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Legumes are important economic crop plants for human nutrition and animal forage. They 
have ability to establish effective symbiosis with a wide range of bacteria from the family 
Rhizobiaceae and with arbuscular endomycorrhizal fungi. Medicago truncatula (barrel medic) is 
a pasture legume, native from Mediterranean Area. It was chosen as a model plant for studying 
the molecular genetics of the symbiotic associations and metabolomics. Model species provide 
insight into processes that were hitherto poorly understood. Medicago truncatula is a diploid, 
autogamous plant and has relatively compact genome consisting of eight chromosomes. The 
genome sequence is currently available for this species. The collection of ecotypes, mutants 
and cultivars of this species is very useful for many aspects of plant science. The generation 
time of M. truncatula is only three months. Furthermore, M. truncatula is susceptible to 
Agrobacterium tumefaciens and A. rhizogenes and several procedures for transformation and 
regeneration are described. Wide range of molecular and genetic tools have been developed for 
this legume including ESTs and cDNA libraries. Various protocols related to cultivation and 
multiplication conditions have been proposed. All these factors make Medicago truncatula an 
excellent model for basic and applied plant biology and biotechnology.
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WSTĘP

Zsekwencjonowanie genomu rośliny mode-
lowej Arabidopsis thaliana stało się bodźcem 
do poznania genomów gatunków należących 
do innych rodzin roślin naczyniowych. W 2002 
roku poznano genom gatunku lucerny Medicago 
truncatula Gaertn. należącej do rodziny bobo-
watych (Young et al. 2005) . Rośliny należące 
do tej rodziny (fasola, soja, groch, lucerna) sta-
nowią podstawę wyżywienia ludzi oraz zwie-
rząt w wielu rejonach świata. Wiele z tych 

roślin wchodzi w interakcje z mikrosymbion-
tami (symbioza z bakteriami brodawkowymi 
i grzybami mikoryzowymi), co stanowi obecnie 
przedmiot licznych badań. Obecność symbiozy 
roślin bobowatych z bakteriami brodawkowymi 
Rhizobium sp., wiążącymi azot atmosferyczny, 
jest dodatnio skorelowana z wysoką zawarto-
ścią białka w nasionach (20–50% suchej masy). 
Pozwala ona na niższe zużycie nawozów azo-
towych, które zanieczyszczają glebę, wody po-
wierzchniowe i głębinowe, doprowadzając do 
ich eutrofi zacji (Martyniuk 2008).
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Rośliny bobowate charakteryzują się dużą 
wielkością i złożonością genomu. Trudne było 
znalezienie przedstawiciela, który wykazywałby 
podobieństwo w biologii i uprawie do innych ro-
ślin i równocześnie stanowiłby wygodny model 
do badań genetycznych. Blisko spokrewniony 
z lucerną siewną (Medicago sativa) gatunek 
M. truncatula jest samopylną, diploidalną ro-
śliną o stosunkowo małym genomie (około 450 
Mbp), licznych genotypowych mutantach i na-
turalnych ekotypach, co czyni ją odpowiednim 
modelem do badań nad biologią rodziny Faba-
ceae, a w szczególności nad interakcjami rośli-
na-mikroorganizmy oraz składem jakościowym 
i ilościowym metabolitów wtórnych (takich 
jak fl awonoidy). Badania wykazały, że genom 
M. truncatula wykazuje mikrosyntenię (podo-
bieństwo lokalizacji kluczowych genów) na po-
ziomie około 8–10% z genomem Arabidopsis 
sp., co wskazuje na to, że wyniki badań doty-
czące Arabidopsis nie znajdują przełożenia dla 
roślin bobowatych. Takie rośliny natomiast jak 
groch, lucerna czy soja są obcopylne i mają sto-
sunkowo duży genom, dlatego również wydają 
się nieużyteczne w badaniach genetycznych. 
Obecnie genom M. truncatula jest w pełni zse-
kwencjonowany, a badania dotyczące biologii 
tej rośliny są prowadzone w wielu ośrodkach na 
całym świecie (Meinke et al. 1998, Adam 2000, 
Choi et al. 2004, Jasnowska et al. 2008, Sato 
et al. 2010). Gatunek ten jest również ważną 
rośliną paszową uprawianą głównie w Australii 
na około 50 mln ha (Crawford et al. 1989). 
Niniejszy artykuł ma na celu przedstawienie 
najważniejszych zagadnień dotyczących po-
chodzenia, uprawy, biologii oraz zastosowania 
M. truncatula jako rośliny modelowej.

RODZINA BOBOWATE (FABACEAE)

Rodzina bobowate (Fabaceae, dawniej 
motylkowate – Papilionaceae) to trzecia pod 
względem liczby gatunków (około 20 tysięcy) 
rodzina roślin naczyniowych po storczykowa-
tych (Orchidaceae) i astrowatych (Asteraceae). 
W obrębie bobowatych wyodrębniono na pod-
stawie badań morfologicznych trzy podrodziny 

– mimozowate (Mimosoideae), motylkowate 
(Papilionoideae) oraz brezylkowate (Caesal-
pinioideae), z których dwie pierwsze mają po-
chodzenie monofi letyczne, natomiast ostatnia 
– parafi letyczne (Doyle et al. 2003). Podrodzina 
mimozowate obejmuje ponad 3000 gatunków 
drzew i krzewów rosnących głównie w kli-
macie tropikalnym i subtropikalnym (Miller 
et al. 2003), natomiast podrodzina brezylko-
wate to około 3000 gatunków występujących 
w Ameryce Południowej, Afryce i południowo-
wschodniej Azji (Esterella et al. 2006). Rodzina 
bobowate obejmuje rośliny różnorodnych sie-
dlisk – od lasów tropikalnych po pustynie oraz 
o różnorodnym pokroju – od drzew (Robinia 
pseudoacacia), poprzez pnącza (Wisteria spp.), 
po roczne rośliny zielne (Ornithopus spp.). Ro-
śliny z podrodziny bobowate właściwe (syn. 
motylkowate) charakteryzują się grzbiecistymi 
kwiatami, w których motylkowata korona zbudo-
wana jest z charakterystycznie wykształconych 
płatków, określanych jako żagielek, skrzydełka 
(wiosełka) oraz łódeczka. Bobowate są najczę-
ściej owadopylne (Robinia pseudoacacia), lecz 
mogą być również zapylane przez ptaki (Lotus 
berthelotii) bądź nietoperze (Parkia pendula), 
natomiast gatunki samopylne są nieliczne (Pisum 
sativum). Owocem jest strąk, który może przy-
bierać różne formy.

Wiele gatunków bobowatych jest ważnych 
z gospodarczego punktu widzenia. Części nad-
ziemne roślin stanowią pożywienie dla ludzi oraz 
paszę dla zwierząt. Części podziemne wzboga-
cają glebę w azot (50–300 kg N/ha rocznie) 
oraz związki mineralne pobierane z głębszych 
warstw.

W naszej fl orze występuje ponad 100 ga-
tunków w stanie naturalnym oraz w uprawie. 
Wiele z nich zawiera związki biologicznie 
czynne wykorzystywane w lecznictwie (np. ku-
maryny w nostrzyku, fl awonoidy w lucernie; Ja-
siński et al. 2009, Kapusta 2009).

Jako rośliny uprawne wykorzystuje się 
głównie fasolę (Phaseolus sp.), bób (Vicia faba 
subsp. maior), groch zwyczajny (Pisum sa-
tivum), soczewicę jadalną (Lens esculenta), soję 
uprawną (Glycine max) oraz orzecha ziemnego 
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(Arachis hypogaea). Powierzchnia upraw ro-
ślin bobowatych to około 0,2 mln ha, natomiast 
zbóż, najważniejszej z gospodarczego punktu 
widzenia grupy roślin – 3,7 mln ha (dane z roku 
2010 wg FAOSTAT, www.faostat.org).

Rośliny z rodziny bobowatych są obiektem 
wielu badań, nie tylko ze względu na ich zna-
czenie jako roślin uprawnych, lecz również ze 
względu na ich zdolność do wchodzenia w inte-
rakcje symbiotyczne (Oldroyd, Geurts 2001).

MEDICAGO TRUNCATULA GAERTN.

Nazwa rodzajowa Medicago (Medica 
z żeńską końcówką -ago) oznacza roślinę pocho-
dzącą z Medii (obecnie Iran) i wywodzi się z ję-
zyka perskiego. Drugi człon nazwy – truncatula 
– znaczy po łacinie tyle co „ucięta” i odnosi się 
do wierzchołka listka. Angielska nazwa „barrel 
medic” nawiązuje do beczułkowatego kształtu 
strąków (Rejewski 1996, Gledhill 2008).

Za główny ośrodek pochodzenia rodzaju Me-
dicago uważa się basen Morza Śródziemnego, 
Półwysep Arabski, Irak oraz tereny wschodnich 
Bałkanów (Maureira-Butler et al. 2008, Steele 
et al. 2010). Rodzaj Medicago w naszej fl orze 
jest reprezentowany przez lucernę nerkowatą 
(Medicago lupulina), lucernę sierpowatą (Me-
dicago falcata), lucernę siewną (Medicago sa-
tiva) oraz lucernę kolczastostrąkową (Medicago 
minima). Gatunki te są uprawiane w monokultu-
rach, a zdziczałe rosną na łąkach i przydrożach 
(Pojnar et al. 1993, Doyle 1994, Jasnowska et al. 
2008).

CHARAKTERYSTYKA ROŚLINY

M. truncatula jest jednoroczną, wolnorosnącą 
rośliną o pokroju płożącym lub wzniesionym, 
wysokości 10–60 cm; pokrój rośliny (Ryc. 1) za-
leży od genotypu i warunków wzrostu (gęstości 
nasadzenia oraz intensywności naświetlenia). 
Cykl życiowy (od nasiona do nasiona) trwa, 
z pewnymi różnicami pomiędzy odmianami, 
około trzech miesięcy. Kiełkowanie jest epige-
iczne, liścienie są jednolistkowe. W momencie 
rozwoju wierzchołka wzrostu produkowane są 

serie odcinków wzrostu (metamery) składające 
się z międzywęźli, liści oraz kątów liściowych. 
Pęd główny tworzy początkowo cztery meta-
mery oddzielone krótkimi międzywęźlami, które 
sukcesywnie się wydłużają. Liście są ułożone 

Ryc. 1. Roślina M. truncatula w trzecim miesiącu wegetacji 
(fot. M. Bederska).
Fig. 1. Three-month-old-plant of M. truncatula (phot. M. Be-
derska).

Ryc. 2. Kwiat M. truncatula wykazuje budowę typową dla 
kwiatów roślin bobowatych właściwych (fot. M. Bederska).
Fig. 2. A fl ower of M. truncatula is typical for legumes 
(phot. M. Bederska).



24 M. Bederska, W. Borucki

na łodydze spiralnie, trójlistkowe, listki jajowate 
z antocyjanowymi plamkami pośrodku, brze-
giem ząbkowane, środkowa szypułka dłuższa 
niż boczne. Kwiaty są żółte, pojedyncze lub ze-
brane w niewielkie kwiatostany (2–5 kwiatów), 
samopylne (Ryc. 2). Roślina jednocześnie pro-
dukuje pędy wegetatywne i generatywne, dla-
tego zarówno liście jak i kwiaty oraz owoce 
mogą występować na jednej roślinie. Kolczaste 
strąki o długości 1,5 do 2,5 mm zawierają 4–14 
kremowych nasion o nerkowatym kształcie 
(Ryc. 3). Nasiona przechodzą spoczynek przez 
około 3–4 miesiące po odpadnięciu strąka od 
rośliny matecznej.

Dla najbardziej popularnego kultywaru 
Jemalong A17 utworzono system opisu feno-
typowego reprezentujący najważniejsze fazy 
rozwojowe rośliny (Ryc. 4). Został on spraw-
dzony podczas opisu fenotypu roślin poddanych 
stresowi niedoboru fosforu i azotu. System ten 
może być stosowany jako standaryzowana me-
toda do analizy fenotypowych zmian (poprzez 
dokładne wskazanie miejsca występowania 
zmian) u roślin poddanych różnym stresom. Wy-
różnione zostały trzy fazy wzrostu: wzrost we-
getatywny pędu głównego, wzrost wegetatywny 
pędów bocznych oraz różnicowanie i rozwój or-
ganów generatywnych (Bucciarelli et al. 2006). 
M. truncatula jest również rośliną modelową 
w badaniach ontogenezy kwiatu – przy użyciu 

homeotycznych mutantów zostały opisane po-
szczególne fazy rozwoju kwiatu (Benlloch 
et al. 2003).

Istnieje kilkaset ekotypów, z czego w uprawie 
stosuje się Jemalong, Cyprus i Ghor (o krótkim 
okresie wegetacji).

GENOM

Dwa gatunki należące do rodziny Fabaceae 
zostały wybrane jako rośliny modelowe – Lotus 
japonicus oraz Medicago truncatula. Obydwa 
są od dawna wykorzystywane do badań gene-
tycznych i fi zjologicznych (ze szczególnym 
uwzględnieniem relacji symbiotycznych ro-
ślina-mikrosymbiont (Handberg, Stougaard 

Ryc. 3. Kłujące, poskręcane strąki M. truncatula (fot. 
M. Bederska).
Fig. 3. A spiky, curved pods of M. truncatula (phot. M. Be-
derska).

Ryc. 4. Schemat opisu genotypowego kultywaru Jemalong 
A17 M. truncatula, F – miejsce pojawiania się kwiatu, m – 
metamer, ten sam kolor oznacza jednoczesne pojawianie się 
danej części rośliny (wg Bucciarelli et al. 2006). 
Fig. 4. Schematic diagram of M. truncatula phenotypic devel-
opment, F – fl ower emergence, m – metamer, the same colour 
indicates organs which appear simultaneously (according to 
Bucciarelli et al. 2006).
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1992, Frugoli, Harris 2001, Town 2006, Sato 
et al. 2010). Zrealizowano również porównanie 
sekwencji obydwu genomów, co pozwoliło na 
połączenie wiedzy o modelowych gatunkach 
oraz zwiększyło ich przydatność w odniesieniu 
do strączkowych (Young et al. 2005). Blisko 
spokrewniona z lucerną siewną M. truncatula 
została uznana za odpowiedni gatunek mode-
lowy dla roślin z rodziny bobowatych kilka lat 
temu. Przemawiają za tym takie cechy tej rośliny 
jak: mały, diploidalny genom (~454 do 526 Mbp 
– połowa wielkości genomu lucerny siewnej, 
czterokrotnie większy od genomu Arabidopsis 
thaliana), samopylność oraz łatwość transfor-
mowania. Porównanie genomu M. truncatula 
(między innymi częstotliwości insercji, delecji 
poszczególnych genów oraz grup genów, makro 
i mikrosyntenii) do Lotus japonicus i Glycine 
max wykazało wysokie podobieństwo genomów 
M. truncatula i L. japonicus oraz umiarkowane 
między M. truncatula a G. max. Analiza porów-
nawcza wskazuje na użyteczność M. truncatula 
jako rośliny modelowej, a uzyskane wyniki 
badań mogą znacznie poszerzyć obecny stan 
wiedzy na temat uprawnych roślin strączkowych 
(Choi et al. 2004).

Poznanie sekwencji genomu roślin modelo-
wych stanowi bazę do wykorzystania zdobytej 
wiedzy w uprawie roślin bobowatych. Przy 
pomocy najnowszych technik rozwiniętych 
dla rośliny modelowej możliwe jest uzyskanie 
informacji na temat ich genetyki, a co za tym 
idzie, przyspieszenie postępu hodowlanego. 
M. truncatula należąca do plemienia Trifoliae 
jest blisko spokrewniona z lucerną siewną (Me-
dicago sativa), która jest rośliną tetraploidalną 
i obcopylną, dlatego nie jest odpowiednia do 
badań genetycznych (Barker et al. 1990, Young, 
Shoemaker 2006, Julier, Meusnier 2010).

Narzędzia do badań obejmujących se-
kwencjonowanie genomów oraz modyfi kacje 
genetyczne rozwijają się w szybkim tempie i po-
wodują znaczne powiększenie zakresu oraz róż-
norodności badań dotyczących M. truncatula.

Bruce Roe z Uniwersytetu w Oklahomie 
(USA) przy wsparciu Samuela Roberta z Noble 
Foundation zainicjował w 2001 roku projekt 

sekwencjonowania całego genomu Medicago 
truncatula cv. Jemalong A17. Projekt wspie-
rany był przez U.S. National Science Foun-
dation oraz 6 Europejski Program Ramowy. 
Do tej pory zgromadzono liczne sąsiadujące 
sekwencje, których większość reprezentuje se-
kwencje powtarzające się w genomie (Young 
et al. 2005).

Na podstawie kariogramu DAPI w pachy-
tenie (długości chromosomów, pozycji centro-
merów, struktury heterochromatyny oraz pozycji 
trzech sekwencji powtarzających się – 5S rDNA, 
45S rDNA oraz MtR1) została utworzona mo-
lekularna mapa cytogenetyczna za pomocą me-
tody FISH (Fluorescence In Situ Hybridization, 
fl uorescencyjna hybrydyzacja in situ) (Kulikova 
et al. 2001).

W ciągu ostatnich kilku lat utworzono ponad 
190 000 sekwencji tagujących (TAGs) – oligonu-
kleotydy DNA stosowane w sekwencjonowaniu 
oraz 155 000 zsekwencjonowanych końców 
BAC (Bacterial Artifi cial Chromosome, sztuczny 
chromosom bakteryjny). Projekt sekwencjono-
wania genomu M. truncatula miał charakter 
międzynarodowy i obejmował współpracę wielu 
ośrodków naukowych zarówno w Europie jak 
i w Stanach Zjednoczonych. Informacje na temat 
wyników badań są dostępne na wielu stronach 
internetowych (www.medicago.org/genome, 
www.tigr.org/tbd/e2k1/mta1, mips.gsf.de/proj/
plant/jsf/medi/index.jsp) (Young et al. 2005).

Efektem współpracy Samuel Roberts Noble 
Foundation z National Center for Genome Re-
sources mającej na celu zsekwencjonowanie ge-
nomu M. truncatula stało się utworzenie bazy 
danych MGI (Medicago Genome Initiative) 
sekwencji EST (Expressed Sequence Tags) do-
stępnej na stronie www.ncgr.org/research/mgi 
(Bell et al. 2001).

Inną bazą służącą do pozyskiwania danych 
dotyczących transkryptomu jest MtDB (Medi-
cago truncatula Database) dostępna na stronie 
www.medicago.org/MtDB (Lamblin et al. 2003). 
Na stronie www.cebitec.uni-bielefeld.de/trun-
catulix/ znajduje się obszerna baza zbierająca 
dane z pięciu innych baz (Town 2006, Henckel 
et al. 2009).
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Genom M. truncatula zawiera osiem chro-
mosomów (2n = 2x = 16) o podobnym kształcie 
i wielkości. Euchromatyna zlokalizowana jest 
na ramionach chromosomów, natomiast hete-
rochromatyna znajduje się w regionach cen-
tromerycznych, pericentromerycznych oraz 
telomerycznych, z wyjątkiem chromosomu 6, 
gdzie występuje również na ramionach. 80% 
genomu występuje w formie heterochromatyny 
w miejscach pericentromerycznych (Sanders 
2008, Kulikova et al. 2001).

SYMBIOZA Z RYZOBIAMI

Pierwszym etapem prowadzącym do na-
wiązania symbiozy jest dialog molekularny 
pomiędzy rośliną, która jest gospodarzem a bak-
terią będącą symbiontem. Korzenie Medicago 
truncatula wydzielają do gleby wtórne meta-
bolity o charakterze związków aromatycznych 
– fl awonoidów (głównie medikarpinę), które od-
działywują na bakterie z rodzaju Sinorhizobium 
(S. meliloti i S. medicae) znajdujące się w pod-
łożu (Brewin 2004, Gage 2004, Wasson et al. 
2006, Lozano-Baena et al. 2007). Odpowiedzią 
bakterii jest ekspresja genów NOD (nodulacji) 

i synteza czynnika Nod, który jest związkiem 
z grupy lipochitooligosacharydów. Czynnik Nod 
ma za zadanie przygotować roślinę na kontakt 
z bakterią, a razem z bakteryjnymi egzopolisa-
charydami indukuje tworzenie nici infekcyjnej 
we włośniku (Jones et al. 2007). Czynnik Nod 
wywołuje u rośliny odpowiedź w postaci wzrostu 
zawartości wapnia w cytozolu włośników oraz 

Ryc. 5. Brodawki korzeniowe M. truncatula indukowane 
efektywnym szczepem Sinorhizobium medicae 419 (fot. 
M. Bederska).
Fig. 5. M. truncatula root nodules induced by effective strain 
Sinorhizobium medicae 419 (phot. M. Bederska).

Ryc. 6. Przekrój podłużny przez brodawkę korzeniową M. truncatula (pow. 100×): M – merystem, I – strefa penetracji nici 
infekcyjnej, II – strefa młodej symbiozy, III – strefa przejściowa, IV – strefa wiązania azotu, V – strefa starzenia, C – kora 
brodawki, R – korzeń (fot. M. Bederska).
Fig. 6. Longitudinal section of M. truncatula root nodule (mag. 100×): M – meristem, I – infection thread penetration 
zone, II – prefi xed zone, III – interzone, IV –nitrogen fi xing zone, V – senescent zone , C – cortex, R – root (phot. M. Be-
derska).
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zmiany w ich cytoszkielecie (Timmers et al. 
1999). Włośniki ulegają skręceniu zamykając 
bakterie w wytworzonej przez siebie niszy. 
Rosnąca nić infekcyjna (tubularna struktura za-
wierająca bakterie) penetruje primordium bro-
dawki (grupę komórek kory korzenia dzielących 
się w wyniku działania bakteryjnego czynnika 
Nod), a uwolnione z nici bakterie zasiedlają 
komórki (Oke et al. 1999, Monahan-Giova-
nelli et al. 2005, Sujkowska 2009). Brodawki 
M. truncatula należą do typu niezdetermino-
wanego, co oznacza, że merystem funkcjonuje 
przez cały okres życia brodawki, której budowa 
anatomiczna charakteryzuje się dzięki temu 
strefowością (merystem, strefa infekcji, młoda 
tkanka bakteroidalna, strefa przejściowa, strefa 
wiązania azotu, strefa starzenia; Ryc. 5, 6).

Dojrzała brodawka jest połączona z sys-
temem waskularnym rośliny poprzez własne 
wiązki przewodzące przebiegające w korze we-
wnętrznej brodawki. Jak podaje Guinel (2009), 
wiązki przewodzące rozgałęziają się na coraz 
mniejsze w miarę zbliżania się do merystemu 
i mogą występować w różnej odległości od 
siebie. Obserwacje własne autorów dowodzą 
jednak, że rozmieszczenie to nie jest przypad-
kowe. Dostrzegalna jest regularność odstępów 
pomiędzy wiązkami, co może zapewniać rów-
nomierne zaopatrzenie w asymilaty i odbiór 
produktów wiązania azotu strefy infekcyjnej 
brodawki (Ryc. 7).

Jak już wspomniano, ryzobia indukujące 
powstawanie brodawek u M. truncatula należą 
do rodzaju Sinorhizobium. Poszczególne ich ga-
tunki mogą wykazywać różnice w efektywności 
wiązania azotu. Wciąż bardzo mało wiadomo 
o przyczynach warunkujących efektywność 
w wiązaniu N2 brodawek powstałych z udziałem 
poszczególnych szczepów. Stwierdzono, iż dla 
M. truncatula szczepem w pełni efektywnym 
jest Sinorhizobium medicae WSM 419, nato-
miast częściowo efektywnym Sinorhizobium 
meliloti 1021 (Terpolili et al. 2008).

Genom Sinorhizobium meliloti – bakterii 
będącej mikrosymbiontem M. sativa i M. trun-
catula – składający się z jednego chromosomu 
i dwóch plazmidów został niedawno w pełni 

zsekwencjonowany, co znacznie ułatwia ba-
danie genetycznych aspektów symbiozy (Rome 
et al. 1996, Colebath et al. 2002, Howieson et al. 
2005, Zribi et al. 2005, Terpolili et al. 2008).

MIKORYZA ARBUSKULARNA

U M. truncatula występuje także inny typ 
symbiozy – mikoryza wewnętrzna zwana rów-
nież mikoryzą arbuskularną (ang. arbuscular 
mycorrhiza – AM) lub pęcherzykowato-arbu-
skularną (ang. vesicular-arbuscular mycorrhiza 
– VAM, VA). Jest to symbioza pomiędzy grzy-
bami z gromady Glomeromycota (u Medicago są 
to najczęściej Glomus mosseae i G. intraradices) 
a dużą częścią roślin wyższych. Tak samo jak 
w przypadku dialogu molekularnego z ryzobiami 
również tutaj fl awonoidy odgrywają znaczącą 
rolę: stymulują kiełkowanie spor a następnie 
wzrost strzępek oraz obniżenie reakcji obronnej 
gospodarza (Van Rhijn et al. 1997). Strzępki 
grzyba rozrastają się pomiędzy komórkami ko-
rzenia, następnie wrastają przez ścianę komórek 
kory, gdzie na styku z błoną komórkową tworzą 

Ryc. 7. Przekrój poprzeczny przez brodawkę korzeniową 
M. truncatula, widocznych jest siedem wiązek przewodzą-
cych w parenchymie: IV – strefa wiązania azotu, IC – kora 
wewnętrzna, OC – kora zewnętrzna, VB – wiązka przewo-
dząca (fot. M. Bederska).
Fig. 7. Cross section of M. truncatula root nodule, seven 
vascular bundles in the inner cortex are visible: IV – ni-
trogen fi xing zone, IC – inner cortex, OC – outer cortex, 
VB – vascular bundles (phot. M. Bederska).
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specjalne rozgałęzione struktury – arbuskule. 
Komórki grzyba gromadzą fosforany pobrane 
przez grzybnię w wakuoli lub w cytoplazmie 
(Rausch, Bucher 2002). Arbuskule, które są 
miejscem wymiany fosforanów oraz związków 
organicznych pomiędzy symbiontami tworzą się 
w komórkach kory leżących najbliżej wiązek 
przewodzących (Wulf et al. 2003, Brundrett 
2004, Genre et al. 2005, Harrison 2005, Giani-
nazzi-Pearson et al. 2006).

TRANSFORMACJA I REGENERACJA

Jednym z powodów wyboru M. truncatula 
na roślinę modelową jest stosunkowa łatwość, 
z jaką roślina ta ulega transformacji różnymi 
szczepami Agrobacterium tumefaciens oraz rza-
dziej Agrobacterium rhizogenes (w drugim przy-
padku istnieje bardzo słaba regeneracja roślin 
in vitro dlatego nie jest wskazana transformacja 
eksplantatów). Transformacja polega na wbudo-
waniu do genomu rośliny genów umieszczonych 
na plazmidzie bakteryjnym (Hnatuszko-Konka 
et al. 2009). Możliwa jest regeneracja przez 
somatyczną embriogenezę (z eksplantatów li-
ściowych oraz mezofi lowych protoplastów), 
kulturę zarodków lub bezpośrednią organoge-
nezę (Nolan et al. 1989, Thomas et al. 1992, 
Rose, Nolan 1995).

Wysoką zdolnością do regeneracji charakte-
ryzuje się linia Jemalong 2HA i jest ona często 
używana do transformacji (Wang et al. 1996). Po-
dobne właściwości posiada wyselekcjonowana 
in vitro linia R108-1, pochodna ekotypu 108-1, 
która tworzy efektywne brodawki z wieloma 
szczepami ryzobiów (Hoffmann et al. 1997).

Dla M. truncatula opracowano dwie me-
tody transformacji in planta. Pierwsza z nich 
powstała w oparciu o metodę opracowaną dla 
Arabidopsis thaliana i polega na infi ltracji kwit-
nących roślin zawiesiną Agrobacterium. Siewki 
poddawane są wernalizacji w celu uzyskania 
wcześniejszego kwitnienia. Po około 3–4 ty-
godniach, na początku okresu kwitnienia, nad-
ziemne części roślin zanurza się w zawiesinie 
Agrobacterium i inkubuje dwukrotnie w próżni. 
Efektywność transformacji wynosi do 66%. 

Druga metoda opiera się na infi ltracji w próżni 
dwutygodniowych siewek zawiesiną Agrobac-
terium (efektywność do 9%). Obie metody są 
szybkie, proste technicznie i nie wymagają sta-
dium kultur tkankowych. Selekcji potomstwa 
dokonuje się za pomocą herbicydu. Do trans-
formacji stosowane są często szczepy bakte-
ryjne EHA105, ASE1 oraz GV3101, natomiast 
w transformacji Medicago sp. powszechnie 
stosowany jest szczep LBA4404 (Trieu et al. 
2000). Wykazano, ze genotyp 2HA oraz hi-
perwirulentny szczep Agrobacterium AGL1 
pozwalają uzyskać bardzo wysoką wydajność 
transformacji (Chabaud et al. 2003).

Najczęściej transformacji dokonuje się uży-
wając liści 4–6 tygodniowych lub starszych 
roślin. Liście są sterylizowane powierzchniowo 
etanolem i podchlorynem wapnia, płukane 
w wodzie destylowanej, a następnie wykładane 
na zestaloną pożywkę B5 (Gamborg) z NAA 
(kwasem naftylooctowym). Po 3-tygodniowej 
inkubacji z Agrobacterium fragmenty kalusa są 
dalej inkubowane, ale na świetle i przy zmie-
nionym składzie pożywki (Nolan et al. 1989). 
Inkubacja fragmentów liści (3–4 mm) przez 1–2 
godziny zawiesiną Agrobacterium skutkuje wy-
sokim procentem transformacji. Po odsączeniu 
nadmiaru bakterii eksplantaty wykładane są na 
szalki Petriego z medium bez antybiotyków. 
Spodnia strona liścia powinna przylegać do me-
dium. Po minimum dwóch dobach w ciemności, 
w 24°C, eksplantaty przenoszone są na podłoże 
z antybiotykami (augmentinem lub kanamy-
cyną) (Trinth et al. 2001).

Do istotnych aspektów, które trzeba 
uwzględnić dokonując transformacji oraz rege-
neracji roślin należą: prowadzenie kultury ma-
tecznej, gęstość optyczna zawiesiny bakterii, 
czas inokulacji oraz dobór właściwej pożywki 
w zależności od transformowanego genotypu 
(Iantcheva et al. 2005).

UPRAWA

Zebrane, nieuszkodzone strąki należy 
przechowywać w temperaturze pokojowej 
w papierowych torebkach lub plastikowych 
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pojemnikach z dostępem powietrza. Tak prze-
chowywane nasiona zachowują żywotność 
przez co najmniej 2 lata. Nasiona ze strąków 
pozyskuje się ręcznie rozkręcając strąk pęsetą 
lub przy użyciu specjalnych młynków. Nasiona 
od fragmentów strąków można oddzielić przez 
sedymentację lub za pomocą strumienia powie-
trza, np. z suszarki do włosów. Łupina nasienna 
jest twarda, dlatego nasiona należy skaryfi kować 
mechanicznie (papierem ściernym lub skalpelem 
w przypadku małej liczby nasion) lub za pomocą 
stężonego kwasu siarkowego (5–12 minut). Na-
siona sterylizuje się podchlorynem wapnia lub 
sodu a następnie wykłada na szalki Petriego 
z agarem (optymalne stężenie to 0,8%) lub na 
bibule w sterylnych warunkach (do 50 nasion 
na szalkę o średnicy 9 cm). Nasiona przechodzą 
około sześciomiesięczny okres spoczynku, który 
może zostać przerwany za pomocą skaryfi kacji 
stężonym kwasem siarkowym przez 6–8 minut, 
skaryfi kację mechaniczną polegającą na prze-
rwaniu ciągłości łupiny nasiennej, wernali-
zację sterylnych nasion przez 7 dni w 4–6°C 
w ciemności lub poprzez traktowanie benzylo-
aminopuryną. Przedłużanie wernalizacji skut-
kuje wcześniejszym kwitnieniem, ale słabszym 

wzrostem wegetatywnym. Możliwe jest również 
kiełkowanie niedojrzałych zarodków, które nie 
ulegają spoczynkowi (od 25 dnia po zapyleniu; 
Barker et al. 1990). Nasiona kiełkują w ciągu 
24–48 godzin w 14–20°C (Ryc. 8).

M. truncatula rośnie dobrze na wielu sub-
stratach (agar, ziemia, podłoża inertne – perlit, 
piasek, wermikulit). Może rosnąć na różnych 
typach gleb od piaszczystych do gliniastych, 
jednak powinny to być gleby o umiarkowanej 
wilgotności i o pH 6–8. Nie toleruje niskiego 
pH gleby, zwłaszcza w obecności jonów glinu 
i manganu, oraz niskiego zwierciadła wody 
gruntowej, dopóki rośliny nie są głęboko zako-
rzenione. Preferuje klimat typu śródziemnomor-
skiego z opadami rocznymi 500–1200 mm.

Pomimo, iż M. truncatula jest często wysie-
wana w mieszance z mozgą (Phalaris aquatica) 
lub rajgrasem (Lolium rigidum), najlepiej rośnie 
i plonuje w monokulturze. W uprawie M. trun-
catula znalazło zastosowanie wiele systemów, 

Ryc. 9. Brodawkująca roślina M. truncatula w probówce na 
skosie agarowym (fot. M. Bederska).
Fig. 9. A nodulating M. truncatula plant in test-tube with 
agar (phot. M. Bederska).

Ryc. 8. Dwudniowe siewki M. truncatula na szalkach Pe-
triego z pożywką agarową (fot. M. Bederska).
Fig. 8. Two days old M. truncatula seedlings on the Petri 
agar plates (phot. M. Bederska).
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m.in. uprawa szklarniowa, w fi totronie, aeropo-
niczna czy in vitro (Ryc. 9). Bardzo złe wyniki 
daje uprawa hydroponiczna (korzenie są wraż-
liwe na niedobór tlenu), za to dość dobre ae-
roponiczna. Siewki z rozwiniętymi liścieniami 
(około 1-tygodniowe) można rozsadzać do doni-
czek (do 7 roślin w doniczce o objętości 5 l).

Rośliny są wytrzymałe na suszę, ze względu 
na możliwość wytwarzania rozbudowanego sys-
temu korzeniowego sięgającego do 10m w głąb 
gleby. Są natomiast wrażliwe na zalewanie, dla-
tego zalecane jest podlewanie raz w tygodniu 
nawozem oraz wodą dejonizowaną w miarę wy-
sychania podłoża. Rośliny zakwitają po około 
trzech miesiącach (linia R108 i ekotyp Ghor 
wcześniej). Stosuje się również rozmnażanie 
poprzez ukorzenianie sadzonek pędowych lub 
poprzez szczepienie, natomiast krzyżowanie 
jest utrudnione ze względu na małe, samopylne, 
klejstogamiczne kwiaty (Journet et al. 2001).

Uprawy lucerny są atakowane przez mszycę 
grochową (Aphis pisum), mszycę fasolową 
(Aphis craccivora) i lucernową (Therioaphis 
trifolii f. maculata) oraz wciornastki (Thrips 
sp.). W warunkach szklarniowych lub labora-
toryjnych, w niskiej wilgotności powietrza oraz 
przy dobrych warunkach świetlnych (lampy so-
dowe), rośliny są często atakowane przez przę-
dziorkowate (Tetranychidae). Choroby są mniej 
groźne – może pojawić się Phoma medicaginis, 
choroba grzybowa powodująca nekrotyczne 
plamy na liściach. Wzrost i rozwój roślin może 
również zostać zahamowany również poprzez 
wirusa mozaiki lucerny (Alfalfa Mosaic Virus; 
Barker et al. 2006).

PODSUMOWANIE

Zastosowanie M. truncatula jako rośliny 
modelowej otwiera drogę do wielokierunko-
wych, szczegółowych badań genetycznych i ho-
dowlanych dotyczących roślin strączkowych. 
Właściwości biologiczne oraz łatwość uprawy 
w różnych systemach umożliwiają prowadzenie 
badań na całym świecie. Opracowane metody 
dotyczące transformacji i regeneracji roślin oraz 
zastosowanie innych powszechnie dostępnych 

narzędzi biologii molekularnej pozwalają na 
badania dotyczące symbiozy z ryzobiami, 
grzybami mikoryzowymi oraz metabolomiki. 
Poznanie funkcjonowania brodawek korzenio-
wych jest istotne dla uzyskania zwiększenia 
ich wydajności w wiązaniu azotu szczególnie 
w warunkach stresowych. Można przewidywać, 
że zdobyta wiedza znajdzie aplikacyjne zasto-
sowanie w zwiększeniu efektywności uprawy 
roślin bobowatych.
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