5) Uloha kyseliny abscisové (ABA)
ve vyvoji a rustu rostlin. Receptory a
signalni drahy kyseliny abscisové.

a) ABA - historie
b) Biosyntéza a metabolismus ABA
c) Fyziologické funkce ABA

d) Transport ABA )
e) Signalni drahy ABA A
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Update 2022
Kishor et al. (2022) TIPS: DOI: 10.1016/j.tplants.2022.08.013 Martin Fellner

Laborator ristovych regulatora

Posledni review o uloze ABA v rastu a vyvoji rostlin h .
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Kyselina abscisova (ABA) (drive zvana abscisin Il nebo dormin) je
inhibiéni fytohormon. Zpomaluje rust rostlin, pripravuje rostlinu na
obdobi vegetacniho klidu. Strukturné patri mezi seskviterpeny.

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

CH;
H3C CH3\\
.\\\\ \ \
OH
0 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)



a) ABA - historie

1963 - Frederick Addicott — hledani latek odpoveédnych za opadavani
plodu baviniku - abscisin I a abscisin Il (dnes ABA)

Ve stejné dobe:
Philip Wareing — studium procesu spojenych s vegetacnim klidem

u drevin; latka pojmenovana dormin (od pojmu dormance, obdobi
vegetacniho klidu u pupent)

Van Stevenincke — studium opadavani kvétu a lusku viéiho bobu
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Figure 10.35

Mutations in the abscisic acid (ABA) 8-hydroxylase gene CYP707A lead to an accumulation of active ABA, hence
reduced germination of Arabidopsis seeds. All seeds of wild-type (WT) plants germinate by 4 days but single
(al-1, a2-1) and double (al-1a2-1) mutants show decreasing levels of germination.

The Molecular Life of Plants, First Edition. Russell Jones, Howard Thomas, Helen Ougham and Susan Waaland. © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.
Published 2012 by John Wiley & Sons, Ltd.




Dormance semen s
Kliceni semen

Regulace otevirani
praduch

Rust a vyvoj

Biotické stresy

Abiotické stresy



ABA inhibuje predcasné kliceni - viviparii
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Prokazano u ABA-deficientnich
mutanta (vp2, vpS, vp7, vp9, vpil4)
dochazi k parcialni obnové fenotypu po
aplikaci ABA.

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



Box. 18.3

Germination

Biochemistry & Molecular Biology of Plants, Second Edition. Edited by Bob B. Buchanan, Wilhelm Gruissem, and Russell L. Jones.
© 2015 John Wiley & Sons, Ltd. Published 2015 by John Wiley & Sons, Ltd.
ompanion website: www.wiley.com/go/buchanan/biochem




Dormance semen

Klid (dormance) semen je zplisoben zejména pritomnosti ABA v
semennych obalech.

2 typy semenné dormance:

a) embryo dormance — rizena ABA z déloh (liska, jasan, broskev), po
odstranéni kotyledoni normalni rist

b) obalem rizena dormance - rostliny z aridnich oblasti se silnym
obalem (vojteska)



Pokud jsou semena dormantni a sucha, vydrzi zivotna velmi
dlouhou dobu.




Syntéza ABA je silné indukovana, pokud je rostlina vystavena
stresovym faktoram.
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Hladina ABA se zvySuje pfi suchu
casteCne zvySenim jeji biosyntézy.



Pri nizkém vodnim potencialu (y,,; nedostatek vody) ABA
stimuluje rast korenu a inhibuje rust vyhonu
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Pri nedostatku vody — inhibice tvorby ethylenu v korfenech



ABA uzavira pruduchy (stomata) v zavislosti na vodnim stresu

Upper

Mesophyll
cells K

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

During water stress, the
slightly alkaline xylem sap
BA‘ favors the dissociation of
ABAH to ABA™.

Q?OO

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

Lower

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
upfednostiiuje tvorbu disociované formy ABA, ABA". Dehydratace souéasné vede k okyseleni

cytozolu => ABA™ se dostava do mezofylovych bunék $patné => vice ABA™ se dostava ke svéracim
buinkam, kde se vaze na membranovy receptor.



ABA reguluje stomatalni stérbinu zménou objemu svéracich
bunék

Pary svéracich bunék kontroluji otevieni rostlinného péru zvaného prtduch.

2 lmage by John Adds

Svéraci bunky kontroluji otevirani a zavirani priduchut a tim reguluji
vymeénu plynu: jemna regulace velikosti priducht je nutné k zajisténi pfijmu
CO, pro fotosyntézu a k zabranéni nadbytecné ztraty vody.



Depolarizace plazmatické membrany
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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

K+

H+

ey PO
3 AP,

"/ Heterotrimeric

Vacuole

ROS - Reactive oxygen species PLC - phospholipase C)

IP; - Inositol-triphosphate PLD - phospholipase D)
cADPR - cyclic ADP-ribose PA — phosphatidic acid)

NO — nitric oxide (oxid dusnaty)



d) Transport ABA

ABCG25 — ABA efflux transportér
ABCG31 — ABA efflux transportér

:|~ transportuji ABA z mista syntézy (endospermu)

ABCG30 a ABCG40 — ABA influx transportér; transportuji ABA do pletiv embrya

ABCG40 — ABA influx transportér; specificky transportuje ABA do svéracich bunék

ABCG20 - ABA efflux transportér ()

Hypocotyl-radicle axis

J

Transport ABA ze zény prechodu
hypokotyl-kofen o
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Update 2022
Daszkowska-Golec (2022) TIPS: DOI: 10.1016/j.tplants.2022.02.006
Review o ABA transportérech a jejich diverzité

Testa

Endosperm

Embryo



ABA

PYR-ABA

PP2C-ABA-PYR
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ABA receptory:
PYrabactin Resistance 1 (PYR1)
(homology PYL = PYR-Like).

Vazba ABA k PYR1 vede k inhibici
fosfataz typu 2C (PhosPhatase
type 2C, PP2C = negativni
regulatory ABA signalizace, co-
receptor)

Terem proteind PP2C je skupina
proteind zvanych SNF1-podobna
protein kinaza 2 (SNF1-Related
protein Kinase 2, SNRK2 =
pozitivni regulatory ABA
signalizace).

Absence ABA: Fosfataza PP2C (ABI1,
ABI2) je aktivni a defosforyluje SNRK2.
SNRK2 kinaza je tak inaktivovana.

Pritomnost ABA: Fosfataza PP2C je
inhibovana a SNRK kinazy jsou aktivni.



PYR = PYrabactin Resistance
PYL = PYR-Like

RCARs = Regulatory Component Receptory ABA
of ABA Receptors Fosfatazy
‘ Kinazy
l?

+ ABA

9% T
._,,

Aktivace pomalych Inhibice K* kanalt
aniontovych kanala

Aktivace ABA-zprostredkované
exprese genu (v jadre)



Objev ABA receptortl v roce 2009

Nezavisle na sobé dvé skupiny:

Skupina Erwina Grilla - Technische Universitat Mlunchen
(Ma Y et al. 2009, Science 324: 1064 — 1068)

Erwin Grill

Skupina Seana Cutlera - University of California
Riverside
(Park SY et al. 2009, Science 324: 1068 — 1071)

Sean Cutler



Elementy signalni drahy u Arabidopsis thaliana:

Receptory: PYR1, PYL1 - PYL3 = 4 dimerické
PYL4 - PYL13 = 10 monomerickych

Vysoce konzervativni malé proteiny se 159 az 211 aminokyselinami.

Kromé PYL13 jsou schopné vSechny aktivovat ABA signalni reakce => témér vSechny
funguji jako ABA receptory.

Sah SK et al. (2016) Front Plant Sci 7: Article 571
PYR1, PYL1, PYL2, PYL4 = exprimované ve svéracich burikach; zavirani priduch

PYLS5 = nejvice exprimované pfi zrani semen

PYL8 a PYL9 = exprimované v primarnich a lateralnich kofenech; inhibice rastu primarnich
korenu, stimulace rdstu lateranich korenu

Xing L SK et al. (2016) Sci Reports 6: 27177
Sun S et al. (2017) Plant Signal Behav 12: 12(11):e1214793

Negativni regulatory = fosfatazy typu PP2C: PP2C1 - PP2C9

Pozitivni regulatory = kinazy typu SnRK2: SnRK2.1 — ShRK2.10



Zastaveni ABA signalizace pri absenci ABA

ABA signaling ON
|

~ ABA
Y/
PYR1/PYL4 PYR1/PYL4
fﬁ \
' - '\ pp2c ABT
SnRK2
P L
bZIP] —9
— \
ABT :
FOS Early seedling
I VY VWY

development

Update 2020
Wang Z et al. (2020) Molecular Plant 13: 1284-1297

ABA signaling OFF

+ ABA - zapnuta signalizace

Exprese genu ABT a akumulace proteinu

ABT = ABA Signaling Terminator (WD40
protein)

Pokles ¢i absence ABA

Akumulovany protein ABT se vaze k
receptoru PYR1/PYL4 a prerusSuje vazbu
receptoru k PP2C. ABT se vaze i k PP2C.

4

PP2C zabranuje fosforylaci SnRK2 =>
SnRK2 neaktivni.

Zastaveni ABA signalizace



Iniciace a amplifikace aktivity SnRK2 .

Update 2021
Lin Z et al. (2021) Nature Communications 12: art. no. 2456

~-ABA + ABA (=stres)

x ABA response ABA response
(initiation) (amplification)
PP2C se vaze k protein kinaze Receptor PYL se vaze k Aktivovana SnRK2 rychle

SnRK2, inhibuje ji a tak chrani fosfataze PP2C a inhibuje fosforyluje dalSi SnRK2 proteiny a
pfed transfosforylaci aktivovanymi  ji. SnRK2 je uvolnéna a je zesiluje  tak  jejich aktivaci.
proteiny RAF (Raf-like protein rychle aktivovana proteiny Nasledné fosforyluje nasledujici
kinazy). RAF. Stres rovnéz aktivuje  substraty, ktere zprostredkuji
proteiny RAF neznamym  stresové reakce.
mechanismem.



Mechanizmus degradace PP2CA .

Update 2019
Belda-Palazon B et al. (2019) Plant J 98: 813-825

ABA stimuluje degradaci PP2CA prostrednictvim RGLG1 E3 ubiquitin ligazy.

2" P
RGLG1 - vyskyt na plazmatické PYLS  PP2CA SnRK2s ——p DOwWnNnstream
membrané — responses
PP2CA - vyskyt v jadfe
PP2CA

Jak ABA stimuluje interakci
RGLG1 s PP2CA? ) om

—
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v

ABA inhibuje myristoylaci RGLG1 => RGLG1 se odpoutava od PM a presunuje se
do jadra (NE), interaguje s ABA receptorem a usnadnuje tvorbu komplexu RGLG1-
PP2CA-PYL8. PP2CA je ubiquitinovana.

Myristoylace - lipidova modifikace proteinu — kovalentni pfipojeni myristoylové skupiny k N-terminalnimu konci

(ke glycinovému residuu) proteinu — umoznuje protein-protein nebo protein-lipid interakci. o

PN NN .



ABA indukuje stres-responsivni geny

Osmoprotektanty o Stabilizace
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Uloha ABA signalizace v uzavirani priducht — propojeni
Ca?*- nezavislé a Ca?*- zavislé drahy
Ali A et al. (2019)

RABA + ABA
Molecular Plant 12: 1447-1462

ABIl =——] CPKs SLACI
SLAH3
J— QUACI

ABI1

l r OSTI1 —l
HOS15 Legend:

(E3 ubiquizin ligaza) - Activation

Update 2019 Imes D et al. (2013) Plant J 74: 372-382

SLACI1 UACI
- . Q SN w===d Inhibition
(CI/ NO,) (Mal”/S0O,)
OST1 R,sa — ABA receptory (RCAR/PYR/PYL) SLAC1 - aniontové kanaly (CI-, NO,)
ABI1 — PP2CA fosfataza QUAC1 - aniontové kanaly (Mal%, SO,%)
OST1 - SnRK kinaza SLAH3 - aniontové kanaly (Mal*, SO,?)

CPKs — Ca?* dependentni protein SnRK kinazy



Mechanizmus inhibice ristu vlivem ABA

Update 2015

Planes MD et al. (2015)
J Exp Bot 66: 813-825

K+

H+

H*-ATPase
I Acidifikace

PM cytozolu

Buné&ny cyklus : \/
_| ——> RUST

Metabolizmus

-TBRE-PVCGTGGT

ABA-responsivni geny




Novy aspekt regulace ABA signalizace — fosforylace ABA .

receptoru a ABA transportéru Update 2021

Zhang L et al. (2021) Molecular Plant 14: 633-646

Normal condition Excess ABA
Normalni podminky (- ABA) P’ Phosphorylation I Ubiquitin

CEPR2 (C-Terminally Encoded
Peptide Receptor 2) fosforyluje
receptor PYL i ABA transportér
NRT1.2/NPF4.6.

4

Ubiquitinace vlivem UBCs a
degradace ve 26S proteazomu.

4

Kliéeni semen a rust kofene

| Seed germination and primary root growth Seed germination and primary root growth

Stresové podminky (+ ABA)

Stabilizace transportéru Stimulace transportéru  a
NRT1.2/NPF4.6 vlivem ABA. P Spusténi ABA

- import ABA do bunky. Vazba . .
Inhibice fosforylace receptoru ABA na recebtor PYL signalizace
PYL i transportéru vliivem ABA. P ]



Regulace mnozstvi ABA receptoru — regulace citlivosti k ABA

Update 2020
Fernandez MA et al. (2020) Plant Physiol 182: 1723-1742

PM

RSL1

kuaczs
A&  RFA1/4
i " _ m MVBI/LE

NUCLEUS 26S PROT.

Rozpad ABA receptort je regulovan nékolika typy E3 ubiquitin ligaz: RSL1 je zamérena na ABA
receptory na plazmatické membrané, RFA1 cili na nuklearni a cytozolické ABA. RFA4 specificky

cili na nuklearni ABA receptory.



