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IVADAS

Viena 1§ greiCiausiai besivystan¢iy biotechnologijos mokslo sri€iy pastaruosius tris
deSimtmecius yra genetiSkai modifikuoty (GM) augaly kiirimas ir jy naudojimas
pramon¢je, maistui ir paSarams. Vien 2013 m. pasaulyje paséta 1,5 milijardo hektary
paseliy 18 kuriy 12 % buvo kultiiriniai augalai, i§vesti naudojant biotechnologijas. Tai yra
100 karty didesni transgeniniy pasé¢liy plotai, nei jy paséta 1996 m. (James 2013). Dél
tiesioginio GM augaly poveikio vartotojui, §iai biotechnologijy sri¢iai plétojantis,
atsirado poreikis sukurti i§samig ir griezta kontrolés sistemg, kurios sprendimai yra
pagristi moksliniy tyrimy rezultatais. Tai reiSkia, kad kultiiriniai GM augalai ir visa
produkcija 18 Siy augaly turi biiti i§samiai iStirta molekuliniu lygmeniu, o gauti patikimi
analitiniai duomenys véliau padéty priimti politinius sprendimus, susijusius su GM
augaly kultivavimu, prekyba, produkty Zyméjimu, maksimalaus kiekio sudétyje
toleravimu, bei priimti kitus sprendimus. Toks naujoviSkas didelis tyrimy ir kontrolés
ciklas ne tik lémé naujy institucijy atsiradimg, bet ir gamtos moksly specialisty
kvalifikavimagsi tirti genetiSkai modifikuotus organizmus (GMO). Kadangi GMO
kontrolé¢ yra nuolat atsinaujinanti ir besipleCianti sritis, analitiniy duomeny poreikis
kinta. Dar neseniai uzteko kokybinés informacijos, nusakancios GM buvimg produkte, o
Siuo metu svarbesné yra kiekybiné analizé (GMO kiekis produkte). Platesnis analitiniy
duomeny spektras lemia tvirtesnius, mokslu pagristus sprendimus, o tai lemia teigiamus
rezultatus kiekvienam vartotojui.

Europos Sajunga turi bene griez€iausiag GMO reglamentavimg visame pasaulyje. Tam,
kad naujam GMO biity suteikiamas leidimas Europos Sgjungoje (autorizacijos procesas),
Europos Komisija (EK) priima sprendimg, paremta individualaus tyrimo rezultatais,
kuriuos pateikia Europos maisto saugos tarnyba (EMST). 2014-aisiais metais EK
registras apima informacijg apie 48 ES autorizuotus GMO 1ir 15 GMO, kuriy leidimas
Sgjungoje planuojamas artimiausiu metu arba leidimo galiojimas pasibaiggs (EU
Register of Authorized GMOs 2014). IS visy leisting GMO S$ios disertacijos raSymo metu
kultivuoti ES Salyse narése buvo leidziama tik du kultirinius GM augalus: kukurtizg
MONS&10 (prekybinis pavadinimas ,,YieldGard*; maistinis javas; kukuriizas, sintetinantis
delta endotoksing) ir bulve EH92-527-1 (prekybinis pavadinimas ,,Amflora®;
pramonings paskirties kultlirinis augalas; bulvé, sintetinanti daugiau amilopektino).
Leidimo ES suteikimo vyksmy seka prasideda nuo analizés, kai interesantas pateikia
paraiska su plataus masto patikimais moksliniais duomenimis. Kokia yra eksperimentiné
GMO analizés dalis ir kaip gaunami analitiniai rezultatai GMO jvertinimui, 1§ dalies
aprasoma §ioje disertacijoje.

Pateiksime transgeniniy nukleotidiniy seky ir aplinkiniy augalo genomo seky
apibudinimo molekuliniu lygmeniu strategijas. Pirma tyrimy dalis skirta gerai Zinomo
metodo — ilgagrandés polimerazinés grandininés reakcijos (I-PGR) pritaikymui siekiant
pagausinti visg transgeninio GM augalo intarpg ir jj i§gryninti viename nedalomame
DNR fragmente. Galimybé pagausinti ir i$skirti visg ir nedalomg transgeninj intarpg nuo
vienos augalo genomo sekos, supancios transgeninj intarpa, iki kitos leisty jtvirtinti I-
PGR kaip pirmenybin} metoda tiriant GMO. Kadangi transgeninio intarpo vientisumas
yra labai svarbus GMO saugumo tyrimy veiksnys, jo egzistavimg taip pat biity galima
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patvirtinti pritaikant , pasivaiki¢iojimo pradmenimis“ sekoskaitos metoda. Sio metodo
tikslumas yra didZiausias, nes kiekviena sekoskaitos reakcija pasitarnauja kaip naujo,
tolesne sekoskaitg jgalinancio pradmens kiirimo pagrindas. Taigi, I-PGR tyrimo tikslas
yra patikrinti metodo galimybes sintetinant ilgus DNR fragmentus ir juos tiksliai
nuskaitant ,,pasivaik§¢iojimo pradmenimis® sekoskaitos biidu. NustaCius pirminius
metodo parametrus dirbant su GMO, kitas Zingsnis yra i8siaiSkinti DNR matricy kokybés
itakg metodui, taip pat tyrimo jautrumg matricai, jos koncentracijg ir kt. Tai yra svarbu
todel, kad, aplinkoje atsiradus naujam nezinomam GMO, dazniausiai i$skirta DNR yra
labai mazai koncentruota ir (arba) prastos kokybés. VisiSkai atvirksciai yra dirbant su
autorizuotais GMO, kuriy DNR galima iSskirti 1§ augaly arba jau nusipirkti 100 %
koncentracijos DNR be priemaiSy. Taip pat rinkai tiekiamos ir sertifikuotos etaloninés
medziagos (SEM), kuriose modifikuoto augalo DNR sudaro tam tikras jvairias DNR
meéginio procentines dalis. Visi Sie Saltiniai, 1§ kuriy gaunama modifikuoty augaly DNR,
gali buti tinkami arba netinkami taikant sudétingus molekulinés biologijos metodus,
todel mes iSsikéléme tikslg nustatyti tyrimams palankiausius DNR preparatus.

Kadangi I-PGR yra didelio jautrumo metodas, neteisingai parinktos bent vieno i$
daugumos kintamyjy reikSmes gali lemti reakcijos nesékme: polimerazei per anksti
atsiskiriant nuo matricos, susidaro antrinés DNR struktiiros ir blokuojama polimerizacija,
neefektyviai lydosi pradmenys ir kt. Tokiais atvejais daZzniausiai svarstoma galimybé
naudoti PGR priedus. Vienas i§ naujausiy, hipotetiSkai potencialiy PGR priedy yra
anglies nanovamzdeliai (ANV). Sios nanodalelés gali padidinti I-PGR specifiskuma,
reakcijos stabilumg ir paveikti reakcijos iSeigg. D¢l mokslinio naujumo mes iSsikéléme
uzdavin} patikrinti ANV, t.y. beveik netirpy, riboto pritaikymo, mazai istirta PGR
chemin;j prieda. Papildomai gauti techniniai duomenys apie daugiasieniy ANV ruo$ima,
tvarkyma ir panaudojimg suteikty ziniy taikomajam mokslui, ypa¢ molekulinés
biologijos sritims, susipynusioms su medziagy mokslais.

Kita labai svarbi GMO tyrimy molekuliniu lygmeniu strategija yra duomeny apie
transgenin] intarpa supancias augalo genomo DNR sekas rinkimas. Kadangi transgeninio
intarpo elementai daznai yra Zinomi i§ anksto arba aptinkami, prie jy prisijungusias
nezinomas genetines sekas galima aptikti jvairiais ,,pasivaik§¢iojimo genomu‘ (PQG)
metodais. Prioritetinis DNR seky, supanéiy transgeninj intarpg, metodas iki S$iy dieny
taikomajame moksle nenustatytas. IS rezultaty, pateikty Siame darbe, matyti, jog
maziausiai laiko eikvojanti potenciali technologija, lemianti teigiamus rezultatus, yra
PG. I8 didelés PG metody jvairovés néra vieno atrinkto metodo, kuris biity pirmiausia
taikomas GMO tyrimams, bet yra galimybé kurti ir modifikuoti metodus pagal poreikj.
Jei metodas tinkamai sukuriamas ar pritaikomas GMO tyrimams, jis turi biti
produktyvus, lengvai taikomas ir tinkamas GMO matricoms tirti. Kaip tik atsiZvelgiant }
naudojamas DNR matricas turi biti nustatomi didZiausio metodo efektyvumo
parametrai, t. y. metodas turi biiti optimizuojamas. Kadangi iki $iol modifikuotuose
organizmuose dazniausiai naudojamas transgeninis elementas yra ziediniy kopiisty
mozaikos viruso 35S aktyvatorius (P-35S promotorius), pranaSumas yra turéti
universaliy pradmeny rinkinj Siam elementui, taikant bet kurj PG metodg. D¢l savo
stiprumo ir efektyvumo transgeninése nukleotidy konstrukcijose P-35S yra ir toliau bus
s¢kmingai naudojamas kuriant naujus GMO, o bet kokia informacija apie P-35S yra
labai reikalinga.



Galiausiai, PG metodo patikimumo kontrolei reikia atlikti taikomajj tyrimg, kad metodas
buty iSmégintas su skirtingais bandiniais. Savo tyrimuose uzsibrézéme atlikti
optimizuoto PG metodo testavima naudodami penkiy skirtingy genetiSkai modifikuoty
augaly rasiy DNR. Siuo tikslu jsigijome didziausia 100 % koncentracijos modifikuoty
augaly DNR asortimenta, kuris yra laisvai prieinamas rinkoje. Jei metodas pasirodyty
veiksmingas ir patikimas su skirtingy rGSiy DNR bandiniais, toks rezultatas reikSty
galimybe pritaikyti metodg realioje situacijoje, kai rinkoje aptinkamas, identifikuojamas
ir apraSomas naujas, neautorizuotas ar nezinomas GMO. Toks taikomasis tyrimas bus
aprasSytas mokslin¢je spaudoje kaip atskira publikacija, o nuskaitytos DNR sekos jkeltos
1 pasaulines duomeny bazes.

Sioje disertacijoje nagrinéjami klausimai ir hipotezés, susijusios su GMO tyrimais,
bandant juos aptikti, identifikuoti ir, svarbiausiai, aprasyti molekuliniu lygmeniu. Siame
darbe apraSyti du skirtingi biidai, leidZiantys nukopijuoti ir pagausinti transgenines GMO
nukleotidy sekas ir augalo genomo DNR sekas, supancias transgeninj intarpg. Detaliai
pateikiamos $iy biidy taikymo subtilybés ir i§kylantys sunkumai. Strategiskai pritaikant
metodus kasdieniame eksperimentiniame darbe, kiekvienas buvo optimizuojamas
siekiant maksimaliai padidinti tiksluma (specifiSkumg) ir 1Seigg (produkto kiekj). Be to,
bet kuris taikytas ar kurtas metodas buvo ruoSiamas taip, kad jj buity nesunku pritaikyti
kasdieniame laboratorijos darbe, nes tokia savybé visada yra taikomojo mokslo
siekiamybeé.

DARBO TIKSLAS

PGR taikymu pagristy metody kirimas, optimizavimas ir pritaikymas siekiant
molekuliniu lygmeniu tirti transgeninius intarpus ir augalo genomo DNR aplink juos.

DARBO UZDAVINIAI

(1) Irodyti galimybe I-PGR metodu nukopijuoti ir pagausinti keliy GM augaly vienalyt]
DNR fragmentg su visu transgeniniu intarpu ir jrodyti to fragmento vientisumag
,pradmeny pasivaik$¢iojimo* sekoskaitos metodu.

(2) Istirti hipotetiSkai veiksmingus hidrofobinius PGR priedus, vadinamus anglies
nanovamzdeliais: nustatyti jy poveikj [-PGR specifiSkumui, reakcijos stabilumui ir jtaka
reakcijos produkto kiekio svyravimams.

(3) Sukurti ir optimizuoti novatoriSkg ir patikimg modifikuoty augaly transgeninés DNR
tyrimo metodg, kuris leisty iSgauti ir nustatyti neZinomas DNR nukleotidy sekas,
prisijungusias prie Zinomy DNR regiony.

(4) Remiantis statistiniais daZniausiai transgeniniuose intarpuose naudojamy elementy
skaiCiavimais, sukonstruoti ir patikrinti universaly dvikrypciy pradmeny rinkinj P-35S
aktyvatoriui, kuriuos biity galima naudoti taikant ,,pasivaikS$¢iojimo genomu* ar PGR
paremtus metodus.



(5) Pritaikyti sukurtg ,,pasivaiks§¢iojimo genomu* metodg penkiems skirtingy riisiy GMO
ir nustatyti geny bankuose nesamas transgenines sekas, taip jrodant metodo patikimuma
ir pritaikomuma.

MOKSLINIS NAUJUMAS

e Daugiasieniy anglies nanovamzdeliy pritaikymas I-PGR reakcijos specifiSkumo,
stabilumo ir iSeigos didinimo tikslais yra neapraSytas arba labai menkai apraSytas
mokslinéje spaudoje. Sis novatoriskas PGR priedas iki Siol visai nebuvo naudotas
GMO tyrimams.

e Lengvai rutiniSkai taikomo, nepriklausomo nuo DNR karpymo, adapterio
ligavimu pagristo ,,pasivaik§c¢iojimo genomu* metodo, sulieto su I-PGR metodu,
kiirimas ir optimizavimas siekiant nukopijuoti, pagausinti ir nuskaityti neZinomus
DNR fragmentus, prisijungusius prie Zzinomy seky.

e Minéto metodo taikymas atrinktiems GMO, kad biity galima aptikti naujas,
vieSosiose mokslo duomeny bazése nepaskelbtas DNR transgenines sekas.



TYRIMU OBJEKTAS, MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrimy objektas. Siame darbe buvo tiriami kultiiriniai GM augalai: cukriniai runkeliai
H7-1, kukurtizai Btl1, kukuriizai MONS810, s¢jamieji ryziai LLRICE62, sojos A2704-
12, rapsai T45 ir vilnamedziai LLCOTTON25.

Medziagos. Tyrimy medZiaga tiriamaisiais tikslais buvo gauta i§ moksliniy institucijy
arba jsigyta 1§ rinkoje egzistuojanciy katalogy: Etaloniniy medZiagy ir matavimy
instituto (EMMI); KWS SAAT AG kompanijos; ,,Syngenta® kompanijos; Ispanijos
nacionalinio Zemés Ukio tyrimy instituto; Amerikos naftos chemiky draugijos;
,Promega‘“ kompanijos ir Jungtiniy tyrimy centro padaliniy.

DNR iSskyrimas ir kokybés nustatymas. DNR iSskirti buvo naudojami Sie rinkiniai:
,NucleoSpin Food DNA extraction kit”, ,,NucleoSpin Plant II Maxi kit” (Macherey-
Nagel, Vokietija) ir ,,DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen,Vokietija). DNR iS$skyrimas
vykdytas atsizvelgiant ] gamintojy pateiktas rinkiniy naudojimo taisykles. DNR kokybé
patikrinta agarozés gelyje elektroforezés biidu, o koncentracija apskai¢iuota naudojant
,PicoGreen dsDNA Assay kit* (Invitrogen, JAV) bei Lambda DNR molekulinj standarta
(Promega, JAV). DNR matrica ir PGR produktai buvo stebimi 1% agarozés gelyje,
kuriame buvo galutiné 0,2 pg/ml etidZio bromido koncentracija. DNR elektroforeze buvo
vykdoma agarozés gelyje, TBE buferin¢je sistemoje, esant 5 V/cm jtampai. Jei DNR
fragmentas po elektroforezés buvo gryninamas ekscizijos i§ gelio metodu, rutiniSkai }
agaroz¢ dedamas etidZzio bromidas buvo pakei¢iamas itin maZomis mutageninémis
savybémis pasizyminciu dazikliu ,,SYBR Safe DNA Gel Stain* (Invitrogen, JAV). DNR
fragmentui gryninti 1§ agarozeés gelio buvo naudojamas ,,Zymoclean Gel DNA Recovery
Kit” (Zymo Research, JAV).

PGR ir I-PGR. Standartinei PGR buvo naudojamas rinkinys ,,FastStart High Fidelity
PCR System kit*“ (Roche, Vokietija) ir 50 pL reakcijai — nutitruota 1X buferiné sistema,
kurioje buvo 2 mM MgCl,, 0,2 mM visy dNTP, 2 V Taq polimerazés ir 50 ng DNR
matricos. Reakcijoje buvo iki 100 pikomoliy kiekvieno pradmens. Standartinis
protokolas: pirmin¢ denatiiracija 94 °C— 4 min; denaturacija 94 °C— 30 s; pradmeny
prijungimas 60 °C— 30 s; pailginimas 72 °C— 1 min; baigtinis pailginimas 72 °C — 7 min.
Procedura kartota 30 cikly be pirmo ir paskutinio protokolo Zingsniy pakartojimy. I-PGR
buvo naudojami du rinkiniai: ,,Expand Long Template PCR system* (Roche, Vokietija)
ir ,Phusion™ HotStart High-Fidelity DNA Polymerase“ (Finnzymes, Suomija).
Pirmajame rinkinyje fragmentams iki 9 Kb buvo naudojama 1 buferiné sistema,
ilgesniems kaip 12 Kb fragmentams buvo naudojama 3 buferiné sistema. Tipin¢je Roche
rinkinio 25 pLL I-PGR buvo 1X PGR buferinés sistemos, 0,2 mM kiekvieno dNTP,
1,5 mM MgCl,, 7,5 pikomoliy kiekvieno pradmens ir 2,5V polimeraziy Taq ir Tgo
miSinio. Standartinis protokolas: pirminé denatiiracija 92 °C— 2 min; denatiiracija 92 °C—
30 s; pradmeny prijungimas 60-67 °C— 30 s; pailginimas 68 °C— iki 12 min; baigtinis
pailginimas 68 °C— 7 min. Procediira kartota 30 cikly be pirmo ir paskutinio protokolo
zingsniy pakartojimy. Tipin¢je Finnzymes rinkinio 25 pL reakcijoje buvo 1X PGR
buferinés sistemos, 0,2 mM kiekvieno dNTP, 1,5 mM MgCl,, 12,5 pikomoliy kiekvieno
pradmens ir 0,5V Phusion DNR polimerazés. Standartinis protokolas: pirminé
denatiiracija 98 °C— 30 s; denatiiracija 98 °C— 10 s; pradmeny prijungimas 60—74 °C —
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30 s; pailginimas 72 °C— iki 7 min; baigtinis pailginimas 72 °C— 5 min. Procedira
kartota 30 cikly be pirmo ir paskutinio protokolo Zingsniy pakartojimy. Visose I-PGR
naudota 200 ng DNR matricos. Visos PGR ir I-PGR buvo vykdomos ,,Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700“ termocikleriuose su aukso lydinio
temperattry blokais.

RADE ir LT-RADE. Sie metodai yra pagrjsti daliniu 5’RACE rinkinio (Invitrogen,
JAV) procediiros atlikimu, kartu suliejant standartinés adapterinés ir lizdinés PGR arba
[-PGR principus. Augalo genomo DNR naudojama kaip matrica. Eksperimenty metu
rinkiniy dalys ir cheminiai reagentai nebiitinai buvo naudojami pagal protokole aprasyta
standartinj biidg. RADE ir LT-RADE yra suskirstytas ] penkis pagrindinius Zingsnius:

- Vieno pradmens ilginimas. Naudojant 0,5 pg genominés DNR ir pirmg Zinomai
DNR sekai specifinj pradmenj (60 pikomoliy), 100 ul reakcijoje su 0,4 mM
kiekvieno dNTP ir 7,5 V Taqg arba Tag+Tgo polimerazés misinio; 35 cikly metu
yra pagausinamas viengrandinés DNR fragmentas.

- Fragmento i$gryninimas. Siam etapui naudojamos ,,S.N.A.P kolonélés®, kurios
pritaikytos viengrandinei DNR i8gryninti.

-  Homopolimerinés ,uodegos® prijungimas. Prie iSgryninto fragmento galo,
naudojant  nuo  matricos  nepriklausoma  polimeraze—  terminaling
deoksinukleotidiltransferaze (TdT), prijungiama poli-dC ,uodega®“. Sioje
reakcijoje naudojama 1X buferiné ,,uodegos prijungimo® sistema, 0,2 mM dCTP
ir TdT, o reakcija vykdoma pagal ,,uodegos‘ prijungimo protokolg.

- Adapteriné PGR. 5 pl tre€io zingsnio produkto buvo naudojami adapterinéje
PGR, kurios 50 pL turyje buvo 1X PGR buferiné sistema, 0,2 mM kiekvieno
dNTP, 1,5 mM MgCl,, 2,5 V Taq arba Tag+Tgo polimerazés miSinio. Sioje
reakcijoje buvo naudojama 20 pikomoliy kiekvieno pradmens: antras zinomai
DNR sekai specifinis pradmuo ir AAP (Invitrogen) adapterio pradmuo,
besilydantis prie poli-dC.

- Lizdin¢ PGR. Adapterinés PGR produktas buvo atskiedziamas 100 karty ir 5 pl
Sio skiedimo buvo naudojami lizdinei PGR vykdyti tokiame pat reakcijos
miSinyje, kokiame buvo vykdoma adapteriné PGR. Reakcija skyrési tik
pradmenimis, buvo naudojama po 10 pikomoliy kiekvieno pradmens: treciojo
zinomai DNR sekai specifinio pradmens ir AUAP (Invitrogen) universalios
adapterio sekos pradmens.

Molekulinis klonavimas ir sekoskaita. Visy DNR fragmenty sekoskaita buvo atlikta
,Microsynth GmbH” (Sveicarija). Buvo atlikta arba tiesioginé¢ fragmento sekoskaita,
arba plazmidéje jterpto fragmento sekoskaita. Neapdorotos DNR sekos buvo tvarkomos
ir konsensusas palyginimy analizei rengiamas naudojant Lasergene 7 programing jranga
(DNAstar, JAV). Kadangi dazniausia mums nepavykdavo iSgryninti itin didelés
koncentracijos DNR fragmento, kuris yra biitinas tiesioginei sekoskaitai, fragmentai
buvo klonuojami j plazmides. I-PGR fragmentams buvo naudojamas vektorius pJAZZ-
OK Blunt (Lucigen, JAV), kitiems PGR fragmentams buvo naudojamas pCR2.1-TOPO
vektorius (Invitrogen, JAV). Visais atvejais paruostas vektorius su DNR fragmentu buvo
iterpiamas ] E. coli lasteles elektroporacijos metodu, naudojant ,,Gene Pulser Xcell
Electroporation System* (BioRad, JAV). Molekulinis klonavimas buvo vykdomas
atsizvelgiant j klonavimo rinkiniy gamintojy protokolus.
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Nanodaleliy dispersija. Tam, kad gautume hidrofobisky anglies nanovamzdeliy
dispersijg vandenyje, naudojome ,,Sonics VCX-750* (Sonics&Materials, Inc, JAV)
zondin] ultragarso aparata. Nanodaleliy dispersijos buvo gaunamos penkias minutes,
intervalais po 30 s, taikant 35 % ultragarso amplitude su 10 s pertraukomis. Kad vanduo
nenugaruoty dé¢l ultragarso zondo sukelto karSc¢io, dispersijos reakcijos buvo atlieckamos
ledo voneleése.

Pradmenys. Standartiniai oligonukleotidiniai pradmenys visoms PGR buvo kuriami
atsizvelgiant | visas pradmeny molekuliniy savybiy taisykles. Pradmenys buvo kuriami
arba tikrinami naudojant Lasergene 7 programg ,PrimerSelect. Prie§ naudojant
pradmenis eksperimentams, buvo atlieckama jy palyginimo analiz¢ (BLAST).

DNR sekuy jkélimas j duomeny bazes. PG tyrimuose gautos DNR sekos buvo jkeltos ]
tarptauting DNR seky duomeny bazg ,,Genbank®. Kukurtizy MON810 seky numeriai:
JQ406879, 1Q406878, JX139718; s¢jamyjy ryziy LLRICE62 seky numeriai: JQ406881,
JQ406880, JX139719; rapsy T45 seky numeriai: JX139721, JX139720; sojy A2704-12
seky numeriai: JX139723, JX139722; vilnamedziy LLCOTTON2S5 seky numeriai:
JX139725, JX139724.



REZULTATAI IR JU APTARIMAS
1. I-PGR visam transgeniniam intarpui nukopijuoti ir pagausinti

Nepertraukiamo transgeninio intarpo nukopijavimo ir pagausinimo [-PGR metodu
tyrimas buvo atlickamas su trijy GM augaly DNR matricomis: cukriniy runkeliy H7-1,
kukuriizy Btl1 ir kukurizy MONS810. Eksperimentams naudota DNR buvo i$skirta 1§
sertifikuotos etaloninés medziagos (SEM), augaly sékly ir (arba) augaly lapy. DNR
matricos testavimas [-PGR metodo taitkomajame tyrime buvo svarbus tuo, kad skirtingi
DNR preparatai yra skirtingu mastu degradave, o nuo to labai priklauso tokio jautraus
metodo kaip [-PGR s¢kmé¢. Cukriniy runkeliy H7-1 DNR buvo skiriama i§ 100 % SEM,
augaly lapy ir grusty sékly; kukurtizy Btl11 DNR buvo skiriama i§ 5 % SEM, augaly lapy
ir grusty sékly; kukurizy MON810 DNR buvo skiriama i§ 5 % SEM. Nors kokybeés
jvertinimas agarozés gelyje parodé, jog auksSCiausios kokybés DNR (maZiausiai
degradavusi, didziausios koncentracijos) yra iSskirta 1§ augaly lapy, tolesniems H7-1
tyrimams pasirinkome prasc¢iausios kokybés (su aiSkiai matoma fragmentacija agarozés
gelyje) DNR, iSskirtg i§ SEM (1 paveikslas). Toks pasirinkimas buvo motyvuojamas tuo,
jog daznai, rinkoje pasirodzius produktui, kuriame yra neatpaZinta ar neautorizuota
transgeniné medziaga, gautos DNR kokybé¢ gali biiti itin prasta. Taigi vienas i§ uzdaviniy
buvo patikrinti prastesnés DNR matricos naudojimg eksperimentams.

283

1 paveikslas. DNR matricy jvertinimas. (A) Cukriniy runkeliy H7-1 DNR: 1 juosta — 100 % SEM DNR,
2 juosta — augaly lapy DNR, 3 juosta — griisty sékly DNR. (B) Kukuriizy Bt11 DNR: 4 juosta — 5 % SEM
DNR, 5 juosta — grusty sékly DNR, 6 juosta — augaly lapy DNR. (C) Kukurtizg MON810 DNR: 7a ir 7b
juostos — 5 % SEM DNR. Molekuliniy masiy standartai: M1 — GeneRuler™ 100 bpPlus DNA Ladder;
M2 — GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder; M3 — GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, Lietuva).
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Cukriniai runkeliai H7-1. Turédami nedaug informacijos apie augalo genomo sekas,
supancias transgenin] H7-1 intarpg (2 paveikslas), toms sekoms sukiiréme atitinkamus
pradmenis (SBHG1 ir G2 nukreipti ] vieng pus¢; SBHGR1 ir GR2 nukreipti ] kitg puse).
Vienoje transgeninio intarpo pusé¢je augalo DNR seka buvo labai trumpa ir neatitinkanti
pagrindiniy pradmeny kiirimo reikalavimy, todél papildomai buvo sukurti du pradmenys
transgeninio intarpo sekoje, nekoduojanciame T-DNR lokuse, prie pat jsiterpimo ribos
(pradmenys SBHTRI1 ir TR2). Pagausinant [-PGR metodu, ilgiausi fragmentai gauti
naudojant pradmeny poras SBHG1 ir SBHTRI1: 3408 bp fragmentas, bei SBHGI1 ir
SBHTR2: 3347 bp fragmentas. 1 uL pirmojo fragmento pagausinimo produkto buvo
panaudota kaip matrica pakartotinei reakcijai, 3408 bp fragmentas buvo iSgrynintas i
agarozés gelio pakankama koncentracija, kad buty galima taikyti tiesioging
,pasivaik§€iojimo pradmenimis® abipus¢ neapdoroty rezultaty sekoskaitos analize.
Sekoskaitos metu buvo sukurta 10 papildomy pradmeny, pagristy prie§ tai taikytos
sekoskaitos reakcijos rezultatais. ISnagrin¢jus sekoskaitos rezultatus paaiskéjo, jog gauta
cukriniy runkeliy H7-1 transgeninio intarpo nukleotidy seka tik viena baze skyrési nuo
duomeny baze¢je esancios sekos (nr. DD417675). Misy pagausintoje sekoje buvo
papildoma adenino bazé septyniy pasikartojanciy adeniny sekoje. Toks papildomos
bazés atsiradimas septyniy pasikartojanciy baziy sekoje greiCiausiai yra pagausinimo
arba sekoskaitos klaida.

Kukuriizai Btll. Du auksStos lydymosi temperatiros pradmenys sukurti vienoje
transgeninio Btl1 intarpo (2 paveikslas) pus¢je (11GSF3 ir F4) ir trys pradmenys kitoje
pus¢je (11GSR1, R2 ir R3). Taip pat abiejose transgeninio intarpo pusése buvo sukurti
zemesnés lydymosi temperatiros pradmenys: 11GSFanl ir Fan2 vienoje pusg¢je;
11GSR4, FanR1 ir Ran2 kitoje puséje. Pastaryjy pradmeny lydymosi temperatiiros buvo
pritaikytos transgeninio intarpo viduje esantiems pradmenims (PATR, PATF ir kt.).
Tyrimo metu buvo iSbandytos visi jmanomi pradmeny deriniai. Visy [-PGR rezultatas
buvo auks$to molekulinio svorio ,Sliuzé*, arba produkto susikoncentravimas agarozés
gelio Sulinélyje. Tokie rezultatai parodé, jog net ir vykstant pagausinimui
(amplifikacijai) nesusidaro tipiné dvigrandiné DNR, o tai lemia stabilumag agarozés
gelyje. Tam, kad pasiektume rezultaty, bandéme reakcijg papildyti betainu, trechaloze
arba DMSO, bet reakcijos baigtis buvo vienoda ir uzsibréZto 6,5 Kb ilgio fragmento
nenukopijavome. Patyrin¢jus nukleotiding seka, paaiSkéjo, jog paiame transgeninio
intarpo gale (pUC19 vektoriaus nekoduojanti seka) DNR struktiira yra labai sudétinga:
daug pasikartojanciy seky, kurioms biidingos antrinés strukttros, daug vieno nukleotido
pasikartojimy. D¢l to nusprendéme apeiti §ig seka ir panaudojome pradmenj
transgeniniame intarpe, prie pat probleminés sekos. Reakcija baigési sékmingai
pagausinant 5902 bp ilgio DNR fragmentg (pradmenys 11GSFan2 + PATR). Tam, kad
padengtume likusig 77 bp transgeninio intarpo sekos dalj, pagausinome papildoma
1722 bp fragmenta (pradmenys PATF+11GSR4), kuris daugiausia susidengé su ilguoju
fragmentu. Ilgasis fragmentas buvo klonuotas, trumpasis fragmentas buvo
sukoncentruotas tiesioginei sekoskaitai. ,,PasivaikS§¢iojimo pradmenimis® sekoskaitos
metu buvo sukurti septyni nauji pradmenys. Sekoskaitos rezultaty analizé parodé¢, kad
aStuoni nukleotidai neatitinka turimos DNR sekos. Neatitinkantys nukleotidai buvo
iSsibarste po visg ~6,5 Kb seka ir todél buvo nuspresta, jog tai yra pagausinimo arba
sekoskaitos klaidos.
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2 paveikslas. Transgeniniy intarpy sandara: (A) cukriniy runkeliy H7-1; (B) kukurtizy Bt11; (C)
kukurtizy MONS810. P-FMV — bervidziy mozaikos viruso 35S promotorius; ctp2 — chloroplasto tranzito
peptidy seka 1§ Arabidopsis thaliana epsps geno; CP4 epsps — 5-enolpiruvilSikimato-3-fosfato sintazés
(EPSP sintazés) genas i§ A. tumefaciens padermés CP4; E9 3’ — transkripcijos nutraukimo ir
poliadenilinimo signalo sekos i$ ribuliozés-1,5-bifosfatokarboksilazés maza subvieneta (rbcS) E9
koduojancio geno zirnyje (Pisum sativum);, LB — Kairiosios Ribos seka i§ A. tumefaciens; P-35S —
ziediniy kopiisty mozaikos viruso 35S promotorius; IVS2 ir [VS 6 — intronai 2 ir 6 i§ kukurtizy alkoholio
dehidrogenazés geno; crylA(b) — genas, koduojantis Cryl Ab delta-endotoksing (Btk HD-1)

(B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)); nosT — A. tumefaciens nopalino sintazés (nos) 3'-
netransliuojamas regionas, kuris veikia kaip terminatorius; pat — fosfinotricino N-acetiltransferazé

(S. viridochromogenes); hsp70 — karscio indukuojamo stipriklio fragmentas i§ kar$¢io Soko baltymo 70
geno.

2. Anglies nanovamzdeliai (ANV): potencialus I-PGR stipriklis

[-PGR tyrimai bandant nukopijuoti ir pagausinti 1lgg DNR fragmenta, kuriame biity visi
transgeninio intarpo elementai, parodé, jog Sis metodas yra labai jautrus. Literatiiroje
apraSyta daugybé PGR priedy, kurie veikia reakcijos specifiSkumag, iSeiga, stabiluma,
atskiry elementy veikimg ir kt. Pirminis ANV tyrimo tikslas buvo iStirti Sias nanodaleles
kaip PGR specifiSkuma ir reakcijos veiksmingumg didinant] prieda. Kadangi literatiiroje
ANV kaip PGR reakcijos priedas yra labai menkai apraSytas, pirminiu Saltiniu tapo
Zhang et al. (2008) mokslinis straipsnis, kuriame pristatomas ANV potencialas
sumazinti aukStos molekulinés maseés ,,Sliuzes ir sukoncentruoti DNR fragmenta
agarozes gelyje. Atlike eksperimentinio darbo, apraSyto minétame straipsnyje,
pakartojimus, gavome visiSkai skirtingus rezultatus nei autoriai. Naudojant daugiasieniy
ANV nuo 0,4 iki 1,6 pg/ul koncentracijas, reakcijy specifiSkumas mazejo, vyko reakcijos
slopinimas. Kontrolinés reakcijos taip pat neatitiko apraSytyjy: atkartodami 14 Kb
pagausinimo reakcijg, mes pastebéjome gerai sukoncentruotg DNR fragmentg, nors
mokslinio tyrimo autoriai aprasé aukStos molekulinés masés ,,Sliuze®.

Nors daugiasieniai ANV (dsANV) nepad¢jo ir anksCiau aprasyty nepavykusiy Btl1 I-
PGR, kai kuriuose eksperimentuose, naudodami Lambda DNR molekulin] standarta,
pasteb¢jome, kad, id¢jus Siek tiek ANV, agarozes gelyje plika akimi pastebimai padidéjo
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reakcijos produkto kiekis. Taigi, I-PGR reakcijos specifiSkumo tyrimas baigtas be
teigiamy rezultaty, bet pastebétas produkto pagaus¢jimas naudojant daugiasienius ANV
be funkcinés grupés, disperguotus vandenyje, kai reakcijoje buvo 0,2—0,4 pg/ul galutiné
nanodaleliy koncentracija. Pastebétas ir reakcijos iSeigos padidéjimas naudojant
daugiasienius ANV be funkcinés grupés, disperguotus 100 % DMSO tirpale, kai
reakcijoje buvo 0,2-0,4 pg/ul galutiné nanodaleliy koncentracija; taip pat 0,2 pg/ul
daugiasieniy ANV su funkcine hidroksilo grupe ir 0,2-0,4 pg/ul daugiasieniy ANV su
funkcine amido grupe (daugiau duomeny pateikta 1 lentel¢je ir 3 paveiksle). Dél itin
sudétingo ANV paruoSimo tyrimams visi eksperimentai buvo pakartoti maziausiai tris
kartus. Tokiu budu buvo atmetamas galimas netinkamy ANV dispersijy panaudojimas
(pvz., ANV formuoja aglomeratus, manoma, pra¢jus vos 30 minuciy po poveikio stipriu
ultragarsu).

1 lentelé. Produkto kiekio kitimas reakcijose su daugiasieniais (ds) ANV, taikant [-PGR metoda

Phusion DNR polimerazé + dsANV, disperguoti vandenyje

dsANYV be funkcinés grupés Produkto koncentracijos padidéjimas su Cf 0,2—0,4 pg/ul

dsANV-OH Nepastovus slopinimas

dsANV-NH, Laipsninis slopinimas

Taq ir Tgo DNR polimerazés + dsANV, disperguoti DMSO

dsANYV be funkcinés grupés Produkto koncentracijos padidéjimas su Cf 0,2-0,4 pg/ul

dsANV-OH Produkto koncentracijos padidéjimas su Cf 0,2 pg/pl

dsANV-NH, Produkto koncentracijos padidéjimas su Cf0,2-0,4 pg/ul

M4 1 p 3 ) 5 M4 6

10000 u‘.“ -

3 paveikslas. 100 % DMSO disperguoty dsANV poveikis I-PGR reakcijai, pagausinant 14 Kb lambda
DNR fragmentg Taq ir Tgo polimeraziy misiniu. 1,6 ir 11 juostos yra kontrolinés reakcijos be priedy; 2,
7 ir 12 juostos yra kontrolinés reakcijos be dSANV, bet su 2 % DMSO; 3, 4 ir 5 juostos— reakcijos su
atitinkamai 0,2, 0,4 ir 0,8 pug/ul dsANV be funkcinés grupés; 8, 9 ir 10 juostos— reakcijos su atitinkamai
0,2, 0,4 ir 0,8 ug/ul dsANV-OH; 13, 14 ir 15 juostos— reakcijos su atitinkamai 0,2, 0,4 ir 0,8 pg/ul
dsANV-NH,. M4— molekuliniy masiy standartas MassRuler™ Express Forward DNA Ladder Mix.
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3. LT-RADE: nuo DNR karpymo nepriklausomas adapterinis ,,pasivaikSc¢iojimo
genomu“ metodas

RADE metodas (pazodziui ,,greitas genominés DNR galy pagausinimas®, angl. Rapid
Amplification of Genomic DNA Ends) ir metodo atmaina LT-RADE (ilgagrandinis
RADE) buvo sukurtas kaip pagrindg naudojant jau egzistuojancius metodus bei rinkoje
esamas medziagas. Pirminis RADE kiirimas ir optimaliy reakcijy salygy ieSkojimas buvo
atlickami naudojant 100 % kukurizy MONS810 augaly lapy DNR ir 100 % s¢jamyjy
ryziy LLRICE62 augaly lapy DNR. Abiem atvejais PG buvo pradedamas nuo abiejy
transgeninio intarpo galy ir nukreiptas ] neZinomas augalo DNR sekas aplink
transgeninio intarpo jsiterpimo vietas. Kuriant PG metoda pastebéta, jog naudojant vien
Taq polimerazg gauti fragmentai beveik dvigubai trumpesni nei naudojant Taq+Tgo
(kukuruizy MONS8I10, 5°: Tag 577 bp, Tag+Tgo 1018 bp. 3’: Tag 564 bp, Taq+Tgo
855 bp; 2 lentele). Dél to, priklausomai nuo eksperimento PGR Zingsniuose naudojamos
polimerazés, PG metoda iSskyréme ;| RADE ir LT-RADE metodus. Trumpas metodo
RADE Zingsniy apraSas pateikiamas metody skyriuje ir 4 paveiksle.
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4 paveikslas. RADE ir LT-RADE metody schema. Procediira pradedama pailginant vieng pradmenj nuo
zinomos sekos ] nezinomg DNR seka ir gaunant pagausinta viengrandinj DNR fragmenta. Fragmentas
iSgryninamas ir naudojant terminaling deoksinukleotidiltransferaze¢ prijungiama poli-dC ,,uodega‘“.
Tolesni metodo Zingsniai yra lizdinés adapterinés PGR (ar [-PGR) naudojant AAP adapterio ir AUAP
universaly adapterio pagausinimo pradmenis. GSP 1,2,3 — genui specifiski pradmenys (zinomoje DNR
sekoje).

2 lentelé. DNR fragmenty ilgiai, RADE (7aq) ir LT-RADE (Tagq+Tgo) testuojant su kukurtizy MON810
augalo lapy DNR

Taq Taq + Tgo
5> sekos gale nukopijuotas DNR | 577 bp 1018 bp
fragmentas
3> sekos gale nukopijuotas DNR | 564 bp 855 bp
fragmentas
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Testuodami LT-RADE metoda ir analizuodami geriausias sglygas reakcijy sékmei ir
1Seigai, se¢kmingai nukopijavome ir pagausinome, taip pat atlikome sekoskaitg tokio ilgio
DNR fragmentams: kukuriizy MONS810, nukleotidinés sekos 5’ gale pagausinome
1018 bp, o0 3’ gale— 855 bp fragmenta; s¢jamyjy ryziy LLRICE62 nukleotidinés sekos 5’
gale pagausinome 629 bp, o 3’ gale— 335 bp fragmenta. Sekos buvo palygintos
panaSumy analizés biidu (BLAST), taip pat su informacija, kuri pateikta atskiry GMO
kiir¢jy patentuose (jei yra). 1018bp sekos, kurig nukopijavome kukuriizyg MONS810
transgeninio intarpo 5’ nukeotidinés sekos gale, palyginys rodé¢ 87 % panasumg |
kukurizy DNR BAC klong ZMMBBb0448F23. Nustatyta 139 bp seka, kuri prie§ tai
nebuvo publikuota kaip kukuriizy DNR seka, esanti prie transgeninio MONS10 intarpo
(5 paveikslas). 855 bp seka, nukopijuota kukurtizy MONS810 transgeninio intarpo 3’
nukeotidinés sekos gale, 100 % atitiko jau publikuotg MONS810 3’ sintetinés DNR
jsiterpimo vietg. Palyginiy rezultatai pateikiami 3 lentel¢je. Kadangi iki Siol visuomenei
prieinamoje informacijoje yra tik spekuliuojama, jog MONS810 transgeninis intarpas yra
augalo 5-oje chromosomoje, manome, kad daugiau informacijos padéty konkreciai
nustatyti transgeninio intarpo lokalizacijg. Paskelbti moksliniai duomenys patvirtina, jog
1 MONR8I10 jsiterpus rekombinantinei DNR, toje augalo genomo vietoje vyko didelés
pertvarkos.

3 lentelé. MONS810 nukopijuoty seky palyginiai

Uzklausos | UZklausos | Maksimalus | E
apreéptis apreéptis panasumas | reikSmé
(nt)
MONS810
5 Genomic sequence for Zea mays | 1-935 91% 87% 0,0
BAC clone ZMMBBb0448F23,
complete sequence (sekos numeris
AC160211)
Synthetic construct transgenic Zea | 936-1018 | 9% 100% 2e-35
mays with Cauliflower mosaic virus
genomic sequence (sekos numeris
AF434709)
3’ Zea mays 3’ insertion site between | 1-855 100% 100% 0,0
truncated cryl(A)b transgene and
Zm-upl gene, isolate fragment 1
(sekos numeris AM749998)
BAC ZMMEBLO448F23 TGAGTCATCTTCGGAAATGTTGA-ARATGTGCTCTTARGGCCGARGCT —~AAAAATCTAR
139 bp TGAGACATCTTCGGARATGCTGACARAAGTGCTCTCARAGCCGARGCTTARAARATCTAR
BAC ZMMESR0448F23 ARAGCCAGGCARGCGTTGETATGCARGAGCTARARATTGGEARAGCARGAGCAGATGECE
135 bp ALLGCCRARGCALATGTTGGTGCGCARGAGCTGARLATTGAGTARGARAGRGCAGATGECR
e ——
BAC ZMMBEBRO448F23 AGRRAGCGTIGCCARLTGAG
139 bp AGARAGCGTGCCARATGAG

AR EEE R AR R R R R

5 paveikslas. 139 bp sekos, nustatytos uz 5’ transgeninio intarpo puséje esancioje augalo genomo dalyje,
palyginys. MONS810 seka i§ dalies atitinka BAC klono ZMMBBb0448F23 (duomeny bazés sekos
numeris AC160211) seka.
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629 bp sekos, nukopijuotos s¢jamyjy ryziy LLRICE62 transgeninio intarpo 5’
nukleotidinés sekos gale, palyginys rodé¢ 99 % panaSumag | ryZiy BAC klong
OSINBa0029G06 (216 bp) ir 100 % panaSumg ] binarinj vektoriy (407 bp), kuriame
klonuota transgeniné seka. 335 bp seka, nukopijuota s€¢jamyjy ryziy transgeninio intarpo
3’ nukleotidinés sekos gale, 100 % atitiko sojy transgeninio intarpo seka (109 bp) ir
ryziy BAC klono OSJNBa0029G06 seka (226 bp). Palyginiy rezultatai pateikiami
4 lenteleje. Kadangi séjamyjy ryziy LLRICE62 seka iki misy tyrimy pabaigos nebuvo
vieSai publikuota, visos §io GMO transgeninio intarpo sekos yra naujai aptiktos, bet dél
intarpo konstrukcijos gali atitikti kity transgeniniy augaly sintetinés DNR sekas, kaip tai
pastebéta su ryziy intarpo 3’ nukleotidinés sekos gale nukopijuotu fragmentu. Kadangi
abiejose transgeninio fragmento pusése aptikome panasumg ] BAC klong
OSJNBa0029G06, 18 savo seky eliminavome transgeninés sekos likucius ir sujungéme
nukopijuotus ryziy genominés DNR fragmentus. IS s¢jamyjy ryziy LLRICE62 patento
dokumento buvo aiSku, jog transgeninis intarpas, inkorporacijos metu paliko 18 bp
iSkritg. Tokio dydzio iSkrita pastebéjome palyginge minéta BAC klong su ryZiy genomo
seka ir nukopijuoty transgeniniy ryziy genomo seky galus (6 paveikslas).

4 lentelé. LLRICE62 nukopijuoty seky palyginiai

Uzklausos | UZklausos | Maksimalus | E
apreéptis apreéptis panasumas | reikSmé

(nt)
LLRICE62

5 Oryza Sativa Japonica Group | 5-221 34% 99% 4e-106
genomic DNA, chromosome 6,
BAC clone: OSJNBa0029G06
(sekos numeris AP004680)

Binary vector BinHygTOp aph, | 222-629 64% 100% 0,0
tetA, tetR, tral, insB, insA, aphA-3
and trfA genes (sekos numeris
Z37515)

3 Glycine max transgenic GMO | 1-109 29% 100% le-48
cassette genomic sequence (sekos
numeris GQ497217)

Oryza Sativa Japonica Group | 108-374 71% 100% 2e-136
genomic DNA, chromosome 6,
BAC clone: OSJNBa0029G06
(sekos numeris AP004680)
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BAC_OSINEaB@29Ga6
study_results

BAC_OSINEaBB29Ga6
study_results

BAC_OSINGaBe29Gas6
study_results

BAC_OSINGaBezoGes6
study_results

BAC_0SINBa@@29Ges
study_results

BAC_OSINBa@@29Ge6
study_results

BAC_OSINBaBB29GAG
study_results

BAC_OSINEaB@29Ga6
study_results

BAC_OSINGaBe29Gas6
study_results

6 paveikslas.

Séjamyjy ryziy LLRICE62

GCATGTGAGACAAAGAGTEAAAGAAGAGAGAGGAAGAGTOAGAGAGAGAAGTOGRAATATG

GCATGTGAGACAAAGAGTGAMAGAAGAGAGAGGAAGAGTGAGAGAGAGAAGTGEAATATG
* EE EE * * * * #

AGTATGACATETGGGCTCCATATTTTTTAATAAATAAAATGCTEACTGRACCGCCACCAT

AGTATGACATGTGGGCTCCATATTTTTTAATAAATAAAATGCTGACTGRACCGCCACCGT
* EE EE * * * * FhEEE

ACGCCACGTAGACCAAAACCACCOCAGATTAGGT COAGGEGAATAATTTGTCCGGTTTGC

ACGCCACGTAGACCAAAACCACCGCAGATTAGGT COAGGRGAATAATTTGTCCAGTTTAC
% % % % % % % FEEEE

ATAGTTGGGOGTGAAGAATGCCCOATTTTGTGGT TTAGGGGAGATAAT TCGGACAACCGC

ATAGTTGGGOETGAAGAATGCCCOATTTTGTGGT TTAGGGGAGETAAT TCGGACAACCGC
* % % * * * * FEEEE

GATAGTTCGGGGATAATTAGTACTTTTTCCTTATATTTATGACTATTTATACTTTTAGTC

GATAGTTCGGGOOTAATTAGTACTTT-----------------~ ATTTATACTTTTAGTC
* *% *% 5% FEFEEEEEREEEEREE

CACCTGGTTTTTATTRATAGACGATGCACCCOTTAGCAGTAAGACATCGCTARATCTTTG

CACCTGGTTTTTATTGATAGACGATGCACCCAGTTAGCAGTAAGACATCGCTAAATCTTTG
* *% *% * * * * FEEEE

GAAGTAGGTGAGTGTGCGTGTTACATACATATGCGACATATTTCTTAAGATCTTTGTTTT
GAAGTAGGTGAGTETGCATOTTACATACATATGCGACATATTTCTTAAGATCTTTGTTTT

* ETS ETS * * * * EEETEY

AAGAAAAACCAACTTCTCACAACAAACGAATTAGTTTTGAGATTGTTGTGT TGRAGGEALC

AAGAAAAACCAACTTCTCACAACAAACGAATTAGTTTTGAGATTGTTGTGT TGRAGGGAL
* EE EE * * * * #

CATAGTCGCCGTTGCTTCCGE 581

CGTAGTCGCCGTTGCTTCCG- 482
FEEERRREERERR R R R ERE

transgeninio

68
58

128
128

188
188

248
248

38e
2382

368
342

428
482

438
4562

intarpo

jsiterpimo  vietos

(pazyméta

,study results®) ir BAC klono OSJNBa0029G06 palyginys. Vietoje, kur transgeniniy ryziy sekoje
jsiterpia transgeninis intarpas, matoma patente apraSyta 18 bp iskrita.

4. LT-RADE pritaikymas GMO tyrimams

Sékmingai sukiirus ir optimizavus LT-RADE metoda, atsirado poreikis ji iSbandyti
papildomai: naudojant kity GMO DNR matricas, taip pat reakcijas nukreipiant j kita
pus¢ nuo P-35S, t.y. | transgeninio intarpo vidy. Kaip atvirkS§tinés reakcijos modelj
pasirinkome tas pacias DNR matricas: 100 % kukurizy MONS810 augalo lapy DNR ir
100 % s¢jamyjy ryziy LLRICE62 augalo lapy DNR. Papildomai reakcijoms | abi puses
pasirinkome Sias DNR matricas: 100 % T45 rapsy augaly lapy DNR, 100 % A2704-12
sojy augaly lapy DNR ir 100 % LLCOTTON?2S vilnamedZziy augaly lapy DNR. Tam,
kad jsitikintume miisy sukurty pradmeny unikalumu, reakcijoms, nukreiptoms |
transgeninio intarpo DNR, pradmeny nemodifikavome, o tiesiog apsukome kita linkme.
Taip pat kiekviena reakcija buvo vykdoma su skirtingu DNR matricos kiekiu pradingje
reakcijoje. Gauty fragmenty ilgiai pateikiami 5 lentel¢je ir 7 paveiksle.

5 lentelé. ,,Pasroviui“ ir ,,prie§ srove™ pritaikyto LT-RADE nukopijuoti ilgiausi DNR fragmentai

Transgeninio | Apytikslis | Ilgiausias  nukopijuotas DNR | Pradiné
intarpo genomo fragmentas, bp DNR
sandara dydis, Mb _Pasroviui® ,Pries srove* (i kone.en-
G augalo tracija,
transgeninj genoma)* ng/rxn
intarpg)*
Kukurtizai P35S-hsp70- 2500 856 1018 500
MONS810 crylAb
Séjamieji P35S-bar-T35S | 430 985 631 200
ryziai
LLRICE62
Rapsai P35S-pat-T35S | 1200 551 847 400
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T45

Sojos P35S-par-T35S | 1115 493 324 300
A2704-12 | (2X)

Vilnamedzia | P35S-bar-Tnos | 2500 428 506 300
i

LLCOTTO

N25

* Kadangi GSP1 ir GSP3 veikia kaip pirminis arba galutinis pradmuo, priklausomai nuo
,.pasivaiksc¢iojimo* krypties, tarp gauty seky ,,pasroviui® ir ,,prie§ srove™ yra 60 bp tarpas.

Plant DHA P-355 (327) hspTo (811) cry1Ab (1713) Plant DHA
(a} MOHS10 maize Ooooil I — — I 1oono
1018 bp S—
—T 356 hp
P-355 (529) bar (552) T355 (203)
{b} LLRICEG2 rice OO0l ] — I I 1000
631 hp _
—=g 985 bp
P-355 (529) pat {551) T355 (204)
{c} T45rapeseed ) — — | | ooo
847 bp [ —
—_— 550 bp
P-355 (543) pat {(552) T355 (203)
(dy AZT0412 soybean * OoOor I ] I I 1000
324 hp o———r————
< 483 bp
P-355 {1390} bar {550) T-nos (260)
{e} LL25 cotton OO0l I — I I OO0

506 bp 0
—T— 428 bp

7 paveikslas. DNR fragmentai, kurie buvo izoliuoti ir padauginti taikant LT-RADE metoda ant penkiy
skirtingy GMO DNR matricy. Rodyklés rodo ,,pasivaik$¢iojimo™ kryptj, prie rodyklés nurodytas
fragmento ilgis (bp). Tyrimas atliktas su: (a) kukuriizais MONS810; (b) séjamaisiais ryziais LLRICE62;
(c) rapsais T45; (d) sojomis A2704-12; (e) vilnamedziais LL2SCOTTON. * sojos A2704-12 turi du
identiSkus labai arti vienas kito transgeninius intarpus.

Reakcijos ,,prie§ srove* (nukreiptos i augalo genomo DNR). Be minéty MONS8I10 ir
LLRICE®62, kuriy izoliuotos ,,prie§ srove sekos jau aprasSytos, 847 bp rapsy T45 seka
99 % atitiko jau aprasSyta T45 seka, 324 bp sojy A2704-12 seka buvo 99 % identiSka jau
apraSytai transgeniniy sojy sekai. 505 bp vilnamedZiy LLCOTTON25 seka— 100 %
identiSka apraSytai LLCOTTON2S sekai. Visy seky palyginiai pateikiami 6 lenteléje.

Reakcijos ,,pasroviui“ (nuKreiptos j transgeninj intarpa). Sios reakcijos buvo
taikomos ir kukurtizams MONS10, ir s¢jamiesiems ryziams LLRICE62, nes kuriant LT-
RADE metoda ir optimizuojant reakcijas, reakcijos ,,pasroviui® buvo vykdomos kitoje
transgeninio intarpo puséje, nei yra promotorius P-35S. 856 bp kukuriizy MONS810 seka
99 % atitiko publikuota sutrumpinto cryl4(b) geno daling seka. 985 bp ryziy LLRICE62
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seka 96 % atitiko binarinj vektoriy pLH7500, kuris turi panas$ig j Siy transgeniniy ryziy
intarpo seka. PaieSkos rezultatus filtruojant tik Oryza sativa rusiai, jokiy rezultaty
nerasta. Rapsy T45 551 bp seka po palyginimo analizés 99 % atitiko transgeniniy
kukuriizy DNR. Paieskoje filtruojant tik pagal riiSies pavadinimg (Brassica napus), jokiy
rezultaty nerasta. 493 bp sojy A2704-12 seka buvo 100 % identiSka jau apraSytai
transgeniniy sojy sekai, o 428 bp vilnamedZiy LLCOTTON2S5 seka —99 % identiSka
apraSytai LLCOTTON?2S sekai.

6 lentelé. Nukopijuoty fragmenty nuo P-35S j abi sekos puses palyginiai

LT-RADE Fragme | GMO, naudotas kaip matrica ir palyginiai Uzklau | Maksi
kryptis nto ilgis Sos malus
aprépt | panas
is umas
Kukuriuzai MONS810
spasroviui“ | 856 Synthetic construct truncated CRYIA(b) 100 % | 99 %
(crylA(b)) gene, partial CDS (sekos numeris
AY326434)
»Hpries 1081 Synthetic construct transgenic Zea mays with 86 % 99 %
srove“ Cauliflower mosaic virus genomic sequence

(sekos numeris AF434709)

Séjamieji ryZiai LLRICE62

spasroviui“ | 985 Binary vector pLH7500, complete sequence. 100 % | 96 %
(sekos numeris AY234331)

»pries 631 Oryza Sativa Japonica Group genomic DNA, 98 % 100 %

srove“ chromosome 6, BAC clone: OSJNBa0029G06

(sekos numeris AP004680)

ir

Binary vector BinHygTOp aph, tetA, tetR, tral,
insB, insA, aphA-3 and trfA genes (sekos numeris

Z37515)
Rapsai T45
wspasroviui“ | 551 Zea mays transgenic 100 % | 99 %
phosphinothricinacetyltransferase gene, partial
CDS; ir beta lactamase and
phosphinothricinacetyltransferase
genes, complete CDS (sekos numeris DQ156557)
»Hpries 847 Brassica napus transgenic line T45 left border 92 % 99 %
srove® junction of transgenic event genomic sequence

(sekos numeris FJ154954)

Sojos A2704-12

spasroviui“ | 493 Glycine max transgenic GMO cassette genomic 100 % | 100%
sequence (sekos numeris GQ497217)

»Hpries 324 Glycine max transgenic GMO cassette genomic 100 % | 99 %

srove* sequence (sekos numeris GQ497217)

Vilnamedziai LLCOTTON25

spasroviui | 428 Gossypium hirsutum transgenic clone LLcotton25 | 100 % | 99 %

phosphinothricin N-acetyltransferase gene,
complete CDS (sekos numeris HQ233646)

»Hpries 505 Gossypium hirsutum transgenic clone LLcotton25 | 100 % | 100 %
srove® phosphinothricin N-acetyltransferase gene,
complete CDS (sekos numeris HQ233646)
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Dvi 1§ gauty seky (daliné LLRICE62 koduojanti seka ir T45 transgeninio intarpo seka)
nebuvo publikuotos vieSosiose duomeny bazése, nors izoliuotos sekos buvo panasios ]
kity transgeniniy augaly, turiniy panaSig transgeninio intarpo sandarg. Miisy
publikuotose sekose s¢jamyjy ryziy LLRICE62 sekoje aiskiai i8skirti atskiri elementai:
dalis P-35S promotoriaus, bar genas ir T-35S terminatorius. Rapsy T45 publikuota seka
yra P-35S promotoriaus ir pat geno jungtis (P-35S---pat).

21



ISVADOS

l.

3408 bp ir 5902 bp ilgio DNR fragmentai su beveik visais transgeniniais GMO
intarpais buvo nukopijuoti ir pagausinti; jy integralumas patvirtintas
,pasivaik§¢iojimo pradmenimis‘ sekoskaitos metodu.

. Anglies nanovamzdeliai neigiamai veikia [-PGR stabilumg ir specifiSkuma;

nedideli anglies nanovamzdeliy kiekiai padidina gaunamo I-PGR produkto
koncentracijg.

. Sukurtas ,,pasivaiks¢iojimo genomu* metodas RADE ir patobulinta metodo

versija LT-RADE tam, kad bty galima aptikti neZinomas augalo genomo DNR
sekas, supancias transgeninius GMO intarpus; optimizuotos LT-RADE salygos,
kad metoda biity galima taikyti rutiniSkai.

Kuriant ir optimizuojant ,pasivaik§¢iojimo genomu®“ metoda, sukurti du
universaliy pradmeny rinkiniai, pritaikyti pradéti LT-RADE reakcijas nuo P-35S
promotoriaus.

. LT-RADE metodas sé¢kmingai iSbandytas dviem kryptimis (nukreiptomis ]

transgenin] intarpg ir augalo genomo DNR) penkioms skirtingoms transgeniniy
augaly risims.

MOKSLINIAI STRAIPSNIAI DISERTACIJOS TEMA

l.

Spalinskas R, Van den Bulcke M, Van den Eede G, Milcamps A. 2012. LT-
RADE: An Efficient User-Friendly Genome Walking Method Applied to the
Molecular Characterization of the Insertion Site of Genetically Modified Maize
MONS810 and Rice LLRICE62. Food Analytical Methods 6(2): 705-13. doi:
10.1007/s12161-012-9438-y

Spalinskas R, Van den Bulcke M, Milcamps A. 2013. Efficient retrieval of
recombinant sequences of GM plants by Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter-
based bidirectional LT-RADE. European Food Research and Technology 237(6):
1025-31. doi: 10.1007/s00217-013-2078-7
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ABSTRACT

One of the fastest developing fields of biotechnology in the past three decades is that of
genetically modified (GM) plants for industrial applications, as well as food and feed.
The European Union (EU) has probably the most rigorous regulations for GMOs in the
world and as such, the decisions made by the EU political structures on regulatory and
marketing actions heavily depend on scientific evidence. This doctoral dissertation deals
with the molecular biology laboratory methods based on the most popular to date method
polymerase chain reaction (PCR) used in the molecular characterization of the
genetically modified organisms (GMOs). When studying the molecular structure of the
GMO, two main interests of the nucleotide sequence are the actual sequence of the
transgenic insert and the plant genomic DNA surrounding the synthetic DNA. The
analytical approach on both of these sequences of interest are analyzed within the pages
of this thesis.

The long template PCR (or LT-PCR) is a method which enables the isolation of long and
uninterrupted DNA fragments while carrying out a slightly modified PCR reaction. In
this study we have successfully demonstrated that this method may be used for isolation
of the fragments that contain nearly full transgenic inserts. This was demonstrated on the
H7-1 sugar beet, Btl1 maize and MONS810 maize GM events. A fragment of 3408 bp
spanning from the 5’ flanking plant genomic DNA to the T-DNA at the very end of
transgenic insert was isolated for the H7-1 sugar beet using the primer pair SBHGI1 &
SBHTR1. Two overlapping fragments of 5902 bp and 1722 bp were obtained
respectively with the primer pairs 11GSFan2 + PATR and PATF+11GSR4 for Btll
maize transgenic insert. The fragment of 5902 bp was missing 77 bp of the total length
of the full transgenic insert because of the difficult template constitution at the end of the
sequence. The missing sequence was obtained by an overlapping fragment. A full
transgenic insert was amplified successfully for MONS810 maize. Four primer
combinations of primers located in the 5’ and 3’ plant genomic DNA have produced the
fragments which were visualized on the agarose gels. Primer Walking sequencing
reactions have further ensured the integrity of the obtained transgenic insert in a single
uninterrupted DNA fragment. During the analysis of the LT-PCR method and its
application to retrieve full transgenic inserts of the GMOs, it was noticed that in some
cases the sensitivity of such reactions may lead to unfavorable results such as smearing
on the agarose gel, insufficient or no product and other failures of the reactions. An
enhancement of the LT-PCR was therefore considered in the form of additives put into
the reaction mixtures. As most of the PCR additives have well described application
patterns, for the purpose of scientific novelty, the study was performed with the novel
material and a potential PCR additive, carbon nanotubes (CNTs), a nanomaterial. Multi
Walled CNTs (or MWCNTs) were tested for the specificity and efficiency enhancement
of the LT-PCR, however no such effect was noticed. Furthermore, the physicochemical
properties of the CNTs have shown a very difficult mode of the application of the CNTs
in the molecular biology methods. However, after examining the results of the CNT
application a non-significant increase in the product yield was noticed. Particularly, the
experiments with the MWCNTs solubilized in water and using the Phusion High-Fidelity
DNA polymerase, the final concentrations of 0.2-0.4 pg/uL of non functionalized (nude)
MWCNTs in the reaction have resulted in yield increase. When using the MWCNTs
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solubilized in DMSO and the blend of Tag+Tgo DNA polymerases, the same yield
increase was observed with the non functionalized MWCNTs and additionally the final
concentration of 0.2 pg/ulL of MWCNT-OH and the final concentrations of 0.2-
0.4 pg/uL of MWCNT-NH; have as well showed the LT-PCR product yield increase. All
the above mentioned yield increase cases were observed when amplifying an
uninterrupted lambda DNA fragment of 14 kb in length. As such, it was found out that
the low concentration of the CNTs may increase the productivity of the LT-PCR, but not
the specificity. At the very end of the investigation of carbon nanotubes as a potential
enhancer to PCR we have concluded that the benefit ratio against the difficulties of the
preparation and application of the material is very unfavorable.

One of the objectives of the long range PCR technique application on the GMOs was the
test of the impact of the different DNA quality and quantity for the reaction. Three
sources were selected for DNA extractions: the plant leaves which proved to produce the
highest quality DNA; the ground seeds which produced somewhat good quality DNA
samples; and Certified Reference Material (CRM) which produced the lower quality
DNA samples with visibly fragmented DNA or smearing along the agarose gel. CRM
also had a different GM contents (percentage) as pre-selected. The H7-1 sugar beet
experiments on 100% GM contents CRM DNA have shown the positive outcome of the
LT-PCR on the lower quality DNA which may be advantageous when using the lower
quality DNA in emergency situations or cases when better sample quality is not
available. The Btl1 ground seed DNA also proved to be of sufficient quality to obtain
long uninterrupted transgenic insert fragments via the long range PCR. Lastly, we have
successfully isolated the entire MON&10 maize transgenic insert in one fragment using
the 5% GM contents CRM. Such observations suggest the good potential of the method
of LT-PCR when having less than good or perfect DNA quality and/or lower GM
content in the source of DNA.

The Genome Walking is a technique to obtain unknown DNA fragments adjacent to the
known DNA. This doctoral dissertation seeks to explain in detail the development and
optimization of a method of genome walking to have it applied on the GMO DNA
matrices. A method Rapid Amplification of gDNA Ends (RADE) and its modified
version (fused with LT-PCR) entitled Long Template RADE (or LT-RADE) was
developed and the method conditions were optimized on the plant leaf tissue DNA of the
MONS810 maize. While fusing the RADE method with the LT-PCR, we have noticed the
improvement in DNA fragment length particularly the 577 bp DNA fragment amplified
by Taq polymerase in 5° plant flanking DNA region has extended to the 1018 bp
fragment when using the 7ag+Tgo blend. The fragment in the 3’ plant flanking DNA
region has increased in size accordingly from 564 bp to 855 bp. Such fragment sizes
when applying the genome walking methods tend to be very informative and sufficient.
139 bp of the full 1018 bp fragment on the 5’ plant flanking DNA was newly described
and associated with the MONS810 transgenic DNA insertion site. The method was then
successfully additionally tested on the LLRICE62 rice GM event, obtaining the aimed
sequences of the junction regions of the transgenic insert and the plant genomic DNA.
Two fragments of 629 bp on the 5’ plant flanking DNA and 335 bp on the 3’ plant
flanking DN A were obtained, isolated and described. After connecting the obtained plant
DNA from both insertion site sides, and performing the alignment analysis, we have
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noticed the 18 bp deletion of the rice plant DNA in the insertion site (6™ chromosome)
exactly as it is described in the patent of LLRICE62.

After the development and optimization of the LT-RADE, the study to prove the
robustness and feasibility was carried out. In this study, the strong unique primer set of
P-35S promoter of Cauliflower Mosaic Virus which proved to work on previous
matrices, was also reversed to perform the bidirectional genome walking. This was done
due to the fact that P-35S is one of the most commonly used promoters for chimeric gene
constructs designed for expression in plant cells. A set of five different species of the
plants and their transgenic varieties were selected for the application study of the LT-
RADE. Those were the aforementioned MON810 maize and LLRICEG62 rice, as well as
the T45 rapeseed, A2704-12 soybean and LLCOTTON25 cotton. These organisms have
varied genome sizes from 430 Mb (rice) to approx 2500 Mb (maize and cotton),thus
different starting DNA quantities were used in the genome walking reactions. All
bidirectional reactions have concluded successfully obtaining the aimed DNA sequences
of which some have provided the scientific novelty as being published for the first time
publically. The downstream reactions which were directed from the P-35S promoter to
the transgenic insert, have finished in obtaining the fragments of 856 bp for MONS&10
maize; 985 bp for LLRICE62 rice; 551 bp for T45 rapeseed; 493 bp for A2704-12
soybean; 428 bp for LLCOTTON?25 cotton. The upstream reactions which were directed
from the P-35S promoter to the plant flanking DNA (5°), have finished in obtaining the
fragments of 847 bp for T45 rapeseed; 324 bp for A2704-12 soybean; 506 bp for
LLCOTTON?2S5 cotton (this genome walking reaction for MON&10 and LLRICE62 was
done in the previous segment of the study, see above). Two DNA sequences (partial
CDS of LLRICE®62 rice and T45 rapeseed transgenic inserts) were retrieved which are
not reported yet in GenBank. The alignment study of these sequences showed the
similarity to a binary vector sequence for the rice and the sequence of the rapeseed
transgene has aligned with a transgenic maize sequence of the same constitution.
Therefore, they do not show any alignment results when refining the similarity search to
appropriate species from which DNA was extracted. The 985 bp fragment obtained from
LLRICE®62 rice with downstream genome walking covers most of the entire transgenic
insert of this rice event, including part of the P-35S, the bar gene and the T-35S. The
551 bp fragment of T45 rapeseed, obtained from a downstream genome walking,
encompasses the P-35S—pat gene junction of this event. The obtained fragment from
T45 rapeseed however matched the other sequence when the alignment results were not
refined to species level. This was a recombinant sequence in the GM maize having a
similar transgenic insert as the rapeseed event we have selected (P-35S—pat gene
junction aligned almost ideally).

The method of LT-RADE has been proven to be robust and user-friendly. RADE and
LT-RADE require relatively high amounts of initial target copies to obtain large
fragments, however the comparison of the genome walking techniques show that the
fragments obtained by the LT-RADE are larger in size comparing to the other methods.
However we could not present the estimation that the size of genome impacts the
positive outcome when different sized genome plant DNA preparations are used in
different starting concentrations. The LT-RADE efficiency is presumably not hampered
by genome complexity but presumably more limited by accessible number of target
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copies. The general positive outcome of the method's optimization and the sequencing
results generated via the LT-RADE shows potential to adopt this method to any selective
transgenic element. Two scientific publications in the international peer-reviewed
journals cover the development and optimization as well as the application study of the
LT-RADE.
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