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1. Вовед 

 

Метаболичките процеси во растителните клетки претставуваат комплексен систем 

на ензимски катализирани реакции кои овозможуваат биосинтеза на соединенија 

неопходни за растот и развитокот на растенијата и продукција на енергија (АТР). 

Соединенијата што се синтетизираат во текот на метаболичките процеси во 

растителните клетки можат да се поделат на примарни и секундарни метаболити 

зависно од нивното биосинтетско потекло, физиолошката функција, како и од 

дистрибуцијата во растителниот свет.  

Примарните метаболички процеси кај растенијата овозможуваат биосинтеза на 

јаглехидрати, липиди, протеини и нуклеински киселини кои се дефинирани како 

примарни метаболити. Во текот на овие процеси се искористуваат мономерните 

соединенија (моносахариди, аминокиселини, масни киселини, нуклеотиди), со цел да се 

синтетизираат полимерни соединенија (полисахариди, протеини, липиди, нуклеински 

киселини). Примарниот метаболизам кај растителните клетки е претставен со 

процесите на гликолиза, циклусот на трикарбоксилни киселини, метаболизмот на 

пентозо-фосфати, како и процесите на биосинтеза на липиди, протеини и нуклеински 

киселини. Примарните метаболити  претставуваат основни структурни соединенија во 

градбата на растителните клетки, ткива и органи. Исто така, примарните метаболити 

имаат есенцијална улога во одвивањето на виталните биохемиско-физиолошки процеси 

(фотосинтеза и респирација) кај растенијата. 

Секундарните метаболити кај растенијата се добиваат од примарните метаболички 

процеси и претставуваат интермедиерни соединенија или крајни производи на 

примарниот метаболизам. Секундарните метаболити не учествуваат директно во 

процесите на растот и развитокот на клетките, меѓутоа тие имаат главна улога во 

адаптацијата и преживувањето на растенијата во нивната животна средина. 

Секундарниот метаболизам кај растителните клетки е претставен со метаболичките 

патишта на оцетна киселина, шикими киселина, малонска киселина, мевалонска 

киселина и метилеритритол фосфат (Сл. 1.1).  
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Сл. 1.1 Шематски приказ на главните биосинтетски патишта на секундарниот метаболизам. 

 

Секундарниот метаболизам започнува да се истражува во раните почетоци на 

модерните ботанички истражувања, односно кон крајот на ХIХ-от и почетокот на ХХ-от 

век. Во тој период, секундарните метаболити биле дефинирани како деградациони 

производи на примарниот метаболизам кои немаат никаква функција кај растенијата. 

Според Sachs (1873), секундарните метаболити биле дефинирани како деградациони 

метаболички производи кои не можат да се искористат за формирање на нови клетки и 

притоа, не била доволно позната нивната улога во физиолошките функции на 

растенијата. Errera (1904), повторно го употребува терминот деградациони метаболички 

производи, кои секундарно можат да се искористат во заштита од хербивори. На 

почетокот на минатиот век, функционалниот аспект на секундарниот метаболизам не 

кореспондирал со тогашните научни достигнувања од областа на растителната 

физиологија и фитохемија и поради тоа секундарните метаболити сèуште се сметале за 

деградациони метаболички производи на растителниот метаболизам (Mothes, 1955). 

Ентомологот Gottfried Fraenkel (1959), започнува да ја потенцира екофизиолошката 

улога на секундарните метаболити во интеракцијата на растенијата со нивната животна 

средина. Сепак, кон крајот на минатиот век сèуште не била позната функцијата на 

секундарните метаболити и поради тоа била поставена следната дефиниција: 

"Секундарните метаболити се соединенија со ограничено присуство во одредена 
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таксономска група, кои не се неопходни за одржување на вијабилноста на растителниот 

организам, но, имаат улога во интеракцијата на растенијата со околната животна 

средина". Според оваа дефиниција, секундарните метаболити се есенцијални за 

адаптацијата и преживувањето на растителниот вид во еден екосистем (Luckner, 1990).  

Сепак, практично е невозможно да се одреди јасна граница помеѓу примарниот и 

секундарниот метаболизам, бидејќи голем број примарни метаболити претставуваат 

интермедиерни соединенија во секундарниот метаболизам. Разликата помеѓу 

примарниот и секундарниот метаболизам за прв пат била воведена од страна на 

Albrecht Kossel (Mothes, 1980). Според Kossel (1891), примарните метаболити се 

застапени кај сите растителни видови и опфаќаат мал број на соединенија. Од друга 

страна, пак, дистрибуцијата на секундарните метаболити е ограничена на одредени 

таксономски категориии на растенија и нивниот број е неспоредливо поголем во 

споредба со примарните метаболити. Исто така, секундарните метаболити не се 

униформно дистрибуирани во растителниот организам, туку најчесто се ограничени во 

одредени органи или во одредени клетки и ткива во рамките на еден орган. 

Експресијата на секундарните метаболички патишта зависи од степенот на 

диференцијација и специјализација на растителните клетки (Rhodes, 1994). Според тоа, 

растителниот метаболизам се базира на два функционални аспекти: примарен 

метаболизам кој ги опфаќа сите процеси есенцијални за растот и развитокот и 

секундарниот метаболизам кој е неопходен за адаптацијата и преживувањето на 

растителните видови во нивната животна средина. 

 

1.1 Секундарни метаболити кај растенијата 

 

Секундарните метаболити можат да се класифицираат зависно од хемиските 

карактеристики, биосинтетското потекло и дистрибуцијата во растителниот свет. 

Според хемиските карактеристики, секундарните метаболити можат да се поделат 

на алкалоиди, феноли и терпеноиди. Согласно со оваа класификација, алкалоидите се 

карактеризираат со присуство на азот во својата хемиска структура, фенолните 

соединенија поседуваат ароматичен прстен и фенолна хидроксилна група, додека пак, 

основна мономерна единица на терпеноидите е изопренот.  
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Сл. 1.2 Главни метаболички патишта во биосинтеза на секундарните метаболити кај 

растенијата. IPP-Изопентенил дифосфат, DMAPP-Диметил алил дифосфат, NPAAs-

Непротеински аминокиселини, GAP-Глицералдехид-3-фосфат.   

 

Растителните секундарни метаболити зависно од биосинтетското потекло се делат 

во пет основни класи: поликетиди, терпеноиди, алкалоиди, фенилпропаноиди и 

флавоноиди (Сл. 1.2).  

Поликетидите се добиваат од метаболизмот на мевалонската и оцетната киселина. 

Тие претставуваат хетерогена класа на секундарни метаболити во која се вбројуваат 

фенолите и флавоноидите, како и други ароматични соединенија (Сл. 1.2).  

Терпеноидите се добиваат преку метаболизмот на мевалонската киселина и 

претставуваат најголема група на секундарни метаболити кај растенијата. 

Терпеноидите потекнуваат од прекурсор со пет јаглеродни атоми изопентенил 

дифосфат (IPP) кој претставува основна мономерна единица (С5) од која се формираат 

С10 (монотерпени), С15 (сесквитерпени), С20 (дитерпени), С30 (стероиди и 

тритерпени) и С40 (тетратерпени и каротеноиди) соединенија (Сл. 1.2).  

Алкалоидите се секундарни метаболити кои се синтетизираат од различни 

аминокиселини (Сл. 1.2). Притоа, алкалоидите кои потекнуваат од аминокиселината 

триптофан се познати како индолни алкалоиди, од аминокиселината лизин се добиваат 
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хинолизидински алкалоиди, додека пак, аминокиселината орнитин е прекурсор во 

биосинтезата на пиролизидински и тропански алкалоиди (Torsell, 1997).  

Фенилпропаноидите се добиваат од ароматичните аминокиселини фенилаланин и 

тирозин преку фенилпропаноидниот метаболизам. Флавоноидите се вбројуваат во 

групата на фенилпропаноиди и се синтетизираат преку фенилпропаноидниот и 

поликетидниот метаболизам (Сл. 1.2). Фенилпропаноидниот и терпеноидниот 

метаболизам се најважни биосинтетски патишта кај растенијата, за разлика од 

поликетидниот метаболизам кој е главно доминантен кај микроорганизмите и одредени 

таксономски групи на растенија (Verpoorte, 2000). 

Според дистрибуцијата во растителниот свет, секундарните метаболити можат да се 

поделат на опиумски алкалоиди, Strychnos алкалоиди и Digitalis карденолиди 

(Verpoorte, 2000).  

Секундарните метаболити кај растенијата се карактеризираат со широка структурна 

хетерогеност и диверзитет, висок степен на интерспециска варијабилност и 

биосинтетска пластичност. Биосинтезата на секундарните метаболити во растителните 

клетки и ткива се одвива под дејство на специфични ензими (Facchini и De Luca, 2008). 

Ензимите вклучени во секундарниот метаболизам можат да се поделат во две класи: 

високо специфични ензими кои учествуваат во формирањето на основниот скелет на 

секундарните метаболити и релативно неспецифични ензими (дехидрогенази, 

монооксигенази, метилтрансферази и гликозилтрансферази) кои се вклучени во 

модификацијата на основната структура на метаболитите. Притоа, дејството на овие 

релативно неспецифични ензими ја потврдува структурната хетерогеност на 

секундарните метаболити во растителните ткива. Одредени секундарни метаболички 

патишта, како што се терпеноидниот и фенилпропаноидниот метаболизам се одвиваат 

кај сите виши растенија. Меѓутоа, кај некои sistematski grupi na rastenija можат да 

се одвиваат специфични сегменти од секундарниот метаболизам и секој растителен вид 

поседува специфичен состав на секундарни метаболити (Torssell, 1997). Поради тоа, 

секундарните метаболити можат да се користат како хемотаксономски маркери во 

ботаничката класификација на растенијата. Секундарниот метаболизам учествува во 

интеракцијата на растенијата со биотичките и абиотичките фактори на животна 

средина. Притоа, секундарните метаболички патишта можат да се активираат за време 

на одреден стадиум од развитокот на растенијата или во услови на биотички или 

абиотички стрес. Високиот степен на биосинтетска пластичност на секундарните 
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метаболити овозможува флексибилна адаптација на растенијата кон постојаните 

промени на условите во животната средина. 

Главна карактеристика на секундарните метаболити е способноста за акумулација 

во растителните органи кои имаат важна улога во преживувањето и репродукцијата на 

растителните видови. Притоа, хидрофилните метаболити се акумулираат во вакуолите, 

додека пак, липофилните соединенија се депонираат во смолните и млечните канали, 

трихомите и кутикулата. Субцелуларната акумулација на секундарните метаболити 

зависи од нивната функција, биосинтетските патишта, како и од структурните особини 

на растителната клетка. Според физиолошката функција, секундарните метаболити се 

акумулираат во специфични растителни клетки или ткива. Сепак, постојат разлики 

помеѓу местото на биосинтеза и акумулација на секундарните метаболити. Транспортот 

на секундарните метаболити најчесто се одвива помеѓу соседните клетки или преку 

спроводниот систем кој учествува во нивната транслокација до соодветните растителни 

органи (Kunze и сор., 2002). Вакуолите опфаќаат 40-90% од вкупниот волумен на 

растителната клетка и имаат клучна улога во акумулацијата на секундарните 

метаболити. Акумулацијата на секундарните метаболити во вакуолите на растителната 

клетка има две главни физиолошки функции: задржување на ендогените метаболити во 

внатрешноста на растителната клетка и заштита на секундарните метаболити од 

катаболичките процеси (Gunawardena и сор., 2004). Вакуоларниот транспорт на 

секундарните метаболити опфаќа примарен транспорт преку ABC транспортери и 

секундарен транспорт во антипорт со водородните јони (Martinoia и сор., 2002).  

Секундарните метаболити претставуваат medijatori во interakcijata na 

rastenijata so nadvore{nata sredina, kako i во odnosite rastenie-insekt, 

rastenie-mikroorganizam и rastenie-rastenie (Verpoorte i Memelink, 2002). 

Меѓутоа, функцијата на сekundarnite metaboliti не е ограничена само во 

интеракцијата на растенијата со животната средина и другите живи организми. 

Всушност, сekundarnite metaboliti учествуваат во голем број fiziolo{ki 

процеси кај rastенијата, како што се хормонската regulaција na клеточниот rast и 

морфогенетските процеси. Исто така, секундарните метаболити претставуваат 

modulatori na genskata ekspresija i signalnata transdukcija (Briskin, 2000). 

Одредени секундарни метаболити претставуваат сигнални молекули во формирањето 

на коренови нодули при азотофиксацијата кај легуминозните растенија. Секундарните 

метаболити кои се одговорни за обојувањето на цветовите и плодовите имаат големо 
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значење во репродукцијата на растенијата, бидејќи ги привлекуваат полинаторните 

инсекти и животните кои учествуваат во расејување на семето (Dewick, 1997).  

Секундарните метаболити претставуваат медијатори во одговорот на растенијата 

кон дејството на различни биотички и абиотички стрес фактори (Hartmann, 2007). 

Всушност, примарната функција на секундарните метаболити е заштита на растенијата 

од дејството на хербиворите (инсекти и цицачи) и патогените организми (вируси, 

микоплазми, бактерии и габи). Исто така, секундарните метаболити го претставуваат 

одбранбениот одговор на растенијата во услови на абиотички стрес, како што се 

promenite во интензитетот na temperaturata и svetlinata во околната средина, 

прекумерното ultravioletovo zra£ewe, озонот, vodniot re`im и mineralnata 

ishrana, како и присуството на тешки метали во почвениот супстрат (Briskin, 2000). 

Секундарните метаболити имаат големо значење во адаптацијата на растенијата кон 

постојаните промени на условите во животната средина. Всушност, секундарните 

метаболити учествуваат во два типа на резистентност на растенијата кон условите на 

надворешната средина, познати како пасивна и активна резистентност. Пасивната 

резистентност овозможува перманентна продукција на одбранбени секундарни 

метаболити кај растенијата независно од присуството на надворешните стрес фактори. 

Од друга страна, активната резистентност овозможува индуцирана продукција на 

одбранбени метаболити како одговор на дејството на специфични стрес фактори. 

Според Hartmann, (1985) постојат две основни стратегии за учеството на 

секундарните метаболити во одбранбениот одговор на растенијата: 

 конститутивна акумулација на одбранбени метаболити во соодветни растителни 

ткива или органи во концентрација неопходна за одржување на основниот 

одбранбен механизам; 

 индуцирана продукција на активни одбранбени метаболити (фитоалексини) како 

одговор на нападот од патогени организми или хербивори.  

Всушност, конститутивниот одбранбен механизам кај растенијата овозможува 

стабилно одржување на продукцијата на одбранбените секундарни метаболити во 

растителните ткива во концентрација неопходна за заштита од патогените и 

хербиворите. Од друга страна, пак, индуцираниот одбранбен механизам кај растенијата 

претставува агресивна стратегија на стимулирана продукција на фитоалексини при 

конкретно дејство на биотичките стрес фактори. 

 Секундарните метаболити наоѓаат широка примена во медицината, 

фармацевтската, прехранбената и козметичката индустрија (Roberts и Wink, 1998). 
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Всушност, секундарните метаболити можат да се користат за производство на 

природни бои (индиго, шиконин), влакна, лепила, масла (есенцијални масла), восоци, 

прехранбени адитиви (ванилин, капсаицин), ароматизирачки агенси и парфеми (масло 

од роза, масло од лаванда), стимуланти (кафеин, никотин, ефедрин), халуциногени 

(морфин, кокаин, мескалин, псилоцибин и тетрахидроканабинол), фамацевтски лекови 

(атропин, кинин, карденолиди, кодеин), антибиотици, инсектициди (никотин, пиперин, 

пиретрин, ротенон) и токсини (стрихнин, аконитин, колхицин, кардио гликозиди), 

(Croteau и сор., 2000). 

Во последните неколку децении, секундарниот метаболизам се наоѓа во фокусот на 

истражувањата од областа на физиологијата на растенијата, фитохемијата, 

фармакологијата и молекуларната биологија на растенијата поради следните 

карактеристики (Zhang и сор., 2004): 

 екстремната комплексност на секундарниот метаболизам има потреба од нови 

стратегии и техники за негово целосно проучување; 

 диверзитетот, специфичноста и варијабилноста на секундарните метаболити во 

рамките на еден растителен вид претставуваат главна бариера во проучувањето на 

секундарните метаболички патишта; 

 специфичната локализација и променливата експресија на секундарните 

метаболити можат значајно да интерферираат во проучувањето на биосинтетскиот 

потенцијал на растителните клетки; 

 комплексниот геном и интеракциите помеѓу различните метаболички патишта 

имаат значајно влијание врз ефикасната примена на техниките на генетскиот и 

метаболичкиот инженеринг кај растителните клетки.     

 

2. Вегетативно размножување на лековити растенија во in vitro услови 

 

Денес на почетокот на XXI-от век, идентификувани се 422.000 растенија, од кои 

околу 72.000 растителни видови се класифицирани како лековити и ароматични 

растенија (Schippmann и сор., 2006). Според Светската Здравствена Организација, 

околу 80% од човечката популација сèуште ги користи лековитите растенија во 

традиционалната медицина (Vines, 2004). Меѓутоа, лековитите растенија кои наоѓаат 

широка примена за фитотерапијата интензивно се експлоатираат (Brevoort, 1998). Isto 

taka, genetskata i fenotipska varijabilnost na rastitelnite vidovi 
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pretstavuvaat dopolnitelen problem {to doveduva do pogre{nо identifикување 

na lekovitite rastenija od strana na lokalnite sobira~i (Canter i sor., 2005). 

Поради тоа, неконтролираната експлоатација на лековитите растенија од природните 

популации предизвикува значајно загрозување на природните хабитати во Европските 

земји (Lange, 1998). Притоа, растителниот диверзитет се намалува до алармантна 

состојба како резултат на прекумерната експлоатација на лековитите растенија 

(Afolayan и Adebola, 2004). Деградацијата на шумските екосистеми и другите значајни 

вегетациски области е главната причина за рапидното губење на диверзитетот на 

лековитите растенија (Rout и сор., 2000). Исто така, климатските промени имаат 

изразено негативен ефект врз растителните заедници. Според Olsen, (2005), 

zgolemuvaweto na бројноста на humanata populacija предизвикува intenzivno 

iskoristuvawe na dostapnите обработливи почвени површини за производство на 

храна. Поради тоа, kultiviraweто на лековитите растенија треба да се врши преку 

racionalno искористување на почвените површини со цел да се овозможи 

континуиран извор na biolo{ki aktivni метаболити кои имаат примена во 

farmacevtskата индустрија (Rao i Ravishankar, 2002).  

Интересен е податокот дека денес во светот, особено во Соединетите Американски 

Држави доминира хемиската синтеза на биолошки активни компоненти во 

фармацевтската индустрија и само 25 % од фармацевтските производи имаат 

растително потекло (Payne и сор., 1991). Исто така, помеѓу светски развиените светски 

фармацевтски компании постои конкурентска трка за пронаоѓање на стабилен извор на 

обновливи ресурси на лековити растенија со елитни генотипски својства (Schippmann и 

сор., 2006). И покрај напредокот во хемиската синтеза на лекови, фармацевтската 

индустрија сèуште зависи од алтернативни извори на биоактивни метаболити, бидејќи 

практично е невозможно да се синтетизираат комплесните структурни карактеристики 

на секунарните метаболити со биолошка активност (Pezzuto, 1995). 

На глобално ниво, околу 15.000 лековити растенија се наоѓаат на листата на 

загрозени видови поради деградација на растителните хабитати, комерцијалната 

експлоатација, развитокот на инвазивни растителни видови и загадувањето (Hamilton, 

2008). Можноста за губење на растителниот биодиверзитет налага неодложна потреба 

за превземање на соодветни мерки за заштита и конзервирање на растителната 

популација, како и постојан развиток на безбедна и високо квалитетна фитомедицина 

(Chaturvedi и сор., 2007). Сепак, постои дилема дали е неопходно да се примени 

соодветен систем за култивирање на растителните видови или да се превземат 
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соодветни мерки за контролирано експлоатирање на растителните популации 

(Schippmann и сор., 2006). Размножување на растенијата во in vitro uslovi има голем 

број предности кои овозможуваат подобрување на квалитетот на лековитите растенија. 

Примената на мetodите na култивирање на rastitelni kletki i tkiva ima 

posebno zna~ewe vo napredokot na istra`uvawata za вегетативното размножување 

na rastenijata vo in vitro uslovi (Dornenburg и Knorr, 1995). Po~etocite na metodot 

na kultura na rastitelni kletki i tkiva datiraat od prvata decenija na XX-от 

vek, koga Haberlandt (1902) izoliral i kultiviral rastitelni kletki на вештачки 

хранлив медиум. На почетокот на минатиот век, прв пат било потврдено дека 

растителните клетки можат да се култивираат на вештачки хранлив медиум во 

недиференцирана состојба и неограничено време да се одржуваат во фазата на активно 

растење (Gautheret, 1934). Кon krajot na prvata polovina na HH-от vek bil 

zabele`an голем напредок во развивање на metodite i хранливите mediumi za 

kultivirawe na rastitelni tkiva. Најчесто користени хранливи медиуми за 

култивирање на растителни клетки и ткива во in vitro услови се Murashige и Skoog, 

Gamborg, Hildebrandt и White (Kreis, 2007). Хранливиот медиум за култивирање на 

растителните клетки примарно содржи минерали, витамини, сахароза како извор на 

јаглерод и регулатори на растот (фитохормони), кои се неопходни за оптимален раст и 

развток на in vitro културите. 

Spored Rout i sor., (2000), вегетативното размножување na рastenija vo in vitro 

uslovi опфаќа примена на tri различни методи: 

 miropropagacija, koja opfa}a izolирање i kultivirawe na organizirani 

meristemi (apikalen izdanok ili aksilarna pupka) na хранлив medium za 

мултипликација и regeneracija; 

 organogeneza, koja se sostoi vo diferencirawe na adventivni izdanoci od 

изолирани diferencirani eksplantati (koren, steblo, list) ili od 

prethodno inducirano kalusno tkivo; 

 somatska embriogeneza, koja pretstavuva tehnika na indukcija na somatski 

embrioni od изолирани somatski rastitelni kletki ili od kalusni kulturi. 

Istra`uvawata za mikropropagacija na rastenijata i primenata na 

fitohormoniте во vegetativnoto razmno`uvawe na rastenijata vo in vitro uslovi 

zapo~nuvaat kon krajot na 1960 godina. Микропропагацијата на растенијата 

ovozmo`uva skratување на procesot na selekcija, odr`ување на genetskata 
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stabilnost na postoe~kiot genfond i dobiвање на генотипски и fenotipski 

homogeni rastenija. Способноста na rastenijata за vegetativno размножување vo in 

vitro uslovi se bazira na izrazenata totipotentnost na rastitelnite kletki. 

Всушност, тотипотентноста претставува способност на една растителна клетка да се 

регенерира во цело интактно фертилно растение. Составот на хранливиот медиум и 

фizi~kite faktori имаат големо влијание врз stimuliraње на proliferacijaта, 

delbaта ili diferencijacijaта na култвираните kletki, како и vrz процесите на 

раст и развиток на multipliciranite izdanoci, formiraweto na korenovиот 

sistem i celosnata regeneracija na izoliranite eksplantati. Во in vitro uslovi, 

kako po~etni eksplantati mo`at da se izoliraat apikalni pupki (меристеми), 

kotiledoni, hipkotili, сегменти од лист, steblo ili koren. Mikropropagacijata 

na rastenijata vo in vitro услови zavisi od izborot na ekplantatot (golemina i 

tip), sterilizacijata na rastitelniot materiјal, godi{niot period na 

kultivirawe na eksplantatiте, izborot na hranlivиот medium и fizi~kite 

faktori при култивирање, како и genetskata stabilnost na rastителниот материјал. 

Микропропагацијата нa rastenijata vo in vitro uslovi opfa}a pet fazi (Сл. 2.1): 

  izolirawe и воведување na примарни eksplantati vo in vitro услови; 

  razmno`uvawe (multiplikacija) na izolirani eksplantati;  

  vkorenuvawe (rizogeneza) na multiplicirani izdanoci;  

 aklimatizacija na regenirani rastenija vo klima komora;  

 adaptacija на аклиматизирани растенија на uslovite во nadvore{nata sredina.  

Методот на микропропагација има големо значење за растенијата кои не можат да 

се размножуваат преку конвенционален начин на вегетативно размножување. Тука се 

вбројуваат растителните видови koi ne mo`at da ja dostignat generativnata faza 

од razvitokot, растенија кои се карактеризираат со низок степен на герминација на 

семето или нехомоген квалитет на семето, како и дрвенести растенија што имаат бавен 

степен на растење (Canter и сор., 2005). Исто така, методот на микропропагација 

овозможува продукција на голем број регенеранти за краток временски период, поради 

високиот степен на мултипликација на култивираните експлантати. Всушност, 

микропропагацијата може да се применува за комерцијална мултипликација на голем 

број елитни растителни клонови. Растот и развитокот на in vitro културите е независен 

од сезонските промени, а притоа добиените регенеранти се ослободени од 

микроорганизми и вируси (Debnath и сор., 2006). 
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Сл. 2.1 [ematski prikaz na методот на mikropropagacija na rastenijata vo in vitro uslovi. 

 

Сепак, добивањето на генетски хомогени регенеранти со методот на 

микропропагација зависи од изборот на соодветен тип на in vitro култури. Затоа, 

микропропагацијата најчесто започнува со култивирање на примарни експлантати од 

претходно постоечки меристеми (култура на изданоци или нодии), бидејќи се намалува 

веројатноста за појава на сомаклонска варијабилност. Притоа, органогенезата или 

соматската ембриогенеза се најчесто користените методи за регенерација на 

растенијата, бидејќи при овие процеси можат да се контролираат промените во 

генетскиот материјал на in vitro културите (George и Debergh, 2008).  

Културите на растителни клетки и ткива во in vitro услови може да имаат 

неорганизиран или организиран раст и развиток. In vitro култури со неорганизирано 

растење се: култура на калуси, култура на клеточни суспензии и култура на 

протопласти (Сл. 2.2). Неорганизираното растење многу често се јавува кај ткивата 

култивирани во in vitro услови. Притоа, ткивото не содржи ниту една препознатлива 

структура од растителниот организам и поседува ограничен број диференцирани и 

специјализирани клетки кои нормално влегуваат во градбата на интактното растение. In 

vitro култури со организирано растење се: култура на интактни растенијa, култура на 

ембриони, култура на органи (изданоци, меристеми, корени, антери, плодник) и 

култура на поединечни нодии (Сл. 2.2). Организираното растење се јавува при 

култивирање на организирани делови од растенијата (органи) во in vitro услови.  
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Сл. 2.2 Типови на растителни култури во in vitro услови. 

 

2.1 Примена на in vitro културите во продукција на секундарни метаболити   

 

Во последната деценија на минатиот век беше забележан значаен напредок во 

истражувањата od oblasta na rastitelnata biotehnologija. Методот na 

kultivirawe na rastitelni клетки и tkiva vo in vitro uslovi (микропропагација) 

започна да се развива во насока на komercijalno razmno`uvawe и клонирање na 

golem broj лековити i ароматични rastenija (Rathore и сор., 2010). Примената на 

лековитите растенија во медицината и фармацевтската индустрија е главниот 

предизвик за развиток на методот на микропропагација. Всушност, методот на 

микропропагација на лековити и ароматични растенија започна да се применува со цел 

да се добијат нови, безбедни, ефикасни и високо-квалитетни секундарни метаболити, 

кои наоѓаат широка примена во медицината, фармацевтската, прехранбената и 

козметичката индустрија. Затоа, методот на култивирање на растителни клетки и ткива 

во in vitro услови стана мошне ефикасна стратегија за стимулирање на продукцијата на 

секундарни метаболити од особен интерес (Ravishankar и сор., 1999; Dornenburg и 

Knorr, 1997; DiCosmo и Misawa, 1995). Сепак, конвенционалниот метод на 

микропропагација на лековитите растенија претставува финаниски непрофитабилна 

стратегија за комерцијално производство на биолошки активни метаболити. 

Автоматизацијата на методот на микропропагација и дизајнирањето на соодветни 

биореактори претставуваат алтернативни решенија зa problemite povrzani so 

materijalnite sredstva (Cazzulino и сор., 1991). Исто така, методот на 

фотоавтотрофна микропропагација стана ефикасна техника за комерцијално 
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производство на клонирани лековити растенија со подобар раст и квалитет, зголемена 

вијабилност поради отсуство на контаминација, како и зголемен процент на 

аклиматизација на регенерираните in vitro култури (Paek i sor., 2005).  

Предностите на продукцијата на секундарни метаболити со примена на методите на 

култивирање на растителни клетки и ткива во in vitro услови опфаќаат: (Zafar i sor., 

1992; Rao i Ravishankar, 2002): 

 контролирана продукција на секундарни метаболити независно од сезонските и 

климатските промени во надворешната средина, како и географската 

дистрибуција на растителниот вид; 

 униформен раст на растителните клетки при контролирани услови за култиврање; 

 биотрансформација на секундарниот метаболизам на растителните клетки со 

примена на методите на додавање на прекурсори во хранливиот медиум и 

елицитација; 

 оптимизирање на условите за култивирање со цел да се стимулира или инхибира 

продукцијата на одредени специфични метаболити; 

 методите за култивирање во стерилни (асептични) услови оневозможуваат 

интерференција на микроорганизмите врз биосинтетскиот капацитет на клетките; 

 лесно идентифицирање на одредени метаболички реакции од примарниот и 

секундарниот метаболизам на ниво на интактни клетки; 

 ограничениот биосинтетски капацитет на растителните клетки може да се 

продолжи кај интактните in vivo растенија; 

 процесот на екстракција на растителни метаболити од in vitro културите е 

поедноставен во споредба со фитоекстракцијата од интактни in vivo растенија; 

 методот на kultivirawe na растителни kletki, ткива и organi vо биореактори 

може да се користи за комерцијална продукција на секундарни метаболити; 

 in vitro културите можат да се користат за produkcija na novi биолошки активни 

метаболити, koi voop{to ne se prisutni kaj intaktnite in vivo rastenija; 

 развивање на нови strategii za zgolemuvawe na kvantitetot и квалитетот na 

секундарните метаболити кај in vitro културите. 

Примената на in vitro културите во пrodukcijata na sekundarni metaboliti 

zapo~nuva intenzivno da se prou~uva во {eesettite godini na HH-от vek. Притоа, 

културите со неорагнизирано растење (култури на калуси и клеточни суспензии) и 

културите со организирано растење (култури на изданоци и корени) имаат широка 



Генетски и метаболички инженеринг на растенијата 

Тушевски, О., Гаџовска-Симиќ, С. 16

примена во експерименталните методи за стимулирање на продукцијата на секундарни 

метаболити. Според досегашните научни сознанија, одредени секундарни метаболити 

не можат да се синтетизираат со примена на култури на недиференцирани клетки 

(култура на калуси и клеточни суспензии). Всушност, биосинтезата и акумулацијата на 

одредени метаболити започнува во услови на регенерација на диференцирани 

растителни органи од култура на недиференцирани клетки. Така на пр., културите на 

растителни органи имаат широка примена во продукција на морфински алкалоиди кај 

Papaver somniferum, тропански алкалоди кај видовите од фамилијата Solanaceae и 

димерни алкалоиди кај Catharanthus roseus. Според литературните податоци, културите 

на диференцирани растителни органи (култури на изданоци и корени) имаат големо 

значење во продукцијата на секундарни метаболити кај голем број лековити растенија, 

кои наоѓаат широка примена во медицината и фармацевтската индустрија (Roja, 1994).  

Меѓутоа, голем број на растителни metaboliti ne se синтетизираат vo in vitro 

uslovi ili in vitro културите се карактеризираат со пониска содржина на биоактивни 

метаболити во споредба со интактните in vivo растенија. Od druga strana пак, 

prethodno razvienite протоколи и metodi za микропропагација на odredeni 

rastenija ne mo`at da se koristat za вегетативно размножување на drugi 

rastitelni vidovi (Zafar i sor., 1992). Za da se nadminat problemite povrzani so 

ограничениот биосинтетски капацитет na rastitelnite kletki, razvieni se голем 

број strategii so cel eфикасно da se стимулира produkcijata na sekundarni 

metaboliti kaj rastitelnite in vitro kulturi. Во последните неколку децении беше 

направен голем напредок во развитокот на алтернативните методи за стимулирање на 

продукцијата на секундарни метаболити од in vitro култури на растителни клетки и 

ткива (Ravishankar и Rao, 2000; Ravishankar и Venkataraman, 1993; Fowler и Stafford, 

1992; Payne и сор., 1991; Rao i Ravishankar, 2002).  

Експерименталните методи и стратегии што се применуваат за стимулирање на 

продукцијата на секундарни метаболити кај in vitro растителни култури опфаќат: 

 селекција на високо-продуктивни клеточни линии, односно растителни kletки so 

visok potencijal za produkcija na sekundarni metaboliti; 

 оптимизација на составот на хранливиот медиум за да се зголеми биосинтезата и 

акумулацијата на секундарни метаболити; 

 примена на соодветни елицитори (метод на елицитација) кои можат да ја 

регулираат екпресијата на транскрипциони фактори преку механизмот на 
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сигнална трансдукција, so cel da se zgolemi produkcijata na секундарни 

metaboliti za kratok vremenski period; 

 imobilizacija na растителни kletki за da se zgolemi prinosot na 

ekstracelularni metaboliti; 

 permeabilizacija na in vitro култури за да се изврши секреција на 

акумулираните метаболити од растителните клетки во хранливиот медиум; 

 adsorpcija na секретираните metaboliti во медиумот, so cel da se 

екстрахираат метаболичките производи od хранливиот medium; 

 биотрансформација на органските соединенија во хемиски дефинирани 

метаболички производи;  

 produkcija na секундарни metaboliti vo soodvetен тип на bioreaktori; 

 генетска трансформација на in vitro култури, со цел да се интензивира 

метаболичкиот пат на биосинтеза на одреден специфичен метаболит. 

Главните недостатоци на примената на методите за зголемување на продукцијата на 

секундарни метаболити од in vitro култури на растителни клетки се однесуваат на 

недоволното познавање на биосинтетските патишта на одредени метаболички 

производи, нискиот степен на експресија на клучните регулаторни гени кај 

недиференцирани in vitro култури, генетската нестабилност на култивираните клетки, 

како и биосинтезата или акумулацијата на одредени секундарни метаболити во 

специјализирани ткива или органи (Bourgaud и сор., 2001). Сепак, сèуште е мал и 

недоволен бројот на научни сознанија за регулацијата на секундарните биосинтетски 

патишта, што претставува главен недостаток за широката примена на in vitro културите 

во комерцијална продукција на секундарни метаболити. Затоа, неопходно потребно е 

добро да се познаваат регулаторните механизми на секундарниот метаболизам на 

молекуларно ниво, со цел да се развијат алтернативни стратегии за индустриско 

производство на секундарните метаболити. Според досегашните научни сознанија, 

културите на клеточни суспензии ефикасно се применуваат во комерцијално 

производство на шиконин од Lithospermum erythrorhizon, берберин од Coptis japonica и 

сангвинарин од Papaver somniferum (Rao и Ravishankar, 2002). 
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3. Генетска трансформација на растенија во in vitro услови 

 

Genetskata transformacija на растенијата pretstavuva tehnika na 

kontrolirano vnesuvawe na DNA sekvenci vo genomot na kletkaта recipient. 
Пренесувањето на гени, односно експресијата на туѓа DNA во клетката домаќин и 

наследувањето на новите особини во потомството овозможуваат добивање на genetski 

transformirani rastenija (трансгени растенија). 

Методот на генетска трансформација на растенијата е неопходна стратегија за 

експериментално проучување на функцијата на гените, како и подобрување на 

квалитетот на растенијата преку интродуцирање на генски секвенци од интерес во 

растителниот геном (Birch, 1997). Примената на методот на генетска трансформација, 

како и проучувањето на механизмите на регулација и функцијата на гените кај 

трансгените растенија можат да имаат голем придонес во областа на физиологијата и 

биохемијата на растенијата. Всушност, методот на генетска трансформација 

овозможува проучување на комплексните биохемиско-физиолошки процеси кај 

растенијата, како што се сигналната трансдукција и генската регулација на 

молекуларно ниво. Сепак, најголем дел од научните истражувања за генетска 

трансформација на растенијата се насочени кон развиток на ефикасна технологија за 

добивање на елитни растенија со подобрени својства, кои ќе имаат огромен бенефит за 

човештвото (Birch, 1997). Притоа, практично е невозможно да се добијат елитни 

растенија со подобрени својства со примена на конвенционалните методи на 

хибридизaција помеѓу различни растителни видови.  

Предностите на методот на генетска трансформација опфаќаат добивање на: 

 растенија резистентни кон хербициди (Anthony и сор., 1999), инсекти (Dempsey и 

сор., 1998), вируси (Beachy, 1997), бактерии (Zhang и сор., 1999), габи (Salmeron и 

Vernooij, 1998) и нематоди (Jung и сор., 1998);  

 растенија со подобрен нутритивен квалитет (Shewry, 1998);  

 продукција на антитела и рекомбинантни протеини (Kusnadi и сор., 1998); 

 растенија со модифициранни метаболички патишта со цел да се стимулира 

продукција на секундарни метаболити од интерес (Heyer и сор., 1999); 

 растенија со елитни fenotipski karakteristiki кои наоѓаат широка примена 

во  hortikulturата (Mol и сор., 1999); 
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 растенија кои наоѓаат примена во фиторемедијацијата на контаминирани 

супстрати (Raskin и сор., 1997); 

 растенија со висока содржина на метаболити со фармаколошко значење (антитела, 

вакцини), (Rodgers и сор., 1999); 

 растенија резистентни кон еколошки стрес фактори (Holmberg и Bülow, 1998). 

Методот на генетска трансформација на растенијата се базира на интродукција на 

DNA во тотипотентни растителни клетки, што резултира со регенерација на 

трансформираните клетки во интактни фертилни растенија. Клучни фактори за 

успешна трансформација на растенијата се селекција на соодветен метод за ефикасна 

интродукција на DNA во растителни клетки, како и соодветен растителен материјал 

(клетки или ткива) со цел да се постигне успешна регенерација на генетски 

трансформирани интактни растенија. Притоа, DNA може да се интродуцира во 

различни растителни експлантати, како што се изолирани клетки, протопласти, калусно 

ткиво, суспензија на клетки или диференцирани растителни органи.  

Metodite za genetska transformacija na rastenijata mo`at da se podelat vo 

dve grupi: direktni i indirektni metodi. Indirektnite metodi na genetska 

transformacija opfa}aat introdukcija na DNA segmenti od bakteriski 

plazmidi na Agrobacterium vo genomot na rastitelnata kletka. Всушност, нaj~esto 

primenuvan metod za prenesuvawe na tu|i geni vo rastitelniot genom e 

Agrobacterium-posreduvanata transformacija (Gelvin, 2003). Prednosta na 

metodot na genetska transformacija na rastenijata so Agrobacterium e 

ednostavnosta na tehnikata za izveduvawe, povrzaniot transfer na geni (gen od 

interes so selеktiven marker), visoka frekfencija na stabilna transformacija 

so mal број на интегрирани генски kopii, kako i sposobnost za prenesuvawe na 

dolgi (>150 kb) T-DNA fragmenti, (Veluthambi i sor., 2003). Главен недостаток на 

овој метод е малиот процент на трансформирани клетки од примарниот експлантат, 

како и ограничениот број на растителни видови кои се сензитивни кон трансформација 

(Komari и сор., 1998). Сепак, постојат голем број на алтернативни методи со цел да се 

олесни трансферот на гени кај резистентните растенија со примена на Agrobacterium-

posreduvanata transformacija. Од друга страна пак, методите кои овозможуваат 

директен трансфер на DNA во растителните клетки се познати како директни методи на 

генетска трансформација. Direktniте metodi na transformacija опфаќаат: fuzija 

na protoplasti preku metod na somatska hibridizacija, трансформација на 
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протопласти со примена на полиетилен гликол (PEG) или електропорација, 

transformacija preku imbibicija, bombardirawe so mikroчестички, 

mikroinjektirawe na DNA, elektroforeza na embrioni i drуги (Rao i sor., 

2009). Сепак, трансферот на DNA кај протопласти и бомбардирање со микрочестички 

се најчесто применувани директни методи (Birch, 1997).  

Vidovite od rodot Agrobacterium mo`at da izvr{at transfer na DNA кај 

golem broj dikotiledoni i monokotiledoni rastenija (DeClene i DeLey, 1976), 

golosemeni rastenija (Levee i sor., 1999), kvasci (Bundock i sor., 1995), 

askomiceti i bazidiomiceti (de Groot i sor., 1998). Исто така, Agrobacterium mo`e 

da izvr{i transformacija i на humani kletki (Kunik i sor., 2001).  

 

3.1 Општи карактеристики на Agrobacterium rhizogenes  

 

3.1.1 Класификација и систематика на Agrobacterium rhizogenes 

 

Vidovite od rodot Agrobacterium се Gram-negativni po~veni bakterii, кои 

предизвикуваат razli~ni zaboluvawa kaj rastenijata. Spored patogenite svojstva, 

odnosno simptomите na bolesta kaj rastenijata, rodot Agrobacterium opfa}a 

golem broj vidovi. Imeno, A. radiobacter e nevirulenten vid, A. tumefaciens 

predizvikuva tumor na vratот na korenot (“crown gall”), A. rhizogenes predizvikuva 

t.n. sindrom na “влакнести корени” (“hairy root”-HR), A. rubi e pri~initel na tumor 

kaj kapinata (“cane gall”), додека пак, A. vitis predizvikuva tumori i nekroti~ni 

lezii kaj vinovata loza (Otten i sor., 1984).  

A. rhizogenes za prv pat bil opi{an od strana na Riker i sor., (1930), a 

podocnежната klasifikacijata bila izvr{ena od strana na Conn (1942). Spored 

Riker i sor., (1930), bakteriskite soevi {to predizvikuvaat HR kaj растенијата 

bile класифицирани во заеднички таксон Phytomonas rhizogenes. Potoa, bile 

koristeni таксономските термини Bacterium rhizogenes i Pseudomonas rhizogenes 

kako sinonimi za Phytomonas rhizogenes. Conn (1942) za prv pat go predlo`uva 

rodot Agrobacterium, a vo vidot A. rhizogenes se klasificirani site bakteriski 

soevi koi induciraat појава на “vlaknesti koreni” kaj rastenijata.  

Spored podocne`nite sistematski istra`uvawa, vidovite od rodot 

Agrobacterium bile podeleni vo biotipovi (biovari). Biotipovite pretstavuvaat 
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taksonomski kategorii koi opfa}aat sistematizacijata na бактериските vidovi 

spored одредени fiziolo{ki особини. A. rhizogenes и site други bakteriski 

vidovi {to поседуваат Ri (Root Inducing) plazmid i imaat sposobnost da 

induciraat HR кај растенијата se vbrojuvaat vo biotip 2 kategorijata (Veena i 

Taylor, 2007).  

Poradi postoeweto na konfuzija vo sistematiziraweto, soevite na A. 

rhizogenes биле klasificiraни vo посебни podgrupi spored способноста за 

produkcija na специфични соединенија познати како opini. Pritoa, soevite na A. 

rhizogenes {to poseduvaat Ri plazmid se podeleni vo 4 podgrupi: agropin soevi 

(pRiA4, pRi1855, pRiHRI, pRi15834 i pRiLBA9402), manopin soevi (pRi8196), 

kukumopin soevi (pRi2659) i mikimopin soevi (pRi1724).  

Isto taka, soevite na A. rhizogenes mo`at da se klasificiraat kako polarni i 

apolarni soevi, spored pojavata na polarnost pri infekcija na rastitelnoto 

tkivo. Taka na pr., odredeni soevi induciraat formirawe na koreni samo na 

apikalnata povr{ina od korenovi diskovi, dodeka pak, drugi soevi induciraat 

proliferacija na koreni na apikalnata i bazalnata povr{ina od rastitelnoto 

tkivo (Cardarelli i sor., 1985). Agropin soevite se apolarni, bidej}i stimuliraat 

proliferacija na “vlaknesti koreni” nezavisno od orientaciјаta na 

rastitelnoto tkivo. Me|utoa, site ostanati soevi na A. rhizogenes se polarni i 

induciraat pojava na HR edinstveno koga rastitelnite tkiva se inokulirani so 

apolarna orientacija.  

Spored sistematskite karakteristiki (Woese i sor. 1984), Agrobacterium 

rhizogenes se klasificira на следниот начин: 

 Carstvo: Bacteria, 

 Oddel: Proteobacteria, 

 Klasa: Alpha Proteobacteria, 

 Red: Rhizobiales, 

 Familija: Rhizobiaceae, 

 Rod: Agrobacterium, 

 Vid: Agrobacterium rhizogenes Conn.  
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3.1.2 Генетски карактеристики на Agrobacterium rhizogenes  

 

Genetskite studii poka`uvaat дека agrobakteriite поседуваат cirkularen 

hromozom i nekolku plazmidi. Бактерискиот хромозом sodr`и genски секвенци, кoi 

se neophodni za normalna fiziologija i metabolizam na bakteriskite kletki. 

Hromozomskite geni kaj agrobakteriite se grupirani vo 3 grupi spored 

funkcijata {to ja poseduvaat: geni одговорни за priкрепување na bakteriite za 

површината на rastitelnite kletki, virulentni geni i geni odgovorni za 

toploten stres (heat shock genes).  

Способноста на агробактериите за прикрепување на површината на растителните 

клетки се базира на продукцијата на егозполисахариди (Zorreguiеta i sor., 1988). 

Hromozomskite pscA (exoC) geni кaj agrobakteriite se vklu~eni vo sinteza na 

sukcinoglukanski egzopolisaharidi (Reuber i Walker, 1993). ChvAB genite 

u~estvuvaat vo sinteza na β-1,2-D-glukan, додека пак, chvE genot vr{i indukcijata 

na vir genite od plazmidot kaj agrobakteriite (Metts i sor., 1991). Индуцирана 

еkspresija na vir регионот mo`e da se regulira и so pomo{ na hromozomskite ros 

geni, koi kodiraat repesor na vir genite (Hussain i Johnston, 1997). Исто така, 

вirulentnosta na agrobakteriite zavisi и od активноста на att geni, кои се 

vklu~eni vo interakcija so rastителните клетки (Matthysse i sor., 2000). Всушност, 

аtt genite se podeleni vo dve grupi: prvata grupa на аtt geni учествуваат vo 

signalizацијата pome|u bakteriite i rastenijata, dodeka pak, drugata grupa на аtt 

geni se vklu~eni vo sintezaта na soedinenija koi u~estvuvaat vo inicijalnite 

fazi od pрикрепувањето na agrobakteriite za povr{inata na rastitelnite 

kletki (Matthysse i sor., 1996). 

Genite vklu~eni vo toplotniot stres kaj agrobakteriite se organizirani vo 

dva operoni: groESL i dnaKJ (Segal i Ron, 1995).  

Spored dosega{nite genetski istra`uvawa, postojat golem broj sli~nosti 

pome|u hromozomskite geni kaj A. rhizogenes i ostanatite agrobakterii. 

Рazlikite vo povrzuvaweto na A. rhizogenes i A. tumefaciens za povr{inata na 

rastitelnata kletka se bazira na razlikite vo att гените (Sykes i sor., 1988).  

Бактерискиот плазмид kaj Agrobacterium rhizogenes e познат како Ri-плазмид (Root 

Induced pasmid) и ima sli~en sostav i struktura so Ti plazmidot (Tumor Induced 

Рlasmid) kaj A. tumefaciens. Isto taka, komparativnite studii poka`uvaat дека не 
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постојат значајни razliki помеѓу A. rhizogenes i A. tumefaciens vo inicijalnite 

mehanizmi на genetska transformacija kaj rastenijaта.  

Според Suzuki i sor., (2000), Ri plazmidite кај соевите на A. rhizogenes имаат 

големина од 180-250 kbp и se sostojat od 4 основни genski regioni (Сл. 3.1): 

 T-DNA (mobilna DNA sekvenca {to se prenesuva vo kletkata-реципиент); 

 virulentni (vir) geni (медијатори vo procesот na genetska transformacija); 

 gen za replikacija (rep region za replikacija na plazmidot); 

 tra i trb regioni (genski sekvenci za kowugativеn transfer na plazmidot). 

 

 

 

Сл. 3.1 Шематски приказ на структурата на Ri плазмидите кај Agrobacterium rhizogenes.          

RB-Десна гранична секвенца; LB-Лева гранична секвенца; TL- Лeва T-DNA секвенца;  

TR- Десна T-DNA секвенца (модиф. според Veena и Taylor, 2007). 

 

3.1.2.1 T-DNA 

 

Spored dosega{nite istra`uvawa (Hansen i sor., 1994), utvrdeno e deka site 

soevi na A. rhizogenes sodr`at T-DNA region vo Ri plazmidot, koj ги poseduva 

следните geni:  

 гени za biosinteza na opini (mas1, mas2 i ags),  

 geni odgovorni za indukcija i rastewe na “Hairy Roots”-HR (rol geni),  

 гени за биосинтеза на ауксини (aux гени),  

 geni so nepoznata funkcija.  
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T-DNA pretstavuva plazmidna DNA sekvenca {to se prenesuva i integrira vo 

растителниот genom. T-DNA sekvencata e ograni~ena od останатите генски региони 

на Ri plazmidot so repetitivni sekvenci so golemina od 25 bp, nare~eni desna 

(RB) i leva (LB) grani~na sekvenca (Сл. 3.1), (Yadav i sor. 1982). Grani~nite 

sekvenci имаат важна улога во prepoznavaweто na T-DNA sekvencata od strana na 

restriktivnite endonukleazi, bidej}i gi ozna~uvaat restriktivnite mesta kade 

se vr{i dezintegracijata na DNA so posredstvo na odredeni vir geni. 

Odredeni типови на Ri plazmidi poseduvaat dve oddelni T-DNA sekvenci 

me|usebno razdvoeni od ostanatiot del na plazmidot so 4 grani~ni sekvenci. Ri 

plazmidite so dva T-DNA regioni (leva T-DNA-TL i desna T-DNA sekvenca-TR) se 

ozna~uvaat kako razdvoeni T-DNA regioni (Сл. 3.1). Kukumopin i manopin Ri 

plazmidite poseduvaat samo eden T-DNA region, za razlika od agropin Ri 

plazmidite koi imaat dva razdvoeni T-DNA regioni (Сл. 3.1). TL-DNA i TR-DNA 

fragmentite imaat golemina od 15-20 kbp i nezavisno se integriraat vo 

rastitelniot genom. Сепак, prenesuvaweto na TL-DNA e neophodен процес za 

indukcija na HR кај растенијата (Sevon i Oksman-Caldentey 2002). 

Dosega{nite genetski istra`uvawa za organizacija na TL-DNA fragmentot 

kaj agropin Ri plazmidite ovozmo`ile identifikacija na 18 otvoreni ramki na 

~itawe (ORF) (Slightom i sor., 1986). ORF 10, 11, 12 i 15 se odnesuvaat na rolA, rolB, 

rolC i rolD genite. Isto taka, ORF 3, 8, 13, 13b i 14 se smetaat kako potencijalni 

onkogeni koi u~estvuvaat vo indukcijata na HR kaj rastenijata (Otten i Helfer, 

2001). Rol genite, особено rolB imaat есенцијална uloga vo indukcijata, razvitokot 

и фенотипот na HR (Binns i Costantino, 1998).  

TR-DNA fragmentot е prisuten samo kaj agropin Ri plazmidite od A. rhizogenes 

и poseduva geni odgovorni za biosintezata na auksini (aux1 и aux2) i opini (mas1, 

mas2, ags). Аux1 (iaaM) genot kodira активност на enzimот triptofan 

monoksigenaza, koj u~estvuva vo konvertirawe na aminokiselinata triptofan 

vo indol-3-acetamid (Сл. 3.2). Od druga strana pak, aux2 (iaaH) genot go kodira 

enzimot indol-3-acetamid hidrolaza, koj uчestvuva vo синтеза na indol-3-ocetna 

kiselina (auksin) od indol-3-acetamid (Сл. 3.2), (Thomashow i sor., 1986). Aux 

genite imaat samo pomo{na funkcija i ne se esencijalni za indukcija na HR. 

Vsu{nost, funkcijata na aux genite e ograni~ena vo услови na nedovolna sinteza 

na endogeni auksini kaj влакнестите корени-HR.  
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Сл. 3.2 Биосинтеза на ауксини (индол-3-оцетна киселина) при експресија на аux1 (iaaM) и aux2 

(iaaH) онкогените од A. rhizogenes кај трансформираните растителни клетки.  

 

Исто така, во TR-DNA fragmentot оd Ri plazmidot se лоцирани и гenite koi 

u~estvuvaat vo biosintezaта na opiniте. Притоа, mas1 i mas2 гените се одговорни 

za biosinteza na manopin, додека пак ags генот овозможува siнteza na agropin. 

Мe|utoa, genite одговорни за metabolizirawe na opinite од страна на 

агробактериите se locirani nadvor od Т-DNA fragmentot на Ri plazmidot.  

TR-DNA od Ri plazmidot kaj agropin soevite na A. rhizogenes poseduva visok 

stepen na homologija so T-DNA sekvencata od Ti plazmidot kaj A. tumefaciens. Od 

druga strana pak, TL-DNA regionot zna~itelno se razlikuva od T-DNA 

sekvencata na Ti plazmidot i pretstavuva homologna sekvenca so T-DNA 

regionot оd Ri plazmidot kaj manopin soevite na A. rhizogenes (Nilsson i Olsson 

1997). 

 

3.1.2.2 Вирулентни (vir) гени 

 

Virulentnite (vir) geni se esencijalni za успешното одвивање на процесот на 

генетска трансформација кај растенијата. Homologijata vo vir regionot pome|u Ri i 

Ti plazmidите kaj A. rhizogenes i A. tumefaciens го потврдува identi~ниот mehanizаm 

vo procesot na prenesuvawe na geni vo rastitelnata kletka (Moriguchi i sor., 

2001).   

Vir регионот кај плазмидите (Сл. 3.1) претставува генски кластер со големина од 30 

kbp и се состои од најмалку 12 оперони. Притоа, 8 оперони (virA, virB, virC, virD, virE, 

virF, virG и virH) кодираат есенцијални протеини неопходни за процесот на генетска 

трансформација, додека пак, останатите 4 оперони (virJ, virK, virL и virM) се помошни 

оперони кои кодираат протеини со недоволно позната функција. VirA, virG, vir F, virJ, 

virK, virL и virM опероните се изградени од само еден ген, virE, virC и virH од два гени, 
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virD од четири гени, а пак, virB од единаесет гени. Vir гените кодираат протеини кои 

учествуваат во процесот на Т-DNA трансфер во повредените растителни клетки 

(Winans и сор., 1994).  

Функцијата на одделните оперони od vir regionot е различна во процесот на 

transformacija na rastitelnite kletki. Кодираните протеини од страна на virА и 

virG гените се одговорни за перцепцијата на повредените растителни клетки, како и 

последователна индукција на останатите vir оперони. VirC и virD протеиниte 

учествуваат во формирањето на мобилна копија на T-DNA. VirD и virE протеините 

формираат комплекс со T-DNA и ја насочуваат kon јадрото на растителната клетка. 

Притоа, virD протеинот учествува во интеграцијата на T-DNA во геномот на 

растителнта клетка. VirВ кодираните протеини се одговорни за пренесување на T-DNA 

комплексот преку бактериските мембрани во растителната клетка.  

VirA, virB, virG и virD генските локуси имаат есенцијална uloga во проецот на 

туморогенеза, додека пак, останатите vir operoni можат позитивно да влијаат врз 

ефикасноста на генскиот трансфер (Sheng и Citovsky, 1996).  

 

3.1.2.3 Генски секвенци за репликација и коњугативен трансфер на плазмиди  

 

Plazmidните гени kaj agrobakteriite se odr`uvaat vo relativno mal broj 

kopii vo sporedba so hromozmskite geni. Replikacijata i stabilnosta na 

plazmidite se odviva pod дејство na repA, repB i repC genite (Сл. 3.1), (Tabata и сор., 

1989). Pritoa, repC e neophoden za replikacija na plazmidot, dodeka pak, repA i 

repB u~estvuvaat vo stabilnoto nasleduvawe na plazmidite. 

Ri plazmidite poseduvaat tra genski region i traI/trb operon (Сл. 3.1). Tra 

genskiot region vo kombinacija so traI/trb operonot se odgovorni za kodirawe na 

komponenti вклучени во formirawe na kowugaciски vlakna (pili) i odvivawe na 

kowugacijata pome|u agrobakteriite. Pritoa, traI e enzim odgovoren vo 

sintezata na N-acil-homoserin lakton, soedinenie koe u~estvuva vo 

хемотаксијата и interkleto~nata komunikacija помеѓу агробактериите (White и 

Winans, 2007). TraI/trb operonot и tra regionot kaj Ri plazmidite, меѓусебно se 

povrzani vo eden genski kompleks (Dessaux и сор., 1992).    
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3.2 Механизам на генетска трансформација на растенија со Agrobacterium  

 

Според Sheng i Citovsky (1996), Agrobacterium-посредуваната генетска 

трансформација на растенијата mo`e da se podeli vo nekolku фази (Сл. 3.3): 

 percepcija na повредени rastitelnи kletkи od strana na Agrobacterium;  

 прикрепување на Agrobacterium за површината на растителните клетки; 

 индукција na vir geni i formirawe na mobilna kopija na T-DNA; 

 transfer na T-DNA od bakteriskata kletka vo rastitelnata kletka; 

 integracija na T-DNA vo jadroto na rastitelnata kletka.   

 

 

 

Сл. 3.3 Шематски приказ на механизмот на Agrobacterium-посредувана генетска 

трансформација кај растенијата (модиф. според Gelvin, 2003).   

 

3.2.1 Перцепција на растителните клетки од страна на Agrobacterium 

 

Видовите од родот Agrobacterium се широко распространети бактерии во почвениот 

супстрат. Голем број почвени изолати од Agrobacterium не се фитопатогени и живеат 

независно од растителниот домаќин. Меѓутоа, фитопатогените соеви на Agrobacterium 

имаат способност да формираат тумори кај растенијата. Првиот чекор во процесот на 
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генетска трансформација опфаќа перцепција на растителните клетки од страна на 

Agrobacterium. Според Kahl, (1982), процесот на трансформација се одвива само кај 

повредени растителни клетки, поради индукцијата на серија метаболички патишта и 

акумулацијата на секундарни метаболити неопходни за регенерација на повреденото 

растително ткиво. Повредата на растителните ткива е проследена со ослободување на 

јаглехидрати и фенолни соединенија (Сл. 3.3), кои стимулираат хемотаксија кај 

агробактериите (Winans, 1992). Фенолните и јаглехидратните соединенија што се 

ослободуваат од местото на повреда на растителното ткиво се перцепираат како 

сигнални молекули од страна на Agrobacterium и вршат активирање на плазмидните vir 

гени (Сл. 3.3). Според Stachel и Zambryski (1986), моноцикличното фенолно соединение 

ацетосирингон предизвикува максимална експресија на vir гените, во споредба со 

јаглехидратите и останатите фенолни соединенија. Ацетосирингон и α-

хидроксиацетосирингон се првите идентификувани фенолни соединенија како 

специфични активатори на vir гените кај Agrobacterium (Stachel и сор., 1985). 

Капацитетот на сензорниот систем на Agrobacterium за перцепција на различни 

стимулатори овозможува индуцирана експресија на vir гените кај широк спектар на 

растителни видови. 

Индуцираната експресија на vir гените од страна на фенолите соединенија може 

дополнително да се интензивира во присуство на специфични моносахариди: 

арабиноза, галактоза, галактуронска киселина, глукуронска киселина, глукоза, маноза, 

фукоза, целобиоза и ксилоза (Ankenbauer и Nester, 1990). Всушност, овие моносахариди 

се ослободуваат од клеточниот ѕид на повредените растителни клетки. Моносахаридите 

глукоза и галактоза можат да извршат индуцирана експресија на vir гените во услови на 

ниска концентрација или отсуство на ацетосирингон (Cangelosi и сор., 1990). Сепак, 

алдозите со пиранозна конформација, како и киселите јаглехидрати покажуваат 

најголем капацитет за индукцијата на vir гените (Shimoda и сор., 1990).  

рН на средината и температурата имаат особено влијание врз индукцијата на vir 

гените. Всушност, транскрипцијата на vir гените се одвива само во кисела средина (рН 

5.2-5.7), (Stachel и сор., 1986). Исто така, оптималната температура за експресијата на 

vir гените изнесува околу 22ºС и се наоѓа во корелација со оптималната температура за 

формирање на туморно ткиво кај растенијата. Притоа, експресијата на vir гените 

целосно се инхибира на температура повисока од 32ºС (Alt-Moerbe и сор., 1988). 

Според досегашните научни сознанија, присуството на фенолни соединенија и 

моносахариди во услови на кисела средина се неопходни фактори за индукција на vir 



Генетски и метаболички инженеринг на растенијата 

Тушевски, О., Гаџовска-Симиќ, С. 29

гените кај агробактериите. Всушност, ексудатот што се ослободува од повреденото 

растително ткиво ги содржи сите хемиски соединенија што се неопходни за индукција 

на vir гените. Притоа, интензивното ослободување на фенолни соединенија од местото 

на повреда на растителното ткиво се одвива со цел да се обнови клеточниот ѕид на 

повредените растителни клетки, преку акумулирање на прекурсори за биосинтеза на 

лигнин (Douglas, 1996). Исто така, прекумерното акумулирање на лигнин и 

интензивирањето на процесот на лигнификација (калоза) на местото на повреда на 

растителните клетки претставува заштитен механизам против инфекција од патогени 

микроорганизми (Dixon и Paiva, 1995). Од друга страна пак, ослободувањето на 

полисахаридите од местото на повреда на растителното ткиво е резултат на механичка 

повреда или ензимска активност на ензимите гликозидази од клеточниот ѕид. Киселата 

рН вредност на клеточниот сок од местото на повреда е резултат на олободувањето на 

фенолните киселини и кисели моносахариди од вакуолите на растителните клетки 

(Douglas, 1996). Повредата на растителните органзими најчесто се предизвикува од 

хербиворните животни или при замрзнување на почвениот супстрат, иако може да биде 

составен дел од нормалниот раст и развиток на растенијата. Всушност, перцепцијата на 

растителните клетки од страна на агробактериите се состои од два независни процеси: 

прикрепување за површината на клетката домаќин и активација на вирулентните гени. 

 

3.2.2 Прикрепување на Agrobacterium за површината на растителните клетки 

 

Физичката интеракција помеѓу Agrobacterium и растителните клетки во инцијалните 

стадиуми на процесите на туморогенеза е неопходен предуслов за успешна генетска 

трансформација на растенијата (Lippincott и Lippincott, 1969). Механизмот на 

прикрепување (Сл. 3.3) може да се одвива на специфичен начин со посредство на 

бактериските рецепторни протеини, кои вршат модифицирање на површината и 

екстрацелуларниот матрикс на растителната клетка (Boyle и Finlay, 2003). Притоа, 

агробактериите реверзибилно се прикрепуваат за клетката домаќин, а потоа 

синтетизираат целулозни микрофиламенти, со цел иреверзибилно да се прицврстат за 

површината на растителната клетка (Matthysse, 1986). Интеракцијата помеѓу 

агробактериите и растителните клетки се одвива со посредство на серија бактериски 

протеини кодирани од хромозомските гени (chvA, chvB, pscA, att и cel). ChvA и chvB 

протеините се вклучени во синтезата на β-1,2 глукан (Zorreguieta и сор., 1988), како и во 

транспортот на синтетизираниот глукан во периплазматскиот простор на 
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агробактериите (Cangelosi и сор., 1989). Според досегашните научни истражувања, 

chvA и chvB мутантите немаат способност за прикрепување и инфицирање на 

растителни клетки. Исто така, хромозмски кодираните pscA (exoC) и att гени се 

одговорни за синтеза на егзополисахариди, додека пак, хромозомскиот cel ген е 

неопходен за синтеза на целулозни микрофибрили (Uttaro и сор., 1990). Процесот на 

трансформација започнува со формирање на активен биофилм од прикрепени 

агробактерии на површината на клетката домаќин. Пренесувањето на DNA и 

протеините од агробактериите во растителната клетка ја потврдува хипотезата за 

постоење на непосредна интеракција помеѓу патогенот и клетката домаќин. 

 Релативно мал број податоци постојат за учеството на специфични рецептори од 

клеточниот ѕид на растителната клетка во прикрепувањето на Agrobacterium. Според 

досегашните научни истражувања, познати се неколку потенцијални рецепторни 

протеини со потекло од растителната клетка-домаќин. Тука се вбројува протеински 

рецептор сличен на витронектинот (Wagner и Matthysse, 1992), рикадхезин-специфичен 

рецептор (Swart и сор., 1994) и неколку VirB2-интерактивни протеини (Hwang и Gelvin, 

2004). Протеинот сличен на витронектинот претставува рецепторен протеин и неговата 

функција во прикрепувањето на бактериите се потврдува со примена на мутантни соеви 

на Agrobacterium. Притоа, мутантните соеви на Agrobacterium покажуваат редуцирана 

способност на врзување со витронектинот. Исто така, прикрепувањето на 

Agrobacterium за растителната клетка е овозможено од присуството на специфичен 

адхезионен гликопротеин познат како рикадхезин, кој поседува аргинин-глицин-

аспартат специфичен домен за прикрепување (Swart и сор., 1994). Одредени растителни 

протеини што стапуваат во интеракција со VirB2 имаат улога во интеракцијата помеѓу 

Agrobacterium и растителната клетка (Lai и Kado, 2000). Во оваа група на растителни 

протеини се вбројуваат BTI1, BTI2 и BTI3, како и мембрански врзани GTPаза и 

AtRAB8 (Hwang и Gelvin, 2004). Всушност, инфекцијата со Agrobacterium 

предизвикува индуцирана и локализирана експресија на BTI протеините кон 

периферијата на растителните клетки. Притоа, BTI протеините одржуваат директен 

контакт со Т-пилусот на Agrobacterium за време на прикрепувањето за растителната 

клетка (Hwang и Gelvin, 2004). Сепак, неопходно е да се извршат дополнителни научни 

истражувања, со цел да се откријат потенцијалните рецепторни молекули кај 

растенијата што се вклучени во процесот на прикрепување на Agrobacterium. 
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3.2.3 Активација на vir гени 

 

Активацијата на vir гените претставува клучен чекор во иницијација на процесот на 

трансформација на растенијата. Сепак, трансформацијата на растенијата е енергетски 

зависен процес и неопходно е постојано да се врши регулација на експресијата на vir 

гените. Со исклучок на virA и virG гените, индуцирана активација на останатите vir 

гени се одвива во услови на ко-култивирање на Agrobacterium со растителните клетки 

(Stachel и Nester, 1986). Агробактериите поседуваат двокомпонентен virA/virG сензорен 

систем (Сл. 3.3) за индукција на vir регионот, како резултат на перцепција на 

сигналните молекули ослободени од повредените растителните клетки (Stock и сор., 

1991). Vir гените се активираат во присуство на различни фенолни соединенија, како 

што е ацетосирингон (Stachel и сор., 1985), голем број алдозни моносахариди, ниска рН 

средина и ниска содржина на фосфати (Palmer и сор., 2004; Brencic и Winans, 2005). 

VirA/virG посредуваната сигнална трансдукција започнува со перцепција на фенолни 

или јаглехидратни соединенија од страна на virA/virG сензорниот систем. VirA и virG 

гените кодираат по еден протеин, кои константно се екпресираат на базално ниво. 

Притоа, VirA е мембрански сензорен протеин и врши перцепција на сигнални 

соединенија од средината, додека пак, VirG протеинот претставува цитоплазматски 

регулаторен протеин, кој има функција на транскрипциски активатор на останатите vir 

гени. 

Откако ќе настане активација на vir гените, фенолните сигнални соединенија се 

метаболизираат од страна на virН2 протеините (Brencic и сор., 2004). VirН2 протеинот 

не е неопходен за туморогенезата и врши катализирање на реакциите на О-

деметилација на фенолните соединенија. Притоа, производите на оваа реакција се 

помалку токсични во споредба со фенолните супстрати и на таков начин се 

оневозможува континуирана индукција на vir гените. Исто така, одредени фенолни 

соединенија можат да се катаболизираат преку метаболизмот на β-кетоадипинска 

киселина и се користат како извор на енергија и јаглерод од страна на агробактериите. 

Всушност, virН2 има клучна улога во елиминацијата на сигналните молекули што 

вршат активирање на vir гените, процесите на детоксификација на местото на 

инфекција, како и искористување на фенолните соединенија како хранливи материи за 

агробактериите. Сите овие процеси се особено важни за преживувањето на бактериите 

на местото на инфекција на растителното ткиво. Иако повредата на растителното ткиво 

може да претставува место за прогресија на патогените, други специфични процеси се 
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особено важни за олеснување на процесот на трансформација. Всушност, местото на 

повреда на растителното ткиво се карактеризира со активирање на метаболички 

процеси за регенерација на повредата. Тие процеси се проследени со намалување на рН 

вредноста, индукција на фенилпропаноидниот метаболизам, ослободување на 

моносахариди и интензивна синтеза на клеточниот ѕид на местото на повреда на 

растителното ткиво (Baron и Zambryski, 1995). Исто така, клеточните делби на местото 

на повредата се неопходни процеси за регенерација на растителното ткиво, како и за 

ефикасна генетска трансформација (Braun, 1952). Притоа, клетките во стадиум на делба 

се посензитивни кон трансформација во споредба со клетките што се наоѓаат во 

стадиум на мирување. Според Yi и сор., (2002), клетките што се наоѓаат во зоната на 

издолжување на коренот имаат највисок капацитет за трансформација со Agrobacterium. 

Поради тоа, повредите на растителните ткива претставуваат мултифункционални 

сигнали за индукција на virA/virG сензорниот систем, односно Agrobacterium во текот 

на еволуцијата го оптимизирал сензорниот систем за перцепција на сигнали што 

потекнуваат од повредени растителни ткива. Сепак, постојат податоци за успешна 

генетска трансформација на интактни из'ртени семиња од тутун, како и индукција на 

vir гени без да се изврши на повреда на растителните ткива (Brencic и сор., 2005).  

 

3.2.4 Формирање на мобилна копија на Т-DNA и продукција на Т-DNA синџир 

 

Експресијата на vir гените (Сл. 3.3) предизвикува формирање на едноверижна 

копија на Т-DNA во бактериската клетка (Stachel и сор., 1986), односно Т-DNA синџир, 

кој се пренесува во клетката домаќин. Притоа, различни соеви на Agrobacterium 

поседуваат различен број и големина на Т-DNA секвенци. Сепак, сите Т-DNA секвенци 

се ограничени помеѓу себе со 25 bp репетитивни нуклеотидни секвенци, означени како 

десна (RB) и лева (LB) гранична секвенца (Zambryski и сор., 1982). Досегашните 

генетски студии покажуваат дека вирулентните особини на Agrobacterium зависат од 

присуството на десната гранична секвенца (Wang и сор., 1984). Формирањето на 

мобилна копија на Т-DNA (Т-синџир) започнува од десната T-DNA гранична секвенца, 

продолжува во 5’ кон 3’ правец и завршува на левата T-DNA гранична секвенца. 

Всушност, во формирањето на Т-синџирот учествува комплекс составен од VirD2 и 

VirD1 протеините кои имаат функција на рестриктивни ендонуклеази (Сл. 3.4).  
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Сл. 3.4 Формирање на Т-комплекс при инфекција на растенија со A. tumefaciens. VirD1, VirD2, 

VirC1, VirC2 и VirE2 протеините учествуваат во мобилизацијата на T-DNA. 

Испрекинатите линии го прикажуваат формираниот Т-DNA синџир. RB-Десна 

гранична секвенца; LB-Лева гранична секвенца (Permyakova и сор., 2009).  

 

Притоа, протеинскиот комплекс VirD2/VirD1  специфично се врзува за супер-

спирализираниот плазмид (Сл. 3.4), врши негова деспирализација и предизвикува 

прекин помеѓу третата и четвртата база од RB на некодирачкиот (antisense) T-DNA 

синџир  (Wang и сор., 1987). По прекинувањето на RB, VirD2 протеинот веднаш 

ковалентно се поврзува за 5’ крајот од некодирачкиот (antisense) T-DNA синџир. Потоа, 

друг протеински комплекс VirD2/VirD1 (Сл. 3.4) врши прекин на LB, при што се 

ослободува формираниот T-синџир  (Young и Nester, 1988). Притоа, бактерискиот 

механизам за репарација врши ресинтеза на нуклеотидна празнина помеѓу десната и 

левата гранична секвенца (Christie, 1997). При ограничена експресија на VirD2 и VirD1 

протеините, формирањето на T-DNA синџирот може да се интензивира во присуство на 

VirC1 и VirC2 протеините (Сл. 3.4), (De Vos и Zambryski, 1989).  

VirD2 протеинот останува ковалентно врзан за 5’ крајот на T-синџирот во текот на 

неговото пренесување во растителната клетка. Поврзувањето на VirD2 протеинот за Т-

синџирот е неопходен предуслов за превенција од егзонуклеазното одвојување на 5’-

крајот на Т-синџирот, како и за насочување на Т-синџирот кон јадрото на растителниот 

геном. Од друга страна пак, функцијата на VirD1 протеинот е ограничена само на 

отсекување на граничните секвенци од некодирачкиот T-DNA синџир. Со цел да се 
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олесни транспортот во растителната клетка, неопходно е едноверижниот Т-DNA 

синџир да се заштити од реконституирање во двоверижен синџир со кодирачка Т-DNA 

секвенца. Поради тоа, формираниот T-синџир се поврзува со VirE2 протеини и се 

пренесува во деспирализирана едноверижна форма во растителната клетка. Всушност, 

VirE2 протеините имаат способност да се поврзат за едноверижните DNA молекули и 

да формираат комплекс со филаментозна структура (Citovsky и сор., 1989). На таков 

начин, Т-синџирот ковалентно поврзан со VirD2 протеинот и обложен со VirE2 

протеини (Сл. 3.4) формира Т-комплекс (VirE2/Т-DNA-VirD2 комплекс). 

Поврзувањето на VirE2 протеините за Т-синџирот има превентивна улога против 

дејството на нуклеазите во агробактериите, како и во намалувањето на дијаметарот на 

Т-синџирот за 2 nm, со што се олеснува транслокацијата преку мембранскиот канал 

(Citovsky и сор., 1989). Според Binns и сор., (1995), VirE2 протеините го обложуваат Т-

DNA-VirD2 синџирот веднаш по ослободувањето во бактериската клетка и се 

пренесуваат во форма на Т-комплекс во растителната клетка (Сл. 3.4).  

Според друга хипотеза која е поверојатна, VirE2 протеините и Т-синџирот не 

формираат Т-комплекс во бактериската клетка (Сл. 3.3), бидејќи независно се 

пренесуваат во растителната клетка (Otten и сор., 1984). Притоа, VirE1 формира 

комплекс со VirE2 и на таков начин се инхибира врзувањето на VirE2 протеините за 

едноверижната DNA молекула во бактериската клетка (Zhou и Christie, 1999).  

                

3.2.5 Систем за пренесување на Т-синџирот во растителната клетка 

 

Т-DNA-VirD2 синџирот се пренесува во растителната клетка преку тип IV 

секреторниот систем (Zupan и сор., 1998). Тип IV секреторниот систем е составен од 12 

транспортни протеини (Сл. 3.3), вклучувајќи 11 протеини кодирани од virB оперонот 

(virB1-virB11) и VirD4 протеинот (Christie, 1997). Притоа, VirB1-VirB11 и VirD4 

протеините формираат две структурни и функционални компоненти: филаментозен 

(вирулентен) Т-пилус  и транспортен комплекс (Сл. 3.5).  

Филаментозниот пилус е составен од два структурни протеини, VirB2 (Lai и Kado, 

1998) и VirB5 (Shirasu и Kado, 1993). Всушност, вирулентниот пилус го воспоставува 

контактот со растителната клетка и врши сигнализација на транспортниот комплекс за 

иницијација на процесот на пренесување на Т-DNA (Zupan и сор., 1998). 
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Сл. 3.5 Шематски приказ на локализацијата на VirB/D4 комплексот кај Agrobacterium. Ѕвездите 

ги означуваат протеините кои стапуваат во интеракција со Т-DNA синџирот кој се 

пренесува. Стрелките ја покажуваат насоката на транслокација на Т-DNA синџир преку 

транспортниот комплекс (модиф. според McCullen и Binns, 2006). 

 

Од друга страна пак, транспортниот комплекс се состои од virD4 и различни VirB 

протеини. Притоа, VirB1 протеинот покажува активност на трансгликозилаза, со цел да 

го раствори бактерискиот пептидоглукански слој и да овозможи поврзување на 

транспортниот комплекс за површината на агробактеријата (Baron и сор., 1997). Исто 

така, VirB3 и VirB4 протеините од транспортниот комплекс (Сл. 3.5) овозможуваат 

поврзување на вирулентниот пилус за бактеријата (Zupan и сор., 1998). 

Трансмембранскиот VirB4 протеин со VirB11 протеинот (Christie и сор., 1989) имаат 

функција на АТРази, со цел да се обезбеди енергија за транспорт на Т-DNA, (Christie, 

1997). VirB6 претставува трансмембрански протеин од транспортниот комплекс (Сл. 

3.5) составен од шест трансмембрански домени (Zambryski, 1992) и учествува во 

формирањето на транспортна пора (Christie, 1997). VirB7 и VirB9 протеините 

ковалентно димеризираат во VirB7/VirB7 хомодимери или VirB7/VirB9 хетеродимери, 

(Baron и сор., 1997) и го формираат “структурното јадро” на транспортниот комплекс 

(Christie, 1997). VirB8 протеинот е локализиран во периплазматскиот простор од 

внатрешната бактериска мембрана и е вклучен во структурата на транспортниот 
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комплекс (Сл. 3.5). VirB10 претставува трансмембрански протеин со недоволно 

проучена функција. VirD4 е неопходен протеин од транспортниот комплекс за 

формирање на вирулентниот пилус, поседува функција на трансмембранска АТРаза и 

преку енергетски зависен механизам го поврзува Т-синџирот за транспортниот 

комплекс (Christie, 1997).  

Сепак, неопходно е непосредно поврзување на вирулентниот пилус за 

транспортниот комплекс со цел да се овозможи ефикасно пренесување на Т-синџирот 

преку тип-IV секреторниот систем, односно воспоставување на физичка интеракција 

помеѓу бактериската и растителната клетка. Отсуството на физички контакт помеѓу 

бактериската и растителната клетка предизвикува затворање на транспортниот канал и 

акумулирање на Т-синџирите во бактерискиот клеточен ѕид. Интеракцијата на 

вирулентниот пилус со рецепторите на површината на растителната клетка овозможува 

настанување на промени во конформацијата на протеините од транспортниот комплекс 

и отворање на транспортниот канал (Zupan и сор., 1998). Отворањето на транспортниот 

канал овозможува пренесување на Т-комплексот од бактериската во растителната 

клетка. Според Binns и сор., (1995), транспортниот канал учествува и во пренесувањето 

на слободни VirE2 молекули или VirE2/VirE1 хетеродимери. 

 

3.2.6 Пренесување на T-DNA синџирот во растителната клетка 

 

Agrobacterium врши пренесување на T-синџирот и одделни Vir протеини во 

растителната клетка-домаќин преку тип IV секреторниот систем (Сл. 3.5).  

Овие молекули треба да ја поминат внатрешната мембрана, 

периплазматскиот/пептидоглуканскиот ѕид и надворешната мембрана на Agrobacterium, 

како и клеточниот ѕид и мембранските системи на растителната клетка. Всушност, тип-

IV транспортниот систем учествува при коњугативниот трансфер на плазмиди помеѓу 

бактериите, како и при транслокација на вирулентни фактори од патогените организми 

во клетките домаќини (Cascales и Christie, 2003). Преку транспортниот комплекс се 

врши транслокација на VirD2-T-DNA (Т-синџир), VirE2, VirE3, VirF и VirD5 

протеините. Всушност, VirD2 се пренесува заедно со T-DNA во растителната клетка во 

форма на VirD2-T-DNA синџир. VirE2 се пренесува во цитоплазмата на растителната 

клетка, каде го обложува VirD2-T-DNA синџирот и учествува во навлегувањето и 

интеграцијата на T-DNA во растителниот геном (Gelvin, 2003).  
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По навлегувањето во растителната клетка, VirD2-Т-синџирот се обложува со VirE2 

протеините и формира Т-комплекс (Сл. 3.5), кој треба да се транспортира низ 

цитоплазмата на растителната клетка и да се насочи кон растителниот геном. Густата 

конзистенција на цитоплазмата составена од различни компоненти на цитоскелетот 

(Luby-Phelps, 2000), како и релативно големата димензија на Т-комплексот ја 

ограничуваат дифузијата на макромолкулите кон јадрото на растителниот геном (Abu-

Arish и сор., 2004). Според Tzfira, (2006), интрацелуларниот транспорт на Т-комплексот 

во цитоплазмата на растителната клетка се одвива преку активен механизам. Притоа, 

Agrobacterium ги користи динеинските протеини и актинските микрофиламенти на 

клетката домаќин како транспортен механизам за цитоплазматско движење на Т-

комплексот кон јадрото на растителната клетка (Henry и сор., 2006). Исто така, 

цитоплазматското движење на Т-комплексот се одвива со посредство на VIP1 протеин 

од клетката домаќин. Всушност, VIP1 протеинот претставува медијатор во 

поврзувањето помеѓу цитоплазматските микротубули од една страна и VirE2 протеинот 

на Т-комплексот од друга страна.  

Процесот на пренесување на T-синџирот преку цитоплазмата до јадрото на 

растителната клетка се одвива со посредство на Vir протеините и одредени протеини од 

клетката-домаќин. VirD2 и VirE2 протеините поврзани за T-синџирот поседуваат 

сигнални секвенци за локализација на јадрото (Nuclear Localization Signal-NLS). 

Притоа, VirD2 и VirE2 протеините поседуваат две дводелни сигнални NLS секвенци за 

локализација на јадрото, кои учествуваат во насочувањето на T-DNA кон јадрото на 

растителната клетка (Citovsky и сор., 1994). Исто така, VirE2 протеинот функционира 

како трансмембрански DNA транспортер и го олеснува транспортот на едноверижни 

DNA молекули преку клеточната мембрана на растителната клетка (Duckely и сор., 

2005). Меѓутоа, одредени соеви на A. rhizogenes немаат генска секвенца за кодирање на 

VirE2 протеини. Притоа, функцијата на VirE2 протеините ја вршат GALLS протеините. 

GALLS протеините содржат домени за врзување на АТР, локализација на јадрото на 

растителната клетка и тип-IV секреторниот систем (Hodges и сор., 2009).  

 

3.2.7 Навлегување на T-комплексот во јадрото на растителната клетка  

 

Последниот чекор во процесот на трансформција на растителните клетки зависи од 

насоченото движење на Т-комплексот кон јадрото, ефикасното преминување низ 
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јадрената мембрана и интеграцијата во растителниот геном (Сл. 3.6). Т-комплексот 

обложен со VirD2 и VirE2 протеини има дијаметар од 15 nm (Abu-Arish и сор., 2004), 

што го надминува дијаметарот на нуклеарните пори (9 nm) (Rout и Wente, 1994). 

Според тоа, Т-комплексот навлегува во јадрото преку активен транспорт со посредство 

на јадрениот механизам во клетката домаќин. Притоа, дијаметарот на нуклеарните пори 

може да се зголеми до 23 nm, што укажува на непречено поларно навлегување на Т-

комлексот во јадрото на растителната клетка (Tzfira и Citovsky, 2000). VirD2 и VirE2 

протеините имаат есенцијална улога во навлегувањето на Т-DNA синџирот во јадрото 

на растителната клетка. Притоа, со посредство на VirD2 протеинот започнува процесот 

на навлегување на Т-DNA синџирот во јадрото на клетката домаќин (Sheng и Citovsky, 

1996). T-DNA синџирот се обложува со голем број VirE2 протеини (околу 600 

молекули на 20 kb T-DNA) во цитоплазмата на растителната клетка. Обложувањето на 

T-DNA синџирот со VirE2 протеини овозможува заштита на Т-комплексот од дејството 

на ендонуклеазите во растителната клетка (Rossi и сор., 1996) и ефикасен трансфер во 

растителниот геном (Zupan и Zambryski, 1997).  

Во текот на навлегувањето на T-комплексот во јадрото на растителната клетка, 

VirD2 и VirE2 протеините стапуваат во интеракција со целуларни фактори (растителни 

импортини α и циклофилини) кои припаѓаат на различни биолошки системи од 

клетката-домаќин (Tzfira и сор., 2001).  

 

3.2.8 Интеграција на Т-DNA во геномот на растителната клетка 

 

Механизмот на интеграција на T-DNA во растителниот геном (Сл. 3.6) и функцијата 

на специфични растителни протеини во овој процес не се доволно проучени. Според 

досегашните научни истражвања, T-DNA се интегрира со нехомологна рекомбинација 

во геномот на растителната клетка (Mayerhofer и сор., 1991). Исто така, генетските 

анализи кај инфицираните растителни клетки со Agrobacterium покажуваат дека повеќе 

T-DNA молекули не се стабилно интегрирани во хромозмската DNA на клетката 

домаќин (Nam и сор., 1997). Според Narasimhulu и сор., (1996), T-DNA молекулот 

навлегува во растителното јадро во форма на едноверижен синџир, меѓутоа повеќе T-

DNA молекули во јадрото имаат способност да синтетизираат комплементарната 

кодирачка секвенца со цел да се добие двоверижна транскрипциски активна DNA.  
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Сл. 3.6 Биолошки системи на растителната клетка-домаќин вклучени во Agrobacterium–

посредуваната генетска трансформација (модиф. според Citovsky и сор., 2007 ). 

 

По навлегувањето во јадрото, Т-DNA се насочува кон местото на интеграција во 

хроматинот на растителниот геном. Сепак, одредени фактори и молекуларни 

механизми од клетката домаќин имаат влијание врз интрануклеарниот транспорт и 

интеграцијата на Т-DNA во јадрото на растителната клетка (Сл. 3.6). CAK2M 

протеинот и TATA-box binding протеините (ТВР) се главни фактори кои овозможуваат 

перцепција и насочување на Т-DNA кон хроматинот на клетката домаќин (Bakó и сор., 

2003). Исто така, VIP1 и VIP2 протеините учествуваат во насочувањето на Т-DNA кон 

хроматинот и деспирализација на хроматинот во јадрото (Tzfira и сор., 2000). 
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Процесот на интеграција на Т-DNA во растителниот геном претставува последен 

стадиум од процесот на генетска трансформација на растителната клетка. Пред да 

настане интеграцијата во геномот на растителната клетка, Т-комплексот се ослободува 

од протеинските компоненти (VirD2 и VirE2), со цел да се формира комплементарна 

верига на едноверижната Т-DNA. Овој процес на ослободување на Т-синџирот од 

VirD2 и VirE2 протеините се врши од страна на механизмот за протеолиза на клетката-

домаќин, со посредство на бактерискиот VirF протеин. Всушност, VirF протеинот 

претставува фактор на детерминација на клетката домаќин (Vergunst и сор., 2000) и 

врши дестабилизирање на комплексот помеѓу VIP1 и VirE2 протеините. Насочената 

протеолиза од страна на VirF протеинот го претставува главниот механизам на 

ослободувањето на Т-DNA од протеините за време на нејзината интеграција во 

растителниот геном. 

Сепак, сèуште не е доволно познато дали T-DNA се интегрира во форма на 

едноверижен синџир во локално денатурираната растителна DNA или во форма на 

екстрахромозомска двоверижна T-DNA (Tinland, 1996). Всушност, различни типови на 

протеини се инволвирани во процесите на формирање на комплементарната верига на 

Т-DNA, формирање на прекини во хромозомската DNA на клетката-домаќин, како и 

лигација на прекините помеѓу двоверижната Т-DNA и растителната хромозомска DNA 

(Сл. 3.6). VirD2 протеинот поврзан за T-DNA синџирот има функција на ендонуклеаза и 

врши специфично прекинување на двоверижната Т-DNA и хромозмската растителна 

DNA (Pansegrau и сор., 1993). Притоа, интеграцијата на 5’ крајот од T-DNA во 

растителната DNA се одвива со делеција на неколку 5’ нуклеотиди (Tinland и сор., 

1995). Всушност, поврзаниот VirD2 протеин за 5’ крајот ја заштитува T-DNA од 

дејството на егзонуклеазите во растителното јадро.  

Сепак, сèуште не постојат доволно јасни модели за интеграцијата на едноверижната 

Т-DNA во геном на растителната клетка. Според Jasin, (1996), рестриктивните 

ендонуклеази имаат способност да дигестираат само двоверижни DNA молекули. 

Поради тоа, неопходно е да се изврши синтеза на комплементарна верига на 

едноверижната Т-DNA и како двоверижна Т-DNA да се интегрира во растителниот 

геном (Tzfira и сор., 2003). Според тоа, Т-DNA интеграцијата во растителните клетки се 

одвива преку нехомологна рекомбинација, дури и кога Т-DNA поседува висок степен 

на хомологија со растителниот геном. Процесот на поврзување (лигација) на 

интегрираната T-DNA за растителната DNA е овозможен со посредство на специфични 

протеини од клетката домаќин. 



Генетски и метаболички инженеринг на растенијата 

Тушевски, О., Гаџовска-Симиќ, С. 41

 

3.3 Генетска трансформација на растенија со Agrobacterium rhizogenes 

 

Vo triesettite godini na XX-от vek bило потврдено deka infekcijata na 

rastenijata so A. rhizogenes predizvikuva formirawe na tumorno tkivo кај 

растенијата познато како sindrom na “Hairy Roots” (Riker, 1930). Terminot генетски 

трансформирани корени или “влакнести корени”  (“Hairy Roots”-HR) za prv pat bil 

voveden vo literaturata во 1900 година. Prvите обиди за genetska trasnformacija 

na vi{i rastenija bilе направени од Ackermann vo 1973 godina (Ackermann, 1977). 

Култури на HR za prv pat bile dobieni so inficirawe na tkiva od morkov и 

домат so A. rhizogenes (Chilton i sor., 1982). Tepfer i Tempe (1981) zabele`ale 

indukcija na golem broj mali vlaknesti koreni на povr{inata na инфицирани 

растителни eksplantatи so A. rhizogenes. Spored dosega{nite научни istra`uvawa, 

kulturi na HR se dobieni od okolu 185 rastitelni vidovi, od koi najgolem broj 

pripa|aat na familijata Solanaceae.  

Vo osumdesettite godini na minatiot vek биле napraveni prvite obidi za 

primenaта na A. rhizogenes kako vektor za introduкција na tu|i geni од интерес vo 

rastitelniot genom (Horsch i sor., 1985). Всушност, мetodot na Agrobacterium-

posreduvanа transformacija започнала да се развива како мошне ефикасна 

tehnologija za produkcija na transgeni rastenija, iako golem broj rastitelni 

vidovi sèu{te se rezistentni kon infekcija so A. tumefaciens (Gelvin, 2003). Od 

druga strana pak, A. rhizogenes поседува капацитет за infекција на рazli~ni grupi 

na skrienosemeni (dikotiledoni i monokotiledoni) i golosemeni rastenija (De 

Cleene i De Ley, 1981; Tepfer, 1984). 

Култури на HR (Сл. 3.7) mo`at da se dobijat so integracija na T-DNA fragment 

(T-fragment) od Ri plazmidot na A. rhizogenes vo genomot na rastitelnata kletka. 

Pritoa, od mestoto na infekcija na rastitelnoto tkivo se inducira razvitok na 

трансгени влакнести koreni (Chilton i sor., 1982). Всушност, сekoja 

transformirana kletka so T-DNA од Ri plazmidot pretstavuva individualen 

klon (Сл. 3.7), koj go zadr`uva diploidniot karakter na roditelskata kletka. 

Pri transformacija na rastitelni kletki so A. rhizogenes se prenesuvaat едниот 

или двата T-DNA seквенци (TL i TR) vo rastitelniot genom (Jouanin, 1984). 
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Сл. 3.7 Култури на HR добиени при инфекција на растителни експлантати со A. rhizogenes. (a) 

инфекција на повредени растителни ткива, (b) индукција на HR од местото на повреда 

(инфекција) на растителното ткиво, (c) селективно изолирање на HR и култивирање на 

цврст хранлив медиум, (d) селективно субкултивирање на поединечни HR клонови во 

течен хранлив медиум (модиф. според Guillon и сор., 2006). 

 

Интеграцијата na TL T-DNA seквенцата во геномот на растителната клетка 

овзможува експресија на rol geni, кои imaat есенцијална uloga vo indukcijata, 

razvitokot и фенотипот na HR (Binns i Costantino, 1998). Од друга страна пак, 

интегрирањето na TR T-DNA секвенцата ovozmo`uva експресија na geniте odgovorni 

za biosinteza na auksini vo genomot na rastitelnata kletka. Pritoa, 

sodr`inata na auksini se zgolemuva i nastanuva celosno namaluvawe na 

potrebata od egzogeni fitohormoni za rastење и развиток na transformiranite 

HR. Isto taka, pri prenesuvawe na TR T-DNA segmentot od Ri plazmidot na A. 

rhizogenes vo genomot na rastitelnata kletka nastanuva ekspresija na geni za 

biosinteza na specifi~ni opini (Rhodes i sor., 1990). Vsuшnost, opinite 

pretstavuvaat деривати на аминокиселините и јаглехидратите i se koristat kako 

izvor na енергија od strana na A. rhizogenes (Thompson i Donkersloot, 1992). Soevite 

na A. rhizogenes moжат да se klasificiraat spored tipot na opini {to ги 

sintetiziraat. Agropin soevite na A. rhizogenes (A4, 15834 i 1855) sintetiziraat 
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agropin, manopin, како i agropinska kiselina (Сл. 3.8), manopin soevite (8196) 

produciraat manopin (Petit i sor., 1983), dodeka pak, kukumopin soevite 

sintetiziraat kukumopin (Davioud i sor., 1988).  

 

 

 

Сл. 3.8 Структурни формули на опините (агропин, агропинска киселина и манопин) 

карактеристични за агропин-специфични соеви на A. rhizogenes. 

 

Poradi prisustvoto na dve T-DNA sekvenci, agropin soevite na A. rhizogenes 

se smetaat za hipervirulentni bakterii (De Paolis i sor., 1985). Procesot na 

sintezata na opini e rezultat na prenaso~uvawe na metabolizmot na трансгените 

rastenija kon selektivnо ishranување na A. rhizogenes. Синтетизираните оpini ne 

se metaboliziraat od strana na rastitelnite kletki, tuku se sekretiraat vo 

почвениот suпstrat na koj se razvivaat rastenijata. Pritoa, opinite 

pretstavuvaat metaboli~ki suпstrat za A. rhizogenes kako izvor na енергија, 

јаглерод, азот и фосфор, {to pretstavuva selektivna prednost vo odnos na 

ostanatite po~veni bakterii (Zhu и сор., 2000). Fenomenot na produkcija na 

opini pri koj nastanuva podдr`uvawe na rastot na agrobakteriite se narekuva 

“genetska kolonizacija”. 

Spored dosega{nite nau~ni istra`uvawa, dikotiledonite rastenija se 

senzitivni kon genetska transformacija so A. rhizogenes, додека пак, 

monokotiledonite rastenija poka`uvaat visok степен на rezistentnost kon 

infekcija so A. rhizogenes. Голем број на дикотиледони растенија успешно се 

трансормирани со A. rhizogenes и се добиени култури на HR.  Spored Zambryski (1992), 

rezistentnosta na monokotiledonite rastenija kon transformacija so A. 

rhizogenes se dol`i na niskata sodr`ina na fenolni soedinenija, кои се 

неопходни за aktivacija na vir genite. Сепак, одредени видови се сензитивни кон 

трансформација, меѓутоа, индуцираните HR не можат понатаму да се субкултивираат и 

одржуваат во in vitro услови. Притоа, одржувањето на HR е оневозможено поради 
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спонтаното калусирање или губењето на морфологијата на корените (De Vries-Uijtewall 

i sor., 1988). Недостатоците поврзани со одржувањето на HR опфаќаат физичко 

оштетување на корените при поставување на културите на ротациона тресалка во течен 

медиум, при што се индуцира формирање на калусно ткиво. 

Гenetskata transformacija на растенијата зависи од голем број фактори. 

Факторите кои влијаат врз ефикасноста на генетската трансформација на растенијата 

можат да се поделат во три групи. Во првата група се вбројуваат факторите кои се 

однесуваат на селекција на растителниот материјал, во втората група се факторите кои 

се однесуваат на сојот на Agrobacterium и во третата група се факторите кои ги 

одредуваат условите за култивирање.  

Еfikasnosta na transformacijaта na rastitelnite kletki so A. rhizogenes 

zavisi od: rastitelниот vid (Kuzovkina и Schneider, 2006), физиолошката vozrast na 

rastitelniot organizam, tipot na rastitelен eksplantat, како и stepenot na 

diferencijacija na rastitelnoto tkivo (Sevon i Oksman-Caldentey, 2002). Притоа, 

резистентноста на видовите кон Agrobacterium-посредуваната трансформација е главен 

лимитирачки фактор во добивањето на трансгени ратсенија (Kuzovkina и Schneider, 

2006). Јuvenilniot rastitelen materijal pretstavuva клучен faktor za uspe{na 

indukcija na HR (Hu i Du, 2006). Растителни експлантати кои mo`at da se koristat 

za indukcija na HR се: хipokotili, listovi, lisni dr{ki, изданоци, kotiledoni, 

protoplasti, koreni i кртоли (Mugnier, 1988; Giri i sor., 2001; Krolicka i sor., 2001). 

Stepenot na diferencijacija na rastitelnoto tkivo ja odreduva sposobnosta za 

indukcija na HR pri inokulacija so A. rhizogenes (Trypsteen i sor., 1991).  

Големо влијание врз ефикасноста на генетска трансформација на растенијата има 

вирулентноста на sojot na A. rhizogenes и opti~kata gustina na bakteriskata 

suspenzija (Park i Facchini, 2000). Pritoa, rastitelnite vidovi кои se резистентни 

на genetska transformacija so eden soj na A. rhizogenes, uspe{no mo`at da se 

transformiraat so примена на drug soj (Jung i Tepfer, 1987). Аgropin soevite na A. 

rhizogenes se smetaat za hipervirulentni bakterii, bidej}i imaat visok 

kapacitet za indukcija na HR kaj голем број растителни видови. Примената на 

оптимална оптичка густина на бактериската суспензија е неопходен предуслов за 

успешна трансформација на растителните експлантати. Сuboptimalnata 

koncentracija na bakteriskata suspenzija може да predizviка namalena 

dostapnost na bakteriiте za transformirawe na rastitelnite kletki, dodeka 
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pak, visokata koncentracija na bakteriskata suspenzija go namaluva 

potencijalot na bakteriite za transformacija preku kompetitivna inhibicija 

(Kumar i sor., 1991).  

Физичките фактори и условите на култивирање имаат големо влијание врз 

успешното добивање на култури на HR. Притоа, fizi~kiте faktori (temperaturaта, 

svetlinaта), sostavot na hranliviot medium, sodr`ina na saharoza vo mediumot 

za kultivirawe, tipot na antibiotik што се применува za eliminacija na 

bakteriite, vremeто na ko-kultivirawe (Kuzovkina и Schneider, 2006), примената на 

ацетосирингон при ко-култивирање на експлантатите со Agrobacterium (Joubert i sor., 

2002) се главните фактори кои влијаат врз генетската трансформација на растенијата. 

Сепак, efikasnosta na transformacija na rastenijata so A. rhizogenes може да се 

зголеми преку manipulacijaта so genotipot na rastitelniot vid или sojot na 

bakteriskiot vid, kako i при оптимизирање so физичките фактори и uslovite za 

kultivirawe (Christey, 2001). 

Kulturite na HR kaj голем број rastitelni vidovi imaat sposobnost da se 

regeneriraat vo интактни трансгени rastenija preku procesot na органогенеза 

(indukcija na adventivni pupki) или соматска ембриогенеза (Tepfer, 1984; Cho i 

Wildholm, 2002). Всушност, органогенезата опфаќа директен развиток на изданоци од 

културите на HR. Формираните изданоци можат да се субкултивираат на хранлив 

медиум за вкоренување, при што се овозможува регенерација на интактни трансгени 

растенија. Културите на HR imaat sposobnost za spontana regeneracija vo 

transgeni rastenija кои се карактеризираат со aktivna ekpresija na T-DNA genite 

(Tepfer, 1984). Всушност, кulturite na HR mo`at da se regeneriraat vo fertilni 

rastenija, како резултат на prenesuvaње на Т-DNA fragmentite vo potomstvoto 

(Altamura, 2004). 

Рegeneriranite transgeni rastenija можат да imaat променети морфолошки 

особини vo sporedba so netransformiranite rastenija, а новоформираниот 

фенотип е познат како “фенотип на vlaknesti koreni” ili “T-fenotip”. Fenotipot 

na “vlaknesti koreni” кај некои трансформирани растителни видови se 

karakterizira so svitkani listovi, namalena lisna povr{ina, pojava na 

asimetri~ni i raznobojni listovi, silno razvien korenov sistem, plagiotropno 

rastewe na korenoviot sistem, reducirana apikalna dominacija, reducirana 

dol`ina na intrernodii i drуго (Tepfer, 1984; Hamamoto i sor., 1990). Isto taka, 
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kaj traнсgenite rastenija бил zabele`an i поvisok stepen na mortalitet vo 

sporedba so netransformiranite rastenija (Han i sor., 1993).  

 

3.4 Општи карактеристики на културите на генетски трансформирани корени 

(“Hairy Roots”-HR) 

  

Kulturite na genetski transformirani koreni (HR) imaat голем број 

prednosti vo sporedba so kulturите na netransformirani koreni i 

неdiferenciranite rastitelni kletki. Всушност, културите на HR се 

карактеризираат со генотипска и фенотипска стабилност, способност за прекумерна 

продукција на ендогени фитохормони, висок степен на растење, висок капацитет за 

продукција на секундарни метаболити и клонска варијабилност. 

HR, како и другите диференцирани растителни ткива покажуваат висок степен на 

фенотипска и генетска стабилност при долг временски период на култивирање 

(Maldonado-Mendoza и сор., 1993). Всушност, веројатноста за генотипската 

нестабилност и појавата на сомаклона варијабилност кај културите на HR е релативно 

ниска во споредба со културите на недиференцирани клетки (Larkin и Scowcroft, 1981). 

Исто така, гenetskata stabilnost na HR потекнува од stabilnata integracija na T-

DNA сегментот од A. rhizogenes vo genomot na rastitelnata kletka. Затоа, 

генетската стабилност има големо значење во фундаменталните истражувања и 

апликативната примена на културите на HR во комерцијално производство на 

секундарни метаболити. Сепак, одредени научни студии ја потврдуваат цитолошката 

нестабилност и појавата на варијалибилност во плоидноста, бројот и структурата на 

хромозомите кај HR (Banerjee-Chattopadhyay и сор., 1985). Промените во кариотипот 

кај HR може да се забележат како резултат на локализирани процеси на калусирање на 

местото на повреда на растителното ткиво. Всушност, калусирањето или губењето на 

структурниот интегритет на растителното ткиво промовира развиток на полиплоидија 

или анеуплоидија кај HR. Според Ramsay и Kumar, (1990), структурните промени на 

хромозмите кај HR потекнуваат од терминалните делеции на DNA молекулите.               

Трансформираните растителни клетки со A. rhizogenes се карактеризираат со 

променет метаболизам на ауксините. HR имаат способност за растење независно од 

присуството на регултори на растот во хранливиот медиум (Tepfer i Tempe, 1981), 

бидејќи се карактеризираат со прекумерна продукција на ендогени ауксини. 

Способноста на HR за висока продукција на фитохормони има големо значење, бидејќи 
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хранливиот медиум има поедноставен состав во споредба со културите на суспензија на 

клетки или нетрансформирани корени. Сепак, одредени научни студии покажуваат дека 

егзогеното аплицирање на регулатори на растот во хранливиот медиум може да има 

спротивен ефект врз растот на културите на HR (Rhodes и сор., 1994). Од друга страна 

пак, некои истражувања покажуваат дека HR се карактеризираат со повисок степен на 

растење и биосинтетски капацитет во присуство на егзогени регулатори на растот во 

хранливиот медиум (Sauerwein и сор., 1992). 

Степенот на растење на HR зависи од растителниот вид, како и од физичките 

фактори и услови при култивирањето. Всушност, рasteweто na kulturite na 

genetski transformirani koreni се карактеризира со dva fiziolo{ki parametri: 

linearno izdol`uvawe na korenoviot vrv и еksponencijalno formirawe na 

lateralni koreni (Kuzovkina и Schneider, 2006). Кrivata na rastewe se 

karakterizira so kratka faza na miruvawe (lag faza), po koja sledi 

eksponencijalno zgolemuvawe na biomasata na kulturite na HR. Зависно од 

растителниот вид, клеточниот циклус на kulturite na HR naj~esto iznesuva 2-7 dena 

(Wilson i sor., 1987). Еksponencijalnata faza na rastewe na HR zavr{uva koga }e 

se formira gusta formacija od isprepleteni влакнести koreni. Притоа, вo tekot 

na rasteweto na HR nastanuva ograni~uvawe na neophodnite faktori za 

natamo{no оптимално rastewe, односно оgrani~uvawe na prostorot, kako i 

namaleno snabduvawe so kislorod i hranlivi materii od хранливиот medium. 

Isto taka, pri kultivirawe na HR vo te~en medium nastanuva formirawe na 

gusti top~esti formacii od влакнести koreni (Sharp i Doran, 1990). Kulturite na 

HR ne poka`uvaat apikalna dominacija, me|utoa se karakteriziraat so 

formirawe na adventivni i akropetalni koreni. Всушност, HR se 

karakteriziraat so plagiotropno rastewe i gubewe na senzitivnosta na 

korenovite vrvovi kon силата на земјината тежа. Пlagiotropnoto rastewe na HR 

сe јавува поради reducirawe na sodr`inata na amiloplasti vo korenoviot vrv 

(Kim i Soh, 1996). Исто така, кulturite na HR имаат способност за formirawe na 

idioblasti. Идиобластите не содржат hloroplasti и претставуваат kletki so 

zadebeleni kleto~ni yidovi кои nalikuvaat na parenhimskite kletki. 

Присуството на лipofilni vezikuli i vakuoli во иdioblastite има големо 

значење во акумулацијата на sekunдаrniте metaboliti.  
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Процесот на растење кај HR е неспоредливо поинтензивен во споредба со 

нетрансформираните корени. Всушност, HR имаат способност за formirawe na novi 

коренови meristemi со visok stepen na lateralno granewe (Oksman-Caldentey i 

Hiltunen, 1996). Бrojot na латерални korenovi vlaknenca се зголемува logaritamskи 

vo tekot na ranite stadiumi na rasteweto на сличен начин како кај kulturite na 

kleto~ni suspenzii (Flores i Curtis, 1992). Stepenot na rastewe na HR {iroko 

varira pome|u razli~nite rastitelni vidovi, kako i pome|u razli~nite klonovi 

od eden ist vid, бидејќи одредени клонови можат да се карактеризираат со 

исклучително бавен раст (Oksman-Caldentey i sor., 1994). 

Културите на HR се карактеризираат со активен секундарен метаболизам и висок 

капацитет за продукција на секундарни метаболити. Одредени студии покажуваат дека 

морфолошката и структурната организација на растителните клетки имаат големо 

влијание врз продукцијата на одреден тип на секундарни метаболити (Rhodes и сор., 

1994). Всушност, тransformacijata na rastitelnite kletki so pRi-T-DNA nema 

golemo vlijanie vrz kvalitativniot sostav na metabolitite kaj HR. Притоа, HR 

produciraat sekundarni metaboliti {to se karakteristi~ni za intaktnite 

koreni kaj rastenijata. Sepak, HR kaj odredeni rastitelni vidovi можат да се 

razlikuvaat vo kvalitativniot sostav na sekundarniте metaboliti vo sporedba 

so netransformiranite koreni. Dosega{nite nau~ni istra`uvawa poka`uvaat 

deka produkcijata na sekundarni metaboliti kaj HR e identi~na ili povisoka vo 

sporedba so intaktnite rastenija. За разлика од културите на клеточни суспензии, 

kulturite na HR se karakteriziraat so stabilna produkcija na sekundarni 

metaboliti. Сепак, HR не се во асоцијација со останатите растителни органи 

(изданоци и листови) и затоа може да се очекуваат одредени разлики во однос на 

квалитативниот состав на секундарни метаболити помеѓу HR и корените кај интактните 

растенија. Сепак, HR најчесто содржат метаболити кои не се идентификувани кај 

интактните растенија, бидејќи секундарните метаболити не можат да се 

транспортираат, акумулираат или модифицираат до алтернативни растителни ткива 

(Toivonen и сор., 1989).  

Значајни разлики во морфологијата на коренот, плоидноста, степенот на растење, 

како и содржина на секундарни метаболити биле забележани помеѓу индивидуални 

клонови на HR (Sevon i sor., 1998). Разликите во местото на интеграцијата на T-DNA, 

степенот на експресија на T-DNA гените, различната должина на интегрираните T-DNA 
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секвенци, како и brojot na integrirani genski kopii во растителниот геном имаат 

клучна улога во варијабилноста помеѓу одделните клонови (Amselem и Tepfer, 1992). 

Сепак, клонската варијабилност овозможува селекција на елитни линии на HR со висок 

капацитет за продукција на секундарни метаболити. 

 

3.5 Примена на генетски трансформирани корени (“Hairy Roots-HR”)  

 

Kulturite na генетски трансформирани корени (“Hairy Roots-HR”) pretstavuvaat 

ефикасен eksperimentalen модел во prou~uvaweто na genskata ekspresija na 

секундарните metaboli~ki pati{ta (Hu i Du, 2006), биосинтезата и 

биотрансформацијата на sekundarniте metaboliti, metaboli~kiot in`enering 

(Giri i Narasu, 2000; Guillon i sor., 2006; Hu i Du, 2006; Srivastava i Srivastava 2007; 

Georgiev i sor., 2007), kako i симбионтската interakcija pome|u rastenijata i 

различни биотички и абиотички фактори (Christey, 2001).  

Во последните неколку децении, nau~nite istra`uvawa od oblasta na 

genetskata transformacija na rastenijata bile naso~eni kon ispituvawe na 

potencijalot na kulturite na HR za produkcija na alkaloidi (Flores i sor., 1987). 

Денес, пrimenata na kulturite na HR (Сл. 3.9) e naso~ena kon dobivawe stabilna 

produkcija na биоактивни sekundarni metaboliti, кои наоѓаат широка примена во 

медицината, фармацевтската, прехранбената и козметичката индустрија (Тepfer i 

Casse-Delbart 1987). Golem broj од овие sekundarni metaboliti se biolo{ki 

aktivni soedinenija кои poka`uvaat antifungalno, antibakterisko, 

insekticidno i fitotoksi~no dejstvo. 

Spored dosega{nite nau~ni istra`uvawa, golem broj sekundarni metaboliti 

се изолирани od kulturи na HR: akridoni (Kuzovkina i sor., 2004), antrahinoni 

(Mantrova i sor., 1999), kumarini (Bais i sor., 2000), diterpeni (Hu i Alfermann 

1993), flavoni (Kuzovkina i sor., 2005), glukozinolati (Wielanek i Urbanek 1999), 

indolni alkaloidi (Falkenhagen i sor., 1993), lignani (Lin i sor., 2003), 

naftohinoni (Brigham i sor., 1999), nikotinski alkaloidi (Rhodes i sor., 1986), 

poliamini (Biondi i sor., 2000), seskviterpeni (Komaraiah i sor., 2003), steroidi 

(Fujimoto i sor., 2000) i tropanski alkaloidi (Mano i sor., 1989).  

Кaj културите на HR se primenuvaat slednite metodi za zgolemuvawe na 

produkcijata na sekundarni metaboliti: selekcija na klonovi so visok 
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biosintetski kapacitet, elicitacija, permeabilizacija, dodavawe na 

prekursori vo хранливиот medium, optimizacija na mediumot i uslovite za 

kultivirawe i genetska manipulacija na sekundarniot metabolizam.  

Genetskиот инженеринг опфаќа manipulacija na sekundarniot metabolizam со 

примена на metodi зa prenesuvawe i ekspresija na tu|i geni vo genomot na 

rastitelnata kletka. Притоа, integracijaта na tu|i geni во геномот на  

rastenijaта се врши со примена на binaren vektor sistem od Ri plazmidot kaj A. 

rhizogenes. Spored Saito i sor., (1990), prednostite na ovaa tehnika опфаќаат: 

 ednostavna tehnika na dobivawe HR so stabilna ekspresija na tu|iot gen od 

interes; 

 efikasen metod za indukcija na HR {to se karakteriziraat so visok stepen 

na rast i kapacitet za produkcija na sekundarni metaboliti. 

Културите на HR privlekuvaat ogromen interes vo komercijalnata produkcija 

na proteini i enzimi, кои nao|aat широка primena vo medicinata (Shanks i 

Morgan, 1999). Vsu{nosт, HR imaat sposobnost za produkcija na superoksid 

dismutaza (Heyon i Yoo, 2002), peroksidaza (Kim i Yoo, 1996), fitaza (Jin и сор., 

2005), monoklonski antitela (Sharp i Doran, 2001) i proteini-inaktivatori na 

ribozomite (Thorup i sor., 1994). Spored Doran (2006), glavен nedostatoк na HR e 

niskata akumulacija na синтетизираните proteиni vo mediumot za kultivirawe.  

Tehnikата za kultivirawe vo bioreaktori (Сл. 3.9) pretstavuva efikasен 

metod za produkcija na sekundarni metaboliti со примена на HR (Bourgaud i sor., 

2001). Vsu{nost, produkcijata na sekundarni metaboliti zavisi od tipot na 

bioreaktor, morfo-fiziolo{kite osobini и senzitivnosta na HR kon stresnite 

uslovi (Wysokinska i Chmiel, 1997). 

Кulturite na HR se koristat во prou~uvaweто на влијанието на биотичките 

стрес фактори, како што се interakciite pome|u rastitelnite koreni i 

azotofiksira~kite bakterii (Díaz i sor., 1989), mikoriznite gabi (Mugnier, 1997) 

i nematodite (Christey, 2001). Исто така, кulturite na HR poseduvaat kapacitet za 

regeneracija na трансгени rastenija tolerantni kon abioti~ki stres. Vsu{nost, 

transgenite rastenija imaat golema primena vo fitoremedijacija, proces preku 

koj se eliminiraat golem broj kontaminanti od po~vata (Suresh i Ravishankar, 

2004). HR imaat релативно висок капацитет за absorpcija, akumulacija, 

distribucija i detoksifikacija na toksi~niте soedinenija prisutni vo razli~ni 
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kontaminirani почви, vodi i biolo{ki otpadni materijali (Pletsch i sor., 1999). 

Vsu{nost, HR se karakteriziraat so golema povr{ina и visok stepen na 

razgranetost, при што se ovozmo`uva efikasno filtrirawe na prisutnite 

polutanti vo kontaminiranite primeroci. Spored dosega{nite nau~ni 

soznanija, kulturite na HR od rastenijata hiperakumulatori imaat sposobnost 

da akumuliraat голем број тешки метали од kontaminiraniте po~vi (Eapen i sor., 

2003; Boominathan i sor., 2004). Isto taka, HR od razli~ni rastitelni vidovi 

imaat sposobnost za detoksifikacija na pesticidi, antibiotici i drugi 

toksi~ni materijali (Agostini i sor., 2003; Suresh i sor., 2005). 

 

 

Сл. 3.9 Шематски приказ на протоколот за добивање на трансгени растенија и основната 

примена на културите на HR (модиф. според Georgiev и сор., 2007).   

 

Способноста на transgeniте rastenija за regeneracija na клонови so podobreni 

морфолошки и fiziolo{ki svojstva овозможува широка примена на кulturite na 

HR vo zemjodelstvoto i hortikulturata. Vsu{nost, prenesuvaweto i stabilnata 

integracija na T-DNA sekvencata od Ri plazmidot na A. rhizogenes vo 
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rastitelniot genom ovozmo`uva regeneracija na transgeni rastenija so 

podobreni fenotipski karakteristiki. Regeneracijata na трансгени rastenija od 

kulturi na HR, ~esto pati predizvikuva pojava na карактериситчен fenotip како 

rezultat na ekspresija na rol onkogenite od Ri plazmidot na A. rhizogenes vo 

genomot na rastitelnata kletka (Kuzovkina i Schneider, 2006). Тransgenite 

rastenija so специфични фенотипски карактеристики: xuxest rast, zgolemen 

kapacitet za vkorenuvawe, promeni vo goleminata, formata i bojata na 

cvetovite, svitkani listovi, kako i zgolemen stepen na razgranuvawe наоѓаат 

широка примена во клонското рazmno`uvawe на хortikulturни растенија. Исто така, 

гenetskata transformacija na rastenijata ima {iroka primena vo 

mikropropagacija na rastenijata, osobeno дрvenestite видови koi imaat nizok 

kapacitet za vkorenuvawe vo in vitro uslovi (Christey, 2001).  

Kulturite na HR so visok regenerativen kapacitet (Сл. 3.9) nao|aat {iroka 

primena vo proizvodstvoto na “ve{ta~ki semiwa” (Uozumi i Kobayashi, 1995). 

Pritoa, enkapsuliranite HR mo`at da se regeneriraat vo transgeni klonovi i 

da se koristat za mikropropagacija na transgeni rastenija (Kuzovkina i Schneider, 

2006). 
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