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ABSTRACT

The reaction to the osmotic stress (using 100 g.I"' of polyethylenglycol; PEG) and stress
induced by deficiency of carotenoids (using 20 pmol of fluorchloridone — inhibitor of
carotenoid biosythesis) were monitored in the potato plants cultivated on the Richters
nutrition solution. Rapid and also long-term responses of plants to the stress were recorded
via changes of the level of abscisic acid (ABA) and the level of osmotic potential in leaves,
stems, roots and also chlorophyll fluorescence in leaves and values of specific leaf area
(SLA). The level of ABA in an osmotically stressed batch increased the most from the second
to fifth day of cultivation. Chlorophyll fluorescence and the level of osmotic potential also
increased in the beginning of cultivation in plants treated by PEG. The increase of the level of
SLA after the fifth day of cultivation of plants treated by fluorchloridone related to the
decreased level of ABA in leaves.
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ABSTRAKT

Na rostlindch lilku bramboru kultivovanych v Richterové Zivném roztoku byla
sledovana reakce rostlin na osmoticky stres (polyethylenglykol 100 gl'; PEG) a stres
vyvolany nedostatkem karotenoidd (flurochloridon 20 pmol - inhibitor biosyntézy
karotenoidll). Prostfednictvim zmény hladiny kyseliny abscisové (ABA) a hodnoty
osmotického potencialu v listech, stoncich, kotfenech a déle fluorescence chlorofylu v listech
a hodnoty specifické listové plochy (SLA) byly zaznamenany rychlé i dlouhodobé odpovédi
rostlin na stres. Hladina ABA u varianty osmoticky stresované se zvySovala nejvice ve
druhém aZz patém dni kultivace rostlin. U rostlin oSettenych PEG byla také zvySena
fluorescence chlorofylu a hodnota osmotického potencidlu na pocatku kultivace rostlin.
Zvyseni hodnoty SLA po patém dni kultivace rostlin oSetfenych flurochloridonem souviselo
se snizenim obsahu ABA v listech.

Kli¢ova slova: abscisovd kyselina, osmoticky potencidl, specifickd listova plocha,
flurochloridon, fluorescence


mailto:xfilova0.node@mendelu.cz

UVOD

Jednim z hlavnich faktori limitujici riist, vyvoj a produktivitu rostlin je nizky vodni
potencidl, ktery mize byt zplsobeny osmotickym stresem. Rostliny proto vyvinuly fadu
mechanismil, s jejichz pomoci se snazi pisobeni tohoto stresu eliminovat (BRAYOVA
(1997). Vodni deficit miize byt ¢aste¢né¢ kompenzovan jak prostfednictvim snizeni ztrat vody
(uzavieni pruduchi), tak zvySenim jejiho piijmu (zvétSeni a prodlouzeni kotfenového
systému). Kromé toho rostliny dokdzi minimalizovat ztraty vody z bunék zvySenim svého
osmotického potencidlu pomoci akumulace osmoprotektivnich latek. Osmoticky stres pak
muze byt velmi rychle detekovan v rostlinach pomoci zvysené hladiny ABA, jejiz ptitomnost
ovlivituje uzavirani praducht a zvySuje hydraulickou vodivost kofenii (TARDIEU et al.
1993). Dalsi rychlou metodou detekce abiotického stresu bylo méfeni fluorescence chlorofylu
a osmotického potencialu rostlin.

Stres zne¢né snizuje produktivitu rostlin. Fotosyntéza vyuzivd pouze Cast energie
svételného zafeni, kterou zachyti molekuly chlorofylu v listech. Zbylou cast energie
preménuji rostliny bud’ na teplo, nebo ji znovu vyzaii ve formé svétla — fotonu, fluorescence
chlorofylu (PRASIL 2003). Jestlize dochazi k ptisobeni stresovych podminek (vysoké teploty,
mraz, sucho, nedostatek Zivin, pouziti herbicidii apod.), (BOLHAR-NORDENKAMPF a
OQUIST 1993) je vyuzivani fotochemické energie zpomaleno nebo dokonce zastaveno. Pak
mize dochazet ke zvySovani podilu zrit ve formé fluorescence chlorofylu (ROHACEK a
BARTAK 1999).

Zvyseni hladiny ABA v souvislosti s osmotickym stresem byvéa vyvoldvano pomoci
polyethylen glykolu (CHEN et al. 2002). Pomoci inhibitorti biosyntézy karotenoidli, které
jsou hlavnimi prekurzory ABA, se hladina ABA snizuje. Je mozné pouzit napft. fluridon nebo
flurochloridon (GAMBLE a MULLET 1986, KOWALCZYK-SCHRODER a SANDMANN
1992).

Cilem prace bylo detekovat osmoticky stres u rostlin lilku bramboru v zavislosti na
pusobeni nepenetrujiciho osmotika (PEG 6000) riznymi metodami (obsah endogenni ABA,
fluorescenci chlorofylu, méfenim osmotického potencidlu a stanovenim hodnoty SLA). Dale
potom dosahnout experimentdlné snizeni hladiny kyseliny abscisové v rostlindch pomoci
aplikace flurichloridonu, ktery blokuje biosyntézu karotenoidl. Uceleny zamér prace by mél

dat predikci v riistové odpovédi rostlin na zakladé namétenych markert stresu.



MATERIAL A METODY

Pro pokusy byly pouzity zakofenéné pryty rostlin bramboru odridy Karin ve stadiu 4
pravych listi. Pupeny z hliz byly nejprve zakofenény ve vodé a nésledovné kultivovany
v zivném Richterové roztoku (RICHTER 1926). Osmoticky stres byl experimentalné vyvolan
piidavkem 100 g PEG do litru Zivného roztoku, inhibici biosyntézy karotenoidii byla
vyvolana pfidavkem 20 pumol flurochloridonu. Obé& varianty byly srovnavany s kontrolou.

Rostlinny material byl odebirdn a méfen v intervalu 0 hodin (vychozi stav), 2, 5 a 14
dni. Hodnota SLA byla méfena a pocitana navic po 21 denni kultivaci. Endogenni hladina
ABA byla analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et al. 1988) a to v listech, stoncich a
kotenech rostlin. Obsah ABA byl vyjadien vng.g" Gerstvé hmotnosti. Osmoticky potencial
byl determinovan psychrometricky pomoci psychrometru Wescor HR-33 po extrakci
extracelularnich a intracelularnich tekutin (PRASIL et al. 2000) po zamraZeni rostlin
v tekutém dusiku (Casti - listy, kofeny a stonky. Osmoticky potencial byl nasledné vyjadien
v MPa. M¢fteni intenzity fluorescence chlorofylu v jednotlivych variantdch probihala u celych
intaktnich rostlin, prostfednictvim fluorescenéni kamery FluorCam a vyhodnocenim pomoci
softwaru  FlourCam pro Windows 2000/XP. Tento software také piepocital hodnotu
fluorescence na kvantovy vytézek elektronového transportu (bezrozmérna veli¢ina) ve
fotosystému PSII (LICHTENTHALER et al., 2004).

Hodnota SLA byla vypogitana jako podil listové plochy (vyjadiena v em?) a susiny
listd (g). Listova plocha byla stanovena analyzou obrazu (software Image Tool) a vyjadiena
v em’. Pro stanoveni ABA bylo provedeno vzdy 6 opakovani, pro stanoveni osmotického
potencialu 4 opakovani, métfeni fluorescence ve 4 opakovanich a SLA v péti opakovanich.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny Studentovym t- testem.

VYSLEDKY

Analyzy prokdzaly nejvyssi obsah ABA v listech osmoticky stresovanych rostlin
(PEG), rozdily v naméfenych hodnotach byly statisticky prikazné po celou dobu méfeni (graf
¢.1). Hladina ABA se prukazn¢ zvysila i ve stoncich rostlin oSetfenych PEG i
flurochoridonem (graf ¢. 2). Oproti obsahu ABA v listech je obsah ABA ve stoncich a
kotenech niz$i (graf €. 1 a 2), vkofenech byla hladina ABA u varianty s pfidavkem
flurochoridonu sniZzena o proti kontrolni varianté. V patém dni kultivace rostlin je stresové

pusobeni PEG staticky prikazné zvySenim obsahu ABA ve vsech ¢astech rostlin.
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Graf ¢.1: Hladina endogenni ABA v listech v ng.g” éerstvé hmotnosti.
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Graf &.2: Hladina endogenni ABA ve stoncich v ng.g”" cerstvé hmotnosti.
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Graf ¢.3: Hladina endogenni ABA v korenech v ng.g” cerstvé hmotnosti.



V listech, stoncich i kofenech byl na méfen nejniz$i osmoticky potencial (nejvice

negativni) u osmoticky stresované varianty (PEG), jejichz rozdil oproti kontrolni varianté

(graf ¢. 4, 5, 6) byl vysoce prikazny. Na proti tomu nejveétsi osmoticky potencidl (méné

negativni) byl naméten v listech varianty oSetfené flurochloridonem (graf ¢.4), rozdil oproti

kontrole byl také pritkazny. Osmoticky potencial se snizoval u varianty oSettené PEG (graf

¢.4,5,6) v pribéhu 2 a 5 dnti, ve 14 dnech kultivace se pak zvysil (méné negativni). U

varianty oSetfené flurochloridonem se osmoticky potencial snizil v kotenech a listech (graf €.

4, 6), ve stoncich se bé¢hem 2 a 5 dnti zvysil (graf ¢.5).
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Graf ¢.4: Hodnoty osmotického potencialu listii v MPa.
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Graf ¢.5: Hodnoty osmotického potencialu stonkit v MPa.
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Graf ¢.6: Hodnoty osmotického potencialu korenii v MPa.

Vysledky ptepocti fluorescence ukdzaly pokles kvantového vytézku elektronového
transportu v PSII ve 2 dnech u osmoticky stresované varianty a v 5 dnech byl zaznamenan
statisticky prikazny pokles jak u varianty s ptidavkem PEG tak u varianty, kde byla ¢innost
fotosyntézy naruSena inhibci tvorby karotenoidl. Vysledky kvantového vytézku resp.
fluorescence chlorofylu vSech variant v 14 dnech kultivace dosud nebyla z technickych

duvodu zméfena.
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Graf'¢.7: Hodnoty fluorescence u intaktnich rostlin.

Hodnoty specifické listové plochy byly u jednotlivych variant v ¢ase rozdilné. Po 5
dnech kultivace doslo k vyraznému snizeni hodnoty SLA u varianty osSetfené PEG. Rostliny
oSetfené flurochoridonem zacaly 5 den po oSetfeni hodnotu SLA zvySovat a ve 14 dnech byla
hodnota SLA jiZ statisticky priikazna vici kontrole 1 varianté oSetfené PEG. V 21 dnech se
rozdil mezi variantou kontrolni a s pfidavkem flurochloridonu jest¢ prohluboval. Hodnota
SLA u varianty osmoticky stresované (PEG) jiz nemohla byt pocitana, protoze rostliny

zahynuly.
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Graf ¢.8: Hodnota SLA rostlin v em”.g” v pritbéhu 21 denni kultivace.

;5'%:
\%{:ﬁ

Obrazek: Listova plocha listit brambor skenovanda ve 14 dnech kultivace u varianty kontrolni,

s pridavkem flurochloridonu a PEG.

ZAVER

Stanoveni obsahu ABA ukazalo, Ze nejvys$i hodnoty obsahu ABA byly nalezeny
v listech, ve kterych vnika ABA ptedevsim v chloroplastech (HIRAI et al. 2000). Z vysledkt
obsahu ABA v listech a hodnoty SLA mezi jednotlivymi variantami vyplyva, ze ABA se
ucastni regulace odpovédi na stres a miiZzeme ji proto zatfadit mezi markery detekujici

osmoticky stres. To potvrzuje i oSetfeni flurochoridonem, které vedlo po ¢&trnacti dnech



kultivace ke snizeni obsahu ABA a zvySeni hodnoty SLA. To souhlasi s vysledky ALVESE
and SETTERA (2000) .

Vysledky méfeni osmotického potencialu ukazaly, Ze jeho nejmensi hodnoty jsou
v kofenech a nejvyssi hodnoty v listech. U osmoticky stresované varianty (PEG) je osmoticky
V kotenech a listech varianty oSetiené flurochloridonem je osmoticky potencial vyssi, mize
to byt zplisobeno nizsi koncentraci osmotickych latek. Tvorba téchto latek mtze byt narusena
diky snizené funkci fotosynézy (nedostatek fotosyntetickych pigmentii — karotenoidit) oproti
kontrolni varianté.

Pouzitim fluorescen¢ni kamery FluorCam byla zméfena fluorescence chlorofylu a ta
byla pfepocitana na kvantovy vytézek elektronového transportu v PSII. Osmoticky stres
pusobi na inhibici fotosyntézy a tim zvySuje fluorescenci, taktéz inhibice tvorby karotenoidi
méla za nasledek snizeni kvantového vytézku elektronového transportu v PSII (zvySeni
fluorescence a snizeni u¢innosti fotosyntézy).

Z namétenych vysledki obsahu ABA, osmotického potencidlu a fluorescence
chlorofylu, lze usuzovat na miru stresu na pocatku pozorovani a odpovéd rostlin

v nasledujicim riistu, coz korespondovalo s naméfenymi hodnotami SLA.
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