Bunécna sténa
BUNECNA STENA
- struktura a role v rostlinné bunce

O bunécné stené:

Bunééna sténa je nedilnou soucasti kazdé rostlinné buiky a je jednou
z charakteristickych struktur odliSujicich buiiku rostlinnou od zivocisné. Bunécna sténa udava
tvar rostlinné bunky, ktery Gizce souvisi s jeji funkci v pletivu. SloZeni bunécné stény se lisi
v zavislosti na druhu rostliny i pletiva, nejcastéjsimi komponenty, které jsou ve sténé vzdy
pfitomné jsou celuldza, hemiceluldzy, pektiny (vSe polysacharidy) a proteiny (strukturni i
enzymy). Na zdkladé vyvoje a slozeni (jak chemického tak struktury) rozeznavame
nasledujici ti1 zakladni vrstvy bunééné stény:

Stiedni lamela — amorfni vn&j$i vrstva sloZena hlavé z pektinil, nachazi se na rozhrani
sousednich bunék mezi jejich primarnimi sténami (viz dale).

Primarni bunécna sténa — slozena hlavné z celul6zy. Nachazi se u vSech rostlinnych
bunék, je schopna ristu.

Sekundarni bunééna sténa — tvoii se na vnitfni strané primarni stény (rozumé¢j bliz
k plazmatické membran¢), najdeme ji u bunck, jejichz rtst byl ukoncen. Sekundarni sténa
tvoii hlavné mechanickou oporu ptipadné bariéru pro prinik latek. Sekundarni bunécna sténa
se uklada ve vrstvach — lamelach (Str. 7). Sekundérni sténa je tvofena rovnéz celuld6zovymi
mikrofibrilami a dal$imi polysacharidy, byva impregnovéna ligninem, suberinem, kutinem ¢i
vosky.

I pfesto, Zze sousedni buiiky v rostlinném pletivu jsou zdanlivé oddéleny bunécnou
sténou, jejich protoplasty jsou vzajemné propojeny a komunikuji plazmodesmaty (jednotné
Cislo plazmodezma). Plazmodesmata jsou cytoplazmatické provazce obsahujici kanal
endoplazmatického retikula, které prochéazeji zteneninami v bunéénych sténach sousednich
bunék. Plazmodesmata se vétSinou shlukuji do policek. Samotna plazmodesmata jsou pod
hranici rozliSeni svételného mikroskopu (pfiblizné 50 nm). Na pfi¢nych fezech jehlicemi ale
muzeme pod svételnym mikroskopem pozorovat zteneniny bunécné stény.

Praktickd cCast cviCeni, pojedndvajici o bunétné sténé€, je rozdélena do dvou casti.
V prvni ¢asti jménem PROTOPLASTY je buné¢na sténa demonstrovana jako struktura, ktera
udava rostlinné buiice pevnost a tvar. Druha &ast jménem PRIMARNI A SEKUNDARNI
BUNECNA STENA se vénuje struktufe primarni a sekundarni buné&né stény a rozdilim
v usporadani bunécné stény u riznych bunék rostlinnych pletiv.



Bunécna sténa

PROTOPLASTY

Uvod:

Co jsou protoplasty?

Protoplasty jsou bunky (rostlin, hub nebo bakterii), které¢ byly zbaveny bunécné stény.
Odstranit buné¢nou sténu 1ze mechanicky, nebo §tépenim pomoci enzymi. Piikladem enzymu
Stépicich slozky bunécné stény jsou celuldzy, Stépici celulézu v rostlinnych bunéénych
sténach, nebo pektinazy, které degraduji pektinovou slozku bunéénych stén.

Bunky zbavené bunécné stény zaujimaji kulovity tvar a jsou obaleny pouze membranou.
Protoze jsou velmi citlivé vici prostiedi, zvlaste jeho osmotickym vlastnostem, je tieba
protoplastovani i naslednou kultivaci protoplastt provadét v prostiedi s vysokou osmotickou
aktivitou, jako napf. v roztoku cukru. V €isté vodé by doslo k popraskani protoplasti vlivem
plazmoptyzy.

Pricny fez listem — buniky mezofylu Uvolnéné protoplasty
s chloroplasty a buniky pokozky. mezofylovych bunék.

Protoplasty jsou dale vyuzivany pro mnoho ucelti. Napiiklad, dva protoplasty lze prinutit
k fizi, pfiCemz vznika hybridni buiika s vlastnostmi obou bunék ,,rodicovskych®. Protoplasty
1ze také transformovat vybranymi geny napiiklad pomoci elektroporace nebo pomoci infekce
geneticky modifikovanou bakterii Agrobacterium tumefaciens. Kultivaci na vhodném
kultivaénim médiu Ize z jednoho protoplastu opét regenerovat celistvou rostlinu.

Protoplasty 1ze izolovat z celé fady pletiv, z listd, stonkd, kotfent, kvétli, a dokonce i z pylu.
Metoda izolace a kultivaéni média se 1isi podle druhu rostliny a pletiva, ze kterého maji byt
protoplasty izolovany.

K cemu je vyuzivame na nasem praktiku?

Rostlinné bunky maji rizné tvary, pficemz tvar rostlinné buiiky je udrzovan pomoci bunécné
stény. Po odstranéni bunécné stény zaujima rostlinny protoplast kulovity tvar, a teprve po
regeneraci nové bunééné stény mize bunka opét ziskat nejriznéjsi tvary. Dulezitost bunééné
stény v udrzovani tvaru bunék bude demonstrovdna na buitkich mezofylu listu salétu.
Studenti budou mit moznost porovnat tvar bunék mezofylu pted protoplastovanim a po ném.



Bunééna sténa

Technické informace:

Potreby:

Trvaly preparat ptfi¢ny fez listem salatu
Cerstvy list salatu

Enzymovy koktejl, 1ml (2% driselaza* v 0,7 M mannitolu).
21% sachardza, 1ml

eppendorfka

plastova Petriho miska

ziletka

pinzeta

pipeta

kosicek z tkaniny s 10 um otvory
bunicita vata

kryci a podlozni mikroskopicka skla

* Driselaza je enzymova smés izolovana zhub. Obsahuje polysacharidové exo- a
endohydrolazy, jako naptiklad celulazu, pektinazu, beta-xylanazu atp.




Bunécna sténa

Experiment 1: priprava protoplastii
Zacnéte stimto experimentem, protoze pfiprava protoplastli zahrnuje 40-minutovou
inkubaci, béhem které mizete provadét dalsi experimenty.

1.

2.
3,
4,

Nafezte na plastové misce kousek listu salatu (cca lem?®) na piiblizng 1-2 mm
ctverecky.

Pteneste nafezany list ihned do eppendorfky s Iml enzymového koktejlu.

Inkubujte pfi mirném tfepani v teploté¢ 28°C 40 minut.

Po 40 minutdch odpipetujte opatrné roztok z eppendorfky (nenabirejte do pipety
celistvé kousky pletiva) a preneste tekutinu do koSicku s 10 pm otvory v tkaning.
OPATRNE a POMALU odsajte ¢ast média z kosicku tak, aby v ném stale zbyvalo
trochu tekutiny. Otvory ve dn¢ kosicku jsou pfili§ malé na to, aby dnem protoplasty
prosly, proto zustavaji protoplasty v tekutiné v kosicku.

Ptipipetujte do kosicku opatrné 1 ml 21% sacharozy a opét vétSinu tekutiny opatrné
odsajte.

Zbytek tekutiny s protoplasty z kosicku naberte do pipety (cca 200 pl) a preneste do
Cisté eppendorfky.

Pozorujte protoplasty po mikroskopem. Protoplasty jsou velice kiehké, proto kryci
sklo vzdy podloZte dal§imi dvéma krycimi skly. Vznikne tak komurka, ve které
protoplasty nejsou rozmackany krycim sklem, a kde muzete protoplasty dobie
pozorovat pod mikroskopem (viz nakres).

protopla\styi po?loinl' sklo
/ W
krycis\kla é )7

/[ T& 7/

/ / K‘M protoplasty
v “komurce”

Nékres: zhotoveni preparatu pro pozorovani protoplasti pod mikroskopem.




Bunécna sténa

Experiment 2: pozorovani tvari bunék listu salatu
1. Pozorujte pod mikroskopem trvaly preparat piicného fezu listem salatu. Nakreslete typ
a tvar bunék, které vidite.
2. Pomoci pinzety stahnéte kousek pokozky cCerstvého listu salatu. Umistéte ihned do
kapky destilované vody na podloznim skli¢ku a ptikryjte krycim sklem. Pozorujte pod
mikroskopem a nakreslete typ a tvar bunck, které vidite.

Experiment pro zijemce: co se stane s protoplasty, pokud je misto v osmoticky
vyrovnaném médiu budete kultivovat ve vodé?

1. Kapnéte na podlozni sklo roztok s protoplasty a piikryjte krycim sklem, které je
podloZeno dal$imi dvéma krycimi skly.

2. Pipetou pomalu zjedné strany preparatu piikapavejte vodu, a na druhé strané
odséavejte médium kouskem bunicité vaty. Timto zptisobem dojde k vymeéné média na
preparatu za vodu.

3. Najdéte v mikroskopu protoplasty a sledujte plazmoptyzu (praskani) protoplastu
vlivem nadmérného piijmu vody.
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Ukol:

. Pfipravte protoplasty z Cerstvého listu salatu.

. Pozorujte pod mikroskopem buiiky mezofylu z pfi¢ného fezu listem salatu, bunky
pokozky listu salatu, a protoplasty. Popiste rozdily ve tvaru bunék. Popiste rozdily ve

tvaru mezofylovych buné¢k pied a po protoplastovanim. Vysvétlete.

(Jen pokud bylo provadéno) Vysvétlete, co se stalo s protoplasty, pokud bylo
kultiva¢ni médium vyménéno za ¢istou vodu.



Buné¢na sténa
Ptiklady pozorovani a vysvétlivky:

Pii¢ny Fez listem salatu, Lactuca sativa
(DIC)
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Bunécna sténa

Priény rez listem salatu , Lactuca sativa
(fluorescence)

pokozkové bunky burky mezofylu
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Bunééna sténa

Protoplasty izolované z listu salatu
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PRIMARNI A SEKUNDARNI BUNECNA STENA

Uvod:

O vnitrni strukture jehlice smrku a borovice:

Povrch jehlice kryje jednovrstevna pokozka. Pokozkové bunky maji sekundarni bunéénou
sténu - vyraznd je hlavné u borovice. Na povrchu pokozkovych bunék je kutikula — vrstva
kutinu a vosk, kterd ma ochrannou funkei (viz obrazek v sekci ,,Dopliujici informace®). Na
nékterych pticnych fezech jehlicemi lze pozorovat priduchy — stomata. Jsou tvofeny dvéma
svéracimi bunkami a pod nimi v mezofylu se nachazi rozlehly mezibunéény prostor, tzv.
podpriidduchova dutina.

Pod pokozkou se nachazi vrstva hypodermis — slouzi jako mechanickd opora jehlice.
Hypodermis je vyraznéd hlavné u smrku, kde 1ze pozorovat vrstevnatost sekundarni bunééné
stény (viz obrazek v sekci ,,Priklady pozorovani a vysvétlivky). V nékterych oblastech
hypodermis smrku jsou znatelné zten¢eniny bunééné stény nad policky plazmodesmat.
Vétsinu objemu jehlice vyplnuje fotosyntetické pletivo tvofené tenkosténnymi lalo¢natymi
buitkami — mezofyl. Mezofylové buiiky maji pouze sténu primarni (Detail mezofylové bunky,
v sekci ,,Priklady pozorovani a vysvétlivky*).

Pro jehlice jsou charakteristické pryskyfti¢né kandlky — u smrku byvaji vidét na pficném fezu
1-2, u borovice 6-10 po obvodu mezofylu. U bun€k ohranicujicich pryskyti¢ny kanal borovice
lze dobfe pozorovat vrstevnatost sekundarni bunécné stény. V nékterych builkdch
ohranicujichich pryskyficny kanal borovice jsou znatelné ztenCeniny bunécné stény nad
policky plazmodesmat.

Stiedem jehlice prochazi stfedni valec ohrani¢eny endodermis. Ve stiednim valci se nachdzi u
smrku jeden, u borovice dva cévni svazky. Cévni svazky se skladaji z xylémové a floémové
¢asti, slouzi pro transport vody, mineralnich latek (xylém) a asimilati (floém).

O autofluorescenci rostlinnych pletiv

Nékteré latky pfirozené obsazené v rostlinnych pletivech jsou po ozafeni schopny
fluorescence — tj. emise zaieni o delsi vinové délce nez byla vinova délka excitacniho zareni.
Jednou ztakovych latek je pigment chlorofyl obsaZeny v chloroplastech zelenych pletiv
rostlin. Po ozafeni modrym nebo UV zafenim vydava chlorofyl fluorescenci v ¢ervené oblasti
elekromagnetického spektra. Lignin a dalsi fenolické latky vazané v bunécéné sténé jsou také
schopny autofluorescence — po ozareni UV zafenim produkuji fluorescenci v modrozelené
oblasti spektra. Diky témto vlastnostem rostlinnych pletiv je moZzné nékteré struktury
pozorovat pod fluorescencnim mikroskopem bez dodatecného barveni fezti (obrazkové plato
»Dopliujici informace®).

Co budete zkoumat v tomto praktiku:

Na pfi¢nych fezech jehlicemi smrku nebo borovice budete pozorovat rozdily v tloustce
priméarni a sekunddrni bunééné stény v riznych pletivech jehlice. V bunikach hypodermis si
vs§imnéte vrstevnatého ukladani lamel sekundarni bunééné stény a ztencenin nad policky
plazmodesmat, které propojuji sousedni bunky. Struktura jehlice smrku a borovice je
v nékterych detailech odlisnd a i specifika sekundarni bunééné stény lze 1épe pozorovat
v jinych specializovanych buiikach u jednotlivych druht, viz tabulka.
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Bunécna sténa

Sledovana struktura

Lokalizace u smrku

Lokalizace u borovice

Primarni bunéén4 sténa Mezofyl Mezofyl
Vrstevnatost sekundarni hypodermis buniky ohranicujici
bunécné stény pryskyfi¢ny kanal
Ztenceniny bunécné stény hypodermis pokozkové buiiky,
nad policky plazmodesmat bunky ohranicujici
pryskyti¢ny kanal

11




Bunééna sténa

Technické informace:

Potreby:

Bezova duse

Ziletka

Podlozni a kryci sklo

Voda

Kapatko

Stétec

Preparacni jehla

Hodinové¢ sklo nebo malé petriho miska
Jehlice smrku nebo borovice

12
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Bunécna sténa

Experiment:

Na hodinové sklo nebo malou petriho misku nakapejte vodu. Sem budete odkladat
fezy, nesmi vyschnout — jehlice obsahuji cca 50% vody, ztraty vody mohou narusit
strukturu bungk!

Spalik bezové duse (cca 1,5 cm dlouhy) roziiznéte podéIné napil a prepara¢ni jehlou
udélejte uprostied vzniklé fezné plochy podélnou drazku. Bezova duse slouzi jako
opora pfi ptripraveé rucnich feza.

Do drazky v bezové dusi vlozte jehlici tak, aby pfiblizné jeji 1/3 pfecnivala. Uzaviete
jehlici mezi dvé pilky Spaliku bezové duse.

Bezovou dusi s jehlici uchopte mezi palec a ukazovak. Pii fezani ved'te fez ,,jednim
tahem®, nikoliv pilovanim, abyste co nejméné& narusili vnitini strukturu jehlice. Snazte
se pfipravit co nejtenci fezy jehlici.

Hotové¢ fezy ihned odkladejte do vody. Pipravte si aspon 5 fezll, ne vSechny se
perfektné podati.

Hotové fezy umistéte do kapky vody na podloZznim skle a pfikryjte krycim sklem.
Pozorujte v mikroskopu primdrni a sekundarni bunécnou sténu, ztenceniny v bunécné
stén¢ nad policky s plazmodesmaty a vrstevnatost sekundarni bunééné stény.
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Bunécna sténa

Ukol:
. Vytvofte preparat z jehlice smrku nebo borovice.

. Zakreslete buiiky pokozky, hypodermis a mezofylu, ptipadné buiiky ohranicujici
pryskyfi¢ny kanal.

. Popiste, kde se jedna o primarni a sekundarni bunécénou sténu, vysvétlete podle ¢eho
tak soudite.

. Jaky tvar by mél protoplast pfipraveny z mezofylové bunky smrku a borovice?

14



Bunééna sténa

Ptiklady pozorovani a vysvétlivky:

Anatomicka stavba jehlice, celkovy pohled na pri¢ny fez

Smrk ztepily (Picea abies)

Borovice lesni (Pinus sylvestris

stredni
valec

Anatomicka stavba jehlice, detail krycich pletiv a mezofylu

hypodermis

mezofyl
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Buné¢na sténa
Ptiklady pozorovani a vysvétlivky:

Detail sekundarni bunécné stény v hypodermis smrku a bunék ohranicujicich
pryskyficny kanal borovice, mezofylova buika borovice

ztencenina
bunécné stény

Priklady
nakresu

Bunky hypodermis smrku s vrstvenim Tenkosténna mezofylova bunka borovice.
sekundarni bunécné stény a ztenceninami
nad policky s plazmodesmaty.
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Bunécna sténa

Doplityjici informace:

A) Pokozkové bunky smrku se ztlustlymi
sekundarnimi bunénymi sténami a
kutikulou na vnéjsi strané této stény- vrstva
je oznacena Sipkou. Lipidické slozky
kutikuly jsou obarveny rtizové lipofilnim
barvivem Sudan.

Priduchy v pokoZce B) borovice, C) smrku.
Zluté Sipky ukazuji na svéraci buiiky.

* Podpriiduchova dutina

Autofluorescence rostlinnych pletiv
vyvoland UV zafenim: ¢ervené chlorofyl v
mezofylu, modie lignin a fenolické latky
vazané v bunéénych sténach. D) Pti¢ny tez
jehlici smrku E) detail sttedniho valce
jehlice s vodivymi pletivy, Xy — xylém, Flo
— floém, En - endodermis
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