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TRANSFORMACE HYBRIDNi OSIKY POMOCi AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Transformation of hybrid aspen by means of Agrobacterium tumefaciens

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

genetic transformation by Agrobacterium tumefaciens. Transformed shoots were obtained using four agrobacterial constructs bearing uidA
(GUS) gene governed by various promoters. Presence of nptll and GUS genes in transgenic tissues and plants was verified using the polymerase

chain reaction.
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uvoD

Topol osika (Populus tremula) je velmi nenaro¢na dievina na kli-
matické podminky i kvalitu pidy. Vyslechténé klony osiky a vytvorené
syntetické populace jsou velmi perspektivni pro vysadby na zemédél-
skych pudach (lignikultury), ale i na imisnich holinach, ptipadné¢ kon-
taminovanych stanovistich (MOTTL, STERBA 1988, JOACHIM 1991).

Rod Populus se pro své vlastnosti stal oblibenym modelem
pro genetické inzenyrstvi predevsim pro svoji citlivost k infekei
bakteriemi z rodu Agrobacterium. Rostliny rodu Populus patfi totiz
do ptirozeného spektra hostiteld Agrobacterium, ptitomnost T-DNA
oblasti v pletivech hlizek a kotenti potvrdili ve svych studiich PAR-
SONS et al. (1986) a PyTHOUD et al. (1987). Topoly maji kratky vege-
tacni cyklus a rychle rostou. Topoly se navic vyznacuji také dob-
rou regeneracni schopnosti v kulturach in vitro, malou velikosti
genomu (450 — 550 Mbp) a jiz zpracovanymi kvalitnimi geneticky-
mi mapami. Napiiklad v posledni dob¢ byla u druhu Populus tricho-
carpa zkompletovana uplna databaze genomu (TUSKAN et al. 2006).

Pteneseni dalSich vyznamnych vlastnosti do genomu osiky, jako
je napf. odolnost vuci salinité, suchu nebo zvySeni remediacnich
schopnosti by rozsitilo vyuziti této dfeviny v aridnich oblastech
a na kontaminovanych pidach. Cilem nasi prace bylo ovétit moznost
transformace vybraného hybridniho klonu osiky (Populus tremula
x P. tremuloides), ktery se vyznacuje nadprimérnym rdstem na pokus-
nych provenien¢nich plochach v Krusnych horach.

MATERIAL A METODA

Rostlinny material

Pro transformacni pokusy byl vybran mezidruhovy hybrid osiky
a kanadského topolu osikovitého (P. tremula x P. tremuloides), ktery
roste v klonovém archivu v Uherském Hradisti a na provenien¢nich
plochach v Krusnych horach. Tento klon je vedeny v explantatové
bance pod oznac¢enim OS-5. Zdrojem listi byla asepticky péstova-
na explantatova kultura na médiu MURASHIGE, SKOOG (1962) (MS)
s 0,2 mg.I"! cytokininu 6-benzylaminopurinu (BAP) a 0,1 mg.I'! auxinu
kyseliny p-indolylmaselné (IBA), glutaminu 10 mg.l"!, glycinu 2 mg.1"!,
sachar6ze 30 g.I"', agaru 6 g.1"!, pH 5,8. Kultivace vychoziho mate-
ridlu probihala v klimatizovanych podminkach pii 24 °C, bilém fluo-
rescenénim svétle (30 pmol.m™ .s') a 16hodinové fotoperiodé.

Pro transformace byly pouzity ¢tyfi bakteridlni kmeny Agroba-
cterium tumefaciens ziskané z Ustavu molekularni biologie rostlin
Akademie véd CR (UMBR AV CR). Tyto konstrukty nesou pracov-
ni oznaceni 148, 149, 150, 151. Konstrukty byly pivodné ziskany
z laboratoii Dundee Institute of Technology (Scotland) ve formée
plazmidt v E. coli HB101, jsou popsany v publikaci PHILLIPSE et al.
(1992). Plazmidy byly pouzity k transformaci 4. tumefaciens, kmene
LBA4404.

V ramci pokusi byly pro transformaci pouzity konstrukty se zabu-
dovanym genem pro neomycinfosfotransferdzu typu II (NPTII),
ktery u ptijemce navozuje rezistenci k antibiotiku kanamycinu (Kn)
a reportérovym genem uidA (GUS) pro syntézu b-glukuronidazy
(GUS). Strucny popis konstruktd je uveden v tabulce 1.

Metodika transformace

Stonkové segmenty o velikosti 4 - 6 mm a listové disky o pri-
méru 6 az 8 mm byly kultivovany 24 hodin na médiu MS s 1,0 mg.1"!
BAP a 0,1 mg.l"! IBA. Listové disky byly umistény adaxialni stra-
nou na zivné médium. Poté byl rostlinny material ponoien do sus-
pense bakterii Agrobacterium (proces kokultivace) a pienesen zpét
na puvodni médium. Nasledovala 48hodinova kultivace rostlinného
materidlu s A. tumefaciens, po které byly explantaty dvakrat pro-
myty v tekutém médiu MS. Dale nédsledovalo promyti v médiu
MS s rozdilnymi koncentracemi antibiotik a poté byl rostlinny mate-
rial pfesazen na agarové MS médium s obsahem BAP 1,0 mg.l",
IBA 0,1 mg.I" a s niz§im obsahem glutaminu (10 mg.1"") doplnéném
o antibiotika k eliminaci vektorovych bakterii, pouzitd v rozdilnych
koncentracich. Listové disky a stonkové segmenty byly kultivova-
ny pii 25 °C a 24hodinové svételné periode. V jednom experimen-
talnim cyklu bylo kultivovano cca 140 pokusnych listovych diska
nebo stonkovych segmentd a 10 diskli nebo stonkovych segmentt
kontrolnich. V rdmci pokust byly testovany dva druhy antibiotik
na supresi bakterialni infekce a to timentin a augmentin. Kazdych
sedm dni byly transformované explantaty piesazeny na cCerstvé
médium, ve kterém se postupné snizovala koncentrace antibiotik
(timentin 1 500 - 0 mg.l"!, augmentin 1 000 - 0 mg.l"") a zaroven
se zvySovala koncentrace selekéniho agens - antibiotika kanamycinu
(z 0 na 100 mg.1"").
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Tab. 1.
Popis konstrukt( Agrobacterium tumefaciens
Description of constructs Agrobacterium tumefaciens

Pracovni oznaceni Oznaceni kmene Rezistence bakterii/ Typ promotoru/ Plazmid/
konstruktu/Construct A. t./Stem Resistance of bacteria Type of promoter Plasmid
148 4404-74.2 Kn CaMV 358 pBI 121
N li 4
149 4404-Ad Kn OS (pro nopalinsyntézu/ pIPPI
for nopalisynthase))
150 4404-A 1 Kn MAN (pro maflopmsyntazu/ pIPP4
for mannopinsynthase)
RbcS — Rubisco, genu pro malou podjednotku
151 4404-261 Kn ribul6zo-bisfostatkarboxylazy/gen for small pBI 131
subunit ribulosebiphosphate carboxylase

Selekce transformanti

V prubéhu experimentd se pouzily dvé metody stanoveni pfi-
tomnosti markerového genu GUS v transformovanych dievinach
— metoda fluorometricka a metoda zalozena na polymerazové feté-
zové reakci (PCR).

Aktivita GUS byla méfena fluorometrickou metodou podle modi-
fikace VITHA et al. (1991). Pro zjisténi exprese transgenu GUS byly
z kazdé vicevrcholové kultury hybridni osiky ziskané regeneraci
z jednoho listového disku kokultivovaného s Agrobacterium tumefa-
ciens nahodné vybrany tfi vyhony, jejichz stfedni ¢ast byla pouzita
k analyze a apikalni ¢ast byla pfesazena na multiplikaéni médium
s kanamycinem. DNA z transformovanych rostlin byla izolovana
pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (Quiagen) a nasledné pouzita
k detekci transgenti na zakladé PCR metody a specifickych primera
(metoda podle RNDr. H. Niedermeirové, UMBR AV CR, personalni
sdéleni 2001).

VYSLEDKY A DISKUSE

Pro Gspésné zvladnuti transformacniho procesu je nutna detailné
propracovana technika regenerace in vitro transformovaného mate-
rialu. Pro transformaéni pokusy se jako vychozi material pouZziva-
ly explantatové kultury hybridni osiky OS-5 (juvenilni material)
a byla pouzita metoda nepiimé transformace pomoci 4. tumefaciens
(MALA, MICHALOVA 1993). Uspésnost transformace je ovliviiova-
na typem vychoziho explantatu, nejCastéji se vyuzivaji listy nebo
stonkové segmenty (internodia). U druhu P. tremuloides byla pozo-
rovana vyssi ucinnost bakterialni infekce na stonkovych segmentech
(KuBISIAK et al. 1993). Vyssi produkei transformovanych kalusi
u explantatt z internodii hybridni osiky P. tremula x P. alba pozoro-
vali i LEPLE et al. (1992).

V experimentech byly pouzity listové disky i stonkové segmenty
hybridni osiky. Pro indukci organogeneze u obou typt vychozich
explantati se osvéd¢ilo médium MS s vys$§im obsahem cytokininu
BAP (1 mg.1"), ale s niz§im obsahem glutaminu (10 mg.I""). Médium
se stejnym slozenim se osvédcilo také u indukce organogeneze
ze zimnich pupent dospélych jedinct hybridni osiky.

Listové disky byly umistény adaxialni stranou na zivné médium.
Regeneracni proces se nejvice projevil u bazalniho polu listového
disku, vzdy v blizkosti cévnich svazkd, ve vétsiné piipadd u hlavni
zilky. Oproti tomu CHUN (1990) pozoroval vys$si schopnost indukce
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adventivnich vyhont u listovych segmentt hybrida (P. alba x
P. grandidentata) pti kultivaci na abaxialni strané.

V prubéhu transformacnich pokust s rozdilnym rostlinnym mate-
rialem byly testovany riizné doby piimé kokultivace (kultivace rostlin-
ného materialu v suspensi Agrobacterium). U listovych disku se jako
nejvyhodnéjsi jevila 15 az 20minutova doba kokultivace, stonkové
segmenty hybridni osiky byly ponofeny do suspense A. tumefaciens
na 30 minut.

Jednim z dulezitych faktort ovliviiujicich uspésnost transforma-
ce pomoci rodu Agrobacterium je vybér vhodnych antibiotik pro eli-
minaci vektorovych bakterii pouzitych pfi transformac¢nim procesu.
Eliminace infekéniho agens (Agrobacterium) z transformovanych
kultur je velmi dulezita, protoze dalsi pfitomnost bakterii negativ-
n¢ ovliviiuje rist a vyvoj transformovanych rostlin a mize vést az
k thynu kultur.

Jako nejucinnéjsi pro supresi pouzitych bakterii se jevilo pouziti
antibiotika timentinu (u¢inné latky ticarcillin a kyselina klavulanova)
v koncentraci 2 500 mg.I"! po dobu 10 minut u listovych diskd hybrid-
ni osiky, u stonkovych segmentii hybridni osiky se osvédcilo zvyse-
ni koncentrace timentinu (3 500 mg.1"") po dobu 30 minut. Poté byly
listové disky i stonkové segmenty piesazeny na Cerstvé MS médium
s riznymi koncentracemi antibiotik. V pfipadé listovych diski
se osvédcila vychozi kombinace augmentinu v koncentraci 500 mg.1"!
a timentinu 1 000 mg.l"", u stonkovych segmenti byla vhodna zvysena
koncentrace augmentinu (I 000 mg.I'") v kombinaci s 1 000 mg.l"!
timentinu. Tyto vysledky koresponduji s pracemi CONFALONIERIHO,
BALESTRAZZIHO a BISOFFIHO (1994) a WANGA, TUSKANA a TSCHA-
PLINSKEHO (1994), ktefi ziskali nejlepsi vysledky po ponofeni vycho-
ziho rostlinného materialu do bakterialni suspenze v ¢asovém intervalu
20 minut az 4 hodin a poté provedli kokultivaci v délce od 24 do
72 hodin v tekutém nebo polotuhém regeneraénim médiu obsahuji-
cim fytohormony, jako 6-benzylaminopurin (BAP), 2,4-dichlor-
fenoxyoctovou kyselinu (2,4 D), a-naftyloctovou kyselinu (NAA)
nebo thidiazuron (TDZ). Naopak néktefi autofi dosahli vyssi
frekvence transformace pii pocateéni kultivaci explantatd v délce

2 az 14 dnd na médiu bez selekéni latky a nasledném pieneseni
transformantt na selekéni médium (CHAREST, STEWART, BUDIC-
KY 1992, WANG, TUSKAN, TSCHAPLINSKI 1994, DINUS, STEPHENS,
CHANG 1995, TUOMINEN et al. 1995). ZvySeni frekvence uspés-
nosti transformace uvadéji DE BLOCK (1990), LEPLE et al. (1992),
CONFALONIERI, BALESTRAZZI, BISOFFI (1994), SCHWARTZEN-
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Obr. 1.

Regenerace vyhon( z listovych diskd hybridni osiky s konstruk-
tem A. tumefaciens 149

Shoot regeneration of leaf disc of hybrid aspen transformed by 4. tumefa-
ciens construct no. 149

BERG et al. (1994), Tsal, PopiLA, CHIANG (1994), CONFALONIE-
RI et al. (1995) pii pfenosu explantatl na svétlo po dekontami-
naci pomoci cefotaximu (250 - 500 mgl') a/nebo karbenicilinu
(250 - 500 mg.I'"), dale v piipadé prodlouzeni doby infekce bakterie-
mi rodu Agrobacterium &i v piipadé kultivace vychoziho rostlinné-
ho materialu pied vlastnim transformacnim procesem na indukénim
médiu s obsahem BAP, 2,4-D, NAA nebo TDZ.

V nasich experimentech byly listové disky i stonkové segmen-
ty kultivovany pii 25 °C a 24hodinové svételné periodé. Kazdych
sedm dni byly pfesazeny na Cerstvé médium, ve kterém se postup-
né snizovala koncentrace antibiotik [timentin 1 000 - 0 mg.I"!, aug-
mentin 500 (1 000) - 0 mg.l"'] a zaroven se zvySovala koncentrace
selekéniho agens - antibiotika kanamycinu (z 0 na 100 mg.1"). Jako
nejucinnéjsi antibiotikum pfi transformacnich pokusech byl vyhod-
nocen timentin nebo pouziti kombinace antibiotik timentinu a aug-
mentinu. LING et al. (1998) také vyhodnotili timentin v porovnani
s karbenicilinem a cefotaximem jako nejvyhodnéjsi z ekonomického
hlediska i z hlediska vlivu na regeneraci transformovanych rostlin
a na supresi bakterialni infekce. Timentin jako antibiotikum s nej-
vy$$i uéinnosti proti bakterialni infekci pti transformaci Picea glau-
ca vyhodnotili i LE et al. (2001).

Vybér vhodného selekéniho systému je dal§i podminkou uspés-
né transformace. Pro rod Populus byly pouzity jako selekéni mar-
kerové geny HPT (rezistence k hygromycinu), NPTII (rezistence
ke kanamycinu), bar (rezistence k glufozinatu) a crs1 (rezistence
k chlorsulfuronu). Nejéastéji pouzivany selekéni systém je v ptipadé
transformaci u rodu Populus zalozen na vyuziti antibiotika kanamy-
cinu. Kanamycin jiz v koncentraci 10 mg.1"! inhiboval regeneraci
u explantatovych kultur netransformovanych hybrida topolt (P. alba
x P. grandidentata) (CHUNG et al. 1989). CSEKE et al. (2007) porov-
navali uéinnost selek¢nich systémt HPT (rezistence k hygromycinu)
a NPTII (rezistence ke kanamycinu) pfi transformaci kli¢nich rostlin
Populus tremuloides pomoci A. tumefaciens. Pti inokulaci kliénich
rostlin konstrukty s NPTII se tvofilo vétsi mnozstvi zelenych kalust

Obr. 2.

Regenerace listovych disk( hybridni osiky s konstruktem
A. tumefaciens 151

Regeneration of leaf discs of hybrid aspen transformed by A. tumefa-
ciens construct no. 151

a regenerovalo az 34 % vyhoni, ale schopnost kofenit na selekénim
médiu byla pozorovana pouze u 50 % transformovanych vyhon,
u konstrukti s HPT regenerovalo pouze 20 % vyhontl, ale nasledné
v§echny transformované vyhony kofenily na selekénim médiu.

U pokust s listovymi disky hybridni osiky provadénych v nasi
laboratofi se vicevrcholové kultury o 20 — 40 vyhonech vytvotily po
Ctvrté a paté pasazi (obr. 1, 2). U stonkovych segmentt se vicevrcholo-
vé kultury o 2 — 10 vyhonech zacdaly vytvaret po 3 — 4 pasazich (obr. 3,
4). Procentické zastoupeni regenerace u listovych diski i stonkovych
segmentll v zavislosti na pouZzitém bakteridlnim konstruktu udava
tabulka 2, ve které je téz uvedeno procentické zastoupeni rostoucich
transgennich rostlin osiky z listovych segmenti pti dlouhodobé kul-
tivaci.

V pribéhu dlouhodobé kultivace dochazelo k postupnému
snizeni exprese markerového genu u transformovanych kultur, coz
mohlo mit dva hlavni divody. Prvnim divodem mohly byt mole-
kularni zmény na T-DNA integrované do rostlinného genomu, jako
jsou methylace, spontanni bodové mutace, chromozomalni aberace
zasahujici oblasti s integrovanou T-DNA, apod. Druhym divodem
mohl byt v pfipadé hybridni osiky chimérizmus vzniklych vyhont,
v tomto ptipadé tedy skute¢nost, ze vyhony byly slozeny z transfor-
movanych i netransformovanych bunék. Pfi multiplikaci tedy muze
vzniknout vyhon obsahujici pfevazné ¢i pouze netransformované
buniky. ProtoZe pii pozdéjsich pasazich uz nebyla na Cerstvé médium
prenasena cela kultura, mohlo dojit k nahodné eliminaci transformo-
vanych sektort.

Poéty transgennich kultur hybridni osiky, z nichz kazda byla
ziskana regeneraci z jednoho vychoziho listového disku a nasled-
nym pasazovanim, se po dlouhodobé kultivaci pro jednotlivé pouzité
konstrukty vyrazné lisily. Vzhledem k tomu, Ze pro transformaci
byly pouzity rostliny jednoho klonu (rostliny geneticky shodné),
byly pozorované rozdily zptisobeny rozdilnou uéinnosti transforma-
ce ruznymi konstrukty.
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Tab. 2.

Regenerace vyhonu hybridni osiky v zavislosti na pouzitém typu explantatd a bakterialnim konstruktu
Regeneration of hybrid aspen shoots in dependence on explant type and bacterial construct

Regenerace u listovych diski
po 5. pasazi/
Regeneration of leaf discs after
the 5th passage [%]

Pouzity konstrukt A. t./
Used construct

Regenerace po dlouhodobé kulti-
vaci u listovych segmenti/
Regeneration after long-term
cultivation of leaf segments [%]

Regenerace u stonkovych
segmentu po 3. pasazi/
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

Obr. 3.

Regenerace stonkovych segmentd hybridni osiky s konstruktem
A. tumefaciens 148

Regeneration of stem segment of hybrid aspen transformed by 4. tumefa-
ciens construct no. 148

Utinnost transformace je podminéna také pouzitym kmenem
bakterii Agrobacterium, obecné se projevuje vyssi uc¢innost u nopa-
linovych typu v porovnani s oktopinovymi typy A. tumefaciens.
VétSina transgennich rostlin rodu Populus byla ziskana pomoci
nopalinového typu Agrobacterium (HAN, GORDON, STRAUSS 1996).
Nejvyssi transformaéni G¢innost projevily kmeny A. tumefaciens
C58,A281, EHA101 a LBA4404, které lze obecné oznadit jako nej-
vhodnéjsi pro transformaci vétSiny druht rodu Populus (DE BLOCK
1990, BRASILEIRO et al. 1991, 1992, KLOPFENSTEIN et al. 1991, 1993,
1997, LEPLE et al. 1992, 1995, NILSSON et al. 1992, CONFALONIE-
RI, BALESTRAZZI, BISOFFI 1994, HOWE, GOLFARB, STRAUSS 1994,
KAnNTA et al. 1994, SCHWARTZENBERG et al. 1994, TUOMINEN et al.
1995, EBINUMA et al. 1992). V nasich pokusech byl pouzit kmen
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 a jako nejucinnéjsi ve vztahu
k poctu ziskanych kultur se jevily konstrukty 148 (35S) a 151 (rbcS)
(viz tab. 1). Stejné konstrukty se ukazaly jako nejucinngjsi i u ston-
kovych segmentt hybridni osiky a regeneracni schopnost explantatt
se v tomto piipadé zdala byt vyssi.
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Obr. 4.

Regenerace stonkovych segmentd hybridni osiky s konstruktem
A. tumefaciens 151

Regeneration of stem segment of hybrid aspen transformed by 4. tumefa-
ciens construct no. 151

Pro hodnoceni uspésnosti genetické transformace lze vyuzit
mnoho metod. Rist transformované rostliny na pudé obsahujici
selekéni latky (napi. kanamycin) je mozné povazovat za piedbéz-
né potvrzeni, ze doslo ke vneseni pozadovaného genu. Pro detekci
transformovanych jedinct se vyuziva napf. fluorimetricka metoda
pro stanoveni aktivity enzymu GUS (JEFFERSON 1987). Prokazani
GUS aktivity je mozné i histochemickou GUS analyzou (VITHA
et al. 1999). Nejvyssi vypoveédni hodnotu ale maji detekéni metody
zalozené na DNA/DNA hybridizaci a analyzach DNA. Fyzickou pfi-
tomnost transgent a jejich pocet kopii v rostlinném genomu je moz-
né ovéfovat napf. Southernovou hybridizaci nebo technikami PCR.
Jako ptiklad uzivanych molekularnich metod pro detekci transgent
u rodu Populus 1ze uvést RFLP, RAPD, AFLP, STS a mikrosatelity
(CONFALONIERI et al. 2003).

V nasich pokusech byl jako reportérovy gen pro transformaci
hybridni osiky pouzit GUS gen. Aktivita jim kodovaného enzy-
mu B-glukoronidazy byla zjistovana v kulturach hybridni osiky
transformované vektory nesoucimi konstrukty s geny GUS a NPTII
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a promotory 35S (148) a rbcS (151) pomoci fluorimetrické metody
podle modifikace VITHA et al. (1991). Nejvyssi exprese genu GUS
byla zjisténa v transformovanych explantatech, modifikovanych
vektorem, v nichz je ptislusny gen pod kontrolou vysoce ucinné-
ho promotoru 35S. V explantatovych kulturach s rbeS (151) bylo
nalezeno nejvice GUS-pozitivnich vyhont, ale maximalni hodnota
stanoveni GUS-aktivity byla vyrazné nizsi nez u explantati s 35S
promotorem (148). Variabilita GUS-aktivity u netransformovanych
kontrol je tvofena vzdy vice nez z 50 % rozdily mezi jednotlivymi
vyhony, z mensi ¢asti pak rozdily mezi jednotlivymi kulturami.
U transformovanych osik je tento pomér obraceny, coz znamena,
ze jsou si z hlediska exprese transgenu podobnéjsi vyhony z jedné
kultury nez kultury transformované stejnym vektorem mezi sebou.
To sveéd¢i o rtizné ucinnosti prenosu konstruktu do jednotlivych
bunék vychoziho rostlinného materialu.

Pomoci metody PCR byla u kultur hybridni osiky transformo-
vané vektorem nesoucim konstrukt s genem GUS a NPTII a pro-
motor 35S (148) prokazana pfitomnost transgenu GUS.

ZAVER

Standardizace regeneracniho systému, metod pienosu modelo-
vych gent a zjisténi vhodnych promotort k zabezpeceni spolehlivé
exprese vlozenych transgent jsou pfedpokladem pro dalsi vyzkum,
ktery navaze na dosazené vysledky a umozni cilené zavadeéni zada-
nych vlastnosti do genomu studovanych dievin. Dosazené vysledky
budou dale pouzity ve vyzkumu moznosti pfenosu konkrétnich genti
s pozadovanymi vlastnostmi, jako je napf. zvySeni fytoremediacnich
schopnosti.

Uziti geneticky modifikovanych dievin v blizké budoucnosti
vyrazné prispéje ke snizovani zatéze zivotniho prostiedi, at’ jiz jde
o navozeni rezistence vici patogentim a pesticidim, o zkvalitnéni
technologickych vlastnosti stromt (snizeni stupné lignifikace, zlep-
Seni kvality podilu a proporcionality uzitnych casti), lepsi vyuziti
zivin a zvySeni produkéniho indexu lesa, napomtize i pfi zdokonaleni
odstranovani toxickych latek z prostredi (fytoremediace). Aktual-
ni stav, mozné perspektivy a sméry rozvoje genovych manipulaci
u dfevin shrnuje fada piehledd, kde 1ze nalézt podrobnéjsi informace
o jednotlivych otazkach (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 dfevin jsou jiz rozpracovany dalsi progresivni techniky manipula-
ce genomu, napi. potlaceni funkce genu a jeho produktti na zakladé
kosuprese (DWIVEDI et al. 1994, BAUCHER et al. 1996). Jde zejmé-
na o prace zaméfené na zlepseni technologickych vlastnosti dfeva,
napf. snizeni lignifikace pletiv pro vyrobu celulézy a papiru nebo
zmény zbarveni dfeva.

Podékovani:
Piispévek vznikl v ramei projektu MSMT ¢&. 2B06187 a vyzkum-
ného zaméru MZe ¢. 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 modified transformation method (MALA, MICHALOVA 1993) by means of 4. tumefaciens
LBAA4404 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 rbeS (ribulosebiphosphate carboxylase) promoter

These constructs code for a resistance of transformants to kanamycin. Several factors should be considered to improve transformation
efficiency 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 4. fumefaciens in MS medium (108 ml') and cultured in MS medium (1.0 mg.I"'! BAP;
0.1 mg.I' 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
efficiency 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 modification 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).

Recenzovano

ZPRAVY LESNICKEHO VYZKUMU, SVAZEK 52, CiSLO 4/2007




