
REPETITORIUM REGULACÍ



RostlinnRostlinnéé "hormony""hormony"

� Auxins

� Gibberellins

� Cytokinins

� Abscisic acid

� Ethylene

� Brassinosteroids

� JA, SA…. nové ...př. 2008 objevený 
Strigolacton









AuxinAuxin DOMINANTNDOMINANTN ÍÍ
MORFOGENMORFOGEN



ABP1

Auxin Binding Protein1 byl objeven biochemicky je lokalizován 
převážně do membrány ER, ale malá frakce "uniká" a je aktivnína 
povrchu buňky. Pokus s blokováním reakce protoplastů na IAA protilát.
prokázal jeho podíl na reakci na IAA.



• F-BOX SCF-E3 LIG. 
KOMPLEXU TIR1 JE 
RECEPTOREM 
AUXINU .



TIR1



Receptorem auxinu je TIR1 a jeho
homology: F-boxpodjednotka SCF  E3 

ligázy.



Aktivita SCF/TIR1

je regulována také
signalosomem/CSN



GibberellinGibberellinyy --
desdesíítky ptky přřííbuzných rbuzných růůznzněě

aktivnaktivn íích molekulch molekul







Brassinosteroidy







BRI1 je Receptor L ike Kinase 
(RLK ), která po aktivaci 
interaguje s dalšími kinázami.
Pro další přenos signálu jsou 
klíčové fosfatázy.





BRI1 je příkladem důkladně "promutovaného"lokusu. Proto jsou 
dobře funkčně popsány subdomény i některé jednotlivé AA.



Arabidopsis má více než

600
RLKs a rýže přes 1000.

Multiplikace RLKs je 
pravděpodobně spojena mj. s 
obranou proti fytopatogenům.



Signální
endosom
v BR
dráze.
Internalizovaný
Aktivní
Receptor 
V endosomu
Je aktivní
Dokud není
Defosforylován.
SERK3=BAK1



Eukaryotické
dvoukomponentní signální
moduly v recepci a přenosu 

signálů cytokininů a ethylénu.



Histidin Aspartát a příp. ještě jednou…

Klíčovou roli
hraje "průtok" 
fosforylace.

Hlavně prokaryota

Eukaryota

AHK AHP ARR



1.++++

2. -



• ARR A-typu se podílejí na negativně
zpětnovazebném potlačení odpovědi na 
cytokininy.



EthylenEthylen

H       H
\ / 
C = C  
/     \
H       H



Triple response of etiolated seedlings with ethylene

• short hypocotyl

• thick radial growth

•apical hook formation 



Receptory etylénu 
jsou lokalizovány 

na ER.
a interakcí se tam lokalizuje také CTR1





Triple response of etiolated seedlings with ethylene

• short hypocotyl

• thick radial growth

•apical hook formation 



I v signalizaci etylénu
hraje roli reg. degradace
bílkovin (TF EIN3).



STRIGOLACTON –
REGULUJE TRANSPORT 

AUXINU
• Derivát karotenoidů

• INHIBUJE VÝVOJ POSTRANNÍCH 
VÝHONŮ – SPOLU S IAA SE ÚČASTNÍ
REGULACE APIKÁLNÍ DOMINANCE. 



ABA



Existují pravd ěpodobně dva typy 
receptorů pro ABA -

membránovýa cytoplasmatický.

Membránový GCR2 není
receptorem, ale αααα podjednotka G-

prot. se účastní na ABA signalizaci.  

Cytoplasmatický - H podjednotka Mg-chelatázy





TETRAPYROLOVÁ
DRÁHA

ABA receptor

JE TŘEBA
DÁLE 
OVĚŘIT!?



Viviparní kuku řice VP1

REGULACE DORMANCE



INTEGRACE SIGNÁLU NA PROMOTORU



poznámka: ABA a cukry interagují



Sugar Signalling





Hexokináza (HXK volnáči 
vázaná) katalyzuje aktivační
fosforylaci glukosy, která tak 

vstupuje do metabolismu.
HXK funguje jako SENZOR 
průtoku glukosy- sama vstupuje 

do jádra či prostřednictvím 
interagujících bílkovin (HIPs) 

ovlivňuje genovou expresi.



GIN2 je AtHXK1

Glukosa u WT brzdí de-etiolaci.



(met)JA
kyselina 

(met)jasmonová



Reakce na poranění a interakce s 
patogeny

(často v souhře s kys. salicylovou -
SA) 



= PLA

oxylipiny

LOX=lipoxygenáza



PEPTIDY JAKO SIGNÁLY





• Nízkomolekulární bílkoviny hrají
klíčovou roli také například ve 
sporofytické pylové
inkompatibilitě.



peptid

Rec.
kin.







Integrace 
„hormonálních“

signálů



auxin

cytokinin

SKOOG
a
MILLER



Příklady:
Integrace 
regulací

GA s 
dalšími 

„fytohorm
ony“



IAA spouští zvýšenou 
produkci GAs.

Narušení transportu IAA 
brzdí degradaci DELLA 
represorů působenou GAs.



BR a IAA

Indukují řadu 
identických mRNA. 



Zvýšení cytokininů stimuluje syntézu IAA, ale
zvýšení IAA inhibuje hladinu cytokininů.

Hladiny auxinu a cytokininů korelují.



Auxin stimuluje produkci etylenu stimulací genu pro syntézu ACC.
Etylen inhibuje polární transport auxinu.



ABA interaguje antagonisticky 
s GAs i IAA. Přidání ABA 

může snižovat hladinu volné
IAA a zvyšovat podíl 

neaktivních konjugátů;
ABA interferuje se sig. 

drahami GAs.





Zvýšená hladina cytokinů a 
potlačení GAsje konstitutivním

parametrem dělivého centra 
apikálního meristému.

Naopak pro vývoj listových 
primordií je podmínkou 
zvýšená hladina GAs.



Interaguje prakticky každý s 
každým a to jak na úrovni 

přenosu
signálů/regulace genové exprese,

tak

také na úrovni regulace biosyntézy -
inhibice či

aktivace akumulace partnerského 
"fytohormonu".





MEZIBUNĚČNÁ
KOMUNIKACE A 

INTEGRACE ROSTLINNÉHO 
ORGANISMU



Plasmodesmata
(PD)

rostlina jako symplastická síť
buněk (v síti apoplastu)



Figure 3. Schematic view of para- and transcellular solute flow.
During paracellular solute flux in the aqueous cell wall space, the
apoplasm, solutes neither cross membranes, nor enter the cells.
Transcellular solute movement is characterized by initial solute
influx into the cell. Further flux may include efflux into the
apoplasm and subsequent reuptake by the neighbouring cell or
symplasmic movement.



Buněčně autonomní= molekula 
působí jen uvnitř buňky.

Buněčně neautonomní= molekula 
působí mezi buňkami.



Buněčně neautonomní bílkoviny

• NCAPs – non-cell autonomous proteins



Tobacco plant expressing GFP protein
Infected with RNA virus with GFP gene
Virus infection travels through veins and PDs.



Systemické šíření RNA(i bílk.!) 
floemem



PD=plasmodesma
NCAP = non cell
autonom. prot.

injekce FITC-MP bílkoviny;C nepoh. mutant

G – NCAP pomáhá pohybu 
dextranu.



S transportem jsou spojeny 
regulované změny SEL (Size 

Exclusion Limit) – průchodnosti 
PD.





Bílkoviny plasmodesmat

• Reversibilně glycosylovaný polypeptid 
(RGP – napřed Chara, pak i Arabidopsis).

• HSC70 (HSP70 příb. chaperon - dtto)

• RNA helikázy (dtto) – mutant Arabidopsis 
ise2 má větvená plasmodesmata.

� β-1,3-glukanáza (dtto)



β-1,3-glukanáza Arabidopsis
AtBG_ppap

• Ztrátový mutant má snížený metabolismus 
kalózy a s tím spojený snížený tok 
plasmosematy.

• Kalózový „limec“ pravd ěpodobně reguluje 
SEL plasmodesmat. 

• AtBG_ppap má C´- term sign. pro připojení GPI 
kotvy, což implikuje lokalizaci na povrchu PM. 





dále byly identifikovány

• Rodina transmembr. receptorových 
bílkovin(PLDLP1..8) – OX PLDLP1 
snižovala plasmodesmový transport

• Rodina kalózu vážících polypeptidů
(22kDa) s C´-GPI kotvou. 



Buněčně neautonomní bíloviny

• (NCAPs – non-cell autonomous proteins)

• Nelze identifikovat signál-konsensus-
sekvenici AA pro cílení transportu do PD. 
Je využívána řada různých. 



Symplastická konektivita
je dynamická, regulovaná!

Plasmodesmy vznikají při
buněčném dělení i de novo
a mohou být regulovaně
uzavřeny.



Symplastická konektivita
je dynamická, regulovaná!

Plasmodesmy vznikají při
buněčném dělení i de novo
a mohou být regulovaně
uzavřeny.







Symplastické domény v ontogenezi

• Časné embryo tvoří jednu symplastickou 
síť, v dalším vývoji se vytvářejí rozrůzněné
regulační symplastické domény (např. v L1 
– centrální vs. periferní zóna meristému). 





Floemem se šíří květní signál –
bílkovina FT



Rostlinný organismus 
jako nadbuněčná

integrovanásymplastická
síť.



Tobacco plant expressing GFP protein
Infected with RNA virus with GFP gene
Virus infection travels through veins
GFP expression inhibited starting at veins.

RNA viruses can block expression of a transgene 
if a copy of the transgene has been added 



Gene silencing and  RNA viruses
share potential to produce ds RNA

Fire and Mello proved that ds RNA inhibits 
expression of endogenous genes 
homologous to that dsRNA (Nobelova cena
2006). 
Ve skute čnosti první d ůkaz byl podán u rostlin
(př. v laborato ři Davida Baulcomba  JIC, Norwich)



a RNA interference: 

A type of gene regulation 
Involving small RNA molecules 
and induced by double stranded RNA



miRNA v regulaci genové exprese

• působí ovšem nejčastěji buněčně
autonomně.



21 nukleotidů

2x
7x





Schematic top view of the shoot apical meristem, showing the relation
between the meristem and adaxial–abaxial polarity in leaf primordia.
Adaxial (ad) identity is specified by HD-ZipIII proteins; whereas in the
abaxial (ab) side of the primordium, mRNA cleavage guided by miRNAs
165/166 prevents expression of HD-ZipIII. (a) Primordium polarity may
be controlled by a signal that emanates from the centre of the meristem.
Higher concentration of the signal in the region facing the meristem
results in adaxial identity. (b) Alternatively, primordia may emerge in a
region of the meristem where there is a central–peripheral boundary of
gene expression. (Note that this should not be confounded with the
histologically defined central and peripheral regions of the meristem.)
This boundary can serve as the initial reference to establish the
adaxial–abaxial boundary in the developing primordium.



• PŘÍKLAD BUN ĚČNĚ
NEAUTONOMNÍHO PŮSOBENÍ
TRANSKRIPČNÍHO FAKTORU SHRVE 
VÝVOJI KOŘENE.



Aktivita promotorů genů SCR a 
SHR vizualizovaná GFP

SHRSCR



SHR protein je transportován ze stele do 
sousední buněčné vrstvy – endodermis, 

iniciál a klidového centra







Stress Responses & Gene Expression
• plants must 

adapt to 
stresses 
because of 
their sedentary 
lifestyle

Fig. 22.2, Buchanan et al.



Regulace iontové homeostasy 
během reakce na zasolení.



Reakce na osmotický stress a 
ABA.



Transkripční regulace v odpovědi 
na chlad 

+TF
-E3



Heat Shock Proteins (hsp)

• ~100, ~90, ~70, and ~60 kDa 

• Low molecular weight (LMW) hsp:  ~27,  ~20-22,  
~15-18 kDa

• all induced within 30 min.

• more LMW hsp in plants

• 2-Dimensional gel electrophoresis and molecular 
cloning indicates most hsps are families of 
related proteins, particularly hsp70 and the LMW 
hsps



HSP70, a chaperonin
• Essential gene

• Homologues found in cytoplasm, ER lumen, 
mitochondria, and chloroplasts 

• function in protein targeting and assembly in normal 
(non-stressed) cells, hydrolyze ATP

• Constitutive & heat-induced (cytoplasmic) forms 

– the heat-induced form first appears in the nucleolus, then 
goes to cytoplasm (may protect pre-ribosomes from heat 
stress?)

• Also, some hsp70s are light-induced; chloroplast hsp70 helps 
protect PSII from light/heat damage in Chlamy



LMW HSPs

• highly heat-induced 
• 4 nuclear gene families:

1. Class I cytoplasmic
2. Class II cytoplasmic
3. Chloroplast localized
4. Endomembrane localized (ER)

• found in organelles only in plants
• function mostly unknown
• aggregate in vivo into  "heat shock granules"



HSP regulation

• most work on LMW hsp in plants

• induction is mainly transcriptional but 
also translational control (hsp mRNAs 
preferentially translated) 

• genes induced coordinately, but not 
equally in all tissues

• light can also induce some LMW hsps



Cis-acting transcriptional regulatory 
elements

• HSE (heat shock elements) in the 5' regions:

– ~10-15 bp partial palindromes

– multiple copies required

– also found in other HS genes (e.g., hsp 70)

– similar to HSEs in animals



Heat-shock transcription factor (HSF)

• studied mostly in animals and yeast

• Binds to HSEs

• Contains leucine zipper motifs

• Binds DNA as a trimer

• Activity is induced by heat, and 
phosphorylation

• Activity Repressed by HSP70



Fig. 22.44, Buchanan et al.



Fig. 22.43, Buchanan et al.





PCD rostlinné
buňky

a vakuola







•• TUNELTUNEL assayassay-- ((Terminal deoxynucleotidyl Terminal deoxynucleotidyl 
Transferase BiotinTransferase Biotin--dUTP Nick End LabelingdUTP Nick End Labeling))

•• uses terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) uses terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 
to transfer biotinto transfer biotin --dUTP to these strand breaks of dUTP to these strand breaks of 
cleaved DNA. The biotincleaved DNA. The biotin--labeled cleavage sites are labeled cleavage sites are 
then detected by reaction with HRP conjugated then detected by reaction with HRP conjugated 
streptavidin and visualized by DAB showing streptavidin and visualized by DAB showing 
brown color. brown color. 





DDůůleležžitou roli hrajitou roli hraj íí
mitochondrie mitochondrie 

•• Leakage of cytochrome C Leakage of cytochrome C from from 
mitochondria mitochondria into cytoplasm precedes deathinto cytoplasm precedes death

a výtok cytochromu C z nich.



Živočišnávs. rostlinnábuňka = autofágie.



•• Regulated by Regulated by caspasescaspases-- cysteine proteasescysteine proteases
•• Very specific proteases knownVery specific proteases known-- usually no usually no 

more than 1 or 2 breaks substratemore than 1 or 2 breaks substrate

•• Orchestrates cell deathOrchestrates cell death-- eg. Caspaseeg. Caspase--3 an 3 an 
executioner caspase that starts a cascadeexecutioner caspase that starts a cascade

Iniciace PCD je regulována 
preteázami- kaspázami





HypersensitivHypersensitivnníí ReReakce akce 
hypersens. resp. (HR)hypersens. resp. (HR)

•• A hallmark of resistanceA hallmark of resistance-- nonnon--host, host host, host 
specificspecific

•• the rapid death of plant cells in the rapid death of plant cells in 
association with the restriction of association with the restriction of 
pathogen growthpathogen growth

•• Effective against biotrophic fungi, Effective against biotrophic fungi, 
bacteria, and virusesbacteria, and viruses

…je nespecifická a širokospektrá



JE JE HR HR FORMOUFORMOU PCD ?PCD ?

•• Do plant cells show PCD or apoptotic Do plant cells show PCD or apoptotic 
characteristics during infection?characteristics during infection?

•• Ryerson and Heath 1998Ryerson and Heath 1998--
showed TUNEL and DNA showed TUNEL and DNA 
laddering in resistant reaction laddering in resistant reaction 
with soybean rust.with soybean rust.

A N O 



RBOH
respir. burst. ox.



Rop GTPázyvšude – i v PCD



VPE  - vakuolární kaspázy 
(Casp.L ikeProt.)  u rostlin

Vacuolar Processing Enzyme (VPE) je vakuolární cysteinová
proteáza, která štěpí substráty specifické pro kaspázy. 



Rostliny s potlačenou expresí
VPE majíčástečně potlačen také

kolaps vakuoly při HR.
Ale PCD je celkem normální

u kombinovaných mutantů bez 
VPE proteáz…





Hlavní nástroj genetické
transformace rostlin je derivátem 

biotické interakce mezi 
rostlinami a Agrobakteriemi.

TRANSFORMACE 
A GENOVÉ MANIPULACE U ROSTLIN



Genetic engineering of plants with 
Agrobacterium tumefaciens

• A. tumefaciens:used 
extensively for genetic 
engineering of plants. 

• Contains T-DNA
(bacterial plasmid) 

• Genes colud be integrated 
into the plant 
chromosomeswhen the 
T-DNA is transferred. 

http://courses.washington.edu/z490/gmo/natural.html

Tumor induced by
A. tumefaciens







BINÁRNÍ VEKTORY

• Vir oblast je na zvláštním vektoru/plasmidu 
- I..

• T-DNA s R a L hranicí zbavena původní
genové výbavy a nesoucí námi zvolený 
ektopický gen je na dalším 
vektoru/plasmidu II., jehož hostitelem je 
nejen Agrobacterium, ale takéE.coli.



U Arabidopsis je možná vysoce 
účinnátransformace ponořením
mladých květenství do suspenze
Agrobacteria. Dochází posléze k 
transformaci zárodečných vaků a 

vzniku heterozygotních 
transformantů po opylení.

Účinnost je kol. 2%.



POZNÁMKY A OTÁZKY K 
ROSTLINNÝM 

BIOTECHNOLOGIÍM



TOHLE NEBUDE ONLINE

ale PDF je na síti
zadejte do GOOGLE - Piero Morandini TALES OF ORDINARY MADNESS




