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ABSTRAKT 
Za  použití  zeatinu  (Z)  a  dihydrozeatinu  (DHZ)  byl   sledován  vztah  mezi  regenerací na 

segmentech listů tabáku in vitro a fyziologickou aktivitou cytokininů aplikovaných do média. 

Vyšší  regenerace  byla sledována  na  segmentech listů  transgenního tabáku  (cv. Petit 

Havana SR 1 transformovaného cytokinin specifickou β-glukosidázou Zm-p60.1) v případě 

indukce organogeneze na médiu se zeatinem. Současně byly během indukční periody 

sledovány metabolity Z a DHZ za účelem sledování podílu jejich aktivních a neaktivních 

metabolitů. Přijaté cytokininy byly metabolizovány do ribosidů, ribotidů a glukosidů, přičemž 

obsah volného zeatinu a jeho metabolitů kromě zeatin-7-glukosidu se snižoval (narozdíl od 

volného dihydrozeatinu a jeho metabolitů, jejichž obsah se zvyšoval). Současně byla 

stanovena vyšší aktivita cytokininoxidázy v segmentech listů standardního tabáku a β-

glukosidázy v segmentech transgenního tabáku. 
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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 β-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 β-glucosidase activity in 

transgenic tobacco leaf segments were established.  
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ÚVOD 
Indukce organogeneze in vitro probíhá nejčastěji na médiích s vyšším obsahem 

cytokininů než auxinů (Skoog a Miller 1957), přičemž cytokininy musí být přítomny 

v aktivních formách (Kamínek 1992) . Po příjmu z média jsou metabolizovány a jejich 

utilizace se tím mění (viz schéma 1; Dobrev, P. 2001). V buňkách se mohou tvořit 

z prekurzorů (nukleotidů a ribosidů) nebo ze zásobních forem (O-glukosidů a 3N-glukosidů).  
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Schéma 1: Dobrev, P. (2001) PhD thesis 

 
Při hydrolýze O-glukosidů CK mají velký význam glukosyl hydrolázy (EC 3.2.1.), 

mezi něž patří  glukosidázy nalezené v bakteriích  a eukaryotech, ale  i  vyšších rostlinách  

jako  například β-glukosidáza Zm-p60 izolovaná z koleoptylí kukuřice (Brzobohatý et al. 

1993) se Zm-p60 proteinem lokalizovaným v plastidech (Kristoffersen et al. 2000). Na 

degradačních procesech izoprenoidních cytokininů (izopentenyladenin a zeatin) se podílejí 

dehydrogenázy (cytokinin oxidázy;  CKX; EC 1.5.99.12), které  cytokinin  přemění  na  

adenin a 3-methyl-2-butenal (Mok et al. 2001). 

Cílem naší práce bylo studium příjmu a metabolismu zeatinu a dihydrozeatinu 

v segmentech listů transgenního a netransgenního tabáku in vitro, sledování fyziologických 

aktivit použitých cytokininů v regeneraci a určení obsahu β-glukosidázy a cytokininoxidázy. 

 



METODIKA 
Pro studium příjmu a metabolismu cytokininů byly použity segmenty ze střední části 

listů (bez střední žilky) tabáku Petit Havana SR1 a transgenního tabáku Petit Havana SR1 

s vneseným genem pro tvorbu cytokinin specifické β-glucosidázy Zmp60.1. 

Pro studium tvorby prýtů byly segmenty listů kultivovány na Petriho miskách na MS 

médiu s přídavkem 0,09 µM 2,4-D a 9 µM  cytokininu (zeatinu nebo dihydrozeatinu), po pěti 

dnech byly přeneseny na MS médium bez růstových regulátorů. 

Obsah cytokininů byl hodnocen v materiálu odebíraného v intervalech 0, 2, 8, 20 a 48 

hodin a 2 týdny z média obsahujícího Z nebo DHZ prostřednictvím LC/MS/MS (Malbeck a 

Trávníčková 2000) po předchozí purifikaci vzorků.   

 Aktivita β-glukosidázy (Benková et al. 1996) a aktivita cytokininoxidázy  (Motyka et 

al. 1996)  byla vyjádřena v U/mg čerstvé hmotnosti bílkovin (Bradfordová 1976). 

Výsledky byly statisticky vyhodnoceny Studentovým t-testem. 

 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Výsledky ukazují, že na segmentech listů transgenního tabáku in vitro probíhala vyšší 

tvorba prýtů než na segmentech standardního tabáku (graf  1 a 2). Krátkodobá indukce 

organogeneze na médiu se zeatinem byla vyšší na médiu s obsahem zeatinu než s obsahem 

dihydrozeatinu a dosahovala až 75 %. V organogenezi prýtů nejsou u transgenního a 

netransgenního tabáku na obou typech médií při dlouhodobé kultivaci žádné statisticky 

průkazné rozdíly. Uvedené výsledky potvrzují, že zeatin je aktivnějším cytokininem než 

dihydrozeatin a dlouhodobá kultivace na cytokininech vede k regeneraci všech explantátů, 

což souhlasí s již dříve konstatovanými fakty dle Lethama (1963). 

 
 
 



 
 
 

Segmenty listů transgenního tabáku metabolizovaly přijaté cytokininy z jejich 

aktivních forem rychleji než segmenty standardního tabáku (viz graf 3 a 4). Zeatin přijatý 

z média se přeměňoval také na dihydrozeatin a jeho metabolity (dihydrozeatinribosid, 

dihydrozeatinribosid-5-monofosfát, dihydrozeatin-O-glukosid, dihydrozeatinribosid-O-

glukosid, dihydrozeatin-7-O-glukosid). Vysoké obsahy 7-glukosidů zeatinu a dihydrozeatinu 

byly patrně spojeny s přítomností 2,4-D v médiu, neboť Crouch a Van Staden (1995) uvádějí 

stimulaci činnosti 7-glukosyl-transferázy pod vlivem 2,4-D. 

 
 
Použité zkratky: 
 
trans-zeatin (Z), zeatinribosid (ZR), zeatinribosid-5´-monofosfát (ZR5´MP), zeatin-O-glukosid (ZOG), zeatin-7-
glukosid (Z7G), dihydrozeatin (DHZ), dihydrozeatinribosid (DHZR), dihydrozeatinribosid-5´-monofosfát 
(DHZR5´MP), dihydrozeatin-O-glukosid (DHZOG), dihydrozeatinribosid-O-glukosid (DHZROG), 
dihydrozeatin-7-glukosid (DHZ7G). 
 
 
 
 



Graf 4: Obsah jednotlivých cytokininů(% z celkového množství cytokininů) v segmentech listů 
tabáku po 48 hodinové kultivaci na médiu s Z 
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Aktivita β-glukosidázy během indukce na médiu s růstovými regulátory byla  

u transgenního tabáku vyšší (graf 5 a 6), aktivita cytokininoxidázy nižší oproti standardnímu 

typu (graf 8).  

Stanovené vyšší hladiny β-glukosidázy u transgenního tabáku byly očekávány 

v souvislosti s možnou hydrolýzou O-glukosidů cytokininů uvolňujících volné cytokininy tak, 

jak to uvádějí Werbrouck et al. (1996). U transgenního tabáku se aktivita β-glukosidázy 

s délkou kultivace na indukčním médiu zvyšovala výrazněji na médiu s obsahem zeatinu než 

dihydrozeatinu (graf 6, 7), kdežto u netransgenního se příliš   nezměnila   (graf   7).   

Dlouhodobá kultivace  měla  výrazně  pozitivní  vliv  na  aktivitu β-glukosidázy v segmentech 

kultivovaných na médiu se Z (graf 7).  

Obsah endogenních cytokininů transgenního tabáku a také aktivity cytokininoxidázy 

korelovaly se zvýšenou regenerací explantátů, jak to potvrzují výsledky Auerové et al. (1999), 

kteří pracovali s rozdílnými liniemi petunie metabolizujícími cytokininy přijaté z média. 
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Grafy 7 a 8:  
 β-glukosidázy po 20 dnech v segmentech přenesených po 5 dnech na médium
tových regulátorů a v segmentech dlouhodobě kultivovaných na médiu s růstovými
ory (µU/mg proteinu). 

Graf 7: Aktiviva β-glukosidázy po 20 dnech v segmentech přenesených po 5 dnech na 
médium bez růstových regulátorů a v segmentech dlouhodobě kultivovaných na médiu 
s růstovými regulátory (µU/mg proteinu) 
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Graf 8: Aktivita cytokininoxidázy po 48 hodinové indukci na médiu s Z nebo DHZ a 
1 protein hour-1) 
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