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Abstrakt:

Mitochondrie i plastidy byly ziskany endosymbiotickou udalosti, pfi které doslo k pohlceni
prokaryotického organismu piedky dneSnich eukaryot. V evoluci plastidi je znamo vice
endosymbiotickych udalosti. Pti primarni endosymbioze doslo k pohlceni sinice heterotrofnim
eukaryotickym organismem. Pifi nasledujicich sekundarnich, terciérnich a kvartérnich
endosymbiotickych udalostech, doslo k pohlceni eukaryotické butiky jinym eukaryotem. Mitochondrie
vznikla pohlcenim a-proteobakterie. V evoluci eukaryot doSlo u mnohych druhti k redukcim
mitochondrie, které umoznili zivot v anaerobnim prostiedi. Nejméné redukovanou formou jsou
anaerobni mitochondrie, které si spolecné€ s aerobni mitochondrii a vodik produkujici mitochondrii
zachovaly genom. Hydrogenosomy a nejvice redukované mitosomy si genom nezachovaly.
Opakované redukce plastidi v mnohych liniich vedly ke ztrat€é schopnosti fotosyntetizovat.
V poslednich letech piibyva dokladd o organismech, které semiautonomni organelu zcela ztratily. Ke
ztraté plastidu doslo minimaln€ u dvou parazitickych zastupct alveolat, Cryptosporidium parvum
a Hematodinium sp., a ke ztrat€ mitochondrie u endobioticky Zijici oxymonady Monocercomonoides
sp.. Semiautonomni organely se staly u téchto druhti postradatelné, jelikoz tyto organizmy dokézaly
jejich metabolismus nahradit alternativnimi biosyntetickymi drahami, nebo si dokazi svoji potfebu
specifickych latek uspokojit jejich ziskavanim z hostitele.

Kli¢ova slova: Mitochondrie, plastid, endosymbioza, ztrata, oxymonady, Cryptosporidium,

Hematodinium



Abstract:

Mitochondria and plastids were acquired by endosymbiotic event, where prokaryotic organism was
engulfed by ancestors of extant eukaryotes. There are more known endosymbiotic events in plastid
evolution. In primary endosymbiosis cyanobacterium cell was engulfed by heterotrophic eukaryotic
organism. In following secondary, tertiary and quaternary endosymbiotic events eukaryotic cell was
engulfed by another eukaryote. Mitochondria originated by engulfment of a-proteobacteria. In the
evolution of eukaryotes, reduction of mitochondria occurred in many lineages, making living under
anaerobic conditions possible. The least reduced form is anaerobic mitochondria, which together with
aerobic mitochondria and hydrogen producing mitochondria, possess genome. Hydrogenosomes and
the most reduced form mitosomes, does not possess genome. Plastid reductions led to loss of
photosynthetic ability. In last years, more examples of organisms that lost entirely their semi-
autonomous organelle, are coming. Loss occur at two parasitic representatives of the Alveolata group,
and one endobiotic oxymonad. Parasites Cryptosporidium parvum and Hematodinium lost
nonphotosyntetic plastid, whereas Monocercomoides lost its mitochondria. Semi-autonomous
organelles were dispensable, because all representatives have access to alternative biosynthetic
pathways, or they can substitute the need for synthesis specific compounds by acquisition them from

the host.
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Obsah

Abstrakt: -4-
1. Uvod -7-
2.1. Piivod mitochondrie -8-
2.2. Biochemické procesy v mitochondrii -8-
2.2.1. Oxidativni fosforylace -8-
2.2.2. Syntéza Fe-S center -8-
2.3. Redukované mitochondrie -9-
2.3.2. Anaerobni mitochondrie -10 -
2.3.3. Vodik produkujici mitochondrie -10-
2.3.4. Hydrogenosomy -10 -
2.3.5. Mitosomy -11-
3.1. Piivod a evoluce plastidu -11-
3.2. Drahy v plastidu -13-
3.2.1. Fotosyntéza -13-
3.2.2. Syntéza prekurzoru isoprenoidd -13 -
3.2.3. Syntéza tetrapyroli -14 -
3.2.4. Syntéza Fe-S center -14 -
3.2.5. Syntéza mastnych kyselin -14 -
3.3. Redukované plastidy -15-
3.3.1. Apikoplast -15-
3.3.2. Plastid Euglena longa -15-
3.3.3. Plastid Prototheca wickerhamii -16 -
3.3.4. Plastid Helicosporidium sp. -16 -
4. Endosymbioticky genovy transfer a transport do organel -16 -
4.1. Cileni proteinii do semiautonomnich organel -17 -
4.1.1. Cileni proteind do primarnich plastida -17 -
4.1.2. Cileni proteind do sekundarnich a vyssich plastida -18 -
4.1.3. Cileni proteinii do mitochondrie -20-
4.2. Endosymbioticky genovy transfer -21-
5. Ztraty genomi mitochondrii -21-
6. Ztraty genomi plastidi -22-
7. Ztrata mitochondrii -24 -
8. Ztraty plastidi -25-
8.1. Cryptosporidium parvum -25-
8.2. Hematodinium -26-
9. Zavér -28-
Seznam pouZité literatury -30-




1. Uvod

Eukaryoticka bunikka ma mnoho odli$nosti od bunky prokaryotické. At uz se jedna o velikost ¢i
organizaci, jejich rozdily jsou patrné uz pod svételnym mikroskopem. Kromé toho, ze eukaryoticka
burnika je znacné vétsi, obsahuje také vetsi mnozstvi organel. Mezi nimi i organely semiautonomni,
ziskané endosymbidzou. Prvni ztéchto organel, mitochondrie, byla ziskana pohlcenim
a-proteobakterie, zatimco v ptipad¢ plastidu doSlo k zakomponovani sinice. K endosymbiotickému
vzniku mitochondrie doslo pred vice nez 1,5 miliardou let u piedka vSech dnesnich eukaryot, a poté
u nékterych eukaryotickych linii nasledovalo i pozteni plastidu.

V pribéhu evoluce Zivota na Zemi dosSlo k fadé modifikacim semiautonomnich organel.

vvvvvv

wevr

veétsim mnozZstvim membran a u nékterych linii také pfitomnym nukleomorfem ¢i novou variantou
chlorofylu — chlorofylem c. U mitochondrii nezname pfipady seridlni endosymbidzy, ale i tak se
rozliSuje néckolik forem odvozenych mitochondrii. Tyto formy jsou v porovnani s klasickou
mitochondrii vétSinou redukované. V extrémnich a ojedinélych piipadech doslo dokonce ke kompletni
ztraté organel, a to jak plastidu, tak mitochondrie.

Ztrata semiautonomni organely je vzhledem k nizkému poctu organismi, u kterych k této
udalosti doslo, velmi vzacny jev. S ¢im tedy souvisi tak vzacna udalost a jakym zplsobem ke ztraté

dochazi? V této praci shrnu dosavadni znalosti o ztratach semiautonomnich organel a co je spojuje.



2.1. Pivod mitochondrie

Podle endosymbiotické teorie, jiz prosadila Lynn Margulisova v 60 letech minulého stoleti, vznikla
mitochondrie pohlcenim bakterie (Sagan, 1967). Pozd¢ji bylo zjisténo, ze pohlcena bakterie patfila
mezi o-proteobakterie (Yang, et al., 1985). Ackoli se za nejbliz§i piibuzné mitochondrie Casto
povazovali vnitrobunééni parazité rodu Rickettsia nebo Ehrlichia (Lang et al., 1999), podle
nejnovejsich vyzkumu je bliz§i urCeni predka mitochondrie nejasné (Rodriguez-Ezpeleta & Embley,
2012). Tato udalost se odehrala u spolecného predka vSech dneSnich eukaryotickych organismu

(Lopez-Garcia & Moreira, 2015).

2.2. Biochemické procesy v mitochondrii

vvvvvv

v mitochondriich, pfi¢emz se zamétim na dvé drahy dulezité pro tuto praci — oxidativni fosforylaci

a syntézu Fe-S center.
2.2.1. Oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace je pohanéna elektrony z kofaktort NADH a FADH,, které jsou ziskavany
z pyruvatu, mastnych kyselin, aminokyselin a z malatu. Tyto molekuly jsou za pomoci enzymu
v matrix mitochondrie pfevedeny na acetyl-CoA, a nasledné jsou oxidovany v cyklu kyseliny
citronové. Vyslednymi produkty cyklu jsou NADH a FADH, a CO, jakozto vedlej$i produkt.
Elektrony z NADH a FADH, jsou nasledné pfeneseny do vnitini mitochondridlni membrany, kde se
ucastni reakci v elektrontransportnim fetézci. Ten se sklada ze Ctyt proteinovych komplext: NADH-
dehydrogenazovy komplex (komplex I), sukcindt-dehydrogenazovy komplex (komplex II), komplex
cytochromti b-c; (komplex III) a cytochromoxidazovy komplex (komplex IV) (Saraste, 1999). Pti
prenosu elektront dochazi k Cerpani protonti napfic membranou a vytvareni protonového gradientu
(Hopfer et al., 1968). NADH-dehydrogendza katalyzuje prvni reakci, kdy je z NADH odstépen proton
a dva vysokoenergetické elektrony. Tyto elektrony jsou poté v fetézci predavany za pomoci prenaSect
mezi komplexy. Z prvniho a druhého komplexu jsou elektrony pfenaSeny na tieti komplex
pohyblivym ubichinonem a mezi tfetim a ¢tvrtym komplexem pohyblivym pfenasecem cytochromem
c. Ostatni pfenaSeCe jsou véazané na proteiny a patii mezi né¢ Fe-S centra, ¢i hemové skupiny.
Elektrony postupné ztraceji energii. Pfi vystupu z cytochromoxidazy se spoji s molekulou O, za
vzniku vody. Vytvoteny protonovy gradient se vyuziva pro pohon ATP-syntazy, skrze kterou prochazi
protony ve sméru z vysoké koncentrace do nizsi, tedy do matrix (Senior, 1988). Prochazejici protony

umoziuji vznik ATP z ADP a P; (Alberts et al., 2002).
2.2.2. Syntéza Fe-S center

Dalsi velmi diilezity proces, ktery musi probihat v kazdé bunice, je syntéza Zelezo-sirnych center.

Enzymy zapojené ve fixaci dusiku, fotosyntéze, nebo oxidativni fosforylaci vyuzivaji pravé Fe-S



centra pro prenos elektrontl. Pfenos elektront neni ale jedina funkce téchto center, vyuzivaji se i pfi
transkripci a translaci (Kiley & Beinert, 2003). Pro syntézu Fe-S center je napfic¢ organismy vyuzivano
hned nékolik riznych drah: cytosolic iron-sulfur cluster assembly (CIA), iron sulfur cluster assembly
(ISC), sulfur formation (SUF) a nitrogen fixation (NIF). Z téchto drah jen ISC probiha piimo
v mitochondrii (Wiedemann et al., 2006). VSechny eukaryotické bunky vyuzivaji cytosolickou CIA
drahu, kterda vSak neni schopna pracovat zcela samostatné. ISC draha syntetizuje Fe-S centra pro
mitochondrialni proteiny, ale je nutna i pro fungovani cytosolické CIA drahy (Kispal et al., 1999).
Sloucenina obsahujici siru je za pomoci ABC pfenasecii dodavana z mitochondrialni drahy ISC do
cytosolu pro findlni sestaveni Fe-S centra drahou CIA (Lill & Stehling, 2013).

NIF draha se nejcastéji vyskytuje u dusik fixujicich bakterii, jako je napiiklad Azobacter
binelandii (Johnson et al., 2005). Ale dva zastupci archaméb, parazitickd Entamoeba histolytica a jeji
volng zijici piibuzny Mastigamoeba balamuthi, vyuzivaji NIF drdhu pro syntézu Fe-S center (Ali et
al., 2004)(Gill et al., 2007). NIF draha byla u zminénych archaméb ziskana pravdépodobné
horizontalnim genovym pfenosem u spole¢ného ptedka E. histolytica a M. balamuthi (Ali et al., 2004).

SUF draha se vyskytuje u bakterii a mezi eukaryoty je nejcastéji pfitomna u organismui
s plastidem (Bernard et al., 2013), ale také napiiklad u anaerobniho parazita Blastocystis, kde je
lokalizovana v cytosolu (Tsaousis et al., 2012). Podle Tsaousis et al. (2012) byla SUF draha v ptipad¢
Blastocystis ziskana horizontalnim genovym pfenosem od methanogennich archei ze skupiny
Methanomicrobiales. U Plasmodium falciparum je vétSina SUF proteint lokalizovana v apikoplastu

a uzce spolupracuje s drahou ISC (Gisselberg et al., 2013).
2.3. Redukované mitochondrie

V ucebnicich bunécné biologie se pod pojmem mitochondrie skryva dvoumembranova organela, jejiz
vnitini membrana vytvaii zahyby viditelné pod mikroskopem zvané kristy. Mitochondrie se vyznamné
podili na energetickém metabolismu, jelikoZz obsahuje enzymy pro cyklus kyseliny citronové
a oxidativni fosforylaci. Diky reakcim katalyzovanym témito enzymy je mozné vytvaiet ATP
a transportovat jej do cytosolu. V roce 1973 byly nalezeny prvni ditkkazy, ze pro vSechny mitochondrie
neplati jen vySe uvedené charakteristiky, ale ze pravdépodobné existuji mitochondrie redukované
(Lindmark & Miiller, 1973). Ty jsou nazyvany organelami mitochondrialniho ptivodu a podle Miiller
et al. (2012) se rozd€luji do péti typa (obr. 1). Klasifikace vSak neni zcela jasna, protoze dochazi
k prolinani jednotlivych typti mezi sebou. V nasledujicich odstavcich stru¢né popisu jednotlivé typy
tak, jak je uvadi Miiller et al. (2012). Nebudu se vice vénovat aerobni mitochondrii, ktera odpovida
popisu v ivodu této kapitoly, obsahuje vzdy mitochondridlni genom a jako terminalni elektronovy

akceptor pouziva kyslik.



A. Organelles of Mitochondrial Origin B. Functional Classification
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Obr. 1: Organely mitochondrialniho ptivodu. Pievzato z Miiller et al. (2012).
2.3.2. Anaerobni mitochondrie

Anaerobni mitochondrie jsou pfitomné jak u fady protist, tak i u nékterych zastupct skupiny Metazoa
(Tielens et al., 2002). V ptipadé Euglena gracilis, ale i jinych organizmu se jedna spise o fakultativné
anaerobni mitochondrie. E. gracilis se mize chovat jako autotrofni organismus pfi dostatku svétla
a vyuzivat fotosyntézy, ale nékteré kmeny miizou zit i ve tmé€ a anaerobné (Zimorski et al., 2017).
V piipadé anaerobnich mitochondrii je jako terminalni elektronovy akceptor vyuZzivdna nejcastéji
sloucenina endogenniho piivodu, jako je fumarat, ale n€kdy jsou vyuzivany i slouceniny exogenniho

puvodu, naptiklad nitrat (NO;-) (Tielens et al., 2002).
2.3.3. Vodik produkujici mitochondrie

Nyctotherus ovalis je nalevnik, jehoZ mitochondrie je schopna produkovat vodik, ale pfitom se
odlisuje od hydrogenosomti (De Graaf et al., 2011). Hlavni rozdil spo¢iva v pfitomnosti genomu
a ¢asteéného elektron transportniho fetézce, ktery vSak nevyuziva kyslik jako terminalni akceptor (De
Graaf et al., 2011; Miiller et al., 2012). Diky schopnosti vyuZzivat protony jako terminalni akceptory

elektronti pomoci [Fe] hydrogenazy, dochazi k produkci vodiku.

2.3.4. Hydrogenosomy

ey

Hydrogenosomy lze najit u protistnich organismi vétSinou Zijicich parazitickym zpisobem Zivota
v anoxickém prostiedi, nebo v mistech s nedostatkem kysliku (Miiller, 1993). Ptikladem organismi

s hydrogenosomem jsou Tritrichomonas foetus (Lindmark & Miiller, 1973), Trichomonas vaginalis
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(Lindmark et al., 1975) a Neocallimastix patriciarum (Yarlett et al., 1986). Hydrogenosomy se od
kyseliny citronové (Clemens & Johnson, 2000). Nikdy netvoii kristy. Oxidaci pyruvatu nebo malatu
dokazi produkovat molekularni vodik (Miller, 1993). ATP je syntetizovano prostfednictvim

fosforylace na substratové urovni (Schneider et al., 2011).
2.3.5. Mitosomy

Organismy majici mitochondrie redukované na mitosomy jsou vZdy anaerobni paraziti jako Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica (Tovar et al., 1999) a Cryptosporidium parvum. Mitosomy jsou
dvoumembranové struktury bez krist (Tachezy & Smid, 2007). Lze je povazovat za nejvice
redukovanou formu mitochondrie, ve které nedochazi k produkci ATP. Organismy, které maji
mitosomy, musi syntetizovat veskeré ATP v cytosolu. Funkce mitosomii nejsou zcela jasné, jedina
zatim prokazana funkce, je schopnost syntetizovat Fe-S centra u giardie nebo aktivovaného siranu
u entaméby (Mi-ichi et al., 2015). Pravé biosyntéza Fe-S center prostfednictvim ISC (Iron Sulfur
Cluster assembly) drahy, by mohla byt diivod, pro¢ si eukaryota zachovala velmi redukovanou formu
mitochondrie i v anaerobnim Zivotnim prostiedi (Tachezy & Smid, 2007). Proti tomuto tvrzeni, ale
stoji fakt, ze ISC draha pro syntézu Fe-S center nebyla nalezena u E. histolytica (Tachezy & Smid,
2007). V E. histolytica jsou vSak pfitomny komponenty alternativni drahy NIF (Nitrogen Fixation),
ktera se ucastni biosyntézy Fe-S center, avSak neni jasné, zdali figuruji nekteré soucasti NIF systému

v mitosomu (Mi-ichi et al., 2009). Nicmén¢ naprosta nezbytnost syntetizovat Fe-S centra ziistava.
3.1. Pivod a evoluce plastidu

Zdrojem organely umoziiujici fotosyntézu u eukaryot byla priméarni endosymbioéza, pti které doslo
k pohlceni a udrzeni si autotrofniho symbionta v cytoplazmé eukaryotického hostitele (De Clerck et
Toledo et al., 2017). Endosymbiotickd udalost vedla k zakomponovani dvoumembrénového plastidu
do bunky hostitele. Primarni plastid se nachazi jen u tfi skupin cesky pojmenovanych jako
glaukophyty, zelené tasy a Cervené fasy, znamé pod latinskymi nazvy: Glaucophyta, Chloroplastida
a Rhodophyceae (Adl et al., 2012). JelikoZ obé membrany plastidu vykazuji vlastnosti membran gram
negativnich bakterii, doslo pravdépodobné k zaniku fagotrofniho vacku (Cavalier-Smith, 2000).
Homologii vnéjsi membrany plastidu a sinice podporuje pfitomnost galaktolipidii (Jarvis et al., 2000)
a beta-barrelovych proteini (Schleiff, 2003). Zanik fagotrofického vacku se povazuje za dulezity
moment pferodu pohlcené bakterie v organelu (Keeling, 2013).

Béhem evoluce plastidi probéhla i naslednd sekundarni endosymbidza (piipadné
endosymbiozy jesté vysSich tadt), pfi kterych doslo k pohlceni eukaryota s plastidem jinou
eukaryotickou bunkou auchovani plastidu endosymbionta. U sekundarni endosymbidzy nalezely

pohlcené organismy do skupin Rhodophyceae nebo Chloroplastida (Keeling, 2004). Plastid vznikly
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sekundarni endosymbidzou je nejcastéji obaleny Ctyfmi membranami, protoze tentokrat nedoslo
k degradaci fagotrofniho vacku a doslo k zachovani plazmatické membrany endosymbionta a dvou
puvodnich membran (Keeling, 2004). Endosymbidzy sekundarni a vysSich tadu vedly ke vzniku
plastidit u mnoha linii (obr. 2). Jako piiklady uvadim chlorarachniophyta, kryptophyta, haptophyta,
stramenopila a apikomplexa. U dvou linii, Dinoflagellata a Euglenida, doslo ke ztraté jedné
z membran, pravdépodobné plazmatické membrany endosymbionta (Keeling, 2013). Plastid tedy
obklopuji membrany tii. Jak po primarni, tak i po sekundarni endosymbidze nasledovalo obdobi ztraty

genl a jejich pfesund z genomu organely do jadra (Adams & Palmer, 2003).

)
&N
=
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Obr. 2: Schematické zobrazeni hlavnich endosymbiotickych udalosti. Pfevzato z Keeling (2013).
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3.2. Drahy v plastidu

V nasledujicich odstavcich je struny piehled biochemickych drah a jejich produktl, které probihaji
v plastidech. Z hlediska zaméfeni této prace jsou dulezité procesy zejména fotosyntéza, syntéza

isoprenoidd, tetrapyrolti, mastnych kyselin a Fe-S center.
3.2.1. Fotosyntéza

Fotosyntéza jako zasadni reakce pro zivot na Zemi je dobfe znama a jeji prubéh je striktné spojen
s plastidem, ve kterém probihaji jeji dvé faze — primarni a sekundarni, znamé také jako svételna
a temnostni.

Primarni faze probihd v thylakoidech, ve kterych se meéni svételnd energie na energii
chemickou. Cely proces zalind ve fotosystému II, kde reak¢ni centrum P680 absorbuje foton
a nasledné ztraci elektron, jez je excitovan na vyssi energetickou hladinu. Tento elektron se nasledné
presouva po prenasecovych molekulach do fotosystému I. PrenaSece s nazvy feofytin, plastochinon,
komplex cytochromu a plastocyanin vytvafi protonovy gradient H™ v lumenu thylakoidu, ktery bude
vyuzit ATP syntazou. Reak¢ni centrum P680 ziskdva zpét elektron zreakce probihajici v kyslik
tvoficim komplexu obsahujicim mangan. Zde vznikne z molekuly vody molekula kysliku a vodiku.
Fotosystém I obsahuje reakéni centrum P700, které nasledné po pohlceni svétla excituje sviij elektron,
jez putuje na enzym ferredoxin-NADP -reduktazu, kde dojde kredukci NADP" na NADPH.
V ptedchozich procesech vznikl protonovy gradient v lumenu thylakoidu, ktery je v procesu
fotofosforylace vyuzit ATP-syntazou pohanénou tokem H+ z lumen thylakoidu do stromatu a z ADP
a P; generuje ATP. Produktem primarni faze fotosyntézy jsou adenosintrifosfat, kyslik a redukované
koenzymy NADPH + H".

Sekundarni faze, probihajici ve stromatu jiz nepotiebuje svételnou energii. Dochazi pti ni
k ukladani ziskané chemické energie v primarni fazi do sacharidf. K tomu dochazi v Calvinové cyklu,
ve kterém jakozto prvni produkt vznikaji dvé molekuly tfi uhlikatého 3-fosfoglyceratu z CO,
a ribuldzy-1,5-bisfosfatu za ucasti enzymu RuBisCo. 3-fosfoglycerat se redukuje s pomoci NADPH na
glyceraldehyd-3-fosfat, z ¢asti molekul glyceraldehyd-3-fosfatu jsou syntetizované sacharidy a ze
zbytku vzniké opét ribuldza-1,5-bisfosfat (Alberts et al., 2002).

3.2.2. Syntéza prekurzoru isoprenoidi

Isoprenoidy jsou soucasti mnoha biochemickych funkci. Jsou soucasti nékterych hormond, jako jsou
kyselina absicova, gibereliny, brasinosteroidy (Pulido, Perello, & Rodriguez-Concepcion, 2012). Ale
lze je nalézt i v membranach, nékterych pigmentech, jako jsou karotenoidy nebo jako soucast chinonti
v elektron transportnim fetézci (Langeet et al., 2000). Dllezitou soucasti isoprenoidii, mezi které patii
steroly, karotenoidy a terpeny, je jejich prekurzor isopentenyl difosfat (IPP). K syntéze IPP muze
dochéazet pomoci drahy v cytosolu, ale byla objevena i draha zajistujici syntézu IPP v plastidu. Tyto

dve drahy spolu Casto funguji v organismu spole¢né (Adam et al., 1999). MV A dridha pojmenovana po
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kyseliné mevalonové probiha v cytosolu (Bick & Lange, 2003). V plastidu probihd pozdé&ji objevena
draha DOXP, ktera je zndma pod tiemi ndzvy. Jiz uvedena zkratka je odvozena od deoxyxylulozy-5-
fosfat, ale néktefi autofi davaji ptednost zkratce MEP (2C-metyl-D-erythriol-4-fosfat), ¢i
jednodus$simu ndzvu non-mevalonate pathway (Hunter, 2007). DOXP a MEP jsou produkty, vznikajici
v prvni, respektive tfeti fazi drahy (Hunter, 2007). Ob¢ drahy vytvateji dva prekurzory, ze kterych se
dale syntetizuji isoprenoidy: IPP a DMAPP (dimetylalyl pyrofostat) (Hunter, 2007).

3.2.3. Syntéza tetrapyroli

Syntéza tetrapyrolt je nutna pro syntézu chlorofyld a hemu. Hem slouzi jako prostetickd skupina
u mnoha proteint. Naptiklad globinti, cytochromd bs a zastava dulezitou roli i v elektron transportnim
fetézci, kde je soucasti sukcinat dehydrogenazy (komplex II), cytochromu bc; (komplexu III)
a cytochrom oxidazy (komplexu IV) (van Dooren et al, 2012). Syntéza téchto latek se uskuteciiuje
prostiednictvim dvou drah. U heterotrofnich eukaryot jsou tetrapyroly syntetizovany z ¢asti
v mitochondrii a z ¢asti v cytosolu C4 drahou. C4 dréha zadind v mitochondrii slou¢enim sukcinyl
koenzymu A s glycinem, pro vytvoteni kyseliny d-aminolevulové (ALA) za spoluprace enzymu ALA
syntazy (ALAS) (Shemin & Russell, 1953). Poté dojde k exportu ALA do cytosolu, kde z ni série
reakci vytvoii koproporfyrinogen III (CPIII), které se vrati do mitochondrie a tam se po poslednich
ctytech krocich tvofi hem (Kofeny et al., 2011). U prokayrot a autotrofnich eukaryot jsou tetrapyroly
syntetizovany prostfednictvim drahy C5 lokalizované v plastidu (Cihlar et al., 2016). U C5 drahy
vznika ALA z glutamatu a poté je jiz cely proces totozny s C4 drahou véetn€¢ homologickych enzymi
ucastnicich se dalSich reakci (Vavilin & Vermaas, 2002). Dals§i zména oproti C4 draze nastane
u vétveni u protoporfyrinogenu IX (CPIX), kdy jedna vétev tvofi hem, ale v druhé se generuje

chlorofyl (Vavilin & Vermaas, 2002).
3.2.4. Syntéza Fe-S center

Pro syntézu Fe-S center existuji drahy lokalizované v plastidu, mitochondrii, nebo cytosolu.

V plastidech se uplatiiuje draha SUF viz kapitola 2.2.2.
3.2.5. Syntéza mastnych Kkyselin

Mastné kyseliny jsou soucasti velkého mnozstvi dulezitych latek. Jsou stavebni jednotkou mnoha
lipidi a slozkou fosfolipidti, z nichz jsou tvofeny membrany (Wakil, 1989). K syntéze mastnych
kyselin dochazi opakovanym piidavani dvou uhlikti z acetyl-CoA za pomoci syntdzy mastnych
kyselin (FAS komplex) (Wakil, 1989). Existuji vsak dva typy téchto komplexi. RozliSuje se
prokaryoticky typ II FAS a eukaryoticky typ I FAS. Tyto komplexy maji odlisSnou lokalizaci a sloZeni.
Typ I FAS je sloZeny ze sedmi proteint a vytvari tak multiproteinovy komplex, ktery je lokalizovan
v plastidu, zatimco typ I FAS piedstavuje jeden multienzymovy protein, ktery zastava svoji funkci

v cytosolu (Schweizer & Hofmann, 2004).
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3.3. Redukované plastidy

Krome zelenych plastidd, jejichz hlavni funkeci je fotosyntéza, bylo nalezeno i mnozstvi plastida, které
schopnost fotosyntetizovat jiz nemaji. U riznych eukaryotickych linii jsou rizné degenerované, a to
jak funk¢né, tak strukturn€. V nasledujicich kapitolach uvedu nékolik ptikladt redukovanych plastidu,

respektive organismu, ve kterych se nachézi.
3.3.1. Apikoplast

Apikoplast je degenerovany pozustatek plastidu, ktery je mozné najit u zastupct kmene Apicomplexa.
Apikomplexa je kmen parazitickych jednobunéénych organismi vyznacujici se typickym klouzavym
pohybem a slozitymi zivotnimi cykly (Adl et al., 2012). VétSina z nich mé apikalni komplex slouzici
k priniku do hostitelské bunky, kortikdlni alveoly a nefotosynteticky plastid, apikoplast. Mezi
zastupce patii vyznamni parazité ¢loveka, kteti zplisobuji Casto az zivot ohroZujici onemocnéni jako
jsou maldrie, toxoplazmoéza a babezioza.

Apikoplast byl nejlépe popsan u paraziti jako jsou Plasmodium falciparum, Toxoplasma
gondii a Eimeria tenella (Kohler et al. 1997; Cai et al. 2003). Byl ziskdn sekundarni nebo vyssi
endosymbiozou, c¢emuz nasveédCuji Ctyfi membrany obklopujici tuto organelu. Organela
pravdépodobné vznikla pozfenim Cervené fasy nebo sekundarniho plastidu z ¢ervené linie, jelikoz
Chromera velia, voln¢ zijici fotosynteticky ptibuzny apikomplex, ma plastid odvozeny od Cervené
fasy (Moore et al., 2008). Na ¢erveny puvod ukazuji i studie genomu apikoplastu (Harper & Keeling,
2003). Genom apikoplastu je jeden z nejvice redukovanych plastidovych genomi, jehoz velikost se
zmensila ze zhruba 150 kb na 35 kb (Maréchal & Cesbron-Delauw, 2001). Genom apikoplastu koéduje
geny pro DNA replikaci, transkripci a translaci (Kohler et al., 1997). Geny kdédované v jadie a cilené
do plastidu odhaluji dals$i metabolické drahy jako jsou syntéza hemu, isoprenoidli, mastnych kyselin
a zelezo-sirnych center (Ralph et al., 2004). Za esencidlni drahu pro zachovani apikoplastu u krevnich
stadii Plasmodium falciparum, je povazovana syntéza isoprenoidd. Protoze pii experimentu autord
Yeh a DeRisi (2011), bylo prokazéano, ze dodani IPP do média, kde byly krevni stadia P. falciparum
pod vlivem antibiotik tlumicich apikoplast, obnovi jejich Zivotaschopnost. V dasledku ptisobeni
antibiotik nedojde k replikaci genomu apikoplastu v druhém opakovani zivotniho cyklu, coz vede ke
ztraté apikoplastu (Yeh & DeRisi, 2011). Pro obnoveni zivotaschopnosti je tieba vyhradné prekurzoru
IPP, jelikoz jiné prekurzory isoprenoidi jako DMAPP nemaji zadny ucinek na obnoveni

zivotaschopnosti.
3.3.2. Plastid Euglena longa

Euglena longa je heterotrofni ptibuzny organismus k autotrofni Euglena gracilis (Gockel & Hachtel,
2000). Plastidy Euglenophyta vznikly sekundarni endosymbi6zou pohlcenim zelené fasy (Rogers et
al., 2007). E. longa ma plastid, ktery nema fotosynteticky pigment a obsahuje zbytek plastidového
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genomu (Gockel & Hachtel, 2000). Genom plastidu E. longa je velky 73 kb, coz ho ¢ini asi o polovinu
mens$im nez je plastidovy genom E. gracilis (Gockel & Hachtel, 2000). Euglena longa ztratila vSechny
geny vyuzivané pro fotosyntézu, kromé rbcL genu, ktery koduje velkou podjednotku ribulézy-1,5-
bisfosfat karboxylazy/oxidazy (RubisCo) (Zahonova et al., 2016). Funkce tohoto plastidu je nejasna.

3.3.3. Plastid Prototheca wickerhamii

Prototheca wickerhamii je zejména voln¢ zijici jednobunécna fasa patiici do tfidy Trebouxiophyceae
(Adl et al., 2012). Ptilezitostné se vSak P. wickerhamii chové jako oportunisticky patogen zpiisobujici
kozni infekce a systémova onemocnéni u imunokomprimovanych lidi (Lass-Florl & Mayr, 2007).
U tohoto bézného obyvatele pudy a vodnich stanovi§t' byl pfi ultrastrukturnich studiich nalezen
plastid, ktery obsahoval castice skrobu (Nadakavukaren & McCracken, 1977). Podle Knauf a Hachtel
(2002) plastidovy genom P. wickerhamii je velmi redukovany ve srovnani s fotosyntetickymi
pfibuznymi. VétSina genomu koduje funkce zapojené v genové expresi a neobsahuje zadné geny
spojené s fotosyntézou (Knauf & Hachtel, 2002). V nefotosyntetickém plastidu P. wickerhamii byly
nalezeny drahy pro metabolismus sacharidl, lipidd a aminokyselin, ale i drdhy pro syntézu

isoprenoidd, tetrapyrolti a purind (Borza et al., 2005).
3.3.4. Plastid Helicosporidium sp.

Helicosporidium je zastupce parazitické skupiny Helicosporidia, ktery ma, podobné jako jeho
pfibuzny organismus Prototheca, primarni plastid neschopny fotosyntézy (Tartar et al., 2002).
V plastidu byly nalezeny biosyntetické drahy pro syntézu mastnych kyselin, tetrapyroli, isoprenoidd,
aminokyselin a draha pro redoxni reakce. Podle de Koning a Keeling (2004) vyuziva Helicosporidium
pro metabolismus mastnych kyselin drahu FAS typu II, ktera v jeho ptipad¢ funguje pravdépodobné
jak v mitochondrii, tak v plastidu. Pro biosyntézu tetrapyroli Helicosporidium vyuziva C5 drahy.
Plastid je mistem biosyntézy isoprenoidl i aminokyselin (de Koning & Keeling, 2004). Pro redoxni
reakce koduje Helicosporidium ferredoxin, ktery poskytuje elektrony enzymiim zavislym na tomto

kofaktoru (de Koning & Keeling, 2004).
4. Endosymbioticky genovy transfer a transport do organel

Po pozfeni predchiidce semiautonomni organely vzdy néasledoval pienos gend ze symbionta
a budouci organely do jadra hostitele (Adams & Palmer, 2003). To mélo za nasledek vyznamnou
redukci genoml semiautonomnich organel a obohacovani jaderného genomu eukaryot. Z tohoto
divodu museji byt nékteré proteiny kodované v jadie cileny do semiautonomnich organel.
V nasledujicich kapitolach struéné popisu pfenos genetické informace do jadra hostitele a prubéh

cileni proteinti zpet do organely.
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4.1. Cileni proteinii do semiautonomnich organel

Proteiny syntetizované v cytosolu, které jsou posttranslacné presunuty do semiautonomnich organel,
musi byt syntetizovany jako pre-proteiny, které nesou signal pro jejich spravnou identifikaci cilovymi

organelami.
4.1.1. Cileni proteinii do primarnich plastidu

V ptipadé€ primarnich plastidd je nutné, aby proteiny prekonaly bariéru dvou membran, které organelu
obklopuji. Import proteind z jadra do plastidu ptes plastidové membrany umoziiuji N-terminalni konce
neboli transitni peptidy (Patron & Waller, 2007). VétSinou jsou transitni peptidy rozeznavany
translokony, za pomoci kterych piekonavaji membranu. Kazdd membrana ma svij vlastni translokon.
Rozlisuje se tedy translokon vnéjsi membrany (TOC) a translokon vnitini membrany (TIC) (obr. 3.
aobr. 4.) (Schnell et al., 1997). TOC i TIC se skladaji z n€kolika podjednotek s riznymi funkcemi.
Podjednotky Tic22 a Toc12 spojuji translokony TIC a TOC, dalsi podjednotky funguji jako receptory
(Toc34, Toc64 a Toc159) nebo jako kanal pro proteiny (Toc75, Tic20, Tic21 a Tic110) (Gagat et al.,
2013). Jako regulatory funguji podjednotky Tic32, Tic55, Tic62 a Tic40 (Gagat et al., 2013). Import
ptes TIC a TOC translokony vyuziva 2100 az 3600 proteint kodovanych v jadre (Leister, 2003).

Cytoplasm
Outer

Membrane
Envelope

Inner
Membrane

Stroma

Obr. 3: Schematicky nakres komplexu TIC. Pfevzato z Inaba & Schnell, (2008).
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Obr. 4: Schematicky nakres komplexu TOC. Pievzato z Inaba & Schnell, (2008).

Alternativou jsou proteiny cilené do plastidu prostfednictvim endoplazmatického retikula nebo
Golgiho aparatu — RB60, aAmy7, NPP1 a CAH1 (Levitan et al. 2005; Kitajima et al. 2009; Nanjo et
al. 2006; Villarejo et al. 2005). Protein aAmy3 ma naopak signalni peptid, ktery je zodpovédny za
jeho import pouze do endoplazmatického retikula (Chen et al., 2004). Cesta proteind pies membrany
kon¢i tim, Ze protein dosdhne stromatu, v tento moment je transitni peptid odstépen a proteiny

zaujmou funkéni konformaci ptipadné zamiii do tylakoidd.
4.1.2. Cileni proteinii do sekundarnich a vysSich plastidi

Sekundarni plastidy a plastidy vyssich fadii maji obvykle tfi, nebo ¢tyfi membrany (McFadden, 2001).
Vétsina plastidového proteomu je kddovana v hostitelském jadie. To znamena, ze velké mnozstvi
proteind nutnych pro nezbytné plastidové funkce musi prekrocit vSechny obalové membrany, nebo
pocitame-li tylakoidni membranu pfi pfechodu nékterych proteini az do lumenu tylakoidu, tak je
u plastidl se tfemi a ¢tyfmi membranami.

V ptipadé plastidi se tfemi membranami se rozliSuji tfi druhy proteinti se signalnim koncem
(pre-protein) (Durnford & Gray, 2006). Pre-protein prvni kategorie zacind signalnim peptidem na
N-konci nasledovanym transitnim peptidem a stop sekvenci pred kodujici sekvenci zralého proteinu
(Bolte et al., 2009). Pre-protein druhé kategorie ma dvoudilnou signalni sekvenci bez hydrofobni stop
sekvence (Durnford & Gray, 2006). Tteti kategorie nalezi pre-proteiniim, které pfi importu prechaze;ji
pfes membranu tylakoidu, které se odlisuji dal$i ¢asti nutnou pro vstup skrze tylakoidni membranu
(Inagaki et al., 2000). Podle Inagaki et al. (2000) transport proteini kategorie I a II zacina
kotranslacnim transportem pre-proteinu do lumenu endoplazmatického retikula, v jehoz membrané je
pre-protein kategorie I ukotven pomoci hydrofobni ¢asti, kdezto pre-protein kategorie II projde cely az

do jeho lumen. Dale jsou pre-proteiny prenaseny vacky odSkrcenymi z Golgiho aparatu, které pti
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kontaktu s vnéj$i membranou plastidu fazuji pravdépodobné za pomoci receptort, které se zatim
nepodafilo identifikovat (Sulli et al., 1999).

U organismt se Ctyfmi membranami existuje rozdil u prvni, od plastidu nejvzdalenéjsi
membrany a tim padem pravdépodobné i v prvnich fazich importu proteinu. Haptophyta, kryptophyta
a heterokontophyta maji, na rozdil od apikomplex a chlorarachniophyt, tuto membranu posetou
ribozomy a spojenou s membranou endoplazmatického retikula (Bolte et al., 2009). Z téchto ribozomu
proteiny kotransla¢né ptekonavaji prvni membranu. Nejdiive jsou proteiny importovany do sekre¢niho
systému, kdy transportovany protein prochazi endoplazmatickym retikulem. Poté co se vezikuly
odstépi z endoplazmatického retikula, nasleduje jejich pfesun do prvni membrany apikoplastu bez
zapojeni Golgiho aparatu (Tonkin et al., 2006).

Pro ptechod ptes druhou membranu existovalo hned nékolik hypotéz. Podle Kilian a Kroth
(2005) mohou transport zprostiedkovavat vezikuly, které byly v membranich pozorovany
elektronovou mikroskopii (Gibbs, 1981). Alternativou je i transport pfes zatim nezndmy por (Kroth &
Strotmann, 1999). Bylo zjisténo, Ze pro piechod proteinti pies druhou membranu je vyuzivan systém
ERAD (endoplasmatic reticulum associated protein degradation), jehoz hlavni funkci je translokace
neslozenych proteinti pfes membranu endoplazmatického retikula do cytosolu (Meusser et al., 2005).
U apikomplex a rozsivek byl objeven SERAD systém, ktery je odvozeny od ERAD masinérie a také
funguje jako translokon pfes druhou membranu (Sommer et al., 2007). Jakmile protein piekona
druhou membranu, je odstépen signalni peptid a dojde tak k odkryti tranzitniho peptidu, ktery je
nezbytny pro transport pfes zbylé membrany (Hempel et al., 2007). Existuji dvé varianty proteini,
které se lisi strukturou a mistem kam jsou cilené. V obou variantdch maji proteiny signalni i transitni
peptid a jediny rozdil je (v ptipadé plastidi odvozenych od Cervené linie) pravdépodobné v tom, Ze
stromalni proteiny maji aromatickou aminokyselinu na prvni pozici transitniho peptidu, zatimco
periplastidalni proteiny jen velmi zfidka (Gould et al., 2006). Dalsi odlisnosti je, Ze periplastidalni
proteiny musi pfekonat jen prvni dvé membrany a stromdlni proteiny s aromatickou aminokyselinou
musi projit pres dalsi dvé membrany. Poté co se proteiny dostanou do stromatu, dojde k odstépeni
transitnich peptidl a proteiny se skladaji do findlni konformace (Bolte et al., 2009).

Ptenos pies tieti membranu probihda pomoci TOC translokonu, ktery Wunder et al. (2007)
nalezl ve tfeti membrané rozsivky Phaeodactylum tricornutum. Pozdéji se TOC translokon ve tieti
membrané podaftilo nalézt i u haptophyt, apikomplex a nedavno u chlorarachniophyt (Hirakawa et al.,
2012).

V ptipadé Ctvrté membrany dochazi k importu proteini pres TIC komplex, ktery byl
identifikovan u heterokontophyt, chlorarachniophyt, kryptophyt a apikomplex (Hirakawa et al., 2012).

Kdyz dorazi proteiny do stromatu, tak dojde k odstépeni transitnich peptidii za pomoci stromal
processing peptidazy (Richter & Lamppa, 1998). Poté jsou proteiny skladany do jejich finalni
konformace a pfeneseny na misto urceni (Bolte et al., 2009). Proteiny, které musi projit navic ptes

membranu tylakoidu, jsou pies ni importovany za pomoci sekrecni drahy (Schiinemann, 2007).
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4.1.3. Cileni proteini do mitochondrie

Hlavnimi komponenty pfenosu proteinii do mitochondrie jsou komplexy TOM (translocase of the
outer membrane) a TIM (translocase of the inner membrane) (Obr. 5). TOM komplex se sklada
z mnoha proteintl s riznymi funkcemi. Tom70 a Tom20 vykonavaji funkci receptord (Model et al.,
2001). Kanal, kterym proteiny prochazi se sklada z podjednotek Tom40, Tom22, Tom7, Tom6
a Tom5 (Dolezal et al., 2006). Z nichZz Tom22 dopravuje proteiny do mezimembranového prostoru
(Rehling et al., 2004). Podjednotky Tim23 a Tim17 tvoii kanal vnitini mitochondridlni membrany
(Dolezal et al., 2006).

Protein import machinery o Cytosol
Bl Bacteria oM )

|11l Eukaryote (TOM and TIM) \ _—~L 70 ~ SAM

| Fungi and animals — 2071/ o

~ Outet

50

T

PO N

Obr. 5: Schematicky nakres TIM a TOM komplext u Sacharomyces cerevisiae. Pfevzato z Dolezal et al.,
(2006).

Pro cileni proteini do mitochondrii musi proteiny obsahovat presekvenci dlouhou asi 20-50
aminokyselin a tato presekvence musi byt schopna tvofit amfipaticky helix (Pfanner, 2000).
Mitochondrialni proteiny kédované jadernymi geny jsou dopravovany z mitochondrie posttransla¢ng.
Pro dopraveni pre-proteinu z cytosolu k membrané se vyuzivaji cytosolické faktory, z nichz nékteré se
navazuji pfimo na vzniklé pre-proteiny a dopravuji je kreceptoru na prvni vnéj$i membrané
mitochondrie (Neupert, 1997). Pro funkci cytosolickych faktort jako jsou Hsp70 a MSF je tfeba ATP
(Wachter et al., 1994). Pre-proteiny jsou na vnéj$i membrané rozeznany receptory, které jsou soucasti
TOM komplexu, jez poté zprostiedkuje i jejich transport pies membranu. U vnitini mitochondridlni
membrany Tim22 navédze presekvenci, coz spusti zménu konformace a nasledné otevieni kanalu
tvofeného Tim23 a Tim17. V matrix mitochondrie poté dojde k zavérecnému sestaveni proteinu do

konecné podoby za pomoci chaperonti jako je naptiklad Hsp70 (Dolezal et al., 2006).
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4.2. Endosymbioticky genovy transfer

Studie ukazuji Ze od vzniku eukaryot bylo mnoho geni relokovéno ze semiautonomni organely do
jadra. Poté co nékteré jaderné geny pievzaly funkce gend puvodnich, doslo i1 k relokaci
biosyntetickych drah do cytosolu. Tyto jaderné geny potiebuji pro zachovani svoji funkce specialni
genetickou strukturu. Je tfeba mit presekvence, které nasméruji protein na spravné misto a promotor,
ktery tidi genovou expresi (Martin & Herrmann, 1998). Pro samotny mechanismus transferu genti do
jadra existuji dvé hypotézy. Hypotéza pojmenovand bulk DNA tika, ze transfer genti probiha pifimo
prenosem a zakomponovanim sekvenci DNA do jaderného genomu (Henze & Martin, 2001). Zatimco
podle hypotézy cDNA intermediatd, je transfer do jadra zprostiedkovan za pomoci RNA, ktera prosla
reverzni transkripci a poté byla zakomponovana do jaderného genomu (Adams & Palmer, 2003). Proti
hypotéze cDNA intermediati stoji argument, ze kopie cDNA rekombinuji ¢astéji s mitochondridlni,
nez s jadernou DNA (Henze & Martin, 2001). Experimentaln¢ byl jiz demonstrovan tinik DNA
z organely a jeji vlozeni do jadra. V experimentu autord Thorsness a Fox (1990) se to podafilo
prokézat u Saccharomyces cerevisiae. Do média byl pridavan plasmid pMK2, ktery obsahoval pocatek
replikace pMK2 plasmidu a geny URA3, COX2. U né¢kterych mutantti byla zjiSténa pfitomnost
plasmidii v mitochondrii a pozdé&ji doslo k piesunu téchto plasmidti do jadra u 2 -10” bun&k za jednu
generaci (Thorsness & Fox, 1990). V praci Huang et al. (2003) se podafilo prokazat ptfenos gent
z plastidu do jadra u tabaku (Nicotiana tabacum) v jednom zrmu z 16 000. Vlozili gen neoSTLS2
a aadA do plastidového genomu tabaku. Gen neoSTLS2 obsahuje promotor a jaderny intron a funguje
jen kdyz je pfitomny v jadfe a gen aadA je gen pro rezistenci na spektinomycin (Huang et al., 2003).
K tniku DNA z organel miize dochazet v disledku naru$eni membran, které se déje pti déleni, fuzi,
nebo pii bunéfném stresu. NaruSeni membran muze zpfistupnit DNA. Kdyz je jadernda DNA
zptistupnéna, mize dojit k zaclenéni DNA z organel béhem opravy koncl dvojfetézcovych zlomt.
Tento druh opravy nevyzaduje témét zddnou homologii sekvenci (Ricchetti et al., 1999).

Ptredchiidce mitochondrie i plastidu mél pravdépodobné velké mnozstvi genil, které pro
transformaci v endosymbionta nebyly nutné (Adams & Palmer, 2003). Proto se pfedpoklada, ze
k vyraznym ztratdm gent dochdzelo hlavné v ¢asné historii eukaryot, kdy u pfedchidce mitochondrie
mohla byt ztracena néjaka funkce, pro niz nebylo tim padem nutné dale kodovat protein (Adams &
Palmer, 2003). V jinych pfipadech mtize dojit i ke ztraté gentl, jejichz funkce je stale nezbytna, a proto

je nutné jejich nahrazeni jadernymi geny se stejnou funkci.
5. Ztraty genomii mitochondrii

Vsechny aerobni mitochondrie si zachovaly genom, jehoz velikost je velmi variabilni. Jedna se
0 6 kbp v ptipad¢ parazita rodu Plasmodium (Feagin, 2000), a az o 490 kbp v ptipadé Oryza sativa
(Notsu et al., 2002). V mitochondriich je velmi rizny obsah genl. Plasmodium falciparum ma jen tii
protein kodujici geny ( Feagin et al., 2012). Oproti tomu Andalucia godoyi obsahuje nevétsi pocet

protein kodujicich sekvenci a to 66 (Burger et al., 2013). U mitochondrii existuji dva geny, které jsou
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pritomné ve vSech mitochondrialnich genomech, které¢ byly dosud osekvenovany. Jedna se o geny,
které jsou soucasti dychaciho fetézce, a to o gen pro cytochrom b (cyt b) a gen pro I podjednotku
cytochrom c oxiddzy (coxl) (Zikova et al., 2016). Mezi dalsi velmi cCasté geny piitomné
v mitochondrialnich genomech eukaryot patii geny pro II komplex dychaciho fetézce sdh2, sdh3, sdh4
(Johnston & Williams, 2016). Jadro naopak castéji koduje periferni genové produkty, jako jsou
ribozomalni rps a rpl (Johnston & Williams, 2016).

Jak jiz bylo zminéno (kap. 2.3.4. a kap. 2.3.5.), tak kompletni ztraty mitochondrialniho
genomu se tykaji organismu s organelou podobnou mitochondrii (MRO). Vyjimkou jsou Blastocystis
hominis a Nyctotherus ovalis, jejichz vodik produkujici mitochondrie maji genom, a v obou piipadech
koduji alesponi ¢ast dychaciho fetézce (Stechmann et al. 2008; de Graaf et al. 2011). VSechny
organismy, které maji mitochondrie redukované na hydrogenosomy a neobsahuji dychaci fetézec
mitochondridlni genom nemaji. Mezi tyto organismy patii zastupce tiSe Excavata Trichomonas
vaginalis nebo zastupce fiSe Amoebozoa Mastigamoeba balamuthi (Clemens & Johnson, 2000).
Vsechny organismy s mitosomy nemaji mitochondrialni genom (Tachezy & Smid, 2007). Do této
skupiny patii rody Cryptosporidium, Entamoeba, a Giardia. Ztrdta genomu muze tedy souviset se
ztratou oxidativni fosforylace, ktera neni pfitomna ve vSech mitosomech a hydrogenosomech. Proc
zrovna derivaty mitochondrie, které neobsahuji zadnou podjednotku dychaciho fetézce, nemaji
genom? Prvni hypotéza tik4, Ze geny pro proteiny, jez jsou soucasti podjednotek dychaciho fetézce,
nemuzou byt pfeneseny do jadra, protoze transport proteind nemize byt uspésny kvili jejich struktuie
(Popot & Vitry, 1990). Podle jinych studii je jejich transport pfes mitochondridlni membrany mozny,
ale N-terminalni konec mtize mast jejich sméfovani a cilit je do endoplazmatického retikula misto do
mitochondrie (Bjorkholm et al., 2015). Posledni hypotéza navrhuje, Ze exprese geni pro podjednotky
dychaciho fetézce piimo v organele je nutna pro jemnou regulaci elektron transportniho fetézce jako

takového (Allen, 1993).
6. Ztraty genomiu plastidii

Ve vétsingé piipadd si 1 nefotosyntetické plastidy genom zachovaly. V piipadé
nefotosyntetickych plastidi genom obsahuje zejména geny ucastnici se exprese plastidové DNA,
zatimco geny spojené s fotosyntézou nejsou piitomny (Krause et al., 2012). Jednobunécnymi
organismy, které pfisly o genom primarniho plastidu, jsou zastupci rodu Polytomella spp. (Smith &
Lee, 2014). P. spp. je skupina heterotrofnich volné Zijicich zelenych fas, ptibuznych Chlamydomonas
majici plastid bez fotosyntetickych barviv ziskany primarni endosymbiézou (Pringsheim, 1955). Mezi
Ctyfi znamé druhy v této linii patéi Polytomella parva, Polytomella piriformis, Polytomella capuana
a Polytomella magna. U zastupcu této skupiny se po mnoha pokusech nepodafilo najit plastidovy
genom (Smith & Lee, 2014). Pii genovém sekvenovani P. parva byly nalezeny proteiny cilené do
plastidu. Jednd se o geny zapojené v syntéze aminokyselin, purind, porfyrinl, sacharidd, lipidd,

isoprenoidi a v metabolickych procesech (Smith & Lee, 2014). Naopak nebyly nalezeny zadné geny
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zapojené v expresi, replikaci a opravé plastidové DNA, ani plastidové ribosomalni proteiny, Ci
proteiny pro regulaci plastidové transkripce, ¢i translace (Smith & Lee, 2014).

Ztraty genomu plastidu jsou znamé i u cévnatych rostlin. Konkrétné u jednoho druhu
parazitickych tropickych rostlin celedi Rafflesiaceae (Molina et al., 2014). Raflézie nevypadaji jako
typicka cévnata rostlina, netvoii totiz kofeny, stonek ani listy. Raflézie jsou znamé diky tomu, Ze tvofi
nejvetsi kvéty ze vsech rostlin vyrtstajici z kofend €i stonki hostitelskych rostlin. Rafflesia lagascae,
parazitujici na rodu Tetrastigma, je druh, u kterého nebyl ani po intenzivnim hledani nalezen
plastidovy genom (Molina et al., 2014). Genom nebyl nalezen i pfes to, Ze pfi transmisni elektronové
mikroskopii byly nalezeny struktury podobné plastidu. Ale pro tplné vysledky je nutné osekvenovat
a analyzovat kompletni genetickou informaci tohoto parazita.

Mezi zéstupce, ktefi ztratili plastidovy genom komplexniho plastidu, patii naptiklad parazit
usttic, Perkinsus marinus, nalezici do skupiny Alveolata, ktery si zfejmé zachoval nefotosynteticky
sekundérni plastid bez genomu (Fernandez Robledo et al., 2011). U Perkinsus marinus nebyl za
pomoci metod svételné ani elektronové mikroskopie nalezen plastid, ale byly identifikovany
biosyntetické drahy, které typicky v plastidu probihaji. Mezi nalezené drahy patii MEP, jejiz vSechny
enzymy byly objeveny i s N-termindlnim zakoncenim, které je typické pro sekundarni plastidy
(Matsuzaki et al., 2008). A pfi imunofluorescenc¢ni mikroskopii jednoho z enzymd, 1-deoxy-D-
xylulézy 5-fosfat reduktoizomerazy (IspC), bylo mozné sledovat vice mist s detekovanym IspC, coz
mize nasvédCovat vice plastidim bez genomu (Matsuzaki et al., 2008). Typicky plastidova FAS II pro
syntézu mastnych kyselin byla identifikovana pomoci Triclosanu, inhibitoru FAS II enzymu Fabl,
ktery inhiboval rast P. marinus (Lund et al., 2004). Nicméné existuje pfipad, kdy zastupce apikomplex
Theileria je citlivy na Triclosan i pres to, ze prokazatelné nema zadné enzymy z FAS II drahy
(Gardner et al., 2005). Perkinsus marinus je citlivy i na inhibitor acetyl-CoA karboxylazy, dalsiho
enzymu zapojenému v syntéze mastnych kyselin (Stelter et al., 2007). Syntéza hemu probiha
v cytosolu (Fernandez Robledo et al., 2011). Neékteré geny pro enzymy katalyzujici reakce
Shikimatové drahy, lokalizované v plastidu, byly nalezeny a podporuji tak hypotézu, ze Perkinsus
marinus ma plastid bez genomu (Fernandez Robledo et al., 2011). Mezi dalsi priklady ztraty
plastidovégo genomu patii tfi zastupci chrompodelidii. Chrompodelida je skupina piibuzna
apikomplextim s heterotrofnimi zastupci jako jsou: Voromonas pontica, Colpodella angusta
a Alphamonas edax. Stejné jako P. marinus 1 A. edax vyuzivd FAS typu II pro syntézu mastnych
kyselin, zatimco zbyvajici zastupci vyuzivaji cytosolickou drahu FAS typ I (Janouskovec et al., 2015).
Pro syntézu isoprenoidd vyuzivaji vSichni zastupci plastidovou drahu MEP stejné jako P. marinus
(Janouskovec et al., 2015).

Gregarina niphandrodes, je zastupce apikomplex, ktery podle Toso a Omoto (2007) také
nema plastidovy genom. Od P. marinus ji ale odliSovala reakce na Triclosan, kdy v pfipadé¢ G.

niphandrodes nedoslo k inhibici ristu, ale naopak byl zaznamenan rist intenzivnéjsi (Toso & Omoto,
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2007). To svéd¢i o pravdépodobné neptitomnosti plastidové drahy FAS typu Il pro syntézu mastnych
kyselin a schopnosti ziskavat mastné kyseliny z hostitele (Toso & Omoto, 2007).

7. Ztrata mitochondrii

Prvni ptipad kompletni ztraty organely mitochondrialniho ptivodu je znadm u skupiny Oxymonadida,
konkrétng u druhu Monocercomonoides sp. kmen PA203 (obr. 6) (Karnkowska et al., 2016). Rad
Oxymonadida obsahuje anaerobni endobioticky zijici bi¢ikovce, ktefi se nejcastéji vyskytuji ve
sttevech hmyzu. V ptipadé¢ rodu Monocercomonoides i ve stfevech nékterych obratlovet (Hampl,

2017).

e . Obr. 6: Monocercomonoides sp. PA203. Pievzato
: z (Karnkowska & Hampl, 2016).

Snaha najit u oxymondd mitochondrii za
pomoci elektronové mikroskopie, byla vzdy
_‘) neuspésna (Brugerolle, 1991). Podle Dacks et al.
(2001) jsou oxymonady blizce piibuzné s exkavatnim
rodem Paratrimastix (diive Trimastix). Mitochondrie
nachazejici se u voln€¢ Zijictho Paratrimastix
poukazuje na ptitomnost mitochondrie v minulosti

iu oxymonad (Simpson et al., 2002).

Pro pochopeni udalosti, kterd umoznila ztratu organely mitochondrialniho ptvodu, je nutné
pochopit  pfizpisobeni bunky Zzijici bez jakéhokoli pozistatku mitochondrie. Genom
Monocercomonoides nekoduje proteiny zapojené v citratovém cyklu nebo v dychacim fetézci, koduje
vSak enzymy zapojené do glykolyzy a anaerobni fermentace (Karnkowska et al., 2016). Enzymy
anaerobni fermentace — pyruvat syntaza (PFOR) a [FeFe] hydrogenaza - jsou lokalizovany v cytosolu
(Karnkowska et al., 2016). Metabolismus Monocercomonoides je tedy zavisly na glykolyze jako
hlavnim zdroji ATP. NADH vzniklé pii glykolyze se naslednou fermentaci spotfebuje za produkce
acetatu a etanolu, nebo muze byt teoreticky produkovdn vodik za pomoci [FeFe]-hydrogendzy
(Karnkowska et al., 2016). U Monocercomonoides byly nalezeny také enzymy ucastnici se arginin
deimindsové drahy, ktera se mtize v nékterych ptipadech vyznamnou mérou podilet na produkci ATP
(Novak et al., 2016). Arginin deiminadzova draha vytvaii ATP z ADP a fosfatu pii pfeméné argininu na
ornitin, oxid uhli¢ity a amoniak (Novak et al., 2016). Mnozstvi vytvofeného ATP je u G. infestinalis
az 8krat veétsi nez ATP vyrobené glykolyzou (Schofield et al., 1992). Tato draha se Casto vyskytuje
u prokaryot (Cunin et al., 1986). Nicméné u eukaryot byla potvrzena jen u skupiny Metamonada.

Kritické pro fungovani bunky bez mitochondrie je nalézt feSeni pro syntézu Fe-S center.
U Monocercomonoides byly nalezeny 4 proteiny Gcastnici se CIA drdhy: Nbp35, Narl, Cial a Cia2,

ale naopak nebyl nalezen zadny protein spojeny s mitochondrialni ISC drahou (Karnkowska et al.,
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2016). Jak ale funguje syntéza Fe-S center v pfipadé, Ze v buiice neni pfitomna ISC draha? Misto ISC
byly u tohoto organizmu nalezeny geny kodujici podjednotky SUF drahy: SufB, SufC, SufS a SufU
(Karnkowska et al., 2016). V buiice Monocercomonoides tedy ztejmé funguje draha SUF, ktera
dokaze syntetizovat Fe-S centra od zakladu, ale neni zcela jasné jak a zda interaguje s drahou CIA.
Zisk alternativni drahy SUF, spolecnym piedkem Monocercomonoides a volné Zijiciho rodu

Paratrimastix vedl ziejmé& ke ztraté puvodni ISC drahy a nasledné mohl umoznit i ztratu

mitochondrialni organely jako takové.
8. Ztraty plastidi

Nyni popiSu zatim jediné dva zndmé piipady ztraty plastidu. Tyto pfipady nejsou podpofené jen
zkoumdnim ultrastruktur, ale v obou piipadech byly provedeny studie genomu, které potvrdily

nepiitomnost gent kddujicich proteiny fungujici v plastidu.
8.1. Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium  parvum je intracelularni parazit, zptsobujici kryptosporididzu, ktera
u imunokomprimovanych osob muze zpusobit az zivot ohrozujici infekci. Tento parazit neobsahuje
mitochondrialni genom (Keithly, 1997), ani genom apikoplastu (Zhu et al., 2000).

P#i prvnich pokusech o pozorovani ultrastruktury C. parvum byla nalezena organela obklopena
membranami, kterd byla povazovana za apikoplast (obr. 7) (Tetley et al., 1998). Pozdé&ji bylo zjisténo,
Ze tato organela je obklopend dvéma membranami, coZ naznacovalo, Zze se jedna o pozlstatek
mitochondrie. V roce 2005 pii ultrastrukturnich studiich byl za pouziti transmisni elektronové

mikroskopie nalezen Golgiho apardt a mitosom, ale apikoplast nikoliv (Keithly et al., 2005).

,' Obr. 7: Sporozoit C. parvum. Mn — micronemy, r — rhoptrie, ac — predni

ac konec, n — jadro, cb — krystalicka teliska, cb — zadni konec, dg — granula, p —

,‘ J plastidu podobna organela. Prevzato z Tetley et al., (1998).

| Paraziti ze skupiny Apicomplexa vyuzivaji pro syntézu mastnych
kyselin obvykle typ II FAS drahu lokalizovanou v apikoplastu (Waller et
al., 1998). U C. parvum doslo spoleéné¢ s piedpokladanou
ztratou apikoplastu také ke ztraté typu II FAS drahy pro syntézu mastnych
kyselin (Abrahamsen, 2004). V genomu C. parvum byly vSak nalezeny
geny kodujici FAS I drahu, skladajici se z 21 enzymatickych domén, které
jsou usporadany do startovaci jednotky tii vnitfnich moduli pro elongaci
mastnych kyselin a reduktazy (Zhu et al., 2000). Podle Abrahamsen et al.
(2004) dochazi vptipadé C. parvum ksyntéze mastnych kyselin
prostiednictvim FAS drahy typu I lokalizované v cytosolu. Ale Zhu et al.

(2000) navrhuje, Ze i ptes ptitomnost FAS I syntazy, nedokaze C. parvum
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syntetizovat mastné kyseliny de novo, ale pravdépodobné je ziskava ze svého hostitele.

U apikomplex jsou isoprenoidy syntetizovany vyhradné¢ v apikoplastu, ale u Cryptosporidium
parvum nebyla nalezena zadna drdha, ktera by to umoznovala (Bessoff et al., 2013). Z genovych
sekvenci vyplyva, ze C. parvum nekdduje zadné proteiny spojené s drahami pro syntézu isoprenoidti —
MVA a MEP (Artz et al., 2008). Kdoduje vSak orthology enzymi jako jsou prenyltransferaza (farnesyl
difosfat syntaza), prenyltransferaza (oktaprenyl difosfat syntetdza/undecaprenyl difosfat syntetaza),
jejichz produktem je polyprenyl difosfat, ktery se da vyuzit jako prekurzor pro syntézu isoprenoidi
(Artz et al., 2008). To naznacuje, Zze C. parvum dokaze syntetizovat isoprenoidy z IPP nebo DMAPP
a tyto prekurzory musi byt bud’ syntetizované neznamou drahou nebo ziskavany z hostitele (Artz et
al., 2008). Zisk prekurzorii z hostitele je podpofen tim, ze v ptfipadé inhibice MVA drahy pomoci
statinQ se inhibuje rast C. parvum, a dale tim, Ze tento rdst je ¢aste¢né napraven v ptipadé dodani IPP
(Bessoff et al., 2013). Prekurzory (DMAPP, GPP, FPP, GGPP) jsou vyuzity jako substrat pro
polyprenyl pyrofosfat syntazu (CpNPPPS), ktera syntetizuje polyprenyl fosfaty, jez se mohou dale
ucastnit dalSich biosyntetickych drah (Artz a kol. 2008). Diky CpNPPPS muze C. parvum syntetizovat
dlouhé fetézce isoprenoidu z kratkych ¢i stfedné dlouhych fetézct ziskanych z hostitele (Artz et al.,
2008).

Ackoli vSechny organismy patfici do skupiny Apicomplexa syntetizuji Fe-S centra pomoci
drah ISC a SUF (Seeber, 2002), Cryptosporidium parvum je opét vyjimkou. Nekoduje totiz enzymy
pro plastidovou drahu SUF, nicméné si zachovalo enzymy pro mitochondrialni drahu ISC (LaGier et
al., 2003). V Cryptosporidium parvum byl nalezen jediny hem obsahujici protein s nezndmou funkci
(van Dooren et al., 2012). C. parvum pravdépodobné ziskdva hem z hostitele. VySe zminéné

skute¢nosti naznacuji, ze C. parvum ztratilo apikoplast.
8.2. Hematodinium

Kmen Dinoflagellata je zajimavy mnozstvim ziskl a ztrat plastidi v pribéhu evoluce (Saldarriaga et
al., 2001). U obrnének se da rozlisit az pét druhti plastidd poukazujicich hned na nékolik
endosymbiotickych udélosti (Schnepf & Elbriachter, 1999). Nejbéznéjsi plastid obrnének obsahuje
peridinin a je obklopen tfemi membranami (Hackett et al. 2004). Peridininovy plastid je zifejmé
puvodnim plastidem obrnének a je odvozeny od Cervené tasy. Dalsi typ plastidu u obrnének byl ziskan
tercialni endosymbidzou fasy ze skupiny Haptophyta, jelikoz s plastidy haptophyt sdili fukoxantiny
a neobsahuje peridinin (Tengs et al., 2000). Nasledujici ptfiklady mohou byt plastidy ptivodem
z kryptophyt (Pyke, 1998), nebo zrozsivek (Chesnick et al., 1996), ¢i sekundarni zeleny plastid
puvodem z prasinophyt (Watanabe et al., 1987).

Ptes Cetné ztraty fotosyntézy se u obrnének obvykle zachovaly redukované plastidy. Naptiklad
u nefotosyntetické obrnénky rodu Oxyrrhis probihaji v plastidu nezbytné biosyntetické drahy pro
vyrobu isoprenoidii a tetrapyrold (Slamovits & Keeling, 2008). Podobny piiklad je obrnénka

Crypthecodinium cohnii, v jejimz plastidu probihaji drahy pro vyrobu isoprenoidd (Sanchez-Puerta et
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al. 2007; Matsuzaki et al. 2008). AvSak existuje jedna vyjimka. Parazit kory$St Hematodinium sp. Cini
populace krabti rodu Chionoecetes bairdi nepouzitelnymi pro prodej (Meyers et al., 1987). U tohoto
parazita nebyl nalezen plastid ani za pouziti molekularnich metod (Gornik et al., 2015). Podle Gornik
et al. (2015) ztratilo Hematodinium sp. plastid, protoze syntézy esencialnich sloucenin u ngj
neprobihaji v plastidu, ale za pomoci jinych drah s jinou lokalizaci. Podrobnosti jejich studie se
pokusim shrnout niZe.

Spole¢ny predek apikomplex a obrnének mél oba typy komplexd pro syntézu mastnych
kyselin a v nékterych liniich dochazelo ke ztratam jednoho z nich (Gornik et al., 2015). Podle Gornik
et al. (2015) si Hematodinium zachovalo eukaryoticky typ I FAS a syntéza mastnych kyselin tedy
ziejme probihd v cytosolu. Na rozdil od heterotrofnich eukaryot, které vyuzivaji C4 drahu pro syntézu
hemu, autotrofni Dinoflagellata si pravdépodobné zachovaly C5 drahu vcetné glutamyl-tRNA
reduktdzy (GTR) a glutamdt 1-semi-aldehyd aminotransferdzy (GSA-AT) (Kofeny et al., 2011). GTR
a GSA-AT vsak nelze nalézt u Hematodinium sp., které naopak na rozdil od ostatnich nebazalnich
obrnének vyuziva 6-aminolevulinickou syntazu (ALAS) (Danne et al., 2013). Hematodinium obsahuje
geny pro enzymy HemB, HemC a HemE, které jsou typické pro cytosol, ale i gen pro enzym HemD,
jenz je naopak typicky plastidovy, mohlo tedy dojit k relokaci, protoze je jasné, ze predek plastid mél
(Gornik et al., 2015). Syntéza tetrapyrolti tedy probiha ziejm¢ z Casti v mitochondrii a z ¢asti
v cytosolu.

Vétsina prokaryot a rostlin syntetizuji aminokyselinu lysin za pomoci drahy pojmenované po
kyselin¢ diaminopimelové (DAP), zatimco houby vyuzivaji alternativni drahy nazyvané podle
kyseliny o-aminoadipové (AAA) (Velasco a kol. 2002). V DAP draze figuruje devét enzymu
nazvanych: LysC, Asd, DapA, DapB, DapD, DapC, DapE, DapF a LysA (Velasco et al., 2002).
Syntéza lysinu u rostlin probiha v chloroplastech (Mills & Wilson, 1978). Gornik et al. (2015) nalezli
enzym DapL, ktery nahrazuje funkci DapD, DapC a DapE. U dalsich eukaryotickych linii s plastidem
jako jsou Haptophyta, Cryptophyta, Stramenopila a bazalni Dinoflagellata, byl tento enzym objeven
také a obsahuje N-terminalni peptid smérujici jej do plastidu. Hematodinium sp. tuto signalni sekvenci
nemd u zaddného genu kddujici enzym ucastnici se DAP drahy (Gornik et al., 2015). Z deviti enzymu
nebyl u Hematodinium sp. nalezen jen DapF. Odvozena DAP draha je tedy pravdépodobné relokovana
do cytosolu. Evolu¢ni plivod této drahy je momentalné¢ nejasny a je mozné, Ze byla ziskana
horizontalnim genovym pienosem (Gornik et al.,, 2015). Je jiz znamy piipad zisku DAP dréhy
horizontalnim genovym pienosem z bakterie u trubénky rodu Monosiga brevicollis (Sun & Huang,
2011).

Pro syntézu isoprenoidli existuji dv€ alternativni drédhy: mevalonatovd (MVA) draha
a nonmevalonatova (DOXP/MEP) draha. Autotrofni i heterotrofni zastupci kmene Dinoflagellata
obsahuji jen plastidovou DOXP drahu, jelikoz ke ztrat¢ MVA drahy doslo pravdépodobné uz
u spole¢ného predka apikomplex a dinoflagelatd (Gornik et al., 2015). Hematodinium vsak nekoduje

zadny gen souvisejici s drahou MVA nebo DOXP. Nicméné byly nalezeny enzymy schopné pouzivat
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isopentenyl pyrofosfat (IPP) ¢i dimetylalyl pyrofosfat (DMAPP) jako je farnesyl-pyrofosfat syntaza
(Gornik et al., 2015). Farnesyl-pyrofosfat syntaza katalyzuje reakci DMAPP se dvéma jednotkami IPP
a alfa a beta podjednotkami farnesyltransferazy a geranylgeranyltransferazy. Pfi této reakci vznika
farnesyl pyrofosfat, prekurzor syntézy isoprenti. Podle Gornik et al. (2015) je tento parazit ziejmeé
schopny ziskavat IPP nebo DMAPP z prostfedi ve kterém zije, podobné jako Cryptosporidium.
Korysi, na kterych parazituje, produkuji metylovanou linearni C15 isoprenoidovou molekulu — metyl
farnesoat — jakozto dulezity hormon (Nagaraju, 2007). Metyl farnesoat hraje roli v morfogenezi a je
vylucovan do hemolymfy, kde roste Hematodinium sp. (Nagaraju, 2007). Tato latka mize byt pouzita
pro vyrobu isoprenoidii, nebo miize byt pfeménéna zpatky na IPP nebo DMAPP.

Absence plastidovych metabolickych a biosyntetickych drah u obrnénky Hematodinium

naznacuje, Ze se jedna o druhy pfipad ztraty plastidu.
9. Zavér

Vzhledem k velmi nizkému poctu organismi, u kterych mame doklady o tom, Ze doSlo ke ztraté
semiautonomni organely, lze usuzovat, ze se jedna o velmi vzacné udalosti. VSechny piipady té€chto
ztrat spojuje nahrazeni nebo Uplné vyfazeni metabolickych drah, které v ztracené organele ptivodné
probihaly. Mezi tyto dulezit¢ metabolické drdhy patii zejména drahy pro syntézu Fe-S center
u mitochondrii a drahy pro syntézu isoprenoidd, tetrapyrolii a mastnych kyselin u plastida.

V piipadé prvni znamé ztraty mitochondrie u Monocercomonoides sp. je dilezity i pohled na
energeticky metabolismus, ktery je omezeny na glykolyzu a arginin deiminazovou drahu typickou pro
prokaryota. Mnohem zasadné&jsi je vSak zjistit, jak si bunka bez mitochondrie poradi s ukolem
syntetizovat zivotné dulezitda Fe-S centra. Oxymonada vyuzivd cytosolickou drahu CIA
a pravdépodobné taktéz v cytosolu lokalizovanou drahu SUF, kterou ziskal jeji predek horizontalnim
genovym pienosem z bakterie.

Cryptosporidium parvum, 1 Hematodinium sp. obesli nutnost syntetizovat isoprenoidy de
novo. Umi ziskavat dilezité prekurzory ze svych hostitelt a ty poté pfeménit na kone¢né produkty.
Také podle vysledkli experimentd na Plasmodium falciparum se ukazuje, ze prave syntéza
isoprenoidil, je esencidlni draha pro zachovani plastidu u tohoto parazitického druhu. V tomto
experimentu bylo prokazano, Ze pfi endogennim dodani prekurzoru isoprenoidi IPP je zastaven
negativni ucinek antibiotik na rist a u dalSich generaci dojde ke ztrat¢ apikoplastu. U C. parvum
a Hematodinium necini plastid nepostradatelnym ani dal§i metabolické drahy. Mastné kyseliny jsou
v obou piipadech syntetizovany v cytosolu, nebo podle jiného autora v piipadé¢ C. parvum jsou
ziskavany z hostitele. Syntéza Fe-S center probihd v obou ptipadech prostiednictvim drah ISC a CIA
v mitochondrii respektive v cytosolu. Syntéza tetrapyrold probiha u obrnénky v cytosolu
a mitochondrii a C. parvum ma schopnost ziskavat aminokyseliny a pirimidiny z hostitele.

V budoucnu se muize objevit vice prikladl ztraty organel. Na obzoru jsou napiiklad Gregarina

niphandrodes. Autofi Toso a Omoto (2007) v ni nenasli pti elektronové mikroskopii plastid a pfi
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analyze DNA nenasli zadné plastidové produkty. Pfi pouziti Triklosanu, ktery meél inhibovat
plastidovou drahu pro syntézu mastnych kyselin nezaznamenaly vyrazné snizeni ristu.

Rod Pelomyxa illinoisensis byl podroben v Sedesatych letech elektronové mikroskopii, kde
ackoli autofi nalezli struktury, povazované za mitochondrie, nepodafilo se s jistotou urcit, zdali se
o mitochondrie jedna (Daniels & Roth, 1961). To co autofi povazovali za mitochondrie nema vnitini
strukturu typickou pro mitochondrie, a tak je mozné Ze se o mitochondrie nejedna. Zadné organely
pripominajici mitochondrie nebyly dosud pozorovany u zastupct rodu Retortamonas izolovanych ze
sav¢ich hostitelt (Ivan Cepicka, osobni sd&leni).

Informace shrnuté v této praci naznacuji, ze na ztratu semiautonomni organely jsou extrémné
zpusobem zivota, ktery umoznuje pfisun metaboliti z hostitelského organismu Pro ztratu
semiautonomni organely je také nezbytné mit alternativni drdhy pro syntézu sloucenin, které
organismy nedokazi ziskavat z prostfedi. Tyto alternativni drahy byly ziskany u predkt v nékterych

pfipadech horizontdlnim genovym pienosem a umoznily tak ztratu organely.
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