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2015] 3) Regulace rustu a vyvoje rostlin

hormony
a) Auxiny d) Kyselina abscisova (ABA)
b) Brasinosteroidy e) Kyselina salicylova (SA)
c) Ethylen f) Kyselina jasmonova (JA)

PLANT HORMONES

ABA GA3
Abscisic acid Gibberelin




Signals

Vyvoj organismu reguluji signaly (faktory)
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Historii hormonu zacdina Julius von
Sachs (1832-1897), studoval v Praze.

Endokrinni (prenos do jinych €asti rostliny) i
parakrinni (UCinky v misté syntézy)

Nemaji presna mista syntézy a ucinku

Slabsi koncentracni zavislost ucinku

Mensi specificita u€inku mechanismus ucinku
ale obdobny

Receptor (vazebné misto) a prenos signalu v
bunce (systém druhych poslu, protein kinasova
kaskada, regulace aktivity enzymu, genové

exprese apod.
p pod.) PiF UK, Praha 6.5. 2014




Fototropismus (1880)

Ch. Darwin

~ 180 minut

4-day-old s s A \
oat seedling—-

Coleoptile —

Seed
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Auxinovy gradient

1

Auxin stimuluje rast bunék vice na zastinéné nez na ozarené
strané koleoptile => zakriveni ristu

Zakriveni koleoptile
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Ve 30. letech byl izolovan auxin a bylo ukazano, ze stimuluje rust..

Uhel zakFiveni je
-y
-

umeérny mnozstvi

auxinu v bloku

N

Akumulace auxinu ze ...a ukazal, ze material
Spicek koleoptile do akumulovany v
agarovych bloku agarovych blocich je
latka, ktera stimuluje
rust.
)
OH

N\ IAA - Kyselina indol-3-octova Tento experiment ukazujici stimulaci ristu
(Indole-3-acetic acid) aux_lr_lem.byl pOUZIt jako zaklad pro
purifikaci auxinu.

Iz

Redrawn from Went, F.W. (1935) Auxin, the plant growth-hormone. Bot. Rev. 1: 162-182.

2010 American Society of Plant Biologists



Auxiny — dulezité rostlinné hormony zapojené v Sirokém n
spektru rustovych a vyvojovych proces:

Naturally Occurring Auxins

indole-3-acetic acid

CH,COOH embryogeneze

Y

H 4-chloroindole-3-acetic acid prodluzovani stonku
Cl  CH,COOH

apikalni dominance

phenylacetic acid

CH,COOH foto- a gravitropismus

Y o

Commonly Used Synthetic Auxins

tvorba lateralnich kofenu

2,4-
indole-3-butyric acid ":&I::::I:ir:f dichlorophenoxy-
acetic acid
CH,-CH,-CH,-COOH CH,COOH o.CH.-CO0N
-

Ci
N
H

bunécné déleni

Cl

expanze bunék

2-methoxy-3,6- 4-amino-3,5,6- 2,4,5-
dichlorobenzoic trichloropicolinic trichlorophenoxy-

acid acid acetic acid diferenciace bunék

Cl COOH 0O-CH,-COOH

<ICOOH :@[m Qm
OCH, ci NH, cl
cl cl

Ci



TRYPTOPHAN BIOSYNTHETIC PATHWAY

Chorismate
- - - Anthranilate
Biosyntéza auxinu IAA — synthase
Anthranilate
Anthranilate
PR-transferase
5-Phosphoribosylanthranilate
PR-anthranilate
isomerase
1-(O-carboxyphenylamino)-1-
deoxyribulose 5-P
2 dr [P oiess |
* Indolova draha
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3
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(IGP)
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Konjugaty

Kovalentné vazana IAA (hl. semena a zasobni organy) — netransportovatelné

inaktivni formy auxinu

(A) Reverzibilni
|AA-myo-inositol, IAA-glukoza,
IAA-AMK, methylester-IAA

(B) Ireverzibilni

IAA-aspartat, IAA-glutamat

(A) Reversible (storage)

Myo inositol

(B) Irreversible (degradation)

Peptides
IAA —Glycoproteins
Glucans

IAA —Myo inositol

I 1)

Transferase
e —_— -
IAA —Gluc oxIAA oxIAA —Glucose

Hydrolase

GH3 —Asp
B —_ |AA
IAA Ala Transferase R Giu

—Leu Hydrolase €0,

— oxlAA —Asp

3-methyleneoxindole

IAMT1 Peroxidase (may not occur in vivo)

laA —Me ———————
IAA methyl esterase

IBA
synthase

IBA

|

IBA —CoA

Transferase

Hydrolase

I
B oxidation :

Y

IAA —CoA

Degradace: oxidace IAA (substrat — IAA i ireverzibilni konjugaty)




Polarni (bazipetalni) z apexu, koleoptile,
rapiky; v koreni prevlada akropetalni
(neni ovlivnén orientaci) choot

Excised
Hypocotyl —* ceitian

Invert
\ B (donor)
Basal end (B)

Bunécny orientovany (previada), méné
apoplasticky, xylémovy i floéemovy
transport

Seedling

Augxin transport inhibitors not found in plants

Inhibitory transportu PN
NPA: kys. 1-N-naftylftalamova
TIBA: kys. 2,3,5-triiododbenzoova [t SN

NOA: kys. 1-naftoxyoctova R
guercetin, genistein o

1-NOA (1-naphthoxyacetic acid)

Agar donor block containing
radiolabeled auxin

A (donor)

v
M

receiver takes place

atie Apical end (A) B (receiver)
H Transport into

A (receiver)

Transport into
receiver is blocked

Naturally occurring auxin
transport inhibitors

o~ M

HOL . O Jc J\
L
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OH o
Quercetin (flavonol)

,J\ _,u-._ ,J;-.-._ 2
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Ho ~ ©
Genistein




Prijem (influx) Vydej (efflux)

- Pasivni (difaze IAAH, lipofilni) - Aktivni (prenasece: PIN proteiny,

- Aktivni permeasa - AUX1 prenase¢ P-glykoproteiny (ATP-zavisly prenasec)
(symport 2H*/IAA")

Cell wall —— k g

membrane

Wild type 4P pin formed/pin 1

| pH7.0 AAH - 1

Polar Cytosol
auxin

¥ o SATPL

transport ATP & i _‘\

LA ; oo .

S i N o
H*) ==

Qz@

Pl

pin1 mutant




Cell wall —

Plasma
membrane

Polar
auxin
transport

Bunééné zaklady polarniho transportu auxinu
John Raven and Mary Helen Goldsmith

1. V cytoplazmé (pH 7) se auxin vyskytuje v ionizované
formé. Kdyz se v této formé dostane do prostredi bunécné
stény (pH 5), vaze na sebe H* a stava se elektricky
neutralnim (IAAH).

2. Jako relativné mala a neutralni molekula je auxin
schopen prochazet pres plazmatickou membranu dovnitf
bunky.

pH 7.0 ,MHfik__m-_ b 3. Kdyz se neutralni auxin dostane dovniti bunky s pH 7,
e ionizuje se. V teto formé se auxin po urcCitou dobu
JaTP akumuluje v bunce, protoze v ionizované formé ma mensi

Cytosol

schopnost prostupovat plazmatickou membranou nez
stejné velké neutralni molekuly.

4. Uvolnény H* je transportovan protonovou pumpou do
apoplastu (prostor bunécné stény).

5. Anionty auxinu se dostavdji z bunky pomoci
membranového proteinového prenaseCe. Protonova
pumpa udrzuje transport auxinu tim, Ze generuje
membranovy potencial, ktery favorizuje transport aniontd
auxinu ven z bunky




Cotyledons

m*’-of?:f&m Inhibitory transportu blokuji sekreci
V- PIN1 proteinu

— PIN3 redirects PGP1-mediated
auxin laterally o non-directional auxin
back into the vascular PIN1 is primarily PGP19 mediates movement in shoot

Hypocotyl parenchyma tissue responsible for auxin movement apical meristem

auxin recirculation to root tip
in the shoot apical
meristem

_'—PIN1 directs
vertical auxin :
movement from b BEA, .. Various PINs participate
shoot to root ‘ Y - in auxin recirculation
™ in the root tip

o

PGP1-mediated
non-directional auxin
movement in

root tip Akumulace PIN1

c .~ Akumulace PIN1 v jadre
na plazmatické membrané

Naturally occurring auxin
Auxin transport inhibitors not found in plants transport inhibitors

OG Oy ~OH
NH |
o o
HO I |

NPA kys 1'N'naftylfta|am0Vé NPA (1-N-naphthylphthalamic acid) TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid)
TIBA: kys. 2,3,5-triiododbenzoova
NOA: kys. 1-naftoxyoctova O—CH,—COOH

quercetin, genistein OG

1-NOA (1-naphthoxyacetic acid) Genistein




Signalni drahy auxint

Auxinovy receptor TIR1

Intracelularni receptor TIR1 (Transport Inhibitor Response 1) u Arabidopsis

Kepinski and Leyser 2005
Dharmasiri et al. 2005

Auxin se vaze v jadre primo k TIR1

1) Prvni intracelularni auxinovy receptor

2) Receptor zprostredkujici transkripéni
reakce k auxinu




F-box — zprostredkuje transkripcni reakce k auxinu

T R

-

R ALxin
o

Degradace

; TIR1-LRR
substratu 1 )
2010 American Society of Plant Biologists

Vazba auxinu k TIR1 umoznuje vazbu substratového proteinu ( = represoru transkripce

auxinem-indukovanych genu). To vede k degradaci substratového proteinu a tak k uvolnéni
exprese auxinem-indukovanych genu.

Auxin funguje jako ,lepidlo“ umoznujici spojeni TIR1 se substratem




Substrat je poly-ubiquitinovan a smeérovan do 26S proteazomu,
kde je degradovan.

Ubiquitin &@A

e FPF o Vr 26S Proteazom
Ubiquitin-activujici enzym

F-box E3 ubiquitin-ligazy

@ Ubiquitin-conjugujici enzym

Ubiquitin
Cilovy protein

Ubiquitinace - nezbytny regulacni mechanizmus
v rostlinnych i zivoc€iSnych bunkach




L%A
Signalizace prostrednictvim
- , 26S Proteasome
jaderného receptoru [

¥ "“

— auxin

ﬁ — F-box podjednotka E3-ubiquitin @
ligazy; auxinovy receptor

— represor transkripce
auxinem-indukovanych genu

@D - transkripéni faktor (aktivator
exprese genu)

Auxinem-indukované geny obsahuiji
= auxin responsivni element

| =———— AUXRE e.g. AUX/IAA,

Auxin-inducible gene de-repression 1 SAURGHEelcE

Plant development




Signalni draha receptoru — dulezita, ale ne jedina, draha
pro funkci auxinu

Homology : AFB1, AFB2, AFB3 - stejna funkce jako

Av8ak: 1) Ctyfnasobny mutant — stale funkéni rostlina Receptory

Col-0 Ws tir1 afb1 aftb2 afb3

- ‘ Col-0 tirf afb1 afb2 afb3
& | el | U
1 ]

r‘

a AFB nejsou nepostradatelné

2) Dharmasiri et al. 2005b

Auxin indukuje prodluzovani bunék s lag fazi 8-15 min => rychla reakce vyluc€ujici zapojeni
genu ¢i syntézu proteint

, tedy transkripci

cm |

Auxin funguje prostrednictvim signalni

i pro: Receptor
drahy s jinym receptorem

growth rate [pms

time [min]

Steffens and Liithen 2000




Auxinovy receptor

1972 — identifikace (Auxin-Binding Protein 1) v izolovanych membranach
z bunék kukuricné koleoptile; vazba radioaktivniho auxinu v membrané

1985 — izolace proteinu Z kukufrice; velikost 22 kD
Konec 80. let — klonovani a struktura ABP1
Pravdépodobna

Auxin-binding auxin-binding
doména doména

-~ ECDICTE

Auxin se vaze k plazmamembranové frakci

ALE
Protein nema transmembranovou domeénu

|

Navrzen model ,Docking” proteinu




Transport ABP1 z endoplazmatického retikula do apoplastu

Conformational change

iE |
(i |I[IIIIIlIIIiIIIIIIIINIlIl! |II||II§|I1HIIII 1
TLLLY

IIIIiIIIﬂl||||1|IIJ|I|IIIIlIII11|IIIt “ABP1 .
Plm g I

[ ABP1

muulll \ (]
! / +AUXIN |

ol

Signaling cascade

R

Vétsina ABP1 je lokalizovana v endoplazmatickém retikuku (ER). Mala ¢ast ABP1 je pomoci vezikul
sekretovaba zatim neznamym mechanizmem do apoplastu a pfichycena na plazmatickou membranu
(PIm). Sekrece ABP1 byla dokazana v rtiznych typech bunéénych kultur. ABP1 se pravidelné nalézaiv

kultivacnim médiu. Brefeldin - inhibitor vesikularniho transportu - inhibuje sekreci ABP1 do kultivaéniho
media.




RVR
- Teorie kyselého rustu, protonova pumpa a draslikové kanaly

Rayle D and CIeIa:r'ld R (1970)
Auxin ==) Exkrece H* do apoplastu ™= Snizeni pH v apoplastu

Aktivace enzymu (expansint) rozvoliujicich bunécénou sténu ’

Vazba auxinu k ABP1

*” |

Stimulace aktivity

N ,
Plazmaticka membrana H*-ATPazy

Hyperpolarizace membrany
Acidifikace apoplastu

apoplast

H*-ATPaza

cytozol

Christian M et al. 2006, upraveno




Podminkou rustu bunky je turgor. Auxin sam nezvysuje turgorovy tlak.

Akumulace H* v apoplastu ==) Kompenzace naboje v cytosolu

K* kanaly transportujici K* dovnitr buriky ’

apoplast

Dockin ol 2
- protei,? Plazmaticka membrana l -

Akvaporin

cytosol

Christian M et al. 2006, upraveno

Akumulace K* v cytosolu == Transport H,0 do buiiky ™= Turgor == RUST

Pritomnost K* : podminka udrzeni trvalé acidifikace a trvalého
rustu




Hormony - polyhydroxylované steroidni molekuly

BR a steroidy kontroluji: - regulaci genové exprese
- bunécné déleni
- expanzi bunék
- diferenciaci bunék

-PCD
- homeostazu



Brasinolid

Prodluzovani 2. internodu
stonku fazole

Increasing brassinosteroid concentration

T P LT o b e 1 e

Brasinosteroidy a auxiny maji synergické ucinky. Stimulace:

250 AP N o

Synergistic effect = tvorby lateralnich korent _Lamina (3rd leaf)
% 200- " - prodluzovani stonku e [
£ - ristu pylové lagky o
B ooy e/ ——— - ohybani listd a epinastie
g £ - aktivity protonove pumpy
" ) . . . - diferenciace xylému

0 1 5 20 50 sl ‘Ohybani listt
IAA concentration (nM)

PLANT PHYSIOLOGY, Pt s, igiss TA18 7508 s Assiten, v

Auxin —rychly u€inek  Brasinolid — pomaly ucinek



Brasinosteroidy nejsou pravdépodobné
transportovany na dlouhé vzdalenosti




Tma: kratky vzrast, tlusty hypokotyl, oteviené
zvétSené délohy, pritomnost primarnich listovych
pupenu

Svétlo: trpasli¢i vzrist, tmavozelena barva,
pylova sterilita, zpozdéna senescence
chloroplastu a listl, zmény v reakci ke svétlu.

(B)

(D)

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.5 © 2003 Sinauer Associates, Inc.



PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.6 © 2006 Sinauer Associates, Inc.

TE - teasterone
DT - dehydroteasterone
TY - typhasterol

CS - castasterone

BL - brassinolide



\ pozdni C-6 oxidace

Campesterol > > > > » BR

_ Cholesterol > > > > » Steroidy

Klicové kroky syntézy BR a steroidl jsou vysoce konzervované — pritomnost 5a -reduktazy



Y1y, =3

HO £
HO .

Campesterol Campestanol

A

(o]

26-Hydroxybrassinolide
Inactive BR

HO,,,

HO™"

0O

Castasterone
Active BR

Brassinolide
Most active BR



RVR Signalni drahy brasinosteroidu 29
Identifikace BR-insensitivhich mutantu
Mutovana populace rostlin
@ N 4 N

Q BL Q/ \_ Vysoka konc. BR /

NI

BR-insensitivnhi mutanti

~

| —)>

\ / Mutant bri1

(brassinosteroid-insensitive1)

BR-insensitivni mutanti jsou podobni mutantim s defektem
v syntéze BR. Jejich fenotyp vSak nelze zménit exogennimi BR.




30

Laborator J. Chory — identifikace dalSich trpasli€ich alel bri1

! &

PIné funkéni BRI1 je pozitivhim regulatorem
signalnich drah BR

Dalsi geny této skupiny: BRL1, BRL2 a BRL3

BRL1 a BRL3 se specificky exprimuji ve vaskularnim
systému => mutace bri1 a bri3 vedou k abnormalnimu
pomeéru v diferenciaci floému a xylému.

Trojity mutant bri1bri1bri3 - zesileny trpasli€i vzrist

a vaskularni fenotyp

— brit P bri1b;'l1brl3‘
Vazebné studie: vysoka specificita vazby BL k BRI1 proteinu

BRI1 je receptorem brasinosteroidu




BRI1 kéduje leucin-rich repeat
(LRR) transmembranovou
receptor-like kinazu (RLK)
(LRR-RLK)

(pozi€ni klonovani)

70-amino acid island

} BL-binding site

LRR22 Lokalizace:
plazma membrana

(exprese BRI1-GFP)

Transmembrane region

PM

Ser/Thr kinase domain Juxtamembrane domain

(KD)

Cytoplazma

C-terminal tail



70-amino acid island

BL-binding
site LRR22

e-
(P

Juxtamembrane domain

Ser/Thr kinase domain
(KD)

C-terminal tail e
Hothorn M et al. (2011) Nature 474: 467- 471



Cytozol

Jadro

Bunécna sténa

—
E-box (CANNTG) I—.
L

Represe nebo aktivace
BR-responzivnich gent

I I
cetgeye L,

Represe nebo aktivace
BR biosyntetickych genii

Pritomnost BL = vazba BL
k receptoru

! 2

Akumulace defosforylované formy
BES1 a BZR1 v jadfe

BES1 (bri1-EMS-suppressor 1)
BZR1 (brassinazole-resistant 1)

BES1 a BZR1 — transkrip&ni faktory
BR-indukovanych genu; kratka
zivotnost; degradace 26S proteasome

1 1

Aktivace €i potlaceni genové
exprese



Cytozol

Jadro

Bunécna sténa

—
E-box (CANNTG) |—..
L

Represe nebo aktivace
BR-responzivnich gent

T
I I
CGTG(T/C)G |—.

Represe nebo aktivace
BR biosyntetickych genii

Absence BR:

se nemohou vazat k DNA a jsou
degradovany

!

BR-indukované geny nejsou
exprimovany
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c) Ethylen

Plynny hormon

D. Neljubov (1901) — inhibice etiolovanych rostlin
svitiplynem; identifikoval ethylen-triple response.

« H. Cousins — 1910 — zjistil, ze ethylen je prirodni
latka — plyn skladovanych plodu pomerancu

R. Gane (1934) — identifikoval ethylen chemicky jako
produkt rostlinného metabolismu. Triple response.

« Dlouho nebyl povazovan za rostlinny hormon - jeho efekty
zprostfedkovany auxinem, az po objevu plynove chromatografie
(1958), rozpoznan jako fytohormon.
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Struktura, biosyntéza a méreni ethylenu

CH

L 8 AdoMet

IS' synthetase

oo
; | 2 ‘@ ®
NH,—GCH

CO;

Methionine (Met)

THs
+|S CH, ,  Adenine |[ACC synthase| H,C .
CH ’
2 H C/ \
CH, 2
NHB— (|3H HO OH
CO,
5-Adenosyl- ACC
methionine
(AdoMet)

Hofrlavy plyn, snadno oxidovatelny
a hydrolizovatelny!

36
| ACC oxidase |
\ » H,C=CH,
1/2. . Ethylene
HCN
+
H,O

Ethylen je produkovan zejména zrajicimi plody, pfi senescenci, poranéni a
fyziologickych stresech, ale i houbami, kvasinkami a bakteriem (E. coli).
Koncentrace ethylenu se pohybuje v ml/I.



CO, production (uL g~ h-1

Fyziologické funkce ethylenu

Ethylen stimuluje zrani nékterych plodu, tzv. klimakterickych:
banany, avokado, jablka, rajcata

100

50

I

Ethylene

2 3 4 5 6 7 8 9
Days after harvest

30

25

20

15

10

(1=1 M) Wwau0d susjhyrg

never ripe WT

Neklimakterické plody: citrusy, ananas, vodni meloun,..



Vliv ethylenu na listovou epinastii

i Epinastickeé listy rajcete
+ ethylen . =ohnuté smérem doll

Bunky vrchni Casti
fapiku rostou rychleji
nez spodni buriky

Interakce auxin-ethylen — auxin indukuje produkci ethylenu
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Koncentrace ethylenu roste ve stresovanych rostlinach — napr. po zaplaveni

1:2 B —-13.0
ACC
ol (flooded)\ L
L o8l 420
P
=
o 06| -1.5
C
2
>
S Ethylene
04t /(flooded) -11.0
0.2+ Ethylene ACC =1 0.5
t (control)  (control)
% & e
0 24 48 72

Hours flooded

(1-Y jowu) >0V

aerenchym

V ponorenych rostlinach dochazi v
korenech k hypoxii (nedostatku
kysliku). Hypoxie v korenech stimuluje
tvorbu etylénu. Etylén zvysSuje
cytozolickou koncentraci Ca?*, coz
indukuje smrt nékterych bunék v
kortexu - vznika aerenchym.

Transport ACC z korenl, které jsou v anaerobnich podminkach.



RVR

Triple response = trojita odezva u etiolovanych rostlin

1. Ztloustnuti hypokotylu
2. Zkraceni hypokotylu

3. Vytvoreni hacéku

40




RVR

Ethylen indukuje tvorbu adventivnich kofend a kofenovych viasku

Ethylene

41




RVR

Citlivost k ethylenu 1 Citlivost k ethylenu T

42

Ethylen urychluje senescenci a opad listil — u efr7 nebo ein2 mutantu
(receptorovy mutanti) prodluzuje délku zivota rostlin o 30%

SSpmy

MR
iita

f J ,Separation layer
/ / digested
Yellowing

etr1 mutant — defekt v
receptoru pro ethylen

Pri opadu listll antagonismus s auxinem

Produkce ethylenu



RVR

Ethylen ma znacné praktické vyuziti v zemedélstvi:
opad plodu, kvéta, dozravani, synchronizace kveteni

S

W/

.4"\. |
= ) Q '-" H

'a

.7/

Ethephon - 2-choroethylfosfonova kyselina

Ethephon = synteticka latka, ktera se v rostliné méni metabolismem
na ethylen

43




RVR

Signalni drahy ethylenu

Izolace mutanta etr71 necitlivého
k ethylenu.

!

Receptor ethylenu

44




RVR

45

Za nepritomnosti ethylenu jsou receptory na membrané endoplazmatického
retikula aktivni a blokuji signalni drahu.

Ethylene (C,H,) Ethylene binding
inactivates receptors

O
// l \\ Endoplasmic

reticulum
ETR1 | ETR2 [ ERS1 [ ERS2 [ EINa ‘m
Ethylene response pathway Ethylene response pathway
In the absence of ethylene, The ethvl
the receptors are active and Al bl Liadlanto iy

suppress the ethylene response.

Vazba ethylenu k receptorim vede k jejich zablokovani. Tim se uvolni
signalni drahy a dochazi k indukcim reakci k ethylenu.



The RANT1 protein is
required to assemble the
copper cofactor into the
ethylene receptor.

In the absence of ethylene,
ETR1 and the other ethylene
receptors activate the kinase
activity of CTR1. This leads
to a repression of the
ethylene response pathway,
possibly through a MAP
kinase cascade. The binding
of ethylene to the ETR1
dimer results in its
inactivation, which causes
CTR1 to become inactive.

The inactivation of CTR1

o \ER membrane
His kinase

domain
Activation
_—
| Receiver
- | domain
ik N €
HOOC COOH CTR1
ETR1 RAF-like
histidine kinase
kinase

allows the transmembrane

protein EIN2 to become

active.

Activation of EIN2 turns on

the EIN3 family of

transcription factors, which

in turn induce the
expression of ERF1. The
activation of this
transcriptional cascade

leads to large-scale changes
in gene expression, which

ultimately bring about

alterations in cell functions.

MAPK? | MAPKK?

EIN2
N-RAMP
homolog
e ——
NUCLEUS @
Transcription l
factors

Ethylene response genes
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d) Kyselina abscisova (ABA)

Kyselina abscisova (ABA) (drive zvana abscisin Il nebo dormin) je inhibicni
fytohormon. Zpomaluje rast rostlin, pripravuje rostlinu na obdobi vegeta¢niho

klidu. Strukturné patri mezi seskviterpeny.

ABA ma radu isomert — aktivni a prirodni je pouze S-(cis)-forma

CH;
H3C CHB\\
i, Yl
OH
o) CH; COOH
(S)-cis-ABA (R)-cis-ABA
(naturally occurring (inactive in stomatal closure)

active form)

(S)-2-trans-ABA (inactive, but
interconvertible with active
cis form)
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ABA - historie

1963 - Frederickem Addicottem pri hledani latek, odpovednych za
opadavani plodu baviniku - abscisin | a abscisin Il (dnes ABA)

Ve stejné dobe:

Philip Wareing - studoval procesy spojené s vegetacnim klidem
u drevin a tak tuto latku pojmenoval dormin (od pojmu
dormance, obdobi vegetacniho klidu u pupenu).

Van Stevenincke - studoval opadavani kvétu a lusku viéiho bobu
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= OPP

PLASTID isopentenyl difosfat (IPP)

HO

Trans-neoxantin

N

8’-Hydroxy ABA

o =
“OH  LooH
0

Kyselina fazeova
Enzym
CYP707A l

Inaktivace ABA
oxidativnimi

CYTOZOL procesy

e}
Xantoxin (Cys)

[E2 CooH
HO
=2 flacca, sitiens Kyselina 4’-dihydrofazeova
u-rmOH ——— (DPA)
o CHO | AAD o
ABA-aldehyd (C;s) Kyselina abscisova

(C45) (ABA)
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ABA inhibuje pred¢asné kli€eni - viviparii

Prokazano u ABA-deficientnich mutant
(vp2, vpb, vp7, vp9, vp14) dochazi k parcialni
obnové fenotypu po aplikaci ABA.

ABA reguluje akumulaci zasobnich proteint
a proteini zodpovédnych za vysuseni
semen (proteiny LEA - late-embryogenesis-
abundant)
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Dormance semen

Klid (dormance) semene je zplusoben zejména pritomnosti ABA v semennych
obalech.

2 typy semenné dormance:

a) embryo dormance - rizena ABA z kotyledonul (liska, jasan, broskev), po
odstranéni kotyledonti normalni riast

b) obalem fizena dormance - rostliny z aridnich oblasti se silnym obalem
(vojtéska)
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ABA uzavira pruduchy (stomata) v zavislosti na vodnim stresu

Mesophyll
cells q Well-watered conditions =5 Water stress Q O
X pH 6.3 S ABAR pH 7.2
AR SNC Q During water stress, the
o 07, slightly alkaline xylem sap
' ABA- favors the dissociation of
ABAH to ABA".

Acidic xylem sap favors
uptake of the undisso-
ciated form of ABA
(ABAH) by the
mesophyll cells.

Lower
epidermis

Guard cell /Because ABA~ does not easily
pass through membranes, under
conditions of water stress, more
ABA reaches guard cells.

Zavodnéné rostliny: pH xylémového roztoku se pohybuje kolem 6.3 => pohlcovani ABA
mezofylovymi bunkami, protoze ABA se nachazi v nedisociované (protonované) podobé ABAH.

Vodni stres: pH xylémového roztoku roste na 7.2 => stresem indukovana alkalizace apoplastu
uprednostnuje tvorbu disociované formy ABA, ABA-. Dehydratace soucasné vede k okyseleni
cytozolu => ABA- se dostava do mezofylovych bunék Spatné => vice ABA" se dostava ke svéracim
buinkam, kde se vaze na membranovy receptor.
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Vodni stres:

1. ABA se vaze na receptor.

2. Vazba ABA indukuje proud
Ca?* do buriky.

3. Zvysuje se intracelularni konc.
Ca?* a indukuje se dale proud
Ca?* z vakuoly.

4. ABA stimuluje indukci NO a
cADPR.

5. ABA zvySuje hladinu IP,
prostrednictvim G proteinu.

6. IP; stimuluje proud Ca?* z
vakuoly.

7. Vysoka hladina Ca?* blokuje
proud K* do bunky.

8. Vysoka hladina Ca?* stimuluje
proud CI- z buriky a zpUsobuje
depolarizaci membrany.

9. Vysoka hladina Ca?* blokuje
protonovou pumpu, zesiluje se
depolarizace.

10. Depolarizace  membrany
aktivuje proud K* z burky.

11. K* a CI- proudi z vakuoly do
cytosolu.

Mechanizmus pusobeni ABA ve svéracich bunkach

ROS pathway IP;, cCADPR pathways

Vacuole

ROS - Reactive oxygen species

IP; - Inositol-trifosfat
cADPR - cyclic ADP-ribose

NO — nitric oxide (oxid dusnaty)

PLC - phospholipase C)

PLD - phospholipase D)
PA — phosphatidic acid)
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Pfri nizkém vodnim potencialu (g,,; nedostatek vody) ABA stimuluje rast
korenu a inhibuje rust vyhont (vp mutant)

(A) Shoot

60 -

50
E
E st
a High ¥,
g wild type —/
v
= s
£ 30 e RGN
=) mutant
C
9
S 20F
s]
L
("

10

\ Low b P
wild type
| 1 1 1 J
0 10 20 30 40

Hours after transplanting

50

(B) Root

Root length increase (mm)

150

120

90

60

30

High ¥,
wild type

High ¥,
mutant

s

Low ¥,y
wild type

Low ‘¥,
mutant

30
Hours after transplanting

60 90 120

(C) Root:shoot ratio

Root:shoot ratio

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

Water stress
conditions
(low ¥,,)

Wild type
(+ ABA)

ABA-deficient
mutant

A A
A

| | | /|

15 30 45 60
Hours after transplanting

Pri nedostatku vody — inhibice tvorby ethylenu v korfenech
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Signalni drahy ABA
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ABA ABA receptory:
PYrabactin Resistance 1 (PYR1)

(homology PYL a PYR-Like).
Aosol Y \
PYR-ABA Vazba ABA k PYR1 vede k inhibici

fosfataz typu 2C (PhosPhatase

F’ch-A—\I;A-F’YH e 248, |10

Terem proteind PP2C je skupina
S&;{K proteind zvanych SNF1-podobna
l protein kinaza 2 (SNF1-Related

o @_’® protein Kinase 2, SNRK2).
y&dp@@@@? DDQ’%%% Absence ABA: Fosfataza PP2C
£ ABF N (ABI1, ABI2) je aktivni a
0 3 defosforyluje  SNRK2. SNRK2

%Q ABRE | —» UU kinaza je tak inaktivovana.

J

N
%%%Q sucious y @@/) Pfitomnost ABA: Fosfataza PP2C
i je inhibovana a SNRK kinazy jsou

aktivni.
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Sean Cutler

PYR = PYrabactin Resistance
PYL = PYR-Like

RCARs = Regulatory Component of ABA Receptors

e
(L

Receptory ABA

Aktivace ABA-zprostredkované
exprese genu (v jadre)

Aktivace pomalych
aniontovych kanalu
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Fosfatazy

Kinazy

Inhibice K* kanalu







Hippocrates psal
od pouziti vrby k
odstranéni
bolesti ~ pred
2400 lety

NeosSetrena
strana___ouire

osSetrena
SA

V r. 1979 White
ukazal, ze
oSetreni listu
aspirinem nebo
SA je spojeno s
jeho rezistenci k
tabakovému viru
mozaiky tabaku
(TMV)

V r. 1987 bylo
ukazano, ze
endogenni
SAje
zodpovedna
za produkci
tepla v

kvétech kaly—d,

V r. 1990 bylo
zjisténo, ze SA
funguje v
rostlinach jako
endogenni signal
pfi obranych
reakcich




COOH

COOH
—
. — N
H O‘“‘" s mz Phenylalanine

0\{
COOH
Chorismic acid

Isochorismate _J_, les1/sid2

synthase T

ICS1

COOH
Isochorismic acid

Isochorismate
pyruvate lyase

MeSA esterase

Methyl salicylate
(MeSA)

Phenylalanine
ammonia lyase

PAL

O]
m COOH ©/\)\ s~ CoA
—

trans-Cinnamic acid

|

trans-Cinnamoyl-CoA

l l l B-oxidation

o}
COCH ©)LS/ CoA
o

Benzoic acid (BA)

BA 2-hydroxylase
@COOH
OH

5,

SA methyltransferase

HO
OH

OH

Benzoyl-CoA

OH

SA B-glucosyl ester
(SGE)

Cc

0

SA-2-0-f-glucoside
(SAG)




Exprese genu ICS1 se
zvySuje po napadeni
patogenem

2e
&g
]
I
T o
(&

48 (h.p.i.)
Pseudomonas syningae










Obranné
reakce




:iy% 03,‘) “%

Obranné
reakce reakee

Obranné




Rozpoznani patogenu spousti
lokalni hypersensitivni reakci,

ktera  zahrnuje  oxidativni
vybuch  (oxidative  burst),
zesileni bunecné stény,
indukci PR genu a bunécénou
smrt.

\

Akumulace
ROS

Zpevneni
bUN&ENE l
stény
Bunééna smrt,
indukce PR genl







Tato rostlina nebyla pre- Experiment : : -
inokulovana TMV a ukazuje demonstruje Tato rostlina byla pre-inokulovana

) TMV na tfech spodnich listech. Po 7
systemickou dnech byly inokulovany TMV tfi vrchni
signalizaci. listy. Tyto vrchni listy ukazuji
zvySenou rezistenci k TMV.

velké oblasti Iéze (poSkozeni)
po inokulaci TMV.




Zmijovec titansky (aron
(Amorphophallus titanum)

ova hul)

Latka indukujici termogenezi byla
poprvé nazvana calorigen. Na konci
80. let bylo zjisténo, Ze jde pravé o SA.
Aplikace SA na rostliny kaly vede
k indukci termogeneze.

Masarka na kvétu
Helicodiceros muscivorus

Neéktere rostliny Celedi Aracea
pachnou jako hnijici maso a lakaji
hmyz. Kvéty produkuiji teplo, které
udrzuje zapach a napodobuje tak
rozkladajici se télo.




SA indukuje
enormni
transkripCni reakce

PR geny jsou
skupinou tzv.
pathogenesis
related gend.
Jsou zapojeny
v obranych
reakcich
rostlin

Salicylate

0O 2 4 8 12 24 48 H,0




Rozeznani
patogena

\
EDS1/PAD4

\
ICS1

2t
NPR1
\

TranskripCni
reakce
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Wild-type npr1 (aka nim1)

NPR1

(NONEXPRESSOR
OF
PATHOGENESIS-
RELATED

GENES1) je
nutny v
obrannych
reakcich a je
kliCovy v SA
signalizaci.

Rostliny byly oSetifeny SA. Po 3 dnech je rostlina
ochromena pathogenem (Hyaloperonospora
arabidopsidis)

Delaney TP et al. (1995) PNAS 92: 6602-6606



Loss-of-function mutant:
vice citlivy

SA

v

NPR1

\

PR gene
expression

\

Resistance

Gain-of-function mutant;:
rezistentni




NPR1 (At1964280.1)

BTB domain Ankyrin repeats
NPR2 (At4g26120.1)

BTB domain Ankyrin repeats

BTB domain Ankyrin repeats

NPR4 (At4g19660.1)

BTB domain Ankyrin repeats
50 aa

NPR1 je
regulovan pfimo
vazbou SA

a/nebo

NPR3/4 vaze
SA a reguluje
NPR1







Neinfikovana rostlina Infikovana rostlina

NPR1 degraded, some NPR1
LOW [SA]; some cell death occurs accumulates and

NPR1 accumulates activates defenses

Basal SA Infected Cell Neighbouring Cell
/ NPR Cytoah MPRA »sol / \pRA Cytos-‘.h

NPR* NPR1 Eliastor [ NPR* NPR1 ] NPR* NPR1
NPR1 SO NPR1 NPR1

4 T o)

SA
NPR1 |NPR4 NPR4

y
Basal Resistance ETI (Cell Death) SAR (Cell Survival)







Genes induced by WRKYs
include NPR1 and ICS1 —
signal amplification!
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V roce 1962 byl z jasminu bilého (Jasminum grandiflorium)
izolovan metyl jasmonat

Metyl jasmonat voni jako jiné estery — jde
o dominantni vani jasminovych kvéta.

CH,COOCH,
~

N
O

Metyl jasmonat

79
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Metyl jasmonat se tvori z kyseliny jasmonové (jasminové) (JA)
0O - - .
Jasmonic acid JA-Isoleucine
— (JA) (JA-lle)
0O
(3R, 7S)-jasmonic acid
a.k.a. _—
0 OH (+)-7-iso-jasmonic acid
O *JA-methyl transferase (JMT)
— o) NH
Methyl jasmonate
HOOC

(MeJA)

0 OCH,

Jasmonoyl izoleucin (JA-lle) je nejuc¢inéjSim jasmonatem.
MeJA je transportovatelna forma jasmonatui.
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Prekurzory jasmonatt jsou
odvozeny od membranovych
lipidi — volnych mastnych
kyselin.

Lipase OPDA = 12-oxophytodienoic acid

peroxisome

JA
JA-methyl transferase
l * )

JA-lle MeJA

Syntéza jasmonatu probiha v
plastidech, peroxizomech a
cytoplazmeé.

Membrane

1 DAD1, DGL, GLA1 = lipolytické ezymy

N N N
| o-Linolenic acid

s g OOCH

OOHl 13-Lipoxygenase| LOX |

| RN — ™~~~ 13(S)-Hydroperoxylinolenic acid E
W\/\/OOOH A
S
7
l | Allene oxide synthase (AOS) | I
o . D
S " 12, 13(S)-Epoxylinolenic acid
~ .~ COOH
l I Allene oxide cyclase (AOC) |
—J  Transport OPDA
B = OPDA = do peroxizomu
N\ - COOH

l OPDA reductase OPR3
o]

} —_— oPC

- _~~_~COOH

l | OPC-8:0 CoA ligase |

o]
t =% T OPC-8:0-CoA
A _C—5—CoA
l B-Oxidation (x 3)
o]
7 EEEE
|

“~
\ JA muze byt konjugovana

s aminokyselinami
O “NH
Hooc;Aé/

MZEOWwW—xO0OIDMT

vede k odstranéni
uhlikovych skupin

skupin).

pomoci enzymu JAR1
(jasmonic acid-amido
synthetase).

Jasmonoyl-isoleucine

81

B-oxidace — proces, ktery

(OPDA - 18 skupin, JA — 12
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Produkce MeJA je kontrolovana vyvojové a indukovana poranénim

Exprese JMT dosahuje maxima JMT - JA-methyl transferase
pfi praskani prasniku

Wild type Transgenic

Flower stage ZvySena produkce

5 10 13 15 16 MeJA vede k ochrané
"£@ proti nekrotrofickym
“ ( g; ‘_%\ | n patogenum
! e
- o
&
S
> > & &
& o)v- ¥ ,v’
P & ¥ & &¢®

JMT je indukovana poranénim nebo MeJA




Hmyz a nekrotrofy
spousti produkci
jasmonatu. Biotrofy
spousti produkci
salicylatt.

Transkrip¢ni
reakce
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Jasmonaty prispivaji ke kontrole vyvoje a rastu

Samg¢i a samici reprodukéni vyvoj

Kontrola bunééného cykilu,
senescence a vzajemnych interakci.

Tvorba trichomu
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— | Signani drahy JA |

> JA-lle se vaze ke co-receptoru COI1-JAZ (souéast SCF komplexu)

> Dochazi k ubiquitinaci a degradaci proteinu JAZ

> Uvoliuje se transkripéni aktivace transkrip€nich faktorti MYC2
> MYC2 aktivuje expresi obrannych genu (kédujici napr. proteiny toxické pro sktidce)

85

~
JA-

lle 4

SCF = SKP1, Cullin, and an F-box-containing protein

yar

»
S
’




Current Opinion in Plant Biology

Tato podobnost
naznacuje princip

fungovani
systému.
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JA receptor COI byl identifikovan pomoci Arabidopsis mutanta coi1, ktery

coil

Control

je necitlivy ke coronatinu a MeJA

COR

MeJA

Root length (mm)

..........

'COR

e A

8 o

coil

87

Log,, concentration (M)

B T 6 o
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Coronatin je bakterialni latka, které napodobuje Guc¢inky jasmonatu.

Benzophenanthridine alkaloids [mg/

120+

o
=]

e~
=

MeJA

Control

0-3-2-1 01 2
Inducer [1ugpl-l]

Coronatin (COR) je toxin produkovany
nékterymi patogenimi bakteriemi.
Coronatin napodobuje uc€inky jasmonatu
a strukturné se podoba JA-lle.

MeJA nebo
coronatin
(COR) indukuje
obranné latky v
kultivovanych .
buiikach Coronatine (3R,7S)-JA-lle
kalifornského

maku.

Eschscholzia californica — Sluncovka kalifornska
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Za pritomnosti jasmonatu proteiny JAZ podléhaji rychlé degradaci.

—~JA | —
JAZ-GFP

@

Stabilita protein( byla testovana u transgennich
rostlin exprimujicich JAZ-GFP nebo JAZ-GUS
konstrukty.

Control
JAZ1-GUS

\ o

[
| | ]
+ jasmonate

us JAZ1-GUS
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Rostlinam exprimujicim stabilizované proteiny JAZ chybi obrana
proti hmyzu.

WT JAZTA3A

T

- WT
6 | —o- JAZ1A3A

Larval weight (mg)
L -3 4]
T T T

b
T

Days of feeding

Rostliny se stabilizovanymi proteiny JAZ maji defekt v obrannych reakcich. Je to vidét na rastu
housenek, které se témito rostlinami zivily.




ZIM domain

IFYAGRVIVENDESAEKAKEVINILIA
IFYGGRVMVEDDESAERAKEVIDIA
IFYAGBVCVYDDISPERAKAIMLIA
IFYAGSVLVYQDIAPERACAIMLIA
IFFGGKVLVYNEEFPVDEAKEIMEVA
IFFGGKVMVENEF PEDKAKEIMEVA
IFYNGHMCVSSDLTHLEANAILSIA
IFYNGKMCESSDVTHLCARSIISIA
IFYGGTISVENNISPDRACAIMLCA
IFYNGBVSVE-QVSRNEKAGEIMKVA
ITFGGSESVEDGIEAERVQEILHIA
IFFGGSVTVEDGLPSERKVQEILRIA

Doména Jas usnadniuje
interakci JAZ s proteiny

COI1 a MYC2. Doména ZIM
(také zvana TIFY) je
dimerizacni doména slouzici
k interakci s dalSimi JAZ
proteiny a proteinem NINJA.




RVR

Doména ZIM proteinu JAZ umoznuje interakci s proteinem NINJA

NINJA = Novel
INteractor of JAZ
JAZ

Z[ NINJA ]
|

NINJA interaguje s TOPLESS (TPL)
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TOPLESS se vaze pfimo k EAR TOPLESS se vaze nepfimo k JAZ
doméneé represorl Aux/IAA. prostfednictvim NINJA.
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Jasmonatova signalni draha

93

NINJA
EAR/T@
N

JA-lle

1.JA-lle se vaze k SCFcon

a proteinu JAZ

2. JAZ je ubiquitinovan
a degradovan ve 26S
proteazomu.

CFcolt
JA-

lle

3. Degradace represoru
umoznuje aktivaci
transkripce transkripénimi
faktory MYC2.




