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ABSTRAKT

Tato préaca sa zaoberd biotechnologickymi aplikdciami baktérie Agrobacterium
tumefaciens, ktord je schopna sprostredkovavat’ geneticku transformdciu nie len rastlin. Medzi
hlavné body projektu patri popis zdkladnych vlastnosti a cytologia A. tumefaciens s
ndslednym prehl'adom vyuZitia danej baktérie v modifikaénych metdédach r6znych
organizmov. Cielom state o biotechnologickom vyuZiti A. tumafaciens je porovnanie
ucinnosti tejto metddy modifikdcie s inymi, zhrnutie pozitiv jej pouZivania pre budici vyvoj
l'udstva a predstavenie zdkladnych transformacnych metéd modifikdcie najdolezitejSich
uzitkovych plodin. Poslednou ¢astou projektu je strucné zhrnutie zdkladnych Statistickych a
legislativnych ddajov z oblasti tykajicej sa geneticky modifikovanych plodin.

ABSTRACT

This project focus on biotechnologic applications of bacterium named Agrobacterium
tumefaciens, which is capable to mediate genetic transformation not only for plants. Main
points of project are divided between description of basic natures and cytology of
A. tumafaciens following by overview of usage A. tumefaciens in methods of modifications of
diffrent cells. Target of paper about biotechnologic use of A. tumefaciens is confrontation of
effectivity of this method of modification with else, summary of positiv benefits of its using
for future development of human population and introduction of fundamental transformation
methods of modification most important crop plants. Final part of project is brief summation
of basic statement from statistics and legislature of genetic modified crops.

KIEUCOVE SLOVA

Agrobacterium tumefaciens, prenos genetickej informdcie medzi riSami, geneticka
modifikécia, uzitkové plodiny
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1 UVOD

Genetické transformdcie rastlin vedice v prirode k neoplastickému rastu, ktoré sposobuje
Agrobacterium tumefaciens, si jedinym zndmym pripadom prenosu DNA medzi riSami.
Okrem toho je A.tumefaciens prinajmenSom za laboratérnych podmienok schopné
modifikovat Siroké spektrum nerastlinnych eukaryotickych buniek, od morskych rias cez
huby az po l'udské bunky. To ndm podsiva otdzku, ako mdze byt virulentny mechanizmus
A. tumefaciens funkény utolkych evolucne odliSnych druhov? Kam a7z siahaji jeho
schopnosti a ako sa daju tieto prednosti biotechnologicky vyuZit' v prospech l'udstva? To su
zasadné otazky, na ktoré sa vedci snazia podat’ odpoved’ z najroznejs$ich uhlov pohl'adu.

A. tumefaciens slizi ako modelovy organizmus pri roznych Stidiach poskytujicich
odpovede na otdzky z oblasti mechanizmov vzniku transgénnej DNA, zvySovania imunity
rastlinnych ale tak aj 'udskych buniek, pri snahe zefektivnit pestovanie hospodarskych plodin
v dobe ich neustdleho nedostatku. Pomocou A. tumefaciens je mozné obohacovanie plodin
o esencidlne latky nutricného charakteru alebo o latky zvySujice efektivitu reakcie
imunitného systému v boji proti rdznym ochoreniam, ktoré by mohli byt zachranou pre I'udi
z tretieho sveta, ale aj d’alSich tazko chorych.



2 ZAKLADNE RYSY AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

2.1 Taxonomické zaradenie

Agrobacterium  tumefaciens je predstavitelom rodu Agrobacterium z Celade
Rhizobiaceae. Patri do rddu Rhizobacteria, triedy Alphaproteobacteria, riSe Bacteria
(eubacteria) [1].

Rod Agrobacterium zahfiia viacero druhov, napriklad: tumefaciens, rhizogenes, rubi,
vitis, larrymoorei a dalSie. Pre transformdciu rastlin sa pouZivaji prvé dva menované druhy.
Druh A. tumefaciens obsahuje niekol’ko poddruhov, ktoré si vo velkom progrese vzhl'adom
na neustdle genetické modifikédcie: Ach5, apple 185, B2A, I CHRYS, RSS5, T37, 15955,
novovytvoreny K1026, zndmy K84 a najznidmejsi C58. Od A. tumefaciens C58 bol na
vyskumné ucely odvodeny A348 a dalSie. V pripade A. tumefaciens sa T'ahko stretnit i so
synonymami Rhizobium radiobacter alebo s ekvivalentnym menom Agrobacterium
radiobacter. Najskimanej$i a najpouzivanejs$i podruh A. tumefaciens C58 mé taxonomické
identifikacni cislo 176299 a moZno v dostupnej literatire objavit formy: U. Washington,
Dupont, Cereon [2].

Rod Agrobacterium bol dl'a najnovsich noriem premenovany na Rhizobium. Aj ked
dané premenované druhy netvoria vo vSeobecnosti symbiotické korefiové uzlinky, pretoZe
neobsahuji Sym plazmid ani iny priemiestnenia schopny element s génmi pre tvorbu
symbiotickych uzlin. [3], [4].

Rhizobium, Agrobacterium a Allorhizobium patria vSeobecne do Cel'ade Rhizobiaceae,
spolu so Sinorhizobium. Druhy A. tumefaciens, A. rhizogenes, A.rubi aA. vitis, spolu
s Allorhizobium undicola, tvoria monofyleticki skupinu so vSetkymi zdstupcami druhu
Rhizobium. O danej skutoCnosti svedCi porovndvacia analyza 16S rDNA. Monofyletickd
podstata Agrobacterium, Allorhizobium a Rhizobium a ich spolo¢ny fenotypovy rodovy popis
podporuje ich zlicenie do jedného rodu, Rhizobium. Nazov A. tumefaciens sa zachovaval ako
pomenovanie Clena z druhu Agrobacterium, ale privlastok radiobacter ziskal prednost
a v upravenom ndzvoslovi sa vyskytuje ako Rhizobium radiobacter.

Agrobacterium larrymorrei podl'a novych pravidiel ma nazov Rhizobium laeeymoorei.
Agrobacterium radiobacter nazyvany aj Agrobacterium tumefaciens sa dl'a nového vola
Rhizobium radiobacter. Stary nédzov Agrobacterium rhizogenes bol premenovany na
Rhizobium rhizogenes. Agrobacterium rubi a Agrobacterium vitis boli premenované na
Rhizobium rubi a Rhizobium vitis. [4].

2.2 Historia

V roku 1907 bolo A. tumefaciens objavené mikrobiolégmi Smithom a Townsendom ako
mikroorganizmus spdsobujici neobmedzené bujenie parenchymu rastlin. Od tejto doby pre
rozne priciny bol zahdjeny proces Stidia A. fumefaciens Sirokym spektrom vedcov ako
patogenného pdvodcu ochorenia pomenovaného Crown gall disease (krckovitost’ rastlin) [5].
Zaciatkom pit'desiatych rokov 20. storo¢ia Armin Braun predpovedal, Ze A. tumefaciens



vnésa do rastlin tumor indukujicu podstatu (TIP). Rok 1973 bol prelomovy a zah4jil obdobie
modernej biotechnoldgie, bola ziskand prva rekombinantnd DNA a v Gente v Belgicku bolo
potvrdené, Ze nositelom TIP je plazmid A. tumefaciens (Ti-plasmid, teda tumor inducing
plasmid) [6]. Prvykrat bol v roku 1977 pomocou podnej baktérie A. tumefaciens preneseny
cudzi gén do rastlinnej bunky. V skorych osemdesiatych rokoch oznaCovanych ako ,,Zlaty
molekuldrny vek transformdcii sprostredkovanych Agrobacteriom® bolo zistené, Ze prive
T-DNA obsiahnutd v Ti-plasmide je zodpovednd za ndrast rastlinnych tumorov a Ze ich rast
nezdvisi od pritomnosti A. tumefaciens v rastlinnom nadore [7]. V roku 1981 bola objavena
inaktivdcia onkogénov kodovanych agrobakteridlnou DNA a otevrend cesta pre vyuZitie
T-DNA v rastlinnej transformécii [6].

2.3 Vlastnosti A. tumefaciens

Napriek pribuznosti A. tumefaciens s baktériami fixujicimi vzduSny dusik a Zijicimi
v symbidze s niektorymi rastlinami je A. fumefaciens Cisty parazit, ktory rastlindm neprindSa
Ziadny profit.

A. tumefaciens je gramnegativna baktéria, aerébna, nefermentujica, bez tvorby
endospdr, teda nesporulujica, pohyblivd vd’aka jednému az Siestim bicikom, nefluoreskuje,
nie je pigmentovand, oxiddzovy test je negativny, kataldzovy test je pozitivny. Baktéria je
chemoorganotrofnd, ale dokaze sa Zivit' aj saprofyticky. Prirodzene je vSak polyfagny parazit
schopny napadat dikotyledonové rastliny z viac ako Sestdesiatich Celadi i mnohé dalSie
organizmy [8], [9].

2.4 Izolacia, kultivacia a detekcia

A. tumefaciens je vSadepritomné v pode. NajCastejSie miesto vyskytu a zdroven aj
tvorby néddorovych prejavov ochorenia zvaného krckovitost je okolitd pdda stromov
s kostkovitymi a malvicovymi plodmi, vini€a a niektorych druhov ozdobnych rastlin ako je
Sipkova ruza [8]. V prirode sa baktérii najviac dari za teplého vlhkého pocasia v rozmedzi
teplot 20 az 27 °C, pricom pri teplote nad 32 °C sa A. tumefaciens stiva nepatogénne a jeho
aktivitu ovplyviuje aj pH pody. Zvysena kyslost pody znizZuje aktivitu aj patogenitu [5], [10].

Izol4cia je najefektivnejSia z tkaniva nddorov rastlin alebo okolitej pddy ¢i vody.
Optimélne tkanivo nddora pre izol4ciu je bielej alebo krémovoZltej farby z mladych aktivnych
nadorov. Nador je dobré umyt alebo sterilizovat povrch pouZitim dvadsat percentného
doméceho bielidla a ndsledne niekolkokrat oplachnut v sterilnej vode. Po narezani
niekol'kych vzoriek z odliSnych ¢asti nddorového tkaniva rastliny je potreba rozdelit’ vzorky
na velmi malé Casti, ktoré sa ponechaji po dobu minimdlne 30 mindt v skimavke
obsahujucej sterilnd destilovani vodu alebo pufra¢ny roztok. Pouzitim ockovacej kl'uCky sa
rozotrie vzorka po semiselektivnom médiu 1A, teda po laktézovom agare detekujicom
produkciu 3-ketolaktézy, a naockované médium sa inkubuje pri 25 az 27 °C. K detekcii
A. tumafaciens moze byt vyuZité semiselektivne médium 1A aj pri oCkovani vzoriek
pripravenych z pddnych roztokov €i zavlaZovacich vdd, ale pritomnost’ kolonii A. tumefaciens
narastenych na danom médiu z pddnych ¢i vodnych vzoriek nemusi znamenat pritomnost
buniek druhu Agrobacterium, ktoré vyvoldva rakovinové bujnenie rastlin [8].



Na kultiviciu je vhodné pouzit' aj klasickd Zivnd podu pre gramnegativne baktérie pri
30°C a v dostatocne vlhkom prostredi, ak teplota stipne nad 35 °C, tak mdzu byt drobné
kolonie A. tumefaciens prerastené inou mikroflérou pritomnou v médiu.

VsSeobecne sa na izoldciu a identifikdciu virulentnych baktérii A. tumefaciens vyuziva
semisektivne médium 1A obohatené o tellurite v koncentracii 60 pug/ml, nasledne sa kolonie
s typickou agrobacteridlnou morfolégiou izolujd na tryptikdzovy s6éjovy misopepténovy agar
obsahujuci cykloheximid o koncentracii 200 pg/ml. Vyselektované kolonie su identifikované
pouZzitim /6S rDNA analyzy pouZzitim primerov rD1I a fP] [11].

Patogenita izolovanych druhov Agrobacterium sa da overit’ aj pomocou testu na platku
mrkvy v Petriho miske alebo vzorke z pit tyzdnov starej rastliny rajciaka, ktoré boli
prenesend do suspenzie obsahujice;j 10® KTJ na 1 mililiter v slanom roztoku o koncentracii
8,5 g/l. Zaroven sa pouZivaju referen¢né druhy Agrobacteria v slanom roztoku ako pozitivna,
respektivne negativna, kontrola. Pri pozorovani vyvoja sprievodnych sympténov tzv.
krckovitosti rastlin si naockované a kontrolné vzorky udrZzované 20 dni pri teplote 25 °C a
relativnej vlhkosti vzduchu 70 %. Symptémy CGD (Crown gall disease) na platku mrkvy sd
pozorovatel'né zvyCajne uz za 7 — 8 dni a na rastline rajciaku su pozorovateI'né v priebehu 15
az 20 dni [9].

Na priblizné uréenie mnoZstva virulentnych buniek A. tumefaciens je najvhodnejSia PCR
detekcia v redlnom Case. Pri kombindcii priamej pddnej DNA extrakcie s PCR zndsobenim
cielovej DNA nasledovanej rozliSenim PCR produktov na agar6zovom gele je mozné
detekovat’ okolo 200 kol6nii formujicich jednotku na gram pody pouZitim virD2 primeru,
pouZzitim analyzy pomocou PCR v redlnom ¢ase je mozné v takej istej vzorke pddy detekovat
uz aj 20 KTJ na gram, tato kvantifikdcia trvd asi tri hodiny od extrakcie podnej DNA
a vyrazne ul'ahCuje detekciu A. tumefaciens. Pravdepodobnost’ detekcie pri PCR v redlnom
Case vystipi k 90 %, ak je populdcia A. tumefaciens priblizujica sa 1000 KTJ na gram pddy.
Presnost’ a rychlost’ detekcie A. fumefaciens umoziuje vyvinit lepSiu kontrolnu stratégiu voci
virulentnému A. tumefaciens v sadovnictve a zahradnictve [12].
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3 Cytolégia A. tumefaciens

3.1 Tvar bunky a kolénii

A. tumefaciens je Stihla mierne zaoblena tyCinka velkosti 0,6 az 1 na 1,5 az 3
mikrometre. M4 jeden aZ Sest bicikov rozmiestnenych po povrchu (peritricha). Existuje
samostatne alebo v péaroch. Pri kultivicii v médiu obsahujicom karbohydritybunky produkuji
obrovské mnozstvo extraceluldrnych polysacharidov ddvajicim koléniam objemny slizky
vzhlad [8].

Obr. 3.1: Agrobacterium tumefaciens [8]

3.2 Geneticka vybava A. tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens, kmeni C58, Cereon, obsahuje celkom Styri molekuly DNA
o celkovej dizke sekvencii 5673 563 bp (priblizne 5,7 Mb) ao celkovom podte génov
kédujicich proteiny 6 850. Cirkuldrny chromozém ma dizku 2 841 581 bp, obsahuje
2 750 ORF a 3 488 génov kddujtcich proteiny. Cirkularny plazmid zndmy ako At-plazmid ma
dizku 542 869 pb s 550 ORF a 856 génov. Cirkuldrny plazmid oznadovany ako Ti-plazmid
md diZku sekvencii 214 331 bp s obsahom ORF v poéte 198 a 281 génov pre virulenciu,
katabolizmus S$pecifickych opinov, hostitelom riadend opinovu syntézu a tvorbu rastlinnych
horménov. Linedrny chromozém ma dizku 2 074 782 bp s poétom génov kédujucich proteiny
2 225 a obsahuje 1 850 ORF [13], [14].

Pri prenose DNA z A. tumefaciens do hostitel'skej bunky je prenasany iba usek z Ti-
plazmidu nazyvany T-DNA, ktory je ohraniteny 25 bp dlhymi repeticiami. Dizka T-DNA je
priblizne 23 kb. Tieto repeticie sliZia ako signdlne tseky pre transférovy aparit. T-DNA
obsahuje gény, ktoré koduji gény zapojené do syntézy opinov a fytohorménov, napriek tomu
Ze su to gény sidliace v bakteridlnom plazmide, st aktivne len v rastlinnej bunke, to znamena,
Ze musia obsahovat' typické eukaryotické kontrolné sekvencie. Vsetky tieto gény obsahuji
TATA a CAAT boxy a typické rastlinné polyadenylované signdly [5], [15].
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Su zndme dva typy Ti-plazmidu, nopalinovy a oktopinovy, oba maji T-DNA regiony,
ale liSia sa ich Struktirou. Nopalinovd T-DNA je tvorend jednym suvislym segmentom
o velkosti 22 kb a oktopinovd T-DNA je tvorend troma segmentmi, lavym segmentom (TL)
s dizkou 13 kb, centrilnym tdsekom (TC) dlhym 1,5kb apravym segmentom (TR) DNA
s velkost'ou 7,8 kb. TL DNA ma onkogénnu funkciu a TR obsahuje gény pre syntézu opinov.
K prenosu je postacujici aj samotny TR tsek, avSak zvySné tseky zvySuju efektivitu prenosu
svojou pritomnostou. Ziadne iné sekvencie nie sd pri prenose T-DNA Ziadané. Pravy segment
obsahuje repeticiu s dvoma konzervativnymi doménami s velkostou 13 a 5-7 bp, delécia
prvych Sest’ alebo poslednych desat’ zablokuje transfét T-DNA [15].

Pri transformdcii z hl'adiska genetickej vybavy Agrobacteria su dolezité dva kroky:
naviazanie baktérie na rastlinni bunku a transfér DNA to bunky hostitel'a. Kazdy z krokov
zahfia odli§nd sadu génov.

V pripade viazania baktérie na rastlinnd bunku su najviac potrebné tri chromozomadlne
gény A. tumefaciens pre virulenciu s oznaCenim chvA, chvB a pscA, d’al§imi chromozémom
urCenymi genetickymi elementami v pripdjacom procese si chvE, cel locus a att locus.
Mutécie v miestach chvA a chvB vedd k znaénému poklesu vizby A. tumefaciens na rastlinnd
bunku, pricom chvA kdéduje transportné faktory a chvB kéduje proteiny vyZadované pri beta-
glukanove] syntéze. PscA je potrebny pre syntézu vicSiny neutrdlnych a kyslych
extracelularnych polysacharidov, konkrétne cyklickych glukanov a kyslych sukcinoglykanov.
Chv E je potrebny pre cukrom vystupiiovani indukciu vir génov a bakteridlnu chemotaxiu.
Cel locus ma zodpovednost’ za syntézu celulézovych vldkien a 20 kb dlhy att lokus sdvisi so
syntézou povrchovych bunkovych proteinov a obsahuje gény potrebné pre dspeSné prilnutie
baktérie k hostitel'ovi.

Inzercia do lavej 10 kb dlhej strany att lokusu spdsobi produkciu avirulentnych
mutantov, ktorych virulencia ale mdze byt obnovenad, ak sa pouZije kultiva¢né médium, ktoré
bolo uz skor upravené inkubdciou divokého typu virulentného A. tumefaciens s rastlinnymi
bunkami. Predchddzajicimi reakciami bola dosiahnutd produkcia a akumulécia zloZiek, ktoré
chybaji v mutantnej baktérii, ktoré znovu podmieniuji v médiu interakciu baktéria — hostitel’.

V kontraste s tymto dejom je ale mutaCnd inzercia na pravej strane v useku 10 kb
na att locus vedica k ireverzibilnej strate prilndvajucej schopnosti, ktord nemodZe byt
obnovend ani v upravenom médiu.

Tieto vysledky naznacujui, Ze gény umiestnené na lavej strane att locus sa zapdjaji do
molekuldrnych signalizaCnych procesov, ale pravostranné gény sd z najviacSou
pravdepodobnostou zodpovedné za syntézu zdkladnych zlicenin. Lava strana att locus
obsahuje operén zloZeny z deviatich otvorenych Citacich rdmcov (ORF), z ktorych Styri
vykazuju homoldgiu ku génom sidvisiacimi s tzv. transportnym systémom podmienenym
periplazmatickymi vidzbovymi proteinmi (ABC). Mutacnd analyza dokazuje poruchu
v produkcii a akumuldcii Specifickych zlicenin esencidlnych pre bakteridlne prilnutie
k hostitelovi. Gény kdédujice ABC transportér mdzu byt zapojené do vyluCovania tychto
substancii z baktérie ako ajdo zavedenia niektorych rastlinou vytvorenych aktivitorov
syntézy tychto prilndvanie sposobujicich Specifickych zlicenin do baktérie.

Druhd sadu génov mozno oznalit ako gény vir, ktoré sd stimulované po uvolneni
acetosyringonov a hydroxy-acetosyringonov z poranenych rastlinnych buniek. 30 az 40 kb
velky virulentny (vir) regién je zorganizovany do Siestich esencidlnych operénov, ktoré su
potrebné pre T-DNA prenos (virA, virB, virD avirG) a pre zvySujicu sa pravdepodobnost’
uspechu transféru (virC a virE) a do dvoch neesencidlnych (virF' a virH). VirA, virG a virF su
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jediné monocistronické, d'alSie sui polycistronické a kéduji niekol'ko proteinov, virE, virC
a virH maju dva gény, priCom operén virD ma az Styri gény a operén virB dokonca jdendst
génov. Reguldcia tychto dolezitych génov je jednotnd a znamend kaskddu transkrip&nych
pochodov.

Kaskdda zaCina s virA, ktory je konStitutivne exprimovany. VirA kdduje
transmembrdnovy protein, ktory je citlivy voci chemickym podnetom z prostredia, teda je
schopny identifikovat’ pritomnost’ acetosyringonu. VirG produkuje dva transkripty, ktoré sa
lisia na 5°-koncoch mRNA. Jeden je exprimovany konStitutivne adruhy, dlhsi, je
exprimovany iba v pritomnosti rastlinou indukovanych zlicenin, teda substratu. Jediné dva
konsStitutivne prepisované operdny virA a virG kéduja dvojzlozkovy systém aktivujici prepis
inych génov vir.

Polypeptidové retazce vzniknuté prepisom virB avirE su vysoko indukovatelné
fenolickymi zluceninami, ktoré vyluCuje poranend rastlina. Polycistronicky virE kdduje
protein viazuci sa na jednovldknovi DNA a obaluje T-vldkno pocas transféru do rastlinnej
bunky. VirC a virD kéduju stranovoSpecificki endonukledzu, ktord ktord Stiepi vldkno DNA
v mieste 25bp dlhej repeticie tvoriacie ohranienie T-DNA. Vznikd tak T-vldkno, ktoré je
medziproduktovou molekulou transportovanou do rastlinnej bunky. VirB mdZe zohrat' dlohu
pri riadeni prenosu T-DNA po povrchu bakteridlnej bunky [5], [15].

3.3 Patogénny zivotny cyklus

Patogénne formy A. tfumefaciens mozu prezit saprofyticky v pdde az do dvoch rokov.
Ak sa nablizku v okolitej pdde vyskytne hostiteI'skd rastlina poranend vplyvom presddzania,
hmyzom za dcelom potravy alebo inym sposobom, baktéria sa chemotaktickym pohybom
presunie k poranenej Casti a umiestni sa medzi bunky hostitel'a v rane.

Takto umiestnené baktérie zacnu stimulovat’ okolie hostitel'skych buniek k rychlemu
a nepravidelnému deleniu. Baktérie dosahuju tohto delenia vloZenim Casti vlastnej DNA do
hostitel'skych bune¢nych chromozémov, ktord sposobuje nadprodukciu cytokininov
a auxinov, ktoré su reguldtormi rastlinného rastu a zdroven sa tvoria opiny sliZiace k vyZzive
A. tumefaciens.

Vysledné tkanivo rastlin ziskané rychlym delenim je nedifernciované bielej alebo
krémovozltej farby a bunky mdzu obsahovat’ jedno alebo viac jadier. Toto tkanivo pokracuje
vo svojom zva¢Sovani sa, priCom nddor je formovany na koreni alebo stonke v zdvislosti od
povodne poranenej strany rastlinného tela.

Baktéria obsadzuje interceluldrny priestor na periférii nddora a nie je pritomnd v centre
rasticeho tumora. Nddor nie je chrdneny epidermis a tak je citlivy povrch nddora nachylny
k napudnutiu sekunddrnym patogénom, hmyzom alebo saprofytom.

Degradicia tumoru sekunddrnym utocnikom zapriCifiuje jeho hnedé alebo cierne
sfarbenie a ndsledné uvolnenie buniek A. tumefaciens naspit do povodne obyvanej Casti
pody, odkial mozZu byt unesené vodou alebo na danom mieste zostivaji do dalSieho
vegetacného obdobia. V pripade viacro¢nych rastlin mdZe napadnuté tkanivo prezit' a byt
nad’alej obyvané A. fumefaciens, az kym tumor neodpadne, alebo v nasledujicej sezéne
baktéria zase zapriCini rast nového nddora na tom istom mieste [8].
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3.4 Metabolizmus

3.4.1 Karbohydratovy metabolizmus

Cinnost reakcii pentézového cyklu v A. tumefaciens je ovela vicsia ako uinych
normdlne sa vyskytujicich baktérii az tohto pohladu A. tumefaciens opiat reprezentuje
unikdtnu kategoriu.

A. tumefaciens vyuzZiva D-glukézu striktne aerébnym mechanizmom zahriiajicim
cestu pentézového cyklu (PC) i Entner-Doudoroffov metabolizmus (ED). Relativny pomer
medzi tymito metabolickymi drahami je 55 % pre ED cestu a44 % pre PC, tento pomer
neovplyviiuje  systém syntézy 3-ketoglykozidu. Pomocou radiorespirometrickych
a enzymatickych analyz je zndme, Ze Embden-Meyerhofova-Parnasova drdha, teda zdkladny
anaer6bny katabolicky proces, Cize glykolyza, v A. tumefaciens nefunguje. Oxiddxia
pyruvatu, acetitu, sukcindtu a glutamétu naznacuje, Ze termindlna respirdcia zahfila cyklus
trikarboxylovych kyselin, teda Crebsov cyklus, a aj cyklus kyseliny glyoxylovej [17].

V A. tumefaciens glykozylované a galaktozylované cukry navodzujd syntézu enzymu,
ktory jedinecne oxiduje tieto glykozidy na 3-ketoglykozidy. 3-keto zliceniny su ocividne
prvym medziproduktom alternativnej cesty metabolizmu cukrov a si zahrnuté do konverzie
D-glukézy na D-ribézu, nie vSak cestou fosforylacie.

A. tumefaciens obsahuje dva druhy 3-ketoglukézu redukujicich enzymov. Oba druhy
Specificky vyZaduji redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfdt ako donor vodikov
a katalyzuji redukciu 3-ketoglukézy na gluk6ézu, ale neredukuji 3-ketoglykozidy, ich
trividlny nédzov je 3-ketoglukéza reduktdsy. A. tumefaciens zhodne obsahuje aj enzym
D-glykozid-3-dehydrogendsu, ktord katalyzuje oxiddciu D-glukézy na 3-ketoglukézu, tento
enzym pouziva ako prostetickd skupinu flavinadenindinukleotid a prenésa elektrény z FAD
na cytochromy. Z porovnania vzdjomnych vlastnosti je zrejmé, Ze reaktivita
3-ketoglukéza-reduktds je protikladnd k reaktivite D-glykozid-3-dehydrogends vo vzatahu
k biochemikym oxidanoredukénym dejom medzi glokézou a 3-ketoglukézou. Baktérie
metabolizuju 3-ketoglukézu odstraniovanim kyslika. Glukéza je najprv raz oxidovand na
3-ketoglukézu, potom redukovand na glukézu pomocou 3-ketoglukéza-reduktdsy a nasledne
polymerizovand do glykogénu. To znamend, Ze glykozid-3-dehydrogendsa aj
3-ketoglukéza-reduktédsa st esencidlne pre syntézu glykogénu z glukézy v rasticich bunkach
[18].
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3.4.2 Octopinovy a nopalinovy metabolizmus

Rastlinné nadory vyvolané A. fumefaciens v dikotyledonovych rastlinich obsahujd
nezvyGajné  aminokyseliny  oktopin  N’-(D-1-karboxyethyl)-L-arginin ~a  nopalin
N2-(1,3-dikarboxypropyl)-L-arginin. Produkcia tychto opinov nddormi nie je zdvisld na tom,
ktord hostitel'skd rastlina je vyuZzivand, ale je predurcend bakteridlnym druhom spdsobujicim
nadorové bujnenie.Vo vSeobecnosti, nopalin obsahujice nddory si vyvolané poddruhom
A. tumefaciens, ktory katabolizuje nopalin a ten je syntetizovany rastlinami z 2-oxoglutaratu
aargininu, a ztoho vyplyva, Ze oktopin produkujice nddory sui vyvolané infekciou
poddruhmi katabolizujicimi oktopin, priCom oktorin je syntetizovany z pyruvétu a argininu.
V mnohych pripadoch nddory pokracuji v produkcii tychto opinov aj pri kultivécii
v tkanivovej kultire, kde uZz nie je pritomné Ziadne Zivotaschopné A. tumefaciens. Z toho
vyplyva, Ze Ti-plazmid je skutoCne asociovany s virulenciou a tvorbou opinov. Stratu
virulencie pocas inkubécie spdsobuje zvysend teplota.

Formovanie opinov aaj tvorba nddorov vyzaduje interakciu medzi proteinmi
kédovanymi Ti-plazmidom a proteinmi kédovanymi v bakteridlnom gendéme. Tieto interakcie
sa upatiiujd aj v katabolizme oktopinu a nopalinu. Oktopin je premeneny na arginin a pyruvat
pomocou oktopinovej oxiddzy, ktord je kédovand v Ti-plazmide oktopinového typu. Podobne
je nopalin, ktory sa syntetizuje v nddoroch indukovanych A. tumefaciens nopalinového typu,
premeneny na arginin a 2-oxoglutardit pomocou nopalinovej oxiddsy, ktord je kddovand
v Ti-plazmide nopalinového typu. Druhym krokom katabolizmu oboch zlicenin je premena
argininu na ornithin. Za tdto premenu je zodpovedny enzym argindsa, ktory sa nachadza aj
v poddruhoch A. tumefaciens, ktoré neobsahujui Ti-plazmid, to znamend Ze gén pre argindsu je
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umiestneny na bakteridlnom chromozéme, ale je kédovany aj v Ti-plazmidoch nopalinového
typu. Sekvencnd analyza dokazuje, Ze argindzovd aktivita nemoze byt kdédovand
oktopinovym Ti-plazmidom. Tretim krokom v katabolizme je premena ornithinu na prolin
pomocou ornithin cyklodeamindsy. Tento enzym je kédovany v oboch typoch Ti-plazmidov.
Niektoré poddruhy schybajicim Ti-plazmidom tieZ exprimuju tento enzym, ale nie
A. tumefaciens C58 svyiatym Ti-plasmidom. Stvrtym krokom katabolizmu je oxidacia
prolinu na A'-pyrroline-5-karboxyldt a jeho d’alsia oxiddcia na glutamdt, tychto dejov sa
zuCastiiuji enzymy prolindehydrogendsa a P5C-dehydrogendsa, ktoré si kdédované génmi
umiestnenymi v genéme A. tumefaciens mimo Ti-plazmid [19].
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Obr. 3.5: Katabolizmus oktopinu riadeny prislusnymi génmi [19]

3.5 Patogenita

3.5.1 Rastlinny patogén

Molekularny a geneticky zdklad pre vyber vhodného hostitel'a pre A. tfumefaciens je
nejasny. SkorSie vyskumy indikujd, Ze Ti-plazmid, skor ako chromozomdlne gény, je
vyznamnejSim genetickym urcovatelom pri vybere hostitelov. Niekol'ko virulentnych
lokusov na Ti-plazmide, vCetne virC avirF, sa javi byt determinujicich §kélu rastlinnych
druhov, ktoré mozu byt transformované k tvorbe nddorov. Locus VirH sa zda byt zapojeny do
schopnosti Agrobacteria transformovat’ kukuricu a iné gény vir, vratane virG, prispievaju k
hypervirulencii jednotlivych druhov Agrobacterium [16].

Momentélne je zrejmé, Ze predurCenie hostitelov, ktorych je moZné prirodzene
infikovat,, je viac komplexnejsi proces ako sa predpokladalo. Tento proces je pod genetickou
kontrolou $irokej palety faktorov z baktérii aj hostiteI'skych rastlin [16].

Pre dikotyledonové rastliny je charakteristické, Ze v pripade poranenia ich organov
dochddza k produkcii fenolyckych latok ako je napriklad kyselina 4-hydroxybenzoova,
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feruklova, sinapovd, lysergova, galovd, d’alej katechol, vanilin alebo pyrogalol. Pritomnost
tychto fenolickych ldtok v pdde je pri¢inou pozitivnej chemotaxie a aktivicie génov
virulencie, ktoré nesie prave Ti-plazmid A. rumefaciens. Specifickd vizba bakteridlnych
buniek je zaloZend na principe vizby signdlnych molekul na receptorové proteiny bunecnych
stien. Signdlne molekuly si kdédované génmi virulentnej oblasti Ti-plazmidu. Jednotlivé
kmene A. tumefaciens vykazuji Casto Specifitu voC€i réznym botanickym druhom. Této
Specifita je dand prdve variabilitou signdlnych molekil. Nasledne dochddza k aktivécii
d'alSich génov zaistujucich virulenciu plazmidu. Tieto gény kéduju napriklad endonukleazy,
ktoré sposobuji vznik jednoretazcovych zlomov na Specifickych miestach Ti-plazmidu. Po
ndhodnej integracii T-DNA oblasti do genému hostitel'skej bunky dochddza k syntéze
auxinov a cytokinov, ¢o ma za nésledok fenotypové zmeny rastlin [27]. Napriek prirodzenej
schopnosti A. tumefaciens napadat’ len dikotyledonové rastliny, je mozné T-DNA prenos do
monokotyledonovych rastlin uskutocnit nepriamo s pouzitim citlivych reportérovych
systémov.

RozSirujici sa zaber hostitelov mdze byt podporovany aj interakciou Ti-plazmidu
s agrobakteridlnym chromozémom iného povodu. Napriklad, Ti-plazmid pTiBo542 umiesteny
prirodzene v A. tumefaciens Bo542 ma limitujicu schopnost tvorby nddorov vo¢i mnohym
druhom strukovitych rastlin, ale ak sa dany Ti-plazmid premiestni do A. tumefaciens C58,
Ti-plazmid pTiBo542 sa prejavi ovel'a silnejSou virulenciou pdsobiacou na séju a iné
strukovité rastliny. Citlivost’ voci transformécii rastlin A. tumefaciens ma genetickd podstatu
minimdlne u kurkumy, hrasku, séji, vinnej révy a rozli€nych ekotypoch Arabidopsis thaliana
[16].

V pripade pozitivneho ndlezu A. tumefaciens v pdde urCenej na pestovanie kultirnych
plodin sa odportca vysddzanie len monokotyledonovych rastlin ako kukurica alebo obiloviny
po dobu niekol'kych rokov. Ako prevencia modze slizit' aj pomerne ekonomicky nendro¢na
aplikdcia nepatologického organizmu Agrobacteria radiobacter K84, ktory produkuje argocin
majuci letdlne GCinky na patogénne kmene A. fumefaciens. Niektoré lieCebné ucinky vykazuji
aj komercne preddvané zmesi 2,4-xylenolu a metakresolu v emulzii olej-voda, ktoré sa priamo
nandsaji na nidory, ale tito metdda je kvoli pracnosti a ¢asovej ndroCnosti malo pouZzivana,
tak ako aj drahé zliceniny medi a silné oxidanty ako chlérnan sodny [8].

3.5.2 LPLudsky patogén

A. tumefaciens bolo izolované z viacerych l'udskych vzoriek, prvykrat v roku 1967, ale
nebola potvrdend patogenita. Od tohto roku bolo hldsenych priblizne dvadsatdva pripadov
klinicky vyznamnych infekcii sposobenych A. fumefaciens, ktoré vyustili v dva pripady
infekcie mocového ustrojenstva, pat pripadov zdpalov pobrusnice, jednu endokarditidu
a Strndst’ pripadov bakterémie [20].

Bakteriostaticka citlivost’ je rozna, baktéria vykazuje utvaranie niekolkych antibiotika
inhibujicich enzymov, ale bakteriostatickd terapia je uc€innd aj pri minimalnych
koncentraciach pri pouZiti ticarcillinu, cefoxitinu, ceftriaxonu, cefotaximu, gentamicinu
a ciprofloxatinu s vynikajicou ucinnostou voci A. tumefaciens. A. tumefaciens pdosobi
patogénne hlavne u I'udi s permanentnym katetrom [21].

Od oktébra 2007 sa sustred’uje pozornost' na chorobu zvani Morgellons, pri ktorej je
jednym z patogénnych spolucinitelov prave A. tumefaciens. Priznaky ochorenia boli popisané

19



uz pred tristo rokmi, ale lekdri zaradili pacientov medzi psychicky chorych l'udi s deziliznou
parazitézou, t.j. psychicky naruseni 'udia namysl'ajici si napadnutie parazitmi. Symptémy sa
vSak uvelkej skupiny pozorovanych vobec neliSili abolo potvrdené, ze ide o infekcné
ochorenie s neuropsychiatrickymi zndmkami charakteristické vyrastanim vldknitych ttvarov
zkoze a inymi dermatologickymi priznakmi. Ide teda o systémovi chorobu spdjand
s chronickou chorobnou tnavou, bolestou kibov a svalov, hlavy, nespavostou a poklesom
funk¢nosti imunitného systému, pricom viditelnym manifestom si mnohonasobné kozné rany
Specidlne vo vlasovej oblasti s vyvojom zvlaStnych vldkien [22].

3.6 Symptéomy Crown gall disease

CGD zacina vznikom malych zdurenin na stonke alebo koreni, pripadne na inych
Castiach rastinného tela, ktoré si umiestnené Co najblizsie k pdde. Mlady nador, najcCastejSie
pripominajici zatvrdnutd kozu, vznikd nisledne po poraneni a je bielej ¢i Zltokrémovej farby
gulovitého tvaru. Tak ako nddor starne, tak sa meni jeho tvar, stdva sa nepravidelnym a farba
sa meni na hnedd az Ciernu. Nador moZe byt spojeny s povrchom hostitela len pomerne
uzkym pruhom tkaniva ale mdZe sa javit' aj ako celkovy opuch stonky, nie celkom presne
oddeleny. Tkanivo nddora je zvyCajne porézne a drobiace sa ale vyskytuje sa aj v drevitej
forme na pobvrchu s dtvarmi pripominajicimi uzliky. Na jednej rastline sa moZe sucastne
nachddzat' viac nddorov, ktoré prachniveji a odhnivaji na povrchu rastliny bud Ciastocne
alebo celé s moznost'ou recidivy v tej istej oblasti kazdd sezénu. Pridatné symptémy zahriiaji
zakrpatenie, chlorotické listy, zvySenu citlivost rastliny voci sekunddrnemu parazitovi a na
zmeny Zivotného prostredia [8].

3.6.1 Mnohobunecné interakcie A. tumefaciens

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

A. tumefaciens je ukdzkovym modelom pre Stidium mnohobunkovych interakcii. Na
zdklade bunecnych interakcii medzi A. tumefaciens a hostitel'om bolo zistené, Ze Cast’ baktérii
vyskytujica sa v pdde, l'udoch, ocednoch i v chladiacich zariadeniach obycajne tvori
mnohobunecny biofilm, ktory pripomina architektonicky komplex tvoreny skupinami
mikrokolonii zlepenymi navzdjom bakteridlne produkovanou matrix. Biofilm predstavuje
d’al$i ochranny mechanizmus baktérii, pretoZe zvySuje ich odolnost vo vSeobecnosti a voci
antibiotickému lieCeniu [23].

3.6.1.2 Interakcia medzi A. tumefaciens a hostitel’'skou bunkou

Pomocu medzibuneénych signalizdcii nazyvanych ,,quorum-sensing” medzi
A. tumefaciens arastlinnou bunkou na zdklade produkcie acylovaného homoserinového
laktonu (Acyl HSL), ktory je prevazujicim extracelularnym bakteridlnym signdlom, dokaze
A. tumefaciens spustit syntézu proteinov potrebnych na prepojenie rastlinnej bunky
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s bakteridlnou bunkou. Acyl HSL je produkovany v nizkych koncentraciach, ale Tahlo
difunduje cez bakteridlny obal areguluje horizontdlnu vymenu a replikdciu vel'kych
plazmidov potrebnych pre patogenézu asymbidzu srastlinnym hostitelom, jednd sa
o fenolicku zlicCeninu [23].

Fenolické litky si hlavne nachddzané u dikotyledonov, si vyluCované v pripade
poskodenia bunkovej steny rastlinnej bunky, a iba vel'mi zriedkavo u monokotyledonov. To je
dovodom preco A. tumefaciens paraziticky napadd a geneticky modifikuje prirodzenou cestou
monokotyledony iba v niektorych vynimocnych pripadoch, napriklad aspardgus [7].

A. tumefaciens pri interakcii s hostitel'skou bunkou zacina vystavbu tzv. tunela
potrebného na prenos T-vldkna, ktory sdvisi s vndtornou aj s vonkajSou bakteridlnou
membranou ako i s plazmatickou membrdnou hostitel'a. Takyto typ transportu sa oznacuje
ako typ IV aje vyuzivany aj u viacerych l'udskych patogénov. Tento proces ma podobny
mechanizmus ako interakcia bakteridlnych buniek pri konjugécii.

Prekvapujice je, Ze jeden protein dokdze zabezpeCit takmer tplne sformovanie tzv.
tunela, teda prepojenia, medzi baktériou a hostitelom. Tento protein md nezvycajne Siroky
pocet funkcii, zatial je zndmych Sest. ReC je o proteine s ndzvom VirE2. NajdolezitejSia
funkcia je zrejme tvorba tunela v lipidovej dvojvrstve. Za prvu funkciu moZe byt oznacena
jeho schopnost obalit T-vldkno, chrdnit ho pred degraddciou a priestorovo vhodne
usporiadat’ jeho konfigurdciu na prenos. Druhou funkciou je spdjanie sa s proteinom VirEl
zabezpecujicim samotny prenos VirE2. Tretou schopnostou je prenos do rastlinnej bunky
nezdavisle od T-komplexu. Za Stvrtd funkciu sa povazuje schopnost’ formovat’ péry dostatocne
Siroké na pasdz T-komplexu cez bunecnu plazmaticki membranu a obalenie T-vldkna aj
v rastlinnej cytoplazme. Piatou vlastnostou je interakcia s plazmatickymi rastlinnymi
chaperonmi zaciel'ujicimi efektivnejSie T-komplex v smere na jadro. Zatial poslednou
zndmou funkciou je interakcia sjadrovymi rastlinnymi faktormi, ktoré sprostredkovavaju
reakciu s chromatinom a ulah¢ujd integraciu T-DNA [24].

3.7 Podrobny popis interakcie A. tumefaciens s rastlinnou bunkou

A. tumefaciens méa vynimocnd schopnost’ prendsat cCast DNA segmentu tumor
indukujiceho plazmidu do jadra buniek hostitel'a a infikovat tieto bunky, pricom T-DNA je
stabilne integrovand do gendmu hostitel'a a prepisovand [15].

Proces génového trensféru sa vyznacuje piatimi nevyhnutnymi krokmi: bakteridlna
koloniz4cia, spustenie bakteridlneho virulentného systému, vytvorenie T-DNA prenosného
komplexu, samotny transport T-DNA a zaclenenie T-DNA do rastlinného chromozému [5].

3.7.1 Kolonizacia

Bakteridlna kolonizdcia je nevyhnutny anajskorSi krok v spusteni nadorového
bujnenia, kedy sa A. tumefaciens priklada k rastlinnej bunke. Ak vplyvom mutécie baktéria
strati pripojujicu sa schopnost, tak strdca aj funkciu tumorovej indukcie. Polysacharidy
umiestnené na povrchu agrobacteria hraji kl'iovu tlohu v koloniza¢nych procesoch. Jednym
z moznych preventivnych zdsahov voci A. tumefaciens mdze byt aplikdcia roztoku
lipopolysacharidov z virulentného kmena do tkaniva rastlin pred interakciou s virulentnou
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baktériou, tym sa zabréni prilnutiu baktérie k povrchu rastlinnej bunky. Lipopolysacharidy sa
integrdlnou cCastou vonkajSej membrany a pozostdvaji zlipid A membranovej kotvy
a z O-antigénneho polysacharidu. A. tumefaciens, ako aj iné s rastlinami asociované baktérie
rodu Rhizobiaceae, produkuje tieZ kapsuldrne polysacharidy, oznacované ako K-antigény,
ktoré postrddaji lipidové zakotvenie a maju silnd aniénovi povahu a su uzko spité s bunkou.
Casto prave prilnutie baktérie k hostitefovi vyvold navzdjom presne zladené zvysenie
produkcie kyslych polysacharidov [5].

3.7.2 Spustenie bakterialneho virulentného systému

A. tumefaciens rozmiestiiuje vel'ky pocet proteinov a pouziva niekol’ko molekulovych
mechanizmov k inicidcii a naStartovaniu prvého kroku transform¢nych procesov.

VirA je transmembridnovy diméricky sensoricky protein, ktory detekuje signdlne
molekuly, hlavne malé fenolické zliCeniny uvoltiované poranenymi rastlinami. Signdl pre
aktivaciu VirA zallefiuje kyslé pH, fenolické zliceniny ako acetosyringone a istu triedu
monosacharidov, ktoré pdsobia synergicky s fenolickymi zli¢eninami. Protein Vir A sa da
Struktirne dozdelit do troch domén: periplazmatickii a dve transmembranové domény,
znaCené ako TM1 a TM?2, ktoré zohrdvaju ulohu ako vysielaC a prijimac. Periplazmatickd
doména je dolezitd pre schopnost monosacharidovej detekcie. Spolu s periplazmatickou
doménou priliehajicou k 7M2 doméne vznikd amfipaticka Spirdla, ktord ma silno hydrofilnd
a silno hydrofébnu oblast. Takato Struktira je charakteristickd pre iné transmembrinové
senzorické proteiny and umoZiiuje proteinom byt sucCasne orientovany s vnutornou
membrinou a zakotveny v nej. TM2 doména je kindzovd doména a zohrdva rozhodujicu rolu
v aktivdcii VirA fosforyldciou seba samej na nemennom zvySku oznaCovanom His-474 pri
odpovedi na signdlne molekuly zo strany poranenej rastliny. Monosacharidova detekcia VirA
je dolezitym zosiliovanim systému a odpovedanim na nizke hodnoty fenolickych latok.
Indukcia tohto systému je moZnd iba cez periplazmaticky cukor viaZuci protein ChvE
(glukdza alebo galaktéza), ktory interaguje s VirA.

Aktivovany VirA je schopny preniest svoj fosfat ku konzervativnemu aspartitovému
zvySku na cytoplazmatickom DNA viazucom proteine VirG, ktory funguje ako transkripcny
faktor regulujici expresiu vir génov, ked je fosforylovany pomocou proteinu VirA. Cast’ na
C-konci je zodpovednd za DNA viazucu aktivitu, kym N-koniec je fosforylaénd doména
prejavujica homoldgiu s VirA senzorickou doménou.

Aktivita vir systému tieZ zavisi od vonkajS$ich podmienok a faktorov ako teplota a pH.
Pri teplote nad 32 °C oblast vir génov nie je exprimovand, pretoze dochddza ku
konformaénym zmendm v sti¢ani VirA navodzujicom inaktiviciu jeho vlastnosti. Uginok
teploty na VirA je potlaCeny mutantnymi formami VirG, znacenymi ako VirG © ktoré aktivuju
konstitutivne expresiu génov vir. Tieto mutanty ale nie si schopné pokryt virulentni kapacitu
aki je =za normdlnej teploty, lebo priestorové usporiadanie ostatnych proteinov
spolupodielajicich sa na prenose T-DNA je tieZ ovplyvnené vysokou teplotou [5].
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3.7.3 Vznik T-DNA prenosového komplexu

Aktivacia génov vir vedie k vytvorenie jednovldknovej (ss) molekuly DNA
reprezentujicej kopiu zakladného T-DNA vldkna. Ziadna ind DNA umiestnend medzi T-DNA
hranice nie je prendSand do rastlinnej bunky a integrovand do rastlinného genému. Proteiny
VirD1 a VirD2 rozpozndvaju hrani¢né sekvencie T-DNA, jednd sa o endonukledzové aktivity,
preto su schopné nastrihnit’ zdklad retazca oznaceného hrani¢nymi usekmi od zvysku. Po
endonukledzovom odStepeni zostane VirD2 kovalentne naviazany k 5°-koncu ssT-ret'azca,
toto spojenie zabrdni exonukledzovému utoku na 5°-koniec ssT-retazca arozliSi 5°-koniec
ako celny koniec T-DNA tranférového komplexu. VirDI reaguje s obastou, kde ma
ssT-retazec zacitok. Experimentmi in vitro bolo dokizané, Ze pritomnost VirDI je
nevyhnutnd pre rozStepenie nadzdvitnicového vinutia substrdtu proteinom VirD2. Sucasné
obnovenie odstrdneného ssT-retazca je evolu¢ne spojené sinymi bakteridlnymi
konjugacnymi procesmi DNA prenosov, ktoré suvisia s vytvaranim jednovldknovej DNA.

Po rozsiahlych mutdciach alebo deléciach na pravej strane T-DNA hranic nasleduje
vacsinou kompletnd strata schopnosti T-DNA prenosu, ale mutatné zmeny na l'avej strane
vedd len k poklesu prenosovej ucinnosti. To znamend, Ze syntéza T-vldkna je iniciovand zo
strany pravej hrani¢nej oblasti a prebieha v smere od 5" k 37, mdzZe sa stat, Ze syntéza bude
Startovat’ z l'avej strany, ale vykonnost procesu bude ovel'a nizsia. Rozdiel je asi spdsobeny
zaradenim zosilovacej sekvencie pred pravi hranicnd oblast. Tento zosilovac je Specificky
rozpozndvany VirCl proteinom, priCom delécia vo VirC operéne vedie k zmenSeniu
virulencie A. tumefaciens [5].

3.7.4 Samotny transport T-DNA

Prenosovy prostriedok T-DNA k rastlinnému jadru je nazyvany ssT-DNA-proteinovy
komplex. Cesta prenosu do jadra predstavuje prechod cez tri membrédny, bunkovi stenu
a intrabune¢nym priestorom. Najakceptovanej$i model prenosu je ssT-DNA-VirD2 komplex
obaleny proteinom VirE2 a proteinom viaZucim jednoretazcovi DNA. Toto kooperativne
spojenie m4 ochrannu funkciu voci ataku nukledz a pri natiahnuti tohto komplexu sa dosiahne
redukovany priemer priblizne dva nanometre, o ul'ahCuje prechod cez membranovy kanal.
Avsak toto spojenie nestabilizuje T-DNA komplex vnutri A. tumefaciens.

VirE2 obsahuje dva signdlne dseky pre lokalizdciu rastlinného jadra (NLS) a VirD2
jeden. Tento fakt znaci, Ze oba proteiny hraji ddlezitd dlohu z hl'adiska prijmu komplexu do
jadra rastlinnej bunky. Delécia v NLS jedného z tych proteinov vedie sice k redukovanému
ucinku, ale nie k dplnej strate funkcie, lebo sa prinajmenSom cCiastocne dokdzu navzijom
zastupit'.

Protein VirEl je esencidlny pre export VirE2 do rastlinnej bunky, ale jeho presnd
Specifickd funkcia je zatial nezndma. Bakteridlne kmene mutované vo virEl nedokazu
exportovat protein VirE2, ktory sa hromadi vo vnitrajsku baktérie. Niektoré mutdcie mdzu
byt doplnené, ak dochddza k spoluinfekcii s kmenom, ktory dokdze prenasat’ VirE2. To
znamend, Ze tento protein mdze byt prendSany nezdvisle a Ze transfér VirE2 ako sucasti ssT-
DNA komplexu nie je nepostrddatelny pri prenosovych procesoch, z Coho vyplyva, Ze je
mozZny aj prenos samotnej, teda nahej, T-DNA do rastlinnej bunky. Takyto transfér nacrtdva
druhu alternativnu moZnost prenosu, kedy je prendsany len neobaleny komplex ssT-DNA
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s naviazanym proteinom VirD2 na 5°-koniec a nezdvisle na tom VirE2, ktory ssT-DNA
komplex obali az vnitri rastlinnej bunky.

Do transféru DNA sa zapdja aj 9,5 kb velky operén virB, ktory spoluvytvara bunkovud
povrchovi Struktiru pre vznik transférového komplexu. Ma podobnu charakteristiku ako iné
s membrédnou asociované proteiny. Pri translokdacii posobi aj VirD4, ktory je ATP-dependetny
anevyhnutny pri prenose, jednd sa o transmembrdnovy protein umiestneny zvdcSa na
cytoplazmatickej strane membrany. Porovndvacie Stidie ukazuju velky stupefi homoldgie
medzi operénom virB a oblastami pre transfér v Sirokom rozsahu plazmidov hostitel'ov, ¢o sa
tyka genetickej organizdcie, nukleotidovych sekvencii a proteinovych funkcii.

Oba systémy prenosu (klasicky aj alternativny) dondsaji do recipientnej hostitel'skej
bunky aj nesamostatne prenosny DNA-proteinovy komplex. Funkcia prenosu DNA medzi
riSami naznaCuje, Ze T-DNA prenosovy apardt akonjugacny systém sud spolusivisiace
a pravdepodobne sa vyvinuli zo vSeobecne dedi¢ného systému prenosu.

Prevazujice proteiny VirB tvoria membrédnu vetviace proteinové kandly spéjajice obe
membrany. S vynimkou VirB11 maji vSetky mnohonédsobné periplazmatické domény. VirBI1
je jediny clen operénu VirB ndjdeny v extraceluldrnom prostredi, teda je mozné, Ze niektoré
iné proteiny VirB  mohli byt prerozdelované pocas procesu biogenézy a pdsobenia
medzibunkového konjuga¢ného kandlu. To by mohlo byt pripadom VirB2, proteinu
s vyredukovanou funkciou. VirB2 je prekladany ako 12 kDa protein, ktory je neskor
spracovany proteolyzou a jeho kone¢na funk¢né forma je pri 7 kDa.

VirB4 a VirBI1 su hydrofilné ATP-4dzy potrebné pre aktivny DNA prenos. VirBI1
postrada pokracujicu sekvenciu hydrofébneho zvySku formujiceho periplazmatickii doménu.
Navzdory tymto Strukturdlnym charakteristikim, menej ako jedna tretina z VirBll
predstavuje jeho rozpustnd frakciu, zatialCo zvySok z tohto proteinu zostdva asociovany
s cytoplazmatickou membréanou. Takéto charakteristiky si netypické pre dany typ proteinov
a sved¢ia o moZznej dynamickej koexistencii r6znych konformacnych foriem in vivo. VirB4
uzko suvisi s cytoplazmatickou membranou. Obsahuje dve extraceluldrne domény riadiace
transmembrdnovi topoldgiu tohto proteinu, ktord pravdepodobne dovoluje ATP-zdvislé
konformac¢né zmeny v konjugacnom kandly. Funkéné formy VirB4 a VirBl1l st homo-
a heterodiméry. Syntéta VirB4 je dobre riadend s hromadenim a distribiciou VirB3 ainy
protein, VirB7, zd4 sa byt nevyhnutny pre prisposobivost’ sa prenosového aparitu. VirB7
interaguje s VirB9 formujic heterodiméry a multimérny komplex vySSieho rddu. Syntéza
VirB9 a jeho nepremenné ukladanie zdvisi od heterodimérnej konformécie naznacujice;j, Ze
VirB9 samostante moOze byt nestabilny aje nevyhnutné spojenie s VirB7. V tejto
intermolekuldrnej konformécii monomérnych podjednotiek si spojenia prostrednictvom
disulfidickych mostikov. VirB7-VirB9 heterodimér slizi k stabilizdcii inych proteinov Vir
pocas zkompletovdvania funkénych transmembrinovych kandlov.

Najprv su monoméry VirB9 a VirB7 exportované do membriny a zpracované.
Interaguji navzdjom do vytvorenia kovalentnej zosietovanej homodimérnej a naslednej
hterodimérnej §truktiry. Uloha oboch typov dimérov ako jedinej anevyhnutne;
heterodimérnej Struktdry potrebnej v biogenéze transférového apardtu je Siroko prijimand.
Postupne je tento heterodimér priradeny k vonkajSej membréane, dochddza k reakcidm s inymi
Vir proteinmi aZ do vzniku prenosového kandlu s prispevkom transglykozidazy VirB1.

Je znéme, Ze proteiny od VirB2 aZ po VirB11 su nevyhnutné pre DNA transfér naznacujuc, Ze
tieto proteiny su zdkladnymi zloZkami prenosového aparatu, kym VirBI prispieva k tomuto
procesu mene;j.
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Dvomi pridavnymi vir operénmi lokalizovanymi v oktopinovom Ti-plazmide st virF’
avirH. VirF protein je funkCne zhodny z VirE2, ale nie natolko potrebny. Operén virH
pozostdva z dvoch génov koddjucich proteiny VirHI a VirH2, ktoré nie su esencidlne, ale
mdZu zvysSovat’ dspeSnost’ transféru a dokazu detoxikovat’ urcité rastlinné zlicCeniny, ktoré
modzZu ovplyvnit rast baktérii [5].

Po vstupe VirD2-T-vldkna do hostiteI'skej bunky spojenej naj¢astejsie so zabalovanim
do proteinu VirE2 a formovanim T-komplexu nasleduje jeho prechod cez cytoplazmu az po
dosiahnutie jadra hostitel'a. KedZe cytoplazma je hustou substanciou prepletenou spletou
cytoskeletdrnych Struktir a Brownov pohyb makromolekul je vel'mi staZzeny, je zrejmé, Ze
prechod objemného T-komplexu musi byt zabezpeCeny aktivhym mechanizmom
intraceluldrneho transportu.

Prenos T-komplexu cytoplazmou hostitel'a je pravdepodobne principidlne zhodny
s prenosom mnohych DNA virusov cez cytoplazmu cicavCich buniek, az na rozdielne
proteiny. Znamend to teda, Ze pri prechode bunkou Agrobacterium vyuZiva mikrotubuldrny
systém s aktivnym pohonom vdaka dyneinovym motorom. Identita tychto motorovych
proteinov v rastlinnych bunkach vsSak nie je presne zndma a dl'a v siCasnosti prebiehajicich
studif sa zdd byt ich podstata zdvisld od dynein-viazucich proteinoch, ktoré su v rastlinnej
bunke pritomné a spolupracuji so zndmym proteinom VIPI, ktory sa nachddza v rastlinnej
bunke a sprostredkovdva rozpoznanie proteinu VirE2. Novoobjaveny protein s ndzvom DLC3,
ktory tvori spojenie medzi VIPI-VirE2-T-DNA, je sucastou novej rodiny molekulovych
motorov rastlinnych buniek, ktoré su tiez Cast'ou prenosového mechanizmu T-komplexu [25].

3.7.5 Integracia T-DNA do rastlinného genému

Vniitri v rastlinnej bunke, ssT-DNA komplex je miereny na jadro prechddzajic
jadrovid membranu. NajpotrebnejSie v tomto procese si VirD2 a VirE2 a moze byt vyuziry aj
VirF. Jaderné lokalizacné signdly VirD2 a VirE2 hraji doleZitd rolu pri dondske ssT-DNA
komplexu, ktory je velky (do 20 kb) nukleoproteinovy komplex obsahujici iba jeden
kovalentne pripojeny protein VirD2 na 5°-konci, ale komplex je prekryty, resp. zabaleny,
vel'kym poctom VirE2 molekil, priblizne 600 molekul na 20 kb T-DNA, a kazda z nich ma
dve NLS oblasti. Dve jadro lokalizujice signdlne oblasti VirE2 si povazované za doleZzité pre
kontinudlny import ssT-DNA komplexu, pravdepodobne pre udrZiavanie oboch stran
jadrovych pérov neustdle otvorenych. Jaderny import je sprostredkovany aj pomocou
Specidlnych NLS-viaZucich proteinov, ktoré su pritomne v rastlinnej cytolazme [26].

Kone¢ny krok T-DNA transféru je jeho integricia do rastlinného genému. Faktory
hostitel'a si potrebné pre komplementiciu T-DNA molekuly na dvojretazcovi DNA, pre
produkciu zlomov DNA v hostitefovom genéme a pre spojenie T-DNA s tymito zlomami.
Napriek pokroc€ilym vyskumom je presny mechanizmus integracie momentdlne eSte nejasny.
Skor$i model naznaCoval vSeobecny postup integracie T-DNA do genému. Bol uvaZzovany
ako integracny dej s nelegitimnou rekombindciou (odporujicou pravidlam). Podla tohto
modelu, je potrebné spdrovanie niekolkych bdz, zndmych ako micro-homologické, pre pre-
-iniciaény krok medzi T-DNA vldknom spojenym s VirD2 arastlinnou DNA. Tieto
homolégie si velmi malé a poskytuji iba minimum Specifickosti pre rekombinacné procesy
s umiestiovanim VirD2 a pre ligiciu. 3’-koniec alebo priliehajuca sekvencia T-DNA
nachddza niekol'’ko mélo podobnosti s rastlinnou DNA, ¢o vedie k prvému kontaktu (synapsii)
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medzi T-vldknom a rastlinnou DNA za formovania medzery v 3°-5" vldkne (matricové)
rastlinnej DNA. NaruSend rastlinnd DNA je postupne strihand endonukledzami od
3’-koncovej pozicie rozSirenia vldkien rastlinnej DNA a prvy nukleotid 5° sa prikladd
k VirD2-T-DNA, ktord je sparovand s kritkou nukleotidovou sekvenciou na vrchnom
(komplementarnom, 57-3”) rastlinnom DNA vldkne. PreCnievajuca 3°-Cast T-DNA spolu
s narusenou rastlinnou DNA su odstranené bud endonukledzami alebo 3°-5’exonukledzami.
5”-koniec matricového vldkna je spojeny s VirD2 koncom a d’alsi 3”-koniec T-DNA vldkna
(sparovaného s rastlinnou DNA celd dobu od prvého kroku integracného procesu) sa spoji
s rezom v na spodnom (matricovom) vldkne rastlinnej DNA. Akondhle je dokon¢ené spojenie
T-vldkna v 37°-5" retfazci rastlinnej DNA, tak vplyvom napétia sposobeného zmenou vynutia
dojde k pretrhnutiu opacného DNA vldkna (komplementarneho). Tato situdcia aktivuje
opravny mechanizmus rastlinnej bunky a komplementdrne vldkno je dosyntetizované pouZzijic
ako templat skor inzerované T-DNA vldkno [5], [26].

VirD2 mé aktivacnu dlohu v presnej integricii T-vldkna do rastlinného chromozému.
Uvolnenie proteinu VirD2 poskytuje energiu obsiahnutd vo fosfodiesterovej vézbe s prvym
nukleotidom T-vldkna poskytujicim 5°-koniec pre ligidciu do rastlinnej DNA. Této
fosfodiesterovd vizba moze posluzit’ ako elektrofilny subtrat pre nukleofilnd 3°-OH skupinu
z naStiepenej rastlinnej DNA [5].

Surface
receptors

conjugate

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

A. tumefaciens sa vyuZiva na nepriamu transformdciu hlavne rastlinnych buniek, to
znamend, Ze ako prendsac cudzorodej DNA slizi vektor. Vektorom byvaju obvykle Specidlne
bakteridlne plazmidy, hlavne plazmidy gramnegativnych pddnych baktérii. Nepriame metédy
transformadcie rastlin patria medzi starSie postupy prenosu genetickej informécie.

Struény vycet oblasti praktického vyuZzitia odrdd rastlin vzniklych genetickymi
modifikdciami zahffia hlavne rezistenciu alebo vysoku toleranciu voc¢i herbicidom, rezistenciu
vo¢i hmyzim Skodcom, rezistenciu voci virusovym, bakteridlnym a hubovym chorobdm,
toleranciu k nepriaznivym abiotickym faktorom, zvySenu trvanlivost produktu, navodenie
pelovej sterility, produkciu Specifickych proteinov vcetne vakcin produkovanych rastlinou,
produkciu rastlinnych olejov so zmenenym zloZenim a produkciu Specifickych sacharidov
[27].

4.1 Charakteristické znaky modifikacie rastlin

Priblizne 35 génov vir mapuje vonkajSok T-DNA oblasti Ti-plazmidu akdduje
produkty potrebné pre vycClenenie, transfér a integraciu T-DNA do rastlinného genému. Vir
gény su znaCené ako trans, Co znamend, Ze nie je potrebnd ich fyzickd dcast’ v T-DNA nato,
aby bola T-DNA zaclenend do rastlinného genomu.

Hrani¢né sekvencie, teda 25 bp dlhé nedokonalé repeticie ohraniCujice T-DNA, su
potrebné pre transfér T-DNA, pretoZze obsahuji sekvencie potrebné pre rozpoznanie stran
stranovo-Specifickymi endonukledzami kédovanymi operénom virD. Endonukledza naStepuje
spodné vldkno DNA z T-DNA oznacujic Startovaci bod pre transfér. Pravd a I'ava hranica
T-DNA sa oznaCuju ako cis-regulacné oblasti, ktoré su fyzicky prikladané ku génom uréenym
na prenos do rastlinného genému. Iné cis-regulacné oblasti zahfiiaju promotéry a termindtory,
ktoré lemujui transgény areguluji ich expresiu. VSeobecne pouZivané promotéry a
termindtory si gén pre syntézu nopalinu (NOS) a promotér virusu mozaiky karfiolovej
(CaMV 358).

Na overenie inkorporécie poZadovaného génu do rastlinného genému slizia takzvané
selekéné markerové gény, ktoré poskytuji rozpoznanie a vyber buniek so zabudovanym
génom. Tieto Specidlne gény su sicCastou transgénov. Bakteridlne selekéné markery povoluji
identifikdciu baktérii zmenenych vektorom, ktory je nosiCom markeru. Prikladom rastlinnych
a bakteridlnych selekénych markerov st hygromycin, fosfotransferdza, kanamycin,
streptomycin, gentamycin alebo bleomycin. Princip selekcie buniek alebo pletiv na zaklade
médii s antibiotikami, na ktorych si schopné vegetovat’ iba GM bunky sa postupne opusta
z dovodu teoretického nebezpelenstva vzniku rezistancie voci antibiotikdm a tieto selekéné
gény su nahradzované obvykle génami pre rezistenciu k herbicidom, ako je nanapriklad
glufosinét. V niektorych selekénych systémoch je ako selektivny gén pouZivany gén pre
enzym manozu.

Pri vyskume genetickych transformécii st hojne vyuZivané takzvané signdlne alebo
reportérové gény. Jednd sa o gény, u ktorych I'ahko zhodnotit’ expresiu z hl'adiska kvantity
iz hl'adiska miesta expresie v rdmci organizmu alebo v zdvislosti na podmienkach, ktoré
expresiu indukujd. Jednd sa hlavne o transgén [-glukuroniddzu pdévodom z baktérie
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Escherichia coli, gén pre tvorbu luciferdzy zo svetluSiek (Photinus pyralis) alebo
fluoreskujici protein pochddzajici z medizy (Aegorea victoria).

Odhliadnuc od T-DNA hrani¢nych sekvencii, vidcSina génov z T-DNA mozZe byt
nahradend cudzimi génmi majicimi vyznam v modifikécii rastlin a tieto gény sd tym padom
prenesené do rastliny. Geneticky modifikovana T-DNA je vo vSeobecnosti uvddzand ako
mutantnd T-DNA, skonStruovand T-DNA ¢i odzbrojend T-DNA, pricom presné definicie
podmienok zmien v T-DNA a Casto isamotné zmeny nie si uvddzané, lebo su chrianené
patentom.

VysSie uvedené elementy si zaClenené do dvoch zdkladnych typov vektorov
pouZzivanych k transformdcii Sirokého spektra rastlin pomocou A. tumefaciens. Jednd sa
o bindrny vektor a ko-integrovany vektor [27], [28].

4.1.1 Binarny vektor

Objav, ze gény vir nemusia byt v tom istom plazmide s T-DNA regiénom, aby doslo
k jeho prenosu a k inzercii do rastlinného genému, umoziuje vytvaranie systémov, kde region
T-DNA aregién vir si umiestené v odliSnych plazmidoch. Z toho vyplyva, Ze v systéme
bindrneho vektora si T-DNA a oblast’ vir uloZené v izolovanych plazmidoch z toho istého
poddruhu A. tumefaciens. Gény vir su lokalizované v Ti-plazmide, ktory neobsahuje tumor
spdsobujuice gény, a T-DNA s génmi, ktoré si ur¢ené na inkorporaciu do gendmu hostitel’a, je
umiestnené v malej vektorovej molekule. Su pouZzité dva odlisné plazmidy, konkrétne ide o
maly replikon a pomocny plazmid.

Maly replikon so Sirokym spektrom hostitelov, ktory ma pociatok replikacie (ori)
povolujici idrzbu plazmidu v rozsiahlej Skdle baktérii vratane E. coli a A. tumefaciens. Tento
plazmid typicky obsahuje cudziu DNA namiesto T-DNA, l'avi a pravd hrani¢ni sekvenciu
T-DNA alebo prinajmenSom pravy hrani¢ny dsek T-DNA, markery pre selekciu a ddrzbu
v E.coli a aj v A. tumefaciens a selek¢né markery pre rastliny.

Pomocny Ti plazmid, poskytnuty A. tumefaciens, ktory postrada cely T-DNA region,
ale obsahuje neporuSeny vir region.

Tento vektorovy systém je najpouzivanejsi, ale su vyvinuté aj odliSné typy bindrnych

vektorov k prisposobeniu sa potrebdm v procesoch rastlinnych transformécii.
Vo vSeobecnosti transformacné procediry obsahuji tri kroky. Prvym krokom je transfér
rekombinantného malého replikonu cestou bakteridlnej konjugécie alebo priamym transférom
do A. tumefaciens, ktoré obsahuje pomocny Ti-plazmid. Nasleduje spolo¢nd kultivicia
rastlinnych buniek s A. fumefaciens umoZziujica prenos rekombinantnej T-DNA do
rastlinného genému. Poslednym krokom je selekcia transformovanych rastlinnych buniek za
vhodne uréenych podmienok [28].

4.1.2 Ko-integrovany vektor

Pomenovanie ko-integrované vektory alebo hybridné Ti-plazmidy patria medzi prvé
typy modifikovanych a skonStruovanych Ti-plazmidov vymyslenych pre A. tumefaciens
sprostredkovanud transformdciu, ale dnes uZ patria medzi menej pouZivané. Su zostrojené
homologickou rekombindciou bakteridlnych plazmidov s T-DNA oblastou z endogénneho
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Ti-plazmidu v A. tumefaciens, pricom je Ziadand pritomnost homologickej oblasti na oboch
plazmidoch. V tomto procese su potrebné tri vektory: odzbrojeny agrobakteridlny Ti-plazmid,
sprostredkovatel'sky vektor a pomocny vektor.

Odzbrojeny agrobakteridlny Ti-plazmid je Ti-plazmid s T-DNA, v ktorej st onkogény
nahradené exogénnou DNA. Ako priklad mozno uviest' sériu vektorov SEV, v ktorej prava
hrani¢nd oblast T-DNA spolu s génmi pre fytohormény kodujicimi cytokinin a auxin si
odnaté anahradené bakteridlnymi génmi s kanamycinovou rezistanciou, zatial co lava
hrani¢nd oblast’ a mald Cast’ TL origindlnej T-DNA vedend ako l'avd vnitornd homoldgia su
nedotknuté.

Sprostredkovatel'skymi vektormi su malé zdkladné plazmidy pBR322, Cize vektory z
E. coli, obsahujice T-DNA oblast’. St pouZzivané k predchadzaniu problémov odvodenych od
prilisSnej velkosti odzbrojenych Ti-plazmidov avdaka tomu, Ze postrddaji jedinecné
reStrikcné miesta. Tieto sprostredkovatel'ské vektory su replikované v E. coli a prenaSané do
A. tumefaciens pomocou konjugécie. Nedokazu sa replikovat' v A. tumefaciens a preto nesu
DNA segmenty homologické k odzbrojenej T-DNA, aby nastala rekombindcia a ko-integracia
T-DNA Struktdry.

Pomocné vektory st malé plazmidy udrzovand v E. coli, ktoré obsahuju transférové a
mobiliza¢né gény, ktoré povoluji transfér konjugaciu postradajiceho sprostredkovatel'ského
vektora do A. fumefaciens.

Vysledny ko-integracny vektorovy plazmid zostrojeny in vitro manipuldciou normalne
obsahuje vir gény, l'avy a pravy hranicny T-DNA segment, exogénnu DNA zaradeni medzi
dve hrani¢né T-DNA oblasti a rastlinné i bakteridlne selekéné markery [28].

4.2 Typy tkaniv vhodné na transformaciu

Ucinnost T-DNA prenosu A. tumefaciens do rastlin je znaéne premenlivd, nie iba
v ramci rastlinnych druhov a kultivarov, ale tieZ v rdmci tkaniv. Rozli¢né postupy pre
transformdciu rastlin sprostredkovand A. tumefaciens pouZzivaji listy, vrcholy vyhonkov,
korene, prvé listky na stonke mladych semennych rastlin, ¢izZe kotyledony, semienka a kalusy
odvodené z rdznych Casti rastliny. V inych metddach, transformované tkanivo nie je oddelené
od rastliny, ale zostdva vo svojom prirodzenom Zivotnosm prostredi, teda transformécia sa
uskutocniuje in planta.

Patentmi doporucenych Specidlne urCenych a vhodnych tkaniv na transformdciu je
pomerne malo, pretoZze rozsah ochrany patentov je dost’ Siroky. Niektoré klI'iCové patenty ale
poskytuji dostatocne Sirokd $kdlu informdcii ohladom technoldgii z vyskumnej oblasti.
Tvrdenia v zverejnenych patentoch zvyCajne nie si presne obmedzené na typ alebo druh
transformovatelnych rastlin. Viacmenej ale pravdepodobne kazda rastlina spada do $kdly uz
prijatych vyndlezov na transforméciu pomocou A. tumefaciens.

Japan Tobacco je majitelom dvoch patentov na tzemi Austrdlie a USA na
transformdciu kalusov. Austrdlsky patent obsahuje informdcie o transformdcii tkaniva
A. tumefaciens, pricom tkanivo mdzZe byt odobraté z hocijakej ¢asti monokotyledonovej
rastliny v Stadiu jeho nediferencovanosti alebo odobraného prdve v Case diferencovania sa.
Americky patent limituje transformovatelny kalus do maximalne siedmych dni dizky Zivota
tkaniva, to znamen4, Ze tkanivo nesmie byt starSie ako sedem dni.
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Dalsim moZnym typom tkaniva na transformovanie pomocou A. tumefaciens je nezrelé
embryo monokotyledonovej rastliny pred diferencidciou tkaniva, majitefom patentu je opat
austrdlska Cast' firmy Japan Tobacco. Eurdpsky patent obsahuje tie isté informdicie ako
austrélsky.

Drzitel'om zaujimavého patentu je Oddelenie agrikultiry Spojenych Statov americkych
(USDA). Patent pojedndva o transformécii pel'u. Tymto transformovanym pelom sa opel'uje
druhd rastlina, aby vznikli transgénne semienka, ktorych vykliCenim sa ziska transgénna
rastlina.

Texas A & M Univerzita je garantom amerického patentu, ktory nebol prijaty v Eurépe
ani v Austrélii, na transformdciu odstranenych klickov apikdlneho tkaniva cestou inokuldcioe
tkaniva s A. tumefaciens.

Na in planta transformdciu maju registrované patentované aplikdcie tri rozli¢né entity.
Cotton Inc., Rhobio a Performance Plants patria vyndlezy transformécii rastlinného tkaniva
A. tumefaciens v jeho prirodzenom prostredi. Performance Plants patentové aplikdcia avSak
bola uZz dvakrat zamietnutd. Cotton Inc. méd patent na transformaciu pomocou neihlového
injekcného zariadenia dopravujiceho A. tumefaciens do kvetinového alebo meristémového
tkaniva. Kvetinova transformécia je hlavne in planta metdda, ktord sa stala vel'mi popularnou
v transformdcii  Arabidopsis thaliana, jednej z najzndmejSich modelovych rastlin
v genetickych Stadiach. Tdto metéda je vhodnd aj pre transformdciu monokotyledonovych
rastlin. V pantente, ktory vlastni spolo¢nost Paradigm Genetics Inc., sa uvddza metéda
transformdcie kvetinového tkaniva aj priame oSetrenie kvetov.

Poslednym zdujmovym typom rastlinného tkaniva je transformdcia semienok. Jeden
patent vlastni ¢inske biotechnologické vyskumné centrum a obsahuje vSeobecné tvrdenia na
aplikdciu A. tumefaciens ku kli¢iacim semienkam bez d’alSieho oSetrenia semienok. Kdrejska
firma Scigen Harvest Co Ltd. Vyvinula nipodobnd metédu pouZivajicu ihlou poranené
semienka ako ciel'ovu tkanivovi kultiru v kombindcii s A. tumefaciens [28].

4.3 Moznosti zvySenia transformacnej efektivity

Tak ako v inych technoldgiach rastlinnej transformdcie, aj transformdcia A. tumefaciens
zahffia mnoho faktorov ovplyviujicich dspech alebo zlyhanie transféru zdujmového génu do
rastliny a jeho néslednd stabilnd integraciu a expresiu. Rozdielne faktory mdzu ovplyvnit
transformaciu rozliSne, v zavislosti od rastlinného druhu.

Medzi aspekty transformécie ovplyviiujice jej dspech patri vek rastliny, vyber tkaniva
na transforméciu, vyber kmenia A. tumefaciens, Casovy rozsah i podmienky pre inokuldciu
tkaniva s A. tumefaciens a nekrézia rastlinného tkaniva zapriCinend A. tumefaciens.

Dl'a vSeobecného pravidla plati, Ze mladé rastliny sa l'ahSie transformujui ako starSie.
Narast A. tumefaciens na médiu musi brat’ ohlad na transformovand rastlinu, pretoze pri
nadmernom raste A. tumefaciens sa zmenSuje Sanca na regenerdciu kompletnej rastliny z
transformovaného tkaniva.

Inhibicia nekrézy spOsobenej A. tumefaciens je moznd metddou lieCenia rastlinného
tkaniva tepelnym Sokom, chemickou inhibiciou a expresiou génovych produktov
v transformovanych rastlindch, ktoré inhibuji nekrézu. Nadmerny rast A. tumefaciens ma
negativny vplyv na stupenl preZitia transformovanych rastlinnych buniek a negativny vplyv
md aj zvySenie poctu kopii T-DNA inzerovanych do tranformovanych rastlin. Zabranit sa
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tomu da vyuZitim auxotrofného mutanta A. fumefaciens, ktory dovoluje kontrolovat jeho
vlastny rast obmedzevanim definovanych Zivin. Je mozné pouZit i zliCeniny obsahujice
tazké kovy a antibiotikd, ktoré kontroluju rychlost rastu.

Redukcia véhy transformovanej rastliny ulahcuje DNA transfér a podporuje vyvoj a
rast tvorby kalusu. UskutoCiiuje sa extrakciou vlhkosti z rastliny. Zdokonalovaniu
transformécie napoméha aj vystavenie cielového tkaniva ultrazvuku pred ponorom, pocas
ponoru a po ponoreni tkaniva do suspenzie s A. tumefaciens.

Na zvySenie uspechu transformdcie sa vyuziva i vdkuovy prienik A. tumefaciens do
rastliny. A. tumefaciens dosahuje intimnejSi kontakt s bunkami rastliny, ked je vystavené
vakuu. Tdto metéda sa aplikuje in planta, teda sa vyhne in vitro kultivicii a regeneraCnému
kroku [28].

4.4 Geneticka transformacia organizmov nepatriacich medzi typické
pol’'nohospodarske plodiny

4.4.1 Morské riasy

Riasy su organizmy relativne nediferencované, ktoré na rozdiel od rastlin nemaju
pravé korene, listy, kvety ani semend. Nachddzaji sa vmori. Ich velkost je od
mikroskopickych jednobune¢nych foriem po vel'ké makroskopické formy dlhé az sedemdesiat
metrov. VicSinou su fotosyntetizujice, obsahuju pridavné pigmenty a maji pohyblivé alebo
nepohyblivé spory.

Morské riasy sa vyuzivaji ako potrava, na vyrobu agaru, do tlaciarenskych
atramentov, v kozmetickom priemysle, ako insekticidy, v USA ako stabilizitory zmrzliny a
teda ako suspenzné prostriedky v mlie¢nych ndpojoch, a vo farmaceutickom priemysle.

Stabilnd metéda pre geneticki transformdciu mnohobunecnych rias, ktord definuje
riasy ako neangiospermné fotosyntetizujice eukaryotické organizmy Zijice v ocednoch alebo
slanych voddach, pozostdva z poranenia kutikuly riasy, inkorpordcie zdujmovych génov
vyuzitim A. tumefaciens ako gény prendSajiceho systému za Co najkratSie vystavenie rias
neslanému vodnému médiu, teda za Cas potrebny k efektnej transformécii niekol'kych buniek
rias. A. tumefaciens mdZe niest jeden alebo viac génov pre zavedenie do recipientnej bunky
riasy. Transgénne druhy morskych rias si schopné expresie DNA sekvencie kodujicej
antigény patogénnych mikroorganizmov schopnych vyvolat odpoved l'udského imunitného
systému, alebo iného Zivo&icha, po orélnej aplikdcii materidlu z morskych rias. Dalej maji
transgénne druhy rias ovel'a vysSiu rezistanciu vo¢i morskym hubdm ako nemodifikované
druhy a st schopné produkovat’ zliceniny podporujice zdravie [28].

4.4.2 TIhli¢nany

Ihli¢nany su hlavnou skupinou nahosemennych rastlin. DoZivaju sa viac ako sto rokov
a prezivaji aj na nedrodnych studenych suchych podach. Borovice s dolezité pre produkty
zahfajice drevo, terpentin a poZivateIné semend. Produkty odvodené od terpentinu sa
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vyuzivaju v pafrémovnictve, vo farmdcii na ul'ahCenie vykasliavania a udielajd typickd vorniu
mnohym produktom.

A. tumefaciens pouZzité na transformiciu diferencovaného tkaniva borovice sa da
zvolit z pomedzi kmenov spdsobujiicich CGD alebo z ko-integrovanych Ti-plazmidov alebo
zo systému bindrnych vektorov, podmienkov je schopnost’ daného kmena spdsobovat CGD
¢o najvdcSiemu zdberu rastlin. Na spolukultiviciu s A. tumefaciens sa pouzivaji bunky
sadenic, cCasti listov alebo hypokotylov. Genetickd transformdcia ihli¢nanov, teda
nahosemennych dvojkli¢nolistych rastlin, prebieha obdobne ako u klasicky A. fumefaciens
napadanych krytosemennych dikotyledonovych raslin [28].

4.4.3 Fungi

4.4.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je kvasinka, teda organizmus z riSe hub, s ktorym sa 'ahko
manipuluje, je dostupnd pre prijem vektorov a je rychlo rastici organizmus. Ma
mnohostranné vyuZitie v potravindrstve a biotechnologickych odvetviach.

A. tumefaciens je schopné prenosu vlastnej T-DNA aj do kvasiniek, nie len do rastlin.
Esencidlnymi su vir gény Ti-plazmidu, ktoré sprostredkovavaji transfér T-DNA. V pripade
umelovytvorenej ko-kultivanej zmesi A. tumefaciens a kvasiniek nie je plazmidovd T-DNA
prijatd kvasinkami S. cerevisiae, z toho vyplyva, Ze transfér prebieha iba cestou aktivneho
procesu za pritomnosti systému vir A. tumefaciens.

Analyzou transgénnych kvasiniek je zistené, Ze T-DNA cykly sa utvédraju v kvasinke
s preciznou fiziou medzi lavym a pravym hrani¢kym dsekom T-DNA. Integracia T-DNA do
gendmu S. cerevisiae sa odohrdva cestou homologickej rekombindcie. To tvori kontrast
s integraciou do rastlinného genému, kde je integricia T-DNA preferovand cestou ilegitimne;j
rekombindcie. Vysledky Stidii potvrdzuji, Ze proces integricie T-DNA je predovSetkym
predurceny hostiteI'skymi faktormi a Ze zdber hostitelov A. tumefaciens moze byt eSte Sirsi
ako sa predpokladalo.

Transformdciua kvasiniek pomocou replikacného vektora je ovela efektivnejSia ako
pti pouZziti integratného vektora, preto sa pouziva skonStruovany bindrny vektor pRAL7101.
Tento plazmid obsahuje kvasinkové selekéné gény a replikaény pociatok S. cerevisiae
oznaceny 24, tieto Struktiry si umiestnené medzi avu a pravi hrani¢nd sekvenciu bindrneho
vektora pBINI9. Binarny vektor pRAL7101 je schopny prenosu vdaka inkorporacii do
pomocného kmenia A. tumefaciens LBAI100, ktory nesie gény vir kédujice transférovy
systém T-DNA.

Aktivécia génov vir je moznd in vitro inkubédciou daného kmena v médiu s nizkym pH
obsahujicim fenolicky induktor. Inkubécia S. cerevisiae v tomto médiu nepdsobuje inhibiciu
rastu kvasiniek ani nem4 na ne letdlne uc¢inky. Zmes kvasinkovych buniek a A. tumefaciens
preziva aj pri koncentricii glukézy pod 5 mM. Na overenie tspechu kultivicie sa pouZiva
kvasinkovy kmen, ktory je haploidny s negativnym uredzoovym testom, po spravnej
inkoroporicii dseku T-DNA sa kvasinky stdvaji uredzopozitivne, pricom pozitivny uredzovy
test je stabilny.
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Transformdcia S. cerevisiae sprostredkovana A. tumefaciens, ktord napodobiiuje
prenos T-DNA z A. tumefaciens do rastlin anie je pouZity konjugacny transfér celého
bindrneho vektora, ma frekvenciu iba 10° transformovanych buniek na jedného
zgerenerovaného recipienta. Tato frekvencia poukazuje na potrebu vela rovnakych
virulentnych génov A. tumefaciens, ktoré su vyzadované pre rastlinnd transforméciu.

T-DNA zdiel'ajica homoldgiu s gendmom kvasinky sa preferen¢ne integruje pomocou
homologickej rekombindcie (HR), ale ak chyba homologicky usek DNA interakcia prebieha
cez nehomologicki rekombinédciu (NHR) pozorovand aj u rastlin. Toto indikuje, Ze proces
T-DNA integricie je predovSetkym urCeny enzymatickym apardtom hostitel'a. Model pre
nehomologicku integraciu poukazuje na potrebu pritomnosti génov kvasinky, ktoré st spojené
s opravami zlomov dvojvldknovej DNA, s udrziavanim dizky teloméry, s transkripénym
utlmovanim asociovanym s telomérou, meiotickou rekombindciou a s niektorymi typmi
homologickej rekombindcie, av§ak poc¢as T-DNA integrécie cestou NHR nie st potrebné gény
zohrédvajuice jedine¢nud tlohu v HR. Integracia T-DNA HR je zdvisld na géne Rad52 atiez je
potrebny gén Rad51, ktoré su jedineCné kvasinkové gény pre HR. Absencia vySSie
spominanych génov kvasinky stvisiacich s HR neovplyviluje dspesnost integricie cestou
NHR.

Pri porovnani gendémov S. cerevisiae a T-DNA sa javi byt najviac homologickou
oblastou locus PDAI na T-DNA aregion locus BMH2 na chromozéme IV u kvasinky, je
pritomnd 76% homoldgia na 371 bp dlhej oblasti. Gén PDAI kdéduje podjednotku El o
pyruvat dehydrogendzového komplexu, ktory nie je esencidlnym génom v kvasinke [29],
[30], [31].

4.4.3.2 Agaricus bisporus

Modifikovand metdda A. tumefaciens sprostredkovanej transformdcie huby Agaricus
bisporus je vysoko ucinnd, pretoze zahfila spolukultiviciu A. tumefaciens s tkanivom plodnice
A. bisporus a pouZziva vektor s homologickym promotérom, namiesto predtym pouZivanej ko-
kultivicie s basidiospérami. Vyberajui sa plodnice blizko maturicie. Tdto metéda pontka nové
vyhliadky pre genetickd manipuldciu s touto komercne vyznamnou hubou.

Vysoko efektivna, vhodnd a rychla genetickd metdda transformécie huby A. bisporus
ma zdklad v metdde pre transformdciu S. cerevisiae. Nedostupnost vykonného genetického
transférového systému bola jedinou a najvdcSiou prekdZzkou vylucujicou pouZitie
molekuldrneho pristupu ku genetickému zlepSovaniu jedlych hib. Napriek znaCnému zdujmu
o vyvoj transformacnej schémy nebola Ziadna metdéda vo vSeobecnosti pouZivand, lebo mala
nizku efektivitu a postradala uzito¢nost’ a pohodlie.

Pre transformacné pokusy sa pouziva A. tumefaciens narastené v5 ml média
obsahujuceho kanamycin s koncetrdciou 50 pg/ml po dobu dvoch dni pri 28 °C. Jeden
mililiter tejto Cistej kultiry sa prenesie do 100 ml média s kanamycinom a nechd nardst cez
noc. Po scentrifugovani baktérii aich suspenddciou v médiu s 200 uM acetosyringonu sa
pridaji k suspenzii s indukovanymi baktériami kusky tkaniva plodnice pomocou védkuovej
infiltracie. Selekcia transgénneho tkaniva sa robi pomocou média obsahujicho hygromycin.
Uspesnost transformacie sa pohybuje medzi 30 az 40 %. Pri pouZiti agro-transformacie
s tkanivom spdr bola dspesnost’ iba 310 %, pravdepodobne v dosledku pouZitia spor, ktoré
maju velmi kratku dobu klicenia a pouZitie heterologického promotéra. Vhodnost' vyb eru
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tkaniva a promotéra sd jediné kritické body transformécie. Tdto transformacnd technika
poskytuje prakticki metddu uzivania transgénnej technoldgie v genetickom zlepSovani kvality
komerc¢ne dolezitych hub a prezentuje dolezZiti zdsobdreni pre molekuldrnu genetickd analyzu
biologickych dejov u hub [32].

4.4.3.3 Dimorfné huby

Systémové dimorfné huby Blastomyc dermatitidis a Histoplasma capsulatum sa
ZivoCiSne patogény, ktoré obyvaji ako vldknité sporulujice plesne vlhké miesta s vysokou
koncentraciou organickych litok. V pltdcach hostitel'a vdychnuté spdry dozreji do Stadia
puciacich kvasiniek ainfekcia sa moZze rozcirit do inych telesnych tkaniv. Fdza zmeny
z plesne na kvasinku, a naspit, moZe byt nadovend aj laboratérne v rozpiti od 22 do 37 °C.
Aj ked st imunokompetentni hostitelia citlivi k infekcii, tak najvicsie nebezpecenstvo hrozi
predovSetkym pre pacientov s AIDS. V oboch pripadoch, ¢ uZz B. dermatitidis alebo
H. capsulatum, st zname doleZité viulencné faktory, proteiny 1 gény.

Vdaka objavu, Ze sta¢i pridat hubové selek¢né markery do T-DNA aindukovat
gény vir A. tumefaciens Specidlnymi podmienkami média, je mozné geneticky modifikovat
pomocou klasickych bindrnych vektorov pouZivanych pre vyvoj transgénnych rastlin aj r6zne
druhy huab, napriklad Saccharomyces cerevisiae a Coccidioides immitis.

Kvasinkové bunky B. dermatitidis aj H. capsulatum, spolu s kli¢iacimi konidiami
B. dermatitidis, su transformovatelné cestou A. tumefaciens s pouzitim hygromycinovej
rezistancie pre selekciu. Transformacnd frekvencia je jedna transgénna kvasinka na sto
kvasinkovych buniek, ¢o predstavuje vysoku efektivitu. Pri pouZiti selekcie rodicovskych
kmenov pomocou uracilu je efektivita eSte o pat’ az desatkrat vysSia ako pri hygromycine.
Analyza Southernovym prenosom indikuje, Ze u 80 % transformantov sa transférovd DNA
zabuduje do chromozomalnej DNA na jedine¢né unikdtne miesto genému.

AvSak ani tito métoda nie je bezproblémova, udspeSnd je aplikdcia len pre
homokaryotické podmienky, aby bol udrZany recesivny fenotyp. V pripade hetekaryotickych
kvasiniek prevlddne divoky typ jadier a huby nadobidaji opédt’ povodny divoky fenotyp. To
znamend, Ze tato metdda je kl'iCova pre homokaryotické potomstvo [33].

4.4.4 HeLa bunky

Hela bunky su prakticky nesmrtel'né bunky z nddoru kréka maternice pomenované po
pacientke Henriette Lacksovej, ktord mala cervikdlnu rakovinu. Cervikdlnu rakovinu
sposobuju hlavne papilomavirusy.

Bolo dokdzané, Ze A. tumefaciens je schopné infikovat' a transformovat’ aj Zivoc¢isne
bunky, pricom vyskumy boli robené aj na HeLLa bunkéch.

Bunky A. tumefaciens sa prikladaji k HeLLa bunkdm a viaZu sa na ne v zdvislosti od
pritomnosti génov chvA a chvB, ktoré si potrebné aj pre bakteridlne priloZenie k rastlinne;j
bunke.Vo vSeobecnosti, patogénne baktérie maji podobny prikladaci systém k rastlinnym
alebo Zivoc¢isnym hostitelom. Napriklad rastlinny vitronektinviazici protein pravdepodobne
funguje ako bunkovy receptor hostitela uZivany Agrobacteriom atak isto cicavcie
vitronektiny hrajd dlohu v kolonizdcii hostitel'a mnohymi patogénnymi baktériami ako su
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streptokoky, Staphylococcus aureus a d’alSie. Teda aj napriek naviazaniu A. fumefaciens na
hostitel'a samostné naviazanie nevypoveda o Specifickom rozpoznani hostitel'a patogénom, to
je dané iba schopnostou A. tumefaciens stabilne transformovat’ l'udské, respektivne ZivociSne,
bunky. Niektoré genetické transformdcie boli demonStrované priamou produkciou
transgénnych cicavCich bunecnych linii rezistentnych kneomycinu po koinkubdcii
s A. tumefaciens.

Sekvencnd analyzy po spojeni DNA z bindrneho vektora pNeo a HeLa DNA ukazuje,
Ze proces integricie sa odohrdva na pravom hranicnom tseku T-DNA, ¢o podporuje
predstavu, Ze A. tumefaciens transformuje HeLa bunky mechanizmom podobnym k tomu, o
sa vyuziva pri transformécii rastlin. A. tumefaciens sprostredkovand transformacia Hela
buniek teda naozaj vyzaduje aktivitu génov vir potrebnych aj pre transforméciu rastlin.
Obzvlast muticie v génoch virA, virB, virG, virD avirE, ktoré spdsobia avirulenciu
v rastlinnych hostitel'och, maji za nésledok zlyhanie pri transformécii HeLa buniek. Pocas
infekcie hostitel'a A. tumefaciens tieto gény hrajui kriticku rolu.

A. tumefaciens pravdepodobne vyuZiva ten isty rastliny transformujici proteinovy
mechanizmus aj pri HeLa bunkich. Zaujimavou skutoCnosto je, Ze Agrobacteriom
sprostredkovand transformécia cicav¢ich buniek sa odohrdva aj pri 37 °C, Co u rastlin vedie
k reversibilnej inhibicii VirA.

Nérast buniek A. tumefaciens na Specidlnom médiu sa praktikuje pri 28 °C, kedy su
gény vir velmi dobre exprimované a takto pripravené bunky A. fumefaciens si pripravené
hned na transformdciu dovolujicu T-DNA transfér pri vysSich teplotich. Vysledky vSak
nasvedcuju tomu, Ze ineindukované bunky A. tumefaciens si schopné stile transformovat
HeLa bunky, ale s ovel'a nizSou efektivnostou.

Tato skutocnost” sa deje z viacerych pricin, napriklad moze dojst’ k indukcii génov vir
fenolovym Cervenym pH indikdtorom pritomnym v rastovom médiu HelLa buniek. Okrem
toho modZe k transformacnému procesu prispievat’ prijem A. tumefaciens cestou endocytozy,
¢o je na génoch vir nezdvisly proces.

Fakt, 7Ze A. tumefaciens nesice gény pre neomycinovu rezistanciu v jeho T-DNA
a vytvorenie stabilnej linie HeLLa buniek odolnych voci neomycinu iba rozSiruje potencidlny
hostitel'sky zdber A. tumefaciens od rastlin, kvasiniek, vladknitych hib az po cicavcie bunky.
A. tumefaciens a s nim stvisiace kmene d’alej naznaCuji moZné spolupdsobenie v mnohych
I'udskych ochoreniach [34], [35].

4.4.5 Vyvoj plodin atakujiacich 'udské ochorenia

Geneticky modifikované rajciaky obsahujice stravitené vakciny by mohli byt vyuzité
v boji proti dvom celosvetovo najletdlnej$Sim virusom, HIV a HBV. Cielom je vytvorenie
cenovo Co najdostupnejSej vakciny proti HIV a proti virusu hepatitidy B (HBV) za vyuzitia
plodin, ktoré by mohli I'ahko rdst a spracovdvat’ sa v krajinach, kde je to najpotrebnejSie.
Ziadna z doteraz potencidlnych vakcin proti HIV nebola prekdzatelne G&innd vo vietkych
pripadoch a proti HBV uZ vakcina existuje, ale je prili§ drahd na pouZitie v chudobnych
krajinéch.

Pomocou A. tumefaciens je mozné dopravit’ do rastliny raj¢iny syntetickii kombindciu
DNA fragmentov HIV aj HBV. Tieto fragmenty génov zahffiajd rozlicné HIV proteiny a gény
pre HVB proteiny, sliZziace ako HVB povrchové antigény. Rastlina potom produkuje
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proteiny, atak ako v pripade ordlnej vakciny proti detskej obrne, po zjedeni rajCiny tieto
proteiny nabddaju telo k tvorbe protildtok proti virusom. MySi kimené roztokom s obsahom
raj¢inového suSeného pretlaku vyvinuli vo vysokej koncetricii protildtky nachddzajice sa
v ich krvi proti obom virusom. Rovnako dolezity je fakt, Ze protildtky boli zanamenané aj na
slizni€nom povrchu, ktory je cestou vniku virusov do tela pri sexudlnom kontakte [36].

Zemiaky su jedna z najdolezitejSich ne-obilnych plodin, poskytujicich az polovicnd
ro¢nd produkciu vSetkych l'ulkovitych a korenlovych zelenin. Zemiaky pontkaji niekolko
vyhod pre produkciu povrchového antigénu HBV (HbsAg), ktoré zahfiiaji schopnost
genetickej transformécie prostrednictvom A. tumefaciens s relativne kratkym transformacnym
aregeneraCnym Casom. NajvyS$Sia expresnd drovenl bola zaznamenand na 16 ug HbsAg na
gram zemiakového ['ul’ku. Oproti mnohym vyhoddm je ale najva¢Sou nevyhodom, Ze surové
zemiaky nie su stravite[né pre I'udi a varenim sa antigénne Struktiry HBV negraduji. Medzi
d’alSie plodiny spadajuice pod tento vyskum patri tabak, listova zelenina a babany [37].

4.5 Typy GM plodin

Pokial ide otypy génov, oktoré si GM odrody oproti beznym obohacované,
v masovom meritku sd pestované predovSetkym materidly odolné voci neselektivnym
herbicidom ahmyzim Skodcom. V druhom pripade sd vyuZivané predovSetkym Bt
technolégie vyuzivajice niektoré gény darcovskej baktérie Bacillus thuringiensis. Zatial
mensSieho rozsirenia zaznamenali stratégie ochrany rastlin proti virusovym chorobdm, ktoré su
uspeSne vyuzivané napriklad u papdje. U repky nasSiel pre vyrobu heter6znych osiv uplatnenie
systém génov bamasa-Barstar pre navodenie samcej sterility rastlin a obnovu fertility.
U rovnakého objektu boli s ispechom vyskuisSané stratégie zamerané na dosiahnutie zmien
v zloZeni mastnych kyselin a olejov, napriklad zvySenie obsahu kyseliny erukovej, laurove;j,
stedrovej a 7y-linolenovej. Obdobne boli pre technologické tucely ziskané linie zemiakov
snizkym podielom amylézy avysokym obsahom amylopektinu a naopak. Ziadost
o pestovanie tychto linii zemiakov v krajinich EU uZ bola predloZzend kompetentnym
orgdnom.

Pre navodenie tolerancie rastlin voci herbicidom su najCastejSie vyuZivané transgény
podmieniujice odolnost’ ku glyfositu (gény cp4epsps a GOX) a fosfinotricinu (gény bar
a pat), menej k chlorsulfuronu a bromoxynilu. V rdmci Bt technoldgii sa v praxi uplatnili
rdzne varianty génov Cry odvodené od niekol'kych kmeniov B. thuringiensis.

Zatial' v menSej miere sui vyuZivané systémy zaloZené na potlaceni prejavu niektorych
génov Ci tvorby virusovych Castic na principe syntézy protizmyslovych nukleovych kyselin
[38].

4.6 Transformacie dikotyledonovych rastlin

Dvojklicnolisté rastliny sd druhou najviacSou skupinou rastlin z angiospermnej
populécie rastlin, na prvom mieste st jednokli¢nolisté rastliny.

Jednd sa o krytosemenné kvitnice rastliny. Odhliadnuc od obilnin a trdv patriacich do
monokotyledonovej skupiny, vid¢Sina ovocia, korenin, korenovej a hl'uzovej zeleniny, ktord
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predstavuje velmi doleziti Cast jeddlnicka je klasifikovand ako dikotyledony. Do tejto
skupiny patria aj strukoviny, kdva, kako, rozmanité kvetiny, olejniny a dreviny.

A. tumefaciens  sprostredkovanych  vSeobecnych transforma¢nych metdéd pre
dikotyledony je menej ako pre transformdciu monokotyledonov. Niekol'ko patentov vSak
obsahuje popis vSeobecnych transformdcii dikotyledonov, ktoré si hlavne smerované
k pouZivaniu ko-integraCnych a bindrnych vektorov pre vnaSanie cudzej DNA do rastliny
[28].

4.6.1 Séja

Séja je dolezitd jednoroCnd semennd strukovina pestovand kvoli produkcii oleja
a proteinov. Vyvoj génovovej transférovej techniky pre sdju je ostro sledovany, pozaduje sa
produkcia kultivarov so zlepSenymi vlastnostami ako je odolnost’ voci stresu a ochoreniam,
zvySend nutricnd hodnota atiez tolerancia k Specifickym herbicidom. Transfér a expresia
cudzich génov taktieZ ulahc¢uje Stidium génovej expresie. S6ja sa javi byt extrémne odolna
voci transformaénym metédam.

Transgénna s6ja je produkovand pouzivanim niekolkych transformacénych technik, ale
Ziadma z nich sa nestala prakticky vyuzivanou pre pestovanie tejto rastliny. Iba niekol'ko
laboratérii ma viac ako ojedinelé dspechy. Transformacny dej mdZe byt povazovany za
uspeSny, iba ak je spojeny sregeneraCnym dejom, ktory je dcinny acenovo dostupny.
Techniky pre uc¢inné zavedenie cudzich génov do genému sdje si limitované schopnostou
regenera¢ného procesu zahfiiajiceho aj genetickud transforméciu.

Existuje velky pocet procedir pre vnesenie cudzieho génu do genému séje. Su
tradicne zaloZené na pouZziti in vitro kultivovanych kli€nych listoch, protoplastoch,
meristematickom tkanive a suspenznych kultdrach s bunkami v rastovo-vyvojovej faze. Tieto
transformacné techniky sa liSia v efektivite od 0,4 % pri Casticovom ostrelovani az do 23 %
pri elektroporacii.

Tieto metddy si drahé, vyZaduji Cas aSpecidlne vedomosti, aby sa dosiahol zisk
stabilnej transgénnej rastliny narastenej v skleniku. PouZitim odliSnej metddy bola ziskana
trasformovand rastlina, ktord je nezdvisld od problémov spojenych s tkanivovou kultdrou.
Netkanivovy kultivacny pristup k transformécii sprostredkovanej A. tumefaciens bol prvykrat
zaznamenany Feldmannom a Marksom pouZivajucich kli¢iace semend Arabidopsis thaliana.
Této metdda bola vylepSend a aplikovand na celu rastlinu, ale efektivita bola len 0,7 %.

Potvrdenie genetickej modifikdcie moze byt problematické s hocijakou technikou, ale
pouzitim reportérového systému sa zjednoduSuje analyza transformovanych rastlin. Najvicsie
zjednoduSenie selekcie a kontroly transformovanych rastlin je dosiahnuté pri pouZiti
indik4torového génu, ktory kdduje enzym nenachddzajiceho sa v Studovanom organizme.
Mnoho reportérovych génov, ktoré sa pouZzivaju, su prepisované aj v A. tumefaciens ato je
problém, pouzitim B-glukuroniddzového intrénu dovoluje expresiu markerového
enzymu GUS v rastline, ale nie v prokaryotickom organizme ako je A. tumefaciens. Expresia
génu pre GUS v A. tumefaciens je preruSend vlozenim rastlinného intrénu do bakteridlneho
génu kédujiceho GUS.

Transformacny proces vyuZiva modifikovani vakuovi infiltrénd metédu. Semienka
s6je su sterilizované pat mindt v 3,5% roztoku NaOCI, umyté dvakrat v sterilnej vode
a ponechané kliCeniu v sterilnom 0,8% vodnom agare pri 29 °C v tme dva dni. Vykliené
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semienka su triedené na transformdciu dl'a r6znych vyvojovych S§tadii. Vykli¢ené semienka
pouZité pre transformdciu maju viditeI'ny korienok a rasiaci vrchol, I'ahko odnimatelny plast
a nepatrné kotyledony.

A. tumefaciens s plazmidom s GUS INT sa kultivuje pri 27 °C in 100 ml Luria-Bertani
misopeptonovom agare doplnené o 150 pg/ml rifampicinu a 100 pg/ml kanamycinu do
absorbancie rovnej 0,5 pri vlnovej dizke 600 nm. Do média sa priddva aj acetosyringone
(0,01 mg/ml) asi den pred transforméciou. Scentrifugované bunky sa resuspenduji do
destilovanej vody s pridavkom neolejového zmélacieho &inidla. Ciastotne vyklicené
semienka sa vakuovo infiltruji so suspenziou A. fumefaciens so zmacacim agentom po dobu
asi 20 mindt pri tlaku 80 kPa. OSetrené semienka sa inkubuju d'al§ich 24 hodin s
agrobakteridlnou suspenziou pri 25 °C, potom sa zasadia do vermiculitu (prirodny mineral
expandujici pri posobeni tepla) a ponechaju sa rast’ v skleniku. Vykli¢ené rastliny s prvymi
plne sa objavenymi trojlistkami sa presadia do podnej zmesi, denne sa zavlazujd a oSetruju sa
v Strndstdennych intervaloch pomocou 4 g/l nutricnej zmesi. Touto metédou sa ddju pripravit
GM rastliny s6je s vySSou efektivitou ako pri biolistickych metédach [39].

Jedna z najispeSnejSich metdd je transformdcia séjového kotyledonového kolienka,
teda nodusu, ktord md zdklad v prenose DNA cestou A. tumefaciens to regenerovatelnych
axildrnych buniek meristémového tkaniva z kotyledonového nodusu. V sticasnosti si hlasené
d’alSie vylepSovania tejto metddy a produkcia transgénnych vyhonkov s pridanim thiolovych
zlienin, ako si L-cystein, dithiothreitol a sodium thiosulfate, k pevnému ko-kultivacnému
médiu. Tato metdda dosahuje transformacnej efektivity az 16,4 %. Je skoro nezdvisld od
genotypu séje a kmenia A. tumefaciens, rovnako ako je nezdvisla od binarneho vektoru. To
vedie k pristupu k vylepSenej A. tumefaciens sprostredkovanej modifikacii sdjovych buniek
z kotyledonového vrcholéeku ako k metéde vSeobecne pouZitelnej. Stddia dokazuje, Ze
thiolové zliceniny efektivne zvySuju frekvenciu transformovanych buniek, Specidlne pre
niektoré genotypy ako séja Nannong88-1. Ziroveni bol vyvinuty t¢inny seleCny systém na
zaklade hygromycinu B pre rychlu kontrolu transgénnych vyhonkov [40].

4.6.2 Bavlna

Majitel'mi patentov a patentovych aplikdcii ohladom metéd pre transformaciu
bavinika cestou A. fumefaciens je pit spoloCnosti.

Spolo¢nost Monsanto ma udelené dva patenty v USA a jeden v EU. Je orientovany na
transformdciu nezrelych rastlin bavinika. Tento patent je z roku 1986 a bol udeleny ako prvy
v danej oblasti. Hlavnymi bodmi patentu si transformdcia hypokotyledonovych tkaniv
bavlnika, vloZenie najmenej dvoch sekvencii vritane cudzieho chimerického génu a génu pre
rezistanciu. Americky patent popisuje aj kompletnd regenerdciu GM rastliny.

Dal3ie patenty uvddzaji ako transformovatelné tkanivo tkanivo ziskané zo sadenic
bavinika rasticich v tme a z kalusovych ttvarov, ktoré maji indukovany vyvoj pouZitim
média bez horménov. Dobre transformovat’ sa daji aj meristémové bunky apikdlneho hrotu
vyhonku a koreniovy kalus [28].

Pri transformécii meristémovych buniek apikdlneho hrotu vyhonku sud doleZité tri
faktory. Ide o pritomnost aktivne sa deliacich buniek v rastlinnom vrchole, pouZitie
supervirulentného kmena A. tumefacines aindukcia virulencie, tretim faktorom je droven
antibiotickej selekcie prispdsobend drovni promotérovej aktivity v inokula¢nych bunkich
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meristémového tkaniva vrcholu a vel'kost' explantdtu. Bavlniky si samoopelovacie rastliny
av podmienkach sklenika je pri tejto metdde izoldcia GM rastlin v prvej generdcii R,
priblizne az 75 % [41].

4.6.3 Repka olejna

Dna 31. 8. 2005 bola Komisiou 2005/635/EC kladne rozhodnutd Ziadost' o povolenie
dovozu a spracovania repky olejnej GT73, ziadatelom bola spolo¢nost’ Monsanto Holandsko.
Repka nie je urCend pre pestovanie v krajinich EU. Obsah Ziadosti zverejnila Eurdpska
komisia dnia 22.1.2003 a hodnotiaca sprdva holandského kompetentného orgdnu bola
zverejnend tak isto dna 22. 1. 2003.

Gentickou modifikdciou bola docielend tolerancia k herbicigom s dcinnou litkou
glyfosdtom. Trasgénna repka GT73 sa transformuje vyuZitim A. tumefaciens a jeho
vektoru PV-BNGTO04. Pre toleranciu ku glyofosatu sa vkladaji gény epsps z A. tumefaciens
CP4 agoxv247 povodom z Ochrobactrum anthropi kmen LBAA. Repka linie GT73
neobsahuje markerové gény rezistancie k antibiotikdm [42], [43].

Repka olejnd je plodina vSeobecne pouZivand na zisk oleja v EU, Kanade a Indii.
Vzhl'adom na vysokud priemyselnd doleZitost’ je repka Casto zahfiiand do vyskumov GM
plodin. Existuje iba niekol'ko skuto¢ne uspesnych genetickych transformacii repky olejne;j.

Vroku 1992 bol objaveny prvy transformacny postup pre hypokotyledon repky
olejnej. Vel'mi problematickd je ale regenerdcia GM vyhonkov, €o bolo hlavnou prekazkou,
ktord zdrzala vyskum v osemdesiatych rokoch. V sucasnosti, je uZz ale vzpurnost
regeneracného procesu prekonand pouZitim dusiCnanu strieborného v kultivatnom médiu
pocas regenerdcie vyhonkov hypokotyledonovych a kotyledonovych explantétov.

V roku 1999 bola objavena uspeSnd transformacnd metdda pouZitd pre zrelu rastlinu,
pricom boli odskiSané rozlicné faktory, ktoré mozu mat vplyv na regenericiu
a transformacnu kapacitu repky olejnej. VyuZivaji sa bunky zo stonky nestcej kvet. Jeden z
najkrytickejSich bodov transformécie je zdroj rastliny pre transformdiciu. NajvhodnejSie su
rychlo rastice merist¢émové bunky umiestené v hornej internoddlnej Casti stonky nesuicej kvet
pred kvitnutim a zaciatkom rozt'ahovania sa okvetia.Segment odvodeny z vrchnej Casti 20 az
50 mm dlhého internoddlneho useku je najkompatibilnej$i pre regenerdciu vyhonku
a transformdciu A. tumefaciens. Regenerécia a transformacnd kapacita dosahuje niekedy az
100 % pre individudlne rastliny. NajvysSiu transformacnud kapacitu ma A. tumefaciens kmen
LBA4404, ktory dosahuje 40 aZ 90 % efektivitu v zdvislosti od jednotlivych kultivarov.

Této uspe$nd transformédcia sa dd popisat v niekolkych krokoch. Cast vhodnej
internoddlnej sekcie sa sterilizuje a odstrihnd sa segmenty, ktoré sd umiestnené
v horizontédlnej polohe do agarového kultivaéného média, midsopepténovy agar s pridavkom
dusi¢nanu strieborného. Po jednodiiovej kultivdcii si segmenty ponorené do
misopeptonového roztoku inokulovaného zvolenym kmetiom A. tumefaciens, ktory nesie
minimdlne jeden cudzi gén na uvedenie do buniek repky olejnej. Nadbyto¢nd tekutina na
ponorenych segmentoch je odsatd filtraCnym papierom a explantity sd umiestnené
v horizontdlnej polohe v ko-kultivaénom médiu obohatenom o hormény, optimélne
s acetosyringénom. Spolukultivécia trvd dva dni, aby bola transformdcia efektivna. Potom sa
ko-kultiva¢né segmenty umyju a zbavia A. tumefaciens a ndsledne si hned umistnené vo
vertikdlnej pozicii bazdlnou stranou dole na vhodny agar pre selekciu antibiotikami. Selekcia
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trvd tri az Sest tyzdiiov s pouzitim kanamycinu alebo hygromycinu. Nasledne su stonkové
segmenty umiestnené do regeneratného média obohateného o hormény a zregenerované
transgénne vyhonky sa separuji. Rast trvd priblizne jeden mesiac na vhodnom médiu
s hormoénmi [44].

4.7 Transformacia monokotyledonovych raslin

Jednokli¢nolisté rastliny tvoria vel'ku skupinu angiospermnych rastlin, teda kvitnicich
rastlin s chranenymi semenami. St to listnaté rastliny s sibeznymi Zilnatymi listami a maji
embryo sjednym kotyledonom. NajdoleZzitejSie zdkladné plodiny sveta, ako sd obilniny,
vritane pSenice, jaCmena, ryZe, kukurice, Ciroku, ovsa, raZe aprosa, si monokotyledony.
Patria medzi ne aj iné plodiny vyuZivané v potravindrstve, ako je cibula, cesnak, bandn,
sladké zemiaky a aspardgus.

A. tumefaciens sprostredkovand transformdcia komercne doleZitych monokotyledonov
bola prvykrat dosiahnutd na ryzi a kukurici v strede devitdesiatych rokov. Nasledujic tieto
uspechy boli dspesSne transformované aj iné monokotyledonové plodiny a zdokonalovanie
pouzitych technik viedlo k vylepSeniu regeneracnej schopnosti transformovaného tkaniva
monokotyledonov. Metddy transforméacie monokotyledonov je moZno rozdelit’ na vSeobecné
bez ohladu na vektorovy typ pouzity na transformdciu ana Specidlne upravené metddy.
Specidlne metddy st uréené bud’ pre dany okruh rastlin, travnaté porasty alebo obilniny, &i sa
tykajd jednotlivych rastlin.

Vlastnikmi  patentov  pre  vSeobecné metddy transformdcie l'ubovolnych
monokotyledonovych rastlin sd Japan Tobacco (Japonsko), Rhone-Poulenc Agro
(Francuizsko), University of Guelp (Kanada), Paradigm Genetics (USA), Department od
Primary Industries of Queensland (Austrdlia) a National Institute of Agrobiological Resources
(Japonsko). Hlavny rozdiel medzi tymito patentmi je v poCiatoCnom tkanive ratlin alebo
explantitu pouzitého na transformacné procesy a v aplikécii pridavnych oSetreni, tak ako je
vakuova infiltracii alebo pridavok fenolickych zlic¢enin pre ul'ahCenie transformécie.

Japan Tobacco mé patent na transformdciu monokotyledonovych kalusov pocas
diferenciacného Stddia a transforméciu Stitka nezrelého embrya pred diferencidciou. Tieto
patenty prijat¢é USA, Eurépou a Austrdliou pokryvaji transformiciu monokotyledonového
tkaniva, ktoré je v Sirokej miere vSeobecne pouZzivané [28].

4.7.1 Obilniny

Obilniny vlastnia prevladajicu tdlohu vo vyzZive l'udi. Potravinové zabezpecenie
'udstva v budicnosti sa nedosiahne, ak sa vyznamnejSie nezvysi produkcia obilnin. Preto sa
v sicasnosti genetické manipuldcie stdvaji dolezitym ndstrojom pre kultivdciu obilnin
s vylepSenymi pozadovanymi vlastnostami. Napriek vyraznému uspechu v genetickych
transformdciach obilnin, jedna z hlavnych technickych vyziev transformécie je objav metdd
vedudcich k produkcii vysSSej miery obilnin obyCajne sa prejavujicich stabilnou a presnou
transgénnou expresiou bez vedlajSich genetickych poskodeni.

A. tumefaciens systém a priamy geneticky trasfér cestou mikroprojektilového
ostrelovania si uspeSne pouZivane v genetickej transformécii obilnin. Mikroprojektilové
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ostrelovanie spodsobilo prevrat na poli genetickych modifikdcii obilnin, ale hlavnou
nevyhodou tohto systému je znaCnd variabilita vidend v stabilite, integricii a expresii
prendSanych transgénov. A. tumefaciens sprostredkovany transformacny systém (AMTS), na
druhej strane, ulahCuje presnu integriciu malého poctu génovych kopii do rastlinného
gendmu a vyznacuje sa vySSim stupiiom stability pre transgény. Teda vnaSanie cudzich génov
cestou AMTS sa prave stdva rutinnou technikou, aj ked’ su stdle pritomné vdzne prekazky
s AMTS pre niektoré vyznamnejSie obilniny. Niektoré faktory majice vplyv na AMTS pre
obilniny boli preskimané a objasnené. V sucasnosti identifikdcia a molekulova charakteristika
rastlinnych génov zapojenych do uspeSnej agrobakteridlnej transformdacie rozbieha nové
pristupy k lepSiemu pochopeniu rastlinnych odoziev na infekciu A. tumefaciens. Niektoré
informacie pomdzu objavit metddy k zlepSeniu transformacnej frekvencie ekonomicky
dodlezitych rastlinnych druhov, vritane obilnin.

V roku 1994 bol poskytnuty nepochybny ddkaz o stabilnej transformécii Japonskej
ryze pomocou A. tumefaciens po molekulovej aj genetickej analyze velkého poctu
nasledovnyc h generdcii. T4to sprava otvorila moZnosti vyuZitia A. tumefaciens na genetickd
transformdciu vzdorovitych obilnych rastlin. Superbindrny vektor v A. tumefaciens kmen
LBA4404 sa preukdzal byt najefektivnejSim pre transformdciu vSetkych troch kultivarov
testovanej ryZe. AMTS ryZe sa javi ako spol'ahliva a vysoko reprodukujica metdda pre prenos
génov do genému ryZze. Tento uUspech podnecuje pre vyuZitie danej metddy aj pre
transformovanie inych agronomicky doleZitych druhov plodin, ako su kukurica, jaCmen
a pSenica. Uspe$nd transformdcia pSenice a jaémefia nasledovala Goskoro, ale pokrok bol
pomalsi. Od prvej spravy o transformdcii pSenice vyuZitim A. tumefaciens sa skimaji a
upravuju rozli€né faktory ovplyviiujice T-DNA prenos. Pouzitie surfaktantu a vysuSovacieho
oSetrenia pocas ko-kultivicie vyznamne zvySili T-DNA prenos. Mnoho laboratérii na svete
hlasi dspechy produkcie transgénneho ja¢mena, ale hlavnd sprdva AMT jaCmena je
obmedzend iba na model genotypu ,,golden promise* a ,Ingri, je potrebné d’alSie usilie na
rozSirenie AMTS pre najlepSie kultivary jamenia.

Stabilita dediCnosti a expresia cudzich génov su kriticky dolezité v aplikdcii geneticky
zmenenych obilnin do polnohospodarstva. Mnohé faktory mozu prispievat k obmendm
transgénnej expresie, vrdatane varidcii indukovanych tkanivovou kultirou, d'alej pocet
transgénnych kopii, transgénne mutdcie a génové tlmenie. Tlmenie génov sa mdze odohrat
v transkripCnej a posttranskripcnej fdze atento jav je Casto spojeny s vysokym poctom
transgénnych kopii. ZvySend promotérovd aktivita je teda korelovand hypermethylédciou
a zruSenim génovej transkripcie v monokotyledonovych aj dikotyledonovych druhoch rastlin.
Bez pochybnosti problém tlmenia transgénov zvySuje vdZne starosti tykajuce sa selekcie
transgénnych linii pre plodiny vylepSené o specifické vlastnosti. Prave preto sa teraz javi byt
rozhodujice bezpecné testovanie urovni génovej expresie v mnohych generdciach
transgénnych linii nesuicich gény dolezité z ekonomického pohladu [45].

4.7.1.1 Psenica

Prva sprava o rychlej transformacnej metdde pre pSenicu cestou A. tumefaciens je
z roku 1997. Vysledky dokazovali, Ze T-DNA bola stabilne integrovand do genému pSenice
a prendSand na potomstvo. Regenerovanych bolo viac ako sto nezdvislych transformantov.
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Stidia transformacie pSenice, ryZe a kukurice sprostredkovand A. fumefaciens poskytla
silnd podporu faktu, Ze monokotyledonové rastliny mdzu byt transformované tak ako
dikotyledony pomocou A. fumefaciens za manipuldcie srozlicnymi faktormi, ako je
inokulécia, kombinicia kmefiov A. tumefaciens a plazmidov. Stabilnd transformdcia mohla
byt dosiahnutd z neregenerovatelnej suspenzie kultivovanych pSeni¢nych buniek az
regenerovateInych nezrelych embryi a embryondlnych kalusov. Transgénne rastliny boli
uspeSne produkované zo vSetkych regenerovanych pouzitych explantitov. Rozlisné faktory
ovplyviiovali T-DNA prenos a uspesnost’ stabilnej transformacie. Inokula¢né a ko-kultivacné
podmienky moZu byt menené tak, aby prezili spravne rastlinné bunky.

Rozdielne tkanivd alebo bunky vykazuju odliSné vlohy k prezitiu po infikovani
A. tumefaciens, napriklad predpestované nezrelé embryd aembryondlne kalusy, ktoré su
kultivované pocas periddy az do inokuldcie, sa javia byt lepSie preZivajice ako Cerstvo
izolované nedozreté embryd. Okrem toho vysSia koncetricia buniek A. tumefaciens aj
surfaktantov moze byt tak isto pouzitd pre inokuldciu tychto explantitov. Acetosyringon
a glukéza sa modze pridat do inokuldtu a ko-kultivacného média, predovsetkym, ked sa
pouZivaji erstvé embryonbdlne bunky. Uginnost prenosu T-DNA vyznamne poklesla, ked
nebol pritomny acetosyringon. K stabilnej transformdcii pSeni¢nych buniek je vSak za potreby
prave iba acetosyringon a glukéza, na rozdiel od podobnych postupov pri transformécii ryze
a kukurice. Rozdielne tkanivd a bunecné typy maju rozdielnu spdsobilost’ pre agrobakteridlnu
infekciu.

Surfaktanty pritomné v inokulacnom médiu boli jedny z najddlezitejSich faktorov. Dva
surfaktanty, Silwet a pluronic F68, boli pokladané za majice pozitivny efekt na prenos
T-DNA. Moznym vysvetlenim pre efekt surfaktantov k zvySenému T-DNA prenosu mdZe byt
vznik buniek, ktorych povrchové napitie je priaznivo naklonené k prilnutiu A. tumefaciens na
povrch bunky pSenice. Pri ostatnych surfaktantoch ako Tween 20 a Triton X dochadza i pri
malych mnozZstvich v inokulaénom médiu k prili§ toxickému pdsobeniu na pSeni¢né tkanivo.
Takyto transformacny systém bol Gcinny a poZzadovany iba dva aZ tri mesiace od inokulacie
az do prenosu rastlin do pddy. Transformacnd vykonnost' bola viac ako 4 %. VicSina stadii
vtom cCase publikovala biolistické metddy transformdcie vyZzadujice dlhé kultivacné
a regeneracné obdobie pre tkaniva s transformacnou dspesnostou 0,1 az 5,7 % [46].

4.7.1.2 Cirok

Napriek daspechom AMT Ccirku (Sorghum) je Cirok najnetspesnejSie manipulovatelnou
tkanivovou kultirou pre AMT. Optimalizidcia parametrov, ktoré si povaZzované za
rozhodujice pre transforméciu obilnin a preverovanie vysoko kompetentnych explantitov
a genotypov by mohla rozsirit’ rozsah pre geneticku transforméciu.

V lete roku 2003 bol prijaty patent v Austrdlii a USA na transformdciu Cirku cestou
A. tumefacines, d’alSia patentovd aplikdcia bola podand v Juhoafrickej republike (JAR).
Pociatocne prijaty patent mal menej obmedzené prava ako ten sucasny. Tkanivo Cirku uréené
k transformdcii je teraz obmedzené k urCitej skupine tkaniv a koncentrdcia buniek
A. tumefaciens v suspenzii je stdla. Dal§fm lim itujicim faktorom prijatého objavu je polet
kopii sekvencii, ktoré sa vkladaji do gendmu bunky cirku. PouZiva sa tkanivo z nezrelého
embrya ako ciel pre A. tumefaciens. Génova kazeta musi obsahovat gén, ktory preukazuje
odolnost’ k selekénému agentovi. Okremtoho musi médium pocas kultivicie obsahovat
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antibiotikd k elimindcii baktérii tak ako aj selekény agent. Hlavnym obmedzenim je, Ze
nesmie byt pritomnych viac ako piat kopii vkladaného cudzieho génu v gendme.
Mnohondsobné kopie integrovanej cudzej DNA su vSeobecne neprijatel'né [28].

472 Ryia

Pociatocné experimenty s transformaciou ryZze boli zahdjené okolo roku 1990
pouzivajuc A. tumefaciens. Spociatku mala tidto transformdcia nizke hodnoty efektivity.
Nésledne nato roku 1994 bola vyvinutd metéda dl'a Hieia a kolektivu, ktord mala vysoku
transformacni efektivitu. Transformdcia bola robend cestou A. tumefaciens s produkciou
urodnych transgénnych rastlin s plnou schopnostou dedi¢nosti cudzich vnesenych génov.
Téato metdda je dodnes pouzivana v Sirokom rozsahu mnohymi laboratériami. AMT ma
niekol'ko vyhod vritane vysokej transformacnej ucinnosti, schopnosti prenosu mohutnych
usekov DNA s minimdlnym preusporiadavanim, integricie relativne nizkeho poctu
transgénnych kopii a s nizkymi experimentalnymi nakladmi.

Pol'nohospodérsky vyuziteIné gény transportovatelné do ryze cestou AMT sd gény
pre zvySenu stresovu toleranciu, gény zlepSujice fotosynteticku efektivitu a gény na zvySenie
nutrinej kvality semien ryZe [47].

4.7.3 Kukurica

Polné pokusy s geneticky modifikovanou kukuricou sa robili v USA od roku 1997
a v Eurdépe od roku 1999. V EU najzndmejSia GM kukurica NK603 od spolo¢nosti Monsanto
bola povolend na dovoz a spracovanie rozhodnutim Komisie 2004/643/EC dna 19. 7. 2004,
$panielsky kompetentny organ vydal povolenie v oktébri 2004 a Spanielsko je zdroveii
najvi¢sim spracovavatelom GM kukurice v EU. Ziadost' bola podand Ziadatelom Monsanto
Spanielsko a zverejnend Eurépskou komisiou 22. 1. 2003. Pre pouZivanie ako potraviny v CR
bola schvélend podla nariadenia 258/97 dra 3. 3. 2005.

Podstata genetickej modifikicie tejto kukurice je vnesenie génu pre toleranciu k
herbicidu glyfosdtu (N-fosfonometylglycin, napriklad zndma ako Roundup). Z hladiska
vnesenia inzertu sa jedna o konstrukciu dvoch za sebou radenych, ale mierne odliSnych génov
pre enzym, ktory riadi syntézu aromatickych aminokyselin. Gén sa v prirode vyskytuje
univerzdlne v baktériach, hubich a zelenych rastlinich, ale chyba ucicavcov. Dany gén
kéduje enzym EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3-fosfosyntdzu).

Zvlastnostou tohto enzymu je, Ze je sice kddovany v DNA jadre a syntetizovany
v cytoplazme, ale potom sa presiva do chloroplastov atam umoZziiuje pre rastliny dplne
nepostradatelnd chemickud reakciu. Enzym je citlivy k herbicidu glyfosatu, a prave to je
principom pdsobenia vSeobecne pouZivanych vyrobkou s touto tcinnou litkou. Po pdsobeni
herbicidu dochddza k zastaveniu syntézy aromatickych aminokyselin. Preto rastliny nie su
schopné syntetizovat nové bielkoviny a rychlo hynd. Poradie aminokyselin v bielkovinove;j
molekule vlastného enzymu EPSPS je u vSetkych uvedenych skupin organizmov velmi
podobné.

V prirode ale existuji aj formy génu, ktoré riadia produkciu nepatrne odliSného
enzymu, necitlivého ku glyfosatu. Je mozné indukovat’ takdto mutdciu aj u kultdrnych rastlin,
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ale stoji to mnoho préice a penazi. RedlnejSie je preniest’ do kultirnych rastlin uz existujicu
formu génu pre enzym EPSPS necitlivy ku glyfosidtu. Chceny gén cp4epsps bol izolovany
napriklad z A. tumefaciens kment CP4. Regulacné useky bakteridlneho génu v§ak neumoznuji
jeho prejav v rastlindch, preto musi byt nahradeny rastlinnymi regulac¢nymi tisekmi.

V konStrukcii inzertu, ktord je pouzitd v GM kukurici NK603, je transgén pre enzym
EPSPS, tolerantny ku glyfosatu, pre istotu dokonca v dvoch mierne odliSnych formach vedl'a
seba. Prvy gén md promotor génu pre ddlezitd Struktdrnu bielkovinu vSetkych buniek — aktin
z dedi¢ného zdkladu ryZe. Ten aktivuje prejav génu cp4epsps vo vsetkych bunkich GM
rastliny. Za promotérom génu pre aktin je eSte nutny technicky usek DNA — prvy intron génu
pre aktin. Potom nésleduje tisek DNA, ktory nesie genetickd informdciu pre dsek bielkoviny
sprostredkovévajuci prenos enzymu EPSPS z cytoplazmy do chloroplastov. Tento dsek je
z dedi¢nej informdcie modelovej genetickej rastliny Arabidopsis thaliana. Potom
bezprostredne nasledujetisek DNA z baktérie A. tumefaciens, ktory koduje vlastny
enzym EPSPS aterminaény usek iného génu, oznaCovaného nos, ktory je tak isto
z A. tumefaciens. Celd konStrukcia génu sa skladd z modulov, ktoré boli technikami génového
inZinierstva pripravené vSeobecne uz pred rokom 1990. Druhy gén pre enzym EPSPS, ktory
za nim nasleduje, sa 1iS§i promotorom, intrénom a kédujicou sekvenciou pre enzym EPSPS. Je
pouzity mnohokriat osvedCeny promotor e35S, spdsobujici tak isto silny prejav génu vo
vSetkych bunkdch rastliny. Pochddza z virusu mozaiky karfiolu, ale pre zosilnenie funkcie bol
jeden jeho tusek, nazvany zosilova¢, zdvojeny. Nasledujici intrén je intrénom génu hsp70
kukurice. Odlisnost kédujicej sekvencie pre enzym EPSPS je v zmene dvoch nukleotidov
dvojvldknovej DNA, to znamend, Ze gén kdduje bielkovinu sjednou zmenenou
aminokyselinou oproti predchddzajicemu enzymu, ale md rovnaki enzymovu aktivitu. Tymto
zdvojenim roznych foriem génov EPSPS aspdsobu ich regulicie je zaistend spol'ahlivost
prejavu znaku za réznych podmienok.

Vyslednd GM odroda kukurice je tolerantnd k postrekom herbicidom Roundup
v koncentréciach, ktoré bezpecne likviduji plevel. Podrobnymi Stddiami sa dokdzalo, Ze ani
gén ani odliSnd forma enzymu nepOsobi zmeny Ziadanych znakov, ako je tolerancia
k uvedenému herbicidu. Eurdpsky trad pre bezpecnost potravin doloZil experimentdlnymi
udajmi, Ze nebola ndjdend Ziadna imunologickd ani Strukturdlna podobnost’ proteinu
transgénnej kukurice NK603 so zndmymi aktivnymi proteinmi, alergénmi a toxinmi, ktoré by
predstavovali zdravotni riziko. Protein EPSPS je labilny pri tepelnom spracovani potravin
a pri nizkom pH, je vel'mi rychlo degradovany pri modelovom traveni [48].

V decemnri 2006 bol vydany posudok hodnotenia rizik pre kukuricu NK603, ktory
potvrdzuje nezdvadnost' potravin a krmiv odvodenych od danej kukurice a jej podstatnd
zhodu s kukuricou tradi¢nou, tak ako dolozila v Ziadosti aj spolo¢nost Monsanto v ramci
nariadenia Eurépskej komisie ¢. 258/97 a notifikdcie C/ES/00/01 dl'a Smernice 2001/18/EC.
Potencidl prenosu génov z NK603 do divoko rasticich pribuznych druhov je v Eurdpe
nulovy, potencidlna expozicia necielovych organizmov vzhl'adom k proteinu CP4 EPSPS ak
jeho vlastnostiam nevytvara mechanizmus, ktory by mohol sposobit’ nejaké neziaddce tcinky.
NK603 je bezpecnd a ma rovnaku vyzivovu hodnotu ako kazda ind kukurica, jej vplyv na
Zivotné prostredie v miestach jej uvddzania do Zivotného prostredia v podobe planovanych
polnych pokusov nie je odliSny od vplyvu sucasne agronomickych postupov spojenych
s pestovanim tradi¢nej kukurice. To vSak nevyluCuje povinnost sledovania vydrolu
v nasledujucich rokoch [49].

44



5 STATISTIKA, LEGISLATIVA, PERSPEKTIVA

5.1 Legislativa

5.1.1 Sledovatel’not a znacenie

Sledovatelnost GMO je dand nariadenim Eurdpskeho parlamentu a Rady ¢islo
1830/2003, znacenie potravin je dané nariadenim c¢islo 1829/2003. Na obale alebo
v sprievodnej dokumentdcii musia byt uvedené slovd ,tento vyrobok obsahuje geneticky
modifikované organizmy*, alebo napriklad v pripade GM kukurice ,,tento vyrobok obsahuje
geneticky modifikovand kukuricu“. Dalej musi byt na obale alebo v sprievodne;
dokumentécii znacenie slovami ,,nie je uréené pre pestovanie®, ak ma napriklad GM kukurica
povolenie len na dovoz a spracovanie. Kazdda GM plodina m4 svoj jednoznacny identifikacny
kéd, v pripade kukurice NK603 to je MON-00603-6, v pripade repky olejnej GT73 to je
MON-00073-7. Platnost’ povolenia pre uvddzanie na trh je obvykle desat’ rokov.

Znacenie geneticky modifikovanych potravin v EU sa robi v silade s Eurépskym
pravnym predpisom 90/220/EWG. Znalenie je pouZivané iba v pripade, ak potravina
obsahuje cudzie gény, proteiny alebo DNA, alebo ak z potraviny boli odiaté cudzie gény
technologickym procesom alebo Cistenim, ale doSlo k zmene v niektorych Castiach tak, Ze je
rozdielna v porovnani s potravinou prirodzene sa vyskytujicou v prirode. Ak v potrave
neostali Ziadne cudzie gény pri spracovani nie je znafend ako GMO food, napriklad séjovy
olej nie je znaCeny ako GMO potravina, pretoZe rafiniciou boli odiaté vsetky modifikované
gény [7], [48].

5.1.2 Monitoring moznych acinkov na Zivotné prostredie a zdravie

Kazdy drzitel' povolenia na dovoz, spracovanie, pripadne pestovanie GM plodin v EU
je povinny dodavat kontrolné vzorky a referen¢ny materidl.

V priebehu doby platnosti povolenia k uvddzaniu do obehu je drZitel povolenia
zodpovedny za robenie monitoringu, ktorého pldn je uvedeny v Ziadosti, so zameranim na
mozné nepriaznivé Gc€inky na zdravie l'udi, zvierat a Zivotné prostredie behom manipuldcie
a pouzivania produktu. Drzitel povolenia je povinny pravidelne predkladat Eurépskej
komisii a kompetentnym organom c¢lenskych Stitov spravy o vysledkoch monitoringu.

Drzitel povolenia informuje dotykané subjekty (dovozcov, spracovavatelov,
obchodnikov auZivatelov) o podmienkach bezpecného pouZitia, vlastnostiach produktu
a prevadzkovani monitoringu.

Sucastou schvélenia kazdej GM plodiny pre pouZitie v potravinidch je idetekcnd
metdda validovand referenénym laboratériom EK k zistovaniu pritomnosti materialu
pochédzajiceho z danej GM plodiny [ 48].
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5.2 Statistika pestovania GM plodin

Od roku 1996 doslo k neobvyklému ndrastu pestovatel'skych ploch GM plodin ato
inapriek tomu, Ze vyuZitie trasngénnych materidlov v mnohych krajinich obmedzuju
negativne stanoviskd €i dokonca moratéria na pestovanie a dovoz komodit obsahujicich GM
suroviny. Podl'a idajov medzindrodnej organizacie International Service for the Acquisition
of Agri-Biotech Applications (ISAAA) celosvetové plochy transgénnych plodin za rok 2 006
dosiahli vymery 102 miliénov hektdrov. Zatial¢o medziro¢ny ndrast ploch GM plodin
v rokoch 2 004 a 2 005 €inil 9 miliénov hektarov a teda navySenie o 11 %, o rok neskor uz 12
miliénov hektdrov. Pocet farmdrov pestujicich transgénne odrody presiahol v roku 2 006
rekordnd hranicu desiatich miliénov. Sucasne sa zvySil i poCet krajin, ktoré tieto produkty
modernych biotechnoldgii pestovali na teraj§ich 22 krajin. Medzi nimi je i Ceskd Republika.
Medzi staronovymi a novymi pestovatel'skymi krajinami sd od roku 2 005 Styri clenské Staty
EU ato Francizsko, Portugalsko, Slovensko a Ceskd Republika. Prvé dve krajiny sa
k vyuzivaniu GM GM technol6gii v pol'nohospodarskej vyrobe vratily po Styroch a piatich
rokoch moratéria, ale CR a SR pristipili k beznému pestovaniu GM plodin, konkrétne Bt
kukurice, poprvykrat. V stcasnej dobe je vramci EU schvdlené komercné pestovanie
niektorych z GM plodin uZ v Siestich Stiatoch (gpanielsko, Portugalsko, Francizsko,
Nemecko, Ceskd republika a Slovensko).

Medzi najvicSich celosvetovych pestovatelov patri tradicne USA, ktoré v roku 2 006
vyuZzivali GM plodiny uzZ na 54,6 miliénoch hektarov, nasleduje Argentina, Brazilia, Kanada
a Cina. Najvy$ie tempo prirastku pestovatelskych ploch GM plodin zaznamendvaji
v poslednych rokoch hlavne krajiny treticho sveta, hlavne India s trpojndsobnym
medziroénym ndrastom ploch v poslednych troch rokoch, d’alej Filipiny, JAR a Paraguaj.
Sucasné Statistiky uvadzaji medzi pestovatelmi uz jedendst rozvojovych krajin, oproti
jedendstim vyspelym krajindm. Okrem toho je v d’alSich 29 krajindch stdvajica legislativa
umoziujica dovoz GM surovin pre potravindrske ucely a krmivéarske tucely a prevddzkovanie
pol'nych pokusov s transgénnymi materidlmi.

Vicsinu celosvetovych osevnych ploch s GM plodinami v roku 2 006, obdobne ako
v predchddzajicich rokoch, zaujimaly Styri hlavné plodiny: sdja (58,6 miliéna hektarov),
kukurica (25,2 miliéna hektdrov), bavlnik (13,4 miliéna hektirov) a repka olejné (4,8 miliéna
hektdrov). V podstatne mensej miere sa zatial pestuju d’alS§ie GM plodiny ako melény
a papdja. V poslednych rokoch dochddza k zvySenému nérastu najméd osovnych ploch s GM
sdjou odolnou voci herbicidom. V niektorych Stdtoch vyznamne prevySuje jej pestovanie nad
klasickou nemodifikovanou séjou. V Argentine v roku 2 005 bola vyuZitd veSkera plocha na
pestovanie séje na pestovanie odrod odolnych voci herbicidom a v USA v poslednych dvoch
rokoch az 90 % veSkerych ploch séje boli osetej HT a BT odrodami. A tak je dnes az 60 %
celosvetovej produkcie pochddza z geneticky upravenej soji, ktord je na thru lacnejSia [38].

5.3 Ceské skisenosti s GM rastlinami

V Ceskej republike sa vyskumom GM rastlin zaoberd niekolko inititicii. Od konca
devitdesiatych rokov prebiehaji pol'né pokusy s roznymi GM plodinami, najmé kukuricou,
zemiakmi a od roku 2 002 aj s repkou olejnou. Testovand je kukurica odolnd voci zavijacovi
kukuriénému, kukurica tolerantnd k Sirokospektrym herbicidom, zemiaky so zmenenym
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zloZenim Skrobu ur€ené pre technické pouZitie, nie pre potraviniarsky Skrob alebo zemiaky
s modifikdciou zameranou na dlhSiu skladovatelnost pri nizkych teplotiach. Prejedndva sa
o polné pokusy so zemiakmi odolnymi voci plesniam. Okrem overovania agrotechnickych
parametrov v polnych podmienkach pokusy slizia i k zistovaniu moZnych rizik pre Zivotné
prostredie. Z rdznej vymery pokusnych ploch sa da vycitat, Ze v niektorych pripadoch ide
skor o vyskumné projekty, ktoré ¢aka eSte dlha cesta k vyuzitiu vysledkov v praxi.

Diia 14. 12. 2006 bola dorudend na MZP Ziadost o povolenie uvadzania do Zivotného
prostredia GM kukuricu NK603 a hybridu NK603 x MON 810. Dna 26. 3. 2007 bolo udelené
povolenie k uvddzaniu Roundup ready kukurice 2 ahybridu YieldGard Corn Borer
s Roundupo Ready kukuricou 2 (NK603 x MON 810) do Zivotného prostredia v CR. Dané
rozhodnutie nabralo prdvnu moc dia 17. 4. 2007. Ministerstvo Zivotného prostredia, odbor
enviromentdlnych rizik, ako spravny drad prislusny podla § 5 zdkona cislo 78/2004 Sb.,
rozhodlo o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmami a genetickymi produktmi,
v zneni zékona Cislo 346/2005 Sb. a § 10 zdkona cislo 500/2004 Sb., spravny rad, v zneni
neskor$ich predpisov, kladne vo veci Ziadosti Vyskumného tdstavu rastlinnej vyroby, v.v.i., so
sidlom Drnovskd 507, 161 06 Praha 6, o povoleni k uvddzaniu Roundup ready kukurice 2
a hybridu YieldGard Corn Borer s Roundupo Ready kukuricou 2 (NK603 x MON 810) do
7ivotného prostredia v CR.

Na zdklade tohto povolenia uvaddzania danej GM plodiny v porovnani s inymi
povoleniami je zrejmé, Ze vyskumny proces GM plodin uvedenych do Zivotného prostredia je
komplikovany proces, ktory je oSetreny presnymi vymedzeniami a definiciami. Kazdé takéto
povolenie obsahuje presne definované Specifikicie GM organizmu, Specifikdcie geneticke;j
modifikécie, vysledky hodnotenia rizik, podmienky nakladania s danym GM organizmom,
d’alSie podmienky nakladania stanovené podla § 5 odstavca 10 zdkona, ucel nakladania,
poziadavky na oznacenie, presné miesto uvddzania do Zivotného prostredia, poZiadavky na
monitoring a poddvanie sprav o jeho vysledkoch, dobu platnosti povolenia Ziadosti. Ku kazde;j
ziadosti sa musi vyjadrit Ministerstvo Zivotného prostredia, Ministerstvo pol'nohospodarstva
a Ministersto zdravotvictva. Ziadost v elektronickej podobe musi byt zaslana k postidenu
Ceskej komisii pre nakladanie s geneticky modifikovanymi organizmami a genetickymi
produktmi a uréenym odbornym posudzovatel'om.

KaZzdé nakladanie s GMO moze prebiehat iba za predpokladu dodrZiavania prisnych
opatreni k zabrdneniu tniku GMO do Zivotného prostredia, musi byt zaisteny bezpecleny
transport, vhodne zvoleny pokusny pozemok, zachovanie izolanej vzdialenosti od
najblizSieho pola s pribuznou nemodifikovanou plodinou, spolu s d’alSimi opatreniami
k zabraneniu $irenia pel'u, semien, popripade hliz.

V zatial uskutoénenych rozhodnutiach tykajiicich sa GM zemiakov stanovilo MZP
izolacnu vzdialenost’ 10 metrov, pricom tito plocha musi byt udrziavana bez porastu, u GM
kukurice to je 200 metrov od najbliz¢ej konvencnej kukurice a najmenej 600 metrov od
kukurice pestovanej v rezime ekologického pol'nohospodarstva. Ziadna mimoriadna udalost
pri polnych pokusoch doteraz nenastala [48], [50].

5.4 Buduci vyvoj v oblasti GM plodin.

V sdcasnej dobe je patrné, Ze uz nastupuje takzvand druhd generdcia GM plodin, teda
takych, ktoré zdruzuju dve ¢i viac novych znakov, ktoré boli vloZené do ich dedicnej
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informécie technikami génového inZinierstva. Jednd sa hlavne o kombindcie rdznych
odolnosti k herbicidom s odolnostou k hmyzim Skodcom, pripadne zdruZenym odolnostiam
k viacerym skodcom. Geneticky upravené odrody druhej generdcie zaujimali v roku 2006 uz
zhruba 20 % veskerych GM plodin, v USA dokonca 28 %.

Predstavy odbornikov predpokladaji, Ze z pocCiatocného mierneho prinosu pestovania
GM plodin pre krajiny treticho sveta, pestujuce GM plodiny vo velkej miere, sa v druhom
desatroci (2008 — 2015) stane pestovanie GM plodin vyznamnym néstrojom k dosiahnutiu
pozadovaného ciel'a zniZenia celosvetovej chudoby o 50 % v roku 2015.

Na druhej strane je poteSiteIné, Ze vedl'a usilia o ziskanie potrebnych poznatkov ,,.know-
how* ako z oblasti zdkladného vyskumu, z ktorého sa odvijaji moZnosi vyuZzitia ,,novych*
génov pochddzajicich z vhodnych darcovskych organizmov aich vloZenie do dediCnej
vybavy beznych i netradi¢nych plodin, tak aplikovaného prinosu do praxe, sa stdle viac na
medzindrodnej uUrovni rozvija spoluprdca smerujica k zaisteniu Co najbezpecnejSieho
pestovania GM plodin, ich spracovdvania, obchodu a dopravy. Z iniciativy mnohych
medzindrodnych organizdicii st zakladané medzindrodné a informacné siete, iniciovany vznik
a konzultované spolo¢né i ndrodné legislativy v oblasti nakladania s GM organizmami.
Vd'aka tymto krokom doslo i cez trvajice rozdielne ndhlady k urcitému zbliZeniu ndzorov na
prijimané opatreniamedzi USA aEU, tak ako idal$imi krajinami. Mnoho Stitov uz
ratifikovalo vyznamné dokumenty, ktoré sivisia s nakladanim s GM organizmami, ako su
Cartagensky protokol o biologickej bezpeCnosti a d’'alSie. V blizkej budicnosti moZno
oc¢akdvat’ §irSie uplatnenie ako uz klasickych GM plodin, tak i plodin s novymi znakmi, najmi
v oblasti priemyselného vyuZitia, obnoviteI'nych zdrojov energie, zdravotnictva a zvlaStnych
potravin [38].
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6 ZAVER

Medzi technolégie pouZivané na genetické manipuldcie plodin patri hlavne ,,shot-gun*
technika a transformécia sprostredkovand A. tumefaciens. ,,.Shot-gun* je biolistickd technika
zaloZzend na principe naviazania DNA na mikrocCastice vzdcneho kovu ajej ndsledna
inkorpordcia do rastlinnej bunky pomocou takzvaného biolistického dela, vyhodou je, Ze
DNA nemusi byt vnaSand iba do nediferencovanych rastlinnych buniek a zdroven sa da
pouzit aj pre monokotyledonové rastliny bez obmedzenia a Specidlnych dprav. Mdze byt
pouZzitd na transformdciu vSetkych druhov rastlinnych, ZivociSnych, bakteridlnych buniek
a buniek hab. Je menej ndro€nd na pracu ako metéda vyuZivajuca A. tumefaciens. Zavedenie
DNA do hostitel'skej bunky je menej komplikované a umoZiiuje zaviest' sucasne viac ako
desat’ rozdielnych génov. Napriek tomu ale metdda ostrelovania bunky casticami drahych
kovov s naviazanou DNA ma vel'mi nizku G¢innost’.

A. tumefaciens je schopné vpravenia DNA do hostitel'skej bunky iba v pripade, ak ma
hostitel'skd bunka poranenii bunkovi stenu a vylucuje fenolické zliceniny. Regenericia
rastlin, ktorych bunky maji enzymaticky natrdvenu ¢i inak poSkodend bunkovud stenu je
vel'mi tazkd. Po pridavku fenolickych zlicenin, napriklad syringonu, do pddy ¢i Zivného
média urceného na spolukultiviciu, nemusi dojst’ k poskodeniu bunkovej steny a moézu byt
modifikované aj dolezité monokotyledony cestou pouZitia A. tumefaciens. JednokliCnolisté
rastliny vylucuju fenolické latky iba vynimocCne, aj o sa tyka situdcie pri poSkodeni ich
bunkovej steny. Napriek vSetkym nedostatkom A. tumefaciens pri modifikécii buniek rastlin
je ale stale metédou s najvyssou uspesnostou.

V aplikdcii A. tumefaciens sa uplatiiuje ponaucenie, Ze vSetko zI€ je na nieco dobré.
Tak sa z pddneho rastlinného patologického organizmu stdva prirodzeny geneticky inZinier
sliziaci v prospech vedy avyvoja l'udstva. Tato paradoxnd baktéria sa javi byt zasadna
v otdzkach nedostatku potravin v tretom svete.

V sticasnosti s narastajuicim pochopenim ako funguje A. fumefaciens, vzrasta aj oblast
jeho vyskumu, predovSetkym mechanizmus, ktorym je T-DNA premiestiiovand do rastlinne;j
bunky a presne ako je spojend s proteinmi bakteridlnej virulencie. Toto pochopenie nie je
zésadné iba pre biotechnologické aplikicie A. tumefaciens, ale ma tiez dosledky na
porozumenie funkc¢nosti ludskych patogénov spojenych so Stvrtym typom sekrecného
systému.

Dnes je uz dostupné obrovské bohatstvo v podobe vedomosti o rastlinnych faktoroch
pouzivanych A. tumefaciens k zaisteniu transportu T-DNA cez bune¢ni stenu, membranu,
cytoplazmu aaZz po findlnu integriciu do génomu hostitela apreto s vylepSovanim
podmienok kultivécie, aplikécie i ndslednej regenericie geneticky pozmenenych organizmov,
rastie ticinnost’ tejto metddy modifikdcie organizmov.

Asi najtazsia prekdzka cCeliaca pokroku vo vyskume transgénnych rastlin pomocou
A. tumefaciens nie je technického charakteru, ale politického. Rozhodnutia, ktoré tvaruji
budicnost rastlinného vyskumu, si hlavne koncepty, ktoré si krajinami celého sveta
vytvarané ohladom novej legislativy na kontrolovanie rozvoja transgénnych plodin.
Zdokonal'ovanie transformacnych protokolov je praktickym pokrokom.

Inou hlavnou vodiacou silou pre progres smerom ku GM plodindm je tlak dany stéle
rasticou svetovou populdciou l'udi. Je odhadnuté, ze v priebehu d’al§ich pidtdesiatich rokov
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vzrastie svetovd populdcia zo Siestich na devidt milidrd I'udi. Tento argument je, ale Casto
enviromentalistami zobrazovany ako formadlna sluzba, ktord hlavne zakryva chamtivost
priemyslu. Iny aspekt hovori, Ze je dost potravin pripadajicich na kazdého obyvatela, ale
najskor treba zabrdnit problémom s korupciou, distribiciou a potliCanim rozvoja krajin
treticho sveta. Pomocou A. tumefaciens je mozné urobit ndrody v Afrike samostatnymi
z hl'adiska farmarCenia a zabezpecenia dostato¢ného mnoZstva potravy, pretoze su vyvinuté
vhodné modifikdcie na potrebni odolnost” plodin, ale vSetko zdvisi od politickej korektnosti,
vonkajSej industridlnej hnacej sily a inkorporicie biotechnologickych vymozenosti do danych
krajin. Je treba dodat, Ze priemyselné spolo¢nosti budu robit’ vSetko preto, aby mali najvacsi
profit.

Podobne to je aj v pripade ,,Golden Rice®, teda ryZe obohatenej cestou A. tumefaciens
o prekurzor vitaminu A. Farmdri, pestujici dand odrodu ryZe, potrebujui zaplatit poplatok
»iba®“ vyrobcom, ktory je roCne stanoveny na desat'tisic doldrov. Nutricne obohatend GM
ryza, tak moZe pozitivne pomdct spotrebitelom v otdzke oslepnutia v dosledku nedostatku
vitaminu A v rozvojovych krajindch, malému spektru farmarov a spoloc¢nosti, ktord vyvinula
tito technoldgiu.

Sucasné vyskumné ohnisko zahrfiuje vyuZitie A. tumefaciens pri biodegradicii plastov
rastlinami, vakcindcii proti najzndmejSim civilizanym ochoreniam cestou poZivania GM
rastlin apri vyvijani rastlin ako ukazovatelov toxinov v Zivotnom prostredi. S velkymi
nadejami by mohlo byt A. tumefaciens kIicom k d’alSiemu pol'nohospodédrskemu progresu.
Moze to nastat len vtedy, ked sa bude viest reguldrna a konStruktivna diskusia
o legislativnom rieSeni pre eticky, zdravotne a politicky sporné otdzky, ktoré pravdepodobne
zohrdvaju vel'mi vplyvnu dlohu na vyvoj nasej spolo¢nosti [51].

50



7 ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[1] DNA Data Bank of Japan (DDBJ) [online database]. Mishima: Center for Information
Biology and DNA Data Bank of Japan. National Institute of Genetics, 2007. Dostupné z URL
<http://txsearch.ddbj.nig.ac.jp/txsearch/txsearch.TXSearch>.

[2] National Center for Biotechnology Information (NCBI) [online database]. Bethesda: U.S.
National Library of Medicine, 2008. Dostupné z URL <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.

[3] Weir, B.: New Zeland Rhizobia [online]. 2007, last revision 12th November 2007
[cit. 15. 1. 2008]. Dostupné z: <http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/not-rhizobia.htmI>.

[4] Young, J. M., Kuykendall, L. D., Martinez-Romero, E., Kerr, A., Sawada, H.: A revision
of Rhizobium Frank 1889, with a emended description of the genus, and the inclusion of all
species of Agrobacterium Conn 1942 and Allorhizobium undicola de Lajudie et al. 1998 as
new combinations: Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola and R. vitis.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 2001, vol. 51, pp.
89-103. ISSN 1466-5026.

[5] Riva, G. A., Gonzales-Cabrera, J., Vasquez-Padron, R., Ayra-Pardo, C.: Agrobacterium
tumefaciens: a natural tool fot plant transformation. EJB Electronic Journal of Biotechnology
[online]. 1998, vol. 1, no. 3 [cit. 20.1.2008]. Dostupny na www:
http://www.ejbiotechnology.info/content/voll/issue3/full/1/1.PDF.

ISSN 0717-3458.

[6] Shell, J., Koncz, C.: The Ti-plasmid and Plant Molecular Biology. [PDF document]. Koln
(Germany): Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, 2005 [cit. 20.1.2008]. Dostupny z:
< http://www.mpiz-koeln.mpg.de/downloads/Coupland Csaba/Schell Koncz 2000.pdf>

[7] Wilm, K. H. <author@OurFood.com> Our Food. Database of Food and related Science.
[PDF document]. Germany, March 2008 [cit. 12. 4. 2008]. Dostupné z:
< http://www.ourfood.com/OurFood.pdf>.

[8] Collins, A. < aacollin@unity.ncsu.edu> Soilborne Plant Pathogens. Agrobacterium
tumefaciens. [HTML document]. Raleigh (North Carolina, U.S.): NC State University,
Department of Plant Pathology, Spring 2001 [cit. 12. 4. 2008]. Dostupné z:

< http://www.cals.ncsu.edu/course/pp728/profile.html>.

[9] Aysan, Y., Sahin, F., Mirik, M., Donmez, M., Tekman, H.: First report of crown gall of
apricot (Prunus armeniaca) caused by Agrobacterium tumefaciens in Turkey. New disease
report [online]. 2003, vol. 7 [cit. 10. 12. 2007]. Dostupné na www:
http://www.bspp.org.uk/ndr/july2003/2003-20.asp.

[10] Tempé, J., Petit, A., Holsters, M., van Montagu, M., Schell, J.: Thermosensitive step
associated with transfer of the Ti plasmid during conjugation: Possible relation to
transformation in crown gall. PNAS (Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America), 1977, vol. 74. no. 7 [cit. 10. 2. 2008]. Dostupné na www:
http://www.pnas.org/cgi/content/abstract/74/7/2848.

51


http://txsearch.ddbj.nig.ac.jp/txsearch/txsearch.TXSearch
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/not-rhizobia.html
http://www.ejbiotechnology.info/content/voll/issue3/full/l/l.PDF
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/downloads/Coupland
mailto:author@OurFood.com
http://www.ourfood.com/QurFood.pdf
mailto:aacollin@unity.ncsu.edu
http://www.cals.ncsu.edu/course/pp728/profile.html
http://www.bspp.org.uk/ndr/july2003/2003-20.asp
http://www.pnas.Org/cgi/content/abstract/74/7/2848

[11] Weller, S. A., Stead, D. E.: Detection of root mat associated Agrobacterium strains from
plant material and other sample types by post-enrichment TagMan PCR. Journal of Applied
Microbiology [online]. 2002, vol. 92 [cit. 10. 12. 2007]. Dostupné na www:
http://www.blackwell-synergy.com/doi/pdf/10.1046/j.1365-2672.2002.01506.x ?cookieSet=1.

[12] Sudarshana, P., McClean, A., Kluepfel, D.: Development of a culture-independent
real-time PCR assay for detection of Agrobacterium tumefaciens in soil. [PDF document].
United States Department of Agriculture: Agricultural Research Service, Walnut Research
Confenence, August 2006 [cit. 10.12.2007]. Dostupné z:
<http://walnutresearch.ucdavis.edu/2005/2005_347.pdf>.

[13] Comprehensive Microbial Resource (CMP) [online database]. Rockville: JCVI Microbial
Sequence Center, 2002. Dostupné z URL
<http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=ntat01>.

[14] Zupan, J., Ward, D., Yambrzski, P.: Inter-kingdom DNA transfer decoded. Nature
Biotechnology [online]. 2002, vol. 20 [cit. 20.1.2008]. Dostupné na www:
http://www.nature.com/nbt/archive/categ_nv_022002.html?message=remove.

[15] McClean, P. <phillip.mcclean@ndsu.nodak.edu> Analyzing Plant Gene Expression with
Transgenic Plants. [HTML document]. Fargo (North Dacota, USA): North Dacota State
University, 1998 [cit. 20. 1. 2008]. Dostupné z :
<http://www.cc.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc73 1/transgenic/transgenic2.htm>.

[16] Gelvin, S. B.: Agrobacterium-Mediated Plant Transformation: the Biology behind the
“Gene-Jockeying” Tool. Microbiology and Molecular Biology Reviews, March 2003, vol. 67,
no. 1 [cit. 20. 1. 2008]. Dostupné na www: http://mmbr.asm.org/cgi/content/abstract/67/1/16.
ISSN 1092-2172.

[17] Arthur, L. O., Bulla, L. A., St. Julian, G., Nakamura, L. K.: Carbohydrate metabolism in
Agrobacterium tumefaciens. Journal of Bacteriology, 1973, vol. 116, no. 1 [cit. 14. 3. 2008].
Dostupné na www: http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=246423.

[18] Hayano, K., Tsubouchi, Y., Fukui, S.: 3-Ketoglucose Reductase of Agrobacterium
tumefaciens. Journal of Bacteriology, 1973, vol. 113, no. 2 [cit. 28. 3. 2008]. Dostupné na
www: http://jb.asm.org/cgi/reprint/113/2/652.pdf.

[19] Montoya, A. L., Chilton, M.-D., Gordon, M. P., Sciaky, D., Nester, E. W.: Octopine and
Nopaline Metabolism in Agrobacterium tumefaciens and Crown Gall Tumor Cells: Role of
Plasmid Gene. Journal of Bacteriology, 1977, vol. 129, no. 1 [cit. 2. 4. 2008]. Dostupné na
www: http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=234901.

[20] Edmond, M. B., Riddler, S. A., Baxter, C. M., Wickland, B. M., Pasculle, A. W.:
Agrobacterium radiobacter: A recently recognized opportunistic pathogen. Clinical Infectious
Disease, 1993, vol. 16, pp. 388-391. Dostupné na www:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8452950.

[21] Martinez, J. L., Martinez-Suarez, J., Culebras, E., Perez-Diaz, J.C., Baquero, F.:
Antibiotic inactivating enzymes from a clinical isolate of Agrobacterium radiobacter. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy, 1989, vol. 23, pp. 283-284. Dostupné na www:
http://jac.oxfordjournals.org/cgi/content/citation/23/2/283.

52


http://www.blackwell-svnergv.eom/doi/pdf/10.1046/i
http://walnutresearch.ucdavis.edu/2005/2005%20347.pdf
http://www.nature.com/nbt/archive/categ
http://www.cc.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/transgenic/transgenic2.htm
http://mmbr.asm.org/cgi/content/abstract/67/1/16
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=246423
http://jb.asm.Org/cgi/reprint/l
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=234901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8452950
http://jac.oxfordjournals.Org/cgi/content/citation/23/2/283

[22] Savelz, V. R., Stricker, R. B.: Morgellons disease: the mystery unfolds. Expert Review of
Dermatology, 2007, vol. 2, no. 5, pp. 585-591. ISSN 1746-9872.

[23] Fuqua, C.: Multicellular Interactions of Bacteria. [HTML document]. Bloomington
(Indiana, USA): Biology Faculty, Indiana University, January 2008 [cit. 18. 1.2008].
Dostupné z: <http://www.bio.indiana.edu/facultyresearch/faculty/Fuqua.html>.

[24] Ward, D. V., Zambryski, P. C. zambrysk @nature.berkeley.edu The six functions of
Agrobacterium VirE2. PNAS [online]. January 2001, vol. 98, no. 2 [cit. 21.12.2007].
Dostupné na www: http://www.pnas.org/cgi/content/short/98/2/385.

[25] Citovsky, V. H., Kozlovsky, S. V., Lacroix, B., Zaltsman, A., Dafny-Yelin, M., Vyas, S.,
Tovkach, A., Tyfira, T.: Biological systems of the host cell involved in Agrobacterium
infection. Cellular Microbiology [online]. 2007, vol. 9, no. 1 [cit. 21. 12. 2007]. Dostupné na
www: http://www.ingentaconnect.com/content/bsc/cmi/2007/00000009/00000001/art00002.

[26] Citovsky, V. H. <vitaly.citovsky @stonybrook.edu> Vitaly H. Citovsky Current Research
Project. [HTML document]. Berkeley: Department biochemistry and cell biology, University
of California, 2008 [cit. 12. 4. 2008]. Dostupné z:
<http://www.mindfully.org/GE/Vitaly-Citovsky-Projects.htm>.

[27] Vejl, P.: Geneticky modifikovany organismus z pohledu genetiky a Slechteni. In
Geneticky modifikované organismy v agroekosystému a jeho okoli, Praha, mdj 2007 [online].
2007 [cit. 19. 3. 2008]. Dostupné na www:

http://81.0.228.70/attachments/sbornik GMO_2007.pdf.

[28] Roa-Rodriquez, C., Nottenburg, C. <cambialP @cambia.org> Agrobacterium-mediated
transformation of plants. [PDF document]. Canberra (Australia): CAMBIA Intellectual
Property Resource, July 2003 [cit. 19. 3. 2008]. Dostupné z:
<http://www.cougarlaw.com/linked_files/AMT_v3.pdf>.

[29] Bundock, P., den Dulk-Ras, A., Beijersbergen, A., Hooykaas, P. J. J.: Trans-kingdom
T-DNA transfer from Agrobacterium tumefaciens to Saccharomyces cerevisiae. The EMBO
Journal, 1995, vol. 14, no. 13 [cit. 14. 3. 2008]. Dostupné na www:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=394382.

[30] van Attikum, H., Hooykaas, P. J. J.: Genetic requirements for the targeted integration of
Agrobacterium T-DNA in Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids Research [online]. 2003,
vol. 31, no. 3 [cit. 19. 3. 2008]. Dostupny na www:
http://nar.oxfordjournals.org/cgi/content/abstract/31/3/826.

[31] Piers, K. L., Heath, J. D., Liang, X., Stephens, K. M., Nester, E. W.: Agrobacterium
tumefaciens-mediated transformation of yeast. PNAS [online]. 1996, vol. 93. Dostupny na
www: http://www.pnas.org/cgi/content/abstract/93/4/1613.

[32] Chen, X., Stone, M., Schlagnhaufer, C., Romaine, C. P.: A fruiting body tissue method
for efficient Agrobacterium-mediated transformation of Agaricus bisporus. Applied and
enviromental microbiology [online]. October 2000, vol. 66, no. 10 [cit. 19. 3.2008].
Dostupny na www: http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=92332.

53


http://www.bio.indiana.edu/facultyresearch/faculty/Fuqua.html
mailto:zambrysk@nature.berkeley.edu
http://www.pnas.Org/cgi/content/short/98/2/385
http://www.ingentaconnect.com/content/bsc/cmi/2007/00000009/00000001/art00002
http://stonybrook.edu
http://www.mindfully.org/GE/Vitaly-Citovsky-Projects.htm
http://81.0.228.70/attachments/sbornik
mailto:cambiaIP@cambia.org
http://www.cougarlaw.com/linked%20files/AMT%20v3.pdf
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi
http://nar.oxfordjournals.Org/cgi/content/abstract/31/3/826
http://www.pnas.Org/cgi/content/abstract/93/4/l
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=92332

[33] Sulliva, T. D., Rooney, P. J., Klein, B. S.: Agrobacterium tumefaciens integrates transfer
DNA into single chromosomal sites of dimorhic fungi and yields homokaryotic progeny from
multinucleate yeast. Eukaryotic cell, 2002, vol. 1, no. 6, pp. 895-905. ISSN 1535-9778.

[34] Kunik, T., Tzfira, T., Kapulnik, Y., Gafni, Y., Dingwall, C., Citovsky, V.: Genetic
transformation of HeLa cells by Agrobacterium. PNAS [online]. 2001, vol. 98., no. 4
[cit. 21. 3. 2008]. Dostupny na www:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=29349.

[35] Hanur, V. S.: Genetic transformation of human cells by a soil phytopathogen presents
common molecular strategies. Current science [online]. October 2004, vol. 84, no. 7
[cit. 21. 3. 2008]. Dostupny na www: http://www.ias.ac.in/currsci/oct102004/856.pdf.

[36] Coghlan, A.: Killer tomatoes attack human disease. New Scientist [online]. June 2006,
no. 2557 [cit 20. 4. 2008]. Dostupny na www:
http://www.newscientist.com/article/mg19125584.600-killer-tomatoes-attack-human-
diseases.html.

[37] Sunil Kumar, G. B., Ganapathi, T. R., Bapat, V. A.: Production of Hepatitis B Surface
Antigen in Recombinant Plant System: An Update. Biotechnology Progress [online]. 2007,
vol. 23, no. 3 [cit. 20.4.2008]. Dostupny na www: http://pubs.acs.org/cgi-
bin/sample.cgi/bipret/2007/23/i03/html/bp0602754.html.

[38] Rakousky, S., Hraska, M.: Transgénne plodiny — realita a perspektivy. In Geneticky
modifikované organismy v agroekosystému a jeho okoli, Praha, mdj 2007 [online]. 2007
[cit. 19. 3. 2008]. Dostupné na www: http://81.0.228.70/attachments/sbornik GMO_2007.pdf.

[39] de Ronde, J.A., Cress, W.A. van der Mescht, A.: Agrobacterium-mediated
transformation of soybeans (Glycine max) seed with the B-glucuronidase marker gene. South
African Journal of Science 97 [online]. 2001, october [cit. 20. 3. 2008]. Dostupné na www:
http://search.sabinet.co.za/images/ejour/sajsci/sajsci_ v97 n9 al9a.pdf.

[40] Xinping, Y., Deyue, Y.: Transformation of multiple soybean cultivars by infecting
cotyledonary-node with Agrobacterium tumefaciens. African Journal of Biotechnology,
October 2006, vol. 5, no. 20, pp. 1989-1993. ISSN 1684-5315.

[41] Gould, J. H., Magallanes-Cedeno, M.: Adaptation of Cotton Shoot Apex Culture to
Agrobacterium-Mediate Transformation. Plant Molecular Biology Reporter [online]. 1998
[cit. 12. 3. 2008]. Dostupné na: http://pubs.nrc-cnrc.gc.ca/ispmb/ispmb16/16283-3.pdf.

[42] Ostry, V., Ruprich, J., Doubkovd, Z., Ondiej, M.: Potraviny na bdzi geneticky
modifikovanych organizmii. [PDF dokument]. Brno (Cesk4 republika): Stitni zdravotni dstav,
duben 2003 [cit. 12. 4. 2008]. Dostupny z:
<http://www.chpr.szu.cz/vedvybor/dokumenty/studie/GMO_2003 4 deklas.pdf>.

[43] Dimas, S.: Commission. Official Journal of the European Union [online]. 2005, March
[cit. 12. 4. 2008]. Dostupné na www:
http://www.europabio.org/InfoOperators/GT73/Monsanto%20GT73%20import%20approval

310805.pdf

54


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi
http://www.ias.ac.in/currsci/oct102004/856.pdf
http://www.newscientist.com/article/mgl9125584.600-killer-tomatoes-attack-human-
http://pubs.acs.org/cgi-
http://81.0.228.70/attachments/sbornik
http://search.sabinet.co.za/images/ejour/sajsci/sajsci
http://pubs.nrc-cnrc.gc.ca/ispmb/ispmbl6/16283-3.pdf
http://www.chpr.szu.cz/vedvybor/dokumenty/studie/GMO%202003%204%20deklas.pdf
http://www.europabio.org/InfoOperators/GT73/Monsanto%20GT73%20import%20approval

http://www.env.cz/AIS/web-pub.nsf/$pid/MZPM VF4NS8Q9J/$FILE/oer-repkaGT73-
20060410.pdf.

[44] Helsinki University Licensing LTD. Agrobacterium-mediated transformation of turnip
rape. Inventors: Viktor Kuvshinov, Kimmo Koivu, Anna Kanerva, Eija Pehu. IAN
PCT/F11998/000730. IPC C12N 15/82. International application published under the Patent
Cooperation Treaty (PCT). IPN W0O/1999/14349. 25. 3. 1999. Dostupné z:
<http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?wo=1999014349>.

[45] Shrawat, A. K. <ashrawat@ualberta.ca> Genetic transformation of cereals mediated bz
Agrobacterium: Potential and problems. [HTML document]. Edmonton (Canada): Laboratoty
of Molecular Genetics, Department of Biological Science, University of Alberta, February
2007 [cit. 15. 4. 2008]. Dostupny z: <http://www.isb.vt.edu/articles/feb0703.htm>.

[46] Cheng, M., Fry, J.E., Pang, Sh., Zhou, H., Hironaka, C.M., Duncan, D.R.,
Conner, T. W., Wan, Y.: Gentic Transformation of Wheat Mediated by Agrobacterium
tumefaciens. Plant Physiology [online]. 1997, vol. 115 [cit. 15. 4. 2008]. Dostupny na www:
http://www.plantphysiol.org/cgi/content/abstract/115/3/971.

[47] Malabika, R., Rajinder, K. J., Rohila, J. S., Wu, R.: Production of agronomically superior
transgenic rice plants using Agrobacterium transformation methods: Present status and future
perspectives. Current Science [online]. 2000, vol. 79, no. 7 [cit. 15. 4. 2008]. Dostupny na
www: http://www.iisc.ernet.in/currsci/oct102000/954.pdf.

[48] Vecera, M. < posta@env.cz> Registr povolenych geneticky modifikovanych organismii
[HTML a PDF dokument]. Praha (Ceské republika): Ministerstvo Zivotného prostredia,
kvéten 2007 [cit. 20. 4. 2008]. Dostupny z:

<http://www.env.cz/ www/env-
gmo.1nsf/9a6263196f09b0a9¢1256e¢7e0038efc2/17ab07b65d8356alc12572aa003d1a0f?Open
Document>

<http://www.env.cz/www/env-gmo.nsf/$pid/ MZPMVEIMV4RIJ/$file/oer-
4675ENV07_CZU_rozhodnuti_20070511.pdf>.

[49] Singerv, M.: Posudek z hodnoceni rizika. [DOC dokument]. Ministerstvo Zivotného
prostredia, CR, prosinec 2006 [cit. 20. 4. 2008]. Dostupny z:
<http://www.enviro.gov.sk/servlets/files/15687>.

[50] Doubkovd, Z.: Ceské zkusenosti s GM rostlinami — piehled polnich pokusi. In Geneticky

modifikované organismy v agroekosystému a jeho okoli, Praha, mdj 2007 [online]. 2007
[cit. 19. 3. 2008]. Dostupné na www: http://81.0.228.70/attachments/sbornik GMO_2007.pdf.

[51] Valentine, L.: Agrobacterium tumefaciens and Plant: The David and Goliath of Modern
Genetics. Plant Physiology [online]. November 2003, vol. 133 [ cit. 20. 4. 2008]. Dostupny z:
< http://www.plantphysiol.org/cgi/content/full/133/3/948>.

55


http://www.env.cz/AIS/web-pub.nsf/$pid/MZPMVF4N8Q9J/$FILE/oer-repkaGT73-
http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?wo=1999014349
mailto:ashrawat@ualberta.ca
http://www.isb.vt.edu/articles/feb0703.htm
http://www.plantphysiol.Org/cgi/content/abstract/l
http://www.iisc.ernet.in/currsci/octl02000/954.pdf
mailto:posta@env.cz
http://www.env.cz/www/env-
http://www.env.cz/www/env-gmo.nsf/$pid/MZPMVFJMV4RJ/$file/oer-?4675ENV07%20CZU%20rozhodnuti%202007051%20l.pdf
http://www.env.cz/www/env-gmo.nsf/$pid/MZPMVFJMV4RJ/$file/oer-?4675ENV07%20CZU%20rozhodnuti%202007051%20l.pdf
http://81.0.228.70/attachments/sbornik
http://www.plantphysiol.Org/cgi/content/full/133/3/948

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 viazbové proteiny

acylovany homoserinocy lakton

A. tumafaciens sprostredkovand transformécia
Agrobacterium-mediated transformation system (A. tumafaciens
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