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Abstrakt

Rostliny jsou neustale ovliviiovany riznymiabiotickymii biotickymi stresy, které vyvolavajicelou fadu
reakci. Vysledkem mlze byt zvySena tolerance rostlin viéi rliznym stresovym faktorim jako
je napadeni herbivory nebo nedostatek vody. Tato odolnost mlze byt mimo jiné i epigenetickymi
mechanismy pfenesenaina dalsi generace. Natvorbé mezigeneracniivicegeneracnistresové paméti
se mohou hojné podilet malé RNA slouZzici jako signdini molekuly rychlé odpovédirostliny na stres.
MIRNA jsou pfevazné regulatory genové exprese, prostfednictvim svych inhibi¢nich a degradacnich
aktivit fidi transkripci gent a translaci velkého mnoZstviprotein(. SIRNA by se mohly Ucéastnit pfenosu
transkripéni pamétiprostiednictvim mechanismu RNA fizené DNA methylace (RdDM). Methylace DNA
a histonové modifikace spolec¢né slouzi jako chromatinové znacky, jez je mozné epigeneticky prenést
do dalsich generaci. Na zakladé toho pak rostliny odvozené od stresu vystavenych rodi¢ovskych rostlin
vykazuji velké zmény v genové expresi oproti rostlindm s nestresovanymi rodici. Tyto zmény pak
pretrvavaji po rdzné dlouhou dobu v zavislosti na tom, zda je opét genova exprese indukovana
stresovym faktorem ci nikoli. Zdjem o pochopeni mechanismU transgeneracéni stresové paméti
v posledni dobé znac¢né vzrostl a tyto znalosti mohou jiz brzy umoznit jejich potencidini aplikaci
na slechténirostlin odolnych viici environmentalnim strestim.

Kliéova slova: malé RNA miRNA, siRNA, rostliny, stres, pamét, transgeneracéni, methylace DNA

Abstract

Plants are constantly affected by various abiotic and biotic stresses, which cause a whole range
of reactions. The result can be increased plant resistance to various stress factors such as herbivory
attack or lack of water. Additionally, this resistance can also be passed on to subsequent generations
through epigenetic mechanisms. Small RNAs serving as signaling molecules of the plant's rapid
response to stress can play a large part in the formation of intergenerational and multigenerational
stress memory. MiRNAs are mainly regulators of gene expression, through their inhibitory and
degradative activities they control the transcription of genes and the translation of a large number
of proteins. SIRNAs could participate in the transfer of transcriptional memory through the mechanism
of RNA-directed DNA methylation (RADM). DNA methylation and histone modifications together act
as chromatin marks that can be epigenetically transferred to subsequent generations. Based on this,
plants derived from stressed parent plants show large changesin gene expression compared to plants
with non-stressed parents. These changes then persist for varying lengths of time, depending
on whethergene expression is again induced by the stress factor or not. Interestin understanding the
mechanisms of transgenerational stress memory has recently grown considerably, and this knowledge
may soon allow for potentialapplication in the breeding of plants resistant to environmentalstresses.
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1 Uvod

Rostliny jako pfisedlé organismy bez moZnosti pohybu nemohou uniknout stresu, a proto si musely
vyvinout strategie, jak se se stresem Iépe vyrovnat. V nékolika pfedchozich desetiletich doslo ke
zménam klimatu a vznik stresovych podminek pro rostliny je ¢im dal castéjsi (Shahzad a kol., 2021).
Aby se rostliny vyrovnaly s abiotickym i biotickym stresem, mohou vyvolat rizné adaptivni zmény v
rdstu, vyvojia biologickych funkcich, jako jsou morfologické Upravy, fyziologické zmény, epigenetické
modifikace a akumulace ochrannych metabolitd a prospésnych proteind. Bylo zjisténo, Ze v fadé
pfipadu jsourostliny schopny sityto adaptaénizmény v reakci na specificky stres uloZit do pamétia pfi
opétovném pusobeni stresoru reagovat rychleji a efektivnéji, pfipadné si vyvinout jistou odolnost.
Ldmke a Baurle (2017) definovali tfi rizné typy stresové paméti: somatickou stresovou pamét,
mitoticky dédi¢nou, kterd pretrvava pouze po dobu Zivota rostliny; mezigeneracni stresovou pamét,
kterdje pozorovatelnd pouzev prvnigeneracibezstresového potomstva a transgeneraénipamét, ktera
je meioticky dédi¢na a pozorovatelna po vice nez dvou generacich potomkd, které nebyly vystaveny
pUsobenistresového faktoru (Ldmke a Baurle, 2017). Zdédéna stresova pamét je spjata s rlznymi
molekuldrnimi mechanismy a vyznacuje se navysSenim celkové genové exprese v rostliné i naslednych
generacich. Jeden z prvnich vyzkumu na toto téma ukazal, Ze vystavenirostlin UV zarenia flagellinu
vykazuje zvysenihladin homolognich rekombinaci, které bylo preneseno, ainanékolik dalSich generad
rostlin jiz stresovym podminkdam nevystavenych (Moliniera kol., 2006).

Abiotické stresy, jako je sucho, vysoka salinita ¢i zmény teplot, indukuji zménu v expresi tisicd gent
na transkripcni i posttranskripéni drovni. Mezi zkoumané mechanismy transgeneracniho prenosu
epigenetické informace patfi hormonalni signalizace, zmény v modulaci chromatinu (histonové
modifikace, DNA methylace) a aktivity malych RNA (sRNA). Pravé sRNA by mohly hrat velkou ulohu
v epigenetické regulacigen( odpovidajicich nastres av prenosu chromatinovych znacek do potomstva
stresovanych rostlin. MiRNA maji zejména regulacni aktivity. Jejich sekvence jsou homologni
k sekvencim regulovanych gend, ¢imZ znemoZzniujitranskripcinebo indukujidegradaci prislusné mRNA.
V pfipadé vystavenistresoruje exprese vétsi¢astimiRNA inhibovana a dochazik narlstu exprese jejich
cilovych gent. SiRNA se vice neZz na regulaci exprese podileji na epigenetické paméti rostlin
prostrednictvim RNA fizené DNAmethylace (RADM). Methylace DNA vede k potlac¢enitranskripce genl
a chromatinové znacky mohou byt pfeneseny na potomstvo a zajistit tak lepsi toleranci vidi stresu.
Malé RNA v transgeneracéni paméti rostlin maji velky potencial a mohou byt vyuZity v zemédélském
pramyslu k vytvoreni geneticky modifikovanych rostlin odolnéjsich vici suchu, vysokym teplotam a
dalsim negativnim podminkam. Cilem této prace je detailné prozkoumat potencidlni role malych RNA
v genové regulaciarostlinné toleranci abiotického i biotického stresu se zamérenim natransgeneracni

stresovou pamét ashrnuty poznatky ze studii timto tématem se zabyvajicich.



2 Malé RNA

Malé RNA funguji jako epigenetické regulatory s dilezitymi funkcemi pfi ristu rostlin, reprodukénim
vyvojiareakcich naabioticky i bioticky stres. Ve srovnanis ostatnimiepigenetickymimechanismy, jako
je modifikace chromatinu ¢i methylace DNA, mohou sRNA rychle reagovat narzné environmentalnia
stresové podnéty a plsobit jako mobilni signdlni molekuly k regulaci drovné exprese jejich cilovych
genl (Shuklaa kol., 2008). Malé RNA je mozno rozdélit na dvé hlavni skupiny, ato mikro RNA (miRNA)
a kratké interferujici RNA (siRNA). Dle svého plvodu a pisobenije mozné siRNA dale délit na trans-
pUsobici malé interferujiciRNA (ta-siRNA), pfirozené antisense siRNA (nat-siRNA), siRNA asociované s
repeticemi(ra-siRNA) aj. (Spurnaakol., 2018).

Malé RNA rostlinam umoznujipresné regulovat expresigen( souvisejicich se stresem prostfednictvim
transkripéniho i post-transkripéniho umléovani gend (Baulcombe, 2004). Plvodni prace Lee a kol.
(1993) ukazuje, jak gen lin-4 reguluje vyvoj u hadatek (Caenorhabditis elegans (Maupas)) nikoli
kdédovanim proteinu, ale produkci SRNA. SRNA jsou tvofeny sekvenéné homologné s cilovymi mRNA
transkripty vdokonalém nebo nedokonalém Watson-Crickové parovanibazi, coz vede bud'k degradaci
MRNA transkriptu (béZnéjsi u rostlin) nebo k inhibici translace (Castéjsi u Zivocich() (Dorokhov a kol.,

2006).

ProtoZe téma malych RNA je pfili§ obsahlé na to, aby se veslo do jedné kapitoly a vystacilo by na
samostatnou préci, podrobnéjsiinformace je mozné dohledat v nasledujicich prehle dovych ¢lancich —

Chakraborty a kol., 2022; Chow a Mosher, 2023; Salim a kol., 2022; Tang a kol., 2022.

2.1 miRNA

Nejvice prozkoumany z malych RNA jsou 21-24 nukleotid( dlouhé miRNA. Nejprve vznika v jadre
primarni miRNA (pri-miRNA) transkribovana RNA polymerazoull nebo Il (Lee akol., 2002). Pri-miRNA
je dale zpracovana, pomoci Dicer-like proteind (DCL), predevsim DCL1, asociovanymi s proteiny
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) a SERRATE (SE), na duplex miRNA-miRNA* s tzv. stem-loop, co? je
prekurzor miRNA (pre-miRNA) (Bélangerakol., 2023; Kurihara a kol., 2006). Ten je nasledné odstépen
od duplexu endoribonukledzou RN4azy Ill a duplex je poté methylovdn na 3' konci pomoci HUA
ENHANCER1 (HEN1) a pfenesen do cytoplazmy pomoci HASTY (HST1), exportinového proteinu (Yang
a kol., 2006). Tam se spojuje s proteinem Argonaut (AGO) a spolecné vytvori RNA indukovany
umlcovaci komplex (RISC) (Baumberger a Baulcombe, 2005) (Obr. 2). Tento komplex uz se pak podili

na samotné regulaci exprese dalSich gent (Kuriharaa Watanabe, 2004).

MIRNA plsobi na posttraskrip¢ni Urovni a jejich regulace spociva v inhibici translace nebo degradadi
cilové mRNA. Vazebnd mista jsou pro miRNA komplementarni sekvence na genech nebo 5'

netranslatované oblastinebo 3' netranslatované oblasti. Hlavnimi cili miRNA jsou geny pro transkripéni
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faktory (Jones-Rhoades a Bartel, 2004). Nékteré miRNA jsou exprimovany velmimalo, majina starosti
regulaci rGstu a vyvoje rostlin. Jiné, regulujici specifi¢téjsidrahy, vznikajive velkém mnoZstvia vétsinou
inhibuji expresi svych cilovych genl (Glazov a kol., 2008). Bylo jiz potvrzeno, Ze genova exprese je za
optimalnich podminek regulovana smérem k podpore rlstu a vyvoje rostlin (Vaucheret a kol., 2004;
Mallory a kol., 2005). V souvislosti se stresem se rlst a vyvoj zastavuje ¢i zpomaluje a dochazi
k mobilizaci proces( k adaptacina stres. MiRNA, jejichZ hladiny jsou stresem navyseny, inhibujiexpresi
gend, které majipro rostlinu vyporddavajicise se stresem negativnidlsledky, anaopak miRNA vlivem
stresu ubyvajici umozni zvySenou tvorbu proteini s pozitivnimi Uc¢inky na stresované rostliny i jejich
potomky (Bazzinia kol., 2007; Li a kol., 2008).

Mnoho rlznych vyzkum( ukazalo, Ze pisobeni miRNA je velmi Siroké a cela fada rlznych miRNA se
podili naregulaci esencialnich vyvojovych a metabolickych drahdch rostlin, véetné zmény vyvojové faze
(Aukerman a Sakai, 2003) ¢i transdukce signalu (Zhu a kol., 2020) a také se Ucastni odpovédirostlin na
rdzné formy abiotickych i biotickych stresu, jako je napf. vysoka salinita (Cakir a kol., 2021), stresové
reakce z chladu a dehydratace (Aslam a kol., 2020), ¢i houbova infekce (Zhu a kol., 2022). Ve vétsiné
pfipadd miRNA nefungujisamostatné, ale jejich regulacni aktivity se mnohokrat prekryvajia samotna
regulace funguje na zakladé zmén v expresich miRNA a jejich cilovych gend, coZ je schematicky
zndzornénonaobr. 1.
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Obr. 1. Regulaéni sit miRNA odpovidajicich na stres u husenicku: zelené miRNA, jejichz hladiny se zvySovaly, ¢ervené miRNA
se snizenou expresi. (Pfevzato a upraveno z Kraiwesh a kol., 2012)



2.2 siRNA
SiRNA jsou 21-24 nukleotidové RNA (Hamilton a Baulcombe, 1999; Zamore a kol., 2000), které jsou

zpracovany z dvouvlaknové RNA (dsRNA) ziskané napt. transkripci z invertovanych repetic nebo
pGsobenim RNA-dependentnich RNA polymerdz (RDR), které prevadéji jednovidknovou RNA (ssRNA)
na dsRNA za pomoci proteini RDR6 a supresoru genového umléovani 3 (SGS3) (Dalmay a kol., 2000;
Mourrain a kol., 2000). Zpracovani dsRNA provadéji enzymy RNazy Ill podobné Dicer proteinim a
specifické DCL proteiny (Xie a kol., 2004). Velikost siRNA pak zavisi na ucastnicim se enzymu. (Lee a
kol., 2004). Dale jsou, podobné jako miRNA, asociovany s proteiny AGO1, se kterym vytvari RISC (Obr.
2). Jejich regulacni funkce nasledné vedou k degradacimRNA nebo inhibici exprese na posttraskripéni
Urovni nebo fizeni methylace DNA na traskripcni Urovni. Také bylo zjisténo, Ze se siRNA podili na
regulaci exprese genu u rostlin vystavenych abiotickym stresorim (Sunkar a Zhu, 2004), jako jsou

zmény teplot, salinita a sucho(Yao a kol., 2010).
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Obr. 2. Biogeneze miRNA (A) a siRNA (B) (Pfevzato a upraveno z Kraiwesha kol., 2012)

2.2.1 ta-siRNA
Jednouz duleZitych podskupin siRNA jsou ta-siRNA, které jsou generovany pomocimiRNA a DCL1, jeZ

zpracovavajitranskripty genu TAS, coZ vede k produkci primarnich transkripti nazyvanych pri-ta-siRNA
(Allen a kol., 2005). Tyto primarni transkripty jsou dale konvertovany proteiny RDR6 a SGS3 za vzniku
dsRNA (Peragine a kol., 2004). DsRNA je pak zpracovana proteinem DCL4 a vznikaji 21nt dlouhé ta-
siRNA (Vazquezakol., 2004).

U husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) byly identifikovdny Ctyfi rodiny genl TAS, pficemz



transkripty TAS1 a TAS2 rozpoznava miR173, TAS3 rozpoznava miR390 a na TAS4 cili miR828 (Allen
a kol., 2005). Zmény v hladindch miRNA tak maji vliv i na expresita-siRNA (ataké nat-siRNA). Prokazani
tohoto vlivu bylo zkoumano ve studii s husenickem, kde zvySené eprese miR173 a miR390 zpUsobily
narast hladin transkriptd vSsech gen(i TAS (Moldovan akol., 2010. Ta-siRNA odvozené od genu TAS1se
Ucastni reakci na stres po zvySeniteploty, ktery inhibuje jejich expresi (Zhong a kol., 2013), ¢imz je
umoznéna transkripce genl pro proteiny tepelného Soku jako jsou napf. HEAT-INDUCED TAS1
TARGET1a TARGET2 (HTT1 a HTT2 (Li a kol., 2014).

2.2.2 nat-siRNA

Nat-siRNA je dalsi tfida siRNA a je odvozena od pfirozenych cis-antisense transkriptovych par( gent
SRO5 a P5CDH a prokazaladuleZitou roli vosmoregulacia zvladani oxidacniho stresu pfi solném stresu
u husenicku rolniho. Pfi vysoké salinité je navySena produkce 24nt siRNA (s pomoci proteinu DCL2),
kterd je homologni k mRNA SROS5, tato siRNA nasledné cili na mRNA P5CDH a indukuje jeji degradadi
(Borsania kol., 2005). Z kousku transkriptli je pak za pomociproteinu DCL1 umoZnénadalSidegradace,
kterd vede k produkci 21nt nat-siRNA (Lu a kol., 2008). Ubytek transkriptl P5CDH vede k akumulaci

prolinu, coZz ma pozitivni vliv na schopnost rostliny tolerovat nadbytek soli (Borsani a kol., 2005).

2.3 tRNA fragmenty

Fragmenty RNA odvozené od tRNA (tRF) jsou také tfidou siRNA reagujicich na stres, které mohou
fungovat pfi transkripéni, post-transkripcni a translacni regulaci (Alves a kol., 2017). Jejich velikost je
15-35bp, mohou ¢i nemusi byt asociovany s Dicer proteiny a jsou odvozeny z 5' nebo 3' konce tRNA.
uréitou aminokyselinu a dle své specifity jsou exprimovany pfi rGznych stresovych podnétech
(Thompson a kol., 2008). Napf¥. tRF specificky pro byl indukovan pod solnym stresem a tRF specificky

pro arginin byl vysoce zvyseny stresem z nedostatku vody (Loss-Morais a kol., 2013).

2.4 RNA fFizena DNA methylace
Se siRNA je spjaty dalSi epigeneticky mechanismus, a to methylace DNA (Mathieu a Bender, 2004).

Spolecné s histonovymi modikacemi jsou tyto dva mechanismy, funguijici narozdil od predchozich na
transkrip¢ni Urovni, nejpravdépodobnéjsimi ddvody udrZeni a prenosu stresové paméti do dalSich
generaci(Molinier a kol., 2006; Chinnusamy a Zhu, 2009). Rliznymimetodamibylo zjisténo, Ze béhem
generativni faze migruje vétsi mnozstvi siRNA do zarodecnych bunék ¢i embrya, coz by mohlo byt

mozné vysvétleni, jak se methylace pfendsina potomstvo (Slotkin a kol., 2009).

Samotnda methylace DNA nemusi byt zdédéna sama o sobé, ale mize byt prenesena na potomstvo

pUsobenim siRNA v mechanismu zvaném RdDM (Mathieu a Bender, 2004, Matzke a Birchler, 2005).



RdDM je indukovdana siRNA prostfednictvim dvou RNA polymeraz, RNA POLYMERAZY IV (Pol V) aRNA
POLYMERAZYV (PolV), které fidi akumulaci siRNA regulujicich DNA methylaci(Obr. 3) (EI-Shamia kol.,
2007).
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Obr. 3. Model RNA dependentni methylace DNA: Pol IV se podili na produkci siRNA, které naslednév kooperaci s AGO4
reguluji de novo methylaci DNA zavislou na Pol V (Pfevzato a upraveno z Eun a kol., 2012)

Hlavni methyltrasferazou udrzujicimethylaciv CG mistech je METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) (Aufsatz
a kol., 2004). Rostliny také methylujinon-CG mista. Methylace naCNG (kde N =libovolna baze) a CNN
mistech (kde N = A, T nebo C) se provadi rostlinné specifickymi methyltransferazami
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) a DOMAIN REARRANGED METHYLTRANSFERASE 1a 2 (DRM1 a DRM2)
(Caoa kol., 2003). DRM1 a DRM2 jsou nutné pro veskerou de novo methylaciDNA a jsou fizeny siRNA
(Onoderaakol., 2005). CMT udrzuje methylaciv CNG a CNN mistech (Jackson a kol., 2002).

Methylace DNA je velmi Uzce spjata s regulaci transponovatelnych elementt (TE) a RADM je hlavnim

kontrolnim mechanismem umléovani TE v rostlinach. V souvislosti s reakci na stres je nejvice

probadany retrotranspozon citlivy na tepelnouzménu, ONSEN (Hayashiakol., 2020).



3 Stresovapamétrostlin

Stresova pamét rostlin mize byt popsana jako jev, jehoz prostfednictvim se uchovava informace
o minulém stresovém podnétu ajeho vysledkem je upravendreakce na opakujici se stres nebo trvald
reakce po aktivaénim stresovém podnétu. Stresovou pamét lze rozdélit na dva hlavni typy, a to
somatickou a transgeneracni.

V této praci se zabyvam pouze transkripénipamétirostlin, existujivsak i dalsizptsoby uchovanipaméti
u rostlin, jako je napf. akumulace nizkomolekularnich latek. Transkripéni pamét je po néjakou dobu
trvajici rozdilnd odpovéd v genové expresi po vnéjsSim podnétu.Zménou genové exprese se rozumi bud’
aktivace nebo represe transkripce genu, ktera z(stava po plsobenistresutrvald nebo postupné odezni
a znovu nastava po opétovném pusobenistresoru. Transkripénipamét souvisis tzv. pamétovymigeny.
Jsou to geny, které rostlina mizZe “trénovat” v odpovédina néjaky stres. Trénovanost genll se pak
projeviv mnohem rychlejsi transkripci béhem plsobeni stresu (Ding a kol., 2012). Jejich regulace se
Ucastni spousta malych RNA, ovliviiuji transkripci a dochdzi tak k hormonalnii metabolické kontrole
(Yue a kol., 2022) (Obr. 4). Tyto geny vykazuji jisté podobnosti v nékterych regulacnich vzorcich, a to
i vodlisnych tfidach rostlin. Béhem porovnani jednodélozné rostliny kukufice (Zea mays L)
a dvoudélozné rostliny husenickurolniho (Arabidopsis thaliana L.) vyslo najevo, Ze obé rostliny maji pfi
vicenasobném stresu podobnévzorce odpovédiavzniku transkripénipameétije dosazeno analogickymi
zpUsoby. Ne vsechny pamétové geny vsak funguji na obdobnych principech. Mnoho jich je druhové
specifickych. Navic se ukazalo, Ze odpovéd nastres nenistejnd u stresu, ktery rostlina zazilajen jednou
a u stresu, je? zaziva jiz po nékolikaté. Cim ndsobnéjsi stres je, tim komplexnéjsi je modifikace
v transkripci gend. Zapojuje se vice drah ¢i kaskad, vice signalnich molekul, véetné sRNA, a dochazi
k vice reakcim. V tomto porovnanije pocet genl kukufice zapojenych do obecné odpovédina stres
mnohem mensi nez u husenicku. Ale navysSeni exprese je CastéjSi nez snizeni exprese, kdezto
u husenicku je to opacné. Dulezité je, Ze vysledkem jsou geny schopné znovu reagovat na stres,
prostrednictvim transkripéni paméti(Ding a kol., 2014).

Somatickd stresova pamét je stresova pamét v ramci jednoho jedince, ktery byl opakované vystaven
stresu. M3 se za to, Ze somaticka stresova pamét mulze byt zprostfedkovana podminkami, ve kterych
semeno roste a podnéty vnesenymido semene nebo embrya matefskou rostlinou. Naproti tomu
transgeneraéni pamét ma pravdépodobné epigeneticky zaklad, ktery zahrnuje methylace DNA,

modifikace histond a chromatinu a pasobenimalych RNA (Jaskiewicz a kol., 2011).



Nizka
teplota

sirl '
(Aux/IAAL4 mutantni)
- : : \‘s;.\\ =
huseni&ek o= ryie
./ —— /A Ea— brambory o m——————— 3
i N i \

[ miR169a/d/h T; { [ Stu-novel-miR5125 ] y [ Stu-novel-miR10881 ] } g
i ; E E
p | | . s
8 [ P :
[ wera | 3[sru-ABFsouJ[sm-AAo35825]5"’ GA0x,23158 ; ; |
| | 1 E
| ; : E
’- ; E i

: ;

i prenos signdlu biosyntéza biosyntéza diterpenoidd &
fytohormon( karotenoid( i
YUC2 OsTCP21
biosyntéza auxinu \\ / m 7
Sezonll oveg B,
’

| Casteéné

Zlepseni teplotni

tolerance

Obr. 4. Nékolik miRNA zapojenych do nizkoteplotniho stresu primarné transdukci fytohormonového signalua
mechanismem vychytavani ROS v rostlinach (Pfevzato a upraveno ze Zhang a kol., 2022a)

Transgeneracénistresovou pamét lze rozdélit na mezigeneracniavicegeneracni. Adaptace na ptsobeni
stresoru, které sahajiod jedné stresované generace organism0 po alesporiprvnibezstresovou generad
potomkdu se nazyvaji terminem mezigeneracnipamét. Do tohoto typu paméti se fadii potomstvo, jez
se vyvijelo na materské rostliné (Rendina a kol., 2016). Pokud je pamét zjistitelnd i po alespori dvou

bezstresovych generacich nazyvd se vicegeneracni.

Dlouhodobou transgeneracni paméti regulovanou epigenetickymi mechanismy se zabyvali Johnsen
a kol. (2005) ve studii na smrku ztepilém (Picea abies L.). Autofi vyslovili hypotézu, Ze teplota béhem
materské reprodukce ovliviiuje adaptaéni vlastnosti u potomkl smrku ztepilého. Semena
vyprodukovana za chladnéjsich obdobi vykazovala ovlivnéni teplotou a vyvoj novych rostlinek byl
opozdény. Avsak poté, co vyklicily, ukdzala se béhem dalSich mésicl u potomstva vznikajiciho
v chladném reprodukénim prostredi vétsi Zivotaschopnost nez u potomku ze semen produkovanych
v teplém prostiedi. Byla pozorovana snizena Uroven transkripce genu, které mohou regulovat vyvoj
pupen(, chladovou aklimatizacia embryogeneziu potomku s pamétizvysenych embryonadlnich teplot.

Produkce semen v chladném prostfedi naopak napomohla nasazovani pupenl a celkové chladové

adaptaci. Matefské prostfeditedy mliZe ovlivnit potomstvo aZz na nékolik let (Johnsen akol., 2005).

Udrzovani vzord methylace je nezbytné pro epigenetickou regulaci transkripce u rostlin. V pokusu
s rostlinou huseni¢ku mutantni pro udrzeni methylace v nékolika po sobé jdoucich generacich bylo
zjisténo, Ze v kazdé generaci rostlina methylaci obnovuje za pomoci alternativnich epigenetickych

mechanisml. Tyto mechanismy, které zahrnuji RdDM, inhibici exprese DNA demethylaz



a presmérovani methylace histonu 3 (H3K9), vsak plsobily ndhodné a nekoordinované. V disledku
toho se v pribéhu nékolika generaci rostlin v nepfitomnosti methylaci postupné vytvarely nové
epigenetické vzorce. Tyto vysledky ukazaly, Ze methylace je dlleZitou soucasti epigenetické paméti

a zajistuje stabilni transgeneraénidédic¢nost u rostlin (Mathieu akol., 2007).

Autofilwasakia Paszkowski(2014) si kladli otazku, zda je transgeneraénimu pfenosu mozno zabranit.
Domnivali se, Ze dédicnost zpUlsobuji mechanismy remodelujici chromatin, a proto pokusné rostliny
huseni¢ku mutantni pro dva regulatory chromatinu Deficient in DNA Methylation 1 a Morpheus
molecule 1 (DDM1 a MOM1) vystavili vysokym teplotam. U rostlin mutantnich bud pro DDM1 nebo
MOM1 byla vlivem stresu navySena exprese a snizena methylace, ale ta nebyla pfenesena na
potomstvo. U dvojitého mutanta pro DDM1i MOM1 se genova exprese také zvysila a zaroven bylo
navysenivlivem nizké methylace detekovano i u potomkd. Byla tak potvrzena role DDM1a MOM1v
dédic¢nostitransgeneracéni pamétiito, Ze jejich inhibici Ize zabranit pfenosu trangeneracéni paméti na

potomstvo (lwasakia Paszkowski., 2014).

4 Abiotické stresové faktory

4.1 Sucho

Nedostatek vodyznamenaznacné komplikace pro rlst a vyvoj rostlin. Autoristudie Wijevardana a kol.
(2019) zjistili, Ze tento typ stresoru napriklad negativné ovliviiuje ve likost semen, obsah zivin — jako je
vldknina ¢ bilkoviny, a klicivost semen séji lustinaté (Glycine max L.), kterd je pro sva semena
péstovana. BEhem nedostatku vody rostliny neukladaji pfilis mnoho Zivin do semen, coz mlze byt
pozitivné regulovano pomoci sRNA. Ackoliv se ve studiizamérené natoto téma neprokazal pfiznivy viv
stresu na kvalitu semen potomk( stresovanych rodicl, jejich potomci méli ve srovnani s potomky
nestresovanych rodi¢l nizsi obsah chlorofylu a vyssi obsah flavonoidl, coz je typicky ochranny

mechanismus protiabiotickym stresorlim (Wijevardanaakol., 2019).

Rostliny se prizplsobuji suchu také z hlediska své morfologie, napriklad dochazi k indukci dlouZivého
rdstu kofenl do hloubky a diky této adaptaci mize rostlina znovu ziskat pfistup k Zivindm a vodé
a obnovit tvorbu biomasy (Nosalewicz a kol., 2016). Pokud byla suchem stresovana prarodicovska
a rodicovska rostlina, potomci vykazovalinejlepsivysledky tolerance k suchu. Nasledné generace byly
stale odolnéjsisuchu i poté, co jedna z nich prozila obdobi blahobytu (Herman a kol., 2012). V jiné
studii autofi Liu a kol. (2021c) analyzovali dvé generace rostlin pSenice tvrdé ( Triticum durum Desf.)
vystavené suchu. Potomstvo stresovanych rostlin vykazovalo ve vsech sledovanych parametrech
(obsah chlorofylu, hospodareni s vodou, jakost zrna) lepsi vysledky nez potomstvo rostlin

nestresovanych (Liu a kol., 2021c).



Nedostatek vody zplsobuje omezenifotosyntetickych procesi, coZz miiZze vést k narusenienergetické
bilance rostlin a moznému nedostatku Zivin. Hlavnimidlsledky jsou snizeniobsahu chlorofylu v listech,
oxidaéni poskozenifotosyntetického aparatu a inhibice asimilace oxidu uhli¢itého (Abid a kol., 2016).
Bylo vSak dokazano, Ze minimalné jedno vystavenirostlin stresu z nedostatku vody napomaha le pSimu
hospodarenis vodou a vzhledové se projevuje vétsi produkci biomasy a rlistem korent hluboko do

pldy (Lou a kol., 2018).

Li a kol. (2011) ve své praci detailnéji vénovali mechanismu plsobeni miRNA a dokazali, Ze stresem
indukované adaptace nasucho za pomoci sSRNA jsourealné, a to ve svém vyzkumu tykajicim se topolu
(Populus euphratica Oliv.). Tento druh je odolny i vidi silnému suchu ¢i zasoleni pady (Gries a kol.,
2003), proto byl pravé on podroben sekvenovani miRNA, za Ucelem zjisténi variability a mnoZstvi
pritomnych miRNA. Tato analyza ukdzala, Ze celkové mnoZstvimiRNA v rostlinach vystavenych suchu
se snizilo. Neznamenad to ale, Ze by v rostlinach doslo ke sniZzeni hladin vSsech miRNA. Zménou
zplUsobenou suchem se snizil pocet hojné exprimovanych miRNA, byla sniZzena jejich transkripce, diky
¢emuz mohla rostlina odpovédét nasucho. V souvislosti s tim se téz zvysil pocet rRNA, coZ koreluje se
zvySenim translace specifickych protein(l. Vétsina ostatnich miRNA byla naopak exprimovana vice,
doslo k potlaceni hlavnich metabolickych drah a projevily se drahy vedlejsi, jejichZ produkty se Ucastni
odpovédinastres (Li a kol., 2011).

Tim, Ze by zmény v hladindch miRNA mohly byt pfedavany do dalich generaciu pSenice tvrdé, se vice
zabyvala prace Liu a kol. (2021c). Naméfené hodnoty u potomstva ukazaly, Ze hladiny miRNA
regulujicich nékteré geny(napf. pro biosyntézu karotenoidl a metabolismus porfyrinu a chlorofylu) se
snizily a témito geny kddované proteiny byly u F1 (filial 1) generace exprimovany vice. Pomocimetod
sekvenovanimRNA atranskriptomu ve sledovanych odrlidach autofinalezlistovky pard miRNA-mRNA,
tedy miRNA, jeZ v rostliné pUsobiv antagonistickych regulacnich vzorcich viéi svym homolognim mRNA
(tj. vyznamné snizend exprese miRNA odpovidajici vyznamné zvySené expresi mRNA nebo vyznamné
zvySend exprese miRNA odpovidajici vyznamné snizené expresi mRNA). Potomstvo stresovanych
rodicl vykazovalo 4x vétsi mnozstvimiRNA-mRNA pard s vyznamné rozdilnou expresineZ potomstvo

nestresovanych rodicu.

Tyto zmény v expresivelkého mnoZstvi miRNA vedly k proméné celého transkriptomu sledovanych
rostlin, které se vyrovndvaly s plisobenim stresu. Autoti porovnavali nejvice aktivni biologické drahy
u potomkd rostlin péstovanych za plisobenistresu aza normalnich podminek. U F1 generace odvozené
od nestresovanych rodict byly nejvice exprimovany ctyfi biologické drahy — biosyntéza aminoacyl-
tRNA, anténni proteiny fotosyntézy, endocytdza a metabolismus glyoxylatu a dikarboxylatu. V zrnu
bylo nejvice exprimované geny, jejichz produkty se Ucastni zpracovani proteinu v endoplazmatickém

retikulu. U potomstva stresovanych rodici doslo k nejvétsimu navyseni exprese genl (snizenim
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exprese celé fady miRNA) pro metabolismus glyoxylatu a dikarboxylatu, fixaci uhliku a interakci
rostlina-patogen, zatimco v zrnu byl navysen transport vsech RNA (Liu a kol., 2021c). Tyto drahy maji
vysSi aktivitu pfi odpovédi na sucho a vedou k vétsi efektivité fotosyntézy a vyuziti vody, ¢imz se
u potomstva suchem stresovanych rodicli vyvine tolerance vicinedostatku vody (Lou a kol., 2018).

Prikladem pusobeni antagonistickych miRNA-mRNA zaznamenanych u potomk stresovanych rostlin
a podilejicich se na téchto vyznamnych drahach muze byt draha ko04075, jez se ucastni pfenosu
signalu rostlinného hormonu a mezijejimiRNA cilové geny patfi geny, jako je auxinovy reakénifaktor,
proteinova fosfatdza 2C, proteiny domény TIFY a amidosyntetaza kyseliny jasmonové. Vyznamna je
i drdha ko00710, jejiz ¢clenové reguluji fixaci uhliku a cili miRNA jsou geny jako malatdehydrogenaza,
fruktéza-bisfosfataldolaza a ribuldézabisfosfatkarboxyldza. Obé tyto drahy asociované s miRNA tedy
reguluji prostfednictvim snizeni hladin pfislusnych miRNA celou fadu dllezitych gen(, tyto geny jsou
najednou mnohem vice exprimovanya jimikddované bilkoviny se mohou zaéit hromadit, coz by mohlo

mit za dUsledek pozorovanou zvysenou odolnost potomku vicisuchu.

Autofi této studie rovnéz vystavili suchu potomky stresovanych i nestresovanych rodici. Pouze
stresovana F1 generace odvozenad od stresovanych rodicl vykazovala snizeniexprese miRNA jako ata-
miR167b-3p, bdi-miR394 a osa-miR398a_L + 1R-1. Zajimavé je, Ze v jejich vyvijejicich se zrnech bylo
pozorovano naopak navyseni exprese dvou z vyse uvedenych miRNA, a to ata-miR167b-3p a osa-
miR398a_L + 1R-1. Mezi geny nejvice exprimované u stresovanych potomku stresovanych rodicl
patfila cytidylat kindza (regulace snizenim hladiny ata-miR167b-3p), protein F-boxu (regulace
ata- miR528-5p), poly[ADP-ribdza] polymeraza SRO1 (similar to RCD-ONE1) (regulace ata-miR528-5p)
a gen histonu H4 (regulace tae- miR398 L + 1R-1). Nejvétsirozdily v expresi mély ttu-miR160 a tae-
miR408 L-1 (regulujici gen enoyl-CoA hydralazy), které byly u potomk( stresovanych rodicu
exprimovany malo a u potomku nestresovanych rodi¢i naopak hodné.

Autofi také naptiklad zaznamenali zmény v hladiné bdi-miR394, coZ je jednaz malych RNA, ktera
reguluje gen pro glutathionreduktazu a plsobiv listech pSenice. Jejihladiny se vlivem sucha u potomk{
vyznamné navysily, atimi¢innost askorbat-glutathionového cyklu, jez zajistuje vychytavanireaktivnich
forem kysliku (ROS).

Dalsi miRNA jejiz hladina byla u rodici i jejich potomkU pfi stresu snizena byla ata-miR167b-3p, ktera
reguluje expresi genu pro adenylat kinazu (Liu a kol., 2021c). Tento enzym se podili na hospodareni
s energiiv chloroplastech prostfednictvim kontroly rovnovahy ADP a ATP (Igamberdiev a Kleczkowski,
2011). Obdobnym zplsobemfungujeisnizenihladiny tae-miR408_L-1, ¢imZ se navysiexprese proteind
biosyntézy klastru Zelezaa siry. Par osa-miR827 a rodina transportérl podobnych EamA opét zvysuje

hladiny svych cilovych gend, jejichZ produkty se podili na transportu auxinu a aminokyselin.

Pfitomnost ¢i nepfitomnost vsech jiz uvedenych miRNA tedy u potomku stresovanych rostlin vedla
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ke zlepSeni hospodareni s vodou a zvysila efektivitu fotosyntézy (napf. se zvysil obsah chlorofylu
asnizila pradduchova vodivost listl, diky ¢emuz se snizuje asimilace CO,). Dlisledkem je, Ze zrna
vyprodukovana potomky stresovanych rodi¢li navic obsahovalavice bilkovin a fenolli oprotizrniim od
potomkad, jejichZ rodi¢e suchem netrpéli (Liu a kol., 2021c). To podporuje hypotézu, Ze aktivace
specifickych drah pomoci miRNA vede k tomu, Ze do zrn je ukladano vice bilkovin a dalSich Zivin

(Tabassum a kol., 2017).

Kromé dédi¢nych zmén v hladindch miRNA byly v pfipadé stresu suchem sledovany izményv methylac
DNA, které mohou souviset s pisobenim siRNA. Plsobeni siRNA na methylaci konkrétnich genl
zkoumali Tricker a kol. (2013). U potomstva husenicku rolniho zjistovali stabilitu methylace DNA na
genech speechless (SPCH) a FAMA, jeZ se UcCastni vyvoje stomat. Po vystaveni rodic¢d suchu doslo
k akumulaci siRNA a narlstu methylace DNA v oblasti genl SPCH a FAMA, ¢imz doslo ke snizenijejich
exprese a ke snizeni tzv. stomatdlniho indexu (SI, pocet stomatalnich bunék). U prvni generace
potomstva péstovaného bez vlivu stresu byla methylace SPCHiFAMA zachovana. U SPCH se zachovala

ve vétsi mite, u FAMA byla podobnost mensi.

Ve chvili, kdy byla prvni generace vystavena stejnému stresu jako rodi¢e, mnozstvi siRNA se nahle
snizilo a methylace DNA byla odstranéna. Ve druhé generaci, kdy pfimi rodi¢e nebyli vystavenistresu,
se methylace nepfeneslaa Sl se vratil k pdvodnimu stavu (Tricker a kol., 2013), coz by souhlasilo
s drivéjSihypotézou, Ze prenos jistého fenotypu do naslednych generacivlivem stresu nenijisty (Boyko

a kol., 2010).

Ve studii s rdesnem Cervivcem (Polygonum persicaria L.) potomci stresovanych rostlin opét prokazali
zvyseny rast korend, zvétseni listové plochy a téZ narlst objemu biomasy oproti potomkim dobie
zalévanych rostlin, obdobné jako v predchozich studiich. Autofi této studie pozorovali zménu
methylace souvisejicis nartistem obsahu bilkovin a skrobl v semenech a vyslovili hypotézu, Ze zmény
v methylaci DNA byly zdédény od stresovanych rodicli s pomoci malych RNA. Pro kontrolu byla
indukovana demethylace DNA, jez odstranila veskeré Ucinky zdédénych adaptaci a demethylované
rostliny nevykazovaly zadné vykyvy v genové expresi, ¢imZz byla prokazana role methylace DNA

v epigenetické dédi¢nostirostlin (Herman a Sultan, 2016).

V jiné studii autofi Preite a kol. (2018) sledovali prenos methylace DNA a moznou roli sSRNA v tomto
mechanismu. Tento experiment byl proveden na nékolika generacich rostlin pampelisky lékarské
(Tarawacum officinale Wig.) opakované vystavenych suchu.V prvnigeneraci se ukazala pouze mensi
tolerance. Ve druhé generaci stresovanych rostlin pochazejich od stresovanych rodi¢ uz vsak byla
odolnost suchu prokazatelnéjsi a byly méfitelné taktéz zmény v produkci sSRNA. Doslo ke zvyseni
produkce sRNA a ke zvySeni methylaci. Dokonce i po jedné generaci nevystavené stresu zlstala

methylace zachovana (Morgado a kol., 2017).
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RGznymi metodami bylo zjiSténo, Ze béhem generativni faze migruje vétsi mnozstvi sRNA
do zarodeénych bunék ¢i embrya, coZz by mohlo byt mozné vysvétleni, jak se methylace prenasi
na potomstvo (Slotkin a kol., 2009). Pfi zkoumanivlivu sucha na methylaci DNA u jeémene ( Hordeum
vulgare L.), se ukazalo, Ze obdobi, kdy rostlina tvofi semena je nejvhodnéjsi pro asociaci sSRNA
a methylace. Vysoce vykonnym sekvenovanim RNA byla mimo jiné odhalena pfitomnost malych
heterochromatickych RNA (hc-siRNA), jeZ jsou obecné pro odpovéd rostlin na sucho typické. Byly
pozorovany jen ty hc-siRNA, které vykazovaly pfitomnost u rostlin stresovanych a nebyly pfitomny
u rostlin stresu nevystavenych. Nejvétsi narlist byl pozorovan u hc-siRNA homologni ke genu pro
cytokinin-oxiddzy 2.1 (HvCKX2.1). Pravé v promotorové oblasti tohoto genu byla zjisténa vySsi
methylace DNA, coZ vedlo ke snizeni exprese genu HvCKX2.1 a naopak zvysSeni koncentraci jeho
substratu—cytokinin(. Narlst cytokininl byl nejvice znatelny béhemkli¢enizrn, jiz vyklicené sazenicky
jeCmene pochdazejici od stresovanych rostlin kli¢ily rychleji. Tento proces muze byt vysvétlen tak, Zze
vSechny sledované hc-siRNA béhem sucha migrovaly ve zvySené mife do zrn jemene anesly s sebou
informaci o methylaci DNA v nékterych genech Ucastnicich odpovédi rostliny na sucho, coz pfineslo
vyhodu i potomstvu stresovanych rostlin, ackoliv zrna byla jiZ v dobé stresu vytvorena (Surdonja akol,,
2017). Zajimavé oviem je, Ze ve vySe uvedené studii na pampeliSce dochdzelo k pfenosu methylace

i poté, co byl stres aplikovan béhem vegetativnifaze (Morgado akol., 2017).

4.2 Teplo

Velmi éastym typem stresu, se kterym se rostliny setkavaji, je tepelny stres, zpUsobujici inhibici ristu
a navyseni ROS v organismu rostlin, jeZz narusuji bunéénou homeostazu. Nasledkem toho dochazi
ke zménam genové exprese mimo jiné i snizenim ¢i zvysenim hladin sRNA, jez ve vétsiné pfipadl
prispivaji ke zvySenigenové expreseatvorbé proteintd tepelného Soku (HSP) (Kushawaha akol., 2021).
Napriklad ve studiich topolu plstnatého (Populus tomentosa Carr.) a btizy (Betula luminifera (H.J.P.
Winkl)) autofi jejich sekvenovanim prokazali roli miRNA, jez snizenim svych transkriptd navysily
expresii gend, jejichz kddované proteiny pozitivné plsobily na transport latek, antioxidaci, udrzeni
bunécné stény aminimalizaci oslabeni rlstu a vyvoje rostlin (Chen a kol., 2012, Pan a kol., 2017).

Exprese nékterych miRNA vsak mizZe byt plisobenim stresuizvysSena. Tepelny stres napfiklad indukuje
expresi miR156, kterd negativné reguluje transkripéni faktory SPL. Tyto transkripcni faktory reguluji
vyvojové prechody a omezuji diferenciaci organi. MiR156 zaroven pozitivné reguluje expresi dalSich
proteind s pozitivnimi Ucéinky (vétSinou proteiny tepelného Soku, napf. APX2, HSA32, HSFA2)

na stresovou odpovéd'atato podporaexprese zlstava dlouhodoba. (Stief a kol., 2014).

MiIRNA plvodné pochazejiz ncRNA, jejichZ produkce také mohou byt ovlivnény vystavenim rostliny

stresu. Nekodujici RNA fragmenty (ncRF) mohou byt mj. odvozeny od tRF (Byeon a kol., 2017). TRF
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figurujiv odezvé nastres ze sucha (Loss-Morais et al., 2013) ¢i tepelny stres u rostlin psenice ( Tricitum
aestivum L.), kde rGzné typy sRNA prokazatelné poskytly potomstvu stresovanych rostlin zvysenou
termotoleranci (Wang et al., 2016). Rozdilnd exprese ncRF byla analyzovana v potomstvu rostlin
vystavenych vysoké teploté a kontrolnich rostlin brukve fepdku (Brassica rapa L.). Rostliny, jeZ byly
analyzovany, nebyly vystaveny zddnému stresu, a proto jakykoli rozdil pozorovany v této praci byl
zpUsoben vystavenim teplu u rodi¢ovské generace. Sledovany byly hladiny rGznych ncRNA v listech
potomstva nestresovanych a stresovanych rostlin a vysledkem bylo nalezeni rozdilné exprese a
zpracovani tRNA fragmentd (tRF) a malych jadérkovych RNA fragmentl (snoRF), ale nikoliv rRNA
fragment( (rRF) a malych jadernych RNA fragment( (snRF). Autofiu potomstvatepelné stresovanych
rostlin zaznamenali vyznamné vyssi hladiny tRNA a nizsi hladiny rRNA, snoRNA a miRNA. Porovnani
distribuce tRF v stresované rodicovské generaci a jejich potomstvu ukazalo maly rozdil v téchto dvou

skupindch, coz naznacovalo, Ze tento vzor byl pravdépodobné zdédén.

Nejvyraznéjsim rozdilem mezi potomstvem tepelné stresovanych a kontrolnich rostlin byla zména
v abundancitRF a snoRF. U potomstva tepelnéstresovanych rostlin bylo pozorovdno vyznamné snizeni
procentatRF alaninu, tRF argininu a tRF tyrosinu a vyznamné zvysenitRF aspartatu. Co se tyce snoRF,
nékteré typy byly v potomstvu tepelné stresovanych rostlin snizeny. V potomstvu te pelné stresovanych
rostlin byl také vyznamné vyssi pocet nékterych tRF cilenych na proteiny fidici metabolismus
brassinosteroidd, hladiny snoRF Ucastnicich se regulace téchto proteind byly nespecificky zvyseny
i snizeny. Na zakladé téchto vysledk( se autofi domnivali, Ze zdédénirozdilné exprese tRF a snoRF
zacilenych na gen zapojeny do metabolismu brassinosteroidli umoziiuje, aby potomstvo tepelné

stresovanych rostlin bylo Iépe ptipraveno reagovat na stres (Byeon akol., 2019).

Studiem prispévku sRNA k transgeneracni dédi¢nosti vyvolané tepelnym Sokem u brukve fepdku se
zabyvali Bilichak a kol. (2015). Rodicovské rostliny byly péstovany pfi vysokych teplotach a jejich
analyzovani potomci jiz stresu vystaveni nebyli. Celkové byly pozorovany zmény v akumulaci SRNA
v rostlindch brukve osetfenych tepelnym Sokem s témér rovnomérnym zastoupenim poctu gen( se
zvySenouisnizenou expresi. Nejvyraznéjsizmeény byly prekvapive zjistényv rostlinnych pletivech, které
nebyly pfimo vystaveny stresu, jako je pyl a endosperm. Mensizmény byly zaznamenany v listech,
meristému kvétenstvi, oplodnénych vajickdch a embryu. Zadna ze sledovanych sRNA nereagovala
natepelny stres v neoplodnénych vajickach. Nejvyssi narlist genové exprese byl pozorovan
v endospermu. To mlze byt vysvétleno demethylaci genomu a snizenim exprese genu souvisejicich

s inhibici exprese (Hsieh akol., 2009).

Vétsina genl indukovanych stresem ve vsech tkanich byla zafazena do kategorie ,gen( odpovédi
na stres”. Potomstvo stresovanych rostlin mélo detekovatelny pokles sRNA ovliviiujicich expresigen(

a transpozond, coz bylo v souladu s celkovym narlstem regulace genové exprese pozorované
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u potomstva stresovanych ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Zatimco geny zapojené do reakce na
stres byly pfevladajicimidomnélymiciliv pylu alistech potomstva, vendosp ermu byly nejvice navyseny
sRNAfidici genovou expresizapojenédo procesu metabolismu RNA a transportu. Autofisi také vSimli
zvySeni hladin tRF zapojenych do regulace brassinosteroidovych proteini u potomk( stresovanych

rostlin podobné jako ve studii Byeon a kol. (2019).

ProtoZe k nejvétsim zménam genové exprese doslo v endospermu, byly pravé tam sledovany pary
miRNA/mRNA. Velice zajimavy byl objev zmény genové exprese u tepelné stresovanych rodi¢ i u jejich
potomkl v pfipadé rodiny miRNA miR168, jeZ reguluji protein AGO1, ktery je esencidlni pro
metabolismus miRNA (Vaucheretakol., 2004). Zatimco u listll, neoplozenych a oplozenych vajicek bylo
pozorovano nevyznamné snizeni genové exprese AGO1, velké zvyseni bylo detekovdno v meristému
kvétenstvia pylu. Exprese AGO1 byla celkové podobna v potomstvu stresovanych a nestresovanych
rostlin, i kdyzZ bylo detekovano velké zvySenihladin miR168 u potomku tepelné osetrenych rostlin
(Bilichak a kol., 2015). Jednim z moznych vysvétleni by mohlo byt, Ze promotory AGO1i miR168 jsou
aktivovany za podminek abiotického stresu, coz by naznacovalo, Ze zvysenihladiny miR168 je nezbytné
pro udrzenistabilni hladiny transkriptu AGO1béhem stresové reakce (Li a kol., 2012). Je tedy mozné,
Ze exprese nékterych genl souvisejicich se stresem musi byt doprovazena i zvySenim hladin
regulujicich miRNA.

Rozdily v expresirtznych pard miRNA/mRNA sledovali autofi Liu a kol. (2021b) ve své studii s pSenici
tvrdou, kde pouzili semena jiz dfive suchem stresovanych rostlin, a vzrostlé semendcky vystavili
vysokym teplotam. Dale analyzovali potomstvo téchto semenackll péstované jiz bez stresu. V rdmci
stejného typu analyzované tkané byl pocet vyznamnych parli miRNA-mRNA vyssi ve skupinach od
stresovanych rodicd ve srovnani s témiod kontrolnich rodica.

Vybrané pary miRNA-mRNA mély spolecny rys — vzajemné pUsobily antagonisticky, tedy vyznamné
snizena exprese miRNA odpovidala vyznamné zvysené expresi mRNA a naopak. Prikladem muze byt
par protein F-boxu amiR528, kdy hladina miR528 byla snizenaagen proteinu F-boxu vykazoval nejvyssi
expresive skupinach potomstva od kontrolnich rodicl ze vsech sledovanych miRNA-mRNA parQ (Liu
a kol., 2021b). Proteiny F-boxu majivyznamnou roliv adaptaci rostlin na rGzné abiotické stresy, jelikoz
regulujiexpresidalSich proteind souvisejicich s odpovédinastres a pomahajicich rostliné vyporadat se
s oxidacnim poskozenim (Zhou a kol., 2015). Podobnou funkci ma i gen pro katalazu-1 regulovanou
miR5054 ¢i pro Cu/Zn superoxiddismutazu (SOD) regulovanou miR398 (Jagadeeswaran a kol., 2009),
které se Gcastni vychytdvaniROS (Liu a kol., 2021b).

Zajimavé je, Ze v jiné studii byly hladiny miR398 vlivem tepelného stresu navyseny, ¢imz doslo k nizsi
expresi genll pro SOD a akumulaci ROS. Na zakladé toho se jesté vice zvysila exprese proteini

tepelného Soku a rostlina se se stresem velmi dobfe vyrovnala (Guan a kol., 2013). K vyrovnani vlivu
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stresu prispély, po navyseni genové exprese snizenim hladin pfisluSnych miRNA, i pary ATPaza
prenasejici fosfolipidy (regulace miR837), faktor odezvy auxinu 17 (regulace miR408) a FKBP13
(regulace miR160). Celkové tedy nizsi exprese miRNA ve skupinach potomku od stresovanych rodicl
umoznila vyssi expresijejich cilovych genl(, jez maji pozitivni funkce pfi adaptaci rostlin na stres (Liu
akol., 2021b).

Zvysenim teploty na 22-30 °C doslo ke snizeni hladiny exprese proteint SGS3, coz oslabilo tvorbu
stabilnich dsRNA esencidlnich pro biogenezi siRNA. Na tvorbé dsRNA se podili také drahy
posttranskripcéniho umléenigend (PTGS), jez mohou byt inhibovany zvysujici se teplotou (Depicker a

Montagu, 1997; Szittyaa kol., 2003).

Ve studii Zhong a kol. (2013) byly vybrany rostliny husenicku rolniho, konkrétné trpasli¢i mutanta
s nedostatkem proteinu BRI1, zodpovédného za objemovy rist. Tyto mutanty byly mnoZené po 20
generaciza Ucelem zjisténivlivu teploty na fenotyp. Trpaslici rostliny se pfi péstovaniza teploty 15 °C
nijak nezmeénily, jejich vzhled byl stale udrzovan aktivnim PTGS. Pfi péstovani pfi 30 °CvSak tyto rostliny
prestaly byt trpasli¢i, ale naopak vypadaly jako pfirodni fenotyp, jelikoZ doslo ke snizeni genu SGS3
a inhibici PTGS a zméné v morfologii rostlin. Rostliny byly péstovany po nékolik generaci za teplot
v rozmezi 22-30 °C pro kazdou skupinu udrzovanych konstantné. Na zakladé toho byla pozorovéna
korelace mezi vzristajici teplotou a procentem rostlin vypadajicich jako standardni fenotyp, coz je
dusledek inhibice kroku vedouciho k tvorbé dsRNA a nasledné siRNA v rostlinach, ¢imz bylaumoznéna
tvorba proteinu BRI1. Dalsim poznatkem bylo, Ze teplem indukovana epigenetickd pamét byla
udrZovana alespon tfi generace s rychle klesajici silou. Pozdéjsi generace bez stresu mély opét
mutantnivzhled. Autofi také potvrdili svou hypotézu, Ze inhibice PTGS je specificky indukovana pouze
tepelnym stresem a po vystavenirostlin stresu ze soli ¢i sucha skuteéné mutanty svilij vzhled neménily.
Experimentalné bylo jeSté ovéreno, Ze nadmérnd exprese genu SGS3 aktivovala teplem spousténou

inhibici biogeneze siRNA (Zhongakol., 2013).

Jakym zplisobem se déje prfenos tohoto mechanismu na potomstvo se dale zabyvali Liu a kol. (2019).
Zjistili, Ze tepelnym stresem indukovany transkripéni faktor HSFA2 aktivuje demethyldzu REF6, kterd
ho zpétnovazebné reprimuje. Spolu vytvarizpétnovazebnou smycku a aktiv uji E3 ubikvitin ligdzu SGS3
asociovanou s interaktivnim proteinem 1 (SGIP1). Degradace SGS3 zprostifedkovana SGIP1 vede
k inhibici biosyntézy trans-pUsobici siRNA (ta-siRNA). Dusledkem plisobeni smycky REF6-HSFA2
ainhibice ta-siRNA je deaktivace TAS1 TARGETS5 (HTT5), ktery je kofaktorem protein(i tepelného Soku
a ktery je cilem ta-siRNA a vyvolany teplem fidi ¢asné kveteni, ale také oslabuje imunitu (Liu a kol,,
2019). Obecnéjilze fict, Ze ta-siRNA jsou zvysenou teplotou inhibovany, zatimco geny tepelnéhostresu,

na které jsou ta-siRNA zaméreny, jsou v disledku inhibice ta-siRNA indukovany (Lia kol., 2014).

Studie Liu a kol. (2019) byla provedena na rostlindch husenicku, vystavenych tepelnému stresu
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aposléze sledovana doba kveteni, kterd zlstavala zrychlend jesté ve treti generaci rostlin jiz
nevystavenych stresu. Inhibicita-siRNA doslo k narlstu exprese genti zodpovédnych za kveteni. V prvni
generaci potomstva rostlin vystavenych vyssi teploté byla nejvice snizend exprese dvou ta-siRNA,
siR255 a siR1511. V dalsich generacich jejich hladiny opét pomalu vzristaly. Dale bylo experimentainé
ovéreno, Ze teplem indukovana exprese proteinu SGIP1, jehoZ funkci je degradace SGS3, ktera vede

k inhibici ta-siRNA. Teplem aktivovana exprese proteinu SGIP1 byla nasledné zdédénav potomstvu.

Analogicky i teplemindukovand navysena exprese HTT5 byla pfenesena do potomstva. Disledkem pak
bylo snizenihladin ta-siRNA a zvySena exprese cilovych gend, naptf. AUXIN RESPONSE FACTOR 4 (ARF4)
a MYBDOMAIN PROTEIN 75 (MYB75), které se velkympodilem ucastnisignalizace v rostlinné odpovédi
na tepelny stres. Jiz bylo feceno, Ze Casné kveteni je kompenzovano snizenou imunitou. Autofi
po nékaze rostlin bakterii Pseudomonas syringae (van Hall) pozorovali zvySenou citlivost rostlin na
patogen, ¢imZ hypotézu potvrdili(Liu a kol., 2019).

Autofi studie zabyvajici se PTGS Zhong a kol. (2013) také pozorovali, Ze zvySeniteploty o 22—-30 °C
zménilo stav methylace DNA u rostlin husenicku, nenalezlivsak korelaci mezi pozorovanymizménami
methylace DNA cilovych genl ainhibici PTGS vyvolanym teplotou nebo jeho naslednou transgeneracni

dédic¢nosti(Zhonga kol., 2013).

Methylaci DNA a jejisouvislosti se zménou teploty se zabyvali Zhang a kol. (2022b). Jako pokusny
material pouzili rostliny jahodniku obecného (Fragaria vesca L.) a béhem tfi asexualnich generad
pozorovali zmény v methylaci a transkripci za teplot 18 °C a 28°C. Pfi 28 °C dochazelo k negativnim
zménamyv transkripci riznych gen(, zejména souvisejicich s metabolismem giberelinu a dobou kvé tu.

V okoli téchto genl se methylace zvysovala.

Podobna zména se vyskytla i u repetitivhich elementl (RE) a gen( v jejich blizkosti. Jednim takovym
genem je i SAWADEE, ktery se aktivné Ucastni methylace DNA fizené RNA. Obecny pozorovany Ucinek
blizkosti RE byla snizend hladina transkriptu tohoto genu. Stejné tak nasledkem zvyseni teploty
methylace DNA korelovala s genovou expresi. Pomalejsi nastup kveteni byl detekovatelny i po tfech
asexudlnich generacich, coz naznacuje, Ze ucinky na dobu kveteni se mohou pfi opakovaném stresu

akumulovat po nékolik generaci(Zhanga kol., (2022b).

Otazkou, zda teplota ma vliv na methylaci rostlin béhem stresu, se dale zabyvali Yadav a kol. (2022).
Béhem 25ti generaci huseni¢ku rolniho byl pozorovan zvySeny narQist de novo methylace
(mechanismus RdDM), kdeZto plvodni methylace byla spiSe snizena. Mechanismus RdDM tak byl
oznacen za teplem ovlivnitelny. Ve prospéch hypotézy, Zze DNA methylace mlze byt v dobé stresu
fizena siRNA, mluvi to, Ze autofi pozorovali narlst epimutaci, zpisobenych vysokou methylaci,
v oblastech fidicich biosyntézu a metabolismus DNA a RNA (véetné sRNA) a oblastech s geny

odpovidajicimina biotické a abiotické stresy (Yadav a kol., 2022).
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lezndmo, Ze RADM je hlavnim reguldtorem umlcovanitransponovatelnych element( (TE) v rostlinach.
V pfipadé ONSEN, coi je retrotranspozon specificky tim, Ze je mozné jeho aktivitu indukovat teplem,
vSak methylace neni dostatecna k jeho inhibici a za zvySenych teplot vyuZiva reakce rostlin na stres
a spoustitranskripci (Cavrak akol., 2014). Roli RADM v souvislostis ONSEN zkoumalina husenicku lto a
kol. (2011). Autofi zjistovali, jakym zpUsobem se projevi naruseni biogeneze siRNA na teplem
indukovanou akumulaci ONSENu v rostlinach. Byly pouzity mutantni rostliny s inhibovanou biogenezi
siRNA a pozorovana velka frekvence narlstu inzerci ONSEN v potomstvu tepelné stresovanych
mutantnich rostlin. Bezprostfedné po vystavenistresu doslo k nardstu ONSEN transkript(, dalsitfi dny
byly stale detekovdny ve zvySené mire. Ddle po vystaveni stresu se transkripty ONSEN postupné
rozkladaly a zkracovaly, az po 20-30ti dnech nebyly vibec detekovany. V dalsi generaci vSak proces

zacal znovu a ONSEN byl opét aktivni.

Cose tyce porovnanihladin siRNA specifickych pro ONSEN v mutantach a rostlinach divokého typu, tak
u rostlin divokého typu se ihned po vystaveni tepelnému stresu akumulovaly v oblastech LTR ONSEN
24nt siRNA, kdeZto v mutantnich rostlinach se vyskytovaly v malé mite, a nikoliv v blizkosti ONSEN. Az
v nékolika dnech po vystavenistresu se zacaly i u mutantnich rostlin zvySovat hladiny siRNA. SiRNA se
vSak hromadily i v kontrolnich rostlinach, a tak tyto vysledky ukazaly, Ze regulace zprostfedkovana
SiRNA je zodpovédna za omezeni hladin transkriptll ONSEN po tepelném stresu, ale neucastni se

obnovy stavu béhem obdobizotavenirostlin.

Dosud byla pfijata teorie, Ze vloZeninovych inzerci ONSEN do dcefinych rostlin je kontrolovdno siRNA
béhem gametofytické faze (Mosher a kol., 2009). V této studii vSak bylo, diky 16ti generacnimu
sledovanivzorl novych inzerci, lisicich se u kazdé dcefiné rostliny, prokdzano, Ze transpozice musely
nastat jesté pred gametogenez. Retrotranspozice vSak nebyla pozorovdna u potomstva rostlin
pfirodniho fenotypu vystavenych stresu nebo u nestresovanych mutantnich kontrol, coZ ukazuje na
klicovou roli drahy siRNA pfi omezovani retrotranspozice spousténé stresem prostredi. Z hlediska
stresové pamétibylo zajimavé zjisténi, Ze ONSEN indukuijiv blizkych genech citlivost na teplo ve formé
snizeni ¢i zvyseni genové transkripce, ¢imzZ pro rostlinu vznikd moznost pro zapojeni dalSich genl do
odpovédinastres(lto a kol., 2011).

Natuto studiinavazali Matsunaga a kol. (2012) atentokrat rostliny husenic¢ku podrobilivicendsobnému
tepelnému stresu. PouZili rostliny standardniho fenotypu a mutantni rostliny s ¢astec¢né inhibovanou
biosyntézou siRNA, podrobilije tepelnémusoku a poté ijejich potomky a nékolik dalSich generaci. Vzdy
pouze u rostlin s narusenou biosyntézou siRNA doslo v kazdé generaci k inzerci, amplifika ci a aktivaci
novych ONSEN. Hladina transkriptd ONSEN byla vyssis opakujicim se stresem. Reciprocnim kfiZzenim
mutantnich rostlin autofi dosli k zavéru, Ze transpozice ONSEN byla odvozena od obou rodicd, protoze

k inzercim dochazelo, at uz byla stresovana samdi¢i samiéi rostlina.
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Dalsi zajimavy poznatek pochazejici jiz z predchozi studie je, Ze rostliny mutantni pro protein dcl3,
patfici do rodiny DCL, jeZ se, svou produkci malych RNA, podili na regulaci TE, i pfes tuto mutaci
nevykazovaly Zadnou aktivitu ONSEN. Existuji totiz proteiny schopné nahradit funkci dcl proteind.
Autofi se pokusili prokazat, Ze dcl proteiny jsou postradatelné pfikontrole transgeneracnitranspozice
u husenicku. PouZzilikombinace rostlin s deficitem tfirliznych dcl protein, vystavilije tepelnému stresu
a ujejich Sestipotomkd sledovali ONSEN transpozice.AZ natrojitého mutanta nebyly transpozice nikde

detekovany, atak byla teorie potvrzena (Matsunagaakol., (2012).

4.3 Salinita

Zvysena salinita zplsobuje naruseni osmotické rovnovahy a dochazi ke zménam hladiny esencialnich
iont(, jako jsou sodné adraselné, coZz ma za nasledek poruchy v transportu a pfijmu Zivin a mineralnich
latek, a negativni zmény ve vodnim potencidlu. Akumulace sodiku mze mit nicivé nasledky, rostliny
jsou vSak schopné ho aktivné vylucovat na povrch a odolavat tak stresu zasolenim (Davenport a kol,,

2005).

Destabilizace iontové rovnovahy rostliny vede k tomu, Ze pomaleji kli¢i, kvete i roste. Vysoka salinita
také zplsobuje nadmérnou produkci ROS, zejména peroxidu vodiku. Vysoké hladiny ROS jsou ucinné
odstranovany plsobenim antioxidacnich enzymd, jako jsou kataldza ¢i superoxiddismutaza, jejichz
zvysSendexpreseje indukovanasnizenim hladin sRNA (napf. miR398) (Menezes-Benaventea kol., 2004;
Sunkar a kol., 2006). U rostlin vojtésky (Medicago sativa L.) stres zasolenim indukuje aktivitu miR156,
jez ucinné plsobijen pti velmisilné salinité a nasledkem je snizovanipfijmu sodnych iontl v bunkach
(Arshad a kol., 2017). Cilem miR156 jsou SPLgeny (Squamosa Promoter Binding Protein-Like), coZ jsou
transkripcni faktory, které pfisolném stresu plsobinarostlinu negativné, zejména co se tyce snizovani
rGstu list i koren(. CinnostimiR156 je viak exprese SPLgend snizena, coz umoziiuje vy$sirist biomasy
i za stresovych podminek. Je tedy dokazano, Ze se zvysujici se expresi miR156 se zlepsuje schopnost

rostliny udrzetrUst i pfes vysokou slanost prostredi, kterad by rist jinak inhibovala (Aunga kol., 2015).

Podobnych vysledk( dosahlii Wang a kol. (2013) u rostlin baviniku (Gossypium L.). Exprese rlznych
miRNA se zvysila s narUstajici salinitou a mira exprese cill jednotlivych miRNA byla aZ na vyjimky
snizena. Je vsak tfeba zd(iraznit, Ze exprese cilovych gena byla pfi nizké koncentraci soli vyssi a az pfi
vysoké salinité teprve klesla, coZ poukazuje nato, Ze je tfeba vysoké miry zasoleni k tomu, aby byla
u rostlin detekovdnavyraznéjsistresova odpovéd (Wangakol., 2013).

Role siRNA v RdDM byla zkoumdana v rostlindch husenicku reagujicich na stres zasolenim, ato méfenim
urovné exprese AtMYB74, proteinu patfictho do rodiny transkripénich faktori MYB. AtMYB74 je
normdalné vysoce methylovdn pomoci RADM a nizce exprimovan. Stres zasolenim v3ak indukuje jeho

expresitim, Ze dojde ke snizenimnoZstvisiRNA fidicich methylaci, ta ¢dstecné zanikaa AtMYB74 je ve
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zvysené mire exprimovan a spoustidalsi drahy v odpovédinastres (Xu a kol., 2015).

Existuje tedy cela fada pripadd, kdy se SRNA Gcastni odpovédirostlin na stres zasolenim, ale z hlediska
transgeneracni paméti existuje pouze jedind studie Wibowo a kol. (2016). Pfi vysoké salinité byly
péstovany rostliny husenicku a nasledné byli jejich potomci v péti generacich po prvni dvé generace
péstovani beze stresu, ve tfeti generaci byli znovu péstovani ve vysoce slaném prostredi. Potomstvo
stresu vystavenych rodi¢li vykazovalo pfiznivé adaptacni zmény a zmény v methylaci DNA. Aby mohla
byt dokdzana role RADM ve zvySeni tolerance, byly navic vypéstovany rostliny mutantni pro RADM di
v odstrafiovanimethylace DNA. Tyto rostliny byly vystavenyvysoké salinité a u jejich potomstva nebyla
pozorovana zadna adaptace a nikde nebyla detekovdna zvySena methylace, coz by naznacovalo, Ze
transgeneracnipfenos zavisina RADM nebo alespor methylaci DNA. Déle bylo pozorovano, Ze pfenosu
stresové paméti se Ucastni prevaziné samici linie, na samc¢i methylace DNA chybéla (Wibowo a kol.,,
2016). To by mohlo byt zplsobeno aktivitou genu pro DNA glykosylazu DEMETER (DME), ktera
odstraniuje epigenetické znacky v samcich gametdch a také inhibuje aktivitu TE. SIRNA produkované
ve vegetativnich jddrech mohouinhibovat transpozony ve spermatickych burikach v kooperacis DME
(Schoftakol., 2011). Dédi¢nost adaptacitak vtomto pfipadé byla nerovnomérnérozlozena mezisamid
a samdi linii.

Ve studii Wibowo a kol. (2016) byla také sledovéana exprese genu CARBON/NITROGEN INSENSITIVE 1
(CNI1), ktery kéduje membranovou ubikvitin ligdzu typu RING. V pfipadé potomki stresovanych rostlin
byla methylace tohoto genu sniZzena a byl u nich vice exprimovan. Opacna byla situace u potomstva
nestresovanych rostlin a u potomk{ stresovanych rostlin znovu vystavenych osmotickému stresu.
Podobnd situace byla pozorovana jesté u nékolika dalSich gend, véetné MYB DOMAIN PROTEIN 20
(MYB20), ktery kdduje transkripcni faktor zapojeny do signalizace kyseliny abscisové (ABA) a podili se

na toleranci vidi stresu.

Vysoké salinité byly vystaveny i mutantnirostliny s naruSenou methylacia dalsi dvé generace jejich
potomkl. U téchto potomkl pak nebyla zjisténa zadna stresova reakce a CNI1 byl normalné
exprimovan. Methylace CNI1 vSak je neobvykle vzdalena od lokusu genu. Pro ovéreni plsobeni
methylace na dalku byly mezi methylovanou sekvencia gen vloZzenyinzerce, a nasledné po vystaveni
takto upravenych rostlin stresu se ukazalo, Ze je gen regulovan, jako by methylace na ptislusSném misté
nebyla. Pfi UpIném odstranéni methylované sekvence byla genova exprese opét zvySena. A posléze,
zavedenim invertované repetice, kterd pfimo fidila methylaci pomoci RdDM, se ukdzalo, Ze i pfi
osmotickém stresu a za pfitomnosti methylace, se genova exprese CNI1 jiz nesnizila (Wibowo a kol.,

2016).
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4.4 Nutricni stres

Nutriéni stres miZe na rostliny puUsobit podobné jako stres osmoticky. Nedostava-li se rostliné
napriklad fosforu ¢i dusiku, méni v dasledku stresu svou morfologii, napf. zmensenim listové plochy ¢i
prodlouzenim koten. V riznych studiich byly objeveny miRNA Uzce souvisejicis nedostatkem dusiku.
Napf. v bramborach (Solanum tuberosum L.) byly studovany miR397 a miR398 regulujici genové
exprese riznych prenasecl, proteinl rodiny F-boxU a proteinli se zinkovym prstem (Tiwari a kol.,
2020). V psenici to byla TaMIR444, prispivajici ke zlepseni antioxidacni enzymatické aktivity pfi
nedostatku dusiku (Guo akol., 2016). Kromé dusiku mGze byt rostlina vystavenainedostatku drasliku.
V pSenici vystavené tomuto stresu byla objevena miR408, ktera méla hlavni roli pfi vyrovnavanise

rostliny se stresem (Zhao a kol., 2020).

Transgeneracniucinky stresu z nedostatku Zivin byly zkoumanyu apomiktickych pampeliSek obecnych.
Pampelisky byly vystaveny nutricnimu stresu a potomstvo rostlin stresovanych Zivinami vykazovalo
zvySenou reakcinapomérkorene avyhonku, kdyzZ bylo vystaveno stresuz Zivin, ve srovnanis potomky
kontrolnich rostlin, kde nebyl pozorovan zadny rozdilv poméru kofene a vyhonk(. Tato zvySena reakce
kofene a vyhonki byla doprovazena udrzenim vyssich hladin tkanového fosforu pfi nutricnim stresu.
Rodicovsky nutricni stres zpUlsobil také redukci délky listl potomstva. Veskeré procesy byly
doprovazeny snizenim methylace DNA a autotise domnivali, Ze by mohla byt ovliviiovana malymiRNA

(VerhoevenaGurp, 2012).

Analyza methylace DNA byla provadénai na rostlinach ryze seté (Oryza sativa L.). Po vystavenistresu
z plisobeninadmérného mnozstvitézkych kovli (Cd, Cr, Cua Hg) byl u analyzovanych rostlininhibovan
vyvoj vyhonkl a korend a indukovany transgeneraéni zmény v jejich DNA methylacnim vzoru na
specifickych lokusech. Potomstvo stresovanych rostlin vykazovalo zvySenou toleranci ke stejnému
stresu, ktery zazivali rodice, a zaroven u nich byla pozorovanasnizena methylace DNA na specifickych
genech. U rostlin byla méfena hladina malych RNA a sledovana souvislost se zménou exprese deuviti
genU. U rodict doslo ke zvySeni exprese péti genl a ke snizeni exprese zbylych ¢tyf gend. Tento
expresnivzor se s malymi odchylkami zachoval i u prvni a druhé generace potomkd, ktefijiz stresu

nebylivystaveni(Oua kol., 2012).

V dalsi studii s ryZi se autofi zaméfili na specifické geny odpovédi na stres z plisobenitézkych kovid
a ovérili, Ze u genl pozitivné pulsobicich na stres (zejménarodina proteinl HMA, které reguluji pfijem
a transport tézkych kov, pfipadné jejich vylouéeni) byla jejich exprese vyznamné zvysena. Sledovali
stav methylace na nékolika genech (geny pro TE Tos17 a Osr42, dale pro hox geny, geny DNA-
vazebnych proteind, elongacnich faktor( a transportérQ tézkych kovl) s vyznamnym narlstem
exprese. Po tfi generace byla zachovana mira exprese téchto genl nebo se jesté zvysila, a tak autofi

vyslovili hypotézu, Ze methylace DNA a siRNA mohou hrat roli v této transgeneracni stresové paméti
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(Congakol., 2019), nicméné je potreba vice dikazl pro ovérenitéto hypotézy.

Nedostatek dusiku byl v souvislosti se stresovou paméti zkoumdn u rostlin psSenice tvrdé, kdy byly
rodicovské rostliny vystaveny tepelnému stresu a nasledné jejich potomstvo stresu z nedostatku
dusiku. Poté bylo pozorovano velké mnozstvi miRNA, z nichZz nékteré vykazovaly dllezitou roli
v odpovédi na tento stres. Potomci stresovanych rodicu, ktefi byli stejné jako jejich rodice vystaveni
nedostatku dusiku, vykazovalinejvyssipocet miRNA s velkouzménou v expresi. U rostlin odvozenych
od stresovanych rodi¢l byl po¢et miRNA se sniZzenou expresivzdy vys$sineZ pocet miRNA se zvysenou
expresi. Vzhledem k uc¢inklim miRNA na inhibici exprese gen(, tento vysledek naznacuje, Ze miRNA
reagujici na nedostatek dusiku se vice podilely na podpofe exprese svych cilovych genl neZ

na potlaovani genové exprese.

Analyza genové exprese byla provedena na Sesti miRNA regulujicich expresi genl Ucastnicich se
odpovédina stres z nedostatku dusiku — miR160, miR164, miR169, miR393, miR398 a miR827 (Liu
akol., 2021a). Hlavni sledovanou genovou rodinou, jeZ je zapojena do signdini drahy mitogenem
aktivované proteinkinazy (MAPK)mrna, byly geny pro repetitivnireceptory proteinovych kinaz rodiny
proteinovych kinaz bohaté na leucin, jejichZ hladiny reguluje miR169 (Hanemian a kol., 2016). MiR169
méla nejvice snizenou expresiu stresovanych potomku stresovanych rostlin, avsak vykazoval snizenii
u stresovanych potomku nestresovanych rodicl (Liu a kol., 2021a). Exprese jeho cilovych genl naopak
vykazovala extrémné zvySenou genovouexpresi, coz potvrdilaijind studie s pSenicitvrdou (Curciakol.,
2017). Tyto exprimované genyse pak déle podilejina signalizacispojenés odpovédinastres.Vyznamné
snizend byla i exprese miR164, ktera reguluje exprese desitek genl, mezi néz patfi také dva vysoce
afinitni nitrdtové transportni geny NRT2.1 (Du a kol., 2022), jejichz exprese se pti nedostatku dusiku
zvysuje (Zuluaga a kol., 2018). Nizsi expresivykazovala i miR393, ktera reguluje hladinu exprese pro
pentatrikopeptidovy proteinovy gen obsahujicirepetici (PPR) (Liu a kol., 2021a). Vétsina protein(i PPR
je umisténav mitochondriich a chloroplastech a univerzalné funguji pfiregulaci exprese organelarnich
genl prostrednictvim sekvencné specifického rozpoznavanisekvenci RNA a Gasti v procesech, jako je
sestfih RNA, editace RNA a translace RNA (Wong a kol., 2014). VSechny sledované nadmémé
exprimované geny se Ucastnily optimalizace transportu dusiku, zvySeni efektivity fotosyntézy a
podpory vyvoje chloroplast(, diky ¢emuZ se rostliny i jejich potomci dokazali Iépe vyrovnat se stresem

z nedostatku dusiku (Liu a kol., 2021a).

4.5 UV zareni

Jiz bylo dokazano, Ze ultrafialové zareni ménirostlinny genom nap¥. indukci mutaci v somatické tkani
rostlin a v somatické tkani jejich potomstva. Po Ctyfi generace byly pozorovany zvySené hladiny

homolognich rekombinaciu potomkd rostlin husenicku vystavenych UV zafeniza vyuZitibakteridlniho
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elicitoru flagelinu. Autofi usoudili, Ze zaklad pro popsany transgeneracni efekt musi byt epigeneticky
a nikoliv geneticky, protoZe k pozorovanym zméndm v intenzité homolognich rekombinaci dochazelo
v celé populaci, zatimco mutace na drovni DNA by postihla jen velmi malo rostlin. Pokusili se tedy
analyzovat hladiny exprese gen, ale Zadné vyznamné zmény nezaznamenali. Autofii presto uvadéli,
Ze moznou roli miRNA v transgeneracni stresové paméti nelze zcela vyloucit, protoze transkrip¢ni

zmény nemusely byt detekovany (Molinier a kol., 2006).

Vystaveni rostlin husenicku riznym stresiim véetné UV zareni se zabyvali také Boyko a kol. (2010).
Podobné jako ve vySe popsané prdaci zaznamenali zvySeni frekvence homolognich rekombinaci, vyssi
tolerancirostlin i jejich potomk( vici riznym streslim a celkové zvysenimethylace po celém genomu.
Aby vsak byly tyto zmény udrZovany, bylo nutné i nasledujici generace vystavit stejnému stresovému
faktoru. Analyzou genové exprese bylo zjisténo, Ze exprese vétsiny genll byla sniZzena. Toto snizeni
exprese se tykalo genu zapojenych do abiotickych a patogennich stresovych reakci a signalizace.
Naopak geny zapojené do transkripce a geny zapojené do opravy DNA byly exprimovany vice. Veskeré
zmény v genové expresi souvisely zaroven se zménami v mife asymetrické methylace, coZ autofi
povaZovaliza aktivitu siRNA. ProtozZe biogeneze siRNA je z velké ¢asti zavisla na Dicer proteinech, byly
vytvoreny rostliny mutantni pro dcl2, dcl3 a také dcl4. Po vystaveni rostlin stresu z UV zareni a tepla
byla analyzovana methylace u potomk téchto rostlin a detekovan velky narist, stejné tak u potomka
dcl4 mutant vystavenych pouze UV zareni. Narozdil od toho potomstvo stresovanych rostlin dcl2a dcl3
nevykazovalo vyznamné zmény v methylaci. Tyto vysledky ukazuiji, Ze dcl2a dcl3 jsou dlleZité pro vznik
transgeneracnich zmén v metylaci DNA u potomstva UV zafenim stresovanych rostlin (Boyko a kol.,

2010).

5 Biotické stresy

5.1 Napadenipatogeny

V pripadé napadeni patogeny jsou rostliny pfipraveny okamzité aktivovat imunitni obranu a spou sti
stresovou odpovéd, jejimZ vysledkem muze byt systémové ziskana rezistence (SAR) (Kohler a kol.,,
2002). Stresova odpovéd muze byt aktivovana pomoci molekularnich vzor( asociovanych s patogeny
(PAMP) mezi néz patfi i bakterialni flagellin. U husenicku pe ptid odvozeny od flagellinu indukoval
expresi miRNA, které inhibovaly expresi mRNA pro auxinové receptory ARF a potlacily tak auxinovou
signalizaci. Potlaceniauxinové signalizace, prostfednictvim nadmeérné exprese zejména miR393, zvysilo
rezistencirostlin vici bakterii Pseudomonas syringae (van Hall) (Navarro a kol., 2006). Transgeneracni
ucinek peptidu odvozenéhoz flagellinu byl zkoumaniv souvislostis invertovanymirepeticemi(IR).Z IR

je pomoci Dicer proteinl syntetizovana dsRNA a z té siRNA, ktera dale mize byt transportovana na
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dlouhé vzdalenostia zprostfedkovavat RADM. Analyzou /R71 a IR2039 v rostlindch husenicku bylo
ovéreno, Ze po vystavenivirové infekci a peptidu odvozeného od flagellinu doslo ke zméné produkce

SiRNA, jez nasledné ovliviiovaly RdADM (Dunoyer akol., 2010).

V experimentu s rostlinamitabaku (Nicotianatabacum L.) infikovanymivirem tabakové mozaiky (TMV)
byla prokazana zvySena frekvence homolognich rekombinaci u dvou naslednych generaci. U obou
generacibyldetekovan nariist methylace amimo jiné inardst hladiny genu RNA GENE1 SOUVISEJICIHO
S PATOGENESOU (PR1), ktery patii mezi geny pomahajici rostliné se vyporadat s patogeny a u néhoz
byla vyssiexprese ocekdvana (Kathiria a kol., 2010). V souladu s témito vysledky je i studie, kde Luna
a kol. (2011) ukazali, Ze odolnost vii¢i chorobam Ize prenést na dalsi generaci, pokud jsou rodicovské
rostliny vystaveny infekci. Pfenos byl podle nich uskuteénén pomoci epigenetickych mechanismt
avysledkem je SAR. Zajimavostije, Ze prvni systematickd studie tohoto jevu u tabaku odhalila, Ze SAR
pFetrvéva nejméné 20 dni (Ross, 1961). Sest rostlin huseni¢ku bylo o¢kovano zvy3ujicimi se davkami
bakteridlniho patogenu P. syringae pv rajce DC3000 (Young, Dye & Wilkie) (Pst DC3000), a u dalsich
Sestirostlin bylo ockovanipouze simulovano. Potomciinfikovanych rostlin dokazalivyvinout rezistend
a zvySenou odolnost oproti potomklm rostlin neinfikovanych. | druha generace si dokazala zachovat
rezistenci a autofi tedy ucinili zavér, Ze v tomto pfipadé transgeneracnirezistence pretrvava podobu

jedné generace bezstresu (Lunaakol., 2011).

Tento zavérvsak neplativzdy. Ve chvili, kdy byly rostliny huseni¢ku o¢kovany pouzejednou Pst DC3000
u prvni generace potomstva sice byla pozorovana zvysena reziste nce proti dalsi infekci, ale u druhé
generace rezistence zmizela. Na zakladé toho bylo vyvozeno, Ze intenzita stresu souvisejicho

s onemocnénim je Umérnatrvanlivostitransgeneracnirezistence u potomstva (Slaughterakol., 2012).

Infekce Pst DC3000 aktivuje obranu vyvolanou zvy$enim hladiny kyseliny salicylové, ale potlacuje
rezistenci, jiz vyvolava kyselina jasmonova proti nekrotrofnihoubé Alternaria brassicicola (Wiltshire).
Oba tyto typy reakci by mohly byt zavislé na regulaci pomoci miRNA a siRNA, které jiz dfive umozZnily
snizenim svych transkript( rostlindm husenicku Iépe se vyrovnat s patogenem P. Syringae (van Hall)
prostrednictvim PAMP (Lia kol., 2011). Také jiz bylo potvrzeno, Ze Pst DC3000 spousti akumulaci 27
siRNA v husenicku (Zhangakol., 2011). Avsak siRNA vyvolavajicitransgeneracniSAR a siRNA umoznujid
rezistenci vic¢i houbam ¢&i byloZzravclim by se mély liSit od automatické imunitni obrany indukované
kyselinou salicylovou (pUsobi proti patogenim) a jasmonovou (pusobi hlavné proti herbivor(iim).
Pozorovani, ze transgeneracni SAR je spojena s potlacenim rezistence indukované zvysenou
koncentraci kyseliny jasmonové tedy naznacuje, Ze tyto siRNA by na sebe mohly plsobit
antagonisticky. Posunuti rovnovahy mezi obranou zdavislou na kyseliné salicylové a jasmonové
u potomstvainfikovanych rostlin tedy nenizplisobeno zménamiv hladindch hormon, ale spiSe siRNA

regulaceminaslednych reakcnich drah. Tyto regulace spocivajii v RADM. Vzhledem ktomu, Ze infekce
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PstDC3000 indukovala snizenimethylace DNA, vysledky naznacily, Ze transgeneracniSAR by mohla byt
prenasena skrze snizenou methylacigen(, jez fidi primarniaktivaci drah zavislych nakyseliné salicylové

v nasledujicich generacich (Luna a kol., 2011).

5.2 Napadeni herbivory

Kromé patogenu se rostliny setkavajiis herbivory, ktefi mechanicky poskozujirostlinna pletiva. Existuiji
dikazy, Ze siRNA ovliviuji odpovédirostlin na mechanické poskozenia umoznujii transgeneracni
prenos. Hypotéza, Ze po napadeni herbivory se miZe jistd odolnost pfenést i na potomky byla
zkoumana v experimentu s fedkvi ohnici (Raphanus raphanistrum L). Rostliny po napadeni
housenkami bélaska repového (Pieris rapae L.) produkovaly mensi semena, ale jejich potomci v dalsi
generaci, kterd opét byla vystavena poskozeni housenkami, produkovali vétsi semena ve srovnani se
stejné oSetfenymi potomky odvozenymi od rodi¢ovskych rostlin, které nebyly tomuto stresoru
vystaveny. V ndvaznych experimentech bylo zjiSténo, Ze rostliny fedkve po napadeni housenkami
zvysily pocet trichom ¢i koncentrace indolovych glukosinolat(i (Agrawal, 1999; Agrawal a kol., 2001).
U rostlin kejklitky skvrnité (Mimulus guttatus (Fisch.ex DC.)) bylo pozorovanozvysenihustoty trichomu
v reakci na simulované poskozeni byloZravci. ZvySend hustota se vyskytla i v potomstvu, i prestoze
poskozeni nezaZilo. BEhem méreni expresi gend, které by s tim mohly mit néco spolec¢ného, byl
identifikovan protein MYB MIXTA-like 8 (MMLS8) jako mozZny negativniregulator vyvoje trichomda. Také
bylo zjisténo, Ze poskozenirodi¢ovskych listd indukuje snizeni genové exprese MML 8 v potomstvu,
coZje spojeno s epigeneticky zdédénouzvysenouhustotoutrichom. U rodi¢l bylo pozorovanosnizeni
methylace DNA v oblasti genu pro MMLS, coz by mohlo byt zplisobeno modifikaci histona ¢i regulaci

SiRNA. Ani jedno se vSak nepodafilo v této studii potvrdit (Scoville a kol., 2011).

Na tuto studii pozdéji navazala dalsi prace Akkerman a kol. (2016), ktera se zaméfila na zkoumani
rozdill mezi matefskou a otcovskou odpovédi na simulované poskozeni hmyzem rostlin kejklirky.
Béhem pétigeneraci potomstva napadenychrostlin bylo vypozorovano, ze jak z materské, tak otcovské
strany doslo k podobnému zvyseni hustoty trichom(. Avsakpoté, co bylo ke kli¢icim semenim pfidano
celogenomové demetylacni Cinidlo 5-azacytidin, potomstvo matefské linie zadné zvyseni hustoty
trichomU nevykazovalo. Naproti tomu u otcovské linie zistal transgeneracni Ucinek zachovan i po
aplikaci 5-azacytidinu. Autofi zkoumali moZnou epigenetickou podstatu tohoto jevu a pozorovali, ze v
dobé vyvoje pylu byla navysena exprese miRNA specifickych pro mikrosporofyty (Akkerman a kol.,
2016). Bylo prokazano, Ze tyto miRNA mohou migrovat do bunék spermii, kde by mohly zplsobovat
inhibici exprese TE a zaroven i de novo methylaci DNA ve vyvijejicim se embryu a prispét tak

k transgeneracnidédi¢nosti (Grant-Downton a kol., 2009).

KonkrétnisRNA Gcastnicise stresové odpovédibyly analyzovany sekvenovanim tkané poranénych list(
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z rostlin kejklitky a dale z jejiho potomstva a potomstva rostlin nepoSkozenych ato 1 hodinua 72 hodin
po poskozeni, pticemz vice odlisSné exprimovanych miRNA bylo nalezeno v intervalu 72 hodin
po poranéni. VétSina sSRNA s nalezenou vyrazné odliSnou expresiu poskozenych rostlin oproti tém
neposkozenym vykazovala zvySeni exprese. Mezi nejvice exprimované sRNA, Ucastnici se odpovédi
na stres, patfily miRNA169, miRNA167, miRNA133, miRNA399, miRNA157, miRNA156 a miRNA164.
Napriklad zvySena exprese miR169 umozniuje lepsi rezistenci vici bakteriim diky regulaci protein(
Clavata 1 a 2 (Clv1 a 2) patficimi do rodiny repetic bohatych na leucin (LRR) (Hanemian a kol., 2016).
liné miRNA se zvysSenou expresi reprimovaly geny blokujici exprese (napf. JOX1 inaktivujici kyselinu
jasmonovou) kalmodulinu nebo kyseliny jasmonové, jejichZ koncentrace se timto navysily a ukazala se
dilezitost vapnikové signalizace pti odpovédirostliny na mechanické poranéni. Méné exprimovana
byla miRNA166, kterd reguluje metabolickou drahu kyseliny abscisové, ¢imz doslo ke zvySeni
koncentrace kyseliny abscisové. Dalsi miRNA u rodicovské generace vykazovaly zvySeni genové
exprese, u potomk{ naopak snizeni. Jejich cilovymi proteiny jsou FAD (Flavin adenine dinukleotid),

které se Ucastni stresovych reakcirostlin a sekundarniho metabolismu.

Také byly sledovany specifické sSRNA neodvozené od dicer proteint (nd-sRNA). Nd-sRNA jejichZ exprese
byla snizena regulovaly vétSinou proteiny reagujici na tepelny stres. Nd-sRNA se zvySenou expresi
regulovaly proteiny vazajici chlorofyl (Colicchio a kol., 2020). Prikladem takového proteinu mize byt
Ycf2, ktery v interakci s proteiny tepelného Soku a vapnikové signalizace pomaha chloroplastiim

zprostfedkovat stresové reakce (Kikuchiakol., 2018).

V blizkosti lokusd gend pro siRNA se zménénou expresiv reakci na poranénibyla pozorovana také
zvySend methylace blizkych gen(, a to jak u rodi¢ovskych, tak u dcefinych rostlin prostfednictvim
mechanismu RADM. Opacna byla situace v pfipadé lokust nd-sRNA, kde byla methylace sousednich
gend snizena. S tim souvisi i zjiSténi, Ze geny regulované siRNA mély u potomstva zvySenou expresi,

kdeZto geny podléhajiciregulaci nd-sRNA vykazovaly snizenigenové exprese (Colicchio akol., 2020).

Studie autord Rasmanna a kol. (2012) prokazala, Ze regulace siRNA ma i dalsi role v transgeneracni
rezistenci vici herbivordm, a to u rostlin husenicku a rajcete (Solanum lycopersicum L.). Tyto rostliny
po napadeni housenkou Helicoverpa zea (Boddie). produkovaly potomstvo odolnéjsi vii¢i poskozeni.
Poté, co byly rostliny husenicku a rajéete vystaveny napadeni housenkou, aplikaci methyljasmonatu
a mechanickému poskozeni zdroven, byla spousténa obrana signalizaci kyseliny jasmonové. Zvysené
koncentrace kyseliny jasmonové byly zjistény i u potomkd téchto rostlin. Housenky dokazaly
potomkdm napadenych rostlin zpUsobit jen pftiblizné 50% poskozeni, a tato zvySena odolnost
pretrvdvala po dvé generace. Jako kontrola slouzily dvé mutantni linie huseni¢ku s castecné
inhibovanou biogenezisiRNA (mutantnipro dcl proteiny a mutantnipro jadernou RNA polymerazu d2a

a d2b), ktefi nedokazali produkovat potomstvo s transgeneracni rezistenci viici poskozeni herbivory.
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U téchto mutantnich rostlin byly snizené koncentrace kyseliny jasmonové indukujici obranné reakce
ataké koncentrace glukosinolatl odrazujicich herbivory. Tim bylo dokazano, alespon v pripadé
husenicku, Ze transgeneracni rezistence proti herbivorlim zahrnuje aktivaci obrannych reakci
souvisejicich s kyselinou jasmonovou a vyZzaduje biogenezi siRNA. U husenicku bylo dale zkoumano,
zda je rezistence vuci poskozeni herbivory dlouhodobé predavana z generace na generaci a bylo

zjiSténo, Ze ve tfeti generacibez vystavenistresu uz rezistence nepretrvavala (Rasmann akol., 2012).

6 Kombinace stresoru

Rostliny se béhem svého Zivota nesetkdvajijen s jednim stresorem. Epigenetické mechanismy a malé
RNA umoznuji disledky jednoho stresoru vyuzit k odolnosti vici jinému. Napriklad stres ze sucha
v rostlinach indukuje presun nékterych Zivin (bilkoviny, fenolické latky, tuky) do semen za pomod
mMiRNA, jeZ snizenim svych inhibinich aktivit zvySuji translaci. Ze semen pak vyrostou rostliny s
transkripéni paméti, které jsou schopné lépe reagovat na stres ze soli. Fenolické latky mohou pusobit
jako antioxidanty a pomahaji pfi vychytavani ROS (Weidner a kol., 2009). Diky tomu je pak rostlina
schopna lépe hospodafit s vodou a zdédéna pamét na sucho pozitivné plisobii co se tyée Zivin jako
prolin a glycinbetain, jez volné uloZené v listech dcefinych rostlin umoznuji Iépe fidit akumulaci

sodnychiont(, které pak nevytlacujiionty draselné (Tabassumakol., 2017).

Podstatné zvySenisyntézy makroZivinindukuje ikombinace nedostatkuvody a vysoké teploty. Obéma
témto stresorlm zaroven byly vystaveny rostliny psSenice tvrdé a u jejich potomk byl sledovan vliv
stresu rodicud. Byly pouZity dvé odrldy psenice, z nichZ jedna byla jiZ dfive vyslechténa jako odolngjsi
vUci suchu, druha byla na sucho citliva. Sledovanim vitality a kli¢ivosti u potomk( pak autofi zjistili, ze
potomstvo odriidy odolné i citlivé kli¢ilo rychleji a se snizenou vitalitou nez potomstvo kontrolnich
rostlin nevystavenych stresu, ale nejrychlejsi kliceni méli potomci odolné odridy. Nasledné generace
obou stresovanych odrad také vykazovaly vétsi rlist korend, s vy$sim narGstem u odolné odridy.
Rychlejsi rlst potomkd stresovanych rostlin je disledkem plsobeni stresu, kdy dochazi k akumulaci
Zivin.

Analyzou mRNA, regulovanych miRNA s nejvétsSimizménamiv expresiu potomkd stresu vystavenych
rodicd, bylo zjisténo, Ze nejvice se zvysila transkripce genl pro metabolismus bilkovin, sacharézy
askrobll. Dale také genl pro tvorbu signalizacnich molekul a proteind modifikujich chromatin.
Napriklad byla vyznamné sniZzena exprese u tae-miR1847-5p (Liu a kol., 2020), ktera reguluje nékolik
proteint CREB, ty vazi dalsi proteiny a pak funguji jako transkripcni koaktivator, ktery mize aktivovat
signalni drahy zavislé na cAMP, ¢imZ dochazik modulaci genové exprese (Gehring, 2010). Mimo jiné se
plsobenim cAMP spoustiiiniciace acetylace histonl a tim remodelace chromatinu, ¢imZ mize vznikat

dédic¢nost stresové paméti(Lamke a Baurle, 2017).
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Dalsi priklad regulace snizenim hladin miRNA zahrnoval MAPK (Liu a kol., 2020). Kaskady MAPK jsou
univerzalnim mechanismem prenosu signalu, ktery hraje rGzné role v propojeni intra — a
extraceluldrniho prechodu u eukaryot (Raghuram a kol., 2014). MIiRNA, jako je ttu-miR160, hvu-
miR444b a tae-miR1847-5p, vykazovaly vSechny sniZenou expresi, a tak zvySena exprese MAPK u
potomkdu stresovanych rodicl prispéla ke zvySené aktivaci Ca 2* signalnich drah pro usnadnéniadaptace
na stres. Ttu-miR160 také reguluje geny pro heterogennijaderné ribonukleoproteiny (hnRNP) a geny
kodujici sestfihovy faktor bohaty na serin/arginin (Liu a kol., 2020). Tyto proteiny reguluji aktivitu
spliceosom{, jeZ fidi mechanismus alternativniho sestfihu pre-mRNA (Ling a kol., 2016). SniZzenim
exprese ttu-miR160a dalSich miRNA regulujicich expresigent pro proteiny podobné hnRNP, jako tae-
miR9772, ata-miR396¢c-5p a miR396¢, je umoznén narust hladin téchto proteinl a zlepsenikoordinace

sestfihu novych mRNA (Liu a kol., 2020).

Kombinace abiotického a bitoického stresu byla ukdzadna ve studii s rostlinami tabaku (Nicotiana
benthamiana (Domin)), jez byly infikovany bramborovym virem (PVX) a posléze bylo zjistovano, zda
prodélana virova infekce umoini i potomklm lepsi odpovéd na dalsi stres — stres zasolenim
a osmoticky stres. Potomcirostlin infikovanych PVX za zvysené salinity rychlejiklicili a produkovalivice
biomasy oproti potomkdm rostlin, kde byla infekce jen simulovana. Dalsi potomci plvodné
infikovanych rodicu si, i pfes jednu generaci bez stresu, i v dalSich generacich zachovali zvysenou
rezistenci vlci stresu zasolenim. Vysledky sekvenovani miRNA v potomcich rostlin infikovanych
ukazaly, Ze mnoZstvi miRNA regulujicich translaci stresovych proteint a enzym( podilejicich se
nareakci na infekci stouplo. NejdlleZitéjsi vyrazné exprimované proteiny, jez byly zjistény, jsou
vSechny chaperonové proteiny, podilejici se na baleni nové translatovanych proteind, univerzaini
stresovy protein A, glutathionperoxidaza 1 a protein dlleZity pro pozdni embryogenezi. Vesmeés tedy

proteiny bojujicise stresem ¢i virovym zdsahem.

Béhem zjistovanirole malych RNA na této transgeneracnipamétise ukazalo, Ze rostliny mutantni pro
dcl3, gen kédujici protein podilejici se na tvorbé siRNA a na RdDM, vykazuji jesté vyssi pocet
aktivovanych miRNA nez rostliny jen infikované. Mutantni dc/3 rostliny tedy jesté podpofily pozitivni
vliv virového stresu na stres zasolenim. Tolerance vUci vysoké salinité u potomstva oSetfeného bez
pritomnosti patogenu byla mala, u rostlin, jejichZ rodice byli o¢kovani se tolerance zlepsila a u rostlin
se zdédénou rezistenci vici stresordm a zaroven mutantnich pro dc/3 se tolerance jesté vyznamné
zvysila a byla celkové nejlepsi(Hernandez-Walias a kol., 2022).

Boyko akol. (2010) ve své studiizkoumali, jak rGzné stresy ovlivnirostliny husenicku a jejich potomstvo.
Po vystaveni rostlin v{ci stresu, véetné soli, UV zareni, chladu, horka a nadbytku vody v rGznych
kombinacich, bylo prokazadno zvysenipoctu homolognich rekombinaci, methylovanych mist vgenomu

a vyssi tolerance vidi stresordm u potomstva stresovanych rostlin. Aby vsak byly tyto zmény
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udrzovany, bylo nutné i nasledujici generace vystavit nékterému stresovému faktoru. Vystaveni
pusobeni soli, nadbytku vody, tepla, chladu a UV stresu vedlo ke zvyseni poctu homolognich
rekombinaci a DNA methylaci, a to jak u rodi¢ovskych, tak u dcefinych rostlin. Pouze v pfipadé
vystaveni suchu se pocet rekombinaci i methylovanych mist snizil. Cast rostlin z prvni generace byla
vystavena uZ jen plsobenisoli a sucha a u druhé generace byla pozorovana methylace na podobné
urovnijako v generaci prvni. Potomstvo rostlin, které jiz nebyly vystaveny dalSimu stresu, vykazovalo
ubyvanimethylovanych mist.

Nejvyraznéjsi narlist methylace byl pozorovan pfi vystaveni rostlin vysoké salinité. Poté co byl
aplikovan 5-azacytidin, ktery iniciuje demethylaci, nedoslo k Zadnému projevu tolerance vici stresu
zasolenim. Podobné vysledky byly pozorovany, kdyzZ byly rostliny po aplikaci 5-azacytidinu vystaveny

methylmethansulfonatu (MMS), ktery by mélmethylaciiniciovat.

Veskeré zmény v methylaciautofiprisoudili mechanismu RdDM kvlinesymetri¢nostimethylaci. Dicer
proteiny jsou vtomto mechanismu dleZité, a tak dalsi analyzy probihaly na rostlinach mutantnich pro
rdzné DCL proteiny. Dvojity mutant dcl2 dcl3 vykazoval snizenipoctu rekombinaciv reakcina UV zareni.
Trojity mutant dcl2 dc/3 dcl4 vykazoval snizeni poctu rekombinaci v reakci na UV zafeni a chlad.
Je zajimavé, Ze mutant dcl/3 vykazoval také snizeni poctu rekombinaci v reakci na UV zafeni a chlad,
zatimco mutant dcl2 nikoliv. Vystaveni MMS prokazalo vétsi toleranci vici stresu u potomka mutant
dcl2, mensi toleranci u potomkd mutant dc/3 a Zadny rozdil v toleranci u potomk( mutant dc/4
ve srovnani s potomky rostlin standardniho fenotypu. Vystupem tedy bylo, Ze adaptace na stres
koreluje se zménami v methylaci genomu a potencidlné zavisi na RdDM vyZadujicich DCL2 a DCL3

(Boyko a kol., 2010).
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7 Zaveér

V poslednich nékolika letech, kdy svétovou populaci stale vice dohani rychlé klimatické zmény a
zejména sucho se stavd zavaznym problémem, je potieba nachazet nové zplsoby ziskani vitalnich
rostlin, odolnych napf. viéi nedostatku vody a produkujicich kvalitni semena. Vysledkem pUsobeni
stresor(l v soucinnosti s malymi RNA na rostliny je vys$si efektivita fotosyntézy, zlepSeni hospodareni
svodou ¢i akumulace bilkovin a Skrobl v semenech. Z hlediska morfologie se rostliny stresorim
prizplsobujinapt. dlouZivym ristem korenu, zvétsenim plochy listl nebo hustsim porostem trichom.
Rostliny tedy mohou pfizplsobit svlj fenotyp a metabolismus vnéjsimu skodlivému podnétu a lépe
reagovat na dalsi, tuto vlastnost jsou schopny predati svym potomkim diky epigenetické déd icnosti.
Vyzkumy zabyvajici se transgeneraénimi Ucinky epigenetickych modifikaci jsou v soucasné dobé
navzestupu. Proto byly vyrazné rozsifeny védomosti tykajici se plsobeni malych RNA v rostlinné
paméti, ale také vyvstalo mnoho novych otazek. Malé RNA reguluji genovou expresi prostfednictvim
snizovani azvySovani svych hladin a tim umoZnuji aktivaci ¢i inhibici exprese daného genu.
Sekvenovanim transkriptomu mnoha hospodarsky vyznamnych rostlin byly sestaveny vzorce regulac
miRNA a pozorovany tzv. antagonistické pary miRNA/mRNA, kdy vyznamné snizend exprese miRNA
odpovidala vyznamné zvySené expresi mRNA nebo vyznamné zvysSena exprese miRNA odpovidala
vyznamneé snizené expresimRNA. VétSina analyzovanych miRNA mélasnizené hladiny, a tak byl ¢asto
pozorovan velky narlist genové exprese proteind odpovédina stres po vystavenirostlin stresu. Tento
narlstvsak nékdy pretrvalve stejné mife iv dalSich generacich, jindy byl potfeba novy stresujici stimul
pro nasledné generace, jelikozZ transkripénipamét v pfiznivych podminkach postupné vymizela.
Navy3Seni exprese vlivem stresu se vSak netykalo zdaleka vSech gen(. Zvyseni hladin transkriptd
vykazovaly geny kddujici proteiny prospésné pro rostlinu v dobé stresu, jako napf. geny vychytavajic
chlorofyly a flavonoidy, proteiny pro transport nutrientl ¢i obranné reakce. Snizena naopak byla
exprese genu pro proteiny prechodu do dalsivyvojové faze, rlstu a diferenciace pletiv ¢itvorby kvét(.
Také ne vidy platilo, Ze zvySena exprese miRNA znamena sniZzeniexprese cilovéh o genu. MiRNA totiz
maze zvySenim svych hladin inhibovat gen, jehoZ transkripty jsou supresory pro jiny gen, unéhozje za
pUsobenimiRNA aktivovana transkripce.

Narozdil od miRNA siRNA vétsinou vykazovaly po plsobenistresového faktoru navysenihladin, coz je
pravdépodobné zplsobeno jejich funkci v fizeni methylace DNA, jeZ je po vystaveni stresu také
navySovana. V poslednich nékolika letech bylo v rdamci sekvenovani rostlinnych genomu objeveno
velké mnoZstvi novych miRNA i siRNA, jejichZ presné funkce v epigenetickych regulacnich sitich jesté
nejsou zcela prozkoumany. | role methylace DNA zatim neni UpIné znama, navic bylo pozorovano, Ze
methylace genu muize mit vliv i na dalsi blizké geny, jejichz transkripce mlze byt také umléena. RdDM

je hlavnim regulaénim mechanismem TE, ty jsou obvykle umléeny methylaci, mohou vsak byt
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indukovany stresem. ONSEN je indukovan teplem a v jedné studii bylo pozorovano, ze ovlivnil miru
transkripce blizkych gen(, ale pouze v reakci na zvySenou teplotu. Také byl pozorovan mozny vliv
pohlavi na pfenos transgeneracnipameéti. Zda se, Ze u samdi linie nebyla DNA methylace pfenesenana
potomstvo, nejspise plisobenim siRNA a rostlinné demethylazy DME. Malo poznany je vliv matefského
prostfedi na rany rlst potomstva, kde dosud neni jasné, zda stresovana rostlina s jiz vytvorenymi
semeny, kam migruji v dobé stresu zdsoby Zivin, bude mit rychleji kli¢ici potomstvo nezZ rostlina
vystavendstresu béhem vegetativnifaze.

Vétsina studii se vSak do nedavné doby zamérovala na somatickou stresovou pamét. Znalost
transgeneracniho vlivu stresu v souvislosti se zménami hladin sRNA (zejména siRNA, které jsou
sledovany méné casto nez miRNA) jesté nenitolik prozkoumana a mohla by prinést zasadniinformace

pro zlepSenivynosu a kvality plodin. Velmi zajimavé je také studium, zda adaptacni dopad jednoho

stresu na stres jiny a pUsobici na dalsi generaci rostlin, bude mit pfiznivy vliv. Rostliny jsou ¢asto
vystaveny vice stresorlimnajednou, takZe vyzkum zaméreny na kombinace stresovych faktor( by mohl
ukazat novy zpUsob Slechtitelské strategie.

Kazdopadné soucasné znalosti poskytujizaklad pro vyvoj a vybérodolnych druht, které mohouzmirnit
nebo se prizplsobit negativhim dopaddm stresu. V budoucnu mize lepsi pochopeni mechanismi
odezvy na stresovy faktor a nasledného prfenosu na potomstvo umoznit, Ze dalSi generace rostlin

budou vykazovat adaptaéni reakce zavislé na stresu jejich rodi¢li nebo odolnost viéi dalSimu

stresovému faktoru pod transgeneracnimi ucinky rodicovského stresu.
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