5) Reakce rostlin k modrému svetlu

a) Fototropismus
b) Rychla inhibice prodluzovaciho rustu

c) Stimulace otevirani priaducht (stomat)

Fien & e SLHHT ANL PEAN]

Handbook of e DEVELOPMENT
Photosensory :
Receptors




Vyvoj a rust organismu
jsou regulovany ruznymi faktory

Interni Externi

Teplota

Metabolismus Vihkost

Hormony

Gravitace

%0

Vapnik Protein
kinazy

Receptor

l

Sekundarni
prenasecd

l

Reakce
(napf. exprese genu)




Fotosyntéza — prijimané sveétlo slouzi jako zdroj chemické energie

Fototropismus - svétlo je prijimano jako signal; specificka reakce
k modrému svétlu; rist smérem ke svétiu
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Reakce rostlin k modrému svetlu (400 — 500 nm)

a) Fototropismus
b) Rychla inhibice prodluzovaciho rustu
c) Stimulace otevirani praduchu

Aktivace genové exprese

Stimulace syntézy chlorofylu a karotenoidu
Fototaxe
Pohyb jadra

Zména polohy listl

- sekundy (elektrickeé jevy na membrané)

- minuty, hodiny (stimulace biosyntézy
pigmentu)




Modré svétlo je absorbovano specifickymi receptory
modrého svétla, ale také fytochromy a chlorofylem

|

Jak odlisit specifické reakce k modrému svetiu?

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

3) AkEni spektrum a jeho srovnani s absorpcnim svétlem




AkEni spektrum - graf, ktery vyjadruje zavislost intenzity
pozorovaneé reakce na vinové deélce svetla
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a) Fototropismus — asymetricky rust smérem ke svétlu

Light source
Direction of growth
%Cotyledons

0 «— O O @@ — O
- houby

Unilateral light Unequal bilateral illumination

- kapradiny

O &
j - vySsSi rostliny

® O

Two equal lights from Two unequal lights from
the side the side
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Koleoptile (coleoptile) — modifikované listy u jednodéloznych rostlin

~ 180 minut

4-day-old ( . \

oat seedling—-

Coleoptile —

)

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 rrfr




Fototropické reakce rostlin k modrému svétlu jsou zprostredkovany
fototropiny

Y 4 T4
F F_
WT
\ \

Y <
phot1 (
\ \

< <
phot2 ( (
\ \

)
phot1/phot2

Podle: \
Briggs WR, Christie JM (2002) TIPS 7: 204-210

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

Mutant phot1:
- chybi reakce k BL 0.01 — 1 umol.m2.s""1
- normani reakce k BL 1 — 10 pmol.m2.s"

Mutant phot2:
- normalni reakce k BL obou intenzit

Mutant phot1/phot2:
- chybi reakce k BL obou intenzit




Receptory fototropiny (phototropins)

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)

o [ 1
membrane soluble

Struktura




Struktura PHOT1

- 966 aminokyselin
- hydrofilni protein; schopnost pripojovat se k membrané
- 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
LS cocl el . JECGELY  reoulovanych svetem (light), kysiikem
2 m-m“- (oxygen; Escherichia coli), napétim
(voltage; Drosophila, obratlovci)

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

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

Tma: PHOT1 - lokalizovan na plazma membrané Transport PHOT1 z plazma membrany do cyto-
BL: PHOT1 - presun do cytoplazmy plazmy je regulovan RL prostrednictvim PhyA.




LOV1 LOv2

NH, - 0| [aXOf] | - COOH

PHOT2

- podobny k PHOT1
- 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 pfi vysoké intenzité
modrého svétla




Fototropiny hraji roli v pohybu chloroplastu

Slabé modré svétlo Silné modré svétlo

Akumulacéni reakce Vyhybava reakce




phot1/phot2

Podle: PHOTZ hraje roli ve vyhybavé reakci

Briggs WR, Christie JM (2002) TIPS 7: 204-210 Oba geny, PHOT1 a PHOT2 hraji roli v akumula&ni reakci




Signalni draha fototropini PHOT

Modré sveétlo

Transkripéni
Protein Prenaseci signalu Faktor
kinazy z cytoplazmy do jadra (auxin-responsive)

FMN 4 PHOTA Avosiniace PHQT  Fostoniece ARF7

PHOT2 =™ pHoT2 — NPH3 = = = \pH4

Flavin
mononucleotide 1

Fototropismus

| Pohyb chloroplastt
EMN Y o OteViréni Stomat

—— chromophore

.
+
- C
Substrate? (

Phytochrome kinase substrate (PKS) (sou€ast signalni drahy phyA) interaguje s PHOT1 a NPH3 na plazmatické
membrané
1) PKS zprostredkuje fototropickou reakci

2) Molekularni spojeni signalnich drah fototropini a phytochromu A




(Tma

PHOT1 - nefosforylovan; NPH3 - fosforylovana forma

PHOT1 — aktivace Ser/Thr kinazy — autofosforylace
PHOT1 a aktivace 1 protein fosfatazy

NPH3 - defosforylovan, katalyzovano 1 protein
fosfatazou

NPH3 — funkéni sou¢ast komplexu CUL3-ubiquitin-
protein ligazy E3

NPH3 — opét fosforylovan neznamou kinazou

Vazba NPH3 na CUL3 - aktivace komplexu CUL3-

A
@ | substrate
A ?
E

2 -9 -ubiquitin-protein ligaza E3

RBX
) phosphate
@ ubiquitin Phototropicka reakce
k modrému svétiu

(‘0(3




b) Rychla inhibice prodluzovaciho rustu

Kliceni sy Proniknuti z pady s==p Fotomorfologicka reakce = inhibice ristu
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of activitys-l
[

Active in inhibiting
hypocotyl elongation }Hypocotyl

UV-A Blue

Blue region.of spectrum

wvy
wvi
]
c
o
=
]
v
@
&
s
v
'S
=1
=
c
T
S
[en
o
=
=]
o
[0
o

|
500 600
Wavelength (nm)

U_ltra- | oL I I | | l l L l I
violet 5 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
< Visible spectrum > Wavelength (nm)

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 17.9 © 2002 Si Associates, Inc. PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 18.1 © 2002 Sinauer Associates, Inc.

Curvature per photon, relative to 436 nm

AkEni spektrum pro inhibici rastu Akcni spektrum pro fototropismus
etiolizovanych rostlin




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

1) Aplikace silného zlutého svétla => saturovana inhibice ristu ~ 50%, stabilni
Pr:Pfr. Nasledna aplikace slabého modrého svétla => dalsSi 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 rustu.
Depolarizace je zpusobena aktivaci
ClI- kanalu.

Membrane potential difference (mV)

Time (min)
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Aniontové kanaly zprostredkuji inhibici ristu modrym svétlem

s & Inhibitor +
Modré svétio NPPB) -_+ + _

X\ A

- CI _~, Inhibice

membrany

* ristu
+ \ \_l_ Depolarizace - 20 mV
out / -

in CI

+
- 60 mV + &4 o
+ \ — o
- - => Rust
- = neinhibovan

Cl-
- 60 mV




Receptory kryptochromy (cryptochromes)

Arabidopsis mutant hy4 — hypokotyl neni inhibovan modrym svetlem

Gen HY4 => protein, monomer 75 kDa

- J

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

- Flavin = flavin adenine dinucleotide, FAD

- Pterin = methenyltetrahydrofolate, MTHF

CCT = CRY C-terminus; C-terminalni doména -
- obsahuje 3 motivy: D, A, S — dulezité pro bunéénou
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 svétilem

Pterin — derivat pteridinu, absorbuje

svétlo, pigment u hmyzu, ryb a ptaku ashmore AR (2003)

C
Cell 114: 537-543
Fotolyaza je aktivni jako monomer, kdezto kryptochrom

je aktivni jako homodimer.

W Pterin W Flavin I

i
i
Py = Py

Novy enzym cryptochrome-DASH (Drosophila, Arabidopsis, Synechocystic, Human)
CRY-DASH je fotolyaza s vysokou specificitou k cyclobutan-pyrimidinovym dimerim (CPD) na jednovlaknové DNA

Odlisné funkce téchto proteinu




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

Dukazy:

- overexprese CRY1 v transgennich rostlinach => silna inhibice riistu hypokotylu;
nadprodukce antokyanin
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CRY2 (CRYPTOCHROME 2) — homologni ke CRY1; na svétle nestabilni

Transgenni rostliny overexprimujici CRY2

— slaba inhibice prodluzovaciho riastu modrym svétiem
— 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 ?

Huang Y et al. (2006) PNAS 103: 17701-17706

CRY3 patii ke CRY-DASH enzymuim s fotolyazovou aktivitou; navrh nového
mechanizmu stabilizace cyclobutan-pyrimidinovych dimeru.




Signalni draha kryptochromt CRY

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

Navrzen jiny mechanismus prenosu signalu

Fosforylace - defosforylace




Modré sveétlo

Neaktivni

Autofosforylace probiha v jadre.

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

po castech.

CRY2 je degradovan ubiquitinaci
ve 26S proteasomu

<

Fosfataza

Degradace
CRY2

Aktivni

Ca?*-binding protein

Ser/Thr fosfataza

Ubiquitinace a degradace

ve 26S proteasomu

Fotoreakce




Modré sveétlo

WT

BL. Mutace v CNT1

Neaktivni Aktivni

"
-

N-terminalni doména PHR (CNT1) je nutna k homodimerizaci BL. }E -
kryptochromu. Dimerizace je nezbytna ke svételné aktivaci C- =
terminalni domény (CCT) => schopnost CCT interagovat se

signalnim proteinem COP1 v signalni draze modrého svétla.

N : N Sang et al. (2005) Plant Cell 17: 1569 - 1584
N-terminalni doména PHR obsahuje NC80 doménu presné ang et al. (2005) Plant Ce

v misté styku s C-terminalni doménou.

PHR a CCT tvofi uzavifenou konformaci — potlacuje motiv NC80 — neaktivni kryptochrom
Modré svétlo: CCT je fosforylovana — de-represe NC80 - PHR a CCT tvofi otevienou konformaci — aktivni kryptochrom




Modré sveétlo Cytoplazma

CRYs jsou akumulovany
\/ jédre Transport

CRY2 - nezavisle na svétle

CRY
CRY1 - ve tmé; na svétle Jadro

transport zpét do cytoplazmy
a Gast zUistava v jadre \

COP1 wmwmmp HY5

Aktivace aniontovych
kanalu

Exprese geni /~ Inhibice rustu

hypokotylu

Mutant phot1 — defekt v PHOT1 /

rychlé fazi inhibice rastu - Iniciace inhibice Mutant cry1, cry2 — defekt v
(do 30 minut po ozareni) do 30 minut pomalé fazi inhibice ristu
(30 — 120) minut po ozareni

1

CRY1, CRY2
iniciace inhibice
do 120 minut




Zapojeni PHOT1 v inhibici ristu hypokotylu indukované modrym svétlem
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c) Stimulace otevirani pruduchu (stomat)

Jia W, Zhang J (2008) Plant Signaling and Behavior 3: 772-777

Praduchy hraji hlavni regulacni roli ve vyméné plynu v listech

Praduchy — 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 mistu prijmu 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 praduchu
indukované modrym svétlem

Fotosyntéza v chloroplastech svéracich bunék hraje roli ve svétle-indukovaném
otevirani stomat

+

Nefotosynteticka slozka stomatalni reakce ke svétlu

!

Svétlo aktivuje dvé vyrazné reakce svéracich bunék:

- fotosyntéza v chloroplastech svéracich bunék
- specificka reakce k modrému svétiu




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

—_
=
3.

~
w
Pl
>

)
b
w
O
©
©
+
©
E
O
=
v

Relative effectiveness

I |
400 450

Wavelength (nm)

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 18.10 © 2002 Sinauer Associates, Inc




Modré sveétlo indukuje zvétSovani protoplastu izolovanych ze
svéracich bunék pruduchu

|

Svétlo je opravdu vnimano svéracimi bunkami

Odhaleni mechanismu fungovani svéracich bunék, tj. otevirani a zavirani priduchu

Modré svétlo indukuje proud
ionttl do buniky a akumulaci
organickych roztoka =>
zvysSeni osmotického tlaku v
bunce => €erpani vody do
bunky => zvétSovani
protoplastia = svéracich bunék
=> vytvoreni Stérbiny =
otevieni pruduchu

Modré svétlo




Modré sveéetlo aktivuje protonovou pumpu (H* - ATPase)

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

Acidifikace muize byt blokovana aplikaci CCCP (blokator tvorby pH gradientu) nebo vanadatem
(inhibitor protonové pumpy)

Acidifikace je zpusobena aktivaci protonové
pumpy modrym svétlem

Baseline under Blue-light
saturating red |~ pulse
Ilght Red light on

Blue light on

/Control

Blue photon
fluxes
(umol m2s):

5
10

500 um
Vanadate

50

pH of suspension medium

\4 | ] | | ] |
More O 10 20 30 40 50 60 n

acidic Time (min) Time (min)
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Guard cell protoplast volume (pm3 x 1072) C




Aktivace protonové pumpy modrym svetlem

Modré svétlo

Inhibitor -+
(ortho-vanadate) +

+ + £

+/ \_l_
- H+ =

\-I_ /
Hyperpolarizace

membrany

-120 mV

_|_
- H+ -

- 60 mV

Snizovani
=> pH vné bunky
(acidifikace)

pH vné

=> . -
bunky se nemeéni




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

1

Reakce stomat funguje jako senzor fotonl

Baseline under Blue-light
saturating red |~ pulse
light
Blue photon
fluxes
(umol m=2s71):

pH of suspension medium

Wata O 10 20 30 40 50 60
acidic Time (min)
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Modré svetlo reguluje osmoticky stav svéracich bunéek aktivaci protonové
pumpy a stimulaci syntézy organickych latek

1908 F. E. Lloyd — ,,Skrob-cukr® hypotéza: 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

Tri odliSné cesty osmoregulace ve svéracich bunikach

1) Vlivem K*, ClI-, a malatu? pochazejiciho z hydrolyzy Skrobu
2) Vlivem sacharézy vznikajici hydrolyzou Skrobu

3) Vlivem sacharozy vznikajici fotosyntézou (chloroplasty svéracich bunék
¢i chloroplasty v mezofylovych bunkach)




Chloroplasty — obsahuji Skrobova zrna

Skrob je nerozpustny vysokomolekularni polymer
glukézy — neni osmoticky aktivni

|

Hydrolyza Skrobu — vznikaji rozpustné cukry —
osmoticky aktivni

1

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?- ,,8krob-cukr hypotéza byla ¢aste¢né opusténa.
Nedavné studie vSak ukazaly dulezitou fazi osmoregulace svéracich bunék s
dominantni roli cukru.

Studie: K* se zvySuje s oteviranim stomat brzy rano; obsah cukru se pomalu zvysuje.
K* se snizuje odpoledne, ale otevirani stomat pokracuje, obsah cukru se dale zvysSuje.
Odpoledne se obsah cukru snizuje, coz koresponduje se zaviranim stomat.

]

Otevirani stomat: narust K*
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Receptory zapojené v regulaci otevirani praduchu

Zeaxantin — karotenoid; komponenta xantofilového 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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Dukazy pro roli zeaxantinu jako fotoreceptoru ve stomatech

- absorpcéni spektrum zeaxantinu souhlasi s akénim spektrem otevirani
stomat indukovaného modrym svétlem
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Absorpcni spektrum zeaxantinu AkcEni 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 koncentraci

DTT inhibuje enzym, ktery konvertuje violaxantin na zeaxantin
=> DTT snizuje akumulaci zeaxantinu

Arabidopsis mutant npq1 (nonphotochemical geunching)

B Wild type

p
oo

1 (mutant . :
] gﬁziin(gmzue:xnanthin) npqg1 neakumuluje zeaxantin v chloroplastech
=> chybi specifické otevirani stomat
indukované modrym svétiem

npq1 ukazuje pouze bazalni otevirani stomat
indukované fotosyntézou
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Otevirani stomat prostrednictvim zeaxantinu
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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
090 nm

Light pulse:

Blue Tento posun je zpusoben izomerizaci zeaxantinu
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Folta KM, Maruhnich SA (2007) J Exp Botany 58: 3099-3111

Nejnovéjsi review o reverznich u€incich zeleného svétla na rast a vyvoj rostlin




phot1/phot2 ’)

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.




Modré sveétlo

Blue light
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Marten H et al. (2007) Plant Journal 50: 29-39 Otevirani stomat

Lee Y et al. (2007) Plant Journal 52: 803-816

PIPK4 (PIP kinaza) — vznik PtdIns (4,5) P2 (fosfatidylinositol 4,5-bifosfat) ve svéracich bunkach. Ptdins (4,5) P2
inhibuje aniontové kanaly => udrzeni otevieni stomat




Do procesu otevirani stomat jsou zapojeny kromé zeaxantinu a fototropint
i kryptochromy a COP1

Otevirani stomat indukované modrym svétlem:

crylcry2 > photiphot2 > cry1cry2photiphot2

cryT ery2
phot! phot2

cryt r}ri"_ phot1 phot2 p]‘ p.l:rut-z‘.
copl copf CRY1-ovx

0
Blue light (pmalm2s")

Mao J et al. (2005) PNAS 102: 446-452
http://www.pnas.org/cgi/content/abstract/102/34/12270

Otevieni stomat




