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ABSTRACT

Our aim was to describe relationship between entmggecontent of abscisic acid (ABA) and
level of storage proteins in isolated embryos d& ipevitro. Decrease the level of ABA and
the level of storage proteins through the applicanf 20 uM flurochloridone in proces of
dessication and evoke embryos to germinate. Actmelusion deduce correlation between
ABA, storage proteins and germinating in embryogdunadion from results. We isolated
embryos 9, 15, 22 and 30 days after pollination ADAom pea controle plants and with
aplication 20uM flurochloridone. Imature and matenebryos were cultivated vitro on MS
medium (MURASHIGE and SKOOG 1962) with 30 g sucrase80 g sucrose with or
without 20 puM flurochloridone and 10 puM ABA. ABA we analysed by RIA
(radioimunoanalytic) method (QUARRIE et al. 1988)hausing monoclonal antibody MAC
262. SDS polyacrylamide electrophoresis (LAEMMLI7D9 was used for analysing storage
proteins. By cultivation of isolated embryosvitro were judged living and germinating of
embryos (%). Statistical evaluation (t-Student’st)tavere used in analyses of ABA and
repeated four times. By the help of flurochloridoménich decreased level of ABA
biosynthesis we observed morphological changesmbrgos. Plants with application of
flurochloridone had lower level of ABA in embryosdaendosperm. For cultivated isolated
embryosin vitro were characteristic that embryos without cotyledaiid germinace more
intensively already on medium with adition of flahdoridone. Rippening cotyledonary
embryos from control plant had eminently repredeteaof storage proteins with relation to
upper level of ABA in maturation. Storage proteigpdsition were in relation to desication
governed by the enhancement level of abscisicinathbryo’s tissue and seed.
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UvoD

Vyznamnym procesem vyvoje rostlin je zygoticka eyolgeneze. Regulaceistu
avyvoje embrya je dana interakcemi fytohorrinoa genetickych dispozic. Vyvijejici
se embryo resp. semeno uklada zasobni latky, gtegekonani nefizniveého obdobi kirstu
slouzi pro poateni rast klicni rostliny. Procesy ukladang&dhto zasobnich latek jsou
regulovany aktivitou geih a hormori, predevSim v obdobi maturace embrya. Cilem bylo
studovat #stu a vyvoj zygotického embrya hrachu setéRosum sativum L.) ve vztahu
ke znmétnam obsahu a distribuce kyseliny abscisové. Egosictvim aplikace inhibitoru
biosyntézy ABA (flurochloridonu) byly modifikovangndogenni hladiny ABA (abscisova
kyselina) a sledovany morfologické 2ny embryi. Déle byla sledovana exprese zasobnich
proteini v zygotickych embryich (a to i po aplikaci flurdetidonu).

MATERIAL A METODIKA

V experimentu byl pouzit hrach sety éda Oskar, z jehoZz semen byla izolovana
embrya v 9, 15, 22 a 30 dnech po ragzkv(DAA) a embryonalni osy (embrya po odstiain
déloh) 22 a 30 DAA a pouzita pro stanoveni ABA a Zadgoh proteid. Embrya byla
kultivovana na médiu MS (MURASHIGE and SKOOG 1962%)bsahem 30 g nebo 80 g
sacharosy a fidavkem bd 20 puM flurochlotidonu, nebo 10 uM ABA. ABA byla
analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et. al. 988moci monoklonalni protilatky
MAC 262 a zasobni proteiny byly analyzovany ponfbiS polyakrylamidové elektroforézy
(LAEMMLI 1970). Fxi kultivaci izolovanych embryiin vitro bylo hodnoceno iezivani
embryi a kléeni (%). Ke statistickému hodnoceni byl pouzit udginfiv test. Statistické
hodnoceni bylo provedeno v analyzach obsahu AB&tytech opakovanich.

VYSLEDKY A DISKUZE

Béhem Kkultivace izolovanych embryn vitro se dynamicky rnil obsah ABA.
NejvétSich zngn bylo dosazeno u embryi 9 DAA, ktera byla neje#iBi na izolaci. Na médiu
s pridavkem flurochloridonu #y vySSi obsah ABA, na rozdil od embryi 15 DAA, kde
obsah ABA dle pedpokladu snizil f kultivaci na médiich s flurochloridonem a zvysili
kultivaci na médiu sifidavkem ABA navic vySSi koncentrace sacharosy jiefb podpdila
ve vSechiech typech médii s 80 g sacharosy. Kultivace izntgeh embryonalnich os 22
DAA vykazovala obdobné rozdily. Embryonélni osy[38A (graf 1) kultivované na médiu
s piidavkem flurochloridonu vykazovaly oprotigipokladu zvySeni obsahu ABA. Toto bylo
zpasobeno prarstanim osy v kéini rostlinu.
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Graf 1 Obsah endogenni ABA v embryonalni ose 30 DAA
(Legenda ke grafum 4 a — f: A — 80 g sacharosy, B — 80 g sacharosy + 10 uM ABA,
C — 80 g sacharosy + 20 uM flurochloridonu , D — 30 g sacharosy, E —
30 g sacharosy + 10 uM ABA, F - 30 g sacharosy + 20 uM flurochloridonu)
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Obr.1 Vyrez elektroforeogramu zasobnich proteind embryi 22 DAA

Vysledky elektroforeogratn 150 vzorki embryi (obr. 1) i embryonalnich os (obr. 2)
kultivovanych vin vitro podminkach ukazaly zavislost zastoupeni, syntéakwmulace
jednotlivych zasobnich proteima zvySeni endogenni hladiny ABA. Nezrala embrya 1%
DAA méla mensi schopnost kif, nez embrya 22 DAA a 30 DAA. ZvySené mnoZzstvi
celkovych proteifi a exprese zasobnich protieipo expozici na médiich s ABA souhlasi
s vysledky SODERMANA et al (2000). Ti uwgd zvySeni exprese LEA protdinpo
exogenni aplikaci ABA § zrani semerArabidopis thaliana. Ukladani zasobnich protéin
bylo ve vztahu k desikagizeno zvySenim koncentrace kyseliny abscisové twpleh embrya
a semene, coz odpovida obdobnym &jigh XU a BEWLEY (1995) na embryich véky.
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Obr.2 Vyrez elektroforeogramu zasobnich proteind embryonalnich os 22 DAA

Pridavek ABA nebo flurochloridonu do média diliost snizil. Embrya na médiu s
30 g sacharosy #ua klicivost vySSi nez na 80 g sacharosy. Izolovana embykazovala
velmi dobré pezivani v podminkacim vitro. Embrya 15, 22 a 30 DAA &a 100% Zivotnost,
respektive nulovou mortalitu.
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Graf 2 Klicivost izolovanych embryi 9 DAA in vitro
(Legenda ke grafim 4 a — f: A — 80 g sacharosy, B — 80 g sacharosy + 10 uM ABA, C
— 80 g sacharosy + 20 uM flurochloridonu , D — 30 g sacharosy, E — 30 g sacharosy +
10 uM ABA, F - 30 g sacharosy + 20 uM flurochloridonu)
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Graf 3 Klicivost izolovanych embryi 30 DAA in vitro
(Legenda ke grafum 4 a — f: A — 80 g sacharosy, B — 80 g sacharosy + 10 uM ABA, C
— 80 g sacharosy + 20 uM flurochloridon , D — 30 g sacharosy, E — 30 g sacharosy +
10 uM ABA, F - 30 g sacharosy + 20 uM flurochloridon)



ZAVER

Bylo potvrzeno, Ze obsah kyseliny abscisové koeeBipbsahem zasobnich protein
obzvlast v pozdjSich fazich embryogeneze. Snizeni obsahu kyselsgisové podgibo
rychlejsi klteni i nezralych embryi i vitro kultivaci. Intaktni embrya i jejich embryonalni
osy (embrya po amputaci¢ldh) mely expresi zasobnich protéinkompletni v pipad
kontrolni varianty, tak i po oS&ni ABA. Takovato exprese zasobnich praidiyla typicka
pro kultivaci na médiich obsahujicich 80 g sachaio30 g sacharosy. P&yrech tydnech

kultivace embryiin vitro exprese protein neustavala i festo, Ze &kdy prorostly v kléni
rostliny (embryonalni osy — kontrola).
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