4. Autotrofie rostlinnych bunek

. Organely energetického metabolismu rostlinnych bunék

. Mitochondrie a dychani
Pavod a funkéni struktura mitochondrii a jeji zvlastnosti u rostlin

. Plastidy (chloroplasty) a fotosynthesa
Plvod plastidi

Funkcni struktura chloroplastl a jejich vyznam pro biosféru a vyzivu lidstva,
biotechnologické vyuziti chloroplast(

Vzdjemné premeény plastidu, nezelené plastidy

Dusledky autotrofie rostlin:
Vakuolisace bunék, bunécné stény, nepohyblivost (prisedly zpusob zivota)
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Nucleus

Nucleolus

Nuclear membrane

Rough endoplasmic
reticulum

Smooth endoplasmie retlculum
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Air space

Peroxisome

Mitochondrion

Plasma
membrane

Peclinevich
Coll wall ¢ middle tamella

Cellulose/hemicellulose wall
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Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely energetického metabolismu,
tvorené vnejsi a vnitrni mitochondrialni membranou a
mitochondrialni matrix, geneticky semiautonomni
(obsahuji vlastni DNA), mnozici se délenim, schopné
aerobni respirace — bunécného dychani. Maji je patrné
vsichni eukaryoti.



Chloroplasty
(Plastidy)

Chloroplasty (plastidy) jsou organely energetického
metabolismu, obalené dvéema membranami, geneticky
semiautonomni (obsahuji vlastni DNA), mnozici se
délenim, schopné (alespon potencialné) fotosynthesy.
Maji je pouze rostliny a rostlinam pribuzni jednobunécni
eukaryoti.
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Chloroplasty a mitochondrie v bunce mladého listu
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Kratka historie studia mitochondrii

Jako granularni struktury pozorovany v burikach od poloviny 19. stoleti

1886, Richard Altmann: popsal pozorovani bioblastii a navrhl hypothesu, Ze se
jedna o misto bunécné oxidace

1888, Albert von Kolliker: prvni jasna isolace a popis mitochondrii z hmyziho
|étaciho svalu, popis membranového obalu

1898, Carl Benda: jméno mitochondrion — mitochondrie, tedy ,vlaknozrno“
(doposud se mitochondrie pojmenovavaly r0zné: sarcosomes, bioblasts,
chondrioconts)

1898, Michaelis: oxidoredukcni zmény v mitochondriich

1949, Eugene Kennedy a Albert Lehninger: dukaz, Ze mitochondrie jsou mistem
oxidacniho energetického metabolismu

Rozvoj fluorescencni mikroskopie asi od 80. let 20. stoleti: pozorovani dynamiky
mitochondrii v burikach



Ultrastruktura mitochondrii

(A)

Outer membrane

Intermembrane space

Inner membrane

Matrix
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a Baffle Model b Crista Junction Model
Intermembrane Outer Cristae Matrix
space Matrt membrane Intercristal
atrix . . space
Ribosoma ATP Inner /\ & & Crista Junctions
synthase membrane o . 1
particles Q- Cristal membrane
Granule
Inner boundary
membrane
Intermembrane

space

Quter membrane

Journal of Experimental Botany, Vol. 57, No. 6, pp. 1225-1243, 2006
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Aerobni respirace: hlavni funkce mitochondrii

Aerobni respirace: sled metabolickych reakci, ve kterém jsou oxidovany
organicke latky na CO, a H,O, a uvolnéna energie je uskladnéna jako
ATP. Hlavni produkty respirace jsou tedy: CO,, H,0 a ATP.

3 faze aerobni respirace:

1. Glykolysa
2. Citratovy (Krebsuv) cyklus
3. Oxidativni fosforylace

Adenosine triphosphate |

A
[ CH
0 0 N-CN
G—lFll*—O—l%'—o—g'—ocHE j
-Ohmive r;g'i:-:gn

D CH



1. Glykolysa

- Probiha v cytosolu (zakladni cytoplasmé)

- Zahrnuje enzymy, oxidujici cukry na organické kyseliny, predevsim
pyruvat

- Organické kyseliny jsou transportovany do matrix mitochondrii

CH,OH CH,OH

H f O H e H
OH H 0 H HO
HO CH,OH
OH H

H OH
Sucrose

'

2 Hexoses

415;@_13*—-3\%,;—4 ATP: - 8 'ADP +8®)
4 - NADH _,JK_*_B ATP: -4 ADP +4@®),

COO

C=0

CH,
4 Pyruvate
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2. Citratovy cyklus (CC)

- Probiha v matrix mitochondrii

- Do CC vstupuje pyruvat, metabolisovany mohou byt ale také
aminokyseliny ¢i mastné kyseliny

- V CC je kompletné oxidovan pyruvat na CO, za redukce NAD* a FAD

a vzniku ATP
Pyruvate
NAD"
CO,
NADH
Acetyl-CoA
CoASH
Oxaloacetate
FADH, ‘itrate
Citric acid "1t 3NAD"
cycle o
FAD
3- NADH
ATP 2CO,

ADP + ®),
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3. Oxidativni fosforylace (pomoci elektrontransportniho
retézce)

- Probiha na vnitrni membrané mitochondrii

- Redukované NADH a FADH, jsou oxidovany slozkami fetézce

- Koneénym akceptorem elektronu je molekula kysliku za vzniku vody

- Volna energie, uvolnéna pri oxidaci, je vyuzivdna na tvorbu
elektrochemického gradientu na vnitfrni membrané (H* ionty se
hromadi v mezimembranovém prostoru)

- Gradient vyuziva ATP synthasa na tvorbu ATP (translokace protoni
po koncentracnim spadu)

;’ 20 NADH '4—/

4 FADH,

n (reduced e~ @*
carriers)

i n@" 120, +48@"
/\/ >// 24 H,0
v
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3. Oxidativni fosforylace (elektrontransportni retézec) -
- Alternativni oxidasa u rostlin

Intermembrane
space _
_ ATP
External MADI(PIH | synthase
lehydrogenase
ik e Complex IV
Complex I -ﬂIADI-If‘i'-{H! Ot Alternative o
' T oxidase Complex [11 !
@' :ﬂ‘;l_u FLAD i

[

Fumarare

succinate

Kotenone

insensitive
bypass
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Vliiv metabolické aktivity na morfologii
mitochondrii

IRy

Orthodoxni stav Kondensovany stav

(zvétSeny prostor matrix a malo krist) (zvétSeny prostor krist)

Journal of Experimental Botany, Vol. 57, No. 6, pp. 1225-1243, 2006
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Transport proteint do mitochondrii

DNA rostlinnych mitochondrii kdduje 3-67 proteint.

Odhadem 1000 proteinti musi byt transportovano z cytoplasmy.

Transportované proteiny obsahuji signalni presekvenci. (Transport do
matrix — nutné dvé presekvence.)

Transport - v nesbaleném nebo velmi volné sbaleném stavu.

Translokasy - proteinové komplexy =zajistujici transport skrze
mitochondrialni membrany:

TOM komplex (Translocase of the Outer Membrane)

TIM komplex (Translocase of the Inner Membrane)



Genom rostlinnych mitochondrii

Mitochondridlni genom: Velikost:

Bunék zivocichl 14-42 kb

Bunék hub 18-176 kb

Bunék rostlin 200 (Brassica) -2400kb (meloun)
Plastidovy genom: 120-200 kb

Proteiny kddované mitochondrialnim genomem:

Zivocichové cca 13 proteinl + komponenty pro translaci
Rostliny 57 proteinu + dalsi predpokladané ORF

geny pro: tRNA; rRNA pro malou a velkou ribosomalni podjednotku;
proteiny energetického metabolismu; nékolik ribosomalnich proteind;
proteiny neznamé funkce



Déleni mitochondrii

Mitochondrie nevznikaji de novo, ale pouze délenim.

FtsZ (Filamentous temperature-sensitive line Z) protein se podili na déleni
témeér vSech prokaryot

Role FtsZ v déleni plastidli — podili se na tvorbé PD prstence

X
Hlavni prokaryotni komponenty déliciho aparatu se v mitochondriich
vysSich eukaryot nedochovaly (geny nenalezeny v Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabiditis elegans ani Arabidopsis).

— Nahrazeny byly eukaryotnimi proteiny — dynaminy



Peroxisomy
(téz microbodies)

-Zpravidla sférické organely o priméru 0,2-1,7 mikrometru
-Obalené jednou membranou
-Neékdy tubularni propojeni
-Nalezeny ve vsech eukaryotickych bunkach
-Rostlinné peroxisomy maji specifické slozeni enzymu:
-oxidoreduktasy
-katalasy
-enzymy beta-oxidace mastnych kyselin

-enzymy pro biosynthesu nékterych fytohormon



Peroxisomy (MB)
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Peroxisomy

Typy rostlinnych peroxisomu:

Peroxisomy listovych bunék (role ve fotorespiraci)

Glyoxysomy (semena bohatd na tuky jako =zasobni Ilatky, tuky
mobilisovany B-oxidaci mastnych kyselin v peroxisomech)

Peroxisomy ve specialisovanych bunkach kofenu bobovitych rostlin
(role ve fixaci vzdusného dusiku)



Role peroxisomu ve fotorespiraci

Fotorespirace je vysledkem vlastnosti centralniho fotosyntetického

enzymu Rubisco v chloroplastech:

karboxylasova x oxygenasova aktivita enzymu Rubisco

Rubisco I . .
J ~ )

Carboxylase C =
CHO® co® oo, MY L
— - - =
- e o S e
—
HC —OH T C—OH ~ g 3-Phosphoglycerate
| y, |
HC — OH ™ HC—OH ™
| | T
CHO@ CH.O@ / — - 5
_ - _ T T
Ribulose 1,5- Enedinlate O =

intermediate |

Rubisco | Hl,'lj—{;.H

Oxygenase L
activity C HP?"-‘J.

bisphosphate

I-Phosphoglveerate
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Plastidy

—~y
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Kratka historie studia plastidu (chloroplastu)

Antonius van Leeuwenhoek pozoroval koncem 17. stoleti zelené partikule v listech

Hugo von Mohl a Carl Naegeli v poloviné 19. stoleti popsali slozeni téchto ¢astic
(chlorofyl, bilkoviny, Skrob) a jejich déleni

A.F.W. Schimper (1883) popsal a pojmenoval plastidy a chloroplasty — ,,zelené
utvary” jako jednu jejich skupinu

K.S. Merezkovskij (1905): chloroplasty jsou symbioticky Zijici fasy - endosymbiosa
1909, Carl Correns popsal maternalni dédicnost nékterych charakteristik plastid(

1938, S. Granick a W. Menke poprvé isolovali chloroplasty, W. Menke pozdéji
popsal jejich lamelarni strukturu — thylakoidy

1954, D.I. Arnon: ve chloroplastech probiha cela fotosynthesa
1962, Hans Ris a Walter Plaut poprvé prokazali ve chloroplastech DNA
Od 80. let 20. stoleti byl osekvenovan chloroplastovy genom mnoha druh( rostlin

Na prelomu 20. a 21. stoleti byla popsana molekularni stavba bilkovinnych
komplex( thylakoidnich membran, na kterych probihaji primarni, svételné reakce
fotosynthesy



Endosymbioticky
vznik plastidu

Glaucophytes

bunka sinice
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Zakladni klasifikace
pln€ vyvinutych plastidu vysSich rostlin

FOTOSYNTETICK

BAREVNE: AKTIVNI:
CHROMOPLASTY
SENSU LATO
OTOSYNTETICK
NEAKTIVNI:
CHROMOPLASTY
BEZBARVE:
LEUKOPLASTY
S AMYLOPLASTY
PREVAZUIICICH %\ PROTEINOPLASTY
ZASOBNICH LATEK: ™
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' 7 Developing Plastoglobule
autophagosome .
Carotenoid
Plastoglobule & / crystal

> ; 3 /5/ //// :
Partially & 5 p
disassembled @ &
thylakoid @ 0

Gerbntobiast \ / Chromoplast

Plastoglobu11 ' '

Y8 T
Q@QO

Elaioplast

Thylakoid

Stroma

Envelope

Etioplast
Amyloplast

Proplastid

Vzajemné premény (metamorfosy) plastidl v bunkach vyssich rostlin.
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Plastidové stromuly (zde
snimek Gray et al. 2001) jsou
trubicovité vybézky plastidd,
obsahujici jejich stroma. Lze je

nejlépe zviditelnit za ziva pomoci

fluoreskujici bilkoviny (napf. GFP),
smérované pri genetické
transformaci bunék do stromatu
plastidd. Prukaz jejich existence v
poslednim desetileti znacné zmeénil
predstavy o tvaru a metabolismu
plastidu.

Prednaska 4

Fig.3 Confocal microscope image of plastid-targeted GFP in an
onion bulb epidermal cell. Epidermal peels of onion bulb tissue were
bombarded with tungsten particles coated with a plasmid encoding
GFP fused to the RbcS transit peptide, under the control of the CaMV
35S promoter, and GFP fluorescence examined after 24 h. Stromules
showing branches and interconnecting plastids are clearly visible.
Scale bar = 25 um,

Plant Biology 3:223-233, 2001
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Shaw and Gray, Planta 233: 961-970, 2011
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Proplastid v mladém listu lipy
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. Photosynthetic Research
. 76:185-196, 2003

Figure 5. Thin section electron micrograph of a pea etioplast during a very early stage of light-induced conversion into a chloroplast. Thylakoid
(T), prolamellar body (PLB).

Etioplast na zatitku pfemény ve chloroplast po ozéfeni,
napadné je prolamelarni téleso, PLB (Staehelin 2003)
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L) Y |
b) l (c) T
T T

ssssannsn g7 Inner PD ring I Outer PD ring

Current Opinion in Microbiology

Current Opinion in Microbiology
4:639-646, 2001

Model déleni plastidi (Osteryoung 2001): zGéastni se
ho postupné bilkovinné prstence prokaryotického ptvodu
(FtsZ) i eukaryotického puvodu (vnitini a wvnéjsi PD
prstenec).
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pnf::.:\m‘ Thylakoid membrane
Zjednoduseny model prenosu bunécnym jadrem kdodovanych
bilkovin do plastidi (chloroplastu) a jejich kompartmentl z

ucebnice Buchanan et al. (2000)
Rostlinna burika, Katedra experimentalni biologie rostlin PrF UK
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Photosynthetic Research
76:185-196, 2003

Figure 2. Thin section electron micrograph of a young tobacco chloroplast. Two envelope membranes (EM) surround the chloroplast stroma (S),
within which stacked grana thylakoids (GT) and unstacked stroma thylakoids (ST) can be recognized. Plastoglobuli (PG) and DNA-containing

regions (arrows) are also seen. Reproduced from Staehelin (1986).

Elektronmikroskopicky snimek ultratenkého rezu

chloroplastem
Svétlejsi oblasti ve stromatu (Sipky) jsou chloroplastové nukleoidy s

DNA.
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Photosynthetic Research 76:185-196, 2003

Figure 3. Higher magnification view of thin sectioned grana (GT) and stoma (ST) thylakoids of a spinach chloroplast. Reproduced from
Staehelin (1986).

Pri vysokém zvétSeni transmisniho elektronového mikroskopu je pékné vidét
detaily systému chloroplastovych thylakoidu.
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Photosynthetic Research
76:185-196, 2003

Figure 4. Diagram illustrating the spatial relationship between
stacked grana and interconnecting stroma thylakoids. This model
1S based on the analysis of serial thin sections through chloroplasts
and micrographs of freeze-fractured chloroplasts. Reproduced from
Stachelin and van der Staay (1996).

Prostorovy model ¢asti systému thylakoidli ve chloroplastu
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Stavba chloroplastového grana: (b), (c) a (d) snimky grana z
elektronového mikroskopu ziskané pomoci techniky ultratenkych rezu,

mrazového lamani a rastrovaci EM, (a) pocitacem vytvoreny model
(Mustardy a Garab 2003)
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figure 13-11 A Model of the Orientation of the Major En- proteins, D1 and D2, that bind components of the electron transport sys-

gy Transduction Complexes Within the Thylakoid Mem- tem. The cluster of four manganese atoms at the base of PS |l are part of

fane. This diagram shows the possible arrangement of PS I, the cy- the water-splitting complex. The cytochrome b;/f complex includes two

thome b,/F complex, PS1, and the ATP synthase complex within the cytochromes (b and f) and an iron-sulfur protein (Fe-S). (See Figure 13-9

atod membrane. The path highlighted in pink depicts the probable for a general key to symbols.) The stoichiometry shown is for the passage

w of electrons from H,0 to NADP*. PS Il includes at least two major of four electrons from H,0 to NADPH

Photoreduction (NADPH Synthesis) in Oxygenic Phototrophs 383

Schema lokalisace jednotlivych kroku premény zarivé energie

na chemickou na thylakoidni membraneé. vznika makroergicky NADPH a
vytvoreny protonovy gradient je vyuzivan k synthese ATP.
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Grana Stroma lamellae

F-ATPase

Figure 1. The architecture of thylakoid membranes and the structure of membrane—protein complexes and soluble proteins that drive
oxygenic photosynthesis. The structure of the complexes and the electron carriers plastocyanin (Pc) PDB 1AGS, ferredoxin (Fd) PDB 1A70
and ferredoxin-NADP-reductase (FNR) PDB 1FNB were adjusted to the relative size of plant photosystem | (PS1) PDB 1QZV. The structure
of cyanobacterial ( Thermosynechococcus elongatus) photosystem Il (PSIl) from PDB 1S5L,“® cytochrome bgf complex (bef) from
Chlamydomonas Reinhardtii PDB 1Q90% and a structural model of F-ATPase that was created from various related structural data by W.
Frasch (Arizona State University).

Architektura bilkovinnych komplext thylakoidnich

membran a pfidruZenych rozpustnych bilkovin oxygenni
fotosynthesy podle soudobych predstav (Nelson a Ben Shem
2005)
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Schéma Calvinova cyklu fixace oxidu
uhlicitého ve fotosynthese

proteins amino acids

CO,

lipids
pyruvic acid
i (2) phospho- membranes
bisphosphate glyceric acid
‘r///QﬂJP
(2) NADPH 2
7 CALDIN
ATP CYCLE
pentose phosphate (2) triose phosphate
nucleic acids
l hexose phosphate™ ——————= cell walls

DNA/RNA l
polysaccharides ——— capsules

http://www.textbookofbacteriology.net/metabolism_7.html
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Dimorfni chIoropIasty kukurlce typlcke pro rostllny s NADP-ME

typem C4 fotosynthesy na snimku ze svételného (a) a elektronového (b)
mikroskopu. V mesofylovych bunkach, kde jsou chloroplasty s dobre vyvinutymi grany,
je prefixovan oxid uhlicity a vznikla kyselina jablecnd (malat, ME) je transportovana do
témér agranalnich chloroplastl bunék parenchymatickych pochev cévnich svazk(, kde
je dekarboxylovana a za zvysené koncentrace oxidu uhliCitého je pfi jeho fixaci
potlacena fotorespirace (uklada se zde Skrob, inkluse oznacené G).
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Gerontoplast ve starnoucim listu fazolu
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Biotechnologické vyuziti chloroplastu

Chloroplasty - predevSim misto tvorby asimilati - produkti
fotosynthesy: v poslednich desetiletich snaha o zvyseni produkce
potravin prenesenim genu pro produktivnéjsi ,,C4 fotosynthesu“ do
»,C3“ plodin, zejména ryze a psenice; ,fotosynthesa ve zkumavce”
zatim v nedohlednu; v 60. letech 20. stoleti Ceskoslovensko
prikopnikem produkce biomasy kulturami jednobunécnych ras

Netradicni vyuziti chloroplastu:

Geneticky manipulované chloroplasty v rostlinach tvori pozadované
bilkoviny — zejména ,,jedlé vakciny“

Velky vyznam — v nedaleké budoucnosti mozna produkce vodiku jako
paliva (zejména pro automobily) systémy zalozenymi na chloroplastech



Chromoplasty
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» neobsahuji chlorofylové pigmenty,
jsou to fotosyntheticky neaktivni
plastidy

» obsahuji karotenoidy

* membranovy systém maji slabé
vyvinuty

Vyskyt:

« kvéty, zralé plody, nékteré koreny
(mrkev)

Funkce:

» pomahaji lakat hmyz a ptaky pfi
opylovani a Sifeni semen

http://www.infovek.sk/predmety/biologia/diplomky/biologia_bunky/chromoplasty.htm
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http://www.botany.hawai.edu/faculty/webb/BOT201/CellTissOrgan/201LaTypVascPlantTheme.htm

Ultrastruktura ruznych typu
chromoplasti (Ljubesi¢ et al.
1991), nejrozsirenéjsi jsou asi
chromoplasty globularniho typu
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PokraCovani predchoziho slidu
(13 je chromoamyloplast).

The International Journal of Developmental
Biology 35:251-258, 1991
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