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c) Ekologické funkce fytochromu

|

Proud fotonu piri 660 nm +10 nm

R:FR=
Proud fotonu pii 730 nm +10 nm

UPDATE 2010
Franklin KA, Quail PH (2010) J Exp Botany 61: 11-24

Nové review of funkci fytochromtl u Arabidopsis



R : FR riznych prostredi

TABLE 17.3
Ecologically important light parameters

Photon flux density

(umol m™2 s™) R/FR?
Daylight 1900 1.19
Sunset 26.5 0.96
Moonlight 0.005 0.94
lvy canopy 177 0.13
Lakes, at a depth of T m
Black Loch 680 17.2
Loch Leven 300 3.1
Loch Borralie 1200 12
Soil, at a depth of 5 mm 8.6 0.88

Source: Smith 1982, p.493.

Note: The light intensity factor (400-800 nm) is given as the photon flux density, and phyto-
chrome-active light is given as the R:FR ratio.

9Absolute values taken from spectroradiometer scans; the values should be taken to indicate
the relationships between the various natural conditions and not as actual environmental
means.

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Table 17.3 © 2002 Sinauer Associates, Inc.



- prodluzovani
R:FR = 0.8 :> - redukce velikosti listt
- ubytek chlorofylu
- redukce tvorby sec. vyhonli



Logarithm of the stem elongation rate

0.02

I
0.4
Pfr/Piotal
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Indukce
prodluzovani



Denni rytmy (circadian rythms)

Denni rytmy =

Endogenni oscilatory

- rostliny
- Zivocichové

- (ne)zavislé na teploté => funkéni v riznych klimatickych podminkach

- modulovany svétlem => denni rytmus: 24 hodin



Nyctinastie (spici pohyby rostlin) (nyctinasty)

Sveétlo

Mimosa




R (Cervené) a B (modré) svétlo stimuluje } : :
otevirani lista; FR rusi efekt R Fytochromy jsou zapojeny

Petiole 7~ £
Leaflet ?'

Up

A

=

.0

3

o

Y

O

=

v | Light Dark Light Dark Light Dark
Down |

12 24 12 24 12 24 12 24
Time
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Fyziologicky mechanismus pohybu listi — zmény v turgoru bunék pulvinia

Zmeény v turgoru bunék dorzalnich a ventralnich bunék
= zmeny v proudéni K* a CI

otevirani listu
zavirani listu

(B) Closed

Svétlo

Ventral
motor cells

Ventral

Dorsal
motor cells

. _ Dorsal
Ep|dermls/\/\\/ motor cells
Vascular tissue

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 17.14 © 2002 Sinauer Associates, Inc.



Exprese genu a denni rytmy

Geny skupiny — ight arvesting hlorophyll a/b- inding proteins
of photosystem i

Exprese LHCB je regulovana fytochromy + dennim rytmem

max. rano, min. vec€er. Fytochrom prerusuje cyklickou oscilaci mRNA

Rostliny pSenice preneseny z 12-hod cyklu do tmy => amplituda
rytmu se zeslabuje; ozareni cervenym svétlem pred umisténim do tmy
vSak zeslabovani amplitudy eliminuje



Geny denniho rytmu u Arabidopsis

T-DNA mutanti => charakterizace mutant(i => identifikace gent zapojenych v dennich
rytmech

Promotor LHCB

1

. -

Sledovani exprese LHCB Lokalizace genu
v burikach a pletivech

Mutant = iming f AB (LHCB) =>gen TOC1 - hraje roli v oscilacnim
mechanismu



Specializace fytochromu

Geny PHYA — PHYE jsou velice podobné, funkéneé se vsak lisi

PHYB

- nereaguje na stin
- nereaguje k FR aplikovanému na konci dne
- neni schopen reagovat na R/FR reverzibilni indukci kliceni

PHYB je zodpovedny za citlivost rostlin k R a zprostredkuje
fotoreverzibilni kliceni semen



FR-HIR pozaduje fotolabilni fytochrom typu | = phyA => phyA je receptor
kontinualniho FR.

\ )
a&- :> ﬁT Mutanti s deficitem v PHYA
N

FR-resiste_ntni Mutanti s deficitem v chromoforu
mutanti a nebo v PHYB



Role fytochromu C, D a E ve vyvoji rostlin

Funkce phyC, D a E se prekryvaji s funkcemi phyA a phyB- hraji doplihkové role:

Analyza quadruple mutanta phyAphyBcry1cry2 = fenotyp rostlin rostoucich ve tmeé

Daruness White Light transkripéni analyza ukazale expresi svétlem regulovanych
genu!!! Mutant ukazuje

< 2 %
E E %E Fotoreceptory phyC, D, E a novy receptor ZEITLUPE zprostredkuji
£ 5 £ 3 tuto expresi a reakce denniho cyklu.

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



Interakce phyA a phyB v shade-avoidance reakci

Continuous illumination

A
. A\

Red Far red Red Far red Red Far red

Pfrimé slunecni svétlo:

Hodné FR => zpoc¢atku
de-etiolizace rizena

phyB phyA phyB phyA. PhyA je labilni =>
pozdéji de-etiolizace
fizena phyB

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Figure 17.15 (Part 2) © 2002 Sinauer Associates, Inc



Funkéni domény fytochromu

Skupina genu kédujicich fytochromy => rtizné reakce jsou regulovany
specifickymi fytochromy, nebo interakci fytochromu

- overexprese fytochromi v GMO => vysoka hladina fytochromu =>
studium funkce fytochromu

- nahrazeni €i zména sekvenci fytochromu v GMO => studium funkce
domén fytochromu



Phytochrome A/B specificity

Chromophore

C )

Signal transmission

Regulatory Ubiquitination
region site

R

[

PEST

1

Dimerization
site

74 kDa
N-terminal domain

55 kDa
C-terminal domain
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N-terminalni doména: nese misto vazajici chromofor a PEST doménu = fotocitlivé
¢asti molekuly; rozhoduji o reakci k R €i FR.

C-terminalni doména: obsahuje regulacni oblast, a dimeriza¢ni a ubikitinacni misto;
prenasi signal na dalsi proteiny ve fytochromové signalni draze.



d) Bunécny a molekularni mechanismus funkce
fytochromii

N

Finalni reakce = zmény v ristu a vyvoji

Zo N

Rychlé reakce (turgorové- Pomalejsi reakce (dlouhodobé,
proudéni iont) i exprese genl)



Regulace membranového potencialu a proudéni iontu
zprostredkované fytochromy

. (B) Closed
Svétlo

Ventral
Ventral motor cells

H* pumpa ventralnich bunék

Akumulace K* a Cl-v bunce

i

H* proudi ven z buriky => pH

: , Dorsal apoplastu se snizuje
Epldermls/\/\\/ motor cells motor cells

Vascular tissue
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H* pumpa a pH

-100 mV

¥~ Vné buiiky H* ubyva = zvysuje se
pH vné bunky = alkalyzace
(vice zasadité)

uvniti buniky = cytoplazma

Depolarizace
membrany

(deaktivace pumpy)




Denni rytmus pohybu listli ma Fytochrom neobsahuje
puvod v dennim rytmu otevirani transmembranovou doménu =>
K* kanalil zprostredkovaného nevyskytuje se v membrane =>

fytochromy. vyskyt v cytoplazmeé
Proces je rychly, nikoliv vSak

okamzity => fytochromy

nepusobi pfimo na membrané

Existence dalSich kroka v K prenosu signalu na membranu
signalni draze je potireba sekundarni prenaseé

N 7

Cytoplazmaticka hladina Ca?*



Fytochrom reguluje expresi genu

Rychlé exprese genu:

= genu sekundarni reakce (secondary response genes) -
zavisla na syntéze proteint

Fotoregulace je soustiedéna na nuklearni geny kédujici informace pro syntézu
chloroplastu:

- small subunit of ribulose-1,6-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco)
RBCS
- ligh-harvesting chlorophyll a/b-binding proteins: LHCB



Fytochromem fizena regulace exprese genti MYB a LHCB

Svétlo

Ny,

—

r
LB

Carré IA, Kim J-Y (2002) J Exp Bot 53: 1551-1557

http://jxb.oupjournals.org/search.dtl

VNYW gOHT

LHCB — gen sekundarni reakce

MYB-related protein mRNA
o
2

| | | | |
0 2 4 6 8 10 12

Time in light (hours)
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~ (ate longated ypocotyl) (patfi genuim) — transkript osciluje

s dennim rytmem

CCA1 a LHY hraji roli v dennich rytmech



Denni oscilator - transkripéné-translacni negativni zpétna vazba — nalezen
u bakterii, hub, hmyzu a savcu; synchronizuje fyziologické a vyvojové udalosti
rostliny s dennimi a roénimi zménami v okolnim prostredi

Tma

J— /@\‘ LHY

TOC1/ PRR1 CCAT

Day T

TOCT1 and other LHY Light
evening genes | _ CCA1 2
LUX PhyA, B, D, E)
ELF4

LHCB and other
morning genes
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UPDATE 2009
Prunela-Paz JL et al. (2009) Science 323: 1481-1485

CHE (CCA1 Hiking Expedition) - TF, blokuje expresi CCA1 vazbou k jeho
promotoru. TOC1 se vaze k CHE, blokuje CHE a uvoliuje expresi CCA1.

Alabadi D et al. (2001) Science 293: 880-883

a CCA1 — svétlo pusobi jako
zesilovaé¢ TOC1

Nové informace

Boikoglou E, Davis SJ (2009) Signaling in Plants. Signaling
and Communication in Plants. In: Baluska F, Moncuso S
(eds), Springer-Verlag Berlin, str. 261



Regulaéni sekvence kontroluji svétlem regulovanou transkripci

Transkripéni faktory = trans-acting faktory

Transkrip&ni iniciaéni
/ \ faktor RNA polymeraza

o
-

GCCCCAATCT

-100 ) v -80 )y Spacer DNA -25 |:>
M RNA t kript
CAAT box TATA box ranskrp
— _/ \ )
v
Proximalni promotorové sekvence Vlastni promotor
(cis-acting regulaéni sekvence)

Podle
Taiz L and Zeiger E (2002) Plant Physiology, 3rd ed.

Geny regulované fytochromy maji velké mnozstvi cis-regulacnich sekvenci => Siroké spektrum
regulace reakci rostlin ke svétlu a interakci s fytochromy => Siroké spektrum trans-acting
faktoru

Identifikovano 50 regulacnich faktora fungujicich v rannych signalnich drahach (phyA a phyB) i pozdnich
signalnich drahach, spoleé¢nych pro vice fytochromu



Fytochrom funguje v jadre — aktivuje transkripcni faktory. Je vsak
lokalizovany puvodné v cytoplazmé => musi byt premist’én do jadra.

Sharma R (2001) Current Science 80: 178-188 mmmp Fytochrom se premist'uje do jadra vlivem svétla

http://www.ias.ac.in/currsci/jan252001/178.pdf

U

Transformace rostlin

d

Sledovani exprese PHYB
v buiikach a pletivech




Regulace genové exprese fytochromem B

PhyB je syntetizovan

v cytolazmé ve formé PrB PIC iniciuje transkripci MYB genut

(CCA1, LHY)

Cytoplasm

Nucleus

Red
light

Far-red
light

PIF 3PIF 3
G-BOX| [ TATA | | myg| DNA

Tl

( hytochrome nteracting actor )

—————>
-BOX | | TATA | [ MYB]
| - transkripéni faktor bHLH reagujici s G-
boxem (= €ast promotoru genu VYB)
—
MYB) (PIO) —>

| B TaTa [ LHCB | - reaguje s C- terminalnim koncem
& / PfrB => PIF3 a PfrB tvori komplex
Ve formé PfrB je fytochrom PfrB se vaze Transkrip¢nifaktor MYB

transportovan do jadra k dimeru PIF3 aktivuje transkripci LHCB



Regulace genové exprese fytochromem A

1)
2)
3)

Cytosol

DNA Transcription

O\ Promoter E}M

\Uquﬁn

COP9

S|gnal
e @ 4_8

@mAUblqumn
tags

26S proteasome
S /
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U

Obnoveni exprese fotomorfogennich
gentl odblokovanim transkripénich
faktort (HY5, HFR1, LAF1,...)

UPDATE 2010
Jang I-CH et al. (2007) Plant Cell 22: 2370-2383

PIF3 stimuluje ubiquitinaci phyB indukovanou
COP1 - stimuluje interakci COP1/phyB



http://www.nsf.gov/news/news summ.jsp?cntn id=110725&orqg=NSF

Regulace transportu fytochromu A do jadra

When it senses &
| light, protein phyA [

FHY1, FHL bind
with phyA and help
bring it into nucleus

cleus inhibits

Once in nucleus, phyA triggers
FAR1 production PRYo-rag

*| plant's light responses such as
seed germination, flowering, etc.

Transkripéni faktory: FHY3 a FAR1 — fidi produkci proteint Y1 a FHL
Proteiny: Y1 a FHL — vazba na phyA — regulace transportu phyA do jadra

Transport phyA do jadra — spousténi svételnych reakci (kli€eni, kveteni, atd.) + regulace produkce transkrip&nich faktort
FHY3 a FAR1 => zpétna vazba: phyA ovliviiuje svUj vlastni transport do jadra



Pomoci biochemickych pristupt byly nalezeny mechanismy funguijici
v signalni draze fytochromu

G-proteiny (viz KFZR2, slide 25)

- signalni draha zavisla na KFZR2 - pozaduje calmodulin;
exprese genu a vyvoj chloroplastu

- signalni draha nezavisla na - syntéza anthocyaninu

Cyklicky GMP (cyklicky guanosine monofosfat) —

Update 2007

Temple BRS, Jones AM (2007)Annu Rev Plant Biol 58: 249 — 266
Vy€erpavajici review o funkci rostlinného heterotrimerického komplexu G proteinu

Alan M. Jones
University of North Carolina



Fosforylace — dulezity mechanismus funguijici v radé signalnich drah,
véetné fytochromu

KFZR2d-f
Fosforylace

Protein kinaza

(A) Bacterial phytochrome

Red light

Chromophore

Sensor protein

C ‘ Input ‘ |Transmitter I His | ‘ )

~—a -

Bakterialni fytochrom = histidin kinaza, Respomss requlsker prateln

zavisla na svétle, funguje jako senzorovy l,fjjp} (T[] Receiver | [output| )
protein, fosforyluje regulatorovy protein
( ‘ Input ‘ |Transmitter ‘ His | ’—)

»




Rostlinny fytochrom = serin/threonin kinaza, kromé jinych proteina fosforyluje
i sam sebe

(B) Plant phytochrome

(Chromophore)

b/‘/Eglight

HN—(

Kinase domain

Autofosforylace

*

AS

i

-.__

-

(Chromophore)

Phytochrome _

-
-

ATP =

!

7/

=, -~

=~

HN—

Ser

Kinase domain

)—COOH

—— @0

_-.-—_
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( ukleotid is hosphate
inase2) — protein fosforylovan
fytochromem B, kinazova aktivita
se zvysSuje v pripadé Pfr;

lokalizace neni znama

Fosforylace jiného proteinu



Faktory zapojené v expresi genu regulované fytochromy

o

Red Far red

light< ) light

protein Ca?*— CAM ~=- >®
i ‘@\
ATP
>G>
Red Far red

light light
@ ¢GMP, calmodulin, and calcium may activate

@ transcription factors (X and Y).
@ Activated PfrA and PfrB enter the nucleus.
@ PfrA and PfrB may regulate transcription directly or through

interaction with phytochrome interacting factor 3.

@ Red light converts PrA and PrB to their Pfr forms.
@ The Pfr forms of phyA and phyB phytochrome can autophosphorylate.
@ Activated PfrA phosphorylates phytochrome kinase substrate 1.

@ Activated PfrA and PfrB may interact with G-proteins.

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 17.22 (Part 1) © 2002 S . . . . .
. Nucleoside diphosphate kinase 2 is activated by PfrB.

@ In the dark, COP1 enters the nucleus and suppresses light-regulated genes.
In the dark, COP1, an E3 ligase, ubiquitinates HY5.

U PDATE 2007 @ In the dark, HY5 is degraded with the assistance of the

COP/DET/FUS proteasome complex.

Kevei E et al. (2007) J EXp Botany 58: 3113-3124 (2 In the light, COP1 interacts directly with SPA1 and is exported to the cytoplasm.

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Figure 17.22 (Part 2) © 2002 Sinauer Associates, Inc.



