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Abstrakt





	Kyselina abscisová (ABA) je fytohormon regulující v rostlinách vývojové a metabolické procesy abscise a dormance. Důležitou regulační funkci má kyselina abscisová i při zvýšení své endogenní hladiny v rostlinách za stresových podmínek, sucha, chladu, nevhodných osmotických podmínek a imisí. V explantátových kulturách je zkoumána její role v somatické embryogenezi. V rostlinách se ABA vyskytuje v nepatrných množstvích 10 - 50 ng/g čerstvé hmotnosti.


	Chemicky je kyselina abscisová seskviterpen a v rostlinách vzniká z kyseliny mevalonové a z karotenoidů. Má 2 optické izomery, přičemž v rostlinách se vyskytuje jen (+)-(S)-enantiomer. Chemicky vyrobená (-)-(R)-ABA tvoří racemickou směs. Geometrická izomerie molekuly ABA eliminuje fyziologickou aktivitu ABA v případě, že karboxylová skupina je v trans konfiguraci.


	Pro analytické stanovení je ABA extrahována z rostlinného materiálu vytřepáním homogenátu do vodného roztoku po dobu 24 hodin při +4oC. Volná ABA se oddělí centrifugací - zůstává v supernatantu. Do analýzy se ze vzorku odebírá 2 x 50 ml supernatantu.


	Radioimunoanalytické stanovení (RIA) kyseliny abscisové je vysoce citlivá kvantitativní (detekční limit ABA v pg) imunochemická metoda stanovení ABA využívající schopnosti rozpoznání molekuly ABA protilátkou MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) s velmi vysokou specifitou. Princip metody spočívá v kompetici nativní nebo standartní ABA (hapten) a radioaktivně značené 3H-ABA (radioligand) ve vazbě na protilátku MAC 252. Za předpokladu konstantního množství protilátky  MAC 252 a radioaktivně značené 3H-ABA a přebytku nativní ABA, dochází k vytěsňování radioligandu z vazby s protilátkou a k vazbě haptenu s protilátkou. Tvorby komplexů hapten-protilátka a hapten-radioligand je dosaženo po inkubaci za nízké teploty (+4OC). Jejich separace je provedena vysrážením v síranu amonném a a oddělením následnou centrifugací. Radioaktivita sedimentu je měřena technikou kapalné scintilace na scintilačním spektrofotometru Packard 2000 CA. Kalibrační křivka je sestrojena  za použití standartní ABA (+/- cis,trans-ABA, Sigma).


	ÚBFR pomocí radioimunoanalytického stanovení ABA studuje dynamiku endogenního obsahu ABA v průběhu dormance sladovnického ječmene, při indukci chladuvzdornosti ozimého ječmene jako markeru snížené teploty a při studiu dynamiky endogenní ABA v procesu somatické embryogeneze v in vitro kulturách. 
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	Příloha


	komponenty radioimunoanalýzy:


		- monoklonální protilátka MAC 252 (Cambridge)


		- radioligand (3H-ABA, Amersham)


		- standart (hapten, +/- cis,trans-ABA, Sigma)


		- extrahovaná volná ABA z rostlinného materiálu (hapten)





	schéma precipitace (symboly):


		tvorba komplexu radioligand-protilátka


�	6 3H-Ag    +   6 Ab               6 3H-AgAb


		tvorba obou typů komplexů	  


�	6 3H-Ag   +   6 Ag   +   6 Ab         2 3H-AgAb + 4 AgAb   + 4 3H-Ag   +  2 Ag
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