2) Uloha modrého svétla ve vyvoji a

rustu rostlin

a) Fotobiologie reakci zprostredkovanych modrym svétiem
b) Fotoreceptory
c) Prenos signalu
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a) Fotobiologie reakci zprostredkovanych modrym
svetlem

Fotosyntéza — prijimané svétlo slouzi jako zdroj chemické energie

Fototropismus - svétlo je prijimano jako signal; specificka reakce
k modrému svétlu; rist smérem ke svétiu




Reakce rostlin k modrému svetlu (400 — 500 nm)

1) Fototropismus

2) Rychla inhibice prodluzovaciho rustu
3) Aktivace genové exprese

4) Stimulace otevirani priduchi

Stimulace syntézy chlorofylu a karotenoidu

Fototaxe

Stimulace pohybu jadra
Pohyb mitochondrii
Zména polohy list

Heliotropicka reakce kvéti

Stimulace plochosti listu

Reakce rychlé - sekundy (elektrické jevy na membrané)

Reakce pomalé - minuty, hodiny (stimulace biosyntézy pigmenti)




Modreé svetlo je absorbovano specifickymi receptory
modrého sveétla, ale také fytochromy a chlorofylem

|

Jak odlisit specifické reakce k modrému svetiu?

1) Modré svétlo nemuze byt nahrazeno ¢ervenym svétlem
2) Reakce neni reverzibilni FR

3) AkEni spektrum a jeho srovnani s absorpcnim svétiem




Akcni spektrum - graf, ktery vyjadruje zavislost intenzity
pozorovaneé reakce na vinové delce svetla
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1) Fototropismus — asymetricky rist smérem ke svétiu

Light source

Direction of growth
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Koleoptile (coleoptile) — modifikované listy u jednodéloznych

~ 180 minut

4-day-old ( A \

oat seedling—-

Coleoptile —I

)

Auxinovy gradient
l Zakriveni koleoptile

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




Arabidopsis mutant phot1 s defektem ve fototropismu

WT rrrr




Jak rostliny vnimaji smér svételného signalu?

Mnozstvi svétla v jednotlivych ¢astech pletiva (fotogradient) je prevaden
do nerovhomeérné distribuce auxinu v pletivu.
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Pro fototropickou reakci hypokotylu je kli€¢ova pouze vrchni prodluzovaci éast hypokotylu,
a to v endodermalnich, kortikalnich a epidermalnich burikach. Misto pfijmu signalu je
totozné s mistem fototropické reakce.




2) Rychla inhibice prodluzovaciho rustu

Kliceni msmp Proniknuti z pady ===y Fotomorfogenni reakce = inhibice riustu
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Curvature per photon, relative to 436 nm

AkEéni spektrum pro inhibici rastu AkcEni spektrum pro fototropismus
etiolizovanych rostlin




Experimentalni moznosti oddéleni inhibice rustu zprostredkované
fytochromem od inhibice zprostfredkované specifickymi receptory
modrého svétla

1) Aplikace silného zlutého svétla => saturovana inhibice riastu ~ 50%, stabilni
Pr:Pfr. Nasledna aplikace slabého modrého svétla => dalSi inhibice ristu specificky
zprostredkovana fotoreceptory pro modré svétlo.

2) Zména v rychlosti ristu | Blue light on

hypokotylu zprostiedkovana
fytochromy ~ 8 — 90 minut;
zména rustu zprostredkovana
fotoreceptory pro modré svétio ~
15 — 30 sekund

Growth rate (mm h™")

3) Modré svétlo indukuje
depolarizaci membrany, ktera
predchazi inhibici ristu.
Depolarizace je zpusobena aktivaci
ClI- kanal.

Membrane potential difference (mV)

Time (min)
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Aniontové kanaly zprostredkuji inhibici ristu modrym svétlem

5 s Inhibitor +
Modré svétlo (NPPB) -+ 1

\ 7

Inhibice

membrany

+ * - rustu
+ + Depolarizace 60 mV
out /

in
-160 mV

Rust
neinhibovan




3) Aktivace genové exprese

Modré svétlo indukuje expresi genu, které koduji proteiny zapojené v radé
morfologickych procesu.

a) Geny regulované cspecificky modrym svétiem

- Gen pro enzym chalcone syntazu, zapojeny v biosyntéze flavonoidi
- Gen, kéduijici protein vazici chlorofyl a a b.

- Gen pro subjednotku chloroplastového enzymu rubisco (ribulose
bisphosphate carboxylase/oxygenase

- Gen AthH2 primarné exprimovan v expandujicich a diferencujicich se
bunkach; kéduje membranovy protein schopny transportovat molekuly
vody = aquaporin (vodni kanal; water channel); regulovan i ABA




b) Geny specificky regulované modrym svétlem

Gen SIG5 specificky regulovany modrym svétlem; hraje regulaéni roli v
transkripci chloroplastového genu psbD-BLRP (Blue Light Responsive Promoter),
ktery kéduje D2 podjednotku PSIl reakéniho centra.

SIGS hraje roli v toleranci rostlin k osmotickému stresu tim, ze indukuje opravy
PSIi

DalSich 5 genul skupiny S/G je aktivovano nespecificky modrym i ¢ervenym
svétlem

c) Gen pro fotoreceptory CRY1 a PHOT1, 2 jsou regulovany modrym
svetlem

Modré svétlo zvysSuje jak mnozstvi mRNA, tak i proteinu CRY1. Promoter genu
CRY1 nese cis-acting sekvence reagujici k modrému svétlu. Informaci o expresi
fototropinu je malo.




4) Stimulace otevirani pruducht (stomat)

Praduchy hraji hlavni regulaéni roli ve vyméné plynu v listech

Priduchy — modelovy objekt pro studium reakci k modrému svétlu:

- reakce stomat k modrému svétla je rychla a zvratna

- reakce stomat k modrému svétlu je pozorovatelna po cely zivot
rostliny

- signalni draha spojujici misto pfrijmu modrého svétla s priduchy
je dobre prostudovana

Svétlo je dominantni faktor regulujici otevirani a zavirani stomat
dopadem na epidermalni bunky listu.




Pruduchy se oteviraji pri dosazeni urcité urovné intenzity svétla a zaviraji
se, kdyz intenzita svétla klesa.
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DCMU (dichlorophenyl dimethylurea) — inhibitor fotosyntetického
elektronového transportu — ¢astec¢né inhibuje otevirani pruduchu
indukované modrym svétlem

!

Fotosyntéza v chloroplastech svéracich bunék hraje roli ve svétlem
indukovaném otevirani stomat

+

Nefotosynteticka slozka stomatalni reakce ke svétlu

!

Svétlo aktivuje dvé vyrazné reakce sveracich bunék:

- fotosyntézu v chloroplastech svéracich bunéek
- specifickou reakci k modrému sveétlu




Specificka stomatalni reakce

Modré svétlo zplisobuje soucasné fotosyntetickou a specifickou nefotosyntetickou
reakci

1) Saturace fotosyntetické reakce
silnym €ervenym svétlem => ¢aste¢né
otevieni stomat

2) Aplikace slabého modrého svétla

1

Dalsi, nefotosyntetické, otevieni stomat
vyvolané modrym svétlem
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Modré svétlo indukuje zvétSovani protoplastu izolovanych
ze svéracich bunék pruduch

|

Svétlo je opravdu vnimano svéracimi bunkami

Odhaleni mechanizmu fungovani svéracich bunék, tj. otevirani a zavirani praduchu

Modré svétlo indukuje proud
iont do bunky a akumulaci
organickych roztoka =>
zvysSeni osmotického tlaku v
bunce => €erpani vody do
bunky => zvétsSovani
protoplastu = svéracich bunék
=> vytvoreni Stérbiny =
otevieni pruduchu

Modré svétlo




Otevirani praducht indukované modrym svétlem muze byt
blokovano pusobenim zeleného svétla

Zelené svétlo bylo povazovano za ,safe light“ — nevyvolava fyziologické reakce

Frechilla S (2000) Plant Cell Physiol 41: 171-176 — zelené svétlo inhibuje otevirani priducht indukované
modrym svétlem.

PIna reverze: modré svétlo 10 umol.m=2.s-
zelené svétlo 20 umol.m2.s""1

Talbott et al. (2002) Amer J Bot 89: 366-368 — fotoreverze pozorovana u jinych druht rostlin

Mechanismus ?:

1) Nezavisly receptor pro zelené svétlo — interaguje s
receptorem pro modré svétlo

(emol m-2 s1)]!

2) Fotoizomerizace receptoru modrého svétla —
fyziologicky neaktivni - po absorbci modrého svétla
preménén na formu fyziol. aktivni, ktera absorbuje
svétlo zelené. Tato forma absorbuje zelené svétlo,
Wavelength (nm) které méni receptor zpét na formu neaktivni,
absorbujici modré svétlo.
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UPDATE 2022
Jones JJ et al. (2022) New Phytologist 236: 1237-1244

aledle - Zelené svétlo (GL) aktivuje CI- kanal
25 min 40 min GtACR1 => transport ClI- z bunky =>
depolarizace membrany svéraci bunky
=> unik K* a H,0 => smrsténi bunky =>

zavirani pruduchu.

Zelené svétlo muize uzavirat pruduchy i v podminkach, kdy je soucasné stimulovano otevirani

priduchti ¢ervenym svétlem. Je tedy mozné, ze zelené svétlo usmérnuje stomatalni transpiraci a
spotrebu vody.




Mechanismus otevirani priuducht indukovaného modrym
svétlem — aktivace protonové pumpy (H*- ATPase)

Po ozareni protoplasti svéracich bunék modrym svétlem se pH okolniho média snizuje,
prostredi se okyseluje.

Acidifikace muze byt blokovana aplikaci CCCP (blokator tvorby pH gradientu) nebo vanadatem

(inhibitor protonové pumpy) l

Acidifikace je zpusobena aktivaci protonové
pumpy modrym svétlem

More
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saturating red |~ pulse
Ilght Red light on
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Guard cell protoplast volume (um3x 1072) @




Aktivace protonové pumpy modrym svétiem

Modré svétlo

Inhibitor -+
(ortho-vanadate) +

R

+/ \_|_
+ = - -
- H+

\-I_ /
- Hyperpolarizace

membrany

-120 mV

_|_
- H+ =

- 60 mV

Snizovani
=> pH vné bunky
(acidifikace)

pH vné

=> s —
bunky se nemeéni




Aktivace protonové pumpy a dalsi elektrické zmény membrany
se meéri pomoci patch-clamp metod

Taiz L, Zeiger E (2010) Plant Physiology. 5th Edition, Sinauer Asociates, Inc. Publishers,

Sunderland, Massachusetts
http://5e.plantphys.net/article.php?ch=6&id=50

Houbovy toxin fusicoccin — aktivator protonové pumby => aktivuje proud pres
membranu, ktery mize byt inhibovan CCCP.

Qe RJOONNIUEIC 1) Fusicoccin stimuluje pumpovani protont
i otevirani stomat

2) CCCP inhibuje fusicoccinem indukované
otevirani stomat

!

Electric current

i Fusicoccin activates
+ r - r - r r (-]
H™-ATPase Jasné spojeni mezi pumpovanim protont

a oteviranim stomat




Zvyseni pumpovani protont a velikost otevieni stomat jsou umérné
mnozstvi fotonll modrého svétla dopadajicich na list

1

Reakce stomat funguje jako senzor foton
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UPDATE 2014 WT GC1:AHAZ 1
Wang Y et al. (2014) PNAS 111: 533-538 M2 A

Transgenni rostliny Arabidopsis s overexprimovanou H*-ATPasou ukazuji zvySené
svétlem-indukované otevieni praduchu.




Reakce indukované modrym svétlem maji nékteré dulezité viastnosti:

Electric current

11

Blue-light
pulse
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1) Maximalni amplitudy reakce je dosazeno az za nékolik minut - modré svétlo
nejprve konvertuje neaktivni formu receptoru na formu aktivni

2) Reakce pretrvava i po vypnuti svételného signalu - pri absenci svétla
se aktivni forma receptoru méni zpét na formu neaktivni

3) Vyrazna doba lag faze - doba pozadovana pro prenos signalu od receptoru
k protonové pumpé a pro vytvoreni gradientu




Modré sveéetlo reguluje osmoticky stav svéracich bunék aktivaci protonové
pumpy a stimulaci syntézy organickych latek

1908 — Francis Ernest Lloyd — hypotéza ,,Skrob-cukr®: turgor svéracich bunék je regulovan
osmotickymi zménami, které jsou nasledkem konverze skrobu na cukr.

1960 — objev zmén v koncentraci K* - moderni teorie osmoregulace pomoci K* a jinych iont

Oteviené pruduchy:
Koncentrace K* 400 - 800 MM == Balance pomoci Cl- a malatu?

Spoleéné s K*, jsou dovnitF bunky transportovany Cl- pomoci sekundarniho transportniho
mechanismu fizeného gradientem elektrochemického potencialu H* generovaného protonovou
pumpou.

Malat?- je syntetizovan v cytozolu v metabolické cesté hydrolyzy skrobu. Obsah malatu se snizuje
pfi zavirani pruduch.




Tri odliSné cesty osmoregulace ve svéracich bunkach

1) Vlivem K*, ClI-, a malatu? pochazejiciho z hydrolyzy Skrobu

CYTOPLASM

CHLOROPLAST
Glucose-6-
Ribulose-1,5- Fructose-6-phosphate <«== phosphate —|Starch

bisphosphate A\ \ T
Fructose-1,6-bisphosphate

Glucose «==Maltose

COZ Calvin
cycle

Dihydroxyacetone 3-phosphate

3 phosphoglycerate

Glucose-1- Jv Phos- [€O>
phosphate «— Dihydroxyacetone 3- == phoenol- 3|Malate

phosphate pyruvate
VACUOLE |

?
Sucrose XO—[Sucrose >[Sucrose Malate
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Poznamka - pfi stresu je malat> transportovan ze svéraci buriky do apoplastu a indukuje zavirani praduchi.




2) Vlivem sacharézy vznikajici hydrolyzou skrobu — ptivodni hypotéza ,,Skrob-cukr®

CYTOPLASM

CHLOROPLAST

Glucose-6-
Ribulose-1,5- Fructose-6-phosphate <= phosphate —|Starch

bisphosphate \ \ T
Fructose-1,6-bisphosphate

CO, || Calvin } Glucose «=Maltose

I
i Dihydroxyacetone 3-phosphate

3 phosphoglycerate

Glucose-1- ‘l' Phos- €Oz
phosphate <« Dihydroxyacetone 3- -—» phoenol- > |Malate

phosphate pyruvate
VACUOLE ,
= S

2
Sucrose {O—[Sucrose ucrose Malate | CP
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3) Vlivem sacharézy vznikajici fotosyntézou (chloroplasty svéracich bunék ¢i
chloroplasty v mezofylovych bunkach)

CYTOPLASM

CHLOROPLAST

Glucose-6-
Ribulose-1,5- Fructose-6-phosphate <= phosphate — | Starch

bisphosphate Ny l

Fructose-1,6-bisphosphat
rUCtose flsj osphate Glucose «— Maltose

Calvin
CO,|=\ cycle

Dihydroxyacetone 3-phosphate

3 phosphoglycerate ‘

Glucose-1- Phos- [€O2
phosphate <<= Dihydroxyacetone 3- - phoenol- > [Malate
i phosphate pyruvate

VACUOLE

cl5

?
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Chloroplasty — obsahuji Skrobova zrna

Skrob je nerozpustny vysokomolekularni polymer
glukézy — neni osmoticky aktivni

1

Hydrolyza Skrobu — vznikaji rozpustné cukry —
osmoticky aktivni

]

Osmoticky tlak = (osmoticky potencial )

]

Stomata se otviraji

Zavirajici se stomata: syntéza skrobu - Osmoticky tlak  (osmoticky potencial




Cukr je osmoticky aktivni latka ve svéracich bunkach

Po objeveni role K*, CI- a malatu?- byla ,,8krob-cukr hypotéza ¢aste¢né opusténa.
Nedavné studie vSak ukazaly dulezitou fazi osmoregulace svéracich bunék
s dominantni ilohou cukru.

Studie: K* se zvySuje s oteviranim pruducht brzy rano; obsah cukru se pomalu zvysSuje.
K* se snizuje odpoledne, ale otevirani priducht pokracuje, obsah cukru se dale zvysuje.
Odpoledne se obsah cukru snizuje, coz koresponduje se zaviranim pruduchui.
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POZOR! Update 2018
Lima VF et al. (2018)

Uloha sacharézy béhem otevirani priiduchii nebyla nikdy predtim pfimo testovana.
Nebyly zodpovézeny 3 zakladni otazky:

1) Je sacharéza schopna indukovat otevieni priducht?
2) Je sacharéza spojena s otevienim priduchti indukovanym K* a svétlem?

3) Funguje sacharéza jako osmolyt nebo jako substrat béhem svétlem indukovaného otevirani
praducht?

Update 2018 A David B Medeiros
Medeiros DB et al. (2018) Plant J 94: 583-594 L AN Max Planck Institute

1) Sacharéza neni schopna sama o sobé indukovat otevirani praduchui.
2) Pritomnost sacharézy nezvysuje rychlost otevirani praduchti indukované K* a svétilem.

3) Sacharéza indukuje zavirani priduchu ve vysokych koncentracich (> 10 mM).

Sacharéza béhem svétlem indukovaného otevirani priduchi nefunguje jako osmolyt.

UPDATE 2021
Flutsch S and Santelia D (2021) New Phytologist 230: 1754-1760

Review o sou¢asnych znalostech metabolizmu uhliku ve svéracich burnkach a jeho vlivu na funkci priduchdu.




Je uhlik (tedy cukr), nikoli voda, zdrojem,
ktery omezuje otevirani pruducht?

UPDATE 2023
Potkay A and Feng X (2023) New Phytologist 238: 506-528

V biologii existuje dlouha tradice ptat se ,,pro¢“ — rozumét vzorcim forem a chovani. Proto
ukazujeme, jak formy a chovani prospivaji organismu, a ze pravdépodobné vznikly
prirozenym vybérem. Tato tradice vyustila i v modely vodivosti priduchi. Ekofyziologové
zatim nenasli shodu o skuteéném ,.cili (ddvodu)“ chovani (otevirani/zavirani) praducha =>
vzniklo mnoho odliSnych modell. Autofi letos publikovali nejnovéjsi model, ktery ukazuje
novy pristup a mize tak pomoci vyresit nejasnosti podstatu teorie chovani priduch.




19. stoleti

Charles a Francis Darwin == Studium fototropismu koleoptile
Pocatek 90. let ==mp |dentifikace fotoreceptorti

Identifikace gent regulujicich fototropismus
a inhibici prodluzovaciho rustu

Charakterizace protein

b) Fotoreceptory modrého sveétla:

Kryptochromy (cryptochromes) — inhibice ristu

Fototropiny (phototropins) — fototropismus, pohyb chloroplastu,
otevirani pruduchu
Zeaxantin (zeaxanthin) — otevirani stomat

Christie JM et al. (2015) Plant Cell Physiol 56: 401-413

Review o fotoreceptorech.




Arabidopsis mutant hy4 — hypokotyl neni inhibovan modrym svetlem

Gen HY4 => protein, monomer 75 kDa

PHR = Photolyase-related doména; N- terminalni
doména; homologni k DNA fotolyaze; vaze dva
typy chromoforu:

MTHF = methyltetrahydrofolate (Pterin)

FAD = flavin adenine dinucleotide (Flavin)

CCT = CRY C-Terminus; C-terminalni doména —
- obsahuje 3 motivy: D, A, S — dulezité pro bunécnou
lokalizaci a mezimolekularni interakci (napr. s COP1)




Exprese HY4 v Echerichia coli — chybi fotolyazova aktivita
Fotolyaza — monomer, enzym aktivovany modrym svétlem, ktery opravuje

pyrimidinové dimery vznikajici ozarenim DNA UV svétiem

Pterin — derivat pteridinu, absorbuje
svétlo, pigment u hmyzu, ryb a ptaku

Fotolyaza je aktivni jako monomer, kdezto kryptochrom // \

je aktivni jako homodimer.

Odli$né funkce téchto proteint B Pterin —— Flavin I

e
o
Py = Py

Izomerizace a vytvoreni monomeru




HY4 = CRY1 (CRYPTOCHROME 1) — kéduje fotoreceptor modrého svétla;
zprostredkuje inhibici prodluzovani indukovanou modrym svétiem

Dukazy:

- overexprese CRY1 v transgennich rostlinach => silna inhibice ristu hypokotylu;
nadprodukce antokyanin
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CRY1 hraje roli v inhibici
prodluzovaciho ristu
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CRY2 (CRYPTOCHROME 2) — homologni s CRY1; na svétle nestabilni

Na BL dochazi k aktivaci deubiquitinaz UBP12 a UBP13, které fyzicky interaguji s CRY2 a
prostrednictvim deubiquitinace COP1 urychluji jeho degradaci ( )-

Transgenni rostliny overexprimujici CRY2

— slaba inhibice prodluzovaciho riastu modrym svétilem
— zvétSeny rust déloh indukovany modrym svétlem

CRY1 a CRY2 - hraji roli v indukci kveteni a dennim rytmu

2003 - identifikace genu CRY3 w==sp Funkce CRY3 ?

CRY3 patri ke CRY-DASH enzymiim s fotolyazovou aktivitou; stabilizuje
cyclobutan-pyrimidinové dimery.




Guo T et al. (2023) Nature Plants 9: 1280-1290

Klicovy objev — zapojeni kryptochroml a modrého svétla v opravé zlomi DNA
prostirednictvim ADA2 a SMC5

A
4 5
ﬁ‘-ir’r"l

BL

€ cry } ( CRY }

ADA2b je konzervovana slozka komplexu acetyltransferazy Spt-Ada-Gen5. ADA2b u Arabidopsis
a jeho homology u kvasinek a Drosophily jsou zapojeny v reakcich na poskozeni DNA.

SMC5/6 — Structural Maintenance of Chromosome 5/6 (komplex strukturni udrzby chromozomu
5/6)




Fototropiny (phototropins) ‘{

Winslow Russel Briggs (1T 11.2. 2019)

Austin, TX, 2012

Arabidopsis mutant nph1 (nonphototropic hypocotyl1) — geneticky
nezavisly na cry1

nph1 - normalné inhibovan modrym svéetlem; nereaguje fototropicky

k modrému svetlu; membranovy protein 120 kDa neni modrym svetlem
fosforylovan

NPH1 protein — receptor pro
fototropismus; autofosforylace
indukovana modrym svétiem

NPH1 protein (PHOT1)

120 kDa
(1997-1998)

Struktura




Struktura PHOT1

- 966 aminokyselin
- hydrofilni protein; pripojeny k membrané — mechanizmus neni znam
- C-terminalni ¢ast — 11 typickych domén v serine/threonine kinaze

- N-terminalni ¢ast — 2 opakujici se domény LOV1, LOV2; kazda 110 aminokyselin;

LOVA LOV2 LOV - podobna doméné PAS v proteinech

LSRR o INeeelil . [REREL]  edvovanyeh svecem (ght) kyStkem
2 I (Oxygen; Escherichia coli), napétim

(Voltage; Drosophila, obratlovci)

Fototropin exprimovan v buiikach hmyzu: N-terminalni €¢ast vaze chromofor FMN
(flavin mononucleotide) v mistech LOV1 a LOV2; autofosforylace po expozici
modrym svétlem — 21 fosforylaénich mist

PHOT1 - spektralni charakteristika receptoru pro fototropismus => PHOT1 navrzen
jako light receptor kinaza indukujici fototropismus.




LOV1 LOv2

NH, - [cec/ll(cee]lN - COOH

PHOT2

- podobny k PHOT1; 29 fosforylacnich mist.
- vaze FMN a prochazi autofosforylaci po ozareni modrym svétiem

Mutant phot1:
- nereaguje fototropicky k modrému svétiu 0.01 — 1 umol.m-2.s-"
- reaguje normalné fototropicky k modrému svétiu 1 — 10 ymol.m-2.s-

Mutant phot2:
- normalni fototropické reakce

Mutant phot1/phot2:
- nereaguje fototropicky k modrému svétlu obou intenzit

L |

PHOT1, PHOT2 hraji roli ve fototropismu; PHOT2 funguje pri vysoké intenzité
modrého svétla




Fototropiny hraji roli v pohybu chloroplastu

Slabé modré svétlo Silné modré svétlo

Akumulacni reakce Vyhybava reakce




phot1/phot2

Podle: PHOT2 hraje roli ve vyhybavé reakci
Briggs WR, Christie JM (2002) TIPS 7: 204-210 Oba geny, PHOT1 a PHOT2 hraji roli v akumulaéni reakci




Pohyb chloroplastil je realizovan pomoci dvou typu proteini: myosinu a aktinu

L wBL SBL

R
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phy phot2 wartmannin phot2

PI3K activation / e

l P14k activation 7

of actin o

. Ca”'/CaM

dynamics ;

y Ca*iCaM "

* ca”l
7

motor apparatus

|

Directional
chloroplast movement

directional Qé)
movemeant

TFP——{CaM

—

Higa T et al. (2014) PNAS 111: 4327-4331

Chloroplasty se pfipojuji k jadru a
reguluji jeho pohyb - ochrana jadra proti
nadmérnému osvétleni.

internal
stores

Mechanizmy pohybu chloroplastt vlivem re-orientace myosinu a aktinu v§ak nejsou

dosud znamy.

Identifikace regulacnich proteinu:

CHUP1 (Chloroplast Unusual Positioning 1) — actin-binding protein

PMI1, 2 (Plastid Movement Impaired 1, 2)

Funkce neznamé

JAC1 (J-domain required for chloroplast ACcumulation response 1)




Zeitlupe (ZTL)

6 x Kelch repeats

Skupina ZTL/FKF1/LKP2 fotoreceptoru
s proteinovym motivem ,,kelch*

Analyza quadruple mutanta phyAphyBcry1cry2 = fenotyp rostlin rostoucich ve tmé

reakce denniho cyklu!!!

Novy receptor ZEITLUPE zprostredkuje tuto expresi a reakce
denniho cyklu — moduluje akumulaci proteinu TOC1 (viz
SFR3c-d), ktery je klicovym proteinem v regulaci denniho

Perelman et al. (2003) rytmu.
Plant Physiol 133: 1717-1725

ZTL obsahuje LOV doménu, ktera je podobna vazebnému mistu pro chromofor flavin u fototropind.




Zeaxantin (zeaxanthin)

Zeaxantin — karotenoid; komponenta xantofylového cyklu v chloroplastech
mezofylovych bunék - chrani fotosyntetické pigmenty pred nadmérnym
svetlem.

Zeaxantin ve svéracich bunkach funguje jako receptor zprostredkujici
otevirani stomat
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Dlkazy potvrzujici Ulohu zeaxantinu jako fotoreceptoru ve stomatech:

- absorpcéni spektrum zeaxantinu souhlasi s akénim spektrem otevirani
stomat indukovaného modrym svétlem
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PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition. Figure 18.19 © 2002 Sinauer Associates, Inc. PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 18.11 2002 Sinauer Associates, Inc.

Absorpcéni spektrum zeaxantinu Akéni spektrum otevirani stomat




- obsah zeaxantinu ve svéracich bunkach odpovida velikosti stomatalni apertury

- citlivost svéracich bunék k modrému svétlu se zvySuje s koncentraci zeaxantinu
- otevirani stomat indukované modrym svétlem je inhibovano dithiotreitolem (DTT)
a inhibice je zavisla na jeho koncentraci
DTT inhibuje enzym, ktery konvertuje violaxantin na zeaxantin
=> DTT snizuje akumulaci zeaxantinu

Arabidopsis mutant npq1 (nonphotochemical quenching)

B Wild type

npq1 (mutant
lacking zeaxanthin)

e
o

npq1 neakumuluje zeaxantin v chloroplastech
=> chybi specifické otevirani stomat
indukované modrym svétiem

npq1 ukazuje pouze bazalni otevirani stomat
indukované fotosyntézou

Stomatal aperture (um)
N N
o »

50 100 150

Background red light (umol m™2




phot1/phot2 ’l

Do procesu otevirani stomat jsou zapojeny
kromeé zeaxantinu i fototropiny

Reakce stomat k modrému svétlu je ovlivihovana i geny
PHOT1 a PHOT2.

Mechanismus interakce PHOTs se zeaxantinem neni znam.

Stomata funguji autonomné — reakce jednoho priduchu
k modrému svétlu nezavisi na reakci druhého priduchu
k modrému svétlu.




Do procesu otevirani stomat jsou zapojeny kromé zeaxantinu a fototropin
I kryptochromy a COP1

Otevirani stomat indukované modrym svétlem:

crylcry2 > photiphot2 > cry1cry2photiphot2

WT < cop1

Khanna et al. (2014) Mol Plant 7: 1441-1454

Uzavirani praducha nastava degradaci
tubulinu ve 26S proteazomu. Degradaci
tubulinu  zprostiredkuje @ COP1, ktery
ubiquitinuje tubulin.

WT > cry1 =cry2 > cryicry2

WT < CRY171-ovx = CRY2-ovx

hot2 oyl cry2 " | - pRoaT phatZ CRTT-ovx
photi phot2 + WT
-+ T Eryd
<k phiT photd
0 b= oy eyl phet? photl

cryf cry2 phott phot2 photl phot2
copl copf CRY1-ovx

10 L0 ]
Blue light (pmolms)

Mao J et al. (2005) PNAS 102: 446-452

Otevieni stomat




c) Prenos signalu

Signalni drahy zapojujici kryptochromy

CRY1 a CRY2 — homologni s fotolyazou, ale fotolyazova aktivita chybi

Navrzen jiny mechanismus prenosu signalu

Fosforylace - defosforylace

Fosforylace = pfipojeni fosfatové skupiny k amikokyselinovému zbytku néjakého
proteinu

Protein kinaza = ATP-zavisly enzym, ktery pfipojuje fosfatovou skupinu k proteinu.
Protein se stava fosforylovanym a tim aktivnim.

Absorbce BL N-terminalni fotolyazovou doménou vede ke konformaéni zméné
C-terminalni domény. C-terminalni doména zprostredkuje prenos signalu. Vaze
se ke specifickému partnerskému proteinu (napr. COP1).




Signalni draha kryptochromu CRY2

Modré sveétlo

Aktivni

Neaktivni Ca?*-binding protein

K degradaci CRY2 je nutné kontinualni
svétlo, protoze CRY2 proteiny jsou

degradovany po ¢astech. Ser/Thr fosfataza

Degradace

CRY2 je degradovan ubiquitinaci ve 26S CRY2
proteasomu.

Fotoreakce

UPDATE 2016
Liu Q et al. (2016) Plant Cell Physiol 57: 2175-2186
CRY2 prochazi degradaci vlivem nejméné dvou E3-ubiquitin ligaz: CUL4- a CUL1-E3 ubiquitin ligaza




Modré sveétlo

)

Aktivni

Neaktivni

N-terminalni doména PHR (CNT1) je nutna k homodimerizaci
kryptochromu. Dimerizace je nezbytna ke svételné aktivaci
C-terminalni domény (CCT) => schopnost CCT interagovat
se signalnim proteinem COP1 v signalni draze modrého
svétla.

BL Mutace v CNT1

L8
=

Sang et al. (2005) Plant Cell 17: 1569 - 1584




Modré sveétlo

CRYs jsou akumulovany

v jadre

CRY?2 - nezavisle na svétle Transport
CRY

CRY1 - ve tmé&; na svétle

Cytoplazma

!

transport do cytoplazmy g Aktivace aniontovych
a Gast zlistava v jadre Jadro

< \
COP1 e HYs5

Exprese genu /~

o 1
HYs  Transcription

Mutant phot1 — defekt v PHOT1
rychlé fazi inhibice ristu HEEp Iniciace inhibice
(do 30 minut po ozareni) do 30 minut

' ' Folta KM (2004) Plant Physiol 135: 1407-1416
stimuluje prodluzovani => pasobi proti modrému svétiu
(viz blue/green reverzibilita u stomat)

Liu B et al. (2016) J Plant Res 129: 137-148

Review of mechanizmech signalizace prostrednictvim kryptochromd.

kanalu

Inhibice rastu
hypokotylli

Mutant cry1, cry2 — defekt v
pomalé fazi inhibice rustu
(30 — 120) minut po ozareni

!

CRY1, CRY2
iniciace inhibice
do 120 minut




Hao Y et al. (2023) Plant Cell 35: 1304-1317

Zelené svetlo stimuluje prodluzovani hypokotylu prostrednictvim
signalizace brasinosteroidu.

o

" Angy

Elongation Elongation \ Elongation
related genes related genes related genes

Ani jeden ze znamych fotoreceptoru neni receptorem zeleného svétla, ktery aktivuje BES1!




Molekularni mechanizmus inhibice COP1/SPA modrym svétlem
prostirednictvim kryptochromu

Ponnu J et al. (2019) PNAS 116: 27133-27141
Ponnu J (2020) Physiologia Plantarum 169: 418-429

-~
Cytoplasm B Cytoplasm
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| P - . (5%l | CRY obsahuji
L o -7 SPA motiv na C-terminalni doméné CRY
_ - (CCT2), ktery se podoba COP1-WD40
@ “ vazebné sekvenci pfitomné
Photomorphogenesis i M na vSech substratech COP1.
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Inhibice ristu hypokotylu indukované modrym svétlem
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Ranna faze zprostredkovana phot1 — minuty az 30 minut
Pozdni faze zprostiedkovana CRY1, CRY2, phyA — hodina a vice




Signalni draha fototropinu PHOT

Modré sveétlo

Transkripéni
Prenaseci signalu faktor
z cytoplazmy do jadra (napf. auxin-responsive)

Protein
kinazy

FMN + PHOT Autofosforylace Em—— ARF7
Flavin (Dimerizace) PHOT Fostory! NPH3 (NPH4)

mononucleotide 1

Y 4
- - | Jo _
| Aktivace
iaht modrym — .
FMN svétlem \

—— chromophore

= "
| |
Hﬁ@:” /N\[éo Blue light HHC;QN fN\fO
H.C N NH H.C g/“ NH
0 i\ 0
SH

Klicovou pro prenos signalu je autofosforylace na dvou konzervovanych Dar:\
Ser reziduich na C-terminalni doméné (PHOT1: Ser-763 a Ser-85; PHOT2: Ser- TEverson
761 a Ser 763). Ve tmé je PHOT defosforylovan protein fosfatazou PP2A.

Update 2018

Christie JM (2018) Plant Physiology 176: 1015-1024
Nejnovéjsi review o signalizaci prostrednictvim fototropinu.




Molekularni mechanizmus fototropické reakce

(PIN3)

ABCB1S

Gl

Muclear

Auxin gradient

UPDATE 2012
Sakai T, Haga K (2012) Plant & Cell Physiology 53: 1517-1534




Lindeboom JJ et al. (2013) Science 342: 1245533

Mechanizmus zakfivovani zptisobeného re-orientaci nové vznikajicich mikrotubult
epidermalnich a kortikalnich bunék.

blue light
-\‘-/ﬁ\‘df\h-

Fig. 1. Microtubule reorientation

induced by blue light. (A) Schematic

drawing indicates location of imaging

and angular coordinates. (B) Micro-

tubule reorientation in an etiolated ’ ’

hypocotyl cell expressing mChemy-TUAS and GCP2-3xGFP (only mCherry-TUAS signal is shown). Scale
bar, 5 pm. See also movie 51.

Modré svétlo prostrednictvim fotoreceptord PHOT1 a
PHOT2 stimuluje vznik nové orientovanych PHOT1/2
mikrotubuld. Vznik novych mikrotubulti je Ffizen
proteinem kataninem, ktery rozdéluje (rozstépuje)
existujici mikrotubuly. Rust koncl nové vniklych

mikrotubull vede ke vzniku re-orientovanych
mikrotubulti v epidermalnich a kortikalnich bunkach.

Auxin Re orientace : :
transport milkretabki—oereliny

Tato re-orientace vede ke zméné ukladani celulézy
v noveé vznikajici bunécéné sténé a k zakriveni. \ 1

Zakriveni




Otevirani priuduchu prostrednictvim fototropinu PHOT1 a PHOT2

Modré sveétlo

Blue light \

PHOT1, PHOT2

Stomatal opening +—— Increase of l
turgor pressure

Aniontové Py i i b P
H,0 kanaly |’\ BT Pho}‘ytrnpiﬂs BLUST

G . (phot}, phot2) H*-ATPaza: C- terminalni
G :
NO Decrease in ' l konec ma autoinhibiéni

\, water potential P Anlon'tove doménu - reguluje
14-3-3 kanaly H*-ATPaza aktivitu ATP4zy blokovanim

K+ %- e katalytického mista

Inwardly-rectifying f Hs02 \ l
K+ channel | ABA

S Hvperpolarizace Aktivace ATPazy: fosforylace
f ) ADP ATP yperp Ser/Thr C- terminalni domény
\ ¢ ATPazy => autoinhibiéni
' l doména je odstranéna
z katalytického mista

by -

= 100mv > Kinase 7
14-3-3 u
Plasma membrane K*- kanaly

hyperpolarization H+-ATPase l

Otevirani praduchu

Stomatal opening

Auxin transport/signaling
H X =

Cotelle V and Leonhardt N (2016) Frontiers in Plant Science 6: article no: 1210

Review o Uloze proteint 14-3-3

Christie JM et al. (2015) Plant Cell Physiol 56: 401-413




Model otevirani priduchti modrym svétlem prostrednictvim regulace BLUS1

Inactive Regulatory domain

1}

(D338-E367)

Blue light

..Actwe .L

Protein fosfataza

Substrates PP1c/PRSL1

¢F’

H*-ATPase

UPDATE 2021
Hosotani S et al. (2021) Plant Cell 33: 1813-1827




Chang Y et al. (2023) Current Biology 33: 1071-1081
Liu H (2023) Current Biology 33: R219-R237
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Current Biology

Modré svétlo aktivuje fototropiny => otevieni priduchl. Mezitim modré svétlo aktivuje transkripci PLIPs
(fosfolipaz) => akumulace OPDA (kyselina 12-oxo-fytodienova = metabolit oxylipinu) => vazba OPDA k
receptorovému komplexu CSC-CYP20-3 => inhibice aktivity H*-ATPazy (pumpovani H* ze svéraci

buriky ven) a transportu K* do svéraci bunky.

Uzavieni pruducht = ,,brzda“




Signalni draha zeaxantinu ve svéracich bunkach stomat

Light energy CHLOROPLAST

(PAR]) .
Higher ambient CO; concentrations

increase the rate of CO; fixation,

alkalinize the lumen, and decrease MOd ré SVétIo

guard cell zeaxanthin content.
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Mechanizmus zapojeni zeaxantinu v otevirani stomat vlivem modrého svétla je treba
dale ovérit — kontroverzni vysledky v intaktnich listech a protoplastech svéracich

bunék u mutanta npq1.




Reverzibilita otevirani stomat

AkcEni spektra modrého (otevirani stomat) a
zeleného (zavirani stomat) svétla jsou posunuta

Light pulse: 090 nm

Blue
l Tento posun je zpusoben izomerizaci zeaxantinu

Blue-green

,____\'.j/\_‘ Modré sveétlo Zelené svetlo
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Zeaxantinu

W (neaktivni)
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Blue-green-blue Trans —izomer — (éls —|zot|_ner
l eaxantinu

Golovatskaya IF and Karnachuk RA (2015) Russian J Plant Physiology 62: 727-740

Review o fyziologické uloze zeleného svétla ve vyvoji a ristu rostlin.




Fotosynteticky aktivni svétlo: Violaxantin

cervené a modré Enzym
-k A optimum pH 5.2
(integralni thylakoidni

Rychlost syntézy ATP protein)
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