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ABSTRACT

The topic of this study was to evaluate the lefeHsdr4, Dhn4andHval genes expression together
with the leaf temperature measurement after thdicapipon of exogenous abscisic acid (ABA). It is
well-known that the level of endogenous ABA incesasapidly in response to drought stress and
consequently the stomatal closure is induced. AB& kwo functions in plants. The first is the
regulation of the transpiration and the secondfisation of a signal molecule that induces expoess

of protective genes from the Cor/Lea group. Thesugament of temperature is considered as a suitable
method for the indirect assessment of the trartspiraThe level of stress genes expression has bee
recently used for determination of abiotic stresasgivity. In our experiment, we compare ABA
induced reaction of five spring barley varietieshndlifferent level of drought tolerance. Plants ever
grown in hydroponic solution (MS Salh light, 20°C, night 18°C). The ABA solution (2:1mol.I"%)

was added after 14 days of growth. The samples ealected 1, 3, 6, 12 and 24 hours and 3 and 7
days after ABA application. The measurement of teafperature was done with IR TermoCam (FLIR
P 660) (Jones, 1999) 3 hours and 7 days after ABAiGation. To determine the genes expression we
used RT PCR (Pfaffl, 2001). All varieties reducéahsatal conductivity (stomatal closure) after ABA
application. The leaf temperature increased aftéroGrs and was higher even 7 days after ABA
application, however the difference of temperatameong varieties was small. Activity dfval was
unspecific and was detected also in control plaptspably due to some unspecific stress (light
condition) during cultivation. At this level no &fences were found among tested genotypes. The
highestactivity of Dhn4 andHsdr4was detected in varietflalz. It seems, that plant hormone ABA has
an important role in induction of stress-reactiorthis variety. In case of the Syrian drought ther
variety Tadma the activity of both genes was only on the boafedetection. Although the expression
of protective genes from the Cor/Lea group is knéavbe more rapid in stress tolerance genotypes, th
variety Tadmor behaved differently. Our theory is, that this variemay have an alternative ABA-
independent pathway more active than other tesigdties.

Key words: abscisic acid (ABA), gene expression, barley, dnbugbiotic stress

Acknowledgments:1IG290071NAZV QH91192



UvoD

Hodnoceni exprese stresem aktivovanychigeywva vyuzivano pro stanoveni citlivosti studovamyc
genotyp vici abiotickym streém. U obilovin plati, Ze tolerandsi genotypy vykazuji idvéjSi expresi
a\nebo vyssi hladinu exprese ochrannychigen skupinyCor/Lea (Zhang et al., 2004, Park et al.,
2006), u kterych jsou znamy &hlavni aktiv&ni drahy. Draha, ve které je regulace fytohormo®AA
zapojena a induki draha, ve které tento fytohormon zapojen nei@réR 2005). Vyznamnou skupinou
ochrannych protein spojenych s dehydrataci pletiv jsou proteiny skydiEA (Late embryogenesis
abundant). Mezi tyto genyadime nafiklad Dhn4, Hval.GenDhn4 pati do skupiny dehydriny (LEA
2), které se hromadithem dozravani semen, v semg@iéh a v rostlinach v reakci na stres vyvolany
nizkou teplotou, zasolenim, suchem nebo fe&énh kyselinou abscisovou. Jeho lokalizace
je na chromozomu 6H. K expresi dochéazi az vliveressivych podminek - sucho a d@gef kyselinou
abscisovou (Choi et al., 1999). Na chromosomu 1Hashazi geflval ze skupiny LEA 3. V mladych
semenécich byla zjisna jeho vysoka exprese za stresovych podminek agyoh suchem, gtlem,
zasolenim, fisobenim extrémnich teplot nebo #8efm kyselinou abscisovou (Hong et al., 1992, Qian
et al., 2007). Ochranna funkce tohoto genu bylstsna také po jehoipneseni do rostlin ryze, tyto
transgenni rostliny se ukazaly byt toleragghke kratkodobému, ale silnémispbeni sucha (Xu et al.
1996). DalSim z gen spojenych s dehydrataci pletiv jdsdrd Byl zmapovan na chromosomu
3H a uHordeum spontaneuja popisovan v souvislosti s odolnosti rostligivsuchu (Suprunova et al.,
2007). Vysoce odolna syrska éda je&mene Tadmor (Hordeum spontaneumn kter4 je dobe
adaptovana na sucho, vSak v naSich pokusech (Mikélket al., 2009) vykazovala pcEs

a v rekterych gipadech inizSi expresi génv porovnani s nasi aitfou Malz, v jejichz aktivaci
je zapojen fytohormon ABA. Cilem prace bylo stamosiv fytohormonu ABA na rozvinuti stresové
reakce u této oddy v porovnani s ¢kolika dalSimi odiidami s odliSnou mirou tolerancéd suchu.
Vysledky by mohly pispst k studiu odliSného Zsobu adaptace tohoto genotypu, coz by ve vysledku
mohlo byt vyuzito pi hledani novych zdréjodolnosti.

ABA je rostlinny fytohormon povazovany zaldzity faktor obrany rostlin &i stresim. V rostlinach
z hlediska tolerance k suchu plIniédzakladni funkce. Reguluje transpiraci rostlin, koly stresu
suchem dochézi k jejimu navazani n&jSinpovrch plazmalemy a tak aktivuje uzaviraniduchi.
A déle je zapojena jako signalni molekula, kterdukuje expresiasti ochrannych génze skupiny
Cor/Lea(Zhang et al., 2004).

MATERIAL A METODIKA

K pokusu bylo pouzito  odriid jarnich j€meni. Odiidy byly vybrany s ohledem na prokdzanou nebo
predpokladanou miru odolnosthidi suchu Malz, Amulet, Jerseyceské odidy (Hordeum vulgard..)
aEr/Apm, Tadmor syrské odidy (Hordeum spontaneumRostliny byly gstovany v hydroponickém
prostedi v zivném roztoku MS soli (Murashige and Skob@62) viizenych podminkéach (7 hodin
swtla pii teplo& 20 °C, 15 hodin tmyii 18 °C, 1 hodina stmivani a 1 hodina rozednivad)trnacti
dnech astu byl ke kdenim testovanych rostlinijlan roztok kyseliny abscisové (2:3ol/l).

Fyziologickd reakce byla posuzovana émami ve vodivosti prduchi metodou IR termografie
s pouzitim IR termovizni kamery (FLIR P660) (Jond€99). Metoda hodnoti termalni energii
emitovanou z povrchu listu.fiPstavu ote¥enych pfiduchi odpdujici se voda ochlazuje list. Indukce
ABA vyvola zaveni paduchi, ¢imz zabrani ztrdtdm vody, ale zardvapisobi zvySeni teploty lit



Sniméni povrchu ligtIR termokamerou bylo provedeno 3 hodiny a 7 dnaplikaci ABA. Sodasré
bylo provedeno gazometrickéeni pouzitim fistroje Licor LI-6400. Principem &teni je porovnani
rozdilu koncentrace COvyprodukované listem v&ici a srovnavaci konte, za konstantni
koncentrace COve srovnavaci konfe. Timto pistrojem jsme zji€vali vodivost piéiduchi pro vodni
pary. Meteni probihalo 4 a 7 dni po ofii rostlin kyselinou abscisovou.

Odkery rostlin pro molekularé biologické hodnoceni probihaly v intervalech kofgr 1, 3, 6, 12

a 24hodin a 3 a 7dni po aplikaci ABA. Stresova ceatostlin byla hodnocena kvantifikaci exprese
ABAou regulovanych gehHval, Hsdr4 a Dhn4(Qian et al. 2007, Mikulkova et al. 2009, Suprunova
et al. 2004, 2007, Rodriguez et al. 2005) metodanoveni relativni exprese geReal Time RT PCR
pctitanou dle Pfaffl 2001. Pro izolaci RNA ze vzborkyl pouzit RNeasy Plant Mini kit (Qiagen)
dle standardniho protokolufiprava cDNA pro kvantitativni analyzy byla provedekitem Reverse
Transcription (Qiagen) a geny byly analyzovany wjo¥ QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen). Jako referéni gen byl pouzit gen prai-tubulin. Pro genHval byly pouzity primery
dle Mikulkova et. al. 2009, préisdr4 primery dle Suprunova et. al. 2007 a @bn4 — forward
Y“AAGTGTACCGGCCAAAAGAA a reversé€ GTCCCTCATGGGCTGGTAAT. Exprese vzarkoyly
porovnany w¢i vnitinimu kalibratoru reakceMalz 24hod), ktery byl jednotny pro vSechny reakce.
Vysledkem ndteni jsou hodnoty relativni exprese gemrmalizované vzhledem k hodnotam relativni
exprese referémiho genu.

VYSLEDKY A DISKUSE
Hodnoceni vodivosti fiduchi:

Graf 1 Hodnoceni IR Termografie
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Graf 1 ukazuje hodnoceni regulace vodivosidpchi ABA oSetenych a kontrolnich rostlin na zaktad
zmeny teploty listi. Je patrné, Ze na aplikaci exogenni ABA zareagovaéchny odrdy snizenim
vodivosti pfiduchi, s¢imz souvisi snizeni transpirace rostlin. Teplostilse zvysila jiz po 3 hod
od aplikace a nést pokr&oval i 7. den od aplikace. Nicm&mezi jednotlivymi odidami nebyl
zaznamenan velky rozdil. Z evropskychiatina fytohormon ABA nejlépe zareagovalaiatirAmulet
Syrska odolna odda Tadmornevykazala vyraznych rozdibd ostatnich odd. Na této fyziologické
arovni nebyla prokazana odliSna reakce rostlinmaignami sledovanych otld.



Graf 2 Hodnoceni piduchové vodivosti pro vodni paru
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Méteni piduchové vodivosti uzitimifstroje Licor LI-6400 (graf 2) ukazalo obdobnoukearostlin
po oSeteni kyselinou abscisovou jako IR kamera. Tedy, &&hny testované rostliny sniZzily vodivost
praduchi — vydej vodni pary z rostliny do okolniho pri@sti. V prvnim ndteni (ABA 4 dny) byla
zjiSténa ve vSechifpadech nizsi hodnota vodivosti oprottieni drunému (ABA 7 dni). U kontrolnich
rostlin odidid Amulet, Jersey a Malz (Hordeum vulgérg doSlo k postupnému zvySovaniiguchové
vodivosti véase (optimalni trst, tvorba biomasy), zatimco ddia Tadmor (Hordeum spontaneum)
se v kontrolach vodivosti pduchi tén¥i neliSila. Vys¥tlenim by mohlo byt delSi setrvani rostliny
ve vegetativni fazi oproti ostatnim édém v nami pouzitém sortimentu.tiBuchova vodivost vSech
oSetenych rostlin také mikn nafista, coz vypovida o izpisobeni se rostlin iffdavku ABA

a pokr&ovanim v fistu. U odédy Jersey(nejmért odolna k suchu) se ukazuje, Ze nedokéze zareagovat
dostaténym zawenim piiduchi. Jako nejplasti&jSi odiida se zde jevi oddaMalz.

Hodnoceni relativni exprese:

Graf 3 Hodnoceni relativni exprese genu Hval
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GenHvalbyva uvadn jako vhodny pro hodnoceni citlivostiiai stresu (Qian et al., 2007, Xu et al.,
1996, Hong et al., 1992). Nejvyssi exprese geraf @) (v porovnani s kontrolami z nultého dne) bylo
dosazeno u odolné ddly Tadmor(po 24 h fsobeni ABA). Je mozné, Ze p&El nastup hodnot
relativni exprese byl zkreslen viivem jiného faktgako délka kultivacesi kultivaéni podminky Bhem

rastu (stres vlivem kratkého dne). U tohoto genu jsieezjistili expresi i v kontrolnich rostlinach,



zejména v kontrolnich rostlinach ze sedmého dneJefeni kyselinou abscisovou.igmé se zde
projevil ngjaky stresovy faktor spoudici expresi tohoto genu. Dle Hong et al. 1992\jsoka exprese
Hval u rostlin i vlivem nedostatku &tfa. Qian et al. 2007 zjistili, ze Uroweaelativni exprese genu
Hvalu jejich sledovaného souboru gendtygezpluchych jemeni byla vyznama vysSi u tolerantnich
genotyp v difvéjSi fazi pisobeni sucha, zatimco u citlivych gendityZ v pozdjSi fazi, coz se v nasSem
pokusu s pluchatymi otidami nepodélo prokazat. Je pra¥podobné, Ze hodnoceni miry tolerance
genotyf vici suchu na zakladgenuHval v ramci dlouhodobého sucha bude skZit Tento gen
bude asi ovliiovan vice faktory a nebude vhodnym nastrojem pmnboeni citlivosti uci stresu
suchem.

Graf 4 Hodnoceni relativni exprese genu Hsdr 4
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V ramci naSeho pokusu byl getsdr4 (graf 4) slab aktivni i u kontrol. Nad Grovekontrol se v expresi
genu dostala pouze ddia Malz a v pozdjSim odlgru (7 dni) i odéida Tadmor.Nicméreé experiment
prokéazal vliv ABA na expresi tohoto genu, coz dakezodfida Malz (24 hodin fisobeni ABA).

Je tedy pravgbodobné, Ze u oddy Malz hraje fytohormon ABA dlezitou roli vindukci stresové
reakce. Tento gen popisuje Suprunova et al. 204Y jadjny kandidatni gen v souvislosti s toleranci
je¢meni vigi suchu. Akoli v jejich praci gerHsdr4 neni popsan v souvislosti s ABA, naSe vysledky
ukazuji, Ze je fytohormonem ABA regulovan.

Graf 5 Hodnoceni relativni exprese genu Dhn 4
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Mimo odridu Malz byla zjiS&na u vSech odd exprese genDhn4 (graf 5) na Grovni detekc®festoze
v prvnich odkrech odfida Malz vykazovala expresi genu také na hranici detekozdfi doSlo

k naistu. Pro tuto odidu se potvrzuje poz{ki, ale vySSi nastup aktivity (Mikulkova et al. ().
Odolna oditda Tadmori u genuDhn4 zopakovala mirnou expresi a to az v p&in odkru. Aktivaci
tohoto genu potvrzuje prace Choi et al. 1999, kterédi, ZeDhn geny kédované typem YSkkam
fadime iDhn4) jsou u j€émen aktivovany suchem a o$ehim kyselinou abscisovou, za ,normalnich*
podminek W#stu rostlin k expresi genu nedochazi. U geDhn4 jsme nezaznamenali aktivaci
u kontrolnich rostlin, jak tomu bylo vigdchozim fipad. MiZzeme tedyici, Ze zvySeni exprese bylo
zagric¢inéno pouze fisobenim ABA. Pozorované rozdily mezi ddamiAmulet, Er/Apm, JerseyMalz
odrazeji fiznou toleranci &hto genotyp vici abiotickému stresu obe&gnNaopak odliSnost mezi
odridami Malz a Tadmor ukazuje na odliSnou reakci ddiy Tadmor na ABA. ZjiS€né rozdily
v expresi genu jsou praggodobrg zpisobeny odliSnym mechanizmem v ABA indok draze.

ZAVER

Nami zjis&né dosavadni vysledky ukazuji, ze fyziologicka ftmkytohormonu ABA na transpiraci
u odiidy Tadmornebyla odliSna od ostatnich ndmi testovanychicdyto odiidy se tedy vyrazh
neliSily v regulaci vodivosti giduchi. Dale se na zaklgdnaSich vysledk ukazuje, Ze funkce
fytohormonu ABA jako signalni akti¢ai molekuly zapojené v aktivaci ochrannych @yé&y mohla byt

u odiidy Tadmorziejmé omezena a/nebo nahrazenaé&dihaktivaci alternativni drahy. Naproti tomu
se zd4, Ze odda Malz vice vyuziva aktivéni drahu, kde je fytohormon ABA zapojen jako signal
aktivaini molekula.
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