4) Reakce rostlin k modrému sveétlu

a) Fotobiologie reakci zprostredkovanych
modrym svetlem
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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 svetla , ale take 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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Akéni spektrum pro fototropismus
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1) Fototropismus — asymetricky rist smérem ke svétiu

Light source
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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)

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 18.




Aniontové kanaly zprostredkuji inhibici ristu modrym svétlem

Inhibitor +

Modré svétlo (NPPB) -_+ _ =

R a0

= Cl- ___ Inhibice

* " ristu
+ \ -\_l_ Depolarizace - 60 mV
out /-

membrany

in Cl-

+
-160 mV + a4
+ LN o
_ - —>  Rust
_ - neinhibovan

Cl-
-160 mV

Kong Y and Zheng Y (2024) Plants 13: 115

Magic blue light: A versatile mediator of plant elongation




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.

[log

U
s
o
x
.1-'|
3]
=]
=
[ ¥]
—~
-
—
[
w
E.;.
-
=
—

.

350 400 450 500 550 600

Akéni spektrum pro blue/green reverzibilitu




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
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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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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

Ay
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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!
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?

-, David B Medeiros
Medeiros DB et al. (2018) Plant J 94: 583-594 N 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.

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

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




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

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.




Foto: Marfin Rak - Lesni chram




