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1. METOIU 3A JOBUBAILE HA TPAHCI'EHU PACTEHUJA

TpaHcreHuTe pacTeHWja COIpXKAT JOTOJIHHUTEIHU WIM MOAM(DHUIMpPAHU TSHU KOU Ce
UHTPOJYLIMpaaT BO pacTeHHjaTa CO MpHMEHa Ha (U3WYKH WX OHOJIOIIKH METOJIH.
WUntponyuupanute DNA  Monekynu (TpaHCT€HHM) COOJIBETHO ce€ JAW3ajHUpaaT BO
71a00paTOPUCKU YCIIOBHU IIPE] Aa C€ MHTPOLYLMpPaaT BO LIEIHU pacTUTEIHH KieTKu. IlocTojaTt
pas3InyHU METOM 3a UHTpoAyKuuja Ha DNA Bo pactutennute kietku. M300pot Ha meTonuTe
3a noOuBame Ha TPAHCTCHM pacTeHHja 3aBUCH O] CEICKTUPAHUOT pacTUTENEH BUJ. Bo TekoT
Ha U3MHUHATHOT TIEPHO/] C€ CIIPOBECHH TOJIeM OpOj UCTpaKyBama 3a Jla ce pa3Bue eukacHa
CTparerrja 3a WHTPOJYKIMja HAa TEHW WM Jla CE BOCIIOCTaBM TEXHOJIOTHja 3a TeHETCKa
TpaHcopManyja Ha pacTeHHjaTa. MeToauTe 3a MPOAyKIMja Ha TPAHCT€HU pacTeHHja Ce yIITe
ce pa3BUBaaT U HEOIIXOHH C€ HOBU MeTO M 3a TpaHcdep Ha DNA Bo pacTuTenHaTa KieTka.

Hako moctojar romem Opoj MeTOaM 3a MPOAYKIMja HA TPAHCTEHH pacTeHH)a,
Agrobacterium-nocpenyBaHaTa reHeTcKka TpaHchopmMairja 1 60MOapAUPakETO CO MAPTUKYITH
Ce HajYeCTO KOPUCTEHUTE METOJH BO HAYYHO-HCTPaKyBayKHTE Ja0OpaTOpUM 3a T€HETCKa
Tpancopmanmja Ha pacTeHujara. bakrepujara Agrobacterium sp. e Io3HaTa KaKo ,,IPUPOJICH
IEHeTCKH HHXKEHep™ MHopaau NPHUCYCTBOTO Ha OHOJOMIKM BEKTOp 3a HMHTPOAYKLHMja Ha
TPaHCT€HU Kaj pacTeHujaTa. bomOapaupamero co HapTHKYIM € (U3NIMYKH METOA 3a
tparchep Ha DNA koj ondaka 3a6p3aHo nBmwkeme Ha DNA-00710KeH! METATHU MapTUKYITH
KOH COOJBETHO IeTHO TKuBO. Cemak, CHT€ METOAM 3a TeHETCKa TpaHcopmanuja Ha
pacteHmjaTa ce KapaKTepu3nupaaT co OJpeACHHU MpeTHOCTH U HexoctaTonu. Co men moxoopo
Jia ce pazdepar npeau3BUIMTE 3a JOOMBake Ha TPAHCTEHH PACTEHH]ja, HEOTIXOJHH C€ OCHOBHH
no3HaBama 3a npouecot Ha DNA tpancep Bo enHa [eHa pacTUTENIHA KIETKa U MOKHOCTHUTE
3a pereHepaliyja Ha el TPAaHCTeHU pacTeHHja O]l eIMHEeYHa KIIEeTKA.

1.1 OcHOBHY KOMIIOHEHTH 32 ycIelleH TPaHc(dep Ha FeHH BO PACTUTEIHA KJIeTKa
1.1.1 IIpouec Ha Tpanchopmanmja

[Ipen na ce objaBat mpBUTE CTYINU 3a YCIIENIHA POAYKIIMja HA TPAHCTEHH PAacTEHHUja BO
cpeaunata Ha 1980 roguau (Horsch u cop., 1985), mocroeuknTe MeToau 3a moJ00pyBame
Ha CBOjCTBAaTa Ha pacTeHHjaTa omndakaie KJIAaCHYHH TEXHUKHU 3a CENeKIMja Ha pacTeHHWjaTa,
KaKo IITO Ce MOJI0Ba XNOpUAN3aIija U CIIOHTaH! WM WHAYIMPaHd MyTanuu. Mlako Mmetoaure
Ha CeJIeKlMja NpeTcTaByBaaT OCHOBA 3a MOJOOpYBamke Ha OCOOMHHTE, BKPCTOCYBambara Ha
pacTeHujara omndakaae Melambe Ha WIaJHULY TeHU U COPTHPame Ha MOTOMCTBOTO CO IIeT J1a
ce CeJeKTUpaaT IOCJUMHEYHH pACTeHHja KOW T'M II0CEeAyBaaT OCOOMHHMTE OJf WHTEpeC.
[Ipumenata Ha TEHETCKHMOT MHEXKEHEPUHI OBO3MOXKYyBa MHTPOIYKIMja Ha CEJIEKTHpaH
€/IMHEeYEeH I'eH OJ1 UHTEepEC BO €1€H PAaCTUTEJIEH OpraHn3aM 3a Jja ce oJo0paT HEKOH 0COOUHH.
OCHOBHHMOT KOHIENT Ha TeHETCKUOT MHXEHEPHHT omdaka HHTPOIYKIMja Ha €AMHEYEH T'€H BO
€/IMHEeYHa PaCTUTENIHA KJIeTKa M pereHepalyja Ha [eJI0 pacTeHUE KOe ja eKCIIpecupa ocoonHaTa
on uHTepec. JloOMEHOTO TPAHCT€HO PACTEHUE € MIEHTHYHO KAaKO M MOYETHHOT PACTUTEICH
MaTepHjajl co Taa pa3jivKa MITO MMOCceyBa HOBA MU MOI00pEHA KapaKTEPUCTHKA.

1.1.2 Tpancdep nHa DNA

Kneroununor sup, mmazmanemara u jaapeHata MeMOpaHa MpeTCTaByBaaT TJIaBHH Oapuepu
npu Tpancdep Ha DNA Bo pactutennure kieTku. [loBpmmHaTa Ha KJIETOYHUOT SHI MOXKE J1a
ce MPUKake KaKo IBPCT YSIWICH OKJION U3TPaJIeH O/ TYCTO PaclopeIeHN METATHU BIIaKHA KOU
TH MIPETCTaByBaaT LENYJO3HUTE MUKpo(uOpran. BeynHoCT, KIETOYHHOT SHT MIPETCTaByBa
pPHUTH/IHA CTPYKTYpa COCTaBeHa OJ1 LEeNTyJI03HH MUKPOGHOPUIN KOU Ce BKPCTEHO MOBP3aHU CO



XEMUIIEITyJI03a, IEKTHH U APYrH MoJieKynu. Cemnak, KIeTOYHHOT SHI (0OCOOCHO Kaj MIlaauTe
pacTUTENTHN KIJIETKH) TOKaXXyBa OJpPEICH CTENeH Ha (IIEKCHOMIHOCT KOja OBO3MOXKYBa
SJIOHTAIIN]ja U IBI)KEHhE Ha KJIeTKaTta. Vlako BO KJIETOUYHHOT SHJ MOCTOjaT rosieM 0poj OTBOpH,
IUIa3MO/IE3MUTE BO OBHE OTBOPH KOM ja MOBP3yBaaT LUTOILIa3MaTa Ha COCEAHUTE KIETKH
OHEBO3MOXYBaaT OTBOPEH INpHcTal 3a MHTpoAykuuja Ha DNA. 3aroa e HEONmXogHO Ja ce
U3BpILIY (PU3UYKO MPOOUBaE HAa KIETOYHHOT SUJ CO L€ Ja ce 03BO3MOKHU TpaHchep Ha DNA
BO BHATPEILIHOCTA Ha KjeTkara. MicTHoT npuHImn Tpeda 1a ce 3eMe BO NpeIBUA IpHu TpaHchep
Ha DNA npeky muToruiazmaTckata MmemOpana. BaxkHo e f1a ce HarmoMeHe Jieka He Tpeba 1a ce
Opeau3BUKa CHIHO MpoOMBamke Ha KIETOYHHOT SHJA 3a Ja CIpedaT HpeBep3nOMIHU
OIITETyBama Ha IeNHaTa KieTka. [loHekoramr e HeomXxo/aHO /1a ce MHAYLUPA OJPEICH CTETICH
Ha OLITETYBamE CO e Ja ce 00e30enu Tpancdep Ha peratuBHO rojeMu DNA MoneKynu BO
KJeTkara. Mcto Taka, paCTUTETHNTE KIETKH PEYHCH CEKOTalll Ce HaoraaT BO TypPropecIeHTHA
cocTtojba, OTHOCHO TIOCTOM BHATPEIIEH MPUTHCOK Ha IMTOIIIa3Mara KOH KJICTOUYHHOT SHJI KOj
TH OJIP)KyBa PAacCTHTEIHUTE KIETKH BO pHUTHaHA cocToj0a. OBOj TYpropoB MPHUTHUCOK MOXKE
INPUBPEMEHO J1a Ce pPeAyLHpa WiIH eIMMHUHUpPA IPeKy MHKyOalujaTta Ha pacTUTETHOTO TKUBO
BO XMIIEPTOHUYEH PacTBOP KOj NPeAU3BHKYBa MIa3MoiIn3a Ha kieTkure. [Iputoa, HamaneHoTo
UCTEKyBamhe Ha IIUTOIIa3MaTCcKaTa COJIpKUHA IPEKy OTBOPUTE Ha KIETOUHHOT SHJ MOXKE Ja
ja sroniemu edukacHocTa 3a HHTpoyKIrja Ha DNA Bo kierkure (Vain u cop., 1993).
HNuTpoaykumjara Ha DNA Bo kieTkaTa € camo Ma Jiell O] IIeIOKYITHUOT Mpoliec, OuiejKu
jaapoTo MpeTcTaByBa KpajHa JECTHHAIM]ja BO TIOBEKETO ClIydan Ha TeHETCKa TpaHcopMaryja.
HcTo Taka, XJIOPOIUIACTUTE H MUTOXOHJPUUTE COAPIKAT TeHETCKA WH(POpPMAaIKja U MOXKaT Ja
uHKoprnopupaat DNA MoJeKyn He3aBUCHO O jaapeHuoT reHoM. Cemak, TpaHcopmanujara
Ha jaJJpeHNOT 'eHOM MMa ToJIEMO 3Ha4YeHe OUJIejKM UMa JIOMHHAHTHA yJIoTa BO MPOIyKIIHjaTa
Ha TpaHCreHu pactenuja. dusnykure meronu Ha Tpancdep Ha DNA oBo3MOKyBaat MpeHoc Ha
DNA monekynu Bo HemocpeHa OJM3rHa WIK BO BHATPEIIHOCTA Ha jaAapoTo. [Ipu duznukuor
Tpancdep, HeoOnoxernutre unu roau DNA monekynmu (uaTpomyuupanara DNA e peuncu
CeKorall HeoOJIOKeHa WJIM He3allTUTEeHa BO criopeada co MpupoaHaTa xpoMo3oMcka DNA
KOja € KOHJEH3upaHa M O0OJOXeHa CO NPOTEMHH) BOOOMYACHO HE IPEXHUBYBaaT JOJT
BPEMEHCKHU TepHoA HaaBop of jaxpoto. Ilpum OGuosomknuTe MeToau Ha TeHCKH TpaHcdep,
monekynute Ha DNA ce npupoaHo 00J0KeHU cO MPOTEHHH Kou ja 3amrtutyBaaT DNA on
JIeTpajialvja ¥ BOSTHO ja HacodyBaat KoH jajnpoTto. OTkako uHTpoayupanata DNA ke mocnee
BO jaJipoTO, MPUPOJHUOT CUCTEM HA paCTHTEIHATa KIETKa 3a perapaiyja, Moaudukanmja u
permukanmja Ha DNA uma riiaBHa yinora Bo HHKONpropanyja Ha Tyrara DNA Bo reHOMOT Ha
nenHara kietka. HopmamHoTo ¢yHKIMOHMpame U ekcripecrja Ha Tyrute DNA cexBeHIM BO
pPacTUTEITHOTO japo 3aBHCU O] MPHUCTAITHOCTa A0 Xpomo3zomckara DNA koja mpercraByBa
JMHAMHUYHA XpOMAaTHHCKa CTpPYyKTypa. BeymmHoct, xpomo3omckata DNA KOHCTaHTHO ce
0c11000/1yBa 071 CTPYKTYpHHUTE IIPOTEHHHU (XHCTOHH) M JOOMBA IeKOHAECH3UpaHa (popMa Koja e
JIOCTAalHAa 3a JIpyTd MOJIEKYJIH, a II0TO0A MOKe MOBTOPHO JIa C€ OPraHU3Mpa BO KOHJCH3UpaHa
¢opma. Axo tyrata DNA ce Haora Ha BHCTMHCKOTO MECTO 3a BpeMe Ha IpOLECOT Ha
JIeKOHJICH3allija, Torall Mpy KOHAEH3alujaTa MoXe Ja c€ MHKOPIIOpHpa BO XPOMO30OMCKaTa
DNA. HNako TpaHcdopmalyjara nmpeTcTaByBa ciiydaeH mporiec, Tyrata DNA Tpeba ga uma
COO0J/IBeTHa KOH(Urypaluja 1 Mpeuu3Ho Ja ¢ UHTPOAYLIHpPa, KaKo U J1a ToceyBa OJpeaeHa
(YHKIIMOHATHOCT Kako eHjoreHa pacturenna DNA co 1ern 1a ce 3apKu BO LIeTHaTa KJIETKa.

1.1.3 Lle1Hn pacTUTEJTHH TKHBA

3a ycmemHa MpoAyKIHMja HAa TPAHCTCHW PACTCHHMja HEOMXOJHO € Jla C€ CeIeKTHpaaT
COOJIBETHH IIEJTHU PACTHUTEITHU KIIETKH KOU MMaaT CIIOCOOHOCT 3a pacT U AudepeHIujanmja Bo
nenu pacrenuja. CriocoOHOCTa Ha eAMHEYHa KJIeTKa 3a pereHepanuja BO II€J0 pacTeHHe ce
HapeKyBa TOTHIIOTEHTHOCT. Bo mpupoanu ycinoBH, omiofeHara jaiHa KJIeTka € TOTUIIOTEHTHA.



Haxo e mo3HaTo /eKa peYncH CUTE KIIETKH MMaaT MOTEHIMjajl ja ce pereHepupaaT BO IEIH
pacTeHuja, OBOj MOTCHIMja C¢ YIITE HE € MOCTUTHAT Kaj MOBEKETO PACTUTEIHU KIIETKU.
Cropen Toa, TpaHCTEHHUTE PacTEHHja MOXKaT J1a Ce PereHeprpaar caMo OJ1 CIeU(HIHI TUITOBH
Ha KJICTKH Kaj MOBEKETO PACTUTEITHH BUIOBH. ['0JieM Opoj pa3IiyHM THITIOBU Ha KJIETKH MOXKAT
e(HKacHO Ja ce pereHepupaar BO LIEIM PACTeHHja MPEKy METOAUTE Ha KYJITHBUpame Ha
pPACTHTENIHM KJIETKH M TKHUBA BO in Vitro YCJIOBH. YCIEIIHAaTa NpOAYyKLHUja Ha TPAaHCTCHU
pacTeHHja 3aBUCH OJ] KOOpHHAIMjaTa Ha polecuTe Ha Tpanchep Ha DNA u perenepanujara
Ha I1eJI0 pacTEeHHe O eIMHEYHA KJIETKA BO KOja € M3BpIleHa HHTpoayKuujata Ha DNA.

Wneannu menHu KIETKW 3a TeHETCKa TpaHcdopMaliija € OIIoJeHaTa jajHa KIIETKa WU
KJIETKHTE Ha ITOJICHOT KOM ja OIUTIOyBaart jajHaTa KieTka. Cerak, OBUE WICATHH IETHH KIETKH
Kaj MOBEKETO PACTHTEIIHN BUIOBH HE Ce MOJI0KHHU Ha TpaHCc(hHopMaIlrja co HCKITydOK Ha MOJIEI
pactenuero Arabidopsis thaliana. Victo Taka, MEpHCTEMOT Ha M3JaHOKOT KOj CE pa3BHBa BO
HaJ[3eMHH OpTraHM Ha PACTEHHUETO MOXKe Ja Ouje COOJBETEH pPACTHTEICH MaTepujall 3a
tpanchep Ha DNA. Cenak, OBOj pacTUTENEH EKCIUIAHTAT MPETCTaByBa KOMIUIEKCHA
MYJITULIETyJIapHa CTPYKTYPA M TMOBEKETO LIEIHU KJIETKU Ce OOJIOKEHU CO HEKOJKY KICTOYHH
CIIOGBM ¥ C€ JIOKAIM3UPaHH BO BHATpEUIHOCTAa Ha TKHUBOTO. Criopen Toa, MOBPIIMHCKHUTE
KJIETKM Ha MEPHCTEMOT Ce IOBEKe JOCTamHu 3a uHTpoayknuja Ha DNA Bo cnopexba co
BHATpEIIHUTE KJIEeTKH. OBHE MMOJATOLHM MMOKaKYBaaT JeKa IIEJTHOTO TKHBO 3a MPOIYKIHUja Ha
TPAHCI'€HU PACTCHHU]a CE COCTOU 01 OP30 PACTEUKH CIICIH]aTM3UPAHH KIETKH KOM MOXKAT J1a ce
WHAYLMpaar 3a pereHepannja Bo IeJid pacTeHuja. BeymHocet, oBue kietku Tpeba ga Ouaar
(U3MYKH TOCTAaITHH, aKTUBHO J1a ce aenar (perwmkanujata Ha DNA ja 3a0p3yBa uHTEeTpanujata
Ha DNA B0 TeHOMOT) 1 J1a Maat criocOOHOCT 3a pereHepanyja Bo nenu pacteHuja. Mcero taka,
OBHE KJIETKM Tpeba na OupaT pe3sUCTEHTHH KOH MEXaHHYKH MOBpPEAHM W Ja TH TOJepHpaar
JECTPYKTUBHHUTE MPOLECH Ha MPOOMBamke Ha KIETOUYHUOT SHJI M TUIa3MajeMaTa co Iej Ja ce
0B03MOKH TpaHcdep Ha DNA.

1.1.4 Cenexkumja u perenepanuja

I[Tpu renercka Tpanchopmalyja Ha pacTeHHjaTa caMO MaJl IPOLEHT OJ] KIIETKUTE COAPIKaT
uHTponyuupana DNA u oBHMe KIETKM Ce H3/BOjyBaaT IpeKy HHBHa celeknuja. Bo
paCTHTEIHUTE KIETKH IMOKpPaj TEHOT OJ1 HHTEPEC c€ MHTPOIYLIUpa U JPYT CEIEKTHBEH MapKep
KOj KOJUpa PpE3UCTEHTHOCT KOH AaHTHOMOTHIIM WX XepOunumud. MemaBuHata oJ
TpaHC(OPMHpAHH M HETpaHC(HOPMHUPAHU KIETKH C€ KyJITHBHpAa BO MPUCYCTBO Ha OJPEICH
AHTUOMOTHK WM XEpOUIMI M CaMO OHHE KIJIETKH KOU T'O COAPIKAT T€HOT 33 PE3UCTEHTHOCT
UMaaT CHOCOOHOCT 3a TpEeKWBYBamkbe W HaramomeH pact. Cenekunujata ce Oasmpa Ha
CIOCOOHOCTa Ha TpaHCPOPMUPAHUTE KIETKH 3a mpoirdepanrja BO MPUCYCTBO HA TOKCUYHU
CEJIEKTUBHH areHcH. [ eHHuTe 3a pe3UCTEeHTHOCT KOJMpaat MPOTEHHH KOW HMaaT CIoCOOHOCT 3a
JeTokcu(UKanyja Ha TOKCHHOT WM MPOXyLHUpaar ajdTepHaTHBHA (opMa HAa €H3UM KOj He
pearupa Ha J€jCTBOTO Ha TOKCHHOT. HajuyecTo KOpUCTEHM T'€HH 3a PE3UCTEHTHOCT KOH
anTHOnoTHIIM ce HeomunMH docdoTrpanchepasa u xurpomuiiud pochoTrpancdepasa, Kou ce
OJI'OBOPHHM 32 PE3UCTEHTHOCT KOH KaHAMUIIMH M XUTPOMIIMH, CO0/IBETHO. ['eHOT bar wiu pat
KOj Kostupa GocPUHOTPHUITUH alleTHII TpaHCcdepasa € HajuecTo KOPUCTEH I'eH 32 Pe3UCTEHTHOCT
KOH xepOuuuau. OBOj eH3UM HMa CIIOCOOHOCT 32 MHAKTUBUPAE Ha XepOUIHINTE Ty hoCcHHAT
u Obuanadoc.

TpancopmupaHuTe pacTUTETHH KIETKA MOXKAT J1a C€ CeIEeKTUPaaT U Ha IPYT'H HAYWHH.
[To3uTHBHATA cesleKIMja ce OJHECYBa Ha CIIOCOOHOCTa Ha KJETKaTa Jla IPEeKUBEE IPEKy
KOPUCTEHE Ha XPaHJIMB M3BOP KOj HE € JJOCTaleH 3a HeTpaHc(hopMHUpaHUTe KIIeTKH. Taka Ha
1p., MOHOCAXapHI0T MaHO3a HE MOXeE J1a c€ MeTaboIn3upa O/ CTpaHa Ha MOBEKETO KJIETKH,
MeryToa, MaHO3aTa MOXKe J]a ce KOHBEPTUPa BO (pyKTO3a IO/ IECjTBO HA TPAHCT'€H KOj KOJUpa
eH3uM (ochomanoza u3omepasza. KieTkure Ko ro compar 0BOj I'€H MOXKAT Aa pacTaT Ha



XpaHJIUB MEIUYM KOj COIpP>KM MaHUTOJI KaKO €IMHCTBEH HM3BOP HA jaryiepof, J0jeKa Mak,
HeTpaHc(hOpMUpaHUTE KIETKM HEMaaT CIIOCOOHOCT 3a pact. pyr mpucram 3a cenekuuja e
KOPUCTEHE Ha PENOpTEp FeHW KOM OBO3MOXKYBaaT HACHTU(UKAIH]a U (U3NYKA H301alija Ha
TpaHCOpPMHpAHHUTE KJIETKW. VHTpoaykuujata Ha  penoprep TeHH OBO3MOXKYBa
uaeHTH(UKaLMja Ha TPAaHC(HOPMUPAHUTE KIETKH CIOPE] HEKOM YHHKATHU KapaKTEePUCTHKH,
Kako Ha mp. HoBa 0Ooja unm emucuja Ha (ayopecuieHija uian  QocdopecieHImja.
WNHTpoaykuujaTa Ha reH KOoj Koaupa 3ej1eH (IyopeclieHTeH NPOTEeHMH MOXKE Aa ¢€ MHOTBPIU CO
nojaBa Ha (hIyopeciieHTHO 3eeHa 00ja Kaj paCTUTEIHUTE KJIETKH KOora ce HabJbyayBaaT Mmoj
BHCOKO €HEpreTcka cuHa cBemvHa uinu UV-ceemmHa. Ha TakoB HAa4MH, KIETKUTE KOH IO
COIpKAT 3€JCHUOT (ITyOPECIEHTEH MPOTENH MOYKAT BU3YEITHO J1a C€ IETEKTHPaaT U GU3NIKH
na ce m3onmpaar. CenekTupaHuTe TpaHCHOPMHUpPAHH KIETKH C€ KYyJITHBHPAaT BO in Vitro
YCIIOBH W C€ NMPHMEHYBaaT pa3jIMYHH METOAM 3a Jla C€ OBO3MOXKHM pereHeparyja Ha Ielu
TPaHCTCHH pacTeHH]a.

1.2 Agrobacterium

Agrobacterium e nouBeHa GakTepyja Koja € Ho3HaTa Kako ,,[IpUpO/IeH FeHETCKU NHKEHep .
Bo tekor Ha eBonynmjara, oBaa GakTepuja pa3BuiIa YHUKAaTHA CIIOCOOHOCT 3a TpaHcdep Ha jen
on conictBeHata DNA Bo pactutennute kietku. OBaa 6akreprcka DNA koja ce nmpeHecyBa BO
pactutenHata kietka ce HapekyBa T-DNA (tpanchep DNA) u ce Haora Bo
eKCTPXpOMO3MCKHOT Ti turazmMu (TyMOp-HHAYUPAYKH TUTa3MA). 3a pas3iuka o (GU3NIKUTE
meroau 3a TpaHcdep Ha DNA kom ce OasmpaaT Ha AMPEKTHO BHecyBame Ha DNA Bo
pacTUTENTHUTE KIETKH, Agrobacterium-niocpenyBaHaTta TpaHCpOpMandja € KOMIUICKCEH
Mpolec KOj BKIIy4yBa JIBa Pa3iMuyHU OMOJIOMIKH cUCTeMH (OaKTepuja M pacTUTEIHA KIIETKa).
Kaj nupextaute Meronu Ha uHTpoayKiMja HAa DNA HeonxoaHo e 1a ce u3Bpiu Tpanchep Ha
DNA no jamporo Ha nenmuute kietku. Ox apyra crpana mak, T-DNA ox Agrobacterium
II0CEe/lyBa CUTHAIM 3a TpaHC(ep 10 PACTUTETHOTO jaapo.

3a peanuzalnyja Ha JUPEKTHUTE METOIM 3a MHTpoayKiuja Ha DNA ce kopucrar ckamnu u
coUCTULIMPaHu HHCTPYMEHTH, J0JIeKa MaK, OakTepucKaTa cycreHsuja oj Agrobacterium xoja
ce KOPHUCTH 3a UH(EKIMja Ha pACTUTEIIHOTO TKMBO MOJKE 1A C€ ITOJITOTBY Ha €THOCTaBEH HAUMH
CO KyJNTHUBHUpamE€ Ha COOJIBETEH XpaHiauB MmenuyM. Bo cpemunara wa 1980™™ romunwm,
HAyYHUTE CO3HaHWja 3a Agrobacterium-nocpemyBaHuor TpaHchep Ha DNA oBo3MOXKHMIE
MIMPOKa MpUMEHa Ha OMOJIOMIKUTE BEKTOPH 3a 3rojieMyBame Ha e(hUKacHOCTa Ha T€HETCKa
TpaHcopMalyja Ha pacTeHHjaTa.

1.2.1 ®opmMupame Ha TYMOPHO TKHBO Kaj pacTeHHja moj aejcrBo Ha Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens e puronarorena 6akTeprja Koja MpeJU3BUKYBa 3a00yBambe
Kaj pacTeHujaTa MO3HATO Kako TyMOp Ha BpaT Ha kopeHoT (crown gall). OBa 3abonyBame
MpeTCTaByBa CEPHO3eH MPOOJIeM Kaj rojieM Opoj XOPTUKYITYpHHU pacTeHuja (po3u) U BUHOBA
no3a. ' TaBHHOT CUMIITOM Ha 0Ba 3a0011yBamke € JOPMUPAHE HA TYMOP Ha MPECEUYEHOTO CTEOII0
kaj pacrenujata (Cm. 1.1) xoe ce jaByBa Ha TpaHMIIaTa TOMEl'y KOPEHOT BO TOYBaTa U
HAJ[3eMHHOT JIeJ Ha pacTeHnjara. HaramommanuTe NCTpaKyBama mokaxaie aeka Agrobacterium
tumefaciens MOXXe 1a ©Ma MIPUMEHA BO TeHETCKUOT MH)KEHEPUHT Ha pacTeHHjaTa. TyMopoT Ha
BpaT Ha KOPEHOT MOJXKE JIa Ce pa3BHe Npu HH(EKIMja Ha TIOBPEICHN PACTUTEIIHU TKHBA CO JINB
coj Ha Agrobacterium. KopeHOT Ha BpaTOT WJIM OCHOBaTa Ha CTEOJIOTO € TJIaBHO MECTO 3a
nHbekurja co Oakrepujara, OWIejkM OBOj el Kaj pacTeHHjaTa YecTO € MOAJIOKEH Ha
MEXaHHYKH OIITETYBama. bakrepunTe MOXKaT Ja TH KOJIOHU3UPaaT MPTBHUTE KJICTKH WIJIH J1a Ce
NPUKpENnar 3a MOBpIINHATA Ha ToBpeaAeHH xuBH KieTkH (Ci. 1.2). XeMuckure coenHeHUja
(curnamm) xom ce ocno0OyBaaT Of MOBPEJICHUTE PACTUTEIHUTE KJIETKH T'M aKTHBHPAaT



BUPYJICHTHUTE T€HU Kaj OAKTEPUCKUTE KJIETKH U C€ WHAYIMpa BUPYJICHTHOCTA Ha OaKTEpUUTE.
AxTuBanmjara Ha OAaKTEPUCKUTE KIICTKHU TPEIN3BUKYBa eKciu3uja u Tpancdep Ha T-DNA ox
0aKTepUCKHUOT IIa3MH/]] 1O TEHOMOT Ha I[eJIHaTa PAaCTUTENIHA KIIETKA.

Cnuka 1.1 ®opmupame Ha TyMOp Ha BpaT Ha KOPEH Kaj pacTeHHja OJl TYTYH WH(PHUIIMPAHU CO
Agrobacterium tumefaciens.

Cnuxka 1.2 Pact Ha Agrobacterium Ha pacTUTEIIHO TKHUBO OJ1 COja.

Kaj muBmot coj na Agrobacterium, T-DNA coxpku TeHHM KOM KOIUpaaT ESH3UMH 32
NpoAyKIMja HAa (PUTOXOPMOHU (AYKCHHU M IUTOKWHH), KAaKO W ONMUHH KOHM MPETCTaByBaat
OpPraHCKM COEeIUHEHHMja CO a30T Kako HM3BOp Ha eHepruja 3a Oakrepuure. Tymopute Kaj
pacTeHujata ce (opMHpaaT Kako pe3yaTaT Ha NpoAyKuujara Ha (UTOXOPMOHU BO
pacTUTENHUTE KIETKH, J0JeKa MaK, MPOAYLHPAHUTE OMHHU OJ TYMOpPUTE C€ KOPHCTAT Of
cTpaHa Ha OakTepuuTe KOM ce Haoraar BO mouyBaTa. OBHE TyMOpPHHU KJIETKH MOXKaT Jia ce
KyJITHBUpaaT Ha BEIITAYKW XpaHJIMB MEIAMYM BO in Vitro yclIOBU 0e3 [0JaBame Ha
¢uroxopmonu. Myrantute Ha Agrobacterium Kou UMaaT HapylleHa (yHKIMja HA TEHUTE 3a
CHHTE3a Ha XOPMOHHM HMaaT TOJIEMO 3HA4Y€HE€ 3a OTKPHBAKE HAa IPOLECOT HA T'EHETCKa
TpaHcdopMaliija Ha pacTeHHjaTa. AKO pacTeHH]a O TyTYH CE HHOKYJIUPAAaT CO OAKTEpUU KOU
uMaar HapymieHa (QyHKIMja Ha TeHH 3a OMOCHMHTE3a Ha NUTOKWHUHH, Torail (OpMUpaHUTE
TYMOpPH TpPOAYLIMpAaaT Maca Ha a0HOpPMalHM KOPEHH. AKO pacTeHHjaTa Oa TYTyH ce
MHOKYJINpaaT co OaKkTepuu KOW MMaaT HapylieHa (yHKIHja Ha TEHUTE 3a OMOCHHTE3a Ha
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ayKCHHH, Toram ce (opMupaar TyMopHu Bo (opMa Ha M3IaHOLM. bakTepuuTe KoM MMaaar
HapyIlieHa (yHKIMja Ha ABaTa THIA T'€HU 32 OMOCHHTE3a Ha IMTOKMHUHKA M ayKCHHHM Hemaat
CIocoOHOCT 3a hopMupame Ha TyMOpH Kaj pactenujara (Ci. 1.3).

Cnuka 1.3 Xumokotwnu o] H3PTEHM pACTCHHja Ha COHYOIVIE] WHOKYJIHMpPaHH CO
Agrobacterium ¥0j He TIOceIyBa TeHU 3a OMocuHTe3a Ha ¢GuUTOXOpMOHH (A) U
Agrobacterium koj umMa HopMmanHa (yHKIMja Ha TeHHTE 3a OWOCHHET3a Ha
¢dbutoxopmonu (B).

OBoj eeKT Ha XOPMOHUTE € CIIMYCH KaKO U (JOPMHUPAHETO HA KATYCHH KYJITYPH OJT TYTYH
BO in Vvitro ycnoBu. BeylHOCT, pa3snuvyHUTe ()EHOTHUIIOBH Ha TyMOPH IITO CE jaByBaar Kaj
pacTeHmjara MOTEKHYBaaT O/ MPOMEHHUTE BO OaJlaHCOT Ha (YUTOXOPMOHH BO PACTHUTEIHOTO
TKHUBO.

1.2.2 Ilpumena na T-DNA Tpancdep 3a Tpancpopmanuja Ha pacTeHHja

OcHoBHHTe mporiecu o Mexanu3MoT Ha TpaHchep Ha T-DNA on Agrobacterium BO
TEeHOMOT Ha pacTUTEeNHaTa KieTka ce mpukaxanu Ha Cnuka 1.4. Exnuor mnasmua koj ce
KOPUCTH KaKO BEKTOp 3a Agrobacterium-niocpenyBaHa TpaHcopmaiyja ce Mmoauduimpa Ha
TaKOB HAUMH IITO TH COJPKM CaMO E€CEHIMjaJHUTE I'eHEeTCKH KOMIIOHEHTH. BekTopure Ha
Agrobacterium ce HapekyBaaT OWHApHU BEKTOPH OHWJIEJKHM BO IIETOKYITHUOT TpOIeC Ha
TpaHcopManrja ce KOpUCTaT JBa THIIA Ha BeKTOpH. ['onem Opoj ox pyHkmuTe 32 Tpancdep
KaKo IITO C€ Vir TEHUTE ce 33Ip>KyBaar BO MOoaupHUIHpannoT Ti urasMu Bo KOj € OTCTpaHeTa
T-DNA cekBennara. Bropuor Ounapen Bektop conpxku T-DNA, a BoemHO ce OTCTpaHEeTH
TEHCKUTE CEKBEHIM 332 OMOCHHTE3a Ha ONUHH W (UTOXOpMOHHU. Kaj OMHApHUOT BEKTOp ce
3a[Ip>KyBaarT JieBaTa U JecHara rpaHudHa cekseHua ox T-DNA peruonor. ['eaure on nntepec
ce KJIOHMpaaT MoMmery OBHE TPaHWYHU CEKEBHIIM KOM C€ TPEro3HaBaaT OJf CHCTEMOT 3a
obOpaboTka (exciusuja) Ha T-DNA. I'ernrte o cuctemort 3a 00padoTka Ha T-DNA ce Haoraar
Ha momuduruparror Ti mrasmua, kame mTO ja peryiupaar ekcrusujara Ha T-DNA ox
O6unapHuoT masmul. [Ipu MHOKyIa1Mja Ha PaCTUTEIHO TKUBO cO Agrobacterium, GakTepunte
T'O Ipeno3Haar HEJIHOTO TKUBO KaKo JOMakuH, Oujiejku OakTepujaTa mpeTcTaByBa MaToreH Koj
ru Hamafa pacteHujata. [loBpeaeHHUTe pAaCTUTEIHM TKHMBA MPOLYLUpPAaaT alEeTOCUPUHIOH
(eHOMHO CcoeMHEHNE) KaKO aKTUBATOp Ha OAaKTEPHCKHUTE BUPYJIEHTHH (Vir) TEHH, KOW TO
uHUIMpaatr cucteMoT 3a TpaHchep Ha T-DNA. Cemak, cuTe pacTUTENIHW TKHUBA HE
npoayuupaar arerocupuHron. Cmabarta MpoAyKIMja Ha aleTOCHPUHTOH Kaj KIIETKUTE Ha
MOHOKOTHJICZIOHH pacTeHHja € TJIaBHAa NMPUYHMHA 32 PE3UCTEHTHOCTa Ha OBHE pacTeHHja 3a
TpaHchopmanuja co Agrobacterium. Er3oreHata arnmkanyja Ha CHHTETCKH alleTOCHPUHTOH



Kaj WHOKYJUpPAaHUTE pACTHTEIHM TKHBAa TIPEAM3BHKYBa 3HAYajHO 3rOJIEMyBame Ha
eukacHOoCcTa Ha Agrobacterium-niocpenyBana TpaHChOpManyja Kaj MOHOKOTHIICIOHUTE
pactennja. OTkako GakTepujaTa Ke ro HHGUIUPA PACTUTEIIHOTO TKUBO, TIOBEKETO pacTeHH]ja
MHIyIMpaaT oJ0paHOCHH OJITOBOPH MPEKY MPOAYKIMja Ha aHTHIIATOTCHU COSJMHEHH]a WIIH
nporpaMupaHa KJIeTouHa CMPT OKOJIy MH(PUIIMPAHUOT PETHOH 32 Jia Ce CIPeYH MIMPEHETO Ha
Oaktepuckara mHdpekuja. Ox npyra crpaHa Nak, MaTOreHUTE OAKTepUH MMaaT Pa3BUEHO
MEXaHM3MH 3a HHTPOAYKIIMja Ha PEryJIATOPHUA COCTUHEHH]ja BO PACTUTEIHUTE KJIETKH CO eI
Jla TO MHXUOUpaat 0J0paHOEHUOT CUCTEM Ha IETHUTE KIETKH.

denorm & g

CurHansa %, .
nepueniga @ o
\ z Monocaxapuan

Unaykuumja | \| @ L

]
\ [ ] \ / l
o 4] } - I’ - Iy R
Havirrenn] o\~ e [Mpuxpenysame [‘f {/

o .'\ T 7
aft ) \.% \ \ 4 Hacouygame
10/53\‘\ \\ v i
~ \ i

KOH JajipoTo

\\

Mobumzaumja| "=
na T-DNA I'pancdep Hu3 4

[HTOIIA3Ma

Agrobacterium
tumefaciens

PactuTenHa knerka

Cnuka 1.4 Hlemarcku npuka3 Ha Agrobacterium-nocpeayBaHa TeHEeTCKa TpaHCchopMaluja Kaj
pacTeHMjaTa Ha KOj C€ MNpPUKaXKaHU TIaBHUTE CTaJUyMH Ha TPOIECOT Ha
Tpancopmanmja kako ¢opmupame Ha T-cMHIHMpP BO OakTepHcKaTa KIETKa,
TPAaHCIIOPT TMpeKy OaKTepucKuoT mnmiayc u wuHTerpanydja Ha T-DNA Bo
PacTUTETHUOT F€HOM.

[Ipu aktuBupame Ha vir reamte, T-DNA on OuHapHUOT BekTOp ce 00paboTyBa 3a
HaTaMOLIEH TPaHCIOPT BO LieJIHATa pacTUTeNHa kieTka. Hekon ox vir reHcKkuTe npou3BoaU
Bpmiat ekciu3uja Ha T-DNA o7 OMHApHUOT BEKTOp Kako eqHoBepmkeH DNA Monekyn,
JoJIeKa TaK, JPYTH TIPOW3BOAM Ha Vir TeHuTe TH 0010xyBaaT T-DNA moenkynuTe 3a 1a ce
CIpeYr HUBHA Jerpafanyja. JlonoTHUTEHN IPOU3BOIN Ha Vir TEHUTE ce Bp3yBaar 3a T-DNA
U (QYHKIMOHUpAaT Kako CUTHalIM 3a HacouyBame Ha T-cMHUMpPOT onx OakrepujaTa MpeKy
IUTOIIa3MaTa Ha pacTUTelHaTa KJeTKa J0 PacTUTENHOTO jaapo. Beymnoct, T-cuHumpot
npercraByBa eaHoBeprkHa T-DNA 00okeHa co CUTHaJIHH MPOTEHHU 3a JIOKANHU3aluja Ha
jaapo. JlejcTBOTO Ha OCTaHAaTHTE Vir T€HH € MOBP3aHO CO KOJUPAmEe Ha MPOTEUHH KOM
dbopmupaar TpaHCIOPTEH NUWIyC 3a TpaHcdep Ha T-cMHIMPOT on OakTepujara BO IieIHATa
pactuTenHa kierka. OBoj TpaHCIIOPTEH MIITYC MPETCTaByBa MPOTEMHCKU KaHaJl KOj ce IpoTera
o 6akTepujaTa 0 KJICTOUYHUOT SHJ M IMTOIUIa3MaTa Ha IefTHaTa pacTUTeNHa KieTka. OTKako
T-cuHIMPOT ke ce TpaHCIOpPTUpa 10 jaIpOTO, CUTHATHUTE MPOTENHHU 0o T-CHHUUPOT BpIIaT
npecekyBame Ha JomakuHckata DNA kako uncepmucko mecto 3a T-DNA. Ce npernocraByBa



neka T-DNA mnpumapHo ce HMHCEpTHpa BO TPAHCKPUIILMCKKA AKTUBHM PETHOHH Ha
pactutennata DNA kou ce Goratu co reHu OHMIEjKU ce JIECHO TOCTAaIlHH M €KCIIOHWPAHU 3a
WHTErpaluja.

1.2.3 Ontumusnpame Ha npouecoT Ha DNA-Tpancdep kaj pacTUTEeJIHUTE KICTKH

JleTalHOTO NIO3HaBamke Ha MEXaHU3MUTE 3a Agrobacterium-nocpenyBaHa Tpanchopmanyja
Ha PaCTUTEIHUTE KJIETKH UMa TOJIEMO 3HAYCHE 3a 3r0JIeMyBambe Ha €(pUKACHOCTA Ha MTPOLECOT.
EdukacHocta Ha reHeTcka TpaHchopMalija Ha pacTeHHjaTa MOXKeE Jia Ce MOA00pH MIPEKy:

1. 3roemyBame Ha MPEHOCOT Ha OAKTEPUHUTE IO PACTHTEIHUTE KICTKH,
2. MHIyKIHja Ha Vir TeHUTE,
3. MUHUMU3HUpamke Ha 0A0paHOCHNUTE OATOBOPH Kaj IETHUTE PACTUTEITHN TKHUBA.

JleHec ce pa3BHEHHM rosieM OpOj METOIH 3a 3roJieMyBambe Ha MPEHOCOT Ha OAKTEpHUUTE /10
nenHuTe pactutenHu TkuBa. Co rosien Ha Toa mTo OakTepuuTe MHGUIMpAAT MOBPEICHU
pacTUTETHU TKHMBA, TOBEKETO OJf OBHE METOAM omdakaaT 3rojeMyBame Ha MOBpPLIMHATA Ha
MECTOTO Ha MOBpEea WM NMpEeIu3BUKyBame Ha Mpenu3Hu nospeau. IloBpenara Ha 1eTHOTO
TKHBO HajYeCTO C€ MHIYLHpPa CO KOPUCTEHE Ha CKalIeN MPeKy €AHOCTAaBHO M30JIMpame Ha
pacTuTeNHUTE TKMBA. BCyIIHOCT, MPEece4eHOTO PACTUTENIHO TKHUBO IPETCTaByBa COOJBETHO
MECTO 3a TPUKpENyBame WM Ble3 Ha OakTepuckuTe KieTku. Mcro Taka, moBpenara Ha
pacTUTETHUTE TKUBA MOXKE J1a C€ 3r0JIEMH CO OBEKEKPATHO CTPYXKEHE Ha IIETHOTO TKUBO CO
ckanmnen. Cenak, ”HTEH3MBHOTO MOBPEAYBamkbE MOXKE J1a IPEJU3BHUKa ryOeme Ha CIOCOOHOCTa
Ha pacTUTEIHOTO TKHWBO 3a pereHepanmja. lIperm3HOTO MOBpenyBame CO KOPUCTEHE Ha
YITpa3ByK WK OomMOapauparme co MapTUKYJIU MPEIN3BUKYBa rojieM Opoj Ha eKCTPEMHO MaJIH
noBpeu. AKO OBHE MHKpPOIIPOBPEIN C€ HM3BpPIIAT COOJBETHO O€3 J1a HAacTaHAT 3HAYajHU
OIITETyBamka Ha CTPYKTypaTa Ha TKMBOTO, TOTAII MOYKE 3HAYAJHO JIa CE 3TOJIEMH MMOBPIIMHATA
3a TIPUKpPEITyBambE U BlIe3 HA OAKTEPHHTE.

Wupykuyjata Ha vir TeHH TPEKy J10JaBame Ha alleTOCHPHHIOH NPETCTaByBa PYyTHHCKA
mpakca 3a TpaHchopManuja Ha pacTeHHja KOM C€ PE3UCTEHTHH KOH Agrobacterium-
nocpeayBaHa Tpanchopmanuja. Mcro Taka, alileTOCHPUHIOHOT MOXKE PyTHHCKH J1a C€ KOPUCTHU
3a BpeMe Ha NepHOJI0T Ha KO-KyJITUBUPAKE HA PACTUTENIHUTE TKUBa co Agrobacterium. Ko-
KYJITUBUPAETO € BPEMEHCKHMOT IEepHOJ] KOra Ce OBO3MOXYBa OaKTEPHCKHTE KIETKU Ja
W3BpIIAT MHBa3MWja, MHEKIMja U TpaHchopMaIija Ha pacCTUTEITHHATE KiIeTKH. [lepuoot Ha Ko-
KyJITUBHpAhE 3aBpIIyBa CO JI0JaBambe HAa COOJBETEH aHTHOMOTHK 3a Jia C€ eIMMUHHpaatr
OaKTepHCKHUTE KIETKH MO HM3BpPIICHTa TpaHcpopManrja Ha pacTUTENHUTE TKuBAa. CIUYHU
pe3yaTaTi MOXKarT Jia ce MOCTUTHAT CO MPUMEHa Ha MyTaHTHH COEBH Ha Agrobacterium 3a vir
TeHU KOM MOJKaT Jla C€ aKTHBHPAAT BO OTCYCTBO Ha allETOCUPHUHTOH.

Edukacnocra Ha Agrobacterium-nocpenyBaHara TpaHcopManuja MOXe Ja ce 3roJeMu
IpeKy MHAYLHpame Ha IPOMEHU BO 0AOPaHOEHUOT OATrOBOP Ha MHPHUUIMPAHUTE PACTUTEIHU
KJIETKW KOH O0akTepujata. [lpu untepakiujata nomery Agrobacterium u paCTUTEIIHUTE KIIETKA
HacTaHyBa 3rojJeMyBalkb€ Ha aKTUBHOCTA Ha €H3MMOT II€pOKCHIa3a, IpH UITO ce
MHTEH3MBUPAAT OKCHUIALMCKUTE MPOLECH KO MpeInu3BUKYBaaT MOTEMHYBamkEe Ha TKUBATa U
kinetouHa cMpT. OBaa coctoj0a MOXKe Jia ce CIpedd W Ja ce 3rojieMu (hpeKBeHIMjaTa Ha
TpaHcopMalyja IpeKy 101aBambe Ha PeAYHUPAYKH areHCH KOM T MHHUMU3UpaaT eeKkTuTe
Ha OKCHJIMPAYKUTE areHCH KOW C€ OCI000yBaaT O/ CTpaHa Ha MH()pUIUpPAHUTE PACTHUTEITHU
TKuBa. HajuecTo KOpUCTEHM penylHpadkd COCOUHEHHWja Ce IMCTEeWH, cpeOpo HUTpaT M
ackopOuHCKa KucennHa. MIcTo Taka ce KoprcTaT areHCH KOM ja eTMMHHUPAAT WIH peaypaar
nporpamupanara kijerodna cMpT (PCD) kaj menHuTe TKHBa Kako NPUPOJEH oA0paHOeH
OJITOBOP 32 OTPaHNYYBAC WIH JIOKATH3Upamke Ha nHpeknujara. Cropes Toa, THXUOUPAmHETO
Ha 0BOj IIPOIIEC OBO3MOXKYBa 3rojIeMyBambe Ha euKacHOCcTa Ha TpaHchopmanuja. [loctojat u
JpyTu CTpaTeruy 3a ONTHUMH3Mpame Ha Agrobacterium-nocpeayBaHaTa TpaHC(popMalyja.



Osue CTpaTCruun on(bafcaaT HUCIIMUTYyBAalkbC HA KOMITATHOMITHOCTA Ha PACTUTCIHUOT I'CHOTHUII CO
pas3jIndHu COCBU Ha Agrobacterium, ONITUMHU3UPALE HA BPCMETPACHCTO HA IICPUOJOT HA KO-
KYJITHBUPAKLE U CCJ'ICKIII/Ija Ha XpaHJIMB MCIUYM 34 OIITUMAJICH paCT Ha paCTUTCIIHOTO TKUBO.

1.2.4 Arpoundunrtpanuja

Bo Hekou ciiydau, epeKTuTe Ha MHTPOAYKIIHMja HAa HOB I'€H MOJXKE JIa C€ OJIPE/IH CO IPUMEHa
Ha arpouH¢uiTpanuja (arpouHdexnuja). [Ipu Metomor Ha arpoumndunrpanuja (Vaucheret,
1994), Agrobacterium ce wHjekTHpa WIM HHOWITPHpPA BO JIMCTOBH OJ IEIHO pPACTEHHE
(Nicotiana benthamiana) co uen na ce W3BpIIM TpaHcopMaIiyja Ha ToieM Opoj KIETKH Ha
mcroute. OBOj METO/] c€ M3BEIyBa HAa TAKOB HAYMH IITO CyclieH3ujaTta ox Agrobacterium ce
UHQUITPUpPA BO BHATPEIIHUTE BO3AYIIHU MPOCTOPU HA JMCTOBHUTE MPEKY IOCTaByBambe Ha
mmpwir (0e3 Uria) Ha MOBpIIMHATA Ha JIMCTOT U CO MPUTUCKAHE HA KITUIOT O] IITPHUIIOT.

Crnuxka 1.5 Arpounduntpanuja Ha pacteHuja of Nicotiana benthamiana Kou TOKaxyBaat
BHCOK CTEIECH Ha eKcIpecHja Ha 3eseH ¢uyopecuenteH npoteud (GFP). Meronor
Ha TpaHcdopmMalyja orndaka MoTONMyBamke HA HAJA3EMHUTE OPTaHU O] PACTCHUETO
Ha TYTYH BO CycCHeH3uja oj Agrobacterium, a IOTOA PACTECHUETO € MOCTABEHO BO
YCIJIOBY Ha BaKyyM 3a HHQHUITpaNHja Ha OAKTEPUCKUTE KICTKH.

Moaudunupanuor MeTo ] Ha arponH(puiATpanuja omndaka MOTOMyBame HA PACTEHHETO BO
cycnieHsuja on Agrobacterium, a moToa ce MpUMEHYBa BaKyyM CO IIeN Jla c€ WHQMITpUpa
OakTepHjaTa BO BHATPEIIHUTE BO3IYIIHH MPOCTOPH Ha ymctoBuUTe. OBOj METOJ € MHOTY
e(dukaceH 3a mpoaykmuja Ha TpaHcreH mpousBoA (Cn. 1.5) kaj pacteHmnjara 0e3 1a HacTaHe
TpaHC(ep Ha TEHUTE BO CISIHUTE TCHEPALIUH.

1.2.5 TloronyBame Ha uBeToBH 01 Arabidopsis (Arabidopsis Floral Dip)

[To3nato e nexa Arabidopsis peTcTaByBa MOJIeI-pacTeHUE BO MOJIEKyJIapHaTa Ouosoruja
W TeHeTHKaTa Ha pacteHujata. OBOj pacTUTENCH BUJ CO MaJl TEHOM U OP30 TeHEPAaIMCKO BpeMe
MOJXe JIECHO Ja ce TpaHchopmupa. MeToIoT Ha MOTONyBamke Ha IBETOBU oJf Arabidopsis e
pa3BHEH co TmpuMeHa Ha Agrobacterium-niocpenyBana Tpanchopmaija. Huty eqHo apyro
pacTeHme He MOXKe J1a ce TpaHc(hopMupa co OBOj METOI. METOJ0T Ha MOTOITyBamkbe PE3yATUPa
co ¢opmHpame Ha TpPAaHCTEHO CEeMe Kako pe3ynrar Ha Agrobacterium-mocpenyBaHa
TpaHc(opMalyja Ha )KEHCKHOT TaMeTO(UT WIH jajHaTa KieTka. [Ipu oBoj MeTox, pacTeHujaTa
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on Arabidopsis ce xynTuBUpaaT 1o (aza Ha IBETakE U CE MOTOMYBaaT BO CYCICH3Hja O]
Agrobacterium xoja COOpPXH NETEPTEHT 3a peAyKIMja Ha MOBPIIMHCKHOT HAIMIOH 3a Jia ce
OBO3MOJKHM TOJ100ap MpHCTAN Ha OaKTepUHUTE O MOPUTE HAa pacTeHuero. [lo TpeTMaHOT Ha
MOTOITyBamke, PaCTCHUjaTa Ce OJpPXKyBaaT HEKOJIKY JIeHa BO YCJIOBH Ha BHCOKAa pellaTHBHA
BJI&YKHOCT Ha BO3/yXOT CO I1eJ1 J1a ce 00e30eu 1BeTame U hopmupame Ha ceme. PopMupaHuTe
ceMumba o1 Arabidopsis MOXaT a ce HHOKYJINPAaT Ha CEJIEKTUBEH MEAMYM HJIH J1a C€ M3BPILIH
CKPUHMHT Ha U3PTEHHUTE PaCTeHHUja CIIOPE] OJPECHU KapaKeTPUCTUKU MM (EHOTHI 3a Ja ce
pereHepupaar el TPaHCTeHU PacTeHu]a.

[Ipumenara Ha OBOj METOJ OBO3MOXKYBa HHM30K CTENeH Ha Mpoiudepanyja Wiu
MYJTHIUTHKANKja Ha OaKTepHHUTE KOW KO-ET3UCTHPAaaT BO PACTUTEIHUTE TKUBA. BcymmHOCT,
OakTepuuTe HE BpIIAT MHBA3Mja HA PACTEHHjaTa KaKO W JPYTUTE MMaTOTeHH, TYKY Ce Bp3yBaar
3a COOJIBETHM LICNHU KJIETKH 3a Tpanchep Ha DNA. Tpanchopmanujata Ha KIETKH HA JIACT
i crebo (BereTaTUBHH KIIETKH) cO Agrobacterium mpenu3BUKYBa (popMHpame Ha HOBa
KJIeTKa Ha JIUCT WM cTe0sio. 3a Ja HacTaHe pereHepalyja Ha LEeNHW TPaHCTEHH pacTeHHja
HEONXOJHO € Ja ce TpaHc(opMmMHpaaT I'epMHUHATUBHM KIETKH, OJHOCHO KIETKH KOHM Ke
OBO3MOXaT (opMupame Ha OIIIoJAeHa jajHa kietka. llpu Agrobacterium-nocpenyBana
Tpanchopmanmja Ha Arabidopsis HajuecTo ce TapreTupa jajHara KjeTka 3a Ja ce Mpoaylnupa
TpaHCreHo ceMe. BooOnvaeHo, cekoe TpaHCIeHO ceMe ce NOoOHMBa OJ Pa3iM4yeH HAcTaH Ha
Tparchopmarmja.

1.3 bomOapaupame co NapTUKYJIH
1.3.1 UcTopucku pa3BUTOK Ha OoMOapaupame co MapTHKYJIN

Bbombapiupame €O NapTHKylIM NpeTcTaByBa METOJ Ha 3a0p3aHO HAcO4YyBame Ha
NapTUKYJIH oA Temku metanu (~1 pm 3mato unu Bondpam) obmoxxkeHun co DNA koH memHo
TKHBO 32 J]a ICHETPUPAAT MPEKy KIETOYHUOT SHJ U JUPEKTHO J]a HaBJjie3aT BO PACTUTEIIHOTO
jaapo. Obnoxxenata DNA Ha mapTuKyJIuTe TO Haofra CBOjOT mar Jio pactutenHata DNA nHa
LIEJTHUTE KJIETKU U C€ MHTErprpa BO XpOMO30OMOT M Ha TaKOB HAYMH MEPMAHEHTHO OCTaHYyBa
BO F'€HOMOT. TepMUHOT 60MOapaAnpame Co MAPTUKYJIM MOXKeE Jja C€ TOMCTOBETH CO TEPMUHHTE
OoMOapupame CoO MUKPOTIPOCSKTHITN, OMOJIMCTHKA U TEXHOJIOTHja Ha TEHCKH MUIITOJ.

3a paznmuka on Agrobacterium kako OWOJONIKA BEKTOP 3a HMHTPOAYKIHMja Ha DNA,
O6oMOapIupamkeTo CO MApTHKYIH € pu3ndkH rporec Ha Tpancdep aHa DNA. [Ipu oBoj mporiec
ce Bpmm (U3MYKO menunutupame Ha DNA Ha MeTanHM TapTHKYyJIH W OBUE OOJOXKEHU
NapTHKYJIH 3a0p3aHO ce HAacouyyBaaT KOH IIETHOTO TKHBO. llapTHKynuTe meHeTpupaar BO
KJIeTKaTa IPEeKy TpaBemhe Ha OTBOPUM BO PHUTHAHATA CTPYKTypa Ha KJICTOUYHHOT SHI H
HPOJOJDKYBAAT J1a Ce JBIKAT J0JeKa He 3ampar 1mopajay T'yCTHHATa Ha IEeTHOTO TKHBO. OBOj
IpOLIEC MOJKE Ja CEe BU3YENHU3HUpa KaKo IEHETPUPAbE Ha KypLUIyMH IPEKy TEHKO [apye Ha IPBO
3a J1a HaBJe3aT BO CpeJuHa co Boja. [IpuToa, mapueTo ApBO ro NpercraByBa KJIETOYHUOT SHU
KOj IpeAM3BHKYBa Harjo 3a0aByBam€ Ha NapTHKYJHUTE, AOAEKA MaK, BOAATa MpPeIU3BUKYBa
MOCTETIEHO HaMallyBame Ha Op3uHaTa Ha MapTUKYJIUTE J0eKa He 3alpe HUBHOTO JIBIKEHHE.

WNHuoBamnujara Ha METOAOT OOMOAPIUPAKHETO CO MAPTUKYJIU 32 MPB MaT OWiIa MpeaioskeHa
BO cpeaunara Ha 19807 roguau. O KOHIENTyalleH acleKT, MUIITOJ co Kamubap ox 22 mm
UCTIOJIHET CO TPa3HM YaypH O] KypIIyMH 3a INpPB HaT OWJI KOPHCTEH 3a Jia C€ HCIHTYBa
noBpenaTa Ha PAacTUTETHOTO TKuBO. OBOj KOHIENT HA ,,IUIITON CO ,,KypIIyMH' OWI
MCKOPHCTEH 32 BOBEIYBamkE HAa MPBUOT KOMEPIHMjAJICH anmapaT KOj KOPHCTEN MOIUPUIMPaH
,IIAIITON co Kaaubap o7 22 mm HCIOJIHET co 0apyT 3a Jla NMpeau3BHKa KOHTPOJIMpPaHa
eKCIUIO3Wja 3a 3a0p3yBame HAa Mald NapTUKYId OJA BoJ(paM HHU3 HEromara IIEBKa.
[TopouHe)xHUTE BEP3UH HA ,,[TMIITOJIUTE 3 MAPTUKYJIU' KOPUCTENE Py TUIIOBU Ha CUIIa 3a
Jia ja Ipou3BeIaT eHeprujara Koja e moTpedHa 3a 3a0p3yBame Ha ManuTe naptukyiau (Finer u
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cop., 1999). IlorpebaUTE Crutn 3a 3a0p3yBarme Ha TMAPTUKYJIMTE MOXKAT Jla CE CO3/aaT IIPEeKy
BHCOKO-BOJITAXKHU €JICKTPUYHHU Tpa3HEeHa HU3 MPAa3HUHA WM CO TIPUMEHA Ha KOMIIPHMHUPAH
Bo3ayx unu COz. [Ipu u3BenyBame Ha EKCIIEPUMEHTUTE CO OOMapanpame Kaj MPBUTE BEP3UU
Ha OBME ypeaM HEOIXOJHO € J]a Ce KOPUCTAT CIyINAIKH 3a NPUTyIllyBambe Ha 3BYKOT. JleHec,
BO IOBEKETO J1a0OpaTOpUH €€ KOPHCTH XEJIUYM IO/ BUCOK IPUTHCOK 3a Jia ce MpOU3BE/e
norpebHarTa cuiia 3a 3a0p3yBame Ha MajuTe NapTUKyJu of 31a1o (Ci. 1.6) KOH LIETHOTO TKUBO.
Hajnpeun ce Bpmm npernunuranyja Ha DNA Ha mapTHUKyJIWTE, a MOJIOIHA OBHE OOJIOKEHU
MapTUKYyJIH Ce HaHeCyBaaT Kako €JMHEYEH CJIo] Ha IulacThyHa (hoJiMja WM MaKpOHOCad.
TepMHUHOT MakpOHOCad ce€ OJHECYBa Ha CTpyKTypara ((osmja) Koja TH HOCH MApTUKYIIUTE,
JoJieKa TaK, MalUTe NapTHKyJIuTe KoM ce obOnoxeHnm co DNA ce o3HadyBaar Kako
MHUKpoHOcad. KoHTponupaHaTa eKciio3mja Koja ce KOPUCTH 3a 3a0p3yBame Ha MaKpOHOCAUOT
ce 00e30e/1yBa 01 CTpaHa Ha XEIHyM IOl BUCOK IPUTUCOK, KOj C€ 0CI0001yBa 0]1 Majia KOMOpa
mo npoOuBameTo Ha nepdopupan auck. OBOj AWCK € AW3ajHUpPaAH J1a ce MmpolOue camo Ipu
OJIpEJICH TMPUTHCOK. MaKpOHOCAYOT CO MApTHKYJIUTE IMOMHHYBa KpPaTKO pacTojaHue MU ce
CyJHpa Ha €KpaH, IPH IITO CE CTONHPA MAKPOHOCAYOT ¥ CE OBO3MOXKYBA HATAMOIIIHO JIBUKEHE
Ha mnaptukyiaute. Bo moBeketo cimyuau, nenmaTta mpolexypa ce OJBMBAa BO YCJIOBU Ha
napiujajgeH BaKyyM, Mopaay Toa IITO MPUCYCTBOTO HA BO3AYX ro 3a0aByBa IBIKEHETO HA
naptukyiure. [[pumeHara Ha napiujaneH BakyyM 3a KpaTOK BPEMEHCKH TIEPHUO/T HajBEPOjaTHO
HE MPeIU3BUKYBa OIITETyBamhe Ha OMOJIOMIKUTE IIETHH TKUBA.

Crnuka 1.6 3naTHH MapTUKYJIW KOM C€ KOPHUCTAT 32 OoMOapIupame Mmpe MperunuTangja Ha
DNA. 3naraure mapTukyiau uMaat chepudHa GopMma W ce MOYHHU(OPMHHU BO
criopenda co BoJappaMOBHTE MTAPTUKYIIH.

Hako moctojat OpojHU Bep3uu Ha amapatute 3a bomoOapaupame co naptukyiu (Cu. 1.7),
CHTE OBHE YpeIH IO KOPHUCTAT UCTUOT MPUHIHMI HAa (QYHKIMOHUPAHE U HA CIMYEH HAYHMH Ce
naTeHTHpaHH. [ 1aBeH mpou3BOIUTEN Ha ypeanuTe 3a Oombapaupame co mapTukynu e Bio-Rad,
KOj HyIu JIBe Bep3um Ha ypenoT. Exnarta Bepsmja Ha ypemor (PDS-1000/He) co romemm
JVMMEH3UH ¥ KOPHCTEHE Ha BaKyyM ce NPUMEHyBa 3a JIAOOpaTOPHCKH LN, J0JIeKa TaK,
BTOpaTa Bep3Wja MOKE payHO Jia ce YIpaByBa W JIECHO C€ KOPUCTH. PauyHO-TIPEHOCIMBHOT
Helios ypen nHajuecto ce ymoTpeOyBa 3a reHCKa Tepamuja, J1ojieKa Tak, mpBaTa Bep3uja Ha
ypenoT e cTangap/iHa orpeMa BO IOBEKeTO J1abopaTopuu 3a TpaHcdopMmalija Ha pacTeHHja.
Bucokata 1ena Ha oBHMe ypeaM ja OrpaHM4YyBa HHUBHATa ymnoTrpeda BO aKaJEMCKHUTE
UCTpaXXyBadKu J1ab0paTopru co MaH (PMHAHCHCKHU U3BOPHU.
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Cruka 1.7 Ypenu 3a GoMOapaupame co mapTukyiu: (A) xoMmeprnujamHo motcarneH PDS-
1000/He ypen (Bio-Rad), (B) HekomeprnjaneH ypel co MPOTOK HA MAPTUKYIH H
(C) Helios rerckn mumTot.

1.3.2 E¢exTnn Ha nnTpoaynupana DNA Bo pacTUTeTHHOT TeHOM

ITpu untpoaykuuja Ha DNA co mpumeHa Ha MeTOI0T Ha GomMOapaupame co MapTUKYIIH,
nperunuranujata Ha DNA ce Bpiu co KajaiuyM XJIOpUJ WU eTaHoi. Mako He € JOBOJHO
no3HaTo Koiky nBpcto DNA e mpuuBpcTeHa 3a MapTUKyIuTe, npernunutupanure DNA
MOJIEKYJIH Tpeba /1a ja u3pKaT cujaara Ha 3a0p3yBame 1 EHEeTPalujaTa BO KJIETOUHUOT SHJT U
IUTOIIa3MaTa, a BOEAHO Ja c€ 0ca000JaT OJf MapTUKYJIUTE IO M3BPIIEHUOT TpaHcep BO
KJIeTKara. 3a BpeMe Ha OoMOapaupameTo, IMOBEKETO METAHU MapTUKYJIH HE 3aBpIIyBaaT BO
[ENTHUTE KIETKA. BO TOj KOHTEKCT, MAPTHKYJIUTE MOXKAT J1a OCTAHAT BO KIETOYHHOT SH, Ja
HaBJIe3aT BO BaKyoJjaTa WM Jla 3aBpIIAT BO PA3JIMYHM JEJIOBU OJ] IUTOILIA3Mara, a caMo Maj
0poj O MapTHKYJINTE HABJIETYBAaT BO jaApoTo. BaxkHO € 1a ce HamoMeHe Jeka MpuMeHaTa Ha
0BOj mpucTam Ha OoMOapampame OBO3MOXKYBa TpaHChEp Ha WIjaTJHUOU MapTHKYIIH.
Amnanm3aTa Ha KJIETKHTE KO ja eKCIpecupaar mHTpoxynupanata DNA mokaxyBa /eka Kaj
HAjTOJIEM MPOIEHT 0] KiIeTKUTe (>90%) mapTHKyIHTe ce MPUKPETIEHH BO OJIM3HHA Ha jaIPOTO
Wi ce Haoraart Bo jaapoto (Ci. 1.8).

Cnuka 1.8 Ilpu ycnemna TpaHcopmanuja co MeETOAOT Ha OomOapaupame HacTaHyBa
TpaHcdep Ha METATHU MAPTUKYJIH BO Onu3uHa (Oenu CTpeNKu) WK TUPEKTHO BO
pPacTUTETHOTO jaapo (LIPHH CTPENIKH).

12



IMpu Agrobacterium-nocpenyBanara Ttpanchopmanuja, uHTerpammjara Ha DNA Bo
pacturenmnata DNA ce perynmpa o cTpaHa Ha OaKTEpPHCKHUTE MPOTEHHH KOU C€ TIOBP3aHH 3a
T-cunympot. Ox apyra ctpana, 60MOApAUPARETO CO MAPTHKYIIH PE3YJITUPA CO HHTPOIYKITH]ja
Ha ,,rona DNA® xoja e ocnobonena oxn nporennu. Materpaunjara Ha DNA Bo pacturennure
XpOMO30MHU TpeTcTaByBa KOMIUIEKCEH mpoluec. Boobuuaeno, natponyunpanata DNA ce
MHCEpPTHpa BO €IMHEYHO MecTo (JI0Kyc) oJ xpomozomckara DNA Ha pacturenHaTa KieTka.
Hcro Taka, uatponyunpanata DNA mMoxe aa ce nuHCepTHpa Ha IorojeM Opoj pa3auyHU MecTa
WM BO CEKOE MECTO Ha MHTErpaiyja ce MHCEPTHpaaT MorojeM Opoj KOMUHU O] TPAHCTEHOT.
OBue KOIUM Ha TPAHCTEHOT MOXKAT J1a OuaaT AeyMHHU KOMUHU CO Pa3IM4yHA OPHEHTAIMja WK
Ja ce MHTepcrep3upaar Bo pactutenHara reHomcka DNA (Pawlowski m Somers, 1998).
MammmHepujara 3a periuKalyja u penapanrja Ha pacTUTEITHOTO jaIpo € CI0KEH CHCTEM KOj €
OJITOBOPEH 3a J00MBame Ha roieM Opoj Ha HoBH DNA cHHIHMPH M TOCTOjaHO C€ BPIIA
permapanyja Ha pPa3TUYHU Malld TPEIIKH CO LN Ja ce Jo0HMjaT er3akTHH KOIUU Ha
xpomo3zomute. OBOj cucteM (yHKIHOHUpPa OECIPEKOPHO J0JIeKa BO jaJpOTO HE HaBJIE3aT
orpoMHun mnaptukynmu (1 pm) koum HocaT DNA-monekynu. Ce mpeTmocTaByBa Jeka
pactutennHara DNA ru uHkopnopupa u uHeterpupa oue DNA-Monekynu BO COICTBEHATa
MmamuHepuja. Kako pesynrtar Ha oBue crelu(pUUHHU yCIOBH U BPEMEHCKOTO OTPaHUYYyBambE,
PEIUTMKAIIMCKUOT CUCTEM ja peIUIMLIMpa CeBKymHaTa xpomo3zoMmcka DNA mpex na HactaHe
kieTo4yHa nienda. [Ipu MetogoT Ha GoMOapaupame co MapTUKYJIH HE € JOBOJHO IMO3HATO JIAJIN
NapTHKYJIUTE MPEeIU3BUKYBaaT OIITETYBama M MPEKHMHH Ha Xxpomo3zoMmckara DNA wmm ja
ocnobomyBaar DNA Bo HenocpenHa OJM3MHA HA PEIUTHIUPAYKUTE ETOBU O] XPOMO3OMHUTE.
[Toznato e nexa DNA-monekynure ce wuHceprhpaar Bo xpomo3omckara DNA mpeky
KOMIUICKCEH MEXaHM3aM KOj MOXE Jla c€ KOHTpPOJHpa MpeKy Moaupuiupame Ha
KoH(uUrypanujara Ha uHTpoayurupanara DNA.

1.3.3 IIpeaHoCTH ¥ HEOCTATOM HA JUPEKTHATA HHTPoAyKNHja Ha DNA

bombapaupameTo co mapTUKyIM € GU3NUKKA METOJ 32 MHTpoayKija Ha DNA koj Moxe na
I eIMMUHHMpA HEJIOCTATOLMTE Ha OWOJOLIKMOT METOoXN Ha Agrobacterium-mocpenyBaHa
TpaHchopmanyja. ['onem Opoj pacTUTETHH TKUBAa MOXKAaT Aa C€ KOPUCTAT NPH METOAOT Ha
OoMOapaupame co MapTUKyIu. Tka Ha Mp., EJTHA PACTUTEIHH TKHUBa 3a OoMOapaupame co
NapTUKYJIM ce eMOPHOHHW, W3PTEHW pacTeHWja, BPBOBH Ha W3JAHOILMU, JIMCHU JHCKOBH,
MHUKpPOCTIOpH, HE3pEeJH TOJICHOBH 3pHa, TyOepu u Hoauu (Altpeter u cop., 2005). [IpumenaTa
Ha METO/IOT Ha OoMOapIrparme co MapTUKYIIU 3a HHTerpanrja Ha DNA Bo pacTHTEIHOTO jaapo
MOJKE J1a ©Ma rosiemMa npeaHocT. Paznuunu DNA-Monekyin Moxar ja ce KO-MHTpOoAyLrpaar
CO IMpHMEHa Ha METOJIOT Ha Ko-TpaHcopmarja. Taka Ha 1p., yCrenrHa Ko-Tpancdopmariyja
co 12-15 paszmumaau DNA-Moekym € mocTurHata kaj pacreanja on coja (Hadi u cop., 1996)
u opus (Chen u cop., 1998). OBoj mpucran Moxke Ja ©Ma TrojemMa MpUMeHa BO TEHETCKUOT
UHEKECHEPUHI Ha OWOCHHTETCKUTE NAaTUINTAa Kaj pacTeHHjaTa KaJe IITO € HEOIXOJIHO
HCTOBPEMEHO MHTPOAYLIPA-E Ha I10Tr0JIeM Opoj TeHH.

BoMmbapaupameTo co mapTHKyIu NMpeTcTaByBa eJUHCTBEH METO]I 3a TpaHchopMalyja Ha
XJIOPOIUTACTHUOT U MHTOXOHIPUjATHUOT TeHOM. TpaHchopMmaiijata Ha tutactuaute (Bock u
Khan, 2004) ce xopucta 3a ga ce A00He TOJIEMO KOJIMYECTBO Ha TPAHCT€HU MPOHM3BOJIM.
WnTterpanujara na tyra DNA Bo uiactugaara DNA e enHocTaBeH nporiec, Ouiejku HaCTaHUTe
Ha TpaHcopMaIija ce MoMalKy KOMIUIEKCHHU BO criopenda co Tpanchopmaimjata Ha jaapoTo.
[Ipu Tpancopmanyja Ha TUTACTHIUTE C€ BPIIM MPEIU3Ha KOHCTPYKIHja Ha Tyfata DNA koja
Ce PEKOMOWMHHMpA CO CIMYHHM CEKBEHIM O] menHaTa ruractuaHa DNA mpeky XoMoJiorHa
pexkomOuHanmja. VcTo Taka, riiaBHa NPEIHOCT Ha TpaHcopManujara Ha IUIACTHIN €
eJIMMHUHALIMjaTa Ha 0CI000AyBamkETO Ha TPAHCTEHOT BO MPHUpOJaTa MpeKy MOJIEeHOT, Ouaejku
Kaj HEKOU PAaCTUTEJIHU BUJIOBH IUTACTHIUTE CE HACJIEAyBaaT CaMO O[] )KEHCKHOT POJUTEN.
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Mertonot Ha GoMbapaupame CO NapTUKYJIM C€ KapaKTEpU3Upa CO HEKOM HEI0CTAaTOLH U
3aT0a c€ OrpaHM4YyBa HEroBaTa IpUMEHa IIpU TeHeTckara TpaHchopmauuja. InaBeH
HEJOCTATOK € ciy4ajHata uaterpanuja Ha DNA 1 BUCOKHOT Opoj Ha HHTPOAYLIMPAHU KOTIHUU
Ha DNA. [lo3unujata ¥ opueHTalujaTa Ha TPAHCI'€HOT BO PACTUTEIHUTE XPOMO30OMH C€
pas3iuKyBa IpU CEKO] HAacTaH Ha TpaHcopmanuja. Jlokanujata Ha TPAHCTEHOT BO LIETHHOT
XpOMO30M MOXKE Jla BIHMjae Bp3 eKCIpecHujaTa Ha TPAHCTEHOT (TIO3MIIMOHU €QEeKTH).
Tpancrenure Kou ce MHCEPTUPAHU BO TPAHCKPUIIMCKH aKTUBHH PETHOHU HA pAaCTUTEIIHATA
DNA mnokaxyBaaT BHCOK CTENEH Ha eKClpecuja, J0JeKa MaK, HHTerpamgjara BO
TPAHCKPHIIUCKA HEAKTUBHH TE€HCKH pPETHOHH WHAyIMpa HaMalleHa eKCIpecuja Ha
TpaHncrenute. Mcto taka, OpojoT Ha MHTpoAyIMpanu kormuu Ha DNA moxe na Biujae Bp3
HuBHata excnpecuja (Taylor u Fauquet, 2002). Ce npernocraByBa feKa IpUCyCTBOTO HA TOJIEM
Opoj KONUHU Ha OJPECH TPAHCIEH PE3YJITUPA CO BUCOK CTENEH Ha excnpecHja. Cenak, BO OBHE
YCIOBM HAacTaHyBa HaMajleHa EKCIpecHjaTa Ha TPAHCTE€HOT OJf CTPaHa Ha PACTUTEIHHOT
opranmsam #u 0Boj (peHOMEeH € Mmo3HaT Kako ko-cynpecuja, RNA nnrepdepenumja (RNAI) nnm
RNA crunyBame (Butaye u cop., 2005). Cniopes Toa, OrpoMHO 3Ha4YeHhe NMa CelleKIijaTa Ha
pacTUTENHH KJIETKM WIM TKUBa KOM IMOKaXyBaaT yHM(OpMHa eKclpecHuja Ha TPaHCTEHOT.
Cemnak, MocTojaT HEKOJIKY TEXHUKU KOW ja MMHUMH3UpAAT Bapujaljarta BO eKcIpecrjaTa Ha
TPAHCTEHOT IPU KOPHCTEH-E HA METOJIOT Ha OOMOapaAnpame CO MapTUKYIIH.

1.3.4 IlonoOpyBama BO ekcripecujaTa Ha TPAHCTeHH

Bapwujanujara Bo excripecuja Ha TPaHCTEHOT KOj € HHTPOIYIIUPAH BO PACTHTEIHUOT T€HOM
npeky OoMOapaupame €O HapTHKYJIM MOXE Aa ce peaylupa IpeKky Moaudukanuja Ha
untpoayuupanara DNA. [lo3HaTto e Jexa BHOKHOT Opoj Ha MHTEIPUPAHU TEHCKHA KOMHHU
NpPeIU3BUKYBAa CTUBHYBamkE€ Ha TPAHCTEHOT. 3aToa C€ KOPUCTAT pa3iIMYHU METOIu 3a
KOHTPOJIMpame Ha OPOjOT Ha TEHCKHU KOIHH, TIPH IITO C€ OBO3MOXKYBa YHU(OPMHA EKCIIpecH]ja
Ha TpaHCreHoT. Taka Ha Imp., HaMallyBamkeTO Ha KOHIEeHTpauujara Ha DNA moxe na ro
peryunpa 6pojoT Ha KOIIMM Ha TPAHCI'€HOT BO LieJIHATa pacTuTenHa kietka. On apyra cTpaHa,
KOPUCTEHETO Ha BUCOKA KOHLIeHTpaluja Ha DNA pe3yirupa co BUCOKO HUBO Ha HeCTAOMJIHA
eKclpecHja Koja BKIy4dyBa Op3a eKcCIpecHja Ha HEKOM TPAHCT€HHM KOM MOXaT Ja ce
JIETCKTUpAaT U KBaHTU(DUKYBAT 3a Bpeme oJ] 24 vaca o uaTpoayknujata Ha DNA (Ci. 1.9).
Cemnak, nmo3uTUBHUTE e(eKTH Ha HHUCKaTa KoHIleHTpanuja Ha DNA Bp3 crabuiaHocTa Ha
eKCIpecHjaTa Ha TPaHCTEHOT Tpeba /1a ce UCTIHTYBA 33 CEKOE Pa3IMIHO IETHO TKUBO.

Crnuxka 1.9 HecraOunna exciipecuja Ha 3eneH ¢ayopectiented nporenH (GFP) uatponynupan
BO KOTWUJNEAOHU off Phaseolus [unatus co mnpumeHa Ha OoMmOapaupame Cco
napTukyyiu. KoTunenoHurte ce HENMIMEHTHPAHU M 3aTOa C€ HMJCaJHU TKHBA 3a
cinenieme Ha ekcripecujara Ha GFP kaj naauButyaiHu TpaHchOPMUPAHU KIIETKH.

14



Bpojor Ha komMM Ha WHTPOAYLHMPAHUOT TPAHCTEH MOXKE Ja Ce HaMalld M TPEKy
cummuinunupame (ynpocryBame) Ha (opmara Ha uHTponyuupana DNA. Mogenurte Ha
mpocta uHTerpanuja omndakaar xopucteme Ha DNA-GparMeHT KOj COAPKH camMO T'eH OJ
uHTepec. Ha TakoB HauuH, OTCTpaHyBameTO HA OCHOBATa Ha KIOHUPAUYKHOT IUIA3MUJA OJ
IpeUnUTHpaYKaTa MellaBiHa 3a OoMOapaupame pe3yTupa co HU30K Opoj Ha MHTErpUpaHu
KOIUU Ha TpaHCcreHoT (Agrawal u cop., 2005). Mcrto Taka, ekcripecrjaTta Ha TPAHCTEHOT MOXKe
J1a ce CTa0MIN3Upa cO KOPUCTEHE Ha TeHH Off HEKOW BUPYCHH NPOTEMHHU KO CE€ O3HAUyBaaT
KaKo ,,CyIIpecopu Ha CTUBHYBamwe . OBUE CYyNPECOPHU IPOTEUHHU C€ MPOAYLUpPaaT 0l CTpaHa
Ha BUPYCHTE 3a Jla C€ Cylpecupa 0oJ0paHOEHHOT CHCTEM Ha pacTeHHjaTa KOH BHPYCHTE.
BeymHoCT, pacTUTENHUTE KIETKM WHOUIMPAHU CO BHPYCH ce OOMayBaaT Jla TH CTHUBHAT
BUPYCHHTE T€HH, JI0JIeKa MaK, BUPYCOT T aKTUBUPA TEHUTE 3a CyIIpecHja Ha MEXaHU3MOT Ha
CTHUBHYBam€ Ha pacTuTenHaTta kieTka. Cropes Toa, MpUMeHAaTa Ha BUPYCHH CYIPECOpH Ha
CTUBHYBamE MOXE Ja OBO3MOXXHM BHCOKO HHMBO Ha €KCIpecHja Ha TpaHCreHOT. EdexTor Ha
OBHE BUPYCHH MTPOTEHHH BP3 PA3BUTOKOT HA pacTEHHUjaTa ¢ YIITE HE € JOBOJIHO MPOYYECH.

1.4 Ipyru meToau Ha TpaHchopmanuja
1.4.1 IIporonaacTu

Knerounmor sun mpercraByBa TiaBHa Oapuepa 3a uHTponykmmja Ha DNA  Bo
pactutenHuTe KiIeTkd. [Ipn eH3uMCcKo WM (U3MYKO OTCTpaHyBambe HA KICTOYHHOT SHI Ha
pactutenHuTe KiIeTku ce qoomuBaat nporormiacty (Ci. 1.10). [IpoToracture ce moennHeYHN
KJIETKH KOM Tpeda Jja ce OJpKyBaaT BO XPaHJIMB MEAMYM CO COOJIBETHA KOHIIEHTpaluja Ha
OCMOTCKM M XpPaH/IMBU COEIUHEHHJa 3a Jla C€ CIpPeYM JIM3Upame Ha IPOTOILIACTUTE.
[Ipotomiacture ce noOMBaaT CO KOPUCTEHE€ Ha MELIaBMHA OJf €H3UMUTE Leyjla3sd U
NEKTHHA3H 3a JIerpajialiija Ha KIETOUYHHOT SHJ, 10JIeKa [1aK, MAHUTOJIOT HajueCTO C€ KOPUCTH
3a OJIp’KyBamke€ HA OCMOTCKHOT MHTETPUTET Ha MpoTomiacTuTe. Mako mpoToriacTure Moxar
Jla ce 100ujaT oJ1 pa3IMuyHU TKMBA, HAjUeCTO CE KOPUCTAT MIIaUTE TKUBA O JINCHUOT Me30(n
u eMOpuorenure Kyatypu. [Iporormnacture HajuecTo ce KOpUCTaT BO HAYUHUTE UCTPAXKyBamba
3a uHTpoAykinHja Ha DNA unu nobuBame Ha Gy3HOHUPAHH XHUOPHUJIH.

Jegen
{ '(;‘

A B

Cmuka 1.10 [IporomacTit ol MUYeHKAa €O HM3BpIIEHA EJCKTpoIopalyja co  3eJCH
¢yopecuenten nporenH (GFP) kou ce npukaxann Ha CBETIIOCEH MUKPOCKOT (A)
u co GFP duntep (B).
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Wnatponykmmjata Ha DNA Bo mpoToruiacTute ce BpIIM CO MPHUMEHa Ha JBa METOJa:
eJeKTponopauuja u TperMaH co mnoJjuerwied rimkosa (PEG). Ilpu enextpomopanmja,
IPOTOILUTACTHUTE C€ TOCTaByBaaT BO pacTBop Ha DNA momery 2 enekTpoau U ce eKCIIOHUpaaT
Ha KpaTKy OpaHOBH OJ1 BHCOKO-BOJITaKHA CTPyja. OBUE ENEKTPUIHHA OpaHOBH MPEIN3BUKYBaaT
nopu BO MeMmOpaHaTa Ha HpPOTOIUIACTUTE IpeKy Kou HaieryBaarT DNA-mosekynure.
Tpermanot co PEG ce u3Benysa Bo npucyctBo Ha DNA, nipu mto ce dopMupaar mopu nopaau
Jectabuinsanyja Ha MeMOpaHaTa Ha POTOIJIACTUTE.

Masnunynanyjata Ha IPOTOIUIACTHTE MOXKE J1a Ce M3BeIyBa M Ha JAPYT'HM HaYMHU KOM HE
MOXaT J1a c€ MPUMEHYBAaT Kaj MHTAKTHUTE PACTUTENHU KJIETKH. Taka Ha Ip., METOAOT Ha
MHUKPOMHjEKTUPAake ce KOpUCTH 3a uHTponaykmmja Ha DNA Bo mpotommacture. [lpm
MUKPOMH]EKTUPABETO C€ KOPUCTAT MPEUU3HU CTAaKICHW WTIM KOM MOJKaT Ja Ce CKpIIar
JOKOJIKY C€ KOPHUCTH WHTAKTHAa pacTUTENHa KieTka. McTo Taka, MPOTOIUIACTHTE MOKAT
epukacHO na ce TpaHchopMHpaaT cO KOpHUCTewe Ha Agrobacterium. baktepunte mMMaaT
CIOCOOHOCT 3a e(puKacHO MpUKpenyBame U TpaHc(hOopMUpame Ha MpOTOIUIacTUTE OmjejKku
IPOTOIUIACTUTE MOXKAT J1a pereHeprupaaT HOBU KJIETOYHU SHUAOBH.

Tpancopmarmjata Ha NPOTOIUIACTH IPETCTaByBa e(pHUKAceH METoJ] 3a 100uBame Ha
reHeTcku TpaHchopMmupaHu pacteHuja. [leHec, mocrojar TojeM Opoj momaTronM 3a
pereHepalyja Ha pa3jyHU pacTeHHja CO KOPHCTEHE Ha TpaHchopMaliija Ha MPOTOILIACTH.
Cermak, r1aBHUOT HEJOCTATOK Ha METOJOT Ha TpaHc(opMallMja Ha MPOTOILIACTH € MoTpedara
3a ONTHMHU3Hpamke Ha e(DUKACeH MPOTOKOJ 3a pereHepaiuja Ha IeNId pacTeHHja O] OBHUE
eIMHEYHN KJIEeTKH. Bucokara epukacHOCT Ha MHTpoAykmuja Ha DNA Kkaj mpoToruracture
PYTHHCKH C€ KOPHCTH 32 aHajH3a Ha (pakTopuTe KO ja MOAu(HUIMpaaT TeHCKaTa eKcIpecHja
(Sheen, 2001).

1.4.2 Enextponopanmuja

Enexrponopanujata u amimkandjaTa Ha €JICKTPUYHU OpaHOBH MOXE €PHKAcCHO Ja ce
KOPHCTH 3a TpaHcoOpMaIja Ha MPOTOIUIACTH, KaKO W 3a LEeNM pacTUTeTHH TKuBa. Cenak,
eJISKTPOIIOpalfjaTa Ha [Eedd PACTUTEHH TKHBA C€ KapaKTepU3upa cO MOHHM30K CTENeH Ha
edukacHoct npu uHTpoayKIMja Ha DNA (D’Halluin u cop., 1992). MTHTakTHHOT KJIETOYEH SH]T
IpeTcTaByBa IJiaBHa Oapuepa Ha eNeKTponopaujara 3a opMUpPamETo Ha ITOPH BO KIIETOYHATA
MeMOpaHa 1 uHTpoayKirja Ha DNA. Enektpornopaliyja Ha mefid pacTUTEIIHNA TKUBA yCIIEITHO
ce KOPHCTH Kaj Op30 pacTeyKd TKHBA CO TEHKH W HOBO(POPMHUPAHU KIIECTOYHU SHJIOBH.
[NapumjanHaTta eH3UMCKa TUTECTHja Ha LEJIN TKUBA CO KOPUCTEHE Ha LENyJIa3d U MEeKTUHA3H
BO KOMOWHAIMja CO EJIEKTPOIOpaluja 0BO3MOXKyBa epukacHa MHTpoxyknuja Ha DNA Bo
WHTAaKTHU TKHBA.

1.4.3 Kpucraan o cCHIIMIIAYM Kapoujg

Kpucranmute on cumumuym kapOua (kapOopyHAyMm) Owile HHHIIMjaJHO KOPUCTEHH 3a
uHTpoayknuja Ha DNA Kaj jajia oJf MHCEKTH, a TOJolHA OWie KOPHUCTEHU 3a TeHETCKa
Tparcdopmanmja Ha pactutensu kinetku (Kaeppler u cop., 1990). Kpucranute on cunuinnym
KapOua MMaar cramyecta (opMa CO MHKPOCKOIICKH OCTpH BPBOBHU (AmjameTap ox | um u
noioxuHa o4 15-50 pm). OBue KpucTaiu ce AoAaBaaT BO MELIABUHA OJ PACTUTEIHH KIETKH U
DNA, a moroa ce Bpmu BopTekcupame. OBaa TexHOJOTHja ce 0a3upa Ha OIITETyBame Ha
KJICTKHTE KaKO pe3yJTaT Ha HWHTCH3WBHOTO MeEIIakeé BO NPUCYCTBO HA KpPUCTAIUTE
(BopTekcupame), MpH IITO Ce OBO3MOXYBa IreHeTpupame Ha DNA Bo kietkata. ['maBHUTE
HEIOCTAaTOIM Ha MPUMEHATa Ha KPUCTAIH O] CHJIMIUYM KapOua ce HUCKaTra eHuKacHOCT Ha
TpaHc(opMallja Ha PAaCTUTEIHUTE KJIETKU, KaKO M CIIEHU(PHUUHUTE YCIOBU 32 JICIIOHUPAE U
OTCTpaHyBamb€ Ha OBUE KPUCTAIIU KOU CE CIIMYHHU CO YCIOBUTE 3a a30€CTOT.
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1.4.4 BupycHu BeKTOpH

BupycHuTe BeKTOpH MOXKAT J1a c€ KOPUCTAT KaKO aJlTepPHATHUBEH ,,IPHPOJICH METO] 3a
unTponykuuja Ha DNA kaj pacrenujata. Co KOPUCTEH€ HA HUBHHOT COIICTBEH TPAHCHIOPTEH
MeXaHu3aM, BUPYCUTE MOXKaT CaMOCTOJHO Ja Ce IIMpaT BO HUBHMOT aoMakuH. Criopex Toa,
MHTPOJYKIIMjaTa Ha BUPYC BO €AMHEYHA KJIETKAa OBO3MOKYBa IIPUCYCTBO HA BUPYCHU T€HH BO
peurcu ceKoja KIeTKka o HHPUIMPAHOTO pacTeHue. Mlako BUpYyCHUTE BEKTOPH MOXKAT Ja ce
KOpHCTaT 3a e(uKacHa MHTPOAYKIMja W TPAHCIOPT HAa BUPYCHU T'€HH, OBHE I'€HU HE Ce
MHTETpUpaaT BO TEHOMOT Ha KieTkata aoMmakuH. Cropen Toa, BUPYCHHTE T€HH HE ce
IpeHecyBaaT BO cileaHaTa TeHepallija Ha pacTeHHja MPeKy MOJICHOT WK jajHaTa KIIeTKa.

Wnokymnanujara Ha BUPYCH BO PACTUTEIHNUTE KIETKH MPETCTaBYBa €IHOCTABEH METOJ KOj
ongaka CTpyKeme Ha JHCTOT BO MPHUCYCTBO Ha BHpycC. [IpuToa, €IMHEYHOTO MECTO Ha
MHOKYJIaIFja CO BUPYCH MOJKE Jla IPEAM3BHKA EKCIpecHja Ha BUPYCHUTE TeHHU Ka] TIOBEKETO
KJIETKH Ha PacTEHHETO. 3a yCIellHa MHTPOAYKIMja U eKCIIpecHja, TeHOT OJ MHTepec Tpeda
COOJIBETHO J1a C€ MHCEPTUPA BO BUPYCHUOT reHoM. Cernak, BUPYCHUTE T€HOMH He TIOKa)KyBaaT
BHUCOK CTeleH Ha npudakame Ha Tyrn DNA-Mosekynn. BupycHure BeKTOpH ce KOpHCTaT 3a
Op3a mponyKiyja Ha MPOTEHHW Ka] pacTeHHjaTa 3a KOW HE € MOTpeOHO Jia ce W3BpIIH
pereHepaiyja 1ejo pacTeHHue O/ eIMHEYHA TPAHC(POPMHUpaHA KIIeTKA.

1.4.5 Jlacepcka MUKPONYHKTYpa

[Ipumenara Ha MHKpoacepu 3a TpaH(opMalja Ha PACTUTEIHUTE KIETKH ce 0a3upa Ha
(dhopmMupame Ha IOPH BO KIETOYHHOT SHJI CO 1el Aa ce u3Bpiuu Tpanchep Ha DNA (Badr u
cop., 2005). OBoj MeTOT MHOTY PETKO C€ KOPUCTH 3a HUHTPOAyKIHja Ha DNA BO pacTUTETHHUTE
kieTku. llpemHocta Ha OBOj METON € NIPEUM3HOCTA Ha JIAaCEpUTE BO TapreTupame Ha
cnennuunn kietku. Cemak, MpUMeHaTa Ha JlacepuTe 3a TpaHchopMalrja Ha pacTeHHujara e
OorpaHUYEHa [TOpajau crienu(ryUHaTa OIpeMa 3a U3BEyBamke Ha OBOj METOJ U HUCKUOT Opoj Ha
TapreTupanu kietku. O KOMIapaTuBeH aclekT, IpU €HO ,,00MOapanpame’ co NapTUKYIN
ce gobuBaatr oxomy 5000 kieTkM KoM TOKaKyBaaT HecTaOMJIHA eKCIpecHja Ha
UHTPOJYLUPAHUOT TpaHcreH. Ilpu macepcka MHUKPOIYHKTypa WJIM MUKPOUHjEKTHpame Ha
NPOTOIUIACTH C€ BPIIM MMOEIMHEYHO TapreTupame Ha KieTKuTe. HaTaMomHuTe nctpaxyBama
Ke OBO3MOXKAT MIMPOKAa NPUMEHAa Ha MHUKpoJjacepure 3a HHTpoxykmuja Ha DNA Bo
pPaCTUTEITHUTE KIETKH.

1.4.6 Hu3m ox HaHOBJIaKHA

VYcenemna uHTponyknuja Ha DNA BO pacTHTENHH KJIETKM CO NPUMEHA Ha HU3HU OJ
HaHOBIIakHa c¢ ymTe He e mocturHata (Melechko u cop., 2005). Cenak, moctojar Hay4YHH
CO3HaHHja 3a eukacHa TpaHchopMmalMja Ha aHUMAJIHU KJIETKHA CO IIPUMEHa Ha OBOj METOJ
(McKnight u cop., 2003). Huzure o1 HaHOBIIaKHA MOXAaT Jla c€ ONHUIIAT KaKO ,,KPEBET CO
i (Ci. 1.11). CiocobHOCTa 3a Mpenu3Ho JoOUBamke U COOJIBETHO pacrlopelyBambe Ha
HU3UTE OJf HAHOBJAKHA TPETCTaByBa HOB KOHIENT. [IpBuTe 00MIM 3a 1oOMBame HA HU3U O]
HAHOBJIAKHA OBO3MOXMJIE (hOpMHUpake Ha CTPYKTYpH BO Gopma Ha mupamua (TOJIEMHHA BO
nm) Ha cunukoHcku ynnoBu (Hashmi u cop., 1995). Cnopexn oBoj mpucTar, moBpiimHaTa Ha
YUIIOBUTE C€ TPAaBUpA 32 Ja ce I0CTaBaT HaHOBJIAKHATA BO (hopMa Ha mupamuna. /leHemsure
HU3W OJf HAHOBJIAKHA CE€ COCTAaBEHHW OJ JOJTH M TEHKH CTPYKTYpH U MOXKAT Ja HUMaar
NMOTEHIMjalHa TpUMeHa 3a uHTpoaykuvja Ha DNA Bo pacturennute kietkd. Huzure on
HaHOBJIAKHA C€ MIOCTaByBaaT Ha YMIIOBH M MIPELU3HO C€ OJIpeyBa HUBHHOT COCTAB, BUCUHA U
MmeryceOHoTO pacrojanue. [Ipuroa, DNA Moxe XeMHCKHM Ja ce HOBp3€ 3a BIakHaTa WIH

17



GU3MYKKM J1a TpPEenuIUTHpPa Ha HAHOBJIAKHATa. 3a ycnemHa WHTpoAykunuja Ha DNA Bo
annMaiau kiaetku (McKnight u cop., 2003), HU3MTE 01 HAHOBJIAKHA CE€ CTAI[MOHAPHH, J0ACKA
NaK, aHUMaJTHATE KIIETKH Ce MPHUIBUKYBaaT KOH YHIoT. [[0Toa Ha YUTIOT ce OBO3MOXKYBa pacT
Ha KJIETKHTE KOM C€ YIITE C€ UMIIPETHUPAaHU CO HaHOBIakHA. OBHE HAHOBJAKHA C€ JOBOJHO
CHJIHM 32 J]a MOXKaT Jia NEHeTpHpaaTr NMpeKy KJIETOYHHUTE SHAOBH Ha PACTHTEIHUTE KIETKH.
BaxHo e 1a ce HanoMeHe JieKa 1ie1aTa NOBPIIMHA Ha YUIIOBUTE € MPEKPUEeHa CO HAaHOBJIAKHA U
3aT0a CO KOPHCTEH-E Ha €IeH YUIT MOXKeE Ja Ce TapreTupaat rouem 0poj kietku. Mako mocrojat
NpeTMMUHAPHY PEe3YJITaTH 3a IPUMEHaTa Ha OBOj METOJ Kaj enuepMaHi KIETKH 01 KPOMHL
(Cn. 1.12), rmaBeH HEOOCTATOK HAa OBOj MeTOX € edukacHocTa 3a TpaHcpep Ha DNA-
00JI0)keHUTE HAHOBJIAKHA JIO jaJPOTO HA PACTHUTEITHUTE KIETKH.

Cnuka 1.11 Husmu O HAHOBJIaKHa CO MNOCAWMHCYHO HAHOBJIAKHO IMPHUKAXaHO Ha BHCOKO
3rojJicMyBambe.

Crnuxka 1.12 Uatponykuuja Ha DNA BO KIETKM OJ KPOMHJ CO TpHUMEHAa Ha HU3U O]
HAHOBJIAKHA. benuTe CTpenKu TMOKaXyBaaT TUCIOLMPAHU HAHOBIAKHA O
pactuTenHoTo jaapo (A), moaeka mak, Oenata CTpesiKa MOKaKyBa €IHO BIIKAHO
BIPAJICHO BO jaapOTO Ha KJIETKaTa Koja To eKCIpecrpa UHTPOIYLUPAHUOT TEH 3a
3elieH QuryopectieHTeH nmpoterH (B).

1.5 Kputepuymu 3a noTBpAyBame Ha reHeTCKaTa TpancdopManmja Ha pacTeHuja
YcnenrHarta HHTPOAYKIMja Ha TPAHCT€H BO PACTEHHjaTa MOXKE Jia Ce MOTBP/U CO TIPUMEHA

Ha pa3nuyHM MeTonu. Bammpanujata Ha TpaHcopmanuja ce 0asupa Ha NMOTBPAyBame Ha

npucycTBoTo Ha Tyfa DNA BO pacTHTETHHOT '€HOM HJIH €KCIIPECHja Ha TPAHCTEHOT BO (hopma

Ha HOB CH3UM HWJIM ITPOTCHH.
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I'enn 3a pe3ducreHTHOCT. ENeH o1 HajuecTHTe METOAM 3a JAKHO IMOTBPAYBAmbE Ha
eKCIpecHjaTa Ha TPAaHCTeHOT € J]a Ce UCTIMTAaT PAaCTUTEITHUTE TKUBA WA U3PTEHUTE pacTeHHja
3a PE3UCTEHTHOCT KOH XepOuIuan (COeMHEHH]a KON Ce TOKCUYHHU 32 PACTUTEIHHUTE TKUBA).
[To3Haro e nexa reHuTe 3a Pe3UCTEHTHOCT KOH XePOUIMIN PEUMCH CEKOTalll Ce KOPUCTAT KaKo
cenekTUBHa crparervja. Cemak, KOHLEHTpalMjaTa Ha XepOMLUMIM Koja c€ KOPUCTHU 3a
ceJieKIija Ha TpaHc(hOopMUpPaHUTE pacTeHHja YECTO MAaTH € Ha HajHUCKO HUBO Ha TOKCUYHOCT.
Ha TakoB HaumH MOXe Ja ce€ CeleKTUpaaT pacTeHHja KOM IpEeXKHUBYBaaT BO IPUCYCTBO Ha
XepOMLUIOT, a BOOMIUTO HE IO COApPXKAT TpaHCTeHOT. IIpym oBue eKclepuMEeHTH Ha
Tparchopmaimja MHOTY PETKO ce JOOMBaaT pacTeHHja KoM He ce ad)eKTUPaHU WM yMHpaaT
BO IIPUCYCTBO Ha XepOUIHI0T. Bo moBekeTo cirydan, paCTUTEITHATE TKUBA ITOKaKyBaarT 1ojaBa
Ha KOJITa WM TeMHa 00ja IITO IMpeTCTaByBa MOTBp/AA 3a e(eKTUTE Ha ciada TOKCHYHOCT Ha
xepouruot. CnocoOHOCTa HAa PACTUTEIIHOTO TKUBO JIa MIPEKHUBEE BO MPUCYCTBO HA TOKCHYHH
areHCH 3aBHCH OJ1 CHEPTUYHOCTA M BUTATHOCTA HA PACTUTEITHOTO TKUBO, XPAHIMBHOT MEIUYM
IITO C€ KOPHCTH 3a pacT Ha LEIHUTE KICTKH, KaKO W CTa0MIIHOCTa HA CEJICKTHBHUOT arcHc.
Cenak, pacTOT Ha TKHMBaTa WM M3DTCHUTE pAacTeHHja Ha CEJIEKTUBEH MEAUYM HE €
BEPO/IOCTOjHA CTpaTeruja 3a Ja ce MOTBPAM IMPUCYCTBOTO U €KCIIpecHjaTa Ha TPAHCI'€HOT 3a
PE3UCTEHTHOCT KOH XepOULIUAH.

Mapxkep renu. Excripecujata Ha Mapkep reHUTe pe3yaTHpa co TUPEKTHO UK HHIAUPEKTHO
(opmupame Ha TPOU3BO] KOj MOYKE XEMHCKH J1a C€ aHAJIM3UPA WK BU3YJICHO Ja C€ TIOTBP/H.
Bo excriepumenTuTe 3a TpaHcopmaliyja HajuecTo ce KOPUCTAT MapKep TeHUTE KOM MOXKaT Ja
ce moTBpAaT co Bu3yenuzanuja. [IpucycrBoro Ha enzumor B-rmykyponunasa (GUS) koaupan
oIl uidA TEHOT ce aHaJM3Mpa CO TOCTaBYBamke Ha PACTHUTEIHOTO TKHBO BO INPHCYCTBO Ha
BEIITAa4YKH CYIICTPAT KOj Ce pa3rpajayBa MoJ ACjCTBO Ha €H3UMOT 3a Ja ce 100ue CHHO 000CH
npou3Bog. Ako e mpucyteH GUS eH3MMOT, pacTUTETHHTE TKMBAa KOHM T'O E€KCIpechpaar
TPAaHCTEHOT ce 000jyBaaT co cuHa 0oja. UecTo maTH, CHHUOT MPOW3BOJ € TEIIKO Ja Ce
3a0emneXu Kaj 3eJICHH pacTUTeNHU TkuBa. Cemnak, opaa nHTepdepeHIja Ha 3eaeHaTa 00ja o1
XJIOpOHUIOT MOXKE Ja ce eMMMHHUpPA MPEKy COOJBETEH TPETMaH Ha TKuBarta. McTo Taka,
HEONIXOJHO € Ja Cce KOHTpOoJMpa BpeMeTOo Ha HMHKyOalMja Ha pPacTUTEIHOTO TKUBO CO
BEIITAYKHOT CyCHTpaT, OUAEeKH NMPOJIOHTUPake Ha MHKyOaljaTa MoXke /1a peIu3BUKa CHHO
000jyBame Ha LIEJIMOT pacTUTENCH MaTepHjall U Jja ce 100ujaT Ja)KHO MO3UTHBHU PE3YJITaTH.

[[Iupoka mpuMeHa BO €KCIIEpUMEHTHTE 3a TpaHchopMalija Ha pacTeHHjaTa UMa MapKep
reHOT Koj komupa 3eneH ¢Qayopecuenten npotenH (GFP). PacturenHre TkuBa KoM 10
excnpecupaar reHoT 3a GFP mpoxymmpaar nmporenH xoj emutnpa (piayopecieHTHa 3eleHa
CBETJIMHA NpU ocBeTiyBame co UV mwin BUcoko eHepreTcka cuHa ceetimHa (Ci 1.5, 1.9, 1.10,
1.12). derexnujara na GFP ce Bpmm co cnenyjanna anaparypa u coonBeTHH ¢puitpu. [ 1aBeH
HemocTaTok mpu aerekiujata Ha GFP kxaj pacteHmjata e mpucycTBOTO Ha APYTH PACTHUTEITHU
CcOoeIMHEHHM]a KOW MOJXKAT J1a MHTepdeprpaar npu JeTeKIyjaTa win ¢uyopecueHyjara. Taka
Ha 1p., xJlopouoT dayopecuupa co cBeTio pBeHa 60ja noa UV win cuiiHa cuHa CBETJIMHA.
Bocouure u apyru coeHeHja Ha JIMCHUTE BJIaKHA UM TPUXOMMTE, KAKO U HEUUCTOTHUUTE
Ha JIMCTOBUTE MOXAT Ja yopecuupaaT Ha clinueH HauuH kako u GFP.

Tpancrenn DNA-mousekynun. TpancreHata mpupojia Ha pacTeHUjaTa ce 0Oa3upa Ha
JIETEKIMja Ha HOB TpaHCcreH Mpeky aHanmza Ha DNA. Ananu3ara Ha DNA e ceH3UTHBEH MEeTOJ]
OMIejKN Majio KOJIMYECTBO Ha KOHTAMHUHAHTH MOXeE Ja J1ajie JIA)KHO MO3UTHBHU PE3YJITaTH.
Hcto Taka, meromoT Ha monmMmepasHo BeprkHa peaknuja (PCR) moxke ma mame naxkHO
MO3UTUBHU pe3ynraTd, mopaau toa mTo PCR-MeTon0T HE ce KOpHCTH 3a MOTBpAYBame Ha
UHTErpanmjara Ha TpaHcreHn DNA-Mollekynn, TyKy CaMO HHBHOTO MPHCYCTBO BO
npuMepokoT. Taka Ha mp., JaOKHO IMO3UTHBHU pE3YyJITaTH MOXAT na ce ao0ujaT ako
WUCIUTYBaHUTE pacTeHHja He ce ocojobomar o uHbekuujata co Agrobacterium wnn
IpUMeponUTe ce KOHTaMHHUpaaT co DNA o1 HEKOM coceJHH pacTeHH]a.
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Southern xwmOpuam3anujaTa € HaAjCOOABETEH METOJ 3a MOJIEKyJapHa aHajau3a W
NOTBPyBamke Ha MHTErpanyjara Ha TpancreHa DNA Bo mcnuryBaHuTe pacteHuja. Bo riaem
0poj Ha HaAy4YHU MyOIMKaIUY ce Mpe3eHTrpaat Southern 6;10ToBM co OaHAOBH KOU UMaaT HCTa
roJeMrHa Kaj cuTe KIOHOBH. [IpuMeHaTa Ha peCTpUKIMCKU €H3UMHU KOU TO C€YaT TPAHCTEHOT
Ha JIBe JIOKallMM OBO3MOXKYBa J0OMBamke Ha eAnHedeH Oan. Mcro Taka, ennHeueH 6aH MOXe
Jna ce aobue ako ucnutyBaHata DNA morekHyBa oj Hekoja Oakrepuja unu DNA koja ro
KOHTaMHHHpPa NpUMEpOKOT. [IpruMenaTa Ha pecTpUKIMCKH €H3UM KOj ja ceue Tyrata DNA Ha
caMo eJlHa JIOKallMja MOXKe J1a IpeIM3BHUKa ceuere 1 Ha pactutenHara DNA 1 Ha TakoB HaUMH
ce JnoOuBaar (parMEeHTH CO pa3MyHa JWMEH3Wja Off CEKOj pa3iMueH HacTaH Ha
TpaHcpopmanyrja. AHanmsute co Southern xubpunmzanujara MOKaXyBaaT JIeKa pacTeHHjaTa
KOM ce OoOMeHH co OUpeKTHa MHTpoaykiuja Ha DNA ce kapakrepusupaar co roiem Opoj
pasnuuHn OaHOBH, JOJAEKa Mak, Nmpu Agrobacterium-nocpenyBaHara TpaHcopMmaiuja ce
mobmBaaT Man Opoj OaHmoBu co yHu(opMHA IODKMHA. He3aBHCHO 07 METOAOT 3a
uHTpoaykuuja Ha DNA, 6pojot Ha 0aHA0BU U MPUCYCTBOTO HA 0AHAOBU CO YHUKATHA TOJIKIUHA
Tpeba Ja ce KOPUCTH 3a MOTBPAYyBambe Ha MHTErpalujara Ha TPAHCI€HOT Off CEKOj HAacTaH Ha
TpaHcopmanyja. Mcro Taka, BaKHO € a ce aHAJIM3Upa HAC/IEAyBamkEeTO Ha NOTEHIMjAaTHUTE
TPAaHCTE€HU pacTeHHja. TpaHCreHUTe pacTeHHja IO NPEeHEeCyBaaT TPAHCTEHOT BO IOTOMCTBOTO
npeKky MeH/1e710BOTO HaclieyBambe.
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2. PEKOMBUHAHTHA DNA TEXHOJIOI'MJA: KOHCTPYKIIMJA U
AN3AJH HA BEKTOPHU

2.1 Moau¢uxanuja na DNA

PexomOunantHata DNA TexHosoruja ondaka TexHWKH Ha MaHwumynanuja Ha DNA co
NpUMEHa Ha CrIeUu(pUYHU €H3UMH 3a Moau(UKalMja Ha HyKJIeHMHCKUTe KucenuHu. OBue
eH31Mu OuJie 3a MPB Mat u30Jaupanu Bo 1953 roguna, OJHOCHO KPaTKO BpEME IO OTKPUBAETO
Ha JBOjHO crmmpanHata cTpykrypa Ha DNA. Crpykrypara Ha DNA e mpercraBeHa co aBa
KOMIUIEMEHTapHU CUHIIUPU COCTABEHH OJ1 jarlIeXUIpaToT JIeokcuprubo3a u ¢pocdarHu rpynu
KOM HAM3MEHUYHO C€ MPOTETaaT BO CIPOTUBHH MPABIH. 3a CEKOj MOJIEKYJ Ha TEOKCHpHO03a
ce moBp3yBa a3oTHa 0a3a. AsorHure 6a3u agenuH (A), Tumud (T), rBanun (G) u muro3ud (C)
ce MOBp3yBaaT CO BOJOPOJTHHM BPCKH 32 COOABETHUTE a30THU 0a3W Ol APYTHOT CHHIHD H
dbopmupaar 6a3nu naposu (A-T u G-C). KommiemeHnTapHara mpupoja Ha HYKJICTOUIHUTE
CHHIIMPH TIOKa)XyBa JIeKa CEKOj CHHIIMP MPETCTaByBa MOJEN 32 CHHTE3a Ha IPYTHOT CHHUUP
(Cn. 2.1).
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Cnuka 2.1 JIBojHara cnmpanna ctpykrypa Ha DNA ru coapku reHeTCKUTEe MHCTPYKIHH 3a
Pa3BUTOK Ha eJieH opranu3aM. CrienupuuHNOT pacnopen Ha a30THUTe 6asu G, A,
T u C xomupa peryiaropHd OCOOMHH, KakO IITO C€ MPOMOTOPHHUTE H
TEPMUHATOPHUTE CEKBEHIIM HAa TEHUTE, JI0/IeKa MaK, TPUTUIET KOJJOHOT ja O/IperyBa
aMUHOKHCEITMHCKATa CEKBEHIa Ha mporemHUTe. Kaj pacreHujata M ocraHaTHTe
eykapuoTu, DNA e cnakyBaHa BO XpOMO30MH U C€ Haofa BO KJIETOUHOTO jaapo. Kaj
OaKkTepuuTe U OCTaHaTUTE MpokapuoTH, DNA ce Haora AUPEKTHO BO UTOILIA3MAaTa
Y HajuecTo MMa IUpKyIapHa Gopma.

Enzumor DNA nonumepasza [ 3a nps mar e uzonupan Bo 1955 ronuHa m Moxe na ce
KOPUCTH 3a in vitro cuHTe3a Ha DNA BO MpHCYCTBO Ha YeTHPHUTE a30THHU 0a3u Bo Gopma Ha
neokcupuoonyneosuaan Tpudocdatu (ANTP). Mako DNA nonumepasa | € mpBHOT OTKpUEH
€H3UM CcO TnojuMmepa3Ha akTuBHOCT, DNA mnonumepasza III muma npumapna ynora BO
peruikanujata Ha DNA.
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DNA nonumepasute MoXaT aa BpmiaT perumkaiija Ha DNA, MeryToa, oBue €H3UMHU HE
MoOkaT MeryceObHo aa ru cmojaT kpaeButre Ha DNA-monekynute. [locroemeTo eH3uMu 3a
crojyBarbe Ha DNA OujIo mOTBpIEHO CO OTKpHBameTO Ha mupkKyiaapHu DNA mMomnexyian
(mnmazmun). Bo 1966 ronuna 3a npB mat 6w u3onupan eH3uMoT DNA rrasa Koj 0BO3MOXKyBa
noBp3yBame Ha DNA monexynu npeky ¢opmupame Ha Gochoanecrepcka Bpeka (Ci. 2.2).

Crnuxka 2.2 TloBp3yBame Ha aBa iuHeapuu DNA-¢dparmentn mnoj aejctBo Ha DNA-nmurasza
npeky Gopmupame Ha GochoarecTepcku Bpcku noMery 3’ -XuIpoKCHiHaTa rpymna
0]l eJIeH HyKseoTus co 5’-¢pochaTHara rpyna oa Apyr HyKICOTHUI.

HctpaxyBamwara kaj 6aKTepuUTE OBO3MOXKHIIE OTKPUBAKE HA €HJJOHYKIJICa3u BO KIETKUTE
Kou Moxat na aerpamupaar Tyru DNA-monekynu. [IpBute nmypudunupanu ,,pecTpuKIUCKA
enzumu™ ce EcoRl on Escherichia coli w Hindlll on Haemophilus influenzae. Pectuknuckure
€H3UMHU (PECTPUKIIMCKU CHJIOHYKIIea3n) ce MpOoIylHpaaT Kaj rojeM Opoj MPOKAPUOTHUCKH
opranu3mMu. OBuE €H3UMH NPENO3HABAAT CHCIU(DUIHN TTATMHIPOMCKH HYJICOTHIHN CEKBEHITH
co romemmHa onx 4-8 bp Bo DNA wu xkaranmsmpaar crnemupuyHO pacCKHHYBambe Ha
dochoauecTepckuTe BpCKH BO Bata cHHIMpY Ha DNA. MeTuianujata Ha OBHe CIICIIU(UIHN
HYKJICOTHIHU ceKkBeHIM o DNA Ha KieTKara-J0MakiH MMa 3aIITUTHA YJIOTa OJ1 ISjCTBOTO Ha
COIICTBEHHUTE PECTPUKIIUCKH eH3uMU. [locTojaT rosiemM Opoj pa3InyHu PECTPUKIIUCKH SH3UMHU
KOM ce crenu(UYHY 3a OApe/ieHa Mo3ulhja. PECTPUKCIMCKUTE €H3UMHU Ce HMEHYBaaT CIopes
0GaKTepUCKHOT BHJ M MOTEKJIOTO Ha cojoT. Taka Ha mp., eHaoHykKineazata EcoRI e e npBata
eHJIOHYKJIea3a Koja € uAeHTU(PHUKyBaHa Kaj Oaktepujara Escherichia coli coj RY 13 (Tabena
2.1). OBuWe eH3UMH Tpero3HaBaaT crHenuduyHa JBOojHOBepmkHa DNA-cekBeHIa u
KaTajau3upaar NPEeKUHYBamkEe HA CHHUHUPUTE, NPU MTO ce Gopmupa 5’-mporpys3uja unm 3’°-
MPOTPY3Hja WIH T.H. ,,JJeruBy kpaesu (Ci. 2.3).
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Cmuka 2.3 PecTpuKIMCKHAOT €H3uM (SHIOHYKIIeasa)
Sacl mnpeno3HaBa crneunpuyHa MATHHIPOMCKA
CEKBEHIIa 0/ 6 HYKJICOTUAN Ha OMII0O KOE MECTO BO
DNA u acumerpuuHo ja ceue DNA Ha cnenuduvnu
tdbocdoauectepckn BpckH, pu mro ce hopmupa 3’-
MPOTPY3Hja UIIH ,,JICTUTNBUA KPACBU .

DNA ¢parmeHTHTE KOU COAPXKAT €AHOBEPHIKHU TIPOTPY3UH (,,JETUIMBH ™ KPAacBH) MOXKAT
MHOTY JIECHO Mel'yceOHO 11a ce crojar. BeymrHocT, KoMIaTHOMITHITE €THOBEPUIKHHU MTPOTPY3UH
Ha naBa DNA-monekynu moxaT na xuOpuauszupaar WM HacTaHyBa IOBp3yBambe Ha 5’
docdaTHaTa cTpyKTYypa co 3’ XUAPOKCHIIHATA TPpyHa, Py mTo ce hopmupa pocdoauectepcka
Bpcka co momom Ha eH3uMoT DNA mmraza (Cm. 2.2). Ha TakoB HauWmH MOXKaT na ce
koMOuHMpaar aBa DNA-MoJeKyau ol pa3iudHH W3BOPH W Ja ce 1o0ue BEIITayKd WM
,.pexkomOuHanTeH DNA moinekyn (Ci. 2.4). Co KopucTemne Ha JiBa PECTPUKIICKH €H3UMa CO
pa3IMYHN OPUEHTAIINH Ha MPETo3HaBambe, SAHUOT MOXKe 1a KoMOuHupa 1Ba DNA Momnexymu
criopent peTxoaHo oApeaeHa opuentanuja (Ci. 2.5).

Tabena 2.1 PecTpuKIMCKU €H3UMHU

Enzum HN3Bop CekBeHIIa IIpeceuyBame KpaeBn
—y . GAATTC G AATTC .
EcoRl  Escherichia coli RY13 CTTAAG CTTAA G 5’-npoTpy3uja
. . . GGATCC G GATCC , .
BamHI  Bacillus amyloliquefaciens H CCTAGG CCTAG G 5’-npoTpy3uja
. oo AAGCTT A AGCTT _, .
Hindlll ~ Haemophilus influenza Rd TTCGAA TTCGA A 5’-npoTpy3uja
. . GGTACC GGTAC c ., :
Kpnl Klebsiella pneumonia CCATGG C CATGG 3’-mpoTtpy3uja
e GCGGCCGC GC CGCCGG , :
Notl Nocardia otitidis CGCCGGCG GGCCGC G 5’-npoTpy3uja
Smal S ti CCCGGG cce GGG Talnu'* KpaeBu
ma erratia marcescens GGGCCC GGG CCC » P
Sacl Streptomyces achromogenes GAGCTC GAGCT ¢ 3’-npoTpy3uja
CTCGAG C TCGAG
. . TCGA T CGA , .
Tagl Thermophilus aquaticus AGCT AGC T 5’-mpoTtpy3uja
Xbal Xanthomonas campestris pv. TCTAGA T CTAGA S IpOTPYaHia
badrii AGATCT AGATC T POTPYSHl
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H DNA moJiekyia A h

EcoRI EcoRI
EcoRI EcoRI
DNA moutekyn A DNA mouiexkya A

PexoMOHHAHTEH

PexoMOHHAHTEH
KJIOH KJIOH

EcoRl1 EcoRI EcoRl EcoRI

L W
DNA mogekya B DNA moaeky. B

Cnuka 2.4 DNA ¢parmenture n1o0MeHM TMMOA J1€jCTBO Ha eauHedeH EcoRI pectpuxumcku
€H3UM Ce€ KapaKTepu3hpaar co KOMIATHOWIHH KpaeBH (IPOTPY3HH) KOU MOXKAT Ja
aHWJIMpAaT BO JBaTa MpaBIH, PH IITO ce MOBp3yBaar 5’-pocdaTHara rpymna u 3’°-
XHIPOKCUIIHATA Tpyna Ha cekoj cuHimp. Emsumor DNA nmrasza karammsupa
(dopmupame Ha pochoarecTEpHU BPCKU U CIIOjyBambe Ha JBETE MOJIEKYJIH.

Bo 1972 ronuna e koHCTpyupaH NpBHOT pexomOuHateH DNA monekyn. Enna roanna
MOJI0I[HA, OBOj MpHCTal € MCKOPHCTEH 3a J00MBamke Ha NPBUOT I€HETCKU MOIUPHLIMPAH
opranuzaMm. HayunuTe co3HaHMja 3a IJIa3MHUIUTE M PECTPUKIMCKUTE €HAOHyKJea3u Ouie
MCKOPHUCTEHH 3a J]a ce M3BpLIM ceuere Ha DNA 1 HEj3MHO MHKOPIOpHpAame BO IJIa3MHI, a
noroa oBoj pekomOmHaHTeH DNA Mosekyn Oun perumuiupan Bo Oakrepwjara E. coli.
Tpancdepor Ha oBue pekomOmHaHTHH DNA MoseKkynmn BO KJI€TKa-JIOMAakKHH CO IIeN J1a ce
W3BpIIM HHBHA aMIUIM(HUKAlNKja C€ TOCTUTHYBa TMPEKy NpPOIecOoT O3HAaYeH Kako
Tpanchopmanuja. McrpaxyBamara MOKakale Jeka BO OaKTepUHUTE CE€ OJBHBAAT PETKH
HACTaHU Ha NpHUpojHa Tpanchopmanuja. DpekBeHIHjaTa Ha OBUE HACTAHHU CE 3roJeMyBa Kora
OakTeprCKHUTE KIETKU ce TpeTupaaT co jaaeH pactBop Ha CaClz koj ja 3roseMyBa HUBHATa
KOMITETEHIIH]a 3a TpaHCPOopMaIija, Ipe Aa Ce U3BPIIN KPAaTOK TEMIIEpaTypeH MIOK Ha BUCOKA
temmneparypa (42°C). JleHec ce KOpuUCTaT alTEpHATUBHU CTPATETHH Ha €JEKTPONopaluja 3a
TpaHchopmauuja Ha kieTku. OBHME cTpaTernud ce KOpUCTaT 3a J00MBame Ha BHCOKA
¢dpexBeHIMja Ha TpaHcpopMaIHja, KaKo U YCIEITHO PUMamke Ha OaKTEpUCKU apTUPHUITH]aTHA
xpmozomu (BAC) kou ce mpemMHOTry roiemMu 3a KOHBEHLHMOHAJIHA TpaHchopmanuja Ha
Oaxrepuckute kietku (Sheng u cop., 1995). OBaa npouenypa ja nmperctaByBa OCHOBATa 3a
KJIOHCKa Tporaranyja win ammmndukanuja Ha DNA, mpu mro ce WHUIMpa pa3BUTOKOT Ha
DNA kJIOHHpaYKu BEKTOPH.
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—1] DNA mosieKya A =

Sacl EcoRI

EcoRI Sacl

l

DNA mosekya A

PexomOHHAHTEH
KJIOH

EcoRl  Sacl

o WU
DNA monekya B

Cnuka 2.5 DNA ¢parmenTuTe Kou ce JOOWEHHU IO/ JCjCTBO HA JIBA PECTPUKIIUCKH SH3UMH
EcoRI un Sacl ce kapakTepusupaaT co NpOTPy3UH KOM MOXKAT Jla aHWJIMPAAT camo
BO €7ICH IpaBel], [IPU IITO JBETE MOJEKYJIH CE CII0jyBaaT caMo BO €/IEH MpaBell.

2.2 DNA BexkTOpH

Knonupauxu Bextop € DNA monekyn koj Hocu Tyfu DNA ¢parMeHTH Bo KiIeTKa-T0MakuH
CO IIeJT JIa ce OBO3MOXKHM HHMBHA peruinKanuja. KiloHupaukuTe BEKTOPH HAjYECTO TOTEKHYBaaT
O]l TUTa3MH/IH, KOW MPETCTaByBaaT EKCTPAXPOMO30MCKU HACIIEAHU €JIeMEHTH. BaxkHo e 1a ce
HallOMEHe JIeKa caMO OAaKTEPHCKHTE TUIa3MUIHM CE€ COOABETHU BEKTOPH KOW C€ KOPHUCTAT 32
MaHumynanuja Ha DNA mpu TeHeTCKHOT WHEeKeHepuHr. [lnasmuanre ce OTKPUEHH BO
0GaKTepUUTE KaKO IBOJHOBEPHUKHM U KOBAJIEHTHO 3aTBOPEHU LIUPKYJIAPHU EKCTPAXPOMO30MCKH
DNA monekynu. Bo TekoT Ha eBoiylujaTa, Iila3MUAUTE Pa3BUIIe MEXaHU3MHU 32 OJIPIKyBambe
Ha cTabuieH Opoj Ha KOMUHU BO KIETKUTE-TOMaKUHU.

Permukanujara Ha DNA ro oapemyBsa OpojoT Ha KONMUY HA TUTA3MHUJIUTE W OBOj TPOIIEC €
CTPOTO KOHTPOJUPAH U KOOPIUHHUPAH CO KIETOUYHHOT IUKIycC. [IponecoTr Ha perumkanuja Ha
DNA ce umHuIMpa Ha pa3NUYHU MecTa MO3HATH KaKo W3BOpM Ha perumkanuja (ori) u
MPOJIOJKYBA Jla Ce OIBMBA BO JIBaTa MpaBIH 1o AopkuHata Ha DNA. Kaj mpoctute oprannsmu
Kako Ha 1p. E. coli mocTou camo eneH u3Bop Ha perumukanmja (oriC). Cenak, KOMIUIEKCHUTE
OpraHu3MH CO TOJIEMH FeHOMH MMaaT nmotpeda oJ] MoBeke M3BOPH Ha pPEIUTUKAIMja cO Il Ja
ce M3BpPIIM KOMIUIETHO peruiupame Ha DNA mpen kierounata genba. M3Bopute Ha
perurkanumja ce nepuHupaar kako cermeHT Ha DNA 0J1 HEKOJIKY CTOTHHHU 0a3HU mapa 3a KOu
ce Bp3yBa DNA nonnMepasa u ApyTry MPOTEUHH KOU CE HEOIXOIHHU 3a cuHTe3a Ha DNA. HcTo
Taka, HEONXOJHO € Jia C€ W3BpIIM peIUiMKanuja Ha miuasmMuaHata DNA Bo opraHusmot-
JIOMakWH 3a Ja ce o0e30eu KolWja Ha IMIa3MUAO0T BO CeKoja KieTka-kepka. Criopen Toa,
perynanyjata Ha IpoIecoT Ha peluIuKalija ro oJpeayBa OpojoT Ha KOMWHU Ha TUTa3MUIN BO
cekoja kieTka. M3BopuTe Ha peruiMKamujata ro oJpelyBaaT CTENEHOT Ha peryianvja Ha
perurkanujata Ha wiasmuante. [Inasmuaure co crpora perynanmja Ha peruiiKajaTta iMaaT
MaJt Opoj Ha KOITMH 1 OBHE IJIa3MH/IU CE PETUTUIMPAAT MapajieTHo CO TOMaKHHCKHOT XPOMO30M
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(emHaI Mpu ceKoj KIIeTo4eH IuKyc). O aApyra cTpaHa Nak, IiIa3MUANTE CO cirada peryaiyja
Ha peIuIMKalujata uMaar rojeM Opoj KOMMHU Ha TIa3MUAU (CTOTMHH KOMUH BO KJIETKA) U ce
perMnupaaT BO TEKOT Ha KJIETOYHHMOT LUKIYC Ha KieTKara-JoMakuH. Perynamnmjata Ha
cUHTe3a Ha mazmuaHaTa DNA 0BO3MOKyBa 0JJpXKyBambe Ha paMHOTEXa CO peIuInKalyjara Ha
DNA Bo kierkara-gomakuH. CrmabaTta perynanyja Ha peIUlMKalHja Ha TUIa3MHJUTE ce
KOHTpospa npeky cHabayBame co RNA monexyn nmozHat kako RNA 11 koj e HeonxofieH 3a
3anounyBame Ha DNA cunTtesa (Ca. 2.6). CHabayBamero co RNA II ce perynupa on crpana
Ha gpyr RNA wmomekyn mo3nar kako RNA [, ko] e kommiementapeH Ha RNA 1L
Xubpunuzamujara Ha oBue 18e RNA Monekynn co mocpeacTBO Ha MPOTEHHOT O3HAYEH KaKO
Rop nporenn npean3BrKyBa cripedyBame Ha cuHTe3ata Ha DNA. Criopen Toa, perumkanyjaTta
Ha IUIa3MHIM ce MHXUOMpa npu HaMmaneHo cHabayBame co RNA 1.

<« RNAI < rop ——
7k h
RNAII |
_RNAT / \+ RNAI
/ /
. Py
¥ " e
XuOpuau3npaiku
KOMILTEKC
RNasza H
Iponecnpame na RNAII
noj aejcreo na RNasza H

kg .

Y
%: '
DNA nonmmepasal  RNA I-RNA II aymiexc

Y

¥ Huxuonpana
Pemummkanuja na miasmujn PEIVIHKANN]A HA MJIA3MHL

Cnuka 2.6 bpojor Ha xormuu Ha masmunoT ColEl ce perynupa mox nejecrBo Ha nBa RNA
TpaHckpunTu o3HaueHn kako RNA I u RNA 1. RNA Il TpanckpuntoT € HeonxoieH
3a WHUNMjaldja Ha peluMKanmjara, noneka mak, RNA [ ¢yskmmonupa kxako
nHXuOuTOp Ha perumkanujata. Hacuentarnor RNA II tpanckpunt xubpuansupa
co masmuaHata DNA Bo Onu3uHa Ha u3BOpOT Ha perummkanuja (ori). RNase H ro
npekyHuBa RNA TpaHCKpUNITOT M ja eKCHoOHupa 3'-XHIPOKCHIHATA TpyTa.
[Mponecupannor RNA II TpaHCKpHNIT MOKeE J1a CITY’KH KaKo TpajMep 3a CHHTe3a Ha
DNA mnon aejctBo Ha DNA nonumepasa 1. @opmupameTo Ha OBOj MpajMep ce
nHXuOUpa moxa nejctBo Ha RNA | kako TIOKpaTOK TPaHCKPUIT KOj €
KoMIuieMeHTapeH co 5'-kpajor Ha RNA II. Bo npucyctBo na RNA 1 ce dopmupa
xubpuanzupauku komruiekc co RNA Il mox nejctBo Ha rop nporenHoT. Ha Takos
HauMH ce crpedyBa ¢opmupamero Ha DNA-RNA I  kommekcor w
nporecupamero Ha RNA 1.
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Crporata perynanyja Ha peIUIMKalMja Ha IUIA3MUAUTE C€ OABMBA IPEKY pPa3IUueH
MexannzaM. [Ipu oBOj MexaHu3zam, OpOjOT Ha KOMHMH HA IUIA3MUIUTE CE PEryjiupa MpeKy
cHabmyBame co RepA mpoTewH koj ce Koaupa OJ MiIa3MUAOT U HETAaTHBHO ja peryiupa
COIICTBEHATa TPAHCKPHIILIKja, a TO3UTUBHO 'O peryiupa u3Bopot Ha perukanuja (Ciu. 2.7).

RepA nporenn

COpA 4? (— @ — %
mRNA - > e
DNA : aa OR 1 o
E_I

Crnuka 2.7 OCHOBHHOT PEIUIMKOH Kaj masMunoT R1 conpsxu u3Bop Ha perukanuja (oriRl),
CTPYKTYPEH T'eH repA OATrOBOpPEH 3a KoJupame Ha RepA mpoTenH Koj ce Bp3yBa 3a
oriR1 n CopA Ko0j HETaTUBHO ja peryiaupa Tpancianujara Ha rep4d mRNA.

[Mnasmuaure co BUCOK Opoj HA KONMWUU KOM ce JnoOuMBaar mpu cinaba perynandja Ha
peruIMKanujata ce HajuecTo KOPUCEHHW BEKTOPH 3a J00OMBamke Ha TOJIEMH KOJUYECTBa Ha
KJIoHUpaHu pekoMOuHaHTHH DNA monexynu. Ox apyra cTpaHa Mak, IUIa3MUAIUTE CO HH30K
Opoj Ha KOTIMU KOU ce ToOMBaaT MpH CTpOTa peryJialyja Ha peIuinKayjara ce KOpucTaT Kako
BEKTOPH 32 peIuinKaluja Ha rojieMu u HectaOwinau tyru DNA dparmentu (np. BAC) unu renn
KOM UMaart JieTaJIHU e(eKTH MpU BUCOK OpOj Ha KOMUU. 3a pa3niuka o xpomozomckata DNA,
iazmMuaHata DNA HeMa eceHIMjalTHO 3HaYeHe 3a KieTKara qoMakuH. Cenak, mia3MHuIHUTe
DNA monekynu o6e30enyBaar celleKTUBHA MPEAHOCT Ha KJIETKUTE-TOMAakUHU BO OJHOC Ha
HUBHHUTE KomrneTutopu. Taka Ha mp., masmugHata DNA koaupa reHu 3a GakTepUOLMHH U
aHTUOMOTHIIM KOW MMaaT BakKHA yJiora Kaj KieTkKara-JoMakvH 3a e(puKacHO yOuBame Ha
JpyTUTE KOMIIETUTOPHU 32 XpaHIUBH MaTepuu. [IpBuOT nneHTH(UKyBaH OaKTEPUCKH TUIa3MU
oun ¢akropot Ha deprunHoct (F-dakrop) kaj E. coli. OBoj F-dakTop nma 3Ha4yajHa yiora kaj
OakTepuHTe 3a TMPEHECYBAal€ HA TEHW Kaj PEHUNHEHTHH KIETKH IPEeKy IpOIEecoT Ha
koHjyramyja (Clark u Warren, 1979). Ha takoB HauunH ce 00e30e/1yBa MEXaHH3aM 3a aJanTHBHA
€BOJIyIIMja, KaKO Ha Tp., TIa3MHUA-TIOCPEayBaH TpaHC(ep Ha TE€HH 3a PE3UCTEHTHOCT KOH
AQHTUOMOTHIIN VT T€HH 33 TIaTOTE€HOCT.

2.2.1 DNA BekTopH 32 TpancdopManuja Ha pacTeHHja

l'ennte 3a maToreHocT kaj roseM Opoj ¢uTonmaToreHW OaKTepuU ce KOAMpaaT BO
TUTa3MUJIUTE U TTOPAJIN TOA MMAaT CIIOCOOHOCT 3a MH(EKIU]a U Mapa3uTHpamkE Kaj pacTeHujaTa.
Kapakrepuctuyen OakTeprcku (UTONMATOTEH OpraHusaMm € Agrobacterium tumefaciens Koj
nocenyBa Tymop-unayupadku (Ti) mnasmup (Co. 2.8) 1 npeau3BUKyBa TyMOpP Ha BPaToOT Ha
KopeHoT (crown gall disease) kaj ronem 6poj pacteHuja.

CrnocoOnocta Ha A. tumefaciens ¥oj coxpxku Ti TuTasMun Ja W3BPIIM TEHETCKU
WH)KEHEPUHT Ha KJIeTKaTa-IOMakWH MPETCTaByBa OCHOBA 33 Pa3BUTOK Ha TUIA3MUIHU BEKTOPH
3a Agrobacterium-nocpenyBana TpaHcopMmanuja Ha pacTeHHjaTa. Bekropure 3a
Tpancopmarja Ha pacTeHHjaTa Ce KOHCTPyHpaaT Ha TAaKOB HAYMH IITO HAjIIPBUH CE
OTCTpaHyBaaT CUTE (PUTOOHKOTCHH WM TYMOP-HHAYIMPAaYKH ey, a B0 T-DNA ¢parmenToT
ce MHCEepPTUpaaT reHuTe OJ1 MHTepecC 3a TpaHcdep BO jaIpeHHOT FeHOM Ha pacTUTEIHA KIIeTKa
(Cn.2.9).
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OBue pacTUTENHH BEKTOPH CE MO3HATH Kako OMHAPHM BEKTOpPU OWICjKH CTalyBaaT BO
WHTEpaKlnja co BTOp ,pasopyxad Ti-mmasmua koj He mocemyBa T-DNA. Btopuot
,,Pa30pyKaH* TUIa3MH]l COAPKHM Vir PETHOH KO € HEONmXojeH 3a TpaHchep M cTaOuiHa
unterpanuja Ha T-DNA ¢parMeHTOT 071 OMHAPHUOT BEKTOP BO jaJIpEHUOT F'€HOM Ha KJIeTKaTa
nomakuH (Cin. 2.10).

IuroknuuH

Onunun

\ 1

AyKCHHH

JleBa rpannuna T-DNA pernon

€CHA TPAaHHYHA
cexBenna (LB) A R

cexBenna (RB)

25-bp nupexkTHH
HOBTOPYBabha

Ti miaa3zmua

Karatoaunsam
HA ONHHH

’ 4

H3Bop Ha
pellIHKAIHja

VIir TeHH

Cmuka 2.8 [lemarcku npuka3 Ha Ti-mmasmup kaj Agrobacterium tumefaciens Ha Koj ce
MIPUKAKaHW M3BOPOT Ha PEIUIMKAINja, PETHOH KOj KOAUpPa BUPYJICHTHU (Vir) TeHH
u tpancep DNA (T-DNA). Pernonor nHa T-DNA e orpanudes co 25-bp qupexTHH
PENETUTUBHH CEKBEHIIM KOU C€ MO3HATH KaKo JIeBa M JIeCHA rPaHMYHA CEKBEHIA
(LB u RB, cooaBeTHO). Vir reHUTE Ce HEOITXOIHU 3a MPOIeCUpame U TpaHchep Ha
T-DNA Bo pacturennara kietrka. @parmentoT Ha T-DNA ctrabunHo ce nuHTerpupa
BO jaJIp€HUOT I'€HOM Ha pacTUTENHAaTa KJIeTKa, a TeHUTE O] OBOj (pparMeHT KOU
KOoZupaaT OWOCHHTE3a Ha PACTUTEIHM XOPMOHM (LIMTOKMHMHU U ayKCHHH)
OBO3MOKyBaaT (opMHpame Ha KapaKTepUCTHYEH TyMOpPEH pacT M Pa3BUTOK Ha
3a00JTyBamke MO3HATO KaKO TYMOp Ha BpaToT Ha KopeHoT. Mcrto taka, T-DNA
KOJHUpa ONHHU (HONMAIWH U OKTOIMH) KOM NPETCTaByBaaT €KCKIYy3MBEH M3BOP Ha
a3ot 3a Agrobacterium. Cnopen Toa, Agrobacterium xoj noceaysa Ti-TurazMua uma
KOMIIETUTHTBHA IIPETHOCT HA/l OCTAHATHTE OAKTEPUH O] POHOT Agrobacterium xou
HE TO TOCeAyBaaT OBOj IUIa3MHI.

RB n I'en ox naTepec 2N CesleKTHBEH MapKep LB
T-DNA

Cnuka 2.9 ®parmentot Ha T-DNA k0j ce KOPHCTH 32 TeHETCKH WHKEHEPUHT Kaj pacTeHHjaTa
COIpPXH CEJIeKTHBEH MapKep TeH MOJ KOHTPOJa Ha KOHCTHTYTHBHO aKTHBEH
MIPOMOTOP 3a€THO CO T€H OJ] HHTEPEC KOj OBO3MOXKyBa 100MBamke HAa HOB (DEHOTHIT
Kaj pPaCTUTEITHHOT OPraHU3aM.
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Ce/leKTHBeH Mapkrep vir renn

(pacrennja)

I'en o nuTepec

LB

»Pazopyxan“ BeKrop

ori orl

CelleKTHBeH MapKep
(bakTepun)

Crnuka 2.10 Hlemarcku mpuka3 Ha T-DNA Ounapuu BekTop cuctemu. ['eHuTe o uHTepec ce
oapxyBaaT Bo paMki Ha T-DNA pernoHoT Ha OMHAPHUOT BEKTOp. Vir TEeHUTE ce
HaoraaT BO MOCEOEH PETUTUKOH MO3HAT KaKo ,,pa30pyskKaH‘ INIa3MUJI KOj YIeCTBYBa
BO mporecupame Ha T-DNA on OuHapHHOT BeKkTOp M Tpancdep Ha T-DNA ox
OakTepujaTa BO KJIETKara-IOMakWH. BHHApHUOT BEKTOpP COJPKU CENEKTHBEH
MapKep 3a NOTBpAYBame Ha TpaHc(opmannjaTa Kaj paCTUTETHUTE KIIETKU, KaKo U
CEJICKTHUBEH MapKep 3a CeJeKIMja Ha OaKTepUCKUTe KJIETKH Kou ro coapxkar T-
DNA OuHapHHOT BEKTOD.

PactuTenHuTe OMHApHHM BEKTOpH C€ KOHCTPYHMpaaT W aMILTH(UIMpaaT CO MOMOII Ha
Oaxrepujara E. coli, K0ja ce KOPUCTH KaKO MOJIe]I OpraHu3aM BO MOJIeKyJlapHaTa OMOJIorHja.
OTKako ke ce KOHCTpyHpaatr BEKTOpHTE BO E. coli, OB TUIa3MUIHA BEKTOPH CE TIPEHECyBaat
BO OakTepujara A. tumefaciens Koja € OIrOBOpPHA 3a TpaHC(EPOT Ha TEHHU BO jaJpEHUOT TEHOM
Ha pactuTenHuTe KiIeTkdn. OBHE BEKTOPH COIp)KaT HW3BOPH Ha peEIUIMKanWja KOU
(dbyuknuonupaat Bo A. tumefaciens n E. coli. I3BopoT Ha perumnkanuja pVS1 moTekHyBa ox
a3Mua Ha Pseudomonas u Moe CTaOMITHO J1a ce O/IpKyBa Kaj TosieM Opoj mpoTreoOaKkTepun,
KaKo MITO Ce€ MPETCTaBUIIUTE OJ pouoBute Pseudomonas, Agrobacterium, Rhizobium wu
Burkholderia. Tlopagun Toa, u3BOpoT Ha pemnukaiuja pVS] uma mupoka mpuMeHa 3a
KOHCTPYKIIMja Ha KJIIOHUPAYKH BEKTOPH KOW CE€ COOJBETHH 3a ymorpeda Kaj OakTepuu KOou
cTamyBaaT BO HMHTepakidja co pacrenuja. llpuroa, A. tumefaciens ro xopuctu repABC
OIIEPOHOT 3a CTPOra KOHTPOJIA Ha PEIUIMKALMja Ha TUIA3MHIOT | Jen0a Ha ruazmuaHara DNA
3a KJIeTKUTE Kepku. OBOj ONEPOH € MPUCYTEH Kaj ToJIEMUTE IUTa3MUIM CO HU30K Opoj Ha KOHU
KOHM TIOTEKHYBaaT ox Agrobacterium, a ce KoJaupa OJ CTpaHa Ha XPOMO3OMCKUTE T'€HH Ha
Agrobacterium. Cenak, E. coli e to xopuctu repABC omepoHOT 3a peruivkanuja Ha
IUIa3MUAOT M 3aToa IUIA3MUANUTE KOM conpkar camo pVS1 m3BOp Ha peruiMkandja He ce
pernupaar Bo KJIeTkuTe Ha E. coli. 3aToa € HeOonxoaHO OMHApHHUTE BEKTOPH 3a pa3MeHa
nomery E. colin A. tumefaciens na ce qu3ajHApaaT Ha TaKOB HauWH n1a coapkat u ColE1 u3Bop
Ha peIuMKanuja Koj € komnatuOuieH Bo FE. coli m o0e3bemyBa crnaba perynanuja Ha
perunkanujata (Cm. 2.11).

Co oryex Ha TOa INTO PACTUTEIHHUTE OMHAPHH BEKTOPH He 00e30edyBaar CeJIeKTHBHA
HPETHOCT 32 OaKTEPUUTE, HEOIIXOJHO € J]a CE U3BPIIN ICHETCKA HH)XEHEPHHT Ha BEKTOPHUTE CO
1T JIa € OBO3MOJKH Jla KOAMPAaaT CeICKTMBHU MapKep I'eHU 3a HUBHA Mponaranuja Bo E. coli
u A. tumefaciens. Hekon KapakTepUCTHUYHHM CEIIEKTHUBHU MapKep TeHU Kaj OakTepuure ce
npukakanu Bo Tabema 2.2.
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Bakrepuckn

CeJICKTHBEH .
mapkep (Kan) \ pVS1 ori
Pacrure/ien BeKTOp
3a TpancdopmManuja
ColE1 ori \

RBE N I'en on HIITEPEC>C(‘JIEHTHB€H :\mpl\'eprB

T-DNA

Cnuka 2.11 Pacturenen OMHapeH BEKTOp CO JIBa M3BOPH Ha peIumMKaidja. EMHHOT u3Bop Ha
peruKanmja o3HaueH kKako pVS1 ori ce KOpUCTH 3a Tporaraiyja Kaj
Agrobacterium, nonexa rnak, BTOpuOT U3BOP Ha peruinkanyja o3HaueH kako ColE1
OTi ce KOpUCTH 3a Nponaranuja kaj Escherichia coli. icto Taka, BEKTOPOT COIPIKU
T'eH 33 PE3UCTEHTHOCT KOH aHTUOMOTHUIM (PE3UCTEHTHOCT KOH KaHaMHIIUH) U T-
DNA ¢parMeHT K0j COP>KH PACTUTENCH CEJICKTHBEH MapKep U TeH OJ1 MHTepec.

Tabena 2.2 KapakreprucTUYHM CEJICKTUBHU MapKep I'eHU Kaj OaKTepuuTe.

I'en 3a pe3ucTEeHTHOCT

AHTHOUOTHK I'en
KOH AaHTHOMOTHIH

CrpentoMuLH

p ! I'en 3a amuHOTIIMKO3U A afieHI TpaHcdepasa  aadA
(CTIEKTHHOMHUIIH)
Kanamumun I'en 3a Heomurua dochoTpancdepasa nptll (neo)
Xnopamdenukon ['eH 3a xinopamdeHukon anetua TpaHcdepaza  cat
AMIUIIAH B-Jlaktamasa bla
TeTpanyking Terparmkana/H -anTunoprep tet

[Ipn KOHCTpyKIIMja Ha BEKTOPUTE CE€ KOPHCTH AaKTHUBEH OaKTEpHUCKH NPOMOTOp 3a
TPAHCKPHUIILIMja HA T€HOT 3a PE3UCTEHTHOCT KOH aHTUOMOTHULM. 3aToa, OAaKTEepUUTE KOU IO
COJpKaT OBOj BEKTOP MOXKAT Jla MpeKUBear  Ja ja aMiuinuiupaar pekomonHantHata DNA.
Hctnor kputepuyM 3a ceneknuja ce kopuctu 3a E. coli u A. tumefaciens. Cemak, T-DNA
(bparMeHTOT KOj ce IpeHecyBa BO pacTUTEIHATa KJIeTKa Tpeda 1a COJIP>KU CEIEKTUBEH MapKep
KOj ke Ouze moja KOHTpOJia Ha aKTHUBEH PACTHUTENIEH MPOMOTOP CO ILET Ja C€ OBO3MOXKH
uAeHTH(HKALKja U Ipomaramnyja Ha TpancopMupanuTe pactutensu kietku (Ciu. 2.11).

2.2.2 KomnoHeHTH 32 e(pUKACHA reHCKa eKCIpecHja Kaj pacTeHuja

Bo nocnenHure HEKONKY JAEUEHMHM € HANpaBeH TIOJIEM HANpeloK BO TIEHETCKara
Tpancopmanmja Ha pacTeHHjaTa W HUACHTU(UKAlMjaTa HAa CUTE KOMIIOHEHTH KOU Cce
HEOIIXO/IHY 3a yCIIellIHAa UHTPOAYKIIMja ¥ eKCIIpecHja Ha Ty Te€HU BO PACTUTEIIHUTE KIETKH.
[IpBuTe KOHCTpyMpaHM XHUMEpPHU TEHW ToceAyBane 5’ W 3’ HONAIMH CHUHTa3a (10S)
peryJaTOpHU CEKBEHIM, OJHOCHO NOS IPOMOTOP ¥ nOs TepMHUHATOp. lako nos IpoMOTOpHHUTE
U TEPMUHATOPHUTE CEKBEHLM MMaaT OaKTEPHCKO MOTEKJIo o Ti IIa3MuaoT, OBHE
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PETYJIaTOPHU CEKBEHIIM UMaaT MHOTY IOBEKE 3a€THUYKH KapaKTEPUCTUKH CO €yKapUOTCKUTE
TeHH OTKOJIKY CO MPOKapuoTcKuTe TeHu. [IpoMoTopot coapxu cnuyHu cekBeHun Ha CAAT-
n TATA-Ookc kou ce oAroBopHH 3a Mobunmsupame Ha RNA monumepasa II (RNAP II) u
MHMLIMjalMja Ha TPAHCKPUIILMjaTa COPOTUBOAHO O]l TPAHCKPHUIILUCKOTO CTapTHO MecTo (Ci.
2.12). CekBennure Ha TepMHUHATOPOT coapkar AATAA monuaaeHuIaTHA CEKBEHIA, Koja
IPETCTaByBa CUI'HAJ 3a MPEKHHYBambe Ha TPAHCKPUNTOT 3a okoiy 30 bp HU3BOAHO 07 OBaa
CUTHaJIHA cekBeHUa. [1o oBa mpeknHyBame Ha TPAHCKPUOTOT CE BPIIU J0AABAE HA TOJEM
0poj aJICHUMHCKH OCTATOIM 3a Ja ce GopMUpa MOJHMA omnaimika Ha 3’ KpajoT 0J1 TPAaHCKPHIITOT.
OgBaa monuA omamnika nMa rojieMo 3Hademe 3a crabmiaocta Ha mRNA.

IMpokcumaann :
T : ) OcHOBeH npoMoTOp
KOHTPOJAHE €1eMEnTH
e —
TpanckpHIIMCKO CTAPTHO MECTO RNA MoanA Mecto

GC-bokc CAAT-boke TATA-Bokc Erzon 1 Erzon 2 Erzon 3
_DNA i N A\ \ o ]
|77 GGGCGG  GCCCAATCT TATAAA 1 I vpon I Hrponl |

=100 -80 =25 +1
— —

5’-Henpesopne pernon 3’-HenpeBoline pernon
(5°-UTR) (3-UTR)

Cnuka 2.12 Hlemarcku mpuka3 Ha pacTUTENIEH MPOMOTOp. TpaHCKpUNIMCKUTE (GakTopu ce
Bp3yBaaT 3a IPOMOTOPHHTE CEKBEHIM M C€ HHUIMpa (PopMupameTo Ha
TPAHCKPUIILKUCKHA KOMIUIEKC. KOMITOHEHTHTE HAa TPAHCKPUIILMCKUOT KOMILJIEKC Ce
Bp3yBaat 3a CAAT-60kc u TATA-Ookc 1 0BO3MOKyBaaT MoOmnmm3nupame Ha RNA
noaumMepasa Il co nen aa ce nHUIMpPaA MIPOLECOT HA TPAHCKPUIILIK]a.

EdukacHocTa Ha ekcripecHja Ha TPAHCTEHOT Kaj pacTeHHjaTa 3aBUCH O] OpojHH (haKTOpH
KOW BJIMjaat Bp3 akyMmyJaijata u crabmiaocrta Ha mRNA. [Tokpaj mpomMoTopoT, eKkcipecujaTa
Ha TPaHCTeHOT 3aBUCH 01 5’- u 3’-HenpeBoauBuTe cekeBeHIM (UTR) Ha reHot, KopucTEeHE
Ha KOJIOHHU ((peKBeHLMja CO KOja OJpPEAEH OpraHu3aM I'M KOPUCTH JOCTAIlHUTE KOJAOHH BO
T'€HH), KPUITUYHU CIUIaJCUHT MECTa, He3peJn MOJUaJCHUIATHH MECTa, KAKO U CEKBEHIUTE U
MO3MLUUTE HAa UHTPOHUTE. 3aToa € HEONXOAHO J]a Ce 3eMaT BO MPEIBHU CUTE OBHE (aKTOpU
MIpH TU3ajHUPabE Ha BEKTOPH 3a EKCIIPECcHja Ha TPAHCTeHH Kaj pacTeHujara. [IpomeHuTe mro
Ce M3BpIIIyBaaT Ha MPOMOTOPHATA CEKBEHIIAa MOKAT J1a BIIMjaaT Bp3 HAUMHOT Ha eKCIpecHja Ha
TPAaHCTE€HOT, OJHOCHO Jallil TPAaHCTEHOT Ke C€ eKCIpecupa Ha KOHCTHUTYTHBEH HWIIH
VHIyIHOMICH HAYWH BO CUTE KJISTKH WM BO CHeNM(UIHHU KICTKU Of pacTeHuero. Ha cnuden
HAYMH MOJKE J1a C€ OJJPEAH U KOJIMYECTBOTO HAa TEHCKUOT MPOU3BO BO 3aBHCHOCT O TOA JIaJIH
€ oTpeOCH HU30K MIIM BHCOK CTEIIEH Ha eKCIpPEecHja Ha TPAHCTEHOT. YecTo maTtu ce KOPUCTH
omega cekBeHnaTa o1 5’-UTR Ha MozanunnoT Bupyc Ha TyTyHOT (TMV) co ten na ce 3roiemu
CTETNICHOT Ha TpaHclanyja kaj pacreHujata. OBaa omega cekBeHIa coapxu moiau(CAA)
pernoH kako Bp3yBauko Mecto 3a heatshock mporemnor HSP101, koj e HeomxomeH 3a
3rojeMyBame Ha CTENEHOT Ha TpaHciauuja. Mcro Taka, epukacHOCTa Ha MHUIMjalUja Ha
TpaHCanyjaTa 3aBUCH 011 ApYru cTpykTypu Ha mRNA, kako mTo e nomwkuHara Ha 5°-UTR
(Bomeuka cekBeHIa). Ilpurtoa, KpaTkure BOJEUKH CEKBEHLHM IMPEIU3BUKYBaaT peaylHpaHa
epukacHocT Ha TpaHcnanujara. CekyHaapaute cTpykTypu Ha mRNA kou ce jokanu3upanu
CIPOTHUBOIHO MM HU3BOAHO 011 cTapTHHOT AUG KOZI0H MOXAT J1a TO MHXHOHUpaaT BP3yBamETO
Ha puOO30MUTE U JIa ja peAylupaar TpaHcianujata. KoHceH3ycHaTa HyKJICOTHIHA CEKBEHIIA
oxony ctaptHuoT AUG kom0H Kaj aukotuienonute pacteHuja e aaA(A/C)aAUGGCu, noneka
nmak, kaj MoHokotmwienonute pacrerrja e c(a/c)(A/G)(A/C)cAUGGCG). IlpucyctBoTo Ha
cnporuBomHu AUG KOMOHHM Kaj HEKOM TeHH MOXeE Ja ja peaylnupa edukacHocta Ha
tpancnanyja (Kozak, 2005).
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YecTo martu, TyruTe TEHU COMpKAT HYKJICTOIMHN CEKBEHIIM KOU HE C€ KOPUCTAT O/ CTpaHa
Ha pacTeHHjaTa 3a KOAHMpame Ha aMHHOKHCENHHH. HeBooOmdaeHaTta 3a4ecTEHOCT BO
KOPHUCTEH-€ Ha KOJIOHU MOXKE Jia BiIMjae Bp3 crabuimHocta HAa MRNA. Taka Ha 1p., TOKCHYHUTE
reHu kaj Bacillus thuringiensis ce 6oratu co A/T, kane mto A unu T ce Haoraar Ha TpeTaTa
MO3UIIMja Ha KOJIOHOT, IIITO MPETCTaByBa peTKa MojaBa Kaj pacTeHujata. Moaudukanujata Ha
HYKJICOTH/IHATa CEKBEHI]A BO KOJMPAuKUOT PErMOH Ha OBHE I'€HM MOXKE Ja MpeInu3BHKa
3rojieMeHa eKclpecrja 1 IpoIyKIiija Ha BUCOKA KOHLIEHTpaluja Ha Bt TokcuH 3a aa ce youjat
LETHUTE MHCEKTU KOM Ce XpaHaT co pacTeHueTo. Mcro Taka, ceneKTHpaHHOT PAaCTUTENICH B
3a TpaHc(opMalrja MoXe Jia BIUjac BP3 IM3ajHOT HA TPAHCTEHUOT KOHCTPYKT. Taka Ha mp.,
(pekBeHIrjaTa HA KOPUCTEHE HAa KOJOHUTE Kaj TEHUTE OJf MOHOKOTHIJICIOHUTE TIOJIC)KH Ha
CTpora KOHTpOJIa BO criopenda co IUKOTHIIEIOHUTE pacTeHHja.

Agrobacterium-niocpenyBanata TpancopMalja iMa OrpaHUYeH TaKCOHOMCKH paHT Ha
pacTUTETHH BHUIOBUM KOM MOKaT epukacHo na ce TpaHcopmmupaar. Hajromem ycmex mpu
Agrobacterium-iocpenyBanata TpaHcdopMaldja € TOCTHUTHAT Kaj JAUKOTHUICJOHHUTE
pactennja. Cemnak, mMoguduKandjaTa Ha MPOTOKOIUTE 3a TpaHcopmalyja OBO3MONKHUIE
ycnemleH TpaHcdep Ha TeHM W Kaj rojeM Opoj MOHOKOTHIICJJOHHM pacTenuja. U mokpaj
OTPOMHHOT HANpeloK BO MPOTOKOJIUTE 3a IE€HETCKa TpaHc(opMmalja, MOHOKOTHIEIOHUTE
pacTeHmja HajuecTto ce TpaHchopMmupaaT co MPUMEHA Ha METOJOT Ha OoMOapaupame co
naptukyiau. [Ipu 0Boj MeTO HE ce KOPUCTAT PaCTUTEIHN OMHAPHU BEKTOPU KOM coapikat T-
DNA, 6unejku DNA monexkynuTe Ha GU3NIKH HAYWH CE IPEHECYBaar BO KJIETKUTE CO TTIOMOII
Ha CWJIaTa Of MPOEKTHIIHUTE MapTUKYJIu. Bo paHHTe eKCIepMMEHTH 3a TpaHchopMmanrja Ha
pacTteHujaTra co METOO0T Ha OoMOapaupame CO MApTUKYJIU C€ KOPHCTENEe e TUIa3MHIH, a
JICHEC ce KOPUCTH CaMo TpaHCTeHa KaceTa (IIPOMOTOPHU, TEHCKU U TEPMUHATOPHU CEKBEHIIN ).
OBoj mpucTarn ro peayuupa OpojoT Ha HHCEPTUPAHU KOIMH Ha TPAHCTEHOT U CE SITMMHHUPA
MOXKHOCTa 3a HMHCEpIMja Ha HEMOCAaKyBaHM CEKBEHIIM OJ BEKTOPOT BO TEHOMOT Ha
pacTUTeNHaTa KJIETKA.

2.3 Kionupame co npuMeHa Ha pekoMOuHanuja Ha DNA cneunduyna 3a no3unmja

PexomOunanTHata DNA TexHomoruja ondaka KoMIIeKCHA MaHuIrynainuu co DNA co men
Jla ce OBO3MOXKM HMHCEpIMja Ha OJpPEICH I'eH OJ HHTEepeCc BO COOJBETeH BekTop. OBue
MaHHUIIyJallMd CE€ OJIECHyBaaT CO KOPHUCTEHE Ha BEKTOpPU KOM IIOCENyBaaT CEpUd Ha
MPENOo3HaBayYKU MECTa Ha PECTPUKLHUCKUTE E€HIOHYKJea3u (PECTPUKLMCKH MECTa) BO €IHa
CEKBEHIIa KOja Ce HapeKyBa MOJIMINHKEP WU MOBeKeKPAaTHO KJIOHUPa4YKo MecTo. Ha TakoB
HauMH ce 00e30e/yBa COOJBETHO MECTO BO BEKTOPOT 3a MHcepunuja Ha Tyra DNA. Ako
BEKTOPHTE HE TIOCEAYyBaaT CTaHAAPAUIUPAHO MOTMUIMHKEP MecTo, Toram DNA Monekynure He
MOJKaT JIECHO J1a C€ pa3MEHyBaaT MOMery pa3JINdHH THIOBU Ha BeKTopu. McTo Taka, moMery
pas3InYHUTE TUIIOBH HAa BEKTOPH IIOCTOjaT 3HAUajHHU Pa3IMKH BO TEHUTE U HUBHUTE IPOMOTOPH.
I'enure peTko ce OrpaHUYEHH OJ [BETE CTPaHH CO COOJBETHU PECTPHUKIMUCKM MeECTa 3a
KJIOHUPAKkE U YECTO MAaTH COJAPKAaT BHATPELIHUW (MHTEPHH) PECTPUKLUCKH MECTa, IITO
NpeTcTaByBa NpPUYMHA 3a HEKOMIATHOMJIHOCTA MOMEy HEKOM BEKTOpH. Pa3BUTOKOT Ha
METOJIOT Ha MoJIMMepa3zHo-peprxkHa peakmnuja (Ci. 2.13) Bo 1985 roanHa nMa rojieMo 3Ha4CHE
npu MaHuny’ianujata Ha DNA, BoBe1yBameTo Ha PECTPUKIIMCKHA MECTa BO TO3UIUH KOU TO
OrpaHUYyyBaaT reHOT WM HETOBUOT IPOMOTOP, KAKO U MIPH OTCTPaHYBAKHETO HAa BHATPELIHUTE
PECTPUKLMCKH MECTa, a MPUTOa Ce OJAP>KyBa MHTEIPUTETOT Ha reHoT. MeronoTr Ha PCR ce
KOPHCTH 3a aMIutH(uKaiyja Ha crenupuaan DNA CeKBEHIM, Kako M 3a U3MCHYBame Ha
cexkBeHuu. Cemak, MPOAYKIHMjaTa HA T€HCKM KOHCTPYKTH € €€ YIITe MaKOTpPIIEH MpoIllec,
Ouzejku HECOOIBETHO MO3UIIMOHUPAHUTE PECTPUKLIMCKY MECTA IIPETCTABYBaaT IiaBeH (HakTop
KOj ja orpaHHYyBa [OCTANKaTa 32 KOHCTPYKIMja Ha BEKTOPH.
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Cnuka 2.13 TlonmMepasHo-BepiKHA peakifja € TeXHHKa Koja OBO3MOXYBa in Vitro
amunduKanja Ha cenektupaH permoH Ha DNA mpeky pas3iBojyBambe Ha
nBojHoBepmkeH DNA mpuMepok Ha JBa CHHIMpa MPEKy ACHaTypaunuja u
MHKyOaInmja co OJUTrOHyKJICOTHAHU npajMepu u DNA nonmMepasa co 1en aa ce
CHUHTETH3MpAaT KOMIUIEMEHTAPHH CHUHIHMPH. [lOBTOpyBauykHTE IUKIyCH Ha
JeHaTypanuja, aHWInpame Ha npajMepure U enonranuja (cuare3a Ha DNA co
DNA mnonumepasa) oBO3MOXKyBa aMIUTU(HUKAIMja Ha IMETHAOT perrnoH Ha DNA
(Hekonky wmjaga mnatv). OBaa TeXHMKAa HMa LIMPOKa IPUMEHAa BO
O6uoTexHonorujata, GopeH3uKara, MEJUIIMHATA U T€HETUKATA.

JleHnec ce pa3BHUBaaT pa3IM4HU CTPATETUH 3a Ja CE HA/IMUHAT HEOCTATOLUTE TIOBP3aHH CO
KOHBEHLIMOHAIIHOTO KJIOHHpame. HoBuTe KiIOHMpayku cTpareruu ce 0a3npaaTr Ha TEXHUKU HA
pexomOuHaija Ha DNA crnenm¢uyHa 3a mo3unrja KoM 3Ha4ajHO IO peIynnupaaT BpeMeTo 3a
nobuBame Ha pekomOnHaHTHH DNA BekTOpH 32 aHaimM3a Ha TeHH M KOHCTpYyKIHja Ha cDNA
oubmmoreka (cCDNA e DNA cekBeHIa K0ja € KOMIUIEMEHTapHa HA KOJMpayKaTa CEKBEHIa Ha
RNA-tpanckpunror). Exen on Hajuecto xopuctenute meroau € Gateway™ cucreMoT Koj
e(HKacHO ce KOPUCTH Kaj TOJIEMHUTE IPOEKTH 32 KIOHUPAbE.

Gateway kioHupame. [Ipennocra Ha Gateway CHCTEMOT Ha KJIIOHHPAmbe Ce eIeMEHTUTE
KO MPHUPOJHO €BOIyUpPAJie BO JKUBOTHUOT ITUKIYyC Ha OakTepuodarotT (A). 3a BpeMe Ha 0BOj
nuknyc (Cn. 2.14), Gakrepudaror mpemuHyBa oJf Jdu3oreHa (aza (BUPYCHHOT T€HOM €
CTaOMITHO MHKOPIIOPHPAH BO TEHOMOT Ha JIOMAKWHOT) BO NUTHYKA (paza (KJIeTouHa JH3a Ha
JIOMaKMHOT M 0CJI000/TyBame Ha MHPEKTUBHYU MAPTUKYJIN Ha OakTeprodaror).

Gateway CHCTEMOT Ha KJIOHHpame KOPUCTH MOAUDUIIMPAHH aft PEKOMOWHAIIMCKHA MecTa
BO KOMOMHAaIMja coO EH3MMCKa MEIIaBHHA 3a MHTErpalyja mo3HaTa kako BP xionasa koja ru
conpku npotenHuTe uHTerpasa (Int) u dakrop Ha unaTerpamnuja Bo gomakunot (IHF), kako n
SH3MMCKa MeIIaBHHA 3a eKCIU3Wja/MHTerpanrja no3nata kako LR kiionasa koja ru coapku
nporennute Int, IHF n ekcumsnonasa (Xis) co MOTEKIIO OJ] €IEMEHTHTE KOU C€ KOPHCTAT 3a
BpeMe Ha )KHBOTHHOT HUKITYC Ha OakTeprodarot A. @parmentute Ha DNA Kou ce orpaHHYeHN
CO PEKOMOMHALIMCKM MeCTa Ce€ MeIlaaT in Vitro cO BEKTOPH KOW HCTO Taka COJIpIKaT
PEKOMOMHAIIUCKK MeECTa, MpH IITO CE OBO3MOXXyBa pa3smeHa Ha DNA d¢parmeHtn wu
dopmupame Ha pexomOmHanTHa DNA. [lpuMeHara Ha oBaa cTpaTervja TW €IMMHUHUpA
HEI0OCTaTOLUTE KOM C€ IMOBP3aHM CO KOHBEHLMOHAIHOTO KJIOHHpame (HECOOABETHU
PECTPUKIUCKU MeCTa, JoirorpajHu peakuun). [lpm Gateway KIoHHpameTo, aff MecTara ce
Moau(UIMpaaT Ha TAaKOB HA4YMH ITO opueHTarnujara Ha DNA ¢dparmMenTuTe Moxe jaa ce
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OZIp>KyBa 3a BpeMe Ha MPOILECOT Ha eKCIU3Mja U WHTerpanuja. Peakuunjara kaTanmzupaHa on
crpana Ha BP kioHaza oBo3MOXyBa crnenupuyHa pekoMOuHaIuja Ha attBl mecto co attPl
MECTOTO, TIpu WTO ce dopmupa attL] mecro, noneka nax, attB2 MecToTo crnerupuvHo ce
pexomOuHupa co attP2 mectoro 3a na ce mobue attl2 mecto (Cn. 2.15). OBoj mporec
OBO3MOXYBa HWHTerpaiuja Ha orpanndenure PCR ¢parmentu co attBl w attB2 mectra BO
pDONR BekTOpH KOM COApKAT penunpoyHu attP Mecta. Ha TakoB HaunH ce J0OMBaaT ,,BI€3HU
kimoroBu™“ (pENTRY) Bo kou cenexrtupanure DNA ¢parmeHTH ce orpaHuyeHu co attll u
attL2 mecra.

P .
//,/"/ B
& N\
» DNA
(/mTHuKa ¢asa)

A X VA
\_ Y )/

BBS  bio |E. coli DNA

C " 3

[gal  JIB | oA F_ [OPIBA bio)

. DNA (smsorena gazsa)

Cnuka 2.14 3a Bpeme Ha nu3oreHara ¢asa, BupycHata DNA ce HHKOproprupa BO TeHOMOT Ha
KJIeTKaTa JOMakWH MpPEeKy MpoIecoT Ha pekoMOuHanuja moMery 3aeJHHYKUTE
CEKBEHIU, OJTHOCHO aff MecTaTra OJ JIBaTa reHoMa. BaKTepI/IO(paFOT A coapxu attP
mecto (P-dar), nogeka nak, nomakuackara DNA Ha E. coli conpxu attB mecto
(B-6akTepwuja). [IporiecoT Ha pekoMOMHaIH]ja ce OIBHBA CO TOCPEICTBO HA OPOjHH
nporennn: MaTerpasa (Int) co moTekno o A-parot u GakTop Ha HHTErpalyja Ha
nomakuHoT (IHF) co morexno ox E. coli. OBue mpoTeMHU ce OATOBOPHH 3a
HaBJeryBame Ha Oaktepudaror Bo nu3oreHa (asa oJ] CBOjOT KUBOTEH LHMKIIYC.
[Iporennute [HF, Int 1 Ekcuinznonasa (Xis) co moTekno oj A-¢GaroT ce OAroOBOPHH
3a eKclM3Mja Ha (aroT o]l reHoMoT Ha E. coli v HaBlleryBame BO JIUTHYKa (a3a of
HETrOBHOT KUBOTEH LIUKITYC.

Ogue ,,Bie3Hu KIOHOBU™ co aepurupann DNA ¢parMeHTH MoHaTaMmy ce KOpHCTaT 3a
uHcepurja Bo T.H. “destination vectors” (pDEST). PeakuujaTta katanusupana ox crpana Ha LR
KJIOHa3a 0BO3MOXKyBa TpaHchep Ha DNA ¢parmentute orpanudenu co attLl u attL2 mecta
IpeKy BTOpa peakmuja Ha pekomOuHanmja Bo pDEST BexTopu koum coapxar attRl n attR2
Mmecta. Jlobuennte pekomOnHaHTHHM DNA KOHCTPYKTH C€ MO3HATH Kako ,,eKCHPECHUPayKu
kioHOBU (pEXPRESSION). Crnopen Toa, peKOMOWHAITMCKUOT NpOou3Boa Ha attLl u attR]
MecTarta e attBl MectoTo, a peKOMOMHAITUCKUOT TPOU3BO Ha aftlL2 n attR2 mecrarta e attB2
Mecrtoto (Ci1. 2.16).
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Peaknuja na BP kionasa

attB1 attB2
[ 1 cDNA uian npomorop |5 |
PCR npou3sson

attP1 attP2

BP kionasa

(1 uac na 25°C) pDONR BexTop

kan*

attlL1 attl.2
c¢DNA nJin npoMoTop

PENTRY xkiton

kan* attR1 attR2

Cuope/ien npon3Boj

Tperman co nporennasa K

Tpanchopmanuja na E. coli n
ceJIeKIHja KOH KaHAMHIHH

Cnuka 2.15 PCR ammiudukanuja Ha TeH WM mpoMoTop co Kopucreme Ha DNA nemHo-
cneru@UIHU pajMepu Kou conpikar attB mecrta (attB1 v attB2) Ha 5° u 3’-KpaeBH,
cooasetHo. [Typudunupannor PCR npousBoa koj € orpaHudeH co aftB Mecrta ce
koMOuHHMpa co pDONR BekTop KOj coapku coonBeTHU aftP mecta. Ha oBaa DNA
MeIaBUHA ce JojaBa eH3uMoT BP kmonasa (coapxkwu Int u IHF nportewnn). Ilo
nHKyOanuja ox 1 wac Ha 25°C ce momama mpoTewHaza K ¥ MMOBTOPHO ce BPIIH
nnkyOammja ox 20 wmuHytn Ha 37°C. OBaa MemaBuHa ce KOPUCTH 3a
TpaHcopmaiuja Ha OAaKTEPUCKH KIETKU o E. coli xom ce WHOKyIHMpaaT Ha
MENyM BO NIPUCYCTBO Ha COOJIBETEH aHTUOMOTHK (KaHAMMIIMH) 3a CelleKI1ja Ha
TpaHcQOpPMHUPAHUTE KIETKH KOU coapkaT coonereH pENTRY kios.

CenexijaTta Ha COOJIBETEH PEKOMOWHAIMCKHM TPOM3BOMA 04 peakiuute oj BP- u LR-
KJIOHA3a C€ BPIIM CO IOMOII HAa TO3UTUBHYU M HETATHBHU CEJIEKTUBHHU MapkepH. [lo3utuBHaTa
CeJIeKIMja Ce OBO3MOXKYBa MPEKy aJITePHATUBHA CEJEKIHja KOH aHTUOMOTHUIM, JOJeKa TaK,
HEeTaTHBHATA CeJIeKIHja ce 00e30eqyBa MpeKy ccdB TeHOT, YWjIITO MPOU3BOJ ja MHXUOUpA
aktuBHOcTa Ha DNA rupaza u HacTaHyBa KieTouyHa cMmpT. bakrepuure Ha E. coli
TpancGopMHUpaHu co Bekropute Kou coapxkat ccdB ren (pDONR wumum pDEST BekTopm)
HEMaaT CIOCOOHOCT 3a pacT. bakrepuuTe MOXKaT Ja MPEXKHBEAT CaMO aKo T'O COIpIKAT
PEKOMOMHAHTHUOT KOHCTPYKT Off UHTepec 0e3 ccdB TeHOT, a BOEAHO COIpPXKAT COO/BETEH
MapKep T'eH 3a Pe3UCTEHTOCT KOH aHTHONOTHK (Ci1. 2.14 u 2.15).
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Peakunja na LR kiiona3a

attlL1 attl.2

cDNA njn npomotop

pENTRY kion

g attR1 attR2
b =1
LR kionasa
(1 wac na 25°C)
spect”

attB1
cDNA nin npoMorop

pEXPRESSION kion Cnopeen npousBoj

arPl1 artP?

spect”

pDONR BekTop

Tperman co nporennasa K l kan*

Tpauncopmanuja na E. coli n
CEJICKIHja KOH CIIEKTHHOMHIHH

Crnuxka 2.16 I'en unmu mpomotop kojito ce coapxu Bo pENTRY kion orpanuden co attL mecta

(attL1 n attL2) ce xomOunmnpa co pDESTINATION BekTOp KOj COAP KK COOIBETHH
attR mecta. Ha oBaa DNA memaBuHa ce o1aBa eH3uMoT LR kitoHaza (coapxu
Int, IHF u Xis nporennn). ITo nakyOanuja ox 1 yac na 25°C ce 1ogaBa npoTenHasa
K u moBTopHO ce Bpmm nHkyOammja ox 20 munytu Ha 37°C. OBaa MemaBuHa ce
KOpUCTH 3a TpaHcopmarmuja Ha OakTepucku KieTku on E. coli xou ce
WHOKYJIUpaaT Ha MeIUyM BO TIPUCYCTBO HA COOJBETCH AaHTUOMOTHK
(CTIEKTUHOMUIIMH) 3a CeJIeKIMja Ha TPaHC(OPMUPAHU KIETKH KOHM COJpPIKAT
coonsered pEXPRESSION kioH.

2.4 Jlu3ajH Ha BeKTOpH

2.4.1 BexTopu 3a pyHKIHOHAJTHA aHAJIM3A

CeKBEHIIMOHUPAbETO Ha MEIMOT TE€HOM Ha Mojen opranusmure Oryza sativa of
MOHOKOTHJICJIOHUTE pacTeHuja u Arabidopsis thaliana on JITUKOTWICJOHUTE pACTCHH]a
MPETCTaByBa BUCTUHCKH MPEIU3BUK 3a aHamM3a Ha pekomOnHaHTHUTE DNA Monekynu. Mako
CC OTKPHUECHU I'OJIEM 6p0_] IIPOMOTOPH U IMPOTEUH-KOJUPAYKHU I'CHHU O OBUE I'CHOMMU, ce yuire
mocTojat OpojHU HEKapaKTePU3UPAHU T€HCKH CEKBEHIIU. Toa mpeTcTaByBa OrpOMEH MOTHUB 3a
IM3ajH U KOHCTPYKIMja Ha BEKTOpU 3a edukacHa (yHKIHMOHATHA aHalIW3a Ha TEeHUTE.
TpamunuoHAIHUTE METOIM Ha KIOHHPAale CO KOPHCTCHE Ha JHMra3d He MPETCTaByBa
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MPaKTHUCH TPHUCTAI 32 OJICCHYBahE Ha aHAJIN3aTa Ha CUTE TCHH U MPOMOTOPH Kaj OBUE MOJICI
pacrenmja. JleHec ce KOpUCTAT PACTUTEIHM BEKTOPH KOW ce KommaruOwiaHu co Gateway-
PEKOMOHMHAITMCKOTO KIIOHHPAKETO 32 JIa C€ OBO3MOXKHM epUKacHa (pyHKIIMOHAIHA aHaJIh3a Ha
rerute (Cn. 2.17).

A

- >
BamHI Psil

Pecrpuknucka aurecruja
+ Jmranmja

EcoR1 Kpnl BamHI  Pstl Hindlll

| Sacl I Smal | Xbal |
[ LB } repmunarop || cexexrnnen mapkep <upouo‘rop UfyepmmmaropH | |

EcoR1 Kpnl  BamHl  Psil Hindlll

[ Sacl I Smal I Xbal |
[ LB {repmunaropfcenerxrupen mapxep|<1pumomp Hirepmmmarop { GFP H—! I

B

oananakep

(HOBEREKPATHH KJIOHHPAYMKH MecTa)
pENTRY kion
artl.2 antlL1
Peaxkumja na LR kaonasza
EcoR1 HindI1l

| Sacl artR2 attR1
[ LB Hrepmunaroplcenexrnren Mapxep|<]pomo'mp Hrepmunarop = | m | RB |

EcoR1 Hindlll

[ Sacl attR2 artR1
| LB Hrepmunaropficesexupen Maplcep|<]pumrmp HrepyunaropH GFP = - m ' RB |

Cnuka 2.17 PactuTtenHu BEKTOpPH 3a TEHCKA EKCIPECHja 32 KOHBEHIIMOHAIHO KIOHUPAE CO

KOPHCTERE HAa PECTPMKIMCKA jaurectwja W auramuja (A) u Gateway™
pexomOuHaiucko kinonupame (B). [Ipsure BexTopu npukaxkanu Ha (A) u (B) ce
JIM3ajHUPaHH 32 ]a OBO3MOXKAT EKTONNYHA EKCIPECHja Ha TeHH BO PACTHTEIHATA
KJIeTKa. BTopuTe BeKTOpW Of ABara THIA Ha KIIOHUPAKE COAPIKAT I'eH O3HAYCH
kako GFP (3enen ¢umyopecuenten nporent). OBHe BEKTOPHU CE JANU3ajHUPAHU 3a
Jia ce 0Bo3MOxkH ¢y3uja Ha npotenHu co GFP co nen na ce naeHTupukyBa HeKoj
cyOuenyigapeH HpoTenH oA uHTepec. [Ipu KOHCTpyKLMjaTa Ha BEKTOpPHUTE
HEOIXO/IHO € JIa C€ U3BPLIM HaeanHa Gy3uja momMery reHoT OJf UHTepeC U MapKep
reHotr. HWuceprupanara DNA Tpeba na Oume Bo ,,o0rBopeHa” ORF
KOH(UTypaluja, OJHOCHO 0e3 MPUCYCTBO HA CTONM KOJOH MOMEry TeHOT O]
UHTEpEC U MapKep TeHOT.

Jlenec ce moOueHu roieM Opoj peKOMOMHAIIMCKHA KOMITATHOVMITHU KOJICKITVH O] PACTUTEITHU

otBopeHH paMku Ha untame (ORF). Momupummpannte ORF Ha ko um ce orcTpaneTn 5’ win
3’ UTR (compkaT camMO MPOTEHH-KOIUPAYKN CEKBEHIM) Moxar Op30 m edukacHo nma ce
IpeHeCcyBaaT MPEeKy BEKTOPU KOM MOCEAyBaaT KOMIATHOMIHN peKOMOMHAMCKU Mecta. OBue
kosiekiui Ha ORF-omu (KOMIUIETEH CeT Ha OTBOPEHW PaMKH Ha YMTAmE BO €JICH TEHOM) Ce
JOOMEHN Ha TAaKOB HAYMH INTO MO3UIMUTE HAa OPUTMHAIHUTE KOJOHHU 3a MHMLHUjAlMja U
TEepMHUHallMja Ha TpaHCIalKjaTa ce HEMPOMEHETH U OCTaHyBaaT MHTAKTHHU (,,3aTBopeHa” ORF
koHpurypauuja). Mcro taka nocrojar konekuun Ha ORF-oMu Bo koM ce emMMHHUpaA CTOI
KOoOoHOT (,,orBopeHa™ ORF xondurypanuja). OBue ,,orBopenu” ORF kondurypauum ce
KOPHCTAT MPHU UCITUTYBamke Ha (DYHKIIMjaTa Ha TEHUTE KOTa € HeOTXOIHO Jia ce M3BpIIU (y3uja
Ha C-TepMUHATHUOT menTh. YecTto matH, GyHKIHOHATHHUTE rmoxaTory ox Hekoja ORF mm

37



T'€H Cce OJJHeCYBaaT Ha (PeHOTHITOT IIITO IO MHAYIMpaAT IPU HUBHA EKTOIIMYHA eKCTIpecHja (TIp.
BO TKMBA KaJi€ IITO T€HOT HE C€ eKCIIPpecCHpa BO HOPMAJIHU YCJIOBH) KOja € IOJ KOHTpOJa Ha
KOHCTUTYTHUBEH WJIM YOMKBHTapeH mpoMoTop. Gateway-BEeKTOPHTE KOW C€ JW3ajHUpaHH 32
OBOj THUI Ha aHalM3a ce JOOMEHU CO KOPUCTEHE Ha CHJIHO akTHBEH 35S mpomoTop onx
MO03au4HUOT BUpyc Ha kapduoiotr (CaMV). Cenak, cute ORF He MoXaT KOHCTUTYTHBHO /1a
ce eKcrpecHupaar ¥ HEeKOM OJ HUB MO>KaT Ja Mpein3BUKaaT jetannu epextu. [Ipu oBue ciyyau,
OREF ce npenecyBaar BO BEKTOpU KOU C€ IM3ajHUPAHH 32 KOHAMLIMOHAIHA WM MHIYyINOUITHA
exTonuyHa ekcrpecuja (Joubes u cop., 2004) win BO BEKTOp CUCTEMU KOU OBO3MOXKYBaat
MHIyIIHpaHa eKCIpecHja Kaj oapeaeHu Tunosu kietku (Brand u cop., 2000).

2.4.2 Bextopu 3a RNA nunreppepenunja (RNAi)

Edukacna crpareruja 3a npoyuyBame Ha (hyHKIMjaTa Ha TEHHTE € J1a CE€ PeAyLHpa HIH
»HOKayTHpa™ TpHUpOJHAaTa TeHCKa EKCIpecHhja BO OpPraHM3MOT co mnpuMmeHa Ha RNA
untepdepennuja (RNAi). [Ipu oBoj mpouec ce dopmupa nsojHoBepmxkHa RNA mpeky
TPAaHCKPHIIIMja Ha WMHBEPTHpPAaHA PEMETHTUBHA CEKBEHLA Ha ojpeneH reH. J(0OMEHHOT
TPaHCKPHUIIT (OpPMHUPA CTPYKTYpa BO opMa Ha IITHOJIA KOja To MHUIMpa TporiecoT Ha RNAi1 u
HacTaHyBa Jierpananuja Ha xomoiaoraa mRNA (Brodersen u Voinnet, 2006). Co KoHCTpyKIija
Ha cnenujamusupann Gateway™ sextopu (pDEST) ce oBosmoxyBa 6p3a W edukacHa
npoayKija Ha 1BojHOBeprkHN RNA Monekynu (C. 2.18).

pENTRY k.ion
attlL1 attl2
I'en

Peaknuja na LR K.lmna'sal

artR1 attR2 attR2 artiR1

CCa75SS, > (SNGGHAN [PDK wrpon] MGG ) rephomnsrop|

pDEST kion

attlL1 attlL2 artl2 attl1
I'en I'en

X
_é e —

attR1 attR2 attR2 attR1

anBl anB2 l attB2 attB1
| CaMVSSS>I 51 ccdB [ PDK untpon | [S] ccdB [S]| repmunarop |

Crnuka 2.18 'eHCKO CTHBHYBam€ Kaj pacTeHHjaTa MOXeE Ja Ce MOCTUTHE CO KOPUCTEeHE Ha
WHBEPTHPAHH PETIETUTUBHU TPAHCT€HU KOHCTPYKTH Kou KoaupaaT RNA monekyn
BO (opma Ha mHona. Co npuMena Ha TexHonorujara Ha Gateway ™ kioHMparme
MOJKe J1a ce 0OWjaT MHBEPTUPAHU PENICTUTUBHU TPAHCTCHU KOHCTPYKTH, OHIEjKH
ce onpxyBa opueHrtanujatra Ha DNA ¢parmMeHTOT 3a BpeMe Ha MpoIecuTe Ha
uHTerpamMja U ekcuusuja. [puroa, Gateway™ peKOMOMHAIMCKHUTE KACETH CE
MeryceOHO paciopeIeHH BO CIIPOTHBHU OPHEHTAIIHH.
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Kaj crannapmuure Gateway ™ Bekropw, atf mecrara Ha MoquHKaIMja Ce N3ajHUPAHHM 32
OJIpXKyBame Ha opueHTarjaTa Ha DNA ¢parMeHTOT 32 BpeMe Ha MPOIeCUTe Ha eKCIU31ja |
unterpanuja (Hartley u cop., 2000). Paciopenor nHa att mecrata Bo RNAi xoHCTpyKTHTE
OBO3MO’KyBa JIECHa MHCEpLMja Ha JBa MJCHTUYHU TE€HCKM CErMEHTH BO CIPOTHBHA
OpHEHTalMja KOM C€ JIOKAIM3UPAHW BO HU3BOJHA IO3MUIMja OJ KOHCTHUTYTHBEH aKTHBEH
npomotop (Cn. 2.18). KoncturyTuBHO ekcripecupaHaTta natepdepupauka RNA moxe ga ce
KOPHUCTH 32 CTUBHYBamb€ Ha I'€HU BO TEKOT Ha Pa3BUTOKOT Ha pacTeHHjara.

243 BeKTOI)I/I KOHU IMOTEKHYBAaT 0 PACTUTC/IHU CCKBCHIIU

Pa3BurtokoT Ha pekomOnHanTHaTa DNA TEXHOIOTH]ja OBO3MOXYBa T€HETCKH MH)KEHEPUHT
Ha HOBH OCOOWHHM Kaj PpacTHTEIHUTE KyJITypH KOM HE MOXaT Ja ce nxobujat co
KOHBCHIIMOHAJTHATA celiekiuja. PexomOmHanTHata DNA TexHolioTWja TH HaJAMHHYBa
UHTEpCIELUCKUTE Oapuepu Kaj pacTeHHjaTa M ce MpOIIMpyBa JOCTAlHOCTA HAa TE€HETCKU
ocoOuHM 3a Moaupukanuja. Cenak, NpuMeHaTa Ha OBaa TEXHOJIOTHja € MPEeIMET Ha MHOTY
JUKCYHH 32 KOH3yMHpame Ha TeHeTCKH MOAU(ULIPaHU COPTH Ha pacTeHuja. McrpaxkyBamara
HAa KOHCYMEHTHTE TOKaXKajie JeKa jaBHOTO MpHudaKkame Ha TeHETCKH MoauduiupaHurte
OpraHu3MH Ce OBP3yBa CO MHTEPECOT 3a MOTEKJIOTO Ha TEHETCKUOT MaTepHjaj KOj ce KOPUCTU
3a oJ100pyBame Ha 0ocoOMHUTE Ha pacTeHujaTa. OBUE UCTPAXKyBambha MOKAXKAJIE JIeKa HajMaJKy
NpUBJIEYHA PACTUTEIHA XpaHa 32 KOHCYMEHTHTE € OHaa KOja COAPIKH Ty TeHETCKU MaTepHjall
KOj TIOTEKHYBa 0J1 HECPOIHU OpraHU3MU Ha pacTeHrjaTa. Cerak, BayKHO € J]a Ce HallOMEHE JIeKa
HOPMAJTHUTE PACTHTEIHU KJIETKH COAPXKAT 3 TEHOMH: ja[peH T€HOM W JIBa T€HOMa KOHU
NOTEKHYBaaT 0] OaKTepuuTe, OIHOCHO XJIOPOIUIACTEH W MHTOXOHJIPHUjAIIEH TEHOM O]l
[I1jaHOOAKTEPUUTE U O-TipoTeobakTepuuTe, CooBeTHO. OBaa HeoBepOa Ha KOHCYMEHTHUTE 3a
NPUCYCTBOTO Ha Tyl TEHETCKM MaTepHjall BO pacTUTEIHATA XpaHa MOXKeE JIa Ce Pelylupa MPEeKy
BHUMATEITHO TU3ajHUpame Ha pekoMOnHaHTHE DNA BekTopH 3a mogo0pyBame Ha 0COONHUTE
Kaj pacTeHujaTa.

ITpu 1u3ajHOT Ha BEKTOPUTE HEONXOIHO € T.H. ,,HEpaCTUTENIHU CEKBEHLIU “ 1a c€ OJIp’KyBaat
Ha MHUHUMaTHO HUBO. @parmentute Ha T-DNA on Agrobacterium ce HajuecT u3BOp Ha TyT
TeHETCKM MaTepujaj Kaj pacTeHHjaTa KOj MOXKE Jia Ce eIMMHHHpa IMPEKy KOPHCTEHE Ha
pactutenau win “P-DNA” cexBennu (Rommens u cop., 2004). OBue pacTUTENHA CEKBEHITU
ce ¢pyHkunoHaaHu anano3u Ha T-DNA ox Agrobacterium xou ro OAIPKYBaaT TpaHCHEPOT
Ha DNA ox Agrobacterium Bo pactutennute kieTku. Tpancdepor Ha DNA Bo pactutenHure
KJICTKH € pEeJaTHBHO pEJOK HacTaH W TpaHCHOPMHUpPAHHUTE KIETKH HAjuecTO ce
WICHTH(HUKYBaaT U pereHepupaaT co MOMOII Ha CEIEKTUBHE MapKepH, Kako Ha Tp., TeHHU 3a
PE3UCTEHTHOCT KOH AaHTHOMOTHIM KOM HWMaarT OakTepucko moTekio. OTKako TyruTe
CEJIEKTUBHHM MapKep I'eHU Ke MOCIy’KaT 3a CeJeKIMja Ha TpaHC(HOPMHUPAHUTE KJIETKH, OBHE
TFEHCKHM CEKBEHLIM MOXAaT Jla ce OTCTpaHaT OMJejKHM HeMmaaT IOoBeke HMKakKBa yJora IpH
eKcIIpecHja Ha TpaHCTeHUTE OCOOMHU Kaj pacTeHujaTa.

Mapkep reHUTEe (PE3UCTEHTHOCT KOH XepOWIUAM) ce KOpHCTAT 3a CceJeKIja Ha
TpaHC(OPMHUPAHUTE PACTUTEIIHU KIIETKH, a UCTOBPEMEHO OBO3MOXKYBaaT MOA0OpYyBame Ha
0CcOOMHHTE Kaj HEKOM pacTUTENHH Kyarypu. Oxomy 75% o reHeTcku MoaudUIMpaHUTe
pacteHuja mocenyBaaT pe3ucTeHTHOCT KOH xepOomummm (Castle m cop., 2004). Hajuecto
KOPUCTEHUTE TE€HH 3a PE3UCTEHTHOCT KOH XepOWIMIM TOTEKHyBaaT oJf OaKTepuuTe
Streptomyces hygroscopicus v Bacillus licheniformis. BakTepuCKHUTe IeHU 3a PE3UCTECHTHOCT
KOH XepOMIMIM MOKaT Jia Ce 3aMEHAT CO CEKBEHIM OJ pacTUTENHO moTekio. Jlocera ce
UICHTH()UKYBAaHH HEKOJKY pACTHTEJIHM TE€HH KOu 00e30emyBaaT pE3UCTEHTHCT KOH
XepOUIHIH.
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[TomaTomnuTe 07 CEKBEHIIMOHUPAHETO HA PACTUTEITHHOT T€HOM U Pa3BUTOKOT Ha METOJIUTE
BO MOJIEKyJIapHaTa OMOJIOTHja Ha pacTeHUjaTa MMaar rojeMo 3HaYeHmhe BO WACHTH(HUKaMjaTa
U M30JIalfjaTa Ha PAaCTUTEIHM CEKBEHIIM KOW MOXKAT Jla C€ KOPHCTaT 3a MOA00pyBame Ha
pactutenHuTe Kyatypu. Yecto maru, Bupycaute npomoropu (CaMV 35S) ce kopucrar 3a
KOHCTUTYTHBHa M yOMKBHMTapHa €KCIpecHja Ha I'eHHM Kaj TpaHcreHute pacteHuja. Oue
IPOMOTOPU MOXKaT Ja C€ 3aMEHAT CO PACTUTEIHU IPOMOTOPU KOM MOKaXyBaaT CIMUYEH MOJIEI
Ha eKcIIpecHja, Kako LITO Ce€ MPOMOTOPUTE Ha aKTMH M YOMKBUTHH. IIpumeHaTa Ha oBue
OPOMOTOPH 332 KOHCTUTYTHBHA W YOHMKBUTApHAa €KCIpecHja Ha TPAHCIEHM MOXar Ja
Npeau3BUKAaT HEKOM HeCakaHW ceKyHAapHU edekxTH. OBue HecakaHu e(eKTH MOXKar Ja ce
SIMMUHHPAAT MPEKY 13ajH U KOHCTPYKIIMja Ha BEKTOPH 3a TpaHC(ep Ha TKUBHO-CIieIMpraHa
WM KOHIUIIMOHATHA TeHCKa excnpecHja. Taka Ha mp., 1Bappu3MoT (Iy[IECT pacT) € BaykHa
0coOMHa BO 3€MjOJICIICTBOTO 32 MPEKUBYBAE HA PACTEHHjaTa BO YCIOBU HA CHIIHU JI0KOBH
u BeTpoBH. OBHE UYIIECTH pacTeHHja UMaaT HU30K pacT Oujejku aOHOpMAaTHO pearupaar Ha
¢utoxopMoHoT THOepenuH. OOuauTe 3a MOOMBamkbEe HAa TPAHCTCH IIYIECT OpPU3 TPEKY
HapylIeHa eKcrpecuja Ha reHoT Arabidopsis gibberellin-insensitive (GAI) pesyntupaie co
No0KMBamke Ha IIyIIeCTH pacTeHHja KOM MMaie Hucka mpoaykuuja Ha ceme (Tomsett u cop.,
2004). HatamomniHuTe €KCIIEpUMEHTH TOKaXKaje JeKa OBOj HEJIOCTATOK MOXKeE Ja Cce HaJMHUHE
npeKy KOHCTPYKLHja Ha BEKTOp, Kajae mrTo TpaHcreHoT GAI ce Haofa mox KOHTpoia Ha
uHAynmowmIeH npomotop (Ait-ali u cop., 2003).

Nako ce waeHTHdUKyBaHU TojieM OpoOj €HIOTCHH PACTHTEIHH MPOMOTOPU KOU Op30
pearmpaaT Ha alUIMKalMja Ha WHAYKTOPH, OBHE MPOMOTOPH MOXKAT Ja pearrupaar W Ha
pa3nmuyan  (pakTOpu O KMBOTHATa CpeAnHa (BOJA, CAIMHUTET, TEMIIEpaTypa, CBETJIHHA,
MOBpeNyBame WM MHPEKIMja CO MaToreH! opranu3Mu). [IpuToa, eHJOTeHUTE MPOMOTOPH
MOYKaT HECOOJIBETHO Jla C€ MHIYIHPAaT OJ CTpaHa Ha (aKTOPUTE OJ KUBOTHATA CPEIWHA U
UHIYKTOPUTE MOXAT J1a ja MOTU(HUIMpaaT MPHUPOIHATA TeHCKa eKcmpecuja (MMPOMEHH BO
(usnonorujata v pa3BUTOKOT Ha PACTEHUETO). 3aT0A C€ KOPUCTH aJITEPHATUBEH MPHUCTAIl KOj
ja orpaHWYyBa aKTHMBHOCTa Ha TPAHCTCHOT BO CHENM(UYHU THIIOBH HAa TKHBA CO IIEN JIa CE
nobue ocobunara ox unrepec. Ilpu excrpecnja Ha GAI reHot, npuMeHaTa Ha KOHCTPYKT €O
IPOMOTOP KOj € aKTHBEH CaMO BO BEre€TaTUBHU TKHBA (2 HE BO PENPOIYKTUBHU TKHBA) MOXE
Ja 00e30e1u 100uBame Ha [Iy[JECTH pacTeHHja KO HeMaaT pelylipaHa MpoayKIrja Ha CEMe.

2.4.4 BexTopu 3a MyJITUTeHCKH 0COOMHU

Konctpykumjata Ha BEKTOpH 3a MOA0OpYyBamke Ha pacTeHHja MOXe Ja ce Oasupa Ha
MHCEpIHMja Ha €IMHEYEH TeH, KaKo INTO € MpOoAyKuuja Ha Bt TOKCHHOT 3a 3amTHTa Ha
pacTeHmjaTta Ol MHCEKTH WJIM WHCEPIMja Ha HEKOJKY T€HH TPH TeHETCKH WHKECHEPUHT Kaj
roJjieM Opoj BayKHU OCOOMHHM BO 3€MjOJICIICTBOTO. [[eHec, My TTUTeHCKUTE OCOOMHU Ce TOOMBaaT
IpeKy HOCIIEI0BaTEeIHO II0JIOBO BKPCTOCYBal€ Ha TPAHCTEHM PACTUTENIHU JIMHUM KOU
OBO3MO’KYBaaT akyMyJjaluja Ha 3 Wi 4 HE3aBUCHHU TPAHCTE€HH BO €IHO PACTEHHE WIIM CO
IOpUMEHa Ha Pa3IuyHu TpaHcreHu onx moceOHM T-DNA ¢parmentu xou ce kopucraT 3a
KoTpaHc(hopManija Ha pacTeHujara. [IpBHOT nprcTan MpeTcTaByBa MaKOTPIIEH U IOJITOTPacH
npoliec, Jo0jeKa MaK, BTOPHOT MPUCTAll ce CMeTa KaKO TeXHWYKH Mpean3BHK. [IperusHoTo
JM3aJHAPakbe U KOHCTPYHpame Ha PAaCTHTEIHUTE BEKTOPH 32 TpaHChopMalrja MOKe Jla uMa
roJIeMO 3HAYCHE BO SMMMHHUPALE Ha TOJIEM Op0j TEXHUYIKH HEJOCTATOIH U 12 C€ OBO3MOXKH
eKCIpecHja Ha MoTUreHcku ocobunn ox enuHedeH T-DNA ¢parment. Enen BakoB nu3aju ce
0a3mpa Ha KOJIEKIIMja HAa JOMOTHHUTETHN Wi nomomHu BekTopu (Ci. 2.19). Co npumena Ha
OBHE TIpHCTanmu ¢ a00ueH KOHCTPYKT (Cin. 2.20) k0j MMa CmocoOHOCT 3a eKCIpecHja Ha
HajMHOTY IIIECT TPAHCTEHU O] SAMHEYHA JIOKaIlija Bo jaapeHnoT reHom (Goderis u cop., 2002).
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[Tocrojar ronem Opoj anTepHATHBHM IPHCTAM 32 TOBP3yBamke Ha IMOBEKE T'€HH BO
aKIenTopHU BekTopu. OBHE BEKTOPU ' KOPHCTAT CUCTEMHTE Ha peKOMOWHaIH]ja crieliupuaHr
3a no3uuyja u T.H. “homing” eH10HyK/I€a31 KOM 103BOJIyBaaT OCIEJ0BATENIEH U HEOTPAaHUYEH
TpaHcep Ha EKCIpecHpayku KaceTH BO AKLENTOPEH BEKTOp, NMpH ILITO CE OBO3MOXKYBa
eKCIpecHja Ha rojeM Opoj TPAHCI'€HU O] €JMHEUEH JIOKYC BO F€HOMOT.

pAUX3166

pAUX3130

Ascl

Ascl

Agel
EcoR1
Sall
Psnl
Neol
Hindlll
Notl

1-Ppol
I-Scel
\ I-Scel
I-Ceul
T ——PI-Pspl TeSeul = HindITl
Notl

pAUX3169

Agel
EcoR1
Sall
Psil
Neol
Hindlll
Norl

pAUX3131

Agel
EcoR1
Sall
Psnl
Neol
Hindlll
Norl

I-Ceul

I-Ceul

Agel
EcoR1
Sall
Pstl
Neol
Hindlll
Norl

PAUX3132

PAUX3133
pAUX3167

Crnuka 2.19 [TomomrHuTe BeKTOpH 00€30eayBaaT pEeCTPUKIIMCKH MECTa Ha MPETO3HABamkbe 3a
KOHBEHIIMOHATHOTO KIIOHHpame Ha EKCIpecHpadyka KaceTa CO CEKBEHIH Of
uHtepec Ha mnpomorop, ORF wm tepmumuarop. Excnpecupaukure KaceTH ce
OTpaHUYEHH CO 8-bp PECTPUKIMCKH MECTa Ha MPENO3HABaHkE MM MECTa Ha T.H.
“homing” engonykieaza. OBue Mecta Ha “homing” eHIOHYKJI€a3a c€ eKCTPEMHO
PETKH Kaj MPUPOJHUTE CEKEBHIIM U MOXAaT Jia TO OJIECHAT aceMOIHMpameTo Ha
HEKOJIKY eKCIpPEeCHPauykh KaceTH BO €IWHEYHHOT PACTUTEICH BEKTOp 32
tpancpopmanuja pPZP RCS2.
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A

pMODUL3138 (3840 bp) Asel —{ pNOS pat || 10CS [—I-Ppol

NN
pMODUL3368 (7073 bp) Ascl - pCaMV 358 >TMV> als INOS Ascl
Vb

pMODUL3198 (5485 bp) LCMF@C> gus } 1G7 }»l-('eul
pMODUL3209 (5889 bp) ~ PI-Pspl —@C luc {f (NOS {— PI-Pspl
pMODUL3439 (3739 bp)  PI-Tlil —@C RsAFP2 H (G7 |— PI-T1i]
pMODUL3439 (3739 bp) ~ I-Scel DmAMPI | tMAS — 1-Scel

B
PI-Pspl PI-Tiil
Rs-AFP2
PI-Pspl PI-TUil
I-Ceul
*p RB
gus
: pTRANS3458
I-Cenl 19575 bp
I-Scel

Dm-AMP1

I-Scel paf
I-Ppol

Ascl

Crnuxka 2.20 [llemaTcku mpHuKa3 Ha LIECT €KCIPECHUPAYKU KACETH MHCEPTHUPAHU BO MOMOIICH
BekTOp. (A) Pasnmmuam mpomoTOpH ce KOPHUCTEHH 3a J00WMBame Ha CeKoja
eKCIIpecupayka KaceTa: MpOMOTOp 3a HomainuH cuHTaza red (pNOS), RNA
MIPOMOTOP 3a MO3aWdeH BUpPYC Ha Kapduos (pCaMV 35S) co HeTpaHCIATUPAYKH
pErHOH Ha MO3audeH BUpycC Ha TyTyH (TMV), mpoMOTOp Ha MO3aW4YeH BUPYC Ha
kacaBa (pCsVMYV), pactutreneH onOpaHben 1.2 mpomotop Ha A. thaliana
(pPDF1.2), npomotop Ha GUbBI ren on Helianthus annuus (pUBI) n mpomoTtop
Ha MaHOIIMH CUHTa3a reH (pMAS) co cnpoTHBOAHA aKTHBHMpAayka CEKBEHLA Ha
POMOTOpP 3a OKTONMH cuHTa3za (uasOCS). OBue MpOMOTOPHU ja KOHTPOJHpAAatT
eKcIlpecHjaTa Ha pa3IMYHM TEHH, KaKo TEHOT 3a (QOCHUHOTPUIIUH aleTHII
TpaHncdepasa (pat) on S. hygroscopicus, xonupadka cekBeHua Ha DmAMP1
nedensun (DmAMP1), xonupadyka CEKBEHIIA 3a alleToNaKTaT cuHTasa (als), uidA
TeHOT 3a B-riykypoHuaasa (gus) on E. coli, ren 3a nynudepasa (luc) u nepeHzun
koqupadka cekBeHia Ha RSAFP2 (Rs4AFP2). Cexoja kacera COAPX U TEPMHUHATOP:
TepMUHATOp on Agrobacterium tumefaciens 3a HomanuH cuHTaza re” (tNOS),
TepMUHATOP Ha TeHOT 7 ox miasmunoT 71il5955 wa A. tumefaciens (tG7),
TE€PMUHATOP Ha MAHOINMH CUHTAa3a I'eH oA 4. tumefaciens (tMAS) n TepMUHATOP Of
okTomnuH cuHTasa rex (tOCS) Ha A. tumefaciens. (B) OBue mect TeHCKH KaceTu ce
pacnopenenu iomery LB u RB ox T-DNA Ha BektopoT pTRANS3458.
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2.5 TapreTupanu HHCEPIUH HA TPAHCI€H

Pexom6unantanotr T-DNA BekTOp co Au3ajHUpaHN OCOOMHHM 3a CTaOWIIHA MHTErpaluja u
reHCKa eKCIIpecuja 0BO3MOXKYBa HajeryBamwe Ha DNA o uHTepec BO pacTUTENIHATa KIeTKa
U clydjaHa HMHTerpanuja Bo reHoMoT. Ilo3unumjata Ha wMHTerpanujata He MOXKe Ja ce
KOHTPOJIMpa U YECTO NaTu pe3yJTHpa co BapHUjaOMUJIeH CTEIeH Ha eKCIIpecHja Ha TPAaHCTEHOT.
Bpojuu dakTopu BiMjaaT Bp3 eKcrpecujaTa Ha TPAHCTEHOT Kaj pacTeHHjaTa, Kako Ha Ip., Opoj
Ha MHCEPTHUPAHU T€HCKH KOMUHU BO T€HOMOT, JIOKAJIHH Cis-/I¢jCTBYBaUKH eneMeHTH U RNA
cTHBHYBame. HerpanckpuOupaukure pernoHu Ooratu co A/T BO €yKapHOTCKUTE TCHOMH,
MO3HATH KakO MaTpPUKC-TIPUKpENTyBayku perumoHu (matrix attachment regions-MAR) ce
KOpHCTaT 3a orpaHnuyBame Ha renure Bo T-DNA Bekropute (Butaye u cop., 2004). OBue
CEKEBEHIIM MMaaT rojieMO 3HauCHe 3a CTa0MIIHA EKCIIPEecHja Ha TPAHCTEHOT M HA TAKOB HAYMH
TpaHcreHuTe ce 3amTtuTyBaaT oA RNA crtuBHyBame (Mlyndrova u cop., 2003). Cemax,
TapreTUpambeTo Ha TPAHCIEHW BO MPETXOJHO OAPEIEHH XPOMO3OMCKH MeCTa IpeKy
XOMOJIOTHA pPEeKOMOHWHanMja MOXXeOu ke 00e30eny Tojo0pa KOHTpoda W peayKiuja Ha
HNOTEHIMjaTHUTE MO3UIMOHU eekTH. Cenak, OBUE MPUCTAIIU ce MOKaxalle Kako Hee(hUKacHHU.
[TponykijaTa Ha CHHTETCKH TPAHCKPUTITUCKU (DAKTOPH KAKO IIMHKOB MPCT MPOTEHHH (Zinc-
finger proteins-ZFP) xou ce nau3ajHupanu 3a mnpeno3HaBame Ha crenuduunu mearHn DNA
CEKEBEHIIM MMaaT MOTEHIIMjall 3a 3rojieMyBambe Ha e(UKacHOCTa HA TapreTHpaHa XOMOJIOTHA
pexoMOmMHanMja Kaj pacTreHwjata. Ha TakoB HAaYyMH MOXE Jla C€ TOCTHTHE TEeHETCKH
WH)KEHEPUHT Ha TPEIU3HH JIEJICIUH, WHCEPIUH WM MyTalld BO PaMKH Ha CHEHU(pHIHH
XpOMO30MCKH perroHHu. [Ipomykipjara Ha mpuiiarogeHu win moguduuupanu ZFP Bo naanHa
MOXe Ja 00e30eau pa3IMyHu MPEIM3HH allaTKH 332 N3MEHYBakEe HA TCHOMHTE U IPOMEHH BO
eKCrIpecHrjaTa Ha CHIOTCHHUTC TeHH W TPAHCTEHW Ka] WIAHWTE TEHepalid Ha TeHETCKH
MOTUPHUIIPAHUTE PACTECHH]A.

2.6 be30enHoCT Npu AU3ajH HA BEKTOPH

ITpumenara Ha pacTeHHjaTa Kako OMOPEAaKTOPH 3a MPOM3BOJICTBO HA IIOJIUMEPH, AaHTUTENA,
BaKLMHHU, XOPMOHH H JIPYT'H TEPareBTCKU areHCH MPETCTaByBa HOB MPEIU3BUK MPH AU3AJH U
KOHCTpYyKIIMja Ha BekTopu. EdukacHara mpumeHa Ha pacTeHHjaTa Kako OHOpeakTopu
BKJTy4yBa BHUMATEIHA CEJIEKIIMja Ha PAaCTEHUETO JOMAaKIMH U HMHOBATUBEH JIN3ajH Ha BEKTOPU
3a ga ce o0e30ean BUCOK CTeNeH Ha TEHCKa ekcrpecwja. [Ipm oBUEe OHOTEXHOJIOMIKH
eKCIIEpUMEHTH HEOINXOIHO € JIa CE MpPeB3eMaT COO/BETHH 0e30€HOCHN MEPKH CO el J1a ce
CTIpeYr TEeHETCKH MOAW(UIMpPAHUTE TPOU3BOAM Ja HaBjie3aT BO CHHUHMPOT Ha HCXpaHa.
Pacrenmjata mmaaT TojeM Opoj mpeaHOCTH BO (papmarieBTCkara wHAycTpuja. OcobeHo
3HayajHa IPUMEHa Ha pacTeHHUjaTa € eyKapuOTCKMOT MOJE Ha CUHTEe3a Ha IIPOTEHUHH, KOj Ce
KapakTepu3upa CO IMOCTTpaHCHAIMcKa MOAM(UKaIMja U YeKOpU Ha aceMOJupame KO ce
HEONIXOJIHHU 3a Ja ce A00MjaT aKTHBHM €yKapuOTCKU NpoTeuHH (Imp. aHTutena). Cemak,
TJIMKO3WIIAIMjaTa Ha MPOTEMHUTE Kaj pacTeHHjaTa ce 0J{BUBa Ha TOMHAKOB HAYMH BO criopeada
co nuaunte. HeomaMHenHUTE HCTpaKyBamka BO HACOKA Ha ,,XyMaHU3alluja" Ha PAaCTHUTEITHUTE
narumra Ha mmkodwrangja (Joshi m Lopez, 2005) ke oBO3MOXHM NpoOayKnMja Ha T.H.
»XYMaHU3UPaHU TpOoTeMHH. BO TOj KOHTEKCT, MPEJHOCTA Kaj pacTeHH]jaTa € CIIOCOOHOCTA 3a
BHCOK CTEIICH Ha MYJITHILIMKAIIM]a, KOja MOXe Jla 00e30e/Ii BUCOKA TIPOAYKIIHja Ha TPOTEHUHH.
Hcto Taka, pacTUTETHUTE MPOTEHHH C€ OCIOOO0JEHU O] MATOTeHW KOW C€ NMPUCYTHHU Kaj
[UIIAYNTE U TOJIEM OpOj COPTH Ha pacTeHHWjaTa CE jaJUITMBH, INTO NMPETCTaBYBa €THOCTABECH
HAuYWH 32 aJJMUHUCTpAIHja Ha Pa3JINYHU TEPAIEBTCKU COSINHEHH]A.
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Crnuka 2.21 UnTerpanuja crnenuduvHa 3a MO3MIHMja CE MOCTHTHYBA MPEKY JBA HACTAHU Ha
XOMOJIOTHa pPEeKOMOMHAIMja, OJHOCHO MO €IeH o ABere cTpaHu Ha DNA
¢parmMeHToT mTO Tpeba Aa ce MHCepTHpa. 3a BpeMe Ha MHCEpLHjaTa, LETHUOT
PETrHOH Off BEKTOPOT IO 3aMEHYBa IIETHHOT PETHOH OJ IUIACTHIHHOT T'€HOM, a
mpurToa ce Tyou ocHoBara Ha BekTopoT. MHcepTupannor DNA ¢parMeHT coapxu
CeNeKTHBEH Mapkep (aadA TeH ko] Komupa aMUHOTIMKO3UA  3’-
aJIeHITUIITpaHCcepasa Koja O0BO3MOKYBa PE3UCTEHTHOCT KOH CIIEKTHHOMHUIINH) U
MOXE J]a COAPXH €IMHEUYEH I'eH OTpaHHyueH CO HE3aBHCHHU 5’ U 3’ peryjJaTopHH
pernonu BxiryuyBajku mpomotop, 5’-UTR u 3°-UTR wmim xako Bo 0B0j ciyuaj
MOBEKE I'€HU CO €IMHEUEH IIPOMOTOP KOJ ja peryjimpa eKCIpecHjara Ha OlepoH co
MHAMBUAYAIHU pubo30McKH Bp3yBauku Mecta (RBS) Ha cripoTuBoana nosuiuja
on ORF. Bo oBoj ciyuaj, cry24a2 oneponot on Bacillus thuringiensis (Bt) ce
MHCEpPTHpa BO INIACTUHUOT F€HOM U c€ (POpMHUPAAT MHCEKTULMIHU IPOTEHUHU BO
pactutennure kiaeTku. IIpomoropor Ha 16S pubGo3omamna RNA (Prrn) ja
perynmpa ekcrpecHjata Ha aadA TEHOT W TpUTe TeHU oxa cry2Aa2 OTMEepOHOT.
Tepmunartop e psbA 3’ pPerHoHOT OJ] TEHOT KOj TM KOJAUPA KOMIIOHEHTHUTE O]
PEaKIHOHHOT LeHTap Ha GoTocucteM I o1 XJIOPOIIaCTHUOT 'eHOM Kaj TYTYHOT.

3a 1a ce peayuupa pU3MKOT O] HEjaJJIMBH MPOM3BOAU KOM BIETYBaaT BO CHHUHMPOT Ha
UCXpaHa HEONXOJHO € Jia Ce MPHMEHAT CTPOTM O0e30€MHOCHM MEpPKH TP TEeHETCKUOT
WH)KEHEPUHI Ha PACTUTEITHUTE BEKTOPU 3a CKCIpEecHja Ha OBUE NpPOHM3BOIU. ENeH TakoB
MexaHu3aM Ha 0e30eIHOCT € WHKOpIopanyjaTa Ha HHTEHHCKH CeKBEHIM KOU JI03BOJIyBaaT
TpaHC-CIIajCUHT HA IPOTeHHU. VIHTEeMHNTE ce BHATPEIIHH IPOTEUHCKU eIEMEHTH KOM UMaCT
CIIOCOOHOCT 3a CaMO-€KCLH3Hja OJi OPUIMHAIHHOT MPOTEHMH M KaTaau3upaaT JMraiuja Ha
HaJ[BOPCLIHNUTE CEKBEHIM (EKCTEMHM) CO MENTHAHA BpCKa. ['eHMTe KOM KOAMpaaT TpaHC-
CIIajCUHT MTPOTEUHCKU (pparMeHTH He Mopa Ja OujaaT JIOUMpPaHH BO MCTHOT TeHoM. Taka Ha
Tp., €HUOT I'eH MOKE J]a Ce COJPIKU BO JaJPEHHOT T'€HOM, a JPYTHOT I'eH BO XJIOPOIUIACTHUOT
reHoM. Bo 0BOj city4aj, MpOTEeMHCKUOT PparMeHT KOJUPaH BO jaAPOTO MOJJICKH HA TEHETCKH
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WH)KEHEPUHT 32 TapreTUpame BO XJIOPOIUIACTOT, KaJie MITO C€ TPAHC-CIUIajcupa CO BTOPHUOT
NPOTENHCKH (parMeHT KOJMpaH oA Xyoporuiactor. OBaa TEXHOJIOTHja HA Pa3/iBOjyBambe Ha
TeHU C€ OJIBMBA CO MOMOII HA J[Ba THIIAa Ha KOHCTPYyKIMja Ha Bektopu: T-DNA Bektop 3a
UHTETpalfja BO jaJPEHHOT TEHOM CO EJEMEHTH 3a E€yKapHOTCKa TeHCKa eKcIpecuja u
IUTACTH/ICH BEKTOP CO €JIEMEHTH 3a IPOKAapUOTCKa reHcka excrpecuja. [IpuMenara Ha 0Boj THIT
Ha JM3ajHUpPakEe Ha BEKTOPH 'O pelylupa pU3MKOT OJ] IPOTOK HAa F€HU U KOHTaMMHAIMja Ha
INPOM3BOJOT, OWAEJKM XJIOPOIUIACTHTE C€ HacleayBaaT oOJf JKEHCKHOT pOJUTEN Kaj
pacTUTENIHUTE KYJITYpH, a TOJICHOT Kaj OBHE PACTEHHja COJP>KU CaMO IOJIOBHHA OJ1 TPOTEHH-
KOAMPAYKUOT (hparMeHT.

WuoBanuute mpu KOHCTPYKIIMja Ha BEKTOPH M TpaHCHOpMaIFja Ha pacTeHHjaTa MOXKar J1a
BIMjaaT Bp3 OCOOMHHTE HAa JOOMEHOTO TPAHCTEHO pacTeHHe. [ €HCKOTO CTHUBHYBame W
perynamnmjata Ha eKCIpecHja Ha TPAHCTEHOT Ce TJIAaBHUTE NpoOIeMH BO pacTHTEIHATa
OMOTEXHOJIOTH]ja KO MOJXKAaT JIa C€ PeIylMpaar MpeKy TeHEeTCKH MH)KEHEPUHT Ha IUIACTUIHUOT
TEHOM OTKOJIKY Ha jaApeHHOT reHoM. OBa MoOXe Ja ce 00jacHH MpeKy (PakTOT MITO TEHCKOTO
CTHBHYBam€ HE C€ jaByBa Kaj IUIACTUAHHUOT T'€HOM 3a pas3jiiKa Of jaApEeHUOT I'€HOM U Kaj
MOBEKETO PACTUTEIHM KyJITYpH IUIACTUIUTE CE€ HACJIEAyBaaT O/ KEHCKUOT POAUTE, IIPH ILTO
ce cIpedyBa IOJIEH-IIOCPEAYBAHOTO BKPCTOCYBame IOMely HECPOJHHUTE pacTeHHja.
BexTopute 3a TpanchopMaliija Ha XJIOPOILIACTHTE CE JU3ajHUPAHN ¥ KOHCTPYHUPaHH Ha TaKOB
HAYMH IITO COJIPIKAT JIEBH | JiecHU muacTua-Taprerupanu pervonu (LTR u RTR), kon nmaar
ronemuHa o7 1-2 kb u xomonoruja co cenekTupanoro 1emnHo mecto (Ci. 2.21).

JlM3ajHOT W KOHCTPYKIMjaTa Ha IUIACTHIHH BEKTOPH KOW OBO3MOXKYBaaT MCTOBPEMEHA
eKCIpecHja Ha HEKOJIKYy T€HH BO OIEPOH MOXKE Ja MMa TOJEeMO 3HA4YeHe NPU TeHETCKUOT
WH)KEHEpUHT Ha BaXHH ocoOWHH. Jlocera € MoCTUTHATa MHTErpaldja Ha TpaHCTeH Kaj 16
HE3aBUCHU MeCTa KOU CE JUCTPUOYUPAHU I10 TOJDKMHATA HA IUIACTUAHUOT TEHOM, TIPH IITO Ce
SIIMMUHHUPAHN MTO3UIIMOHHUTE €PEKTH, KOU YeCTO MaTH Ce jaByBaaTr NpH HHTerpanuja Ha DNA
BO jaJIpEHUOT TEHOM. AKO C€ 3eMe TIpeABHU I AeKa BO e/ieH actu rmoctojar 10-100 miacTuaamn
TEHOMH, a eIHa KiIeTKa coapxku npubmmkHo 10-100 mnactuam, HajepojatHo okoiry 10,000
KOMMU Ha TPAHCI'€HOT MoXKaT Jia ce (¢opmHpaaT BO eIuUHEYHa KieTka. OBa pe3yiTupa co
MacoBHa TPAHCKPMIILIMja HA TPAHCI'€HOT, IITO MoXe Ja omdaru okoiy 46% o1 BKyIHHUTE
pPacTBOPJIMBU NMPOTEHHHU BO KJIeTKaTa. TexHoyorujara 3a TpaHcopmalyja Ha IUIacTHIUTE Ce
VIITe HE € pa3BUEHa Kaj ToyieM Opoj BaXXKHHM PACTUTENHW KyINTYpH, MefyToa, OBaa TEXHHUKA
YCIEIHO € TIOTBP/ICHA Ka] C0ja, MOPKOB U MIAMYK MIPEKY XJIOPOTUIACTHU BEKTOPH CIICITU(DUIHH
3a IO3MIIMja U PEereHepalja Ha pacTeHH]ja MPEKy COMaTCKa eMOpHOTreHes3a.

45



3.T'EHU O UHTEPEC KAJ TPAHCI'EHU PACTEHHNJA

CrnenuduyHUOT pemociiesl Ha HykiaeoTuaHuTe 6a3u Bo DNA ja oapemyBa QpyHKIIMjaTa Ha
onpeneHa reHercka cekBeHna. Cemak, jarmexuapar-gocdarna ctpykrypa Ha DNA koja ru
COJPXKHM YETHPHUTE a30THU 0a3uW € MICHTUYHA Kaj pa3inyHu opraHu3Mu. OBaa CIMYHOCT BO
cTpyktypara Ha DNA kaj cuTe opraHn3Mu NpeTcTaByBa OCHOBA 32 OJIBUBa-E Ha TpaHCcdep Ha
DNA mnomery paznuyau opraHu3Mu. Ha TakoB Ha4yMH MOXKaT Aa ce J00MjaT TpaHCTeHU
pacTeHuja KOM COApKAT Te€HH OFf PA3IUYHU OPraHuM3MHU (IIp. MUKPOOPTaHU3MH, MHCEKTH,
JKUBOTHU U ITyTe).

I'onem O6poj ocoOuHM Kaj pacTeHHjaTa (KBATUTET WITH IPUHOC) C€ KOHTPOJIUPAAT O/ CTpaHa
Ha TIOBEKE I'eHH, JT0JIeKa TMaK, IPYyTd KOPUCHU OCOOMHHU MOXKAT /1a € KOHTPOJIMPAaT caMo OJ1
enuHedeH reH. Cemak, OBEKETO TPAHCT€HU PACTEHHja MOTEKHYBaaT O TpaHC(ep Ha camo
€/IeH WIHM HEeKOJIKY TylW TeHHU, OMJIejK! € IOSAHOCTABHO J1a ce J0OMjaT TPAHCTeHU pacTeHH]ja
CO orpaHuyeH Opoj Ha HHTPOAYLUPAHHU TEHHU.

3.1 UnenTudukanuja Ha reHH 01 HHTepec MPeKy FreHOMCKH CTYIHH

Pa3BuTOKOT Ha TeXHONOTHUTE 3a CEeKBEeHIMOHUpame Ha DNA u akymynanuja Ha mRNA
OBO3MO’KYBaaT UCIHUTYBambe€ Ha OTPOMHO KOJIMYECTBO Ha MH(OpMAIMM KOU C€ COIpKaT BO
TeHOMOT Ha ejieH opranu3aMm. I'eHoMHKaTa mpeTcTaByBa Hay4Ha JUCIHIUIMHA KOja omdaka
rojieM Opoj MOJIEKyJIapHU TEXHUKH 3a aHayn3a Ha DNA-ceKeBeHIIM U eKCIIpecHja Ha IeHU.

JlekoaupameTo U MHTEpIIpeTalyjara Ha TCHOMCKUTE CEKBEHIIM NMAaT ToJIeMO 3HA4YCHe 3a
Pa3BUTOK Ha HOBHM TEXHHKH 32 TIOA0OpPYBamke HA HEKOW OCOOMHU Kaj PACTUTEIHUTE KYJITypH.
ITomoOpyBameTo Ha OCOOMHUTE Kaj MOBEKETO PACTUTEIHN KYJITYPH € MAaKOTPITHA U CJIOXKEHA
mporexypa. Taka Ha 1p., TEHOMOT Kaj cojara ce coctou on 1,1 6mmon 6a3nu mapu (bp) Ha
DNA, nojexa nak, reHOMOT Kaj TYeHKaTa € 3Ha4ajHO TIoroJieM U coapxku 2,4 6unmoH bp. On
KOMITapaTUBEH acCIeKT, TOJIEMUHATa HAa XyMaHHOT I'e€HOM € okouly 3 OuinmonHu bp. Osue
Oounronn 6a3HW MapoBU orndakaat rojeM Opoj BUCOKO PEMIETUTUBHU PETHOHU U HEKOIUPAYKU
HYKJICTOM/IHM CEKBEHIIM KOM He KOAMpaaT MpoTenHCKH mnpousBoau. Cropex Toa,
uaeHTH(UKaLKjaTa HA KOJUPAYKUTE PETHOHM 0of pactutenHara DNA kKou ce 0JroBOpHH 3a
HEKOW KOPUCHH OCOOWHHM BO 3€MjOJEJICTBOTO MOXE Ja C€ MOCTHTHE CO KOMOHMHHUpame Ha
TPaJUIMOHATHATE TEXHUKH Ha BKPCTOCYBame, COBPEMEHUTE MOJIEKYJIADHU aHAJHN3H,
TEHETCKUTE aHAJIN3U U HOBUTE KOMJyTEPCKH CTPATETHH.

[To3Hato e nexka cuTe PACTUTENHW BHIIOBH IOCEAYyBaaT COICTBEHH CHelUpHIHH U
YHUKaTHH OCOOMHH, MelyToa, MOCTOjaT M rojieM Opoj TeHHW KOHM c€ KOH3EpBHUPAHH IMOMEry
BUioBUTE. MCTO Taka, mocrojar rojieM Opoj TeHH CO KOH3EpBUPAaHU (YHKIMU TTIOMETY
pacreHujara 1 xkuBoTHUTE. Criopes Toa, OipelyBambeTo Ha (PyHKIMjaTa Ha HEKO] T'eH Kaj eJleH
BUJI MOXeE J1a C€ KOPUCTH 3a IIPEeIBUAYBambe Ha QYHKILMjaTa Ha XOMOJIOTHHOT I'€H Kaj APYT BUJ.
3aroa, HEKOHM PaCTeHH]ja ce CMeTaaT Kako MOJIeN-pacTeHHja U MPHUBIIEKYBaaT OTPOMEH HHTEpEC
BO HAayYHUTE UCTpaxKyBama. Taka Ha np., BUAOT Arabidopsis thaliana e mano u 6p30-pacTedko
pactenue of ¢pammirjata Brasicaseae co mai reHOM cocTaBeH oj] 5 xpomo3omu. OBOj BHII ce
KOPUCTH KakO MOJEN 3a NpOydyBamke Ha pPa3BUTOKOT Ha pAcTeHHjaTa M OATOBOPOT Ha
pacteHujata KOH (aKTopuTe OJ JKUBOTHAaTa cpeauHa. IIpBOTO CekBEHIMOHHpame Ha
pacTuTenHNOT reHoM e u3BpiIeHo Bo 2000 roauna xaj BUIOT A. thaliana M HETOBHOT T€HOM Ce
coctou of 120 munmonu bp. CeKBEeHIIMOHUPAmHETO HAa KOMIUIETHHOT T€HOM Kaj pacTeHHjaTa
UMa ToJIeMO 3Hadyele BO OJpeayBameTo Ha (yHKIHMjaTa Ha MoennHeuyHuTe reHd. Ha TakoB
HauuH, TosieM Opoj nHpopmaruu 3a DNA-ceKkBeHIIUTE Kaj pacTeHHjaTa CTaHyBaaT JOCTAITHU U
Ce OTKpHMBAaT CIMYHOCTUTEC W PA3JIMKUTE IOMEry TEHCKUTE CTPYKTYpH Kaj pa3iiHyHH
pacTUTETHU BUIOBU.
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WnenTndukanyjaTta Ha TEHOMCKUTE CEKBEHIM HA OAPEICH PACTHTENIECH BUI UMAaT TOJIEMO
3Ha4YeHE BO OJpeayBame Ha (yHKIMjaTa HAa reHuTe. Bo onpeneHn ciyadd, MOZATOLUTE O
T€HOMCKOTO CEKBEHIITMOHUPAHE HE TIPUIOHECYBAAT BO OTKPUBAKHETO HA (PYHKIMjaTa HAa TCHUTE
WM HUBHUOT e(eKT Bp3 (peHoTunoT Ha pacTenujata. OcoOeHO KOMIUIMLIMpPaHa 3a/1a4a € Ja ce
HampaBH Kopejamnuja momMery crnenupuyHuTe TeHW W BaXHUTE OCOOWHHU Kaj pacTeHujaTa,
0CO0EHO aKo INeHOT MMa MHUHOpPEH e(eKT Bp3 ocoOMHaTa. 3aToa, TEHOMCKHUOT IPUCTAl 3a
oJpeqyBame Ha (QYHKIMUTE Ha T€HUTE WIM I'eHCKaTa eKCIIpecHja 3aloyHyBa IIHPOKO Jia ce
npuMeHyBa. [7aBHata 1en Ha CTyAMHTE 3a TEHCKAa EKCIpecHja € YTBPAYBAaETO Ha
npucycTBoTo Ha ojapeneH MRNA Tpanckpunt. DyHKIMjaTa HA TIOBEKETO T€HU 3aBUCH O]I
npucycTtBoTo Ha MRNA TpaHCKPHIT CO HYKJICOTHAHA CEKBEHIIA KOja MOXE JIa CE MPEBEE BO
AMHHOKHCEITMHCKA CEKBEHIIA.

Excnpecujara Ha ronem Opoj TeHu ce perynupa Ha HuBO HAa mRNA akymynanuja 1 Moxe
Jla ce TIOBp3€ CO HMBHaTa (PyHKIIMja Kaj pacTeHHjaTa. Taka Ha mp., rojieM Opoj TeHU KOU Ce
BKITYYCHH BO 0I0paHOEHHOT OATOBOP Ha pacTeHujara KomupaaT 3rojieMeHO KOJMYECTBOTO Ha
mRNA-Monekynu 3a BpeMe Ha WH(peKnHuja co matoreHu opranm3dmMu. OBoj dheHoMeH Oui
NpoydyBaH IpeKy cielnewme Ha coiapxkuHata Ha mRNA TpaHCKpunTH Kaj pacTeHHja
MHOKYJINPAHU CO HEKOj MaTOreH OpraHu3aM. AKO OJIpEleH I'eH MOKaKyBa BHCOK CTENEH Ha
ekcripecrja Ha HHBO HAa MRNA akymyraiuja, TOrail MocToU TojieMa BEPOjaTHOCT JIeKa OBOj
reH € BKIIYyYeH BO OJ0paHOeHHTE OAroBOpH. AHanu3aTa Ha TojeM Opoj TPaHCKPUITH BO
OJIpEJICHN YCJIOBH Ha >KMBOTHATa CpEJMHAa OBO3MOXYBa WICHTHU(UKAIMja HA 1€ TeHCKU
KOMILJIET KOj € BKIIy4eH BO 010paHOCHUTE OJITOBOPH HA pAaCTEHHUjaTa.

DNA mukpoepej € TexHHKa KOja c€ KOPHCTH 3a Mepeme Ha akymynanujara Ha mRNA
TPaHCKPHUIITH Ha rojieM 0poj reru (Alba u cop., 2004). [IpuHIMIOT Ha OBaa TEXHUKA ce Oa3upa
Ha CIIOCOOHOCTa 3a XMOpWIW3alMja Ha JBa HYKICOTHAHM CETMEHTa CO KOMILJIEMEHTapHH
CEKBEHIIM. AKO eJTHa O] CEKBEHIIUTE € o0esekaHa co MapKep KOj MOKe Jia c€ M3MEpH, TOTalll
MOXE€ Ja ce KBaHTU(UKyBa Koimu4ecTBOTO Ha xubOpuamzanmja. [Ipm DNA mukpoepe;j,
OJIPEJICHN CEKBEHIIM CHEeIM(DUIHO ce Bp3yBaaT 3a CyIcTpar (MaJjia CTakjieHa nmoBpumHa). [Ipu
OBaa TEXHMKA CE OBO3MOXKyBa Bp3yBam€ Ha CTOTMLHU WJjaJy MHAMBHUIYaJIHHU CEKBEHLHU Ha
cnenUYHM JIOKalMU Ha Maia nospmimHa ox 1 cm?. Beymmoct, DNA-ceKBeHIUTE 0]
OJIpEZICH pacTUTeNeH BHUJA C€ AaIulMIUpaaT Ha MHUKpPOEpej M MOoToa XUOpHAU3UpaaT Cco
obenexxanu ko Ha MRNA Bo ¢opma Ha cDNA o1 cnierpuaHO TKHUBO IO 0JIpeJIeH TPETMAaH
(np. wHOKynamuja Ha maTtored). Ako oxapeaecH MRNA-Moyiekyn € TpHCYyTEeH BO BHCOKO
KOJIMYECTBO Kaj TPETUPAHOTO TKHUBO, TOTAIl CO MPUMEHA HAa MHUKPOEPE] C€ NETEKTUPa BUCOK
cTerieH Ha xuOpuau3ammja co HeroBata coojBetHa DNA cekBeHma. CrenmeHOT Ha
xuOpuau3anyja Ha ucnuTyBaHHOT MRNA-TpaHCKpUNT ce criopeayBa cO HETPETUPAHUTE HITH
KOHTpOJIHM TKuBa. OBOj TpHUCTal € MO3HAT KaKo KOMMAPAaTHBHA TeHCKA eKchpecHja U
OBO3MO’KYBa UCITHTYBambe Ha MPOPUIOT HA TPAHCKPHIITH OJ1 WIIjaJHULIU TCHH.

IIpoTenHckuTe MPOM3BOAM Ha IMOBEKETO IeHM c€ (YHKLUMOHAIHU EIMHULIUM KOM ce
OJITOBOHU 3a oOfjpefieHa ocoOMHa Kaj pacTteHujata. Crnopea Toa, HEONXOJHO € Ja ce
aHaJIM3UpaaT KpajHUTE MPOU3BOAM Ha IeHCKaTa eKkcrpecHja. BaxkHo e a ce HalmoMeHe aeka
aKyMmyJnamyjara Ha oapeaeH RNA-TpaHCKpUNT He € ceKoraml Bo Kopelaiuja co COAp KUHATa
WM aKTUBHOCTA Ha MPOTEUHOT KOJIITO TO KOJUPa 0BOj TpaHCKpUNT. OBaa Kopenaiuja 3aBUCH
Ol HEKOJIKY (akTOpH, Kako Ha Mp. peryjanvja Ha cradmiHocta Ha RNA, cremeHor Ha
TpaHCIIalja Ha TMPOTEHMHOT WM TIOCT-TPAaHCIAIMCKa peryjanyja Ha NpOTEHHCKaTa
CTaOMIIHOCT WM eH3MMcKara akTuBHOCT. IIporeomukara omdaka pa3muuHU TEXHUKU 3a
aHaJiM3a Ha TOJIEMU MEIIABHHU Ha MPOTEHHU KOW CE€ NMPHCYTHH BO OJPEIEHO TKUBO WIIH IO
onpeneH TpermaH. OBoj MpHCTalN BKIy4yBa cenapaliija Ha WHAWBUIYAIHU IPOTEHHHU Bp3 0a3a
Ha OJpelNeHH (U3MYKH KapaKTepPUCTHKH (Tp. TOJEMHUHA WM TOJHEX Ha mportewHu). Ilo
cernapanyja Ha NO€AUHEYHUTE MPOTEUHU, HUBHUTE aMHUHOKUCEINHCKH CEKEBEHIIM MOXaT Ja
ce MIeHTU(HUKYBaaT CO NPUMEHA Ha MaceHa cleKkTpoMmerpuja. JloOMeHuTe MoJaToLH Of
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POTEOMHKA BO KOMOMHAIM]ja co aHanu3ara Ha DNA CeKBEHIM WM TeHCKa eKCIpecHja nMaar
rOJIEMO 3HAYCHE BO OJpeayBame Ha KOpeJamnjaTa IoMer'y aMHHOKHUCEITMHCKUTE CEKBEHITH U
cnenu(UIHNTE TEHCKH CEKBEHIM Kaj pacTeHHWjata. Ha ciudeH HauynWH, MeTa00J10MHKATa
NpeTcTaByBa KOMIUIEKCHA aHaJM3a Ha aKyMmyJialijara Ha XeMHCKH COCIUHECHH]ja KOM MMaatr
3Ha4yaeH MPUJI0OHEC BO OCOOMHUTE Ha pacTeHujaTa. PacTUTenHUTE METa0OIUTH yUeCTBYBaaT BO
Pa3BUTOKOT, (PU3MOJIOTHjaTa U 0A0paHOEHUOT OJrOBOp HA pacTeHHjaTa, a BOETHO MOXKE J1a ce
KOpHUCTAT BO MCXpaHaTa W MpojayKiujata Ha xpaHa. Croes Toa, paCTUTETHUTE METa0OIUTH
uMaaT rojemMa IpUMeHa BO 3€MjOJICIICTBOTO MOPaJ HUBHUOT NPUOHEC BO OPOJHH OCOOMHH
Kaj PACTUTEITHHUTE KYJITYPH.

KomOunHanujaTa Ha reHOMHKA, TIPOTEOMUKATa U METa00IOMHKA (OMHKA) BO CHCTeMCKAaTa
0MoJI0rHja OBO3MOXYBa MPOYUYyBamkEe Ha rojieM Opoj IMPOILEeCH KOU C€ OJJBUBAAT Ha KIETOYHO
HUBO Kaj opranm3mure. JJoOneHnTe moaaTonu 07 OBUE UCTPAKyBamba MPETCTaByBaaT OCHOBA
3a pa3BUTOK Ha OMouHGopMaTUKaTa Koja orndaka KOMIjyTEePCKA U MaTEMaTHYKH METOMIU 3a
1IeJI0OCHA UHTepIpeTanyja Ha ouosomkute nmogaTonu (Rhee u cop., 2006).

3.2 OcoOuHHM o1 MHTEpeC 3a 3roJieMyBambe HA IPUHOCOT Kaj pacTeHujaTa

PacToT Ha 31paBM pacTeHHMja KOM JlaBaaT MPUHOC HA KBAIUTETHH MPOM3BOJIM 3aBHCH O]l
HUBHATa CIOCOOHOCTA 3a CIPaByBambe CO MPOMEHJIMBHUTE YCIOBH BO JKUBOTHATAa CPEIUHA U
rojieM Opoj xepOMBOpH M MATOTEHW OpraHu3Mu. JleHec ce KOpHCTaT TojieM Opoj TpaHCTeHH
NPUCTANY 3a Ja Ce HAaJMHHAT OBHE NMPEIM3BUIM 3a J0OWBame Ha 31paBu pactenuja. Co
NMPUMEHA HAa TEHETCKUOT WHXXCHEPHHI BO HMJHHHA MOXAaT Ja ce Jo0ujaT pacTeHHja Co
3rojieMeHa TOJIEPAHTHOCT KOH aOMOTHYKH cTpec (DakTopu, Kako BHCOKA TeMIepaTypa,
CAJIMHHUTET U Cymia. Bo 3eMjoIeICTBOTO ce KOPUCTAT rojieM Opoj TPAHCT€HU pacTeHHUja KOU ce
JOOMEHU CO MPHMEHa Ha TEHETCKH MHKCHEPUHT 32 PE3UCTEHTHOCT KOH XEPOUIIH/IN, HHCEKTH
Y TIATOTCHHU OPTaHU3MH.

3.2.1 Pe3UCTEHTHOCT KOH XepOuIuIu

ITpBata npuMeHa Ha TpaHCTEHU pacTeHHja Koja € MUPOKO MpHdaTeHa Bo 3eMjoJeICTBOTO
€ pe3ucTeHTHOocTa KOH XepOummau. IlneBenor ce cMera Kako cepuo3eH MpodiIeM BO
3eMjOJICNICTBOTO KOj MPEAM3BUKYBA 3HAYAJHO HAMATyBame HA MPUHOCOT Kaj PACTUTEITHUTE
KyJITypH, OWIEjkM OBHE IUICBEIHHM PACTEHHja C€ BO KOMIIETHIMja 3a BOJAA, CBETIMHA U
XPaHJIMBU MATE€pPHU CO 3E€MjOJEJICKUTE KYNTYpH. XEMHCKHATE XEpOMIMIM HMaaT LIMpOKa
NpUMEHa BO 3€MjOJICJICTBOTO ITOPAJH HUBHATA JIECHA JOCTAITHOCT HA Ma3apoT U e(hUKacHOCTa
BO YHUINTYBamk¢ Ha TUIeBeNOT. EdukacHOCTa Ha XepOUIUANTE BO 3€MjOICIICTBOTO 3aBHCH O]I
HUBHATA CEJIEKTUBHOCT, OJTHOCHO IIETHOTO YHHUIITYBAakh¢ Ha TUICBEIIHU pacTeHja 0e3 1a nmaat
HeraTuBeH e(eKT Bp3 pacTUTENHUTE KyATypu. [Ipumenarta Ha eJMHEUEH I'eH KOj € OJTOBOPEH
3a eJHa 0COOMHA Ka] TPAHCT'€HUTE pacTeHHja MOXe Ha clelu(UYeH HauMH Ja 'Y 3alITUTH
pacTUTEITHUTE KYIATYpH 01 €(peKTUTe Ha OJpeeH XepOULHI.

Xepounuaute (QYHKIIMOHUpPAAT MPEKY TapreTUpame Ha METabONMYKH PEeakIMu KO Cce
eCCHIMjallHU 3a TMPEKHMBYBAWKETO Ha pacTeHWjaTa. Taka Ha mp., riaudocaToTr TH yOHWBa
pacTteHujaTta MpeKy WHXUOWpame Ha MPOAYKIMjaTa Ha OAPEACHW aMHUHOKHCEIMHH KOU Ce
HEONXOJHU 3a NpPEeXHBYBamke Ha pacTeHujara. [ mudocatoT € akTHBHA KOMIIOHEHTa Ha
xepounuaor “RoundUp™”. Cnopen Toa, KynTypuTe Of COja M ITYEHKA KOU ce NOOMEHH CO
T€HETCKH MHXEHEPHHT 3a PE3UCTCHTHOCT KOH Tirdocat ce o3HadeHH kako “RoundUp Ready”.
I'madocator QyHKIMOHMpa TpeKy Bp3yBamke M HWHXUOWpame HAa EH3UMOT 5-
eHomupyBwIuKuMaT 3-gocdart cunraza (EPSPS), koj e akTuBeH BO IaTOT Ha NTUKUMH
KHCEJIMHATa 3a CHHTE3a Ha AapOMaTHMYHM AaMUHOKHUCENWHHU (TUPO3UH, (EeHWIaNIaHUH WU
tpunrodan) ox xopuszmarot (Cx. 3.1).
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Cnuka 3.1 Pesucrentnocra KoH riudocar Kaj pactenujara o3Hauenu kako RoundUp Ready™
ce TMOCTUTHYBa IMIPEKy eKCIpecHja Ha TpaHCreHa (opMa Ha EH3UMOT S-
eHonnupyBunmukuMatr 3-pochar (EPSP) cunraza (EPSPS) koja e pesucrenTHa
KOH Xepounuaot. Bo 0TCycTBO Ha 0BOj TpaHCTEH €H3UM, IMU(OCATOT ja MHXUOUpa
pacturennara ¢opma Ha EPSPS um ce cnpedyBa cuHTe3aTa Ha XOpH3MaT Kako
IJIaBeH MPEKypcop 3a €CEHLUjaIHUTEe apOMATUYHU aMMHOKHCEIMHU TpUNTO(aH
(enunananud u THpo3uH. Tpancrenata ¢opma Ha EPSPS He e ceHsuTnBHa KOH
7IejcTBOTO Ha rM(ocaToT U ce OBO3MOXKyBa cuHTe3a Ha EPSP koja Boau koH
MIPOYKIHja Ha XOpU3MaT.

Tpancrenn pacTeHrja pe3UCTEHTHH KOH TIHdocar ce J00MBaaT co KOPUCTEHE Ha ToceOHa
¢dopma Ha EPSPS eH3uMoT koja € pyHKIMOHAIHA Ka] pacCTeHHjaTa, a BOOIIITO HEe TIOKaXyBa
CEH3UTHUBHOCT KOH JiejcTBOTO Ha Xxepourmnor. Emsumor EPSPS e mpucyTen kaj pacrenuja,
MeryToa, 0OBOj MPOTEUH € UACHTH(PUKYBaH U Kaj Oakrepunute. Hayuynunure on komnaHujata
Monsanto kou ce mHOBaropu Ha xepbutmaor RoundUp upeHTHduKyBane antepHaTHBHA
¢dopma Ha EPSPS eH3umoT o mouBeHa OakTepuja Koja HE € CEH3UTHBHA KOH TPETMAHOT CO
raudocar. HUIUjaTHITE YeKOpHU BO OBOJ MPOLIEC C€ U3BEIyBaaT CO MHOKYJIAIMja Ha IOYBEHU
OakTepuu Ha XpaHJIUB MEIUYM KOj COIpXKHM TIiudocaT co Lea jAa ce HICHTU(UKyBaar
0OaKTEepHCKHUTE COEBH PE3UCTEHTHU KOH xepouuuaot. [Toroa ce uzonupa renor 3a EPSPS on
OakTepujaTa U ce HHTPOYIMpa BO PacTeHH]jaTa, a eKCIIpecrjaTa Ha TPAHCTEHOT Ce Peryiupa
€O Jio/laBame Ha cuiieH poMoTop (35S mpoMoTOp OJ] MO3aUYHHOT BUPYC Ha Kappuom) Koj e
OJITOBOPEH 3a eKCIIpecHjaTa Ha TPaHCTEHOT Bo pacteHujarta (Shah u cop., 1986). Co ornen Ha
Toa mTo Agrobacterium-nocpenyBanara Tpancopmaimja He O epUKacCeH METO Kaj cojara,
(Gu3NYKUOT MeToJ Ha OoMmOapaupame CO MapTHKYJIW OWJI KOPUCTEH 3a J1a ce mobue
VMHHIIMjTHUOT HACTaH Ha TpaHcopmanuja. Bo mogoIHE)KHUTE eKCTIEPUMEHTH, OBOj HACTaH
Ha TeHeTcKa TpaHchopMalMja ce KopucTen 3a TpaHcdep Ha rimdocar-pe3sucTeHTeH
Oaktepucku EPSPS ren kaj romem 0Opoj komeplujaqHU COPTH Ha coja CO NMpPUMEHA Ha
TPaJULMOHAIHUTE TEXHUKH Ha BKPCTOCYBAIbE U CEJIEKIIMja Ha PacTeHHU]a.
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Hopmannara Bep3uja Ha pactutenHuoTr EPSPS ren ce xomupa Bo DNA on jampenuor
reHoM. Tpancnanujara Ha mMRNA cekBeHIaTta o OBOj I'eH C€ OJIBMBa BO IUTOILIa3MaTa, a
¢dopmupannor EPSPS mportenH ce TpaHCHOpTHpa BO XJIOPOIUIACTHTE KaJe IITO € aKTHBEH
NaToT Ha MIMKUMHU KucennHarta. TpancrmopToT Ha Oaktepuckara popma Ha EPSPS mpotennot
0]l LIMTOIJIa3MaTa BO XJIOPOIUIACTUTE C€ OBO3MOXKYBa IpeKy (py3noHupame Ha kpatka DNA
CEKBEHIIa 32 5’-KpajoT Ha KOAUPAYKHOT peruoH ona Oakrtepuckuor EPSPS ren. OBaa DNA
CEKBEHIIa KOAMpa XJIOPOIJIaCTHA TPAaH3UTHA MENTHAHA CEKBEHIIa KOja ce MOBP3yBa 3a aMHUHO-
TEPMUHATHUOT Kpaj Ha 6akTepucknoT EPSPS nporenn u ciy’ku kako HHTpaleny1apeH CurHai
3a COOJBETHA JIOKAIU3allMja Ha MPOTEHHOT. TpaH3UTHATA MENTHIHA CEKBEHIAa OTEKHYBA O]
TeHOT 3a KOAHMpame Ha TPOTEHMHOT pulyno3a-1,5-0udochar kapOoOkcmiIaza/OKCUreHas3a
(Rubisco) xo0j e mpucyTeH BO XJIOPOIIACTUTE W y4YeCTBYBa BO (pHKcalujata Ha jariepos.
Tpancnoprupanmnot 6axrepucku EPSPS mpoTenn Bo xmopormactute ja mpeB3ema GyHKIHjaTa
Ha PaCTUTEITHUOT €H3UM 32 OMOCHHTE3a HAa ADOMATHYHUTE aMHHOKUCEITHHH.

Cojara o3nauena kako “RoundUp Ready” e mpBara TpaHCcTeHa pacTUTEIIHA KyATypa Koja €
ono0peHa 3a KOMepLHMjalHO Hpou3BoACTBO. Komeprujanusanujata Ha oOBaa TpaHCIeHA
KyJITypa Omiia BeHall pudaTeHa oJl CTpaHa Ha 3eMjOEIIMUTE U IPETCTaByBa HAjMOMyIapHO
TPAHCT€HO PAcCTEHUE BO CBETOT. [m¢ocaToT MMa HEKOJKY HPEAHOCTH U C€ CMeTa Kako
aTpaTKTUBEH XEpOUIIN BO 3eMjOACICTBOTO. EdukacHocTa Ha 0BOj XepOuIua ce 6azupa Ha
HeroBara JIECHa arcopIifja U TPAHCIIOPT HU3 IIEJIOTO TPEeTHpaHo pacteHue. [ nmmdocaror He
ce 3aJpXKyBa JIOJT BPEMEHCKH MEpUOJl BO JKUBOTHATA CpenHA, OMIEjKU 32 KPaTKO BpeMe ce
JeTpajypa o CTpaHa Ha MOYBEHUTE MUKpoopranm3mMu. OBaa KapakTepuCcTUKa Ha TIH(ocaToT
UMa OTPOMHO 3HAYEHE BO arpoOHOMCKaTa IMpakKca W 3allTHTaTa Ha >KMBOTHATA CpEIuHAa,
Ouzejku 3eMjoJIeIUTe MOXKAT 33 KPaTKO BpeMe Ja caJaT HOBH pacTeHHja Ha TPETUPAHOTO
nozpadje co xepouuuaor. CeneKTUBHOCTA Ha TIIM(OCATOT BO YHUIITYBAE HA TUIEBEJIOT UMa
rojeMo 3HaueHke 3a OAINIEAYBalke Ha pacTeHHja Ha HEOoOpaOOTIMBU IOBPIIMHHU, IITO
pe3yATHpa co MMOHMU30K CTETIEH Ha epo3Hja Ha TIoYBaTa M rojeMu (MHAHCUCKH 3amTean. Mcro
Taka, JXUBOTHUTE HEMaaT CIIOCOOHOCT 3a CHHTE3a HAa apOMATUYHH aMHHOKHCEIHHHU TPEKy
METa0O0JIMYKUOT NaT Ha IIMKUMM KHUCEeJIMHATa KOj NMpeTCTaByBa IJIaBHA IeJl Ha JIEJCTBOTO Ha
riugocator. Criopen Toa, XepOMUMAOT IIU(oOcaT MMa HU30K CTENEH Ha TOKCHYHOCT Kaj
kuBOoTHUTE. Bo mpBaTta roamHa o KoMmepuujanuzanuja Ha rimdocator (1996 romuna),
TpaHCTEHUTE pacTeHuja o coja o3HaueHu kako RoundUp Ready omndakane oxomy 2% ox
BKYITHOTO Tpon3BoicTBO Ha coja Bo CAJl. Jlo 2000 romuHa, MpOU3BOJICTBOTO HA TPaHCTCHA
coja ce 3rosemmio 1o 54%, a Bo 2005 roamHa m3HEcyBasio OKoiIy 87% 0x BKYIMHOTO
npou3BoACTBO Ha coja Bo CAJl. JleHec, reHETCKMOT MHKXEHEPHHT 0COOEHO Ce KOPUCTU BO
Jyxxna Amepuka u Asuja 3a noOMBame Ha rojieM Opoj Taudocar-pe3uCTeHTHH KyJITYpH.
[Iupoxara npumena Ha rM(OcaT-pEe3UCTEHTHH KYJITYpH MPEeIU3BUKaIa 3roJeMeHa yrnotpeda
Ha OBOj XepOHIMI BO CBETCKM PaMKH, a 3HAYajHO HaMallyBame Ha yrmorpeOara Ha JAPYTUTE
xepbunuau. 3rojieMeHara ynorpeba Ha raudocaToT Ouiia JONOJHUTEIHO CTHUMYJIHMpPaHa Co
0100pyBameTO Ha MaTeHTOT 3a oBoj xepOurua Bo 2001 rogmna. Jlenec, rimdocaToT ce
npojaBa Kako reHepuuku xepoOumua uiaum Bo RoundUp ¢opmynanuure Ha Monsanto.
l'onemoro konmyecTBO Ha riMdocar Koe JAEHEC ce KOPUCTU 3a TPETMaH Ha PAaCTHTEIHUTE
KyJTYpH MOXeE Jla IpeTCTaByBa rojieMa 3aKkaHa 3a 3€MjOJICJICTBOTO IMOpPaH MOXKHOCTA 3a
OPEeKyMEpHO pa3MHOXKyBamke Ha Tiudocar-pe3ucTeHTHH OuoTtmmoBH. Mcro Taka,
3eMjOJICIIIIUTE CE JOJDKHU JIa IJ1akaaT (UHAHCUCKH HAJIOMECTOK Ha Monsanto 3a o0uBame Ha
npasa 3a KyaruBupame Ha RoundUp Ready pacrenwuja.

PesuctenTHOCTa KOH TIMdocaT ce 6a3upa Ha eKCIpecHja Ha aKTUBEH OAKTEPHUCKU CH3UM
EPSPS, ko] He pearmpa Ha A€JCTBOTO Ha XepOMIUAOT. AINTEpHaTHBHA CTparervja Ha
TEHETCKUOT WH)KEHEPUHT 332 CTEKHYBaHE Ha PE3UCTCHTHOCT KOH XEpOHIIUIN € eKCIIpecrja Ha
MPOTEUH KOj BPIIM HMHAKTUBHpAkE HAa AIUTMIMPAHUOT Xepowmwmj Kaj pacteHujata. OBOj
IPUCTAIl C€ KOPHUCTH 3a JOOMBame Ha TPAHCI€HU KYJITYPHU PE3UCTEHTHU KOH XEepOUIMIOT
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ray(OCHHAT, KOj IPETCTaByBa aKTMBHA KOMIIOHEHTa Ha npou3BoaoT Liberty™. JloGuenute
TpaHCTEHW KYJITYpH PE3UCTEHTHH KOH riaydocuHar ce HapekyBaar ‘LibertyLink”.
I'mydocunaTtor ru youBa pacteHujaTa NpeKy MHXUOUpame Ha PACTUTEIHUOT €H3UM Ty TaMHUH
cunretas3a (GS), K0j € OJrOBOpPEH 3a CHHTE3a Ha aMUHOKHCEJIMHATa IIyTaMuH. BeymHocr,
eH3uMoT GS ro KOpUCTH BHIIOKOT Ha a30T BO pacTeHHjaTra BO (opMa HA aMOHHYMOBH JOHU
KOM Ce MHKOPIOpUpaaT BO aMHHOKHCEIMHaTa IiyTamuH. Kaj TpeTupaHute pacrteHuja co
rnmyocunar ce umHXMOMpa akTuBHOCTa Ha (S €H3MMOT M HAacTaHyBa 3rOJIeMyBame Ha
KOHIIEHTpaIijaTa Ha aMOHUYMOBH JOHH BO pacTeHHjaTta /10 TokcunuHo HuBoO (Ci. 3.2).

Inyramar
NH,*
[ryramar
CHHTETAa3a
[nyramun
CHHTETAa3a
Liyramun

Tpancren npousBoj
Ha bar-renor

Cnuika 3.2 PesucreHntHOCTa KOH Iy(OCHHAT Kaj pacTeHnjaTa o3HaueHu kako LibertyLink™

ce TMOCTUTHyBa NPEKy eKCIpecHja Ha €H3MM KOj AMPEKTHO IO HWHAKTHUBUPA
xepourunot. ['mydocuHaToT rv yOrBa pacteHujaTa NpeKy UHXHOUIHja Ha €H3UMOT
rmyTaMuH  cuHTeTraza. OBOj €H3UM € OArOBOPeH 3a MpoAyKnWja Ha
AMHHOKHCEJIMHATA Ty TAMHH IPEKY peaKiiija Ha HICKOPUCTYBAmke Ha BUIIOKOT a30T
Bo (popma Ha amonuymoBH joHu (NHa"). [Ipy nHakTHBaNMja HA OBOj €H3UM IO
JIejcTBO Ha TiTy(ocHHAT HAacTaHyBa NMPEKyMEpHa aKyMyJalija Ha aMOHHUjaK H
yOuBame Ha pacTeHujaTa. KomupaHuHOT €H3UM o OakTepUCKHOT bar TeH Kaj
TpaHCTEHUTE PacTeHH]ja UMa CIIOCOOHOCT 32 MHAKTUBAIMja HA I1y(OCUHATOT.

Bo npuponnu ycnoBu riry¢ocHHATOT ce NpOoXyLHpa Kaj HEKOM OakTepuu OA POJOT
Streptomyces. llokpaj GUTOTOKCUIHOTO JIEjCTBO HA TITY(POCHHATOT, OBOj XepPOUITH TOKAKYBa
U aHTHOMOTCKO JI€jCTBO MOpaau HEroBaTa TOKCHUYHOCT Kaj Apyru Oaktepuu. bakrtepuckure
COEBH KOM C€ PE3UCTEHTHH KOH TIIy(OCHHAT MpoAylHpaar eH3uM ¢(ochonHOTPULITH
aneruatpancgepasa (PAT) xoj ce koqupa o crpana Ha bar renot (Thompson u cop., 1987).
BeymHocT, bar renot mzonupaH on Oakrtepujata Streptomyces hygroscopicus TO Koaupa
em3umor PAT xoj Bpmm nerpaganuja Ha TaydocuHatoT. Co NMpHMeHa Ha TEHETCKUOT
WH)KEHEPUHT, bar TeHOT O MHTPOAYIHMPAH Kaj TojeM Opoj pacTUTENHH KyATypH (ITYeHKa,
KaHOJIa ¥ TIaMyK) 3a Ja ce 1o0ujat rirypocuHaT-pe3ucTeHTHH pacTeHH]a.

CrnryHa cTparerdja ceé KOPHCTH 3a JoOWBamke Ha PE3UCTEHTHOCT KOH XepOWUIHIOT
opomokcunmi (Buctril™) npeky ekcripecuja Ha mpoTenH KOaMpaH oJ OAKTEPUCKU TEH KOj
BpILIM HHAKTHBHpame Ha XepOuiunor. bpomokcuHMiIOT ru yOuBa pacTeHujata IMpeKy
nHXxuOupame Ha PyHknujata Ha poTocuctem Il Koj MMa eceHIMjaTHO 3HaUCH€ Kaj pacTeHHjaTa
3a oaBHMBame Ha mpouecor Ha (otocunresza. Jlemec Bo CAJl mmpoko e mnpudareHo
KyJITUBHpameTo Ha Buctril-pe3aucTenTen mamyk, 10/1€Ka nak, Jpyrute KyJaTypyu pe3UCTEeHTHH
KOH OBOj XepOuIH/I (TYyTYH ¥ KOMITHP) C€ BO 3aBpIllHa (a3a oJ] HUBHATA KOMEPIIHjaTr3aIyja.
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3.2.2 Pe3duCTEHTHOCT KOH MHCEKTH

[ToBpenuTe 1 omITeTYBamkaTa Kaj pacTeHUjaTa MPeIU3BUKaHU O] THCEKTUTE IPETCTaByBaaT
rinobaneH mpobieM Bo 3eMmjonencTBoTo. KoHTponara Ha MHCEKTUTE KakKO IUTETHUIM BO
3€MjOJIEJICTBOTO C€ BPUIM CO INPUMEHAa Ha CUHTETCKUM MHCEKTUIMIM O] XEMHCKa MpHUpoJa.
Cenak, MHCEKTHTE CE yIITe IPETCTaByBaaT 3Ha4ajHU (PaKTOPU 3a HAMAJlyBambe Ha IPUHOCOT U
KBAJHUTETOT Kaj PACTUTEIIHUTE KYJITYpH.

lonem Opoj mpoTewHM CO HETAaTHMBHU €(EKTH BpP3 WHCEKTUTE OWIIE WCIUTYBAHH KaKO
NOTEHIIMjATHA CPEJCTBA 3a NOOMBAamEe HAa TPAHCTEHU PACTEHHja PE3UCTEHTHU KOH MHCEKTH.
ExcniepuMeHTHTE O TEHETCKHOT MHXCHEPHHT TOKaXkalle JeKa TPAHCTCHUTE PacTeHHja KOH
eKCIpecrpaaT HeKOJKY TeHH 3a KOJUpame Ha MPOTEHHN MMaaT CIIOCOOHOCT 3a MHXMOHUpame
Ha pacTOT Ha HHCEKTHUTE WM MPEIU3BUKYBAaT BUCOK CTETIEH HA CMPTHOCT Kaj HHCEKTUTE. Tyka
ce BOpOjyBaar TeHU 3a MPOTea3HW MHXUOMTOPH KoM MHTEepdepupaaT BO JUrecTHjaTa Ha
MHCEKTUTE, JIeKTHHH KOU MMaaT MHCEKTUIMIHO JI€jCTBO NPEKY Bp3yBame 3a crnenuduyHu
IJIMKO3WIMPAHU NPOTEMHM W XMTHHA3M KOM IIPETCTaByBaaT €H3MMH 3a Jerpajanuja Ha
XUTUHOT KaKO COCTaBeH Jed OJ KyTHKyJaTa Ha Hekou HHcekTd. KoHcymanujata Ha
NPOM3BOIUTE HA OBHE I'€HHU IMOKA)KyBa HETATUBHO BJIMjaHUE BP3 MHCEKTUTE U 3aTOa MOXKaT Ja
ce KOPHUCTAT MPH KOHTPOJAa Ha MHCEKTUTE BO 3eMjoencTBOTO. Cenak, reHUuTe KO KOJaupaar
EHJIOTOKCUHM 0J Oaktepujata Bacillus thuringiensis (Bt) mmaar mmupoka NOpuUMeHa BO
3€MjOJICJIICTBOTO TIOPA Iy HUBHATA BUCOKA e(hUKACHOCT 3a yOuBame Ha nHCeKTHTe. [Ipupoanara
MHCEKTUIMIHA aKTUBHOCT Ha Bt €HIOTOKCHMHHTE TpeTcTaByBa e(pHUKAacHA AITEpPHATHBA BO
criopenda co XEMHCKHTE TIECTUIMIN KOH TMOKa)KyBaaT HECENICKTUBHH TOKCHYHHM €(PEKTH Kaj
HEKOW KOPUCHM WHCEKTH, NTHIW, pUOM W IUIa4Yu. [JJaBHa TPEAHOCT HAa TpPaHCTECHUTE
pacTeHHja pPE3UCTEHTHW KOH HHCEKTH € CIOCOOHOCTa 3a MPOAYKIMja HAa COICTBEH
MHCEKTHUIMICH MIPOTEHUH KOj c€ KOHCYMHUpa OJf CTpaHa HAa WHCEKTHUTE NP HUBHO XPAHEHE CO
OBHE PacTEeHH]a.

[IpBuoT GakTepucku BUj Koj mpoaynupa Bt Tokcnnn 6un u3onupan npexa noseke ox 100
TOJIMHU M OUN UMEeHYBaH Kako Bacillus thuringiensis. OTKpUBAmBETO HA OBOj OAKTEPHCKHU BUJ
3aI0YHAJIO CO MPOYUYyBAKETO Ha 0AKTEPUCKOTO 3a00TyBamke Kaj cBUieHUTe OyOou Bo JamoHwuja.
[TomorHa Omit0 OTKpHEHO Jieka Bt eHIOTOKCHHOT on B. thuringiensis TOKaXXyBa TOKCUIHH
edekTn Bp3 JNAapBUTE Kaj TOBeKkeTo BUIOBU 0 Lepidoptera (mMomu u menepytku). OBue
UCTpaKyBama jaCHO MOTBpIWIE JE€Ka OPraHM3MHUTE KOM MocemayBaar Bt TokcMHHM nMmaar
OTPOMEH MOTEHIIH]jaJl 32 3alITUTa Ha PACTUTEIHUTE KYJITYpH OJl MHCEKTH. Bo mogoHe:KHITE
roguHu Owie uIeHTH()UKYBaHH JOTOJTHUTENHU COeBH Ha Bt koW mokaKyBaaT TOKCHYHH
edextn kaj Coleoptera (TBpaokpuim), Diptera (MyBHu 1 KOMapIm), ia Iypy ¥ Kaj HEMaTOIH.
CriendyHaTa MHCEKTUIIUIHA aKTUBHOCT Ha Bt Kaj ofpeieHn BUIOBH HHCEKTH C€ OJIpeyBa
criopen opMuTte Ha cry reHu kaj 6akrepujata. Criopen Toa, KOHTpoJaTa Ha OJPEIECHU BUIOBU
Ha MHCEKTH MOJKAT Jja C€ U3BPLIM CO IPUMEHA Ha CIIeU(pUYHN €HTOTOKCUHH.

I'enute cry xou KoaMpaaT TOKCUYHU NPOTEHHHU Kaj Bt ce nMeHyBaaT cropel KpUCTalIHUTe
MHKIJIY3UH IITO ce (popMupaaT BO BHATPEIIHOCTA HAa OaKTepHjaTa Kora ce Haora BO CIIOpPOreHa
¢aza. Yecto natu, oBUe KPUCTAIU COJAPKAT MOBEKE OJ1 €eH crelu(UyeH TUI Ha cry-TeHCKU
npousBoau. Cry-koaupanute Bt mpoTenHun ersuctupaaT Kako MPOTOKCHHU BO OakTepHjata, a
HUBHOTO aKTHBHPAHKE BO TOKCHYHU NMPOTEHHU CE OJBHBA BO BHATPEIIHOCTA HA TUT€CTHBHUOT
TpakKT Ha uHCeKTHTe. [Ipy nHTecTHja Ha Bt mpoTenHNUTE O CTpaHa HAa HHCEKTUTE, KPUCTAIINTE
ce JlerpaJupaar U pacTBopaar Bo ajnkanHa cpenuna (pH > 8) ox cpeaHOTO 1IpeBO Ha HHCEKTHTE.
CrenuduyHure MpoTeas BO BHATPEIIHOCTA HA JUTECTHBHHOT CHCTEM Ha HHCEKTHTE
KaTaJln3upaaT OTCTPaHyBambe Ha KpaeBUTE Ha Bt MpOTOKCHHOT, PH MTO c€ JOOMBA TOKCUYCH
OPOTEUH. AKTUBHHMOT IPOTEHUH C€ Bp3yBa 3a CHELM(UYHU NMPOTEMHCKHU PELENTOpU KOU ce
HaoraaT Ha MeMOpaHaTa Ha LIPEBHUTE PECUYKU BO CPEAHOTO 1peBo Ha uHcekTute (Ci. 3.3).
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Bo moBekero ciiydam Ha TpaHchopMmanuja 3a IT0OMBamkE HAa TPAHCTCHH PACTCHHja KOU
excnpecupaar Bt mporemHHM He HacTaHyBa TpaHC(ep Ha LENHOT KOAMPAYKA PETHOH Ha
MPOTOKCUHOT. BCyIIHOCT, Kaj TpaHCTEHHUTE PAacTeHHja Ce eKCIpecupa CKpaTeHa Bep3Hja Ha
TeHOT, OMJEjKM CO NMpHMEHa Ha BakKBa CTpaTervja ce OBO3MOXKYBa IMOBHUCOK CTENCH Ha
akymynamnuja Ha Bt nporennor (Fischoff u cop., 1987).

. 3rosiemena
PacrBopaibe AKTHBaNHja Bpsysame nepMeabmianocT
34 penentop
Hurecruja \ ' Ilporeasa * ' n
® o _/- = Il z i
o @ v . ] = Popmupame
T EY ® ' Ilpu TOKCHH AKTHBHDAH Ha HopH
@® o TOKCHH ’
CmprrocT
HA HHCEKTH

Bacillus
thuringiensis

©¢) Enporokemn( Cuopun ©

Cnmka 3.3 Bt TOKCHHOT ce Bp3yBa 3a CrieHU(pUYHN PEHEeNTOPH Ha eMHUTeIHAaTa MeMOpaHa o1
JUT€CTUBHUOT CHCTEM Ha MHCEKTHUTE. TOKCHMHOT (popMmpa MOpW WM KaHaIH BO
MeMOpaHaTa 1 HaCTaHyBa UCTEKYBAbE HA JOHUTE, LITO PE3yJITUPA CO CMPTHOCT Kaj
UHCEKTUTE.

[To Bp3yBameTo 3a pELENTOPOT, AKTHBHUOT Bt TOKCHH HaBieryBa BO KJIETOYHATa
MeMOpaHa Ha WHCEKTOT KaJie IITO TojeM Opoj Ha KOMUH OJ MPOTEUHOT OJUTOMEPU3NPAAT U
¢dopmupaar nopu. OBHE MOpU HA KIETOYHUTE MEMOpaHH NMPEIU3BHUKYBAaaT HCTEKYBame Ha
JOHHTE OJl TUTECTUBHHUOT CHCTEM M HACTAaHyBa OCMOTCKO JIM3UPAHE U LEITOCHO OIITETYBAhE
Ha MeMOpanara. OTKako Ke ce HapyIlIH enuTeTHaTa MeMOpaHa Ha KIETKUTE OJ] TUTeCTHBHHAOT
CHCTEM, HHCEKTHTE MOYHYBaaT Jia TiaxyBaar u ymupaar. [Ipu BucTHHCKA nHOEKIHja co B.
thuringiensis, OaKTEpUCKUTE KJIETKH (popMupaaT CIOPH BO TOIOITHSKHHUTE CTAIUYMU O]
MHQEKIMjaTa Ha WHCEKTHTE W Ha TaKOB HAYMH CE€ OBO3MOXKyBa HaTaMOIHA WH(QEKIHja Ha
JIPYyTH WHCEKTH. VMHCEKTHTE KOW ce XpaHaT CO TPAHCTCHHUTE PAacTeHHja MpECTaHyBaaT Co
KOHCYMallyjaTa 3a HEKOJIKY 4aca U I10T0a 3a KpaTKo BpeMe yMHUpaar.

I'naBeH dakTop 3a oaperyBame Ha CEH3UTUBHOCTA Ha O/IPEJICH BUJI HA MHCEKT KOH JIa/IeH
Bt mporenH e mMpHCYCTBOTO WM OTCYCTBOTO Ha cHenM(GHUYHH (OPMHU HA PELENTOPH BO
cpennoro 1peBo Ha wHcekTuTe (Hofmann u cop., 1988). Taka Ha mp., MPETCTABHUIIUTE OJT
crylA renckara GaMuija ce HajuecTo KOPUCTEHH 7y TeHU BO F€HETCKHOT WHXXCHEPUHT 3a
JoOMBamke Ha TPAHCTEHH pacTeHHja MOPaJH TOKCUIHOCTA HA HUBHUTE TEHCKH MPOU3BOU Kaj
MIMPOK criekTap Ha mreTHuim oa Lepidoptera. Cemnak, oBaa (hoopma Ha Bt mokaxkysa cinab edekr
kaj BujoBute o)1 Coleoptera, Ouejky OBUE MHCEKTH HE TIOCEAyBaaT CHEIU(PUIHA PEICITOPH
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kou ru peno3naBaaT CrylA nporennunte. Ha ciimyen HaumH, HEKOW BUIOBH Ha TBPIOKPHIIIN
KaKo MTO ¢ KommupoBara 3natuna (Leptinotarsa decemlineata) e censutuBHa Ha Cry3A Bt
TOKCHHOT, JIOJIeKa TIaK, MOBEKETO MEeNepyTKH Ce PE3UCTCHTHH Ha OBOj eHAOTOKCHH. Criopen
TOA, Kaj PaCTUTCHUTE KYJITYPH CE HHTPOAYIMPAAT U eKCIIpecupaaT Crienuu(uIHu cry TCHU CO
el J1a ce alalThpaaT COpPTUTE 32 KOHTPOJIA Ha cieUU(UYHN IITETHULM, a IPUTOA J1a HE ce
BIMjae Bp3 ApPYruTe€ MHCEKTU. Taka Ha Mp., HEKOJKY Bapujaluu Ha crylA reHure Ouie
WHTPOAYIMPAHU Ka] MUEHKaTa 3a KOHTPOoJia Ha MYeHKHHUOT moden (Ostrinia nubilalis), xoj
NPEeTCTaByBa MITETHUK OJ] IEMEPYTKUTE U CE XPaHH CO BHATPEIIHOCTA Ha CTEOIOTO Kaj IMYCHKA.
Opn npyra crpaHa nak, ekcrnpecujarta Ha cry3BbI reHuTe ce KOPUCTH Kaj pa3jiudHd COPTU Ha
MYeHKa 3a KOHTpOJa Ha JIapBUTE Ha IMYeHKWHaTa 3natuna (Diabrotica virgifera), xoj
NPETCTaByBa TBPAOKPHIIEI] ¥ IPUMAPHO C€ XpaHHU cO KOpeHHuTe o mueHkara. Co nmpuMeHa Ha
OBaa CTpaTerja, TPAHCTEHUTE COPTU PE3UCTCHTHU KOH OJPENCH MHCEKT MOXKaT Ja Omjar
e(pUKaCHA BO HEKOHM PETHOHH KaJIe IITO MPEOBIIayBaaT OBUE INTETHU HHCEKTH.

Baxno e nma ce namomene neka Cry-TOKCHHHUTE He ce e(UKacHM KaKo KOHTaKTHHU
MHCEKTULUM, OUJIejKH € HEONXOJHO Ja C€ M3BPILM aKTHUBHpame Ha OBHE €HAOTOKCUHH BO
JUTECTUBHUOT CUCTEM Ha MHCEKTUTE. BCyIIHOCT, CMpPTHOCTA Kaj HHCEKTUTE HACTaHyBa CaMo
IpU MHTeCTHja Ha TOKcUHUTE. [loBekeTo KOPUCHM MHCEKTH HE C€ 3aCerHaTH BO MOJHUHATa CO
Bt kynTypu, Oumejku oBHE WHCEKTH W JPYTHd OpraHU3MH HE TOceAyBaar crenuuaHu
MeMOpaHCKH penentopu 3a Bt w decto maTtm umaaT CHOCOOHOCT 3a Jerpajanvja Ha
KOHCYMHpPaHHOT Bt TokcHH BO qurecTuBHUOT cucteM. Criopes Toa, Bt TOKCHHOT € HeTOKCHYeH
3a TIOBEKETO apTPONOIH, )KUBOTHU M NTHIM, BKIydyBajKH ja U XyMaHaTa moryianuja. Mcro
Taka, IMOCTOM QJTEPHATHBEH NPUCTANl HAa JUPEKTHO TNpCKamke Ha pacTeHujata co Bt
KPUCTAJIMHCKU CTOpU (MHTAaKTHU MUKpoopraHu3zMu). OBaa cTparermja ce KOPUCTH KaKo
0e30eeH pucTan cropea cepTuduIpanara IpoayKIHja Ha opraicka Ha xpana Bo CAJ] co
e aa ce 06e30enu erkacHa KOHTPOJIa Ha HHCEKTUTE. | TaBHM HEJJOCTATOLM Ha OBOj MIPUCTAIT
BO crmopenba co Bt-TpaHcreHuTe pacTeHHja € Toa INTO AIUTMIMPAaHUOT Bt TOKcHH Ha
MOBpIIMHATA HA pAcTeHWjaTa HE TICHETPUpPAa BO PACTHTEIHUTE TKHBA W OBOj TOKCHH HE €
cTabuIeH JOJIr BPEMEHCKH MepHoJ Nopaau Op30To pasrpaayBame Inpu ekcrosuinuja Ha UV-
cBeTnMHA. lMcTro Taka, NMOCTOM TrojieMa BepOjaTHOCT 3a pa3BUTOK Ha Bt-pesucreHTHa
HomyJjanyMja Ha MHCEKTH NOpaad IIMpoKaTa IpHMEHa Ha Bt-TpaHcreHum KyiaTypu BO
3eMjOJIEJICTBOTO.

Ha cninyen HauMH Kako 1 XepOUIHMI-PE3UCTEHTHUTE KyITypH, Bt-Tpacrenure pacteHuja ce
MIMPOKO Tpudarenu 3a Kynrtusupame Bo CAJl. IHcekTuTE npenn3BUKyBaaT OrpOMHH IITETH
Kaj TaMyKOT ¥ MPOAYKIMjaTa Ha OBaa MHIYCTPUCKA KYJITypa 3aBUCH O]] IOCTOjaHUOT TPETMaH
CO CHHTETCKM XeMHucKd mnectuuuau. Bo 2005 roauHa, KyJATHBHUPAWkETO Ha TPaHCI€HU
pacteHuja ox mamyk omdaka pearcu 80% o1 BKyITHOTO MPOU3BOCTBO Ha mamyk Bo CAJl u
IPOJIOJDKYBA JIa CE OJTJIEeyBa BO IPYTH JICIIOBH OJ] CBETOT, kKako Kuna. /IeHec, TpaHcreHuTe
pacTeHMja OJf IYEHKa ce KyJITHBHMpaaT Ha mnoBeke ox 50% on BkymHata o0paOoTinBa
noppiminHa Bo CAJl. BaxkHo € Jna ce HamoMeHe JeKa OCOOMHHMTE 3a PE3HCTEHTHOCT KOH
XepOULUAN U MHCEKTH YECTO MaTh ce KOMOMHHMpAaT BO €/lHa MCTa COpTa Ha pacTeHHja Of
MaMyK ¥ ITYCHKa B ¢ 03HAUyBaaT Kako ,,[IOBP3aHH OCOOMHU.

3.2.3 Pe3uCTEHTHOCT KOH NATOre€HU OPraHU3MHM

[TaTorenuTe opraHu3Mu Kaj pacTeHHjaTa, Kako BUPYCH, GYHIH B OAKTEpPHUHU C€ IOCTOjaHa
3aKaHa 3a MPOAYKIHjaTa Ha PACTUTEIHU KYJITYpH BO 3eMjonencTBoTo. ['oteM Opoj MeToau Ha
TCHETCKUOT MHKCHEPHHT C€ KOPUCTAT 32 BOCIIOCTaBYBamkE Ha KOHTPOJIA Ha 3a00JTyBamaTa Kaj
pacreHmjata, MeryToa, caMo Majl JeJl OJ OBHE TEXHUKH MMaaT KOMEpIWjalHa MPUMEHa BO
3eMjonesicTBOTO. EneH o1 HajemkacHUTE METOIM 32 KOHTPOJIA Ha 3a00J1yBamkaTa € KOPUCTEHC
Ha PACTCHH]ja KOU CE€ PE3UCTCHTHU KOH MATOI'CHU OpraHu3MHu. Pe3rcTeHTHOCTa Ha pacTeHujaTa
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KOH OZIp€ZICH TATOr'eH MOKE JIa C€ MOCTUTHE CO ITOMOII HA €IUHEYEH PE3UCTEHTEH T'eH (R-TeH),
a HEroBHOT NPOHM3BOJA MMa (YHKIMja BO MPENO3HABAETO HAa BHUPYJEHTEH (aKTop Of
MaTOreHOT KOj € KOAMpaH O] aBUpYyJeHTeH TeH (Avr-reH). OBaa MOBP3aHOCT Kaj CUCTEMHTE
pacTeHue-naToreH ce HapekyBa wuHTepakiuja momely renu (Cin. 3.4). Co mpumeHa Ha
TPaJULMOHAIHUTE METOJM Ha BKPCTyBambe MOTPeOHM ce€ MHOTYy TOJUHM 3a Ja ce
UAEHTU(UKYBaA €/lHa pacTUTENHA JIMHUja Koja MocelyBa Pe3UCTEHTHOCT OJf HHTEpEC U Jia ce
IpeHece oBaa OCOOMHA Kaj HEKOM KOPUCHHM COPTHM Ha pacTeHuja. Jpyr HemocTaTok mpu
BKPCTYBambE€TO € MOXKHOCTAa HEKOW HENOCAaKyBaHM IeHH Ja ce moBp3ar co R-reHoT. OBue
HETOCaKyBaHW TEeHH TEINIKO MOXAaT Ja Cce OIBOjaT of R-TeHOT €O TpUMeHa Ha
TpaZWLMOHATHUTE METOJIM HAa BKPCTYBame. Bo HeKou ciydyan, KOpucHUTE R-r€HU HE MOXaT
Jla ce MpeHecar Kaj APYrH pacTeHHja MOpagd MHTEPCIICHUCKUTE OaprepH MITO MOCTOjaT MPH
BKPCTYBamb€ Ha Pa3IMYHU pacTUTENHHU BUI0BH. Cropen Toa, CIOCOOHOCTA 3a KIOHUPAHE U
TpaHcdep Ha earHEYeH R-TEH O] €JHa Ha Jpyra copTa Wid BHUJ NPETCTaByBa alTepHATHBHA
CTpaTeruja 3a J0OMBamke Ha TPAHCTEHH PACTEHHU]Aa PE3UCTEHTHU KOH OJPECHNU 3a00I1yBamba.

l Ilatoren ]

Bupy/ienTnn . .

dakTopn

Taprerupame Ha ’ .
JAOMAKHHCKH NPOTeHHH i

IIpoussoxor Ha R-renor ru
3aIITHTYBA cienupuIHATE
)],DMEII'CHHCKH HNpOTCHHH

Orpannvena HHIYKIHja
Ha oi0pandeH oAroBop

Ondpanben
O/ITOBOP

Cnmka 3.4 Pe3suCTEHTHOCTAa KOH CIIEU(HYHN COEBU HA PACTUTEITHH MAaTOTEHH MOXE /1a ce
MOCTUTHE TPEKY KOAWPamke Ha TMPOTEMHCKHOT MPOW3BOJ HAa €IMHEYCH TeH 3a
pesucrennja (R). IloBeketo pactuTenHu R-reHM (QYHKIMOHUpPAAT TNPEKY
Ipero3HaBamke Ha aKTMBHOCTA WIM MPHUCYCTBOTO Ha CHEUU(UYHU BUPYJIECHTHU
(bakTopu 01 MaTOreHuoT opranusam. OBue BUPYJIEHTHH (PAKTOpU WIN ePeKTOpU
MHIyLIMpaaT OCHOBHM OAOpaHOEHU OJrOBOPH, a MOXKAT Ja M3BpIIAT M Haraj Ha
pa3nuYHM MPOTEMHU Ha KieTKaTa-goMmakuH. [IpoTenHckurte mpomsBoau Ha R-
TeHuTe HMMaaT oj0paHOeHa yiora NPOTHB MATOr€HUTE IPEKy 3allTUTa Ha
TapreTUpaHuTe JIOMAaKWHCKA MPOTEMHHW. AKTHBaIMjaTa Ha 0J0paHOeHUTE
OJIrOBOPH IOJT I€jCTBO Ha R-T€HOT MHIAYLUPAAT XUIIEPCEH3UTUBEH OJITOBOP U Op3a
eKcpecHja Ha 0JIOpaHOCHH I'eHH Kaj PACTHTEITHUTE KIETKH.

Kapakrepuctuuen npuMep 3a yCHemHo Jo0MBame Ha TPAHCTEHU PE3UCTEHTHU PACTeHH]ja

€ MpuMeHaTa Ha crenu(uYeH PEe3UCTEHTEH TeH 3a J]a Ce CIpPedH IojaBaTa Ha OaKTEPHCKO
3abomyBame kaj opu3oT (Ronald, 1997). bakrepuckara miaMeHHIIa Kaj OPU30T € JECTPYKTHUBHO
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3a00iyBame Kaj KynTuBHpanuoT opus (Oryza sativa) Bo Adprka u A3nja Koe e peTn3BUKaHO
ol maTtoreHata Oakrepuja Xanthomonas oryzae pv. oryzae. IloTparara mo antepHaTHBHU
M3BOpUM HA PE3UCTEHTHOCT KOH OaKTepucKaTa IUIAaMEHUIIAa Ha OpH30T OBO3MOXKHIIA
uaeHTU(UKYBake HA TUB BUA cpojieH Ha opusot (0. longistaminata) K0j IPUPOTHO PACTE BO
Manu. J[MBHOT OpH3 IOKa)kal PE3UCTEHTHOCT KOH OBOj MAaTOreH, MelryToa, OBOj BHJI ce
KapaKkTepu3Hpal €O HU30K KBAJUTET M NpPUHOC Ha 3pHO. [IpuMeHara Ha TeHETCKH U
MOJIEKYJIapHU MCTpaXKyBama Kaj AMBHOT OpU3 OBO3MOXKWJIE M30alija Ha R-TeHOT O3Ha4yeH
kako Xa21. OBOj TeH OWJI HHTPOAYIIMPAH BO KYJITHUBUPAHUOT OPU3 CO KOPUCTEHE HA METOJIOT
Ha OoMOapaupame co MapTUKyJIu. Ha TakoB HaYMH ce TIOCTUTHAJIA CHITHA PE3UCTEHTHOCT Kaj
OpH30T KOH COEBUTE Ha OakTepujata X. oryzae KOM OCeAyBaaT Avr-reH KOj ce Mpero3HaBa 01
ctpana Ha Xa2l-renot. [logorHa, Xa2 [-reHoT Onin MHTPOAYIUpPaH Kaj HEKOJIKY COPTH Ha OpHU3
KOM MMaar TOJIEMO 3HaueHhe BO 3€MjOJIEIICTBOTO. TpaHCTEHUTE TMHUN HAa OPHU3 PE3UCTEHTHU
Ha OaKTEepUCKO 3a00JlyBamke c€ OJOOpPEHH 3a KOMEpIMjaidHa MPOAYKIHja, MEryToa, OBHE
TPaHCTEHH KYJITypH HEMaaT IIMpOKa MPUMEHA BO 3eMjO/ICICTBOTO 3a MPOAYKIMja HA XpaHa.
BaxHo e na ce HarloMeHe Jieka /3 0] CBeTCKaTa MOoIyJjaluja 3aBUCH Ol OPU30T KaKo IJ1aBEH
U3BOpP Ha XpaHJIMBH MaTepuu. 3aToa, Pa3BUTOKOT HA PE3UCTEHTEH OpU3 KOH OAaKTEpPUCKU
3a00J1yBamka MOXKE /1a UMa TOJIEMO 3HAUYEH-E 32 HaMaJlyBambe Ha IVIaJ0T BO CBETCKU PAMKHU.

[To3naro e nexa MHOKyJalMjaTa Co BUPYCHH YECTUYKH MOXKE Jla TH 3aIITUTH pacTeHHjara
0] HaTaMOIIIHU UH(EKIIUH CO CIIMYHU BUpYycu. OBaa (hopma Ha IMyHH3aIMja HA pacTEHHUjaTa €
MO3HATa KaKo BKPCTEeHA 3alITHTA 1 Ouja MpuMeHyBaHa Kaj HEKOJIKY PaCTUTEIHH BUIOBU CO
aKkTUBHH BuUpycH. CHIope] 0BOj MPHUCTAIl, PACTUTEITHUTE KYJITYPHU MOXKAT J1a C€ HHOKYJIHpaat
CO cpenHO MH(PEKTHBHHA COCBH HA BHPYC CO IIEJ Ja C€ 3alITUTAT PAaCTeHHjaTa O HATAMOIIHU
BUpYCHH MHQeKH. Ha cmueH HadiH Kako M P BaKIIMHAIIM]a HA JIyTeTO CO )KUBH BUPYCH,
OBaa cTpareryja ce KapakTepu3upa co OJIPEICHH PU3UIH U HeocTaTolu. [locTon BepojaTHOCT
JIeKa MTHOKYJIAIMjaTa Ha CPeAHO MH(PEKTUBEH PACTUTEIICH BUPYC MOJKE J]a TO HAMaJIH IPHHOCOT
Ha KYJTYPHUTE WJIH OBOj BHPYC Ja I0OWE MOBUPYJICHTHU KapaKTEPUCTHKHU M J1a TPEAU3BHKA
Temku GopMu Ha 3a00TyBama Kaj pacTeHujara. Pa3BUTOKOT Ha TEHETCKHOT WH)KEHEPUHT Kaj
pacTeHHjaTa OBO3MOXKyBa €KCIIpecHja Ha caMo MaJl JIeJl Ol PACTUTEIHUTE BUPYCH BO PAMKH Ha
pacreHuero-goMakuH. Ha TakoB HauMH, OBOj NpHCTall MOXeE Ja MHAYLHUpPA CTEKHYBame Ha
PE3UTEHTHOCT KOH CJIMYHU PaCTUTEIIHU BUPYCH.

[ToBekeTo pacTUTENHH BUPYCH C€ KapaKTepU3WpaaT CO €AHOCTABEH TI'€HETCKH CUCTEM
COCTaBEH 0] HEKOJIKY T'eHH Kou ce coapxaT BoO RNA- mim DNA-reHOMOT K0j € orpaHrdeH co
npoTenHCcKa oOBHBKa (Kancu). KoHcTUTyTHBHATA €KCIIpecHja Ha OJpeIeH e O/l BUPYCHUOT
TeHOM BO pacTeHHjaTa MOXKe J1a MPeIn3BHUKa aKTHBHpame Ha criennpuanu RNA-Momnexyu Bo
pacTeHNeTo-I0MakWH KOU YUeCTBYBaaT BO Jierapananuja Ha Bupycaute RNA-ceksennu. OBoj
RNA cruBnyBauku cucteM (RNA uHTEepdepeHnurja) e akTHBEH Kaj pacTeHHjaTa u rojieM Opoj
JPyTH OPTaHU3MH U HajBEPOjaTHO €BOJYHpAJl KaKO CHCTEM 3a 3allTHTA M MPEKUBYBAmHE Ha
OpraHU3MHTE OJ1 Hallajl Ha BUPYCH.

OrpomeH HanpeaoK € IOCTUTHAT BO MPOJIyKITHja Ha Mamnaja Bo XaBau co mpuMeHa Ha RNA-
nocpeayBaHa BupycHa pesucteHTHocT (Gonsalves, 1998). Bo cpennnata va 1990™™ ronunm,
peYnCH LeNUTe MOIYJIANK Ha Manaja BoO XaBau Ouiie 3arpo3eHH Mopajiu MHPEHE Ha BUPYCOT
Ha TpCTEHEeCcTa JaMKaBOCT Ha mamajara (papaya ringspot virus-PRSV). IHupemero Ha
BUpycHara Hekuuja Bo nounute 1990™ roanHu npeau3BUKaIo rojJeMH 3aryor BO TPUHOCOT
Ha TIarmaja W HamylTamke Ha TOJIeMH OOpaboOTIIMBM TOBpPIIMHU. TpaHCTeHHM pacTeHHja
PE3UCTEHTHH KOH TAaTOTEHH BHUPYCH Owmiie JOOWEHHM CO eKCIpecHja Ha TeHOT 3a KallCHIeH
MIPOTEHH Kaj cpeaHo HHQEKTUBHUOT coj Ha PRSV kaj mamaja (Ci. 3.5). Tpancrenure copty Ha
maraja Omse 3a MpB IMaT KOMEpIMjaau3upaHd Bo Xaau BO 1998 rommna m moOWeHHTE
TPAaHCTEHW JIMHUM TOKaKaJle BUPYCHA PE3UCTEHTHOCT BO TEKOT Ha HApEJIHUTE TOAWHH.
Edukacnata renercka TpaHchopManuja Kaj e€AHa copTa 3a JOOMBamke Ha BHPYCHA
PE3MCTEHTHOCT MOJOIHA OMIa MCKOpHCTEHa 3a TpaHcdep Ha I'eHOT O]l MHTEepec Kaj ApPYTH
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KOMEpPIMjaJTHH COPTH CO MpHMEHA Ha CTaHAApJHUTEC TEXHUKH Ha BKpcTyBame. CindeH
npucTan  OWJl  KOPUCTEH 3a KOHTpOJia Ha MO3aMYHUOT BHPYC HA KpacTaBHIIA
(Cucumber mosaic virus-CMV) kaj TpaHCreHH pacTeHuja o Tukpa. Mcrto taka, RNA-
NOCpe/lyBaHaTa PEe3UCTEHTHOCT MOXe e(pUKaCHO J]a ce KOPHCTH 3a KOHTPOJIa HAa BUPYCOT Ha
nenepyracra mapenuna (feathery mottle virus) kaj cnarkuot kommup Bo Adpurka. PazBUTOKOT
Ha TPAHCTEHH COPTH PE3UCTEHTHH KOH OBOj BUPYC MOXe J]a IPETCTaByBa e(hUKacHa CTpaTeruja
3a 3roJIeMyBamke¢ Ha MPUHOCOT Kaj ToJIeM Opoj MHAYCTPUCKH KYJITYpPH.

Bupyc Ha npcrenecra
RamMkaBocT Ha nanaja (PRSYV)

S~

Bupycuna RNA

Ss——"

CP RNA l
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Tpauckpunnuja /
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I'en 3a KalcH/1eH
nporenH Ha PRSV

JecTpyknmja na
BupycHa RNA

Cnuka 3.5 Pe3uCTeHTHOCT Kaj pacTeHHjaTa KOH BHPYCOT Ha IpCTEHecTa JaMKaBOCT Ha
namnajara (papaya ringspot virus-PRSV) ce mocturayBa mopanm akTuBUpame Ha
RNA-mocpeayBaHOTO '€ HCKO CTUBHYBam-€. P€3UCTEHTHH pacTeHrja KOH BUPYCH Ce
no0uBaat co TpaHcdep U eKCIpecHja Ha Jel 01 TeHOT 3a KarcuaeH npotenH (CP)
Ha PRSV kaj tpancrenu pacrenuja on namaja. [Ipu Tpanckpuriiigja Ha 0OBOj T'eH,
dbopmupannor RNA-monekyn aktuBupa crneudduyHa —Jerpajanuja  Ha
koMmIuieMeHTapHd RNA cekeBHIM, KaKo IITO € CeKBEHIlaTa Kaj BupycHata RNA Ha
PRSV. Mnunujannara aerpananuja Ha BupycHata RNA ce oBuBa 1o AejcTBO Ha
€H3UMCKHOT KoMmIuieke HapeueH RNA-unaynupan ctuBHyBadku komiuieke (RISC).
AKTHBHOCTa Ha OBOj €H3UMCKH KOMILUIEKC BOJIM KOH Jerpajganuja Ha RNA, kako u
OJIOKMpame Ha TPAHCKPHUIIIHMjaTa U TPaHCIaljaTa Ha [ETHHOT I'eH.

3.3 OcoOuHHU 32 MOA00PYBam-€ HA PACTUTETHH MPOU3BOAU U KBAJTUTET HA XpaHa
[ToueronTe Ha KOMepIHjain3anyja Ha OWOTEXHOJONIKUTE HCTPaKyBama Owuiie
(bOKyCI/IpaHI/I KOH OCOOHMHHUTE Ha PACTUTCIIHUTC KYJITYPH 3a PC3UCTCHTHOCT KOH Xep6I/IHI/I)II/I u

nectuiiay. OBHE OCOOMHM Kaj pacTeHH]jaTa ce HapeKyBaaT Bje3HH 0co0mHu. HatamomHuTE
alUIMKaTUBHU HCTPaKyBamba BO pacTUTENHATa OHOTEXHOJOTHja OWie HACOUYEHH KOH
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U3J1e3HUTEe OCOOMHM, OJHOCHO MONOOpyBame Ha KBAJIUTETOT HA TPAHCTEHUTE PACTHTEITHU
MIPOU3BOAM 332 KOHCYMEHTHUTE IIUPYM CBETOT.

3.3.1 IllonoOpyBame HAa HYyTPUTUBHUOT KBAJIUTET

XyMaHaTa IoIyJialuja 3aBUCH O] paCTeHHjaTa KaKo Ba)KEH U3BOP Ha XPAaHJIMBU MaTEepHH,
BUTAMUHU M €CEHLIMjAIHU aMHOKHCEIMHHU. 3a pa3jivKa OoJ *UBOTHUTE KaKO 3Ha4daeH A€l Of
npexpaHOeHara WHAYCTpUja, pacTeHHjaTa MPOMYIMpPaaT IIUPOK CIEKTap Ha XEMHUCKHU
coenuHeHuja. [lpuMenaTa Ha METOIUTE OJl pacTHTEIHAaTa OMOTEXHOJOTHja OBO3MOXKYyBaat
J00OMBame Ha PacTEHH]ja CO 3TOJIEMEH KallaluTeT 3a MPOIyKIIHja Ha XEMICKH COSTMHEHH]ja HITH
POMEHETH HyTPUTUBHU KapaKTEPUCTUKH.

Enen ox HajmozHatuTe mpuMepH 3a IMOAOOpYBamke HAa HYTPUTHBHHUOT KBAJIUTET Kaj
WHAYCTPHUCKHUTE KYIATYpH € pa3BUTOK Ha 31areH opu3 (Golden Rice), ogHOCHO TpaHCreHO
pacTeHre Koe CHHTETH3Hpa BUCOKA COPKMHA Ha 3-KapOTEH WM MPOBUTaMHUH A BO 3pHOTO Ha
opuzotT (Ye u cop., 2000). IloBeke o 75 01 cBeTcKara MmomyJjaluja 3aBUCH O OPH30T KaKO
rJIaBHa KOMIIOHEHTa BO McxpaHaTa. OpHU30T npeTcTaByBa 1o0ap W3BOp Ha KaJOpuu, MeryToa,
0Baa KyJTypa HE COAP>KM BHCOKA KOHIIEHTpAallKja Ha MPOTEeUHU U BUTaMUHU. Jlepuuuror Ha
BUTAMUHHU BO HCXpaHaTa HE MPETCTaByBa YeCTa I0jaBa BO WHIYCTPHUjATM3HPAHHUTE 3EMjH.
Cenak, oBaa 1ojaBa c¢ yIlTe MPeTCTaByBa CEPHO3EH MPOOIIEM Kaj 3eMjUTE BO Pa3BOj O HEKOU
JesioBy Ha jyxkHa Asuja m Cyncaxapcka Adpuka, Kaje mTo Opu30T € OCHOBHA XpaHa U He
MOCTOM JIOCTAITHOCT JI0 Pa3JIn4Ha XpaHa (Meco, OBOIIje U 3eJeHYYK). Jlepuuuror Ha BUTAMUH
A BO XyMaHara IIOINyJIAllja TIPETCTaByBa CepHO3eH mpobimem u cmopen CBerckara
3npaBrceeHa Opranmzamnmja (C30) okony 4 MWUIMOHM Jelia cTpagaar oj ACPHUIUT Ha
BUTaMHHOT A. /lehunmroT Ha BUTAaMUH A € TJIaBHA MPUYKMHA 32 I10jaBa Ha CJICTIIIO Kaj AeraTa
M 3roJIeMeHa CTalKa Ha CMPTHOCT TIOPaI pa3inyHH 3a00yBamka Kako MOPOMIIM M Majlapuja.
Enna ox cTpateruute 3a pemaBame Ha OBHE MPOOJIeMHU € CHaOAyBameTO CO CYIJICMEHTH Ha
BUTaMUH A BO (hopMa Ha Karicyiu 3a aenata. Cenak, epruKacHOCTa Ha OBaa CTpaTeryja 3aBUCH
0]l TOBEKeKpaTHa aJMMHHUCTpAlMja Ha CYMJIEMEHTHTE BO TEKOT Ha €lHa TOJUHA, ILITO
IPETCTaByBa JOIUCTHYKHU ITPEIU3BUK 32 MHOT'Y PETHOHHU BO CBETOT. AJITEpHAaTHUBHA CTpaTEruja
e /1a ce 00e30eau mpoBUTaMuH A BO ¢opMa Ha J-KapoTeH BO OPU3OT.

Kaporenonnure ce rojema M XeTeporeHa MOAKJIAaca HAa COSAMHEHMja OJf PaCTUTEITHHUTE
MeTa0OJIUTH KOU C€ HapeKyBaaT TePIIeHOUIN WK n3onpeHouan. OBaa Kilaca Ha COeAMHEHH]ja
Ce COCTaBEHHM O] OCHOBHH CTPYKTYPHH EAMHHUIIM CO 5 jarJepogHH aTOMH, KO MOXKat
MeryceOHO J1a ce aceMOnupaar u 1a popMupaaT KOMIUIEKCHU MoJieKyu. ['osiem Opoj mo3Hatu
MUPHUCH U apoMH (HaHe W OOpoBa CMoOJa) c€ COCTaBeHHW OJ TepreHouan. [IpexypcopoT Ha
KapOTCHOHMIUTE CO 5 jarJepoJHH aTOMH MOXKE J]a Ce CHHTETH3HMpa MPEKy He3aBUCHH MaTHINTA
BO IHUTOIUIa3MaTa W Iwiactuamre. KaporeHomamTe ce coeamHeHHWja cocTaBeHH o 40
jarnepolHu aToOMHM KOM ce J00MBaaT O]l MPEKypcopoT IMpeKy OMOXEMHCKH MAaTUINTa BO
wiactuaure. OCHOBHAaTa CTPyKTypa Ha [-KapoTEHOT € (HUTOEHOT KOj ce ao0uBa co
KOMOMHHpAamkE Ha JIBE MOJIEKYJIH Ha repanuirepanui nupodocdar (GGPP) co 20 jarnepoanu
aTOMH II0J1 IejCTBO Ha eH3UMOT (uToeH cunTtasa (Ci. 3.6). [loToa ce ogBuBaaT cepuja peakiuu
Ha JiecaTypaliyja u JofaBambe Ha JIBOjHM BPCKM Ha (PUTOEHOT 3a Jia ce J00He JIUKOIEH, KOj
MPEeTCTaByBa aHTHOKCHIAHTHO COCJMHEHHE CO IpBeHa 0o0ja kaj moBekeTo pacreHuja. Bo
NOCIIeIHATA PeaKIyja, JUKOIEHOT MOXe Ja ce KOHBEPTHpa BO (-KapoTeH MOJ JEjCTBO Ha
€H3UMOT Ha JIMKOTIEH IHMKia3a. Hayunure co3HaHMja 32 (YHKIMOHUPAKETO U MEXaHU3MUTE
Ha peryianyja Ha OBOj OMOXEMHCKM AT MMaaT rojieMO 3Haueme 3a TpaHcopmaiuja Ha
OpH30T CO HEOIXOTHUTE TeHH 32 MPOAYKIIMja Ha KapOTEHOHU U BO 3pHATa HA OPU30T.

3pHara o1 opu3 UMaat crnocoOHoCT 3a mpoayknuja Ha GGPP u 3aroa uHTpOAYKIMjaTa Ha
aKTHBEH I'eH 3a (PUTOEH CHHTAa3a KOj ce eKCIpecHpa BO 3pHOTO MO KOHTPOJa Ha €HAOCIEPM-
crneun(puyeH NPOMOTOP OBO3MOXKYBa Hpoxaykuuja Ha ¢uroeH. IlomouHa, TpaHcreHUTe
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pactenuja Owie JOOMEHN CO METOJIOT Ha OoMOapaupame CO MAPTUKYIIH, IIPH IITO TEHUTE 3a
¢duToeH cuHTa3a, PUTOCH JecaTypa3a U JUKOIEH IHKIa3a Omie ko-Tpancopmupanu. OBue
TPAaHCTEHU PACTeHH]ja O]l OPU3 UMAaT 3pHa CO CBETJIO JKOJITa 00ja Opaau MPUCYCTBOTO HA [3-
KapoTeH u Ouine umeHyBanu kako “Golden Rice” (Ye u cop., 2000). Tpancrenure pacTeHuja
KOM TH eKCIIpecupaaT eH3UMHTe (HUTOEH CHHTa3a M JecaTypa3sa MMaaT CIIOCOOHOCT 3a
NpOJyKIHMja Ha [-KapoTeH, IUTO MOKaXyBa JeKa 3pHOTO OJ OpH3 IOCEayBa METa0OoIMYKa
AaKTHBHOCT 3a KOHBEp3Hja Ha JIMKOMEHOT BO -KapoTeH. ' €HOT 3a Jecatypas3a MOTeKHYBa O]
Oakrtepujara Erwinia spp., 10JieKa NakK, APYTUTe TeHH NOTEKHYBaaT O]l HapLUuC. bakTepuckuoT
€H3UM JIecaTypasa T KaTaln3upa METa0OIMIKUTE PEaKii KO HOPMAITHO CE OJBHUBAAT ITOJT
JIejCTBO Ha JIBa pa3InYHN €H3UMHU Kaj pacTeHujaTa. | eHCKUTe MPON3BOIM Ha HAPIMC HOPMAITHO
Ce HaoraaT BO TUIACTHIIUTE M COAPIKAT CEKBEHIM HAa TPAH3UTEH MENTH] BO TUTACTHIUTE 32 Ja
Ce HacoyaT HOBOCHHTETH3MPAHHTE TMPOTEHMHUM JIO COOJBETHATa KJIETOYHA JIOKaIHja.
bakTepucknoT reH 3a Koaupame Ha iecaTypasa Omin MoanUIMpaH co J0AaBake Ha TPAH3UTCH
METTH/T 32 HACOUyBakhe Ha €KCIIPECHPAHUOT MPOTEUH BO IUIACTUINTE.

*/\)\/\/l\/\)\/\ l"epanmlrepaﬂu.u
~ ~N ~ < "OPP

nupodgochar
®uTOECH CHHTA3A +
~ ~ = NI < < < ®duroen
Jecarypa3sa (koaupaHna o t
0AKTepPHCKH I'eH Kaj 3J1aTeH OpH3)
~ gl g N ) e \JIHI{O!]EI—I

JInKoneH MHKJIa3a

BN
oA '
B-kaporeH (IpoBHTAMHH A)

Cnuka 3.6 Ilpoaykuujara Ha -KapOTeH Kaj 371aTHHOT OPU3 C€ MOCTHTHYBa MPEKY TKUBHO-
crierduyHa eKCIpecHja Ha HEOMXOIHUTE €H3UMH Kaj OpU30T. 3pHarTa o] Opu3 BO
HOpPMAaJTHH YCJIOBU TpoAylupaar repanmirepanun nupodocdar (GGPP). 'enor 3a
(uTOCH cMHTa3a OWUI MHTPOIYIMPAH BO OpU30T oJ Hapiuc (opuruHaneH Golden
Rice) mmu o muenka (Golden Rice 2) 3a 1a ce npoayupa GputoeH kKaj 3pHaTa 01
opu3. EH3uMOT necarypasza 3a amuipja Ha JBOJHH BPCKH BO CTpyKTypara Ha
¢uToeHOT OMi1 MOM(HUIUpPaH TPEKy TpaHChep Ha OAKTEPUCKH T'€H BO OPU3OT.
[ToBekeTo cTpesIKK HA CITMKATA TH MTPETCTaByBaaT OBEKEKPATHUTE PEAKIIUU KOH CE
HEONXO/JHM 3a aJWlja Ha CHUTE JBOjHH BpCKH. Bo mocnenHata peakiyja,
JIMKOIIEHOT C€ KOHBEPTHpA BO KOJITO 000€H [(-KapoTeH BO 3pHATa OJ OpH3 TOJ
JIejCTBO Ha aKTUBHOCTA HA €HJI0reHarta (pacTUTeNHa) JIMKOIEH IUKJIa3a.

3puoto on Golden Rice mpoayimpa J0BOIHA KOHIIEHTpaIMja Ha B-KapoTeH 3a Ja jobue
xouta 00ja. Cernak, akyMmyJIipaHaTa COAPIKUHA Ha J-KapoTeH BO 3pHATA O] OPH3 HE € JIOBOJIHA
3a j1a ce 00e30e11 BUCOKa HYTPUTHBHA BPEIHOCT. 3aT0a Omiia pa3BrueHa mogo0peHa Bep3nja Ha
TPaHCTEHUTE pacTeHHja ox opu3 o3HaueHa kako Golden Rice 2 mpeky kopucreme Ha reH 3a
¢uTOoeH cMHTa3a O]l MYEHKa HaMecTo o Hapuuc. OBaa momoOpeHa Bep3nja Ha TPAHCTEHUOT
opu3 akymyimpana 20 maTH NOBHCOKAa KOHIIEHTpalHja Ha KapOTEHOMAHM BO cropenda co
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opurnHanHarta Bepauja Ha Golden Rice (Paine u cop., 2005). [TomaTonuTe mokaxyBaaT aeKa
yMmepenara koHcyManuja Ha Golden Rice 2 06e36emyBa JOBOJTHO KOJTMYECTBO Ha B-KapOTEH 3a
Ha/IMUHYBamke Ha I1e(UIIUTOT HA BUTAMUH A.

[TocTtojaT oapeneHn KOHTpoOBep3uM BO oOAHOC Ha mnpoxaykuujata Ha Golden Rice.
3acTamHULUTE HA TPAHCTEHH IPOU3BO/IM ja MOIPXKYBaaT ujaejara AeKka TPAaHCTEHUOT OPHU3 MOXKeE
na 00e30ean NpoBUTAMUH A 32 MHJIMOHU TOTXPAHETH Jena Bo cBetoT. OJ Apyra cTpaHa nakx,
NPOTUBHUIMTE HA OBAaA TEXHOJIOTHja CMETAAT JIeKa Pa3BUTOKOT HA OBOj TPAHCT'€H MPOU3BOL €
CTparelika IeJ Ha OMOTEeXHOJOIIKAaTa WHAYCTpHja 3a J1a ce CTUMYyIupa npudakamero Ha
TpaHCIeHaTa XpaHa IIUPYM CBETOT. ['oieM Opoj MPOTHBHULIM TBPJAT JeKa CYIUNIEMEHTUTE CO
BUTAMUHU 1 300raTyBameTO Ha XpaHaTa CO €CEHIIMjaJTHH €IeMEHTH U BUTAMUHH MOJKaT Jla ce
KOPHUCTAT KaKO CyINEePHOPHU METOIM 3a CIIPaByBame CO NSPHUIMUTOT Ha BUTAaMHH A. 3aroa e
HEOIXO/IHO JIa CE pelaT OBHUE CIIOPHU Ipallama Mpes 1a ce npudartu oBaa TpaHCTEHA KyJITypa
BO cBeTckH pamku. Pazsutokor Ha Golden Rice mpercraByBa jaceH gokas 3a MoaudUKaimja
Ha TPUpPOJHATa CHOCOOHOCT HAa pacTeHHjaTa 3a CHHTE3a Ha KOMIUIEKCHH COCIUHCHHUja U
noao0pyBame Ha HUBHATa HyTPUTUBHA BPEIHOCT.

3.3.2 MoanduunupaHu pacTUTEJTHN MacJia

MacHuTe KUCeNTUHM Kaj pacTeHHjaTa MpeTcTaByBaaT U3BOp Ha Maciia KOM ce KOPHUCTAaT BO
UCXpaHaTa, a MOXKAT Jla MMaaT IPUMEHAa W BO NOATOTOBKAaTa HAa KO3METHYKU HIpenapaTw,
JeTepreHT! W IUTAaCTHYHH Marepujainu. MacnomajHata penka (Brassica napus) ce KOPUCTH
KaKO M3BOP HA PAaCTHTEIHO MAclio YIITE Mpea MHOTY roanHu. KaHona e BooOnmuaeHo nMe 3a
KyJITUBHpaHarta (JopMa Ha OBOj PaCTUTEJICH B 1 O1Jia JOOHEHA CO TPATUIIMOHATHATE METOIH
Ha BKPCTYBame 3a Jla C€ HaMaJld COApKMHATa HAa TOKCHYHUTE TIIyKO3HMHOJIATH U epyKOBa
kucenuHa. Co TNpHMeHa Ha TEHETCKHOT WH)KCHEPHHT, BO pacTeHHjaTa oOJ KaHolla OwWi
WHTPOIYIIUPAH TE€H 3a THOeCcTepa3a oa KamudopHucku naBop (Umbellularia californica) co
IeJT J1a ce JoOre Maclio CO BUCOKa KOHIICHTpallija Ha KOPHCHU MacHU KucennHu. Ekcripecujata
Ha MHTPOIYLUPAHHOT T'€H 3a THOEecTepas3a MpeAn3BUKYyBa IPEIBPEMEHO NPEKHHYBame Ha
CHUHIIMPUTE Ha MAaCHU KUCEJIMHM, IITO Pe3yITHpa CO aKkyMyJalllja Ha JaypUHCKa KHUCEIHHA CO
12 jarmepomHu aTOMM W MHPUCTHHCKA KucennHa co 14 jarmepomum atomu. Kaj oBme
TPaHCTEHH pacTeHWja HE Cce 3rojieMyBa BKyIHAaTa COApPXHHA HA IUIWAH, OWACjKU
aKyMyJalyjara Ha MaCHHM KHUCEJIMHH CO KPaTKH CHHIIMPH KOPECHIOHAMpa CO HaMallyBamkeTo Ha
COJpKMHATa HA MACHU KUCEIIMHH CO JOJTH CHHUMPH, KaKo IITO CE OJIEMHCKATa U JMHOJHATA
kucenuHa co 18 jarmepogan aromu. OBUE MaCHH KUCETIMHU CO KPAaTKH CHHIIMPU UMAAT TOJIEMO
3HaYEHE 32 KOPHCTEHE HAa MACIOTO O] KaHOJIAa KaKO COOABETHA 3aMEHA Ha MAMHHOTO H
KOKOCOBOTO MAacii0 BO TMOJATOTOBKAaTa Ha pa3IMYHH MPOHM3BOIAM (MaprapwH, IyTep W JPYTH
KOHJIUTOPCKH TIPOU3BOIH).

Hcto Taka, MacioTo o coja ce KOPUCTH 3a MOATOTOBKA HAa Pa3jIM4YHU NMPEeXpaHOEHU U
UHyCTPUCKU Tpou3Boau. HamamyBame Ha akTMBHOCTA Ha €H3MMOT Aiz-zecaTrypasa Kaj
TPAHCT€HUTE pacTeHWja OJ COja MPEAN3BHKYBa 3rojieMEHa aKyMyJjalldja Ha OJIEMHCKa
kucenuHa. Hamanenara akTHBHOCT Ha Al2-JiecaTypasa Kaj TpaHCTEHUTE PACTeHHja HACTaHyBa
nopaju CyIlpecHja Ha HOPMATHHOT fad2 TeH 3a KOAWpame Ha CH3UMOT W MHTPOAYKIIHja Ha
BTOpa KOIHWja Ha TEHOT (TPAaHCTeH) BO pacTeHneTo. [IpekymepHara ekcrpecuja Ha BTOpaTa
KOMHja Ha TPAHCTEHOT NPEAM3BHKYBa HCTOBPEMEHO HCKIydyBame Ha EKCIpechjara Ha
€HJIOTEHHOT (HOpMaJIeH) TeH M TPAHCTeHOT Kaj pacteHuero. Ilpurtoa, cTuBHYBameTo Ha fad?2
TEHOT PEe3yJNTHpa CO 3rojieMEHa aKyMyJalMja Ha OJICMHCKAa KHCEIMHA M COOABETHO
HaMaJTyBame Ha COAPKMHATA JJMHOJIHA KHCEIMHA U JIMHOJICMHCKA KucennHa co 18 jarnepoanu
atomu. EquHcTBeHN paznuku nmomery oBue 3 MacHHU KHUCEIMHH € OpOjoT Ha JIBOJHU BPCKHU BO
HUBHMUTE CUHUMPH. BO TOj KOHTEKCT, cojaTa cO BUCOKA COAP KMHA HA OJIEMHCKA KUCEIMHA UMa
HHCKa COJIp’KMHA HAa 3aCUTEHH MAcTH U trans-mMacTH. Ha TakoB HauMH ce pexyuupa norpebdara
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3a XUApOTeHalrja Ha MaclOTO O]l cOja 3a MOATOTOBKA Ha XPAHJIMBH MPOU3BOAH (MaprapuH).
OBa MommGUIMPaHO MacCIIO Ol coja Cce OApKyBa BO TedHa (popMa M Kako TepMOCTaOWICH
HPOU3BOJ MOKE JIa C€ KOPUCTH BO TOTBEHHETO.

3.3.3 ®apmaneBTCKH MPOU3BOIM

dapmaleBTCKUTE NMPOU3BOAU OJ PACTUTENIHO MOTEKJIO KOU ce JOOMEHHU CO NMpPUMEHAa Ha
TeHETCKUOT WH)KEHEPUHT ce MpeIMeT Ha IUpoka Auckycuja. [lo3Haro e geka pacTeHujaTta
CUHTETH3MPAAT IMUPOK CIEKTap Ha COCMHEHNja KOW MMaaT 3Ha4ajHu e(eKTH BpP3 3/IPaBjeTo
Ha XyMaHaTa TOMyJanuja (CAIMIMIHA KHCENMHA, KOKAaWH, MOPQHH, TaKCOI W [p.).
WuTponyknmjaTa Ha HOB TPAHCTEH Kaj pacTeHHjaTa MOKE Ja ce KOPUCTH 3a OMocHHTE3aTa Ha
KOMITJICKCHH METa0OIUTH MU CIICIIU(HIHI TPOTSHHHU.

[MpoxyxkiujaTa Ha OpaTHU BaKIMHU Kaj pacTeHHjaTa MPETCTaByBa aTPAKTUBEH IPHUCTAIl BO
OJUICTTHA PETHOHM BO CBETOT, KaJie MITO MHPPACTPYKTYPHUTE U (PUHAHCUCKUTE HEIOCTATOIN
MOXaT Ja TO0 OrpaHuyYaT CKJIaJUpameTo, TpaHCPepoT M  aJAMUHHMCTpaLujaTa Ha
TpaJULMOHATIHUTE BaKIMHU. IHTpoyKIMjaTa HAa IMyHOT'€H IPOTEUH BO paCTUTEJIHATAa XpaHa
KOja MOJKE€ JIECHO J1a Ce KYyJITHUBHUpA, CKJIaAMpa MU IOTOA J1a Ce KOHCyMHpa MpeTcTaByBa
e(rKacHa cTpaTervja 3a BaklMHaIMja. Taka Ha TIp., MPOAYKIMjaTa Ha MOBPITUHCKU aHTUTEH
Ha XemaTuTuc B BUPYCOT Kaj TpaHCTEHU pacTeHHja OJ] KOMITUP UHIYIIUpa UMYH OJTOBOP Kaj
nyreto. Mcro Taka, mpoyKiijaTa Ha IPOTEHHU Kaj TPAHCTEHU pacTeHHja 0]l OaHaHa MOXKeE Ja
NpeTCTaByBa MOTEHIIMjaJIeH W3BOp HA OpaiHH BakuuHU. [locTojaT HEKOJIKY IUCKYTaOWITHU
TEMH TIpH OBOj NPHUCTAll, KaKo IITO CE BpPEMETO Ha aJMUHHCTpaldja Ha BaKIMHATA,
JIO3UPamETO, Kako M epHuKacHOCTa Ha MPOTEHHOT 3a MHAYLIUPAkE HAa MMYHHTETOT TPEKY
OpaJiHa aMHHHUCTPALH]a.

AHTHTENnaTa c€ TOJEeMH U KOMIUIGKCHHM IIPOTEMHHM CO H3pa3eHa CIOCOOHOCT 3a
NPENo3HaBake W Bp3yBambe Ha CHEUM(UYHU LEIHU MOJIeKynu. Bo ¢dusnonomku ycinoBu
pacTeHrjaTa He NPOAYLHUpaaT aHTUTeNa, MeryToa, IOCTOjaT TojeM Opoj JIUTepaTypHH
HOJATOIM JleKa pacTeHHjaTa MOKaT Ja CHHTETH3MpaaT (yHKIHOHAJIHM aHTUTeNla MpU
eKCIpecHja Ha COOABETHM TpaHcreHu. KapakrepucTtuueH npuMep € MpoAyKLUjaTa Ha
creun(pUYHO MOHOKJIOHCKO aHTUTENIO KO€ Ipero3HaBa MOBPIIMHCKU KJIETOYEH MPOTEHH OJ1
Oaxrepujarta Streptococcus mutans Kako TJIaBeH MPUIMHUATEIN 32 TI0jaBa Ha Kapuec Ha 3a0uTe.
AHTHTENOTO ce Bp3yBa 3a OaKTEpPUCKUOT MOBPIIMHCKM IPOTEMH M HAa TAaKOB HAYUH
uHTEepdeprpa BO Bp3yBameTo Ha OakTepujaTa 3a 3a0HMOT rinef. CriocoOHOCTa HAa TPAHCTEHU
pacTeHmja ol TYTyH 3a CHHTE3a Ha aHTHTENa U JOOMBame Ha MPOU3BOJI O3HAUeH Kako CaroRX
MO€ J1a IMa ITOTEHIIH]jajTHa IPUMEHa 3a IIPOU3BOCTBO HAa TACTH WIIM IPYTH CPENICTBA 32 3a0M.

Henec, moBekeTo OMO(apMareBTCKH NPOU3BOIM CE IMPOAYHHPAAT CO KOPHCTEHE Ha
Kyntypu Ha 6aktepuu (E. coli), kBacuu 1 Mamanucku kietku. CtparerujaTa 3a IpoayKiyja Ha
(hapmarieBTCKHM MPOTEUHH O] pacTeHHjaTa MOXKe J1a UMa HeKoJky npeanocta (Giddings u cop.,
2000). KynTuBupameTro Ha TpaHCTEHUTE pacTeHHMja OBO3MOXKYBa J0OOWBame€ Ha TojeMa
KOJIM4YMHA Ha OMoMaca Koja eKCIpecupa HeKOj Ipou3BoJ o]l uHTepec. Hekon TepameBcTku
INPOTENHH KaKO CEPyMCKH (paKTOpH, XOPMOHH MJIM aHTUTENa ce J0OHMBaaT Ha TPaAULIMOHAIECH
HAuYuH 01 XyMaHaTa MoITyJIallija Win )KUBOTHUTE. [I[puMeHaTa Ha pacTeHHjaTa MOXKe 3Ha4ajHO
Jla TO HaMaJli TIPEHEeCyBambEeTO Ha HEMO3HATH HH()ETKUBHH areHCH O] JOHOPHUOT OpTaHU3aM,
Ouaejkn pacTeHdjaTa HE C€ HOCHTENM Ha aMUHamHHM maroreHd. Cemak, MpOAyKIHMja Ha
TEpaneBTCKH TMPOTEHHHU Kaj MHIYCTPUCKUTE pacTeHHja He € IIUpOKo mpudareHa wuaeja.
[TpoTuBHMIIMTE HA OBaa WAaEja HArjiacyBaaT JeKa MpexpaHOCHHWTEe MPOM3BOIU MOXKAT Ja ce
KOHTaMUHHpAaaT CO PACTUTEIHH TKHBA KOM CE€ HAMEHETH 3a NPOAYKIMja Ha JIEKOBH.
KapakrepuctuieH npumep € ClpOTUBCTaBYBAETO HA €1HA TojeMa KOMITaHHja 3a TTHjaIoIH
Ha (hapMaleBTCKa KOMIIaHHUja Koja IUTaHupaa Aa KyJTHBHpa TPAaHCTE€HH PACTEHH]ja Of OpU3 BO
OJM3MHA Ha MIOCTOCUKUTE MO CO OPU3 KOM €€ KOPUCTAT 3a IPOU3BOJCTBO HA IH]jaJIOLH.
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Brop moTeHnmjaneH HEAOCTaTOK Ha (GHUTO(PAPMAEBTCKUTE MPOTEHHHU C€ PA3IHKHUTE BO
TIIMKO3WIIAIMja Ha TIPOTEMHHUTE IITO CE OJBHBAAT Kaj pacTeHHjaTa M UBOTHHUTE. BeymHoCT,
jarnexuapaTHUTe KOMIIOHEHTH KOU C€ Bp3yBaaT 3a MPOTEHHHUTE MOXKAT 3HAUYjaHO JIa BIMjaaT
Bp3 HUBHATa (YHKIIMja ¥ IMyHOT€HOCTa. BO TOj KOHTEKCT, HEKOM MOJICIH Ha TJIMKO3UIIAIH]ja
Ha NPOTEHHUTE Kaj pacTeHUjaTa MOXKAT Ja MPeJU3BUKAaT HECAaKaHH aJICPIUCKU PEaKIMH Kaj
XyMaHara IoIryJanuja. 3atoa, mpoIyKiuujara Ha paCTUTEITHUTE IPOTEMHU Tpeba a ce 0/iBUBa
Ha TaKOB HAYMH IITO OBHE TEPAIeBTCKH IMPOU3BOM Ke OumaT Oe30eqHu 3a ynorpebda 1 Hema
Jla SIUIMTHPAAT UIMYH OJIrOBOP Kaj JIyfeTo.

3.3.4 buoropusa

3ronemMeHaTa MoTpoUTyBavyKa Ha €Hepruja U TPOLICHETO Ha (DOCHITHUTE TOPUBA BO CBETOT
NPETCTaByBaaT BUCTHHCKH MPEIU3BUK 32 PACTUTEIHATA OMOTEXHOJIOTH]a BO OTKPUBAKHETO HA
QITEpHATHBHU U OOHOBIIMBY M3BOpHU Ha eHepruja. [Ipomykiujara Ha €TaHOI U OMOTOPUBA OJ1
pacTHTelleH MaTepujajJ MOXe Jla ja 3aMEeHH NpUMEHaTa Ha MOCTOeYKuTe ropusa. Bo T0j
KOHTEKCT, TPAHCT€HHTE pAacTeHHja UMaaT rojieM MOTEeHIUjal /1a ja 3rojiemMaTt euKkacHOCTa Ha
OuoropuBaTa BO MHOTY CTOITAaHCKH 00JIaCTH.

EtaHonor ce kapakTepu3upa €O HEKOJKY HpPEIHOCTH Kako eHeprercku u3Bop. OBoj
aNKOX0J ¢ OuoNerpaauOniIHO U OOHOBIMBO TOPHUBO KOE MOXKE Jia Topu 0e3 3arajyBame Ha
atmocepata BO crmopemba co moBekeTo (ocuiHU TopuBa. ETaHONOT ce jo0uBa co
(hepMeHTaIM]a HA jarJIeXUPATUTE TIOJ AejcTBO Ha kBaciu. Bo CAJl mueHkaTa ¢ JOMUHAHTEH
u3Bop Ha (epmeHTHpauku jarnexuapaTd. [Ipu oBOj mporec, CIOKEHUTE jarfieXuApaTH Ol
CKpoO BO 3pHAaTa O]l IMYEHKA CE pas3rpagayBaaT IO MPOCTH MOHOCAXapHId, KOM TOTOa Ce
KOpUCTAaT OJl CTpaHa Ha KBacIUTE 3a MPOAyKIWja Ha eTaHoi. EdukaceH npucram 3a
3roJeMyBame Ha MPOIYKIMjaTa Ha €TAHOJI € J1a ce JI0OWjaT TpaHCTEeHH pacTeHHja KO MMaar
BHCOKa COJIp)KMHA HAa CH3UMH OJTOBOPHU 32 MHUITM]jaTHUTE (Da3u Ha pa3rpagyBame Ha CKPoOOT
(Himmel u cop., 2007). 3ronemMeHaTa eKkcrpecrjaTta Ha TCHUTE 3a pasrpajyBame Ha CKPoOOT
BO TIPOCTH jarJieXuapatd (amMmiiaza) BO 3pHATa OJf MUEHKa WM JPYTH PacTeHHja MOXe Ja
pe3ysTHpa co Ao0uBame Ha BHCOK NMPOLEHT Ha JOCTAIHU jarjexuapard 3a (epMmeHTanmja.
[TogoOpyBameTo Ha YCIOBUTE 3a KyJITUBHpamke Ha MYEHKaTa (a30THU I'yOpHBa U NECTHIIU/IN)
HE IMpeTcTaByBa JOJITOPOYHA CTpaTeruja 3a MPOAyKIHja Ha eraHosl. Bo bpaswn, wpeanen
pacTHUTeNeH BU 33 IIPOU3BOJICTBO Ha €TAHOJ € IIeKepHaTa TPCKa Mopa i BUCOKATa CO/IPIKIHA
Ha MPOCTH (pepMEHTUpAUKH jaryiexuapaT. VcTo Taka, mekepHara Tpcka € TOBEKeroAHIIHa
KyJITypa KOja MOXeE JIECHO Ja C€ KYJITHBHUPa CO MHUHHMAJIHU BIIOXKyBama 3a HEj3UHO
IPOM3BOJCTBO. YCIeXoT Ha bpasmn 3a mpudakame Ha €TAHONOT KaKO M3BOP HAa TOPHUBO €
Hajmo0ap mpuUMep 3a HMCKOPHUCTYBamke Ha TOCTOCYKHTE pecypcH W HHpacTpykTypa 3a
KOpHCTEHE Ha OMOropuBa.

[TocTojaT ronem Opoj MCTpaKyBama 3a KOPUCTEHE Ha PACTUTENICH MarepHujasi 6orar co
IeTyJ103a Kako MOTeHIMjaIeH H3BOP 3a NMPOAyKIHja Ha eTaHol. KoHBep3ujaTa Ha pacTeHujara
OoraTu co 1emy03a Bo (PepMEHTHPAYKH jarJexXuIpaTh PETCTaByBa Hee(HKaceH NpoLec U He
ce cMeTa KaKo MPaKTUYeH METO/ 3a IPOoayKiuja Ha Ouoropuso. Cenak, pa3InyHU PaCTHTEIHH
MaTepujai, Kako IYeHKapHa ciama (cTebla W ITUCTOBU), JpPBECHMHA WM Ouomaca oj
MOBEKETOUIIHI KyJITYpH MMaaT €HEepreTcka BPEeTHOCT Koja MOXe Ja ce KOHBEPTHpPA BO
eTaHoil. Bo T0j KOHTEKCT, HEKOM PACTUTEIHU KyITypH (TIPOCO) WK Op30-pacTedKu ApBja (Bpoa
WIM TOTOJIa) MMaaT ToJieMa MPEIHOCT MOpPaay TMOBEKEKPATHOTO KOJIEKTHpAme Ha rojema
KOJIMYMHA Ha OMoMaca 01 HCTH pacTeHHja KON MMaaT BUCOK KalalUTeT 3a PacTemhe 0e3 rojJeMu
notpebu oA HaBOAHYBame U FyOpeme. Cropea Toa, pa3BUTOKOT Ha HOBH METOAM 3a
HETyJTUTHIKO KOHBEPTHPAkE Ha PACTUTEITHUOT MaTepHjall BO €TAaHOJI MOXKeE J1a Ouie OCHOBA 3a
OJP’KJIMBO TPOM3BOJCTBO Ha rOpHBA Of pacTeHWjaTra. TeXHHKAaTa Ha T€HETCKU MHKEHEPUHT
Ona MCIUTYBaHA 3a NPOIYKIMja Ha 1eyJ103a KOja MOJKe JIECHO J1a € KOHBEPTHPA BO MPOCTH
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(hepMeHTHpaUYKH jarIeXuapaTH 3a J0OUBamke Ha €TaHOJ O] CTpaHa Ha MHKpOOpraHu3Mu. McTo
Taka, UCIIUTYBaHU C€ MOKHOCTUTE 3a JIOOWBamke HA TPEBH M JPBEHECTH PACTEHHUja CO HHCKA
COJpKMHA Ha JIMTHUH KOj MOXe J1a MHTepdepupa npu Aerpajanyja Ha menysosara. [locrojar
UCTPaKyBamkba BO TEHETCKHOT HWH)KEHEPUHI HAa MHUKPOOPTaHM3MHTE 3a Jerpajaiuja Ha
JUTHUHOT WM KOHBEPTHpamE Ha LeNyJI03aTa U JPYrH CIIOKEHH jarjexuapaTH A0 €TaHOJ
(Stephanopoulos, 2007). Jlenec ce uctpaxkyBaaT pa3IMdHA MOXKHOCTH 32 BOCIIOCTaBYBamhe Ha
€/IHOCTaBHa NpOLEAypa 3a MPOIYKIMja HAa €TaHOJI O] LeNyJ03a CO NMPUMEHA Ha TPAaHCTeHU
pacTeHuja KOM eKcIpecupaar Iefnyja3d WM HEKOM IPYTdM €H3MMHU 3a pasrpajayBame Ha
KJICTOUYHUTE SHUIOBH.

BbroronBara o1 pacTuTeNIeH MaTEpHjall MOXKAT J]a Ce KOPHCTAT Kako ehprkacHa anTepHaTHBa
BO cropenda co (ocuaHHTE ropuBa. YHoTpedara Ha JU3eNl TOpUBATa 332 TPAHCIIOPTHH LIEIH
onaka oxomy 20% opn BkynmHara mnorpomryBauka Ha ropmBa Bo CAJl. Cnopen Toa,
MHOBAIMjaTa Ha OOHOBJIMB M3BOP HAa TOPMBA MOXE Jia Ma 3HAYajHO BIIMjaHHE BP3 CBETCKUTE
nmobapyBama 3a HadTa. buoau3enor ce nmpoayupa o4 MaciaolajHu KyATYpH (COoja WK KaHOJIa)
IpeKy MpoLEecoT TpaHcecTepudukanyja. Mlako pactenujaTta ol coja M KaHoJIa c€ KyJITUBHpaat
Ha OIPOMHHU HOBPIIMHHU BO CBETCKH PAaMKH, T€HETCKHOT MH)XEHEPUHI Kaj OBUE MacioJajHU
KyJTYpH c¢ yLITe HeMa MpakTHYHa NpUMEHa 3a IpoAyKuuja Ha Ouoausen. ExoHomckure,
€KOJIOLIKUTE U MOJIUTHYKUTE IPUTHUCOLIN ITOBP3aHU CO IMTPeKyMepHaTa ynorpeba Ha pOCHIHUTE
ropuBa ke OBO3MOXH BO WJHMHA Pa3BUTOK HA HOBU CTPATErWH 3a MPHUMEHA HA TPAHCTCHUTE
pacTeHmja Kako U3BOp Ha OMOTOpHUBA.
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4. MAPKEP I'EHM 1 ITPOMOTOPHU

[To3HaTto e neka reHerckara TpaHcoOpMalMja Ha pacTHTENHATa KJIETKa Ce OJBHBA BO
HPUPOTHU YCIOBH. TexHoornjaTa 3a JOOMBamhe HA TPAHCTEHH PACTeHU]a BO J1a00OPATOPUCKH
YCJIOBH 3all0OYHYBa Jla Ce pa3BHBa Ipea okoiy 3 neueHuu. Ilocrojar ronem Opoj mpamama 3a
(dyHIaMeHTaIHAaTa MPUPOAA HA TPAHCTEHUTE PACTEHH]a, KAKO M ICHETCKUTE MEXaMH3MHU Ha
(YHKIMOHHMpake HAa PACTHTEIHHOT TeHOM. PacTeHujara ce KapakTepu3MpaaT cO CTAOWIHU
MOZIEIM Ha TPAHCKPUIIIMja ¥ MEXaHU3MH Ha IPOrpaMUpare, MOpagd INTO PACTUTECITHUTE
TeHOMH ce HeaocTanmHu 3a uHeepuuja Ha mapkep reau (El Ouakfaoui u Miki, 2005). OBue
HOAATOIM UMAAaT TOJIEMO 3HAYEH-¢ BO TEHOMCKHTE CTYIMH Kaj TPAHCICHUTE PACTEHHja KOU Ce
KOPHUCTAT KaKo MOJIEN-CUCTEMH 3a ITPOyUdyBamke Ha QyHKIMjaTa HAa HETO3HATH reHH. VIcTo Taka,
O6mnobe30eHOCTa HA TPAHCTeHATa XpaHa Ce HCIUTYBA MPEKy KOMITapalija co ApyTy pacTeHuja
KOHM C€ IMOTBPACHU Kako 0e30emHM 3a ymoTpeba W KOHCyMalMja OJ CTpaHa Ha XyMmaHaTa
nomynanuja. 3aToa € HEONXOAHO Ja Ce OApend Jald 3a BpeMe Ha MpOIecoT Ha
TpaHcOpMalrja MOKaT J]a C€ MHAYIHpaaT HECAKaH! MJIM HETIPEIBUACHU T€HETCKU IIPOMEHH.
Mapkep reHHTE OBO3MOXKYBaaT IpOydyBambeé Ha OBHE (YHIAMEHTAIHH TMPOLECH |
IpeTcTaByBaaT €CeHIIMjalHa KOMIIOHEHTA 3a J0OMBambe Ha TPAHCT€HH PACTCHUja.

JleHec ce pa3BUEHU HEKOJKY TUIIOBH Ha MapKep I'€HHM KOW MMaaT pa3liiuHa IpUMEHa BO
OMOTEXHOJIOTHjaTa, KaKO pereHepanyja Ha TPAHCTEHW pacTeHWja, eKCIIepUMEHTaTHA
MaHUIlyJalMja CO PACTHTENHM TKHBA, HMHTpAIEIyJIapeH TPAHCIOPT HAa MPOTCHHHTE,
UCTINTYBamkE Ha PETYJaTOPHUTE MEXaHWU3MH Ha PACTHTEIHUTE T'eHH M OMoOe30eaHocTa Ha
TPAaHCTEHUTE pacTeHHja. MapKep TeHUTe ce TPyNHUpaaT BO Pa3IUYHU KATETOPUU BO 3aBUCHOCT
O]l HUBHATA CEJIEKTUBHOCT, CTUMYJINPAHE WIIH CYTIPECUPAbE HA PacTOT U Au(epeHIIHjanrjaTa
Ha TKMBATa, KaKo M 3aBHCHOCTA O] HaIBOpeIIHU cyricTpaTh. [lopaan morpebaTa 3a HATAMOIITHA
HCTPaXXyBamba, HEOIXOTHO € Ja Ce Pa3BHjaT METO/M 3a CEICKTUBHO OTCTPAHYBAmE HA MapKep
TeHHUTE CO LIeJI 1a ce J00ujaT TPaHCTeHH PAacTeHUja 0CI000IeHN 01 MapKep TeHH.

4.1 lepnanumja Ha MapKep reHH

Mapkep TeHWTEe WMaaT €CEHIMjajHO 3Hadyerme 3a HACHTU(UKAIMja Ha TPAHCTCHUTE
pactenuja U Moau(uKanuja Ha TPOTOKOIHMTE CO LEN Ja ce 3rojieMH (hpeKBeHIHjaTa Ha
TpaHcpopmanyrja. Mapkep reHuTe ce TOAEICHN BO JIBE KATETOPHH: CeTeKTUBHH MapKep IeHH
U HeceJIeKTUBHHU i penoptep reau (Tabena 4.1).

4.1.1 CeleKTUBHU MapKep reHH

CeneKTUBHUTE MapKep I'€HU OBO3MOXYBaaT MPOAYKLMja HA TPAHCT€HU pacTeHHUja MpeKy
KOPUCTEHE Ha COEIUHEHU]a BO XPaHJIUBUOT MEAUYM KOM 00e30€e1yBaaT CEJIEKTUBEH pacT Ha
TPAaHCTEHUTE TKHMBA BO OJHOC HAa HETPAHCI'€HUTE TKMBA KOM HE MOKAaXKyBaaT CIIOCOOHOCT 3a
pact. Umajku mpeaBu Jeka caMO HEKOJKY KJIETKH O]l LieaTa KJIEeTOYHa MOomyJjanuja Ha
PACTUTENHUOT EKCIUIAaHTaT YCIEIIHO ce TpaHchopMHpaar, MOCTOM Maja BEpOjaTHOCT 3a
pereHeparyja Ha TPAaHCT€HHU KIIETKH 0€3 MPUMEHa Ha CEJIEKTUBHH Mapkep reHu. CeeKTHBHUTE
MapKep I'€HHU ce MOJEJICHU BO JBE OCHOBHHU I'PYIH BO 3aBUCHOCT O] TOoa Janu o6e30emyBaar
NO3UTHBHA WM HeratuBHa ceneknuja (TaGema 4.1). [lo3uTHBHUTE CeJIeKTHBHU MapKep
reHu o6e30eayBaaT CENEKTHBHA IPETHOCT 3a pacT Ha TPaHCHOPMHUPAHUTE PACTUTEITHUTE
KJIETKH BO OJTHOC Ha HeTpaHC(HOpMHUpAHHUTE KIETKH. MeXaHU3MOT Ha JI¢jCTBO Ha MO3UTUBHUTE
CEJICKTMBHH MapKep TeHH MOKe J1a Oujie Mou3pa3eH ako ce KOPUCTAaT TOKCUYHHU COCTUHEHH]a
BO XpawimmBHOT MeaumyM. CoeAuHeHHjaTa c€ [U3ajHUpaaT Ha TaKOB HAYMWH IITO
NpeAU3BUKYBaaT CEJIeKTUBHO yOuBame Ha HeTpaHCHOpPMHUpPAHUTE KIETKH, J0JAeKa IakK,
TpaHc(hOPMHUPAHUTE KIETKH OCTaHyBaaT BUjaOMIHU IPEKY MEXaHU3MUTE Ha IeTOKCcU(UKaIuja
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WIN PE3UCTEHTHOCT KOW C€ KOIUPAaHU Of CEICKTHBHUTE Mapkep TreHu. HeraTuBHuUTe
ceJIeKTHBHHM MapKep reHH KOIUPaaT CUCTEMH KOH C€ TOKCHYHH 32 TPAHCTEHUTE PACTHTEITHA
KJICTKH ¥ BPIIAT HUBHO CEJIEKTUBHO yOUBambe.

KoHnumoHaH1Te TO3UTHBHE CEJIEKTUBHE MapKep I'eHU C€ BaKHA rpyrna Ha KOMIOHEHTH
O]l TIOBEKETO CUCTEMHM Ha TpaHchopmaluja 3a JOOMBambe Ha TPaHCreHH pacTeHuja. OBue
MapKep T'€HU Ce MHKOPIOpUpaaT BO BEKTOPUTE 3a TpaHCoOpManuja ¥ T HPUAPYKyBaaT
JpYTUTe TE€HH OJf MHTepec Kou ce (Dy3MOHMpaHU 3a PErnopTep I'CHUTE Kaj TPaHCTEHHTE
pactennja (Cn. 4.1). KonaunuoHaIHUTE TO3UTHUBHU CEJICKTHBHH MapKep I'eHW MoXKaT Ja
NOTEKHYBaaT OJl pacTeHUjaTa WIIM HEKOHW JPYTH opraHu3Mu. [loBeKkeTo Mapkep reHH umaat
0aKTEepPHCKO TIOTEKJIO M C€ OATOBOPHU 32 HOBM OCOOMHH Ha PE3UCTEHTHOCT Kaj pacTeHHUjaTa
(Tabena 4.1). 3a edpukacHa mpuUMEeHa BO MPOIECHTE HAa TpaHC(OpMAIUja, CEICKTUBHHUTE
MapKep TeHU He Tpeba J1a cTamyBaaT BO HHTEPaKIMja CO HEKOU CIEIM()UIHN IETHH MOJIEKYITH
WK a uHTepdeprpaar BO CUTHAJTHUTE MATHINTA HAa TPAHCAYKIMja BO PACTUTEIHATA KIIETKA.
AKO OBHE MapKep TCeHHM NpeAu3BUKAaT HEKOM MPOMEHHM Kaj pacTeHHjaTa, TOorail ce
KOMIUTMIMPA UAEHTU(UKALMjaTa Ha BJIMjaHUETO HA T'€HOT OJf MHTEpeC Bp3 ()EHOTHUIIOT Ha
pacTeHujara.

Tabena 4.1 Kareropun Ha Mapkep reHH KOU ce KOPHUCTAT Kaj pacTeHHjara.

Knaca na CenexkTnBeH
Ipumepu H3Bop Ha reHu
MapKep reHu areHc

CeJleKTUBHM MapKep reHu

Ilo3uTnBHU

Konaunuonanau nptll, neo, aphll _Escherichia coli Kanamuuux
hpt, hph, aphlV __E. coli XHUTPOMULIMH
bar Streptomyces hygroscopicus PocHUHOTPHUIIMH
mand E. coli Mano3a

Hexonpunmonanau  ipt Agrobacterium tumefaciens /|

Heratusuu

Kongnnuonanau codA E. coli 5-QnyoponuMTO3uH

Hexonpunmonanau  barnase Bacillus amyloliquefaciens /|

HecesiekTHBHY (penoprep) reHd

Kongnnuonanau uidA, gusA E. coli MUG, X-gluc

HexonpunmoHnaaou  gfp Aequorea victoria (Meny3a) /

CeNleKTUBHUTE MapKep I'eHH 0J1 0AKTEPUCKO MOTEKIIO Tpebda Ja ce Moan(UIpaar co el
na ce 00e30e1 HUBHA EKCIPecHja BO pacTUTENIHATa KieTka. Ha TakoB HauuH ce 0BO3MOXKYyBa
Ipeno3HaBamke Ha OaKTEPUCKUTE I'€HU O] CTpaHa Ha CHCTEMOT 3a T€HCKa eKCIpecHja Kaj
pactenmjara. OBue MoaudUKAIMKM HA CETIEKTUBHUTE MapKep I'eHH orakaaT MPOMEHH BO
CEKBEHIIMTE 32 JIa e J0OUjaT KOJIOHH CITUYHU Kaj pacTeHUjaTa v elIMMUHAIIN]a HA KPUIITHIHHUTE
MecTa Ha CIUIQJCMHT KOM MOXKaT Ja WHAyLUUpaaT HENpPaBUWIHO NPOLECUpamke Ha
TpaHcKpuntuTe. [IpoMeHuTe omndakaar 3amMeHa Ha CIOPOTHBOAHUTE W HU3BOJHUTE
peryJIaTOpHU €JIEMEHTH CO PACTHTEIHU CEKBEHIM 3a J1a ce A00ujaT ,,XMMEPHU TeHH * KOU Ke
Oupar Tpemo3HaeHW O] CHUCTEMHTE Ha TPaHCKPWIIMja W TpaHCIalWja Kaj pacTeHHUjaTa.
Ju3ajHUpameTo Ha XUMEPHUTE TeHH OBO3MOXKYTBa e(hrKacHa eKcrpecuja Ha MapKep TeHUTE
BO pacturenHara kierka (Ci. 4.1). [IpBute moOneHN XUMEPHU TEHH CE CEJICKTUBHUTE MapKep
TeHU KOM c€ KOPUCTEJIe 3a Pa3BUTOK Ha TEXHUKH 3a T€HEeTCKa TpaHc(hopMalyja Ha pacTeHuja.
Tyka ce BOpojyBaaT MapKep I€éHHUTE 3a Pe3UCTEHTHOCT KOH aHTUOMOTHLIU U XepOULIUIN.
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Ten 01 HHTEpEC - Px | Kommpauxu pernon | 3’ | (A)

Excnpecnja
[eKTHBCH MapKe (B)
DYHKIHOHAIHA AHAJIH3A

Ceaexrusen mapkep KB 2! [ 3’ | (C) Hobusame na pynxumja

B Ceaexrusen mapke Pc [« { 3’ F (D) I'vbeme na pynknuja

Ceaextusen mapkep [KlliTE. > |« { 3" } (E) I'v6eme na pynkumja

Cnuka 4.1 ®@yHKIMOHAIHA OpraHU3alija Ha CEeJIEKTUBHU MapKep IeHH U pernoprep T'eHH Kaj
BEKTOPH KOM ce KopucraT 3a TpaHchep Ha DNA BO pacTUTeNHH KIETKH.
CenekTUBHUTE MapKep TIEHM C€ OCHOBHAa KOMIIOHEHTAa Ha BEKTOpPHTE 3a
Tpancopmanmja OWIEjkH ce HEONXOJHM 32 HJCHTHU(UKAIMja HA TPAHCTCHUOT
MaTepujan. Bekropure ce xopucTaT 3a NMpOydyBame Ha PACTUTEITHHUTE TeHH H
HUBHHTE PEryIaTopHH eneMeHTH. O]l TEeHOMCKUTE CTYIUH YECTO MaTH HE MOXKE Ja
ce moOujar momaTony 3a (pyHKIMjaTa Ha TEHUTE M 3aT0A C€ KOPUCTAT TPAHCTEHUTE
pacTeHuja Kako eKCIIEpUMEHTATHH CUCTEMH 3a IPOY4YyBamke Ha PYHKIIMOHAITHOCTA
Ha reHuTe. (A) ['eHOT o1 MHTEpec MOKe Ja ce MCIHUTYBa Ha pa3jiMyHH HAYHHU.
PerymnaropHute eneMeHTH Y4eCTO MaTH C€ HaoraaT BO HEKOAMPAYKUTE PETHOHH Ha
reHoT. Taka Ha np., npoMoTopoT (PX) e nokanu3upan Ha 5’ CIPOTUBOJHUOT PETHOH
U BKJIy4yBa OpOjHH €JIEMEHTH KOM C€ HEOIXOJHU 3a TPAHCKPHUIIIH]ja, KaKo IITO Ce
OCHOBHHOT IIPOMOTOP ¥ €JI€MEHTH Ha 3aciilyBaud uiu pernpecopu. Hekou ox oBue
PETYNaTOpHU eNIEMEHTH CE JIOKATM3upanu Ha 3’ HU3BOAHUOT peruoH. (B) dy3ujarta
Ha 5’ 1 3’ HEKOJIUPAYKUTE PETHOHU 32 PENOPTEp I'eH U UHCEpIjaTa Ha XUMEPHHUOT
T€H BO BEKTOPOT OBO3MOYKYBa HCIIUTYBamE HA MOJIETIOT Ha T€HCKA peryJanyja Kaj
tpancrenu pactenuja. (C) Excnepumentute 3a 1o0uBame Ha QyHKIHja MOXKAT Ja
ce CIIpoBeaaT Co MPEeKyMepHa eKCIIpecHja Ha KOTUPAYKHOT PETHOH CO KOPUCTEHE
Ha CHJIHU KOHCTUTYTHBHU mpomoropu (Pc), xako mrto e 35S mpomotopor u 3’
KpaeBH KOW C€ HEOIXOIHH 3a TePMUHAIIM]ja U TIoJnaneHunanyja (3°), Kako oHUeE O
nos reHoT wiu 35S TpanckpuntoT. Jlo6MeHnoT peHoTHn Kaj TpPaHCTeHOTO pacTeHUe
MOXe€ Jla UMa TroJIeMO 3Hadyewe 3a ojipe/lyBame Ha (yHkuujata Ha reaure. (D) On
Jpyra cTpaHa, eIMMMHAIMjaTa WM peAyKLujaTa Ha eKcIpecujaTa Ha TeHOT Of
UHTEpec NpeKy GopMupame Ha antisense TPAHCKPHIT Kaj TPAHCTEHOTO pacTeHUe
ce KOpHUCTH 3a jo0uBame Ha myTanTeH (enorum. (E) OBoj dheHoMeH Moxke na ce
MIOCTUTHE ¥ TIPEKy KOHCTPYKIIMja HAa BEKTOP CO WHBEPTHH PETIETUTHBHU CEKBEHIIH
Ha T€HOT O/ MHTEPEC, IPH NTO HACTaHYBA TEHCKO CTUBHYBAIbE.

[Tpumenara Ha KOHIWIIMOHAJICH U HEKOH/IMIIMOHAJICH MTO3UTUBEH CEJIEKTUBEH MapKep T'eH
3a CeJIeKIMja Ha TPaHCTeHM pacTeHHja € npukaxana Ha Ci. 4.2. KitleTkure Ko ekcrpecrupaar
KOHJIMIIMOHAJICH TIO3UTHBEH CEJICKTUBEH MapKep TeH IocelyBaaT HOBa OCOOMHA 3a
PE3UCTEHTHOCT KOja OBO3MOXKYBa JETOCHU(HKAIMja Ha TOKCHYECH CYICTPAT BO XPAaHJIUBUOT
MeIUMyM 3a KyJTHBHpamke€ W pereHepandja Ha pacrteHuja. Ha TakoB HauuH, camo
TpaHchopMHUpaHUTE TKHBA MOXKAT HOPMAIIHO JIa PacTaT U Ja Ce PereHepupaar BO TPAHCTCHU
pacTeHHja, Oujaejku HeTpaHCHOPMUPAHHUTE KIETKH ja rybaT BHjaOMIIHOCTA W H3yMHpaaT
NOpagl TOKCHYHOCTA Ha CYNCTPaToT. HEKOHAWIMOHATHUTE CHUCTEMH OBO3MOXKYBaaT
uaeHTH(UKaNMja Ha TpaHCPOPMUpAHUTE KIETKA MPEeKy MPOMEHH BO pacToT 0e3 ma ce
NpUMEHYBaaT HaJBOpeHIHN cyrncTtpat. Cemak, Bara cicTeMa OBO3MOXKYyBaaT JO0OHMBame Ha
TPAHCTEHU KJIETKH KOU CE€ MPUCYTHHU BO MaJl Opoj O LesaTa KJIETOYHA TOMyJIanyja.
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Cnuka 4.2 Kommapanuja Ha KOHAWIMOHAJIEH TIO3UTHUBEH CHCTEM Ha CelleKIuja Co
HEKOHIMIIMOHAJICH MTO3UTUBEH CHCTEM Ha celeKirja. KOHIUIIMOHATHITE CHCTEMHU
MMaall MUpoKa MpUMEHa BO TeHEeTCcKaTa TpaHcopMalidja Ha pacTeHHjaTa, 10AeKa
TMaK, HEKOHTUIIMOHATHUTE CUCTEMH C€ YIITE Ce BO (haza Ha MCTPAXKyBamkE U Pa3Boj.
Konnunuonanuure cucteMyu OBO3MOXKYBaaT MHTPOAYKIMja Ha HOBAa OCOOMHA Ha
PE3UCTEHTHOCT KOja 4eCTO IaTh MMa MOTeKJIo oxa Oakrtepuure. HansopemrHuor
cycrcrpar (cuBa 00ja Ha MEAMYM) KOj C€ J10/laBa BO XPaHIMBHOT MEIUYM 32 PACT U
pereHepanmja Ha TpaHC(HOPMHUPAHHUTE KIETKH CE KOPUCTH 3a CyIpecrja Ha pacToT
Ha  HerpaHchopMmupaHuTe TKMBAa. Kaj  HEKOHAMIIMOHAIHUOT  CHCTEM,
WHTPOAYLMPAHUTE TEHW T0 W3MEHyBaaT pacToT MW [udepeHnujanijara Ha
TPAaHCTEHUTE KJICTKH HAa TAaKOB HAYMH INTO OBO3MOKYyBAaaT HUBHA cemaparyja of
HeTpaHC(POpMUPAHUTE KIETKH BO OTCYCTBO HAa HAJBOPEIIHH CYICTPATH.
[lpumenara Ha HEKOHIWIIMOHATHH CHCTEMH OBO3MOXYBa HW3MEHYBambe Ha
OCHOBHHUTE KIJIETOYHHU TPOLIECH Ka] PAaCTHTEIHUTE KISTKH. Ha 0BOj memarcku
MPHUKa3 € TPETCTaBeH CEJIEKTUBEH MapKep I'eH MOBpP3aH CO I'eH OJl MHTEpeC Kaj
pexombuHanteH DNA mosekyin. [Iponecor Ha pereHepanuja Ha pacTeHMjaTa
oncaka nocie0BaTeIHa OpraHOreHe3a Ha U3/1aHOLU U KOPEHHU.

[IpBHOT cenekTHBEH Mapkep TIeH KOj C€ yImTe ce KOPUCTH BO pacTUTeIHara
OuoTexHoNorMja € reHoT 3a HeomuuuH (ochorpancdepsa Il (nptll). OBoj mMapkep reH
OBO3MOJKYBa NPEKUBYBAKE U PACT Ha TPaHC(HOPMUPAHUTE KISTKH HA XPAHIIUB MEIAHYM BO
npucyctBo Ha aHTHOMOTHKOT KaHamuimH (Cin. 4.3). CenekTUBHHTE MapKep T'eHH
NpeTCTaByBaaT Ba)kHa KOMIIOHEHTa OJl TIPOTOKOJHWTE 3a TeHeTCKa TpaHchopmalmja
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pacteHujara, OMJIejKM MMOBEKETO HACTAHM Ha TpaHc(opmalMja ce jaByBaaT BO MHOTY HHCKa
¢dpexBeHnja. Mcro Taka, CEJICKTHBHHTE MapKep T€HM HMaaT TojieMa MpHUMEHa Kaj
pacTUTEIHUTE BUIOBH 32 KOM HE CE Pa3BHEHH in Vitro MPOTOKOIHU 3a KyJITHBUpAHE WIN
edukacHocTa Ha TpaHcdopmalja e MHOTY HUCKA. CeJIeKTUBHUTE MapKep I'eHH Kaj JOOHeHHUTe
TPAaHCTeHU PACTEHH]ja MOXAT Ja C€ KOPHCTAT KaKO F'eHETCKH MapKepH BO HATAMOLIHUTE CTYIHU
Ouzejku ce TIOBP3aHH CO TEHOT OJ1 HHTepecC.

Cnuka 4.3 Cenekuyuja Ha TpaHCTEHH pacTeHHUja o KaHona (Brassica napus cv Westar) Ha
XpaHJIIMB MEAWYyM BO MPUCYCTBO HAa KAHAMHUIIMH BO XPAHIMBHOT MEIHYM.
Exkcrutanratn ox crebno ce umHbuUupaar co Agrobacterium tumefaciens Xoj
moceyBa BEKTOp 3a TpanchopMmalija co xumepeH nptll TeH 3a pe3UCTEeHTHOCT KOH
KaHaMHULUH Kaj TpaHchopmupanute TkuBa. (A) Pacrtutennure TKMBa ce Ko-
KyJITUBHpAaT co Agrobacterium 3a 1a ce U3BpIIM TpaHCPOpMalija Ha KIETKUTE.
IToroa, pacTuTeTHUTE TKMBA C€ MPEHECYBAAT Ha XPAHJIMB MEUYM BO IPUCYCTBO HA
KaHaMMLMH 32 PacT Ha KalyCHO TKUBO U 1udepeHiujanuja Ha u3nadouu. Iloeketo
HeTpaHchopMUpaHH TKHBA (S) MOOETyBaar ¥ IpecTaHyBaar Jia pactaT OuJejku ce
CEH3UTUBHU KOH JIGjCTBOTO HA aHTHOMOTHKOT. TpaHcopmupaHuTe TKuBa (T)
OCTaHyBaaT 3€JICHH W TPOJOJDKYBaaT Ja pacTaT MOpPaaHd PE3UCTEHTHOCTAa KOH
kanamunuH. (B) TpancrennTe n3naHonu kou ce AuepeHpaaT BO MPUCYCTBO HA
KaHAMHIIMH C€ M30JMPaaT oJ KaTyCHOTO TKHBO U C€ CYyOKYJITHBHpAaT Ha XPAaHJIHB
MeIMyM 3a BKOPEHYBame M pereHepanrja Ha KopeHu (r). M3maHouuTe Kou He ce
PE3UCTEHTHH KOH KaHAMHIIUH (S) HEMaaT CIIOCOOHOCT 3a pereHepaija Ha KOpeHu
BO MPHUCYCTBO HA aHTUOMOTHKOT.

4.1.2 Penoprep renu

3a pasyiuKa off CeJIEKTUBHUTE MapKep F'eHU KOU OBO3MO’KYBAaT CEJIEKIIMja Ha TPAHCTEHUTE
TKHBA, PENOPTEp I'eHUTE MOKaKyBaaT KOM KJIETKU MMaaT TpaHcreHa npuposja. Ilpumenara Ha
KapaKTepUCTUYICH KOHIUITMOHAJICH HECETIEKTUBEH (peropTep) reH e npukaxad Ha Civka 1.4.
I'enot uidA (ymre mo3Har kako gusA) xonupa ensuM P-raykyponugaza (GUS) koj moxe na
pearmpa co CyIncTpaTtoT S5-Opomo-4-xyopo-3-uHmonnn Tiaykyporun (X-gluc), mpu mro ce
nobuBa cuH npeaunutat (Ci. 4.4A). OBoj npenunuTaT NpeTcTaByBa XUCTOXEMHUCKa 00ja Koja
MOYeE J1a C€ KOPHCTH 3a IPUKAKyBarbe Ha JIOKaIMjaTa Ha eKcrpecupannoT TpaHcreH (Jefferson
u cop., 1987).
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Crnuka 4.4 T'eHOT uidA x0j € OArOBOPEH 3a KOAMpame Ha eH3uMoT B-raykyponuaasza (GUS) e
KapaKTepUCTUYEH NpUMEp 3a pernoprep I'eH KOj MMa MIMpPOKa IpHMEHa Kaj
pacrenmjara. (A) XuctoxeMuckoro 6oeme 3a aktuBHocTa Ha GUS co xopucreme
Ha cyncrpator 4-metun ymbOenmudepun riaykyporun (MUG) oBo3MoxyBa
JIeTeKIMja Ha TEHCKaTa AaKTHBHOCT BO CHENU(UYHM TKHBA Ha TPAHCTCHUTE
pacrennja. Ha Cn. 4.4A (neBa cTpaHa) € MpHKakaHO OOEHE HA pereHepUpaHu
pacteHrja oa Kapduoi, Kajae INTO KOHCTUTyTHBHaTa ekcrpecuja Ha GUS e
MpeAN3BUKaHa O] CTpaHa Ha CHjIeH KoHCTUTyTHBeH rpomoTtop (tCUP). Ha Ci. 4.4A
(cpennHa) ce MpuKakaH! H30JIMPAHH eMOPHOHH O] TPAHCTCHU CEMUEha Ha KaHOJIa,
Kajie ITO crenuuyuHaTa eKCIpecuja BO CEMHUIbaTa € NMpeIn3BUKaHa 0] IPOMOTOp
3a HanmH. Ha Cn. 4.4A (necHa cTpaHa) € IpyKaXKaH MOJIEH 01 TPaHCTeHU pacTeHHja
Ha KaHoJIa, KaJie IITO crenuduyHaTa eKclpecuja BO KIETKUTE € NPeAU3BUKaHa O]l
CTpaHa Ha crnerududeH npomorop 3a nojienr (Bnml npomorop). Jucturkiujara
nomMery TpanchopMupaHUTE U HETpaHC(HOPMUPAHUTE KIETKH Ha MOJICHOT MOXKeE Ja
ce U3BpIIM Bp3 06a3a Ha MPUCYCTBOTO WM OTCYCTBOTO Ha 00ja. (B) OxpenyBame Ha
cnenuduIHaTa eH3uMcKka akTuBHOCT Ha GUS co kopucTeme Ha CyINcTparoT 5-
O6pomo-4-xmopo-3-unmonui raykyponun (X-gluc). Cekoja moeanHedHa TpaHCTeHA
JUHMja HAa TYTYH C€ pPa3lIMKyBa BO CTENIEHOT Ha T'€HCKAa EKCIpecHja Tmopaau
BJIMjaHUETO HAa MHCEPTUPAHUTE T'€HH OJI TCHETCKUTE EJIEMEHTH W NpHpoJaTa Ha
XPOMAaTHHOT Ha pa3IMYHU MecTa Ha uHcepuujaTta. OBUe BiIMjaHK]a HA HHCEpLIMjaTa
Ha TPAHCTEHOT ce HapekyBaatr no3uuuonu edexru (Ci. 4.5). Co nen aa ce u3Bpiu
KOMIIapalyja Ha pa3IuKUTe NoMel'y MHTPOAYLMPAHUTE F€HU U F€HCKH €IEeMEHTH
BO TPAaHCTEHUTE pacTeHHjaTa, aHAIM3UTE Tpeda aa ondarar rojieM Opoj TpPaHCTECHU
JVHUY 32 Ja ce PeayLupa BIMjaHUEeTO Ha MO3HIMOHNUTE edekTu. Pemoprep renure
MMaart rojeMo 3Hauer-e 3a J0OMBame Ha roJIeMo KOJIMYECTBO Ha rojaTonu. Bo oBoj
cllydaj, KOMIapalujata Ha jaunHaTa Ha KOHCTUTYTHBHHTE INPOMOTOpH 35S
(Tpancrenu nuauu co o3Haka S) u tCUP (Tpancrenu inHuu co o3Haka T) Moxe aa
Ce OJIpeIiu MPEKy CIOPEIyBamke Ha aKTUBHOCTA Ha PETIIOPTEP TEHOT.
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WuTensuteTor Ha 00OjyBame € BaKEH MapaMeTap 3a OJpeAyBamke Ha CTENEHOT Ha
(Gy3MOoHNpame Ha TEHCKUTE PETYJIATOPHU €IEMEHTH 32 XUMepHHUOT pernoprep red (Ci. 4.1) n
KOHTpOJIaTa Ha TEHOT BO PA3JIMYHU KJIETKU O] pacTeHuero. VICTo Taka, KBaHTHTaTUBHOTO
onpenyBame Ha crnenuduyHara akTMBHOCT Ha GUS eH3MMOT MOXe Ja ce KOpUCTH Kako
MHJIMKATOP 3a CTENEHOT Ha FeHCKa eKCIpecHja U jadyrMHaTa Ha (y3HOHHpame Ha IPOMOTOPOT
3a mapkep reHot (Cn. 4.4B). Beymnoct, cuanre “GUS” o0ojyBamka M MHTEH3MTETOT Ha
00ojyBame Kaj pacTeHHjaTa MMaaT IJIaBHO 3HAYEHE BO OIpeelyBame Ha e(pUKacHOCTa Ha
Tpanchopmanmjara, eKkCrpecrjata Ha FeHOT U PYHKIIMOHUPAKHETO Ha TIPOMOTOPOT.

Mapxkep reHuTe MOXKaT J1a ce CJefaT co MPUMEHa Ha TeXHHUKH 3a JACTEKIHja U MEepemhe Ha
cnennpuaan DNA, RNA wmu nporenHcku cexBeHnu. lllupokata mpumena Ha pemoprep
reHnTe ce 0a3upa Ha MOXKHOCTa 3a JOOMBame Ha roneM Opoj mojaToud W ymorpedarta Ha
OPUMEPONIM CO TOJEMH TUMEH3MH. BO TOj KOHTEKCT, TpAaHCTEHHTE pacTeHHja 3HAYajHO
BapupaaT BO eKCIOpecujara Ha TPAHCTCHOT TOPaad IO3UIHOHUTE Ee(PEKTH, OIHOCHO
pa3iIuyuHUTE BJIMjaHHja Ha UHCEPLMCKUTE MecTa Bp3 nHceprupanure renu (Ci. 4.4B). Baxno
€ Ja ce HallOMEeHe JIeKa CO NPUMEHa Ha KOHAMIMOHAJIHUTE pernoprep reHu ce Jo0uBaat
MHJIMPEKTHY M10/IaTOLM 3a FeHCKaTa eKCIpecHja U rojeM 0poj akropu MoxkaT J1a BIMjaaT Bp3
HUBHaTa MHTeprperanuja. Tyka ce BOpojyBaaTr CTaOMJIHOCTa Ha MPOU3BOAOT BO pa3IUYHU
TKMBA, TPHCYCTBO HAa HMHXUOWUTOPU BO OJPENCHM TKUBAa WIM PA3IUYEH CTENEeH Ha
unTepdepennuja. OBue GakTopu MOXKAT 3HAYAJHO Ja BapUpaaT Kaj paslIuYHA PACTUTEIHU
BUJIOBU. 3aToa Cce MpernopavyBa MOTBPAyBamkbe Ha OBUE MHIMPEKTHH ITOATOLU CO KOPUCTECHE
Ha COOJIBETHU TEXHUKH KOM OBO3MOXKYBaaT AUPEKTHA JETEKIHja HAa CEKEBEHIaTa OJ1 HHTEPEC.

4.2 IlpomoTopu

[TpomMOTOpHHTE CEKEBEHIT MMaaT roJIeMO 3HAYCHE 3a Peryialyja Ha paCTUTEITHUTE TCHH.
OyHKIMjaTa Ha CUTE TPAHCTCHW KOHCTPYKTH BKIIyYyBajKH TM T€HOT OJf MHTEPEC M MapKep
TCHUTE 3aBUCU OJl NPHCYCTBOTO Ha IMPOMOTOPU KOW 00e30emyBaar pemnpoaylnuOuiIHa |
IpeBHUIMBA peryJjalyja Ha HUBHATa TpaHCKpHnuyja. TpaHCreHuTe MoXKaT J1a ce KJIOHHpaat
CO IIOMOIII Ha XETEPOJIOTHHU ITPOMOTOPH (IPOMOTOPH KOM MMAaT MOTEKIJIO O JPYT OpraHu3am)
IpU KOHCTPYKIHMja HA XUMEpPHHUTE T'€HU BO BEKTOpUTE 3a TpaHchopMmanuja. ONTUMAIHOTO
(hyHKIIMOHHpamke Ha MapKep TeHUTE Kaj pEereHepUpaHuTe TPAHCTEHU PACTEHHja 3aBUCH OJI
HUBHATa €KCIIpecrja BO CUTE PACTUTEIHU KJIEeTKU. BooOMuaeHo, CENEKTUBHUOT MPUTHCOK CE
NpyUMeHyBa BenHaml 1Mo (aszara Ha TpaHcopMaiyja U ce OJpXKyBa BO TEKOT Ha PacTOT U
mudepeHnyjanjata Ha TKHBaTa, KaKO M 32 BpeMe Ha pereHepalyjara Ha IeJIH TPaHCTECHH
pacrennja (Ci. 4.2 u 4.3). UcTo Taka, cenkenujata Ha TpaHC(OPMHUPAHUTE KIETKH MOXKE Jla e
M3BPIIN 32 BpeMe Ha PTEHETO Ha CEMETO M pacTOT Ha U3 PTEHUTE PACTEHHU]a CO IIeJI /1a Ce CIIeIH
cerperaiyjaTta Ha Mapkep I'€HHTE BO IIOTOMCTBOTO. BakHO € Ja ce HamoMeHe JeKa camo
KOHCTUTYTHBHHTE IIPOMOTOPH 00e30e1yBaar ekcrpecuja Ha TPAaHCI'€HUTE BO CUTE TKUBA U
3a BpeMe Ha CHTE CTaJuyMH O]l pa3BUTOKOT Ha pacteHujara (Cin. 4.1-4.4). Bo pacturennara
OMOTEXHOJIOTHja HAjueCTO Ce€ KOPHUCTAaT KOHCTUTYTHMBHM IPOMOTOPU KOM C€ IMOBp3aHH CO
reaure oa T-DNA Bo Ti rurasMuanTe, Kako IITO € HONaluH cuHTasa (nos) reHot (Fraley u
cop., 1983) ninu mpoMOTOpOT HAa MO3aWIHHOT BHpyc Ha kappuonot (CaMV) koj e aconupan
co 35S TpanckpuntoT. OBHE 1Ba MPOMOTOPH CO OAKTEPUCKO MOTEKIIO MMAAT IUPOKa MPUMEHa
BO Pa3BUTOKOT Ha TEXHOJIOTUH 3a TpaHC(opmMaiija Ha pacteHrjara. O KOMIapaTHBEH aCIeKT,
35S e mocunen nmpomotop ox nos (Sanders u cop., 1987), Ouzaejku ce kapakTepusnpa co BUCOKA
cenekThBHA epukacHocT. OBHE JBA MPOMOTOPH C€ KOPUCTAT 3a F'eHETCKa TpaHcopMaliyja Kaj
rojeM Opoj IMKOTWIECOOHM pacTeHWja, MeryToa He TMOKaXyBaaT e(QHUKacHOCT Kaj
MOHOKOTHJIEJOHUTE pacTeHrja. Kaj )XxuTHUTe pacTeHnja ce KOpUCTaT MPOMOTOPUTE Ha aKTHH
on opu3 u youkBuTHH 1 o muenka (Christensen u Quail, 1996) kako cooJIBETHH alITeépPHATHBHU
npomoTtopu. Mako ce wn3onupaHu rojem Opoj KOHCTUTYTUBHHM IpoMoTopH, 35S u nos
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NPOMOTOPHTE CE¢ YIITe MMaaT IIMPOKA MPHMEHa BO MPOTOKOJIUTE 3a TpaHCPopmanuja Ha
pacrenuja. [IpegHocra Ha OBHE TPOMOTOPU € TO3HABAKHETO HA HAYMHOT HA HUBHOTO
(byHKIMOHUpPamke U e(hUKACHOCT, KAaKO ¥ HMBHATA MIMPOKA TOCTAITHOCT BO JJAOOpATOPHUTE 32
pacTtuTenHa OMOTEXHOJIOTHja.

Hcro Taka, ekcripecujata Ha MapKep T€HHTE 3aBUCH OJ] rojieM Opoj ApyrH (akTopu KOH
Tpeba J1a ce 3eMaT BO NIPEABU IPU KOHCTPYKIIMja HA BEKTOpHTE 3a TpaHchopmanuja. Taka Ha
np., TOJIEMO 3HaueHhE MMa OpUEHTAlWjaTa Ha MPOMOTOPOT BO pamkute Ha DNA cekBeHuaTa
IITO C€ NpeHecyBa BO IETHHOT opraHu3aM. VcTpaxyBamaTa mMokaxkyBaar naeka 35S
MPOMOTOPOT MOXKE JIa CTaIlyBa BO MHTEPAKIIMja CO COCETHUTE MMPOMOTOPH O BEKTOPOT, KaKo
¥ CO PaCTUTEITHUTE CEKBEHIIM OJ] MECTOTO Ha MHCepIrja. Ha TakoB HaUMH MOXaT J1a HacTaHAT
3HAYajHH TPOMEHH BO CHENU(PHUIHOCTa HA TKHUBHO-crielmpuyHuTe mpoMoTopu. Bo
eKCIIEpIMEHTUTE TIO3HAaTH Kako akTUBaluja co o0enexyBame (activation-tagging),
POMOTOPHTE CIIy4ajHO C€ HHTETPUPaaT BO TEHOMOT U MOXKAT J1a ja 3rojeMat eKcrpecujara Ha
rean (Cn. 4.5).

=P KpHNITHYCH e/IeMECHT

OdeaekyBame Ha MPOMOTOP

Enxaucepu

Ocnosen npomorop

Obe/ieyBabe HA 3ACHIYBAY (eHXaHcep)

Crnuka 4.5 MaTepakiiuid KOM ce jaByBaaT TNOMely MapKep I'eHM U TeHCKH EJIEMEHTH O]
pacTUTETHUOT reHoM. MceTpaxyBamara Ha (PyHKIIMOHATHUTE €IEMEHTH M TeHUTE
BO PAaCTUTEITHHOT F'€HOM OI(paka MpUMeHa Ha BEKTOPH, KaJie ILTO PEHOPTEp TEHUTE
C€ MHTPOAYLHpPAaT BO PACTUTEIHUOT T€HOM 0€3 KIyYHHU PEryJaTOpHU €JIEMEHTH,
KaKo IITO C€ MPOMOTOPH M 3aCHTyBauyl (€HXaHCepH). AKTHBALMjaTa Ha PErOpTEp
TeHOT 3aBUCHU O]l IOAABAHETO Ha OBUE KIIYYHH €JIE€MEHTH KOM HEeI0CTacyBaaT OX
TE€HOMOT Ha MHCEPUUCKOTO MecTO. OBHE EKCIIEPUMEHTHU C€ HAPEKYBAAT IPOMOTOP
WIA €HXAaHCEp 3aMKu. PeryiaTopHuUTE €leMEHTH MOXKaT Ja c€ IOBpP3aHU CO
excrpecupanure reiu (Px) miam moxar na ocTaHaT JOPMAHTHH BO F€HOMOT Kako
KpunTuaHu eneMmenTy (P xpuntuyen enemenTn). AKTuBaiuja co obeiexxyBame Ha
IFeHH € aJITEpHAaTUBHA CTpaTervja 3a aKTUBUPAWkE Ha TEHHUTE OJl MHTEPEC MPEKy
MHTPOJYKIIMja Ha CUJIHM KOHCTUTYTUBHH €HXaHCEP €JIEMEHTH.

[IpomoTopure MoXKaT jAa cTamar BO MHTEPAKIMja CO HEKOM HH(PHUIUPAYKH BUPYCHU
CEKBEHIIM KOM NpPEAM3BHKYBaaT CTHBHYBam€ Ha TPAHCTEHOT M CTONHpame Ha HEroBaTa
eKCIpecHja BO TpaHCTeHUTE pacTeHrja. CTUBHYBAETO Ha TEHUTE MOXKE Ja HACTaHE U ITOPaan
MOCTOCHETO Ha CIMYHOCT BO CEKBEHIUTE IOMEIY WHTPOIYLUPAHUTE IPOMOTOPH BO
BEKTOpHTE 32 TpaHC(hOopMalrja ¥ HIOTEHUTE TeHH (TeHH Ha pacTeHHeTo-aoMakuH). [locrojar
rojeM Opoj HHPOpPMALIUK 3a MPUPOAATA Ha MHTEPAKIMUTE KOM MOKAT Ja ja Moauduiupaat
TeHCKaTa eKCIpecHja, Kako M 3a BIHMjaHHETO HAa OpUEHTAaIlMjaTa Ha TEHCKUTE €JIEMEHTH B3
TeHCKOTO CTHBHYBame. Taka Ha Ip., II03HaTO € JeKa Tpeba J1a ce N30erHyBa KOPUCTEHETO Ha
WHBEpTHU oBTOpyBama B0 DNA cekeBuiute (Ci1. 4.1). Ilpu KoHCTpyKIHja HA BEKTOPUTE 3a
TpaHcopmaluja, IPOMOTOPUTE KOU CE aCOLIMPAHU CO CEIEKTUBHUTE MapKep I'eHu Tpeba aa
ce JIOLMPaHU Ha MaKCUMaJIHa O/1JaJIe4€HOCT O] IPOMOTOPUTE KOU CE aCOLMPAHH CO T€HOT O
WHTEpEeC WM TpaHruYHUTE cekBeHIM Ha pactutenHara DNA (Cin. 4.6). PactutenHHOT reHOM
uMa rojieM Opoj MPOMOTOPH KOW MOXKAT JIa CTallaT BO MHTEpaKIfja co nHcepTupanara DNA
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cekBeHIla. Cure oBHe MOAATOLHM CE€ KOPUCTAT BO UCTPAXKyBambaTa 3a OTKPUBAKE HA IPOMOTOPU
MPEKy KOPHUCTEHE Ha CTPATETHH KOU CE MO3HATH KaKO MPOMOTOp Wiu enxaHcep 3amku (Co.
4.5). Ha TakoB Ha4MH € OTKPUEH CUJICH KOHCTUTYTUBEH nmpoMoTop o3HauyeH kako tCUP, koj ce
KOPHUCTH 32 KOHTpOJa Ha eKCIIpecHjaTa Ha CeJIeKTUBHHUTE Mapkep reHu. IlpenHocra Ha 0BOj
IPOMOTOpP € Toa IITO HEe CTalyBa BO MHTEpaKlidja cO APYTH MPOMOTOPH Kako mTo € 35S
npoMoTopoT (Ci. 4.6).

HecenextuBHuTe Mapkep (pemoprep) TeHH Cc€ KOPUCTaT 3a MpoydyBame Ha
cneun(UYHOCTa M CTEMEHOT Ha aKTHBHOCTA Ha pacTUTENHHUTE MpoMoTopu. Yecto matw,
CEJIEKTUBHHOT MapKep T'eH W TeHOT pernoprep ce moBp3yBaar Bo ucT DNA ¢parmeHT xoj e
HaMEHET 3a IpeHecyBame BO pactutenHara kierka (Ciu. 4.1). OpueHTanmjarta U THIIOT Ha
IPOMOTOPOT KOj € MOBP3aH CO IeHOT pernoprep Tpeda COOABETHO Ja Ce JU3ajHUPAAT BO OJHOC
Ha IPOMOTOPOT (py3uoHUpaH 3a ceneKTUBHUOT Mapkep reH (Ci. 4.6).

HnTepakiua Ha NpoMoTOp

o Z: P
L [ s 355 | Px | I'en on untepec | 3’ >—acrelme

35S = 3’ | Ien on mmvepec | Px f———

H Px | Ten ox unvepec | 3° ———

—

35S = Px [ T'en ox unvepec | 3° F—

® P 4

S 4
-

Cnuka 4.6 KoHcTpyKiija Ha BEKTOpH 3a TpaHC(OpMallyja Ha pacTeHHjaTa 3a Jja ce clpeyar
MHTEPaKIMU IOMery MHPOMOTOpPHTE KOM ja KOHTPOJIMpaaT eKCIpecujara Ha
CEeJIEKTUBHHUTE MapKep TeHU M TeHUTe 0]l nHTepec. YecTo maTH, KOHCTUTYTUBHUTE
npoMoTopu (ip. 35S mpoMoTOp) ce KOpHCTaT 3a KOHTPOJIA Ha eKclpecHjara Ha
ceyiekTuBHUTE Mapkep renu. Cenak, 35S mpoMOTOPOT cTamyBa BO HHTEpPAKIIHja CO
JPyTUTE TIPOMOTOPH (TIOJHU CTPEJKH) OJ1 BEKTOPOT 3a TpaHchopMmalimja, 0cooeHo
aKO OBHE IIPOMOTOPH Ce€ JIOIMPAHU BO HemocpeaHa omusnHa (koHdurypamnuja 1).
Ogaa mojaBa MOXe Ja NMPeIU3BUKa HapyIIeHa WM HEMPEBUJINBA eKCIIpecHja Ha
reHot o mHTepec. CIMYHM MHTEPAaKIMU MOKAT Ja CE jaBaT CO €IEMEHTHUTE O]
pactutenHata DNA kou ce NMO3MLMOHHPAHU BO OJM3MHA HA NMPOMOTOPUTE OJ
unTpoaynupanata DNA (kondurypanuja 2). OBre WHTEpaKIUd MOXKaT Jia ce
MUHHMH3HPAAT MIPEKY COOABETHO TU3ajHUpah-¢ Ha BEKTOPOT. EHOCTaBeH mpucTan
€ Jla ce KOPHUCTH KOHCTHTyTHBeH mnpomotop (mp. tCUP mpomorop) koj Hema
TEHJIEHIIM]ja Jla CTallyBa BO MHTEPKALUU CO JPYTrUTe NpOMOTOpH (KOH(Urypamuja
3). Ucro Taka, reaure o Tpanchep-DNA MoxaT Aa ce MO3UIMOHUPAAT HA TAKOB
HAYMH IITO HUBHHUTE MPOMOTOPHU C€ MEryceOHO OJJIaJIeYeHH Ha LITO € MOXKHO
MOToJIeMO pacTtojanue (KoHpurypanuja 4) uinm npeky uHcepiyja Ha criejcep-DNA
nomMery mpomotopure (kKoHpurypanuja 5). OBU MaHHITYJIAIMHA TIPH KOHCTPYKITHja
Ha BEKTOPH MOXKAT J]a MMaaT TOJIEMO 3HA4YeHE BO PEOyKIHMja HA CTENEHOT Ha
HMHTEPAKIHUH [TIOMeTy IPOMOTOPUTE (MCHPEKUHATU CTPEIIKH).
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Kaj Hexom pacTUTeNHM BHIOBH € TIOCTHTHAT TOJEM HANpPEAOK BO TEXHOJOTHUTE 3a
WHCEPILIMja Ha TeHH BO XJIOPOIUIACTHUOT reHoM. [1ocTojaT ceneKTHBHE MapKep T€HH KOU MOKaT
Jla ce KopHcTar 3a Tpancopmanuja Ha mactuaure u jaaporo (Miki u McHugh, 2004). Cenak,
eKcIpecHjaTa Ha CeJeKTUBHUTE MapKep MeHU BO Pa3iIMYHH '€HOMHU C€ BPIIM CO MPUMEHA Ha
pasnuyHu npomoTopu. Tpancdopmaryja Ha XJIOPOIUIACTUTE CE€ BPIIM CO KOPUCTEHE Ha
npoMoTopoT Ha pubozomaneH RNA omepon (Prrm). OBoj mpoMoTOp MOKaXyBa CIWYHA
(hpexBeHIMja Ha TpaHchOopMaIMja Kako U IpH TpaHchopmaimja Ha jagpeHnoT reHomM (Svab u
Maliga, 1993).

4.3 TunoBu Ha ceJIeKTUBHH MapKep reHu

Bo nureparypara ce onumanu noBeke oa 50 CENEKTHBHM MapKep T'€HCKH CHCTEMH 3a
Tpancopmanuja Ha jagpernoT renoM (Miki m McHugh, 2004). Cenak, camo man e o1 oBHe
CEJIEKTUBHM MapKep I'€HH ce KOpUCTAT BO pyTHMHCKara mpakca. Iloctoemero Ha ronem 0poj
CEJIEKeTMBHM MapKep I'€HH MMa ToJIeMO 3Haueme, OMJejKM HHMBHATa €(pUKACHOCT MOXKeE Ja
Bapupa Kaj pasziIuyHU pacTUTEIHM BuaoBU. Bo Tabema 4.1 e mpuxaxkaH CHCTEMOT Ha
kiacuduKalyja Ha pa3IudHd MapKep TeHH KO ce KOPHUCTAT Kaj pacTeHujaTa.

4.3.1 KoHanunoHaJIHU MO3UTHBHU CEJIEKTUBHU MapKep reHu

OBaa rpyna coapXu HajroieM Opoj CENeKTHBHH MapKep T'€HCKH CHCTEMH KOM MMaar
MIMPOKa MpUMEHa Kaj pacTeHrjaTa. KOHIUIIMOHATHUTE TO3UTUBHYU CEJICKTUBHH MapKep FeHU
KOJIMPaaT €H3UM WJIM MTPOU3BOJI KOj OBO3MOXKYBA PE3UCTEHTHOCT KOH OJIPE/ICH CYIICTPAT MPEKY
CeJICKTHBHA MHXMOMIIMja Ha pacToT W audepeHnrjanrjata Ha HeTpaHCPOPMHUPAHUTE TKUBA
(Cn. 4.2). TOKCHIHHOT CYTICTpaT MOXKE Ja Omie aHTUOMOTHK, XEepOUIIU/I, JICK, METa0OINIKH
UHTEpPMEIUEp HIIH MPEeKypcop Ha GUTOXOpMOHU. HaumHOT Ha aruimkaiuja Ha CyncTpaToT uMa
roJieMo 3HaUeme Ouejku Tpeda na 06e30enu curypHa nponudepanuja Ha TpaHCPOPMHUPAHUTE
KJIETKM, a BOEAHO Ja WU3BpIIM Op3a cympecHja Ha pacToT WM yOuBame Ha
HeTpaHc(hopMupaHUTe KIETKH. AKyMyJalMjaTa Ha TOKCMHU OJl MPTBUTE TKHBa MOXeE J1a UMa
HETAaTUBHO BIIMjaHUE BP3 CIIOCOOHOCTA 32 MIPEKUBYBALE HA KUBUTE TKHBA, OCOOEHO aKO OBHE
BHja0WIJIHY TKHBA CE MMPUCYTHHU BO OTpaHMueH Opoj 01 ToJieMara MmomyJamnnja Ha MPTBH KIIETKH.
OnTrMaHUTE YCIIOBH 32 CeJEKIHja ce CIenn(UIHU 3a CEKOj PaCTUTENCH BU MU THIIOT Ha
pacTuTenHo TKHBO. AKO He ce 00e30emaT COONBETHH YCJOBU 3a CENEeKIHja, MPOLEHTOT Ha
noOuBame Ha TpaHCPOPMUPAHU KIETKM MOXKE Ja Ouje MHOTY IOHH30K BO OJHOC Ha
(hpexBeHIMjaTa Ha TpaHchopMallija Koja peaaHo ce jaByBa Kaj KJIeTouHaTa momnyJjamuja. Mcto
Taka, Tpeba J1a ce 3eMat BO MPEIBH/I MPOITyCTUTE (escapes) Kora HeTpaHC(HOpMHUpPAHUTE TKHBA
ce UAEHTH(PUKYBaaT KaKo TpaHC(HOPMHUPAHH TKUBA [TOPaIU MPEKUBYBABETO HA CEICKTUBHUOT
IOPUTHCOK. AKO € IpEeMHOry BHCOKa (IpEeKBEHLMjaTa Ha OBHE MPOIYCTH, TOraml ce
CIpOBEIyBaaT JOMOJIHUTEIHM aHAJIW3U 3a Jla CE U3BPILU CEJEKIMja Ha TPAHCICHUTE OJ
HETPaHCTeHUTE TKHBA.

Bo oBaa kaTeropuja ce BOpojyBaaT F€HCKU CUCTEMH KOU OBO3MOXYBAaT IIPUCTAII 10 U3BOP
Ha XpaHJIMBHU MaTePHH KOU MOXAT J]a C€ HCKOPUCTAT camo o]l TpaHcpopmupanute Tkusa. Ox
Jpyra CTpaHa IaK, HeTpaHc(OpMUpaHUTE TKHBAa ja ry0ar cBojaTa BHjaOMIHOCT TOpPAIH
HEIOCTAaTOK O/ OBHE HyTpHeHTH. KapakTepuctuden npumep e manA TeHOT Koj 00e30emyBa
CTIIOCOOHOCT Ha PACTUTEIHHUTE KJIETKH Jia KOPHCTAaT MaHo3a Kako m3Bop Ha jarnepon (Reed n
cop., 2001).

BaxHo e 1a ce HarmoMeHe JeKa caMo 3 CEJIeKTHBHU CHCTEMH MMaat IUpOKa MIPUMEHa BO
Hay4HaTa JIeJHOCT M PYTUHCKH C€ KOPUCTAT 3a KOMEpLMjaJHH LeId IpU J00HMBame Ha
TpaHcreHH pacteHuja. Tyka ce BOpojyBaar nptll (Bevan u cop., 1983) u hpt (Waldron u cop.,
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1985) reHuTe KOM CE€ OJArOBOPHM 3a PE3UCTEHTHOCT KOH AHTHOMOTHLMTE KaHAMWULUH W
XUTPOMHUIIMH, CO0IBETHO. TpeTnot cuctem e bar unu pat reaute (De Block u cop., 1989) xou
00e30emyBaaT pe3uCTEHTHOCT KOH Xepouuaot hochunorpunvH (Tadena 4.1).

4.3.1.1 Cenexkuuja KOH AaHTHOMOTHIIH

AMMHOTTIMKO3UIHUTE aHTUOMOTHULM BKIIydyyBaaT rojeM Opoj pa3iIMuHU aHTHOMOTHUIIH,
KaKO KaHAMUIMH, HEOMHIIMH, TEHTAMHUIIMH ¥ TApOMOMUIIMH. KaHAMUITMHOT ce mpoxynupa o1
NOYBEHaTa aKTMHOMHULETA Streptomyces kanamyceticus. MonexynuTe Ha KaHAMULMHOT ce
MHOTY TOKCHYHH 3a pacturennute kietku (Cm. 4.3), Ounejku ja vHXuOMpaaT CHHTE3aTa Ha
nporenHu. Cenak, MoCTojaT ToJieM MUKPOOPTaHU3MH KOH TIPOIyIHpaat rojeM Opoj eH3UMH 3a
JNeTOKCU(UKanrja Ha KaHAaMHUIOMHOT. Bo TOj KOHTEKCT, eH3uMmoT dochorpanchepasza
00e30eayBa pesucteHTHOCT Tnpeky ATP-zaBucha-O-dochopunanmja Ha KaHAMHIIMHOT.
Heomunmua docdorpanchepasa II (NPTII) on Escherichia coli mpercraByBa OaKTEpHUCKHU
€3HUM O3Ha4yeH Kako aMuHOTTINK03u 3’ -hocdorpancdepaza [ [APH (3°) II], koj uma mmpoka
NPUMEHA Ka] PAaCTUTEIHUTE KJIETKH 38 CTEKHYBabE€ Ha PE3UCTEHTHOCT KOH KaHAMUIIUH.

3a HOpMaTHO (PYHKIIMOHHUPAHK-E BO PACTUTEITHUTE KJIETKH, TeHOT Koj konupa NPTII (nptil,
VIITE TIO3HAT KaKo neo Win aphll) ce ¢hy3uoHHpa cO perylaTOPHHUTE EIEMEHTH O] TeHOT 3a
HomanuH cuHTaza (nos) om T-DNA na Ti-rutasmunor kaj Agrobacterium tumefaciens.
I'enckuTe eneMeHTH Ha nos OBO3MOXKYBaaT KOHCTHUTYTHBHA €KcIipecwja Ha nptll TEHOT u
PE3UCTEHTOCT KOH KaHAMUIIMH BO CUTE KJIETKH Ha TPAHCT€HOTO pacteHne. CruirHaTa HU3BOIHA
NPOMOTOPHA CEKBEHIIA 0] MO3aMYHHOT BUpYyc Ha Kapduonor (CaMV) koja e oaroBopHa 3a
Tpanckpumuuja Ha 35S RNA 00e30emyBa BUCOKa eKcripecHja Ha nptll TEHOT U BUCOK CTETeH
Ha PE3MCTEHTHOCT KOH KaHaMuIMH. ['eHoT nptll Moxe na (yHKIMOHUpPA KaKO CEJICKTHBEH
MapKep BO jalpeHUOT U IUTacTUIHUOT reHoM. Cemnak, TpaHcopMalrjaTa Ha XJIOPOILUIACTHUTE
NPUMapHO C€ OJBHMBA CO KOPHCTEHE Ha JIPYT CEJIEKTHBEH I€HCKH MapKep O3HAa4eH Kako
aMUHOTJIMKO3UA-3"-aieHmTpancdepasa (aadA).

I'enot nptll 3a pe3n3CTEHTHOCT KOH KaHAMMIIMH MMa MIMPOKa MPUMEHA BO pacTUTEIHATa
OropexHoIoTHja opajn ehUKacHOCTa Ha OBOj CENIEKTUBEH TeHCKHU MapKep Koj GyHKIIMOHUPA
Kaj IIUPOK CIIEKTap Ha PacTUTENIHU BUJOBU. McTO Taka, OBOj CEJIEKTHBEH I'€HCKU MapKep
eprkacHO (YHKIIMOHMpPA Kaj Pa3IMYHH MHUKPOOPTaHM3MH M €YKapUOTCKH KIeTKH. Mako
MOCTOjaT OJIPEICHW MOXXHOCTH 3a TIOTEHIMjaJieH TpaHcdep Ha PEe3UCTEHTHOCTA Ha JPYTH
OpraHu3MH, Jocera HE c€ IOTBPJCHM HEraTWBHU e(EeKTH Kaj XyMaHaTa IOITyJaluja,
KUBOTHHUTE WM *uBoTHaTa cpenuHa (Flavell u cop., 1992). BaxHo e 1a ce HamomeHe jaeka
eKcrpecHjata Ha nptll TEHOT He BIIMjae BP3 TPAHCKPUIIHMja Kaj TPAaHCTEHUTE pacTeHUjaTa U
3aT0a pacTeHWjaTa KOM TO EKCIIpecupaaT OBOj T€H HE C€ pa3jMKyBaaT BO (DUTOXEMHCKHOT
cocTaB Bo ojHOC Ha HeTpaHcrenute pactenuja (El Ouakfaoui u Miki, 2005).

XurpomMulluH B e BTOpHOT HajuecTo KOPUCTEH AaHTUOMOTUK 3a CeleKldja Ha
Tparcopmupanu pactutenau kietku (Waldron u cop., 1985). Bo cniopen6a co kaHaMUIIMHOT,
XUIPOMULIMHOT B € MHOT'y TOKCHMY€H aHTMOMOTHK U 3aTOa € HEOIXOJHO ONTHMHU3UpAE Ha
HeroBata KOHIIEHTpalMja 3a Ja He MpeIu3BUKa yOWBame HAa PACTUTEIHUTE KICTKH.
XurpoMuIa B € aMUHOIIMKIINTONIEH aHTUOMOTHK KOj ja MHXUOHWpa CHHTE3aTa Ha MPOTEHHU U
MOKa)XyBa MIMPOK CHEKTap Ha JejcTBO. bakrepuckuoT ren aphlV (yumite mo3Hat Kako hph nnn
hpt) xkommpa xurpomunuH Qocdorpancdepaza (HPT), xoj memyBa mpexy ATP-3aBucHa
¢dochoprnanuja Ha xurpomunH B. OBOj cenekTuBeH T€HCKH MapKep UMa IUpOKa MpUMeHa
Kaj royieM Opoj pacTUTEITHU BUIOBH.

Hcro Taka ce KopucTar W JpyrH AHTUOMOTHIM, KAaKO CTPENTOMHIIMH, OJICOMHUIVH,
CTPENTOTPUIIMH W XJopaMmpeHukoa. Pe3ucTeHTHOCTA TpoM3IeryBa O T€HH KOM KOJHpaat
eH3UMHU 3a JeTokcu(duKkanuja Ha aHTHOMOTHIIMTE MpeKy MoauduKandja Ha HUBHHUTE
MOJIEKYJIapHH CTPYKTYPH.

74



4.3.1.2 Cenekuuja KoH XeponumIu

®ocunotpura (PPT) mimm rimydocnHaT aMOHMYMOBA COJ € aKTHBHA KOMIIOHEHTa Ha
HEKOJIKYy KoMepuujamHu xepbunmaun. Kako anamor Ha L-rmyrammucka kucenuna, PPT e
KOMIIETUTUBEH HWHXMOMTOpP Ha TiyTamuH cuHTaza (GS) Koj € eceHIUjaieH eH3UM 3a
acUMHWIIallja Ha aMOHWUYM Kaj pacreHujata. Ha TakoB HauwmH, umaxuOunmjata Ha GS
Npeau3BUKYBa aKyMyJallja Ha TOKCHYHM KOHLEHTpALMM HAa aMOHHYM BO PacTUTEITHHUTE
kineTkd.  Emsumor  gochunoTpuimH  N-aneruntpancdepaza  (PAT)  karanmsupa
neroxcudukanuja Ha PPT npeky anernn CoA-nocpenyBaHa aneTuianyja ¥ Ha TAaKOB HAYWH
ce 00e30e/yBa Pe3UCTCHTHOCT KOH OBOj xepOurua. Jlocera ce KJIOHUpaHM JIBa Te€HAa KOU TO
komupaaT PAT eH3uMOT: bar TeHOT (3a pE3UCTEHTHOCT KOH XepOumuaor Omamadoc Koj ce
coctou ox L-amanmn u PPT) onm Streptomyces hygroscopicus w pat teHotr (kKomupa
hochunOTpHUITMH aneTwiTpaHchepasza) ox Streptomyces viridochromogenes. JlBata TeHa
UMaaT HIMPOKa MPHUMEHa KaKo CEJIEKTHBHU MapKep IeHHM Kaj >KUTHHUTE pacTeHHja MOopaau
Hee(puKacHaTa celleKlMja Ha KaHAMULUHOT Kaj OBHE pacTeHuja. BeyliHOCT, KaHAMUIIMHOT
IOKa)KyBa IMOHMCKA e(PUKACHOCT 3a yOMBame Ha MOHOKOTUIIEJOHUTE pacTeHUja BO criopenoda
co xepouruanrte ouanadoc wim PPT. Tpanchopmupanure pacteruja co bar Ui pat TeHH ce
Mer'y MpBUTE cllydad KOW OHIie KOMEPIHjalTHO OJ00peHH 3a KYJITHBUPAKE HA OTBOPEHO IOJIE
u Ouiie 03HAYeHU Kako 0e30elHM pacTeHHWja oJ TojeM Opoj MHTEPHAIMOHAIIHU PEryIaToOpHU
arennuu. VMcrto Taka, romem Opoj apyru xepOummmu (rimmdocar, UMHIA30JMHOHH H
OpOMOKCHHMJI) MOXKaT Ja C€ KOpPHCTaT BO KOMOWHAIMja CO HUBHUTE COOJBETHH T'€HU 3a
PE3UCTEHTHOCT NPH CEJIEKIIHja Ha TPAHCTCHUTE PacTeHH]a.

4.3.1.3 Cenexumja co npuMeHa HA HETOKCUYHU MeTa00JIHYKH CYIICTPaTH

[ToBekeTo KOHAMIMOHATHW TIO3UTHUBHH CEIIEKTUBHH CHUCTEMH KOPUCTAT TOKCHYHU
CYICTpaTH 3a celleKnuja Ha TpaHcopmupanuTe TKuBa. Oj HeojaMHa ce pa3BHEHH
QITEPHATHBHU CUCTEMH Ha CeNeKIHja CO MpPUMEHAa Ha HETOKCHMYHH METaOOIHYKH
uHTepMenuepr. OBOj THII Ha CENEKTHBHU CHCTEMU C€ DPAa3HKyBaaT Oj IpHMEHara Ha
aHTUOMOTHIIM, XEpOWIMIU WIH JICKOBH 3a CeJIeKIMja Ha TpaHCTEHUTE TKUBA, OWJEjKU
CYIICTpAaTHTE KOM C€ KOPUCTAT HE IO MHXMOHMpaaT pacTOT Ha KJIeTKuTe. BeymHoct, oBue
CYIICTpaTH MPETCTaByBaaT M3BOPH HA jarjiepo]l KOM HE ce JOCTAITHU 32 KOPUCTEH-E O] CTpaHa
Ha PaCTUTEITHUTE KIETKH, OCBEH aKO HE TOCEeIyBaaT €H3UM 32 HCKOPHUCTYBAkE HA jaryiepoIoT
BO MIPUMApPHUOT META0OIH3aM.

KapakreprcTnaHy IpuMepHu Ha OBOj THUIT CEIEKTUBHU CYIICTPAaTH ce MaHo3a u D-Kkcuio3a.
Bakrepuckure renn koum komaupaar dochomanoza momepasza (PMI) ox E. coli (manA) nnm
Kcujo3a  u3oMmepaza  oa  Streptomyces  rubiginosus u  Thermoanaerobacterium
thermosulfurogenes (xylA) oBO3MOXyBaaT BKIIydyBame€ Ha OBHE €H3UMHU BO TIIMKOJIH3aTa.
[IpennocTa Ha oBHE I'eHU € €PUKACHOTO JEjCTBO Kaj HIMPOK CIEKTap HA PACTUTEIHH BHIOBU
co BUCOKa QpekBeHnnja Ha Tpancopmanuja (Reed u cop., 2001). OBoj mpucrar Ha KOPUCTEHE
Ha HETOKCUYHHU META0OJIUTH IPACTUYHO CE PA3JIMKYBa O]l IPETXOJHUTE CHCTEMH CO TOKCUYHH
MeTa0OoIUTH, OUIEjKH HOBOCTEKHATUTE OCOOMHM KOJMPAHH O] CEICKTUBHHUTE MapKep I'eHH
MOYKaT 3HA4ajHO J]a TO IPOMEHAT MeTaboIU3MOT Kaj pacTeHHjaTa.

4.3.2 HekOHAMIIMOHAJHU CUCTEMH HA MO3UTHBHA CeJleKIHja
Hosute HUCTpaXXyBabhad CC HACOYCHHU KOH Ppa3BUTOK HA MO3UTHBHU CCJICKTUBHU CUCTCMHU oe3

KOPHCTEHE Ha CYIICTpaTH 3a cejekiuja (Zuo u cop., 2002). OBue cuctemu ce 6a3upaaT Ha
IpUMEHa Ha TeHU Kou 00e30eayBaaT IpeaHOCTH BO PacTOT, KapaKTepuCcTUUHA MOp¢oJoruja
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WIN CeJIeKTUBHA Nu(epeHIrja Ha TpaHCPOPMHUPAHUTE TKHBa 0€3 a HaCTaHe CMPTHOCT Kaj
Herpanchopmupanure TkuBa (Cin. 4.2). KapakrepuctudeH mpuMep 3a HEKOHIHIIMOHAJCH
CHCTEM 3a MMO3UTHBHA CEJICKIIMja Ha TPaHC(OPMHUPAHUTE TKUBA € TPUMEHATa Ha OPraHOTeHEe3a
Ha W3JaHOIM. BcymHocT, GopMUpameTo Ha W3AAHONM BO in Vitro YCIOBH 3aBUCH O]
IPUCYCTBOTO Ha BUCOK OJHOC LIUTOKMHHMH/ayKCHH BO XpaHJMBATa MOAJIOra 3a KyJTHBUPaHbE
Ha pactenujata. [loznato e nexa T-DNA ox Ti mnasmuaute Ha A. tumefaciens Kogupa eH3UM
nzonenrenun tpancdepasza (IPT), koj karanu3upa cuHTe3a HA M3OMECHTEHWI aJIeHO3WH-S5’-
MoHO(oChaT Kako ToOYETHA peakiuja ojf OuocuHTe3ara Ha nuTokuHuHHM (Tabema 4.1).
Excrnipecujata Ha OBOj T€H BO KJIETKUTE WHJIyIMpPa BUCOKA CTENEH Ha pereHepaiuja Ha
U3aHOIM W NOOWMBamke Ha TPAHCTEHU PAcCTeHHja. EIMHCTBEH HEIOCTATOK HAa OBOj IMPOIEC €
abHOopmanmHata wMopdonornja Ha W3JAHOIMTE TMOPAAM HapylIeHaTa pPaMHOTEXa BO
KOHIICHTpAIlMjaTa Ha IUTOKUHIHH, KaKo ¥ (popMUpamke Ha U3AaHOIN KOM HEMAaT CIIOCOOHOCT
3a ¢opmupame Ha kopern (Ebinuma u cop., 2001). 3a na ce HagMUHE OBOj HEJAOCTATOK CE
KOPUCTH HHIYIMOUJICH POMOTOP, KaKo IITO € B-eCTpaaHoJI-HH Iy IMOUIICH IIPOMOTOP 3a J1a ce
OTpaHWYM BPEMETO Ha eKcIpecHja Ha ipt reHoT (Zuo u cop., 2001). Mcro Taka, oBoj mpucTamn
ce pa3lMKyBa OJI TOBEKETO CHUCTEMHM 3a CceJleKldja OWJejKM OBHUE TEeHCKHM MapKepu
uHTEp(epupaaT BO OCHOBHHUTE ITPOLIECH HA pacT U AudepeHLnjalrja Ha paCTUTETHUTE KIETKH.

4.3.3 KoHauunoHaIHU CHCTEMH HA HETaTHBHA CeJieKIuja

KonmumnuonamHure CHUCTEMH Ha HETaTHBHA CEJIEKIMja CE€ KOPHCTAaT BO HAaydHHUTE
UCTpaKyBama 3a eIMMHHAIIN]a HA HEKOW HeTIOCAaKyBaHU HACTaHU Ha TpaHC(opMaIja, Kako u
3a CEeJEeKTHBHA EKCIpecuja BO CleUU(UYHM TKUBA WM MPH crleudGuuHu WHIYyHOWITHH
ycnoBu. Jlocera ce ONMIIAHM CaMO HEKOJKY KOHJMIMOHAIHM CHCTEMHM Ha CeJNIeKIHja.
Kapakrepuctuuen npumep e 6aktepuckuot codA ren (Stougaard, 1993), koj konupa LUTO3UH
neamunasa (Tabena 4.1). BaxxHo e 1a ce HanmoMeHe Jieka 0BOj TeH MOKaKyBa e(hUKaCHOCT MPH
TpaHcopMalija Ha jaAPEHUOT U IUIACTHIHUOT reHoM. OBaa Kilaca Ha CEJIEKTHBHU MapKep
IeHU KOJAMpaaT €H3MMM KOW BpLIAT KOHBEP3HMja HAa HETOKCHYEH CYIICTpaT BO TOKCHYEH
CYIICTpaT M Ha TaKOB HAYWH C€ €IMMMHUPAAT TPAaHC(HOPMUPAHUTE KIETKU KOM aKTHUBHO I'M
eKCIpecrpaar OBHE I'€HHU.

4.3.4 HekOHAMIINOHAJIHU CUCTEMHU HA HETATHUBHA CceJleKIHja

HexoHaumuoHaaHUTE CHCTEMH Ha HETaTHWBHA CEJIEKIMja MMAaT IIMPOKa MPHMEHA KakKo
CENIEKTUBHH MapKep TEHH 3a OTCTpaHyBamke Ha CHEHM(UYHM TUTIOBH Ha KIETKH Kaj
TpaHCTeHUTE pacteHuja. OBHE CHCTEMH KOJHMpaaT TOKCUHH MM €H3UMH KOW T'M HapylIlyBaaT
OCHOBHHTE ITPOIIECH BO KJIETKATa U MPEIU3BUKYBaaT KIETOYHA CMPT. Mako MoBeKeTo cucTteMu
ce KOpHCTaT 3a IMpOJAYyKIWja Ha TPAHCTCHH PACTCHUja, HEKOHIUIMOHAIHHTE CHUCTEMH Ha
HEraTWBHA CelieKIIMja TH yOMBaaT KIETKUTE Kaj 3pesid pacTeHHja nmopajan 0e30eTHOCHH 1eNn
WM BKPCTYBamb€ Ha pacTeHujara. KapakrepucTuueH npumep € NpoTenHOT pHOOHYKIIeas3a HiTH
OapHuaza on Bacillus amyloliquefaciens. Excripecrjata Ha TEHOT 32 OBOj NMPOTEHUH CaMO BO
KIJIETKUTE OJ1 TAlIETHUOT CJIOj MPEAU3BUKYBA HUBHA CMPT M C€ CIpeuyBa qudepeHijanija u
co3peBame Ha noseHoT (Ci. 4.7). BeymHocT, 0BOj mpoliec nMpeIn3BUKyBa Mallka CTEPUITHOCT
U T0OMEeHNTE pacTeHHja HeMaaT cocoOHOCT 3a MpoAyKurja Ha nojieH (Mariani u cop., 1990).
AKTHBHOCTa Ha 6apHA3a MOXKeE J1a € KOHTPOJIHMPA MPEKy crielu(uyeH MpOTEHNHCKH HHXUOUTOP
03HAYCH KaKo OapcTap Koj ce Haora kaj B. amyloliquefaciens. OBaa TEXHOJIOTHja C€ KOPUCTH
BO pacTHTEIHAaTa OMOTEXHOJOTHja 3a JOOMBaEkE Ha Mallka CTEPWIIHOCT M KOMEpIIHjaaHa
npoAyKiuja Ha XuOpuAHO ceme. VMcTo Taka, OBOj CHCTEM MOXeE Ja ce NMpPUMEHYyBa 3a
(YHKIIMOHATHA aHAIN3a HA CIIeHU(UYHN TUIIOBU HA KJIETKH M PEryJIaTOPHU €JIEMEHTH KOH ja
OrpaHHMYyBaaT FeHCKaTa eKCIpPecHjaTa BO OBHE KIETKH.
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Cnuka 4.7 Illemarcku npuka3 Ha IpUMeHaTa Ha OapHa3a Kako HEraTUBEH CEJIEKTUBEH MapKep
TeH 3a OTCTpaHyBame Ha TAllCTHUTE KIETKU Kaj kaHoja: (A) HeTrpaHchopMupaHU
pactreamja u (B) tpancopmupanu pactenmja. ['eHor 3a OapHaza koawpa
pubonykneaza kaj Bacillus amyloliquefaciens. Excnipecujata Ha OBOj T€H TOJ
KOHTpOJa Ha TaneryM-crenuduyen nmpomotop (TA29) ce orpanmuyBa camo BO
KJIETKUTE Off TameTyMmMoT (t) Kaj TpaHCTEHHTE pacTeHHja. AKTHBHOCTa Ha
puOOHYyKJI€a3a BO KJICTKHTE Ha TaleTyMOT KaKO NPEKypCcopH Ha IOJICHOT TO
CrpedyBa HErOBHOT Pa3BHTOK M HACTaHyBa paclarame Ha MOJCHOBaTa TOpOMYKa
(ps). Ha TakoB HauwH, MOJNICHOT (p) HE ce AUQEPESHINPA U Ce JOOMBAaaT TPAHCTCHU
pacteHuja co Marika crepuiHocT. CnennduyHaTta ekcripecrja Ha puOoHyKieas3ara
BO TalneTyMOT HE INpeIu3BUKyBa INPOMEHU BO OCTaHATUTE TKUBA U KJIETKH Ha
TpaHcreHoTo pactenue (Mariani u cop.,1990).

4.4 TUNOBM HA HeCeJIEKTHBHHU MapKep reH! WM pernopTep reHu

CenekTUBHUTE MapKep TeHU C€ KOPUCTAT 3a Pa3BUTOK HAa TEXHOJIOTUH HA TpaHC(hopMalmja,
JI0JIeKa T1aK, HECETIKTUBHUTE (PEeTopTep) TeHN NMaaT (pyHIaMEHTAIHA yJIoTa BO OTKPUBAHETO
Ha MEXaHM3MHUTE Ha TeHCKa peryJanyja kaj pacreHujata. OBOj THII HA T€HW BO KOMOMHAIIM]ja
CO CENICKTHMBHHTE MapKep IeHH MMaaT rojieMO 3Ha4yekhe NpPU HAaydyHHTE HCTPaXKyBama 3a
no0OMBamke Ha TPAHCTEHU pacTeHuja. VcTo Taka, pernopTep reHuTe ce HapeKyBaar ,,BUIIHBH
Mapkep reHu" Ouiejku ro MeHyBaaT U3IJIeJ0T Ha pacTUTENHUTe TKuBa. Hajuecto ce kopucrar
penopTep reHute kow koaupaar P-rmykyponmpasza (GUS), mymudepaza (LUC) u 3enen
¢danyopecuenten npotenn (GFP). Ilpuroa, GUS u LUC ce KOHIUIIMOHATHU HECEIEKTUBHU
MapKep T'eHU KOM 3aBUCaT O] HaJBOpPEIIEH CYIICTpaT 3a JAeTeKlrja Ha akTuBHOCTa. Ox1 1pyra
ctpana nak, GFP e HekoHMIIOHATIeH HECENIEeKTUBEH MapKep Ir'eH Ou1ejKu KOAUPAHUOT IPOTEHH
MOYKe TUPEKTHO J1a Ce JeTeKTupa 6e3 KOPUCTEeHE Ha CYTICTpaT.

4.4.1 p-I'nyxkyponuaaza

bakrepucknor ensum B-riykyponumaza (GUS) ce komupa ox reHoT uidA (gusA) on
Escherichia coli m mpercraByBa HajuecTO KOPUCTEH pEMOPTEp CUCTEM Kaj pacTeHujaTa
(Jefferson u cop., 1987). OB0j eH3UM MMa CEH3UTUBHA U CIIeIIU(PUIHA AKTHBHOCT BO IIPUCYCTBO
Ha CYTCTPaToT 5-0pomMo-4-XJ10p0o-3-uHI0IWI TIyKypoHu (X-gluc) mpu 1mTo ce 0BO3MOXKYBa
XHCTOXEMHUCKA JIOKaJTN3alija Ha reHoT Ha kietouHo HuBo (Ci. 4.4). Ucro Taka, GUS eH3zumor
MOXe€ J1a ce JIOKaJIM3Mpa co MPUMEHa Ha JAPYI'H CYICTpaTd BO 3aBUCHOCT OJ METOAOT IITO Ce
MPUMEHYBa 3a HEeroBa JieTeKiuja. Taka Ha mp., CYNncTparoT p-autpodennn B-D-rimykyporua
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Ce KOPHCTH 3a CHEKTpOoQOTOMETpUCKA JeTeKIHWja, JoJeKa TMaK, Cyncrparor 4-
Metmymoenudepun rmykyponus (MUG) ce npumenuBa npu GuryopuMeTpUcKa JeTeKIja Ha
eH3UMOT. EH3MMOT € cTa0wieH BO KIETKHTE M MOXE Ja ce aKyMyjhpa BO BHCOKa
KOHILIEHTpaluja 0e3 Jga MNpeIu3BUKa TOKCHYHOCT Kaj PpAcTUTENHUTE KIETKH. |JaBeH
HEJI0CTAaTOK Ha OBOj MapKep I'eH € JECTPYKTUBHOCTA Ha KJIETKHUTE CO LeJI 1a CE€ U3BPIIM HEroBa
nerekuyja. BaxHo e n1a ce HanomeHe neka GUS pernopTep € eeH o Haj3HayajHUTe FeHCKH
CHCTEMH 3a MpOydyyBame Ha MEXaHU3MHTE Ha peryjalnuja Ha TEHCKUTE EJIEMEHTH Kaj
pactenujara. [Ipu nereknuja Ha 0BOj MapKep TeH Kaj pacTeHHjaTa MoCTOM MHOTY HU30K CTETICH
Ha wHTep(depeHja Bo cropeada co apyrure opranusmu. [lo3Haro e geka BO HOpMalHH
YCIIOBH pacTeHHjaTa He popMupaatr cuHa 00ja mpu ekcno3unyrja Ha cyncrparor X-gluc. OBoj
MapKep TeH Ce KOPHCTH 3a NpOydyBame Ha ToJeM Opoj peryjaTOpHU €JIeMEHTH KOW Ce
KJIIOHHpaaT BO pacTuTesHUOT reHoM (Ci. 4.1), Kako U Npu eKCIIEPUMEHTHUTE MO3HATH KaKO
npomoTop-ooenexysame (Ci. 4.5). Mcto Taka, GUS peroptep cucteMoT ¢hopMupa cTabuiIHa
TpaHcnamucka gysuja co nporennute. Taka Ha np, GUS reHoT ce dy3noHupa co nptll TeHOT
CO Len J1a ce Ao6ue OM(pYHKIMOHANEH IPOTEUH KOj MOXKE Ja C€ KOPUCTH KaKO CEJIEKTHUBEH U
penoptep mapkep (Cn. 4.8).

A

Cnuka 4.8 ®y3uja Ha penopTep U CeIEeKTUBEH MapKep I'eH 3a 1001uBame Ha Ou(yHKINOHATIEH
red. (A) ®yszuonmpannor GUS:NPTII cuctem kaj pacTeHHjaTa OBO3MOXKYBa
WHKOpHopanuja Ha nptll TeH 3a pe3ucTeHTHOCT KoH KaHamuiuH 1 GUS penoprep
reH. (B) Cenexnuja Ha Tpancrenn nznasonu ox TytyH. (C) Tpancrenu nzgaHomnu
CO pereHepupaHyd KOpEeHH Ha XpaHiuB menuyM co kaHamuuuH. (D) Tpancrenn
W3PTEHU CEMUba IO JIBE TEHEPAIH KO ITOKA)KyBaaT 3ap)KyBamke Ha aKTUBHOCTA
Ha GUS renot npu xucroxeMucko 6oeme co X-Gluc.

4.4.2 JIynudepasa

Emzumor nmynudepaza om MHCEKTOT cBerynka (Photinus pyralis) € eaeH om TPBUTE
YCIIENTHO KOPUCTEHU PETopTep CUCTEMU Kaj pacTeHHjata (Ow u cop., 1986). 3a paznmka of
GUS xoj Bpum 000jyBame Ha TPAHCTEHUTE KIIETKU cO cuHa 00ja, tynudepazara npoaynupa
cBeTMHA Bo (hopma Ha OnonymunucieHnuja (Cin. 4.9). Enzumot nynudepasa npercrarByBa
KOHJIMLIMOHAJICH HECEJIeKTUBEH Mapkep cucrteM Ouzaejku karamusupa ATP-3aBucHa
OKCHU/IaTHBHA JeKapOOKchiIamnuja Ha cyrcTparor nyrudepuH. [IpemHocra Ha oBOj Mapkep
CHCTEM € CEH3MTHUBHOCTA W HEJISCTPYKTHBHATa TEXHHMKAa KOja OBO3MOXKYBa CJEICHE Ha
TeHCKaTa eKCIIpecuja Bo peaitHo Bpeme. Mcro Taka, mpoTeMHOT dyrudepaza uMa MOKpaToK
MOJYXUBOT BO pacTUTETHHTE KJIeTKu Bo cmoperada co GUS, mpu mTo ce 0BO3MOXKyBa
NPEU3HO OApeayBambe Ha TPAHCKPHUIIKCKAaTa akTHBHOCT. Yecto martu, mymnudepasara ce
KOPUCTH KaKO BHATpEIIHA KOHTPOJIA Kaj EeKCIIEPUMEHTUTE KoM orakaaT mpuMeHa Ha TIOBeKe
peropTep CHCTEMH.
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Crnuka 4.9 Jlerekuuja Ha OMOTYMUHUCIICHIIM]jA Kaj TPAHCTEHU PAacTEHUja OJ TYTYH CO I'eH O]l
CBeTyJIKa 3a Jiynudepasa Koj € moJ Kourpona Ha 35S mpomotop. Pacrenujara ce
HABOJIHYBaaT co JyIH(epruH Kako cyrncTpar 3a gynudepasza (Ow u cop., 1986).

4.4.3 3eneH (ayopecueHTeH NPOTEUH

3enennor (ayopecuenten nporenH (GFP) ox menysata Aequorea victoria € ocodeHO
Ba)XEH penopTep I'eHCKU cHcTeM Kaj pactenujata (Stewart, 2001). OBoj penopTep cuctem
MpeTCTaByBa HEKOHIUITMOHATICH HECENIEKTUBEH MapKep reH, OuJiejku 3a HeroBa JIeTeKINja He
e moTpeOHO KOpuCTeme Ha HaaBopemieH cymcrpar. Ilpemnocra kaj GFP u gpyrure
(ryopeclieHTHH MPOTEWHU € BUCOKHOT CTETEH Ha CEH3UTHBHOCT Ha CyOKJIETOYHO HUBO CO
KOPUCTEHE Ha KOH(OKAIHA JIacep-CKeHNpadka MUKPOCKOIIHja CO JAETEKIHja BO PEAITHO BpeMe
Bo xuButTe Kietku (Ci. 4.10). Jlenec ce kopucraT pasandHu (PIIyopeclieHTHU MPOTEUHU KOH
OBO3MOJKyBaaT HCTOBPEMEHO CIENCHEe Ha TojieM Opoj KOMIUIEKCHH IPOLECH BO JKUBUTE
kneTku (Stewart, 2006). Taka Ha mp., (ayopeciieHTHUTE TPOTEHHHA MOKAT Jia ce (y3uoHHUpaar
CO pa3IMYHU PACTUTEIHU IPOTEUHU U PYHKIMOHUPAAT KAKO MapKepH 3a CIIeeHhe Ha HUBHUOT
uHTpakiaeToueH Tpancnopt u untepakiuu (Cin. 4.10). [Ipumenara na GFP oBo3moxyBa Op3a
W JIECHA JICTEKIM]ja Ha TPAHCTCHUTE PACTCHH]ja MITH OJIPEJICHU JICIOBH O] pacTeHHjaTa KaKo IITO
ce knetkute Ha moyieHoT (Ci. 4.11). [Ipu kynTuBHpame Ha pACTUTEITHU KJIETKH U TKUBA BO in
vitro ycnosu, GFP ce kopucti Bo KOMOMHAIMja CO CEIEKTUBHM MapKep I€HH CO Lel Ja ce
3rojieMH TPOIYKIHjaTa Ha TPAHCTEHH pacTeHHja Kaj BHIOBH KaJe INTO HE C€ Pa3BUCHH
epuKacHH CHCTEMH Ha TpaHchopMmanuja Hu cenekuuja. JleHec ce pa3BUEHH W JIPYTH
(byopeciieHTHH TpOoTenHU co pasznnuyHa 0oja (Stewart, 2006). OcobeHO 3HAUCHE HMaaT
(GIIyopeclieHTHUTE TPOTEMHH KOW €MHUTHpAaT CBETIIMHA BO TOPTOKAJIOBHOT W I[PBEHUOT
criektrap (Cn. 4.12), Oupmejku kaj TOBEKETO pacTeHHja HE € 3acTaleHa IpupojHaTa
aBTOQIyOpECIICHIINja BO OBOj JIeJ O CIIEKTapoT.
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Crnuka 4.10 Kondoxkanna nacep-ckeHMpadka MHUKPOCKOIMja Ha ME30QWIHM KIETKH Kaj
pacTeHHja oJf TYTyH KOja TpUKaKyBa eKCIIpecHja Ha MenTuau (y3uOHHUPAHU 3a
3eneH (hayopeciieHTeH MpoTerH (3enHa 00ja) M KONT (IYyOpecleHTEH MPOTEHH
(upBena 06oja). 3eneHuoT (ayopecuieHTeH TpoTewH ¢ (y3uonupH 3a HDEL
TeTpamlenTya 3a Ja ce NpUKake KOPTHKATHATa Mpeka Ha EHAOIUIa3MaTCKHOT
PEeTHKYIIyM BO KJeTKHTe Ha JaucToT. Jlokanm3anujata Ha Golgi-eBHoT cucrem BO
ONM3MHA HAa MpeKaTa O] CHI0TUIa3MaTCKUOT PETUKYIIYM € MTOTBP/ICHA CO TIPUMEHA
Ha XONT (DIIyOpECHEHTEeH MPOTeHH KOj € (y3WOHUpPAH 3a TIIMKOJIU3AIUCKUOT
en3uM ST-YFP ox Golgi-esuot cucrem (Brandizzi u cop., 2004).

<,

Cnuka 4.11 3enennor ¢ayopecuenres nporenH (GFP) ce kopucTh 3a gerexnuja Ha TpAaHCTEHA
JIETIOBH OJ1 PacTeHH]jaTa, KaKo MITO CE MOJICHOBUTE KIIETKH cO Kopucteme Ha GFP
reH Moj KOHTpoJja Ha moseH-cnenuduueH mpomorop (LATS9) ox momar: (A)
Muxkpockomnujata moJi CHHa CBETJIMHA MpHuKaxyBa (ayopecueniuja Ha GFP kaj
moyieHoBH KiieTku (cTpenku). (B) Mukpockonuja non 6ena cBeTIMHA.



A B

Cnuka 4.12 I'enurte 3a HOBH (DIyOpECLIEHTHH IPOTEUHH C€ KOAUPAHHU O] KOPAJTHU OPTaHU3MH,
a TI0TOAa Ce eKCIPeCUpanu Kaj pacrenuja o TyTyH (A) u Arabidopsis (B).

4.5 CrpaTterum 3a oc;10001yBam-€ 01 MapKep reHu

CenekTUBHUTE MapKep T'eHU He Tpeba Ja ce 0IpKyBaaTt BO TPAHCTEHHUTE PACTeHU]ja OUIejKu
HUBHATA yJIoTa € 3Ha4ajHa caMO BO TEKOT Ha IpoIenypaTa 3a J00uBame Ha TpaHCPOPMHUPaH
pactuTeneH Matepujai. EnuMuHanujaTa Wi OTCTpaHyBambEeTO Ha CEJICKTUBHUTE MapKep TeHH
MMa roJieMo 3Ha4yere IPU BOCIOCTAaBYBame HA HOBH €KCIIEPUMEHTH Ha TpaHcdopmaluja Kaj
TPAaHCTEHUTE PAacTeHUja. AKO CEIEKTUBHUOT MapKep BiHjae Bp3 0e30e1HOCTa MO 3/IpaBjeTo
WM )KMBOTHATA CPE/IMHA, TOTAlI € HEOIXOIHO Jla C€ Pa3BHe METOJl 32 HETOBO OTCTPAHYBAHE
0] PaCTEHUETO Tpe/ KoMepIjaau3alnja Ha TpaHcreHnTe pacteHunja. OcoOeHo e BaXKHO J1a ce
OTCTpaHaT CEJICKTUBHHTE MapKep I'€HH KOW HMHTepdepupaar Bp3 MPOLECHTE HA pacT U
muQepeHnyrjanyja Ha paCTUTEIIHUTE KISTKH.

HajennocraBen meTox 3a jmoOuBame Ha pacTeHHja OCIOO0OICHH O]l MapKep T€HH € KO-
TpaHchopManyja Ha T€HOT on MHTepec co mapkep reHoT (Ebinuma um cop., 2001) mpeky
cerperaiyja Ha HEMOBP3aHUTE T'€HU BO OJBOEHU JHHMU Kaj motoMcTBoTO (Ci. 4.13). OBaa
TEXHOJIOTHja MOXE Jla Ce MPUMEHYBa CaMoO Kaj TPAaHCT'CHU PacTeHHja KOM Ce pa3MHOXKyBaaT
npeKy ceme (II0JOBO Pa3MHOXKYBame). MeTooT Ha Ko-TpaHc(hopMalija He ce KOPHUCTH 3a
eIMMMHAIMja Ha CEJICKTUBHHTE MapKep I'eHM Kaj pacTeHHjaTa KOM Ce Pa3MHOXXyBaaT Ha
BereTatBeH HaunH. Ko-TpancdopmarjaTa Moxe Ja ce IOCTUTHE Ha HEKOJIKY Ha4MHH. Taka
Ha IIp., JiBa TeHa MOXAT J]a C€ UHTPOAYLUPAAT BO JABa Pa3JIMUHH IUIa3MUAU. AKO c€ KOPHCTH
Agrobacterium-niocpenyBanara TpaHcopmMmaiuja, Ko-TpaHcopmanmjata MoOxe Ja  ce
NOCTUTHE TMPEKy MH(QEKIHja Ha TKUBaTa CO OJBOCHH IUIA3MHIM OJ] Pa3MuHH COEBH Ha
Agrobacterium WM TpeKy OIBOSHH IUIA3MHUIN OJ €IeH OakTepucku coj. Mcro Taka, Ko-
TpaHcopManujaTa MOXKe J]a ce MOCTUTHE CO KOPHCTEHhEe Ha €JeH COoj Ha Agrobacterium xoj
HOCH €IHMHEYEH IUiasMuI co aBa ojBoeHH T-DNA permonu. @dpexBeHmujata Ha KO-
Tpanchopmalja Moxe J1a ouse MHOTY BUCOKa (>50%), TpH MITO C€ OBO3MOXKYBa CEJICKITHja
Ha TPAHCTEHUOT MaTEPHjall KOj TO HOCH CEJISKTUBHHOT MapKep U IeHOT oJ1 MHTepec. Bucokara
(dpeKxBeHIIMja Ha cerparaiyja Ha TPAHCTEHHTE JMHUHM KOM T'O HOCAT T€HOT OJi MHTEPEC OJ
JMHUHTE KOM T'0 TIOCEyBaaT CEJIEKTHBHUOT MapKep I'eH MOXKe Jla UMa IMPaKTUYHA IIPUMEHa Kaj
pacTUTEITHUTE BUIOBU KO e(pHKacHO ce TpaHchopMupaat co Agrobacterium.

Hcro Taka, TpPAaHCIIO30HUTE MOXKAT JIa € KOPHUCTAT 3a TPAHCIOKAIMja Ha TEHUTE BO PAMKH
Ha PAaCTUTEIHUOT T€HOM CO LIeJI JIa C€ NMPEKWHE MOBP3aHOCTa IOMETrY CEIeKTHBHUOT MapKep
red u reHot oj uatepec (Cn. 4.13). ITocToun cTparervja co KOPUCTEHE HA HEKOHIUITMOHAICH
MO3UTHBEH CEJICKTHUBEH Mapkep TeH (ipf) BO KoMOWHaNHWja co AcC €JIeMEHT KOj KoJIupa
TpaHCIo3a3a 3a OTCTpaHyBame ipt TeHoT. [Ipu 0BOj mpollec Ha MyJITHABTOTpaHCOpMaIIHja
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(MAT), ipt TeHOT WMa IO3UTUBHO JCjCTBO Bp3 HWHAYKIMjaTa W Tpoiudeparyjata Ha
abHOpMatHu n3nanonu. OBHe U3AAHOIU HE MOXKAT J1a C€ Pa3BHjaT BO PEreHEepUPAHU U3IaHOLIN
co ¢dopMHpaHH KOPEHHU IOpaau MpPeKyMepHaTa MpOAyKIHja Ha IUTOKMHWHU. Cemak, 1o
HEKOJIKY HEJIeNd MOXaT Jia ce pa3BUjaT HOPMalHH M3JaHOLM BO HHCKa (pPEeKBEHIMja KaKo
pe3ysTaT Ha TPaHCMO3MWIMja Ha ipt TEHOT BO OJAaJlie¥YeH JIOKYC KOj MOXKE Ja C€ OJBOM BO
comarckute kieTku (Ebinuma u cop., 2001).

Tpancnozonn

CeJIeKTHBEH MapKe T'en ot m

. PexomOunasn
Ko-rpancopmannja crennuunn 3a HO3HIHjA
1

I'en o1 nuTEpEC

CejleKTHBEH MapKe

CejleKTHBEN MapKe| I'en o HHTEpEC Tpalllcufmuu]a

Cerperanmja ABToeKCIH3Hja

S
S

Crnuka 4.13 Metonu 3a no0uBame Ha TPaHCTEHH pacTeHHja OCIO00JEHH O] CEIEKTHBHHU
Mmapkepu. Ko-Tpancdopmamnujata 3aBUCH O] HMHTETpandjaTa Ha CEIEKTUBEH
MapKep TeH M I'eH OJ MHTEpeC Ha OJBOCHH XPOMO3OMCKH MECTa KOM MOXKAaT Ja
cerpermpaar BO ClIeJIHaTa 1ojioBa reHepaimja. OBoj mporec MoXke Jia ce IOCTUTHE
W TIPEKy MHTPOIYKIIM]ja Ha CEJICKTHBEH MapKep U I'eH O/ MHTEPEC Ha UCT BEKTOP M
HUBHA MHCEPIHja BO UCTO XPOMO30OMCKO MECTO, & CO HaTaMOIIIHA TPAHCIIO3UIIH]ja
Ha MapKep TeHOT Ha OJIBOEH I€HCKH JIOKYC Ce BPILIHM HEroBa cerperaiuja oj reHoT
o untepec. JleHec ce kopucrar pekoMOuHa3m 3a ekcuusmja (R) mox konTposna Ha
MHYIMOWITHE IIPOMOTOPY KOH BPIIAT CONCTBEHA aBTOSKCIIN3Hja BO KOMOMHAIWja
CO CENEeKTHBHHOT Mapkep reH. OBOj mpolec MOXe Ja MMa LIMpoKa IpHMEHa
Oouejku He ce KOpUCTH (Da3ara Ha cerperaiyja Ha TeHHTe.

Opx HeojaMHA ce HCTpaXKyBaaT peKOMOMHa3UTe crenn()UIHN 3a O3HIKja Kako eukacHa
CTpaTerrja 3a OTCTPaHyBamke HA MapKep FeHUTE OJ1 HHCEPIIMCKOTO MecTo. PexomOnHa3uTe u
HUBHHTE IeTHH MecTa BkiyuyBaatr Cre/lox on Oakrepudaror P1, FLP/FRT ox kBacernot
Saccharomyces cerevisiae u R/RS on xBacenor Zygosaccharomyces rouxii (Ebinuma u cop.,
2001). OBue meITHU CEKBEHIIM C€ IMOCTaByBaaT OKOJIy ICIHWTE I'€HU 3a CKCIU3Hja, ITO €
MPOCIIEIEHO CO MHTPOAYKIIMja HAa peKkoMOMHAa3a BO BTOp LMKITyc Ha TpaHcopmanuja (Dale n
Ow, 1991). Cenak, oBOj IpHUCTAaI MOJJISKH HA TOJIEM OpOoj KPUTHUKH IOpaaH Heropara ciada
e(UKacHOCT BO OJIBOjyBame¢ Ha T'€HOT 3a PEKOMOMHa3a oOj TeHOT O] MHTEpec, Kako U
orpaHMuYeHaTa NMpUMEHa caMO Kaj pacTeHHjaTa KOW ce pa3MHOXyBaaT mpeky ceme. OBue
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HEIOCTATOIM MOJKaT MapIHjalHO J1a Ce HaIMUHAT CO MHTPOIYKIIHja Ha TEHOT 32 peKOMOMHA3a
npeKy HectabmiHa excrpecuja. [IpuToa, reHOT 3a pekoMOMHAa3a He Ce MHTETPHUPa BO TEHOMOT
U eKCIM3MjaTa ce jaByBa co HUCKa (pekBeHuja. Criopen Apyr NpUcTar, TeHOT O]l HHTepec ce
MHKOPIIOPHPA BO €JICH BEKTOP 3a€HO CO CEJIEKTUBHUTE MapKep I'eHH U I'eHOT 3a peKOMOMHa3a
(Cx. 4.13). OBaa crpareruja r'u HIMHHYBa CUTE MPETXOIHU OTPaHUTYBamba MPEKY KOPUCTEHE
Ha HHAYLHOWIEH MPOMOTOP KOj eKCIIpecupa peKoMOrHa3a, pHU IITO HaCTaHYBa UCTOBPEMEHA
aBTOEKCIIM3Wja Ha TeHOT 3a peKoMOWHa3a u ceylekTuBHUTE Mapkep reHu (Ebinuma wu cop.,
2001). OBoj mpucTan ¥Ma rojieMo 3Ha4eHhe BO MUHUMHU3HUPakhe Ha TIEPUOJIOT Ha €KCIIO3UIIH]ja
Ha pacTeHHjaTa KOH JIEjCTBOTO Ha peKoMOMHa3u. Bo TOj KOHTEKCT, MPOJIOHTUPAHOTO
eKCIIOHUpAamkEe Ha pPEeKOMOWHA3M MOKE Ja TpeAM3BHKA HENPEABHIUTMBH JEJCHUU BO
pPacTUTETHUOT TEHOMOT MIOPAJIH JIejCTBOTO HA PEKOMOWHA3UTE BP3 KPUIITUIHUTE IIEITHH MECTa.
Cenak, oBHEe pEKOMOHMHA3a-TIOCPEAYBAaHH ICNECIHH CE€ MOTBPACHH CaMO Kaj IUIACTUIHUOT
T€HOM, a BOOIIIITO HE IIOCTOjaT MOAATOLH 32 OJIBUBAI-E HA OBUE IPOLIECH BO jaAPSHUOT I'EHOM.
Bo HapeqHHOT nepro/ ce 0YeKyBa 3HaUYaeH HANPEIOK Ha CHCTEMHTE Ha €KCIIM3Hja U TEHCKUTE
pEryJaTopHHU €JIeMEHTH U LIMpOoKa MPUMEHa Ha OBaa TEXHOJIOTHja BO PYTHHCKAaTa Ipakca 3a
N00MBamkE Ha TPAHCTE€HH pacTeHHja 0CI000CHHU O] CEIEKTUBHU MapKep I'eHU.
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5. AHAJIU3A HA TPAHCI'EHHU PACTEHHUJA

[Ipn exkcmepumenTUTe 3a A00OMBak€ HA TPAHCTEHHM PACTEHHja CO MNpUMEHa Ha
Agrobacterium-nocpenyBana Tpanchopmarija uiu oMoapaupame Co TaPTHKYJIH HEOITXOTHO
€ Ja ce CIpoBeNaT HEKOJIKYy TECTOBH WJIM aHalu3W 3a Jla c€ NOTBPAM TeHeTcKara
TpaHcpopmanyja. ['eHeTckara TpaHcpopMalija Ha paTeHHjaTa MOKe Jla ce€ KapaKTepu3upa co
roseM Opoj TpaHcreHH HactaHu. Oj OBHME TPAHCI'€HM HAcTaHU Tpeba Ja ce CeleKTupa
HajMaJKy €IeH HAaCTaH CO eIMHEeYHa MHCEpLHja Ha TPAHCTeH M BHCOK CTENEH Ha TeHCKa
eKcrpecHja. YHUKaTHaTa MHTPOAYKIMja Ha TPAHCTEHHUOT KOHCTPYKT BO PACTUTETHHOT T€HOM
ce nepuHMpa Kako TpaHcreH HacTaH. Cropes Toa, CEKOj TPAHCTEH HACTaH € Ha3aBHCEH O]l
OCTaHATUTE TPAHCTEHHW HACTaHU. 3aTO0Aa € HEONMXOJHO Ja Ce M3BPIIM HISHTH(UKAIMja Ha
HE3aBUCHUTE TPAHCTEHH HACTAHM O] HeTpaHC(HOPMUPAHUTE pAaCTEHHja, KaKO U Ja CE BATUANPA
CEeKO] BOCIIOCTaBEH TPAHCT'eH HACTaH. Bamupanujara Ha TpaHCTEHHWTE HACTAaHH MOXeE Ja ce
MOCTUTHE CO MPUMEHA Ha Pa3indHu PU3NUKH, HEHOTUIICKH U reHeTcku ananusu (Birch, 1997;
Potrykus, 1991).

5.1 lupekTHH MeTOaH

lonem Opoj kpurepuyMu Tpeba Ja ce UCHONHAT Mpex Ja Ce TMOTBPAM TEeHETCKaTa
Tpancopmanmja kaj pacteHujata. HajaoGap HauWH 3a TOTBpAYBamke Ha TeHETCKara
TpaHcopMalyja € IpUuMeHaTa Ha MOJIEKYJIapHH aHann3u. MoJeKyIapHuTe aHaIu3u orakaaT
Kapakrepusanyja Ha cermeHTd o1 DNA, RNA u nporennu Bo opranmsmure. Bo 1975 ronuna,
Edwin Southern ox Yuusepsureror Bo Oxcdopn onumran HauuH 3a Tpanchep Ha DNA Ha
MeMOpaHa, a TIoToa Hej3uHa Xxuopuamu3aiuja co xomonorasa DNA ox unTepec (mpoba). Criopen
toa, DNA ren OGJ0THHT TexHUKaTa ¢ mo3Hara kako Southern 6goTuHr ananusa (Southern,
1975). Southern 6oTHHT aHaNM3aTa ce MPUMEHYBA 32 IOTPyBamke Ha (U3NYKATa HHTETpallyja
Ha TPAHCTEHOT BO jaJIpEHHOT T€HOM, KaKo U 3a OJIpe/lyBambe Ha OpojoT Ha uHcepuuu (0poj Ha
KOMMHU) Ha TpaHCreHoT. McTo Taka, npuMeHaTa Ha OBOj METOJ| ITOKa)KyBa Jajld LIEJIHOT TeH €
WHTETPUPaH BO PACTUTEITHUOT TEHOM, OMICjKU CKpaTeHaTa WM peapaHKhpaHaTa Koluja Ha
TPAHCTEHOT HE MOKaXXyBa (YHKIMOHATHM KapakrepucTuku. Ilo m3BpmieHara moTBpaa 3a
cTa0WiIHA WHTErpalyja Ha TPAHCTEHOT BO T€HOMOT, CIETHHOT YEKOp € MOTBpAyBame Ha
TPAaHCKPHIIIIMja HA TPAHCTEHOT M mpoxaykuuja Ha crnemuduaer mRNA monekyn. Iloctojat
HEKOJIKYy MeToau 3a Jerekudja Ha mMRNA TpaHCKpHNTH Kaj TpaHCTEHHTE pacTeHHja.
Anammzata co RNA rem Onotunr mno3Hata kako Northern O0J0THHI mTpeTcTaByBa
KOHBEHIMOHAJeH MeTtoa. Jpyr wmeTtonm 3a nereknmja w kBaHTH(uKarja Ha MRNA
TpaHCKpUIITH € real-time pesep3na Tpanckpunrtaza RT-PCR. UMyHo010THHT aHAaIM3aTA
I03HAaTa Kako NPOTEeNHCKH 010THHT win Western O0JIOTHHI ce KOPUCTH 3a UICHTU(DUKALH]a
Ha TPAHCT€HHM IPOTEMHH CO AHTHUTENA KOM Ce MPUKAKyBaaT Kako e€JeKTPO(POPETCKU JIEHTU
(6aHIOBY) CO pa3NUYHU TOJIEMHUHU KOW MOXAT CEMHKBAHTHUTATHBHO Ja CE OJpeaT CIOopen
HUBHHMTE MHTEH3UTETH. AJITEPHATUBEH HAUMH 3a MOTBPAYBakhe Ha MPOAYKIIMjaTa HAa TPAHCT€H
npotend ¢ npuMeHata Ha ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) MeTonoT, Koj
omn(aka aHamM3a Ha MPOTEMHCKA MEIIABUHA MTPEKY KOPUCTEHE HA CTIEHU(PUIHO aHTUTEIIO.

DEHOTUTICKUTE MTOATOIM CE CaMO TMapIMjaiHu JIOKa3u 3a MOTCHIIMjaTHUOT TpaHcdep Ha
TPAHCTEHOT U HE Ce KOPHCTAT KaKO BAJIU/ICH JOKa3 32 YCIEITHO JOOMBAkhe HA TPAHCTEH HACTaH.
Hcto Taka, reHcKkara eKcnpechja MOXKe Ja HacTaHe Mopaau CTa0WiIHA MHTErpanmja, Kako
HecTaOMITHa ekcrnpecHja Ha TpancreHoT (Wenck u cop., 2003). 3a e THOrOAMIITHU PACTUTEITHA
BUJIOBU KOM C€ KapaKTepU3UpaaT Co TOJIOBO Pa3MHOKYBambe, Cerperaimjara Ha TPaHCT€HOT BO
T2 renepanujaTa MOKe J1a IPETCTaBYBa JOMOJHUTENICH JI0Ka3 32 MEHIEI0OBOTO HACIIeIyBambe
(Birch, 1997). OpurunaiHoTo J0OMEHO TPAHCTEHO pacTEHUE ce HapeKyBa To reHepariyja.
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5.2 UunumjajieH CKPUHMHT HA MOTEHIUjaJIHU TPAHCTeHU pacTeHUja

WHunujanHuoT CKpUHMHT 32 WACHTH(UKAIMja HAa TOTCHIMjaHU TPAHCTEHU pacTeHHja
Tpeba na Ouzie eqHOCTaBeH, Op3, edukaceH U eKoHOMHYEH MeTo. CKpUHUHIOT OBO3MOXKYBa
MUHMMU3UPAkE Ha JIAKHO MO3UTUBHUTE pE3ydTaTH cO Led Ja ce HaMmaiau OpojoT Ha
IpUMEpPOLM KOM C€ aHalIM3MpaaT CoO JOJTOTPajHU U CIIOKEHH MojeKyjaapHu metomu. Ilpu
WHUIMjATHAOT CKPUHUHT, IOTEHIIUjATHUTE TPaHCHOPMAHTH ce UACHTH(DHUKYBaaT co MpUMeHa
Ha cenekTuBHU areHcw, kako U co PCR wmmu ELISA metomu. CenekTUBHUTE M PEHOPTED
MapKkep TeHHTE HMaaT ToJieMa NPUMEHAa BO WHUIMjaTHHOT CKPUHHHT HA TPaHCTEHHUTE
pacrennja. Cenak, oBHe CKPHHHUHT TECTOBH HE ce 00jaByBaar BO Hay4yHaTa JuTeparypa 0e3 ga
ce MPHUMEHAT JICTATHNA MOJICKYJIAPHH aHATN3U U (PEHOTHIICKH TOJaTOIIH.

5.2.1 CKpVHMHT Ha ceJIEKTHBEH MeIUYM

Perenepupanure TpancopMupaHu pacTeHHja ce MO3HaTH Kako To pacTeHuja U cexoram
ce 03HauyBaaT KaKO XEMH3MIOTHHU pacTeHuja. Toa 3Ha4M JeKa MOCTOM KOIHja Ha TPAHCTEHOT
BO HOB JIOKYC O] PACTHTEIIHHOT T'€HOM, OMJICJKH TPAHCTEHOT C€ MHTErpHpa camMo BO €IHUOT
XpOMO30M, a HE BO HCTHOT JIOKYC OJ XOMOJOTHHOT Xxpomo3oM. Oue To pacrtenuja
npoxymmpaar Ti cemuma Ko ce pazBuBaaT Bo T1 pacrenuja. Jlobuenure Ti pactenuja ro
HOCAT TPAHCTEHOT BO XEMH3WTOTHA, XOMO3MI'OTHA TIO3UTUBHA MJIM XOMO3WUTOTHA HETaTHBHA
cocToj0a criopen oueKyBaHHOT MeH1eoB oHOC 011 2:1:1 ako MOCTOM WHCEPIIMja Ha ¢IMHEYHA
KOTIHja Ha TPAHCTEHOT.

CKpPUHHMHTOT Ha TPAHCTCHU CEMHEba MOKE Jla C€ M3BPIIU CO aCENTHYHO WHOKYJIMPAKkE Ha
CEeMHbaTa Ha IBPCT MEIUYM CO CEICKTUBHHU areHCH, KaKo IITO C€ KaHAMUIIMH, XUTPOMUIIMH
win pochoTpuMH CcO LeNn na ce HACHTH(UKYBAaaT pacTeHHjaTa KOM IO IPEKHUBYBaaT
cenektuBHUOT aredc (Weigel u Glazebrook, 2002). [IpexxnBeanute pacTeHurja ce IpeHecyBaar
BO CaJOBH CO IOYBA 332 HAaTaMOIIEH Pa3BHTOK M IOTOA CE KOPHCTAT 3a KOJIEKTUPAmkEe Ha
NPUMEPOIH U ceMHIba. VIHUIMjaaIHO, HEOIXOJHO € a Ce OJpeaAN MHUHUMAIHATA JIETaJHa 1032
Ha ceNleKTHMBHUOT areHc koj yousa 100% (LDioo) ox HeTpaHchopMupaHuTe pacTeHHja, a
BOEJIHO OBO3MOXYBa MPEKUBYBakE HA TpaHCPOpMUpaHuTe pactenuja. Hetpanchopmupanvre
pacTeHWja Ce KapaKTepU3MpaaT CO XJOPOTHYHH WIIM TOOENEHH JIMCTOBH WIM HEMaaT
CIOCOOHOCT 3a pa3BUTOK Ha KopeHH (Ci. 5.1). 3a koMIapaTUBHM 1e7TH, HeTpaHCHOPMUPAHUTE
npuMmeponn Tpeba Ta ce HWHOKyJIHpaaT Ha MenuyM Oe3 cenekThBeH areHc. Kaj Hexown
pacTUTENTHH BHIOBH, ONITUMAIHUTE KOHIEHTPAIIMH HA CEJICKTHBHHUOT areHC CE€ pa3jIMKyBaaT
Kaj OJJpEJCHU COPTH.

Cmuka 5.1 Kommnaparnuja Ha TpaHchopmupanu (JIeBO) H
HeTpaHchopmupaHu  (I€CHO) U3PTEHW  pacTeHUja  Of
Arabidopsis xynTuBBHpaHH Ha MS XpaHINB MEIUYyM BO
npucyctBo Ha 50 mgL! kaHamMMUMH Kako CeENEKTHBEH

N aHTHOMOTHK. M3preHuTe  TpaHchoOpMHUpaHH  pacTeHHja
MOKaKyBaaT XJIOpo3a M HEMaaT CIHOCOOHOCT 3a pa3BUTOK Ha
kopenu (Harrison u cop., 2006).
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AKko exHO MHIUBUAYaTHO To TpaHCTEHO pacTeHHE € CaMO-ONpalryBadko u ce pooujat Ti
CeMHmba, Toram To paCTeHHETO WMa MPUCYTEH TPAaHCTEH BO XEMU3UTOTHA cocTojoa. OBue Ti
CeMHIba U pacTeHHja Ke cerperupaar cropea 3:1 (EeHOTHUIICKM OJHOC 3a TPAHCTEHOT aKo
MIOCTOW €MHEYHA WHCEPIMja Ha TPAHCTCHOT. TpaHCTeHUTE HACTAHM CO €IMHEYHA WHCEPIIH)ja
UMaaT rojeMo 3Hauewe, Ouzejku MEeHIEeI0BOTO HaclielyBame Ce OABHBA HAa €JHOCTABEH
HauuH W MOJEIMTE Ha EKCIpecHja ce MNPEIBUIIMBM BO CHOpenda cO IMOBEKEKpaTHHUTE
uHCcepuMu Ha TpaHcreHoT. Cnopen Toa, ako 100 T1 cemuma Kou cerperupaar 3a eJUMHEYHA
MHCEpIMja Ha TPAHCTCHOT C€ MHOKYJIUPAAT Ha XPaHJIUB MEIUYM KOj COJAPKU CENEeKTHBEH
areHc, torami ce 706uBa 3:1 ¢eHoTuncka cerperanuja. Toa 3Ha4n ieka OKOIy 75 01 UBPTCHHATE
pacTteHWja ke W3riIenaar kako Ha JseBara ctpaHa ox Cim. 5.1, momeka mak, okoiy 25 of
HETPAaHCT'CHUTE CETPEeraHTH Ke M3rieAaar Kako oxa aecHara ctpaHa Ha Ci. 5.1. Ilpu oBue
NPECMETKH C€ KOPUCTU 300pOT ,,0K0y", OUIEjKH BEPOjaTHOCTA 332 PEATHHOT Opoj MOXKeE J1a
Bapupa. Ilopamu oBaa Bapujamuja Tpeba Ja ce€ KOpHCTAT TojeM Opoj Ha PEeIUIMKATH H
CTaTUCTHYKHU TECTOBH.

5.2.2 Tlonumepa3na Bepu:xHa peaknuja (PCR)

[Tonmumepasna BepmxHa peakiyja (PCR) e BUCOKO CEH3UTHUBEH METOA KOj C€ KOPUCTH 3a
CKPMHUHI Ha TEHOT OJ HMHTEpPEC WM CEJIEKTUBHUTE MapKepu co Kopucteme Ha DNA
exctpakti. OBoj Meron omdaka ammndukanuja Ha DNA cekBeHIa BO MPHUCYCTBO Ha J/iBa
npajmepu (TIpeieH U peBep3eH) Kou ce KOMIUIeMeHTapHu Ha 5° u 3’ kpaeBute Ha DNA
cekBeHIara, kako u Taq DNA nommumepasa ox tepmodunnara 6akrepuja Thermus aquaticus.
Co npuMeHa Ha TIOBTOPYBAYKH ITUKITYCH Ha 3roJIeMyBambe M HaMalyBamke Ha TeMIlepaTypara
HacTaHyBa aMmImmudukanuja Ha DNA cekBeHIaTa o1 mHTEpec moMery npara mpajmepa (Reece,
2004). Jobuenute pesynrartu on PCR He ce cMeTaaT 3a BEpOAOCTOJHH aKO HE C€ KOPUCTAT
COOJIBETHH MTO3UTUBHU M HETaTHBHUA KOHTPOJIH.

Ckpununrot co PCR nHa motenumjamaute TpanchopmaHTH nobueHu co Agrobacterium-
nocpeayBaHa Tpanchopmaiidja Tpeba BHUMATEIHO J1a ce CIIPoBeie, Oujejku arpobakTepuunTe
KOM I'0 HOCaT IUIa3MMJOT MOXAT Ja HpeTcTaByBaaT M3BOp Ha HeuHTerpupaHa DNA Bo
PACTUTETHUOT T'€HOM U J]a ce JoOMjaT Ja)KHO MO3UTUBHM pe3yinraTH. Bo Toj xonrexct, PCR
aHanmM3aTa He Tpeba /1a ce u3BeIyBa Kaj MIIaJi pacTeHHja KOU Ce pereHeprupaH JUPEKTHO MO
uHpeknyjata co Agrobacterium 06€3 TMPETXOJHO Ja c€ NMPUMEHU TPETMaH CO COOJBETEH
AHTUOMOTHK, OHMIEjKku arpoOaKTepUUTe MOXKAT J1a OCTaHAT >KUBU BO PACTUTEITHOTO TKHUBO.
Perenepupannte pacTeHrja WM U3PTEHUTE CEMHUbA MOKAT JIa C€ TPETHPAAaT Co CreHupUIHI
anTroOmoTuIM, Kako Ha mp. kapoenummnma (Cheng u cop., 1997) mmm nedortakcum
(Broothaerts u cop., 2005) 3a 1a ce enruMHHHpa KOHTaMUHaUjaTa co Agrobacterium. OBue
aHTHOMOTHIIM e(UKACHO TH YyOMBaaT KIeTKUTe Ha Agrobacterium, a BOEJHO HE MOKaXyBaat
TOKCUYHOCT Kaj pacTUTeNHuTe TkuBa. PopmupaHuTe ceMuma Kaj To pacTeHujaTa Kou ce
TpaHc(hOpPMHPaHU CO NOTOINyBamkE Ha LIBETOBU BO CyclieH3Hja o Agrobacterium Tpebda na ce
UCILTAKHAT CO pa3peaeH pacTBop oA HaTpuyM xunoxiaoput (NaOCl) npen aa ce HHOKyJIupaaT
Ha XpaHJIUB MeAUyM 3a HatamouieH pa3Butok (Weigel u Glazebrook, 2002). Baxno e na ce
HarmoMeHe Jeka Ti1 pacTeHdjaTa HMMaaT IIOHHCKA BEpPOjaTHOCT 3a KOHTAaMHUHALWja Co
Agrobacterium BO cmopenda co OpUTHHAIIHUTE TpaHC(HOPMHUPAHU POAMTEICKHA pPACTECHH]a.
3aroa, noouenure PCR momarorm oq DNA ekcTpakTuTe Ha pacTeHHjaTa O IOTOMCTBOTO C€
MIOBEPOIOCTOJHH BO CcIIopeda co pOAUTEICKHTE TpaHchopmupanu pacteHuja. Mcro taka, PCR
peaxKuuTe MOXAaT JIECHO J1a c€ KOHTaAMUHHUpaaT co nmomoin Ha aepocoll DNA (Scherczinger u
cop., 1999) u 3aroa ce npenopauyBa PCR CKpHHUHTOT Aa c€ OJBHBa BO aCENTHYCH MPOCTOP
WM KaOWHET KOj € M30JIUPaH O] MPOCTOpHjaTa Kaje IITO ce BpIM ekcTpakiuuja Ha DNA on
pPacTUTETHUOT MaTepujall.
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5.2.3 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) meTroaun

3a HEKOM CENCKTHMBHM MapKeph C€ KOPUCTAT KBAJIUTATUBHHU WM CEMHKBAHTUTATHBHU
ELISA Meronu Kako €THOCTaBHU, CEH3UUTHBHHU U eUKACHU CKPUHUHT TecToBu (nip. NPTII
Tect). TexHukara omngaka eKCTpakiyja Ha pacCTUTEIHUTE NIPOTEUHH U HUBHA MHKYyOaluja BO
MHKPOIUIEJT MJI0YM KOM MPETXOAHO ce OON0KEHU CO creupHUUHM aHTUTena. AHTUTelaTa
MMaaT CIIOCOOHOCT Jia TO Bp3yBaaT TPAHCTEHUOT MPOTEUH (aHTUTEH) NIPEKY BOJAOPOIHH BPCKH
(Sambrook u Russell, 2001). OBue MuKpoIUIejT MJIOYM CE€ IUIAKHAT U HMHKyOHpaaT co
SH3UMCKH-Bp3aH KOHjyTaT KOj MPeIr3BUKYBa MPUMEHa Ha 00ja MpH 10/1aBambe Ha COOJBETCH
cynctpar. CTemeHOT Ha NMpoMeHa Ha 0ojaTta MOXe Ja ce OIpeIH BH3YeNHO WM Ja Cce
KBaHTH(HKYBa cO mpuMeHa Ha criektpodoromerap (Ci. 5.2). Mcro Taka MOXe J1a ce KOPUCTH
cemukBanTuTatuBeH ELISA MeTo 3a mpecMeTyBame Ha MPOAYKIMjaTa Ha TPAHCTeH IIPOTEUH.
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Cnuxka 5.2 Ananuza Ha NPTII nporenn co npumena Ha ELISA merton. Paspenysamara na
crtangapaoT co NPTII nmpoTenH ce npukakaHu BO IpBaTa pelnIia Of JEBa CTPaHa,
a MPUMEPOLINTE O] PACTUTEIIHUOT MaTepHjall ce MPUKaKaHU BO OCTAHATUTE PEIUIIH
0]l MUKPOIUIEJT TuIoYaTa. PacTuTenHUTE MPUMEPOIM KOU MOKaXyBaaT MO3UTUBHU
pesynrtatu 3a npucyctBo Ha NPTII ce npukakanu co xonra 60ja.

5.3 Kpajua MoJieky1apHa KapakTepu3anuja
5.3.1 UHTerpanmja Ha MHTAKTEH TPaAHCTeH

Bpojor Ha konuu mim OpojOT Ha MHCEpPILHMja HA TPAHCTEHOT BO PACTHTEIHUOT TEHOM Ce
aHamm3upa co npuMeHa Ha Southern OnoTmHr anammza. Southern blot ananmzara e
MOBEKEKpATeH IMPOIeC KOj C€ OJIBUBA BO HEKOJIKY neHa. OBoj meron omdaka n3omanuja Ha
oJZlpesIeHo Kom4ecTBO Ha reHoMcka DNA ox pacrenuero, murectuja Ha DNA co kopucreme
Ha COOIBETHO M30paHU PECTPUKCIMCKHA CH3MMH U eIeKTpOo(opeTcKa Tren cemapamnuja Ha
¢bparmenTuTe copea HuBHaTa rojemuHa. [loroa, pparmentupanara DNA ce npeHecyBa Ha
MeMOpaHna (blotting-BnmBame) u qoOneHaTa nmoOunu3npana reromcka DNA ce xubpuausupa
co paanooOeexaHa Uiid HEM30TOTICKU obenexana nmpobda (Langer u cop., 1981), (Ci. 5.3).
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A B C
10 kb - 10 kb - 10 kb -
4 kb - 4 kb 4 kb
3 kb 3 kb 3 kb -

Crnuxka 5.3 Ilpouec va DNA Onotunr ananuza (Southern 6motuHT M xubpuanzanuja): (A)
nurectupannte DNA ¢parMeHTH ce cemapupaar criope] HMBHATa ToJeMHHa Ha
araposeH ren. (B) [IpenecyBame Ha DNA ¢parmenTute Ha MmemOpaHa (OJIOTHHT).
(C) ABropaamnorpaduja Ha MeMOpaHarta Mo XuOpuaU3alrja co paguoodenexana
eHOBeprkHa KomiuieMenTapHa DNA npo6a.

[Ipn usBemyBame Ha Southern ONOTHHT aHanMM3aTa ce KOPHCTH BHCOKO KBAJIHMTETHA
reaiomcka DNA co Bucoka monekynapHa texuHa (> 20 kb). Excrpakmujara Ha BUCOKO
MonekyinapHa DNA e BakeH mpolec 3a yCIeHNIHO H3BemyBame Ha Southern OmoTtuHT
aHanmm3aTa. AKO HAacTaHe Jerpajandja WIM Cedeme Ha u3oimupaHara reHomMcka DNA,
nobueHnTe JeHTH Ha Southern OMOTHHT HemMa Ja ce pa3iMKyBaaT UM Ke ce 3abenexu
pasBiieKyBame Ha xuOpuausupanata DNA co mpo6aTta. Ako reHoMckata DNA e HenpeceueHa,
Toramr ce Jo0MBa BHCOKO MoJieKynapeH apredakt mo xuOpuamsarujara (Birch, 1997). Ilo
M3BpIICHATa qUrecTHja Ha TeHoMckaTa DNA, noouennte DNA ¢parmMeHTu ce cemapupaar Ha
arapozed ren (Cm. 5.4A). HeratruBauor momHex Ha DNA mopagm docdaraure Tpynu
OBO3MOXYBa JBWKemhe Ha DNA ¢QparmeHTHTE KOH aHOAaTra €O TO3UTHUBEH MOJHEK.
ATrapo3HUOT TeJ CO cenapupannTe GparMeHTH Ce MOCTaByBa HA HAjIOHCKA MeMOpaHa, a IoToa
ce TIoCTaByBa OJ[pe/ieHa TE)KWHA M arncopOUpaykyd KpHu Bp3 TEIOT 3a Ja Ce OBO3MOXKH
murpupame Ha DNA ¢parmMenTuTe KOH MeMOpaHaTa MmpeKy KamnwmiapHo aejcTBo (Sambrook u
Russell, 2001). TIpu u3BemyBame Ha TpaauiuoHaTHHOT Southern GioTwHT, MemOpaHarta ce
nocTaByBa Ha arapo3Huot rex 1 DNA ¢parmenTuTe acrieieHTHO MUTpHpaaT KOH MeMOpaHaTa
CO KanujapHO JigjcTBO. HOBHOT MPOTOKON € MO3HAT Kako JjeclefeHTeH Southern OJI0THHT
(Chomczynski, 1993) u omndaka mocraByBame Ha T'eloT Bp3 MeMmOpaHara, mpu mrto DNA
MOJICKYJIUTe Op30 MHUTpHpaarT KOH MeMOpaHara Kako pe3yiTaT Ha KalWIapHUTE H
rpasutarmonnte cwm (Ci. 5.5). Ilputoa, DNA dbparmenTuTe o MmemOpanara xuOpuau3upaar
co npobara Koja € KOMIUIEMEHTapHa Ha TEHOT OJ1 HHTEPEC WK CeIIEKTUBHUOT Mapkep reH. [1pu
0BOj TIpoIIeC, MPodaTa BOCIOCTaBYBa BOJOPOIHH BPCKH CO XOMOJIOTHUTE CEKBEHITN Ha TEHUTE
on untepec. [Ipobute BooOMuacHo ce 100MBaaT MPeKy PECTPUKIIUCKA IUTECTH]a Ha TJIa3MHUIHA
DNA wumun PCR ammiudukanuja Ha reHoT off uHTepec. [lo u3BpineHara xubpuausaiuja,
HecnelM(PUIHO Bp3aHUTE MPOOM ce HM3MHUBaaT oJ MeMmOpaHara cO TMpuUMEHa Ha BHUCOKA
TeMIlepaTypa WM HHCKa KOHIEHTpaluja Ha conn. Ha kpaj, MemOpaHaTa ce eKClioHUpa Ha
penareHcku (GuiaM co apropaauorpaduja wim GochopeH ekpaH U ce CKeHUpa 3a Ja ce Ao0ue
nurutanaa cnuka (Reece, 2004).
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Cnuka 5.4 Jlurectuja Ha pactutenHa reHoMcka DNA koja e enekTpoopeTcku cenapupana 3a
Southern GnoTuHr anammsa (A) u cnuka ox ¢ocdopeH ekpaH Ha MeMOpaHa 1O
xuOpuam3anuja co paauoodenexxana mpoda (B). [Ipumeponmre ce ammmupanu
CIIOpe CICTHUOT PENIOCIeA: JIMHHUjA |-MO3UTHBHA KOHTPOJIA OJ1 IUIa3MUJ, JTMHHUja
2-TIOTEHIIMjaJTHO TPAHCTEHO pACTeHWE, JIMHWja 3-HeraTuBHa KOHTpOJA Of
HeTpaHc(hopmupaHo pactenue. I'eHomckata DNA ce ekcrpaxupa M ILEIOCHO
JUrecTupa, a noroa ce aruuupa Ha 0,8% araposen rein (A). lurectupanata DNA
ce mpeHecyBa Ha MeMmOpaHa, XuOpuausupa co paguooOenexaHa Mmpodba u ce
excrionnpa Ha ocdopen ekpan (B). Ha cimkara e mpukaxaHa eqHa JeHTa O]
miazMuaoT (>10 kb) Ha nmuaMja 1 ¥ eHA eHTa HA TMHUja 2 co rosiemuHa o 1,8 kb
KOja UMa KOMILIEMEHTapHa CEeKBEHIIa co mpobara.

Texnna ox 150 g

OuiaTepHE XapTHH
Araposen rei ﬁ/ DuTHa ox
\E EEnER /t]anepHa XapTHja

Mem6pana

PeszepBoap
co nygep

CHon ox
XapTHeHH KpPIH

Crnuxka 5.5 lecuenaenten Southern Onmotunr amapat. CHOMOBHUTE O/ XapTHEHHW KpIU ce
MOKpUBaatT co GUITEpHA XapTHja, MeMOpaHa, arapo3eH reit, GUTuIM of GuITepHa
XapTuja ¥ mpenMer co oapeneHa texxuna. Oparmenture Ha DNA murpupaar KoH
MeMOpaHaTa Mo/ IejCTBO Ha KalWIapHU U TPABUTALMOHH CHITH.
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BooOnuaeHo ce kopucTar JBa pa3iIMYHHM TUIA Ha TEHOMCKA JWTECTHja 3a Jia Ce MOKaxe

MHTETpalyjaTta Ha TPaHCTEHOT BO TEHOMOT:

1. BpojoT Ha KONMK HAa TPAHCTEHOT MOYXKE J]a Ce OJIPEIN BO OJTHOC Ha TPAHUYHUTE CEKBEHIIH Ha
unTpoayupanata DNA. Taka Ha mip., 0BOj THII Ha aHAJIM3a ce KOPUCTH Kaj Agrobacterium-
nocpeayBana Tpanchopmanja Ha Arabidopsis, ipy Koja HacTaHyBa TpaHCQEp HA HEKOIKY
T-DNA uncepuuu (Katavic u cop., 1994). OcobeHo e BaxxHO j1a ce 3Hae KOJIKY HHCEPIIUCKU
MecTa ce MPUCYTHHU. EnnHeuHnTe KONMK ce OJ] TOJIEM HHTEPEC BO UCTPaXKyBambara Mmopaau
€/IHOCTaBHUOT MoieN Ha cerperanuja. Crnuka 5.6 nprukaxysa mia3Mua Koj ce KOpUCTH Ipu
Agrobacterium-niocpenyBana Tpancopmanuja. Cruka 5.7 npukaxysa T-DNA on necnara
10 sieBaTa rpaHnyHa cekBeHna (RB u LB, coonBeTHO) Koja ce mpeHecyBa BO PAaCTHTEITHAOT
TeHOM TIpeKy Agrobacterium-nocpenyBana Tpanchopmanuja. Ako reHomckata DNA on
TPAHCTEHOTO PACTEHHE CE TUTeCTHpa CO PECTPUKIUCKUOT eH3uM FEcoR1 koj cede BO
Onm3uHa Ha neBata T-DNA rpannyHa cekBeHIa KaJe IITO ¢ HAaora CEIEKTUBHUOT MapKep
TeH, Kak0 M BO PACTHTEIHUOT TeHoM, Toram DNA-¢parmeHTHTEe 0] MEeMOpaHara Ke
xuOpuan3upaar co npobara 3a ceneKTUBHUOT Mapkep red (Cn. 5.7). bpojoT Ha xonuu Ha
TPAHCT€HOT MOXKE Jla ce€ OJpeAH BO oJHOC Ha Omio koja T-DNA rpaHuyHa cekeBeHIa.
Cenak, aHann3aTa Ha JeCHATa TPaHUYHA CEKBEHI[a UMa MOPENIEBAHTHO 3Hauewe 3a T-DNA
TpaHchepoT BO PACTUTEIHUOT TEHOM, OWJEjKM OBaa CEKBEHI]Aa WMa TEHJCHIMja 3a
noedukaceHn TpaHncdep BO criopeada co neBata rpannyHa cekBenia (Caplan u cop., 1985).

EcoR1 (400)

EcoR1 (5000)
LB&

Pro

§, Sacl (850)
Ny 2 /"
v

2
EcoR1 (1100)

pJZ1 HindIlI (1250)
5,3 kb /_

>
S
)
XS

<~RB &3'33’
\— Hindll1I (2050)

Crnuka 5.6 Mana Ha pJZ1 nnasmuja Ha Koja ce MpUKaxaHw jokanuute Ha Pro:SM:Term
(ITpomorop:CenektuBen mapkep: Tepmunartop), Pro:GOI: Term (ITpomoTop:I'en ox
uHTepec: TepMUHATOP) M TEHOT 3a PE3UCTEHTHOCT KOH aMIULWIMH (Amp).
Jlokanujara Ha pecTpuKIHCcKUTe MecTa Ha FcoR1 u Sacl ce mpukaxkaHu co 1en ja
CE€ M3BPIIU JUTECTHja CO PECTPUKIMCKH €H3UMHU 3a Southern O61oTHHT aHanm3a.
Pernonor Ha T-DNA momery sieBata rpannyHa cekBennia (LB) u qecHara rpannyna
cexkBeHlla (RB) ce mpeHecyBa BO pacTHTEIHHOT T€HOM NpeKy Agrobacterium-
nocpenyBaHa TpaHcdopmanuja. Bekropor 3a 6oMOapanpame cCO MapTUKYJIH HE
noceayBa LB u RB cexBenuu

2
4"&
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2. bpojoT Ha KOIMM Ha TPAHCI'€HOT MOXKE Ja C€ OJPEIH CO KOPUCTEHE Ha €H3UM KOj cede
eaHam BO uHTpoayuupanata DNA, a moToa reHOMCKHOT OJIOTHHT C€ aHalu3upa co
CEKBEHIIM 01 OMJIO KOja CTpaHa Ha PEeCTPUKLUUCKOTO MecTo. Taka Ha mp., Sacl ceue enHa
BO MUHTpoayuupanata DNA u OJIOTHHIOT MOXKE Ja € aHaJIM3Hpa CO CEJIEKTUBHUOT MapKep
reH win reHoT ox wuHTrepec (Ci. 5.7). OBoj MeToj ce KOpUCTH MpH METOAOT Ha
O6omOapaupame co MapTUKYJIH, Kaje IWTOo rosieM Opoj Ha KOMMU Ce MHTEerpHupaar BO €AHa
xpomo3omcka nokanuja (Taylor u Fauquet, 2002).

IIpoGa 3a IIpoda 3a
CeJIEKTHBEH Mapkep reH ol HHTepec
EcoR1 Sacl EcoR1 HindIII

oW e N

Pacrurtenen resom| LB | Pro:SM:Term I Pro:GOI:Term | RB |PacTruresien renom

Cnuka 5.7 Unrerpaimja Ha T-DNA Bo pacturenen renom. Pernonor Ha T-DNA momery
JeBaTa M JE€CHaTa I'PaHMYHA CEKBEHLA CE€ WHTETPUpPa BO PACTUTEIHHOT T'€HOM.
Amnamu3zata Ha LB ondaka aurectuja co em3suMot EcoR1 koj cede BO perHoHOT Ha
ceJIeKTUBHHOT Mapkep (SM) m Bo pactutenHuor reHom. [lpu oBaa aHanmza ce
kopuctd Tpobda co cDNA ox cenektuBHHOT Mapkep uiau PCR  ¢parmenr.
Hurectujata co ensumot Hindlll Moxe na ce KOPHCTH Kako [WjarHOCTHYKH
Southern 610THHT 3a na ce MOTBPAM Jald PETrMOHOT O[] MPOMOTOP:KOAMPAUKU
peruoH:TepMuHaTop Ha reHoT o uHrepec (GOI) e mpeHeceH Bo 1EI0CT U CO TOUHA
rojleMHUHa BO PacTUTENHHOT reHoMm. LB-nmeBa rpanmuHa cekBeHia, RB-mecHa
rpannuyHa cekBeHua, Pro:SM:Term-IIpomoTop:CenexktuBen Mapkep: TepmuHaTop,
Pro:GOI:Term-IIpomoTop:I'en ox untepec: Tepmunarop.

JlBara HaumHa 3a OJpedyBamke Ha OpOjoT HAa KONMMM HA TPAHCTEHOT JaBaaT HCTa
uHpopmarja. Ako naTpoayurpanata DNA e nnTerpupana Bo TeHOMOT, TOTalll FoJeMHUHATa
Ha eJeKTPO(OPETCKUTE JICHTH Ke OuJe pa3iuyHa O]l TUIa3MUIHATa MMO3UTHBHA KOHTpoa. [Ipu
OBHE METOIHM c€ OJpeayBa caMo OpojoT Ha JIGHTH KOj IMOKaxXyBa KoJKy maté DNA e
MHTETpUpPaHa BO PACTHTEIHUOT TeHOM. He3zaBucHuTe TpancpopMaHTH KOM c€ TOOMEHH CO
TpaHchopManrja o] UCT TuIa3Mu Tpeda Ja ce MpUKa)xarT Ha eIuHedeH OJOTHHT 3aeIHO CO
DNA npumepory o HeraTiBHa KOHTpPOJIa Ha HETPaHC(HOPMHUPAHHU pAcTEHHja U TUTa3MHUIHA
MO3UTHBHA KOHTposa. Ha TakoB HauMH ce HaMalyBa BEPOjaTHOCTA 3a MOTPELIHO TOJKYBaHbe
Ha 100MeHnTe MoAaToI| o] enuHedna unauja (Birch, 1997).

Real-time PCR e penatuBHO HOB U edUKaceH METO]I 3a OJ[pe/lyBambe Ha OpOjOT HA KOMTUHU
Ha TPAHCTCHOT Kaj paCTEeHH]aTa M HajueCTO € KOPUCTH KaKO JOMOJIHUTENICH MeTo 1 Ha Southern
Oonotunr ananuzata (Bubner and Baldwin 2004). BceymHocT, 0BOj MeTOJ TpeTCTaByBa
aBromatm3upana PCR texnmka kxoja cnenu amrumpukanija Ha DNA cekBeHIa BO peasHo
BpeMme nipeky moBTopyBauku PCR mmxitycu. [Ipu onBuBame Ha Real-time PCR ce kopuctu
¢ryopecuienTHa 60ja Koja ce Bp3yBa 3a nmpajmepot uwin PCR npons3BooT u 10OMEHHOT CHUTrHAI
ce 3roJieMyBa MpaBoIpoIopIuoHaHo co qooneHnoT PCR npoussoxot (Reece, 2004).

5.3.2 Excripecuja Ha TPaHCTeH MPEeKy TPAHCKPUNIHja

Northern oxoTuHr anamm3a. RNA Omorusar miau Northern 6iotunr anammsute (Thomas,
1980) ce xopucrar 3a xXuOpuaAM3anMja CO KOMIUIEMEHTapHU TMPOOM 3a JETEKIHja,
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KBaHTHU(HKAIMja U OJApENyBarkbe Ha TOJEMHHATa HAa TPAHCKPUNTHTE, KaKO U CIICJCHE Ha
TKUBHO-cHieliuuyUHaTa eKcrpecrja Ha TpaHcreHoT Ha HUBO Ha MRNA (Ca. 5.8 u 5.9). Ha
ciuyeH HayuH Kako W Kaj Southern Omotmnror, Northern GmoTuHr ananmuzata ondaka
KOPUCTEHE Ha roJIEMO KOJIMYECTBO MHTAKTHU HYKJIEMHCKH KUCEIMHU. 3a pa3iuka o Southern
OJI0OTUHIOT, NpH U3BeAyBame Ha Northern OJOTHMHI aHanM3aTa HE c€ KOPUCTU PECTPHUKIMCKA
qurectvja Ouaejku WHAMBUAYAIHUTE TPAHCKPUNTH ce (PpakIMOHMpAT MO TOJIEMHHAa Ha
npupoJieH HauuH. BaxkHo e ia ce Harmomere fieka RNA e 3HayajHo moHecTabuieH MOJIEKYT OJ1
DNA u Moke &a ce jerpaavpa ToJ JejcTBO Ha pa3jMyHU €H3WMH, Kako mTo ce RNasute.
[TocTon ronmema BepojaTHOCT 3a KOHTaMHUHANHWja HA MPUMEPOKOT co RNasm, Oumejku oBue
yOUKBHUTapHU €H3UMU C€ TIPUCYTHH Ha paleTe, IUIACTUYHUTE U CTAKICHUTE Ca/I0BH, KaKO M BO
JeCTUIIMpaHaTa Bojia. 3aToa, CHTE pacCTBOPH, CTAKJICHU CaJl0BHU, EIPYBETH M THUIICOBH Tpeda aa
oumar ocinoboxenu o RNa3u 3a m1a ce cpeun aerpanamnuja Ha RNA monekynurte (Sambrook
n Russell, 2001). Ilpu u3BemyBame Ha RNA OnoTmHroT, BKymHara n3ojupaHa RNA wmm
mRNA ce cenapupa cropes; ToJleMHUHaTa CO KOPHCTEHE Ha arapo3Ha ren elekrpodopesa.
[To3naro e nexka RNA uma HeraTuBeH IMOJIHEXK U Ce OJIHECYBA HAa UCT HayuH Kako 1 DNA mpu
ren enkrpodopesara. Kaj monexynure Ha RNA mocrou TeHneHuMja 3a (opmupame Ha
CeKYHJapHH CTPYKTypH ((popMupame Ha CTPYKTypH KaKO pe3yJITaT Ha BOCIIOCTaBYyBame Ha
BOJIOPOJIHU BPCKH TMOMery KOMIIEMEHTapHUTE 0a3u). 3aToa, BO reyioT wiu mydepor 3a
MPUMEPOKOT Ce J0JIaBaaT JieHaTypaHTH ((hopMaIeXu]l I TIMOKCA) CO e Ja Ce CIpedH
bopmMupameTo Ha MHTEpPMOJIEKyJIapHuUTe nHTepakiuu kaj RNA monexynure (Sambrook u
Russell, 2001). Ako ce xopuctu popMalaexul, 0BOj IEHATYPaHT MOpa Ja c€ U3MHUE O TeIIOT
npen RNA na ce mpenece na memOpanara. [Totoa, RNA rem 610THHrOT ondaka Murpaimja Ha
cemapupanute RNA Moiekyiaum KOH HajJoHCKa MeMOpaHa TpeKy KaIllWIapHO [I€jCTBO.
TpaHCKpUOTOT ce AeTeKTHpa MpeKy XuOpuan3alja Ha MeMOpaHaTra cO KOMIUIEMEHTapHa
panunoobenexkana npoba (Feinberg u Vogelstein, 1984) unm HenzoToncku obenexana mpoda
(Sambrook u Russell, 2001). IIpobara moxe ma Oume emnoBepmxkHa DNA mimm RNA
(Memelink u cop., 1994; Sambrook u Russell, 2001). IIpobute xou ce HecmerudUIHO
MOBpP3aHM ce u3MHUBaat oJl MemOpanata (Sambrook u Russell, 2001), a motoa, memOpaHaTta ce
eKCIIOHMpa Ha peHareHcku ¢unm co aBTopaauorpaduja (Reece, 2004) nnu dochopen expan
(Johnston u cop., 1990) 3a na ce pa3sue aurutanna civka (Ciu. 5.9).

N
A B C
1 2 3 1 2 3 1 2 3
10kb -| — 10 kb - 10 kb -
4kb - 4 kb - 4 kb -
3kb - 3 kb 4 3 kb

Crnuxka 5.8 IIponiecor Ha RNA 6notunr ananmza (Northern 61oTuHT M Xubpuguzanuja. (A)
enHoBepkHU RNA ¢(parmenTu ce cenapupaaT Ha arapo3eH reil Clopes HUBHaTa
ronemura. (B) RNA ¢parmenture ce mpenecyBaar Ha wmemOpana. (C)
ABtopaguorpaduja Ha MeMmMOpaHaTa MO XHOpHIW3alWja co paaroobernekaHa
KomIuieMeHTapHa eqHoBepmkHa DNA nn RNA npo0a.
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Ho6uennot curnan og RNA ren OJOTHHTOT MOKe Ja ce 3rojeMH Ha HEKOJKY HauWHHU.
Curnanor onx RNA moxe nma Ouzae cirab ako HacraHe Jnerpanainvja Ha RNA 3a Bpeme Ha
eKCTpakiyjaTa. 3aToa € HEOXOJHO Jla ce OJpXKyBaaT HUCKHU Temmneparypu (<4°C) npu cure
yekopu o] ekcrpakuujata Ha RNA. CensutnBHocta Ha RNA Ten OJIOTHHTOT MOXeE Ja ce
3rosieMu npeky 30oratyBambe Ha MRNA (Sambrook u Russell, 2001), mpu mto ce HamanyBa
HecnenMpUIHOTO Bp3yBame Ha mpodOara. llocrojar in vitro TPaHCKPUNIIMCKH KUTOBH 3a
npoayKIiMja Ha eaHoBeprkHH RNA mpoOu koum Mokar jga Oupar paanooOeNnekaHu U ce
KapaKTepH3upaaT co BUCOKO Crier(prIHa aKTUBHOCT M 3T0JIEMEHA CEH3UTUBHOCT. VIcTO Taka,
arMIpameTo Ha moBeke RNA Monekynmm Moke 1a ja 3royieMu ceH3uTHBHOCTa Ha RNA
o6motuHroT. Bo moBekero cimywan, nmpodu of ,,qomakuHcku reH (housekeeping gene) xako
HITO € TeHOT 32 aKTUH WM YOMKBUTHH C€ KOPUCTAT BO KOMOHMHAIM]a CO TEHOT OJ1 MHTEpEC 3a
Jla ce KOHTpoaupa nudepeHInjaTHoTo IBmKene Ha RNA MomnekynuTe.

A

egodu emar))

rderHeLd ¢ H BHHWIITO |

[ dodowndu wonued], |
7 Modowndn waronedy,
¢ yodowndn marued],

¢ yodowndu maroned],
Modonwndu HardHed LI

Crnuka 5.9 Northern 6motunr. (A) Cneunduyuna cDNA ox perpecopeH eneMeHT 3a apceH ce
xubpunusupa co mRNA oj TpaHCreHH pacTeHuja, IPH ITO OJPEJCHU HACTaHH Ha
TpaHchopmairja mokaxyBaaTt BUCOKa ekcripecHja Ha TpancreHoT. (B) RNA nenTu
CO TIPUOIKHO €HAKBA TOJIEMHUHA.

KpantutatuBna Real-Time peBep3na tpanckpunrtasa (RT)-PCR. 'enckara excnpecuja
MOXE Jla C€ CJIeNd CO KOMOWHHMpame Ha METOAWTE Ha KBaHTHUTaTHBEH real-time PCR u
peBep3Ha Tpanckpunrasa (RT). 3a usBenyBame Ha OBaa TEXHHKA C€ KOPHCTH €KCTpaxupaHa
RNA nim mRNA co koMmIuieMeHTapeH npajmep, 2’ -neokcunykieo3us 5’ -rpudocdaru (ANTP)
U peBep3Ha TPaHCKPUIITAa3a 3a Jia ce Jo0ue eaHoBepHkHa KoMiuleMeHTapHa DNA o3HaueHa
kako cDNA (Reece, 2004). OBaa cDNA ce peruiupa co npuMena Ha HopMaiieH PCR u
kopuctewe Ha Taq DNA nonaumepasa. [loBTopyBaukuTe HUKIyCH Ha KBAHTUTAaTUBHUOT real-
time PCR oBo3MoxxyBa ammmdukanuja Ha CeKeBeHIaTa OJ MHTEepec, MAOoJAeKa IakK,
dnyopecuenTHara 0oja ja cienu akymynanujata Ha PCR mpousBonot (Reece, 2004). OBoj
METOJ Ce KapaKTepH3Hpa CO BUCOKA CEH3UTHUBHOCT M €HUKACHOCT 0e3 JAa ce MpUMEHYyBa rei
enekTpodopesa U ppakiroHaIHja.
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5.3.3 Ekcnipecuja Ha TPaHCTeH MPeKy TpaHcaanuja: Western 0JI0THHT aHAJIU3H

ITporenncknor ren OmotuHr wim Western OJIOTHHI aHaJIM3MTE Ce€ KOpHCTAaT 3a
CEMHMKBAHTUTATUBHO OJpEyBame Ha MPOAYKLHMja Ha cleluduyeH peKOMOMHAHTEH MPOTEUH
BO TPaHCI'€HOTO pacTeHHe. BeylHOCT, oBUe aHaIM3M MOKaXyBaaT 1€Ka UHTPOLYLIUPAHUOT U
TPaHCKPUOUPAHUOT TPAHCTEH YCIEUIHO C€ TPAHCJIATHPA BO MHTAKTEH MPOTeHH. [IpoToKoiI0T
3a Western 6notunr (Burnette, 1981) ondaka excrpakiuja v ¢ppaknroHalyja Ha BKYITHUTE
NPOTEMHH Ha MOJMAKPUIIAMHJIEH TeJl, KOj 0T0a ce MpeHecyBa Ha MeMOpaHa U ce JeTeKTHpa
CO KOPHUCTEHE Ha IpuMapHu U cekyHaapau anturena (Ci. 5.10 u 5.11).

W
A B C
1 2 3 1 2 3 1 2 3
10 Kb | e 10 kb -] e 10 kb -
- | = - | = _
4kb | — 4kb ] — 4 kb
3kbd =—— — 3kb | — 3 kb 4

Crnuka 5.10 ITpoiec na Western Giotunr ananusa. (A) [lomumentunute ce cemapupaar Ha

nonuakpwiaMua-SDS ren cnopen HuBHaTa rojemuHa. (B) IlomunenTtunure ce
npeHecyBaaT Ha MeMmOpana ox noiuBuHWIHACH ¢uyopun. (C) MemOpanata ce
MHKYOHMpa cOo aHTUTEO CHenn()UIHO 3a TPAHCTEHHOT NpoTerH. OBa aHTHTEINO Ce
JETEKTHPA CO CEKYHJAPHO aHTHUTENO BP3aHO 32 €H3UMCKU KOH]jyrar, IpH IITO Ce
MpeIn3BUKYyBaaT MPOMEHHU BO 00jaTa WM XeMIITyMUHHUCLICHIHjaTa.
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Cnuka 5.11 ITpumena na Western 6motusr 3a aerekiuja Ha GFP kaj Tpancrenu pactenuja co

KOPUCTEHE Ha CINEHU(PUYHO TOJUKIOHAIHO aHTUTeNo. CeMHKBaHTUTATHBHATA
aHanm3a omndaka armmkanyja Ha mypudunupan GFP Bo pa3nnyHn KOHIEHTpauu
(2-20 ng). Ha mpoTtenHcknoT OIOTHHT € npukaxana Bapujanta Ha GFP mpotennoT
o3HaueHa kako GFP5. Ha cnegawte nmHMM ce TpuWKaXaHU WHIWBUYATHH
MPUMEPOLIM O/ TPAHCTeHH pacTeHrja co nperxoaHo npucytHa GFP4 papujanra.
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3a cemapanmja Ha NMPOTEMHUTE Bp3 0a3a HAa HUBHATA TOJEMHHA HAjYECTO CE€ KOPUCTAT
HaTpuyM noneuun cyndar nonuakpunamuaan (SDS-PAGE) renosu (Laemmli, 1970). Kaj
OBHE TEJOBU C€ J0JaBaaT IUCYJIQHUIHH DPEAyLHMPAYKH areHcH (P-MepKanToeTaHos MIIH
JUTHOTPEUTO) 3a JIa C€ U3BPIIM JIeHaTypalija Ha IpoTenHuTe 10 noauneruau. [Ipuroa, SDS
' cHaOyBa MOJUIIENTUIUTE CO HETATUBEH MOJIHEX CO LeJT a C€ OBO3MOXKHM HUBHO JIBUKEHE
koH aHojata (Memelink u cop., 1994). IlpotenHute ce mpeHecyBaar Ha MeMOpaHa O]
nonuBuHuHeH Guyopus (PVDF) npeky texauka Ha enextpoosorunr. [lotoa, memOpaHara
ce MHKyOHpa CO aHTHUTEJNO CHenn(UIHO 32 TPAHCTEHHOT MPOTEUH, MPH ILITO CE BOCIIOCTaByBaat
BOJIOPOJTHH BPCKH MOMEI'Yy TPAaHCTEHHOT NpOTenH 1 antuTenot (Sambrook u Russell, 2001).
AHTHTEJOTO ce JETEKTUPa CO IOMOII Ha CEKYHJApHO aHTUTEJIO BP3aHO 32 EH3UMCKH KOHjyTaT,
Opy IITO HACTaHyBaaT MPOMEHH BO 0ojara WM XEMIIyMHHHUCIICHIIMja KOja MOXKE Ja ce
netektrpa Ha Gunm (Ca. 5.11). CeMUKBaHTUTATUBHOTO OJIpEIYyBaHk-€ HA TPAHCTEHUOT IPOTEUH
MOXK€ J]a Ce M3BPIIH O MPOTEHHCKHUTE JICHTU WJIN CO KOPUCTEHE HA CTaHAap] O] COOJBETEH
IPOTEUH.

5.4 Turutanno ¢pororpadupame

IMpen 1990™™ romuHW, BO MOJEKyJlapHaTa OWOJIOTHja C€ KOpHCTENe €IHOCTABHU
HEeMTUTAIHU (oTorpaduu 3a JOKyMEHTHpame Ha MOJATOIMTE O]l TeJIOBUTE M OJIOTHHT
aHamm3ute. JleHec ce mpuMmeHyBa urutanHoto (otorpadupame. IloBekero HaydHH
CIHCaHWja UMaaT OJIPEICHH NpaBWiIa BO OJHOC Ha CO(PTBEPCKHUTE NMPUIIArOAyBama KOH Ce
npudaTauBy 3a JUTUTATHATE CIMKY Ha HYKJIIEWHCKY KUCEIUHU M IPOTEMHCKHU OJIOTOBH CO IIEJT
Ja Cce CeIMMUHHMpAaT TOrPElIHM HMHTEPIpEeTalliM BO HAYyYHUTE HCTPaKyBamba.
[IpunarogyBamaTa Ha CBETJIMHATa WIM KOHTPAacTOT He Tpeba Ja ce mpaBaT Ha OJAPEIEHU
JIEJIOBU OJ T€JIOT, TyKy CaMO Ha LEJIMOT Iell 3a 1a He ce IPOMEHAT OPUTrHHATHUTE MOJATOLH
JIOOMEHH Of MOJIEKYJIAPHUTE TEXHUKU.

5.5 ®eHOTHIICKH aHAJIHU3H

ITo u3BpIIEHNOT CKPUHMHT ¥ MOJIEKYJIapHATa KapaKTepHu3alnja, TPAHCTEHUTE PacTeHH]ja ce
OJITJIe/TyBaaT 3a HaTaMOITHA aHajn3a Ha HUBHUOT (PEHOTHN Koja omdaka Kommapaiuja co
Herpanchopmupanure pacreHuja. [lo3naro e nexa PEeHOTHIIOT HA pacTeHHUjaTa KOj € OJpeeH
Ol HUBHHOT T€HETCKH COCTaB CE€ Haola IOJ BIIMjaHWE Ha JKMBOTHAaTa cpenuHa. Mcro Taka,
HEOMXO/HO € Ja C€ CHCTEMAaTU3UPaaT CUTE H3MEHETH OCOOMHH Kaj TPAaHCTEHUTE PACTEHH)a BO
OJIHOC Ha CEJICKTUBHUTE MapKepu (Mp. PE3UCTCHTHOCT KOH XCPOUIUAM WIM aHTHOWOTHUIIN).
TpaHcreHuTe pacTeHHja KOM €KCIIpecupaaT HOB T€H OJ] HHTEPeC MOXaT Ja UMaaT 3Ha4yajHu
npoMeHH BO (heHOTHIOT ( PTEeHEe Ha ceMe, HAYMH Ha PacT, BpeMe MOTPEeOHO 3a LBETAE WIIH
MaTypaiuja, ©60ja Ha CceMHUba, PE3UCTEHTHOCT KOH 3aboilyBamka) BO OJHOC HAa
HeTpaHCc(hOpMUpPaHHUTE PACTEHH]a.
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6. PEI'YJIATUBU W BUOBE3BE/JHOCT HA TPAHCI'EHHA
PACTEHHJA

XyMaHaTa nomyJjalyja 3aroyHasa co 3¢MjOoAeICKO MPOU3BOACTBO Ha XpaHa mpes okoxy 10
000 roaunu. 'maBeH npean3BHUK BO Toa BpeMe OWIIo J1a ce MPOU3BE/IE JOBOJIHO KOJIUYECTBO Ha
xpaHa. [/leHec, 3eMjOIeIICTBOTO C€ YIITE CE COOUYBa CO pa3IMYHU MPoOJIeMH 3a CHaOlyBame
Ha XpaHa, Kako M OJpXyBame Ha Oe30emHocta Ha Xxpanara. Ilo3Haro e nexka XymaHaTa
HoIyJanyja Ha IIaHeTaTa 3eMja M3HECYBa OKOJIy 7 OMIIMOHH, a 3€MjOJICJICTBOTO MOXeE Ja
00e30eu xpaHa 3a normynaiuja of 3-4 ounuonu. [10cTOjaHUOT Pa3BUTOK HA 3€MjOACICKOTO
MPOU3BOJICTBO BO HACOKa Ha 3aJ]0BOJYBame Ha MOTPeOMTE 3a XpaHa 3HAYAjHO BIIMjae BP3
VHUIITYBamke Ha IPUPOJTHUTE pecypcH. McTo Taka, jaBHaTa cBecT 3a 0e30eIHOCTa Ha XpaHaTa
3alloyHyBa Ja C€ 3rojeMyBa KakKO pe3ysTaT Ha WHTCH3WBHOTO IIPEMHHYBAame O]
TPaJUIIMOHATIHOTO 3€MjOIEIICTBO KOH TEXHOJOMIKUTE IPOM3BOICTBEHH TTPOLIECH.

Bo mumHaroro mocTtoeno M300MICTBO O 3JpaBa XpaHa 3a KOHCyMallMja W JIyreTo
HOKa)KyBaJie MHOTY MaJl HHTepec 3a 6€30eJHOTO MPOU3BOACTBO Ha XpaHa. Cemnak, 3aeAHUIUTE
CeKoraml cTpagajie Of JIOKaJHHW, PETHOHAJHM WM CBETCKHM IJIaJyBama 3a XpaHa M OBHUE
HEJI0OCTAaTOLM MOCTOjaT U JeHec. Pa3BUTOKOT Ha HOBM TEXHOJOTMHM BO 3€MjOJENICTBOTO 3a
IPOM3BOJCTBO Ha XpaHa 3allo4Hajle Ja ce pasrienyBaaT Kako HeOe30eIHU M MOTEHLHjaTHO
OTIaCHH MPAKTUKH.

Tpan3unujara Ha TpaAUIMOHAIHUTE MPAKTHKH 33 MPOIYKIMja HA XpaHa KOH MOJEpHHUTE
TEXHOJIOTHH BO 3€MjOJICJICTBOTO BO MUHATHOT BEK OMJIa MPUAPYKEHA CO MACOBEH €r30/yC Ha
¢dapmepute Bo ypOanure neHntpu. [lenec, MHOTy Manm Opoj siyfe on ypOanute u Oorature
3aeHHLM Ce 3aII03HACHH CO HAYMHOT Ha IMMPOU3BOJICTBO HA XpaHa O]l CTpaHa Ha apMepuTe BO
pypaimHure cpeauHu. OBaa MTHOPAHTHOCT Ha OOTaTUTE W pa3BUEHH 3aCAHHUIM € TJIaBHA
NpPUYHMHA 32 HANYIITake HA TPAIUIIMOHATHOTO KyJITUBHpAkhEe HA pacTeHHjaTa U MPUMEHA Ha
COBPEMEHH TEXHOJIOTUH 32 IPOU3BOJICTBOTO HAa XPaHa.

Bo nocnennute 100 roaunu, rojgeM O6poj COBpEMEHU TEXHOJIOTUHU OWie MHTPOAYLMpaHU
BO 3€MjOJEICTBOTO M CHCTEMMTE 3a NPOIYyKIMja Ha XpaHa. TexHoimoruure Kou omndakaat
MeXaHM3alKja, arpoHOMHja U TeHeTcka Moau(uKanMja TPeKy CceNeKlyja Ha pacTeHujaTra
MMaJie 3Ha4ajHo BIIMjaHHE BP3 3r0JIEMyBambe Ha KBAJIUTETOT U KBAHTUTETOT Ha MPOyLIMpaHaTa
xpaHa. McTo Taka, TEXHOJOIIKUTE Pa3BOjHU MPOIIECH BO HACOKA Ha YyBame, 00paboTka u
TPAHCTIOPT Ha XpaHaTa OBO3MOJKHMIIC JIECEH MPHCTAI Ha XyMaHaTa 3aeHHIIA JI0 3/IpaBa XpaHa.
Cenak, cuTe HOBU TEXHOJIOTUH KO C€ MMIUIEMEHTUPAHU BO 3€MjOJICIICTBOTO MIPETCTaByBaat
NOTEHIMjAJIeH PU3MK 3a 3/IpaBjeTo Ha JyIeTO W KMBOTHATA CPEIMHA M HEOIXOJHO € HUBHO
CHCTEMATCKO HIICHTU(UKYBabE, aHATH3HPAhEe U COOJJBETHO MEHAINPAE.

Bo Texor mHa XXM Bek 3amouyHaje Ja ce pa3BUBAaT BIAJAMHM PETYJAaTHUBH 3a Ja Ce
OBO3MOKM Oe30e/lHa MMIUIEMEHTallja HAa PEYHUCH CUTE TEXHOJOTMM W HMHOBAallUU BO
3emjojienicTBOTO. Bo 1970°™ 1 1980™™™ ronnHu 3aMovYHyBa Jia ce 3roJieMyBa jaBHATa CBECT 3a
6e30eHOCTa Ha CUCTEMUTE 3a MPOAYKIIMja HA XpaHa U e(UKACHOCTA Ha PEryJIaTUBUTE KOU TH
orngakaaT oBUE CHUCTeMHU. JaBHaTa CBECT 3a MPOM3BOJCTBO Ha 3[paBa XpaHa YIITE IOBEKe
3armovyHajia a ce 3rojeMyBa IOpajad INpeKyMepHaTa ymoTrpeba Ha XeMHCKH [yOpuBa H
NEeCTUINIM, KaKO M MHTEH3WBUPAKE HAa MOACPHHU3MPAHOTO 3€MjOAEICTBO 3a CMETKa Ha
TpaJUIIMOHATHATE 3eMjoIeNICKHU rpakch. [TorpebaTa 3a 3aKOHCKO peryIupame Ha METOIUTE Ha
pPacTUTEITHO MMPOM3BOJICTBO MPOU3JIETYBA O] MHOBAIIMUTE BO pekoMOnHaTHa DNA TexHomoruja
KOja YIITe ce HapeKyBa F'eHEeTCKU MH)KEHEPHHT WM TeHeTcKka MoauuKanyja 3a aa ce 1o0ujar
TeHETCKH Moauduuupanu pacteHrja. Kako pesynraT Ha pa3BHTOKOT Ha peKOMOWHATHATa
DNA TtexHonoruja, BlaguTe LIMPYM CBETOT BOCIIOCTABUJIE PEryJaTOPHU MEXaHU3MHU 3a
KOHTPOJIa Ha TeHETCKUOT MHKEHEPUHT BO 3€MjOAEJICKOTO MPOU3BOACTBO Ha XpaHa co Le Aa
Ce 3aIUTUTH jaBHOCTA U JKMBOTHATA CPEIUHA O MOTEHLUjaJIHUTE PU3UIM HA T€HETCKUOT
MH)KEHEPUHT.
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6.1 UcTopucku mperJie Ha peryjanujaTa Ha TeHeTCKUOT WHKEHEPUHT

['eHeTCKHOT WHXCHEPHHI WM pekoMOmHaHTHata DNA TexHOjOrmja He € HOBa
texHosnoruja. Ilpsara ycmemHa DNA pekoMOuHanmja wnm XxuOpuausandja momMery aBa
pasnnunu DNA monexynu 3a nipB nat € o0jaBeHa Bo 1973 roauna (Cohen u cop., 1973). Ha
MOYETOKOT, Hay4yHaTa 3aeJHuIA ja KiIacu(uiypana oBaa HOBA TEXHOJOI'HMja Kako M3BOp Ha
noteHyjanan pusuiy (Berg u cop., 1974). [1o Toj moBo, Tpyna Ha BOJCYKHM HAYYHHUIH BO
1975 romuna opranusupasie koHgpepennuja Bo KanudopHuja Ha koja Ouie BOCIOCTaBEHU
cepuja Ha JUPEKTUBM M YMATCTBa 32 HCIUTYBAakbe HA PHU3UIMTE H OMNACHOCTHTE O]
pexomOunanTHaTa DNA Texnomormja. Cregnara roawHa, HamwoHamHWTE HWHCTHTYTH 3a
3npaBctBo (National Institutes of Health-NIH) Bo CA/] ru odummjanusupane 1 BOCIIOCTaBHIIE
CTpOTHTE IpaBHJIa 3a peryJjalnja Ha UCTPaKyBauYKUTEe aKTHBHOCTH Ha pekoMOnHaHTHaTa DNA
TexHoJiorrja. McTo Taka, oBHE perynaTuBy Ouie oduimjarHo npudareHn o1 cTpaHa Ha ToJIeM
Opoj areHiuu, Kako ATeHIMja 3a 3allTuTa Ha kuBoTHa cpeamna (Environmental Protection
Agency-EPA), Arennyja 3a konTposia Ha xpaHa u JekoBu (Food and Drug Administration-
FDA) u Munuctepctso 3a 3emjoaenctBo Ha CAJl (US Department of Agriculture-USDA).
[Tonmouna, cute oBHE MPETUMHUHPAHU PETYIATUBU CTaHAJE 3a10JDKUTENIHA MIPaKca Kaj peuncH
CUTE UCTpaxyBama 3a pekomOnHaHTHaTa DNA TexHonoruja Bo CAJl u Ha MeryHapOIHO HUBO.

PexomOunanTHata DNA TexHonorvja Ouia mperno3HaeHa OJ] BIAJMHHTE CHCTEMH KakKo
ABTEHTUYCH OMOTEXHOJIOIIKA METOJ KOj K€ 3alo4He Ja ¢ KOPUCTH HE CaMO BO HAYy4HO-
UCTpaKyBadkaTa 3aeTHHIA, TYKy H BO MPUBATHUTE KOMIAHWU KOW K€ HyJaT NMPOW3BOAU Ha
na3apoT U HUBHO 0CJI000/yBame BO )KMBOTHATA cpennHa. Kako pesynrar Ha Toa, BIaJuHUTE
OpraHu3aliy 3aloyHajie J1a ce MOATOTBYBAAaT 3a IMOTCHIUjAIHUTE PU3HIM Of IPUMEHaTa Ha
pekoMmOuHanTHaTa DNA TexHonoruja. Opranm3aiijata 3a eKOHOMCKa copaboTka U pa3Boj
(Organization for Economic Cooperation and Development-OECD) ro o6jaBuna mpBHOT
odunmjaseH MOKyMEHT KajJe INTO € HaBeleHa CTaHAapau3upaHaTa JIepUHHIMja Ha
ouorexnonorujara. Cropen oBaa OpraHuzanuja, OMOTEXHOJIOTHjata omndaka MpUMeHa Ha
Hay4YHU M MHKEHEPCKU MPHUHIUMM 32 00paboTKa Ha MaTepHjajad CO IMOMOLI Ha OHOJIOIIKU
areHcu 3a ja ce obeszbexar npoussoau u ycuyru (OECD, 1982). Mako OuotexHojorujaTta
orndaka MHUPOKH PAMKH 332 KOPUCTEHE HAa CHUTE OWOJIOIMIKH CHCTEMH BKIYYYyBajKH THU
MPOU3BOJIUTE OJ KOHBCHIIMOHAIIHUTE CUCTEMH 3a MPOAYKIIMja Ha XpaHa, OBaa JeUHUIIHIjA CC
yIITE C€ KOPHCTH M MPETCTaByBa OCHOBA 3a BOCIIOCTAaBYBambe€ Ha PETYJIATHBUTE BO MHOTY
3eMju. Mcro Taka, Bo u3Bemrajor Ha OECD Owmia nmoreHnmpana nmorpedaTa 3a perynianyja Ha
OMOTEXHOJIOIIKHUTE TIPOU3BOIH, KOU MOXKAT J1a IPEAU3BUKAAT OJIPEICHNA PU3HIIH.

Bo cpegunara wa 1980™" rommHu Owie MOOWEHW IPBHUTE >XUBH OPTaHU3MH CO
pexkomOuHanTHaTa DNA TexHOJOTrHja KOM Oniie 03HAuYeHW KaKO TPAHCTEHU OPTraHW3MH HIIH
IeHeTCKH MoauGuIMpaHy opraHu3smMu. OBUE TPAHCT€HU OPraHU3MHU IPUBJIEKYyBaje OrPOMEH
MHTEpEC BO jaBHOCTA MOPAAN NMOTEHIM]ATHUOT PU3UK 3a 0e30€JHOCTa Ha XpaHaTa U 3aKaHaTa
U OIIACHOCTUTE 3a JKUBOTHATa cpeauHa. Bo 1986 ronnna, AMEpUKaHCKUOT 3aBOJ 3a IOJIMTUKA
Ha Hayka u texHosoruja (US Office of Science and Technology Policy-OSTP) cocraBune
KoopaunatuBHa paMka 3a peryiiaidja Ha OuorexHosorujara. OBoj TOKyMEHT T' KOOPIUHHUPAT
MOCTOCUKHUTE PEryJaTOPHH OPTaHU3aIlMH CO PEIEBAHTHUTE CTYIUH KOHM IMPOMU3JIETYBaaT Ol
Hay4HaTa 3aeqHuna. VICTo Taka, 0BOj JOKYMEHT IperopavyBa Ja ce nmpudaraT MOCTOCUKUTE
JIETUCIIATHBH 32 MPOU3BOIUTE O] OMOTEXHOJOTHjaTa, Kako M J]a Ce KOPUCTAT MOCTOCYKUTE
pEryJIaTOpHU €KCIIepTU3H o1 peiieBaHTHH opraHm3arnuu u areHiuu (USDA, FDA u EPA).
Cnopen Toa, TEHETCKH MOIU(DHUITMPAHATE PaCTECHHU]a Ce PETyIMpaaT BO OJHOC Ha O0e30emHocTa
Ha XpaHara IPeKy COOJBETHA ekcriepTr3a o1 FDA, ncnutyBameTo Ha MeCTUIIMIHUTE CBOjCTBA
ce noJ HaanexxHocT Ha EPA, noneka nak, NOTEHIMjaloOT 32 pU3MK BO JKMBOTHATa CPEAMHA €
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nog koHTpona Ha USDA. OBaa koopawHHpaHa pacmpenenba Ha OITOBOPHOCTUTE 3a
perynanyja Ha TeHeTCKM MOAU(UIIMpaHUTEe pacTeHU]a MPOJOKyBa u geHec Bo CAJI.

Bo Toj mepuon, OECD o6jaBuna cryauja 3a 6node30e1HOCTa Ha OMOTEXHOJIOTHjaTa Koja
6una Hapedena ,,Cuna kaura®“ (OECD, 1986). Cunara xHura c¢ yure npercraByBa HIMPOKO
LUTHpaHa CTyAMja NOpaau (QyHAAMEHTAIHUOT IMPUCTAll BO HMCIUTYBAKETO HA PHU3MLIHUTE.
BceymHocT, oBaa cTyauja e npBaTa HayyHa aHaJln3a Koja I'M 3eMa BO MpeJIBU OIIACHOCTUTE 3
KMBOTHATa CpeMHA KOU MOXaT Jia MPOMU3/Ie3aT o] TPAaHCIeHUTE OpraHu3MHM. 3aToa, CHHAaTa
KHUTA CIy’KM Kako CTaHAap] KOj c€ KOPUCTHU O MHOTY BJIaJH M PEryJaTOPHH areHIWU 3a
BOCIIOCTaBYBalk€ Ha MNPOIEAYpPUTE 32 HMCIUTYBAKE HA PHU3UIMUTE OJf OMOTEXHOJOUIKUTE
npomsBogu. Ox gApyra cTpaHa TIak, TOBEKeTO opraHusammu on EBporickata VYHmja
NOTEHIIMpaaT AeKka HoBaTa pekoMmOmHaTHaTa DNA Meromonoruja € MOTEHIHMjaJHO OIracHa
texHonoruja. Cropen OBHE OpPraHU3aIMH, TOCTOCYKHUTE JIETHCIATUBU M peryliaTopHaTa
eKCIepTH3a HeMaaT KalalmuTeT Ja ce CIpaBaT CO ONMACHOCTHTE W PU3HIUTE, NPU IITO Ce
(opmHpaaT HOBH OpTraHU3AIMHU 32 PeryJialyja Ha TeHETCKA MOAU(PHUIIMPAHUTE OPTaHU3MHU.

[Ipu xpajot HA 1980™™ roguHn, AMepUKaHCKaTa akajeMuja 3a HayKH ja oOjaBuia T.H.
,»beJla KHATa* BO KOja ce HaBeayBa Jieka pekoMOuHatHata DNA TexHosorHja He mpoAyLnrpa
HOBHU KaTeropuu Ha pu3uiy. Bo oBaa cTyuja ce noTeHIMpa Aeka HCIIUTYBAakbETO Ha PUBHLIUTE
Tpeba na ondaru aHanu3a Ha QU3HYKUTE OCOOWHU HA MPOU3BOJOT, @ HE MPOIECOT KOj ce
KOpHCTH 3a Jo0uBame Ha kpajuuot npou3soa (NRC, 1987). Ha takoB HauuH ce moara o
OMIITHOT 3aKIY4YOK JieKa CUTe METOAM Ha I'eHEeTCKa MaHUWIyJaluja MOXKaT Ja MpOoU3BeaaT
OMaCHHW TPOM3BOMM, NONEKa Mak, pekomOmHaTtHaTa DNA TexHoioruja He Npeau3BHKYBa
J00MBame Ha MPOU3BOJIN CO TIOBUCOK PHU3HK BO criopezda co octanarute Meroau. Criopen Toa,
UCIIUTYBAaKETO HA pU3MIUTE Tpeba na ce Gokycupa Ha KpPajHHOT MPOM3BOJ HE3aBUCHO OJI
METOJOT IITO Ce MPUMEHYRBa 3a HeroBo mpou3BoAcTBO (NRC, 2004).

Texuukute Ha pekomOnHaTHa DNA TeXHOJIOTHja ce KOpHCTaT 3a 100MBambe Ha Pa3InIHU
NPOM3BOIY KOM MMaaT IIMPOKa MPUMEHAa BO MEIUIIMHATA, WHIYCTPHjaTa, 3€MjOJIEIICTBOTO U
npoayknujara Ha xpaHa. Bo gomaute 1970™ roamHU, NMpBHUTE YCHEIIHH EKCIIEPUMEHTH
ongakane no0uBambe Ha INEHETCKM MOJU(PHULUMPAHU MHUKPOOPTaHU3MH NpeKy TpaHchep Ha
COOJIBETHH I'€HHM 3a NMPOJYKIMja Ha MpoTeMHU. OBOj TEXHOJIOIIKN HAMpeIoK 3a KpaTKo BpeMe
O6un KMpOKO MpudaTeH 3a KoMeplLyjaaHa MpoAyKIMja Ha TePaNeBTCKHU JEKOBU 3a XyMaHaTa
nomynanuja. Taka Ha Tip., Bo 1978 ronuHa e o0jaBeHa cTyauja 3a MPOIYKIMja HA WHCYJIVH
npeky pekombunatHa DNA TexHomnoruja koja omndaka Tpancdep Ha XymMaH reH Bo Oakrepuja.
Bo 1982 rogmna e omoOpeHa mpBara KOMepIMjajHa TMpUMeHa Ha pekomOmHaTHata DNA
TEXHOJIOTH]ja 33 IPOM3BOJCTBO HA JIEKOT MHCYJIMH 3a TPETMaH Ha Aujadberec (TProBCcKa MapKa:
xymynuH on Genentech). [Togomna, romem 6poj npyru ¢apmaneBTCKU KOMITAHHH Pa3BHIIE
pa3iuyHu MPOU3BOJM CO MpUMeHa Ha pexomOumHaTHata DNA Ttexnonoruja. Bo benruja ce
JoOMeHH TpaHCTEHHU PACTeHH]ja O/ TYTYH PEe3UCTEHTHH KOH KaHaMHMIIUH 1 MeToTpekcaT (Schell
u cop., 1983, Herrera-Estrella u cop., 1983). Bo komnanujata Moncanto Bo CA]J] Guie
JIoOMEHH TPpaHCTeHH pacTeHH]ja O] IeTYHHUja pe3ucTeHTHH KoH kanamuiy (Fraley u cop., 1983).
Hcro taka, Bo CAJl 6use 106MeHN TpaHCTE€HH PACTEHM]ja O] COHYOIJIE]] CO MHCEPTUPaH I'€H 0J1
rpaB (Murai u cop., 1983). [IpBuTe ekcriepuMeHTH CO 3acajyBame Ha TPAHCTCHH PacTeHU]a Ha
OTBOpEHO ToJie Onie n3BeneHu Bo 1985 romuna. Cenak, Bo goraute 1980™ u panute 1990™™
TOAMHM 3HA4YajHO Cc€ HaMaaumia OpojoT Ha CIPOBEICHH EKCIEPUMEHTH 3a TEHETCKa
MoM(HKAIHMja HA PACTUTEITHU BUIOBH.

[TpBuTe KOMEpIHjaTH3HUPAHA TEHETCKA MOTUPHUIIMPAHN PACTEHHja C€ TYTYH PE3UCTEHTECH
Ha BUpycH BO 1993 ronuHa u JOMaT CO JONT MOIYXUBOT 03HadeH kako Flavr Savr Bo 1994
roguna (Macilwain, 2003). Cenak, HUTY €THO OJ OBHE TC€HETCKH MOAU(DUIIMpaHH pacTeHHja
HE ce 3alprkayiie Ha masapor. KomepiujaaHoTo mpou3BoacTBO Ha nomatoT Flavr Savr Omia
IpEeKUHaTa MOpaJy HENOCTOJaHHUOT KamauuTeT 3a MPOAyKLMja M HCIOopaka Ha mHa3apoT
(xommanujata Calgene koja ro passuna Flavr Savr momaroTt TBpaena jeka He MOXe Ja TH
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OJIp’KyBa TOJIEMHUTE MOTPeOM Ha ma3apot). KuHecknuTe TpaHCreHH pacTeHHja oJ TYTyH Ouie
MOBJICUEHH O] 1a3apOT MOPaaU MPUTUCOKOT OJI IMyIIAYNTEe KO CE TUIaIIeNie AeKa MyIIeHeTo
Ha FeHEeTCKU MOAU(MUIIMPaH TyTYH MOKE Jia TIPEAU3BHKA OJIPESICHH PH3HIIU TI0 31PaBjeTo.

[TpBHOT TeHETCKN MOIUGUIIMPAH XPAHIUB IMPOU3BOJI € KOAryJMpadyKHOT areHC 3a MIICKO
XMMO3HH, KOj € pa3BHeH Bo 1981 ronuHa u o HEKOJIKY CIPOBEJCHN TECTUTAka U UCIIUTYBaba
3a 6e30em0ocT Oni KoMepirjamHo oj00peH Ha nazapot Bo 1988 roauna Bo Bennka bputanuja
u Bo 1990 ronuna (CAJl). [loBekeTo TBpAM CUpEHa KOU JieHEC ce MPOMU3BEAYyBaaT KOPUCTAT
TeHETCKH MOAU(UIMPaH MPOTEMH HAMECTO CHPHILNTE O]l JKEIYyAHUKOT Ha KpaBute. OBue
cHpema UMaar rojieMa IMomyJIapHOCT HaKo He ce o0esexyBaaT JypH U HaMecTa Kaje LITO €
3JI0JDKUTEITHO 00elIeKyBamkhe Ha MPOU3BOJINUTE KOU ce JOOMeHH co pekoMOnHaHTHaTa DNA
texHonoruja. Cenak, Henpu(aTIMBO € 32 MOTPOITYyBAYUTE Ja C€ TBPAM JAEeKa CUPEHETO € “He-
GMO”, nako caMo Tpard o]l eH3UMOT OCTaHYBaaT BO KPajHUOT MPOU3BOJ OJT CHPEEHETO.

Bo mocnennute nBe AeuneHnu € 3a0eneXaHO HWMIIPECHBHO mpudakame Ha TEHETCKU
monupunupanute pacteanja. Crnopen opranmzanujara ISAAA (International Service for the
Acquisition of Agri-biotech Applications), peuricu 500 MunHoH XekTapu Ouje 3acajieHu co
KOMEPIIUjalTHU TeHeTCKU Moauduimpanu Kyntypu o 2005 roguna. Camo Bo 2005 roauHa,
IeHeTCKH MOAU(UIMPaHUTE KYJATYpH omdakane MoBpuIMHA okolry 90 MUIMOHHM XEKTapu BO
LETUOT CBET. [ TaBHU 3eMju KOM KOHTHHYHPAHO yYECTBYBAaT BO KyJITHBUPAIE HA T€HETCKU
momuduuupanu Kyntypu ce CAJl, Aprentuna, Kanaga u Kuna. Hcro Taka, momanure 3emju
kako JyxHa Adpuka, Oununuau, Mpan u Pomanmja wmaar 3HavaeH NpPHUJIOHEC BO
3rojieMyBam-€ Ha MOBPIIMHATA CO TeHETCKU Moauduimpanu pacrenuja (James, 2005).

JloMHUHAaHTHH TeHeTCKH Momuduuupanu Kyarypu Bo CA/Jl ce coja, mieHKa U MaMyK KOU
ondakaat 89%, 61% u 83% coonBeTHO, O] BKYITHUTE 3aca/icHH OBPUIMHH HA OBUE KYJITYpH
(USDA/NASS, 2006). HUcro Taka, BO Tpymara Ha KOMEPIHjaIIM3UpPaHU TE€HETCKU
MOTU(HUIUPAHU KYJITypH C€ KOMITUPOT, AOMATOT M JICHOT, KAKO M BHPYC-PE3UCTCHTHHUTE
pacTeHuja o mamaja ¥ THkBa. Ox HeoJamMHa € OJ0OPEHO IPOM3BOACTBOTO HA TI'€HETCKU
MOIU(UIMPAHN pACTeHHja OJ JyIlepKa, JIoJeKa TIaK, IIeKepHaTa penKka W BUPYC-
PE3UCTEHTHUTE pacTeHHja Ol CIIMBU ce BO (paza Ha eBalyaluja.

Henec, ronem Opoj TeHeTCKU MOIM(MUIIMPAHU pacTeHHja ce HaoraaT BO (a3a Ha Pa3BUTOK,
KaKo Ha Ip., MOJIap NaTJIUIaH ¥ KOMIIUpP 300rateH co npoteruHu Bo MHauja, mueHka Bo JyxHa
Adpuka, Opokyna, qoMar, clajok KOMIUp, Nanaja, Oanana u JiyoeHunia Bo TajBaH, opwus,
KOMITHD Y JIOKAJIHU BHJIOBH Ha 3eleHuyK Bo Kopeja, kako u kacaBa Bo Kenwuja.

[ToBekeTo KOMeEpUHMjaNM3UPaHU TEHETCKH MOAM(UIMpAaHW pacTeHHja IOCexyBaaTr T.H.
,»BIIE3HN"* 0COOMHHM, KaKO PE3UCTEHTHOCT KOH 3a00iyBama mim xepouran. Ox apyra crpana
nak, pekomOnHanTHaTa DNA TexHoJorHja HUKOTam He Omia (okcynpaHa KOH 100uBame Ha
TeHETCKU MOAM(HUIIMpPaHU pacTeHHUja CO ,,M3JIE3HU " OCOOMHHM, KaKO TMOJ00PEHH HYTPUTHBHU
CBOjCTBa, OTCTPaHyBamke Ha aJepreHH COCIMHEHHUja WIH APYTH aHTHHYTPUTHBHU TPOTEHHH.
['maBHaTa nmpuunHa mopaau Koja MoIuGHUIMPaHUTE pacTeHHUja co ,,U3JIe3HU OCOOMHU HE ce
KOMEPILMjaTU3UPaHH € T0JITHOT U CKall PeryIaTopeH MpoLec.

6.2 Peryanuja Ha reHeTCKUOT UHKEHEPHHT
6.2.1 CoequneTn AMepuKaHcKu JpxaBu

PerynatopHara mosmtuka 3a OuoTexHOJOMKUTE TNpou3Boaun Bo CAJl 3amounyBa
penatuBHO paHo. AMepukaHckara opranuszanmmja OSTP wmana rnaBHa ymora  BoO
BOCIIOCTAaBYBAaWkETO Ha KOOPAWHATHBHATA PaMKa 3a paclpelelyBambe Ha OJTOBOPHOCTHUTE
MOBp3aHK CO OMOTEXHOJIOMIKUTE TMPOW3BOAM JO CcoonBeTHH areHiuu. Cropex oBaa
KOOpJIMHATHBHA pamka, FDA noOwuia nmpuMapHa OAroBOPHOCT 3a peryJialyja Ha pU3UIMTE 32
0e30emHOCTa Ha XpaHa, EPA Ownia BKiTyueHa BO peryJanuja Ha POU3BOIUTE CO MECTHIIUIHN
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CBOjCTBA, I0/IeKa Mmak, ogropopuocta Ha USDA Guia moBp3aHa co MOTEHIINjaTHUTE PU3UIH BO
JKUBOTHATA CPEAMHA KOM MPOMU3JIETYBaaT O/ FTeHETKN MOIU(PHUIMPaHUTe pacTeHnja. Bo MHOTY
Cllydau, CHTE TPHU arcHIUU C€ BKIYYCHH BO HCIHTYBamke Ha JOOMEHUTE TEHETCKU
MOIUQUIMpaHU pacTeHuja. Taka Ha Tp., pacTUTETHA XpaHa CO HOBAa oOcoOWMHA 3a
PE3UCTEHTHOCT KOH XepOowmuau Koja e gobueHa co pekomOmHanTHa DNA TexHojormuja
HOJUIEXKU Ha pereHsuja o ctpaHa Ha USDA 3a mOTeHLMjaJIoT Ha paCTEHUETO KaKo IITETHHUK,
EPA 11 pasrnenyBa HOBHTE XEpOWIIMJIHM acleKTH, Jojeka mak, FDA ru aHamusupa cute
NPOMEHHU BO KBAJUTETOT Ha HOBOIOOMEHATa XpaHa.

[ToctojaT Tonmem Opoj TeHEeTCKM MoAM(UIIMPAaHW TPOU3BOAM KOM HE TOJUIekKaT Ha
perynamnmja o CTpaHa Ha CUTE TPH areHIUH. Taka Ha Mp., XOPTUKYJITYPHHATE pacTeHHja CO
POMEHHU BO 0ojaTa Ha IBETOBUTE HE ce perynupaat o on ctpaHa Ha EPA u FDA, meryroa,
OBHE MOJM(HUIIMPAHU pacTeHH]ja MOUIekAT Ha perynaTopHa perensuja on USDA. BycmHocr,
cute J0OMeHH pacTeHuja co pekombnnanTHa DNA TexHOoJ0THja KoM He NOJJIeKaT Ha 1IeJI0CHA
perynanuja ce ucnutyBaaT on ctpana Ha USDA. Cure Moauduiupadnu pacTUTCITHU
IPOM3BOJM LITO C€ KOPUCTAT KaKO XpaHa MoJJIeXaT Ha peleH3uja oa crpana Ha FDA, nypu u
aKo XpaHara HEe IocelyBa H3MEHETH CBOjcTBAa. BakHo e na ce Hamomene aeka CAJ[
CIPOBEyBa PEJOBHU UCIIUTYBamba Ha CBOMTE PEryJIaTOPHH MPOLIETYPH 3a 1a CE OCUTYpa JAeKa
peryJiatopHuTe Tena ce HHQOpMHUpaHH 32 HAJHOBUTE PA3BUTOIM BO TEXHOJIOTH]ATA.

Munucrepereo 3a 3emjomenctso Ha CAJl (USDA). PerynatopHuor Hazasop Ha
3eMjOJICJICKUTE TIPOU3BOAM NOOHMEHH cOo pekomOmHaHTHAa DNA TexHonormja ce BpIIU Of
cTpana Ha MlHCnekIickara ciyx0a 3a 31paBje Ha )KUBOTHUTE U pacTeHrjaTa (Animal and Plant
Health Inspection Service-APHIS) kako cocraBen aen oj Perynaropnara ciyx0a 3a
ouorexnosoruja (Biotechnology Regulatory Service-BRS) Bo USDA. Cnopen BRS,
,»PETYIUPAHUOT 00jeKT" (TIp. pacTeHHEe JOONEHO CO TCHETCKH MHXKCHEPHHT) MOXKE J1a TIPEMHUHE
BO pacTUTEIICH IITETHUK W HETATHBHO J1a BJIMjae BP3 )KUBOTHaTa cpenuHa. Beymmuoct, USDA
UCIIUTYBA JaJH ,,peTYJIMPAHUOT O0jeKT" MOXKE JUPEKTHO WIM WHIUPEKTHO Ja TpEeIu3BHKA
0O0JIECT WK IPYTO OIITETYyBakhe Ha pacTeHUETO. PerynupannTe 00jeKTH MOXKAT J1a BKITyqIyBaat
pacTeHuja, MUKpOOPraHU3MHU M >KMBOTHM J100ueHH co pekomOunHaHTHa DNA TtexHosoryja.
Jlenec, IpyUMapHU peryJupaHyd 00jeKTH ce FeHETCKU MOAU(ULIMPAaHU pacTeHUja Pe3UCTEHTHH
KOH XepOMLMIN U UHCEKTH, KaKO U APYTH TPAHCT€HU PACcTeHM]ja (OMATH CO JOLHO 3peeHe U
KOMITUPU PE3UCTEHTHU KOH Oonectr). Mcto Taka, BRS ru xoHTpommpa ocnoboayBamara Ha
TeHEeTCKH MOAM(DUIIMpAaHN pacTeHHja HAa OTBOPEHO IOJe, KaKo M Mel'yHapOJHHTE YBO3U U
TPAaHCIIOPTH HA TPAHCTEHUTE PACTCHU]ja H OPraHU3MHU.

Perymaropnara cmyx6a 3a OmorexHoinoruja (BRS) mnosBomyBa ocnobonyBame Ha
TPAaHCTE€HHU PACTEHHja BO JKUBOTHATA CPEIMHA MPEKY JBa HAYMHU: W3BECTYBAIE M JI03BOJIA.
N3BecTyBamaTa ce KOpUCTAT 3a CHelM(pUIHA pacTeHHja KOU MOCEIyBaaT OCOOMHU CO HU30K
pu3HK. J{o3BOJNIaTa € HEOMXOIHA 32 TPAHCTCHU PACcTEHHja KOW MOJKaT Jia peIM3BUKaaT 3HAUYaeH
PU3HK, KaKO IITO C€ HEKOM BMJOBM KOU ce MOMajKy mHo3HaT 3a BRS wmnum pacrenuja xou
npoayuMpaar (apmakonomku coenuHeHuja. Ilo cmpoBenyBameTo Ha MCIUTYyBamara MU
KOMILIETHPAKETO Ha IOJATOLMTE 3a OBUE pacTeHHja, MHOBATOPUTE MOXKAT Ja Iobapaat
JI03BOJIa 3a HeperynupaH craryc. Mcro Taka, BRS cnpoBenyBa ucnutyBame Ha KHBOTHATa
cpelMHa co LeNn jaa ce obe30edaT CUTYpHM JOKa3d JeKa MPOM3BOJOT HE IMpETCTaByBa
pacTuTeNeH IITETHUK W BOOOMYACHO TO CIEAM jaBHOTO MHCIICH-E MpEel TOHECYBAamEeTO Ha
omryka. OTKako peryJIupaHnuoT 00jeKT ke CTeKHE HEePETYIHpaH CTaTycC, IPOU3BOIOT MOXKE Ja
ce KyJITUBHUpA, IPOJaBa U AUCTPUOYyHpa KaKO U OCTAHATUTE HEMOAU(DUITUPAHH pacTEeHH]a.

AreHIIMja 32 KOHTPoJIa HA XpaHa u JekoBU (FDA). Arennujara 3a KOHTpoJia Ha XpaHa
u nekoBu (FDA) Bo pamMkum Ha MUHHCTEPCTBOTO 3a 3/IPaBCTBO W COIMjajlHA 3aIlITUTA
(Department of Health and Human Services) € oaroBopHa MHCTUTYIH]a 3a O0e30eqHOCTa HA
xpaHata. 3a paznmuka og USDA, FDA He ro ucnuTyBa mpoliecoT Ha pekoMOnHanTHa DNA
TEXHOJIOTH]ja, TYKY (PU3MUYKHOT COCTAaB Ha XpaHaTa.
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Penensujara Ha FDA ce ¢okycupa Ha TpH IIIaBHU Mpariama:

1. Manu HOBaTa XpaHa COAPKH HOBH aJlepreHu?

2. Jlanu HOBaTa XpaHa COAP KA HOBU TOKCUYHU COeMHEHHU]a?

3. lanu HOBaTa XpaHa MMa MPOMEHET HYTPUTHUBEH COCTaB BO OJHOC HAa COJAPKHMHA Ha

XPaHJIMBU COEIMHEHN]a, aHTUHYTPUTUBHN KOMIIOHEHTH WM APYTH COeTMHEHHUja?

ITpu nHrecTrja Ha XpaHa MOXar Jia HaCTaHAT Pa3IMYHU NPOOIEMHU KOU IPOU3IIEryBaar oJl
IPUCYCTBOTO HAa UITETHH COEIUHEHHUja, KaKO IITO C€ aJepreHuTe WIN TOKCHUYHHUTE
coeauHeHuja. Ha nonr pok, oBue npoGieMu MoKaT Ja MOTEKHyBaaT 0] OTCYCTBOTO MJIM HUCKA
KOHIIEHTpAaIMja Ha BOOOMYACHUTE XPAHIIMBU COCIMHIUHI]a KOU CE€ PUCYTHU BO HEKOja XpaHa.
Taka Ha 1p., rosiem O6poj Jyf'e KOHCYMHpPAaT COK O MOPTOKAJ OPaay OTPOMHHOT OeHE(DUT 011
BHCOKaTa KOHIeHTpanuja Ha BUTaMuH C (ackopOMHCKa KHcennHa). AKO O] HEKOM MPUYHHA
MOBP3aHH CO TeHETCKUOT WH)KEHEPUHT IMOPTOKAIUTE MPECTAHAT J1a TPOAYIIHpaaT aCKopOuHCKa
KHCEIIMHA, TOTall HEKOM KOHCYMEHTH MOKaT CIy4ajHO Ja Pa3BHjaT CUMIITOMH Ha NeUINT HA
ButamuH C (ckopOyT). Co oriiesr Ha Toa IMTO OBa c€ cMeTa Kako HecakaH edekT, FDA Bprm
UCMUTYBaKka Ha HOBUTE MOPTOKAIN 3a COApPXKHMHATA HA aCKOPOMHCKA KHCEIMHA CO LeJ /1a ce
HOTBPJIM JIeKa OBOj BUTAMUH C€ Haola BO COO/IBETHa KOHLEHTpaluja. Criopea AoceraiHuTe
HOJaTOIM, OMOTEXHOJIOUIKaTa XpaHa He NOKaXkajla HeO4eKyBaHO ry0eme Ha BOOOHWYaeHHUTE
XPaHJIUBU COEIMHEHH]a U CUTE KOMEPUHjaIU3UpaHd OMOTEXHOJIOIIKH IPOU3BOIN UMAAT UCTa
HYTPUTUBHA COIPKMHA KaKO M KOHBEHIIMOHAJIHATAa XpaHa. BaxHO e ;a ce HamoMeHe jaeKa
HOBaTa TPAHCI€HA XpaHa MOXe crnenuduyHo na ce MoauduIMpa BO HACOKa Ja MOCeryBa
MIOBHCOKA COJIP’KMHA HA XPAHJIMBU COSIMHEHH]A.

I'maBen mpoOimeM npu TeHeTcKara Moau(UKaIHja € BEepOojaTHOCTa 3a HEOYEKyBaHO
NPUCYCTBO Ha aJepPreHCKH COeIMHEHHja BO HOBaTa XpaHa. [locTojaT momaTony 3a BakoB
ClIy4aj, MaKo MPOU3BOAOT HEe OWJI KOMEpIHjalM3MpaH M HEMajlo HUKAKBH ITOCIEAHUIHU IO
3/paBjeTo Kaj KOHCyMeHTHTe. Bo 0BOj ciyuaj, reHerckata MoauduKanuja Kaj cojata (Koja
NPUPOJHO MMa JEeUIMT 32 AMUHOKHCEIMHUTC METHOHMH W IUCTEHH) OWiia M3BpIICHA CO
TpaHCchep Ha TeH oJa OpasWwiCKd OpeB 3a 3rojieMyBamke Ha HYTPHUTUBHUOT CTaTycC.
HcnuryBamaTta Mokaxane Jeka reHeTckaTa Moau@uKaluja ro nogodpwia HYTPUTHUBHUOT
COCTaB Kaj TpaHCTeHaTa coja MpeKy eKcIIpecuja Ha FeHOT o1 Opa3uJICKUOT OPEB U MIPOTEHHOT
borar co oBHME aMHHOKHCENUWHHM. HaramomHuTe TecTOBM mpen KoMeplLujanu3anyja Ha
TpaHCTe€HaTa coja MOKa)kaJle JeKa HoBaTa co0ja IMPEAN3BHKYBa aJepreHd peakluu Kaj
KOHCYMEHTHUTE KOU c€ aJeprWyHu Ha 0a3mwicKuoT opeB. OBHE MOJATOIM MOKaXyBaaT JeKa
PE3EPBHUOT MPOTEHH BO OpPa3WIICKHOT OPEB KOj € M3BOP Ha aMUHOKHCEIWHUTE OJ MHTEPEC
IpeTCcTaByBa IJIaBeH aJiepreH IypH U IIPpH HeroBa ekcripecuja Bo cojata (Nordlee u cop., 1996).
HcnuryBamara 3a IeTeKIHja Ha alepTeH! Kaj TpaHCTeHaTa coja ouse 00jaBeHr BO jaBHOCTA CO
IIeJT J1a ce IOTBPM eprKacHOCTa Ha PEryJIaTUBUTE 3a 0e30eIHOCTa Ha XpaHara.

W mokpaj Toa mTO OMOTEXHOJONIKUTE MPOM3BOAM HE TMOJUICKAT HA 3aJT0JDKHTEITHU
UCIUTYBama 3a 0e30e7HOCTa Ha XpaHaTa, CeKoja KOMeplHjaau3HpaHa TpPaHCTe€Ha KyJITypa
BOJIOHTEPCKU (100pOoBOJIHO) ce Tectupa ox cTpaHa Ha FDA. BceymHoct, nHOBaTOpUTe Ha
HOBaTa XpaHa MHCUCTHpaaT Ha TeCTUpPame Ha pon3BoaoT o FDA oz 6e30eaHOCHM NpUYKHM.
I'maBHaTa npru4mHa 3a JOOPOBOIHOTO TECTHPAHE € TOA IITO MHOBATOPUTE CaKaaT MOTBp/a O
FDA neka HoBuTE Mpon3BOIM ce Oe30eIHN 3a KOHCYMallija MpeJ J1a ce TI0jaBaT Ha ma3apor.
OBaa 6e30eHOCHA MMpPOBEpKa Ha HOBaTa XpaHa MMa TOJIEMO 3HAuUCH-E¢ 32 MHOBATOPUTE KOU
HACTOjyBaaT Ja MOHY/AT 3/IpaBH MPOHM3BOIN 3a KOHCYMEHTHTE. AKO TOJOIHA C€ MOTBPAH
NPUCYCTBO Ha HEKOM TOKCHYHU COCIMHEHH]ja WIM KOHTAMUHAHTH BO HOBATa XpaHa, TOTAIll
MHOBAaTOPHUTE MOXKAT JIa CE CO0YaT CO:

1. perynaropuu Mepku o1 FDA mopaau ociiobomyBame Ha KOHTAMHHAPAaHA WA TOKCUYHA

XpaHa Ha 1Ma3apoT WK
2. CyACKH criop o HEMH(OPMHUPAHH KOHCYMEHTH KOM C€ OLITETHH MOpaau KOHCyMaluja
Ha KOHTAMHUHUpPaHa XpaHa.
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AreHnmja 3a 3amTuTa Ha kuBoTHa cpenumHa (EPA). AmepukaHckata areHiuja 3a
3amrTuTa Ha )kuBoTHaTa cpenuHa (EPA) e onroBopHa 3a MOTEHIMjATHUTE PU3UIN KOU MOKAT
Ja Oupar mpeau3BHKaHW on mectunuauTe wim xepounmaute. Crnopen EPA, mectunmpg
IpeTcTaByBa OMIIO KO€ COEAMHEHHNE UM KOMOUHALIM]a Ha COEIMHEHN]a KOU C€ HAMEHETH 3a Ja
CE CIIPEYH OLITETYBAHETO 0J1 OO KOj IITETHUK WIM MOXKeE J]a C€ KOPUCTHU KaKo PeryjaaTtop Ha
pactoT Ha pacteHujaTa. Criopesl 0BOj KpUTEPHYM, TPAHCTEHUTE PACTEHU]ja PE3UCTEHTHH KOH
XepOuIUIn WIM MHCEKTH IOCeoyBaaT NECTULUAHU cBojcTBa. Oco0€HO € BakHO Ja ce
HaromeHe neka EPA He ru perynupa TpaHCT€HUTE pacTeHH]ja, TYKY MECTHUIIMIHUTE CBOjCTBA
Ha TpaHcreHuTe pacTteHwja. CHUTe TpaHCTEHH pAcTeHHja HE MOJUIeKAT HAa TECTHPAmE U
perynanmja oxn crpana Ha EPA. OBaa opranmsanuja m3maBa J03BOJIM 32 KyJITHBHpAamE Ha
TPAaHCTEHUTE PACTeHHU]a CO MECTUINIHU CBOjCTBA HA OTPOMHU MOBpIIMHU (> 4 xekTapu). Mcro
taka, EPA tH perynmpa KOMepUHWjalIHUTE PETUCTpPAIlMM 33 PACTHUTEIHHUTE COPTH KOU Ce
IpO/laBaaT coO IMECTULMIHM CBOJCTBA, KAaKO IITO ce Bt mueHkaTa WM TpaHCreHaTa coja
PE3UCTEHTHA KOH XepOUIIUAH.

6.2.2 EBponcka YHuja

Curyanmjara Bo EBponickara Yuauja (EY) e MHOTY KOH(]Y3HA BO OJJHOC Ha PETyJaTUBUTE
3a OWOTEXHOJIOIIKUTE TMPOW3BOJAU. Mako romeM Opoj HAyYHH JOCTHUTHYBama BO
OouorexHoyorujara ce objaBuie Bo pamkute Ha EY, komepujanu3zamujata Ha METUITMHCKH,
npexpaHOeH ¥ MHIIyCTPHUCKH MPOM3BOIN MPETCTaByBa CIOXeHa npoueaypa. cro taka, EY
3HAa4YajHO 3a0CTaHyBa BO OJHOC Ha OJ00pyBamara M KOMEpIIHjajdu3alHjata Ha TeHETCKH
MoudunupanuTe pacteHuja. IloctojaT rojgem Opoj KOHTPAJAUKTOPHH PETYJIATHBH BO OJHOC
Ha KOHTpoJ1aTa Ha mpousBoauTe Bo EY kou ce nobuenu co pekomObuHantna DNA texHozoruja.
Taka Ha mp., TBPAOTO CHUpPEHE KOE ce A0O0MBa OJ] T€HETCKH MOIAU(PHUIMPAHU OPraHu3MU
(mpoun3BOAOT HE cOApKU AeTekTHOMIHa Mogudupana DNA uinu npoTenH) He MOAJIEKH Ha
peryianmja Win CIelujalHoTo o3HauyBame 3a MO xpana. Ha ciudeH Ha4yMH, T€HETCKH
MOJU(HULIMPAHUTE pPAaCTeHHja OJ IUEHKAa, KaHoJla W coja HE IOCedyBaaT JeTeKTHOMIIHA
resercku Moaupuumpana DNA win nporenH, MefyToa MOJUIeKAT Ha CTPOI perysiaTopeH
HaJ[30p ¥ 03HaYYyBame Ha Mpou3BoaoT. Mcro Ttaka, EY He e oOeanHeTa Bo 0lHOC Ha CTaBOBUTE
3a peryJjanMja Ha TeHeTCKH MoauduimpaHuTe opraHu3Mu. Bo TOj KOHTEKCT, caMO HEKOJIKY
3eMj¥ WICHKH MMaaT MaJja MoJIpIKa 3a MpuMeHaTa Ha OMOTEeXHOIIOTH]jaTa, APYTH 3€MjU HeMaaT
JIOHECEHO OJUTyKa 3a OBaa TEXHOJIOTH]ja, TOJeKa MaK, HEKOW 3eMjH MMaaT OCTaHyBaaT CTPOTH
NPOTHBHUIM 3a IPUMEHaTa Ha OMOTEXHOJIOTHjaTa.

PerymnaruBure 3a TeHEeTCKH MOAH(PHUIMPAHUTE OPTaHU3MH CE TIOAEICHH BO HEKOJIKY Jesa
O]l JIeTUcIaThBaTa. Bo paHMOT meproI 011 pa3BUTOKOT Ha OMOTEXHOJIOTHjaTa, PeryIaTuBUTE Ha
EU 6ue mopenenn nomery nBe perynatopau aupekTuBu. [IpBata /IupexTiBa o3HaueHa KaKo
90/119/EC ondaka npuMeHa Ha TEHETCKH MOAU(PHUIIMPAHN OPTaHNU3MH, a BTopara JlupekTruBa
o3HadeHa kako 90/220/EC ondaka mpoMuCIeHO 0cI000/TyBamke Ha TE€HETCKH MOIU(MUITUPAHN
OpraHu3MM BO JKMBOTHaTa cpenuHa. IlojonHa, aBeTe JOUPEKTUBH OHIIE H3MEHETH:
JupektuBara 90/119/EC 6una 3amenera co 98/81/EC Bo 1998 roamHa, nojieka maxk,
Hupekrusara 90/220/EC 6una 3amenera co 2001/18/EC Bo 2001 roauna. Perynarusara op.
1830/2003 ja 3amenmna [lupextmBara 2001/18/EC xoja Tm mocraBmia oapeadute 3a
CIIEIVTUBOCT M O3HAYyBamke€ HAa TCHETCKH MOIUGUIMPAHW OpPraHUu3MH M MpexpaHOeHUTe
NPOM3BOIM IITO ce J00MBaaT oa oBUe opranu3Mu. Ilokpaj oBHe HpUMapHHU peryaTOpHU
JOKYMEHTH TIOCTOjaT W JAPYTH peryiaruBu. Taka Ha mp., PerymarmBata EC 1829/2003 rm
ondaka ono0pyBamaTa 3a XpaHa Koja c€ COCTOM O], COAPXKH W Ce J00MBA O T'CHETCKU
Momudunupanu opranuzmu. PerynatuBara EC 1946/2003 ru ondaka MeryHapoIHHOT ma3ap
U TPAHCHOPT Ha F€HETCKU MOAU(DULIMPAHU OpraHU3MH, NIPH IITO €(PUKACHO CE UMIUIEMEHTHPA
Kaprarenckuor IIporokosn 3a 6106e30eHOCT U ciiyyajHUTE MEeI'yTpaHUUHH JBIKEHA.
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Kommmummpamero Ha oBaa Beke KOMIUTMIMPaHa OWpOKpaTHja MpeTcTaByBa ,,3aIITUTHA
KJIay3yJsa‘“, mpeKy Koja 3emjure wieHkd Ha EY oTcramyBaaT o mpuQakameTo Ha TeHETCKH
MOTU(HUIMPAHUTE OPraHU3MHU KOM C€ CMeTaar 3a 0e30eqHH CHope pa3IuuHU peryaTOpHU
nupextuBd. OBaa Kiiaysysarta cii000HO ¢€ KOPUCTH OJ 3eMjUTE YICHKH KOU C€ POTHBHUIIH
Ha 0J100pyBambETO Ha T'€HETCKH MoauduuupanuTe opraHnu3mMu. OBaa KOH(JIMKTHA CUTyaluja
Bo EY Bo omHOC Ha orpoMHuTEe OMPOKpAaTCKU MPOLEAYypU MPEeTCTaByBa IJIaBHA MPHYUHA
Hopajgy Koja TeHETCKM MOIU(PHUIMPAHUTE OpPraHU3MH C€ MHOTIY MajKy 3acTaleHd Ha
3eMjOJICNICKUTE TMONHBa. Bo Toj mornen, camo 5 3emju wienku Ha EY (Yemka, ®pannmja,
I'epmanmja, [lopryranuja u lllmanuja) KynTuBHpaT TeHETCKH MOAU(UIIMPaHH pacTeHHja Ha
CTPOTO OTPAHMYECHH NOBPIIMHHU. XpaHaTa KOja IMOTEKHYBa OJf T€HETCKH MOIUPUIMPAHU
OpraHu3MH € MHOTY peTka Bo EVY, co MCKIy4oK Ha mpUMEpOT CO TBPIOTO CHpEHE KOE €
JOOMEHO CO €H3MMH OJ TEeHETCKH MOTU(HUIMPAHN OpraHn3Mu. BeymHocT, 0Boj pexpanOeH
NPOM3BOJ T'M MMa HM30ETHATO CTPOTUTE PEryJaTHBH W O3HadyBama mopaau KomdopHaTa
CEMaHTHYKa TUCTHHKIMja TIOMEely XpaHaTa NPOM3BeAeHa O] TeHETCKH MOIUUIMPaHU
opraHu3mu (Koja MOJJIEKU Ha PEryjIaTopeH HaA30p) U XpaHaTa MPOM3BeeHA CO IeHETCKU
Moau(UIIMPaHH OpraHU3MU (HE TIOJIJIEKU Ha peryanuja).

Bo cure noxymentn Ha EVY ce moTeHuupa jaeka CHpOBENyBambeTO Ha pEryjiaTUBUTE
OBO3MOJKYBa 3allITUTa Ha 37paBjeTO Ha JIyleTO M >KMBOTHATa CPeAMHA OJ MOTEHIIMjaTHU
PU3UIM TOBP3aHM CO TEHETCKHM MOoAuduuupaHuTe opraHu3Mu. Jlocera BOONIITO HE €
JIOKYMEHTUPAH WM ONHINAH HEKOj PU3UK KOj MPOU3JIETyBa Off TEHETCKH MOAUPHUITMPAHUTE
opranm3amu. Cemak, EY Bpmm crTpora perymamuja Ha pEYHCH CHTE AacleKTH Ha
OMOTEXHOJIOIIKOTO 3€MjOIeJICTBO M TOOMEHUTE MPOU3BO/IH, TIPH ITO OA0OPEHHUTE TIPOU3BOAH
Bo EY mmaat HajBHCOK CTEIEH Ha peryJialnja U ¢ce CMeTaaT 3a Haj0e30eIHA TPOU3BOIH.

NurtepecHo ¢ ga ce namomene neka CAJl, Kanaga n ApreHTrHa nojHene Ty»0a MpOTHB
EY Bo Cserckara Tprocka Opranmzamuja (WTO) mopagm mnpumeHara T.H. WIETAIHU
peryJaToOpHU MEPKH KOW TH TUCKPUMHHHPAAT CTPAHCKUTE OMOTEXHOJOUIKH TPOHM3BOIM.
Opranmsanujata WTO ja npudarmia oBaa Ty»x0a, Mer'yToa KpajHaTa pe30oiyIiHja HajBepojaTHO
ke Tpae HEKOJIKy roAuHH. Bo TEKOT Ha M3MHHATHOT NEPHOJ, HAYYHUTE HCTpa)KyBama HE
HOTBpJMIIEe OUII0 KaKOB PU3HK I10 3/IpaBjeTo U KUBOTHATA CPEMHA KOM MOXKaT J1a ce MOoBp3ar
CO reHeTcku Moaudunupanute opranusmu. Crnopen toa, EY e mox roizem mputucok aa ja
olpaB/ia HHBHATa MO3UIMja BO OJHOC Ha BOCIIOCTaBYBamETO HAa CTPOTH PETyJaTHBH 3a
3alITUTa Ha 3/IpaBjeTO W JKUBOTHATA CPEIMHA OJI PU3HIUTE KOM MOXKAT Jla MPOU3je3aT Of
TEHETCKH MOJU(PHUIUpPAHUTE OpraHu3MU. Beke momonr BpEMEHCKH MEpHOJ, HAYYHHIUTE O
EBpornckure 3eMju akTHBHO ce (POKYCHpaHH KOH MPOHAOTamke WIH TOTBPAYBakbe Ha PU3UIIH
Npeau3BUKAaHA O]l TeHEeTCMU MoauduIMpaHuTe opraHu3smMu. Bo Toj koHTekct, EBporickara
Komucuja morpommna 70 MuiaroHu eBpa 3a ¢uHaHCcHpame Ha 81 HCTpakyBadKd MPOEKTH
npeky aHraxupame Ha 400 Tuma Ha Hayununu nomery 1984 m 2000 roguHa 3a ga ce
KapakTepu3upaar pu3UIMTE TOBP3aHU CO IeHeTCKUu Moauduimpanure oprannzmu (Kessler u
Economidis, 2001). Jlo neH neHc, c¢ ymTe He € JOKYMEHTHpaH HUTY €JE€H PHU3UK KOj
IPOM3JIEryBa OJf TeHETCKU MOAU(UIIMPAHUTE OPraHU3MH.

6.2.3 Kanajga

Kanama e eamHCTBeHaTa 3eMja KoOja BO pEryJIaTHBHTE 32 T€HETCKH MOIU(PHUIMPAHU
OpraHu3MH TBPJAM JEKa PU3UKOT € MOCIEANIa OJ] MOTeHIUjaleH OIaceH MPOM3BOJ, a HE O]
MPOIIECOT KOj ce MPUMEHYBA 3a T00HMBame Ha Mpou3Boa0T. Criope Toa, BO 0Baa 3eMja ce IpaBu
peryiaTopHa peleH3uja Ha CHTE HOBU IMPOU3BOIM, JAYPU W HEKOW IMPOW3BOAM KOW HE Ce
nobuenn co pekomOmHanTHa DNA TexHomoruja wim apyru Gopmu Ha TexHosoruja. Cure
JPYTH PeryJaTHBH BO CBETOT ce 0a3MpaaT Ha MPOLECOT HAa MPOU3BOJICTBO (PEKOMOMHAHTHA
DNA TexHosoruja) co 1en jna T omndaraT NPOU3BOJUTE MOJA COOABETHU DPEryJaTOPHH
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npouecu. Jlo nenec, Kanama e enmHCTBEHaTa 3eMja BO CBETOT KaJle HITO 3aKIIyYOLHTE O]
Hay4YHaTa 3aefAHMIA (IPOIEeCOT HAa Pa3MHOXKYBAam€ HE € MOBP3aH CO PU3HK) C€ IIETIOCHO
npudaTeHU BO peryjaropHara mpakca.

PerymnaropHuTe OArOBOPHOCTH 3a T€HETCKH MOIU(HUIMpaHuTe opraHnu3Mu Bo KaHana ce
crpoBelyBaaT o cTpaHa Ha 3 denepanHu opraHuzauuu: Kanajacka opraHusangja 3a
uHcnekyja na xpana (Canadian Food Inspection Agency-CFIA), 3npasje Kanana (Health
Canada) n Kannacka arennuja 3a 3amrtuTa Ha xkuBoTHaTa cpeaua (Canadian Environmental
Protection Agency-CEPA). 3npaBje Kanaga nma ekckiy3uBHa OJTOBOPHOCT 3a 0e30emHocTa
Ha XpaHara, fojeka nak, kannenapuute Ha CFIA ce onroBopHu 3a pusninyre BO JKUBOTHATa
CpelMHa W 3aKaHWTE 3a XpaHaTa Ha xuBoTHuUTe. Ox apyra ctpana nak, CEPA 006e30enyBa
cnenn(UIHO OCUTYPYBahE KO€ TH omidaka CUTE IMPOU3BOIH KOH CE MPOITYIITEH! O/ CTPaHa Ha
OCTaHATUTE OPTaHU3AINH, KaKO M TPOM3BOIN KOU JIBOCMHCIICHO CE TOJIKYBAaT O/ 3aKOHCKHUTE
aKTH 3a J1a ja u30erHar peryjiaTropHara KOHTPOJIA.

6.3 MefyHapoaHu nepcneKTHBH

CuTe peryjaaTopHH areHLUH LIMPYM CBETOT BepyBaar eka OMOTEXHOJIOIIKUTE TPOU3BOIU
MOXaT Jla MpeAU3BUKAAT OIPEACHH PU3UIM HA CIMYCH HAYMH KaKO U MPOMU3BOIHUTE KOH CE
JNOOHMEHU CO TPAJULMOHATHOTO Pa3MHOXKYyBame. Cenak, peryJlaTopHUTE areHIMH CMEeTaarT AeKa
MPOU3BOJUTE ITO ce Jo0uBaaT co pekomOmHaHTHaTa DNA TexHolorumja MokaT naa
Npean3BUKAAT OMACHOCTH Mo 0e30eIHOCTa Ha XpaHaTa WM 3arpo3yBarmbe Ha €KOCUCTEMUTE.

Perymaropaute areniun 3a Oe30emHocTa Ha XpaHaTa T pasrienyBaaT MOKHOCTUTE 3a
HaMEPHO WJIM CIy4YajHO KOHTAaMUHHPamke Ha HOPMaJHATa XpaHa cO TOKCUYHU HJIH aJIepTeHU
COCJMHEHHMja 3a BpEME Ha IMpPOIECOT Ha MPOW3BOJICTBO WM 3HAYajHO Ja Ce HaMald
COIpKMHATA Ha XpaHIUBH MaTepuu. OBHE PETYIaTOPHU areHINK ro UCITUTYBAaT H3BOPOT Ha
UHTPOJYLIUPAHUOT T€H CO IeN Ja Ce OJpPeAM HEeroBaTa IOTEHIMjalHA TOKCUYHOCT WIIA
aepreHocT. Bo Toj KOHTEKCT, UCTpaKyBama IMOKaKkase JIeKa aJepreHuoT pe3epBeH MPOTCHH
0J1 Opa3MIICKMOT OpEB MOKaXyBa alepreHy CBOjCTBA M IPU HETrOB TpaHCc(ep U eKCIpecHja BO
coja (Nordlee u cop., 1996). Criopen Toa, anepreHuTe MpOTEeHHU HEMaaT MOTpeda Of CBOjOT
TeHETCKH WK (PU3HOJIOIIKY JJOMAKHUH 32 J]a eIMIUTHPaaT anepred oarosop. Ha ciuuen HauuH,
areHnuuTe 3a 0e30elHOCTa Ha XpaHaTa ja WMCIUTYBaaT BepojaTHOCTa 3a TpaHchep Ha
MNOTEHIIMjAaTHO TOKCUYHH U JIPYTH aHTUHYTPUTHUBHHU COEAMHEHHja O]l IOHOPHUTE BUIOBH Kaj
pELMITMEHTHUTE BUAOBH. McTO Taka, peryiJaTopHUTE areHIWW Cyrepupaar JeKa MOCTOU
BEpOjaTHOCT 3a TpaHcdep Ha ,,0EHUTHU T€HH M MPOTEMHH KOM MOXKAT Ja ja CTUMYJIHpaar
OpOAYyKIMjaTa Ha EHAOTeHH TOKCHHM, aJlEpreHd W AaHTUHYTPUTHUBHH COCJMHEHHja BO
PELUTTUEHTHUTE BUAOBU H IPEXPaHOCHUTE TIPOU3BOIH.

WuoBaTopuTe Ha OMOTEXHOJIOIIKUTE PACTUTEITHU KYJITYpH HE TH MMOTIEHYBAaT pEaTHUTE
PU3HLIHY U 3aTOa CIIPOBEAYBaaT TeCTHpama npes (a3ara Ha KOMEpUILMjaIr3alrja co Lel Aa ce
o0e30enaT CUrypHU JOKa3W JeKa HOBHTE COPTH HE IOCeayBaaT TOKCUYHHU, aJlepreHH WIH
AHTUHYTPUTUBHU coeinHeHHja. Cekoja HOBa COpPTa KOja IIOKa)KyBa IIPUCYCTBO HA TOKCHUHHU WIIH
JIepreHd ce eJIMMUHHUpA OJl HATaMOIIHUOT MHpoIleC Ha KOMeplHjaau3aluja IMpex Jga ce
CIpOBEJAT TeCUpama OJ] PeryJaTopHUTE areHiuu. HeomxomHo e 1a ce MoTeHuupa JeKa He
MOCTOM KOMITaHHWja KOja TOCaKyBa Jia c€ COOYM CO OATOBOPHOCTA 3a KOMEpUHjalu3anuja Ha
HOBH TIPOM3BOM KOM MPETCTaByBaaT BUCTHHCKA 3aKaHa I10 3/IpaBjeTO Ha KOHCYMEHTHTE.

®dusnonoryjata Ha YOBEKOT € YHHKAaTHA (DU3HMOJIOIIKA IEIHHA, OJHOCHO TOKCHHHTE
QIEPreHnTe WIH IPYTH aHTHHYTPUTHBHU COCTMHEHHU]a PEAN3BUKYBaaT PEUUCH TT0/ICTHAKOB
pU3UK Kaj cuTe Nyfe mupyM cBeToT. Mako mocTojaT oApeldeHH pas3iuKd Kaj XymaHara
NoIyJjialija BO EKCHO3WIHMjaTa TOpagd KyJITYPOJIOIIKHTE PA3JIUKH, KyJIUHAPCKUTE
npedepeHIy Ui METOIUTE Ha IOATOTOBKA, TOKCUHUTE BO XpaHaTa MIPETCTaByBaaT ONacHOCT
3a JIyfeTo o] pa3IMYHU KOHTUHEHTU. Toa 3HauM JeKa CUTE PeryJaTopHH areHIuu Tpeda aa
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CIIpOBEyBaaT TECTUpama 3a Oe30e1HOCTa Ha XpaHa Ko ce 0a3upaar Ha HCTH KpUTepuyMu. Bo
TOj KOHTEKCT, AMEPUKAaHCKUTE M EBPOICKHUTE pEeryJaTOpHH areHnuu Tpeda ma Ounmat
€IMHCTBEHU BO 3aIlTUTATa ¥ HHTEPECOT Ha CUTE TIOTPOIIYBAaYH IIUPYM CBETOT U He Tpebda aa
ce Iymupaar OUpOKPATCKUTE MPOIeaypH 3a Oe30eqHocTa Ha Xpanara. O 0co0eHO 3HaYCHE
€ peryJlaTOpHHUTE areHIMu Aa ce (OKycupaaT Ha JIOKAIHUTE BapHjallud BO KyJIHHApCTBOTO,
BKJIy4yBajKl IO METOAOT Ha MOJArOTOBKa (FOTBEHA XpaHa BO OJHOC Ha CBEXa XpaHa) WIH
LIEJIOKYITHaTa €KcIo3ulMja (OJpefeHa XpaHa € IJaBHAa XpaH/IMBAa KOMIIOHEHTa Kaj eHa
KyJITypa, 2 MUHOPHA KOMIIOHEHTA Kaj Ipyra KyJITypa).

Hcro Taka, peryinaropHUTE areHIMH I'M KOHTPOJIUPAAT IMOTEHIHjaHUTE PU3HIU KOU
NPOM3IIETyBaaT 0 OMOTEXHOJIOIIKUTE TPOM3BOIU BP3 KUBOTHATA cpennHa. KOHCEH3ycoT BO
HayYHaTa 3a€/IHUIA jaCHO TOTBPIYyBa JeKa METOAOT Ha pa3MHOXYBame Ha pacTeHUjaTa HE
NpeTcTaByBa pHU3UK (PaKTOp 3a 3arpo3yBame Ha JKMBOTHAaTa cpeamHa. Criopen HaydHaTa
3ae/IHUIIA, TTTABHUTE PU3UIH 32 HAPYITyBamkhe HAa EKOCUCTEMUTE TIOTEKHYBAAT O] PACTUTEITHAOT
BUJ OJ MHTEpeC, ocoOMHaTa Koja ce MOAu(HUIMpPa, KAKO U PETHOHOT Ha OCIO00AyBamke Ha
IeHETCKU MOAN(UIIMPAHUTE PACTEHH]a.

3a pa3nuka on yHu(popMHaTa (U3MOJOrHja HAa YOBEKOT, €KOCHCTEMUTE BO CBETOT
MOKaXKyBaaT IIMpoKa Bapujanyja. Toa 3HauM Jeka pacTeHrjaTa Kou IITO ce cMeTaaT 6e30eqHu
3a ocnoboayBame M kKoMmeprnujanusanuja Bo CAJ] Moxkar na Npeau3BUKaaT €KOJOIIKa
karactpoda BO AmazoHckure npamymu. Illupokara Bapwjamuja Ha XKHUBOTHUTE CPEIMHU
IIMPYM CBETOT € TIJaBHAa IPUYMHA 32 MOCTOCHETO Ha XETEPOreHOCT BO CTPATETHUTE 3a
KOHTPOJIa HA PU3HMIUTE BP3 KUBOTHATA CPEIUHA Kaj PEryJaTOPHHUTE areHIMH O] pa3IndHH
peruonu Bo cBeror. CUTe Ap:KaBM HE MocexyBaaT peryiatopHu pecypeu kako CAJl, Kanana
wim EY wu 3atoa MeryHapoaHHWTE KOAIMIUMM ce oOuayBaar Ja ja paluOHaIH3Hpaar
perynanujara Ha 6Mo0e30eTHOCTa 3a TIOTCHIIN]JTHUTE PU3UIIA BO €KOCHCTEMUTE.

['maBHO HAy4YHO APYIITBO 32 HCIIUTYBAE HA PU3UIATE OJ1 OMOTEXHOIOIIKH IIPOU3BOIN BP3
JKMBOTHATa cpennHa ¢ MHTepHAIMOHAIHOTO APYIITBO 3a HCTPaXKyBame Ha OmoOe30emHocTa
(International Society for Biosafety Research-ISBR). Opa naydHo mpymTo oapXxyBa
JBETOJIUIIHN CUMIIO3MYMH 3a HayYHM JUCKYCHHM KOHM ce OoJHecyBaaT Ha OMoOe30eqHOCTa Ha
€KOCHCTEMHUTE U BJIMjaHUETO Ha OMOTEXHOJIOTH]jaTa Bp3 Onocdepara.

OcobeHo 3Hauewe 3a KOHCOIMIOWpame Ha uHHpopManuuTe 3a e(eKTuTe Ha
OMOTEXHOJIOMIKUTE TPOU3BOAM Bp3 OmoauBep3uTeToT nMa Kaprarenckuor IIpotokoin, koj
noteknyBa oji KonBenmujara Ha Owonomkuor auBepsuteT (Convention on Biological
Diversity-CBD). Llenta Ha oBoj [IpoTokon e ,,qa ce 3amTuTH OMOoJIoMKaTa pa3sHOBUAHOCT O
NOTEHIMjATHUTE PU3WIU TPEAU3BUKAHU O]l KUBHUTE MOTU(PHUIMPAHU OPraHU3MHU KOH Ce
nobueHu o1 MojepHara ouorexnonoruja‘“. [IpoTokonoT ro mMaaT moTnuIIano moseke ox 130
3eMjH KOHM C¢ OOBp3yBaaT Jia BOCIIOCTABAaT OPraHU3allMU 3a MJCHTHU(HUKAIja, MOHUTOPUHT,
JOKYMEHTUPAkE U CIEeNCHEe Ha XKUBUTE MOAUMUIMpaHH opraHu3Mu. JloroBopoT omdaka
MelryHapoJHa TProBUja Ha >KUBH MOJUQPUIIMPAHU OPraHU3MH, OJHOCHO BHjaOWIHH H
HeoOpaboTeHn OMOTEXHONOMIKH mpou3Boau. Bo oBoj [IpoTtokon e ondarena exHa 3akoHcka
onpezaenda o3HaueHa kako Biotechnology Clearing House, koja mpeTrcraByBa OaHKa Ha
WH(POPMAITUH 32 )KUBUTE MOIU(DUITUPAHNA OPTAHU3MH.

Kaprarenckuot IlpoTokosn ro umaar patudukyBano 134 3emju co 1emn ja ce OBO3MOXKHU
U3rOTBYBal-€ Ha PETYJAaTOPHU OUTYKH 3a CTENEHOT Ha PH3HMK 32 JIOKATHUTE E€KOCHCTEMH.
Cenak, ocnoBata Ha Kaprarenckuor IIpoTokon ce 06a3upa Ha TPETHOCTABKUTE JeKa
OMOTEXHOJIOIIKHUTE POU3BOIM IPETCTaByBaaT 3aKaHa 3a OMOANBEP3UTETOT, HAKO HE ITOCTOjaT
nojaTond KOM TW TOTBpAyBaaT oBue wuHbopMmanuu. [lapamgokcanHo e Toa IITO
OMOIMBEP3UTETOT € 3arpo3eH caMO OJ] OMOTEXHOJOMIKHTE MPOW3BOMM, JOJCKa MaK, CUTE
BHjaOMJTHU OpPraHWU3MH WM TPOW3BOJU 3a MeElyHapoJHa TProBHja c€ OCI000JCHH O] OBaa
perynatuBa. 'omem Opoj Hay4yHH CTyAMH 3a PHU3MLUTE BO >KMBOTHaTa CpeIMHA jacHO
HOTBpJlyBaaT Jieka OMOTEXHOJIOIIKUTE MPOMU3BOJAM HE MPETCTaByBaaT IOrojeMa 3aKaHa 3a
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€KOCHCTEMHUTE ¥ OMOTUBEP3UTEOT BO criopeada cO KOHBEHIMOHAIHUTE pon3Boan. Ha TakoB
HA4MH Ce CMeTa JieKa IiaBHaTa npernocrtaska Ha Kaprarenckuot [IpoTokon Hema peneBaHTHA
u Baxxkeuka ocHoBa. C¢& ymTe HemMa EBHJCHTHpPAH MOAATOK WM CIy4aj JIeKa TEeHETCKU
MOIU(UIIMPAHUTE OPTraHWU3MHU IpEeAU3BUKyBaaT IuTeTH Bp3 OmommBep3uteToT (McHughen,
2006). Toa 3Hauu 1eKa BUCTUHCKHUTE 3aKaHU 3a OMOUBEP3UTETOT U IPUUMHUTE KOM MOKAT Ja
Ipeau3BHKaaT eKOJIOIIKa KaTacTpoda BO HAILIMOT IJIAHETapeH eKOCUCTEM Ke ITPOA0IIKAT /1a ce
JIUCKyTHpaaT BO uaHuHA. VcTo Taka, Tpeba na ce 3eMe Bo mpenBuj aeka KaprareHckuoT
[Iporokos ynpaByBa co CUTE PETyJIaTOPHU PECYPCHU 3a 3ALUTUTA Ol XUIIOTETCKUTE PU3HLIM OX
KUBHUTE MOIU(UIMPAHA OPTaHU3MH, a BOOIIITO HE C€ CIPOBEAyBaaT aKTHMBHU CTPATETUU 3a
SIMMUHHPakE Ha (DaKTOPUTE KOM MPEIN3BUKYBAaT peaHa ITeTa BO )KUBOTHATA CPEIMHA.

6.4 HenocraTouu Ha peryjiaTOpHHUTE CHCTEMH 32 TeHeTCKH MOAM(PUIIUPAHN OPTaHNU3MHU

JICHeNIHNUTE peryJaTOpHU CHCTEMH 3a T€HETCKHM MOIU(UIMPAHHTE OPraHUu3MH HE ce
0a3upaaT Ha HayyHU CO3HAHMjAa U TOKpPa] TBpIACH-ATA O] MOJUTHYAPUTE U PETYyJIaTOPHUTE
areHIMM JeKa HUBHUTE CUCTEMHU MMaaT HayyHa no3ajauHa. [locrojar rosiem O6poj HeaocTaTouu
0]l Hay4€eH aCHeKT KOU I'M IEMaHTUPAAT PEryJaTOPHUTE CTPYKTYPH.

1. IToBekeTo peryiaaTopHu OpraHU3alKy MPETIOCTaBYBAAT AeKa TPAIUIIMOHATTHITE METOIN Ha
reHeTcka MoauduKalmja He ce CMeTaaT Kako pH3MK (hakTop, JoJeKa Mmak, MpolecoT Ha
OnoTexHoJIOTHja MpeTcTaByBa n3Bop Ha pusuny (Cia. 6.1). OBaa nmpeTnocraBka c¢ yIiTe He
€ TIOTBpJCHA OJ HAay4YeH acleKT, OWACjKH CHUTE CTyAWW Cyrepupaar JieKa IpoIecoT Ha
OMOTEXHOJIOTHja He € MOOMaceH BO cropeada co APYyruTe METOAM Ha Pa3MHOXKYBambe Ha
pactenujata (Kessler u Economidis, 2001; NRC, 2004). /1o neHec, c€ yITe He IOCTOHU jJaBHO
Oapame 3a Ja C€ WHUIHMpPA HCIUTYBAKETO HAa PU3UKOT KOj MPOUNIETyBa O]
KOHBEHIIMOHATHOTO 3eMjonenicTBTo. Cropen Toa, CHUTe TPOHM3BOAM JOOWEHH CO
Pa3MHOXYBamkE HA paCTCHHjaTa, BKIIYUyBajKU T pacTeHUjaTa JOOWEHU CO pEKOMOWHAHTHA
DNA rexnomoruja tpeba aa mojuiexar Ha perynanuja. Mcro taka, HEONXOAHO € Ja ce
HaMaJId CTpOrara peryJaiuja Kaj HeKOH ,,06HUTHU TeHEeTCKU MOIM(UIIMPaHN pacTeHU]ja U
Jla ce TpeTUpaar Kako KOHIIEHIIMOHAIHUTE 3€M]jOI€ICKH IPOU3BOIH CO CIIMUYEH PU3HK.

2. Exckity3uBHaTa peryJjanyja Ha FeHeTCKU MOIU(pHUIMPAHUTE OPTraHU3MH O] CTpaHa Ha HEKOU
peryiaTopHHU areHIuu ce 0aszupa Ha MpeTrnocTaBKaTa JeKa HHTEPCIEIMCKUOT TpaHcdep Ha
TeHU € HEMPUPOJIeH U MOTEHLIMjalIHO omnaceH mnpouec. Cenak, Tpeba a ce HaoMeHe JeKa
He [TOCTOM PUTHIHA Oapuepa momery BUIOBUTE BO OAHOC Ha TpaHC(HEPOT Ha TeHH, OHuIejKu
MIOCTOjaT HEKOJIKY IPUMEPH BO TMPHPOJIATa 3a IBIKEHE Ha TEeHHU OJ1 €ICH Ha JPYT OpraHu3am
0e3 ma HacTaHe HeKoja omacHOCT. Taka Ha mp., A. tumefaciens e TPUPONEH ,,[CHETCKU
WHKEHep** KOoj BpIIM TpaHCc(ep Ha KpaTKH cerMeHTH of OakTepucka DNA Bo eykapHOTCKO
jampo Ha kjeTkara momakuH. Mcro Taka, romeMm Opoj coptu Ha mdeHuna (7riticum) 3a
NpOM3BOJCTBO Ha Jied HocaT DNA ¢dparMeHTH o1 XxpoMo3oMuTe Ha px (Secale).

3. He nocroun opranuszanuja Koja uMa JIOBOJIHO PECYPCH 3a MCIUTYBamk€ HAa CUTE T€HETCKU
MOJU(ULIMPAHN OPraHU3MHU BO OJHOC Ha CUTE MOTEHLUjaJHU pu3ulM. Bo TOj KOHTEKCT,
peryJiaTOpHUTE OpraHNU3alluK Pa3BUIIe pallHOHAJICH CUCTEM Ha IPUOPUTETHOCT, CIOPE. KOj
NPOM3BOJUTE KOM IPETCTaByBaaT HAJrOJIEM PHU3MK IOJJEKAT HAa HAjBHCOK CTENEH Ha
perynatopHa uHcneknuja. Cermak, MOCTojaT ToylieM Opoj HECOTJIACHOCTH BO OJHOC Ha
NpUMEHAaTa Ha OBOj CHCTEM Ha IPUOPHUTETHOCT. Taka Ha Tp., IBE Pa3InIHA COPTH HA KaHOJIA
MOXaT J1a ce MOAM(UITNPaAAT 3a CTEKHYBamkhE Ha PE3UCTEHTHOCT KOH XepOUIIUIN CO TIPUMEHA
Ha pekomOuHanTHAa DNA TexHooTHja Wiv HHIypaHa MyTareHesa. Mlako asetre copTu Ha
KaHOJIa MPEIU3BUKYBaaT CIMYHU PU3UIIM, COpTaTa JOOMEHA CO OMOTEXHOJOUIKHOT METO/T
MOJUIe)KH Ha TIOBHCOKA perylaTopHa KoHTpoia. Cropea Toa, CIMYHUTE COPTH KOU
NpeAu3BUKYBaaT INOAEIHAKBU pU3MIM Tpeba Ja MOAJeKaT Ha CIMYEH CTeNeH Ha
peryjaTopHa KOHTpOJIa.
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Ceaeknmja o1 XoMorena nonyJjaanmja

CeieKnnja ojf XereporeHa nomyJianmja

BrpcTyBaibe ia ofofpens copTH Ha pacTennja
€O CHTE MEeTO/H Ha Pa3MHOKYBAE

Tpancdep na rend moMery cpojinn BHA0BH Npeky Agrobacterium
Konpennnonajano BRPCTYBAILE Ha CPOHN BHIOBH NMPERY MOJIeN
Kﬂlllil’.‘lllIII(Il[a.’-IIl() BRPCTYBAILE Ha HECPOJHH BH/IOBH NPERY IOJIeH
Comarcka XHOpHaH3anuja

CoMaK/I0OHCKA BAPHjauuja

Tpancdep na renn novMery cpojiii BHI0BH NPeKY OHOIHCTHEA

Tpancdep na renn noMery Hecponn BHOBH NPEKY OHOJHCTHKA

1
I
s
Tpancdep na renn noMely Hecponu BUIOBH npeky Agrobacterium B 00 e

Xemucka MyTaremesa, jﬂllll'}ll]’l'd‘ll{l'l ipaveihe

Hucka _ Bucoka
BEPOJATHOCT  BepojarHocT 3a necakanm  Bepojarnocr
eexkT (IPOoH3BO/IHA CKAJIA)

Cnuka 6.1 PenaTuBHa BepojaTHOCT 3a HECAKaHW TEHETCKH €(eKTH KOW Ce IMOBpP3aHU CO
pa3IMYHA METOM Ha TeHeTCKa TpaHchopMmalmja Ha pacTeHrjaTa. CHBUTE 30HU TO
MPUKaXyBaaT PaHrOT HAa HECAKaHW NPOMEHH, JOJeKa MaK, LPHUTE 30HU TO
MPUKAXYBaaT CTETICHOT Ha TEHETCKO HapyITyBame MpH cekoj meto. [locTon HuCcka
BEPOjaTHOCT 3a I10jaBa HA €/IHAKOB CTENEH Ha HECaKaHW I'€HETCKH e(PEeKTH Kaj
pa3nUYHM METOJM Ha TeHTCKUOT MHXXEHEPHHI, FeHeTcKaTa MoauduKkanuja wiu
KOHBEHILMOHAJIIHOTO pa3MHOXyBame. lloBepojaTHO € fJa HacTaHaT HEcaKaHU
reHeTCKH e()eKTH Kaj KPajHHOT MTPOU3BO/] OTKOJIKY Kaj METOJIOT IITO CE MPUMEHYBa
3a reHeTcka Tpancopmanmja. Taka Ha mp., ceNeKIujara oJl XOMOreHa momnyJanyja
MOKa)KyBa HajHUCKA BEPOjaTHOCT 3a MOjaBa Ha HecakaHW TeHeTCKu edektu. On
Jpyra CTpaHa TMakK, WHAyIHpaHaTa MyTareHe3a IMOKa)KyBa HAjBHCOK CTENEH Ha
TeHETCKO HapylIyBamke M BHCOKAa BEPOjaTHOCT 3a I0jaBa HA HECAKaHU T'€HETCKH
edextu (NRC, 2004).

4. TlocTon HeOoCHOBaHA MPETIOCTAaBKA JeKa PU3MLUTE 0/ OMOTEXHOJIOTHjaTa C€ YHUKATHU U
Tpeba Jja ce TecTHpaaT Kako ancoldyTHH o0jexTH. Cemak, pU3MKOT KOj IpOM3JIEryBa OJ
OMOTEXHOIIKHUTE MMPOU3BOAU Tpeba Ja ce CMeTa KaKo pesIaTUBEH WM KOMIIapaTHBEH BO
OJTHOC Ha KOHBEHIIMOHAJIHUTE MPOU3BOAU. BO TOj KOHTEKCT, BOOOMYAEHOTO IMpaliambe: KOu
ce pU3MLIUTE MOBP3aHM CO OBaa TeHeTCKH Moauduimpana copra?, Tpeba a ce 3aMEHH CO
HAYYHO M3/PXKAHO Mpalllamke: KOM Ce PUNIIUTE MIOBP3aHU CO OBAaa FEHETCKU MOIU(HUIMPpaHa
COpTa BO OJHOC Ha PU3HIMTE OF KOHBEHIIMOHAJIHATA cOpTa Koja ke ja 3amenu?. OBa
eKCKITY3MBHO PETYJIHpame Ha HOBHTE COPTH W UTHOPHpAE HAa CTAaTyCOT HA MOCTOCUKUTE
COPTH OBO3MO’KYBa CEKOj HACHTU(UKYBAH PU3HK O/ TCHETCKH MOANDUIIPAHUTE COPTH Jia
Ce WCKOPHCTH KaKO apryMeHT 3a Ja ce 3a0paHd KoMepuujanu3anyjara Ha
OMOTEXHOJIOMIKHUTE TIPOU3BO/IH.

5. TBpuewaTa Ha OpraHU3alMUTE JIeKa PeryJIaTUBUTE UMaaT Hay4YHa OCHOBA Ce MOTBPJIEHHU CO
TEXHUYKATa JJOKyMEHTAIIMja KO0ja ja OKa)XyBa BAIMIHOCTA HA Pa3IMYHA METOIH, TECTOBH,
Mepema M JApyru kputepuyMu. Cemak, JOCTallHOCTa Ha PECYpCH M eKclepTu3ara 3a
CIPOBEIYBalk€ HA TECTOBUTE HE CE JOBOJHHM KPUTEPUYMHM 3a Jla C€ 3aJ0BOJIM HayyHarTa
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BAIMIHOCT M ONPABIAHOCT. Taka Ha Mp., TECTUPALETO HAa EKCTPaXupaH U Mypudumpan
NPOTEUH O]l TEHETCKO MOIU(HUIIMPAHO PACTEHHE 32 MOTEHIMjaTHA aJlepreHOCT HABUIYM
u3riie/ia Kako onpasaana nmotpeda 3a perynanuja. Cemnak, CipoBeIyBamkeTO HA TECTOBH 32
QJIIEPTeHOCT HE € HayYyHO ONpaB/aHa CTpaTerHja ako He MOCTOU XHITOTe3a JIeKa IPOTEHHOT
MOXe€ /1a UMa aJlepreHy CBOCjTBA. AKO I'€HOT € KIIOHUPAH OJ1 II03HAT U3BOP Ha alepreHu Wiu
UCIUTYBAHUOT MIPOTEUH MMa XOMOJIOIHa aMUHOKUCEIMHCKA CEKBEHIIA CO TMO3HAT aJlepreH,
TOrall TECTOBUTE 3a CIPOBEAyBambe Ha alepreHoCT MMaaT HaydHa BaJMIHOCT U
ompasnaHocT. OBHe HEOCOHOBaHM MOTPEOH 3a peryianyja 3a Ja ce MOKake Ha jaBHOCTa
JleKa ce CIIPOBEJCHM HAay4yHH TECTOBM 3a MOTEHILMjaIHA AJepreHOCT WM Jia ce BekOa
KOHTPOJIa HaJl HHOBAaTOPUTE HE YCIeBaaT Ja ja 3roJieMar jaBHaTa JioBepOa 3a 6e30emHocra
Ha MPOU3BOJIUTE.

[Tpen na ce cnpoBenaT OMIIO KaKBH TECTHPamka Kaj TEHETCKUA MOTU(PUIIMPAHUTE OPTaHU3MH,
peryiaTopHUTEe areHnuu Tpeba Ja OAroBOopar Ha CJIETHOTO MpamiameTo: ,.Kako
nH(opMaljaTa oJ] OBOj TECT/aHann3a ke MOMOTHE BO 3rojieMyBame Ha jaBHaTa joBepda 3a
0e30eHOCTa HAa OBOj MPOM3BON?”. AKO OJTrOBOPOT € ,,peUMCH UCTO™ WIH ,,HeMa MPOMEHH",
Torall, noTpedara 3a CipoBeyBamke Ha PeryJIaTUBH HE € Hay4HO ONpaBJaHa U ce MOTLEHYyBaaT
npaBaTa Ha jaBHOCTA 3a eUKacHa peryJaimja.

[To3naro e nexa 3ApaBjeTO MOXeE J1a Ce 3arpo3u OJ Pa3IHYHH TOKCHYHHU (aKTOpU Ol
XEMUCKO MIJIM OMOJIOIIKO MOTEKIIO KOM MOJKAT Jla Ce HajaaT Bo XxpaHata (JIuoKcuHu, Salmonella,
Escherichia coli). VIcto Taka, eKOCHUCTEeMHUTE ¥ OHOJUBEP3UTETOT C€ 3arpO3eHU O]
AKTUBHOCTHTE BO 3€MjOJIEJICTBOTO W Pa3MHOXKYBAaWmETO HAa pacTeHHjara, Kako IITO €
UHTPOJYKIMjaTa HAa WHBa3WBHHU BHI0BH. Jlo JeHEC, HE TOCTOjaT MOTBPIACHU CIIydaun Ha
HapyIIyBama Ha 3JpaBjeTo Kaj JIyleTO MW KUBOTHUTE, KAaKO W 3arpo3yBarme Ha KUBOTHATA
CpelMHa O]l CTpaHa Ha TEHEeTCKH Moaupunupanure opranuzMu. Cemak, pedncu CHTE
perynatuBu TH ondakaar camMO OHOTEXHOJIOIIKHTE TPOM3BOJM, a KOHBECHIIMOHAIHUTE
NPOM3BOJM KOW TIPETCTaByBaaT M3BOPH HA CHUTE IMO3HATH OINTETYyBama EKCIUIMIIUTHO Ce
ocio0oayBaaT oJ peryianuja. HecoriaceHWTe CTaBOBH MOMEry perysiaTOpHaTa mpakca U
Hay4YHUTE INPENOpaku IPEeTCTaByBaaT KOHTHHYyHpaHa 3aKaHa II0 3/paBjeTO M KUBOTHATa
CpelMHa Koja Ke MPOAOJKM BO MIHMHA C€ J10/IeKa HE 3al04HE perysiaTopHa KOHTpoJa Ha
HPOM3BOJUTE KOU IIPETCTABYBAAT HAjrojeM pU3UK O€3 pa3iinka Ha METOAOT IITO Ce IPUMEHYBa
3a HUBHO Mpou3BoACTBO. E(hprkacHOCTa Ha perynaropHaTa KOHTposa Tpeba 1a € BO Kopenaliyja
CO CTENEHOT Ha pu3MK. Bo TakBa cuTyanuja, peryjiaTropHUTe areHIuu ke ce Gokycupaar Ha
KOHTPOJIa HAa BUCTUHCKHTE 3aKaHH IO 3[JpaBjeTo M KUBOTHATA CPEIMHA, A IIOMAJIKy BHUMaHHE
Ke ce MMOCBETH Ha MPOU3BONTE KOU MPETCTaByBaaT Majia 3aKaHa.

[MpudakameTo Ha OBaa MOTUTHKA K& OBO3MOKH OI(aKkame Ha HEKOM IMPOU3BOIN KOH Cera
HE C€ IOJ peryjaTopHa KOHTPOJA, KaKo INTO € TPaJUIMOHATHHOT HAYMH Ha TEHETCKa
Moaudukanuja (Ip. MHAYIHpPAHA MyTareHe3a CO JOHH3Mpayko 3padewe). Ox apyra crpaHa
[IaK, OBOj MPHUCTall kK& OBO3MOXXH HUCKIY4YyBamke Ha HEKOM OMOTEXHOJIOIIKU HMPOM3BOJAM KOU
MOKa)KyBaaT HU30K PU3HK, a MOAJIEKAT Ha peryjaropHa KoHTposa. OBoj mpucTan HE 3Ha4u
[PEONTOBAPYBAE HA PEryJIaTOPHUTE areHuuu, Ouaejku HOBUTE ON(aTeHH I[OONACHU
IOpOM3BOIM K€ C€ BO pPaMHOTEXa CO MCKIYYEHHTE M TMOMAJIKy OIAaCHU HPOHM3BOIU KOU
MoJIJIe)KaT Ha KoHTposa. Mcro Taka, enuMuHanujata Ha OpOjHUTE HEMOTPEOHU TECTOBH 3a
HaydYHa BaJHJaIMja Ha 0e30eTHOCTa Ha OMOTEXHOJIONIKUTE MPOU3BOIN MOXKE Jia TO peAylupa
NPEONTOBAPYBAKETO BO PETYJATOPHUTE AareHIud. AKO TOJHWTHYKATa W peryjaropHaTa
3aeqHMLA TH Hpudartar NpenopakuTe OJ HAy4yHATa jaBHOCT, TOTAIl YOBEIITBOTO Ke ja
Ipeno3Hae BUCTUHCKATA 3allITUTa O/ PEATHUTE PU3UIM KOM Cera To HapyllyBaaT HAIIETO
3[IpaBje U IJIAHETAPHUTE EKOCUCTEMH.

108



7. KOHTPOBEP3HOCT HA TPAHCI'EHU PACTEHHUJA

[TpuMeHaTa Ha XeMHUCKH areHCH BO 3€MjOJICIICKOTO MPOU3BOJCTBO HA XpaHa MMa J0Jra
uctopuja. Yire npea 1000 ronunu, Kunesure kopucrene cyidyp kako GpymMurant, Bo X VI
BEK COCIMHCHHja Ha apceH Owmie KOPUCTEHH KaKO WHCEKTHIMAW, a Bo 1930™™ rogwmHu
3all0YHAJI0 KOPUCTEHETO Ha HOBUTE CHUHTETCKU coeiuHeHuja. Co moueTokoT Ha Bropata
Caercka Boja 3armouHana ”HTEH3UBHA IPOAYKIIMja HA XEMUCKHU COeIMHEHH]ja, Kako mTo € DDT
(MuxITOpOAMPEHUNTPUXIIOPOETAH) 32 KOHTPOJIA Ha MajapujaTta Koja ce NMPEHEeCyBa MPEKy
uHcekTtu. [locTBoeHara epa ro o3HauWia TOYETOKOT HAa COBpPEMEHATa arpoxXxeMHcKa
uHAycTpuja. Bo TOj mepuoj, orpOMHHOT HANpeaoK BO XeMHCKaTa MPOyKIHja MPETCTaByBa
OCHOBAa 32 KOPHUCTCHE€ Ha pa3IMYHH HMHCEKTUIHMIN, QYHTHOUAA H (QYMUTAHTH BO
3€MjOJIEJICTBOTO 3a Mpoaykiija Ha xpaHa (Powell u Leiss, 1997).

Jenec, honujapHaTa arMKaImja Ha pa3TIudHi XeMUCKU COSIMHEeHN]a 32 CTUMYJINPAhEe Ha
NPOAYKIMjaTa Ha PAaCTUTEIHN KYJITYpH CE IMOYECTO C€ 3aMEHyBa CO T€HETCKUOT WH)KCHEPUHT
U WHTPOIYKIMja Ha TEHU OJ TOJieM Opoj OPraHu3MHU CO TECTUIUIHU WM XEpOWIHIHU-
TOJIEPAHTHU CBOJCTBA BO PAaCTUTEIHUOT reHOM. Ha civueH HauumH Kako U BO PaHUOT MEPHOA
Ha KOPUCTEHETO Ha XEMMCKHM MECTHLMIM, jaBHaTa IUCKyCHja 3a OHOTEXHOJOIIKOTO
3eMjozieNIcTBO Omia (poKcHpaHa KOH MpOydyBame Ha MOTEHLUJAIHUTE PU3ULIM OTKOJIKY KOH
OenedurHuTe Off MpUMEHATa Ha TEHETCKH Moauduipana xpana. Op kpajor Ha XX ™7 Bek,
jaBHATa TUCKyCHja 3a TeHETCKH MO (UITMpaHaTa XpaHa omndaka eJHOCTaBHU Ipallamka 3a KO
MHOTYMHUHA HE ycCIiease aJeKBaTHO J]a OATOBOPAT Ha CIEIHUTE Mpallama:

1. 301mTO YOBEWITBOTO C€ TUIETKA CO MpUpoaara’?

2. 301TO HE CEe 00ENEeKYBAAT CUTE TPOU3BOIH?

3. IlocTom 1t rapaHIMja AeKa HemMa Ja ce 1mojaBat JOJITOPOYHH PU3HIIN?
4. 3omTo YoBekoT ce urpa bor?

Bo 1994 roauna 3amounyBa Ja ce BpIIK KOMEPIIHjaTHO MPOU3BOJICTBO HA OMOTEXHONOIIKU
IPOMU3BOJM MPEKy TpaHCc(ep Ha T'€HU 3a CTUMYJIHMpame Ha MPOAYKTUBHOCTA HA KYJITYpHUTE.
[Iprmenara Ha TEXHUKUTE Ha TEHETCKUOT MHKEHEPUHT OBO3MOKHIIIE ITPOIOJIKYBAE HA POKOT
Ha TPaeHmkE Ha CBEKUTE OBOIIja M 3€JICHYYKOT, KAKO M PEeAyKIHja Ha CTPECOT BO JKUBOTHATA
cpenuHa 3a npoxaykiuja Ha xpana. On 1995 ronuna, 3emjonenuure oj CeBepHa AMepuka u
HIPYM CBETOT C€ OJITYYHJIE 1a MHBECTUPAAT BO TEHETCKU MOJOOPEHH CEMUba O] ITYSHKa, COja,
KaHOJIa ¥ KOMITUP MTOPaJH 3TOJIEMEHHOT NMPHHOC HA MCTa TIOBPIIMHA HA 3eMja, peaylnupaHaTa
ynoTpeba Ha XeMHCKH COEIMHEHHja W MOoe(pHUKAaCHUTE CHCTEMH 3a MPOAyKIHja. 3aTtoa ce
MOCTaByBa MPAIIAkETO: 30IITO OBaa TEXHOJIOTHja MPEIU3BUKYBa OJIOMBHOCT BO jaBHOCTA?

7.1 llepuenuuja Ha pU3HNIHA

Pusnnure kou mpousieryBaar o]l TeHETCKM MOAM(DHUIIpaHa XpaHa ce MpeiMeT Ha rojeM
Opoj uctpaxyBama. Sandman, (1987) 3abenexan jexa jaBHOCTAa MOCBETYBa MHOTY MAJKY
BHUMAaHUE Ha ONAacHaTa MpHUpPOJAa Ha PHU3UIMTE U EKCIEepTHTEe OOMYHO KOMIUIETHO THU
UTHOpHUpAAT oBUE (AKTOPH KOU MOKAT J1a MPEIU3BUKAAT BOSHEMUPEHOCT Kaj KOHCYMEHTHUTE.
Hayuynunure v nedmHupaar pu3nmUTe O acleKT Ha caMara HayKa, OJHOCHO THE ja 3eMaaT
BO IIPEJIBUJ] IPUpOJaTa Ha OIITETyBamaTa Koja MOXKe Jia Ce CIly4H, BepojaTHOCTa 3a TI0jBa Ha
OILITETyBamaTa, KaKo M MOTEHIHMjaTHHOT Opoj Ha 3arpo3enu ayre (Groth, 1991). IloBekeTto
rpafaHu ce IOMaJIKy CBECHH 3a KBAaHTUTATHBHATA MPUPOAA HA PU3UKOT, a MHOTY MOBEKE Ce
3arpM)KeHN 32 KBAJIWTATHBHU CBOjCTBA HA PH3HUIMTE, KaKO Ha Mp., AadH JOOPOBOJHO €
npudaTeH PUNKOT, AU PU3UIHUTE U OeHEePHUTUTE ce paMHOMEPHO JUCTPUOYUpPAHH, NaH
PHU3UKOT MOXE J1a C€ KOHTPOJIMpa OJ €IHAa WHAWBUAYya, A PU3UKOT € HEU30CKEH WIIN
1ocTojaT no0e30e1HH aNTepHaTUBH, Jalld PU3UKOT € O3HAT WM HEMO3HAT, AU PU3HKOT UMa
MPHUPOJIHO MM TEXHOJIOMIKO moTekso (Sandman, 1987). McrpaxkyBamaTta BO TICHXOJIOIIKHUTE
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HayKkd uAeHTUUKyBane 47 mo3HaTH (aKTOPH KOW BIIHMjaaT Bp3 MepleNiujaTa Ha PU3UKOT,
Kako Ha Tp., KOHTpoia, OeHeduT, JoOpOBOIHO MpHdaKkame Ha PU3UK U HAJBAKHUOT (PaKTOP,
BuctuHata (Covello, 1992). OBue ¢akropm MoXaT Aa MOMOTHAT BO 00jaCHYBameTO Ha
3arpM)KEHOCTa HA KOHCYMEHTHUTE 3a MOTCHINjTHUTE PU3UIIH KOH TIPOU3IIETYBAAT O/ TEHETCKH
MoauduurpanaTa xpaHa. JleHemHnara coctojba MokaxxyBa JIeKa areHIMUTe KOU ¢ OJJTOBOPHU
3a MEHalMpame Ha PU3UKOT Ipu 6e30eqHOoCTa Ha XpaHaTa Tpeba Ja JoKaxar Jeka epUKacHO
ro pelynypaar Wil MUHUMU3UPaaT CTENEHOT Ha PU3UK OJ] TeHETCKH MoIu(HUIIMpaHaTa XpaHa.
[Ipenpacynara ninm cTUTMaTH3allMjaTa € MOKHA CTpaTerdja Koja ja KOpUCTaT KOHCYMEHTHUTE 3a
UCIIUTYBaWkE HA PU3HUILIMTE TOBP3aHM co xpaHarta. [lojaBata Ha cTUrMaTu3anyjara € pe3yarar
Ha 3roJIEMEHAaTa 3arpKEeHOCT Ha jJaBHOCTA 3a PU3UIIUTE 110 37PaBjeTo Ha JIyI'€TO U )KUBOTHATA
CpeIrHa KOW MPOM3JIEryBaatr o/l IpUMeHaTa Ha HOBUTE TEXHOJIOTHH.

Gregory u cop., (1995) ja kapakTepusupalie CTUrMaTH3aIijaTa Ha CIICTHUTE HAUMHH:

e 3BOpOT Ha cTUrMaTu3alyja € OlaceH U MOKaxKyBa rojieM Opoj KapaKTepHUCTUKU KOU
NpUIOHECYBaaT 3a BHCOKA MEpLENIyja Ha pu3MLM (IIp. MHCEpLUja HAa TEHU Of
0aKTEepUCKO TIOTEKIIO BO PACTUTEIIEH TEHOM).

e [IpekpmryBame Ha CTaHZApAWTE 32 MPABWIIHO WJIM MPHPOJHO JIEjCTBYBAE MOpaIu
MMCKpeIuTaIlja Ha TTOCJICIMIINTE 01 HEKOj HacTaH (IIp. MOBpea Ha HEBUHU JIyTe).

e Heennakpa nuctpulynuja Ha BIMjaHUjaTa moMery rpynure (Ip. aenara u OpeMeHuTe
JKEHH C€ HENPOIIOPLUOHAIHO 3aCErHATH).

e [loreHnujanHUTEe HMCXOAM C€ HEOTPAHWYCHU (HAyyHa HEM3BECHOCT BO OJHOC Ha
MOTEHIIMjaJTHATE TTOCIIEINIIH T10 3/IPaBjeTO U )KUBOTHATA CPEIUHA).

e CoMmHEBame BO MEHAlHpame Ha ONACHOCTHTE BO OIHOC Ha KOMIIETEHIIHM]jata,
KOH(IUKTOT HAa HHTEPECH, KaKO U HECTIOCOOHOCTA 3a MPUMEHA Ha COO/IBETHA BPETHOCT
¥ MEPKH Ha TPETIIa3IuBOCT.

OBue pakTopu Ha CTUTMATH3AIIM]a Ce MPUMEHYBAaT U 32 OMOTEXHOJIOMIKUTE TPOU3BOIN BO
3emjozmencTBoTo. CTHUrMaTu3alnyjaTa CTaHyBa CTaHAap] 3a XpaHaTta M Bojara KOH cCe
MOBP3yBaar co 3a00JTyBamaTa WM CMPTTa Kaj XyMaHaTa nomyianuja. Criopes Toa, BACTHHCKH
NpeAU3BHK € peayIrpame Ha CTUrMaTh3anijara. MeHampameTo Ha CTUTMaTH3allijara Koja e
noBp3aHa co 0e30eIHOCTa Ha XpaHaTa Tpeba ja ru ondaTt cieaHuTe GakTopu:

e Eduxacuu u Op3u cucTeMH Ha Ha/I30D,

EduxacHa koMyHMKalyja 3a IpupoJaTa Ha pU3HKOT,

KpenubuseH, OTBOpEH 1 OJrOBOPEH PEryIaTOPEH CUCTEM,

JlokaxaH! HaIropy 3a peaylHpame Ha CTEIIEHOT Ha HE3UBECHOCT U PUBHK,
JlokaxxaHu /1ejCTBa KOM KOPECTIOHIUPAAT CO PETYJIaTUBUTE.

Crnopen Toa, HEOIIXO/IHO € J1a CEe CIPOBEe MEHAUMpAamhe Ha PU3UKOT OJ1 HAYyYeH acIekT U
KOMYHHKAIIH]ja CO jJaBHOCTA 3a IPUPOIaTa Ha PUBHUKOT CO IIEJI Ja CE OBO3MOKH UCKOPUCTYBAhE
Ha OeHeduTHTE 0]1 OMOTEXHOJIOMIKOTO 3€MjOICICTBO.

BroTexHONOmKNTE TPOU3BOIM JOCTHTHAJIE HOPMAJCH CTaTyC BO OINIITECTBOTO KOTa
jaBHocTa on CeBepHa AMepHka Owmia eKCIOHHUpaHa Ha OrpoMeH Opoj mHpopManuu 3a
MUKpoOHoJomkara 0e30eJHOCT Ha KOHBEHIIMOHaNHaTa xpana. Bo 1993 roauna, enen ciyyaj
Ha 3apasa co Escherichia coli BO eieH pecTOpaHT MPeJU3BUKaJI OTPOMEH UHTEPEC BO jaBHOCTA
3a HaYMHOT Ha mnpom3BojAcTBO Ha xpaHata (Powell u Leiss, 1997). 3arpmxkeHocra Ha
KOHCYMEHTUTE 3a 0e30eHOCTa Ha XpaHara BO TO] IEPUOJ[ TMPETCTaByBa OCHOBA 3a
BOCIIOCTaBYBamb€ Ha CTpOra KOHTPOJIA M Ha/130p OJ] cynepMapkeTure 1o ¢papmure. [lenec, oBoj
TPEeHA MOXe Ja ce 3a0eexu MpeKy 3rojeMeHa Npojaaxkda Ha OpraHCKa XpaHa M KHUTH 3a
3IpaBa XpaHa, OMJIEjKM jaBHOCTAa HACTOjyBa Jla BPIIM KOHTPOJIA HA XpaHaTa Koja MOBOJIHO
BJIMjae Bp3 HUBHOTO 3JIpaBje.

Bo cpeaunata ma 1990™' ronuHUW, MHIYCTPUCKUTE MPAKCH M BIAJUTE IPOMOBHUpAEC
COMHEBam€ M C¢ yITe KpeupaaT arMmocdepa Ha HemoBepOa BO OJAHOC HAa IpUMEHaTa Ha
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TeHeTcKn Moauduuupanu Kyiatypu. OBaa HemoBepOa mpowsieryBa Of OOHIUTE 3a
KapakTepu3anyja Ha OMOTEXHOJIOTHjaTa KaKO TPUBHjaTHO MPOAOIDKYBAamk€ Ha IO3HATHTE
TEXHUKU Ha Ieuewme JIed, J03apCTBO U BKPCTyBame Ha pacTeHujara. Hayunarta 3aenHuna e
KaTeropuiHa BO OJIHOC Ha OMOTEXHOJIOMIKUTE POU3BOAH JOOMEHH CO TeHETCKH WHKCHEPUHT
» | €XHOJIOTUUTE HAa T€HETCKHOT MH)XEHEPUHT C€ KOMILJIETHO PA3JIMYHU O] TPaJUIOHAIHUTE
MeToaM Ouzejku ce paboTu 3a MOKHM M IPELU3HN TEXHUKHU O] MOJIeKyJlapHaTa OMoJI0ruja Kou
BOJIaT KOH MH]IyCTPUCKH PACT, & BOEJAHO U 3arprXeHocT Bo jaBHocTa™ (Durant, 1992).

[ToenuHuMTe KOM T'M MOAPKyBAaaT T€HETCKM MOIU(HUIMPAHUTE KYJITypd TBpAAT JeKa
TEPMUHOT ,,FEéHETCKH MH)KEHEPUHI € aJapMHUpavyKH 3a jaBHOCTAa M Tpeba /Ja ce KopHcTaT
QITEpPHATHBHUATE TEPMHHHU ,,[IOJJOOpYBame Ha KyITypUTe™ WiH ,,0moTexHonoruja“. Jlenec,
AKTUBUCTUTE KOU CE€ MPOTHBHUIM HA TEHETCKH MOJU(PHUIMPAHUTE OPTraHU3MHU JJOMHHUPAAT BO
jaBHUTE HebaTu.

7.2 OnroBopu KOH CTPaB

I'onem Gpoj monuTHYapU, KOMIIAHUY U aKaJIeMCKH 3a€JHULIM T HaTepaJie rparaHuTe Jia ce
elylupaaT OJf Hay4yeH acleKT CcO IeJ Ja C€ HaJMMHE jJaBHHUOT CTpaB 3a PU3HMKOT OJ
3eMjojienickara onorexHosnoruja. OBaa eqyKaTHBHA CTpaTernja Ouia CpoBeeHa O] CTpaHa Ha
MPOMOTOPHUTE HA TEXHOJIOTHjaTa u orndakaia jaBHA TUCKYCHH 33 TEXHOJIOMIKUTE pr3uiy. On
HeoJlaMHa, IPOMOTOPHUTE HA XEMUCKHUTE COSTMHEHH]a BO 3€MjOIeJICTBOTO BO 1960™™™ roauHn
U HyKJIapaHTa eHepruja Bo 1970™" romunm ro mpudaTiie jaBHUOT MOJAET Ha eAayKaluja.
Cermak, jaBHaTa ejJyKalMja ce IMOKa)kaJla Kako HEYCHeIIeH MOJeN, OWACjKH TOCTUHIIUTE
JIOHECYBaaT PyTHHCKH OJTYKH 32 TIOJIMTUKUTE 32 KO HEMAat JIETATHO aKaJIeMCKO TIO3HABabe.
Criopen Toa, KOHCYMEHTUTE K€ TPOJIOJHKAT CAMOCTOJHO JIa TOHECYBaaT OJIYKH 3a T€HETCKH
MoauduInpaHaTa XxpaHa 0€3 pa3rka Ha HUBHUOT cTereH Ha exykanuja (Kelley, 1995).

['eHeTCKHOT MHKEHEPHHT NPETCTaByBa MOKHA TEXHOJIOTHja KOja MOJIC)KH Ha peryJialmja
Ouzejku mpeTcTaByBa M3BOpP Ha MOTEHLHWjaieH OeHedUT U HEKOHTpoJIupaH cTpaB. Bo Toj
KOHTEKCT, CUTE PEBOJYLIHUOHEPHU TEXHOJOI'MU MPEIU3BUKYBAaaT TPU OATOBOPH BO jaBHOCTA:
HepeaJlH! OYeKyBamba (CUTE HOBH TEXHOJIOTMM CE€ PaclpoAaleHn), KOHPy3Hja U eBEHTyalHO
Haorame Ha Ha4MH 3a cnpaByBame (Ball, 1992). Co TekoT Ha BpemeTo, jaBHATa AUCKYCHja 3a
OMOTEXHOJIOTHjaTa ce MPOMEHYBa KOH TopealieH MPHUCTAIl Ha paliMoHaIn3alrja Ha OeHepUTHTE
W MHUHMMU3Wpame Ha pusunmre. Cenak, BO MHOTY 3eMju BO cBeToT (ocobeHo Bo EBpoma)
NOCTOM WHUIHMJATHAOT CTPaB OJf PHU3HIOM 3a TEHETCKM MoOIu(HUIMpaHaTta XpaHa H
OMOTEXHOJIOIIKUTE TIPOU3BOJM C¢ yIITE ce CTUrMaTh3upand. Taka Ha mp., Bo Ppannuja ce
npudaTeHn PU3NIATE O] HyKJIeapHaTa €Hepruja, MaKo HCTpPaKyBamaTa 3a Mepleniuja Ha
PHU3UKOT cyrepupaar jaeka Tpeda ga ce ondue npudakameTo Ha OBaa TEXHOJIOTH]a.

OBue moJaToIM Cyreprpaar Jieka jaBHaTa KOHTPOBEP3HOCT 3a TCHETCKU MOTU(HUIIMPaHaTa
XpaHa BO DPAa3JIMYHU 3€MjHU WM COLMJAIHUTE TPYIHU C€ peryjupa NpeKy KOHTHHYyHpPaHH
KOHBEp3alMy 3a pu3nuuTe U 6eHepurture. Bo nociennara aeneHuja, npuMeHara Ha 6JI0roBH,
Wikipedia, YouTube, Facebook u apyru conmjamau Mpexu 0BO3MOXKYBaaT IeMOKpaTH3aluja
Ha nH(OpManmjaTa, Kako U npoiaudepanrja Ha HCOCHOBaHW UH(OMAITHH.

7.3 Ctynuja Ha cay4yan
7.3.1 Komnupute Ha Pusztai

Bo 1998 roguna, a-p Arpad Pusztai on Rowett UacTHTYTOT 32 HcTpaxkyBame Bo AGepauH,
[IIxoTcka 00jaBMII JIeKa XPaHEHETO Ha 5 CTAOPIH CO TEHETCKU MOAM(DUIIMPAaHN KOMITUPH KOH

coApxene JEeKTHMHU (TOKCHUYHM TPOTEMHM 3a HHCeKTHTe) o mnepuony ox 110 nena
NpeAU3BHKYBa HaMaJeH pacT M HapyuieH UMyH cucteM. [I-p Pusztai He ru oGjaBui oBue
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UCTpaXyBama BO PEICH3MPAHO HAYYHO CIMCaHWE, TYKy Ha TeleBu3nckaTta mporpama UK
World in Action. Ilpernenor Ha oBHWe MmomaTOIM TOKaxan aeka Pusztai T urHOpmpant
KOHBCHIIMOHAIHUTE KPUTEPHUYMH Ha HaydHa peleH3Wja, KAKO M EKCIICPUMEHTAITHUOT JH3ajH
KOj He ondaTui KOPUCTSHE Ha COOJBETHH KOHTPOJH. [103HATO € JeKa KOMIMPUTE COpKAT
TOKCUYHM COEJAMHEHMja M HHMBHATa COJpPXKHMHA MOXKE 3HA4YajHO J]a Bapupa BO 3aBHCHOCT OJ
HAYMHOT Ha KyJITHBHpame ((peHOMEH MO3HAT KaKo COMaKJIOHCKa BapujadbuiaHocT). [Ipu oBue
eKCIEpUMEHTH, 3aJI0JDKUTENIHO € KYJITHBHpame Ha KOMIMPUTE BO CTaHIApAU3UpaHU U
KOHTPOJHMPAHU YCIOBU CO LIEJT €KCIIEPUMEHTATHUTE KUBOTHHU J1a KOHCyMUpaaT yHHU(OpMHaA
xpaHa. Mcro Taka, cTaponTe He MOXAaT Jla MpeXUBeaT IOJI BPEMEHCKH MEepuoj] caMo Ha
CypoBa XpaHa OJf KOMIUpH, OWIejku HUBHAaTa XpaHa Tpeba 1a COAPKH TOMOTHUTEITHU
CymuieMeHTH. 3a 2 1eHa 1o o0jaBaTa Ha oBHE pe3ynTaru, A-p Pusztai Oun cycneHmupan u
NPUCHIICH JIa c€ TICH3HOHHpa.

OBaa 1.H. Pusztai adepa mpemu3Bukana 3HauajHa MEIUYMCKa IOKPHEHOCT CO OpOjHU
obBuHyBama. Bo 1999 romuna, rpyna Ha 20 MeryHapoJHW HAYYHWIIM jaBHO ja TOAPIKUIIC
pabortata Ha na-p Pusztai u 0OBMHMIIE A€Ka NPOLECOT HAa FEHETCKU MHXKEHEPHHI, 0COOEHO
npuMeHara Ha 35S mpoMoTOpOT 01 MO3aUYHHUOT BUPYC Ha Kap(uos MMa HEraTUBHO BIIMjaHUE
kaj kuBoTHUTE. [lo3HaTto e nexa 35S mpoMoOTOpOT MMa IIMpPOKA MPUMEHA BO T€HETCKUOT
MH)KEHEpUHT Ha pacTeHHjaTa 3a aKTHBHPame U CTUBHYBame Ha cneunpuynu renu. [lopaan
OBaa IIMPOKa MPUMEHA, PETYJATOPHUTE areHIMK O] 3amaJHuTe 3eMju rmodapaie eBUIACHTHU
JOKa3u Jeka 35S mpoMoTOpoT CTaOMIIHO C€ MHTerpupa BO PACTUTEIHHUOT T'€HOM.
Excnepumentute Ha a-p Pusztai Omie moBTOpeHH €O KOpUCTeHE Ha 35S mpoMOTOp Kaj
TPAHCTEHH KOMIIMPH W BOOIIIITO HE OWjie KOHCTATHpPaHW NMPOMEHH Kaj J1abopaTOpHUCKUTE
KMUBOTHH. Ba)XHO € /1a ce HaroMeHe JieKka TPaHCTEHUTE KOMITUPH KYJITHBHPAHU OJ1 CTpaHa Ha
I-p Pusztai Hukoram He 6wmite onoopenn Bo Kanana, CAJl ninu Benuka bpurtanuja. Kpanckoro
Hpymro Ha Benuka bpurtanuja 3axmyunio aeka ,,Mctpaxysamero Ha 1-p Arpad Pusztai 3a
epeKTHTEe Ha XpaHEHE CTAPOIU CO T'CHETCKH MOAU(MUIMPHH KOMIIMPH € HECOOIBETHO H
HEONpaBJIaHO W HE MOJKE Jla C€ M3BJIeUe 3aKIIyUOK JeKa TeHETCKH MOoAu(HIMpaHaTa XpaHa e
oracHa 3a XymaHata nomyunanuja‘. Cenak, apepara Pusztai mocrojaHo ce nuTipa Kako J0Ka3
3a OMaCHOCTa OJ1 TEHETCKH MOIU(HIMpaHaTa XpaHa.

7.3.2 MoHapx nenepyTku

Bo 1999 ronuna, John Losey u kxonerure on Cornell Yuauepsureror Bo CAJl objaBuie
KPaTKO COOMIITEHHE BO HAyYHOTO criicaHue Nature Koe MPHUBJIEKIO OTPOMHA HALMOHAIHA U
MefyHapoaHa MennyMmcka nokpuenoct (Losey u cop., 1999). Bo HMBHOTO HCTpaxkyBame Koe
OMIIO CIIPOBENICHO BO CTAKJICHUK, JIUCTOBU O] Asclepias Onile BEIITaYKH ONpPAIICHHU CO TOJICH
0]l KOHBCHIIMOHAJIHU M TEHETCKW Momauduuupanu Bt pactenuja on mueHka. OBue aBTOpH
CMeTajle JieKa CTEMEeHOT Ha BELITAaYKOTO OINpalllyBamkbe€ HE Ce PaszIMKyBaj MPHUPOJHOTO
ompairyBamwe. Pacrenujara on Bt muenka Owsie reHeTCKHM MOAM(ULUPAHU CO T'€HUTE KOU
KOAMpaaT €HJOTOKCHUHH O] MouBeHaTa Oakrepwja Bacillus thuringiensis. Bo oBaa cTyauja,
Monarch racenunu ctapu 3 geHa Ouie NOCTaBeHH Ha JIMCTOBHUTE CO 1IN a Ce XpaHaT 4 JieHa.
Jlobuenute peyarati nokaxane cMpTHOCT o1 44% kaj Monarch napBuTe Kou ce XpaHese co
OTIPAIICHUTE JINCTOBU €O TosieH ox Bt muenka. On apyra cTpaHa mak, CMpTHOCTa He Omia
KOHCTaTHpaHa Kaj TACEHUIIMTE KOM C€ XPaHeJe CO ONPAIIECHUTE JIUCTOBHA CO KOHBEHIIMOHAICH
MIOJICH O ITYeHKA (KOHTPOJIHY JIUCTOBH). McTo Taka, mapBuTe KOM ce XpaHese co Bt-onpamenn
JMCTOBH KOHCYMHpAJIE IIOMaJI0 KOJIMYECTBO JIMCTOBH M MMaJIe JIBOjHO HaMaJIeHa TOJIEMUHA BO
criopenba co JIapBUTE KOM CE XpaHese cO KOHTPOJIHUTE JucToBH. Cemnak, BO OBaa CTyaHja He
Onna M3BpIIeHA KOMIapanuja Ha MOKPHEHOCTA Ha JIMCTOBUTE CO IOJICH BO JIAOOPATOPUCKH
YCIJIOBU M NIPUPOIHATA TOKPHUEHOCT KOja €r3ucTUpa Bo OJIM3MHA HA MOJIMEbA O] TUYEHKA.
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Criope/1 OBHE aBTOPH, CTyAMjaTa IMa OTpaHWYeHA MTPUMEHA M HEOITXOJTHO € CITPOBE/TyBAhE
Ha TECTOBM Ha OTBOPEHO IOJIE 32 Ja C€ OJpeAHM 3HA4ajHOCTAa HAa OBHE IIO/IaTOLU BO
nmabopaTopucku yciioBu. Bo cBojara myOnukanuja, n1-p Losey uzjaBun ,,Hue He moxeme na
3abopaBuMe Jieka Bt-aeHKkaTa M ApyruTe TPAHCTCHU pacTeHHja MMaaT OTPOMEH IOTESHIIN]jall
3a peJylupaHa yrnoTpeda Ha eCTUIHIU U 3r0JIEMYBambe¢ Ha MPUHOCHTE Kaj pacTeHujata. OBaa
CTyJMja € CaMO TIPB YEKOp U HEONXOJHU CE€ MOroJieM OpOoj UCTPaKyBama CO 11el1 00jEeKTUBHO
Jla Ce U3MEpAaT PU3UIIMTE BO OJHOC Ha OeHe(UTHUTE O/ IPUMEHATa Ha OBaa HOBA TEXHOJIOTHja".
IMomomnHa, n-p Losey OTKpwII Jeka HErOBHTE HAy4YHH Pe3yJTaTh Ouie TpaHcHOpMUpaHU BO
MYTaHTHHU TPUKA3HU 3a MMYCHKATa yOWel| U CBETHTE mernepyTku. Taka Ha mp., BeCHUKOT The
New York Times 06jaBui cTopyja Ha HacJOBHATa CTpaHUIIA HACTOBEHA KaKo ,,McTpaxyBaunre
BeJar Jieka MoaudUIMpaHaTa MYeHKa MOXe Ja TH 3arpo3u nenepryTkute”. Jlenec,
aktuBrucTUTe Ha Greenpeace MPOOIKYBaaT Ja ce O0JIeKyBaaT BO KOCTMMH oJi Monarch
NENepyTKUTE U UCTOBPEMEHO NaraaT MPTBH IPE]] TEIEBU3UCKUTE KaMepH. OUIMYEH yIHnYeH
Tearap W JIayKHa TOJIMTHKA 3a jaBHOCTA!

7.4 Koaky OeHepuTH ce HEONXOJHHM 32 €IHOIJACHO O0/00pyBame HAa TeHETCKH
MoauduuupanaTa xpana?

Bo 2000 romuna, amepukaHCcKaTa arcHIMja 3a 3alliTHTa Ha xuBoTHaTa cpeauHa (EPA)
o0jaBuIIa U3BENITA] JIeKa TCHETCKH MOAU(PUIIMPAHUTE PACTCHH]ja OJ1 MICHKA, TAMYK W KOMITHD
3a o0MBamke Ha MITETHUIM HyJaT 3Ha4ajHU OeHepuTH 3a apMepute co mMaa Opoj pU3HIIH.
3aroa, EPA emHormacHo ja omo0pyBa TEXHOJIOTHjaTa Ha TEHETCKU WH)KEHEPUHT Kako eukacHa
CTpaTerrja 3a 3roJIEeMyBame Ha TNPUHOCOT Ha KYIATYPUTE, PEAylUUparke Ha TOKCHYHUTE
XEMHUCKH COSMHEHH]ja, KaKO W HaMallyBamke Ha KOHTaMUHAaIMjaTa Ha oa3eMHnTe Boau. OBOj
u3Bemtaj Ha EPA 0B03MOXXHII HamalTyBame Ha TPOIIOIMTE 32 MIECTUIUIN Kaj aMEPUKAHCKUTE
3eMjoAeni| 3a noseke oA 100 MUIMOHM JOTapH.

[Tpamamerto ,,Jlanu cakare reHu o] puda BO BalIUTe JOMATH?‘ TOCTOjaHO Ce KOPUCTHU O]
cTpaHa Ha akTuBHcTUTEe Ha (Greenpeace BO HMBHHUTE KaMmmnamM U Meauymmure (Greenpeace,
2001). Cenak, ekcriepuMeHTOT 3a TpaHchep Ha aHTU(pU3eH MPOTEUH 0] puda Koja )KUBEe BO
CTYZCHU BOJY 3a Jla Ce 3T0JIEMH TOJIEPAHTHOCTA HA HUCKM TeMIlepaTypu Kaj AoMaTutTe Oui
CIIPOBEJICH CaMO €/IHAIl U OBHE UCTpaKyBama Ouie HeycnemHu. OBa e camo Jied oJ1 OpojHH
npuMepH Ha HHPOpMaIHja Koja € HaMeHeTa Jia alapMupa OTKOJIKY Ja HHPOPMHpPA BO jaBHOCTA.
Jo 1999 roauna, oBaa KOMOMHAIMja O HAyYHA HAUBHOCT, MEAMYMCKa MpoNaralia u TeOpHH
Ha 3aroBop MMa rojemMa yJiora BO CHTE jaBHH TUCKYCHH 3a yJoraTa Ha TEHETCKU
MoudunrpanaTa xpana. Ha TakoB HaunH, ABeTe akTHBUCTHYKH Ipynu Greenpeace 1 CoBeTOT
Ha KanaraHum ce HajgeBaar Jieka Ke TOCTHTHAT YCIEX BO CTHTMaTH3aldjaTa Ha TE€HETCKU
MoauduipaHaTa xpaHa B0 EBpona npeky jaBau aemoncrpanuu (Ci. 7.1).

Bo cpenunara Ha 1990 roguHu, HayYHUTE 3a€AHUIN U TTOJTUTUYKUTE JTUAEPU BOOTIITO
HE ce OoIacwie BO OJHOC Ha jaBHaTa 3arpWXEHOCT OJ KOHCyMallMja Ha TIeHETCKU
Momuduuupasa xpaHa Bo Benuka bpuranuja m EBpoma. OBaa T.H. UTHOpPaHTHOCT Ha
MOJIMTUYKHUTE ¥ HAYYHUTE TPYIH BO TOj MEpHOJ] OWita olpaBAaHa Mopaau Kpu3aTa oJl KpaBjo
nynmuno Bo Benuwka bpurtanuwja. Bo 1996 rommna, bputanckara Biaga o0jaBuia jeka
KOHCyMallyjaTa Ha IPOU3BOAM 01 3a00JieHa KpaBa co KpaBjo JyAmio (Kpasja CrIOHTH(OpMHA
eHnedanonaruja) Moke Ja mpenu3Buka HoBa BapwjaHTHa (popma Ha Creutzfeld-Jacob-oBa
OoJiecT Koja I'm Hamara MIIaJUTe HHINBHIYH M MPEIN3BUKYBa Hen30OexHa cMpT. OBaa Kpu3a
npean3BUKaia yOuBame Ha HEKOJIKY MHJIMOHH KUBOTHU M (PMHAHCHCKA IITETa O] MUIIUjapaa
JIoJIapy Topajay 3aryO0eHHOT Ias3ap, a BOEJHO HouuHaie okoxy 150 smyre ox oaa Goiect.
bonecra Ha kpaBjo JyAWJIO jacHO ja NMPHUKaKyBa COBPEMEHATa 3€MjoJeJICKa IpaKca Kako
,,HayKa HaJBOp OJ KOHTpoma“.
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. . 1 ,W 'FI
Cnuka 7.1 AxtuBuctu Ha Greenpeace MpOTECTUpaaT MPOTUB TEHETCKH MOIUGUIMPAHU
KyJITypH.

3a pasiuka oJ1 eBPOICKUTE 3¢M]jOICIIIH, CEBEPHOAMEPHKAHCKHUTE 3€MjOJICIIIIN BEHAII TH
npudaTHiIe HOBUTE FTeHETCKU MOAU(DUITMPAHHA CEMHUEba U OWJIE MOATOTBEHH Jia YYECTBYBaatr BO
jaBHHTE nebaTH 3a J1a TO 3aJpKaT u 00e30eaaT MPUCTAIOT 10 OBUE COBPEMEHU TEXHOJIOTHHU.
OBoj mpucTan BoAM KOH aKTHBHA KamIama Ha WHGOPMHPAHOCT KOja UM OBO3MOXKYBa Ha
KOHCYMEHTHUTE CaMOCTOjHO Jla JOHECYyBaaT OJITyKH 3a MPOU3BoIuTe. BaxkHO € 1a ce HaroMeHe
JIeKa 3eMjOJICNIIIMTE HeEMaaT MHTepEC Ja TH CHA0 yBaaT Nma3apuTe co MPOU3BOIU KOU HEMa Ja
T KOHCYMHpaaT MoTpolryBaduTe. Toa Moxe Ja OujIe CKall HeycIeX 3a 3eMjOoJISIIINTE.

7.5 Kontunyupanm neéatu
7.5.1 llpouec uam npousson?

I'enerckara BapujaOMITHOCT € HEOIIXOJICH MPOIIEC 3a M000pyBake Ha HEKOM 0COOMHH KOU
ce O]l MHTEpeC 3a XyMmaHaTa Momyjianuja. ['eHeTcKkuTe HCTpaKyBama ce (OKycHUpaaT KOH
uaeHTH(UKaLMja HA pacTeHHUja, >KUBOTHU HJIM MHUKPOOPIaHU3MHU KOHM IOCEIYyBaaT HEKoja
ocoOuHa oJf mHTepec (Mp. 3rojieMeHa NMPOAYKTHBHOCT WJIM PE3UCTEHTHOCT KOH OO0JIeCTH).
BapujabmiHocta o1 WHTEpeC MOXKE Ja ce CeJIeKTHpa NpeKy TeHEpalud CO IOMOII Ha
BKpPCTyBame. [ ©HETCKHOT WH)XEHEPUHT M TEXHHKHTE OJl MOJEeKyJapHaTa OuoJoruja
OBO3MO’KYBaaT WHTPOIYKIMja HA JOTIOJHUTENICH W3BOp Ha TEHETCKa BapHjaOWMIIHOCT BO
OJIPEJICH OpTraHu3aM.

[Toctojar w Japyrum TeXHWKH 3a J0oOWBamke Ha TEHETCKa BapWjaOWIIHOCT TIOKPaj
TPAAUITNOHATHOTO BKPCTYBakhE U COBPEMEHNOT TeHETCKH uHXeHepuHr. O 1940™™ roqunu
3alloYHyBa Jla C€ KOPHCTH TPOIECOT Ha MyTareHe3a 3a HHAYyIUpame Ha TEHETCKa
BapHjaOMITHOCT Kaj pacTeHHjaTa MpEeKy eKCIOHUPame Ha CeMUIaTa Ha MyTareHu (akTtopu
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(coemuuennja xom wuHAyHHpaar DNA MyTanuy, jOHH3HPAUKO 3padyee WM HIIEPHUT).
[Iponiecor Ha WHAyIMpaHa MyTaluja ce KOPUCTH W JIeHEC 3a J0OMBamke Ha TEHETCKa
BapujadbmiHOoCcT. O/ TyKa IpoM3IieryBaar JABe Mmpamiama:

1. danu nmpou3BoanTe NOOMEHU CO MHAYLIMPaHa MyTalija Tpeda Jia ce perympaar Kako u

OMOTEXHOJIOIIKUTE TPOU3BOAN?
2. lanu mpouecoT Ha MHAyLUpaHa MyTareHe3a € pH3MYeH KaKo M T'€HETCKUOT
WHKEHEPUHT?

Co mojaBata Ha FeHETCKUOT MH)KEHEPHUHT, MOJAPKYyBauUTEe U KPUTHYAPHUTE HA OBaa TeMa
MOCTOjaHO ce coouyBaar Ha jaBHHW jAcOatu. Cemnak, HaydHaTa 3aeJHHUIA W PEryJaTOPHUTE
arenimu ox CeBepHa AMepHKa JOCIEIHO TOCOYYBaaT JeKa € HEONXOJIHA peryiamuja Ha
KPajHUOT IPOU3BOJI, @ HE MPOIIECOT KOj C€ KOPHUCTH 3a T0OMBamke Ha MPOU3BOAOT. Taka Ha mp.,
UCTpaKyBamaTa Kaj HEKOM COPTH OJ KOMIIHP M IeJiep KOou Owmje IOOMeHH TMpeKy
TPaJUIIMOHATHOTO BKPCTYBaWkE MOKaXKaje HEMpPUQATINBO BHCOKA COAPXKWHA HA MPHPOTHH
coenuHeHMja. OBOj TIpHUCTAl 3a peryJaiyja Ha 0e30eJHOoCTa Ha KPajHUOT ITPOU3BO/] HE3aBUCHO
0]l METOAOT 3a MNpoAyKuuja oduuujaHOo € adupMupaH O] CTpaHa HAa KaHAJCKUTE U
aMEepUKAaHCKUTE HAyYHU OpraHu3aluu.

7.5.2 3arpuaxeHocCT 3a 31paBjeTo

Bo 1994 ronuna, Flavr Savr momaroT Onia npBaTa reHeTcku Moau(UIIMpaHa XpaHa Koja €
ono0peHa o1 aMepuKaHCKaTa areHnuja 3a xpana u jekosu Ha (FDA) u 3npasje Kanana (Health
Canada). Pesynrarure o1 eKCliepuMEHTHTE HAa XpaHEHE Ha TI0Japy HE TIOKaxalle 3Ha4YajHU
pa3JIMKU MOMery KOPUCTEHETO Ha KOHBEHIIMOHAIHUTE ¥ TeHETCKU MOIU(UITMPAHUTE TOMATH.
BaxHo e 1a ce HamoOMeHe JeKa OBHME HCTpaxKyBama OWJIe PELEeH3WpaHd OJ CTpaHa Ha
pETyJIaTOPHUTE areHITHH.

I'enerckn MoauUIIpaHUTE PacTEHHja O MMYCHKA COJPKAT Te€H O] OYBeHaTa OakeTpuja
Bacillus thuringiensis n ce o3HauyBaat kako Bt mueHka. PerynatopHuTe areHINU U HEKOJKY
MeryHapOJHH HAy4YHH OpraHW3alUHM TOTBpAWIE Jeka Bt mueHkara e eKBHBaJEGHTHA Ha
TpaJWIMOHATHATAa ITYEHKAa M Cce cMeTa Kako Oe30emHa 3a KOHCymupame. OBHE MOJaTounu
IPOU3JIEryBaaT 0/1 eKCIIEPUMEHTHTE KOH TIOKa)KyBaaT JIeKa MHTecTHjaTa Ha Bt eHqoToKCHHNTE
HeMaaT HUKaKBU e()eKTH BP3 3[paBjeTo, MOpaJy TOa ITO OBHE TOKCUYHU ITPOTEHUHHU 32 KPATKO
BpEMe ce JAUTeCTHPaaT BO IPEBHHUOT TPAKT Ha JryreTo. KomepuujaiHure mponu3Bou 100HEHH
CO TEHETCKHOT WHXEHEPHHI Tpeba J1a TmoceayBaaT 3HAuajHA EKBUBAJIEHTHOCT BO
MOJIEKYJIapHUTE, HYTPUTUBHUTE W TOKCHKOJIOIIKUTE TOAATOIM CO TPAAUIHOHATHUTE
npon3Boau. JIOKOIKYy HE MOXE Ja C€ BOCIIOCTaBH 3HayajHA EKBHUBAJIECHTHOCT CO
KOHBEHIIMOHAIHATA XpaHa, TOTalll Ce BpIIAT HATAMOIIHHU HCIUTyBama 3a Oez0emHocTa Ha
UICHTH()HUKYBAaHUTE Pa3IMKH WIM HOBHTE KapakTepucTHKH. HoBaTa XpaHa Koja 3HayajHO ce
Pa3IHMKyBa O] COOIBETHUTE TPaJUIIMOHAIHH IIPOU3BO/IH TOAJIEKH HA IETATHU UCTIUTYBAba 3a
0e30enHocta. McTo Taka, JeTalHM HMCIMTyBamba Ha 0e30emHOCTa ce CIpoBeAyBaaT Kaj
OMOTEXHOJIOIIKUTE MPOM3BOAN KOM Ce J00MBaaT co MoaudHKanuja Ha KOMIUICKCHHUTE
MeTabOoJIMYKY TIATHINTA Kaj pacTeHUjaTa 3a Jia ce JJoOOUe MOBUCOK HYTPUTHUBEH CTaTyC.

Cemnak, oOuanTe 3a moI00pyBame Ha OUIIO KOja XpaHa MOXe Jia JOBeJe 10 HEOUeKyBaHH
nocinenuny. Taka Ha Tp., BO €I€H CIyd4aj € NPEHECeH XyMaH ajJepreH Of €IHa BO JApyra
pactutenHa Kynarypa. Cemak, KOMIIaHMjaTa IO NpPEKWHAlAa EKCIIEPHUMEHTOT YIITe TpH
NpeTMMUHAPHUOT MpOIleC Ha HCUTyBamke. OBOj ciydaj pa3iudHO Ce TOJIKYBa U MPE3CHTHUPA
O]l CTpaHa Ha KPUTHYAPHUTE M TOAPKYyBauMTE Ha TeHETCKH Moauduiupanara xpana. Criopen
MOJPXKYBa4HTE, OBOj MHIIMJCHT jaCHO ro peduiekTupa PyHKIIMOHUPAHETO HA PETYIaTOPHUTE
CHCTEMH, JI0JIeKa MaK, KpUTUIAPHUTE ITOCOUyBaaT JeKa PU3HIUTE HE Ce MPUKaKyBaaT Mopaan
MaHHUITyJIalMja co CTPYKTypaTa Ha XpaHara.
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7.5.3 3arpu:keHOCT 32 ;KHBOTHATA CPeIMHA

VYmTe on JaMHENIHO BpeMe € IMO3HATO JieKa NMPEKyMEPHOTO KOPUCTEHE Ha OJpeleHa
TEXHOJIOTHja BO 3€MjO/ICJICTBOTO MPEAN3BHKYBa CBOJYTHBEH NMPUTHCOK Ha CEJICKIHja KOj BO
MHOTY CJIy4ad BOJM KOH DPE3UCTEHTHOCT, KaKko M HeedukacHOCT Ha TexHosorujara. OBaa
10jaBa € KapakTepUCTHYHA U Kaj TEXHOJIOTHjaTa Ha FeHEeTCKHOT WHKeHepuHT. [1neBenor Bo
3eMjOZIeJICTBOTO MOXKE 3HAYajHO Ja IO PeAyLHpa NPUHOCOT Ha PACTUTEIHUTE KYJITYpH. 3aToa,
3eMjOJICTIIUTEe KOPUCTAT Pa3JIMYHH CTPATErdd 3a KOHTPOJA Ha IUJICBEJIOT, BKIYy4YyBajKu
npuMeHa Ha OJ00pEHH W PEruCTPUPAaHU XEepOWIMIH, IUIOJOPEICHE, KaKO U TeHETCKH
UHKEeHepuHT. JleHec ce KOpuCTaT TeHETCKH MOIU(HUIMPAHU COPTH Of COja M KaHOJIA KOU
coapxar OaKTEepUCKH T€HU 3a PE3UCTEHTHOCT KOH XEpOWIWAM, MPU IITO CE OBO3MOXKYBa
3TrOJIEMEHO PACTUTEITHO MPOU3BOJCTBO CO HAMAJIEHA ITPUMEHA Ha XEMHUCKH CPEJICTBA.

I'maBHa 3arpmxeHOCT 3a XepOWIMI-PE3UCTEHTHHUTE pACTeHHja € BepojaTHOCTa 3a
IPEHECYBamhe Ha TEHOT OJIrOBOPEH 3a TOJIEPAHTHOCTA Kaj COCEAHUTE IeBesn. Ha TakoB HaunH
ce CTUMYJIMpA Pa3MHOXYBame Ha IUIEBENIOT MOPagl CTEKHYBAHETO HAa PE3HCTEHTHOCT KOH
cooaBeTHHOT Xepourua. Cenak, IIeBeNoT MOKe C¢ YIITE Ja ¢ KOHTPOJIHUpa CO MPUMEHa Ha
JPYTH MPAKTUKH, KaKO IITO ce 00paboTKaTa Ha MOYBaTa MM KOPUCTEHETO HA alITEPHATHBHU
xepOouruan. Pa3BUTOKOT Ha pe3rCcTEHTHOCTA € YecT PeHOMEH BO 3eMjoneicTBoTo. [To3HaTo e
Jieka TpaHc(epoT Ha TeHHUTE OJ] €HO Ha JPYro PACTEHHUE Ce CIydyBa IPEKY MOJCHOT, KaKo U
NPEKy BUPYCH KOM MOXKaT BO IPHUPOJIHU YCIOBH Ja HHOUIMPAAT €IHO PACTCHHUE, a [0Toa Ja
ce TmpeHecaT Ha Apyro pacreHwe. Mcro Taka, TOCTOM 3arprkKEHOCT 3a pacTeHHjaTa
PE3UCTEHTHH KOH WHCEKTH, OWAEjKH MPOAYIEHTUTE Ha TEeHETCKH Monudunupana Bt mueHka
nmaaT 0oBpcka aa nocserat 20% o HUBHATa 3€Mj0JIeJICKa MOBPIIMHA Ha HETpaHC(HOPMUPAHU
COPTH Ha ITYCHKA.

7.5.4 N360p HA KOHCYMEHTH

OznauyBameTo Ha xpaHata Bo Kanama u CAJl rmaBHO ce 0a3upa Ha TOJATOIHTE 3a
3]IpaBjeTo U HyTPUTUBHUOT cocTaB. Cemnak, 0CTOjaT aAITEPHATUBHU CUCTEMH Ha O3HAUyBambe
Bp3 0a3a Ha penurucku npedepennu (mp. halal meco), HaunH Ha KynTHUBHpamke (TIp. OpraHcKa
XpaHa) WK HYTPUTHBEH COCTaB (IIp. HUCKa-MacJIeHOCT, HICKa KOHIIeHTpaIja Ha coi). Co 1en
Jla ce 3a/10BOJIaT MOTpeOUTe Ha KOHCYMEHTHTE, HEONIXOHO € Ja Ce BPILU O3HAUyBamkhe Ha CUTE
XpaHJIMBU TIPOU3BOAM HE3aBHCHO O/ METOAOT IITO C€ MPUMEHyBa 3a Mpou3BojacTBO. Cenak,
MOBEKETO KOHCYMEHTH ja M30mpaaT xpaHara Bp3 0a3a Ha BKYCOT, IIEHaTa W HyTPUTHBHATA
COJpKMHA HE3aBUCHO OJ1 HAyyHHTE mpenopaku. Cropen Toa, mpaBuiaTa 3a 00eleKyBame Ha
XpaHarta Tpeba a ce MPUIIaroJaT Ha CUTE OBUE BPEAHOCTH.

7.6 buzHuc 1 KOHTpOJIa

Bo nocnennuTe HEKONIKY IELIEHNH, jJaBHOCTA IIOCTOjaHO MpeIynpelyBa 3a KOHIEHTPUpambe
Ha HAy4YHATa ¥ TEXHOJIOIIKaTa KOMIIETEHTHOCT 0] 00J1acTa Ha 3eMjojIelicKaTa OMOTEXHOIOTH]ja
BO TPUBAaTHUOT CEKTOp, OCOOEHO BO MYJITHHAIMOHAJTHUTE KOMIIAaHMU Kako Monsanto,
Syngenta, DuPont u Bayer. OBa KoHUEHTpupamwe Ha CTpy4HaTa €KCIepTH3a BO TOJIEMHTE
npeTnpHujaTija UMa 3Ha4ajHO BIMjaHHWE BP3 PAa3BUTOKOT HA MCTPAKyBAUKHUTE MPHOPUTETH BO
WH]Ty CTpHjaJIM3HpaHNTE 3€MjH 32 CMETKA Ha 3arpo3yBame Ha jaBHUTE 100pa.

Bo 1912 roauna Ouia o0jaBeHa Opolrypa 3a HHOBAIMCKA JISJHOCT Ha €JTHAa HOBA KOMITaHHja
The Synthetic Products Company Ltd. Bo Benuka Bpurtanuja. [mo6GamHHOT HEmocTaToK Ha
ryma of 1907 mo 1910 roguHa Oui BUCTMHCKM TMPEAU3BUK 32 €BPOIICKUTE HAYyYHHUIU 3a
OTKpHMBaWk€ Ha CHHTETCKU M3BOP HA I'yMa U OBOj Ipoliec OMII peurcH npen oTKpuBame. Enna
Hay4Ha rpyna ox Pasteur MucTuTyTOT BOo @paHiuja oTkpuia 0akTepuja Koja MMa ClIoCOOHOCT
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3a KOHBEp3HMja Ha CKpoOOT BO Ma3yT Oorar co ammi ankoxon u OyraHon. OBHe HaydHU
CO3HaHWja OwWie HCKOPUCTEHHM O] OpWTaHCKaTa KOMIIAaHWja M JAW3ajHUpAIe MpoILec Ha
KOHBEp3HWja Ha CKpOOOT 10 MHAYCTPUCKH pa3Mepu. Cenak, OpUTaHCKUTE HAYYHUIN U3BPIIUIIC
Mo UdHKaIKja Ha TPOLECOT Ha (hepMEHTAaIMja KOH MPOYKIMja Ha OyTaHOI 32 MPOU3BOJICTBO
Ha CHHTETCKAa ryMa, Kako M alleTOH KaKo IJaBHA KOMIIOHEHTA Ha EKCIJIO3UBUTE KOU BO TOA
BpeMe OHiie MacOBHO yBE3yBaHHM BO 3eMjaTa.

Bo kanuTanmucTHukuTe ApYMITBA, OWU3HHC CEKTOPOT 4YECTO IAaTH CE WHBOJBHUPA BO
MHOBAIIMCKATa JICJHOCT HA HAyYHUTE YCTaHOBU. J[eHec, IMIaBeH MPEIU3BHK € Ja Ce MPOoHajIe
paMHOTeXa TOMery MPHUBATHUOT MPO(HUT U jaBHOTO J00pO, KAKO M Jia C€ CIOJeNTyBaaT
3aKIydOlUTe OJ HWCTpaKyBamaTa Ha OTBOPEH W JIEMOKPAaTCKH HAYWH. 3€MjOJCIIIHTE,
npepadoTyBaynTe, IUCTPUOYTEpUTE, KAKO M JAPYTHTE YYECHHIHM BO PACTUTEITHOTO
MPOU3BOJICTBO KOHTUHYHPAHO CE CTpEMar 3a MojJ00pyBame Ha 0e30eHOCTa, KBAIUTETOT U
e(puKacHOCTa Ha CHA0IyBameTO CO XpaHa. [ eHeTCKUOT MHKCHEPHUHT NPETCTaByBa euKacHa
CTpaTeryja Koja MO)Ke 3Ha4ajHoO Jia MPUJI0HECE BO OCTAaBPYBAHETO HA OBUE IICTIH.
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