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ABSTRACT

Water deficit is one of the major factors limiting plant growth and development and crop
productivity. Tolerance to abiotic stress is associated with stress-induced proteins including
LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteins. These proteins are coded by dehydrins (DhAn
genes). Dehydrins are typically accumulated in plants during the late stages of embryogenesis
and they protect the embryos to dehydration. Also they are produced by plants during abiotic
stress (drought, low temperature, osmotic stress, seed drying, salinity). They protect the cells
against water deficit. The main function of Dhn genes encoding dehydrins is determination of
stress reactions in many species. Previously, they have been identified in barley, wheat,
maize, sunflower, peas and many others. The aim of this work was to evaluated some
physiological traits and transcription activity of some Dhn genes by Real-Time PCR in
contrast barley cultivars with different level of drought tolerance in two experimental
conditions. We exposed plants of barley to short-term (cut leaves of contrast cultivars) and
long-term drought stress (intact plants of barley growing in solution of polyethylenglycol).
The results of morpho-physiological evaluation and evaluation on the level of gene expression
show that adaptation of plants to drought is based on many factors involved physiological and
genetics mechanisms.
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UvVoD

Vodni deficit je jednim z hlavnich faktort limitujicich rtst, vyvoj rostlin a nasledné
jejich produktivitu (Malatrasi et al, 2002). Adaptacni mechanismy zvySujici odolnost rostlin
vici stresovym podminkam vyvolanych suchem jsou =zalozeny na rGznych morfo-
fyziologickych vlastnostech faktorech jako jsou velikost kofenového systému, tloustka
kutikuly, velikost praduchi, které se odrazi na molekularni urovni v rtizné expresi stresovych
gentl. Nejveétsi skupinou ochrannych proteinti indukovanych stresem spojenym s dehydrataci
pletiv jsou proteiny skupiny LEA (angl. Late Embryogenesis Abundant). Mezi tyto geny patii
1 dehydriny (Dhn), jejichz exprese u rostlin probiha primarné v dobé vysychani embrya
(dozravani semen) a sekundarné jako odezva na nedostatek vody v bunkéach (Choi et al.,
1999, Close et al., 1996, Zhu et al., 2000). U jeCmene bylo popsano 13 gena (DhAn) kddujicich
dehydriny. VétSina z nich (11) je aktivovana suchem (Choi and Close, 2000). Ukazuje se, Ze
intenzita a nastup exprese jsou genotypove zavislé a u nékterych z téchto genii byla prokdzéana
korelace mezi intenzitou exprese a mirou odolnosti daného genotypu vici suchu (Suprunova
et al., 2004). Rozdilna exprese dehydrinovych gent u riizné€ odolnych genotypli v podminkéch
sucha by mohly ukazat jednak riznou miru adaptace na sucho a zaroven na vyznam ulohy
dehydrinti v toleranci vii¢i suchu.

Regulace exprese genti aktivovanych suchem muze byt rizna v zavislosti na intenzité
a délce pusobeni stresu. Jind bude v okamziku néhlého ¢i trvalého nedostatku vody. Otazkou
je, jak rychle rostlina nasledkem ztraty vody zavadne. OdlisSné reakce mohou nastat
v podminkach trvalého nebo stfidavého nedostatku vody, ktery vSak neni pro rostliny letalni
(brzdi rust, urychluje se dozravani, mensi vynosy..). Takové situace nastavaji v polnich
podminkach.

Vzhledem k tomu, ze stdle neni objasnéna ptesna funkce jednotlivych dehydrint,
vyzkum se v této oblasti zaméfuje na hledani podminek, za kterych by bylo mozno vyuzit
znalosti o regulacich téchto gent pti predpovidani citlivosti genotypa k abiotickym stresim
(Kosova et al., in press). Co se tyka odolnosti vici suchu, byla vétSina hodnoceni exprese
Dhn genti provadéna v podminkach tzv. nahlého sucha ve tkanich ustfizenych listli nebo u
intaktnich rostlin, u kterych byla vynechana zalivka. Stanoveni jsou provadéna v relativné
kratkém case za jednoduchych experimentdlnich podminek, které ale nemusi odpovidat
reakcim rostlin v polnich podminkach.

V nasem experimentu jsme se zaméfili na porovnani regulace exprese dehydrinovych
genu u ruzng citlivych genotypti je¢émenti v podminkach tzv. ndhlého sucha (usttizené listy) a
dlouhodobé¢ pusobiciho presné definovaného fyziologického sucha, které vice simuluje polni
podminky. Pro hodnoceni exprese byly zvoleny geny Dhnl a Dhn6 (Suprunova et al., 2004).



MATERIAL A METODIKA

Exprese (transkrip¢ni aktivita) dehydrinovych gent byla hodnocena u 5 odrad, které se
alespon castecné 1isi odolnosti vii€i suchu. Vzhledem k ptivodu se zejména u odrady Tadmor
piedpokladé rozdilny nastup exprese pii mechanismu adaptace vici podminkam sucha.

Pouzité odridy pro obé experimentalni podminky:

Tadmor — odruda k suchu tolerantni, druh Hordeum spontaneum, ptivod Syrie
Amulet — Slechtiteli doporuc¢ovana pro péstovani v suchych oblastech, CZ

Bojos — univerzalni pro vSechny zeméd¢élské oblasti, CZ

Malz — ve vsech zeméd¢lskych oblastech vynos ptfedniho zrna stfedné vysoky, CZ
Jersey — nizky vynos predniho zrna v kukufi¢né a fepaiské oblasti, NL

Exprese gent byla hodnocena ve dvou variantach experimentalnich podminek:

1) V listovych tkanich v pribéhu usychani odstfizenych listi. Rostliny byly
péstovany hydroponicky v zivném roztoku soli (MS medium), ve vyvojové fazi 5-ti pravych
listti byly nejmladsi listy odstiizeny a ponechany volné schnout na filtracnim papite po dobu:
1,3,6,12 a 24 hodin.

2) v listech intaktnich rostlin rostoucich v zZivném roztoku s obsahem
polyetylenglykolu (PEG ,-3 bary), pro simulaci podminek sucha v pudé. Rostliny byly ve stari
dvou tydna pfemistény do ristového média s piidavkem PEG 2000. Kontrolni rostliny byly
dale péstovany v zivném roztoku. Listy pro izolaci RNA jsme odebirali po 3, 6, 12 a 24
hodinach a pak po 4, 7, a 14 dnech rtstu v roztoku PEG.

Izolace RNA ze vzorkd byla provedena kitem RNAqueousTM (Ambion) dle
standardniho protokolu. Piiprava ¢cDNA pro kvantitativni analyzy byla provedena kitem
Reverse Transcription kit (Qiagen). Geny Dhnl a Dhn6 byly analyzovany metodou
RealTime PCR (kit SYBR Green PCR, Qiagen), jako referen¢ni gen byl pouZit gen pro a-
tubulin. Primery a podminky reakci byly pouZity dle Suprunové et al. (2004). Kvantitativni
hodnoceni transkripéni aktivity bylo pocitdno dle metodiky Pfaffl (2001). Vysledkem jsou
hodnoty relativni exprese téchto genii normalizované vzhledem k hodnotam relativni exprese
referencniho genu (a-tubulin ). Nehodnoti se absolutni mnoZzstvi mRNA, ale nértst oproti
klidovému stavu.



VYSLEDKY A DISKUZE

1) Vizualni a fyziologické hodnoceni

Z grafu na obrazku €.1 je zfejmé, ze nejmensi rychlost ztraty vody odpafovanim
z ustfizenych listh vykazuji odridy Malz, Tadmor a Bojos. Na fotografii stavu ustfizenych
listh po 24 hodinach (obr.2) i tyto odriidy maji nejméné seschlé listy. Stftedné rychle ztraci
vodu odrida Amulet a nejrychleji odriida Jersey, coz je vidét i na vizudlnim hodnoceni
seschnutim listl (obr.2).
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Obr.1 Pribéh Zztraty vody v ustfizenych listech
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Obr.2 Stav ustfizenych listi po 24 hod usychani

Vysledky rychlosti ztrat vody v porovnanim s hodnocenim exprese dehydrintl (viz.
dale) svéd¢i o tom, ze adaptace rostlin na sucho miize byt zaloZena na rlznych
mechanismech, nejspiSe na kombinaci riiznych mechanismii. Bylo by zajimavé pozorovat
reakce pruaduchli na ustfizenych listech, jejich pocet na listové ploSe, pribéh kutikularni



transkripce, atd. Dalo by se pfredpokladat, ze odolné rostliny s vétsSimi praduchy
pravdépodobné kompenzuji tento ,,nedostatek* rychlym zavirdnim priduchi.

2) Hodnoceni exprese dehydrinovych genii
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Obr.3 Hodnoceni relativni exprese genu Dhn1 ve vysychajicich tkanich listt
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Obr.4 Hodnoceni relativni exprese genu Dhn1 u rostlin péstovanych v PEG

Srovnani regulace exprese genu Dhnl za obou podminek ptineslo zajimavé vysledky.
Na prvni pohled je ziejmé, Ze se testované genotypy rozdélily do dvou skupin (obr. 3). Dalo
by se usuzovat, ze v ramci skupiny se mtize jednat o podobny typ adaptace na dané stresové
podminky. Odolné&j$i odridy jako Tadmor a Amulet v podminkach nahlého sucha vykazovaly
stresem indukovanych genti u odolnéjsich genotypt (Suprunova et al., 2004) nebyl prokazan.
Narust exprese byl zaznamenan po 6 hod od ustfizeni list a v ptipadé odridy Amulet byl
spiSe pomaly. Nejvyssi exprese byla u téchto odrid detekovana po 24 hodinach. Z obr.3 je
zajimavé, ze 1 kdyz tyto dvé odrudy (Tadmor a Amulet) vykazovaly v tomto odb&ru nejvyssi
expresi genu Dhnl (coz je v souladu s jejich znamou relativni odolnosti vii¢i suchu), stav listd
v tomto stadiu (obr.2) byl u obou odrid jiny — zietelné rozdily v zavadnuti (Tadmor méng,



Amulet vice). Ale dynamika ztraty vody u obou odrid je také podobna (obr. 1), coz opét
sveédci o podobnych adaptacnich mechanizmech na fyziologické tirovni. Exprese genu Dhinl u
druhé skupiny ,,citlivéjSich® genotypti byla po 24 hod usychani tkdni v porovnani s prvni
skupinou nizka, max. asi 40% exprese pozorované u odrudy Tadmor. Vykazovala také jiny
casovy prub¢h. V odbéru po 12 hod byly hodnoty relativni exprese u odrid Malz, Jersey a
Tadmor podobné, ale v priab¢hu dalsich 12 hod doslo u citlivéjsich odrid k poklesu, zatimco u
odolngjsich odriid k nardstu exprese tohoto genu. Nejnizsi exprese genu DAnl v podminkach
kratkodobého, ale velmi silného sucha byla pozorovana u odridy Bojos.

V podminkach dlouhodobého sucha (obr.4) byla situace do urcité miry opacna. I kdyz
u vSech genotyptl bylo zpocatku pozorovano kolisani nizsich hodnot u citlivéjsich odrtud, byl
pozorovan diivéjsi nastup (4. den) silné exprese. Maximalni hladiny bylo dosazeno téméi u
vSech odrud ( s vyjimkou odrudy Jersey) po 14 dnech ristu v podminkach fyziologického
sucha. Hladina exprese byla v tomto odbéru u citlivéjSich odriid dvou az trojnasobna.

U pravdépodobné nejcitlivéjsi odrady byl i v téchto podminkach zaznamenan
postupny pokles aktivity od 4. dne. Nebylo pozorovano opakované zvysSovani a sniZovani
exprese, coz ma nékolik moznych divodl , napt. chyba méfeni, reakce rostlin na svételny
rezim, pomalej$i dynamika sinusovych kiivek ¢i viitbec nedochézi k dal§imu zvySeni exprese.

vvvvvv

podstatné diive nez u Dhnl — jiz 1 hod po ustfizeni listu a 3 hod po preneseni rostlin do
roztoku PEG. Podminkach kratkodobého sucha pak dochdzi u nékterych genotypt
k prudkému (Tadmor, Bojos), u jinych k postupnému (Amulet, Jersey) nartstu s max. mezi 3
— 12 hod v zavislosti na genotypu a naslednému poklesu. Ve vSech odbérech byly pozorovany
znatné genotypové rozdily a lze jen tézko usuzovat na vztah k odolnosti vii¢i stresovym
podminkam.
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Obr.5 Hodnoceni relativni exprese genu Dhn6 ve vysychajicich tkanich listi
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Obr.6 Hodnoceni relativni exprese genu Dhn6 u rostlin péstovanych v PEG

I v podminkach dlouhodobého sucha je mozno pozorovat kolisdni hodnot exprese
v pribéhu 14-ti denni kultivace. Pficemz u nékterych odrid (Tadmor, Bojos a Jersey) muze
byt dosahovand hladina exprese zna¢né vysoka. U jinych odrid (Amulet, Malz,) je aktivita
tohoto genu v porovnani s ostatnimi genotypy nizkd (max. 50% pfi srovnani s odridou
Tadmor).

ZAVER

Nase vysledky potvrzuji predpoklad, odriida Amulet alespon na Urovni exprese
stresovych gend je adaptovdna na sucho. U obou odrid odolnéjsich viuci suchu (Tadmor a
Amulet), zacala exprese Dhn gent ve tkanich ustfizenych listd pozdéji, ale jeji intenzita stale
stoupala a celkové dosahla vysSich hodnot (obr. 3), coz ukazuje na ucinngj$i obranné
mechanizmy na molekularni urovni. Odolngjs$i odridy rychlou ztratu vody (nahlé sucho)
nejspis jsou schopny kompenzovat aktivnéjsi expresi dehydrinti. Dlouhodobéjsi stres suchem
(PEG) pak pro tyto odridy neni natolik stresujici, aby se musely branit vyssi aktivaci
dehydrinovych gentl, a tudiz se mirnému nedostatku vody dokazi ,,ptizpisobit”. Disledkem
pravdépodobné pomalejsiho zavirani priiduchi a vyssi kutikularni transkripce v ranych fazich
sucha ptisobil na citlivéjsi odrudy H. vulgare ,,siIngjsi stres®, coz vedlo k vyssi aktivité Dhn
genu u téchto citlivéjSich odrad (obr.4). Z hlediska hodnoceni miry tolerance vici suchu se
ukazuje jako vhodnéjsi kvantitativné hodnotit tiroven exprese genu Dhnl. Exprese genu Dhn6
v pribéhu experimentu nespecificky kolisala.

Z vysledki morfo-fyziologického hodnoceni i hodnoceni na urovni genové exprese
vyplyva, ze adaptace rostlin vic¢i suchu je zalozena na vice faktorech. Byly zapojeny jednak
mechanismy fyziologické (silnéjsi kutikula, rychlost uzavirani priducht, které mohlo souviset
s mnozstvim rostlinného hormonu ABA) a také mechanismy genetické, jez se projevily silnou
aktivaci nékterych stresovych proteinti, mezi které patii dehydriny.
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