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[Etylén] T senescence listl
senescence petals po opyleni ——

senescence plodi - zrani

Modelovy objekt - rajce
Petunia

Produkce etylénu exprese genu spojenych s dozravanim plodu

Zména barvy, textury
a chutiplodu

Imm MG MG2 MG MGZ MGI MGH

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

Rostliny se zménami v biosyntéze etylénu

Transgennirostliny - rajée exprimujici antisense geny zapojené v biosyntéze etylénu=>
tvorba enzymu blokovana=> produkce etylénublokovana=> §patné dozravaniplodu
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c) Senescence a rost

Faktory
Vnéjsi Vnitini Rostlinné hormony: Etylén (CH,-CH,)
Cytokininy
\ / ABA, GA
Senescence

1) Interakce hormond

2) Rozdilné reakce rostlin ke stejnému
hormon

Etylén (plynny fytohormon) — stimuluje senescenci

3) Interakce hormond s vn
jingmi faktory (vék rostliny)

- redukce ristulistd a indukce Zloutnuti

- snizeniexprese gentispojenych
s fotosyntézou

-zvysSeniexprese SAG

Rostliny se zménami v receptoru etylénu ukazuji zmény v senescenci

Arabidopsis mutant- etr1 — necitlivy k etylénu; ETR1 kéduje receptor etylénu
Mutantrajéete — neverripe —necitlivy k etylénu

Opozdéna senescence plodu i kvéta

WT + othylene

neverripe neverripe

Nestarnouci
kvt

Cytokininy — potlacuji senescenci

- koncentrace cytokininli se snizuje ve starnoucich pletivech
- aplikace cytokininii zpusobuje zpoZdéni senescence
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Cytokininy se vyskytuji v zéné& obklopujici S P % i;mi
misto infekce patogenem =>zpozdéni "o g v 0°Q
senescence v misté kolem patogena
(nestarnoucizéna)=> zelené ostrivky
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Identifikace role cytokininii v senescenci — molekularni metody

Mozna vysvétleni antisenescenéni aktivity cytokinind
Gen IPT z A. tumefaciens— kéduje izopentenyl transferazu - katalyzuje biosyntézu cytokinini

1) Pletiva s vy$sihladinou cytokinint hrajiroli v metabolitovém hospodafstvirostliny
Transgennirostliny obsahujici IPT - zpoZdéna senescence + vedlejsifenotypy =>akumulace nutrignich latek => neprobihasenescence

Obtizné stanovit, zda zpozdéna senescence je pfimym nasledkem 2) Cytokininy mohou potlaovatexpresikli¢ovychgeni: SAG
zvysené hladiny cytokininl, nebo nasledkem sekundarnich efekta

Chytry experiment 3) Cytokininy aktivujitranskripci chloroplastovych genu. Aktivita cytokinini pfitom
Senescence avisina svétle a véku bunék alisti.

Indukce SAG12 Redukce indukce P - o
=> exprese IPT1 SAG12 a exprese IPT1 Dualni aktivita cytokinint:

- pusobeninadlouhé vzdalenosti (stimulace diferenciace a metabolitového hospodarsf
sopentenyl Biosyntéza Inhibic

ibice
cytokinini senescence - pusobenilokalni (ve starnoucich buiikach potlaéuji senescenci)
Wildtype Transgenic pla

Produkce cytokininii zpusobuje zpozdénisenescence prakticky dopad

d) Vyvojova PCD

Regreening (znovuzelenani) = priklad reverzibility senescence u rostlin

Xylogeneze (tvorba xylému) — 1. modelovy priklad vyvojové regulované
bunééné smrti
- potlaéeniexprese SAG

- aktivace gentipro tvorbu Xylogeneze:
plastidd
-iniciovanabéhemembryogeneze
- pfreménagerontoplasti

- pokracuje béhemzivota rostliny —diferen
na chloroplasty P Y

tracheid (buiky xylému - transportvody do rostliny)

Tvorbasekundarnibunééné stény (lignifikace)

Role jinych fytohormoni v senescenci — neni zcela jasna Bunééna smrta autolyzaobsahubuiiky

ABA - vétSinou stimuluje senescenci
GA - obvykle zpomaluje senescenci Obal buriky = sek. buné&énasténa = tracheidy (TE) 50 um

Auxiny - stimulujii zpomaluji senescenci

Tracheidy (tracheary elements)

v

M . In vitro proces differenciace TE probihav populacibunéksynchroné
Vyvoj TE z mezofylovych bunék rostliny Zinnia o :

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

Exprese geni Ggastnici
syntézy komponent cytosk
(TUB - tubulin).
Kultivace in vitro (RF diferentiation-related genes tény
(EF - Prodluzovaci faktory) (TED, neznama funkce) (arabinogalactan-ike, extensin-iike)
Zinnia (Ostélka)
+ auxin
+ cytokininy

Dedifferentiation Restriction of TE-specific development

developmental potential
ZeRT, ZePR, ZePI1, ZePI2
ZeRPS3a, ZeRPS3, ZeRPPO, ZeEF1B
ZeTubB1, ZeTubB3

TED2, TED3, TED4
ZCAD1

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

—— A n = 2 ZPOC
Indukee  Dediferenciace Prokurzorova Prasknuti TE =mrtve —
hormony TE bunka 6 tonoplastu tracheida

stnou (lignifikace)

ZEN1, ZRNasel ZCP4, p48h-17




Po ulozenisek.bunééné stény protoplast degeneruje — autolyza: tonoplast praska
a do cytozolu se uvoliujilytické vakuolarni enzymy (cystein proteazy, nukleazy, serine
proteazy). Po prasknutitonoplastu dochazi ke zménam v organizaci organel a bunééné stény.
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tignifed; plasma membrane

— Disappearance

Golgi apparatus

= Disappearance
Mitochondrion
Disappearance

S )—[1

Brassinosteroidy

- aplikace uniconazolu (inhibitor syntézy brassinosteroidi) vede k blokadé diferenciace
tracheid aredukciexprese gent exprimovanych v pozdnich fazich

- pfi souéasné aplikaci uniconazolu a brassinosteroidi dochazik potlageniefektu
uniconazolu

——— Control
Uni
Uni+BL

TE / cells (%)

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
$krobového endospermu

WT + etylén

Regulace PCD pfi vzniku tracheid

Auxiny

Cytokininy — role v indukci PCD u rostlin a Zivo€ichu (2002); prvky signélni drahy
nejsou znamy

Nedavné vyzkumy — zapojeni NO (oxid dusnaty)

NO - reaktivni plyn rozpustny ve vodé a tucich; zapojen v mnoha biologickych
procesech: —zavirani stomat

~kliceni semen

~ vyvoj kofeni

— exprese obrannych genii

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

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

PCD endospermu a aleuronovych bunék -
- 2. modelovy pfiklad vyvojové regulované
bunééné smrti

losperm obilnin - 2 typy bunék — 2 odli$né cesty PCD

—Skrobovyendosperm Dny

—aleuronové buriky Po opyleni

Skrobovy endosperm — mrtvé buiiky, ale jejich obsah
neni degradovan — buiika je mumifikovana; endosperm
je degradovan pfi kliceni enzymy uvoliiovanymi z
aleuronu

shrunken2- mutant kukufice, predéasna smrtSkrob. endospermu
a degradace buiiky; béhem PCD je jaderna DNA rozstépena

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

shrunken2

Aleuronové buriky — zUstavaiji 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 zaéatek PCD - zpusobuje
buné&énou smrt 8 dnii po aplikaci

rotoplasts/ flask

ABA - zpomaluje PCD - zpUsobuje

GA
oddaleni bunééné smrti az o 6 mésict

T T T
5 10 15 20 25
Days in incubation medium




Aleuronové buiiky obsahuji PSV - protein storage vacuoles, pH 7 e) PCD a reakce rostlin ke stresu

- PSV pH 5.5 - vakuoly akumulujikyselé Kyslikovy deficit — hypoxie — nastava pfi zamokreni pudy
plikace GA " £
hydrolazy a nukleazy
» ) - tvorba aerenchym - rychly proces, spoéivajici v odstranéni kortikalnich bunék
Aplikace ABA ::;Iy::nHy7—vakuoly neobsahujikyselé N véetné bunééné stény a vytvoreni prostort (kanall) pro privod kysliku;

— Control (21% 0,),

Role PSV nenivsakjasna Aerenchymy

PFi PCD aleuronovych bunék dochazi ke $tépeni DNA na velmi
malé fragmenty; degradace DNA probihav pozdnich fazichPCD § I T 5 »
az po autolyzaci celého obsahu buriky. f Duration of treatment (days)

signélnidréhyved’oucik syntézea sekrecihydrolaz v aleuronu = n -
jsoumalo znamy. Ugastnise jich Ca?*, cytozolické pH, calmodulin, . Vysoka hladina celulaz

prot inazy a fosfatazy. Aktivita ACC syntazy

10
Duration of reatment (days)

Reakce k patogenu

Buiiky prochéazejici hypoxii ukazuji zvysenou hladinu Ca?* v cytozolu. Smrt hostitelské buiiky je jednim ze zakladnich znaku rezistence rostlin
k patogeniim

Forma rezistence k patogenim — hypersensitivni reakce (HR) = lokalizované
Zména koncentrace Ca? je rychla smrti bunék

Pathogen

Role cytozolického Ca?* pfi hypoxii

—

T

[Ca]; - cytozolicky Ca2*

On - zapnuti okyslicovani média Yo
ff
Off — vypnuti okyslicovani média — nastava hypoxie T T
100 150 HR je znakem inkompatibilni interakce mezi rostlinou a avirulentnim patogenem.

Cay— 1 mM externi Ca* Time (min)

A Off

Inkompatil terakce je kontrolovanagenem rezistence Rv rostliné. Umoziiuje rostl
Cayo— 10 mM externi Ca?* rozpoznatpatogena areagovatk patogenu, ktery nese gen avirulence Avr.

Zmény v hladiné cytozolického Ca?* v kultivovanych

buiikach kukufice

Genetické dukazy, Zze bunééna smrt pfi HR je naprogramovana

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

Bunééna smrt mize byt pfiznakem nemoci béhem kompatibilni interakce.
Tato forma buné&éné smrti neni naprogramovana a je nasledkem zabiti hostitele Lesion-mimic mutanti (paranoidni mutanti) — ukazuji
patogenem (toxiny vyluéovanymi patogenem). HR pfi absenci patogena

Zakladni otazka:
HR vychazi z endogenniho genetického

Je smrt buiiky b&hem HR sebevrazda (geneticky naprogramovana smrt) ProgiantibEnELRSEIIE

nebo vrazda (smrt nasledkem toxicity produktii produkovanych / \

patogenem)? Mutacev genu Mutacev genu
prorezistencik patogenu iciho metabolické drahy

'

Posledni vyzkumy se priklani k hypotéze sebevrazdy. \

HR




Spousténi PCD

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

Superoxid O,” (nestabilni; $patné prochazimembranou)

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

Meziprodukty (zhoubné)

Bunééna smrt

Inhibice tvorby superoxidu vede
k redukcirozsahubunééné smrti.

0, - superoxid
H,0, - peroxid vodiku
10, - singletovy oxid
OH*

SOD = superoxid dismutaza

Geny zapojené v signalni draze reaktivniho kysliku

RCD - Radical-induced Cell Death
EXE1 - Executer1

Hledani dalSich elementi zapojenych v siti genové regulace PCD
zprostiedkované reaktivnim kyslikem

PCD indukovana svétlema zprostfedkovana '0, je zavisla na funkénim receptoru modrého
svétla CRY1. Mechanismus je odlisny od mechanismu PCD vyvolané svétlem a zprostiedkované
0, a H,0, béhem fotosyntézy.

Fotoperioda ovliviiuje signalni drahy vedoucik PCD a zprostfedkované H,0,.
Fotop dauréujezda se rostlina vystavena stresu bude aklimatizovat nebo zvolicestu
PCD.

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

Peroxid vodiku - indukuje
transkripci genu kédujicich
antioxidaéni proteiny

Snizeni rizika
bunééné smrti

Antioxidanty ==

Geny PCD

éni

Proteézy

Post-transla

Nukleazy

o

Exprese genu

0, o,
I
NADH

Etylén,
JA, SA

Senzory - terce

“_ Pathogen !
N inking
Kiling
/\‘ o
@ o, i

o,
i e

Nape |
duse |
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gene actvation
Nucteus or repression

Nekréza

Pathogen

Chioroplasty

Mitochondrie
Abioticky
stres

Peroxizémy

Oxidazy-
peroxidazy Vyvojové
stimuly

Produkce Stimuly
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