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ABSTRACT

Reversible glucosylation of zeatin-type cytokiniissimportant for the homeostasis of active
cytokinin (CK) forms at certain developmental stagélsing the zeati®-glucoside (ZOG)-
specificf-glucosidase Zm-p60.1, we have been able to dishgpzeatin metabolic network during
early tobacco seedling development.

The maizeB-glucosidase Zm-p60.1 was localized in meristematit cells of young seedlings of
Zea may$t supplements the developing embryo with active. Kis work will deepen our
understanding of the phenotype of plants over-esging the extracellular version @fglucosidase
Zm-p60.1 on medium containing exogenous zeatin pBM1 was choosen as a suitable molecular
tool for detecting changes in zeatin metabolism.

Transgenic variants dflicotiana tabacum Lover-expresing Zm-p60.1 in the extracellular space
were chosen for this work. There were no readilgeobable morphological differences between
transgenic seedlings and wild-type seedlings. Wtewn on medium containing zeatin, transgenic
plants did not accumulate fresh weight as obseirvedher variants of Zm-p60.1. However, when
grown on medium without supplement, transgenictglarere signifficantly heavier than wild-type
three weeks after sowing. RT-PCR confirmed the @sgion of Zm-p60.1 in transgenic plants. Zm-
p60.1 enzyme was histochemically localised in eatghs, leaves and ectopic structures at the base
of the hypocotyl using an indigogenic substrate3fgfucosidase.

Database searches were conducted to looNforabacumorthologues to Arabidopsis response
regulators, the effector molecules in cytokinin nsig transduction.We used EST databases
(N.tabacum Ltaxid 4097) and the receiver domain amino aciflieece as a query. Three suitable
candidates were found and primers designed to oroexpression of these genes in the transgenic
variants mentioned above.

Key words: B-glucosidase, cytokinin metabolism, hormone cortiegjat-zeatin, zeatirO-
glucoside, extracellular space
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uvoD

Cytokininy (CK) pati mezi klasické rostlinné hormony se schopnostbigivburécné dleni spolu
s auxinem. Podileji se na regulaci mnoha fyziologib proces, jako je diferenciace chloroplast
piijem a translokace Zivin, kéni semen,ist a senescence lis{Haberer a Kieber, 2002).
Z chemického hlediska se jednd\é-substituenty adeninu, v zavislosti na postraniétizci se
déli na izoprenoidni a aromatické. Vyjimku tosyntetické molekuly difenyl-mmviny,
thidiazuronu a jejich derivaty. Nejbngji jsou zastoupeny CK izoprenoidni z nichz nejjedingsi je
isopentenyladenin, jehoz hydroxylovana format-geatin, nejhojiii zastoupen v rostlinach ze
vSech pirozenych CK (Yonekura-Sakakibara a kol, 2004). [IRaeme dva izomery zeatintis-
atrans- Inaktivace zeatinu je mozna dwkonjugaci nebo degradaci. Zeatiize konjugovat na
purinovém kruhu v pozicN7 a N9 nebo na OH-skupinizoprenoidnihotrettzce. N9 atom je
schopny konjugace s glukosou, ribosou a aminokyseli. Mozna je i oxidativni degradace
zpisobena CK oxidasou/dehydrogenasou a redukce ndrditeatin (Mok a Mok, 2001).

Monosacharidovy konjugatt-ZeatinO-glukosid (ZOG) je rezistentni kipobeni CK
oxidasy/dehydrogenasy d&epme slouZi jako zasobni a transportni forma zeat®xglukosidovy
konjugét niize byt geveden na aktivni formu pomoci CK specifigkglukosidasy (Armstrong,
1994; Letham, 1994). Rostlinny genom kdduje veldiny B-glukosidas sitznou substratovou
specifitou. Zm-p60.1 reprezentuje doposud nejlépmrakterizovany enzym vhodny jako
molekularni nastroj ke studiu CHKO-glukosilace v rostlinnach. Aplikaci zeai®rglukosid
specifické B-glukosidasy Zm-p60.1. éhem c¢asného vyvoje semetldi, naruSime jejich
metabolickou si(Brzobohaty a kol., 1993; Kiran a kol, 2006).

Cytokininova signalni draha je podobna bakteri@mdbukomponentni signalni draze, itenou
receptorovou histidin kindzou (HK), fosfotransfeyov proteinem (HP) a response regulatorem
(RR). CK receptory u Arabidopsis jsou hybridnitidis kinazy AHK2, AHK3, AHK4. Obsahuji
extra-celularni doménu vazici CK — CHASE domairstitlin kindzovou doménu a receiver
doménu. HP jsou Arabidopsiskédovany gti geny, zprostedkovavaji vedeni signalu od histidin
kinaz k response regulafon (Suzuki a kol., 2001).

U Arabidopsisnajdeme 32 resonse regulditorozctlenych do i hlavnich skupin: typ-A, typ-B

a pseudo-response regulatory. Typ-A je févo jednoduchou receiver doménou obsahuijici
konzervovanou oblast s motivem D-D-K, kde druhy aetgfiovy zbytek ziskava fosforylovou
skupinu z fosfotransmiteru (Hwang a kol., 2002; ikadto ,2003). Pouze typ-A je transkig
regulovan cytokininy, a negati¥meguluje svoji vlastni CK indukovanou expresi. @dfa’ na CK
nastava do deseti minut a vrcholi do 40 min (Breaitts a Kieber, 1998). Typ-B ma velkou
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N-terminalni receiver doménu nasledovanou velkyntei@tinalnim roz§enim bohatym na
glutamin (transkripné aktivaini funkce) a obsahujicim GARP DNA-vazajici doménlogoda
a kol., 2002). Mnoho typ-B regulatoise ukazalo jako pozitivni regulatory typ-A ARR (Eimg

a Sheen, 2001; Sakai a kol., 2000). Pseudo-respegséatory maji atypickou receiver doménu
bez D-D-K motivu (Hutchison a Kieber, 2002).

MATERIAL A METODIKA

Rostlinny material

Byly zvoleny transgenni linie rostlinjicotiana tabacumL. B10.8 a B10.7 nadprodukujici
cytokinin specifické B-glukosidasy. Pro tyto linie je kotieym ulozis¢m B-glukosidasy
extracelularni prostodako kontrolni varianta byl zvoléyicotiana tabacuntv Petit Havana SR1.

Ristové medium a podminky kultivace

Na kazdou Petriho misku bylo vyseto deset semirsisgenni linie a deset z SR1. Seminka byla
vyseta na Zivné MS medium Hgavkem 15g.| sacharozy, 2,5 uM-zeatin a 0,8% agaru pro
ztuZzeni. Misky byly umishy do kultiva&ni komory ve vertikalni poloze a inkubovany za
konstantnich podminekiipreZimu 8h s¥tlo/16h tma; 21/19 °C, den/noc; & pswtleni 80 pmol
fotona na m?.s*. Jednotlivé odéry byly po 14, 21, 28 a 32 dnech po vyseti (DAS)etihotlivych
odkera byla nejprve stanovena FW a ziskany material bgrpben dalSim analyzdm (CK analyza,
imunolokalizace, histochemické barv@aglukosidasy, RT PCR).

Stanoveni fitomnostif-glukosidasy

K histochemické detekdi-glukosidasy bylo pouzito dvoustiipvé indigogenni reakce vyuZzivajici
jako substrat 5-brom-4-chlor-3-indolgtD-glukopyranosid (X-Glc). Barvici st obsahovala
0,4 M citrat-fosfat pufru (ph 5,6), 500 uMEe(CN)], 500 uM K[Fe(CN)}] a 0,1 mg.mf X-Glc.
Semendky byly barvivem prosycovany 3 x 5 min ve vakuugsledr inkubovanystyti hodiny g
30 °C. Po inkubaci byly semetig oplachnuty ve vogla odbarveny 70% ethanolem.

K potvrzeni overexprese extracelularfifglukosidasy Zm-p60.1 u zvolenych linii slouZzilo
RT-PCR. Jako loading-control byl pouzit tubulin.
Hmotnostni analyza — stanoveeistvé hmotnosti (FW)

Pro tuto analyzu byly gstovany rostliny na vySe zmimém mediu (MS) a i na mediu Hgavkem
zeatinu (Z). Semegély byly vazeny po @i. Po zvazeni doSlo k jejich hlubokému zamrazeni
v tekutém dusiku a naslednému uloZeni do mrazfwitta pro pozsi CK analyzu.

Vyhledavani v EST databéazich
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Postup pro vyhledavani tabakovych ortdldgtypu-A Arabidopsis response reguld@t¢ARRS) byl

zvolen podle Cortizo a kol, 2010, ktstejnym postupem hledali typ-A response reguwand?inus
pinea L.K vyhledavani bylo pouzito Sestquloh ARRs — ARR3, ARR4, ARR5, ARR6, ARR7,
ARR15. U tchto Sesti proteih byl na aminokyselinové Grovni stanoven sekwénkonsenzus.
Nejvétsi shoda byla voblasti Gseku receiver domény, rattteristické konzervované
aminokyselinové zbytky D-D-K, které jsou konzervogave vSech response regulatorech.
Vyhledavéani prothlo v EST databazicN. tabacum taxid 409Fomoci protokolu tblastn na NCBI,
hledana byla konzervovana oblast receiver domémpnzervovanymi zbytky D-D-K.

VYSLEDKY A DISKUZE

Monitorovani exprese

Na zéaklad vysledki RT-PCR extracelularni Zm-p60.1 byla zjisa stejna hladina exprese u obou
analyzovanych variant (Obr.1).

Obr. 1. RT-PCR extracelularni Zm-p60.1 - Vyraznéugky odpovidaji Zm-p60cDNA pitomné
pouze u transformaiit(B10.8, B10.7) Jako kontrola byla pouZzita ampdifi& tubulinové cDNA.

Na médiu s fidavkem zeatinu doSlo u transgennich i standartndelin kolem 21 dneistu

k formovani ektopickych vyistki v oblasti baze hypokotylu, které jiz 28 den bylyatelr
viditelné. Vyvoj gchto vyistki byl u transgennich variant pokiejSi nez u SR1. V této oblasti
byla na zéaklad indigogeniho histochemického barveni pouzivajieBl¥, prokazana iftomnost
enzymu Zm-p60.1 (Obr. 2A, 2B). Spojeni mezi hypglesh a kdenem je jedno z mist akumulace
auxini (Ni a kol., 2001) a sa@asnéa dostupnost aktivnich cytokifiimize vést k aditivnimu efektu
na jeho vyvoj (Rashotte a kol., 2005). Tdiza byt moznou ii¢éinou pra ektopické struktury
vznikaji v tomto mist (Kiran a kol., 2006). Déle byla Zm-p60.1 u linil@8 a B10.7 detekovana
v listech, zde vSak bez morfologického projevutyisbvykle neakumuluji auxin a tak nedochazi
k tvorbe ektopickych vyistki jako u hypokotylu.
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Obr.2.— Histochemické barvegtiglukosidasy Zm-p60.1 u semekaN. tabacum L., 28DAS.

(A, B-transgenni linie akumulujici Zm-p60.1extracelut&rn

Obr.2. — Histochemické barvefrglukosidasy Zm-p60.1 u semekaN. tabacum L., 28DAS. (C) - SR1, detail stonkové
apikalnicasti; (D) — SR1, detail baze hypokotylu. Zadnéeidé indigogenni zabarveas Zm-p60.1neni v rostlin
pritomna

Fenotypovéa analyza

Linie B10.8 a B10.7 rostouci na Z mediu nevykazpvahdné signifikantni rozdily serstvé
hmotnosti v porovnani s SR1 (Obr. 3A, 3B).
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Obr. 3A. FW linie B10.74stované na Z mediu
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Obr. 3B. FW linie B10.84stované na Z mediu
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Beéhem kultivace extracelularnich linii na MS mediul ¢ pozorovan statisticky vyznamny
signifikantni rozdil ndrstu FW mezi transgennimi liniemi a SR1 (Obr.4A, 4B)
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Obr.4A. FW linie B10.7 éstované na MS mediu

Pramérna hmotnost 1 semenacku

(mg)

80

FW

70 4
60 4
50 4
40 4
30 4
20 A
10 A

14

21 28 32

OSR1-MS
mB10.7-MS

Pocet dni kultivace

Obr.4b. Fw linie b10.8 gstované na MS mediu
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Stejny trend ndistu FW u dvou nezavislych liniigptovanych na MS je pravpdodobré zpisoben

schopnosti transgennich linitguadt pomoci extracelularni Zm-p60.Et8i mnoZsvi zeati®-
glukosid na aktivni zeatin, rostliny tedy disponfSim mnozstvim aktivniho zeatinu oproti SR1.
Tento jev neni pozorovatelnytipkultivaci na Z mediu, nehbo piirozeny metabolicky nést

cytokinini béhem kultivace je zastén exogen# pridanym zeatinem jiz od pétku kultivace.

Vyhledavani v EST databéazich

Na zéaklad vyhledanych vysledk pomoci protokolutblastn bylo vybrano dest moznych
kandidat (gi|83418633, gi|52833539, gi|190853010, gi|196329 gi|190867133, gi|190145079,
0i|254606382, gi|254606382, gi|254602525, gi|25@69B jako ortolod k Sesti zvolenym typ-A
ARRs. Pro vybrané EST byl charakteristickizmy stup& konzervovanosti. Ziskané EST byly
porovnany na zakl&nukleotidovych sekvenci s konzervovanou oblastéiv@r domény typ-A
response regulatbr(Obr.5), pomoci néastroj€lustalW2. Nasledkem tohoto alignmentu doslo
k vylouceni Sesti ( @i|52833539, @i|190729639, gi|19086/1GBL 90145079, i|254606382,
0i|254602525) z deviti kandidatU gi|190729639, gi|190145079, gi|254606382, 4#P2525
nebyl zachovan aminokyselinovy motiv v oblasti kemvovaného lysinu. U @i|52833539
a gi|190867133 byl pozorovan frame-shift kratcekpnzervovaném lysinu, jehoZisledkem byla
koncova ¢ast receiver doményédhto dvou sekvenci odliSna od hledanéhdvaginiho
aminokyselinového konsenzu.

Pro zbylé kandidaty (gi|83418633, gi|19085301@5¢i613919) chrakteristické vysokym st&pn
konzervovanosti byly navrzeny primery z&elem monitorovani exprese denySe zmignych
linii. Pro gi|254613919 bylo navic nutné navrhnfoumvard primer s vazebnym mistem pro enzym
HIND 11l nebo ECOR |, protoZe tento EST nema stopdn, ktery je nutné dohledat.
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Obr. 5 Fylogeneticky strom sestaveny na zaklaignmentu z vybranych typ-A response
regulatori: Arabidopsis thaliana (sp|Q9ZWS9, sp|082798, sfB®, sp|Q9ZWS6, sp|Q9ZWS7,
sp|Q7G8V2), Catharantus roseus ( gi|33330868), kagh truncatula (gi|92885116), Populus
trichocarpa (gi|224075846), Ricinus comunis RR82&5544001), Zea mays (gi|195622036),
Nicotiana tabacum L(gi|83418633, gi|52833539, gi|190853010, gi|25461894i|190729639,
0i|190145079, gi|254606382, gi|254602525, gi|1905K3).

Polozky podtrzené zlitisou typ-A response regulatorArabidopsis thaliana, modré podtrzeni
zvyraziuje polozky viazené z prvniho souboru vyslgdkiskanych na zakladhledani pomoci

tblastn , cerver¥ jsou podtrzené finath vybrané polozky s nejvy$Sim siem konzervovanosti
receiver domény. Polozky bez podtrzeni byly vybnarngéklad prace Cortizo a kol.,2010.

ZAVER
Z vySe diskutovanych vysledize odvodit: | mirny ndist zeatinu v extracelularnim prostorize
mit signifikantni vliv na ndrst hmotnosti extracelularnich variant seniia z ¢ehoz plyne, ze

Zm-p6Q1 je aktivni i v extracelularnim prostoru. Echto variant Ize z morfologického hlediska
nalézt Zm-p6a na bazi hypokotylu a v listech.

Predpoklada se, Ze se zvySenou expresi Zmip@dchazi k pozemeéni i CK metabolismu. S touto
zmeénou souvisi pravipodobré i zména exprese response regulétar transgennich variant
v porovnani s SR1. Tento jev se snazime dokazatopiomyhledavani tabakovych ortoling
k ARRs.
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