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ABSTRACT

The aim of this work was to study possible differences in activation of dehydrin genes (Dhn)
in relation to different stress conditions, which act during barley seed germination. It was
possible to suppose some relation between higher activity of these genes and higher tolerance
of the plants to action of different stress conditions. Three different barley cultivars (spring
Olbram, two-rows winter Tiffany and six-rows Luran) were germinated in different stress
condition (cold, drought and cold-drought). Any unequivocal differences in activation of Dhn
genes were not detected in germinated plants among cultivars. But some different alleles of
Dhn3 and Dhn4 were detected in six-rows winter cultivar Luran, which proved higher
tolerance to freezing temperatures.
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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo studium moznych rozdili v aktivaci dehydrinovych gent (Dhn) ve
vztahu k riznym stresovym podminkdm, které piisobi v pribchu kli¢eni semen u je¢mene.
Prace vychazela z predpokladu, ze aktivita téchto genil pfi pisobeni stresovych podminek je u
tolerantnéjSich linii vys$si nez u mén¢ tolerantnich linii. Byly vybrany tii odridy jeCmene
(jarni Olbram, ozimé dvoutada Tiffany a Sestifadd ozimd Luran), které kli¢ily v rtiznych
stresovych podminkach (chlad, sucho a kombinovany stres chlad-sucho). V kli¢nich
rostlinach nebyly zjiStény jednoznacné rozdily v aktivaci Dhn genli mezi odriidami.Byla vSak
detekovéana aktivace odliSnych alel gentt DAn3 a Dhn4 u ozimé Sestitadé odridy Luran, u
které se projevila vyssi tolerance k mrazovym teplotam.
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UvVoD

Jecmen, stejné jako dalsi rostliny reaguji na plisobeni stresti zménami v expresi genli
a syntézou specifickych proteini. Nejvetsi skupinou ochrannych proteinti indukovanych
stresovymi faktory jsou proteiny LEA (angl. late embryogenesis abundant). Do této skupiny
patii i dehydriny, které se v rostlindch akumuluji jako ohlas na prostfedi s dehydrata¢nimi
ucinky jako je sucho, nizka teplota, zasoleni nebo pii zrani semen. U jeCmene bylo popsano
13 genil (Dhn) kodujici dehydriny, z nichz 12 Dhn genii bylo jiz sekvenovéano (Choi et al.,
1999, Choi and Close, 2000). Souhrnny ptehled umisténi DhAn genli na chromosomech

a podminek jejich aktivace je uveden v Tab.1.

Tab. 1: Umisténi Dhn genii ne chromosomech a jejich aktivace

Gen Chromosom Aktivace
Dhnl SH Suchem
Dhn?2 SH Suchem
Dhn3 6H Suchem
Dhn4 6H Suchem
Dhn5 6H Chladem
Dhn6 4H Suchem
Dhn7 6H Suchem
Dhn8 6H Chladem
Dhn9 SH Suchem

Dhnl0 3H Suchem
Dhnll 3H Suchem
Dhnl2 6H Embryo

Aktivace dehydrinovych genl byla dosud u je¢mene studovana v polnich nebo
laboratornich podminkach u rostlin ve vegetativnim stadiu (Zhu et al., 2000). Tedy ve stadiu,
které je rozhodujici pro pfezimovani rostlin, zejména u ozimych odrid. Rostliny v§ak mohou
byt vystaveny dehydrata¢nim stresiim také pii kli¢eni a proto je dilezité sledovat podminky
aktivace Dhn genil 1 vtomto stadiu vyvoje. Celkovd mrazuvzdornost odrid muize byt

ovlivnéna témito geny také v tomto stadiu.

MATERIAL A METODY
Rostlinny material a podminky kliceni:

Hodnotili jsme tfi odridy je¢mene (Hordeum vulgare L), znichZz jedna byla ozima
dvoutada (Tiffany ze stanice UKZUZ Zatec), jedna ozima Sestitada (Luran ze stanice UZKUZ
Vysokd) a jedna odriida jarni, kterd pochazela ze dvou rozdilnych provenienci (Olbram ze
stanice UKZUZ Chrastava a ze stanice UKZUZ Zatec). Cilem bylo ovéfit odriidové rozdily
ve vyskytu a aktivaci DAn genl a u jedné odrudy i vliv provenience. Semena byla vyseta na

filtratni papir na kli¢idla ve ¢tyfech riznych podminkach, které simulovaly stres vznikly



chladem (10°C), suchem (PEG v osmotickém tlaku —2 bary) a kombinovanym stresem
(sucho a chlad ptisobily soucasn¢):

1) kontrola (voda pii 20°C)

2) PEG pii 20°C

3) voda pti 10°C

4) PEG pii 10°C

Izolace RNA, RT-PCR:

Odbéry vzorkl byly provedeny pii velikosti klicka 1 cm. Vzorky o hmotnosti 100 mg
byly homogenizovany v kapalném dusiku. Pro izolaci RNA byl pouzit Qiagen extraction kit
(Rneasy Plant Mini Kit). Kvalita RNA byla kontrolovand elektroforeticky na 1,5 %

denatura¢nim agarosovém gelu obarveném ethidium bromidem (Sambrook et al., 1989).

Na elektroforézu bylo naneseno a 2,5 ug celkové RNA. Vizualizaci byla zjisténa vyrovnanost

a neporusenost RNA (Obr.1).

Obr. 1: Hodnoceni kvality a vyrovnanosti sumarni RNA v jednotlivych vzorcich. Prouzky
odpovidaji rRNA.

RT-PCR reakce byly provadény pomoci kitu One Step RT-PCR a vyuZitim
specifickych primera (Tab.2). Reakéni smés obsahovala 100ng RNA, reakcni pufr obsahujici
2,5 mM MgCl,, roztok Q, 0,4 mM dNTP Mix, 0,6 uM specifické primery, 0,5 pl Qiagen One
Step RT-PCR Enzyme Mix a byla doplnéna do 25 pl RNase-free vodou. Byl pouzit
nasledujici program:

-1x reversni transkripce 15 min pti 50°C,
-1x pocatecni denaturace 15 min pti 94°C,
-36x denaturace 1 min pii 94 °C, annealing 1 min pii 57-59°C a extension 1
min pii 72°C,
-1x final extension 10 min pti 72°C.
PCR produkty byly rozdéleny na 1,5% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci

ethidium bromidu.



Tab. 2: Dhn specifické primery

Gen Sekvence Gen Sekvence
Dhnl F (5") AACCAT ATA GCT TTG CAC TT Dhn7? F (5") GGA GTA CCA GGG TCA GCA CG
R (5) GTC CTC AGA GGA GCT GGA GCT " R (5) GTC CTC AGA GGA GCT GGA GC
Dhn2 F (5") GCC GCG CCACCGACAAGGT Dhns F (5") CGA GTC ATA GCT TGG GCA CCT
R (5) GTC CTC AGA CGA GCT GGA GCT R (5) GTC ACT AGA CGA GCT GGA GC
Dhn3 F (5") CAC GGC CAC GCG ACC AA Dhno F (5") GAG TTC CAA GGG CAG CAC GA
R (5") GTC ATC CTC AGA CGA GCT GG R (5") GTC CTC GGA GGA CGA GCT GG
Dhnt F (5) GAG TAC CAG GGA CAG CAG Dhnlo F (5") GAC CAG CAC GGC AACCC
R (5") CGT CCT CGG ACG AGC TGG AG R (5") CGT CCT CGG ACG AGC TGG AG
Dhns F (5") AGC AGA CAG GTG GCA TCT AC Dhnll F (5) GGA CTA CGG CGG AGA GTA
" R (5") GCA GCT TGT CCT TGA TCT TG " R (5") CCT CGG ACG ACG AGC TGG AG
Dhné F (5") TAA GAA CAG CAC CAC CAC Dhnl2 F (5") CAG CAG GAC CAC TCC GTC
R (5) CGG AGG ATG ACG AGC TGG AG R (5") CTC AGC AGA CGA GCT GGA GC
VYSLEDKY A DISKUSE

V kli¢nich rostlinach byly aktivovany tyto Dhn geny: Dhn2, 3,4,5, 7,8, 9a 10.

Gen Dhn2 byl aktivovan v rostlinach kli¢icich i za optimalnich podminek. Zvysena
aktivita tohoto genu (vEtS$i obsah specifické mRNA) byla zaznamenidna za chladu
a v podminkach kombinovaného stresu (viz. obr.2). Z tohoto obrazku jsou také ziejmé rozdily
mezi odriidami, které jsou vSak nepriikazné.

Také aktivita genu Dhn3 (obr.3) byla zjisténa jiz za optimalnich podminek kliceni.
Zda se, jakoby pusobenim stresu aktivita genu spiSe klesala, coz je nejvice patrné
v podminkach kombinace chladu a sucha. U odriidy Luran byla zaznamendna jind alela tohoto

genu (rozdil ve velikosti PCR produktu). Dvé rizné alely tohoto genu Dhn3 jiz popsal
Lababidi et al., 2004.
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Obr. 2: Aktivace genu Dhn?2 Obr. 3: Aktivace genu Dhn3

Gen Dhn4 (obr.4) byl sice také aktivovan i za optimdlnich podminek, ale v tomto
pfipadé je zfejma zvySena aktivita ve stresovych podminkdch bez ohledu na druh stresu.
U Sestifad¢ ozimé odridy Luran byla detekovana odlisna alela tohoto genu. V jinych naSich
experimentech (prace pfipravovana do tisku) se ukazuje, Ze tato alela je pfitomna i u jinych
ozimych Sestifadych odriid a mohla by souviset s vyssi toleranci téchto odrid vici mrazu.
Riazné alely genu Dhn4 jsou popisovany v praci Close et al., 2000, ale autofi je nespojuji

s zadnou vyznamnou fenotypovou vlastnosti..



Podminky aktivace genu Dhn5 (obr.5) v kli¢nich rostlindch odpovidaly ptiblizné tém,
které byly popsany pro rostliny ve vegetativnim stadiu (Zhu et al., 2000). I kdyz byla slaba
aktivita tohoto genu detekovana v optimalnich podminkéch i1 v podminkéach sucha, nejvyssi
aktivita genu Dhn5 byla pozorovéana za pusobeni chladu. Nebyly zde zaznamendny zadné

rozdily mezi odridami. Vysledky odpovidaji tomu, ze DhnS5 je povazovany za majoritni

chladovy protein.
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Obr. 4: Aktivace genu Dhn4 Obr. 5: Aktivace genu Dhn5

Vysledky analyzy genu Dhn7 (obr.6) potvrdily aktivaci za sucha. Aktivace tohoto
genu za ostatnich podminek vykazovala zna¢né rozdily mezi odrtidami a za soucasného stavu
experimentu je nepruikaznd. Obdobna situace byla u genu Dhn9 (obr.8). Pro piesnéjsi
vysledky bude nutno experimenty opakovat s vice odridami za siln€jSich podminek stresu.

Aktivita genu Dhn8 (obr.9) byla ve vsSech ptipadech velmi slaba. Je ziejmé, Ze tento
gen je aktivovan teplotami niz$imi nez je 10°C a suchem neni aktivovan skoro vubec.
Podminky aktivace tohoto genu v kli¢nich rostlinach budou zfejmé podobné tém, které byly
publikovany v pracich (Zhu et al., 2000, Holkova et al., dosud nepublikovdno) a které se

tykaji mladych rostlin ve vegetativnim stadiu.

U genu Dhn10 (obr.9) byla slaba nespecificka aktivita stejna ve vSech podminkach.
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Obr. 6: Aktivace genu Dhn7 Obr. 7: Aktivace genu Dhn8
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Obr. 8: Aktivace genu Dhn9 Obr. 9: Aktivace genu Dhnl(




Aktivaci zbyvajicich Dhn genli se vtomto stadiu rostlin nepodafilo prokazat.
Je mozné, Ze naSe experimentalni stresové podminky nebyly pro aktivace téchto genu
dostatecné.

V kli¢nich rostlinach nebyly zjistény jednoznaéné rozdily mezi odridami. Byla vSak
detekovana aktivace odlisnych alel genti DAn3 a Dhn4 u ozimé Sestitadé odrady Luran, které
v listech.

Srovnanim vysledkd obou vzorkli odridy Olbram, ktery pochézel ze dvou riznych
lokalit, nebyly zjistény jednozna¢né rozdily v aktivace Dhn genti. Aktivita se v jednotlivych
piipadech sice liSila (viz obr.2,3,6), avSak rozdily byly malé a mohly byt zpisobeny

nedostate¢nou kvantifikaci.

ZAVER

1) Byla detekovana aktivita nékterych dehydrinovych genti i v kli¢nich rostlinach (Dhn2, 3,
4,5,7,8,9a 10) ajejich aktivace probiha za podminek jako u vétsich rostlin

2) U genu Dhn3 a Dhn4 byly detekovany odridové rozdily ve velikosti produktu
odpovidajici aktivované alely.

3) Pii kliceni za sucha byl nejvice aktivovan gen Dhn4, ale neprojevily se rozdily mezi jarni
a ozimymi odradami.

4) Pti kliceni v podminkach chladu byl nejvice aktivovan gen Dhn5 a i zde se neprojevily

odridové rozdily v jeho aktivaci.
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