Spor
o mitochondrie

Meéli je uz nejstarsi eukaryonti?

JIRi LOM

Klasifilcace nejjednodussich eukaryotickych orga-
nizmii, protistii, byla zaloZena aZ do poloviny osmde-
satych let prevazné na morfologii, zejména na srov-
ndvacim studiu stavby bunék a jejich sloZek. Stejné
na tom bylo i odhalovdnti jejich fylogenetickych vzta-
htt a spekulace o staii jednotlivyjch skupin, posuzo-
vaném podle stupné sloZitosti bunécné organizace.
Pritom bylo nutné prelondvat mnoho téZkosti, a tak
se urcovani fylogenetické ptivodnosti a pokrocilosti
stale podobalo chtizi v mize, z niZ jen tu a tam vyvstd-
valy ostruwvky uréitych tvarti.

Fascinujici moZnosti nabidlo srovnavani sekvenci
malych podjednotek ribozomalni RNA (SSU rRNA),
téchto ,jedinec¢nych fylogenetickych hodin“ (C. R.
Woese), které umoziovalo zjistit vzajemné fylogene-
tické postaveni jednotlivych skupin protista, a bylo
proto uvitano s obrovskym zajmem (viz téZ Z. Stor-
chova, Vesmir 76, 612, 1997 /11). Prekvapiva zjisté-
ni na sebe nedala dlouho ¢ekat. Prace tymu M. L.
Sogina a C. R. Vossbrincka v USA ukazaly, Ze podle

sekvenci podjednotek rRNA se jako prvni z vyvojové
linie eukaryont odvétvily tfi skupiny protisti: bici-
kovci metamonady zastoupeni zndmym rodem Giar-
dia, nitrobunécni paraziti mikrosporidie (prvni byla
osekvencovana Vairimorpha) a bi¢ikovci skupiny Pa-
rabasalia (Trichomonas).

TFi skupiny protistd

Struéné tyto organizmy predstavme: Giardia intesti-
nalis (obr. 1 a 2), béZny stfevni parazit ¢lovéka, kte-
ry muiZe ve stfevé vyvolat zanét, patri k nejvyvinu-
t&j8im zastupcim metamonad z fadu Diplomonadi-
da, kteri predstavuji dvojice natrvalo splynuvsich
jedinctt s celkem osmi bi¢iky. Mikrosporidie (obr. 3
a 5) jsou znamy jako cizopasnici témér vSech sku-
pin Zivo¢ichu, zejména jako patogeni u hmyzu a ryb.
V posledni dobé na sebe soustredili pozornost jako
paraziti ¢lovéka u pacientt trpicich aidsem. Maji
spory s jedineénym zafizenim, vystfelovacim apara-
tem, jimz vstrikuji infekéni zarodek, sporoplazmu,
jakoby injekéni jehlou pod velkym tlakem do nové-
ho hostitele (podrobnéji viz Vesmir 72, 578, 1993/
10). Trichomonas (obr. 6 a 7), nejznameéjsi rod para-
bazalii, zahrnuje parazitické bi¢ikovce prevazné ze
zazivaciho traktu raznych Zivo¢ichu véetné clovéka
(napf. T. vaginalis v urogenitalnim traktu), ma né-
kolik funkéné specializovanych bi¢ikti, undulujici
membranu (lat. unda — vlna, undare — vlnit) a slozi-
ty mikrotubularni cytoskelet.

VSechny tri skupiny postradaji mitochondrie — or-
ganely obsahujici zejména oxida¢ni enzymy a plnici
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1. Skupina bic¢ikovcl druhu Giardia intestinalis v fadkovacim elek-
tronovém mikroskopu; az na jednoho jedince jsou vSichni obraceni
pfisavnym diskem dold. ZvétSeno 2400krat. Tento dnes velmi popu-
larni prvok — je také v logu série mezinarodnich protozoologickych
kongrest — byl objeven ¢eskym Iékafem DuSanem Lamblem r. 1859.
Snimek © B. Koudela
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2. Prisavny disk G. intestinalis je ovladan velmi slozitym systémem
cytoskeletalnich prvka. Uginnému pFichyceni k sliznici stfeva poma-
ha pohyb ventralnich bié¢ika, které vystupuji zpoza disku. Zvétseno
12 200krat. Snimek Fadkovacim mikroskopem © K. Vickermann

ai
Il "

204 VESMIR 78, duben 1999 @ http://www.cts.cuni.cz/vesmir

roli jakési bunécné ,elektrarny®. To se pé€kné sho-
dovalo s predstavou velmi davnych forem, pochéze-
jicich jesté z doby pred symbiotickym vznikem mi-
tochondrii. MoZnost druhotné ztraty mitochondrii se
odsouvala do pozadi. Trochu ale udivovalo, Ze vSech-
ny tri ,rané“ skupiny jsou uZ vysoce uzpusobené
k parazitizmu (mikrosporidie dokonce k vyhradné ni-
trobunéénému) a Ze Ziji v hostitelich, ktefi vznikli ne-
srovnatelné pozdé&ji neZ jejich paraziti. To se dalo
vysvétlit tak, Ze davni amitochondrialni a jesté vol-
né Zijici eukaryonti se zachranovali pred stoupajici
hladinou kysliku v prostredi tim, Ze se uchylili do
bezkyslikatych prostredi uvnitf hostitele. Adaptace
jejich potomkt k parazitizmu by pak vysvétlila jejich
nyni velice pokrocilou stavbu téla, jako je sloZity cy-
toskelet metamonad i parabazalii nebo velmi dtmy-
slné ,injekéni” zarizeni mikrosporidii.

Tyto tii skupiny, idajné potomky premitochondriél-
nich eukaryont, zaradil uz r. 1983 T. Cavalier-Smith
jako kmeny do riSe Archezoa, kterou nové ustavil.
K nim pridal jeSté problematicky rtiznorodou skupi-
nu Archamoebae (ve sloZeninach s prvni ¢asti pocha-
zejici z . archaios — stary se mu zalibilo). Do ni zara-
dil rody ménavkovitych organizmti, které nemaji
mitochondrie, jako je velkd, mnohojaderna, volné Zi-
jici ménavka Pelomyxa nebo stfevni parazit zvirat
i clovéka Entamoeba. Nékteré dalsi charakteristiky
také sveéd¢i o tom, Ze uvedené tfi skupiny se oddélily
od hlavni linie vedouci k vy$Sim eukaryontiim uz
v rané fazi eukaryotické evoluce (z toho mikrospori-
die jako prvni). Mikrosporidie maji nadto n€které
vlastnosti, jimiZ se podobaji prokaryonttim — ribozo-
my s charakteristikou 70 S (nejsou vSak samy — mj.
je maji i Parabasalia — napft. Trichomonas) a nejmensi
znamé genomy, vétSinou pod 20 megabazi, v nékte-
rych pripadech dokonce mensi neZ u bakterii. Mik-
rosporidie druhu Encephalitozoon cuniculi, cizopasnik
savcll, ma genom o méné nez 2,9 megabaze.

Kmen Parabasalia (Trichomonas) vSak v 7i8i Arche-
zoa dlouho nepobyl. U Archezoi sice chybé&ji typické
mitochondrie, ale zato maji organely s jednoduchou
¢i dvojitou membranou (znamé uZ od sedmdesatych
let a zifejmé postradajici vlastni genom), hydrogeno-
zomy. Jsou vybaveny oxida¢nimi enzymy spojenymi
s produkci ATP, nikoliv sice oxidativni fosforylaci, ale
konverzi pyruvéatu ¢i malatu na acetat, CO, a plynny
vodik (odtud jejich jméno). Bylo pfedmétem dlouhych
diskusi, zda jsou to pfeménéné mitochondrie, nebo
zda maji ptivod v endosymbiontech ¢i snad v diferen-
ciaci endomembranovych systémt. Nejsou pritom-
ny jen u parabazalii, ale i u nékterych nalevnikt
a ménavkovitych a houbovych organizmui. Nevystu-
puji u nich nikdy spolu s mitochondriemi — napf. ti
nalevnici, ktefi maji hydrogenozomy, nemaji mito-
chondrie. To mluvilo spi$ pro ptivod z preménénych
mitochondrii, a proto je Cavalier-Smith r. 1987 pre-
radil do fiSe protozoi.

Rodokmen eukaryotickych organizmt

S postupem ¢asu byly poznany sekvence podjedno-
tek ribozomalni rRNA u né€kolika set eukaryotickych
organizmu, takZe bylo moZno sestavit podle nich ja-
kysi jejich rodokmen. Tento hypoteticky strom je tvo-
fen tfemi doménami: zadkladni, kam patfi ony tri

3. Elektronopticky snimek podélného fezu sporou mikrosporidie dru-
hu Pleistophora hyphessobryconis ze svaloviny akvarijnich ryb.
Uvniti pevné stény chitinové a bilkovinné povahy zaujima hlavni misto
vystielovaci aparat. Jeho hlavni ¢ast, polova trubice, je ukotvena
zvlastni strukturou pod pfednim koncem spory. Odtud probiha mem-
branami polaroplastu vzad, kde je spiralovité ve tfech vrstvach sto-
¢ena podél stény spory kolem vlastniho zarodku, sporoplazmy,
a prostoru zadni vakuoly. ZvétSeno 5700krat. Snimek © Jifi Lom



4. Rodokmen organizm( podle Bardeleho

amitochondrialni skupiny a z niZ jako z korenu vy-
rusta ,kmen® tvoreny skupinou bi¢ikovctr Eugleno-
zoa (kam patfi znamé volné€ Zijici krasnooc¢ko, Eug-
lena gracilis, ale také cizopasné trypanozomy, véetné
puvodcti spavé nemoci) i nejriuzné€jsi meénavkovité
organizmy. Tteti je velmi Siroka ,terminalni koruna®,
ktera zahrnuje ohromnou $kalu protistt a také tfi
riSe mnohobunéénych - rostliny, Zivo€ichy a houby.
Tomu odpovidaly nazory na to, v jaké posloupnosti
se u protistli objevovaly bunééné organely. Mikro-
sporidie v zidkladni doméné maji jen endoplazmatic-
ké retikulum, archaméby a metamonady o néco vySe

nad ni maji uz biciky a bazalni téliska, a u paraba-
zalif se uz objevuje Golgiho aparat. Skute¢né mito-
chondrie a chloroplasty jako vysledek endosymbi6-
zy s prokaryotickymi organizmy se objevuji teprve
u protista na urovni ,kmenu*.

Jesté nezli uvedené predstavy o skupiné archezoi
jako prapuvodnich eukaryontech veSly v 8irsi zna-
most a zacaly pronikat do u€ebnic, ukazalo srovna-
ni sekvenci podjednotky SSU rRNA, Ze zastupci ar-
chaméb, Entamoeba a Pelomyxa, se odvétvuji od
hlavni linie aZ spolu s eukaryonty vybavenymi mi-
tochondriemi. Asi tedy mitochondrie mohly mit a pak
je ztratit podobné jako pravdépodobné parabazalia.
Jesté prukaznéjsi byl pozd€jsi nalez dvou mitochon-
drialnich gent kédujicich bilkoviny v genomu enta-
moeby (pyridin-nukleotid transhydrogenazy a chape-
roninu cpn60), kam se dostaly prenosem z genomu
puvodniho symbionta. To byl prvy test pravdy pro
riSi Archezoa, ve kterém jeji ptivodnost neobstala.

Poztistatky mitochondrii byly pak nalezeny i u me-
tamonad. Je nutné fici, Ze vSe, co prispiva k poznani
fylogeneze této skupiny, bylo objeveno u rodu Giar-
dia. V loniském roce podany priikaz chaperoninové-
ho genu 60, podobného mitochondrialnim gentim,
silné svédei také o n€ékdejsi existenci endosymbion-
ta, patrné predkt mitochondrii, v burice metamonad.

Maiji mikrosporidie spolec¢né predky s houbami?

Zvlast silné je novymi nalezy ovlivnéno postaveni
mikrosporidii. Kone¢né je moZno mit za prokazané,
Ze struktury dlouho pokladané za ,primitivni* Gol-
giho aparat jim skute¢né jsou, i s diferenciaci po-
dobnou té u vySsich eukaryontti. To neni nic zvlast-
niho vzhledem k prekvapivym zjisténim, ktera
naznacuji, Ze se mikrosporidie mohly vyvinout
z ,terminalni koruny“ eukaryonti a patrné sdileji
spolec¢né predky s houbami. Geny bilkovin elongac-
niho faktoru maji totiZ vloZzenou sekvenci, ktera je
spoleéna mikrosporidiim, Zivo¢ichtim a houbam
a nékteré enzymy (dihydrofolatreduktaza a thymidy-
latsyntaza) maji u téchto tfi skupin strukturu odlis-
nou od ostatnich eukaryontd. Jesté duilezitéjsi je
nalez mitochondridalnich chaperoninovych gent
cpn70 v genomech mikrosporidii rodtt Nosema a Vai-
rimorpha.

5. Sikmy elektronopticky fez dvéma sporami druhu Microsporidium
sp. ze svaloviny ryby Pangasius sutchi. A¢koliv spory vSech mikro-
sporidii jsou stavény podle stejného planu, v jednotlivostech mo-
hou byt rozdily — tento druh ma nap¥. velmi slabé vyvinuty polaro-
plast. V cytoplazmé sporoplazmy jsou husté pasy ribozomu. ZvétSeno
1950krat. Snimek © Jifi Lom
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6. Snimek trichomonady druhu Trichomonas galinae v fadkovacim
elektronovém mikroskopu. Ctyfi biéiky jsou namifeny vpred, dalsi
se tahne jako undulujici membrana po povrchu téla k zadnimu kon-
ci, ktery pfesahuje jako volny bi¢ik. Zvétseno 5900krat. Snimek © B.
Koudela

Pro pribuznost mikrosporidii s houbami zprvu mlu-
vily jen podobnosti neobvyklého prib&éhu meiotic-
kého cyklu mikrosporidii a nékterych hub, ale nyni
je tato domnénka posilena fylogenezi bilkovin o a 8
tubulinu, jimiZ se mikrosporidie fadi do fylogenetic-
ké radiace hub. Dalsi podporou je, Ze ve fylogenetic-
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kych rodokmenech se sekvence gent cpn70 vétvi,
i kdyZ slabg, spolu se sekvencemi mitochondrialnich
genu hub rodu Boveria. Mikrosporidie tedy s velkou
pravdépodobnosti nejsou potomci prastarych nebo
primitivnich eukaryontt, ve velké mife pozménénych
adaptacemi k parazitizmu, ale naopak vzesly z orga-
nizm® zna¢né pokrodcilych.

Dvé zakladni charakteristiky archezoi, jejich pri-
mitivnost, misto na samém poc¢atku vyvoje a s tim
spojena putvodni nepfitomnost mitochondrii, byly
tedy zpochybnény. Ukazuje se, Ze i dva zakladni slou-
py archezoi, metamonady a mikrosporidie, pokroci-
ly hodny kus cesty od uskute¢néni mitochondrialni
symbiézy, ke které doSlo daleko drive nez k jejich
vzniku a patrné také drive neZ k vzniku vSech dnes
znamych eukaryont. Dal$i existence zvlastni riSe
Archezoa je tedy neudrzitelna.

Pro¢ se mikrosporidie odvétvuji na bazi eukaryont,
jestlize vznikly z ,,terminalni koruny“?

Molekularni biologové na to maji rtizné odpovédi.
Vysoce divergentni sekvence SSU rRNA se mohou
umistit ve fylogenetickych stromech na nespravném
misté, a v genech mikrosporidii je skute¢né podil
substituci vyjimeéné vysoky. Takové geny se nékdy
druZi prednostné s jinymi vysoce divergentnimi sub-
stitucemi, a to u fylogenetického stromu znamena
velmi ¢asné vétveni. Dale, rodokmeny zaloZené na
podjednotkéach ribozomalni RNA jsou navzijem t&z-
ko sluéitelné s témi, které jsou zaloZeny na genech
kodujicich bilkoviny, jako napf. o a f tubulin. Radu

7. Hydrogenozomy trichomonady druhu Tritrichomonas foetus,
-anaerobni mitochondrie“, se mitochondriim viibec nepodobaji. Nad
nimi probiha kosta - ¢ast cytoskeletu s periodickou strukturou — ktera
se tahne pod undulujici membranou. Ta je vidét vlevo nahore, je
tvofena zahybem membrany povrchu téla, ktery nese bicik. Prozaro-
vaci elektronovy mikroskop, zvétSeno 57 600krat. Snimek © J. Kulda




dalsich 1é¢ek uvadéji ve svych pracich A. Adoutte
a H. Philippe. Podtrhuji, Ze molekularni fylogeneze
zpfesnila charakteristiku monofyletickych skupin
protistt, identifikovanych elektronovou mikroskopii,
ale potyka se s podobnymi potiZemi jako elektrono-
va mikroskopie, pokud chce presné urcit, v jakém
poradi skupiny vznikaly. To je zptisobeno také tim,
Ze soudobé formy patrné vznikly bouflivym Sifenim
(radiaci) béhem relativné kratkého ¢asového tidobi.

Zakladem této radiace byla snad udéalost mitochon-
drialni symbitzy, ke které doSlo patrné€ jen jeden-
krat pred miliardou let, kdyZ koncentrace kysliku
v atmosfére dosahla zhruba dnesni hodnoty. Z tohoto
pfedka pochazeji snad vSichni existujici protisti.
S tim je spojena otazka vztahu mitochondrii a hyd-
rogenozomu a piibuznosti protista vybavenych mi-
tochondriemi s témi, ktefi je nemaji, ¢ili problém,
ktery stal u zrodu archezoi. Novou hypotézou se na
to r. 1998 pokusili odpovédét W. Martin a M. Mtil-
ler. Podle obecné prijimané endosymbiotické teorie
Lynn Margulisové davna fagocytujici archebakterie
pohltila aerobni bakterii, patrné o-proteobakterii, ale
nestravila ji, podrZela si ji jako symbionta. Ten dy-
chal, poskytoval ATP vymeénou za metabolizovatelné
substraty a ukryt, jeho geny byly z valné ¢asti pre-

neseny do genomu archebakterie, a tak se vyvinula
mitochondrie. Martin a Miiller naopak predpokladaji,
Ze autotrofni metanogenni archebakterie pohltila fer-
mentujici o-proteobakterii. Vyvinul se podobny vztah
vzajemné zavislosti, a zaroven premeéna hostitelské
archebakterie z autotrofni na heterotrofni. Posléze
se symbiont premeénil v hydrogenozom, nebo, za pod-
minek globéllniho vzestupu hladiny atmosférického
se vyvinul v mitochondrii, anebo se z buiiky hosti-
tele ztratil. Autofi nedavaji tyto pochody do souvis-
losti se vznikem cytoskeletalnich a endomembra-
novych systému, ale trvaji na tom, Ze obé& organely,
mitochondrie i hydrogenozom, mély spole¢ného pred-
ka. Jako kazda teorie bude i tato provérovana dal-
§im vyzkumem, ale zatim — podle ndzoru obou auto-
ra - lépe vysvétluje energeticky metabolizmus eu-
karyotickych bunék bez mitochondrii. i
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Bude poéita¢ reprodukovat
viné?

Virtualni realita, tedy poé¢itacové modely urcitych seg-
mentt realného svéta, které maji davat pokud mozno
vérnou iluzi svéta realného, zatim z naSich smysla vy-
uZiva jen tfi. Opira se zejména o vizualni vnimani, kte-
ré je doplnéno akustickymi a taktilnimi (hmatovymi)
informacemi. Cich a chut se zatim elektronicky pfena-
Set a zaznamenavat nedaly. Ze tomu v dohledné dobé
muiZe byt jinak, ukazuji vysledky praci v Pacifické seve-
rozapadni narodni laboratofi v Richlandu ve staté Wa-
shington.

P. Keller se spolupracovniky zkonstruoval prototyp
elektronického ,nosu®, ktery muize zjiStovat radu vini
a zapachu, informaci o nich ulozit v elektronické formé
na zaznamové médium ¢i prenést na dalku a opét re-
konstruovat. Pary latek, které jsou za vyrazné vaneé od-
povédné, lze analyzovat chromatografickymi metodami
(viz téz Vesmir 77, 593, 1998/10). Navrhované zafizeni
ma ale pracovat v redlném ¢ase, to znamena, Ze musi
mit velmi rychlou odezvu, aby vyskyt prislusné aroma-
tické latky v daném mist€ zjistilo témér okamzité. Chro-
matografické metody jsou ale metody sekvenéni a bylo
by obtiZné s nimi pracovat v realném case.

Navrhované zarizeni proto vyuZiva snimace na bazi
tenkych vrstev oxidli cinu, které svoji vodivost méni pri
kontaktu s riznymi aromatickymi latkami. Snimac
muZe byt navrZen tak, Ze ma maximalni citlivost prave
pro danou latku. Vodivost snimace zavisi pochopitelné
na dalSich veli¢inach, zejména na teploté a vlhkosti.

Samotny elektronicky ,nos“ se sklada z matice téch-
to snimact (v predvadéném prototypu jich bylo jen de-
vét), snimace teploty a snimace vlhkosti. Kazdy snimac
ma maximalni citlivost pro jinou aromatickou latku.
Vystupni signaly ze snimacu jsou vedeny na nékolika-
vrstvou neuronovou sit. Vystupy této sité odpovidaji
tfidam, do nichz lze jednotlivé viiné zaradit. Sit se nyni
ud¢i pod dohledem zkuSeného operatora rozpoznavat jed-
notlivé viin€. Vstupni snimace jsou vystaveny param
prislusdné latky a operator rozhodne, do které tridy ma
sit vini zaradit. Po nékolika desitkach ¢i stovkach ta-
kovych experimenttl se to sit nau¢i rozliSovat. Je zrej-
mé, Ze nejde o objektivni chemickou analyzu, ale sit se
nauci subjektivni klasifikaci jednotlivych vini tak, jak
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to citi operator. Uvedeny prototyp dokazal rozliSovat radu
vuni ¢i zapachu, se kterymi se setkavame v béZném Zi-
voté (aceton, amoniak, etylalkohol, ocet ad.). Vin€ jed-
notlivych latek rozeznaval velmi presné€, viin€ smeési jiz
s horsi presnosti a s mnohem del$i dobou uceni, po-
dobné jako ¢lovek.

V dal8im kroku byly vystupy z neuronové sité prena-
Seny na dalku, kde jimi byly buzeny akéni ¢leny odpa-
fujici prislusné aromatické latky. TakZe se vlastné€ viiné
a zapachy snimané na jednom misté daly reprodukovat
na jiném misté, popripadé (pfi zapisu do paméti) v ji-
nou dobu. Zatim jde o jednoduchy experiment, pfi némz
se prenasi nékolik zdkladnich vini a zapachti. Nejsou
ale zfejmé Zadné principialni prekazky, které by brani-
ly, aby obdobné zarizeni téch vini prenaselo stovky.
(Pramérny ¢loveék je tidajné schopen rozeznat asi 500
vani a zapachu.)

Ctenaf, ktery by se o dané problematice chtél dovédét
vic, najde podrobnéjsi informace na adrese
http://www.emsl.pnl.gov:2080/proj/neuron/papers/
keller.mmvr95.abs.html. Nejspi§ ale precejen chvili po-
trva, neZ bude nase surfovani po internetu doprovaze-
no vuni exotickych krajin. m]
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