a) Velikost a organizace rostlinného genomu
b) Exprese genu v rostlinach
c) Prenos signalu v rostlinach
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Ziva burika obsahuje instrukce pro vybudovani celého organismu = GENY

Linearné poskladané GENY tvori chromozom (J. G. Mendel 1865)
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Vyvoj organizmu reguluji signaly (faktory)
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GENOM = celkové mnozstvi DNA (tj.genetické informace) v burice
(tj. jadre + organelach)

Rust, vyvoj a reakce organizmu k prostfedi je naprogramované zapinani
a vypinani genu (tj. naprogramovana exprese)

[l

Zmeéna v sestavach enzymu a strukturalnich proteinu

[l

Rust, vyvoj, reakce organismu



GENOM

Velikost rostlinného genomu je velice proménliva:

DNA koduijici proteiny

(Clovék ~ 5-10%)

Arabidopsis = 1,46 x 108 bp
Trillium = 10" bp

Druhy rodu Vicia se liSi i 20x velikosti svého genomu

-+

DNA NEkédujici proteiny

7 N

Repetitivni DNA Spacer DNA

Trillium grandiflorum



Genomické sekvenéni projekty => znam genom mnoha organism

Bakterie = 500 genu — 8 tisic genu
Kvasinky = 6 tisic genu

Drosophila = 12 tisic gent

Arabidopsis = 26 tisic genu (1 gen = ~ 5 kb)

VétSina haploidnich genomu rostlin obsahuje priimérné 20 — 30 tisic genu
Dnesni pfedstava - 12 tisic genu staci k formovani eukaryontniho organismu



Regulované geny = geny se
zapinaji a vypinaji podle potreb
nebo jako reakce na specifické
podnéty




b) Exprese genu v rostlinach

Prokaryontni organismy: transkripce a
translace jsou Casoveé i prostorové
spojeny = syntéza proteint zacina jesté
pfed koncem syntézy mRNA; transkripce
| translace probihaji v cytoplasmé

DNA

1 transkripce
mRNA

translace

Protein

Prokaryontni organismy
nemaji jadro

Eukaryontni organismy: transkripce a translace jsou ¢asové i prostorové oddéleny

= mRNA je transportovana do cytoplasmy, kde probiha syntéza proteindu.

cytoplasma

jadro

transkripce

Potreba dalsich kontrolnich
‘ regulacnich mechanismu

MRNA

1 translace
Protein



Organizace genomu u eukaryontnich organizmui: .
- jeden gen kéduje jeden polypeptid

- jaderny genom neobsahuje operony

- misto operonu jsou exony a nekddujici oblasti DNA se nazyvaiji introny

Pocatek AUG = pocatek UAA,UAG,UGA = konec
transkripce translace translace

 lPromotor| |}

RNA polymeraza Smér ristu mRNA: od 5’ k 3’ konci Transkripce + capping +
m’G cap (m’G = 7-methylguanylat) polyadenylace (poly-A-polymeraza)

Pre-mRNA —AAAAn 3’
5!

1 Vznik mRNA: vystipnuti intron(, spojeni exon(

mRNA —AAAAn

1 Transport mMRNA z jadra do cytoplasmy

Polysom AAAA

1 Translace

% Vytvorfeny polypeptid



eukarytického
genu

Update 2016

Schneeberger K (2016) Nature Plants 2: 1-

Evoluce a vyznam DNA metylace

Transkripce

Uprava RNA a
translokace

Chromatin

DNA pro expresi
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Primarni RNA transkript

1 Uprava RNA (5’ capping,

mRNA v jadFe

Jadro
Amplifikace genu
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N
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Rozpad proteinu (turnover- napf. ubiquiti
Metylace (lysinu, zména konformace)




2) Translatabilita molekuly mRNA = schopnost mRNA byt prelozena do
molekuly proteinu

Faktory ovliviaujici translatabilitu:

» Sekundarni a tercialni struktura RNA — pristupnost AUG k ribozému
> Predispozice kodénu (codon bias) — mnozstvi vzacnych kodénli

> Bunééna lokalizace translace — volné polyzémy ¢i polyzémy vazané
na ER



RISC = RNA-induced

Qo) — &9

/ ribonukleaza m
miRNA
(21-23 nukleotidd)

mi/siRNA

Aktivace pomoci ATP

antisense mi/siRNA

RISC*

Hairpin loop
(70 nukleotidd)

Tercova mRNA

Rozstépeni

Degradace

miRNA - microRNA
Podle

Taiz L and Zeiger E (2006) Plant Physiology, 4th ed. siRNA - short interfering RNA nebo
silencing RNA



obsanujiCl secC. strukturu molieKuly nebo

(biogeneze)

stem-loop rozsifené hairpiny
Evolucni Témeér vzdy konzervované Vzacné konzervované
konzervovanost v pfibuznych organizmech v pfibuznych organizmech
Cile regulace Reguluji expresi riznych Zprostredkuji vypnuti gena,
genu ze kterych sami pochazi
(nebo velmi podobnych
gent)

Update 2021
Gao Z et al. (2021) Plant Growth Regulation 93: 1-12 (Biogeneze miRNA v rostlinach).



Regulace exprese prostrednictvim microRNA (miRNA)
RNA pol Il

Transcription Transkripce (pomoci RNA
l polymerazy ll) specifického

lokusu koédujiciho primarni

RNA (priRNA) => pri-miRNA

Pri-miRNA B e

< Vznik dvouvlaknové smycky
w‘@.«-

DCL1, HYL1 l

Vznik kratkych 21-24 nukleotidovych
fragmentdi pomoci proteinit DCL1 (DICER-
LIKE1) a HYL1 (HYPONASTIC LEAVES1)

Nucleus
Update 2021
Jeden fragment je spojen s ribonukleazovym
komplexem RISC (RNA-Induced Silencing
e e Complex), obsahujici katalyticky ~protein Prasad A etal. (20?1)
\Tembfa”e ARGONAUTE (AGO). Trends in Plant Science 26, 204-206
A :
e Neékteré pri-miRNAs mohou kédovat kratké
Cytoplasm peptidy zvané mikropeptidy (miPEPs) —

pozitivhé reguluji akumulaci jim
RISC je transportovan do cytoplazmy OdeVIdaJICICh miRNA.
pomoci proteintit EXPORTIN5 a HASTY. ‘

Ribosome / \ Moznosti pouziti miPEPs v zemédélstvi

pfi zvySeni vyhodnych vlastnosti plodin.

Target mRNA — L~

MiRNA navazana na AGO se vaze

ke komplementirni mRNA a Podle _
dochazi k inhibici translace. Nebo ie mMRNA rossts e o Taiz L and Zeiger E (2010)
ebo je m rozstepena a vznikie fragmenty jsou Plant PhySIOIOQy, 5th ed.

uvolnény do cytoplazmy, kde jsou dale degradovany.




Regulace exprese prostrednictvim short interfering RNA (siRNA)

Nucleus

RNA pol IV
Euchromatin Heterochromatin
A \ — A

=

{
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|
Transcription l Transcription l

Y

Pre-siRNA [ ; : ] dsRNA

RdARP2 RdRP2 = RNA-dependentni
Transkripce siRNA (pomoci RNA RNA polymeraza 2
polymerazy IV) z repetitivniho
heterochromatinového tseku

Alternativné vznika
dsRNA prepisem z
opacénych promotort.

] T =)
' ' ' — DCL3 DCL1/2

Plant Cell 28: 2576-2585

Amplifikace pre-siRNA pomoci RdRP2 -
vznika dlouha dsRNA, ktera je enzymem

DCL3 rozstipana na 21-24 nukleotidové Dlouha dsRNA je V procesu pfipojovani miRNA k AGO1
siRNA fragmenty. R o=} enzymy DCL1 a DCL2 i alezi v -
ot SiRNA hraje  dllezitou dlohu  protein

stipa 21-24
T o ot TRANSPORTIN1 (TRN1). Defekt v

@ fragmenty. TRN1 neméni distribuci miRNA a

AGO1 mezi cytoplazmou a jadrem,
o . ) RISC ale redukuje  mnozstvi miRNA
Pripojeni jednovlaknovych fragmentui

siRNA k AGO v komplexu RISC @ spojujici se s AGO1.
i

Methylases
and .
SiRNA navazana na RISC usnadiiuje chromatin &
metylaci DNA a pfipojenych histont modifiers
v sekvenci komplementarni k siRNA. Methyl ___,'. °.'.
groups
ADP {[ﬁ’gf + methyl groups

L— No transcription Y Podle
Taiz L and Zeiger E (2010)
Plant Physiology, 5th ed.

SiRNAs fidi tyto modifikacni enzymy, které umicuji genomické sekvence. Chromatinova
struktura je ,remodelovana“ v reakci vyzadujici ATP a nasledné je metylovana, coz
vede k tésnéjsi kondenzaci a heterochromatizaci DNA regionu.



*
==

"
=

i
\

MicroRNAs in Plant
Development and

Stress Responses

Sunkar R (2012) MicroRNAs
in Plant Development and
Stress Responses. Springer

miR399
Update 2019 |
Fang X et al. (2019) Developmental Cell 48: 371-382 PHO2

Prace ukazuje existenci signalniho mechanizmu mezi chloroplasty a
jadrem, ktery je zapojen v biogenezi miRNA pfri abiotickych stresech.
Tokoferoly (vitamin E), syntetizované z tyrozinu v chloroplastech,
pozitivné reguluji vznik miRNA.

-Pi

Pi uptake and translocation



| - lokalizovana v jadérku, role v syntéze ribozomalni RNA
Il - lokalizovana v nukleoplazmé, role v syntéze pre-mRNA
lll - lokalizovana v nukleoplazmé, role v syntéze tRNA €i 5S RNA

YV VYV

2) Eukaryontni RNA polymerazy vyzaduji dalSi proteiny- tzv. obecné
transkripéni faktory - zajiStuji spravnou pozici RNA polymerazy ve
startovacim misté; transkripCni faktory tvofi slozité komplexy

TF a miRNA sdili obecnou regulacni logiku:

a) TF i miRNA jsou vymezeny pro individualni typy bunék
b) TF i miRNA kontroluji desitky Ci stovky ter€ovych genu
c) VétSina genu je regulovana kombinaci TFs nebo miRNAs



Komplex transkripénich faktort regulujicich transkripci

TATA box : Misto startu transkripce
:>TF||D (Transkrip&ni faktor pro RNA polymerazu ll, protein D)

Vazba TFIID k TATA boxu

( ] pomoci TATA-binding protein

TFIIB se pfidava ke komplexu

TFIIE .

TEIH TFIIF vazany k RNA polymeraze I
(protein kinaza)

se pfidava ke komplexu
RNA polymerazall, spole¢né s TFIIEa TFIIH

l Aktivita protein kinazy Il (TFIIH)

TFIIH fosforyluje RNA polymerazu,
. dalSi trankrip&ni faktory se uvolfuji

a trankripce zacina
EEEE
Podle

l Transkripce zacina Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.




Kazda z polymeraz |, Il a lll vyhledava odliSny typu promotoru.

Typicky promotor pro RNA polymerazu Il



Organizace a regulace typického eukaryotického
minimalniho promotoru (core promotoru) pro RNA
polymerazu Il

Transkrip&ni
faktory. Transkrip&ni iniciaéni
(trans-acting komplex RNA polymeraza Il

/ faktory)
o A

GGGCGG Gen X

-100 ) w -80 y Spacer DNA -25 ::>
Y RNA transkript
GC box CAAT box TATA box P
— _/ H_J
~
Proximalni promotorové sekvence Vlastni promotor

(cis-acting regulaéni sekvence)



Regulace transkripce distalnimi regulaénimi sekvencemi

Silné aktivujici Spici proteinovy
proteinovy komplex (aktivator) komplex

DNA

Silné inhibujici

| protein (represor)

RNA polymeraza + obecny transkripCni
faktor

Slabé aktivujici
protein (aktivator) GC box CAAT box TATA box

Distalni regulacni

A — D = Trans-acting faktor
sekvence 9 y




» Ligand-binding doména

Aby se DNA-binding doména transkrip€niho faktoru mohla vazat k DNA,
musi intenzivné interagovat s double helix DNA tvorbou vodikovych mustku,

iontovych a hydrofobnich vazeb.

Wehner N et al. (2011) Frontiers
in Plant Science 2(68): 1-7
Review of metodach studia transkripénich

DNA-binding motivy faktort



Zinc finger Ruznorodé struktury, kde Zn hraje ddlezitou roli;
k DNA se vaze jako monomer ¢i dimer; COP1-hraje

roli ve fotomorfogenezi

Basic zipper (bZip) (napf. vazba
k ABA-response elementu)

Helix-turn-helix (napf. exprese genl
regulovanych fytochromy)

(A) Helix-loop-helix

Leucine

Leucine zipper
side chain

domain

(C) Zinc finger

Zinc ion\

o helix

DNA-binding
helix



Jednobunécéné organismy - dovoluje urcité ¢asti jednobunééné
populace pripravit se na environmentalni stres.

Mnohobunécné organismy — uloha Sumu nejasna; zatimco plasticita
dovoluje rostliné reagovat dynamicky ke zménam prostiedi a
epigeneticka dédi¢nost dovoluje rostlinam ziskat urcéitou pamét k
predchozim stresim, Sum genové exprese muze rostliné dovolit tzv.
vsadit na ochranu proti neznamému prostredi.

Update 2020
Cortijo S and Locke JCW (2020) Trends in Plant Science, May 25;
DOI:https://doi.org/10.1016/].tplants.2020.04.017
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Dvoustupnovy systém prenosu signalu a regulace exprese:

Vel — D D =

Receptorovy protein Regulator reakce

Podle
Taiz L and Zeiger E (2006) Plant Physiology, 4th ed.



Rostliny se nepohybuji

N

Neni nervovy systéem

Potfeba novych signalnich mechanismu =
chemicti poslové — secondary messengers



Nalezeny paralely u rostlin (napf. brassinosteroidy)

Pochopeny podobné signalni mechanismy u rostlin



Schéma prenosu signalu u rostlin

Signal

Signals 1

Receptor

!

ZesilovaC (secondary

Calcium g----p Protein
Kinases messenger)
Reakce

(napf. exprese genu)

Lépez-Bucio et al. (2006) Current Opinion in Plant Biology 9: 523 - 529

Nové druhy signalnich molekul dilezitych pro rust a vyvoj rostlin



Membranové (povrchové) (pro hormony rozpustné ve vodé
=> neschopné prochazet membranou)

Zesilovac (secondary

messenger) > Cyklic_:ky AMP a GMP, diacylglycerol, inositol-trifosfat,
@ Ca?* ionty, NO, K* ionty
Reakce » Exprese genu, indukce aktivity kanalt a pump, atd.
Update 2017

Webb AAR et al. (2017) Plant Cell Physiol 58: 1121-1125

Pojednava o syntéze umélych senzorl (receptoru), ¢asto spojenych s fluorescenénim indikatorem
biologické aktivity.



(C) A ribonucleotide (ribonucleoside phosphate)

N-glycosidic
bond

-O P Adenosine ———  Nucleoside
| | Adenosine 5"-monophosphate
O (AMP)
Adenosin(z :]’;Ii)i)phosphate Nudstides
Cykl i CKy G M P (CYkI i Cky g uanos i ne Adenosine 5’-triphosphate
(ATP)

monofosfat)

Purines

1,2-Diacylglycerol (DAG)

Inositol-1,4,5-trifosfat (IP,) N/’

Ca?* ionty: cytosol a jadro

_ o

K* ionty — transport z buriky = piepinaé mezi metabolickymi a obranymi reakcemi pfi stresu

2-Deoxyribose
(DNA)

Guanine (G)



Obecné schéma inositol-lipidové signalni drahy .

Hormon

Vnéjsi prostor @
(apoplast) \\/ Fosfolipaza C

Protein kinaza C
Plazmaticka — —> (D <> | | e >
membrana Reggitor \ ‘ i \

P
Vnitini prostor \/ P
(cytozol) a
P

DAG DAG

PIP, P @
G protein F‘ Neaktivni
P, ! Aktivni protein
(fosforylovany)
protein
Ca2+ P
© Ca?* kanal
v v  » citlivy k IP,
Bunééné reakce —

Endoplazmatické retikulum
nebo vakuola

_ > Bunécéné reakce

Alan M Jones

The University of North Carolina
at Chapel Hill, USA PIP, - Fosfoinositol-bifosfat

Update 2021, 2022 IP; - Inositol-trifosfat

Ghusinga KR et al. (2021) Plant Physiology 188: 807-815
Watkins JM et al. (2021) Science Signaling 14: eabe4090

Podle
Wu T-Y et al. (2022) Molecular Plant 16: 506-508 Taiz L and Zeiger E (2006) Plant Physiology, 4th ed.

DAG - Diacylglycerol

Nejnovéjsi prace AM Jonse o regulaci signalizace G-proteinu a zapojeni G-proteinu
v udrZzovani homeostatické kontroly stresové signalizace.



ABA signalizace béhem stresu (sucho, osmoticky stres)

A ABA absent

b ABA present

@ Active site

F

PLDa1 - fosfolipaza m

PYR/PYL/RCAR

kyselina
fosfolipido-fosfatidova



Lipidova signalizace béhem indukce kveteni
Svétlo (dlouhy den)

CO (CONSTANS)
Update 2020

Hoffmann-Benning S (2020)

Molecular Plant 13: 952-954 CO protein

(transkripéni faktor)

Lipidy mohou fungovat pfimo v regulaci
genové exprese.

FT (FLOWERING LOCUS T)

Vazba PC k FT je kli¢ova pro interakci (FT — Florigen)
komplexu FT+FD+PC s DNA => regulace
transkripce.

Exprese FT
Fosfatidylcholin (PC)

@ ~——~~ mRNAof FT

N

Indukce +’@ Stonkovy vrchol

kveteni
FT

FT protein = FLORIGEN




Mechanismy komunikace:

a) Signal indukovany ligandem
b) Hormonalni signal
c) Signal pomoci prenosu mRNA ¢i proteinu



OUTSIDE OF CELL

Plasma
Receptorova membrane
doména
Transmembranova P
doména
UCLV2 CLV2
Kinazova katalyticka ____—
doména -
CLV1/CLV2

heterodimer

CLV3 <

Haza O, Hardtke CS (2016) ~ ¢YTOPLASM
J Exp Bot 67: 4827-4833

rho-GTPase ™~ —

WuUS —— MAPKs.u—J

mitogen-activated
protein kinase

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 16.24 ©® 2002 Sinauer Associates, Inc.



b) Hormonalni signal
Auxin — nejvyznamnejSi rostlinny hormon

PIN1 protein - lokalizovany v bazalnich ¢astech buriky; transportuje
auxin z bunky do buriky — distribuce auxinu.

Auxin je distribuovan do mist iniciace lateralnich organu

‘ ‘l
Mutant pin1 — auxin neni distribuovan do mist iniciace
lateralnich organu => netvofi primordia lateralnich organu




GNOM je nutny pro spravnou lokalizaci proteinu PIN1
v bazalnich ¢astech bunky, ktery slouzi k transportu auxinu.

PIN1

Mutant gnom nevytvari délohy
a kofen = chybi axialni polarita

GNOM kontroluje apikalné-bazalni
polaritu



(GA20 OXIDASE)

Exprese KNOX => stimulace konverze
neaktivhich GAs na aktivni GAs (GA20 oxidaza)
v mistech iniciace listt

Veit B (2009) Plant Mol Biol 69: 397-408

Vysoka hladina cytokinini — udrzovani nediferencovaného meristému

Vysoka hladina auxinti a giberelin(i — iniciace laterarnich organt



N4

protein =——————
| U/ plazmodezmata

\ N y)

KN1 je exprimovan pouze v L2
apikalniho meristému.

KN1 mRNA nebyla nikdy /\ KN1 protein byl
detekovana v L1 detekovan v L1

KN1 protein byl transportovan do L1




smooth
endoplasmic
reticulum desmotubule

cytoplasm

cvtosol = Cytoplazmatické
Pzl = pouzdro
cell walls

of adjacent

plant cells

plasma membrane lining
plasmodesma, connecting
two adjacent cells

plasmodesmata

Alberts B et al. (2008) Molecular Biology of
Update 2022 The Cell. Garland Science, str. 1158.

Voinnet O (2021) Nature 23: 163-164

Nejnovéjsi review o principech mobility smallRNA z buriky do buriky.



endoplasmic
reticulum

plasma
membrane

. callose
e, synthase

TN
s

B-1,3-glucanase

path

Syntéza kalozy — enzym glykosyl syntaza (kal6za Degradace kal6zy — enzym B-1-3-glukanaza
syntaza) (CalS1, CalS8 — nové objevené geny, 2016)

r'd 7 wam

Signaly spoustéjici expresi genli zapojenych v ukladani ¢i degradaci kalozy:

- stress (viry)
- ROS (reaktivni kyslikové radikaly) — ovliviiuji lokalni redoxni stav nebo stav buriky

Update 2016
Lim G-H et al. (2016) Cell Host & Microbe 19: 541-549

Viry koduji proteiny, které manipuluji s PD — zvétsuji velikost prachodu PD => usnadnuji pohyb
virovych jednotek z bunky do buriky.

Permeabilita PD je regulovana PD-localizing proteins (PDLPs): ztrata funkce PDLP5 — zvétSeni
prostupnosti PD, overexprese PDLP5 — zmenseni prostupnosti PD



Biotic, abiotic,
physiological causes

Chemical/physical
stimulus

Ca?* signal

L?
CAMAT3 :
" RNAI

a

Physiological

At cell/tissue/plant level

Environments
Water, wind, temperature, light, circadian

clock, abiotic wound

Plant endagannusm ues
Phytohormanes, organelles. Vegetative vs
repmducthfe growth, flower, fruit and seﬁ

! éeverapmant, senescence

responses ﬁ
. |

| .
Environmental adaptation _ Growth

and development

Trends in Plant Science

Zména signalizace cytoplazmatického Ca?* vlivem stresovych faktoru (abiotickych a biotickych)
vede ke zméné signalizace RNAI a tim ke zméné fyziologickych odpovédi rostliny ke stresu.



Membrana ER ‘

PD biogenesis
during cell division

Tvorba primarnich plazmodezmat

Retikulony (konzervativni proteiny ER)

se podileji na indukci zakfiveni

membrany v ER => vznik plazmotubulu
primarniho plazmodezmata

"‘l

PD blogenesis
after cell division

Current Opinion in Plant Biology

Tvorba sekundarnich plazmodezmat

Pozitivni regulace: WD-40-repeat protein
DSE1 a cholinovy transportér CHER1
(Choline transporter-like 1),

Negativni regulace: signaly kontrolované
RNA helikazami ISE1 (mitochondrialni) a
ISE2 (chloroplastova).






