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Abstrakt

Voda je nezbytnd pro mnoho zivotné dulezitych procesti a pii jejim nedostatku jsou rostliny
stresovany. Pokud rostliny stres suchem pieziji, mohou byt na naslednd obdobi sucha 1épe
ptizptsobeny. Toto ptizpisobeni je definovano jako stresova pamét’, kterd se udrzi po urcitou
dobu po zaziti stresu, a mize byt pfenaSeno i do potomstva, které je pak na nepiiznivé
podminky lépe adaptovano. V tom piipade se jedna o tzv. inter- nebo transgeneracni pamét’,
ktera je zfejmé zprostfedkovana pomoci modifikaci chromatinu nebo nekddujicimi RNA.
V této praci jsem shrnul a diskutuji piivodni studie zabyvajici se molekularni podstatou tohoto
jevu u suchem stresovanych rostlin, zejména s ohledem na rizné metodické aspekty. Je
ziejmé, ze zpisoby, jakymi jsou chromatinové modifikace udrzovany napfic generacemi, jsou
komplexni. Informaci k tomuto tématu je ale v soucasnosti malo, tykaji se témét vyhradné
pouze metylace DNA, jsou neuplné a rozporné. Do budoucna bude pro pochopeni tohoto
tématu tfeba nejenom vylepsit metody analyzy epigenetickych modifikaci (a vénovat se i
histonovym modifikacim), ale i zlepsit celkovy design experimentd (hodnocené generace
pestované v stresovych/kontrolnich podminkach, ovéteni sucha, pocet opakovani) a cilen¢ se
vénovat 1 analyze faktorii, které stresovou pamét rostlin mohou ovlivnit (studované druhy a
jejich genotypy, zplusob simulace/trvani/nacasovani sucha, vyvojové stadium, pletivo pro
ziskani vzorka atp.).
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Abstract

Water is important for many vital processes, and a lack of water in plants causes drought
stress. In case plants survive drought, they can be better adapted for subsequent drought
periods. This is defined as stress memory, which will last for a certain period after the stress
ended, and can even be transmitted to offspring to help it deal with stressful environment. In
such case it is called an inter- or transgenerational stress memory and is probably mediated by
chromatin modifications or non-coding RNAs. In this thesis, I collected and discussed
original papers dealing with the molecular basis of this phenomenon in drought-stressed
plants, focusing mostly on various methodical aspects. It is evident that the maintenance of
chromatin modifications across generations is quite a complex process. Currently available
information is still scarce, concerns mostly DNA methylation, is incomplete and conflicting.
To better understand this topic in the future, the methods of analysis of these modifications
need to be adjusted (and focus also on histone modifications), the general design of the
experiments has to be improved (analysed generations subjected to stress/control conditions,
drought verification, number of replicates) and some factors that can affect plant stress
memory should be purposefully examined (plant species and genotypes, way/duration/time of
drought simulation, developmental stage, sampled tissue, etc.).
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1. Uvod

Rostliny, na rozdil od vétSiny zivocicht, ziji pfisedle, a vSechny zdroje, které potiebuji,
ziskéavaji na mist¢, kde se zakotenily. Mezi latky, které rostliny pfijimaji, pati i voda, ktera je
nezbytna pro vétsSinu biochemickych procesti nutnych k Zivotu. Voda je nutna naptiklad pro
fotosyntézu, dychani a udrzeni normélniho osmotického tlaku v téle rostliny, a za normalnich
podminek tvoii voda 80-95 % vahy rostliny. V piipadé neptiznivych podminek se obsah vody
v téle rostliny snizuje, coz zptisobuje stres.

Sucho patii mezi abiotické stresory, a vyrazné ovliviiuje vSechna vyvojova stadia rostliny, od
kli¢eni po tvorbu semen. Stres suchem byva Casto spojen i se stresem z horka, kdy se rostliny
snazi Setfit vodou, ale zaroven musi chladit listy transpiraci, aby piezily. Mezi hlavni u¢inky
sucha patfi snizeni obsahu vody v téle rostliny, coz vede k snizeni osmotického tlaku, snizeni
intenzity fotosyntézy, naruSeni expanze a déleni bunék, denaturaci proteinii v bunkich a
poskozeni membran. Stres suchem rovnéz zpiisobuje problémy v biochemickych procesech,
kde nedostatecny pfisun vody miize vést ke zvySené tvorbé kyslikovych radikali. Tyto
radikdly jsou za normalnich podminek zneSkodiovany antioxidanty, ale pfi nadmérné
produkci poskozuji rtizné bunécné slozky, coz vede k bunécné smrti. U dostatecné
intenzivniho stresu muze toto poskozeni vést az ke smrti rostliny (Hasanuzzaman et al.,
2013).

Pro clovéka je stres suchem nejvyznamnéjsi v sektoru zemédé€lstvi, kde sucho zpusobuje
kazdoro¢né nejvétsi Skody — napt. az 34 % veSkerych zemédélskych ztrat v Africe mezi lety
2008-2019 (FAO, 2021). Intenzivni sucho zpomaluje riist plodin a sniZuje jejich vytézky, coz
muiZze v budoucnu zpisobit rozsahlé hladomory. Na vynosy zemédélskych plodin ma stres
suchem rizny vliv, obecné jej snizuje mezi 30-92 % (Hussain et al., 2019). Napft. pii 40%
sniZzeni obsahu vody se sniZil vynos pSenice o 20,6 %, zatimco u kukufice to bylo o 39,3 %
(Daryanto et al., 2016).

Dlouhodoby intenzivni stres suchem pusobi rostlinam nendvratné Skody, které vedou k jejich
smrti, ale vétSina rostlin zaziva spiSe krat§si pulzy sucha, na které se mohou
adaptovat/aklimovat. Existuji tfi hlavni strategie, jak se rostliny mohou adaptovat nebo
aklimovat na sucho. N¢které rostliny maji velmi rychlé Zivotni cykly pravé proto, aby se
vyhnuly nejhorS$im suchtim (,,drought escape®). Jiné rostliny zvySuji efektivitu vyuzivani vody
diky zvétSeni kofenového systému, sniZeni transpirace, ptipadné sniZeni velikosti nadzemnich
casti rostliny (,,drought avoidance). Tieti strategie spoCivda ve zvySené tvorbé
osmoprotektantii a jinych molekul chranicich proteiny, a upraveni osmotické rovnovahy
(,,drought resistance*) (Kooyers, 2015)

V piirodé je pom&rn¢ béZné, Ze se rostliny setkavaji s nedostatkem vody béhem svého Zivota
opakovang. V ptipadé opakovaného stresu pak rostliny nékdy reaguji Iépe na dalsi stresové
udalosti po prvotnim stresu, coZ je definovano jako stresova pamét. Rada studii stresové
paméti rostlin se vénuje tzv. somatické stresové pameéti. Ta je dédi¢nd mitoticky, ale vydrzi
maximalné¢ do konce zivota stresované¢ho organismu (Bilichak & Kovalchuk, 2016;
Sadhukhan et al., 2022). Pfi somatické stresové pameéti se mohou uplatiiovat riizné metabolity
obsazené v buitkach, napt. osmolyty (prolin, sacharidy, atp.), nebo fytohormony, jako napf.
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kys. abscisova (Lagiotis et al., 2023; Sadhukhan et al., 2022). S timto typem stresové pameéti
muze souviset napt. 1 zvySeni a udrzeni zvysené hladiny antioxidanti v listech a kofenech, jak
bylo popsano napft. u cukrové titiny pii opakovaném stresu suchem (Marcos et al., 2018).

Somaticka stresova pamét muze byt v rostliné zprosttedkovana také regulaci exprese tzv.
stresu. Tyto pamétové geny se d€li podle reakce na prvni a opakovany stres do Ctyi skupin.
Exprese tzv. [+, +] genl se indukuje vic a vic po kazdé stresové udalosti; u modelové rostliny
Arabidopsis thaliana L. je ¢tvrtina téchto genli asociovana s odpovédi na abiotické stresory a
kyselinu abscisovou. Tzv. [+, -] geny maji silnou odpovéd’ na prvni stres, ale pii dalSich
stresovych udalostech se jejich odpovéd’ snizuje; u 4. thaliana Casto koduji membranové
proteiny. Tzv. [-, -] geny maji snizenou expresi jiz u prvniho stresu, a dalsi stresové udalosti
jejich expresi déale snizuji. U A. thaliana se Casto jednd o geny kodujici ribosomalni a
chloroplastové proteiny. Posledni skupina, tzv. [-, +] geny maji sniZenou expresi u prvniho
stresu, ale zvySenou u dalSich stresovych udalosti. U A. thaliana tyto geny casto souvisi
s funkci chloroplastti a membran (Ding et al., 2013).

Expresi pamétovych genti mohou regulovat chromatinové modifikace, které takto mohou
zprostiedkovat stresovou pamét a tudiz byt povazovany za epigenetické. Mezi tyto
modifikace patii naptiklad metylace DNA a histonové modifikace. Tyto modifikace funguji
na urovni transkripce, kde zpiisobuji rozvolnéni ¢i kompakei chromatinu, coZ napoméha c¢i
brani transkripénimu aparatu, aby provedl samotnou transkripci. Kromé toho se na vzniku
stresové paméti nejspis ucastni 1 nekddujici RNA (ncRNA) Gcinkujici jak na transkrip€ni, tak
na posttranskripéni Grovni napf. pii procesu RNA interference (Bilichak & Kovalchuk, 2016;
Sadhukhan et al., 2022).

Metylace DNA je v jaderném genomu rostlin téméf vzdy na paté pozici cytosinu, a je svym
ucinkem zavisla na kontextu, tedy neni vzdy jednoznacné, jestli metylace na daném misté
bude aktivovat nebo reprimovat transkripci. Metylace se v rostlinich vyskytuje ve tfech
sekvencnich kontextech: CG, CHG a CHH, kdy H je A, C, nebo T (Sadhukhan et al., 2022;
Zhang et al., 2018) Metylace jaderného genomu je udrzovana pomoci DNA metyltransferaz.
U A. thaliana je CG metylace udrzovana metyltransferazou MET1, CHG metylace vznika a je
udrzovana CMT3 nebo CMT2 a metylace na CHH pomoci DRM2 spole¢né s tzv. RdADM
(RNA-dependentni DNA metylace) drahou (Bewick & Schmitz, 2017). Studie Wang et al.
(2011) gzjistila, ze sucho u dvou kultivari ryze zplsobilo primérné zménu 12,1 %
metylovanych pozic, pficemz zmény metylace zavisely na genotypu, vyvojovém stadiu a
dokonce i organu rostliny. 29 % zmén metylace bylo zachovéano i po pfechodu na normalni
vodni rezim rostlin Mezi nej€astéji pouzivané metody méfeni metylace DNA u rostlin patii
napt. (obvykle celogenomovd) bisulfitova konverze nasledovand vétSinou sekvenovanim,
nebo také rizné modifikace AFLP (,,amplified fragment length polymorphism®) techniky,
vyuzivajici metylaéné citlivé restrikéni endonukledzy (restriktazy). Existuji vSak 1 dalsi
moznosti analyzy DNA, at’ uz na urovni celého genomu nebo ve specifickych mistech (Agius
et al., 2023; Meudt & Clarke, 2007; Sun & Zhu, 2022).

Dalsim epigenetickym mechanismem jsou modifikace histonli, mezi které patii napiiklad
metylace, acetylace, fosforylace, nebo ubikvitinylace. Tyto modifikace se nejCastéji vyskytuji
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na lysinu nebo argininu N-koncovych ¢asti histontit H2A, H2B, H3, ptfipadn¢ i H4, a jsou
velmi dulezité pro rozvolnéni ¢i kompakci chromatinu. U A. thaliana jsou napt. modifikace
H3K4me3 (trimetylace lysinu 4 na histonu H3) a H3K9ac (acetylace lysinu 9 na histonu H3)
prokazatelné korelovany s aktivaci gend béhem stresu suchem (Kim et al., 2008). Znacka
H3K9ac byla po rehydrataci rostlin velmi rychle odstranéna, ale H3K4me3 pretrvavala i 5
hodin po rehydrataci, tudiz by tato modifikace mohla u 4. thaliana fungovat jako pamétova
znacka (Kim et al., 2012). Studie Ding et al. (2012) tuto hypotézu testovala na opakované
stresovanych rostlinach 4. thaliana. Na pamétovych genech téchto rostlin se zachovavala
urcitd hladina H3K4me3 i1 béhem rehydratace, a béhem tfeti rehydratace byla hladina
H3K4me3 srovnatelna s hladinou béhem prvniho stresu suchem. Na genech, které¢ nemayji
pamétovou funkci, se hladina H3K4me3 postupné nezvysovala, coz podle autori potvrdilo
vyznam modifikace histonti na pamétovych genech (Ding et al., 2012). Mezi metody méteni
histonovych modifikaci patii napiiklad vyuziti specifickych protilatek, nebo rizné varianty
hmotnostni spektrometrie (Villar-Garea & Imhof, 2006).

Do posledni skupiny hlavnich epigenetickych mechanismt patii ncRNA. Tato skupina RNA
nekoduje zaddné proteiny, ale ovlivituje riznymi zplsoby genovou expresi jak na trovni
transkripce, tak na posttranskripéni urovni. Pfi stresové paméti rostlin zfejm¢é mohou hrat
diilezitou roli IncRNA, coz jsou >200 nt dlouhé molekuly se specifickou regulacni funkci,
dale miRNA, coz jsou obvykle 21-24 nt kratké molekuly, které jsou vytvaieny z delSich
vlasenkovitych transkriptl, a mozné 1 siRNA, coZ jsou podobné& kratké molekuly, které jsou
vytvafeny z dsSRNA a u rostlin funguji napf. jako primarni ochrana proti virovym infekcim
(Gelaw & Sanan-Mishra, 2021). Pfikladem IncRNA uplatiiujici se pii stresu suchem je
napiiklad DRIR u 4. thaliana. Mutant se zvySenou expresi DRIR byl vice rezistentni vici
stresu suchem, a v pfipadé oddéleni listu od rostliny tento mutant schnul pomaleji nez
kontrola (Qin et al., 2017) miRNA mohou byt v odezvé rostlin na sucho rovnéz dulezité.
Studie Akdogan et al. (2016) zkoumala, jak se méni exprese miRNA u pSenice pfi stresu
suchem simulovaném aplikaci polyetylénglykolu (PEG) po dobu 24 hodin. Microarray RNA
analyza ukdazala, ze 285 miRNA mélo jinou expresi oproti kontrole v listech a 244 miRNA
v kotenech. Nejvic miRNA jak v listech, tak v kofenech, mélo funkci v metabolickych
drahach a v biosyntéze sekundarnich metabolitli (Akdogan et al., 2016). Krom& microarray
analyz se k analyze ncRNA u rostlin napf. bézn€ pouzivaji i metody sekvenovani nové
generace, piipadné lze vyuZit i tzv. ,,ribosome profiling* (Liu et al., 2017).

ey

Pti meidze se vétSina epigenetickych znacek smaze, ale nékteré ji pfeziji a pienesou se do
dal$i generace. Mechanismus, jakym tento pfenos funguje, ani které modifikace jsou
pfeneseny a které jsou smazany, neni zatim zndm. Tomuto zplUsobu dé&dic¢nosti se fika
intergeneracni nebo transgenera¢ni pamét’ (Bilichak & Kovalchuk, 2016; rozdil mezi témito
dvéma typy stresové paméti viz dale). Zatimco v pfipad€ somatické stresové paméti u rostlin
vystavenych béhem jejich Zivota opakovanému suchu jiz bylo provedeno pomérné dost
experimentll zaméfenych na studium moZnych molekularnich/biochemickych mechanismi
tohoto jevu (viz napt. piehledové ¢lanky Béurle, 2018; Baurle & Trindade, 2020; Bruce et al.,
2007; Lamke & Béurle, 2017), v ptipad¢ intergeneracni nebo transgeneracni pameéti je
k dispozici dosud jen pomérné malo informaci. Studie, které tento typ paméti u rostlin
stresovanych nedostatkem vody popisuji, se Casto zaméfuji jen na popis morfologickych a
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fyziologickych znakt, ale ne na mozné molekularni mechanismy (napi. Alsdurf et al., 2013;
Hatzig et al., 2018; Herman et al., 2012; Kambona et al., 2023; Nosalewicz et al., 2016;
Racette et al., 2020; Tabassum et al., 2017; Wijewardana et al., 2019). Tato bakalaiska prace
ma tedy za cil shrnout souCasny stav informaci o modifikacich chromatinu a malych
regulacnich RNA pravé v souvislosti s intergenerani a transgeneracni stresovou pameéti
rostlin (se zaméfenim pouze na stres suchem), a kriticky rozebrat rizné aspekty ptislusnych
experimentd.

2. Intergeneracni a transgeneracni pamét’ rostlin v souvislosti se
suchem

Prace Lamke & Bdiurle (2017) navrhla definici intergenera¢ni paméti jako paméti prvni
generace potomstva nezasazené stresem, a transgeneracni paméti jako paméti alesponn druhé
stresem nezasazené¢ generace potomstva, pricemz stres pusobil na pavodni rodiovskou
generaci (Ldmke & Baurle, 2017). V piipad¢ intergenera¢ni paméti by efekty pozorované u
potomstva mohly byt vyvolané modifikacemi chromatinu, ale mohly by vzniknout napft. i
v disledku materndlnich efektli nesouvisejicich s chromatinovymi znackami. V ptipadé
transgeneracnich efektd se daji pfedpokladat Cisté epigenetické vlivy. Bohuzel tato definice
neni univerzdlni a mnoho ¢lankli pouziva rGzné definice, z nichz nejCastéjsi byva ta, ze
veskerd stresova pamét’ alesponl pies jednu generaci (tj. jind nez somatickd) je automaticky
nazyvana transgeneracni. Mnoho ¢lanki pouZitych v této praci ma titul ,,Transgenerational® 1
piesto, Ze se ve skutecnosti o pravou transgeneracni pamét’ nejednd, a 1 proto jsou v této praci
vyuzity jiné definice pojmil ,,transgeneracni‘ a ,,intergeneracni.” V této praci je intergeneracni
pamét’ definovéna jako pamét’, kterd je vytvofena stresem v prvni generaci (G0) a v dalsi
generaci (G1) se méti zachovani této paméti (resp. chromatinovych modifikaci nebo exprese
ncRNA) na nestresovanych rostlinach potomstva. Transgenera¢ni pamét’ je definovana jako
pamét’, kterd je vytvorena bud’ opakovanym stresovanim nékolika generaci rostlin za sebou a
piislusnym métenim u posledni generace potomstva, nebo stresovanim rostlin generace GO a
métfenim modifikaci alespoii ob jednu generaci (tedy minimalné G2). Specialnim piipadem je
klonalni pamét, kdy se rostliny nerozmnoZuji pohlavné, ale nepohlavné. V tomto ptipadé¢ se
klony (oddé€lené od plivodni matefské rostliny a znovu vysazené) daji povazovat za dalsi
generaci potomstva, ale chybi mei6za, ktera by epigenetické znacky vymazala.

V néasledujicim textu shrnuji vysledky pfislusnych studii s ohledem na to, zda se jednalo o
pamét’ intergeneracni (piipadné intergeneracni klondlni) ¢i transgeneracni, a déle s ohledem
na experimentalni design souvisejici jak s celkovym uspofadanim experimenti, tak s méfenim
zmén metylace DNA ¢i exprese ncRNA. Podle toho jsou usporadany i dalsi ¢asti této prace.
Hlavni experimentalni aspekty ptisluSnych studii jsou vzdy shrnuty ve formé tabulek (Tab. 1-
3), vysledky a ptipadné dalsi dulezité aspekty praci a zavéry autort jsou komentovany v textu.



2.1. Intergeneracni stresova pamét’ sensu stricto

Jedna se o pét studii liSicich se jak hodnocenymi epigenetickymi mechanismy, tak fadou
dalSich experimentalnich aspekti. Ve vSech piipadech vzniklo hodnocené¢ G1 potomstvo
pohlavnim rozmnozovanim rostlin GO generace.

Tab. 1. Hlavni metodické aspekty ptivodnich studii vénujicich se epigenetickym modifikacim jako moznym
mechanismim intergeneracni stresové paméti rostlin _semsu stricto (tj. paméti spojené s pohlavnim
rozmnozovanim / tvorbou gamet) v souvislosti se stresem suchem. Ve sloupci ,,Rostlina“ je uveden studovany
druh i udaje o pouzitém genotypu/ekotypu apod. Ve sloupci ,,Generace” jsou uvedeny udaje o generacnim
designu experimentli: generacich potomstva odvozenych z ptvodni rodi¢ovské GO generace a o tom, zda byly
vystaveny stresovym (S) nebo kontrolnim (K) podminkém; varianty, u nichz byla stanovena metylace DNA nebo
exprese ncRNA (nebo na né bylo plisobeno demetylacnim agens), jsou vzdy vyznaceny siln¢ a Cervené. Ve
sloupci ,,Péstovani/sucho* jsou uvedeny konkrétni tidaje o pé€stovani pokusnych rostlin a to, zda byl n¢jak ovéten
vodni stav stresovanych pokusnych rostlin. Ve sloupci ,,Vzorky™ jsou uvedeny konkrétni udaje o stafi pokusnych
rostlin, organu/pletivu, v némz byly méfeny epigenetické modifikace, a poctu biologickych opakovani pro
stanoveni metylace DNA nebo exprese ncRNA. Ve sloupci ,,Epigenetika“ jsou tidaje o tom, zda a jakou metodou
byla méfena metylace DNA, ptipadné zmény v expresi ncRNA. MS-AFLP ... metylacné citliva AFLP analyza,
PCR ... polymerdzova retézova reakce.

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie
Rostliny péstovany v ristovych U potomstva Metylace
komorach (16/8 h fotoperioda, celd nadzemni DNl}\/'
GO (S) — G1 |ozafenost 450 pmol/m?/s, teplota | &4st ve stadiu bisul ﬁ tov4
(K nebo S) — [21-23 °C) prvniho pravého
zvarianty GI | . . ., |listu, u rodict k(,)nverze .
(S) >G2 (K); Simulace sucha sniZzenou relativni celd ’na dzemni nasledovana
Arabidopsis opis v ka " | vlhkosti vzduchu v komofte (cca 45 Cast vietnd PCR (2 Tricker
thaliana L.; 127 f P- % u suchem stresovanych rostlin a dospelvch listi konkrétni 1
ekotyp ’ cca 65 % u kontroly) po celou ospelych listu amplikony) ;E)? 2;’
Landsberg(er) GO (K) - G1 dobu rustu GO rostlin. Potomstvo 3 opakovéni
(K) — G2 péstovano bud’ v kontrglnich experimentu Exprese
(K): popis v podminkach nebo téZ simulace v kazdém ’ malych
’ sucha ncRNA:
kap. 2.3 extrakce DNA .
Oveéfeni vodniho stavu rostlin zcca 12 rostlin | croartay
S4dné analyza
Rostliny péstovany v rtistové
komofte, v kvétinacich (16/8 h
fotoperioda, 100 W a 1500 mA
zarovky, teplota 24/19 °C)
Simulace sucha u GO rostlin bud’
pouze ve stadiu bazalni listové Listy, stafi
ruzice (S1), nebo ve stadiu bazalni .
GO (S1 nebo oy o . g rostlin
Boechera S2- iz ruzice a béhem rozmnozovani neuvedeno
stricta vec;’le s (S2), a to mensim a méné Castym
(Graham) Al- y 4 zalévanim (presnéjsi udaje > Kovéni Metylace Alsdurf
Shehbaz; 5 E‘iup liC) : neuvedeny; sledovano vazenim K Ov%a OVanPro TN A: MS- ¢ sl ur
populaci Sl)( EPO | rostlin a sledovéanim rychlosti vzfia(r)lltlu AFLP ; O? 6"
z USA (Black rustu) Potomstvo péstovano bud’ v kay dér’n
Hills, Severni GO (K) — G1 v kontrolnich podminkach nebo extrakce DNA
Dakota) (K nebo S1) téz za simulace sucha (pouze 2 15-20 rostlin
behem stadia bazalni rozety = S1)
Ovéfeni vodniho stavu rostlin
rodi¢a v této studii zadné, u
potomstva méfena efektivita
vyuziti vody jako diskriminace
izotopu C'3 (+ hmotnost susiny
rostlin a rychlost rtstu)
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Tab. 1 - pokracovani

rodi¢ovskych rostlin v této studii
zadné, v predchozi studii mefen
relativni obsah vody v listech a
vodivost praducht, v této studii u
potomstva méfena rychlost
transpirace

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie
Rostliny GO péstovany ve skleniku
v kvétinacich, vlhkost zeminy
nejprve 100 % maximalni polni Metylace
kapacity, poté simulace sucha (42 DNA/ncRNA

Pol G0 (S) % poh}i kapacityv/kont’ro}a 84 %) Metylace neméfeny,

0 ygonymL 1é1®) po cely zbytevk péstovani. Gl ’ DNA/ncRNA pouze na
l;;rswa?'ak - potornvstvo péstovano v r}lstove neméreny, polovinu Herman
l.gven’e 1110 y komote (14/10 h fotoperioda, morfologické  |semen GO (4.

odlisnyc GO (K) — ozafenost 500 pmol/m?/s, teplota - | & Sultan,

linii z 5 G1(S) . 9 - e parametry G1 generaci 2016

lf)muzlaci } 25/ 18 C) pii poolm kapacité stanoveny potomstva)

%Sp A zeminy cca 40 % v celé nadzemni | aplikovan 45
Ovéfeni vodniho stavu piimo na | ¢asti; stafi ) uM zebulzim’l
rodi¢ovskych rostlinach zadné, u | rostlin 21 dni | (demetylacni
potomstva pouze stanoveni agens)
nékterych morfologickych
parametri
Rostliny péstovany ve skleniku
v kvétinacich s piscitym
substratem (u GO 12/12 h
fotoperioda, teplota 22/12 °C, u
G1 16/8 h fotoperioda, teplota

Triticum 24/18°C) Cela nadzemni

turgidum ssp. GO (S) — Simulace sucha v GO generaci Cast; stari

durum G1 (K) omezenim zalévani (obsah vody  |rostlin 12 dni | Analyza

(Desf.) substratu 6 % = polovi¢ni polni miRNA: Liuet al.,

Husn.; 2 GO (K) — kapacita) od za¢atku metani do Pocet sekvenovani {2020

kultivary — G1 (K) dospélosti + ve stadiu kveteni téZ | opakovani

DBA Aurora, stres vysokou teplotou (37/27 °C | neuveden

L6 po dobu 1 dne). Udaje o vlhkosti
substratu u potomstva neuvedeny
Ovéreni vodniho stavu rostlin
v této studii zadné, v predchozi
studii méfen relativni obsah vody
v listech a vodivost priiducht
Rostliny péstovany ve skleniku
v kvétinacich s piscitym
substratem (12/12 h fotoperioda,
teplota 22/12 °C)

Simulace sucha omezenim Praporcovy list

Triticum zalévani (obsah vody v substratu 6 |a vyvijejici se

turaidum ss GO (S) — % = polovi¢ni polni kapacita; semena; rostliny

du;’gum P-|G1 (K nebo |kontrola 12 %, tj. plna polni 5 dnti po

S) kapacita) od za¢atku metani do zacatku faze Analyza .

(Dest.) o1 e . . . . ] Liu et al,,

Husn.- 2 dospélosti + ve stadiu kveteni téz | kveteni miRNA: 2001

Kul tiV.;lI' B GO (K) — stres vysokou teplotou (37/27 °C sekvenovani

DBA Al}llrora G1 (K nebo |po dobu 1 dne) Pocet

DBA Artemis S) Ovéfeni vodniho stavu opakovéni

neuveden




Prace Tricker et al. (2013) je zafazena jak do této Casti, tak (strucné) do Casti vénované
transgeneraCni paméti. Vénovala se metylaci DNA ve dvou konkrétnich genech v rostlinach
A. thaliana péstovanych v podminkéch nizké relativni vzdusné vlhkosti, a méfila ji jak v prvni
generaci potomstva (G1; popsano v této kapitole) tak v nasledujici (G2; popsano v kapitole
2.3). Produkt prvniho z téchto genti, SPEECHLESS (SPCH), reguluje u A. thaliana prvni
asymetrické déleni pii vzniku priduchi (MacAlister et al., 2007). Produkt druhého genu,
FAMA, reguluje u A. thaliana diferenciaci bun¢k na priduchy (Ohashi-Ito & Bergmann,
2006). Prace navazuje na piedchozi praci ze stejné laboratote (Tricker et al., 2012), ktera
studovala hypermetylaci DNA na stejnych dvou genech, kterd byla rovnéz indukovana
stresem nizkou relativni vlhkosti, ale pouze vramci jedné generace (tedy se jednalo o
somatickou pamét’). Metylace zplsobend stresem byla v této prvni studii na obou genech
zprostiedkovana RdDM, ale na kazdém genu byla hypermetylace asociovana s jinymi siRNA.
Na SPCH byla metylace asociovana s indukci 24 nt siRNA na transponovatelnych elementech
downstream od tohoto genu, zatimco na FAMA byla asociovdna s21 nt siRNA. Pro
zhodnoceni intergeneracni, resp. transgeneracni dédicnosti (Tricker et al., 2013) byly vybrany
na zaklad¢ prvni studie dva genové useky u obou gentl, u genu FAMA to byly tseky FAMAa
(¢ast genu asociovana s 21 nt siRNA a usek, kde zacinala stresem indukovana metylace) a
FAMAD (East genu obsahujici pocatek transkripce a zhruba 90 bp dlouhy tsek upstream). Oba
tyto useky byly u stresovanych rostlin hypermetylované. U SPCH to byly useky SPCHa
(pocatek transkripce) a SPCHb (downstream od SPCHa). SPCHa byl u stresovanych rostlin
hypometylovany, ale SPCHb byl hypermetylovany. U nestresovanych potomku stresovanych
rodici se mira metylace u vSech ¢tyt usekt ptili§ nezménila (tedy by bylo mozné prohlasit, ze
se zrodici zdédila do potomstva), ale zatimco u obou usekit SPCH byla nizkéd tzv. mira
entropie, vyjadfujici to, zda metylace potomstva mlize byt pfedpovézena na zéklad¢ metylace
rodici, u obou Useklt FAMA tomu tak nebylo (v tomto pfipadé tedy nebylo mozné fict, jestli
metylace FAMA byla zdédéna od stresovanych rodict). V ptfipadé, ze bylo potomstvo
stresovanych rodi¢li rovnéz stresované, tak se situace obratila: FAMA byl metylovany na
mistech, na kterych byli metylovani 1 stresovani rodiCe, zatimco u SPCHb byla metylace
nepiedvidatelnd. Autofi stanovili 1 expresi obou gentli na urovni jejich mRNA. V porovnani
s nestresovanymi rostlinami byla exprese SPCH 1 FAMA u potomkil stresovanych rodict
sniZena v piipadé¢, kdy potomci nebyli stresovani, ale zase naopak zvySena v piipad¢, Ze byli
stresovani. U vSech typu rostlin byla analyzovéana i exprese malych ncRNA (sRNA). Pokud
byla libovolna generace stresovana poprvé, stres vedl ke zvySené expresi sSRNA oproti
kontrole, ale tato exprese byla nizsi, pokud byl stres intergeneracni (zde se tykala pouze 24 nt
dlouhych sRNA, nikoli 21 nt dlouhych sRNA) a sRNA byly témét nedetekovatelné u
stresovanych potomku se stresovanymi rodi¢i. Exprese siRNA asociovanych se SPCH byla
pozitivné korelovana s metylaci DNA a negativné s expresi SPCH. Z4dna takova korelace se
ale nevyskytovala u FAMA. Prace (Tricker et al., 2013) tedy dokazala, Ze metylace DNA
zpusobena stresem spojenym s nizkou relativni vlhkosti vzduchu mize byt dédicna, ale zalezi
na konkrétnim genu a jeho ¢astech. Autofi se domnivaji, ze existuje vice mechanismil, jakymi
tato dédicnost mize byt zplisobena (metylace DNA, sRNA). Tyto rizné mechanismy podle
autorit spole¢né pftispivaji k transkripcni flexibilit¢ odpovédi rostlin na stres suchem.
Transgeneracni aspekt této studie (tj. zmény v metylaci DNA v generaci G2) je zminén
v kapitole 2.3 (Tricker et al., 2013).



I prace Alsdurf et al. (2016) navazovala na predchozi praci z prislusného pracovisté (Alsdurf
et al., 2013), ktera se zabyvala limity rozsiteni brukvovité rostliny Boechera stricta ((Graham)
Al-Shehbaz). Tato prace zjistila, ze rozsifeni této horské byliny je limitovano dvéma faktory,
a to predaci a suchem. V ptipad¢, ze by se rostliny mély rozsitit do nizsich poloh, potiebovaly
by vyssi koncentrace glukosinolatii, aby se ubranily pfed herbivory. Na to, aby se rozsitily
mimo limity svych populaci, ale nepotiebuji jenom glukosinolaty, ale i ochranu proti suchu,
protoze prostiedi, ve kterém rostou, je relativné suché. Oba faktory by mohly byt podle autora
v B. stricta pravdépodobné regulovany epigeneticky, nejvyznamnéji nejspiSe pomoci DNA
metylace (Alsdurf et al., 2013). Cilem navazujici studie bylo tedy zjistit, do jaké miry je
produkce téchto faktort epigeneticky ovlivnéna a do jaké miry ovliviiuji epigenetické faktory
roz§iteni populaci této rostliny. Autofi méfili metylaci DNA v nestresovaném i stresovaném
G1 potomstvu stresovanych GO rodic¢t pomoci MS-AFLP (,,methylation sensitive AFLP*)
Analyza MS-AFLP dat ukazala, ze metylace DNA stresovanych rodica se ziejmé do jisté
miry piendsi 1 na potomstvo, pfic¢emz byly rozdily podle toho, ve kterém vyvojovém stadiu /
jak dlouho byli rodice stresovani suchem, a rozdily mezi metylaci DNA u potomstva
stresovanych versus nestresovanych rodi¢l byly vyraznéjsi v ptipadé, Ze potomstvo bylo
nestresované (tedy prava intergenerac¢ni dédi¢nost) nez kdyz bylo stresované. Byl rovnéz
identifikovan konkrétni lokus, ktery je podle autorti vyznamny ve vzdjemné regulaci sucha a
ochrany proti herbivorim. Metylace tohoto lokusu, pojmenovaného lokus 314 (autorim se
bohuzel nepodaftilo jej dale analyzovat a zjistit jeho sekvenci), méla opacny trend u jedinct
s vysokou hladinou glukosinolati a jedinct s vyssi efektivitou vyuzivani vody. Lokus 314 by
tedy mohl byt u B. stricta vyznamnym koregulatorem obrany proti suchu a herbivorim
(Alsdurf et al., 2016). Podle autorG by se teoreticky dalo ocekavat, ze by epigenetické
modifikace mohly napoméhat se zvétSovanim limitl roz$ifeni populaci tim, ze je pfenesou
ptes limitujici faktory, ale v této préci bylo zjiSténo, Ze Boechera stricta je v dalSim rozsifeni
epigenetickymi faktory zfejmé limitovana kvili koregulatorim, jakym je napt. lokus 314
(Alsdurf et al., 2016).

V praci Herman & Sultan (2016) byla rodi¢ovska (GO) generace rdesna Polygonum
persicaria (L.) stresovana suchem, a na G1 potomstvu se sledoval ucinek sucha po cilené
demetylaci jejich DNA (oSetfeni zebularinem, coz je demetyla¢ni agens). Pfesto, ze to neni
studie splitujici pravou definici intergeneracni stresové paméti (potomstvo bylo péstovano
pouze ve stresovych podminkéch), a navic nebyly bohuzel méteny zmény metylace DNA jako
takové, pro uplnost ji zde rovnéz zahrnuji. Tfi hypotézy autorii této prace byly: 1) pokud
zvysSena investice do semen zprostiedkovava intergeneracni odpovéd na sucho, potomstvo
suchem stresovanych rodi¢ii by mélo mit vétSi semena neZz u jedinci péstovanych za
normalnich podminek. 2) Pokud DNA metylace zajistuje adaptaci na sucho, demetylovani
potomci by neméli mit zddné adaptace na sucho zptisobené stresem v rodicovské generaci, a
zarovenn by demetylace neméla vyrazné ovlivnit ani potomstvo rodicovskych rostlin
péstovanych v kontrolnich podminkach. 3) Pokud jsou vzorce metylace DNA rtizné u riiznych
genotypl, adaptace potomstva na sucho bude rizna u riznych genetickych linii. Zkoumanim
hmotnosti a velikosti semen bylo zjisténo, ze sucho nemélo u P. persicaria zadny vliv na
zvysenou investici parentalni generace do semen, ale potomstvo suchem stresovanych rodici
mélo primérné o 20 % delsi kotfenové systémy, o 23 % veEtsi plochu listd a o 16 % vice



biomasy nez stresované potomstvo nestresovanych rodict. V piipadé€, ze bylo potomstvo
stresovanych rodici oSetfeno zebularinem, bylo jeho pfizptisobeni se na sucho horsi, nez u
potomstva nestresovanych rodicl, pricemz oSetteni rostlin zebularinem neprodlouzilo kliceni,
takze rostliny nebyly ¢asové znevyhodnény (nebo na né nepusobily ptipadné Skodlivé efekty
zebularinu déle). Podle jedné z plvodnich hypotéz autorti by demetylace méla odstranit
adaptace potomkil vytvorené stresem v parentalni generaci (tedy by demetylované stresované
potomstvo stresovanych rodict mélo mit podobné fenotypy jako stresované potomstvo rodicu
péstovanych za normalnich podminek). Demetylace DNA ale méla u potomstva stresovanych
rostlin vétsi ucinky a demetylované rostliny byly hlife adaptované na stres suchem, coz tuto
hypotézu vyvraci. Podle autorii tento efekt mize byt zplsoben pfiliSnou metylacni
kompenzaci parentdlniho sucha, coz paradoxné rostliny potomstva po demetylaci oslabi.
Sucho v rodicovské generaci rovnéz ovlivnilo kazdy genotyp rGzné, v 11 liniich bylo
pramérné zvySeni biomasy u semenacki o 5,8-48,8 %, u 12. linie byla biomasa snizena o 4,7
%. V liniich, kde bylo pozorovéano vys$si zvySeni biomasy u rostlin bez aplikace zebularinu to
bylo casto korelovdno s vyS§Sim snizenim biomasy u rostlin s aplikaci zebularinu. Kazdy
genotyp tedy nejspi$ vyuzil pro adaptaci na sucho v rodi€ovské generaci jinou miru metylace
svého genomu, pficemz nejvic citlivé rostliny pravdépodobné mély nejvice metylovany
genom, zatimco tolerantnim rostlindm stacilo pro adaptaci pouze malo epigenetickych
modifikaci (Herman & Sultan, 2016).

Posledni dvé plivodni studie tykajici se moznych molekularnich mechanismii intergeneracni
paméti na stres suchem se nevénuji metylaci DNA, ale expresi ncRNA. Price Liu et al.
(2020) se zabyvala vlivem kombinace stresu suchem a vysokou teplotou v parentalni generaci
na kliceni a vitalitu potomstva. Rostliny tedy byly vystaveny dvéma strestim, které mohou
velmi pravdépodobné pusobit na rostliny v ptirodé (bud’ soucasné€, nebo jeden za druhym).
Tato analyza byla provedena na dvou kultivarech pSenice Triticum turgidum L. ssp durum
((Dest.) Husn) (dale jen 7. durum). Prvnim kultivarem byla komer¢éné dostupnd DBA Aurora,
ktera je tolerantni viic¢i stresu suchem a vysokou teplotou, zatimco druhy kultivar, L6, je na
oba tyto stresory citlivy. Krom¢ vlivem kombinace stresti na fyziologické a morfologické
znaky se prace zabyvala i1 vlivem na expresi ncRNA, konkrétné miRNA a siRNA. Stres
v parentalni generaci pozitivné pisobil na potomstvo u obou kultivart, mély primérné vyssi
hmotnost i délku kofenti a v&t§i hmotnost nadzemnich ¢asti rostlin. Potomci DBA Aurory ale
byli oproti potomkiim L6 lepsi témét ve vSech métenych morfologickych a fyziologickych
parametrech, at’” uz pochazeli zrodi¢h péstovanych v kontrolnich podminkach, nebo ze
stresovanych rostlin. Autofi nasli vice nez 1300 diferen¢né exprimovanych miRNA (rozdily
mezi potomstvem stresovanych a kontrolnich rostlin + rozdily mezi obéma kultivary). U
potomstva stresovanych rostlin kultivaru DBA Aurora byla exprese vétSiny miRNA zvysSena
oproti potomstvu kontrolnich rostlin (275 vice exprimovanych, 181 mén¢), u L6 tomu bylo
naopak (153 vice exprimovanych miRNA, 242 méné exprimovanych miRNA). miRNA tedy
mohou byt mechanismem intergeneracni stresové paméti, ale zmény jejich exprese a jejich
konkrétni typy zavisi na genotypu pfislusného rostlinného druhu. Autofi Liu et al. (2020)
v souvislosti 1 s jinymi studiemi uvadéji, Ze jednim z divodi rozdilné exprese miRNA u obou
kultivarG by mohla byt pfirozend tolerance na stresy u kultivaru DBA Aurora, ktery tedy
nemusi pfiliS omezovat svoje bunécné procesy pro preziti stresu. Analyza diferenéné



exprimovanych miRNA pomoci Gene Ontology (GO) zjistila, Ze cilové geny pro tyto miRNA
v kategorii biologickych procest souvisely nejvic s regulaci transkripce, replikace, fosforylaci
proteinti, redoxnimi procesy, transmembranovym transportem a signalizaci. V
kategorii bunéénych komponent souvisely nejvice s plazmatickou membranou, cytoplazmou,
a chloroplasty. V kategorii molekularnich funkci souvisely nejvice s vazbou proteint, ATP,
DNA a kovovych iontti (Liu et al., 2020).

Prace Liu et al. (2021) navazuje na praci Liu et al. (2020) ze stejné laboratofe, kterd je
shrnuta vyse. Tato prace se rovnéz vénuje vlivu intergeneracniho stresu kombinace sucha a
vysokych teplot na fyziologické vlastnosti a schopnosti potomstva dvou komercéné
dostupnych kultivart 7. durum, a to opét DBA Aurora a DBA Artemis, ktery je tolerantni
vaci stresu zpuisobenému vysokou teplotou. Kromé znaka jako obsah chlorofylu, rychlost
transpirace, vysSka rostlin a obsah proteini a Skrobu v semenech zde byl pomoci
celogenomového sekvenovani opét analyzovdin miRNAom, a byly identifikovany pary
miRNA-mRNA, které mohou byt asociovdny s intergeneracni stresovou paméti. Analyza
miRNA v praporcovém listu a ve vyvijejicich se semenech zjistila, Ze exprese miRNA v listu
byla vice ovlivnénd u potomstva pochazejiciho ze stresovanych rodi¢t (bud’ rovnéz
stresovaného nebo nestresovaného), zatimco u miRNA z vyvijejicich se semen zjistila pfesny
opak (exprese byla vice ovlivnéna u potomstva nestresovanych rodi¢i). Exprese miRNA byla
rovnéz ovlivnéna vice u potomstva, které samo bylo vystavené stresu, at’ uz pochazelo ze
stresovanych nebo nestresovanych rodic¢li. Genova analyza zjistila, Ze exprese strukturnich
genll jak v praporcovém listu, tak ve vyvijejicich se semenech byla vice ovlivnéna u
potomstva stresovanych rodi¢li (ve srovnani s potomstvem nestresovanych rodicli) a
potomstva jakychkoli rodict péstovaného v kontrolnich podminkach (ve srovnani se
stresovanym potomstvem), tedy piesny opak oproti miRNA. Podobn¢ jako u miRNA byla u
potomstva stresovanych rodic¢h vétsi tkanova specifita genové exprese. Analyza miRNA-
mRNA para s antagonistickymi vzory (snizena miRNA exprese proti zvysené mRNA expresi
nebo naopak) ukazala, Ze u potomstva nestresovanych rodi¢i bylo 100 antagonistickych
miRNA-mRNA pardt v praporcovém listu a 359 par ve vyvijejicich se semenech. U
potomstva stresovanych rostlin to bylo 400 parti v praporcovém listu a 344 ve vyvijejicich se
semenech. Pomoci KEGG databaze bylo zjiSténo, ze u potomstva kontrolnich rostlin
souvisely mRNA v rdmci té€chto pard v praporcovém listu nejcastéji s biosyntézou aminoacyl-
tRNA, fotosyntézou, endocytézou a metabolismem glyoxylatd a dikarboxylatl; ve
vyvijejicich se semenech souvisely pary nejCastéji se zpracovdvanim proteind
v endoplazmatickém retikulu. U potomstva stresovanych rostlin  souvisely pary
v praporcovém listu s metabolismem glyoxylati a dikarboxylatt, fixaci uhliku a s interakci
rostlin a patogend, zatimco ve vyvijejicich se semenech souvisely nejcastéji s transportem
RNA. Vyrazné zmény v expresi miRNA podle autorit naznacuji, Ze se nejspis jedna o dilezity
mechanismus pro adaptaci rostlin na mezigeneracni stres. Konkrétni miRNA-mRNA pary
identifikované v této studii potom mohou byt dilezité body pro regulaci odpovédi na stres,
nicméné mohou byt rizné v zavislosti na tom, o jaky orgén se jedna a zda je i potomstvo
puvodné stresovanych rostlin vystavené stresu nebo ne (Liu et al., 2021).
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2.2. Intergeneracni klonalni stresova pamét’

Jedna se o Ctyfi studie pochazejici ze stejné laboratofe a provedené na stejném druhu rostliny:
jetelu Trifolium repens L. S vyjimkou studie Gonzélez et al. (2018) zbylé ti1 prace sledovaly
pouze ruzné morfologické znaky u klonalniho potomstva rostlin GO generace vystavenych
demetyla¢nimu c¢inidlu 5-azacytidinu, nikoliv pfimo zmény metylace DNA nebo expresi
ncRNA. Existuji jesté studie Miinzbergova et al. (2019) a Kosova et al. (2022), kde byly
podobnym zpiisobem podrobeny oSetfeni 5-azacytidinem rostliny Festuca rubra L.
pochézejici ze ,,suchych® a ,,vlhkych* klimatickych podminek (v kombinaci s podminkami
vys$si/nizké teploty), ale protoze u populaci ze ,,suchych® podminek nelze striktné fict, ze
skute¢né byly suchem stresovany, tyto studie jsem do své bakalaieké prace nezaradil.

Tab. 2. Hlavni metodické aspekty pivodnich studii vénujicich se epigenetickym modifikacim jako moznym
mechanismiim klonalni intergeneracni stresové paméti rostlin v souvislosti se stresem suchem. Ve sloupci
,»Rostlina“ je uveden studovany druh i tdaje o pouzitém genotypu/ekotypu apod. Ve sloupci ,,Generace® jsou
uvedeny udaje o genera¢nim designu experimentl: generacich potomstva odvozenych z ptivodni rodi¢ovské GO
generace a o tom, zda byly vystaveny stresovym (S) nebo kontrolnim (K) podminkam; varianty, u nichz byla
stanovena metylace DNA nebo na né bylo plisobeno demetylacnim agens, jsou vzdy vyznaceny silné a ¢ervené.
Ve sloupci ,,Péstovani/sucho jsou uvedeny konkrétni udaje o péstovani pokusnych rostlin a to, zda byl néjak
ovéfen vodni stav stresovanych pokusnych rostlin. Ve sloupci ,,Vzorky* jsou uvedeny konkrétni tidaje o stafi
pokusnych rostlin, organu/pletivu, v némz byly méfeny epigenetické modifikace, a pocétu biologickych
opakovani pro stanoveni metylace DNA nebo exprese ncRNA. Ve sloupci ,,Epigenetika® jsou tidaje o tom, zda a
jakou metodou byla méfena metylace DNA, pfipadné zmény v expresi ncRNA. MS-AFLP ... metylacné citliva
AFLP analyza

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie

Rostliny péstovany na tacech se

smesi pisku, kompostu a raseliny

ve skleniku (16/8 h fotoperioda,

teplota 22/15 °C). Po mésici

péstovani v normalnich

podminkach GO rostliny rozdéleny

na kontrolu a 4 stresové rezimy

(S1-S4). Metylace

Sucho simulovano v pulsech — Metylace DN/%{ncRNA

y . . y DNA/ncRNA nemereny,

vzdy, kdyz rostliny zacaly vy pouze na

vadnout, byly zality cca 200 ml nemereny, polovinu

vody. Rezim S1 = intenzivni morfol(iglcke rostlin GO

dlouhodobé sucho (23 pulzl sucha S ; rj::/eeg aplikovén 50
Trifolium | GO (S1-S4 | Ppo dobudmésict), rezim S2=" | =" . 5 UM 5- Gonzélez
repensL.;1 |nebo K) — | intenzivni kratkodobé sucho (9 &asti rostlin azacytidin et al.,
genotyp z CR | G1 (K) pulzii sucha po dobu 2 mésici), tarvch 2 (demetyla¢ni |2016

rezim S3 = dlouhodobé strednz | S27° agens) kazdé

silné sucho (12 pulzii sucha po mésice od 44

N .. - transplantace ny

dobu 4 mésicit), rezim S4 = (posledni

kratkodobé stfedné silné sucho (5 |15 rostlin od aplikace pfi

pulsii sucha po dobu 2 mésicti). kazdé varianty |gkonceni

Po skongeni stresovych rezimii = opakovani simulace

rostliny ponechany v normalnich sucha)

podminkach 14 dni, poté z nich

odebrany odnoze (G1 potomstvo)

a transplantovany na nové tacy

Ovéfeni vodniho stavu rostlin

pouze vizudlni (rostliny byly mezi

pulsy sucha povadlé).
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Tab. 2 - pokracovani

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie

Rostliny péstovany na tacech se

smési pisku, kompostu a raseliny

ve skleniku (16/8 h fotoperioda,

teplota 22/15 °C). Po mésici

péstovani v normalnich

podminkach GO rostliny rozdéleny Metylace
Trifolium na kontrolu a stres Metylace DN[%{ncRNA
repens L.; 4 Sucho simulovano v pulsech — DNA/ncRNA nemereny,
genotypy vzdy, kdyz rostliny zacaly nemer eny, pouze na
(blize vadnout, byly zality cca 200 ml | morfologické | Polovinu
neuréené) ze vody. GO rostliny zazily 14 pulsi | parametry rothn QO
stejného GO (Snebo  |sucha, po skoneni stresu byly stanoveny aplikovin 50 .
mista v CR, |K)— G1 (K |péstovany dalsich 20 dni v celé nadzemni MMS- - Gor;zalez
ale nebo S) v kontrolnich podminkéach, poté Casti rostlin azacyt1d1nv , etal,
rodiovské z nich odebrany odnoze (G1 St%rjr’Ch 2 (demeti/(lavc(;l’l 2017
rostliny potomstvo) a transplantovany na | mésice od Zggns) azde
odebrany ve nové tacy. G1 byly po 14 dnech transplantace nly dni
vzdalenosti péstovani v normalnich 7 rostlin od (po.s eant |

y s . aplikace pfi

alesponi 100 podminkéch udrzovany kazdé varianty | gkondeni
m od sebe v parentalnim nebo neparentalnim |— opakovéni simulace

vodnim rezimu, pficemz h

stresované G1 rostliny zazily 7 sucha)

pulst sucha.

Ovéfeni vodniho stavu rostlin

pouze vizualni (rostliny byly mezi

pulzy sucha povadlé).

Rostliny péstovany na tacech se

smési pisku, kompostu a raseliny

ve skleniku (16/8 h fotoperioda,

teplota 22/15 °C?). Po mé&sici

péstovani v normalnich

podminkach GO rostliny rozdéleny

na kontrolu a 4 stresové rezimy

(S1-S4).

Sucho simulovano v pulsech — 2 plné vyvinuté

vzdy, kdyz rostliny zacaly listy z nejmladsi

vadnout, byly zality cca 200 ml a nejstarsi
Trifolium vody. Rezim S1 = intenzivni rostliny
repensL.; 5 dlouhodobé sucho (23 pulzil sucha potomstva
genotypli GO (S1-84 po dobu 4 mésici), rezim S2 = pfislusné Metylace Gonzalez
(blize nebo K) — intenzivni kratkodobé sucho (9 varianty; DNA: MS- etal.,
neuréenych) |G1 (K) pulzii sucha po dobu 2 mésict), | rostliny staré 2 | AFLP 2018
ze stejného rezim S3 = dlouhodobé stiedné mésice
mista v CR silné sucho (12 pulzli sucha po

dobu 4 mésictli), rezim S4 = 5 rostlin od

krétlfodobé stfedné silné §u’clzo (5 |kazdé varianty

pulsti sucha po dobu 2 mésici). = opakovani

Po skonceni stresovych rezimu

rostliny ponechdny v normalnich

podminkéch 14 dni, poté z nich

odebrany odnoze (G1 potomstvo)

a transplantovany na nové tacy

Ovéfeni vodniho stavu rostlin

pouze vizudlni (rostliny byly mezi

pulsy sucha povadlé).
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Tab. 2 - pokracovani

Rostlina

Generace

Péstovani/sucho

Vzorky

Epigenetika

Studie

Trifolium
repens L.; 3
genotypy
(blize
neurcené) ze
stejného
mista v CR,
ale
rodicovské
rostliny
odebrany ve
vzdalenosti
alesponi 50 m
od sebe

GO0 (S1-S4
nebo K) —
Gl (K)

Rostliny péstovany na tacech se
smési pisku, kompostu a raseliny
ve skleniku (12/12 h fotoperioda,
teplota 23/18 °C). Po prvnich 14
dnech péstovani v normalnich
podminkach GO rostliny rozdéleny
na kontrolu a 4stresové rezimy
(S1-S4)

Sucho simulovano v pulsech —
vzdy, kdyz rostliny zacaly
vadnout, byly zality cca 200 ml
vody (rostliny primérné zazily 10
pulzti sucha). Kontrola zalévana
dvakrat ¢astéji a vzdy Ctyfikrat
veétsim mnozstvim vody. Rezim S1
= osmitydenni skupina (rostliny
byly vystaveny suchu ihned a 8
tydnd pied transplantaci rostlin
potomstva zacaly byt opét
normaln¢ zalévany), rezim S2 =
Sestitydenni skupina (simulace
sucha trvala stejn¢ dlouho, ale
zacala o 2 tydny pozdé&jinez v S1 a
byla ukoncena 6 tydnti pred
transplantaci rostlin potomstva),
rezim S3 = ¢tyftydenni skupina
(simulace sucha trvala stejné
dlouho, ale zacala o 2 tydny
pozdéji nez v S2 a byla ukoncena 4
tydny pied transplantaci rostlin
potomstva) a rezim S4 =
dvoutydenni skupina (simulace
sucha trvala stejn¢ dlouho, ale
zacala o 2 tydny pozdéjinez v S3 a
byla ukoncena 2 tydny pted
transplantaci rostlin potomstva).

Po skonceni stresovych rezima
rostliny vZdy ponechany

v normalnich podminkach, poté

z nich odebrany odnoze (G1
potomstvo) a transplantovany na
nové tacy, na nichz péstovany dva
a ptl mésice

Ovéfeni vodniho stavu rostlin
pouze vizualni (rostliny byly mezi
pulzy sucha povadlé).

Metylace
DNA/ncRNA
neméreny,
morfologické
parametry
stanoveny

v celé nadzemni
¢asti rostlin
starych 10
tydna

Pocet
opakovani
neuveden

Metylace
DNA/ncRNA
neméteny,
pouze na
polovinu
rostlin GO
generace
aplikovan 100
uM 5-
azacytidin
(demetylaéni
agens) kazdé
4 dny
(zacatek na
zacatku S1
rezimu,
celkem
aplikovan
32krat)

Quan et
al., 2022

V praci Gonzalez et al. (2016) byly parentdlni rostliny vystaveny péti riznym rezimim
simulace sucha béhem jejich rhstu, a nckteré byly rovnéz vystaveny 5S-azacytidinu
(demetylaéni agens). U¢inky téchto riiznych rezimd péstovani rodi¢ovskych rostlin byly poté
sledovany na morfologickych parametrech rodicli a klonalniho potomstva. Na rast rostlin v

parentalni generaci mély nékteré stresové rezimy velky vliv, nejvétsi negativni vliv na rist
mélo dlouhodobé stifedné silné sucho. Pii aplikaci 5-azacytidinu na GO rostliny byl vliv sucha
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na rust jesté vyraznéjsi, avsak pravé kromé rezimu dlouhodobé stiedné silné sucho, kde 5-
azacytidin nemél uz na rast zadny dalsi negativni efekt. Biomasa hlavni odnoze (povazované
za rodicovskou generaci) byla u vétSiny rezimi zvySend. Pocet odnozi, tedy klonalniho
potomstva, byl stresovym rezimem ovlivnén: u kratkodobého stiedné silného sucha byl
zvySen, u ostatnich rezimt byl bud’ stejny nebo niz$i nez u kontroly. Celkova biomasa
rezimem kratkodobého intenzivniho sucha, zatimco nejvétsi biomasa byla u rostlin
s parentalnim rezimem kratkodobého stfedné silného sucha. Oba tyto efekty ale zmizely po
aplikaci 5-azacytidinu, ktery biomasu potomstva vsech stresovych reziml vyrovnaval. Podle
autorti souvisi efekty stresovych rezimi s fenoménem otuzovani rostlin vii¢i stresim, tedy
formou somatické stresové paméti spojenou s odpoveédi rostlin na mirné¢ nebo stiedné
intenzivni stres. Mirné nebo stfedné intenzivni stres je pro rostliny signal nadchazejiciho
silného stresu, proto tedy maji rostliny tendenci se pii mirném nebo stfednim stresu
epigeneticky pfizplsobit. Intenzivni stres ale poskozuje fyziologii rostliny, kterd pak nema
moznost zapojit svoje epigenetické drahy do ochrany pied stresem (Gonzélez et al., 2016).

Prace Gonzailez et al. (2017) navazovala na ptredchozi praci ze stejné laboratote, kterd je
shrnuta vySe. Tato prace zkoumala vliv intergeneracniho stresu suchem na morfologické
znaky Ctyt blize neurCenych genotypi 7. repens. Podobné jako v predchozi praci byl na
n¢které rostliny aplikovan 5-azacytidin (demetylaéni agens). Na rozdil od piedchozi prace ze
stejné laboratofe byly ale sledovany rozdily na potomstvu, které bylo rovnéz stresované
(potomstvo bylo vystaveno parentalnimu, nebo neparentalnimu vodnimu rezimu). V druhé
Casti prace byl sledovan intergeneracni vliv exogenni aplikace kyseliny jasmonové, ale tato
¢ast neni pro moji bakalafskou praci relevantni. U tfech genotypi zvysil stres suchem
biomasu, zatimco u ¢tvrtého genotypu stres suchem biomasu snizil. Pokud byla rodicovska
generace vystavena suchu, zvySilo to primérné mnozstvi odnozi, které vytvofilo jeji
potomstvo, to ale bylo rovnéz ovlivnéno vodnim reZzimem, kterému potomstvo bylo
vystaveno, a genotypem: u jednoho genotypu pozitivné, u ostatnich tiech negativné. Primérna
biomasa potomstva se rovnéZ liSila mezi potomstvem zaZivajici parentalni ¢i neparentalni
vodni rezim: vyrazné zmenSeni, pokud byli rodi¢e vystaveni suchu a potomstvo bylo
péstovano v kontrolnich podminkach. Rodi¢ovsky vodni reZim naopak nemél vliv na
pramérnou biomasu potomstva, pokud bylo potomstvo vystaveno stresu suchem. Aplikace 5-
azacytidinu na rodicovské rostliny primérné snizila rist jejich odnozi, tedy G1 klonalniho
potomstva. Aplikace 5-azacytidinu také sniZila rozdily v biomase zplisobené parentdlnim
vodnim rezimem. Stresované potomstvo mélo v tom piipadé mensi celkovou biomasu oproti
nestresovanému, ale tento efekt byl snizen tehdy, pokud potomstvo zazivalo stejny vodni
rezim jako rodice. Podle autord je zajimavé, Ze biomasa potomstva stresovanych rodicti byla
velmi podobnd v pfipadech, kdy bylo potomstvo stresovano i nestresovano. Podle autorii to
poukazuje na urcitou limitaci fenotypové plasticity, kterd by mohla rostlindm ubliZit
v pfipadé, Ze by extrémné reagovala na do¢asné zmény v prostiedi. Rostliny musi ,,zvazovat®,
jestli ptipadné stresové podminky budou pretrvavat i do dalSich generaci, a podle toho
vytvortit epigenetické modifikace. PtiliSnd reaktivita by rostlin€ ublizila ve stabilnim prostiedi,
zatimco nedostate¢nd by ji ublizila v ménicim se prostiedi (Gonzalez et al., 2017).
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Prace Gonzalez et al. (2018) navazovala na pfedchozi prace ze stejné laboratote, které jsou
shrnuty vyse, pficemz experimenty byly postaveny stejné jako ve studii Gonzilez et al.
(2016), ale bez aplikace 5-azacytidinu. Naopak ale byla stanovena ptfimo metylace DNA, a to
pomoci metody MS-AFLP. Druhd ¢ast prace, vénovand vlivu riznych stresord na
intergeneracni pamét” potomstva, vibec nesouvisi s molekuldrnimi epigenetickymi
mechanismy a zde ji proto nerozebiram. MS-AFLP analyza zjistila pouze to, Ze metylacni
profil rostlin potomstva, jehoz rodi¢e byli stresovani kratkodobym stfedné intenzivnim

.....

Prace Quan et al. (2022) rovnéz navazovala na ptedchozi prace shrnuté vyse v této kapitole.
V této studii byl sledovan vliv rizn€ naasovaného stresu suchem u rodi¢ovské generace tfech
genotypi 7. repens na intergeneracni stresovou pamét potomstva, pricemz polovina
parentalnich rostlin byla opét oSetfena 5-azacytidinem. Podobné jako v ptedchozich studiich
ze stejné laboratofe se tato prace zaméfuje pouze na morfologické ucinky rodi¢ovského stresu
suchem. Hypotézy v této praci byly: 1) Stres suchem pozméni riist rodicovské generace (snizi
biomasu nebo pocet odnozi). 2) Tato stresem indukovana zména zpisobi zménu fenotypu
v potomstvu, sila této odezvy ale bude zalezet na dob¢ uplynuté od konce stresu, ktery zazila
parentalni generace. 3) Tato stresovd pamét’ se prenasi do potomstva pomoci DNA metylace,
tudiz se bude liit potomstvo rostlin oSetienych a neoSetfenych 5-azacytidinem. Biomasa
rodicovskych rostlin se skutecné lisila jak mezi genotypy, tam mezi variantami nacasovani
stresu (rostliny mély vétsi biomasu, pokud zazily stres diive). Pocet vytvofenych odnozi (tj.
G1 klonalniho potomstva) byl vyssi v ptipad€, Ze byla parentdlni generace zasaZzena suchem
nez pokud suchu vystavena vlibec nebyla (nezdvisle na zacatku/konci sucha, ale zavisle na
genotypu). Aplikaci 5-azacytidinu byla zvySena primérna biomasa a byl sniZen pocet odnozi
u potomstva, efekt 5-azacytidinu ale zavisel na genotypu v kombinace s efektem nacasovani
sucha u rodict (tj. u kazdého genotypu byl nejvétsi efekt pokazdé pozorovan u jiného rezimu
nacasovani sucha) (Quan et al., 2022).

2.3. Transgeneracni stresova pamét’

S vyjimkou studie Morgado et al. (2017) vlastné¢ zaddna z praci popsanych v této kapitole
nespliuje striktni definici transgeneracni paméti podle Lamke & Baurle (2017), protoze
vnich sice byly sledovany modifikace chromatinu, resp. exprese ncRNA, v pozdé¢jSich
generacich potomstva nez G1, ale mezigenerace potomstva ptivodné stresovanych rostlin byly
vzdy znovu vystaveny simulaci sucha. V pracich Zheng et al. (2013, 2014, 2017) navic
nebyly ekvivalentnim zplisobem pfipraveny pozdéj$i generace potomstva nestresovanych
rostlin GO generace. Ani prace Morgado et al. (2017) vSak upln€¢ nevyhovuje, protoze
potomstvo v ni studované vzniklo apomiktickym rozmnoZovanim. Pfesto jsem vSechny tyto
studie zafadil do této kapitoly, protoze to jsou jediné dostupné prace veénujici se
transgeneracni paméti u rostlin v souvislosti se suchem alesponl v hrub§im smyslu.
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Tab. 3. Hlavni metodické aspekty ptivodnich studii vénujicich se epigenetickym modifikacim jako moznym
mechanismim transgeneraéni stresové paméti rostlin v souvislosti se stresem suchem. Ve sloupci ,,Rostlina® je
uveden studovany druh i tidaje o pouzitém genotypu/ekotypu apod. Ve sloupci ,,Generace® jsou uvedeny tidaje o
generac¢nim designu experimentli: generacich potomstva odvozenych z ptivodni rodi¢ovské GO generace a o tom,
zda byly vystaveny stresovym (S) nebo kontrolnim (K) podminkam; varianty, u nichZ byla stanovena metylace
DNA nebo exprese ncRNA, jsou vzdy vyznaceny siln€¢ a Cervené. Ve sloupci ,,Péstovani/sucho® jsou uvedeny
konkrétni tidaje o péstovani pokusnych rostlin a to, zda byl né€jak ovéfen vodni stav stresovanych pokusnych
rostlin. Ve sloupci ,,Vzorky* jsou uvedeny konkrétni udaje o stafi pokusnych rostlin, organu/pletivu, v némz
byly méfeny epigenetické modifikace, a poctu biologickych opakovani pro stanoveni metylace DNA nebo
exprese ncRNA. Ve sloupci ,,Epigenetika™ jsou tdaje o tom, zda a jakou metodou byla méfena metylace DNA,
pfipadné zmény v expresi ncRNA. Studie Tricker et al. (2013) zde jiz neni znovu zafazena, jeji metodické

aspekty jsou popsany v Tab. 1. MS-AFLP ... metylacné citliva AFLP analyza, RNA-seq ... sekvenovani RNA

%), u rostlin G6 navic simulace
sucha pomoci aplikace 20% PEG
6000 na 3 tydny staré rostliny po
dobu 1 tydne.

Ovéfeni vodniho stavu rostlin
74dné

vsech
opakovani
smichany

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie
Rostliny péstovany v pude,
Arabidopsis GO (S) — pravdépodobné v ristové komotie
thaliana L.; (12/12 h fotoperioda, ozafenost . ,
G1(S)— G2 5 o Listy; 21 dni Metylace
ekotyp 100 pmol/m?/s, teplota 22 °C) ; .
. (K nebo S) staré rostliny DNA:
Columbia . . , ; Boyko et
Simulace sucha vzdy zastavenim cytosine-
(nebo C24? s L . al., 2010
L7 oo GO (K) — zalévani od 7. do 30. dne po 3 opakovani pro | extension
z udajui s b .
g . |Gl (K) — G2 |vykliceni kazdou variantu | assay
v prdci neni (K)
zi'ejmé) Ovéteni vodniho stavu rostlin
zadné
Rostliny GO-G5 péstovany za
polnich podminek do stadia
odnozovani pfed koncem
vegetativni faze. Poté simulace Listy
sucha az do stadia pInéni semen | (sechny?); 28
GO (S) > (zastavenim zalévani? neni dni staré
Gl (S) — G2 |2Fgjmé!). Vzdy sebrana semena a | rostliny
(S) — toto opakovano po nasledujicich 5
Oryza sativa | G3 (S) — G4 |generaci az do vytvofeni semen |3 gpakovani pro | Metylace
L.; kultivary |(S) — pro Go. ROSthony GO a G6 poté kazdou variantu | DNA: MS- | Zheng et
11-32B, G5 (S) — G6 |pestovany v rustove kon}?re (v kazdém AFLP al., 2013
Huhan-3 (K nebo S) (12/12 h fotoperioda, ozarenost izolace DNA
200 Hmol/mz/s, teplota 29/21 °C, | § rostlinek),
G0 (K) relativni vlhkost vzduchu 75-80 ale vzorky ze

16




Tab. 3 - pokracovani

S) — z obou
variant G11
(K nebo S)

GO (K)

valcich bud’ pravidelné zalévany
nebo od stddia odnoZovani
umoznéno vodeé ze substratu ve
valcich odtékat

Ovéteni vodniho stavu pouze u
rostlin péstovanych v ristové
komote métfenim relativniho
obsahu vody v listech (u
stresovanych rostlin nizsi nez 70

%)

kazdou
variantu, kazdé
tvoreno jednou
rostlinou

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie
Rostliny GO-GS5 péstovany za
polnich podminek do stadia Listy
odnozovani pred koncem (vSechny?);
vegetativni faze, stres suchem poté | rostliny ve
simulovan aZ do stadia plnéni vjvojovém
semen (zastavenim zalévani? neni | giadiu tietiho
ziejmé!). Vzdy sebréna semenaa | peho &tvrtého
GO (S) — toto opakovano po nasledujicich 5 | jispy (21 2 28
Orvea sativa (GSI) (_S)) — G2 | generaci az dq vytvoieni semen dni staré Metylace
ryza 5 pro G5. Rostliny GO a G6 poté rostliny) DNA: MS- | Zheng et
L.; kultivar | G3 (S) = G4 | pgstovany v riistové komore AFLP al., 2014
Huhan-3 S)— (12/12 h fotoperioda, ozafenost 3 opakovani pro
G5 (8) = G6 | 200 pmol/m?/s, teplota 29/21 °C, | kazdou variantu
K) relativni vlhkost vzduchu 75-80 (v kazdém
%). izolace DNA
Ovéteni vodniho stavu rostlin z 8 rostlin), f‘le
vizudlni (maximélni rolovani listiy) | VZorky ze viech
a méfenim relativniho obsahu opa}koyanl
vody v listech (u stresovanych smichany
rostlin niz$i nez 70 %).
Rostliny vSech generaci az do G10
péestovany v polnich podminkach
(sklenikovy kryt pted destém u
stresované varianty). Rostliny GO,
G10 a G11 generaci poté
péstovany v rustové komoie? (bez
GO (S) — dalsi specifikace) v PVC valcich
gl) (8) = G2 1(100x20 cm) naplnénych smési | [ isty
- pisku a zeminy. (neuvedeno
G3 (8) — G4 které); rostliny
S)— Simulace sucha v generacich GO | ¢ stadiu
G5 (S) = — | az G10 udrzovanim obsahu vody &tvrtého listu Metylace
Oryza sativa | G6 (S) — v pudé na 30-45 % maximalni (28 dni staré DNA:
L.; kultivary | G7 (S) = G8 | polni kapacity od stadia rostliny) bisulfitova Zheng et
11-32B, S)— odnozovéni pied koncem Y konverze al., 2017
Huhan3 G9 (§) — vegetativni faze do stadia plnéni | > 5pakovani pro nasledovana
G10 (K nebo | semen. Rostliny péstované v PVC sekvenovanim
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Tab. 3 - pokracovani

Rostlina Generace Péstovani/sucho Vzorky Epigenetika | Studie
Rostliny vsech generaci péstovany
v zeming, v ristové komote nebo
ve skleniku? (12/12 h nebo 16/8 h
GO (S) — fotoperioda, ozatrenost 100-150
G1 (S) —» G2 |pmol/m?/s, teplota 20+-0,5 °C,
S)— relativni vlhkost vzduchu 50-60 1 .
o Celé listove
G3 (8) — G4 |%) ruzice; 28 dni | Metylace
I ) . - oo Y
Arabidopsis G5 (S) Simulace sucha ve dvou fazich: staré rostliny DNA: Ganeul
thaliana L.; v prvni fazi bylo zastaveno na dva bisulfitova ot alg y
ekotyp GO (K) — tydny zalévani u tyden starych 5-6 opakovani | konverze 2017”
Columbia Gl (K) — G2 rostlin, poté byly tyto rostliny 5 pro kazdou nasledovana
(K) — dni zalévany normalné, a poté variantu sekvenovanim
G3 (K) — G4 v druhé fazi bylo zastaveno
(K) — zalévani na 12 dni. Dale uz
G5 (K) rostliny rostly za normalniho
vodniho rezimu
Ovéfeni vodniho stavu rostlin
zadné
8 dni po vykli€eni rostlinky vSech
generaci presunuty na Phenoscope
platformu, kde péstovany 21 dni
(8/16 h fotoperioda) na
GO (S) — raSelinikovém substratu
E}Sl) S) C??: ((}é Simulace sucha probihala na Semenacky; 10
nebo S) Phenoscope: béhem prvniho tydne |dni staré Metylace
Arabidopsis snizovan obsah vody v substratu | rostliny DNA: Van
thaliana L., GO (K) — (na 30 % u stresovanych rostlin, 60 bisulfitova Dooren
ekotyp Gl (K) - G2 % u kontroly). Tento obsah vody |5 opakovani pro | konverze et al.,
Columbia byl udrzovan az do 29. dne, kd kazdou variantu |nasledovana |2020
(K)— G3 (K |~ Y
nebo S) byly rostliny pfesunuty do rastové |(kazdé z vice sekvenovanim
komory, kde péstovany rostlin)
v podminkach dlouhého dne a
normalniho zalévani az do
vytvofeni semen
Ovéfeni vodniho stavu rostlin
zadné
Rostliny vsech generaci péstovany
v rstové komote (14/10 h
fotoperioda, teplota 18/14 °C,
GO (S) - relativni vlhkost vzduchu 60 %).
Gl (K) — G2 | Simulace sucha v GO generaci ,
« , , . 1 mlady a1
(K) zacala u 4 tydny starych rostlin: po In& vyvinuty Analvza
dobu dalsich 4 tydnd 10 kratkych [P "¢ Yyvinuty Y
Taraxacum dobi. kd i 16v4 list; 5 tydnt malych M d
officinale GO (K) — obdobi, kdy rostliny neza evany staré rostliny ncRNA: orgado
Gl (K) — G2 |tak dlouho, dokud 80 % rostlin : et al.,
G.H. Weber (K) nem¢élo zvadlé listy. Poté 5 tydnd RNA-seq
. y. Poté 5 tydni - 2017
ex Wiggers . o, 4 opakovani pro
vernalizace (4 °C; 16/8 h . .
. ] kazdou variantu
Potomstvo fotoperioda), poté piesun do (kazdé jedna
vzniklé skleniku a po dalsich 6 tydnech | % * aJ)
apomixii! sbér semen. V dalSich generacich
totéz, ale bez simulace sucha.
Ovéfeni vodniho stavu rostlin
zadné
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Prace Boyko et al. (2010) se vénovala transgeneracnimu vlivu nékolika rtiznych abiotickych
stresorti (stres suchem, zaplavenim, vysokou a nizkou teplotou, UVC zafenim, a stres
vysokou koncentraci soli) na frekvenci homologni rekombinace (HRF) a metylaci DNA u 4.
thaliana. Oproti ostatnim abiotickym stresorim somaticky stres suchem zpusobil méné
homolognich rekombinaci, a transgeneratni HRF byla rovnéz niz$i nez u ostatnich strest a
dokonce 1 nez u kontroly. U druhé suchem stresované generace potomstva byla HRF piiblizné
stejnd jako u prvni suchem stresované generace, ale rostliny G2, které byly po prvni stresové
generaci péstovany v kontrolnich podminkéach, mély velmi podobnou HRF jako kontrola.
Uroveii metylace DNA v celém genomu byla analyzovana pomoci tzv. ,.cytosine extension
assay“, coz je opét metoda vyuzivajici metylacné citlivé restrikéni endonukledzy. Oproti
ostatnim abiotickym stresorim sucho zpusobilo sniZzenou hladinu 5-metylcytosini (5-mC)
zhruba o 15 % oproti kontrole, zatimco u ostatnich stresorti byla hladina 5-mC oproti kontrole
0 10-12 % zvysena. Transgeneracni stres zpusobil dalsi snizeni hladiny 5-mC, i kdyZ ne p#ili$
vyrazné. Tato prace ukazuje dillezitost porovnavani riznych abiotickych stresord, a rozdilt
mezi nimi. Stres suchem se vtomto porovnani ukazuje jako relativné unikatni, s rozdily
ptevazné v trendech HRF a metylace DNA (Boyko et al., 2010).

Transgeneracni ¢ast prace Tricker et al. (2013) navazovala na intergeneracni ¢ast popsanou
v kapitole 2.1. Po intergeneracnim sledovani metylace DNA gent SPCH a FAMA byla v
transgeneraCni Casti sledovana jiz pouze metylace DNA useku SPCHb. Mira entropie na
SPCHb v G2 generaci byla vysoka, tedy nebylo mozZné fict, jestli byla metylace DNA SPCHb
zd&déna od stresovanych rostlin GO nebo G1 generace (Tricker et al., 2013).

Prace Zheng et al. (2013) se zabyvala vlivem Sesti, resp. sedmi generaci stresu suchem na
metylaci DNA u dvou kultivard ryze (Oryza sativa L.). Prvni, 1I-32B (O. sativa ssp. indica),
je citlivy na sucho, zatimco druhy, Huhan-3 (O. sativa ssp. japonica), je na sucho rezistentni.
Rostliny byly po dobu Sesti nebo sedmi generaci vystavovany suchu od stadia odnoZovani na
konci vegetativni faze vyvoje po stddium plnéni semen, coZ jsou vyvojové faze, kdy podle
autorl méa sucho nejvétsi vliv na vynos této plodiny. Ctyfi hlavni otazky, které si autofi této
studie kladli, byly: 1) Vyskytuje se pfi stresu suchem po dobu vice generaci u metylace DNA
kumulativni efekt? 2) Je DNA metylace u stresovanych rostlin ndhodné, nebo jsou v ni néjaké
trendy? 3) Jsou zmény v metylaci zpisobené suchem v rodi€ovské generaci prenaSeny az do
Sest¢ generace potomstva? 4) Budou mezi kultivary s rozdilnou citlivosti na sucho néjakeé
zmény v metylaci DNA? Metylace DNA byla analyzovana metodou MS-AFLP. Vysledky
ukazaly, ze DNA metylace byla na CCGG motivech (coz jsou motivy rozeznavané
pfislusnymi metylacné citlivymi restriktdzami) vétsi u I1I-32B (zhruba 44 %) neZ u Huhan-3
(zhruba 35 %). V GO byla celkova metylace u II-32B zhruba 39 % a u Huhan-3 pfiblizné 31
%, v G6 to bylo u II-32B za kontrolnich podminek zhruba 32 % a po simulaci sucha cca 39
%, zatimco u Huhan-3 byla metylace DNA za kontrolnich podminek i pfi stresu u G6
potomstva zhruba stejnd jako v GO. II-32B rovnéz méla vice rtizné¢ metylovanych lokust
(402) oproti Huhan-3 (84). Zmény v metylaci se vétSinou objevily u nestresovanych rostlin
potomstva G6 generace, u I1-32B to bylo zhruba 75 % rGzné metylovanych lokust, zatimco u
Huhan 3 to bylo zhruba 43 %. Z riizn¢ metylovanych lokusii bylo u II-32B 27,6 % piimo
indukovéano stresem, zatimco u Huhan-3 to bylo 48,8 %. Z téchto lokust indukovanych
stresem byla podle autort u II-32B velmi pravdépodobné transgeneracné pienosnd metylace
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DNA u 13 lokusi, zatimco u Huhan-3 to bylo u 25 lokust. Analyza ndhodnych rtzné
metylovanych lokust (92 z11-32B a 55 z Huhan-3) z obou kultivart v BLAST zjistila, ze
vétSina gentl souvisi s katalytickou, hydrolazovou nebo transferazovou aktivitou. GO analyza
objevila 18 genli z [I-32B a 6 z Huhan-3, které souvisely s odpovédi na abiotické a biotické
stresory nebo obecné vnéj$i podnéty. Podle autord mél kultivar Huhan-3 celkové slabsi
odpovéd’ na stres nez II-32B, coz odpovida vysledkim ostatnich praci porovnavajicich
transgenerani metylaci, protoze kultivary tolerantnéj$i vici stresu nepotiebuji na rozdil od
citlivych kultivarG pii stresu piili§ ménit svoji genovou expresi pro preziti daného stresu.
Ptirozena tolerance kultivaru Huhan-3 vici suchu tedy znamend, Ze jeho metylom je pii stresu
suchem stabilné&jsi nez u citlivého kultivaru 11-32B (Zheng et al., 2013).

Prace Zheng et al. (2014) navazuje na vyse popsanou piedchozi praci ze stejné laboratote.
Tato prace se opét vénovala studiu vlivu vice generaci stresu suchem na DNA metylom,
tentokrat u rostlin ryze ve dvou vyvojovych stadiich (tfi, resp. Ctyfi pln€ vyvinuté listy, tj. 21,
resp. 28 dni po vykli¢eni rostlin), ale pouze u jednoho kultivaru (Huhan-3) tolerantniho ke
stresu suchem. Pomoci 256 pard MS-AFLP primert bylo identifikovano 4744 CCGG lokusii.
Cca 65 % ztéchto lokusi bylo nemetylovanych, zatimco metylovanych bylo cca 35 %.
Celkova uroven DNA metylace byla 31,4-32,1 %, pfiCemz tato uroven se liSila mezi
méfenymi vyvojovymi stadii rostlin (o 0,7 % v GO a 0,4 % v G6). Ve stadiu tii listd byla
uroven metylace vyssi v GO generaci, zatimco ve stadiu ¢tyt listd byla Groven metylace vyssi
v G6 generaci. Ze 4744 lokusi byly variace v DNA metylaci mezi generacemi nebo
vyvojovymi stadii pozorovany u 190 lokusii. Z téchto 190 lokusti vykazovalo 44, resp. 48,
rozdily v metylaci DNA mezi GO a G6 ve vyvojovém stadiu tii, resp. Ctyf listd. 132, resp. 171
lokusti vykazovalo rozdily v metylaci DNA mezi rostlinami ve vyvojovém stadiu V3 a V4 v
GO, resp. G6 generacich. V G6 ve stadiu tii listd bylo oproti rodi¢iim demetylovano cca 59 %
a remetylovano 29,5 % lokust, zatimco ve stadiu Ctyt listi bylo demetylovano 37,5 % a
remetylovano cca 48 % lokust. V obou zkoumanych generacich byla v prib&hu vyvoje rostlin
(tj. zmeéna ze stadia tii listh do stadia Ctyt listl) Castéjsi demetylace DNA, pricemz GO méla
vice demetylace a méné remetylace nez G6. VétSina ze 190 riizné metylovanych lokusi se
vztahovala k vyvoji rostlin (cca 58 %), tedy neliSily se mezi generacemi, ale mezi vyvojovymi
stadii. Cca 42 % lokusti bylo naopak stejnych mezi vyvojovymi stadii, ale rznych mezi
generacemi. GO analyza na téchto kategoriich zjistila, Ze lokusy vztahujici se k vyvoji rostlin
souvisely s procesy jako je tRNA syntéza, syntéza rostlinnych vldken a embryondlni a
postembryonalni vyvoj. Produkty lokusti vztahujici se k rozdilim mezi generacemi mély
podobné funkce, ale nckteré geny souvisely i1 se stresovou odpoveédi. V této studii se
nezanedbatelné¢ meénily trovné metylace DNA nejenom mezi generacemi rostlin, ale 1 podle
vyvojového stadia, coz poukazuje na velmi Sirokou a komplikovanou regulacni sit’, kterad
ovlivilyje i transgeneracni stresovou pamét’. Pfi méfeni modifikaci chromatinu souvisejicich s
transgeneracni stresovou paméti nezalezi tedy jenom na tom, zda / jak moc je rodiCovska
rostlina stresovana, ale i na tom, ve kterém vyvojovém stadiu jsou vzorky odebrany (Zheng et
al., 2014).

Prace Zheng et al. (2017) navazovala na dvé predchozi prace ze stejné laboratote, které jsou
shrnuté vySe. Autofi pracovali opét se dvéma kultivary ryze (Huhan3 a II-32B) vystavenymi
stresu suchem po dobu jedenacti nebo dvanacti generaci. Pomoci celogenomové bisulfitové
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konverze nasledované sekvenaci DNA byly vytvoieny mapy metylomu, na kterych byly
studovany epimutace zpusobené stresem suchem. Mezi sledované typy epimutaci patfily
diferencné¢ metylované pozice (DMP = rozdily vsile metylace DNA mezi riznymi
variantami), diferenéné metylované regiony (DMR = totéz, ale shluky DMP) a
jednonukleotidové metylacni polymorfismy (SMP = rozdily v tom, zda urCité misto viibec
bylo nebo nebylo metylovano). Krom¢é metylace DNA byly sledovany i biochemické, resp.
fyziologické parametry vypovidajici o stresu rostlin, ale to bylo v upln¢ jinych podminkach
simulace sucha (aplikace PEG), takze tim se zde nezabyvam. Analyza shluk epimutaci
zjistila, ze G10 a G11 generace potomstva jsou si v trendech epimutaci velmi blizko, zatimco
GO generace je od nich relativné vzdalena, tedy epimutace maji urcité trendy, které jsou
evidentni pfi analyze rizn€ od sebe Casové vzdalenych stresovanych generaci. Mnozstvi
epimutaci se ale nezvySovalo linedrné v ¢ase, mezi GO az G10 bylo zjisténo zhruba 313 tisic
DMP, zatimco mezi G10 az G11 bylo identifikovano zhruba 275 tisic DMP. Epimutace
zpusobené transgeneranim stresem se vyskytovaly v ,hot spotech®, napt. u Huhan3 bylo
identifikovano 3,76 % hypometylovanych a 6,45 % hypermetylovanych DMP, které se mezi
generacemi objevily alespont dvakrat. Distribucni analyza epimutaci, které se objevily alespon
tiikrat, zjistila, ze hypometylované DMP se vétSinou vyskytovaly v CG a CHG kontextech a
byly hlavné lokalizovany v mezigenovych oblastech, zatimco hypermetylace se v Huhan3
vyskytovala hlavné¢ v CHH kontextu a byla lokalizovana v transponovatelnych elementech. U
II-32B se ale hypermetylace vyskytovala v CG a CHG kontextech a vyskytovala se v télech
gend. Az 68,5 % DMP indukovanych suchem u Huhan3 a cca 71 % u I1I-32B v GO
zachovavalo svlj zménény status 1 v generacich potomstva, zatimco u SMP zachovavalo
zménény status cca 45 % u Huhan3 a cca 48,5 % u II-32B. Pfimo transgenera¢né dédi¢nych
DMP bylo u Huhan3 cca 9,5 % a u 1I-32B to bylo 7,5 % DMP, z toho pfiblizné 70 % a 85 %
byly hypermetylované DMP. Transgenera¢né dédicnych SMP bylo u Huhan3, resp. 11-32B
cca 15 %, resp. 15,5 %, pfiCemz zhruba 59 % a 71 % znich bylo demetylovanych.
Transgeneracné dédicnych DMR bylo u Huhan3 a II-32B 28 % a 24,5 %. GO analyza
strukturnich gentl, v nichz byly zjistény zmény metylace DNA, zjistila, Ze produkty téchto
genll souvisi napf. s pfenosem signalu, vyvojem rostliny, rozmnozovanim a odpovédi na
biotické a abiotické stresory. S odpovedi na stres souviselo 14-19 % téchto genti, u genti
souvisejicich s transgeneracnimi epimutacemi to bylo 15-26,5 %. Autofi rovnéZz poukazali na
fakt, Ze celkovd metylace Huhan3 rostlin byla vice stabilni neZ u II-32B, coZ je stejny
vysledek jako u pfedchozich studii ze stejné laboratote (Zheng et al., 2017).

Prace Ganguly et al. (2017) se zabyvala vlivem transgeneracniho stresu suchem na rostliny
A. thaliana. Na rozdil od ptedchozich praci, které popisuji existenci transgeneracnich efekti
stresu suchem v souvislosti s metylaci DNA, vtéto praci naopak autofi tvrdi, ze
transgeneracni efekty sucha na metylaci DNA byly minimalni. V prvotnich experimentech
byly zhodnoceny i efekty somatického stresu suchem na metylaci DNA, kde bylo zjisténo, ze
DNA metylom je relativné nete¢ny ke stresu suchem, a analyza zhruba 3800 DMR ukézala,
7e exprese pouze Ctyi genl (ze zhruba 4400) korelovala s DMR asociovanymi se stresem.
V hlavnim transgenera¢nim experimentu nebyly mezi suchem stresovanymi a nestresovanymi
rostlinami rozdily v riistu napii¢ generacemi. Zkoumdnim dormance semen byl zjistén
negativni transgeneracni efekt sucha na kliceni dal$i generace. Analyza DNA metylomu
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suchem stresovanych rostlin generace G5 zjistila, ze pod vlivem transgeneracniho sucha
v rostlindch nevznikly Zzadné epitypy, tedy zadné tseky nebyly asociovany se stresovou
odpovédi zpisobenou metylaci DNA. Pfi analyze genovych oblasti souvisejicich s odpovédi
na stres bylo zjiSténo, Ze napf. geny souvisejici se signaliza¢ni drahou kyseliny abscisové
nemély pfili§ rozdilnou metylaci DNA v G5 potomstvu stresovanych a nestresovanych rostlin
(pouze 4,5 % rozdil). U lokustt SPCH a FAMA, zminénych vySe v souvislosti s intergeneracni
paméti u A. thaliana (Tricker et al., 2013), rovnéz nebyla vyrazné pozménéna DNA metylace
v souvislosti s transgeneracnim stresem. Autofi pro toto pozorovani méli dvé vysvétleni: 1)
Regulace DNA metylomu miize byt specifickd 1 podle zpisobu, jakym jsou rostliny
stresovany, nejenom podle typu stresu. 2) Ruzné ekotypy mohou mit jinou stresem
indukovanou regulaci DNA metylomu (Tricker et al., 2013, pracovali s ekotypem
Landsberg(er), zatimco v této studii byl analyzovan ekotyp Columbia). V této praci se tedy
ukazalo, Ze pouze investice do semen pusobi jako skute¢né transgeneracni, zatimco metylace
DNA je mezigeneracné stabilni a do dalSich generaci se pravdépodobné nedédi (Ganguly et
al., 2017).

Praice Van Dooren et al. (2020) se zabyvala vlivem mirného vodniho deficitu na
transgeneracni pamét’ A. thaliana. V této praci, podobné jako ve vyse zminéné studii Ganguly
et al. (2017), transgeneracni efekty DNA metylace téméf nebyly zjistény, piipadné byly
jenom velmi mirné, nebo nesouvisejici s transgenera¢nim stresem. Na rozdil od Ganguly et al.
(2017) ale autofi pozorovali v nékterych souvislostech (morfo-fyziologické parametry)
intergeneracni stresovou pamét. DNA metylom byl analyzovan pouze v G3 generaci, pfi¢emz
uroveit DNA metylace byla podobnd u kontrolnich i stresovanych rostlin. Celkova uroven
metylace ale byla vy$$i nez v pfedchozich studiich na stejném ekotypu tohoto rostlinného
druhu; v této studii to bylo 8,6-9 %, v piedchozich cca 6,7 % (podle autori to muze byt
zpusobeno riznou metodou ¢i rliznymi pouzitymi organy pro analyzu). Van Dooren et al.
(2020) identifikovali 286 DMP (metylace DNA pouze v CG kontextech) a 1360 DMR
(metylace DNA pievazné v CHH kontextech). VétSina DMP byla v télech genti, zatimco
vétSina DMR byla na sekvencich transponovatelnych elementl, byla nendhodna a byla
asociovana s 18 rodinami transponovatelnych elementd, jako napf. LTR-retrotranspozonovou
rodinou COPIA78, kterd je citlivd na bioticky a abioticky stres. Vé&tSina DMR rovnéz
souvisela s RADM drdhami a tudiz DNA metyltransferizzou DRM2. Zadné znamé geny
souvisejici s DNA (de)metylaci podle autori nebyly stresem suchem ovlivnény. Pii analyze
DNA metylomu G3 generace nebyly nalezeny zadné konzervované DMR, tedy u DNA
metylace nebyl zjiStén Zadny transgeneracni efekt. Podle autori tato studie ukazuje, Ze inter- a
transgeneracni efekty nejsou u rostlin tak Casté, jako tomu napovidaly piedchozi studie o
téchto efektech. Rostliny se proti stresu suchem nejspiSe chrani hlavné somatickou zménou
genové exprese, v piipade stresu béhem rozmnozovani se mize efekt stresu promitnout i do
semen, kterd pak budou na stres 1épe adaptovanéd (Van Dooren et al., 2020).

Koneéné prace Morgado et al. (2017) se vénovala vlivem stresu suchem nebo aplikace
kyseliny salicylové (fytohormon zprostiedkujici napt. obranu pfed patogeny) v prarodi¢ovské
generaci Taraxacum officinale G.H. Weber ex Wiggers na zmény exprese malych RNA
(sRNA) potomstva (tedy po dvou generacich). Praci jsem zatadil do této kapitoly i ptesto, ze
se rostliny rozmnoZovaly apomikticky, tedy zneoplozenych vajicek. Tento zpiisob
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rozmnozovani mohl podle autort ¢aste¢né obejit preprogramovani epigenetické paméti, které
se d¢je u pohlavniho rozmnozovani. V predchozich pracich na apomiktickych T. officinale
byly u potomstva stresem postizenych rodict (jednalo se o jiné typy strest nez sucho) zjistény
zmény fenotypt a metylace DNA, ale nebyly sledovany zmény exprese sSRNA (Verhoeven et
al., 2010; Verhoeven & van Gurp, 2012). Morgado et al. (2017) nyni zjistili, Ze sucho v GO
generaci u 7. officinale snizilo expresi 24 nt sSRNA u G2 potomstva. U anotovanych
transkripta strukturnich genti se asociace s 24 nt SRNA vyskytovaly hlavné na 5° a 3¢ koncich
piislusnych gent, tyto SRNA tedy mohou nejspiSe ovliviiovat promotory nebo mezigenové
oblasti. 21 nt sSRNA naopak ovliviiovaly spiSe oblasti v samotnych télech geni. Pomoci GO
analyzy bylo poté zjiSténo, ze ptislusné geny souvisely hlavné s obecnou stresovou odpovédi,
zmény sRNA v reakci na stres kyselinou salicylovou ve srovnani se stresem suchem nebyly
po dvou generacich bez stresu pfili§ odlisné (Morgado et al., 2017).

3. Diskuze

Molekularni mechanismy inter- a transgenera¢ni pameéti rostlin na stres suchem jsou jesté
relativné neprobadané. V této praci jsem se pokusil shrnout poznatky ze vSech dosud
existujicich pivodnich studii zabyvajicich se touto problematikou, ale ne vSechny se vénovaly
pouze témto molekuldrné biologickym mechanismiim. Mnoho studii spfdhlo molekularné
biologickou ¢ast s fyzio- a morfologickou ¢asti, kterd u nékterych studii byla pro autory
rostlin na sucho mezi rodi¢i a jejich potomky (napf. Gonzalez et al., 2016, 2017, 2018;
Herman & Sultan, 2016; Quan et al., 2022). Fenomén inter- Ci transgeneracni stresové pameti
je ale pro spravné pochopeni vSech fenotypovych ucinkl nutné studovat nejenom na fyzio- a
morfologické trovni, ale pravé i na urovni molekularni.

U vétSiny analyzovanych studii byly n&jaké projevy generacni stresové paméti na sucho na
urovni metylace DNA nebo exprese ncRNA nalezeny, ale dvé analyzované studie (Ganguly et
al., 2017; Van Dooren et al., 2020) nenalezly zadné takové efekty a v fad¢ dalSich studii se
konkrétni zmény na urovni téchto dvou moznych epigenetickych mechanisma lisily ¢i
zavisely na riznych (v dané studii zahrnutych) faktorech. Tyto rozporuplné vysledky mohou
byt z&asti zplisobeny velice rozdilnou metodikou analyzovanych praci, pficemz konkrétnich
divod mize byt mnoho.

Jednim z dulezitych faktor s neznamym, ale potencialn¢ rozsahlym ucinkem na epigenetické
efekty v souvislosti s generani stresovou paméti je studovany druh rostliny. V dosud
existujicich studiich bylo celkem zkoumano 7 rostlinnych druhi, které maji pro lidstvo rizné
vyznamy (napf. modelovy organismus - A. thaliana, zemédélskd plodina — pSenice, ryze,
atp.). Efekt inter- Ci transgeneracni stresové paméti mize byt u riznych druhti urcité velmi
rozdilny, ale bohuzel se Zadna prace nezabyvala pfimo mezidruhovymi rozdily, takZe v tomto
okamziku jde pouze o spekulaci. Naopak prokazané rozdily byly zjiStény u riznych genotypii
téhoz druhu (napft. ve studiich Herman & Sultan, 2016; Liu et al., 2021; Quan et al., 2022;
Van Dooren et al., 2020; Zheng et al., 2013) - je tedy zfejmé, Ze vnitrodruhova variabilita
mize pii prenosu paméti na sucho mezi generacemi rodici a jejich potomstva hrat
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vyznamnou roli. V nékterych piipadech tyto rozdily ve stresové paméti mezi studovanymi
genotypy ziejm¢ mohly souviset piimo s jejich konkrétni odolnosti/citlivosti k suchu (Liu et
al., 2020; Zheng et al., 2013; 2017), ale nemusi tomu tak byt zfejmé¢ vzdycky (Alsdurf et al.,
2016; Gonzalez et al. 2017; Herman & Sultan, 2016; Liu et al. 2021; Quan et al., 2022).
Obecné se zatim zdd, ze DNA metylom nebo exprese ncRNA u genotypt odolnych vici
suchu vétSinou vykazuje vétsi stabilitu béhem pienosu z rodicti do potomstva.

DalSim dilezitym faktorem ovliviiujici vysledky téchto studii mlze byt zplsob simulace
sucha. Zptsobu simulace sucha bylo ve studiich mnoho, a jejich G¢inek na rostliny je urcité
rozdilny, coz opét muze (ale nemusi, efekty rozdilnych zplisobli simulace sucha opét nebyly
v zadné préci piimo cilené prozkoumany) ovlivnit projev inter- nebo transgeneracni stresové
paméti. Mezi zptusoby simulace sucha ve studiich zahrnutych do této bakalaiské prace pattilo
napiiklad snizeni relativni vlhkosti vzduchu v ristovych komorach (Tricker et al., 2013),
uplné zastaveni zalévani rostlin (Boyko et al., 2010), zalévani rostlin menSim mnoZstvim
vody nebo méné Casto nez u kontrol (Alsdurf et al., 2016; Herman & Sultan, 2016; Liu et al.,
2020; 2021; Van Dooren et al., 2020; Zheng et al., 2017), Giplné zastaveni zalévani rostlin, ale
prerusené periodou zalévani bez ohledu na stav rostlin (Ganguly et al., 2017), zalévani
opakované vzdy pouze pti povadani rostlin (Gonzalez et al., 2016, 2017, 2018; Morgado et
al., 2017; Quan et al., 2022), nebo simulace stresu suchem pomoci PEG (Zheng et al., 2013).
Tyto rizné zptisoby simulace sucha mohou zptisobit jinou intenzitu (v pfipadé¢ PEG i jinou
formu) stresu, kterd miize transgeneracni efekty zesilit, ale 1 zeslabit. Dokonce byly nékdy
zpusoby simulace sucha i kombinovany v riznych generacich - napt. Zheng et al. (2013)
pouzili ziejm& zastaveni zalévani rostlin v generacich GO az G5, ale v generaci G6, v niz
méfili metylaci DNA, simulovali sucho pomoci PEG. Délka, ptipadn€ nacasovani sucha u
rodi¢li mize mit také vliv na potomstvo, jak ukéazaly prace Gonzélez et al. (2016; 2018).

Rostliny také nemusely byt stresovany pouze suchem. V nékterych studiich byly timysIné
stresovany kombinaci sucha a vysoké teploty (Liu et al., 2020, 2021). V jinych studiich ale
mohly kvuli pfipadnému Spatnému designu experimenti byt rostliny stresovany jinak
neumyslné (pokud nebylo napf. kontrolované osvétleni pii péstovani ve skleniku nebo ve
venkovnich podminkach, mohly né&které rostliny byt stresovany nadmérnym nebo
nedostateCnym zafenim nebo rovnéz vysokou teplotou, dal$i roli mohla hrat napt. velikost
péstebnich nadob, typ péstebniho substratu atp.). Kombinace riznych stresort pak mize mit
na rostliny nepfedvidatelné ucinky, proto je dilezité pro pochopeni ucinkli kombinace
stresorl nejdiiv pochopit efekty téchto stresorit jednotlive. Sucho pfitom miize pii pienosu
stresové paméti do dalSich generaci mit Uipln€ opacné efekty nezZ jiné stresory, jak ukézala
prace Boyko et al. (2010), takze pfipadna (byt neumyslnd) kombinace stresorit by mohla
vysledky zcela zkreslit. Obecné se dé fici, Ze s ohledem na celkovy zplisob péstovani rostlin
se 16 studii zpracovanych v této praci velmi liSilo (venkovni/polni pokusy napt. u Zheng et al,
2013, 2014, 2017, sklenikové pokusy napt. u Gonzélez et al., 2016; 2017; 2018; Herman &
Sultan, 2016; Liu et al., 2020; 2021; Quan et al., 2022, péstovani v ristovych komorach
s relativné presné definovanymi parametry prostfedi napt. u Alsdurf et al., 2016; Boyko et al.,
2010; Ganguly et al. 2017; Morgado et al., 2017; Tricker et al., 2013, nebo péstovani na
speciadlni platformé Phenoscope napf. v praci Van Dooren et al., 2020). I v tomto piipadé
obcas autofi kombinovali rizné zplsoby péstovani, zejména u transgeneracnich studii, kdy
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rodiCovska generace a vétSina dalSich generaci potomstva byla péstovana (a vystavena suchu)
v jednéch podminkéch prostiedi a posledni generace potomstva v jinych podminkach
prostfedi (Zheng et al., 2013; 2014; 2017).

Znacnym nedostatkem témeét vSech existujicich studii vénujicich se genera¢ni paméti rostlin
stresovanych suchem je to, ze jejich autofi nijak neovéfovali redlny vodni stav svych
experimentalnich rostlin. Pouze v né€kterych studiich ovéfovali autofi u¢inek simulace sucha
na rostliny skutecné pomoci nékterého z parametri vodniho rezimu, napf. stanovenim
relativniho obsahu vody (napt. Zheng et al., 2014; 2017). U jinych autorti bylo ovéfeni stresu
rostlin pouze vizuélni (Gonzélez et al., 2016, 2017, 2018) a u mnoha studii nebyl vliv sucha
na rostliny viibec ovéfen (napt. Boyko et al., 2010; Ganguly et al., 2017; Morgado et al.,
2017; Tricker et al., 2013; Van Dooren et al., 2020; Zheng et al., 2013). To by mohlo také
znamenat, ze 1 kdyZ rostliny skutecné stresované byly (na zdkladé méfeni napt. riiznych
»typickych stresovych® morfo-fyziologickych parametr), mohlo to byt ve skutecnosti
zpiisobeno jinymi divody neZ nedostatkem vody (viz pfedchozi odstavec). Skutecnost, Ze
vSechny tyto studie byly pfitom publikovany obvykle s nazvem vyslovné¢ zaméfenym na stres
suchem (aniz by recenzenti vyzadovali ovéfeni vodniho stavu rostlin) je, mirné feceno,
zarazejici. Navic se mohlo také netimyslIné stat, Ze vodnim stresem trpély i kontrolni rostliny,
alespont v mirné podob¢ (s tim je mozné se bohuzel setkat u celé fady publikovanych praci
zamétenych na riizné aspekty stresu suchem).

Spravnd, resp. urcitd simulace sucha a ovéteni toho, Ze skutené o stres suchem jde, neni ale
jedinym dualezitym faktorem, ktery by mohl ovlivnit epigenetické modifikace. Vybér
vyvojového stadia rostlin a organu/pletiva pro odbér vzorka pro méteni modifikaci, stejné
jako vybér metody méfeni mohou byt rovnéz kli€ové. Vzorky pro studium epigenetickych
modifikaci byly u vétSiny praci odebrany z rostlin mladSich neZ jeden mésic. U nékterych
studii bylo uvedeno pouze obecné vyvojové stadium, ve kterém byly vzorky odebrany (napf.
Liu et al., 2021; Tricker et al., 2013), u jinych autofi uvedli stafi rostlin, ale ne vyvojové
stddium (napt. Boyko et al., 2020; Ganguly et al., 2017; Gonzdlez et al., 2018; Herman &
Sultan, 2016; Liu et al., 2020; Morgado et al., 2017; Van Dooren et al., 2020; Zheng et al.,
2013), ve studii Alsdurf et al. (2016) to neni uvedeno viibec. Spravné by mélo byt vzdy
uvedeno jak stafi rostlin, tak jejich vyvojové stddium, jako napf. ve studiich Zheng et al.
(2014; 2017). Prave prace Zheng et al. (2014) ptitom jasn¢ ukazala, ze na vyvojovém stadiu
rostlin, znichz jsou odebirdny vzorky pro analyzu modifikaci chromatinu/ncRNA velmi
zalezi (1 tak maly vyvojovy rozdil jako mezi rostlinami ve stadiu tfettho a ctvrtého plné
vyvinutého listu hral dilezitou ulohu).

Vétsina studii vyuZila na méfeni modifikaci chromatinu listy rostlin, nékdy pomérné dobie
definované (Gonzélez et al., 2018; Liu et al., 2021; Morgado et al., 2017), jindy nedefinované,
ale zfeyjm¢ konkrétni jednotlivé (napt. Alsdurf et al., 2016; Boyko et al., 2010; Zheng et al.,
2017). Casto se v$ak jednalo o piipady, kdy autofi pouzili pro izolaci DNA vsechny listy
z dané rostliny, pfipadné celé semenacky (napt. Ganguly et al., 2017; Liu et al., 2020, Tricker
et al., 2013; Van Dooren et al., 2020; Zheng et al., 2013, 2014). To miize hrat také dilezitou
roli, zejména pokud bylo sucho u potomstva (viz dale) simulovano kratkodobé nebo stiidave
se zalévanim — nékteré listy se mohly vyvijet jesté pied suchem, jiné pfi ném ¢i po ném, a
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pouziti jejich smési nebo celé rostliny tedy neni pfiliS vhodné. Zvlast v kombinaci
s nedostatec¢nymi udaji o vyvoji rostlin to mize zkomplikovat vyvozeni zavért ze ziskanych
vysledkli. Modifikace chromatinu v kofenech rostlin nebyly sohledem na inter- ¢i
transgeneraCni pamét’ rostlin stresovanych suchem dosud analyzovéany viibec - i toto lze
povazovat za nedostatek pfi studiu tohoto fenoménu, protoze fada genii souvisejicich
s odpovédi rostlin na sucho se exprimuje pouze (nebo jinak nez v nadzemni Casti) v kofenech
a epigenetické modifikace jejich expresi mohou zna¢né ovlivnit. V jediné studii (Liu et al.,
2021) byla porovnavana situace v praporcovém listu a ve vyvijejicich se semenech rostlin G1
potomstva pSenice a vysledky jasné ukazaly, Ze situace s expresi miRNA v souvislosti
s intergeneracni paméti je v téchto dvou typech orgdnii diametralné odlisSnd. Semena G1
potomstva puvodn¢ stresovanych GO rostlin jsou jiz vlastné tfeti generaci (G2), takze to pak
ovlivni i transgeneracni pamét’.

Pocet biologickych opakovani je rovnéz velmi dilezity, u vétSiny studii ale bylo velmi tézké
urcit, kolik opakovani méfeni epigenetickych modifikaci autofi skutecné provedli (napf.
Boyko et al., 2010; Ganguly et al., 2017; Liu et al., 2020, 2021). N¢kdy dokonce autofi sami
uvedli, Zze méli napt. 3 biologickd opakovani, kazdé reprezentované nékolika rostlinami, ale
pro analyzu modifikaci chromatinu v§echny vzorky smichali (Zheng et al. 2013, 2014). Navic
je znamo, ze epigenetické modifikace mohou byt vyrazné rozdilné i u dvou jednotlivych
rostlin stejného druhu, genotypu a péstovanych ve stejnych podminkéch. I to maze v ptipadé
inter- ¢i transgeneracni pameéti rostlin na sucho ovlivnit to, co bude pozorovédno tieba u
potomstva konkrétni rostliny.

Generacni design experimentd sdim o sob¢ je dulezity ptimo extrémné. I kdyz podle definice
intergeneracni paméti stac¢i, kdyz Gl potomstvo je péstovano pouze v kontrolnich
podminkach, domnivam se, Ze péstovani potomstva opét i1 v podminkach stresu suchem a
analyza epigenetickych modifikaci jak u rodict, tak u potomkti za obou podminek péstovani
dokdze zptesnit informace o zplisobu pfenosu intergeneracni paméti na molekularni Grovni.
V idedlnim ptipadé by tedy pfi studiu intergeneracni stresové paméti mély byt rostliny
rodicovské generace (GO) vystaveny suchu a k tomu by méla existovat reprezentativni
kontrola (ob& skupiny zastoupeny dostatecnym poctem rostlin), v obou skupinich by
z jednotlivych rostlin méla byt sebrana semena (tj. G1 generace) a z nich vyrostlé rostliny by
opét mély byt pé€stovany jak v kontrolnich podminkdach, tak (pro jistotu) v podminkach stresu
suchem. Porovnavany by pak mély byt modifikace chromatinu / exprese ncRNA v 6
variantach (dvakrat GO, ¢tyfikrat G1). Z existujicich studii se k tomuto asi nejvice priblizila
prace Liu et al. (2021), 1 kdyZ neanalyzovala GO generaci. U nékterych studii byl ale uc¢inek
intergeneracniho stresu suchem zkoumdn tfeba pouze na stresovaném potomstvu bez
odpovidajici kontroly (napt. Herman & Sultan, 2016), coz mize vyrazné ovlivnit vysledky.
To, zda analyzovat epigenetické modifikace v piivodnich GO rostlinach, nebo zda vzit semena
pro GO generaci a znovu je vysit tak, aby mohly pfislusné rostliny byt analyzovany uplné
zaroven s G1, je otazkou: ob¢€ volby maji sva pro 1 proti (ptivodni GO rostliny jsou ty, z nichz
skute¢né potomstvo vzniklo - ale mohly byt vystaveny pfece jen mirn¢ odliSnym podminkdm
a méfeni pravdépodobné probéhlo v jiném Case nez u jejich Gl potomstva, nove/zaroven
vyseté GO rostliny budou péstovany a méfeny v naprosto stejnych podminkéach jako Gl, ale
nejsou to piesné ty, z nichz G1 potomstvo vzniklo).
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V piipad¢é transgeneracni paméti by uvedeny postup/design mél byt opakovan v dalSich
generacich a analyzovanych variant by tak mélo byt vice. V casti této bakalaiské prace
vénujici se transgeneratnim efektim sucha tomuto zadné studie nevyhovuji (tzn. zadné
takové studie zatim neexistuji); autofi misto toho vétSinou vystavovali po nékolik generaci
rostliny jen stresu, pficemz az v posledni generaci byly stresované rostliny rozdéleny zase na
stres a kontrolu (n€kdy ani to ne) a epigenetické modifikace byly zkoumany az v této posledni
generaci (Ganguly et al., 2017; Zheng et al., 2013; 2014; 2017). U tohoto genera¢niho designu
se pozorovana stresova pamét da tézko povaZovat za transgeneraCni, protoze se z takto
provedenych experimentl neda zjistit, zda sucho v kazdé generaci vyvolalo nové u¢inky na
DNA metylom stresovanych rostlin, nebo zda se né¢jaké zmény metylace DNA postupné
pfenasely mezi generacemi. To, zda/jaké jsou kumulativni U¢inky transgeneracniho stresu
suchem (jestli méa viibec cenu stresovat rostliny napf. po dobu jedenacti generaci, nebo by
stejny ucinek transgeneracniho stresu byl pozorovan uz tieba u paté stresované generace) neni
ptili§ zndmo. Zheng et al. (2017) se v tomto sméru pokusili alesponi o néjaké porovnani, ale
srovnavali dvé relativné blizké generace potomstva (G10, G11) a k tomu GO generaci,
pficemz vysledky neumoznily udélat néjaky jasny zavér. Vzdalengjsi generace (G10 ¢1 G11
versus GO0) se epimutacemi liSily vice nez bliz§i generace (G11 versus G10), ale trend
neukazoval na jednozna¢ny nérlst nebo naopak pokles stupné metylace DNA.

Potomstvo suchem stresovanych rostlin ve studiich rozebranych v této praci vznikalo
riznymi zpusoby, coz také nejspi§ mélo vliv na pozorované epigenetické zmény. Nejcastéji
potomstvo vznikalo regulérnim pohlavnim rozmnozovanim (byt’ se vétSinou nedé zjistit, zda
se rostliny rozmnoZzovaly autogamné nebo §lo o opyleni pylem z jiného jedince). Pohlavni
rozmnozovani spojené s meidzou ma vliv na pienos modifikaci chromatinu do dalSich
generaci. Pfi meidze se miize urcité mnozstvi chromatinovych znacek smazat, tedy
epigenetické modifikace vzniklé béhem Zivota rostliny se pfi pohlavnim rozmnoZeni pienasi
do dals§i generace nejspiS pouze castecné. Ve studii Morgado et al. (2017) se rostliny
rozmnozovaly gametofytni apomixii, coz je zpisob rozmnozovani, pfi kterém se potomstvo
vyvine z vajicka sneredukovanym poctem chromozomii (u jinych typli apomixie muze
prob&éhnout meidza, u tohoto typu neprobihd). Na rozdil od klonalniho rozmnoZovani ale
potad jde o pohlavni bunky, i pfesto, Ze rozmnozovani je vlastné nepohlavni. Kvili absenci
meidzy se tedy epigenetické znacky nejspi§ vice zachovavaji mezi generacemi, pfiCemz
epigenetické regulace pii apomixii ur€it¢ hraji vyznamnou roli; srovnanim pohlavné se
rozmnoZzujicich a apomikticky se rozmnozujicich linii nékterych rostlinnych druhi bylo
prokdzano, ze rozdil je pravé na Urovni genové exprese regulované RADM drdhou a tedy
souvisejici s metylaci DNA a tvorbou specifickych malych ncRNA (Xu et al., 2022). U
klonalniho rozmnozovani (v ptipadé€ studii Gonzélez et al., 2016, 2017, 2018; Quan et al.,
2022) potomstvo vznikd z vegetativni Casti téla rodiCe, ma tedy pln€ totozny genotyp a
pravdépodobné 1 epigenetické modifikace jako jeho rodi€. V tomto ptipadé se tedy
epigenetické znacky nejspi§ prendsi (téméf) Gplné a urCit€ se mohou uplatnit i pii tomto
zptisobu rozmnoZovani (Douhovnikoff & Dodd, 2015).

Metody méfeni modifikaci chromatinu / exprese ncRNA jsou samoziejmé dal§im dilezitym
faktorem, ktery muze vysledky ovlivnit. Pro analyzu metylace DNA byly v dostupnych
studiich vyuzity rizné metody jako napf. ,,cytosine extension assay* (Boyko et al., 2010),
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metylacné-citliva AFLP analyza (MS-AFLP; Alsdurf et al., 2016, Gonzalez et al., 2018,
Zheng et al., 2013, 2014), nebo bisulfitova konverze nasledovand PCR (Tricker et al., 2013)
¢i v pozdégjsich studiich celogenomovym sekvenovanim (Ganguly et al. 2017, Van Dooren et
al., 2020, Zheng et al., 2017). Tyto metody jsou rozdilné a maji, co se tyce analyzy metylace
DNA, rtzné vyhody a nevyhody. Pro analyzu metylace celého genomu mize byt vhodna
napf. bisulfitova konverze nasledovana sekvenovanim; jednd se o konverzi nemetylovanych
cytosini na uracily, cozZ umozni pfesnou detekci metylovanych cytosinil v celém genomu, bez
ohledu na to, kde jsou a zda jsou ¢i nejsou soucasti rozpoznavacich mist pro néjaké metylacné
citlivé restrik¢éni endonukleazy. Nevyhodou této metody je nutnost mit neposkozenou a dobie
purifikovanou DNA, aby byla konverze nemetylovanych cytosind uplna. MS-AFLP spociva
v rozs§tépeni DNA pomoci metylacné citlivych restriktaz, které Stépi/mesStépi DNA jen
v ptipadé€, ze cytosiny v jejich rozpoznavacich sekvencich jsou/nejsou metylovany (Casto se
jednd napt. o kombinaci restriktdz Hpall nebo Mpsl), a nasledné amplifikaci vzniklych
fragmentli PCR a detekci jejich délkovych polymorfismi. Nevyhodou této metody je to, Ze je
zamé&fena pouze na prislu§nd restrikéni mista. ,,Cytosine extension assay* je rovnéZ metoda
vyuZzivajici metylacné citlivé restrikéni endonukledzy, po jejichz plisobeni vznikaji specifické
5'-G presahy v restrikénim misté, které jsou pak prodlouZzeny DNA polymerazou a
detekovany (po inkorporaci radioaktivniho C). Tato metoda milze ale byt problematicka
v regionech bohatych na cytosiny.

Ackoli ve vétSin€ praci autofi skutecné méfili v ptislusnych generacich rodict a potomstva
zmény metylace DNA jako takové, v né€kolika dalSich pracich souvisejicich s inter- ¢i
transgeneracni paméti bylo na rostliny aplikovano néjaké c¢inidlo, které vyvolava demetylaci
DNA (napf. zebularin, 5-azacytidin), ale pak autofi hodnotili pouze rtizné morfologické
parametry, ale neméfili jiz pfimo metylaci DNA (Gonzélez et al., 2016, 2017, Herman &
Sultan 2016, Quan et al., 2022). Takové studie jsou nepochybné také uzitecné, ale presto by
bylo lepsi stanovit pfimo stupeit metylace DNA (coz nabizi napt. kombinace studii Gonzalez
et al. 2016 a 2018, které vyuzily stejny experimentalni design a ziejmé& pracovaly s témi
samymi rostlinami).

Praci zabyvajicich se zménami exprese ncRNA bylo celkové méné a vétSinou vyuZivaly
metodu celogenomového sekvenovani RNA (Liu et al., 2020, 2021; Morgado et al., 2017),
coz je metoda dnes obecné upiednostiiovana, 1 kdyZ starsi prace Alsdurf et al. (2013) pouzila
microarray analyzu. Analyzou histonovych modifikaci se dosud v souvislosti s generacni
paméti rostlin na sucho nezabyval viibec nikdo — to je dal$i vyrazny nedostatek, ktery by
rozhodné mél byt napraven.

Na zvolené metod€¢ a na tom, do jakych detaili umoZni analyzovat epigenetické znacky
v raznych castech genomu, samoziejmé vysledky studii také vyrazné zaviseji. Nekteré
analyzované studie se zamétily na analyzu metylace celého genomu (napi. Boyko et al., 2010;
Zheng et al., 2013, 2014, 2017), zatimco jiné¢ se zamé&fily spiSe na specifické geny souvisejici
s odpovédi na stres suchem (Ganguly et al., 2017; Tricker et al., 2013). Oba tyto piistupy jsou
velmi dilezité, protoze inter- ¢i transgeneracni stres suchem mulZze mit vliv nejenom na
specifické geny (a tento vliv je tfeba dikladné prozkoumat zejména u konkrétnich gentl, u
nichZ se vi, Ze jejich produkty specificky souviseji s odpovédi rostlin na nedostatek vody), ale
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1 na celkovou genovou expresi rostliny (geny souvisejici s dal§imi fyziologickymi procesy,
transponovatelné elementy, jejichz aktivace mize mit mnoho rGznych uc¢inkti na genovou
expresi a strukturu genomu, apod.). Epigenetické modifikace souvisejici s inter- C¢i
transgeneracni stresovou paméti jsou rovnéz vysoce kontextoveé specifické a je Casto tézké
predvidat jejich konkrétni dopady na genovou expresi. Kupiikladu u metylace DNA nejenom
ze hypo- ¢i hypermetylace mohou u riznych gent zpusobit jak snizenou, tak zvySenou
expresi, ale miize se to lisit i mezi useky jednotlivych gent, jak bylo ukdzano napt. ve studii
Tricker et al. (2013). Nejenom ze dva geny zminéné v této studii mély rizné vzory metylace
DNA, ale i tiseky téchto genii byly nejspiS metylaci jinak regulovany. Ve studiich Morgado et
al. (2017), Van Dooren et al. (2020) a Zheng et al. (2017) byl asponi ¢astecné zkouman vliv
metylace DNA a exprese sSRNA v souvislosti s regulaci riznych genovych ¢i negenovych
oblasti u transgenera¢né suchem stresovanych rostlin. Vysledky naznacily, ze tato regulace je
velmi komplexni a urc¢it¢ by méla byt dikladnéji prozkoumana.

4. 7Z.aveér

Tato bakalafska prace se vénovala inter- ¢i transgenera¢ni pameéti rostlin na stres suchem
s ohledem na epigenetické modifikace zasazenych rostlin, resp. pifipadny pienos téchto
modifikaci do dalSich generaci spojeny s moZznosti lepsiho pfizplsobeni se potomstva
puvodné stresovanych rostlin na sucho. Analyza 16 dnes existujicich studii vénujicich se
tomuto tématu odhalila, Ze zpiisob, jakym jsou tyto modifikace udrZzovany napfi¢ generacemi,
je ziejm& neskutecné komplexni a rozhodné se zatim nedaji vyvodit néjaké jednoznacné
zavery. To je dusledkem velké metodické variability studii, spojené bohuzel ¢asto i1 s fadou
zavaznych ¢i méné zavaznych metodickych nedostatkli. V soucasnosti dostupné informace
k tomuto tématu jsou neuplné, utrzkovité, a dokonce i protichidné. Pro skute¢né pochopeni
tohoto nesmirn¢ komplikované¢ho tématu bude do budoucna tfeba nejenom zlepsit a rozsifit
metody analyzy téchto stresem zplsobenych epigenetickych modifikaci (aby bylo mozné se
napf. zamé&fit na rizné ¢asti genomu €1 gentl), vyrazné vylepsit celkovy experimentalni design
(ovéfeni stresu suchem pfimo na rostlindch, znichZ jsou odebirany vzorky, hodnocené
generace potomstva v kombinaci s variantami péstovani, pocet opakovani atp.) a provadét
tyto analyzy s ohledem na rzné biologické faktory, které mohou inter- ¢i transgeneracni
stresovou pamét’ rostlin ovlivnit (analyzované rostlinné druhy a jejich genotypy, zpiisob a
nacasovani €1 délka simulace sucha, vyvojové stadium rostlin, typ organu/pletiva pro ziskani
vzorkl atp.).
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