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Abstrakt

Globalni oteplovani je jeden z hlavnich faktorti Ubytku zemédé€lské urody a také celkové
rostlinné biodiverzity. Cim dal tim vys3i teploty povrchu Zemé zptisobuji zvy3ené naroky na
rostliny vyrovnat se s tepelnym stresem. Tepelny stres zplsobuje rostlinnym buikdm mnoho
Skod, predev§im denaturaci bunécnych proteinli, rozvolnéni biomembran a akumulaci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Rostlinnd bunka se tepelnému stresu brani lipidickymi
piestavbami membrany, zvySenou produkci ROS zhasect a predevSim zvysSenou produkei
proteinil teplotniho Soku (HSP), cozZ jsou molekularni chaperony, které udrzuji proteiny spravné
sbalené i v teplotach, ve kterych by jinak denaturovaly. Rostliny si vyvinuly mechanismus, jak
se branit opakujicimu se tepelnému stresu, jako jsou tfeba vlny veder. Rikd se mu ziskana
termotolerance a je umoznéna diky rostlinné schopnosti stresové paméti. Klicovy ve stresové
paméti je pfitom tzv. priming, coZ je piiprava rostliny na velmi silny tepelny stres tak, ze je
pfedem vystavena mirn¢jSimu tepelnému stresu. Po primingu ptichazi obdobi paméti neboli
obdobi zotaveni, béhem kterého si bunika uchovava pozménénou molekuldrni expresi a
fyziologii. Mechanismy tepelné stresové paméti se déli na transkripéni a post-transkripéni, jsou
v nich zapojené HSP a jejich transkripcni faktory HSF, predev§im HSFA2 a HSFA3, dale
histonové a chromatinové modifikatory, miRNA, alternativni sestfih, rostlinné metabolity
(Ca**, sacharidy, fosfolipidy), a také regulace rostlinného hormonu ethylénu. Transkrip&ni
pamét’ zahrnuje predevsim prodlouzenou indukci nebo efektivnéjsi nasledujici indukci genti
tepelné stresové paméti, mezi které patii naptiklad HSP21, HSP22, HSP17.6, HSP18.2,
HSA32, APX2, HSA32 a HSFA2. Podstatna je pfitom koncentrace histonovych metylaci, které
ovliviiji pfistupnost chromatinu a tedy transkripci téchto genti, zejména aktivujicich metylaci
H3K4me3 a reprimujicich metylaci H3K27me3. Naopak na zapominani tepelného stresu, které
je pro rostlinu stejn¢ podstatné jeho zapamatovani, se podili pfedevsim selektivni autofagie,
zprostiedkovana naptiklad pomoci NBR1 a ROF2, a dale také metaloproteaza FtsH6.

Kli¢ova slova: stresova pamét rostlin, tepelna stresovd pamét, ziskana termotolerance,
priming, protein tepelného Soku, epigenetika, modifikace chromatinu, sestfithova pamét,
selektivni autofagie, zapominani stresu



Abstract

Global warming is one of the main factors contributing to the decline in crop yield and overall
plant biodiversity. Increasing surface temperatures of the Earth result in heightened demands
on plant to cope with heat stress. Heat stress causes various damages to plants, primarily
denaturation of cellular proteins, loosening of biomembranes, and accumulation of reactive
oxygen species (ROS). Plants cells defend against heat stress through lipid remodeling of
membranes, increased production of ROS scavengers, and primarily increased production of
heat shock proteins (HSP), which are molecular chaperons maintaining proteins properly folded
even at temperatures that would otherwise cause denaturation. Plants have developed
mechanism to cope with recurring heat stress, such as heat waves, that is referred to as acquired
thermotolerance and is enabled by the plant’s ability to undergo stress memory. Key to stress
memory is priming, which involves preparing the plant for very strong heat stress by exposing
it to milder heat stress beforehand. Following priming, there comes a memory period, that is
also called recovery period, during which the cell maintains altered molecular expression and
physiology. The mechanisms of heat stress memory are divided into transcriptional and post-
transcriptional, involving HSPs and their transcription factors HSF, primarily HSFA2 and
HSFA3, as well as histone and chromatin modulators, miRNAs, alternative splicing, plant
metabolites (Ca?", carbohydrates, phospholipids), and regulation of the plant hormone ethylene.
Transcriptional memory mainly involves sustained induction or enhanced re-induction of heat
stress memory genes, including HSP21, HSP22, HSP17.6, HSP18.2, HSA32, APX2, HSA32,
and HSFA2. The abundance of histone methylations is essential, regulating chromatin
accessibility and thus transcription of these genes, especially transcription-activating
methylation H3K4me3 and transcription-repressive methylation H3K27me3. Conversely,
forgetting heat stress, which is equally essential for the plant as its memorization, is mainly
mediated by selective autophagy, mediated through NBR1 or ROF2, and also the
metalloprotease FtsH6.

Keywords: plant stress memory, heat stress memory, acquired thermotolerance, priming, heat
shock protein, epigenetics, chromatin modifications, splicing memory, selective autophagy,
stress forgetfulness
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Seznam pouzitych zkratek

ACS =z angl. 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase
AGT1 =z angl. argonaut 1

APX?2 =z angl. ascorbate peroxidase 2

AT =z angl. acquired thermotolerance

AtANNI = z angl. Arabidopsis thaliana annexin 1

ATF6 = z angl. activating transcription factor 6

ATP = z angl. adenosine triphosphate

ATXI1 =z angl. arabidopsis trithorax 1

BRCAI1 =z angl. breast cancer type 1 susceptibility protein
BRM = brahma

BRUI1 = brushy 1

CAS =z angl. calcium sensing receptor

CBF =z angl. C-repeat-binding transcription factor

CHR11 =z angl. chromatin-remodeling protein 11

CHR17 = z angl. chromatin-remodeling protein 17

CLV3 =clavata 3

CNGC2 =z angl. cyclic nucleotide gated calcium channel 2
CRY1 = kryptochrom 1

DBD =z angl. DNA-binding domain

DNA = deoxyribonukleova kyselina

EIN3 =z angl. ethylene-insensitive 3

ELF3 =z angl. early flowering 3

ELOI1 =z angl. ETOI1-like

ER = endoplazmatické retikulum

ERAD =z angl. ER-associated degradation

ETO1 =z angl. ethylene overproducer 1

FBAG6 = z angl. fructose-1,6-bisphosphate aldolase
FGT1/FGT2/FGT3 = z angl. forgetter 1/ forgetter 2/ forgetter 3
FKBP = z angl. FK506 binding proteins (FK506 = tacrolimus)
FtsH6 = z angl. filamentation temperature-sensitive h6
HLP1 =z angl. hikeshi-like protein 1

HS =z angl. heat shock



HSA32 =z angl. heat shock associated 32-kD protein
HSE =z angl. heat shock element

HSF =z angl. heat shock transcription factor

HSFA =z angl. heat shock transcription factor A
HSFA2 =z angl. heat shock transcription factor A2
HSFA3 =z angl. heat shock transcription factor A3
HSP =z angl. heat shock protein

HTTS5 =z angl. heat-induced TAS1 target 5

H3K4me3 =z angl. histone H3 lysine 4 trimethylation
H3K27me3 = z angl. histone H3 lysine 4 trimethylation
IAA19 =z angl. indole-3-acetic acid inducible 19
IAA29 =z angl. indole-3-acetic acid inducible 29

IR =z angl. intron retention

IRE1 =z angl. inositol-requiring enzyme 1

JMIJ = z angl. jumonji c-domain containing

LAT =z angl. long-term acquired thermotolerance
MAP = z angl. mitogen activated protein

MAP4K =z angl. mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase
MIPS2 = z angl. L-myo-inositol 1-phosphate synthase 2
miRNA = z angl. microRNA

mRNA = z angl. messenger RNA

miR156 = microRNA 156

miR400 = microRNA 400

NBRI1 =z angl. next-to-BRCAL1

NTL3 =z angl. NAC transcription factor-like

PA = z angl. phoshatidic acid

PERK =z angl. protein kinase R (PKR)-like ER kinase
PIF4 = z angl. phytochrome interacting factor 4
PLDa2 = z angl. phospholipase D a2
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pre-mRNA = z angl. precursor messenger RNA
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ROF1 =z angl. rotamase FKBP 2
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1 Uvod

Rostliny, obdobné¢ jako zivoc¢ichové, maji schopnost zapamatovat si uplynulé udalosti, jinymi
slovy — maji pamét. Pamét umoziiuje zvySit organismu Sanci na pieziti poucenim se
z ptedchozich zkuSenosti. Nejvice prozkoumana je v kontextu rostlin oblast stresové paméti,
kterou se budu také v této praci zabyvat. Stresova pamét’ rostlin tedy zajistuje vylepSenou
reakci rostliny na stresové podnéty, jestlize se s nimi setkava opakované. Rostlinnd pamét’ se
od zivoc€isné vyznamné li§i v tom, Ze na rozdil od zivocichti rostliny nemaji pro informace jasné
vyhranéné tilozisté — nervovou soustavu. UloZi§té paméti je v jejich piipadé vice obecné, tyka
se kazdé buiiky v rostlinném téle, a muze byt v podob¢ epigenetickych modifikaci nebo jinych
zmén fyziologie buiiky. Adaptace na stresové vlivy prostiedi je pfitom u rostlin naprosto zasadni
pro jejich preziti, kvili jejich pfisedlému zptisobu zivota. Na rozdil od zivoc€icht, rostliny pred
stresorem nemohou utéct, mohou se s nim pouze vyrovnat, a proto je pro n¢ nezbytné nutné

umeét reagovat na opakované se vyskytujici stres v jejich biotopu.

V této praci se budu zamétovat predevsim na tepelnou stresovou pamét’. Tepelny stres
zpusobuje v rostlinnych bunkach predev§im denaturaci proteinli, naruSeni integrity
biomembran a zvySenou akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS). Rostlinnd se témto
poskozenim muze branit mechanismy jako je lipidicky remodeling, zvySeni produkce ROS
zhasecu a proteint tepelného Soku (HSP), coz jsou proteiny, které udrzuji proteiny sbalené i
v teplotach, ve kterych by pfirozené denaturovaly. Tepelna stresova pamét’ je zpusob, jak si
rostliny mohou zapamatovat pfedchozi stresovy stav, poucit se z ngj, a na nasledujici tepelny

stres zareagovat lépe, rychleji a efektivngji.

Aklimace na tepelny stres je pro rostlinu dnes obzvlasté vyznamna kvili zvySujicim se
teplotdm po celé planeté. Podle zpravy (
se od primyslové revoluce zvedla primérna teplota povrchu Zemé o 1,1 °C, pfitom
nad pevninou je tato zména zavratnéjsi (1,6 °C) né€z nad oceany (0,9 °C) kviili vysoké tepelné
kapacité vody. Neméni se pfitom jen teplota vzduchu, ale také se zvySuje frekvence a intenzita
extrémnich uddlosti pocasi jako jsou viny veder, tropické cyklony a pozary. V nékterych
regionech jsou zmény vyraznéjsi, napi. Arktida se oteplila o vice nez 3,5 °C, v zemich niz§iho
rozvoje zase vyrazné stoupa lidska umrtnost zptisobena extrémnimi udalostmi pocasi, jako jsou
zéplavy, obdobi sucha a boute. Pro rostliny to znamena zejména zvyseny tepelny stres (
). Vzhledem k tomu, Ze zaroven s globdlnimi zménami klimatu se i prudce

zvySuje svétova populace (odhaduje se, Zze v roce 2050 bude planetu obyvat 10 miliard lidi),



dochazi k obrovskému zvySovani narokii na zeméd¢€lskou produkci. Mnohé studie dokazuji, ze
globalni oteplovani ma na svédomi ztraty vynosti zemédélskych plodin, primérné na 1 °C
zvySené teploty pripada sniZzeni vynosu obilovin o 6 %, ryze o 3,2 %, kukuftice o 7,4 % a sdji o
3,1 % ( ). Proto v je dneSni dobé& obzvlaste dilezité zkoumat, jakymi zplsoby
se rostlina mize vysokym teplotdm branit. Porozuméni mechanismtiim tepelné stresové paméti
muize zjednodusit Slechténi ¢i genetickou modifikaci zemédélskych plodin tak, aby byly

odolngjsi vici zvysujicim se teplotdm a CastéjSim vinam veder.

2 Stresova pamét’ rostlin

Pamét’ je schopnost zapamatovat si uplynulé udalosti a v budoucnosti toho vyuzit pro lepsi
aklimatizaci na podminky prostredi, ve kterych se jedinec nachdzi. Stresova pamét’ rostlin pak
znamena schopnost vylepSené reakce na stres (jako je sucho, teplo, chlad, toxicita prostredi ¢i
silné ozareni), pokud se s nim jiz setkala v minulosti. Pro vylepSenou reakci organismu na stres
je tieba, aby prob¢hl tzv. priming. Priming je definovan jako fenomén, kdy jedna stresova
udalost (priming stimulus) modifikuje odpovéd’ rostliny na pfisti stresovou udalost (tzv.
triggering stimulus) ( ). Priming je tedy udalost, kdy je rostlina vystavena
stresu, vétSinou v mirnéjs$i podobé&. Po primingu nastava tzv. obdobi zotaveni (z angl. recovery
period), béhem kterého si rostlina uchovava vzpominky na stres, coZ se projevuje zménénou
fyziologii a molekularni expresi. Toto obdobi se také nazyva obdobi paméti. KdyZ v tomto
obdobi pfijde stres znovu, a to klidn€ 1 v jinak letalni davce, rostlina se s nim dokaze vypotradat
mnohem Iépe neZ piedtim — stresovd odpovéd’ nastupuje rychleji a také je efektivnéjsi (viz
v této praci podivame v detailu, a mezi které se fadi naptiklad modifikace chromatinu, které ho
udé¢laji pristupnéj$im, a geny tak mohou byt pfisté rychleji aktivovany. Déle mohou byt tieba
zmnozeny transkripcni faktory genil stresové odpovédi, nebo miZe byt prodlouzend Zivotnost
¢i indukce proteinti podilejicich se na stresové odpovédi, jako jsou napt. proteiny tepelného

Soku (HSPs).

Pro stresovou pamét je naprosto zasadni, aby mezi prvnim (priming) stresem
a nasledujicim stresem byla ¢asové pauza, aby se rostlina mohla na nasledujici stres pfipravit.
Kdyz byly porovnavany rostliny vystavované preruSovanému pulzujicimu UV-B
a kontinudlnimu UV-B, tedy bez pauzy na zotaveni, bylo zjiSténo, Ze rostliny vystavené
pferusovanému UV-B mély zvySenou expresi ochrannych flavonoidli oproti vzorku

vystavenému kontinuadlnimu UV-B, pfestoZe byl celkovy ¢as ozéfeni stejny ( ).



Z toho vyplyva, ze rostlina mize byt ,trénovana“ na Spatné podminky. Pokud je tieba
kontinudln¢ vystavovana ¢im dal tim niz$im teplotam, s tim Ze je ji pokazdé ponechan ¢as na

zotaveni, po né¢jakém case by méla byt schopna ptezit i letalni teploty.

Rostlinnd stresova pamét’ se deli na somatickou a transgeneracni, coz znamena, ze se
vylepSena odpovéd’ na stres pienese i na potomstvo. Transgeneracni stresova pamét’ je vSak

zatim velmi malo prozkoumana ( ).
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Obr.1: casova osa stresové paméti. B V prvni fazi probéhne priming, po ni nasleduje obdobi zotaveni,
neboli obdobi paméti, ve kterém probihdji molekuldrni a fyziologické zmény, a poté nasledujici
stresovy stimulus, na ktery rostlina reaguje vylepsSenou stresovou odpovédi. A — probéhne pouze druhy
stresovy stimulus, bez predchoziho primingu. Pamét’ zde neexistuje, proto bude stresova odpoved
nezménéna a mén¢ efektivni (zdroj: Charng, Mitra a Yu, 2023).

Pro rostlinu je diilezité nejen si pamatovat stres, ale po vhodné dobé na néj také
zapomenout. Kdyby si rostlina udrzovala stresovou pamét po cely Zivot, zbytecné by
vynakladala energii na udrzovani stresovych proteind nebo histonovych modifikaci, které ve
veétsing piipadl nepotiebuje. Zpravidla velmi teply den pfijde az po jiném teplém dni, nikoliv
po chladném dni. Proto stresova pamét’ Casto trva jen nékolik hodin az tyden, rostlina totiZ v té
dobé¢ predpoklada brzky névrat stresoru. Po stresovém obdobi je ale tfeba vénovat bunécnou
energii do norméalniho rlstu a vyvoje. Zapominani je zprostitedkovano piredev§im autofagii, a
to tak, ze jsou proteiny podilejici se na stresové paméti jednoduse degradovany (

). Klasicky pfiklad vyznamu zapominani stresu je vernalizace. Rostlina projde
zimou, kterou si uchovava v paméti jako teplotni stres, coz ji umoziuje vykvést na jafe. Poté
co vykvete je ale tieba, aby na teplotni stres zapomnéla, aby bylo kveteni opét inhibovano az

do dalSiho jara. Bez zapomenuti by mohla rostlina znovu vykvést na podzim, kdy je den



podobné¢ dlouhy jako na jate, a odliSuje je od sebe jen to, jestli rostlina jiz prosla nebo neprosla

teplotnim stresem ve formé zimy ( ).

3 Tepelny stres
3.1 Definice

Kazdy rostlinny druh ma své optimalni teplotni rozpéti, ve kterém nejvice prosperuje, dosahuje
nejvyssiho rlstu a spravného vyvoje. Hranice tohoto rozpéti se potom nazyvaji spodni a svrchni
prahova hodnota. Kdyz okolni teplota ptekroci tyto prahové hodnoty, rostlinny rist je znatelné
snizen az zastaven. Z tohoto hlediska mtize byt tepelny stres definovan jako zvyseni okolni
teploty ptekracujici prahovou hodnotu teplotniho rozpéti rostliny a to po takovou dobu, ze dojde
k nevratnym zménam v bunkach rostliny ( ). Definice tepelného stresu ale v
literatute rozhodné€ neni jednotnd, né¢kdy neni podstatné zpomaleni riistu ani nevratné zmény,
ale pouze spusténi bunécnych obrannych mechanismil. Nejobecnéjsi definice tepelného stresu
muze byt 1 jednoduché ,,vystaveni rostliny nadmérné vysoké teploté*. Tepelny stres miize byt
také zaménovan se slovnim spojenim ,,tepelny Sok*, zaroven je tepelny Sok nékdy povazovan
spiSe za kategorii tepelného stresu ( ). Ja je v této praci budu uzivat jako
synonyma, protoze v kontextu soucasnych vyzkumu tepelné stresové paméti nejsou rozdily

mezi tepelnymi stresy piili§ dilezité.

Obecné¢ lze fici, Ze k tepelnému stresu dochdzi pii zvySeni o 10—15 °C nad teplotni
optimum ( ). Primérné teplotni optimum se u vétSiny rostlin mirného pasma
pohybuje mezi 20-30 °C, proto si mizeme tepelny stres piedstavit jako teploty nad 30 °C.
Napftiklad u pSenice je uvadeéno, Ze jeji optimalni tepelné rozpéti je 18—24 °C a k poklesu urody
o vice nez 20 % dochézi jiz pti kratkodobém zvySeni okolnich teplot na 28-32 °C (

). Fazole mungo mé optimalni rozpéti pro rist a vyvoj 28-30 °C, pfi teplotach nad
30 °C jiz vyrazné klesa roda, nad 40 °C dochézi k opadu kvéth a nad 45 °C uzZ je vétSina

bunéénych déju zastavena ( ).

3.2 Diisledky tepelného stresu

Tepelny stres poSkozuje naprosto kazdy proces v rostlin€, nicméné ja se v této kapitole pokusim
zaméfit jen na ty nejpodstatnéjsi. Obecné, zvySena teplota zvySuje kinetickou energii molekul,
coz zpusobuje rychlejsi pohyb a oslabeni vazeb. Jelikoz se tento fakt tyka i biomolekul, obecné
se da fici, ze pii tepelném stresu jsou biomolekuly vice rozvolnéné a maji problém udrzet sviij

tvar a integritu. Dotyka se to jak jednotlivych proteinli a enzymi, které podléhaji denaturaci a



tim ztraceji svou funkci, tak také biomembran, které vinou rozvolnéni lipidové dvojvrstvy
ztraceji svou integritu, ¢imz dochézi k poskozeni jejich funkce. Rozvolnéni lipidi mé na
svédomi jak zvySend teplota samotnd, tak i zvySené mnozstvi ROS, které lipidy oxiduji a
poskozuji je. Tepelnym stresem jsou proto primarné poskozeny veskeré membranové organely,
coz je divod, pro¢ jsou nejvice zasazeny fyziologické déje jako fotosyntéza a respirace (

).

V mitochondriich je nejvice naruSen uhlikovy metabolismus ve strom¢ a
v chloroplastech zase fixace uhliku a fotochemické reakce v thylakoidech, kdy dochazi
k poskozeni teplotn¢ citlivych komponent ve fotosystému II. V komparativni studii odrad
kukufice v odolnosti proti HS bylo zjisténo, ze HS zplsobuje poskozeni reak¢énich center
fotosystému II a také mén¢ efektivni transport elektronil, coz vyustuje v celkovou fotoinhibici
( ). Vysoké teploty také zvySuji aktivitu chlorofyldz a peroxiddz, které pak
zpusobuji rozklad chlorofylu, coz je hlavni fotosynteticky pigment, ktery ma schopnost
absorpce svételné energie. Rozklad chlorofylu pak pozorujeme jako chlorézu, neboli zloutnuti
listd, a rostlina ztraci schopnost fotosyntézy ( ). Vysoké teploty také inhibuyji
aktivitu enzymu RUBISCO, ktery je zodpovédny za fixaci uhliku. RUBISCO aktivéza je totiz
extrémné teplotné senzitivni, HS zptlisobi jeji rozbaleni a odhaleni hydrofobnich konct, coz
zpusobi pfeménu v nerozpustny proteinovy agregat ( ). Nefunk¢ni
RUBISCO znamena pro rostlinu ztratu piijmu uhliku. Respirace byva teplotou nejdiive
zvySena, coz ale jeSté vice podporuje ztraty uhliku. Napfiiklad u ryZe je zvySend respirace
dasledkem tepla pfimo spojovana s poklesem urody ( ). ZvysSena
respirace také souvisi s naruSenym RUBISCO, pfti vyssich teplotach klesa jeho specificita pro
CO; a zvysuje se jeho oxiddzova aktivita, coz ma za nasledek pievazeni fotorespirace nad

fotosyntézou ( ).

Naruseni tak citlivych metabolickych d&jii jako je respirace a fotosyntéza poté ptfimo
zpusobuje zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je peroxid vodiku (H2O3),
superoxid (Oz¢"), hydroxylovy radikal (OHe) a singletovy kyslik (!O2). ROS v buiice zptisobuji
silny oxidativni stres, zejména pak zlomy v DNA, naruSeni struktur proteinti a lipidd a zvySenou
indukci programované bunééné smrti. Nicméné rostliny dokazou ROS vyuzivat také jako
signalizaéni molekuly, které mohou rostliné naopak pomoci urychlit stresovou odpovéd
( ) Tepelny stres ma také nepiimé, ale zato neméné dulezité, disledky,
zejména dehydrataci, kterd se projevuje ztratou turgoru, coz je jev, ktery vyznamné omezuje

rust rostliny. Rostlina se totiZ ochlazuje zvySenou transpiraci, tedy rychlejSim odpafovanim



vody z rostliny, a ma proto zvysSenou potfebu piijmu vody, které¢ je navic v puadach beéhem
obdobi horka méné&. Dehydrataci se rostlina kratkodobé brani zavienim priaduchti a dlouhodobé
snizenim mnozstvi priduchti v listech, ¢imz sice zabrani tnikiim vody, ale zamezi i ochlazovani
rostliny, takze se jeste vice piehiiva ( ). Zaroven s tim také zavieni praducht
omezuje vymeénu plynt s prostfedim, coz opét snizuje asimilaci a jiné metabolické déje. Béhem
tohoto stavu tedy nemuze rostlina pfili$ rlst ani se spravné vyvijet. VSechny tyto déje zaroven
coz na rostlin¢ mizeme pozorovat jako Cernani a opad list. Pii mirnéjSich davkach potom
sledujeme ztratu pigmentd, které¢ se vlivem tepla rozkladaji, coz se projevuje jako zloutnuti
listd. Na makroskopické urovni tepelny stres narusuje kliceni, kveteni, zivotaschopnost pylu a
celkové reprodukéni procesy, stejné jako zptisobuje defekty v déleni a rastu bunc¢k. Obecné

zpusobuje sniZzenou rostlinnou produktivitu ( ).

Na vysokou teplotu jsou citlivéjsi generativni ¢asti rostliny a to predevSim samci

rozmnozovaci organy ). Vlny veder jsou proto nejskodlivéjsi pro

zeméd¢€lskou trodu, pokud zasdhnou rostlinu v generativni fazi.

3.3 Odpovéd’ rostliny na tepelny stres

Na zvySenou teplotu reaguje rostlina obecné zménou morfologie a vyvoje, jevem souhrnné
oznaCovanym jako termomorfogeneze ( ). Jeden z hlavnich
projevi termomorfogeneze je zvySeni elongace internodii, coz ma za nasledek efektivné;jsi
ochlazovani listl. Dal$i termomorfogenetické zmény jsou tfeba zména tvaru listl do uzsich a
delSich, sniZeni mnoZstvi priduchi a hyponastie, coZ je jev projevujici se jako otaeni listd
smérem nahoru, ktery je zptisobeny pievazujicim ristem spodni strany fapiku nad svrchnim.
Vys§i teplota také v rostlin€ vyvolava urychlené kveteni ( ).
Dtlezity transkripéni faktor termomorfogeneze je PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR4 (PIF4), ktery je negativné regulovan fytochromem B, ELF3, UV zafenim a bilym
svétlem ( viz ). PIF4 aktivuje geny pro termomorfogenezi, mezi kterymi
jsou nejpodstatnéjsi geny pro syntézu auxinu jako napt. YUCCAS, IAA19 aIAA29 (

). Auxin je fytohormon, ktery zpisobuje mj. elongaci internodii.

Obrana rostliny pied bunéénym tepelnym poskozenim se obecné nazyva odpovéd na
tepelny stres. Ta zahrnuje ptfedev§im zvySenou indukci faktora tepelného Soku (HSF) a jimi
regulovanych proteinli tepelného Soku (HSP), které brani proteiny pred denaturaci (

). Dale obrannd odpovéd’ ale zahrnuje také zvySenou indukci ROS zhaSect jako je



superoxid-dismutaza, askorbat-peroxiddza (APX) a kataldza, které zmiriiuji dopady akumulace
ROS. Rostliny také zvysuji produkci protedz, které degraduji Spatné sbalené neopravitelné
proteiny ( ). Proti zvySeni fluidity membrany pii HS se rostlina mize branit
piestavbou lipidického sloZzeni membrany ( ). Fluiditu membrany totiz
kromé teploty ovlivituje také jeji lipidické slozeni, naptiklad nenasycené mastné kyseliny
zpusobuji vyssi fluiditu membrany, jelikoz dvojné vazby zpisobuji ohyb fetézcl a tim mensi
uspofaddanost membrany, coz zpusobuje slabsi vazby mezi lipidy. Naopak nasycené mastné
kyseliny znamenaji pevnéj$i membranu se siln€jSimi vazbami. Proto pii vysSich teplotach
mohou byt komponenty membrany nahrazeny jinymi, které fluiditu membrany snizi a mohou
tak pomoci navratit ztracenou membranovou integritu. Na snizeni poctu nenasycenych
mastnych kyselin v lipidech se hojn€ podili desaturdzy. Zména kompozice membrany musi byt
velmi pfesné pfizplisobena intenzité tepelného stresu. HS tedy zvySuje aktivitu desaturaz, 1 kdyz
neni pfesné znamo jak, a zaroven také obrat lipidi v membrané ( ). V
Arabidopsis thaliana se béhem HS zvySuje celkové mnozstvi PA (fosfatidova kyselina),
fosfatidylserinu, fosfatidylcholinu, fosfatidylinositolu naopak se snizuje mnozstvi

fosfatidylethanolaminu ( ).

Specialni odvétvi odpovédi na tepelny stres je tzv. UNFOLDED PROTEIN REPONSE
(UPR), ktera probiha v endoplazmatickém retikulu (ER). HS zptisobuje hromadéni neslozenych
nebo $patné sloZzenych proteinli v lumen ER, které je centrem skladani proteinti pro sekre¢ni
drahu. Tento jev naruSuje homeostdzu ER a zplsobuje tzv. ER stres. ER ma tfi dilezité
transmembranové receptory; INOSITOL-REQUIRING ENZYME 1 (IREI1), PROTEIN
KINASE R (PKR)-LIKE ER KINASE (PERK) a ACTIVATING TRANSCRIPTION FACTOR
6 (ATF6), které jsou za normalnich podminek ve ,,vypnutém® stavu, jelikoZ jsou jejich aktivni
domény zablokovany vazbou na GLUKOSE REGULATED PROTEIN 78 v lumen ER
( ). Hromadéni Spatn€ sbalenych nebo nesbalenych
proteini tuto interakci narusuje, ¢imz jsou receptory aktivovany a mohou tak dale aktivovat
nasledné (tzv. downstream) signalizacni drahy, coz se oznacuje jako UPR. Cil této drahy je
redukovat mnoZzstvi nesbalenych proteini v ER a navratit ER homeostazu ( ).
Jsou tfi moZnosti, jak toho docilit — zvySit expresi chaperoni, které Spatné sloZzené proteiny
sbali spravné, podpofit degradaci jiz neopravitelnych proteind, anebo pii dlouhodobém ER
stresu spustit signalizacni drdhu pro bunécnou smrt ( ). Napftiklad IRE1 po
naruSeni vazby s GLUKOSE REGULATED PROTEIN 78 dimerizuje, ¢imz autofosforyluje a

tim aktivuje svou RNazovou doménu. IRE1 poté spousti sestiih transkripéniho faktoru X-BOX



BINDING PROTEIN 1 (XBP1), ¢imz vznikne jeho sestfizena forma, ktera ma praveé schopnost
zvysit expresi ER chaperoni a také komponent podilejicich se na ER-ASSOCIATED
DEGRADATION (ERAD) draze, ktera odbourava nefunkéni proteiny v ER. Navic béhem
chronického ER stresu pomaha XBP1, aktivované IRE1, udrzet prodlouzenou expresi PERK,

coz je dalsi aktivator downstream gentt UPR ( ).
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Obr. 2: Schéma regulace riustu tepelnym stresem: Sipky oznacuji pozitivni regulaci, kolmé zakonceni cary
oznacuje negativni regulaci, nepferusované ¢ary ptimou regulaci a pteru§ované nepiimou (zdroj: Li a kol., 2018).

3.4 Jak rostlina vnima teplo

Pro zkoumani rostlinné odpovédi na tepelny stres a posléze tepelnou pamét’ rostlin je podstatné
védet, jak vlastné dokdze rostlina zvyseni okolni teploty zaznamenat. Asi nejvétsi roli v detekei
tepla ma plazmatickd membréna, kterd dokadze na zménu teploty reagovat velmi rychle a
precizn€. Nicméné byly vyzkoumany i jiné komponenty, které se na zaznamenani tepelné¢ho
stresu podileji, jmenovité signalizace vapenatymi kationty, kindzové signalizacni kaskady,

fytochrom B, fazovéa separace proteinu ELF3 a také signalizace pomoci zvySen¢ hladiny ROS.
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3.4.1 Plazmatickd membrana

Jak jsem jiz ptedeslala, zména fluidity plazmatické membrany (PM) je nejspi$ primarnim a
hlavnim rostlinnym detektorem zvysené teploty prostiedi ( ). Vyhoda
tohoto mechanismu detekce je, ze na néj rostlina nepotfebuje zddnou metabolickou energii,
nebot’ zména fluidity je pfirozeny fyzikalni d¢j. Bylo dokazano, ze plazmaticka membréana
dokdze na zménu teploty reagovat velmi rychle a také velmi ptesné. Na kazdé 2 °C byla
naméiena kvantitativni zména fluidity ( ). Na zménu fluidity poté
reaguji membranové proteiny, jako jsou enzymy a iontové kanaly, zménou konformace. Zména
konformace dokaze aktivovat sekundarni posly, kteti dale prenaseji informace o zméné teploty
az do jadra, kde vyvolaji zménu exprese, a tedy obrannou reakci rostliny. Mezi tyto signaliza¢ni
membranové proteiny reagujici na zménu fluidity membrany patii tieba MAP kinazy nebo
véapnikové kanaly, které spusti flux signalizanich Ca** iontfi. Podstatné také miiZe byt zjistént,
ze fluidita plazmatické membrany vykazuje hysterezi, coZ je vlastnost dynamického systému,
kdy vystupni veli¢ina zavisi nejen na vstupni veli¢ing, ale také na predchozim stavu systému.
To znamena, ze si plazmatickd membrana zachovava zaznam ptredchozich zmén fluidity (

).

Jeden z identifikovanych vapnikovych kanalti plazmatické membrany u vyssich rostlin,
ktery je aktivovan zménou teploty, je kandl CNGC2 (CYCLIC NUCLEOTIDE GATED
CALCIUM CHANNEL 2). Rozvolnéna PM zplisobi zménu konformace CNGC2, coZ tento
kandl otevie a zplsobi vtok Ca®" iontl zapoplastu do cytoplazmy, ¢imz se spusti Ca®"
dependentni signalizacni drdha. Tato drdha konci hyperfosforylaci a tedy aktivaci
transkripCnich faktort HSFA. Na jeho funkci se pfiSlo tak, ze mutant cngc2 mél silné defekty
v Ca®" signalizaci a projevoval hypersenzitivitu na tepelny stres. Nicméné nebyl tplné
jiné vapnikové kanaly. Byl také nalezen rozdil v expresi v riznych organech rostliny, coz
poukazuje na to, Ze stejné teploty mohou vyvolat rozdilné HS reakce v riznych ¢astech rostliny.
Jelikoz CNGCs evolu¢né nejspi§ vychazeji z zivociSnych TRPs (z angl. transient receptor
potential channel) a jsou specifické pro isi rostlin, byl jejich vznik nejspiS podstatny pro

ptechod rostlin na sous, aby se mohly vyrovnat s novymi rozmanitymi podminkami prostiedi

( )-

Vtok véapenatych iontli do cytoplazmy zpusobi aktivaci cytoplazmatického AtANN1
(Arabidopsis thaliana ANNEXIN 1). Ten se navdze na membranu a tam pusobi dal$i otevirani

vapnikovych kanald, ¢imZ je jesté vice zesilen Ca®" signal. Nevi se, jestli je AtANNI piimo



soucast kandlu, anebo jen aktivuje jiny kanal, kazdopadné¢ mutant AtANNI se projevuje
hypersenzitivitou na HS, zatimco zvySena exprese AtANNI1 zplisobuje vyssi rezistenci na HS

( )-

NTL3, ktery byl identifikovan v ryzi, je dal$i membranovy protein, ktery reaguje na
zménu fluidity a posléze spousti aklimacni odpovéd’ na HS. NTL3 je transkripéni faktor
obsahujici NAC doménu, ktery v normalnich tepelnych podminkach asociuje s plazmatickou
membranou. Zménou fluidity se z plazmatické membrany uvoliluje a posléze je translokovan
do jadra, kde reguluje geny HS odpovédi ( ). Protein THERMO-TOLERANCE
3.1 (TT3.1) funguje podobné, az na to, ze zména fluidity zplsobi jeho translokaci z PM do
endozomu, ne do jadra. TT3.1 ma silnou ubikvitin ligdzovou aktivitu a v endozomu pak
ubikvitinuje protein THERMO-TOLERANCE 3.2 (TT3.2), ¢imz ho oznaci pro degradaci ve
vakuole. TT3.2 je membranovy protein chloroplastl a jeho degradace ma za nasledek snizeni
poskozeni chloroplastli nasledkem HS. Neni v§ak znam pfesny mechanismus toho, jak se TT3.2

na poskozeni chloroplastii podili ( ).

Zmeéna fluidity membrany také zapficiniuje zmeénu konformace nékterych kindzovych
membranovych proteinli, coz vyvola jejich autofosforylaci a kindzovou signaliza¢ni kaskadu.
Zatim vSak nebyly identifikovany konkrétni kindzy, které¢ by takto ptfedavaly informace o
zvySené teploté. Byla identifikovana membranovda MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASE KINASE KINASE KINASE (MAP4K) jménem TARGET OF TEMPERATURE 3
(TOT3), u které bylo prokdzéano, Ze se podili na rostlinné¢ termomorfogenezi, coz technicky
vzato je reakce na teplotu, nicméné nezprostiredkovava obrannou reakci na tepelny stres (

). Geny pro termomorfogenezi, napf. geny podilejici se na syntéze auxinu jako je
YUCCAS, jsou regulovany transkripénim faktorem PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 4 (PIF4; ). PIF4 je negativné regulovan fytochromem B a ELF3, coz
jsou piimé detektory tepla, ale také modrym svétlem a UV zarenim. Tato drdha aktivace genil
pro termomorfogenezi tedy zahrnuje i1 svételnou signalizaci. TOT3 je pravé specidlni tim, Ze
poskytuje alternativni drdhu aktivace termomorfogeneze, kterd je nezéavisld na svételné

signalizaci, fytochromu B a PIF4 ( ).
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3.4.2 ELF3 a fytochrom B

Bunka obsahuje i jiné detektory tepla, které jsou nezavislé na fluidité membrany. Jeden z nich
je ELF3 (EARLY FLOWERING 3), ktery je, jak jsem jiz zmifiovala, negativni regulator PIF4,
zpusobuje tedy umlceni genli pro termomorfogenezi. ELF3 také funguje jako jedna
z komponent bunécného oscilatoru a jeho exprese béhem dne pravidelné osciluje. Nejvyssi
hladinu exprese ma ELF3 na konci dne a béhem noci potom zase klesa. Hlavné mé ale ELF3
schopnost fazové separace na zdkladé teploty bunky, coz je schopnost, ktera zajistuje
termodetekci (viz ). Kdyz se zvysi okolni teplota, ELF3 podstoupi reverzibilni fazovou
separaci, coZ znamena, ze z bézné rozpustné aktivni formy se stane neaktivni vysrazena forma
proteinu. Neaktivni ELF3 pfestane branit termomorfogenezi. Zjistilo se, ze pro tuto schopnost
je v ELF3 podstatna tzv. prion-like doména, ktera obsahuje poly-glutaminové (poly-Q) repetice.

Délka téchto repetici je pfimo umérna citlivosti detekce teploty ( ).

Jak jsem jiz zminovala, PIF4 je hlavni transkripéni aktivator gent pro
termomorfogenezi. Ma dva negativni regulatory, z nichz jeden je jiz zminovany ELF3 a druhy
je fytochrom B. Fytochrom B je receptor cerveného svétla, schopny fotokonverze mezi dvéma
stabilnimi formami, které se odvijeji od mnozstvi cerveného a dlouhovinného €erveného zéteni
absorbovaného fytochromem B. Jednd se o neaktivni formu Pr (z angl. red light) a o aktivni
formu Pfr (z angl. far red light), podle pifevazovaného absorbovaného svétla. Aktivni Pfr forma
je spojovana s vétSinou vyvojovych a rlstovych reakci rostliny (viz ). Ve tm¢& (tedy
v noci) probiha spontanni tepelné relaxacni reakce, nazyvana téz temnostni konverze, kdy se
Pfr vraci do neaktivni Pr formy. Pokud je zvySend okolni teplota, temnostni konverze se
zvySuje, takze se zvySuje vyskyt neaktivni formy fytochromu B. To mé za nasledek aktivaci
termomorfogeneze, jelikoz fytochrom B pfestane inhibovat transkripéni aktivitu PIF4 (

). Tohle je vztah, ktery funguje jen v noci. Nov¢jsi studie vSak ukazuji, Ze fytochrom
B ma roli v detekci teploty 1 pfes den, v dlouhodennich podminkéch, kdy termomorfogeneze
probiha predevsim za svétla ( ). I za svétla fytochrom B k ptenosu teplotnich
informaci vyuziva transkripéni faktor PIF4, nicméné navic potfebuje jesté protein HEMERA.
HEMERA post-translacné reguluje aktivitu PIF4 a tim se podili na aktivaci termomorfogeneze.
Ditkazem je to, ze mutant bez funkéniho HEMERA, ale s funkénim PIF4, nebyl schopen
aktivovat elongaci hypokotylu vyvolanou vyssimi teplotami. HEMERA podporuje akumulaci
PIF4, a to nejspis inhibici jeho degradace, a pomaha aktivovat cilové geny PIF4, pro které ma
vazebnou doménu ( ). Fytochrom B méa schopnost fotokonverze i béhem dne, a

vysoka teplota urychluje pteménu z aktivni do neaktivni formy fytochromu B tplné stejné jako
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v noci. Bylo akorat t€z8i to experimentalné zaznamenat, protoze pres den se draha aktivace
termomorfogeneze fytochromem B kiizi s drdhou inhibice termomorfogeneze receptorem

modrého svétla CRY1 ( viz ).

3.4.3 ROS signalizace

Pti tepelném stresu vznika v bunice nadbytek ROS, pochazejicich z narusenych metabolickych
déja jako je fotosyntéza a respirace. Tam vznikaji 1 pfirozené, ale pti HS je naruSené jejich
odbouravani. ROS mohou byt nejen Skodlivé, ale také uzitecné. Ukézalo se, Ze rostliny hojné
vyuzivaji ROS, ptedevsim H>O», jako signaliza¢ni molekuly ( ). H2O2 mé tu
vyhodu, Zze dokdze volné prostupovat bunéfnou membranou a je proto vhodny 1 jako
mezibunécny posel. Signaliza¢ni funkce ROS spociva v jejich redoxnim potencialu. Jak uz
vyplyva zjejich anglického nézvu ,reactive oxygen species®, maji velmi silnou schopnost
oxidovat molekuly, cozZ mize mit za nasledek zménu struktury proteinu a tim jeho funkce.
Vyznam redoxnich zmén pro teplotni signalizaci byl dok4zan ,
ktery pfiSel na to, Ze nizké teploty v Arabidopsis thaliana vyvolavaji redoxni pifeménu
C-REPEAT-BINDING TRANSCRIPTION FACTOR (CBF) proteint z vysokomolekuldrnich
oligomerti na malé oligomery az monomery. Jen monomery jsou funkcni forma CBF a maji
schopnost indukovat expresi genti nizkych teplot. Mechanismus je takovy, ze nizké teploty
zpiisobi aktivaci deacetylazy, ktera odebere myristylovou kotvu transmembranového proteinu
thioredoxin h2, ktery je po uvolnéni translokovan do jadra, kde interaguje s CBF oligomery.
CBF oligomery jsou tvofeny pomoci disulfidickych vazeb. Thioredoxin h2 zajistuje redukci
téchto vazeb (z -SH na -S-S-), ¢imZ se oligomery rozpadaji na funkéni monomery (

). Je pravdépodobné, Ze jelikoz béhem HS stoupa hladina ROS, zplsobuje to redoxni
strukturni zmény nékterych proteinid (zejména vznik disulfidickych mistki na cysteinech), coz
by mélo vyustit v tepelnou signalizaci. Déale bylo potvrzeno, Ze zvySené mnozstvi ROS
zpusobuje zvySenou indukci HSPs ( ), a také Ze pfii stresu suchem, které
vyvolava ROS akumulaci stejné jako HS stres, zplisobuje ROS signalizace zavieni priidducht,
coz je obranny mechanismus pied suchem ( ). Kazdopadné konkrétni

mechanismus signalizace ROS v pfimé reakci na teplo zatim nebyl objeven.
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4 Mechanismy tepelné stresové paméti

Tepelna stresova pamét’ je jev, ktery umoziuje rostlin€ poucit se z predchoziho tepelného stresu
(HS) a rychleji a efektivnéji reagovat na nésledujici HS. Spociva v primingu, pfi kterém je
rostlina vystavena mirné zvySené teploté (mirnému HS), nésledujici fazi zotaveni, kterd se
projevuje rozdilnou expresi HS geni nez v obdobi beze stresu, a ndsledujici stresové epizode,
se kterou se rostlina zvlada mnohem lépe vyporadat, i kdyz jde o jinak letalni teplotu (

viz ).

HS pamét’ se projevuje ucinnéjsi tepelnou aklimaci, tedy jevem oznacovanym jako ziskana
tolerance na vysoké teploty. Ziskana tolerance (AT) muze byt dlouhodoba (LAT) nebo
kratkodoba (SAT). SAT je tedy AT, které je dosazeno po kratkém obdobi zotaveni (

), LAT po dlouhém obdobi zotaveni ( ). Existuje také pojem bazalni
termotolerance, coz je schopnost rostliny pfezit velmi vysoké teploty, které jsou rostliny

vystaveny nahle a bez piedchoziho primingu, nesouvisi tedy s HS paméti ( ).

V nasledujicich kapitolach se pokusim identifikovat objevené komponenty HS paméti a popsat,

jak se na ni podileji.

4.1 Epigenetické regulace tepelné stresové paméti

Epigenetické regulace jsou takové regulace, které zptisobuji zménu exprese gend, a nékdy i
zménu fenotypu, aniz by byla zménéna genova sekvence. Mezi n¢ se fadi histonové a
chromatinové modifikace, které ovliviiuji kondenzovanost chromatinu, coz v konecném
dasledku rozhoduje o expresi genu. Chromatin se d€li na euchromatin, coz je rozvolnény a
transkripéné aktivni chromatin, a heterochromatin, ktery je naopak vice kondenzovany a
transkripce na ném neprobihd. Heterochromatin se navic dale déli na konstitutivni (repetitivni
sekvence, transpozony) a fakultativni (geny pro vyvoj a stresové reakce; ).
Modifikace histont zajiStuji tzv. writer a eraser enzymy, napi. metyltransferdzy (writer) a
demetylazy (eraser). Krom¢ modifikaci histonti pfistupnost chromatinu dale ovlivituje také
hladina nukleozomové obsazenosti, regulovana pomoci chromatinovych modifikatora.

Dtlezita je také mira obmény histontl, na které zavisi uchovani histonovych modifikaci v ¢ase.

13



4.1.1 Histonové modifikace

Histonova jednotka je oktamer slozeny z proteini H2A, H2B, H3 a H4. Histony jsou bohaté na
lyzin a arginin, coz jsou kladn¢ nabité aminokyseliny, takze velmi pevné interaguji se zaporné
nabitym DNA. Kdyz se DNA obto¢i kolem histonu, vznikne nukleozom. Histony maji N-
terminalni zakonceni, ktera z nich vyc¢nivaji a maji silny kladny naboj, a na nichz probihaji
veskeré post-translacni modifikace. Ty zahrnuji pfedevsim metylace a acetylace, ale dale také
ubikvitinace, fosforylace, citrulinace a laktylace. Acetylované N-konce skoro vzdy chromatin
rozvoliuji, jelikoz oslabuji kladny ndboj histonti a tim snizuji jejich vazbu s DNA, ¢imz vzniké
transkripéné aktivni chromatin. Metylace, kterou se v HS paméti budeme predevsim zabyvat,
mohou vSak byt transkripéné aktivujici i reprimujici, podle toho, kde konkrétné probihaji.
Obecné jsou s aktivni transkripci spojeny hypermetylace lyzinu 4 na histonu H3 (H3K4me3,
H3K4me2) a naopak s represi transkripce hypermetylace lyzinu 27 na histonu H3 (H3K27me3).

H3K27me3 je navic velmi typicka pro fakultativni heterochromatin (
).

H3K4me3 tedy zptsobuji rozvolnéni chromatinu a aktivaci genové exprese. Ukazuje se
také, ze tyto metylace v HS paméti nejsou tieba pro iniciaci transkripce, ale spise pro uvolnéni
RNA polymerazy II z inhibi¢ni pauzy, kterd nastava po iniciaci a brani elongaci (

). Zajimavé je, Ze H3K4me3 se vyskytuji i tam, kde jiZ transkripce neprobihd, a tim
oznacuji mista nedavné transkripce. To mize slouzit jako urychleni ptisti aktivace gend, jelikoz
bude pteskocen krok syntézy aktivujicich metylaci. Pravé udrzovani téchto aktivujicich
metylaci i1 po skonceni transkripce gentl je dilezitd soucast transkripéni paméti (

).
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Obr. 3: Schéma regulace tepelné stresové paméti: priming — mirny HS; obdobi zotaveni=obdobi paméti;
nasledujici HS ve vys§i davce; na ziskané termotoleranci se podili chromatinové a histonové modifikace
v lokusech HS pamétovych geni, inihibice SPLs a interakce FGT3 s fosfolipazou D-02; ¢ervené Me znamena
metylace H3K27, zelené Me znamena metylace H3K4 (zdroj: Wang a kol., 2023c).

4.1.2 Transkrip¢ni pamét’

Z literatury vyplyva, Ze se transkripéni tepelnad pamét’ (TM) se déli na dva typy. TM L. typu
spociva v trvalé expresi genit HS paméti. Tyto geny si udrzuji stejnou hladinu exprese i po
skonceni tepelného stresu, takze jsou v tomto obdobi pripraveny ihned reagovat na dalsi tepelny
stres. Tato prodlouZena indukce (z angl. sustained induction) mlze trvat nékolik dnt, po
zastaveni indukce pamét’ konci, a kdyby HS pfisel az za del$i dobu, nema to uz na HS odpovéd’
vliv. TM 1I. typu muze byt dlouhodobé&jsi a spo¢iva v tom, ze pii pfistim HS stimulu je HS
odpovéd mnohem rychlejsi a efektivnéjsi (v anglické literatuie oznacovéna také jako enhanced
re-induction). Jeden z mechanisml je oznaceni transkripéné aktivnich genti béhem HS
znackami, které tam ziistavaji po celou dobu faze zotaveni a pfi pfistim HS umoziiuji mnohem

rychlej$i aktivaci téchto genil.
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4.1.2.1 Geny tepelné stresové (HS) paméti

Je dulezité si uvédomit, Ze ne vSechny geny indukované tepelnym stresem se podileji na tepelné
stresové paméti. Geny HS paméti jsou specifické tim, ze je jejich exprese indukovana
piedevsim v obdobi HS zotaveni, a poné¢kud méné pii samotném HS, tedy nejvyssi hladiny
exprese maji asi 2-3 dny po skonéeni HS. Radi se mezi né vét§ina malych HSP (napi. HSP21,
HSP22, HSP17.6 a HSP18.2), dale také tieba APX2, HSA32, ale také geny HSFs, jako tieba
HSFA2 ( ). Tyto geny sdileji také dalsi vlastnosti, jako tieba casté obohaceni
o H3K4 metylace, které byly indukovany HS, a také obsah specifickych heat shock elementt s
velmi silnou afinitou k HSFA2/HSFA3 komplexu, ktery je hlavnim regulatorem HS

pamétovych gentl ( ).

Naopak geny, jeZ se na HS paméti nepodileji, ale jsou indukovany zvysenou teplotou,
maji nejvyssi hladiny transkripce bezprostiedné béhem stimulace HS a poté dochazi k velmi
rychlému poklesu. Jedna se o vétsi HSPs jako tteba HSP101 a HSP70. Prestoze transkripce
genu HSP101 nevykazuje transkripéni pamét’, HSP101 se na HS paméti podili post-translacné
(viz kapitola 4.3). Divodem, pro¢ nevykazuji transkripéni pamét’ mize byt také to, ze je jejich
indukce velmi rychla i bez dodate¢nych aktivujicich metylaci a pti nasledujicim HS uz ji ani

evoluéné neni mozné vice urychlit ( ).

Trvani TM se li$i u jednotlivych pamétovych geni, napi. u APX2 (ASCORBATE
PEROXIDASE 2), coz je enzym zapojeny ve zhaSeni ROS, trva kolem 6 dni, zatimco u MIPS2
(L-MYO-INOSITOL 1-PHOSPHATE SYNTHASE 2), coz je gen podilejici se na prestavbach
lipické membrany, jen 3-4 dny. To poukazuje na skutecnost, Ze riizné geny mohou byt v HS
zotaveni riizné dulezité, proto se zachovavaji po jiny ¢as a nejspiSe jinymi mechanismy. Pro
rostlinu znamena obrovskou vyhodu, pokud dokaZze zhasece ROS pti nasledujicim HS
exprimovat rychleji, jelikoz kazd4 vtefina, kdy se po butice potuluji ROS, znamena obrovské
bunécné Skody. Oproti tomu tieba prestavba lipidiit v membrané az tak zasadni v nacasovani

neni ( ).

4.1.2.2 Transkrip¢ni pamét’ 1. typu

Transkripci proteini tepelného Soku (HSP) reguluji transkripéni faktory tepelného Soku (HSFs;
). Pro tepelnou stresovou pamét’ jsou klicové transkripéni faktory HSFA2 a

HSFA3 ( ).

Exprese HSFA2 je aktivni aZ béhem HS a jeho indukce je zavisla na HSFA1. HSFA2

piimo interaguje s promotorem pamét'ovych HS gend, ale brzy po HS se odpojuje, piestoze je
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cilovy gen exprimovan jest¢ po dobu nekolika dnti. Je to dano tim, ze HSFA2 navazuje dalsi
proteiny, které¢ expresi udrzuji. Mezi né patii specifické transkripéni ko-aktivatory a H3K4
metyltransferazy, které zptisobuji H3K4me2 a me3. Tyto dvé metylace maji nejvyssi hladinu
druhy den po HS, coZ naznacuje, ze jsou soucasti stresové paméti, nikoliv soucasti stresové
odpovédi. Jelikoz lokusy s vysokym obsahem H3K4 metylaci maji mnohem rychlejsi reakci na
nasledujici stresovou epizodu nez stejné loci bez téchto metylaci, usuzuje se, ze H3K4 metylace
maji funkei stresovych vzpominek ( ). HSFA2 je nejvice exprimovany HSF
béhem HS a jeho pfitomnost je nezbytné nutnd pro transkripéni pamét’, sama o sob¢ vSak neni
dostacujici. HSFs funguji v trimernich strukturach a je znadmo, ze HSFA2 potiebuje néjakym

zpusobem interagovat s HSFA1 i po jeho indukci, aby dokézal fungovat v HS paméti (
).

Nejnovéjsi studie vSak ukazuji, Ze HSFA2 k jeho spravné funkénosti potiebuje HSFA3,
se kterym vytvaii béhem HS heteromerni komplex. Az tento komplex ma schopnost aktivovat
transkripéni koaktivatory a H3K4-metyltransferazy (viz ). HSFA3 na rozdil od HSFA2
neni regulovano master regulatorem HSFAI1, ale mé vlastni aktiva¢ni drahu. To je mozna
divodem pro vysokou specificitu komplexu HSFA2/HSFA3. HSFA2 a HSFA3 casto tvoii
komplex jesté s jinymi HSFs, které ale nejsou pro jeho hlavni funkci stézejni, oproti tomu,

pokud v ném chybi HSFA2 nebo HSFA3, nebude nikdy pln¢ funkéni ( ).

Dalsi regulétor tepelnych pamét'ovych gent, ktery ma schopnost piisobit trvalou indukci
exprese pomoci H3K4me3, je HIKESHI-LIKE PROTEIN 1 (HLP1). Ten se také vaZze na
promotory pamétovych genil a pomoci trvalé indukce H3K4me3 udrzuje jejich expresi aktivni.
HLP1 je znamy pfedevsim pro jeho interakce s glukdzou. ZvySend hladina glukozy béhem HS
totiz aktivuje kindzu TOR (z angl. target of rapamycin), ktera poté fosforyluje E2Fa, coz je
znamy transkripéni faktor regulujici geny stresové paméti, ktery mimo jiné pozitivné reguluje
HLP1. Zaroven je gen HLP1 regulovan také HSFAla, HLP1 tedy propojuje tepelnou a

sacharidovou stresovou signalizaci ( ).

Glukozou aktivovana kindza TOR ma v HS paméti vyznamnou roli, jak tomu
nasveédCuje fakt, Ze jeho zvySend exprese zvysuje efektivitu HS paméti. Kromé HLP1 reguluje
také dalSi chromatinové regulatory podilejici se na HS paméti, konkrétné tteba ARABIDOPSIS
TRITHORAX 1 (ATX1). ATX1 je H3K4 metyltransferdza, dava tedy vzniku H3K4me3, které
udrzuji chromatin pamét'ovych genti rozvolnény a piistupny. TOR kinazou fosforylovany E2Fa

se vaze na promotor ATX1 a tim nejspis reguluje jeho expresi. ( ).
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Glukéza se tedy na udrzovani stresové paméti podili predevsim prostifednictvim kinazy
TOR, ale nevi se, jestli ji TOR zajistuje primarné pomoci E2Fa. Védci se spiSe domnivaji, ze ji
zprostiedkovava i pomoci jinych cest ( ). Naptiklad je znamo, ze vystupem
TOR signalizace miize byt inhibice autofagie, nejspise fosforylaci komplexu ARGONAUT1
(AGT1), ktery reguluje iniciaci vzniku autofagozomu ( ). Kdyby tedy Slo
o autofagii degradujici specificky proteiny podilejici se na HS paméti, mohl by to byt dalsi

zpuisob, kterym se TOR kinaza podili na regulaci tepelné stresové paméti.

FORGETTERI1 (FGT1), je dalsi dilezity regulator trvalé indukce pamétovych gend,
kterou zprostiedkovava tentokrat nikoliv pomoci histonovych modifikaci v podobé metylaci,
nybrz pomoci alterace obsazenosti nukleozomil. Vaze se ptimo na promotory pamét'ovych geni
(napt. HSA32 a HSP18.2) a tam interaguje s chromatinovymi modifikatory z rodiny SWI/SNF
(konkrétné BRAHMA) a ISWI (konkrétné CHR11 a CHR17; z angl. chromatin remodeling
protein 11 a 17), které spole¢né rozvoliiuji chromatin a délaji ho pfistupnéjsim pro transkripéni
faktory a jiné proteiny (viz ). FGT1 zGstava navazan nékolik dnti po HS, udrzuje aktivni
transkripci a tim umoziuje trvalou indukci genit HS paméti, a tedy HS pamét. Zajimavé je, Ze
FGTI je exprimovan i mimo obdobi stresu, avSak rozvolnéni chromatinu piisobi az béhem a po
skonceni HS, neni znamo proc. ( ) Také neni znamo, jestli néjak interaguje

s HSFA2, nebo funguji nezévisle.

Chromatinovy protein BRUSHY1 (BRUI1, nékdy také nazyvan TONSOKU ¢i
MGOUN3), ktery je znamy pro svou funkci v transgeneracnim pienosu epigenetickych
modifikaci (viz kapitola 4.6), je dalsi protein, ktery hraje roli v HS paméti. Vi se to zejména
proto, Ze jeho mutant brul ma v HS paméti defekty, nevi se ale ptesné, jak do ni pfispiva. BRU1
interaguje s nukleozomy a zprostfedkovava prodlouzenou indukci transkripce pamétového
genu HSA32, tedy pracuje na transkripni Urovni HS paméti, ale nevi se, jestli ji
zprostiedkovava udrzovanim H3K4 metylaci pamétovych genli anebo pifes kontrolu
obsazenosti nukleozomti. Piedpokladéd se, Ze BRU1 ma nejspiSe obecnéjsi funkci, a to bud’
poskytnuti vazebné platformy pro reader a writer enzymy histonovych modifikaci, nebo
zajisténim prenosu epigenetickych informaci ze starych nukleozomi do nové vytvofenych

nukleozomi ( ).
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4.1.2.3 Transkrip¢ni pamét’ I1. typu

H3K27me3 je reprimujici metylace, tedy takova metylace, ktera kondenzuje chromatin a tim
brani transkripci. JUMONJI C-DOMAIN CONTAINING proteiny (JMJ) jsou demetylazy,
které tyto metylace odstranuji, ¢imz dokazou aktivovat umlCené geny. V tepelné stresové
paméti figuruje JMJ30 demetyldza, jejiz exprese je senzitivni na HS, a kterd odstrafiuje
reprimujici metylace z gent HSP22, HSP21 a HSP17.6 (viz ). Tyto demetylazy ziistavaji
aktivni 1 po odeznéni HS a udrzuji pfitom nizkou hladinu H3K27me3, coz umoziiuje mnohem
rychlejsi aktivaci pii druhém setkani se se stresem. Pti nasledujicim HS uz totiz nebude potieba
odstranit tak velké mnozstvi expresi reprimujicich H3K27me3 jako pfi primingu. JMJ protein

se tedy podili na TM II. typu ( ).

Expresi reprimujici metylace H3K27me3 a expresi aktivujici metylace H3K4me3 c¢asto
funguji v genech HS paméti spole¢n¢ jako antagonisté (viz ). Bylo zjisténo, Ze exprese
genu HSP21 negativné koreluje s mnozstvim H3K27me3 a zaroven pozitivné koreluje
s mnozstvim H3K4me3. Je tedy nasnad¢, ze JMJ protein koriguje rovnovahu mezi H3K27me3
a H3K4me3 udrzovanym odstraiovanim H3K27 trimetylaci, ¢imz umoznuje vznik aktivujicich

H3K4 trimetylaci, tudiz rozhoduje o tom, zdali bude gen exprimovan nebo umlcéen (

).

Pfed HS Tésné po skoncéeni HS Faze paméti

HSP22 -

Obr. 4: Spoluprace H3K27 demetylaz a H3K4 transmetylaz v tepelné stresové paméti. Cerveny V - H3K27me3;
zeleny V - H3K4me3. Za normalnich podminek gen pro HSP22 obsahuje velky pocet reprimujicich H3K27
hypermetylaci. Priming béhem HS indukuje aktivitu JMJ, které odstrafiuji H3K27me3 a zaroveit HSFA?2 indukuje
aktivujici H3K4 hypermetylace na genu HSP22. Béhem faze zotaveni jsou H3K4me3 na histonech dale udrzovany,
zatimco JMJ nadale odstranuji H3K27me3. Pfi nasledujicim stresu je transkripce tohoto genu aktivovana o hodné
rychleji, jelikoz je zde snizené mnozstvi reprimujicich histonovych modifikaci, chromatin je proto vice pfistupny
transkripénim enzymtim (upraveno podle: Yamaguchi, 2022).
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4.1.2.4 Vliv obmény histonii na transkripéni pamét’

H3K4me3 pamétovych HS gentl jsou udrzovany po celé obdobi HS paméti, coz umoziiuje bud’
kontinualni indukci geni (TM 1. typu) anebo jednodussi aktivaci téchto gent pfi pfiStim
stresovém stimulu (TM II. typu), a to pfesto, ze se na n¢ HSFA2 vaze jen pifechodné v obdobi
HS. Jednim z diivodi, pro¢ jsou H3K4me3 udrzeny po celou dobu, mize byt navazani
H3K4me3-metyltransferdz (nebo jejich koaktivatort) pomoci HSFA2, které tyto metylace
neustale obnovuji. Avsak ukazalo se, ze konkrétné v ptipadé H3K4 trimetylaci jsou metylace

udrzovany mimo jiné také pomoci snizené obmény histonti (z angl. histone turnover;

Obmeéna histonil nastdvd v DNA pfirozené; pii kazdé transkripci, replikaci ale 1
rekombinaci a poSkozeni DNA je tieba strukturu nukleozomt doCasné rozpustit, aby mohla pies
rozmotany fetézec DNA projit RNApolymerdza II nebo jiné enzymy. Poté se histony na své
misto zase vraci, ale ¢asto v jiném slozeni (a s jinymi modifikacemi) nez pfedtim, ¢imz zanikaji
epigenetické informace. Obmeéna histond je vy$s$i na vysoce exprimovanych genech, a to

pfedevsim na jejich promotorech a enhancerech ( ).

Geny podilejici se na HS paméti vykazuji béhem pamétové faze nizsi obménu histonii
nez geny vyvolané HS, ale nepodilejici se na HS paméti, coz nejspiSe pifispivad udrzeni
pamétovych modifikaci H3K4me3 ( ). H3K4me3 jsou vytvofeny béhem
akutniho HS pomoci metyltransferaz navazanych pomoci HSFA2, bylo vSak zjisténo, ze béhem
dalSiho obdobi HS paméti jsou udrZzovany nejen nezavisle na HSFA2, ktery se brzy odpojuje,
nybrz i bez aktivity metyltransferdz. H3K4me3 jsou v histonech pamétovych genl udrZzovany
jednoduse tak, Ze jsou histony, véetné jejich epigenetickych zmén, ponechény na stejném misté
po celou dobu HS paméti ( ). V anglickém literatufe se tento jev oznacuje jako
histon retention, coz se da pielozit jako napt. zadrzovani histonii. Neni ale pfesné znamo,
nakolik se zadrzovani histonli podili i na udrZeni ostatnich histonovych modifikaci, u H4K20
acetylaci bylo napftiklad zjisténo, ze pro jejich zachovani neni potieba zadrZovat staré¢ histony
na puvodnim misté, ale podili se na ném spiSe kontinualni acetylace a deacetylace pomoci
prodlouZené navazanych enzymi. Z niz$i obmény histoni mize také vyplyvat, Ze H3K4me3
jsou nejspiSe stabilngjsi histonové modifikace nez H3K9 acetylace, a proto se podileji na HS

paméti, zatimco acetylace nikoliv. ( ).
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4.2 Regulace HS paméti na post-transkripéni arovni

Mimo transkripéni faktory a histonové ¢i nukleozomové modifikace mohou HS pamét
ovliviiovat také faktory pracujici na post-transkripcni trovni, tedy na urovni regulace mRNA.
Nejde uz tedy o regulaci transkripce, tedy jestli bude gen ptfepsan do mRNA, ale o to, jestli
bude vyslednd mRNA dale pielozena az do kone¢ného proteinu. Mechanismy post-transkripcni
regulace zahrnuji pfedevsim zastaveni translace nebo sesttih ¢i alternativni sestfih prekurzoru
mRNA (pre-mRNA). Na HS paméti se post-transkripéné specificky podileji miRNA, coz jsou

malé nekddujici RNA, které dokazi umlcovat geny.

4.2.1 Sestrihova HS pamét’

Alternativni sestfih je zptsob, jakym dokaze builka vytvofit z jednoho genu celou sadu
mRNA, ze kterych mlze (ale nemusi) vzniknout vice riznych funk¢nich proteini. U
krytosemennych rostlin je zv1ast’ rozSifenou formou alternativniho sestfihu tzv. intron retention
(ponechani intront, IR), pfi které jsou introny, misto aby byly jako obvykle vystfizeny,
zachovany ve zralych mRNA ( ). To mize vést bud’ ke vzniku novych
proteinovych izoforem, které mohou mit néjakou podstatnou funkci za danych podminek,
anebo ke vzniku transla¢né nefunkénich mRNA, které ale mohou mit regulacni funkci, aniz by
byly ptelozeny do proteinu. Naptiklad se ukéazalo, ze sestfihova izoforma HSFA2 vyvolana HS
pozitivné ovliviiuje autoregulaci HSFA2 ( ). Izoforma prekursoru pro miR400,
ktera byla indukovéna tepelnym stresem, zase zplisobuje hromadéni primarnich transkripti a

sniZzeni dozravani pre-mRNA ( ).

Tepelny stres zplisobuje u mnoha eukaryot, véetné rostlin, represi sestiihu, coz vede
k represi translace mRNA. ZadrZzovani nesestfiZzenych transkriptd v jadie béhem HS slouzi
nejspis jako prevence pred vznikem nepotiebnych proteind, které by zatézovaly chaperony.
Zaroven jsou tyto nezralé¢ transkripty uchovavany v jadru jako zésobarna, jejiz sestfih a
nasledna translace jsou spustény ihned po odeznéni stresu. Buiika tim pouze odklada sestiih na
vhodnégjsi chvili. Bylo v8ak zjiSténo, Ze represe sestiihu béhem HS je ovlivnénd tim, jestli
rostlina podstoupila nebo nepodstoupila HS priming. Pokud ano, pfi nasledujicim HS uz znovu
k represi sestfihu, zplisobené ponechanim intrond, nedoSlo. Naopak, sestiih pre-mRNA
probihal jako za normalnich podminek, ¢imz si rostliny zajistily rast a vyvoj 1 béhem jinak
letalnich teplot. Opaéné rostliny, které neprodélaly priming, vykazovaly béhem HS represi
sestiihu. Tento rozdil mezi rostlinami, které proSly nebo neproSly primingem, je dikaz, Ze

existuje ,,sestfthova pamét™ ( ).
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U jehli¢nant, a konkrétné u borovic, funguje sestiihova pamét’ odlisn€. Je to tim, ze
nahosemenné rostliny maji obecné odliSnou stavbu genomu — piedevSim maji celkové
rozséahlej§i genomy a delsi introny. Navic jsou na rozdil od modelové rostliny Arabidopsis
thaliana, na které je provadéna vétSina experimentl tykajicich se HS paméti, dlouhovékymi
dfevinami, jejich HS pamét by tedy méla byt schopnéd existovat po delsi ¢asové obdobi.
Ukazalo se, ze u jehlicnanti nepfevazuje IR jako forma alternativniho sesttihu. Je to nejspis tim,
ze dlouhé introny maji jiny mechanismus vystfizeni, jelikoz nejsou tak snadno rozeznany jako
spolecna jednotka. Pokud jsou introny ponechény, tak spis§ fragmentované, pticemz ¢ast intronu
je vystiithnuta a ¢ast ne. Alternativni sestfih je pro jehli¢nany zdrojem dlouhodobé HS paméti,
kterou si jehlicnany dokézi udrzet az po dobu Sesti mésict. Sestiihova pamét’ Arabidopsis

thaliana oproti tomu trva jen asi jeden mésic. ( ).

4.2.2 Role miRNA v HS paméti

Na post-transkripéni epigenetické regulaci stresové paméti se podileji také mikro RNA
(miRNA). MiRNA jsou malé nekodujici jednofetézcové molekuly RNA, které funguji jako
post-transkripcni regulatory genové exprese. Navadeji funkeni efektory ke komplementarnimu
mRNA, na kterém tyto efektory provedou sestiih anebo inhibuji translaci. MiRNA tedy funguji
jako silencery genti. Propojeni efektoru s miRNA je zprostfedkovano takzvanymi RNA-
INDUCED SILENCING komplexy (RISC; ). V HS paméti je dilezity miR156,
ktery prostfednictvim efektoru ARGONAUT1 dokaze umlcet SQUAMOSA-PROMOTER
BINDING-LIKE (SPL) transkripcni faktory, které jinak reprimuji geny tepelné stresové pameéti
(viz ). MiR156 tedy zprostiedkované aktivuje expresi pamétovych genti HS. Ze je
miR 156 soucasti HS paméti dokazuje fakt, Ze je jeho exprese vyvolana tepelnym stresem, jeho
hladiny zlstavaji vysoké aZ n€kolik dni po HS a také to, Ze zvySenim jeho exprese se trvani

HS paméti prodluzuje ( ).

4.3 Role HSP proteint v HS paméti

4.3.1 Proteiny tepelného Soku (HSPs) a transkrip¢ni faktory tepelného Soku (HSFs)

Tepelné aklimace je zprosttedkovana pfedevs§im zvySenou syntézou proteinli tepelného Soku
(HSPs). HSPs jsou jako molekularni chaperony nesmirné diilezité v reakci na tepelny stres,
jelikoz udrzuji spravné sbalené proteiny 1 v teplotach, ve kterych by jinak denaturovaly. Navic
maji také schopnost renaturace jiz vzniklych proteinovych agregatii za spotieby ATP, a také
dokdzi podpofit jejich degradaci. Hromadéni proteinovych agregath je totiz pro buiku

potencialné toxicke ( ). HSPs mohou mit mimo chaperonovou aktivitu také
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roli v udrZzovani integrity bunééné membrany a podilet se na zhaSeni ROS tak, Ze indukuji

produkci antioxidanti ( ). HSPs se d¢li do skupin podle molekularni
hmotnosti: malé HSPs, HSP60, HSP70, HSP90 a HSP100 ( ). Malé HSPs
(sHSPs) jsou obzvlasté podstatné pro HS pamét’ ( ).

Exprese HSPs je regulovédna transkripénimi faktory HSFs. HSFs obsahuji DNA-binding
doménu (DBD), ktera se specificky vaze na heat shock element (HSE), coz je sekvence
specificka pro HSPs. Pro HSFs existuje 21 genil a rozd¢€luji se na tfi tfidy; A, B a C. HSFA
obsahuji aktivacni doménu, HSFAB represivni doménu, HSFAC nejsou pftili§ prozkoumany.
HSFA jsou pro tuto praci nejdulezitéjsi, jelikoz dokazi aktivovat geny zapojené v odpovedi na

HS ( ).

HSFA1 je povazovan za master regulator HS odpoveédi, jelikoz dokaze indukovat expresi
vétSiny gentl podilejicich se na HS odpovédi, a to vcetné jinych HSFs (napt. HSFA2). HSFA1
je exprimovan i za normalnich podminek, ale az béhem HS je aktivovan a aktivuje indukci genli
souvisejicich s HS ( ). HSFA2 a HSFA3 jsou zase specifické pouze
pro HS pamét’. Béhem HS a v obdobi zotaveni je exprese HSFA2 indukovéana pomoci HSFAT.
HSFA3, jehoz exprese je na HSFA1 nezavisla, tvotfi s HSFA2 heteromerni komplex, ktery se
po dobu trvani HS paméti Gcastni indukce malych HSPs a epigenetickych modifikatort

podilejicich se naptiklad na udrzovani H3K4 hypermetylaci (
).

4.3.2 Regula¢ni funkce HSPs v HS paméti

Diilezita pro HS pamét’ je existujici pozitivni zpétnovazebna smycka mezi HSP101 a HSA32
(HEAT-SHOCK ASSOCIATED 32-kD PROTEIN). HSP101 je molekularni chaperon pottebny
pro vyvoj ziskané termotolerance (AT), a to pro dlouhodobou (LAT) i kratkodobou (SAT).
HSA32 se nefadi mezi kanonické HSP, ale zato je to protein specificky pro fisi rostlin. Zjistilo
se, ze HSA32, ktery je indukovan HS, specificky zpomaluje degradaci HSP101, zatimco
HSP101 zesiluje translaci a mozna i brani degradaci HSA32. Pfesné mechanismy nejsou znamy,
pouze fakt, Ze jsou v pozitivni zpétnovazebné¢ smycce, kterd prodluzuje ziskanou
termotoleranci, tedy HS pamét. V mutantu hsa32 je degradace HSP101 rychlejsi, coz se
projevuje defektem v LAT ( ).

Stejna zpétnovazebna smycka mezi HSP101 a HSA32 byla potvrzena i v ryzi. Tam se
navic zjistilo, Ze japonsky a indicky kultivar ryZe maji mezi sebou rozdily v typech

termotolerance, coz se projevuje i v interakci mezi HSP101 a HSA32. Indicky kultivar pochazi
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z tropického klimatu, a ma vyssi bazalni termotoleranci a niz§i LAT. Naopak japonsky kultivar
roste v mirném klimatickém padsmu ma nizsi bazalni termotolernaci a vyssi LAT. Odpovida to
rozdilim v klimatu, kdy v tropech je dlouhodobé vysoka teplota, ktera se pfili§ neméni, zatimco
v mirném pasmu dochdzi k velkym vykyvim, ale ne k extrémnim teplotam. Zjistilo se navic,
ze hladina HSP101 koreluje s LAT, jelikoz japonsky kultivar ma vyssi LAT a také m¢l vyssi
hladinu HSP101. Rozdil mezi japonskym a indickym kultivarem ryze dosvédcuje, Zze
mechanismus pozitivni zpétnovazebné smycky mezi HSP101 a HSA32 mé& vyznam
v ptizptusobeni se rozdilnym klimatickym podminkam. Také existuji domnénky, ze jelikoz je
HSA32 specificky pouze pro fisi rostlin, mél nejspise klicovy vyznam pro prechod rostlin na
sou$, kdy se najednou musely vyrovnat s velkymi vykyvy teploty vzduchu, které¢ ve vodnim

prostredi neexistuji ( ).

Protein tepelného Soku HSP90.1 zase ovliviluje HS pamét’ tim, Ze pomoci interakce s
ROF (z angl. rotamase FKBP 1) pozitivné reguluje expresi HSFA2. ROF1, coz je peptidyl-
prolyl-cis/trans-isomeraza, ma vysokou afinitu pro interakci s HSP90.1. Tyto dvé molekuly
spolu za normdlnich podminek tvoii komplex v cytoplazmé. B&€hem obdobi tepelného stresu se
ale spusti obranna reakce, kterd indukuje HSFA2. HSFA2 se také specificky vaze na HSP90.1,
nikoliv. na ROF1, a zaroven zajiStuje translokaci tohoto nové vzniklého komplexu
ROF1-HSP90.1-HSFA2 do jadra. Interakce téchto tfi molekul v jadie stabilizuje HSFA2 a
umoziuje mu kontinualni indukei genid HS paméti. ZvySend exprese ROF1 vede ke zvySené

HS paméti a prodlouzené indukci gentli regulovanych transkripénim faktorem HSFA2 (

).
4.4 Role metabolitt v regulaci HS paméti

Regulaci tepelné paméti mohou ovlivitovat také signalizaéni molekuly, naptiklad vapenaty
kationt. Pfi HS se objevuje vyS$$i koncentrace vapniku v chloroplastech. Tento vapnik ma
signalizani funkci a zifejmé pozitivné reguluje autofagii, ¢imz pfispivd k rychlejSimu
zapomindni stresu. Toto je nejspiS zprostitedkovano pomoci proteinu CALCIUM SENSING
RECEPTOR (CAS). Ukazalo se, ze mutant v cas, ktery ma stejny fenotyp jako mutant v genech
pro autofagii, projevuje déletrvajici HS pamét’, vylepSenou reakci na nasledujici stres, a tedy
vetsi objem biomasy, jelikoz se jeho rist béhem HS nezastavuje. Ma také snizené mnoZzstvi
volnych aminokyselin coZ vypovida o tom, Ze se rozklada méné proteind, tedy je sniZend
autofagie. ZvySena koncentrace vapniku pravdépodobné slouzi jako signal pro zvySeni

autofagické degradace HS pamét'ovych proteintli, jmenovité tfeba HSP17.6, a jelikoz mutant v
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cas mél obecné mensi reakci na HS, mozna také obecné jako detektor zvysené teploty (
).

Dalsi piispéni do HS paméti pies signalizacni drahu ma také dalsi gen identifikovany
podle defektu v transkripéni paméti, tzv. FORGETTER2. FGT2, narozdil od FGT1, nekoduje
regulacni protein, nybrz fosfatazu typu 2C, ktera je piipojend k PM pomoci lipidické kotvy. Jeji
role v tepelné paméti spociva v interakci s fosfolipaizou Da2 (PLDa2), ktera ale neni plné
prozkoumaéna (viz ). PLDa2 hydrolyzuje fosfolipidy za vzniku kyseliny fosfatidové (PA),
coz je znama signaliza¢ni molekula. Jelikoz je PLDa2 rozpustny protein, FGT2 je nejspis
potieba pro jeho pripojeni na PM. Nevi se, jak piesné spolu tyto dvé molekuly interaguji, zdali
FGT2 defosforyluje PLDo2 a tim reguluje jeji aktivitu, anebo PA, které bylo derivovano
pomoci PLDo2, reguluje aktivitu FGT2. Mechanismus jejich pfinosu do regulace HS paméti
také neni objasnény, pfedpoklada se bud’ modifikace membranovych lipidd, coz je potieba pii
tepelné zmén¢ fluidity membrany, anebo skrz PA-dependentni signalizaci (

).

Zajimava je také regulace HS paméti popsand v apikalnim meristému prytu pomoci
genll metabolismu sacharidii. Jeden z téchto gent je fruktdza-1,6-bisfosfataldolaza 6 (FBAG),
které hraje klicovou roli v glykolyze. V ni katalyzuje reakci, pti které se fruktoza-1,6-bisfosfat
Stépi na dvé tridzy, ze kterych je posléze ziskavana energie ve formé ATP. Produkty této reakce
také mohou byt vyuZity jako stavebni jednotky v glukoneogenezi. Po vystaveni HS se v
apikalnim meristému prytu zvySuje exprese FBA6, zatimco exprese FBAS se sniZuje, z ¢ehoz
se usuzuje, Ze FBA6 ho nejspiS funkéné nahrazuje. FBA6 prispiva hromadéni jednoduchych
sacharidl v apikalnim meristému prytu ve fazi zotaveni po HS a tim poméha k rychlé regeneraci

po HS poskytnutim energie k riistu a vyvoji ( ).

4.5 Regulace etylénu v HS paméti

HS zpiasobuje zvySenou produkci etylénu. To zvySuje vyskyt senescence listl, rozpad
chlorofylu a programovou bunécnou smrt béhem HS. Etylén ma také vliv na vyvojové procesy
typu kveteni a zrani plodl, proto disledkem jeho zvySené hladiny dochdzi kvili HS
k fyziologickym a morfologickym abnormalitdm. Déle ma etylén negativni vliv na bunécnou

proliferaci v SAM (prytovy apikalni meristém), takZe se jeho piisobenim zmensuji meristémy.

V nedavnych studiich bylo objeveno, ze HSFA7b, jehoz hladina se zvySuje po HS,
negativné reguluje biosyntézu etylénu. To pomédha rostliné zamezit defektim v rstu pfi

opakovanych vinach veder. Konkrétni mechanismus vypada tak, ze HSFA7b pfimo kontroluje
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expresi ETHYLENE OVERPRODUCERI1 (ETO1) a ETO1-LIKE (ELOT1), které negativné
reguluji biosyntézu etylénu tak, Ze inhibuji enzymy ACS (z angl. 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid synthase). Bez HSFA7b je produkce etylénu zvysena, disledkem cehoz je
zpomalen rast a zvySena citlivost na HS. HSFA7b navic reguluje také WUSCHEL (WUS) a
CLAVATA3 (CLV3), coz jsou regulatory rastu SAM. HSFA7b aktivuje ETHYLENE-
INSENSITIVE3 (EIN3), ten pozitivné reguluje WUS a CLV3, coz vede k udrZeni integrity
kmenovych bunék v SAM a k spravné velikosti SAM ( ).

4.6 Transgeneracni pienos tepelné stresové paméti

Stresova pamét’ miiZe byt pfenaSena i na potomstvo, to vSak vyzaduje zachovani epigenetického
stavu chromatin. Proces replikace, ktera doprovazi déleni bun¢k, stav chromatinu narusuje. Je
to proto, ze se pocet histoni musi zdvojnasobit, takze polovina histonli v novém chromatinu je
nové¢ vytvorenych, tudiz v tomto bod¢ zanikaji epigenetické informace. Béhem dalSich déleni
buiiky se navic déle fedi. Proces replikace je proto pro transgeneracni pienos epigenetické

paméti zasadni ( ).

Ze existuje dédi¢nost tepelné stresové paméti dokazuje nékolik studii. Alfa-
aminomaselnd kyselina, ktera indukuje vyplaveni stejnych transkriptd, jako pfi napadeni
patogenem, tzv. PATHOGENESIS RELATED (PR) proteiny, byla ve studii z roku 2012 ptidana
do zalivky Arabidopsis thaliana, ¢imz byly rostliny vystaveny mirnému patogennimu stresu,
tedy primingu. Tyto rostliny zplodily potomstvo, které oproti kontrolnimu potomstvu, jehoz
rodice nebyli vystaveni stresu, vykazovaly vylepSenou reakci na napadeni patogeny. Predevsim
produkovaly vice transkriptli PR proteini a také byla jejich indukce mnohem rychlejsi. Zde se
projevuje tzv. zdédény priming, kdy si potomci primovanych rostlin uchovaly vylepSenou
reakci na stres, prestoze samy primovany nebyly ( ). V tomto ptipad¢ byl
transgenera¢ni priming ztracen jiZ v druhé nestresované generaci, nicméné v jinych studiich na
rostlindch vystavovanych patogennimu stresu byl potvrzen dédicny pienos primingu i ob
generaci ( ). V Zivocisné studii provadéné na Caenorhabditis elegans bylo
dokonce zaznamenano zachovani reprimujici histonové modifikace H3K9me3 az po 14
nestresovanych generaci ( ). Délka transgeneracni stresové paméti mize byt

tedy rtizna a zavisi mj. na typu a intenzité stresu.

O mechanismech transgenerac¢ni tepelné stresové paméti je toho zndmo o hodné¢ méné
nez o pameti somatické, coz je ta, které jsem se vénovala ve vSech piedchozich kapitolach.

Podstatna je zfejmé role proteinu BRUI, o kterém jsem jiz psala v souvislosti s transkripéni
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paméti. BRUI béhem replikace interaguje s POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 1
(PRC1) a zéaroven se vaze na nove vznikajici H3.1 histony, ¢imz zprostiedkované umoziuje
zachovani reprimujicich H3K27me3 1 v nové vznikajicich histonech, a tedy umoznuje pienos
umlcenych genii do dalSich generaci ( ). PRCI ma funkci uml€ovani gend.
Obsahuje n¢kolik domén, z nichz napt. like-HP1 (LHP1) specificky rozeznava H3K27me3.
Dalsi diilezit¢ komponenty PRC1 jsou tzv. POLYCOMB GROUPS proteiny (PcG), které se
vazou na replikacni vidlicku béhem DNA replikace a zaroven maji vazebnou doménu pro
BRUI. PRC1 véaze PRC2 a spolupracuje s nim. Dohromady PRC1 a PRC2 dokdzou vyhledat
recyklované H3K27me3 a pfemistit je na nové inkorporované histony po DNA replikaci.
Protein BRU1 se v tomto mechanismu vaze na nové syntetizované H3.1 histony a zaroven na
komplex PRC1/PRC2 pies PcG proteiny, ¢imz zajistuje vazbu mezi funkénim komplexem
PRC1/PRC2 a nové€ vznikajicim chromatinem. BRU1 se vaZe jen docasné, a PRC1 a PRC2
poté zajistuji vznik a zachovani H3K27me3 na nové vzniklych histonech samy, jelikoz PcG
proteiny maji vlastni specifickou vazbu bud’ na DNA anebo na recyklované H3K27me3 (viz

). BRUI tedy slouzi jako reader pro novée vznikajici chromatin a uskutecnuje vazbu mezi
nim a komplexy PRC, které zajisti udrzeni reprimujicich metylaci H3K27me3. Jelikoz se tyto

konkrétni metylace podileji na HS paméti, je mozné, ze se tento mechanismus podili na pfenosu

HS paméti do dalsich generaci ( ).
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Obr. 5: Schéma role proteinu BRU1 (zvanym také TONSOKU, zkratkou TSK) v udrzovani H3K27me3
béhem replikace. Vidime zde replikacni vidlicku a parentdlni a nové vzniklé histony. Komplex
BRU1/PRC1/PRC2 se vaze na nove vzniklé histony. Behem maturace chromatinu se BRU1 odpojuje a
komplex PRC1/PRC2 samostatné pienasi H3K27me3 na novy histon (zdroj: Wang a kol., 2023b).
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Na transgeneracnim HS paméti se také ziejmé podili pozitivni zpétnovazebna smycka
mezi HSFA2 a RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 (REF6), coz je H3K27me3
demetylaza, nékdy zvana také JMJ12 ( ). REF6 odstrafnuje reprimujici metylace
H3K27me2 na genu HSFA2 a tim aktivuje expresi HSFA a zaroven HSFA2 indukuje expresi
REF6. Tato zpétnovazebna smycka umoziuje prodlouzenou expresi HSFA2 a prodlouzenou
HS pamét,, coz je diilezité pro jeji transgeneracni prenos ( ). V tomto piipadé se
transgenerané prendseji epigeneticky aktivované geny. HSFA2 aktivuje expresi SGS3-
INTERACTING PROTEIN 1 (SGIP1), ktery ma ubikvitin ligazovou aktivitu a jeho cilem je
degradace SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3 (SGS3). SGS3 je dulezity pro syntézu
malych interferujicich RNA (siRNA), které svou uml¢ovaci schopnosti brani transgenera¢nimu
prenosu HS paméti, exprese SGS3 tedy zptisobi aktivaci nékterych umlc¢enych genti. Konkrétné
tasiRNA, coz je typ siRNA, ma jako cilovy gen uml¢eni HEAT-INDUCED TAS1 TARGET 5
(HTTS), akdyZ je podpotfena degradace SGS3, ¢imZ je inhibovana syntéza tasiRNA, je spuSténa
exprese HTTS. Vysledkem této drahy je zvySena odpoveéd’ na tepelny stres v potomstvu, coz se
projevuje snizenim umlceni genti a napfiklad urychlenym kvetenim, coz ma za dusledek
zvysenou reprodukci. V potomstvu se ale navic vyskytuje i sniZend imunita proti patogeniim,
coz potvrzuje, Ze udrzovanim stresovych epigenetickych modifikaci si rostlina odebira energii

na jiné procesy, zde konkrétn€ na imunitni odpoveéd’ ( ).
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5 Zapominani tepelného stresu

Béhem stresu rostlina zastavuje rist a vétSinu energie investuje do stresové odpovédi,
tj. vytvoteni stresovych transkriptl, proteini a metabolitii. Toto je vyhodné jak béhem akutniho
stresu, tak pro vylepsenou reakci na opakované se vyskytujici stres, nicméné pozdéji je pro
rostlinu zasadni ziskat zpét svoji kompetetivnost, a energii zase investovat zpatky do ristu a
rozmnozovani, aby nezaostavala oproti okolnim jedincim. Proto je pro rostlinu podstatné nejen
pamatovat si stres, ale také jej zapomenout. Pomér mezi paméti a zapominanim urcuje délku
trvani paméti. Tyto dva jevy musi byt v rovnovaze, a tu udrzuje interakce mezi pozitivnimi
(=pamétovymi) a negativnimi (=zapomnétlivymi) reguldtory HS paméti. Tato rovnovaha tedy

samotnd autofagie.

Autofagie je proces kontrolované degradace nepotiebnych ¢asti bunék pomoci
lysosomalniho komparmentu, coz je u rostlin vakuola. Ma vyznamnou roli v odpovédi na HS,
jelikoz zbavuje buiikku denaturovanych a nefunkénich proteind, které mohou byt pro buiku
Skodlivé a narusuji jeji homeostazu. Zjistilo se vSak, Ze autofagie mize byt i specificky proces,
ktery likviduje HSP béhem HS paméti a tim zkracuje jeji trvani ( ).
Tato selektivni autofagie je indukovéna primingem a jeji hladina zGstava vysoka i
v nasledujicim obdobi zotaveni. Béhem tohoto obdobi jsou specificky degradovany HSPs
podilejici se na HS paméti tak dlouho, dokud nejsou jejich hladiny vraceny na stejnou uroven
jako pted HS. Degradace HSPs miize byt vyhodna, protoze béhem podminek beze stresu je
jejich udrzovani zbyte¢né, a navic energeticky narocné. Jejich rozlozeni tedy umozZiuje
investovat energii do ristu. Nevyhoda je samoziejmé v tom, Ze pokud pfijde dalsi HS, rostlina
na néj uz neni pfipravena a béhem velmi vysokého akutniho stresu mize zemfit. Autofagie tedy
zajistuje pomerné kratké trvani HS paméti (asi 4 dny u A4. thaliana), coz je vyhodna adaptace

v rychle se ménicich podminkach prostiedi ( ).

Autofagie mize byt zprostiedkovana dalSimi regulatory, napiiklad proteinem NBRI
(next-to-BRCA1). Jakozto receptor selektivni autofagie zprostfedkovava autofagickou
degradaci komplexu HSP90.1-ROF1 a tim reprimuje geny regulované transkripénim faktorem
HSFA2. NBR1 rozpozna a ozna¢i HSP90.1-ROF1 jako néklad, a to mechanismem nezavislym
na ubikvitinaci, a tim jej pfesune do autofagozému, kde je degradovan. NBR1 je exprimovan
jen béhem faze zotaveni a degraduje HSP90.1-ROF1 také jen béhem faze zotaveni, coz

nasveédcuje tomu, ze jde o mechanismus HS paméti ( ).
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Jinym negativnim reguldtorem HS paméti je napiiklad ROF2, ktery sdili 85 % sekvencni
identity s ROF1, a pfesto ma naprosto opacnou funkci. Exprese ROF2 je indukovéna pomoci
HSFA2, tedy béhem faze HS zotaveni. V tomto obdobi se v jadie, do kterého je na rozdil od
ROF1 translokovan nezavisle na HSFA2 a ROFI, vaze pies ROF1 do komplexu ROF1-
HSP90.1-HsfA2 a tim narusuje jeho aktivitu, tedy transkripcni regulaci HSFA2. Zpusobuje
tedy zastaveni exprese malych HSP, a tedy zkracuje pamét. ROF2 také funguje jako negativni
zpétnovazebna kontrola HSFA2, jelikoz jej HSFA2 indukuje a on poté narusuje jeho

transkrip¢ni aktivitu, ¢imz vlastné blokuje svou vlastni transkripci ( ).

FILAMENTATION TEMPERATURE-SENSITIVE H6 (FtsH6) je dalsim proteinem,
ktery zkracuje HS pamét. Konkrétné je negativnim regulatorem HSP21, coz je protein
podilejici se na HS paméti. FtsH6 zkracuje jeho Zivotnost a tim HS pamét. FtsH6 je
metaloprotedza, ktera $tépi peptidové vazby, ¢imz zajiSt'uje degradaci proteini. HSP21 1 FtsH6
jsou béhem HS oba indukovany stejnym master reguldtorem — HSFA2. Zde je mechanismus
jednoduchy, FtsH6 béhem faze zotaveni degraduje proteiny HSP21 tak dlouho, dokud se jeho
mnozstvi nevrati do stejnych hodnot jako pted HS, coz ukonci HS pamét’. FtsH6 tedy urcuje
délku trvani tepelné paméti, a HSFA2 udrzuje rovnovdhu mezi udrzovanim paméti a

zapominanim, funguje jako kontrolni faktor homeostazy (

).
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6 Zavér

V této praci jsem se pokusila shrnout veskeré znamé komponenty a mechanismy
podilejici se na rostlinné tepelné stresové paméti, coz je jev, ktery rostlinam umoziuje lepsi
adaptibilitu na tepelné vykyvy prostiedi, pfedev§im v podob¢ vin veder. Behem obdobi tepelné
paméti si rostlina uchovava prodlouzenou indukei genti tepelné paméti (napt. geny pro malé
proteiny tepelného Soku). Kdyz ptijde dalsi tepelny stres (HS) v dobé prodlouzené indukce,
rostlina mé uz predem zapnuté obranné mechanismy, a proto nedojde pfi nasledujicim HS téméer
k zddnym tepelnym Skodam, a rostlina se i béhem velmi vysokych teplot mize témef normalné
vyvijet a rust. Prodlouzend indukce nékterych epigenetickych modifikaci miize zptsobit pii
nasledujicim HS rychlejsi a efektivnéjsi indukci gentt HS paméti. To je zptisobeno naptiklad
chromatinovymi modifikacemi, které udrzuji chromatin v rozvolnéném a transkripéné aktivnim
stavu po celou dobu paméti. Pti ptistim HS uz je velmi snadné gen piepsat, jelikoz je preskocen

krok rozvoliiovani chromatinu.

Udrzovani prodlouzené indukce stresovych proteinli rostlinu stoji energii, neni proto
dobré udrzovat pamét nekonecné dlouho. Po urcité dobé je vhodné od indukce genti HS paméti
upustit a energii investovat zpét do normalniho ristu a vyvoje. Viny veder vétSinou chodi kratce
po sob¢ v jednom obdobi, a navic se kazdym dnem vedra stupnuji. Proto prodlouzena indukce,
a tedy tepelna stresova pamét’, vétSinou trva par hodin az tyden — rostlina totiz o¢ekava zahy po
pfedchozim tepelném stresu dalsi tepelny stres, a navic vyssi intenzity. Nicméné pokud

nepfijde, je lepsi se obrannych mechanismii vzdat.

Rozumét témto vztahiim mezi udrZzovanim paméti a zapominanim je velmi zasadni pro
vyzkum tepelné odolnosti rostlin. Kdyby v rostlinach pfevazovala pamét’ nad zapominam,
zpusobi to zakriiovani rostlin a nedostatecny rust, jelikoz jeji energie bude vynaloZena do
udrzovani epigenetickych modifikaci a indukce stresovych proteini. Na druhou stranu, pokud
by rostliny pamét’ viibec nemély, zptsobilo by to jejich vysokou citlivost na tepelny stres, a

proto nejspis vysokou imrtnost.

Béhem studovani literatury jsem si uvédomila, jak nedostatecny vyzkum rostlin vlastné
je. O tepelné stresové paméti rostlin se vi, Ze existuje, a je znamo par molekul a komponent,
které se na ni podileji, nicméné se velmi mélo vi o pfesnych molekuldrnich mechanismech a je
viceméné neznamé, jak spolu vSechny tyto komponenty vzdjemné interaguji. Jako ptiklad
uvedu, Ze nejsou zdaleka znamy vSechny geny tepelné stresové paméti, stejné jako se nevi,

kolik gent vlastné HSFA2 transkripéné pokryva. O transgeneracni stresové paméti se nevi
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prakticky viibec nic, kromé toho, Ze je asi zavisla na replikaci a ze existuje, a v literatufe jsem
také nékolikrat narazila na transpozon ONSEN, jehoz funkce v HS paméti je nejspis dulezita,
ale neobjasnénd. HSPs a jejich HSFs jsou o dost vice prozkoumané u zivoc€ichi, a védomosti o
rostlindch se z vétSiny prebiraji z poznatkii o ZivociSnych forméach na zakladé sekvencni

homologie. VétSina z téchto poznatki se tedy jesté musi overit na rostlinach.

Lepsi porozuméni mechanismiim tepelné stresové paméti rostlin pfitom muize vyrazné
ulehcit Slechténi a genetickou modifikaci zemédélskych plodin tak, aby byly odolnéjsi viici
zvysujicim se teplotdm a castéjSim vinam veder zplsobenych antropogennim globalnim
oteplovanim, a tak zajistit, aby zemé&délstvi dokazalo v budoucnosti uzivit rostouci lidskou
populaci. Stresova pamét’ tedy umoznuje suchozemskym rostlinam 1épe fungovat ve stale se
ménicich podminkach vnéjsiho prosttedi, a ndm jeji pochopeni mize umoznit péstovat plodiny

s vy$§i odolnosti viici tepelnym skodam.
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