
 
 

Univerzita	
  Karlova	
  v	
  Praze	
  

Přírodovědecká	
  fakulta	
  

	
  

Studijní	
  program:	
  Biologie	
  

Studijní	
  obor:	
  Biologie	
  

	
  

Barbara	
  Vyskočilová	
  

	
  

Modifikace	
  chromatinu	
  v	
  souvislosti	
  s	
  transgenerační	
  	
  

pamětí	
  rostlin	
  na	
  abiotické	
  stresy	
  

Association	
  of	
  chromatin	
  modifications	
  with	
  transgenerational	
  	
  

abiotic	
  stress	
  memory	
  of	
  plants	
  
	
  

	
  

	
  

Bakalářská	
  práce	
  	
  

	
  

Školitel:	
  RNDr.	
  Dana	
  Holá,	
  Ph.D.	
  

	
  

	
  

	
  

Praha,	
  2015	
  



 
 

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  



 
 

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Prohlášení:	
  

Prohlašuji,	
   že	
   jsem	
   závěrečnou	
   práci	
   zpracovala	
  samostatně	
   a	
   že	
   jsem	
  uvedla	
   všechny	
  

použité	
   informační	
   zdroje	
   a	
   literaturu.	
   Tato	
   práce	
   ani	
   její	
   podstatná	
   část	
   nebyla	
  

předložena	
  k	
  získání	
  jiného	
  nebo	
  stejného	
  akademického	
  titulu.	
  	
  

	
  

V	
  Praze,	
  13.08.2015	
  

	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   ……………………………………………………	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Barbara	
  Vyskočilová	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



 
 

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Chtěla	
   bych	
   velice	
   poděkovat	
   mé	
   školitelce	
   RNDr.	
   Daně	
   Holé,	
   Ph.D.	
   za	
   její	
   trpělivost,	
  

odborné	
   vedení,	
   cenné	
   rady	
   a	
   pomoc	
   při	
   zpracování	
   této	
   bakalářské	
   práce.



v 
 

Abstrakt	
  
	
  

Rostliny	
   jsou	
   neustále	
   vystavovány	
   mnohým	
   stresovým	
   faktorům,	
   které	
   mají	
   za	
  

následek	
  změnu	
  exprese	
  různých	
  genů.	
  Ta	
  může	
  být	
  regulována	
  na	
  více	
  úrovních,	
  včetně	
  

modifikací	
   struktury	
   chromatinu.	
   Některé	
   z	
   těchto	
   modifikací	
   mohou	
   přetrvávat	
   i	
   po	
  

skončení	
  období,	
  kdy	
  byla	
  rostlina	
  stresu	
  vystavena	
  a	
  mohly	
  by	
  případně	
  plnit	
  roli	
  jakési	
  

“stresové	
  paměti”.	
   V	
   této	
   práci	
   se	
   zabývám	
   tzv.	
  meiotickou/transgenerační	
   “stresovou	
  

pamětí”	
   v	
  souvislosti	
   s	
  působením	
   abiotických	
   stresorů.	
   Na	
   základě	
   provedené	
  

kompilace	
   uvedené	
   problematiky	
   lze	
   konstatovat,	
   že	
   prací,	
   které	
   se	
   zabývají	
   touto	
  

problematikou,	
  je	
  poměrně	
  málo	
  a	
  většinou	
  se	
  jedná	
  o	
  studie	
  pocházející	
  až	
  na	
  výjimky	
  

ze	
  stejné	
  laboratoře.	
  Téměř	
  všechny	
  studie	
  se	
  zabývaly	
  jen	
  metylací	
  DNA	
  a	
  jejich	
  design	
  

nebyl	
   vždy	
   úplně	
   optimální.	
   Důkazů	
   pro	
   transgenerační	
   “stresovou	
   paměť”	
   rostlin	
   je	
  

podle	
  mého	
  názoru	
  zatím	
  nemnoho	
  a	
  bude	
  rozhodně	
  potřeba	
  hlubších	
  a	
  dalších	
  studií	
  

pro	
  její	
  potvrzení.	
  

Klíčová	
  slova:	
  epigenetika,	
  chromatin,	
  metylace	
  DNA,	
  modifikace	
  histonů,	
  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	
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1 Úvod	
  
	
  

Rostliny	
   jsou	
  neustále	
  vystavovány	
  mnohým	
  stresům	
  vzhledem	
  k	
   tomu,	
   že	
   jsou	
  

přisedlé	
   a	
   nemohou	
   se	
   pohybovat.	
   Nemohou	
   se	
   bránit	
   nedostatku	
   světla,	
   vody	
   ani	
  

velkým	
  změnám	
   teploty.	
  Nemohou	
  se	
  přemístit	
   z	
  místa	
  na	
  místo	
  za	
  dostatkem	
  živin	
  v	
  

půdě	
   a	
   nemohou	
   se	
   přemístit	
   ani	
   proto,	
   aby	
   čelily	
   náhlým	
   změnám	
   složení	
   půdy,	
   ke	
  

kterým	
  došlo	
  v	
  důsledku	
  nechtěného	
  škodlivého	
  zásahu	
  člověka	
  nebo	
  přírodní	
  živelné	
  

změny.	
   Musely	
   si	
   proto	
   vyvinout	
   účinné	
   strategie	
   přežití	
   a	
   stát	
   se	
   odolnějšími	
   vůči	
  

takovým	
  stresovým	
  faktorům,	
  jakými	
  jsou	
  zasolení,	
  zvýšená	
  koncentrace	
  těžkých	
  kovů,	
  

přítomnost	
  škůdců,	
  bakterií,	
  virů,	
  nepříznivá	
  radiace,	
  dále	
  změny	
  teploty,	
  vlhkosti	
  atd.	
  	
  	
  

Uvedené	
   faktory	
  stresu	
  rostlin	
  obvykle	
  mají	
  za	
  následek	
  změnu	
  exprese	
  mnoha	
  

různých	
   genů.	
   Ta	
  může	
   být	
   regulována	
   na	
   více	
   úrovních,	
   včetně	
  modifikací	
   struktury	
  

chromatinu.	
   Některé	
   z	
   těchto	
  modifikací	
  mohou	
   přetrvávat	
   i	
   po	
   skončení	
   období,	
   kdy	
  

byla	
  rostlina	
  stresu	
  vystavena	
  a	
  mohly	
  by	
  případně	
  plnit	
  roli	
  jakési	
  “stresové	
  paměti”.	
  To	
  

by	
  mohlo	
   rostlině	
   umožnit	
   být	
   lépe	
  připravena	
  na	
   to,	
   až	
   začne	
  příslušný	
   (nebo	
   i	
   jiný)	
  

stresový	
   faktor	
   působit	
   znovu.	
   Takováto	
   “stresová	
   paměť”	
   u	
   rostlin	
   zřejmě	
   skutečně	
  

existuje	
   a	
   může	
   působit	
   a	
   dědit	
   se	
   jak	
   krátkodobě,	
   v	
   rámci	
   jedince	
   (tzv.	
   somatická	
  

“stresová	
  paměť”),	
   tak	
  dokonce	
  být	
  předávána	
  z	
   generace	
  na	
  generaci,	
   do	
   semen	
   (tzv.	
  

meiotická/transgenerační	
   “stresová	
   paměť”).	
   V	
   této	
   práci	
   se	
   zabývám	
   pouze	
   druhým	
  

typem	
  této	
  “paměti”.	
  	
  

Takováto	
   transgenerační	
   “paměť”	
   je	
   známa	
   a	
   prokázána	
   na	
   úrovni	
   různých	
  

fenotypových	
  změn.	
  Může	
  se	
  projevit	
  např.	
  na	
  úrovni	
  růstu	
  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	
  

kvetení	
  (Suter	
  et	
  Widmer	
  2013),	
  produkce	
  semen	
  (Agrawal,	
  2001,	
  2002,	
  Whittle	
  et	
  al.,	
  

2009,	
   Rahavi	
   et	
   Kovalchuk,	
   2013b),	
   účinnosti	
   fotosyntézy	
   (Dyer	
   et	
   al.,	
   2010),	
   obsahu	
  

chlorofylu	
  (Ou	
  et	
  al.,	
  2012)	
  či	
  aktivit	
  antioxidačních	
  enzymů	
  (Cuk	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Řada	
  studií	
  také	
  ukázala,	
  že	
  transgenerační	
  “stresová	
  paměť”	
  může	
  být	
  u	
  rostlin	
  

doprovázena	
  změnami	
  v	
  rychlosti	
  homologní	
  rekombinace	
  (Molinier	
  et	
  al.,	
  2006,	
  Boyko	
  

et	
  Kovalchuk,	
  2010,	
  Boyko	
  et	
  al.,	
  2010b,	
  Rahavi	
  et	
  al.,	
  2011,	
  Rahavi	
  et	
  Kovalchuk,	
  2013a,	
  

Yao	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Zřejmě	
   to	
   ale	
   neplatí	
   obecně	
   (Pecinka	
   et	
   al.,	
   2009)	
   a	
   o	
   možných	
  

mechanismech	
  se	
  zatím	
  moc	
  neví.	
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V	
  současnosti	
   existují	
   jisté	
   náznaky,	
   že	
   transgenerační	
   “stresová	
   paměť”	
   rostlin	
  

souvisí	
   se	
   změnami	
   v	
   aktivitě	
   určitých	
   transponovatelných	
   elementů	
   (Migicovsky	
   et	
  

Kovalchuk,	
   2014a,	
   b,	
   Matsunaga	
   et	
   al.,	
   2015)	
   a	
   množstvím	
   malých	
   regulačních	
   RNA	
  

(siRNA,	
  miRNA)	
  (Boyko	
  et	
  Kovalchuk,	
  2010,	
  Rasmann	
  et	
  al.,	
  2012,	
  Tricker	
  et	
  al.,	
  2013,	
  

Zhong	
  et	
  al.,	
  2013,	
  Migicovsky	
  et	
  Kovalchuk,	
  2014a,	
  b,	
  Bilichak	
  et	
  al.,	
  2015,	
  Matsunaga	
  et	
  

al.,	
  2015).	
  	
  

Jednou	
  z	
  možností,	
   jak	
  by	
  mohla	
  být	
   takováto	
   transgenerační	
   “stresová	
  paměť”	
  

navozena,	
   jsou	
   ale	
   také	
   modifikace	
   složek	
   chromatinu	
   (DNA,	
   histonů),	
   indukované	
  

působením	
   příslušného	
   stresového	
   faktoru	
   na	
   rostliny	
   a	
   přetrvávající	
   i	
   v	
   potomstvu.	
  

Jednalo	
   by	
   se	
   tedy	
   o	
   “klasický”	
   epigenetický	
   mechanismus.	
   Studií,	
   které	
   se	
   touto	
  

problematikou	
   zabývají,	
   však	
   dosud	
   není	
   příliš	
   mnoho.	
   Většina	
   prací,	
   které	
   se	
   věnují	
  

možnosti	
  chromatinových	
  modifikací	
  navozených	
  nějakým	
  stresovým	
  faktorem	
  u	
  rodičů	
  

a	
  přetrvávajících	
  do	
  jejich	
  potomstva,	
  je	
  zaměřena	
  na	
  abiotický	
  stres.	
  Studie	
  věnované	
  v	
  

této	
  souvislosti	
  biotickým	
  stresovým	
  faktorům	
  (virům,	
  bakteriím,	
  houbám)	
  jsem	
  nalezla	
  

pouze	
  čtyři	
   (Boyko	
  et	
  al.,	
  2007,	
  Kathiria	
  et	
  al.,	
  2010,	
  Luna	
  et	
  al.,	
  2012,	
  Slaughter	
  et	
  al.,	
  

2012)	
  a	
  v	
  této	
  práci	
  se	
  jim	
  nevěnuji.	
  

Cílem	
   mojí	
   práce	
   je	
   tedy	
   shromáždit	
   dosavadní	
   poznatky	
   získané	
   vědeckými	
  

týmy,	
   které	
   se	
   problematice	
   modifikací	
   chromatinu	
   v	
   souvislosti	
   s	
   transgenerační	
  

“stresovou	
  pamětí”	
  rostlin	
  věnují,	
  a	
  v	
  to	
  případě	
  stresů	
  navozených	
  abiotickými	
  faktory.	
  

Na	
  základě	
  sumarizace	
  těchto	
  poznatků	
  se	
  pak	
  pokouším	
  o	
  kritické	
  zhodnocení	
  našich	
  

dosavadních	
  znalostí	
  o	
  tomto	
  jevu	
  (viz.	
  závěr).	
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2 Studie	
   zabývající	
   se	
   modifikacemi	
   chromatinu	
   v	
   souvislosti	
   s	
  

transgenerační	
  pamětí	
  rostlin	
  na	
  abiotický	
  stres	
  
	
  

Jak	
   již	
   bylo	
   uvedeno,	
   prací,	
   které	
   se	
   zabývají	
   problematikou	
   výzkumu	
  

transgenerační	
  paměti	
  rostlin	
  po	
  působení	
  abiotických	
  stresorů,	
  je	
  poměrně	
  málo.	
  O	
  to	
  

větší	
   je	
   variabilita	
   stresových	
   faktorů	
   prostředí,	
   kterým	
   jsou	
   pokusné	
   rostliny	
  

vystavovány.	
  Nejčastěji	
   je	
  zkoumán	
  stres	
  v	
  důsledku	
  zasolení,	
  případně	
  vysoké	
  teploty,	
  

setkala	
   jsem	
   se	
   však	
   i	
   s	
   poměrně	
   kuriózní	
   studií	
   věnující	
   se	
   vlivu	
   pobytu	
   semen	
   ve	
  

vesmíru.	
  V	
  následujících	
  kapitolách	
  tyto	
  práce	
  dělím	
  podle	
  typu	
  stresového	
  faktoru.	
  

	
  

2.1 Salinita,	
  alkalické	
  prostředí	
  

	
  

Poměrně	
   častým	
   okruhem	
   pokusů	
   je	
   zjišťování	
   stresové	
   reakce	
   rostlin	
   na	
   sůl.	
  

Boyko	
  et	
  al.	
  (2010a)	
  ke	
  svému	
  pokusu	
  použili	
  modelovou	
  rostlinu	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  

L.	
  Heynh.	
  Rostliny	
  byly	
  pěstovány	
  v	
  růstové	
  komoře	
  a	
  vystaveny	
  po	
  dobu	
  tří	
  týdnů	
  buď	
  

25	
  mM,	
   nebo	
   75	
  mM	
   roztoku	
  NaCl	
   (označeno	
   jako	
   stres,	
   S)	
   přidaného	
   do	
  Murashige-­‐

Skoog	
  (MS)	
  média,	
  kontrolní	
  rostliny	
  (C)	
  nebyly	
  působení	
  soli	
  vystaveny	
  vůbec.	
  Z	
  těchto	
  

rodičovských	
   rostlin	
   byla	
   připravena	
   první	
   dceřinná	
   generace	
   pěstovaná	
   ve	
   stejných	
  

podmínkách	
   jako	
   její	
   rodiče	
   (C1,	
   S1).	
   Z	
  té	
   byla	
   připravena	
   druhá	
   dceřinná	
   generace,	
  

která	
  byla	
  pěstována	
  bez	
  přítomnosti	
  soli	
  (potomstvo	
  z	
  původních	
  kontrolních	
  –	
  C2	
  –	
  i	
  

stresovaných	
  rostlin	
  –	
  S2)	
  nebo	
  v	
  přítomnosti	
  soli	
  (potomstvo	
  z	
  původních	
  stresovaných	
  

rostlin	
   –	
   S1C1).	
   Metylace	
   DNA	
   na	
   celogenomové	
   úrovni	
   byla	
   mapována	
   pomocí	
  

restrikčních	
  endonukleáz	
  HpaII	
  a	
  MspI,	
  u	
  chromozómů	
  2,	
  3	
  a	
  4	
  byla	
  provedena	
  analýza	
  

metylace	
   DNA	
   také	
   pomocí	
   MeDIP	
   technologie	
   (imunoprecipitace	
   metylované	
   DNA).	
  

Detailnější	
   analýza	
   metylace	
   DNA	
   se	
   pak	
   zaměřila	
   na	
   promotorové	
   oblasti	
   a	
  

transkribované	
   sekvence.	
   Autoři	
   analyzovali	
   také	
   celkový	
   transkriptom	
   pomocí	
  

mikročipů.	
  

Po	
   porovnání	
   obsahu	
   5-­‐metylcytidinu	
   (5-­‐MeC)	
   v	
   celogenomové	
   DNA	
   ze	
  

stresovaných	
  a	
  kontrolních	
  rostlin	
  vyšlo	
  najevo	
  zvýšení	
  obsahu	
  5-­‐MeC	
  o	
  10-­‐12	
  %	
  v	
  první	
  

i	
   druhé	
   dceřinné	
   generaci	
   rostlin	
   stresovaných	
   NaCl	
   (S1,	
   S2)	
   oproti	
   odpovídajícím	
  

kontrolám	
  (C1,	
  C2).	
  Mezi	
  S1	
  a	
  S2	
  rostlinami	
  nebyl	
  v	
  úrovni	
  metylace	
  celogenomové	
  DNA	
  

pozorovaný	
  žádný	
  významný	
  rozdíl	
  a	
  nelišila	
  se	
  ani	
  úroveň	
  metylace	
  DNA	
  u	
  potomstva	
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stresovaných	
  rostlin,	
  pěstovaného	
  bez	
  stresu	
  (S1C1).	
  Při	
  použití	
  MeDIP	
  technologie	
  byly	
  

u	
  potomstva	
  stresovaných	
  rostlin	
  některé	
  oblasti	
  chromozómů	
  2,	
  3,	
  4	
  hypermetylovány,	
  

jiné	
  hypometylovány,	
  nebyl	
  zde	
  nějaký	
   jednoznačný	
   trend.	
  Dále	
  bylo	
  prokázáno,	
  že	
  S1	
  

rostliny	
   vystavené	
   25	
   mM	
   NaCl	
   měly	
   dvakrát	
   tolik	
   hypermetylovaných	
   promotorů	
   i	
  

transkribovaných	
   oblastí	
   než	
   hypometylovaných	
   (hyper-­‐/hypo-­‐metylace	
   porovnávána	
  

s	
  C1	
   rostlinami)	
   a	
   u	
   rostlin	
   vystavených	
   75	
   mM	
   NaCl	
   byl	
   počet	
   hypermetylovaných	
  

regionů	
  desetkrát	
  vyšší.	
  Hypermetylovány	
  byly	
  především	
  transponovatelné	
  elementy	
  a	
  

geny	
  související	
  s	
  buněčnou	
  signalizací,	
  genovou	
  expresí,	
  modifikací	
  histonů	
  a	
  odpovědí	
  

na	
  stres	
  či	
  patogeny,	
  hypometylovány	
  byly	
  geny,	
  jejichž	
  produkty	
  se	
  účastní	
  oprav	
  DNA	
  

a	
  také	
  buněčné	
  signalizace.	
  V	
  potomstvu	
  stresovaných	
  rostlin	
  byly	
  také	
  zjištěny	
  výrazné	
  

změny	
   genové	
   exprese	
   (snížené	
   množství	
   transkriptů);	
   týkalo	
   se	
   to	
   zejména	
   genů	
  

účastnících	
  se	
  odpovědi	
  na	
  stres	
  a	
  patogeny,	
  buněčné	
  signalizace,	
  zatímco	
  geny,	
   jejichž	
  

produkty	
  se	
  účastní	
  oprav	
  DNA,	
  byly	
  exprimovány	
  více.	
  

	
  

	
   Verhoeven	
   et	
   al.	
   (2010)	
   si	
   vybrali	
   ke	
   své	
   práci	
   pampelišku	
   lékařskou	
  

(Taraxacum	
  officinale	
  Weber	
  ex	
  Wigg.).	
  Bylo	
  použito	
  potomstvo	
  z	
  apomiktických	
  rostlin,	
  

které	
   vznikly	
   zkřížením	
   diploidní	
   matky	
   a	
   triploidního	
   otce.	
   Rostliny	
   byly	
   pěstovány	
  

v	
  růstové	
  komoře	
  a	
  pro	
  simulaci	
  stresem	
  zasolením	
  byl	
  k	
  živnému	
  roztoku	
  přidán	
  NaCl	
  

na	
  koncentraci	
  150	
  mM.	
  Rostliny	
  byly	
  ponechány	
  vykvést	
  a	
  z	
  každé	
  rodičovské	
  rostliny	
  

(metylace	
  DNA	
  byla	
  analyzována	
  u	
  7-­‐8	
  rostlin)	
  byl	
  do	
  první	
  dceřinné	
  generace	
  vybrán	
  

jeden	
   potomek.	
   Ten	
   byl	
   pěstován	
   v	
  kontrolním	
   prostředí	
   za	
   stejných	
   podmínek	
   jako	
  

rodiče,	
   ale	
   bez	
   stresu.	
   Pro	
  mapování	
  metylace	
   celogenomové	
   DNA	
   byla	
   použita	
   AFLP	
  

analýza	
  pomocí	
  restrikčních	
  enzymů	
  EcoRI,	
  MseI	
  a	
  HpaII.	
  	
  

V	
  první	
   dceřinné	
   generaci	
   stresovaných	
   rostlin	
   byly	
   nalezeny	
   změny	
   v	
  místech	
  

metylace	
   DNA	
   oproti	
   kontrolním	
   rostlinám;	
  metylace	
   vzrostla	
   o	
   14,6	
  %.	
   Do	
   dceřinné	
  

generace	
  se	
  předala	
  většina	
  (82	
  %)	
  metylačních	
  změn	
  pozorovaná	
  v	
  první	
  generaci,	
  bylo	
  

ale	
  pozorováno	
   i	
  dalších	
  osm	
  nových	
  změn	
  v	
  místech	
  metylace	
  DNA	
  (přítomnost,	
  resp.	
  

nepřítomnost	
   AFLP	
   fragmentu	
   při	
   srovnání	
   vzorů	
   získaných	
   pomocí	
   EcoRI	
   a	
   HpaII	
  

enzymů).	
   Není	
   ale	
   vyloučeno,	
   že	
   k	
  nim	
   mohlo	
   dojít	
   již	
   v	
  rodičovské	
   generaci	
   mezi	
  

odebráním	
   listu	
  pro	
   izolaci	
  DNA	
  a	
  produkcí	
  semen,	
  nebo	
  v	
  reprodukční	
   tkáni,	
  která	
  se	
  

neodebírala.	
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Jako	
   další	
   se	
  možnosti	
   transgeneračního	
   přenosu	
   chromatinových	
  modifikací	
   u	
  

rostlin	
  v	
  závislosti	
  na	
  NaCl	
  věnovali	
  Feng	
  et	
  al.	
  (2012).	
  Ti	
  kromě	
  reakce	
  na	
  sůl	
  zjišťovali	
  

i	
   reakci	
   rostlin	
   na	
   alkalický	
   stres	
   a	
   jako	
   experimentální	
   rostlinu	
   si	
   vybrali	
   rýži	
   (Oryza	
  

sativa	
  L.).	
   Rostliny	
   byly	
   opět	
   pěstovány	
   v	
  růstové	
   komoře	
   a	
   pro	
   stresování	
   solí	
   byly	
   7	
  

dnů	
  staré	
  rostlinky	
  po	
  dobu	
  týdne	
  vystaveny	
  0,4%	
  roztoku	
  NaCl,	
  zatímco	
  pro	
  alkalický	
  

stres	
  byly	
  14	
  dnů	
   staré	
   rostliny	
   vystaveny	
  0,4%	
   roztoku	
  NaHCO3	
   také	
  po	
  dobu	
  7	
  dnů.	
  

Rostlinky	
   pak	
   autoři	
   	
   dále	
   pěstovali,	
   nechali	
   vykvést	
   a	
   po	
   samooplození	
   z	
  nich	
   sebrali	
  

semena,	
   která	
   pěstovali	
   za	
   stejných	
   podmínek	
   jako	
   rodičovskou	
   generaci,	
   ale	
   už	
   bez	
  

stresových	
   podmínek.	
   Bylo	
   hodnoceno	
   vždy	
   potomstvo	
   jedné	
   rodičovské	
   rostliny	
  

vystavené	
   stresu.	
   V	
  rámci	
   potomstva	
   autoři	
   hodnotili	
   12	
   rostlin	
   (u	
   alkalického	
   stresu)	
  

nebo	
   16	
   rostlin	
   (u	
   zasolení).	
   Metylace	
   DNA	
   byla	
   analyzována	
   pomocí	
   restrikčních	
  

endonukleáz	
  HpaII	
  a	
  MspI	
  s	
  odlišnou	
  citlivostí	
  na	
  metylovaná	
  místa.	
  	
  

U	
   67	
  %	
   rostlin	
   potomstva,	
   jejichž	
   rodiče	
   byli	
   vystaveni	
   alkalickému	
   stresu,	
   se	
  

metylační	
  vzor	
  vrátil	
  k	
  tomu,	
  jaký	
  byl	
  pozorován	
  u	
  kontrolních	
  (nestresovaných)	
  rostlin	
  

rodičovské	
  generace.	
  Jen	
  u	
  33	
  %	
  rostlin	
  se	
  metylační	
  vzor	
  zdědil.	
  U	
  zasolení	
  se	
  metylační	
  

vzor	
  zdědil	
  u	
  69	
  %	
  rostlin	
  generace	
  potomstva,	
  u	
  25	
  %	
  došlo	
  k	
  jiným	
  změnám	
  metylace	
  

DNA	
  a	
  u	
  6	
  %	
  došlo	
  k	
  reverzi	
  na	
  vzor	
  typický	
  pro	
  kontrolní	
  rodičovské	
  rostliny.	
  Dědičnost	
  

DNA	
  metylace	
   vyvolané	
   stresem	
   zasolením	
   nebo	
   alkalickým	
   stresem	
   zde	
   tedy	
   nebyla	
  

jednoznačná	
  a	
  nelze	
  říci,	
  zda	
  by	
  zděděná	
  metylace	
  hrála	
  roli	
  v	
  regulaci	
  genové	
  exprese	
  

potomstva,	
  kdyby	
  bylo	
  také	
  vystaveno	
  stresu.	
  

	
  

	
   Bilichak	
  et	
  al.	
  (2012)	
  své	
  pokusy	
  prováděli	
  na	
  rostlinách	
  A.	
  thaliana,	
  na	
  kterých	
  

ověřovali	
   účinky	
   působení	
   chloridu	
   sodného.	
   Rostliny	
   nejdříve	
   pěstovali	
   po	
   dobu	
   tří	
  

týdnů	
  na	
  sterilním	
  médiu	
  doplněném	
  buď	
  25	
  mM	
  nebo	
  75	
  mM	
  roztokem	
  NaCl,	
  nebo	
  bez	
  

přítomnosti	
  NaCl.	
  Poté	
  přenesli	
  rostliny	
  do	
  půdy	
  a	
  dále	
  je	
  pěstovali	
  v	
  růstové	
  komoře	
  až	
  

do	
   doby,	
   kdy	
   vytvořily	
   semena.	
   Semena	
   byla	
   poté	
   vyseta	
   do	
   půdy	
   a	
   pěstována	
   ve	
  

stejných	
  podmínkách	
  jako	
  jejich	
  rodičovská	
  generace,	
  avšak	
  již	
  bez	
  přítomnosti	
  NaCl.	
  Po	
  

třech	
   týdnech	
   od	
   vyklíčení	
   byly	
   provedeny	
   analýzy	
   chromatinových	
   modifikací.	
   Pro	
  

stanovení	
   stupně	
   metylace	
   DNA	
   byla	
   využita	
   technika	
   MeDIP	
   aplikovaná	
   na	
  

celogenomovou	
  DNA,	
   detailnější	
   analýza	
   se	
   zaměřila	
   na	
   5´a	
   3´	
   oblasti	
   genů	
   a	
   kódující	
  

sekvence	
   s	
  rozlišením	
   exonů	
   a	
   intronů.	
   U	
   vybraných	
   genů	
   (viz	
   níže)	
   následovala	
  

kvantitativní	
  PCR	
  (polymerázová	
  řetězová	
  reakce)	
  v	
  reálném	
  čase.	
  U	
  pokusných	
  rostlin	
  

byla	
  také	
  pomocí	
  chromatinové	
  imunoprecipitace	
  (ChIP)	
  následované	
  	
  kvantitativní	
  PCR	
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stanovena	
   úroveň	
   histonových	
   modifikací	
   s	
  využitím	
   protilátek	
   proti	
   H3K9ac	
   a	
  

H3K9me2.	
  	
  

Autoři	
   zjistili,	
   že	
   potomstvo	
   rostlin	
   stresovaných	
   chloridem	
   sodným	
   vykazuje	
  

hypermetylaci	
   DNA,	
   a	
   to	
   především	
   v	
  oblasti	
   exonů	
   a	
   promotorů.	
   5’	
   a	
   3’	
   konce	
   genů	
  

vykazovaly	
   sice	
   obecně	
   nižší	
   stupeň	
   metylace	
   DNA	
   než	
   „tělo“	
   genů,	
   ale	
   nárůst	
   této	
  

metylace	
   v	
  potomstvu	
   stresovaných	
   rostlin	
   byl	
   naopak	
   větší.	
   Ukázalo	
   se,	
   že	
   produkty	
  

mnoha	
   z	
  těchto	
   hypermetylovaných	
   genů	
   se	
   účastní	
   regulace	
   struktury	
   chromatinu.	
  

Některé	
  tyto	
  geny	
  byly	
  spolu	
  s	
  dalšími	
  geny,	
   jejichž	
  produkty	
  mají	
  roli	
  v	
  transkripční	
  a	
  

posttranskripční	
   regulaci	
   genové	
   exprese,	
   vybrány	
   pro	
   další	
   analýzu.	
   Sedm	
   genů	
  

(SUVH5,	
   SUVH6,	
   SUH8,	
   ROS1,	
   MOS6,	
   WRKY22,	
   MSH6)	
   bylo	
   hypermetylováno	
   v	
  oblasti	
  

promotoru,	
   čtyři	
   geny	
   (SUVH2,	
   UBP26,	
   DRB2,	
   APUM3)	
   byly	
   hypermetylovány	
  

v	
  transkribované	
  oblasti	
  a	
   jeden	
  gen	
  (UVH3)	
  byl	
  hypometylován	
  v	
  promotorové	
  oblasti	
  

potomstva	
   stresovaných	
   rostlin.	
   Stupeň	
   metylace	
   DNA	
   dobře	
   koreloval	
   s	
  množstvím	
  

mRNA	
  produkovaných	
  těmito	
  geny.	
  Většinou	
  bylo	
  také	
  prokázáno,	
  že	
  hypermetylované	
  

promotory	
   nebo	
   exony	
   byly	
   spojeny	
   s	
  poklesem	
   H3K9ac	
   a	
   zvýšením	
   H3K9me2	
  

v	
  potomstvu	
   stresovaných	
   rostlin.	
   Hypometylace	
   na	
   promotorové	
   oblasti	
   UVH3	
   však	
  

nekorelovala	
  se	
  stupněm	
  H3K9ac,	
  ale	
  negativně	
  souvisela	
  s	
  H3K9me2	
  v	
  „těle“	
  genu.	
  	
  

Experiment	
  potvrdil	
  již	
  dříve	
  předpokládaný	
  vztah	
  mezi	
  hypermetylací	
  promotoru	
  

nebo	
   genu	
   a	
   přítomnosti	
   represivních	
   chromatinových	
   značek	
   a	
   zároveň	
   prokázal,	
   že	
  

v	
  potomstvu	
  rostlin	
  vystavených	
  stresu	
  zasolením	
  dochází	
  k	
  modifikacím	
  chromatinu	
  a	
  

to	
   jak	
  DNA,	
   tak	
   histonů.	
   Tyto	
   změny	
   se	
   týkají	
   především	
   genů,	
   jejichž	
   produkty	
   samy	
  

mají	
   roli	
   v	
  navození	
   změn	
   chromatinové	
   struktury	
   (např.	
   histonmetyltransferázy,	
  

proteiny	
   účastnící	
   se	
   deubikvitinace,	
   DNA	
   glykolázy),	
   případně	
   dalších	
   genů	
   hrajících	
  

roli	
   v	
  regulaci	
   genové	
   exprese.	
   Autoři	
   navrhli,	
   že	
   mechanismem	
   navozujícím	
   u	
  

potomstva	
   stresovaných	
   rostlin	
  u	
  pozorované	
   chromatinové	
  modifikace,	
   by	
  mohly	
  být	
  

malé	
  RNA	
  (siRNA).	
  Experimentálně	
  se	
  to	
  však	
  u	
  této	
  práce	
  prokázat	
  nesnažili.	
  

	
  

2.2 Nedostatek	
  vody	
  

	
  

Boyko	
   et	
   al.	
   (2010a)	
   při	
   svých	
   pokusech	
   nestresovali	
   své	
   pokusné	
   rostliny	
  

pouze	
  chloridem	
  sodným,	
  ale	
  také	
  nedostatkem	
  vody.	
  Rostliny	
  byly	
  pěstovány	
  obdobně	
  

jako	
  je	
  popsáno	
  v	
  kapitole	
  2.1,	
  ale	
  v	
  půdě,	
  nikoliv	
  pouze	
  na	
  MS	
  médiu,	
  stres	
  suchem	
  byl	
  

simulován	
  zastavením	
  zálivky	
  mezi	
  7.	
  až	
  30.	
  dnem	
  po	
  vyklíčení.	
  První	
  a	
  druhé	
  dceřinné	
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generace	
   byly	
   připraveny	
   stejným	
   způsobem	
   jako	
   u	
   stresu	
   zasolením	
   (kap.	
   2.1).	
  

Metylace	
   celogenomové	
   DNA	
   byla	
   analyzována	
   stejným	
   postupem	
   jako	
   je	
   uvedeno	
  

v	
  kapitole	
  2.1,	
  tj.	
  pomocí	
  restrikčních	
  endonukleáz,	
  nebyla	
  však	
  již	
  provedena	
  detailnější	
  

analýza	
  pomocí	
  MeDIP.	
  	
  

Tato	
   skupina	
   rostlin	
   vykazovala	
   u	
   generací	
   S1	
   a	
   S2	
   cca	
   15%	
   snížení	
   metylace	
  

DNA	
   v	
  porovnání	
   s	
  kontrolními	
   rostlinami	
   C1	
   a	
   C2.	
   Opět	
   nebyl	
   zaznamenán	
   výrazný	
  

rozdíl	
   v	
  metylaci	
   DNA	
   mezi	
   první	
   a	
   druhou	
   generací	
   stresovaných	
   rostlin	
   a	
   u	
   S1C1	
  

rostlin	
  byla	
  úroveň	
  metylace	
  DNA	
  (množství	
  5-­‐MeC)	
  také	
  podobná	
  úrovni	
  zaznamenané	
  

u	
  S1	
  a	
  S2	
  rostlin.	
  Stupeň	
  globální	
  metylace	
  DNA	
  u	
  potomstva	
  tedy	
  nezávisel	
  na	
  tom,	
  zda	
  

tyto	
  rostliny	
  byly	
  či	
  nebyly	
  vystavené	
  suchu.	
  	
  

	
  

Tricker	
  et	
  al.	
  (2013)	
  svou	
  studii	
  zaměřili	
  na	
  reakci	
  rostlin	
  na	
  stresování	
  nízkou	
  

vlhkostí,	
   konkrétně	
   změny	
   metylace	
   DNA	
   u	
   tří	
   genů	
   účastnících	
   se	
   vývoje	
   průduchů	
  

(SCREAM2,	
  FAMA	
  a	
  SPCH).	
  Jako	
  pokusné	
  rostliny	
  si	
  vybrali	
  A.	
  thaliana.	
  Šedesát	
  rostlinek	
  

rozdělili	
   do	
   dvou	
   růstových	
   komor	
   s	
   odlišnou	
   relativní	
   vlhkostí	
   vzduchu.	
   V	
   jedné	
  

komoře	
  byla	
  vlhkost	
  45	
  %	
  ±	
  5	
  %	
  (=	
  stres)	
  a	
  v	
  druhé	
  komoře	
  byla	
  vlhkost	
  65	
  %	
  ±	
  5	
  %	
  (=	
  

kontrola).	
  Rostliny	
  nechali	
   vytvořit	
   semena,	
   která	
  byla	
   sklizena	
  a	
   toto	
  potomstvo	
  bylo	
  

pěstováno	
   v	
   obou	
   typech	
   růstových	
   komor	
   za	
   stejných	
   podmínek	
   jako	
   rodičovská	
  

generace.	
   Rostliny	
   byly	
   opět	
   rozmnoženy	
   samooplozením	
   a	
   takto	
   byly	
   vytvořeny	
   a	
  

napěstovány	
   další	
   dvě	
   dceřinné	
   generace.	
   K	
   tomu	
   bylo	
   ve	
   druhé	
   generaci	
   potomstva	
  

navíc	
  vzájemně	
  mezi	
  sebou	
  zkříženo	
  dvanáct	
  rostlin	
  pěstovaných	
  v	
  komorách	
  s	
  nízkou	
  a	
  

normální	
  vlhkostí.	
  Autoři	
  sledovali	
  metylaci	
  DNA	
  napříč	
  generacemi.	
  Metylace	
  DNA	
  byla	
  

vyhodnocena	
  pomocí	
  hydrogensiřičitanové	
  konverze.	
  

U	
  rodičovské	
  generace	
  rostlin	
  vystavených	
  nízké	
  relativní	
  vlhkosti	
  vzduchu	
  byla	
  

zjištěna	
  zvýšená	
  metylace	
  DNA	
  v	
  genu	
  FAMA,	
  ale	
  u	
  genu	
  SPCH	
  pouze	
  v	
  jedné	
  jeho	
  části;	
  

jiná	
  část	
  byla	
  naopak	
  hypometylována.	
  Hypometylace	
  DNA	
  byla	
  pozorována	
  také	
  u	
  genu	
  

SCREAM2.	
   V	
   potomstvu	
   stresovaných	
   rostlin	
   pěstovaném	
   bez	
   stresování	
   byla	
   úroveň	
  

metylace	
   zachována	
   na	
   podobné	
   úrovni	
   jako	
   u	
   rodičovské	
   generace,	
   tedy	
  

hypometylována	
   u	
   SCREAM2	
   a	
   části	
   SPCH,	
   hypermetylována	
   u	
   FAMA.	
   To	
   ukazuje	
   na	
  

mezigenerační	
   dědičnost	
   projevující	
   se	
   ve	
   znovu	
   nestresovaných	
   rostlinách.	
   U	
  

potomstva	
   původně	
   stresovaných	
   rostlin,	
   které	
   bylo	
   pěstováno	
   také	
   ve	
   stresovém	
  

prostředí,	
  byla	
  metylace	
  ale	
  značně	
  změněna.	
  FAMA	
  byl	
  re-­‐metylován	
  (došlo	
  k	
  de	
  novo	
  

metylaci),	
   hypermetylace	
   části	
   SPCH	
   byla	
   v	
   potomstvu	
   téměř	
   potlačena.	
   Ve	
   druhé	
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generaci	
  odvozené	
  od	
  původně	
  hypermetylovaných	
  prarodičů	
  už	
  rodičovské	
  vzory	
  DNA	
  

metylace	
  nebyly	
  příliš	
  pozorovány.	
  	
  

Autoři	
  se	
  dále	
  soustředili	
  i	
  na	
  malé	
  regulační	
  RNA	
  (21nt	
  –	
  24nt	
  siRNA)	
  regulující	
  

expresi	
   SPCH	
   a	
   FAMA	
   v	
   rámci	
   RdDM.	
   Obecně	
   došlo	
   k	
   nárůstu	
   množství	
   siRNA	
   všech	
  

hodnocených	
  velikostních	
  kategorií	
  po	
  prvním	
  vystavení	
  rostlin	
  stresu.	
  Množství	
  siRNA	
  

pozitivně	
   korelovalo	
   s	
  DNA	
  metylací	
   a	
   negativně	
   s	
  množstvím	
   transkriptů	
  SPCH	
   genu.	
  

Exprese	
  SPCH	
  v	
  druhé	
  generaci	
  kontrolních	
  rostlin	
  byla	
  vyšší	
  než	
  u	
  rostlin	
  pocházejících	
  

ze	
   stresované	
   parentální	
   generace	
   a	
   pěstovaných	
   nyní	
   v	
   podmínkách	
   s	
   normální	
  

relativní	
  vlhkostí.	
  U	
  potomků	
  stejně	
  stresovaných	
  jako	
  rodičovská	
  generace	
  byla	
  naopak	
  

exprese	
  tohoto	
  genu	
  zvýšena.	
  U	
  genu	
  FAMA	
  nebyl	
  vztah	
  mezi	
  množstvím	
  siRNA	
  a	
  expresí	
  

tohoto	
  genu	
  jednoznačný.	
  V	
  dalších	
  generacích	
  potomstva	
  množství	
  siRNA	
  klesalo.	
  

	
  

2.3 Zaplavení	
  

	
  

Dalším	
   stresovým	
   faktorem,	
   kterému	
   se	
   Boyko	
   et	
   al.	
   (2010a)	
   věnovali,	
   bylo	
  

zaplavení.	
   Rostliny	
   A.	
   thaliana	
   linie	
   byly	
   pěstovány	
   za	
   totožných	
   podmínek,	
   jako	
   je	
  

uvedeno	
  v	
  kapitole	
  2.2,	
  zaplavení	
  bylo	
  navozeno	
  každodenním	
  zaléváním	
  a	
  udržováním	
  

dostatku	
   stojaté	
   vody	
   v	
   miskách	
   pod	
   květináči.	
   Rostliny	
   byly	
   opět	
   rozmnoženy	
  

samoopylením	
  a	
  potomstvo	
  pěstováno	
  ve	
  stresových	
  i	
  kontrolních	
  podmínkách	
  po	
  dvě	
  

dceřinné	
  generace.	
  Metodika	
  stanovení	
  metylace	
  celogenomové	
  DNA	
  byla	
  stejná	
  jako	
  u	
  

stresu	
  suchem	
  (kap.	
  2.2).	
  	
  

Bylo	
  zjištěno,	
  že	
  v	
  S1	
  a	
  S2	
  generaci	
  došlo	
  k	
  10-­‐12%	
  zvýšení	
  obsahu	
  5-­‐MeC	
  oproti	
  

generacím	
   C1	
   a	
   C2.	
   Změna	
  metylace	
   DNA	
   se	
   opět	
   příliš	
   nelišila	
   mezi	
   první	
   a	
   druhou	
  

generací	
  stresovaných	
  rostlin.	
  Rostliny	
  S1C1	
  se	
  ale	
  výrazně	
  nelišily	
  v	
  metylaci	
  DNA	
  od	
  

druhé	
  generace	
  rostlin	
  pěstovaných	
  pouze	
  v	
  kontrolním	
  prostředí	
  (C2),	
  což	
  znamenalo,	
  

že	
   v	
  případě	
   neudržování	
   stresového	
   prostředí	
   se	
   metylace	
   DNA	
   u	
   potomstva	
   opět	
  

snižuje	
  v	
  porovnání	
  s	
  rodičovskou	
  generací.	
  

	
  

2.4 Nedostatek	
  živin	
  

	
  

Jak	
   jsem	
   již	
   popsala	
   výše,	
   Verhoeven	
   et	
   al.	
   (2010)	
   pracovali	
   s	
  pampeliškou	
  

lékařskou.	
  	
  Kromě	
  zasolení	
  ji	
  stresovali	
  i	
  nedostatkem	
  živin,	
  který	
  simulovali	
  tak,	
  že	
  byl	
  

živný	
  Hoaglandův	
  roztok	
  pětinásobně	
  zředěn	
  oproti	
  kontrolním	
  rostlinám	
  a	
  rostliny	
  jím	
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byly	
   několikrát	
   týdně	
   zalévány.	
   Jinak	
   byly	
   podmínky	
   pěstování	
   a	
   design	
   experimentu	
  

stejné	
  jako	
  u	
  stresu	
  zasolením	
  (kap.	
  2.1).	
  	
  

AFLP	
   analýza	
   odhalila	
   u	
   rodičovských	
   stresovaných	
   rostlin	
   13,2	
   %	
   míst	
   se	
  

změněnou	
  metylací	
  DNA	
  oproti	
  kontrolním	
  rostlinám.	
  Většina	
  změn	
  v	
  metylaci	
  DNA	
  (74	
  

%)	
  byla	
  přenesena	
   i	
  do	
  dceřinné	
  generace	
   rostlin,	
   i	
   zde	
  však	
  bylo	
   zaznamenáno	
  sedm	
  

míst,	
   kde	
   buď	
   došlo	
   k	
  nové	
   metylaci	
   DNA	
   nebo	
   se	
   naopak	
   metylace	
   DNA	
   ztratila	
   ve	
  

srovnání	
   s	
   rodiči.	
   Změny	
   mezi	
   první	
   a	
   druhou	
   generací	
   opět	
   mohou	
   být	
   způsobeny	
  

změnou	
   metylace	
   DNA	
   mezi	
   odebráním	
   vzorku	
   z	
  rodičovských	
   rostlin	
   a	
   vytvořením	
  

semen,	
  nebo	
  k	
  metylaci	
  mohlo	
  dojít	
  v	
  jiné	
  tkáni	
  (reprodukční),	
  než	
  která	
  byla	
  u	
  rodičů	
  

odebrána.	
  	
  

	
  

Kou	
  et	
  al.	
  (2011)	
  použili	
  při	
  svých	
  pokusech	
  rýži.	
  Tři	
  týdny	
  staré	
  rostlinky	
  byly	
  

přeneseny	
  do	
  nádob	
  s	
  živným	
  roztokem,	
  který	
  pokaždé	
  obsahoval	
  jiné	
  množství	
  dusíku.	
  

První	
  (kontrolní)	
  vzorek	
  obsahoval	
  40	
  mg/l	
  dusíku,	
  druhý	
  (střední	
  nedostatek	
  dusíku)	
  

obsahoval	
  10	
  mg/l	
  dusíku	
  a	
  třetí	
  vzorek	
  (zavažný	
  nedostatek	
  dusíku)	
  obsahoval	
  10	
  mg/l	
  

dusíku.	
   Živný	
   roztok	
   byl	
   každé	
   tři	
   dny	
   obnovován.	
   Rostliny	
   byly	
   pěstovány	
   v	
  růstové	
  

komoře	
  až	
  do	
  dospělosti,	
  po	
  samoopylení	
  a	
  vytvoření	
  semen	
  byla	
  tato	
  semena	
  nechána	
  

vyklíčit	
  a	
  rostlinky	
  první	
  dceřinné	
  generace	
  byly	
  poté	
  přesazeny	
  na	
  experimentální	
  pole	
  

v	
  Changchunu	
   (Čína),	
   kde	
  byly	
  dále	
  pěstovány	
   již	
   bez	
   stresování.	
   Z	
  těchto	
   rostlin	
  poté	
  

byla	
   připravena	
   i	
   druhá	
   a	
   třetí	
   dceřinná	
   generace	
   a	
   pěstována	
   opět	
   v	
  polních	
  

podmínkách	
  bez	
  stresování.	
  Metylace	
  DNA	
  byla	
  analyzována	
  ve	
  vzorcích	
  z	
  praporcových	
  

listů	
   pomocí	
   restrikčních	
   enzymů	
   HpaII	
   a	
   MspI.	
   Následně	
   byly	
   vybrány	
   dva	
   lokusy	
  

(vykazující	
   homologii	
   s	
  určitými	
   nízkokopiovými	
   retrotransponovatelnými	
   elementy),	
  

které	
  byly	
  podrobeny	
  hydrogensiřičitanové	
  konverzi	
  a	
  sekvenování.	
  	
  

Celková	
   úroveň	
   metylace	
   DNA	
   u	
   rostlin	
   stresovaných	
   nedostatkem	
   dusíku	
   se	
  

příliš	
  nelišila	
  od	
  rostlin	
  kontrolních,	
  byly	
  ale	
  pozorovány	
  změny	
  v	
  konkrétních	
  lokusech,	
  

a	
   to	
   jak	
   hypometylace,	
   tak	
   hypermetylace	
   (se	
   zhruba	
   stejnou	
   četností).	
   U	
   přibližně	
  

poloviny	
   (47-­‐59	
   %)	
   potomků	
   stresovaných	
   rostlin	
   byly	
   pozorovány	
   stejné	
   změny	
  

metylace	
   DNA	
   jako	
   u	
   rodičů.	
   Když	
   bylo	
   testováno	
   9	
   rostlin	
   druhé	
   dceřinné	
   generace	
  

odvozených	
   od	
   jedné	
   rostliny	
   první	
   dceřinné	
   generace	
   pocházející	
   původně	
   ze	
  

stresovaných	
  rostlin,	
  byly	
  tyto	
  změny	
  metylace	
  DNA	
  opět	
  pozorovány	
  a	
  totéž	
  platilo	
  pro	
  

rostliny	
  třetí	
  dceřinné	
  generace.	
  Autoři	
  z	
  toho	
  vyvozují	
  stabilní	
  epigenetickou	
  dědičnost	
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těchto	
   změn.	
   Byly	
   zde	
   ovšem	
   rozdíly	
   mezi	
   jednotlivými	
   lokusy	
   a	
   také	
   mezi	
   tím,	
   zda	
  

k	
  metylaci	
  došlo	
  v	
  kontextu	
  CG,	
  CHH	
  či	
  CHG	
  míst.	
  

	
  

2.5 Těžké	
  kovy	
  

	
  

Ou	
  et	
  al.	
  (2012)	
  pěstovali	
  rostliny	
  rýže,	
  které	
  nechali	
  nejprve	
  vyklíčit	
  v	
  Petriho	
  

miskách	
  ve	
  tmě	
  a	
  rostlinky	
  poté	
  přenesli	
  do	
  skleníku.	
  Desetidenní	
  semenáčky	
  vystavili	
  

působení	
   rtuti	
   (50	
   μM	
   HgCl2)	
   po	
   dobu	
   sedmi	
   dnů.	
   Kontrolní	
   rostliny	
   byly	
   pěstovány	
  

současně	
  bez	
  přidání	
  rtuti.	
  Po	
  této	
  době	
  byly	
  rostliny	
  přesazeny	
  na	
  pole	
  a	
  nechaly	
  se	
  růst	
  

až	
  do	
  stádia	
  rozmnožování.	
  Ze	
  semen	
  vzniklých	
  samoopylením	
  u	
  jedné	
  kontrolní	
  a	
  jedné	
  

stresované	
   rostliny	
   byla	
   připravena	
  první	
   dceřinná	
   generace,	
   která	
   byla	
   pěstována	
  na	
  

poli	
   bez	
   působení	
   jakéhokoli	
   stresoru,	
   z	
  ní	
   pak	
   byla	
   připravena	
   druhá	
   a	
   stejným	
  

způsobem	
   i	
   třetí	
   dceřinná	
   generace.	
   Metylace	
   DNA	
   byla	
   analyzována	
   pomocí	
  

restrikčních	
   enzymů	
   HpaII	
   a	
  MspI;	
   sledováno	
   bylo	
   8	
   sekvencí	
   DNA:	
  Tos17,	
   	
   geny	
   pro	
  

jeden	
  Homeobox	
  protein	
  a	
  jeden	
  DNA-­‐vazebný	
  protein,	
  SNF-­‐FZ14,	
  S3,	
  CAL-­‐11,	
  OsHMA4	
  a	
  

OsHMA8.	
  

U	
  20	
  náhodně	
  vybraných	
  rostlin	
  první	
  dceřinné	
  generace	
  pocházejících	
  z	
  rostliny	
  

rodičovské	
   generace	
   ošetřené	
   rtutí	
   byly	
   nalezeny	
   tři	
   typy	
   změn	
  metylace	
   DNA	
   oproti	
  

rodičům	
   –	
   zachování	
  metylace,	
   ztráta	
  metylace	
   a	
   změny	
  metylace	
   na	
   nových	
  místech.	
  

Nejvíce	
  byla	
  zaznamenána	
  nově	
  vzniklá	
  metylace	
  DNA	
  	
  (výhradně	
  hypometylace)	
  a	
  to	
  ve	
  

45-­‐95	
   %	
   (v	
   závislosti	
   na	
   sledovaném	
   genu).	
   Zachování	
   metylace	
   se	
   vyskytovalo	
   ve	
  

frekvenci	
   5-­‐50	
   %,	
   k	
  reverzi	
   na	
   stav	
   typický	
   pro	
   kontrolní	
   rostliny	
   došlo	
   v	
  5-­‐35	
   %	
  

případů.	
   Poté	
   byly	
   vybrány	
   dvě	
   rostliny	
   z	
   S1	
   generace;	
   jedna,	
   u	
   níž	
   byly	
   nalezeny	
  

převážně	
  nově	
  vzniklé	
  metylace	
  DNA	
  a	
  druhá,	
  u	
  níž	
  byly	
  nalezeny	
  všechny	
  tři	
  typy	
  změn	
  

metylace.	
  Tyto	
  dvě	
  rostliny	
  se	
  nechaly	
  rozmnožit	
  do	
  druhé	
  generace,	
  u	
  které	
  (opět	
  u	
  20	
  

rostlin)	
  byla	
  provedena	
  stejná	
  analýza	
   jako	
  v	
  předchozím	
  případě.	
  Byla	
  zjištěna	
  100%	
  

dědičnost	
   nově	
   vzniklých	
   vzorů	
   z	
   první	
   dceřinné	
   generace.	
   Pro	
   zjišťování	
   přenosu	
  

metylace	
   DNA	
   ve	
   třetí	
   generaci	
   (vzniklé	
   z	
  jedné	
   rostliny	
   druhé	
   dceřinné	
   generace,	
  

analyzováno	
  20	
  rostlin	
  potomstva)	
  byly	
  studovány	
  již	
  jen	
  4	
  geny	
  –	
  gen	
  pro	
  DNA-­‐vazebný	
  

protein,	
   CAL-­‐11,	
  OsHMA4	
   a	
  OsHMA8.	
   U	
   každého	
   byla	
   opět	
   potvrzena	
   100%	
   dědičnost	
  

metylace	
   DNA	
   z	
   předchozí	
   generace.	
   Z	
   toho	
   vyplývá,	
   že	
   se	
   metylace	
   DNA,	
   vzniklá	
  

v	
  důsledku	
   stresu	
   těžkými	
   kovy	
   (rtutí),	
   dědí	
   z	
   generace	
   na	
   generaci	
   alespoň	
   tehdy,	
  

pokud	
  jsou	
  rostliny	
  pěstovány	
  v	
  normálním,	
  již	
  nestresovém,	
  prostředí.	
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Autoři	
   následně	
   také	
   měřili	
   hladiny	
   mRNA	
   pomocí	
   semikvantitativní	
   RT-­‐PCR	
  

v	
  rodičovských,	
  prvních	
  a	
  druhých	
  dceřinných	
  generacích	
  rostlin	
  pro	
  devět	
  genů	
  (MET1-­‐

1,	
  MET1-­‐2,	
  CMT3-­‐1,	
  CMT3-­‐2,	
  DRM2-­‐1,	
  DRM2-­‐2,	
  DME,	
  DDM1a	
  a	
  DDM1b),	
  jejichž	
  produkty	
  

se	
   účastní	
   chromatinových	
  modifikací	
   (jedná	
   se	
   o	
   DNA-­‐metyltransferázy,	
   5-­‐MeC	
   DNA	
  

glykosylázu	
   a	
   SWI/SNF	
   protein	
   remodelující	
   chromatin).	
   V	
   první	
   dceřinné	
   generaci	
  

pocházející	
  z	
  původně	
  stresovaných	
  rostlin	
  bylo	
  prokázáno,	
  že	
  geny	
  MET1-­‐1	
  a	
  MET1-­‐2	
  si	
  

udržely	
   změněnou	
   expresi	
   z	
   rodičovské	
   generace	
   (v	
   případě	
   prvního	
   šlo	
   o	
   aktivaci	
  

exprese,	
  u	
  druhého	
  o	
  potlačení	
  exprese	
  v	
  důsledku	
  stresu).	
  U	
  CMT3-­‐2,	
  DDM1a	
  a	
  DDM1b	
  

genů,	
   které	
   vykazovaly	
   již	
   v	
   rodičovské	
   generaci	
   sníženou	
   expresi,	
   došlo	
   u	
   potomstva	
  

k	
  dalšímu	
   snížení	
   množství	
   mRNA.	
   Geny	
   CMT3-­‐1,	
   DRM2-­‐1,	
   DRM2-­‐2	
   a	
   DME	
   byly	
   up-­‐

regulovány	
   již	
   v	
   rodičovské	
   generaci	
   a	
   v	
   první	
   dceřinné	
   generaci	
   vykázaly	
   expresi	
   na	
  

stejné	
  nebo	
  vyšší	
  úrovni.	
  V	
  druhé	
  dceřinné	
  generaci	
  pocházející	
  z	
  původně	
  stresovaných	
  

rostlin	
   vykazovaly	
   geny	
  MET1-­‐1,	
   MET1-­‐2,	
   CMT3-­‐2	
   a	
   DME	
   stabilní	
   dědičnost	
   exprese,	
  

zatímco	
   u	
   genů	
  DDM1a	
   a	
  DDM1b	
   došlo	
   k	
  reverzi	
   na	
   kontrolní	
   stav.	
   Autoři	
   uvádějí,	
   že	
  

pozorované	
   změny	
   v	
  metylaci	
   DNA	
   a	
   jejich	
   dědičnost	
   jsou	
   v	
  souladu	
   s	
  pozorovanými	
  

změnami	
  v	
  expresi	
  genů,	
  jejichž	
  produkty	
  se	
  účastní	
  remodelace	
  chromatinu.	
  Připouštějí	
  

nicméně,	
   že	
   hypometylace	
   (ztráta	
   5-­‐MeC)	
   by	
   mohla	
   souviset	
   i	
   se	
   stresem	
   v	
  důsledku	
  

působení	
   rtuti	
   per	
   se,	
   např.	
   v	
  důsledku	
   produkce	
   reaktivních	
   forem	
   kyslíku,	
   vzniku	
  

dvouřetězcových	
   zlomů	
   DNA	
   a	
   pasivních	
   ztrát	
   5-­‐MeC	
   	
   v	
  takto	
   ovlivněných	
   oblastech	
  

DNA.	
  

	
  

2.6 Vysoká	
  a	
  nízká	
  teplota	
  

	
  

Boyko	
   et	
   al.	
   (2010a)	
   při	
   svém	
   experimentu	
   popsaném	
   již	
   v	
  kap.	
  2.1,	
   2.2	
   a	
  2.3	
  

stresovali	
  rostliny	
  A.	
  thaliana	
  mimo	
  jiné	
  i	
  nízkou	
  a	
  vysokou	
  teplotou.	
  Pro	
  stres	
  vysokou	
  

teplotou	
  byly	
   rostlinky	
  pěstovány	
  v	
  půdě	
  a	
  vystaveny	
  37	
   °C	
   vždy	
  na	
  3	
  hodiny/den	
  po	
  

dobu	
   jednoho	
   týdne.	
  Pro	
  chladový	
  stres	
  byly	
  rostlinky	
  pěstovány	
  stejným	
  způsobem	
  a	
  

vystaveny	
  teplotě	
  4	
  °C	
  v	
  délce	
  12	
  hodin/den	
  po	
  dobu	
  jednoho	
  týdne.	
  	
  

Výsledky	
  byly	
  obdobné	
  jako	
  v	
  případě	
  stresu	
  zaplavením	
  (kap.	
  2.3)	
  -­‐	
  rostliny	
  S1	
  i	
  

S2	
  generace	
  vystavené	
  chladu	
  i	
  teplu	
  vykazovaly	
  10-­‐12%	
  zvýšení	
  obsahu	
  5-­‐MeC	
  v	
  první	
  

i	
  v	
  druhé	
  dceřinné	
  generaci	
  oproti	
  relevantním	
  kontrolním	
  rostlinám	
  (C1	
  a	
  C2).	
  Mezi	
  S1	
  

a	
   S2	
   rostlinami	
   nebyly	
   opět	
   pozorovány	
   žádné	
   velké	
   rozdíly	
   v	
  metylaci	
   DNA	
   a	
   S1C1	
  

rostliny	
  byly	
  svou	
  úrovní	
  metylace	
  podobné	
  rostlinám	
  kontrolním	
  (C2).	
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V	
  případě	
  stresu	
  vysokou	
  teplotou	
  autoři	
  zkoumali	
  také	
  rostliny	
  mutantních	
  linií	
  

dcl2,	
   dcl3	
   a	
   dcl4	
   vykazujících	
   poruchy	
   v	
  RNA-­‐interferenčních	
   drahách,	
   a	
   to	
   jak	
  

rodičovskou	
   generaci	
   C0	
   a	
   S0,	
   tak	
   první	
   dceřinnou	
   generaci	
   (C1	
   a	
   S1).	
   Mutanty	
   dcl4	
  

stejně	
   jako	
   nemutantní	
   rostliny	
   vykazovaly	
   zvýšenou	
   metylaci	
   DNA	
   u	
   S1	
   oproti	
   C1	
  

rostlinám,	
   u	
   druhých	
   dvou	
  mutant	
   nebyl	
   rozdíl	
   v	
   úrovni	
  metylace	
   DNA	
  mezi	
   C1	
   a	
   S1	
  

rostlinami	
  statisticky	
  průkazný.	
  

	
  

Zhong	
   et	
   al.	
   (2013)	
   stresovali	
   vysokou	
   teplotou	
   rostliny	
   A.	
   thaliana,	
   a	
   to	
  

transgenní	
   rostliny	
   s	
  posttranskripčně	
   umlčeným	
   NRG1	
   genem	
   (kóduje	
   protein	
   typu	
  

„receptor-­‐like	
   kinase“	
   účastnící	
   se	
   odpovědi	
   na	
   patogenní	
   baktérie).	
   Pěstovali	
   je	
   v	
  

klimatické	
   komoře	
   při	
   teplotě	
   28-­‐30	
   °C	
   (kontrolní	
   rostliny	
   byly	
   pěstovány	
   při	
   22	
   °C).	
  

První,	
   druhá	
   a	
   třetí	
   dceřinná	
   generace	
   připravená	
   ze	
   stresovaných	
   rostlin	
   byla	
   již	
  

pěstována	
   v	
  kontrolních	
   podmínkách.	
   Analýza	
   metylace	
   DNA	
   u	
   NRG1	
   genu	
   byla	
  

provedena	
  pomocí	
  hydrogensiřičitanové	
  konverze.	
  	
  

Při	
   vyšší	
   teplotě	
   došlo	
   k	
  inhibici	
   postranskripčního	
   umlčení	
   NRG1,	
   která	
   byla	
  

dědičná	
   i	
   v	
  dalších	
   generacích.	
   Došlo	
   i	
   ke	
   změnám	
   metylace	
   DNA,	
   nebyl	
   však	
   zjištěn	
  

žádný	
  obecný	
  vztah	
  mezi	
  těmito	
  dvěma	
  jevy.	
  	
  

	
  

Rostliny	
   A.	
   thaliana	
   vystavili	
   teplotnímu	
   stresu	
   také	
  Migicovsky	
   et	
   al.	
   (2014).	
  

Kromě	
   standardní	
   varianty	
   byly	
   analyzovány	
   také	
  mutanty	
   dcl2,	
   dcl3	
   a	
   dcl4.	
  Teplotní	
  

stres	
  byl	
  na	
  rostliny	
  pěstované	
  v	
  růstových	
  komorách	
  aplikován	
  po	
  dobu	
  pěti	
  dnů	
  při	
  50	
  

°C	
  po	
  tři	
  hodiny	
  denně.	
  Zároveň	
  byly	
  pěstovány	
  i	
  kontrolní	
  rostliny	
  bez	
  stresu.	
  Rostliny	
  

se	
   nechaly	
   rozmnožit	
   do	
   další	
   generace	
   a	
   byly	
   pěstovány	
   za	
   stejných	
   podmínek	
   se	
  

stresem	
  nebo	
  bez	
  něj	
  (v	
  této	
  generaci	
  tedy	
  byly	
  testovány	
  4	
  varianty	
  rostlin).	
  Metylace	
  

celogenomové	
   DNA	
   byla	
   detekována	
   pomocí	
   restrikčních	
   endonukleáz.	
   Modifikace	
  

histonů	
   byly	
   analyzovány	
   pomocí	
   ChIP	
   (s	
   protilátkami	
   proti	
   H3K9ac	
   a	
   H3K9me2)	
  

následované	
  kvantitativní	
  PCR.	
  	
  

Ve	
   všech	
   případech	
   byla	
   vlivem	
   stresu	
   metylace	
   DNA	
   nižší.	
   dcl3	
   mutanty	
   první	
  

dceřinné	
  generace	
  získané	
  z	
  původně	
  stresovaných	
  rodičů,	
  ale	
  pěstované	
  v	
  nestresových	
  

podmínkách,	
   vykazovaly	
   zvýšení	
   úrovně	
   metylace,	
   rostliny	
   dcl2	
   tohoto	
   typu	
   naopak	
  

snížení.	
  Nejnižší	
  úroveň	
  metylace	
  byla	
  ve	
  stresovaných	
  potomcích	
  odvozených	
  z	
  rostlin	
  

stresovaných	
  dcl2	
  a	
  dcl3	
  mutant.	
  	
  

Sledována	
   byla	
   i	
   exprese	
   některých	
   genů.	
   Gen	
   pro	
   transkripční	
   faktor	
   HSFA2	
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vykazoval	
   vyšší	
   hladinu	
   mRNA	
   u	
   potomstva	
   stresovaných	
   rostlin	
   oproti	
   potomstvu	
  

rostlin	
  kontrolních.	
  V	
  kódující	
  oblasti	
  tohoto	
  genu	
  byla	
  u	
  potomstva	
  stresovaných	
  rostlin	
  

(standardní	
  varianta	
  a	
  dcl2)	
  zaznamenána	
  zvýšená	
  úroveň	
  H3K9ac.	
  V	
  dcl3	
  byla	
  úroveň	
  

modifikace	
  H3K9ac	
  a	
  H3K9me2	
  naopak	
  snížena.	
  Všechny	
  ostatní	
  studované	
  geny	
  (ROS1,	
  

SUVH2,	
   SUVH5,	
   SUVH6,	
   SUVH8)	
   ukázaly	
   sníženou	
   hladinu	
   exprese	
   v	
   první	
   generaci	
  

potomstva	
   po	
   stresovaných	
   rostlinách	
   oproti	
   potomstvu	
   rostlin	
   kontrolních.	
   Autoři	
  

spekulují,	
   že	
   snížená	
   exprese	
   těchto	
   genů	
   pravděpodobně	
   může	
   chránit	
   potomstvo	
  

stresovaných	
  rostlin	
  před	
  celogenomovou	
  metylací	
  DNA.	
  

	
  

2.7 UV	
  záření	
  

	
  

Posledním	
   stresem,	
   kterým	
   se	
   komplexní	
   studie	
   autorů	
  Boyko	
   et	
   al.	
   (2010a)	
  

zabývala,	
   byl	
   vliv	
   UV-­‐C	
   záření	
   na	
   rostliny	
  A.	
   thaliana.	
   Podmínky	
   pěstování	
   a	
   přípravy	
  

dceřinných	
  generací	
  byly	
  pro	
  tuto	
  studii	
  popsány	
  již	
  v	
  dřívějších	
  kapitolách	
  (2.1,	
  2.2,	
  2.6),	
  

rostliny	
  byly	
  tentokrát	
  vystaveny	
  intenzitě	
  5000	
  erg	
  UV-­‐C	
  po	
  dobu	
  čtyř	
  dnů	
  od	
  7.	
  dne	
  po	
  

vyklíčení.	
   Výsledky	
   byly	
   stejné	
   jako	
   v	
  případě	
   stresu	
   vysokou	
   teplotou	
   (kap.	
   2.6),	
   ale	
  

ještě	
  o	
  něco	
  výraznější.	
  	
  

	
  

2.8 Ionizující	
  záření	
  (radioaktivita)	
  

	
  

Po	
  nehodě	
  černobylské	
  elektrárny	
  v	
  r.	
  1986	
  sledovali	
  Kovalchuk	
  et	
  al.	
   (2003)	
  

účinky	
   ozáření	
   na	
   borovici	
   lesní	
   (Pinus	
   sylvestris	
   L.)	
   v	
   zasažených	
   oblastech.	
   Borové	
  

porosty	
   byly	
   rozděleny	
   do	
   několika	
   kategorií	
   podle	
   zasažení	
   radioaktivitou	
   a	
   podle	
  

poškození	
  –	
  akutní	
  (>60	
  Gy),	
  vysoké	
  (10	
  –	
  60	
  Gy),	
  střední	
  (1	
  –	
  10	
  Gy),	
  nízké	
  (0,1	
  –	
  1	
  Gy)	
  

a	
  kontrola	
   (<0,1	
  Gy).	
  Byla	
  odebrána	
  semena	
  ze	
  stromů	
  patřících	
  do	
  skupin	
  akutního	
  a	
  

vysokého	
  poškození	
  radioaktivitou	
  a	
  z	
  kontrolní	
  skupiny.	
  Semena	
  „akutní	
  skupiny“	
  (80	
  

Gy)	
   byla	
   vyseta	
   do	
   kontrolní	
   čisté	
   půdy,	
   naopak	
   semena	
   z	
  kontrolních	
   stromů	
   byla	
  

vyseta	
   do	
   radioaktivně	
   vysoce	
   kontaminované	
   půdy	
   (Experiment	
   1).	
   Zároveň	
   byly	
  

sledovány	
  dvě	
  generace	
  stromů	
  odvozených	
  ze	
  skupiny	
  vysokého	
  radiačního	
  poškození	
  

(40	
  Gy	
  a	
  20	
  Gy).	
  Tam	
  byla	
   semena	
  sebrána	
  z	
   rodičovských	
  stromů	
  a	
  zasazena	
  v	
   jejich	
  

blízkosti	
   v	
   kontaminované	
   půdě.	
   Současně	
   byly	
   sledovány	
   i	
   dvě	
   generace	
   kontrolních	
  

stromů	
  pěstovaných	
  v	
  nekontaminované	
  půdě	
  (Experiment	
  2).	
  Semena	
  byla	
  zaseta	
  roku	
  

1992,	
   vzorky	
   byly	
   sebrány	
   o	
   deset	
   let	
   později.	
   DNA	
   byla	
   odebrána	
   z	
   jehlic	
   stromů.	
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Metylace	
   celogenomové	
   DNA	
   byla	
   analyzována	
   pomocí	
   HpaII	
   a	
   MspI	
   restrikčních	
  

endonukleáz.	
  	
  

Vystavení	
   stromů	
   radioaktivitě	
   obecně	
   zvýšilo	
   stupeň	
   metylace	
   DNA.	
   Genomy	
  

čtyřicet	
  let	
  starých	
  borovic	
  rostoucích	
  v	
  oblasti	
  Černobylu	
  byly	
  hypermetylovány	
  oproti	
  

kontrolním	
  borovicím.	
  Genomy	
  stromů	
  vysazených	
  v	
  nejvíce	
  zasažených	
  oblastech	
  byly	
  

hypermetylovány	
   nejvíce.	
   Rodičovské	
   generace	
   obdržely	
   vyšší	
   dávku	
   radioaktivity	
   a	
  

proto	
   vykazovaly	
   o	
   něco	
   vyšší	
   úroveň	
   metylace	
   DNA	
   než	
   jejich	
   potomci,	
   a	
   druhá	
  

generace	
  potomků	
  byla	
  o	
  něco	
  méně	
  metylována	
  než	
  generace	
  první.	
  	
  

	
  

O	
   rok	
   později	
   tato	
   skupina	
   autorů	
   (Kovalchuk	
   et	
   al.,	
   2004)	
   opět	
   zkoumala	
  

rostliny	
  ze	
  zóny	
  Černobylu,	
  tentokrát	
  však	
  šlo	
  o	
  druh	
  A.	
  thaliana.	
  Vzorky	
  byly	
  odebrány	
  

v	
  okolí	
  Černobylu	
  ze	
  tří	
  lokalit	
  (vystavených	
  různé	
  výši	
  radioaktivity)	
  v	
  rozmezí	
  pěti	
  let	
  

(1987-­‐1992).	
   Byla	
   analyzována	
   rodičovská	
   generace	
   těchto	
   rostlin	
   (a	
   kontrolních	
  

rostlin)	
   a	
   jejich	
   potomci	
   první	
   dceřinné	
   generace;	
   ti	
   již	
   nebyli	
   během	
   pěstování	
  

vystaveni	
   působení	
   radioaktivity.	
   Pro	
   stanovení	
   stupně	
   metylace	
   DNA	
   byla	
   použita	
  

analýza	
  pomocí	
  restrikčního	
  enzymu	
  HpaII.	
  	
  

Obdobně	
   jako	
   v	
  první	
   studii,	
   i	
   zde	
   byla	
   zjištěna	
   značná	
   hypermetylace	
   DNA	
   v	
  

obou	
   generacích	
  poškozených	
   rostlin,	
   která	
   byla	
   tím	
  vyšší,	
   čím	
  blíže	
   od	
  místa	
   havárie	
  

rostliny	
  byly.	
  Platilo	
   také,	
   že	
   rostliny	
  pocházející	
   z	
  okolí	
  Černobylu	
  vykazovaly	
  v	
  první	
  

generaci	
  v	
  roce	
  1989	
  vyšší	
  úroveň	
  metylace	
  DNA	
  než	
  vzorky	
  z	
  následujících	
  let.	
  Návrat	
  

k	
  méně	
   metylované	
   DNA	
   může	
   naznačovat	
   postupnou	
   adaptaci	
   rostlin	
   na	
  

kontaminované	
   prostředí,	
   nebo	
   může	
   odrážet	
   postupný	
   pokles	
   celkové	
   úrovně	
  

radioaktivity.	
   	
   V	
   druhé	
   generaci	
   byla	
   četnost	
   metylací	
   obecně	
   nižší	
   a	
   vykazovala	
  

podobný	
  meziroční	
  trend	
  jako	
  u	
  rodičů.	
  	
  

	
  

2.9 Pobyt	
  ve	
  vesmíru	
  

	
  

Zajímavý	
  experiment	
  provedli	
  Ou	
  et	
  al.	
  (2009),	
  kteří	
  semena	
  rýže	
  vyslali	
  na	
  let	
  

kosmickou	
   lodí	
  po	
  dobu	
  18	
  dnů.	
  Druhou	
  skupinu	
  semen	
  si	
  nechali	
   jako	
  kontrolní.	
  Obě	
  

skupiny	
  semen	
  pak	
  nechali	
  vyklíčit	
  za	
  standardních	
  podmínek.	
  Celogenomová	
  DNA	
  byla	
  

izolována	
  z	
  listů	
  a	
  úroveň	
  její	
  metylace	
  byla	
  určena	
  pomocí	
  restrikčních	
  enzymů	
  HpaII	
  a	
  

MspI.	
   Analyzováno	
   bylo	
   6	
   transponovatelných	
   elementů	
   a	
   11	
   různých	
   genů.	
   Ze	
   dvou	
  

vybraných	
  rostlin	
  vykazujících	
  odlišné	
  vzory	
  metylace	
  DNA	
  pak	
  autoři	
  odebrali	
  semena	
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a	
   vypěstovali	
   rostlinky	
  první	
   dceřinné	
   generace.	
   Zde	
  byla	
   sledována	
  metylace	
  DNA	
   již	
  

pouze	
   u	
   dvou	
   transponovatelných	
   elementů	
   (Tos17	
   a	
   Osr17)	
   a	
   šesti	
   nízkokopiových	
  

genů	
   (S3,	
  Yf25,	
   SNF-­‐FZ14,	
   gen	
   pro	
   deacetylázu,	
   homeoboxový	
   protein	
   a	
   DNA-­‐vazebný	
  

protein).	
  

Autoři	
   zjistili,	
   že	
   u	
   rostlin	
   vystavených	
   podmínkách	
   vesmírného	
   letu	
   došlo	
   ke	
  

změnám	
   v	
  metylaci	
   DNA	
   u	
   všech	
   transponovatelných	
   elementů	
   a	
   u	
   7	
   z	
  11	
   genů.	
   Tyto	
  

změny	
   se	
   týkaly	
   především	
   metylací	
   v	
  CHG	
   místech.	
   U	
   potomstva	
   rostlin	
   původně	
  

vystavených	
   vesmírnému	
   letu	
   se	
   ukázalo,	
   že	
   v	
  případě	
   transponovatelného	
   elementu	
  

Tos17	
   se	
  metylační	
   vzor	
   plně	
   vrátil	
   na	
   úroveň	
   kontrolních	
   rostlin,	
   došlo	
   tedy	
   k	
   100%	
  

reverzi.	
   U	
   druhého	
   transponovatelného	
   elementu,	
   Osr17,	
   byla	
   u	
   potomstva	
   jedné	
  

rostliny	
   pozorována	
   50%	
   reverze	
   a	
   50%	
   dědičnost	
   metylačního	
   vzoru,	
   u	
   potomstva	
  

druhé	
   rostliny,	
   která	
   sama	
   nevykázala	
   v	
  tomto	
   elementu	
   změny	
  metylace	
   DNA	
   oproti	
  

kontrole,	
   nebyly	
   zaznamenány	
   žádné	
   nové	
   změny	
   metylace	
   DNA.	
   Co	
   se	
   týče	
   šesti	
  

hodnocených	
  nízkokopiových	
  genů,	
  dědičnost	
  metylace	
  DNA	
  z	
   rodičovské	
  do	
  dceřinné	
  

generace	
  se	
  pohybovala	
  v	
  rozmezí	
  25-­‐100	
  %,	
  u	
  zbylé	
  části	
  potomstva	
  došlo	
  k	
  reverzi	
  na	
  

kontrolní	
   stav.	
   To	
   naznačuje,	
   že	
   mezigenerační	
   dědičnost	
   změny	
   metylace	
   DNA	
   kvůli	
  

kosmickému	
  letu	
  je	
  lokus-­‐specifická.	
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3 Závěr	
  
	
  

Tato	
  práce	
   shrnuje	
  dosavadní	
   studie	
  zabývající	
   se	
   chromatinovými	
  modifikacemi	
  

v	
  transgenerační	
  paměti	
  rostlin	
  při	
  stresování	
  abiotickými	
  faktory.	
  Jejich	
  autoři	
  tvrdí,	
  že	
  

v	
  důsledku	
  těchto	
  faktorů	
  může	
  u	
  potomstva	
  stresovaných	
  rostlin	
  docházet	
  ke	
  změnám	
  

chromatinových	
  modifikací	
   (především	
  metylaci	
   DNA),	
   což	
   by	
  mohlo	
  mít	
   za	
   následek	
  

např.	
  jejich	
  rychlejší	
  a	
  snadnější	
  přizpůsobení	
  se	
  déletrvajícím	
  nepříznivým	
  podmínkám	
  

prostředí.	
   Tento	
   jev	
   by	
   snad	
   mohl	
   být	
   zajímavý	
   např.	
   i	
   v	
  aplikovaném	
   výzkumu	
   či	
  

zemědělské	
   praxi,	
   při	
   pěstování	
   zemědělských	
   plodin	
   v	
  neúrodných	
   oblastech	
   naší	
  

planety	
   a	
   působení	
   stresorů	
   jako	
   je	
   sucho,	
   zasolení,	
   vysoká	
   nebo	
   nízká	
   teplota,	
  

nedostatek	
   živin	
   a	
   další	
   negativní	
   jevy.	
   Je	
   ale	
   nutné	
   říci,	
   že	
   existují	
   odborníci,	
   kteří	
  

dosavadní	
   studie	
   nepovažují	
   za	
   důkaz,	
   že	
   modifikace	
   chromatinu	
   u	
   rostlin	
  

s	
  transgenerační	
  stresovou	
  pamětí	
  souvisí.	
  

Na	
   základě	
   provedené	
   kompilace	
   uvedené	
   problematiky	
   bych	
   konstatovala,	
   že	
  

dané	
   problematice	
   se	
   zatím	
   věnovalo	
   pouze	
   několik	
  málo	
   vědců	
   (většinou	
   se	
   jedná	
   o	
  

studie	
   pocházející	
   až	
   na	
   výjimky	
   ze	
   stejné	
   laboratoře);	
   to	
   má	
   za	
   následek	
   i	
   malé	
  

množství	
  článků,	
  které	
  o	
  těchto	
  změnách	
  pojednávají.	
  Studovaných	
  rostlinných	
  druhů	
  je	
  

pouze	
  málo	
  (v	
  naprosté	
  většině	
  jde	
  o	
  modelové	
  rostliny	
  A.	
  thaliana	
  a	
  rýži,	
  nalezla	
  jsem	
  i	
  

práce	
   na	
   pampelišce	
   lékařské	
   či	
   borovici).	
   Také	
   různé	
   typy	
   stresorů	
   byly	
   dosud	
  

studovány	
   často	
   třeba	
   jen	
  v	
  jediné	
  práci.	
  K	
  podstatně	
  hlubšímu	
  poznání	
   tohoto	
   jevu	
   je	
  

nutné	
   vykonat	
   také	
   mnohem	
   více	
   experimentů	
   v	
  podmínkách	
   dlouhodobého	
  

vystavování	
  rostlin	
  stresu.	
  

Pozoruhodná	
   je	
   rovněž	
   skutečnost,	
   že	
   naprostá	
   většina	
   studií	
   se	
   zabývala	
   jen	
  

metylací	
   DNA	
   a	
   histonovými	
   modifikacemi	
   jen	
   ojediněle.	
   Výzkum	
   histonových	
  

modifikací	
  v	
  této	
  souvislosti	
  by	
  patrně	
  mohl	
  přinést	
  nové	
  poznatky	
  co	
  se	
  transgenerační	
  

genetiky	
  týče.	
  Autoři	
  navíc	
  ke	
  studiu	
  metylace	
  DNA	
  používali	
  většinou	
  analýzu	
  pomocí	
  

restrikčních	
   enzymů;	
   ke	
   komplexnějšímu	
   poznání	
   dané	
   problematiky	
   by	
   jistě	
   bylo	
  

vhodné	
  použít	
  i	
  jiných	
  metod	
  analýz	
  metylace	
  DNA.	
  	
  

Otázkou	
  také	
  zůstává,	
  zdali	
  dosavadní	
  design	
  experimentů	
  (kdy	
  ve	
  většině	
  případů	
  

byly	
   následující	
   generace	
   sledovány	
   již	
   nikoli	
   ve	
   stresových,	
   ale	
   pouze	
   v	
   kontrolních	
  

podmínkách)	
   je	
  ten	
  nejvhodnější.	
  Určité	
   informace	
  sice	
  přinese,	
  podle	
  mého	
  názoru	
  by	
  

ale	
  bylo	
  vhodné	
  experimenty	
  postavit	
  na	
  porovnávání	
  více	
  variant	
  v	
  rámci	
  dceřinných	
  

generací	
   (některé	
   studie	
   to	
   takto	
   činily).	
  K	
   zobecnění	
  dosavadních	
  poznatků	
   je	
   rovněž	
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nutné	
   vykonat	
   experimenty	
   s	
  mnohem	
   větším	
   počtem	
   zkoumaných	
   jedinců,	
   než	
   bylo	
  

doposud	
  prováděno,	
  a	
  studovat	
  chromatinové	
  změny	
  a	
   jejich	
  souvislost	
  s	
  expresí	
  genů	
  

na	
   větším	
   rozsahu	
   lokusů.	
   Pokud	
   budou	
   tyto	
   mezery	
   vyplněny,	
   bude	
   možné	
   učinit	
  

obecnější	
  závěry	
  o	
  účinku	
  stresových	
  faktorů	
  na	
  transgenerační	
  paměť	
  rostlin.	
  Důkazů	
  

pro	
  tuto	
  dědičnost	
  je	
  zatím	
  nemnoho	
  a	
  bude	
  rozhodně	
  potřeba	
  hlubších	
  a	
  dalších	
  studií	
  

pro	
  její	
  potvrzení.	
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