ZPRAVY LESNICKEHO VYZKUMU, 58, 2013 (3): 250-254

TRANSFORMACE SMRKU ZTEPILEHO (PICEA ABIES (L.) KARST.)
TRANSFORMATION OF NORWAY SPRUCE (PICEA ABIES (L.) KARST.)

JANA MALAY - PavLiNA MAcHOVA") - HELENA CVRCKOVA") - DANIELA PAVINGEROVA?) - JOSEF VLASAK?)
) Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v .i., Strnady
2) Biologické centrum AV CR, v. v. i., Ceské Budéjovice

ABSTRACT

Norway spruce is one of the most widespread tree species in Europe, where it plays an important role in forest ecosystems and has a broad
economic use. Nevertheless, damage caused by bark beetles (Scolytidae) entails significant economic losses. The production of transgenic trees
with increased insect resistance is one of the possibilities, which can solve this problem. The possibility of transformation of Norway spruce
using modified cry3A (TOX) gene was verified and described in the article. The original vectors carrying TOX genes with increased expression
in Norway spruce and increased specific toxicity in bark beetles were prepared for the transformation (VLASAK et al. 2012). Stable transgenic
embryogenic tissue was obtained by transformation by Agrobacterium tumefaciens with the selective nptII gene and with original constructed
TOX gene. In all embyogenic cell lines well-growing in selective medium supplied by 100 mg.l"! kanamycin the stability of transgene integration
was verified by Southern blot analysis. Stable transformed lines are stored in proliferative stage in the Forestry and Game Management Research

Institute (FGMRI), Czech Republic under contained use conditions.
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Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst) je nasi nejproduktivnéjsi a nejcas-
téji vysazovanou dfevinou. Jeho porosty jsou ale stdle ¢astéji masivné
napadany nékolika druhy lykoZrouttl, mnohdy az v kalamitnim rozsa-
hu (ZAHRADNIK, KNTZEK 2000). Vyslechténi vhodnych produktivnich
a rezistentnich odraid smrku lze dosahnout v dohledné dobé pouze
vyuzitim metod genetického inZenyrstvi, kterymi lze ziskat kultiva-
ry smrku, produkujici latky specificky toxické pro lykozrouty. Jednou
z moznosti je transformovat smrk cry-genem pochdazejicim z baktérie
Bacillus thuringiensis. Tento gen ¥idi produkei toxického proteinu,
ktery s velkou t¢innosti a specifitou ni¢i Zzravy hmyz. Pro obratlov-
ce a jiné zivocichy je cry-protein naprosto neskodny, o ¢emz svéd-
¢i mnohaleta zku$enost s aplikaci tunovych mnozstvi bakteridlnich
spor v zemédélstvi (insekticidni preparaty jako Bathurin apod.). Pro
hmyz, ktery nekonzumuje preparat, je také neskodny, protoze kon-
taktni ptisobeni neni zadné; u specifickych cry-proteinti se da vyloudit
i toxicita na jiny zravy hmyz. Pfima aplikace insekticidnich preparatt
z Bacillus thuringiensis proti kirovci je neudinnd, protoZe insekticid
zlstava na povrchu rostlin a Zir larev je pod kiirou (NovoTNY, TUR-
CANI 2000). Pomoci genetické transformace by bylo mozné navodit
produkci jedovatého proteinu pfimo v lyku smrku. Stejny postup byl
s uspéchem pouzit u mnoha kulturnich plodin. V sou¢asné dobé jsou
ve svété produkovany a konzumovany miliony tun kukufice, séji a ji-
nych plodin transformovanych genem pro produkci cry-proteinu.
Tyto plodiny vykazuji vysokou resistenci k hmyzim $kadctim pii za-
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chovani v8ech dalsich uzitnych vlastnosti (MACRAE et al. 2005). Diky
integrovanému cry-genu se ve velkém uz péstuji i topoly odolné proti
zravym mandelinkdm a jejich plantaZe nepredstavuji vétsi ekologic-
kou z4téZ ne? jiné plantdZe stromi péstovanych na dfevo (LEPLE et
al. 2000).

Takto transformované linie smrku ztepilého v$ak nebyly dosud
pripraveny. Pro transformaci nelze pouzit znamé cry-geny, protoze
ty jsou upraveny pro jiné cilové rostliny a jejich exprese v naho-
semenné rostliné by byla pravdépodobné velmi slabd. Kromé toho
se pouzivaji jen geny pro cry-proteiny piisobici na motyly a z brouku
na mandelinky, jejichZ Gc¢innost na lykozrouta je spornd. Navic jsou
vechny patentovany, takze by pozdéjsi praktické vyuziti vysledka
vyzkumu bylo problematické. Bylo tedy nutné provést a otestovat
rozsahlé dpravy sekvence cry-genu, jak z hlediska exprese ve smr-
ku, tak pro zvy$eni specifické toxicity na lykozrouty (VLASAK et
al. 2012). Upraveny cry3A (TOX) gen byl pouzit k transformaci
embryogenniho pletiva smrku ztepilého pomoci Agrobacterium tu-
mefaciens. Jednd se o nejcastéji uzivanou metodu transformace rost-
lin, kterd vyuziva prirozené schopnosti piidni baktérie Agrobacteri-
um prendset s velkou udinnosti ¢ast svého Ti plasmidu, tzv. ,T-DNA®
omezenou ,hranicemi®, do rostlinného genomu. Ptenos je v zdsadé
trvaly a spociva v integraci prenaSeného useku do ndhodnych mist
genomu. Cilem prace bylo ovétit moZnost transformace embryogen-
niho pletiva smrku ztepilého modifikovanym cry-genem toxickym
pro karovcovité.
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MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material a transformacni proces

Embryogenni buné¢né linie smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)
byly odvozeny ve Vyzkumném ustavu lesniho hospodafstvi a mysli-
vosti, v. v. i. (MALA 1991; MALA et al. 1995). Embryogenni pletiva
byla kultivovana na prolifera¢nim modifikovaném E médiu (GUPTa,
DurzaN 1986) doplnéném o 0,2 mgl' BAP, 1 mgl' 2,4-D, 0,5 mg.l!
kinetinu, 400 mg.I"' glutaminu a hydrolyzatu kaseinu, 2 mg.l"! glycinu,
20 g1 sacharézy a 2 g1 gelritu. Kultury byly udrzovany ve tmé pii
23 °C. Pro transformaci smrku byla modifikovana metoda transforma-
ce embryogenniho pletiva podle KLIMASZEWSKE et al. (2001). Trans-
formace embryogennich bunéénych linii smrku ztepilého byla prove-
dena pomoci kmenti Agrobacterium tumefaciens LBA4404 a EHA105,
obsahujicich bindrni vektory s nptII selektovatelnym genem a zkon-
struovanymi syntetickymi cry3A (TOX) geny (3811, 3812, 3813, 3814
a 3815) (tab. 1). Pfes noc kultivovana suspenzni kultura A. tumefaciens
byla peletovana centrifugaci, suspendovana v 10 mM MgSO, na optic-
kou densitu OD; 0,9, k cemuz byl ptiddn sterilni roztok acetosyrin-
gonu (AS) do vysledné koncentrace 50mM AS. K 10ml takto pfipra-
vené suspenze bylo pfidano 500 mg embryogenniho pletiva. Ve bylo
kokultivovano 45 minut pfi teploté 23 °C na tfepacce (100 rpm), poté
byla suspenze postupné prenesena po 2ml na filtraéni papir a odsata
pomoci Biichnerovy nalevky. Embryogenni pletivo bylo i s filtra¢nim
papirem kultivovano nejprve 2 dny na médiu E+AS (50 mM), pak
3 dny na médiu E + 300 mg.]' timentinu a poté na selekénim médiu
E + 200 mg.I"' cefotaximu + 25 mg.]" kanamycinu.

Takto modifikovanou metodu transformace jsme pouzili pro vne-
seni ptipravenych vektorti s TOX genem. Embryogenni pletivo ros-
touci po transformaci na selekénim médiu bylo postupné pieneseno
na médium s 25, 50 a 100 mg.1" kanamycinu, s cilem dosdhnout v co
nejkrat$i dobé homogenniho transformovaného embryogenniho ple-
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Obr. 1.

tiva. U embryogennich linii proliferujicich na nejvys$si koncentraci
kanamycinu byla pomoci PCR provedena kontrola pfitomnosti trans-
gent (obr. 1).

Detekce nptll, TOX a VirA genu v transgennich embryogennich
pletivech

Ptitomnost genu nptll byla v embryogennich pletivech rezistentnich
na kanamycin stanovovana polymerazovou fetézovou reakci (PCR).
Vzorky DNA pro PCR byly ptipraveny s Extract-N-AmpTM rostlin-
nym PCR kitem (Sigma - Aldrich, Seinheim, Germany).

Tab. 1.

Transformace embryogennich linif smrku pomoci Agrobacterium
Transformation of embryogenic lines of Norway spruce by Agrobac-
terium

Pocet ziskanych transgennich

LLI?nIE/ Vektor/Vector embryogennich linii/Number of
transformed embryogenic lines

S35 LBA4404(3811) 8

S35 LBA4404(3812) 9

S35 LBA4404(3813) 8

S35 LBA4404(3814) 9

S35 LBA4404(3815) 6

S35 EHA105(3811) 9

S35 EHA105(3812) 2

S35 EHA105(3813) 7

S35 EHA105(3814) 2

S35 EHA105(3815) 5

S116  LBA4404(3812) 5

Priklad PCR pfi ovérovani ptitomnosti TOX genti (A) a nptIl genu (B) v transgennich embryogennich pletivech smrku. Vzorky 1-5 = vektor 3811,
6 = vektor 3812, 7-13 = vektor 3813, 14-17 = vektor 3815, 18 a 19 = pozitivni kontrola (plazmid 3812 v koncentraci 10~ a 10%). Velikosti amplifiko-
vanych fragment je pro vektory 3811 a 3812 1539 bp, pro vektor 3813 1362 bp a pro vektor 3815 1716 bp. Velikost fragmentu pro nptII je 699 bp.

Fig. 1.

An example of polymerase chain reaction (PCR) analyse for the detection of TOX genes (A) and nptII gene (B) in transformed embryogenic
tissue of Norway spruce. Samples 1-5 = vector 3811, 6 = vector 3812, 7-13 = vector 3813, 14-17 = vector 3815, 18 and 19 = positive control
(plasmid 3812 in concentration 10° and 10°). The size of amplified fragments for vectors 3811 a 3812 = 1539 bp, vector 3813 = 1362 bp, vector

3815 = 1716 bp. The fragment size of nptIis 699 bp.
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Pro amplifikaci genu nptIl byly pouzity primery NPT1 5-CGCAG-
GTTCTCCGGCCGCTTG-3°aNPT2 5“GAAGCGGTCAGCCCATT-
CGCCG-3% Amplifikovany fragment mél velikost 699 bp. PCR reakce
probihala za nasledujicich podminek: vzorky byly zahfaty na 94 °C
po dobu 4 min., nasledoval 35nasobny cyklus — 94 °C po dobu 45 s,
55 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu 2 min; kone¢ny krok PCR reak-
ce bylo zahtdti na 72 °C v délce 10 min, poté byly vzorky zchlazeny
na 4 °C.

Postup pro detekci TOX gent je predmétem probihajicho patentniho
fizeni.

Neptitomnost residudlnich bakteridlnich kontaminaci byla ve vSech
testovanych embryogennich pletivech prokazovana pomoci PCR re-
akce s primery pro VirA gen, ktery se nachdzi mimo T-DNA. Ptiprava
vzorkd DNA pro PCR a PCR reakce probihaly za stejnych podminek
jako pro detekci genu nptIl. Pouzité primerové sekvence 5-AATTCA-
CCGACGCGGCAGGATTTTAAGACAG-3‘ a 5“AGCTTTGGTAC-
GAGAGACTATTTCGCGTAG-3* amplifikovaly DNA fragment o ve-
likosti 1093 bp.

Southern blot analyza

Genomickd DNA pro Southern blot analyzu byla ziskidna z em-
bryogenniho pletiva rezistentnitho na kanamycin podle metody Tar,
TANKSLEY (1991). Priblizné 15mg DNA bylo $tépeno BamHI nebo
Xbal restrikénimi enzymy, pfes noc rozpusténo v 1% agarézovém
gelu s TBE pufrem (SAMBROOK et al. 1989) a pfeneseno na nylonovou
membranu Hybond-N. Southernova hybridizace byla provedena dle
metody CHURCH, GILBERT (1984). Membrany byly oznaceny sondami
- fragmentem nptIl genu a TOX genu. Sondy byly oznaceny [a-*P]
DCT P (3000 Ci.mmol*) pomoci kitu RediprimeTM II a membrany
byly 5 hodin exponovany pro autoradiografii pouzitim Phosphori-
mager Typhoon systému (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Svédsko).

VYSLEDKY A DISKUSE

Smrk ztepily je obtizné transformovatelnd dievina a klasické metody
transformace listovych a stonkovych explantatii u néj nefunguji (ELLIs
1995). Somaticka embryogeneze pfedstavuje u¢inny regenera¢ni systém
vhodny pro vyuziti ve $lechténi lesnich dfevin a pfedevsim pro piipra-
vu transgennich linii smrku ztepilého (KLiMAsZEWSsKA et al. 2005; CyYRr,
KLiMASZEWSKA 2002). Pro tcely transformace byly pouzity embryo-
genni kultury dvou linii smrku ztepilého (S35 a S116), uchovavané
v prolifera¢ni fazi na pracovisti Vyzkumného tstavu lesniho hospodat-
stvi a myslivosti, v. v. i. Popsanou metodikou se podafilo ziskat celkem
70 transgennich embryogennich linii smrku dobfe rostoucich na se-
lekénim médiu, 5 od linie S116 a 65 od linie S35. Pro selekci transgen-
nich bunék a likvidaci Agrobacterium jsou vyuzivana selekéni média.
V predchozich experimentech bylo ovéfeno, ze postacujici koncent-
race kanamycinu pro selekci transformovaného embryogenniho ple-
tiva smrku je 25 mgl’ a Ze koncentrace timentinu 400 mgl' a poté
cefotaximu 200 mg.l" spolehlivé zabiji Agrobacterium v priibéhu né-
kolika mésicti (MALA et al. 2009). Transgenni linie se podatilo ziskat
od vsech zkonstruovanych vektorii nesoucich origindlni synteticky
TOX gen a jeho dele¢ni mutanty (3811, 3812, 3813, 3814 a 3815), a to
jak v plazmidu LBA4404, tak v plazmidu EHA105 (tab. 1). Tyto linie
byly vyuzity k daldimu testovani k potvrzeni stabilni integrace trans-
gend. Pritomnost baktérii v embryogennim pletivu byla po 4 mésicich
vyloucena pomoci PCR reakce na pritomnost VirA genu. Na zdkladé
pozitivni PCR zkousky na pfitomnost nptIl a TOX gent bylo 27 nej-
lépe rostoucich embryogennich linif postupné presazeno na médium
s vy$si koncentraci kanamycinu (50, 75 a 100 mg.1?) k odstranéni pri-
padnych netransgennich bunék. U vSech embryogennich linii dobie
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rostoucich na médiu s koncentraci 100 mg.l" kanamycinu byla ovéfena
stabilni integrace transgenu pomoci Southern blot analyzy. Ze vSech
linif byla izolovana DNA a byl proveden odhad poc¢tu kopii T-DNA,
resp. poctu levych a pravych hranic T-DNA, integrovanych do smrko-
vého genomu. Piiklad takové analyzy je uveden na obr. 2, ze kterého
je patrné, ze po Agrobacterium zprostfedkovaném prenosu byla zazna-
mendna obvykle mnohacetna integrace vnasené T-DNA. Mnohocet-
na integrace miiZze mit pozitivni vliv na silu exprese vneseného genu.
Pomoci Southernovy DNA-DNA hybridizace byla potvrzena stabilni
integrace transgend v genomu smrku. Stabilné transformované linie
jsou za podminek uzavteného nakladani uchovavany v prolifera¢ni fazi
ve Vyzkumném ustavu lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i. (obr. 3).

ZAVER
Podatila se stabilni transformace embryogenniho pletiva smrku ztepi-
1ého originalné zkonstruovanymi vektory nesoucimi synteticky TOX

gen a jeho dele¢ni mutanty. Transformované kultury jsou uchovavany
v rezimu uzavieného nakladani s GMO.

Vyslechténi vhodnych produktivnich a rezistentnich odrid dfevin lze
dosahnout v dohledné dobé pouze vyuzitim biotechnologickych pfi-
stuptl, které umoziuji rychlé klonové mnozeni vyselektovanych geno-
typt, prekonani fyziologickych bariér (napt. dlouhovékost, prodluzu-
jici se mnohaleté intervaly mezi semennymi roky nebo pozdni nastup
reprodukce) a vytvareni produktivnéjsich a odolnéjsich transgennich
druht metodami genetického inzenyrstvi.

Uziti geneticky modifikovanych dfevin miize v budoucnosti vyrazné
prispét ke snizovani zatéze Zivotniho prostfedi, at jiz jde o navozeni
rezistence vici patogentim ¢i v disledku zkvalitnéni technologickych
vlastnosti stromt (snizeni stupné lignifikace, zlepseni kvality podilu
a proporcionality uzitnych ¢asti), lepstho vyuziti Zivin nebo zvy$eni
produkéniho indexu lesa. Mize prispét i ke zdokonaleni odstraniovani
toxickych latek z prosttedi (fytoremediace). Pfi vyuZivani téchto mo-
dernich biotechnologii je vSak tfeba dodrzovat pravidla bezpe¢ného
zachazeni, dand mezinarodnimi pfedpisy a doporucenimi.

Podékovani:

Ptispévek vznikl v rdmci feSeni projektu LD 13008, podpory poskytnu-
té Ministerstvem Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR v programu COST.
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Obr. 2.

Ptiklad analyzy transgenniho embryogenniho pletiva (EM) pomoci Southernovy hybridizace. Izolovana DNA byla $tépena BamHI (panel A)
nebo Xbal (panel B) a hybridizovana se sondou odvozenou od genu nptII (panel A) nebo genu TOX (panel B). Takovéto usporadani znamena,
Ze na panelu A je mozné analyzovat pocet pravych hranic vnasené T-DNA a genu nptIl, zatimco na panelu B pocet levych hranic, resp. genu
TOX. Dréhy 1-7, DNA z EM transformované vektorem 3813 nesoucim deleci v oblasti 3'konce TOX; drahy 8-18, DNA z EM transformované
vektorem 3814 nesoucim deleci v oblasti jak 5°, tak 3" konce TOX; drahy 19-24, DNA z EM transformované vektorem 3815 nesoucim deleci
v oblasti 5'konce a duplikaci u 3 konce TOX; M, DNA velikostni standard (1 kb DNA Ladder, Gibco BRL)

Fig. 2.

An example of transgenic embryogenic tissue analyse by Southern hybridization. Isolated DNA was digested by BamHI (panel A) or Xbal (pa-
nel B) and hybridized with probe derivated from gene nptII (panel A) or gene TOX (panel B). On the panel A it is possible to analyse number
of right boards of insert T-DNA and gene nptIl, on the panel B it is possible to analyse the number of left boards or gene TOX. The lines 1-7,
DNA from transformated embryogenetic tissue by vector 3813 with deletion in the part of 3* end of TOX; the lines 8-18, DNA from transfor-
mated embryogenetic tissue by vector 3814 with deletion in the part of 5° end and 3" end of TOX; the lines 19-24, DNA from transformated
embryogenetic tissue by vector 3815 with deletion in the part of 5'end and duplication at 3" end of TOX; line M, identifies the molecular weight
markers (1 kb DNA Ladder, Gibco BRL)

Obr. 3.

Transformované embryogenni linie smrku ztepilého
Fig. 3.

Transformed embryogenic lines of Norway spruce
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TRANSFORMATION OF NORWAY SPRUCE (PICEA ABIES (L.) KARST.)

SUMMARY

Norway spruce (Picea abies (L.) Karst) is the most productive and the most commonly planted tree species in the Czech Republic. Spruce stands
are still more heavily infested by several species of bark beetle, sometimes to the calamity extent (ZAHRADNIK, KNfZEK 2000).

The possibility of cultivation of resistant clones to spruce bark beetle by means of genetic engineering, and transformation of Norway spruce
using modified cry3A (TOX) gene was verified. The original vectors carrying TOX genes with increased expression in Norway spruce and
increased specific toxicity in bark beetles (Scolytidae) were prepared for the transformation (VLASAK et al. 2012). Norway spruce embryogenic
cell lines were grown in the Forestry and Game Management Research Institute (FGMRI), Strnady, Czech Republic (MALA 1991; MALA et al.
1995).

Embryogenic tissues were cultured in the modified E proliferation medium (Gupta, DURZAN 1986) supplemented with 0.2 mg.I! BAP, Img™*
2,4-D, 0.5 mg.I" kinetin, 400 mg.1" glutamine and casein hydrolysate, 2 mg.I"* glycine, 20 g.I" of sucrose and 2 g.I"'gelrit (E medium). Cultures
were maintained in the dark at 23°C. The modified method of embryogenic tissue transformation according to KLimaszEwska (2001) was used
for spruce transformation.

Transformation of Norway spruce embryogenic cell lines was performed using Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 and LBA4404
containing binary vectors with selectable nptII gene and engineered synthetic cry3A (TOX) genes (3811, 3812, 3813, 3814 and 3815). Transgenic
cell lines were obtained from all constructed vectors carrying the original synthetic TOX gene and its deletion mutants (Tab. 1). Kanamycin -
resistant embryogenic tissues were screened for the presence of nptII gene by polymerase chain reaction (PCR). The absence of residual bacterial
contaminants was demonstrated in all tested embryogenic tissues by PCR using primers for VirA gene, located outside of the T-DNA (Fig. 1). In
all embyogenic cell lines well-growing in selective medium supplied by 100 mg.1"' kanamycin the stability of transgene integration was verified
by Southern blot analysis (Fig. 2). Stable transformed embryogenic lines are stored in proliferative stage under contained use conditions in the

FGMRI (Fig. 3). . ,
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