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ABSTRACT

Changes of abscisic acid (ABA) content in plant tissue are identified as a regulation of the
plant water content in consequence of abiotic stress. Also biotic factors affect on the plants.
BYDV (Barley yellow dwarf virus) attacks barley, wheat and oats. BYDV is transmited by
Rhopalosiphum padi aphids. Because the plant tissues are injured by the aphids suck and virus
infection, the plant adapts the water content regulation. We assumed increas of the ABA
content. We determined the ABA content in the leaves of barley Hordeum vulgare. One group
of the plants was BYDYV resistent (gene Yd;), in the second one were susceptible lines. Plants
were inoculated by viruliferous aphids. The controll was isolated. Plants were tested every
thirth day for ABA (Asch, 2000) and for the relativ BYDV content. The 27th day was the
only one where the difference in ABA content between resistent and suscetible material was
found. There were no other differences between levels of the ABA content.
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ABSTRAKT

Zména hladiny ABA je spojovana sregulaci vodniho rezimu rostlin. Vir Zluté zakrslosti
je¢mene (BYDV-Barley yellow dwarf virus) patii k vyznamnym patogeniim je€mene, pSenice
a ovsa. Po napadeni mSicemi a po infekci rostlin virem jsou poskozena rostlinna pletiva, proto
musi rostlina této situaci pfizplsobit hospodateni s vodou. Sledovali jsme, zda po infikaci
rostlinného materialu dojde v této souvislosti ke zméndm v obsahu ABA. Obsah ABA byl
stanovovan v listech je¢mene Hordeum vulgare. Byly péstovany linie k BYDV rezistentni
(nese gen rezistence Yd,) a k infekci nachylné. Rostliny byly inokulovany pfenaSecem viru.
Kontroly byly ponechany bez infekce. Vzorky pro analyzy ABA (Asch, 2000) a stanoveni
relativniho obsahu viru byly odebirdny v tfidennich intervalech. Z vysledki vyplyva, Ze pouze
27. den po ukonceni inokulace byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v obsahu ABA mezi
nachylnou a rezistentni variantou, ve vSech ostatnich ptipadech se od sebe hladiny ABA
nelisily.
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UvVoD

Vsechny rostliny se béhem riiznych vyvojovych fazi potykaji s neptiznivymi vlivy
prostiedi. Kyselina abscisovd (ABA) se fadi mezi rostlinné hormony, které jsou aktivovany
pii obranné reakci na zasoleni pudy, sucho nebo nizké teploty. Byla objevena v roce 1963,
postupem casu byla ABA identifikovéna v listech, kotfenech, semenech a v dalSich ¢astech
rostlin v souvislosti s abiotickymi stresy, ale také s dormanci, abscisi a senescenci. Bylo
zjisténo, ze je syntetizovana bunkami, které obsahuji chloroplasty nebo amyloplasty.
Amyloplasty jsou v kotfenovych Spi¢kach. Chloroplasty jsou obsazeny, na rozdil od ostatnich
bunék epidermis, ve svéracich bunkéach praduchii. Obecné lze fici, Zze se ABA vyskytuje u
vSech fotosyntetizujicich organismti (podle dosavadnich znalosti existuje pouze velmi vzacna
vyjimka jednoho rodu epifytnich rostlin) (Prochazka, 1998). ABA byva cCastéji analyzovana
z listi, nebot’ tento postup je technologicky jednodussi nez odbér a homogenizace koiena
rostlin.

Nejpravdépodobnéjsi cesta biosyntézy ABA se odviji od karotenoidi 9-cis
violaxantinu nebo 9-cis neoxantinu. ABA muize byt inaktivovana oxidaci nebo konjugaci
v cytosolu, ve vakuolach (Teiz, 1998). ABA se muze rychle pohybovat v rostliné jak
v xylému tak ve floému. Obsah ABA v rostlin¢ zavisi na dynamické rovnovaze mezi jeji
biosyntézou a degradaci.

Jednou ze zakladnich reakci rostlin, na niz se ABA podili, je ovladani velikosti
pruduchové Stérbiny. Pii tomto mechanismu se uplatni kyselina abscisova, kterd se nachazi
v okoli privodnich bun¢k. Mnozstvi ABA muze vzrist diky jeji redistribuci, ABA miize byt
importovana xylémem jako signal ze stresovanych kotent, anebo je nartist ABA v apoplastu
ABA v okoli priivodnich bunék také zavisi na aktivité |-glukosidasy, ktera uvolni ABA z
fyziologicky neaktivniho konjugatu (Pospisilova, 2003). Pfi reakci na sucho se hladina ABA
v listech mize zvysit 10-50krat béhem 4-8 hodin a po opétovném dodani vlahy se hladina
upravi na puvodni hodnotu. Pokles hladiny ABA nastane snizenim biosyntézy, zrychlenim
degradace ¢i transportem z listu.

Jak bylo uvedeno vySe, je zména hladiny ABA interpretovana jako signal plisobeni
biotickych faktort. K poSkozeni bunék rostlin dochéazi i pifi pisobeni biotickych ciniteld.
Proto je otazkou, zda se hladina ABA méni také v disledku jejich plsobeni.

Jednim z patogenti, ktery mize ovlivnit vynosy obilovin péstovanych v oblasti stfedni
Evropy je virus Zluté zakrslosti jecmene (BYDV - barley yellow dwarf virus). BYDV
pfezivajici na travach a obilnim vydrolu byl na izemi Ceské republiky sledovan v Sedesatych
letech. Rozsifeni choroby zavisi na vyskytu msic, nebot’ virus je jimi perzistentné piendSen.
MsSice mechanicky poSkozuji rostlinna pletiva pii vpichu stiletu, ptenaseji virdzy a Skodi také
sanim a tedy odnimanim tekutin z rostlinnych pletiv. Za suchého pocasi se poSkozeni po sani
miZze projevit uvadanim rostlin v disledku sniZzeného turgoru. Napadeni virem BYDV je
signalizovano vyskytem Zlutych prouzki na mladych listech je¢mene. Zloutnuti se dale $iii po
celé rostling. Virus napada 1 pSenici a oves, u kterych se projevuje ne zlutym, ale ¢ervenym



zbarvenim prouzkii. Obecné se napadené rostliny vyznacuji vyrazné zpomalenym ristem, pfi
teplé pocasi a dojde k ndletu msic, mohou se uvedené piiznaky objevit jiz na podzim.
V takovém ptipadé¢ mlze onemocnéni rostlin znamenat vétsi vynosové ztraty (Kazda et
al.,1997). K takové situaci doslo naptiklad na prelomu let 2001 a 2002, kdy bylo lokalni
napadeni obilovin timto virem tak silné, Ze vynos jarniho je¢mene byl vysSi nez vynos
jeémene ozimého. Vyskyt BYDV v porostech je kolisavy, v zavislosti na podminkach
vyhodnych pro msice. V roce 2004 se tento virus v porostech obilnin ve vétSim rozsahu
nevyskytoval. Aredlem rozsifeni BYDV je cela Ceska republika.

ABA se jednoznac¢né uplatiiuje ve spojitosti s vodnim rezimem rostlin, tedy s vlivy
prostiedi, kterymi jsou nedostatek vlahy, nizké teploty, zasoleni. Vlivem téchto faktort
dochazi k poskozeni rostlinnych pletiv, coz Ize fici také o plisobeni patogenti, v tomto piipade
po inokulaci BYDV. Protoze pfi sani msic dochdzi k mechanickému poskozeni pletiv, je
mozné oCekavat, ze rostlina alespon prechodné, dokud nedojde k velkému snizeni mnozstvi
chlorofylu, zvysi hladinu ABA, aby snizila vypar. Cilem prace bylo v ramci studia vztahu
mezi infekci BYDV a obsahem ABA zjistit, zda se li$i hladinou ABA varianta je¢mene
nachylna a rezistentni k BYDV, zda se li§i hladina ABA infikovanych rostlin od rostlin bez
infekce.

MATERIAL A METODIKA

Pro analyzy byly pouzity dihaploidni (DH) linie jeCmene odvozené z kiizeni nachylné
odridy Igri s odolnou odriidou Atlas 68, nositelkou genu rezistence Yd,. Pro pokusy byla
vybrana nachylnd DH linie 075 (bez genu rezistence Yd,) a odolnd DH linie 08 (s genem
rezistence Yd,). Rostliny byly péstovany v regulovanych podminkéach (den 12 hod, 19°C/noc
12 hod, 12°C). Ve fazi pIln€ vyvinutého druhého listu byly rostliny infikovany pomoci msic
Rhopalosiphum padi (15-20 mSic na rostlinu), které pied inokulaci prodélaly po dobu 24
hodin akvizi¢ni sani na zdrojich infekce. Rostliny byly individualné zaizolovany sklenénym
valcem piekrytym silonovou tkaninou. Nékteré rostliny byly ponechany bez infekce jako
kontrola. Inokula¢ni sani bylo po 3 dnech ukonceno postiikem insekticidu Pirimor. Rostlinny
material byl po ukonceni inokula¢niho sani odebiran v tfidennich intervalech. Rostliny byly
dostate¢né zalévany, listy pro analyzu ABA byly odebirany hodinu pfed ukonéenim tmavé
periody. Po zvazeni (0,5 g ¢chm) byly listy fixovany v tekutém dusiku a ABA byla nasledné
extrahovana do vody. Kvantitativni stanoveni ABA bylo provedeno metodou ELISA podle
Asche (2000) a ztechnickych divodi také metodou RIA. Obé imunochemické metody
vyuzivaji protilatku MAC 252 (Quarrie et al., 1988). Krom¢ stanoveni ABA byl stanovovan i
relativni obsah BYDV (kmen PAV).

VYSLEDKY A DISKUZE

Primérné mnozstvi ABA zjisténé v listech rostlin infikovanych BYDV bylo do 21.
dne po ukonceni inokulace mirn¢ vyssi nebo stejné jako u rostlin bez infekce (graf 1 a graf 2).
Pouze 27. den po ukonceni inokulace byl zjistén rozdil v obsahu ABA mezi nachylnou a



rezistentni variantou (graf 3), v ostatnich ptipadech se hladina ABA u jednotlivych variant
statisticky prukazn¢ neliSila.

Béhem sledovaného obdobi migroval vir v infikovanych rostlinach z listti do kofent a
bylo zjisténo, ze v prvnich dnech po inokulaci do$lo k linearnimu nartistu relativniho obsahu
viru v listech, avSak nejvétsi rozdily byly mezi nachylnym a odolnym materidlem v relativnim
obsahu viru, respektive v jeho maximalnim narastu v kotfenech a to mezi 12. a 15. dnem od
ukonceni inokulace. Rezistentni genotyp vykazoval jasné¢ pomalejsi pohyb viru z listd do
koteni. Po celou dobu bylo dbano o dostatecné zasobeni sledovanych rostlin vodou, aby se
zamezilo nartistu ABA v dusledku sucha. I ptes toto opatfeni se hladina ABA dynamicky
menila.

Z uvedenych vysledkti vyplyva, ze hladiny ABA v listech rostlin u variant je¢mene
nachylna a rezistentni k BYDV se, az na jedinou vyjimku 27. dne od ukonceni inokulace,
nelisily. AvSak ani tento rozdil hladin nebyl vzhledem k povaze ABA markantni. V hladiné
ABA se nelisily ani rostliny infikované od rostlin bez infekce.

Jak bylo zminéno v Givodni ¢asti, mize se pii reakci na sucho hladina ABA v listech
zvysit 10-50krat. Tyto zmény sice probihaji béhem nékolika hodin a pfi opétovném dodani
vlahy se hladina dostdva do ptivodniho stavu, avSak v pfipad€¢ virové infekce jsou zmény
v rostlin€ nevratné. Pti infekci BYDV dochézi k poskozeni floému, tedy narusi se asimila¢ni
tok v rostling, dojde k navySeni obsahu suSiny, postupné¢ dochdzi ke snizeni mnozstvi
chlorofylu (Liu-Lijun, W-Junliang, 2000). Tyto zmény omezuji také pohyb ABA v rostlin¢,
pfipadné i jeji syntézu. Vzhledem k faktu, Zze béhem 32 dnd nedoslo u pokusnych linii ani
k vyraznému sniZzeni hladiny ABA, lze se domnivat, Ze poSkozeni rostlinnych pletiv
spojenych se syntézou a distribuci ABA nebylo v disledku napadeni virem BYDYV natolik
zavazné, aby rostlina tyto ztraty nedokazala kompenzovat.

Analyzy dalSich ¢tyf linii byly provedeny pouze do 15. dne od ukonceni inokulace.
Dlivodem byla naro¢nost pokusu a fakt, ze do 15. dne byl realizovan maximalni pfesun viru
z listl do kofent. Vysledky potvrdily pfedchozi zavéry. V literatufe tato problematika neni
zminovana. Vzhledem k vazbé€ kyseliny abscisové na vodni rezim rostlin bude dal§im krokem
sledovani téchto dihaploidnich linii v podminkach nizké teploty a sucha. Zjisténé poznatky
budou vyuzitelné v procesu Slechténi.



Graf 1.

BYDV- Igri/Atlas varianta rezistentni (R) infikovana a bez infekce (NKR)
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Graf 2.
BYDV- Igri/Atlas varianta rezistentni (R) a nachylna (S)- sledovano po infikaci
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Graf 3.

BYDV- Igri/Atlas varianta nachylna- (S)-infikovana a bez infekce (NKS)
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ZAVER

Hladina ABA byla stanovovana v tfidennich intervalech po ukonceni inokulace virem
BYDV. Pouze 27. den po ukonceni inokulace byl zjis$tén statisticky vyznamny rozdil v obsahu
ABA mezi nachylnou a rezistentni variantou, ve vSech ostatnich ptipadech se od sebe hladiny
kyseliny abscisové v listech jecment testovanych linii neliSily. Material bude dale sledovan
v podminkach sucha a nizkych teplot.

Prace byla realizovéana za podpory grantu GACR 521/03/0137.
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