2. Bunécné membrany a vakuoly rostlinnych buneéek

* Biologické membrany (blany): model tekuté mosaiky
* Povrchova membrana rostlinné bunky, plasmalema

* Endomembranovy systém rostlinné bunky: definice, slozeni, funkce
Endoplasmatické retikulum (ER)

Jaderny obal

Golgiho aparat (GA)

Vakuoly (ohranicené tonoplastem)

RlGzné vacky (vesikuly)

Peroxisomy

* Dusledek vakuolisace rostlinné bunky: vznik bunécné stény
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Bunécné membrany

5-10 nm tlusta lipidova dvojvrstva, obsahujici proteiny — model tekuté mosaiky
(Singer a Nicolson, 70. léta 20. stoleti)

Nevznikaji de novo, ale dédi se
Semipermeabilita

Plasticita

Cenral plane of
Chunside cell

i Lipid
hillayer
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Inskde cell
leytoplasm)
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Membrany
- Koncept tekuté mosaiky lipidu a proteinu:

Membrana umoznuje mimo jiné i lateralni pohyb lipidovych molekul.
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Kompartmentacni pravidla (Schnepf 1965):

Biologické membrany oddéluji protoplasmatické a neprotoplasmatické
kompartmenty (faze) v bunce;, membrany maji cytosolickou
(protoplasmatickou) a extracelularni (neprotoplasmatickou) stranu; membrany
jsou strukturné i funkéné asymetrické.

Neprotoplasmatické kompartmenty:
Extracelularni prostor, cisterny ER a GA, vakuoly, perinuklearni prostor,
mezimembrdnovy prostor plastidi a mitochondrii, vnitrek thylakoidu.

Protoplasmatické kompartmenty:
Cytoplasma, karyoplasma, chondrioplasma (mitoplasma) uvnitf mitochondrii, u
rostlin navic plastidoplasma.

Nukleové kyseliny se vyskytuji vidy jen v protoplasmatickych
kompartmentech.

Mezi protoplasmatickymi a neprotoplasmatickymi kompartmenty probiha
transport pres membranu.

Mezi kompartmenty neprotoplasmatickymi probiha transport pomoci vacku.



Endomembranovy systém
(systém vnitrnich membran)
rostlinné bunky

Obr. 9 Endomembrénovy systém rostlinné bunky

I — jaderny obal, 2 — jaderny pér, 3 — drsné ER s ribosomy,
4 — hladké ER, 5 - véa&ek putujici od ER k diktyosomu,
6 — diktyosom, blize ER je cis strana, 7 — vadek putujici
od diktyosomu k plasmalemé, 8 vacek splyvajici
s plasmalemou, 9 — tonoplast, 10 — vznikajici proteinové télisko,
11 - oleosom, 12 — bun&éna sténa, 13 — mezibun&éna prostora,
14 — desmotubulus v plasmodesmu
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Sekretoricka draha

Minimalni sekretoricka

draha (anterogradni a
retrogradni transport) v o (‘3 »
rostlinné bunce: Fe Vv
Je ) 3
- ©®
QA ‘o A

PM — plasmalema
E — endosom

V —vakuola

GA — Golgiho aparat ( )

ER — endoplasmaticke
retikulum

ER

Traffic 2008; 9: 1599-1612
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Transport pomoci transportnich vacku (vesikult):

Regulace transportu: odkud a kam?

Tvorba a transport vacku zahrnuje:

1. aktivace obalovych proteint, regulovana specifickymi malymi GTPasami,
vede k tvorbé obaleného vacku na donorové membrané

2. transport vacku pomoci cytoskeletu k mistu urceni

3. rozpoznani cilové membrany

4. oddéleni obalovych proteini a jejich recyklace zpét

5. parovani fusnich komplexti SNARE na povrchu vacku a cilové membrany

6. splynuti transportniho vacku s cilovym kompartmentem



Transport pomoci transportnich vacku

Obalové proteiny
4 FIGURE 17-51 Components that participate in budding of
. . coated vesicles. Budding is initiated by recruitment of a small
GTP-binding protein to a patch of membrane. Then cgmpi&xes of
Membrane GTP-binding protein coat and adapter proteins bind to the cytesolic domains of mem-

brane cargo and receptor proteins; the latter bring soluble luminal
cargo proteins into the budding vesicle. [Adapted from a sketch by
C. Kaiser.

Membrane receptor protein

protein ' Membrane cargo protein

e @&

Coat and adapter proteins
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Role endoplasmatického retikula v rostlinné bunce

je mistem vzniku membran endomembranového systému

synthesa lipida a dalSich lipofilnich molekul

synthesa a modifikace proteinti a dalSich molekul, jejichz funkce je vétSinou spjata
s membranami, vakuolou, bunécnou sténou nebo sekretorickou drahou

zasobni funkce (sferosomy neboli oleosomy a proteinova téliska)

zasobarna Ca?* iontti (Uloha pfi prenosu nejraznéjsich signald)

propojuje bunky skrze plasmodesmy

béhem cytokinese (déleni buriky) se podili na tvorbé bunécné desky

specialisované agregaty membran ER jsou pritomny ve statocytech v kolumele
kofenové Spicky, zrejme se podileji na detekci gravitropického signalu



Zasobni olejova téliska - sferosomy

&) e

Oil body Oleosin Endoplasmic
reticulum
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Zasobni proteinova téliska

(A)

Prednaska 2 Rostlinnd burika, Katedra experimentalni biologie rostlin PFF UK



Synthesa a Uprava proteinu v ER

Signalni sekvence je na N-konci budouciho proteinu (16-30 aminokyselin, AK).

Zacatek synthesy proteinu probiha na ribosomu v cytoplasmé -

— po prelozeni prvnich cca 70 AK signdlni sekvence rozezndna ¢astici SRP (signal recognition particle)
—> zastaveni translace a navazani komplexu SRP-ribosom na SRP receptor v membrané ER

— oddéleni SRP od ribosomu a pfipojeni ribosomu na translokacni komplex

— translace proteinu a jeho translokace do lumina (dutiny) ER

— po dokonceni translace a sbaleni proteinu signalni sekvence odstépena

O S

P - \l
mRNA s’vml,
%

.\\‘ ,
Translocarion SRP :\u.'_ll.ll

Slgnal sequence complex receplor peptidase

\\- j/

Endoplasmic reticulum lumen
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Golgiho aparat

Poprvé popsan italskym lékarem Camillo Golgim roku 1897

Soubor plochych cisteren, diktyosom, TGN (trans-Golgi
network) a Golgiho matrix

Polarizace GA: cis-GA a trans-GA

Camillo Golgi

4
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Funkce GA

- centralni pozice v sekretorické draze, krizovatka transportovanych
molekul

- synthesa vSech necelulosnich polysacharid( pro stavbu bunécéné stény
- synthesa a Uprava cukernych retézcl u glykoproteint (O-glykoproteiny)

- produkce glykolipid(



Diktyosom

Trojrozmeérna rekonstrukce
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Plant Physiology, August 2008, Vol. 147, pp. 1454-1468
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Golgiho aparat

Pohyb a distribuce

Golgi apparatus,

Krysi bunka Tabakova bunka

Molecular Biology of the Cell 17, 525-538 2006 New Phytologist 2005 165: 29-44
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Vyvoj diktyosomu

A. Hypothesa maturace cisteren: cisterny GA maturuji a postupuji od cis
k trans strané, nové cisterny jsou tvoreny na cis-strané fusi vackt z ER.
Charakteristické enzymatické slozeni cisteren je zajisténo retrogradnim
transportem vackld mezi cisternami.

B. Hypothesa kyvadlového pohybu vacki: cisterny GA jsou statické a
proteiny se pohybuji mezi cisternami pomoci odstépovani a fuse vacku.
Vackovy transport retrogradnim smérem kompensuje ztratu membrany.

Prednaska 2 Rostlinna burika, Katedra experimentalni biologie rostlin PfF UK



Endosomy

Endosom: soubor organel, regulujicich transport v ramci
endomembranového systému. Prijimaji vacky s noveé synthetisovanym
materialem (v ER a GA) i endocytovany material (endocytosa).

Casny endosom — prvni kompartment, ktery pfijima endocytované
vacky od plasmatické membrany (PM).

Recyklujici endosom - spolu s ¢asnym endosomem recykluje proteiny
zpét do PM.

Stredni_a pozdni _endosom - recykluji vakuolarni receptory a tridi
proteiny urcené k degradaci ve vakuolach.




Endosomy rostlinné bunky

Casny _endosom je TGN; pFijima vacky od
PM, styka se zde sekretoricka a
endocytoticka draha.

Recyklujici endosom: ?

Stredni a pozdni endosom - multivesikularni
téliska (MVB), téz prevakuolarni
kompartment (PVC).
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Multivesikularni téliska

The Plant Cell, Vol. 16, 672—693, March 2004,
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Exocytosa a endocytosa

Exocytosa:
- doprava lipidd, proteinl a jinych latek ven z bunky
- zdroj vackd: TGN, MVB/PVC?

Endocytosa:

- aktivni transport latek do buriky

recyklace receptorli, transportéri, membrany atd.
“downregulace” signalnich molekul / pokracujici signalisace
recyklace a remodelace bunécné stény

cilem je casny endosom/TGN

Pri obou procesech komunikuje protoplast rostlinné bunky s
bunécnou sténou.



Vakuola

Z lat. vacuus — prazdny

Rostlinné vakuoly: Lysosomalni
kompartment s dalSimi rostlinné
specifickymi funkcemi.

Tonoplast: membrana vakuol

Vakuom: soubor vakuol v bunce
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Srovnani lytickych vakuol a vakuol spojenych s osmoregulaci

Lytické vakuoly (lysosomy) maji
vSichni eukaryoti, u
fotosynthetisujicich  prvokd, ras,
vznikly po jejich prechodu z more do
sladkovodniho prostfedi pulsujici
vakuoly spojené s osmoregulaci. V
disledku fotosynthesy tam dochazelo
k hromadéni minerdlnich kationt( z
prostfedi vyménou za uvolfiované
protony. V bunkach vyssich rostlin,
které opustily vodni prostredi, se z
pulsujicich vakuol  vyvinuly velké
(centralni) vakuoly, které mohou
druhotné prevzit i lytickou funkci.

Prednaska 2

Animals Chlorophytes

Streptophytes
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Marine Fresh;Nater

*oranzoveé lytické vakuoly

*modre vakuoly spjaté s osmoregulaci
zelené chloroplasty, $edé jadro s jadérkem

Evolution of the vacuole. Life started in a marine environment.
When protists invaded the freshwater habitat contractile
vacuoles developed. Streptophytes are the only major
evolutionary line that evolved in a freshwater environment.
Freshwater protists and seed plants are the only known
organisms having different types of vacuoles.

'nternational Review of Cytology
L1-18 N7
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Vakuolisace rostlinnych bunék
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Skripta Anatomie rostlin, doc. O. Votrubova
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Skripta Anatomie rostlin, doc. O. Votrubova
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Vznik vakuol

Vakuoly mohou vznikat de novo 1z jinych kompartmentt
endomembranového systému (hladké ER, snad i GA/TGN) — vznik
provakuol, které se posléze zvetsuiji, splyvaji a davaji vznik vakuolam.



Vyvoj vakuol - od meristému k diferencovanym bunkam korene

Bunky meristému: malo vakuolisované, obsahuji provakuoly.

Béhem diferenciace dochazi ke zvetSovani a fusi vakuol — vznika typicka
centralni vakuola lytického typu.

Current Opinion In Plant BEnlogy
The meristern, a model for studying vacuole biogenesis. The image ilustrates the progressive formation of large vacucles as cells enter the transition
zone of the meristem (arrowhead) where cell diferentiation and elongation starts. The tonoplast is labelled with a 8TIP-GFP construct (green signal)
while cell walls are labelled with propidium icdide (red signal). Lateral root cap cells (asterisks). The synchronization of vacuele enlargement in
differentiating cells of the meristern constitutes a very powerful system to study how vacuole bicgenesis occcurs and how it is regulated during
development. For example, by analyzing the high-resolution map of the transcriptome of Arabidopsis roots [47], we found that the gene entology terms
endomembrane system, intracellular protein transport and vacuolar membrane are significantly enriched in longitudinal pattern gene clusters with

maximums of expression in the elongating cells of the transition zone (patterns 14, 15, 18, 22, 28, 29 and 34 in [47]). Functional analysis of the
trafficking genes found in these clusters may reveal their function in LV fermation.
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Funkce vakuol

Laciny rtist bunék: zvétSovani objemu bunék diky rstu vakuol
Podptirna funkce: turgorovy tlak

Lysosomalni kompartment: degradace protein(i, ¢asti cytoplasmy nebo organel, i
celych bunék pfi programované bunécéné smrti (PCD)

Udrzeni homeostase cytoplasmy: regulace pH, koncentrace iontti a dalSich latek

Zasobni funkce: obsahuje vodu, kratkodobé a dlouhodobé zasoby, napr. rozpustné
sacharidy (nejcastéji sacharosa)

Uskladnéni nepotrebnych a toxickych latek
Ukladani latek pro interakci rostlin s prostfedim: ve vodé rozpustna barviva
(hydrochromy), antibakterialni latky, latky toxické nebo nechutné pro herbivory,

|latky na ochranu pred ultrafialovym zarenim

Rychlé pohyby rostlin: svéraci buriky prtiducht, pohyb listd citlivky (Mimosa) — na
zakladé zmén turgoru






Vice typu vakuol (zasobni
a lytické) v téze rostlinné
bunce

a.r
o K,

Parenchymaticka burika ve vyvijejici se déloze

PSV-V1: LV-V2 hrachu. PSV, LV, P-amyloplast
Protoplasma (1997) 197:1-25

Protoplast aleuronové buriky:
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Premeéna vakuol béehem kliceni semen

Endosperm: vyzivovaci pletivo v semeni. Odumira béhem prvnich fazi vyvoje

mladé rostliny poté, co jsou spotrebovany reservni latky obsazené v jeho
bunkach.

Endosperm obilek trav:

Endosperm obilky je tvoren bunikami skrobového endospermu, ktery je obklopen
bunkami aleuronové vrstvy se zasobnimi proteiny v preménénych vakuolach.

Buniky aleuronové vrstvy z(stdvaji Zivé i pfi dozravani obilky. Buriky skrobového
endospermu podIléhaji zvlastnimu typu PCD — po ulozeni skrobu odumiraji, ale
nedochazi k rozlozeni jadra ani organel (,mumifikovany“ stav).

Obr. 4 Schéma stavby obilky trav. Vievo podélny
rez obilkou psenice (Triticum aestivum), vpravo
detail jqu}‘// /)m'n‘/ml:)?r/) vrstev. 1 .5[’1'()/;(11:)7
endosperm, hlavni zdsobni pletivo, ve kterém
probihd pri zrdni obilky zvldstni zpiisob progra-
mované bunécné smrti — PCD (bliZe viz text),
2 — bunky aleuronové vrstvy, které obsahuji
zdsobnt proteiny a béhem kliceni produkuji
enzymy rozklddajici jak litky v buikdch skro-
bového endospermu, tak v aleuronové vrstvé; po
odbourdnit zdsob rovnéz p(l(//«f//r(jz' PCD, 3
osement a oplodi obilky, 4 — embryo. Orig.
O. Votrubovd, D. Bartdkovd

Lenochova, Kuthanova a Votrubova
2004, Ziva 5:194-197
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Premeéna vakuol behem kliceni semen

a4
24 h after imbibiti

on
Plant Physiology 143:1173-1188 (2007)
Kliceni:

Buniky aleuronové vrstvy uvolnuji enzymy, které skrob ve skrobovém endospermu
rozkladaji a mobilisuji tak pro kliceni. V samotnych aleuronovych burikach dochazi k
premeéné PSV, kde jsou mobilisovany zasobni proteiny.

Po mobilisaci veskerych zasob hynou téz burnky aleuronové vrstvy taktéz procesem
PCD.
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Autofagie

Autofagie je degradace rozsahlych casti cytoplasmy v lysosomalnim
kompartmentu (vakuole) eukaryotické bunky.

Makroautofagie: degradace casti cytoplasmy nebo organel ulozenim
do cytosolického vacku obaleného membranou zvaného autofagosom,
ktery posléze splyne s vakuolou.

Mikroautofagie: organela nebo c¢ast cytoplasmy je primo obklopena
vakuolarni membranou a rozlozena.

Mega-autofagie: déje se pri programované bunécné smrti (PCD)
prasknutim membrany vakuoly a degradaci veskerého bunécného obsahu
(protoplastu), nebo i bunécné stény.

Autofagie je soucasti vyvoje rostlinné buriky. Zajistuje obrat proteina a
lipiddi, je ve zvySené mife indukovana hladovénim.



Prehled autofagie

0 o
50@ e
y Phagophore

Cytosolic proteins

and organelles
Hydrolases

Lysosome

Autolysosome

Figure 1 Schematic depiction of autophagy. (a, b) Cytosolic material is
sequestered by an expanding membrane sac, the phagophore, (c) resulting
in the formation of a double-membrane vesicle, an autophagosome; (d) the
outer membrane of the autophagosome subsequently fuses with a lysosome,
exposing the inner single membrane of the autophagosome to lysosomal
hydrolases; (d) the cargo-containing membrane compartment is then lysed,
and the contents are degraded.
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Autofagie

Autophagy 2:2, 96-106, April/May/June 2006

Autofagie v bunkach tabaku kultivovanych v médiu bez dusiku.

V — vakuola, SV — mala vakuola, N — jadro, AB — autofagickeé télisko, AP -
autofagosom
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Autofagie

Autophagy 2:2, 96-106, April/May/June 2006

Autofagie v bunkach tabaku kultivovanych v médiu bez dusiku.

V — vakuola, SV — mala vakuola, N — jadro, AB — autofagickeé télisko, AP -
autofagosom
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Role vakuol v senescenci a PCD

Senescence:

- regulovany proces, jehoz cilem je recyklovat co nejvice latek na konci zivota
organu
Programovana bunécna smrt (PCD):

- regulovany proces zaniku bunék zahrnujici aktivaci specifickych enzyma,
specifickych signalnich drah, proteosynthesu

- PCD procesy zacinaji v cytoplasmé, pro jeji dokonceni je nutna vakuola
- Ke konci PCD se akumuluji ve vakuole vysoké koncentrace hydrolytickych

enzymU. Konecnou fazi je mega-autofagie, kdy je prasknutim vakuoly
degradovan cely protoplast bunky.



