st
G\TAS LAy
& o 2
oo LATVI)AS
S tgsdse] w
o8 2
9 2,’«1 » -
o g “
> &
«"’ -
AN

INSTITUTA “BIOR”

ATSKAITE

AR JAUNAM GENETISKO
MODIFIKACIJU METODEM IEGUTU
PARTIKAS, DZIVNIEKU BARIBAS
UN TO PIEDEVU NOTEIKSANA UN
SADU PRODUKTU ZINATNISKA

 RISKA NOVERTEJUMS




APSTIPRINU

Zemkopibas ministrijas
Veterinara un partikas departamenta direktore
Zanda Matuzale

Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais instituts “BIOR”

Zemkopibas ministrijas pasutitais zinatniskais pétijums
Ligums Nr. 21-00-SOINV05-000009

AR JAUNAM GENETISKO MODIFIKACIJU METODEM IEGUTU PARTIKAS,
DZIVNIEKU BARIBAS UN TO PIEDEVU NOTEIKSANA UN SADU PRODUKTU
ZINATNISKA RISKA NOVERTEJUMS

GALA ATSKAITE

Riga
2021



Satura raditajs

SaTSINAJUMU SATAKSES ....eeviieitieiieeiieiie ettt ettt et e st e et e et e etbeebeessbeeseessbeesseesnseenseesnseenseennnas 5
KOPSAVILKUMS L. s 7
ZM LAD projekta 2021. gada paveikta darba apraksts...........cceceeverieneinenienennenieniceieeeee 9
Projekta mErkis Un UZAEVUIMI.......cccuieiiiiiiieiiecie ettt 9
Projekta aktivitates 2021. GAA@......cc.cocuieiiiiiiieiieeie e e 11
1. Literatiras analize par jaunakajam genétisko modifikaciju metodém organismiem, kas
tiek izmantoti partikas un dzivnieku baribas un to piedevu razoSana ........c...cecceveeverieneennene 13
1.1.  Genétiski modificeétu mikroorganismu izmanto$ana partikas un dzivnieku
baribas piedevu un uztura bagatinataju ieguve un to detekcijas metodes.................. 13
1.1.1. TeVAdS ..o 13
1.1.2. Partikas fermentus producéjoso baktériju genétiska materiala klatbiitnes
noteikSana partikas fermentu produktos (péc Deckers et al., 2020) ......................... 17
1.1.3. Genétiski modificéta B. subtilis celma noteik§ana B2 vitaminu saturosas
baribas piedevas (péc Paracchini et al., 2017 un Fraiture et al., 2021) .................... 19

1.14. Antimikrobialas rezistences géni genétiski modificétu mikroorganismu
klatbiitnes noteik§ana partikas un baribas produktos ..................ccccoceniiiinninnnn. 27

1.1.5. Neautorizétu genétiski modificétu baktériju identificéSana partikas
enzimos ar pilna genoma sekvenéSanu (péc Fraiture et al., 2020d)........................... 33

1.1.6. Genétiski modificétas Bacillus gints baktériju plazmidu antimikrobialas
rezistences génu raksturo$sana, kombinéjot Tsus un garus sekvences nolasijumus

(péc Berbers et al., 2020)..........ccciiiiiiiiiiieee e s e 35
1.2.  Genomiski redigéti kultiiraugi un citi organismi...................c...ccocooveeniennnnnn. 38
1.2.1. Eiropas Savienibas Komisijas pétijums un saistitie petijjumi.................... 38
2. Ekspozicijas nOVErt&juma reZultAti..........cccuevueeruieriieiiienieeiiesie et ete et 44
2.1.  Partikas, dzivnieku baribas un to piedevu paraugu analiZu rezultati.............. 44
2.1.1. TEVAMS ..o 44
2.1.2. Analizétie paraugi un metodes .................coooviiiieiiiiiiniiiiieeee e 45
2.1.2. REZUIEAL. ..o 51

2.2.  Jaunu zinatniski analitisko metoZu izmantoSana darba ar modelorganismiem

67

3. Genomiski redig€tu organismu risku vadibas rekomendacijas.........c.ccceeeverreeienienneennene. 77
3.1. Ar jauniem genomikas panémieniem iegiitu augu riska novertéjums................... 77
3.2. Sintetiskas biologijas organismu riska noverteSana................c.cocoeveniininiennnen. &3
B2 TEVAAS ...ttt ettt 83
3.2.2. EK mandats (Terms of Reference) ...............ccccccooooiiiiiiiiiiiiiiiie e 84
3.2.3. Zinatniskas literatiiras analize par SynBio attistibu (horizon scanning)........ &5



3.24. SynBio organismu molekularais raksturojums .................ccocccooeeniinnenne. 86

3.2.5. SynBio organismu vides riska noverteSana..................cccocceveieiieniieneennn. 87
3.2.6. SECINAJUIM ..ottt et et 88
3.2.7. Nakotnes perspektIVas.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 88

3.3. Genomiski redigétu organismu risku vadibas rekomendacijas.............................. 89
[ZMAaNtota HEETALTIA. ....c.eitiiietieieeetet ettt ettt ettt e b e 95
PIEITKUIN ...ttt ettt et e sb ettt b ettt sbe et et 102
1. pielikums. Projekta darba grupas sanaksmes PROTOKOLS 1........cccocevviviininnennenne. 103
2. pielikums. Projekta darba grupas sanaksmes PROTOKOLS 2........ccccooviviiiiiiienienennene. 107
3. pielikums. Popularzinatniska raksta manuskripts..........cccecceevieeriienieinienieeiece e 109
4. pielikums. Seminara programma LU doktorantiiras skolas studentiem............c............... 114



Saisinajumu saraksts

AGS

Accelerated Growth Salmon

AHAS

Acetohidroksiskabes sintaze

ALS

Acetolaktata sintaze

AMR

Antimikrobialas rezistences géni

AOCS

American Oil Chemists’ Society

ASV

Amerikas Savienotas Valstis

BIOR

Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institats “BIOR”

Cas

Ar CRISPR saistitas nukleazes

CRISPR

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

dPKR

Digitala polimerazes kédes reakcija

DSBs

Double-strand breaks

EK

Eiropas Komisija

EFSA

European Food Safety Authority

EMNs

Meganukleazes

ENGL

European Network of GMO Laboratories

EPNI

Eiropas Partikas nekaitiguma iestade

ERM

European Reference Materials

ES

Eiropas Savieniba

EUGINIUS

EUropean GMO INltiative for a Unified database System

EURL GMFF

European Reference Laboratory for Genetically Modified Food and Feed

FAO

Food and Agriculture Organization

FDA

Food and Drug Administration

GDO

Génu dzinu organisms

GMO

Genetically modified organisms

GM

Genetiski modificéts

GMO

Geneétiski modificéts organisms

GMM

Genetiski modificéti mikroorganismi

HGSAM

High Level Group of the Scientific Advice Mechanism

HR

Homologa rekombinacija

ISAAA

International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications

ISU

lowa State University

JGP

Jauni genomikas panémieni

JRC

Joint Research Centre

KvV

Koloniju veidojosas vienibas

LAD

Lauku atbalsta dienests

LLP

Low level presence

LMO

Dzivs modificéts organisms

LOD

Detekcijas limits

LOQ

Kvantifikacijas limits

NCBI

National Center for Biotechnology Information

NGS

Next generation sequencing

NHEJ

Nehomologa DNS galu savieno$ana




ODM

Oligonucleotide directed mutagenesis

OECD

Ekonomiskas sadarbibas un attistibas organizacija

PKR

Polimerazes kédes reakcija

PVD

Partikas un veterinarais dienests

RASFF

Rapid Alert System for Food and Feed

RdDM

RNS atkariga DNS metilacija

RE-PCR

Restriction enzyme digestion suppressed PCR

RFLP

Restriction fragment length polymorphism

RL-PKR

Reala laika polimeraze kédes reakcija

RNAI

RNS interference

RVD

Repeat-variable di-residue

SAM HLG

Scientific Advice Mechanism High-Level Group

SCCS

Scientific Committee on Consumer Safety

SCENIHR

Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks

SCHER

Scientific Committee on Health and Environmental Risks, SCHER

SDN

Site-directed nuclease

SNV

Single nucleotide variation

SSCP

Single-stranded conformation polymorphism

SynBio

Sintétiska biologija/Synthetic biology

TALE

Transcription activator-like effector

TALENSs

Transcription activator- like effector nucleases

USDA APHIS

United States Department of Agriculture Animal and Plant Health

Inspection Service

VAAD

Valsts Augu aizsardzibas dienests

Vinv

Vakuolara invertaze

WHO

World Health Organization

ZFNs

Zinc finger nucleases

ZM

Zemkopibas ministrija




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 2021. GADA

Projekta otraja realizacijas gada tika veikta literatlras analize par genétiski modificétu
mikroorganismu (GMM) izmantosanu partikas un dzivnieku baribas, ka arT uztura bagatinataju
ieguve. Uzmaniba pieveérsta ari tadiem GMM, kas tiek veidoti izmantojot jaunakas genétisko
modifikaciju metodes. Tika analizétas metodes, kuras varétu izmantot GMM detekcija.

Tika turpinata literatlras analize par genomiski redigétiem kultlraugiem un citiem
organismiem, par pamatu nemot Eiropas Savienibas Komisijas veikto pétijjumu un citus ar to
saistitos peétijumus. Tika veikts ar jauniem genomikas panémieniem iegutu augu riska
novertéjums un risku vadibas rekomendaciju izstrade.

Projekta ietvaros tika veikts ekspozicijas novertéjums partikas, dzivnieku baribas, to
piedevu un uztura bagatinataju paraugiem, kas iegadati mazumtirdznieciba klatiené vai
tieSsaisté. Viens paraugs tika sanemts no PVD Robezkontroles departamenta. Kopé€jais
paraugu skaits — 91. Cetrdesmit tris paraugi tika iegadati lieldkajas Latvijas lielveikalu
tirdzniecibas kédés un to interneta veikalos, 24 paraugi tika iegadati interneta tirdzniecibas
vietas, Cetri paraugi tika nopirkti Indijas un Vjetnamas precu veikalos Riga, bet paréjie paraugi
tika iegadati dazadas tirdzniecibas vietas gan klatien€, gan pasutot So kompaniju interneta
vietnés. Tikai viena produkta markejuma bija noradits, ka tas satur geneétiski modificétas
partikas izejvielas. Ta izcelsmes valsts bija ASV. Partikas un dzivnieku baribas paraugu izvéles
kritériji bija izcelsmes valsts arpus ES (primari, bet ne izslédzoss kritérijs), jo GM kultlraugi
parsvara tiek audzéti arpus ES, ka ari tas, vai produkta sastava ir soja, kukurtza, rapsis, risi,
kviesi, tomati, cukurbietes un Atlantijas lasis. Kopuma tika analizéti 67 partikas un 10 baribas
paraugi, ka art 10 partikas piedevas un uztura bagatinataji un 4 enzimu maisijumi un baribas
piedevas dzivniekiem. Darba tika izmantota gan reala laika PKR, gan digitala PKR metode.
Augstaks pozitivo paraugu Tpatsvars tika konstatéts paraugiem ar izcelsmi arpus ES (13,73 %)
salidzinajuma ar paraugiem, kuru izcelsme bija ES (7,5 %), bet atskiribas nebija statistiski
batiskas. Salidzinot partikas paraugus ar dzivnieku baribas paraugiem, redzams, ka pozitivi
bija 10,45 % partikas paraugu un 30,00 % dzivnieku baribas paraugu. Dzivnieku baribas
pozitivu paraugu pedéejos gados nav bijis. Neviena no 18 paraugiem, kuru sastava bija noradits
lasis, netika konstatéts GM lasis. No 10 pozitivajiem paraugiem Cetri partikas paraugi bija
iegadati mazumtirdznieciba klatiene, bet seSi partikas un baribas paraugi bija iegadati
tieSsaistes tirdzniecibas vietas, kas norada uz to, ka GMO uzraudzibas programma butu
jaieklauj tieSsaistes tirdzniecibas uznémumi. No 14 partikas un baribas piedevu un uztura
bagatinataju paraugiem divi paraugi ir uzskatami par aizdomigiem, t.i., tadiem, kuros ir
konstateta GMM markiergénu klatbutne, izolétas dzivotspéjigas Bacillus kultiras, ka ari
izolétajam kultaram konstatéti markiergéni. Viens no Siem paraugiem ir holina hlorids ar 60
% kukuruzas, bet otrs — L-arginins kapsulas.



Lai praktiski izméginatu genoma modifikaciju noteikSanu ar NGS, i projekta ietvaros
tika veikts eksperiments ar modelorganismiem, kura mérkis bija raksturot ar atro neitronu
apstarosanu iegltas nezinamas delécijas mieZzu necl géna. Tika konstatéts, ka deléciju
raksturoSanu apgratina atkartojumu sekvences (potenciali transpozoni vai retrotranspozoni),
kas trauce iegut amplifikacijas produktus PCR reakcijas ar praimeriem, kas izveidoti atbilstoSi
pétamajam genoma regionam.



ZM LAD projekta 2021. gada paveikta darba apraksts

PROJEKTA MERKIS UN UZDEVUMI

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

Projekta mérka realizacija nodrosinas Latvijas gatavibu veikt minéto partikas produktu
diagnostiku, konstatéjot Sadu produktu kravas uz robezas, ka art 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 metodeém. Projekta sakuma tiks izvéléti potencialie modificéto
organismu piemeri, kas tuvakajos gados varétu but aktuali Latvijas tautsaimniecibai. Talakaja
darba tiks veikta So organismu diagnostikas iesp€éju 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 identificeSanu cilvéku un dzivnieku
veselibai un apkartéjai videi, iespéjamo apdraudéjumu varbdtibu 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 tiks
organizéti vismaz 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. legta informacija tiks ieklauta projekta pirma gada atskaité. Sis aktivitates ietvaros ir
planots sagatavot popularzinatnisku rakstu.

Uzdevumi 2021. gadam:

3. Veikt ekspozicijas novertéjumu atbilstosi aktualajai situacijai - eksperimentalu situacijas
novertésanu, 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 no genétiski modificétiem
mikroorganismiem (GMM) iegltas baribas un partikas piedevam. Tie varétu bat tadu augu
parstrades produkti, kas teoretiski var saturét kadus genétiskos elementus, kas sastopami gan
ES autorizétos, gan neautorizétos organismos (pieméram, vip3A géns vai risu parstrades
produkti no tresajam valstim), ka ari rekombinantas DNS atliekas no GMM iegitas baribas un
partikas piedevas.




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. Genomiski redigétu organismu risku vadibas rekomendaciju izstrade. Projekta
nosléguma tiks veikta ar jaunam genétisko modifikaciju metodém iegttu partikas, dzivnieku
baribas un to piedevu riska vadibas rekomendaciju izstrade lemumpienémeéjiem.

1.tabula
Planotais projekta realizacijas grafiks

Lelde Grantina
— levina

vaditaja, vadosa
pétniece, Dr.

Darba Realizacijas laiks
uzdevumi 2020 2021
| cet. Il cet. | lll cet. IV cet. I cet. | ll 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 2021. gada
Amats,
Vards, uzvards| zinatniskais Darba slodze (procentos) un konkrétie pienakumi
grads
40%; Zinatniska projekta visparéja vadiba, darba mérku un
. uzdevumu noteikSsana un korekcija atbilstoSi projekta
Projekta

realizacijas gaitai, sanaksmju un seminaru organizésana,
zinatniskas literatiras analize, eksperimentala darba
planoSana un realizacijas kontrole, zinatnisko parskatu

BIOR
doktorantlras
students

biol. N oo . _ .
sagatavosSana atbilstosi projekta mérkim un uzdevumiem,
zinatnisko un popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.
25%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba mérku

Projekta un uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta

eksperts, realizacijas  gaitai, zinatniskas literatiras analize,

Nils Rostoks  jvadoS3ais eksperimentala darba planosana (sekvencu analize),

pétnieks, Dr. lldzdaliba zinatnisko parskatu sagatavosana atbilstosi

biol. projekta meérkim un uzdevumiem, zinatnisko un
popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.

30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba mérku

Projekta un uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta

eksperts, realizacijas  gaitai, zinatniskas literatiras analize,

Juris Kibilds pétnieks, LU un |eksperimentala darba planosana (paraugu sagatavosana

sekvencésanai, sekvenésana, sekvencu analize), lidzdaliba

zinatnisko parskatu sagatavoSana atbilstoSi projekta
mérkim un  uzdevumiem, zinatnisko  publikaciju
sagatavosana.
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Amats,

Vards, uzvards| zinatniskais Darba slodze (procentos) un konkrétie pienakumi
grads
30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, darba mérku
un uzdevumu noteikSana un korekcija atbilstosi projekta
Proiekta realizacijas  gaitai, zinatniskas literatiras analize,
e J .- leksperimentala darba planoSana (paraugu sagatavosana
Aija Jérina eksperte, vadosa v oy N . - _
L. sekvencésanai, sekvenésana, sekvencu analize), lidzdaliba
pétniece . N v - o .
zinatnisko parskatu sagatavoSana atbilstoSi projekta
meérkim un uzdevumiem, zinatnisko un popularzinatnisko
publikaciju sagatavosana.
30%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, zinatniskas
. _ literatiras analize, eksperimentala darba planoSana
Magistranturas Y ot . v
. (paraugu sagatavosana digitalajai PCR vai sekvencésanai,
Elizabete students, BIOR .. o _ _ s _
e . reakciju  veikSana), Iidzdaliba zinatnisko  parskatu
Miltina vecaka v - R . _ .
o) sagatavosana atbilstoSi projekta mérkim un uzdevumiem,
specialiste a . o oo
daliba  zinatnisko un popularzinatnisko publikaciju
sagatavosana.
50%; daliba projekta sanaksmés un seminaros, zinatniskas
LU un BIOR literatiras analize, eksperimentala darba planoSana
Guntis _ (paraugu sagatavoSana PCR vai sekvencés$anai, reakciju
. . doktorantlras . b _ . - v -
Boikmanis veikSana), lidzdaliba zinatnisko parskatu sagatavosana
students g s . o . _
atbilstosi projekta meérkim un uzdevumiem, daliba
zinatnisko un popularzinatnisko publikaciju sagatavosana.
Projekta aktivitates 2021. gada
1. Projekta darba gaitas izvértésanas un koordinésanas sanaksmes attalinati 25. februart (1.

klatiené projekta BIOR ekspertiem, ka art projekta darba koordinésana elektroniskaja

vide.

Literaturas analize par genétiski modificétiem mikroorganismiem, kas tiek izmantoti

partikas un dzivnieku baribas piedevu (enzimu, vitaminu u.c.) ieguvé, ka ari par genomiski
redigétiem kultiraugiem un sintétiskas biologijas organismiem.

Darbs ar modelorganismiem (mieziem ar delécijam).
Partikas, dzivnieku baribas un to piedevu paraugu ekspozicijas novértéjums, izmantojot

musdienigu zinatniski analitisko metoZu pielietojumu. Rezultatus planots prezentét
Latvijas Universitates 80. Starptautiskaja zinatniskaja konferencé 2022. gada sakuma.

E. Miltinas magistra darba “Uz Cipu balstitas multiplex digitalas PKR kvantifikacijas

metodes novértéjums un verifikacija GMO testésanas joma” izstrade.

izdevuma (3. pielikums).

Popularzinatniska raksta sagatavosana publicésanai Zurnala “Saimnieks” decembra

Seminars LU Doktorantiras skolas “Augu un augsnes biologisko resursu izpéte ilgtspéjigai

izmantos$anai” studentiem (4. pielikums), ka art lekcijas par GMO: 23.04.2021. Latvijas
Lauksaimniecibas universitates Partikas tehnologiju fakultates 1.kursa magistranturas
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studentiem kursa "Partikas zinibas", L. Grantina-levina “GMO riska vértéSana un
piemaisijumu noteikSana partika, bariba un seklas — no paraugu ieguves lidz testéSanas
rezultatam”; 26.10.2021. Rigas Tehniskas universitates Biotehnologiju studiju
programmas studentiem, L. Grantina-levina. “Molekularo metoZu izmantoSana GMO
piemaisijumu noteikSana partika, bariba un séklas. Pieredze darba ar digitalo PKR GMO
joma”.

Genomiski redigetu organismu risku vadibas rekomendaciju izstrade.

Projekta ekspertu daliba dazados attalinatos pasakumos par GMO kvalifikacijas celSanai

un pieredzes iegusanai:

1) A. Jérinas, L. Grantinas-levinas, E. Miltinas daliba Eiropas Parlamenta organizéta
vebinara “Genome editing and the Farm to Fork strategy”, 26.01.2021.,
https://together.europarl.europa.eu/lv/event/genome-editing-and-the-farm-to-fork-
strategy-2021-01-26-59/register;

2) L.Grantinas-levinas daliba vebinara "UKPlantSciPresents Webinar with Géetz Hensel",
kas tika organizéts sadarbiba ar COST akciju PlantEd, téma “CRISPR/Cas-mediated
mutagenesis of plant traits”, 23.02.2021.;

3) L. Grantinas-levinas daliba COST akcijas PlantEd organizéta vebinara “From research
to innovation with new breeding techniques”, 13.04.2021.,
https://www.youtube.com/watch?v=nT yVN--jts;

4) L. Grantinas-levinas daliba Joint Working Group of the Standing Committee on Plants,
Animals, Food and Feed, Section Genetically Modified Food and Feed and
Environmental Risk, Regulatory Committee under Directive 2001/18/EC and
Regulatory Committee under Directive 2009/41/EC on new genomic techniques,
Webex meeting, 07.05.2021;

5) L. Grantinas-levinas daliba “Annual meeting of the European Enforcement Project on
the Contained Use and Deliberate Release of Genetically Modified Organisms”,
27.05.2021.

6) L. Grantinas-levinas daltba FAS/USDA London organizéta vebinara “Webex event:
Genome Editing”, témas “Gene Editing: What Could Commercial or Consumer Benefits
Look Like?” un “Gene Editing: What Does Proportionate Regulation Look Like?”, 08.-
09.09.2021.;

7) N. Rostoka, L. Grantinas-levinas daltba 2nd PlantEd conference - "Plant genome
editing — the wide range of applications", 20.-22.09.2021., https://www.cost.eu/cost-
events/plant-genome-editing-the-wide-range-of-applications/;

8) E. Miltinas un L. Grantinas-levinas daltba EPNI organizéta vasaras skola “Parma
Summer School 2021 — Food Safety Aspect of Integrated Food Systems”, kur viena no
témam bija par sintétisko biologiju, 20.-30.09.2021.,
https://events.efsa.europa.eu/summerschool2021/sc-programme;

9) L. Grantinas-levinas daliba Konvencijas par biologisko daudzveidibu sekretariata
organizéta vebinara “Synthetic Biology Governance and Cooperation Opportunities”,
02.11.2021., https://bch.cbd.int/synbio/webinar.shtml.
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1. Literatiiras analize par jaunakajam genétisko modifikaciju
metodém organismiem, kas tiek izmantoti partikas un
dzivnieku baribas un to piedevu razoSana

1.1. Geneétiski modificétu mikroorganismu izmantosSana partikas un dzivnieku
baribas piedevu un uztura bagatinataju ieguve un to detekcijas metodes

1.1.1. levads

Eiropas Savieniba DNS klatbutne partika un dzivnieku bariba, kas saistita ar genétiski
modificétu (GM) mikroorganismiem, pieméram, transgénu fragmenti, ir paklauta ES tiesibu
aktiem par GM partiku un baribu. Nav nozimes tam, vai produkts joprojam satur
dzivotspéjigas neskartas GM mikroorganisma Sunas vai tas ir mirusas vai fragmentétas. Tas
nozimeé, ka produktu, kas satur ar genétiski modificétiem mikroorganismiem saistitu DNS,
nevar pardot ES bez tirdzniecibas atlaujas saskana ar GM partikas un baribas regulu (EK) Nr.
1829/2003. Lai sanemtu sadu atlauju, tam ir javeic reguléjoSa apstiprinasanas procediira,
saskana ar kuru javeic pirmspardosanas drosibas novértéjums un GM notikumam raksturigas
noteikSanas metodes validacija. Uz GM organismiem ES, attiecas vairaki tiesibu akti, kas
attiecas uz dazadam kategorijam un lietojumiem, pieméram, tiesibu akti par geneétiski
modificétu organismu (GMO) ieviesanu vidé (Direktiva 2001/18/EK), ka ari Regula (EK)
1829/2003 par genétiski modificétu partiku un baribu. Direktiva 2001/18/EK sniedz definiciju
tam, ko saprot ka GMO, kas tiek skaidrots ka organisms, kura genétiskais materials ir mainits
nedabiska veida, pieméram, nevis parosanas vai dabiskas rekombinacijas cela. Ir aprakstiti
genétiskas modifikacijas metoZu piemeri, pieméram, rekombinantas DNS metodes jaunu
genétiska materiala kombinaciju ievieSanai, kas sagatavotas arpus saimniekorganisma, kura
tasir integrétas. Dazi GMO ir izslégti no Sis direktivas darbibas jomas, pieméram, tie, kas raditi
ar mutagenézi (pieméram, izmantojot kimisku mutagenézi vai jonizéjoso starojumu). Regula
(EK) 1829/2003 attiecas ne tikai uz GMO, ko paredzéts izmantot ka partiku vai baribu, bet arl
uz partiku vai baribu, kas sastav no GMO vai satur to, ka ari uz tadiem produktiem, kas razoti
no GMO. Butiska produktu kategorija, kas nav minéta Saja regula, ir produkti, kas raZoti,
izmantojot GMM. Jau 2004. gada Pastavigas komitejas sanaksmes laika tika noskaidrots, ka
tas attiecas uz partikas un baribas sastavdalam, pieméram, piedevam, aromatizétajiem un
vitaminiem, kas ieguti, fermentéjot, izmantojot GMM ierobezZotos apstaklos, bet kas nav
galaprodukta. Tos déve ari par “processing aids”. Tomeér, ja GMM joprojam ir konstatéjams
galaprodukta, uz to attiecas Regula (EK) Nr. 1829/2003". So interpretaciju Eiropas Komisija
apstiprinaja Pastavigas komitejas sanaksmé 2019. gada. Komisijas pazinojuma tika
paskaidrots, ka Regulas (EK) Nr. 1829/2003 nosacijumi attiecas uz visiem scenarijiem, kuros
GMM ir atrodams gala fermentacijas produkta, neatkarigi no ta, vai tas joprojam ir dzivs vai
nedzivs, vai pilnigi vai dal&ji. Sis pazinojums tika sniegts, atbildot uz jautajumu par noteik3anas
metoZu jutigumu, lai pieraditu GMM raZosanas celmu klatbltni baribas piedevas. Lidz ar to,

! European Commission (2004) Standing Committee on the Food Chain and Animal Health, Section on
Genetically Modified Food and Feed and Environmental Risk, Summary Record Of The 3rd Meeting — 24
September 2004. European Commission, Brussels, Belgium.
https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/plant/docs/sc_modif-genet summary03 en.pdf
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ja baribas produkta tiek konstatéta ar GMM saistita DNS, tas ir jauzskata par GMM
“klatbatni”, un uz 3o produktu attiecas Regula (EK) Nr. 1829/20032.

Eiropas Savieniba dazadu partikas un baribas piedevu, aromatizétaju un fermentu
izvértésanu, apstiprinasanu un izplatiSanu regulé vairakas regulas:

Regula (EK) Nr. 1331/2008, ar ko nosaka vienotu atlauju pieskirSanas procediru
attieciba uz partikas piedevam, fermentiem un aromatizétajiem;

Regula (EK) 429/2008, ar ko paredz siki izstradatus noteikumus, lai piemérotu Eiropas
Parlamenta un Padomes Regulu (EK) Nr. 1831/2003 attieciba uz pieteikumu sagatavosanu un
noformeésanu un baribas piedevu novértéSanu un apstiprinasanu;

Regula (EK) Nr. 1831/2003 par dzivnieku édinasana lietotam piedevam;

Regula (EK) Nr. 1332/2008 par partikas fermentiem un par grozijumiem Padomes
Direktiva 83/417/EEK, Padomes Regula (EK) Nr. 1493/1999, Direktiva 2000/13/EK, Padomes
Direktiva 2001/112/EK un Regula (EK) Nr. 258/97;

Regula (EK) Nr. 1333/2008 par partikas piedevam;

Regula (EK) Nr. 1334/2008 par aromatizétajiem un dazam partikas sastavdalam ar
aromatizetaju 1pasibam izmantos$anai partika un uz tas un par grozijumiem Padomes Regula
(EEK) Nr. 1601/91, Regulas (EK) Nr. 2232/96 un (EK) Nr. 110/2008 un Direktiva 2000/13/EK.

Saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes regula par partikas piedevam (EK) Nr.
1332/2008 sniegto definiciju partikas ferments jeb enzims ir produkts, kas spéj katalizét kadu
konkrétu biokimisku reakciju un ko tehnologisku apsvérumu deé| pievieno partikai tas
razoSanas, parstrades, sagatavoSanas, apstrades, iepakoSanas, parvadasanas vai glabasanas
posma. Tirgu fermenti bieZi sastopami partikas fermentu preparatos — produktos, kas sastav
no viena vai vairakiem partikas fermentiem, ar papildus iekl]autam partikas piedevam vai vel
citam sastavdalam, lai atvieglotu So produktu glabasanu, pardosSanu, standartizaciju,
atSkaidiSanu vai Skidinasanu. Fermenti var tikt ieglti no augiem, dzivniekiem,
mikroorganismiem vai to produktiem. Partikas un baribas industrija fermentu un citu partikas
piedevu razosSana aizvien plasak tiek izmantoti tiesSi mikroorganismi, no kuriem liela dala ir
genétiski modificeti.

ES prasibas paredz, ka partikas un baribas piedevu gadijuma produkta nedrikst atrasties
ne producéjosSie mikroorganismi (dzivi, vairoties spéjigi), ne to genétiskais materials (DNS
fragmenti), kas Tpasi janem véra, ja izmantoti genétiski modificéti mikroorganismi (GMM),
kuros ka selekcijas markieri biezi tiek izmantoti antimikrobialas rezistences géni (AMR), kas
horizontalas parneses cela var nonakt citu vidé esoSo mikroorganismu genomos (Fraiture et
al., 2020a).

Partikas piedevu ieguvé izmantoto genétiski modificéto mikroorganismu spektrs ir
diezgan plass un ietver baktérijas, sénes un mikroalges (3. tabula). Producenti ar augstu
sarazota produkta titru 100 g/L un vairak ir pieskaitami pie Ill limena izstrades stadijas, kas
nozimé to, ka $adiem producentiem ir pieejamas razoSanas metodes, kas nodrosina
ekonomisku izdevigumu, ka art ir pieejamas metodes saraZzotas produkcijas attirisanai. Ka
piemeérus Seit var minét L-glutamatu, riboflavinu, L-askorbinskabi, dzintarskabi un pienskabi.
Pie Il lmena izstrades stadijas pieder tadi mikroorganismi, kuru sarazota produkta titrs ir 10-
100 g/L. Tie ir tuvu ekonomiskajam izdevigumam un tie driz varétu tikt izmantoti industrija.
Pie Sis grupas pieder adipinskabe un viena gredzena aromatiskie savienojumi. Pie | [Ilmena

2 European Commission (2019) Standing Committee on Plants, Animals, Food and Feed Section Genetically
Modified Food and Feed, 30 April 2019: Summary Report [sante.ddg2.g2.5(2019)3732288]. European
Commission, Brussels, Belgium. Retrieved from https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/plant/docs/sc_modif-
genet 20190430 sum.pdf
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izstrades stadijas pieder tadi producenti, kuru veidotais produkts ir ar koncentraciju, kas
mérama miligramos uz litru (Kallscheuer, 2018). Europas Komisijai izvértésanai ir iesniegti 303
partikas enzimu pieteikumi, kur ka producenti ir noraditi GMM (87 % pieteikumi), bet ari
dzivnieki vai augi (13 %). Desmit biezak pieteiktie enzimi ir a-amilaze, triacilglicerola lipaze,
ksilanaze, B-galaktozidaze (laktaze), glikoamilaze, proteaze, endo-1,3(4)-B-glikanaze, celulaze,
ciklomaltodekstrina glikanotransferaze un poligalakturonaze (Deckers et al., 2020a).

Pedejos gados biotehnologijas pétnieki ir sakusi izmantot dazadas Streptomyces gints
sugas proteinu heterologai ekspresijai. Tradicionali E. coli bija primara izvéle eikariotu génu
ekspresijai, jo ta bija labi pazistama un ar to bija viegli stradat. Tomér eikariotu proteinu
ekspresija E. coli var bit problematiska. Pieméram, daZreiz olbaltumvielas nav pareizi
salocitas, kas var izraisit Skidibas problému, proteinu depoziciju ieslegumos un produkta
bioaktivitates zudumu. Grampozitivas baktérijas, pieméram, Streptomyces sugas, sekrécija
var notikt tiedi arpus$tnu vidé. Sis sekrécijas sistémas Tpadibas ir priekdrociba heterologi
ekspresétu proteinu rlpnieciskai razosanai, jo ta vienkarso turpmakas attiriSanas darbibas un
var palielinat sarazota produkta daudzumu. Tas padara Streptomyces spp. par pievilcigu
alternativu citam baktérijam, pieméram, E. coli un B. subtilis. Visplasakas iestrades ir
antibiotisko savienojumu ieguvé (Nah et al., 2017; Kallscheuer, 2018; Ahmed et al., 2020),
pigmentu (partikas krasvielu) ieguvé (Aman Mohammadi et al.,, 2021), ka ari vanilina un
taumatina ieguveé (Sun et al., 2021).

3.tabula
Eiropas Savieniba apstiprinatu partikas piedevu ieguve, izmantojot genétiski modificétus
mikroorganismus (péc Kallscheuer, 2018; Fatma et al., 2020)

E-viela Savienojums Producents Oglekla avots vai | Produkta
prekursors titrs, g/L

KARBONSKABES UN TSAS KEDES SPIRTI

E270 Pienskabe Bacillus sp. Glikoze 225
Issatchenkia orientalis (Pichia | Rauga esktrakta, | 135
kudriavzevii) peptona,

glikozes barotne

Pichia pastoris Metanols 3,48
Pichia stipitis Ksiloze 58

E296 Abolskabe Aspergillus oryzae Glikoze 154

E297 Fumarskabe Rhizopus oryzae Glikoze 85
Pichia stipitis Ksiloze 4,67

E330 Citronskabe Aspergillus niger Glikoze 157

E334 Vinskabe Gluconobacter oxydans Sorbits 2,1

E355 Adipinskabe Escherichia coli Glicerins 2,5

E363 Dzintarskabe Escherichia coli Glicerins 96
Issatchenkia orientalis (Pichia | Glikoze 11,63
kudriavzevii)
Synechococcus elongatus | BG-11 barotne 0,58-0,63
PCC 7942*

E422 Glicerins Candida glycerinogenes Glikoze 130

E1520 1,2-propandiols Clostridium Glikoze 1,9
thermosaccharolyticum

AMINOSKABES

E620 L-glutaminskabe Corynebacterium Glikoze 100
glutamicum
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E-viela Savienojums Producents Oglekla avots vai | Produkta
prekursors titrs, g/L
E920 L-cisteins Escherichia coli Glikoze 1,7
TERPENOIDI
E160a B-karotins Escherichia coli Glicerins 0,47
E160d Likopéns Escherichia coli Glicerins 1,4
W161b | Luteins Muriellopsis sp. CO,; 0,035
El6lg Kantaksantins Dietzia natronolimnaea Glikoze 0,008
E307 a-tokoferols Euglena gracilis Tirozins 0,14
VIENA GREDZENA AROMATISKIE SAVIENOJUMI UN POLIFENOLI
E100 Kurkumins Escherichia coli Ferulinskabe 0,06
E162 Betanins Saccharomyces cerevisiae Dekstroze 0,017
E163 Kalistefins Escherichia coli Glikoze 0,01
(antocianins)
E214 4-hidroksibenzoskabe | Corynebacterium Glikoze 36,6
glutamicum
E310 Gallskabe Escherichia coli Glikoze 20
E1519 Benzilspirts Escherichia coli Glikoze 0,14
NO CUKURIEM IEGUTI SAVIENOJUMI
E300 2-keto-L-gulonskabe Gluconobacter oxydans Sorbits 130
(askorbinskabes
prekursors)
E420 Sorbits Zymomonas mobilis Glikoze, 233
fruktoze
E421 Mannitols Corynebacterium Fruktoze 87
glutamicum
E574 Glikonskabe Aspergillus niger Glikoze 311
E967 Ksilits Kluyveromices marxianus Ksiloze 312
E968 Eritrols Pseudozyma tsukubaensis Glikoze 243
NO NUKLEOTIDIEM IEGUTI SAVIENOJUMI
E101 Riboflavins  (vitamins | Bacillus subtilis Glikoze 49
B2)
E630 Inozinskabe Corynebacterium Glikoze 7,5
ammoniagenes
OLIGOPEPTIDI UN PROTEINI
E234 Nizins Lactococcus lactis Glikoze 11,1
E957 Taumatins Aspergillus awamori Glikoze 0,013
E1105 Lizozims Aspergillus niger Glikoze 0,21
ANTIBIOTIKAS
E235 ‘ Natamicins ‘ Streptomyces natalensis ‘ Dazadi ‘ 14,4

*-modificets ar JGP.

AtbilstosSi Ministru kabineta noteikumu Nr. 685 “Prasibas uztura bagatinatajiem” 6.
punkta noteiktajam “uztura bagatinataji ir partikas produkti parasta uztura papildinasanai
koncentrétu uzturvielu (vitaminu un mineralvielu) veida vai citas vielas, kuram ir uzturvéertiba
vai fiziologiska ietekme, atseviski vai kombinacijas”.

Sportistu lietotajos uztura bagatinatajos bieZi tiek izmantotas tadas aminoskabes ka L-
arginins un L-lizins. Zinatniskaja literatlra ir daudz publikaciju par to, ka So aminoskabju
ieguvei ir izveidotas geneétiski modificétas baktérijas ka producenti. L-arginina producenti var
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bat tadas baktérijas ka Corynebacterium glutamicum (Park et al., 2014), Escherichia coli
(Ginésy et al., 2017), Bacillus spp., Serratia spp. (Utagawa, 2004) u.c. L-lizina producenti var
bt tadas baktérijas ka C. glutamicum (Vassilev et al., 2018), E. coli (Ma et al., 2015) u.c. Sis
pasas baktériju sugas, pateicoties genetiskam modifikacijam, tiek izmantotas ari L-leicina
biosintézé (Wang et al., 2019, Wang et al., 2020). E. coli un Proteus sp. tiek izmantotas L-
karnitina biosintézei (Bernal et al., 2007).

Talakajas apaksSnodalas ir dota informacija no zinatniskas literatlras par $adu
producentu genétiska materiala klatbdtnes noteikSanu. Savukart nodala 1.2.1. “Eiropas
Savienibas Komisijas pétijums un saistitie pétijumi” ir dota paslaik pieejama informacija par
mikroorganismiem, kuri iegQti izmantojot jauno genomisko panémienu (JGP) metodes.

1.1.2. Partikas fermentus producéjoso baktériju genétiska materiala klatbutnes
noteikSana partikas fermentu produktos (péc Deckers et al., 2020)

Komerciali pieejama partikas enzimu preparata kvalitates kontrole, taja skaita tiribas
prasibu izpilde, janodroSina produkta raZotajam. Tomeér ne vienmér razotaja kvalitates
kontrole ir pilniga, un partikas enzimu produktos reizém var konstatét neveélamus
piemaisijumus, pieméram, GM B2 vitaminu producéjo$sa mikroorganisma Bacillus subtilis
klatbltni (Barbau-Piednoir et al., 2015a; Paracchini et al., 2017). Tapéc nepiecieSams attistit
atbilstosas metodes, kas spétu sadu piemaisijumu klatbuatni detektét. Pasreiz nekur pasaule
neeksisté vienota pieeja Sadu piemaisijumu noteikSanai partikas enzimu preparatos. Viena no
piedavataja stratégijam partikas enzimu producéjoSo baktériju detektésanai un
identificéSanai, balstas uz baktériju 16S rRNS géna regiona sekvences noteiksanu (Deckers et
al., 2020), kas ir plasiizmantots markiera géns baktériju filogenétiskaja klasifikacija (Srinivasan
et al., 2015).

Tuvak apskatitas metodes (Deckers et al., 2020) izstrades procesa ka modelorganismi
tika izmantotas savvalas tipa mikroorganismu kultlras, kas metodes izstrades laika atbilda
Eiropas Partikas nekaitiguma ietsades (EPNI) registréto partikas enzimu producentiem. No
304 EPNI iesniegtajiem partikas enzimu dokumentacijam, 53%, 2% un 32% tiek raZoti
izmantojot, attiecigi, sénes, raugus vai baktérijas (paréjie 13% tiek ieglti no augiem vai
dzivniekiem). No baktérijam visbieZakais partikas enzimu producents ir B. subtilis (23,8%) un
Bacillus licheniformis (21,6%). Apméram puse (50,5%) no visam partikas enzimus
producéjosam baktérijam ir genétiski modificetas. Kopuma saraksta parstaveta 71
mikroorganismu suga — 30 baktérijas, 37 sénes un 4 raugi. Metodes izstradei bija pieejamas
66 mikroorganismu kulttras — 28 baktérijas, 34 sénes un 4 raugi.

Metodes pirmaja soli tika noteikta potencialas partikas enzimu producéjosas baktérijas
klatbatne, ar PCR amplificéjot 16S rRNS géna V3-V4 regionu, izmantojot praimerus 335-F: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGCADACTCCTACGGGAGGC-3 un 796-R: 5'-
TATTTAGGTGACACTATAATCCTGTTTGMTMCCCVCRC-3', kam  sekvenéSanas nollkiem
pievienotas T7 un SP6 praimeru sekvences (pasvitrots) (Dorn-In et al., 2015). legitie PCR
produkti tika sekvenéti ar enzimatisko didezoksi terminacijas jeb “Sangera” sekvenésanas
metodi. legltas 16S rRNS sekvences lidz gints un/vai sugas limenim tika identificétas, tas
salidzinot ar datubazés pieejamajam sekvencém, izmantojot atbilstoSos bioinformatikas rikus.
Metodes izstrades procesa tika izveidota lokala 16S rRNS génu datubaze. Baktériju sugu
gadijuma sekvences tika ieglitas no NCBI 16S RefSeq Nucleotide sekvencu datubazes (O'Leary
et al., 2016), kas kopuma parstavéja 29 no 30 mérka sugam ar 107 references sekvencém. Ta
ka vienai baktériju sugai Pseudomonas amyloderamosa NCBI datubazé 16S rRNS sekvence
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nebija parstavéta, ta tika ieglta no pétijuma ieklautas kultlras un pievienota lokalajai
datubazei.

PCR produkti tika ieglti no visam 28 analizétajam baktériju sugam. Metode uzradija
augstu specifiskumu, jo PCR produkti netika iegtti ne no vienas no analizétajam 34 sénu un 4
raugu sugam, ka ari papildus pétijuma ieklautajiem sojas (Glycine max), s€jas risa (Oryza
sativa), ka art cilvéka DNS paraugiem. Salidzinot iegltas sekvences ar datubazé ieklautajam,
visu sugu piederiba tika noteikta pareizi ar sekvencu identitati 92% lidz 100%. Tomer tris sugu
gadijuma (Streptomyces rubiginosus, B. subtilis un B. licheniformis) iegiita sekvence uzradija
procentuali identisku lidzibu gan ar sagaidamo sugu, gan vél citu sugu no tas pasas gints. Ta
ka ir gintis, pieméram, Bacillus, kura esosas sugas uzrada augstu 16S rRNS sekvences lidzibu,
sados gadijumos butu nepiecieSams veikt papildus PCR reakcijas precizai sugas identifikacijai.
Tapat janem véra izmantotas references sekvencéu datubazes ipatnibas, kas ari var ietekmét
sugu identifikacijas precizitati.

Metodes izstrades procesa papildus veikta sekvencu filogenétiska analize apstiprinaja,
ka visos gadijumos baktériju piederibu ir iespéjams noteikt lidz gints un vairuma (82,2%)
gadijumu l1dz sugas [Tmenim (1. attéls). Sugu precizi nebija iespéjams noteikt baktérijam B.
subtilis, B. licheniformis, S. rubiginosus, Streptomyces violaceoruber un Streptomyces
mobaraensis. Kopuma iegutie rezultati atbilst visparéjam aplésém par baktériju identifikaciju,
balstoties uz 16S rRNS, kas sasniedz >90% l1dz gints un 65% - 83% lidz sugas limenim (Janda &
Abbott, 2007). Tomeér, janem véra, ka tiesi B. subtilis un B. licheniformis, kuru gadijjuma sugu
nebija iespéjams viennozimigi precizi identificet, kopuma atbild par 45,4% no baktériju
producétajiem partikas enzimiem. Visticamak So sugu gadijuma nepiecieSams attistit metodi,
kas balstita uz reala laika PCR (rIPKR), kas ir jutigaka par konvencionalo PCR.

psowpiapojAwe

1. attéls. 16S rRNS géna filogeneétiska analize. Visas pétijuma parstavétas baktériju gintis

(centra) un sugas (periférija) sagrupétas balstoties uz 16S rRNS sekvencém (péc Deckers et al.,
2020).
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Metodes jutiba tika parbaudita, izmantojot komerciali pieejamu B. licheniformis
producétas a-amilazes skidumu, kas tika maksligi kontaminéts ar savvalas tipa B. licheniformis
suspensiju dazadas koncentracijas (9,2 x 10° Iidz 9,2 x 103 CFU). Izmantojot ieprieks$ aprakstito
PCR metodi, sagaidama garuma amplikoni tika iegQti atSkaidijumos lidz 4,6 x 102 CFU, un
sekvenésanas rezultati apstiprinaja to piederibu sugai B. licheniformis.

Metodes praktiskais pielietojums tika izvértéts, izmantojot komerciali pieejamus
partikas enzimu preparatus, kas ieglti no baktérijam (a-amilaze no B. licheniformis un
proteaze no B. subtilis), séném (laktaze no Aspergillus oryzae un renins (rennet) no
Rhizomucor miehei) vai augiem (papains no papaijas), ka ar viens preparats, kura izcelsmes
avots nav precizi zinams (fermentus saturo$s miltu apstrades lidzeklis). Ar ieprieks
aprakstitajiem uz 16S rRNS V3-V4 regionu mérkétajiem praimeriem sagaidama garuma PCR
produkts tika ieguts no diviem preparatiem, ko producéjusi B. licheniformis un B. subtilis, kas
norada uz baktériju DNS klatbutni Sajos produktos. leguto PCR produktu sekvencéu analize
uzradija 100% sekvencu lidzibu ar B. licheniformis o-amilazes preparata un Bacillus
amyloliquefaciens (100% lidziba) vai B. subtilis (99,28% Iidziba) proteazes preparata, kas
norada uz metodes neviennozimigajiem rezultatiem, identificejot B. subtilis. Lidztekus
molekularajam analizém, ar klasiskas mikrobiologijas metodém tika parbaudita identificéto
baktériju dzivotspéja, un abos gadijumos tika ieguti baktériju izolati, kuru genétiska analize
piederibu jau ieprieks identificétajam baktériju sugam.

Secinajumi

Metode apstiprina, ka partikas enzimu preparatos var bat gan attiecigos enzimus
producéjoSie mikroorganismi, gan nevar izslegt nejausu piesarnojumu ar vél citiem
mikroorganismiem, kas var but radies talakaja preparatu sagatavoSanas procesa. Precizai
piesarnojuma izcelsmes noteikSanai, nepiecieSams veikt papildus analizes. Izstradata metode
visos gadijumos lauj identificét metodes ietvaros aplikotas baktérijas lidz gints un vairuma
gadijumu Iidz sugas [Tmenim. Lidz ar to $1 metode ir piemérota pirma limena skriningam, lai
noteiktu saméra augsta limena (460 KVV/reakcija) partikas enzimus producéjoso baktériju
piemaisijumu. Izstradata metode blitu piemérojama ari cita veida partikas piedevu testésanai.
Zemaka piesarnojuma limena detektésanai biutu nepiecieSams izstradat gints/sugas
specifiskas rIPKR balstitas metodes.

1.1.3. Geneétiski modificéta B. subtilis celma noteikSana B2 vitaminu saturosas
baribas piedevas (péc Paracchini et al., 2017 un Fraiture et al., 2021)

B2 vitamins jeb riboflavins ir dzivibas funkcijam batisks mikroelements, kas augstako
dzivnieku organisma neveidojas, tapéc tas ir jauznem ar uzturu vai baribu. B2 vitaminu dabiski
producé daudzi mikroorganismi un augi. Misdienas komerciala B2 vitamina razoSana notiek
fermentacijas procesa, izmantojot GMM, visbiezak B. subtilis vai Escherichia coli, ka ari Ashbya
gossypii un Candida famata (Abbas & Sibirny, 2011).

B. subtilis ir daba bieZi sastopama, nepatogéna, aeroba endosporas veidojosa bakteérija.
B2 vitamina producésanai biezi tiek izmantoti nesporuléjosi B. subtilis celma 168
atvasinajumi, kuri var saturét gan dabiskas mutacijas, kas veicina B2 vitamina sintézi, gan
papildus ieviestas genétiskas modifikacijas. Maksligi ieviestas B. subtilis genoma modifikacijas
ietver vairakas kopijas B2 vitamina sintézes rib jeb ribDEAHT operona ar géniem ribD, ribE,
ribA, ribH un ribT; ka ari selekcijas markierus — AMR génus (pieméram, cat, tet, ermAM). Sadi
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modificéta B. subtilis celma B2 vitamina sintézes génu ekspresija ir ievérojami paaugstinata
(Perkins et al., 1999).

Saskana ar ES noteikumiem, partikas vai baribas piedevas, kas raZotas, izmantojot
GMM, nedrikst atrasties ne producéjosie mikroorganismi, ne to genétiskais materials. 2014.
gada ES tika konstatéts nevélams GM baktérijas B. subtilis piemaisijums B2 vitaminu saturosa
baribas piedeva, kas importéta no Kinas (Barbau-Piednoir et al., 2015a). Vacijas laboratorijas
produktd konstatéja dzivotspéjigas, GM B. subtilis sporas, par ko Eiropas Atra bridinadanas
sistéma partikai un baribai (RASFF) (anglu val. Rapid alert system for food and feed) izplatija
bridinajumu RASFF2014.1249 parejam Eiropas valstim. Francijas Nacionala references
laboratorija GMO testésanas joma no tris analoga Francija importéta produkta paraugiem
izoléja B. subtilis kultiru 2014-3557, kas talak tika raksturota, izmantojot pilna genoma
sekvenésanu. legltas B. subtilis kulturas genoma tika identificéti 4233 géni, no kuriem 97,9%
(4144) funkcija bija zinama un taja skaita ietvéra B2 vitamina sintézé iesaistitus génus. legita
genoma sekvence tika publiceta ar identifikacijas numuru  JYFLOOOO0000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JYFLOO0O00000 (Barbau-Piednoir et al., 2015a).
Balstoties uz sekvenésanas datiem, tika izveidota rIPKR metode VitB2-UGM neautorizétas B.
subtilis kultiras detektésanai, kas spéj detektét mérka DNS klatbutni produkta ari bez
mikroorganismu izolésanas, un ir mérkéta uz sekvencu robezu starp B2 vitamina génu un génu
nesosa vektora sekvenci (Barbau-Piednoir et al., 2015b).

Talakajos pétijumos atrasta GM B. subtilis genoms tika raksturots precizak, nu kuriem
divi apskatiti tuvak. Pirmaja pétijjuma atkartoti veikta visa neautorizéta B. subtilis genoma
sekvenésana divos citos neatkarigi iegutos izolatos, ka ari noteiktas iespéjamas plazmidas
(Paracchini et al., 2017). Otraja pétijjuma demonstréta skrininga metodes izstrade GMM
detektésanai B2 vitamina ka baribas piedevas produktos, balstoties uz kontroles programmas
ietvaros vairaku gadu garuma ievaktiem paraugiem Belgija (Fraiture et al., 2021).

Pirma valsts, kas 2014. zinoja par neautorizéto B. subtilis, bija Vacija. Divas Vacijas
laboratorijas neatkarigi tika iegutas neautorizéta mikroorganisma kultiras, kas tika detalizéti
raksturotas ar dazadam mikrobiologijas un molekularas biologijas metodém. legutas kultiras
barotnés sekretéja kosi dzeltenu vielu, kas jau sakotnéji liecinaja par iespéjamo B2 vitamina
sintézi. Gan MALDI-TOF masas spektrometrijas biokimiska analize, gan 16S rRNS sekvencu
analize apstiprinaja iegttas kulttras ka B. subtilis.

Pirmaja posma, izmantojot PCR metodes, tika veikts skrinings, lai apstiprinatu genétisko
modifikaciju klatbtni izoleéto B. subtilis kultiru genoma. lzmantojot rIPKR praimerus un
zondes, kas meérkéti uz lac operona un pUC vektora esosas plazmidas pBR322 robezu
sekvencém, iegutajas kulturas tika apstiprinata rekombinanta pUC vektora klatbutne.
Savukart, izmantojot konvencionalo PCR, tika veikta potencialo selekcijas markieru — AMR
génu (ermAM, cat) skrinings, kas apstiprinaja minéto génu klatbatni.

Nakamaja posma tika veikta plasa un detalizéta ieglto izolatu visa genoma analize.
Kopuma tika veikti tris neatkarigi NGS eksperimenti, izmantojot divas neautorizéta B. subtilis
kultGras no Vacijas laboratorijam, ka ari vienu kultlru no Eiropas Komisijas Kopiga pétniecibas
centra (anglu val. Joint Research Centre), izmantojot tris dazadas NGS platformas — lllumina
MiSeq ar MiSeq Reagent Nano Kit v2, Illumina HiSeq 1500 ar HiSeq SBS kit v4 un Roche GS
Junior System ar Rapid library preparation kit, tadéjadi sniedzot iespéju salidzinat ieglitos
genoma sekvencu rezultatus starp dazadam sekvenésanas platformam un laboratorijam.

Salidzinot ieglto izolatu sekvences ar publiskajas datu bazés atrodamajam sekvencem,
visaugstako lidzibu uzradija B. subtilis subsp. subtilis celmi 168, 6051-HGW un AG1839, no
kuriem celms 168 ir plasi izmantots modelis laboratorijas eksperimentos, sakara ar ta
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transformacijas Tpasibam (Barbe et al., 2009). legltas genoma sekvences tika salidzinatas ari

ar 2015. gada publicéto pirmo no neautorizéta produkta ieguto B. subtilis genoma sekvenci

(Barbau-Piednoir et al., 2015a), un sekvences uzradija 99% identitati.

Izolatos, kad bija ieglti no importéta produkta, bija atrodamas gan zinamajos
radniecigajos B. subtilis celmos 168, 6051-HGW un AG1839 jau ieprieks aprakstitas, gan
jaunas un unikalas genoma variacijas. Lai detektétu maksligi ieviestos genoma elementus, tika
veikta papildus sekvencu salidzinajums ar atbilstoSiem bioinformatikas rikiem (runMapping
454), par references sekvenci izmantojot celmu 168. Kopuma tika atrastas cetras delécijas un
viena insercija:

e delécija no 529421. lidz 549933. nukleotidam, kas ietver integracijas un konjugacijas
elementu ICEBs1 géna trnS-leu2; ir ieprieks aprakstita (Auchtung et al., 2005);

e delécija no 2428481. lidz 2436938. nukleotidam, kas ietver ribD, ribE un ribAB génus,
kombinacija ar rib operona regulatoru fswa; ir ieprieks aprakstita (Winkler et al., 2002).
Cits ribDEAHT operons hromosoma netika atrasts, kas norada uz to, ka B2 vitamina
producésanai nepiecieSami plazmidu kodéti rib operoni;

e delécija no 3236246. lidz 3236442. nukleotidam, kas ietver potenciala transmembranu
proteinu kodéjosa yufK géna 3’ rajonu;

e delécija no 3812644 Ilidz 3812747. nukleotidam rpoE géna, kas kodé DNS vaditas RNS
polimerazes delta subvienibu, kas saistita ar paaugstinatu RNS transkripcijas specifiskumu
un efektivitati; ir ieprieks aprakstita (Hiratsu et al., 1995);

e unikala insercija 1764920. pozicija recA géna, kas kodé homologaja rekombinacija un DNS
labosana iesaisitu proteinu. Insercija ir 1290 bp gara un satur cat génu, kas kodé
hloramfenikola rezistences génu, un ir klonéts Clal restrikcijas saita (AT|CGAT), un
visticamak kalpo ka selekcijas markieris (2. attéls).

recA (partl)

cat?

Inserted fragment

Event-specific ——Cla
detection method

recA (part2)

2. attéls. B. subtilis genoma rajons ar transgéno cat génu, kas klonéts Clal restrikcijas saita
recA géna. Noradita genoma pozicija (anglu val. event-specific detection method), uz kuru
mérkéta rIPKR skrininga metode, GMO “notikuma” (anglu val. event) detektésanai (péc
Deckers et al., 2020).

Izmantojot ieglto informaciju par cat géna integracijas vietu genoma (2. attéls), tika
izveidoti rIPKR praimeri un zonde (3. attéls), neautorizéta B. subtilis atrai detekcijai. lzstradata
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testa sistéma (markieris 558) uzradija pozitivu rezultatu visos tris analizétajos B. subtilis
izolatos.

cgagcttttgcgcegtataccggatctaacgeatgetccgeatcgattataggtatgtggttttgtattggaatgge

3. attéls. Praimeru un zondes pozicija genoma, neautorizéta B. subtilis celma detektésanai.
Praimeru un zondes sekvences pozicijas pasvitrotas; zalS — recA sekvence; peléks —
savienojosa sekvence, kas satur Clal restrikcijas saitu; zils — insercija.

Aprakstita insercija bija vieniga pozicija hromosoma, kura tika detektéta sveSa DNS
integracija. Tomeér, analizéjot ar visa genoma sekvenésanu iegutos izolatu sekvencu
nolasijumus, dalu no tiem nebija iespéjams “mapét” jeb sakartot pret references genomu (B.
subtilis celms 168). Sie nolasijumi veidoja Cetras neatkarigas parklajosas sekvences (anglu val.
contigs), kas tika identificétas ka Cetras dazadas arpus hromosomas esoSas rekombinantas
plazmidas (4. attéls):

e pGMBsub01 (LT622641), 11378 bp; satur B. amyloliquefaciens ribDEAHT operonu ar
géniem ribD, ribE, ribA, ribH un ribT; papildus B. amyloliquefaciens proteinu génus; pUC19
vektora ampicilina rezistences génu; pUB110 vektora kanamicina un bleomicina
rezistences génus (4. attéls, A);

e pGMBsub02 (LT622641), kas ir saisinata (7581 bp) ieprieks aprakstitas pGMBsub01 versija
un satur B. amyloliquefaciens ribDEAHT operona ribD un ribE génus; pUC19 vektora
ampicilina rezistences génus; pUB110 vektora kanamicina un bleomicina rezistences
génus (4. attéls, B);

e pGMBsub03 (LT622642), 8544 bp; satur pUC19 vektora ampicilina rezistences génus;
tetraciklina rezistences génu kaseti; daléju B. subtilis ribDEAHT operonu ar ribA, ribH un,
ribT géniem (4. attéls, C);

e pGMBsub04 (LT622643), 29760 bp; satur pilnu B. subtilis ribDEAHT operonu; sekvences
no Streptococcus pyogenes raksturigas plazmidas pSM19035 ar eritromicina rezistences
géniem (4. attéls, D).
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4. attéls. Cetru identificéto plazmidu pGMBsub01, pGMBsub02, pGMBsub03 un pGMBsub04
shematiskais attélojums (péc Deckers et al., 2020).

Tikai viena Vacijas izolata tika atrastas visu Cetru plazmidu sekvences. Interesanti, ka
vismaz daléji visu Cetru plazmidu sekvences tika atrastas ari jau iepriek$ analizétaja izolata
2014-3557 no Francijas (Barbau-Piednoir et al., 2015a). Par&jos izolatos iztrikstosas
plazmidas iesp€jams tika zaudétas izolatu kultivéSanas procesa. Balstoties uz iegutajiem
datiem, tikai izstradatas piecas rIPKR metodes aprakstito ¢etru plazmidu detektésanai (4., 5.
attéls):

e pGMBsub01 - PCR-690, PCR-691;

e pGMBsub02 — PCR-690, PCR-691, PCR-804;
e pGMBsub03 — PCR-693;

e pGMBsub04 — PCR-694.
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PCR-  gatgaattatatcaacatattaagcctttgggcattttgcaccccaatacatcattaa
690 aagatccggggaattgctgcaggcatgcaagettggegtaatcatggtcatage

PCR-  cgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacg
691 acggccagtgaattcgcaagacgaaataaaccgtacgagcagttttctttagagaa

PCR-  tcgtgcacagcttgaaatctagaggaacgagaattaactttatggatcggggat
693 cctctagagtcgacctgcaggceatgcaagettggegtaatcatggtcatagetgtttcc

PCR-  cattcgattgtgcgagcgcagactcaaaaaacaggcgaattccagttaaattccgtgtag
694  gaatttttagagtagaagatcaaacaaaaattatgtctgttacgctgaatacaaaaaatacc

PCR-  agaccgcgtttacagtcagcattgaccacaagctgaccgaatatgecggatacgtatatge
804 ttggaacgaaaaaagaattcgag

5. attéls. Praimeru un zonZu sekvences (pasvitrotas), neautorizéta B. subtilis celma plazmidu
pGMBsub01, pGMBsub02, pGMBsub03 un pGMBsub04 detektésanai.

Jaunais neautorizétais GM B. subtilis celms lidz Sim nekur nav bijis aprakstits, tomér
pétijuma autoriem, balstoties uz ieguto informaciju par izolatu sekvencém, izdevas identificét
patentu B2 vitamina raZoSanai no Krievijas, kura aprakstitajam celmam un ta iegtsanai
veiktajam transformacijam ir daudz lidzibu ar iegito izolatu genétiskajiem elementiem
(Mironov et al., 2004).

Lai gan ar NGS var ieglt visplasako informaciju par analizéjama organisma genoma
sekvenci, ka arT ir iespéjams detektét pavisam jaunas, lidz Sim nekur neaprakstitas sekvences
variacijas, tomer 31 pieeja prasa specifisku ekspertizi, ka art padzilinatu esosas informacijas
parzinasanu un izvértésanu. Tapat biezi ir grati izSkirt patiesas sekvences izmainas no
iespéjamam kludam vai sekvences kvalitates problémam, kas var bit radusas sekvenésanas
procesa. Saja gadijuma GM B. subtilis genoms vélak ir ticis parsekvenéts, izmantojot
sekvenésanas platformas, kas balstas uz garaku nolasijumu iegtSanu, un jaunieguta sekvence
paradija, ka vismaz dala no identificétajam plazmidam tomeér ir integrétas genoma (Berbers
et al.,, 2020). Tomér kopuma iegitie rezultati sniedz detalizétu molekulari genétisko
raksturojumu un tos var izmantot, lai atri izveidotu specifiskas detekcijas metodes konkrétu
meérka sekvencu identificésanai.

Abos augstak aprakstitajos pétijumos pieminétas rIPKR metodes GMM skriningam —
markiera 558 metode (Paracchini et al., 2017) un VitB2-UGM metode (Barbau-Piednoir et al.,
2015b) — jau tiek izmantotas praksé Belgijas programma B2 vitamina ka baribas piedevas
kontrolei. Metodes jau 2018. un 2019. gada deva pozitivus rezultatus, konstatéjot
kontaminaciju ar jau iepriekS aprakstito GM B. subtilis celmu (RASFF2018.2755,
RASFF2019.3216). Eiropas References laboratorija par genétiski modificétu partiku un baribu
(EURL GMFF) ir izveidojusi plazmidu pENGL-00-EM-01/18-01, kuru nacionalas references
laboratorijas var izmantot ka pozitivo kontroli markiera 558 amplificésanai®. Neviena cita
metode GMM testéSanai taja bridi pieejama nebija, lidz ar to nevar pilniba izslégt vél kada
citu GMM vai to genetiska materiala klatbatni analizétajos paraugos, ko nav iespéjams
identificét ar esosajam metodem.

2021. gada publicétaja pétijuma (Fraiture et al., 2021) tika veikts parskats par 67 B2
vitamina ka baribas piedevas paraugiem, kas no 2016. lidz 2019. gadam tika ievakti kontroles

3 Plasmid control sample for the detection of a genetically modified Bacillus subtilis production strain identified
in a vitamin B2 feed additive (558-integration site of cat in B. subtilis isolate e871) by the European Union
Reference Laboratory for Genetically Modified Food and Feed (EURL GMFF).

24



programmas ietvaros Belgija un testéti, izmantojot 2014. gada identificeta GM B. subtilis
celma markiera 558 un vitB2-UGM rIPKR metodes (Barbau-Piednoir et al., 2015b; Paracchini
et al., 2017). lzmantojot $is, ka art citas literatlra jau atrodamas metodes, tika izstradata
primara skrininga metode GMM detektésanai B2 vitamina ka baribas piedevas produktos (6.
attels).

PARAUGS
baribas piedeva ar B2

qPCR B. subtilis noteiksanai qPCR GMM noteiksanai
(spBS) (AMR géni cat, aadD, tet-L)
Pozitivs: konstatéta B. 5 ROzve. va-l Lenun Negativs: nav
subtilis genétiska Negatve nav Aekvalysaana aizdomu par GMM
konstatéts B. subtili: tiprina AM
materiala klatbatne Obtate s 2 aPtie 2p3 'gz:z; B klatbGtni produkta

Aizdomas par

qPCR markierim S Pozitivs: Negativs: aizdomas
: nezinama GMM .
558 un VitB2- Klatbatni aizdomas par par GMM nav
UGM -.. | GMM klatbatni apstiprinatas
& 2. scenarijs &
Pozitivs: konstatéts B. Negativs: aizdomas
subtilis par nezinama GMM
RASFF2014.1249 klatbatni
1a scenarijs 1b scenarijs

6. attéls. Darba plismas shematisks attélojums neautorizétu GMM skriningam B2 vitamina ka
baribas piedevas produktos (péc Fraiture et al., 2021).

Ta ka B. subtilis ir viena no visbiezak izmantotajam GMM sugam B2 vitamina razosana
un vieniga ES autorizéta B2 vitamina ka baribas piedevas producéjosa baktériju suga,
metodika balstas uz B. subtilis sugas specifiska géna (Cangiano et al., 2014), ka arf tris galveno
GM baktérijas izmantoto AMR génu — cat (hloramfenikola rezistence), aadD (kanamicina,
neomicina rezistence) un tet-L (tetraciklina rezistence) — detektésanu (Sis metodes detalizétak
apskatitas talakas nodalas) (Fraiture et al., 2020a, 2020b, 2020c) (4. tabula). Pozitiva AMR
signala gadijuma, iegltie rezultati jaapstiprina ar konvencionalo PCR un Sangera sekvenésanu
(6. attels).

4. tabula
Praimeru un zonZzu sekvences AMR un B. subtilis sugas specifisko génu detektésanai
ar rIPKR
Praimeris Sekvence 5’-3’ Avots
cat-F GTGACAAGGGTGATAAACTCAAATAC
cat-P FAM-ACCTAACTCTCCGTCGCTATTGTAACCAGT-TAMRA Fraiture et al., 2020a
cat-R TGTATAAAGTGGCTCTAACTTATCCC
aadD-F ATCAGATTGGCCGCTTACAC
aadD-P FAM-CGGTAGAAGCCCAAACGTTCCAC-TAMRA Fraiture et al., 2020b
aadD-R ATAAGGGCACAAATCGCATC
tetL-F ATAAAACGAGCCATAATAAGTAAGGAAAAG .
Fraiture et al., 2020c
tetL-P FAM-CCAACAAACCCAATTACCGACCCGAAACAA-TAMRA
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Praimeris Sekvence 5’-3’ Avots ‘
tetL-R TCAATTAGGCATCAAAAGGTTACTCC ‘
spBS-F CTGATAAGYCCAAGCGGAATCCC (SYBR Green metodei) . ‘
- Cangiano et al., 2014
spBS-R GAGCTTGTCGGCCTATTTAAGC (SYBR Green metodei) ‘

Balstoties uz izstradato pieeju, aizdomas par neautorizéta GMM klatbatni var bit Sados
gadijumos:

o jatiek detektéts B. subtilis sugas specifiskais géns un vismaz viens pilna garuma AMR géns,
tiek parbaudita zinama GM B. subtilis celma 2014-3557 klatbutne ar specifiskajam rIPKR
metodém. Pozitiva signala gadijuma ir apstiprinata neautorizéta GM B. subtilis celma
2014-3557 klatbGtne parauga (6. attéls, 1a scenarijs);

o jatiek detektéts B. subtilis sugas specifiskais géns un vismaz viens pilna garuma AMR géns,
bet GM B. subtilis celma 2014-3557 klatbutne ar specifiskajam rIPKR metodém netiek
konstatéta, pastav aizdomas par nezinama GMM klatbitni parauga (6. attéls, 1b
scenarijs);

e ja netiek detektéts B. subtilis sugas specifiskais géns, bet vismaz viens pilna garuma AMR
géns parauga tiek konstatéts, ir iespéjama vél cita nezinama GMM klatbGtne parauga (6.
attéls, 2. scenarijs).

Pielietojot izstradato primara skrininga metodiku, visi 67 kontroles programma ievaktie
paraugi tika testéti, lai noteiktu neautorizétu GMM klatbatni. SeSi paraugi uzradija pozitivu
rezultatu uz B. subtilis specifisko génu (Cq no 18,2 lidz 36,4). Piecos no seSiem paraugiem tika
atrasts ari vismaz viens pilna garuma AMR géns — visos piecos paraugos tika atrasti cat un
aadD géni. Tie pasi pieci paraugi uzradija pozitivu signalu markiera 558 un vitB2-UGM rIPKR
reakcijas (visos gadijumos abas reakcijas bija pozitivas, Cq vértibas no 16,5 lidz 39,9), kas
liecina par potencialu kontaminaciju ar jau zinamo GM B. subtilis celmu 2014-3557. No
neviena no 5 paraugiem netika ieglita dzivotspéjiga GMM kultidra. Par iegltajiem rezultatiem
tika sagatavoti zinojumi RASFF2018.2755 un RASFF2019.3216.

Sestais paraugs, kur$ uzradija vaji pozitivu signalu B. subtilis sugas specifiskaja rIPKR
reakcija (Cq 36,4), kas rada aizdomas par zema limena kontaminaciju, tomér visas talakas
reakcijas bija negativas —iespéjams kontaminacija zem So metozu detekcijas robezas. Kopuma
iegltie rezultati nerada aizdomas, ka Belgijas tirgl B, vitamina ka baribas piedevas produktos
bltu atrodami vél kadi citi neautorizéti GMM bez jau zinama GM B. subtilis celma 2014-3557.

Bez PCR balstitas stratégijas, tika izvéléeti ar citi indikatori GMM klatbUtnes noteiksanai.
Pirmkart, tika izvértéta antibiotikas hloramfenikola klatbitne paraugos, nemot véra, ka
hloramfenikola rezistences géns cat, biezi tiek izmantots ka selekcijas markieris un
hloramfenikols jau ieprieks ir konstatéts mikrobialas fermentacijas produktos (Fraiture et al.,
2020a), neskatoties uz to, ka ta klatbatne partika ir aizliegta. Divos paraugos (no pieciem jau
iepriekS aprakstitajiem GMM pozitivajiem paraugiem) tika konstatéta hloramfenikola
klatbltne, kas liecina, ka ari ieprieks$ zinotajos gadijumos, kad produkta tikusi konstatéta Si
antibiotika, nav izslegta GMM klatbutne tajos. Lidz ar to paraugi, kuros tiek konstatéts
hrloramfenikols, butu jatesté, izmantojot Seit piedavato skrininga stratégiju, lai novertétu
potencialo piesarnojumu ar GMM.

Otrs izvéletais indikators bija no parauga izdalita DNS daudzums. Lielakaja dala
gadijumu izdalita DNS koncentracija bija 1 lidz 30 ng/ul, tacu ¢etros gadijumos ta sasniedza
vairakus tdkstoSus ng/ul. Tomér neviena no paraugiem, no kuriem izoléta DNS uzradija
arkartigi augstu koncentraciju, netika konstatéta GMM klatbltne, un visticamak DNS
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koncentracijas meérijumu Sajos DNS paraugos maldigi paaugstinaja B2 vitamina paraugiem
raksturiga dzelteniga pigmenta klatbitne.

Vél viena alternativa GMM noteikSanai bltu izmantot jau pastavosas uz 16S rDNS
meérkéetas konvencionala PCR metodes, tomér konvencionala PCR jutiba parasti ir zemaka,
tapéc metode bitu piemérota tikai paraugiem ar augstu kontaminaciju, ka tas jau ieprieks
tika demonstréts (Deckers et al., 2020).

Secinajumi

Lai gan ES prasibas paredz, ka partikas enzimu gadijuma produkta nedrikst atrasties ne
producéjosSie GMM, ne to genétiskais materials, tomer [idzSinéja pieredze rada, ka $ads
piesarnojums var tikt konstatéts. LidzSinéjie gadijumi saistiti ar konkrétu B2 vitaminu
producéjosu GM B. subtilis celmu, kas pirmo reizi Eiropa vairakas valstis tika konstatéts no
Kinas importéta baribas piedeva. Ir izstradatas vairakas uz PCR balstitas metodes, kas vérstas
gan uz specifiska celma detektésanu, gan ari ir izstradata primara skrininga stratégija vel citu
potencialo GMM detektésanai produktos, tomér pasreiz pieejamas metodes pagaidam aptver
sameéra ierobezZotu potencialo GMM klastu.

1.1.4. Antimikrobialas rezistences géni genétiski modificétu mikroorganismu
klatbutnes noteikSana partikas un baribas produktos

- Antimikrobialds rezistences génu noteikSana ar PCR metodém un Sangera sekvenésanu

Viens no genétiski modificétu mikroorganismu (GMM) skrininga mérkiem ir AMR géni,
kas tiek izmantoti GMM izstrade ka selekcijas markieri. AMR génu potenciala parvietosanas
horizontalas parneses cela apdraud vidi un sabiedribas veselibu. ES GMM apriti komercialos
partikas un baribas produktos ierobezo regula (EK) Nr. 1829/2003, kas nosaka, ka $ados
produktos nedrikst atrasties ne partikas piedevas, enzimus un aromatizétajus producéjosie
GMM, ne to rekombinantais genétiskais materials. Risks, ka AMR génu varétu nonakt vide un
citos mikroorganismos, ir paaugstinats, ja GMM satur pilna garuma AMR génu, blakus
sekvences elementus (anglu val. flanking regions), géns atrodas starp mobiliem genétiskajiem
elementiem un/vai produkta sastopama dzivotspéjiga GMM kultlra. Ir izstradatas nedaudzas
rIPKR metodes, kas balstitas uz 1su (apméram 100 bp) AMR génu fragmentu detekciju, tomér
tas nevar pieradit pilna garuma AMR génu klatbUtni, kas apgritina génu parvietoSanas riska
novertéSanu un norada uz vajadzibu izstradat metodes Sadu produktu testésanai
kompetentajas iestadés (EFSA, 2019). Saja sadala tuvak apskatita vairaku metodikas stratégiju
izstrade AMR génu noteikSanai ar mérki detektéet GMM.

Uz hloramfenikola rezistences génu cat mérkéta metode genétiski modificétu bakteériju
detektésanai partikas un baribas produktos (péc Fraiture et al., 2020a)

Vieni no potencialajiem markieriem GMM detekcijai ir hloramfenikola rezistences
(CmR) géni. Lai gan hloramfenikola izmantosSana partikas razoSana ES ir aizliegta, ta klatbGtne
ir konstatéta produktos, kas ieglti mikrobialas fermentacijas cela — laika no 2008. lidz 2015.
gadam bijusi vairak neka 30 RASFF zinojumi, kas netieSi norada uz iespéjamo CmR génu
saturoSu GMM izmantoSanu, ka ari parada nepiecieSamibu $adu produktu testéSanas metozu
attistiSanai. Talak aprakstits pétijums, kura paradita uz CmR génu detekciju balstitas GMM
skrininga metodes izstrade (Fraiture et al., 2020a).
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Pétijuma pirmaja posma tika izvértéta visparéja CmR génu sastopamiba GM bakteérijas,
kas tiek izmantotas mikrobialaja fermentacija partikas un baribas piedevu razoS$anai. Tika
identificetas visas GM baktériju sugas, kas pétijuma veikSanas laika bija uzskaititas EPNI
saraksta ar mikroorganismiem, kas tiek izmantoti partikas un baribas piedevu, enzimu un
aromatizétaju razosana (EFSA, 2017). (Kops 2017. gada saraksts ir atjaunots un taja ieklauta
papildus informacija (EFSA, 2020)).

Kopuma tika identificéti 37 GM baktériju celmi, no kuram lielaka dala (75,6%) pieder
divam sugam — B. licheniformis (45,9%), B. subtilis (29,7%), bet paréjas sastopamas baktérijas
patentos bija Escherichia coli (8.1%), Streptomyces violaceoruber (8.1%), Corynebacterium
glutamicum (2.7%), B. amyloliquefaciens (2.7%) and Pseudomonas fluorescens (2.7%). Talak
tika apskatiti publiski pieejamie patenti, kuros aprakstitajas mikrobialas fermentacijas
metodés izmantoti B. subtilis un B. licheniformis celmi, un kas ietver vairak neka 20 dazadus
ES tirgum aktualus fermentacijas produktus, pieméram, ksilanazi, asparaginazi, B-
galaktozidazi, a-amilazi, B-amilazi, B2 vitaminu jeb riboflavinu, pienskabi, laktazi, proteazes,
u.c. Balstoties uz Siem kritérijiem kopuma tika identificéti 241 patenti, no kuriem 72 (30%) ka
selekcijas markieris bija minéts CmR kodéjosais géns, turklat biezi kombinacija ar vél citiem
AMR géniem. Patentos tika izmantotas vairakas CmR génu saturosas plazmidas (pC194,
pHTO1, pJH101, pBGSC6, pBR325, pGJ148 un pL603), no kuram lielaka dala saturéja CmR
génu, kas atbilst hloramfenikola acetiltransferazi kodeéjosa cat géna sekvencei ar GenBank
numuru NC_002013.1.

Balstoties uz sekvenci NC_002013.1 tika izstradata cat géna skrininga pieeja divos
posmos. Pirmaja posma tiek izveértéta cat géna potenciala klatbltne, izmantojot uz TagMan®
zondi (cat-P) un praimeriem (cat-F, cat-R) balstitu rIPKR metodi, ar kuru tiek amplificéts 96 bp
gar$ cat géna fragments (Turgeon et al., 2008). Pozitiva rIPKR rezultata gadijuma pariet uz
otru metodes posmu, kura ar konvencionalo PCR tiek novértéta pilna cat géna klatbitne. Sim
nolukam, nemot véra GMO rutinas analizes kritérijus, tika izstradati praimeri, kas amplificé
iespéjami garako cat géna fragmentu. Lai panaktu labaku reakcijas iznakumu, tiek pielietota
nested-PCR stratégija, kuras pirmaja posma tiek amplificéts 573 bp gars cat géna fragments
(praimeri cat-F1 un cat-R1), kas talak tiek izmantots otra amplifikacija, lai rezultata iegltu 529
bp garu cat géna fragmentu (praimeri cat-F2 un cat-R2). Abos metodes posmos izmantoto
praimeru un zondes sekvences noraditas 5. tabula.

5.tabula
Praimeru un zondes sekvences cat géna fragmentu amplifikacijai
Praimera nosaukums Sekvence
cat-F GTGACAAGGGTGATAAACTCAAATAC
cat-R TGTATAAAGTGGCTCTAACTTATCCC
cat-P FAM-ACCTAACTCTCCGTCGCTATTGTAACCAGT-TAMRA
cat-F1 TTTGAACCAACAAACGACTTT
cat-R1 GGCCTATCTGACAATTCCTGA
cat-F2 CCAACAAACGACTTTTAGTATAACC
cat-R2 TCCTGCATGATAACCATCAC

Metodes praktiskaja izstradé tika izmantoti 85 savvalas tipa mikroorganismu celmi
(baktérijas un sénes), kas parstav lielako dalu EPNI saraksta minéto partikas un baribas
piedevu, enzimu un aromatizétaju razoSana izmantoto mikroorganismu (EFSA, 2017). Analizé
tika ieklauta ari neautorizétais GM B. subtilis celms 2014-3557 (Barbau-Piednoir et al.,
2015a), ka arT tris Belgijas un Francijas tirgos atklati B2 vitamina ka baribas piedevas paraugi,
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kas satur neautorizétus GMM vai ar tiem saistitu genétisko materialu, un viens negativs
komercialais paraugs.

Neviena no savvalas tipa mikroorganismu celmiem ar rIPKR netika konstatéta cat géna
klatbltne, iznemot vienu B. subtilis celmu, kas uzradija véli pozitivu rezultatu (Cq 40) viena no
Cetriem reakcijas replikatiem, tacu talakas konvencionalas PCR visiem celmiem bija negativas.
Tomer, in silico salidzinot cat géna sekvenci ar NCBI references sekvenéu datu bazé
pieejamajam savvalas tipa mikroorganismu sekvencém, nedaudzas sugas uzradija cat géna
klatbatni ar 100% identitati. No Sim sugam tikai viena (Enterococcus faecium) saskana ar EPNI
rictba esoSo informaciju tiek izmantota mikrobialas fermentacijas produkcijas iegtsanai.
Pétijuma ieklautais E. faecium celms neuzradija cat géna klatbatni. Lidz ar to var secinat, ka
kopuma metode uzrada augstu specifiskumu.

Metodes jutiba tika parbaudita, izmantojot DNS paraugus no B, vitaminu producéjosa
B. subtilis celma 2014-3557 ar genoma kopiju skaitu no 5 500 000 lidz 0. Gan rIPKR, gan
konvencionala PCR spéja detektét vismaz 5 genoma kopijas, kas norada uz labu metodes
jutibu.

Testéjot metodes pielietojamibu, tika izmantoti ¢etri komerciali B, vitamina ka baribas
piedevas paraugi. Tris paraugi, kas jau ieprieks$ bija uzradijusi neautorizétu GMM klatbutni,
art ar $aja péetijuma izstradato metodiku uzradija uzradija pozitivus gan rIPKR, gan nested-PCR
rezultatus, bet paraugs, kura GMM atrasts ieprieks nebija, art ar So metodi bija negativs, kas
demonstre praktisko metodes pielietojamibu.

Kopuma pétijuma autori GMM detektésanai piedava shému, kura papildus tiktu
ieklauta ari GMM notikuma specifiska markiera 558 metode 2014. gada identificeta
neautorizéta GM B. subtilis (Parrachini et al., 2017) notikuma specifiskajai identifikacijai (7.
attels).

Visparéja pieeja
rIPKR cat géna

Fermenticijas noteik3anai
produkts Pilna garuma
aizdomas par DNS izolésana geénu noteiksana
GMM Notikuma PCR, sekvenésana
piemaisijumu specifiska metode

rIPKR markierim
558 (cat insercijas
vieta genoma)

7. attéls. Pilna garuma GMM cat géna noteikSanas shéma (adaptéts péc Fraiture et al., 2020a).

Uz kanamicina un neomicina rezistences génu aadD mérkéta metode genétiski modificétu
baktériju detektésanai partikas un baribas produktos (péc Fraiture et al., 2020b)

Lidztekus cat genam, viens no visbiezak GMM patentos izmantotajiem AMR géniem ir
aminoglikozidadenilstransferazi kodéjosais géns aadD, kas nodrosina bakteériju rezistenci pret
kanamicinu un neomicinu. No iepriek§ CmR metodes apraksta pieminéta 241 patenta,
kanamicina rezistences (KanR) 1pasibas izmantotas 59,9% un neomicina rezistences (NeoR)
36,1% patentu. Géns aadD kopuma pieminéts 108 (44,8%) patentos. lzmantota géna
sekvence atbilst GenBank numuram M19465.1.
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Metodes praktiskaja izstrade tika izmantoti iepriek$S cat metodes apraksta pieminétie
85 savvalas tipa mikroorganismu celmi (baktérijas un sénes) un neautorizétais GM B. subtilis
celms 2014-3557 (Barbau-Piednoir et al., 2015a).

Vispirms tika izvertéta aadD géna sekvences M19465.1 sastopamiba savvalas tipa
baktérijas. Veicot in silico salidzinajumu ar NCBI references sekvenéu datubazé atrodamajam
sekvencém, tikai E. coli uzradija aadD géna klatbitni, [Tdz ar to lielaka dala baktériju, kas tiek
izmantotas fermentacijas produktu iegisana, aadD génu nesatur. Nemot véra kanamicina un
neomicina izmantosSanas ietekmi uz cilveku un dzivnieku veselibu, batiski ir spét detektét to
rezistences génu klatbltni neatkarigi no izcelsmes.

Metode balstas uz diviem secigiem PCR posmiem. Pirmaja ar rIPKR tiek veikts skrinings
potencialas aadD géna klatbltnes novértésanai, amplificejot 138 bp garu aadD géna
fragmentu (praimeri un zonde aadD-F, aadD-R un aadD-P). Pozitiva rezultata gadijuma tiek
veikta konvencionala PCR, pielietojot nested-PCR pieeju, kuras pirmaja posma tiek amplificéts
664 bp gars aadD géna fragments (praimeri aadD-F1 un aadD-R1), kas talak tiek izmantots
otra amplifikacija, ka rezultata tiek ieglts 597 bp gars aadD géna fragments (praimeri aadD-
F2 un aadD-R2). legttais PCR produkts tiek raksturots ar sekvenésanu. Abos metodes posmos
izmantoto praimeru un zondes sekvences noraditas 6. tabula.

6.tabula
Praimeru un zondes sekvences aadD géna fragmentu amplifikacijai
Praimera nosaukums Sekvence
aadD-F ATCAGATTGGCCGCTTACAC
aadD-R ATAAGGGCACAAATCGCATC
aadD-P FAM-CGGTAGAAGCCCAAACGTTCCAC-TAMRA
aadD-F1 GAATATTGGATAAATATGGGGATGA
aadD-R1 TATCCGTGTCGTTCTGTCCA
aadD-F2 ATGGCTCTCTTGGTCGTCAG
aadD-R2 CCTGAATCCCATTCCAGAAA

Neviens no savvalas tipa mikroorganismu celmiem, ieskaitot E. coli, neuzradija aadD
géna klatbitni, noradot uz augstu metodes specifiskumu.

Metodes jutiba tika parbaudita, izmantojot DNS paraugus no B2 vitaminu producéjosa
GM B. subtilis celma 2014-3557 ar genoma kopiju skaitu no 5 500 000 Iidz 0. Pirmaja metodes
posma rIPKR deva pozitivu signalu lidz pat vienai genoma kopijai (Cq 36,9, tacu tikai viens no
trim rIPKR replikatiem bija pozitivs), un konvencionala PCR spéja detektét vismaz 5 genoma
kopijas (viens no diviem PCR duplikatiem bija pozitivs), kas kopuma norada uz labu metodes
jutibu. leguta PCR produkta sekvence apstiprinaja 100% sakritibu ar aadD references sekvenci
Nr. M19465.1.

Metodes pielietojamiba tika novértéta, izmantojot seSus ES komerciali pieejamus
produktus — tris B2 vitamina ka baribas piedevas paraugus un tris partikas piedevas. No trim
baribas paraugiem divos ieprieks bija konstatéts neautorizétais B. subtilis celms 2014-3557
vai ta genétiskais materials (RASFF2018.2755, RASFF2014.1249). Tresais baribas paraugs bija
B2 vitamina piedeva bez ieprieks konstatétas kontaminacijas, kas tika izmantota ka negativa
kontrole. Partikas paraugiietvéra B. licheniformis producétu a-amilazi un B. subtilis producétu
neitralo proteazi, kura konstatéts nejauss dzivotspéjiga Bacillus piemaisijums, tacu nebija
noteikts, vai tas ir GM (Deckers et al., 2020). K& negativa kontrole tika izmantot B.
licheniformis producéta a-amilaze bez ieprieks konstatéta nevélama GMM piemaisijuma.
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Ar rIPKR metodi abi baribas paraugi, kuros ieprieks bija konstatéta kontaminacija ar
GMM, bija pozitivi (Cq 16,0 un 34,1) un negativa kontrole, ka sagaidams, negativa. Partikas
paraugu gadijuma abi paraugi, kuros ieprieks tika konstatéts Bacillus piemaisijums, bija
pozitivi (Cq 11,6 un 16,0) un treSais partikas paraugs bija negativs. No visiem Cetriem
paraugiem, kuri uzradija pozitivu rIPKR, tika ieglits 597 bp garsS nested-PCR produkts, kura
sekvence atbilda aadD references sekvencei M19465.1. Kopuma rezultati rada, ka metode ir
pielietojama baktériju fermentacijas produktu testésanai, lai noteiktu GMM piemaisijuma
klatbatni.

Uz tetraciklina rezistences génu tetL mérkéta metode genétiski modificétu baktériju
detektésanai partikas un baribas produktos (péc Fraiture et al., 2020c)

lepriek$S aprakstitas metodes, kas balstitas uz cat (Fraiture et al., 2020a) un aadD
(Fraiture et al., 2020b) génu noteiksanu, aptver 72,6% patentu no 241, kuros lietoti visbiezak
mikrobialaja fermentacija izmantotie mikroorganismi un parstavéeti ES komerciali aktualie
fermentacijas produkti. Vel viens no potencialajiem mérkiem GMM klatbutnes noteikSanai ir
tetraciklina rezistences (TetR) géns tetl, kas kopa ar cat un aadD aptvertu 88% analizéto
patentu. Géna izcelsme saistama ar pLS1 plazmidu un ta sekvence atbilst GenBank numuram
D00946.1.

Lidzigi ka divu ieprieks aprakstito metozu izstrades procesa, vispirms tika izvértéta tetL
géna sastopamiba savvalas tipa mikroorganismos. Veicot in silico salidzinajumu ar NCBI
references sekvencu datubazeé atrodamajam sekvencém, tika identificétas nedaudzas sugas,
kuras Sis géns ir atrodams, galvenokart no Enterococcus un Staphylococcus gintim. No visam
sugam, kas uzskaititas EPNI saraksta ar mikroorganismiem, kas tiek izmantoti partikas un
baribas piedevu, enzimu un aromatizétaju razosana (EFSA, 2017), tris (Bacillus cereus,
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumonia) tika identificétas ka potencialas dabigas tetL
géna neséjas. Nemot vera tetraciklina rezistences aktualitati, ir svarigi spét detektét tetl
klatbdtni, neskatoties uz ta dabigo vai maksligo izcelsmi.

Metodes izstradé tika izmantots 91 savvalas tipa mikroorganismu celms (baktérijas un
sénes), kas parstav lielako daJu EPNI saraksta minéto partikas un baribas piedevu, enzimu un
aromatizétaju razosana izmantoto mikroorganismu (EFSA, 2020). Analizé papildus tika
ieklauta ari suga Bacillus velezensis, nemot véra zinojumu RASFF2019.3332. Ka pozitivas
kontroles, kas satur tetL génu, tika izmantotas RASFF2014.1249 zinojuma minétais GM B.
subtilis celms (Barbau-Piednoir et al., 2015a) un pLS1 plazmida.

Tapat ka uz cat un aadD géniem balstitajas metodeés, ari tetL metodes pirmaja posma
tiek novértéta géna potenciala klatbitne ar rIPKR, amplificéjot 114 bp garu géna fragmentu
(Turgeon et al., 2008). Pozitiva rezultata gadijuma tiek novértéta pilna garuma tetL klatbitne,
ar konvencionalo PCR amplificéjot un sekvenéjot 1053 bp garu géna fragmentu, un novértejot
sekvences identitati. Abos metodes posmos izmantoto praimeru un zondes sekvences
noraditas 7. tabula.
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7.tabula
Praimeru un zondes sekvences tetL géna fragmentu amplifikacijai

Praimera nosaukums Sekvence

tetL-F ATAAAACGAGCCATAATAAGTAAGGAAAAG

tetL-R TCAATTAGGCATCAAAAGGTTACTCC

tetL-P FAM-CCAACAAACCCAATTACCGACCCGAAACAA-TAMRA
tetlL-F1 TTGCAATACCTGTTCCCTCTG

tetL-R1 ACTGGGTGAACACAGCCTTT

Metodes specifiskums tika novertéts gan rIPKR, gan konvencionalas PCR limeni. Pirmaja
metodes soll abas pozitivas kontroles uzradija pozitivu rIPKR rezultatu, kameér visu paréjo
savvalas tipa mikroorganismu kulttru reakcijas bija negativas, ieskaitot Bacillus cereus,
Enterococcus faecium un Klebsiella pneumonia, kas dabiski varétu saturét tetL génu. Kopuma
tas norada uz augstu rIPKR specifiskumu. Otraja posma ar konvencionalo PCR abas pozitivas
kontroles deva atbilstoSa garuma fragmentu ar 100% sekvences identitati. Tapat sagaidama
garuma PCR fragments tika ieglts ari no vairakiem B. amyloliquefaciens, B. subtilis un B.
velezensis celmiem, kuru rIPKR reakcijas bija negativas. Tomér no Sim kultGram iegltas
sekvencu lidziba ar sagaidamo tetL sekvenci Nr. D00946.1 bija tikai 74,4% lidz 76,9%. Lidz ar
to konvencionala PCR ir pietiekami specifiska, taCu janem véra, ka ar iegltos tetL fragmentus
nepiecieSams raksturot sekvences limeni. Janem ari véra, ka metodes dizains paredz
konvencionalo PCR veikt tikai pozitiva rIPKR rezultata gadijuma, kas Saja gadijuma dotu 100%
specifisku rezultatu.

Novértéjot metodes jutibu, tika izmantotas dazadi neautorizéta B. subtilis kultlras DNS
atSkaidijumi ar genoma kopiju skaitu no 55 000 lidz 0. Metodes pirma posma rIPKR detekcijas
limits (LOD) 95% tika novértéts ka 16,7 genoma kopijas, kas atbilst Cq = 35, bet otra posma
konvencionalas PCR LOD95% sasniedz 30,8 genoma kopijas.

Metodes praktiska pielietojuma novértésanai tika izmantoti tris ES tirgl sastopami
baribas un tris partikas mikrobialas fermentacijas produkti. No trim baribas paraugiem, divos
jau ieprieks bija konstatéts neautorizétais B. subtilis celms 2014-3557 vai ta genétiskais
materials (RASFF2014.1249, RASFF2019.3216), kura ieprieks jau bija demonstréta vairaku
AMR génu klatbutne. Partikas paraugi ietvéra a-amilazi, fitazi un neitralo proteazi, no kuriem
pédéja ieprieks tika atrasta dzivotspéjiga B. velensis kultira (RASFF2019.3332) ar kanamicina
rezistences (KanR) génu aadD (Fraiture et al., 2020a).

Analizéjot visus seSus komercialos paraugus, baribas paraugu gadijuma rezultati sakrita
ar ieprieks iegltajiem — pozitivs rezultats tika ieglts abiem paraugiem, kuri jau ieprieks bija
uzradijusi GMM klatbGtni, bet tresais paraugs bija negativs. Partikas paraugu gadijuma
pozitivs rezultats tika ieglts no abiem paraugiem, kuros lidz tam GMM nebija konstatéts,
savukart tresais paraugs ar GMM piemaisijumu, kas satur KanR génu, bija negativs. Visi Cetri
pozitivie paraugi uzradija dazadus kontaminacijas limenus ar Cq vértibam no 18,0 lidz 39,1,
turklat diviem paraugiem (viens partikas un viens baribas paraugs) uzraditas Cq vértibas bija
zem LOD = 35. Paraugiem, kuri bija uzradijusi Cq vértibas zem LOD, otraja metodes posma
netika ieguti pilna garuma PCR fragmenti, ka tas bija sagaidams. Abiem partikas un baribas
paraugiem, kuru Cq vértibas bija virs LOD, tika ieguts 1053 bp gar$ PCR fragments, kuru
sekvences atbilda sagaidamajai tetL géna sekvencei Nr. D00946.1. Tadejadi ar So metodi tika
demonstréta pilna garuma tetL géna klatbltne, noradot uz potencialo neautorizéta GMM vai
ta genétiska materiala piesarnojumu.
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Secinajumi

Tris PCR metodes, kas balstitas uz AMR géniem cat, aadD un tetl, kopuma aptver
gandriz 90% potencialo GMM komercialajos mikrobialas fermentacijas produktos. Lidz ar to
uz SIm metodém balstita testéSanas stratégija varétu bt izmantojama skriningam, lai
noteiktu AMR génu kontaminaciju, kas varétu liecinat par GMM klatbutni.

- AMR génu noteiksana ar pilna genoma sekvenésanu

Pieaugot GMM piesarnojuma aktualitatei partikas un baribas produktos, aizvien lielaka
klGst nepiecie$amiba péc visaptvero$am testésanas metodém. Sobrid iespéjas aizvien ir
ierobezotas, gan nemot véra GMM dokumentaciju konfidencialitati, gan to, ka atskiriba no
GMO, raziotajiem, kuri izmanto GMM, pasreiz€jie noteikumi neprasa piedavat metodi
attieciga GM notikuma detektésanai. lepriek$éjas nodalas aprakstitas vairakas uz PCR un
Sangera sekvenésSanu balstitas metodes, kas izmantojamas konkréta jau 2014. gada
identificeta GM B. subtilis celma 2014-3557 detektésanai, ka ari uz 16S rRNS vai AMR géniem
balstitas primara skrininga stratégijas, plasaka GMM klasta noteikSanai. Tomér $is metodes
nesp€j aptvert un raksturot visus GMM, kas potenciali produktos varétu bit sastopami. Lai
raksturotu $adus nezinamus GMM, nepiecieSams veikt lielapjoma paralélo sekvenésanu, kas
spéj nolasit visu vai gandriz visu analizéjama mikroorganisma genomu.

1.1.5. Neautorizétu geneétiski modificeétu bakteriju identificesana partikas enzimos ar
pilna genoma sekvenésanu (péc Fraiture et al., 2020d)

2019. gada ES tirgu tika konstatéts GMM piemaisijums partika izmantojama neitralaja
proteazé maltodekstrina un kukurizas cietes neséja (Pureferm, sérijas numurs TAP25114738)
(RASFF 2019.3332). Sakotnéji parauga tika atrasta pilna garuma AMR géni, ka ari no ta tika
izoleta dzivotspéjiga baktériju kultira, kas radija nopietnas aizdomas par GMM
kontaminaciju. Lai to pieraditu, tika veikta ieglta izolata pilna genoma sekvenésana
apvienojuma ar de novo sekvencu savaksanas (anglu val. assembly) analizi.

Vispirms no partikas enzima matricas tika izoléta DNS, kas tika analizéta ar Decker et al.
(2020) aprakstitajam metodém, kas balstas uz PCR un 16S rRNS rajona sekvenésanu. legitie
rezultati uzradija Bacillus gints genétiska materiala klatbltni produkta. Papildus tika
apstiprinata art AMR géna aadD klatbatne (Fraiture et al., 2020b). Paraléli tika ieglta baktériju
kultlra, kas tika analizéta ar tam pasam metodém, un tika ieglti identiski rezultati.

Lai pieraditu, ka izoleta kultdra ir GMM, tika veikta iegltas baktériju kulttras pilna
genoma sekvenésana ar lllumina MiSeq sistému, izmantojot Nextera XT DNS biblioteku
sagatavosanas kitu. Nezinama GMM analizei tika izvéléta de novo genoma konstruésana,
nevis biezak izplatita un relativi vienkarsaka sekvences nolasijumu kartésanas (anglu val. read-
mapping) analize. Saja gadijuma de novo metodei ir vairakas priek$rocibas. Pirmkart, nav
nepiecieSama references sekvence, kas neeksisté, nav pieejama, vai var but gruti
identificejama. Otrkart, Sada pieeja lauj labak genoma identificét maksligi ieviestus sekvences
elementus un to robezas, ka tas ir sagaidams GMM gadijuma.

Rezultata tika generéti 714 637 250 bp gari sekvencu nolasijumu pari (anglu val. paired-
end), no kuriem péc kvalitates sliekSna piemérosanas genoma de novo konstruésanai tika
izmantoti 589 817 nolasijumi. No tiem tika generétas 430 parklajosas sekvences (anglu val.
contigs), kas atbilda Bacillus velezensis sekvencei ar GenBank numuru NZ_CP011937.1.
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Interesanti, ka iegutais rezultats neatbilda sagaidamajam, jo ka produkta esosas proteazes
producents bija noradita cita Bacillus suga — B. subtilis.

Lai noteikto transgéno sekvences rajonu, konstruétaja genoma tika identificeta AMR
géna aadD pozicija un padzilinati analizétas tai blakus esosas (anglu val. flanking) sekvences,
salidzinot ar B. velezensis references sekvenci NZ_CP011937.1. leguta izolata genoma tika
identificeta 9141 bp gara insertéta sekvence, kas saturéja duplicétu references genoma
fragmentu ar proteazes génu un fragmentu no acetiltransferazes géna, ka mérkis ir bijis
paaugstinat proteazes produkciju. Starp duplicétajam génu sekvencém tika atrasta AMR
génus aadD un bleomicina rezistenci (BleoR) kodéjosa ble génu saturo$a vektora pUB110
(GenBank Nr. M19465.1) sekvence (8. attéls). Inserta un vektora sekvencu robezas tika
apstiprinatas ar Sangera sekvenésanu. Kopuma iegutie rezultati |ava demonstrét GMM
klatbatni komercialaja proteazes produkta un So informaciju nodot Belgijas federalajai
partikas aprites droSibas agentirai (Belgian Federal Agency for the Safety of the Food Chain),
kas rezultéjas zinojuma RASFF 2019.3332.

Bacillus velezensis
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8. attéls. Transgénas insercijas shematisks attélojums. Za!s - vektors pUB110 ar aadD (violets
— KanR) un ble (dzeltens — BleoR) géniem; zils — references genoma géni; oranis — proteazes

géns un acetiltransferazes géna fragments (sarkans); melnbalts svitrojums — regioni, uz
kuriem mérkétas notikuma specifiskas rIPKR metodes (péc Fraiture et al., 2020d).

Balstoties uz ieglito GM B. velezensis sekvenci, tika izveidotas divas uz rIPKR balstitas
notikuma specifiskas metodes. Praimeri un zondes tika meérkéti uz abos pUB110 vektora galos
(labo un kreiso) eso$ajam sekvencu robezam (8. attéls), sekvences noraditas 8. tabula. Uz
kreisu sekvencu robezu meéerkéta metode amplificé 94 bp garu fragmentu, uz labo — 115 bp
garu fragmentu.
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8.tabula
Praimeru un zondes sekvences GM B. velezensis RASFF 2019.3332 notikuma specifiskajam

metodém
Praimera nosaukums Sekvence
Left_junction-F CGAGAATGCAGCTGAAACAG
Left_junction-R CATATGCTCGGGGAATTTATCT
Left_junction-P FAM-GGACGGACAGATCAAGAACTGTTATGG-TAMRA
Right_junction-F GAAAAACGAGGAAAGATGCTG
Right_junction-R ACGGTTTTCCGTTTGAAGG
Right_junction-P FAM-GAGCAACTTCAGTTTTCATTTGGAATGG-TAMRA

Lai novertétu abu rlPKR metoziu specifiskumu, tika izmantoti 85 savvalas tipa
mikroorganismu celmi (baktérijas un sénes) no dazadam kolekcijam, kas parstav lielako dalu
EPNI saraksta minéto partikas un baribas piedevu, enzimu un aromatizétaju razosana
izmantoto mikroorganismu (EFSA, 2017). Analizé ka negativas kontroles tika ieklauti art sesi
savvalas tipa B. velezensis celmi un vitaminu B2 ka baribas piedevu producéjosa GM B. subtilis
kultira 2014-3557, kukurlzas (Zea mays) DNS un cilvéka DNS. Ka pozitiva kontrole tika
izmantota DNS no GM B. velezensis celma (RASFF 2019.3332). Ar abam rIPKR metodém
pozitivs rezultats tika ieguts tikai no pozitivas kontroles, kas norada uz augstu metodes
specifiskumu.

Lai novertetu metodes jutibu, tika izmantoti dazadi GM B. velezensis celma DNS
atSkaidijumi ar pilna genoma kopiju skaitu no 6 x 10° lidz 0. Abu metoZu gadijuma pozitivs
signals tika iegits lidz pat vienai genoma kopijai (Cq 37,9 un 37,1), demonstréjot augstu
metodes jutibu.

Metodes pielietojamiba tika parbaudita, izmantojot DNS no originala komerciala
parauga, kas saturéja ar GM B. velezensis celmu. Ka negativa kontrole tika izmantots
komercialais vitamina B2 ka baribas piedevas produkts, kas saturéja GM B. subtilis celmu
2014-3557. Ka sagaidams, abas metodes uzradija pozitivu rezultatu pirmajam paraugam un
negativu otrajam paraugam.

Secinajumi

Kopuma abas notikuma specifiskas metodes ir wuzradijusas labus veiktspéjas
parametrus. Lai metoZu lietoSana butu értaka, péc atbilstoSas optimizacijas un validacijas
abas metodes varétu apvienot viena dupleksa reakcija. legltie genoma sekvenésanas
rezultati tika izmantoti, informeéjot oficialas GMO uzraugosas iestades.

1.1.6. Genétiski modificétas Bacillus gints baktériju plazmidu antimikrobialas
rezistences génu raksturoSana, kombinéjot 1sus un garus sekvences nolasijumus
(péc Berbers et al., 2020)

Lielapjoma paraléla sekvenésana var sniegt visizsmeloSako informaciju par potenciala
GM organisma genoma sekvenci, taja skaita taja atrodamajiem AMR géniem. Paslaik
izplatitaka lielapjoma paralélas sekvenéSanas pieeja balstas uz 1su — apmeéram 150 bp garu
sekvences nolasijumu iegsanu, kas péc tam ar bioinformatikas rikiem tiek apvienoti garakas
genoma sekvenceés. Pieredze rada, ka $1 pieeja var nebut tadu sekvencu analizei, kura ir daudz
sekvences atkartojumu, ka tas var but GMM AMR génu gadijuma, kuri turklat bieZzi ir lokalizéti
plazmidas. Eksisté sekvenéSanas metodes (pieméram, MinlION (Oxford Nanopore
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Technology) un PacBio), ar kuram iespéjams ieglt ievérojami garakus nolasijumus, tadejadi

laujot precizas nolasit sekvences ar identiskiem vai |oti lidzigiem fragmentu atkartojumiem.

Tomer 31 tehnologija aizvien ir diezgan nepreciza, tapeéc, lai iegltu viskvalitativako sekvences

informaciju, So metodi varétu apvienot ar daudz precizako 1so nolasijumu sekvenésanas

metodi, tadéjadi no abam metodém kopa iegustot viskvalitativako analizéjama organisma
genoma sekvenci, ieskaitot precizu informaciju par AMR génu lokalizaciju.
Lai noskaidrotu kombinétas iso un garo sekvences nolasijumu metodes prieksrocibas,

tika izmantots 2014. gada identificétais (RASFF2014.1249) B2 vitaminu producéjosais GM B.

subtilis celms 2014-3557, kuram jau eksisté genoma references sekvence. Sakotnéji ta tika

ieglta ar lllymina HiSeq2500 tehnologiju, veidojot 125 bp garus sekvences nolasijumus

(Barbau-Piednoir et al., 2015a, 2015b). Vélak sekvences tika ieglta atkartoti vairakas

laboratorijas ar ar lllumina MiSeq tehnologiju no 150 bp gariem nolasijumiem, Illumina HiSeq

no 50 bp nolasijumiem un Roche GS junior System no 400 lidz 600 bp gariem nolasijumiem,
kas |ava detalizéti raksturot Cetras plazmidas ar AMR géniem (Paracchini et al., 2017). Tomér
ne visas laboratorijas izdevas apstiprinat visu cetru plazmidu klatbutni, ka ari kopuma
neizdevas apstiprinat GMM izstradataja apgalvojumu, ka pUC19 plazmidas ir integrétas
hromosoma. lespéjams $is nesakritibas skaidrojamas ar 1so nolasijumu sekvenésanas
metodes trikumiem, precizas sekvences konstruésana atkartoto fragmentu gadijuma. Lai
aizpilditu trakstoSos sekvences rajonus starp atkartojumiem, pétijuma autori izmantoja
hibridu sekvencu savaksanas metodi, kombinéjot garos sekvences nolasijumus, kas ieguti ar

MinION un PacBio tehnologijam, ar isajiem nolasijumiem, kas iegtti ar MiSeq tehnologiju.

Izmantojot MiSeq un MinlON nolasijumu parus, tika de novo konstruéta GM B. subtilis
celma 2014-3557 sekvence, kas sastavéja no divam aplveida sekvencém — nr. 1 hromosomas

(4 279 307 bp) un nr. 2 plazmidas pGMrib (38 647 bp). Salidzinot ar NCBI nukleotidu datubazé

esoSajam sekvencém, 1. sekvence visaugstako lidzibu uzradija ar B. subtilis 168 genoma

sekvenci (NZ_CP010052.1) un 2. sekvence ar ieprieks identificeto pGMBsub04 (LT622643.1)

(Paracchini et al., 2017).

Salidzinot B. subtilis 168 un jauno celma 2014-3557 sekvenci, pédéja tika atrastas 2
insercijas, 5 delécijas, ka art 520 viena nukleotida polimorfismus:

e 1744001. pozicija recA gena atrodas 1288 bp gara insercija — pilna garuma cat géns no
plazmidas pC194 (9. attéls, A);

e 2406920. pozicija scpA géna atrodas 53 kb gara insercija, kas satur vairakas kopijas pilna
garuma ribDEAHT operona, dal€ja ribDEA operona (abi operoni nav raksturigi B. subtilis
un uzrada augstako lidzibu B. amyloliquefaciens operonu sekvencém), ka ari vairakas
kopijas beta-laktamazu un kanamicina rezistences génu un bleomicina rezistences génu
(9. attéls, B). Pozicijas 2406920 — 2459995 tika atrasti vairaki atkartojumi sekvencém, kas
ieprieks bija raksturotas ka plazmidas (Paracchini et al., 2017): tris kopijas pGMBsub02
(7581 bp), viena kopija pPGMBsub01 (11 378 bp) un divas daléjas sekvences pGMBsub01
(10492 bp un 8 467 bp). Tadéjadi saskana ar jauno sekvenci, pPGMBsub01 un pGMBsub02
sekvences ir nevis atseviskas plazmidas, bet gan hromosoma integrétas sekvences, kas
satur pilnus vai daléjus rib operonus no B. amyloliquefaciens (CP041693.1), pUC19
(M77789.2) un pUB110 (M19465.1);

e 529 007. pozicija ir 20 525 bp delécija, kas ietver vairakus génus (ICEBs1, immA, immR, xis,
nick, rapl, u.c.);

e 2461 930. pozicija ir 8460 bp delécija, kas ietver B2 vitamina sintézé iesaistitus genus,
inaktivejot B. subtilis dabisko B2 vitamina produkciju;

e 3261 217. pozicija ir 200 bp delécija;
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e 3837 414. pozicija ir 106 bp delécija, kas ietver rpoE génu;
e 3921 625. pozicija ir 46 bp delécija, kas ietver ywdH génu.

Plazmida pGMrib satur pilnu ribDEAHT operonu un daléju ribAHT operonu, ka art tadus
pasus tiem blakus esosSos génus ka B. subtilis 168 hromosoma. Tapat plazmida atrodas bla
géns no pUC19, tetL no pLS1 un ermB no pSM19035 plazmidas (9. attéls, C).

Lai precizak noteiktu AMR génu klatbitni, tika izmantots bioinformatikas riks ResFinder
(Zankari et al., 2012). Hromosoma tika atrasti vairaki AMR géni ar dazadu kopiju skaitu (6 —
aadD, 1 — aadK, 6 — bla-TEM-116, 1 — mphK, 1 — cat, 1 — tetL). Plazmida tika atrasta 1 kopija
ermB un 1 kopija tetL géna. B. subtilis 168 genoma dabiski sastopami mphK, aadK un tetL géni,
tapéc visi parejie AMR géni ir maksligi ievietoti.

Analizéjot GM celma fenotipu, tika novérots, ka visi AMR géni, iznemot balTEM-116 arl
praktiski nodrosinaja rezistences Tpasibas pret attiecigajam antibiotikam, taja skaita kritiski
nozimigo eritromicinu, kanamicinu un streptimicinu, ka ari hloramfenikolu, klindamicinu un
tetraciklinu, kam ir batiska loma medicina. Bitiski, ka tetraciklina un eritromicina géni ir
lokalizeti arpus hromosomas plazmida, kas paaugstina to izplatibas risku. Jauna, precizaka GM
B. subtilis genoma sekvence lauj izskaidrot art vél citas ar AMR saistitas 1pasibas, pieméram,
mutaciju ietekmi uz rezistences veidosanos.
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9. attéls. GM B. subtilis celma 2014-3557 genoma raksturojums. A —cat géna insercijas pozicija
recA géna; B - pGMsub01 un pGMsub02 sekvencu integracija hrosomoma, un apstiprinosa
konvencionala PCR amplikonu pozicijas; C — plazmida pGMrib (sarkans — géni, kas saistiti ar
B2 vitamina sintézi, zils — AMR géni, melns — paré&jie geni; zals — rIPKR amplikoni, oranzs —
plazmidu sekvences) (péc Berbers et al., 2020).

37



Ta ka ar jaunieglta GM B. subtilis 2014-3557 sekvence bija atskiriga no ieprieks
publicétas, tika veikta papildus analizes soli, lai apstiprinatu iegutos rezultatus. Pirmkart,
kultlra tika papildus sekvenéta ar vél vienu — garo nolasijumu metodi PacBio. Interesanti, ka
ar MinlON ieguta sekvence bija precizaka un ar mazak partraukumiem, kas visticamak
skaidrojams ar to, ka ar MinlON tika iegati garaki nolasijumi neka ar PacBio (attiecigi 7731 bp
un 4347 bp). Ar visam trim sekvenésanas tehnologijam iegitie nolasijumi apstiprinaja 53 kb
inserciju, MinlON uzradot visaugstako nolasiSanas dzilumu (74x).

Otrkart, tika parbaudita plazmidu sekvencu integracija genoma, izmantojot ieprieks
izstradatos rIPKR praimerus un zondes, kas mérkéti uz plazmidas pGMBsub02 (PCR-804) un
cat géna (markieris 558) sekvencém (Paracchini et al., 2017). Rezultatu Cq vértibas PCR-804
un markierim 558 atskiras par 1,89, kas teorétiski atbilst apméram 4x kopiju skaita atskiribai.
Tas atbilda teoretiski aprekinatajai vértibai gadijuma, ja plazmida bitu integréta genoma.

Treskart, plazmidu sekvencu integracija un atkartotas sekvences hromosoma tika
apstiprinata kopuma ar cetram konvencionalas PCR reakcijam (9. attéls, B), kuram tika
izstradati jauni praimeri. Visas Cetras reakcijas deva sagaidama garuma produktus GM B.
subtilis 2014-3557 parauga un bija negativas B. subtilis references celmam 168. Visbeidzot
tika izveidoti praimeri PCR produktam, kas atbilstu abiem 53 kb insercijas 5’ un 3’ galiem, un
batu konstatéjams tikai gadijuma, kad insercijas nebutu, jo pretéja gadijuma produkts
teoretiski parsniegtu 53 kb. Ka sagaidams, ST PCR bija pozitiva tikai B. subtilis references
celmam 168.

Secinajumi

Kombinéta iso un garo nolasijumu lielapjoma paralélas sekvenésanas metodika ir
piemérota GMM pilna genoma precizai raksturo$anai gadijuma, ja no produkta ir izdevies
ieglt dzivotspéjigu organisma kultiru. Péc eksperimentalas validacijas ta potenciali butu
pielietojama ari gadijumos, kad no produkta nav izdevies ieglt izolatu. Metodika ir piemérota,
analizejot sekvences ar atkartojumiem, kas ir ipasi aktuali AMR génu gadijuma, un ieguta
preciza informacija par AMR génu sastavu un lokalizaciju GMM genoma |auj kompetentajam
iestadem labak izvértét potencialos riskus. Efektivaka un letaka pieeja Sadas metodikas
realizacija batu vispirms sekvenésanu veikt ar 1so nolasijumu metodi MiSeq, un ieguto
sekvenci salidzinot ar esoSajam GMM references sekvencém. Konstatéjot daudz nesakritibu,
javeic garo nolasijumu sekvenésana.

1.2. Genomiski redigéti kultiraugi un citi organismi
1.2.1. Eiropas Savienibas Komisijas pétijums un saistitie pétijumi

2021. gada 29. aprili Eiropas Savienibas Padome publicéja Komisijas pétijumu “Pétijums
par jaunu genomikas panémienu statusu Savienibas tiesibas un saistiba ar Tiesas spriedumu
lieta C-528/16”%. Saja pétijuma “jauni genomikas panémieni” (JGP) definéti ka panémieni, kas
spéj mainit organisma genétisko materialu un kas radusies vai izstradati péc 2001. gada, kad
tika pienemti spéka esosie tiesibu akti par genétiski modificétiem organismiem (GMO).
Pétijums apliecinaja, ka uz organismiem, kas ieglti ar JGP, attiecas GMO tiesibu akti, bet ir
nepiecieSams nepiecieSamiba izstradat JGP specifiskas riska novértésanas proceduras.

4 https://ec.europa.eu/food/plants/genetically-modified-organisms/new-techniques-biotechnology/ec-study-new-
genomic-techniques_en
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Pétijuma tiek diskutéts ari par $adu organismu detekcijas problémam. Ir pieejams ari pétijuma
kopsavilkuma oficialais tulkojums latviesSu valoda.

2021. gada 19. aprili Eiropas Komisijas Apvienotais zinatnes centrs (Joint Research
Centre) publicéja pétljumu “Current and future market applications of New Genomic
Techniques”®. Saja pétijuma JGP tika iedaliti ¢etras grupas:

1) panémieni, kas rada DNS divpavedienu parravumu, ieskaitot sait-specifiskas
nukleazes (SDN) panémienus, kas balstiti uz CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats), TALEN (transcription activator-like effector nucleases), ZFN (zinc-finger
nucleases) un homing nukleazém. Sie panémieni var novest pie mutagenézes, bet dazos
gadijumos ari pie cisgenézes, intragenézes vai transgenézes. Sis grupas panémieni tiek
izmantoti visbiezak. Sie JGP panémieni sikak ir aprakstiti projekta 1. gada atskaité.

2) panémieni, ar kuru palidzibu notiek vienpavediena parravumi genoma, vai arl
parravums nenotiek vispar. Pie Sis grupas pieder tadi panémieni ka ODM (oligonucleotide-
directed mutagenesis), bazu redigésana (base editing) un prime redigésana (prime editing);

3) epigenétikas panémieni, tadi ka RNS vadita DNS metiléSana un CRISPR interference
(CRISPRI);

4) panémieni, kas tie$a veida iedarbojas uz RNS (RNS redigésana).

ST pétijuma ietvaros ir izveidota datu baze, kura ir apkopota informacija par vairak neka
400 JGP, tai skaita CRISPR, pielietojuma gadijumiem augiem. 9. tabula ir dots apkopojums
datu bazé iekJautajiem augiem, bet 10. tabula ir apkopotas pasibas, kas ir izveidotas augiem,
izmantojot JGP. No 426 augiem, kas apkopoti Saja datu baze, tikai viens augs un no ta iegttais
produkts ir komercializéts — ASV kompanijas Calyxt ella ‘Calyno oil’, kas ieglta modificéjot
soju ar TALEN. SeSpadsmit datu bazé esosie augi atbilst pirms komercialai stadijai. Ka jaunas
kultGraugu un Tpasibu kombinacijas, jamin GABA tomati, kas bagatinati ar uztura bagatinataju
gamma-aminosviestskabi, pret herbicidiem toleranti baloZu zirni un lini, ka ari tiruma nauduli
un idra ar modificétu ellas saturu.

Pie R & D produktiem pieskaitami 117 uzlabotas pakapes (advanced-stage) produkti un
292 agrinas stadijas produkti, kas ietver plasu augu un 1pasibu spektru. Ir paradijusas jaunas
iezimes, kuras ieprieks nebija iegltas, izmantojot noteiktas genomikas metodes. Pieméram,
slimibu rezistences pazimes ir vérstas uz vairaku veidu patogéniem un kaitékliem. Abiotiska
stresa tolerance ir plasi izmantota, tostarp attieciba uz izturibu pret sausumu, salumu un
karstumu. Parveidotais sastavs attiecas ne tikai uz cietes un ellas saturu, bet ir raditas daudzas
kultdras ar labakam uzturvértibas 1pasibam (paaugstinatu skiedrvielu vai vitaminu saturu) vai
samazinatu potenciali kaitigu savienojumu (toksinu, alergénu, akrilamida utt.) vai lipekla
saturu. Vairakos gadijumos tiek stradats pie ta, lai iegttu lielaku un / vai stabilaku razu
(attieciba uz augu raZzosanu un / vai auglu vai graudu lielumu).

> Current and future market applications of New Genomic Techniques https://doi.org/10.2760/02472
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9.tabula

Kopsavilkums par augiem, kas identificéti ar JGP iegtto produktu datu baze

Augu grupas Augi

Graudaugi Kukurtza, kviesi, risi, mieZzi, sorgo, prosa

Lopbariba un zal3ji Lucerna, airene, klGdzinprosa, zala sarene (Setaria viridis)

Augli Aboli, banani, apelsini, zemenes, greipfriti, vinogas, kivi,
melones, arbizi, kaulenu augli, avokado

Paksaugi Pupas, aunazirni, zemesrieksti, zirni, balozu zirni

Ellas un Skiedru kultdras

Soja, rapsis, kokvilna, idra, lini, tiruma naudulis, saulespukes,
sinepes, zemenes

Dekorativie augi

Krizantémas, pienenes, orhidejas, petunijas,
magones, ipomejas, torénijas, puku tabaka

puansetijas,

Kultdraugi, no kuriem | Cukurbietes, cukurniedres

ieglst cukuru

Koki Papeles, skujkoki

Bumbuli un saknu | Kartupeli, saldie kartupeli, manioka, bietes

darzeni

Darzenu kulturas Tomati, brokoli, kaposti, gurki, baklazani, salati, pipari, cigorini
Citi augi Kakao, kafija, tabaka, salvija

10.tabula
Ipasibu kategorijas, kas ir identificétas augiem, izmantojot JGP

Ipasibu kategorija

Apraksts

Biotiska stresa tolerance

Rezistence pret tadiem biotiskajiem stresoriem ka nematodes,
sénes, baktérijas, virusi un citi kaitékli, patogéni vai paraziti

Abiotiska stresa
tolerance

Rezistence pret tadiem abiotiskajiem stresoriem ka sausums,
karstumes, sals, lietus vai UV starojums

Herbicidu tolerance

Tolerance pret dazada veida herbicidiem

Modificéta krasa, smarza,
garsa

Modificéta krasa, smarza vai garsa

Modificéts sastavs

Modificéts tadu vielu saturs ka ciete, ella, olbaltumvielas,
vitamini, Skiedrvielas, toksiskas vielas, alergéni utt. partikas /
baribas kvalitates uzlaboSanai vai labakai rlpnieciskai
izmantos$anai (augli bez seklam)

Augu raza un struktdra

Razas pieaugums (vai razas stabilitate) saistiba ar lielaku ziedu
/ séklu / auglu skaitu, auglu lielumu / svaru vai fotosintézes
efektivitati. letver citas izmainas augu struktdra, pieméram,
auga augstumu un formu, auglu formu un augsanas veidu

Uzglabasanas 1pasibas

Glabasanas laiks un uzglabasanas apstaklu izturiba (pieméram,
uzglabasana aukstuma), ieskaitot nenobrinéSanu un
samazinatu melno plankumu veidosanos

Citas 1pasibas

Pazimes, kas nav klasificétas iepriekS minétajas kategorijas,
ieskaitot rupnieciski nozimigu vielu razosanu, ziedésanas laika
izmainas agrotehniskiem mérkiem un slapekla izmantosanu

Selekcijas metodes

Reproduktivas / ziedéSanas Tipasibas, tostarp sterilitates
izraisiSana, agras ziedésanas un haploidu panémieni
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No séném datu baze ir identificéts tikai viens JGP pielietojuma gadijums. Ta ir divsopru
atmatene (Agaricus bisporus), kas ir izveidota Pensilvanijas Universitaté, izmantojot
CRISPR/Cas9, lai deletétu génu, kas kodé polifenola oksidazi, tadéjadi ieglstot nebrinésanas
Tpasibu. Ir zinas par to, ka Sis sénes ir apstiprinatas komercializéSanai ASV jau 2016. gada.

Dzivnieku sektora ir konstatéti daudz mazak JGP pielietojumu neka augiem. JGP
galvenokart izmanto mediciniskiem pétijumiem dzivnieku modelos, pieméram, pelés,
pértikos, cukas un Zurkas, un partikas ieguvei, jo 1pasi lauksaimniecibas dzivniekiem,
pieméram, liellopiem, cikam un vistam, ka arT dazadam zivim (lasis, tilapija, tuncis un jdras
plaudis). Kukaini (Tpasi odi) un dazas invazivas sugas ir uz JGP balstitu génu dzinu tehnologiju
meérkis. Kopsavilkums par dzivniekiem, kuriem tiek piemeéroti JGP un kuri ir iekJauti datu baze,
ir dots 11. tabula, savukart apraksts par ipasibam, kuras tiek pieskirtas dzivniekiem izmantojot
JGP, ir dots 9. tabula. Pirms-komerciala stadija paslaik ir ¢etri dzivnieki: Intrexon-AquaBounty
atri augosas tilapijas, pret ciku reproduktivo un respiratoro sindromu rezistentas Genus cukas
(Lielbritanija), Acceligen-Recombinetics bezragu liellopi un pret karstumu izturigi liellopi
(ASV). Attistita R & D kategorija ieklauti 28 JGP pielietojumi dzivniekiem, bet agrindas R & D
stadijas ir zinas par 31 pielietojumu dzivniekiem.

11.tabula
Kopsavilkums par dzivniekiem, kuriem tiek pieméroti JGP un kuri ir ieklauti JRC izveidotaja
datu baze
Organismu grupa Sugas
Udens dzivnieki Lasis, tilapija, tuncis, karpas, sarkanie juras plauzi, fugu,
koralli
Lauksaimniecibas dzivnieki Liellopi, clkas, vistas, aitas, zirgi, suni
Grauzéji un primati Peles, Zurkas, pertiki
Kukaini 0Odi, musas, kodes
Citi dzivnieki Niedru krupis, savvalas kakis
12.tabula
Kopsavilkums par ipasibam, kuras tiek pieskirtas dzivniekiem izmantojot JGP
Ipasibu kategorija Apraksts
Biotiska stresa tolerance Rezistence pret tadiem biotiskajiem stresoriem ka

baktérijas, virusi un citi patogéni
Uzlabots galas iznakums/ | Atraka galas ieguve, augstadks galas iznakums, galas

kvalitate kvalitates modifikacijas

Abiotiska stresa tolerance Rezistence pret tadiem abiotiskajiem stresoriem ka augsta
vai zema temperatura

Hipoalergiskas Tpasibas Hipoalergiskas Tpasibas partikai, kas iegtta no dzivniekiem

Reproduktivas 1pasibas Tostarp izmainas seksualajas TpaSibas, pieméram,
sterilitate vai virieSu un sievieSu pécnaceju attieciba

Citas 1pasibas Pazimes, kas nav klasificétas ieprieks minétajas kategorijas,

tostarp ganampulku parvaldiba, samazinats toksinu
[Tmenis un uzvedibas Tpasibu modificésana

Génu dzini Geénu dzinu tehnologija genétiskas modifikacijas nodosanai
pécnacéjiem, parasti patogénu parnésajoso kukainu
likvidéSanai vai invazivu sugu kontrolei
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Ipasibu kategorija Apraksts

Cilveku géenu terapijas | Dzivnieki, kurus izmanto ka modelus cilvéku slimibu (ipasi
pielietojumiem véZa un genétisko slimibu) génu terapijas izpétei vai
izmanto organu razoSanai, kurus var izmantot
transplantacijai cilvéka organisma

Saskana ar ekspertu sniegto informaciju, JGP mikroorganismiem jau tiek izmantoti
komerciali, lai biotehnologiski iegltu industrija nepiecie$amas vielas. Saja procesa JGP
mikroorganismi tiek izmantoti ka bio-fabrikas, bet ne ki gala produkts. Sados gadijumos
tehnologiju attistitaji izmanto gan klasiskos, gan jaunos genomikas panémienus, lai uzlabotu
konkréto mikroorganisma celmu, kuram parasti ir ilga un drosa izmantosanas vésture ka
producentam. Sada mikroorganismu celmu uzlabo3anas konteksta visbiezak tiek izmantotas
1. grupas JGP metodes, galvenokart tas, kas balstitas uz CRISPR. Mérkis ir izslegt nevélamus
génus, piemeéram, tadus génus, kas kodé toksinus, antibiotiku rezistenci vai nevélamus
blakusproduktus.

Pirms komercialas stadijas pieméri:

1) Ar CRISPR redigéti mikroorganismi, kas producé enzimus GdenraZza peroksidazes
ieguvei no augu cukuriem (izstradatajs — ASV kompanija Solugen);

2) Genomiski redigéts maizes raugs Saccharomyces cerevisiae bioetanola ieguvei
(apstiprinats Brazilijas Nacionalaja biodrosibas tehniskaja komisija ka ne-GMO);

3) Genomiski redigéta Escherichia coli salmonellozes infekcijas ierobezosanai, kas tiek
pievienota notektddeniem (produkta nosaukums BiomElix Guided Biotic; apstiprinats
Brazilijas Nacionalaja biodrosibas tehniskaja komisija ka ne-GMO).

Attistitas R & D kategorijas piemeéri:

1) Ar CRISPR redigétas mikroalges (Nannochloropsis) biodizela razoSanai (izstradataji —
ASV kompanijas Synthetic Genomics un ExxonMobil;

2) Ar CRISPR redigéti raugi etanola razosanai (izstradatajs GlobalYeast JV Co Brasil);

3) Ar CRISPR redigétas E. coli biodizela razoSanai (izstradatajs — Vasingtonas
Universitate).

JRC pétijuma tika identificéts tikai viens komercializéts mikroorganismu produkts, kura
gala produkts ir paredzéts izplatiSanai vidé. Tas ir JGP pielietojums augsnes baktérijas, kuras
sintezé slapekli lauksaimniecibas augdnu méslosanai graudaugu ieguvei. ST produkta
nosaukums ir Pivot Bio PROVEN, un tas izstradatajs ir ASV kompanija Pivot Bio. Produkts ir
komercializéts ASV.

R & D kategorija ir vél citi pielietojuma pieméri augsnes baktérijas un probiotikas, ka ari
ar CRISPR redigetas endofitiskas sénes Epichloé coenophiala izmantoSana ganibu zalei, lai
ierobezotu melno graudu alkaloidu veidoSanos (ergot alkaloids), kas ir toksiski
lauksaimniecibas dzivniekiem. ST produkta izstradatajs ir Kentuki Universitate.

Zinatniskajas publikacija ir aprakstiti vairaki veiksmigi CRISPR tehnologijas pielietojumi
raugu un sénu genomiskai redigésanai ar meérki iegut labus noteiktu vielu producentus —
Pichia pastoris, Rhodosporidium toruloides, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger, Fusarium fujikuroi (Fatma et al., 2020). Kopuma
CRISPR tehnologija jau ir pielietota vairak neka 40 sénu un oomicésu sugam (Schuster and
Kahmann, 2019). Paslaik ir pieejami CRISPR metodes uzlabojumi - bazes redaktori (base-
editors), CRISPR endonukleazes varianti, kuriem trikst endonukleazes aktivitates, bet kas
satur génu inZenierijas cela iegutu enzimatisku aktivitati, kas modificé nukleotidu bazes DNS
molekula. Ta ir alternativa stratégija, ar kuras palidzibu var radit mutacijas DNS molekula.
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Tapat ka parastaja CRISPR tehnologija, DNS modificéjoSo enzimu aktivitate ir meérkéta
attieciba uz specifisku sekvenci, izmantojot gRNS. Pirmas paaudzes bazes redaktori nelauj
ieviest mutaciju noteikta bazé, bet dezaminaze, kas sapludinata ar Cas9 (inaktivéta DNS
Skelsanai), lauj mutagenét visas citidina un adenina bazes diapazona, kura ferments sasniedz
mérka vietu, ko nosaka gRNS. Sada veida bazes redaktors jau ir izmantots, lai modificétu,
pieméram, raugu Y. lipolytica (Schwartz et al., 2019; Bae et al., 2020;). Modernaka bazes
redaktoru metode ir Prime redigésana (Anzalone et al., 2019).

Konstatét neautorizétu genomiski redigétu mikroorganismu klatbatni importétajos
produktos ES tirgl varétu but neiespéjami. Jo 1pasi tadus genomiski redigétus
mikroorganismus, kuru genoma ir veiktas tikai viena vai vairaku nukleotidu izmainas, kuras
nav atSkiramas no dabiski sastopamam mutacijam, un tas ir izveidotas ar panémieniem, kuros
netiek izmantoti selekcijas markieri vai CRISPR komponenti. Sis nelielas genétiskas izmainas
var blt art SDN-1 vai SDN-2 genoma redigésanas rezultats. Bez iepriek$éjam zinasanam par
precizam veiktajam izmainam mikroorganisma genoma bds griti vai neiesp&jami izveidot
un/vai izmantot uz PCR balstitas metodes vai DNS sekvencésanu, lai apstiprinatu, ka Sie
mikroorganismi ir izveidoti ar genoma redigésanas metodem.
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2. Ekspozicijas novértéjuma rezultati

2.1. Partikas, dzivnieku baribas un to piedevu paraugu analizu rezultati

2.1.1.levads

Spanijas zinatnieku veikta pétijuma ir apkopota informacija par to, ar kadu varbdatibu
oficialaja kontrolé ir iespéjams detektét partikas un dzivnieku baribas paraugus, kuri ir
neatbilsto§i no GMO reguléjuma viedokla. Tie ir paraugi, kuri satur autorizétus GMO
notikumus (angl. - events) virs 0,9% robezas partikai, baribai, bet tas nav noradits to
markejuma, vai ari tie satur ES neautorizétus GMO notikumus virs 0,1% robezas. Pétijums
aptvéra atsevisku ES dalibvalstu oficialos zinojumus par laika periodu no 2000. lidz 2013.
gadam. Tika konstatéts, ka varbutiba detektét neatbilstoSus paraugus varié atkariba no valsts
un gada. Daudzas valstis $is varbatiba attieciba uz partikas paraugiem pédéjos pétijuma
ieklautajos gados samazinajas, bet citas (Niderlandg, Polija, Portugalé, Rumanija, Slovénija un
Zviedrija) tika novérota pretéja tendence. Varbitiba partvert neatbilstoSus importétus
partikas produktus virs 5% un 10% robezZas Zviedrija 2010. gada bija 88,20% un 54,70 %,
attiecigi, bet daudzas valstis lielakoties Sis raditajs pétijuma ieklautaja laika perioda bija 0%,
iznemot atseviskus gadus. Augstaka detekcijas varbutiba visas pétijuma ieklautajas valstis tika
konstatéta dzivnieku baribas paraugiem salidzinajuma ar partikas paraugiem. P&tijuma autori
secina, ka attieciba uz partiku regulatorais ietvars nenodroSina patérétaju tiesibas uz brivu
partikas izvéli un patéréetaji visticamak ir tikusi maldinati par to, vai partika un bariba satur
GMO (Areal and Riesgo, 2021).

Latvija kops 2017. gada tiek istenots Nacionalas biologiska droSuma sistémas attistibas
plans (apstiprinats ar MK 2016. gada 27. aprila rikojumu Nr. 271 2017.-2019. gadam un ar MK
2019. gada 22. oktobra rikojumu Nr. 525 2020.-2026. gadam). Atbilstosi planam BIOR katru
gadu batu javeic laboratoriskie izmekléjumi 120 partikas produktiem iek§zemeé un uz robezas
un 20-22 dzivnieku baribas paraugiem iekSzemé un uz robeZas, ka ari 40 séklu un augu
pavairojama materiala paraugiem. Tomér saistiba ar laboratorisko izmekléjumu cenu
pieaugumu, PVD nosutija uz izmekl€éjumiem mazaku skaitu partikas un baribas paraugu.
Pieméram, 2018. gada ir nonemti astoni dzivnieku baribas paraugi iekSzemeé un Cetri paraugi
uz robezas, ka ari 81 partikas paraugs iek§zemé un 10 paraugi uz robezas.

Situacija iepriekséjos gados ir aprakstita Nacionalas biologiska droSuma sistémas
attistibas plana 2017.-2019. gadam: “No 2007. lidz 2009. gadam, istenojot GMO uzraudzibas
programmu, Latvija vidéji gada tika nonemts 100 paraugu partikai un 15 paraugu dzivnieku
baribai. Katru gadu tika konstatéti 2-4 parkapumi saistiba ar neatbilstoSu markéjumu. 2010.
gada paraugu izmekléjumu lielo izmaksu un nepietiekama budZeta finanséjuma de| GMO
uzraudzibas programma netika istenota, tapéc partikas un dzivnieku baribas paraugi saistiba
ar So programmu netika nemti. 2011. gada ir nonemti Cetri baribas paraugi un konstatéta
viena neatbilstiba markésanas prasibam. 2012.-2014. gada paraugu izmekl€jumu lielo
izmaksu un nepietiekama budZeta finanséjuma dél] GMO uzraudzibas programma netika
Istenota, tapéc partikas un dzivnieku baribas paraugi saistiba ar So programmu netika nemti.
2015. gada PVD, istenojot GMO uzraudzibas programmu, bija ieplanojis nonemt 50 partikas
un divus baribas paraugu. Lidz 2015.gada decembrim ir nonemti 27 partikas paraugi (septini
desu, pieci Sokolades, 10 graudaugu produktu, viens miltu un Cetri cisinu paraugi), un tajos
GMO nav ticis konstatéets”.
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Paraléli paraugiem, kas tiek izmekléti par valsts budzeta finanséjumu, BIOR veic GMO
kvalitativu un kvantitativu noteikSanu art komercialiem klientiem (maksas pakalpojums).
Komercialie klienti var bat art no citam valstim, ne tikai no Latvijas. 13. tabula ir dots
apkopojums par visiem analizétajiem paraugiem pédéjo 15 gadu laika. Laboratorija par
pozitivu uzskata ikvienu paraugu, kura tiek konstatéts GMO piejaukums, bet tas ne vienmér
nozimée, ka ir parkapums saistiba ar neatbilstoSu markéjumu. To péc laboratorijas rezultatu
sanemsanas izvérté parauga ipasnieks (PVD, komercklients). Tabula redzams, ka divus gadus
nav ticis konstatéts neviens GMO satuross dzivnieku baribas paraugs (2010., 2016.), bet
paréjos gados pozitivo paraugu ipatsvars ir vari€jis robezas no 5,66 % lidz 83,33 %. Partikas
paraugiem GMO saturosi paraugi nav konstatéti 7 gados apskatitaja laika perioda, bet paréjos
gados Sis raditajs ir variéjis no 1,79 % lidz 25,00 %.

13. tabula
Apkopojums par analizétajiem paraugiem pédéjo 15 gadu laika Partikas drosibas, dzivnieku
veselibas un vides zinatniska institlita “BIOR” laboratorija

Gads Baribas Pozitivo % Partikas | Pozitivo % Séklas, augu | Pozitivo %

paraugu | paraugu paraugu | paraugu pavairojama | paraugu

skaits (no skaits skaits skaits is materials skaits

tiem (no tiem (no tiem | (no tiem

maksas) | maksas) maksas) | maksas)
2006 11 6 54,55 | 103 (9) 11 (1) 10,68 - - -
2007 17 5 29,41 | 89(0) 8 (0) 8,99 - - -
2008 18 7 38,89 0(0) - - - - -
2009 29 15 51,72 | 103(0) 0(0) 0,00 - - -
2010 8(8) 0 0,00 4(2) 1(1) 25,00 - - -
2011 6 5 83,33 7(6) 0(0) 0,00 - - -
2012 53 3 5,66 8(7) 0(0) 0,00 - - -
2013 8 3 37,50 | 4(4) 1(0) 25,00 - - -
2014 6 1 16,67 | 56 (10) 1(1) 1,79 - - -
2015 3 1 33,33 | 60(17) 3(2) 5,00 - - -
2016 14 0 0,00 | 58(12) 0 (0) 0,00 - - -
2017 13 (5 3 51 (16 0 93* 2 2,15

9E(9 ! 3 23,08 tel @ 0,00

projekta* 3,03

2018 | 13(1) 5 106 (12) | 0(2) 0,00 68* 0 0
(t. sk. 40
38,46 petdniju 6 15,00
séklas un
stadi)

2019 | 20(5) 10(3) | 50,00 | 112(15) | 0(0) 0,00 40 0 0,00
2020 | 22 (4) 9(2) | 4091 | 103(3) 6 (0) 5,83 40 0 0,00

*- projekts "Genétiski modificeétu augu séklu un pavairojama materiala iespéjamo risku
zinatniska riska novértésana Latvijas teritorija un risku vadibas rekomendaciju izstrade
atbilstosi Latvijas agroekonomiskajiem apstakliem" (2016-2018).

2.1.2. Analizétie paraugi un metodes
Ekspozicijas novértéjuma ieklautie paraugi
ST projekta ietvaros dazadas mazumtirdzniecibas vietas ekspozicijas novértéjumam tika
iegadati kopuma 90 paraugi. Viens paraugs tika sanemts no PVD RobeZzkontroles

departamenta. Kopéjais paraugu skaits — 91. Cetrdesmit tris paraugi tika iegadati lielakajas
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Latvijas lielveikalu tirdzniecibas kédés (Rimi, Maxima, Mego) un to interneta veikalos, 24
paraugi tika iegadati tadas interneta tirdzniecibas vietas ka Nuko.lv un 220.lv, ¢etri paraugi
tika nopirkti Indijas un Vjetnamas precu veikalos Riga, bet paréjie paraugi tika iegadati
dazadas tirdzniecibas vietas gan klatieng, gan pasitot $o kompaniju interneta vietnés (Cesars,
Dabas Stacija, bariba.lv, Gemoss, SIA Barfus, veikals Majai). Tikai viena produkta markéjuma
bija noradits, ka tas satur genétiski modificétas partikas izejvielas (originali - contains
bioengineered food ingredients). St parauga izcelsmes valsts bija ASV.
Partikas un dzivnieku baribas paraugu izvéles kriteériji:

° Izcelsmes valsts arpus Eiropas Savienibas (primari, bet ne izslédzoss kritérijs), jo GM
kultlraugi parsvara tiek audzéti arpus Eiropas Savienibas (Kleter et al., 2018);

. Sastava ir soja, kukurdza, rapsis, risi, kviesi, tomati, cukurbietes (cukurs), Atlantijas
lasis.

ES genetiski modificétais AquAdvantage™ lasis nav autorizéts. Tas ir apstiprinats
izmantos$anai partika ASV un Kanada®. Lasi saturo$i produkti projekta ietvaros tika iegadati ar
meérki parbaudit, vai tie nesatur GM lasi, pieméram, nejauSas kontaminacijas rezultata.
Atlantijas lasi (Salmo salar) saturosi produkti kopuma bija 18. Dalai produktu, kuru sastava
bija Atlantijas lasis, markéjuma bija noradita lasa izcelsme: Atlantijas okeana ziemelaustrumu
dala, FAO 27, Norvégijas jara (n = 1); akvakultiras produkts, Atlantijas okeana
ziemelaustrumu dala, FAO 27 (n = 1); audzéts Norvégija (n = 5). Paréjiem paraugiem lasa
izcelsme nebija noradita (n = 11).

Projekta gaita tika konstatéts, ka mazumtirdznieciba tadi enzimi ka a-amilaze, B-
galaktozidaze, proteaze, neitrala proteaze, laktaze un fitaze, ka ari pienskabe (E270) un
vitamini, pieméram, B-karotins (A vitamina prekursors, E160a), a-tokoferols (E vitamins,
E307), riboflavins (vitamins B2, E101), kuru producenti teorétiski varétu bt GMM, ka partikas
un baribas piedevas nav iegadajami vai ir atrodami saméra reti, ka pieméram, sorbits (E420)
un citronskabe (E330). Tadél parsvara tika iegadati enzimi, vitamini un aminoskabes ka uztura
bagatinataji.

Paraugu homogenizésana un DNS ekstrakcija

Paraugu homogenizésanai tika izmantotas dazadas dzirnavas un blenderi atkariba no
parauga specifikas (Grindomix GM 200 (Retsch), Laboratory blender (Waring), Profi | Cook),
ka art piesta un piestala. Paraugi, kuru konsistence bija Skidra vai pulverveida, netika
homogenizéti. Sojas mérces pirms DNS ekstrakcijas tika centrifugétas nogulSnu iegisanai (30
min 13000g 2 reizes), no kuram péc tam tika izdalita DNS. DNS primari tika izdalita no 200 mg
homogenizéta vai originala parauga, izmantojot komercialu reagentu komplektu NucleoSpin
Food, Mini kit (Macherey-Nagel). DNS no katra parauga tika izdalita divos atkartojumos. DNS
koncentracija un absorbcija tika noteikta ar NanoDrop ND-1000 pie 230, 260 un 280 nm.
Nakamais DNS kvalitates kontroles solis ietvéra augu hloroplastu géna amplifikaciju, kas
parada, vai parauga ir amplificéjama augu DNS, un/vai auga taksonam specifiska géna
amplifikaciju:

* Augu hloroplastu introna géns trnl - atbilstosi ISO 21569:2005 pielikumam A.2. ,,Augu
hloroplastu daudzkopiju géna (trn/ introna) sekvences noteik$ana”,

* Auga taksonam specifiskie géni - hmg (high mobility group géns kukurizai), cruA
(kruciferina A géns rapsim), Lec (lektina géns sojai), pld (fosfolipazes D géns risiem),

6 http://bch.cbd.int/database/record.shtml?documentid=104725
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gs (glutamina sintetazes géns cukurbietém) atbilstosi GMOMETHODS: EU Databse of
Reference methods https://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/

1) hmg - CRL-GMFF: Protocol MON 88017 maize;

2) cruA - CRL-GMFF: Protocol RT73;

3) Lec - CRL-GMFF: Protocol 40-3-2 soybean;

4) pld - CRL-GMFF: Protocol QT-TAX-0S-017;

5) gs - CRL-GMFF: Protocol QT-TAX-BV-013.

GMO skrinings

Paraugu DNS ekstraktiem tika veikts GMO skrinings uz seSiem skrininga elementiem:
° CaMV 35S promoters, P35S - pukkapostu mozaikas virusa promoters, kas izmantots
daudzu genétiski modificeétu augu liniju izveide, atbilstosi ISO 21569:2005 pielikumam B.9.
»AtsevisSku biezi GM organismos lietotu DNS sekvenéu noteikSana, kuru izcelsme ir
pukkapostu mozaikas virusa CaMV 35S promoters (P35S), ka ari Agrobacterium tumefaciens
(T-nos), partikas produktos — skrininga metode”;
° T-nos - nopalina sintazes terminators, kas art ir izmantots daudzu genétiski modificétu
augu liniju izveide, atbilstosi ISO 21569:2005 pielikumam B.9. , Atsevisku biezi GM organismos
lietotu DNS sekvencu noteikSana, kuru izcelsme ir pukkapostu mozaikas virusa CaMV 35S
promoters (P35S), ka ari Agrobacterium tumefaciens (T-nos), partikas produktos — skrininga
metode”;
° pat géns — fosfinotricina N-acetiltransferazes géns no baktérijas Streptomyces
viridochromogenes; izmantots vairakam genétiski modificétu augu linijam (rapsim, sojai,
kokvilnai, kukurdzai); atbilstosi metodei ,Quantitative PCR method for detection of
phosphinothricin N-acetyltransferase gene”, JRC Compendium of Reference Methods for
GMO Analysis;
° pFMV — cuknatru mozalkas virusa 34S promoters; izmantots vairakam genétiski
modificétu augu [inijam (rapsim, kartupeliem, sojai, kokvilnai, tomatiem un bietém), atbilstosi
ISO/TS 21569-5:2016 ,,Uz reala laika PKR balstita skrininga metode FMV promotera (P-FMV)
DNS sekvences noteiksanai.
° tE9 - zirnu ribulozes-1,5-bifosfata karboksilazes mazas subvienibas (rbcS) géna E9
terminators, kas ir izmantots vairakam genétiski modificetu augu Iinijam, atbilstosi GMO
Methods: EU database of reference methods. Qualitative PCR method for detection of tE9
terminator (2016);
° crylAb/Ac - baktérijas Bacillus thuringiensis modificéts géns, kas kodé insektu
rezistences proteinu, atbilstosi GMO Methods: EU database of reference methods.
Qualitative PCR method for detection of crylAb/Ac gene (2017).

PKR reakcijas ka pozitiva kontrole tika izmantota DNS, kas ieglta no sertificéta
references materiala, kas ir izsekojams lidz Sl sistemas mérvientbam. References materiali
iegadati no European Reference Materials (ERM) un American Oil Chemists’ Society (AOCS).

Paraugi, kuriem konstatéta amplifikacija uz tE9, bet visi citi skrininga elementi bija
negativi, tika parbaudtti uz LecPeal géna klatbatni, kas ir zirnu lektina géns un var but dabiski
sastopams genétiski nemodificétos materialos, kas satur zirnus (Debode et al., 2017).

47



GMO piemaisijumu kvalitativa un kvantitativa noteiksana

Paraugi, kuriem skrininga tika konstatéta kada no skrininga elementiem klatbatne, talak
tika izmekléti izmantojot JRC piegadatas gatavas 96-bedrisu reakciju plates Event-specific Pre-
Spotted Plates (Eve-PSP), ar kuram var noteikt 21 genétiski modificétas kukurtzas Iiniju (PSP-
MAI-1-A) un 15 sojas linijas (PSP-SOY-1-A) (10., 11. attéls).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DAS | DAs MR | MR
A | HvG | 3272 | 5307 | 98140 | BTH1 | Bze | DAS | DAS oy | Lyoss | VIR | MR
MON | MON | MON | MON | MON | MON ¢ | veo
B | 810 | 863 | 87427 | 87460 | 88017 | 89034 | NK€O3 | T25 | 4500 | 010815
DAS | DAS MR | MIR
C | HvG | 3272 | 5307 | 98140 | BT11 | Btt76 | 255 | DAS | a2t | Lvoss | MR | MR
MON | MON | MON | MON | MoN | moN ¢ | veo
D | s10 | 863 | 87427 | 87460 | 88017 | 89034 | NKEO3 | T25 | 55y | 019815
DAS | DAs MR | MR
E | HuG | 3272 | 5307 | 98140 | BT11 | Bti7e | D05 | DAS | ca21 | Lyoss | MIR | MIR
MON | MON | MON | MON | MON | MON TC | veo
F | 810 | 863 | 87427 | 87460 | 88017 | 89034 | NK€03 | T25 | 4507 | 019815
DAS | DAS MR | MR
G | HMG | 3272 | 5307 | 98140 | BT11 | Btize | DA | DAS | Gazt | Lvoss | MIR | MR
MON | MON | MON | MON | MoN | moN ¢ | veo
H | 510 | 863 | 87427 | 87460 | 88017 | 89034 | NK€03 | T25 | 4507 | 019815
10.attéls. Kukuruzas Pre-Spotted Plates PSP-MAI-1-A izkartojums.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DP DP DP DP DP DP
Al Lec Ja5o0a3 | ¢ | 356043 | M€ |356043| L°C |356043| "€ |356043| ¢ | 356043
B | A2704 | FG72 | A2704 | FG72 | A2704 | FG72 | A2704 | FG72 | A2704 | FG72 | A2704 | FG72
GTS GTS GTS _ GTS GTS GTS
c|Assa7 | O | assa7 | 00 | assaz | S08 | assa7 | O | assaz | O assay | TS
MON MON MON MON MON MON
D | cvizz | MO | cvizz | JON | evazz | MON | cvizz | MOR | evazz | JOM | cvizz | MON
g| DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON
44406 | 87705 | 44406 | 87705 | 44406 | 87705 | 44406 | 87705 | 44406 | 87705 | 44406 | 87705
| DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON
68416 | 87708 | 68416 | 87708 | 68416 | 87708 | 63416 | 87708 | 68416 | 87708 | 68416 | 87708
| DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON | DAS | MON
81419 | 87769 | 81419 | 87769 | 81419 | 87769 | 81419 | 87769 | 81419 | 87769 | 81419 | 87769
w| DP | MON | DP | MON | DP | MON | DP | MON | DP | MON | DP | MON
305423 | 89788 | 305423 | 89788 | 305423 | 89788 | 305423 | 89788 | 305423 | 89788 | 305423 | 89788

11.attéls. Sojas Pre-Spotted Plates PSP-SOY-1-A izkartojums.

Pozitivas reakcijas gadijuma paraugam talak tika veikta kvantitativa

gadijumspecifisku metodi:

reala laika PKR ar

Event-specific Method for the Quantification of Soybean Line 40-3-2-Using Real-time
PCR. CRL-GMFF: Protocol 40-3-2 soybean (20 January 2009);
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e CRL assessment on the validation of an eventspecific method for the relative
guantitationof maize line MON 810 DNA using real-timePCR as carried out by Federal
Institute forRisk Assessment (BfR). CRL-VL-25/04VR (10 March 2006);

e Event-specific Method for the Quantification of Oilseed Rape Line RT73 Using Real-
timePCR. CRLVL26/04VP (7 February 2007);

e Event-specific Method for the Quantification of Soybean Line A2704-12 Using Real-
time PCR. CRLVL13/05VP (14 May 2007);

e Event-specific Method for the Quantification of Soybean Line MON 89788 Using Real-
time PCR. CRLVLO5/06VP (18 February 2008) u.c.

GTS40-3-2 sojas un MON810 kukurtzas kvantifikacija tika veikta ari ar dPKR, izmantojot
metodi, kas tika adaptéta un verificéta E. Miltinas magistra darba ietvaros.

Lasi saturosi paraugi tika parbauditi, vai tajos esoSais lasis nav genétiski modificéts,
izmantojot komercialu reagentu komplektu GMOIdent RT IPC Accelerated Growth Salmon
(Eurofins). Ar So reagentu komplektu var identificet AquAdvantage™ lasi.

Partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinatdaju paraugu analizes

No partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugiem DNS tika
izdalita divos atkartojumos, izmantojot komercialu reagentu komplektu NucleoSpin Food,
Mini kit (Macherey-Nagel). Ta ka vairakos gadijumos razotajs bija noradijis, ka attiecigais
produkts ir augu izcelsmes, tad Siem paraugiem ari tika veikta amplifikacija uz trnL un
taksonam specifiskiem géniem. Ja tika konstatéta augu izcelsmes materiala klatbatne, tika
veikts GMO skrinings ar iepriek§ minétajiem seSiem skrininga géniem, ka ari papildus tika
veikta amplifikacija uz nptll génu. nptll géns ir neomicina fosfotransferazes géns, kas
nodrosina rezistenci pret neomicinu un kanamicinu. Tas ir izmantots vairakam genétiski
modificétu augu Iinijam, ka art GMM izveidg, lai varétu nodrosinat transformantu selekciju.
nptll géna klatbltnes noteikSana tika veikta atbilstosi 1ISO 21569:2005 pielikumam BA4.
,»Skrininga metode GM augu DNS noteik$anai (npt/l géns)”.

Baktériju DNS klatbutne partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinataju
paraugos tika parbaudita, amplificéjot 16S rRNS géna V4-V5 regionu, bet sénu DNS klatbatne
tika parbaudita, amplificéjot genoma ITS1 regionu. Lai noskaidrotu baktériju un sénu
taksonomisko sastavu no partikas un baribas piedevam un uztura bagatinatajiem iegutaja
DNS, 16S rRNS un ITS1 PKR produkti tika sekvenéti ar 600 ciklu v3 reagentu komplektu,
izmantojot lllumina MiSeq sekvenatoru. Sekvenésanas bibliotékas tika sagatavotas, vadoties
péc lllumina protokoliem. No katra parauga tika ieglti nolasijumi, kuriem tika veikta kvalitates
kontrole, filtréSana un taksonomiska klasifikacija QIIME2 datu analizes vidé (Bolyen et al.,
2019). 16S klasifikacijai tika izmantota SILVA 138 datu baze (Quast et al., 2012). Sénu sekvencu
taksonomiskajai klasifikacijai tika izmantota datu baze UNITE version 8.3. ar dinamisko
slieksni (dynamic species hypothesis thershold) (Nilsson et al., 2018). Ka pozitivo kontroli
izmantojot maksligo mikroorganismu kopienu (Zymo Research kataloga nr. D6300), kas satur
Bacillus subtilis, bija iespéjams parliecinaties, ka 16S V4-V5 regiona sekvenésanas metode
patiesam lauj konstatét Sis baktériju sugas klatbatni.

No partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugiem tika
meéginats izolét dzivotspejigas Bacillus subtilis un Bacillus lichenifomis kultlras, jo Sis
baktérijas ir dominéjosas sugas starp rekombinantiem producentiem. No viena parauga (2-
18) tika méginats izolét Corynebacterium glutamicum. Sis analizes veica BIOR Mikrobiologijas
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un Patologijas laboratorijas Bakteriologijas grupa. Bakteériju izolésana tika veikta pielietojot
klasiskas mikrobiologiskas metodes, péc sekojosas proceddras:

1.atskaidot katru paraugu 1:10 ar Maximum recovery dilution skidumu un inokuléjot
attiecigo daudzumu suspensijas mikrobiologiskas diagnostikas barotnés - Asins agars (Blood
agar), Triptona sojas agars un Barojosais buljons (Nutrient broth) un inkubéjot pie 37°C. No
sagatavota atSkaidijuma tika veikta:

1) tieSa uzsésana no 1:10 atSkaidijuma ar sterilu 10 mkl cilpu uzséjot uz katra agara
virsmas Petri platés, inkubacijas temperatira 37°C, inkubacijas laiks no 24 lidz 72 st.

2) baktériju uzkrasana Barojosa buljona (1 ml suspensijas no 1:10 atSkaidijuma tika
inokuléta 9 ml Barojosa buljona), to 24 st. inkubéjot pie 37°C un veicot talako parsésanu uz
Asins agara un Triptona sojas agara (inkubacija pie 37°C, 24 st.)

IzauguSas un morfologiski lidzigas Bacillus spp. kolonijas tika identificétas izmantot
MALDI-TOF (Bruker, Vacija). Koloniju morfologija aprakstita rokasgramata (Markey et al.,
2013). legutas baktériju kultras tika saglabatas BIOR Mikroorganismu kultGru kolekcija.

GMM markieru 558, cat, tetl, aadD amplifikacija

GMM markieru 558, cat, tetlL un aadD amplifikacija tika veikta DNS ekstraktiem, kas
ieglti no partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugiem, ka ari DNS
ekstraktiem no izolétajam Bacillus sp. kultiram. lzmantotas praimeru sekvences ir dotas 14.
tabula. Markiera 558 amplifikacijai ka pozitiva kontrole tika izmantota plazmida pENGL-00-
EM-01/18-01, kas sanemta no EURL GMFF. Paréjo markieru gadijuma reakcijas apstakli tika
optimizéeti Iidz tika ieglta amplifikacija kadam no paraugiem. Vispirms tika veikta antibiotiku
rezistences génu amplifikacija ar rl PKR, bet péc tam ar konvencionalo PKR. Amplifikacijas
produkti, kas tika ieglti ar konvencionalo PKR, tika sagatavoti sekvenésanai ar Sangera
sekvenésSanas metodi.

14.tabula
Izmantotie oligonukleotidi un fluorescentas zondes
Apziméjums | Sekvence Reference
tetL-F ATA AAA CGA GCC ATA ATA AGT AAG GAA AAG Fraiture et al., 2020c
tetL-R TCA ATT AGG CAT CAA AAG GTT ACT CC
tetL-F1 TTG CAATACCTG TTC CCT CTG
tetL-R1 ACT GGG TGAACACAGCCTTT
aadD-F1 GAA TAT TGG ATA AAT ATG GGG ATG A Fraiture et al., 2020b
aadD-R1 TAT CCG TGT CGT TCT GTC CA
aadD-F2 ATG GCTCTCTTG GTC GTC AG
aadD-R2 CCT GAA TCC CAT TCC AGA AA
aadD-F ATCAGATTG GCCGCT TACAC
aadD-R ATA AGG GCA CAAATCGCATC
cat-F1 TTT GAA CCAACA AACGACTTT Fraiture et al., 2020a
cat-R1 GGC CTATCT GACAATTCCTGA
cat-F2 CCA ACAAACGACTITTAGTATAACC
cat-R2 TCCTGC ATG ATAACCATCAC
cat-F GTG ACA AGG GTG ATA AACTCA AAT AC
cat-R TGT ATAAAG TGG CTCTAA CTT ATC CC
558-F CgA gCT TTT gCg CgT ATA Paracchini et al., 2017
558-R gCC ATT CCA ATA CAA AACCACATA
tetL-P FAM-CCAACAAACCCAATTACCGACCCGAAACAA-TAMRA Fraiture et al., 2020c
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Apziméjums | Sekvence Reference

aadD-P FAM-CGGTAGAAGCCCAAACGTTCCAC-TAMRA Fraiture et al., 2020b
cat-P FAM-ACC TAA CTC TCC GTC GCT ATT GTA ACC AGT-TAMRA | Fraiture et al., 2020a
558-Tm FAM-Cgg ATC TAA CgC ATg CTC CgC A-BBQ Paracchini et al., 2017

2.1.2. Rezultati

Rezultatu kopsavilkums ir dots nodalas beigas 13. attéla, bet detalizéta informacija ir
redzama 17. tabula “Partikas paraugu GMO skrininga rezultati”, 18. tabula “Dzivnieku baribas
skrininga rezultati”, 19. tabula “GMO piemaisijumu kvalitativa un kvantitativa noteikSana
pozitivajos partikas un baribas paraugos” un 21. tabula “Partikas un dzivnieku baribas piedevu
(enzimu) paraugi, uztura bagatinataji un to izmekléjumu rezultati”.

Divos tieSsaisté iegadatos zivju baribas paraugos, kuru izcelsmes valsts ir Lietuva, tika
konstatéts kukurtzas notikums MON863, kas ES vairs nav autorizéts (autorizacija nav tikusi
atjaunota). GMO Register datu bazé ka pamatojums tam ir teikts, ka tresas pasaules valstis So
kukurtizu vairs nekultivé kops 2011. gada. Tomér ISAAA datu bazé redzams, ka tadas valstis
ka Singapura un Taizeme $1s kukurlzas izmantoSana partika ir autorizéta 2013. un 2014. gad3,
savukart izmantosSana bariba ta ir autorizéta Turcija un Nigérija 2015. un 2018. gada, lai gan
audzésana nav autorizéta neviena valsti. Ta ir uzskatama par LLP (low level presence) GMO
[tniju, kuras daudzums nedrikst parsniegt 0,1 %.

Pieciem paraugiem divu GMO notikumu kvantifikacija tika veikta gan ar rIPKR, gan ar
dPKR (20. tabula).

Partikas un baribas piedevu un uztura bagatinataju rezultatu analize

Paraugs 1-29 bija holina hlorids ([Ch][CI], 2-hidroksietiltrimetil ammonija hlorids jeb B4
vitamins) ar 60 % kukurizas. Holina hlorids ir |éts organiskais sals, kuru izmanto, pieméram,
ka vistu baribas (Nockemann et al., 2007) vai liellopu baribas piedevu (Radzikowski et al.,
2021). AtbilstoSi 16S V4-V5 sekvenésanas rezultatiem tika konstatéts, ka parauga 1-29 ir
Bacillus sp. sekvences (0,45%). No S parauga tika iegltas sekojo3as kulttrras: Bacillus cereus,
Bacillus pumilis, Brevibacillus laterosporus. Ir maz literaturas datu par to, ka holinu ieglst,
izmantojot mikroorganismus ka producentus. Biokimiskajas reakcijas varétu bit iesaistitas
tadas baktérijas ka Corynebacterium ammoniagenes un Escherichia coli (Fujio et al., 1997
Fujio un Maruyama, 1997). Corynebacterium sekvences $aja parauga bija 0,01 %, bet E. coli
netika konstatétas. Starp ITS1 sekvencém Saja parauga dominéja Nectriacea dzimtas sénes
(44,34 % no visam sénu sekvencém), kuras nebija iespéjams identificét lidz gints un sugas
lfmenim. Paréjo sénu sekvencu Tpatsvars bija mazaks par 10 %, pieméram, Talaromyces,
Sarocladium, Alternaria, Cladosporiaceae, Fusarium, Aspergillus niger u.c.

Paraugs 2-1, kas bija augu izcelsmes enzimu maisijums suniem, atbilstoSi markéjuma
noraditajai informacijai saturéja vairakus enzimus — proteazi (peptidazi), amilazi, diastazi (art
cieti SkeloSs enzims), lipazi, bromelinu, un B-glikanazi. Péc 16S V4-V5 sekvenésanas
rezultatiem tika konstatéts, ka $aja parauga dominé Pseudomonas sp. (19,54 % sekvencu) un
Lactobacillus plantarum (16,87 %) sekvences. Savukart péc literatlras datiem galvenie GMM,
kas varétu blt proteazes un amilazes producenti, ir B. subtilis un B. licheniformis (Deckers et
al., 2020; Fraiture et al., 2020a), tomér ari Pseudomonas un Lactobacillus gints baktérijas var
bdt GM dazadu enzimu producenti (Deckers et al., 2020a). Bacillus sp. sekvences parauga
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veidoja tikai 0,71 % no visam sekvencém. Par bromelinu jeb bromelainu déve augu izcelsmes
proteazi (Arshad et al., 2014). Kultdra Bacillus spp. nav izdevies iegit.

Parauga 2-17, kas bija L-Arginins kapsulas, atbilstosi 16S V4-V5 sekvenésanas
rezultatiem tika konstatéts, ka Saja parauga dominé nekultivéjama baktérija (Tepidiphilus)
(19,94 % sekvencu), Anoxybacillus (10,48 %), Bacillus sp. (9,81 %). Atbilstosi literatdras datiem
Bacillus sp. var bit L-arginina producenti (Utagawa, 2004). Ir izdevies ieglt Bacillus subtilis
kultdru.

Parauga 2-18, kas bija L-Lizins tabletés atbilstosi 16S V4-V5 sekvenésanas rezultatiem
tika konstatéts, ka Saja parauga dominé Pseudomonas sp. (39,32 % sekvencu), Lactobacillus
sp. (9,12 % sekvencu) un Anaerobacillus sp. (4,00 % sekvencu). Atbilstosi literatdras datiem L-
lizina producenti var bat tadas baktérijas ka C. glutamicum (Vassilev et al., 2018), E. coli (Ma
et al., 2015) u.c. baktérijas. Corynebacterium sp. sekvences $aja parauga bija tikai 0,02 -1,38
%, bet E. coli netika konstatétas. Kultura Bacillus spp. nav izdevies iegut. Ari Corynebacterium
sp. kultlras neizdevas izolét ne no tiesa uzséjuma, ne veicot uzséjumu no uzkrasanas
barotnes, inkubéjot plates no 24 lidz 72 stundam.

Parauga 2-19, kas bija vitamins B2 tabletés, atbilstoSi 16S V4-V5 sekvenésanas
rezultatiem tika konstatéts, ka $aja parauga dominé Pseudomonas sp. (45,67 % sekvencu) un
Anaerobacillus sp. (5,68 % sekvencu). Atbilstosi literatlras datiem vitamina B2 producents ir
Bacillus subtilis (Paracchini et al., 2017 un Fraiture et al., 2021). Bacillus sp. sekvences 3aja
parauga bija tikai 0,14 % no visam sekvencém. Kultura Bacillus spp. nav izdevies iegut.

Paraugs 2-23 bija papildu mineralbariba govim, kura sastava bija noraditas sekojosas
sastavdalas: beta karotins, vitamins A, vitamins Ds, vitamins E, vitamins Bs, vitamins By,
biotins, tokoferols, mikro un makro elementi, Saccharomyces cerevisiae MUCL 39885 — 1,5
x10%° KVV/kg). S. cerevisiae MUCL 39885 ir ES atlauta dzivnieku baribas piedeva (EFSA
FEEDAP, 2020). Atbilstosi 16S V4-V5 sekvenésanas rezultatiem tika konstatéts, ka Saja
parauga dominé Pseudomonas sp. (4,94 % sekvencu), Bacillus spp. (4,15 %), no kuriem B.
licheniformis bija 3,64 % sekvencu. AtbilstoSi razotaja noraditajam, ka Sis enzimu maisijums
satur raugu S. cerevisiae, ITS1 sekvenésana tika konstatéts, ka Saccharomyces sp. sekvences
sastada 99,14 % no visam sénu sekvencém S$aja parauga. Ir iegita kulttra, kuras morfologija
atbilst Bacillus licheniformis, bet péc MALDI-TOF atbilst Bacillus sonorensis.

Paraugs 2-24 bija papildbariba slaucamam govim, kura sastava bija noraditas sekojosas
sastavdalas: kalcijs, fosfors, natrijs, magnijs, sérs, A vitamins, D3 vitamins, E vitamins, biotins,
niacins, cinks, mangans, vars, kobalts, jods, seléns, Zavéts raugs. Atbilstosi 16S V4-V5
sekvenésanas rezultatiem tika konstatéts, ka $aja parauga ir Staphylococcus sp. (5,02 %),
Bacillus sp. (0,21%) sekvences. Kultlira Bacillus spp. nav izdevies iegt.

Paraugi 2-56 un 2-57 bija L-lizina pulveris no dazadiem razotajiem. Atbilstosi 16S V4-V5
sekvenésanas rezultatiem tika konstatéts, ka parauga 2-56 ir 2,79 % Bacillus sp. sekvences,
bet parauga 2-57 ir 1,65 % Bacillus sp. sekvences. Kultura Bacillus spp. nav izdevies iegut.
Atbilstosi literatliras datiem L-lizina producenti var bit tadas baktérijas ka C. glutamicum
(Vassilev et al., 2018), E. coli (Ma et al., 2015) u.c. baktérijas. Corynebacterium sp. sekvences
paraugos 2-56 un 2-57 bija tikai 0,10 % un 0,65 %, attiecigi, bet E. coli netika konstatétas.

Paraugs 2-58 bija L-arginins ar apelsinu garsu, un tam netika ieglti 16S un ITS1
amplifikacijas produkti. Kultira Bacillus spp. nav izdevies iegt.

Paraugs 2-59 bija L-Karnitins ar hromu kapsulas. Atbilstosi 16S V4-V5 sekvenésanas
rezultatiem tika konstatéts, ka taja ir 2,62 % Bacillus sp. sekvencu. Kultura Bacillus spp. nav
izdevies iegut. Atbilstosi literaturai L-karnitina biosintézei tiek izmantotas tadas bakteérijas ka
E. coliun Proteus sp. (Bernal et al., 2007), bet So ginsu baktériju sekvences netika konstatétas.
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Paraugs 2-60 bija L-Leicins, L-Izoleicins, L-Valins un Vitamins B¢ kapsulas. Atbilstosi 16S
V4-V5 sekvenéSanas rezultatiem tika konstatéts, ka parauga 2-60 ir 3,96 % Bacillus sp.
sekvencu. No i parauga izdevas izolét B. pumilis kulttru. L-leicina biosintéze tiek izmantotas
tadas baktérijas ka C. glutamicum un E. coli (Wang et al., 2019, Wang et al., 2020).
Corynebacterium sp. sekvences Saja parauga bija 0,4 %, bet E. coli netika konstatétas.

Paraugs 2-61 bija sorbits, un tam netika ieguti 16S un ITS1 amplifikacijas produkti.
Kultdra Bacillus spp. nav izdevies ieglt.

Paraugs 2-62 bija citronskabe. Atbilstosi 16S V4-V5 sekvenéSanas rezultatiem tika
konstatets, ka parauga 2-62 ir 1,02 % Bacillus sp. sekvencu. Kultira Bacillus spp. nav izdevies
ieglt. Atbilstosi literatdras datiem citronskabes producents ir Aspergillus niger (Kallscheuer,
2018), bet sénu amplifikacijas produkti (ITS1) Sim paraugam netika iegiti.

Kopuma var secinat, ka divi no 14 partikas un baribas piedevu un uztura bagatinataju
paraugiem ir uzskatami par absoluti negativiem, t.i., tadiem, kas nesatur ne dzivotspéjigus
producentus, ne to DNS, ka ari tajos netika konstatéts neviens no GMM markiergéniem. Tie
ir L-arginins ar apelsinu garSu un sorbits.

No Cetriem paraugiem (28,57 %) izdevas izolét Bacillus gints baktérijas. No tiem divos
paraugos tika konstatéta antibiotiku rezistences génu amplifikacija ar rl PKR (1-17 paraugam
tikai vienam DNS ekstraktam) (15. tabula), bet Ct vértibas bija salidzinosi vélakas neka
metodes autoriem — 38,31 - 38,94 vs. 11,6 - 34,1 aadD1 génam un 38,23 - >40,00 vs. 18,0 —
39.1 tetL génam (Fraiture et al., 2020b; Fraiture et al., 2020c). Ar konvencionalo PKR
amplifikacijas produktus izdevas iegit tikai holina hlorida parauga (1-29) DNS ekstrakta — tetL
un aadD1.

No diviem paraugiem izoléto baktériju DNS ekstraktiem tika konstatéta amplifikacija uz
antibiotiku rezistences géniem tetL un aadD1 ar rl PKR (16. tabula). Ar konvencionalo PKR tika
ieglta amplifikacija tetL un aadD1 tris paraugu izolatiem. Tomér aadD1 amplifikacija ar
nestedPKR tika iegita tikai holina hlorida parauga (1-29) izolatiem (12. attéls). Konvencionalo
PKR produktus ir nepiecieSams sekvenét, lai parliecinatos, ka tie tieSam ir antibiotiku
rezistences géni. Tomeér japiebilst, ka metodes autori uzskata, ka aadD géns nav dabiski
sastopams savvalas (wild-type) baktérijas, kuras ir zinamas ka GM producenti, iznemot E. coli
(Fraiture et al., 2020b). Konvencionala PKR tetL génam uzradija amplifikaciju vairakam
kultdram, kuram nebija amplifikacijas ar rl PKR. Sadu situaciju apraksta ari metodes
izstradataji vairakiem wild-type izolatiem no tadam sugam ka Bacillus subtilis, B. velezensis un
B. amyloliquefaciens. Vinu ieteikums ir sekvenét tikai to paraugu konvencionalos PKR
produktus, kuriem ir bijusi amplifikacija art ar rl PKR (Fraiture et al., 2020c). No projekta
paraugiem tada situacija ir tikai diviem paraugiem 1-29 un 2-17. Japiebilst, ka Sajos paraugos
tika konstatéta amplifikacija ari uz GMO skrininga géniem — p35S un pFMV+/- 1-29 paraugam
un p35S un tNOS 2-17 paraugam. Lidz ar to, Sie divi paraugi ir uzskatami par aizdomigiem, t.i.,
tadiem, kuros ir konstatéta GMM markiergénu klatbitne, izolétas dzivotspéjigas Bacillus
kultGras, ka art izoletajam kultiram konstatéti markiergéni. Savukart paréejie 10 paraugi ir
uzskatami par negativiem.
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12.attéls. aadD1 géna nestedPCR rezultati parauga 1-29 bakteériju izolatu DNS ekstraktiem.

2-56
257
2-58

2-59

2-60

2-61
2-62

izcelsmes valsts

Holina hlorids, 60 %
kukuriiza, Kina

Augu izcelsmes enzimu
maisijums suniem, ASV
L-Arginins kapsulas, UK

L-Lizins tabletés, UK

Vitamins B, tabletés, UK

Papildu mineralbariba
govim, Polija
Papildbariba slaucamam
govim, Polija

L-Lizina pulveris, UK

L-Lizina pulveris, Polija

L-Arginins ar apelsinu garsu,

Polija

L-Karnitins ar hromu
kapsulas, Ungarija
L-Leicins, L-Izoleicins, L-

Valins, Vitamins B; kapsulas,

Ungarija
Sorbits, Spanija

Citronskabe, Kina

DNS,
ng/ul
34,12415,78
2,1041,00
2,5741,09
4,9314,83
14,7810,88
3,802,12
3,7840,59

35,90£22,13
80,14104,16
1,9511,63

0,6540,07

1,5510,07

6,2511,20
4,2520,64

neg

neg

neg

neg

neg
neg
neg

neg

neg
neg

558

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg

neg
neg

neg

neg

neg

neg
neg

cat

poz

neg

neg

neg

neg

neg
neg
neg

neg

neg

neg
neg

tetl

Poz*

neg

neg

nptil

oadD

Poz*

Poz*/

Poz*

neg

neg

neg

neg
neg
Poz'/

neg

neg

neg
neg

Bacillus spp. (0,45%)

Lactobacillus plantarum (16,87 %), Bacillus (0,71 %)

iphilus (19,94 %), bacillus (10,48 %), Bacillus sp. (9,81 %)

Lactobacillus sp. (9,12 %), Anaerobacillus sp. (4,00 %),
Corynebacterium sp. (0,02 %)

Anaerobacillus sp. (5,68 %) , Bacillus sp. (0,14 %)

Bacillus spp. (4,15 %), no kuriem B. licheniformis 3,64 %,
Saccharomyces sp. (99,14 %)

Staphylococcus sp. (5,02 %), Bacillus sp. (0,21%)

Bacillus sp. (2,79 %)
Bacillus sp. (1,65 %)
165, ITS1 amplifikacijas nav

Bacillus sp. (2,62 %)

Bacillus sp. (3,96 %)

168, ITS1 amplifikacijas nav
Bacillus sp. 1,02 %

15.tabula

Partikas un baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugu anahZzu kopsavilkums

Produkts, Bacillus spp.

kultara

8, cereus, B. pumilis,
Brevibacillus laterosporus

Nav
B. subtilis

Nav

Nav

Bacillus licheniformis

Nav

Nav
Nav

Nav
Nav

B. pumilis

Nav

nav

*-Paraugam ir iegati amplifikacijas produkti ari ar konvencionalo PCR; +/- - paraugam tika konstatéta amplifikacija tikai vienam no diviem
atkartojumiem.
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16.tabula
No paraugiem izoléto kultiru analZzu rezultati

mm Real3 laika PCR (Ct Konvencionala PCR (bp
tetl aadD1 558 catl tetl aadD1 catl

2-17

1 Bacillus subtilis 40,22 neg neg neg 899 neg neg
2 17 Bacillus subtilis neg neg neg neg 916 neg neg
3 2-23 Bacillus licheniformis neg neg neg neg neg neg neg
4 223 Bacillus licheniformis neg neg neg neg 1072* neg neg
5 1-29 Bacillus cereus neg neg neg neg 959 neg neg
6 129 Bacillus cereus neg neg neg neg 986 neg neg
7 1-29 Brevibacillus laterosporus neg 38,81 neg neg neg 750 neg
8 129 Brevibacillus laterosporus neg neg neg neg neg neg neg
9 1-29 Brevibacillus laterosporus neg neg neg neg 1087* neg neg
10 129 Brevibacillus laterosporus 38,79 38,31 neg neg neg 757 neg
1 129 Bacillus purnilus neg neg neg neg 1067, 1843* 758 neg
12 129 Bacillus pumilus 40,04 neg neg neg 1314* 1358* neg
13 1-29 Bacillus pumilus neg neg neg neg 909, 1451* 1370* neg
14 129 Bacillus purnilus neg 38,94 neg neg 1460* neg neg
15 129 Bacillus pumilus neg 38,76 neg neg neg neg neg
16 129 Bacillus pumilus neg neg neg neg neg neg neg
17 2-60 Bacillus pumilus neg neg neg neg neg neg neg
18 2-60 Bacillus pumnilus neg neg neg neg neg neg neg

*-vaja amplifikacija.

Ekspozicijas novértejuma kopsavilkums

Paraugu kopskaits —

91 (10 satur GMO,
10,99 %)

Partikas piedevas un
uztura bagatinataji —
10

Partika — 67 (7,
10,45 % pozitivi)

Enzimi dzivniekiem
-4

Bariba—10(3,30 %
pozitivi)

Tai skaita
Accelerated Growth
Salmon noteiksanai
-4 (0)

Tai skaita
Accelerated Growth Tai skaita zidainu
Salmon noteikSanai partika —3 (0)
—-14(0)

13.attéls. Analizéto paraugu kopsavilkums. lekavas dots pozitivo paraugu skaits.

Analizéto paraugu kopsavilkums atkariba no izcelsmes valsts:
e Arpus ES (51/7 pozitivi (13,73 %)) — Baltkrievija (3), Dienvidkoreja (4/2 pozitivi),
Filipinas (1), Japana (2), ASV (7/5 pozitivi), Indija (3), Kanada (1), Kambodza (1), Krievija
(2), Kma (6), Lielbritanija (6), Moldova (1), Norvégija (1), Taizeme (4), Turcija (2),
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Ukraina (6), dazadi — faséts Niderlandé, bet sojas pupinu izcelsme - ASV, Kanada,
Brazilija (1);
No ES (40/3 pozitivi (7,5 %)) — Belgija (2), Cehija (7), Francija (2), Latvija (3), Lietuva
(5/2 pozitivi), Polija (8), Rumanija (1), Spanija (5/1 pozitivs), Ungarija (5), Vacija (1),
Zviedrija (1).

Atskiribas starp pozitivo paraugu ipatsvaru paraugiem, kuru izcelsme ir ES vai arpus ES,

nav statistiski batiska (x? tests ar Yates korekciju - x2 = 0,3658, p = 0,55).

Secinajumi

1.

Augstaks pozitivo paraugu Tpatsvars tika konstatéts paraugiem ar izcelsmi arpus ES
(13,73 %) salidzinajuma ar paraugiem, kuru izcelsme bija ES (7,5 %), bet atSkiribas
nebija statistiski butiskas.

Tikai viena produkta markéjuma, kurs saturéja GMO piemaisijumus, bija noradits, ka
tas satur genétiski modificétas partikas izejvielas.

Visvairak pozitivu paraugu bija no ASV - 71,43 % no visiem paraugiem, kas bija ar
izcelsmi no $is valsts, no Dienvidkorejas 50,00 %, Lietuvas 40,00 % un Spanijas 20,00
%.

Salidzinot partikas paraugus ar dzivnieku baribas paraugiem, redzams, ka pozitivi bija
10,45 % partikas paraugu un 30,00 % dzivnieku baribas paraugu. Dzivnieku baribas
daudz pozitivu paraugu pedéjos gados nav bijis.

Neviena no 18 paraugiem, kuru sastava bija noradits lasis, netika konstatéts
AguAdvantage™ lasis.

No 10 pozitivajiem paraugiem cCetri partikas paraugi bija iegadati mazumtirdznieciba
klatiené, bet seSi partikas un baribas paraugi bija iegadati tieSsaistes tirdzniecibas
vietas, kas norada uz to, ka GMO uzraudzibas programma batu jaieklauj tieSsaistes
tirdzniecibas uznémumi.

No 14 partikas un baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugiem divi paraugi ir
uzskatami par aizdomigiem, t.i.,, tadiem, kuros ir konstatéta GMM markiergénu
klatbltne, izoletas dzivotspéjigas Bacillus kultiras, ka aril izolétajam kultiram
konstateti markiergéni. Viens no Siem paraugiem ir holina hlorids ar 60 % kukuruzas,
bet otrs — L-arginins kapsulas.
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17.tabula

Partikas paraugu GMO skrininga rezultati

Nr. Produkts lzcelsmes valsts GMO meérka trnL/ taksonam p35S, tNOS, pat, tE9, pFMV,
organisms specifisks géns CrylAb/Ac, AGS (paraugiem,
kas satur lasi)
1-1 Tofu pastéte ar austerséném Cehija soja, rapsis trnL-, lec + negativs*
1-2 Tofu pastéte Cehija soja, rapsis trnL-, lec+ negativs
1-3 Cepts tofu Cehija soja trnL+ negativs
1-4 Risu papirs, bezgluténa Kambodza risi trnL+ negativs
1-5 Tofu filejas japanu stila Vacija soja trnL+ negativs
1-6 Sautéts tofu, konservéts Lielbritanija soja trnL+ negativs
1-7 Nadeles, tvaicétas, vakuuma Dienvidkoreja soja trnl+ negativs
1-8 Z1da tofu ASV soja trnl+, lec+ p35S+, tNOS+, tE9+
1-9 Rivmaize Kina kviesi trnl+ negativs
1-10 | Kviesu nadeles Kina kviesi trnlL+ negativs
1-11 | Bezgluténa milti Cehija kukurdza, risi trnL+, hmg+ tE9+, (arT LecPeal+), kopuma
vértejums - negativs
1-12 | Risu papirs Taizeme risi trnl+ negativs
1-13 | Sojas pupinas, veselas Indija soja trnl+ negativs
1-14 | KvieSu nldeles Kina kviesi trnl+ negativs
1-15 | Miklas maisijums Dienvidkoreja kviesi, kukuriza, trnL+, hmg+, lec+ | tE9+, pFMV+
soja, risi
1-16 | Gaisa sojas pupinu pasta Japana soja, risi trnl+ negativs
1-17 | Sojas deserts Belgija soja trnL+ negativs
1-18 | Konservéta kukuriiza Ungarija kukuriza trnL+ negativs
1-19 | Kukurizas parslas Polija kukuriza trnL-, hmg- negativs
1-20 | Kabacu ikri Ukraina cukini, tomati trnL+ negativs
1-21 | Tomatu pasta Ukraina tomati trnL- negativs
1-23 | Sarkanie ikri ASV lasis NA AGS** negativs
1-25 | Kecups Ukraina tomati, kukurdza trnL-, hmg- negativs
1-26 | Karameles Ukraina cukurbietes, soja trnL-, lec- negativs
1-27 | Konservéts lasis Norvégija lasis NA AGS negativs
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Nr. Produkts lzcelsmes valsts GMO meérka trnL/ taksonam p35S, tNOS, pat, tE9, pFMV,
organisms specifisks géns CrylAb/Ac, AGS (paraugiem,
kas satur lasi)
2-2 Sojas piens, sausais Cehija soja, kukuriza trnL+, lec+ negativs
2-3 Kukurdzas putraimi Polija kukuriza trnL+ negativs
2-4 Sojas nudeles Cehija soja trnL-, lec+ negativs
2-5 Sojas pupinas Lielbritanija soja trnL-, lec+ negativs
2-6 Sojas un kviesu gabalini uz iesma Indija soja trnL+, lec+ negativs
2-7 Atri pagatavojama zupa Japana soja trnL+, lec+ negativs
2-8 Siers sojas zida tofu ASV soja trnL+, lec+ p35S+, tNOS+, pat+, tE9+,
pFMV+
2-9 Sojas mérce Kina soja trnL+, lec+/- negativs
2-10 | Sojas pupinas Kanada soja trnL+, lec+ negativs
2-11 | Sojas mérce ar samazinatu sals daudzumu Taizeme soja trnL-, lec+/- negativs
2-12 | Citronu-sojas mérce Filipinas soja trnL-, lec- negativs
2-13 | Sojas mérce ar sénu garsu Taizeme soja trnlL-, lec+/- negativs
2-20 | Dabiski raudzéta sojas mérce Niderlande (sojas soja trnL-, lec- negativs
pupinam - ASV,
Kanada, Brazilija)
2-21 | Sojas pupinu pasta ar garsvielam Dienvidkoreja soja trnL+, lec+ negativs
2-25 | Zivju pasta ar lasi un foreli Baltkrievija lasis, soja, kukuriza trnL+ AGS negativs
2-26 | Balto zivju pasta ar lasi Baltkrievija lasis NA AGS negativs
2-27 | Moivas ikru kréms ar kdpinatu lasi Baltkrievija lasis trnL+ AGS negativs
2-28 | Salita Atlantijas lasa fileja, ar adu Lietuva (lasis audzéts lasis NA AGS negativs
Norvégija)
2-29 | Lasu pastéte Zviedrija (lasis audzéts | lasis trnL+ AGS negativs
Norvégija)
2-30 | Atlantijas lasa fileja, auksti kiipinata Lietuva (lasis audzéts lasis NA AGS negativs
Norvégija)
2-31 | Lasu filejas pikanta kréma Latvija (lasis audzéts lasis, rapsis, trnL-, hmg- Negativs, AGS negativs

Norvégija)

kukurtza
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Nr. Produkts lzcelsmes valsts GMO meérka trnL/ taksonam p35S, tNOS, pat, tE9, pFMV,
organisms specifisks géns CrylAb/Ac, AGS (paraugiem,
kas satur lasi)
2-32 | Lasafileja sava sula Latvija (lasis audzéts lasis NA AGS negativs
Norvegija/ Skotija)
2-33 | Saknaugu un lasa biezenis bérniem no 6 Francija lasis, rapsis, trnL-, hmg+/- tE9+ (ar LecPeal+), kopuma
meén. kukuriza veértéjums - negativs, AGS
negativs
2-34 | Lasis ar zalumiem bérniem no 12 mén. Spanija lasis, rapsis, trnL- tE9+(arT LecPeal+), kopuma
kukuriza veértéjums - negativs, AGS
negativs
2-35 | Darzenu biezenis ar lasi Latvija lasis trnL- AGS negativs
2-38 | Zalas olivas ar lasa pastu Spanija lasis trnL+ AGS negativs
2-39 | Cipsi ar grilétas kukurizas garsu Dienvidkoreja kukurtza trnL+, hmg+ p35S+, tNOS+/-, pat+, tE9+,
pFMV+, Cry1lAb/Ac+
2-40 | Aromatizéti siera Cipsi ASV kukuriza trnL+, hmg+ p35S+, tNOS+, pat+, tE9+/-,
pFMV+/-, CrylAb/Ac+/-
2-41 | Sausas brokastis, pufi ar zemesriekstu ASV kukurdza trnL-, hmg+ p35S+, tNOS+, pat+, tE9+/-,
sviestu un kraukskigi kukurizas pufi pFMV+, Cry1lAb/Ac+
2-42 | Cipsi ar zila siera garsu ASV kukurtza trnL+, hmg+ p35S+, tNOS+, pat+, tE9+/-,
pFMV+, Cry1lAb/Ac+
2-43 | Kukurdza varita 2. Skira Indija kukuriza trnL+, hmg+ negativs
2-44 | Zavéta papaija Taizeme papaija trnL- negativs
2-45 | Popkorns ar siera garsu Lietuva, kukurizas Kukurdza, rapsis trnL+, hmg+ negativs
graudu izcelsmes
valsts: ES un arpus ES.
2-46 | Kukurdzas Cipsi ar siera garsu Turcija kukuriza trnL+, hmg+ negativs
2-47 | Uzkodas ar hamburgera garsu Polija kukuriza, rapsis trnL+, hmg+ negativs
2-48 | Vafelu konfektes tumsaja Sokoladeé ar Krievija soja trnL-, lec+ p35S+, atkartota reakcija
stéviju negativa, vertéjums - negativs
2-49 | Bezgluténa sausmaizites Spanija kukuriza trnL+, hmg+ negativs
2-51 | Kukurdzas ndjinas ar picas garsu Rumanija kukuriza trnL+, hmg+ negativs
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Nr. Produkts lzcelsmes valsts GMO meérka trnL/ taksonam p35S, tNOS, pat, tE9, pFMV,
organisms specifisks géns CrylAb/Ac, AGS (paraugiem,
kas satur lasi)
2-52 | Biskvits ar piena Sokolades garsu Krievija soja, kukuriza trnL-, hmg+ negativs
2-53 | Kika ar pildijumu ar kréjuma garsu Turcija soja, kukuriza trnL+, hmg- negativs
2-54 | Cepumi Moldova soja, kukuriza trnL+, hmg+ negativs
2-55 | Vafeles ar plombira garsu Ukraina soja, kukuriza trnL+, hmg- negativs

* - negativs nozimég, ka neviens no skrininga elementiem netika konstatéts, paréjos gadijumos ir noradits, kuri skrininga elementi ir konstatéti.
**AGS - Accelerated Growth Salmon
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18.tabula

Dzivnieku baribas skrininga rezultati

Nr. Produkts lzcelsmes | GMO mérka trnL/ p35S, tNOS, pat,
valsts organisms taksonam tE9, pFMV,
specifisks CrylAb/Ac, AGS
géns (paraugiem, kas
satur lasi)
1-22 | Konservéta kaku Ungarija lasis trnL+, hmg+ | Negativs*
bariba
1-24 | Konservéta kaku Spanija lasis, darzeni trnL+, hmg+, | tE9+
bariba lec+
1-28 | Sunu cepumi Ungarija darzeni trnl+ negativs
1-29 | Holina hlorids, 60 % Kina kukurtza hmg+ p35S+, pFMV+/-
kukuriiza**
2-14 | Gardums ar uzpustiem | Belgija kukurdza, risi trnL+ tE9+ (arT LecPeal+)
risiem un kvieSiem,
kukurdizu, auzam un
medu grauzéjiem
2-15 | Granuléta kukurizas Lietuva kukuriza trnl+ p35S+, tNOS+,
ésma pat+, tE9+, pFMV+,
Cry1Ab/Ac+
2-16 | Kukurlzas sojas Lietuva Kukuriza, trnL+ p35S+, tNOS+,
maisijums (granuléts) - soja, rapsis pat+, tE9+, pFMV+,
zivju bariba CrylAb/Ac+
2-22 | Tauku bumbas, baritba | Polija saulespukes, trnL+ negativs
savvalas putniem ellas augi
ziema
2-36 | Konservi kakiem, lasa, | Francija lasis NA AGS*** negativs
vistas gabalini mérce
2-37 | Konservi sterilizétiem Cehija lasis trnL+ AGS negativs
kakiem ar lasi
2-50 | Sunu bariba ar vistu Ukraina kukuriza trnl+, hmg+, | p35S+, tNOS+/-,

lec+, pld+,
gs+

tE9+ (arT
LecPeal+),
Cry1Ab/Ac+/-

* - negativs nozimég, ka neviens no skrininga elementiem netika konstatéts, paréjos gadijumos ir
noradits, kuri skrininga elementi ir konstatéti. **- ta ka holina hlorida un 60 % kukuriizas paraugs
sastav no divam sastavdalam, tas ir ieklauts ari Saja tabul3, lai gan pamata tas pieder pie dzivnieku
baribas piedevam. *** - AGS - Accelerated Growth Salmon
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19. tabula

GMO piemaisijumu kvalitativa un kvantitativa noteikSana pozitivajos partikas un baribas

paraugos
Nr. Produkts, GMO meérka | Konstatétie GMO Atbilstiba GMO reguléjumam
izcelsmes valsts | organisms notikumi (% m/m %
SD)
1-8 Zida tofu, ASV soja Soja - GTS40-3-2 Atbilst, jo GM sojas piemaisijumu
(0,15£0,11), A2704 | imenis ir <0,9 % m/m.
(0,13+£0,006),
MON89788
(0,03£0,012)
1-15 | Miklas kviesi, Soja - MON89788 Neatbilst, jo GM sojas
maisijums, kukurtza, (74,75+20,94) piemaisijumu limenis ir >0,9 %
Dienvidkoreja soja, risi m/m un produkta markejuma nav
noradits, ka tas satur GMO.
1-24 | Konservéta lasis, darzeni | Soja- MON89788 Neatbilst, jo GM sojas
kaku bariba, (78,74+9,70) piemaisijumu limenis ir >0,9 %
Spanija m/m un produkta markeéjuma nav
noradits, ka tas satur GMO.
2-8 Siers sojas zida | soja Soja - A2704 (< LOQ | Atbilst, jo GM sojas piemaisijumu
tofu, ASV <0.045) [fmenis ir <0,9 % m/m.
2-15 | Granuléta kukuriza Soja - A2704 (< LOQ | Neatbilst, jo GM sojas
kukurizas <0.045), GTS40-3-2 | piemaisijumu limenis ir >0,9 %
ésma, Lietuva (6,7412,41), m/m un produkta markeéjuma nav
MONS87701 noradits, ka tas satur GMO.
(0,25£0,07),
MON87708
(3,40£0,11),
MON89788 (<LOQ).
Kukuriiza - MON863
(<LOQ)
2-16 | Kukurtzas sojas | Kukuruza, Soja - GTS40-3-2 Neatbilst, jo GM sojas
maisijums soja, rapsis (1,28+0,05), piemaisijumu limenis ir >0,9 %
(granuléts) — MON87701 m/m un produkta markejuma nav
zivju bariba, (101,4146,67), noradits, ka tas satur GMO.
Lietuva MON87708
(0,01+0,00),
MON89788
(1,02+0,20).
Kukuriiza - MON863
(<LOQ), 89034
(<LOQ)
2-39 | Cipsi ar griletas | kukuriza Kukuriza - TC1507 Atbilst, jo GM kukurizas
kukurtzas (0,01+0,00) piemaisijumu limenis ir <0,9 %
garsu, m/m.
Dienvidkoreja
2-40 | Aromatizeti kukurtza Kukurtiza - MON810 | Neatbilst, jo GM kukurtzas

siera Cipsi, ASV

(15,7245,84),
DAS59122
(0,63+0,05),

piemaisijumu limenis ir >0,9 %
m/m un produkta markejuma nav
noradits, ka tas satur GMO.
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Nr. Produkts, GMO meérka | Konstatétie GMO Atbilstiba GMO reguléjumam

izcelsmes valsts | organisms notikumi (% m/m %
SD)
MIR604
(99,80+9,30)

2-41 | Sausas kukuriza Kukuriza - MON810 | Atbilst, jo produkta markéjuma
brokastis, pufi (28,04+2,64) noradits, ka tas satur genétiski
ar zemesriekstu modificétas partikas izejvielas.
sviestu un
kraukskigi
kukurdzas pufi,

ASV

2-42 | Cipsi ar zila kukurtza Kukuriza - Neatbilst, jo GM kukurizas

siera garSu, ASV DAS59122 piemaisijumu limenis ir >0,9 %
(71,36%13,27), m/m un produkta markejuma nav
MIR604 (7,7042,26) | noradits, ka tas satur GMO.
2-50 | Sunu bariba ar kukuriza PSP-MAI-1-A un Galigais veértéjums — negativs.
vistu, Ukraina PSP-SOY-1-A
negativs,
MON71200
negativs; H7-1
negativs, LLRICE62
negativs.
20.tabula
RI PKR un dPKR rezultatu salidzinajums
Nr. GMO notikums RI PKR rezultats, % m/m dPKR rezultats, % m/m
1-8 GTS40-3-2 0,15+0,11 0,16+0,10

2-15 GTS40-3-2 6,74+2,41 32,47+19,42

2-16 GTS40-3-2 1,28+0,05 5,85+0,02

2-40 MONS810 15,72+5,84 20,11+4,44

2-41 MONS810 28,05+2,64 40,26+0,49
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21.tabula

Partikas un dzivnieku baribas piedevu un uztura bagatinataju paraugi un to izmekléjumu rezultati

Nr. Produkts, Produkta sastavs DNS trnL/ p35S, tNOS, | GMM Sekvenésanas Bacillus spp.
izcelsmes valsts koncentracija, | taksonam pat, tE9, markieri rezultati — kultura
ng/ul specifisks pFMV, 558, cat, amplifikacijas (konstatétie
géns CrylAb/Ac, tetl, aad produkti 168, GMM markieri
nptll parauga ITS1 (%) (Ct)
(Ct)

1-29 | Holina hlorids, Holina hlorids, 60 % 34,12+15,78 hmg+ p35S+, tetl+ (39), | Bacillus sp. B. cereus (nav),
60 % kukurtiza, | kukurdza. pFMV+/-, cat+ (39), (0,45%), B. pumilis (tetL,
Kina nesatur aad+ (37) Corynebacterium | (40), aad (39)),

nevienu no sp. (0,01 %), Brevibacillus

21 kukurazas Nectriacea laterosporus

[inijas dzimtas sénes (tetL, (39), aad
(44,34 %) (38))

2-1 Augu izcelsmes | Proteaze, amilaze, 2,10+1,00 trnL-, lec+ negativs negativs Lactobacillus Bacillus spp.
enzimu diastaze, lipaze, celuloze, plantarum (16,87 | kultdras nav
maisijums bromelins, beta- %), Bacillus sp. iegutas.
suniem, ASV glukonaze, peptidaze, (0,71 %),

hemiceluloze, kalcija ITS1

helats, magnija helats, amplifikacijas
magnija oksids, vara nav.

glicinata helats, mangans,

biesu saknu skiedra.

2-17 | L-Arginins L- Arginins, silicija 2,57+1,09 trnL-, lec+ p355+/-, aad+ (38) Tepidiphilus B. subtilis (tetL
kapsulas, dioksids, magnija stearats, tNOS+, (19,94 %), (40))
Lielbritanija Zelatins. nesatur Anoxybacillus

nevienu no (10,48 %), Bacillus
15 sojas sp. (9,81 %)
[inijam

2-18 | L-Lizins tabletés, | L-lizins, mikrokristaliska 4,9314,83 trnL-, lec+ negativs aad+ (36) Lactobacillus sp. Bacillus spp.
Lielbritanija celuloze, kalcija fosfats, (9,12 %), kultdras nav

magnija stearats. Anaerobacillus sp. | iegltas.
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Nr. Produkts, Produkta sastavs DNS trnL/ p35S, tNOS, | GMM Sekvenésanas Bacillus spp.
izcelsmes valsts koncentracija, | taksonam pat, tE9, markieri rezultati — kultura
ng/ul specifisks pFMV, 558, cat, amplifikacijas (konstatétie
géns CrylAb/Ac, tetl, aad produkti 168, GMM markieri
nptll parauga ITS1 (%) (Ct)
(Ct)

(4,00 %),

Corynebacterium
sp. (0,02-1,38 %)

2-19 | Vitamins B2 B2 vitamins, 14,78+0,88 trnL-, lec+ negativs negativs Anaerobacillus sp. | Bacillus spp.
tabletés, mikrokristaliska celuloze, (5,68 %) , Bacillus | kultlras nav
Lielbritanija kalcija fosfats, magnija sp. (0,14 %) iegutas.

stearats.

2-23 | Papildu Beta karotins, vitamins A, | 3,80+2,12 Nav testéts | negativs negativs Bacillus spp. (4,15 | Bacillus
mineralbariba vitamins D3, vitamins E, %), no kuriem B. licheniformis
govim, Polija vitamins Bg, vitamins By, licheniformis 3,64 | (markieri nav

biotins, tokoferols. Mikro %, Saccharomyces | atrasti)
un makro elementi. sp. (99,14 %)
Saccharomyces cerevisiae

MUCL 39885 — 1,5 x10%°

KVV/kg.

2-24 | Papildbariba Kalcijs, fosfors, natrijs, 3,78+0,59 Nav testéts | negativs negativs Staphylococcus Bacillus spp.
slaucamam magnijs, sérs, A vitamins, sp. (5,02 %), kultdras nav
govim, Polija Ds vitamins, E vitamins, Bacillus sp. iegltas.

biotins, niacins, cinks, (0,21%)
mangans, vars, kobalts,
jods, seléns, zavéts raugs.

2-56 | L-Lizina pulveris, | L-lizins (ka hidrohlorids) 35,90+22,13 Nav testéts | negativs negativs Bacillus sp. (2,79 | Bacillus spp.

Lielbritanija %), kultdras nav
Corynebacterium | iegltas.

sp. (0,10 %)
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Nr. Produkts, Produkta sastavs DNS trnL/ p35S, tNOS, | GMM Sekvenésanas Bacillus spp.
izcelsmes valsts koncentracija, | taksonam pat, tE9, markieri rezultati — kultura
ng/ul specifisks pFMV, 558, cat, amplifikacijas (konstatétie
géns CrylAb/Ac, tetl, aad produkti 168, GMM markieri
nptll parauga ITS1 (%) (Ct)
(Ct)
2-57 | L-Lizina pulveris, | L-lizins (ka hidrohlorids), 80,1+104,16 Nav testéts | negativs negativs Bacillus sp. (1,65 Bacillus spp.
Polija var saturét soju u.c. %), kultdras nav
piemaisijumus no Corynebacterium | iegltas.
razoSanas vides. sp. (0,65 %)
2-58 | L-Arginins ar L-Arginins, var saturét soju | 1,95+1,63 Nav testéts | negativs negativs 16S, ITS1 Bacillus spp.
apelsinu garsu, u.c. piemaisijumus no amplifikacijas nav | kultdras nav
Polija razoSanas vides. iegdtas.
2-59 | L-Karnitins ar L-carnitine, L-tartrate 0,65+0,07 Nav testéts | negativs negativs Bacillus sp. (2,62 Bacillus spp.
hromu kapsulas, | (85%), kapsulai Zelatins %) kultdras nav
Ungarija u.c., hroma (lll) hlorids iegdtas.
0,006%.
2-60 | L-Leicins, L- BCAA 2:1:1 - L-Leicins, L- 1,5540,07 Nav testéts | negativs negativs Bacillus sp. (3,96 | Bacillus spp.
Izoleicins, L- Izoleicins, L-Valins, %), kultras nav
Valins, Vitamins | Vitamins Be. Satur lecitinu Corynebacterium | iegltas.
Be kapsulas, u.c. sp. (0,4 %)
Ungarija
2-61 | Sorbits, Spanija | Sorbits (E420), mannits 6,25+1,20 Nav testéts | Nav testéts Nav testéts | 16S, ITS1 B. pumilis
amplifikacijas nav
2-62 | Citronskabe, Citronskabe 4,25+0,64 Nav testéts | Nav testéts Nav testéts | Bacillus sp. (1,02 Bacillus spp.
Kina %), ITS1 kultdras nav
amplifikacijas nav | iegitas.
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2.2. Jaunu zinatniski analitisko metozu izmantosana darba ar
modelorganismiem

Lai praktiski izméginatu genoma modifikaciju noteikSanu ar NGS, i projekta ietvaros
tika veikts sekojoSs eksperiments ar modelorganismiem. Eksperimenta mérkis bija raksturot
ar atro neitronu (fast neutron) apstarosanu iegltas nezinamas delécijas miezu necl géna
(Rostoks et al., 2006):

e Amplificét necl géna fragmentus, izmantojot praimerus, kas noraditi 22. tabul3;
e legutos PKR produktus, kuru sagaidamais garums ir dots 23. tabula, sekvenét ar
Sangera sekvenésanu vai lllumina MiSeq;
e Raksturot mutantu necl géna sekvences.
Eksperimenta izmantotie paraugi:

1. Hordeum vulgare Cv. ‘Steptoe’ G13;

2 Hordeum vulgare FNO85 (nec1 delécijas mutants $kirné Steptoe);

3. Hordeum vulgare Cv. ‘Morex’ (talak teksta un attélos apziméts ari ka MX);
4 Hordeum vulgare FN338 (nec1 delécijas mutants $kirné Morex).

22. tabula
Oligonukleotidi FN338 delécijas kartésanai. Visas nukleotidu pozicijas noraditas uz
GenBank LR812970.1 Hordeum vulgare cv. ‘Morex’ 1H hromosomas pseidomolekulas

N.p.k. | Nosaukums Sekvence Koordinates
1| abc26333_129 CACCTCTGCCTCGACCTCGT 441547983-441547964
2 | abc26333_R29 ACACCTCCGTGCTCTCCAGC 441547561-441547580
3 | abc26333_R61 GCTCGAACCCAAAGCGGAT 441540049-441540067
4 | abc26333_R62 CGACCACATACCTCCACGGT 441544064-441544083
5 | abc26333_R63 TTCCCCCAACTCTAGCTTCTTGA 441546599-441546621
6 | abc26333_L61 CTTGCCATGCCACCACCTAC 441553964-441553945
7 | abc26333_L21 TTCAGGCTTCCAAAAGCCCA 441552510-441552491
8 | abc26333_L62 CACGTTCATAGCCGTGAGCC 441554586-441554567
9 | abc26333_L63 GCTAGCCGCGACATAACACC 441556751-441556732

23. tabula
Sagaidamais amplificéto fragmentu garums

Praimeru kombinacijas PCR

PCR L PCRR Garums (Morex), bp
abc26333_L29 abc26333_R29 423
abc26333_L29 abc26333_R61 7935
abc26333_L29 abc26333_R62 3920
abc26333_L29 abc26333_R63 1385
abc26333_L61 abc26333_R29 6404
abc26333_L21 abc26333_R29 4950
abc26333_L62 abc26333_R29 7026
abc26333_L63 abc26333_R29 9191

Vispirms tika veikta necl géna regiona identifikacija Skirnes ‘Morex’ V3 genoma
sekvencé (GenBank LR890096.1, koordinatas 438318333-438323541 péc BLAST rezultata ar
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AY972619.1 sekvenci (Rostoks et al., 2006)) ar vizualizétu GC saturu un praimeru saistiSanas
vietam analizéjamaja fragmenta, izmantojot programmu MochiView v1.45 (Homann and
Johnson, 2010) (14. attéls).
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438.312.000 - 438,327 400 (15.401bp) LR890096.1

14. attéls. necl géna regiona identifikacija ‘Morex’ V3 genoma sekvencé (GenBank
LR890096.1, koordinatas 438318333-438323541 péc BLAST rezultata ar AY972619.1 sekvenci
(Rostoks et al., 2006)) ar vizualizétu GC saturu un praimeru saistiSanas vietam analizéjamaja
fragmenta, izmantojot programmu MochiView v1.45 (Homann and Johnson, 2010).

Péc tam tika veikta in silico PCR, izmantojot programmu CLC Genomics Workbench 12.0,
lai novéertétu iespéjamas praimeru kombinacijas. lzmantojot programmas nokluséjuma in
silico PCR apstaklus, visa 1H hromosomas sekvencé tika atrastas |oti daudzas potencialas
praimeru saistiSanas vietas, un potencialus PCR produktus ar vienu un to pasu praimeri abos
galos, ko varétu izskaidrot ar to, ka abas necl géna pusés ir atkartojumi (retrotranspozoni).

Retrotranspozoni pieder pie mobilajiem genétiskajiem elementiem (Wicker et al.,
2007). Mobilos elementus genoma sekvencés var identificét, atrodot tiem raksturigos
sekvencu atkartojumus. Visiem mobilajiem genétiskajiem elementiem ir raksturigi 1si tiesie
atkartojumi abos galos — insercijas vietas duplikacijas. Papildus Tsajai insercijas vietas
duplikacijai var bGt ari garaki tieSie atkartojumi vai apgrieztie atkartojumi (Lodish et al., 2016).

Retrotranspozonu meklésana tika veikta ar programmu Generic Repeat Finder (Shi and
Liang, 2019), ar kuras palidzibu var meklét terminalos tieSos atkartojumus (Terminal direct
repeats (TDR), terminalos invertétos atkartojumus (Terminal inverted repeats, TIR), Tsus
invertétos atkartojumus (Miniature inverted-repeat transposable elements, MITE), kuru
minimalais atkartoto elementu garums ir 10. Tika konstatéts, ka visam praimeru saistiSanas
pozicijam 1. hromosoma (LR890096.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly,
chromosome: 1H) atbilst vismaz dazi potenciali atkartojumi, ja atkartojumu sekvencés tiek
pielautas nelielas nesakritibas (mismatches). MITE esamiba mieZzu necl géna ir konstatéta art
sakotnéja pétijuma viena no mutantiem, kas nav ieklauts $aja projekta (Rostoks et al., 2006).

Eksperimenta izmantoto paraugu graudi tika izdiedzéti LU Biologijas fakultate, péc tam
nogadati uz BIOR, kur no tiem tika izdalita DNS. Informacija par analizéto paraugu lapu un
saknu masu, DNS koncentraciju un tiribu ir dota 23. tabula.

Sangera sekvenésanas metodi, ka ari garaki fragmenti (16. attéls), kuru sekvenésanai tika
izmantota NGS.
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23. tabula
Izdalttas DNS koncentracija un tirtba (DNS izdalita ar NucleoSpin Food Mini kit un DNeasy
mericon Food kit )

Mieizi FNO85 | MX MX FN338 G13 G13 G13
(mericon)

Lapu un saknu 155.8 | 204 106 169.5 209 213 220

materiala masa, mg

260/280 2.09 2.10 2.11 2.08 2.11 2.11 1.88

260/230 1.93 2.10 2.18 2.36 2.35 2.36 2.07

ng/uL 80.3 161.5 | 197.6 | 1798.6 2960.4 2852.4 | 49.4

15. attéls. legltie fragmenti sekvenésanai. A2 - MX, A3 - G13 un A5 - FN338, izmantojot
praimerus L29 un R29 (fragmenta garums apméram 423 bp); A7 - G13 izmantojot praimerus
L29 un R63 (fragmenta garums apméram 1385 bp).

Lop) 1bp)

35_58

FN338_L62_R29_7026_58

FN338_L29_R61_7"
FN338_L29_R61_7935_61

GI13_L62_R29_7026_55
FN338_L62_R29_7026_55
FNO85_L29_R61_7935_55

MR_L62_R29_7026_55

Al E6 E7 E9 F1 F8 G1 G5

[bp) [bp)

1N

16. attéls. legltie fragmenti sekvenésanai - ar praimeriem L62-R29 ‘Morex’ (E6) un ‘Steptoe’
(E7), ar praimeriem L62-R29 FN338 (E9 un F1) un ar praimeriem L29-R61 FN338 (G1 un G5).
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Tika iegutas sekojosas sekvences:
>Consensus_MX_L29 _R29
TTTACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCCCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTCCTCGAG
AACATGTGCGACCGGGTCCGCTCCCTCATCTACCCCAAGGGCGAGACAGTAAGTAGTCCAGTGACG
AACCAAATCAGATTGAATGTTTGCGTGTGTGTGTGTTTGATCATCGTCCATGCGTGCATGCATGCAT
GCAGATCGTGCGGGAAGGTGACCCGGTGCAGCGGATGGTGTTCATCGTGCGGGGGCACCTGCAGT
GCAGCCAGGAGCTGCGGAACGGGGGGACGAGCTGCTGCATGCTGGGGCCGGGCAACTTCACGGG
CGACGAGCTGCTGCCGTGGTGCCTGCGGCGGCCGTTCGCGGAGCGGCTGCCGGCGTCGTCGTCGAC
GCTGGTGACGCTGGAGAGCACGGAGGTA

>Consensus_G13_L29 R29
TTACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCCCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTCCTCGAGA
ACATGTGCGACCGGGTCCGCTCCCTCATCTACCCCAAGGGCGAGACAGTAAGTAGTCCAGTGACGA
ACCAAATCAGATTGAATGTTTGCGTGTGTGTGTGTTTGATCATCGTCCATGCGTGCATGCATGCATGC
AGATCGTGCGGGAAGGTGACCCGGTGCAGCGGATGGTGTTCATCGTGCGGGGGCACCTGCAGTGC
AGCCAGGAGCTGCGGAACGGGGGGACGAGCTGCTGCATGCTGGGGCCGGGCAACTTCACGGGCG
ACGAGCTGCTGCCGTGGTGCCTGCGGCGGCCGTTCGCGGAGCGGCTGCCGGCGTCGTCGTCGACGC
TGGTGACGCTGGAGAGCACGGAGGTGT

>Consensus_FN338 L29 R29
CACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCGCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTGCTCGACAA
CATCTGCGACAGGGTCAAGTCCCTCGTCTTCCCCAAGGGAGAAGTGGTAACCAGCCAAGCCCATGC
AAAAACAAAAACAAAAACGTCTCCATTGATTCCTCGTAGAAGCTGCTCGCCTGGTGACCTTGCTTCTG
CATGCATGCGCAGATCGTGAGGGAAGGCGACCCGGTGCGGAGGATGGTGTTCATCGTGCGGGGGC
ACCTGGAGAGCAGCCAGGCGCTGCGGAACGGCGGGACGAGCTGCTGCATGCTGGGGCCGGGGAA
CTTCAGCGGGGACGAGCTGCTGTCGTGGTGCCTGCGGCGGCCGTTCCAGGAGCGGCTGCCGGCGG
CGTCGTCGACGCTGGCGACGCTGGAGAGCACGGAGGTG

>Consensus_ G13 129 R63
CATGTGCGACCGGGTCCGCTCCCTCATCTACCCCAAGGSCKWTKTWCAGKAAGTAGTCCAGTGACG
AACCAAATCAGATTGAATGTTTGCGTGTGTGTGTGTTTGATCATCGTCCATGCGTGCATGCATGCAT
GCAGATCGTGCGGGAAGGTGACCCGGTGCAGCGGATGGTGTTCATCGTGCGGGGGCACCTGCAGT
GCAGCCAGGAGCTGCGGAACGGGGGGACGAGCTGCTGCATGCTGGGGCCGGGCAACTTCACGGG
CGACGAGCTGCTGCCGTGGTGCCTGCGGCGGCCGTTCGCGGAGCGGCTGCCGGCGTCGTCGTCGAC
GCTGGTGACGCTGGAGAGCACGGAGGTGTTCGGGTTGGGAGGGCGGCGGACGTCAAGTACGTGA
CGCAGCACTTCCGCTACACCTTCACCAACGAGCGGGTGCGGCGGAGCGCGCGCTACTACTCGCCCG
GRGTGGCGCACATGGGCCGCCGTGGCCGTGCAGCTCGCGTGGCGACGCTWCAAGCACCGCAAGAC
GCTCTCGTCGCTCTCCTTCATCCGCCCGCGCCGGCCGCTCTCCCGGTGCTCGTCGCTCGGCGAGGAG
AAGCTCCGGCTCTACACCGCCATCCTCGCCTCGCCCAAGCCCAACCAGGACGACGGCTTCTAGTTCC
AGACCACCGGCCGTGAACTGCAGTTGGCGAGGGAGCTCTTTCGCGCTCTCGCGCACGGGACACGGA
TGCCCTGCCTGCTGCTGTGTGCAGCCGGGCGTCAGGAAWTGGGACCAAGTGATGGATACGTTTTGC
CTCCTCGCAGGAAMCTTGAATCTGCAAATGATGAGTAGTWAGAAGTATCTTTTTCATGGGGACATG
AATTGTGAATCTCATACTGTGTGTTTATATGGAGCAAAAAGTGAATCCCGTATTATTGGGTTAACGA
AGCAAATAGTCTCCMAAAGTTTCTATCATTAGATTCRGCACTGGSMAAGAACACATCGAAAGTCGTT
GKTAGTATAGTGGGTAAGTATTCCCCGCCYTGKTCACGSCGGRGGTGAACYCCGGTTCGAATCYCCC
GGCAACGGCCGAAATTTTTTTCTCCTTTTTTTAGCGGATAATTTTTTTTCSGTTTKTCCSGAATTTTCCC
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TYCCGTTTTTCTCCKTCTWTTTGKTCTTCCAMWWWAGTACTCCCTCCGTTCSTAAGGGCCTCTTAGG
AACTGTTCTGCTCCTTAAAATTCAGCTCTGCTCCTTAAAAGACAAACCAAACGGG

Sakotngji ieglto sekvencu BLAST analize, izmantojot NCBI datu bazi, tika veikta
17.06.2021. Skirnu ‘Morex’ un ‘Steptoe’ G13 fragmenti (423 bp), kas bija iegiti ar praimeriem
L29 un R29, bija 100% identiski ar attiecigo regionu 1H hromosoma (NCBI sekvences ID
LR890096.1), bet FN338 fragments uzradija 100% identitati ar regionu no 3H hromosomas
(sekvences ID LR890098.1) (17.-19. attéli). 1H hromosomas sekvence LR890096.1 ir izveidota
no garajiem nolasijumiem no miezu skirnes ‘Morex’, kas ieglti ar PacBio sekvenatoru, un bija
iesniegta NCBI datu bazé 09.10.2020. (Mascher et al., 2017; Mascher et al., 2021). Veicot
atkartotu BLAST analizi 11.11.2021., tika konstatéts, ka iegutajai ‘Morex’ sekvencei ar
praimeriem L29 un R29 ir 100 % identitate (19. attéls) ar iepriek$ publicétajam Skirnes
‘Parkland’, ka ari ‘Steptoe’ un ‘Morex’ subklona NRG098 sekvencém (Rostoks et al., 2006).
Sekvences atbilda necl génam (cyclic nucleotide-gated ion channel 4). |dentisiki rezultati tika
ieglti sekvencei ‘Steptoe’ G13 ar praimeriem L29 un R29. Veicot atkartotu BLAST analizi
mutanta FN338 fragmentam 11.11.2021., tika konstatéts, ka NCBI datu bazé nav lidzigu
sekvencu ar augstu ticamibu (20. attéls). Ar praimeriem L29 un R29 ieglto fragmentu
savstarpéjs salidzinajums ir dots 21. attéla, kur redzams, ka FN338 atskiras ar piecu un sesu
nukleotidu inserciju divas vietas, ka ari vél ar vienu nukleotida inserciju.

Ar praimeriem L29 un R63 fragments (1385 bp) tika ieglts tikai G13 mieziem. legltajas
sekvencés bija vairaki nenoteikti nukleotidi. Bija vietas, kur vienlaicigi tika konstatéti
fluorescences signali, kas atbilst vairakiem nukleotidiem, kas varétu nozimét, ka augs ir
heterozigotisks. Sim fragmentam 17.06.2021. veiktajd NCBI BLAST analizé tika konstatéti
[idzigi fragmenti ari citas hromosomas, ne tikai H1 (22. attéls). To varétu skaidrot ar to, ka
necl géns pieder pie radniecigu génu saimes. Veicot atkartotu analizi 11.11.2021., tika
konstatéts, ka NCBI datu baze augstaka $is sekvences lidziba ir ar ieprieks publicétajam Skirnes
‘Parkland’, ka arT ‘Steptoe’ un ‘Morex’ subklona NRG098 sekvencém (Rostoks et al., 2006)
(23. attels).

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly, chromosome: 1H
Sequence ID: LR890096.1 Length: 516505932 Number of Matches: 1

Range 1: 438318891 to 438319310 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

776 bits(420) 0.0 420/420(100%) 0/420(0%) Plus/Minus

Query 4 ACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCCCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTCC 63

Sbjct 438319310 438319251
Query 64 123

Sbjct 438319250 438319191
Query 124 183

Sbjct 438319190 438319131
Query 184 atgcgtgcatgecatgcatgcagatcGTGCGGGAAGGTGACCCGGTGCAGCGGATGGTGTT 243

Shbjct 438319130 ... ... iiiiaiiaaaaaaaaataaaaaaaa s 438319071
Query 244 CATCGTGCGGGGGCACCTGCAGTGCAGCCAGGAGCTGCGGAACGGGGGGACGAGCTGCTG 303

] o e o 2 1 L 438319011
Query 304 CATGCTGGGGCCGGGCAACTTCACGGGCGACGAGCTGCTGCCGTGGTGCCTGCGGCGGCC 363

Shbjct 438319010 ... ... i iaiaeaiaaieaceaiaeaaa s 438318951
Query 364 GTTCGCGGAGCGGCTGCCGGCGTCGTCGTCGACGCTGGTGACGCTGGAGAGCACGGAGGT 423

Shbict 438318950 ... i i i cieeii i e 438318891

17. attéls. Skirnes ‘Morex’ fragmenta, kas iegits ar praimeriem L29 un R29, salidzinajums ar
attiecigo regionu 1H hromosoma, izmantojot NCBI datu bazi. Sekvence LR890096.1 ieglta no
garajiem nolasijumiem no miezu Skirnes ‘Morex’, kas ieguti ar PacBio sekvenatoru.
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Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly, chromosome: 1H
Sequence ID: LR890096.1 Length: 516505932 Number of Matches: 1

Range 1: 438318889 to 438319310 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

780 bits(422) 0.0 422/422(100%) 0/422(0%) Plus/Minus

Query 3 ACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCCCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTCC 62

Shjct 438319310 ...t iaeiaeaaaaea et 438319251
Query 63 TCGAGAACATGTGCGACCGGGTCCGCTCCCTCATCTACCCCAAGGGCGAGACAGTAAGTA 122

Shict 438319250 ... it eaeaa e aaaea s 438319191
Query 123 GTCCAGTGACGAACCAAATCAGATTGAATGTttgcgtgtgtgtgtgtttgatcatcgtce 182

Shict 438319190 ...t i iaiaaaaeaaaata e 438319131
Query 183 atgcgtgcatgcatgcatgcagatcGTGCGGGAAGGTGACCCGGTGCAGCGGATGGTGTT 242

Shict 438319130 ...t it aaaaeaaaaaa e 438319071
Query 243 CATCGTGCGGGGGCACCTGCAGTGCAGCCAGGAGCTGCGGAACGGGGGGACGAGCTGCTG 302

Sbjct 4383109070 ...ttt eaieieaata et e 438319011
Query 303 CATGCTGGGGCCGGGCAACTTCACGGGCGACGAGCTGCTGCCGTGGTGCCTGCGGCGGCC 362

Shjct 438319010 ...t eaiaaiaeaaaata e 438318951
Query 363 GTTCGCGGAGCGGCTGCCGGCGTCGTCGTCGACGCTGGTGACGCTGGAGAGCACGGAGGT 422

Shjct 4383180950 ... it aa e aaaa e 438318891
Query 423 GT 424

Sbjct 438318890 .. 438318889

18. attéls. Skirnes ‘Steptoe’ G13 fragmenta, kas iegiits ar praimeriem L29 un R29,
salidzinajums ar attiecigo regionu 1H hromosoma.

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly, chromosome: 3H
Sequence ID: LR890098.1 Length: 621516506 Number of Matches: 1

Range 1: 511250379 to 511250810 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

798 bits(432) 0.0 432/432(100%) 0/432(0%) Plus/Minus

Query 1 CACCTCTGCCTCGACCTCGTCCGCCAGGTGCCGCTCTTCCACCACATGGACGACCTCGTG 60

] oy 3 5 L 511250751
Query 61 CTCGACAACATCTGCGACAGGGTCAAGTCCCTCGTCTTCCCCAAGGGAGAAGTGGTAACC 120

Shct 511250750 ...ttt caaaaea e, 511250691
Query 121 AGCCAAGCccatgcaaaaacaaaaacaaaaacgtcTCCATTGATTCCTCGTAGAAGCTGC 180

] e N I 3 L e 511250631
Query 181 TCGCCTGGTGACCTTGCTTCTGCATGCATGCGCAGATCGTGAGGGAAGGCGACCCGGTGC 240

] e N I 1 L e 511250571
Query 241 GGAGGATGGTGTTCATCGTGCGGGGGCACCTGGAGAGCAGCCAGGCGCTGCGGAACGGLG 300

] e = I 1 e 511250511
Query 301 GGACGAGCTGCTGCATGCTGGGGCCGGGGAACTTCAGCGGGGACGAGCTGCTGTCGTGGT 360

] e = 5 0 L e 511250451
Query 361 GCCTGCGGCGGCCGTTCCAGGAGCGGCTGCCGGCGGCGTCGTCGACGCTGGCGACGLTGG 420

] e N I e 511250391
Query 421 AGAGCACGGAGG 432

Sbjct 511250390 ............ 511250379

19. attéls. nec1 delécijas mutanta Skirné ‘Morex’ FN338 fragmenta, kas ieglts ar praimeriem
L29 un R29, salidzinajums ar attiecigo regionu 3H hromosoma (sekvences ID LR890098.1).
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BLAST @ » blastn suite » results for RID-STFWONXE013 Home RecentResults Saved Strategies Help

Save Search Search Summary v © How to read this report? &8 BLAST Help Videos *OBack to Traditional Results Page

Job Title ‘Morex' L29_R29 Filter Results

RID STFWONXEQ13 Search expires on 11-12 14:00 pm Download All v —
Organism only top 20 will appear _| exclude

Program BLASTN@ Citation v

Database nt  Seedetails v +~f""7""""‘" et e e s ‘

Add organism

Query ID Icl|Query_12429

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  dna [ J to I J \ l to ' I I ‘ to ‘ I

Query Length 424

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic S y Alig Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [ Select columns “  Show (2]
select all 84 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Scientific Max Total Query E
Dowlphon RELE Sl akie Per. ‘l'dmt Acc.vl.en Accession
- v - - -
Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Parkland cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1)... Hordeum vulg... 776 776 99% 00 100.00% 2305  AY972627.1
Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Steptoe cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1).... Hordeum vulg... 776 776 99% 00  100.00% 2308  AY972624.1
Hordeum vulgare subsp. vuigare cultivar Morex subclone NRG09S cyclic ated ion ... deum vulg... 776 776 99% 0.0 100.00% 9090  AY972619.1

19. attéls. Skirnes ‘Morex’ fragmenta, kas iegits ar praimeriem L29 un R29, salidzinajums ar
ar ieprieks publiceétajam sekvencém NCBI datu baze.

Job Title FN338_L29_R29 Filter Results

RID STHACHYCO16 Search expires on 11-12 14:25pm Download All v ‘4‘ erciide
Program BLASTN® Citation v Organism only top 20 will appear :
Database nt  Seedetails v Type.comin binomial, taxid or.grou ‘
Query ID Icl|Query_39547 + Add organism

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  dna l ‘ to l ‘ l l to ’ ‘ 1 ‘ to | l

Query Length 434

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [ Select columns ~ Show (2]
select all 73 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [ZRIMSA Viewer
— soorane Mo 8 G| £ 5% i pnuen
~ ~ - - v

Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, cds, clone: NIASHv3098P13 Hordeum vulgar... 403 615 76% 7e-108 100.00% 2396  AK375593.1
PREDICTED: Triticum aestivum cyclic nucleotide-gated ion channel 4-like (LOC123062255), mRNA Triticum aestivum 364 548 76% 3e-96 96.79% 2586 XM _044485700.1
PREDICTED: Triticum cyclic aled ion channel 4-like (LOC119269216). mRNA Triticum dicocco... 359 543 76% 2094 96.33% 2573 XM _037551009.1
PREDICTED: Triticum aestivum cyclic nucleotide-gated ion channel 4-fike (LOC123079385), mRNA Triticum aestivum 353 543 76% 7e-93 9587% 2279  XM_044502154.1
PREDICTED: Aegilops tauschii subsp. strangulata cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (LOC109769371).... Aegilops tauschi... 353 543 76% 7e-93 95.87% 2451 XM _020328119.2
PREDICTED; Triticum aestivum cyclic nucleotide-gated ion channel 4-like (LOC123071011), transcript vari,.. Triticum aestivum 342 543 76% 2e-89 94.95% 2672 XM_044494468.1
PREDICTED: Triticum cyclic -gated lon channel 4-ike (LOC123071011), ranscript vari... Triticum aestivum 342 543  76%  2e-89 94.95% 2662 XM 044494467.1
PREDICTED: Triticum dicoccoides cyclic nucleotide-gated ion channe! 4-like (LOC119277223), mRNA Triticum dicocco... 337 532 76% 7e-88 94.50% 2578 XM 0375584751

Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Parkland cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1) gene, exon... Hordeum vulgar... 335 478 78%  3e-87 9241% 2305  AY972627.1
Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Steptoe cychic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1) gene. exons... Hordeym vulgar... 335 478 78%  3e-87 9241% 2308  AY972624.1
Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Morex subclone NRG098 cyclic nucieotide-gated ion channel 4 (N... Hordeum vulgar... 335 478 78%  3e-87 9241% 9090  AYS72619.1

20. attéels. Mutanta FN338 fragmenta, kas ieglts ar praimeriem L29 un R29, salidzinajums ar
ar ieprieks publiceétajam sekvencém NCBI datu baze.
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Specesibbry |
1. Consensus_MK_L29_R29

2. Consensus_G13_L29_R29_10
3. Consensus_FN338_L29 R29 -

1. Consensus_MK_L29_R29
2. Consensus_G13_L29_R29_
3. Consensus_FN338_L29_R29

2. Consensus_G13_L29 _R29
3. Consensus_FN338_L29_R29
1. Consensus_MK_L29_R29

2. Consensus_G13_L29_R29_!
3. Consensus_FN338_L29_R29

21. attéls. Ar praimeriem L29 un R29 iegito fragmentu savstarpéjs salidzinajums.

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Pagd
Job Title Consensus_ G13_L29_R63 Filter Results

RID CPRYSKPAO1R  Search expires on 06-18 2244 pm Download All v | Percent Identity Evalue (EICR) R
Program BLASTN @ Citation v ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘
Database genomic/112509/GCA_904849725.1  See details v m
Query ID Icl|Query_397739 L

Description Consensus_ G13_L29_R63
Molecule type dna
Query Length 1248

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments Download ~ [Z7Manage columns ~  Show ©
select all 7 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [EEMSA Viewer
Description Max Score  Total Score | Query Cover  E value Per. Ident Acc. Len Accession
v v v v v v v

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome ch :1H 1925 2099 100% 0.0 94.79% 516505932 LR890096.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly, chromosome: 3H 693 1330 48% 0.0 90.67% 621516506 LR890098.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome bly, ch :7H 916 258 5% 1e-15 90.00% 632540561 LR890102.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome assembly, chromosome: 6H 86.1 393 5% 6e-14 88.57% 561794515 LR890101.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome bly, ch 5H 824 309 5% 8e-13 88.24% 588218686 LR890100.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome I 2H 824 149 5% 8e-13 88.24% 665585731 LR890097.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare genome ch - 4H 768 768 5% de-11 87.69% 610333535 LR890099.1

22. attéls. Skirnes ‘Steptoe’ G13 fragmenta, kas iegiits ar praimeriem L29 un R63, sekvences
analizes sakotnéjie rezultati 17.06.2021.
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< Edit Search Save Search Search Summary v © How to read this report? @3 BLAST Help Videos *OBack to Traditional Results Page

Job Title G13_L29_R63 Filter Results
RID STJAPUHAQ16 Search expires on 11-12 14:42 pm Download All v exclude
Program BLASTN@® Citation v ,Ommsm 0l 1op20 Wil ppes:
Database nt Seedetails v
<4 Add organism
Query ID IcllQuery_23183
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna to ‘ to to

Query Length 1248

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ [rxSelectcolumns ~ Show | 100V | @
select all 89 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [ZEIMSA Viewer
Desc(:p(on SCIEHM‘S Name M JRroay ooy E e Acc VLE“ Accession

Score Score Cover value Ident

- - - B -

Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Morex subcione NRG098 cyclic nucleotide-gated jon channel 4 (Ne... Hordeum vulgar... 1816 1816 100% 00 9307% 9090 AY972619.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Steptoe cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1) gene. exons ... Hordeum vulgar... 1714 1714 80% 00 97.42% 2308

Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Parkland cydlic n

Horde

Hordeum vulgare subsp, vulgare cultivar Carisberg Il cyclic nucleotide-gated ion channel 4 (Nec1) gene, exo... Hordeum vulgar... 1672 1672 80% 00 96.81% 2306

ated ion channel 4 (Nec1) gene, exon ,.. Hordeum vulgar 1712 1712 80% 00 9742% 2305 AY972627.1

1676 1676 80% 00 96.72% 2321 AY972625.1

23. attéls. Skirnes ‘Steptoe’ G13 fragmenta, kas iegits ar praimeriem L29 un R63, sekvences
analizes rezultati 11.11.2021.

Ta ka ar Sangera sekvenésanas tehnologiju nav iespéjams visa garuma nosekvenét garus
fragmentus (vairakus takstosSus bp), garakie amplifikacijas produkti tika sekvenéti ar lllumina
MiSeq: Morex un Steptoe L62-R29, FN338 L62-R29 un FN338 L29-R61. PKR produkti tika
fragmentéti un sagatavoti sekvenésanai ar Nextera XT reagentu komplektu (Illumina). legttas
sekvences tika analizétas ar programmu Integrative Genomics Viewer, kartéjot nolasijumu
izvietojumu uz references genoma sekvences - no hromosomas panemtas necl géna
aptuvenas sakuma un beigu koordinatas +10 kbp uz abam pusém. Piemérs redzams 24. attela.
Redzams, ka daudzi potencialie mobilie elementi parklajas ar géna sekvenci, un domajams, ka
dala no tiem ir viltus pozitivi. Attéla redzams, ka neviens no nosekvenétajiem fragmentiem
(Morex un Steptoe L62-R29, FN338 L62-R29 un FN338 L29-R61) nekartéjas necl géna tuvuma
(attela pédejas cetras joslas preti necl koordinatam ir tuksas), tatad nosekvenétie PKR
produkti neatbilst §im genoma regionam.

Skirnu ‘Steptoe’, ‘Morex’ un mutanta FN338 L62 un R29 fragmenti uzradija [idzigu
fragmentu kartéSanos uz references. Dazus no necl homologiem izdevas nokartét uz miezu
genétiskas kartes. Viens no tiem kartéjas uz 3. hromosomas (abc44574, cDNS GenBank
AY273925).
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24. attéls. Miezu skirnu ‘Morex’ un ‘Steptoe’ L62-R29 un mutantu FN338 L62-R29 un FN338
L29-R61 fragmentu kartéSanas pret necl references genoma sekvenci, izmantojot
programmu Integrative Genomics Viewer. Reference ir ‘Morex’ V3 genoms. No mobilajiem
elementiem atlasiti tie, kas atrodas 20 kb attaluma uz abam pusém no NEC1 saturosa regiona.

Secinajumi

Augu genomi ir lieli un kompleksi. Ja nav iepriek$ pieejama informacija par genétisko
modifikaciju, vai genoma redigésanu, tad izveidot specifiskas skrininga vai vél jo vairak
kvantitativas noteikSanas metodes ir |oti sareZgiti. Stradajot ar izvéléto modelorganismu, un
divam neraksturotam deléciju mutaciju alélem tika konstatéts, ka liela izméra deléciju
raksturoSanu apgritina atkartojumi genoma sekvencé (iespéjams transpozoni un
retrotranspozoni), kas traucé ieglt specifiskus amplifikacijas produktus konkrétajam genoma
rajonam. Ja delécijas ir ierobeZotas géna kodejosas sekvences ietvaros un kokrétais géns ir
zinams, iespéjams, ka specifiskas deléciju noteikSanas metodes izveide butu vienkarsaka.

Tas ari parada, cik liela praktiska nozime ir tam, ka autorizétu GMO detekcijas metozu
izstrade gulstas uz pieteikuma iesniedzéja nevis oficialas kontroles instittciju pleciem.
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3. Genomiski redigétu organismu risku vadibas rekomendacijas

3.1. Ar jauniem genomikas panémieniem iegutu augu riska novértéjums

2021. gada 29. aprili Eiropas Savienibas Padomes publicétaja Komisijas pétijuma
“Petijums par jaunu genomikas panémienu statusu Savienibas tiesibas un saistiba ar Tiesas
spriedumu lieta C-528/16" Komisija lGdz EPNI sniegt parskatu par riska novertéjumu augiem,
kas izveidoti izmantojot JGP, nemot véra gan EPNI zinatniskos viedoklus, gan dalibvalstu
kompetento iestazu un nacionalo institlciju viedok]us, kas publicéti kop$ 2012. gada, kad bija
publicéts pirmais EPNI viedoklis par JGP’. Parskata sagatavo3anai EPNI sanéma 16
attiecinamus zinatniskos viedoklus, kurus bija iesniegusas astonas dalibvalstis. Papildus tiem
EPNI néma véra tris EPNI GMO panela zinatniskos viedok|us par JGP: 2012. gada viedok|us par
sic-genézi/intra-genézi® un SDN-3°, k3 ari nesen apstiprinato viedokli par SDN-1, SDN-2 un
ODM panémieniem?©,

EPNI parskatal?! tika ieklauti sekojosi JGP: 1) cisgenéze un intragenéze; 2) ZFN un SDN;
3) oligonukleotidu vadita mutagenéze; 4) RNS atkariga DNS metilésana; 5) potéSana uz
genétiski modificéta potcelma; 6) reversa selekcija; 7) agroinfiltracija; 8) sintétiska genomika.

Cisgeneze Si parskata ietvaros ir aprakstita ka genétiskas modifikacijas tehnika, ar kuras
palidzibu organisma tiek ievietota DNS tikai no tas pasas sugas vai tuvu radniecigas sugas.
Papildus tai ievietotie géni, introni un regulatorie elementi ir blakus un neizmainiti.
Intragenézes gadijuma ievietota DNS var bat ka jauna DNS fragmentu kombinacija no tas
pasas vai saderigas sugas. Intra-genéze var ietvert ari tadas metodes, kur tiek izmantota RNS
interference (RNAI). Cisgénie un intragénie augi paslaik tiek iegiti, izmantojot tas pasas
transformacijas metodes ka veidojot transgénos augus. Biezak izmantota metode ir
Agrobacterium-mediéta transformacija, ka ari biolistiskas pieejas.

EPNI parskata augu, kas ieglti ar cisgenézi vai intragenézi, ietekme uz cilvékiem,
dzivniekiem un vidi tika salidzinata ar augiem, kas ieguti konvencionalas selekcijas cela vai
transgenézes cela. lzvértéjot draudus, kas saistiti ar augiem, kas ieglti ar cisgenézes vai
intragenézes metodém, galvenie apsvérumi GMO panela izpratné bija:

1) DNS izcelsme un génu produktu droSums — GMO panelis uzskatija, ka tie géni, kuru
izcelsme ir tada pati ka géniem, kuri tiek izmantoti konvencionalaja selekcija, var tikt
izmantoti cisgenéze un transgenéze. Tiek uzskatits, ka izmantoto génu potencialie riski
varétu bat lidzvertigi ka konvencionalaja selekcija vai mazaki metozu specifiskuma dél.
Tomer, ja intragenéze tiek izmantots saistits augu izcelsmes géns, var rasties dazas

7 https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.2903/j.efsa.2021.6314

8 EFSA Panel on Genetically Modified Organisms (GMO), ‘Scientific opinion addressing the safety
assessment of plants developed through cisgenesis and intragenesis’, EFSA Journal 2012;10(2):2561.
doi:10.2903/j.efsa.2012.2561

9 EFSA Panel on Genetically Modified Organisms (GMO), ‘Scientific opinion addressing the safety
assessment of plants developed using ZFN-3 and other SDNs with similar function’, EFSA Journal
2012;10(10):2943. d0i:10.2903/j.efsa.2012.2943

19 EFSA Panel on Genetically Modified Organisms (GMO), ‘Applicability of the EFSA Opinion on SDNs
type 3 for the safety assessment of plants developed using SDNs type 1 and 2 and oligonucleotide-directed
mutagenesis’, EFSA Journal 2020;18(11):6299. doi:10.2903/j.efsa.2020.6299

11 EFSA (European Food Safety Authority), Paraskevopoulos K and Federici S, 2021. Overview of EFSA and
European national authorities’ scientific opinions on the risk assessment of plants developed through New
Genomic Techniques. EFSA Journal 2021;19(4):6314, 43 pp. https:// doi.org/10.2903/j.efsa.2021.6314
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2)

3)

4)

jaunas geneétisko elementu kombinacijas, kas nav sastopamas cisgeniskajos un
tradicionali audzétajos augos, un tas, tapat ka transgéniem augiem, var radit jaunas
pazimes ar jauniem apdraudéjumiem.

Izmainas genoma insercijas vieta un citur — insercijas, delécijas, endogéno génu un
regulatoro sekvencu parkartojumi; jaunu nolasiSanas ramju veido$anas var potenciali
radit jaunus proteinus;

Potenciala ne-augu izcelsmes sekvencu klatbltne inserta — dazos gadijumos Tsas
sekvences, kuru izcelsme nav donora augs (pieméram, vairakas klonésanas vietas vai
T-DNS robezas sekvencu atkartojumi) var tik insertétas recipienta auga kopa ar
cisgénu vai intragénu ka transformacijas metodes rezultats. Robezas sekvences ir 1si
DNS sekvencu atkartojumi lidz 25 nukleotidiem. Tiek secinats, ka jebkuri draudi, kas
var but saistiti ar T-DNS robeZas sekvencém neatskiras no konvencionalas selekcijas.
Pazimes ekspresija un potencialie talakie pielietojumi —jaunu proteinu vai metabolitu
ekspresija vai paaugstinats endogéno proteinu un metabolitu limenis var radit
droSibas problemas gan dabiskiem augiem, gan augiem, kas ieguti ar jebkuram
selekcijas metodem. Tapat ka transgénu ekspresija, dazadi faktori var ietekmeét
cisgénu un intragénu ekspresiju.

ZFN un SDN (SDN-1, SDN-2 un ODM) tehnikas ir aprakstitas projekta 1. gada atskaité.

Galvenie aspekti attieciba uz Sim tehnikam EPNI parskata bija sekojosi. Kopuma tika paredzéti
divi iespéjamie scenariji atkariba no t3, vai genoma redigésanas procesa apzinati ir izmantota
kada nukleinskabju seciba (pieméram, pilns vai daléjs SDN modulis). Ja kada nukleinskabju
seciba ir izmantota, iegluta produkta risks tiks vertéts ka transgénam augam attieciba uz
genoma integréto eksogéno DNS un ka génu redigétam augam attieciba uz mérka sekvenci,
kas modificéta, izmantojot SDN-1. Ja nukleinskabju seciba nav izmantota, riska novértéjums
fokuseésies tikai uz modifikacijam, kas iegutas ar SDN. SDN-1 pielietojumam tika izverteéti
sekojosi aspekti (attiecinami art uz SDN-2 pielietojumu, bazu redigésanu (base editing) un
oligonukleotidu vaditu mutagenézi):

1)

2)
3)

1)

DNS izcelsme un génu produktu droSums — SDN-1 izmantoSanas gadijuma genoma
netiek insertétas DNS sekvences, bet tiek modificéta jau eksistéjoSa endogéna
sekvence. Atkariba no modificéta géna/lokusa rakstura un ar gala produktu saistitas
aléles un iezimes izcelsmes, riska novértésanas procesa obligati tiks nemta véra drosas
lietoSanas vésture.

Izmainas genoma insercijas vieta — SDN-1 gadijuma nav attiecinamas;

Izmainas auga genoma citas vietas - EPNI GMO ekspertu panelis 2020. gada apsprieda,
ka papildus modifikacijai (-am) ieprieks noteiktos augu genomiskos regionos, ko izraisa
SDN-1 pieeja, var tikt ieviestas ari citas izmainas citos regionos, ka rezultats So metozu
ne-mérka aktivitatém. Sis neplanotas mutacijas arpus sakotnéjas mérka sekvences var
bat ieprieks paredzamas (SDN-1 un SDN-2 izmantoSanas gadijumos) vai neparedzamas
(atseviskam bazu redigésanas sistémam). SDN-1 tehnikas izmantotaji strada pie
metodes specifiskuma paaugstinasanas.

Ar1 SDN-3 pielietojumam tika izvertéti tie pasi aspekti:

DNS izcelsme un génu produktu drosums — EPNI GMO ekspertu panelis uzskatija, ka
SDN-3 panémienu var izmantot, lai integrétu DNS noteikta genoma lokusa. Attieciba
uz ieviestajiem géniem SDN-3 tehnika neatskiras no citam izmantotajam genétiskas
modifikacijas metodém, un to var izmantot, lai ievaditu genoma transgénus,
intragénus vai cisgénus. Ka aprakstits EPNI GMO panela ieprieks sagatavotaja viedokl
(2012b), kad cisgenézes cela tiek ievests augu izcelsmes géns, apdraudéjums ir lidzigs
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2)

3)

tradicionali audzetu augu riskam. Tomér, ja intragenézé tiek izmantots lidzigs augu
izcelsmes géns, var rasties jaunas genétisko elementu kombinacijas, un tas var radit
jaunas pazimes ar jauniem apdraudéjumiem. Bistamibas, kas raksturigas transgéniem
augiem, var identificét, jo transgéni un to produkti var bt no jebkura avota, ieskaitot
avotus, kas nav augi.

Izmainas genoma insercijas vieta - ta ka DNS tiek ievadita preciza, ieprieks noteikta
vieta augu genoma, izmantojot SDN-3, nejausas integracijas raditie draudi tiek
samazinati lildz minimumam. Papildus mérktiecigai DNS integracijai var rasties genoma
izmainas, ko var izraisit dazadi procesi un mehanismi (pieméram, divpavedienu
parravumu labosanas mehanismi). Nevélamas izmainas, kas rodas genoma jebkura
selekcijas pieeja (konvencionalaja, transgéna cisgéna vai intragéna selekcija), vairuma
gadijumu var noverst, krustojot un/vai veicot atlasi. Potencialie apdraudéjumi var bat
saistiti ar somaklonalu variaciju, jaunu nolasiSanas ramju rasanos, génu ekspresijas
modifikaciju, ne-augu izcelsmes sekvencu klatbatni insercijas vieta. SDN-3 panémiena
tiek izmantotas tadas pasas transformacijas metodes ka transgenézé, un gan parejosu,
gan stabilu SDN ekspresiju var izmantot, lai ieviestu sait-specifisku divpavediena DNS
parravumu. SDN génu stabilas integracijas gadijuma véelak var atlasit tikai tos augus,
kas satur integréto génu. Tapéc SDN-3 tehnika var optimizét genoma vidi génu
ekspresijai un var samazinat apdraudeéjumus, kas var rasties, ievietojot nejausos
lokusos (pieméram, endogéno génu un/vai reguléjoso elementu partrauksana).
Integracija var notikt, izmantojot homologu rekombinaciju (HR) vai nehomologu gala
savieno$anu (non-homologous end joining, NHEJ), un tas var ietekmét izmainas, kas
rodas insercijas vieta: ja DNS ievieto ar SDN-3, izmantojot HR, genoma izmainas
ievietoSanas vieta noteiks donora DNS dizains. Mérktieciga NHEJ gadijuma genoma
izmainas DNS laboSanas dé| bls lidzigas tam, kas novérotas paslaik izstradatajos
transgénajos augos.

Izmainas auga genoma citas vietas - Sadas izmainas var rasties audu kultlras posma
rezultata (somaklonalas variacijas), ko var izmantot SDN-3 procesa laika, vai SDN ne-
meérka darbibas rezultata. Izmainas audu kultiru posma dél nav specifiskas SDN-3, un
tas var rasties ari citos selekcijas procesos. Attieciba uz izmainam, kas rodas SDN ne-
meérka darbibas dél, secinats, ka tas bus atkarigs no SDN specifiskuma un DNS secibu
klatbatnes, kas lidzigas SDN atpaziSanas vietai recipienta genoma. Ir izstradatas
vairakas metodes, lai samazinatu ne-mérka modifikaciju biezumu. Gan fizikalas, gan
kimiskas mutagenézes metodes izraisa ievérojamu skaitu mutaciju visa genoma. SDN
pielietojums izraisttu mazak neparedzetu izmainu neka lielaka dala parasto
mutagenézes metozZu, un, ja tas notiek, izmainas bitu tada pasa veida (nelielas
delécijas/insercijas/aizvietosanas vai lielakas parkartosanas) ka tas, kas iegltas ar
parastajam selekcijas metodém. Sadas izmainas notiek dabiski ari péc DNS laboganas
vai spontanam mutacijam.

RNS atkariga DNS metiléSana (RNA-dependent DNA methylation, RADM) ir tehnika, kas

dod iespéjas modificét génu ekspresiju, pateicoties epigenétikai. RADM inducé mérka géna
izslegSanu transkripcija, metiléjot promotera sekvenci. Lai tas notiktu, auga Sinas ievada
génus, kas kode RNS molekulas, kas ir homologas promotera regionam. Kad Sie géni tiek
transkribéti, veidojas divpavediena RNS molekulas, kuras péc apstrades ar specifiskiem
enzimiem, kas dabiski atrodas augu sunas, inducé mérka promotera sekvences metilésanu,
tadéjadi inhibejot mérka géna transkripciju. MetiléSana augos ir mejotiski stabila un tiek
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parmantota nakamaja paaudzé. Starp transgéna auga pécnacéjiem bis ari tadas augu linijas,
kuras segregacijas dé] nesaturés insertétos génus, bet saglabas nepiecieSamo pazimi.
Metilétais statuss var turpinaties vairakas paaudzeés. Pécnaceji nesatur svesSas DNS sekvences,
ka ari to genomiskajas sekvencés nav veiktas nekadas izmainas. dsRNS kodéjosSie géni augu
sunas tiek ievaditi ar standarta transformacijas metodém (biolistisko transformaciju un
transformaciju ar Agrobacterium tumefaciens).

RADM atskiras no RNAi tehnologijas ar to, ka RADM notiek Stnas kodola ar tada
mehanisma palidzibu, kuru sauc par transkripcionalu génu izslégSanu (transcriptional gene
silencing). Savukart RNAi darbiba notiek citoplazma ar cita mehanisma palidzibu, kuru sauc
par péc-transkripcionalu génu izslégSanu (post-transcriptional gene silencing). DNS
metiléSanu var sasniegt ari ar citam metodém.

EPNI parskata tiek citéts vienas dalibvalsts (Vacijas) viedoklis. ST dalibvalsts sava
zinojuma pauz uzskatu, ka ar RdDM ieglitiem augiem un to produktiem pieteikuma ir janorada
molekularais raksturojums un genétiska stabilitate, japarbauda, vai nav radusies nevélami
efekti vai blakusefekti, ka ari javeic salidzinajums ar konvencionalu produktu, javeic arl
toksicitates un alergenitates analize. Zinatniskaja literatlra paslaik trukst pétijumu par
endogénu garaku dsRNS, siRNS vai miRNS lietosanu cilveku partika un dzivnieku bariba. Ne
kopé€jais mazo RNS molekulu daudzums, ne labdabigo mazo RNS klatbutne parastajos augos
nav pietiekama, lai pieraditu, ka visas jaunas mazas RNS bus drosas partikas kedeé vai vide.
Mazas RNS veic savu funkciju, izmantojot secibai specifisku mijiedarbibu ar mérka molekulam.
Sis darbibas, kuras nosaka seciba, visparigi nevar uzskatit par “visparéji atzitam par dro$am”.
Jaunakie pieradijumi liecina, ka augu izcelsmes mazas RNS izdzivo cauri ziditaju kunga-zarnu
traktam, iziet cauri zarnu barjerai un ietekmé ziditaju aknu enzimu génu ekspresijas
regulésanu. Skiet, ka RADM augiem partikas nekaitigums un riska novértéjums galvenokart ir
saistits ar diviem svarigiem jautajumiem. Pirmais ir jautajums par to, vai ir notikusi
neparedzéta ietekme saistiba ar pieméroto stabilo vai parejoSo transgéno pieeju un vai tie
attiecas uz augu izcelsmes partikas nekaitigumu, un otrais ir jautajums, vai sintétiskajam RNS
molekulam varétu bat negativa ietekme uz dzivnieku un cilvéku veselibu. Visbeidzot,
potencialie riski, kas rodas, pielietojot RADM augiem, vai nu pasas transgénas pieejas dé| vai
ieviesto sintétisko nukleotidu dél, ir janoverte, veicot in vivo pétijumus ar dzivniekiem,
nosakot iespéjamas neparedzetas sekas. Turklat ir nepiecieSami rupigi génu ekspresijas
pétijumi (in vitro un in vivo), lai identificétu génus, kuru ekspresiju var ietekmét specifiskas
miRNS metodes. Autori uzskata, ka ir japéta art sadu RNS molekulu ietekme uz vidi —
saglabasanas vide, ietekme uz augsnes mikroorganismiem vai virusiem, augstaka uznémiba
pret augu slimibam, siRNS ietekme uz saimniekorganisma transkriptomu, ne-mérka ietekme
uz organismiem, kas uznem augus (cilvékiem, dzivniekiem), neparedzéta ietekme uz
molekularam un celularam mijiedarbibam. Ar RADM iegitajiem augiem, kurus paredzéts laist
tirgl, bUtu jauzlabo pasreizéjas monitoringa un uzraudzibas sistémas. Nosléguma autori
apkopo svarigakos riska novertéjuma aspektus atbilstosi vinu viedoklim:

¢ Augu izcelsmes mazas RNS molekulas ir mobilas;

e Metilésanas izplatibu nevar paredzét;

e IzslégSanas signala izplatiSana uz ne-mérka audiem;

* Génu izslégsana nav audu specifiska;

e lzsléegSanas signala fenotipiska stabilitate nav skaidra (ir iesp&jama signala
« Skiet, ka izsléganas efektu variacijas ir atkarigas no paaudzes skaita;

e Lidz Sim nav pieradits, ka RdDM ir stabils vairakas paaudzes;
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¢ Promotera DNS metiléSana ne vienmeér izraisa transkripcijas inaktivaciju;
¢ RNS izslégsSana ir atkariga no vides apstakliem;

¢ Neskaidribas par uznemto RNS molekulu ietekmi;

¢ Metode paslaik intensivi attistas;

¢ Nieciga datu baze.

Potésana ir metode, kad viena auga virszemes dala (potzars) tiek piestiprinata pie otra
auga apsaknotas apakséjas dalas (potcelma), tadéjadi radot himerisku organismu ar
uzlabotam agronomiskajam ipasibam. Lai transformétu potcelmu un/vai potzaru, var tikt
izmantota transgenéze, cisgenéze un virkne citu tehniku. Kad ne-GMO potzars tiek uzpotéts
uz GM celma, auga lapas, stumbrs, ziedi, seéklas un augli var nesaturét genétisko modifikaciju
attieciba uz izmainam genomiskas DNS sekvencés. Potcelms var bit uzlabots ar genétiskajam
modifikacijam attieciba uz uzlabotu saknu veidosanos vai rezistenci pret augsnes izcelsmes
slimibam, kas rezultéjas ar lielaku razu. Potétajos augos mazas RNS molekulas, kuras,
pieméram, ekspresé RdDM, var parvietoties caur potéjuma vietu, ka rezultata géenu
izslegSanas signals var ietekmét génu ekspresiju potzara. Vacijas viedoklr ir definéti vairaki
aspekti, kuriem ir japievérs uzmaniba:

e Hromosomalas DNS izmainas potéta auga ne-transgénajas dalas — [idz Sim ir pieradits,
ka potéjuma vietu var Skérsot plastidu DNS. Hromosomalas DNS parvietoSanas nav
pieradita. Attieciba uz riska vértéSanu 1pass uzsvars ir javers uz transformacijas
protokola veidu, kas ir ticis pielietots, un transgéna inserta lokalizaciju, pieméram, vai
transformacija ir bijusi vérsta uz plastidu DNS. Skiet, ka Agrobacterium mediéta
transformacija, kas transgénos insertus novirza uz augu siinas kodolu, nerada papildu
apdraudéjumu interferencei ar potéto augu netransgéno dalu.

e mRNS translokacija - ir pieradits, ka mRNS liela attaluma translokacija augos ir |oti
reguléts un selektivs process. Lai gan transportéSana un meérkésana ir atkariga no
Ipasam sekvencém, kas atrodas 5' un 3' netranslétajos regionos, joprojam pastav
iespéja netisi parnest transgénas mRNS molekulas. Tapéc ieteicams rupigi uzraudzit
transgénu specifisko mRNS klatbatni potéto augu ne GM dalas ar RT-PCR vai Northern
blot metodem.

e Mazu ne-kodéjosu RNS molekulu translokacijas ietekme — mazas nekodéjoSas RNS
molekulas augos ir mobilas un tas neierobeZo savu génu izslégsanas efektu uz
atseviskam sunam, kur tas tiek generétas. Parasti inducétais génu izslégSanas efekts
tiek transportéts talu auga, un varbutiba saglabajas, ka neparedzéts génu ekspresijas
efekts varéetu bat ari ne-transgénaja auga dala.

e Proteinu translokacija — ir pieradits, ka augos Sis process notiek lielos attalumos, un,
Skiet, ka tas tiek stingri reguléts. Ta ka transgéno proteinu esamiba ne-transgénaja
organisma dala nevar tikt izslégta, to ir nepiecieSams uzraudzit. Tapat ir jauzrauga
adventivie dzinumi no kallusa (robeZrajona starp transgéno un ne-transgéno auga
dalu) vai no GM potcelma, jo, pieméram, augli, kas ieglti Sada cel3, ir transgéni.

Potésanas gadijuma atseviski specifiski aspekti ir janem véra salidzino$aja novértéjuma,
toksikologijas un alergenitates riska novertéjuma, ka ari vides riska novértéjuma.

Reversa selekcija ir selekcijas metode, ar kuru tiek veikts pretéjs process hibrida auga
Skirnes ieguSanai. Tas nodroSina homozigotisku vecaku liniju iegt$anu, kas péc hibridizacijas
atjauno elitara heterozigota auga genétisko sastavu, neprasot atkrustoSanu un selekciju.
Reversas selekcijas metode ietver vairakus solus:
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e Elites heterozigotiskas linijas selekcijas, kura ir talak japavairo;

e Elites heterozigotiskas linijas mejotiskas rekombinacijas supresija, izsledzot tadus
génus ka dmcl un spoll. Parasti tas tiek sasniegts augus transformeéjot ar
transgéniem, kas kodé RNS interferences (RNAi) sekvences, bet var tikt
izmantotas ari citas metodes;

e Haploidu mikrosporu (nenobriedusu ziedputek$nu) iegliSsana no transgénas elites
heterozigotiskas linijas ziediem;

e Dubulto haploidu tehnologijas izmantoSana, lai dubultotu haploido mikrosporu
genomu un ieglutu homozigotiskas Stinas;

e Mikrosporu kultivésana, lai iegitu homozigotiskus diploidus augus;

e Augu paru (vecaku liniju) selekcija, kas nesatur transgénu un kuru hibridizacija
atjaunotu heterozigotisko elites liniju.

Reversas selekcijas metode izmanto transgenézi, lai nomaktu mejotisko rekombinaciju.
Nakamajos solos tiek selekcionéti tikai netransgéni augi. Tadéjadi selekcionéto vecaku liniju
pécnacéji bus geneétiski identiski heterozigotiskajam elites augam un nesaturés nekadas
papildus genomiskas izmainas. Vacijas viedokli tiek pausts uzskats, ka otraja soli iegutie augi
ir transgéeni. Tade| So augu molekularais raksturojums varétu dod norades uz potencialiem
neplanotiem efektiem negativaja segreganta, kas rodas transformacijas procesa rezultata.
Talak Vacijas viedoklr tiek dotas norades un izanalizéti dazadi apsvérumi, kas janem vera,
veicot $adu augu salidzinoSo vértéjumu, toksicitates un alergenitates riska vértéjumu, ka art
vides riska vértejumu.

Agroinfiltracija—ta ir metode, kas tiek pielietota augu audiem, galvenokart lapam. Sajos
audos tiek infiltreta Agrobacterium sp. suspensija, kas satur vélamo génu vai génus, kas ir
jaekspresé auga. Sie géni tiek lokali un parejosi ekspreséti augsta Iiment. So metodi parasti
izmanto zinatniskam vajadzibam, bet to izmanto ari ka razoSanas platformu augstvértigiem
rekombinantajiem proteiniem. Jebkura gadijuma, intereséjoSais augs ir infiltrétais augs nevis
pécnacéjs. Atkariba no audu veida un infiltrétajiem génu konstruktiem agroinfiltracijai var
izskirt tris veidus:

e Agroinfiltracija sensu stricto — izmanto ne-dzimumsidnu audus (parasti lapu
audus), tie tiek infiltréti ar replikativiem konstruktiem ar mérki iegit lokalu
ekspresiju infiltrétaja zona.

e Agroinokulé$ana ar agroinficéSanu - izmanto ne-dzimumsinu audus (parasti lapu
audus), tie tiek infiltréti ar konstruktu, kas satur svesu génu pilna garuma
virusalaja vektora ar mérki ieglt ekspresiju visa auga.

e Ziedu iemércésana — dzimumsinu audus (parasti ziedus) iegremdé
Agrobacterium suspensija, kas satur DNS konstruktu ar mérki panakt dazu embriju
transformaciju, kas var tikt atlasiti digSanas stadija. Meérkis ir ieglt stabili
transformétus augus. legutie augi ir GMO, kas neatskiras no GM augiem, kas ir
ieglti ar citam transformacijas metodem.
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3.2. Sintétiskas biologijas organismu riska novértésana

3.2.1. levads

Sintétiska biologija (SynBio) ir starpdisciplinara zinatnes nozare, kas apvieno
inZenierzinatni un biologiju ar mérki veidot jaunas biologiskas sistémas un pieskirt dzivam
$Gnam jaunas Tpasibas. ST visparigd un nepreciza definicija norada, ka téma ir arkartigi plasa
un to nav iespéjams apskatit viena zinatniska atzinuma. Biologiskas daudzveidibas konvencija
savukart apstiprinaja, ka pagaidam nepastav vienota starptautiski atzita sintétiskas biologijas
definicija, ta¢u noradija, ka tai raksturiga de novo genétiska materiala sintéze un
inZenierzinatnés balstita pieeja komponentu, organismu un produktu veido$anai 2. Vésturiski
sintétiskas biologijas apskatu un vértéjumu 2014. un 2015. gada ir sniegusas Eiropas Komisijas
zinatniskas komitejas SCENIHR (Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health
Risks), SCHER (Scientific Committee on Health and Environmental Risks) un SCCS (Scientific
Committee on Consumer Safety) (SCENIHR, SCHER and SCCS, 2014; SCENIHR, SCHER and SCCS,
2015a; SCENIHR, SCHER and SCCS, 2015b). Sie zinatniskie atzinumi apskatija se$as SynBio
attistibas jomas: 1) genétisko detalu bibliotékas un metodes; 2) minimalo $lnu un 3asijas
organismu; 3) protosinas un maksligas Stnas; 4) ksenobiologiju; 5) DNS sintézi un genoma
redigéanu un 6) pilsonu zinatni (do-it-yourself biology). Sie tris zinatniskie atzinumi izstradaja
darba definiciju, ka ari apskatija riska novértésanas metodologiju un drosibas aspektus, risku
videi un biologiskajai daudzveidibai un galvenos SynBio pétniecibas virzienus. Darba definicija
ir sekojosa: “SynBio is the application of science, technology and engineering to facilitate
and accelerate the design, manufacture and/or modification of genetic materials in living
organisms”. Sie tris zinatniskie atzinumi ari secindja, ka SynBio organismus var izvértét
izmantojot esoSo GMO riska novértéSanas metodologiju, tacu nemot véra straujo tehnologiju
attistibu ir nepiecieSamas regulari izvértét esoSo riska novértésanas metodologiju. 2018. g.
EPNI sanéma EC mandatu M-2018-0205 izstradat atzinumu par GMO, kas ieglti izmantojot
SynBio pieeju un iespéjamo ietekmi uz riska novértésanas metodologiju. Nemot véra |oti plaso
mandatu, tas tika sadalits sesas darba paketés (WP), kuru ietvaros veic 1) mikrobiologisko
raksturojumu un vides riska novértéjumu (ERA) genétiski modificétiem mikroorganismiem
(GMM) (WP1), molekularo raksturojumu (MC) un ERA genétiski modificétiem augiem (GMP)
(WP2), partikas un dzivnieku baribas riska novértéjumu GMM (WP3), partikas un dzivnieku
baribas riska novértéjumu GMP (WP4), MC un ERA genétiski modificétiem dzivniekiem (WP5)
un partikas un dzivnieku baribas risku novértéjumu genétiski modificétiem dzivniekiem
(WP6). 2020. g. EPNI publicéja pirmo no seSiem zinatniskajiem atzinumiem par genétiski
modificétu mikroorganismu raksturojumu un vides riska novértéjumu (EFSA Scientific
Committee, 2020). Minétaja atzinuma konstatéts, ka patreizéjas SynBioM riska novértésanas
vadlinijas ir noderigas, bet tas nepiecieSams atjaunot un papildinat. Tuvakaja desmitgadé
sagaidamie SynBioM produkti visticamak neradis jaunu vides apdraudéjumu, tacu var novest
pie izmainttas ekspozicijas. 2021. g. EPNI publicéja otro no seSiem zinatniskajiem atzinumiem
par MC un ERA genétiski modificétiem augiem (GMP) (EFSA GMO Panel, 2021). Paslaik
sagatavosana ir ari zinatniskais atzinums par geneétiski modificétu augu partikas un dzivnieku
baribas risku novértéjumu (WP4).

12 The Convention on Biological Diversity, https://www.cbd.int/doc/meetings/cop/cop-12/information/cop-12-
inf-11-en.pdf
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Nemot véra plaso SynBio pielietojumu daudzveidibu, ka art tehnologiju attistibas
stadiju, Saja apskata tiks apkopota informacija par SynBio pielietojumiem partika un dzivnieku
bariba izmantotos augos. Tadéjadi Sis parskats ir balstits uz 2021. g. EPNI atzinumu par SynBio
augu molekularo raksturojumu un vides riska novértéjumu (EFSA GMO Panel, 2021), ka ar1
iepriekSéjiem EK komiteju sagatavotajiem zinatniskajiem atzinumiem (SCENIHR, SCHER and
SCCS, 2014; SCENIHR, SCHER and SCCS, 2015a; SCENIHR, SCHER and SCCS, 2015b) un EK
ekspertu sagatavoto zinojumu par jaunajam metodém lauksaimniecibas biotehnologija (High
Level Group of Scientific Advisors, 2017). Ar SynBio jomu ir saistits arT 2020. g. pienemtais
EPNI zinatniskais atzinums par SDN-1, SDN-2 un ODM metodém (EFSA GMO Panel, 2020a) un
génu dzinu atzinums (EFSA GMO Panel, 2020b).

3.2.2. EK mandats (Terms of Reference)

2018. g. EK uzdeva Eiropas partikas nekaitiguma iestadei mandatu M-2018-0205%3, kas
sastavéja no 4 darba uzdevumiem:

1. EPNI tika uzdots izvertét, kadi jauni SynBio sektori un attistibas virzieni ir janem
véra papildus jau zinatnisko komiteju noteiktajam sesam jomam (ToR1);
2. EPNI tika aicinata noteikt potencialu jaunu bistamibu, kas saistita ar eso$ajiem

un sagaidamiem jauniem SynBio augiem, attieciba uz riskiem cilvékam, dzivniekiem
un videi (ToR2);
3. EPNI tika aicinata noteikt, vai eso$as riska novértésanas vadlinijas ir adekvatas
un pietiekamas esoSajiem un nakotné sagaidamiem SynBio augiem, vai ari ir
nepiecieSams vadlinijas atjaunot un papildinat (ToR3);
4, Gadijuma, ja bltu nepiecieSamiba atjaunot riska novertésanas vadlinijas, EPNI
tika uzdots noteikt specifiskas jomas, kuras tas nepiecieSams (ToR4).
Nemot véra |oti plaSo mandatu, tas tika sadalits se$as darba paketés (WP), attiecigi
planojot sagatavot seSus zinatniskos atzinumus:
1. mikrobiologiskais raksturojums un vides riska novértéjums (ERA) genétiski
modificétiem mikroorganismiem (GMM) (WP1);
2. molekularais raksturojums (MC) un ERA genétiski modificétiem augiem (GMP)
(WP2);
partikas un dzivnieku baribas riska novértéjums GMM (WP3);
partikas un dzivnieku baribas riska novértéjums GMP (WP4);
MC un ERA genétiski modificétiem dzivniekiem (WP5);
partikas un dzivnieku baribas risku novertéjums genétiski modificétiem dzivniekiem
(WPS6).
EPNI zinatniska atzinuma sagatavosanai tika ievéroti sekojosi pienémumi:
1. Zinatniskais atzinums attiecas tikai uz WP2 un tas nosedz tikai divas SynBio
jomas, t.i., genétisko detalu bibliotekas un metodes, ka ari DNS sintézi un genoma
redigésanu;

ouhsw

2. Tuvaka nakotne nozimé produktus, kuri varétu nonakt tirgd tuvako 10 gadu
laika;
3. Lauksaimniecibas un partikas pielietojums nozimé, ka atzinuma netiek

apskatiti bioremediacijas, bioiero¢u, mediciniskie un biodegvielas pielietojumi;

13 http://registerofquestions.efsa.europa.eu/rogFrontend/wicket/page?3
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4, Vides riska novértéjums (ToR2) attiecas tikai uz riskiem apkartéjai videi, bet ne
uz riskiem cilvékam un dzivniekiem.

3.2.3. Zinatniskas literatiiras analize par SynBio attistibu (horizon scanning)

SynBio inZeniertehniskais cikls “design-build-test-learn” ir paradits 25. attéla (EFSA
GMO Panel, 2021). Nemot véra plaso sintétiskas biologijas tvérumu, uzsakot darbu pie WP2
tika veikta zinatniskas literatras analize par produktiem, kas tuvakaja nakotné (aptuveni 10
gadi) varétu nonakt tirg. Sim nolGkam tika veikta sistematisks literatiiras apskats, ekspertu
intervijas un informacija par uznémumos izmantotajam SynBio pieejam augos (Unkel et al.
2020). Literatdras apskats liecina, ka SynBio augu produkti, kuri varétu nonakt tirgt tuvako 10
gadu laika, visdrizak bls veidoti izmantojot eso$as genétiskas modifikacijas metodes un
genoma redigésanu, tacu ticams, ka So produktu veidoSana bils izmantotas modeléSanas un
inZeniertehniskas pieejas, kas laus ieglit kompleksakas augu pazimes.
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25. attéls. Parskats par sintétiskas biologijas produktu attistibas ciklu. Sintétiska biologija
apvieno inZenierzinatnes un dzivas dabas zinatnes, pielietojot inZenierzinatnes
pamatprincipus, lai veiktu racionalu, modularu biologisko dalu savaksanu augstakos,
sarezgitos signalcelu un metabolisma struktliras ar jaunu, vélamu funkcionalitati. Attéls
adaptéts no (EFSA GMO Panel, 2021). Produktu attistibas cikls balstas matematiskaja
modeléSana atsevisku molekularo dalu dizainam un funkcionalam raksturojuma, ka ari
molekularo dalu savak$ana, un kompleksa darbibas optimizacija.
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Balstoties uz literaturas apskatu tika ieguts saraksts ar augu pazimém, kuras varétu
pieskaitit SynBio jomai:

1. Augi vai augu Sunu kultlras, kas razo partikas sastavdalas, pieméram, pigmentus
(Appelhagen et al. 2018);

2. Augu izcelsmes partikas vai dzivnieku baribas produkti ar uzlabotam baribas vielu
Tpasibam, pieméram, astaksantins, vitaminu un tml. (Betancor et al. 2016; Breitenbach
et al. 2016);

3. Nevélamu génu produktu aizvakSana no partika vai dzivnieku bariba izmantotiem
lauksaimniecibas augiem, pieméram, alergéni, gluténs, rigti savienojumi un tml.
(Sanchez-Leon et al. 2018);

4. Augi, kas parveidoti, lai raZotu slimibas ierobeZojosas vielas, pieméram, virusveidigas
dalinas uznemsanai ar partiku vai dzivnieku baribu (Balke and Zeltins 2020; Lemire et
al. 2018);

5. Augi, kas parveidoti, lai uzlabotu kompleksas pazimes, pieméram, razibu, fotosintézes
kapacitati, toleranci pret biotisko un abiotisko stresu (De la Concepcion et al. 2019;
South et al. 2019).

Minétas jomas ir gan koncepcijas stadija, gan atseviskos gadijumos jau sasniegusas
lauka izméginajumu stadiju. No $T literatlras apskata tika izveléti 3 hipoteétiski gadijumi, kas
ekspertu ieskata atspogulo realus produktus, kas varétu nonakt tirgd tuvako 10 gadu laika.

1. Genétiski modificéta salda kukuriza, kas razo B12 vitaminu (kobalaminu). Kukuriza
un citi augi So vitaminu nespéj sintezéet, tadel kukurtzas genoma ir paredzéts ievietot
B12 vitamina biosintézes génus no baktérijam. Kopéjais génu skaits (25) ievérojami
parsniedz parastajos transgénajos augos ievietoto sveso génu skaitu (Fang et al. 2017),
turklat nepiecieSams panakt koordinétu visu biosintézes génu ekspresijas regulaciju.
Dotaja bridi tadus transgénus augus vél nav izdevies iegut, pastav iespéja, ka to varés
tuvakajos 10 gados paveikt.

2. Transgénus nesaturosi, gluténa brivi kviesi. KviesSi ar pazeminatu gluténa daudzumu
jau ir raditi izmantojot genoma redigéSanas metodi vienlaicigi daudzos a-gliadina
génos izmantojot CRISPR/Cas9 metodi (Sanchez-Leon et al. 2018). CRISPR/Cas9
konstrukcija péc genoma redigésanas tika aizvakta no auga genoma izmantojot
genétisko skaldisanos, tadejadi iegustot genomiski redigétus un transgénus
nesaturosus augus. Lai gan kokrétaja pétijuma iegltie kvieSi nebija pilnigi brivi no
gluténa, tomér So pieeju ir iespéjams izmantot, lai nakotné iegttu kviesus, kas nesatur
nevienu glutenina un gliadina proteinu peptidus, kuri var izraisit ar celiakiju saistito
iekaisuma kaskadi.

3. Geneétiski modificéts pret patogénam séném izturigs rapsis, kura genoma ir transgéens
slimibu izturibas géns un papildus tam ari izmainiti slimibu uznémibas géni. Sis
gadijums balstas uz publicétu pétijumu par paplasinata spektra slimibu izturibas génu
risos (De la Concepcion et al. 2019), ka ari uz pétijumu, kur paradita iespéja uzlabot
augu slimibu izturibu, izmainot vai izslédzot augu slimibu uznémibas génus (Zaidi et al.
2018). Tadéjadi planots ieglt augus ar plasaka spektra slimibu izturibu pret
patogénajam séném.

3.2.4. SynBio organismu molekularais raksturojums

EPNI GMO panelis atzina, ka esosas vadlinijas un tajas ieklautas prasibas molekularajam
genétiski modificéto augu raksturojumam ir adekvatas un pietiekamas, lai veiktu SynBio augu
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riska novertéSanu. Tomeér balstoties uz trim izvélétajiem gadijumiem ir skaidrs, ka atseviskas
prasibas nav piemérojamas visiem gadijumiem. Tas ipasi attiecas uz gadijumiem, kad auga
genoms nesatur transgénu(s), bet tikai atseviskus genomiski redigétus rajonus. Sadas
situacijas ir stkak apskatitas EPNI zinatniskaja atzinuma par SDN-1 un SDN-2 nukleazém (EFSA
GMO Panel, 2020a; Rostoks 2021). EPNI zinatniskais atzinums par SynBio augiem néma véra
nepiecieSamibu izvértét sekojosus aspektus:
1. genetiskas modifikacijas dizains un izmantotas metodes;
2. modificéto, insertéto vai deletéto sekvencu raksturojums, tai skaita art iespéjamas off-
target modifikacijas;
3. informacija par modificéto/ievietoto sekvencu ekspresiju, tai skaita RNS, proteinu un
metabolitu daudzumu;
4. modificéto vai ievietoto sekvencu genétiska stabilitate un genétiski modificéta auga
fenotipiska stabilitate;
5. bioinformatiskas analizes prasibas, tai skaita attieciba uz jauniem nolasiSanas ramjiem
(ORF), alergenitati, toksiskumu un horizontalas génu parneses iespéju;
6. iespéjamam mijiedarbibam saliktajos notikumos (angl. stacked events).

Nosléguma jaatzimé, ka SynBio augu iegtu$ana izmantotas metodes principa ir zinamas
un, ar tam saistitie riski ir zinami un nosakami izmantojot eso$as vadlinijas. Tomér So metozu
pielietojuma rezultata SynBio augiem var pieskirt kvantitativas pazimes, kuras kontrolé vairaki
geni, vai ari ievietot génus, kas veido veselus biosintézes celus, ka ari veidot jaunus génus, kuri
augiem pieskir jaunas ipaSibas. Tadejadi sagaidams SynBio augu pazimju kompleksitates
pieaugums, kas padaris riska novértéjumu sarezgitaku.

3.2.5. SynBio organismu vides riska novértésana

EPNI GMO panelis atzina, ka esos$as vadlinijas un tajas ieklautas prasibas SynBio augu
vides riska novértéSanai ir adekvatas un pietiekamas, lai veiktu SynBio augu riska
novertésanu. Tomer balstoties uz trim izveélétajiem gadijumiem ir skaidrs, ka ne visas vadliniju
prasibas attiecas uz visiem trijiem izskatitajiem gadijumiem. Tas attiecas uz gadijumiem, kad
augi nesatur transgénu sekvences, vai ari nesatur mikrobialas izcelsmes DNS sekvences, kas
varétu veicinat horizontalo génu parnesi. Augiem, kas izturigi pret patogénam séném butu
nepiecieSams raksturot mijiedarbibas ar mérka un nemérka organismiem, kameér paré&jiem
gadijumiem tas nebitu nepiecieSams.

EPNI zinatniskais atzinums par SynBio augiem néma véra nepiecieSamibu izvértét
sekojosus aspektus:
1. invazivitate un noturiba apkartéja vide, tai skaita génu plisma no auga uz augu;

génu plisma no auga uz mikroorganismiem (horizontala génu parnese);

SynBio augu mijiedarbibas ar mérka organismiem;

SynBio augu mijiedarbibas ar nemérka organismiem;

ietekme uz augu audzésanas praksi un razas novaksanu;

ietekme uz biogeokimiskajiem procesiem;

ietekme uz cilvéka un dzivnieku veselibu

post-market vides monitoringa plans.
Svarigi nemt véra, ka SynBio augi var saturét loti kompleksas izmainas, kas buatiski
ietekmétu to agronomiskas, fenotipiskas un sastava 1pasibas, kas varétu batiski ietekmeé to
mijiedarbitbu ar apkartéjo vidi. Tas varétu radit izaicinajumus salidzinoSajam riska
novertéjumam, ta ka tas definéts EPNI vadlinijas. Tas varétu novest pie nepiecieSamibas
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izvertét katru atseviSku SynBio augu produktu atseviski un katram gadijumam izstradat
noteiktus izméramos parametrus, pieméram, B12 vitamina daudzums. Varétu rasties
situacijas, kad nav iespéjams atrast atbilstoSu salidzinataju (angl. comparator), kas bitu
pietiekami genetiski dzigs, pieméram, abiotiska stresa tolerances gadijuma izogéns
salidzinatajs varétu bt parak uznémigs pret stresu, kas traucétu lauka izméginajumu
veiksanu.

3.2.6. Secinajumi

SynBio metodes attistas loti strauji, tadel EPNI zinatniskaja atzinuma apskatitie gadijumi
varétu nenosegt visu metozu klastu un ieglito fenotipu/pazimju daudzveidibu. Svarigi, ka
dotaja bridi EPNI GMO panelis tomér neatrada jaunus SynBio sektorus un attistibas virzienus,
kas bdtu janem véra papildus jau zinatnisko komiteju noteiktajam sesam jomam (ToR1).
Attieciba uz ToR2, netika konstatéti jauni potencialie riski, kurus SynBio augi varétu radit
cilvekam, dzivniekiem un videi. Tapat netika konstatéts jauns apdraudéjums (angl. hazard),
salidzinot ar jau zinamajam genétiskas modifikacijas metodém. Literatlras apskats par SynBio
augu produktiem, kas varétu nonakt tirgt tuvako gadu laika, liecina, ka tie visdrizak balstisies
uz jau esosam tehnologijam, ka transgénu ievietoSana genoma un genoma redigésana, tadeél
tie bas lidzigi esosajiem genétiski modificétajiem augiem. Attieciba uz ToR3, konstatéts, ka
esosas riska novertésanas prasibas un metodologija ir adekvatas un pietiekamas, lai gan visas
prasibas ir piemérojamas visos gadijumos. Attieciba uz ToR4 tika konstatéts, ka nepiecieSams
uzlabot SynBio augu riska novértésanu sekojosas jomas:

e termins “genétiska modifikacija” labak atspogulo izmainas genoma genoma
redigéSanas rezultata neka vadlinijas izmantotais termins “genétiska transformacija”;

e japrecize vienkarso un salikto notikumu jédziens attieciba uz SynBio augiem;

e japrecizé kompleksu pazimju raksturoSanas un novértésanas pieejas;

e nepiecieSams pilnveidot agronomiska un fenotipiska raksturojuma mérijumu (angl.
endpoint) pielietojumu individualiem gadijumiem;

e nepiecieSams pilnveidot prasibas salidzinatajam (angl. comparator);

e nepiecieSams izvertét citas riska novertésanas pieejas, kas neizmanto salidzinataju;

e jaizverte iespéja izmantot “safe-by-design” jédzienu SynBio augu veidosana tadejadi
pilnveidojot “design-build-test-learn” ciklu;

e nemt véra ekosistemu modelésanas pieeju SynBio augu mijiedarbibu ar vidi
novértésana;

e jauzlabo PMEM attieciba uz SynBio augiem.

3.2.7. Nakotnes perspektivas

Dotaja bridi turpinas darbs pie zinatniska atzinuma sagatavoSanu par partikas un
dzivnieku baribas riska novértésanu SynBio augiem (WP4). SynBio FF WG savu darbu uzsaka
2021. g. februari, bet darba dokuments tika paradits GMO Paneli 2021. g. septembri.
Zinatniska atzinuma atbalstiSana sabiedriskajai konsultacijai paredzéeta 2021. g. novembri, bet
apskatis konkrétus apdraudéjumus un riskus cilvekam un dzivniekiem, kurus varétu radit
SynBio augu produkti. Saja zinatniskaja atzinuma tiek izmantoti tie pasi 3 gadijumi, ka jau
publicétaja atzinuma, bet papildus panemts klat de novo domestikacijas piemérs tomata
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(Zs6gon et al. 2018), kur izmantojot CRISPR/Cas9 genoma redigésanas metodi 6 genétiskajos
lokusos ir iesp&jams izmaintt savvalas Solanum pimpinellifolium morfologiju un auglu izméru,
skaitu un uzturvertibu. Lidzigi rezultati ieglti arT cita pétijuma (Li et al. 2018). Nemot véra So
papildus piemeéru var rasties jautajums par salidzinataju, jo genomiski redigétais de novo
domesticétais tomats loti atSkirsies no genétiski lidziga savvalas radinieka, ka ari no
domesticéta tomata Solanumu licopersicum.

3.3. Genomiski redigetu organismu risku vadibas rekomendacijas

Analizéjot zinatnisko literatiru un pétot citu valstu pieredzi Latvijas konteksta,
projekta realizacijas gaita ir identificéti potencialie draudi sekojosas jomas, kas varétu bt
saistitas ar jaunam geneétisko modifikaciju metodém iegutu partikas, dzivnieku baribas un to
piedevu importu, razoSanu, parstradi, tirdzniecibu, audzésanu un izplatisanu vidé:

1. Partikas un dzivnieku baribas droSums;

2. Potenciala ietekme uz vidi, ja augi, kas ieglti ar jaunajiem genétiskajiem
panémieniem, tiktu audzeéti ES un ari Latvija; génu dzinu un JGP dzivnieku
potenciala ietekme.

3. Nejausi piemaisijumi partika, bariba, to piedevas, séklas un augu pavairojamaja

material3;

TestéSanas metodes;

Tirgus attistiba;

Sabiedribas attieksme;

Lidzaspastavésana ar biologisko un no “GMO brivu” produktu tirgus segmentu.

No vk

Stkaka So potencialo draudu analize ir dota 24. tabula.
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24.tabula

Risku novértéjums un risku vadibas plans (balstits uz EK pétijuma apkopotajiem dalibvalstu un ieintereséto pusu viedokliem??)

Risku novértéjums

Risks Riska apraksts Noveértejums Risku novérsanas/mazinasanas
lespéjamiba letekme pasakumi
Partikas un Ar JGP iegltu produktu ne-mérka | Tiek vertéta Gruati paredzet Risku noveértésanas proceduru un

dzivnieku baribas
drosums

un neparedzéta ietekme uz
genomiski redigéta organisma
genomu, kas talak varétu radit
potenciali negativas sekas cilvéku,
dzivnieku un augu veselibai un
videi. Bazas galvenokart ir saistitas
ar jaunu toksinu vai alergénu
veidoSanos. JGP nav ilgas
izmantoSanas véstures, un paslaik
nav pietiekosi daudz zinatniskas
informacijas, lai izvértétu to
droSumu.

pretrunigi. NVO un
biologiskas/no GMO
brivas partikas
razotaji saskata
potencialas JGP
produktu droSuma
problémas. Citi
partikas razotaji, JGP
izstradataji un
akademiki uzskata, ka
JGP produkti ir drosi.

ietekmi, jo paslaik nav
pietiekosi daudz
zinatniskas
informacijas, lai
izvertétu ar JGP
iegltu produktu
droSumu.

vadliniju pielagosana JGP, it seviski
attieciba uz molekularo
raksturojumu un vides monitoringu
(galvenokart attieciba uz génu dzinu
organismu ne-mérka ietekmi).
Fokusésanas uz produktu, nevis uz
genétiskaja modifikacija izmantoto
metodi.

Potenciala
ietekme uz vidi, ja
augi, kas ieglti ar
jaunajiem
genétiskajiem
panémieniem,
tiktu audzeti ES
un ari Latvija;

Jaunu 1pasibu ievieSana,
mijiedarbiba ar savvalas sugam,
génu parnese, ietekme uz baribas
kédém, ietekme uz mijiedarbibu
starp augiem un
apputeksnétajiem, ietekme uz
mikrobiomiem, ietekme uz
biologisko daudzveidibu,

Tiek vertéta
pretrunigi. Tie, kas
uzskata JGP
produktus par
drosiem, to pamato
ar izmantoto
panémienu augsto
specifiskumu. Nav

Gruati paredzet
ietekmi, jo paslaik nav
pietiekosi daudz
zinatniskas
informacijas, lai
izvertétu ar JGP
iegltu produktu
droSumu.

SAM HLG ir secinajusi, ka JGP
droSums ir javerté individuali katra
gadijuma, un tas ir atkarigs no
konkréta produkta Tpasibam,
paredzéeta pielietojuma un
sanemosas vides.

14 Study on the status of new genomic techniques under Union law and in light of the Court of Justice ruling in Case C-528/16.
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génu dzinu un JGP

potenciali nekontroléta GMO

sagaidams, ka

dzivnieku izplatiba vidé, potenciala genétiski un
potenciala neiespéjamiba “atsaukt” sadus fenotipiski lidzigi
ietekme. organismus péc izplatiSanas vide, produkti, kas ieguti,
ka ariietekme uz visu savvalas izmantojot dazadas
populaciju kopuma, izplatot vide metodes, raditu
génu dzinu organismus. Jaunu batiski atSkirigus
kaitéklu rasanas veicinasana un riskus.
kaitéklu rezistences veidosanas.
JGP dzivnieku labturibas
jautajumi, nevajadzigas dzivnieku
cieSanas un nave eksperimentu
laika, epigenétiskie un epistatiskie
efekti, dzivnieku integritate.
Nejausi Lielaka dala ES dalibvalstu paslaik | Zema. Zema. Dazas dalibvalstis ir adaptéjusas
piemaisijumi nav adaptéjusas savas GMO savas uzraudzibas sistémas,

partika, bariba, to
piedevas, seklas
un augu
pavairojamaja
materiala

uzraudzibas sistémas, lai ietvertu
art JGP produktus. Citi apgalvo, ka,
ta ka ES Tiesa noléma, ka JGP
produkti ir GMO un uz tiem
attiecas ES GMO tiesibu akti, un
likumdeveéjs péc sprieduma nav
grozijis GMO izpildes noteikumus,
esos$ajai GMO uzraudzibas izpildei
vajadzéetu bat pietiekamai, lai
aptvertu JGP. Citas valstis uzskata,
ka paslaik nav pieradijumu tam, ka
JGP produkti jau ir ES tirga, dz ar
to nav nepiecieSams mainit GMO
uzraudzibas izpildi.

pieméram, ieklaujot papildus
jautajumus, kas tiek uzdoti
inspekciju laika. Butu nepiecieSama
JPG-specifiska paraugu nemsanas
stratégiju izstrade.
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Testésanas
metodes

TestéSanas metozu limitétas
iespéjas diferencét JGP produktus
no identiskam izmainam genoma,
kas var bat radusas nejausi vai
konvencionalas selekcijas
rezultata. Gandriz neiespéjami
detektét nezinamus JGP
produktus.

Dala ES dalibvalstu uzskata, ka
uzticamu detekcijas metozu
ievieSana varétu but parak darga,
metodém varétu bit neiespé&jami
sasniegt nepiecieSamos metozu
performances kritérijus, lidz ar to
ar tam iegutie rezultati varetu tikt
apstrideti tiesa.

Augsta, it 1pasi jair
veiktas viena vai dazu
nukleotidu nomainas,
insercijas vai
delécijas. Garakas
insercijas un delécijas,
kas rezultéjas ar
vairaku alléJu un génu
izslegSanu, varétu bit
vieglak diagnosticét.

Augsta, ka ar1 paslaik
trukst empirisku datu,
ir tikai teoreétiski
pienémumi.

Pastaviga testéSanas metozu
uzlabosana, personala apmaciba.
TestéSanas metodém jaietver -
omikas tehnologijas®®, pilna genoma
sekvencésana, ka artir jabut globalai
datu bazei, kas ietver visu
nepiecieSamo informaciju par JGP
un ar tiem saistitajiem patentiem.

Tirgus attistiba

NVO un biologiskas/no GMO
brivas partikas razotaju neticiba
tam, ka JGP varétu dot labumu
lauksaimniecibas un partikas
sektoram. Uzskats, ka potencialie
ieguvumi var tikt sasniegti ar
citam lauksaimniecibas metodém,
ka ari, ka ieguveéji bus tikai dazi
tirgus dalibnieki, bet ne sabiedriba
kopuma. Uzskats, ka aiz JGP
attistibas stav daudznacionalas

Tiek vertéta
pretrunigi.
Konvencionalas
partikas razotaji, JGP
izstradataji un
akademiki uzskata, ka
JGP dos butisku
labumu sektoram un
sabiedribai kopuma,
ka ar1 atbilst ES zala
kursa mérkiem un

Gruati paredzet
ietekmi, jo paslaik nav
pietiekosi daudz
zinatniskas
informacijas, lai
izvértétu Sos
pretrunigos
viedok]us.

Komunikacija un sadarbiba ar NVO
un biologiskas/no GMO brivas
partikas razotajiem, izglitojosu
seminaru organizésana.

SHrbek, V., Krtkova, V., Rubert, J., Chmelarova, H., Demnerova, K., Ovesna, J., & Hajslova, J. (2017). Metabolomic strategies based on high-resolution mass spectrometry
as a tool for recognition of GMO (MON 89788 Variety) and non-GMO soybean: A critical assessment of two complementary methods. Food Analytical Methods, 10(11),

3723-3737.
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korporacijas, kuras dod priekSroku
viendabigam seéklas materialam,
monokultiram, vai specifiskiem
genétiskajiem resursiem, kas dod
labumu tikai viena
lauksaimniecibas modelr.

stratégijai “No lauka
lidz galdam”.
leguvumi varétu bt
augi ar uzlabotu
toleranci vai izturibu
pret abiotisku un
biotisku stresu (tai
skaita klimata izmainu
ietekmi), augi ar
paaugstinatu razu un
augi ar samazinatu
tadu kaitigo vielu
sastavu ka alergéni,
toksini un kimisku un
piesarnojosu vielu
klatbatni. Citi
ieguvumi varétu bt
saistiti ar augu
aizsardzibas lidzek|u
un méslosanas
lidzeklu iespéjamu
samazinajumu, ka ar1
atraks selekcijas
process.

Sabiedribas
attieksme

Visparéjai sabiedribai varétu bat
griti iesaistities diskusijas par
Siem produktiem, ka art ta varétu
bat paklauta sliktas kvalitates
informacijai.

Augsta

Augsta

Regulara informativu seminaru
rikoSana, popularzinatnisku rakstu
publicésana.
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Lidzaspastavesana
ar biologisko un
no “GMO brivu”
produktu tirgus
segmentu

Draudi “no GMO briva” tirgus
sektora un JGP produktu
lldzaspastavésanai, kas butu 1pasi
aktuali tada gadijuma, ja JGP
produktus izslégtu arpus GMO
reguléjuma.

Augsta

Augsta

Izsekojamiba kopa ar analitiskajam
detekcijas metodém, tai skaita
alternativas izsekojamibas sistémas,
kas varétu but balstitas uz
dokumentiem balstitu izsekojamibu,
ka tas ir no GMO iegutas ellas
gadijuma, biologiskaja
lauksaimnieciba, liellopu galas
izcelsmes pieradisana; no-JGP brivu
sertifikatu sistémas ievieSana;
razoSanas kédes caurspidigums,
kam varétu but nepiecieSamas
segregétas piegades kédes;
sekvenésanas informacijas
uzkrasana ES [ilmeni un no visiem
tirdzniecibas partneriem; JPG-
specifiska paraugu nemsanas
stratégiju izstrade.
Lidzaspastaveésanas nodrosinasanai
var izmantot principus un
rekomendacijas no lidz Sim
izstradatajam vadlinijam, pieméram,
EFSA, 201816,

16 Rizov, 1., Riihl, G., Langhof, M., Kathage, J., & Rodriguez-Cerezo, E. (2018). Best practice document for the coexistence of genetically modified potato with conventional
and organic farming (No. JRC109645). Joint Research Centre (Seville site).
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