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Lucerna siewna {Medicago sativd)
jako obiekt transformacji przy uzyciu
Agrobacterium tumefaciens

oraz regeneracji in vitro
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Alfalfa (Medicago saliva) as an Object for Transformation by
Agrobacterium tumefaciens and Regeneration in vitro

Summary

From the economical point of view alfalfa is a very valuable plant. It has
very high yield potential, it is rich in protein, vitamins and minerals, so it is
prized as very important feed for horses, beefcattle, sheep, goats and other do-
mestic animals. That is why the improving of alfalfa quality by the methods of
molecular biotechnology is a very interesting issue. In this review information
about the crucial elements of alfalfa transformation and regeneration are gath-
ered together. Following elements as genetic background of plant, A. tumefaciens
strains, explant types, in vitro culture medias, plant development stages are dis-
cussed. It seems that optimalisation of the transformation and regeneration
procedure are individual for every plant genotype and A. tumefaciens strain.

Key words:
alfalfa, transformation, Agrobacterium tumefaciens, somatic embryogenesis,
regeneration.

1. Wstep

Lucerna siewna {Medicago sotiva L.) jest rosling paszowa 0 naj-
wiekszej na $wiecie powierzchni upraw (1), a co za tym idzie,
0 olbrzymim znaczeniu ekonomicznym. Spetnia ona ogromng
role w zywieniu bydta, dostarczajgc paszy chetnie pobieranej.
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0 duzej koncentracji biatka i wysokiej strawnos$ci (2). Dlatego waznym zagadnie-
niem, jesli wzia¢ pod uwage najnowsze tendencje rozwoju technologii rolnictwa,
jest transformacja genetyczna lucerny - czyli mozliwo$é wprowadzania do geno-
mu tej rosliny sekwencji DNA, warunkujacych nowe pozyteczne cechy, takie na
przykiad, jak odporno$¢ na herbicydy, odpornos¢ na szkodniki i choroby, odpor-
no$¢ na stresowe warunki srodowiska, takie jak susza, chtdd, zasolenie. Inne po-
zadane modyfikacje cech lucerny to na przykiad jakosciowe i ilosciowe zmiany
sktadnikéw odzywczych. Kolejnym, potencjalnym zastosowaniem lucerny transge-
nicznej moze by¢ jej wykorzystanie jako bioreaktora do produkcji specyficznego
biatka na potrzeby terapii, diagnostyki lub przemystu. Wazna cechg takiego biore-
aktora roslinnego jest stosunkowo niski koszt produkcji biatka.

2. Genetyczne uwarunkowania transformacji i regeneracji lucerny

Lucerna siewna nie nalezy do grupy szczeg6lnie dogodnych obiektow, jesli cho-
dzi o manipulacje jej materiatem genetycznym, jest to gatunek autotetraploidalny
(2n = 32), o bardzo duzym genomie, allogamiczny, ze zmiennym stopniem auto-
kompatybilnosci. Wynika stad olbrzymia zmienno$¢ genetyczna roélin zarowno
w obrebie gatunku, jak i nawet w obrebie jednej konkretnej odmiany. Dlatego
w przypadku tego gatunku wielkiego znaczenia, jesli chodzi o wydajno$¢ transfor-
macji i regeneracji, nabiera pojedynczy konkretny genotyp rosliny (3-5).

Na podstawie badan wykazano (6), ze u lucerny siewnej cecha wydajnej regene-
racji in vitro jest dziedziczona z wysokg czestoscia, dlatego mozliwe byto wyselek-
cjonowanie takich odmian lucerny siewnej, jak Rangelander, Regen S, Regen Y, Eu-
rope, ktére wykazujg dos¢ wysoka Sredniag wydajnos$¢ regeneracji w kulturach in vi-
tro (dla Rangelander - ok. 80% (7)). jednak dla wiekszosci innych odmian najpierw
nalezy wyselekcjonowaé wysoce embriogeniczny genotyp, a nastepnie utrzymywac
go jako zrodito eksplantatéw, namnazajac wylgcznie wegetatywnie. Podobng zale-
zno$¢ podatnosci na regeneracje in vitro od genotypu stwierdzono nie tylko dla lu-
cerny siewnej, ale rowniez w przypadku wielu innych rodzajéw roslin motylkowych:
Arachis, Glycine, Melilotus, Vida (9), Trifolium (10), Cojanus (11), Coronilla (12), Phase-
olus, Stylosonthes (13) i Lothus (14).

Genotyp uwazany jest za wydajnie regenerujacy, gdy na 20 wyjsciowych eksplan-
tatébw wytwarza sie 4-5 embriogenicznych kaluséw, a nastepnie na kazdym kalusie
powstaje ponad 10 embrionéw w stadium torpedy (5). Istnieje poglad, ze w obrebie
kazdej istniejacej odmiany mozna wyselekcjonowa¢ wysoce embriogeniczny geno-
typ. jest to jedynie kwestia liczby przebadanych pod katem regeneracji roslinnych
genotypow (7,8). W tym przypadku logicznym podejsciem, jak sie wydaje, bytby wy-
bor, jako obiektu do przetestowania potencjatu regeneracji in vitro, takiej odmiany
lucerny, ktérg hodowcy uprzednio wyselekcjonowali wzgledem maksymalnej liczby
pokosow w ciggu jednego sezonu wegetacyjnego, taka odmiana cechuje sie bowiem
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zwiekszong zdolnoscig do regeneracji. Niestety brak jest danych literaturowych na
temat przypuszczalnej korelacji miedzy potencjatem regeneracji odmiany in vitro
a jej wielokosnoscia.

Najczesciej stosowang metoda transformacji lucerny jest transformacja za po-
mocg Agrobacterium tumefaciens. Jest to metoda, w ktérej wykorzystuje sie mecha-
nizm naturalnej infekcji roslin przez bakteryjny patogen glebowy Bakteria przeka-
zuje do komdrki roslinnej materiat genetyczny, na podstawie ktérego zachodzi eks-
presja genéw. Metoda ta ma wiele zalet, najwazniejszg z nich jest, jak sie wydaje,
trwato$¢ modyfikacji genetycznej rosliny i mozliwos$¢ przekazania wprowadzonego
genu nastepnemu pokoleniu.

W przypadku zaistnienia sytuacji, gdy z pewnych powoddéw bardzo zalezy na
transformacji konkretnego genotypu lucerny, ktéry to genotyp cechuje sie niska po-
datnoscig na transformacje Agrobacterium, sugerowane jest zastosowanie metody
transformacji przez bombardowanie mikroczasteczkami, poniewar transfer genu za
pomoca tej metody, jak sie wydaje, jest mniej zalezny od genotypu rosliny (15).

Lucerna siewna ulega regeneracji w wiekszosci przypadkéw na drodze soma-
tycznej embriogenezy. Somatyczng embriogenezg nazywane jest zjawisko inicjacji
i rozwoju zarodkéw z tkanki somatycznej, jest to bardzo dogodra cecha z punktu
widzenia transformacji tego gatunku. Pozwala bowiem na otrzymanie wyjgtkowo
jednorodnych pod wzgledem genetycznym roslin, poniewaz zasadniczo somatyczny
embrion rozwija sie z pojedynczej stransformowanej komérki (16). Ponadto zarow-
no embriony jak i mate roslinki czesto wytwarzajg na swojej powierzchni wtérne so-
matyczne embriony. Zjawisko to nazywane jest embriogenezg wtérng lub cykliczng
(17). Wtérna embriogenezg pozwala uzyska¢ dowolng liczbe rosl n z jednostkowej
transformaciji.

Bardzo wazng charakterystyka genotypu lucerny, wyselekcjonowanego do prac
in vitro jest czas regeneracji - dla najlepszych genotypéw ten czas wynosi 9-14 ty-
godni (18). Generalnie lucerna siewna ma dtugi czas regeneracji, co jest zwigzane
z jej fizjologig - jest to roslina dwuletnia i jej wzrost i rozw6j zarbwno w warun-
kach in vivo }ak i w in vitro zachodzg bardzo wolno w poréwnaniu np. z satatg {Lactu-
ca sativa), ktorej czas wegetacji wynosi ok. 1,5 miesigca.

Na podstawie opisanych cech fizjologicznych i genetycznych lucerny siewnej,
a takze na podstawie wiasnych doswiadczen z zakresu transforrracji lucerny siew-
nej, autorzy tego opracowania jeszcze raz chcg podkresli¢, ze lucerna siewna jest
dos¢ trudnym obiektem do transformacji. Niemniej jednak potrzeba transformowa-
nia wiasnie lucerny siewnej jest bardzo duza, bowiem ros$lina ta ma ogromne zna-
czenie jako obiekt badann o charakterze aplikacyjnym.

Dla potrzeb za$ badan podstawowych jako obiekt do badan nad transformacja
uzywa sie w wielu laboratoriach Medicago truncatula - gatunek ¢ matym genomie,
diploidalny i, co najwazniejsze, autogamiczny, co sprzyja wyprowadzeniu stabilnych
i jednorodnych linii genetycznych (19,20). Transformacja i regeneracja Medicago
truncatula nie nastrecza wiekszych trudnosci.
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Wspomnie¢ nalezy réwniez, ze procedury regeneracji in vitro opracowano dla
wielu innych gatunkéw Medicago, np. dla M. coeruJa, M. Glutinosa (21), M. Arboreo
(22), M. difalcata, M. falcato, M. hemicycla, M. varia (23) i M. media (24).

3. Obce geny wprowadzane do lucerny

WSrod najczesciej wprowadzanych do lucerny siewnej cech genetycznych nalezy
wymienic¢ takie, jak: odpornos$¢ na szkodniki, odporno$¢ na herbicydy, markery ge-
netyczne umozliwiajgce selekcje transformantéw oraz sekwencje kodujgce biatka
0 znaczeniu ekonomicznym (wykorzystanie lucerny jako bioreaktora, w ktérym za-
chodzi wydajna ekspresja pozadanego biatka). W tabeli | przedstawiono szereg
przyktadoéw transformacji lucerny.

Tabela 1

Lista konstruktéw genetycznych, wprowadzonych do genomu Medicago za pomoca Agrobacterium

Fragment DNA . Obce blaﬂ.(o, - Genotyp Medicago Literatura
ulegajace ekspresji w rodlinie
! 2 3 4
3557 ttf-intron 3-glukuronidaza M. truncatula ssp. falcata (20)
enodI2A, enodl2b, srglbj noduliny M. truncatula ekotyp108-1 (18)
nptil fosfotransferaza aminoglikozydowa M. sativa, cv. Regen S 0]
cad-zntysens - M. sativa, RA-3 (25)
rk2 fosfotransferaza aminoglikozydowa M. varia, g/t A2 (16)
IFR”tdy 3-glukuronidaza M. sativa cv. Apollo, Regen SY (26)
gen owalbuminy kury owalbumina kury M. sativa cv. Rangelander, (14)
Siriver, Trifecta
gen wicyliny, wicylingKDEL wicylina, wicylinaKDEL M. sativa cv. Rangelander 27)
Alfinl, A/l?n/-antysens _ M. sativa cv. Regen S (28)
mtenodl2gus nodulina - p-glukuronidaza M. truncatula cv. jemalong, (29)
g/t AL7,2HAL, 2HA3-9-10-3

gen faseoliny faseolina M. sativa cv. Rangelander (30)
35S inhibitor | proteinazy pomi- inhibitor | proteinazy pomidora M. sativa, klony 93-21, 93-13 (31)
dora

nptil, gus 3-glukuronidaza M. sativa, cv. Zajecarska (32)
crylC endotoksyna Bacillus thuringiensis M. sativa cv. Regen S, klon RA3 (33)
sfa8 albumina stonecznika M. sativa cv. Siriver, Aquarius (34)
bar N-acetylotransferaza fosfinotricyny M. sativa cv. Regen S, klon RA3 (35)
gen syntetazy glutaminy - M. sativa cv. Regen SY, (36)
(antysens) Rangelander

Fe-sod dysmutaza ponadtlenkowa M. sativa, cv. Rangelander (37)
lowZ-nadekspresja izoflawon-O-metylotransferaza M. sativa cv. Regen S (38)
gen kinazy asparaginianowej kinaza asparaginianowa M. sativa (39)
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2 3 4

NADH-"0j?fl/ (antysens) - M. sativa cv. Regen SY (40)
gen syntazy resweratrolu syntaza resweratrolu M. sativa (41)
tubK\ a-tubulina M. sativa (42)
enod40 nodulina M. sativa cv. Regen (43)
psugtl (antysens) - M. sativa cv. Regen (44)
tdylgus 3-glukuronidaza M. sativa (45)
geny lektyn soi i grochu lektyny soi i grochu M. sativa cv. Regen (46)

4. Zarys podstawowych elementéw procedury transformacji

4.1. Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens jest to Gram-dodatnia bakteria glebowa, ktéra wytwo-
rzyta unikatowy system kolonizacji roslin (47). jest to patogeniczna bakteria, ktéra
infekuje rosliny przez zranione tkanki, powodujac narosl (tumor) na szyjce korze-
niowej. Wirulentne szczepy Agrobacterium zawierajg pozachromosomalne DNA
w formie plazmidu o wielkos$ci 200 tys. pz, niosagcego geny uczestniczace w rozwoju
tumoru (tzw. Ti-plazmid). Sa to geny odpowiedzialne za zdolno$¢ koniugacji z ko-
morkg roslinng, replikacje oraz katabolizm opin - czynnikdw, wykorzystywanych
przez bakterie jako zrodto wegla i azotu. Ponadto plazmid ten zawiera geny wiru-
lencji i region T-DNA, ktory podczas infekcji jest przenoszony do komorki roslinnej
i ulega integracji z genomem jagdrowym. Odcinek T-DNA zawiera geny kodujgce hor-
mony roslinne i opiny, po wbudowaniu do jgdrowego DNA rosliny geny te ulegajg
wydajnej ekspresji. Proces ten z powodzeniem wykorzystano do celow inzynierii
genetycznej. Do przeniesienia i integracji T-DNA niezbedne sga wyigcznie prawa
i lewa sekwencje graniczne. Pozostate geny mozna usungé i na ich miejsce wstawié
dowolne geny wraz z sekwencjami warunkujgcymi ich ekspresje.

Do celow transformacji genetycznej stosowane sg wyselekcjonowane, zmodyfi-
kowane pod katem transformacji, o roznej sile wirulencji szczepy.

Tabela 2
Szciepy Agrobacterium najczesciej stosowane do transformacji lucerny siewnej
Szczep Agrobacterium Odmiana lucerny siewnej Literatura
EHA 105 Arcangeli (18)
LBA 4404 Zajecarska (32)
A281 ZajeCarska (32)
AGLI Aquarius, Siriver (34)
kim Rangelander (30)
C58C1 Rangelander (48)
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Powszechnie uwaza sie, ze dla potrzeb konkretnej transformacji nalezy wprowa-
dzi¢ konstrukt genetyczny do transformacji roslin do kilku szczepéw Agrobacterium
i wybra¢ ostatecznie szczep, cechujacy sie najwiekszg efektywnoscia transformaciji.
Mozna jednak zauwazyé, ze autorzy roznig sie zdaniem co do znaczenia wyboru
szczepu, jedni utrzymuja, ze rodzaj szczepu absolutnie nie wpltywa na wydajnosé
transformacji (48), inni sugeruja, iz szczep Agrobacterium odgrywa wrecz zasadniczg
role w procesie transformacji: z konkretnym genotypem lucerny wydajnie oddziatuje
tylko odpowiednio dobrany szczep Agrobacterium (4,22). Z praktycznych dos$wiad-
czen autorow tego tekstu wynika, ze jednak dobor szczepu jest wazny dla wydajno-
$ci transformaciji.

4.2. Przygotowanie eksplantatow oraz transformacja

4.2.1. Znaczenie stanu fizjologicznego eksplantatow

Obok genotypu, zasadniczym czynnikiem decydujagcym o powodzeniu hodowli lu-
cerny in vitro jest stan fizjologiczny roslin (zrodta eksplantatow). Zalezy on od warun-
kow, w ktérych rosliny te sg hodowane (wigkszos¢ autoréw zaleca stosowanie naste-
pujacych warunkow; fotoperiod 16 h, temperatura 26°C, niewielka wilgotnosé, dobry
drenaz podtoza, pH gleby zblizone do neutralnego (30,2)). Innym istotnym czynnikiem
jest wiek roslin. Mitode rosliny cechuje wieksza wydajnosé regeneracji (17).

4.2.2. Rodzaje eksplantatéw
Zrodiem eksplantatow moga by¢ zaréwno tkanki merystematyczne, jak i juz

zrdéznicowane.

Tabela 3

Wybrane rodzaje eksplantatow stosowane w procesie regeneracji lucerny in vitro

Odmiana lucerny Typ eksplantatu Literatura
Europe liscie 17)
Rangelander hypokotyle )

Regen S liscienie (49,50)
Adriana korzenie (51)
A-l5 ogonki lisciowe, todygi (52)
Saranac niedojrzate pylniki, zalaznie (53)
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Rodzaj zastosowanych do transformacji i regeneracji eksplantatéw, jak sie wyda-
je, jest czynnikiem mato waznym (7). Niektérzy autorzy jako szczegdlnie wydajny
typ eksplantatéw wymieniaja ogonki lisciowe, lecz uwazamy, ze fakt ten wyptywa
jedynie z wiekszej odpornosci ogonkow lisciowych, w poréwnaniu np. do lisci, na
uszkodzenia mechaniczne podczas manipulacji.

4.2.3. Transformacja

Material wyjsciowy po wysterylizowaniu uszkadza sig, by zwiekszy¢ wydajnosé
infekcji Agrobacterium. Ponadto uszkodzone tkanki wydzielajg czynniki indukujace
proces przenoszenia T-DNA (54). Komorki Agrobacterium sg hodowane przez noc
w pozywce ptynnej. W tak przygotowanej zawiesinie Agrobacterium eksplantaty sg
nastepnie inkubowane od | minuty do 36 godzin - tak duza rozbiezno$¢ czasu jest
podawana przez roznych autoréw. Opracowano rowniez metode z zastosowaniem
infiltracji prézniowej, ktéra zwieksza efektywnos¢ infekcji Agrobacterium (55). Po
okresie wstepnej inkubacji eksplantaty wyktadane sg na pozywke do kokultury. Ko-
kultura trwa przez 2-3 dni w ciemnosci. Czynnikiem, ktéry na danym etapie wplywa
dodatnio na wydajnos¢ transformacji jest acetosyringon, dodawany do pozywki
(28,18).

4.2.3. Pozywki do hodowli in vitro

NajczeSciej stosowanymi pozywkami do hodowli lucerny in vitro sg pozywki
oparte na trzech podstawowych zestawach sktadnikéw: MS (56), SH (57) oraz Blay-
desa (58). Wszystkie pozywki do hodowli in vitro zawierajg pie¢ gtownych grup
sktadnikéw; nieorganiczne sole (makro- i mikroelementy), zrédto energii i wegla,
witaminy, organiczny azot i regulatory rozwoju. Oprocz wymienionych komponen-
téw dodaje sie rozne naturalne ztozone substancje, takie jak ekstrakt drozdzowy
lub hydrolizat kazeiny. W tabeli 4 umieszczono wykaz skfadnikow trzech podstawo-
wych pozywek. Nie uwzgledniono jednak regulatorow rozwoju, ktére bedg omoé-
wione w innym rozdziale.

Nalezy podkresli¢, ze praktycznie kazdy badacz zajmujacy sie regeneracjg lucer-
ny siewnej wypracowat indywidualne ilosciowe i jakosciowe modyfikacje tych pod-
stawowych pozywek, optymalizujgc je dla potrzeb konkretnego genotypu lucerny.
Niektorzy uczeni przytaczajg dowody silnej interakcji takich czynnikéw jak: geno-
typ-pozywka, genotyp-eksplantat, genotyp-eksplantat-pozywka (59). Potencjat em-
briogeniczny, gdy jest on dostatecznie wysoki, jak sie wydaje, jest jednak niezalez-
ny od skfadu stosowanego podtoza (9,60,61). Sktad pozywki moze co najwyzej mo-
dulowa¢ w niewielkim zakresie wydajno$¢ embriogenezy.
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Poréwnanie skfadu podstawowych pozywek stosowanych w hodowli lucerny in vitro

KH,P04

KNO,

NH4H,P04
NH4NO,

Ca (No,)2

CaCl2 X 2 H20
MgS04 X 7 H20
KCl

ja

ZnS04 X 7 H,0
H,BO,

Na2Mo04 X 2 H20
MnSo4

CUSO4 X 5 H20
CoCl2 X 6 H20
Na2 FeEDTA
NajEDTA

FeS04 X 7 H20
EDFS

tiamina

kwas nikotynowy
pirydoksyna
prolina
tioprolina
glicyna

sacharoza

~ar

mio-inozytol
hydrolizat kazeiny

PH

Rodzaj pozywki

UM

(bazowana na MS) $H

zawarto$¢ sktadnika, mg/l

Makroelementy:

170 -
1900 2500
_ 300
1650 _
440 200
370 400
Mikroelementy:
0,415 1
43 1
31 5
0,125 01
11,2 10
0,013 0,2
0,013 0,1
40 20
139 15
140 -
Witaminy i aminokwasy:
10 5
5 5
10 0,5
- 288
- 53
2 _
Inne skiadniki:
30 000 30 000
7000 6000
100 200
2000 _
Odczyn:
57 58
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Blaydes

300
1000

1000
347

35
65

15

01
05
01

30 000
10 000

58

81
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4.2.4. Selekcja transformantow

Po 2-3 dniach kokultury eksplantaty przektada sie na pozywke zawierajacg czyn-
nik selektywny, w celu pozytywnej selekcji materiatu transgenicznego, oraz anty-
biotyk - w celu eliminacji Agrobacterium. Najczesciej uzywanymi czynnikami selek-
cyjnymi sg antybiotyki kanamycyna i hygromycyna, a takze herbicyd Basta oparty na
fosfmotricynie. Bardzo wazny jest wybdr antybiotyku eliminujgcego Agrobacterium.
Istnieje opinia, ze takie antybiotyki jak cefotaksym, karbenicylina i wankomycyna
wykazuja hamujgcy wpltyw na inicjacje kalusa i wzrost regenerantéw (1,3).

4.2.5. Czynniki wzrostowe a embriogeneza

W celu wydajnego sterowania procesem embriogenezy pozywki powinny zawie-
ra¢ odpowiednie regulatory rozwoju roslin (zaréwno naturalne hormony roslinne
jak i ich syntetyczne analogi). Do pozywek dostosowanych do potrzeb lucerny siew-
nej, dodawane sg dwie grupy regulatoréw: auksyny (IAA, NAA, 2,4-D) i cytokininy
(kinetyna, BAP).

Auksyny in vitro stymuluja podziaty komoérkowe prowadzac do tworzenia tkanki
kalusowej, zdolne sg takze w pewnych warunkach nadawa¢ komoérkom kalusa cechy
embriogeniczne (62). Do auksyn nalezy IAA (kwas indolilooctowy), naturalna auksy-
na, oraz syntetyczne NAA (kwas naftylooctowy) i 2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksy-
octowy).

Cytokininy in vitro pobudzajg podziaty komdrkowe, przeciwdziatajg starzeniu sie
organéw roslinnych, pobudzajg dziatanie kambium i formowanie sie tkanek prze-
wodzgcych (62). Kinetyna (6-furfuryloaminopuryna) oraz BAP (6-benzyloaminopury-
na) nalezg do cytokinin syntetycznych.

Tabela 5

Wybrane zestawy czynnikéw wzrostowych uzywane do indukcji somatycznej embriogenezy lucerny in vitro

Czynnik Stezenie, mg/l Genotyp lucerny Literatura
! 2 3 4

2,4-D 2 cv. Adriana (51)
kinetyna 01
24D 2 klon A-15 (52)
kinetyna 1
2,4-D 2 klon HG2 (63)
kinetyna 2
24-D 2 cv. Arcangeli (18)
kinetyna 0,25
BAP 1 M. arborea (22)

NAA 1
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l 2 3 4

2,4-D 10 cv. Kangelander (30)
BAP 05

NAA 0,09

NM 4,6 cv. Kangelander (31)
kinetyna 2,15 klony 93-21, 93-15 (©)]
NAA 2 cv. Georgia -TE (64)
LAA 2

kinetyna 2

24-1) 2 cv. Saranac (65)
NAA 2

kinetyna 2

Z przedstawionych danych wynika, ze embriogeneze mogg wydajnie inicjowaé
rézne czynniki w najrozmaitszych kombinacjach. Aby kierowaé rozwojem tkanki ro-
$linnej bardzo wazne sg odpowiednie proporcje wiasciwych regulatoréw. Mechani-
zmy dziatania takich kombinacji czynnikéw prawdopodobnie sg niestychanie zto-
zone. Kazdy regulator wzrostu i rozwoju ma szeroki zakres oddziatywania na rosli-
ny, zalezny od stezenia oraz wspétdziatania z innymi substancjami egzo- i endogen-
nymi. Zamieszczamy uogdlnione dane na temat oddziatywania regulatoréw rozwoju
na eksplantaty roslinne in vitro (66).

1. Te same regulatory roslinne moga réznie dziatac:

- nie tylko na eksplantaty z grup oddalonych taksonomicznie, ale takze na od-
miany i klony tego samego gatunku;

- nawet na eksplantaty z tej samej rosliny, ale pochodzace z réznych tkanek
i organow.

2. Kolejne podanie roznych regulatoréw daje odmienny efekt niz podanie ich
réwnoczesnie.

3. Wzrastajgca koncentracja regulatora moze wywotywaé nasilenie sie jakiego$
efektu, a po przekroczeniu progu ilosciowego moze spowodowac jego zmiane.

4. Rozne regulatory, takze z odmiennych grup, moga powodowaé takg sama re-
akcje morfologiczng eksplantatow pobranych z réznych tkanek albo z roélin na-
lezacych do odmiennych grup taksonomicznych.

5. Reakcja eksplantatu na regulatory ros$linne jest w znacznym stopniu modyfi-
kowana przez $rodowisko, np. zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych i organicznych
w pozywece, cechy fizyczne pozywki, sktad atmosfery w naczyniu, temperature czy
oSwietlenie.

6. Dziatanie regulatorow roélinnych zalezy od wieku kultur, poniewaz wraz
z liczbg pasazy zmienia sie wrazliwo$é eksplantatu na regulatory, co jest wynikiem
zmieniajgcej sie ekspresji/represji niektorych gendéw lub akumulacji niektérych me-
tabolitow.
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7. Reakcja morfogenetyczna eksplantatu na regulatory rozwoju nastepuje po
réznym okresie, a dtugo$¢ okresu oczekiwania na reakcje jest zalezni od stezenia
i rodzaju regulatora, rodzaju eksplantatu, jego poczatkowej wrazliw)sci i innych
czynnikOw.

8. Wiekszos$¢ regulatorow rozwoju nie pozostaje w komdrkach i tkinkach w po-
staci, w jakiej zostata podana do pozywki, ale przynajmniej czesciowo jest metabo-
lizowana do form nieaktywnych fizjologicznie.

Wychodzac z tych rozwazan stwierdzamy, ze pozostaje wytacznie eksperymen-
talna droga doboru odpowiednich regulatorow dla potrzeb regeneraci konkretne-
go genotypu lucerny.

4.2.6. Stadia rozwoju embrionow

Embriony przechodza kolejne stadia rozwoju - od kulistego poprzez stadium
torpedy i do postaci z widocznymi liscieniami (rys. 1). W tym ostatnim stadium em-
briony kietkuja i rozwijaja sie w kompletne rosliny. Wykazano, ze embdony lucerny
siewnej nie zainicjujg procesu dojrzewania, jesli nie zostang oddzielone od kalusa
(53). Niekiedy, by pobudzi¢ embrion do morfogenezy, badacze odcinag jego czes¢
»pedowa”, a nastepnie ukorzeniajg na pozywce bez hormondéw (64).

W przypadku gdy somatyczne embriony utrzymuje sie w warunkach regenera-
cji, na ich powierzchni wytwarzajg sie howe somatyczne embriony, luzno zwiazane
z matczynym embrionem, co pozwala przypuszczaé, ze powstajg one z pojedyn-
czej komorki lub z nielicznej grupy komérek (64). Taka cykliczna sorr.atyczna em-
briogeneza (cykl trwa przecietnie ok. 30 dni) pozwala utrzymywac¢ hodowle soma-
tycznych embriondéw przez dtuzszy okres. Wydajno$¢ tego procesu jest znaczna -
jeden embrion w jednym cyklu moze wytworzy¢ kilkadziesigt wtérrych embrio-
néw. Zjawisko cyklicznej somatycznej embriogenezy jest znane wsréd innych ro-
$lin, lecz u lucerny siewnej ma charakter unikatowy, poniewaz wtorra embrioge-
neza moze zajs¢ nawet na embrionach znajdujacych sie w bardzo zaawansowa-
nych stadiach rozwoju (64).

4.2.7. Schematy hodowli eksplantatow

Dalsze postepowanie majace na celu uzyskanie embrionéw i morfojeneze moze
by¢ oparte na nastepujagcych schematach (zestawienia ! i 2).
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Zestawienie |

Schemat podstawowej procedury regeneracji lucerny
Hodowla eksplantatéw na pozywce z hormonami
i czynnikami selekcyjnymi, w ciemnosci
1-10 tygodni

Pojawienie sie embriogenicznego kalusa
Hodowla na pozywce bez hormonéw
i z czynnikami selekcyjnymi, na Swietle

| 2-8 tygodni

Przeniesienie zregenerowanych roslinek do gleby

Schemat moze ulec rozbudowaniu, gdy konkretny genotyp rosliny wymaga za-
stosowania pewnych czynnikéw, aby moc przejs¢ kolejne stadia embriogenezy.

Zestawienie 2
Schemat wielostopniowej procedury regeneracji lucerny
Hodowla eksplantatéw na pozywce z hormonami
i czynnikami selekcyjnymi, w ciemnosci
1-3 tygodni

Pojawienie sie embriogenicznego kalusa
Hodowla na pozywce z innym zestawem hormonéw, na $wietle

i 2-6 tygodni
Formowanie kulistych embriondw. Hodowla na pozywce bez hormonéw
n 2-4 tygodni
Embriony w stadium zaawansowanym. Hodowla na pozywce
o zmienionym sktadzie mineralnym, zredukowanej zawartosci cukréw
n 2-4 tygodni

Mate rodlinki. Ukorzenienie na pozywce ukorzeniajacej
N 2-4 tygodni

Wysadzenie roslinek do gleby

Schemat ten pokazuje maksymalnie ztozone postepowanie. Z reguty badacze ustalajg
metoda doswiadczalng wiasny, najprostszy schemat, zmieniajagc warunki hodowli w przy-
padku zaobserwowania pewnego zahamowania rozwoju embrionéw na jednym z eta-
poéw. Terminy, w ktorych zachodzg Kkolejne zdarzenia embriogenezy somatycznej sg
okreslone z duzym przyblizeniem, albowiem sg one w ogromnym stopniu zréznicowane
w zaleznosci od genotypu lucerny. Okres, w ktorym kalus zachowuje whasciwosci embrio-
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geniczne takze jest bardzo zréznicowany, w zaleznosci od genotypu rosliny (61). Intere-
sujacy jest fakt, ze w przypadku lucerny siewnej, odwrotnie, niz u wiekszosci innych ga-
tunkow roslin, indukcja korzeni za pomoca regulatoréw rozwoju moze nastapi¢ przy wy-
sokim stezeniu auksyny i niskim cytokininy (17). jednakze w wiekszosci przypadkéw two-
rzenie korzeni u lucerny nie potrzebuje zastosowania regulatoréw rozwoju.

4.2.8. Poziom ekspresji transgenu

jako wynik procesu regeneracji transformantéw otrzymywane sg rosliny o bar-
dzo réznym poziomie ekspresji transgenu, nawet jesli pochodzg one z embrionéw,
rozwijajacych sie na pojedynczym kalusie. Wynika stad, ze pojedynczy transgenicz-
ny kalus moze powstawacé z wiecej niz jednej stransformowanej komérki. Podaje sie
takze inng interpretacje, a mianowicie, ze kalus moze powstawaé z pojedynczej
stransformowanej komorki, lecz w toku proliferacji, przed embriogenezg w niektoé-
rych komérkach nastepuje rearanzacja DNA (14).

Ponadto, jak i w przypadku innych ro$lin, pochodzacych z hodowli in vitro, cze-
stym zjawiskiem ws$rod zregenerowanych roélin lucerny jest zmienno$¢ somatoklo-
nalna. W obszernej pracy przeglagdowej na ten temat (6) opisano nastepujgce praw-
dopodobne przyczyny tego zjawiska: strukturalne modyfikacje chromosomow, prze-
mieszczenie sie transpozondw, utrata chromatyny, amplifikacja DNA, somatyczny
crossing-over, somatyczna redukcja oraz zmiany DNA w organelach cytoplazmatycz-
nych. Wykazano, ze stabilno$¢ cytologiczna regenerantéw zalezy tez od genetycz-
nego podtoza rosliny wyjsciowej (24).

4.2.9. Wydajno$¢ procesu transformacji

W pismiennictwie mozna znalez¢ nastepujace wartosci wydajnosci transformacji
lucerny siewnej (liczba transformantéw na 100 pierwotnych eksplantatow): 12,5-51%
(67), 4-15% (34), ponad 100% (18), 20% (3), 13-30% (3), 60% (5). Z danych tych wynika,
ze wydajnos¢ procesu transformacji jest zupetnie inna w kazdym badanym przypad-
ku. Zalezy ona przede wszystkim, jak sie wydaje, od trafnosci wyboru wyjsciowego
materiatu oraz optymalizacji warunkéw transformacji i regeneracji. Na wydajnos¢
wplyngé moze w znacznej mierze charakter transgenu, promotor, miejsce integracji
do genomu, liczne mechanizmy wyciszenia gendw oraz wiele innych czynnikéw.

5. Podsumowanie

Nalezy zaznaczy¢, ze zarébwno somatyczna embriogenezg jak i organogeneza lu-
cerny siewnej in vitro sg wynikiem kombinacji i wspotdziatania takich cech, jak geno-

BIOTECHNOLOGIA 3 (58) 74-90 2002 87



Olesia Lisova, Andrzej B. Legocki

typ, warunki rozwojowe i Srodowiskowe, a takze regulatory wzrostu, fizyczne i inne
komponenty pozywki. Czynniki te mozna podzieli¢ na te 0 znaczeniu zasadniczym,
oraz na takie, ktore nie sg obligatoryjnym warunkiem do uzyskania regenerantéw lu-
cerny, lecz stosowane, znakomicie podnoszg wydajno$¢. Dla powodzenia procesu re-
generacji zasadnicze znaczenie, jak sie wydaje, majg genotyp oraz stan fizjologiczny
materiatu wyjsciowego, a takze czynniki wzrostowe w podtozu.

W odpowiedzi morfogenicznej w trakcie regeneracji mozna wyo0znié trzy wyraz-
ne stadia: nabycie kompetencji, indukcja lub determinacja poszczegdlnej drogi mor-
fogenezy, oraz réznicowanie (wytworzenie zréznicowanych struktur tkankowych,
prowadzace do uzyskania kompletnej roéliny). Kazde z tych stadidéw jest precyzyjnie
regulowane za pomocg wielu réznych czynnikéw, zatem tylko optymalnie dobrane,
ztozone warunki hodowli (komponenty chemiczne oraz fizyczne) pozwalajg na wy-
dajna regeneracje roslin. Warto podkresli¢, ze fizjologia rosliny w ogromnej mierze
warunkowana jest przez jej genotyp, zatem wybierajac okreslony genotyp lucerny
siewnej badacz powinien dobrze zna¢ biologie tej odmiany, optymalne warunki
wzrostowe, czas wzrostu itd., by trafnie wybra¢ warunki hodowli in vitro sposréd ol-
brzymiej liczby rozmaitych wariantéw hodowli, opisanych w literaturze.

Proces transformacji przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens byl doktadniej opra-
cowany dopiero w ostatnich latach, a zatem nadal istnieje wiele pytah i niewiado-
mych. Kluczem do sukcesu, jak sie zdaje, sg tutaj odpowiednio dobrane: szczep
Agrobacterium i genotyp rosliny. Waznym czynnikiem jest rdwniez rodzaj i schemat
selekcji transformantéw. Nie bez znaczenia jest charakter transgenu, albowiem bar-
dzo wazna jest prawidlowa i nie zaktdcajaca metabolizmu integracja obcego genu
do genomu roslinnego.

Poprawnie przeprowadzona transformacja jednak nie gwarantuje jeszcze sukce-
su - czyli wydajnej ekspresji wprowadzonego genu w roslinie. Liczne czynniki wpty-
wajgce na ekspresje musza by¢ tez wziete pod uwage, jak np: typ promotora, czyn-
no$¢ metaboliczna produktu ekspresji, czestos¢ uzywania kodonéw, metylacja DNA,
efekt pozycyjny, mechanizmy wyciszenia genéw i wiele innych.

Oprécz systemu transformacji z uzyciem Agrobacterium tumefaciens istnieje tez
wydajny system z uzyciem Agrobacterium rhizogenes (68). Stosowane sg réwniez inne
techniki transformacji, takie jak mikroiniekcja (69) i mikrowstrzeliwanie (70).

Z przytoczonych rozwazan wynika, ze optymalizacja procedury transformacji
i regeneracji lucerny siewnej jest wybitnie ind3Avidualna w kazdym przypadku, po-
zostaje zatem mie€ nadzieje, iz wraz z postepami badan w tej dziedzinie w réznych
osrodkach rozszerzy sie paleta dostepnych danych, na podstawie ktérej bedzie mo-
zliwa przede wszystkim ukierunkowana, a takze wydajna i efektywna praca nad no-
wymi wektorami genetycznymi do transformacji oraz genotypami roslin.

Praca w ramach grantu KBN nr 004/P04/98.
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