a) Velikost a organizace rostlinného genomu
b) Exprese genu v rostlinach
c) Prenos signalu v rostlinach



Ziva burika obsahuje instrukce pro vybudovani celého organismu = GENY

Linearné poskladané GENY tvori chromozom (J. G. Mendel 1865)
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1953 - struktura DNA (Nobel Price in Medicine 1962) T

mm=) \/yvoj molekularni biologie




Signals

Vyvoj organismu 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

(¢lovék ~ 5-10%)

Arabidopsis = 1,2 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 sekvencni projekty => znam genom mnoha organismu

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 proteinu.

cytoplasma

jadro

DNA

{ 1 transkripce
\%/

mRNA

Potreba dalsSich kontrolnich
‘ regulacnich mechanismu

1 translace
Protein




Organizace genomu u eukaryontnich organizmui: .

- jeden gen koduje jeden polypeptid
- jaderny genom neobsahuje operony

RNA polymeraza

Promotor| |

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

Pocatek AUG = pocatek UAA,UAG,UGA = konec
transkripce translace translace
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Smér rustu mRNA: od 5 k 3’ koni Transkripce + capping +
m’G cap (m’G = 7-methylguanylat) polyadenylace (poly-A-polymeréza)

Pre-mRNA —AAAAn 3’

Update 2007

)
9 1 Vznik mRNA: vystipnuti intron(, spojeni exon(

Cassas-Molleno JA et al. (2007) mRNA AAAA
J Exp Bot 57: 3301-3311 — n

Introny se podileji na expresi gent 1 Transport mMRNA z jadra do cytoplasmy

regulujicich strukturu a funkci

heterochromatinu (rostliny, savci, Polysom AV n

Drosophila, kvasinky)

1 Translace

Update 2007

Ideue T et al. (2007) Genes and Development 21: 1993-1998
% Vytvorfeny polypeptid

Introny — vyznamna role v tvorbé proteinovych komplexd
vazicich se k exonu pfed procesem splicing => regulace

splicing

Podle
Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.




Chromatin Jadro
l Amplifikace genu

Preskladani DNA
Dekondenzace chromatinu
Metylace DNA

Transkripce DNA pro expresi
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Polypeptid v cytosolu & ER

Slozeni proteinu &i seskupeni
Stépeni proteinu

Modifikace proteinu

Y Transport proteinu do organely

Funk¢ni protein
Podle Rozpad proteinu
Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.




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 kodénu

»Bunécna lokalizace translace — volné polyzémy €i polyzémy vazané
na ER



RISC = RNA-induced

mi/siRNA

/ ribonukleaza m

miRNA
(21-23 nukleotidd)

Aktivace pomoci ATP

Hairpin loop

antisense mi/siRNA

pri-miRNA RISC*

(70 nukleotidd)

Tercova mRNA

Rozstépeni

Degradace miRNA - microRNA

siRNA - short interfering RNA

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



| - 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

Update 2008
Hobert O et al. (2008) Science 319: 1785-1786

TF a miRNA sdili obecnou regulacni logiku:

1) TF i miRNA jsou vymezeny pro individualni typy bunék
2) TF i miRNA kontroluji desitky ¢&i stovky ter€ovych genu
3) VétsSina genl je regulovana kombinaci TFs nebo miRNAs



Komplex transkripCnich faktoru 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 vazana k RNA polymeraze I
(protein kinaza)

se pfidava ke komplexu
RNA polymerazall, spole¢né s TFIIE a TFIIF

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 eukaryotickeho
minimalniho promotoru (core promotoru) pro RNA
polymerazu |l

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

/ faktory)
o A

GGGCGG Gen X

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

(cis-acting regulaéni sekvence)

Podle
Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.



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) TATA box

Distalni regulacni

A — D = Trans-acting faktor
sekvence 9 y

Podle
Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.




» Ligand-binding doména

Aby se DNA-binding doména transkrip€éniho faktoru mohla vazat k DNA
musi intenzivné interagovat s double helix DNA tvorbou vodikovych mustku,
iontovych a hyrofobnich vazeb.

DNA-binding motifs (motivy)



Zinc finger Ruznorodé struktury, kde Zn hraje ddlezitou roli;
k DNA se vaze jako monomer ¢i dimer; COP1-hraje
roli ve fotomorfogenezi
(O) Zinc finger
Basic zipper (bZip) (napf. vazba
k ABA-response elementu)
. . Zincion\
Helix-loop-helix (napf. exprese genl
regulovanych fytochromy)

o helix

Update 2008
Yamasaki K et al. (2008) Plant Physiol Biochem 46: 394 - 401

Struktura a evoluéni vyvoj DNA-binding domén u rostlin. VétSina DNA-binding
domeén specifickych pro rostliny ma ptvod v nerostlinnych druzich organizma.

(A) Helix-turn-helix

Leucine
side chain

Leucine zipper
domain

DNA-binding
helix
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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



J

Pochopeny podobné signalni mechanismy u rostlin




Schéma prenosu signalu u rostlin

Signal

Signals 1

Receptor
% @E .

ZesilovaC (secondary

Calcium g----p Protein
L oings messenger)
Reakce

(napf. exprese genu)

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

Nové druhy signalnich molekul dilezitych pro rust a vyvoj rostlin



Receptor

J

Zesilovac (secondary

v

messenger)

J

Reakce

v

membranou

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

Cyklicky AMP a GMP, diacylglycerol, inositol-trifosfat,
Ca?* ionty

Exprese gend, indukce aktivity kanald a pump, atd.



(C) A ribonucleotide (ribonucleoside phosphate)

Adenine (Base)

N-glycosidic
bond

Adenosine ———— Nucleoside

Adenosine 5’-monophosphate

| | (AMP)
O Adenosm(z :Sil)l)l:)hosphate Nl
Adenosine 5’-triphosphate
(ATP)

Cyklicky GMP (cyklicky guanosine

monofosfat) Funaes
1,2-Diacylglycerol (DAG) N
Inositol-1,4,5-trifosfat (IP,) 2 Deoyrte

Ca? ionty  oxid dusnaty N =0



Obecné schéma inositol-lipidové signalni drahy
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Endoplazmatické retikulum
nebo vakuola

PIP, - Fosfoinositol-bifosfat

Update 2007

Temple BRS, Jones AM (2007) IP; - Inositol-trifosfat
Annu Rev Plant Biol 58: 249 — 266

VyCerpavajici review o funkci rostlinného
heterotrimerického komplexu G proteinu

DAG - Diacylglycerol

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