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3) Senescence a programova smrt
bunky (PCD)

a) Typy bunécné smrti

b) PCD v zivotnim cyklu rostlin ——

DEATH IM PFLANTS

Gray J (2003) Programmed Cell Death in Plants. University
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http://www.blackwellpublishing.com/book.asp?ref=1841274208

Reape TJ et al. (2008) Programmed cell death in plants:

distinguishing between different modes
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Programova smrt - Programmed Cell Death (PCD) - je
nezbytna cast rustu a vyvoje eukaryotickych organismii
a jejich reakci ke stresum

Organismus sam kontroluje iniciaci a proces smrti => ,,programova smrt“

Priklady PCD u rostlin:

- bunécna smrt spojena s hypersensitivni reakci

- Senhescence
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a) Typy bunécné smrti
PCD u rostlin je odliSna od PCD u zivoc¢ichu.

Zivoéichové — apopticka burika je absorbovana fagocytézou
Rostliny — rostlinna burika neprovadi fagocytézu (bun. sténa;
absence fagocytii)

Autofagie = proces, kterym se rostliny zbavuji ¢asti cytoplazmy

,,Pro-life“ funkce Van Doorn et al. (2010) TIPS 15: 361-362

- - , . i Uvaha o Gloze autofagie v PCD
- remobilizace nutricnich latek v dobé nedostatku cukru a dusiku

- degradace oxidovanych proteinti béhem oxida¢niho stresu
- vyuziti proteinovych agregatu
- odstranéni poskozenych proteint a organel béhem normalnich ristovych podminek

1. Autofagozémy (AB) = vezikuly, které pohlcuji ¢ast
cytozolu

Autofagozémy jsou pohlceny centralni vakuolou (V)
a rozlozeny hydrolytickymi enzymy.

Saccharomyces Rostliny (svlacec)
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2. Autofagie v aleuronové vrstvé semen obilnin - malé vakuoly shromazd'ujici proteiny (PSV)
fuzuji v centralni vakuolu. Jak jsou bunééné organely ve vakuole zlikvidovany neni znamo.

Vakuolarni enzymy:
- enzymy ukazujici aktivitu kaspazy 1
Kaspaza1 = cystein proteaza; enzym konvertujici IL-1p (interferon); kaspaza 1 hraje roli v apoptéze a proteolyticky stépi cytokiny

na jejich aktivni formy

- VPE = vacuolar processing enzyme (asparaginyl endopeptidaza) - proteaza s kaspazovou aktivitou
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3. Autofagie pri diferenciaci tracheid — tracheidy po diferenciaci umiraji. Vakuola praska, z ni
se wyliji hydrolazy (proteazy, nukleazy, fosfatazy) a ty degraduji organely a dalSi obsah burky.

,Pro-death“ funkce

Zivogichové: Utlumeni genti ATG (AUTOPHAGY) Snizeni rychlosti PCD

Exprese genu ATG (AUTOPHAGY) Zvyseni rychlosti PCD

Rostliny? Je PCD u rostlin zprostredkovana aktivaci genti ATG (AUTOPHAGY)?

Utlumeni genti ATG3, ATG6 a ATG7 Rychla smrt rostliny pri bakterialni a virové infekci = ,pro-life”
funkce*

Méni indukci, pohyb a rozpoznavani signalil vedoucich k PCD

Autofagie

Usnadnuje degradaci signalti vedoucich k PCD

Reaktivni kyslik

. , Hlavni signaly zprostiedkujici PCD
NO - oxid dusnaty




PCD specificka pro rostliny

Tvorba endospermu u obilnin — Skrobovy endosperm obklopeny aleuronovou
vrstvou; endosperm akumuluje zasobni latky; pfri zrani endosperm umira; mrtvé
endospermové burnky se nerozpadaji — jsou mumifikovany; aleuron ztistava zivy;
pri kli€eni jsou mumifikované bunky rozkladany enzymy aleuronu.

PCD = procesy vedouci k PCD + procesy vilastniho aktu smrti

Rostliny: procesy vedouci k PCD jsou vratné
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b) PCD v zivotnim cyklu rostlin

Vsechny faze zivotniho cyklu
rostliny jsou ovlivhény PCD

o=

Procesy PCD probihaji
pri reakcich k patogentiim
a stresim

PCD vede k vyvojové
plasticité
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PCD v reprodukcénim vyvoji

Vyvoj kvétu je radikalné ovlivnén PCD - rostliny s jednopohlavnimi kvéty (kukurice)
Rana stadia vyvoje kvétu — primordia samic€ich (gynoecium) i sam¢€ich (prasniky)

pohlavnich organu existuji v obou kvétech. DalSi vyvoj kvétu — primordia jednoho
pohlavniho organu zanikaji = PCD

Mutant tasselseed2 — v laté (tassel) se vyviji gynoecium

‘ Gen TASSELSEED2
kontroluje PCD gynoecia
v laté

- TASSELSEED2 exprimovan v bunkach
gynoecia tésné pred PCD

- TASSELSEEDZ2 kéduje hydroxysteroid
dehydrogenazu

tasselseed2 l

Steroidy — signal v PCD (?)

Acosta IF et al. (2009) Science 232: 262-265
TS1 gen koduje enzym lipoxygenazu, ktera je zapojena v syntéze jasmonové kyseliny (JA) => JA ovliviiuje vyvoj sam¢éich pohlavnich organu
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Vyvoj samic¢iho gametofytu (megaspory) — z nezralého vaji€ka se vyviji embryonalni
zarodeény vak. Béhem vyvoje 3 ze 4 bunék umiraji = PCD

Me gasporogenes Megagametogenes1s

Type leg: Functlonal
sporocyte | Meiosis I | Meiosis |l | megaspore | Nlitosis | Mitosis Mitosis

Monosporic
(Polygonum)

Mikrosporogeneze (vyvoj pylu) — tapetalni bunky umiraji, cytoplazmaticky obsah
(proteiny, lipidy) se ukladaji na povrch pylového zrna; smrt tapeta = PCD

Vyvoj embrya — zygota se déli na 2 bunky, jedna dava vznik embryu, druha
suspenzoru; suspenzor po vytvoreni embrya zanika = PCD
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PCD ve vegetativnim vyvoji

Rist embrya — pred klicenim brani ristu embrya bunky endospermu, po smrti bunék
endospermu embryo muze rist; smrt bunék endospermu = PCD

4"\‘

Diferenciace tracheid xylému — zivé trachealni
elementy nemaji vodivou funkci; cytoplazma
trachealnich elementti umira a je odstranéna; mrtvé
bunky se stavaji vodivymi tracheidy; smrt
trachealnich elementti = PCD

Tvorba organi — smrt bunék v urcitych ¢astech listu
dava vznik typickému tvaru listit Monstery (Swiss
cheese plant); smrt listovych bunék = PCD

Monstera (Monstera deliciosa)




Tvorba trichomu, trnd, atd. — zelené stonky kaktusu

jsou nahrazeny listy, tyto listy jsou redukovany na
trny; redukce listti = PCD

Tvorba zlaz na povrchu

plodli - buniky na povrchu

plodu umiraji = PCD; mrtvé

bunky se plni silicemi a

oleji = lysigenie (schizogenie);

vznikaji zlazy Development of

oil cavity cells

Lysigeny,
Schizogeny

Mature
oil cavity
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PCD jako soucast reakci rostlin ke stresim

Tvorba aerenchymu - rostliny vystaveny nedostatku bunééného kysliku (hypoxie)
=> bunécna sténa a protoplast kofenovych bunék umiraji = PCD; vytvari se kanaly
pro transport vzduchu ze stonku.

Xylem

(B)

Endodermis

Xylem

5\61’81"1(?1'1}-" ma
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Hypersensitivni reakce — reakce rostliny k patogenni infekci; hostitelska bunka a
bunky okolni prochazi rychlou PCD => chrani ostatni buriky pletiva pred infekci

Pathogen

Akumulace fenolickych

H rsensitivni
ypersensit latek => smrt buriky (PCD)

reakce

Nekroticka rana
(necrotic lesion)

Hexokinazy - katalyzuji fosforylaci cukru - 1. krok
v metabolismu hexéz

— receptory hladiny glukézy - signal do jadra

h-...._-

Kontrolni rostlina Hxk1-silenced plant

Hexokinazy spojené s mitochondriemi kriticky reguluji

Gene silencing genu HXK1 proces PCD

Metabolismus glukézy je spojen s PCD




Senescence (starnuti) — priklad PCD
regulované vnéjSimi faktory

Gan S (2007) Senescence Processes
in Plants. Blackwell Publishing.

http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9780470988855

Lim PO et al. (2007) Annu Rev Plant Biol 58: 115 — 136

VycCerpavaijici review zabyvajici se senescenci list(

SEMESCEMCE
PR ESSES
INPLANTS




Senescence a smrt jsou zavérec¢nou fazi vyvoje vsech organu.

Senescence - prirozeny, na energii zavisly, proces kontrolovan vlastnim
genetickym programem rostliny. Senescence je vSak dramaticky regulovana
vnéjsimi faktory (délka dne, teplota)




Rychla senescence - senescence kvétnich organu — béhem jednoho
dne: otevreni kvétu 5.00 hod, odpoledne uzavirani, zména barvy a
tvaru, starnuti a umirani.

Povijnice (Ipomoea tricolor)




Pomala senescence - listy (jehlice) borovice Pinus longaeva se
vymeénuji po 45 letech

Mechanismus integrace senescencnich programu do vyvoje a zivota
organu Ci celé rostliny neni znam.

Hypotéza ,,die now” — signal ,,die now" je neustale prfitomen — bunky,
pletiva, organy na néj reaguji az v okamziku, kdy k tomu da prikaz jejich
individualni program.

Signal ,,die now* jistych bunék muize indukovat senescenci v jinych
bunkach
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Fenotypy genetickych variant, hybridl ¢i mutantu:

- ,,stay green
- nekroticky

- nemocny

Mutace v genech, které reguluji
c¢asovani nebo lokalizaci
normalni senescence ¢i PCD

!

Analyza mutanti: odhaleni procesu
kontrolujici senescenci €i bunéénou smrt

cad1 - constitutively activated cell death 1;

fenotyp, ktery je podobny poranéni zfetelnému

pfi hypersensitivni reakci; 32x zvySena hladina kyseliny
salicylové; kdduje protein zapojeny v imunitnich reakcich
zivoc€icha

Stay-green
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Senescence je vysoce regulovany proces — tri zakladni faze

Iniciacni faze i) Initiation phase Senescence initiators

] i . * Crossing of metabolic + Hormonal
Aktivace a inaktivace tseskald » Environmental

genl‘] * Altered redox state + Developmental . _
* Signaling cascades « Pathological Signal transduction

Reorganizaéni ) Reorganization phase

, e Activation of salvage pathways
faze * Shift from autotrophic to
heterotrophic metabolism Gene activation
Rediferenciace e Detoxification or inactivation
bunécnych struktur a * Reversible organelle
remobilizace materialu reditfersatiation
Senescence inhibitors|
» Hormonal
» Environmental
+» Developmental

k) Terminal phase
e Antibiotic accumulation Gene activation
Konecna faze e Release of free radicals / or inactivation
Senescence

N ; ¢ Elimination of remaining
Iniciace nevratnych metabolites

procest s [rreversible loss of cell acceletrators

integrity and viability . Hormonal \
. E]]Vironrﬂcntal

+ Developmental Gene activation

or inactivation

Cell death
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Senescence listu a plodu je charakterizovana dramatickymi zménami
hlavnich organel, zvlasté plastidu mezofylovych bunék a parenchymu
perikarpu plodui.

Chloroplasty =) Gerontoplasty

Grana se rozpadaji, Grana zlstavaji zachovany,
pribyva plastoglobuld plastoglobuly se nevyskytuji

A) Plastoglobulus

Granum

Wild-type chloroplast
(stay-green chloroplast is similar) Stay-green gerontoplast

Stay green




Chloroplasty ‘ Chromoplasty

Foto: http://botanika.wendys.cz

Chromoplast plodu zidovské treSné — bunka ma velice slabou cytoplazmu;
cela burika je vyplnéna plastidy obsahujicimi karotenoidy

Karotenoidy

Cytoplazma
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Délohy a endosperm jsou zasobarnou proteintil — béhem senescence
se malé vakuoly meéni ze zasobnich organel na velkou centralni vakuolu

Délohy a endosperm jsou také zasobarnou lipidt. Lipidy jsou
shromazdovany v organelach - oleosomech

Béhem senescence dochazi k tvorbé glyoxyzému — hraji roli
v glukoneogenezi = tvorba cukrt z lipidt




Tyto zmeény v bunécné kompartmentaci dokazuji vysokou
organizovanost procesu senescence

Aktivace specifickych genu kontrolujicich predem dané
bunécné udalosti

Rozpad organel:  Prvni: chloroplasty (tylakoidni proteiny, stromatalni enzymy)

Posledni: jadra

Senescence-down-regulated genes (SDGs) — geny, které jsou tlumeny
béhem senescence (proteiny zapojené ve fotosyntéze)

Senescence-associated genes (SAGs) — geny, ktera jsou aktivovany béhem
senescence (hydrolytické enzymy — proteazy, ribonukleazy, lipazy, chloroplast degrad. enzymy...)
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Klasifikace SAG podle funkéni aktivity proteinu, které koduiji:

1) Geny koédujici proteolytické enzymy — tfi druhy cystein proteaz:

a) enzymy indukujici kli€eni u obilovin
b) enzymy podobné papainu = enzym z papaje
C) enzymy upravujici proteiny

2) Geny kédujici komponenty proteolytického
systému (aspartic proteazy, ubiquitin)

3) Geny kodujici proteiny hrajici roli v obrane
rostlin proti patogentim — antifungalni proteiny,
chitinazy, pathogenesis-related proteiny

4) Geny koédujici proteiny, které chrani bunku proti oxidativhimu
poskozeni vyvolaného ionty kovii
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Variabilita v expresi SAG — geny exprimované:

- v riznych stadiich senescence

- jen ve starnoucich nebo naopak jen v nestarnoucich organech

- pouze ve specifickych organech

- vlivem strest, hormont (ABA, etylén), nedostatkem karbohydratu

Stadia listové senescence u Brassica napus

Development  Visible senescence vecrosis YG - plné rozvinuté listy

Stage

Chlorophyll % MG1 - Iisty z kvetoucich
RNA é rostlin

Class 1 No gene B .
expression MG2 - IISty z rostlin

Class 2 VytVé‘l"'ejiCiCh tObOIky

Class 3

Class 4 SS1 - listy s 98% chlorofylu

Class 5

SS2 - listy s 60% chlorofylu
Class 6
a7 SS3 - listy s 35% chlorofylu
Class 8

Class 9

Class 10
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Mutanti v genech zapojenych v senescenci

- geny regulujici iniciaci celého senescenéniho programu = geny
fungujici na po€atku senescencnich signalnich drah

- geny kodujici individualni enzymy metabolickych drah = geny
fungujici hloubéji (pozdéji) v signalni draze
Gregor Mendel — studium senescence u hrachu — gen / (dfive B)

- reguluje stupen zelenosti déloh

Mutant v genu / ma deficit v enzymu (PaO), ktery degraduje chlorofyl. Ukazuje zpozdénou
senescenci.

Protein | u hrachu = protein SGR (Stay Green Rice) u ryZe; exprese SGR je indukovana ABA a inhibovana
cytokininy stejné jako enzym PaO

sgr mutant u hrachu — funkénost listl klesd, i kdyz hladina Chl ,a“ a Chl ,b“ je vysoka v pozdni fazi senescence
=> SGR je primarné zapojen v degradaci chlorofylu.

Mutant rajcete v genu GREENFLESH — exprimovan v listech a plodech
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Mutanti ,,stay-green® — blokada
v ¢asovani aktivity enzymu, které
degraduji chlorofyl

!

Rostliny jsou dlouho zelené

»otay-green‘ obilniny — ekonomicky

vyznam

1985 rekordni vynos kukufrice v lllinois
(24 tisic kg/ha) — stay-green varieta

Stay-green

Stay-green variety jsou vyznamné v ekonomicky chudych zemich
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Analyza stay-green mutanta sid vedla k identifikaci biochemické drahy
kontrolujici degradaci chlorofylu

Degradace chlorofylu je slozity proces
zahrnujici komplexni enzymatickou drahu
a probihajici v nekolika subcelularnich o /‘ .

Castech.

o)
d oH O ocH,

2 Fdxpeq
2 Fdxoy

Kritické body:

H,O

Red

- enzymatické odstranéni Mg?* D e
- otevieni kruhu a vznik bezbarvého

tatrapyrolu

o (e]
O OH OCH,
chlorophyll
catabolite
uv (FCO)

Fluorescent under
UV light

Ougham H et al. (2008) Plant Biology 10: 4-14

Review o faktorech, které kontroluji
katabolismus chlorofylu a jeho vyznam
v senescenci lista. o i

catabolite
(NCCQ)
Nonfluorescent
under UV light
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Ztrata chlorofylu je spojena se snizovanim obsahu nebo naopak
akumulaci karotenoidu, v zavislosti na druhu rostliny.

Degradace chlorofylu

l

Odhalovani vrstvy karotenoidu (zluto-oranzové barvivo)

l

Barevné kombinace podzimnich lista

Ougham H et al. (2008) New Phytologist 179: 9-13

Otazka: Pro¢ dochazi k zabarvovani listi nejen v zimé, ale i

v lété.

Konference: ,,Origin and evolution of autumn colours“, Oxford,
brezen 2008. Téma — vyznam zabarvovani listl pro rostlinu

Funkce anthocyanintl: - fyziologicka (fotoprotektivni, antioxidativni, zasobni)
- signalni — zluta barva pritahuje msice, €ervena ne
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Analyza mutanti s abnormalné zbarvenymi plody ¢i listy

!

KIOnOVény dﬂleiité geny Geranyl Farnesyl
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Phytoene
synthase

GGPP (Cyp)

Xantofyly: zeaxantin

S S NS A

Phytoene (Cy)
i

. N RN R RN RS -
Receptor modrého f Caterie
svétla zprostredkujici \

fos e \
otevirani stomat P P GNP

Lycopene

|

B-Carotene + Xanthophylls




