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Abstrakt

Rostliny jsou neustdle vystavovany mnohym stresovym faktorim, které maji za
nasledek zménu exprese riznych genti. Ta miiZe byt regulovana na vice urovnich, véetné
modifikaci struktury chromatinu. Nékteré z téchto modifikaci mohou pretrvavat i po
skonceni obdobi, kdy byla rostlina stresu vystavena a mohly by pripadné plnit roli jakési
“stresové paméti”. V této praci se zabyvam tzv. meiotickou/transgeneracni “stresovou
paméti” v souvislosti s plisobenim abiotickych stresori. Na zakladé provedené
kompilace uvedené problematiky lze konstatovat, Ze praci, které se zabyvaji touto
problematikou, je pomérné malo a vétSinou se jedna o studie pochazejici aZ na vyjimky
ze stejné laboratore. Témér vSechny studie se zabyvaly jen metylaci DNA a jejich design
nebyl vzdy uUplné optimalni. Dikaz( pro transgeneracni “stresovou pameét” rostlin je
podle mého nazoru zatim nemnoho a bude rozhodné potreba hlubSich a dalSich studii

pro jeji potvrzeni.

Klic¢ova slova: epigenetika, chromatin, metylace DNA, modifikace histont, rostliny, stres

Abstract

Plants are constantly exposed to various stressors which usually leads to changes in the
expression of many different genes. This can be controlled at multiple levels, including
modifications of chromatin structure. Some of these modifications may persist even
after the period when the plant is exposed to stress and could possibly act as a kind of
"stress memory". This work deals with so-called meiotic/transgeneration "stress
memory" of plants caused by abiotic stressors. Compilation of studies dealing with this
topic showed that they are still rather rare and usually originated from only a few
laboratories. The majority of these studies was aimed only at the examination of DNA
methylation and their design was not always optimal. In my opinion, true proofs of
transgeneration "stress memory" of plants still remain to be presented; further, more

properly designed studies are necessary.

Keywords: epigenetics, chromatin, DNA methylation, histone modifications, plants,

stress



Obsah

ADSTIAKL. ..ottt h ettt b ettt sb et et be et v
ODSAN ...ttt h ettt h et et b et e st naeeae s vi
I VOO ettt 1
2 Studie zabyvajici se modifikacemi chromatinu v souvislosti s transgenera¢ni paméti
TOSEHN N ADIOTICKY SIS ..veiiiiiiiiiiiieiieie ettt ettt et e e et eeaaeenseeennas 3
2.1  Salinita, alkalické prosStredi..........cccueeriieriieiiiiieeieee e 3
2.2 NedoStateK VOAY .....coouieiiieiieeiiieiiese ettt ettt ettt ettt e eb e e teesabeeseesnseenseens 6
2.3 ZAPLAVENI ettt ettt e et e e bt e eabe e taeenbeeaeeenbeeteens 8
2.4 NedoStateK ZIVIN....oocueriiiiiiiiiiieieeiese ettt ettt et sttt st 8
2.5 TCZKE KOVY ettt ettt ettt sbe et ettt e 10
2.6 VysoKa a nizZKA tePlOta .....ccueiiiiiiiiciieie e 11
2.7 UV ZATENI c.eiiiiiietieee ettt ettt et ettt a e ettt 13
2.8 lonizujici zafeni (radioaktivita)..........cceeeeriieriieiiiiiiieiiee e 13
2.9 PODYE V& VESIMIIU....eeiuieiiiieiieeiieiie et ettt ettt ettt eebeessaeenseesaaeenseessseenseennseenne 14
3 ZAVET ettt h et a et b e et b ettt bt ae s 16
4 POUZILA TIEETALULA. ...c..eiutiiiiiitieieeite ettt sttt ettt et e bt et saeenaes 18

Vi



1 Uvod

Rostliny jsou neustdle vystavovany mnohym strestim vzhledem k tomu, Ze jsou
prisedlé a nemohou se pohybovat. Nemohou se branit nedostatku svétla, vody ani
velkym zménam teploty. Nemohou se premistit z mista na misto za dostatkem Zivin v
plidé a nemohou se premistit ani proto, aby celily ndahlym zménam slozeni pudy, ke
kterym doslo v diisledku nechténého skodlivého zasahu ¢lovéka nebo piirodni Zivelné
zmény. Musely si proto vyvinout ucinné strategie preziti a stat se odolnéjSimi vici
takovym stresovym faktorim, jakymi jsou zasoleni, zvySena koncentrace tézkych kovt,
piitomnost skiidct, bakterii, vir(i, neptizniva radiace, dale zmény teploty, vlhkosti atd.

Uvedené faktory stresu rostlin obvykle maji za nasledek zménu exprese mnoha
riznych genl. Ta miiZe byt regulovana na vice urovnich, véetné modifikaci struktury
chromatinu. Nékteré z téchto modifikaci mohou pretrvavat i po skonceni obdobi, kdy
byla rostlina stresu vystavena a mohly by pripadné plnit roli jakési “stresové paméti”. To
by mohlo rostliné umoznit byt lépe pripravena na to, aZ zacne prisluSny (nebo i jiny)
stresovy faktor plisobit znovu. Takovato “stresova pamét” u rostlin ziejmé skutecné
existuje a muize plisobit a dédit se jak kratkodobé, v ramci jedince (tzv. somaticka
“stresova pamét”), tak dokonce byt predavana z generace na generaci, do semen (tzv.
meioticka/transgeneracni “stresova pamét”). V této praci se zabyvam pouze druhym
typem této “paméti”.

«“

Takovato transgeneracni “pamét” je znadma a prokazana na drovni riznych
fenotypovych zmén. MiiZe se projevit napt. na trovni riistu rostlin a produkce biomasy
(Agrawal, 2002, Sultan et al., 2009, Herman et al., 2012, Ou et al,, 2012, Verhoeven et
Van Gurp, 2012, Rahavi et Kovalchuk, 2013b, Migicovsky et Kovalchuk, 2014b), indukce
kveteni (Suter et Widmer 2013), produkce semen (Agrawal, 2001, 2002, Whittle et al.,
2009, Rahavi et Kovalchuk, 2013b), uc¢innosti fotosyntézy (Dyer et al., 2010), obsahu
chlorofylu (Ou et al.,, 2012) ¢i aktivit antioxida¢nich enzymi (Cuk et al., 2010).

Rada studif také ukazala, Ze transgenerac¢ni “stresova pamét” miiZe byt u rostlin
doprovazena zménami v rychlosti homologni rekombinace (Molinier et al., 2006, Boyko
et Kovalchuk, 2010, Boyko et al., 2010b, Rahavi et al.,, 2011, Rahavi et Kovalchuk, 20133,

Yao et al, 2013). Zfejmé to ale neplati obecné (Pecinka et al, 2009) a o moZnych

mechanismech se zatim moc nevi.



V soucasnosti existuji jisté naznaky, Ze transgeneracni “stresova pamét” rostlin
souvisi se zménami v aktivité urcitych transponovatelnych element (Migicovsky et
Kovalchuk, 2014a, b, Matsunaga et al, 2015) a mnoZstvim malych regulacnich RNA
(siRNA, miRNA) (Boyko et Kovalchuk, 2010, Rasmann et al., 2012, Tricker et al., 2013,
Zhong et al,, 2013, Migicovsky et Kovalchuk, 20144, b, Bilichak et al., 2015, Matsunaga et
al,, 2015).

Jednou z moznosti, jak by mohla byt takovato transgeneracni “stresova pamét”
navozena, jsou ale také modifikace slozek chromatinu (DNA, histonti), indukované
plisobenim prislusného stresového faktoru na rostliny a pretrvavajici i v potomstvu.
Jednalo by se tedy o “klasicky” epigeneticky mechanismus. Studii, které se touto
problematikou zabyvaji, vSak dosud neni prili§ mnoho. VétSina praci, které se vénuji
moznosti chromatinovych modifikaci navozenych néjakym stresovym faktorem u rodict
a pretrvavajicich do jejich potomstva, je zamérena na abioticky stres. Studie vénované v
této souvislosti biotickym stresovym faktoriim (virim, bakteriim, houbam) jsem nalezla
pouze Ctyri (Boyko et al.,, 2007, Kathiria et al., 2010, Luna et al., 2012, Slaughter et al,,
2012) a v této praci se jim nevénuji.

Cilem moji prace je tedy shromazdit dosavadni poznatky ziskané védeckymi
tymy, které se problematice modifikaci chromatinu v souvislosti s transgeneracni
“stresovou paméti” rostlin vénuji, a v to piipadé stresti navozenych abiotickymi faktory.
Na zdkladé sumarizace téchto poznatkii se pak pokousim o kritické zhodnoceni nasich

dosavadnich znalosti o tomto jevu (viz. zavér).



2 Studie zabyvajici se modifikacemi chromatinu v souvislosti s

transgeneracni paméti rostlin na abioticky stres

Jak jiZ bylo uvedeno, praci, které se zabyvaji problematikou vyzkumu
transgeneracni paméti rostlin po ptisobeni abiotickych stresort, je pomérné malo. O to
vétsi je variabilita stresovych faktorii prostiedi, kterym jsou pokusné rostliny
vystavovany. Nejcastéji je zkouman stres v dlisledku zasoleni, pripadné vysoké teploty,
setkala jsem se vSak i s pomérné kuri6zni studii vénujici se vlivu pobytu semen ve

vesmiru. V nasledujicich kapitolach tyto prace délim podle typu stresového faktoru.

2.1 Salinita, alkalické prostiedi

Pomérné castym okruhem pokust je zjiStovani stresové reakce rostlin na stl.
Boyko et al. (2010a) ke svému pokusu pouZili modelovou rostlinu Arabidopsis thaliana
L. Heynh. Rostliny byly péstovany v riistové komote a vystaveny po dobu tfi tydni bud’
25 mM, nebo 75 mM roztoku NaCl (oznaceno jako stres, S) pridaného do Murashige-
Skoog (MS) média, kontrolni rostliny (C) nebyly ptisobeni soli vystaveny viibec. Z téchto
rodicovskych rostlin byla pripravena prvni dcefinna generace péstovana ve stejnych
podminkach jako jeji rodice (C1, S1). Z té byla pripravena druha dcefinna generace,
kterd byla péstovana bez pritomnosti soli (potomstvo z ptivodnich kontrolnich - C2 - i
stresovanych rostlin - S2) nebo v ptitomnosti soli (potomstvo z ptivodnich stresovanych
rostlin - S1C1). Metylace DNA na celogenomové urovni byla mapovana pomoci
restrik¢nich endonukleaz Hpall a Mspl, u chromozémi 2, 3 a 4 byla provedena analyza
metylace DNA také pomoci MeDIP technologie (imunoprecipitace metylované DNA).
DetailnéjSi analyza metylace DNA se pak zaméfila na promotorové oblasti a
transkribované sekvence. Autori analyzovali také celkovy transkriptom pomoci
mikrocCipt.

Po porovnani obsahu 5-metylcytidinu (5-MeC) v celogenomové DNA ze
stresovanych a kontrolnich rostlin vyslo najevo zvySeni obsahu 5-MeC 0 10-12 % v prvni
i druhé dcerinné generaci rostlin stresovanych NaCl (S1, S2) oproti odpovidajicim
kontrolam (C1, C2). Mezi S1 a S2 rostlinami nebyl v irovni metylace celogenomové DNA

pozorovany zZadny vyznamny rozdil a neliSila se ani urovenl metylace DNA u potomstva



stresovanych rostlin, péstovaného bez stresu (S1C1). Pri pouziti MeDIP technologie byly
u potomstva stresovanych rostlin nékteré oblasti chromozémi 2, 3, 4 hypermetylovany,
jiné hypometylovany, nebyl zde néjaky jednoznacny trend. Dale bylo prokazano, Ze S1
rostliny vystavené 25 mM NaCl mély dvakrat tolik hypermetylovanych promotort i
transkribovanych oblasti neZ hypometylovanych (hyper-/hypo-metylace porovnavana
s C1 rostlinami) a u rostlin vystavenych 75 mM NaCl byl pocet hypermetylovanych
regionli desetkrat vyssi. Hypermetylovany byly predevs$im transponovatelné elementy a
geny souvisejici s bunécnou signalizaci, genovou expresi, modifikaci histonti a odpovédi
na stres Ci patogeny, hypometylovany byly geny, jejichZ produkty se tiCastni oprav DNA
a také bunécné signalizace. V potomstvu stresovanych rostlin byly také zjiStény vyrazné
zmény genové exprese (sniZzené mnozstvi transkriptl); tykalo se to zejména genti
UcCastnicich se odpovédi na stres a patogeny, bunécné signalizace, zatimco geny, jejichz

produkty se ucastni oprav DNA, byly exprimovany vice.

Verhoeven et al. (2010) si vybrali ke své praci pampeliSku 1ékarskou
(Taraxacum officinale Weber ex Wigg.). Bylo pouzito potomstvo z apomiktickych rostlin,
které vznikly zkriZzenim diploidni matky a triploidniho otce. Rostliny byly péstovany
v ristové komore a pro simulaci stresem zasolenim byl k Zivnému roztoku pridan NaCl
na koncentraci 150 mM. Rostliny byly ponechany vykvést a z kazdé rodicovské rostliny
(metylace DNA byla analyzovana u 7-8 rostlin) byl do prvni dcefinné generace vybran
jeden potomek. Ten byl péstovan v kontrolnim prostredi za stejnych podminek jako
rodice, ale bez stresu. Pro mapovani metylace celogenomové DNA byla pouZita AFLP
analyza pomoci restrik¢nich enzymi EcoRI, Msel a Hpall.

V prvni dcerinné generaci stresovanych rostlin byly nalezeny zmény v mistech
metylace DNA oproti kontrolnim rostlinam; metylace vzrostla o 14,6 %. Do dcefinné
generace se predala vétSina (82 %) metyla¢nich zmén pozorovana v prvni generaci, bylo
ale pozorovano i dalsich osm novych zmén v mistech metylace DNA (pritomnost, resp.
nepritomnost AFLP fragmentu pfi srovnani vzort ziskanych pomoci EcoRI a Hpall
enzymi). Neni ale vylouceno, Ze knim mohlo dojit jiz vrodiCovské generaci mezi
odebranim listu pro izolaci DNA a produkci semen, nebo v reproduké¢ni tkani, ktera se

neodebirala.



Jako dalSi se moZnosti transgeneracniho prenosu chromatinovych modifikaci u
rostlin v zavislosti na NaCl vénovali Feng et al. (2012). Ti kromé reakce na siil zjistovali
i reakci rostlin na alkalicky stres a jako experimentalni rostlinu si vybrali ryZi (Oryza
sativa L.). Rostliny byly opét péstovany v riistové komorte a pro stresovani soli byly 7
dnt staré rostlinky po dobu tydne vystaveny 0,4% roztoku NaCl, zatimco pro alkalicky
stres byly 14 dni staré rostliny vystaveny 0,4% roztoku NaHCOz také po dobu 7 dni.
Rostlinky pak autori dale péstovali, nechali vykvést a po samooplozeni z nich sebrali
semena, kterd péstovali za stejnych podminek jako rodicovskou generaci, ale uz bez
stresovych podminek. Bylo hodnoceno vzidy potomstvo jedné rodicovské rostliny
vystavené stresu. Vramci potomstva autori hodnotili 12 rostlin (u alkalického stresu)
nebo 16 rostlin (u zasoleni). Metylace DNA byla analyzovana pomoci restrikénich
endonukleaz Hpall a Mspl s odlisSnou citlivosti na metylovana mista.

U 67 % rostlin potomstva, jejichZ rodic¢e byli vystaveni alkalickému stresu, se
metyla¢ni vzor vratil k tomu, jaky byl pozorovan u kontrolnich (nestresovanych) rostlin
rodicovské generace. Jen u 33 % rostlin se metylacni vzor zdédil. U zasoleni se metylacni
vzor zdédil u 69 % rostlin generace potomstva, u 25 % doslo k jinym zménam metylace
DNA a u 6 % doSlo k reverzi na vzor typicky pro kontrolni rodicovské rostliny. Dédi¢nost
DNA metylace vyvolané stresem zasolenim nebo alkalickym stresem zde tedy nebyla
jednoznacna a nelze rici, zda by zdédéna metylace hrala roli v regulaci genové exprese

potomstva, kdyby bylo také vystaveno stresu.

Bilichak et al. (2012) své pokusy provadéli na rostlinach A. thaliana, na kterych
ovérovali ucinky ptlisobeni chloridu sodného. Rostliny nejdrive péstovali po dobu tii
tydnd na sterilnim médiu doplnéném bud’ 25 mM nebo 75 mM roztokem NaCl, nebo bez
piitomnosti NaCl. Poté prenesli rostliny do piidy a dale je péstovali v riistové komoie az
do doby, kdy vytvorily semena. Semena byla poté vyseta do plidy a péstovana ve
stejnych podminkach jako jejich rodicovska generace, avsak jiZ bez pritomnosti NaCl. Po
trech tydnech od vykliceni byly provedeny analyzy chromatinovych modifikaci. Pro
stanoveni stupné metylace DNA byla vyuzita technika MeDIP aplikovand na
celogenomovou DNA, detailnéjsi analyza se zamérila na 5'a 3" oblasti genli a koédujici
sekvence srozliSenim exonli a intrond. U vybranych gent (viz niZze) nasledovala
kvantitativni PCR (polymerazova retézova reakce) v realném case. U pokusnych rostlin
byla také pomoci chromatinové imunoprecipitace (ChIP) nasledované kvantitativni PCR
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stanovena uroven histonovych modifikaci svyuZitim protilatek proti H3K9ac a
H3K9me?2.

Autofri zjistili, Ze potomstvo rostlin stresovanych chloridem sodnym vykazuje
hypermetylaci DNA, a to predevsim v oblasti exond a promotort. 5" a 3’ konce gent
vykazovaly sice obecné nizsi stupenn metylace DNA nez ,télo“ geni, ale narist této
metylace v potomstvu stresovanych rostlin byl naopak vétsi. Ukazalo se, Ze produkty
mnoha z téchto hypermetylovanych gent se ucastni regulace struktury chromatinu.
Nékteré tyto geny byly spolu s dalSimi geny, jejichZ produkty maji roli v transkrip¢ni a
posttranskripéni regulaci genové exprese, vybrany pro dal$i analyzu. Sedm gent
(SUVHS5, SUVH6, SUH8, ROS1, MOS6, WRKYZ22, MSH6) bylo hypermetylovano v oblasti
promotoru, Ctyri geny (SUVHZ, UBP26, DRB2, APUM3) byly hypermetylovany
v transkribované oblasti a jeden gen (UVH3) byl hypometylovan v promotorové oblasti
potomstva stresovanych rostlin. Stupenn metylace DNA dobre koreloval s mnoZstvim
mRNA produkovanych témito geny. VétSinou bylo také prokazano, Ze hypermetylované
promotory nebo exony byly spojeny spoklesem H3K9ac a zvySenim H3K9me2
v potomstvu stresovanych rostlin. Hypometylace na promotorové oblasti UVH3 vsak
nekorelovala se stupném H3K9ac, ale negativné souvisela s H3K9me2 v ,téle“ genu.

Experiment potvrdil jiz dfive predpokladany vztah mezi hypermetylaci promotoru
nebo genu a pritomnosti represivnich chromatinovych znacek a zaroven prokazal, Ze
v potomstvu rostlin vystavenych stresu zasolenim dochazi k modifikacim chromatinu a
to jak DNA, tak histonl. Tyto zmény se tykaji predevSim genf, jejichZ produkty samy
maji roli vnavozeni zmén chromatinové struktury (napr. histonmetyltransferazy,
proteiny ucastnici se deubikvitinace, DNA glykolazy), pripadné dalSich gent hrajicich
roli vregulaci genové exprese. Autori navrhli, Ze mechanismem navozujicim u
potomstva stresovanych rostlin u pozorované chromatinové modifikace, by mohly byt

malé RNA (siRNA). Experimentalné se to vSak u této prace prokazat nesnazili.

2.2 Nedostatek vody

Boyko et al. (2010a) pri svych pokusech nestresovali své pokusné rostliny
pouze chloridem sodnym, ale také nedostatkem vody. Rostliny byly péstovany obdobné
jako je popsano v kapitole 2.1, ale v ptdé, nikoliv pouze na MS médiu, stres suchem byl

simulovan zastavenim zalivky mezi 7. az 30. dnem po vykliceni. Prvni a druhé dcefinné
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generace byly pripraveny stejnym zplisobem jako u stresu zasolenim (kap. 2.1).
Metylace celogenomové DNA byla analyzovana stejnym postupem jako je uvedeno
v kapitole 2.1, tj. pomoci restrik¢nich endonukleaz, nebyla vSak jiz provedena detailnéjsi
analyza pomoci MeDIP.

Tato skupina rostlin vykazovala u generaci S1 a S2 cca 15% sniZeni metylace
DNA v porovnani s kontrolnimi rostlinami C1 a C2. Opét nebyl zaznamenan vyrazny
rozdil v metylaci DNA mezi prvni a druhou generaci stresovanych rostlin a u S1C1
rostlin byla uroven metylace DNA (mnoZstvi 5-Me(C) také podobnd urovni zaznamenané
u S1 a S2 rostlin. Stupen globalni metylace DNA u potomstva tedy nezavisel na tom, zda

tyto rostliny byly ¢i nebyly vystavené suchu.

Tricker et al. (2013) svou studii zamérili na reakci rostlin na stresovani nizkou
vlhkosti, konkrétné zmény metylace DNA u tfi genii Ucastnicich se vyvoje priduchi
(SCREAM2, FAMA a SPCH). Jako pokusné rostliny si vybrali A. thaliana. Sedesat rostlinek
rozdélili do dvou rilistovych komor s odliSnou relativni vlhkosti vzduchu. V jedné
komote byla vlhkost 45 % = 5 % (= stres) a v druhé komofte byla vlhkost 65 % +5 % (=
kontrola). Rostliny nechali vytvorit semena, ktera byla sklizena a toto potomstvo bylo
péstovano v obou typech ristovych komor za stejnych podminek jako rodicovska
generace. Rostliny byly opét rozmnoZeny samooplozenim a takto byly vytvoreny a
napéstovany dalSi dvé dcerinné generace. K tomu bylo ve druhé generaci potomstva
navic vzajemné mezi sebou zkriZeno dvanact rostlin péstovanych v komorach s nizkou a
normalni vlhkosti. Autofi sledovali metylaci DNA napri¢ generacemi. Metylace DNA byla

U rodicovské generace rostlin vystavenych nizké relativni vlhkosti vzduchu byla
zjiSténa zvySena metylace DNA v genu FAMA, ale u genu SPCH pouze v jedné jeho casti;
jina cast byla naopak hypometylovana. Hypometylace DNA byla pozorovana také u genu
SCREAMZ2. V potomstvu stresovanych rostlin péstovaném bez stresovani byla uroven
metylace zachovana na podobné durovni jako u rodicovské generace, tedy
hypometylovana u SCREAMZ a casti SPCH, hypermetylovana u FAMA. To ukazuje na
mezigeneracni dédiCnost projevujici se ve znovu nestresovanych rostlinach. U
potomstva ptvodné stresovanych rostlin, které bylo péstovano také ve stresovém
prostredi, byla metylace ale znacné zménéna. FAMA byl re-metylovan (doSlo k de novo
metylaci), hypermetylace casti SPCH byla v potomstvu témér potlacena. Ve druhé
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generaci odvozené od plivodné hypermetylovanych prarodic¢t uz rodicovské vzory DNA
metylace nebyly prili§ pozorovany.

Autofi se dale soustredili i na malé regula¢ni RNA (21nt - 24nt siRNA) regulujici
expresi SPCH a FAMA v ramci RADM. Obecné doslo k nartistu mnoZstvi siRNA vSech
hodnocenych velikostnich kategorii po prvnim vystaveni rostlin stresu. MnoZstvi siRNA
pozitivné korelovalo s DNA metylaci a negativné s mnozstvim transkriptd SPCH genu.
Exprese SPCH v druhé generaci kontrolnich rostlin byla vyS$si nez u rostlin pochazejicich
ze stresované parentalni generace a péstovanych nyni v podminkach s normalni
relativni vlhkosti. U potomkii stejné stresovanych jako rodicovska generace byla naopak

exprese tohoto genu zvySena. U genu FAMA nebyl vztah mezi mnoZstvim siRNA a expresi

tohoto genu jednoznacny. V dalSich generacich potomstva mnoZstvi siRNA klesalo.

2.3 Zaplaveni

DalSim stresovym faktorem, kterému se Boyko et al. (2010a) vénovali, bylo
zaplaveni. Rostliny A. thaliana linie byly péstovany za totoZnych podminek, jako je
uvedeno v kapitole 2.2, zaplaveni bylo navozeno kaZdodennim zalévanim a udrZovanim
dostatku stojaté vody v miskach pod kvétinaci. Rostliny byly opét rozmnoZeny
samoopylenim a potomstvo péstovano ve stresovych i kontrolnich podminkach po dvé
dcefinné generace. Metodika stanoveni metylace celogenomové DNA byla stejna jako u
stresu suchem (kap. 2.2).

Bylo zjiSténo, Ze v S1 a S2 generaci doSlo k 10-12% zvySeni obsahu 5-MeC oproti
generacim C1 a C2. Zména metylace DNA se opét priliS nelisSila mezi prvni a druhou
generaci stresovanych rostlin. Rostliny S1C1 se ale vyrazné neliSily v metylaci DNA od
druhé generace rostlin péstovanych pouze v kontrolnim prostredi (C2), coZ znamenalo,
Ze v pripadé neudrZovani stresového prostfedi se metylace DNA u potomstva opét

sniZuje v porovnani s rodicovskou generaci.

2.4 Nedostatek zivin

Jak jsem jiZ popsala vySe, Verhoeven et al. (2010) pracovali s pampeliSkou
lékarskou. Kromé zasoleni ji stresovali i nedostatkem Zivin, ktery simulovali tak, Ze byl

zivny Hoaglandiiv roztok pétindsobné ziredén oproti kontrolnim rostlindm a rostliny jim
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byly nékolikrat tydné zalévany. Jinak byly podminky péstovani a design experimentu
stejné jako u stresu zasolenim (kap. 2.1).

AFLP analyza odhalila u rodic¢ovskych stresovanych rostlin 13,2 % mist se
zménénou metylaci DNA oproti kontrolnim rostlinam. VétSina zmén v metylaci DNA (74
%) byla prenesena i do dcefinné generace rostlin, i zde vSak bylo zaznamenano sedm
mist, kde bud’ doSlo k nové metylaci DNA nebo se naopak metylace DNA ztratila ve
srovnani s rodic¢i. Zmény mezi prvni a druhou generaci opét mohou byt zptlisobeny
zménou metylace DNA mezi odebranim vzorku zrodicovskych rostlin a vytvorenim
semen, nebo k metylaci mohlo dojit v jiné tkani (reprodukéni), nez kterd byla u rodict

odebrana.

Kou et al. (2011) pouzili pri svych pokusech ryZi. Tri tydny staré rostlinky byly
preneseny do nadob s Zivnym roztokem, ktery pokazdé obsahoval jiné mnoZstvi dusiku.
Prvni (kontrolni) vzorek obsahoval 40 mg/1 dusiku, druhy (stfedni nedostatek dusiku)
obsahoval 10 mg/I dusiku a treti vzorek (zavazny nedostatek dusiku) obsahoval 10 mg/I
dusiku. Zivny roztok byl kazdé tii dny obnovovan. Rostliny byly péstovany v ristové
komore aZ do dospélosti, po samoopyleni a vytvoreni semen byla tato semena nechana
vyklicit a rostlinky prvni dcefinné generace byly poté presazeny na experimentalni pole
v Changchunu (Cina), kde byly dale péstovany jiz bez stresovani. Z téchto rostlin poté
byla pripravena i druha a treti dcefinnd generace a péstovana opét v polnich
podminkach bez stresovani. Metylace DNA byla analyzovana ve vzorcich z praporcovych
listi pomoci restrik¢nich enzymt Hpall a Mspl. Nasledné byly vybrany dva lokusy
(vykazujici homologii s uritymi nizkokopiovymi retrotransponovatelnymi elementy),

Celkova uroven metylace DNA u rostlin stresovanych nedostatkem dusiku se
prilis neliSila od rostlin kontrolnich, byly ale pozorovany zmény v konkrétnich lokusech,
a to jak hypometylace, tak hypermetylace (se zhruba stejnou cetnosti). U priblizné
poloviny (47-59 %) potomkl stresovanych rostlin byly pozorovany stejné zmény
metylace DNA jako u rodicl. KdyZ bylo testovano 9 rostlin druhé dcefinné generace
odvozenych od jedné rostliny prvni dcefinné generace pochazejici plvodné ze
stresovanych rostlin, byly tyto zmény metylace DNA opét pozorovany a totéZ platilo pro

rostliny tfeti dcefinné generace. Autori z toho vyvozuji stabilni epigenetickou dédicnost



téchto zmén. Byly zde ovSem rozdily mezi jednotlivymi lokusy a také mezi tim, zda

k metylaci doSlo v kontextu CG, CHH ¢i CHG mist.

2.5 Tézké kovy

Ou et al. (2012) péstovali rostliny ryze, které nechali nejprve vyklicit v Petriho
miskach ve tmé a rostlinky poté prenesli do skleniku. Desetidenni semenacky vystavili
plisobeni rtuti (50 uM HgClz) po dobu sedmi dnti. Kontrolni rostliny byly péstovany
soucasné bez pridani rtuti. Po této dobé byly rostliny piresazeny na pole a nechaly se rist
az do stadia rozmnoZovani. Ze semen vzniklych samoopylenim u jedné kontrolni a jedné
stresované rostliny byla pripravena prvni dcefinna generace, ktera byla péstovana na
poli bez plsobeni jakéhokoli stresoru, zni pak byla pripravena druhd a stejnym
zplisobem i treti dcefinnd generace. Metylace DNA byla analyzovdna pomoci
restrik¢nich enzymii Hpall a Mspl; sledovano bylo 8 sekvenci DNA: Tos17, geny pro
jeden Homeobox protein a jeden DNA-vazebny protein, SNF-FZ14, S3, CAL-11, OsHMA4 a
OsHMAS.

U 20 nahodné vybranych rostlin prvni dcefinné generace pochazejicich z rostliny
rodicovské generace oSetrené rtuti byly nalezeny tri typy zmén metylace DNA oproti
rodi¢im - zachovani metylace, ztrata metylace a zmény metylace na novych mistech.
Nejvice byla zaznamenana nové vznikla metylace DNA (vyhradné hypometylace) a to ve
45-95 % (v zavislosti na sledovaném genu). Zachovani metylace se vyskytovalo ve
frekvenci 5-50 %, kreverzi na stav typicky pro kontrolni rostliny doSlo v 5-35 %
piipadli. Poté byly vybrany dvé rostliny z S1 generace; jedna, u niZ byly nalezeny
prevazné noveé vzniklé metylace DNA a druh3, u niZ byly nalezeny vSechny tri typy zmén
metylace. Tyto dvé rostliny se nechaly rozmnoZit do druhé generace, u které (opét u 20
rostlin) byla provedena stejna analyza jako v predchozim pripadé. Byla zjisténa 100%
dédicnost nové vzniklych vzorl z prvni dcerinné generace. Pro zjiStovani prenosu
metylace DNA ve treti generaci (vzniklé zjedné rostliny druhé dcefinné generace,
analyzovano 20 rostlin potomstva) byly studovany jiz jen 4 geny - gen pro DNA-vazebny
protein, CAL-11, OsHMA4 a OsHMAS8. U kazdého byla opét potvrzena 100% dédicnost
metylace DNA z predchozi generace. Z toho vyplyva, Ze se metylace DNA, vznikla
v disledku stresu tézkymi kovy (rtuti), dédi z generace na generaci alespon tehdy,

pokud jsou rostliny péstovany v normalnim, jizZ nestresovém, prostredi.
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Autori nasledné také mérili hladiny mRNA pomoci semikvantitativni RT-PCR
v rodicovskych, prvnich a druhych dcerinnych generacich rostlin pro devét genti (MET1-
1, MET1-2, CMT3-1, CMT3-2, DRM2-1, DRM2-2, DME, DDM1a a DDM1b), jejichZ produkty
se ucastni chromatinovych modifikaci (jedna se o DNA-metyltransferazy, 5-MeC DNA
glykosylazu a SWI/SNF protein remodelujici chromatin). V prvni dcefinné generaci
pochazejici z plivodné stresovanych rostlin bylo prokazano, ze geny MET1-1 a MET1-2 si
udrZely zménénou expresi z rodicovské generace (v pripadé prvniho Slo o aktivaci
exprese, u druhého o potlaceni exprese v diisledku stresu). U CMT3-2, DDM1a a DDM1b
genl, které vykazovaly jiz v rodiCovské generaci snizenou expresi, doslo u potomstva
k dalsimu sniZeni mnoZstvi mRNA. Geny CMT3-1, DRM2-1, DRM2-2 a DME byly up-
regulovany jiZ v rodicovské generaci a v prvni dcefinné generaci vykazaly expresi na
stejné nebo vyssi arovni. V druhé dcefinné generaci pochazejici z ptivodné stresovanych
rostlin vykazovaly geny METI1-1, MET1-2, CMT3-2 a DME stabilni dédicnost exprese,
zatimco u gentt DDM1a a DDM1b doslo kreverzi na kontrolni stav. Autori uvadéji, ze
pozorované zmény v metylaci DNA a jejich dédi¢nost jsou v souladu s pozorovanymi
zménami v expresi gent, jejichz produkty se ucastni remodelace chromatinu. Pfipoustéji
nicméné, Ze hypometylace (ztrata 5-MeC) by mohla souviset i se stresem v diisledku
plisobeni rtuti per se, napt. v disledku produkce reaktivnich forem kysliku, vzniku
dvoutetézcovych zloml DNA a pasivnich ztrat 5-MeC v takto ovlivnénych oblastech

DNA.

2.6 Vysoka a nizka teplota

Boyko et al. (2010a) pti svém experimentu popsaném jiz vkap. 2.1, 2.2 a 2.3
stresovali rostliny A. thaliana mimo jiné i nizkou a vysokou teplotou. Pro stres vysokou
teplotou byly rostlinky péstovany v ptidé a vystaveny 37 °C vZdy na 3 hodiny/den po
dobu jednoho tydne. Pro chladovy stres byly rostlinky péstovany stejnym zplisobem a
vystaveny teploté 4 °C v délce 12 hodin/den po dobu jednoho tydne.

Vysledky byly obdobné jako v pripadé stresu zaplavenim (kap. 2.3) - rostliny S1 i
S2 generace vystavené chladu i teplu vykazovaly 10-12% zvySeni obsahu 5-MeC v prvni
i v druhé dcerinné generaci oproti relevantnim kontrolnim rostlinam (C1 a C2). Mezi S1
a S2 rostlinami nebyly opét pozorovany zadné velké rozdily v metylaci DNA a S1C1

rostliny byly svou urovni metylace podobné rostlindm kontrolnim (C2).
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V pripadé stresu vysokou teplotou autori zkoumali také rostliny mutantnich linii
dcl2, dcl3 a dcl4 vykazujicich poruchy v RNA-interferenc¢nich drahach, a to jak
rodicovskou generaci CO a SO, tak prvni dcefinnou generaci (C1 a S1). Mutanty dcl4
stejné jako nemutantni rostliny vykazovaly zvySenou metylaci DNA u S1 oproti C1
rostlinam, u druhych dvou mutant nebyl rozdil v rovni metylace DNA mezi C1 a S1

rostlinami statisticky prikazny.

Zhong et al. (2013) stresovali vysokou teplotou rostliny A. thaliana, a to
transgenni rostliny s posttranskriptné uml¢enym NRGI genem (koduje protein typu
,receptor-like kinase“ ucastnici se odpovédi na patogenni baktérie). Péstovali je v
klimatické komore pri teploté 28-30 °C (kontrolni rostliny byly péstovany pri 22 °C).
Prvni, druha a treti dcerinnd generace pripravena ze stresovanych rostlin byla jiz
péstovana v kontrolnich podminkach. Analyza metylace DNA u NRGI genu byla

Pri vyssi teploté doSlo kinhibici postranskripéniho umléeni NRGI, ktera byla
dédicna i v dalSich generacich. DoSlo i ke zménam metylace DNA, nebyl vSak zjiStén

Zadny obecny vztah mezi témito dvéma jevy.

Rostliny A. thaliana vystavili teplotnimu stresu také Migicovsky et al. (2014).
Kromé standardni varianty byly analyzovany také mutanty dcl2, dcl3 a dcl4. Teplotni
stres byl na rostliny péstované v riistovych komorach aplikovan po dobu péti dnti p¥i 50
°C po tri hodiny denné. Zaroven byly péstovany i kontrolni rostliny bez stresu. Rostliny
se nechaly rozmnozit do dalSi generace a byly péstovany za stejnych podminek se
stresem nebo bez néj (v této generaci tedy byly testovany 4 varianty rostlin). Metylace
celogenomové DNA byla detekovana pomoci restrikénich endonukleaz. Modifikace
histonii byly analyzovany pomoci ChIP (s protilatkami proti H3K9ac a H3K9me2)
nasledované kvantitativni PCR.

Ve vSech pripadech byla vlivem stresu metylace DNA niZsi. dcl3 mutanty prvni
dcerinné generace ziskané z plivodné stresovanych rodict, ale péstované v nestresovych
podminkach, vykazovaly zvySeni urovné metylace, rostliny dcl2 tohoto typu naopak
sniZeni. Nejnizs8i uroven metylace byla ve stresovanych potomcich odvozenych z rostlin
stresovanych dcl2 a dcl3 mutant.

Sledovana byla i exprese nékterych genti. Gen pro transkripéni faktor HSFA2
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vykazoval vys$Si hladinu mRNA u potomstva stresovanych rostlin oproti potomstvu
rostlin kontrolnich. V kédujici oblasti tohoto genu byla u potomstva stresovanych rostlin
(standardni varianta a dcl2) zaznamenana zvySena uroven H3K9ac. V dcl3 byla aroven
modifikace H3K9ac a H3K9me2 naopak sniZena. VSechny ostatni studované geny (ROS1,
SUVHZ2, SUVH5, SUVH6, SUVH8) ukazaly sniZenou hladinu exprese v prvni generaci
potomstva po stresovanych rostlinach oproti potomstvu rostlin kontrolnich. Autori
spekuluji, Ze sniZena exprese téchto genli pravdépodobné miiZe chranit potomstvo

stresovanych rostlin pred celogenomovou metylaci DNA.

2.7 UV zareni

Poslednim stresem, kterym se komplexni studie autorti Boyko et al. (2010a)
zabyvala, byl vliv UV-C zareni na rostliny A. thaliana. Podminky péstovani a pripravy
rostliny byly tentokrat vystaveny intenzité 5000 erg UV-C po dobu ¢tyt dnti od 7. dne po
vykliceni. Vysledky byly stejné jako v pripadé stresu vysokou teplotou (kap. 2.6), ale

jesté o néco vyraznéjsi.

2.8 lonizujici zareni (radioaktivita)

Po nehodé cernobylské elektrarny vr. 1986 sledovali Kovalchuk et al. (2003)
ucinky ozareni na borovici lesni (Pinus sylvestris L.) v zasaZenych oblastech. Borové
porosty byly rozdéleny do nékolika kategorii podle zasaZeni radioaktivitou a podle
poskozeni - akutni (>60 Gy), vysoké (10 - 60 Gy), stiedni (1 - 10 Gy), nizké (0,1 - 1 Gy)
a kontrola (<0,1 Gy). Byla odebrana semena ze stromi patricich do skupin akutniho a
vysokého poskozeni radioaktivitou a z kontrolni skupiny. Semena ,.akutni skupiny“ (80
Gy) byla vyseta do kontrolni ¢isté plidy, naopak semena z kontrolnich strom@ byla
vyseta do radioaktivné vysoce kontaminované pudy (Experiment 1). Zaroven byly
sledovany dvé generace stromili odvozenych ze skupiny vysokého radiacniho poskozeni
(40 Gy a 20 Gy). Tam byla semena sebrana z rodicovskych stromi a zasazena v jejich
blizkosti v kontaminované ptidé. Soucasné byly sledovany i dvé generace kontrolnich
stromi péstovanych v nekontaminované ptidé (Experiment 2). Semena byla zaseta roku
1992, vzorky byly sebrany o deset let pozdéji. DNA byla odebrana z jehlic stromf.
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Metylace celogenomové DNA byla analyzovana pomoci Hpall a Mspl restrikénich
endonukleaz.

Vystaveni stromi radioaktivité obecné zvysilo stupent metylace DNA. Genomy
CtyTicet let starych borovic rostoucich v oblasti Cernobylu byly hypermetylovany oproti
kontrolnim borovicim. Genomy stromt vysazenych v nejvice zasazenych oblastech byly
hypermetylovany nejvice. RodiCovské generace obdrzely vys$Si davku radioaktivity a
proto vykazovaly o néco vySsi uroven metylace DNA neZ jejich potomci, a druha

generace potomki byla o néco méné metylovana nez generace prvni.

O rok pozdéji tato skupina autori (Kovalchuk et al.,, 2004) opét zkoumala
rostliny ze zény Cernobylu, tentokrat vsak $lo o druh A. thaliana. Vzorky byly odebrany
v okoli Cernobylu ze tf lokalit (vystavenych riizné vysi radioaktivity) v rozmezi péti let
(1987-1992). Byla analyzovana rodicovska generace téchto rostlin (a kontrolnich
rostlin) a jejich potomci prvni dcefinné generace; ti jiZz nebyli béhem péstovani
vystaveni pusobeni radioaktivity. Pro stanoveni stupné metylace DNA byla pouzita
analyza pomoci restrikéniho enzymu Hpall.

Obdobné jako v prvni studii, i zde byla zjiSténa znacna hypermetylace DNA v
rostliny byly. Platilo také, Ze rostliny pochazejici z okoli Cernobylu vykazovaly v prvni
generaci v roce 1989 vyssi uroven metylace DNA nezZ vzorky z nasledujicich let. Navrat
kméné metylované DNA miize naznaCovat postupnou adaptaci rostlin na
kontaminované prostfedi, nebo mize odrazet postupny pokles celkové urovné
radioaktivity. V druhé generaci byla Cetnost metylaci obecné nizsi a vykazovala

podobny meziro¢ni trend jako u rodict.

2.9 Pobytve vesmiru

Zajimavy experiment provedli Ou et al. (2009), ktefi semena ryze vyslali na let
kosmickou lodi po dobu 18 dnti. Druhou skupinu semen si nechali jako kontrolni. Obé
skupiny semen pak nechali vykliCit za standardnich podminek. Celogenomova DNA byla
izolovana z listi a Uroven jeji metylace byla ur¢ena pomoci restrikénich enzymt Hpall a
Mspl. Analyzovano bylo 6 transponovatelnych elementd a 11 rdznych gent. Ze dvou

vybranych rostlin vykazujicich odliSné vzory metylace DNA pak autori odebrali semena
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a vypéstovali rostlinky prvni dcerinné generace. Zde byla sledovana metylace DNA jiz
pouze u dvou transponovatelnych elementli (Tos17 a Osr17) a Sesti nizkokopiovych
genu (53, Yf25, SNF-FZ14, gen pro deacetylazu, homeoboxovy protein a DNA-vazebny
protein).

Autori zjistili, Ze u rostlin vystavenych podminkach vesmirného letu dosSlo ke
zménam v metylaci DNA u vSech transponovatelnych elementi a u 7 z 11 gent. Tyto
zmény se tykaly predevsim metylaci v CHG mistech. U potomstva rostlin ptivodné
vystavenych vesmirnému letu se ukazalo, Ze v pripadé transponovatelného elementu
Tos17 se metylacni vzor plné vratil na uroven kontrolnich rostlin, doslo tedy k 100%
reverzi. U druhého transponovatelného elementu, Osrl17, byla u potomstva jedné
rostliny pozorovana 50% reverze a 50% dédicnost metylacniho vzoru, u potomstva
druhé rostliny, ktera sama nevykazala v tomto elementu zmény metylace DNA oproti
kontrole, nebyly zaznamenany Zadné nové zmény metylace DNA. Co se tyce Sesti
hodnocenych nizkokopiovych genti, dédi¢cnost metylace DNA z rodicovské do dcerinné
generace se pohybovala v rozmezi 25-100 %, u zbylé asti potomstva doslo k reverzi na
kontrolni stav. To naznacuje, Ze mezigeneracni dédi¢nost zmény metylace DNA kvtli

kosmickému letu je lokus-specificka.
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3 Zaveér

Tato prace shrnuje dosavadni studie zabyvajici se chromatinovymi modifikacemi
v transgeneracni paméti rostlin pri stresovani abiotickymi faktory. Jejich autori tvrdi, Ze
v dlisledku téchto faktori miiZe u potomstva stresovanych rostlin dochazet ke zménam
chromatinovych modifikaci (predevsim metylaci DNA), coZ by mohlo mit za nasledek
napr. jejich rychlejsi a snadnéjsi prizplisobeni se déletrvajicim neptiznivym podminkam
prostredi. Tento jev by snad mohl byt zajimavy napft. i vaplikovaném vyzkumu ci
zemédélské praxi, pri péstovani zemédélskych plodin v netrodnych oblastech nasi
planety a plisobeni stresorli jako je sucho, zasoleni, vysokd nebo nizka teplota,
nedostatek Zivin a dal$i negativni jevy. Je ale nutné rici, Ze existuji odbornici, kteri
dosavadni studie nepovazuji za dlikaz, Ze modifikace chromatinu u rostlin
s transgeneracni stresovou pameéti souvisi.

Na zakladé provedené kompilace uvedené problematiky bych konstatovala, Ze
dané problematice se zatim vénovalo pouze nékolik malo védca (vétSinou se jedna o
studie pochazejici aZ na vyjimky ze stejné laboratore); to ma za nasledek i malé
mnoZzstvi ¢lankd, které o téchto zménach pojednavaji. Studovanych rostlinnych druht je
pouze malo (v naprosté vétsSiné jde o modelové rostliny A. thaliana a ryzi, nalezla jsem i
prace na pampeliSce lékarské ¢i borovici). Také riizné typy stresori byly dosud
studovany casto treba jen v jediné praci. K podstatné hlubsimu poznani tohoto jevu je
nutné vykonat také mnohem vice experimentii vpodminkach dlouhodobého
vystavovani rostlin stresu.

Pozoruhodna je rovnéz skuteCnost, Ze naprosta vétSina studii se zabyvala jen
metylaci DNA a histonovymi modifikacemi jen ojedinéle. Vyzkum histonovych
modifikaci v této souvislosti by patrné mohl prinést nové poznatky co se transgeneracni
genetiky tyce. Autori navic ke studiu metylace DNA pouZivali vétSinou analyzu pomoci
restrikénich enzymi; ke komplexnéjSimu poznani dané problematiky by jisté bylo
vhodné pouzit i jinych metod analyz metylace DNA.

Otazkou také zlistava, zdali dosavadni design experimenti (kdy ve vétsiné pripadt
byly nasledujici generace sledovany jizZ nikoli ve stresovych, ale pouze v kontrolnich
podminkach) je ten nejvhodnéjsi. Urcité informace sice prinese, podle mého nazoru by
ale bylo vhodné experimenty postavit na porovnavani vice variant v ramci dcefrinnych

generaci (nékteré studie to takto Cinily). K zobecnéni dosavadnich poznatki je rovnéz
16



nutné vykonat experimenty s mnohem vétSim poctem zkoumanych jedincl, nez bylo
doposud provadéno, a studovat chromatinové zmeény a jejich souvislost s expresi gent
na vétSim rozsahu lokusti. Pokud budou tyto mezery vyplnény, bude mozné ucinit
obecnéjsi zavéry o Ucinku stresovych faktorti na transgeneracni pamét rostlin. Dikaz
pro tuto dédi¢nost je zatim nemnoho a bude rozhodné potieba hlubsich a dalSich studii

pro jeji potvrzeni.
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