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NIB je Nacionalni referencni laboratorij za dolo¢anje GSO

Laboratorij za uradni nadzor nad GSO i

AKREDITACISKA LISTINA
3T, L0851

v semenih, rastlinah, hrani in krmi

Testiranje vzorcey, razvoj metod in
njihova validacija v skladu z ISO/IEC
17025 in ENGL smernicami

|zobrazevalne delavnice, svetovanje

Urad RS za meroslovje: Odlocba o
priznanju za nosilca nacionalnega
etalona za podroc¢je mnozine
snovi/bioanalize nukleinskih kislin,
zlasti na podro¢ju GSO in
mikroorganizmov v bioloskih in
drugih materialih
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Sprememba teozinta v koruzo kot jo poznamo danes je

potekala skozi obdobje vec tisoc¢ let

TEOZINT

Foto: Marina Dermastia
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Gensko spremenjeni organizem (npr. rastlina) vsebuje DNA iz
nesorodnih organizmov (obicajno virusov, bakterij)

NON GM GM
Je organizem, z izjemo ¢loveka, ali SN .. N
mikroorganizem, katerega genski 0 o
material je spremenjen s postopki, ki » 4 ’
spreminjajo genski material drugace g 457 4 \ 7
kot to poteka v naravnih razmerah s 4 /) , ”
krizanjem ali naravno rekombinacijo
e | -
(Zakon o ravnanju z gensko @ @
spremenjenimi organizmi UL RS
67/2002)
promoter terminator
LY/4 . YA
plant DNA plant DNA

gene of interest
(e.g. for insect resistance)

Risba: Z. Podlesek

Jana Zel s sod.: How to reliably test for GMOs,
Springer Brief, 2012
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Global Area of Biotech Crops, 1996 to 2017: Industrial and
Developing Countries (Million Hectares, Million Acres)
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Global Area of Biotech Crops, 1996 to 2017: By Trait
(Million Hectares, Million Acres)
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KLASIENO ZLAHTNJENJE - GENSKA TEHNOLOGIJA

Krizanja
* Druge tehnike (resevanje

9 TS
embrijev, Zar¢enje,
kemi¢na mutagéneza)

» To¢cno doloceni geni

« Stevilni nepoznani geni
 Vnasa se katerekoli gene

 Prenasajo/spreminjajo se
* Direkten vnos v
ekonomsko pomembne

geni iz rastlin
sorte

 Dolgotrajna vecletna
ponovna krizanja
EED
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Relativha velikost genomske regije vnesene s klasicno ali

molekularno genetiko
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Nekatere tehnike sodobne biotehnologije

Cepljenje

Cisgeneza ali intrageneza

Agroinfiltracija

Epigenetske spremembe (z RNA usmerjeno metilacijo DNA
(RADM))

 Tehnike urejanja genoma
 Z oligonukleotidi izzvane mutacije (ODGM)

« Tehnologije usmerjenih nukleaz (SDN) (meganukleaze, nukleaze
cinkovih prstov (ZFN), nukleaze TAL-efekorjev (TALEN) in sistem

CRISPR/Cas)
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Cepljenje

* Tri mozne kombinacije:
« GS cepic¢ na GS podlagi
« GS cepi¢ na nespremenjeni podlagi

« nespremenjen cepi¢ na GS podlagi
Scion
(non transgenic

conventional vanety)

Rootstock

* Onemogocen prenos GS
informacij s pelodom

« Zaenkrat le poljski poskusi - se ni
v komercialni uporabi



Cisgeneza / intrageneza

« Kot vir vnesenih genskih konstruktov se uporablja le
genski sklad prejemnikove vrste in/ali spolno zdruzljive
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gelecton
nis rl-urn

Figure 2. Concept of marker-free All-Mative DNA transformation.
st se-bound starch synihase gene: gabolko z V|sokvo vsel_JnostJo aljtom_anlnovv mesu
= i jabolka — povec€ana visoko antioksidantska

GESS = promoder
LBIT = terminator of potato wbigutin gene; PPOT = two copies of
the trailer of the potato polyphencl oxidase gene, separated by an kapaciteta

indron of the potato ubiquitin gene.
http://www.cisgenesis.com/content/view/7/35/lang,english/
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Agroinfiltracija - vnos genov z bakterijo agrobacterium

 Obicajno gre za prehodno
povecano izrazanje ali utisanje
genov na ravni infiltriranega

tkiva

vneseni gen
L 4

Agrobacterium

* Predvsem za raziskovalne

namene
* Proizvodnja proteinov v
rastlinah |
Izvorna rastlina Gensko spremenjena
rastlina Risba: Z.Podlesek
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Epigenteske spremembe

« Metilacija regulira izrazanje genov

3)

lRNA interference

'© ee

No genetic changes
The expression level of a specific gene is blocked

(A) Late flowering parents with active inhibitor
Early
:EFa ’1 s o %

;:::jjj_‘f""@lfFTmHnﬂi %
[ Flowering innibitor gene |

S silenced in the pollen

The gene i
but not in the rest of the plant.

C) Early flowering offspring without injection of small RNAs
%. nnn?nn %%

The 2nd a d3dg

inherit the silen dg
http://sitn.hms.harvard.edu/flash/2015/epigenetics-in-plant-breeding/

 Rastline ne vsebujejo rekombinantne DNA

 Zaporedja nukleotidov niso spremenjena
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Z oligonukleotidi izzvane mutacije

 Oligonukleotidi (kratki fragmenit DNA) v genomu inducirajo ciljne
mutacije enega ali nekaj sosednjih nukleotidov

* Vnos v celice z razliénimi metodami
» Vezava na komplementarna taréna zaporedja z nekaj neskladji

« Neskladja popravijo celi¢ni popravljalni mehanizmi (v genomu ali

g ) AT
\ Mutant
A i} sequence
?::c’::rlgbinant S A Transform
- Wild-type Ecoll \yilg-type homaoduplex
—p | sequence [P
VY
Double-stranded
- - heteroduplex
/.
MNew DMNA, synthesis \}-‘:,__ } __,::_',//
lutant homoduplex

http://www.scrigroup.com/limba/engleza/100/Sitedirected-mutagenesis63218.php

« V ZDA je na trgu oljna ogrscica, ki je tolerantna na herbicid.

 V razvoju Se ostali produkti (lan, riz in krompir).
Sl
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Tehnologije usmerjenih nukleaz

« Usmerjene nukleaze prerezejo DNA na to¢no dolo¢enem zaporedju

* Prekinitve dveh verig (double-stranded breaks (DSBs)) omogocajo
nastanek naklju¢nih ali specificnih mutacij ali vstavljanje velikih
segmentov, npr. celih genov

« Tehnika temelji na naravnih celi¢cnih mehanizmih za popravljanje
prekinitev DNA

* Nukleaze v uporabi:
« Meganukleaze
* nukleaze cinkovih prstov (ZFN)
* nukleaze TAL-efekorjev (TALEN)
» sistem CRISPR/Cas
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A cellis transfected with a
DNA plasmid that expresses
both the Cas9 protein and a
sequence of guide RNA
(gRNA). which matches that
of the gene of interest

(2]

Cas9 identifies the
corresponding DNA sequence
on the host cell’s genome,
and cuts both strands of DNA

(3]

The cell’s attempt to repair the
break effectively silences the
targeted gene by joining the
cleaved DNA back together,
using a process called
nonhomologous end joining

4

A faulty gene can be
corrected with a replacement
segment of DNA, or a new
gene altogether can be
introduced

https://www.freelancer.com/contest/Diagram-of-CRISPRCas-work-flow-973130-byentry-12836608.html

CRISPR/CAS9 tarcno urejanje genoma

CAS9 -~ GRNA

Cas9 RNA sentinel

complex is like a pair of PAM SEQUENCE
scissors that can cut DNA

and makes a double-

stranded break in MATCHING GENOMIC

the DNA helix SEQUENCE

This complex can be
programmed to recognize
particular DNA sequences
and make a break in the

DNA at that site '

Cells have the ability to
detect broken DNA and
repair it. This can be done
by inserting a new piece of
DNA at the site of the cut
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V ZDA je odobrenih sest organizmov, ki so bili
spremenjeni s tehniko urejanja genov

Camelina sativa s povecano vsebnostjo omega-3

soja odporna na suso in slanost

Setaria viridis z zakasnjenim cvetenjem

2x koruza s skrobom izklju¢no iz amilopektina
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Novi produkti bodo verjetno se naprej podvrzeni
temeljiti oceni tveganja iz vidika bioloske varnosti

« CRP projekt: “"Postopki za zagotavljanje varnosti in druzbene
sprejemljivosti novih tehnik in aplikacij v sintezni biologiji in sodobni

biotehnologiji”
« COST projekt: “Genome editing in plants - a technology with

transformative potential”
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Dolocanje GSO poteka preko potrjevanja
prisotnosti vnesenih konstruktov

* Primer Roundup Ready® soja

 Lastnosti: Toleranca na glifosat (aktivna komponenta herbicida Roundup)

» P-35S - promotor 35S
« T -nos — nos terminator
« EPSPS (5-enol-piruvil-sSikimat-3-fosfat-sintaza) — bakterijska verzija encima neobcutljiva na Roundup.

e Petunia EPSPS CTP (CTP= chloroplast transit peptide) — gen za signalni peptid, ki olajsa vnos novo
nastale EPSP sintaze v kloroplaste, kjer poteka Sikiminska pot in deluje glifosat. Po vnosu se ta
peptid razgradi s proteazami
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Izzivi dolocanja prisotnosti GSO pridobljenih z

novimi tehnikami
* VV vecini primerov nujno potrebne informacije o

genski spremembi

* Neciljano dolocanje precej bolj kompleksno

 Loc¢evanje produktov pridobljenih s klasi¢nimi in
novimi tehnikami izredno tezavno

GyVan den Eede - Kristina Gruden

How to

Reliably Test
for GMOs
EFD

NATIONAL INSTITUTE OF BIOLOGY




Hvala za pozornost!
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