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ÚVOD

Topol osika (Populus tremula) je velmi nenáročná dřevina na kli-
matické podmínky i kvalitu půdy. Vyšlechtěné klony osiky a vytvořené 
syntetické populace jsou velmi perspektivní pro výsadby na zeměděl-
ských půdách (lignikultury), ale i na imisních holinách, případně kon-
taminovaných stanovištích (MOTTL, ŠTĚRBA 1988, JOACHIM 1991). 

Rod Populus se pro své vlastnosti stal oblíbeným modelem 
pro genetické inženýrství především pro svoji citlivost k infekci 
bakteriemi z rodu Agrobacterium. Rostliny rodu Populus patří totiž 
do přirozeného spektra hostitelů Agrobacterium, přítomnost T-DNA 
oblasti v pletivech hlízek a kořenů potvrdili ve svých studiích PAR-

SONS et al. (1986) a PYTHOUD et al. (1987). Topoly mají krátký vege-
tační cyklus a rychle rostou. Topoly se navíc vyznačují také dob-
rou regenerační schopností v kulturách in vitro, malou velikostí 
genomu (450 – 550 Mbp) a již zpracovanými kvalitními genetický-
mi mapami. Například v poslední době byla u druhu Populus tricho-
carpa zkompletována úplná databáze genomu (TUSKAN et al. 2006).

Přenesení dalších významných vlastností do genomu osiky, jako 
je např. odolnost vůči salinitě, suchu nebo zvýšení remediačních 
schopností by rozšířilo využití této dřeviny v aridních oblastech 
a na kontaminovaných půdách. Cílem naší práce bylo ověřit možnost 
transformace vybraného hybridního klonu osiky (Populus tremula 
x P. tremuloides), který se vyznačuje nadprůměrným růstem na pokus-
ných provenienčních plochách v Krušných horách.

MATERIÁL A METODA

Rostlinný materiál
Pro transformační pokusy byl vybrán mezidruhový hybrid osiky 

a kanadského topolu osikovitého (P. tremula x P. tremuloides), který 
roste v klonovém archivu v Uherském Hradišti a na provenienčních 
plochách v Krušných horách. Tento klon je vedený v explantátové 
bance pod označením OS-5. Zdrojem listů byla asepticky pěstova-
ná explantátová kultura na médiu MURASHIGE, SKOOG (1962) (MS) 
s 0,2 mg.l-1 cytokininu 6-benzylaminopurinu (BAP) a 0,1 mg.l-1 auxinu 
kyseliny β-indolylmáselné (IBA), glutaminu 10 mg.l-1, glycinu 2 mg.l-1, 
sacharóze 30 g.l-1, agaru 6 g.l-1, pH 5,8. Kultivace výchozího mate-
riálu probíhala v klimatizovaných podmínkách při 24 °C, bílém fl uo-
rescenčním světle (30 μmol.m-2 .s-1) a 16hodinové fotoperiodě.
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Abstract

The European aspen (Populus tremula) represents a very modest tree species in climatic conditions and soil quality. For its regeneration 
ability, it is a very perspective woody species for tissue culture manipulation, genetic engineering, and genetic mapping. Stem segments and 
leaves discs of the hybrid aspen (Populus tremula x P. tremuloides) clone no. 5 preserved in the FGMRI Gene Bank were used for testing of 
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chain reaction. 
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Pro transformace byly použity čtyři bakteriální kmeny Agroba-
cterium tumefaciens získané z Ústavu molekulární biologie rostlin 
Akademie věd ČR (ÚMBR AV ČR). Tyto konstrukty nesou pracov-
ní označení 148, 149, 150, 151. Konstrukty byly původně získány 
z laboratoří Dundee Institute of Technology (Scotland) ve formě 
plazmidů v E. coli HB101, jsou popsány v publikaci PHILLIPSE et al. 
(1992). Plazmidy byly použity k transformaci A. tumefaciens, kmene 
LBA4404. 

V rámci pokusů byly pro transformaci použity konstrukty se zabu-
dovaným genem pro neomycinfosfotransferázu typu II (NPTII), 
který u příjemce navozuje rezistenci k antibiotiku kanamycinu (Kn) 
a reportérovým genem uidA (GUS) pro syntézu b-glukuronidázy 
(GUS). Stručný popis konstruktů je uveden v tabulce 1.

Metodika transformace
Stonkové segmenty o velikosti 4 - 6 mm a listové disky o prů-

měru 6 až 8 mm byly kultivovány 24 hodin na médiu MS s 1,0 mg.l-1 
BAP a 0,1 mg.l-1 IBA. Listové disky byly umístěny adaxiální stra-
nou na živné médium. Poté byl rostlinný materiál ponořen do sus-
pense bakterií Agrobacterium (proces kokultivace) a přenesen zpět 
na původní médium. Následovala 48hodinová kultivace rostlinného 
materiálu s A. tumefaciens, po které byly explantáty dvakrát pro-
myty v tekutém médiu MS. Dále následovalo promytí v médiu 
MS s rozdílnými koncentracemi antibiotik a poté byl rostlinný mate-
riál přesazen na agarové MS médium s obsahem BAP 1,0 mg.l-1, 
IBA 0,1 mg.l-1 a s nižším obsahem glutaminu (10 mg.l-1) doplněném 
o antibiotika k eliminaci vektorových bakterií, použitá v rozdílných 
koncentracích. Listové disky a stonkové segmenty byly kultivová-
ny při 25 °C a 24hodinové světelné periodě. V jednom experimen-
tálním cyklu bylo kultivováno cca 140 pokusných listových disků 
nebo stonkových segmentů a 10 disků nebo stonkových segmentů 
kontrolních. V rámci pokusů byly testovány dva druhy antibiotik 
na supresi bakteriální infekce a to timentin a augmentin. Každých 
sedm dní byly transformované explantáty přesázeny na čerstvé 
médium, ve kterém se postupně snižovala koncentrace antibiotik 
(timentin 1 500 - 0 mg.l-1, augmentin 1 000 - 0 mg.l-1) a zároveň 
se zvyšovala koncentrace selekčního agens - antibiotika kanamycinu 
(z 0 na 100 mg.l-1). 
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Selekce transformantů
V průběhu experimentů se použily dvě metody stanovení pří-

tomnosti markerového genu GUS v transformovaných dřevinách 
– metoda fl uorometrická a metoda založená na polymerázové řetě-
zové reakci (PCR).

Aktivita GUS byla měřena fl uorometrickou metodou podle modi-
fi kace VITHA et al. (1991). Pro zjištění exprese transgenu GUS byly 
z každé vícevrcholové kultury hybridní osiky získané regenerací 
z jednoho listového disku kokultivovaného s Agrobacterium tumefa-
ciens náhodně vybrány tři výhony, jejichž střední část byla použita 
k analýze a apikální část byla přesazena na multiplikační médium 
s  kanamycinem. DNA z transformovaných rostlin byla izolována 
pomocí DNeasy Plant Mini Kitu (Quiagen) a následně použita 
k detekci transgenů na základě PCR metody a specifi ckých primerů 
(metoda podle RNDr. H. Niedermeirové, ÚMBR AV ČR, personální 
sdělení 2001).

VÝSLEDKY A DISKUSE

Pro úspěšné zvládnutí transformačního procesu je nutná detailně 
propracovaná technika regenerace in vitro transformovaného mate-
riálu. Pro transformační pokusy se jako výchozí materiál používa-
ly explantátové kultury hybridní osiky OS-5 (juvenilní materiál) 
a byla použita metoda nepřímé transformace pomocí A. tumefaciens 
(MALÁ, MICHALOVÁ 1993). Úspěšnost transformace je ovlivňová-
na typem výchozího explantátu, nejčastěji se využívají listy nebo 
stonkové segmenty (internodia). U druhu P. tremuloides byla pozo-
rována vyšší účinnost bakteriální infekce na stonkových segmentech 
(KUBISIAK et al. 1993). Vyšší produkci transformovaných kalusů 
u explantátů z internodií hybridní osiky P. tremula x P. alba pozoro-
vali i LEPLÉ et al. (1992). 

V experimentech byly použity listové disky i stonkové segmenty 
hybridní osiky. Pro indukci organogeneze u obou typů výchozích 
explantátů se osvědčilo médium MS s vyšším obsahem cytokininu 
BAP (1 mg.l-1), ale s nižším obsahem glutaminu (10 mg.l-1). Médium 
se stejným složením se osvědčilo také u indukce organogeneze 
ze zimních pupenů dospělých jedinců hybridní osiky.

Listové disky byly umístěny adaxiální stranou na živné médium. 
Regenerační proces se nejvíce projevil u bazálního pólu listového 
disku, vždy v blízkosti cévních svazků, ve většině případů u hlavní 
žilky. Oproti tomu CHUN (1990) pozoroval vyšší schopnost indukce 

adventivních výhonů u listových segmentů hybrida (P. alba x 
P. grandidentata) při kultivaci na abaxiální straně.

V průběhu transformačních pokusů s rozdílným rostlinným mate-
riálem byly testovány různé doby přímé kokultivace (kultivace rostlin-
ného materiálu v suspensi Agrobacterium). U listových disků se jako 
nejvýhodnější jevila 15 až 20minutová doba kokultivace, stonkové 
segmenty hybridní osiky byly ponořeny do suspense A. tumefaciens 
na 30 minut.

Jedním z důležitých faktorů ovlivňujících úspěšnost transforma-
ce pomocí rodu Agrobacterium je výběr vhodných antibiotik pro eli-
minaci vektorových bakterií použitých při transformačním procesu. 
Eliminace infekčního agens (Agrobacterium) z transformovaných 
kultur je velmi důležitá, protože další přítomnost bakterií negativ-
ně ovlivňuje růst a vývoj transformovaných rostlin a může vést až 
k úhynu kultur.

Jako nejúčinnější pro supresi použitých bakterií se jevilo použití 
antibiotika timentinu (účinné látky ticarcillin a kyselina klavulanová) 
v koncentraci 2 500 mg.l-1 po dobu 10 minut u listových disků hybrid-
ní osiky, u stonkových segmentů hybridní osiky se osvědčilo zvýše-
ní koncentrace timentinu (3 500 mg.l-1) po dobu 30 minut. Poté byly 
listové disky i stonkové segmenty přesazeny na čerstvé MS médium 
s různými koncentracemi antibiotik. V případě listových disků 
se osvědčila výchozí kombinace augmentinu v koncentraci 500 mg.l-1 
a timentinu 1 000 mg.l-1, u stonkových segmentů byla vhodná zvýšená 
koncentrace augmentinu (1 000 mg.l-1) v kombinaci s 1 000 mg.l-1 
timentinu. Tyto výsledky korespondují s pracemi CONFALONIERIHO, 
BALESTRAZZIHO a BISOFFIHO (1994) a WANGA, TUSKANA a TSCHA-

PLINSKEHO (1994), kteří získali nejlepší výsledky po ponoření výcho-
zího rostlinného materiálu do bakteriální suspenze v časovém intervalu 
20 minut až 4 hodin a poté provedli kokultivaci v délce od 24 do 
72 hodin v tekutém nebo polotuhém regeneračním médiu obsahují-
cím fytohormony, jako 6-benzylaminopurin (BAP), 2,4-dichlor-
fenoxyoctovou kyselinu (2,4 D), α-naftyloctovou kyselinu (NAA) 
nebo thidiazuron (TDZ). Naopak někteří autoři dosáhli vyšší 
frekvence transformace při počáteční kultivaci explantátů v délce
 2 až 14 dnů na médiu bez selekční látky a následném přenesení 
transformantů na selekční médium (CHAREST, STEWART, BUDIC-

KY 1992, WANG, TUSKAN, TSCHAPLINSKI 1994, DINUS, STEPHENS, 
CHANG 1995, TUOMINEN et al. 1995). Zvýšení frekvence úspěš-
nosti transformace uvádějí DE BLOCK (1990), LEPLÉ et al. (1992), 
CONFALONIERI, BALESTRAZZI, BISOFFI (1994), SCHWARTZEN-

Pracovní označení 
konstruktu/Construct

Označení kmene 
A. t./Stem

Rezistence bakterií/
Resistance of bacteria

Typ promotoru/
Type of promoter

Plazmid/
Plasmid

148 4404-Z4.2 Kn CaMV 35S pBI 121

149 4404-A4 Kn
NOS (pro nopalinsyntázu/

for nopalisynthase))
pJPP1

150 4404-A1 Kn
MAN (pro manopinsyntázu/

for mannopinsynthase) 
pJPP4

151 4404-Z61 Kn
RbcS – Rubisco, genu pro malou podjednotku 
ribulózo-bisfosfátkarboxylázy/gen for small 

subunit ribulosebiphosphate carboxylase
pBI 131

Tab. 1.
Popis konstruktů Agrobacterium tumefaciens
Description of constructs Agrobacterium tumefaciens
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BERG et al. (1994), TSAI, PODILA, CHIANG (1994), CONFALONIE-

RI et al. (1995) při přenosu explantátů na světlo po dekontami-
naci pomocí cefotaximu (250 - 500 mg·l-1) a/nebo karbenicilinu 
(250 - 500 mg.l-1), dále v případě prodloužení doby infekce bakterie-
mi rodu Agrobacterium či v případě kultivace výchozího rostlinné-
ho materiálu před vlastním transformačním procesem na indukčním 
médiu s obsahem BAP, 2,4-D, NAA nebo TDZ. 

V našich experimentech byly listové disky i stonkové segmen-
ty kultivovány při 25 °C a 24hodinové světelné periodě. Každých 
sedm dní byly přesázeny na čerstvé médium, ve kterém se postup-
ně snižovala koncentrace antibiotik [timentin 1 000 - 0 mg.l-1, aug-
mentin 500 (1 000) - 0 mg.l-1] a zároveň se zvyšovala koncentrace 
selekčního agens - antibiotika kanamycinu (z 0 na 100 mg.l-1). Jako 
nejúčinnější antibiotikum při transformačních pokusech byl vyhod-
nocen timentin nebo použití kombinace antibiotik timentinu a aug-
mentinu. LING et al. (1998) také vyhodnotili timentin v porovnání 
s karbenicilinem a cefotaximem jako nejvýhodnější z ekonomického 
hlediska i z hlediska vlivu na regeneraci transformovaných rostlin 
a na supresi bakteriální infekce. Timentin jako antibiotikum s nej-
vyšší účinností proti bakteriální infekci při transformaci Picea glau-
ca vyhodnotili i LE et al. (2001).

Výběr vhodného selekčního systému je další podmínkou úspěš-
né transformace. Pro rod Populus byly použity jako selekční mar-
kerové geny HPT (rezistence k hygromycinu), NPTII (rezistence 
ke kanamycinu), bar (rezistence k glufozinátu) a crs1-1 (rezistence 
k chlorsulfuronu). Nejčastěji používaný selekční systém je v případě 
transformací u rodu Populus založen na využití antibiotika kanamy-
cinu. Kanamycin již v koncentraci 10 mg.l-1 inhiboval regeneraci 
u explantátových kultur netransformovaných hybridů topolů (P. alba 
x P. grandidentata) (CHUNG et al. 1989). CSEKE et al. (2007) porov-
návali účinnost selekčních systémů HPT (rezistence k hygromycinu) 
a NPTII (rezistence ke kanamycinu) při transformaci klíčních rostlin 
Populus tremuloides pomocí A. tumefaciens. Při inokulaci klíčních 
rostlin konstrukty s NPTII se tvořilo větší množství zelených kalusů 

a regenerovalo až 34 % výhonů, ale schopnost kořenit na selekčním 
médiu byla pozorována pouze u 50 % transformovaných výhonů, 
u konstruktů s HPT regenerovalo pouze 20 % výhonů, ale následně 
všechny transformované výhony kořenily na selekčním médiu. 

U pokusů s listovými disky hybridní osiky prováděných v naší 
laboratoři se vícevrcholové kultury o 20 – 40 výhonech vytvořily po 
čtvrté a páté pasáži (obr. 1, 2). U stonkových segmentů se vícevrcholo-
vé kultury o 2 – 10 výhonech začaly vytvářet po 3 – 4 pasážích (obr. 3, 
4). Procentické zastoupení regenerace u listových disků i stonkových 
segmentů v závislosti na použitém bakteriálním konstruktu udává 
tabulka 2, ve které je též uvedeno procentické zastoupení rostoucích 
transgenních rostlin osiky z listových segmentů při dlouhodobé kul-
tivaci. 

V průběhu dlouhodobé kultivace docházelo k postupnému 
snížení exprese markerového genu u transformovaných kultur, což 
mohlo mít dva hlavní důvody. Prvním důvodem mohly být mole-
kulární změny na T-DNA integrované do rostlinného genomu, jako 
jsou methylace, spontánní bodové mutace, chromozomální aberace 
zasahující oblasti s integrovanou T-DNA, apod. Druhým důvodem 
mohl být v případě hybridní osiky chimérizmus vzniklých výhonů, 
v tomto případě tedy skutečnost, že výhony byly složeny z transfor-
movaných i netransformovaných buněk. Při multiplikaci tedy může 
vzniknout výhon obsahující převážně či pouze netransformované 
buňky. Protože při pozdějších pasážích už nebyla na čerstvé médium 
přenášena celá kultura, mohlo dojít k náhodné eliminaci transformo-
vaných sektorů.

Počty transgenních kultur hybridní osiky, z nichž každá byla 
získána regenerací z jednoho výchozího listového disku a násled-
ným pasážováním, se po dlouhodobé kultivaci pro jednotlivé použité 
konstrukty výrazně lišily. Vzhledem k tomu, že pro transformaci 
byly použity rostliny jednoho klonu (rostliny geneticky shodné), 
byly pozorované rozdíly způsobeny rozdílnou účinností transforma-
ce různými konstrukty. 

Obr. 1.
Regenerace výhonů z listových disků hybridní osiky s konstruk-
tem A. tumefaciens 149
Shoot regeneration of leaf disc of hybrid aspen transformed by A. tumefa-
ciens construct no. 149

Obr. 2.
Regenerace listových disků hybridní osiky s konstruktem 
A. tumefaciens 151
Regeneration of leaf discs of hybrid aspen transformed by A. tumefa-
ciens construct no. 151
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Účinnost transformace je podmíněna také použitým kmenem 
bakterií Agrobacterium, obecně se projevuje vyšší účinnost u nopa-
linových typů v porovnání s oktopinovými typy A. tumefaciens. 
Většina transgenních rostlin rodu Populus byla získaná pomocí 
nopalinového typu Agrobacterium (HAN, GORDON, STRAUSS 1996). 
Nejvyšší transformační účinnost projevily kmeny A. tumefaciens 
C58, A281, EHA101 a LBA4404, které lze obecně označit jako nej-
vhodnější pro transformaci většiny druhů rodu Populus (DE BLOCK 
1990, BRASILEIRO et al. 1991, 1992, KLOPFENSTEIN et al. 1991, 1993, 
1997, LEPLÉ et al. 1992, 1995, NILSSON et al. 1992, CONFALONIE-

RI, BALESTRAZZI, BISOFFI 1994, HOWE, GOLFARB, STRAUSS 1994, 
KAJITA et al. 1994, SCHWARTZENBERG et al. 1994, TUOMINEN et al. 
1995, EBINUMA et al. 1992). V našich pokusech byl použit kmen 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 a jako nejúčinnější ve vztahu 
k počtu získaných kultur se jevily konstrukty 148 (35S) a 151 (rbcS) 
(viz tab. 1). Stejné konstrukty se ukázaly jako nejúčinnější i u ston-
kových segmentů hybridní osiky a regenerační schopnost explantátů 
se v tomto případě zdála být vyšší.

Pro hodnocení úspěšnosti genetické transformace lze využít 
mnoho metod. Růst transformované rostliny na půdě obsahující 
selekční látky (např. kanamycin) je možné považovat za předběž-
né potvrzení, že došlo ke vnesení požadovaného genu. Pro detekci 
transformovaných jedinců se využívá např. fl uorimetrická metoda 
pro stanovení aktivity enzymu GUS (JEFFERSON 1987). Prokázání 
GUS aktivity je možné i histochemickou GUS analýzou (VITHA 

et al. 1999). Nejvyšší výpovědní hodnotu ale mají detekční metody 
založené na DNA/DNA hybridizaci a analýzách DNA. Fyzickou pří-
tomnost transgenů a jejich počet kopií v rostlinném genomu je mož-
né ověřovat např. Southernovou hybridizací nebo technikami PCR. 
Jako příklad užívaných molekulárních metod pro detekci transgenů 
u rodu Populus lze uvést RFLP, RAPD, AFLP, STS a mikrosatelity 
(CONFALONIERI et al. 2003).

V našich pokusech byl jako reportérový gen pro transformaci 
hybridní osiky použit GUS gen. Aktivita jím kódovaného enzy-
mu β-glukoronidázy byla zjišťována v kulturách hybridní osiky 
transformované vektory nesoucími konstrukty s geny GUS a NPTII 

Použitý konstrukt A. t./
Used construct

Regenerace u listových disků 
po 5. pasáži/

Regeneration of leaf discs after 
the 5th passage [%]

Regenerace po dlouhodobé kulti-
vaci u listových segmentů/

Regeneration after long-term 
cultivation of leaf segments [%]

Regenerace u stonkových 
segmentů po 3. pasáži/

Regeneration of stem segments 
after the 3rd passage [%]

148 47 27 68
149 32 5 26
150 30 4 45
151 52 23 50

Kontrola/Control 1,5 0 0

Tab. 2.
Regenerace výhonů hybridní osiky v závislosti na použitém typu explantátů a bakteriálním konstruktu
Regeneration of hybrid aspen shoots in dependence on explant type and bacterial construct

Obr. 3.
Regenerace stonkových segmentů hybridní osiky s konstruktem 
A. tumefaciens 148 
Regeneration of stem segment of hybrid aspen transformed by A. tumefa-
ciens construct no. 148

Obr. 4.
Regenerace stonkových segmentů hybridní osiky s konstruktem 
A. tumefaciens  151
Regeneration of stem segment of hybrid aspen transformed by A. tumefa-
ciens construct no. 151
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a promotory 35S (148) a rbcS (151) pomocí fl uorimetrické metody 
podle modifi kace VITHA et al. (1991). Nejvyšší exprese genu GUS 
byla zjištěna v transformovaných explantátech, modifi kovaných 
vektorem, v nichž je příslušný gen pod kontrolou vysoce účinné-
ho promotoru 35S. V explantátových kulturách s rbcS (151) bylo 
nalezeno nejvíce GUS-pozitivních výhonů, ale maximální hodnota 
stanovení GUS-aktivity byla výrazně nižší než u explantátů s 35S 
promotorem (148). Variabilita GUS-aktivity u netransformovaných 
kontrol je tvořena vždy více než z 50 % rozdíly mezi jednotlivými 
výhony, z menší části pak rozdíly mezi jednotlivými kulturami. 
U transformovaných osik je tento poměr obrácený, což znamená, 
že jsou si z hlediska exprese transgenu podobnější výhony z jedné 
kultury než kultury transformované stejným vektorem mezi sebou. 
To svědčí o různé účinnosti přenosu konstruktu do jednotlivých 
buněk výchozího rostlinného materiálu.

Pomocí metody PCR byla u kultur hybridní osiky transformo-
vané vektorem nesoucím konstrukt s genem GUS a NPTII a pro-
motor 35S (148) prokázána přítomnost transgenu GUS. 

ZÁVĚR

Standardizace regeneračního systému, metod přenosu modelo-
vých genů a zjištění vhodných promotorů k zabezpečení spolehlivé 
exprese vložených transgenů jsou předpokladem pro další výzkum, 
který naváže na dosažené výsledky a umožní cílené zavádění žáda-
ných vlastností do genomu studovaných dřevin. Dosažené výsledky 
budou dále použity ve výzkumu možnosti přenosu konkrétních genů 
s požadovanými vlastnostmi, jako je např. zvýšení fytoremediačních 
schopností.

Užití geneticky modifi kovaných dřevin v blízké budoucnosti 
výrazně přispěje ke snižování zátěže životního prostředí, ať již jde 
o navození rezistence vůči patogenům a pesticidům, o zkvalitnění 
technologických vlastností stromů (snížení stupně lignifi kace, zlep-
šení kvality podílu a proporcionality užitných částí), lepší využití 
živin a zvýšení produkčního indexu lesa, napomůže i při zdokonalení 
odstraňování toxických látek z prostředí (fytoremediace). Aktuál-
ní stav, možné perspektivy a směry rozvoje genových manipulací 
u dřevin shrnuje řada přehledů, kde lze nalézt podrobnější informace 
o jednotlivých otázkách (JOUANIN et al. 1993, STOMP 1994, STRAUSS 

et al. 1995, DEAN et al. 1997, STRAUSS, KNOWE, JENKINS 1997, 
WHETTEN, MACKAY, SEDEROFF 1998, HERSCHBACH, KOPRIVA 2002, 
TANG, NEWTON 2003, GIRI, SHYAMKUMAR, ANJANEYULU 2004). 
U dřevin jsou již rozpracovány další progresivní techniky manipula-
ce genomu, např. potlačení funkce genu a jeho produktů na základě 
kosuprese (DWIVEDI et al. 1994, BAUCHER et al. 1996). Jde zejmé-
na o práce zaměřené na zlepšení technologických vlastností dřeva, 
např. snížení lignifi kace pletiv pro výrobu celulózy a papíru nebo 
změny zbarvení dřeva. 

Poděkování:
Příspěvek vznikl v rámci projektu MŠMT č. 2B06187 a výzkum-

ného záměru MZe č. 0002070202.
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Transformation of hybrid aspen by means of Agrobacterium tumefaciens

Summary

Research aim of this work was to verify the possibility of genetic transformation of the hybrid aspen (Populus tremula x P. tremuloides) 
by a bacterial vector Agrobacterium tumefaciens. Stem segments and leaves discs of the hybrid aspen clone no. 5 from FGMRI Gene Bank 
were used for transformation experiments by the modifi ed transformation method (MALÁ, MICHALOVÁ 1993) by means of A. tumefaciens 
LBA4404 using different gene constructs with four types of promoters:

148 – comprising the reporter gene GUS controlled by 35S promoter 
149 – comprising the reporter gene GUS controlled by NOS (nopalinsynthase) promoter 
150 – comprising the reporter gene GUS controlled by MAN (mannopinsynthase) promoter 
151 – comprising the reporter gene GUS controlled by the rbcS (ribulosebiphosphate carboxylase) promoter 
These constructs code for a resistance of transformants to kanamycin. Several factors should be considered to improve transformation 

effi ciency such as Agrobacterium strain, selectable marker system, using a suitable antibiotic for suppression of Agrobacterium tumefaciens 
in genetic transformation. 

As controls for each construct 30-35 leaf discs or stem segments from aseptic cultures of the hybrid aspen and 10 other ones were used. 
Plant material was immersed into the suspension of A. tumefaciens in MS medium (108 ml-1) and cultured in MS medium (1.0 mg.l-1 BAP; 
0.1 mg.l-1 IBA). After two days the segments were transferred onto fresh medium with the same concentration of phytohormones, but with 
different contents of augmentin or timentin, and with kanamycin. The cultures were transferred onto media with gradually decreasing concen-
trations of augmentin and/or timentin, and increasing concentrations of kanamycin every seven days. Timentin showed to be of the highest 
effi ciency for suppression of A. tumefaciens. The 148 (35S) and 151 (rbcS) constructs were proved as the most successful for the transfer 
of genetic information in a plant model system used. 

Formation and growth of transformed adventitious shoots on kanamycin-containing media showed their possible resistance to kanamycin. 
Evaluation of transformants was performed by histochemical assay of GUS activity or by polymerase chain reaction (PCR) test. Histo-
chemical assay was performed according to JEFFERSON (1987) in modifi cation of VITHA et al. (1991). It could be concluded that the highest 
expression of gene GUS was in transformed shoots of hybrid aspen gene construct 148 (35S). PCR revealed the presence of a fragment 
of the GUS gene in the genomic DNA of the transformed aspen shoots by gene construct 148 (35S).

Recenzováno


