3. Nukleocytoplasmaticky kompartment
rostlinnych bunék

e Co je nukleocytoplasmaticky kompartment a jak vypada u typické
rostlinné bunky

 Jadro bunécné
Nositel naprosté vétsiny genetické informace bunky
Jak vzniklo bunécné jadro?

Jadro délici se (mitosa, meiosa) a nedélici se (interkinetické, klidové,
pracovni): funkéni struktura

OdliSnost bunécného jadra u rostlin od bunécného jadra u Zivocich(
(nepritomnost laminy, déleni bez centrioll)

«  Zakladni cytoplasma (cytosol) — co se tam déje

. Cytoskelet rostlinnych bunék a jeho ulohy: struktura a funkce
mikrotubulli, intermediarnich filamentu a mikrofilamentu
(aktinovych filamentt)

 Jaderny cyklus a bunécny cyklus
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Nucleus

Nucleolus

Nuclear membrane

Rough endoplasmic
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Plasma
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Coll wall ¢ middle tamella
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Nukleocytoplasmaticky kompartment rostlinné bunky

» Jako nukleocytoplasmaticky kompartment bunky byva u
Eukaryot oznacovano jadro bunécné, hlavni nositel geneticke
informace bunky, zakddované v DNA, a zakladni cytoplasma
(cytosol), kde mimo jiné dochazi k prekladu jaderné genetické
informace - k proteosynthese. Cytoplasma obsahuje
cytoskelet, ,bunécnou kostru®, a ribosomy, na kterych se
synthetisuji bilkoviny.

* V dospélé rostlinné bunce byva omezen na ,,nasténnou
vrstvicku cytoplasmy” — vétsinu objemu bunky vyplnuje
centralni vakuola.
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Nukleocytoplasmaticky kompartment rostlinné bunky
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Fungovani nukleocytoplasmatického kompartmentu

e Uchovani a prenos (déleni jadra, replikace DNA)
genetické informace v jadre bunécném — poradi
basi v DNA

e Prepis (transkripce) z DNA na RNA (synthesa mRNA,
tRNA, rRNA) a jeji upravy (,sestfih®) rovnéz v jadre

e Preklad (translace) genetické informace do poradi
aminokyselin v molekulach bilkovin —na ribosomech
v cytoplasme, volné nebo na membranach ER



Organisace jaderného genomu

Gen — kompletni sekvence deoxyribonukleové kyseliny
nezbytna k synthese funkcniho produktu, nejcastéji
bilkoviny (proteinu)

Linearni molekula DNA je rozvinuta 100x delSi nez bunka —
byva v jadre ruznou meérou sbalena, nejvice v
chromosomech pri mitose.

Ploidie jaderného genomu (pocet chromosomu) —
pohlavni buriky (gamety) haploidni, jejich splynutim
vznikla zygota a dalsi télni bunky diploidni



Mozny vznik eukaryotické bunky

Martijn a Ettema (2013)
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Struktura a organisace e N
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* Velmi heterogenni
 Mikrodomény rtuzné funkce a slozeni
e Oblasti heterochromatinu, ztiSenych genl — radidlni organisace jadra
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Jaderné pory
slouzi spojeni mezi bunecnym jadrem a cytoplasmou
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Jaderné pory v bunkach BY-2

Pohled z jadra

Pohled z cytoplasmy

FiSerova et al. (2009), Plant J.
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Plant lamina — PLAMINA?
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Fiserova et al. (2009), Plant J.
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Chromatin, chromosomy

,(

!

Nuclear membrane Sy

Chromatin 3 e

fiber S 1\ (%
hromatin fiber y
f=) (B0nmdia) ’g’.l,,

ﬁ_“d.

(N

H1 —
& g/ Nucleosomes

Nuclear matrix

Pfednaska 3 Rostlinna burika, Katedra experimentalni biologie rostlin PfF UK



Struktura DNA — deoxyribonukleové kyseliny
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Vyssi struktury chromatinu

Nehistonové proteiny — leseni + integrita
Chromosome
scaffold S DNA

200 nm
Chromosomalni teritoria — chromosom

neni ani v rozbaleném stavu rozlozen v
jadre nahodné

=
I"n.
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JL (structure maintenance of chromosome
proteins)
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300 nm  Mohou svazat dvé 30nm vlakna dohromady
JL asociuji s chromatinem mezi geny.
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»Paradox hodnoty C (C-value)“

C-value: kompletni mnozstvi DNA v haploidnim genomu pred
replikaci udavané v parech basi nebo v pikogramech (biliontinach
gramu)

Zvysujici se komplexita organismu nutné neznamena vétsi genom!

Tulipan, psenice, zito - 10x vice DNA nez clovék (zvySovani ploidie —
napr. péstovana psenice a zito jsou hexaploidni)

Prevazna cast DNA v jadre je nekodujici.



Jadérko — ,tovarna na ribosomy*“

O e

(Slrrl et al. 2008, H|stochem CeII BIO|)

Tvoreno rDNA nekolika chromosomu FC Fibrilar Component

Podléha bunécnému (jadernému) cyklu DFC Dense Fibrilar Component
GC Granular Component
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Arabidopsis nucleoli
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Tobacco BY-2 nucleoli
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Mitosa a meiosa

MEIOSIS
Parent cell Chiasma (site of
(before chromosome replication)  crossing over) MEIOSIS |
Prophase Probhiase 1
: Tetrad formed by
Duplicated chromosome synapsis of homo -
(two sister chromatids) ; Sries logou
Metaphase Chromosomes align Tetrads Metaphase |
at the metaphase plate  align at the
metaphase plate
Anaphase p .
oph. Sister chromatids Homologous chro- Anaphase
anaphase arate during 1
anaphase I; Haploid
sister n=2
chromatids
remain together
0 = MEIOSIS 11
Daughter cells e e
of mitosis A A
Daughter cells of molosls ll

Copyright © Pearson Educalicn, Inc.. publishing as Benjamin Cummings.
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No further chromosomal replication;
sister chromatids separate during anaphase 11
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Cytoplasma:

- Prostor mezi organelami, inklusemi, ribosomy a jadrem
- Viskosni az gelovy charakter

- Prostredi pro mnohé metabolické déje: napt. translace (preklad)
genetické informace, glykolysa, synthesa sacharosy, pentosova cesta,
pocatky redukce nitratu, tvorba cetnych sekundarnich metabolit

- Vétsina prostorovych, fysikdlnich i biochemickych vlastnosti
cytoplasmy je dana existenci cytoskeletu (viskosni charakter, rozvrstveni
cytoplasmy v bunkach, pohyb organel, kompartmentace na metabolické
oddily).

- Zakladni cytoplasma (bez cytoskeletu) byva oznacovana cytosol.



Zakladni cytoplasma s mikrotubuly
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Cytoskelet:

- Trojrozmérna sit proteinovych vldaken a tubuld eukaryotické buriky
- Nejde o pevnou strukturu, ale o vysoce dynamicky systém.

- Charakteristicka je vysoka konservovanost cytoskeletalnich slozek v
ramci Eukaryot.

- FtsZ, vzdaleny pribuzny tubulint, se podili na déleni bakterii — pocatky
cytoskeletu jiz u Prokaryot.

Cytoskeletalni princip je dalsim organisacnim principem bunky vedle
principu membranového.



Zakladni funkce cytoskeletu

Udrzeni tvaru bunék

Udrzeni vnitini architektury bunék

Udrzeni polohy organel a dalsSich bunécnych struktur

Pohyb organel a dalsSich bunécnych struktur

Transport vesikulu

Pohyby bicikd a brv (u rostlin nejsou bézné)

PFripojeni ribosoml — kompartmentace proteosynthesy.
PFipojeni enzymu — kompartmentace metabolickych procesi
Ucast v pfenosu signalt

Ucast v jaderném a bunééném déleni



wu gz

Zakladni slozky a vlastnosti cytoskeletu

Intermediarni filamenta (IF):

-vlakna o prdmeéru 10 nm

-klasické ,zivocisné” proteiny IF u rostlin nebyly
identifikovany

wu gz

Mikrotubularni cytoskelet (MT, mikrotubuly):
-podjednotka heterodimer alfa a beta tubulinu

-tubuly (trubice) o priméru 25 nm

wu 6z

Aktinovy cytoskelet (AF, aktinova filamenta):
-podjednotka aktin

-vlakna o prdmeéru 6-9 nm
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Zakladni slozky a vlastnosti cytoskeletu

Spolecné vlastnosti mikrotubul( a aktinovych filamentu:

« vlaknité polymery vznikaji polymeraci globularnich bilkovinnych podjednotek
« schopnost rychlé polymerace a depolymerace — dynamicka sit
« vlakna jsou polarisovana (+ a — konec)

« monomery vazou NTP (ATP u AF a GTP u MT), které jsou hydrolysovany po
pripojeni monomeru k vlaknu

« jejich interakce s okolim v burice a funkci zajistuji asociované proteiny



Metody studia cytoskeletu

Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencni znacku mohou nést:
- protilatky - fixované bunky

- latky s afinitou k CSK podjednotkam (cytoskeletalni drogy) — fixované
bunky

- monomery (aktin nebo tubulin) s kovalentné pripojenou fluorescencni
znackou (mikroinjekce) — pozorovani in vivo

- monomery nebo asociované proteiny s molekularni znackou (GFP, RFP
atd., exprese fusnich proteinl primo v bunce) — pozorovani in vivo

Fluorescencni mikroskopie; fluorescencni konfokalni mikroskopie;
Time-lapse microscopy; dalsi specialisované metody.



Mikrotubuly

Mikrotubulus:

Zakladni stavebni jednotka mikrotubull je heterodimer alfa a beta-
tubulinu.

Heterodimery polymeruji do trubicovité struktury mikrotubulu o vnéjsSim
prumeéru cca 25 nm.

Vazby v mikrotubulu serfazené od nejsilnéjsi k nejslabsi jsou: vazba v
heterodimeru; vazba longitudialni v protofilamentu; vazba lateralni mezi
protofilamenty.

Mikrotubulus je polarisovana a vysoce dynamicka struktura.
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Mikrotubulus
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Proteiny asociované s mikrotubuly umoznuji
transport podél mikrotubult
(molekularni motory)

L

Dynein -

144

44t Microtubule
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Kortikalni mikrotubuly v rostlinnych bunkach
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Mitotické vieténko u zivocichu
a rostlin

(A) Animal spindle (B) Plant spindle
Metaphase

|-:ll1. Spindle microtubules Metaphase
B /\ plate /
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1@ @ “/ Pole k : 'E}_."

Spindle microtubules
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Kinetochore Kinetochore
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Zmény v usporadani mikrotubuli béhem bunécného
cyklu u rostlin

=

E F

Obr.42 Zmény v usporadani mikrotubulii v pritbéhu bunééného cyklu

A — interfaze, kortikdlni mikrotubuly uspofadané v cytoplasmé pod plasmalemou,
B —konec G, fize, mikrotubuly tvoii preprofazovy prstenec,

C — metafaze, mikrotubuly tvofi mitotické vieténko,

D — pocatek telofaze, mikrotubuly tvoii soudeckovity fragmoplast mezi dcefinymi
jadry, uvnitf fragmoplastu za¢ina vznikat pfepazka,

E — pokrocila telofaze, mikrotubuly tvofi prstencovity fragmoplast, mezi jadry vzni-
ka pfepazka,

F — dvé& dcefiné buiiky v interfazi s kortikalnimi mikrotubuly

Prednaska 3 Rostlinna bunka, Katedra experimentalni biologie rostlin PFF UK



Fragmoplast

- dvé antiparalelni rady
mikrotubulli, tvofici prstenec
rostouci centrifugalné
(odstredivé)

- Jeseni“ pro tvorbu bunécné
prepazky (bunécné desky)

- Kromé MT je tvoren aktinem,
vacky GA, ER, a mnohymi
proteiny (napt. motorové
proteiny).

- Po fusi nové prepazky s
materskou bunécnou sténou
fragmoplast mizi.



Endoplasmatické mikrotubuly
- nukleace MT na jaderném obalu

- Mikrotubuly nukleované na jaderné
membrané

- Lze pozorovat v G2 fasi a prechodu
do mitosy (kontrola posice jadra)

- Teésné po obnoveni  jaderné
membrany v telofasi, pfi prechodu od
fragmoplastu ke kortikalnimu
usporadani MT

- Jaderna membrana je ,silnym
nukleatorem” MT téz:

1. Ve stresovych situacich, kdy doslo k
docasné depolymeraci MT (chlad)

2. V okamzicich, kdy neni vytvorena BS
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Aktinova filamenta (vlakna)
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Aktinova filamenta:
Zakladni stavebni jednotka aktinovych vlaken je globularni protein aktin.
Aktin polymeruje do vlakna: dvé pravotocivé Sroubovice o priméru cca 8 nm.

Také aktinové filamentum je polarisovana a vysoce dynamicka struktura.
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Role aktinu

Proudéni cytoplasmy — hlavni silou je aktomyosinem hnany pohyb organel
Struktura cytoplasmy — architektura cytoplasmatickych provazcl a vakuoly
Posice organel — jadro, chloroplasty, mitochondrie, ER

Kontrola expanse bunky — predevsim pylova lacka a kofenové vlasky

Zprostredkovani gravitropické reakce



Pohyb chloroplasti v bunce je Fizen aktinovym cytoskeletem
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Apikalni rust

Priklady apikalniho rustu: korenové vlasky a pylové lacky, rhizoidy

ras

Pro apikalni rist je nezbytny funkcni aktinovy cytoskelet a funkcni

sekrece Golgiho vacku.

Signalisace smérovanymi toky Ca?*iont(

Regulace pomoci enzymuU Rop GTPas

9]

O

o
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