MECHANISM OF REGULATION OF NICOTIANA BENTHAMIANA
DOMIN GERMINATION

REGULACNI MECHANISMY KLICENI SEMEN NICOTIANA
BENTHAMIANA DOMIN

Wiinschova A., Beniova V., VlaSinova H., Havel L.

Ustav biologie rostlin, Agronomicka fakulta, Mendelova zeméd¢€lska a lesnicka univerzita v Brn¢,
Zemé&délska 1, 613 00 Brno, Ceska republika.

E-mail: andreaww(@seznam.cz, lhavel@mendelu.cz

ABSTRACT

A target of our work was to find out how it is possible to enhance germination and break
dormancy of seeds of N. benthamiana. Different compounds such as cyanide (KCN),
pottassium ferricyanide (PFC), sodium nitroprusside (SNP), sodium nitrite and giberellins
(GA) were used to fullfil our task. Abscisic acid (ABA) and paclobutrazol were also applied
to know more about regulation of seed germination. Seeds of N. benthamiana were colected
from plants planted in a greenhouse. These seeds were imbibed in 11—cm glass Petri dishes
containing double layer of sterile filter paper (Whatman International Ltd, England)
moistened with ten ml of sterile distilled water containing desired compounds. The imbibition
lasted three days. Seeds of N. benthamiana were released from seed dormancy by after-
ripening at room temperature and also at 4°C during cold treatment. After-ripening at room
temperature was proved to be more efficient than cold treatment. KCN, PFC and SNP break
seed dormancy of N. benthamiana in dose-dependent manner. The higher concentrations of
these compounds (100 uM and 250 uM) were more sufficient in releasing dormancy. Also
nitrite promotes germination of N. benthamiana seeds but in much higher concentrations (500
uM and 1000 uM). Exogenous application of GA 3 on dormant and non-dormant seeds had no
effect on their germination. However, GA 4.7 promoted germination of dormant seeds in dose-
response manner and had no effect on germination of non-dormant seeds. GA4s7 also
overcome the inhibition of germination by darkness. Paclobutrazol inhibited germination of
non-dormant seeds of N. benthamiana. The response of non-dormant seeds was dose-
dependent. The effect of ABA on half-dormant seeds was the same as on non-dormant seeds.
ABA inhibited a protrusion of radicle but did not inhibite testa rupture. Whenever ABA was
removed seeds started to germinate.
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UVOD
Porozuméni kliceni semen, piipadné jejich dormanci, je velmi dulezité nejen
z hlediska naseho chapani ptirodnich procesu. Hlavni uplatnéni nachazime v zeméed¢lstvi.

Dormance semen je definovana jako vlastnost semene, kterd zabranuje kliceni, 1 kdyz
podminky pro kli¢eni jsou vhodné (Korneef at al. 2002). Tato vlastnost je rozsifena zvlasté
mezi druhy mirného pésu, pro které je vyhodné odlozit kliceni do doby nez obdobi a
podminky jsou vhodné pro rust klicnich rostlinek (Bewley 1997).

Pti pokusech s kyselinou abscisovou (ABA) a mutanty majicimi blokovanou syntézu
ABA bylo zjisténo, Ze kyselina abscisova hraje zasadni ulohu pfi ustanovovani a zachovavani
dormance (Korneef et al. 2002, Leubner-Metzger et al. 2005).

Urc¢ité enviromentalni faktory mohou vymanit semena z dormance. Pro toto vymanéni
z dormance je asi nejpouzivangj$im prostiedkem stratifikace ( Valachovic 1991, Fang et al.
2006). U nékterych druhti 1ze pozorovat vymanéni semen z dormance 1 béhem skladovani, v
procesu zvaném poskliziiové dozravani (Bewley 1997, Kucera et al. 2005, Probert 2000).
Poskliziiové dozravani pravdépodobné reprezentuje ptirodni mechanismus kontrolujici kli¢eni
v oblastech se suchym klimatem (Probert 2000).

Ptitomnost svétla je téz dilezitym faktorem pro kliceni semen. N&které druhy jsou
fotodormantni a ve tmé nekli¢i (Leubner-Metzger et al. 1995). VSeobecné je kliceni semen
spojovano s poklesem hladiny ABA a naopak se zvySenim citlivosti ke giberelinim (GA)
(Leubner-Metzger et al. 2005). Nejenze gibereliny mohou anulovat efekt ABA a indukovat
kliceni (Leubner-Metzger et al. 2005), také mohou nahradit plisobeni svétla a indukovat
kli¢eni fotodormantnich semen ve tm¢ (Leubner-Metzger et al. 1995). Nékteré dalsi hormony,
jako etylén a brassinosteroidy, také pozitivné ovliviuji kli¢eni. Avsak tyto rostlinné hormony
nedokazi zrusit fotodormanci (Leubner-Metzger 2001). Piestoze gibereliny anuluji efekt
ABA, neindukuji kliceni v pfitomnosti inhibitorti ent-kaurene oxid4dzy (uniconazolu a
paclobutrazolu) (Nambara et al. 1991,Li et al. 2005).

Je zndmo mnoho rozlicnych chemickych sloucenin, které pozitivné ovliviuji kli¢eni.
Tyto slouceniny mohou byt jak pfirodni, tak syntetické. Ptfirodni slouceninou je napiiklad
kyanid, dusitan a dusi¢nan, k syntetickym slouc¢enindm patii napiiklad azid (Hilhorst and
Karssen 1992, Debeaujon et al. 2000, Narimanov 2000).

Nase prace byla zamétena na vliv fytohormont (ABA, GA),dusikatych a kyanid
obsahujicich sloucenin na kli¢eni semen Nicotiana benthamiana Domin. Také byl zahrnut
vliv vybranych vlivii prostfedi na dormanci semen tohoto druhu.



MATERIAL A METODIKA

Semena N. benthamiana byla ziskana z rostlin péstovanych ve skleniku v mésici
cervnu a Cervenci. Rostliny nebyly pfisvétlovany zafivkami a teplota kolisala v zavislosti na
pocasi. Teplota ¢asto dosahovala tficeti i vice stupni Celsia. Semena byla sbirdna poté, co se
oteviela tobolka. Pak byla susena po dobu 24 hodin pii pokojové teploté a skladovana ve
zkumavkach pii —80°C. Pii poskliziovém dozravani byla semena uloZzena v papirovych
saCcich pti pokojové teploté. Pii ovlivilovani chladem byla ve zkumavkach v chladnicce pfi
4°C.

Pokusy kli¢ivosti

Semena N. benthamiana byla ovliviiovana v 11-cm Petriho miskach, obsahujicich
dvojitou vrstvu sterilniho filtraéniho papiru (Whatman International Ltd, Anglie). Filtra¢ni
papir byl zvlhc¢en 10 ml sterilni destilované vody, ktera obsahovala ptislusnou slouceninu.
Ovliviiovani trvalo 3 dny. Potom byla semena umyta a pfenesena do nové Petriho misky.
Vyjimky jsou popsany v textu.

Semena klicila pti 23°C, fotoperiod¢ 16 hodin, v nepfetrzitém toku chladného, bilého
svétla (Osram L 18/20). Pro inkubaci semen ve tmé byly Petriho miskyzabaleny do hlinikové
folie. Testy klicivosti byly provedeny tfikrat po tfech Petriho miskach (kazda miska
obsahovala 50 semen). Semena byla prohlasena za vykli¢ena kdyZz byla zpozorovana radikula.

Chemikalie

Pouzité chemikalie byly v analytické Cistoté. Nitroprussid sodny (SNP), kyanid
draselny (KCN) a cis, trans — kyselina abscisova (ABA) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich,
Némecko. Dusitan sodny vyrobila firma Lachema, Brno, Ceské republika, GA3 (G 0907),
GA4+7 (G 0938) a paclobutrazol (P 0922) od Duchefa Biochemie, Nizozemi, pottassium
ferricyanide (PFC) od ICN Biomedicals Inc., USA.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vymanéni semen z dormance v suchém stavu

V suchych semenech mohou probihat procesy, které jsou schopny ukoncit dormanci
(Finch-Savage a Leubner-Metzger 2006). Takovym procesem je poskliziiové dozravani, které
podle Proberta (2000) reprezentuje prirodni mechanismus kontrolujici kliceni v oblastech se
suchym klimatem. Zda se, ze semena N. benthamiana jsou toho ptikladem, jelikoz ptestala
byt dormantni diky poskliziiovému dozravani, které prob&hlo pfi pokojové teploté (Obrazek
1A). K ukonceni dormance doSlo i pfi nizSich teplotach (pfi ovlivnéni chladem pii 4°C)
(Obrazek 1B). Porovnanim obou vysledkii vyslo najevo, Ze pokojova teplota je, v piipadé N.
benthamiana, 0¢innéjsi pro ukonceni dormance semen nez chlad (4°C). Rozdil byl 4 tydny
(Obrazek 1). Tento rozdil lze asi vysvétlit klimatickymi podminkami v domoviné M.
benthamiana, jenz je puvodni v Australii. S nejvétsi pravdépodobnosti roste zejména na
zastinénych mistech jako jsou kafiony a usti jeskyni (Horton 1981) proto, aby rostliny byly



chranény pied slunecnimi paprsky a suchem. Lze se tedy domnivat, ze z ekologického
hlediska je pro né&j limitujici ne nizka, ale vysoka teplota.
Slouceniny zvysujici klic¢ivost

KCN, PFC a SNP zvysuje klicivost ¢astecn¢ dormantnich semen N. benthamiana v
zavislosti na koncentraci jak je vidét na obrazku 2. Vyssi koncentrace téchto sloucenin byly
ucinngjsi (100 uM a 250 uM). Avsak pouziti 10 uM koncentrace ptislusné latky mélo vyhodu
v tom, Ze se neprojevil toxicky efekt téchto sloucenin. Tim padem nebylo nutné semena umyt,
aby zacala klicit. Toxicky efekt vySe zminénych sloucenin v koncentraci 100 a 250 uM byl

pozorovan i u nedormantnich semen. Nedormantni semena zacala kli¢it az po umyti (data
nejsou uvedena).

Kli¢eni semen N. benthamiana podporoval i dusitan, ale v mnohem vyssich
koncentracich (500 uM a 1000 uM) nez predchazejici slouceniny (Obrazek 2). Bylo zjisténo,
7e 1 pres tyto vyS$i koncentrace se semena nemusi umyt, a kli¢i (data neuvedena). Dusi¢nan
ve stejnych koncentracich jako dusitan nemél vliv na kli¢eni semen (data neuvedena).

Nase vysledky podporuji zjisténi Bethkeho et al (2004). Jejich pokusy ukézaly, Ze
KCN, PFC, SNP a dusitan rusi dormanci u Arabidopsis.

Vliv fytohormont na kli¢eni semen

Gibereliny maji zasadni vliv na kliceni semen u Arabidopsis (Koornneef a van der
Veen 1980). AvSak piestoze je u rostlin znamo vice jak 100 riznych GA, pouze nékolik z
nich je biologicky aktivnich. Mezi né€ patiti GAs a GA4 (Crozier et al. 2000).

Aplikace GA3; na dormantni 1 nedormantni semena N. benthamiana neovlivnila jejich
kligeni (Obrazek 3A). Avsak ovlivnéni semen GA4.7 piineslo velmi dobré vysledky. Céastené
dormantni semena klicila v zavislosti na pouzité koncentraci a kliceni nedormantnich semen
nebylo ovlivnéno (obrazek 3B). GA47 téz ovlivituje kli¢eni ve tmé. Semena N. benthamiana
ve tm¢ neklicila, pokud nebyl aplikovan GA4; (data neuvedena). Tyto vysledky jsou v
souladu s vysledky Li et al. (2005) a jejich pokusy s Descurania sophia. V téchto pokusech
podporoval kliceni jen giberelin GA4, ne GAj;.

Paclobutrazol je zndm jako inhibitor syntézy GA, jenz inhibuje ent-kaurene oxidazu.
Pokud je aplikovan na semena Arabidopsis, tato semena nekli¢i (Nambara et al. 1991).

Obrazek 3C ukazuje jak paclobutrazol inhibuje kliceni nedormantnich semen N.
benthamiana. Vliv paclobutrazolu opét zalezel na pouzit¢ koncentraci. Kdy 10 puM
koncentrace netcinn¢ inhibovala kli¢eni, ale 100 uM koncentrace zredukovala kli¢eni na 27
% oproti kontrole (98 %). U 200 uM koncentrace nebylo pozorovano klieni semen.
Inhibujici efekt paclobutrazolu bylo mozné potlacit aplikaci GA47; (ne GAj;) (data
neuvedena).

ABA je dulezita z hlediska dormance semen, kdy =zabrafuje kli¢eni. AvSak
nezabranuje prasknuti testy (pouze prasknuti endospermu) u Nicotiana tabaccum (Leubner-
Metzger et al. 1995, 1998). Stejny efekt jako u N. tabaccum méla ABA i na N. benthamiana.



Kyselina abscisova méla stejny vliv jak na dormantni tak na nedormantni semena.
ABA sice neinhibovala prasknuti testy, ale inhibovala radikulu, kterd nebyla pozorovana.
Takze semena nemohla byt povazovana za vyklicend (Obrazek 3D). Pokud byla semena
umyta, a tak jiz nebyla inhibovana ABA, zacala kli¢it (data neuvedena).

Vliv svétla a tmy na kli¢eni semen

U nizkych koncentraci KCN, PFC, SNP a u vSech koncentraci dusitanu byl pozorovan
rozdil mezi tim, zda semena byla ovliviiovana na svétle nebo ve tmé. Obrazek 4A a 4B
ukazuje, ze klieni semen bylo zpozdéné v piipad¢ ovliviiovani semen ve tmé. U vyssich
koncentraci KCN, PFC a SNP (100 uM a 250 uM) nebyl tento jev pozorovan, pravdépodobné
diky jiz vySe zmiflovanému toxickému efektu téchto sloucenin. Tato pozorovani podporuji

tvrzeni, ze semena N. benthamiana jsou fotodormantni.

120 120
A B
100 - XX ERERKEX =X E =KX= 100 -
XXX -X-X=X-X-X-X-X
= 80 - = 80 -
g 2
= 60 = 60 -
3] 9]
2 40 - 2 40 -
X X
20 20 [_,._./-—-—-*'/.
0 L m-Mannntrnhih 0 ——l—l—a—a-fﬁ:ﬁi:ﬁ—
0 5 10 15 0 5 10 15
Cas (d) Cas (d)

Obr. 1: poskliziiové dozravani, (A) pokojova teplota: Aihned po sklizni, 4 po 2
tydnech, = po 4 tydnech, ¢ po 8 tydnech# X po 12 tydnech, (B) ovlivnéni chladem:
4°C: A ihned po sklizni, 4 po 2 tydnech, ®po 4 tydnech, ¢ po 8 tydnech, X po 12

tydnech.
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Obr. 2: Slouceniny ruSici dormanci semen N. benthamiana
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Obr. 3: Vliv giberelinti, paclobutrazolu a ABA na kliceni semen: (A) GA:
Akontrola, ¢ dormantni semena ovlivnéna 10 uM GA,, # dormantni semena
ovlivnéng 100 uM GA,, 4 nedormantni semena: kontrola < nedormantni semena
ovlivnéna 10 uM GA, [J nedormantni semena ovlivnéna 100 uM GA,

(B) GA,,, # kontrola, ¢ dormantni semena ovlivnéna 10 uM GA,,, , [Jdormantni
semena ovlivnéna 100 uM GA,,,, A nedormantni semena: kontrola, &
nedormantni semena ovilivnéna 10 uM GA,,,, A nedormantni semena ovlivnéna

100 uM GA,,,

(C) paclobutrazol: ® nedormantni semena ovlivnéna 200 uM paclobutrazolem, <
nedormantni semena ovlivnéna 100 uM paclobutrazolem, ¢ nedormantni semena
ovlivnéna 10 uM paclobutrazolem, 4 nedormantni semena: kontrola,

(D) ABA a prasknuti testy (ne endospermu): ¢ dormantni semena ovlivnéna 100
uM ABA, 4 dormantni semena ovlivnéna 10 uM ABA, = dormantni semena:
kontrola, [Jnedormantni semena ovilivnéna 100 uM ABA, A nedormantni
semena: kontrola, <> nedormantni semena ovlivnéna 10 uM ABA.
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Obr. 4: Vliv svétla a tmy na kli¢eni: (A): svétlo: [7SNP 10 uM, A KCN 10 uM &
PFC 10 uM, tma: M SNP 10 uM, 4 KCN 10 uM ¢ PFC 10 uM, (B): svétlo:
Cdusitan 1000 uM, [7 dusitan 500 uM, tma: ¢ dusitan 1000 uM, B dusitan 500

uM.

ZAVER

Zjistilo se, ze poskliziové dozravani pti pokojové teploté zrusi dormanci semen N.
benthamiana diive, nez ovlivnéni chladem pti 4°C. Dale bylo zjisténo, ze KCN, PFC, SNP a
dusitan sodny zvySuji kli¢ivost semen tohoto druhu. Jesté lepSich vysledki klicivosti lze
dosahnout pii pouziti GA4:7, zato GAj kli¢eni u N. benthamiana neovliviuje. I u tohoto druhu
se potvrdilo, Zze paclobutrazol inhibuje kli¢eni, které inhibuje i ABA. Téz se nam podatilo

potvrdit, ze semena N. benthamiana jsou fotodormantni.

PODEKOVANI
Préace byla podpofena grantem IGA: 1G270111.

LITERATURA
Bethke P.C., Gubler F., Jacobsen J.V., Jones R.L. (2004): Dormancy of Arabidopsis seeds
and barley grains can be broken by nitric oxide. Planta 219 (5): 847-855.

Bewley J.D. (1997): Seed germination and dormancy. Plant Cell 9: 1055-1066.

Crozier A., Kamiya Y., Bishop G., Yokota T. (2000): Biosynthesis of hormones and elicitor
molecules. In: Buchana B. B., Gruissem W., Jones R. L. (eds), Biochemistry and Molecular
Biology of Plants. American Society of Plant Physiologists, pp. 850-865.

Debeaujon 1., Léon-Kloosterziel K.M., Koorneef M. (2000): Influence of the testa on seed
dormancy, germination, and longevity in Arabidopsis. Plant Physiology 122, 403-413.

Finch-Savage W.E., Leubner-Metzger G. (2006): Seed dormancy and the control of
germination. New Phytologist 171: 501-523



Horton P. (1981): A taxonomic revision of Nicotiana (Solanaceae) in Australia. J. Adelaide
Bot. Gard. 3(1): 1-56.

Koornneef M. a van der Veen J.H. (1980): Induction and analysisof gibberellin sensitive
mutants in Arabidopsis thaliana (L.)Heynh. Theor. Appl. Genet. 58: 257-263.

Korneef M., Bentsink L., Hilhorst H. (2002): Seed dormancy and germination. Current
Opinion in Plant Biology.5: 33-36.

Kucera B., Cohn M.A., Leubner-Metzger G. (2005): Plant hormone interactions during seed
dormancy release and germination. Seed Science Research 15: 281-307.

Leubner-Metzger G., Frundt C., Vogeli-Lange R., Meins F. (Jr.) (1995): Class I B-1,3
glucanases in the endosperm of tobacco during germination. Plant Physiology 109: 751-759.

Leubner-Metzger G., Petruzzelli L., Waldvogel R., Vogeli-Lange R., Meins F. (Jr.) (1998):
Ethylene-responsive element binding protein (EREBP) expression and the transcriptional

regulation of class I B-1,3 glucanase during tobacco seed germination. Plant Molecular
Biology 38: 785-795.

Leubner-Metzger G. (2001): Brassinosteroids and gibberellins promote tobacco seed
germination by distinct pathways. Planta 213: 758-763.

Leubner-Metzger G. (2005): B-1,3 glucanase gene expresion in low-hydrated seeds as a
mechanism for dormancy release during tobacco after-ripening. The Plant Jour. 41: 133-145.

Nambara E., Akazawa T., McCourt P. (1991): Effects of the gibberellin biosynthesis inhibitor
uniconazol on mutants of Arabidopsis. Plant Physiol. 97: 736-738.

Narimanov A.A. (2000): Presowing treatment of seeds with hydrogen peroxide promotes
germination and development of plants. Biologia 55 (4): 425-428.

Probert R.J. (2000): The role of temperature in the regulation of seed dormancy and
germination. In Fenner M. (ed.) Seeds: The Ecology of Regeneration in Plant Communities,
2" edition. CAB International, 261-292.

Fang S.,Wang J., Wei Z., Zhu Z. (2006): Methods to break seed dormancy in Cyclocarya
paliurus (Batal) Iljinskaja. Scientia Horticulturae 110 (3): 305-309.
Valachovic 1991

Li W,, Liu X., Khan M. A., Kamiya Y., Yamaguchi S. (2005): Hormonal and environmental
regulation of seed germination in flixweed (Descurania sophia). Plant Growth Regulation 45:
199-207.



