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Streszczenie: Od wielu lat rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) wykorzystywany jest jako roslina
modelowa. Znalazl on szerokie zastosowanie w biologii molekularnej, genetyce i fizjologii roslin. Waznym
przetomem w metodologii genetycznej transformacji roslin byto wykazanie w przypadku Arabidopsis thalia-
na mozliwosci uzyskania transgenicznych roslin bez koniecznoscei stosowania kultur in vitro. Metoda trans-
formacji in planta zostata opisana ponad 20 lat temu. W niniejszej pracy przedstawiono zmiany, jakich
dokonano w procedurze genetycznej transformacji Arabidopsis na przestrzeni ostatnich lat.

Stowa kluczowe: Arabidopsis thaliana, kultury in vitro, floral dip, infiltracja prézniowa.

Summary: For many years, a small flowering plant Arabidopsis thaliana is the most thoroughly studied
model organism in plant biology. It has become a major model system for investigating plant molecular,
genetic and biochemical processes. A plant transformation method that does not require the use of tissue
culture and plant regeneration would greatly reduce the time necessary to produce transgenic plants, and
this kind of method was described as in planta transformation almost 20 years ago. Here, we present the
development of in planta transformation methodology in recent years.

Key words: Arabidopsis thaliana, in vitro culture, floral dip, vacuum infiltration.

WSTEP

W genetyce i biotechnologii roslin wykorzystywane sa zarowno wazne gospodar-
czo gatunki uprawne, jak réwniez rosliny modelowe, nieprzedstawiajace walorow
uzytkowych, jednakze majace cenne w naukach eksperymentalnych cechy. Jedna
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z gatunkdw roslin modelowych jest pospolity chwast, rzodkiewnik pospolity (Arabido-
psis thaliana L. Heynh.). Znany jest on botanikom od ponad czterech wiekow, a
w badaniach laboratoryjnych wykorzystywany jest od blisko 100 lat. Po raz pierwszy
zostal opisany w 1577 roku przez niemieckiego lekarza Johannensa Thala, jako
Pilosella siliguosa minor [30]. W ciagu nastgpnych stuleci byt znany pod ponad
30 ré6znymi nazwami. W 1753 roku Karol Linneusz dokonat dokladniejszej
charakterystyki gatunku pod nazwa Arabis thaliana. Obecna nazwe, po raz pierwszy
podali w 1842 roku w czasopismie Flora Sachsoniae Holi i Hynhold [35].

Arabidopsis thaliana jest pospolita i dobrze poznana rosling nalezaca do rodziny
Brassicaceae (Cruciferae). Rodzina to obejmuje okoto 340 rodzajow i przeszio trzy
tysiace gatunkéw, w tym liczne wazne rosliny uprawne. Cechami wlasciwymi dla
niej sa przede wszystkim: budowa kwiatu ztozonego z czterech okdtkow, z czterema
dtuzszymi i dwoma krétszymi precikami; owoc charakterystycznie pekajacy dwoma
klapami i majacy tzw. przegrod¢ fatszywa, zwany tuszczyng lub tuszczynka oraz
wystepowanie oleju gorczycznego.

Rodzaj Arabidopsis obejmuje 27 gatunkéw pochodzacych gltéwnie z centralnej
Azji. Naturalne populacje A. thaliana wystepuja rowniez w Europie i w Ameryce
Poétnocnej. W zwiazku z duzym zasiggiem geograficznym i ekologicznym, wsrod roslin
réznych populacji wystepuje duza zmiennos¢ genetyczna. Zmiennos¢ ta dotyczy
gldwnie takich cech, jak: wrazliwos¢ na niskie temperatury i dlugo$¢ dnia czy czas
kwitnienia [1]. Zgromadzone w kolekcjach rosliny z réznych dzikich populacji
wykorzystywano najpierw do badan nad wernalizacja, fotoperiodyzmem i kwitnieniem
oraz innymi fizjologicznymi i molekularnymi podstawami rozwoju, a nastepnie w
badaniach genetycznych i molekularnych. Linie Arabidopsis uzywane w labora-
toriach pochodza z nasion ,,dzikich” roslin rozmnazanych przez wiele pokolen i
obecnie stanowia dobrze scharakteryzowane linie homozygotyczne. Najpowszechniej
wykorzystywanymi liniami sa Columbia wild-type 1 Landsberg erecta. Obie te linie
byly wyselekcjonowane z ekotypu Landsberg w kolekcji Laibacha [35].

Wigkszos$¢ ekotypdw A. thaliana to rosliny jednoroczne, ozime. Nasiona ich
kietkuja jesienia, zima pozostaja w stadium rozety, a wiosna, przy odpowiedniej ilosci
Swiatla przechodza w fazg rozwoju generatywnego. Rozwoj rosliny i czas kwitnienia
zalezy od genotypu, a takze od warunkéw hodowli. Niedobor substancji odzywczych
powoduje szybkie zakwitanie, krotka fazg generatywna oraz produkcje niewielkiej
liczby nasion. Arabidopsis szybko zakwita w warunkach dnia dtugiego lub ciaglego
oswietlenia. Krotki dzien i niska temperatura wydtuzaja faze wegetatywna i znacznie
op6zniaja kwitnienie [34].

Dojrzata roslina A. thaliana ma rozete malych lisci i ped glowny zakonczony
kwiatostanem. U starszych roslin z rozety wyrastaja pedy drugorzedowe i wytwa-
rzane sa odgalezienia pedu gtdéwnego. Kwiatostany poszczegdlnych peddéw zawieraja
kwiaty w roznych stadiach rozwojowych, mlodsze na szczycie, a starsze u podstawy.
Pojedynczy kwiat ma okolo 3 mm dlugosci i 1 mm S$rednicy. Kwiat typowy dla
Brassicaceae sklada sie z czterech okoltkow; czterech dzialek kielicha, czterech
biatych ptatkéw korony, szesciu precikow, czterech dtugich i dwdch krétkich, stupka
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zbudowanego z dwoch owocolistkow (ryc. 1A-E). Kwiaty sa na ogét samopylne —
stwierdzono bardzo niski procent obcopylnosci (okoto 107*), dzieki czemu fatwo jest
utrzymacé czyste linie. Arabidopsis moze by¢ jednak tatwo krzyzowana po uprzednim
usunieciu pylnikéw lub z wykorzystaniem linii meskosterylnych. Po zapyleniu zalaznia
wydluza sie i rozwija w owoc typu tuszczyny. Powstale nasiona sa bardzo male —
maja okoto 0,5 mm dlugosci i waza 20-30 pg. Dojrzate nasiona, przechowywane
w suchym i chlodnym miejscu, przez wiele lat nie tracq zdolnosci kietkowania [34].

Od wielu lat A. thaliana wykorzystywana jest jako roslina modelowa w genetyce
roslin wyzszych [1, 11, 17, 26, 34, 36, 37, 44]. Podstawa wykorzystania Arabidopsis
jako organizmu modelowego w genetyce sa niewielkie rozmiary zsekwencjo-
nowanego juz genomu tej rosliny, rzodkiewnik pospolity ma ponadto takze inne zalety:
jest rosling tania i malo wymagajaca w hodowli, a jej cykl rozwojowy zamyka sig¢
w 6-8 tygodniach. Cechy te czynia ja wyjatkowo dogodnym organizmem mode-
lowym w biologii molekularnej, genetyce i fizjologii roslin [5, 33].

METODY GENETYCZNEJ TRANSFORMACIJI
ARABIDOPSIS THALIANA

Dzigki inzynierii genetycznej opracowano molekularne techniki uzyskiwania
genetycznie zmodyfikowanych odmian roslin calkowicie odmienne od metod
klasycznych, takich jak np. tradycyjne krzyzowanie. Wigkszo$¢ komdrek roslinnych
ma wihasciwos¢ totipotencji, to znaczy ma zdolno$¢ do zréznicowania si¢ w dowolny
typ komorki, az do utworzenia (zregenerowania) dorostego osobnika. Ta wlasciwosé
czyni z roslin niezwykle podatny system dla modyfikacji genetycznych. Znaczny
postgp w dziedzinie genetyki i biologii molekularnej umozliwil konstruowanie
organizméw o zmodyfikowanym zasobie informacji genetycznej [31, 38]. Wsrdd nich
istotng rolg odgrywaja rosliny transgeniczne. Obecne techniki inzynierii genetycznej
pozwalaja na kontrolowang modyfikacje genomow wielu gatunkow roslin. Nalezy
podkresli¢, ze techniki transformacji maja istotny wpltyw zaréwno na ekspresje
transgenu, jak roéwniez na potencjalne zagrozenie, jakie moze stanowi¢ dla cztowieka
i przyrody wprowadzony do srodowiska material genetyczny. Przy wykorzystaniu
technik inzynierii genetycznej otrzymano nowe odmiany ro$lin charakteryzujace si¢
zwiekszona odpornos$cia na roslinozerne owady, odporne na infekcje patogenow czy
na herbicydy, a takze odmiany wykorzystywane jako bioreaktory do produkcji
rekombinowanych biatek [27].

W przypadku roslin u podtoza wprowadzania obcych genéw lezy zlozony proces
transformacji genetycznej. Wykorzystuje on konstrukcje genowe zdolne do integracji
z genomem gospodarza i nadajace mu okreslone nowe, unikalne cechy [22, 23, 24].
Obecnie istnieje kilkanascie metod transformacji genetycznej roslin, a o wyborze
metody bardzo czesto decyduje wzdr oraz wydajnosc ekspresji genu przeniesionego
do rosliny biorcy. Kazda z metod ma swoje wady i zalety. Czgs¢ sposrod nich jest
rzadko stosowanych ze wzgledu na ich pracochtonnosé¢ i niska wydajnos¢.
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RYCINA 1. Gléwne etapy transformacji 4. thaliana metodami floral dip i vacuum infiltration: A—E —
budowa kwiatu A. thaliana, F — stadia rozwojowe pakéw uzytych do transformacji roslin, G-K —
uprawa transgenicznych roslin Arabidopsis

FIGURE 1. Major stages of transformation of A. thaliana using floral dip and vacuum
infiltration methods: A—E — structure of 4. thaliana flower, F — developmental stages of floral

buds used for plant transformation, G—K — cultivation of transgenic Arabidopsis plants
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Do transformacji, integracji i ekspresji obcych genéw w roslinach uzywanych jest
wiele wektorow plazmidowych. Najczesciej obecnie wykorzystywana technika
transformacji roslin jest transformacja za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens
z wykorzystaniem zmodyfikowanych wektoréw plazmidowych [20, 23, 24, 28]. W
wiekszosci obecnie stosowanych metod genetycznej transformacji roslin istnieje
koniecznos$¢ stosowania technologii kultur in vitro. Proces regeneracji rosliny przepro-
wadza si¢ w drodze bezposredniej lub posredniej organogenezy lub somatycznej
embriogenezy. Procedury te s czasochlonne, pracochtonne, a niejednokrotnie takze
kosztowne [29]. Ponadto, pomimo juz blisko 90-letniej historii roslinnych kultur in
vitro, nie dla wszystkich gatunkdéw o znaczeniu uzytkowym udalo si¢ opracowaé
efektywne procedury regeneracji in vitro, o wysokim stopniu powtarzalnosci. Jedng
z ,,bolaczek™ metod regeneracji roslin na skale ponadlaboratoryjna, cz¢sto utrudnia-
jaca proces komercjalizacji, jest spontaniczna zmienno$¢ (niestabilno$¢) materialu
hodowlanego: w populacjach regenerowanych roslin pojawiaja si¢ osobniki o cechach
innych niz w wyjSciowym materiale roslinnym. Zjawisko to spowodowane tzw.
zmiennoscia somaklonalna, dotyczy zwlaszcza embriogenezy posredniej, prowadzonej
przez stadium kalusa. Pod wzgledem genetycznym kalus jest tkanka niestabilna:
wystepuja w nim zmiany zarowno liczby chromosomoéw, jak i ich zmiany struk-
turalne. Liczba chromosomow zwigksza si¢ najczesciej w drodze endomitotycznej
replikacji DNA, aneuploidyzacji lub poliploidyzacji. Analizy cytologiczne kalusa oraz
roslin zregenerowanych z kalusa wskazuja znacznie wigksza niz w naturze czestos$¢
wystepowania komorek poliploidalnych i aneuploidalnych, pekni¢é¢ chromosomow,
zwigzanych gldwnie z regionami heterochromatynowymi, a w konsekwencji powsta-
wania réznych rodzajow aberracji chromosomowych. W dlugoterminowej kulturze
kalusa niektorych gatunkow roslin obserwuje si¢ réwniez eliminacj¢ chromatyny z
jadra komorkowego i tworzenie si¢ mikrojader, somatyczny crossing-over, fuzje
chromatyd i chromosomoéw [32].

Idealny system transformacji powinien by¢ zatem oparty na technologii dostarcza-
nia DNA, ktéra jest prosta, wydajna i tania. Ten proces powinien pozwala¢ na
efektywne wprowadzenie transgenu do genomu rosliny gospodarza. Stale dokony-
wana optymalizacja technik transformacji sprowadza si¢, migdzy innymi, do
opracowania precyzyjnej, wydajnej i gwarantujacej uzyskanie wlasciwego efektu
(przy zachowaniu maksymalnego bezpieczenstwa) procedury. Wybor metody
uzalezniony jest od celu, mozliwosci technicznych, docelowego gatunku, a wreszcie
— wprowadzanego transgenu/cechy.

Metodyke transformacji poszczegdlnych gatunkow roslin dostosowuje si¢ do ich
indywidualnych cech. Waznym przetomem w metodologii genetycznej transformacji
A. thaliana byto wykazanie mozliwosci uzyskania transgenicznych roslin bez
koniecznosci stosowania kultur in vitro. Transformacja Arabidopsis za posredni-
ctwem Agrobacterium byla jeszcze do niedawna trudna, pomimo ze roslina ta jest
bardzo podatna na wszelkiego rodzaju manipulacje. Alternatywa dla procedur
transformacji wymagajacych regeneracji roslin in vitro byla zaproponowana w 1987
roku przez Feldmana i Marksa [18] metoda transformacji in planta. Technika ta
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opierata si¢ na ,zasysaniu” ze Srodowiska komodrek Agrobacterium tumefaciens
do wnetrza nasion Arabidopsis thaliana w fazie ich uwadniania (pgcznienia) lub
w bardzo wezesnych stadiach kietkowania. Pomimo niskiej powtarzalnosci (nawet
przy zachowaniu ostrego rezimu postepowania) na przestrzeni kilku lat, w licznych
pracowniach naukowych uzyskano duza liczbe transformantéw, a procedura ta
znalazla szerokie zastosowanie w badaniach nad mutageneza T-DNA [3, 16, 29].

W 1994 roku Chang i wsp. [12] zaproponowali nowa procedur¢ poddawania
transformacji catych roslin. Polegala ona na odcinaniu mtodych kwiatostanéw a nastgpnie
inokulowaniu ro$lin w miejscu zranienia zawiesing komorek Agrobacterium. Zaleta tej
metody jest pominigcie etapu kultur in vitro, przez co uniknigcie zmiennosci somaklonalnej
oraz zredukowanie do zaledwie kilku tygodni czasu potrzebnego do uzyskania trans-
genicznych osobnikdéw. Metoda transformacji in planta uzywana byta w wielu
laboratoriach, jednak roznice w jej wydajnosci wystepowaly nie tylko pomiedzy laboratoriami,
ale takze w zaleznosci od eksperymentu, w obrebie tej samej pracowni [29].

Przetomowym etapem w transformacji Arabidopsis byt rok 1993. Wtedy to
Bechtold i wsp. [5] zaproponowali nowa metod¢ transformacji wykorzystujaca
prozniowa infiltracje roslin. Metoda ta byta prosta i szybka, nie wymagata wyrafino-
wanej technicznie aparatury oraz co najwazniejsze — wydajno$¢ takiej transformacji
byla znacznie wyzsza w porownaniu z wczesniejszymi metodami transformacji.
Metoda ta polegata na zanurzaniu catych roslin Arabidopsis uprawianych w
kulturach doniczkowych w zawiesinie Agrobacterium w warunkach podcisnienia.
Po przeprowadzeniu wspomaganej infiltracja prozniowa inokulacji uprawa trans-
formowanych w ten sposéb roslin byla kontynuowana az do uzyskania nasion. Te
po osuszeniu i wernalizacji poddawano selekcji przeprowadzajac ich kietkowanie na
podtozu selekcyjnym z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku. W przypadku tej
metody wydajnos¢ transformacji wahala si¢ w przedziale od 0,25 do 0,35% [5].

Kolejne lata przyniosty nastgpne modyfikacje metody. Inokulacji zaczeto poddawaé
nie cate rosliny, a jedynie znajdujace si¢ na szczycie rozety zawiazki pedow
kwiatowych. Czynnos¢ te przeprowadzano w eksykatorze prézniowym, w warunkach
podcisnienia. Ostateczna modyfikacje zaproponowali Clough i Bent [13]. Polega ona
na zanurzaniu pakow kwiatowych w zawiesinie Agrobacterium z dodatkiem niewielkiej
ilosci surfaktanta Silwet L 77, ktory ulatwia bakteriom penetracje przestrzeni
migdzykomoérkowych. Po przeprowadzeniu agroinfekeji i 24-godzinnej kokultywacji z
Agrobacterium, doniczkowa hodowle roslin kontynuuje si¢ az do koncowego stadium
cyklu rozwojowego — wydania nasion. Identyfikacje i selekcje transformantow
przeprowadza si¢ wysiewajac nasiona na pozywce selekcyjnej (ryc. 1F-K) [9]. W
2000 roku Chung i wsp. [12] zaproponowali nowa metode transformacji, polegajaca
na spryskiwaniu kwiatostandw Arabidopsis zawiesing komorek Agrobacterium
tumefaciens. Obecnie do transformacji genetycznej Arabidopsis thaliana najczesciej
uzywane sa metody infiltracji prozniowej (ang. vacuum infiltration) i zanurzania
pakéw kwiatowych (ang. floral dip) [19, 25, 46, 49].
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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA WYDAJNOSC TRANSFORMACJI

Najwazniejszymi czynnikami, ktére maja wplyw na powodzenie transformacji metoda
infiltracji prozniowej, to sklad pozywki inokulacyjnej i czas aplikacji podcisnienia. Jednak
"efekt prézniowy" jest ograniczony czasowo, inaczej mowiac penetracja tkanek przez
bakterie zachodzi tylko w warunkach podcisnienia. Przedtuzanie tego etapu procedury ma
negatywny wplyw na wigor i przezywalnos¢ komorek.

Wyniki uzyskane przez Clougha i Benta [13] pokazaly, ze najwazniejszymi czynnikami
majacymi wplyw na powodzenie transformacji sa stezenie sacharozy i surfaktantu w
mieszaninie inokulacyjnej. Dzialanie surfaktantu jest stosunkowo dlugotrwate, co
zdecydowanie wydluza czas penetracji Agrobacterium, a efekt obnizenia napigcia
powierzchniowego utrzymuje si¢ nawet do kilkudziesieciu godzin [10].

W obydwu opisanych powyzej metodach krytycznym punktem transformacji jest
inokulacja roslin zawiesing bakterii we wlasciwym stadium rozwoju kwiatostandw
[49]. Bechtold i wsp. [5] uzyskiwali najwyzsza wydajnos¢ transformacji, kiedy
kwiatostany Arabidopsis mialy wiele nie otwartych jeszcze pakdéw kwiatowych.
Podobnie wyniki uzyskali Clough i Bent [13]. W celu otrzymania duzej liczby
kwiatostanow i w ten sposob zwiekszenia wydajnosci tansformacji Ye i wsp. [47]
zaproponowali usunigcie pierwszego pedu kwiatostanowego.

KOMORKI DOCELOWE

Punktem zwrotnym w rozwoju metodologii transformacji A. thaliana in planta
bylo zidentyfikowanie tkanek docelowych dla T-DNA. Bechtold i wsp. [6] uwaza,
ze okres, w ktorym transfer T-DNA ma miejsce, wystgpuje w pdznym stadium
rozwoju rosliny i dotyczy komorek jednej linii zarodkowej (meskiej lub zenskiej),
komorki jajowej przed jej pierwszym podzialem lub bardzo wczesnego etapu rozwoju
zarodkowego [6, 8 16].

Transformacja komorek szlaku generatywnego jest wspdlng cecha omawianych
metod transformacji. Obie metody pozwalaja na pominigcie etapu kultur in vitro i
regeneracji roslin po infiltracji prozniowej lub przez zanurzanie pakdéw kwiatowych.
W przypadku tych metod wzrost i rozwoj roslin poddanych infekcji kontynuowany
jest bez selekcji, a identyfikacje transgenicznych osobnikdéw przeprowadza si¢ dopiero
podczas kielkowania nasion w warunkach presji selekcyjnej. Transformanty pokolenia
T, sa hemizygotami przenoszacymi T-DNA [6, 16].

Sugerowano, ze obecnos¢ T-DNA na tylko jednym z dwdch chromosoméw
homologicznych $wiadczy o tym, ze transfer i integracja transgenu zachodzi w
péznym stadium rozwoju kwiatu po rozdzieleniu meskich i zenskich linii zarodkowych.
Zalozenie to uzasadniano tym, ze Arabidopsis jest roslinag samopylna i gdyby
transfor-macja zachodzita wczesniej, przed rozdzialem linii zarodkowych meskiej i
zenskiej, to w konsekwencji samozapylenia powstawalyby homozygotyczne
transformanty. Wykazano, ze pierwotne transformanty niosa transgen we wszystkich
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komorkach, tkankach rosliny, co sugeruje, ze transformacja zachodzi przed podziatami
zaptodnionej komorki jajowej (zygocie), ktora daje poczatek zarodkowi. Inni badacze
sugerowali, ze podczas transformacji przez zwykte zanurzenie kwiatdéw w roztworze
z Agro-bacterium eksponowane sa pylniki oraz pylek, podczas gdy komorki jajowe
nie, co wskazywatoby, ze to komorki meskiej linii bytyby raczej celem transformacji.

Pozniejsze badania dowiodly jednak, ze pierwotnym obiektem transformacji
Arabidopsis metoda zanurzania pakow kwiatowych lub infiltracji prézniowej sa
komorki zenskiej linii zarodkowej [6, 16, 46]. Powstaje jednak pytanie: jesli
transformacja zachodzi w komorkach zenskiej linii zarodkowej, to w jaki sposob
Agrobacterium uzyskuje dostep do komorki jajowej, ktora rozwija si¢ w zamknietych,
wydawaloby si¢ zalazniach. Okazuje sig, ze u Arabidopsis zalaznie nie zawsze sa
zamknigte. Zalaznia rozwija si¢ jak pierscien, ktory roznicuje si¢ z komodrek
merystemu kwiatowego, a nastgpnie rozszerza, by uksztalttowaé otwarta strukture
wazy — odbywa si¢ to w poznych stadiach rozwojowych kwiatu. Trzy dni przed
powstaniem kwiatu w czesci szczytowej stupka na szczycie ,,wazy” formowane jest
znami¢ stupka. Wykazano, ze transformanty byly otrzymywane wowczas, gdy cale
kwiaty inokulowano Agrobacterium pomigdzy piatym a dziesigtym dniem przed
uformowaniem kwiatu w czasie, kiedy slupek jest ,,otwarty”.

Wydaje sig, ze bakterie moga tez wykorzystywac ,.kanal” lagiewki pylkowej, by
ta droga dostac sie do zalazni i dokona¢ transferu T-DNA do komorki jajowej — w
podobny sposdb do komorki jajowej dostaje si¢ plemnik. Po delikatnym zanurzeniu
niedojrzatych pakow kwiatowych w roztworze bakterii, podczas inkubacji w
warunkach dostatecznej wilgotnosci, kietkujaca tagiewka pytkowa przenosi Agro-
bacterium ze znamienia stupka w dol do zalazkoéw. Wzrost tagiewki pytkowej jest
zwigzany z aktywnos$cia enzymatyczna prowadzaca do degradacji m.in. Scian
komoérkowych. Ponadto substancje powstajace podczas wzrostu lagiewki moga
pehi¢ rolg stymulatorow genow vir i w ten sposob sprzyjaé transferowi T-DNA.
Pewnym potwierdzeniem dla tej hipotezy jest fakt, ze nie otrzymano transformantow
z kwiatéw, ktore w czasie inokulacji znajdowaly sie w stadium juz rozwinigtym. Z
drugiej strony, Bechtold i wsp. [6, 8] donosili, ze transgeniczne rosliny mozna uzyskaé
takze po inokulacji kwiatéw znajdujacych sie w stosunkowo zaawansowanych
stadiach rozwojowych, aczkolwiek czestotliwosé transfomacji jest niska. Jedno nie
ulega watpliwos$ci, warunkiem wysokiej wydajnosci transformacji Arabidopsis jest
dotarcie Agrobacterium w bezposrednie sasiedztwo zalazni i wnikniecie do jej
wnetrza we wezesnych stadiach rozwoju kwiatu [6, 7, 16].

ZASTOSOWANIE METODY TRANSFORMACJI GENETYCZNEJ
IN PLANTA W ODNIESIENIU DO INNYCH GATUNKOW ROSLIN

Wykorzystujac metode in planta uzyskano transgeniczne ro$liny: Medicago
truncatula [43), Petunia hybryda [42], Brassica rapa L. ssp. chinensis [40],
Brassica napus [45), Arabidopsis laciocarpa [41]. Ponadto w 2001 roku Curtis
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i Nam [14, 15] uzyskali transgeniczne rosliny rzodkiewki (Raphanus sativus L.
longipinnatus Bailey). W przypadku infiltracji prézniowej zastosowanej do uzyskania
transgenicznych roslin Petunia hybryda uzyskano od 7 do 9% wydajnosci transfor-
macji. Polegala ona na inokulacji Agrobacterium precikdw badz znamienia stupka [42].
Dla Brassica rapa oraz Brassica napus zastosowano wydtuzony czas infiltracji
prézniowej i uzyskano wydajnos¢ transformacji podobng do wynikow otrzymanych przez
Bechtolda i wsp. w 1993 (0,3%) [40, 45]. Tague w 2001 [41] uzyskal transgeniczne
rosliny Arabidopsis lasiocarpa przy wykorzystaniu metody zardwno infiltracji
prozniowej, jak i zanurzania pakow kwiatowych. Uzyskano 0,7% wydajnos¢ transformacji,
przy niewielkiej modyfikacji wymienionych metod. Curtis i Nam [14] wykorzystali metode
zanurzania pakéw kwiatowych do uzyskania transgenicznych roslin Raphanus sativus
L. longipinnatus Bailey. Autorzy analizowali wplyw obecnosci r6znych surfaktantow
w pozywce inokulacyjnej, uzyskujac wydajnos¢ transformacji pomigdzy 0,1-1,4%.
Bartholmes i wsp. [4] wykorzystujac metode zanurzania pakdéw kwiatowych uzyskali
transgeniczne rosliny Capsella bursa-pastoris. Najwezsza wydajnosé transformacji
(0,4%) uzyskali stosujac szczep Agrobacterium tumefaciens GV3101, 10% sacharoze
oraz 0,05% Silwet L-77.

Kolejnym przelomem w transformacji genetycznej okazat si¢ rok 2008, kiedy to
uzyskano transgeniczne rosliny riticum aestivum L. przy 5% wydajnosci transfor-
macji. W tym przypadku metoda in planta okazala si¢ o wiele skuteczniejsza od
rutynowo stosowanej metody z uzyciem karabinka genetycznego [2, 39].

Podsumowujac, metoda in planta znajduje obecnie szerokie zastosowanie w
transformacji genetycznej Arabidopsis. Szczegblowe badania nad ta metoda
przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia procesu transformacji, a tym samym
otworzyly mozliwosci genetycznej transformacji innych gatunkéw roslin, nawet tych
niespokrewnionych z Arabidopsis i nalezacych do rodziny Brassicaceae.
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