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Abstrakt

Klonélni rostliny jsou diky své nizké genetické variabilit¢ a omezené schopnosti
reagovat na okolni prostfedi Casto povazovany za slepou evolu¢ni vétev. Na druhou
stranu fady studii z poslednich let ukazuji, Ze klonalni rostliny jsou schopny reagovat na
okolni prostiedi pomoci epigenetickych mechanismli, zejména methylace DNA.
Epigenetickd informace mtze byt navic u klonalnich rostlin pfedana i do nasledujicich
generaci (tzv. transgeneracni pamét’) a muze tak zajistit lepsi fitness nasledujici klonalni
generace. Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatkli o roli epigenetické
variability v Zivoté klondlnich rostlin, které jsou zndmé svou omezenou genetickou

variabilitou.

Klic¢ova slova: epigenetika, epigeneticka variabilita, klondlni rostliny, methylace DNA,

transgeneracni pamét’



Abstract

Because of their low genetic variability and limited ability to respond to the changing
environment, clonal plants are often considered an evolutionary dead end. On the other
hand, numerous recent studies showed that clonal plants can react to the changing
environment through epigenetic mechanisms, especially through DNA methylation.
Moreover, epigenetic information in clonal plants can be transferred to future
generations (so-called transgenerational memory). As a result, epigenetics can ensure
better fitness of the next clonal generation. The aim of this work is to summarize the
knowledge about the role of epigenetic variability in the life of clonal plants performing

limited genetic variability.

Key words: epigenetics, DNA methylation, epigenetics variation, clonal plants,

transgeneration memory
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1. Uvod

Rostliny jakozto piisedlé organismy se musi velmi cCasto vyrovnavat
s nepfiznivymi podminkami okoli a musi na né¢ pfimo reagovat, protoze ze svych
stanovi$t’ nemohou migrovat jako né&ktefi zivoc¢ichové. U rostlin by tedy mélo dochézet
k ur¢itym procestim, pomoci kterych dokézou reagovat na okolni prostiedi. Mezi takové
procesy by mohly patfit adaptace neboli schopnosti organismu piizpisobit se prostredi.
Tato schopnost je u rostlin vétSinou spojovana s genetickou variabilitou, kterd v prvé
fad¢ ovliviiuje fenotyp rostliny. AvSak u klonalnich rostlin, u nichZz zstava geneticka
informace neménnd, musi dochéazet k jinému procesu, diky kterému se rostliny dokazou
pfizptsobit. Jedna z moZznosti by mohla byt epigenetickd variabilita (Stuefer et al.
2010).

Epigenetickd variabilita je proménlivost epigenetickych vzorcl, které jsou
zprostiedkovany riznymi mechanismy. Tyto mechanismy bychom mohli definovat jako
mechanismy ovlivilyjici zménu genové exprese beze zmény nukleotidové sekvence
(Bird, 2002). Jednotlivé dédi¢né znaky, tedy projevy jednotlivych gend, nemusi byt
vazany pouze na sekvenci nukleovych kyselin DNA ¢i RNA, a pfesto se ve fenotypu
mohou projevit. Mezi tyto mechanismy bychom mohli zatadit naptiklad modifikace
histonii (2.2), RNA interference (Fire et. al 1998), ubiquitinace (King et al. 2006),
sumoylace (Geiss-Friedlander et al. 2007), ¢i rizné zacleniovani se malych RNA
struktur (Volpe et al. 2002). AvSak mezi neznaméj$i a momentalné nejlépe probadané
epigenetické procesy patii methylace DNA. Methylace DNA mize ovliviiovat
schopnost rostlin reagovat na vnéjsi podnéty, jako jsou napiiklad reakce na patogeny ¢i
na abioticky stres (Cubas et al. 1999; Gao et al. 2010). Se zménou methylace DNA
mohou pfichazet 1 zmény fenotypu. Tyto zmény vzniklé v reakci na stresové podminky
se nasledné navic mohou ptfenaSet z generace na generaci pomoci specifickych enzymd.
Diky pfenosu pak nésledujici generace rostlin ziskdva vlastnosti, které ziskaly jiz
rostliny pfed nimi, a nové rostliny tedy mohou lépe reagovat na okolni podminky
(Verhoeven et al. 2010).

Ve své bakalaiské praci jsem se rozhodl vénovat pravé epigenetické variabilité
klonalnich rostlin. V préaci bych rad ptiblizil rozdilné epigenetické mechanismy a kratce
shrnul metody, jez ndm mohou odhalit zmény v methylacnim vzorci. Déle se chci
zam¢ftit na studie z poslednich let, které se zabyvaji danou tématikou. Diky tomu bych

pak rdd poukazal na to, Ze epigenetika ma v adaptaci klonalnich rostlin danému



prostiedi velky vyznam a Ze se epigenetickd informace muze prendSet z generace na

generaci.

2. Epigenetické mechanismy

Epigenetické mechanismy jsou procesy, pii kterych dochézi k modifikacim

DNA, avSak nedochazi ke zménam v poradi nukleotidii (Snustat et al. 2009).

2.1.  Methylace DNA

Methylace DNA je jednim znejznaméjSich epigenetickych mechanismua
ovlivitujici genovou expresi (Razin and Riggs, 1980). Methylace DNA je rozSifena
v ruznych stupnich mezi vSemi eukaryotickymi organismy. Je zprostiedkovana
pridavanim metylové skupiny na cytosin za vzniku 5-methylcytosinu (obr. €. 1) ¢i na
adenin za vzniku 6-methyladeninu (obr. €. 2). Takto methylované nukleotidy jsou pak
inkorporovany do DNA templatu (Kim et al. 2009). Velké mnozstvi takto vzniklych
methylaci se vSak v prubéhu meiozy vytraci (Feng et al. 2011; Paszkowski and
Grossniklaus, 2011). U rostlin jakozto u piisedlych organisml je obzvlasté¢ dulezita

pfedevsim methylace cytosinu, protoZze muize ovlivnit fenotypovou plasticitu (Pigliucci,

2005).
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obr. ¢. 1: Cytosin a 5-methylcytosin. Pfevzato a upraveno z Toronto Research

Chemicals (www.trc-canada.com)
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obr. ¢. 2: Adenine a 6-methyladenin. Pievzato a upraveno z Toronto Research

Chemicals (www.trc-canada.com)

Za vznik a prenos methylace DNA jsou zodpovédné enzymy DNA
methyltransferazy. DNA methyltransferaz je n¢kolik typa, které se lisi podle své funkce
a spoleéné¢ se podileji na zakladni epigenetické transkripéni paméti. DNA
methyltransférazy obecné funguji tak, Ze ptenaseji methylovou skupiny z S-adenosil-1-
methioninu na paty uhlik cytosinu za vzniku 5-methylcytosinu (obr. €. 3) (Finnegan et
al. 1996).

NH, NH,
SAM-CH, SAM

DNMT

Cytosine 5-Methylcytosine
Obr. ¢. 3: Zména Cytosinu na 5-methylcytosin za pomoci S-adenosil-1-methioninu.

Ptevzato z Gibney a Nolan 2010

Mezi nejznaméjsi typy DNA methyltransferaz patii naptiklad:

a) DNA Methyltransferdza 1 (DNMT1) je zodpovédna za udrzeni methylace a je diky
ni zajistén prenos epigenetickych vzorh. Tato methyltransferaza je také zodpoveédna
za prenos methylové skupiny béhem replikace na cytosin, ktery se nachazi na
dcefiném neboli nové vznikajicim vldkng. Pfenos je pak uskutecnén podle vzoru

vlakna stavajiciho (Hermann et al. 2004).



b) DNA Methyltransferaza 2 (DNMT2) zatim nema jasné specifikovanou funkci, ale
zda se, ze ovliviluje methylaci tRNA. Dokazalo se totiz, zZ2 DNMT2 methyluje
konkrétné€ 38. cytosin v tRNA. (Goll et al. 2006)

c) De novo methyltransféraza (DNMT3) nepotiebuje ke své funkci jiz
hemimethylovanou DNA. Je zodpovédna za nové vznikajici methylace genomu.
(Okano et al. 1999).

Mira methylace vzrista spolu s velikosti genomu vysSich rostlin. Vysvétlujeme
to predevSim vEétSim mnoZstvim nekodujicich a repetitivnich sekvenci ¢i
transponovatelnych elementl, které jsou u rostlin vétSinou velmi husté methylovany
(Alonso et al. 2015).

Opakem methylace je demethylace, coz je d&j, pti kterém dochazi k odstranéni
metylové skupiny. RozliSuje se aktivni a pasivni forma demethylace. Aktivni forma je
nezavisla na replikaci DNA a odstraiiuje methylovou skupinu pfimo (Neidhart, 2015),
kdezto pasivni demethylace probihd pii replikaci DNA, u niZ je inhibovana DNMTI1
methyltransferaza. Inhibici methyltransferazy nedochazi ke vzniku novych methylaci.
Samotna inhibice miiZe nastat napfiklad pfi pouziti 5-azacytidinu, coZ je jedno z
demethylacnich ¢inidel, které je zodpoveédné prave za inhibici DNMT1 (Gonzélez et al.
2016).

2.2.  Modifikace histona

Histony podléhaji rGznym zméndm a posttranslaénim modifikacim, jako jsou
napiiklad acetylace, methylace ¢i fosforylace. Acetylace a fosforylace histonti souvisi s
kondenzaci chromozomt (Struhl 1998).

Acetylaci histoni nachdzime v transkripéné aktivnich tsecich genomu.
Zpusobuje vyruSeni pozitivniho naboje, coZz umozni uvolnéni DNA z histonového
oktameru a transkripci uvolnéného useku (Waterborg, 2002). Opakem acetylace je
deacetylace, kterd vyvola zvySeni pozitivniho naboje a tim tésné navazani DNA zpét
k histoniim. Tento druh modifikaci zaptic¢inuji enzymy histon acetyltransferazy a histon
deacetylazy. Deacetylace histonil také souvisi s jiz zminovanou methylaci DNA a
pfestavbou euchromatinu do inaktivni formy nazyvajici se heterochromatin (Hublitz et
al. 2009). Methylace histonti je pienos methylové skupiny na aminokyseliny

histonovych proteinii tvorici nukleosomy. Methylace histonti bud’ zvySuje, ¢i snizuje



transkripci gendl, a to v zavislosti na tom, které aminokyseliny podlehly methylaci a

kolik methylovych skupin bylo pfipojeno (Reinberg et al. 2001).

2.3.  RNA Interference

RNA interference je jev, pii némz se molekula RNA véaze na jinou molekulu
nukleové kyseliny a brani tak jeji expresi (Snustad et al. 2009). V bunice vznikaji malé
useky RNA oznacujici se jako miRNA ¢i siRNA. Tyto malé molekuly se poté mohou
zaclenit do ribonukleovych ¢astic za vzniku komplexu RISC. RISC komplexy se pak
mohou navazat na Gsek mRNA, ktery je komplementarni k interferujici RNA
v komplexu RISC. Timto procesem pak muze dochdzet k degradaci mRNA nebo se
muze snizit jeji aktivita, ¢imZz dojde k zabranéni translace a k uml¢eni genu (Sharp,

2001; Slaby a Svoboda, 2011).

2.4. Ubiquitinace

Ubiquitin je maly protein nachdzejici se voln¢ témét v kazdé buiice. Jeho
navazani k substradtu se nazyva ubiquitinace a piedurcuje osud navazanych proteind.
Ubiquitin urcuje proteiny k degradaci, dokdze zménit jejich lokalizaci a ma vliv na
jejich aktivitu. Jedna se tedy o posttranslacni modifikaci (Glickman, 2002). Ubiquitinaci
spojenou s DNA nachdzime ptedevSim u histonl, kde se jednd o posttranslacni
modifikaci v rdmci poskozeného useku DNA. Tyto histony jsou pak ubiquitinované na
riznych mistech, coZz s sebou nese rizné zmény, kterymi jsou napiiklad podpora

homolognich rekombinaci ¢i transkripéni umlcovani (Uckelmann, 2017).

2.5.  Sumoylace

SUMO proteiny neboli small-ubiquitin-like-modifier proteiny patii do rodiny
proteint, které se kovalentné vazou na jiné proteiny pfitomné v bunikach. Sumoylace je
tedy také posttranslacni modifikace, kterd se podili napt. na apoptdze, na stabilité
proteinii pii reakcich na stresové podnéty ¢i pfi bunécném transportu. Tyto malé
proteiny jsou velmi podobné jiz zminovanému ubiquitinu, avSak SUMO proteiny

neoznacuji proteiny urcené k degradaci (Wilkinson and Henley, 2010).
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3. Metody vyuzivané k detekci methylace DNA

Methylace DNA je jedna znejvice prozkoumanych oblasti epigenetiky. Jeji
vyznam pii ekofyziologické odpovédi rostlin na okolni podminky byl jiz mnohokrat
demonstrovan (Verhoeven et al. 2010; Bian et al. 2013; Gonzélez et al. 2016; Preite et
al. 2018). K detekci methylace DNA se u rostlin pouziva hned né¢kolik metod, které jsou
pfedstaveny nize. Patfi mezi né napiiklad PCR (Polymerase Chain Reaction,
polymerazova fetézova reakce), HPLC (High-Performance Liquid Chromatography,
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie), MSAP (Methylation Sensitive Amplification
Polymorphism, analyza polymorfismu citlivécho na methylaci), experimentalni

demethylace, imunoprecipitace DNA methylace ¢i celogenomové sekvenovani.

3.1. Metoda PCR

Metoda PCR se pro detekci methylace musi specifikovat, a to tak, ze je samotna
DNA ze zacatku metody oSetfena pomoci bisulfidu sodného, ktery zapficini zménu
nemethylovaného cytosinu na uracil a zaroven ponecha 5-methylcytosin beze zmény.
Poté nésleduje samotna PCR metoda, pfi které jsou pouzity dva riizné typy primert.
Primer je usek nukleové kyseliny slouzici jako startovni pozice pro enzym DNA
polymerazu pii replikaci. U této metody PCR se pouziva jeden specificky enzym pro
methylovanou DNA a druhy enzym pro nemethylovanou DNA. Amplifikované tseky
pak vizualizujeme metodou elektroforetické separace na agaréze pomoci ethidium
bromidu a UV zéfeni. Ve vysledku pak méme vizualizované rizné amplifikované tseky
DNA a diky srovnani obou primeri tak mizeme urcit methylacni profil (Herman et al.

1996).

3.2. Metoda HPLC

Metoda HPLC neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie se miize vyuzit
k detekci mnozstvi globalniho methylovaného cytidinu v DNA (Wagner et al. 1981).
Principem HPLC metody je digesce. Digesce je proces, pii kterém dochazi k rozstépeni
DNA pomoci specifickych chemickych latek na jednotlivé nukleosidy a na zakladé toho
pak dokazeme rozliSit mnozstvi nukleosidli obsahujicich methylovany a nemethylovany
cytidin. Pfi provadéni této metody se DNA nejprve hydrolyzuje, a to bud’ chemicky
nebo enzymaticky. Chemicka hydrolyza je zprostfedkovana za pomoci kyselin, a to bud’

kyseliny chlorovodikové (HCI) ¢i kyseliny fluorovodikové (HF) (Catania et al., 1987).

11



Latkami pouzivajicimi se k enzymatické hydrolyze pak mohou byt riizné enzymy.
Jednim z takovych enzymd, ktery se dnes vyuziva, je naptiklad Nukleaza P1, diky niz
vznikaji deoxyribonukleosidy. Deoxyribonukleosidy jsou déle separovany pomoci
kapilarni elektroforézy. Globalni obsah methylované¢ho cytidinu pak zjistime pomoci
spektrofotometrie, a to na zaklad¢ absorbance jednotlivych nukleosidi v daném vzorku,

ktery je nasledné srovnan se vzorkem standardnim (Rozhon et al. 2008).

3.3. Metoda MSAP

Metoda MSAP, tedy modifikace AFLP (Polymorfismus délky amplifikovanych
fragmentll), byla poprvé pouzita v roce 1997 (Reyna-Lopez et al., 1997). Tato metoda
muze byt vyuzita k detekci rozdilného methyla¢niho profilu. Zahrnuje nékolik kroka a
ve vysledkli ndm ukaze mnoho anonymnich lokusti ndhodné rozmisténych po genomu.
Pro tyto lokusy jsme schopni zjistit stav jejich methylace. Prvnim z krokt je restrikce,
ktera zahrnuje rozstépeni DNA sekvence pomoci dvou endonukledz. V této metod¢ se
pouzivaji dvé endonukleazy pro stejné restrikéni misto a kazda z endonukledz ma jinou
citlivost pro methylaci (Alonso et at. 2016). V tomto kroku dostdvame velké mnozstvi
DNA fragmentl. Druhym krokem je ligace, kdy za pfitomnosti enzymu ligazy T4 jsou
ke vSem vzniklym fragmentim pfipojeny adaptory. Tyto pietvoiené fragmenty pak
namnozime pfidanim specifickych primert za pomoci PCR. Diky specifickym
primerim citlivych na methylaci DNA se vSak namnozi pouze ¢ast. Dal§im krokem je
pak redukce poctu amplifikovanych fragmenti. Pomoci dalSich specifickych primera
tak dostaneme mnozstvi, které jsme schopni snadno vizualizovat. Poslednim krokem je
samotnd vizualizace. Vizualizace je umoznéna pomoci fluorescen¢ni znacky na jednom

z primerd. (Mingliang et al. 2000).

3.4. Sekvenovani ChIP

Sekvenovani ChIP se pouziva k urCeni vazebnych mist na DNA pro razné
proteiny ¢i transkripéni faktory. Specificka mista na vazanych proteinech DNA pak
muzeme urcit diky imunoprecipitaci, coz je technika vyuzivana ke zkoumani interakce
mezi proteinem a DNA. U metody se vyuziva specifickych protilatek, které se vazou na
histonovou modifikaci a tim imunoprecipituji fragmenty DNA obalené kolem histonu.
Ziskame tak pouze fragmenty, v nichZ se nachéazi protein ozna¢eny danou protilatkou.

Tento protein je vazany s DNA, kterou chceme sekvenovat (Park, 2009).
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3.5. Bisulfidové sekvenovani

Bisulfidové sekvenovani je metoda, pii které se DNA nejprve oSetti bisulfidem.
Osetfeni bisulfidem zméni cytosin na wuracil, avSak methylovany cytosin 5-
methylcytosin zlstdva po oSetfeni nezménén. Diky tomu nam konecnd vizualizace
ukéze pouze methylovany cytosin (Chatterjee et al. 2012). Sekvenovéani samotné pak
muze probihat nékolika zpiisoby. Prvni ze zpisobi je standardni dideoxy-sekvenovani
spolu s metodou PCR. Pomoci PCR metody, pfi niz jsou pouzity dva specifické
primery, ziskdme fragmenty DNA. V téchto fragmentech jsou zbytky uracilu a thyminu
amplifikovany jako thymin a zbytky S5-methylcytosinu jako cytosin. Takto ziskané
produkty jsou pak déle sekvenovany (Frommer et al. 1992).

Zpisobi sekvenovani je nékolik. Jak jiz zaznélo, jednou z metod muze byt
napiiklad metoda dideoxy-sekvenovani. Toto sekvenovani vyuziva procesu replikace
vybrané sekvence. Urcita sekvence DNA fetézce se pfida do roztoku s primerem, DNA
polymerazou a ctyifmi deoxynukleotidy (obr. €. 4). Roztok je poté rozdélen do 4
riznych nadob, do kterych je pfidan vzdy jeden dideoxynukleotid. Dideoxynukleotid se
vyznacuje tim, Ze nemd hydroxylovou skupinu -OH. Diky nepfitomnosti -OH skupiny
se po jeho navazani na fetézec replikace zastavi. Vysledkem je pak roztok s rtizné
dlouhymi fetézci, které¢ zacinaji primerem a kon¢i dideoxynukleotidem. Roztoky jsou
denaturovany a ptipravi se na gel. Nasleduje separace pomoci elektroforézy. Diky
elektroforéze se jednotlivé fetézce setadi podle délky, jelikoz se ruzné dlouhé useky
pohybuji odlisSnou rychlosti a dostanou se v gelu rizné daleko. Nésleduje vizualizace,
diive se pouzivala radioaktivni vizualizace, v dneSni dob& se ovSem vyuziva
fluorescenénich metod. Vizualizaci ziskdme pruhy podle délky jednotlivych fragmentti
DNA, zakonfenych vzdy danym dideoxynukleotidem. Porovnanim jednotlivych
sloupct s vizualizovanymi pruhy (obr. €. 5) pak mizeme urcit poradi jednotlivych bazi
(Sanger et al. 1975).

Dalsim typem sekvenovani, které se pouziva po oSetfeni bisulfidem, je
pyrosekvenovani. To vyuziva zaclenéni nukleotidu do useku DNA wurceného
k sekvenovani. Zaclenovanym nukleotidem mutize byt naptiklad deoxyadenosintrifosfat.
Tyto nukleotidy jsou pomoci DNA polymerazy zaclenény do useku DNA. Nové
zaclenény nukleotid odevzdava pyrofosfat a diky pfitomnosti enzymu luciferaza emituje

svétlo, které jsme schopni zachytit. Pomoci zableskl svétla jez zachytime, vzniké tzv.
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pyrogram. Z pyrogramu jsme pak schopni rozlisit poradi jednotlivych nukleotidd, a

navic dokazeme rozeznat methylovany cytosin (Nyrén et al. 1993).
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obr. ¢. 4: Deoxyadenosinmonofosfat. Pfevzato a upraveno z Toronto Research

Chemicals (www.trc-canada.com)
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obr. ¢. 5: Radiograf s vizualizovanymi pruhy, podle délky jednotlivych fetézci.

Prevzato a upraveno ze Sanger et al. 1997
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3.6. Experimentalni ptistup

Déle mizeme roli methylace DNA u rostlin ovéfit experimentalné pomoci
aplikace demethylac¢nich Cinidel, jako je naptiklad 5-azacytidin ¢i zebularin (obr. €. 6)
(Griffin et al. 2016). Tato metoda je jednoduch4a a oproti molekuldrnim metodam
levngjsi. OSetieni rostlin se provadi bud’ pii kliceni semen (Kondo et al. 2006) nebo
jsou rostliny péstovany piimo na demethylacnim cinidle (Yao et al. 2018) ¢i se
jednotlivé rostliny postfikuji vodnymi roztoky demethyla¢nich cinidel v urcité
koncentraci (Pinc unpubl). Ocekadvame, ze u oSetienych rostlin dojde ke snizeni
globalniho mnozstvi methylace, coz mize vést ke zméné fenotypovych vlastnosti, a 1ze
pozorovat i odliSnou reakci na vnéjsi podnét v porovnani s rostlinami kontrolnimi (Bian
et al. 2013; Wilschut et al. 2016). SniZeni mnoZstvi methylace mlZeme potvrdit
odebranim vzorki a jejich naslednou analyzou pomoci nékteré z vyse uvedenych metod
(Bossdorf et al. 2010). Demethylaéni ¢inidla vS§ak mohou mit i nezadouci ucinky. Pti
oSetfeni bé¢hem kli¢eni mize dojit k jeho zastaveni, nebo mohou byt mladé rostliny
oslabeny natolik, ze nepteziji ptesazeni do substratu (Puy et al. 2018; Pinc unpubl.).
Dale pak mize dochdzet i ke zhorSeni fitness rostlin v ranych stadiich. Rostliny mohou
mit krat$i kofeny ¢i mnohem mensi listy (obr. €. 7) v zavislosti na zvolené koncentraci

demethylac¢nich ¢inidel (Baubec et al. 2009).

NH,

Ns)*%;ﬂ
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5-Azacytidine Zebularine

obr. ¢. 6: demethylacni ¢inidla 5-azacytidin a zebularin. Pevzato a upraveno Cheng et

al. 2003

15



obr. ¢. 7: Semenacky Arabidopsis thaliana péstované po dobu 14 dnid na médiu
obsahujici zebularin s 0 uM (a), 20 uM (b), 40 uM (c), nebo s 80 uM (d) koncentraci
zebularinu. Snimky byly pofizeny 14 dni po vyseti. Pfevzato z Baubec et al. 2009

4. Vyznam epigenetické variability v evoluci a ekologii

klonalnich rostlin

Klonalni rostlinou se rozumi takova rostlina, ktera se dokaze rozsitrit ¢i
rozmnozit, aniz by u ni doslo k pohlavnimu procesu, tedy ke splynuti sam¢i a samici
gamety. Klondlni rostliny pak mizeme rozd¢lit na dvé podskupiny. Na skupinu amixis,
vegetativné se mnozici rostliny, kde klon vznikd pomoci vegetativnich struktur.
Rostlina tvofi napt. §lahouny ¢i jiné podobné rostlinné struktury, které jsou po oddéleni
od matetské rostliny schopné samostatné existence. Druhou skupinou je skupina
apomixis neboli rostliny apomiktické. U takovych rostlin vznika semeno bez oplozeni,

jedna se tedy o nepohlavni rozmoZeni semeny (Winkler 1908).

16



Klonalni rostliny disponuji velmi omezenou genetickou variabilitou, diky které
by nemély byt schopny rychle reagovat na ménici se podminky. Podle teoretické
pfedstavy by klonalni rostliny mély byt oproti rostlindAm rozmnoZzujicich se sexudlné
slepou vyvojovou ulickou. Avsak v nékterych piipadech tomu tak neni a klonalné se
rozmnozujici rostliny maji SirSi aredl rozSifeni nez jejich sexualné se rozmnozujici
piibuzni. Tento jev nazyvame geograficka parthenogeneze (van Valen 1973; Chapman
et al. 1992). K tomuto jevu dochazi ptredevs§im ve vysokych nadmotiskych vyskach a ve
vysSich zemépisnych $itkach (Horandl 2009).

Polozme si tedy otdzku, jak je mozné, ze klondlni rostliny jsou v nékterych
zabyvajici se touto otdzkou mlzeme zatradit napiiklad teorii metapopulaci (Levins
1969), efekt Cervené kralovny (van Valen 1973), dale pak tzv. ,,frozen niche variation
hypothesis* (Vrijenhoek 1979) nebo tzv. ,,general-purpose genotype* (Parker Jr. et al.
1977). Neékteti védcei se také zabyvaji vyznamem polyploidizace (Mayrose et al.2011,
Liu et al. 2012). Jin¢ studie vSak dokazuji, ze se klonaln¢ rozmnoZzujici rostliny dokazi
ptizplsobit riznym vnéjSim vliviim, a to pfedevS§im diky epigenetice, zejména diky
methylaci DNA (Bian et al. 2013; Wilschut et al. 2016; Saez-Laguna et al. 2014).
Mluvime o klondln¢ se rozmnozujicich rostlindch, u kterych nedochéazi k procesu
meiozy. Tyto rostliny si pravdépodobné mnohem snadnéji zachovaji adaptace zavislé na
methylaci DNA, jelikoZ se methylace DNA diky nepfitomnosti meiozy z genomu
neztraceji (Feng et al. 2011; Paszkowski and Grossniklaus, 2011). Diky vzniklym
adaptacim neboli nove ziskanym vlastnostem je rostlina odolnéjsi a tyto vlastnosti mtize
piedat i na potomky. Tento proces pak klondln€ se rozmnoZzujicim rostlindm umoznuje

efektivné se vyrovnat s okolnim prostfedim (Stuefer et al. 2010).

4.1. Epigeneticky fizené vlastnosti

U rostlin miiZze epigenetika ovlivnit hned nékolik zdkladnich rostlinnych
vlastnosti. Mezi né patii naptiklad zmény fenotypu (Gao et al. 2010) ¢i odpovéd’ rostlin
na vliv abiotickych ¢i biotickych stresti (Pascual et al. 2014). Konkrétnéji pak mize mit
epigenetika vliv na dobu kveteni (Sung et al. 2004), dormanci semen (Nonogaki 2014),
velikost €i pocet listii (Santamaria et al. 2011). Tuto tezi zarovenn miizeme dokézat i na
studiich zaméfujicich se i na sexudlné se rozmnoZzujici rostliny. Napftiklad u studie

zkoumajici rostlinu Erodium cicutarium (Geraniacea) se zjistilo, Zze se po aplikaci
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demethyla¢niho ¢inidla u osetfenych rostlin objevuje mensi pocet listh a listy jsou také

mensiho vzristu (Alonso et al. 2017)

4.2. Priklady

Vyznam epigenetické variability u klondlnich rostlin byl zkouman hned
v n¢kolika studiich, které se zaméfuji pfevazné na rostlinnou adaptabilitu ¢i
transgeneracni pamét u klondlnich rostlin nebo u rostlin s nizkou genetickou

variabilitou.

4.2.1. Transgeneracni paméet’

Transgeneracni pamét’ je jev, pii kterém si klonalni rostliny dokézou predat
vlastnosti ziskané v prub¢hu zivota, jez jsou podminéné zmeénou methylace DNA.
Napriklad ve studii Preite a kolektiv (2018), pfi niz byly pouzity dveé linie
apomiktickych pampelisSek druhu Taraxacum officinale (Asteraceae), testovali, zda se
reakce rostlin na stresové podminky mutze odrazit v naristu methylace genomu. Dale
pak provéfovali i transgeneracni stabilitu, tedy zda se mohou zmény v methylaci DNA
indukované stresovymi podminkami piendSet z generace na generaci. Pampelisky byly
vystaveny dvéma stresovym podminkam. U rostlin, které byly podrobeny suchu, byl
zjistén mirny nardst methylace, avSak nebyla pozorovana transgeneracni stabilita. Byl
ovSem pozorovan maly narGst methylace DNA v prib¢hu t¥i generaci. U rostlin
vystavenych U¢inkiim kyseliny salicylové, ktera napodobuje G¢inky indukce napadeni
patogenem, byl pozorovan nepfimy vliv na zménu methylace pouze u dalSich generaci,
ucinek kyseliny salicylové nez o transgeneracni stabilité stresem ovlivnénych zmén
methylované DNA. U rostlin oSetfenych kyselinou salicylovou byl podobné jako u
rostlin vystavenych suchu pozorovan narlst celkové methylace DNA v pribéhu
generaci. V tomto nartstu u obou linii pampeliSek mohou byt obsazeny spontanni
methylace DNA 1 methylace zdédéné. Studie tedy dokazuje, Ze vliv stresovych
podminek ma za nasledek pfimou zménu methyla¢niho vzorce. V pribéchu tii generaci
vSak byly pozorovany opakujici se zmény i u nestresovanych rostlin. Miize se ale jednat
1 0 jiné mechanismy zmén methylace DNA (Preite et al. 2018).

Dalsi studie na apomiktickych pampeliSkach Taraxacum officinale (Asteraceae)

Koena J.F. Verhoevena (2010) dokazuje zménu methylacniho profilu celého genomu
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vyvolanou environmentalnim stresem, ktera se pfenesla na potomstvo. Pampelisky byly
vystaveny stresovym podminkdam a poté byli jejich apomikticti potomci pestovani za
standardnich podminek. Nasledn¢ byla provedena analyza pomoci MSAP, na zakladé
které se ukazalo, Ze stresové podminky indukuji zménu methylace genomu. Tato zména
byla pozorovatelnd i v druhé generaci. Diky pouziti jednoho apomiktického klonu pak
ze studie vyplyva, ze zména methylace vyvolana ekologickymi vlivy v prvni generaci je
pienositelna na druhou generaci. U apomiktického klonu totiz nedochazi ke genetickym
zméndm. Vysledky dané studie tedy ukazuji, ze diky transgeneracni paméti je ovlivnéna
1 nasledujici druhd generace. Tento jev miize mit velky vliv v evoluci klonélnich rostlin
(Verhoeven et al. 2010).

Studie Richards a kolektiv (2012) se zaméfila na invazivni rostliny rostouci na
americkém ostrové Long Island jménem Fallopia japonica a Fallopia bohemica
(Polygonaceae), u kterych genetickd analyza ukazala velmi malou genetickou
variabilitu. Kiidlatky jsou totiz ptfevazné klonalnim druhem. I pfes svoji nizkou
genetickou variabilitu v§ak dokézaly osidlit téméf cely ostrov, a to jak sucha stanovisté,
tak slaniska. Rostliny vykazuji na riznych stanoviStich odliSnou morfologickou
variabilitu. Po sesbirani oddenkt kiidlatky z rozdilnych stanovist’ byly nové vznikajici
rostliny kultivovany za standardnich podminek. Spole¢na kultivace pak ukazala, Ze
rozdily v methylaci DNA, které jsou zplisobeny prave rozdilnym prostiedim, jsou velmi
stabilni. Diky tomu je kiidlatka odolnym a UspéSnym invaznim druhem. Na zdkladé
vysledkt studie pak vyplyva, Ze zména epigenetické variability je mnohdy velmi rychla
a zména v ramci genomu tak ovliviluje rostlinu jiz za jejiho zivota. Diky ustaleni této
variability nasledné ovliviiuje i jeji potomky. Vyznam epigenetické variability ma poté
velky vliv na rostliny s nizkou genetickou variabilitou, u nichZ jim napomaha

ptizpusobit se riznym stanovistim (Richards et al. 2012).

4.2.2. Epigeneticky fizené vlastnosti

Taraxacum officinale (Asteraceae) si jako objekt pozorovani vybrala studie
Wilschut a kolektiv (2016). Studie se zamétuje na rozdilnou dobu kveteni zpisobenou
rozdilnou methylaci DNA v piirozenych populacich asexualné¢ se rozmnozujicich
pampelisSek. Zkoumané rostliny vykazovaly rozdilnou dobu kveteni, kterd korelovala
s rozdilnym methylacnim vzorcem. Tato zména byla pozorovana i v druhé generaci
rostlin pfi kultivaci za standardnich podminek. Vysledky tedy ukazuji, ze doba kveteni

je fizena epigeneticky a tato zména v dob¢ kveteni pak miize byt predana 1 do dalSich
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generaci, coz opét naznacuje pritomnost transgenerecni paméti. Zaroven také vysledky
poukazuji i na ucinek zebularinu. U rostlin oSetifenych demethyla¢nim ¢inidlem doslo
k synchronizaci doby ¢asu kveteni (Wilschut et al. 2016).

Bian a kolektiv (2013) se ve své studii zaméfili na zménu celkové methylace
v z&vislosti na rizném mnozstvi dusiku dodévaného rostlin¢. Jako objekt pozorovani
zvolili klonalni rostlinu Hierochloe glabra (Poaceae). Rostliny byly péstovany za
standardnich podminek v nékolika skupinach, rozdélenych podle mnozstvi jim
dodavaného dusiku. Poté byly rostliny analyzovany pomoci MSAP. Vysledky ukazuji,
ze obsah methylovaného cytosinu se ptidavkem dusiku snizoval, ale u kontrolnich
rostlin ke snizeni nedochézelo. S celkovou trovni methylace pak souviselo i nékolik
fenotypovych vlastnosti jako naptiklad mnozstvi pupent, velikost oddenku ¢i celkova
biomasa rostliny. VétSina téchto vlastnosti byla negativné ovlivnéna snizenim celkové
methylace DNA. S nérGstem dusiku dochazelo k redukci pupent, ke krat§im stonktim ¢i
ke snizeni celkové biomasy. Na zdklad¢ téchto vysledkti pak mizeme fici, ze mira
methylace ma vliv na ekologicky dulezité vlastnosti rostlin, dokonce ma zvysujici se
mira methylace DNA pfimy vliv i na samotné asexualni rozmnozovani, a tim 1 ptfimy
vliv na adaptabilitu v rozdilnych prostfedich. Vyss§i Groven methylace DNA totiz
zvySuje produkci klondlnich potomkd. Zaroven mize nutit rostlinu k produkci
klonalnich potomka také mensi mnozstvi Zivin, aby nové vznikajici potomci méli
moznost najit a obsadit stanovi$t¢ s vySSim obsahem Zivin. Tento jev by mohl
vysvétlovat 1 to, pro¢ je pravé H. glabra dominantnim druhem na stepi Songnem Plain,
na které jsou velké rozdily v distribuci zivin (Bian et al. 2013).

Studie Y. Zhang (2013) zabyvajici se dédicnou fenotypovou variabilitou a také
zménou methylace ovlivnénou abiotickym stresem ndm pifinaSi hned nékolik
podstatnych vysledkdi. Pro studii byla vybrédna rostlina Arabidopsis thaliana
(Brasicacea), ktera neni primarné klonalni rostlinou, avSak pro tuto studii byla zvolena
inbredni linie s nizkou genetickou variabilitou. U takto vytvofenych jedinci byly
zkoumdny zmény v Case kveteni, zmény vysky rostliny ¢i zmény celkové biomasy
rostliny v zavislosti na rozdilnych podminkach, kterym byly rostliny vystaveny. Vliv
sucha ovlivnil vSechny kontrolované fenotypové vlastnosti kromé doby kveteni. Na
rozdil od rostlin, které byly vystaveny zvySenému mnozstvi zivin, u nichz nedoslo
témet k zddnym fenotypovym zméndm. Z vysledki, které vyzkum predklada, vyplyva,
ze rozdily v epigenetické variabilité maji vliv na ekologicky podstatné vlastnosti rostlin.

Rostliny jsou totiz geneticky shodné a lisi se pouze v dédiénych methylacich DNA.
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Diky pouziti inbrednich linii v experimentu tak nedochéazi ke zméné genotypu. U rostlin
vSak byla pozorovana zména fenotypu. Lze odvodit, Ze fenotypové zmény by mély byt
ovlivnény pravé zménou v methylaci DNA. Tyto informace pak naznacuji, ze

methylace DNA muize mit vliv na mikroevoluci rostlin (Zhang et al. 2013).

4.2.3. Epigeneticky fizena rostlinné adaptabilita

Ve studii Sdez-Laguna a kolektiv (2014) vybrali jako zkoumany druh borovici
Pinus pinea (Pinaceae). Borovice sice neni klondln¢ se rozmnozici rostlinou, ale
samotny pokus byl proveden na dospélych klonech dané rostliny. Tyto rostliny byly
ziskany pomoci ftizkovani. Takto ziskané rostliny maji tedy shodnou genetickou
informaci. Pé&stované rostliny byly podrobeny analyze AFLP a MSAP. Na zikladé
téchto analyz bylo ukazano, ze rostliny maji velmi nizkou genetickou variabilitu, ale i
piesto je u rostlin pozorovana velka fenotypova plasticita. Vysledky analyzy MSAP pak
prokazaly velkou epigenetickou variabilitu. To poukazuje na to, Ze epigeneticka
variabilita mlize u borovic vést k vyssi fitness a muze slouzit jako dopliujici zdroj
k nizké genetické variabilité¢ (Sdez-Laguna et al. 2014).

Studie Gonzalez a kolektiv (2016) vybrala jako studovanou rostlinu 7rifolium
repens (Fabaceae). V prvni ¢asti pokusu byly rostliny péstovany v n¢kolika skupindch a
byly vystaveny riiznym trovnim sucha a kontrolnim podminkam. Cast rostlin byla
v prubehu péstovani osetfena demethyla¢nim Cinidlem 5-azacytidinem. Z téchto rostlin
byly vytvoteny fizky, které byly dale péstovany v druhé casti experimentu. Tyto
rostliny byly péstovany jiz za standardnich podminek. Rostliny vystavené suchu v prvni
¢asti pokusu byly negativné ovlivnény v porovndni s rostlinami kontrolnimi. K vét§Simu
negativnimu dopadu pak dochdzelo pii kombinaci sucha s oSetifenim demethyla¢nim
¢inidlem. U druhé generace rostlin pochazejicich od rostlin, jez byly vystaveny suchu,
byly méfeny fenotypové vlastnosti, jako napiiklad pocCet postrannich vétvi ¢i velikost
hlavniho stolonu. Na zdkladé méteni vyplyva, Ze vSechny meéfené vlastnosti byly
ovlivnény suchem, které zazila ptedchozi generace. Druhd generace oSetfenych rostlin
vykazovala jiny fenotyp nez druhd generace rostlin z kontrolnich podminek. Vysledky
studie tedy naznacuji, ze rizné stresové podminky, jako naptiklad rtizné intenzity sucha,
mohou vyvolat riznou odpovéd’ a mohou tak mit vliv na u€inky transgeneracni paméti.
Intenzivni a dlouhodobé sucho pak miize mit dopad i na rostlinnou fyziologii. Diky
tomu pak muze dochazet k preskupeni methyla¢niho vzorce, coz miize mit za nasledek

eliminaci transgenera¢nich ucinkti (Boyko et al. 2011). Vysledky pak poukazuji i na
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ucinek 5-azacytidinu, jelikoz po jeho pouziti se globalni mnozstvi methylace DNA
v pruméru sniZilo o 4,5% oproti rostlindm kontrolnim (Gonzélez et al. 2016).

Studie Foust a kolektiv (2016) se zam¢ftila na rostliny slanisek USA, konkrétné
na rostlinu Spartina alterniflora (Poaceae) a Borrichia frutescens (Asteraceae). Ob¢ tyto
rostliny se rozmnozuji klonaln€¢ pomoci oddenkt a rostou na izemi s Sirokym spektrem
environmentalnich podminek. Na zéklad¢ analyzy AFLP byla objevena velmi vysoka
geneticka variabilita mezi jednotlivymi populacemi obou zkoumanych rostlin. U obou
rostlin ale geneticka variabilita nebyla ovlivnéna rozdilnym prostfedim. Na zakladé¢
analyzy MSAP byla zjisténa i vysoka epigenetickd variabilita, a to u obou druhi rostlin.
Dale pak bylo na zaklad¢ vysledki pfedstaveno, ze u obou populaci dochazi
k epigenetické diferenciaci k typu stanovisté. Souhrnné pak ze studie vyplyva, ze
v tomto pfipad¢ epigenetickéd variabilita souvisi s prostiedim, na rozdil od variability
genetické, kterd s prostfedim nesouvisi. Tim mizeme dospét k zavéru, Ze epigeneticka
variabilita odrazi vliv okolniho prostfedi. Konkrétni vztahy se ale mezi epigenetickou
variabilitou, genetickou variabilitou a prostiedim u vSech zkoumanych populaci lisi
(Foust et al. 2016).

Studie Gao a kolektiv (2010) se zaméfila na rostlinu plevunku Alternarthera
philoxeroides (Amaranthaceae). Rostliny byly sesbirany ze svych vodnich a
suchozemskych stanovist. Takto ziskané rostliny byly spole¢né kultivovany ve dvou
rozdilnych podminkéach imitujicich vodni a suchozemské stanovisté. Timto zplisobem
kultivace se ukézalo, Ze rostliny reaguji na zménu podminek, coz se projevilo ve
fenotypovych vlastnostech i v methylaénim vzorci. Rostliny péstované ve vodnim
prostiedi vykazovaly naptiklad tlustSi stonky ¢i del§i internody bez ohledu na to,
z jakého stanovisté¢ pochazely. Na zakladé MSAP bylo prokdzano, Ze u rostlin
pestovanych v experimentalni kultivaci doSlo k epigenetickému pteprogramovani.
Z 278 polymorfnich lokusi zjisténych u ptivodnich rostlin pomoci analyzy MSAP bylo
zachovano pouze 62. Z toho vyplyva, ze methylacni vzorce jsou velmi flexibilni a jsou
ovlivnény zménou prostfedi. Pomoci AFLP metody lze také konstatovat, Ze rostliny
maji shodnou genetickou informaci. Fenotyp rostlin tedy musel byt ovlivnén zménou
methylace DNA. U plevuiiky nebyla nalezena trangeneracni pamét’, ale bylo dokazano,
ze rostlinné reakce jsou velmi rychlé, coz poukazuje na adaptabilitu klonalnich rostlin

(Gao et al. 2010).
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5. Diskuze

Na zéklad¢ ptredlozenych studii muzeme fici, Ze rostliny dokdzou zménit
methylacni vzorce podle podminek jim vystavenym a tim zménit i fenotyp a reagovat
tak na podminky, kterym byly vystaveny. Zménou methylace DNA dochézi ke zménam
rostlinnych vlastnosti. Napiiklad studie Wilschut a kolektiv (2016) na pampeliskach
poukazuje na to, ze zména methyla¢niho vzorce ovliviiuje ¢as kveteni dané rostliny.
Jina studie Bian a kolektiv (2013) pak ukazuje, ze zména celkové methylace ma vliv na
fenotypové vlastnosti, a to naptiklad na mnozstvi pupenii ¢i celkovou biomasu rostlin.

Se zménou v methylacnim vzorci dochazi u rostlin ke zméné fenotypu 1 ke
zméné né€kterych vlastnosti spojenych s GispéSnosti rostliny. Rostlina mize se zménou
methylan¢itho vzorce ziskdvat vlastnosti, které ji mohou pomoci vyrovnat se
s nepfiznivym prostiedim. Muze se tedy adaptovat. Tyto adaptace ji mohou zajistit
pteziti ve stresovych podminkach. Pravé rostlinnou adaptabilitu potom mizeme ukazat
na vysledcich studie Saez-Laguna a koletiv (2014). Jejich studie se zaméfila na
borovice, u kterych byla zjisténa vysoka epigeneticka variabilita v kontrastu s velmi
nizkou genetickou variabilitou. Rostlina je vSak velmi ispésna a domnivam se, Ze za jeji
adaptabilitu miize pravé zména methylace DNA. Zaroven studie Gonzélez a kolektiv
(2016) ukazuje, ze rostliny oSetfené demethylacnim c¢inidlem a zaroven vystavené
stresovym podminkdam ztraceji schopnost vCasné a dostateCné reagovat na vzniklé
prostiedi. Studie Gao a kolektiv (2010) ukazuje, Ze rostlina vykazuje zmény
v methylaénim profilu a méni své fenotypové vlastnosti i v ramci jednoho Zivotniho
cyklu. Na zdkladé toho usuzuji, Ze epigenetické zmény mohou byt velmi rychlé.
V nékterych pripadech by mozna mohly byt i rychlej$i nez mutace genetické, coz
castecné potvrzuje i studie na kiidlatkach Richards a kolektiv (2012).

Studie Richards a kolektiv (2012) ale také poukazuje na piitomnost
transgeneracni paméti. Diky transgeneracni paméti si rostliny mohou ziskané vlastnosti
predat z generace na generaci a byt tak i pfes nizkou genetickou variabilitu velmi
uspesné. Transgeneracni pamét, tedy predani methylacniho vzorce z generace na
generaci, dokazuje i1 studie na pampeliSkdch Verhoeven a kolektiv (2010) ¢i studie
Preite a kolektiv (2018), ktera byla provedena také na pampeliskach.

Na zaklad¢ vySe zminénych ptikladd usuzuji, ze klondlni rostliny, které maji
velmi nizkou genetickou variabilitu, mohou tento deficit dorovnat pomoci zmén v

methyla¢nim vzorci. Dale pak ptfedpokladdm, Ze diky absenci meiozy si mohou rostliny
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mnohem snadnéji predat vzniklé zmény v methylaénim vzorci. Jeden z dalsi mych
piedpokladii je, Ze epigenetika ovliviiuje velké mnozstvi rostlinnych vlastnosti a mize
tak mit vliv na zakladni rostlinné procesy a na samotny Zivotni cyklus rostlin. Klonalni
rostliny se dokazou pfizplsobit stresovym podminkdm a dokaZou obsadit rozsahla
uzemi i pfes nizkou genetickou variabilitu. Zaroven takto ziskané vlastnosti mohou
predat 1 na potomky a zajistit jim tak lepsi startovni pozici. Domnivam se, ze klonalni
rostliny by mohly kompenzovat velmi malou az nulovou variabilitu na genetické urovni
diky vySe zminénym vlastnostem a zaroven tak mohou konkurovat i rostlindm, které se

rozmnozuji sexualné.

6. Zavér

Podle piredlozenych studii se predpoklada, ze zmény v methylacnim vzorci
vytvaii epigenetickou variabilitu, kterd s sebou nese zmény fenotypu a zmény ve
schopnostech rostliny reagovat na okolni prostfedi. Tyto vlastnosti mohou byt navic
pfedany na nasledujici generace. Epigenetické mechanismy pak mohou kompenzovat
pravé omezenou genetickou variabilitu klonalnich rostlin, a to mtize byt 1 jednim z
rostliny (viz geografickd parthenogeneze). Epigenetika je zatim madlo prozkoumana
oblast, avSak i pfes nedostatecné mnozstvi studii dospivam k zavéru, ze ma velky

vyznam v evoluci predevsim klonaln¢ se rozmnozujicich rostlin.

24



7. Seznam literatury

Alonso, C., Pérez, R., Bazaga, P., Medrano, M. and Herrera, C.M. (2016) MSAP
markers and global cytosine methylation in plants: a literature survey and comparative
analysis for a wild-growing species. Molecular Ecology Resources, 16: 80-90

Alonso, C., Pérez, R., Bazaga, P., Medrano, M. and Herrera, C.M. (2017) Tissue-
Specific Response to Experimental Demethylation at Seed Germination in the Non-
Model Herb Erodium cicutarium. Epigenomes 1(3): 16

Baubec, T., Pecinka, A., Rozhon, W., & Mittelsten Scheid, O. (2009). Effective,
homogeneous and transient interference with cytosine methylation in plant genomic
DNA by zebularine. The Plant Journal, 57: 542-554

Becker, C., Weigel, D. (2012) Epigenetic variation: origin and transgenerational
inheritance. Current Opinion in Plant Biology 15: 562-567

Bian, R., Nie, D., Xing, F., Zhou, X., Gao, Y., Bai, Z., Liu, B. (2013) Adaptational
significance of variations in DNA methylation in clonal plant Hierochloe glabra
(Poaceae) in heterogeneous habitats. Australian Journal of Botany 61: 274-282

Bird, A. (1986) CpG-rich islands and the function of DNA methylation.Nature 321: 209
213

Bird, A. (2002) DNA methylation patterns and epigenetic memory. Genes &
development 16: 6-21

Borodovsky, A., Salmasi, V., Turcan, S., Fabius, A.W.M., Baia, G.S., Eberhart, C.G.,
Weingart, J.D., Gallia, G.L., Baylin, S.B., Chan, T.A., et al. (2013) 5-azacytidine
reduces methylation, promotes differentiation and induces tumor regression in a patient-
derived IDH1 mutant glioma xenograft. Oncotarget 4: 1737-1747

Bossdorf, O., Arcuri, D., Richards, et al. (2010) Experimental alteration of DNA
methylation affects the phenotypic plasticity of ecologically relevant traits
in Arabidopsis thaliana. Evolutionary Ecology 24: 541

Bourc'his, D. and Bestor, T.H. (2004) Meiotic catastrophe and retrotransposon
reactivation in male germ cell lacking Dnmt3L. Nature 431: 96-99

Boyko, A., and I. Kovalchuk. (2011) Genome instability and epigenetic modification—
heritable responses to environmental stress? Current Opinion in Plant Biology 14: 260—
266

25



Catania, J., Keenan, B.C., Margison, G.P., Fairweather, D.S. (1987) Determination of 5-
methylcytosine by acid hydrolysis of DNA with hydrofluoric acid. Analytical
Biochemistry 167: 347-51

Cheng, J. C., Matsen, C. B., Gonzales, F. A., Ye, W., Greer, S., Marquez, V. E., Selker,
E. U. (2003). Inhibition of DNA methylation and reactivation of silenced genes by
zebularine. Journal of the National Cancer Institute 95: 399-409

Cubas, P., Vincent, C, Coen E. (1999) An epigenetic mutation responsible for natural
variation in floral symmetry. Nature 401: 157-161

Feil, R., Fraga, M., (2012) Epigenetics and the environment: Emerging patterns and
implications. Nature Reviews Genetics 13: 97-109

Feng, S., Rubbi, L., Jacobsen, S. E., & Pellegrini, M. (2011). Determining DNA
methylation profiles using sequencing. High-Throughput Next Generation Sequencing
223-238

Fieldes, M.A., Amyot, L.M., (1999) Evaluating the potential of using 5-azacytidine as
an epimutagen. Canadian Journal of Botany 77: 1617-1622

Finnegan, E. J., Peacock, W. J., Dennis E. S.; (1996) Reduced DNA methylation in
Arabidopsis thaliana results in abnormal plant development. Proceedings of the
National. Academy of Sciences USA 93: 8449-8454

Finnegan, E.J. (2010) DNA methylation: A dynamic regulator of genome organization
and gene expression in plants. Plant Developmental Biology—Biotechnological
Perspectives 2

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E., Mello, C.C. (1998)
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans. Nature 391: 806— 811

Foust, C. M., Preite, V., Schrey, A. W., Alvarez, M., Robertson, M. H., Verhoeven, K.
J.

F., Richards, C. L. (2016) Genetic and epigenetic differences associated with
environmental gradients in replicate populations of two salt marsh perennials.
Molecular Ecology 25: 1639-1652

Frommer, M., McDonald, L. E., Millar, D. S., Collis, C. M., Watt, F., Grigg, G. W.,
Paul, C. L. (1992) A genomic sequencing protocol that yields a positive display of 5-
methylcytosine residues in individual DNA strands. Proceedings of the National
Academy of Sciences 89: 1827-1831

26



Gao, L., Gwng, Y., Li, B., Chen, J., Yang, J. (2010) Genome-wide DNA methylation
alterations of Alternanthera philoxeroides in natural and manipulated habitats:
implications for epigenetic regulation of rapid responsesto environmental fluctuation
and phenotypic variation. Plant, Cell and Environment 33: 1820-1827

Geiss-Friedlander, R., Melchior, F. (2007) Concepts in sumoylation: a decade on.
Nature Reviews Molecular Cell Biology 8: 947-956

Glickman, M.,H., Ciechanover, A. (2002) The ubiquitin-proteasome proteolytic
pathway: destruction for the sake of construction. Physiological Reviews 82 (2): 373—
428

Gibney, E., Nolan, C.M. (2010) Epigenetics and gene expression. Heredity 105: 4-13

Goll, M.G., Kirpekar, F., Maggert, K.A., Yoder, J.A., Hsieh, C.L., Zhang, X., Golic,
K.G., Jacobsen, S.E., and Bestor, T.H. (2006) Methylation of tRNAAsp by the DNA
methyltransferase homolog Dnmt2. Science 311: 395-398

Gonzalez, A.P.R., Chrtek, J., Dobrev, P.I., Dumalasova, V., Fehrer, J., Mraz, P., Latzel,
V. (2016) Stress-induced memory alters growth of clonal offspring of white clover
(Trifolium repens). American Journal Of Botany 103: 1567 — 1574

Gonzalez, A.P.R., Preite, V., Verhoeven, K.J.F., Latzel, V. (2018) Transgenerational
Effects and Epigenetic Memory in the Clonal Plant Trifolium repens. Frontiers in Plant
Science 9

Griffin, P. T., Niederhuth, C. E., Schmitz, R. J. (2016) A comparative analysis of 5-
azacytidine-and zebularine-induced DNA demethylation. G3: Genes, Genomes,
Genetics, 6: 2773-2780.

Haluskova, J. (2010) Epigenetic Studies in Human Diseases (epigenetics/ human/
diseases / methylation / histone acetylation / miRNA / cancer). Folia Biologica 56

Herman. J.G., Graff, J.R., Myodhdnen, S., Nelkin, B.D., Baylin, S.B. (1996)
Methylation-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG
islands. Proceedings of the National Academy of Sciences USA. 9821-9826

Hermann, A., Goyal, R, Jeltsch, A (2004) The Dnmtl DNA-(cytosine-C5)-
methyltransferase methylates DNA processively with high preference for
hemimethylated target sites. The Journal of Biological Chemistry 279

Horandl, E. (2009) Geographical parthenogenesis: opportunities for asexuality. In Lost
sex: 161-186

27



Hublitz, P., et al. (2009) Mechanisms of transcriptional repression by histone lysine
methylation. International Journal of Developmental Biology 53: 335-354

Chapman, G. P., Darlington, C. D. (1992) Apomixis and evolution. Cambridge
University Press

Chatterjee, A., Stockwell, P. A., Rodger, E. J., Morison, I. M. (2012) Comparison of
alignment software for genome-wide bisulphite sequence data. Nucleic acids research
40: 79

Chinnusamy, V., Zhu, J.K., (2019) Epigenetic regulation of stress responses in
plants. Current Opinion in Plant Biology 12: 133-139

Jeddeloh, J.A., Strokes, T.L. and Richards, E.J. (1999) Maintenance of genomic
methylation requires a SWI2/SNF2-like protein. Nature Genetics 22: 94-97

Kim, J.K., Samaranayake, M., Pradhan, S. (2009) Epigenetic Mechanisms in
Mammals. Cellular and Molecular Life Sciences 66: 596-612

King, R.C., Stansfield, W.D., Mulligan, P.K. (2006) A Dictionary of Genetics, Seventh
Edition. Oxford University Press

Kondo, H., Ozaki, H., Itoh, K., Kato, A., Takeno, K. (2006) Flowering induced by
5-azacytidine, a DNA demethylating reagent in a short-day plant, Perilla frutescens var.
crispa. Physiologia Plantarum 127: 130-137

Kupferschmidt, K. (2013). A Lethal Dose of RNA. Science. 341: 732-3

Levins, R. (1969) Some demographic and genetic conse-quences of environmental
hetereogeneity for biologicalcontrol. Bulletin of the Entomological Society of America
15: 237-240

Li, M., Hu, S., Shen, Z., He, X., Tao, S., Dong, L., Zhu, Y. (2009) High-performance
capillary electrophoretic method for the quantification of global DNA methylation:
application to methotrexate-resistant cells. Analytical Biochemistry 387: 71-75

Liu, H. M., Dyer, R. J., Guo, Z. Y., Meng, Z., Li, J. H., Schneider, H. (2012) The
evolutionary dynamics of apomixis in ferns: a case study from polystichoid ferns.
Journal of Botany 2012

Lopez, M., Halby, L., Arimondo, P.B., (2016) DNA methyltransferase inhibitors:
Development and applications. DNA Methyltransferases - Role and Function 431-473

Mayrose, 1., Barker, M. S., Otto, S. P. (2010) Probabilistic models of chromosome

28



number evolution and the inference of polyploidy. Systematic biology 59: 132-144
Mingliang, X., Xiangqian, L. and Schuyler, K.S. (2000) AFLP-Based Detection of
DNA Methylation. Plant Molecular Biology Reporter 18: 361-368

Neidhart, M., (2015) DNA Methylation and Complex Human Disease. Academic Press

Nyrén, P., Pettersson, B., & Uhlén, M. (1993). Solid phase DNA minisequencing by an
enzymatic luminometric inorganic pyrophosphate detection assay. Analytical
biochemistry 208: 171-175

Nonogaki, H. (2014) Seed dormancy and germination—emerging mechanisms and new
hypotheses. Frontiers in Plant Science S: 233

Okano, M., Bell, D.W., Haber, D.A., and Li, E. (1999) DNA methyltransferases
Dnmt3a and Dnmt3b are essential for de novo methylation and mammalian
development. Cell 99: 247-257

Park, P. (2009) ChIP-seq: advantages and challenges of a maturing technology. Nature
Reviews Genetics 10: 669— 680

Pascual, J., Canal, M. J., Correia, B., Escandon, M., Hasbun, R., Meijon, M., Valledor,
L. (2014) Can epigenetics help forest plants to adapt to climate change? Epigenetics in
Plants of Agronomic Importance: Fundamentals and Applications 125-146

Paszkowski, J., U. Grossniklaus (2011) Selected aspects of transgenerational epigenetic
inheritance and resetting in plants. Current Opinion in Plant Biology 14: 195-203

Pigliucci, M. (2005) Evolution of phenotypic plasticity: where are we going now?
Trends in Ecology & Evolution 20: 481—- 486

Preite, V., Oplaat, C., Biere, A., Kirschner, J., Van der Putten, W.H., Verhoeven, K.J.F.
(2018) Increased transgenerational epigenetic variation, but not predictable epigenetic
variants, after environmental exposure in two apomictic dandelion lineages. Ecology
and Evolution 8: 3047-3059

Puy, J., Dvotdkova, H., Carmona, C. P., de Bello, F., Hiiesalu, I., Latzel, V. (2018)
Improved demethylation in ecological epigenetic experiments: testing a simple and

harmless foliar demethylation application. Methods in Ecology and Evolution, 9: 744-
753

Razin, A. and Riggs, A.D. (1980) DNA methylation and gene function. Science 210:
604-610

29



Reyna-Lopez, G. A., Simpson, J., Ruiz-Herrera, J. (1997) Differences in DNA
methylation patterns are detectable during the dimorphic transition of fungi by

amplification of restriction polymorphisms. Molecular and General Genetics 253: 703—
710

Richards, Ch.L., Schrey, A.W., Pigliucci, M. (2012) Invasion of diverse habitats by few
Japanese knotweed genotypes is correlated with epigenetic differentiation. Ekology
letters 15: 1016-1025

Rozhon, W., Baubec, T., Mayerhofer, J., Scheid, O. M., Jonak, C. (2008). Rapid
quantification of global DNA methylation by isocratic cation exchange high-
performance liquid chromatography. Analytical biochemistry 375: 354-360

Saez-Laguna, E., Guevara, M-A., Diaz, L-M., Sanchez-Gémez, D., Collada, C., Aranda,
L., et al. (2014) Epigenetic Variability in the Genetically Uniform Forest Tree Species
Pinus pinea L. PLoS ONE 9

Sanger, F., Coulson, A. R. (1975). A rapid method for determining sequences in DNA
by primed synthesis with DNA polymerase. Journal of molecular biology 94: 441-448.

Santamaria, M. E., Rodriguez, R., Canal, M. J., Toorop, P. E. (2011) Transcriptome
analysis of chestnut (Castanea sativa) tree buds suggests a putative role for epigenetic
control of bud dormancy. Annals of Botany 108: 485-498

Sharp, P.A., (2001) RNA interference. Genes & Development 15: 485490

Slaby, O., Svoboda, M. (2012) MikroRNA v onkologii. Praha: Galén 17: 324

Snustad P.D., Simmons, M. J. (2009) Genetika. Brno: Masarykova univerzita 21: 87

Struhl, K. (1998) Histone acetylation and transcriptional regulatory mechanisms. Genes
& development 12: 599-606

Stuefer, J.F., Erschbamer, B., Huber, H., Suzuki, J. (2010) Ecology and Evolutionary.
Biology of Clonal Plants

Sung, S., Amasino, R. M. (2004) Vernalization and epigenetics: how plants remember
winter. Current Opinion in Plant Biology 7: 4-10

Surani, M.A.H., Barton, S.C., and Norris, M.L. (1984). Development of reconstituted

mouse eggs suggests imprinting of the genome during gametogenesis. Nature 308: 548—
550

30



Uckelmann, M., Sixma, T. K., (2017) Histone ubiquitination in the DNA damage
response. Division of Biochemistry and Cancer Genomics Centre, Plesmanlaan 121

van Valen, L. (1973) A new evolutionary law. Evolutionary Theory 1: 1-30

Verhoeven, K.J.F., Jansen, J.J., van Dijk, P.J., Biere, A. (2010) Stress-induced DNA
methylation changes and their heritability in asexual dandelions. New Phytologist 185:
1108-1118

Verhoeven, K.J.F., van Gurp, T.P., (2012) Transgenerational effects of stress exposure
on offspring phenotypes in apomictic dandelion. PLoS ONE 7

Volpe, T.A., Kidner, C., Hall, .M., Teng, G., Grewal, S.I.S., and Martienssen, R.A.
(2002) Regulation of heterochromatic silencing and histone H3 lysine-9 methylation by
RNAI. Science 297: 1833-1837

Vrijenhoek, R.C. (1979) Factors affecting clonal diversity and coexistence. American
Zoologist 19: 787-797

Wagner, 1., Capesius, 1. (1981) Determination of 5-methylcytosine from plant DNA by
high-performance liquid chromatography. Biochimica et Biophysica Acre, 654: 52-56

Waterborg, J.,H., (2002) Dynamics of histone acetylation in vivo. A function for
acetylation turnover? Biochemistry and Cell Biology 80: 363-378

Wilkinson, K. A., Henley, J. M. (2010) Mechanisms, regulation and consequences of
protein SUMOylation. Biochemical Journal 428: 133-145

Wilschut, R. A., Oplaat, C., Snoek, L. B., Kirschner, J., & Verhoeven, K. J. (2016)
Natural epigenetic variation contributes to heritable flowering divergence in a
widespread asexual dandelion lineage. Molecular Ecology, 25: 1759-1768

Wing, J., O"Connor, C. (2008) Sex Chromosomes in Mammals: X Inactivation. Nature
Education 1: 221

Winkler, H. (1908). Uber Parthenogenesis und Apogamie im Pflanzenreich. Progressus
Rei Botanicae 2: 293-454

Yao, Y., Kovalchuk, I. (2018) Exposure to zebularine and 5-azaC triggers
microsatellite instability in the exposed Arabidopsis thaliana plants and their
progeny. Biocatalysis and agricultural biotechnology 13: 38-45

Zhang, Y., Fischer, M., Colot, V., Bossdorf, O. (2013) Epigenetic variation creates
potential for evolution of plant phenotypic plasticity. New Phytologist 197: 314-322

31



32



	1. Úvod
	2. Epigenetické mechanismy
	2.1. Methylace DNA
	2.2. Modifikace histonů
	2.3. RNA Interference
	2.4. Ubiquitinace
	2.5. Sumoylace

	3. Metody využívané k detekci methylace DNA
	3.1. Metoda PCR
	3.2. Metoda HPLC
	3.3. Metoda MSAP
	3.4. Sekvenování ChIP
	3.5. Bisulfidové sekvenování
	3.6. Experimentální přístup

	4. Význam epigenetické variability v evoluci a ekologii klonálních rostlin
	4.1. Epigeneticky řízené vlastnosti
	4.2. Příklady
	4.2.1. Transgenerační paměť
	4.2.2. Epigeneticky řízené vlastnosti
	4.2.3. Epigeneticky řízená rostlinná adaptabilita


	5. Diskuze
	6. Závěr
	7. Seznam literatury



