Arabidopsis thaliana
jako
organlzm modelowy




Arabidopsis thaliana

->maly jednoroczny chwast z rodziny Brassicaceae (krzyzowe)
—odkryty w XVI w przez Johannesa Thala — ,,thaliana”

—-w 1873 zidentyfikowano pierwszego mutanta

—liczba chromosomow odkryta w 1907

—>sekwencja catego genomu opublikowana w 2000
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Dlaczego Arabidopsis?

v" Maty genom (114.5 Mb/125 Mb)
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v' Sekwencja catego genomu poznana w
2000 r. (Arabidopsis Genome Initiative)

v" Dostepne mapy wszystkich
chromosomow
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Arabidopsis Genome Initiative (2000) Nature 408: 796-815.



Dlaczego Arabidopsis?

v' Mate rozmiary (15-20 cm) = mozliwos¢ hodowli na ograniczonej przestrzeni w
laboratorium

v Krétki cykl zyciowy (ok. 6 tygodni)

Dzien 40

rozwdj nasion Dzien 0

Dzien 1
kietkowanie
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Dzien 30 iy .
rozwaj korzenia

kwitnienie

Dzien 7
rozwéj lisci

Dzien 11



Dlaczego Arabidopsis?

v' Duza liczba dostepnych kolekcji mutantéw
v Efektywne metody transformacji z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens

v" Dostepne metody genetyczne, biochemiczne, wysokoprzepustowe
(mikromacierze, RNA-Seq, ChiIP, DRS, CLIP, RIP etc)

v" Mozliwa praca z hodowlami zawiesinowymi i protoplastami (transfekcja)
v' Zastosowanie techniki CRISPR-Cas do modyfikacji genomu

T-DNA :
plazmid Ti -+ — O
Agrobacterium wektor Transformacja
tumefaciens binarny Agrobacterium
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Bent (2000) Plant Physiol. 124: 1540-1547.



Ekspresja przejsciowa w protoplastach i siewkach
Arabidopsis Q@Q AtRAI1-ERFP
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Wady Arabidopsis jako systemu badawczego

—brak funkcjonalnego dziatania przejsciowego wyciszania
ekspresji genéw (VIGS)

—>niedostepne manipulacje genetyczne zwigzane z
rekombinacjg homologiczng

—trudnosci z wyprowadzaniem kultur zawiesinowych i w pracy
Z nimi, szczegolnie w przypadku mutantow



Jakie procesy bada sie u Arabidopsis?

> Wzrost i rozwaj roslin
Fotosynteza
Zegar biologiczny

Funkcje hormonow

Mechanizmy requlacji ekspresji genéw

Rozmnazanie roslin

Szlaki odpowiedzi na na stres abiotyczny

Obrona przed patogenami
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Struktura i funkcje genomu
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1. Interferencja RNA w roslinach

Zjawisko wyciszania ekspresji genow (RNAi) zaaobserwowano po raz pierwszy w

kwiatach petunii z nadekspresja genu syntazy chalkonowej (pigmentacja kwiatéw).

Purpurowa barwa kwiatéw petunii zalezy od antocyjanin syntetyzowanych przez syntaze
chalkonowa (CSH)

Oczekiwane wyniki eksperymentu: wprowadzenie transgenu syntazy chalkonowej 0 mRNA
w orientacji sensownej zwiekszy ekspresje CSH (ciemniejsze kwiaty), a w orientacji
antysensownej zablokuje synteze barwnika (jasniejsze kwiaty). ﬁetunia hybrida

translacja
t/\ mRNA

dodatkowa translacja
mMRNA
mRNA

transgen tworzenie duplekséw RNA ,sens-
antysens” — inhibicja translacji

gen
D mRNA
—_—

transgen
konstrukt o orientacji ,sens”
mRNA
PRO ORF —_—

Wynik:

konstrukt o orientacji ,anfysens” RNA

antysensowny
PRO MO — P a—

be

Napoli et al., Plant Cell, 1990

W modyfikowanych roslinach nie dochodzi do

syntezy ani endogennej ani transgenicznej CHS - nadekspresja transgenu CSH
Zzjawisko kosupresiji. sens antysens




Kosupresja jest wynikiem produkcji siRNA

typ dziki

X

gen

translacja

mRNA '

roslina transgeniczna

kosupresja

mRNA

mRNA
—>

FRO ORF
konstrukt ,,sens”™

gen

Badania nad zjawiskiem RNAI u Arabidopsis

» RNAI jako mechanizm obronny przed patogenami: wirusami i bakteriami
» Amplifikacja sygnatu wyciszajgcego (siRNA)

» Rozprzestrzenianie wyciszania w roslinie

» Udziat specyficznych dla roslin Polimeraz IV i V w RNAI

» Rola miRNA w procesach rozwojowych, sciezkach sygnatowych i
odpowiedzi na stres



Interferencja RNA: model dziatania

G N miRNA — siRNA Extensive complementarity in

coding region or UTR
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Short complementary segments in 3"-UTR
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Tijsterman and Plasterk, Cell, 2004
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TGS: Transcriptional Gene Silencing (RITS)

formowanie heterochromatyny, metylacja DNA, modyfikacja
histonéw, wyciszanie transpozonéw

L

- siRNA
- piRNAs

PTGS: Post-Transcriptional Gene Silencing (RISC)

ciecie mRNA, inhibicja translacji, degradacja mRNA
* sSiRNA (exo-siRNAs and endo-siRNAs; ta-siRNA; nat-siRNA; IsiRNAs)
* miRNA (mirtron)
* piRNA

Holo-RISC

Ribosoma?




Biatka DICER, AGO i RdRP

sortowanie sRNA

Speci AGO PIWI Dicer-like RdRP . . .
pocios Arabidopsis thaliana
A. thaliana 10 - 4 (DCL 1-4) 6
Plants .
O. sativa 18 - 5 5 AtDCL1 miRNA
S. cerevisiae - - - -
S. pombe 1 - 1 1
Fungi
N. crassa 1 - 1 3
A. nidulans 1 - 1 2
C. elegans 5 3 2 (Dicer + Drosha) 4 AtDCL2 - 4 siRNA
D. melanogaster 2 3 ?6(2 ?ICGI’S ¥ -
Metazoa rosha)
D. rerio 4 4 2 (Dicer + Drosha) -
H. sapiens 4 4 2 (Dicer + Drosha) -

DCL1 — 21nt miRNA — AGO1/7/10
DCL2 — 22nt siRNA
DCL3 — 24nt siRNA — AGO4/6
DCL4 — 21nt siRNA — AGO1
tasiRNA
Czech and Hannon, Nat. Rev. Genet., 2010



RNAI jako mechanizm obronny przed patogenami:

wirusami | bakteriami
Infekcja wirusowa powoduje akumulacje siRNA

~ wirusowa
polimeraza RNA
ZhloPnaiod RN T IO LU T

RRRRRARRRRRRRR

wirusowy dsRNA
wirusowy ssRNA

dsRNA ciety przez DCL4/2 —

Replikacja roslinnych 21-22nt siRNA
wirus6w RNA przez Kompleks siRNA/ AGO1 —
dsRNA wyciszenie replikacji wirusa

Sygnat wyciszajgcy moze rozprzestrzeniac sie w roslinie poprzez floem
(wigzki przewodzace)

inokulowany Iis’é|




RNAI jako mechanizm obronny przed patogenami:

wirusami i bakteriami

Mutanty biogenezy siRNA sg mniej odporne na choroby wirusowe i

infekcje bakteryjne WT Arabidopsis mutant dcl2-dcl4

inokulowany TRV inokulowany TRV
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A. thaliana typu dzikiego (La-er) i mutanty dc/7-9 i hen1-1 inokulowane
bakteriami Pseudomonas.



long dsRNA

Amplifikacja sygnatu }

. " . DCL
wyciszajgcego (siRNA)
1°siRNA Y
Efekt wyciszenia jest wzmacniany }
przez amplifikacje siRNA do target MRNA —— _/%.
drugorzedowych SIRNA przy Target cleavage followed
* by RARP recruitment

udziale polimerazy RNA zaleznej

t N
od RNA (RdRP) Cleaved target MANA e . S
3
* Synthesis of dsRNA by RdRP
&

DCL4

2°siRNA

AGO AGO



Polimerazy RNA IV i V uczestnicza w
transkrypcyjnym wyciszaniu genow (TGS)

transkrypcja
—>
biatka g} | e) g))
histonowe ) ~
DNA ‘ wyciszenie

metylacja
DNA

modyfikacja
histonéw

Polimeraza RNA IV
uczestniczy w
biogenezie siRNA.

Niekodujace
transkrypty
polimerazy RNA V
nakierowuja
maszynerie
wyciszajgca do
odpowiednich
sekwencji DNA.



. * IncRNA, prekursory do siRNA, generowane
Pol IV i Pol V
przez Pol IV

fi / Sli
(specyficzne dla roslin) - prekursory dsRNA produkowane przez Polll

(a) =_= =" (sekwencje powtérzone o odwréconej orientacji)

DCL3 :
/' SIRNA * IncRNA kotranskrypcyjnie przetworzone do
dsRNA = _— dsRNA przez RDR2

» 24-nt siRNA produkowane przez DCL3 (Dicer)
* Pol V syntetyzuje transkrypt-platforme
* transkrypty Pol V wiazag AGO4/siRNA

« AGO4/siRNA rozpoznaje cele genomowez
IncRNA Pol V przez parowanie

(b) = === « AGO4 oddziatuje z Pol IV and SPT5L
siRNA ™A - wyciszanie transkrypcyjne przez metylacje DNA

de novo z udzialem DRM2

IncBNA

DN A methylation

SUVHZ2,9 —/ Wierzbicki, Current Opinion Plant Biol., 2012



Rola miRNA w procesach rozwojowych,
sciezkach sygnatowych i odpowiedzi n& stres

> Zmiana fazy warostu
20 T ==

FAZA
DOJRZALA FAZA REFRODUKCH

miRNA i zmiany faz wzrostu wegetatywnego

FAZA
EMBRIONALNA

miR164/CUC1/2 miR390 miR156/5PLs || mRIH/CUCI2-GOB <€ | miR319/TCPs
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m
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domain Domain

Leaf growth, shape

Leaf initiation Leaf polarity Phase transition and differentiation

Senescence




miR156 reguluje ekspresje genéw SPL

(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)

SPL - rodzina czynnikow transkrypcyjnych, zwigzanych z przejsciem rosliny w
faze rozwoju generatywnego (regulacja kwitnienia)

SPL3

miejsce
wigzania
miR156

Mutanty A. thaliana pozbawione mir156 — przedwczesna indukcja rozwoju generatywnego

Y
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miR156A brak
=i ' 1T miR156

Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel. —Saaiiias
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Defekty morfologiczne wywotane
nadekspresjag miRNA w Arabidopsis
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mMiRNA156 Ba’ 72

miRNA166

miRNA164

+ Y MiRNA159a
mMiRNA172

miRNA319 MiRNA160

Jones-Rhoades et al. Annu. Rev. Plant Biol. 2006. 57:19-53



Funkcje miRNA u Arabidopsis

Role miRNA  Target families/genes Role miRNA  Target families/genes
family family
Auxin signaling miR160 ARF10 Adaptive responses miR156 SEP
miR164 NAC1 to stress mik138 MYEB
mikR167 ARFB mik160 ARF10
mik3%90 ARF miR167 ARFB
miR393 TIR1/F-box AFB miR168 AGO1
Leaf development miR159 MYB miR168  NFY/MtHAFP2-1
mik164  NACI mik171 5CL
mikR166  HD-ZIPII mik319 TCP
mikR172 AP2 miR393 TIR1/F-box AFB
mik319 TCP miR395 APS/AST
Leaf polarity mikR166  HD-ZIPII mik3% GRF
miR168 AGO1 miR397  Laccases, Beta-6-tubulin
mik3%90 ARF miR398 CSD
Floral organ identity ~miR160 ARF10 miR3%9 UBC24/PHO2
mik1e64 NACI miR408  Plastocyanin
miR172 AP2 Regulation of miRNA miR162 DCL1
mikR319 TCP mikR168 ACGO1
Flowering time miR156 SEP miR403 ACGO2
mikR159 MYB Others mik158 Atlgh4100
mikR172 AP2 mik161 PPR
miR319 TR mik163  Atlgh6700, Arlghe650
mik173  At3g28460
mik174  Atlgl 7050
miR175  At5gl 8040, At3g43200,
At1g51670
miR394  F-box

Khraiwesh et al. 2011 Biochimica et Biophysica Acta



R e Biogeneza miRNA u roslin
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Regulatorowa siec¢ stresowych miRNA u Arabidopsis

Physiological and metabaolic adaptation ——p-induce

——|repress

|inacti\.fate ROS | regulates the expression
of stress-responsive genes

|photosynthesis activitiy| control slomatal

more tolerant to high aperture homeostasis ar!d
light and heavy metals | [sugar response| feedback regulation
T of microRNA
plant development |
[miR169a.c | |
maintenance of \ T
energy supply 4 Drought
T Oxidative ABA
High Cu™ Salt
decrease energy Bacteria ABA |
wastage Nematode
e
| G“/ / ~4 | leaf polarity |
| Dl'ougl'lfé ﬁiﬁ '|pleaf development|
: NI : female sterility |
|

[cell differentiation|

modulate leaf and
shoot development

vegetative phase
change

auxln 5|gnallng|

lateral rc-ot formation|

A TI

| flowering time seed germination floral organ identity |

|leaf shape & size
| male sterility

Morphological adaptation

B. Khraiwesh et al. Biochimica et Biophysica Acta, 2012



MiRNA regulowane przez stres

Ablotic stress
|
i ' xia stress ABA stress Salt stress Drought stress
SBP-LIKE HE-ZIP MYE TCP/MYE HD-ZIPII SEP-LIKE SBP-LIKE
HD-ZIPIII ARF NFYMIHAR SBP-LIKE ARF
 RUAFE ARF ARF APZ-LIKE PPH AGO
TIR-N g P Spry-2 NFY TIR1/AFE DCL NFY
PPR m APS TIR1/AFB GRF ARF MHAP2-1
- — WRKY A-miR397 - Laccase Laccase ARF sclL
i AtRAP Fecitteiall CsD PCL AGO TCPMYB
NAC apce. Unknown AGO NEYAMHARY TIR1/AFB
ARF ey PPRS A-miR402 - HhH-GPD GRAS sCL GAF
RDAP SBP-LIKE TCPMYB Laccase
Nutrient homeostasis .
T UI70K; 10 PPR TIR1/AFE CSD
- High N Chiatrin heavy PPR F-box lastocyaniry
MYE
Al5018900 = ARF PemiRS1 -  bHLH HhH-GPD AST/APS SBP-LIKE
RC/Helitron E i -miR1514 - PSEMEL- GRF AGO
At1g50890 TR miR21 18-  ADH1 Heat stress GRF AP2-LIKE
At1g72BE0 ARE ARF BHLH T Laccase TCP
WAL UV-B radiation MYB CSD
Fias SBP-LIKE ARF Lo
MYB AST/APS L-ATMK Plastocyanir|
ARF MYB HD-ZIPI *
NAC oan csD ARF AGO . GRML
e T T Zinc knuckle Pﬂl&({ﬂenﬂl
HD-ZIPII Laccase HO-ZIPII MtHAP2-1 (CCHC-type) idase
AGO Mechanical stress PCL ARF r—— DHPM Mkyr}“&p =
MtHAPZ-1 SBR-LIKE Laccase AGO e GRML L-ATMK
RO | . Ankyrin
APZ-LIKE ki Heavy metal (Cd™) e Unknown Iopest
s ARF scL bHLH
= Chiatrin heavyl
Plastocyanin NAC AP2-LIKE chain
Gm12528730 PPR TIR1/AFB P3COH
PDOT cs0
MIHAPZ2-1 Unknown Unknown

zielone — miRNA o podwyzszonej ekspresiji
czerwones — miRNA o obnizonej ekspresji

Khraiwesh et al. 2011 Biochimica et Biophysica Acta



2.

Odpowiedz na stres

Potaczenie sieci sygnatowych odowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny

/

A

Abiotic stresses

Drought
High salinity
Cold
Heat
High light

Biotic stresses

Pathogen
Wounding:
[ mechanical, ]

insect,
herbivory

_ \

ROS generation
Rboh

Hormones
ABA, SA, JA, ET

Kinases
MAP kinases

[

Transcription factors
MYC, MYB, NAC, ZF, HSF

Stress responses ]

Fujita et al. Current Opinion in Plant Biology 2006, 9:436—442



Fitohormony

HO

cytokininy
X . .
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Fitohormony regulujg wszystkie etapy cykiu
Zyciowego roslin

Fruit ' . Germination
ripening f‘\

Seed -
E i dormanc
mbryogenesis y (Growth and

branching
Fertilization and %
fruit formation Flower
development
-““

i

"




Stres abiotyczny

zanieczyszczenie powietrza

fotooksydacja
wysoka uszkodz.enia
temperatura \ mechaniczne,

Zycie roslin jest
bardzo stresujace.....

zranienie

ABA i etylen
pomagajg roslinom
reagowac na stres.

Vickers, et al., (2009) Nature Chemical Biology ‘



Fitohormony: synteza, szlak sygnatowy i odpowiedz

2
/v H Spy regulacja ekspresji
synteza _7<\> rozktad genow

produkcja aktywnego
hormonu

/ transkrypcja
transport

fosforylacja

v W P — efekty
H defosforylacja metaboliczne

/ J (np. regulacja
. : proteoliza / przepuszczalnosci
wigzanie z &) kanatéw jonowych)

receptorem < transdukcja g 7
sygnatu ) @




Mutanty syntezy lub odpowiedzi hormonalnej:
zaburzenia wzrostu i rozwoju

Auksyny Brasinosteroidy

Groszek N\ | JArabidopsis AN Arabidopsis

mutant mutanty biosyntezy

biosyntezy iedzi brasinosteroidow
giberelin

Lester, et al, (1997) Plant Cell; Gray (2004) PLoS Biol; Clouse (2002) The Arabidopsis Book

Teaching Tools |



Kwas abscysynowy (ABA)

kontroluje procesy rozwojowe, rozmnazanie i odpowiedz na stres

Stan spoczynkowy Kleowanle . Hamuje wzrost objetosciowy

komérek, fotosynteze i synteze
chlorofilu, transport jonéw przez
btony komérkowe

* Przyspiesza procesy starzenia
organoéw i tkanek

Inhibitor kietkowania, odpowiada
za stan spoczynku nasion

“OH
(@) @) OH
ABA

Rozwoj

Stres

Podwyzszony poziom ABA jest
biotyczny reakcja roslin na stres np.
podczas suszy ABA zamyka
aparaty szparkowe, ogranicza
transpiracje i zwieksza
pobieranie wody przez korzenie.

Ekspresja genow Aparaty szparkowe
(stres suszy)



Szlak biosyntezy ABA jest precyzyjnie requlowany

s

Cytosol

\

Plastid

all-trans-Mecxanthin

9'-pig-Nacxanthin

~

Leaxanthin

Antheraxanthin

all-trans-Violaxanthin

.

1

8- ois-Viodaxanthin

=

Hanthoxin

Xanthoxin
SDR1 |
Abscisic aldehyde DPA
AAOS | /
ABA PA
o /

ABA-GE

B'-hydroxy ABA /

Nambara and Marion-Pol (2003) Trends Plant Sci.

Kluczowe etapy biosyntezy ABA
zalezg od ekspresji regulowanych
genow, co umozliwia kontrole
poziomu ABA w komoérce i szybka
odpowiedz na zmiany srodowiska.

Synteza ABA jest indukowana
podczas odpowiedzi na stres

4
- 12

8
[ABA]
Hg/g

-28k [] § Water Potential

-4l o-mmmmm-g ABA

-20

0 4 8 12 16 20
czas stresu suszy



Receptory ABA: PYR/PYL/RCARs

14 PYR/RCARs w Arabidopsis

(a)

0.3

0.2

0.1

0

At1g01360
At4g01026
At5053160
At4g27920
At5g45860
At5g45870
At4g18620
At5005440
At2g40330
At2g38310
At4g17870
At5g46790
At1973000
At2g26040

PYL9
PYL7
PYL8
PYL10

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4

PYL11
PYL12
PYL13
PYL5
PYL6
PYL4

RCAR5
RCAR6
RCAR7
RCARS
RCAR9
RCAR10

Soja

Kukurydza
Topola

Ryz
Winogrono

Sorgum

Straczkowe

Rzodkiewnik

Glycine max
Zea mays

Populus
trichocarpa

Oryza sativa
Vitis vinifera
Sorghum bicolor

Medicago
truncatula

Arabidopsis
thaliana

Klingler, et al,. Exp.Bot. (2009)

23
20

14

11

14

Raghavendra, et al.,(2010) Trends Plant Sci.



ABA aktywuje ekspresje genow odpowiedzi na stres
Wiagzanie ABA do receptorow (PYL1) umozliwia wigzanie i inhibicje fosfatazy PP2C.

Phosphatase binding

Ligand-free form ABA entry PP2C
Entrance loop Giating loop phosphatase
Active site
—_— \W\J
" . —

PYR/PYL/RCAR ABA

PYR/PYL/RCAR

PYR/PYL/RCAR

Inaktywacja PP2C w obecnosci ABA — fosforylacja biatek przez kinazy SnRK —
aktywacja czynnikow transkrypcyjnych — ekspresja genéw zaleznych od ABA

a ABA absent

F b ABA present o

§ PP2C Phosphatase

‘ \/ 0 ; /> Transcription
C Kinase ¥ -

ABF
PYR/PYL/RCAR y}\M

PYR/PYL/RCAR

Sheard and Zheng, Nature 462 (2009)



ABA aktywuje ekspresje genow odpowiedzi na stres

0 stabilizacja bton

osmoprotektory \N/ % kf)mérkowych i

(cukry, prolina, o} biatek (HSP, LEA)

glicyna, betaina)

jadro /
transkrypcja

odpowiedz na stres cyrkulacja Q)
oksydacyjny — peroksydaza, wody i jonéw %\'
dysmutaza ponadtleknowa (akwaporyny, &0

kanaty jonowe)
cytoplazma




Regulacja przekazywania sygnatu ABA na poziomie
transkrypcji przez czyniki AREB/ABF i ABIS

Maturation Osmotic stress
7~ N Cellular dehydration ¥~ ,‘
:‘.: l N P
Saads pr2ofABAY  Vegetative
PYR/PYL/RCAID stage 4y
), = 'J\/* N\
-7y i.pRé \ . ) o
Z&;gtggation \\? sumoylatlon \SHRKZ ABO3 e Ca?:

(WRKY) \ CPK4 4/'
CPK11/

1RPN10 u{pps.\ 21

— 7 ( 7
’A|P2 owm;z l \SDIR1

- \‘ (E3 ligase) CPK32/

ABI3 \ADAP‘)_ﬂ ;
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DREB)(Apz)
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W Targetgene = = CE MABRE = Target gene =—
Transcription L) Transcription
Seed dormancy & Stress tolerance
Osmotic adjustment Growth regulation

Seedling growth arrest Fujita et al., J Plant Res (2011)



H H
Etylen (C,H,) “c—c”’
H” “H

 Regulacja rozwoju, kontrola wzrostu i podziatéw komérkowych
« Odpowiedz na czynniki stresujgce: susza, uszkodzenie mechaniczne itp.
 Regulacja wzrostu korzenia
 Dojrzewanie owocow, apoptoza

Etylen wywotuje potrojng odpowiedz:

« zahamowanie wzrostu ’

« grubienie hipokotylu
« tworzenie tzw. haka wierzchotkowego

Etylen
8E

K Etylen :
: Zahamowanie

rozwoju lici Zahamowanie wzrostu korzenia

rozwoju siewki ——

Beyer, Plant Physiol (1976) 1

Zahamowanie

Przyspieszone starzenie




Regulacja ekspresji genow zaleznych od etylenu

Przy braku etylenu kinaza CTR1 (negatywny regulator odpowiedzi na etylen) wigze sie
Z receptorem i blokuje transkrypcje.

Zwiazanie etylenu z receptorem uwalnia CTR1, umozliwiajac transkrypcje.

etylen

powietrze

powietrze

Receptor

CTR1
w
M

Benavente and Alonso (2006) Mol. Biol. Syst.
Cuo and Ecker (2004) Curr. Opin. Plant Biol.




Mutanty szlaku odpowiedzi na etylen

ein5 ctr1

ctr1 1.
1

ein5 ctr1
Olmedo et al.. (2006) PNAS

mutacja ein5 — brak
wrazliwosci na wysokie
stezenie etylenu

mutacja ctr1- fenotyp
konstytutywnej potrojnej
odpowiedzi

podwadjny mutant ein5/ctr1 —
czesciowe odwrocenie
fenotypu ctr1



Rola EINS w szlaku transdukcji sygnatu etylenowego

[
Ethylene -~
receptors el /\

EINS zostaf zidentyfikowany jako
egzorybonukleaza AtXRN4

EIN5 rozkfada mRNA EBF1/2 —
akumulacja EIN3 —
wzmocnienie odpowiedzi na
etylen

EBF1/2 mRNA

cytoplasm

nucleus

SEIRFEE ST EE S L
' :
% 4
Cullin1 N

60 — S
\ I

Ethylene response

Olmedo et al.. (2006) PNAS



3. Obrona przed patogenami: grzyby, bakterie

Biotroph Hemibiotroph
Necrotroph Hyaloperonospora Pseudomonas
Botrytis cinerea arabidopsidis syringae

Pieterse et al. (2009) Nat Chem Biol

PAMP
pathogen-associated molecular patterns

Dodds and Rathjem (2010) Nat Rev. Genet.

Extracellular

P s\

Spacs PAMPs

/ /I’l’posachaWd
ﬂagehna

AN

PTI response

Fungus/

oomycete

OI’

Haustorium
- ET| response
NB-LRR
Plant cell

Czgsteczki uwalniane przez pathogeny do przestrzeni miedzykomérkowej rosliny sa rozpeznawane przez receptory
PRR i wywotujg odpowiedz odpornosciowg. Niektore receptory sg transportowane do jadra, %oddmaiwq z
czynnikami transkrypcyjnymi aktywujgc ekspresje specyficznych gendw.

Odpowiedz rosliny na infekcje patogenem: zmiany transkrypcji

« synteza hormondw stresu

synteza kalozy

ekspresja genéw PR (pathogenesis-related) . M@

synteza zwigzkow antybiotycznych (m.in. fitoaleksyn) jadro
produkcja reaktywnych form tlenu (ROS)



Pseudomonas syringae: modelowy patogen roslinny
A dR11 B e

Pseudomonas syringae

LEHS 1

1LE+07 4

LE+06 4

Arabidopsis thaliana infekowana
Pseudomonas syringae

1L.EHOS A

LE+04 A

colomy forming units / cm’ leaf tissue

0 1 2 3 4

days post inoculation

Krzywa wzrostu bakterii P. syringae
wyizolowanych z lisci A. thaliana po infekciji

The Arabidopsis Book



Pseudomonas syringae:

Unknown

anchor Acylation

Pseudomonas

Virulence syringae

factors

Hrp secretion
system

Arabidopsis
thaliana 78
> 9
1 e =
g TN
Cell wall £ \@ = _
| '
Plasma Virulence
membrane Specific defense responses/ functions
hypersensitive response (causing disease
in absence of
RPM1 or
AvrRpm1)
rant B J

Czynniki wirulentne (VIR) patogena wywotujg objawy infekcji
Czynniki awirulentne (Avr) aktywujg specyficzng odpowiedz obronng rosliny

Holt et al. (2000) Current Biol

modelowy patogen roslinny

Systemic acquired
resistance

Induced systemic
resistance

Priming for g

JA/ET defenses T



Stres biotyczny (infekcja P. syringae) i hormony

JA signaling ET signaling
EDS1/PAD4 MPK4 -
! | - |
SA JAs b * i ET
oronatine
v v v
A redox SCF con EIN2
LK ! }
NPR1 cytosolic* { JAZs ubi SCF EBF1/2
v v v
NPR1 ruciear’ Ms EIN3
TGAs/éRX480 A ¢ v
ERF1 ------------------
WRKYs * MycCz2 ORASQ*‘ ......................... EF;F1
| ™ |
SA-responsive genes JA-responsive genes ET-responsive genes
e.g., PR-1 e.g..VSP2 | e.g., PDF1.2 e.g., PDF1.2
Hopl1

Coronatine

-~ AvrRBpt2
P. syringae

Pieterse et al. (2009) Nat Chem Biol



Obrona przed patogenami: wirusy

Obrona przeciwwirusowa u roslin na
Wiral suppressor protein pOZiomie WYCiszania RNA (VIGS)
L

Plant virus P

Viral RNA

\
Reph'l:atiun¢ LI
|
/

nﬂmﬂ EHEEHE R

Double-stranded viral RNA

HHHHH T

Cleavage by f
| DL | DeL3 \‘f
Short interfering RNAs
I'I'IIII'II'I'IIII'I 21 nuclentides T ETIR AR AAEEE™ 24 nucleotides w 22 nucleotides
‘1’ Mutanty biogenezy siRNA sg mniej
i odporne na choroby wirusowe
i madification - WT Arabidopsis ‘mutant dei2-dcl4
AHRLIALIEENTANEARD inokulowany TRV inokulowany TRV
'l."1ml RMNA target Viral RNA target ) s y ‘

;\ﬁ—J

| Cleavage of viral RNA |

Plant repression of viral infection

Waterhouse, P.M. and Fusaro, A.F. (2006)
Science.

Deleris Oet al. (2006) SCIence



Zegar biologiczny kontroluje wiele procesow

(&) i (d) Choroplastt
rotein movemen
phosphorylation

A - ﬁ R e
. opening
£

(b) Cytosollc

calcium levels
Hypocotol

o3 )

(9) Cotyledon and
(h) Petal

leaf movement
opening Trends in Plant Science

2000, vol. 5, no. 12
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Wzrost i rozwdj roslin

A. thaliana: zmiany faz rozwojowych — zmiany ksztattu lisci

JY

UL

¥ Juvenile

B Adult
Liscie mlodociane (juwenilne): okragte, mniej zgbkowane,
wiloski (trichoma) tylko na gérnej powierzchni blaszki lisciowej

B Reproductive

Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel. SSsdilocld



Regulacja faz rozwojowych przez miRNA u
Arabidopsis

HASTY: mutacja w genie kodujacym biatko
eksportu miRNA z jadra do cytoplazmy
(homolog eksportyny 5); skrécenie fazy

_ mtodocianej (juwenilnej)

hasty

12999 )()

1999904 /‘




Regulacja faz rozwojowych przez miRNA u
Arabidopsis

mutanty zippy przed-

S oo o
fazy mtodocianej do

dojrzatej: gen ZIPPY
Z’PPy koduje jedno z biatek
rodziny Argonaute —

Wit acor.




Nadekspresja miR156 wydtuza faze miodociang

H”"”"NO

R ce000 00000000

miR 156+

vy ¥ Juvenile
' ' m Adult
miR156 - . ‘ B Reproductive

Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel. SIS




miR156 reguluje ekspresje genow SPL
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)

SPL - rodzina czynnikdw transkrypcyjnych, zwigzanych z przejsciem rosliny w
faze rozwoju generatywnego (regulacja kwitnienia) miejsce

wigzania
™ miR156

SPL3

Wraz ze wzrostem i rozwojem rosliny

obniza sie poziom ekspresji miR156, co

pozwala na akumulacj¢ mRNA genow SPL |- miR156 SPL

| prowadzi do przejscia rosliny z fazy '\ ’I

wegetatywnej do generatywnej. ‘\ ,,

N S
\\\\ ”,/
—%55

——— ————




miR156 reqguluje ekspresje genéw SPL
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)

Wprowadzenie do genomu A. thaliana kopii genu SPL3 pozbawionego miejsca
wigzania mir156 powoduje przedwczesna indukcje rozwoju generatywnego.

miejsce
wigzania
SPL3 miR156
SPL3A
SPL3m

Vector SPL3A SPL3m e

brak wigzania 'm;imga_-—— SPL
mir156 | ,7

i
-~
-y
~--~
—
—

Wu, G., and Poethig, R.S. (2006). Development. “~



Zmiany faz rozwojowych u roslin:
kaskada czgsteczek miRNA i czynnikow transkrypcyjnych

A. thaliana: SPL9
aktywuje transkrypcje
MIR172b




MiR172 reguluje ekspresje AP2

(APETALAZ2 - czynnik transkrypcyjny zaangazowany w inhibicje kwitnienia)

Floral
initiation

AP2-like
proteins

Protein
or
mRNA[~~~~~~====="7—7

level

4 8 12
Days after germination

indukcja kwitnienia:

kiedy poziom
inhibitorow
kwitnienia AP2-like
spadnie ponizej WT mutant
okreslonej granicy ap2-12
przedwczesne
kwitnienie
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