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ABSTRACT

The relationship between changes of abscisic acid (ABA) level and specific leaf area (SLA)
of potato plants cultivated in Richter nutrient solution after flurochloridone (20 pM) and/or
polyethylene glycol (100 g.I" PEG) treatment was studied. Abscisic acid was quantified by
radioimmunoassay (RIA), after separation of intact plants on to roots, stem and leaves. After
fractionation of extracellular (apoplast) end intracellular ABA in leaves we used infiltration of
plants in buffer under a vacuum. We also separated intracellular ABA to cytoplasmic and
plastidic ABA. We observed that PEG treatment increased ABA level at first in roots and
root-xylem exudate; and later two days after treatment in leaves and five days after in cytosol
and apoplast of leaves. Flurochloridone treatment increased the ABA level in leaves only
slightly, but not in roots. The relationship between ABA level and SLA parameter was
observed after 14 days of treatment as a result of ABA action in leaf growth.
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ABSTRAKT

U rostlin kultivovanych v Richterové roztoku a oSetfenych flurochloridonem (20 pmol)
a/nebo polyetylenglykolem (100g.1" PEG) byl sledovéan vztah mezi zménami hladiny kyseliny
abscisové (ABA) a specifickou listovou plochou (SLA). V listech, stoncich a kotenech
intaktnich rostlin byla kvantifikovana kyselina abscisovd pomoci radioimunoanalyzy (RIA).
Nejprve byla z listd a stonkl od€lena intracelularni ABA od extracelularni pomoci infiltrace
v pufru ve vakuu. Intracelulirni ABA byla nasledovné rozdélena na plastidickou a
cytoplasmatickou. Hladina ABA se po oSetieni PEG zvySovala nejprve v kofenech a
kotfenovém exudatu, dva dny po oSetfeni v listech a po péti dnech také v cytosolu a apoplastu
listd. Pol4 dnech od oSetfeni byl pozorovan vztah mezi hladinou ABA a velikosti listové
plochy jako nasledek uc¢inku ABA narist listi. Hladina ABA v listech se po oSetieni
flurichloridonem zvySovala jen velmi pomalu a v kofenech se nezvySovala viibec.
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UVoD

Nejvyznamngj$i ulohou kyseliny abscisové (ABA) v dospélych rostlinach je
vody. Proto je ABA casnym markerem stresu v rostlinach, molekularné¢ je mediatorem
aktivujicim cyklickou adenosindifosforibosu (c-ADPR) ve velmi rychlém procesu uzavirani
priduchtit (CORNISH a RADIN 1990). Je znamo, Ze ABA je syntetizovdna ptredevSim
v chloroplastech (LICHTENTHALER a BECKER 1970), kde se ji vyskytuje cca 80 — 85 %
v buiice. ZvySeni obsahu ABA v reakci na stres je zajisténo prostiednictvim této slozky ABA
v buiice a lze jeji vypoveédni hodnotu brat jako markerovaci. Pro signalizaci stresovych situaci
ma vSak vyznam apoplastova ABA, pficemz byly identifikoviny pro tento signal
extracelularni receptory (GILROY a JONES 1994). I ptes skute¢nost znalosti translokace
ABA vrostlinach z kofenli do nadzemni ¢asti rostliny (LIANG a ZHANG 1999) neni
kvantifikovano jakou mirou se z hlediska celkového obsahu ABA v rostlinach podili reakci na
stres prave jeji apoplastova slozka. ABA se podili vyznamnou mérou na procesech aklimace
rostlin vii€i stresu a navozeni regulacni homeostdze (regulace transpirace prostiednictvim
regulace ¢innosti pruducht).

Osmoticky stres je u rostlin experimenalné nej€astéji vyvolavan pomoci polyetylen
glykolu se soucasnym zvySenim ABA v roslinich (CHEN et al. 2002). ZvySeny obsah
kyseliny abscisové v rostlinach je davan do vztahu s inhibicemi rdstu na rtiznych Grovnich
(CREELMAN et al. 1990), exogenni aplikace ABA na rostliny pak redukuje reakci rostlin na
stres €1 zvySuje jejich odolnost (TANINO et al. 1990). Pomoci inhibitori biosyntézy
karotenoidli dochazi v rostlinach ke sniZzeni obsahu ABA, napft. pouZiti fluridonu (GAMBLE
and MULLET 1986, KOWALCZYK-SCHRODER and SANDMANN 1992).

Cilem prace bylo sledovat vztah zmén obsahu kyseliny abscisové v zavislosti na
pusobeni nepenetrujiciho osmotika (PEG 6000) v rostlinach lilku bramboru a specifické
listové plochy. DalSim cilem bylo experimendlni sniZzeni obsahu ABA v rostlindich pomoci
aplikace flurochloridonu. Na zakladé kompartmentace ABA v rostlinach byla sledovana
distribuce ABA a jeji zmény v Casové posloupnosti reakce rostlin na stres a jejich schopnosti
rastu.

MATERIAL A METODY

Pro studium vztahu ABA a SLA stresu byly pouzity zakofenéné pryty rostlin
bramboru odridy Karin ve stadiu 4 pravych listi. Pro pfipravu pokusného materidlu byly
pupeny izolované z hliz zakotenovany ve vodé¢ a ziskané zakotfenéné rostlinky nasledné
kultivovany v zivném roztoku (Richtereriv roztok) v klimaboxu tak, aby experimentalni
materiadl byl velikostné a vyvojové vyrovnany. Pro vyvoldni osmotického stresu byl Zivny



roztok obohacen o PEG 6000 (100g PEG/ I zivného roztoku) a pro potiebu inhibice biosynézy
ABA o fluridon (20 umol). Tyto dvé varianty byly porovnavany s kontrolou.

Rostlinny materidl byl odebiran v intervalech 0 hodin (vychozi stav), 2, 5 a 14 dni.
Obsah ABA byl analyzovan metodou RIA (QUARRIE et al. 1988) v listech, stoncich,
a kotenech; v apoplastické tekuting listl a stonkil; v chloroplastech, cytosolu a kofenovém
exudatu. Apoplasticki ABA byla ziskdna zlistd a stonkl infiltraci v pufru ve vakuu.
Homogenizace rostlinného materidlu, filtrace a naslednd centrifugace oddélila plastidovou
a cytoplasmatickou frakci ABA. Obsah ABA byl vyjadien v ng.g” Gerstvé hmotnosti nebo
ng.ml" vzorku. Hodnota SLA byla vypogitana jako podil listové plochy (vyjadiena v cm?)
a susiny listt (g). Listova plocha byla stanovena analyzou obrazu (software Image Tool)
a vyjadiena v cm”.g” &erstvé hmotnosti. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny Studentovym
t-testem (pro stanoveni obsahu ABA bylo provedeno vzdy 6 opakovani).

VYSLEDKY

Z vysledki analyz obsahu ABA bylo zietelné, ze nejvyssi obsah ABA byl v listech
(stovky nanogramii na gram cerstvé hmotnosti) a to u varianty oSetiené¢ PEG, pticemz rozdily
oproti kontrole byly statisticky prikazné po celou dobu sledovani (graf ¢. 1). Obsahy ABA ve
stoncich a kofenech byly podstatné nizsi (grafy ¢. 2 a3), pfiCemz v kotenech aplikace
flurichloridonu snizila obsah ABA oproti obsahu ABA v kotfenech kontrolni varianty. Hladina
ABA se prokazateln¢ zvysila jak ve stoncich rostlin osetienych PEG tak i1 fluridonem (graf ¢.
2). V patém dni kultivace rostlin je tedy stresové pusobeni PEG statisticky prukazné zvySenim
obsahu ABA ve vSech castech rostlin.

Graf &. 1 Hladina endogenni ABA | listech v ng.g”' Gerstvé hmotnosti.
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Graf ¢. 2 Hladina endogenni ABA ve stoncich v ng.g”" &erstvé hmotnosti.
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Graf &. 3 Hladina endogenni ABA v kofenech v ng.g” éerstvé hmotnosti.
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Pii frakcionaci ABA byl zaznamenan nejvyssi obsah ABA v chloroplastech, mensi
v apoplastu listil a v cytosolu. PEG zvysil obsah ABA v apoplastu prukazné (graf ¢. 4) a tento
stav se udrzel po celoud obu plsobeni osmotického stresu. Rozdily obsahu ABA
v chloroplastech mezi pokusnymi variantami nebyly priukazné (graf ¢. 5), pouze v rostlinach
kontrolni varianty (nestresované) dochazelo k nartstu obsahu ABA v chloroplastech
v pribéhu kultivace. Podil cytosolické ABA cytosolu byl opét vyssi v listech zrostlin
osetfenych PEG oproti kontole (graf ¢. 6).

Graf 6. 4 Obsah ABA v apoplastu listti ng.ml”" vzorku (apoplastické tekutiny).
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Graf 6. 5 Obsah ABA v chloroplastech v ng. g éerstvé hmotnosti
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Graf 6. 6 Obsah ABA v cytosolu bunék mezofylu listi v ng.g™" Serstvé hmotnosti.
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Hodnoty specifické listové plochy byly u jednotlivych variant v ¢ase rozdilné. Po 14
dnech kultivace doSlo k vyraznému sniZzeni hodnoty SLA uvarianty oSetiené PEG,
u kontrolnich rostlin doslo jen k nepatrnému sniZeni SLA. Rostliny oSetfené flurochloridonem
vSak hodnotu SLA zvySily. Po 14 dnech kultivace tak byl statisticky prikazny rozdil hodnot
SLA ptedevSim mezi rostlinami oSetfenymi PEG a flurochloridonem (graf €. 7).

Graf &. 7 Hodnoty SLA rostlin vecm? .g™" v priibéhu 14-ti denni kultivace
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ZAVER

Vzhledem k tomu, Ze hladina ABA se po oSetfeni PEG zvySovala nejprve v kofenech
a kofenovém exudatu, dva dny po tomto oSetfeni v listech a po péti dnech také v cytosolu a
apoplastu listl, je mozné konstatovat, Zze posloupnost zvySovani jejiho obsahu odpovida
citlivosti jednotlivych ¢asti rostliny na osmoticky stres. Po ¢trnacti dnech od oSetfeni PEG
byla pozorovana akumulace ABA a sniZeni velikosti listové plochy. Z vysledkli obsahu ABA
v listech a hodnoty SLA mezi jednotlivymi variantami a z vysledki zmén v kompartmentaci
ABA vyplyva, ze kyselina abscisova se Ucastni regulace odpovédi na osmoticky stres. To
potvrzuje 1 oSetieni flurochloridonem, které¢ vedlo po ¢trnacti dnech kultivace ke snizeni
obsahu ABA a zvyseni hodnoty SLA.
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