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ABSTRACT

We studied the relationship between abscisic acid (ABA) levels and expression of storage
proteins in zygotic embryo during seed development (characterized by embryo morphology),
and also the distribution of ABA in immature pea seed and fruit. The changes in ABA levels
induced experimentally by flurochloridone (inhibitor of ABA biosynthesis) were compared to
normal embryo/seed development (control). Flowering plants were treated by flurochloridone
spraying (20 uM). The endosperm, the embryo and the pod of control plants had a higher
ABA content than in plants treated by flurochloridone. The content of ABA in embryo and
endosperm was higher than in testa. The highest content of ABA in seed was observed
between 9 and 15 DAA in endosperm. The expression of storage proteins was observed in
embryos from control plants. The growth of isolated embryos of both control and
flurochloridone treated plants in vitro was observed in liquid media supplemented with a high
sucrose concentration, ABA and glutamine. In such culture conditions only mature embryos
germinated.
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ABSTRAKT

Byl studovan vztah mezi hladinou abscisové kyseliny a expresi zasobnich proteinii béhem
vyvoje semen (charakterizovano morfologii embrya), a také distribuce ABA v semeni.
Pomoci 20 uM flurochloridonu (inhibitor ABA biosyntézy) byly indukovany experimentalné
zmény obsahu ABA po oSetfeni kvetoucich rostlin. Endosperm, embryo a lusky kontrolnich
rostlin mély vyssi obsah ABA, nez zrostlin oSetienych flurochloridonem. Obsah ABA
v embryu a endospermu byl vyssi nez testé. Nejvyssi obsah ABA v semenech byl pozorovan
mezi 9 a 15 DAA vendospermu. Exprese zdsobnich proteinti byla zjiSténa v embryich
kontrolnich rostlin. Rast izolovanych embryi in vitro kontrolnich i flurochloridonem
osetfenych rostlin byl pozorovan v tekutém médiu s obsahem sachar6zy, ABA a glutaminu,
pricemz pouze zrald embrya byla schopna klicit v téchto podminkach.
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UvVoD

Vyvoj zygotického embrya je proces zahrnujici tvorbu pletiv a organovych primordii
rostliny. Jako modelova zygoticka embryogeneze je studovana embryogeneze hrachu setého.
Vyvoj zygotického embrya hrachu je proces ¢lenény na vétsi pocet fazi (obvykle 10) od
rozdéleni zygoty (MARINOS 1970, LIU et. al. 1999). Prvni fazi embryogeneze je tvorba
globularniho embrya a dale srdc¢itého a posledni faze je vyvoj a rast délozniho embrya. Rist a
vyvoj srd¢itého embrya a rannych fazi délozniho embrya je provdzen vyzivou embrya z bun¢k
»tekutého* endospermu (WEBER et. al. 2005), coz jsou procesy provazené ucasti
apoplastového transportu latek za spolutiCasti vyzivy embrya na zéklad¢ trofické aktivity testy
(ROCHAT and BOUTIN 1991). Po této fazi nasleduje resorpce endospermu a pozdni vyvoj
délozniho embrya se soucasnym ukladanim zéasobnich latek (Skrob, proteiny) do déloh
(DAVIES and BEDFORD 1982). Proces ukladani téchto zasobnich latek (maturace embrya)
je provazen zvysSenim obsahu kyseliny abscisové.

Je zndmo ze, nezrala semena zraznych druhl rostlin akumuluji relativné vysoké
mnozstvi kyseliny abscisové (KING 1982). Béhem maturace semen nékterych druht rostlin
byly zjistény dva piky kyseliny abscisové, které byly v korelaci s nizkou urovni kliceni
izolovanych embryi (FINKELSTEIN 1985). Druhy pik kyseliny abscisové indukoval
dormanci (KARSSEN et. al. 1983), coz souhlasi se skutecnosti, Ze ABA hraje moznou roli
v prevenci proti pied¢asnému kliceni semen (REIKEL and QUATRANO 1985). In vitro
izolace a kultivace embryi mize indukovat kliceni pfed zranim (COOK et. al. 1988). Béhem

poslednich dvou vyvojovych fazi embrya hrachu, tj. maturace jsou akumulovany zasobni
latky (WANG and HEDLEY 1993).

Cilem prace bylo sledovat vztah mezi zménami obsahu ABA v zygotickych embryich
béhem jejich vyvoje a expresi zdsobnich proteinl, dale sledovat zmény distribuce ABA
v nezralych semenech hrachu a zmény obsahu ABA pfi kultivaci izolovanych embryi hrachu
v in vitro podminkach. Pro ovéfeni vlivu ABA na rist a vyvoj zygotického embrya byla
experimentalné ovlivnéna hladina ABA prostiednictvim inhibitoru jeji biosyntézy
(flurochloridon) s cilem naruSeni vyvoje a rustu embrya a snizeni obsahu ABA.

MATERIAL A METODY

Byla izolovana embrya z kontrolnich rostlin hrachu setého (odrtida Oskar) a z rostlin,
na které byl aplikovan 20 uM flurochloridon. Odbér embryi pro analyzy ABA a proteind a
pro kultivaci in vitro byl proveden 9, 15, 22 a 30 DAA (dny po anthezi). Pro analyzy ABA a
proteinti byla semena rozdélena na embryo, endosperm a testu. Izolovand embrya byla
kultivovéna v tekutém mediu MS (MURASHIGE and SKOOG 1962) obsahujicim vzdy 80 g
sacharozy a 10 uM ABA nebo 20 uM flurochloridon. Jeden mésic po kultivaci izolovanych
embryi in vitro byla stanovovana Zzivotnost (TTC barveni) a procento kliceni. ABA byla
analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et. al. 1988), pifi kter¢ byla pouzita
monoklonalni protilitka MAC 262. Pro analyzu zédsobnich proteinii byla pouzita SDS
polyakrylamidova elektroforéza (LAEMMLI 1970). Pro stanoveni ABA bylo provedeno 6



opakovani a testovani prukaznosti rozdili mezi kontrolnimi vzorky a vzorky z rostlin
osetfenych flurochloridonem bylo provedeno pomoci Studentova t-testu.

(Poznamka: ve vysledcich jsou uvedeny grafy s legendou a popisy os v angli¢ting)

VYSLEDKY

Analyzy obsahu ABA prokazaly, ze nejvétsi obsah ABA byl nalezen v endospermu.
Mensi obsah ABA byl zjistén v embryu a nejmensi v testé¢ semene. Lusky mély jesté nizsi
obsah ABA nez semena. OSetfeni flurochloridonem snizilo obsah ABA jak v endospermu tak
v semenech v pozdéjSich fazich vyvoje a riistu embrya. P&t dni po anthezi byl zjistén nizsi
obsah ABA v semenech rostlin oSetfenych flurochloridonem oproti rostlindm kontrolnim
(graf ¢. 1). Béhem dalSiho rtistu se snizil obsah ABA kontrolnich rostlin, avSak 15 dna po
athezi uz se obsah ABA v kontrolnich rostlinach nesniZzoval, zatimco v rostlinach oSetienych
flurochloridonem jest¢ do 30 dnli po anthezi obsah ABA klesl. Obsah ABA v luscich byl
nevyrazny a v prubéhu sledovani uz se neménil v obou variantach.

Graf ¢.1 Endogenni hladina ABA (ng/g Cerstvé hmotnosti) v semenech a luscich rostlin
hrachu setého osetifeného 20 uM flurochloridonem
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Obsah ABA byl vendospermu rostlin oSetfenych flurochloridonem niz8§i nez u
kontroly, tento stav zlstal zachovan az do obdobi resorpce endospermu. V testé¢ byl obsah
ABA niz8i nez v endospermu, 15 dnti po anthezi obsah ABA se v test¢ snizil po oSetfeni
flurochloridonem pozdé&ji zvysil a v obdobi dozravéni se zase snizil. Aplikace flurochloridonu
vyznamn¢é zasdhla obsah ABA v embryich, 15 dni po anthezi byl obsah ABA v embryich
oproti kontrole nizsi a také 30 dni po anthezi byl tento obsah nizsi oproti embryim kontrolnich
rostlin (graf €. 2).



Graf ¢. 2 Endogenni hladina ABA (ng/g cerstvé hmotnosti) v semenech a luscich rostlin
hrachu setého osetfeného 20 uM flurochloridonem
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V ptepoctu obsahu ABA na jedno semeno bylo zjisténo, Ze nejvetsi podil obsahu ABA
béhem vyvoje semene a embrya je zpocatku (9-15 DAA) jeho rtstu v testé, pozdéji (po
resorpci endospermu) je maximum obsahu ABA v embryu.

Pti kultivaci izolovanych zygotickych embryi bylo zjisténo, ze jejich vyvoj a rist
pokracuje v ptipad¢€ izolace embryi 15 dni po anthezi v pfitomnosti sachar6ézy v kultivaénim
médiu. Preziti téchto izolovanych embryi bylo vyssi nez 70 %, kli€eni bylo castéjsi pii
kultivaci embryi v médiu s flurochloridonem (pfedevsim zrald embrya, kli¢ivost az 100 %,
ostatni kli¢ivost do 40 %, graf €. 3).

Graf ¢. 3 PreZiti (%) a kliceni (%) izolovanych embryi z kontrolnich rostlin a rostlin
oSetrenych flurochloridonem pfi kultivaci in vitro
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Endogenni hladina ABA béhem kultivace izolovanych zygotickych embryi byla
nejvyssi v pripade€, ze v médiu byla ABA (10 uM). V piipad¢, Ze v médiu nebyla ABA, méla



embrya izolovand 9 a 15 dni po anthezi obsah ABA po celou dobu kultivace nizky, zatimco
embrya izolovana 22 a 30 dni po anthezi byla schopna syntetizovat kyselinu abscisovou i pfi
kultivaci s flurochloridonem. V tomto piipad€ nebyl prikazny rozdil mezi kontrolni kultivaci
a kultivaci s flurochloridonem (graf ¢. 4). V embryich kontrolni varianty byla charakteristicka
exprese zasobnich proteinti odpovidajici hmotnostnim markeriim pro proteiny vicilin a
convicilin pravé u zralych embryi (30 dnti po anthezi). Osetfeni flurochloridonem tuto expresi

v pozdnich fazich vyvoje embrya nenarusilo, pouze oddalilo.

Graf ¢. 4 Obsah ABA (ng/g ¢erstvé hmotnosti) izolovanych embryi pii kultivaci in vitro (A — 9
DAA, B - 15 DAA, C— 22 DAA, D — 30 DAA, symboly v grafu)
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ZAVER

Na zaklad¢ vysledki analyz ABA, morfologie embryi a kliceni izolovanych embryi je
mozné konstatovat, Ze endogenni ABA se podili na regulaci vyvoje embrya. Pomoci aplikace
flurochloridonu byla snizena endogenni ABA jak v obdobi ristu embrya, tak v obdobi jeho
maturace. Rovnéz pfi kultivaci izolovanych embryi bylo prok4zéno, ze vyvojové mladsi
stddia embryi nejsou schopna syntézy ABA, nebot jsou patrné¢ zéavisla na obsahu ABA
z endospermu, naopak pifi kultivaci vyvinutych embryi v pfitomnosti flurochloridonu
dochazelo k syntéze ABA. K obdobnym vysledkiim dospéli BARRATT et. al. (1989), kteti
pouzili fluridon, latku obdobnou svym ucinkem flurochloridonu. Také XU and BEWLEY
(1995) popisuji tulohu ABA v desikaéni toleranci maturujicich embryi vojtésky. V jejich praci



pomoci fluridonu inhibovali syntézu zasobnich proteinti obdobné, jako doslo ke zpozdéni

exprese zasobnich proteinii v embryich v nasem experimentu pii pouziti flurochloridonu.
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