mutagenézes metodém un tadam
jaunajam tehnologijam ka gene drive un citam jaunajam audzésanas metodém (new plant
breeding techniques) atbilstosi Latvijas tautsaimniecibai. Sis aktivitites ietvaros tika
organizéti divi seminari dazadu tautsaimniecibas nozaru parstavjiem, zinatniekiem,
nevalstiskajam organizacijam un [emumpienémeéjiem, lai iepazistinatu ar Sim tehnologijam,
uzzinatu So ieintereséto pusu viedokli par tam, tai skaita par iespéjamiem ieguvumiem,
zaudéjumiem un izaicinajumiem, ko varétu radit $adi organismi Latvijas tautsaimniecibai un
videi. legiita informacija tika ieklauta projekta pirma gada atskaité. Sis aktivitates ietvaros ir
sagatavots popularzinatnisks raksts.

Uzdevumi 2021. gadam:

3. Veikt ekspozicijas novértéjumu atbilstosi aktualajai situacijai - eksperimentala situacijas
novertésana, partikas un dzivnieku baribas un to piedevu paraugiem, kas ieguti
mazumtirdznieciba un no dzivnieku baribas razotajiem, nosakot kvalitativu un kvantitativu



GMO klatbutni. Genomiski redigétie organismi tiks analizéti péc literatiras datiem, bet
ekspozicija tiks noteikta tradicionalajiem GMO un GMM.

4. Ekspozicijas novértéjuma péc nepiecieSamibas izmantot jaunas zinatniski analitiskas
metodes, kas nakotné bus pielietojamas ari genomiski redigétu organismu noteikSana —
digitala PKR, uz sekvenéSanu balstitas metodes, ka art modelorganismus ar deléciju un
nukleotidu nomainu mutacijam genoma.

5.Risku vadibas rekomendaciju izstrade. Projekta nosléguma tiks veikta ar jaunam
genétisko modifikaciju metodem iegltu partikas, dzivnieku baribas un to piedevu riska
vadibas rekomendaciju izstrade [emumpienémeéjiem.

Planotais projekta realizacijas grafiks ir dots 1. tabula, bet projekta darba grupa un tas
dalibnieku darba uzdevumi 2020. gada ir doti 2. tabula.

1.tabula

Planotais projekta realizacijas grafiks

Darba Realizacijas laiks
uzdevumi

2020 2021

| cet. Il cet. Il cet. IV cet. | cet. | Il cet. Il cet. IV cet.

1.uzdevums

2.uzdevums

3.uzdevums

4.uzdevums

5.uzdevums

2.tabula

Projekta darba grupa un tas dalibnieku darba uzdevumi 2020. gada

Amats,
Vards, uzvards Darba slodze (procentos) un konkrétie pienakumi
zinatniskais grads

30%; Zinatniska projekta visparéja vadiba, darba meérku un
uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta realizacijas|
Projekta vaditaja, |gaitai, sanaksmju un seminaru organizésana, zinatniskas

Lelde Grantina — e . i _ _ . - = I
vadosa pétniece, |literatiras analize, eksperimentala darba planoSana un

levina . - S - y I
Dr. biol. realizacijas kontrole, zinatnisko parskatu sagatavosana atbilstosi

projekta meérkim un uzdevumiem, zinatnisko un
popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.




Vards, uzvards

Amats,

zinatniskais grads

Darba slodze (procentos) un konkrétie pienakumi

Nils Rostoks

Projekta eksperts,
vadosais pétnieks,
Dr. biol.

30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba méerku un
uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta realizacijas|
gaitai, zinatniskas literatlras analize, eksperimentala darba
planosana (sekvencu analize), lidzdaliba zinatnisko parskatu
sagatavosana atbilstosi projekta mérkim un uzdevumiem,
zinatnisko un popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.

Juris Kibilds

Projekta eksperts,
pétnieks, LU un
BIOR
doktorantiras
students

20%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba mérku un
uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta realizacijas|
gaitai, zinatniskas literatlras analize, eksperimentala darba
planosana (paraugu sagatavosSana sekvenésanai, sekvenésana,
sekvencu analize), lidzdaliba zinatnisko parskatu sagatavosana
atbilstosi projekta mérkim un uzdevumiem, zinatnisko publikaciju
sagatavosana.

Aija Jérina

Projekta eksperte,
vadosa pétniece

30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba méerku un
uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta realizacijas|
gaitai, zinatniskas literatlras analize, eksperimentala darba
planosana (paraugu sagatavoSana sekvenésanai, sekvenésana,
sekvencu analize), lidzdaliba zinatnisko parskatu sagatavosana
atbilstoSi projekta mérkim un uzdevumiem, zinatnisko un
popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.

Elizabete Miltina

Magistranturas
students

30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, zinatniskas
literatliras analize, eksperimentala darba planosana (paraugu
sagatavosana digitalajai PCR vai sekvenésanai, reakciju veiksana),
lidzdaliba zinatnisko parskatu sagatavo$ana atbilstosi projekta
meérkim un uzdevumiem, daliba zinatnisko un popularzinatnisko
publikaciju sagatavosana.

Projekta aktivitates 2020. gada

Projekta darba koordinéSana elektroniskaja vide, projekta darba koordinésanas
sanaksmes klatiené projekta BIOR ekspertiem, ka ari, sanaksme attalinati 2. janija visai
projekta komandai (1. pielikums).

Literaturas analize par saitspecifiskam nukleazém genoma redigésanai un to riska
novértéjumu, par génu dziniem (gene drives) un to iesp&jamo pielietojumu
lauksaimnieciba, par EUGINIUS datu bazé esoSajiem genomiskajiem organismiem, par
genomiski redigetu organismu riska analzi, ka ari detekcija izmantojamo metoZu
raksturojumu.

Popularzinatniska raksta sagatavo$ana “Potenciali jauns kaitéklis Latvijas auglu darzos
punktsparnu auglmusa Drosophila suzuki un ta ierobezoSanas iespéjas nakotné ar génu
redigésanas palidzibu” (2. pielikums).



Seminaru organizé$ana 12.03.2020. (3. pielikums) un 03.11.2020. (4. pielikums). So
seminaru laika dalibniekiem tika izplatitas anketas, lai uzzinatu dazadu ieintereséto pusu
viedokli par jaunajam genétisko modifikaciju metodém, tai skaita par iesp&jamiem
ieguvumiem, zaudéjumiem un izaicinajumiem, ko varétu radit ar Sim metodém ieguti
organismi Latvijas tautsaimniecibai un videi. No anketam ieglto viedoklu apkopojums ir
dots 5. pielikuma, bet respondentu atbildes ir dotas 6. pielikuma.
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Literaturas analize par jaunakajam geneétisko

modifikaciju metodem organismiem, kas tiek

izmantoti partikas un dzivnieku baribas un to
piedevu razosana

1. Problémas aktualitate

Genétiski modificétu organismu (GMO) izplatisanu vidé, ka arT genétiski modificétas
(GM) partikas un dzivnieku baribas izplatiSanu Eiropas Savienibas (ES) tirgl nosaka direktiva
2001/18/EC, ka ari Regulas 1829/2003 un 1830/2003. Direktiva 2001/18/EC ir parnemta
Latvijas Republikas likumdosana ka Genétiski modificeto organismu aprites likums no
15.11.2007. ar labojumiem un uz ta pamata izdotiem Ministru kabineta noteikumiem Nr.457
“Noteikumi par GMO apzinatu izplatiSanu”. 2018. gada 25. julija Eiropas Kopienas Tiesa
lema, ka organismi, kas ieguti ar jaunam mutagenézes metodém, tas ir, ar genoma
redigéSanu, atskirlbba no konvencionalajam mutagenézes metodem, "kuras ir bieZi
izmantotas un kuram ir ilgas drosas lietoSanas vésture", nav atbrivotas no tiesibu aktiem,
kas attiecas uz GMO (European Court of Justice, 2018).

Pie jaunam genoma redigéSanas metodém pieskaitamas tadas ka atkartotu
palindromisku sekvencu un starpsekvencu sakopojumu (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats, CRISPR) un ar tiem saistito nukleazu (Cas) izmantosana,
oligonukleotidu vadita mutagenéze (oligonucleotide directed mutagenesis, ODMs),
meganukleazes (EMNs), cinka pirkstu nukleazes (zinc finger nucleases, ZFNs), un
transkripcijas aktivatoriem lidzigas efektoru nukleazes (transcription activator- like effector
nucleases, TALENs) (ENGL, 2019). Ar CRISPR/Cas genétiski transformétu augu izveides
process attélots 1. attéla. Sis jaunas tehnologijas sniedz iespéju mainit genétisko informaciju
un izmainit génu ekspresiju organismos atraka un precizaka veida. Sadas génu modifikacijas
var blt atseviSkas delécijas, insercijas vai nukleotidu nomainas dabiski eksistéjosa DNS vai
RNS molekula (Agapito-Tenfen et al., 2018). Tas var bt ari ka garaku sekvencu ievieto$ana
vai delécija. Ar CRISPR/Cas sistémas palidzibu iespéjams radit génu dzinu (gene drive)
organismus, kas no klasiskajiem GMO atskiras ar to, ka izmainita pazime iedzimst vairak neka
50 % no pécnacéju, un ari tados gadijumos, kad nav selektiva spiediena (Riidelsheim and
Smets, 2018).

Vel pie jaunajam augu selekcijas tehnologijam (new plant breeding techniques)
pieskaitamas tadas metodes ka cisgenéze, RNS atkariga DNS metiléSana, potésana
gadijumos, kad izmanto ne-GM potzaru uz GM potcelma, reversa selekcija un agro-
infiltracija (European Commission, 2019). Atseviskos gadijumos genoma redigésanu
pieskaita pie sintétiskas biologijas metodem.
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1.attéls. Ar CRISPR/Cas palidzibu veiktas augu genétiskas transformacijas gaita, sakot ar géna
izvéli 'dz auga analizei. (A) Mérka géna izvéle. (B) Mérka génam specifiskas single-guide RNS
(sgRNA) izveide. (C) Vektora izveide. (D) Genétiska transforméSana ar
Agrobacterium/ribonukleoproteinu (RNP) CRISPR/Cas sistemas ienesei. (E) Audu kultira
(kallusu inducesana). (F) Augu regeneracija no CRISPR/Cas izmainitiem audiem. (G) Ar
CRISPR/Cas izmainitu transgéno augu To paaudze. (H) Transgéno augu skrinings ar PKR. (I) Ar
CRISPR/Cas izmainito augu mérka un ne-mérka efektivitates noteikSana ar T7E1. (J) Mérka
un ne-mérka efektivitates noteikSana ar Sangera sekvenésanu. (K) Dazadas metodes mérka
un ne-mérka efektivitates noteikSanai. (L) To transgéno augu paSappute, lai iegltu
homozigotiskus T1 augus. (M) Ar CRISPR/Cas izmainitu augu To s€klas. (N) No transgéna brivu
T1 pécnacéju ieguve. (O) T1 augu fenotipiskais raksturojums un citas analizes (péc Manghwar
et al., 2019).

Pedejos gados ar CRISPR, TALEN un ZFN tehnologiju ir raditi daudzi lauksaimniecibas
kultdraugi un dekorativie augi (2. attéls). Dominéjosa ir CRISPR tehnologija, lielaka dala (72
%) modifikaciju ir veikta darzenu kultiram, bet ir modificéti arT dekorativie augi un augi ar
medicinisku nozimi. No darzenu kultGram visbiezak tiek modificéti tomati (Solanum
lycopersicum), kartupeli (Solanum tuberosum), rapsis (Brassica napus), ka ari vinogulaji (Vitis
vinifera), apelsini (Citrus sinensis), greipfrati (Citrus paradisi), banani (Musa balbisiana un
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Musa acuminata), arbtzi (Citrullus lanatus) un zemenes (Fragaria vesca un Fragaria x
Ananassa) (Xu et al., 2019).
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2.attéls. A Publikaciju skaits laika perioda 01.01.2013.-31.05.2019., kuras ir aprakstiti ar
CRISPR, TALEN un ZFN tehnologijam raditi lauksaimniecibas kultiraugi un dekorativie augi.
B Zinatnisko publikaciju skaits, kuras redigétie géni galvenokart bija saistiti ar attistibu,
metabolismu, stresa izturibu un citam funkcijam. C Zinatnisko publikaciju skaits ar génu
redigésanu sadalljuma pa dazadam augu grupam (Xu et al., 2019).

Datu bazé http://plantcrispr.org ir apkopota informacija par genomiski redigétiem
tomatiem, zemeném, tabaku (Nicotiana benthamiana), risiem (Oryza sativa), lucernu
(Medicago truncatula), fizaliem, manioku (Manihot esculenta) un Brachypodium distachyon.
Butisks daudzums informacijas par augiem, kas ieguti ar genoma redigéSanas metodém, ir
apkopota International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) datu
bazé: http://www.isaaa.org/resources/genomeediting/default.asp.

Tuvakajos 10 gados ES tirgu varétu sasniegt, pieméram, lini ar medicina izmantojamam
Skiedram, augi ar ievietotu B12 vitaminu sintézes celu (Deery et al., 2012), labiba ar
samazinatu gluténa saturu (Sanchez-Ledn et al., 2018), kultGraugi ar izmainttu
polinepiesatinato taukskabju saturu, augi ar kompleksam raditam ipasSibam — imunitati,
izturibu pret nevélamiem apkartéjas vides apstakliem u.c. (De la Concepcion et al., 2019).

Klasiskajiem GMO, kas ir registréti ES izmantoSanai partika, bariba, cita veida parstradeée
un audzésanai, pieteicéjs izstrada, un Kopienas References laboratorija par GMO (Joint
Research Centre) validé atbilstosas noteikSanas metodes, kas balstitas uz PCR. Paslaik ES nav
Kopienas References laboratorijas apstiprinatu metozu, ar kuram butu iespéjams detektéet
organismus, kas ieglti ar genoma redigésanas metodém. No zinatniskajam publikacijam Saja
joma secinams, ka metodes $adu organismu noteikSanai bius balstitas uz jaunas paaudzes
sekvenésanas tehnologijam (next generation sequencing, NGS). Tomér varétu bat iespéjams
izmantot ari metodes, kas balstitas uz PCR reakcijam tados gadijumos, kad ir veiktas garakas
nukleotidu izmainas, ka ari1saku sekven¢u un pat atseviSku nukleotidu izmainu gadijuma, ja
vien veiktas izmainas ir zinamas un ir pieejama atbilstosa references sekvence. Problémas
varétu bt ar kvantitativu noteikSanu, it seviSki jaukta sastava produktiem pie ES
nepiecieSamajiem sliekSniem: 0.1 % un 0.9 %. Homogéniem paraugiem var izmantot Sangera
tipa sekvenésanu, bet jaukta sastava paraugiem varétu bit piemérotakas metodes, kas
balstitas uz NGS — vairakkartéja konkréta fragmenta sekvenéSana vai mérkéta dzila
sekvenésana. NGS gadijuma nav nepiecieSamas iepriek$éjas zinasanas par veiktajam
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izmainam genoma. legltas sekvences tiek salidzinatas ar attieciga organisma references
sekvencém, kas pieejamas datu bazés (Grohmann et al., 2019).
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2. Saitspecifiskas nukleazes genoma redigésanai un to riska novértéjums

Saskana ar Eiropas Veselibas un partikas drosibas Komisara pasutito zinojumu par
jaunajam metodém lauksaimniecibas biotehnologija (High Level Group of Scientific Advisors,
2017) saitspecifiskas nukleazes (angl. site-directed nuclease, SDN) ir enzimi, kas veido
saitspecifiskus divpavedienu DNS parravumus noteiktas sekvences vietas. SDN tipiski atpazist
noteiktu DNS sekvenci un skel DNS $aja vieta vai tuvuma. DNS mérka sekvences atpazisanu
nodrosina vai nu pati proteina molekula (proteinu virzitas SDN), vai arT asociéta RNS molekula
(RNS virzitas SDN). Apskata sagatavoSanai par pamatu izmantots Eiropas partikas nekaitiguma
iestades (EPNI, angl. European Food Safety Authority, EFSA) atzinums par droSibas
novértéjumu augiem, kas veidoti izmantojot Zn pirkstu nukleazes 3 (ZFN-3) un citas
saitspecifiskas nukleazes ar lidzigu funkciju (EFSA 2012b), Eiropas Komisijas ekspertu
sagatavotais zinojums par jaunajam metodém lauksaimniecibas biotehnologija (High Level
Group of Scientific Advisors, 2017), ka ari 2020. g. pienemtais EPNI zinatniskais atzinums par
SDN-1, SDN-2 un ODM metodém (EFSA 2020). Apraksta izmantoto terminu skaidrojums ir dots 3.
tabula.

3.tabula

Apraksta izmantoto terminu skaidrojums (High Level Group of Scientific Advisors, 2017)

Termins anglu Termins
val. latvieSu val.
Endonuclease Endonukleaze

Skaidrojums

Enzims, kas Skel DNS molekulas fosfodiéstersaiti,
izveidojot parravumu. Skat. saitspecifiska nukleaze.

Exogenous DNA | Aréja DNS DNS, kas radusies vai izveidota arpus konkréta

Foreign DNA Svesa DNS organisma, kura var nonakt organisma dabiski, vai ar
tehniskas iejauk$anas palidzibu.

Filler DNA Pildljuma DNS DNS fragmenti, kas var nejausi kalpot par matricu
divpavediena DNS parravumu reparacijas laika,
izmantojot homologijas vadito reparacijas
mehanismu.

Homology- Homologijas Stnas process, kura laika tiek laboti (reparéti)

directed repair | vadita divpavediena DNS  parravumi. Visizplatitaka

reparacija homologijas vaditas reparacijas forma ir homologa

rekombinacija. Homologijas vadita reparacija var
notikt tikai tad, ja ir pieejams lidzigs vai identisks DNS
fragments, kuru iesp&jams izmantot ka matricu.

Ja homologs DNS fragments nav pieejams, tad
divpavedienu DNS parravumu iespéjams salabot
procesa, kas saucas nehomologa galu savieno$ana.
Saisinajumi — homologijas vadita reparacija (HDR),
nehomologa galu savienosana (non-homologous end
joining, NHEJ).

Non-
homologous

Nehomologa
galu
savienoSana

Stnas process, kura divpavedienu DNS parravums tiek
salabots (reparéts tiesi ligéjot DNS pavedienu galus.
Atskiriba no homologijas vaditas reparacijas, Sis
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Termins anglu Termins Skaidrojums
val. latvieSu val.

end joining process var notikt art tad, ja nav pieejama homologa

(NHEJ) matricas DNS. Nehomologa galu savienoSana var
reparét parravumu precizi, tacu var notikt arl
nepreciza reparacija, kas noved pie atsevisSku
nukleotidu zaudéSanas. Ja ir notikuSi vairaki
divpavedienu DNS parravumi, nehomologa galu
savieno$ana var savienot ‘nepareizos’ galus, t.i., bazu
parus, kuri lidz tam nebija savienoti.

Off-target Nemeérka Jebkura izmaina genoma attieciba pret savvalas tipa

mutation mutacija genoma sekvenci, kas notikusi genoma vieta, kas

netika planota. Nemérka mutacijas var atgadities
genoma vietas ar identisku vai meérka sekvencei
[fdzigu sekvenci. Sis mutacijas var bat kluséjo3as (nav
saistitas ar izmainam fenotipa), vai nu tadeél, ka
mutéta DNS sekvence nekodé proteinu, vai ari tadeél,
ka ta neizmaina kodéjosas sekvences funkciju.

Site-directed
nuclease (SDN)

Saitspecifiska
nukleaze

Enzims (endonukleaze), kas rada sekvences (saita)
specifiskus divpavediena DNS parravumus noteiktas
genoma vietas. SDN tipiski atpazist noteiktas DNS
sekvences un Ske|l DNS molekulu vai nu $aja sekvenceg,
vai netalu no tas. Molekulara [Tment mérka sekvenci
var atpazit proteina molekula (proteina vaditas SDN),
vai arl vadosa (guide) RNS molekula (RNS vaditas
SDN). Daba sastopamas un biotehnologija pielietotas
proteinu vaditas SDN, pieméram, ir restrikcijas enzimi
un meganukleazes. Ir izveidotas dazadas maksligas
proteinu vaditas SDN, kuras nukleazes domeéns, kas
nepiecieSams DNS S$kelSanai ir saistits ar DNS
saistiSanas domeénu, kas atpazist noteiktas DNS
sekvences, pieméram, cinka pirkstu nukleazes (ZFN)

un transkripcijas aktivatoriem lidzigas
efektornukledzes (TALEN). Proteinu vadito SDN
pielietojumam lielakais izaicinajums ir

nepiecieSamiba veidot jaunu proteina molekulu
katrai merka DNS sekvencei, kas parasti ir ilgsto$s un
ne vienmeér sekmigs process. RNS vadito SDN piemeérs
daba ir CRISPR-Cas sistema. To veido proteina
modulis, kas ietver nukleazi, kurs saista vadoSo RNS,
kuras sekvence ir ta, kas vada nukleazi uz
komplementaras DNS sekvences atrasanas vietu
genoma. RNS vaditas SDN izveidoSana noteiktai DNS
mérka sekvencai prasa tikai jaunas vadoSas RNS
molekulas izveidosanu, kas ir daudz vienkarsaks un
efektivaks process.
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2.1. levads. Jaunas selekcijas metodes Eiropas Savieniba

Eiropas Savieniba liela uzmaniba tiek pievérsta jaunu tehnologiju attistibai visas jomas,
tai skaita ari lauksaimnieciba un augu un dzivnieku selekcija 1. Nemot véra lauksaimniecibas
biotehnologijas plaso izplatibu pasaulé, komercialo produktu pieejamibu, ka ari zinatnisko
progresu jaunu metozu izveidé ES jau 2011. g. tika nodefinétas jomas, kuram japievers
pastiprinata uzmaniba, it 1pasi saistiba ar ES GMO likumdoSanas ietvara piemérotibu jauno
tehnologiju regulésana (JRC 2011):

1. Oligonukleotidu virzita mutagenéze (angl. Oligonucleotide Directed Mutagenesis,
ODM);

2. Cinka pirkstu nukleazu tehnologija (angl. Zinc Finger Nuclease Technology, ZFN) kas

ietver 3 dazadus variantus - ZFN 1, ZFN 2 un ZFN 3;

Cisgenéze un intragenéze;

Potésana uz potcelma;

Agro infiltracija;

RNS atkariga DNS metilacija (RADM);

Atgriezeniska selekcija;

Sintéetiska genomika.

O NV kW

2012. gada EPNI publiceja divus zinatniskos atzinumus par cisgenézes un intragenézes
(EFSA 2012a), ka art par saitspecifisko nukleazu 3 (SDN-3) riska novértéjumu (EFSA 2012b).
2014. un 2015. gada tris EK zinatniskas komitejas — Veselibas un vides risku zinatniska
komiteja (angl. Scientific Committee on Health and Environmental Risks, SCHER), Jauno un
nesen identificéto veselibas risku zinatniska komiteja (angl. Scientific Committee on Emerging
and Newly Identified Health Risks, SCENIHR) un Patérétaju drosibas zinatniska komiteja (angl.
Scientific Committee on Consumer Safety, SCCS) - sagatavoja vél tris atzinumus par sintétisko
biologiju pievérsot Tpasu uzmanibu sintétiskas biologijas ietvaram un definicijai?, riska
novértédanas metodologijai®, k3 ari drosibas aspektiem un pétniecibas prioritatém*. 2017. g.
aprili Eiropas Komisijas Zinatniska atbalsta mehanisma augsta limena grupa (angl. High Level
Group of the Scientific Advice Mechanism, HG SAM) publicéja Paskaidrojoso zinojumu
02/2017 “New Techniques in Agricultural Biotechnology”, kura sniedza parskatu par jaunajam
tehnlogijam, ka ari salidzinajumu gan ar konvencionalo selekciju, gan ar eso$ajam genétiskas
modifikacijas metodém (High Level Group of Scientific Advisors, 2017).

Vienlaicigi ES turpinajas tiesas process, kura iniciatori bija Confédération paysanne un
Conseil d’Etat (Francija), kura mérkis bija noskaidrot, vai organismi, kas iegti ar mutagenézes
palidzibu, ir GMO, un vai uz tiem attiecas tas pasas prasibas, kas uz GMO saskana ar GMO
direktivu °. 2018. g. 25. jalija tika pienemts tiesas spriedums®, kura noradits, ka ar mutagenézi

! https://ec.europa.eu/food/plant/emo/modern biotech en

2 https://ec.europa.eu/health/scientific committees/emerging/docs/scenihr o 044.pdf
3 https://ec.europa.eu/health/scientific committees/emerging/docs/scenihr o 048.pdf
4 https://ec.europa.eu/health/scientific committees/emerging/docs/scenihr o 050.pdf
5 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32001L0018

% https://curia.europa.eu/jcms/upload/docs/application/pdf/2018-07/cp18011 len.pdf

17



ieglti organismiir GMO un uz tiem attiecas GMO direktiva. Tiesas sprieduma gan noradits, ka
GMO direktiva neattiecas uz organismiem, kas ieglti ar konvencionali pielietotam
mutagenézes metodém, kuras laika gaita ir apliecinajusas savu droSibu. Tomér tiesas
spriedums dod ricibas brivibu dalibvalstim lemt par GMO direktivas pieméroSanu
organismiem, kas ieglti ar konvencionalas (radiacijas, kimiskas un tml.) mutagenézes
palidzibu. Vienlaicigi ES dalibvalstis nav vienota viedokla par $i IEmuma interpretaciju un,
pieméram, Francija ir “viedoklis”, ka ir janoskir in vivo un in vitro mutagenéze. Tadejadi in vitro
mutagenéze, kas veikta izmantojot kimiskos savienojumus, vai radiaciju batu paklauta GMO
Direktivai 2001/18/EC. Pret So viedokli izsakas daudzas citas dalibvalstis, ka ari zinatniskas
biedribas tai pasa Francija, jo Sim dalijumam nav zinatniska pamatojuma, turklat ta praktiska
ievieSana nozimeétu, ka liela dala selekcija izmantoto Skirnu un selekcijas Iniju tiktu klasificéeti
ka GMO, jo tie kada bridt ir bijusi paklauti mutagénu iedarbibai (Bartsch et al. 2020).

ES tiesas spriedums mutagenézes jautajuma izraisija neizpratni un saSutumu zinatnieku
vidl gan ES (Editorial 2018; Schulman et al. 2020), gan arpus tas robezam. Nemot véra, ka
vairums pasaules valstu attieciba uz genoma redigésanu ar saitspecifiskajam nukleazem
pieméro, vai gatavojas piemérot atvieglotu registré$anas kartibu’, ES nostaja neskiet
pietiekami zinatniski pamatota (Schiemann et al. 2020). Diskusija par ES Tiesas spriedumu bija
pietiekami aktiva, lai Eiropas Parlaments pienemtu |émumu pieprasit Eiropas Komisijai
pétijumu par $o jautajumu®. Savukart Eiropas Komisija $o jautdjumu talak novirzija EPNI,
pieprasot tai sagatavot zinatnisko atzinumu par jaunajam genomikas metodém?®. Lidztekus
tam, EPNI parzina ir ari vairaki citi atzinumi, kas saistiti ar jaunajam genoma redigésanas
metodém, sintétisko biologiju un génu dzinu (angl. drive) organismiem.

Saja parskata tiks apskatitas saitspecifiskas nukleazes (SDN) balstoties uz EPNI atzinumu
par droSibas novértéjumu augiem, kas veidoti izmantojot Zn pirkstu nukleazes 3 un citas
saitspecifiskas nukleazes ar lidzigu funkciju (EFSA 2012b), Eiropas Komisijas ekspertu
sagatavoto zinojumu par jaunajam metodém lauksaimniecibas biotehnologija (High Level
Group of Scientific Advisors, 2017), ka ar1 2020. g. publicéto EPNI zinatnisko atzinumu par
SDN-1, SDN-2 un ODM metodém (EFSA 2020, melnraksts pieejams??).

2.2. Saitspecifiskas nukleazes 1,2 un 3

Saitspecifiskas nukleazes ir apkopojoss nosaukums enzimiem, kuriem piemit sp€ja
atpazit noteiktas DNS secibas un tas Skelt. Eiropas Komisijas Augsta limena zinatniskais
padomdevejs 2017. g. izstradaja dokumentu, kura dota saitspecifisko nukleazu darba
definicija: “an enzyme (endonuclease) that creates site-specific double-strand breaks (DSBs)

7 https://crispr-gene-editing-regs-tracker.geneticliteracyproject.org/
8 https://ec.europa.eu/food/plant/gmo/modern biotech/new-genomic-techniques en
° EC to EFSA mandate M-2020-0016 (EFSA register of questions,

http://registerofquestions.efsa.europa.cu/rogFrontend/login?2)
10

https://www.efsa.europa.eu/sites/default/files/consultation/consultation/Scientific opinion SDN1 2 ODM for
PC.pdf
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at defined sequences. SDN typically recognizes a specific DNA sequence and “cleaves” DNA
within such a sequence or nearby. The recognition of the DNA target is mediated by the protein
molecule itself (in protein-directed SDNs) or by an associated guide RNA molecule (in RNA-
directed SDNs)” (High Level Group of Scientific Advisors, 2017). Saitspecifisko nukleazu
darbibas scenariji attéloti 3. attéla.

SDN komplekss piesaistits %

pie DNS mérka sekvences

/ ja ja + donora DNS

NHEJ HR vai NHEJ
v 7 v 7 v HR I 2 A
XX X _X
N A A
Nejausa DSB reparacija Géna modifikacija DNS fragmenta insercija
Punktveida mutacijas, viena vai vairakas homologas rekombinacijas (HR)
dazada izméra delécijas pozicijas vai nehomologas DNS galu
savienoSanas rezultata (NHEJ)
SDN-1 SDN-2 SDN-3

3. attéls. Saitspecifisko nukleazu darbibas scenariji. Attéls adaptéts no (EFSA 2012b). DSB —
divpavediena DNS parravums (angl. double stranded DNA break), HR — homologa
rekombinacija, NHEJ — nehomologa DNS galu savienoSana (angl. non-homologous end
joining).

2.3. Galvenie saitspecifisko nukleazu veidi

Saitspecifiskas endonukleazes jeb baktériju restrikcijas enzimi bija pazistamas jau no 20.
gadsimta 70-tajiem gadiem, tacu to specifiskums lielakoties ir nepietiekams, lai veiktu
izmainas lielos un kompleksos genomos. Veéloties uzlabot SDN specifiskumu, sakotngji
zinatnieki izveidoja maksligus enzimus, kas saturéja DNS saistiSanas doménu vai nu no cinka
pirkstu transkripcijas faktoriem (cinka pirkstu nukleazes, angl. zinc finger nucleases, ZFN), vai
no baktériju transkripcijas aktivatoriem lidzigajiem efektorproteiniem (transkripcijas
aktivatoram lidzigas efektornukleazes, angl. transcription activator-like effector nucleases,
TALEN), bet DNS skelSanas doménu no baktérijas Flavobacterium okeanokoites IIS tipa
restrikcijas endonukleazes Fokl. Maksligi izveidotajiem enzimiem DNS saistiSanas
specifiskumu bija iespéjams mainit ar proteinu inZenierijas palidzibu. ZFN saistiSanas
specifiskums ir atkarigs no Zn pirkstu proteinu doména, pie kam katrs no Siem doméniem spgj
specifiski atpazit 3 nukleotidus DNS molekula, un vairakus Sos doménus iespéjams apvienot
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viena proteina molekula. Tipiska varianta viena ZFN molekula satur cetrus Zn pirkstu
domeénus, kas kopa atpazist 12 nukleotidus garu DNS sekvenci. Par cik ZFN ir aktivi dimeéru
forma, kopé€jais atpazito nukleotidu sekvences garums var bit 24 nukleotidi (skat. 4. attélu).

Funkcionals ZFN dimérs

Ar G bagata Atbilstosa pirkstu 5 - 7 bp atstarpe AtbilstoSs linkeris Orientacija
mérka sekvence parklasanas N-C:3'-5'

a-N

N . N
NN [C/N|N GNNFNNPNN%NNWB’
NIN N C[NINJCIN|N] [e[N[N[CIN|N][M] 5

Uzlabots Fokl mutants

Specifiskums, 3
afinitate,

kinérika N@%

Zn pirkstu skaits

Skeldanas vietas precizitate

Unikala DNS sekvence genoma, nav radniecigu sekvencu genoma, pieejama hromatina struktdra

4.attéls. ZFN DNS atpazisanas un SkelSanas shéma, kura noraditi galvenie tehniskie
izaicinajumi ZFN veidosana (adaptéts no Isalan (2012). Pie divpavedienu DNS molekulas
saistas ZFN dimers, kura katrs monomeérs satur ¢etrus cinka pirkstu doménus un vienu Fokl
DNS SkelSanas doménu. DNS sekvences, kas saista cinka pirkstu domeénus, ir iekrasotas zila
krasa, bet svarigakie nukleotidi — tumsi zila krasa.

TALEN savukarti ir cilvéka veidoti enzimi, kuri sastav no Fokl DNS Skelsanas doména un
baktériju TALE (angl. transcription activator-like effector) doména. TALE domeéns ir raksturigs
augiem patogénajam baktérijam, kuras infekcijas procesa laika parnes auga Sunas TALE
proteinus, kuri, darbojoties ka transkripcijas faktori, piesaistas pie promoteriem augu genoma
un izmaina auga transkriptomu, padarot augus uznémigus pret baktériju infekciju. TALE
proteiniem ir centralais DNS saistiSanas domeéns, kas sastav no 16 — 20 reizes atkartotiem 34
aminoskabes gariem monomériem. Sie monomeéri ir |oti konservativi, iznemot hipervariablos
12 un 13 aminoskabju atlikumus (angl. repeat-variable di-residue, RVD). Dazadas RVD
aminoskabju kombinacijas atpazist dazadus nukleotidus DNS sekvencé, veidojot ta saucamo
TALE kodu, pieméram, RVD, kas satur NI, HD, NG un NN aminoskabju atlikumus atpazist
attiecigi adenozina, citozina, timina un guanina vai adenozina nukleotidus (Curtin et al. 2012).
TALEN DNS atpaziSanas un skelSanas shema dota 5. attéla.

15%x34 as MONOME M ====F ok|
“ r——
TALE kods
' / NG=T
/ HD=C
NI=A
el & | NN = G/A
SN NK =G
/ ~ NS = A/GIT/C
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RVD
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5.attéls. TALEN DNS atpazisanas un skelSanas shéma (adaptéts no Carlson et al. (2012). Pie
divpavedienu DNS saistas TALEN dimeérs, kura katrs monomérs satur 15 gabalus 34
aminoskabes garus DNS saistiSanas domeénus, kuriem katram ir divu aminoskabju motivs
(angl. repeat variable diresidue, RVD), kas atpazist noteiktu DNS nukleotidu. Labaja pusé
noradits DNS nukleotidu atpaziSanas kods.

Tapat daudzas eikariotisko organismu sugas, pieméram, maizes rauga ir sastopami
enzimi, meganukleazes vai LAGLIDADG endonukleazes, kuru kodéjosas sekvences atrodas
intronos vai inteinos (Arnould et al. 2011). LAGLIDADG meganukleazes var bt gan
homodimeériski enzimi, pieméram, I-Crel no alges Chlamydomonas reinhardtii hloroplastu
genoma, kas saistas pie palindromiskam DNS sekvencém genoma, gan monomeériski enzimi ar
diviem domeéniem, pieméram, I-Scel no maizes rauga Saccharomyces cerevisiae mitohondriju
genoma, kas saistas pie nepalindromiskam sekvencém. Atskiriba no ZFN un TALEN,
meganukleazém nav skaidri nodaliti DNS saistiSsanas un DNS skelSanas doméni (Curtin et al.
2012). Dazadu LAGLIDADG meganukleazu un to DNS mérksekvencu saistiSsanas shéma dota 6.
attéela.
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6.attéls. Dazadu LAGLIDADG meganukleazu un to DNS mérksekvencu saistiSanas shéma (A)
un I-Crel meganukleazes struktlras motivi, kas batiski mérksekvences saistiSanai (B) (adaptéts
no Paques and Duchateau (2007). A - I-Crel — introna kodéta meganukleaze no alges
Chlamydomonas reinhardtii hloroplastu genoma; I-Anil — introna kodéta meganukleaze no
sénes Aspergillus nidulans mitohondriju genoma; I-Msol — introna kodéta meganukleaze no
alges Monomastix sp. hloroplastu genoma; |-Scel — introna kodéta meganukleaze no maizes
rauga Saccharomyces cerevisiae mitohondriju genoma; I-Ceul - introna kodéta meganukleaze
no alges Chlamydomonas eugametos hloroplastu genoma; PI-Scel — inteina meganukleaze no
maizes rauga Saccharomyces cerevisiae VMA ATPazes géna. I-Crel, I-Msol un |-Ceul proteini
saista DNS homodiméra forma, bet I-Anil, I-Scel un PI-Scel saista DNS monoméra forma. Sai
meganukleaZu grupai raksturiga proteinu struktiira abbabba ir iekrasota zala krasa. Saja
kompaktaja struktlra katalitiskais DNS SkelSanas domeéns ir ievietots divas DNS saistiSanas
virsmas, ko veido abbabba struktiras. Monomérajiem proteiniem ir saglabajusies
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homodimeéru simetriska struktira, bet to primaras sekvences ir loti atskirigas. PI-Scel intetnam
ir papildus proteinu splaisinga doméns, kuram ir papildus RNS saistiS8anas virsma (noradita ar
bultinu). B - I-Crel meganukleazes DNS saistiSanas doméni, kuriem var mainit DNS saistiSanas
specifiskumu, ir apvilkti. Apvilkti ir arT simetriskie nukleotidu tripleti palindromiskaja DNS
sekvencé, kuru saista proteina homodimeérs. Dazadam tripletu sekvencém iespéjams izveidot
atbilstoSus DNS saistiSanas doménus proteina.

Lai izveidotu ZFN, TALEN un meganukleazes, kas sp€&j saskelt noteiktas DNS sekvences,
tika izmantotas proteinu inZenierijas un maksligas evollicijas metodes. Tomér So SDN
specifiskums bija salidzinoSi ierobeZots, turklat katras jaunas DNS sekvences SkelSanai bija
javeido jauns enzims. 2012. gada paradijas jauna RNS virzita (angl. RNA-directed) SDN
tehnologija, kas pazistama ari ka CRISPR-Cas sistéma (angl. Clustered Regularly Interspersed
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated nuclease) (Jinek et al. 2012). CRISPR-Cas
sistéma ir baktériju adaptivas iminas sistémas sastavdala, kas lauj tam atpazit un saskelt
iepriek$ sastaptas bakteriofagu un plazmidu molekulas. Atpazisana balstas uz CRISPR
atkartojumu kodétas crRNS molekulas mijiedarbibu ar mérka DNS molekulu bazu paru forma
(Marraffini and Sontheimer 2010). So crRNS ir iespéjams aizstat ar sgRNS (angl. single guide),
kas ir komplementara vélamajai mérka DNS sekvencei. Tadéjadi dazadu DNS Skelsanas
specifiskumu ir iespéjams iegut ar dazadu sgRNS molekulu palidzibu un vienu un to pasu Cas
nukleazi (7. attéls). Biezak izmantota ir Cas9 nukleaze no baktérijas Streptococcus pyogenes,
tacu CRISPR-Cas sistéma ir sastopama daudzas baktériju sugas un attiecigi ir pieejamas
daudzas Cas lidzigas nukleazes, kas atSkiras ar DNS SkelSanas 1pasSibam, saistiSanas
specifiskumu un tml. (Komor et al. 2017).
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7.attéls. CRISPR-Cas sistémas Cas9 proteina struktlra (A) un DNS saistiSanas shéma
kompleksa ar sgRNS (B) (attéls adaptéts no https://sites.tufts.edu/crispr/crispr-mechanism/).
A paneli paradita Cas9 proteina struktura, kas sastav no 6 doméniem: Rec |, Rec |l tilta spirale
(angl. bridge helix), RuvC, HNH un PAM mijiedarbibas doméns. B paneli paradita Cas9 proteina
aktivacija, kas notiek saistoties ar sgRNS molekulu, kuras rezultata notiek Cas9 konformacijas
izmainas (Jinek et al. 2014).
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2.4. Saitspecifiskas nukleazes un to pielietojums genoma redigeésana

Dazada veida SDN ir iespéjams pielietot visos trijos genoma modificéSanas scenarijos (1.
attéls). Pieméram, SDN-3 scenarijam atbilst pétijjums, kura kukuriizas genoma noteikta vieta
IPK1 lokusa, kas kode inozitola-1,3,4,5,6-pentakisfosfata kinazi, izmantojot ZFN, tika ievietots
PAT geéns, kas kodé enzimu fosfinotricina acetiltransferazi. Tadéjadi tika panakta kukurdzas
tolerance pret amonija glufosinata herbicidiem, un vienlaicigi tika samazinats fitatu daudzums
kukurtzas graudos, jo IPK katalizé galveno soli fitata biosintézé. (Shukla et al. 2009).
Japiezimée, ka izmantojot SDN-3 scenariju, tiek ieglti transgéni vai genétiski modificéti augi.
SDN-1 un SDN-2 scenariji tiek uzskatTiti par genoma redigésanu jeb mutagenézes paveidu, kuru
rezultata genomos noteikta vieta izmantojot Slinas reparacijas sistémas tiek izveidotas
nelielas delécijas, insercijas vai nukleotidu nomainas. ZFN, TALEN un meganukleazes ir
iespéjams izmantot ari SDN-1 un SDN2. scenarijos. Pieméram, ASV uznémums Calyxt ir
komercializ&jis un uzsacis Calyno sojas ellas razo3anu ar paaugstinatu oleinskabes saturull.
Sis un ITdzigi produkti ir stkak aprakstiti atskaites 4.4. un 4.5. nodalas par FAD2KO un FAD3KO
soju, kuras satur TALEN inducétas delécijas attiecigi FAD2-1A un FAD2-1B, vai FAD3A génos.
Meganukleazu izmantoSanai genoma redigéSana par pieméru var kalpot Benson Hill
Biosystems BHB Hi-Yield kukurtza, kura aprakstita atskaites 4.8. nodala.

Tomeér genoma redigéSana kluva pieejama plasakam zinatnieku lokam tikai tad, kad
paradijas CRISPR-Cas sistémas, ka |lava salidzinosi vienkarsi virzit Cas9 nukleazi uz noteiktu
genoma regionu, izmantojot komplementaras mijiedarbibas ar sgRNS. Sakotnéji genoma
redigésana tika panakta divpavedienu parravumus salabot vai nu ar NHEJ (SDN-1), vai HR
(SDN-2) palidzibu. Tomér jau drizuma paradijas Cas9 modifikacijas, kas vai nu $kéla tikai vienu
DNS pavedienu(nCas9, angl. nickase Cas9), vai arl neskéla nevienu DNS pavedienu (dCas9,
angl. dead Cas9), tadu saglabaja spéju piesaistities noteiktai DNS sekvencei. So spéju
izmantoja, pieméram, noteiktu DNS sekvencu ieziméSanai genoma, transkripcijas aktivacijai
vai epigenétiskam modifikacijam (Komor et al. 2017; Zhang et al. 2019). Apvienojot Cas9
enzimu, kas zaudéjis spéju veidot dsDNS parravumus, ar adenina vai citozina dezaminazes
domeénu, tika iegdti ta saucamie bazu redaktori (Kantor et al. 2020; Komor et al. 2016).
Sakotnéjie adenina un citozina bazu redaktori veica citidina dezaminaciju par uracilu, vai
attiecigi timina dezaminaciju par inozinu, ka rezultata bija iespéjams veikt visas tranziciju
mutacijas, C->T, T->C, A->G un G->A (Kantor et al. 2020; 8. attéls). Savukart turpmaka
pétnieciska darba rezultata tika izveidotas sistémas, kas lava veikt transversiju mutacijas
(pirimidina nukleotida nomainu par purina nukleotidu, vai otradi) (Molla et al. 2020). Lai gan
tehniski Sie enzimi neskel DNS, tie tomeér spéj veidot genoma iedzimstosas mutacijas, kas
atbilst SDN-2 scenarijam. Papildus tam, nesen ir izveidota praimredigésanas sistéma, kas
apvieno nCas9 nukleazi ar uzlabotu reverso transkriptazi, kas izmanto pegRNS (angl. prime
editing guide, peg), lai vienlaicigi atpazitu noteiktu genoma sekvenci un iekodétu noteiktas
izmainas genoma (Anzalone et al. 2019; Kantor et al. 2020; 9. attéls). Oligonukleotidu virzita
mutagenéze (ODM) ari no tehniska viedokla nav saistita ar divpavediena parravumu ienesanu
genoma, tomeér tas veidotas mutacijas ir tadas pasas ka SDN-1 un SDN-2 scenarija (EFSA 2020).

1 https://calyxt.com/first-commercial-sale-of-calyxt-high-oleic-soybean-oil-on-the-u-s-market/
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8.attéls. CRISPR-Cas9 bazu editori un to darbibas mehanisms (adaptéts no Kantor et al. (2020;
Komor et al. (2017). A paneli paraditi divi galvenie bazu editoru veidi, kas balstiti uz dCas9
kompleksu ar attiecigi citidina vai adenina dezaminazem. B paneli detalizétak paradits G:C
bazu para parveidoSana par A:T bazu pari izmantojot dCas9 — citidina dezaminazes
kompleksu.
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9.attéls. Praimredaktoru struktira un darbibas shéma (adaptéts no Anzalone et al. (2019). A
panelis — praimredigésanas komplekss sastav no nCas9 (enzims, kas veido tikai vienpavediena
DNS parravumu), kuram pievienots reversas transkriptazes doméns (sp€j sintezét DNS uz RNS
matricas), ka art pegRNS. B panelis — praimredigésanas kompleksa darbibas mehanisms DNS
fmeni, ka art redigésanas veidi un diapazons. C panelis — praimredigésanas komplekss
piesaistas pie mérka DNS sekvences un veic vienpavediena DNS parravumu PAM kedée. DNS
3’ gals hibridizéjas ar pegRNS praimera hibridizacijas saitu un kalpo par starta vietu jaunas
DNS molekulas apgrieztajai transkripcijai, kas saturés pegRNS molekula kodéto redigeto
sekvenci.

2.5. Saitspecifisko nukleazu riska novértéjums atbilstosi to darbibas veidam

Vésturiski pirmais ES riska novertéjums ar saitspecifisko nukleazu palidzibu veidotiem
augiem tika publicéts 2012. gada, un tas attiecas uz augiem, kas izveidoti ar SDN-3 palidzibu
(EFSA 2012b). Saskana ar EK mandatu St atzinuma ietvaros tika novértéti ar SDN-3 palidzibu
veidotu augu riski cilveka un dzivnieku veselibai un videi, salidzinot tos ar augiem, kas iegti
ar konvencionalas selekcijas un geneétiskas modifikacijas metodém, kas definétas Direktiva
2001/18/EC. EFSA (2012b) atzinuma ir izvértéta arl esoso EPNI GMO riska novértéjuma
Vadliniju piemérotiba augiem, kas izveidoti ar SDN-3 metodém. Lai ari neapSaubami SDN-3
augi ir uzskatami par GMO, to riska novertéjumam atkariba no konkréta gadijuma var bat
nepiecieSams mazaks datu apjoms. SDN-1 un SDN-2 riska novértéjums kluva 1pasi aktuals péc
2018. gada Eiropas Savienibas tiesas Iemuma. 2019. gada EPNI sanéma EK mandatu izvertét
1) vai EFSA (2012b) atzinuma 4. nodala aprakstitais riska novértéjums SDN-3 augiem pilniba,
vai daléji, ir piemérojams ari SDN-1, SDN-2 un ODM augiem; 2) ja ja, tad izvértét, vai EFSA
(2012b) secinajumi par SDN-3 drosibu attiecas arf uz augiem, kas veidoti ar SDN-1, SDN-2 un
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ODM metodéem. Janem veéra, ka saskana ar mandatu bija javerté SDN-3 atzinuma 4. nodalas
piemérotiba, kas péc butibas noziméja, ka javérte SDN-1, SDN-2 un ODM augu riski attieciba
uz cilvéka un dzivnieku veselibu un vidi, ka ari janem véra salidzinajums ar tradicionalo
selekciju un parastajiem GMO. 2020. g. oktobri EPNI publicéja zinatnisko atzinumu par SDN-
1, SDN-2 un ODM tehnologiju riska novértéjumu (EFSA 2020).

2.6. SDN-3 riska noveértéjums

Galvena atskiriba no parastajiem GMO ir ta, ka SDN-3 metode |auj ievietot transgénu,
intragénu vai cisgénu noteikta vieta genoma. Tadéejadi ir iespéjams panakt, ka genomiskais
konteksts, kura tiek ievietots transgéns, intragéns vai cisgéns, nodrosina labu ievietota géna
ekspresiju un lauj izvairities no nejausas iek$€jo génu un to regulacijas elementu inaktivacijas,
ka parasto GMO gadijuma. No juridiska viedokla pievilciga varétu likties iespéja dazadus
transgénus vienmer ievietot viena un taja pasa vieta konkréta lauksaimniecibas kultlrauga
genoma, tadéjadi autorizacijas iegtiSanai nebUs katru reizi no jauna jaraksturo insercijas vieta
genoma. Galvena bistamiba (angl. hazard) SDN-3 pielietoSanas gadijuma ir saistita ar
izmantotajiem géniem, So génu pieskirtajam jaunajam 1pasSibam vai pazimém, ka ari ar
izmainam recipienta auga genoma. lIzmainas recipienta auga genoma ir ievérojami
samazinatas, nemot véra metodes specifiskumu. Atkariba no izmantotas SDN-3 specifiskuma
pastav iesp€ja, ka divpavedienu DNS parravums tiks izveidots ari cita, neplanota genoma vieta
(angl. off-target). Sada iespéja pastav ari parasto GMO gadijuma, tacu SDN-3 augu gadijuma
off-target modifikacijas iespéja ir ievérojami samazinata, salidzinot ar parasto GMO
veidoSanu un nespecifisko mutageneézi. Turklat gadijuma, ja bus notikusas off-target izmainas
genoma, tas bis tieSi tadas paSas ka tradicionalaja selekcija un tai skaita tradicionalaja
mutagenéze. lzvertéjot SDN-3 augu drosSibu, lidzigi ka konvencionalaja selekcija un
mutagenéze, janem véra gan izmainas genoma, gan organismam pieskirtas jaunas 1pasibas.
Lidzigi ka parasto GMO veido$ana, SDN-3 augu genoma var ievietot gan transgénus, gan intra-
un cisgénus, tacu no likumiska viedokla tam nav butiskas nozimes, jo uz tiem visiem attiecas
GMO likumdosana. SDN-3 veidoSana tiek izmantotas tas pasas transformacijas metodes, kas
parasto GMO veidoSana, taCu transgéna, intragéna, vai cisgéna inserciju genoma var
nodrosinat gan stabila, gan tranzienta SDN ekspresija. Stabilas SDN konstrukcijas gadijuma, ta
ir ievietota recipienta auga genoma, un augs ir uzskatams par transgénu art attieciba uz SDN
géna klatbutni, tac¢u SDN konstrukcijas no genoma ir iespéjams aizvakt izmantot genétisko
skaldisanos. EPNI GMO panelis (EFSA 2012b) uzskata, ka Vadlinijas GM augu partikas un
dzivnieku baribas risku novértéjumam (EFSA 2011), ka arT Vadlinijas GM augu vides riska
novértéjumam (EFSA 2010) ir pielietojamas, lai veiktu riska novértéjumu partikai un dzivnieku
baribai, kas ieglita no augiem, ka ar1 vides riska novértéjumu augiem, kas ieglita ar SDN-3
metodi. Nemot véra, ka butiskakas prasibas GM partikas, dzivnieku baribas un vides risku
novértéjumam kop$ 2012. g. ir nostiprinatas EK Isteno3anas Regula 503/2013'?, jaatzist, ka
ari $aja Regula noteiktas prasibas ir pielietojamas SDN-3 augu riska novertéjumam. EPNI GMO
panelis (EFSA 2012b) secinaja, ka SDN-3 augu riska novértéjums veicams katram individualam

12 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX%3A32013R0503
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gadijumam atseviski, ka ari to, ka atseviskos gadijumos riska novértéjumam var bat
nepiecieSams mazaks datu apjoms. Tadéjadi SDN-3 augu riska izvértésanai jabut elastigai.

2.7. Secinajumi par SDN-1, SDN-2 un ODM

Galvena atskiritba SDN-1 un SDN-2 augiem no SDN-3 augiem, ka ari no parastajiem GMO
ir sveSas DNS neesamiba to genoma. Transgénu, intragénu un cisgénu ievietoSana noteikta
genoma rajona, ka tas paredzéts SDN-3 scenarija, nav attiecinama uz augiem, kas ieguti ar
SDN-1 un SDN-2 metodém. SDN-1 un SDN-2 metoZzu meérkis ir endogéno auga genoma
sekvencu modificéSana noteikta vieta. Tomér SDN-1 un SDN-2 darbibas mehanisms, lidzigi ka
SDN-3 darbibas mehanisms, balstas uz divpavediena DNS parravumu izveidoSanu noteiktas
genoma vietas, tadéjadi artSDN-1 un SDN-2 gadijuma, lidzigi ka SDN-3 gadijuma, ir iespéjamas
off-target izmainas, kas atkarigas no konkrétas izmantotas SDN specifiskuma un pielietojuma
veida. Lai SDN-1 un SDN-2 augu genomos varétu veikt specifiskas, planotas izmainas, tajos
stabili vai tranzienti ir jaievada un jaekspresé SDN géns(i). Ja SDN ekspresijas kasete stabili
ievietota redigéta auga genoma, tad $ads augs uzskatams par genomiski redigetu konkrétaja
genoma vieta, bet ari par transgénu, jo satur SDN ekspresijas kaseti, un attiecigi S$ada auga
riska novértéjums javeic saskana ar ES GMO likumdosanu GMO joma. No $is kasetes ir
iespéjams atbrivoties genétiskas skaldiSanas cela. Tapat SDN ekspresijas kasetes ir iespéjams
ievadit auga $Una uz 1su bridi (tranzienti), vai ari Stina ievadit ribonukleoproteina kompleksu,
pieméram, sgRNS-Cas9.

EPNI GMO panelis (EFSA 2020) uzskata, ka Vadlinijas GM augu partikas un dzivnieku
baribas risku novértéjumam (EFSA 2011), ka ar1 Vadlinijas GM augu vides riska novértéjumam
(EFSA 2010) ir pietiekamas, tacu tikai dal€ji pielietojamas, lai veiktu riska novértéjumu partikai
un dzivnieku baribai, kas ieglita no augiem, ka ari vides riska noveértéjumu augiem, kas ieguti
ar SDN-1 un SDN-2 metodém. Nemot véra, ka butiskakas prasibas GM partikas, dzivnieku
baribas un vides risku novértéjumam ir nostiprinatas EK Isteno$anas Reguld 503/2013,
jaatzist, ka ari Saja regula noteiktas prasibas ir pietiekamas, tacu tikai daléji pielietojamas SDN-
1 un SDN-2 augu riska novértéjumam. Visas Vadliniju un Isteno$anas Regulas prasibas, kas
attiecas un transgénu, intragénu, vai cisgénu klatbitni nav attiecinamas uz SDN-1 un SDN-2
augiem. Lidzigi ka SDN-3 augu gadijuma, ari SDN-1 un SDN-2 augu riska novértéjums javeic
katra atseviska gadijuma izvértéjot nepiecieSamas prasibas un datu apjomu. Nemot vera, ka
SDN-1 un SDN-2 augi nesatur transgénus, intragénus, vai cisgénus, eksperimentalie dati riska
novertéjumam bus parsvara atkarigi no jaunizveidotas Tpasibas, tadéjadi iesp&jams, ka SDN-1
un SDN-2 augu riska novéertéjumam bus nepiecieSams vél mazak datu neka SDN-3 augiem.
EPNI GMO panelis neatrada nekadus citus papildus bistamibas faktorus, kas atskirtu SDN-1 un
SDN-2 augus no SDN-3 augiem, ka art no konvencionali selekcionétiem augiem, tai skaita ar
mutagenézes metodém iegltiem augiem.
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3. Génu dzini un to iespéjamais pielietojums lauksaimnieciba

Geénu dzini (gene drives) eksisté daba, bet tos var ari radit maksligi laboratorija. Dabiska
génu dzinu sistéma (meiotic drive) eksisté tadiem mikroorganismiem, ka Fusarium
moniliforme, Neurospora sitophila un N. Intermedia. Mejotiskie dzini ir dabiski sastopami
daziem augiem - tabakai Nicotiana tabacum (pollen killer), risiem Oryza sativa (pollen killer),
parastajai plaukskenei Silene latifolia (ziedu dzimuma attiecibu polimorfisms), kukurizai Zea
mays (Ab10 hromosoma). Mejotiskie dzini ir dabiski sastopami daziem kukainiem — Acraea
quirina, dzeltena drudZa odam Aedes aegypti (COGEM, 2018).

Ir iespéjams veidot uz CRISPR - Cas9 génu dzinu sistému balstitu nezalu sugu populaciju
nomaksanu. Sadus génu dzinus var izmantot fitnesa slodzes ievie$anai un izplatianai, kas var
ierobeZot nezalu populaciju izveidosanos, sastopamibu, izplatiSanos, noturtbu un / vai
ietekmi. To var panakt ar genétiskam manipulacijam, kas vérstas uz nezalu TpasSibam, kas
saistitas ar konkurétspéju, seklu miera periodu un saglabasanos, fenologijas un morfologijas
raditajiem, lai gan So pieeju potencialu paslaik ierobeZo nepilniga nezalu pazimju molekulari
genétiskas bazes izpratne. Viena no iespéjam ir izmantot pundura formas veidojoSo génu Rht-
1 homologus, kas jau ir izmantoti kvieSu audzeésana, radniecigas nezalés. Ja Sos génus var
ievadit populacijas, tie var samazinat nezalu konkurétspéju. Centieni varétu bat versti ari uz
mejotisko dzinu sistemam, kas izmaina dzimuma attiecibu divmaju nezalu sugas, pieméram,
Amaranthus spp., kas noved pie izmainitas sievisko un viriSko augu proporcijas. Citi
méginajumi ietekmét augu reprodukciju un auglibu varétu bt vérsti uz genétiskam
manipulacijam, kas traucé, pieméram, gametogenéze, lai ierobezotu ziedputek$nu vai olstnu
razosanu, ka rezultata samazinas un / vai tiek traucéta gametu veidosanas (Neve, 2018).

Eiropa hdz Sim ir veikti tikai daZi lauka izméginajumi ar génu dziniem vai genomiski
redigétiem augiem. Zinatniskaja literatdra ir aprakstits izméginajums Apvienotaja Karalisté ar
ellas augu séjas idru Camelina sativa, kurai bija izveidots paaugstinats oleinskabes saturs,
izmantojot SDN-1 scenariju. Siem augiem bija inaktivéts FAD2 A12-desaturazes géns, kas
parvérS mononepiesatinato oleinskabi par divkartnepiesatinatu linolskabi. Lauka
izméginajumos Siem augiem tika novérota punduru forma un nevélamas fenotipiskas
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izpausmes salidzinajuma ar to, ka Sie augi auga iepriek$ siltumnica. Tas norada uz lauka
izméginajumu nepiecieSamibu, lai gan sanemt atlauju $adu izméginajumu veik$anai ES var bat
saméra apgratinosi (Faure and Napier, 2018). Kompanija VIB ir registréjusi lauka
izméginajumus Eiropas Savieniba ar CRISPR kukurdzu. St kukuriiza nav paredzéta kultivésanai
lauksaimnieciba, bet gan klimata ietekmes uz augiem noteiksanai
(https://vib.be/news/permit-crispr-maize-field-trial-aims-measure-climate-stress).

Génu dzinu sistému pielietojums lauksaimnieciba var bt saistits ne tikai ar nezalu
populaciju ierobezosanu, bet ari ar augu kaitéklu populaciju ierobeZzoSanu. Viens no
variantiem nakotné dazadu kaitéklu populaciju ierobeZosanai ir izmantot geneétiski
modificétus organismus, kas izveidoti balstoties uz génu dzina sistémam, kuru iedzimtiba
nenotiek peéc Mendela likumiem — génu dzina organismu jeb génu sastopamiba katra paaudzé
pieaug pat tada gadijuma, ja nav izdzivoSanas prieksrocibu. Viens no kaitékliem, kura
ierobeZosSanai varétu izmantot génu dzina sistémas, ir punktsparnu auglmusa Drosophila
suzuki.

Drozofilas ir auglu musinas, kuras bieZi ir redzamas vasara, kad ir daudz pieejamu
pargatavojusos un jau pustosu auglu un ogu. Auglu musam ir vairakas sugas, no kuram viena,
punktsparnu auglmusa, ir kluvusi par bistamu kaitékli vairakas Eiropas valstis. Tas latiniskais
nosaukums ir Drosophila suzuki, bet angliskais - spotted wing drosophila. Tévini ir 2.6 lidz 2.8
mm gari, un tiem ir melns punktveida plankums tuvu katra sparna galam. Matites ir 3.2 lidz
3.4 mm garas, un tam nav So punktveida plankumu (EPPO, 2011b).

Atskiriba no citam drozofilam $1 auglmusa, izmantojot zobainu déjekli, d&j olas zem
mizas ogas un auglos, kas vél tikai nogatavojas. Viena déjekla diriena vieta matite iedéj vienu
lidz tris olas, bet savas dzives laika ta var izdét lidz 300 olam. Ta ka vienu augli olu désanai var
izmantot vairakas matites, tad viena augli var attistities lidz pat 60-70 pécnac€jiem. IzskiluSies
kapuri (Iidz 3,5 mm gari) un vélak art kininas attistas auglu un ogu iekSpusé€, izraisot batiskus
bojajumus, kam var sekot puve. Kininas var attistities art auglu un ogu arpusé. Dzives cikls ir
Iss — viena lidz divas nedélas, atkariba no klimatiskajiem apstakliem. Japana Sim kaitéeklim var
bat lidz pat 13 paaudzém viena gada laika, Amerika, Kalifornija — tris lidz 10 paaudzes.
Tadéjadi tiek radtti batiski razas zudumi. Lidz 1930.-iem gadiem Sis kaitéklis bija sastopams
tikai Japana, bet pédéjas desmitgadés tas ir invazivi izplatijies visos kontinentos, iznemot
Antarktidu. Tas ir konstatéts Sibirijas dienvidos Krievija (2003), Spanija (2010), Italija (2010),
Francija (2010), Slovénija (2011). Ir aprékinats, ka Kalifornija, Amerikas Savienotajas Valstis,
laika perioda no 2008. gada lidz 2014. gadam punktsparnu auglmusas raditie kaitéjumi ir
radijusi 39 miljonus dolaru lielus zaud&jumus, bojajot 20 Iidz 100 % razas (Buchman et al 2018;
EPPO, 2011a, EPPO, 2011b). Pédéjos gados Sis kaitéklis ir konstatéts jau vairakas mums
geografiski tuvakas valstis: Polija (2014), Zviedrija (2014), Ukraina, 2014, Somija (2019)
(https://gd.eppo.int/taxon/DROSSU/distribution). Tam patik klimats ar augstu mitrumu un
mérenam temperatiram. Aukstas ziemas neietekmé kaitékla izdzivosanu, jo tas ir ieviesies
gan Kinas ziemelos, gan Hokaido dienvidu dala (EPPO, 2011b).

Kultdraugi, kurus 1 auglmusa boja visbiezak, ir sekojosi: avenes, kazenes, zemenes,
saldie kirsi, persiki un aprikozes. Retak tiek bojati aboli, plimes un vinogas. Tas var invadét arl
savvalas augus, pieméram, mellenes. Sie augli un to tirdznieciba tiek uzskatiti par galvenajiem
kaitékla parneses celiem no vienas valsts uz citu, jo novaksanas laika bojajumi var bat vel
neizteikti un nepamanami. Kaitékla attistiba turpinas transporta laika. Vélak, jau cita valsti,
bojatie augli un ogas var nonakt komposta, no kurienes pieaugusie Tpatni var invadét vietéjos
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darzus. Tirdznieciba ar augu stadamo materialu tiek uzskatita par zema riska izplatibas celu
(EPPO, 20114, EPPO, 2011b).

Paslaik pieejamas D. suzukii ierobezoSanas metodes balstas uz plasa spektra
insekticidiem, no kuriem neviens Latvija nav registréts lietoSanai pret auglmusam (VAAD,
2020). Valstis, kur sadi lidzekli, pieméram, malations, ir registréti, novérota variabla
efektivitate, apgritinosa lietoSana auglu nogatavosanas laika, ka ari iespéjama D. suzukii
rezistences rasanas (Buchman et al 2018). Spanija ir konstatéti punktsparnu auglmusas
dabiskie ienaidnieki - parazitoidi, spoZlapsenes Pachycrepoideus vindemmiae un
tumslapsenes Trichopria cf. drosophilae, kas sava attistiba izmanto auglmusas kininas un
batiski samazina pieaugus$o Tpatnu izveidoSanos bojatajos auglos un ogas. Pétijuma tika
konstatets, ka dabiski ar Siem parazitoidiem bija invadétas 4 lidz 10 % drozofilu kininu, bet
laboratorijas apstaklos lidz pat 83 %. Atklati ari plésigi kukaini no koku laupitajblaksu dzimtas
(Orius laevigatus) un spilastes Labidura riparia, kas barojas ar auglmusas olam vai kapuriem.
Laboratorijas apstaklos Sie plésigie kukaini nogalinaja lidz pat 76 % no drozofilu olam un
kapuriem (Gabarra et al.,, 2015). Tomér biologiskas kontroles preparati vél netiek plasi
izmantoti (Buchman et al 2018).

Viena no vislabak izstradatajam sistemam D. suzukii ierobezoSanai ir Medea sistéma
(Medea — Maternal Effect Dominant Embryonic Arrest). Medea sistéma balstas uz toksina —
pretlidzekla kombinacijas ekspresiju (Buchman et al 2018). Medea sistéma ir dabiski
sastopama daba. Ta ir atklata miltu vabolei Tribolium castaneum, kur ta regulé populacijas
blivumu, ka ari peléem Mus musculus, kur ta izraisa smagu kombinétu anémiju un
trombocitopéniju (citéts péc. COGEM, 2018).

Punktsparnu auglmusai Medea sistéma microRNS (miRNS) “toksins” tiek ekspreséts
oogenézé sieviSkajiem Tipatniem, kuriem ir Medea sistéma, savukart “pretlidzeklis”
ekspreséjas agrinas embriogenézes stadijas pécnacéjiem, kuriem ir ST sistéma (10. attéls).
Toksinu kodéjosSais géns tiek parmantots visiem pécnacéjiem no matites, kurai ir Medea
sistéma, kas izpauzas ka miRNS vadita svariga ebrioniska géna apspieSana, kas izraisa
normalas embriogenézes attistibas partraukSanu. Pécnacéji, kas parmanto Medea sistemu,
sanem pretlidzekli, ko veido $i svariga embrioniska géna kopija, kas ir rezistenta pret miRNS,
atlaujot notikt normalai attistibai. Pécnacéji, kuriem nav Medea sistéma, nevar normali
attistities un iet boja. Balstoties uz Sadu iedzimtibu, Medea sistéma konkrétaja kaitéklu
populacija atri izplata pati sevi un ikvienu taja ievietoto génu (Cargo). Sads ievietotais géns
varétu bat géns, kas izraisa uznémibu pret kadu konkrétu kimisku vielu, un kuru aktive
konkréti vides apstakli, pieméram, temperatira vai diapauze (Buchman et al 2018). Viena no
sadam sistemam tika radita jau 2007. gada citai drozofilas sugai — Drosophila melanogaster
(Chen et al., 2007). Tika izmantots géns myd88, kuru parmanto pa mates liniju. Sis géns ir
nepiecieSams agras embrija attistibas stadijas, lai nodrosinatu dorzoventralu attistibu. Ar divu
miRNS palidzibu, kas ekspreséjas mejozes laika, $1 géna darbiba tiek apturéta. Pretlidzeklis ir
miRNS-nejutigs myd88 transgéns, kurs aktivéjas zigotas stadija (Chen et al., 2007). 2018. gada
sada sistema tika radita punktsparnu auglmusai, izmantojot c¢etras miRNS molekulas, kas
iedarbojas uz myd88 génu. ledzimtiba nakamajas paaudzeés bija 87 lidz 100 %. Tiek uzskatits,
ka Medea sistémas izmantoSanas gadijuma daba bls nepiecieSams izlaist daudz mazak
laboratorija pavairoto 1patnu neka sterilo kukainu tehnologijas (sterile insect technique)
gadijuma, kas plasi tiek izmantota Vidusjuras auglmusas Ceratitis capitata ierobezoSanai
(Buchman et al 2018). Sterilo kukainu tehnologija ir videi draudziga kukainu apkarosanas
metode, kas ietver mérka kaitékla masveida audzésanu un sterilizaciju, izmantojot starojumu,
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kam seko sistematiska sterilu tévinu izplatisana noteikta vieta, kur tie parojas ar savvalas
matitém, kuram $adas paroSanas rezultata nav pécnacéju, un tadéjadi kaiteéklu populacija
samazinas (https://www.iaea.org/topics/sterile-insect-technique ).
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10.attéls. Maksliga Medea sistéma D. suzukii. (A) D. suzukii Medea transgéns tika izveidots, lai
saturétu miRNS “toksinu”, kas iedarbojas uz géna myd88 5 UTR sekvenci, kura ekspresiju
nodrosina specifisks no matites parmantots BicC promoters, un “pretlidzekli”, kas sastav no
D. suzukii myd88 kodéejosa regiona, kura ekspresiju nodrosina agrinai embriologiskajai stadijai
atbilstods Bnk promoters, ka ari divus atseviskus transformacijas markierus. Sie markieri ir
eGFP, kuru kontrolé acu krasai specifisks 3xP3 promoters, un dsRed, kuru kontrolé biezi
sastopams hr5-1E1 promoters. (B) Normalas attistibas gadijuma no matites mantotais myd88
tiek uzkrats embrija, kur tas ir nepiecieSams normalai attistibai. (C) Medea sistémas miRNS
toksins iedarbojas uz myd88 mRNS oogenézes laika, kaveéjot normalu uzkrasanos embrija un
izraisot embrija navi tiem pécnacéjiem, kas nav parmantojusi Medea sistému. (D) Embrijiem,
kuriem ir Medea sistémas kopija, ekspreséjas tads myd88 variants, kas nav jutigs pret miRNS
toksinu, kas ekspreséjas agrinas embriogenées stadijas, kas rezultéjas ar miRNS izraisitu
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letalitati. (E) Ja krusto heterozigotiskus Medea viriskos 1patnus ar savvalas tipa sieviskajiem
Ipatniem, visi pécnacéji izdzivo, jo no sieviska 1patna mantotais toksins netiek ekspreséts
(kreisaja pusé). Ja krusto heterozigotiskus Medea sieviskos Tpatnus ar savvalas tipa viriskajiem
Tpatniem, 50 % pécnacéju, kas nav parmantojusi Medea sistému, iet boja (vida). Krustojot
heterozigotiskus sieviskos 1patnus ar heterozigotiskiem viriSkajiem ipatniem, 75 % pécnacéju
parmanto Medea sistému vai nu no téva, vai mates, un izdzivo, kamer tie, kas neparmanto,
neizdzivo (labaja pusé). Attéls adaptéts no Buchman et al (2018). Paskaidrojumi attéla
redzamajiem apziméjumiem: Dicer — endoribonukleaze Dicer, kas Ske| pre-microRNS 1sakos
fragmentos, kurus sauc par microRNS (miRNS); Risc — RNS inducéts géna izslégSanas
komplekss; Drosha — ribonukleaze, kas darbojas microRNS processinga sakuma stadijas.
Exportin-5 - proteins, kur$s eksporté pre-microRNS ara no kodola uz citoplazmu; Cargo —
jebkurs mérka géns, kuru var ievietot Medea sistema.

Lidz ar Medea sistemu eksisté vél ari citas génu dzinu sistémas, pieméram, tadas, kas
balstitas uz CRISPR/CAS sistému®3. T3 ir paslaik plasi izmantota génu redigésanas sistéma, ar
kuras palidzibu rada endonukleazu dzinu sistému. Sis sistémas prieksrociba ir tada, ka tiek
izmantota viegli izveidojama vadibas RNS (guide RNA), kas atrod genoma savu vietu.
Pamatelementi Sai sistémai ir CRISPR endonukleazes géns, viena vai vairakas vadibas RNS
sekvences un, atkariba no pielietoSanas veida, mérka géns (11. attéls). Sistému parasti ievieto
plazmida, kura abas pusés dzina kasetei ir mérka sekvencei homologas sekvences, lai inducétu
integréSanos genoma (homing) (COGEM, 2018). Ar Sis sistémas palidzibu ir raditas tadas
mutacijas, kas izraisa izmainas sievisko Tpatnu dzimumorganos, tadéjadi ietekméjot
vairo$anos (Fang and Scott, 2016). Citos gadijumos daba varétu palaist sterilus viriskos
Ipatnus, kas parotos ar savvalas sieviSkajiem Ipatniem, ta rezultata samazinot vai pilniba
iznicinot punktsparnu auglmusas populacijas (Kalajdzic and Schetelig, 2017). Pamata génu
dzina modifikacijas konkrétaja populacija neuzskata par paliekosam jeb permanentam.
Uzskata, ka vienmer izselekcionésies rezistentas aléles. Tomeér tas varétu prasit ilgu laiku, kas
batu pietiekams, lai partrauktu konkréta kaiték|a populacijas attistibu (COGEM, 2018).

13 CRISPR/CAS - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR associated protein
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11.attéls. CRISPR/Cas génu dzina izplatisanas (attéls adaptéts no COGEM, 2018).

St jauna tehnologija ir izraisijusi gan entuziasmu zinatnieku vidd, gan baZas daZadu
ekspertu vidl. Kaut art nakotné génu dzinu sistémas varétu izmantot lauksaimniecibas
kaitéklu un invazivu sugu kontrolei, apdraudétu sugu glabsanai vai slimibu parnésataju
nomaksanai, tomeér vispirms nepiecieSams novértét to iespéjamas nevélamas
blakusparadibas un izraisitas izmainas ekosistémas. Eiropas partikas nekaitiguma iestade
paslaik strada pie génu dzinu organismu riska novértéjuma, iesaistot Saja procesa ari ES
daltbvalstu iedzivotajus, nevalstiskas organizacijas un kompetentas iestades (EFSA, 2020).

Secinajumi
1. Génu dzini (gene drives) eksisté daba, bet tos var ar1 radit maksligi laboratorija.
2. Eiropa Iidz Sim ir veikti tikai dazi lauka izméginajumi ar genomiski redigétiem augiem.

3. Dazadu kaitéklu un nezalu populaciju ierobezosanai ir iespéjams izmantot geneétiski
modificétus organismus, kas izveidoti balstoties uz génu dzinu (gene drive) sistémam.

4. To iedzimtiba nenotiek péc Mendela likumiem — génu dzina organismu jeb génu
sastopamiba katra paaudzé pieaug pat tada gadijuma, ja nav izdzivoSanas
priekSrocibu.
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5. Viens no kaitékliem, kura ierobezosSanai varétu izmantot génu dzina sistémas, ir
punktsparnu auglmusa Drosophila suzuki.

6. Viena no vislabak izstradatajam sistémam D. suzukii ierobezosanai ir Medea sistéma
(Medea — Maternal Effect Dominant Embryonic Arrest).

7. Lidz ar Medea sistemu eksisté vél ar citas génu dzinu sistémas, pieméram, tadas, kas
balstitas uz CRISPR/CAS sistemu.

8. Paslaik Eiropas Savieniba ir aktuals jautajums par So organismu riska novértéjumu.
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4. EUGINIUS datu baze esosas informacijas analize par genomiski redigétiem
organismiem

EUGINIUS (EUropean GMO INltiative for a Unified database System) jeb Eiropas
vienotas GMO datu bazes iniciativa ir brivpieejas online datubaze. Uz projekta atskaites
iesniegSanas bridi EUGINIUS datu baze ir informacija par 30 organismiem, kas ieguti ar
genoma redigé$anas metodém. Sos organismus var iedalit vairakas grupas atbilstosi tam,
kada veida izmainas ir veiktas — viena nukleotida insercijas, delécijas vai nomainas, Tsas
nukleotidu delécijas (Iidz 50 bp), lielakas insercijas un delécijas (4. tabula). Vairaki no Siem
kultGraugiem tiek kultiveti un izmantoti partika un dzivnieku bariba ASV un Kanada jau
vairakus gadus, kur tie netiek reguléti ka GMO, pieméram, rapsi 5715 ir atlauts audzét un
izmantot partika un dzivnieku bariba Kanada kop$ 2013. gada, savukart 2019. g. ir uzsakta
FAD2KO sojas ellas izplatiSana ASV tirgu ar precu zimi “Calyno™ High Oleic Soybean Qil”.

Talakajas apaksnodalas ir dota detalizéta analize par deviniem genomiski redigétiem
kultGraugiem, kas varétu but aktuali Latvijas tautsaimniecibai — rapsi, kartupeliem, soju,
kvieSiem un kukurazu.

4.tabula

Informacijas apkopojums ar EUGINIUS datu baze esoSajiem organismiem, kas izveidoti
ar genoma redigésanas metodém*

Veids Nosaukums

(izstradatajs)

Geneétiska
modifikacija

Suga

Viena nukleotida

Geéna izslegsana

Brassica napus

BnALS-57 jeb 5715

aizvietoSana

variacijas (Single (rapsis) (Cibus)

nucleotide variation - | Izturiba pret Brassica napus 5715 canola

SNV) herbicidiem (rapsis) (Cibus)*

Vairaku atsevisku Izturiba pret Brassica napus CLB1 canola (BASF)*
nukleotidu herbicidiem (2 SNV) | (rapsis)

Géna izslegsana ar
divam punktveida
mutacijam

Oryza sativa (risi)

OsALS-R rice (lowa
State University -
ISU)

Viena nukleotida
insercija

Geéna izslegsana

Thlaspi arvense
(t'ruma naudulis)

FAE1-4 Pennycress
(I1SV)
FAE1-5 Pennycress
(I1SV)

14 Tabula adaptéta no European Network of GMO Laboratories darba grupas “Working group on
Method Performance Requirements” materialiem.

38



Genetiska Veids Suga Nosaukums
modifikacija (izstradatajs)
Viena nukleotida Geéna izslegsana Solanum tuberosum | Low PPO5 potato
delécija (kartupelis) (J.R. Simplot)
Isa nukleotidu Geénaizslégsana (4 | Thlaspi arvense FAE1-3 Pennycress
delécija (Iidz 50 bp) bp) (trruma naudulis) (ISV)
Vairaku allélu Agaricus bisporus PPO Mushroom
izslégSana (1-14 bp) | (divsporu atmatene) | (PSU)
Vairaku allélu Solanum tuberosum | PPO Potato
izslégSana (kartupelis) (Calyxt)*
Vairaku allélu Séjas idra (Camelina | GE-BADC Camelina
izslégSana sativa) (Yield10 Bioscience
(2-22 bp) Inc.)

Geéna izslegsana

Saldais apelsins
(Citrus sinensis)

LOB1 Orange
(University of
Florida - UOF)

Vairaku génu
izslégSana (4-43 bp)

Glycine max (soja)

FAD2 KO Soybean
(Calyxt)*
FAD3 KO Soybean

(Calyxt)*
Vairaku allélu Triticum aestivum MLO_KO Wheat
izslégSana (kviesi) (Calyxt)*
Vairakas delécijas Zea mays ZFN-12 maize (DOW
viena géna (kukurdza) AgroSciences)
Vairaku allélu Solanum tuberosum | Vinv Potato
izslégSana (kartupelis) (Calyxt)*
(4-17 bp)
Vairaku allélu Brassica napus CP1 (Christian-
izslégSana (rapsis) Albrechts-University
(2,2un 7 bp of Kiel)
delécijaun 1 bp
insercija)

Vairaku génu
izslégsana (izmainiti
dazi bp)

Oryza sativa (risi)

Ting rice (ISU)

Vairakas delécijas Zea mays ZmCCT9 KO (China
viena géna (kukuraza) Agricultural
University)
Lielas insercijas Informacija ir Zea mays BHB Hi-Yield Maize
konfidenciala (kukurdza) (BHB)
Lielas delécijas Geéna izslegsana Solanum J2 Tomato
lycopersicum (Universities Liege &
(tomats) Paris-Saclay)
Geéna izslegsana Zea mays CRISPR-Cas Waxy
(kukurdza) Corn (Pioneer Hi-

Bred International)*
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Genetiska Veids Suga Nosaukums
modifikacija (izstradatajs)
Inaktivets géns Geéna izslegsana Setaria viridis (zala 193-31 Setaria
(mérkis ir viens sarene) viridis (Donald
géna eksons) Danforth Plant
Science Center)

*-Detalizéta informacija dota talakajas apaksnodalas.

4.1. Genomiski redigétais rapsis “5715” jeb “SU Canola”

5715, SU Canola Brassica napus  Herbicidu tolerance Cibus US LLC
(rapsis)

Visparejs apraksts

Rapsis 5715 jeb SU Canola ir izveidots konvencionalas selekcijas cela, krustojot divas
rapsa Iinijas BnALS-57 un SP Cougar CL, kuras satur herbicidu tolerances mutaciju PM2. Ta ir
viena nukleotida nomaina G>T, kas ahasl un ahas3 géna 557. kodona izraisa triptofana
(kodons TGG) nomainu uz leicinu (kodons TTG) (Hattori et al., 1995). Literatlira noradits arf,
ka PM2 ir lokalizeéta 574. kodona, kas atbilst tai pasSi aminoskabes pozicijai, bet kodonu
numeracija ir noteikta relativi salidzinajuma ar Arabidopsis thaliana sekvenci, kas tiek
izmantota proteinu sekvencu salidzinasanai (Tan et al., 2005). leglta rapsa Iinija ir rezistenta
pret 2. grupas herbicidiem (pieméram, imidazolinonu un sulfonilurinvielu) (CFIA, 2013).

Gens ahasl1 ir lokalizéts rapsa C genoma un ahas3 — A genoma. Jaunizveidota rapsa
[Tnijas BnALS-57 satur mutaciju ahas1 géna, un komerciali pieejama Clearfield rapsa skirne SP
Cougar CL — ahas3 géna. Abi géni kodé acetohidroksiskabes sintazi (AHAS), kas pazistama ar1
ka acetolaktata sintaze (ALS). AHAS katalizé pirmo sazarotas kédes aminoskabju (valina,
leicina un izoleicina) sintézes soli. Mutacija PM2 noved pie AHAS enzima konformacijas
izmainam, ka rezultata samazinas imidazolinona un sulfonilurinvielas afinitate pret to (Health
Canada, 2013).

Jauna mutanta Ilinija BnALS-57 tika izveidota no savvalas tipa rap$a linijas BN2,
pielietojot oligonukleotidu vadito mutagenézi (anglu val. oligonucleotide-directed
mutagenesis) ar Cibus kompanijas izstradato Rapid Trait Development System™ (RTDS™)
pieeju (Gocal, 2014). RTDS protokols apvieno metodes, taja skaita audu kultivésanas pieeju,
kas panak augstaku augu Sunu jutigumu uz mutagenézi. BN2 protoplasti tika kultiveti
Imazethapyr (imidazolinona grupas herbicida) klatbdtné, un talak atlasiti dzivotspéjigie
kallusi, kuros tika apstiprinata ahas1 viena nukleotida mutacija. Lai gan Sunas tika paklautas
oligonukleotidu vaditajai mutagenézei, linijas izveidotaji uzskata, ka ieviesta mutacija ir
veidojusies ka spontans somaklonals variants audu kultivéSanas procesa, nevis kada RTDS
protokola izmantota oligonukleotida tieSas ietekmes rezultata. Regenerétas mutantas rapsa
[Tnijas ahasl un ahas3 génu analize apstiprinaja, ka tikai ahasl géna bija atrodama viena
ieviesta mutacija. Netika novérotas izmainas promotera vai kados citos genoma regionos, kas
varétu ietekmét géna ekspresiju (Health Canada, 2013).
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Komerciala Clearfield rapsa skirne SP Cougar CL, kas satur PM2 mutaciju ahas3 géna, ir
izveidota konvencionalas selekcijas cela ar mikrosporu mutagenézi un tas pamata ir ellas
rapSa Skirne Topas (Swanson et al., 1989).

Rapsa linijai 5715 13 no 57 analizétajiem uzturvertibu raksturojosajiem analitiem
uzradija statistiski nozimigu atskirtbu salidzinajuma ar izmantoto kontroles skirni BY5525,
tomer tie atbilda Ekonomiskas sadarbibas un attistibas organizacijas (ESAO) normam rapsim.
Rapsa linijas ar analogu ahas3 mutaciju jau eksisté un ir atzitas par nekaitigam izmantosanai
partika, jo ir paradits, ka mutantais AHAS3 nelidzinas nevienam no zinamajiem proteinu
toksiniem, gremosanas trakta tiek Skelts un karstuma tiek inaktivéets, ka art iesp€ja, ka tas
vispar varétu nok|ut cilvéka organisma, patérejot rapsu ellu, ir nieciga. Ta ka ahas1 ir 99,7%
identisks ahas3 génam, art mutanta AHAS1 toksiskuma potencials visticamak ir lidzigs AHAS3.
Padzilinata in silico analize apstiprinaja, ka AHAS1 neuzrada lidzibu ar zinamiem toksiniem.
Balstoties uz pieejamo informaciju, 5715 rapsis tiek uzskatits par droSu ellas raZzoSanai un
izmantos$anai lopbariba (CFIA, 2013; Health Canada, 2013).

Detalizéta informacija par 5715 rapsa liniju atrodama EUGENIUS datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=5715).

Rapsa reproduktiva biologija un saistiba ar redigéto pazimju iedzimtibu

Rapsim Brassica napus ir allotetraploids genoms (2n =4x =38, AACC), kas veidojies
racena Brassica rapa (2n = 2x = 20, AA) un darza kaposta Brassica oleracea (2n = 2x = 18, CC)
krustoSanas rezultatd (Song et al.,, 2020). Abu rapsa 5715 ieglsana izmantoto [iniju
krustoSanas un atkrustoSanas rezultata abu mutaciju ieviesta herbicidu tolerance tika
nostiprinata F4 paaudzé. SekvenéSana apstiprinaja, ka abas mutacijas katra géna ir
homozigotiska stavokli. Herbicidu tolerance saglabajas ari talakajas auga paaudzés, kas
norada, ka ieglta pazime ir stabila (Health Canada, 2013).

5715 jeb SU Canola herbicidu rezistences veidoSana iesaistitie genétiskie elementi doti
5. tabula.

5.tabula
5715 jeb SU Canola herbicidu rezistences veidosana iesaistitie genétiskie elementi
(http://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=110268).

Genétiskais Izcelsme Funkcija

elements

ahas3 géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géna

promoters promoters inicié géna ekspresiju

ahas3 géns Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géns ar
mutacijam, kas kodé herbicidu rezistento enzima
formu

ahas3 géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géna

terminators terminators signalizé par kodéjosas dalas
transkripcijas beigam

ahasl géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 1 géna

promoters promoters inicié géna ekspresiju

ahas1 géns Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 1 géns ar
mutacijam, kas kodé herbicidu rezistento enzima
formu
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Genétiskais Izcelsme Funkcija

elements

ahasl géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 1 géna

terminators terminators signalizé par kodéjosas dalas
transkripcijas beigam

RTDS™ Sintétiskas Merkéta mutaciju ievieSana

oligonukleotidi sekvences

mutagenézei

Autorizacijas

Saskana ar Kanadas Partikas inspekcijas agentlras CFIA (anglu val. Canadian Food

Inspection Agency) |lEmumu DD 2013-100 5715 rapsi kops 04.12.2013. ir atlauts neierobezoti
audzét (angl. val. unconfined release) un izmantot lopbariba Kanada (CFIA, 2013). Tapat
Kanadas veselibas organizacija (anglu val. Health Canada) kops 06.11.2013. 5715 rapsi ir
atzinusi par droSu izmantosanai partika (Health Canada, 2013).

lespéjamas metodes detekcijai

Lai pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur 5715 jeb SU Canola

rapsi, varétu tikt izmantotas uz polimerazes kédes reakciju (PKR) balstitas metodes:

1)

2)
3)

4)

5)

Sangera sekvenésana — sakotnéji ar PKR tiktu amplificeti PM2 mutaciju ietverosie
genoma rajoni, kas péc tam tiktu sekvenéti abos virzienos, lai noteiktu mutacijas
statusu;

meérkéta jaunakas paaudzes sekvenéSana, kas vienlaikus uzraditu intereséjosas

mutacijas abos génos. Metode ir salidzinosi laikietilpiga;

duplex TagMan reala laika PKR, kuras pamata ir delécijas rajonam specifiski praimeri

un divas dazadas zondes savvalas tipa aléles un mutacijas detektésanai;

digitala polimerazes kédes reakcija (dAPKR) — nakamas paaudzes reala laika PKR, kura

varétu tikt izmantoti tie pasi praimeri un zondes, kas klasiskaja reala laika PKR

(iepriekséjais punkts), tacu metode sola augstaku precizitati;

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari rapSa genoma standarta

noteikSana. EU references metozu datubazé aprakstitas ¢etras TagMan kvantitativa

reala laika PKR metodes rap$a genoma géniem:

e QT-TAX-BN-001 metode endogéna acil-ACP tioesterazes géna (FatA) noteikSanai.
FatA ir lokalizéts Brassica napus, ka ari B. rapa and B. juncea A genoma. Metode
netiek rekomendéta kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).

e QT-TAX-BN-002 metode Brassica napus endogéna kruciferina uzglabasanas
proteinu kodéjosa géna (BnCl) noteikSanai. Metode netiek rekomendéta
kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).

e QT-TAX-BN-003 metode Brassica napus endogéna kruciferina uzglabasanas
proteinu kodéjosa géna (BnC1) noteiksanai (Jacchia et al., 2019).

e QT-TAX-BN-012 metode Brassica napus, ka ar1 B. juncea, B. rapa un B. oleracea
endogéna kruciferina uzglabasanas proteinu kodéjosa géna (BnC1) noteikSanai.
Metode netiek rekomendéta kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).
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4.2. Genomiski redigéetais rapsis “CLB-1"

Ipasibas Kompanija/ Attistitajs
CLB-1 Brassica napus  Herbicidu tolerance BASF
(rapsis)

Visparejs apraksts

CLB-1 rapsa linijai ar mutaciju ir inaktivets ahas3 géns, ka rezultata rapsis ir rezistents
pret imidazolinona grupas herbicidiem, pieméram, Imazamox un Imazapyr (CFIA, 2014).
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Geéns ahas3 ir lokalizéts rapsa A genoma, un kodé acetohidroksiskabes sintazi (AHAS),
kas pazistama ari ka acetolaktata sintaze (ALS). AHAS katalizé pirmo sazarotas kédes
aminoskabju (valina, leicina un izoleicina) sintézes soli. Rapsis CLB-1 tika izveidots ar
oligonukleotidu vaditas mutagenézes (anglu val. oligonucleotide-directed mutagenesis)
palidzibu izmantojot GRON tehnologiju (anglu val. gene repair oligonucleotides — génu
labosanas oligonukleotidi). GRON ir sekvences specifisks oligonukleotids, kas satur nelielu
(pieméram, viena nukleotida) sekvences nesakritibu ar mérka sekvenci pozicija, kura vélas
ieviest mutaciju. GRON komplementari piesaistas mérka sekvencei, un Stinas endogénie DNS
labosanas mehanismi, balstoties uz GRON ietverto informaciju, izdara labojumu
saimniekorganisma genoma, ievieSot mutaciju. Dazadi GRON tika ievaditi ellas rapsa linijas
BNO2 protoplastos ar PEG transformaciju, secigi ievieSot dazadas mutacijas, talak atlasot
mutantus ar vélamajam herbicidu tolerances 1pasSibam. CLB-1 tika izveidots ievieSot divas
aminoskabju substitlcijas ahasL1A géna, kas kodé AHAS lielo subvienibu. Vispirms tika
ieviesta alanina nomaina uz treoninu 122. pozicija (A122T). Péc tam tika ieviesta serina
nomaina uz asparaginu 653. pozicija (S653N). Abu nomainito aminoskabju poziciju numeracija
ir noteikta relativi salidzinajuma ar Arabidopsis thaliana proteinu. Mutanta géna apziméjums
ir ahasL1A-A122(At)T/S653(At)N. Mutaciju rezultata AHAS klGst nejltiga pret imidazolinona
herbicidiem, un nodroSina sazarotas kédes aminoskabju sintézi art So herbicidu klatbitne.
DNS sekvenésana apstiprinaja sagaidamo mutaciju klatbUtni géna, ka art neuzradija analogu
mutaciju klatbutni ahasL1C géna, kam ir augsta sekvences lidziba ar ahasL1A. CLB-1 AHAS
uzradija lidzvertigu enzimatisko aktivitati linijam bez mutacijam, ka art ievérojami zemaku
herbicidu jutibu. Ar daziem iznémumiem (lignocerinskabe, alfa-tokoferols un vitamins B6)
CLB-1 linija neuzradija nozimigas atSkiribas uzturvértibu raksturojoso raditaju limenos
salidzinajuma ar nemodificétajam rapsa linijam. In silico analize uzradija, ka mutanta AHASL1A
aminoskabju sekvence neuzrada nozimigu lidzibu ar kadu no zinamajiem toksiniem. In vitro
apstrade ar pepsinu un tripsinu paradija, ka kopéjais (mutantais un savvalas tipa) AHASL1A
proteins no CLB-1 rapsa seéklam tika saskelts 5 mintsu laika, kas norada, ka cilvéka gremosanas
trakta Sis proteins tiktu atri saskelts, ka ari tas tiek inaktivéts péc vienas minttes apstrades
100 °C temperatura, kas norada uz to, ka AHASL1A mutantais proteins rapsu ellas iegliSanas
procesa tiks denaturéts. Balstoties uz pieejamo informaciju, CLB-1 rapsis tiek uzskatits par
drosu ellas razosanai un izmantos$anai lopbariba (CFIA, 2014; Health Canada, 2014).

Detalizéta informacija par CLB-1 rapsa liniju atrodama EUGENIUS datu baze

(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?emoname=CLB1).

Rapsa reproduktiva biologija un saistiba ar redigéto pazimju iedzimtibu

Rapsim Brassica napus ir allotetraploids genoms (2n =4x =38, AACC), kas veidojies
racena Brassica rapa (2n = 2x = 20, AA) un darza kaposta Brassica oleracea (2n = 2x = 18, CC)
krustoSanas rezultata (Song et al., 2020). Géns ahas3 ir lokalizéts rapsa A genoma. Genétiskas
analizes apstiprinaja, ka CLB-1 rapSa mutacijas ahas3 géna saglabajas nakamajas auga
paaudzés un iedzimst saskana ar klasiskajiem iedzimtibas principiem (CFIA, 2014).

CLB-1 rapSa herbicidu rezistences veidoSana iesaistitie genétiskie elementi doti 6.
tabula.

6.tabula
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CLB-1 rapsa herbicidu rezistences veidosana iesaistitie genétiskie elementi
(https://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=110263)

Genétiskais Izcelsme Funkcija

elements

AHAS3 géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géna

promoters promoters inicié géna ekspresiju

AHAS3 géns Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géns ar
mutacijam, kas kodé herbicidu rezistento enzima
formu

AHAS3 géna Brassica napus | Endogénais acetohidroksiskabes sintazes 3 géna

terminators terminators signalizé par kodéjosas dalas
transkripcijas beigam

GRON Sintétiskas Merka sekvencei komplementari oligonukleotidi ar

oligonukleotidi sekvences vienas lidz dazu baZu nesakritibu mutacijas meérka

pozicija un modificétiem gala nukleotidiem, uz ko
balstoties Sunas ieksejie DNS labosanas mehanismi
ievie$ mutacijas meéerka sekvencé

Autorizacijas

Saskana ar Kanadas Partikas inspekcijas agentiras (anglu val. Canadian Food Inspection

Agency) |lémumu DD2014-101 CLB-1 rapsi kop$ 14.02.2014. ir atlauts neierobeZoti audzét
(angl. val. unconfined release) un izmantot lopbariba Kanada (CFIA, 2014). Tapat Kanadas
veselibas organizacija (anglu val. Health Canada) kops 12.02.2014. CLB-1 rapsi ir atzinusi par
drosu izmantoSanai partika (Health Canada, 2014).

lespéjamas metodes detekcijai

Lai pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur CLB-1 rapsi,

varétu tikt izmantotas uz polimerazes kédes reakciju (PKR) balstitas metodes:

1)
2)
3)

4)

5)

Sangera sekvenésana — sakotnéji ar PKR tiktu amplificéts mutaciju ietverosais genoma

rajons, kas péc tam tiktu sekvenéts abos virzienos, lai noteiktu mutacijas statusu;

meérkéeta jaunakas paaudzes sekvenésana, kas vienlaikus uzraditu abas intereséjosas

mutacijas. Metode ir salidzinosi laikietilpiga;

duplex TagMan reala laika PKR, kuras pamata ir delécijas rajonam specifiski praimeri

un divas dazadas zondes savvalas tipa aléles un mutacijas detektésanai;

digitala polimerazes kédes reakcija (dAPKR) — nakamas paaudzes reala laika PKR, kura

varétu tikt izmantoti tie pasi praimeri un zondes, kas klasiskaja reala laika PKR

(ieprieksejais punkts), tacu metode sola augstaku precizitati;

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari rapSa genoma standarta

noteikSana. EU references metozu datubazé aprakstitas ¢etras TagMan kvantitativa

reala laika PKR metodes rap$a genoma géniem:

e QT-TAX-BN-001 metode endogéna acil-ACP tioesterazes géna (FatA) noteikSanai.
FatA ir lokalizéts Brassica napus, ka ari B. rapa and B. juncea A genoma. Metode
netiek rekomendéta kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).
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e (QT-TAX-BN-002 metode Brassica napus endogéna kruciferina uzglabasanas
proteinu kodéjosa géna (BnCl) noteikSanai. Metode netiek rekomendéta
kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).

e (QT-TAX-BN-003 metode Brassica napus endogéna kruciferina uzglabasanas
proteinu kodéjosa géna (BnC1) noteiksanai (Jacchia et al., 2019).

e (QT-TAX-BN-012 metode Brassica napus, ka ari B. juncea, B. rapa un B. oleracea
endogéna kruciferina uzglabasanas proteinu kodéjosa géna (BnC1) noteikSanai.
Metode netiek rekomendéta kvantitativai GMO analizei (Jacchia et al., 2018).

Atsauces

CFIA. Decision Document DD2014-101: Determination of the Safety of BASF Canada Inc.'s
Canola (Brassica napus) Event CLB-1. 2014. https://www.inspection.gc.ca/plant-
varieties/plants-with-novel-traits/approved-under-review/decision-documents/dd2014-
101/eng/1454107718197/1454107776755

Jacchia S, Kagkli DM, Lievens A, et al. Identification of single target taxon-specific reference
assays for the most commonly genetically transformed crops using digital droplet
PCR. Food Control. 2018;93:191-200.

Jacchia S, Sacco MG, Savini C, et al. Event-specific Method for the Quantification of Oilseed
Rape MS11 Using Real-time PCR. Validation Report. 2019. https://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/summaries/EURL-VL-03-16-VR.pdf

Health Canada. Novel food information: Canola (Brassica napus) Event CLB-1.
2014. https://www.canada.ca/en/health-canada/services/food-nutrition/genetically-
modified-foods-other-novel-foods/approved-products/clearfield-canola-clb-1.html

Song JM, Guan Z, Hu J, et al. Eight high-quality genomes reveal pan-genome architecture and
ecotype differentiation of Brassica napus. Nat Plants. 2020;6(1):34-45.

4.3. Genomiski redigetie kartupeli “PPO_KO potato”

PPO_KO potato (Solanum Enzimatiskas brinésanas = Calyxt
tuberosum L. novérsana
(kartupelis)

Visparejs apraksts

GE-PPO_KO kartupelim ir inaktivéts enzims polifenoloksidaze (PPO), ka rezultata tiek
novérsta kartupelu enzimatiska brinésana, kas pozitivi ietekmé kartupelu kvalitates
saglabasanu apstrades procesa un uzglabasanas laika. Kartupelu linija satur tikai Solanum
tuberosum L. genétisko materialu un mazu deléciju originalaja ppo géena.
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Péc razas ievakSanas kartupelu brunésanai ir liels risks radit batiskus zaudéjumus
lauksaimniecibas nozaré. PPO ir galvenais enzimatiskas brunésSanas iemesls, Sadas PPO
katalizétas oksidacijas var sastadit aptuveni 50% no kopé€jiem industriali ievakto darzenu un
auglu zudumiem (Holderbaum et al., 2010).

PPO ir sastopama gandriz visiem segsékliem un pieder pie enzimu klases, kas spé&jiga
piesaistit varu (Cu), kas uzkrajoties izpauzas ka brinésana. PPO katalizé monofenolu konversiju
uz difenoliem, un dihidroksifenolu konversiju uz hinoniem. Secigi hinoni spéj polimerizéties,
kas auga izpauZas ka sarkanu, brinu vai melnu pigmentu uzkrasanas (Vaidya et al., 2006, Chi
et al.,, 2014).

GE PPO_KO kartupelis satur TALEN veidotas inaktivéjosas delécijas vairakas ppo géna(u)
alelés. Janem véra, ka kartupeli ir autotetraploids organisms, kas satur piecas
polifenoloksidazes géna kopijas genoma, turklak katram génam var bat lidz pat ¢etram alélem.
Delécija tika ieviesta ar speciali izveidotu TALEN konstrukciju ekspresiju. TALEN reagents tika
ievadits kartupela protoplasta ar polietilénglikola (PEG) vaditu transformaciju, kas rezultéjas
meérkétas delécijas un ppo géna inaktivacija. Linijas izveidé nav izmantoti selektivi markieri
(USDA APHIS, 2016).

Autorizacijas

Eiropa ASV “PPO_KO potato” nav autorizéts. United States Department of Agriculture
(USDA) atzinis, ka liniju nav nepiecieSams ieklaut ka Regulated Article GE liniju, kas |auj
izvairities no regulacijas, balstoties uz to, ka PPO_KO kartupela linijai lidzigs rezultats varétu
tikt sasniegts art ar konvencionalas selekcijas metodém un tas ka ari gala produkts (kartupelu
stadi) nesatur citas sugas introducétu genétisko materialu.

(https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/biotechnology/permits-notifications-
petitions/confirmations/confirmation-process)

Kartupelu reproduktiva biologija un saistiba ar redigéto pazimju iedzimtibu

Kartupelis ir autotetraploids ar 48 hromosomam, ta pilna genoma sekvence ir publicéta
2011. gada. Kartupelus pavairo vegetativi, tapéc jaunie augi bls genétiski identiski mates
augam. Kartupela PPO geéni ir identificéti un raksturoti piecas formas — POTP1 (GenBank ID:
M95196), POTP2 (M95197), POT32 (U22921), POT33 (U22922) un POT72 (U22923) (Chi et al.,
2014).

Calyxt kompanijas publicétaja korespondencé ar USDA-APHIS, ka art EUGENIUS
datubazé nav atrasta informacija par to, kuri PPO géni ir inaktiveéti.

Geneétiskie elementi un to izcelsme, kas piedalas TALEN konstrukcija PPO_KO, ir
klasificéti, informacija nav publiski pieejama, dzésta (7. tabula). Papildu informacija par
PPO_KO kartupeli atrodama EUGENIUS datu baze:

https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=GE-PPO+Potato.
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7.tabula

Geneétiskie elementi, kas izmantoti mérkétai génu inaktivacijai PPO-KO kartupelu linijai
TALEN konstrukcijai, kas tika izmantotas PPO génu redigesanai

Geneétiskais
elements

lzcelsme

Funkcija

TALE

N konstrukcija PPO_KO potato (USDA APHIS, 2016).

[konfidencionala
biznesa informacija,
dzesta]

[konfidencionala biznesa
informacija, dzéstal

Promoters, kas regulé TALEN
reagenta transkripciju

TAL efektors

Xanthomonas spp.

34 aminoskabju gars motivs, kas
spéjigs pievienoties DNS pie pirma
ppo eksona.

Fokl endonukleazes
geéns

Flavobacterium
okeanokoites

Restrikcijas endonukleaze, kas Skel
kartupela genomisko DNS aiz TALEN
saistiSanas doména

[konfidencionala
biznesa informacija,
dzesta]

[konfidencionala biznesa
informacija, dzésta]

Poliadenilacijas signala sekvence, kas
regulé TALEN reagenta mRNS
produkciju

lespéjamas metodes detekcijai

Lai pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur PPO_KO potato
piejaukumu, varétu tikt izmantotas uz polimerazes kédes reakciju (PKR) balstitas metodes:

1) Sangera sekvenésana —sakotnéji, ar PKR, parauga tiktu amplificéts deléciju ietverosais
genoma rajons, kas péc tam tiktu sekvenéts abos virzienos, lai pieraditu konkréto

deléciju ppo;

2) Meérkéta jaunas paaudzes sekvenésana — lai pieraditu deletétas sekvences PPO génos;
3) Duplex TagMan reala laika PKR — izmantojot dizainétus praimerus un zondes delécijas
specifiskajam rajonam;
4) Digitala polimerazes kédes reakcija dPCR - izmantojot dizainétus praimerus un zondes
delécijas specifiskajam rajonam; salidzinot ar Duplex TagMan reala laika PKR, dPCR
metode ir ar augstaku precizitati.

Stkaka informacija par neautorizétu GMO detekciju, interpretaciju un zinosanu
aprakstiti ENGL (European Network of GMO Laboratories) sagatavotaja parskata (Holst-

Jensen et al., 2011).

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari kartupela genoma standarta
noteikSana. EUGINIUS datu baze ir aprakstita TagMan kvantitativa reala laika PCR metode
kartupelu genoma UDP-glikozes pirofosforilazes génam (Savini et al., 2006).
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161-166.

4.4. Genomiski redigéta soja “FAD2KO Soybean”

FAD2KO Soybean Glycine max  lzmainits taukskabju Calyxt/Cellectis plant
(soja) sastavs (soja ar augstu sciences
oleinskabes saturu)

Visparejs apraksts

FAD2KO soja (alternativs nosaukums GMO026-18 vai soja ar augstu oleinskabes saturu)
satur delécijas divos génos FAD2-1A un FAD2-1B, kas inaktive Sos génus, kas kodé taukskabju
desaturazes enzimus. FAD2 taukskabju desaturazes nosaka mononepiesatinato taukskabju
daudzumu sojas ella un So divu génu inaktivacija noved pie oleinskabes (mononepiesatinata
omega-9 taukskabe) daudzuma pieauguma lidz aptuveni 80%. Sojas séklas to nobriesanas
laika oleinskabe tiek parvéersta par linolskabi desaturacijas procesa, kuru veic FAD2 géna
kodéeta D12 taukskabju desaturaze. Linolskabe talaka desaturacijas procesa, kuru veic FAD3
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géna kodéta D15 taukskabju desaturaze, tiek parvérsta par linolénskabi (Clemente and
Cahoon 2009).

Sojas ella dabiski satur salidzinosi augstu daudzumu polinepiesatinato taukskabiju, kas
veicina ellas bojasanos oksidacijas procesa. Lai samazinatu polinepiesatinato taukskabju
daudzumu ir iespéjams pielietot sojas ellas hidrogenaciju, tacu tas rezultata papildus veidojas
cilveka veselibai kaitigas trans-taukskabes. Tadejadi viens no sojas selekcijas mérkiem ir
veidot Skirnes ar palielinatu mononepiesatinato un samazinatu polinepiesatinato taukskabju
sastavu (Clemente and Cahoon 2009).

FAD2KO (GMO026-18) sojas linija tika izveidota ar Agrobacterium rhizogenes K599
sakniSu transformaciju izmantojot sojas Skirnes ‘Bert’ diglus. Genoma redigéSana tika panakta
ar TALEN enzimus ekspreséjosu T-DNS konstrukciju. Specifiskais TALEN enzims FAD2_TO04 bija
izveidots par mérki izvéloties FAD2-1A un FAD2-1B génu aléles (Haun et al. 2014). Abu génu
delécijas FAD2KO Iinija ir homozigotiska stavokli. T-DNS konstrukcija saturéja 35S promoteru,
divas TALEN monomeérus kodéjosas sekvences, kas bija saistitas ar T2A sekvenci, ka ari nos
terminatoru. FAD2KO soja tika ieglita genétiskas skaldiSanas rezultata, atbrivojoties no T-DNS
konstrukcijas (nulles segregants). T-DNS neesamiba genoma tika parbaudita ar PCR analizi,
kas amplificéja 3 dazadus T-DNS rajonus (Haun et al. 2014; Mathis et al. 2014).

FAD2KO soja ir saistita ar citu genomiski redigétu sojas veidu, FAD3KO.

Autorizacijas

ASV USDA APHIS ir atzinis, ka FAD2KO soja nav paklauta regulacijas prasibam, nemot
véra, ka ta nesatur DNS no citiem organismiem, kas varétu but augu vai dzivnieku kaitéekli
(http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/cellectis air fad2k0 soy cb
idel.pdf). ASV FDA ir izvértéjusi Calyxt iesniegto Biotechnology Notification File No. 000164
attieciba uz partiku (https://www.fda.gov/media/120708/download) un dzivnieku baribu
(https://www.fda.gov/media/120660/download) un atzinusi, ka tai nav iebildumu pret So
produktu izplatisanu tirgd (https://www.fda.gov/media/120707/download). 2019. g. ir
uzsakta FAD2KO sojas ellas izplatiSana ASV tirgl ar precu zimi “Calyno™ High Oleic Soybean
Qil”.

FAD2KO soja nav autorizéta ES.

Sojas reproduktiva biologija un saistiba ar redigeto pazimju iedzimtibu

Soja ir diploids, parsvara pasSapputes augs. Modernas sojas Skirnes ir homozigotiskas,
tadéjadi var pienemt, ka delécijas FAD2-1A un FAD2-1B genos sojas Skirnés bus homozigotiska
stavokli. Turklat augi, kas saturéja tikai viena vai otra géna delécijas homozigotiska stavokli
uzradija wt sojai lidzigu taukskabju profilu, un tikai sojas Iinija GM026-18, kas saturéja abu
génu delécijas homozigotiska stavokli uzradija paaugstinatu oleinskabes koncentraciju
(~80%), ka arT samazinatu linolskabes (<4%) koncentraciju (Haun et al. 2014). Tad€jadi sojas
selekcijas procesa bls nepiecieSams saglaba abu génu delécijas homozigotiska stavokli, lai
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nodrosinatu pazimes izpausmi. Nemot véra, ka soja ir parsvara pasapputes augs, sojas séklas,
ka iegutas no linijas GMO026-18, vai no tas iegutam Skirném, saturés abu génu delécijas
homozigotiska stavokll. Kvantitativi nosakot abu génu delécijas sojas genoma, janem véra, ka
wt DNS sekvencu klatbutne liecina par wt materiala piejaukumu.

Detalizéta informacija par FAD2KO soju atrodama EUGENIUS datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD2KO+Soybean). TALEN
konstrukcijas, kas tika izmantotas FAD2-1A un FAD2-1B génu redigésanai, dotas 8. tabula.

8.tabula

TALEN konstrukcijas, kas tika izmantotas FAD2-1A un FAD2-1B génu redigésanai
(Christian et al. 2013; Haun et al. 2014)

Genétiskais lzcelsme Funkcija
elements
TALEN konstrtukcija FAD2_T04
S35 promoters Pukkapostu TALEN monomeéru kodéjosas dalas transkripcija
mozaikas
Viruss
Divas TALEN Sintétiskas Kodé divus sekvences specifiskus TALEN
monomeéru sekvences monomeérus, kas diméra forma atpazist noteiktas
kodéjosas sekvences DNS sekvences un veido divpavedienu DNS
parravumus
T2A sekvence “Thosea Ribosomu parléksanas (angl. skipping) sekvence,

asigna” viruss | kas lauj abus TALEN monomeérus translét no
vienas mRNS

NOS terminators Agrobacterium | Transkripcijas terminators TALEN ekspresijas
tumefaciens kaseté

lespéjamas metodes detekcijai

FAD2KO Sojas noteikSsanas metodes ir aprakstitas (Haun et al. 2014; Mathis et al. 2014),
ka ari datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD2KO+Soybean). FAD2KO
Sojas noteiksanas metodes pamatojas uz abu raksturoto deléciju rajonu amplifikaciju ar PCR.
Lai pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur FAD2KO soju, varétu tikt
izmantotas tadas metodes ka:

1) Meérkeéta jaunas paaudzes sekvenésana, lai pieraditu deletétas sekvences FAD génos;
2) Duplex TagMan reala laika PKR;
3) dPCR.

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari sojas genoma standarta
noteikSana. Visbiezak ka iek$éjo standartu izmanto sojas lektina génu, kuru var noteikt ar
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kvantitativa reala laika PCR metodi
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD2KO+Soybean).
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4.5. Genomiski redigéta soja “FAD3KO Soybean”

FAD3KO Soybean Glycine max  lzmainits taukskabju Calyxt/Cellectis plant
(soja) sastavs sciences

Visparejs apraksts

FAD3KO soja (alternativs nosaukums Gm183 vai Gm184) satur delécijas FAD3A un/vai
FAD3B un/vai FAD3C génos, kas inaktive $o génus, kas kodée taukskabju desaturazes enzimus.
Sojas seklas to nobriesanas laika mononepiesatinata oleinskabe tiek parvéersta par linolskabi
(omega-6-taukskabe, divas divkarsas saites) desaturacijas procesa, kuru veic FAD2 génu
kodéeta D12 taukskabju desaturaze. Talak linolskabe desaturacijas procesa, kuru veic FAD3
génu kodéta D15 taukskabju desaturaze, tiek parvérsta par linolénskabi (omega-3-taukskabe,
tris divkarsas saites) (Clemente and Cahoon 2009).

Sojas ella dabiski satur salidzinosi augstu daudzumu polinepiesatinato taukskabiju, kas
veicina ellas bojasanos oksidacijas procesa. Lai samazinatu polinepiesatinato taukskabju
daudzumu ir iespéjams pielietot sojas ellas hidrogenaciju, tacu tas rezultata papildus veidojas
cilveka veselibai kaitigas trans-taukskabes. Tadejadi viens no sojas selekcijas mérkiem ir
veidot Skirnes ar palielinatu mononepiesatinato un samazinatu polinepiesatinato taukskabju
sastavu (Clemente and Cahoon 2009).

FAD3KO (Gm183 vai Gm184) soja tika izveidota ar Agrobacterium rhizogenes K599
sakniSu transformaciju.
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Transformacijas procesa tika izmantots sekojoSs augu materials:

1. Gm183 Iinija tika ieglta transforméjot TALEN T-DNS konstrukcijas genomiski
redigétas sojas linijas FAD2KO (GM026-18) diglos. Nemot véra, ka FAD2KO soja jau
satur homozigotiskas delécijas FAD2-1A un FAD2-1B génos, $aja linija tika iegltas
papildus homozigotiskas delécijas FAD3A géna, tadéjadi papildus paaugstinatam
oleinskabes daudzumam tika ieglts ari samazinats linolénskabes daudzums
(Demorest et al. 2016).

2. Gm184 linija tika ieglta transforméjot TALEN T-DNS konstrukcijas sojas Skirnes
‘Bert’ diglos. Saja linija tika ieglita homozigotiska delécija FAD3A géna (Demorest
et al. 2016).

Abos gadijumos genoma redigésana tika panakta ar TALEN enzimus ekspreséjosu T-DNS
konstrukciju. Specifiskais TALEN enzims FAD3_T02.1 bija izveidots, par meérki izvéloties
galvenokart FAD3A génu, kas ir ekspreséts augstaka limeni sojas seéklas. TALEN konstrukcijas
meérksekvence bija atrodama ari FAD3B un FAD3C génos, tac¢u ta atSkiras no FAD3A géna
mérksekvences ar vairakiem SNP (Demorest et al. 2016). FAD2-1A, FAD2-1B un FAD3A génu
delécijas FAD3KO Iinija GM183 ir homozigotiska stavokll. T-DNS konstrukcija saturéja 35S
promoteru, divas TALEN monomérus kodéjosas sekvences, kas bija saistitas ar T2A sekvenci,
ka ari nos terminatoru. FAD3KO soja tika ieglita genétiskas skaldisSanas rezultata, atbrivojoties
no T-DNS konstrukcijas (nulles segregants). T-DNS neesamiba genoma tika parbaudita ar PCR
analizi, kas amplificéja 3 dazadus T-DNS rajonus (Haun et al. 2014; Mathis et al. 2014).

FAD3KO soja ir ieglita no genomiski redigétas sojas FAD2KO.
Autorizacijas

2020. g. ASV USDA APHIS ir atzinis, ka FAD3KO soja nav paklauta regulacijas prasibam,
nemot véera, ka ta nesatur DNS no citiem organismiem, kas varétu bit augu vai dzivnieku
kaitekli (https://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/15-071-01air.pdf).
FAD3KO sojas ellu ASV tirgl paredzéts izplatit ar precu zimi “High oleic low linolenic (HOLL)”.

FAD3KO soja nav autorizéta ES.
Sojas reproduktiva biologija un saistiba ar redigeto pazimju iedzimtibu

Soja ir diploids, parsvara pasapputes augs. Modernas sojas Skirnes ir homozigotiskas,
tadéjadi var pienemt, ka delécijas FAD2-1A, FAD2-1B un FAD3A génos sojas Skirnés bus
homozigotiska stavokli. Turklat augi, kas saturéja tikai viena, otra, vai tresa géna delécijas
homozigotiska stavoklt uzradija wt sojai lidzigu taukskabju profilu, un tikai sojas linija Gm183,
kas saturéja visu génu delécijas homozigotiska stavokli uzradija paaugstinatu oleinskabes
koncentraciju (~82.2%), ka arl samazinatu linolskabes (2.7%) un linolénskabes (2.5%)
koncentraciju (Demorest et al. 2016). Tadejadi sojas selekcijas procesa blis nepiecieSams
saglaba visu génu delécijas homozigotiska stavokli, lai nodrosinatu pazimes izpausmi. Nemot
veéra, ka soja ir parsvara pasapputes augs, sojas seklas, ka ieglitas no linijas Gm183, vai no tas
iegitam Skirném, saturés visu génu delécijas homozigotiska stavokli. Kvantitativi nosakot
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génu delécijas sojas genoma, janem veéra, ka wt DNS sekvenéu klatbdtne liecina par wt
materiala piejaukumu.

Detalizéta informacija par FAD3KO soju atrodama EUGENIUS datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD3KO+Soybean). TALEN
konstrukcijas, kas tika izmantotas FAD3A génu redigésanai, dotas 9. tabula.

9.tabula

TALEN konstrukcijas, kas tika izmantotas FAD3A génu redigésanai (Christian et al.
2013; Demorest et al. 2016; Haun et al. 2014)

Genétiskais lzcelsme Funkcija
elements
TALEN konstrtukcija FAD2_T02.1
S35 promoters Pukkapostu TALEN monomeéru kodéjosas dalas transkripcija
mozaikas
Viruss
Divas TALEN Sintétiskas Kodé divus sekvences specifiskus TALEN
monomeéru sekvences monomeérus, kas diméra forma atpazist noteiktas
kodéjosas sekvences DNS sekvences un veido divpavedienu DNS
parravumus
T2A sekvence “Thosea Ribosomu parleksanas (angl. skipping) sekvence,

asigna” viruss | kas lauj abus TALEN monomeérus translét no
vienas mRNS

NOS terminators Agrobacterium | Transkripcijas terminators TALEN ekspresijas
tumefaciens kaseté

lespéjamas metodes detekcijai

FAD3KO Sojas noteikSanas metodes ir aprakstitas (Demorest et al. 2016; Mathis et al.
2014), ka ari EUGENIUS datu bazée
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD3KO+Soybean). Tas
pamatojas uz abu raksturoto deléciju rajonu amplifikaciju ar PCR. Lai pieraditu, ka pétamais
materials (partika, dzivnieku bariba) satur FAD3KO soju, varétu tikt izmantotas tadas metodes
ka:

1) Merketa jaunas paaudzes sekvenésana, lai pieraditu deletétas sekvences FAD
gEnos;

2) Duplex TagMan reala laika PKR;

3) dPCR.

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari sojas genoma standarta
noteikSana. Visbiezak ka iek$éjo standartu izmanto sojas lektina génu, kuru var noteikt ar
kvantitativa reala laika PCR metodi
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=FAD3KO+Soybean).
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4.6. Genomiski redigéetie kviesi “MLO_KO Wheat”

GMO Suga Ipasibas Kompanija/ Attistitajs
MLO_KO Wheat Triticum Patogénu rezistence — Calyxt

aestivum izturiba pret miltrasu

(kviesi)

Visparejs apraksts

MLO_KO Wheat satur delécijas MLO géna, kas inaktivé So génu, tadejadi nodroSinot
plasa spektra (rases nespecifisku) izturibu pret miltrasas patogénu Blumeria graminis f. sp.
tritici (Bgt) (Wang et al. 2014).

MLO géns ir viens no pirmajiem klonétajiem un molekulari raksturotajiem augu slimibu
izturitbas géniem (Buschges et al. 1997). Recesivas, homozigotiskas mutacijas miezu MLO
gena, t.i., mlo/mlo genotips, nodrosina ilglaicigu (angl. durable), plasa spektra rases
nespecifisku izturibu pret miezu miltrasas patogénu Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), kas
tiek plasi pielietota miezu selekcija pasaulé (Piffanelli et al. 2004), ka arT Latvija (Dreiseitl and
Rashal 2004; Kokina et al. 2008). Homologas mutacijas citas augu sugas ari nodrosina izturibu
pret atbilstoSiem miltrasas patogéniem (Acevedo-Garcia et al. 2014), tacu poliploidas augu
sugas, ka pieméram, heksaploidajos maizes kviesSos (Triticum aestivum L.), vienlaiciga visu
MLO géna alélu inaktivacija ir sarezgita. Pieméram, izmantojot TILLING metodi tika iegltas
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mutacijas visas trijas MLO géna homeoalélés, tacu tas nespéja nodrosinat pilnigu miltrasas
izturibu (Acevedo-Garcia et al. 2017).

MLO_KO Wheat tika izveidota izmantojot TALEN konstrukcijas ekspresiju ziemas kviesu
skirné Kenong199 un vasaras kvieSu skirné Bobwhite. TALEN ekspresijas kasete sastavéja no
divam TALEN sekvencém, kas bija specifiskas sekvencem MLO géna otraja eksona.
Transforméto augu selekcijai tika izmantota bar géna ekspresijas kasete. Abas ekspresijas
kasetes saturéja kukurtzas P-ubil promoteru un nos terminatora sekvenci no Agrobacterium.
Abas konstrukcijas tika ievaditas kvieSu embrijos ar biolitiskas bombardésanas metodi. Tika
ieglts TO-3 augs, kura MLO géna bija novérojamas delécijas A, B un D genoma kopija
heterozigotiska stavokli. Pasapputes un skaldiSanas cela tika ieguti augi, kuri nesaturéja T-MLO
un bar géna kasetes, ka ari saturéja homozigotiskas delécijas A, B un D genomu MLO géna
(Wang et al. 2014).

Autorizacijas

MLO_KO Wheat nav autorizéti neviena pasaules valsti.

KvieSu reproduktiva biologija un saistiba ar redigéto pazimju iedzimtibu

Maizes kviesi (Triticum aestivum) ir parsvara pasapputes augs, kas satur poliploidizacijas
cela apvienotus A, B un D genomus. A, B un D genomi ir saméra lidzigi, tacu ne identiski, un
vairoSanas procesa veidojas gameétas, kas satur par vienai A, B un D genoma kopijai. Modernas
kvieSu skirnes ir homozigotiskas, tadéjadi var pienemt, ka delécijas A, B un D genomu MLO
génos bus homozigotiska stavokli. Turklat miltrasas izturibu nodrosina tikai pilniga MLO géna
inaktivacija, tadejadi kvieSu selekcijas procesa bls nepiecieSams saglabat visas MLO delécijas
homozigotiska stavokli, lai nodroSinatu pazimes izpausmi. Nemot véra, ka kviesi ir parsvara
pasapputes augs, kviesu seklas, kas iegutas no Iinijas MLO_KO Wheat, vai no tas ieglitam
skirném, saturés MLO géna delécijas homozigotiska stavokli A, B un D genomos. Kvantitativi
nosakot génu delécijas kvieSu genoma, janem véra, ka wt MLO sekvencu klatbatne liecina par
wt materiala piejaukumu.

Detalizeéta informacija par MLO_KO Wheat atrodama EUGENIUS datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=MLO KO+Wheat). TALEN
konstrukcijas, kas tika izmantotas MLO génu redigésanai, ir dotas 10. tabula.
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10.tabula

TALEN konstrukcijas, kas tika izmantotas MLO génu redigésanai (Wang et al. 2014).

hygroscopicus

Genetiskais Izcelsme Funkcija
elements
TALEN konstrukcija T-MLO (Wang et al. 2014)
P-ubil Kukuriza (Zea | Kukurizas UBI-1 géna promoters, pirmais eksons
mays) un introns veic TALEN monomeéru kodéjosas
dalas transkripciju
Divas TALEN Sintétiskas Kodé divus sekvences specifiskus TALEN
monomeéru sekvences monomeérus, kas diméra forma atpazist noteiktas
kodéjosas sekvences DNS sekvences un veido divpavedienu DNS
parravumus
NOS terminators Agrobacterium | Transkripcijas terminators TALEN ekspresijas
tumefaciens kaseté
pAHC20 konstrukcija ar bar génu (Christensen and Quail 1996)
P-ubil Kukuriza (Zea | Kukurizas UBI-1 géna promoters, pirmais eksons
mays) un introns veic TALEN monomeéru kodéjosas
dalas transkripciju
Bar Streptomyces | Fosfinotricina acetiltransferaze, ko kodé bar

géns, inaktivé herbicidu amonija glufosinatu un
kalpo ka selekcijas markieris transforméto augu
atlasei

NOS terminators

Agrobacterium
tumefaciens

Transkripcijas terminators TALEN ekspresijas
kasete

lespéjamas metodes detekcijai

MLO_KO Wheat MLO géna deléciju noteikS§anas metodes ir aprakstitas (Wang et al. 2014).
Tas pamatojas uz abu raksturoto deléciju rajonu amplifikaciju ar PCR. Lai pieraditu, ka
pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur MLO_KO Wheat, varétu tikt izmantotas
tadas metodes ka:

1) Merketa jaunas paaudzes sekvenésana, lai pieraditu deletétas sekvences MLO
gEnos;

2) Duplex TagMan reala laika PKR;

3) dPCR.

Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari kvieSu genoma standarta
noteikSana. EUGINIUS datu baze ir aprakstita TagMan kvantitativa reala laika PCR metode
kvieSu D genoma WAXY génam
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=MLO KO+Wheat).
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4.7. Genomiski redigétie kartupeli “GE-Vinv Potato”

GE-Vinv Potato Solanum Samazinata aukstuma Calyxt
tuberosum inducéeta cukuru
(kartupelis) uzkrasanas un ar tiem

saistita akrilamida
veidoSanas augsta
apstrades temperatira

Visparejs apraksts

GE-Vinv Potato Iinijai ir inaktivéts vakuolaras invertazes géns Vinv, ka rezultata Sie
kartupeli ir labak uzglabajami un patérétajam drosaki (Clasen et al. 2016).

Kartupelus uzglabajot aukstuma, viena no nevélamajam blakusparadibam ir aukstuma
inducéta pasaldinasanas (angl. val. cold-induced sweetening — CIS), kas izpauzas ka cukuru
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uzkrasanas kartupelu bumbulos. Apstradajot Sadus kartupelus augsta temperatlra, to
produkti klist tumsSi un ragti, turklat augsta apstrades temperatiira kartupelos uzkratie
reducéjoSie cukuri (pieméram, monosaharidi glikoze un fruktoze) reagé ar brivajam
aminoskabém (pieméram, asparaginu), veidojot potenciali kancerogénu savienojumu
akrilamidu (Tareke et al 2002). ReducéjoSo cukuru uzkrasanos kartupelos ietekmé dazadi
vielmainas procesi, taja skaita cietes metabolisms (Sowokinos 2001). Invertazes ir enzimi, kas
hidrolizé cietes sadaliSanas produktu saharozi par glikozi un fruktozi (Roitsch and Gonzalez,
2004). Viens no invertazu veidiem ir vakuolaras invertazes (VIinv), kam ir nozimiga loma
reducéjoSo cukuru veidoSanas procesa tiesi aukstuma uzglabatos kartupelos. Ir paradits, ka
Vinv ekspresijas nomaksana ar transgénas RNS interferences metodi (RNAi) samazina cukuru,
ka arT tumsa pigmenta veidoSanos aukstuma uzglabatos kartupelos (Bhaskar et al. 2010; Zhu
et al. 2016).

GE-Vinv Potato tika izveidota, izmantojot TALEN konstrukciju ekspresiju. Linijas izveidé
netika izmantoti selektivi markieri. TALEN konstrukciju izveide tika balstita uz Vinv 1. eksona
sekvenci, kas tika ieglta no kartupelu skirnes Solanum tuberosum L. cv. Ranger Russet
genoma. Lai gan kartupela genoma ir tikai viens Vinv géns, kartupela genoms ir tetraploids un
satur vairakas géna aléles, ka ari tam raksturigs augsts heterozigotiskums. Vinv starta
kodonam tuva 600 bp rajona sekvené$ana uzradija tris aléJu tipus Al, A2 un A3 aptuvena
attieciba 1 : 2 : 1 (1 kopija : 2 kopijas : 1 kopija). Lai panaktu visu Vinv alélu inaktivaciju,
balstoties uz dazado alélu savstarpéji vienadajam (angl. val. — consensus) sekvencém tika
izveidoti tris dazadi TALEN pari, kas meérkéeti Vinv kodejosas sekvences pirmo 200 bp tris
dazados rajonos. TALEN kodéjosas sekvences tika klonétas plazmida, kas satur Nos promoteru
un terminatoru. TALEN kodé&josas plazmidas Vinv_T1, Vinv_T2 un Vinv_T3 ar polietilénglikola
(PEG) mediéto transformaciju tika individuali ievaditas kartupelu protoplastos, kur tika
islaicigi (angl. val. — transiently) ekspresétas, rezultata ievieSot Vinv géna inaktivéjosSas
delécijas. Mutacijas saturosi augi tika regeneréti no protoplastu kultiram iegustot kallusus.
No kallusiem attistijusies dzinumi tika subklonéti un sadaliti divas paralélas populacijas —
pavairoSanai un kartupelu bumbulu iegiSanai. Rezultata tika iegutas dazadas kartupelu Inijas
ar vienu lidz ¢etram mutantam Vinv alélém (18 linijas tika konstatéta vismaz viena mutanta
aléle), turklat septinas linijas netika konstatétas TALEN ekspresijas kasetes DNS integracija
kartupela genoma. Viena no iegltajam linijam GE-Vinv St116-1 saturéja mutacijas visas Cetras
Vinv alélés (4 bp delécijas alélés A1, A2(1) un A2(2), un 17 bp deléciju alélé A3). Delécijas
ieviesa nobidi géna nolasiSanas rami, pilntba inaktivéjot Vinv. No linijas St116-1 iegltajos
kartupelos péc uzglabasanas aukstuma reducéjoSo cukuru glikozes un fruktozes limenis bija
zem metodes detekcijas robezas (<0,1 mg/g) un akrilamida limenis no tiem iegttajos Cipsos
par 73,3 % zemaks salidzinajuma ar savvalas tipa Ranger Russet kartupeli. St116-1 linija gan
tika konstatéta TALEN ekspresijas kasetes elementu klatbltne auga genoma. Linijam, kuram
Vinv géns bija inaktivéts daléji (inaktivétas bija tris vai divas Vinv aléles), ari tika novérots
pazeminats cukuru limenis (Clasen et al. 2016). Patents WO/2014/096972 apraksta naktenu
dzimtas (Solanum), tai skaita kartupela (Solanum tuberosum) sugas auga, auga dalas vai auga
Sunas ar vismaz divam mutantam Vinv alélem un bez eksogénas DNS sekvences ieklausanas
genoma iegusanu (W0/2014/096972).

Detalizéta informacija par GE-Vinv St116-1 kartupelu liniju atrodama EUGENIUS datu
baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=GE-Vinv+Potato).
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Kartupela reproduktiva biologija un saistiba ar redigeto pazimju iedzimtibu

Kartupeli (Solanum tuberosum) parsvara tiek pavairoti vegetativi, tapéc jaunie augi
bls geneétiski identiski mates augam. Kartupela genomam piemit augsts heterozigotiskums,
tas ir komplekss un autotetraploids. Citam savvalas un kultivétajam kartupelu skirném
genoms var but no diploida (2x) lidz pentaploidam (5x) (Kyriakidou et al., 2020). Vinv géns
katra hromosomu komplekta ir parstavéts vienu reizi, taéu tam var but dazadas aléles.
Pétijumi parada, ka nav nepiecieSams inaktivét visas Vinv aléles, lai novérotu reducéjoso
cukuru un akrilamida [Tlmena pazeminasanos kartupelos un to produktos (Clasen et al. 2016).
Atskirigs mutanto alélu daudzums apgrutinatu kvantitativo redigéta kartupela klatbutnes
izvértésanu gatavos produktos.

Informacija par TALEN ekspresijas plazmidu, kas tika izmantota Winv géna redigésanai,
dota 11. tabula.

11.tabula
TALEN ekspresijas plazmida, kas tika izmantota Winv géna redigésanai (Clasen et al. 2016)

Genétiskais Izcelsme Funkcija
elements
Nos promoters Agrobacterium | Nopalana sintazes géna (Nos) promoters inicié
tumefaciens TALEN kodéjosas dalas transkripciju
N terminalais Sintétiska DNS saistiSanas regionam N gala piegulosais
rajons sekvence rajons, kas modulé TALEN aktivitati
TALEN monomeéru | Sintétiskas Kodé divus sekvences specifiskus TALEN
kodéjosas sekvences monomeérus, kas diméra forma atpazist noteiktas
sekvences DNS sekvences un veido divpavediena DNS
parravumus
C terminalais Sintétiska DNS saistiSanas regionam C gala piegulosais
rajons sekvence rajons, kas modulé TALEN aktivitati
Fokl Flavobacterium | TALEN katalitiskais doméns, kas Skel divpavediena
endonukleazes okeanokoites DNS
geéns
Nos terminators Agrobacterium | Nopalana sintazes géna (Nos) terminators
tumefaciens signalize par TALEN kodé&josas dalas transkripcijas
beigam

Autorizacijas

GE-Vinv Potato nav autorizéti neviena pasaules valstl.

lespéjamas metodes detekcijai

Lai pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur GE-Vinv Potato,

varétu tikt izmantotas uz polimerazes kédes reakciju (PKR) balstitas metodes:
1) Sangera sekvenésana — sakotnégji ar PKR tiktu amplificéts deléciju ietverosais genoma
rajons, kas péc tam tiktu sekvenéts abos virzienos, lai noteiktu konkréto deléciju.
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lespéjamas problémas — viena auga genoma dazadas géna alélés var but dazada
izméra delécijas (pieméram, vienam augam Vinv var bat gan 4 bp, gan 17 bp delécijas),
ka ar1 delécijas auga genoma var bit heterozigotiska stavokli, kas varétu apgrutinat
rezultatu interpretaciju;

2) meérkéta jaunakas paaudzes sekvenésana, kas vienlaikus uzraditu visas intereséjosas
mutacijas. Metode ir salidzinosi laikietilpiga;

3) duplex TagMan reala laika PKR, kuras pamata ir delécijas rajonam specifiski praimeri
un zondes;

4) digitala polimerazes kédes reakcija (dPKR) — nakamas paaudzes reala laika PKR, kura
varétu tikt izmantoti tie pasi praimeri un zondes, kas klasiskaja reala laika PKR
(iepriekséjais punkts), tatu metode sola augstaku precizitati. Viena no pieejam dPKR
metodes dizainam, lai detektétu un kvantificetu ar TALEN Vinv géna ieviestas NHEJ
(angl. val. nonhomologous end joining — nehomologa gala savienojuma) mutacijas
varétu but GEF-dPKR (angl. val. gene-editing frequencies — génu redigésanas
frekvence). Metode balstas uz divam dazadam fluorescenti iezimétam zondém, kas
meérkéetas uz vienu un to pasu deléciju ietvero$a genoma rajona amplikonu. Viena
zonde bltu NHEJ-nejutiga (mérkéta uz amplikona rajonu, ko neskar NHEJ mutacija) un
otra NHEJ-jutiga (mérkéta uz ta pasa amplikona rajonu, kura varétu bat NHEJ
mutacija). Savvalas tipa aléles gadijuma tiks detektéta fluorescence no abam zondém
ka dubulti pozitivu signalu klasteris. Mutacijas gadijuma NHEJ-jutiga zonde nespés
pilnvértigi piesaistities DNS sekvencei, un, ja visas aléles saturés mutaciju, tiks
noveérots tikai NHEJ-nejutigas zondes signala klasteris. Ja delécija bus tikai dala alélu,
atseviski tiks novérots gan dubulti pozitivo savvalas alé]u klasteris, gan NHEJ-nejutigas
zondes signals (Mock et al., 2016);

5) Kvantitativai deléciju noteikSanai ir nepiecieSama ari kartupela genoma standarta
noteikSana. EU references metozu datubaze aprakstita TagMan kvantitativa reala
laika PKR metode QT-TAX-ST-010 kartupelu genoma UDP-glikozes pirofosforilazes
génam https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/ (Savini et al. 2006).
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4.8. Genomiski redigeta kukuriizas “BHB Hi-Yield Maize”

BHB Hi-Yield Maize = Zea mays Paaugstinata raziba Benson Hill Biosystems
(kukuriza)

Vispareéjs apraksts

“BHB Hi-Yield” kukurGzai piemit palielinata fotosintézes efektivitate un/vai kapacitate,
kas rezultata palielina kukurtzas razu. “BHB Hi-Yield” kukuriza ir veidota genétiskas
rekombinacijas cela, ko veicinaja auga ievadita meganukleaze, kas veidoja divpavedienu DNS
parravumus un DNS matrica, ko izmanto Slnas reparacijas sistéma divpavedienu DNS
parravuma salabosanai. Reparacijas un rekombinacijas rezultata DNS matricas genétiskais
materials tika ievietots Slnas genoma, ka rezultata augi ieguva palielinatas fotosintézes
efektivitates un/vai kapacitates pazimi. Rekombinaciju veicinaja DNS matricas abas puseés
novietota kukurtizas genomiska DNS, kas bija homologa meganukleazes Skeltajam genoma
rajonam. Gan meganukleazi kodéjosa DNS, gan matricas DNS, kuru iek$slinas DNS reparacijas
sisttma izmantoja homologaja rekombinacija tika nogadatas kukurtzas Stnas ar biolitiskas
bombardésanas palidzibu. Meganukleazes ir divpavedienu DNS parravumus veidojosas
saitspecifiskas nukleazes, kuru géni ir dabiski atrodami mikroorganismos un eikariotu Sinu
mitohondriju un hloroplastu genomos, un kuras ir iespéjams pielagot noteiktu DNS sekvencu
atpazisanai un SkelSanai (Stoddard, 2014), skat. ari 2.3. nodalu.

Informacija par BHB Hi-Yield Maize genoma ievietotajiem géniem ir uzskatama par
konfidencialu, attiecigi ta nav pieejama EUGENIUS datubazé, ka ari USDA APHIS majas lapa
(http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/15-013-01air resp.pdf;
http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/15-013-01air.pdf). ISAAA
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GMO datubaze http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/default.asp, $ads GMO nav
minéts, acimredzot tadel, ka tas vél nav autorizéts neviena pasaules valstl.

Meklejot papildus informaciju zinatniskaja literattra par BHB Hi-Yield kukurizu, tika
konstatéts, ka informacija par sadu GMO nav atrodama ne Scopus, ne Web of Knowledge
literatlras datu bazés. Mekléjot uznemumu Benson Hill Biosystems adreses lauka Scopus
datubaze, tika atrastas 10 publikacijas, kuru autori ir saistiti ar So uznémumu. Publikacijas bija
saistitas ar augu selekciju un genoma raksturojumu un genoma redigésanas tehnologiju
attistibu, tacu tajas nebija aprakstita konkréta Hi-Yield kukurdzas linija. Web of Knowledge
Derwent Innovations Index patentu datubaze atrodami 23 patenti, kurus iesniedzis
uznémums (angl. assignee) Benson Hill Biosystems. Sie patenti ir saistiti ar dazadu génu
sekvencu ievietoSanu lauksaimniecibas augu, tai skaita kukurtizas genoma, ka ar1 ar noteiktu
metozu izmantoSanu So manipulaciju veikSanai (skat. pievienoto sarakstu). Divi no Siem
patentiem ir saistiti ar fotosintézes sistémas efektivitates un/vai kapacitates uzlabosanu
lauksaimniecibas augu kultdras, it Tpasi tadas, kas izmanto C4 fotosintézes sistemu. (Gray &
Begemann; Gray & Priest). NepiecieSamibas gadijuma ir iespéjams izmantot patentos minétas
polinukleotidu secibas, lai veidotu specifiskas detekcijas sistémas, tomér janem veéra, ka
autorizacijas pieprasiSsanai ES ir nepiecieSams iesniegt ari informaciju par kvantitativu
notikumspecifisku (angl. event-specific) GMO noteikSanas metodi.

Autorizacijas

BHB Hi-Yield Maize nav autorizéti neviena pasaules valstl. USDA APHIS atbildot uz
Benson Hill Biosystems jautajumu
(http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/15-013-01air.pdf),
apstiprinaja, ka BHB Hi-Yield kukurtza nesatur DNS sekvences no augu kaitékliem, ta nav
ieglta ar kaitéklu palidzibu, ka ari nepastav paaugstinata iespéja BHB Hi-Yield kukurtzai k|Gt
par nezali (http://www.aphis.usda.gov/biotechnology/downloads/reg loi/15-013-
Olair_resp.pdf), tadéjadi uz BHB Hi-Yield kukurizu neattiecas ASV federalais reguléjums par
augu kaitékliem (7 CFR, 360).

Kukuriizas reproduktiva biologija un saistiba ar redigéto pazimju iedzimtibu

KukurlGza (Zea mays) ir sveSapputes augs, kas domesticéts Amerika no vienas vai
vairakam savvalas Zea gints sugam, kas kopa tiek sauktas par teosinte. Kukuriizas genoma
pétijumi liecina, ka ta ir sens tetraploids (Gaut, 2001), ka arT to, ka pastav |oti lielas genétiskas
atskiribas starp kukurtzas inbred linijam, kas var blt viens no céloniem novérotajai heterozei
(Springer et al., 2009). Heterozes efekts kukuriza tiek plasi pielietots selekcija un skirnes séklu
audzésana (Andorf et al., 2019), un tas arT ir galvenais iemesls, kadé| zemnieki katru gadu pérk
F1 séklu. GM kukuriza nav iznémums, un lielaka dala gadijumu transgéns(i) genétiski
modificétaja auga atrodas hemizigotiska stavokli, bet skaldas saskana ar Mendela likumiem
iegltaja kukurizas graudu raza, kuru veido F2 graudi. Tas janem véra kvantitativi nosakot
transgénu klatbatni kukurdizas sékla séSanai (F1), kukurGzas augos lauka (F1) un kukurdzas
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graudos, kas ir gan F2 paaudzes seklu maisijums, bet var bat art dazadu skirnu un liniju
maisijums, ja lauksaimniecibas produkcijas krava satur graudus no dazadam saimniecibam.

Detalizeta informacija par BHB Hi-Yield kukurizu atrodama EUGENIUS datu baze
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo_detail.jsf’gmoname=BHB+Hi-Yield+Maize).
Meganukleazes konstrukcijas, kas tika izmantotas kukuriizas genoma redigésanai, dotas 12.
tabula.

12.tabula

Meganukleazes konstrukcijas, kas tika izmantotas kukurtizas genoma redigésanai, nav
stkak aprakstitas, tacu saskana ar USDA APHIS iesniegto informaciju satur sekojosus

elementus
Genétiskais Izcelsme Funkcija
elements
Plazmida 1
Viens vai vairaki Zea mays Konfidenciala informacija
kukurizas
genomiska DNS
fragmenti
Klonésanas saits Sintétiska Sekvences klonésanai
sekvence
pMDC99 plazmidu Sintétiska Plazmidu vektors klonésanai
vektors ar sekvence
modifikacijam
aph3 géns Escherichia coli | Kanamicina rezistence selekcijai E. coli

K12

pVS1 replikons

Pseudomonas
fluorescens
plazmida pVS1

Replikacijas oridZzins Agrobacterium sunas

pBR322 replikacijas
oridZins

E. coli

Plazmidas replikacija E. coli

Plazmida 2
Konfidenciala Zea mays Virza tranzientu meganukleazes géna ekspresiju
informacija
Meganukleazes géns | Chlamydomonas | Veido divpavedienu parravumus DNS molekula
reinhardltii noteikta vieta, lai varétu notikt saitspecifiska
vélamas sekvences integracija
Konfidenciala Zea mays Meganukleazes géna transkripcijas terminators
informacija
Klonésanas saits Sintétiska Sekvences klonésanai
sekvence
pMDC99 plazmidu Sintétiska Plazmidu vektors klonésanai
vektors ar sekvence
modifikacijam
aph3 géns Escherichia coli | Kanamicina rezistence selekcijai E. coli

K12
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Genétiskais Izcelsme Funkcija
elements
pVS1 replikons Pseudomonas Replikacijas oridzins Agrobacterium sunas
fluorescens
plazmida pVS1
pBR322 replikacijas | E. coli Plazmidas replikacija E. coli
oridZins

lespéjamas metodes detekcijai

BHB Hi-Yield Maize detekcijas metodes nav aprakstitas. Lai pieraditu, ka pétamais
materials (partika, dzivnieku bariba) satur BHB Hi-Yield Maize, varétu tikt izmantotas tadas
metodes ka:

1) Meérkeéta jaunas paaudzes sekvenésana, lai pieraditu genoma ievietotas sekvences;
2) Duplex TagMan reala laika PKR;
3) dPCR.

Kvantitativai inserciju noteikSanai ir nepiecieSama ari kukurlizas genoma standarta
noteikSana. EUGINIUS datu baze ir aprakstitas vairakas kvantitativa reala laika PCR metodes
kukurizas genoma génu noteiksanai
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo_detail.jsf’gmoname=BHB+Hi-Yield+Maize).

Benson Hill Biosciences izgudrojumu saraksts

1. Begemann M, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop yield by transforming plant with coding sequence encoding RING/U-box
superfamily protein (which is expressed from bundle sheath cell-preferred promoter)
patent W02019239373-A1.

2. Begemann M, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop yield involves transforming plant with one coding sequence encoding
DUF2996 domain-containing protein, where coding sequence encoding DUF2996 domain-
containing protein shares identity with amino acids patent W02019215648-A1.

3. Begemann M, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON
HILL INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop vyield for increasing plant growth and vyield through expression of
ferredoxin-thioredoxin reductase gene in plant, which involves transforming plant with
one ferredoxin-thioredoxin  reductase  protein-encoding sequence  patent
W02019012483-A1; CA3069634-A1; IN202037001535-A; EP3652308-A1; CN111164206-
A; AR113336-A1; BR112020000690-A2.

4. Begemann M, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON
HILL INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard), assignee. Increasing crop
yield, by transforming plant with ATP-binding cassette transporter protein-encoding
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10.

11.

sequence patent  WO02018215915-A1; CA3064511-A1; IN201937047872-A;
CN110799526-A; EP3630801-A1; US2020208168-A1; BR112019024479-A2.

Begemann M, Gray BN, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard),
assignee. Modifying nucleotide sequence at target site in eukaryotic cell genome, by
introducing DNA-targeting RNA or DNA polynucleotide encoding DNA-targeting RNA
containing nucleotide sequence complementary to target DNA sequence into cell patent
US2018148735-A1; US10113179-B2.

Begemann M, Gray BN, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard),
assignee. Modifying a nucleotide sequence at a target site in the genome of a eukaryotic
cell comprises introducing into eukaryotic cell a DNA-targeting RNA, or a DNA
polynucleotide encoding a DNA-targeting RNA patent US2019338296-A1.

Begemann M, Gray BN, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard),
assignee. Modifying nucleotide sequence in genome of eukaryotic or prokaryotic cell, by
introducing DNA-targeting RNA, and clustered regularly interspaced short palindromic
repeats associated endonuclease in Prevotella and Francisella 1 in cell patent
US2019071688-A1.

Begemann M, Gray BN, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-
Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard), assignee. Modifying nucleotide
sequence at target site in genome of eukaryotic cell involves introducing deoxyribonucleic
acid-targeting ribonucleic acid, or deoxyribonucleic acid polynucleotide patent
US2019048357-A1; W02019030695-A1; US10316324-B2; AR112676-A1; CA3072312-A1;
AU2018315731-A1; KR2020062184-A; EP3665279-A1; CN111373040-A.

Begemann M, Gray BN, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard), assignee. Modifying nucleotide sequence at target site in genome
of eukaryotic or prokaryotic cell used for producing plant, involves introducing e.g. DNA-
targeting RNA and monopolin complex subunit polypeptide or polynucleotide encoding
polypeptide patent US2017233756-A1; WO02017141173-A2; WO02017141173-A3;
US9896696-B2; EP3307884-A2; AR107632-Al; AU2017220789-A1; CA3014988-Al;
IN201837030402-A; KR2018107155-A; BR112018016408-A2; CN109312316-A;
JP2019504649-W; MX2018009761-A1; PH12018501722-A1.

Begemann M, January E, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard),
assignee. Modified AGPase large subunit protein comprises one or more non-native
amino acid residues selected from lysine at position 249 and glycine at position 252,
asparagine at position 312 and glycine at position 317, or arginine at position 599 patent
W02019123246-A1; W02019123246-A4; AR113962-A1.

Brutnell TP, Bryant DW, Mockler TC, Wang L, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL
BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-
standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-
Non-standard), assignee. Expressing gene of interest in plant used to modulate growth
and increase vyield, by transforming plant cell with DNA construct comprising promoter
sequence, and regenerating transformed plant patent W02016014809-A1; AR101331-A1;
CA2955025-A1; IN201637044784-A; EP3172225-A1; US2017218387-A1;
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

BR112017001229-A2; US2018030467-A9; CN108064301-A; US10407670-B2;
US2019345506-A1; US10717770-B2.

Brutnell TP, Gray BN, Mockler TC, Wang L, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Improving plant growth in a plant of interest by modulating the expression of a nucleotide
sequence encoding a transcription factor polypeptide patent W02016007640-A1;
AR101167-A1; CA2954172-A1; EP3166965-Al1; IN201637044427-A; CN106661584-A;
US2017198298-A1; BR112017000376-A2.

Chen X, Wu X, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Transforming callus derived from mature embryos of Setaria, by inducing callus growth
from mature embryos, co-cultivating Agrobacterium cells with callus tissue, culturing
infected cells, and regenerating transformed tissue patent W02016022787-A1;
US2017226523-A1; BR112017002330-A2.

Gray BN, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC
(BENS-Non-standard), assignee. Increasing crop yield using DNA construct, involves
transforming a plant with one quinone oxidoreductase protein-encoding sequence, where
quinone oxidoreductase protein-encoding sequence has identity with nucleotide
sequence patent W02019102351-A1; CA3083071-A1; AR113892-A1.

Gray BN, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard), assignee. Increasing crop
yield involves transforming a plant with glutaredoxin protein-encoding sequence, where
glutaredoxin protein-encoding sequence comprises sequence selected from group of
nucleobases patent W02019035003-A1; AR112782-A1; CA3073019-A1; CN111108206-A;
IN202037007169-A; EP3668987-A1.

Gray BN, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL
BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-
standard), assignee. Increasing crop yield by transforming a plant with adenosine
diphosphate-glucose pyrophosphorylase small subunit (AGPaseSS) protein-encoding
sequence or increasing the expression of AGPaseSS protein-encoding sequence in a plant
patent WO02017221112-A1; CA3028946-A1; |IN201837048186-A; EP3475429-A1;
CN109642238-A; BR112018076440-A2.

Gray BN, Begemann M, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL INC (BENS-Non-standard), assignee. Increasing crop
yield comprises transforming plant that utilizes C4 photosynthesis with at least one
sodium bicarbonate cotransporter (ictB) coding sequence patent W02016182847-A1;
AR104540-A1; CA2985201-A1; IN201737040868-A; EP3294759-A1; US2018148733-A1;
BR112017024024-A2; US2018355367-A1; US2020032286-A1; US10590430-B2.

Gray BN, Priest HD, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop yield in a monocot or dicot plant comprises transforming a plant with
thioredoxin protein-encoding sequence which is expressed from a mesophyll-preferred
promoter patent  W02018002851-A1; CA3029126-A1; IN201837048545-A;
CN109563519-A; BR112018077178-A2; EP3478846-A1; US2020165622-A1.

Gray BN, Priest HD, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
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(BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop yield by transforming plant with photosystem | reaction center subunit N
protein-encoding sequence patent W02017221115-A1; IN201837048188-A; CA3034672-
Al; EP3475428-A1; CN109642239-A; US2019233839-A1; BR112018076446-A2.

20. Gray BN, Priest HD, inventors; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard)
BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC
(BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee.
Increasing crop vyield involves transforming plant with one PAL protein-encoding
sequence, and increases plant growth through expression of phenylalanine ammonia
lyase gene in plant, where PAL protein-encoding sequence encodes protein patent
W02017216704-A1; CA3027254-A1; IN201837046848-A; CN109311953-A;
BR112018075865-A2; EP3468986-A1; US2020149058-A1.

21. Mockler TC, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL
INC (BENS-Non-standard), assignee. Plant cell used for generating plant, is stably
incorporated into its genome a promoter that drives expression in plant cell operably
linked to ethylene response factor as transcription factor of protein-encoding sequence
patent US2019233840-A1; US10508282-B2.

22. Mockler TC, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL
BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-
standard) BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee. Producing
transgenic crops e.g. corn and rice, and improving biotic and abiotic stress tolerance, and
drought resistance by transforming plant with ethylene response factor transcription
factor protein-encoding sequence patent US2018119165-A1; W02018083584-A1;
AR110012-A1; AU2017353969-A1; CA3042193-A1; US10301640-B2; IN201937017167-A;
BR112019008733-A2; CN110114467-A; EP3532620-A1.

23. Wu X, inventor; BENSON HILL BIOSYSTEMS INC (BENS-Non-standard), assignee. Increasing
transformation frequency for transforming callus derived from immature embryos of
Brachypodium sp. comprises producing embryogenic callus from immature embryos of
Brachypodium sp., and growing Agrobacterium cells patent US2016090602-A1.
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(PAV) in genome content. PLoS Genet, 5(11), e1000734.
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4.9. Genomiskiredigeta kukuraza “CRISPR-Cas Waxy Corn”

GMO Suga Ipasibas Kompanija/ Attistitajs

CRISPR-Cas Waxy Zea mays Amilozes/ Pioneer Hi-Bred

Corn (kukuraza) amilopektina attieciba International
Apraksts

leglts ar CRISPR-Cas génu knockout pieeju, lai inaktivétu graudu ar cietes granulam
saistitas cietes sintazes 1 (waxy) génu, kas kodé enzimu, kas katalizé amilozes veidoSanos.
Rezultata ir ieguta speciala kukurlza, kura ciete ir veidota tikai no amilopektina. CRISPR-Cas
Waxy Corn ir ieglita izmantojot divas guide RNS, kas deleté DNS sekvenci starp divam mérka
vietam un inaktivé waxy génu. legtta kukurizas linija ir nulles segregants, kas satur konkreto
deléciju, bet nesatur nekadu insertétu DNS
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=CRISPR-Cas+Waxy+Corn).
CRISPR-Cas Waxy Corn izveido$anai izmantotas plazmidas dotas 13. tabula.

13.tabula

CRISPR-Cas Waxy Corn izveidoSanai izmantotas plazmidas (USDA APHIS, 2015)

Geneétiskais Izcelsme Funkcija
elements
Plazmida 1

ATTL1-V1 Enterobaktériju | Modificéta Gateway™ (Thermo Fisher Scientific)

lambda fags klonéSanas sistémas rekombinaciju vieta, lai
nodrosinatu vektora konstruéSanas procesu.

Ubi-Promoter Zea mays Poliubikvitina géna promoters; kontrolé Cas9
(kukuriza) kodéjosas sekvences ekspresiju.

Ubi-5UTR Zea mays Poliubikvitina géna 5’ netransléts regions Cas9
(kukuriza) kodéjosas sekvences optimizétai ekspresijai.

Ubi-Intronl Zea mays Poliubikvitina géna introns 1 Cas9 kodéjosas
(kukuriza) sekvences optimizétai ekspresijai.

SV40 Kodola Simian Isa peptidu lider-sekvence, kas vada Cas9

lokalizacijas signals | vacuolating proteina lokalizaciju Stnas kodola.
virus 40
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(kartupelis)

Geneétiskais Izcelsme Funkcija
elements
CAS9 EXON1 Streptococcus | Cas9 endonukleazes Exon 1. Cas9 endonukleaze
pyogenes endogénaja mérka DNS sekvencé izveido
divpavediena DNS parravumu.
ST-LS1 intron Solanum Introns ievietots, lai nodroSinatu augiem
tuberosum optimizétu Cas9 endonukleazes ekspresiju.
(kartupelis)
CAS9 EXON2 Streptococcus | Cas9 endonukleazes Exon 2. Cas9 endonukleaze
pyogenes endogénaja mérka DNS sekvencé izveido
divpavediena DNS parravumu.
PINII terminators Solanum Proteinazes inhibitora Il géna terminators, lai
tuberosum partrauktu Cas9 kodéjosas sekvences

transkripciju.

ATTL2-V1 Enterobacteria | Modificéta Gateway™ (Thermo Fisher Scientific)
lambda fags klonéSanas sistémas rekombinaciju vieta, lai
nodrosinatu vektora konstruéSanas procesu.

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodroSinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu
plazmidu replikaciju baktériju Stnas.

Plazmida 2
ATTL1 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

U6 Pollll promoters | Zea mays U6 polimerazes lll géna promoters, lai

(kukuraza) nodrosinatu ZM-WXY-5" un GUIDE RNA
transkripciju.

ZM-WXY-5’ Zea mays Kodé transkriptu [KBI*°], lai vaditu Cas9

(kukuraza) endonukleazi lidz SkelSanas vietai.
Guide RNA Streptococcus Kodé crRNA-tracrRNA saplisanas transkriptu, kas
pyogenes vada Cas9 endonukleazi lIidz mérka vietai. ZM-
WXY-5" un Guide RNA kopigi veido himeérisku
guide RNA.
U6 Pollll terminators | Zea mays U6 polimerazes lll géna terminators, kas terminé
(kukuriza) 5’ himériskas guide RNA transkripciju.
ATTL3 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodrosinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu

plazmidu replikaciju baktériju Stnas.

15 KBI - konfidenciala biznesa informacija.
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Geneétiskais Izcelsme Funkcija
elements
Plazmida 3
ATTL1 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

U6 Pollll promoters | Zea mays U6 polimerazes lll géna promoters, lai

(kukuraza) nodrosinatu ZM-WXY-3’ un GUIDE RNA
transkripciju.

ZM-WXY-3’ Zea mays Kodé transkriptu [KBI], lai vaditu Cas9

(kukuriza) endonukleazi lidz SkelSanas vietai.
Guide RNA Streptococcus Kodé crRNA-tracrRNA saplisanas transkriptu, kas
pyogenes vada Cas9 endonukleazi lidz mérka vietai. ZM-
WXY-5" un Guide RNA kopigi veido himeérisku
guide RNA.
U6 Pollll terminators | Zea mays U6 polimerazes lll géna terminators, kas terminé
(kukuriza) 3’ himériskas guide RNA transkripciju.
ATTL3 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodrosinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu
plazmidu replikaciju baktériju Stnas.

Plazmida 4
ATTL1 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.
Ubi-Promoter Zea mays Poliubikvitina géna promoters; kontrolé NPTII
(kukuriza) kodéjosas sekvences ekspresiju.
Ubi-5UTR Zea mays Poliubikvitina géna 5’ netransléts regions NPTII
(kukuriza) kodéjosas sekvences optimizétai ekspresijai.
Ubi-Intronl Zea mays Poliubikvitina géna introns 1 NPTIl kod€josas
(kukuriza) sekvences optimizétai ekspresijai

NPTII Escherichia coli | Neomicina fosfotransferazes géns, kas nodrosina
rezistenci pret aminoglikozidu antibiotikam.
Izmanto ka selekcijas markieri augu
transformacija.

PINII TERM Solanum Proteinazes inhibitora Il géna terminators, lai

tuberosum partrauktu NPTIl kodéjosas sekvences
(kartupelis) transkripciju.

ATTL2 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju

lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas

procesu.
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Geneétiskais Izcelsme Funkcija
elements

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodrosinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu
plazmidu replikaciju baktériju Stnas.

Plazmida 5
ATTL1 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

[KBI] [KBI] [KBI]

ZM-0DP2 Zea mays Auglenicas (ovule) attistibas proteina 2 géna

(kukuriza) kodéjosa sekvence, lai uzlabotu transformacijas
biezumu.

0S-T28 TERM Oryza sativa SaplistoSa génu para LOC_0s03g60090.1 un

(r1si) LOC_0s03g60080.1 3'UTR un starpgénu rajons,
kas terminé ZM-ODP2 kodéjosas sekvences
transkripciju.

ATTL2 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju

lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodrosinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu
plazmidu replikaciju baktériju Stnas.

Plazmida 6
ATTLA Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju
lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.
[KBI] [KBI] [KBI]
ZM-WUS2 Zea mays Wuschel 2 géna kodéjosa sekvence, lai uzlabotu
(kukuriza) transformacijas biezumu.
ZM-IN2-1 TERM Zea mays In2-1 géna terminators, kas terminé ZM-WUS2
(kukuriza) kodéjosas sekvences transkripciju.

AT-5_IV-2 INS Arabidopsis Putative insulator sequence to limit ZM-WUS2

thaliana transcript read-through.

ATTR1 Enterobaktériju | Gateway™ klonésanas sistémas rekombinaciju

lambda fags vieta, lai nodrosinatu vektora konstrukcijas
procesu.

KAN Escherichia coli | Kanamicina rezistences géns, lai nodrosinatu to
baktériju klonu identifikaciju, kas satur
plazmidas, vektora konstrukcijas procesa laika.

PUC ORI Escherichia coli | Replikacijas sakuma vieta, lai nodroSinatu

plazmidu replikaciju baktériju Stnas.
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lespéjamas metodes detekcijai

Ir pieejamas daudzas validétas reala laika PKR metodes kukurizas sugas detekcijai
(https://euginius.eu/euginius/pages/gmo detail.jsf?gmoname=CRISPR-Cas+Waxy+Corn). Lai
pieraditu, ka pétamais materials (partika, dzivnieku bariba) satur CRISPR-Cas Waxy Corn,
varétu tikt izmantotas tadas metodes ka:

1) Meérkeéta jaunas paaudzes sekvenésana, lai pieraditu deletétas sekvences waxy géna;
2) Duplex TagMan reala laika PKR;
3) dPCR.

5. Detekcija izmantojamas metodes

5.1. Detekcija izmantojamo metozu iss raksturojums

PCR RFLP (restriction fragment length polymorphism) metode — lidz Sim sekmigi izmantota
partikas produktu autentifikacijas noteikSanai, pieméram, galas sugas izcelsmes parbaudes.
Vispirms veic PCR, bet péc tam iegutos amplifikacijas produktus saskel ar restrikcijas
enzimiem. Péc tam tiek veikta agarozes géla elektroforéze. Var izmantot ari kapilaro
elektroforézi (Mafra et al., 2008).

RE-PCR - restriction enzyme digestion suppressed PCR. Augu genomiska DNS tiek saskelta ar
restrikcijas enzimiem, kuru atpazisanas sekvence satur gRNS—Cas9 skelSanas vietu, tad tiek
apmplificeta merka sekvence ar specifiskiem praimeriem, wild-type DNS neamplificésies, bet
mutétas sekvences amplificésies (Xie and Yang, 2013).

Uz DNS denaturaciju balstitas metodes — SSCP (single-stranded conformation polymorphism
analysis jeb vienpavediena konformacijas polimorfisma analize) (Mafra et al., 2008), DHPLC
(Denaturing High Performance Liquid Chromatography) (Bai et al., 2011), ka ari T7
endonukleaze |, Surveyor Assay (Srivastava et al., 2016; Vouillot et al., 2015).

PKR un kusanas ltknes analize (high resolution melting analysis, HRMA), kura tiek izmantotas
DNS heterodupleksu kusanas liknes atskiribas. HRMA ir pieradita ka efektiva metode mutaciju
noteikSanai vairakas genoma redigésanas platformas (ZFN, TALEN un CRISPR) (Thomas et al.,
2014; Srivastava et al., 2016).

Reala laika PKR ar klasiskam zondém - plasi izmantota metode klasisko GMO kvalitativai un
kvantitativai noteikSanai partika un dzivnieku bariba. Kopa ar HRMA 31 metode ir paradita ka
efektiva CRISPR/Cas mutaciju detektésana risiem (Li et al., 20202).

Reala laika PKR ar saisinatam zondém - var sasniegt labu izskirtspeju klasisko GMO detekcija,
pieméram, ar MGB zondém (Cottenet et al., 2019).

Digitala PKR —jaunakajas publikacijas ta tiek uzskatita par labako metodi (Findlay et al., 2016).
Piemeérs par dPCR izmantoSanu ir dots nodala 5.2.
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Sangera sekvenéSana — sekvenésana ir piemérota zinamu secibu mérktiecigai noteiksanai,
pat ja modifikacijas ir mazas. Ipasi no viendabigiem paraugiem iegitai DNS modificéto lokusu
var amplificét ar PCR un sekvenét. lespéjams, ka tas nav piemérots heterogéniem paraugiem
(Grohmann et al, 2019).

Analitiska pirosekvenésana - NGS metode, kuras pamata ir sekvenésana ar sintézes palidzibu
— jaunas kédes sekvence tiek noteikta, secigi pievienojot nukleotidus un detektéjot gaismu,
kad komplementara dezoksiribonukleotida piesaistiSanas rezultata atbrivojas pirofosfats.
Pirosekvenésana ir jutigaka par Sangera sekvenésanu, tacu iespéjams iegut salidzinosi 1sakas
sekvences. Tapéc ta ir labi piemérota nelielu sekvences izmainu noteikSanai un jau ir sekmigi
izmantota klasiskajiem GMO gan amplikonu sekvences noteik$anai, gan jaukta GMO sastava
noteikS§ana multipleksa reakcija (Shang et al., 2020; Debode et al., 2017).

High Throughput Sequencing — amplikonu sekvenésana; enrichment through capture probes
(Henry et al. 2014). Plasaka informacija par dazadam sekvenésanas pieejam ir dota 5.3.
nodala.
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5.2. ddPKR optimizacija, lai noteiktu a-gliadina génu kopiju skaita variacijas mutantos un
genomiski redigétos poliploidos kvieSos

levads

Kviesi ir viena no pasaulé visplasak audzetajam partikas graudzalém, un tie ir nozimiga
cilveka édienkartes sastavdala. KvieSu graudi satur gluténa proteinus (gluteninus un
gliadinus), kam ir nozimiga loma maizes gatavo$anas procesa. Gliadini ir Gdeni neskistosa
gluténa sastavdala, bet glutenini — Skisto$a. Dalai cilveku pret gluténa proteinu
imunogénajiem epitopiem novérojamas nevélamas imunas reakcijas, kas var izpausties
pieméram, ka celiakija vai ar celiakiju nesaistita jutiba pret gluténu. Celiakija un jutiba pret
gluténu izpauzas ka hronisks iekaisums tievajas zarnas, kas var izraisit iekaisigo zarnu slimibu,
ka art nepietiekamu uzturvielu uznemsanu. Pasaulé celiakijas prevalence ir 0,7 - 1,4 % (Singh
et al.,, 2018). Pagaidam gluténa nepanesamibas izraisitos traucéjumus var arstét, tikai
izsledzot no uztura gluténu saturosus partikas produktus.

Viena no galvenajam proteinu grupam, kas saistita ar celiakijas attistibu, ir gliadini, kas
sastopami gan kvieSos, gan ari citos Triticum gints graudaugos. Pazeminata gluténa satura
kvieSu izstradi apgrutina tas, ka partika izmantojamajai sugai Triticum aestivum jeb ir viens no
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sarezgitakajiem zinamajiem genomiem. Tas ir heksaploids, satur daudz gandriz identisku,
izkaisttu sekvencu, ka art haploidais genoma izmérs parsniedz 15 miljardus bazu (Zimin et al.,
2017). Gliadinus kod€éjosie géni iedalami cetras génu saimés (a-, y-, 0-, w-), un katra saimé
ietilpstoSie géni kvieSa genoma parstavéeti daudzas kopijas. Pieméram, a-gliadina geéni
atkariba no kvieSu veida genoma var but parstaveti vairakos desmitos lidz pat 150 kopiju
(Anderson et al., 1997). Nemot véra kvieSu sarezgito genoma struktlru, ar tradicionalajam
selekcijas metodém lidz Sim nav izdevies radit kvieSus bez gluténa imunogénajiem epitopiem
vai pilntba bez gluténa. Zinatniskajas publikacijas aprakstiti sekmigi méginajumi nomakt
gliadina génu ekspresiju ar RNS interferenci (Gil-Humanes et al., 2010), ka ari redigét kviesu
gliadinu génus ar CRISPR/Cas9 sistému (Sanchez-Ledn et al., 2018; Jouanin et al., 2019;
Jouanin et al., 2020b), tomér pagaidam Sie méginajumi vél ir zinatnisko eksperimentu stadija.
Pieméram, lai ieviestu mutacijas a- un y-gliadina génos, Jouanin et al. (2019) transforméja
heksaploido kviesu 3kirni ‘Fielder’, izmantojot Cetrus CRISPR/Cas9 konstruktus, kas satur
sgRNS (anglu val. single guide RNA — vienota RNS molekula, kas satur gan sekvences specifisko
rajonu, gan Cas9 vadibas sekvenci). 12. attéla paradits CRISPR/Cas9 T-DNS konstrukta
piemérs, kas satur divas sgRNS molekulas: sgRNA 213 un sgRNA_324. Kopuma cetros
konstruktos tika izmantotas seSas dazadas sgRNS molekulas daZzadas kombinacijas.
Izmantojot izveidotos konstruktus, Skirnes ‘Fielder” heksaploidaja genoma tika ieviestas
nelielas mutacijas esos$aja géna nolasiSanas rami, kas raditu gliadinus, kas nav imunogéni, bet
saglabatu maizes gatavoSana nepiecieSamas ipasibas, vai ari izjauktu nolasiSanas rami,
padarot génu pilniba nefunkcionalu, tadéjadi zaudéjot gan imunogenitati, gan paréjas géenu
produktu funkcijas, kas varétu bt nozimigas maizes gatavosana. Nemot vera, ka gliadina geni
genoma sastopami daudzas kopijas, un nemodificétie géni var kompensét modificéto génu
ekspresiju, ir butiski panakt péc iespéjas lielaku skaita gliadina génu inaktivaciju. Konstrukti
tika izveidoti izmantojot informaciju par vairak neka 1200 a- un y-gliadina génu sekvencém
(12. attels).

ACTIN ACTIN 2NLS-Cas9 CaMv | Tapus BNV | Tapus BELLL

i Promoter Intron Wheat codon-optimized term Promoter | 7kl Promoter EPL}

12.attéls. CRISPR/Cas9 T-DNS konstrukta piemérs. LB — kreisa robeza (left border), NPTIl —
neomicina fosfotransferazes Il géns (selektivais markieris), terAt Nos — Agrobacterium
tumefaciens nopalana sintazes terminators, ACTIN Promoter — aktina promoters, ACTIN
Intron — aktina introns, 2NLS-Cas9 Wheat codon-optimized — ekspresijai kvieSos optimizétais
II-A tipa Streptococcus pyogenes 2NLS-Cas9 géns, CaMV term — pukkapostu mozaikas virusa
terminators, Ta pU6 Promoter — ekspresijai kvieSos optimizétais U6 promoters, sgRNA_ 213 -
single guide RNS 213, sgRNA_324 — single guide RNS 324, RB — laba robeza (right border).

Nenobriedusi ‘Fielder’ linijas embriji tika transforméti, izmantojot Agrobacterium
tumefaciens starpniecibu. Transformétie audi tika atlasiti, izmantojot npt/l (neomicina
fosfotransferazes Il géns) selekcijas markieri G418 antibiotikas rezistencei. Regenerétie TO
stadi tika parstaditi augsné, un tajos tika testéta nptll, Cas9 un sgRNS klatbatne un Cas9
ekspresija. Pozitivie stadi tika kultiveti talak, un no tiem tika ievakti T1 graudi.
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No visam transformétajam [inijam kopuma 117 tika konstatéta Cas9 ekspresija, t.i.
[Tnijas bija transgénas — saturéja “svesu” DNS. Ar visiem Cetriem izmantotajiem konstruktiem
tika ieglti augi ar izmainitu gliadina proteinu profilu, tomeér tika konstatéts, ka biezi tikai
neliela dala no graudiem, kas tika ieglti no modificéta auga, saturéja sagaidamas mutacijas.
Tapat tika novérots, ka viena un ta pasa auga Sunas var but redigéti dazadi géni, mutacijas
dazadas sunas var bt ieviestas dazadas genoma vietas, kas skaldas neatkarigi viena no otras,
vai ari Cas9 var bt saglabajusi aktivitati gametas péc mejozes. Lidz ar to ari no TO auga iegutie
graudi var saturéet dazadas mutacijas, ka ari nakamaja paaudzé augi var bat himeri.

Nakamie soli bezgluténa kvieSu Skirnes izstradei bitu atbrivosanas no CRISPR/Cas9
konstrukta klatbutnes visdaudzsolosakajas linijas, no kuram talak paSapputes cela butu
jaiegust linijas ar homozigotiskam mutacijam, kuras talak batu jaraksturo ar imunologiskam
metodém, ka ari janovérte ieviesto mutaciju ietekme uz maizes miklas kvalitati (Jouanin et al.
2019).

Zinams, ka gliadinu génu kopiju skaits un sekvence ietekme celiakijas slimibas izpausmes
pakapi. Tapéc, lai izveidotu hipoimunogénus kvieSus ar pazeminatu gliadinu saturu,
kompleksaja kvieSu genoma jaspé€j precizi novertéet gliadinu kodéjoSos génu kopiju skaitu. Ari
ieprieks aprakstitaja Jouanin et al. (2019) pétijuma tika konstatéts, ka nelielo ar CRISPR/Cas9
konstruktiem ieviesto mutaciju precizakai raksturosanai un skrinésanai bitu nepiecieSams
izmantot jutigakas metodes. Misdienas popularaka génu kopiju skaita standarta
kvantificéSanas metode ir reala laika polimeraze kédes reakcija (RL-PKR), tacu tas precizitate
ir ierobeZota, ja kopiju skaits ir augsts, vai genoma izmérs ir liels. Pédéjo gadu laika ir attistitas
vairakas uz RL-PKR principu balstitas digitalas PKR (dPKR) sistémas, kas sola augstaku génu
kvantificéSanas precizitati un jutigumu. Digitalas PKR metodes pamata ir kop€ja reakcijas
tilpuma sadaliSana daudzas paralélas nano izméra reakcijas, kas tiek panakts, kopéjo reakcijas
maistjumu sadalot sikos pilienos vai uznesot uz speciala Cipa ar nano izméra bedritem. Katra
nano izméra reakcija tiek amplificéta viena mérka molekula, tadéjadi iegltos rezultatus
analizeéjot ar atbilstosam statistiskam metodém, ir iespéjams noteikt absolito molekulu skaitu
sakuma parauga. Jouanin et al. (2020a) pétijuma “ddPKR optimizacija, lai noteiktu a-gliadina
génu kopiju skaita variacijas mutantos un genomiski redigétos poliploidos maizes kvieSos”
apraksta dPKR protokola izstradasanu, optimizaciju un validéSanu a-gliadinu génu kopiju
relativa skaita novértéSanai. Aprakstitaja pétijuma tika izmantota Bio-Rad izstradata uz
pilieniem balstita dPKR platforma (droplet digital PCR (ddPCR)).

Metodes izstrade

Metodes izstrade tika izmantoti kviesi ar dazadu genoma izméru (diplopidu, tetraploidu,
heksaploidu), ar atskirigu a-gliadina génu kopiju skaitu, ka art ar dazadam a-gliadina génu
mutacijam, galvenokart delécijam:

e kvieSu (Triticum aestivum) skirnes ‘Chinese spring’, ‘Paragon’, ‘Fielder’ ar dazadu a-
gliadina génu sastavu genoma, starp kuram bija ari jau iepriek$ aprakstitie ‘Fielder’
kviesi ar CRISPR/Cas9 ieviestajam mutacijam a-gliadina génos;
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e tris sintétiskas heksaploidas kviesu Iinijas ar AABBDD genomu, kas izveidotas krustojot
anglu kviesus Triticum turgidum (AABB) ar savvalas graudzali Aegilops taushii (DD), ka
art abas graudzalu linijas, no kuram tika izveidota heksaploida kviesu linija.

Lai atdalttu genoma secigi novietotas a-gliadina génu kopijas un batu iespéjams panakt,
ka katra ddPKR nano reakcija ir tikai viena géna kopija, no augu lapam izdalita DNS tika Skelta
ar restriktazi Apol.

Ta ka viena lokusa ietvaros pastav liela a-gliadina génu sekvenéu daudzveidiba, praimeri
tika izstradati ta, lai atbilstu lielakajai dalai zinamo a-gliadina génu variantu, salidzinot vairak
neka 1200 sekvencu no Triticeae dzimtas augiem (Jouanin et al., 2019) (13. attéls).
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13.attéls. a-gliadinu génu sekvencu salidzinajums, ddPKR praimeru relativais novietojums
salidzinajuma ar sgRNS mérka sekvencém un Apol restrikcijas pozicija. (A) a-gliadina géna
sekvencu (>1200) salidzinajums (reprezentativa dala) pa homologajam hromosomam 6A, 6B
un 6D. Apol restrikcijas pozicija atrodas génu konservativaja regiona. Praimeri Epi_61
lokalizéti CRISPR/Cas9 mérka sekvenceé un UD_136 ddPCR primeri talak no tas. (B) a-gliadina
génu, sgRNS_ 0213, sgRNS_ a324, praimeru Epi_61 un UD_136 savstarpé€jais relativais
novietojums un attalumi, kas ir minimalais sgRNS ieviestas delécijas attalums, kas kavétu
vismaz viena praimeru komplekta piesaistiSanos, samazinot relativo amplikonu daudzumu
salidzinajuma ar savvalas tipu. Praimeri, kuru saistibas vieta ir tuvak sgRNS pozicijai, detekte
dazada izméra insercijas un delécijas. Praimeri, kuru saistibas vieta ir talak no sgRNS pozicijas,
detekté lielas delécijas. Starpiba starp UD_136 un Epi_61 generéto amplikonu skaita
samazinajumu norada uz mazaka izméra mutaciju daudzumu modificétaja auga (péc Jouanin
et al., 2019; Jouanin et al., 2020).

Pétijuma tika izstradati ta saucamie “degenerétie” praimeri, kam dazas pozicijas
iespéjama bazu variacija. Tomeér izstradat praimerus, kas vienlaikus amplificétu pilnigi visus a-
gliadina génus, un kas lautu novértét absollto a-gliadina génu (mutantu vai savvalas tipa)
skaitu, nebija iespéjams. Tapéc metode tika fokuséta uz relativa génu skaita noteiksanu,

78



paraléli salidzinot mutantas un savvalas linijas. Atseviski tika izstradati praimeri Skirnes
‘Fielder’ CRISPR/Cas9 redigéto liniju mazo inserciju/deléciju un lielo deléciju savstarpéjai
atskirSanai un kvantificésanai, pamatojoties uz to, ka maza izméra delécijas un insercijas
ietekmeétu tikai sgRNS tuvak novietota praimeru komplekta saistiSanos un attiecigi amplikonu
produkciju, savukart lielas delécijas samazinatu ari talak novietota praimeru komplekta
amplikonu produkciju. Salidzinot amplikonu skaitu samazinasanos starp abiem praimeru
komplektiem, varétu noteikt mazo inserciju un deléciju relativo daudzumu.

Lai izvertétu noteikta kopiju skaita precizitati, metode par iek$éjo kontroli tika izmantots
géns ar zinamu kopiju skaitu kvieSu genoma. Kopuma metodes ietvaros tika izstradati tris
praimeru komplekti:

e praimeri, kas mérkéti uz a-gliadina géniem ar nelielam mérkétam mutacijam (Epi_61);
e praimeri, kas detekté un kvantificé lielakas a-gliadina génu rajona delécijas (UD_136);
® praimeri, kas mérkéti uz references génu TaPFT1 (Ref_181).

Pétijuma autori jau ieprieks noradijusi, ka, nemot véra a-gliadina génu lielo variabilitati,
PKR reakcija tiktu ieglti amplikoni ar dazadam sekvencém (Jouanin et al., 2019), idz ar to
tradicionala kvantificéSanas pieeja, izmantojot specifiskas zondes, nebltu pielietojama
amplikonu iek$éjo sekvences atskiribu dél. Tapéc metodes izstradeé tika izmantota EvaGreen
fluorescenta iezime, kas saistas pie dubultspiralizétas DNS un tadéjadi |auj detektét visas PKR
amplificétas sekvences.

Digitala PKR metodikas izstradasana liela uzmaniba japievéers rezultatu apstradei un
interpretacijai. Saja gadijuma dati tika analizéti ddPKR iekartas razotdja BioRad programma
Quantasoft Software™ ar riku, kas parauga nosaka absoldto kopiju skaitu (anglu val. absolute
gene copy number), pamata izmantojot nokluséjuma uzstadijumus, atseviski noradot katra
parauga ploidiju. No talakas analizes tika izslégti paraugi, kam bija generéti mazak neka 10
000 pilienu. Rezultati vizuali tika izvertéti 1D un 2D grafikos. Vizuali katras nano izmeéra
reakcijas rezultatu reprezenté punkts, kura novietojums grafika starp x un y asim atkarigs no
ta fluorescences amplitidas. Punkti ar lidzigu fluorescences amplitidu grafika grupéjas kopa
viena “makon1” un dazadu punktu “makonu” novietojums atskiras, atkariba no ta vai un kadas
meérka molekulas ir parstavétas katra nano izméra reakcija. Rezultatu grafikos tika novérteéts,
cik labi izSkiramas pozitivas un negativas reakcijas, ka ari reakcijas ar dazadiem amplikoniem,
kas ieglti ar iepriek§ minétajiem praimeru komplektiem. Pielietojot Puasona sadalijumu, tika
aprékinati dazadu amplikonu koncentraciju absolitie mérijumi, kas nepiecieSami mérka génu
kopija skaita aprekinasanai parauga.

Metodes optimizacijas rezultati

Digitalaja PKR liela nozime ir pareizi izvélétai sakotnéjai DNS koncentracijai reakcija.
P&tljuma aprekinats, ka optimalais kopiju skaits ddPKR ir 1500 kopijas/ul jeb 30 000 kopijas/20
ul reakcija. Veicot optimizaciju ddPKR metodei a-gliadina génu kvantificésanai, tika
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konstateéts, ka izméritais kopiju skaits bija stabils robezas starp 10 un 30 ng DNS uz reakciju,
tadé] par darba koncentraciju tika izvéléti 10 ng ar restriktazi apstradata DNS 20 ul reakcija.

Pétijuma aprakstitas metodes optimizacijas procesa praimeru komplekti Epi 61,
UD_136 un Ref 181 tika parbauditi gan individualas, gan multipleksas reakcijas. Dupleksajas
reakcijas, kuras tika ieklauts viens no praimeru komplektiem a-gliadina génu amplificésanai
un references géna praimeru komplekts, abu amplikonu signali bija labi izSkirami. Tripleksaja
reakcija, kura vienlaikus bija visi tris praimeru komplekti, tika novérota signalu parklasanas.
Tapéc talakaja metodes izstrades gaita tika izmantotas divas dupleksas reakcijas. Par optimalo
praimeru hibridizacijas temperatiru, izmantojot temperatiras gradientu, tika noteikti 56 °C.

Metodes linearitate tika novértéta, izmantojot daudzveidigu genétisko materialu, kas
saturéja dazada veida hromosomu komplektus un genoma modifikacijas (parsvara delécijas).
Metodes jutiba tika izvértéta, analizéjot augus, kas ieglti gan nejausas, gan meérketas
mutagenézes cela.

Nosakot a-gliadina génu skaitu sintétiskajas heksaploidajas kvieSu Iinijas, tika
konstatéts, ka tetraploidas izejas linijas Triticum turgidum (AABB) un diploidas izejas Iinijas
Aegilops tauschii (DD) a-gliadina génu skaita summa kopuma sakrita ar kopiju skaitu
sintétiskaja linija (AABBDD). DD genoma tika atrasti 14—-17 géna kopijas, AABB genoma 70-76
kopijas un heksaploidaja genoma AABBDD 86—95 a-gliadina génu kopijas. Kopuma metode
uzradija labu precizitati plasa a-gliadina génu kopiju skaita amplitida (14-95), kas norada uz
metodes robustumu un linearitati idz pat gandriz 100 géna kopijam. Tomér tika konstatéts,
ka ar ddPKR noteikto a-gliadina génu kopiju skaits dazadajiem, genomiem A, B un D var
atskirties no anotéta génu kopiju skaita, jo praimeri, kas ddPKR amplificé a-gliadina génu
fragmentus, ne visos gadijumos uzrada pilnu sekvences sakritibu. Pieméram, tika konstatéts,
ka B genoma praimeri sliktak amplificé delécijas rajonu, jo praimeru saistiSanas rajona ir
neliela mutacija, kas traucé praimerim precizi saistities ar ta mérka sekvenci. Lidz ar to ar So
metodi novértétais absolutais a-gliadina génu kopiju skaits blis zemaks par patieso, un
metode lidz ar to ir piemérota relativa génu kopiju skaita novértésanai salidzinajuma ar
savvalas tipu.

Deléciju detekteSanai un kvantificéSanai sakotnéji tika izmantotas kviesu ‘Chinese
Spring’ linijas ar lielu deléciju a-gliadina génu regiona viena no homologu hromosomu pariem.
Ar ddPCR noteiktais a-gliadina génu skaits heksaploidaja genoma bez delécijam sakrita ar
skaitu (apméram 60), kas ieprieks bijis noteikts ar citam metodém, savukart linijas ar
delécijam izméritais a-gliadina génu skaits bija mazaks (42-52). Tomér tika konstatéts, ja
delécija neaptver visu géna lokusu, tas var netikt detektétas, lidz ar to netiktu izmerits
patiesais deléciju limenis.

Lai precizak izvertétu ddPKR metodes pielietojamibu dazada izmeéra deléciju klatbitnes
un skaita noteikSanai, pétijuma autori kvieSu linijas veica mutagenézi ar mérki imitét
potencialo hipoimunogéno kviesu izveides procesu. Tika pielietotas divas pieejas - nejausa
mutagenéze ar gamma starojumu, ka art uz oa-gliadina géniem meérkéta mutagenéze,
izmantojot CRISPR/Cas9 sistemu. Ar gamma stariem apstradatajas linijas, kuras ieviestas
delécijas var bat pat vairakus miljonus bazu paru garas, tika konstatéts par 16 - 30 kopijam
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mazak a-gliadina génu salidzinajuma ar references genoma 61 kopijam, tatad amplikonu
skaits koreléja ar a-gliadina génu kopiju skaitu, kas norada, ka ddPKR metode sekmigi sp€j
detektét liela izméra a-gliadina génu delécijas. Turklat ar abiem deléciju detektésanai
paredzétajiem praimeru komplektiem Epi_61 un UD_136 iegltie rezultati sakrita.

P&tljuma izmantotajas astonas ar CRISPR/Cas9 modificetajas ‘Fielder’ linijas a-gliadina
génos vidéji tika detektétas 17 maza un vid€ja izméra insercijas un delécijas (10-50 bp),
savukart sesas no astonam modificétajam ‘Fielder’ linijam tika detektétas lielaka izméra (>190
bp) delécijas. Kopuma mazas insercijas un delécijas tika konstatétas biezak (20%) neka lielas
delécijas (8,5%).

Secinajumi

Apskatitais pétijums ir viens no pirmajiem, kura izvértéta ddPKR piemérotiba kopiju
skaita izmainu kvantificéSanai lielas génu saimés vai kopéja géna kopiju skaita novértésanai
poliploida organisma. Metodes linearitate un jutiba tika novértéta, izmantojot dazada veida
genétisko materialu. Ir izstradatas divas dupleksas ddPKR sistémas, kas spéj noteikt relativo
a-gliadina géna kopiju skaitu, ka ari taja esosas dazada izméra mutacijas. Izstradata ddPKR
metode ir piemérota, lai veiktu augstas caurlaidspéjas (high throughput) skriningu augu
[Tnijas, kuru genomos ir redigéti dazadi géni vai radniecigu génu saimes, taja skaita, ja
pielietota nejausa mutagenéze.
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5.3. DNS sekvenésanas pielietojuma iespéjas genoma redigésSanas detekcija

levads par sekvenésanas tehnologijam

Kops 20. gadsimta 70. gados tika aprakstitas pirmas DNS sekvenésanas metodes (Sanger
& Coulson, 1975; Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977), ir notikusi strauja tehnologiju
attistiba un DNS un RNS nukleotidu secibu noteikSana (sekvenésana) tiek plasi pielietota gan
zinatniskos pétijumos, gan kriminalistika, gan medicina, gan daZados diagnostiskos
izmeklejumos. Ta ka, veicot sekvenésanu, var vistieSakaja veida parliecinaties par noteikta
DNS fragmenta saturu, Sis metodes ir iespéjams izmantot ar1 genétiski modificétu un genoma
redigétu organismu parbaudé. Ideala gadijuma, ieglstot gan redigéta lokusa, gan tam
pieguloso genoma rajonu sekvences, bltu iespéjams parliecinaties par noteiktas mutacijas
esamibu un atrasanas vietu genoma. Pieaugot GMO un genoma redigétu organismu apritei,
arvien lielaka uzmaniba tiek pievérsta $3du organismu genoma sekvenéu analizei. Sobrid
pasaulé ir pieejamas un plasi tiek izmantotas sekvenésanas tehnologijas, kuras péc to
darbibas principiem var iedalit tris grupas jeb "paaudzés", nemot véra to hronologisko
attistibu:

1) Pirmas paaudzes tehnologija - didezoksinukleotidu terminatoru sekvenésana (biezi
saukta tas izgudrotaja varda par Sangera sekvenésanu). leprieks iegita PKR produkta
(maistjums, kas satur daudzas homologas DNS molekulas) sekvence tiek noteikta,
izmantojot to ka substratu (anglu val. template) reakcija, kura tiek ieglti DNS
fragmenti ar fluorescentu iezimi katra pozicija. Sekvences nolasiSanai izmanto
elektroforézi. Tatad viena sekvenésanas reakcija ir iesaistitas daudzas homologas DNS
molekulas, bet no tam visam kopa tiek iegits tikai viens sekvences nolasijums. Sis
tehnologijas priekSrociba ir augsta precizitate (maz klidainu sekvencu) un relativi liels
nolasijuma garums (Van Dijk et al., 2014).

2) Otras paaudzes tehnologijas - bieZi sauktas arT par nakamas paaudzes sekvenésanu
(NGS, no anglu val. next-generation sequencing). Lielakoties sekvené ar PKR pavairotus
DNS fragmentus, un vienlaicigi tiek sekvenéts liels daudzums DNS molekulu, bet
pretstata Sangera sekvenésanai no katras individualas molekulas tiek ieglts atsevisks
sekvences nolasijums. Tadé] reizém NGS apraksta ka masivi paralélu sekvenésanu.
Galvena prieksrociba ir augsta produktivitate un caurlaidspégja, liels ieglistamais datu
apjoms (Van Dijk et al., 2014). Musdienas So tehnologiju paaudzi parstav tadas
platformas ka lllumina, lon Torrent, MGl.

3) Tresas paaudzes tehnologijas - vienlaicigi tiek sekvenéts liels daudzums DNS molekulu,
un no katras atseviskas DNS molekulas var tikt ieglts viens vai vairaki nolasijumi. Arl
$1 pieeja nodroSina masivi paralélu sekvenésanu, bet papildus tam sekvenésana notiek

82



reala laika. Ka galveno priekSrocibu var minét |oti lielu nolasijumu garumu (Bleidorn,
2016). Ka S$is tehnologijas parstavjus var minét Oxford Nanopore un Pacific
Biosciences.

Visas Sis tehnologijas ir misdienas pieejamas un piedava kaut ko noderigu genoma
redigétu organismu analizei, tau ir janem véra dazadi ierobeZojumi. Ta ka Sangera
sekvenésanas gadijuma no homologu DNS molekulu maisijuma tiek ieguts viens nolasijums,
Sis tehnologijas pielietojums ir ierobeZots gadijumos, kad testéjamais produkts satur vienas
un tas pasas vai radniecigu sugu redigétu un neredigétu genoma materialu vai ari redigétas ir
tikai daZas no vairakam géna kopijam viena genoma. Sados gadijumos sekvences nolasijums
batu neskaidrs vai ari nebitu iespéjams konstatét mutacijas, kuru Tpatsvars testéjama
materiala ir mazs. Vél svarigi, ka Sangera sekvenésana vienmeér tiek izmantoti mérka sekvencei
specifiski praimeri, tatad katrai genoma modifikacijai butu nepiecieSamas ieprieksejas
zinasanas par tas struktdru un parbaudits praimeru komplekts meérka sekvences
amplificé8anai ar PKR. So ierobeZojumu dé| daudz lielaks praktiska pielietojuma potencials
genomiski redigéta materiala detekcija ir otras un tresas paaudzes tehnologijam (kopa tiek
sauktas arl par HTS, no anglu val. high-throughput sequencing), tapéc Sis apskats
koncentrésies uz tam.

Visam HTS platformam ir kopiga nepiecieSsamiba noteikta veida sagatavot DNS
sekvenésanai. Lielakajai dalai sekvenésanas platformu (it 1pasi otras paaudzes, kam ir
ierobezZots nolasijuma garums) vispirms nepiecieSams genomisko DNS fragmentét, lidz tiek
ieglti dazus simtus bazu paru gari fragmenti. To ir iespéjams paveikt enzimatiski vai fizikali,
pieméram, ar ultraskanas palidzibu. Garo nolasijumu tehnolgijam, ka Oxford Nanopore,
nolasijuma garumu ierobezo pasas DNS molekulas garums, un nepartraukti, gari nolasijumi
lauj ieglt precizaku strukturalo informaciju par sekvenéjamo genoma rajonu, tade| sados
gadijumos izejas DNS fragmentacija nav vélama. Kad ir ieguti nepiecieSama garuma DNS
fragmenti, to galos tiek pievienoti adapteri - sekvenésanas platformai raksturigas DNS
sekvences, kuras ir nepiecieSamas, lai konkréta sekvenésanas platforma spétu atpazit parauga
DNS un uzsakt sekvenéSanas procesu. Reizé ar adapteriem ir iesp&jams pievienot
"molekularos svitrukodus" jeb indeksus - 1sas, katram paraugam unikalas DNS sekvences,
kuras lauj viena sekvenésanas reizé apvienot vairakus paraugus un péc tam atskirt katram
paraugam piederigos nolasijumus, balstoties uz paraugiem pieskirtajiem indeksiem. Atkariba
no izejmateriala koncentracijas un katrai iekartai nepiecieSamas DNS koncentracijas var blt
nepiecieSams veikt sagatavoto DNS fragmentu pavairosanu ar PKR, lai ieglitu pietiekamu DNS
koncentraciju skevené$anai. Saja PKR tiek izmantoti praimeri, kas ir komplementari ieprieks
pievienotajiem adapteriem, tadéjadi PKR amplifice visas sekvences, kam ir pievienoti pareizie
adapteri. Sadi sekvené3anai sagatavotu DNS molekulu maisijumu sauc par bibliotéku, un
parasti pirms sekvenéSanas tai veic kvalitates kontroli ar elektroforézi, reala laika PKR vai
nomeérot DNS koncentraciju. Talakais sekvenésanas process ir specifisks katrai platformai, bet
rezultata tiek ieglts liels skaits nolasijumu, kas atbilst bibliotékas sastava esoSajam
molekulam (14. attéls).
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14. attéls. HTS bibliotéku sagatavoSanas shémas piemérs (Nextera XT reagentu
komplekts no Illlumina). A — genomiskas DNS fragmentacija. B — adapteru pievienoSana. C —
indeksu pievieno$ana un bibliotekas amplifikacija.

Ar HTS metodém ieglstamais nolasijumu skaits ir arkartigi liels (Iidz pat vairakiem
simtiem miljonu no viena parauga) un veiksmigas sekvenésanas gadijuma katrai genoma
vietai atbilst vairaki nolasijumi (vidéjo nolasijumu skaitu katram lokusam sauc par
sekvenésanas parklajumu jeb dzilumu). EPNI vadlinijas GMO sekvencu raksturosanai
rekomendéts, ka GMO registracijas pieteikuma iesniedzéjam janodroSina transgéna
sekvences informacija vismaz 40x parklajuma, ja sekvenésana veikta ar NGS tehnologiju (EFSA
GMO Panel, 2018). Lidz ar to bltu pamatoti 40x parklajumu pienemt ka minimalo slieksni art
genomiski redigétu organismu analizé, ja ta balstita uz NGS. Teorétiski $ads parklajums varéetu
nodroSinat tikai 2.5% GMO detekcijas limitu (1 no 40 nolasijumiem satur genétisko
modifikaciju), ja tiek analizéts paraugs, kas satur viena organisma DNS un $i organisma
genoma nav citu redigéta lokusa homologu. Tatad praksé parklajuma slieksnim buatu jabat
krietni augstakam, lai nodroSinatu nepiecieSamo detekcijas limitu. Domajams, tas batu ari
atskirigs dazadam GMO linijam, kas satur dazadu redigéta géna kopiju skaitu.

Sada apjoma datu apstradei ir nepiecieamas atbilsto$as bioinformatiskas metodes un
jaudigi datorresursi. Méginot atklat genoma modifikaciju klatbatni sekvencéu nolasijumos, ir
iespéjami divi galvenie bioinformatiskas datu analizes principi:
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1) Genoma asemblésana (anglu val. assembly) de novo - pilna genoma rekonstruésana
bez references genoma, izmantojot tikai iegltos sekvencu nolasijumus (15. A attéls).
Salidzinot sava starpa vairakus vienas sugas organismu genomus, ir iespéjams
identificét atsSkirtbas starp tiem (viena vai nedaudzu nukleotidu polimorfismus,
insercijas, delécijas un lielaka méroga strukturalas izmainas).

2) Otra plasi izplatita bioinformatiska pieeja ir nolasijumu kartésana (anglu val. read
mapping) uz references genoma (15. B attéls). Saja gadijuma katram iegiitajam
nolasijumam tiek piemekléta vieta references genoma, no kuras tas ar vislielako
varbatibu ir célies. Sadi sakartojot nolasijumus pret referenci, ir iespéjams gan redzét
atskiribas starp references genomu un sekvenéto paraugu, gan noteikt sekvenéta
parauga "konsensus" sekvenci.

Set of reads

— — e o E— Reference genome
Raw reads I
f—— \/
Mapping
Assembly
I N I — |
LI | I I
| I I
. I
Contigs e, T
GA'T'CAGCAACGTACCGECAGATACCéGGAACATACCATACGA
TAAGCGACGTA GGGCCAACTACC!
Readl TTACCAGATAGG T T kit
A B .

15. attéls. A — genoma asemblésana de novo (Wolf, 2015). B — nolasijumu kartésana uz
references genoma (Wolff et al., 2020).

Genoma de novo asemblésSanas rezultata vispirms tiek ieglta nepilniga visa genoma
rekonstrukcija - tehnisku ierobezojumu dé| sarezgitakos genoma rajonos (garas atkartotas
sekvences, augsta GC Tpatsvara sekvences u.c.) var bat parravumi un kllddas, un $adas
kvalitates genoma rekonstrukciju sauc par draft genomu. Augstas kvalitates references
genoma ieglsanai nepiecieSams izmantot papildu laboratorijas metodes (hromosomu
kartésana, problematisko regionu sekvenésana ar citu tehnologiju) un manuali veikt daju no
sekvencu analizes, lidz ar to tas ir |oti resursietilpigi. Mikroorganismu genomi ir vienkarsaki un
mazaki, tade| to asemblésana un labas kvalitates sasniegSana ir vieglaka. Augu un dzivnieku
genomu liela izméra un sareigitibas de| to genétikas pétijumos biezak izmanto nolasijumu
kartéSanas pieeju nevis genoma asemblésanu de novo.

Dazadas sekvenésanas pieejas GMO un genomiski redigétu organismu analizei

Visvienkarsakais veids, ka sagatavot paraugu sekvenésanai, ir sekvenét visu parauga
esoSo DNS kopa - sadu pieeju sauc par shotgun sekvenéSanu. Ja paraugs satur tikai viena
organisma genomisko DNS, to sauc par pilna genoma sekvenésanu (WGS, no anglu val. whole
genome sequencing). Ja paaugs satur dazadu organismu DNS, ka tas varétu bat kompleksa
partikas vai dzivnieku baribas parauga gadijuma, to sauc par metagenoma sekvenésanu, jo
reizé tiek sekvenéts viss parauga atrodamais genomiskais materials. Situacija, kad
nepiecieSams raksturot nezinamu genétisku modifikaciju atseviska organisma, pilna genoma
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sekvenésana varétu laut atrast nezinamo mutaciju(-as) pie nosacijuma, ka ir pieejams izejas
Skirnes vai celma references genoms salidzinasanai. Vienas augu sugas ietvaros dazadu skirnu
genomi var atskirties pat par 30% (Springer et al., 2009), tad€e| savs references genoms butu
vajadzigs katrai GMO linijai, kas veidota no citas izejas Skirnes. Ka jau iepriek$ minéts, augu un
dzivnieku references genomu izveide ir loti darbietilpiga, tadél tikai retos gadijumos izpilditos
nosacijums par references genoma pieejamibu. Ja tiek testéts jaukts paraugs, kas satur
materialu no dazadiem organismiem, minimalais sekvenésanas parklajums bitu janodrosina
katra maisijuma sastava eso$a organisma genomam un ari sekvencu analize javeic katram
atseviski. Musdienas $ada veida tiek sekvenétas un analizétas mikroorganismu sabiedribas
(pieméram, pétijumos par cilvéka organisma mikrobiomu), jo, pateicoties baktériju nelielajam
genoma izméram, sapratiga budzeta ietvaros (Iidz 100-200 EUR par paraugu) ir iespéjams gan
sasniegt pietiekamu sekvenésanas dzilumu, gan daléji asemblét atsevisku baktériju genomus
un izdalit tos no kopéja metagenoma. Tatad ar paslaik plasi pieejamam metodém batu
iespéjams analizét GM mikroorganismus saturoSus mikroorganismu razotus produktus
(uztura bagatinataji, baribas vai partikas piedevas u.tml.), tacu tik un ta vispirms batu praktiski
japarbauda So metozu veiktspéja GMO konteksta.

Pedejo gadu laika sekvenésanas tehnologijas ir strauji attistijusas un ir ievérojami
samazinajusas sekvenésanas izmaksas, rékinot attieciba pret ieglistamo datu apjomu. Holst-
Jensen et al. (2016) prognozg, ka pilna genoma sekvenésana varétu k|Gt par finansiali izdevigu
alternativu GMO analizei, ja tehnologiju attistiba turpinasies tada pasa tempa ka pédéja
desmitgadé. Tehnologiju progresam vajadzétu novest pie Sadiem iznakumiem: (1) ievérojams
sekvenésanas izmaksu samazinajums; (2) sekvenésanas atruma un ieglistama datu apjoma
kapums; (3) tiks izveidoti references genomi lielakam skaitam sugu; (4) klGs pieejamas
genoma sekvences dazadu sugu vairakam varietatém un skirném; (5) tiks pilnveidotas un
automatizéetas bioinformatiskas sekvencéu analizes programmas. Lai ari visi Sie nosacijumi ir
reali sasniedzami un progress ir novérojams, tas prasa ari iesaistito pusu meérktiecigu darbu,
lai jaunas tehnologijas apgutu un pielagotu izmantoSanai GMO kontroles nozaré. Kaut art uz
pilna genoma sekvenésanu balstitas GMO detekcijas un analizes izmaksas joprojam bus
augstas, galvena prieksrociba varétu but tiesSi vienas metodes ietvaros nosakamo GMO
spektra paplasinasana (uzlabotas skrininga iespéjas).

Nemot véra paSreizéjo GMO aprites reguléjumu ES, oficialo kontroli 1stenojosam
iestadem bltu jabut pieejamai informacijai par katras autorizétas GMO linijas modificétajam
DNS sekvencém. Parasti modificéta ir tikai neliela dala no organisma genoma. Pieméram,
2017. gada Eiropas tirgl izplatito genétiski modificéto petuniju genoms ir 1.4 Gbp liels
(1.4*10° DNS bazu paru), tacu transgénais fragments ir 4000 bp liels un sastada tikai 0.0003%
no petlniju genoma (Boutigny et al., 2020). Ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam ir
iespéjams veikt pat tikai atsevisku nukleotidu nomainu, Iidz ar to redigeta rajona attieciba
pret visu genomu klUst vél mazaka un lielaka dala no sekvenésanas datu iznakuma un
izmaksam (lielu un poliploidu augu genomu gadijuma tie varétu bit pat vairaki tikstosi EUR)
netiek izmantota lietderigi. Ta ka autorizétu GMO detekcijas gadijuma ir zinams, kadas
sekvences jameklé, daudz efektivak bitu resursus veltit tikai intereséjosa genoma rajona
sekvenésanai. To var panakt, veicot mérkétu sekvenésanu jeb bagatinot sekvenésanas
biblioteku ar DNS fragmentiem, kas satur tiesi mérka sekvences.
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Eksisté dazadas mérka sekvencu bagatinasanas metodes, kuras var tikt lietotas kopa ar
NGS. Visplasak Sadas metodes tiek izmantotas cilveka genétikas pétijumos un diagnostika, kur
ir 'dziga probléma - cilvéka genoms ir liels, tacu iedzimtas slimibas vai noteiktas fenotipiskas
pazimes nosaka tikai dala no genoma, un meérkis ir nosekvenét tikai So dalu, lai tauprttu
resursus, tade| daudz pieredzes var smelties no cilvéka genétikas nozares. Divas galvenas
bagatinasanas metodes ir multiplex PKR un hibridizacijas zondes (16. attéls). Ar multiplex PKR
metodi daudzi intereséjosie genoma fragmenti tiek amplificéti pirms sekvenésanas viena vai
vairakas atseviskas reakcijas. Kopa viena sekvenésanas bibliotéka sadi iespéjams izolét lidz pat
24000 dazadu mérka fragmentu (piemérs no AmpliSeq for lllumina reagentu komplekta
specifikacijas). Hibridizacijas zondes saistas ar mérka sekvenci, balstoties uz DNS bazu
komplementaritati, un ar zondém saistitos DNS fragmentus var atdalit no kopéja DNS
fragmentu maisijuma, pateicoties kimiskai modifikacijai zondes molekula. Ar multiplex PKR
tipiski tiek sekvenéti 1saki fragmenti un ir ierobezots maksimalais mérku skaits viena reakcija,
bet, pateicoties PKR, ir |oti augsts specifiskums un pietiek ar zemaku izejas DNS koncentraciju.
Ar hibridizacijas zondém iespéjams izolét daudz vairak un garakus mérka regionus un tas ir
mazak jutigas pret izmainam mérka sekvencés (mutacijas praimeru sekvencés var buatiski
traucét veiksmigu PKR norisi), tacu l1dz ar to specifiskums ir zemaks neka multiplex PKR. Abos
gadijumos viena vai vairakos praimeru/hibridizacijas zondu panelos bitu iesp&jams apvienot
visas intereséjosas geneétiskas modifikacijas un viena sekvenésanas reizé veikt skriningu uz
visiem attiecigajiem GM elementiem. Japiezimé, ka $ada veida tiktu ieglti tikai kvalitativi
nevis kvantitativi rezultati (Debode et al.,2019), un atrasto GMO liniju kvantificESanai péc tam
bltu nepiecieSamas citas metodes, ka reala laika PKR vai digitala PKR.
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16. attéls. A - mérka sekvencu bagatinasana ar multiplex PKR. B - meérka sekvencu
bagatinasana ar hibridizacijas zondém. (Mamanova et al., 2010)

GMO sekvenésanas pétijumu apskats

Zinatniskaja literatlra jau ir atrodami vairaki pétijumi, kuros apskatitas uz masivi
paralélu DNS sekvenéSanu balstitas GMO analizes iespéjas. Tiesa gan, visas publikacijas par
eksperimentu objektiem ir kalpojusi ar tradicionalajam genétiskas modifikacijas metodém
ieglti transgéni organismi, tacu dala no sadi iegutas pieredzes un informacijas butu
attiecinama ari uz genomiski redigétu organismu analizi. Talak tiks aplukoti divi pétijumi, kur
GMO detekcijai izmantotas abas atskirigas sekvenésanas pieejas: pilna genoma sekvenésana
un mérka sekvencu bagatinasana.

Debode et al. 2019. gada pétijuma "Transgéno gadijumu detekcija un identifikacija ar
nakamas paaudzes sekvenésanu kombinacija ar mérka skvencu bagatinasanu" (Detection and
identification of transgenic events by next generation sequencing combined with enrichment
technologies) tika parbaudita mérka bagatinasana ar hibridizacijas zondém. Ka paraugi tika
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izmantoti dazadu transgénu augu references materiali (gan atseviski, gan maisijuma).
Hibridizacijas zondu panelis tika izveidots, nemot par pamatu genétiskajos konstruktos biezi
izmantotus 39 elementus: 10 promoterus, 23 génus un 6 terminatorus (tai skaita ari tadus, ko
Latvija izmanto GMO noteikSanai ar PKR) (17. attéls). Nemot véra ieklautos genétiskos
elementus, ar So paneli viena analize teorétiski jabut detektéjamam 325 no 328 GMO linijam,
kas uz publicésanas bridi bija ieklautas GMOseek matrica (Block et al., 2013). legito sekvencu
nolasijumu analize bija sadalita divas dalas: detekcija un genétisko konstruktu raksturosana.

1. Design of capture probes for each targeted sequence

| Structural slemant |

2. Creation of a library of biotinylated capture probes

3. Enrichment
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17. attéls. Sekvenésanas eksperimenta dizains transgéno GMO noteikSanai (Debode et

al., 2019).
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Detekcijai tika izmantota nolasijumu kartésana pret references datu bazi - visiem 39
genétiskajiem elementiem, kas nemti par pamatu zondu izveidei. Ta ka sekvenésanas
tehnologiju Tpatnibu rezultata ir iespéjami ari kludaini nolasijumi, tika noteikts meérka
sekvencei atbilstodo nolasijumu skaita slieksnis, virs kura ieskaitit pozitivu rezultatu. Sada
veida pétijuma autoriem izdevas detektét transgéna materiala klatbatni pat paraugos, kur
GMO saturs bija tikai 0.1%. Tika aprekinats, ka ar pienemto sliekSna vértibu varbitiba pareizi
atskirt pozitivu paraugu no negativa ir lielaka par 99%. Problémas ar specifiskumu radas
vienigi gadijumos, kad references datu bazeé bija vairakas Joti lidzigas sekvences (pieméram,
cry géna dazadi varianti) - Sajos gadijumos dala nolasijumu uzradijas ka atbilstosi dazadiem
cry géna variantiem, tacu vislielakais nolasijumu skaits vienmér atbilda tam variantam, kurs
patieSam bija konkréta GMO sastava. Analizes ar jauno metodi tika veiktas ari genétiski
nemodificetam materialam no tadu pasu sugu augiem, un netika ieguti viltus pozitivi rezultati.
Iznémums bija kukurlza, jo dazi eksperimenta ieklautie genétiskie elementi ir célusies no
kukurtizas genoma, lidz ar to Sis DNS sekvences ir atrodamas ari nemodificétajas kukurizas
skirnés. Tas norada, ka ari sekvenésanas rezultatu analizeé butiskas ir zinaSanas par mekléto
genétisko elementu sastopamibu dabiskos organismos, lidzigi ka veicot transgéno GMO
skriningu ar PKR metodém.

GMO raksturosanai Saja pétijuma tika izmantota iegtto nolasijumu asemblésana de
novo. Jauniegutas sekvences tika salidzinatas ar references sekvencém, lai noteiktu, cik precizi
sada veida ir iespéjams rekonstruét GMO konstrukta sekvenci. Lielakaja dala gadijumu tas art
izdevas, un pat jaukta parauga, kas sastavéja no divam GMO linijam vienadas proporcijas,
varéja iegut pareizas sekvences. Parravumi asemblétajas sekvencés bija novérojami, ja GMO
konstrukta vida bija kads hibridizacijas zondu panell neieklauts genétiskais elements. Sada
veida papildus transgéno konstruktu sekvencém izdevas iegut ari transgéna insercijai blakus
eso$as auga genoma sekvences, tadejadi iegustot papildus informaciju par testéjamo
materialu. Ar nolasijumu kartésanas pieeju tas nebltu izdarams, ja vien references datu bazé
netiktu ieklautas ari visu iespéjamo transgéno elementu un auga genoma savienojuma vietu
sekvences. Var secinat, ka Sada pieeja 1pasSi noderétu neautorizétu GMO analize, kad
testéjamajais materials satur kadu iepriek$ nezinamu genétisko modifikaciju. Tomér janem
véra, ka asemblésanas algoritmi visos gadijumos nevar perfekti rekonstruét nezinamo
genoma sekvenci, tade| vienmeér bltu nepiecieSama ari manuala rezultatu parbaude, pirms
tiem uzticéties.

Kopuma var secinat, ka mérka sekvenéu bagatinasana pirms sekvenésanas var but
noderiga. Péc lidziga principa bUtu iespéjams izveidot zondes jebkurai genétiskajai
modifikacijai (ari ar jaunajam genoma redigéSanas metodém iegltam), tacu Tisaku
modifikaciju gadijumos samazinatos metodes jutigums un specifiskums, jo hibridizacijas
zondes var veiksmigi saistities ar DNS pat tad, ja Saja regiona ir vairakas nukleotidu
neatbilstibas. lespéjams, 1su modifikaciju noteikSanai piemérotaka butu bagatinasana ar PKR.

Iltoh et al. 2020. gada publicétaja pétijuma “Svesas DNS noteikSana ar augstas
caurlaidspéjas sekvenésanu genomiski redigétu lauksaimniecibas produktu kontrolei”
(Foreign DNA detection by high-throughput sequencing to regulate genome-edited
agricultural products) tika izmantota testéjamo objektu pilna genoma sekvenésana.
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Eksperiments pamatojas uz to, ka genoma redigéSanas procesa tiek izmantotas dazadas
tehniskas sekvences (pieméram, plazmidu vektori, kas kodé redigésanai nepiecieSamos
enzimus), kuras pilniba vai daléji var but saglabajusas redigétaja organisma péc procesa
pabeigdanas (Xu et al., 2019). Saja pétijuma autori analizéja daZadas risu linijas un centas to
genomos konstatét ColE1 plazmidas sekvenéu klatbatni. ST plazmida tika izvéléta ki genoma
redigéSana izmantojama vektora piemeérs, kura paliekas varétu bit nejausi saglabajusas auga
genoma péc ta redigésanas. Tika izmantoti gan reali nosekvenéti risu liniju genomi, gan datora
simuléti.

Ka jau iepriek$ minéts, augu genomu rekonstruésana var but sarezgita un laikietilpiga,
tadé] saja pétijuma plazmidas sekvencu meklésanai risu genoma sekvencu nolasijumos tika
izvéléta cita pieeja — k-méru detekcija. Par k-mériem sauc k nukleotidus garus nukleotidu
posmus (k ir naturals skaitlis), un katram k-méram teorétiski ir iespéjamas 4% daZadas
nukleotidu sekvences. Jo lielaka ir k vértiba (garaks fragments), jo lielaka ir iespéja, ka Sis
fragments visa genoma bus unikals. Pieméram, statistiski ir aprékinats, ka ir iespéjams cilvéka
genoma atrast unikalu DNS sekvenci 20 nukleotidu garuma (k=20). Risu genoma nolasijumi
tika sadaliti dazada garuma k-méros un Sie k-méri (tiem identiskas tada pasa garuma
sekvences) tika meklétas ColE1 plazmidas sekvencé (18. attéls). Sada veida auga genomu nav
nepiecieSams asemblét, un vieniga nepiecieSama references sekvence ir vektora sekvence,
kuras klatbltne parauga tiek parbaudita.

High-throughput
whole-genome

sequencing
Foreign DNA-inserted genome
Comparison of the k-mers
with a vector sequence
TATTTGAACGGCGGGAGGTAGGGGG
CGTTAGCATCGCCCGTA TCTAACTATCGTAGCCCCCATAAATGTTTC

Vector
18. attéls. Sekvencu lidzibas analize péc k-méru principa (Itoh et al., 2020).
Pétijuma rezultata tika konstatéts, ka pie 230x sekvenésanas parklajuma var atrast 20
nukleotidus garu (k=20) plazmidas DNS fragmentu ar viltus negativa rezultata iespéjamibu

<0,1%, un videji katra reizé sagaidams atrast <1 viltus pozitivu nolasijumu. Vél autori
konstat€ja, ka Sados gadijumos, kad tiek meklétas vektoru sekvences, par butisku problemu
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var klut reagentu kontaminacija. Ta ka daudzi molekularaja biologija, tai skaita sekvenésana,
izmantotie enzimi tiek razoti ar rekombinantu mikroorganismu palidzibu, dazadu plazmidu vai
mikroorganismu sekvences nepietiekamas attiriSanas rezultata varétu paradities ari
reagentos un radit viltus pozitivu signalu. Autori ari ieteica pozitivu rezultatu apstiprinasanai
izmantot vél kadu citu metodi, pieméram, Southern blot (DNS-DNS hibridizacija). Domajams,
ka alternativa metode tikpat labi varétu kalpot ari pilna genoma asemblésana vai nolasijumu
kartéSana pret vektora genomu, izmantojot jau ieglitas sekvences nevis veicot vél vienu
laboratorijas izmekléjumu, ka tas butu Southern blot gadijuma. Vértéjot So pétijumu, gan
janem veéra, ka ne visos gadijumos redigétaja genoma tieSam bus palikuSas Sadas tehniskas
sekvences (Endo et al., 2015; Xu et al., 2019), lidz ar to Sis pétijums vairak demonstré konceptu
nevis rutinas izmekléjumos pielietojamu metodi. lespéjams, $ada pieeja varétu bt noderiga

kados specialos gadijumos.

Praktiski apsvérumi uz masivi paralélu sekvenésanu balstitai GMO testésanai Latvija

Visrealakais scenarijs uz sekvené$anu balstitai GMO testésanai Sobrid Skiet mérka
sekvencu bagatinasana un sekvenéSana ar kadu no otras paaudzes sekvenéSanas
tehnologijam. Mérka sekvencém butu jak|lst zinamam, veicot GMO autorizacijas procesu
Eiropas Savieniba, tatad butu pieejama informacija hibridizacijas zondu vai praimeru izveidei,
un otras paaudzes sekvenésana nu jau ir viegli pieejama daudzas laboratorijas Latvija. Latvijas
Nacionala references laboratorijas (BIOR) riciba ir pietiekams tehniskais nodrosinajums, lai
veiktu Sada veida testésanu:

1) Pamata laboratorijas aprikojums DNS izdaliSanai un sekvenésanas
biblioteku sagatavos$anai;

2) Illumina MiSeq sekvenésanas iekarta, ar kuras jaudu pietiek mérkétai
sekvenésanai (tada pati iekarta Sim mérkim izmantota iepriek$ minétaja Debode et al.,
(2019) pétijuma). Ja rastos nepiecieSamiba sekvenét pilnus genomus, sekvenésanas
jauda butu japalielina;

3) Lieljaudas skaitloSanas resursi sekvencu analizei — spéka esoss ligums
par Rigas Tehniskas universitates HPC centra izmantoSanu (paslaik jaudigakais
superdators Latvija).

Ta ka Sada izmekléjuma izmaksu lielako dalu sastaditu ar sekvenésanu saistito reagentu
iegade, ir iespéjams aptuveni prognozét, ar kadam izmaksam butu jarékinas, nemot vera
razotaju noraditas reagentu cenas:

e DNS izdalisanas komplekts NucleoSpin Food (Macherey-Nagel) — 3 EUR/paraugs

e Sekvenésanas biblioteku sagatavoSanas komplekts Nextera DNA Flex ar indeksiem
(Hlumina) — 44 EUR/paraugs

e Hibridizacijas oligonukleotidu panelis Lockdown Probe Pool (IDT) (458 zondes*) — 14-
114 EUR/paraugs — izmaksas atkarigas no ta, cik daudz paraugi tiek apvienoti viena
sekvenésanas reizé
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e Hibridizacijas reagenti xGen Hybridization and Wash Kit (IDT) — 2-17 EUR/paraugs —
izmaksas atkarigas no ta, cik daudz paraugi tiek apvienoti viena sekvenésanas reizé

e Sekvenésanas reagentu komplekts MiSeq Reagent Micro Kit v2 (300-cycles) (lllumina)
— 216 EUR/paraugs

*zondu skaits hibridizacijas paneli (un lidz ar to panela kopéja cena) ir atkarigs no ta, cik
lielu skaitu un cik garas genétiskas modifikacijas paneli ieklauj. Palielinoties autorizéto GMO
[Tniju skaitam, kas izmanto unikalus genétiskos elementus, attiecigi bltu japievieno jaunas
zondes. Saja pieméra zondu skaits ir tads pats ka tika izmantots Debode et al. (2019) pétijuma.

Nemot véra, ka ar $ada veida sekvenésanu nav iespéjams kvantificét atrasto GMO
saturu testéjama materiala, sekvenésana varétu kalpot ka skrininga metode (atsevisko
genétisko modifikaciju klatbatnes konstatésana, izmantojot nolasijumu kartésanu pret
references sekvencém) un ka papildus riks nezinamu GMO raksturosanai (de novo
asemblésana un ieglto sekvencu salidzinasana ar zinamajam). Pozitivo paraugu kvantifikacijai
joprojam batu jaizmanto reala laika PKR vai digitala PKR, lidz ar to analize un izmaksu
kalkulacija veidotos no vairakam dalam. Salidzinot uz sekvenésanu un reala laika PKR balstitu
skriningu, sekvenésanas prieksrociba ir iespéja viena analizé noteikt daudz lielaku skaitu
genétisko modifikaciju, Iidz ar to ir sagaidams, ka sekvenésana klis ekonomiski izdeviga,
palielinoties autorizéto GMO liniju skaitam, kuras ir jaieklauj skrininga.

Secinajumi

Ar sekvenésanas palidzibu ir iespéjams atklat dazada veida izmainas dazadu organismu
genomos. Tacu gadijumos, kad GMO nesatur nekadu aréjas izcelsmes genétisko materialu (ka
tas var bat jauno genoma redigésanas metozu pielietojuma rezultata), lidzigas vai identiskas
sekvences konstatéSana testéjama materiala vél nesniedz informaciju par to, vai konkréta
sekvence radusies dabiski vai maksligi. Lidz ar to sekvenéSana var palidzét risinat dazadus ar
GMO kontroli un testéSanu saistitus tehniskus izaicinajumus, bet ne Si briza sarezgitako
problému — nekluadigi atskirt genomiski redigétus organismus no dabiskiem.

Kaut ari vairakos pétijumos ir paradits masivi paralélo sekvenésanas tehnologiju
veiksmigs pielietojums GMO analizé, pirms plasas pielietosanas oficialaja kontrolé vél ir
nepiecieSami praktiski pétijumi, kas palidzeétu standartizét gan sekvenésSanas, gan
bioinformatikas metodes un noteikt piemérojamos kvalitates kritérijus.
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6. Arjaunam genétisko modifikaciju metodém ieguto organismu zinatniska
riska analize

6.1. levads

Biologiskas daudzveidibas konvencijas 8. nodala nosaka pusém pienakumu izveidot un
uzturet pasakumus, lai regulétu, vaditu vai kontrolétu riskus, kas saistiti ar dzivu modificéto
organismu (LMO) izlaiSanu®. Balstoties uz to, Kartagenas BiodroS$ibas protokola 1. nodala
nosaka sniegt ieguldijumu atbilstoSa limena aizsardzibas nodroSinasana mdusdienu
biotehnologijas rezultata radusos dzivu modificetu organismu droSas parvietosanas,
apstrades un izmantoSanas joma, kam var bat nelabvéliga ietekme uz biologiskas
daudzveidibas saglabasanu un ilgtspéjigu izmantoSanu, nemot véra ari riskus cilvéku veselibai
un Tpasi koncentréjoties uz parrobezu kustibam?’. Kartagenas protokols tika radits paredzot
nakotnes tehnologisko attistibu, tadél ir jalemj [idz kadai pakapei tas attiecas uz organismiem,
kas ieglti ar genoma redigésanas metodém (Tsuda et al., 2019).

ESAO darba grupa biotehnologijas normativas uzraudzibas saskanoSanai ir apspriedusi
droSibas un normativos apsverumus, ko izvirzijusi genomiski redigétie organismi. 2018. gada

— letekme uz veselibu, vidi un reguléjumu” (Tsuda et al., 2019).

Organismi, kas ieguti izmantojot jaunas selekcijas metodes, var saturét nukleinskabes
ar svesu izcelsmi. Dazadas valstis Sadu organismu regulésana atskiras. 2018. gada 28. marta
ASV lauksaimniecibas sekretars Sonijs Perdji pazinoja, ka ASV Lauksaimniecibas
departaments (USDA) “neregulé vai neplano regulét augus, kurus citadi varétu attistit,
izmantojot tradicionalas selekcijas metodes, ja vien tie nav augu kaitékli vai nav izstradati,
izmantojot augu kaitéklus ”*8 (Tsuda et al., 2019).

2018. gada 25. julija Eiropas Kopienas Tiesa Iéma, ka organismi, kas ieguti ar jaunam
mutagenézes metodém, tas ir, ar genoma redigésanu, atskiriba no konvencionalajam
mutagenézes metodém, "kuras ir biezi izmantotas un kuram ir ilgas drosas lietoSanas
vésture", nav atbrivotas no tiesibu aktiem, kas attiecas uz GMO (European Court of Justice,
2018).

Argentina, Cilé un Brazilija organismiem, kas iegiti ar jaunajam augu audzéanas
tehnologijam, nepiecieSams apliecinajums, ka tie nesatur nukleinskabes, kas iegutas no citiem
organismiem. Australija 2019. gada pienéma “Gene Technology Change (2019 Measures No.
1) Regulations 2019”, kas ir modificéts 2000. gada likums “The Gene Technology Act 2000”.
Ar to ir noteikts, ka Australijas valdiba neregulés genoma redigésanas tehniku izmantosanu
augiem, dzivniekiem un cilvéka Stnu linijam, kuros nav ieviestas jaunu genétisko materialu
kombinacijas. Savukart Jaunzélandeé visus genomiski redigétos organismus uzskata par

16 Convention on Biological Diversity (CBD). Article 8, in situ Conservation. Available online at:
https://www.cbd.int/ convention/articles/default.shtml?a=cbd-08.
17 CBD. Text of the Cartagena Protocol on Biosafety. Available online at: https://bch.cbd.int/protocol/text.

18 U.S. Department of Agriculture (2018). Secretary Perdue Issues USDA Statement on Plant Breeding
Innovation. Washington, DC. Available online at: https:// www.usda.gov/media/press-
releases/2018/03/28/secretary-perdue-issues-usdastatement-plant-breeding-innovation
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dziviem modificétajiem organismiem. Japana 2019. gada valdiba pienéma lémumu, ka ar
genoma redigésanas metodém iegutie galaprodukti, kas ieglti, izmantojot SDN-1, netiek
uzskatiti par tadiem, kas satur dzivus modificétus organismus (Tsuda et al., 2019).

Pielietojums lauksaimnieciba — letekme uz veselibu, vidi un reguléjumu” riska novértésanas
eksperti diskutéja par to, ka Saja joma butiski pieaug pétijumu sarezgitiba, un regulatoro
prasibu pieaugums neatspogulo zinatnisko pamatojumu, bet gan citus apsvérumus — socialos,
likumdosanas un politiskos. Dazi eksperti pieprasija, lai genomiski redigétie produkti tiktu
markéti un tiktu veikts monitorings ar mérki identificét potencialos riskus un sistematiski
ievakt datus, uz kuriem talak varétu balstit Iemumus. Citi eksperti iebilda, pret tadu politiku
attistibu, kas balstas uz statistiskajiem rezultatiem, kas ieguti lielu pétijumu rezultata. Vinu
ieskata katrai sabiedribai ir tiesibas vispirms definét, kadas bis to dzives veértibas, un tad
ieviest atbilstodu reguléjumu. ST pieeja atbilst uz hipotézi balstitai zinatniskajai paradigmai, un
lauj attistitaju un selekcionaru zinatniskajai sabiedribai labak saprast jaunas tehnologijas
(Friedrichs et al., 2019).

Uz produktu balstitas riska novértésanas stratégijas var parstavet iespéjamu pirmo soli,
lai ieviestu fokusétus pétijumus, kas butu ekonomiski pienemamaki gan pieteicéjiem, gan
uzraugosajam institlcijam. Uz So pieeju balstas ESAO, WHO un FAO Codex Alimentarius
dokumenti, kas izstradati pédéjo vairak neka 30 gadu laika. Svarigakie principi balstas uz: i)
organismu un ta izlaiSanu vidé; ii) ta ievieSanos un saglabasanos vidg; iii) uz iespéjamiem
rezultéjoSiem ekologiskajiem modificéta organisma efektiem, ka ari uz veselibu, ja tos
izmanto partikai un dzivnieku baribai (Friedrichs et al., 2019).

Norvégija GMO riska vértésana izmanto ar droSibu nesaistitu vértésanas pieeju (non-
safety assessment). Si pieeja ietver ne tikai ietekmi uz cilvéka veselibu un vidi, bet ar socialus
un étiskus apsverumus. Norvégijas Génu tehnologiju likums paredz, ka pirms jauno produktu
regulatora apstiprinajuma, vispirms tiek izvértéta So produktu ilgtsp€ja, ka ari étiska un sociala
ietekme. Pat tadas situacijas, kad riska zina genomiski redigétos organismus uzskata par
salidzinamiem ar nemodificétiem organismiem, tehnologijai papildus socialajiem ieguvumiem
var but arl negativa ietekme, kas pamato likuma prasito novértéjumu. Galvenais iemesls ir
genoma redigéSanas tehnologiju butiski atSkirigais raksturs, nemot véra to potencialu
jauniem, revolucionariem risinajumiem lauksaimnieciba un akvakultiira kopa ar ekonomisko
sistemu, ko veido patentu sistéma. Partika ir labas dzives pamats biologiski un kulturali, kas
prasa stingrakas novértéSanas proceduras neka tas, kas nepiecieSsamas citam nozarém, vismaz
tadas valstis ka Norvégija ar stingram tradicijam valsts kontrolé par lauksaimniecibas tirgu un
selekcijas programmam. Pamatojoties uz Siem principiem, Norvégija nav atlauts izmantot
partika un bariba vairakus klasiskos GMO, kas ir autorizéti ES. Pieméram, antibiotiku
rezistences génu dél ir aizliegta kukurlGza Bt176, rapsis MSI1xRF1(PGS1), rapsis
MS1xRF2(PGS2) un rapsis Topas 19/2. Rapsu GT73, Ms8, Rf3 un Ms8xRf3 aizlieguma iemesls
ir GMO vai transgéna izplatiSanas risks videi, ka ari tas, ka nav socialas lietderibas un ir
piekluve alternativam razosanas sistemam. Savukart kukurtzas 1507 aizliegums ir balstits uz
&tiskiem apsvérumiem, jo $is GM augs ir tolerants pret herbicidu glufosinata amoniju. Sis
herbicids Norvégija ir aizliegts. Tiek uzskatits, ka nebatu étiski izmantot Norvégija graudus vai
produktus, kas iegati citas valstis, izmantojot $o herbicidu (Myskja and Myhr, 2020).

Ta ka genoma redigésana ir daudzam institlcijam pieejamaka tehnologija, jo ta ir Ietaka
un efektivaka neka iepriekséjas GM tehnologijas, var iedomaties, ka nakotne nesis vairakus
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nisas produktus, kas ir vai nu patentéti, vai brivi pieejami ar atvérta koda palidzibu. Turklat
genomu redigétos augus izstrada ne tikai starptautiski uznémumi, bet ari mazaki vietgjie
uznémumi un pétniecibas iestades. Ari $ajos gadijumos var apgalvot, ka jasaglaba sabiedribas
kontrole, nodroSinot, ka Sie produkti ir ilgtspéjigi un dod sabiedribai labumu, ievérojot
Norvégijas selekcijas programmu tradicijas. Tas mazinas sabiedribas skepsi pret GMO. Turklat
ar droSibu nesaistitu jautajumu ieklausana var palielinat cilvéku uzticibu regulatorajiem
procesiem. Uzticibas jautajumam ir izSkiroSa nozime attieciba uz patérétaju un tirgus
pienemsSanu, un tas attiecas gan uz patérétaju iespéju izveléties partiku, kuru vini vélas
iegadaties, sniedzot attiecigu informaciju, gan ari to, ka partika ir razota (Myskja and Myhr,
2020).

6.2. Génu dzinu riska novértésanas specifika

Lai gan génu dzini eksisté art daba, ir zinatnieki, kuri uzskata, ka maksligi raditie génu
dzinu organismi (GDO) atskiras no paslaik partika un dzivnieku bariba izmantotajiem GMO ar
vairakam 1pasibam, kuras ir svarigi nemt véra riska vertésana, ka ari sabiedribai pienemama
un &tiska vértéjuma, kas ir svarigi, lai §is tehnologijas varétu izmantot. Sis atikirigas Tpasibas
attiecas uz tadam jomam ka pielietojuma stratégijas, komercializacija, modifikacijas
izplatisanas, tehniska realizacija un ekosistémas:

1) Galvenais klasisko GMO meérkis ir pasargat augus no stresora — kaitékliem vai
nezalém, pieskirot augiem rezistenci pret tiem. Savukart GDO tiek izstradati ta, lai
ietekmeétu visu kaitéklu populaciju, lidzigi ka sterilo kukainu tehnologijas gadijuma.

2) Klasisko GMO gadijuma transgénu nodos$ana citiem organismiem, pieméram,
radniecigam savvalas sugam, nav vélama, bet GDO gadijuma tieSi tads ir mérkis -
nodot transgénu visiem attiecigas sugas Ipatniem. GMO sakrustoSanas ar tuvu
radniecigam sugam ir ar zemu varbUtibu saglabaties populacija, jo notiks pazimes
izskaldisanas nakamajas paaudzés. Savukart GDO pazimei ir daudz lielaka varbutiba
izplatities pat tados gadijumos, kad ta ir ar negativu selekcijas iezimi (Simon et al.,
2018). Paslaik pétijumu Saja joma ir maz. ASV ir vértéta GE séjas idras Camelina sativa
potenciala horizontala génu parnese uz radniecigam savvalas sugam (Zhang et al.,
2020). Lauka izméginajumu ar Sadiem augiem pagaidam vél ir maz, un tajos nav
konstatéta negativa ietekme uz vidi (Metje-Sprink et al., 2020).

3) Tiklidz géna dzina aléle atstaj norobeZoto vidi un nonak daba, genétiskas
daudzveidibas I|imenis sanémeéjorganisma ari var sakt ietekmét transgéna
izplatiSanos. Savvalas populacijas, uz kuram, visticamak, attiecas GDO, genétiski ir
daudzveidigas. Tadéjadi mijiedarbiba starp transgénu un genétisko fonu klUst
sarezgitaka un mazak paredzama. Neveiksmigi populacijas nomacosie génu dzini
varétu samazinat meérka sugu genétisko daudzveidibu un ietekmét populacijas
attistibu grati prognozéjamos veidos. Parasti genétiskas daudzveidibas [imenis
dazadas sugas ir |oti atSkirigs, un tapéc tas ir rapigi jaapsver, veidojot un novertéjot
GDO.

4) GDO nodod CRISPR/Cas sistemu savvalas organismiem, un tas notiek daba. GMO
gadijuma vidé tiek izplatits gatavs un parbaudits komercializéjamais produkts,
pieméram, konkréta augu skirne, kas tiek kultiveta razas iegtsanai. Savukart GDO
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gadijuma genétiska modifikacija pati izplatas ekosistema. Tas izplatiSanos nav
iespéjams apturét, to nav iespéjams atsaukt (withdrawn).

5) lespéjams, ka viens no batiskakajiem GDO jaunajiem aspektiem ir tas, ka tie modificé
savvalas augus vai dzivniekus, kas parsvara ir invazivas sugas vai kukainu vektori
cilveku un dzivnieku slimibam. Modifikacijas var tikt izplatitas talu no sakotnéjas
izlaiSanas vietas. Kukainis var bt kaitéklis agroekosistéma, bet arpus tas tas var nebut
kaitéklis (Simon et al.,, 2018). Kadas kaitigas nezales likvidéSana var apdraudét
apputeksnétajus, kas ir atkarigi no $1auga, kuru uzskata par nezali (COGEM, 2018).

Pirms izlaiSanas daba, GDO organismiem ir nepiecieSama gudra riska novértésanas
stratégija (Simon et al., 2018). NepiecieSams izvértét vairakus aspektus, kas vides riska
noveértéjuma saistiti ar génu inZenierijas cela iegltiem génu dziniem telpa un laika (14. tabula).
2020. gada ir pienemts ari EPNI zinatniskais atzinums par génu dziniem. Tas galvenokart
izvértéja esoSo GM dzivnieku riska novértésanas vadliniju atbilstibu génu dzinu organismiem.
Galvenie secinajumi ir, ka EPNI 2013. g. vadlinijas nav pietiekami specifiskas un nav
pietiekamas génu dzinu kukainiem. Secinajumos ir uzsvértas jomas, kuras vadlinijas ir
japapildina un jakonkretize, pieméram, vides riska novértéjums, post market vides
monitorings un daudzas citas (EFSA, 2020).

14 .tabula

Apkopojums par bitiskiem jautajumiem attieciba uz génu dzinu organismu vides riska
novértéjumu telpa un laika (péc Then et al., 2020)

Jautajums Pamatojums Kadas ir pieejamas
metodes?
1)Vai ir iespéjams kontrolét | Pasreplikacija un vides, ka art | Kontrolétos apstaklos,
genétisko stabilitati | epigenétiskie efekti var | ievérojot plasu noteikto
nakamajas paaudzés? novest pie jaunu efektu | vides apstaklu klastu,
paradisanas nakamajas | janovéro vairakas paaudzes,
paaudzés, kas nav bijusi | kas lauj novéertét vismaz
noveroti pirmaja paaudze. Istermina evollcijas ietekmi.
Rezultats japielieto
konteksta ar 2. un 3.
jautajumu.
2)Vai ir iespéjams nemt véra | Lielakoties dabiskajas | Vairuma gadijumu ievietotos
meérka populaciju genétisko | populacijas ir augsts | génus  nevar  parbaudit
daudzveidibu? genétiskas  daudzveidibas | mijiedarbiba ar dabisko
limenis. Sis heterogénais, | populaciju genétisko
genétiskais fons var izraisit | daudzveidibu.  Pieméram,
negaiditus efektus, kas nav | kukainiem laboratorija

bijusi novéroti laboratorijas
populacijas.

audzétie celmi var parstavet
tikai  nelielu  genétiskas
daudzveidibas dalu no
savvalas populacijas.

3)Vai ir iespéjama génu
parnese uz citam sugam?

Jairiespéjama génu parnese
un hibridais pécnacéjs ir

Varétu bat iespéjams veikt
hibridizacijas eksperimentus
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Jautajums Pamatojums Kadas ir pieejamas
metodes?
dzivotspéjigs, jaunradusies | kontrolétos apstaklos.
organismi ir jauzskata par | Rezultati jasaista konteksta
jauniem GMO gadijumiem, | ar 1. un 2. jautajumu.
kuriem ir javeic atsevisks
novértejums.
4)Vai vides riska | Kritiskie posmi populaciju | Liela meéroga ietekmi uz
novertéjuma ir iespéjams | attistiba, kas saistiti, | populacijam var noveértét ar
integrét meérka sugas | pieméram, ar ziemas | modelu palidzibu, bet
populacijas dinamiku un | sezonu, var radit inbridingu | empiriskie pétijumi ir
dzives cikla aspektus? un izmainas genétiskaja | sarezgiti. Rezultati
variabilitate. jainterpreté saistiba ar 1. un

2. jautajumu.

5)Vai uztvero$o vidi var | Nevélami efekti var rasties | Sie aspekti ir jaizvérté katra
definét (noteikt) saistiba ar | no mijiedarbibas ar | gadijuma atseviski un soli pa
attiecigo mijiedarbibu un | dazadiem vides | solim. Vairuma gadijumu
ierobezot  attieciba uz | komponentiem — tadiem ka | ilgtermina, kumulativo un
iespéjamo izplatibu? saistitie mikrobiomi, | kombinatorisko  iedarbibu

simbionti, baribas kédes, | nevar iepriek$ parbaudit vai

pléséji. Ir janem véra gan | izpétit.

sauszemes, gan  Udens

ekosistémas, gan

kompleksas mijiedarbibas,

pieméram, signalceli un

uzvedibas aspekti.

Mijiedarbibas dzives cikla
var buat atskirigas dazados

attistibas posmos,
pieméram, olai, kapuram,
kiininai, pieaugusam
ipatnim.

Kanada veikta pétijuma dazadu valstu eksperti ir paudusi viedokli par to, kadi sociali-
ekonomiskie aspekti bltu janem veéra, lai novertétu tadu augu potencialos riskus, kas ieguti
ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam (15. tabula). Aptauju aizpildija 113 dalibnieki.
Ekspertu grupa dominéja viriesi (80%), vecuma no 45 lidz 65 gadiem (70%). Puse dalibnieku
dzivoja Ziemelamerika, 30% Eiropa un 20% paréjas pasaules dalas (6% Afrika, 5% Azija, 4%
Okeanija un 5% Centralaja un Dienvidamerika). Lielakajai dalai respondentu bija doktora grads
(71%) un 20% bija magistra grads. Astondesmit procenti bija nodarbinati un 14% bija
pasnodarbinatie. Cetrdesmit procenti stradaja ripnieciba, 26% universitatés un 20% valdibu
institlcijas. Sakotnéja registracija ekspertu grupas dalibniekiem tika jautats par kultGraugu
veidu un tirgu, ar kuru vini strada. Galvenas intereséjosas kultlras bija labiba (63%), ellas augi
(43%), paksaugi (39%) un darzeni (25%). Vairak neka 70% ekspertu stradaja ar partiku un
baribu, 43% ar Skiedrvielam, 37% ar rupnieciskajam sastavdalam un 29% - ar vides
pakalpojumiem. Kopuma 56 procenti sevi atzina par zinatniskiem ekspertiem, bet 44% - par
socialiem ekspertiem (juristi, agrobiznesa vaditaji utt.) (Lassoued et al., 2019).
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15.tabula

Ekspertu viedoklis par sociali-ekonomiskajiem apsvérumiem, kuriem batu jabat
ieklautiem jauno audzésSanas tehnologiju riska novértésanas procesa (péc Lassoued et al.,

2019)
Sociali — ekonomiskie apsverumi %
Partikas droSiba 75
letekme uz biologiskas daudzveidibas saglabasanu un ilgtsp€&jigu izmantosanu 69
Atbilstiba biodrosibas pasakumiem, ieskaitot institucionalas izmaksas 67
Kaitigo organismu sastopamibas izmainu ekonomiska ietekme, kas rodas mainoties | 66
praksei zemnieku saimniecibas
Ekonomiska ietekme, ko var radit pesticidu un herbicidu izmantoSanas apjomi un 64
efektivitate
Sekundara ar veselibu saistita ietekme ka rezultats izmainam pesticidu un herbicidu | 58
lietoSana
Zemnieku tiesibas 55
GMO lidzaspastaveésana 52
letekme uz pamatiedzivotaju un vietéjam kopienam, iztiku, tradicionalajam 51
zinasanam un biologisko daudzveidibu
Makroekonomiska ietekme, ieskaitot uz ilgtspéjigu attistibu 49
Visparigas éetiskas normas 46
letekme uz patéréetaja izvéli vai patérina paradumiem 42
Mikroekonomiska ietekme uz individu, majsaimniecibu vai kopienu 19
Zemes 1pasumtiesibas 18
Kultdras un garigie paradumi 18
letekme uz piekjuvi tirgum un tirdzniecibu valsts un starptautiska [Tment 15
letekme uz darba spéku un nodarbinatibu 12
letekme uz dzimumu 10
Migracija starp laukiem un pilsétam 10

Ir daudz zinojumu par neparedzétam sekam, pieméram, ne-mérka efektiem,
neparedzetiem meérka efektiem un citiem neparedzétiem efektiem, kas rodas genoma
redigéSanas rezultata, kurus visus var ietvert ar terminu genomiskas neregularitates.
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Neskatoties uz to, genomisko neregularitasu meklésana Sajos pétijumos nebut nav ierasta, un

.....

Ar genoma redigésanas procesu saistiti
riski:
meérka/nemérka efekti, ieskaitot
neplanotas izmainas genoma, epigenoma,
transcriptoma, proteoma, metaboloma un

mikrobioma.

Riski, kas saistiti ar vecaku génu
inZenierijas tehniku izmantosanu genoma
redigesana:
levietoto génu raditi neplanoti efekti,
pieméram, saimniekorganisma DNA

parkartoSana, epigenétiskas izmainas.

Riski, kas saistiti ar konkréto pazimi:
Neplanoti efekti molekulara, Stnas,

organisma un ekosistémas liment.

Protokoli, kas nepiecieSami molekularo
datu ieguvei:
Bioinformatikas un omikas standartizacija
un ieviesana, lai varétu paredzét un noteikt

neplanotas izmainas.

14.attéls. Genomiski redigétu organismu riska novértésanas elementi (péc Kawall et al.,

2020).

Varbitiba D, ka génu dzinis piesarnos ne-mérka sugu ietver varbutibu, ka dotais DNS
fragments pariet no mérka sugas uz ne mérka sugu (19. attéls). Tas var notikt, izmantojot
hibridizaciju (Hyb) vai ar citiem lidzekliem (Transf). Péc tam Cas9 géns un guide RNS géns ir
jaekspresé jaunaja saimniekorganisma ar konkrétu varbdtibu (Express). Péc tam mérka
sekvencei ir jatiek atpazitai un sagrieztai ar CRISPR-Cas9 ar noteiktu varbatibu (Cut). Génu
dzina kasetei vajadzétu ievietoties griezuma vieta ar varbatibu (Flank); imnsistéma to
nedrikst eliminét (Immune), un, visbeidzot, to nevar eliminét ar stohastiskiem vai selektiviem

procesiem ar noteiktu varbutibu (Nonextinct):

D = (Hyb + Transf) x Express x Cut x Flank x Immune x Nonextinct (Courtier-Orgogozo et

al., 2019).

CRISPR-guide
RNA
recognizes
target and cuts
The Cas9 gene is in the new host
expressed in the
germline

of the new host Cut Flank

Express
Transfer to another species

by hybridization or other means
Hyb Transf

Flanking sequences
allow the copy
of the gene drive
cassette

The immune system
does not reject
Cas9-expressing cells

Immune

The drive invades
the population

Nonextinct

101



19.attéls. Dazadi posmi, kuri var bt iesaistiti horizontala génu parnesé uz nemérka sugu (péc
Courtier-Orgogozo et al., 2019).

6.3. Secinajumi

1. Eiropas Savieniba organismi, kas ieglti ar jaunam mutagenézes metodém, tas ir, ar
genoma redigésanu, tiek uzskatiti par GMO, lidziga pieeja ir Jaunzélande.

2. Citur pasaulé tos neuzskata par GMO, pieméram, ASV, ja vien tie nav augu kaitékli vai nav
izstradati, izmantojot augu kaitéklus, vai Australija, ja tajos nav ieviestas jaunas genétisko
materialu kombinacijas.

3. Argentina, Cilé un Brazilija organismiem, kas iegiiti ar jaunajam augu audzéanas
tehnologijam, nepiecieSams apliecinajums, ka tie nesatur nukleinskabes, kas iegltas no
citiem organismiem. Japana par GMO neuzskata tos organismus, kas ieguti ar SDN-1.
Norvégija GMO riska vértésana ietver ne tikai ietekmi uz cilvéka un dzivnieku veseltbu un
vidi, bet ari socialus un étiskus apsvérumus.

4. Butiskakas génu dzinu atskiribas no klasiskajiem GMO ir to meérkis ietekmét visu kaiték|u
populaciju, nodod transgénu attiecigas sugas 1patniem, ari negativa selekcijas spiediena
gadijuma, So organismu izplatisSanos nav iespéjams apturét/ atsaukt (withdrawn).

Atsauces

COGEM (Netherlans Commission on Genetic Modification). 2018. Gene drives: Experience
with gene drive systems that may inform an environmental risk assessment. Rudelsheim
P.L.J. and Smets G. Perseus BVBA. https://cogem.net/app/uploads/2019/07/CGM-2018-
03-Report-Gene-Drives-met-kaft.pdf

Courtier-Orgogozo V, Danchin A, Gouyon P-H, Boéte C. 2020. Evaluating the probability of
CRISPR-based gene drive contaminating another species. Evol Appl, 13: 1888 — 1905.

EFSA GMO Panel (EFSA Panel on Genetically Modified Organisms), Naegeli H, Bresson J-L,
Dalmay T, Dewhurst IC, Epstein MM, Guerche P, Hejatko J, Moreno FJ, Mullins E, Nogue
F, Rostoks N, Sanchez Serrano JJ, Savoini G, Veromann E, Veronesi F, Bonsall MB,
Mumford J, Wimmer EA, Devos Y, Paraskevopoulos K and Firbank LG, 2020. Scientilc
Opinion on the adequacy and sufficiency evaluation of existing EFSA guidelines for the
molecular characterisation, environmental risk assessment and post-market
environmental monitoring of genetically modiled insects containing engineered gene
drives. EFSA Journal 2020;18(11):6297.

Kawall K, Cotter J, Then C. 2020. Broadening the GMO risk assessment in the EU for genome
editing technologies in agriculture. Environ Sci Eur 32:106.

Lassoued R, Macall DM, Smyth SJ, Phillips PWB, Hesseln H. 2019. Risk and safety
considerations of genome edited crops: Expert opinion. Current Research in
Biotechnology, 1:11-21.

102



Metje-Sprink J, Sprink T, Hartung F. 2020. Genome-edited plants in the field. Current Opinion
in Biotechnology, 61: 1-6.

Myskja BK, Myhr Al. 2020. Non-saftey assessments of genome-edited organisms: should they
be included in regulation? Science and Engineering Ethics,
https://doi.org/10.1007/s11948-020-00222-4

Simon S., Otto M., Engelhard M. 2018. Synthetic gene drive: between continuity and novelty.
EMBO rep, 19: e45760.

Then, C., Kawall, K. and Valenzuela, N. (2020), Spatiotemporal Controllability and
Environmental Risk Assessment of Genetically Engineered Gene Drive Organisms from
the Perspective of European Union Genetically Modified Organism Regulation. Integr
Environ Assess Manag, 16: 555-568.

Tsuda Mai, Watanabe Kazuo N., Ohsawa Ryo. 2019. Regulatory Status of Genome-Edited
Organisms Under the Japanese Cartagena Act. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 7:387.

Xu, J., Hua, K. & Lang, Z. 2019. Genome editing for horticultural crop improvement. Hortic Res
6, 113.

Zhang C-J, Mahoney J, Kim D-S, Sun S, Gan L, Fan J, Yan X. 2020. Pollen longevity, flowering
phenology, and seedbank persistence of Camelina sativa (L.) Crantz and congenic species.
Industrial Crops and Products, 156:112872.

103



Pielikumi

104



1.pielikums. Projekta darba grupas sanaksmes

protokols

Darba grupas sanaksme notiek attalinati, izmantojot Zoom

2020. gada 2. junija, plkst. 15:00

Sede piedalas:

Lelde Grantina-levina, projekta vaditaja, vadosa pétniece, Zinatniskais institlts BIOR;
Nils Rostoks, projekta eksperts, vadosais pétnieks, Latvijas Universitate;

Juris Kibilds, projekta eksperts, LU un BIOR doktoranttras students, pétnieks, Zinatniskais
institats BIOR;

Aija Jérina, projekta eksperte, vadosa pétniece, Zinatniskais institlts BIOR;

Elizabete Miltina, LU magistrantiras studente, Zinatniskais instittts BIOR.

Sanaksmi protokolé: projekta vaditaja L. Grantina-levina

Sanaksmes darba kartiba:

1.

Lelde Grantina-levina - informacija par projekta mérki, uzdevumiem. Tss ieskats par metodém,
ka art Euginius datu bazé esosajiem GMO, kas iegiti ar genoma redigéSanas metodém. L.
Grantina-levina informé, ka informacija par projektu ir ievietota InstitGta BIOR majas lapa
marta.

Juris Kibilds - prezentacija par lidzSinéjo BIOR pieredzi darba ar NGS. Paslaik BIOR pieejamas
sekvenésanas iekartas ir lllumina MiSeq sekvenators un Applied Biosystems 3500 Sangera
sekvenators. lespéjams, nakotné tiks iegadats MinlON no Oxford Nanopore. Tehniskais
nodrosSinajums datu analizei: pieeja RTU High Performance Computing (HPC) klasterim — 1200
CPU, 22 GPU, 238 TB RAM, iespéjams Linux videé darbinat visu pieejamo programmataru; CLC
Genomics Workbench uz stacionara datora; BIOR kopéjais datu uzglabasanas serveris.
Pieredze un pasreizéjie pielietojumi: baktériju pilna genoma sekvenésana, Metabarcoding,
Shotgun metagenomika, Mérkéta SNP sekvenésana (tiks sakta augusta, pétijjumu objekts bis
zivis). Potencialie pielietojumi Saja projekta: amplikonu sekvenésana — iespéjams, lidzigi ka ar
metabarcoding pieeju varétu kvantitativi novértét, cik liela dala no genétiska materiala satur
noteiktu genétisko modifikaciju; mérkéta sekvenésana — ar hibridizacijas vai PCR palidzibu

izolét intereséjosos DNS fragmentus sekvenésanai. Domajams, hibridizacijas metode btu
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mazak kvantitativa, nav zinams, kads butu detekcijas limits. L. Grantina -levina piebilst, ka
Insitata BIOR ir pieejams ari pirosekvenators.

3. Elizabete Miltina - pieredze darba ar digitalo PCR ar "klasiskajiem" GMO. E. Miltina pastasta
par pétijumu, kas tiek veikt vinas magistra darba ietvaros, kura meérkis ir izstradat un ieviest
praksé uz dPCR balstitu metodi GMO kvantificésanai.

4. Nils Rostoks - par SDN1/2 un ODM atzinumiem un citu jaunako informaciju. N. Rostoks
pastasta par prieksrocibam, ko dod SDN-3, SDN-1/2. EPNI ir sniegusi atzinumu par SDN-3 2012.
gada. Paslaik norit sabiedriska apspriesana EPNI sagatavotam atzinumam par SDN-1/2. Citi
aktuali atzinumi ir par augiem un mikroorganismiem, kas ieguti sintétiskas biologijas cela, ka
ari par kukainiem, kas iegtti ar gene drive tehnologiju. N. Rostoks informé par jauniem Eiropas
Padomes un EPNI mandatiem.

5. Lelde Grantina-levina - tuvakas aktivitates projekta un pienakumu sadalijums atbilstosi

projekta aktivitatém.

1. aktivitate. Veikt diagnostikas iespéju izpéti un zinatniska riska analizi organismiem, kas iegtti ar

jaunajam mutagenézes metodém:

Jaizvélas potencialie modificéto organismu piemeéri, kas tuvakajos gados varétu bat aktuali

Latvijas tautsaimniecibai — augi, dzivnieki, mikroorganismi?

e Tiek veikta So organismu diagnostikas iespéju izpéte — J. Kibilds NGS iespéjas, A. Jérina un E.

Miltina dPCR iespéjas.

e Paraléli tiek veikta izvéléto organismu zinatniska riska analize — N. Rostoks (molekularais

raksturojums), L. Grantina-levina (riska analize).

e Diagnostikas iespéju izpétes un zinatniska riska analizes rezultati tiks ieklauti projekta pirma

gada atskaite.

2. aktivitate. Veikt zinatniska riska analizi organismiem, kas ieglti ar mutagenézes metodém un tadam
jaunajam tehnologijam ka gene drive un citam jaunajam audzésanas metodém (new plant breeding

techniques) atbilstosi Latvijas tautsaimniecibai:

e Divi seminari, lai iepazistinatu ar Sim tehnologijam, uzzinatu So ieintereséto pusu viedokli par
tam, tai skaita par iespéjamiem ieguvumiem, zaudéjumiem un izaicinajumiem, ko varétu radit
sadi organismi Latvijas tautsaimniecibai un videi — 11.03.2020., oktobris-novembris. L.

Grantina-levina — seminara organizésana, visi projekta eksperti — prezentacijas seminara;
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o Sis aktivitates ietvaros ir planots sagatavot popularzinatnisku rakstu (atbildiga L. Grantina-
levina).
Tiek nolemts, ka tuvako divu nedélu laika projekta eksperti veic individualu darbu, lai talak
izvélétos potencialos modificéto organismu piemérus, kas tuvakajos gados varétu bat aktuali Latvijas

tautsaimniecibai — augi, dzivnieki, mikroorganismi.

Sanaksmi beidz pl. 17:00.

L. Grantina-levina
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2. pielikums. Popularzinatnisks raksts

| RAZIBA

Punktsparnu augjmusas
Drosophila suzuki
ierobezosanas iespgjasie
génu redigésapu
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Drozofilas ir auglu musinas, kas biezi ir redzamas vasara, kad ir daudz pargatavojusos un jau
paostosu augju un ogu. Auglu Musam ir vairakas sugas, viena no tam — punktsparnu augjmusa —
ir kjuvusi par brstamu kaitekli vairakas Eiropas valstls. Punktsparnu augmusa Drosophila

Suzuki ir potenciali jauns kaiteklis arT Latvijas aug|u darzos.

SACATAVOJA: Dr. biol. L CRANTINA
tulfoto: hitps:#ucsdnews ucsd.edu, Michelle Bul, U

an Diego

Punktsparnu auglmusas raksturojums un ierobezosanas
metodes

Kaitekla latiniskais nosaukums ir Drosophila suzuki, angliskais -
spotted wing drosophila. Tevini ir 2.6-2.8 mm gari, ar melnu
punktveida plankumu tuvu katra sparna galam. Matites ir
3.2-3.4 mm garas un bez $ada punktveida plankuma (EPPO,
2011b). Atkirtba no citam drozofilam & aug/musa, izmantojot
zobainu dejekli, dej olas zem mizas ogas un auglos, kas vel tikai
nogatavojas. Viena dejeklz doriena vieta matite iedej vienu Iidz
tris olas, bet savas dzives laika ta var izdet idz 300 olam. Ta ka
vienu augli olu deszanai var izmantot vairakas matites, tad taja
var attistrties idz pat 60-70 pecnacejiem. |z3krusies kapuri (rdz
3.5 mm gari) un velak arm koninas attrstas aug|u un ogu iek3puse,
izraisot botiskus bojajumus, kam var sekot puve. KOninas var

SEPTEMBRIS

+ SAIMNIEKS LV

IEVINA, Partikas drodrbas, dzivnieku vese

skals Institots BIOR

as un vides zinatn

attrstities arT auglu un ogu arpuse. Dzives cikls ir Tss - viena lidz
divas nedelas, atkara no klimatiskajiem apstakliem.

Japana $im kaiteklim gada var bot dz pat 13 paaudzem,
Amerikas Savienotajas Valstrs (Kalifornija) - 3-10 paaudzes.
Tadejadi ir botiski razas zudumi. Lidz pagajusa gadsimta 30.
gadiem &is kaiteklis bija sastopams tikai Japana, bet pade-
jas desmitgades invazivi izplatijies visos kontinentos, iznemot
Antarktrdu. Tas ir konstatets Sibirijas dienvidos Krievija (2003),
Spanija (2010), Italija (2010), Frandija (2010) un Slovenija (2011).
Ir aprekinats, ka Kalifornija, ASV, laika perioda no 2008. gada Iidz
201%. gadam punktsparnu auglmusas radrtie kaitejumi ir saga-
dajusi 39 mill. USD lielus zaudejumus, sabojajot 20-100 % raZas
(Buchman et al 2018; EPPO, 20113, EPPO, 2011b). Pedejos gados
Sis kaiteklis ir konstatets jau vairakas mums geografiski tuvakas
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valstis: Polija (2014), Zviedrija (2014), Ukraina, 201&, Somija
(2019 (https-#gd.eppoint/taxon/DROSSU/ distribution). Tam
pattk klimats ar augstu mitrumu un merenam temperataram.
Aukstas ziemas neietekme kaitekla izdzvofany, jo tas irieviesies
gan KInas zieme|os, oan Hokaido dienvidu daja (EPPO, 2011k}

VishieZak &1 auglmu#a boja avenes, kazenes, zemenes, sal-
dos kirfus, persikus un aprikozes. Retak tiek bojati aboli, plomes
un vinogas. Tas var invadet arT savvalas augus, piemeram, mieal-
lenes. Sie augli un ogas, ka an to tirdzniectba tiek uzskatiti par
galvenajiemn kaitekla pameses celiem no vienas valsts Uz citu, jo
novaksanas [aika bojajumi var bot vl neizteikti un nepamanami.
Kaitekla atirsitha turpinas transporta laika. Velak, jau cita valstr,
bojatie augi un ogas var nonakt komposta, no kurienes pieau-
guiie Tpatpi var invadet vietejos darzus. Tirdzniectha ar augu
stadamo materizlu tiek wzskatlta par zema riska izplattbas ceju
(EPPO, 20113, EPPO, 20110).

Patlaik pieejamas D. suzukii ierobefosanas metodes balstas
uz plada spektra insekiicidiemn, no kuriem neviens Latvija nav
registrats lietofanai pret auglmuiam (VAAD, 2020). Valstrs, kur
£adi kdzek]i, plemeram, malations, ir redistreti, noverota variabla
efektivitate, apgrotinosa lietofana auglu nogatavoianas laika,
ka3 arTiespRjama D suzukii rezistences rasanas (Buchman et
al 2018). Spanijd ir konstatat punktsparnu aug)musas dabiskie
ienaidnicki — parazitoldi, spoilapsenes Pachucrepoideus win-
demmiae un tum&lapsenes Trichopria cf. drosophilae, kas sava
attlsitba izmanto aug/musas koninas un botiski samazina pieau-
guio Tpatnu izveidofanos bojatajos auglos un ogas. Pedjuma tika

RA/IBA

konstatéts, ka dabiski ar Ziem parazitoidiemn bija invadatas 4-10%
drozofilu koninw, bet laboratorijas apstaklos Midz pat 83 %, Atklati
arT plesigi kukaini no koku laupntajblak&u dzimtas (Orivs l2eviga-
tus) un spijastes Labidura riparia, kas barojas ar aug/musas olam
vai kapuriem. Laboratorijas apstaklos fie plesigie kukaini nogali-
naja idz pat 74 % drozofilu olu un k3puru (Gabarra et al, 2015).
Tomer biologiskas kontroles preparati vel netiek plati izmantoti
{Buchman et al 2018).

Punktspamu augjmusas ierobeZosana ar génu redigésa-
nas palidzibu

iens no variantiem nakotng &1 kaitekla populadjzs ierobeio-
£anai ir izmantot genatiski modificétus organismus, kas izveidoti,
balstoties uz genu drzina (gene drive) sistBmam, kuru iedzimttba
nenotiek pec Mende)a likumiem — g&nu dzina ocrganismu jeb
genu sastopamiba katra paaudze pieaug pat tad, ja nav izdzT-
vosanas prieksrocbu Viena no vislabak izstradatajam sistemam
0. suzukii ierobedotanai ir Medea sistema (Medea - Maternal
Effect Dominant Embryonic Armest). Medea sisteéma balstas uz
toksina — prethdzekla kombinacijas ekspresiju (Buchman et al
2018). Medea sisteéma ir dabiski sastopama daba. Ta ir atklata
miltu vabolei Tribolium castanewm, kur ta regul2 populacijas
bilvumu, k3 20T pelgm Mus muscwus, kur ta izraisa smagu kom-
binetu anemiju un trombaocitopeniju (citets pac. COGEM, 2018).

Punktsparnu auglmusai Medea sistema microRMNS (miRMNE)
toksTns tiek ekspresets oogenize sieviSkajiem Tpatniem, kuriem
ir Medea sistema, savukart pretiidzeklis ekspresgjas agrinas
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embriogengzes stadijas pecnacejiem, kuriem ir &7 sistema (L
attels). Toksinu kodgjo%ais gens tiek parmantots visiem pecnace-
Jiem no matmes, kurai ir Medea sistema, kas izpauzas kd miRNS
vada svarga ebrioniska gena apspietana, kas izraisa normalas
ombringengzes attistthas partrauksanu. Pecnacsji, kas parmanto
Medga sistemu, sapem prethdzekli, ko veido &1 svarfga embri-
oniska gena kopija, kas ir rezistenta pret miRNS, atlaujot notikt
normalai attrstibai. Pecnace), kuriem nav Medea sistema, nevar
normali attistities un iet boja. Balstoties uz $adu iedzimiTbu,
Medea sistema konkrataja kaiteklu populacija atri izplata pati
sevi un kvienu taja ievietoto genu (Cargo). S3ds ievietotais géns

gadijuma daba bos nepieciefams izlaist daudz mazak labora-
tori}a pavairoto Tpatnu neka sterlo kukainu tehnologijas (sterile
insect technigue) gadljuma, kas plasi tiek izmantota Vidusjoras
augimusas Cevatitis capitata ierobeZosanai (Buchman et al 2018).
Sterilo kukainu tehnolodija ir videi draudzToa kukainu apkaroéa-
nas metode, kas ietwer merka kaitekla maswveida audzesanu un
sterilizaciju, izmantojot stamojumu, kam seko sistematiska sterilu
tavinu izplatiana noteikia vieta, kur tie parojas ar sauva)as matl-
t8m, kuram %3das parofanas rezultata nav peonaceju, tadejadi
kaitek|u populacia samazinas (https.fwww.iaea.org/topics”
stenile—insect-technique).

l u mm,

1. attéls. Maksliga Medea sis-
tema D. suzukii. (A) D. suzukii
Medeoa transgens tika izveidots,
lai saturgtu miRNS toksinw, kas
iedarbojas uz géna mudBB 5°
UTR sekvenci, kas ekspresiju

nodrosina specifisks mo mati-

q :i l:lu
Dmr 4 Bpﬂﬁ-ﬁ <.
¥ me tmea
et L
Citoplazma
B Cc D
Homdia sltislika Ho mdliiea mantols loksins tee: mbdites menlels fohsing + 2igatas anlidels

tes parmantots BicC promoters,
un pretidzekli, kas sastav no O
suzukii mudB8 kodejosa regiona,

4

S

=

kura ekspresiju nodrofina agri-
nai embriologiskajai stadijai
- athilstogs Bnk promaoters, ka arm
divus atsevigkus transformacijas
markierus. Sie markieri ir eGFP,
kuru kontrol2 acu krasai speci-
fisks 3xP3 promoters, un dsRed,
kuru kontrole biefi sastopams
hr5-IE1 promoters. (B) Normalas
attistthbas gadijuma no matites
mantotais mudBE tiek uzkrats

 Embriogeneze

embrija, kur tas ir nepiecietams
normalai attisttbai. (C) Medea

E Mo + 0
M i + *
+ Me 4 M M M

+ M
Toww U HE

warety bOt gans, kas izraisa uznembu pret k2du konkrstu kKmisku
wielu un ko aktive konkreti vides apstakli, pieméeram, temperatdra
wai diapauze (Buchman et al 2018).

Viena no $adam sistémam tika radita jau 2007, gada citai dro-
zofilas sugai - Drosophila melanogaster (Chen et al, 2007). Tika
izmantots gans mydB8, kuru parmanto pa mates iniju. Sis gans
ir nepieciefams agras embrija attistthas stadijas, lai nodroginatu
dorzoventralu atistthu. Ar divu miRNS palidzibu, kas ekspress-
jas mejozes laika, 5T gena darbiba tiek aptureta. Prethdzeklis ir
miRNS-nejutios mudBE transgens, kas aktivejas zigotas stadija
{Chen et al, 2007). 201B. gada $ada sistema tika radita punki-
sparnu augmuiai, izmantojot detras miRNS malekulas, kas
iedarbojas uz mydS8 genu. ledzimttha nakamajas paaudzes
bija B7-100 % Tiek uzskatits, ka Medea sistBmas izmantosanas
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sistBmas miRMS toksTns ledarbo-

T} jas uz myudB8 mRNS oodengzes
M * laika, kavejot normalu uzkrasa-
nos embrija un izraisot embrija
MMM M

navi tiem pecnacgjiem, kas nav
parmantojuii Medea sistemu.
() Embrijiemn, kuriem ir Medea
sistBmas kopija, ekspresejas tads
mydB8 variants, kas nav jutrgs
pret miRMNS toksinu, kas ekspresgjas agrinas embriogengzes
stadijas, kas rezultejas ar miRNS izraisnu letalitati. (E) Ja krusto
heterozigotiskus Medea viriSkos Tpatnus ar savvalas tipa sie-
vigkajiem Tpatniem, visi peCnaceji izdzvo, jo no sieviska Tpatna
mantotais toksins netick ekspresets (kreisaja pusa). Ja krusto
heternzigotiskus Medea sievitkos Tpatnus ar sawvvalas tipa viris-
kajiemn Tpatniemn, 50 % pacnaceju, kas nav parmantojudi Medea
sistemu, iet boja (vidD). Krustojot heterozigotiskus sieviskos Tpat-
nus ar heterozigotiskiemn viriSkajiern Tpatniem, 75 % pecnaceju
parmanto Medea sistemu vai nu no teva, vai mates un izdzivo,
kamer tie, kas neparmanto, neizdzlvo (labaja pusa).

Attels adaptets no Buchman et 2l (2018). Paskaidrojumi attela
redzamajiemn apzimejumiem: Dicer - endoribonukleaze Dicer, kas
Ske| pre—microRMNS Tsakos fragmentos, kurus sauc par microRNS

Turpinajums 54 lpp
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[miRMNS); Risc — RNS inducets gena izslegianas komplekss;
Drosha - ribonukleaze, kas darbojas microRNS processinga
sakuma stadijas. Exportin-5 — proteins, kas eksport® pre—mic-
roRMS ara no kodaola uz citoplazmu; Cargo - jebkurs merka gens,
ko var ievietot Medea sistema.

Lidz ar Medea sistemu eksiste val arT citas genu dzinu sistemas,
piemiram, t3das, kas balstitas un CRISPR/CAS sistemu. T3 ir pas-
laik plasi zmantota genu redigdsanas sistéma, ar kuras paidziou
rada endonuklea#u dzinu sistemu. S1s sistémas prieksrocha ir
tada, ka tiek izmantota viegli izveidojama vadibas RNS (guide
RNA), kas atrod genoma savu vietw. Pamatelementi &ai sistemai
ir CRISPR endonukleazes géns, viena vai vairakas vadibas RMS
sekvences un atkartba no pielietosanas veida merka gans (2.
attels). Sistemu parasti ievieto plazmida, kurd abas puses dzina
kasetei ir merka sekvencei homologas sekvences, lal inducitu
integrétanos genoma (homing) (COCEM, 2018). Ar 3Ts sistBmas
palidzibu ir raditas tadas mutacijas, kas izraisa izmainas sievitgko
Tpatnu dzimumorganos, tadejadi ietekmeajot vairofanos (Fang
and Scott, 2014). Citos gadijumos daba varbtu palaist sterilus
viriskos Tpatnus, kas parotos ar savvalas sievidkajiemn Tpatpiem, ta
rezuliata samazinot vai pilnTba iznfcinot punktsparnu auglmusas
populacijas (Kalajdzic and Schetelig, 2017) Pamata gpenu dzina
maodifikadijas konkretzja populacija neuzskata par paliekofam jed
permanentam. Uzskata,
ka vienmer izselekcio-
n@sies rezistentas aloles.
Tomer tas wvaretu prasit
ilgu laiku, kas botu pie-
tiekams, lai partrauktu
konkreta kaitekla popu-

Génu dzina organisms

lacijas atiisitbu (COCGEM,
2018). B = guida RNA
[0 =cast
2. attéls. CRISPR/Cas

genu dzina izplatréa-
nas (attdls adaptets no
COGEM, 2018).

&1 jauna tehnologija
ir izraistjusi gan zinat-
nieku entuziasmu, gan
da¥adu ekspertu batas
Kaut arf nakotné génu
dzinu sisteémas varetu
izmantot lauksaimniec- ¥
bas kaiteklu un invazivu

i |
sugu kontrolei, apdrau-
detu sugu glabianai =)
vai slimbu parngsataju  19enu dzipa organisms
1 savvales lips 1ar

nomaksanai, tomer vis-
pirms nepieciefams
novertet to iespejamas
nevelamas blakusparadibas un izraistas izmainas ekosistemas.
Eiropas partikas nekaitiguma iestade paslaik strada pie genu
dzinu organismu riska novertejuma, iesaistot 53ja procesa am ES
dabwvalstu iedzivotajus, nevalstiskas organizacijas un kompeten-
tas iestades (EFSA, 2020).
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v pristenes nrhum,l,

parravums

nehameloga galu awlanﬁnl \‘-\‘ homalaga resombingeija

1 génu dzipa organisms
mutaciju marka vieta

Pateicibas

Informacija sagatavota Lauku atbalsta dienesta finanseta pro-
|ekta Arjaunam genétisko modifikaciu metodém iegdiu partikas,
dzivnieky bartbas un fo piedevu noteikdana un f3du produkiu
zinatniska riska novartejums ietvanos.
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3. pielikums. leligums un seminara
programma 2020. gada 12. marta

BIOR

3 PARTIKAS DROSIBAS, DZIVNIEKU VESELIBAS
UN VIDES ZINATRISKAIS INSTITOTS

lelugums

Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institats “BIOR” aicina JUs
2020. gada 12. marta uz bezmaksas seminaru “GMO partika, bariba un augu pavairojamaja
materiala — aktualas tendences, riska novertéjums”!

Seminara sakums pl. 9:30.

Seminars paredzéts lauksaimniekiem, dzivnieku baribas razotajiem, partikas parstrades
uzneémumu kvalitates kontroles laboratoriju ekspertiem, uznémumu kvalitates kontroles
nodalu specialistiem, partikas joma stradajosam diagnostikas laboratorijam, Valsts augu
aizsardzibas dienesta ekspertiem, Partikas un veterinara dienesta parstavjiem un Zemkopibas
ministrijas parstavjiem, ka ari attiecigo nozaru zinatniekiem.

Seminara stastisim par aktualitatém GMO kontroles un riska vértésanas joma partika,
dzivnieku bariba un augu pavairojamaja materiala. Lidzam aizpildit pieteikSanas anketu un
pieteikt savu dalibu lidz 10. martam. Vietu skaits ierobeZots!
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3 PARTIKAS DROSIBAS, DZIVNIEKU VESELIBAS
UN VIDES ZINATRISKAIS INSTITOTS

Seminars
GMO partika, bariba un augu pavairojamaja materiala — aktualas
tendences, riska novértéjums
Programma
9:30 — 10:00 Registrésanas, kafija/téja
10:00 levads. Instituta “BIOR” direktors Aivars Bérzins.
10:10 Kas ir “klasiskie” GMO? Ka Sadus GMO veido? — Nils Rostoks

10:50 GMO piemaisijumu noteikSana partika un bariba — no paraugu ieguves lidz testéSanas
rezultatam, GMO riska vértésana - Lelde Grantina-levina

12:00 Kafijas pauze

12:20 GMO zinatniskas riska novértésanas zinatnisko ekspertu komisijas darbs —Janis Ancans
12:40 Eiropas likumdoSana GMO joma, situacija Latvija — Juris Zinars, Sigita Boca

13:00 GMO situacija Latvija — PVD RobeZkontroles pieredze — Tatjana Garanca

13:20 Jaunakie GMO veidi, to nozime lauksaimnieciba — Nils Rostoks

14:00 Jautajumi/diskusijas/anketas
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4. pielikums. leligums un seminara
programma 2020. gada 3. novembri

BIOR

3 PARTIKAS DROSIBAS, DZIVNIEKU VESELIBAS
UN VIDES ZINATRISKAIS INSTITOTS

Lauku atbalsta dienesta finanséta projekta “Ar jaunam genétisko modifikaciju metodém iegitu
partikas, dzivnieku baribas un to piedevu noteikSana un sadu produktu zinatniska riska novértéjums”
seminars

lelugums

Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institats “BIOR” aicina JUs
2020. gada 3. novembri uz bezmaksas on-line seminaru Zoom platforma “GMO un genomiski
redigéti organismi: pielietojums un riska novertéjums”! Seminara sakums pl. 10:00.

Seminars paredzeéts attiecigo nozaru zinatniekiem un politikas veidotajiem.

Seminara stastisim par GMO un genomiski redigétiem organismiem. Lidzam pieteikt
savu dalibu Iidz 28. oktobrim, noradot e-pastul!
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3 PARTIKAS DROSIBAS, DZIVNIEKU VESELIBAS
UN VIDES ZINATRISKAIS INSTITOTS

Lauku atbalsta dienesta finanséts projekts “Ar jaunam genétisko modifikaciju metodém iegitu
partikas, dzivnieku baribas un to piedevu noteikSana un $adu produktu zinatniska riska novértéjums”

Seminars
GMO un genomiski redigéti organismi: pielietojums un riska
novértejums

Programma

10:00 levads. Projekta mérki un uzdevumi — Lelde Grantina-levina
10:05 Analize par organismiem, kas ieguti ar saitspecifiskam nukleazém — Nils Rostoks
10:25 Génu dzini un to iesp€jamais pielietojums lauksaimnieciba — Lelde Grantina-levina

10:45 EUGINIUS datu baze esosas informacijas analize par genomiski redigétiem organismiem
— Aija Jérina, Elizabete Miltina

11:15 Pauze (10 min)

11:25 Jaunas paaudzes sekvenésanas metozu iesp€jamais pielietojums genomiski redigetu
organismu detekcija — Juris Kibilds

11:45 Genomiski redigétu organismu riska analize — Lelde Grantina-levina

12:05 Diskusija
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5. pielikums. Seminaru dalibnieku viedoklis

4 ==\

par jaunajam genoma redigesanas
tehnologijam

Viedokla iegusanai tika izmantoti jautajumi no Eiropas Komisijas 2020. gada februari —
aprilt izplatitas anketas dalibvalstim. Anketas kopuma aizpildija septini respondenti.
AtseviSkos gadijumos atbildes bija dotas tikai uz daju no jautajumiem. Anketas tika izplatitas
abu projekta organizéto seminaru laika.

Seminaru "GMO partika, bariba un augu pavairojamaja materiala — aktualas tendences,
riska novértéjums", kas notika klatiené 2020. gada 12. marta, apmekl€ja vairak neka 35 cilveki,
ieskaitot lektorus. Cetri seminara dalibnieki parstavéja dzivnieku baribas raZotajus, Cetri
dalibnieki parstavéja privatas laboratorijas un laboratorijas reagentu un materialu izplatiSanas
firmas, Cetri dalibnieki bija no Zemkopibas ministrijas, tris daltbnieki bija no Valsts Augu
aizsardzibas dienesta, tris dalibnieki — no Partikas un veterinara dienesta, viens dalibnieks bija
no Vides aizsardzibas un regionalas attistibas ministrijas, viens dalibnieks bija no Valsts
izglttibas attistibas agentiras, bet viens dalibnieks parstavéja uznémumu, kas sniedz
konsultacijas partikas uznémumiem. Divpadsmit dalibnieki parstaveja dazadus zinatniskos
institdtus un augstakas izglitibas iestades — Latvijas Universitates (LU) Biologijas institatu, LU
Biologijas fakultati, Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatnisko institltu BIOR,
LLU Dzivnieku zinatnu institdtu un Agroresursu un ekonomikas institdtu. Sis seminara laika
tika iegutas seSas anonimi aizpilditas anketas.

Seminara “GMO un genomiski redigéti organismi: pielietojums un riska novértéjums”,
kas notika attalinati 2020. gada 3. novembiri, piedalijas 30 dalibnieki, ieskaitot lektorus. Divi
dalibnieki parstaveéja Valsts Augu aizsardzibas dienestu, divi dalibnieki bija no Zemkopibas
ministrijas, viens dalibnieks bija no Valsts izglitibas attistibas agentiras, bet viens parstaveja
uznémumu SIA LIDL Latvija. Trispadsmit dalibnieki parstavéja dazadus zinatniskos institltus
un augstakas izglitibas iestades — LU, LU Biologijas institttu, LU Biologijas fakultati, LU
Mikrobiologijas un biotehnologijas institttu, Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides
zinatnisko institttu BIOR, Vides risinajumu instititu un Agroresursu un ekonomikas instituta
Priekulu pétniecibas centru. Paréjie dalibnieki bija doktoranttras studenti no LU Augu un
augsnes resursu doktorantiras skolas. ST seminara dalibniekiem aptaujas anketas tika
izplatitas elektroniski jau pirms seminara. Péc seminara tika sanemta viena aizpildita anketa.

Zindtne un inovdcijas

Uz 1. jautajumu, vai pédéjo piecu gadu laika esat bijis iesaistits ar nacionalo finanséjumu
finansétos projektos, kas bijusi saistiti ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam, netika
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ieglta neviena apstiprinosa atbilde. Pieci respondenti no septiniem (71,43 %) atbild€ja, ka nav
bijusi iesaistiti Sados projektos, un sniedza paskaidrojumus, kadi varétu but potencialie
izaicinajumi un sekas $adu projektu finansésanai. Ka viens no izaicinajumiem tika minéta sadu
zinatnisko projektu izmaksu efektivitate. Cits respondents noradija, ka pétijumiem
nepiecieSamo éetikas atlauju sanemsSana varétu aiznemt neproporcionali lielu laiku
salidzinajuma ar projekta laika grafiku. Ka citi izaicinajumi tika noraditi tadi aspekti ka fakts,
ka genomiski redigétie organismi tiek pielidzinati GMO, ka ari bazas par sabiedribas izpratnes
un informacijas trikumu, ka ar1 politikas attieksme pret Sadu projektu nepiecieSamibu.

Uz 2. jautajumu, ka Jis kopuma vértejat ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam
saistitas zinatnes attistibu, tika iegltas septinas atbildes. Viens respondents (14,29 %)
noradija, ka ir nepiecieSama plasaka informacija, bet paréjie sesi respondenti (85,71 %) pauda
pozitivu attieksmi, pieminot, vinaprat, dazus veiksmigus piemérus véza arstéSana un cilvéka
genoma redigésana. Viens no respondentiem pauda viedokli, ka “nozare turpinas attistibu un
sabiedribas attieksme léni, bet tiks mainita par labu GMO produktiem”. Viens respondents ar
jaunam genoma redigéSanas tehnologijas saistito zinatni raksturoja ka sféru ar lielu izaugsmes
potencialu, piebilstot, ka “diemzél Latvija/ES-13 valstis ir salidzinosi maza aktivitate, un tas ir
saistits ar zinatnes finanséjumuy/nelielu augsti attistitu uznémumu skaitu” .

Uz 3. jautajumu, vai Jus esat jutis nepiecieSamibu péc zinatnes, kas saistita ar jaunajam
genoma redigésanas tehnologijam, no privatajam vai publiskajam personam, tika iegutas
sesas atbildes, no kuram tris respondenti (50 %) atbild&ja noliedzosi. Par&jie pauda, ka ir jutusi
nepiecieSamibu péc zinatnes privataja un publiskaja sektora ka piemeérus minot medicinas
nozari, raziguma paaugstinasanas iespéjas lauksaimnieciba, GMO klatbltnes konstatésanu
paraugos, ka ari visparigu interesi.

Uz 4. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas varétu dod kadas iesp€éjas
un ieguvumus zinatnei, sabiedribai un lauksaimniecibas un partikas razosanas sektoram, tika
iegltas 7 atbildes. Viens respondents atbildeja noliedzosi, pamatojot to ar zinasanu trikumu,
bet paréjie (85,71 %) atbildéja pozitivi. Ka pieméri iespéjam un ieguvumiem minétajos
sektoros tika uzskaititi tadi ka letakas un efektivakas tehnologijas, precizaka selekcija,
iespéjamie pielietojuma veidi medicina un farmakologija (génu terapija, cilvéka genoma
uzlabosana, slimibu vektoru izskausana).

Uz 5. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas varétu radit izaicinajumus
un baZas zinatnei, sabiedribai un lauksaimniecibas un partikas razosanas sektoram, tika
iegltas sesas atbildes. Visi respondenti saskatija izaicinajumus un bazas minétajam nozarem.
Cetri no respondentiem jeb 66.67 % pauda baZas attieciba uz sabiedribas attieksmi, kas varétu
blt negativa, ka iemeslu minot izpratnes trikumu. Viens no respondentiem pauda viedokli,
ka sabiedribas attieksme varétu atstat negativu iespaidu uz attiecigo jauno produktu
realizaciju tirgl. Viens respondents pamatoja savas bazas attieciba uz sabiedribu ar pieméru
par klasisko GMO partikas kede, piebilstot, ka sabiedribas “satraukums par pielietojumiem
medicina nav novérots”. Paréjo respondentu baZas bija saistitas ar to, ka genomiski redigétus
organismus varéetu izplatit bez atbilstosas kontroles, ka tie varétu izkonkurét savvalas augus,
ka art tika minétas teorétiskas baZzas par jaunizveidoto ipasSibu parmantojamibu. Viens
respondents noradija, ka “zinatnei un raZosanai nepieciesams parveidot dazadus procesus un
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pieldagot ricibas modelus”. Viens respondents pieminéja faktu, ka jaunas genoma redigésanas
tehnologijas ES tiek pielidzinatas GMO.

Informacija par dialogu ar sabiedribu un nacionalie pétijumi

Uz 6. jautajumu, vai Jasu vai kada cita institlicija/organizacija ir organizéjusi nacionala
[fTmena dialogu saistiba ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam, tika sanemtas tris
respondentu atbildes. Viens respondents atbildéja, ka ir organizéti seminari ar dazadu
sabiedribas grupu un ekspertu iesaisti, bet neaprakstija saturu, metodologiju un secinajumus.
Parejie divi respondenti atbildéja noliedzosi un, ka nekas nav zinams par $ada veida dialogiem.

Uz 7. jautajumu, vai Jasu vai kada cita institlicija/organizacija ir organizéjusi nacionala
fmena pétijumus saistiba ar sabiedribas viedokli par jaunajam genoma redigésanas
tehnologijam, tika sanemtas tris respondentu atbildes — visas noliedzosas.

Informacija par potencialam iespéjam un ieguvumiem no jaunajam genoma redigésanas
tehnologijam un to produktiem

Uz 8. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu dod
kadas iespéjas un ieguvumus lauksaimniecibas un partikas razoSanas sektoram, medicinas vai
razosanas sektoram, tika iegltas septinas respondentu atbildes. Pieci respondenti (71,43 %)
noradija uz pozitiviem ieguvumiem lauksaimniecibas un partikas razosanas sektoros, kas bija
saistiti ar precizaku un atraku selekciju, kultiraugu izturibu pret herbicidiem, kaitékliem un
slimibam, augstaku uzturvértibu, dazadu metabolitu ieguvi. Divi respondenti (28,57 %)
noradija uz potencialam iespéjam un ieguvumiem medicinas sektora — organu transplantacija,
infekcijas slimibu apkarosana, genétisko slimibu arsté$ana, zalu raZzosana. Viens respondents
(14,29 %) atbildéja noliedzosi, pamatojot to ar zinasanu trikumu.

Uz 9. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu dod
kadas iesp€jas un ieguvumus sabiedribai kopuma, pieméram, videi, cilvéku, dzivnieku un augu
veselibai, ka arl socialos un ekonomiskos ieguvumus (isaka un garaka laika posma), tika
iegltas septinas atbildes. Viens respondents (14,29 %) atbildéja noliedzosi, nepaskaidrojot,
kapéc. Paré€jie sesi respondenti (85,71 %) sniedza pozitivas atbildes. Divi respondenti (28,57
%) noradija, ka jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu palidzét
slimibas parnésajosu kukainu kontrol€, bet viens respondents (14,29 %) noradija, ka tos
varétu izmantot invazivu sugu izskausanai. Viens respondents (14,29 %) pieminéja slimibu un
kaitéklu kontroli, sikak neprecizéjot. Divi respondenti (28,57 %) pieminéja iesp&jamu
pielietojumu cilvéku veselibas joma, viens respondents (14,29 %) — ari dzivnieku veselibas
joma. Viens no Siem respondentiem bija piebildis, ka manipulacijas ar cilveka genomu butu
stingri jakontrolé, bet ne jaaptur, tika uzsvérta nepiecieSamiba zinatnei attistities un
sabiedribai pielagoties. Tika uzsverts, ka iespéjas un ieguvumi varétu bat tieSi sociali un
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ekonomiski mazak aizsargatajiem cilvékiem. Viens respondents (14,29 %) noradija, ka jaunas
genoma redigésanas tehnologijas un to produkti ilgaka laika posma varétu risinat izaicinajumu
saistiba ar vides piesarnosanas problémam. Viens respondents (14,29 %) noradija, ka ar
jaunam genoma redigésanas tehnologijam iegutie produkti ir augstakas kvalitates produkti.
Viens respondents (14,29 %) noradija, ja Eiropas Savieniba neizvélas Sos risinajumus
komerecializét, to izdaris citas valstis.

Uz 10. jautajumu, vai Jus saskatat konkrétas iespéjas mazajiem un vid€jiem
uznémumiem saistiba ar piekluvi jaunajam genoma redigésanas tehnologijam, kopuma tika
iegltas seSas atbildes. Viens respondents (16,67 %) atbildéja pozitivi, noradot, ka iespéjas
varétu bat bioinformatikas pakalpojumiem un lielo datu analizei. Pieci respondenti (83,33 %)
atbildéeja noliedzosi. Viens respondents savu viedokli nepaskaidroja sikak. Divi respondenti ka
iemeslus minéja So tehnologiju dardzibu jeb resursu trikumu, ka art problémas ar pieejamibu
Sim tehnologijam. Viens no Siem respondentiem paskaidroja, ka pieejamibas problémas
saistitas ar patentiem un dazadam atlaujam, kas rada lielas papildus izmaksas. Viens
respondents noradija, ka ir “griti izkontrolét sSo tehnolodiju darbibas mérkus, lietosanu”, bet
viens noradija, ka tas vél nav pietiekami attistijusas.

Uz 11. jautajumu, vai Jis saskatat kadas iespéjas un ieguvumus no jauno genoma
redigéSanas tehnologiju un produktu patentésanas vai piekJuves patentiem, tika iegutas
piecas atbildes. Cetras atbildes (80,00 %) bija parliecinosi pozitivas, bet viens respondents
atbild€eja, ka iesp€jas un ieguvumi no jauno genoma redigésanas tehnologiju un produktu
patentésanas vai piekluves patentiem varétu bt iespéjami, bet nejutas kompetents par to
spriest. Viens respondents noradija, ka iespé&jas un ieguvumi varétu but saistiti ar jaunu
produktu attistibu. Viens respondents detalizéti pamatoja savu viedokli attieciba uz to, ka
bltu nepiecieSama atvieglota piek|uve patentiem bez iesp€jas pagarinat terminus, lai netiktu
kaveta zinatnes attistiba un tehnologiju monopolizésana.

Informacija par potencialiem izaicinajumiem un baZzam saistiba ar produktiem, kas iegdiiti,
izmantojot jaunas genoma redigésanas tehnologijas

Uz 12. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu
radit izaicinajumus un baZas lauksaimniecibas un partikas sektoram, medicinas vai razosanas
sektoram, tika iegUtas piecas atbildes. Visi respondenti (100 %) saskatija kadus iesp&jamos
izaicinajumus un bazas. Viens respondents noradija, ka “attiecigi planojot un ieviesot drosibas
testus, riskus var batiski mazinat”. Viens respondents bija noradijis, ka jaunie izaicinajumi bis
“jaunas kvalitates prasibas, procediru parveide un uzraudziba”. Viens respondents bija
paskaidrojis, ka izaicinajumi un bazas varétu bat saistiti ar “génu parmantojamibu dabiskajos
organismos”. Viens respondents pamatoja savu viedokli ar to, ka ar laiku varétu paradities
tadi GMO, kurus butu neiespéjami atskirt no dabiskiem mutantiem.

Uz 13. jautajumu, vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu
radit izaicinajumus un baZas sabiedribai kopuma, pieméram, videi, cilvéku, dzivnieku un augu
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veselibai, ka ari socialos un ekonomiskos izaicinajumus (1saka un garaka laika posma), tika
iegltas piecas atbildes. Visi respondenti uz $o jautajumu atbildéja apstiprinosi. Viens
respondents nebija stkak pamatojis savu viedokli, bet viens respondents bija noradijis, ka
modifikacijas, kuras naktu par labu cilvekam, potenciali varétu atstat negativu ietekmi uz vidi.
Vel tika piebilsts, ka jaunas un dargas tehnologijas varétu apgritinat mazu uznémumu
radiSanu. Viens respondents pauda baZas, ka jaunie organismi varétu izkonkurét dabiskos.
Divi respondenti noradija, ka izaicinajumi un baZas ir vairak psihologiski vai saistiti ar
informacijas trakumu.

Uz 14. jautajumu, vai Jus saskatat konkrétus izaicinajumus mazajiem un vid€jiem
uznémumiem saistiba ar piekluvi jaunajam genoma redigésanas tehnologijam, tika iegutas
piecas atbildes. Viens respondents (20 %) atbildéja noliedzosi, paskaidrojot, ka razoSanas
procesa nonaks gatavi protokoli. Cetri respondenti (80 %) atbildéja, ka saskata izaicinajumus
mazajiem un vidéjiem uznémumiem saistiba ar Sim tehnologijam. Viens respondents
nesniedza sitkakus paskaidrojumus, bet tris respondenti minéja tadus nosacijumu ka resursu
pieejamiba, augstas izmaksas komercializacijas gadijuma, genoma redigésanas tehnologiju
dardzibu, zinatniskas izpétes nepiecieSamibu, dazadu atlauju nepiecieSamibu, patentu
dardzibu. Viens respondents noradija, ka uzskaititie nosacijumi samazinas mazu un vidéeju
uznémumu konkurences spéjas.

Uz 15. jautajumu, vai Jus saskatat kadus izaicinajumus un bazas saistiba ar jauno
genoma redigéSanas tehnologiju un produktu patentésanu vai piekluvi patentiem, tika
sanemtas piecu respondentu atbildes. Tris respondenti (60 %) atbild&ja apstiprinosi, ka vini
saskata izaicinajumus un baZas saistiba ar patentésanu vai piekluvi patentiem, ka piemérus
minot, ka “lielie uznémumi var radit patentu monopolu, tadejadi, izspieZot no tirgus mazos
uznémumus”, nepartrauktu tiesasanos par svarigakajiem patentiem, ka ari resursu
pieejamibu un izmaksas. Divi respondenti (40 %) atbildéja, ka nesaskata izaicinajumus un
baZas saistiba ar patentésanu vai piek]uvi patentiem. Viens no respondentiem nepaskaidroja
savu atbildi, bet otrs noradija, ka tas ir pie nosacijuma “ja bis saprotamaka sistéma”.

Uz 16. jautajumu, vai Jums ir vél kadi komentari, tika ieglta viena atbilde, ka kopuma ir
gruti komentét iesniegtas atbildes, jo trakst informacijas, [idz ar to paustais viedoklis ir balstits
uz stereotipiem.
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6. pielikums. Respondentu atbilzu
apkopojums

Aptaujas anketa par genoma redigésanas tehnologijam

Kopéjais respondentu skaits — 7.
Zindtne un inovdcijas

1. Vai pédéjo piecu gadu laika esat bijis iesaistits ar nacionalo finanséjumu finansétos
projektos, kas bijusi saistiti ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam?
o Jaja, ludzu noradiet projekta nosaukumu un norades, kur iespéjams atrast
informaciju par So projektu:
Respondentu atbildes — 0.

o Janég, ludzu noradiet, kadi varétu but potencialie izaicinajumi un sekas sadu
projektu finansésanai:
Respondentu atbildes — 5.
1.Potencials izaicinajums varétu bt izmaksas. Atkariba no projekta sekas var
but, ka kaut ko jaunu atklajam vai neatklajam, lidz ar to projekts sevi atpelna
vai neatpelna, vai ir lietderigi iegulditi valsts lidzekli.
2.Tiek pielidzinati GMO likumiem.
3.Sabiedribas izpratnes veicinasana.
4.Etikas komisijas pozitivu atzinumu iegiisana laika, kas samérojams ar
projekta ievieSanu. Var aiznemt daudz laika/resursu.
5.Informacijas trikums, politikas attieksme pret nepiecieSamibu.

2. KalJus kopuma vértejat ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam saistitas
zinatnes attistibu?
Respondentu atbildes — 7.
1.Genoma redigeésanas tehnologijas attistas aizvien straujak, liels solis bija CRISPR
atklasana. Ar So metodi jau ir veiksmigi veikta génu editéSana véza pacientiem. Ka
art nevar nepieminét genu editéSanas gadijumu Kina, kas, manuprat, ir veiksmigs
sasniegumes.
2.Pozitivi, manuprat, nozare turpinas attistibu un sabiedribas attieksme léni, bet
tiks mainita par labu GMO produktiem.
3.NepiecieSama plasaka informacija.
4.Kopuma veértéju pozitivi.
5.Joma ar lielu izaugsmes potencialu. Diemzél Latvija/ES-13 valstis salidzinosi maza
aktivitate. Saistits ar zinatnes finanséjumu/nelielu augsti attistitu uznémumu
skaitu.
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6.Pozitivi.
7.Loti labi. Eksperti ir zinoSi un ar labu praktisko pieredzi.

3. Vai Jis esat jutis nepiecieSamibu péc zinatnes, kas saistita ar jaunajam genoma
redigéSanas tehnologijam, no privatajam vai publiskajam personam?
Ja ja, ludzu precizéjiet, kadas tiesi vajadzibas esat konstatgjis?
Respondentu atbildes — 6.
1.J3, bet tas gandriz vienmer ir bijis saistits ar medicinas nozari; ir bijusas diskusijas
par produkcijas palielinasanas iespéjam lauksaimnieciba.
2.GMO klatbutnes konstatésana kontroles paraugos.
3.N¢, neesmu jutis.
4.Vispariga interese bez talakas attistibas. Tas atbilst tautsaimniecibas strukturai.
5.Née
6.Ne.

4. Vaijaunas genoma redigésanas tehnologijas varétu dod kadas iespéjas un ieguvumus
zinatnei, sabiedribai un lauksaimniecibas un partikas razoSanas sektoram?

o Jaja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:
Respondentu atbildes — 6.
1.J3, attistoties tehnologijam, palielinas redigésanas iespéjas, ne tikai
zinatnei, bet visiem kopuma. Ka ari, tehnologijai attistoties, ta klust létaka,
lidz ar to pieejamaka. Kadreiz izmantoja ZFN un Talen, bet tagad plasi lieto
CRISPR-Cas9 metodi, ka art pamazam attistas ari citas metodes.
2.Ella ar samazinatu holesterolu.
3.lespéjas efektivizét procesus, uzlabot produkciju, potenciali nakotne
uzlabot ari cilveku genomu.
4.Domaju, ka pozitivaki ieguvumi sabiedribai ir medicina, farmakologija.
5.Génu terapija medicina. GM augi, dzivnieki u.c. pielietojumi (sterili odi
malarijas apkarosSani utml.)
6.Precizaka selekcija. Kvalitativakas lauksaimniecibas biotehnologijas
metodes.

o Jané, ludzu paskaidrojiet, kapéc?
Respondentu atbildes — 1.
1.Trukst zinasanu.

5. Vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas varétu radit izaicinajumus un baZas
zinatnei, sabiedribai un lauksaimniecibas un partikas razoSanas sektoram?
Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:
Respondentu atbildes — 6.
1.Spilgts piemérs butu Kina, kur He Jiankui editéja cilveka genomu. Tas parada to, ka
jaunas genoma redigésanas tehnologijas klust pieejamakas. Ka redzams pamazam
tuvojamies situacijai, kad kada privata laboratorija péc kada klienta vélmém varétu
nekontroléti izveidot organismu ar redigétu genomu un palaist savvala, pieméram,
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komercialiem nolukiem izveidot izturigaku, razigaku risu skirni, kuru bez parbaudém
varetu audzet un pardot.

2.Vai GMO neizkonkureés savvalas sugas? Sabiedribas attieksme varétu negativi
ietekmeét pardosSanu.

3.Sabiedriba triikst izpratnes par zinatniskiem aspektiem. Zinatnei un razoSanai
nepiecieSams parveidot dazadus procesus un pielagot ricibas modelus.

4.Bazas sabiedriba rada iespéjamas sekas, kuras nakotné nevar vél paredzet.
5.BaZas sabiedribai, laba ilustracija GMO partikas kedé. Satraukums par
pielietojumiem medicina nav noveérots.

6.Ja! Teorétiskas par parmantojamibu. Mutagenéze EU ir GMO.

Ja ne, ludzu paskaidrojiet, kapéc?
Respondentu atbildes — 0.

Informacija par dialogu ar sabiedribu un nacionalie pétijumi

6. Vailasu vai kada cita institdcija/organizacija ir organizéjusi nacionala limena dialogu
saistiba ar jaunajam genoma redigésanas tehnologijam?
Ja ja, ludzu 1si aprakstiet saturu, metodologiju un secinajumus!
Respondentu atbildes — 3.
1.Ne.
2.Seminari ar dazadu sabiedribas grupu un ekspertu iesaisti.
3.Nav zinams.

7. Vai Jusu vai kada cita institlcija/organizacija ir organizéjusi nacionala limena
pétijumus saistiba ar sabiedribas viedokli par jaunajam genoma redigésanas
tehnologijam?

Ja ja, ludzu 1si aprakstiet saturu, metodologiju un secinajumus!
Respondentu atbildes — 3.

1.Ne.

2.Ng, personiski neesmu bijis iesaistits.

3.Ne.

Informacija par potencialam iespéejam un ieguvumiem no jaunajam genoma redigésanas
tehnologijam un to produktiem

8. Vaijaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu dod kadas iespéjas
un ieguvumus lauksaimniecibas un partikas raZoSanas sektoram, medicinas vai
razosanas sektoram?

Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:

Respondentu atbildes — 6.
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10.

1.Protams. Partika iespéja vieglak izaudzét auglus/darzenus ar paaugstinatu
aizsardzibu pret herbicidiem, kaitékliem, augu slimibam. Modificéjot organismu
metaboliskos celus var letak un vieglak ieglt dazadus kimiskus savienojumus
(piemérs: humulina raZosana E. coli bakteérijas).

2.Ja, uzlaboti produkti ar augstam uzturvértibam.

3.Slimibu un kaitéklu kontrolésana.

4.lespéjas varéetu but medicina organu transplantacija, infekcijas slimibu
apkarosana, zalu raZzoSana.

5.Ja3, daudzus, gan medicina, gan lauksaimnieciba. Genétisko slimibu arstésana
(somatiskas $iinas), ar potencialu korigét embrija limeni. Atraks jaunu 3kirnu
izveidoSanas laiks.

6.Precizakas metodes, atraks selekcijas process.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 1.
1.Trukst zinasanu.

Vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu dod kadas iespéjas
un ieguvumus sabiedribai kopuma, pieméram, videi, cilveku, dzivnieku un augu
veselibai, ka ari socialos un ekonomiskos ieguvumus (isaka un garaka laika posma)?
Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:

Respondentu atbildes — 6.

1.Varétu iznicinat slimibu parnésajosus kaitéklus, pieméram, Aedes aegypti odus
(Zika). Tas dotu ieguvumu labumu cilvéku veselibai un uzlabotu vidi sociali un
ekonomiski mazak aizsargatajiem cilvekiem. Ari uzlabojot risus, lai sintezétu
karotinu graudos varétu iegut labumu sociali un ekonomiski mazak aizsargatajiem
cilvekiem. Ari cilvekiem redigéjot genomu var panakt ieguvumu cilvéku populacijai,
piemérs, Lulu un Nana dviném He Jiankui izmainija genomu, papildinot to ar HIV
rezistanci. Cilveka manupulacijas butu nepiecieSamas stingrak kontrolét, tacu
nekada gadijuma neapturét, zinatnei jaiet uz priekSu un sabiedribai japielagojas.
2.Ja, malarijas odu un invazivu sugu izskausana.

3.Slimibu un kaiteklu kontrole.

4.Sabiedribai kopa varétu dot labumus 1saka laika posma cilvéku un dzivnieku
veselibai. llgaka laika posma varétu risinat izaicinajumus saistiba ar vides
piesarnosanas problémam.

5.Ja Eiropas Savieniba neizvélas $os risinajumus komercializét, to izdaris citas valstis.
6.Augstakas kvalitates produkti.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?

Respondentu atbildes — 1.

1.Ne.

Vai Jus saskatat konkrétas iesp&jas mazajiem un vidéjiem uznémumiem saistiba ar
piekluvi jaunajam genoma redigésanas tehnologijam?
Ja ja, ludzu paskaidrojiet, pie kadiem nosacijumiem:
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Respondentu atbildes — 1.
1.Bioinformatikas pakalpojumi, lielo datu analize.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?

Respondentu atbildes — 5.

1.Manuprat, pasreiz genoma redigésanas tehnologijas ir dargas. Javeic zinatniska
izpéte, jaiegust daziadas atlaujas, papildus veél ,patentu miris”. Tas viss ir
laikietilpigi, kas rada lielas izmaksas, Iidz ar to piekluve ir |oti limitéeta.

2.Resursu trikums, pieejamiba.

3.Grdti izkontroléet darbibas mérkus, lietoSanu.

4.Ne.

5.Tas vel nav ta attistijusas.

11. Vai Jus saskatat kadas iespéjas un ieguvumus no jauno genoma redigéSanas
tehnologiju un produktu patentésanas vai piekluves patentiem?
Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:
Respondentu atbildes — 5.
1.Saskatu ieguvumus, ja tiktu atvieglota piekluve patentiem, pieméram, péc
noteikta laika, atklajumu drikstétu lietot visi, nevis patenta 1pasnieks ik péc laika
pagarina patenta neaizskaramibu gandriz bezgaligi. Manuprat, patentiem jabut ar
stingri noteiktu terminu bez jebkadam iespéjam pagarinat, tadejadi netiktu
bremzéta zinatne, ka ari patenta 1pasnieku tas mudinatu domat kreativi un skatities
uz prieksu, lai netiktu radita situacija, kad tiek monopolizéta kada tehnologija ar
kuru var labi pelnit, ieguldot tikai nedaudz ar mérki pagarinat patenta licenzi, bez
meérka atklat ko jaunu.
2.Jaunu produktu attistiba.
3.J3, noteikti.
4.)a.
5.lespéjams. Neesmu kompetenta spriest.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 0.

Informacija par potencidliem izaicinajumiem un bazam saistiba ar produktiem, kas iegditi,
izmantojot jaunas genoma redigésanas tehnologijas

12. Vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu radit izaicinajumus
un bazas lauksaimniecibas un partikas sektoram, medicinas vai razoSanas sektoram?
Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:
Respondentu atbildes — 5.
1.Varétu. Pieméram, patreiz Crispr metodei ir nepiecieSama PAM sekvence, ja ar
laiku paraditos tehnologija, kura péc sevis neatstaj nekadu nospiedumu, varétu ar
laiku paradities GMO, kurus nevarétu atskirt no dabiskiem mutantiem.
2.Jaunas kvalitates prasibas, procediiru parveide, uzraudziba.
3.Attiecigi planojot un ievieSot drosibas testus, riskus var bitiski mazinat.
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13.

14.

15.

4.)a.
5.Génu parmantojamiba dabiskajos organismos.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 0.

Vai jaunas genoma redigésanas tehnologijas un to produkti varétu radit izaicinajumus
un baZzas sabiedribai kopuma, pieméram, videi, cilvéku, dzivnieku un augu veselibai,
ka ari socialos un ekonomiskos izaicinajumus (1saka un garaka laika posma)?

Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:

Respondentu atbildes — 5.

1.Jaunas tehnologijas paver daudz jaunu iespéju, pieméram, izveidot geneétiski
modificétus moskitus ar mérki samazinat moskitu populaciju, kas parnésa dazadas
slimibas, tai skaita Zika virusu. Sada modifikacija naktu par labu cilvékam, taéu nav
skaidrs kadu iespaidu tas atstatu uz vidi. Runajot par socialo sféru tad nevienlidziba
ir pastavéjusi visos laikos un pastav joprojam. Saja gadijuma vairak batu bazas, cik
liela méra Joti dargas tehnologijas apgritinatu mazu uznémumu radisanu.
2.Informacijas trikuma raditi izaicinajumi.

3.Psihologiski vairak neka péc butibas.

4.)a.

5.Jaunie organismi “izspiedis” dabiskos.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 0.

Vai Jus saskatat konkrétus izaicinajumus mazajiem un vidéjiem uznémumiem saistiba
ar piekluvi jaunajam genoma redigésanas tehnologijam?

Ja ja, ludzu paskaidrojiet, pie kadiem nosacijumiem:

Respondentu atbildes — 4.

1.Manuprat, pasreiz genoma redigésanas tehnologijas ir dargas. Javeic zinatniska
izpéte, jaiegust daziadas atlaujas, papildus veél ,patentu miris”. Tas viss ir
laikietilpigi, kas rada lielas izmaksas, lidz ar to piekluve ir loti limitéta. Samazinas
mazu un vidéju uznémumu spéja konkureét.

2.Resursu pieejamiba.

3.Salidzinosi augstas izmaksas, ja planota komercializacija.

4.)a.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 1.
1.RaZosanas procesa nonaks gatavi protokoli.

Vai Jus saskatat kadus izaicinajumus un bazas saistiba ar jauno genoma redigésanas
tehnologiju un produktu patentésanu vai piekluvi patentiem?
Ja ja, ludzu noradiet konkrétus piemérus:
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16.

Respondentu atbildes — 3.

1.Lielie uznémumi var radit patentu monopolu, tadejadi, izspiezot no tirgus mazos
uznémumus.

2.Resursu pieejamiba, izmaksas.

3.Nepartraukta tiesasanas par atslégas patentiem.

Ja ng, lidzu paskaidrojiet, kapéec?
Respondentu atbildes — 2.

1.Ne.

2.Ja bus saprotamaka sistéma.

VaiJums ir vél kadi komentari?

Respondentu atbildes — 1.
1.Griti komentét atbildes, jo trukst zinasanu. Viedoklis balstits uz stereotipiem.
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