MBR

3) Senescence a programova smrt
buriky (PCD)

c) Senescence a rostlinné hormony
d) Vyvojova PCD
e) PCD a reakce rostlin ke stresu

PREGIAMNED (11
DEATH IM PFLANTS

Gray J (2003) Programmed Cell Death in Plants. University
of Toledo, Dept. of Biological Sciences

http://www.blackwellpublishing.com/book.asp?ref=1841274208




MBR

c) Senescence a rostlinné hormony

Faktory
Vnéjsi Vnitrni Rostlinné hormony: Etylén (CH,-CH,)

Cytokininy
ABA, GA

Senescence

1) Interakce hormon

2) Rozdilné reakce rostlin ke stejnému
hormonu

3) Interakce hormont s vnéjSimi i

Etylén (plynny fytohormon) — stimuluje senescenci jinymi vnitnimi faktory (vék rostliny)

- redukce rustu listl a indukce zloutnuti

- shizeni exprese genu spojenych
s fotosyntézou

- zvySeni exprese SAG
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Pollinated

[Etylén] T senescence listl
senescence petals po opyleni —

senescence plodu - zrani

Ethylene produced (nleflowerteh1)

= 35
Modelovy objekt - rajce Time (b
Petunia

Produkce etylénu exprese genu spojenych s dozravanim plodu
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Zména barvy, textury
a chuti plodu

(nl'g'1 *h)
N
Fraction of hybridization

Ethylene evolution rate
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Imm MGl MG2 MG3 MG4 Imm MG1I MG2 MG3 MG4

Stadia zralosti plodu  Imm - immature - nezralé
MG — mature green — zralé zelené




MBR

Rostliny se zménami v receptoru etylénu ukazuji zmény v senescenci

Arabidopsis mutant — etr1 — necitlivy k etylénu; ETR1 kdéduje receptor etylénu
Mutant rajcete — never ripe — necitlivy k etylénu

Opozdéna senescence plodu i kvétua

WT + ethylene never ripe + ethylene

[~
Senescence
kvétu

never ripe never ripe

Nestarnouci
kvét
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Rostliny se zménami v biosyntéze etylénu

Transgenni rostliny — rajée exprimujici antisense geny zapojené v biosyntéze etylénu =>
tvorba enzymu blokovana => produkce etylénu blokovana => Spatné dozravani plodu
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Normalni rostliny = Antisense rostliny =
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etylén etylén




Cytokininy — potla€uji senescenci

- koncentrace cytokinintli se snizuje ve starnoucich pletivech

- aplikace cytokininil zplisobuje zpozdéni senescence

Cytokininy se vyskytuji v zoné obklopuijici

misto infekce patogenem => zpozdéni _ _ .
senescence v misté kolem patogena P el PR B Green
(nestarnouci zéna) => zelené ostrivky ' e

Neni znamo, zda cytokinin v zelenych
ostravcich je produkovan rostlinou nebo
patogenem
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Identifikace role cytokininil v senescenci — molekularni metody

Gen IPT z A. tumefaciens — koduje izopentenyl transferazu — katalyzuje biosyntézu cytokinint

Transgenni rostliny obsahujici IPT — zpozdéna senescence + vedlejsi fenotypy

Obtizné stanovit, zda zpozdéna senescence je pfimym nasledkem
zvysSené hladiny cytokininl, nebo nasledkem sekundarnich efektt

Chytry experiment
Senescence

Senescence-
inducible

promoter IPT1

Indukce SAG12 Redukce indukce
sAcT ' => exprese IPT1 SAG12 aexprese IPT1

mRNA

*Isope}ltonyl Biosyntéza Inhibice
transferase CytOki nint senescence

Wild type Transgenic plant

Produkce cytokininti zptisobuje zpozdéni senescence prakticky dopad
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Mozna vysvétleni antisenescencni aktivity cytokinint

1) Pletiva s vysSi hladinou cytokinint hraji roli v metabolitovém hospodarstvi rostliny
=> akumulace nutriénich latek => neprobiha senescence

2) Cytokininy mohou potlacovat expresi klicovych geni: SAG

Cytokininy aktivuji transkripci chloroplastovych genu. Aktivita cytokinini pfitom
zavisi na svétle a véku bunék a listu.

Zubo YO et al. (2008) Plant Physiology 148: 1082-1093

Dualni aktivita cytokininu:

- pusobeni na dlouhé vzdalenosti (stimulace diferenciace a metabolitového hospodarstvi)

- pusobeni lokalni (ve starnoucich bunkach potlaéuji senescenci)




Regreening (znovuzelenani) = priklad reverzibility senescence u rostlin

Detop and treat e : - potladeni exprese SAG
with cytokmm ¥ p
(benzylaminopurine) f

- aktivace genut pro tvorbu
plastidu

- preména gerontoplastu
na chloroplasty

Protein from Protein from
yellow leaf regreened leaf

Role jinych fytohormoni v senescenci — neni zcela jasna

ABA - vétSinou stimuluje senescenci
GA - obvykle zpomaluje senescenci

Auxiny — stimuluji i zpomaluji senescenci
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d) Vyvojova PCD (programmed cell death)

Xylogeneze (tvorba xylému) — 1. modelovy priklad vyvojove regulované
bunécné smrti

Xylogeneze:

- iniciovana béhem embryogeneze

- pokracuje béhem zivota rostliny — diferenciace
tracheid (bunky xylému — transport vody do rostliny)

Tvorba sekundarni bunééné stény (lignifikace)

Bunééna smrt a autolyza obsahu buriky

Obal bunky = sek. bunééna sténa = tracheidy (TE) 50 tm 50 um

Tracheidy (tracheary elements)
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Vyvoj TE z mezofylovych bunék rostliny Zinnia

Auxin,
cytokinin,
wounding

Kultivace in vitro

+ auxin

+ cytokininy

Accumulation
of hydrolytic
)||enzymes

Secondary wall Tonoplast
synthesis disruption

—_—

J
Ca*'/CaM,

cysteine proteases, Secondary
brassinosteroids wall

Degradace

Indukce Dediferenciace Prekurzorova Nezralé TE Prasknuti TE = mrtva

hormony

TE bunka se sek. bunéc¢nou tonoplastu tracheida
sténou (lignifikace)

Zinnia (Ostalka)
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In vitro proces differenciace TE probiha v populaci bunék synchroné

3 faze diferenciace tracheid ~ 4 dny Moznost biochem. a mol. analyzy

Exprese genu ucastnicich se
Exprese gent zapojenych syntézy komponent cytoskeletu
v reakcich k poskozeni (TUB - tubulin).
(PI - Proteazové inhibitory) Exprese TE Aktivace gent kodujicich proteiny
(RP — Ribozomalni proteiny) diferentiation-related genes bunécéné stény
(EF - Prodluzovaci faktory) (TED, neznama funkce) (arabinogalactan-like, extensin-like)

48 72 9 h

I =

Dedifferentiation Restriction of TE-specific development
developmental potential

ZeRT, ZePR, ZeP11, ZePI2
ZeRPS3a, ZeRPS8, ZeRPPO, ZeEF1j3
ZeTubB1, ZeTubB3

TED2, TEDS3, TED4
ZCAD1

ZePAL1, ZePAL2, ZePAL3, ZC4H ZePAL1, ZePAL2, ZePAL3, ZC4H

ZPO-C

ZEN1, ZRNasel ZCP4, p48h-17
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Po ulozeni sek. bunécné stény protoplast degeneruje — autolyza: tonoplast praska
a do cytozolu se uvolnuji lytické vakuolarni enzymy (cystein proteazy, nukleazy, serine
proteazy). Po prasknuti tonoplastu dochazi ke zménam v organizaci organel a bunécéné stény.

Tonoplast disruption

Plasma membrane disruption

- : trachear\' element
element with =

A tracheary elemen
vithout a vacuole
a vacuole

without cytoplasm

, 1 ] l 1
thickening Secondary | Sec: wa

Primary wall
wall not f

Plasma
lignifie

membrane
lysed

Endoplasmic reticulum

— Disappearance

) — Disappearance

Disappearance

Endo S et al. (2009) Plant Cell 21: 1155-1165

Geny TEDG6 a TED?7 hraji kliCovou roli v syntéze sekundarni bunééné stény.
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Regulace PCD pfi vzniku tracheid

Auxiny

Cytokininy — role v indukci PCD u rostlin a zivo€ichu — 2002; prvky signalni drahy
nejsou znamy

Nedavné vyzkumy — zapojeni NO (oxid dusnaty)

NO - reaktivni plyn rozpustny ve vodeé a tucich; zapojen v mnoha biologickych

procesech: .
— zavirani stomat

— kliceni semen
— vyvoj korenl

— exprese obrannych genu

2002 — cytokininy indukuji tvorbu NO v Arabidopsis, tabaku, petrzeli, atd.

Cytokininy indukuji tvorbu NO v xylémovych bunkach => inhibice respirace =>
=>PCD (vznik tracheid)




Ca?*, calmodulin: - odstranéni Ca?* z kultivaéniho médie vede k redukci diferenciace

— hladina Ca?* se zvysSuje tésné pred lignifikaci
— aplikace inhibitorti Ca%* kanalli vede k redukci diferenciace tracheid

— aplikace inhibitori calmodulinu vede k inhibici diferenciace tracheid

Serine proteazy: — aplikace trypsinu a papainu vede k stimulaci PCD a diferenciaci
tracheid

— stimulacni efekt trypsinu je blokovan snizenim hladiny Ca?* nebo
aplikaci inhibitort Ca2* kanalt

— aplikace inhibitoru trypsinu vede k blokadé PCD a diferenciace
tracheid
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Brassinosteroidy

— aplikace uniconazolu (inhibitor syntézy brassinosteroidil) vede k blokadé diferenciace
tracheid a redukci exprese genu exprimovanych v pozdnich fazich

— pii soucasné aplikaci uniconazolu a brassinosteroidlii dochazi k potlaceni efektu
uniconazolu

Control
Uni
Uni+BL

(@8]
=

TE /cells (%)

48
Time (h)




MBR (A) Il:ei;sftfoliage\\\é_\
Coleoptile \
PCD endospermu a aleuronovych bunék -
- 2. modelovy priklad vyvojove regulované
bunécné smrti

Endosperm obilnin - 2 typy bunék — 2 odliSné cesty PCD

— Skrobovy endosperm Dny

— aleuronové burky po opyleni

28

Skrobovy endosperm — mrtvé buriky, ale jejich obsah neni
degradovan — bunka je mumifikovana; endosperm je degradovan
pfi kli€eni enzymy uvolhovanymi z aleuronu

shrunken2 - mutant kukurice, predéasna smrt Skrob. endospermu
a degradace bunky; béhem PCD je jaderna DNA rozstépena

na velké fragmenty; na rozdil od WT, bunky shrunken2 autolyzuji
a endosperm se scvrkava — vznikaji dutiny (*)

shrunken2




shrunken2 — nadprodukce etylénu

WT - aplikace etylénu => zvySené mnozstvi bunééné smrti a deformaci

AVG (inhibitor biosyntézy etylénu) — snizuje
fragmentaci DNA v shrunken2 a snizuje velikost
dutiny v deformovanych zrnech

Etylén hraje dulezitou roli v PCD
Skrobového endospermu

WT + etylén
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Aleuronové bunky — ztstavaji zivé az do kliceni a do doby, nez jsou vSechny rezervy
z endospermu mobilizovany

Konec kli€eni zmény v aleuronu: - vakuolizace
- smrt

- rozpad protoplastu

Rostlinné hormony ABA a GA reguluji PCD aleuronu:

GA - stimuluje zacatek PCD — zpUsobuje
bunéénou smrt 8 dntl po aplikaci

[/ flask

ABA - zpomaluje PCD - zpusobuje
oddaleni bunécéné smrti az o 6 mésicu

10° protoplasts

Protein HVA22 — indukovan ABA; lokalizace v ER a Golgi
aparatu aleuronovych bunék; inhibuje GA-zprostfedkovanou ‘ 10 15 20 25

vakuolizaci/programovou smrt bunék aleuronu; Days in incubation medium

HVA22 inhibuje transport vezikul zasobujicich vakuoly => zpozdéni splyvani vakuol => zpozdéni kli¢eni a rastu
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Aleuronové bunky obsahuji PSV — protein storage vacuoles, pH 7

Aplikace GA PSV pI-'I 5.5 - vaku'oly akumuluji kyselé
hydrolazy a nukleazy
PSV pH 7 — vakuoly neobsahuji kyselé

Aplikace ABA
enzymy

ug DNA/10° protoplasts

Role PSV neni vSak jasna — nejsou dukazy, ze tonoplast praska
a hydrolazy se dostanou k obsahu bunky. Nedochazi ani k apoptické
degradaci DNA na 180 bp useky.

0 4 5

Days in incubation medium

Pfi PCD aleuronovych bunék dochazi ke stépeni DNA na velmi
malé fragmenty; degradace DNA probiha v pozdnich fazich PCD
az po autolyzaci celého obsahu burky.

Signalni drahy vedouci k syntéze a sekreci hydrolaz v aleuronu
jsou malo znamy. Ucastni se jich Ca?*, cytozolické pH, calmodulin,
protein kinazy a fosfatazy.
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e) PCD a reakce rostlin ke stresu
Kyslikovy deficit — hypoxie — nastava pfi zamokreni pudy

- tvorba aerenchym — rychly proces, spocivajici v odstranéni kortikalnich bunék
vCéetné bunécné stény a vytvoreni prostoru (kanalu) pro privod kysliku;

Aerenchymy
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Aktivita ACC syntazy
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Bunky prochazejici hypoxii ukazuji zvySenou hladinu Ca?* v cytozolu.

Zména koncentrace Ca?* je rychla

Role cytozolického Ca?* pri hypoxii
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[Ca] ; — cytozolicky Ca?*

On — zapnuti okysli€ovani média

Off — vypnuti okysliCovani média — nastava hypoxie
100 150

Ca, -1 mM externi Ca%* Time (min)

Ca,,— 10 mM externi Ca?*

Zmeény v hladiné cytozolického Ca?* v kultivovanych
bunkach kukurice




Role G-proteinu a fosforylace ve tvorbé aerenchym

- GTPyS udrzujeiCiRi i S Stimulace celulaz a tvorby aerenchym

- Okadaic acid inhibuje protein fosfatazy

- Aplikace inhibitoru protein kinazy Blokuje tvorbu aerenchym

(A) Hypoxic + EGTA (B) Normoxic + GTPYS  (C) Normoxic +

kadaic acid '
okadaic aci Ca?*, calmodulin

Aktivace protein
kinaz a fosfataz

Modifikace proteinu
zapojenych v PCD
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Reakce k patogenu

Smrt hostitelské bunky je jednim ze zakladnich znaku rezistence rostlin
k patogenim

Forma rezistence k patogenim — hypersensitivni reakce (HR) = lokalizované
smrti bunék

Pathogen

-== \ Akumulace fenolickych

latek => smrt buriky (PCD)

Nekroticka rana
(necrotic lesion)

HR je znakem inkompatibilni interakce mezi rostlinou a avirulentnim patogenem.

Inkompatibilni interakce je kontrolovana genem rezistence R v rostliné. Umoznuje rostliné
rozpoznat patogena a reagovat k patogenu, ktery nese gen avirulence Avr.




Pii absenci jednoho z genti R nebo Avr dochazi ke kompatibilni interakci —
rostlina neni schopna rozpoznat patogena a dochazi k propuknuti nemoci.

Bunécéna smrt miize byt priznakem nemoci béhem kompatibilni interakce.
Tato forma bunééné smrti neni naprogramovana a je nasledkem zabiti hostitele
patogenem (toxiny vyluéovanymi patogenem).

Zakladni otazka:

Je smrt bunky behem HR sebevrazda (geneticky naprogramovana smrt)
nebo vrazda (smrt nasledkem toxicity produktu produkovanych
patogenem)?

Posledni vyzkumy se priklani k hypotéze sebevrazdy.
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3 druhy dukazu:

1) HR je aktivni proces vyzadujici transkripci a translaci

2) Elicitory mohou indukovat HR reakci u rezistentniho hostitele

Elicitor — molekula (polypeptid, oligosacharid) produkovana patogenem nebo jako vysledek
interakce hostitel-patogen

Elicitor rostlina s genem R rozeznani patogena HR

Elicitor citliva rostlina = bez genu R nerozeznani patogena / HR

Elicitor aplikovany na citlivéeho hostitele — nedochazi k viditelné reakci

Bunécna smrt viditelna u rezistentniho hostitele neni vysledek
primého toxického efektu elicitoru = rozpoznani elicitoru genem rezistence
v rostliné staci ke spusténi HR a PCD.
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3) Genetické dukazy, ze bunécna smrt pri HR je naprogramovana

Lesion-mimic mutanti (paranoidni mutanti) — ukazuji
HR pfi absenci patogena

HR vychazi z endogenniho genetického
programu bunééné smrti

S

Mutace v genu Mutace v genu
pro rezistenci k patogenu Fidiciho metabolické drahy

N

HR

Mutant vad1 (vascular associated death) — poranéni podobné HR podél
vaskularniho systému: zvySena exprese gentl spojenych se syntézou
a signalnimi drahami etylénu.

VAD1 - funguje jako spojujici ¢lanek signalnich drah etylénu a salicylové
kyseliny
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Spousteni PCD

Oxidativni vybuch (oxidative burst) — proces, kdy po inokulaci patogenem dochazi
k produkci reaktivniho kysliku a jeho meziproduktti

Superoxid O, (nestabilni; Spatné prochazi membranou)

Peroxid vodiku H,0, (vysoce toxicky;
snadno prochazi membranou)

Meziprodukty (zhoubné) @+
o 1:@0V @e @.6

Bunéc¢na smrt O, —» O0,” ——»H,0, —» OH*—»H,0

Fed+

Inhibice tvorby superoxidu vede
k redukci rozsahu bunééné smrti.
reaction
02 - superoxid
H,0, — peroxid vodiku
10, - singletovy oxid

OH* SOD = superoxid dismutaza
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Meziprodukty reaktivniho kysliku mohou pusobit v nizké koncentraci jako signalni
molekuly, které spousti jiné drahy vedouci k PCD.

Peroxid vodiku — indukuje
transkripci gent, koédujicich
antioxida€ni proteiny

Snizeni rizika
bunécné smrti

Cross-linking
ellwall Killing of structural
of cell wall proteins
O, O;” pathogen /

L A o 0,~ —»H,0,

)
> /E[icitor \

Plasma Lipid
membrane hydroperoxides

kinase
Receptor G-protein Regulation
of mRN A stabllm

/ Defense

gene activation
Nucleus or repression

axmomc
acid

l
\_/ > pr otem /
\

Soucasny vyzkum: Muze PCD u rostlin probihat cestou apoptézy, znamé u zivocicha?
(Vznik apoptickych ¢astic, tvorba méchyrki membrany, kondenzace chromatinu, stépeni jaderné

DNA)




Signalni drahy vedouci k PCD zprostredkované reaktivhim kyslikem a jeho
meziprodukty (O, - superoxid, H,0, — peroxid vodiku ,'0, — singletovy oxid,

OH’)

Geny zapojené v signalni draze reaktivniho kysliku

RCD - Radical-induced Cell Death
EXE1 - Executer1

Hledani dalSich elementl zapojenych v siti genové regulace PCD
zprostfedkované reaktivnim kyslikem

PCD indukovana svétlem a zprostiedkovana '0, je zavisla na funkénim
receptoru modrého svétla CRY1. Mechanismus je odliSny od mechanismu
PCD vyvolané svétlem a zprostredkované O," a H,0, béhem fotosyntézy.

Queval G et al. (2007) Plant J 52: 640 - 657

Fotoperioda ovliviuje signalni drahy vedouci k PCD a zprostredkované
H,0,. Fotoperioda uréuje zda se rostlina vystavena stresu bude
aklimatizovat nebo zvoli cestu vedouci k PCD.




Nekroza

P I -

Antioxidanty Pathogen

Chloroplasty

Geny PCD
Mitochondrie

Abioticky
stres

Proteazy Peroxizomy
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Oxidazy-
] peroxidazy Vyvojové
Nukleazy . stimuly

Exprese genti Senzory - terCe Produkce Stimuly

MAPK - mitogen-activated protein kinaza Podle Van Breusegen and Dat (2006) Plant Physiology 141: 384 - 390




