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Programova smrt bunky (PCD)
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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




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 fagocyti)

ny

Autofagie = proces, kterym se rostliny zbavuji ¢casti cytoplazmy

1963 — Christian de Duve Update 2024
Yagyu M, Yoshimoto K (2024) J Exp Botany 76: 1234-1251

Nejnovéjsi review o autogafii u rostlin

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

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

Saccharomyces Rostliny (svlaéec)




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:
- rostliny nemaiji kaspazy Kaspaza1 = cystein proteaza; hraje roli v apoptéze a proteolyticky Stépi cytokiny
na jejich aktivni formy (2005)
- enzymy ukazuijici aktivitu kaspazy 1 = kaspaze-lile enzymy
- dalsi typy proteaz (VPE = vacuolar processing enzyme, CEP1 = cystein endopeptidase, XCP1, XCP2 = xylem

cystein proteases)

Buono RA et al. (2019) J Exp Botany 70: Feb 12
Salguero-Linares J and Coll NS (2019) J Exp Botany 70: 2087-2095




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.

Reaktivni kyslik

] , Hlavni signaly zprostiedkujici PCD
NO - oxid dusnaty

Nakamura S et al. (2018) Plant Physiology 177: 1007 - 1026

4. Chlorofagie — odstranéni chloroplastu poni¢enych svétlem béhem fotosyntézy- poni¢ené
chloroplasty se zvétsi, jsou obklopeny autofagozomalnimi strukturami a pohlceny
tonoplastem

Dulezity milnik ve vyzkumu autofagie — izolace a identifikace autophagy-related genu (ATG)
genetickym skriningem kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

ATG - konzervované u vétsSiny eukaryontnich organizmt => izolace ATG knokautovanych
mutanti => odhaleni fyziologické ulohy autofagie




Ustiin S et al. (2017) Current Opinion in Plant Biology 40: 122 - 130

Nejnovéjsi review o molekularnich mechanizmech autofagie u rostlin

Autophagy core
machinery

1.InitiationNucleation 2 Expansion 3.Maturation 4.Fusion

Current Opénion in Planl Biokogy

Indukce autofagie a nukleace — pri nedostatku zivin nebo pfi chemické €i genetické inhibici (napfr.
rapamicin) dochazi k inhibici proteinkinazy TOR. Dochazi k aktivaci ATG1 (AuTophaGy related) komplexu
a tvorbé fagoforu z preautofagozomalnich struktur na vnéjsi strané ER. Na tvorbé fagoforu se podili dalSi
komponenty systému (ATG9, PI3K,..). ATGS8 jsou transportovany na membranu fagoforu, kde na sebe vazi
receptory pro jednotlivé organely, molekularni systémy, individualni proteiny, viry, atd. Vytvoreny
autofagozom fuzuje s vakuolou, kde dochazi k hydrolytické degradaci navazanych komponent.




Ustiin S et al. (2017) Current Opinion in Plant Biology 40: 122 - 130

Phagophore

Proteaphagy  Mitophagy Individual
Chlorophagy proteins
Pexophagy

Aggrephagy
Xenophagy

Current Crpinicn in Piant Bsology




Soto-Burgos J and Bassham D (2017) PLOS One 12: e0182591

Autori ukazali, ze KIN10, katalyticka podjednotka SnRK1, je aktivator autofagie u Arabidopsis a
ze v regulaci autofagie funguje v signalizaci pred TOR.

Zmeény v hladiné energie

(nutriéni ¢i energeticka R pasrmvec i/ P00 55
deficience) ATGA

(_|_| complex =

SnRK1 u Arabidopsis thaliana = protein
ATGSE

conjugation
pathway

kinaza, ktera vnima zmény v hladiné ol
ax N

energie (vyuzitim karbohydrati jako
indikatori energetického stavu rostliny) a
spousti reakce, které pomahaji organizmu
prezit.

Nizka ATG
energie komplex

Autofagie




Liao C-Y and Bassham DC (2020) J Exp Botany 71: 1723-1733

Vztah hormonu a autofagie

TOR a SnRK1 jsou hlavni regulatory,

které funguji antagonisticky v rovhovaze

mezi rustovymi a stresovymi reakcemi.

Tyto dva protein kinazové komplexy

AL propojuji rtuzné signalni drahy, vcetné
- signalizace hormonaini.

Stimuluji rast (potlacuji autofagii):

Auxiny
GAs

Potlacuji rast (stimuluji autofagii):

ABA
Autophagy - SA

JA




Yang C et al. (2020) Molecular Plant 13: 515-531

Regulace autofagie svétlem a dusikem

Light or nitrogen supply Dark or nitrogen depletion

Cytoplasm / Cytoplasm \
/ Nucleus \ o Nucleuh

ATGs

“ " Il !I !l !‘ |! " M HDA9 - Histone Deacetylaza 9

K H3K9/K27Ac j \\ H3K9/K27Ac j/ H3K9/K27Ac - histon
\/ Cell Autophagy /

Sveétlo nebo dostatek N,: Interakce HYS s HDA9 => aktivace HDA9 => interakce s ATGs =>
=> deacetylace histonli => potlaceni exprese ATGs => rust

Tma nebo nedostatek N,: Degradace HYS5 => oddéleni HDA9 od ATGs => zvyseni acetylace
histonl => exprese ATGs => autofagie




Bao Y et al. (2020) PNAS 117: 7482-7493
Bao Y (2020) Plant Signaling & Behavor 15: art. no. 1779487

Novy gen COST1 - diilezity regulator, ktery kontroluje rovnovahu mezi riustem
a stresovymi odpovéd'mi prostirednictvim primé regulace autofagie

Normal condition Stress condition
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Normalni podminky — COST1 interaguje s ATG8 => degradace ATG8 => potladeni autofagie => rust
rostliny

Stresové podminky — COST1 je degradovan => uvolnéni ATG8 => aktivace autofagie => potlaceni
rstu rostliny




Nékteré typy PCD jsou specifické pro rostliny.

Tvorba endospermu u obilnin — Skrobovy endosperm obklopeny aleuronovou
vrstvou

- endosperm akumuluje zasobni latky

- pfi zrani zrna endosperm umira

- mrtvé endospermové buriky se nerozpadaji — jsou mumifikovany
- aleuron zlstava zivy

- pfi kli€eni jsou mumifikované bunky rozkladany enzymy aleuronu

PCD = procesy vedouci k PCD + procesy vilastniho aktu smrti

Rostliny: procesy vedouci k PCD jsou vratné




b) PCD v zivotnim cyklu rostlin

Vsechny faze zivotniho cyklu
rostliny jsou ovlivhény PCD

o=

Procesy PCD probihaji
i e pri reakcich k patogenum
a strestim

PCD vede k vyvojové
plasticité




PCD v reproduk€énim 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

N

Gen TASSELSEED2
kontroluje PCD gynoecia
v laté

tasselseed2




Vyvoj samic¢iho gametofytu (megaspory) — z nezralého vaji€ka se vyviji embryonalni
zarodeény vak. Beéhem vyvoje 3 ze 4 bunék umiraji = PCD

Megasporo genes Megagametogenes1s

Type Meg Fumnonal
sporocyte | Meiosis I Meiosis |1 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




PCD ve vegetativnim vyvoji

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

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

: EFTEES
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




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

- 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 buriky = sek. bunééna sténa = tracheidy (TE) SUHm 20 Hm

Tracheidy (tracheary elements)
Diferenciace tracheid xylému — zivé trachealni elementy nemaji vodivou funkci; cytoplazma

trachealnich elementlil umira a je odstranéna; mrtvé bunky se stavaji vodivymi tracheidy; smrt
trachealnich elementt = PCD
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Vyvoj TE z mezofylovych bunék rostliny Zinnia

Kultivace in vitro
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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)

0 24 48 72 9 h

_ —

Dedifferentiation Restriction of TE-specific development
developmental potential

ZeRT, ZePR, ZePI1, ZePI2
ZeRPS3a, ZeRPS3, ZeRPPO, ZeEF1j3
ZeTubB1, ZeTubB3

TED2, TEDS3, TED4
ZCADA

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

ZPO-C

ZEN1, ZRNasel ZCP4, p48h-17




Po ulozeni sek. bunécéné 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 bunééné stény.

Tonoplast disruption

Plasma membrane disruption
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Zapojeni hormonu a NO v regulaci PCD pfi vzniku tracheid

Auxiny

Cytokininy — role v indukci PCD u rostlin a zivo€ichil (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)




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

TE /cells (%)

48
Time (h)




(A)  First foliage /)
af Y

le

Coleoptile

PCD endospermu a aleuronovych bunék -
- 2. modelovy priklad vyvojove regulované
bunécné smrti

Endosperm obilnin - 2 typy bunék — 2 odliSné cesty PCD

— Skrobovy endosperm
— aleuronové bunky

Skrobovy endosperm — mrtvé buriky, ale jejich obsah
neni degradovan — bunka je mumifikovana; endosperm
je degradovan pri kli€eni enzymy uvoliovanymi 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

Dny
po opyleni

28




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




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

10 15 20 25

Days in incubation medium




Aleuronové bunky obsahuji PSV — protein storage vacuoles, pH 7

Aplikace GA PSV pI-'I 5.5 - vaku'oly akumuluji kyselé
hydrolazy a nukleazy

Aplikace ABA PSV pH 7 — vakuoly neobsahuji kyselé
enzymy

ug DNA/10° protoplasts

Role PSV neni vSak jasna ; \ -

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. Ucéastni se jich Ca?*, cytozolické pH, calmodulin,
protein kinazy a fosfatazy.




c) PCD a reakce rostlin ke stresu

Kyslikovy deficit — hypoxie — nastava pfi zamokreni pudy

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

Endodermis

Xylem

Aerenchyma




- tvorba aerenchym — rychly proces, spocivajici v odstranéni kortikalnich bunék
vCéetné bunécné stény a vytvoreni prostoru (kanalu) pro privod kysliku;
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Buniky prochazejici hypoxii ukazuji zvySenou hladinu Ca?* v cytozolu.

Zména koncentrace Ca?* je rychla

Role cytozolického Ca?* pri hypoxii

Y
=
o
S
ot
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[Ca] ; — cytozolicky Ca?*

On — zapnuti okysli€ovani média

Off — vypnuti okysliCovani média — nastava hypoxie
100

Ca,— 1 mM externi Ca%* Time (min)

Ca,,— 10 mM externi Ca?*
Zmeény v hladiné cytozolického Ca?* v kultivovanych

bunkach kukurice




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

Hypersensitivni reakce — hostitelska bunka a buriky okolni prochazi rychlou PCD => chrani ostatni bunky pletiva
pred infekci

Pathogen

[
=== N KLl ace 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.




Charakteristické znaky hypersensitivni reakce ve srovnani s vakuolarni PCD

Characteristics

Cytoplasmic shrinkage

Cytoplasmic swelling

Chromatin condensation

Mitochondrial swelling

Vacuolization

Chloroplast rupture

Plasma membrane
blebbing

Plasma membrane
rupture

Tonoplast rupture

Nuclear fragmentation

Apoptotic bodies

Vacuolar
cell
death

Salguero-Linares J and Coll NS (2019)

J Exp Botany 70: 2087-2095




Genetické dukazy, ze bunééna smrt pii HR je naprogramovana:

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

HR vychazi z endogenniho genetického
programu bunééné smrti

~

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

N g

HR




Spousténi PCD pfi napadeni patogenem

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) HO,'

+ aia ]
Meziprodukty (zhoubné) @
o V'W0evl @e a6

0, — 0,”” ——»H,0, —— OH*——H,0
Bunééna smrt 50D
Fe3+

Inhibice tvorby superoxidu vede Fenton
k redukci rozsahu bunééné smrti. reaction

O, - superoxid

H,O, — peroxid vodiku SOD = superoxid dismutaza
10, - singletovy oxid

OH* — hydroxylovy radikal




Meziprodukty reaktivniho kysliku mohou pusobit v nizké koncentraci jako signalni
molekuly, které spousti jiné drahy vedouci k PCD.

Cross-linking
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Geny zapojené v signalni draze reaktivniho kysliku:

RCD - Radical-induced Cell Death
EXE1 - Executer1

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

PCD indukovana svétlem a zprostiedkovana 10, je zavisla na funkénim receptoru modrého

svétla CRY1. Mechanismus je odliSny od mechanismu PCD vyvolané svétlem a zprostiedkované
O, a H,0, béhem fotosyntézy.

Fotoperioda ovliviiuje signalni drahy vedouci k PCD a zprostredkované H,0,.

Fotoperioda urCuje zda se rostlina vystavena stresu bude aklimatizovat nebo zvoli cestu
vedouci k PCD.




Schéma signalnich drah vedoucich k PCD zprostredkované reaktivnim

kyslikem.
Nekroza

I -

Antioxidanty
Chloroplasty

Mitochondrie

Proteazy Peroxizomy

'c
O
L
”
c
®
S
b0
whd
7
O
o

Oxidazy-
peroxidazy

Nukleazy

Exprese genll Senzory - terce Produkce

MAPK - mitogen-activated protein kinaza

Pathogen

Abioticky
stres

Vyvojové
stimuly

Stimuly

Podle Van Breusegen and Dat (2006) Plant Physiology 141: 384 - 390




Druhy reaktivnich oxidovych radikali nalezené v rostlinach

Dioxygen (0,)

O

Singlet oxygen (10,) Superoxide (05)

OO0 OO

|-

Peroxide ion (O%f)

Hydrogen peroxide (H,0,)

HO-OH

ty/2>1 ms

lFe2+

Hydroxyl radical (OH")
-OH

t,» — half life — polo€as rozpadu

Mhamdi A and Van Breusegem F (2018)
Development 145: 1 - 12




Mista vzniku reaktivnich oxidovych radikala a drahy ovliviujici jejich vznik

L]

(10 «(0,)—>(0; )——>([{,0)—> (OH)

Chloroplast Apoplast Peroxisomes Cell wall
Chloroplast Chloroplast Membranes
Mitochondria Mitochondria Chloroplast
Peroxisomes Cytosol
Apoplast

|
ROS generation sites

Mhamdi A and Van Breusegem F (2018) Development 145: 1 - 12




d) PCD a nestresové podminky

Otevirani priaduchi na svétle a pri nizké hladiné CO,

Stresové podminky — uzavieni priduchu
— zapojeni ROS

Nestresové podminky — redukce mnozstvi
ROS prostrednictvim pexofagie =
degradace peroxyzému

BL aktivuje degradaci triacylglycerolu
(TAG) => B-oxidace ROS v peroxizémech
=> zvysSeni ATP.

Oxidované peroxizémy jsou degradovany
ve vakuolach => snizeni ROS => otevirani
priducht

v rostlinnych buinkach produkuji ROS.

Yamaguchi S et al. (2019) PNAS 116: 19187-19192
Medeiros DB et al. (2019) TIPS 25: 220-223
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Senescence (starnuti)

Senescence — priklad PCD regulované vnéjsimi faktory

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




Fenotypy genetickych variant, hybridl ¢i mutantu:

- ,,stay green
- nekroticky

- nemocny

Odrazeji mutace v genech, které
reguluji ¢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




Senescence je vysoce regulovany proces — tri zakladni faze

Iniciacni faze
Aktivace a inaktivace
genu

§9 Initiation phase
¢ Crossing of metabolic
threshold
* Altered redox state
e Signaling cascades

Reo rgan izaéni PP Reorganization phase
faze

« Shift from autotrophic to

heterotrophic metabolism

Rediferenciace
bunéénych struktur a
remobilizace materialu

e Detoxification
* Reversible organelle
redifferentiation

k) Terminal phase
¢ Antibiotic accumulation
® Release of free radicals
¢ Elimination of remaining
metabolites
e [rreversible loss of cell
integrity and viability

Konecna faze

Iniciace nevratnych
procest

Senescence initiators
« Hormonal

« Environmental

» Developmental

« Pathological Signal transduction

e Activation of salvage pathways

Gene activation
or inactivation

Gene activation

/ or inactivation
Senescence

accelerators

« Hormonal \

« Environmental

» Developmental Gene activation

or inactivation

Cell death

Senescence inhibitors|
o Hormonal

» Environmental

+» Developmental




Senescence listu a plodu je charakterizovana dramatickymi zménami
hlavnich organel, zvlasté plastidu v mezofylovych bunkach a parenchymu

perikarpu plodu.
Chloroplasty =) Gerontoplasty

Grana se rozpadaji,
pribyva plastoglobuli

(A) Plastoglobulus (B) Plastoglobuli

Granum

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

Grana zustavaji zachovana,
plastoglobuly se nevyskytuji

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




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, které jsou aktivovany béhem
senescence (hydrolytické enzymy — proteazy, ribonukleazy, lipazy, chloroplast degrad. enzymy...)




Klasifikace SAG podle funkéni aktivity proteinu, které kéduiji:

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 koédujici proteiny hrajici roli v obrane
rostlin proti patogentim — antifungalni proteiny,
chitinazy, pathogenesis-related proteiny

4) Geny koédujici proteiny, které chrani bunku proti oxidativnimu
poskozeni vyvolaného ionty kovii




Variabilita v expresi SAG genl

- 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 o YG - plné rozvinuté listy

Stage

Chlorophyll 98% % ; MG1 == Iisty Zz kvetOUCiCh
KA ‘ 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
et SS3 - listy s 35% chlorofylu
Class 8

Class 9

Class 10




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.

Mutant rajcete v genu GREENFLESH —
exprimovan v listech a plodech
(pritomnost chlorofylu ve zrajicich plodech)

Foto: Natalie Bumgarner,
The Ohio State University.




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

WT Stay-green

Stay-green variety jsou vyznamné v ekonomicky chudych zemich




Analyza stay-green mutanta sid (u trav) vedla k identifikaci biochemické
drahy kontrolujici degradaci chlorofylu.

Degradace chlorofylu je slozity proces
zahrnujici komplexni enzymatickou drahu
a probihajici v nékolika subcelularnich
Castech.

rganic Phytol %

ven )

=5 —d .

Chlorophyll a Chlorophyllide a

Kritické body:

- enzymatické odstranéni Mg?*

= chlorophyll

- otevieni kruhu a vznik bezbarvého 3 B o
tatrapyrolu

Update 2016
Shimoda Y et al. (2016) Plant Cell 28: 2147-2160

Gen STAY-GREEN (SGR) u Arabidopsis kéduje
Mg-dechelatazu, enzym, ktery katalyzuje
odstranéni Mg?* z molekuly chlorofylu.

Arabidopsis obsahuje tfi SGR geny: SGR1, : . ——
SGR2 a SGRL. E:.I;éf,ﬂ?g"

Nonfluorescent
under UV light




Ztrata chlorofylu je spojena se snizovanim obsahu nebo naopak
akumulaci karotenoidd, 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 anthocyan: - fyziologicka (fotoprotektivni, antioxidativni, zasobni)

A T R .. . .. . i Novas IP and Archetti M (2021)
- signalni — zluta barva pritahuje msice, €ervena ne

New Phytologist 232: 2236 - 2237




Analyza mutanti s abnormalné zbarvenymi plody ¢i listy

Geranyl Farnesyl
diphosphate diphosphate

(GPP) synthase (FPP) synthase

Klonovany dulezité geny &= CHZO@@T—'MC“EOW—> PP (Cyp
GPP (C,y)

hrajici roli v biosyntéze [t

Geranylgeranyl
diphosphate
synthase (GGPP)

karotenoidu N ]

/I\/\/j\/\/l\/\/I\/CHQOm
- =S - S

GGPP (Cyy)
Phytoene ‘
synthase GGEP (C)

IPP

R R T AN

Xantofyly: zeaxantin Phytoene (Cy9
v

l {-Carotene

\

Receptor modrého P P e P 5 T

svétla zprostredkujici Tigspens
otevirani stomat l

B-Carotene + Xanthophylls




Vliv rostlinnych hormont na senescenci

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




Pollinated

[Etylén] T senescence listl
senescence petals po opyleni —

senescence plodu - zrani

Ethylene produced (nlef lower leh™1)

Modelovy objekt - rajce
15 35
Time (h)

Petunia

Produkce etylénu exprese genu spojenych s dozravanim plodu

(A) )

=

Zména barvy, textury
a chuti plodu

(nl'g‘l *h ™1
N
Fraction of hybridization

Ethylene evolution rate

_

=]

Imm MGl MG2 MG3 MG4 Imm MG1I MG2 MG3 MG4

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




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

Nestarnouci
kvét




Rostliny se zménami v biosyntéze etylénu

Transgenni rostliny — rajée exprimujici antisense geny zapojené v biosyntéze etylénu =>
=> produkce etylénu blokovana => Spatné dozravani plodu

Control Antisense
Homozygous
Ethylene Air Ethylene

e

Age
(days)
57

o~

~
D
=
.
N
o0
by
I
=1
S
=
=1
°
5
o
u
=1
-
>
=
=
s3]

Antisense

60
Days after pollination

I

Normalni rostliny = Antisense rostliny =
produkujici neprodukujici
etylén etylén




Cytokininy — potla€uji senescenci

- koncentrace cytokinintli se snizuje ve starnoucich pletivech

- aplikace cytokininil zplisobuje zpozdéni senescence

Green
islands

Cytokininy se vyskytuji v zoné obklopuijici
misto infekce patogenem => zpozdéni
senescence v misté kolem patogena
(nestarnouci zéna) => zelené ostruvky




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




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

3) Cytokininy aktivuji transkripci chloroplastovych gent. Aktivita cytokinini pritom
zavisi na svétle a véku bunék a lista.

Dualni aktivita cytokininu:

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

- pusobeni lokalni (ve starnoucich bunkach potlacuji senescenci)




Regreening (znovuzelenani) = priklad reverzibility senescence u rostlin

Detop and treat
with cytokinin

(benzylaminopurine) Cipn, e »\.‘ ‘ » | = pOtIaéeni eXprese SAG

- aktivace genut pro tvorbu
plastidi

- 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; SAUR49 stimuluje listovou senescenci




Kyselina jasmonova (JA) — stimuluje senescenci

TN —— JAZ3 (JAsmonate ZIM domain3 ) — inhibitor JA signalizace -
_*"HARTF;_L JAZ3 X blokuje transkripci genti spojenych se senescenci

Flower senescense
inhibition

Akumulace JA => degradace JAZ3 => odblokovani JA signalizace => uvolnéni TFs => aktivace
senescencénich genu

CO (CONSTANS) — zprostredkovava fotoperiodicky indukované kveteni

CO je schopen vazat JAZ3. Pritomnost JA => ubiqutinace komplexu CO/JAZ3 => odblokovani
signalni drahy JA => uvolnéni TFs a indukce gent spojenych se senescenci.

Hormone  ‘asmonic g ' | Photoperiodic signal
f
AOS51 *
., P (1az3)
+— | 5& ) = A,
\O —— | co |

A Jaz‘.rn_r;ur:iu:

o
-

]

Y - Y.
SR Doox Serrano-Bueno G et al. (2022)

j — Molecular Plant 15: 1710-1724

induction




Hussain A et al. (2022)

Oxid dusnaty (NO) a senescence ain = )
Frontiers in Plant Science 13: 851631

~ DI . Nejnovéjsi review of uloze NO v senescenci
NO potlacuje listovou senescenci

Environmental stresses:
Salt, heat or cold,
pathogens,

nutrient limitation,
wounding...

I

Transcription factors: Chlorophyll, lipid and
NAC, WRKY, ERFVII?...?7... protein degradation

l Nutrient recycling

-
SAG expression

Phytohormones: Ethylene, ABA, JA

.NO~

Non-senescing leaf Senescing leaf

Bruand C and Meilhoc E (2019) J Exp Botany 70: 4419 - 4427




Zapojeni malych signalnich peptidi CLE14 v regulaci senescence

CLE14 (CLAVATA3/ESR-RELATED 14) — potlacuje produkci ROS prostrednictvim
JUB1 (JUNGBRUNNEN1) => zpomaleni senescence

JUB1 - transkripéni faktor typu NAC, jehoz exprese je indukovana H,O.,.
Overexprese JUB1 zpozd'uje senescenci a zvysSuje toleranci ke stresu tim, ze
redukuje obsah endogenniho H,0,. JUB1 byl dfive identifikovan jako negativni

regulator senescence.

Age, Stress

CAT3

ROS |= APX14=JUB14= CLE14
APX3

’
Senescence

Zhang Z et al. (2022) Molecular Plant 15: 179-188




Senescence a svétlo

Senescence je regulovana svétlem — délka dne, kvalita svétla
Indukce senescence: nizky R:FR, FR svétlo, tma

Potlaceni senescence: vysoky R:FR, R svétlo

FHY3, FAR1 — transkrip€ni faktory, na svétle stimuluji
expresi proteini FHY1 a FHL — vazba na phyA —
regulace transportu phyA do jadra

ve starnoucich listech

/ WRKY - transkripéni faktor; vysoce exprimované

¥
&' | vl Mutanti wrky ukazuiji

FAR1 . | 8,
‘r\ _}4? WD . potlacenou senescenci
A 'y yve
WRKY28

‘ Transgenni rostliny over- : _—
Leaf senescence exprimujici WRKY ukazuji w AP QL N

V.
drivéjSi senescenci "R ~ &
A Y 4 H.:‘\

WRKY28-ox1

Tian T et al. (2020) Plant Cell, March 9




Modré svétlo prostrednictvim fotoreceptoru
Wavelength (nm) CRY2 potlacuje starnuti listi Arabidopsis.

Dark 430 450 205 245 650 Transkripéni  analyza  ¢&asteéné  odhalila
molekularni mechanizmus - inaktivace
transkripénich faktoru PIF4 a PIF5

@

=
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5
S .
B
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Q

Dark 430 450 505 545 6350 PIF4, PIF5

Wavelength (nm)

Senescence listu
Kozuka T et al. (2023) Plant Physiology 191: 2506-2518




