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ABSTRAKT

Za pouziti zeatinu (Z) a dihydrozeatinu (DHZ) byl sledovan vztah mezi regeneraci na
segmentech list tabaku in vitro a fyziologickou aktivitou cytokininti aplikovanych do média.
Vyssi regenerace byla sledovana na segmentech listi transgenniho tabdku (cv. Petit
Havana SR 1 transformovaného cytokinin specifickou B-glukosiddzou Zm-p60.1) v ptipadé
indukce organogeneze na médiu se zeatinem. Soucasné¢ byly béhem indukéni periody
sledovany metabolity Z a DHZ za Ucelem sledovani podilu jejich aktivnich a neaktivnich
metabolitli. Ptijaté cytokininy byly metabolizovany do ribosidd, ribotidi a glukosidi, pficemz
obsah volného zeatinu a jeho metabolitd kromé zeatin-7-glukosidu se snizoval (narozdil od
volného dihydrozeatinu a jeho metabolitl, jejichz obsah se zvySoval). Soucasné¢ byla
stanovena vyS$$i aktivita cytokininoxiddzy v segmentech listi standardniho tabdku a -
glukosidazy v segmentech transgenniho tabaku.
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ABSTRACT

Relationship between regeneration on tobacco leaf segments in vitro and activity of
cytokinins added to medium was studied by using zeatin (Z) and dihydrozeatin (DHZ).
Higher regeneration on transgenic tobacco leaf segments (cv. Petit Havana SR1 transformed
with cytokinin specific B-glucosidase Zm-p60.1) was observed in the case of organogenesis
on the medium containing zeatin. Concurrently levels of metabolites of Z and DHZ during
induction period were aimed to quantification of active and nonactive forms of Z and DHZ.
Taken up cytokinins were converted into ribosides, ribotides and glucosids, and the content of

free zeatin and its metabolites decreased with the exception of zeatin-7-riboside (in opposite



to increasing of the level of free DHZ and its metabolites). Concurrently the higher
activity of CKOX in tobacco leaf segments (wild type) and B-glucosidase activity in
transgenic tobacco leaf segments were established.
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UvVoD

Indukce organogeneze in vitro probiha nejcastéji na médiich s vy$Sim obsahem
cytokininti nez auxinii (Skoog a Miller 1957), pfi¢emz cytokininy musi byt pfitomny
v aktivnich formach (Kaminek 1992) . Po pfijmu z média jsou metabolizovany a jejich
utilizace se tim méni (viz schéma 1; Dobrev, P. 2001). V buiikkdich se mohou tvofit

z prekurzort (nukleotidl a ribosidll) nebo ze zasobnich forem (O-glukosidii a 3N-glukosidd).
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Schéma 1: Dobrev, P. (2001) PhD thesis

Pti hydrolyze O-glukosidi CK maji velky vyznam glukosyl hydrolazy (EC 3.2.1.),
mezi néz patii glukosidazy nalezené v bakteriich a eukaryotech, ale 1 vysSich rostlinach
jako naptiklad B-glukosiddza Zm-p60 izolovanéd z koleoptyli kukufice (Brzobohaty et al.
1993) se Zm-p60 proteinem lokalizovanym v plastidech (Kristoffersen et al. 2000). Na
degradacnich procesech izoprenoidnich cytokininli (izopentenyladenin a zeatin) se podileji
dehydrogenazy (cytokinin oxiddzy; CKX; EC 1.5.99.12), které cytokinin pfeméni na
adenin a 3-methyl-2-butenal (Mok et al. 2001).

Cilem nasi prace bylo studium piijmu a metabolismu zeatinu a dihydrozeatinu
v segmentech listli transgenniho a netransgenniho tabaku in vitro, sledovani fyziologickych

aktivit pouzitych cytokininll v regeneraci a urceni obsahu p-glukosiddzy a cytokininoxidazy.



METODIKA

Pro studium pfijmu a metabolismu cytokinini byly pouZity segmenty ze stiedni Casti
listl (bez stfedni zilky) tabadku Petit Havana SR1 a transgenniho tabidku Petit Havana SR1
s vnesenym genem pro tvorbu cytokinin specifické f-glucosidazy Zmp60.1.

Pro studium tvorby pryti byly segmenty listli kultivovany na Petriho miskach na MS
médiu s ptidavkem 0,09 uM 2,4-D a 9 uM cytokininu (zeatinu nebo dihydrozeatinu), po péti
dnech byly pfeneseny na MS médium bez riistovych regulatort.

Obsah cytokinind byl hodnocen v materidlu odebiraného v intervalech 0, 2, 8, 20 a 48
hodin a 2 tydny z média obsahujiciho Z nebo DHZ prosttednictvim LC/MS/MS (Malbeck a
Travnickova 2000) po piedchozi purifikaci vzorkd.

Aktivita B-glukosidazy (Benkova et al. 1996) a aktivita cytokininoxidazy (Motyka et
al. 1996) byla vyjadiena v U/mg Cerstvé hmotnosti bilkovin (Bradfordova 1976).

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny Studentovym t-testem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky ukazuji, ze na segmentech listil transgenniho tabaku in vitro probihala vyssi
tvorba prytd nez na segmentech standardniho tabdku (graf 1 a 2). Kratkodoba indukce
organogeneze na médiu se zeatinem byla vyssi na médiu s obsahem zeatinu nez s obsahem
dihydrozeatinu a dosahovala az 75 %. V organogenezi prytli nejsou u transgenniho a
netransgenniho tabdku na obou typech médii pfi dlouhodobé kultivaci zaddné statisticky
prikazné rozdily. Uvedené vysledky potvrzuji, Ze zeatin je aktivnéjSim cytokininem nez
dihydrozeatin a dlouhodoba kultivace na cytokininech vede k regeneraci vSech explantatd,

coz souhlasi s jiz dfive konstatovanymi fakty dle Lethama (1963).
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Segmenty listi transgenniho tabaku metabolizovaly piijaté cytokininy z jejich
aktivnich forem rychleji nez segmenty standardniho tabaku (viz graf 3 a 4). Zeatin pftijaty
zmédia se pfeméinoval také na dihydrozeatin a jeho metabolity (dihydrozeatinribosid,
dihydrozeatinribosid-5-monofosfat,  dihydrozeatin-O-glukosid, = dihydrozeatinribosid-O-
glukosid, dihydrozeatin-7-O-glukosid). Vysoké obsahy 7-glukosidii zeatinu a dihydrozeatinu
byly patrné spojeny s ptitomnosti 2,4-D v médiu, nebot’ Crouch a Van Staden (1995) uvadé;i

stimulaci ¢innosti 7-glukosyl-transferazy pod vlivem 2,4-D.

Graf 3. Obsah metaboliti cytokinintt (% z celkového mnoZstvi cytokininiy) v segmentech
listii tabdku po 48 hodinové kultivaci na médiu s DHZ
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Pouzité zkratky:

trans-zeatin (Z), zeatinribosid (ZR), zeatinribosid-5 -monofosfat (ZR5 MP), zeatin-O-glukosid (ZOG), zeatin-7-
glukosid (Z7G), dihydrozeatin (DHZ), dihydrozeatinribosid (DHZR), dihydrozeatinribosid-5 "-monofosfat
(DHZR5 'MP), dihydrozeatin-O-glukosid ~ (DHZOG), dihydrozeatinribosid-O-glukosid ~ (DHZROG),
dihydrozeatin-7-glukosid (DHZ7G).



Graf 4: Obsah jednotlivych cytokininii(% z celkového mnozZstvi cytokininii) v segmentech listu
tabaku po 48 hodinové kultivaci na médiu s Z
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Aktivita B-glukosidazy béhem indukce na médiu s ristovymi reguldtory byla
u transgenniho tabaku vyssi (graf 5 a 6), aktivita cytokininoxiddzy niz$i oproti standardnimu
typu (graf 8).

Stanovené vys$i hladiny B-glukosiddzy u transgenniho tabdku byly ocekavany
v souvislosti s moznou hydrolyzou O-glukosidii cytokinint uvoliujicich volné cytokininy tak,
jak to uvadéji Werbrouck et al. (1996). U transgenniho tabaku se aktivita B-glukosidazy
s délkou kultivace na indukénim médiu zvySovala vyraznéji na médiu s obsahem zeatinu nez
dihydrozeatinu (graf 6, 7), kdezto u netransgenniho se prili§ nezménila (graf 7).
Dlouhodoba kultivace méla vyrazné pozitivni vliv na aktivitu B-glukosidazy v segmentech
kultivovanych na médiu se Z (graf 7).

Obsah endogennich cytokinint transgenniho tabaku a také aktivity cytokininoxidazy
korelovaly se zvySenou regeneraci explantati, jak to potvrzuji vysledky Auerové et al. (1999),

ktefi pracovali s rozdilnymi liniemi petunie metabolizujicimi cytokininy pfijaté z média.
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