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ABSTRAKT

Tato praca sa zaobera biotechnologickymi aplikacidraktérie Agrobacterium
tumefaciensktora je schopna sprostredkovéggeneticku transformaciu nie len rastlin. Medzi
hlavné body projektu patri popis zakladnych vlasthca cytoldgia A. tumefacienss
naslednym prdladom vyuzitia danej baktérie v modifikegch metdédach réznych
organizmov. CiBom state o biotechnologickom vyuzih. tumafaciensje porovnanie
ucinnosti tejto metdédy modifikacie s inymi, zhrnupezitiv jej pouzivania pre buduci vyvoj
ludstva a predstavenie zakladnych transfémpeh metdd modifikacie najdolezitejSich
uzitkovych plodin. Poslednotag’ou projektu je striéné zhrnutie zakladnych Statistickych a
legislativnych Gdajov z oblasti tykajucej sa getigtimodifikovanych plodin.

ABSTRACT

This project focus on biotechnologic applicatiofisbacterium nameégrobacterium
tumefacienswhich is capable to mediate genetic transformatot only for plants. Main
points of project are divided between descriptidn dpasic natures and cytology of
A. tumafaciengollowing by overview of usagé. tumefaciensn methods of modifications of
diffrent cells. Target of paper about biotechnatagse ofA. tumefacienss confrontation of
effectivity of this method of modification with eédlssummary of positiv benefits of its using
for future development of human population andodtrction of fundamental transformation
methods of modification most important crop plafisial part of project is brief summation
of basic statement from statistics and legislatdirgenetic modified crops.

KEUCOVE SLOVA

Agrobacterium tumefaciensprenos genetickej informacie medzi riSami, geRéti
modifikacia, uzitkové plodiny

KEYWORDS

Agrobacterium tumefaciengans-kingdom gene transport, genetic modifozgtcrop plants
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1 UvVOD

Genetické transformacie rastlin veduce v prirodedplastickému rastu, ktoré spdsobuje
Agrobacterium tumefaciensu jedingm znamym pripadom prenosu DNA medzamis
Okrem toho je A.tumefaciensprinajmensom za laboratérnych podmienok schopné
modifikova’ Siroké spektrum nerastlinnych eukaryotickych blkinied morskych rias cez
huby az pd’udské bunky. To nam podsuva otazku, ako mézevbylentny mechanizmus
A. tumefaciensfunkény u td’kych evoléne odlisSnych druhov? Kam az siahaju jeho
schopnosti a ako sa daju tieto prednosti bioteduicky vyuzi' v prospech’udstva? To su
zasadneé otazky, na ktoré sa vedci snaziatpodpovel z najr6znejSich uhlov psadu.

A. tumefaciensslUzi ako modelovy organizmus pri r6znych Studigobskytujicich
odpovede na otazky z oblasti mechanizmov vznikasgg@énnej DNA, zvySovania imunity
rastlinnych ale tak djudskych buniek, pri snahe zefektit/pestovanie hospodarskych plodin
v dobe ich neustaleho nedostatku. PomoBotumefacienge mozné obohacovanie plodin
o esencialne latky nutmého charakteru alebo o latky zvySujuce efektivieakcie
imunitného systému v boji proti r6znym ochorenidtaoré by mohli by zachranou préudi
zZ tretieho sveta, ale dlSichtazko chorych.



2 ZAKLADNE RYSY AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

2.1 Taxonomické zaradenie

Agrobacterium tumefaciensje predstavittom rodu Agrobacterium zcelade
Rhizobiaceae Patri do raduRhizobacteria triedy Alphaproteobacteria riSe Bacteria
(eubacteria) [1].

Rod Agrobacteriumzahtia viacero druhov, napriklad: tumefaciens, rhizogemabi,
vitis, larrymoorei a dalSie. Pre transforméciu lfasta pouzivaju prvé dva menované druhy.
Druh A. tumefacien®bsahuje niekitko poddruhov, ktoré su vo Meom progrese valadom
na neustale genetické modifikacie: Ach5, apple 1%, || CHRYS, RS5, T37, 15955,
novovytvoreny K1026, znamy K84 a najznamejSi CB8lL A. tumefacien€C58 bol na
vyskumné dely odvodeny A348 alalSie. V pripadéA. tumefaciensalahko stretntli so
synonymami Rhizobium radiobacteralebo s ekvivalentnym menonAgrobacterium
radiobacter NajskimanejSi a najpouzivanejSi podAutntumefaciens C58&a taxonomické
identifikaéni ¢islo 176299 a mozno v dostupnej literatdre olijdarmy: U. Washington,
Dupont, Cereon [2].

Rod Agrobacteriunbol d’'a najnovsSich noriem premenovany Rhaizobium Aj ked’
dané premenované druhy netvoria vo vSeobecnostbistické koréiove uzlinky, pretoze
neobsahuju Sym plazmid ani iny priemiestnenia sofioplement s génmi pre tvorbu
symbiotickych uzlin. [3], [4].

Rhizobium Agrobacteriuma Allorhizobiumpatria vSeobecne d®l’'adeRhizobiaceage
spolu so Sinorhizobium Druhy A. tumefaciensA. rhizogenes A. rubi aA. vitis spolu
sAllorhizobium undicola tvoria monofyleticki skupinu so vSetkymi zastupcadruhu
Rhizobium O danej skuténosti svedi porovnavacia analyza 16S rDNA. Monofyleticka
podstataAgrobacterium AllorhizobiumaRhizobiuma ich spolény fenotypovy rodovy popis
podporuje ich zldenie do jedného rodiRhizobium NazovA. tumefaciensa zachovaval ako
pomenovanieclena z druhuAgrobacterium ale privlastokradiobacter ziskal prednas
a v upravenom nazvoslovi sa vyskytuje &tuzobium radiobacter

Agrobacterium larrymorrepod’a novych pravidiel ma nazdvhizobium laeeymoorei
Agrobacterium radiobactenazyvany ajAgrobacterium tumefaciensa da nového vola
Rhizobium radiobacter Stary nazov Agrobacterium rhizogenesol premenovany na
Rhizobium rhizogenesAgrobacterium rubia Agrobacterium vitisboli premenované na
Rhizobium ruba Rhizobium vitis[4].

2.2 Histoéria

V roku 1907 boldA. tumefaciensbjavené mikrobiolégmi Smithom a Townsendom ako
mikroorganizmus spdsobujuci neobmedzené bujenienpgaymu rastlin. Od tejto doby pre
rézne préiny bol zahajeny proces Studid. tumefaciensSirokym spektrom vedcov ako
patogenného pbévodcu ochorenia pomenovaného Crolvdigease (kikovitos’ rastlin) [5].
Zaciatkom p&desiatych rokov 20. sto¥@ Armin Braun predpovedal, zA. tumefaciens



vnasa do rastlin tumor indukujucu podstatu (TIR)k R973 bol prelomovy a zahdjil obdobie
modernej biotechnoldgie, bola ziskan& prva rekoanttimh DNA a v Gente v Belgicku bolo
potvrdené, Ze nositem TIP je plazmidA. tumefaciengTi-plasmid, teda tumor inducing
plasmid) [6]. Prvykrat bol v roku 1977 pomocou pépbaktérie A. tumefaciens preneseny
cudzi gén do rastlinnej bunky. V skorych osemdgsiatrokoch oznévanych ako ,Zlaty
molekularny vek transformacii sprostredkovanych obgicteriom” bolo zistené, Ze prave
T-DNA obsiahnuta v Ti-plasmide je zodpovedna zaasiarastlinnych tumorov a Ze ich rast
nezavisi od pritomnosh. tumefacienw rastlinnom nadore [7]. V roku 1981 bola objavena
inaktivacia onkogénov kodovanych agrobakterialnoNADa otevrena cesta pre vyuZitie
T-DNA v rastlinnej transformacii [6].

2.3 Vlastnosti A. tumefaciens

Napriek pribuznostA. tumefaciens baktériami fixujacimi vzdusny dusik a zijucimi
v symbidze s niektorymi rastlinami & tumefaciensisty parazit, ktory rastlinam neprinaSa
Ziadny profit.

A. tumefaciensje gramnegativha baktéria, aerébna, nefermentujlmz tvorby
endospor, teda nesporulujica, pohybliviaka jednému az Siestimc¢iiom, nefluoreskuje,
nie je pigmentovana, oxidazovy test je negativratalézovy test je pozitivny. Baktéria je
chemoorganotrofnd, ale dokaze satzaji saprofyticky. Prirodzene je vSak polyfagny péra
schopny napadadikotyledonové rastliny z viac ako $dssiatich¢eladi i mnohéd’alSie
organizmy [8], [9].

2.4 |zolacia, kultivacia a detekcia

A. tumefacienge vSadepritomné v pdde. NagtejSie miesto vyskytu a zardvej
tvorby nadorovych prejavov ochorenia zvanéhakdavitos® je okolitA pdda stromov
s kdstkovitymi a malvicovymi plodmi, vita& a niektorych druhov ozdobnych rastlin ako je
Sipkova ruza [8]. V prirode sa baktérii najviacidea teplého vihkého gasia v rozmedzi
teplét 20 az 27 °C, pfom pri teplote nad 32 °C #a tumefacienstava nepatogénne a jeho
aktivitu ovplyviuje aj pH pody. ZvySena kyskdopddy znizuje aktivitu aj patogenitu [5], [10].

Izolacia je najefektivnejSia z tkaniva nadorov Ifastilebo okolitej pddyci vody.
Optimalne tkanivo nadora pre izolaciu je bielepal&krémovoZzltej farby z mladych aktivnych
nadorov. Nador je dobré umyalebo sterilizové povrch pouzitim dvadsapercentného
domaceho bielidla a nasledne niBkokrat oplachntl v sterilnej vode. Po narezani
nieka’kych vzoriek z odliSnyclasti nadorového tkaniva rastliny je potreba roZdetiorky
na vémi malé casti, ktoré sa ponechaju po dobu miniméalne 30 mindkamavke
obsahujucej sterilni destilovanu vodu alebo pinyaroztok. PouZzitim ¢ékovacej Kucky sa
rozotrie vzorka po semiselektivnom médiu 1A, tedalgktozovom agare detekujucom
produkciu 3-ketolakt6zy, a n&kované médium sa inkubuje pri 25 az 27 °C. K detekc
A. tumafaciensméze by vyuzité semiselektivne médium 1A aj pretkovani vzoriek
pripravenych z pédnych roztok@vzavlazovacich vod, ale pritomndsolénii A. tumefaciens
narastenych na danom médiu z pédnyclvodnych vzoriek nemusi znamenpritomnos
buniek druhuAgrobacteriumktoré vyvolava rakovinové bujnenie rastlin [8].



Na kultivaciu je vhodné pouziaj klasicku Zivna pédu pre gramnegativne baktprie
30°C a v dostatme vlhkom prostredi, ak teplota stipne nad 35 a&k,mdézu by drobné
kolonieA. tumefaciengrerastené inou mikroflérou pritomnou v médiu.

VSeobecne sa na izolaciu a identifikaciu viruleotnypaktériiA. tumefacienyyuziva
semisektivne médium 1A obohatené o tellurite v kom@cii 60ug/ml, nasledne sa kolonie
s typickou agrobacterialnou morfolégiou izoluju tngptikazovy sojovy méasopeptonovy agar
obsahujuci cykloheximid o koncentracii 2Q6/ml. Vyselektované koldnie su identifikované
pouzitim16S rDNAanalyzy pouzitim primeroD1 afP1[11].

Patogenita izolovanych druh@dgrobacteriumsa da ovetiaj pomocou testu na platku
mrkvy v Petriho miske alebo vzorke z tp#yZdiov starej rastliny ra&jaka, ktoré boli
prenesené do suspenzie obsahujic&KIJ na 1 mililiter v slanom roztoku o koncentracii
8,5 g/l. Zaroveé sa pouzivaju referéné druhy Agrobacteria v slanom roztoku ako pozdjvn
respektivne negativna, kontrola. Pri pozorovani oygvsprievodnych symptonov tzv.
kr¢kovitosti rastlin st naixované a kontrolné vzorky udrZzované 20 dni pridaepl25 °C a
relativnej vihkosti vzduchu 70 %. Symptomy CGD (@rogall disease) na platku mrkvy su
pozorovaténé zvytajne uz za 7 — 8 dni a na rastlin€iaju su pozorovatee v priebehu 15
az 20 dni [9].

Na priblizné uéenie mnozstva virulentnych buni@k tumefacienge najvhodnejSia PCR
detekcia v realnondase. Pri kombinacii priamej poédnej DNA extrakciBPGR znasobenim
cielovej DNA nasledovanej rozliSenim PCR produktov mmrézovom gele je mozné
detekovad okolo 200 koldnii formujucich jednotku na gram g@oouzitim virD2 primeru,
pouzitim analyzy pomocou PCR v realnéase je mozné v takej istej vzorke pddy deteKova
uz aj 20 KTJ na gram, tato kvantifikacia trva asihodiny od extrakcie pédnej DNA
a vyrazne lahiuje detekciuA. tumefaciensPravdepodobndsdetekcie pri PCR v realnom
case vystupi k 90 %, ak je populaddatumefaciengriblizujica sa 1000 KTJ na gram pody.
Presnos a rychlog detekcieA. tumefacienamoziuje vyvinlt’ lepSiu kontrolnu stratégiu ¥o
virulentnémuA. tumefaciens sadovnictve a zahradnictve [12].
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3 Cytolégia A. tumefaciens

3.1 Tvar bunky a kolénii

A. tumefaciensje Stihla mierne zaoblend ¢tyka vekosti 0,6 az 1 na 1,5 az 3
mikrometre. Ma jeden az edicikov rozmiestnenych po povrchu (peritricha). EXistu
samostatne alebo v paroch. Pri kultivacii v médisathujucom karbohydratybunky produkuja
obrovské mnozZstvo extracelularnych polysacharidavagiicim koloniam objemny slizky
vzhlad [8].

Obr. 3.1: Agrobacterium tumefacier8]

3.2 Genetickd vybavaA. tumefaciens

Agrobacterium tumefacienkmeai C58, Cereon, obsahuje celkom Styri molekuly DNA
o celkovej dzke sekvencii 5673563 bp (priblizne 5,7 Mb) aakavom péte génov
kodujucich proteiny 6 850. Cirkularny chromozém  miku 2 841 581 bp, obsahuje
2 750 ORF a 3 488 génov kodujucich proteiny. Cakuwy plazmid znamy ako At-plazmid ma
dizku 542 869 pb s 550 ORF a 856 génov. Cirkularmgmid oznaovany ako Ti-plazmid
méa dzku sekvencii 214 331 bp s obsahom ORF &ed98 a 281 génov pre virulenciu,
katabolizmus Specifickych opinov, hosfiten riadend opinova syntézu a tvorbu rastlinnych
horménov. Linearny chromozém mé&ku 2 074 782 bp s ptom génov kédujucich proteiny
2 225 a obsahuje 1 850 ORF [13], [14].

Pri prenose DNA A. tumefacienslo hostitéskej bunky je prenasany iba Usek z Ti-
plazmidu nazyvany T-DNA, ktory je ohraeiny 25 bp dlhymi repeticiami.ifPka T-DNA je
priblizne 23 kb. Tieto repeticie slizia ako sigmalinseky pre transférovy aparat. T-DNA
obsahuje gény, ktoré koduju gény zapojené do sympinov a fytohormonov, napriek tomu
Ze su to geény sidliace v bakterialnom plazmidegldivne len v rastlinnej bunke, to znamena,
Ze musia obsahovaypické eukaryotické kontrolné sekvencie. VSetigtat gény obsahuju
TATA a CAAT boxy a typické rastlinné polyadenyloéasignaly [5], [15].
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Su zname dva typy Ti-plazmidu, nopalinovy a oktopin oba maju T-DNA regiony,
ale liSia sa ich Strukturou. Nopalinovd T-DNA jeotena jednym suvislym segmentom
o ve’kosti 22 kb a oktopinova T-DNA je tvorena troma reegtmi,lavym segmentom (TL)
s dzkou 13 kb, centralnym usekom (TC) dlhym 1,5 kbravpm segmentom (TR) DNA
s ve’kog’ou 7,8 kb. TL DNA ma onkogénnu funkciu a TR obsahygny pre syntézu opinov.
K prenosu je postajuci aj samotny TR Usek, avSak zvySné Useky Zuysigktivitu prenosu
svojou pritomno®ou. Ziadne iné sekvencie nie st pri prenose T-DN#lané. Pravy segment
obsahuje repeticiu s dvoma konzervativnymi doménawd’kos’ou 13 a 5-7 bp, delécia
prvych Ses alebo poslednych desaablokuje transfét T-DNA [15].

Pri transformécii z Padiska genetickej vybavy Agrobacteria su dbleZité #roky:
naviazanie baktérie na rastlinnd bunku a transfdARo bunky hostitéa. Kazdy z krokov
zahma odliSna sadu génov.

V pripade viazania baktérie na rastlinni bunku atriac potrebné tri chromozomalne
gényA. tumefaciengre virulenciu s ozri@nim chvA chvB apscA d’alSimi chromozémom
urcenymi genetickymi elementami v pripdjacom procegeclsvE cel locusa att locus
Mutéacie v miestaclchvAachvBvedu k znanému poklesu vazhbi. tumefaciensa rastlinnu
bunku, préom chvA koduje transportné faktorycavB kdduje proteiny vyZzadované pri beta-
glukanovej syntéze.PscA je potrebny pre syntézu &&iny neutralnych a kyslych
extracelularnych polysacharidov, konkrétne cyklickyglukanov a kyslych sukcinoglykanov.
Chv Eje potrebny pre cukrom vystiipvanu indukciu vir génov a bakterialnu chemotaxiu.
Cel locusma zodpovedndsza syntézu celulézovych viakien a 20 kb dlhy ekiuk savisi so
syntézou povrchovych bunkovych proteinov a obsabéjgy potrebné pre Uspesné prilnutie
baktérie k hostitéovi.

Inzercia dolavej 10 kb dlhej strany att lokusu spésobi prodwkavirulentnych
mutantov, ktorych virulencia ale mézethgbnovena, ak sa pouzije kultireé médium, ktoré
bolo uz skér upravené inkubaciou divokého typu leintnéhoA. tumefaciens rastlinnymi
bunkami. Predchadzajucimi reakciami bola dosiahpub@lukcia a akumulacia zloziek, ktoré
chybaju v mutantnej baktérii, ktoré znovu podiwig v médiu interakciu baktéria — hostite

V kontraste s tymto dejom je ale m&ta inzercia na pravej strane v useku 10 kb
naatt locus veduca kireverzibilnej strate prilnavajucej schogti, ktora neméze BBy
obnovena ani v upravenom médiu.

Tieto vysledky naznauju, Ze gény umiestnené tiavej stranatt locussa zapdjaju do
molekularnych signalizamych procesov, ale pravostranné gény sU ZzZ BSpra
pravdepodobna®u zodpovedné za syntézu zakladnychceain. Cava stranaatt locus
obsahuje operdn zloZzeny z deviatich otvorengdacich ramcov (ORF), z ktorych Styri
vykazuju homolégiu ku génom suvisiacimi s tzv. gportnym systémom podmienenym
periplazmatickymi vazbovymi proteinmi (ABC). Mdte&é analyza dokazuje poruchu
v produkcii a akumul&cii Specifickych zénin esencidlnych pre bakterialne prilnutie
k hostit¢ovi. Gény kodujuce ABC transportér mézut'byapojené do vykovania tychto
substancii z baktérie ako aj do zavedenia niektoryastlinou vytvorenych aktivatorov
syntézy tychto prilnavanie spésobujucich Specifatkyltenin do baktérie.

DruhU sadu génov mozno ozitaako gényvir, ktoré su stimulované po ukmeni
acetosyringonov a hydroxy-acetosyringonov z porgoerrastlinnych buniek. 30 az 40 kb
velky virulentny {ir) region je zorganizovany do Siestich esencidlngpbronov, ktoré su
potrebné pre T-DNA prenowifA, virB, virD avirG) a pre zvysujacu sa pravdepodohkihos
uspechu transférwifC avirg) a do dvoch neesenciélnyohirE avirH). VirA, virG avirF su
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jediné monocistronickég’alSie su polycistronické a koduju nidko proteinov,virk, virC
avirH maju dva gény, ptfom operornvirD ma az Styri gény a oper&dirB dokonca jdend’s
génov. Regulacia tychto dbélezitych génov je jeddotnznamena kaskadu transknjpch
pochodov.

Kaskadda z&na s virA, ktory je konstitutivne exprimovany.VirA koduje
transmembranovy protein, ktory je citlivy siochemickym podnetom z prostredia, teda je
schopny identifikové pritomnos acetosyringonuVirG produkuje dva transkripty, ktoré sa
liSia na 5°-koncoch mRNA. Jeden je exprimovany kitnts/ne a druhy, dlhsi, je
exprimovany iba v pritomnosti rastlinou indukovanyd(cenin, teda substratu. Jediné dva
konstitutivne prepisované operémyA avirG koduju dvojzlozkovy systém aktivujuci prepis
inych génowir.

Polypeptidové réazce vzniknuté prepisonwirB avirE su vysoko indukovateé
fenolickymi zl&&eninami, ktoré vyltduje poranend rastlina. PolycistronickjtE koduje
protein viazuci sa na jednovlaknovi DNA ahlja T-vlakno pdas transféru do rastlinnej
bunky. VirC avirD koduju stranovosSpecifickl endonukleazu, ktora&tiepi viakno DNA
v mieste 25bp dlhej repeticie tvoriacie ohtamie T-DNA. Vznika tak T-vlakno, ktoré je
medziproduktovou molekulou transportovanou do irastj bunky.VirB modze zohré Glohu
pri riadeni prenosu T-DNA po povrchu bakterialnepky [5], [15].

3.3 Patogénny zivotny cyklus

Patogéenne formyA. tumefaciensndzu prezi saprofyticky v péde az do dvoch rokov.
Ak sa nablizku v okolitej pdde vyskytne hodtitka rastlina poranena vplyvom presadzania,
hmyzom za Gelom potravy alebo inym spdsobom, baktéria sa chattiokym pohybom
presunie k poranenégasti a umiestni sa medzi bunky hodiée rane.

Takto umiestnené baktérie czal stimulova okolie hostitéskych buniek k rychlemu
a nepravidelnému deleniu. Baktérie dosahuju tolerda vioZenintasti viastnej DNA do
hostitd’skych bunénych chromozomov, ktora spésobuje nadprodukciu koytoov
a auxinov, ktoré su regulatormi rastlinného rasharave: sa tvoria opiny slizZiace k vyZive
A. tumefaciens

Vysledné tkanivo rastlin ziskané rychlym delenimngdifernciované bielej alebo
kréemovoZzltej farby a bunky mézu obsahtyedno alebo viac jadier. Toto tkanivo posuge
VO svojom zvéSovani sa, p¢ébm nédor je formovany na koreni alebo stonke vstésti od
povodne poranenej strany rastlinného tela.

Baktéria obsadzuje intercelularny priestor na geiihadora a nie je pritomna v centre
rastuceho tumora. Nador nie je chraneny epidernk e citlivy povrch nadora nachyiny
k napudnutiu sekundarnym patogénom, hmyzom algb@idom.

Degradacia tumoru sekundarnym dittkom zapdinuje jeho hnedé alebgierne
sfarbenie a nasledné uwmnie buniekA. tumefaciensasp@ do pbévodne obyvanejasti
pody, odkid modzu by unesené vodou alebo na danom mieste zostavajdatkieho
veget&ného obdobia. V pripade via¢rych rastlin méze napadnuté tkanivo piediby’
nadalej obyvanéA. tumefaciensaz kym tumor neodpadne, alebo v nasledujucejneezé
baktéria zase zagihi rast nového naddora na tom istom mieste [8].
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3.4 Metabolizmus

3.4.1 Karbohydratovy metabolizmus

Cinnog’ reakcii pentdzového cyklu A. tumefacienge oveéa vasia ako u inych
normalne sa vyskytujucich baktérii a z tohto faalu A. tumefaciensop& reprezentuje
unikatnu kategoriu.

A. tumefaciensvyuziva D-glukézu striktne aerébnym mechanizmoninfiizgicim
cestu pentézového cyklu (PC) i Entner-Doudoroffogtaolizmus (ED). Relativny pomer
medzi tymito metabolickymi drdhami je 55 % pre EBstu a 44 % pre PC, tento pomer
neovplywviuje systém syntézy 3-ketoglykozidu. Pomocou radmremetrickych
a enzymatickych analyz je zname, Zze Embden-MeyevlaeParnasova draha, teda zakladny
anaerobny katabolicky procesiize glykolyza, VA.tumefaciensnefunguje. Oxidaxia
pyruvatu, acetatu, sukcinatu a glutaméatu néazjea Ze terminalna respiracia zaa cyklus
trikarboxylovych kyselin, teda Crebsov cyklus, &jlus kyseliny glyoxylovej [17].

V A. tumefaciengllykozylované a galaktozylované cukry navodzujatéyu enzymu,
ktory jedingne oxiduje tieto glykozidy na 3-ketoglykozidy. 3t&ezlikeniny su ¢ividne
prvym medziproduktom alternativnej cesty metabolizookrov a su zahrnuté do konverzie
D-glukozy na D-rib6zu, nie vSak cestou fosforylacie

A. tumefaciensbsahuje dva druhy 3-ketogluk6zu redukujicich emay. Oba druhy
Specificky vyZaduju redukovany nikotinamidadenindtieotidfosfat ako donor vodikov
a katalyzuju redukciu 3-ketoglukézy na glukézu, aleredukuju 3-ketoglykozidy, ich
trivialny nazov je 3-ketoglukdéza reduktaspj. tumefacienszhodne obsahuje aj enzym
D-glykozid-3-dehydrogenéasu, ktora katalyzuje oxiddd-glukézy na 3-ketoglukdzu, tento
enzym pouziva ako prostetickl skupinu flavinadeintrideotid a prenasa elektrony z FAD
na cytochromy. Z porovnania vzajomnych vlastnosd grejmé, Ze reaktivita
3-ketoglukdza-reduktas je protikladna k reaktivideglykozid-3-dehydrogenas vo wahu
k biochemikym oxid&noreduknym dejom medzi glok6zou a 3-ketoglukézou. Baktérie
metabolizuju 3-ketoglukézu odsti@vanim kyslika. Gluk6za je najprv raz oxidovana na
3-ketogluk6zu, potom redukovana na glukézu pomdddetoglukdza-reduktasy a nasledne
polymerizovana do glykogénu. To znamena, Ze glyk@zdehydrogenasa aj
3-ketogluk6za-reduktasa su esencialne pre synt§koggnu z glukozy v rastucich bunkéach
[18].
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Obr. 3.4: Rovnovaha uhlika vychadzajuca z oxidacie troch kiblglukdzy cestou reakcii
pentdzoveho cykla A. tumefaciens [17]

3.4.2 Octopinovy a nopalinovy metabolizmus

Rastlinné nadory vyvoland\.. tumefaciensv dikotyledonovych rastlinach obsahuja
nezvyajné aminokyseliny  oktopin  ND-1-karboxyethyl)-L-arginin a  nopalin
NZ-(1,3-dikarboxypropyl)-L-arginin. Produkcia tychtpinov nadormi nie je zavisla na tom,
ktora hostitéska rastlina je vyuzivana, ale je pragura bakterialnym druhom spésobujucim
nadorové bujnenie.Vo vSeobecnosti, nopalin obsakujiddory su vyvolané poddruhom
A. tumefaciensktory katabolizuje nopalin aten je syntetizovaagtlinami z 2-oxoglutaratu
a argininu, a ztoho vyplyva, Ze oktopin produkajunddory su vyvolané infekciou
poddruhmi katabolizujucimi oktopin, gdm oktorin je syntetizovany z pyruvatu a argininu.
V mnohych pripadoch nadory poktgl v produkcii tychto opinov aj pri kultivacii
v tkanivovej kultare, kde uz nie je pritomné ZiadhigotaschopnéA. tumefaciensZ toho
vyplyva, Ze Ti-plazmid je skutme asociovany s virulenciou atvorbou opinov. 8trat
virulencie pd@as inkubacie spésobuje zvySena teplota.

Formovanie opinov aaj tvorba nadorov vyZaduje rakeiu medzi proteinmi
kédovanymi Ti-plazmidom a proteinmi kddovanymi ktegialnom gendme. Tieto interakcie
sa upaiuju aj v katabolizme oktopinu a nopalinu. Oktogrpjemeneny na arginin a pyruvat
pomocou oktopinovej oxidazy, ktora je kédovanayplazmide oktopinového typu. Podobne
je nopalin, ktory sa syntetizuje v nadoroch induoxchA. tumefaciensopalinového typu,
premeneny na arginin a 2-oxoglutarat pomocou nopadj oxidasy, ktora je koédovana
v Ti-plazmide nopalinového typu. Druhym krokom ketbzmu oboch zl&enin je premena
argininu na ornithin. Za tato premenu je zodpovedngym arginasa, ktory sa nachadza aj
v poddruhochA. tumefaciensktoré neobsahuju Ti-plazmid, to znamena Ze gérafginasu je
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umiestneny na bakterialnom chromozome, ale je kaap\aj v Ti-plazmidoch nopalinového
typu. Sekvedna analyza dokazuje, Ze argindzovd aktivita nemd¥€ kodovana
oktopinovym Ti-plazmidom. Tretim krokom v katabofie je premena ornithinu na prolin
pomocou ornithin cyklodeaminasy. Tento enzym jedk@ahy v oboch typoch Ti-plazmidov.
Niektoré poddruhy s chybajucim Ti-plazmidom tiezpemuju tento enzym, ale nie
A. tumefaciensC58 s vyhatym Ti-plasmidom. Stvrtym krokom katabolizmu jeidécia
prolinu naA'-pyrroline-5-karboxylat a jeharaldia oxidacia na glutamat, tychto dejov sa
zWashuju enzymy prolindehydrogenasa a P5C-dehydrogendseé su kdédované génmi
umiestnenymi v genomi. tumefaciensimo Ti-plazmid [19].
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Obr. 3.5: Katabolizmus oktopinu riadeny prisluSnymi génmj [19

3.5 Patogenita

3.5.1 Rastlinny patogén

Molekularny a geneticky zaklad pre vyber vhodnébstitd’a preA. tumefacienge
nejasny. SkorSie vyskumy indikuju, Ze Ti-plazmikoérs ako chromozomalne gény, je
vyznamnejSim genetickym gtovatdéom pri vybere hostit®v. Niekd’ko virulentnych
lokusov na Ti-plazmide, detnevirC avirF, sa javi by determinujucich Skalu rastlinnych
druhov, ktoré mézu hytransformované k tvorbe nadoraocusVirH sa zda by zapojeny do
schopnosti Agrobacteria transformévieukuricu a iné gényir, vratanevirG, prispievaju k
hypervirulencii jednotlivych druhogrobacteriun16].

Momentalne je zrejmé, Ze predenie hostitbov, ktorych je mozné prirodzene
infikovat’, je viac komplexnejSi proces ako sa predpokladedmto proces je pod genetickou
kontrolou Sirokej palety faktorov z baktérii aj hited’skych rastlin [16].

Pre dikotyledonové rastliny je charakteristické, vZpripade poranenia ich organov
dochadza k produkcii fenolyckych latok ako je nklad kyselina 4-hydroxybenzoova,
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feruklova, sinapova, lysergova, galovialej katechol, vanilin alebo pyrogalol. Pritomtos
tychto fenolickych latok v péde je prhou pozitivnej chemotaxie a aktivacie génov
virulencie, ktoré nesie prave Ti-plazmi#l. tumefaciens Specificka vazba bakterialnych
buniek je zaloZen& na principe vazby signalnychekidina receptorové proteiny béngch
stien. Signalne molekuly su koédované génmi viruleptoblasti Ti-plazmidu. Jednotlivé
kmene A. tumefaciensvykazuju ¢asto Specifitu v& réznym botanickym druhom. Této
Specifita je dana prave variabilitou signalnych ekal. Nasledne dochadza k aktivacii
d'alSich génov zaf'sijucich virulenciu plazmidu. Tieto gény koduju nigerd endonukleazy,
ktoré spdsobuju vznik jednai@zcovych zlomov na Specifickych miestach Ti-plaamiBo
nahodnej integracii T-DNA oblasti do gendmu hos$skej bunky dochadza k syntéze
auxinov a cytokinowwo ma za nasledok fenotypové zmeny rastlin [27].rid&mrirodzenej
schopnostiA. tumefaciensiapadé len dikotyledonové rastliny, je mozné T-DNA prerdis
monokotyledonovych rastlin uskdtat nepriamo s pouzitim citlivych reportérovych
systémov.

RozSirujuci sa zaber hostiter méze by podporovany aj interakciou Ti-plazmidu
s agrobakterialnym chromozémom iného pévodu. NégjKTi-plazmidpTiBo542umiesteny
prirodzene \A. tumefaciens Bo54&a limitujucu schopna'stvorby nadorov v& mnohym
druhom strukovitych rastlin, ale ak sa dany Ti-plak premiestni doA. tumefaciens C58
Ti-plazmid pTiBo542 sa prejavi ovi@ silnejSou virulenciou pésobiacou na séju a iné
strukovité rastliny. Citlivos voci transformacii rastlirA. tumefaciensna genetickl podstatu
minimalne u kurkumy, hrasku, sdji, vinnej révy alrénych ekotypochArabidopsis thaliana
[16].

V pripade pozitivneho naleAl tumefaciens péde utenej na pestovanie kultdrnych
plodin sa odporta vysadzanie len monokotyledonovych rastlin akaukick alebo obiloviny
po dobu niektkych rokov. Ako prevencia méze sltzaj pomerne ekonomicky nenéma
aplikacia nepatologického organizrAgrobacteria radiobacter K84tory produkuje argocin
majuci letalne tinky na patogénne kmeme tumefaciensNiektoré li¢ebné dinky vykazuju
aj kometne predavané zmesi 2,4-xylenolu a metakresolu Izinolej-voda, ktoré sa priamo
nanasaju na nadory, ale tato metdda je kvoli psicagasovej narénosti malo pouzivana,
tak ako aj drahé zteniny medi a silné oxidanty ako chlérnan sodny [8].

3.5.2 Ludsky patogén

A. tumefaciendolo izolované z viaceryctudskych vzoriek, prvykrat v roku 1967, ale
nebola potvrdena patogenita. Od tohto roku bolsdrigich priblizne dvadsgdva pripadov
klinicky vyznamnych infekcii spésobenycA. tumefaciensktoré vyastili v dva pripady
infekcie ma@&ového Ustrojenstva, papripadov zapalov pobrusnice, jednu endokarditidu
a Strnas pripadov bakterémie [20].

Bakteriostaticka citlivosje r6zna, baktéria vykazuje utvaranie nigkgeh antibiotika
inhibujucich enzymov, ale bakteriostaticka terap@ &inna aj pri minimalnych
koncentraciach pri pouZziti ticarcillinu, cefoxitinwceftriaxonu, cefotaximu, gentamicinu
a ciprofloxatinu s vynikajucou ¢innog’ou vaii  A. tumefaciens A. tumefaciens pésobi
patogénne hlavneldi s permanentnym katetrom [21].

Od oktébra 2007 sa susiige pozornot na chorobu zvanu Morgellons, pri ktorej je
jednym z patogénnych spdlnitel'ov praveA. tumefaciensPriznaky ochorenia boli popisané
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uz pred tristo rokmi, ale lekari zaradili pacientoedzi psychicky chorychudi s deziliznou
parazitdzou, t.j. psychicky naruSdiidia namyBajuci si napadnutie parazitmi. Symptoémy sa
vSak u vékej skupiny pozorovanych vobec neliSili a bolo pdené, Ze ide o infeké
ochorenie s neuropsychiatrickymi znamkami char#tieké vyrastanim vilaknitych utvarov

z koze a inymi dermatologickymi priznakmi. Ide tedesystémovu chorobu spéajanu
s chronickou chorobnou Unavou, bdles kibov a svalov, hlavy, nespavosi a poklesom
funkénosti imunitného systému, pam vidite’'nym manifestom st mnohonasobné kozné rany
Specialne vo vlasovej oblasti s vyvojom zvlaStnyldkien [22].

3.6 Symptémy Crown gall disease

CGD za&ina vznikom malych zdurenin na stonke alebo korpripadne na inych
castiach rastinného tela, ktoré s umiestnan@ajblizSie k pdde. Mlady nador, tagtejSie
pripominajaci zatvrdnutl koZu, vznika nasledne poapeni a je biel@ji zltokrémovej farby
gurovitého tvaru. Tak ako nador starne, tak sa mdw fear, stiva sa nepravidelnym a farba
sa meni na hnedd aZernu. Nador moze kyspojeny s povrchom hostite len pomerne
Guzkym pruhom tkaniva ale méze sa ja@j ako celkovy opuch stonky, nie celkom presne
oddeleny. Tkanivo nadora je Zigjne porézne a drobiace sa ale vyskytuje sa agvitdf
forme na pobvrchu s Gtvarmi pripominajicimi uzlikya jednej rastline sa mézecastne
nachadzé viac nadorov, ktoré prachniveju a odhnivaju narplow rastliny bd’ ciastane
alebo celé s mozntisu recidivy v tej istej oblasti kazdu sezonu. Rridasymptomy zatiaji
zakrpatenie, chlorotické listy, zvySenu citlivosastliny vai sekundarnemu parazitovi a na
zmeny zivotného prostredia [8].

3.6.1 Mnohobunefné interakcie A. tumefaciens

3.6.1.1 Interakcia medzi bunkami baktérii, A. tumefaciens.A. tumefaciens

A. tumefacienge ukazkovym modelom pre Stadium mnohobunkovydbrakcii. Na
zéaklade bunenych interakcii medzA. tumefaciena hostit€éom bolo zistene, z&ag’ baktérii
vyskytujuca sa v podeludoch, oceanoch i v chladiacich zariadeniach ¢aime tvori
mnohobuneény biofilm, ktory pripomina architektonicky komplexvoreny skupinami
mikrokolonii zlepenymi navzgjom bakterialne produémwou matrix. Biofilm predstavuje
d'alSi ochranny mechanizmus baktérii, pretoZze zvyfljeodolnos vo vSeobecnosti a ¥d
antibiotickému ligeniu [23].

3.6.1.2 Interakcia medzi A. tumefaciens a host#skou bunkou

Pomocu medzibugaych signalizacii nazyvanych ,guorum-sensing® medzi
A. tumefaciensa rastlinnou bunkou na zaklade produkcie acyloran&omoserinového
laktonu (Acyl HSL), ktory je prevazujucim extracltnym bakterialnym signalom, dokaze
A. tumefaciensspusti’ syntézu proteinov potrebnych na prepojenie ramsg]inbunky
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s bakterialnou bunkou. Acyl HSL je produkovany gkyich koncentraciach, al@&ahlo
difunduje cez bakterialny obal areguluje horizémia vymenu a replikaciu V&ych
plazmidov potrebnych pre patogenézu a symbiozustBmaym hostitéom, jedna sa
o fenolicku zl&eninu [23].

Fenolické latky su hlavne nachadzané u dikotyledprsal vylwované v pripade
poskodenia bunkovej steny rastlinnej bunky, a iaw zriedkavo u monokotyledonov. To je
dévodom preéo A. tumefacienparaziticky napada a geneticky modifikuje prirauze cestou
monokotyledony iba v niektorych vynirsimych pripadoch, napriklad asparagus [7].

A. tumefacienspri interakcii s hostittskou bunkou z#na vystavbu tzv. tunela
potrebného na prenos T-vlakna, ktory suvisi svm@o aj s vonkajSou bakteridlnou
membranou ako i s plazmatickou membranou hdstit€akyto typ transportu sa ozunge
ako typ IV aje vyuzivany aj u viacerydiudskych patogénov. Tento proces ma podobny
mechanizmus ako interakcia bakterialnych bunielkpnjugacii.

Prekvapujuce je, Ze jeden protein dokaze zaltezpakmer Uplne sformovanie tzv.
tunela, teda prepojenia, medzi baktériou a hdistite Tento protein ma nezigjne Siroky
pocet funkcii, zatiél je zndmych S&s Re je o proteine s nazvoirE2. NajdbleZitejSia
funkcia je zrejme tvorba tunela v lipidovej dvojws. Za prvu funkciu méze Byozna&ena
jeho schopnas obal’ T-vldakno, chrani ho pred degradéaciou a priestorovo vhodne
usporiadd jeho konfiguraciu na prenos. Druhou funkciou j@éjapie sa s proteinoMirEl
zabezpeujucim samotny preno¥irE2. Treou schopna®u je prenos do rastlinnej bunky
nezavisle od T-komplexu. Za Stvrta funkciu sa payaschopnasformova’ pory dostaténe
Siroké na pasaz T-komplexu cez béme plazmaticki membranu a obalenie T-vidkna aj
v rastlinnej cytoplazme. Piatou vlastfos je interakcia s plazmatickymi rastlinnymi
chaperonmi zaclejucimi efektivnejSie T-komplex v smere na jadroatid® poslednou
znamou funkciou je interakcia s jadrovymi rastliimyfaktormi, ktoré sprostredkovavaju
reakciu s chromatinom &ahtuju integraciu T-DNA [24].

3.7 Podrobny popis interakcieA. tumefacienss rastlinnou bunkou

A. tumefaciensma vynim@&nu schopnas prenasé ¢a” DNA segmentu tumor
indukujaceho plazmidu do jadra buniek ho$ate infikova' tieto bunky, pdom T-DNA je
stabilne integrovana do gendomu ho$tta prepisovana [15].

Proces génového trensféru sa vyapa piatimi nevyhnutnymi krokmi: bakterialna
kolonizacia, spustenie bakterialneho virulentnéfisté&nu, vytvorenie T-DNA prenosného
komplexu, samotny transport T-DNA acenenie T-DNA do rastlinného chromozomu [5].

3.7.1 Kolonizacia

Bakterialna kolonizacia je nevyhnutny a najskorsbkk v spusteni nadorového
bujnenia, kedy s&. tumefacienpriklada k rastlinnej bunke. Ak vplyvom mutéciektixia
strati pripojujucu sa schopnpstak straca aj funkciu tumorovej indukcie. Polysaady
umiestnené na povrchu agrobacteria hrdjitdavu Ulohu v kolonizénych procesoch. Jednym
z moznych preventivhych zasahov ¢voA. tumefaciensméze by aplikacia roztoku
lipopolysacharidov z virulentného kifee do tkaniva rastlin pred interakciou s virulentnou

21



baktériou, tym sa zabrani prilnutiu baktérie k pabwr rastlinnej bunky. Lipopolysacharidy su
integralnou ¢ag’ou vonkajSej membrany a pozostavaju z lipid A membvrej kotvy

a z O-antigénneho polysacharidAl.tumefaciensako aj iné s rastlinami asociované baktérie
rodu Rhizobiaceageprodukuje tiez kapsularne polysacharidy, éonané ako K-antigény,
ktoré postradaju lipidové zakotvenie a maju silnibaovu povahu a su Uzko spaté s bunkou.
Casto prave prilnutie baktérie k hosfitei vyvola navzajom presne zladené zvySenie
produkcie kyslych polysacharidov [5].

3.7.2 Spustenie bakterialneho virulentného systému

A. tumefaciensozmiestiuje ve’ky pocet proteinov a pouziva niekam molekulovych
mechanizmov Kk iniciacii a nastartovaniu prvého krtdansfornénych procesov.

VirA je transmembranovy diméricky sensoricky proteitgrk detekuje signalne
molekuly, hlavne malé fenolické ziéniny uvdnované poranenymi rastlinami. Signal pre
aktivaciu VirA zalenuje kyslé pH, fenolické zlieniny ako acetosyringone aistu triedu
monosacharidov, ktoré pdsobia synergicky s fengiitkzlGceninami. ProteinVir A sa da
Struktirne dozdeli do troch domén: periplazmaticki a dve transmendw&ndomény,
znaené akoTM1 aTM2, ktoré zohravaju ulohu ako vysiéla prijima. Periplazmaticka
doména je dblezita pre schoptiosionosacharidovej detekcie. Spolu s periplazmaticko
doménou priliehajucou KM2 doméne vznika amfipaticka Spirala, ktora ma shydrofilnd
a silno hydrofébnu oblés Takato Struktira je charakteristicka pre iné srmembranové
senzorické proteiny and umaje proteinom by sltasne orientovany s vnatornou
membranou a zakotveny v n&M2 doména je kinazova doména a zohrava rozhodujdau ro
v aktivacii VirA fosforylaciou seba samej na nemennom zvysku dommaom His-474 pri
odpovedi na signalne molekuly zo strany poraneastjiny. Monosacharidova detekdiaA
je dbélezitym zosilovanim systému a odpovedanim na nizke hodnoty iékych latok.
Indukcia tohto systému je moznd iba cez periplamkytcukor viaZzuci proteinChvE
(glukéza alebo galaktdza), ktory interagujéisA.

Aktivovany VirA je schopny prenig€ssvoj fosfat ku konzervativnemu aspartatovému
zvySku na cytoplazmatickom DNA viazucom proteVieG, ktory funguje ako transkrémy
faktor regulujlci expresiu vir génov, &ge fosforylovany pomocou proteinirA. Cag’ na
C-konci je zodpovedna za DNA viazucu aktivitu, kydakoniec je fosforylana doména
prejavujuca homoldgiu €irA senzorickou doménou.

Aktivita vir systému tiez zavisi od vonkajSich pddnok a faktorov ako teplota a pH.
Pri teplote nad 32 °C oblasvir génov nie je exprimovana, pretoze dochadza ku
konformanym zmenam v stani VirA navodzujicom inaktivaciu jeho vlastnosticituk
teploty naVirA je potla&eny mutantnymi forman¥irG, zna&enymi akoVirG °, ktoré aktivuju
konstitutivne expresiu génawr. Tieto mutanty ale nie su schopné pakvirulentnu kapacitu
akd je za normalnej teploty, lebo priestorové usplanie ostatnych proteinov
spolupodielajacich sa na prenose T-DNA je tieZ pwipéné vysokou teplotou [5].
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3.7.3 Vznik T-DNA prenosového komplexu

Aktivicia génowir vedie k vytvorenie jednovlaknovej (ss) molekuly AN
reprezentujlcej kopiu zakladného T-DNA vlakna. Aiaiha DNA umiestnena medzi T-DNA
hranice nie je prenaSan& do rastlinnej bunky aioteana do rastlinného gendmu. Proteiny
VirD1 aVirD2 rozpoznéavaju hratiné sekvencie T-DNA, jedna sa o endonukleazoveé igktiv
preto su schopné nastrinthaaklad réazca ozné&ného hraknymi Usekmi od zvysku. Po
endonukleazovom odsStepeni zostarieD2 kovalentne naviazany k 5°-koncu sstazca,
toto spojenie zabrani exonukledzovému utoku naoBidc ssT-réazca a rozliSi 5 -koniec
ako celny koniec T-DNA tranférového komplexw/irD1 reaguje s obasu, kde ma
ssT-r@azec zditok. Experimentmiin vitro bolo dokazané, Ze pritomnosVirD1 je
nevyhnutna pre rozStepenie nadzavitnicového vinstistratu proteinonvirD2. Sitasné
obnovenie odstraneného ssTaeca je evolkne spojené sinymi bakteridlnymi
konjuganymi procesmi DNA prenosov, ktoré savisia s vytvédmajednovliaknovej DNA.

Po rozsiahlych mutaciach alebo deléciach na prsivape T-DNA hranic nasleduje
vasSinou kompletna strata schopnosti T-DNA prenose, mut&né zmeny ndavej strane
vedu len k poklesu prenosovsjitnosti. To znamena, Ze syntéza T-vlakna je in@i@v zo
strany pravej hratnej oblasti a prebieha v smere od 5" k 3", mbézstaa Ze syntéza bude
Startovd zl'avej strany, ale vykonnogprocesu bude ova nizSia. Rozdiel je asi spbésobeny
zaradenim zosilovacej sekvencie pred pravu bn@noblas. Tento zosilova je Specificky
rozpoznavanyVirC1l proteinom, ptiom delécia voVirC operone vedie k zmenSeniu
virulencieA. tumefacien$s].

3.7.4 Samotny transport T-DNA

Prenosovy prostriedok T-DNA k rastlinnému jadrinpzyvany ssT-DNA-proteinovy
komplex. Cesta prenosu do jadra predstavuje predeadtri membrany, bunkovla stenu
a intrabunénym priestorom. Najakceptovanejsi model prenosssje-DNA-VirD2komplex
obaleny proteinonVirE2 a proteinom viazucim jednai@covi DNA. Toto kooperativne
spojenie ma ochrannu funkciudr@taku nukledz a pri natiahnuti tohto komplexulssiahne
redukovany priemer priblizne dva nanometre,u'ahiuje prechod cez membranovy kanal.
AvSak toto spojenie nestabilizuje T-DNA komplex tm@. tumefaciens

VirE2 obsahuje dva signalne Useky pre lokalizaciu rasdhho jadra (NLS) ®irD2
jeden. Tento fakt zr& Ze oba proteiny hraju délezitu ulohuladiska prijmu komplexu do
jadra rastlinnej bunky. Delécia v NLS jedného tywoteinov vedie sice k redukovanému
Gcinku, ale nie k uplnej strate funkcie, lebo sa gjimenSomciastaine dokazu navzajom
zastupt'.

ProteinViIrEL1 je esencidlny pre expoKirE2 do rastlinnej bunky, ale jeho presna
Specifickd funkcia je zatianeznama. Bakterialne kmene mutované wiel nedokazu
exportova@ proteinVirE2, ktory sa hromadi vo vnuatrajSku baktérie. Niektorétacie mézu
byt doplnené, ak dochadza k spoluinfekcii s koma, ktory dokaze prenaSa/irE2. To
znamena, Ze tento protein moéze pyenaSany nezvisle a Ze trandfé¢E2 ako s@asti ssT-
DNA komplexu nie je nepostradditey pri prenosovych procesochg¢aho vyplyva, Ze je
mozny aj prenos samotnej, teda nahej, T-DNA ddinasj bunky. Takyto transfér tedva
druhd alternativnu mozntgprenosu, kedy je prenasany len neobaleny komm&xDiNA
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S naviazanym proteinorwirD2 na 5°-koniec a nezavisle na towfirE2, ktory ssT-DNA
komplex obali az vnutri rastlinnej bunky.

Do transféru DNA sa zapaja aj 9,5 kid'kag operonvirB, ktory spoluvytvara bunkovu
povrchovu Struktaru pre vznik transférového kompleMéa podobnu charakteristiku ako iné
s membranou asociované proteiny. Pri translok@siopi ajVirD4, ktory je ATP-dependetny
a nevyhnutny pri prenose, jedna sa o transmembyamoetein umiestneny zv8a na
cytoplazmatickej strane membrany. Porovnavacieié&ta#tazuju véky stup& homoldgie
medzi operonomirB a oblagami pre transfér v Sirokom rozsahu plazmidov ey, co sa
tyka genetickej organizacie, nukleotidovych sekviemproteinovych funkcii.

Oba systémy prenosu (klasicky aj alternativny) dajiado recipientnej hostliekej
bunky aj nesamostatne prenosny DNA-proteinovy kempFunkcia prenosu DNA medzi
riSami naznéuje, Zze T-DNA prenosovy aparat a konjoigg systém suU spolusulvisiace
a pravdepodobne sa vyvinuli zo vSeobecnediétio systému prenosu.

PrevaZujuce proteinyirB tvoria membranu vetviace proteinové kanaly spég@pbe
membrany. S vynimkoWirB11 maju vSetky mnohonasobné periplazmatické domémi.11
je jediny¢len operénw/irB najdeny v extracelularnom prostredi, teda je mpzeéniektoré
iné proteiny VirB  mohli by prerozdelované @as procesu biogenézy a pdsobenia
medzibunkového konjugaého kanalu. To by mohlo Bypripadom VirB2, proteinu
s vyredukovanou funkciouVirB2 je prekladany ako 12 kDa protein, ktory je neskér
spracovany proteolyzou a jeho kéné funkina forma je pri 7 kDa.

VirB4 aVirB11l su hydrofiliné ATP-azy potrebné pre aktivny DNA rprs. VirB11
postrada pokraljucu sekvenciu hydrofébneho zvySku formujucehoptezmaticki doménu.
Navzdory tymto Strukturalnym charakteristikam, njersko jedna tretina ¥irB11
predstavuje jeho rozpustnu frakciu, zBi@m zvySok z tohto proteinu zostava asociovany
s cytoplazmatickou membranou. Takéto charakteyistik netypické pre dany typ proteinov
a svedia o moznej dynamickej koexistencii réznych konfagémych foriem in vivo.VirB4
Uzko suvisi s cytoplazmatickou membranou. Obsabuge extracelularne domény riadiace
transmembranovu topoldgiu tohto proteinu, ktoravgepodobne dovoluje ATP-zavislé
konformané zmeny v konjugamom kanaly. Funéné formy VirB4 aVirB11l st homo-

a heterodiméry. Syntét¥irB4 je dobre riadena s hromadenim a distribGci6tB3 a iny
protein, VirB7, zda sa by nevyhnutny pre prispésobivibsa prenosového aparatdirB7
interaguje 9/irB9 formujuc heterodiméry a multimérny komplex vyS&ieradu. Syntéza
VirB9 a jeho nepremenné ukladanie zavisi od heterodep&onformacie naziajiucej, ze
VirB9 samostante mbze Dynestabilny aje nevyhnutné spojenieVidB7. V tejto
intermolekularnej konformacii monomeérnych podjedelot si spojenia prostrednictvom
disulfidickych mostikov.VirB7-VirB9 heterodimér slizi k stabilizacii inych proteingir
pocas zkompletovavania futikych transmembranovych kanalov.

Najprv su monomeéryVirB9 aVirB7 exportované do membrany a zpracovane.
Interaguju navzajom do vytvorenia kovalentnej ztmanej homodimérnej a naslednej
hterodimérnej Struktary. Uloha oboch typov diméraako jedinej a nevyhnutnej
heterodimérnej Struktary potrebnej v biogenéze sfienového aparatu je Siroko prijimana.
Postupne je tento heterodimér priradeny k vonkaji@nbrane, dochadza k reakciam s inymi
Vir proteinmi az do vzniku prenosového kanéalu sgevkom transglykozida2yirB1.

Je zname, Ze proteiny Mi¥B2 aZ poVirB11 st nevyhnutné pre DNA transfér nazmdc, Ze
tieto proteiny su zakladnymi zlozkami prenosovéparatu, kymVirB1 prispieva k tomuto
procesu menej.
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Dvomi pridavnymi vir operonmi lokalizovanymi v olgimovom Ti-plazmide strirF
avirH. VirF protein je funkne zhodny zVirE2, ale nie nattko potrebny. OperéwirH
pozostava z dvoch génov kodujucich proteWfigH1l aVirH2, ktoré nie su esencialne, ale
moZu zvySova Uspesnas transféru a dokdzu detoxikavarcité rastlinné zlgeniny, ktoré
moZu ovplyvnf rast baktérii [5].

Po vstupe VirD2-T-vlakna do hostittkej bunky spojenej n&gstejSie so zabalovanim
do proteinWirE2 a formovanim T-komplexu nasleduje jeho prechod @gaplazmu az po
dosiahnutie jadra hostite. Kal'Zze cytoplazma je hustou substanciou prepletenoe’apl
cytoskeletarnych Struktar a Brownov pohyb makrorkdlge vd’'mi sazeny, je zrejmé, ze
prechod objemného T-komplexu musi tbyzabezp&eny aktivnym mechanizmom
intracelularneho transportu.

Prenos T-komplexu cytoplazmou hodiiteje pravdepodobne principialne zhodny
s prenosom mnohych DNA virusov cez cytoplazmu d&iicdv buniek, az na rozdielne
proteiny. Znamena to teda, Ze pri prechode bunkgwolfacterium vyuziva mikrotubularny
systém s aktivnym pohonomd’aka dyneinovym motorom. Identita tychto motorovych
proteinov v rastlinnych bunk&ch viak nie je preamn@&ma abh v s&asnosti prebiehajucich
Studii sa zda hyich podstata zavisla od dynein-viazucich protdinddoré su v rastlinnej
bunke pritomné a spolupracuju so znamym proteiN®A1l, ktory sa nachadza v rastlinnej
bunke a sprostredkovava rozpoznanie prot¥iniE2. Novoobjaveny protein s nazvdbd.C3,
ktory tvori spojenie medzVIP1-VirE2-T-DNA, je s&ag’ou novej rodiny molekulovych
motorov rastlinnych buniek, ktoré su tiggs’ou prenosového mechanizmu T-komplexu [25].

3.7.5 Integréacia T-DNA do rastlinného genénu

Vnutri v rastlinnej bunke, ssT-DNA komplex je miege na jadro prechadzajluc
jadrovi membranu. NajpotrebnejSie v tomto procéseiD2 aVirE2 a mbze by vyuZiry aj
VirF. Jaderné lokalizmé signalyVirD2 aVirE2 hraju dolezitt rolu pri dondSke ssT-DNA
komplexu, ktory je viky (do 20 kb) nukleoproteinovy komplex obsahujuba ijeden
kovalentne pripojeny proteiNirD2 na 5°-konci, ale komplex je prekryty, resp. zabgle
vel'kym pastom VirE2 molekdl, priblizne 600 molekul na 20 kb T-DNA, aZla z nich ma
dve NLS oblasti. Dve jadro lokalizujuce signalndasti VirE2 si povaZzované za dblezité pre
kontinualny import ssT-DNA komplexu, pravdepodobpee udrziavanie oboch stran
jadrovych poérov neustale otvorenych. Jaderny impgertsprostredkovany aj pomocou
Specialnych NLS-viazucich proteinov, ktoré su prite v rastlinnej cytolazme [26].

Koneiny krok T-DNA transféru je jeho integracia do rastEho gendmu. Faktory
hostitd’a su potrebné pre komplementaciu T-DNA molekulydvajrefazcova DNA, pre
produkciu zlomov DNA v hostitevom gendéme a pre spojenie T-DNA s tymito zlomami.
Napriek pokrgilym vyskumom je presny mechanizmus integracie mualee eSte nejasny.
SkorSi model nazaval vSeobecny postup integracie T-DNA do genéBul. uvazovany
ako integrény dej s nelegitimnou rekombinaciou (odporujucoavpiam). Podla tohto
modelu, je potrebné sparovanie nikgch baz, znamych ako micro-homologické, pre pre-
-iniciacny krok medzi T-DNA vldknom spojenym \ArD2 a rastlinnou DNA. Tieto
homologie su vigmi malé a poskytuju iba minimum Specifickosti pe&kambing&né procesy
s umiestiovanim VirD2 a pre ligaciu. 3’-koniec alebo priliehajuca seloi@anT-DNA
nachadza niekixo méalo podobnosti s rastlinnou DN& vedie k prvému kontaktu (synapsii)
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medzi T-vldknom arastlinnou DNA za formovania magyzv 3°-5° vlakne (matricove)
rastlinnej DNA. NaruSena rastlinnA DNA je postupseihand endonukleazami od
3’-koncovej pozicie rozSirenia vlakien rastlinneNA® a prvy nukleotid 5° sa priklada
k VirD2-T-DNA, ktora je spéarovana s kratkou nukleotidovou sekiwen na vrchnom
(komplementarnom, 5°-3") rastlinnom DNA vlakne. ddievajuca 3'éag’” T-DNA spolu

s naruSenou rastlinnou DNA su odstranené badonukledzami alebo 3°-5"exonukleazami.
5’-koniec matricového vlakna je spojen¥/isD2 koncom ad’alSi 3"-koniec T-DNA vlakna
(sparovaného s rastlinnou DNA cell dobu od prvélukik integr&ného procesu) sa spoji
s rezom v na spodnom (matricovom) vlakne rastliidé¢A. Akonahle je dokotené spojenie
T-vlakna v 3°-5" réazci rastlinnej DNA, tak vplyvom napatia sposobenémenou vynutia
déjde k pretrhnutiu ogmého DNA vlakna (komplementarneho). Tato situadidivaje
opravny mechanizmus rastlinnej bunky a komplemastatakno je dosyntetizované pouzijuc
ako templat skér inzerované T-DNA vlakno [5], [26].

VirD2 ma aktiv&nu udlohu v presnej integracii T-vlakna do rastlina&hromozomu.
Uvolnenie proteinirD2 poskytuje energiu obsiahnutd vo fosfodiesterovigbe s prvym
nukleotidom T-vlakna poskytujuacim 5°-koniec pre 8aju do rastlinnej DNA. Této
fosfodiesterova vazba méze postuako elektrofilny subtrat pre nukleofilni 3"-OH ghou
z naStiepenej rastlinnej DNA [5].

signals

Surface
receptors

conjugate

T-complex

Obr. 3.6: Cesta integracie T-DNA z A. tumefaciens do hdskig bunky [25]
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4 BIOTECHNOLOGICKE VYUZITIE A. TUMEFACIENS

A. tumefacienssa vyuziva na nepriamu transforméaciu hlavne rastth buniek, to
znamena, ze ako prenafaudzorodej DNA sluzi vektor. Vektorom byvaju oblgiSpecialne
bakterialne plazmidy, hlavne plazmidy gramnegatténgddnych baktérii. Nepriame metody
transformacie rastlin patria medzi starSie posfueynosu genetickej informacie.

Strieny vycet oblasti praktického vyuzitia odréd rastlin vapdgkh genetickymi
modifikaciami zala hlavne rezistenciu alebo vysoku toleranciti Yerbicidom, rezistenciu
vo¢i hmyzim Skodcom, rezistenciu &ovirusovym, bakterialnym a hubovym chorobam,
toleranciu k nepriaznivym abiotickym faktorom, zey$ trvanlivog produktu, navodenie
pe’ovej sterility, produkciu Specifickych proteino¥etne vakcin produkovanych rastlinou,
produkciu rastlinnych olejov so zmenenym zlozenimpradukciu Specifickych sacharidov
[27].

4.1 Charakteristické znaky modifikacie rastlin

Priblizne 35 génovir mapuje vonkajSok T-DNA oblasti Ti-plazmidu a kéeluj
produkty potrebné pre vienenie, transfér a integraciu T-DNA do rastlinngemomu. Vir
gény su zn&né ako transio znamena, Ze nie je potrebnd ich fyzickasl v T-DNA nato,
aby bola T-DNA za&lenena do rastlinného genomu.

Hraniiné sekvencie, teda 25 bp dlhé nedokonalé repaifuiantujuce T-DNA, su
potrebné pre transfér T-DNA, pretoZze obsahuju sekieepotrebné pre rozpoznanie stran
stranovo-Specifickymi endonukleazami kddovanymirépemvirD. Endonukleaza naStepuje
spodné viakno DNA z T-DNA oziajuc Startovaci bod pre transfér. PravBa@a hranica
T-DNA sa oznauju ako cis-regukné oblasti, ktoré su fyzicky prikladané ku génorenym
na prenos do rastlinného genému. Iné cis-régélablasti zatihaju promotéry a terminatory,
ktoré lemuju transgény areguluju ich expresiu. oEne pouzivané promotéry a
terminatory su gén pre syntézu nopalifNO§ a promotér virusu mozaiky karfiolovej
(CaMmV 353%.

Na overenie inkorporacie pozadovaného génu doimagdtio gendmu slizia takzvané
selekné markerové gény, ktoré poskytuju rozpoznanie bewybuniek so zabudovanym
génom. Tieto Specialne gény siasdiou transgénov. Bakteridlne salak markery poviuja
identifikaciu baktérii zmenenych vektorom, ktorynestom markeru. Prikladom rastlinnych
a bakterialnych selekych markerov su hygromycin, fosfotransferaza, Ramn,
streptomycin, gentamycin alebo bleomycin. Prinelpksie buniek alebo pletiv na z&klade
meédii s antibiotikami, na ktorych su schopné vegataba GM bunky sa postupne opas
z dévodu teoretického nebezpestva vzniku rezistancie §ioantibiotikam a tieto seleké
gény su nahradzované obvykle génami pre rezistektiarbicidom, ako je nanapriklad
glufosinat. V niektorych selekych systémoch je ako selektivny gén pouzivany gen
enzym manodzu.

Pri vyskume genetickych transformécii st hojne Wwaiié takzvané signalne alebo
reportérové gény. Jedna sa o gény, u ktomattko zhodnoti expresiu z hadiska kvantity
i z hradiska miesta expresie v rdmci organizmu alebovislksti na podmienkach, ktoré
expresiu indukuju. Jedna sa hlavne o transdgglukuroniddzu pbévodom z baktérie
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Escherichia coli gén pre tvorbu luciferazy zo svetluSielPhptinus pyraliy alebo
fluoreskujuci protein pochadzajuci z meduagqorea victoriq

Odhliadnuc od T-DNA hragnych sekvencii, W#&ina génov z T-DNA moéze By
nahradena cudzimi génmi majucimi vyznam v modifikéastlin a tieto gény su tym padom
prenesené do rastliny. Geneticky modifikovana T-DMAvo vSeobecnosti uvadzana ako
mutantna T-DNA, skonStruovana T-DN& odzbrojena T-DNA, ptiom presné definicie
podmienok zmien v T-DNA &asto i samotné zmeny nie su uvadzané, lebo su ermgan
patentom.

VySSie uvedené elementy su c¢lemené do dvoch zékladnych typov vektorov
pouzivanych k transformacii Sirokého spektra maspbmocouA. tumefaciensJedna sa
o binarny vektor a ko-integrovany vektor [27], [28]

4.1.1 Binarny vektor

Objav, Ze gényir nemusia by v tom istom plazmide s T-DNA regionom, aby doSlo
k jeho prenosu a k inzercii do rastlinného gendamigziuje vytvaranie systémov, kde region
T-DNA aregionvir su umiestené v odliSnych plazmidoch. Z toho vyaly¥e v systéme
binarneho vektora s T-DNA a obfagr uloZzené v izolovanych plazmidoch z toho istého
poddruhuA. tumefaciensGényvir su lokalizované v Ti-plazmide, ktory neobsahujmadu
spbsobujuce gény, a T-DNA s génmi, ktoré siené na inkorporaciu do genomu ho$ttge
umiestnené v malej vektorovej molekule. Su poudité odliSné plazmidy, konkrétne ide o
maly replikon a pomocny plazmid.

Maly replikon so Sirokym spektrom hostite, ktory méa peéiatok replikacie (ori)
povolujuci udrzbu plazmidu v rozsiahlej Skale baktératanekE. coliaA. tumefaciensTento
plazmid typicky obsahuje cudziu DNA namiesto T-DNAyU a pravl hrasnt sekvenciu
T-DNA alebo prinajmensom pravy hréany usek T-DNA, markery pre selekciu a udrzbu
v E.colia aj VA. tumefaciens selekné markery pre rastliny.

Pomocny Ti plazmid, poskytnu#. tumefaciensktory postrada cely T-DNA region,
ale obsahuje neporuseny vir region.

Tento vektorovy systém je najpouzivanejsi, alewsianuté aj odliSné typy binarnych
vektorov k prispdsobeniu sa potrebam v procesastfimaych transformacii.

Vo vSeobecnosti transforf@@ procedury obsahuja tri kroky. Prvym krokom jansfeér
rekombinantného malého replikonu cestou baktefi&ioejugacie alebo priamym transférom
do A. tumefaciens ktoré obsahuje pomocny Ti-plazmid. Nasleduje &p@ kultivacia
rastlinnych buniek #. tumefaciensumoziujica prenos rekombinantnej T-DNA do
rastlinného gendému. Poslednym krokom je selekeiasformovanych rastlinnych buniek za
vhodne utenych podmienok [28].

4.1.2 Ko-integrovany vektor

Pomenovanie ko-integrované vektory alebo hybridrpld@zmidy patria medzi prvé
typy modifikovanych a skonStruovanych Ti-plazmideymyslenych preA. tumefaciens
sprostredkovanu transformaciu, ale dnes uz patedzmmenej pouzivané. SU zostrojené
homologickou rekombin&ciou bakterialnych plazmid®wW-DNA oblasou z endogénneho

28



Ti-plazmidu VA. tumefacienspricom je Ziadana pritomntsomologickej oblasti na oboch
plazmidoch. V tomto procese su potrebné tri vektodzbrojeny agrobakterialny Ti-plazmid,
sprostredkovatisky vektor a pomocny vektor.

Odzbrojeny agrobakterialny Ti-plazmid je Ti-plaznsid’-DNA, v ktorej su onkogény
nahradené exogénnou DNA. Ako priklad mozno uvie&riu vektorovSEV, v ktorej prava
hranina oblag T-DNA spolu s génmi pre fytohormény kodujucimi oiinin a auxin su
odnaté a nahradené bakterialnymi génmi s kanamycinawaistanciou, zatla ¢o lava
hranina oblag a malacas’ TL origindlnej T-DNA vedena akdava vnutornd homoldgia su
nedotknuté.

Sprostredkovatskymi vektormi su malé zakladné plazmidBR322 ciZze vektory z
E. coli, obsahujuce T-DNA obl&sSu pouzivané k predchadzaniu problémov odvodeagich
priliSnej vékosti odzbrojenych Ti-plazmidov alaka tomu, Ze postradaju jedéné
restrikkné miesta. Tieto sprostredkovigke vektory su replikovanéB. coli a prenaSané do
A. tumefacienpomocou konjugacie. Nedokazu sa replikbvaA. tumefaciens preto nesu
DNA segmenty homologické k odzbrojenej T-DNA, alastala rekombinacia a ko-integracia
T-DNA Struktary.

Pomocné vektory su malé plazmidy udrzovarta ¢oli, ktoré obsahuju transférové a
mobilizatné gény, ktoré povoluju transfér konjugaciu postpaceho sprostredkovditkého
vektora doA. tumefaciens

Vysledny ko-integrény vektorovy plazmid zostrojeny in vitro manipuldginormalne
obsahuje vir génylavy a pravy hradny T-DNA segment, exogénnu DNA zaradenu medzi
dve hrantné T-DNA oblasti a rastlinné i bakterialne sele& markery [28].

4.2 Typy tkaniv vhodné na transformaciu

U¢innog’ T-DNA prenosu A. tumefaciensio rastlin je zntme premenliva, nie iba
v ramci rastlinnych druhov a kultivarov, ale tieZzramci tkaniv. Roztiné postupy pre
transformaciu rastlin sprostredkova® tumefaciengpouzivaja listy, vrcholy vyhonkov,
korene, prvé listky na stonke mladych semennydtima&ize kotyledony, semienka a kalusy
odvodené z réznyctasti rastliny. V inych metddach, transformovanéika nie je oddelené
od rastliny, ale zostava vo svojom prirodzenom thieem prostredi, teda transformécia sa
uskut@nuje in planta.

Patentmi doportenych Specidlne &enych a vhodnych tkaniv na transformaciu je
pomerne malo, pretoZe rozsah ochrany patentovge &limky. Niektoré Kucové patenty ale
poskytuju dostattne Siroku Skalu informacii dadom technoldgii z vyskumnej oblasti.
Tvrdenia v zverejnenych patentoch Zsye nie su presne obmedzené na typ alebo druh
transformovaténych rastlin. Viacmenej ale pravdepodobne kazddimasspada do Skaly uz
prijatych vynalezov na transformaciu pomoduumefaciens

Japan Tobacco je majfem dvoch patentov na Uzemi Austrdlie a USA na
transformaciu kalusov. Australsky patent obsahujiormacie o transformacii tkaniva
A. tumefaciens pricom tkanivo méze k¥ odobraté z hocijakefasti monokotyledonovej
rastliny v Stadiu jeho nediferencovanosti alebolwdného prave ¥ase diferencovania sa.
Americky patent limituje transformovdiey kalus do maximalne siedmych drizky Zivota
tkaniva, to znamena4, Ze tkanivo nesmié starSie ako sedem dni.
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Dalsim moznym typom tkaniva na transformovanie pamdt. tumefacienge nezrelé
embryo monokotyledonovej rastliny pred diferenaéctkaniva, majittom patentu je opa
australskacag’ firmy Japan Tobacco. Europsky patent obsahujeist@& informacie ako
australsky.

Drzitelom zaujimavého patentu je Oddelenie agrikulturyj@pgeh Statov americkych
(USDA). Patent pojednava o transformacil'ypeTymto transformovanym pem sa opkuje
druha rastlina, aby vznikli transgénne semienkarykh vyklicenim sa ziska transgénna
rastlina.

Texas A & M Univerzita je garantom amerického paiektory nebol prijaty v Europe
ani v Austrdlii, na transforméciu odstranenyclehkdv apikalneho tkaniva cestou inokulacioe
tkaniva sA. tumefaciens

Nain plantatransformaciu maju registrované patentované agikki rozlicné entity.
Cotton Inc., Rhobio a Performance Plants patriaalgay transformacii rastlinného tkaniva
A. tumefacienw jeho prirodzenom prostredi. Performance Plaatergova aplikacia avsak
bola uz dvakrat zamietnuta. Cotton Inc. ma patenttransformaciu pomocou neihloveho
injekéného zariadenia dopravujucelo tumefacienslo kvetinového alebo meristémového
tkaniva. Kvetinova transformacia je hlavne in ptantetdda, ktora sa stalal'w@ popularnou
v transformécii Arabidopsis thaliana jednej z najznamejSich modelovych rastlin
v genetickych Stadiach. Tato metdda je vhodna ] tpeinsformaciu monokotyledonovych
rastlin. V pantente, ktory vlastni spd&hmg’ Paradigm Genetics Inc., sa uvadza metoda
transformacie kvetinového tkaniva aj priame oSégr&uetov.

Poslednym zaujmovym typom rastlinného tkaniva pngforméacia semienok. Jeden
patent vlastntinske biotechnologické vyskumné centrum a obsaigebecné tvrdenia na
aplikaciuA. tumefacieng&u kliciacim semienkam befalSieho oSetrenia semienok. Kérejska
firma Scigen Harvest Co Ltd. Vyvinula napodobnu ddet pouzivajucu ihlou poranené
semienka ako clevu tkanivovu kultiru v kombinécii A. tumefacien§28].

4.3 Moznosti zvySenia transforma&nej efektivity

Tak ako v inych technoldgiach rastlinnej transfociaaaj transformacia. tumefaciens
zahma mnoho faktorov ovplywjdcich Uspech alebo zlyhanie transféru zaujmowggm do
rastliny a jeho naslednu stabilnt integraciu a esior Rozdielne faktory mézu ovply¥ni
transformaciu rozline, v zavislosti od rastlinnéhnohu.

Medzi aspekty transformacie ovphjlace jej uspech patri vek rastliny, vyber tkaniva
na transformaciu, vyber kma A. tumefacienséasovy rozsah i podmienky pre inokulaciu
tkaniva sA. tumefaciena nekrézia rastlinného tkaniva zagmenaA. tumefaciens

Dra vSeobecného pravidla plati, Ze mladé rastlinyas&ie transformuju ako starSie.
Narast A. tumefaciensna médiu musi bftaoh’ad na transformovanu rastlinu, pretoze pri
nadmernom rastd. tumefacienssa zmenSuje Sanca na regeneraciu kompletnejnsagtli
transformovaného tkaniva.

Inhibicia nekrézy spbsobendj. tumefacienge moznd metdédou kenia rastlinného
tkaniva tepelnym Sokom, chemickou inhibiciou a esmu génovych produktov
v transformovanych rastlinach, ktoré inhibuju nekré Nadmerny rasf. tumefacienama
negativny vplyv na stupieprezitia transformovanych rastlinnych buniek gatévny vplyv
ma& aj zvySenie pdu kopii T-DNA inzerovanych do tranformovanych tast Zabrani sa
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tomu da vyuzitim auxotrofného mutanta tumefaciensktory dovduje kontrolova jeho
vlastny rast obmedzevanim definovanych Zivin. J&mopou# i zli¢eniny obsahujice
tazkeé kovy a antibiotika, ktoré kontroluju rychfasstu.

Redukcia vahy transformovanej rastlinfattuje DNA transfér a podporuje vyvoj a
rast tvorby kalusu. Uskutduje sa extrakciou vlhkosti z rastliny. Zdokdoaaniu
transformacie napomaha aj vystavenid’@ieho tkaniva ultrazvuku pred ponorom,éas
ponoru a po ponoreni tkaniva do suspende tsimefaciens

Na zvySenie Uspechu transformacie sa vyuZiva iadkiprienik A. tumefaciengdo
rastliny. A. tumefaciensdosahuje intimnejSi kontakt s bunkami rastlinyd’ ke vystavené
vakuu. Tato metdda sa aplikuje in planta, tedaydmein vitro kultivacii a regenekmému
kroku [28].

4.4 Geneticka transformacia organizmov nepatriacich medi typické
poPnohospodarske plodiny

4.4.1 Morské riasy

Riasy sU organizmy relativne nediferencované, ktmaérozdiel od rastlin nemaju
pravé korene, listy, kvety ani semena. Nachadzau vamori. Ich vékos’ je od
mikroskopickych jednobureaych foriem po vEké makroskopické formy dlhé az sedemdesiat
metrov. V@&Sinou su fotosyntetizujuce, obsahuju pridavné prggna majua pohyblivé alebo
nepohyblivé spory.

Morské riasy sa vyuzivaju ako potrava, na vyrobuarag do tl@iarenskych
atramentov, v kozmetickom priemysle, ako insekticd USA ako stabilizatory zmrzliny a
teda ako suspenzné prostriedky v grigch napojoch, a vo farmaceutickom priemysle.

Stabilnd metdda pre genetickd transformaciu mnohaimych rias, ktora definuje
riasy ako neangiospermné fotosyntetizujuce eukek@torganizmy Zijuce v oceanoch alebo
slanych vodach, pozostava z poranenia kutikulyyriaakorporacie zaujmovych génov
vyuzitim A. tumefaciensako gény prenaSajuceho systémucmanajkratSie vystavenie rias
neslanému vodnému meédiu, tedacaa potrebny k efektnej transformacii niékgch buniek
rias. A. tumefaciensndze nies jeden alebo viac génov pre zavedenie do recipagrmnky
riasy. Transgénne druhy morskych rias su schoprpgresie DNA sekvencie kodujucej
antigény patogénnych mikroorganizmov schopnych lafvodpovel’ T'udského imunitného
systému, alebo iného Zisicha, po oralnej aplikacii materidlu z morskychsriBalej maji
transgénne druhy rias dige vySSiu rezistanciu ¥o morskym hubam ako nemodifikované
druhy a st schopné produkdvaAuceniny podporujuce zdravie [28].

4.4.2 1hli énany

Ihlicnany sa hlavnou skupinou nahosemennych rastlinivepZsa viac ako sto rokov
a prezivaju aj na nearodnych studenych suchychgibddorovice su doélezité pre produkty
zahnajuce drevo, terpentin a poziviaté semena. Produkty odvodené od terpentinu sa
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vyuzivaju v pafrémovnictve, vo farmacii néaienie vykasliavania a udiaju typicku véiu
mnohym produktom.

A. tumefacienspouzité na transformaciu diferencovaného tkanieaoWice sa da
zvolit z pomedzi kmiov spbsobujucich CGD alebo z ko-integrovanych &izptidov alebo
zo systému binarnych vektorov, podmienkov je schapalaného kmga spésobowaCGD
¢o najv&Siemu zaberu rastlin. Na spolukultivacitA.s tumefacienssa pouzivaju bunky
sadenic, casti listov alebo hypokotylov. Geneticka transfocma ihlicnanov, teda
nahosemennych dvojkhiolistych rastlin, prebieha obdobne ako u klasigkyumefaciens
napadanych krytosemennych dikotyledonovych rag@. [

4.4.3 Fungi

4.4.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisigekvasinka, teda organizmus z riSe hub, s ktasgiiahko
manipuluje, je dostupna pre prijem vektorov a jechhy rastdci organizmus. Ma
mnohostranné vyuZzitie v potravinarstve a biotecbgickych odvetviach.

A. tumefacienge schopné prenosu vlastnej T-DNA aj do kvasinieg,len do rastlin.
Esencialnymi su vir gény Ti-plazmidu, ktoré sprediovavaju transfér T-DNA. V pripade
umelovytvorenej ko-kultivénej zmesiA. tumefaciens kvasiniek nie je plazmidova T-DNA
prijata kvasinkamiS. cerevisiagz toho vyplyva, Ze transfér prebieha iba cestkiivaeho
procesu za pritomnosti systéwiu A. tumefaciens

Analyzou transgénnych kvasiniek je zistené, ze TADdYkly sa utvaraju v kvasinke
s preciznou faziou medfavym a pravym hratkym usekom T-DNA. Integréacia T-DNA do
genomusS. cerevisiaesa odohrava cestou homologickej rekombinacie. viari tkontrast
s integraciou do rastlinného gendému, kde je integra-DNA preferovana cestou ilegitimnej
rekombinacie. Vysledky Studii potvrdzuju, Ze prodetegracie T-DNA je predovsetkym
preduteny hostitéskymi faktormi a Ze zaber hoslites A. tumefaciensn6ze by eSte Sirsi
ako sa predpokladalo.

Transforméaciua kvasiniek pomocou reptikého vektora je ova efektivnejSia ako
pti pouziti integraného vektora, preto sa pouziva skonstruovany bynaektor pPRAL7101
Tento plazmid obsahuje kvasinkové seélek gény a replikany pctiatok S. cerevisiae
ozna&eny 2y, tieto Struktiry s umiestnené metlava a prava hratint sekvenciu binarneho
vektora pBIN1Q Binarny vektorpRAL7101je schopny prenosudiaka inkorporécii do
pomocného km&a A. tumefaciend BA110Q ktory nesie gényir kddujuce transférovy
systém T-DNA.

Aktivacia génowir je méznan vitro inkubaciou danéeho kmia v médiu s nizkym pH
obsahujucim fenolicky induktor. Inkubac& cerevisiaer tomto médiu nepdsobuje inhibiciu
rastu kvasiniek ani nema na ne letalenkly. Zmes kvasinkovych buniekAa tumefaciens
preziva aj pri koncentracii glukdézy pod 5 mM. Naewnie Uspechu kultivacie sa pouZiva
kvasinkovy kmé, ktory je haploidny s negativnym uredzoovym testgqmo spravnej
inkoroporacii seku T-DNA sa kvasinky stavaju umg@azitivne, pdom pozitivny uredzovy
test je stabilny.
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Transformacia S. cerevisiae sprostredkovanaA. tumefaciens ktora napodaiuje
prenos T-DNA ZA. tumefaciensdo rastlin a nie je pouzity konjugyey transfér celého
bindrneho vektora, ma frekvenciu iba ®l0transformovanych buniek na jedného
zgerenerovaného recipienta. Téato frekvencia poykazua potrebu V& rovnakych
virulentnych génoA. tumefaciensktoré su vyzadované pre rastlinnua transformaciu.

T-DNA zdiel'ajuca homoldgiu s gendmom kvasinky sa preférerintegruje pomocou
homologickej rekombinacie (HR), ale ak chyba horgalky Usek DNA interakcia prebieha
cez nehomologicku rekombinaciu (NHR) pozorovanulu agstlin. Toto indikuje, Ze proces
T-DNA integracie je predovSetkym demy enzymatickym aparatom hoside Model pre
nehomologickl integraciu poukazuje na potrebu pritosti génov kvasinky, ktoré su spojené
s opravami zlomov dvojvliaknovej DNA, s udrziavanidizky teloméry, s transkrimym
utlmovanim asociovanym s telomérou, meiotickou neliimdciou a s niektorymi typmi
homologickej rekombinacie, avSakdas T-DNA integracie cestou NHR nie su potrebné gény
zohravajuce jedirmu ulohu v HR. Integracia T-DNA HR je zavisla nang&ad52a tieZ je
potrebny génRad51 ktoré su jedingné kvasinkové geny pre HR. Absencia vySSie
spominanych génov kvasinky suvisiacich s HR neoxplje UspeSnasintegracie cestou
NHR.

Pri porovnani gendmo\s. cerevisiaea T-DNA sa javi by najviac homologickou
oblag’ou locus PDA1 na T-DNA a regiénlocus BMH2 na chromozome IV u kvasinky, je
pritomna 76% homoldgia na 371 bp dlhej oblasti. Gd»ALl kéduje podjednotkuEla
pyruvat dehydrogenazového komplexu, ktory nie jeneglnym génom v kvasinke [29],
[30], [31].

4.4.3.2 Agaricus bisporus

Modifikovana metdédaA. tumefaciensprostredkovanej transformacie hubgaricus
bisporusje vysoko @inna, pretoze zdha spolukultiviacivA. tumefaciens tkanivom plodnice
A. bisporusa pouziva vektor s homologickym promotérom, natoigsedtym pouzivanej ko-
kultivacie s basidiospérami. Vyberaju sa plodnitiekm maturacie. Tato metdda ponuka nové
vyhliadky pre genetickG manipulaciu s touto kosmervyznamnou hubou.

Vysoko efektivna, vhodna a rychla genetickd metibaiasformacie hub. bisporus
ma zaklad v metéde pre transforma&iucerevisiaeNedostupnasvykonného genetického
transférového systému bola jedinou a n&wu prekdzkou vykujucou pouzitie
molekularneho pristupu ku genetickému zlepSovaglych hub. Napriek z&aému zaujmu
o vyvoj transforménej schémy nebola Ziadna metdéda vo vSeobecnoskiyana, lebo mala
nizku efektivitu a postradala uzitwog’ a pohodlie.

Pre transform&é pokusy sa pouzivd. tumefaciensnarastené v5 ml média
obsahujuceho kanamycin s koncetracioup®inl po dobu dvoch dni pri 28 °C. Jeden
mililiter tejto cistej kultury sa prenesie do 100 ml média s kananoyn a necha narésez
noc. Po scentrifugovani baktérii aich suspendasionédiu s 20QuM acetosyringonu sa
pridaju k suspenzii s indukovanymi baktériami kigkgniva plodnice pomocou vékuovej
infiltracie. Selekcia transgénneho tkaniva sa mdrhocou média obsahujacho hygromycin.
Uspesnos transformacie sa pohybuje medzi 30 az 40 %. Puzipio agro-transformécie
s tkanivom spoér bola Uspestidba 310° %, pravdepodobne v désledku pouZitia spér, ktoré
maju vemi kratku dobu kKenia a pouzitie heterologického promotéra. Vhodnog eru
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tkaniva a promotéra su jediné kritické body transi@cie. Tato transforndaa technika
poskytuje prakticki metdédu uzivania transgénndjrietdgie v genetickom zlepSovani kvality
komekne dblezitych hub a prezentuje dboleziti zasabgre molekularnu geneticku analyzu
biologickych dejov u hub [32].

4.4.3.3 Dimorfné huby

Systéemové dimorfné hubylastomyc dermatitidisaHistoplasma capsulatunsu
ZivociSne patogény, ktoré obyvaju ako vldknité sporudejplesne vihké miesta s vysokou
koncentraciou organickych latok. Ygrach hostitta vdychnuté spory dozreju do Stadia
pwiacich kvasiniek ainfekcia sa méze &b’ do inych telesnych tkaniv. F4za zmeny
z plesne na kvasinku, a nagpéndze by nadovena aj laboratérne v rozpati od 22 do 37 °C.
Aj ked’ st imunokompetentni hostitelia citlivi k infekcigk najv&Sie nebezpgenstvo hrozi
predovSetkym pre pacientov s AIDS. V oboch pripado& uz B. dermatitidis alebo
H. capsulatumsu zndme délezité viuléné faktory, proteiny i gény.

Vdaka objavu, Ze sta pridd® hubové seleiné markery do T-DNA aindukova
gényvir A. tumefacienspecialnymi podmienkami média, je mozné genetitiodifikova
pomocou klasickych binarnych vektorov pouzivanyod \pyvoj transgénnych rastlin aj rézne
druhy hub, naprikla@accharomyces cerevisia€occidioides immitis

Kvasinkové bunkyB. dermatitidis ajH. capsulatum spolu s kisiacimi konidiami
B. dermatitidis su transformovafeé cestouA. tumefacienss pouzitim hygromycinovej
rezistancie pre selekciu. Transfokna frekvencia je jedna transgénna kvasinka na sto
kvasinkovych buniekgo predstavuje vysoku efektivitu. Pri pouZiti seiekcodicovskych
kmeiov pomocou uracilu je efektivita eSte d’¥ desekrat vysSia ako pri hygromycine.
Analyza Southernovym prenosom indikuje, Zze u 80r&8adformantov sa transférova DNA
zabuduje do chromozomalnej DNA na jediné unikatne miesto genomu.

AvSak ani tdto métoda nie je bezproblémova, Uspegnéaplikacia len pre
homokaryotické podmienky, aby bol udrzany recesifiemotyp. V pripade hetekaryotickych
kvasiniek prevladne divoky typ jadier a huby nadidji op& pévodny divoky fenotyp. To
znamena, Ze tato metoda j&ikova pre homokaryotické potomstvo [33].

4.4.4 Hela bunky

Hela bunky su prakticky nesmfteé bunky z nddoru Eka maternice pomenované po
pacientke Henriette Lacksovej, ktora mala cervikhalrakovinu. Cervikalnu rakovinu
spbsobuju hlavne papilomavirusy.

Bolo dokazané, zZA. tumefacienge schopné infikovaa transformovia aj zivaiisne
bunky, prtom vyskumy boli robené aj na HeLa bunkéach.

Bunky A. tumefaciensa prikladaju k HeLa bunkam a viazu sa na ne isksti od
pritomnosti génowxhvA achvB ktoré su potrebné aj pre bakterialne prilozenradtlinnej
bunke.Vo vSeobecnosti, patogénne baktérie maju poderikladaci systém Kk rastlinnym
alebo Ziv@isSnym hostittom. Napriklad rastlinny vitronektinviazici protgiravdepodobne
funguje ako bunkovy receptor hoskie uzivany Agrobacteriom atak isto ci¢ev
vitronektiny hraja ulohu v kolonizacii hostiee mnohymi patogénnymi baktériami ako su
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streptokoky,Staphylococcus aureusd’alSie. Teda aj napriek naviazamu tumefaciensa
hostitda samostné naviazanie nevypoveda o Specifickonmorogmi hostitéa patogénom, to
je dané iba schopntisu A. tumefacienstabilne transformova’udskeé, respektivne zZiwisne,
bunky. Niektoré genetické transformécie boli dent@v&né priamou produkciou
transgénnych cicaich bunénych linii rezistentnych k neomycinu po koinkubacii
SA. tumefaciens

Sekverna analyzy po spojeni DNA z binarneho vektpieoa HeLa DNA ukazuje,
Ze proces integracie sa odohrava na pravom dmam Useku T-DNA,c¢o podporuje
predstavu, Zé. tumefaciensransformuje HelLa bunky mechanizmom podobnym kutafo
sa vyuZziva pri transformécii rastli. tumefacienssprostredkovana transformacia Hela
buniek teda naozaj vyZaduje aktivitu génav potrebnych aj pre transforméciu rastlin.
Obzvla¥ mutdcie v génochvirA, virB, virG, virD avirE, ktoré spésobia avirulenciu
v rastlinnych hostittoch, maju za nasledok zlyhanie pri transformaciLddéuniek. Poas
infekcie hostitéa A. tumefaciensieto gény hraju kriticku rolu.

A. tumefacienspravdepodobne vyuziva ten isty rastliny transfgdmiu proteinovy
mechanizmus aj pri HelLa bunkach. Zaujimavou sidgo je, Ze Agrobacteriom
sprostredkovana transformacia ci¢i@ah buniek sa odohrava aj pri 37 °& u rastlin vedie
k reversibilnej inhibiciVirA.

Narast buniekA. tumefaciensna Specialnom médiu sa praktikuje pri 28 °C, kedy
gény vir ve'mi dobre exprimované a takto pripravené burkyumefaciensa pripravené
hned’ na transformaciu dovolujucu T-DNA transfér pri 8i¢h teplotach. Vysledky vSak
nasveduju tomu, Ze ineindukované bunky tumefaciensi schopné stéle transforméva
HeLa bunky, ale s o¥a niZzSou efektivnasu.

Téato skuténog’ sa deje z viacerych gnn, napriklad méze d&jsk indukcii génowir
fenolovym ¢ervenym pH indikatorom pritomnym v rastovom médialLH buniek. Okrem
toho mdze k transforrdaému procesu prispievarijem A. tumefaciengestou endocytézy,
¢o je na génochir nezavisly proces.

Fakt, ZeA. tumefaciens neslce gény pre neomycinovu rezistanciu v JeBiNA
a vytvorenie stabilnej linie HeLa buniek odolnyattivneomycinu iba rozSiruje potencialny
hostitd’sky zaberA. tumefacien®d rastlin, kvasiniek, vlaknitych hub az po cigiavbunky.
A. tumefaciens s nim suvisiace kmenkalej naznauju mozné spolupdsobenie v mnohych
Pudskych ochoreniach [34], [35].

4.4.5 Vyvoj plodin atakujucich Pudské ochorenia

Geneticky modifikované réjaky obsahujice straviteé vakciny by mohli b§/vyuzité
v boji proti dvom celosvetovo najletalnejSim virogoHIV a HBV. Cidom je vytvorenie
cenovoco najdostupnejSej vakciny proti HIV a proti virusepatitidy B (HBV) za vyuZitia
plodin, ktoré by mohl'ahko rag a spracovawasa v krajinach, kde je to najpotrebnejSie.
Ziadna z doteraz potencialnych vakcin proti HIV olebprekazatne &inna vo vsetkych
pripadoch a proti HBV uz vakcina existuje, ale j@i$ draha na pouzitie v chudobnych
krajinach.

PomocouA. tumefacienge mozné dopravido rastliny rajiny synteticki kombinaciu
DNA fragmentov HIV aj HBV. Tieto fragmenty génovtgaaju rozlicné HIV proteiny a gény
pre HVB proteiny, sliziace ako HVB povrchové antigé Rastlina potom produkuje
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proteiny, atak ako v pripade oralnej vakciny pdaiskej obrne, po zjedeni diay tieto
proteiny nabadaju telo k tvorbe protilatok protiugom. MySi kmené roztokom s obsahom
rajcinoveho suseného pretlaku vyvinuli vo vysokej kdraai protilatky nachadzajuce sa
v ich krvi proti obom virusom. Rovnako dolezityfgkt, Ze protilatky boli zanamenané aj na
sliznicnom povrchu, ktory je cestou vniku virusov do fliassexualnom kontakte [36].
Zemiaky su jedna z najdélezitejSich ne-obilnychdpio poskytujlcich az polo¥mu
rocna produkciu vSetkychlurkovitych a koréovych zelenin. Zemiaky ponukaju nidko
vyhod pre produkciu povrchového antigénu HBWb§AQ, ktoré zakhiaju schopnas
genetickej transformacie prostrednictvom A. tumiefas s relativne kratkym transforsmgm
a regenermym casom. NajvySSia expresna UrévBola zaznamenana na [i¢ HbsAg na
gram zemiakovéhdurku. Oproti mnohym vyhodam je ale najéau nevyhodom, Ze surové
zemiaky nie su straviteé preludi a varenim sa antigénne Struktary HBV negraduiédzi
d'alSie plodiny spadajuce pod tento vyskum patrikalistova zelenina a babany [37].

4.5 Typy GM plodin

Pokid’ ide otypy génov, oktoré si GM odrody oproti bgwnobohacované,
v masovom meritku su pestované predovSetkym mbtendolné va@i neselektivnym
herbicidom a hmyzim Skodcom. V druhom pripade swZiwané predovSetkym Bt
technolégie vyuZzivajuce niektoré gény darcovskejtdrde Bacillus thuringiensis Zatid’
mensSieho rozSirenia zaznamenali stratégie ochastljrr proti virusovym chorobam, ktoré su
uspesne vyuzivané napriklad u papaje. U repky Ina&evyrobu heter6znych osiv uplatnenie
systém génovbamasa-Barstarpre navodenie safgj sterility rastlin a obnovu fertility.
U rovnakého objektu boli s iuspechom vyskluSané égimtzamerané na dosiahnutie zmien
v zloZeni mastnych kyselin a olejov, napriklad 2ny8 obsahu kyseliny erukovej, laurovej,
stearovej ay-linolenovej. Obdobne boli pre technologickéely ziskané linie zemiakov
s nizkym podielom amyl6zy avysokym obsahom amytipa anaopak. Ziadés
o pestovanie tychto linii zemiakov v krajinach EW bola predloZzena kompetentnym
organom.

Pre navodenie tolerancie rastlinévdnerbicidom su napstejSie vyuzZivané transgény
podmiaiujuce odolnos ku glyfosatu (génycp4epspsaGOX) a fosfinotricinu (génybar
apat), menej k chlorsulfuronu a bromoxynilu. V ramci Bichnologii sa v praxi uplatnili
r6zne varianty géno€ry odvodené od niektaych kmeiov B. thuringiensis

Zatia’ v mensej miere su vyuzivané systémy zalozené tiacpoi prejavu niektorych
génov i tvorby virusovychéastic na principe syntézy protizmyslovych nukledwvkgselin
[38].

4.6 Transformécie dikotyledonovych rastlin

Dvojkli¢nolisté rastliny su druhou nag&u skupinou rastlin  z angiospermnej
populéacie rastlin, na prvom mieste su jedriwkdlisté rastliny.

Jedné sa o krytosemenné kvitnuce rastliny. Odhliadrd obilnin a trav patriacich do
monokotyledonovej skupiny, ¥8ina ovocia, korenin, kafievej a Wuzovej zeleniny, ktora
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predstavuje ViBmi dolezita cag’ jedalntka je klasifikovana ako dikotyledony. Do tejto
skupiny patria aj strukoviny, kdva, kako, rozmaikiétiny, olejniny a dreviny.

A. tumefaciens sprostredkovanych vSeobecnych transfamyah metod pre
dikotyledony je menej ako pre transformaciu monglastonov. Niekdko patentov vSak
obsahuje popis vSeobecnych transformacii dikotylesp ktoré su hlavne smerované
k pouzivaniu ko-integkaych a binarnych vektorov pre vnaSanie cudzej DNArdstliny
[28].

4.6.1 Soja

Soja je dbélezithd jednotod semenna strukovina pestovana kvoli produkcijaole
a proteinov. Vyvoj génovovej transférovej techngeg soju je ostro sledovany, pozaduje sa
produkcia kultivarov so zlepSenymi viastfiasi ako je odolnasvoci stresu a ochoreniam,
zvySena nuttina hodnota atiez tolerancia k Specifickym herluoid Transfér a expresia
cudzich génov taktiezlahtuje Stadium génovej expresie. Soja sa jaui éytrémne odolna
voci transforma&nym metodam.

Transgénna s0ja je produkovana pouzivanim tilglat transforménych technik, ale
Ziadma z nich sa nestala prakticky vyuzivanou mstqvanie tejto rastliny. Iba nielkam
laboratérii ma viac ako ojedinelé Uspechy. Trams&ny dej mbZze by povaZovany za
uspesny, iba ak je spojeny s regetieyan dejom, ktory je &inny a cenovo dostupny.
Techniky pre @inné zavedenie cudzich génov do gendmu soje stolramé schopndsu
regeneréného procesu zahajuceho aj genetickd transformaciu.

Existuje véky pocet proceddr pre vnesenie cudzieho génu do gendrjeu Sdi
tradicne zaloZzené na pouzitin vitro kultivovanych klénych listoch, protoplastoch,
meristematickom tkanive a suspenznych kultUrachr&émi v rastovo-vyvojovej faze. Tieto
transformé&né techniky sa liSia v efektivite od 0,4 % paisticovom osti#vani az do 23 %
pri elektroporacii.

Tieto metody su drahé, vyZaduf@as a Specialne vedomosti, aby sa dosiahol zisk
stabilnej transgénnej rastliny narastenej v skienfkouZzitim odliSnej metdédy bola ziskana
trasformovana rastlina, ktora je nezavisla od photdv spojenych s tkanivovou kultarou.
Netkanivovy kultiv&ny pristup k transformacii sprostredkovadejumefaciendol prvykréat
zaznamenany Feldmannom a Marksom pouZivajuci¢ta&d semenérabidopsis thaliana
Tato metdda bola vylepSena a aplikovana na cetlimasale efektivita bola len 0,7 %.

Potvrdenie genetickej modifikacie mozer'lproblematické s hocijakou technikou, ale
pouzitim reportérového systému sa zjednodusujgzmatansformovanych rastlin. Naj&e
zjednoduSenie selekcie a kontroly transformovanyahktlin je dosiahnuté pri pouZiti
indikatorového génu, ktory koduje enzym nenachddzdjo sa v Studovanom organizme.
Mnoho reportérovych génov, ktoré sa pouzivaju, spigované aj \A. tumefaciens to je
problém, pouzitim B-glukuroniddzového intrénu dolmje expresiu markerového
enzymu GUS v rastline, ale nie v prokaryotickomamigme ako jéA. tumefaciens Expresia
génu pre GUS WA. tumefacienge preruSend vlozenim rastlinného intronu do bakteeho
génu kbédujuceho GUS.

Transformany proces vyuziva modifikovanu vakuovu infiii metédu. Semienka
sbje su sterilizované paminut v 3,5% roztoku NaOCI, umyté dvakrat v stezjl vode
a ponechané Kéniu v sterilnom 0,8% vodnom agare pri 29 °C v tdva dni. Vyklgené
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semienka su triedené na transformadia bznych vyvojovych Stadii. Vykiéné semienka
pouzité pre transforméciu maju viditgy korienok a raSiaci vrchofahko odnimatelny pl&s
a nepatrné kotyledony.

A. tumefaciens plazmidom $€US INTsa kultivuje pri 27 °C in 100 ml Luria-Bertani
masopeptonovom agare doplnené o 1EdIml rifampicinu a 10Qug/ml kanamycinu do
absorbancie rovnej 0,5 pri vinovejze 600 nm. Do média sa pridava aj acetosyringone
(0,01 mg/ml) asi de pred transformaciou. Scentrifugované bunky sa sgmuduju do
destilovanej vody s pridavkom neolejového #atdeho ¢inidla. Ciastane vyklicené
semienka sa vakuovo infiltruji so suspenziouumefacienso zméacim agentom po dobu
asi 20 minat pri tlaku 80 kPa. OSetrené semienkainkabuju d’alSich 24 hodin s
agrobakterialnou suspenziou pri 25 °C, potom sadiasdo vermiculitu (prirodny mineral
expandujuci pri pdsobeni tepla) a ponechaju savakleniku. Vykléené rastliny s prvymi
plne sa objavenymi trojlistkami sa presadia do ppdmesi, denne sa zavlazuju a oSetruju sa
v Strnasdennych intervaloch pomocou 4 g/l nat&j zmesi. Touto metédou sa daju priptavi
GM rastliny s6je s vysSou efektivitou ako pri bébickych metddach [39].

Jedna z najuspesSnejSich metéd je transformaciar&igokotyledonového kolienka,
teda nodusu, ktorA ma zaklad v prenose DNA cestaumefaciendo regenerovataych
axilarnych buniek meristémového tkaniva z kotylealeeho nodusu. V géasnosti su hlasené
d'alSie vylepSovania tejto metody a produkcia tranegéh vyhonkov s pridanim thiolovych
zlicenin, ako su L-cystein, dithiothreitol a sodiuriosllfate, k pevnému ko-kulticaému
meédiu. Tato metdéda dosahuje transfatng efektivity az 16,4 %. Je skoro nezavisla od
genotypu soje a knia A. tumefaciensrovnako ako je nezavisla od binarneho vektoru. To
vedie k pristupu k vylepSend|. tumefaciensprostredkovanej modifikacii séjovych buniek
z kotyledonového vrchééku ako k metéde vieobecne poufitg. Stidia dokazuje, Ze
thiolové zl&Eeniny efektivne zvySuju frekvenciu transformovanytohniek, Specialne pre
niektoré genotypy ako s6ja Nannong88-1. Zaiokel vyvinuty Einny sel€ény systém na
zéklade hygromycinu B pre rychlu kontrolu transgén vyhonkov [40].

4.6.2 Bavlna

Majitelmi patentov a patentovych aplikacii ladom metdéd pre transformaciu
bavinika cestod. tumefacienge pd spol@nosti.

Spolainog” Monsanto ma udelené dva patenty v USA a jeden vJelbrientovany na
transformaciu nezrelych rastlin bavinika. Tenteepaje z roku 1986 a bol udeleny ako prvy
v danej oblasti. Hlavnymi bodmi patentu su transi@cia hypokotyledonovych tkaniv
bavinika, vloZenie najmenej dvoch sekvencii vrataudzieho chimerického génu a génu pre
rezistanciu. Americky patent popisuje aj kompletegeneraciu GM rastliny.

DalSie patenty uvadzaji ako transformovVaée tkanivo tkanivo ziskané zo sadenic
bavinika rastucich vtme a z kalusovych uUtvarowgr&tmaju indukovany vyvoj pouzitim
meédia bez horménov. Dobre transformdwa daju aj meristémové bunky apikalneho hrotu
vyhonku a korgovy kalus [28].

Pri transformacii meristémovych buniek apikalnehrotin vyhonku su dblezité tri
faktory. Ide o pritomnas aktivne sa deliacich buniek v rastlinnom vrchopmuzitie
supervirulentného kni@ A. tumefacinesa indukcia virulencie, tretim faktorom je Urave
antibiotickej selekcie prispésobena Urovni prommiéj aktivity v inokul&nych bunkach
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meristémoveho tkaniva vrcholu alkes’ explantatu. Baviniky si samodpeacie rastliny
av podmienkach sklenika je pri tejto metdde izi@la&GM rastlin v prvej generacii 1R
priblizne az 75 % [41].

4.6.3 Repka olejna

Dna 31. 8. 2005 bola Komisiou 2005/635/EC kladne oonluta Ziadaso povolenie
dovozu a spracovania repky olejnej GT73, Ziddatebola spolénog’ Monsanto Holandsko.
Repka nie je wend pre pestovanie v krajinach EU. Obsah Ziadostremila Eurdpska
komisia dia 22.1.2003 a hodnotiaca sprava holandského kempého organu bola
zverejnena tak istong 22. 1. 2003.

Gentickou modifikaciou bola docielena tolerancidekbicigom s &innou latkou
glyfosdtom. Trasgénna repka GT73 sa transformujeizitiyn A. tumefaciens a jeho
vektoruPV-BNGTO04 Pre toleranciu ku glyofosatu sa vkladaju génypspsA. tumefaciens
CP4 agoxv247 pévodom zOchrobactrum anthropikmeai LBAA Repka linie GT73
neobsahuje markerové gény rezistancie k antibiwtijt?], [43].

Repka olejna je plodina vSeobecne pouzivana na dgk v EU, Kanade a Indii.
Vzhradom na vysoku priemyselnt délezitoe repkacasto zalana do vyskumov GM
plodin. Existuje iba nieKixo skut@ne uspesSnych genetickych transformacii repky ojejne

Vroku 1992 bol objaveny prvy transfortmy postup pre hypokotyledon repky
olejnej. V&mi problematicka je ale regeneracia GM vyhonksiv,bolo hlavnou prekazkou,
ktora zdrzala vyskum v osemdesiatych rokoch. &Aasbosti, je uz ale vzpurnds
regeneréného procesu prekonana pouzitim doanu strieborného v kultigmom médiu
pocas regeneracie vyhonkov hypokotyledonovych a kdtoevych explantatov.

V roku 1999 bola objavena UspesSna transfémaametdda pouzitd pre zrelu rastlinu,
pricom boli odskusané rozhé faktory, ktoré mozu nda vplyv na regeneraciu
a transforménu kapacitu repky olejnej. VyuZivaju sa bunky zongly nesucej kvet. Jeden z
najkrytickejSich bodov transformacie je zdroj rastlpre transformaciu. NajvhodnejSie su
rychlo rastice meristémové bunky umiestené v hantejnodalnegasti stonky nesucej kvet
pred kvitnutim a z&8atkom rozahovania sa okvetia.Segment odvodeny z vrctastj 20 az
50 mm dlhého internodalneho Useku je najkompatsin pre regeneraciu vyhonku
a transformaciuA. tumefaciensRegeneracia a transfortmaé kapacita dosahuje niekedy az
100 % pre individuélne rastliny. NajvysSiu transfi@énl kapacitu mé\. tumefacien&mai
LBA4404 ktory dosahuje 40 az 90 % efektivitu v zavislastijednotlivych kultivarov.

Tato Uspedna transforméacia sa da pdpigaiekd’kych krokoch. Cag’ vhodnej
internodalnej sekcie sa sterilizuje a odstrihnd segmenty, ktoré su umiestnené
v horizontalnej polohe do agarového kultimého média, masopeptdébnovy agar s pridavkom
dustnanu strieborného. Po jednmej kultivacii s segmenty ponorené do
masopeptonového roztoku inokulovaného zvolenym tkimeA. tumefaciensktory nesie
minimalne jeden cudzi gén na uvedenie do buniekyrepejnej. Nadbytona tekutina na
ponorenych segmentoch je odsata fiitngm papierom a explantaty s umiestnené
v horizontalnej polohe v ko-kultivwom médiu obohatenom o hormony, optimalne
s acetosyringénom. Spolukultivacia trva dva dny; Bbla transformécia efektivna. Potom sa
ko-kultivatné segmenty umyju a zbavia tumefaciensa nasledne su hdieumistnené vo
vertikalnej pozicii bazalnou stranou dole na vhodggr pre selekciu antibiotikami. Selekcia
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trva tri az Sed tyzdnov s pouzitim kanamycinu alebo hygromycinu. Nasteslin stonkové
segmenty umiestnené do regekagho média obohateného o hormény a zregenerované
transgénne vyhonky sa separuju. Rast trva pribligten mesiac na vhodnom médiu

s horménmi [44].

4.7 Transforméacia monokotyledonovych raslin

Jednokl¢nolisté rastliny tvoria vigki skupinu angiospermnych rastlin, teda kvitndcich
rastlin s chrAnenymi semenami. Su to listnatéingsl subeznymi Zilnatymi listami a maju
embryo s jednym kotyledonom. NajddlezitejSie zakkadplodiny sveta, ako su obilniny,
vratane pSenice, jmeia, ryze, kukuricegiroku, ovsa, raze a prosa, su monokotyledony.
Patria medzi ne aj iné plodiny vyuzivané v potravétve, ako je cildia, cesnak, banan,
sladké zemiaky a asparagus.

A. tumefaciensprostredkovana transformacia kotmer dblezitych monokotyledonov
bola prvykrat dosiahnuta na ryZi a kukurici v seatkv@desiatych rokov. Nasledujuc tieto
uspechy boli UspeSne transformované aj iné montdddpove plodiny a zdokonalovanie
pouzitych technik viedlo k vylepSeniu regerssigy schopnosti transformovaného tkaniva
monokotyledonov. Metddy transformacie monokotylemofe mozno rozdelina vSeobecné
bez olfadu na vektorovy typ pouzity na transformaciu aSpacidlne upravené metody.
Specialne metddy st dené bd’ pre dany okruh rastlin, travnaté porasty alebtnityi, &i sa
tykaju jednotlivych rastlin.

Vlastnikmi  patentov pre vSeobecné metody transforna l'ubovdnych
monokotyledonovych rastlin si Japan Tobacco (J&odns Rhéne-Poulenc Agro
(Francuzsko), University of Guelp (Kanada), ParadiGenetics (USA), Department od
Primary Industries of Queensland (Australia) a dlai Institute of Agrobiological Resources
(Japonsko). Hlavny rozdiel medzi tymito patentmivi@ciiatocnom tkanive ratlin alebo
explantatu pouzitého na transfortné procesy a v aplikacii pridavnych oSetreni, tak j@
vakuova infiltracii alebo pridavok fenolickych 2&nin pre tiahtenie transformacie.

Japan Tobacco ma patent na transformaciu monokiotyterych kalusov p@s
diferencig&ného Stadia a transformaciu Stitka nezrelého emprgd diferenciaciou. Tieto
patenty prijaté USA, Eurépou a Australiou pokryvajansformaciu monokotyledonového
tkaniva, ktoré je v Sirokej miere vSeobecne pouza8].

4.7.1 Obilniny

Obilniny vlastnia prevladajucu ulohu vo vyzivudi. Potravinové zabezfenie
v sitasnosti genetické manipulacie stavaju dolezitymtragen pre kultivaciu obilnin
s vylepSenymi poZadovanymi vlastfasi. Napriek vyraznému uspechu v genetickych
transformaciach obilnin, jedna z hlavnych technitkyyziev transformacie je objav metdd
veducich k produkcii vySSej miery obilnin alajne sa prejavujucich stabilnou a presnou
transgénnou expresiou bez Vag@ich genetickych posSkodeni.

A. tumefacienssystém a priamy geneticky trasfér cestou mikraktidpvého
ostrelovania su UspeSne pouzivane v genetickegftranacii obilnin. Mikroprojektilové
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ostrelovanie sposobilo prevrat na poli genetickyatodifikacii obilnin, ale hlavnou
nevyhodou tohto systému je zna variabilita videna v stabilite, integracii a exgi
prenasanych transgéno&. tumefaciensprostredkovany transforgray systéem (AMTS), na
druhej strane, liahtuje presnu integraciu malého g génovych kopii do rastlinného
gendmu a vyznauje sa vySSim stujom stability pre transgény. Teda vnasanie cudzéctog
cestou AMTS sa prave stava rutinnou technikou,edj &0 stéle pritomné vazne prekazky
s AMTS pre niektoré vyznamnejSie obilniny. Niektdedktory majuce vplyv na AMTS pre
obilniny boli preskimané a objasnené. \¥agnosti identifikacia a molekulova charakteristika
rastlinnych génov zapojenych do uUspeSnej agrohbaktiej transforméacie rozbieha nove
pristupy k lepSiemu pochopeniu rastlinnych odozievinfekciu A. tumefaciens. Niektoré
informacie pomozu objati metddy k zlepSeniu transfordreej frekvencie ekonomicky
dblezitych rastlinnych druhov, vratane obilnin.

V roku 1994 bol poskytnuty nepochybny dokaz o $tepitransformacii Japonskej
ryze pomocou A. tumefacienspo molekulovej aj genetickej analyze 'kého pdtu
nasledovnyc h generacii. Tato sprava otvorila mstrnwyuzitia A. tumefaciensia geneticku
transformaciu vzdorovitych obilnych rastlin. Supeény vektor VA. tumefacienskmei
LBA4404 sa preukazal hynajefektivnejSim pre transformaciu vSetkych traalitivarov
testovanej ryze. AMTS ryZe sa javi ako Kgddiva a vysoko reprodukujica metdda pre prenos
génov do gendmu ryZe. Tento Uspech podnecuje preitiey danej metdédy aj pre
transformovanie inych agronomicky délezitych druhphdin, ako sU kukurica, denei
a pSenica. Uspedna transformacia p3enicénagem nasledovalaoskoro, ale pokrok bol
pomalSi. Od prvej spravy o transformacii pSeniceizitym A. tumefacienssa skiumaju a
upravuju rozkné faktory ovplyviujice T-DNA prenos. PouZitie surfaktantu a vysusetzo
oSetrenia p&as ko-kultivacie vyznamne zvySili T-DNA prenos. Mrolaboratorii na svete
hlasi uspechy produkcie transgénnehomaia, ale hlavna sprava AMT Jaeia je
obmedzena iba na model genotypu ,golden promisghgri®, je potrebnéd’alSie Usilie na
rozSirenie AMTS pre najlepSie kultivaryjaena.

Stabilita dedinosti a expresia cudzich génov su kriticky dolexitgplikacii geneticky
zmenenych obilnin do Poohospodarstva. Mnohé faktory mézu prisptesaobmenam
transgénnej expresie, vratane variacii indukovangkdnivovou kultarou, dalej paet
transgénnych kopii, transgénne mutacie a génovéntem TImenie génov sa mdzZe odahra
v transkrignej a posttranskrimej faze atento jav j&asto spojeny s vysokym §gom
transgénnych kopii. ZvySena promotérova aktivitatgda korelovana hypermethylaciou
a zruSenim génovej transkripcie v monokotyledonbwgjcdikotyledonovych druhoch rastlin.
Bez pochybnosti problém timenia transgénov zvydidéne starosti tykajuce sa selekcie
transgénnych linii pre plodiny vylepSené o spekéiglastnosti. Prave preto sa teraz jawi by
rozhodujuce bezgeé testovanie uarovni génovej expresie v mnohych e@@mch
transgénnych linii nesucich gény délezité z ekowkétio poliadu [45].

4.7.1.1 PSenica

Prva sprava o rychlej transfortme] metode pre pSenicu cestdu tumefacienge
z roku 1997. Vysledky dokazovali, Zze T-DNA bolalshae integrovana do genému pSenice
a prenaSana na potomstvo. Regenerovanych bol@k@sto nezavislych transformantov.
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Studia transformécie psenice, ryze a kukurice smdkovand. tumefacienposkytla
siln podporu faktu, Ze monokotyledonové rastlingzom by transformované tak ako
dikotyledony pomocouA. tumefaciensza manipulacie s rozinymi faktormi, ako je
inokulacia, kombinacia kni@v A. tumefaciensa plazmidov. Stabilnd transformécia mohla
byt dosiahnutd z neregenerovatej suspenzie kultivovanych psemych buniek az
regenerovaigych nezrelych embryi a embryonalnych kalusov. 3génne rastliny boli
uspesSne produkované zo vSetkych regenerovanychtpduzxplantatov. RozlisSné faktory
ovplyviiovali T-DNA prenos a UspeSnbstabilnej transformacie. Inokuaé a ko-kultivéné
podmienky mozu biymenené tak, aby prezili spravne rastlinné bunky.

Rozdielne tkaniva alebo bunky vykazuju odlisné yidhpreZitiu po infikovani
A. tumefaciensnapriklad predpestované nezrelé embrya a eméhyerkalusy, ktoré su
kultivované pdas periody az do inokulacie, sa javiat' bgpSie prezivajuce akoerstvo
izolované nedozreté embrya. Okrem toho vySSia Ko@wia buniekA. tumefaciensaj
surfaktantov moze bytak isto pouzitd pre inokulaciu tychto explantatécetosyringon
a glukéza sa mbéze priflado inokulatu a ko-kultivéného média, predovsetkym, &kesa
pouzivajucerstvé embryonbéalne bunkygidnos’ prenosu T-DNA vyznamne poklesla,dke
nebol pritomny acetosyringon. K stabilnej transfacmpSentnych buniek je vSak za potreby
prave iba acetosyringon a glukéza, na rozdiel adbpaych postupov pri transformécii ryze
a kukurice. Rozdielne tkaniva a bdné typy maju rozdielnu spbsobitopre agrobakterialnu
infekciu.

Surfaktanty pritomné v inokutaom médiu boli jedny z najddlezitejSich faktorowaD
surfaktanty, Silwet a pluronic F68, boli pokladam& majlce pozitivny efekt na prenos
T-DNA. Moznym vysvetlenim pre efekt surfaktantoz\wSenému T-DNA prenosu moZetby
vznik buniek, ktorych povrchové napétie je priaznhaklonené k prilnutid\. tumefaciensia
povrch bunky pSenice. Pri ostatnych surfaktantdah Bween 20 a Triton X dochadza i pri
malych mnozstvach v inokulaom médiu k prilis toxickému pdsobeniu na p&editkanivo.
Takyto transformény systém bol €inny a poZzadovany iba dva az tri mesiace od inakela
az do prenosu rastlin do pédy. Transfatn@avykonnos bola viac ako 4 %. \&&ina Studii
vtom case publikovala biolistické metédy transformacieZzagujuce dlhé kultivané
a regenermé obdobie pre tkaniva s transfofmau uspesSnasu 0,1 az 5,7 % [46].

4.7.1.2 Cirok

Napriek uspechom AMTirku (Sorghun) je ¢irok najnelspesnejSie manipuloviateu
tkanivovou kultirou pre AMT. Optimalizicia paranostr ktoré su povaZované za
rozhodujuce pre transforméaciu obilnin a preverozavysoko kompetentnych explantatov
a genotypov by mohla roz&iniozsah pre genetickl transforméciu.

V lete roku 2003 bol prijaty patent v Australii &l na transformacidirku cestou
A. tumefacines dalSia patentova aplikacia bola podana v Juhoafrickpublike (JAR).
Pctiatocne prijaty patent mal menej obmedzené prava akgt&sny. Tkanivairku urcené
k transformacii je teraz obmedzené Ekitgj skupine tkaniv a koncentracia buniek
A. tumefaciens suspenzii je staldaldim lim itujucim faktorom prijatého objavu je qmt
kopii sekvencii, ktoré sa vkladaju do gendmu butikku. PouZiva sa tkanivo z nezrelého
embrya ako cik pre A. tumefaciensGénova kazeta musi obsahogen, ktory preukazuje
odolnos k seleknému agentovi. Okremtoho musi médiumcam kultivdcie obsahova
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antibiotika k eliminacii baktérii tak ako aj setely agent. Hlavhym obmedzenim je, Ze
nesmie by pritomnych viac ako pa kopii vkladaného cudzieho génu v gendéme.
Mnohonasobné kopie integrovanej cudzej DNA su v8eonb neprijaiené [28].

4.7.2 Ryza

Patiatotné experimenty s transformaciou ryZze boli zahajekélo roku 1 990
pouZzivajuc A. tumefaciensSpaiatku mala tato transformacia nizke hodnoty efefstiv
Nasledne nato roku 1994 bola vyvinutd metédia Hieia a kolektivu, ktora mala vysoku
transform&nu efektivitu. Transformacia bola robena cestu tumefacienss produkciou
arodnych transgénnych rastlin s plnou schopmosdedénosti cudzich vnesenych génov.
Tato metéda je dodnes pouZzivana v Sirokom rozsahahymi laboratériami. AMT ma
niekd’ko vyhod vratane vysokej transfortmej (Einnosti, schopnosti prenosu mohutnych
usekov DNA s minimalnym preusporiadavanim, inteigracelativne nizkeho ptu
transgénnych kopii a s nizkymi experimentalnymiladiai.

Pd’nohospodarsky vyuziteé gény transportovdieé do ryZe cestou AMT su gény
pre zvysSenu stresovu toleranciu, gény zlepSujutzsyoteticka efektivitu a gény na zvysenie
nutricnej kvality semien ryze [47].

4.7.3 Kukurica

Polné pokusy s geneticky modifikovanou kukuricourshili v USA od roku 1997
a v Eurdpe od roku 1999. V EU najznamejSia GM kideuNK603 od spolénosti Monsanto
bola povolena na dovoz a spracovanie rozhodnutimigie 2004/643/EC ith 19. 7. 2004,
$panielsky kompetentny organ vydal povolenie v bkt®004 a Spanielsko je zardve
najv&sim spracovavatem GM kukurice v EU. Ziadasbola podana Ziaddiem Monsanto
Spanielsko a zverejnena Eurépskou komisiou 22003 2Pre pouzivanie ako potraving"iR
bola schvalena pdd nariadenia 258/97d 3. 3. 2005.

Podstata genetickej modifikacie tejto kukurice jeesenie génu pre toleranciu k
herbicidu glyfosatu (N-fosfonometylglycin, napritlaznama ako Roundup). Zddiska
vnesenia inzertu sa jedna o konstrukciu dvoch kawseadenych, ale mierne odliSnych génov
pre enzym, ktory riadi syntézu aromatickych amirsstin. Gén sa v prirode vyskytuje
univerzalne v baktériach, hubach a zelenych rasthin ale chyba u cicavcov. Dany gén
koduje enzynEPSPS5-enolpyruvylSikimat-3-fosfosyntazu).

Zvlastnosou tohto enzymu je, Ze je sice kdédovany v DNA jadreyntetizovany
v cytoplazme, ale potom sa presuva do chloroplasttem umo#uje pre rastliny Uplne
nepostradatmu chemicku reakciu. Enzym je citlivy k herbicidlyfgsatu, a prave to je
principom pdsobenia vSeobecne pouzivanych vyrolkimuto @innou latkou. Po pésobeni
herbicidu dochadza k zastaveniu syntézy aromaticlaminokyselin. Preto rastliny nie su
schopné syntetizovanové bielkoviny a rychlo hynu. Poradie aminokyselibielkovinovej
molekule vlastného enzymi&PSPSje u vSetkych uvedenych skupin organizmownvie
podobné.

V prirode ale existuja aj formy génu, ktoré riagi@odukciu nepatrne odliSného
enzymu, necitlivého ku glyfosatu. Je mozné indukde&lto mutaciu aj u kultdrnych rastlin,
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ale stoji to mnoho prace aif@zi. RealnejSie je prenieglo kultirnych rastlin uz existujucu
formu génu pre enzyrBEPSPSnecitlivy ku glyfosatu. Chceny gérpdepspsol izolovany
napriklad zA. tumefacienkmei CP4 Regul&né Useky bakterialneho génu vSak neufing
jeho prejav v rastlinach, preto musi’hhahradeny rastlinnymi regulaymi dsekmi.

V konstrukcii inzertu, ktora je pouzita v GM kukciriNK603, je transgén pre enzym
EPSPS$tolerantny ku glyfoséatu, pre istotu dokonca vavanierne odliSnych formach vied
seba. Prvy gén méa promotor génu pre dolezitu stroktbielkovinu vSetkych buniek — aktin
z dedtného zékladu ryZe. Ten aktivuje prejav geapdepspsvo vsetkych bunkach GM
rastliny. Za promotérom génu pre aktin je eSteyntdohnicky usek DNA — prvy intron génu
pre aktin. Potom nésleduje Usek DNA, ktory nesigetieku informéaciu pre Usek bielkoviny
sprostredkovavajuci prenos enzyrelPSPSz cytoplazmy do chloroplastov. Tento Usek je
z dedtnej informacie modelovej genetickej rastliny Aratpdis thaliana. Potom
bezprostredne nasledujeisek DNA z baktéAe tumefaciens ktory kdduje vlastny
enzymEPSPS a termingny Usek iného génu, ozfwvaného nos ktory je tak isto
z A. tumefaciensCela konstrukcia génu sa sklada z modulov, Kbotétechnikami génového
inZinierstva pripravené vSeobecne uz pred rokon0189uhy gén pre enzylBPSPS$ ktory
za nim nasleduje, sa liSi promotorom, intronom @duk@cou sekvenciou pre enzyEPSPSJe
pouzity mnohokrat osvedny promotore35S spdsobujici tak isto silny prejav génu vo
vSetkych bunkéach rastliny. Pochadza z virusu mgzgaikfiolu, ale pre zosilnenie funkcie bol
jeden jeho uUsek, nazvany zosiléyazdvojeny. Nasledujuci intrén je intrbnom géhnsp70
kukurice. Odlisnos kodujucej sekvencie pre enzyEPSPSje v zmene dvoch nukleotidov
dvojvlaknovej DNA, to znamena, Ze gén kbéduje bielka sjednou zmenenou
aminokyselinou oproti predchadzajucemu enzymupeeovnakd enzymovu aktivitu. Tymto
zdvojenim r6znych foriem génd@PSPSa spbsobu ich regulacie je zaistenalaptivod’
prejavu znaku za rdznych podmienok.

Vysledna GM odroda kukurice je tolerantnd k posimek herbicidom Roundup
v koncentraciach, ktoré bezje likviduju plevel. Podrobnymi Stadiami sa dokézale ani
gén ani odlisnd forma enzymu nepdsobi zmeny Ziadtargnakov, ako je tolerancia
k uvedenému herbicidu. Eurépsky Urad pre b&zpe potravin dolozil experimentalnymi
Uudajmi, Ze nebola najdena Ziadna imunologickd anik&iralna podobnas proteinu
transgénnej kukurice NK603 so znamymi aktivnymit@irami, alergénmi a toxinmi, ktoré by
predstavovali zdravotni riziko. ProteEPSPSje labilny pri tepelnom spracovani potravin
a pri nizkom pH, je viami rychlo degradovany pri modelovom traveni [48].

V decemnri 2006 bol vydany posudok hodnotenia rigfk kukuricu NK603, ktory
potvrdzuje nezavadnotspotravin a krmiv odvodenych od danej kukurice jgpedstatnu
zhodu s kukuricou traéiou, tak ako doloZila v Ziadosti aj sp&h@s’ Monsanto v ramci
nariadenia Eurépskej komisée 258/97 a notifikacie C/ES/00/0Ta Smernice 2001/18/EC.
Potencial prenosu génov z NK603 do divoko rastugictbuznych druhov je v Eurdpe
nulovy, potencialna expozicia nekweych organizmov vZtadom k proteinlCP4 EPSP% k
jeho vlastnostiam nevytvara mechanizmus, ktory bhohspdsohinejaké neziaducetiinky.
NK603 je bezpéna a ma rovnaku vyzivova hodnotu ako kazda ina kolujej vplyv na
Zivotné prostredie v miestach jej uvadzania do th&bo prostredia v podobe planovanych
pol'nych pokusov nie je odliSny od vplyvu é&asne agronomickych postupov spojenych
s pestovanim tratiej kukurice. To vSak nevyuje povinnog sledovania vydrolu
v nasledujucich rokoch [49].
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5 STATISTIKA, LEGISLATIVA, PERSPEKTIVA

5.1 Legislativa

5.1.1 Sledovat®not a znaenie

Sledovaténo GMO je dana nariadenim Eurdpskeho parlamentu ay Réslo
1830/2003, znzenie potravin je dané nariadenittislo 1829/2003. Na obale alebo
v sprievodnej dokumentacii musia tbyvedené slova ,tento vyrobok obsahuje geneticky
modifikované organizmy*, alebo napriklad v pripa@® kukurice ,tento vyrobok obsahuje
geneticky modifikovan( kukuricu*.Dalej musi by na obale alebo v sprievodnej
dokumentacii zngnie slovami ,nie je wené pre pestovanie”, ak ma napriklad GM kukurica
povolenie len na dovoz a spracovanie. Kazda GMipéotha svoj jednozray identifikatny
kéd, v pripade kukurice NK603 to je MON-00603-6pripade repky olejnej GT73 to je
MON-00073-7. Platnaspovolenia pre uvadzanie na trh je obvykle deséov.

Znxenie geneticky modifikovanych potravin v EU sa rab$tlade s Eurépskym
pravnym predpisom 90/220/EWG. Zmmie je pouzivané iba v pripade, ak potravina
obsahuje cudzie gény, proteiny alebo DNA, aleba glotraviny boli odlaté cudzie gény
technologickym procesom aleldstenim, ale doSlo k zmene v niektory&dstiach tak, ze je
rozdielna v porovnani s potravinou prirodzene sakyiujucou v prirode. Ak v potrave
neostali Zziadne cudzie gény pri spracovani nienggena ako GMO food, napriklad sojovy
olej nie je zn&eny ako GMO potravina, pretoze rafinaciou bolhatt vSetky modifikované
gény [7], [48].

5.1.2 Monitoring moznych ué¢inkov na Zivotné prostredie a zdravie

Kazdy drzité povolenia na dovoz, spracovanie, pripadne pesievahll plodin v EU
je povinny dodaviakontrolné vzorky a referény material.

V priebehu doby platnosti povolenia k uvadzaniu aleehu je drZité povolenia
zodpovedny za robenie monitoringu, ktorého plamyedeny v Ziadosti, so zameranim na
mozné nepriaznivédinky na zdravieludi, zvierat a Zivotné prostredie behom manipulécie
a pouzivania produktu. Drzltepovolenia je povinny pravidee predkladé Eurdpskej
komisii a kompetentnym organottenskych Statov spravy o vysledkoch monitoringu.

Drzitel povolenia informuje dotykané subjekty (dovozcovpragovavatkov,
obchodnikov a uZivatev) o podmienkach bez@geeho pouZzitia, vlastnostiach produktu
a prevadzkovani monitoringu.

Sag’'ou schvélenia kazdej GM plodiny pre pouzitie v petnach je idetaina
metoda validovana referémym laboratériom EK k zi®vaniu pritomnosti materialu
pochadzajuceho z danej GM plodiny [ 48].
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5.2 Statistika pestovania GM plodin

Od roku 1 996 doSlo k neobvyklému narastu pestéisikfeh ploch GM plodin ato
i napriek tomu, Ze vyuzitie trasngénnych materialownohych krajinach obmedzuju
negativne stanoviskd dokonca moratdria na pestovanie a dovoz komduitabujucich GM
suroviny. Potla udajov medzinarodnej organizacie InternationaliSe for the Acquisition
of Agri-Biotech Applications (ISAAA) celosvetovéqathy transgénnych plodin za rok 2 006
dosiahli vymery 102 milionov hektarov. Zdit@ medzirény narast ploch GM plodin
v rokoch 2 004 a 2 00&nil 9 milibnov hektarov a teda navySenie o 11 %ok neskor uz 12
milionov hektarov. P&et farmarov pestujucich transgénne odrody presiamoku 2 006
rekordnu hranicu desiatich milionov. &sne sa zvysil i pet krajin, ktoré tieto produkty
modernych biotechnoldgii pestovali na terajSichkg8in. Medzi nimi je iCeska Republika.
Medzi staronovymi a novymi pestovis&ymi krajinami su od roku 2 005 Styfienské Staty
EU ato Franclzsko, Portugalsko, SlovenskGeska Republika. Prvé dve krajiny sa
k vyuzivaniu GM GM technolégii v flaohospodarskej vyrobe vratily po Styroch a piatich
rokoch moratéria, al€ R a SR pristlpili k beznému pestovaniu GM plodiankeétne Bt
kukurice, poprvykrat. V stasnej dobe je vramci EU schvalené koimér pestovanie
niektorych z GM plodin uZ v Siestich Statoch (Spéskio, Portugalsko, Francizsko,
NemeckoCeské republika a Slovensko).

Medzi najvé&Sich celosvetovych pestovibe patri tradine USA, ktoré v roku 2 006
vyuzivali GM plodiny uz na 54,6 milionoch hektaromgsleduje Argentina, Brazilia, Kanada
aCina. Najvy3Sie tempo prirastku pestoVskgch pléch GM plodin zaznamenavajl
v poslednych rokoch hlavne krajiny tretieho svetalavne India s trpojnasobnym
medzirgnym narastom ploch v poslednych troch rokodhlej Filipiny, JAR a Paraguaj.
Sltasné Statistiky uvadzaju medzi pestobratie uz jedends rozvojovych krajin, oproti
jedenastim vyspelym krajinam. Okrem toho j&’alSich 29 krajinach stavajaca legislativa
umoziujuca dovoz GM surovin pre potravinarskel§f a krmivarske €ely a prevadzkovanie
polnych pokusov s transgénnymi materialmi.

v predchadzajucich rokoch, zaujimaly Styri hlaviédmy: soja (58,6 miliona hektarov),
kukurica (25,2 milibna hektarov), bavinik (13,4 ibila hektarov) a repka olejna (4,8 miliona
hektarov). V podstatne mensej miere sa Papastuju dalSie GM plodiny ako melény
a papaja. V poslednych rokoch dochadza k zvySend#mastu najma osovnych pléch s GM
s6jou odolnou v&i herbicidom. V niektorych Statoch vyznamne preyy3ej pestovanie nad
klasickou nemodifikovanou sojou. V Argentine v rak005 bola vyuZitd veSkera plocha na
pestovanie soje na pestovanie odrod odolnych erbicidom a v USA v poslednych dvoch
rokoch az 90 % vesSkerych pléch soje boli osetejdBT odrodami. A tak je dnes az 60 %
celosvetovej produkcie pochadza z geneticky up@vadji, ktora je na thru lacnejSia [38].

5.3 Ceské skisenosti s GM rastlinami

V Ceskej republike sa vyskumom GM rastlin zaober4 aflek institticii. Od konca
devd&desiatych rokov prebiehaju preé pokusy s réznymi GM plodinami, najma kukuricou,
zemiakmi a od roku 2 002 aj s repkou olejnou. Temtd je kukurica odolna w¥ozavijaiovi
kukuricnému, kukurica tolerantna k Sirokospektrym herldoigd zemiaky so zmenenym
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zloZzenim Skrobu wené pre technické pouZzitie, nie pre potravinardkpls alebo zemiaky
s modifikaciou zameranou na dlhSiu skladotxabe’ pri nizkych teplotach. Prejednava sa
0 polné pokusy so zemiakmi odolnymi&@lesniam. Okrem overovania agrotechnickych
parametrov v polnych podmienkach pokusy sliZiaiskovaniu moznych rizik pre Zivotné
prostredie. Z réznej vymery pokusnych ploch sa déta’, Ze v niektorych pripadoch ide
skor o vyskumné projekty, ktotgaka eSte dlha cesta k vyuzitiu vysledkov v praxi.

Diia 14. 12. 2006 bola dafena na MZP Ziaddso povolenie uvadzania do Zivotného
prostredia GM kukuricu NK603 a hybridu NK603 x M@40. Dia 26. 3. 2007 bolo udelené
povolenie k uvadzaniu Roundup ready kukurice 2 laidy YieldGard Corn Borer
s Roundupo Ready kukuricou 2 (NK603 x MON 810) dmthého prostredia ¢R. Dané
rozhodnutie nabralo pravnu moéadl17. 4. 2007. Ministerstvo Zivotného prostredidbar
enviromentalnych rizik, ako spravny urad prislufod’a § 5 zdkonaislo 78/2004 Sb.,
rozhodlo o nakladani s geneticky modifikovanymi arigmami a genetickymi produktmi,
v zneni zakon&islo 346/2005 Sh. a § 10 zakotislo 500/2004 Sbh., spravny rad, v zneni
neskorsich predpisov, kladne vo veci Ziadosti Vyského Ustavu rastlinnej vyroby, v.v.i., so
sidlom Drnovsk& 507, 161 06 Praha 6, o povolenvddmaniu Roundup ready kukurice 2
a hybridu YieldGard Corn Borer s Roundupo Readyukiglou 2 (NK603 x MON 810) do
Zivotného prostredia ¢R.

Na zaklade tohto povolenia uvadzania danej GM plpdv porovnani s inymi
povoleniami je zrejmé, Ze vyskumny proces GM pladiadenych do Zivotného prostredia je
komplikovany proces, ktory je oSetreny presnymi egzeniami a definiciami. Kazdé takéto
povolenie obsahuje presne definované Specifikade deganizmu, Specifikacie genetickej
modifikacie, vysledky hodnotenia rizik, podmienkgkiadania s danym GM organizmom,
d'alSie podmienky nakladania stanovené llpo@ 5 odstavca 10 zakonatell nakladania,
poziadavky na ozianie, presné miesto uvadzania do Zivotného praafredziadavky na
monitoring a podavanie sprav o jeho vysledkochudahtnosti povolenia Ziadosti. Ku kazdej
Ziadosti sa musi vyjadriMinisterstvo Zivotného prostredia, Ministerstvol'pohospodarstva
a Ministersto zdravotvictva. Ziaddw elektronickej podobe musi Hyaslana k postdenu
Ceskej komisii pre nakladanie s geneticky modifikogai organizmami a genetickymi
produktmi a ukenym odbornym posudzovéten.

Kazdé nakladanie s GMO moéze prebieliza za predpokladu dodrziavania prisnych
opatreni k zabraneniu uniku GMO do Zivotného peasfr, musi by zaisteny bezgeny
transport, vhodne zvoleny pokusny pozemok, zachevamolainej vzdialenosti od
najblizSieho pta s pribuznou nemodifikovanou plodinou, spold’aSimi opatreniami
k zabraneniu Sirenia p& semien, popripadé’ine.

V zatid uskut@nenych rozhodnutiach tykajicich sa GM zemiakov otda MZP
izolagnu vzdialenot 10 metrov, pom tato plocha musi lByudrziavana bez porastu, u GM
kukurice to je 200 metrov od najhig] konvernej kukurice a najmenej 600 metrov od
kukurice pestovanej v rezime ekologickéhd'mmhospodarstva. Ziadna mimoriadna udalos
pri polnych pokusoch doteraz nenastala [48], [50].

5.4 Buduci vyvoj v oblasti GM plodin.

V sikasnej dobe je patrné, Ze uz nastupuje takzvanadyeheracia GM plodin, teda
takych, ktoré zdruzuju dvei viac novych znakov, ktoré boli vloZzené do ich idee)
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informacie technikami génového inZinierstva. Jeds&@ hlavne o kombinacie rbéznych
odolnosti k herbicidom s odolntma k hmyzim Skodcom, pripadne zdruZzenym odolnostiam
k viacerym Skodcom. Geneticky upravené odrody drgbkaeracie zaujimali v roku 2006 uz
zhruba 20 % veSkerych GM plodin, v USA dokonca 28 %

Predstavy odbornikov predpokladaju, Ze zigiméného mierneho prinosu pestovania
GM plodin pre krajiny tretieho sveta, pestujuce @Mdiny vo vékej miere, sa v druhom
desdroci (2008 — 2015) stane pestovanie GM plodin vyznammgastrojom k dosiahnutiu
poZzadovaného dia zniZenia celosvetovej chudoby o 50 % v roku 2015.

Na druhej strane je potedite2, Ze velh Usilia o ziskanie potrebnych poznatkov ,know-
how" ako z oblasti zakladného vyskumu, z ktoréhoodsijaj0 moznosi vyuzitia ,novych*
génov pochadzajucich z vhodnych darcovskych orgaonz aich vioZzenie do detfie]
vybavy beZnych i netraghiych plodin, tak aplikovaného prinosu do praxestéée viac na
medzinarodnej Urovni rozvija spolupraca smerujucaai&teniu ¢o najbezpénejSieho
pestovania GM plodin, ich spracovavania, obchoddomavy. Z iniciativy mnohych
medzinarodnych organizacii su zakladané medzin&radnforméné siete, iniciovany vznik
a konzultované spotoé inarodné legislativy v oblasti nakladania s Givganizmami.
Vd’aka tymto krokom doslo i cez trvajuce rozdielneladi k ugitému zblizeniu nadzorov na
prijimané opatreniamedzi USA aEU, tak akd’alSimi krajinami. Mnoho Statov uz
ratifikovalo vyznamné dokumenty, ktoré suvisia Eladanim s GM organizmami, ako su
Cartagensky protokol o biologickej bezZpesti ad’alSie. V blizkej buducnosti mozno
ocakava SirSie uplatnenie ako uz klasickych GM plodin, itgkodin s novymi znakmi, najma
v oblasti priemyselného vyuzitia, obnovitgch zdrojov energie, zdravotnictva a zvlastnych
potravin [38].
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6 ZAVER

Medzi technologie pouzivané na genetické manipelplmdin patri hlavne ,shot-gun®
technika a transformacia sprostredkov&naumefaciens,Shot-gun” je biolisticka technika
zaloZzend na principe naviazania DNA na miksiice vzacneho kovu ajej nasledna
inkorporécia do rastlinnej bunky pomocou takzvanéiaistického dela, vyhodou je, Ze
DNA nemusi by vnasSana iba do nediferencovanych rastlinnych luaiearové sa da
pouzit' aj pre monokotyledonové rastliny bez obmedzenspezialnych Gprav. Méze by
pouzita na transformaciu vSetkych druhov rastlitmyzivatiSnych, bakterialnych buniek
a buniek hub. Je menej ndné na pracu ako metdda vyuzivajueatumefaciensZzavedenie
DNA do hostitéskej bunky je menej komplikované a umaje zavieg sltasne viac ako
desd rozdielnych génov. Napriek tomu ale metdéda dstrania bunkycasticami drahych
kovov s naviazanou DNA ma kmi nizku &innog'.

A. tumefacienge schopné vpravenia DNA do hosfikej bunky iba v pripade, ak ma
hostitd’ska bunka poranenud bunkovu stenu ad&yje fenolické zldeniny. Regeneracia
rastlin, ktorych bunky maja enzymaticky natravetfitinak poSkodend bunkovl stenu je
vel'mi tazka. Po pridavku fenolickych zknin, napriklad syringonu, do pédy Zzivhého
média uteného na spolukultivaciu, nemusi dbksposkodeniu bunkovej steny a mézut by
modifikované aj dblezité monokotyledony cestou piaZA. tumefaciensJednokknolisté
rastliny vylwuja fenolické latky iba vyniméne, aj¢o sa tyka situacie pri poSkodeni ich
bunkovej steny. Napriek vSetkym nedostatkAmtumefacienpri modifikacii buniek rastlin
je ale stale metddou s najvySSou Uspednas

V aplikacii A. tumefaciensa uplaiuje ponadenie, Ze vSetko zlé je na e dobré.
Tak sa z pddneho rastlinného patologického orgamigtdva prirodzeny geneticky inZinier
sliziaci v prospech vedy a vyvojaidstva. Tato paradoxna baktéria sa javi kgsadna
v otazkach nedostatku potravin v svete.

V si&asnosti s narastajucim pochopenim ako fundujeimefaciensvzrasta aj obla’s
jeho vyskumu, predovsSetkym mechanizmus, ktorym-J@NIA premiestiovana do rastlinnej
bunky a presne ako je spojena s proteinmi bakbegialirulencie. Toto pochopenie nie je
zdsadné iba pre biotechnologické aplikddetumefaciens ale ma tiez désledky na
porozumenie fundnosti F'udskych patogénov spojenych so Stvrtym typom seléieo
systému.

Dnes je uz dostupné obrovské bohatstvo v podobemvesti o rastlinnych faktoroch
pouzivanychA. tumefaciensk zaisteniu transportu T-DNA cez buné stenu, membranu,
cytoplazmu aaz po findlnu integraciu do génomu titeia a preto s vylepSovanim
podmienok kultivacie, aplikacie i naslednej regéoer geneticky pozmenenych organizmov,
rastie @innog’ tejto metdédy modifikacie organizmov.

Asi napazSia prekazk&eliaca pokroku vo vyskume transgénnych rastlin pmuo
A. tumefaciensnie je technického charakteru, ale politickéhozlrmnutia, ktoré tvaruju
buddcnos rastlinného vyskumu, su hlavne koncepty, ktoré ksdjinami celého sveta
vytvarané obadom novej legislativy na kontrolovanie rozvoja nsgénnych plodin.
Zdokondovanie transformmych protokolov je praktickym pokrokom.

Inou hlavnou vodiacou silou pre progres smerom Kk @odinam je tlak dany stale
rasticou svetovou populacidudi. Je odhadnuté, Ze v priebefialSich pédesiatich rokov
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vzrastie svetova populacia zo Siestich na tlewdiard I'udi. Tento argument je, al&@sto
enviromentalistami zobrazovany ako formalna sluZk@ra hlavne zakryva chamtiubds
priemyslu. Iny aspekt hovori, Ze je dgsotravin pripadajucich na kazdého obyVateale
najskor treba zabr&hiproblémom s korupciou, distriblciou a podaim rozvoja krajin
tretieho sveta. PomocoA. tumefacienge mozné urobi narody v Afrike samostatnymi
z hradiska farmatenia a zabezgenia dostattného mnoZzstva potravy, pretoze su vyvinuté
vhodné modifikacie na potrebnu odolfigdodin, ale vSetko zavisi od politickej korektnpst
vonkajSej industrialnej hnacej sily a inkorporabietechnologickych vymozZenosti do danych
krajin. Je treba dodaze priemyselné spainosti budu rohi vSetko preto, aby mali najgsi
profit.

Podobne to je aj v pripade ,Golden Rice", teda mytiehatenej cestol. tumefaciens
o prekurzor vitaminu A. Farmari, pestujuci dantoalir ryZe, potrebuju zaplétpoplatok
.iba“ vyrobcom, ktory je réne stanoveny na dedeic dolarov. Nutdne obohatend GM
ryza, tak méze pozitivne pomdspotrebitéom v otazke oslepnutia v désledku nedostatku
vitaminu A v rozvojovych krajinach, malému spekfasmarov a spoknosti, ktora vyvinula
tuto technoldgiu.

Skasné vyskumné ohnisko z#hje vyuzitie A. tumefacienspri biodegradacii plastov
rastlinami, vakcin&cii proti najznamejSim civilzeym ochoreniam cestou poZivania GM
rastlin a pri vyvijani rastlin ako ukazovide toxinov v Zivotnom prostredi. SRkgymi
nadejami by mohlo by A. tumefacienkl’i¢om kdalSiemu pnohospodarskemu progresu.
Méze to nasta len vtedy, k& sa bude vias regularna a konsStruktivna diskusia
o legislativnom rieSeni pre eticky, zdravotne atjply sporné otazky, ktoré pravdepodobne
zohravaju vémi vplyvna ulohu na vyvoj naSej spéluosti [51].
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ABC

Acyl HSL
AMT
AMTS

bp
Bt
CGD

ED
GM
GMO
GUS
GUS INT
HbsAg
HR
kDa
KTJ
MZP
NHR
NLS
NOS
ORF
ORI
PC
ssDNA
TC
TIP

TL

™

TR

periplazmatické vazbové proteiny

acylovany homoserinocy lakton

A. tumafaciensprostredkovana transformacia
Agrobacterium-mediated transformation sysf@mtumafaciens
sprostredkovany trasnforrray systém)

parov baz

technoldgie technoldgie pouzivajuce Bacillusringiensis
Crown gall disease (doslovny slovensky prekleexistuje, uziva sa pojem
krékovitost’ rastlin)

Entner-Duodoroffova metabolicka draha

geneticky modifikovany

geneticky modifikovany organizmus

B-glukuronidaza

B-glukuronidazovy intrén

povrchovy antigén hepatitidy typu B

homologicka rekombinacia

kilodalton (1 kDa je priblizna vaha tisic vkovych atomov)
koldnia tvoriaca jednotku

Ministerstvo Zivotného prostredia

nehomologicka rekombinacia

signdl lokalizujuci rastlinné jadro (nuclewsdélization signal)
gén pre syntézu nopalinu

Citaci ramec (open ring frame)

replik&ny patiatok

pentdzovy cyklus

jednovlaknova molekula DNA (single strand AN
centralny usek oktopinovej T-DNA

tummor indukujica podstata (tumatucing plasmid)

lavy segment oktopinovej T-DNA

transmembranova doména proteinu VirA

pravy segment oktopinovej T-DNA
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