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ABSTRACT

The correlation between changes of the level of abscisic acid and the expression of storage
proteins during development of pea zygotic embryo has been studied. The application of 20
puM flurochloridone decreased the content of ABA on flowering plants in endosperm and in
cotyledonary embryo in the early stage of development. The expression of storage proteins in
embryo of non-treated plants corresponded to the high level of ABA in a stage of ripening of
cotyledonary embryo. Immature and mature cotyledonary embryos were cultivated in vitro on
the medium supplemented by 30 g or 80 g of sucrose in the presence of flurochloridone or
absence of ABA, whereas only the mature embryos were able to germinate in these
conditions. The accumulation of storage proteins in the relation to desiccation is controlled by
increased level of abscisic acid in the embryonic tissues and in the seed.
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ABSTRAKT

Byly studovdny zmény obsahu abscisové v korelaci s expresi zasobnich proteinii béhem
vyvoje zygotického embrya hrachu. Pomoci aplikace 20 uM flurochloridonu na kvetouci
rostliny byl sniZen obsah ABA v endospermu a v rannych fazich vyvoje kotyledonarniho
embrya. Exprese zasobnich proteinit v embryu flurochloridonem neoSetfenych rostlin
nasledovala pik vysokého obsahu ABA v obdobi dozravani kotyledonarniho embrya. Nezrald
1 zrald kotyledonarni embrya byla kultivovana in vitro v MS médiu s 30 g nebo 80 g
sacharozy za ptitomnosti flurochloridonu ¢i absence ABA, pfi¢emz pouze zrald embrya byla
schopna kli¢it v téchto podminkach. Ukladani zasobnich proteinti je ve vztahu k desikaci
fizeno zvySenim koncentrace kyseliny abscisové v pletivech embrya a semene.

Kli¢ova slova: zygotické embryo, hrach, abscisovd kyselina, flurochloridon, z&sobni
proteiny, desikace
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Zygotickd embryogeneze je fizena nejenom aktivitou gentl, ale také hormonalni
homeostazi, pfi¢emz na této regulaci se podileji vSechny skupiny fytohormoni (LIU et al.
1995). Pro optimalni rist a vyvoj embrya az do faze maturace je nejvyznaméjsi kyselina
abscisovd. WANG et al. (1987) popisali akumulaci ABA b&hem embryogeneze a vyvoje
semen Pisum sativum. Dynamika obsahu ABA v Case byla charakteristickd dvéma piky. Prvni
maximum ABA odpovidd maximalnimu ristu testy, druhé intenzivnimu rlstu embrya.
Vyznam kyseliny abscisové vregulaci embryogeneze dokladd experimentalni prace
PREVOST a Le PAGE-DEGIVRY (1985) s embryi Phaseolus vulgaris. Studovali zmény
obsahu ABA v embryondlni ose a délohach. V €ase 29 DAA bylo zjisténo zvySeni obsahu
ABA jak v dé€lohach tak v embryonélni ose, pficemz v délohdch byl obsah ABA vyssi. Do
obdobi zralosti pak obsah ABA klesal. V in vitro kultute prokazali, Ze kultivace embryonalni
osy bez déloh zkracuje fazi maturace pied klicenim. To potvrdili pfidavkem ABA do média,
ktera kliCeni oddalila. Pfitomnost d€loh vSak stimulovala rust kli¢nich rostlin. Usoudili, ze
oddaleni kli¢eni souvisi s pfitomnosti ABA v d€lohach. Béhem posledni vyvojové faze
embrya, kterd odpovidd maturaci, jsou akumulovany zasobni proteiny (WANG a HEDLEY
1993). Syntézu a kladani zdsobnich proteint v procesu desikace v semenech hrachu detailné
popsali REISDORPHa KOSTER (1999). Tento proces postupné dehydratace Zivého obsahu
bunék a pletiv pfipravuje Zivotaschopna embrya a semena na piekonani neptiznivého obdobi
v zivotnim cyklu a zabranuje ptfedcasnému kliceni.

MATERIAL A METODY

Byla izolovana embrya z kontrolnich rostlin hrachu setého (odrida oskar) a z rostlin,
na které byl aplikovan 20 um flurochloridon. Odbér byl provadén v 9, 15, 22 a 30 dnech po
rozkvétu (DAA). Smeno bylo rozdéleno na embryo, endosperm a testu. V9 dnech po
rozkvétu bylo embryo v srd¢ité fazi embryogeneze, po 15 dnech bylo v délozni fazi, po 22
dnech bylo témét vyvinuté embryo s minimalnim obsahem endospermu a po 30 dnech po
rozkvétu bylo jiz embryo plné vyvinuto. Nezrald i zrald kotyledonarni embrya byla
kultivovéna in vitro na MS médiu (MURASHIGE a SKOOG 1962) s30 g nebo 80 g
sacharozy za ptitomnosti flurochloridonu (20 uM) ¢i ABA (10 uM). Pro analyzy ABA a
zasobnich proteini byla semena rozdélena na embryo, endosperm a testu. ABA byla
analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et. al. 1988), pii které¢ byla pouzita
monoklondlni protilitka MAC 262. Pro analyzu zdsobnich proteinti byla pouzita SDS
polyakrylamidova elektroforéza (LAEMMLI 1970). Pii kultivaci izolovanych embryi in vitro
bylo hodnoceno piezivani embryi a kli¢eni (%). Ke statistickému hodnoceni byl pouZit t-
studentiiv test pro testovani pritkaznosti rozdilu dvou primérii na sobé nezéavislych o stejném
rozsahu vybérového souboru. Statistické hodnoceni bylo provedeno v analyzach obsahu ABA
ve Ctyfech opakovanich.



VYSLEDKY A DISKUZE

Analyzy obsahu ABA prokézaly, Ze nejvetsi obsah ABA byl nalezen v endospermu.
Mensi obsah ABA byl zjistén v embryu a nejmensi v testé semene. Lusky mély jeste nizsi
obsah ABA neZ semena. OSetfeni flurochloridonem sniZilo obsah ABA jak v endospermu tak
v semenech v pozdéjsich fazich vyvoje a ristu embrya. Pét dni po anthezi byl zjistén nizsi
obsah ABA v semenech rostlin oSetfenych flurochloridonem oproti rostlindm kontrolnim
(graf €. 1).
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Graf ¢.1 - Endogenni hladina ABA (ng/g Cerstvé hmotnosti) v semenech a luscich rostlin
hrachu setého oSetifeného 20 uM flurochloridonem

Aplikace flurochloridonu vyznamné¢ 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).
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Graf ¢. 2 - Endogenni hladina ABA (ng/g ¢erstvé hmotnosti) v testé, embryu a endospermu
semen hrachu setého oSetfeného 20 uM flurochloridonem



Exprese zasobnich proteintii byla provedena v embryich, endospermu a v semenech.
Hmotnostni marker 50 kDa odpovida jedné ze subjednotek zasobniho proteinu vicilinu
(oznaceno cervenou Sipkou) a marker 40 kDa zasobnimu proteinu legumin a. Ze snimku €. 1 a
2 je mozno konstatovat, ze oSetieni flurochloridonem oddalilo expresi zasobnich proteind.
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Snimek ¢. 1 — Elektroforeogram zasobnich proteinti semen (S) a embryi (E) kontrolnich
rostlin

Exprese vicilinu zacala v terminu 22 DAA, ale leguminu a convicilinu (oznaceno
zelenou Sipkou) pozdéji v terminu 30 DAA. V tomto obdobi byla detekovana subjednotka
vicilinu s molekulovou hmotnosti 34 kDa 1 vsemenech a embryich flurochloridonem

osetfenych rostlin.
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Snimek ¢. 2 — Elektroforeogram zasobnich protein( semen (S) a embryi (E) flurochloridonem
oSetrenych rostlin

Pii kultivaci izolovanych embryi in vitro bylo charakteristické, Ze embrya zbavena
déloh intenzivngji kli¢ila, zvlasté v ptipadé kultivace na médiu s flurochloridonem. Takto
oSetfena embrya méla méné vyraznou expresi zasobnich proteinli oproti embryim kontrolni
varianty (neoSetfend). Flurochloridon obsah ABA u takto oSetfenych embryi snizoval.
Exprese zasobnich proteinli v embryu flurochloridonem neoSetfenych rostlin nasledovala pik
vysokého obsahu ABA v obdobi dozravani kotyledonarniho embrya. Obsah ABA byl nejvyssi
po kultivaci embryi na médiu s ABA a to i v pfipadé odstranéni d€loh (vysledky budou
komentovany v ustni prezentaci). Ukladani zasobnich proteinti bylo ve vztahu k desikaci
fizeno zvySenim koncentrace kyseliny abscisové v pletivech embrya a semene, coz odpovida

obdobnym zjisténim XU A BEWLEY (1995) na embryich vojtésky.
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