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1.  Ivadiné dalis

Naujy inovatyviy metody panaudojimas zemés tkyje, medicinoje ir Kitose srityse yra
butinas Zmonijai susiduriant su globaliais i$$iikiais, tokiais kaip Zmoniy populiacijos augimas ir
klimato kaita. Siekiant patenkinti didé¢janc¢ius zmonijos poreikius bei iSsaugoti gamtg ir biojvairove
bitina kuo efektyviau panaudoti dirbamos zemés plotus, vanden; ir kitus resursus. Skai¢iuojama,
kad norit patenkinti augan¢ios Zmoniy populiacijos poreikius zemés tikio produkcijos apimtys tarp
2000 mety ir 2050 mety turés iSaugti daugiau kaip 2 kartus (1). Taip pat didéja ir sveikesnio,
praturtinto naudingomis mitybinémis medziagomis maisto paklausa. Tam, kad Sios problemos
buty iSsprestos, kultiirinés augaly veislés turéty jgyti naujas savybes, leidziancias apsisaugoti nuo
ligy, konkuruoti su piktZolémis ir prisitaikyti prie kintanc¢iy aplinkos salygy (pvz., sausry, Salny).
Iki $iol zemés 1ikio pramoné sugebéjo patenkinti Zmonijos poreikius bei likescius, taciau tam, kad
pasiruos§tume ateities i$$iikiams, biitina pasitelkti naujy genetinés modifikacijos metody (toliau -
NGMM) suteikiamus privalumus, sukuriant naujas kulttriniy augaly veisles. NGMM istrina ribas
tarp nattiraliy ir dirbtinai jvedamy mutacijy ir, nors tai turi savy privalumy, visame pasaulyje kyla

Europos Sajungos (toliau —ES) jstatyminé bazé reguliuojanti genetiskai modifikuotus
organizmus (toliau - GMO), kilusi i§ sprendimy priimty dar 1990 metais. Nuo tada GMO
reguliuojantys teisés aktai buvo taisomi, taciau pats GMO apibrézimas i$ nekito, nors per tg laikg
buvo pademonstruota, kad mutacijos organizmo DNR atsiranda ir natiraliais badais (3). Siuo metu
GMO reguliavimas Europos Sajungoje remiasi Europos Parlamento ir Tarybos direktyva
2001/18/EB dél genetiskai modifikuoty organizmy apgalvoto iSleidimo j aplinkg ir panaikinanti
Tarybos direktyva 90/220/EEB (toliau - 2001/18/EB direktyva). Per pastaruosius metus buvo
sukurta naujy biotechnologijomis gristy metody, kuriems taikant 2001/18/EB direktyva kyla daug
sunkumy. Pavyzdziui, NGMM sukurty veisliy yra nejmanoma atskirti nuo iSvesty tradiciniais
metodais. ES prekybos partnerés JAV, Kanada, Japonija ir Australija apsisprendé NGMM pagalba
sukurty produkty nereguliuoti arba reguliuoti supaprastinta tvarka (4). Kinija ir Rusija investuoja
dideles 1ésas naujy veisliy suktirimui (5, 6). Tuo tarpu ES atveju, po 2018 mety liepos 25 d. ES
teisingumo teismo sprendimo, visi modifikuoti organizmai, iSskyrus gautus tradicinés
mutagenezés metodais, bus laikomi GMO (7). Atsizvelgiant j skirtingg NGMM traktavimg ir
reglamentavima, labai svarbu suprasti iy metody principa, nauda ir galimas rizikas. Sioje

apzvalgoje aptariami biotechnologiniai metodai, priskirtini prie NGMM, tokie kaip genomo
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redagavimas, epigenomo redagavimas ir kiti. ApraSytas galimas jy poveikis sveikatai bei aplinkai,
pateikiami pavyzdziai, kokios savybés gali buti suteiktos augalams panaudojant NGMM.
Apzvelgiami NGMM panaudojimo atvejai Lietuvoje ir Europoje bei reglamentavimo ypatumai

kitose pasaulio salyse. Galiausiai pateikiamos rekomendacijos NGMM reguliacijai Lietuvoje.



2.  NGMM apibrézimy — terminy aprasymas

Agroinfiltracija (angl. agroinfiltration) — metodas, leidziantis j tam tikry augalo daliy

somatines lasteles (pvz. lapy), pristatyti transgenus siekiant pagaminti tikslinj baltyma (8).

Atsitiktiné mutagenezé (tradiciné mutagenezé) (angl. random mutagenesis, traditional
mutagenesis) - tai mutagenezés rasis, kali mutacijos ] organizmo genomg jvedamos
nekontroliuojamai ir atsitiktinése vietose. Tokia mutagenezé¢ néra specifiné. Pirmiausia
organizmas yra tam tikra laika veikiamas mutagenais, o po to atrenkami individai su
pageidaujamomis savybémis. Mutagenai gali biti arba fiziniai (pvz., ultravioletiné spinduliuoté)

arba cheminiai (pvz. alkilinimo agentai) (9).

Baziy redagavimas (angl. base editing) - tikslios mutagenezés rasis, leidzianti tikslingai

pakeisti vieng baziy porg nejvedant dvigrandzio triikkio genominéje DNR (10).

Cas9 (angl. CRISPR associated protein 9) - dazniausiai tikslinei mutagenezei
panaudojama DNR nukleaz¢, programuojama RNR pagalba (14, 15).

Cinko pirsty nukleazés (angl. zinc finger nucleases, ZFN) — cinko pirSty domeny

pagrindu sukonstruotos dirbtinés taikiniui specifinés nukleazés (8).

Cisgenezeé (angl. cisgenesis) - tai organizmo genetiné modifikacija panaudojant geng i$
giminingos ar tos pacios ruSies organizmo, su kuriuo modifikuojamas organizmas galéty
kryZzmintis. Genas su supanciomis sekomis jstatomas tokia pat orientacija kaip donoriniame

organizme (3).

CRISPR/Cas (angl. clustered regularly interspaced palindromic repeats/CRISPR
associated) — bakterijy ir archéjy apsaugos mechanizmas lemiantis jgyta imunitetg virusams.
CRISPR/Cas sistemas sudaro CRISPR regionas, i$ trumpy identisky pasikartojimy tarp kuriy yra

isiterpe viruso sekos -skirtukai, ir $alia koduojami Cas genai (11).

Egzogeninis genas (angl. exogenous) — genas kilgs i$ kitos riisies organizmo (9).



GenetiSkai modifikuotas organizmas (GMO) — organizmas, i$skyrus zmogy, kuriame
genetiné medziaga pakeista tokiu biidu, kuris paprastai nepasitaiko poruojantis ir (arba) natiiralios

rekombinacijos biidu (Lietuvos Respublikos genetiskai modifikuoty organizmy jstatymas).

Geny redagavimas (angl. gene editing) - grupé geny inzinerijos metody, leidzianciy
tiksliai ir tikslingai modifikuoti (pakeisti, iSkirpti ar jstatyti DNR sekas) gyvy organizmy ar lasteliy

genomus (9).

Insercija arba delecija (angl. insertion, deletion) — mutacijos rasys, kai atitinkamai yra

jiterpiamas papildomas DNR sekos intarpas arba prarandamas esamos DNR sekos fragmentas (9).

Intragenezé (angl. intragenesis) — tai organizmo genetiné modifikacija, kai jstatoma nauja
DNR kombinacija (bet kuria orientacija), kurios elementai kil i$ to paties ar giminingo organizmo

su kuriuo modifikuojamas organizmas galéty kryzmintis (3).

Mutagenezé (angl. mutagenesis) — procesas, kurio metu pasikeic¢ia DNR seka. Gali biti

atsitiktiné arba tiksliné (taikiniui specifing) (9).

Nauji genetinés modifikacijos metodai (NGMM, angl. new plant breeding techniques,
new mutagenesis techniques) - biotechnologiniais metodais pagrjsti genetinés modifikacijos

metodai, sukurti po Europos Parlamento ir Tarybos 2001/18/EB direktyvos priémimo (1-3, 7, 9).

Nuo RNR priklausomas DNR metilinimas (angl. RNA-directed DNA methylation,
RdDM) - indukuojamas DNR citozino bazés metilinimas, kurio vietg apsprendzia RNR gidas. Gali
veikti augaluose natiiraliai esanc¢iu RNR interferencijos keliu, arba panaudojant dirbtinius jrankius,

kur dCas9 baltymas j norimg vietg nuneSa DNR modifikacijos domeng (27, 28).

Tiksliné mutagenezé SDN-1 (angl. site directed nucleases — 1) -mutagenezés taikiniui
specifinémis nukleazémis tipas, pasizymintis tuo, kad sukeliama atsitiktiné mutacija tiksliai

parinktoje genomo vietoje (2).

Tiksliné mutagenezé SDN-2 (angl. site directed nucleases — 2) - mutagenezés taikiniui
specifinémis nukleazémis tipas, leidziantis ] genoma jvesti konkre¢ig mutacijg specifinéje vietoje

(2).
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Tiksliné mutagenezé SDN-3 (angl. site directed nucleases — 3)- mutagenezeés taikiniui
specifinémis nukleazémis tipas, leidZiantis j pasirinktg vietg genome jstatyti norimg DNR

fragmenta (2).

Oligonukleotidai (angl. oligonucleotides) — trumpi RNR arba DNR nukleotidy fragmentai
(8).

Oligonukleotidais indukuota mutagenezé (angl. oligonucleotide-directed mutagenesis,
ODM) - tikslinés mutagenezés rusis, kurig lemia trumpi viengrandziai DNR oligonukleotidai,

koduojantys mutacija (8).

Pasalinés mutacijos (angl. off-target mutations)— neplanuotos mutacijos tikslios
mutagenezés metu jvestos Kitoje vietoje nei numatytas taikinys. Jos dazniausiai atsiranda j taikinj
panaSiose sekose. Jos gali biiti tylios, tai yra nekeisti jokiy pozymiy, nes jvyksta nekoduojancioje

genomo dalyje, arba nekeicia baltymo sekos (9).

TALE nukleazés (angl. transcription activator-like effector nucleases, TALEN) —
transkripcijos aktyvatorius primenanciy efektoriy pagrindu sukonstruotos dirbtinés taikiniui

specifinés nukleazés (8).

Taskiné mutacija (angl. point mutation) — mutacija lemianti tik vienos baziy poros

pasikeitimg (9).

Tiksliné mutagenezé (taikiniui specifiné mutagenezé) (angl. directed mutagenesis, site-
specific mutagenesis) - samoningas vieno ar keliy sekos poky¢iy jvedimas | tiksliag DNR vieta.

Tikslinei mutagenezei dazniausiai panaudojami fermentai - taikiniui specifinés nukleazés (9).

Transgenezé (angl. transgenesis)— tai transgeniniy organizmy sukiirimo metodai, kurie
remiasi egzogeninio geno(y) jstatymu ] modifikuojamo organizmo genomg ir lemia transgeno

perdavimg ateities kartoms (9).



3.  Kokie metodai ar buidai yra laikomi NGMM bei ju

apraSymas

3.1 NGMM apibrézimas ir metody klasifikacija

NGMM yra laikomi biotechnologijomis pagrijsti genetinés modifikacijos (pvz., augaly
veisliy sukiirimo metodai), kurie buvo sukurti po Europos Parlamento ir Tarybos direktyvos
2001/18/EB dé¢l genetiskai modifikuoty organizmy apgalvoto iSleidimo j aplinka panaikinanti
Tarybos direktyva 90/220/EEB priémimo (1-3, 7, 9). NGMM leidzia tiksliai ir kontroliuojamai
jvesti norimg mutacija, todél faktiSkai iStrina ribas tarp natiiraliai gauty ir dirbtinai jvesty genetiniy
modifikacijy. Net nustacius visg modifikuoto augalo genomo DNR seka, be iSankstiniy ziniy

VW —

institucijoms.

Taip susiklosté, kad metodai priskiriami NGMM yra labai skirtingi, pats apibrézimas labai
platus ir kartais gali bati klaidinantis. Kai kurie metodai, tokie kaip geny redagavimas, yra
naudojami ne tik augaly, bet ir gyviiny DNR modifikavimui bei zmoniy ligy gydimui. Tuo tarpu
kiti metodai yra seniai naudojami (pvz., skiepijimas), tiesiog jie pritaikyti panaudojant naujausias

biotechnologines Zinias, todél kyla klausimas kaip juos reguliuoti.

Siuo metu sukurtus NGMM galima suskirstyti j tris grupes pagal tai, kas yra
modifikuojama. DidZiausig grupe sudaro metodai, skirti tiksliam DNR sekos modifikavimui (geny
redagavimui). Kita grupé veikia ne tiesiogiai DNR sekg, bet DNR citozino bazés modifikavimo
profilj (epigenoma). Ir galiausiai, dalis metody tiesiogiai nepatenka né | vieng grupe, jie panaudoja

transgenus, neperduodamus palikuoniams. NGMM yra priskiriami $ie metodai:
a) Metodai leidZiantys tiksly genomo redagavima:

- Tiksliné mutagenez¢ panaudojant taikiniui specifines nukleazes (angl. site directed

mutagenesis, SDM);
- Baziy redagavimas;

- Tiksliné mutagenezé panaudojant trumpus viengrandzius oligonukleotidus (angl. oligo

directed mutagenesis, ODM);
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- Cisgenez¢ ir intragenezé.
b) Epigenetiniai metodai:

- Geny raiskos kontroliavimas panaudojant nuo RNR priklausomg DNR modifikavimag

(RADM) ar nuo RNR priklausomg histony modifikavima.
¢) Kiti metodai:
- Agroinfiltracija;
- Skiepijimas (nemodifikuoto daigo skiepijimas j genetiSskai modifikuotg kamieng);

- Negatyvi selekcija (modifikuoty augaly nemodifikuoti palikuonys, kai modifikacija

panaikinta selekcijos (segregacijos) budu).

3.2 Genomo DNR sekos modifikavimas

Geny redagavimo apibrézimas apima metodus, kurie jgalina tikslioje vietoje modifikuoti
genominés DNR seka. Dazniausiai geny sekai tikslingai keisti naudojamas metodas remiasi
taikiniui specifinémis nukleazémis (angl. site directed nucleases, toliau SDN). Siuo metu yra
naudojamos keliy tipy dirbtinés ir natiiraliai randamos taikiniui specifinés nukleazés: cinko pirSty
nukelazés (ZFN), TALE nukleazés, CRISPR-Cas nukleazés (Cas9). Dazniausiai naudojama tiksli
DNR nukleazé vadinama Cas9 yra programuojama RNR pagalba (14, 15). Cas9 baltymas suri$a
mazg RNR molekule (RNR gidg, arba gRNR) ir su ja sudaro stabily kompleksg. Cas9 riSantis prie
taikinio, DNR grandinés yra i§skiriamos ir viena i§ grandiniy poruojasi su gRNA atitinkama seka,
tuo tarpu kita grandiné yra i$stumiama. Tokia susidariusi struktlira vadinama R-kilpa. Cas9
baltymas turi du atskirus aktyviuosius centrus, kurie perkerpa tiek iSstumtaja, tiek suporuotajg su
RNR DNR grandine tikslioje vietoje (1A paveikslas). Tokiu budu Cas9 galima gan greitai
uzprogramuoti jvesti dvigrandj triikj j norimg genominés DNR vietg — tereikia pakeisti trumpg
gRNR sekos fragmenta. Be to, Cas9 atpazjstama taikinio seka yra pakankamai ilga, kad visoje
lastelés genominéje DNR kirpty tik vieng kartg. ISjungus abu Cas9 baltymo aktyvius centrus
gaunamas mutantinis fermentas (dCas9), kuris gali tiksliai uzprogramuotoje vietoje jungtis prie

DNR, bet jos nekirpti (1B paveikslas). Toks DNR specifiskai suriSantis baltymas gali buti



panaudotas kaip jrankis kitiems domenams (pvz., DNR citozino metilazéms ir adenino

deaminazéms) nunesti prie specifinés genominés DNR sekos (10, 16).

A B
Cas9 kompleksas
su RNRpgidu Genominé DNR
Genominé DNR T
ol T e e T dCas9 ""VCO
H"NH8 mutantas HNH | Tikslus DNR at
Cas9 ﬁi ) be kirpimo
r— R'.k'!pf sgRNA
JRNR T (T e

i R-KilE

gRNR

Dvigrandis trukis

1 paveikslas. Cas9 baltymo DNR kirpimo mechanizmas. A. Cas9 baltymas - RNR
pagalba programuojama DNR endonukleazé. B. ISjungus aktyvius abu Cas9 aktyvius centrus

gaunamas baltymas dCas9, kuris veikia kaip DNR specifiskai suriSantis baltymas (adaptuota
pagal (17) ).

Cinko pirsty nukleazés (angl. zinc finger nucleases, toliau ZFN) ir transkripcijos efektorius
primenancios nukleazés (angl. transcription activator like effector nucleases, toliau TALEN)
veikia kitu principu nei Cas9. Tai dirbtinés nukleazes, kurios turi uz DNR sekos atpazinimg
atsakingg modulinj domena, prie kurio yra prilietas Fokl restrikcijos endonukleazés nukleazinis
domenas (18). Pirma kartag ZFN buvo sukonstruotos dar 1996 m. (19). Cinko pirs$tai yra strukttirinis
DNR motyvas, randamas daugelio organizmy transkripcijos veiksniuose. Motyva sudaro dvi a
spiralés, primenancios pirStus, tarp kuriy koordinuojamas cinko jonas. Toks motyvas atpazjsta 3
baziy pory ilgio DNR fragmentg (20). Sujungus kelis cinko pir§ty motyvus j granding gaunamas
ilga DNR seka atpazjstantis domenas. Pasitelkus geny inzinerija buvo gauti motyvai, atpazjstantys
beveik visas DNR baziy triplety kombinacijas (20). Siekiant gauti DNR kerpant] fermentg prie
tokio DNR atpazjstanc¢io motyvo buvo prilietas Fokl nukleazinis domenas. Jis ypatingas tuo, kad
kerpa tik vieng DNR granding, o dvigrandés DNR perkirpimui reikalinga domeno dimerizacija.
Todél norint jvesti dvigrandj triikj reikia dviejy ZFN, nukreipty j gretimus taikinius priesingose
DNR grandinése tam, kad endonukleaziniai DNR domenai galéty susijungti ir kirpti DNR (20).
Nepaisant pasitvirtinusio molekulinio mechanizmo, ZFN uzprogramavimas Kirpti norimg seka
trunka ilgai (keleta ménesiy), be to, pastebéta, kad Sie dirbtiniai fermentai ne visada pasizymi geru

efektyvumu ir specifiskumu — daznai kerpa pasalines sekas ir tai sunku prognozuoti (17).
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2009 metais augaly patogeninése Xanthomonas bakterijose buvo rastas dar vienas
modulinis DNR atpazinimo domenas, pavadintas transkripcijos aktyvatorius primenanciu
efektoriumi (angl. transcription activator like effector, toliau TALE) (21, 22). Infekcijos metu
bakterijos TALE baltymus iSvirkscia | augalo lasteles, kurie imituodami augalo transkripcijos
faktorius jungiasi prie geny raiska reguliuojanciy seky - promotoriy. Taip kei¢iama augalo baltymy
raiska ir augalo lgsteles bakterija pasitelkia savo reikméms. TALE domene uz kiekvienos bazés
atpazinimg atsakingas labai konservatyvus 34 aminortgsc¢iy ilgio motyvas. Galima tik 12 ir 13
aminornigsties variacija — jos tiesiogiai sgveikauja su DNR bazémis atpazinimo metu. Kaip ir ZFN
atveju, TALE domeng suliejus su FokI nukleaziniu domenu gautas veiksmingas fermentas
dvigrandziams DNR triikkiams norimoje vietoje jvesti — TALE nukleaz¢ (TALEN) (23, 24) .
Lyginant su ZFN, S8is jrankis greiiau programuojamas (kelios savaités) bei lengviau
prognozuojamas, taciau néra patogus dél savo dydzio ir prigimties — visi TALE motyvy sekos yra

labai panasios tarpusavyje (17).

Tikslinés mutagenezés metu endonukleazés panaudojamos dvigrandzio DNR trikio
jvedimui specifinéje genomo vietoje (2 paveikslas). Toks dvigrandis triikis uztaisomas vieno i$
natiiraliy lgstelés reparacijos mechanizmy - nehomologinio galy sujungimo (toliau NHEJ) arba
homologinés rekombinacijos (toliau HR) pagalba. NHEJ mechanizmas néra tikslus, todél, kai
DNR trikis uztaisomas §io mechanizmo pagalba, kirpimo vietoje atsiranda mazy atsitiktinio ilgio
delecijy ar insercijy. Tokia mutagenezés rasis, kuomet kontroliuojama mutacijos vieta, bet ne
tipas, vadinama SDN-1 technologija. Sis kelias dazniausiai pasitelkiamas, kai norima ijungti
geng, nes jvestos mutacijos pazeidzia baltymo kodg ir tokiu budu nutraukia baltymo sinteze.
Homologiné rekombinacija - tikslus dvigrandziy DNR triikiy pazaidos uztaisymo kelias kuriam
reikalinga matrica, atitinkanti perkirptaja DNR seka. Jei j tokig matrica kirpimo vietoje bus jstatyta
papildoma seka, ji HR mechanizmo pagalba bus perkelta j genoming DNR. Tokiu biidu, kai kartu
su taikiniui specifine nukleaze j lastelg jvedama trumpa DNR matrica, koduojanti vienos ar keliy
baziy pory pokytj, dvigrandis triikis uztaisomas j kirpimo vietg jvedant tiksliai apibrézta mutacija.
Modifikacija jvedama ties nukleazés kirpimo vieta, 0 JoS tipa apsprendzia pateikiamos DNR
matricos seka. Siuo buidu yra lengva prognozuoti modifikacijos rezultatus ir tokia technologija
vadinama SDN-2 (2 paveikslas). Taikiniui specifinés nukleazés gali biiti panaudojamos ir didesnio
masto pokyc¢iams jvesti, pavyzdziui, jstatyti geng — tai vadinama SDN-3 technologija. Tuomet

DNR reparacijos matricoje jterpiama seka turi biiti apsupta DNR sekomis, kurios biity identiskos
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modifikuojamo genomo sekoms. Si technologija, kitaip nei tradiciniai transgeniniy augaly gavimo
budai, leidzia nauja seka jstatyti j tiksliai parinkta vieta (2 paveikslas). Siuo keliu gali biti

vykdoma ir transgenezé bei cisgenezé (Zitiréti apraSyma Zemiau) (8).

Tiksli DNR endonukleazé (pvz. Cas9)

s Genominé DNR

‘ Dvigrandis DNR trukis

SDN-2 \SDN-B Technologija

A

DNR matrica - G —_—
NHEJ / HR J HR\ DNR reparacija
[.)elelc.ija/i.nse.rcija Tiksli taskiné |statymas tikslioje
tikslioje vietoje mutacija vietoje

2 paveikslas. Tiksliné mutagenezé panaudojant DNR endonukleazes (pvz., Cas9).
Taikiniui specifiné DNR nuklezé panaudojama dvigrandziam triikiui jvesti pasirinktoje genomo
DNR vietoje. Priklausomai nuo to, kokiu keliu vyksta reparacija, galima iSjungti geng (SDN-1
technologija), jvesti tikslig tasking mutacija (SDN-2 technologija) arba jstatyti ilgg DNR seka
(SDN-3 technologija).

Naujausia taikiniui specifinés mutagenezés rusis — baziy redagavimas (angl. base editing),
leidziantis tikslingai pakeisti vieng baziy pora nejvedant dvigrandzio DNR trukio (16, 25). Dél Sios
priezasties jis laikomas saugesne alternatyva, nes pasizymi mazesne toksinio poveikio ir pasaliniy
mutacijy tikimybe. Si mutagenezés rasis paremta fermentais deaminazémis, kurios modifikuoja
citozino arba adenino bazes viengrandéje DNR - pasalina amino funkcines grupes. Taip citozinas
pakeic¢iamas uracilu, kuris DNR replikacijos metu polimerazés yra skaitomas kaip timinas.
Pasalinus amino funkcing grup¢ i$ adenino gaunamas inozinas kuris vykstant replikacijai yra
skaitomas kaip guaninas. Tokiu biidu gali biiti uzprogramuotas citozino-guanino poros pakeitimas

1 timino-adenino pora, o adenino-timino poros j guanino-citozino. Deaminazés domeng suliejus su
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katalitiskai neaktyviu Cas9 mutantu (dCas9) (1B paveikslas) jj galima tiksliai nukreipti j DNR
baziy pora, kurig norima modifikuoti. dCas9 jungiasi prie DNR sudarydamas R-kilpg, kur viena
DNR molekulé jungiasi su RNR gidu, o kita yra i§stumiama. Dalis i§stumtos viengrandés DNR
lieka neapsaugota dCas9 baltymo ir ten esan¢ios DNR bazés yra modifikuojamos deaminazés,
sulietos su dCas9 (16, 25). Sis metodas ateityje gali bati pritaikytas jvesti daug taskiniy mutacijy

vienu metu (26).

Dar vienas buidas tikslingai jvesti mutacijas yra taikiniui specifiné mutagenezé panaudojant
trumpus viengrandZius oligonukleotidus (angl. oligo directed mutagenesis, ODM). Siai tikslinés
mutagenezes rusiai panaudojami sintetiniai oligonukleotidai — viengrandziai DNR seky fragmentai
arba chimeriniai fragmentai i§ DNR ir RNR baziy, kurie yra identiski (homologiski) taikinio sekai
augalo genome. Tik vienas ar keli nukleotidai, esantys oligonukleotido centre, nesutampa su
pirmine DNR seka — jie ir lemia mutacija. Oligonukleotidai, nutaikyti j homologiska genomo seka,
indukuoja specifing lokalia sekos modifikacija, panaudojant natiiraly lastelés reparacijos

mechanizmg. Sukeliamas pokytis — tiksli taskiné mutacija, maza delecija ar insercija (8).

Cisgenez¢ ir intragenezé iSskiriamos atskirai, nes | genomg jstatoma labai giminingo
organizmo DNR, su kuriuo genetinés medziagos perdavimas galéty jvykti ir natiiraliai. Sis
mutagenezés bidas neapibrézia, kokiu metodu buvo jstatyta DNR. Cisgenezé - tai organizmo
genetiné modifikacija, kuriai panaudotas genas i$ giminingos ar tos pacios riiSies organizmo, Su
kuriuo modifikuojamas organizmas galéty kryzmintis. DNR jstatoma ta pacia orientacija
nesukuriant naujy kombinacijy. | savoka jeina intronai ir aplinkinés reguliacinés sekos
(promotoriai, terminatoriai) jstatyti normalia orientacija. Cisgeniniai organizmai gali turéti viena
ar daugiau cisgeny, bet negali turéti jokiy transgeny ar kity svetimy DNR seky (3). Tuo tarpu
intragenezé skiriasi tuo, kad yra jstatoma nauja DNR kombinacija bet kokia orientacija, kurios
elementai kile i$ to paties ar giminingo organizmo. Tokia kombinacija taip pat galéty atsirasti

nattiraliai dél rekombinacijos dauginimosi metu (3).

Visi metodai, skirti genomo sekai modifikuoti, yra susije ir i§ esmés persidengia, jais
galima gauti ir produktus budingus tradicinei transgenezei, pavyzdziui, taikiniui specifines
nukleazes galima naudoti ne tik taskinéms mutacijoms jvesti, bet ir kitoms mutagenezéms rasims
(cisgenezei ar transgenezei). O DNR pokyc¢ius gaunamus tradicinés atsitiktinés mutagenezés

biidu, galima gauti ir tikslios mutagenezés (geny redagavimo) pagalba (3 paveikslas).
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Genuy redagavimas

| ' Tradiciné
' transgeneze

Atsitiktine
mutagenezé

Tradicine
mutagenezé

3 paveikslas. DNR modifikuojan¢iy NGMM ir tradiciniy mutagenezés metody
skirtumai.

SDN-1 metodas nuo tradiciniy mutagenezés metody skiriasi tuo, kad modifikacija yra
nutaikytas | tikslig vieta genome ir dazniausiai lemia geno iSjungimg. Taikiniui specifiné
nukleazé nurodo tiksliag modifikacijos vieta, bet pats mutacijos tipas néra apibréztas. SDN-2,
ODM ir baziy redagavimo (BE) metody atveju tiksliai apibréztos mutacijos jvedamos j tikslig
vietg genome. SDN-3 metodas leidzia j tikslig vieta genome jstatyti norimg DNR fragmenta, tuo

tarpu tradicinés transgenezés atveju transgenas jstatomas j atsitikting genomo vieta (adaptuota
pagal (2)).

3.3 Epigenetiniai metodai

Epigenetiniai metodai, tokie kaip nuo RNR priklausomas DNR metilinimas arba nuo RNR
priklausomas histony modifikavimas, leidzia reguliuoti tam tikry geny raiSkg (padidinti ar
sumazinti) nepakei¢iant DNR sekos. DNR baziy metilinimas labai svarbus geny raiSkos
reguliacijai ir yra paveldimas bent keliose kartose. DNR metilinimas taip pat glaudziai susijgs su
pagrindiniy chromatino baltymy — histony - modifikacijomis. Yra pademonstruota, kad DNR
metilinimas lemia ir lokalias histony modifikacijas, ir atvirks¢iai - histony modifikavimas tam
tikroje vietoje gali lemti DNR metilinimg ar demetilinimg ir taip paveikti geny raiskg bent keliose
kartose, net kai modifikacija lemiancio veiksnio , Iastelése nebéra. DNR ar histony modifikacijg
norimoje vietoje galima sukelti panaudojant neseniai (1B paveikslas) sukurtus molekulinius

jrankius, kuriuose prie dCas9 baltymo yra prijungtas DNR metilinimo arba histonus
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modifikuojantis domenas (27, 28). Toks jrankis gali biiti arba ekspresuojamas lgsteléje nuo laikinai
pernesto transgeno arba pristatytas j Igstele kaip baltymo-RNR kompleksas. ] tam tikras suaugusio

augalo dalis jrankiai DNR bazéms modifikuoti taip pat gali buti pristatyti agroinfiltracijos budu

).

IstoriSkai pats seniausias metodas geny raiSkai augaluose nutildyti remiasi virusy sukeltu
geny nutildymu (angl. virus-induced gene silencing, VIGS). Sis metodas veikia per augaluose
nattiraliai veikiantj RNR interferencijos mechanizma. Jis remiasi tuo, jog j viruso genoma jstatoma
seka, koduojanti RNR fragmentg kuris yra priesprasminis nepageidaujamo geno informacinei
RNR. Augalo lastel¢je susidarancia dvigrande RNR atpazjsta Dicer/Drosha ribonukleazés, kurios
subrandina RNR gida ir pateikia jj RISC kompleksui. Sis kompleksas panaudodamas RNR seka
lemia specifinio geno nutildyma (12, 13)

3.4 Kiti metodai

Likusi dalis metody yra sunkiai suklasifikuojami, bet bent viena i§ jy stadijy yra susijusi
su biotechnologijomis. Agro-infiltracija yra metodas leidziantis j tam tikry augalo daliy somatines
lasteles (pvz., lapus) pristatyti transgenus siekiant pagaminti rekombinantinj baltyma. Sis metodas
tampa vienu i$ svarbiausiy keliy laikinai baltymy raiSkai augaluose indukuoti, gaminant biologines
medziagas (29). Agro-infiltracijai naudojamos Agrobacterium sp. bakterijos, DNR plazmidiniame
vektoriuje koduojancios transgena. Suspensija su Agrobacterium sp. bakterijomis gali bati arba
suleista j atskiras augalo dalis, arba pristatyta panaudojant vakuumg. Tam gali baiti panaudojami
gyvi augalai, atskiros augaly dalys (pvz., nuskinti lapai) arba augaly lasteliy kulttros. Jei
agrobakterijy koduojamame vektoriuje yra tik transgenas, baltymo raiska gaunama tik
lokalizuotoje augalo dalyje. Taciau transgenas gali buti jstatytas j viruso DNR ir tokiu btdu plisti
tarp lasteliy bei uzkrésti visg augalg. Tokiu atveju, transgenas biity perduodamas ir palikuoniams
(8).

Skiepijimas labai paplites sodininkystéje. Tai vieno augalo jskiepio perkélimas ant kito
augalo sakny (poskiepio). Jei skiepijama j genetiSkai modifikuota augalg (Saknis), tai i§ esmés
apjungiamas labai tradicinis sodininkystés metodas su transgeneze. Toks skiepijimas gali biiti labai
naudingas norint iSnaudoti poskiepio gerasias savybes, pavyzdziui, pagerintos Saknys (atsparios
ligoms, geresnis Saknijimasis ar vandens jsiurbimas). Iskiepis gali biiti transformuotas panaudojant

transgenezes, cisgenezes ar kitas technologijas. Tokio augalo s¢kly genomo DNR neturéty biiti
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modifikuotas, taciau jskiepio ir poskiepio audiniai sgveikauja tarpusavyje ir tai gali turéti tam tikry

pavojy (8).

Negatyvi selekcija (segregacija) tai sudétinis metodas, kuriam reikalingas transgeno
ivedimas pradiniame etape. Vélesniuose etapuose tranSgenas yra paSalinamas negatyvios
selekcijos pagalba. Pavyzdziui, galima j genoma jstatyti DNR sekas, lemiancias tam tikry geny
nutildymg nuo RNR priklausomo DNR metilinimo pagalba. Sekan¢iame zingsnyje naudojant
atvirkstine selekcijg atrenkami palikuonys neturintys transgeno, taciau DNR modifikavimo efektas

iSlieka keletui karty (8).
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4.  Galima rizika aplinkai ir Zmoniy sveikatai

naudojant NGMM

Pastargjj deSimtmetj tiek Europos Komisijos, tiek valstybiy nariy iniciatyva buvo atliktos
kelios NGMM mokslinés analizés, kurie vertino ir galimas rizikas (1-3, 9, 30). Vertinant rizika
dazniausiai atsizvelgiama j galimus modifikacijos keliamus pavojus ir jy atsitikimo tikimybg.
Pagal 2001/18/EB direktyva (priedas I1) ir reglamenta (EB) Nr. 1829/2003, bet kurios potencialiai
zalingos savybés kurios yra siejamos su genetiskai modifikuotu augalu, turi biiti jvertintos lyginant
tas charakteristikas su atitinkamu ne modifikuotu augalu. Statistiskai patikimy skirtumy biologiné
prasmé toliau yra panaudojama sudaryti rizikos hipotezes, kurios turi buti patikrinamos
tolimesniuose etapuose. Genetiskai modifikuoty augaly, skirty maistui, rizika vertinama lyginant
su ne modifikuotais augalais, kuriy saugus vartojimas patvirtintas ilgalaikiai stebéjimais. Poveikio
aplinkai rizikos vertinimas yra rekomenduojamas, bet kadangi negalima atsizvelgti j saugaus
naudojimo istorija, turéty buti vertinamas rizikos dydis ir tikimybé. Kitaip tariant, genetiskai
modifikuoty augaly charakteristikos ir jy keliama grésmé néra tiesiogiai matuojamos, 0 vertinama
labiau atsizvelgiant j aplinkos apsaugos tikslus. Poveikio analizé yra grjsta potencialiu paséliy

ploty bei produkty vartojimo jvertinimu, o §iuos Kriterijus labai sunku vertinti i$ anksto (2).

Pagal direktyva 2001/18/EC (priedas II) potencialios rizikos aplinkai ir zmogaus sveikatai
gali biiti arba tiesioginés arba netiesioginés. Tiesioginés rizikos yra tos, kurias aplinkai ir Zmoniy
sveikatai lemia GMO auginimas, bet ne kiti dél to kylantys padariniai. Pavyzdziui, jei dél
modifikacijos augalas pradéty gaminti medZiagas kenkiancias Zmoniy sveikatai (nuodingas arba
alergines), arba toks augalas dél naujy savybiy sugebéty iSstumti laukines augaly rasis (30). Tuo
tarpu netiesioginés rizikos yra tos kurios kyla dél priezastinés grandinés, tokiais budais kaip
sgveika su kitais organizmais, genetinés medZiagos perneSimas, arba skirtingas vartojimas ar
valdymas. Genetiskai modifikuoty augaly naujos savybés gali atsirasti dél dviejy priezasCiy, - dél

tikslinés modifikacijos, arba dél naudoty metody Salutiniy efekty.

Vertinant NGMM rizika reikia papildomai atsizvelgti j savybes, kurios buidingos tik
biotechnologija grjstiems metodams: i) molekulinio jrankio pristatymo j lastel¢ buidas ar metodas
(kai naudojamas); ii) faktas, kad modifikacija yra pasirenkama tikslingai; iii) keletas tikslingy

mutacijy skirtinguose genuose gali biti jvedama vienu metu.
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Bendrai NGMM rizikas gali suskirstyti j tris grupes (lentelé 1):

1. naudojamos technologijos pasaliniai efektai (paSalinés mutacijos arba

jrankj koduojancio geno likimas lgsteléje);

2. rizikos susijusios su tuo, kad NGMM lems greitesnj naujy veisliy
atsiradima;
3. rizikos dél naujy savybiy sukiirimo.

1 lentelé. NGMM riziky apibendrinimas

Rizikos grupé Rizikos veiksnys

Pasalinés mutacijos
Pasaliniai technologijos efektai

Transgeno jsistatymas j genoming DNR

Socioekonominiai veiksniai

Monopolizacija
Greitesnis naujy veisliy iSvedimas

Keliy mutacijy jvedimas vienu metu

Poveikis aplinkinei biologinei jvairovei

) . Nepriklauso nuo sukiirimo tipo, turi biiti vertinama
Naujos organizmy savybés o o
individualiai

4.1 Pasaliniai NGMM efektai

Dél savo prigimties daugelis i§ NGMM gali turéti pasaliniy efekty. Pirmiausia, jrankiai
naudojami genomui modifikuoti gali buti ne visai tiksliis ir sukelti pasaliniy mutacijy. Metodal,
kurie naudoja baltymus kaip - molekulinius jrankius ne visada biina tiksliis. Kartais Cas9 baltymas
gali prisijungti ir mazu efektyvumu kirpti sekas kurios nuo taikinio skiriasi iki 5 nukleotidy (15,
31, 32). Retais atvejais, ypac jei genomas perkerpamas is karto su dvejomis nukleazémis, tai gali
lemti genomo persitvarkymus ar dideliy delecijy atsiradimg (33, 34). Pasaliniai kirpimai budingi
ir kitoms tikslioms nukleazéms (TALEN, ZFN) (35, 36), bei jrankiams, kurie remiasi Cas9
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baltymu su iSjungta DNR kirpimo funkcija (pvz. baziy redagavimo technologija) (37, 38). Reikia
paminéti, kad tradicinés mutagenezés metu organizmo geneting medziaga veikiant cheminiais
mutagenais ar apsvitinant radiacija yra jvedama daugybé nekontroliuojamy mutacijy. Palyginus,
NGMM pasaliniy mutacijy sukeliama rizika yra minimali ir jy daznis nedaug virSija natiiraliy
mutacijy, jvykstanciy augaly lytinése lgstelése, daznj (2). Molekuliniai jrankiai, tokie kaip Cas9,
yra intensyviai tobulinami ir tampa vis saugesni (39-41). Be to, yra pastebéta, kad paSaliniy
kirpimy kiekis padidéja dél pastovios ir didelés Cas9 raiskos lgstelése, kai jrankis pristatomas kaip
DNR kaseté. Metodai, leidziantys kontroliuoti Cas9 dozg lasteléje, tokie kaip tiesioginis baltymo-
RNR komplekso pristatymas j Igstele ir komponenty kiekio optimizacija, padidina technologijos
tiksluma (42).

Dauguma NGMM reikalauja j lastele pristatyti molekulinj jrankj — baltyma arba baltymo-
RNR kompleksg. [rankis j Iastel¢ gali biiti pristatomas viena i$ §iy formy: koduojanti DNR ar RNR
arba baltymas. Jei kaip vektorius naudojama DNR, yra nedidelé tikimybe, kad ji bus jstatyta |
genomg ir tokiu blidu blty gaunamas transgeninis organizmas. Norint iSvengti $ios rizikos
rekomenduojama patikrinti, ar j Igstele pristatyto molekulinio jrankio genas buvo sunaikintas ir

nejsistaté | genoma, tai yra ar organizmas netapo transgeniniu (2).

Pasaliniy efekty gali turéti ir tokie metodai kaip agroinfiltracija ar skiepijimas ant GMO
Sakny. Agroinfiltracijos atveju yra rizika, kad transgenas pateks j augalo lytines lgsteles ir jo
palikuonys gaus §j geng. O skiepijimo ant GMO $akny atveju - kad transgenas bus perduotas

nemodifikuotai augalo daliai bei palikuoniams (8).

4.2 Greitesnis nauju risiy iSvedimas

Nors greitesnis norimomis savybémis pasizyminciy veisliy sukiirimo procesas yra svarbus
turin¢iy norimas savybes iSvedimo greitj dar padidina metodai, kurie leidzia tikslingai jvesti
modifikacijas j skirtingus genus vienu metu (angl. multiplexing) (43). Tac¢iau naujy augalo savybiy
atsiradimas yra labai komplikuotas procesas, nes daznai pozymj lemia ne vieno geno, bet jy
sgveikos tinklo veikla. Tod¢l net ir keleto geny modifikavimas vienu metu nebiitinai lems tokj pat

skai€iy naujy savybiy.
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Naujy veisliy isvedimo greitis gali turéti jtakos nusistovéjusiems zemés tkio produkcijos
ir maisto apdorojimo grandinés procesams, ] tai zitrint i§ ekonominés, sociologinés ar ekologinés
pusés. Daug didesnis NGMM efektyvumas gali lemti platy naujy veisliy pasizyminc¢iy potencialiai
finansiskai naudingomis savybémis panaudojimg, 0 taip pat ir greitesnj inovacijy jsisavinimg
zemés tkyje. Gali bati, kad tai iSbalansuos visy $iy veikly funkcionavimg ir dinamika, todél
pagrindiniams veikéjams prireiks laiko prisitaikyti. Tai gali keisti ir visg Zemés ukio srities
santvarka, nes tradiciniais metodais dirbantiems tikininkams bus sunku prisitaikyti ir konkuruoti.
Veisliy pasizyminéiy naujomis savybémis atsiradimas gali sudaryti sunkumy prisitaikant

aplinkinei biologinei jvairovei (2).

Dar viena rizika yra, kad augaly sukurty panaudojant NGMM sékly prekyba bus
monopolizuota (mazés sékly pasirinkimas ir didés jy kaing), kaip ai atsitiko su GMO veislémis
(44). I8 dalies taip atsitiko nes jvesti j rinkg GMO produktg yra labai brangu ir tai gali padaryti tik
didZiosios korporacijos. Sumazinus reikalavimus NGMM sukurtiems augalams galima tikétis
atvirkstinio efekto, kiirime galés dalyvauti ir mazos bei vidutinés kompanijos ir tai zymiai

sustiprins konkurencija Sioje srityje (30).
4.3 Rizikos dél naujy savybiy

Gali kilti rizikos dél naujy savybiy, kurios nebiidingos tai veislei, suk@irimo. Naujai
suteiktos savybés gali padéti apsisaugoti nuo ligy, prisitaikyti prie aplinkos salygy poky¢iy,
padaryti augalus atsparius herbicidams ar padidinti naudingy medziagy kiekj (45, 46). Reikia
paminéti, kad naujos savybés gali atsirasti ne tik panaudojant NGMM, bet ir kitus metodus - tiek
transgeneze, tiek tradicing mutagenezg. Vienintelis skirtumas, kad NGMM padeda jvesti savybe
tikslingai ir zymiai greiciau, nei tradicinés mutagenezes buidu. Taigi Siuo atveju rizika priklauso
ne nuo naudoto metodo, bet nuo to, koks buvo jvestas pokytis ir kokie nauji pozymiai dél to
jgaunami. Tode¢l, rizika turi biiti vertinama kiekvienam atvejui atskirai. Naujos savybes, tokios
kaip atsparumas druskingumui, sausrai ar dirvos uzterStumui, gali padéti augalams aklimatizuotis,
augti ir iSplisti jiems nebiidingose vietovése. Kita vertus, sumaZzéje nuostoliai ir padidéjes

derlingumas padidinty derliy ir sumazinty dirbamos Zemés plotus (2).
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5. Kokiu tikslu gali biiti naudojami NGMM

Pagrindinis NGMM panaudojimo tikslas yra Zemés tkio kultaroms suteikti naujas
naudingas savybes, kurias buty labai sunku ar nejmanoma gauti tradicinés mutagenezés metodais.

Pagal savybiy tipg jas galima suskirstyti bent j 5 grupes (4 paveikslas).

- Sausra ?04.

- Druskingumas ?‘
- Karstis/ %
Saltis

NGMM
pritaikymas - Aliejus

- Krakmolas
- Vitaminai

Grudu:
- svoris

-Piktzoliy
kontrolé

4 paveikslas. NGMM pritaikymo budy apzvalga (adaptuota pagal (46))

Nors Sie metodai naudojami dar neseniai, jie jau buvo efektyviai pritaikyti padidinant
augaly derlinguma, kokybe, maistine vertg, atsparuma ligoms bei nepalankioms aplinkos salygoms
ir suteikiant atsparumag herbicidams (45-47) (4 paveikslas). Be to geny redagavimo metodai labai
svarbiis ir augaly genomo moksliniuose tyrimuose. Sie metodai padeda rasti genus bei sekos
motyvus, kurie atsakingi uz vertingas augaly savybes. Tai suteikia Ziniy apie naudingus geny

variantus bei modifikacijos tipa, kurj reikéty jvesti (46).
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5.1 Derlingumo padidinimas

Viena i$ svarbiausiy zemés tikyje naudojamy kultiiry savybé yra derlingumas. Derlingumas
yra sudétiné savybé, uz kurios reguliacijg yra atsakingi keli genai bei jy produkty sgveikos. Atlikti
tyrimai atskleidé geny grupe, vadinamg QTL (angl. quantitative trait loci), kuri atsakinga uz
derlingumo reguliavima jvairiuose augaluose (48, 49). Tradicing atsitikting mutageneze panaudoti
Sios geny grupés modifikacijai buty labai sudétinga ir labai ilgai uztrukty derlingesniy veisliy
iSvedimas, nes modifikacijos turéty biiti jvestos j bent du genus, genome esancius visai Salia. Tuo
tarpu NGMM metodai suteikia tokig galimybe. Dazniausiai naudojamas derlingumo padidinimo
kelias pasitelkiant tikslinés mutagenezés SDN-1 technologija (2 paveikslas) yra jvedant nedidelius
pokyc¢ius j genus, kurie neigiamai veikia kultiiros derlinguma, ir juos nutildant (46, 50, 51). Taip
iSjungus 3 neigiamus reguliatorius (Gnla, Depl ir GS3) ryziuose (Oriza sativa) buvo gautas
didesnis derlingumas: padidé¢jo grideliy skaicius, Sluotelés tapo tankesnés, gauta didesne grudy

masé (52).

5.2 Atsparumas ligoms

Zemés ikyje naudojami augalai daZnai susiduria su jvairiais patogenais: virusais,
bakterijomis, grybais, kurie sukelia didelius nuostolius d¢l sumazéjusios derliaus kokybés ir kiekio
(46, 53). Kai kuriy ligy atveju jau Zinoma, koks yra liga sukelian¢io patogeno molekulinis veikimo
mechanizmas ir kokie genai ar jy variantai atsakingi uz atsparumo ligai atsiradima. Sios Zinios
leidzia panaudoti NGMM siekiant sukurti ligoms atsparius augalus. Tam buvo pritaikytos bent 2

strategijos.

Pirmuoju keliu modifikuojamos augalo $eimininko genome esancios reguliacinés sekos ar
kiti elementai, kurie yra svarbiis patogeno infekcijai ir dauginimuisi (46). PavyzdZziui, atsparumas
citrinmedziy liga sukelian¢ioms Xanthomonas citri bakterijoms augalams buvo suteiktas Cas9
pagalba modifikavus CsLOB1 geno promotoriaus seka. Augalui uzsikrétus j jo Igsteles patenka
bakterijy koduojamas transkripcijos reguliatorius, kuris jungiasi prie CsLOB1 geno promotoriaus,
taip padidindamas baltymo raiska ir padédamas plisti infekcijai. Modifikavus augalo promotoriaus
seka bakterinis baltymas jo nebeatpazjsta ir negali keisti geno raiskos (54). Kitos grupés
Xanthomonas bakterijos sukelia niokojanciy puviniy liga ryziuose (angl. rice blight). Bakterija
panaudoja transkripcijos aktyvatorius primenancius veiksnius (TALE) tam, kad aktyvuoty

sacharozes transporteriy geny raiSka. Transporteriai iSneSa cukrus ] Igsteliy 1Sorg, kad patenkinty
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patogeno poreikius. Jau 2012 m. mokslininkai modifikavo sacharozés transporteriy promotoriaus
seka taip, kad prie jo negaléty jungtis TALE, ir ryziai tapo atspariis bakterijoms (55), 0 2019 m.
buvo sukurti visiems 63 Siuo metu zinomiems skirtingiems Xanthomonas oryzae bakterijy

kamienams atspartis ryziai (56).

Kita strategija yra Cas9 pagalba iSjungti augalo gena, kurj patogenas panaudoja savo
dauginimuisi. Atsparumas gryby sukeliamai kvie¢iy miltligei (angl. powdery mildew) buvo
pasiektas iSjungus 3 augalo genus: TAMLO-A, TAMLO-B ir TAMLO-D (56). PanaS$iu principu

buvo iSvesti ir miltligei atspariis pomidorai - i§jungus SIMlo1 geng (57).

5.3 Prisitaikymas prie aplinkos

Netikéti aplinkos poky¢iai, tokie kaip sausra, padidéjes druskingumas ar $altis (Salnos),
kasmet pasaulyje reik§mingai sumazina derliy (47). Kintantis klimatas $ig problema tik padidins,
nes ekstremallis ory pokyc€iai pasitaiko vis dazniau. Augalai, kurie turi iSvyste sudétingus
prisitaikymo mechanizmus, gali geriau pakelti nepalankias aplinkos salygas. Sie mechanizmai
remiasi bent keliy su atsparumu susijusiy geny aktyvacija, todél svarbiausias vaidmuo tenka
transkripcijos reguliacijos veiksniams (58). Genetiniai ir genominiai tyrimai atskleidé, kurie genai
dalyvauja sudétinguose reguliaciniuose ir metaboliniuose keliuose. Nemazos dalies tokiy geny
svarba uztikrinant atsparuma vandens trikumui, druskingumui ar $alnoms buvo jrodyta
panaudojant tradicinius augaly transformacijos metodus (59). Arabidobsis augalo atsparumas
sausrai buvo padidintas jvedant mutacija OST2 gene, kuri 1émé greitesnj lapy Zioteliy uzsidaryma
(60). Kukurizo geno ARGOSS, dalyvaujancio etileno atsako kelyje, 5¢ regione esancios sekos
buvo pakoreguotos jvedant nattiraliai randama promotoriy. Toks augalas sugebg¢jo ne tik iSgyventi,

bet ir biti derlingesnis sausros saglygomis (61).

5.4 Atsparumas herbicidams

Piktzolés konkuruoja su zemés tikio kultiiromis dél vandens, maistingy medziagy, $viesos,
vietos bei kity resursy ir taip zenkliai sumazina derliy. Nenuostabu, kad kovai su piktZolémis buvo
sugalvoti jvairtis kontrolés metodai. Vienas i§ populiariausiy metody — herbicidai — daznai
nutaikyti j svarbius augaly metabolizmo keliy veiksnius, todél naikina ne tik piktzoles, bet gali
pakenkti ir kultGriniams augalams. Herbicidy naudojimas turi didele ekonoming nauda, nes pakelia

derlinguma, taciau gali sukelti pavojy zmogaus sveikatai, neigiamai veikti gamtg ir aplinking
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biologing jvairove (46). IS pradziy siekiant iSvesti herbicidams atsparius augalus buvo
panaudojama tradiciné transgenezeé, jterpiant j kultiras fermentus, kurie skaido herbicidus. Ten,
kur buvo naudoti Sie augalai, stipriai sumazéjo piktzoliy kontrolei skirtos islaidos ir neigiami

chemikaly naudojimo padariniai (62).

Herbicidai daznai btina nutaikyti j fermenta, kuris dalyvauja svarbiame metaboliniame
kelyje. Pavyzdziui, chemikalai (imidazolinonai, sulfonilkarbamidai) daznai inhibuoja acetolaktato
sintaz¢ (ALS), kuri yra labai svarbi augalui sintetinant svarbias Sakotgsias aminorigstis
(izoleucing, leucing, valing). Panaudojant geny redagavimo metodus (ODM, TALEN ar Cas9)
buvo modifikuotas jvairiy augaly (bulviy, ryziy, sojos, kukurtizy) ALS aktyvusis centras ir gautos
veislés, kuriy neinhibavo Sie chemikalai (62). Panasi strategija leido gauti ir glikofosfatui atsparius
linus ir ryzius (63, 64). Siuo atveju buvo modifikuotas EPSPS genas, kuris koduoja pagrindinj
glikofosfato taikinj — 5-enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintazg, kuri dalyvauja aromatiniy

aminoruig§ciy sintezés pirmtako Sikimato sintezés kelyje.

5.5 Pagerintos maistinés savybés

NGMM gali padéti pagerinti kultiiry maistines savybes ir leisti uzauginti sveikesnj maistg.
Siuo metu yra naudojama keletas technologijy. Pirmiausiai yra bandoma sumazinti neigiamai
mityba veikian¢iy medziagy kiekj maistinése kultiirose. Fitatai, kuriuos sintetina daugelis kultiiry,
sudaro kompleksus su baltymais bei mineralais ir trukdo Siy maisto medziagy isisavinimui.
Siekiant sumazinti fitaty kiek; kukuriizuose buvo i§jungtas ZmIPK genas, dalyvaujantis fitato
sintezés kelyje. Kita kenksminga medziaga yra akrilamidas - potencialus kancerogenas, kuris
susidaro vykstant redukcijos reakcijai tarp cukry (pvz. gliukozés ar fruktozés) ir laisvy
aminorigsciy (pvz. asparagino) skrudinant bulves. TALEN pagalba i§jungus Vinv gena, kurio
koduojamas fermentas atsakingas uz sacharozés skaldymg j gliukoze ir fruktoze, gautos bulvés,
kurias kepant nesusidaro akrilamidas (65). Cas9 nukleazés buvo panaudotos ir gauti kviecius,
gaminan¢ius nejmunogeninj glitima, taip pat pomidorus, gaminancius didesnius antioksidanto

likopeno kiekius (46).

Augaliniy kultiry, tokiy kaip bulvés ar kukuriizai, gaminamas krakmolas gali bati vienos
i§ dviejy formy: linijinés (amilozé) arba Sakotos (amilopektinas). Augalai, kurie sintetina

amilopekting, bet ne amilozg, dél Sio cukraus savybiy daugelyje Saliy yra vertinami labiau. Jis
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lengviau skaldomas, be to pasizymi vaSkine tekstiira. Bulviy ir kukuriizy ,,vaSkinés* risys,
gaminancios tik amilopekting, buvo iSvestos ir tradiciniais metodais, bet yra sunku palaikyti tokiy
augaly savybes ilga laika. Todél tik amilopekting sintetinanciy bulviy ir kukuriizy kultiroms
sukurti buvo naudojama Cas9 geny redagavimo technologija. Bulviy atveju SDN-1 technologijos
pagalba buvo i§jungti visi 4 GBSS geno aleliai, tuo tarpu kukurtizuose buvo iS§jungtas Wx1 genas,

dalyvaujantis krakmolo biosintezéje (66, 67).

Cas9 technologija buvo panaudota ir siekiant pakeisti séklose esantj aliejaus kiekj norint
pagerinti tiek maistines savybes, tiek biokuro iseigg. Séklose esancio alicjaus sudétj galima keisti
arba pakeiciant esamy riebiyjy rigsciy santyki, arba pridedant naujy naudingy riebiyjy riigsciy.
Didelis kiekis polinesoc¢iyjy aminoriigsciy, tokiy kaip linoleno riigstis, néra naudingas dél mazo
oksidacinio stabilumo. Panaudojant geny redagavimo technologija galima keisti riebiyjy ragséiy
kiekj iS$jungiant riebiyjy rigséiy desaturazes (angl. fatty acid desaturases, FAD). Pavyzdziui,
isjungus sojy FAD2-A1 ir FAD2-1B fermentus naudingos oleino riebiosios ragsties kiekis iSaugo
net 4 kartus (46, 59).

5.6 Galimas NGMM pritaikymas Lietuvoje

Lictuvoje NGMM technologijos $iuo metu nevystomos, taciau, esant tokiai galimybei, jos
galéty buti ekonomiSkai naudingos dél potencialo didinti kultiriniy augaly derlinguma ir
atsparuma $alnoms, kuris leisty i§vengti su tuo susijusiy nuostoliy. Sios savybés taip pat padéty
minimizuoti paséliams naudojamus zemés plotus ir taip uztikrinty geresng gyvosios gamtos bei

biologinés jvairoves apsauga.

Kitas galimas panaudojimo buidas remiasi atsparumo ligoms didinimu. Staigiai i$plitusios
ligos gali pridaryti didZiuliy nuostoliy Zemés tkiui. Tai rodo alyvmedziy bakterinés infekcijos
siauciancios Italijoje pavyzdys (68) arba kiauliy maro virusinés infekcija, dél kurios $iais metais
buvo sunaikinta apie ketvirtadalis pasaulio kiauliy (69). Galimybé naudoti kulttiras, pasizymincias

atsparumu ligoms, padéty sumazinti dél staigiy epidemijy kylancius nuostolius.

Ir galiausiai, pavojingy ar nenaudingy medziagy negaminancios kultiiros, pavyzdziui,
bulvés be akrilamido arba naudingas riebaly riig§tis gaminantys augalai, suteikty galimybe kasdien

vartoti maistingesnius ir naudingesnius maisto produktus.
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6. NGMM Lietuvoje ir pasaulyje

Miisy ziniomis $iuo metu Lietuvoje NGMM naujy augaly veisliy kiirimui néra naudojama.

Aplinkos ministerija néra gavusi paraiSky ir patvirtinusi leidimy (www.gmo.am.lt). Tai patvirtina

ir moksliniy publikacijy analizé. Taciau tokie darbai vyksta kitose Europos Sajungos Salyse.
Belgijoje pradéti lauko tyrimai panaudojant CRISPR tiksliy nukleaziy pagalba modifikuotus
kukuriizus. Pranctzija vykdo 2012 m. pradéta Genius projekta, kurio metu kuria biotechnologinius
metodus ir jrankius leisian¢ius modifikuoti augalus (70). Keli projektais susije su NGMM
panaudojimu bei poveikio aplinkai vertinimu vykdomi Vokietijoje (4). Ispanijoje naujy lauko
tyrimy, susijusiy su NGMM taip pat nebuvo pradéta. Ispanija, Danija ir Pranctzija 2017-2019
buvo uzsak¢ mokslines analizes apie galimg NGMM poveikj aplinkai ir zmogaus sveikatai. Visy
ju iSvados pana$ios - nei patys NGMM metodai, nei greitesnis naujy rasiy sukiirimas nekelia
papildomy riziky lyginant su tradiciniais mutagenezés. Tas pacias modifikacijas galima gauti tick
panaudojant tradicing mutageneze tick NGMM, todél sukurtus organizmus biity logiska reguliuoti
pagal naujas savybes, o ne panaudota metoda jiems gauti (2, 30).

Uz ES riby NGMM reglamentacija ai$kesné ir $ia kryptimi vyksta daug tyrimy (5, 6, 71).
Daugelis Saliy nusprendé atsizvelgti i tai kad NGMM jvedamos mutacijos yra analogiskos toms,
kurios atsiranda naturaliai arba tradicinés atsitiktinés mutagenezés biidu. JAV Maisto ir vaisty
tarnyba (angl. Food and Drug Administration, FDA) nusprendé, kad panaudojant NGMM isvestos
veislés nebus reguliuojamos tol, kol mutacijos yra tokios pat, kokios gali atsirasti natiiraliais biidais
(71, 72). Kanada apsisprendé pereiti prie produkto savybémis grjstos reguliacijos, tai yra, bus
neatsizvelgiama, kokiu biidu iSvesta veislé, bet j tai, kokias naujas savybes ji turi. Poveikis
sveikatai ir aplinkai bus vertinamas tik tada, jei atsiranda naujos savybés, nepriklausomai ar augalo
rasis iSvesta NGMM pagalba, ar tradicinés mutagenezés biudu (73). Australija pasirinko Kiek
grieztesnj variantg nei JAV, Cia augaly veislés nebus kontroliuojamos tik tokiu atveju, jei NGMM
poveikyje nebus jstatyta nauja DNR seka (74). Kinijos reguliaciné aplinka kol kas néra aiski, taciau
manoma, kad siekdama patenkinti didéjanti maisto kiekio poreikj §i Salis investuoja labai dideles
1ésas geny redagavimo pritaikymui naujy veisliy iSvedimui (5). Taip pat reikia paminéti, kad
Rusijoje pradedama 1.7 milijardy doleriy vertinama programa 30 naujy veisliy iSvedimui
panaudojant geny redagavima (6). Atsizvelgiant j aplinkiniy Saliy sprendimus, ES ateityje gali tapti
nekonkurencinga zemés tkio srityje, bei Jos gyventojai praras galimybe gyventi sveikesnéje
aplinkoje ir vartoti sveikesnj bei kokybiskesnj maista.
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7.  Sialomas NGMM reglamentavimas Lietuvoje

Genetiskai modifikuoty organizmy panaudojimg Lietuvoje reglamentuoja Lietuvos
Respublikos genetiskai modifikuoty organizmy jstatymas, kuris yra suderintas su Europos
Parlamento ir Tarybos direktyva 2001/18/EB dél genetiskai modifikuoty organizmy apgalvoto
i8leidimo j aplinkg ir panaikinanti Tarybos direktyva 90/220/EEB. Pagal 2001/18/EB direktyva ir
Lietuvos Respublikos genetiSkai modifikuoty organizmy jstatyma GMO yra laikomi visi
organizmai, iSskyrus zmogy, kuriuose genetiné medziaga pakeista tokiu budu, kuris paprastai
nepasitaiko poruojantis ir (arba) nattralios rekombinacijos biidu. Pagal 2001/18/EB direktyva
iSimtis taikoma tik tradiciniams mutagenezés metodams. NGMM, tokie kaip geny redagavimas,
kurie yra paremti naujausiais biotechnologijy mokslo atradimais ir leidzia tiksliai modifikuoti
pasirinkto organizmo geneting informacijg, sukurti jau po 2001/18/EB direktyvos. Dél Sios
priezasties nebuvo sutarta kaip reguliuoti NGM metodais modifikuotus organizmus. Ilgg laika
Salys narés galéjo pacios apsispresti, taciau 2018 m. liepos 25 d. Europos teisingumo teismas
priémé sprendimg, kad visi organizmai, sukurti panaudojant mutagenezg, jskaitant geny
redagavima ir, turi bati traktuojami kaip GMO ir reguliuojami 2001/18/BE direktyvos. ISimtis
taikoma tik tradiciniams mutagenezés metodams. Reikia pazyméti, kad Sis sprendimas iSaiskino
tik mutagenezés techniky reguliavima. Tuo tarpu kity NGMM, tokiy kaip epigenomo redagavimas
ar metodai, kuriose naudojamas transgenas neperduodamas palikuoniams, reguliavimo

mechanizmas kol kas lieka neaiSkus.
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8.  ISvados ir rekomendacijos

Nors 2018 m. Liepos 25 d. Europos teisingumo teismo priimtas sprendimas GMO
reglamentavimg Europos Sgjungoje padaré aiSkesnj, jis neissprendé issikiy, su kuriais susiduria
ES ir visa zmonija. Visy pirma, didéjanti zmoniy populiacija ir klimato kaita reikalauja naujy
derlingesniy kultiiriniy augaly veisliy, gebanciy prisitaikyti prie kintanciy aplinkos salygy.
NGMM metodai leidzia tiksliai ir greitai modifikuoti augaly DNR ir taip iSvesti veisles su
reikalingomis savybémis. Daugelis NGMM leidzia jvesti DNR modifikacijas, kurios yra
identiSkos natiiraliai atsirandanc¢ioms arba gaunamoms tradicinés mutagenezés biuidais. Be to,
moksliniai tyrimai rodo, kad Sie metodai yra zymiai tikslesni uz transgenezg, o daugeliu atveju net
ir uz tradicing mutageneze, kuriai iSimtis yra taikoma. Todél moksliniu pozitiriu buty logiska, jei
NGMM pagalba gautos veislés biity reguliuojamos paprasc¢iau nei transgenezes buidu gauti GMO.
Kadangi tos pacios mutacijos gali atsirasti tiek nattiraliai, tiek dél tradicinés mutagenezés, tiek dél
NGMM, biity logiska, jei pagrindinis kriterijus reguliacijai buty gauto produkto savybés.

Daugelis ES prekybos partneriy (JAV, Australija, Japonija) nusprendé nereguliuoti
NGMM metodu gauty riisiy jei jvestos mutacijos tolygios atsiradusioms dél natiiraliy priezaséiy.
Labai logiskas yra Kanados sprendimas organizmus reguliuoti ir kontroliuoti ne pagal tai kokiu
btdu jie gauti, bet kokias naujas savybes jie jgyja. Juk neigiamg poveikj Zmogaus sveikatai ir
aplinkai sukelti gali ne pati DNR modifikacija, bet naujai jgytos organizmo savybés. Be to tg pacia
mutacijg galima gauti tiek natiiraliai, tiek tradicinés mutagenezés budu, tieck NGMM pagalba.
nes tokiy modifikacijy nejmanoma atskirti nuo nattraliy. D¢l Siy priezasCiy tokiy produkty
patekimas j rinka negaléty buti kontroliuojamas, jeigu tiekéjas nenurodys, kad buvo panaudotos
geny redagavimo technologijos. Neaisku kaip tokiu atveju buitu uztikrinamas monitoringas ir
reguliavimas.

GMO apibrézimas, naudojamas 2001/18/EB direktyvoje, buvo priimtas 1990 m. ir yra
moksliniu poZitiriu pasengs. Siuo metu jau yra zinoma, kad taskinés mutacijos atsiranda ir visiskai
natiiraliai, taCiau prie natiraliy DNR modifikacijos budy 2001/18/EB direktyvoje néra
priskiriamos. Be to, daugelis NGMM tik pazymi mutacijos vietag, o DNR modifikacija jvedama
nattiraliai lastelése vykstancio proceso — DNR reparacijos — pagalba. Atsizvelgiant | $iuos
argumentus mokslin¢ bendruomené mano, kad siekiant iSlaikyti ES konkurencinguma, saugoti
aplinka ir biologing jvairove bei suteikti Zmonéms saugesnius maisto produktus biitina perzitiréti
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GMO reguliacijg Europos Sgjungoje tam, kad ji atitikty naujausiais moksliniais tyrimais pagrjstas
zinias apie NGMM. Kad biity rastas optimalus sprendimas butina plati visy suinteresuoty grupiy
(visuomenés, mokslininky, verslo, politiky) diskusija sprendimui priimti. Todél atsakingoms
Lietuvos institucijoms rekomenduojame palaikyti planuojama 2001/18/EB direktyvos perziiirg,

kad tokios diskusijos galéty vykti visos ES mastu.
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