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Streszczenie: Na przestrzeni ostatnich lat opracowano wiele prostych i skutecznych procedur transfor-
macji roslin za posrednictwem Agrobacterium rhizogenes. Ten glebowy patogen roslin wywotuje po-
wstawanie korzeni wtosnikowatych w miejscach zranienia tkanki. Podobnie jak A. tumefaciens jest zdol-
ny do transferu fragmentu swojego megaplazmidu Ri do komérek roslinnych, gdzie ulega on stabilnej
integracji i ekspresji. Podczas gdy indukcja transgenicznych korzeni w wyniku infekcji A. rhizogenes
zachodzi w stosunkowo krotkim czasie, uzyskanie roslin transgenicznych za posrednictwem A. tumefa-
ciens zajmuje minimum 4 do 6 miesigcy. Co wigcej, kazda wigzka korzeni transformowanych pojawiajaca
si¢ w wyniku transformacji za posrednictwem A. rhizogenes stanowi niezalezny transformant, co po-
zwala na uzyskanie i analiz¢ duzej liczby niezaleznych linii transgenicznych. Niniejsza praca prezentuje
m.in. wybrane rezultaty badan nad zwigkszeniem czgstotliwosci transformacji.

Stowa kluczowe: transformacja genetyczna roslin, Agrobacterium rhizogenes, korzenie wtosnikowate.

Summary: In recent years, simple and efficient procedures for obtaining transformed roots have been
developed. Much like Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, a causative agent of hairy
root disease in plants, transfers T-DNA fragment from its root-inducing (Ri) plasmid to plant cells, where
itis steadily integrated and expressed. It has to be emphasized, that while it usually takes a relatively short
period of time to produce transformed roots following A. rhizogenes-mediated transformation, at least
4—6 months are required to regenerate transgenic plants when A. tumefaciens carrying Ti plasmid is used.
Moreover, since each transgenic root represents an independent transformation event, a large number of
transformed root lines can be produced and analyzed in only a few weeks. Here, we present the results of
selected research on the increase in transformation frequency.
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WSTEP

W przypadku systemow roslinnych u podtoza wprowadzania obcych gendw lezy
ztozony proces transformacji genetycznej. Wykorzystuje on konstrukcje genowe
zdolne do integracji z genomem gospodarza i nadajace mu okreslone nowe cechy.
Obecnie, nie ma watpliwosci, ze problem transformacji, stabilnej integracji transgenow
z genomem rosliny i ich ekspresji zostat rozwiazany i stanowi cenione i obiecujace
narzedzie alternatywnej biosyntezy. Wspotczesne metody transformacji mozna
podzieli¢ na dwie gldwne grupy: wektorowe i bezwektorowe. Transformacja
bezwektorowa obejmuje sposoby niewykorzystujace posrednictwa organizmdow
bakteryjnych (transformacja protoplastéw przy uzyciu czynnikow fizycznych —
elektroporacja lub chemicznych — za pomoca glikolu polietylenowego — PEG
oraz mikrowstrzeliwanie) [31, 32]. Grupa druga natomiast to metody wykorzystujace
posrednictwo bakterii, a jej jedynym reprezentantem byla do niedawna transformacja
za posrednictwem Agrobacterium. Obecnie wiadomo jednak, ze obok przedstawicieli
rodzaju Agrobacterium, naukowcom udato si¢ ,,ujarzmi¢” kilka innych gatunkow
bakterii, ktore po odpowiedniej modyfikacji sa zdolne do transferu genéw. Badania
prowadzone na organizmach roslinnych ujawnily, ze gatunki, takie jak: Rhizobium
sp. NGR234, Sinorhizobium meliloti czy Mesorhizobium loti moga by¢ réwnie
przydatne do tych celow w roslinnej biotechnologii. Warunkiem ich wykorzystania
jest wprowadzenie do komorek bakteryjnych sekwencji niezbednych dla procesu
transformacji: genéw wirulencji pochodzacych z Agrobacterium oraz plazmidu
binarnego niosacego region T-DNA [5, 8]. Biorac pod uwagg, ze wszystkie wymie-
nione powyzej metody maja swoje ograniczenia, opracowano klika alternatywnych
procedur transformacji. Do tej grupy naleza miedzy innymi: elektroforeza niedojrzatych
zarodkow, elektroporacja komorek i tkanek, wprowadzanie DNA zamknigtego w
liposomach, wytrzasanie zawiesiny komdrek z mikrowlokienkami szklanymi, mikro-
iniekcja czy transformacja poprzez tagiewke pytkowa. Ze wzgledu na niska efektyw-
no$¢ transformacji podejscia alternatywne nie znalazly szerokiego zastosowania w
laboratoriach biotechnologicznych, gdzie jednym z gléwnych narzedzi transferu
gendéw pozostaje nadal naturalny proces agroinfekcji [31, 32].

W latach osiemdziesiatych ubieglego wieku, naukowcy opracowali sposob ,,rozbra-
jania” wirulentnych szczepdw Agrobacterium pozbawiajac je sekwencji onkogenéw oraz
bardzo czesto takze genéw syntazy opin. Dzigki temu zainfekowane tkanki mogly sta¢
si¢ zroédlem normalnych — nieskolonizowanych roslin. Substytucja onkogenow pozadanymi
transgenami oraz ich ekspresja w komorkach roslin doprowadzity do powstania nowych
fenotypow. Poczatkowo wprowadzanie obcych genow poprzez T-DNA odbywalo si¢
w ukladzie cis w stosunku do gendéw vir, jednakze opracowanie systemu binarnego
znacznie zwigkszyto odsetek transformacji roslin za posrednictwem Agrobacterium.
Bakterie z tego rodzaju staly si¢ natomiast powszechnie znane jako czynnik kontrolo-
wanego horyzontalnego transferu genow, ktory pelni kluczowa role zarowno w badaniach
podstawowych, jak i w agrobiotechnologii [15].
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Agrobacterium rhizogenes

Patogenny charakter przedstawicieli rodzaju Agrobacterium rozpoznany zostat
w poczatkach ubieglego wieku. Naukowcy szybko odkryli, ze, obok gatunkow
awirulentnych (np. 4. radiobacter), te glebowe, gramujemne paleczki stanowig
bezposrednia przyczyng nowotworowych chordb roslin dwulisciennych, wywotujac
przyrost tkanki — guzowatos¢ szyjki korzeniowej (A. tumefaciens, A. vitis) lub
guzowatos¢ trzciny (4. rubi), badz zorganizowana proliferacj¢ zainfekowanych
komorek objawiajaca si¢ rozwojem i wzrostem korzeni wilo$nikowatych [15].
Drobnoustroj odpowiedzialny za to ostatnie zjawisko zostat w 1930 roku nazwany
przez Rikera Agrobacterium rhizogenes (od ang. rhizogenic reaction) [38].
Naukowcey stusznie dopatrywali si¢ podobienstw pomigdzy mechanizmem dziatania
A. tumefaciens a geneza tworzenia korzeni tumorowych. Udowodniono, ze
patogeniczno$¢ A. rhizogenes wiaze sie¢ z wystgpowaniem plazmidu cechujacego
si¢ funkcjonalnym podobienstwem do pTi 4. tumefaciens [40, 41]. Obecnie wiadomo,
ze podobnie jak w przypadku tumorogenezy u podloza ryzogenezy lezy obecnosé
w komorkach patogena plazmidu wirulencji Ri (ang. Root inducing) oraz aktywny
transfer do komorek rosliny-gospodarza tzw. transferowego DNA — T-DNA (ang.
Transferred-DNA) i ekspresja zlokalizowanych w nim gendéw [22]. Jest to jedyny
znany przyktad tego rodzaju transferu kwasu nukleinowego migdzy przedstawicielami
dwodch krolestw [9]. Zasadniczymi, z punktu widzenia transformacji, elementami
megaplazmidu Ri (okolo 200 kpz) jest niemobilny region wirulencji obejmujacy
operony vir oraz sekwencja T-DNA [32]. Ponadto pRi jest nosnikiem genow
odpowiedzialnych za jego koniugacyjny transfer, replikacj¢ DNA plazmidu, ceche
niezgodnosci oraz gendw warunkujacych katabolizm opin [17].

Opiny reprezentujg zroznicowane strukturalnie pochodne aminokwasow, ktore sa
produkowane przez zainfekowane komorki roslin w nastepstwie ekspresji genow
bakteryjnych. Komorki tkanki tumorowej produkuja jedynie ten rodzaj opin, ktory
jest specyficzny dla infekujacego szczepu. Wydzielajac te substancje roslina tworzy
unikalne srodowisko dla Agrobacterium, w ktorym tylko te bakterie sa zdolne do
ich utylizacji jako zrédia wegla i azotu [36, 42]. Zjawisko to nosi miano ,.kolonizacji
genetycznej” [42].

Sekwencja T-DNA obejmuje dwie klasy genow. Pierwsza tworzy jeden z trzech
(lub czterech — wedtug niektorych autoréw regulon Ri moze by¢ takze nosnikiem
genu syntazy mikimopiny) wlasciwych A. rhizogenes rodzajow syntaz opin — ops
(geny kodujace syntaze kukumopin, mannopin, agropin) oraz geny zwiazane z ich
sekrecjg — ocs [12, 32]. Druga grupa to onkogeny wywolujace niekontrolowany
rozwoj roslinnej tkanki tumorowej. Kodowane przez nie produkty moga wplywaé
na biosynteze fitohormonow, uwrazliwia¢ systemy roslinne na st¢zenie endogennych
regulatorow wzrostu lub uczestniczy¢ w remodelowaniu chromatyny [16, 32]. Warto
zaznaczyC, ze szczepy agropinowe charakteryzuja sie wystgpowaniem dwoch
fragmentow T-DNA: T, (lewy T-DNA) i T, (prawy T-DNA), ktorych transfer
moze zachodzi¢ niezaleznie [3, 17, 32, 38]. Kluczowa rola w procesie ryzogenezy
przypisywana jest niosacemu onkogeny rol (rol4, rolB, rolC, rolD) odcinkowi T,
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ze wzgledu na wysoka homologi¢ do pojedynczego T-DNA zidentyfikowanego w
szczepach mannopinowych i kukumopinowych [3]. Niezaleznie od budowy, region
T po obu stronach jest oflankowany powtarzalnymi sekwencjami o dlugosci 24-25
pz (RB i LB), ktorych obecnos¢ zapewnia prawidlowe rozpoznanie T-DNA, jego
wyciecie, transport oraz integracje z genomem roslinnym [32, 36, 42].

Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku znakomitej wigkszosci badan nad mechaniz-
mem agroinfekcji jako patogena modelowego wykorzystywano Agrobacterium
tumefaciens. Publikacji na temat przebiegu infekcji A. rhizogenes jest niewspot-
miernie mniej, a informacje dotyczace tego rodzaju transformacji zdobywa si¢ przez
wyszukiwanie analogii i homologii z lepiej poznanym patogenem. Jednak, jak mozna
zauwazy¢ z powyzszej charakterystyki wirulentne plazmidy Ti i Ri odznaczaja sie
znacznym podobienstwem. Dotyczy ono przede wszystkim niemal identycznej
organizacji regionu vir. Jedyne istotne odstepstwo stanowi brak w plazmidzie Ri (i
w calym genomie bakteryjnym) u A. rhizogenes sekwencji kodujacych biatka VirEl
i VirE2. W przypadku niektorych szczepdéw funkcje wymienionych bialek przejmuja
produkty ekspresji gendw GALLS zlokalizowanych na wirulentnym plazmidzie. Warto
zauwazy¢, ze obok funkcjonalnej substytucji, biatka GALLS (GALLS-FL i GALLS-
CT) nie wykazuja homologii sekwencyjnej z produktami operonu virE. Zaobserwo-
wano ja natomiast pomiedzy GALLS a sekwencja aminokwasowa helikaz i biatek
uczestniczacych w koniugacyjnym transferze plazmidéw [16, 19, 20, 21].

KONTROLOWANA TRANSFORMACJA

Zasigg infekcji dzikimi typami gatunkow Agrobacterium obejmuje niewielka liczbe
roslin o znaczeniu ekonomicznym. Tymczasem rekombinowane szczepy tych bakterii
staly si¢ unikalnym narzedziem w rekach biotechnologéw, narzedziem pozwalajacym
na genetyczne modyfikacje szerokiego spektrum organizmdéw, w tym roslin upraw-
nych, ozdobnych i drzew [9, 36]. Co wigcej, mozliwos¢ tych modyfikacji nie
ogranicza si¢ jedynie do przedstawicieli krolestwa roslin. Wykazano bowiem, ze
Agrobacteria sa zdolne do transformacji drozdzy, grzybdw, zarodkdw jezowcodw czy
nawet komorek ludzkich [26, 27].

Po ponad trzech dekadach wykorzystywania bakteryjnych wektorow, dostepne
jest wiele procedur transferu genow. Mimo ze przewazajaca czes$¢ tych protokotow
zakladata uzycie 4. tumefaciens, transformacja roslin za posrednictwem A. rhizo-
genes zyskuje coraz wigcej zwolennikow. Fakt, ze uzyskanie przewidywalnej i
stabilnej ekspresji transgenu nadal pozostaje problematyczne, sktania naukowcoéw do
modyfikacji stosowanych rozwiazan. Za zaadoptowaniem A. rhizogenes na potrzeby
biotechnologii roslin przemawiaja liczne czynniki. Fenotyp korzeni transformowanych
charakteryzuje si¢ szybkim, niezaleznym od fitohormondéw wzrostem, brakiem
geotropizmu, genetyczng i biosyntetyczna stabilnoscia, krotkim czasem podwajania
biomasy oraz fatwoscia utrzymywania [1, 17, 18]. Zdolnos¢ do syntezy szerokiego
spektrum zwigzkéw chemicznych i wysoka produktywnos¢ sprawity, ze korzenie
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RYCINA 1. Korzenie wlosnikowate indukowane na: A) rzodkwi, B) rzodkiewce — po reakcji na aktywnosé
GUS, C) rzodkiewniku pospolitym, D) kapuscie pekinskiej

FIGURE 1. Hairy roots induced in: A) radish, B) radish — after GUS assay, C) Arabidopsis
thaliana, D) headed Chinese cabbage

wlosnikowate indukowano u wielu gatunkéw roslin dwulisciennych i nagozalaz-
kowych [10, 35]. Nalezy podkresli¢, ze Ri-transformacja cieszy si¢ duzym zainte-
resowaniem w przypadku modyfikacji roslin, ktérych cykl zyciowy jest szczegdlnie
dlugi [17]. Przykladem moga tu by¢ rosliny drzewiaste, stanowiace cenne zrodlo
papieru czy tarcicy [15, 32]. Obecnie panuje przekonanie, ze Agrobacterium
rhizogenes moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana nie tylko w badaniach nad
biologia korzeni (metabolizm, analiza funkcji genow w powiazaniu z rozwojem
korzeni) czy interakcjami roslina - fitopatogen, ale takze do genetycznych manipulacji
ro$lin do celéw produkcji metabolitow wtdrnych, fitoremediacji czy funkcjonalnej
charakterystyki genow i ich promotoréw. Liczni badacze wskazuja, ze transformacja
za posrednictwem tego fitopatogena stanowi obiecujacg alternatywe dla roslinnej
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inzynierii angazujacej A. tumefaciens. Wydaje si¢, ze A. rhizogenes bez przeszkod
moze by¢ wykorzystywana do produkcji przeciwciat czy rekombinowanych biatek,
stanowigc nosnik plazmidéw binarnych z sekwencja pozadanych transgendw [4, 6, 7,
17, 25]. Takie zastosowania Ri-transformacji uzasadniaja regeneracj¢ z kultur korzeni
wlosnikowatych catych roslin, ktore zachowuja genetyczng stabilnos¢ w trakcie
kolejnych pasazy [4, 11, 17]. Co wigcej, rosliny takie uzyskuje si¢ rowniez spontanicznie
(bezposrednio z korzeni, z pominigciem formowania kalusa), co wyklucza ryzyko
wystapienia zmiennosci somaklonalnej [2, 17]. Interesujaca metodg¢ uzyskiwania
transgenicznych rodlin z wykorzystaniem transformacji przy uzyciu A. rhizogenes
przedstawili Crane i wspotpracownicy [7] regenerujac siewki z korzeni tumorowych
tak zwanych roslin ztozonych/mieszanych (composite plants) Medicago trunculata.
Rosliny te zlozone z przetransformowanych korzeni wlosnikowatych i pedéw dzikich
roslin moga by¢ uprawiane ex vitro, co znacznie zmniejsza koszty ich hodowli,
eliminujac etap kultur tkankowych. Nalezy podkresli¢, ze system composite plants
umozliwia badanie ekspresji transgenéw w korzeniach (ang. in root) w kontekscie
catej rosliny i moga by¢ wykorzystywane w roznych analizach funkcji genu i w
badaniach dotyczacych interakcji roslina-patogen [7].

Jak wida¢ z powyzszego, stabilno$¢ genetyczna korzeni Ri, ktéra znajduje
odzwierciedlenie w ich przewidywalnej produktywnosci uzasadnia zywe zaintereso-
wanie naukowcow omawianym systemem transformacji. Stanowi on bowiem zaréwno
efektywne narzedzie badan podstawowych, jak i zrodlo biologicznie cennych zwiazkdw.
Do zalet podejscia wykorzystujacego posrednictwo A. rhizogenes zalicza si¢, obok
wiasciwosci samych korzeni wlo$nikowatych, fatwos¢/prostote techniki transformacji
oraz stosunkowo krotki okres otrzymywania transgenicznych korzeni (kilka tygodni w
porownaniu z 4—6 miesigcami wyprowadzania transgenicznych roslin po infekcji 4.
tumefaciens) [7]. Korzenie wlosnikowate moga syntetyzowaé wiecej niz jeden
metabolit, co sprawia, ze za Ri-transformacja przemawiaja réwniez wzgledy
ekonomiczne [17]. Co wigcej, poniewaz kazda wiazka korzeni pojawiajaca sig w
miejscu infekcji stanowi niezalezny transformant, z jednego eksplantatu z powodzeniem
mozna wyprowadzi¢ duza liczbg niezaleznych linii transgenicznych, dajacych w efekcie
reprezentatywna pulg osobnikow do dalszych analiz [17, 24]. Ryzogeneza (produkcja
transformowanych korzeni przy wykorzystaniu A. rhizogenes) jest technika relatywnie
skuteczna. Ryzogeneza zostata uzyskana u wielu gatunkow roélin, w tym takze tych
o duzym znaczeniu uzytkowym, jak np. Phaseolus vulgaris, Phaseolus acutifolius,
Glycine max (L.) Merr., Trifolium pratense, Nicotiana tabacum, Pisum sativum,
Medicago sativa, Vicia faba czy Lotus japonicus [24].

Powodzenie Ri-modyfikacji roslin zalezy jednak od wielu czynnikéw. Podobnie
jak w przypadku 4. tumefaciens, na skuteczny transfer T-DNA maja wplyw:
genotyp roslin, dobdr szczepu A. rhizogenes, gestos¢ (OD) inokulatu bakteryjnego,
temperatura inokulacji, synteza przez rosling induktoréw fenolowych, wiek rosliny
donorowej oraz jej zdolnos¢ do regeneracji [6, 26]. Nie bez znaczenia jest takze
sposob przeprowadzania inokulacji, parametry etapu kokultury czy metoda eliminacji
bakterii po infekcji [38]. Warto zatem zauwazy¢, ze pomimo szerokiego wachlarza
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gatunkéw roslin, ktore mogg by¢ poddane efektywnej Ri-transformacji, mozliwosci
modyfikowania procedur w celu skutecznego i wydajnego transferu genow sa
ograniczone. Poniewaz wydajnos¢ transformacji w przypadku wielu gatunkdéw roslin
jest bardzo niska, prowadzone sa liczne badania nad ulepszeniem procedur transfor-
macji, manipulujac zaréwno ,,czynnikiem bakteryjnym”, jak i gospodarzem roslinnym
badz modyfikujac parametry kokultury oraz uprawy [26].

ZWIEKSZAJAC WYDAJNOSC TRANSFORMACJI

Obecnie podejmuje sie wiele prob ulepszenia istniejacych juz lub opracowania
nowych protokotow Ri-transformacji. Ponizej przedstawiono rezultaty badan nad
efektywnoscia indukcji korzeni tumorowych u wybranych gatunkow.

Nie ma watpliwosci, ze jedng z kluczowych kwestii wptywajacych na wydajnosé
transferu genow jest dobor ,,optymalnego” szczepu A. rhizogenes. Pod wzgledem
wirulencji, szczepy agropinowe wydaja sie przewaza¢ nad pozostatymi typami bakterii
tego gatunku. Wedlug niektorych badaczy agropinowe szczepy 15834, A4 i LBA 9402
uwazane sg za najbardziej wirulentne, jednakze ich zdolnos¢ do transformacji wydaje
si¢ zroznicowana w zaleznosci od gatunku infekowanej rosliny [1,38]. Zréznicowanie
pod tym wzgledem stwierdzono podczas infekeji kilku gatunkow Hyoscyamus pigcioma
szczepami Agrobacterium: 1724, A4, 2659, 15834 i LBA 9402. Przykladowo, tylko
w jednym przypadku (Hyoscyamus arachnoideus) szczep 15834 indukowal wzrost
korzeni tumorowych z najwyzsza czgstotliwoscig [1]. Podobne rezultaty otrzymano
transformujac nalezaca do tropikalnych roslin straczkowych Sesbania rostrata. Sposrod
czterech testowanych szczepow A. rhizogenes (15834, 2659, 1724, 8196) typ 2659
odznaczal si¢ najwyzszym potencjalem indukcyjnym, podczas gdy szczep 15834
indukowal powstawanie kalusa, ale nie korzeni [37].

Powyzsze wyniki sugeruja zatem: albo koniecznos¢ korzystania z opracowanych
juz protokotow, rekomendujacych dany szczep do transformacji danego gatunku
rosliny albo eksperymentalna identyfikacje szczepu o najwyzszej wirulencji. Korzys-
tajac z wiedzy na temat transformacji roslin za posrednictwem A. tumefaciens
mozna takze staraé¢ si¢ zwiekszy¢é wirulencje 4. rhizogenes stosujac induktory
chemiczne, takie jak: acetosyringon, kwas synapinowy, waniling, kwas wanilinowy
czy monocukry (np. arabinoza, glukoza, ksyloza, galaktoza). Zaleta takiego podejscia
jest jednoczesne poszerzanie spektrum podatnych na transformacj¢ danym szczepem
gatunkéw roslin.  Z przebadanych zwiazkow fenolowych, do stymulacji procesu
transferu genow najczesciej stosowany jest acetosyringon [17, 25, 38]. Wykazano,
7e wzbogacenie nim pozywki dla kultur Alhagi pseudoalhagi pieciokrotnie zwiek-
szylo zdolnos¢ transformacji szczepu A4 [38].

Obok Agrobacterium rhizogenes o powodzeniu transformacji decyduje przede
wszystkim roslinny gospodarz. Wybor odpowiedniego eksplantatu (tkanki lub organu)
w optymalnym stadium rozwojowym jest réwnie istotny, co dobdr infekujacego
szczepu. Do transformacji wybiera si¢ zazwyczaj zdrowe, mlode tkanki. Moga to
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by¢ liscie lub ich fragmenty, siewki, pedy, korzenie lub protoplasty, przy czym
stosunkowo rzadko zdarza sig, ze tylko konkretna czgs¢ rosliny jest podatna na
transformacj¢ [38]. Badania prowadzone przez Fu i wsp. [13] wykazaly, ze
transformacja nalezacej do rodziny astrowatych Saussurea involucrata z najwyzsza
czestotliwoscia zachodzi w tkankach korzeni w porownaniu z infekcja blaszek i
ogonkow lisciowych. Podobny wysoki potencjat ryzogenezy (76,5%) zaobserwowano
w eksplantatach korzeni Taraxacum platycarpum transformowanego szczepem
15834 A. rhizogenes, podczas gdy transformacja tkanek todygi i liscieni zachodzita
ze znacznie nizsza czgstotliwoscia, odpowiednio (32,7%) 1 (16,2%).

Czynnikiem majacym rownie silny wptyw na indukcje wzrostu korzeni wlosniko-
watych jest zastosowane podloze. W przypadku niektorych roslin, pozywki zawiera-
jace wysokie stezenia soli, jak np. MS (Murashige-Skoog) czy LS (Linsmaier-Skoog)
wspomagaja formowanie si¢ korzeni tumorowych [28, 30]. Dla odmiany, niska
zawartos¢ soli (np.w pozywce B5) faworyzuje wzrost bakterii, co utrudnia ich
pozniejsza eliminacj¢ [14]. Co wiecej, nadmierna proliferacja bakterii moze hamowaé
indukcje korzeni poprzez tzw. ..konkurencje inhibicyjng” patogenow [17].

Wplyw sktadu pozywki na wzrost tumorowy moze by¢ zréznicowany. Przykla-
dowo, Akramian i wsp. [1] indukeje proliferacji prowadzili na dwdch podtozach (MS
i B5). W zadnym z badanych przypadkéow nie odnotowali oni réznic w indukcji
korzeni wlo$nikowatych Hyoscyamus zaleznych od uzytej pozywki [1]. Trzeba jednak
podkresli¢, ze wptyw sktadu podloza niekoniecznie musi dotyczy¢ indukeji korzeni
wlosnikowatych, ale ich pozniejszego namnazania i wzrostu. Rutynowo uzywane
pozywki zostaly przetestowane pod katem optymalizacji warunkdéw wzrostu korzeni
i skrocenia ich czasu podwajania biomasy (ang. biomass doubling time). Przykla-
dowo, w badania nad Solanum tuberosum stwierdzono, ze media B5 i SH (Schenk-
Hildebrandt), obok badanych MS i WM (White) najsilniej wspomagaja namnazanie
korzeni tumorowych, a stosowanie pozywki B5 zapewnia podwojenie biomasy kultury
tkankowej w ciagu 2,32 dnia [33, 34, 39]. Ponadto, opracowano liczne modyfikacje
standardowych pozywek, wzbogacajac je o rdézne zwiazki. Wsrod nich najczesciej
stosowane sa rézne stezenia sacharozy i azotu [17, 29]. Dla przyktadu, w 2002 roku
Lourenco i wsp. [29] opublikowali wyniki swoich badan nad wplywem koncentracji
wymienionych zwiazkdéw na wzrost korzeni wlosnikowatych Centaurea calcitrapa.
Testowane w poditozu SH stezenia sacharozy wynosity: 10, 30, 50, 70 i 100 g/L.
Dokonane po pietnastu dniach kultury pomiary uzyskanej biomasy wykazaly stezenia
sacharozy w przedziale 30-50 g/L. jako optymalne dla namnazania korzeni tumoro-
wych. Podobnie analizowano wplyw obecnosci szeregu stezen jonéw amonowych
i azotanow jako zrddla azotu (podstawowa pozywka SH powinna zawieraé je w
stezeniach: odpowiednio 2,6 i 24,7 mM). Zaobserwowany przyrost biomasy
sugerowal, ze najwyzsza przyswajalnos$¢ azotu uzyskuje si¢ wprowadzajac do pozywki
wylacznie jony azotowe w koncentracji 24,7 mM [29]. Odmienna kombinacje
sktadnikow odzywczych zastosowali Alpizar i wsp. [2] w swoich badaniach nad
proliferacja korzeni Coffea arabica. Do standardowej pozywki MS wzbogaconej
o cysteing, pirydoksyne, tiaming, glicyng oraz kwas nikotynowy wprowadzali w
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roznych stezeniach auksyny (IBA, IAA i NAA) oraz sacharozg. Koncentracje
sacharozy, pozwalajace na maksymalny przyrost biomasy korzeni ustalono na
1-2%. W przypadku egzogennych regulatoréw wzrostu stwierdzono, ze ich obecno$¢
jest jednym z podstawowych czynnikow warunkujacych wzrost korzeni wlosniko-
watych (przy ich braku przyrost biomasy jest bardzo niski), a najbardziej pozadanym
fitohormonem jest IBA w stezeniu 0,5 uM [2].

Powyzsze przyklady jedynie sygnalizuja zakres i rodzaj badan prowadzonych nad
wplywem réznych czynnikow na efektywnos¢ transformacji roslin za posrednictwem
A. rhizogenes. Nalezy pamigta¢, ze warunki transferu genéw zoptymalizowane dla
danego gatunku nie musza da¢ pozytywnych wynikow w przypadku innych, nawet
blisko spokrewnionych gatunkéw (a nawet odmian). Dostepnych jest jednak coraz
wigcej protokotow transformacji konkretnych gatunkow, ktore moga stanowi¢ punkt
wyjscia do opracowania procedur indukcji ryzosekrecji roslin pokrewnych. Przyktadem
moze by¢ opracowana przez Tao i wsp. [35] procedura transformacji Torenia
fournieri z wykorzystaniem A. rhizogenes. Transformacj¢ przeprowadzono poprzez
zanurzenie eksplantatow lisciowych w zawiesinie bakteryjnej i kokultywacje¢ na podtozu
MS. Analizie poddany zostal wptyw na indukcje i proliferacje¢ korzeni takich czynnikdow,
jak: szczep Agrobacterium (oznaczano wirulencje A4, R1000, R1601, R1205), czas
infekcji (w przedziale od 5 do 20 minut), gestos¢ inokulum (testowany zakres od 0,5
do 1 przy OD ), czas kokultywacji (od 2 do 4 dni), obecnos¢ lub brak acetosyringonu
(w stezeniach 0, 10, 20, 30 i 40 uM/L), stezenie azotanu srebra (stezenia w zakresie
0,5 do 10 mg/L) oraz pH pozywki (testowane wartosci: 4.,5; 5,5; 6,5; 7,5). Na
podstawie czgstosci indukeji korzeni wlosnikowatych ustalono optymalng kombinacje
analizowanych parametréw, przy ktorych czestotliwosé transformacji wyniosta 90%
(rekomendowany szczep R1000, 15 minutowy czas infekcji, gestos¢ optyczna okoto
1, 3-dniowy okres kokultywacji, acetosyringon w stezeniu 30 pM/L, pozywka MS o
pH 6.5 z dodatkiem azotanu srebra w stezeniu 4 mg/L) [35]. Podobne badania
przeprowadzone zostaty dla Glycine max (L.) Merr. [6, 24]. Identyfikacja kluczowych
dla transformacji soi parametréw jest szczegdlnie istotna, biorac pod uwage fakt, ze
reprezentuje ona trzecia co do wielkosci rodzing roslin wyzszych — Fabaceae. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze przedstawiciele tej rodziny zajmuja drugie, za roslinami
zbozowymi, miejsce na liscie najwazniejszych roslin uprawnych [24]. Oczywiste jest
zatem, ze opracowanie protokotu otrzymywania roslin zlozonych (ang. composite
plants) Glycine max (L.) Merr. wzbudzitlo szerokie zainteresowanie zaréwno
naukowcdw, jak i praktykow. Podobnie jak w przypadku Torenia fournieri, optymalna
procedura transformacji soi jest wynikiem szeroko zakrojonych badan nad
poszczegolnymi jej parametrami. Szczegotowej analizie poddano migdzy innymi
znaczenie genotypu, wieku infekowanej rosliny, gestosci inokulum oraz temperatury
uprawy. Czestotliwos¢ indukcji korzeni wlosnikowatych w badanych wariantach
metodologicznych pozwolila na identyfikacj¢ optymalnych parametréw. Wykazano, ze
sposrdd dziesigciu testowanych genotypow, najbardziej podatnym na transformacje
szczepem K599 A. rhizogenes jest Glycine max (L.) Merr. cv Zigongdongdou.
Wykazano takze, ze jednodniowe siewki tej odmiany stanowia najlepszy material do indukcji
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korzeni, ktéra moze by¢ przeprowadzana przy 16 h fotoperiodzie zaréwno przy
temperaturach dnia i nocy 23/20°C, jak i 28/25°C. Jesli chodzi o gestos¢ inokulum
bakteryjnego nie stwierdzono znaczacych roéznic w indukcji w przedziale od 0,2 do 1,2
OD,,,. Przy zastosowaniu zoptymalizowanych parametrow transformacja poprzez
nakluwanie iglg w obszarze wezta liscieni przyniosta u niemal 100% roslin ztozonych wzrost
korzeni wlosnikowatych [6].

W pracach nad optymalizacja warunkéw transformacji badacze oceniaja wplyw
nie tylko tych oméwionych powyzej czynnikéw, ale takze innych, jak na przyktad
badany przez Jian i wsp. wplyw tzw. hodowli wstepnej (ang. preculture).
Opublikowane przez tych badaczy wyniki dowodza, ze dwudniowa kultura wstepna
(testowany przedziat czasowy 0—6 dni) eksplantatow Lotus corniculatus (fragmenty
lodygi z wezlem) na podtozu MS stymuluje proces transformacji zwigkszajac jej
efektywnos$¢ [23]. Kumar i wsp. [25] potwierdzajac istnienie roznic pomigdzy
gatunkami roslin w czasowej podatnosci (ang. temporal competence) na transfor-
macj¢ za posrednictwem A. rhizogenes wykazali stymulujacy wplyw na efektyw-
nos¢ transformacji wstepnego traktowania eksplantatow (,,krazki lisciowe™ Nicotiana
tabacum) czynnikami fizycznymi (reczne zranienie tkanki igla, ultrasonikacja) lub
chemicznymi (pektynaza, celulaza, acetosyringon lub chlorek wapnia). Najwigkszy
wzrost czestotliwosci transformacji (ponad 4-krotny) w pordwnaniu z wynikami
uzyskanymi po wstgpnym zranieniu eksplantatow za pomoca igly preparacyjnej
(kontrola, czestotliwosé transformacji = 21%) stwierdzono po transformacji w
obecnosci acetosyringonu eksplantatow poddanych uprzednio sonikacji. Warto pod-
kresli¢, ze po sonikacji eksplantatow w polaczeniu z maceracja enzymatyczng
stwierdzono obnizenie czgstotliwosci transformacji od 1,5- do 5,24-raza, w zaleznoSci
od rodzaju traktowania enzymatycznego.

PODSUMOWANIE

Postgp w rozwoju technologii korzeni wlosnikowatych (transformowanych), jaki
zostal dokonany w ostatnich latach, zastuguje na najwyzsza uwage genetykow i
biologdw molekularnych oraz biotechnologéw. Technika transformacji genetycznej
roslin za posrednictwem Agrobacterium rhizogenes wykorzystywana jest obecnie
zarowno w badaniach podstawowych, jak i aplikacyjnych. Korzenie transformowane
wykorzystywane sa w genomice funkcjonalnej oraz opracowywaniu nowych
technologii na potrzeby fitoremediacji oraz produkcji metabolitow wtornych i
rekombinowanych biatek o wlasciwosciach biofarmaceutykow, enzymow diagno-
stycznych lub enzymoéw przemystowych. U podloza tych aplikacji leza przede
wszystkim unikalne w poréwnaniu z innymi ro$linnymi kulturami in vitro wlasciwosci
tych korzeni. Nie ulega watpliwosci, ze biotechnologia dysponuje obecnie szerokim
wachlarzem narzedzi, ktory pozwoli w najblizszym czasie na pelne wykorzystanie
potencjalu Agrobacterium rhizogenes.
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