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ABSTRAKT

Zelezo limituje rast fytoplanktonu v 30 % plochy svetovych oceanov. Organizmy Zijiice v tychto HNLC
(High Nutrient Low Chlorophyll) oblastiach si vyvinuli mnozstvo stratégii, ako sa s tymto stresom vy-
sporiadat’. Medzi tieto adaptacie patri optimalizacia prijmu Zeleza bunkou, Specidlne vysoko afinitné
mechanizmy prijmu zeleza, ktoré st az 1000x efektivnejSie ako pri pozemskych rastlinach ale aj pri
pribuznych linidch z eutrofizovanych vdd pobrezia. Okrem efektivneho prijmu Zeleza s nim tieto orga-
nizmy Setria prostrednictvom modifikacie enzymatického, najmé fotosyntetického aparatu ako aj
uskladnenim Zeleza pomocou $pecializovanych proteinov pri sporadickom zvyseni jeho koncentracie
v prostredi. BlizSie poznanie tychto organizmov nam poméze lepSie porozumiet’ ich problémom v case
meniaceho sa podnebia. Taktiez nam pomoze pri porozumeni moznosti ich vyuzitia na zmiernenie glo-

balnej zmeny klimy.

KUl'ucové slova: adaptacia, extrémne prostredie, fotosyntéza, fytoplankton, HNLC, klimatickd zmena,

ocean, zelezo

ABSTRACT

Iron is limiting the growth of phytoplankton in 30% of the world's oceans. Organisms living in these
HNLC (High Nutrient Low Chlorophyll) areas have developed a number of strategies to cope with this
stress. These adaptations include optimization of iron uptake by the cell, special high-affinity iron uptake
mechanisms that are up to 1000 times more efficient than in terrestrial plants but also in related lineages
from eutrophicated coastal waters. In addition to efficient iron uptake, these organisms spare iron thro-
ugh modification of the enzymatic, especially photosynthetic apparatus as well as by storing iron using
specialized proteins when its concentration in the environment increases sporadically. A closer un-
derstanding of these organisms will help us to better understand their problems in a changing climate. It

will also help us to understand how they can be used to help mitigate the global climate change.

Keywords: adaptation, extreme environment, photosynthesis, phytoplankton, HNLC, climate change,

ocean, iron



1 UvoD

Oceany st zodpovedné za asi 50% globalnej primarnej produkcie (Field et al., 1998; Longhurst et al.,
1995; Nelson et al., 1995). Az 50% uhliku je v oceanoch fixovanych rozsievkami (Nelson et al., 1995),
teda len morské rozsievky prispievaju asi 25% roc¢nej fixacie anorganického uhliku, pricom fytoplankton
tvori asi 0,1% fotosynteticky aktivnej biomasy (Behrenfeld & Falkowski, 1997). Primarna produkcia
morskych mikroorganizmov tvori zakladiiu potravinovej pyramidy, oceanskeho a svojim spésobom aj
globalneho ekosystému (Behrenfeld et al., 2006; Galbraith et al., 2019; Hassenkam et al., 2011; Stock
et al., 2014; Watson et al., 2020).

Oceansky fytoplankton je dolezitou zlozkou globalneho ekosystému nielen kvoli svojej ulohe v potra-
vinovej pyramide ale zaroven asimilaciou uhliku z atmosféry znizuje koncentraciu CO; v atmosfére,
¢im efektivne spomaluje zmenu globalnej klimy. Ro¢né primarna produkcia ocednov dosahuje zhruba
50 PgC (Field et al., 1998; Longhurst et al., 1995; Nelson et al., 1995). Oceany ukladaju asi 25% rocnej
produkcie CO; l'udstva, €o predstavuje viacej ako 2 PgC/rok (Gruber et al., 2019; Watson et al., 2020),
¢ize asi 4% ekvivalentu ro¢ne vyprodukovaného organického uhliku je sekvestrované (ukladané) oce-
anmi. O efektoch a vyuzitelnosti ocedanov v boji proti klimatickej zmene sa stale diskutuje a ndzor na
potencial oceanov sekvestrovat’ nadbytocny atmosféricky uhlik sa stale vyvija (*De Pryck & Boettcher,
2024). Oxid uhlicity je sekvestrovany na dno ocednov v roznych forméch, napriklad vo forme uhlicita-
novych schranok, zvyskov mitvych tiel a fekalnych peliet — agregovaného organického odpadného ma-
terialu produkovaného jednobunkovymi, ale aj mnohobunkovymi spasa¢mi (Hassenkam et al., 2011;

Krause-Jensen & Duarte, 2016; *Turner, 2002) .

Zivot na Zemi vznikol zhruba pred 3,8 miliardami rokov. Nasledne sa vyvijal v anoxickom oceéne, v
redukénom prostredi bohatom na Zelezo az do GOE (Great Oxidation Event) pred zhruba 2,3 miliardami
rokov, kedy redukéné, anoxické prostredie vystriedalo oxidativne, na kyslik bohaté prostredie. (Mojzsis
et al., 1996; Philippot et al., 2018; Planavsky et al., 2011). Nie je teda prekvapivé, ze organizmy vo
vel'kom vyuzivaju Zelezné proteiny v réznych oxidac¢no-redukénych biochemickych drahach zavislych
na schopnosti zeleza 'ahko prijimat’ a odovzdavat elektrony (¥*Kaplan & Ward, 2013). Dnes je primarna
produkcia limitovana nedostatkom Zeleza v asi 20-30% plochy globalnych oceanov. Tieto oblasti st
vystizne nazvané HNLC — High Nutrient Low Chlorophyl. St definované relativnym dostatkom du-
siku, fosforu a zaroven extrémnym nedostatkom Zeleza (Martin et al., 1994). Vo vrchnej ¢asti vodného
stipca HNLC oblasti sa Zelezo vyskytuje v extrémne nizkych koncentraciach (<0,1 — 2nM). (Gordon et
al., 1982; Martin et al., 1989; Martin & Michael, 1988). Typickou HNLC oblast'ou je Juzny Ocean vid’
Obrdzok 1, kde boli Studované adaptacie ocednskych mikroorganizmov na extrémne nizke koncentracie

zeleza. Morsky fytoplankton si vyvinul niekol’ko stratégii, ktoré mu dovol'uju prekonat’ nedostatok tohto



kovu. Tieto adaptacie dovoluju fytoplanktonu prezivat’ v oblastiach s extrémne nizkou dostupnost'ou

zeleza.

Chlorofyl a (mg/m?) Koncentracia dusiénanov na povrchu oceanov (mmol N/m?)

| M N I
0,03 0,1 0.3 1 3 10 30 0 5 10 15 20 25

Obrazok 1: Porovnanie koncentracie chlorofylu (viavo) a dusicnanov (vpravo) v povrchovych vrstvach

oceanov. Prevzaté a upravené z (*Hopes & Mock, 2015; **Mock & Thomas, 2008)

Ciel'om tejto prace je zhrnt’ aktualne poznatky v oblasti adaptacii morského fytoplanktonu na nedosta-
tok Zeleza. Prehibenie vedomosti v tejto oblasti je doleZité pre lepsie porozumenie globalnemu kolobehu
uhliku, moznych negativnych efektov oteplovania na Zivot morského fytoplanktonu, alebo aj pre bu-
ducu sekvestraciu uhliku z atmosféry prdve pomocou pridavania prvkov limitujacich produktivitu oce-

anov (Behrenfeld et al., 2006; Coale et al., 1996; *De Pryck & Boettcher, 2024).

2 MEMBRANOVY TRANSPORT

Transport zeleza do bunky je esencialnou ¢ast'ou metabolizmu Zeleza. Koncentracia rozpusteného zeleza
je vo vel’kej Casti oceanov extrémne nizka — pohybuje sa v nanomolarnych radoch a vyrazne klesa sme-
rom od pobreZia (Gordon et al., 1982; Martin et al., 1990; Martin & Michael, 1988). Zelezo sa v ocean-
skom prostredi vyskytuje v mnohych formach a nie vSetky formy su biologicky dostupné. NajCastejsie
sa zelezo vyskytuje viazané na r6zne organické ligandy. Tymito ligandmi mézu byt diskrétne Fe-Ligand
komplexy — siderofory, rozne humnové latky, alebo exopolysacharidy (polysacharidy vylu¢ované do
prostredia organizmami). Okrem Zeleza viazaného na ligandy sa tieZ vyskytuje ako anorganické Fe?*,
Fe*" a vo forme koloidnych nanogastic. Zhrnuté v (*Gledhiir & Buck, 2012; *Lis et al., 2015; *Shaked
& Lis, 2012). Bolo dokazané, Ze aj monosacharidy su schopné fungovat’ ako ligand a zvySovat’ tym
dostupnost’ Zeleza (Hassler et al., 2011). Membranovy transport zeleza je striktne regulovany kvoli to-

xicite Zeleza pri vySSich koncentraciach (*Kaplan & Ward, 2013).



V tejto kapitole sa budem venovat’ zdkladnej charakteristike prijmu Zeleza bunkou. Pritomnost’ génov
zodpovednych za transport Zeleza naprie¢ réznymi skupinami fototréfov je zhrnutd v Tabulke I na konci

tejto kapitoly.

2.1 KLASICKE MECHANIZMY

Zakladné drahy prijmu Zeleza fytoplanktonom, nefotosyntetizujticich protist, ale aj rastlin stt vel'mi po-
dobné a na ich fungovani sa podiel'aji rovnaké proteiny (*Behnke & La Roche, 2020). V zasade sa niet
c¢omu cudovat’, ked’ze zelezo je esencidlnym prvkom pre vSetky eukaryoty (*Kaplan & Ward, 2013).
Model na ktorom je postavené nase poznanie prijmu Zeleza jednobunkovych eukaryot je kvasinka Sac-
charomyces cerevisiae (Dancis, 1998). Morsky fytoplankton zdiel'a vel'a mechanizmov prave s S. cere-

visiae ale aj s modelovym organizmom rastlin Arabidopsis thaliana (*Behnke & La Roche, 2020).

2.1.1 ZIP a NRAMP

Proteiny skupiny ZIP (ZRT and IRT-like Protein (Zinc regulated Transporter, Iron Regulated Transpor-
ter)) transportuji mnozstvo roznych divalentnych kationov kovov, medzi nimi aj Fe**. St univerzalne

roz§irené v eukaryotoch (*Guerinot, 2000).

Podobne ako ZIP, NRAP (Natural Resistance Associated Protein) je skupina proteinov transportujicich
divalentné kationy kovov. NRAMP su vSeobecne rozsirené v baktériach ako aj eukaryotoch (*Nevo &

Nelson, 2006).

Aj ked st ZIP a NRAMP rozsirené v morskom fytoplanktone ich funkcia ako transportérov zeleza
v tychto organizmoch zatial’ nebola priamo dokazana, ukazuje sa vSak, ze NRAMP (mozno aj ZIP) zo-
hrava ulohu pri vakuolarnom uskladneni Zeleza (Buckhout et al., 2009; Kustka et al., 2007). Sladko-
vodna jednobunkova riasa Chlamydomonas reinhardtii pri limitacii Zelezom zvysuje prepis do mRNA
dvoch ZIP transportérov, IRT1 a IRT2 (M. D. Allen et al., 2007). ZvySeny prepis IRT1 a IRT2 pri

nedostatku Zeleza naznacuje tlohu tychto transportérov pri vyrovnavani sa s jeho nedostatkom.

2.1.2 Reduktivny prijem

Je zname, ze dostupnost’ relativne rozpustného Fe*" nie je vysoka. Kation Fe?* je v pritomnosti kysliku
oxidovany na takmer nerozpustny kation Fe**. Proporcia rozpusteného Fe?" v8ak nemusi byt nizka,
v niektorych pripadoch dosahuje az 65% anorganického Zeleza v oceanoch (Gonzalez-Davila et al.,

2005; Hopwood et al., 2020; Millero & Sotolongo, 1989).

Morsky fytoplankton Casto vyuziva vysoko afinitny, na redukcii zavisly systém prijmu Fe**. Tento mo-
del je zaloZzeny na vysoko afinitnom prijme zeleza kvasinkou S. cerevisiae (Dancis, 1998). V tomto

systéme je Fe*" najprv redukované pomocou FRE (Ferric Reductase), ktora redukuje Fe** na Fe*" (Coves
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& Fontecave, 1993; Matzanke et al., 2004). Tento krok nie je ligand Specificky. Nasledne je zelezo pri
transporte do bunky reoxidované na Fe** pomocou komplexu MCO (Multicopper Oxidase) a permeazy.
Spojenie nespecifickej redukcie a Specifického oxidativneho transportu dovol'uje organizmom vyuzivat’

Fe*" viazané na plejadu roznych ligandov. Zhrnuté v (*Sutak et al., 2020).

2.2 ISIPs

ISIPs (Iron Starvation Induced Proteins) su relativne nedavno objavenou skupinou proteinov zohrava-
jucich délezitd ulohu pri prijme zeleza z oceanskeho prostredia s extrémne nizkou koncentraciou tohto
kovu. Ako ich ndzov napoveda, ide o skupinu proteinov indukovanych nedostatkom zeleza. Boli defi-
nované tri odli§né skupiny ISIPs: ISIP1 — zohravajuci tlohu pri endocytéze sideroférov s naviazanym
Zelezom, ISIP2 (dnes uz nazyvany aj phytotransferrin), ktory viaze Fe** a ISIP3 s zatial’ nie presne zna-

mou funkciou (A. E. Allen et al., 2008; Lommer et al., 2012; Morrissey et al., 2015).

2.2.1 I1SIP1

ISIP1 je prvym pomenovanym proteinom indukovanym nedostatkom zeleza (A. E. Allen et al., 2008).
Jedna sa o protein nachadzajuci sa vyhradne v rozsievkach, pri ktorych ale nie je univerzalne rozsireny.
Okrem rozsievok ISIP1 obsahuje aj halofilna zelena riasa Dunaliella salina *(Behnke & La Roche,
2020). Mozné homology ISIP1 rozsievky Phaeodactylum tricornutum boli identifikované aj v transkrip-
tomoch viacerych jednobunkovych morskych fototréfov, najviac u rozsievok (Stramenopiles). Tiez boli
identifikované aj pri niektorych zastupcoch Pelagophycidae (Stramenopiles), fukoxantin obsahujucich
panciernatiek (4/veolata) a pri Paviovophyceae, Isochrysidales (Haptophyta). Je dobré podotknut’, Ze
ISIP1 je exprimovany pri limitacii Zelezom, preto nemusel byt najdeny v transkriptémoch druhov skui-

manych pri dostatku zeleza (Kazamia et al., 2018).

ISIP1 zohréava tlohu pri endocytickom transporte sideroforov viazucich Zelezo. Kationy Fe** viazané na
siderofory st vo vackoch transportované do chloroplastu, kde st rapidne uvolnované. Jedna sa o systém
prijmu Zeleza so zatial’ najvy$Sou pozorovanou afinitou dosahujucou hodndt asi 1000x vyssich ako pri

kvasinkovom systéme prijmu Zeleza pomocou sideroforov (Kazamia et al., 2018).

Rozsievky T. oceanica a P. tricornutum obsahujuce ISIP1 dokazu prijimat’ zelezo viazané na dva r6zne
typy sideroforov - katecholatové respektive hydroxamatové. Vyradenie funkcie ISIP1 v P. tricornutum
(ISIP1 knockdown linia) inhibuje schopnost’ tejto rozsievky prijimat’ Zelezo viazané na siderofory, nie
vsak schopnost’ viazat’ siderofory na membrane. Zarovei pri vyradeni funkcie ISIP1 v P. tricornutum
doslo k strate schopnosti endocytovat’ Fe*" viazuce siderofory. Z tohto vyplyva, ze ISIP1 nebude jedi-
nym proteinom, ktory sa Gcastni na tomto procese. (Kazamia et al., 2018). Neskor Kazamia a kolegovia
navrhli model kde ISIP1 funguje ako adaptin. Tiez navrhuju, ze ISIP1 interaguje aj s ISIP2 pri nereduk-
tivnom prijme vol'ného Fe*" (Kazamia et al., 2022). Interakcia ISIP1 a ISIP2 nemusi byt jedind, ISIP1
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pravdepodobne interaguje aj s ISIP3, ktorého funkcia nebola zatial’ presne objasnend (Lommer et al.,

2012).

2.2.2 I1SIP2a - Fytotransferin

Fytotransferin (niekedy nazyvany ISIP2a) je najpreskiimanejsim proteinom z ISIPs. Fytotransferin bol
zatial’ objaveny len u morskych rias (zelena a hneda linia) (*Behnke & La Roche, 2020). Funkcia fyto-
transferinu bola prvy krat popisana na rozsievke P. tricornutum. Sl0zi ako prvotny, na medi nezavisly
systém odpovedi na prostredie s nedostatkom zeleza, predtym ako st indukované tradi¢né komponenty
reduktivneho mechanizmu prijmu Zeleza (Morrissey et al., 2015). Je lokalizovany na vonkajsej mem-
brane a vo vnutrobunkovych vezikuloch (Kazamia et al., 2022; McQuaid et al., 2018; Morrissey et al.,
2015). Jeho funkcia lezi v schopnosti viazat’ Fe*" a takto umelo zvySovat’ jeho koncentraciu na povrchu

bunky (Morrissey et al., 2015).

Ako aj jeho meno napoveda, fytotransferin je funkény analog transferinu — proteinu, ktory viaze Fe**
v krvnej plazme stavovcov a nasledne ho pomocou receptorom sprostredkovanej endocytoézy prenesie
do bunky (*De Jong et al., 1990). Funk¢na analégia fytotransferinu a transferinu bola dokazana fuziou
signalnej sekvencie a membranovej kotvy fytotransferinu a funkénej Casti l'udského transferinu. Bunky
s takto fizovanym proteinom vykazovali rovnaka schopnost’ rast’ v prostredi s nedostatkom Zeleza. Toto
poukazuje na mozny rovnaky mechanizmus vizby, uvolnenia a prenosu Fe** do bunky. Dalej pri induk-
cii mutacie vo fytotransferine, ktora v F'udskom transferine narti$a koordinaciu Fe** sa bunkam s touto
mutaciou znizila kratkodoba schopnost’ prijimat’ Zelezo v nizkych koncentraciach o 50% (McQuaid et

al., 2018).

Fytotransferin ako aj transferin viaze Zelezo spolu s aniontom. Preferencne takto viaze Fe** a uhlicita-
novy anion (COs>) (*Baker & Lindley, 1992; McQuaid et al., 2018). Pri poklese pH roztoku (oceanov)
dochéadza k zmene pomeru rozpustenych druhov HxCOs v neprospech COs*, teda postupné okysl'ovanie
oceanov aj takto znizuje schopnost’ mnohych organizmov prijimat’ zelezo tymto spésobom (McQuaid

et al., 2018).

2.2.3 ISIP3

ISIP3 je zatial’ najmenej preskimanym ISIP proteinom. Zaroven ISIP3 je globalne najrozsirenejsim zo
vSetkych ISIPs (Kazamia et al., 2022 podl'a *Caputi et al., 2019). ISIP3 bol identifikovany pri taxonoch
obsahujucich chlorofyl ¢ (¥Behnke & La Roche, 2020). Na zaklade signalnych sekvencii a nepritom-
nosti transmembranovej domény ISIP3 bolo ustdené, ze ISIP3 sa bud’ nachadza v intracelularnych vezi-
kuloch alebo je sekretovany. ISIP3 zaroven obsahuje zelezo viazucu doménu podobni doméne feritiu,
¢o naznacuje moznu funkciu ISIP3 ako uloziska Zeleza (¥*Behnke & La Roche, 2020), minimalne to

ukazuje na teoretickit schopnost’ viazat' Zelezo. Vysoka uroven expresie ISIP1 a ISIP3 pri limitacii



7elezom modze znamenat ich spolupracu pri prijme zeleza (Lommer et al., 2012). Ci ISIP3 funguje na-
ozaj ako zasobny protein, alebo je jeho funkcia zlozitejsia, Comu nasved¢uje moznost’ ISIP3 sekretovat’,

zatial’ nie je objasnené.

Expresia I[SIP3 je ako aj pri niektorych ostatnych proteinoch sluziacich na vyrovnanie sa s nedostatkom
Zeleza viazana na cyklus defi/noc. Koncentracia ISIP3 dosahuje maximum tesne pred svitanim. Takato
regulacia moze sluzit’ na maximalizovanie prijmu Zeleza tesne pred zahajenim na Zeleze zavislej foto-

syntézy (Chappell et al., 2015).

ZIP NRAMP FRE ISIP2 MCO ISIP3  Permedza ISIP1
A. thaliana [ ) [ ) [ ) O O O O O
S cerevisiae (] [ (] O o O (] O
G. theta () [ O o O ([ ([ O
Crytophyceae ( [ O ( O ([ ) ([ ) O
C. reinhardtii () o () () o O o O
D. salina () { { { () O O {
O. tauri { o () () O O O O
O. lucimarinus ( o O ( O O O O
Suchozemska rastlina | Baktéria | SAR _ Cryptophyta | Chlorophyta

ZIP — ZRT and IRT-like Protein (Zinc regulated Transporter, Iron Regulated Transporter),
NRAMP — Natural Resistance Associated Protein, FRE — Ferric Reductase,
MCO — Multicopper Oxidase, ISIP — (1,2,3) Iron Starvation Induced Protein (1,2,3)

Tabulka 1: Pritomnost proteinov zohravajucich ulohu pri transporte zeleza pri vybranych druhoch. ZIP

Prevzaté a upravené z (*Behnke & La Roche, 2020)

3 MECHANIZMY VYROVNAVANIA SA S NEDOSTATKOM ZELEZA

3.1 VYMENA ZELEZNYCH PROTEINOV ZA INE

Relativne jednoducha stratégia ako sa vyrovnat’ s nedostatkom Zeleza alebo aj iného nedostupného

prvku je nahradenie proteinov obsahujiicich dany prvok za iné, funkéne ekvivalentné alternativy.
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V nasledujucich kapitolach sa budem venovat’ nahrade Fe-S proteinu ferredoxinu a hemoproteinu cyto-
chromu cs. Tiez spomeniem fruktoza 1,6-bisfosfat aldoldzu, pri ktorej sa uvazuje, Ze jedna z jej isofo-

riem mdze byt’ zavisla na zeleze ako kofaktore.

3.1.1 Flavodoxin

Ferredoxin (Fd) sa vyvinul v anoxygénnom morskom prostredi bohatom na biologicky dostupné zelezo.
Ked vsak anoxycké prostredie vystriedalo oxycké, bolo vyhodné vymenit’ na oxidaciu nachylny Fd za
protein iny (*Lodeyro et al., 2012). Pri zmene prostredia z anoxyckého na oxycké tiez doslo k oxidacii
Zeleza z Fe* na Fe*', ktoré je vyrazne menej rozpustné ako Fe?*, o sposobilo jeho nedostatok v ocea-
noch (*Ilbert & Bonnefoy, 2013). Tymto spdsobeny evoluény tlak dal za vznik flavodoxinu (F1d), ktory
narozdiel od Fd nie je nachylny na oxidéciu a taktiezZ neobsahuje Zelezo v svojom aktivnom centre (*Lo-

deyro et al., 2012).

Flavodoxiny st skupina proteinov identifikovanych v nefotosyntetizujicej baktérii Clostridium pasteu-
rianum a sinici Anacystis nidulans. Pri C. pasteurianum bol Fla identifikovany z linie kultivovanej pri
nedostatku Zeleza. Fld vyuziva flavin-mononukleotid (FMN) ako prosteticku skupinu vo svojom aktiv-
nom centre namiesto Fe-S klastru (Knight et al., 1966; Knight & Hardy, 1967; Smillie, 1965). Flavo-
doxiny spolu s Fd plnia délezita tilohu v mnohych biochemickych drahach rias ako napriklad pri foto-
syntéze, kde redukuju NADP”, prenasaju elektrony pri cyklickom aj linearnom prenose elektronov, ale
aj pri prijme dusiku, kde redukuju NO, na NH4 ktory je d’alej spolu s glutaminom premeneny na
glutamat. Zhrnuté v (*Pierella Karlusich et al., 2014).

Morské riasy su Casto schopné syntetizovat’ Fd aj Fld. Pri nedostatku Zeleza su organizmy schopné syn-
tetizovat’ Fld ktorym nahradzaju zelezo obsahujuci Fd (La Roche et al., 1995, 1996). Oproti Fld obsahuje
Fd vo svojom aktivnom centre dva atomy zeleza (Bes et al., 1999). Organizmus syntetizujuci FId teda
aj takto moze znizit’ svoje naroky na zelezo. Toto sa na prvy pohlad nemusi javit’ ako vyznamné mnoz-
stvo uSetreného Zeleza na bunku, ked’ze na jednu sadu idealneho fotosyntetického aparatu (pri idealne;j
stechiometrii Zelezo obsahujucich proteinov) je potreba 23 atomov Zeleza (Raven, 1990). Ak ale zobe-
rieme do uvahy, ze v bunke oxygénneho fotoautotrofa tvori fotosynteticky aparat najvacsiu polozku
dopytu po zeleze, aj takéto, na prvy pohlad len cca 10%, zniZenie potreby Zeleza je pre organizmus
vyznamné. Je dobré poznamenat,, ze jednotlivé zlozky fotosyntetického aparatu v bunke nie su v ideél-
nom stechiometrickom pomere 1:1:1:1:1, s ktorym v svojej analyze Raven a jeho tym pracuju (Raven,
1990). Ferredoxin je v bunkach pravdepodobne v omnoho vy$Som zastipeni ako ostatné zlozky foto-
syntetického aparatu. Pri dostatku Zeleza bolo v bunkach Thalassiosira weissflogii az 40% Zeleza via-
zaného na Fd (Erdner, 1997). Teda mnozstvo usetren¢ho Zeleza nahradou Fd za Fld moze byt omnoho

vyssie.



Vyuzivanie Fld vo fotosyntetickom aparate nie je vSak bez kompromisov. Flavodoxiny maju o nieco
niz8iu enzymaticku aktivitu v porovnani s Fd. Zaroven ich molekulova hmotnost’ je 1,5 az 2-krat vysSia
ako Fd, ¢o robi ich syntézu energeticky naroc¢nejsiu. Toto moze byt problém pri nedostatku dusiku
a energie. Prave pre tieto dovody Fld, pravdepodobne, kompletne nenahradil funkciu Fd v morskom

fytoplanktone (*Pierella Karlusich et al., 2014).

3.1.2 Plastocyanin

Koncentracia medi je v otvorenom oceane extrémne nizka, zaroven fytoplankton otvoreného oceanu ma
vyssie naroky na med’ ako pobrezné druhy, ktoré Ziji vo vodach s nasobne vyssou koncentraciou medi.
Tento zvySeny dopyt po medi je spdsobeny aj prave nahradou cytochromu cs (Cyt ¢s) za plastocyanin

(Pc) (Peers et al., 2005; Peers & Price, 2006).

Cytochrom cs ako aj jeho funkény analog Pc prenasaju elektrony v fotosyntetickom elektron transport-
nom ret'azci z cytochrému bs/f (Cyt bs/f) na fotosystém I (PSI). Na svoju funkciu vSak vyzaduju jeden
atom Zeleza, respektive medi. Obidva enzymy si nie su Struktirne podobné avsak maju dve funkéne
ekvivalentné oblasti na povrchu, jednu hydrofébnu oblast’ a druht1 elektrostaticky nabita, ktoré inter-
aguje s cytochromom f(Cyt f) a PSI. Napriek ich rozdielnej Struktire maju podobmi kineticku efektivitu
a su funk¢ne zameniteI'né (Frazdo et al., 1995; Kerfeld et al., 1995; Miramar et al., 2003; Redinbo et al.,
1993). Aj ked’ st Cyt ¢s a Pc uplne zameniteI'né, ich zastipenie medzi fotosyntetizujicimi eukaryotmi
nie je rovnomerné. Cyt ¢ vznikol pravdepodobne ako prvy, po¢as obdobia s dostatkom Fe** a nedostat-
kom Cu?'. Ako sa atmosféra planéty menila, dostupnost’ Fe*" a Cu®" sa obratila v prospech Cu?*, ¢o
dovolilo prichod Pc (*Crichton & Pierre, 2001). Predpoklada sa, ze Pc maja okrem Embryophyta vsetky
Chlorophyta (chlorofyl b taxény), inak je takmer univerzalne nepritomny vo fylogenetickom strome
fotosyntetizujucich eukaryot. Nie je to nahodou, ked’ze chloroplasty ostatnych morskych fotosyntetizu-
jucich eukaryot (chlorofyl ¢ taxény) vznikli pohltenim ¢erveného plastidu ¢ervenej riasy, ktory plasto-
cyanin neobsahuje (*Gentil et al., 2017; Sandmann et al., 1983). O to zaujimavejSie bolo zistenie, Ze
plastocyanin produkuje oceanska rozsievka 7. oceanica, ktorej zvySené naroky na Cu oproti pribuznej
pobreznej rozsievke T. weissflogii st spdsobené prave vyuzitim Pc ako transportéru elektronov vo foto-
syntetickom aparate (Peers & Price, 2006). Neskor sa ukazalo, ze gén pre plastocyanin maju aj d’alSie
rozsievky izolované z otvoreného ocednu ako aj z pobreznych oblasti Juzného oceanu (Moreno et al.,
2018; Strzepek et al., 2019). Vymena Cyt ¢s za Pc znizuje T. oceanica naroky na zZelezo asi o 10% oproti
pribuznym druhom rozsievok. Efekt vymeny bol pozorovany pri kokultivacii 7. oceanica a T. pseudo-
nana, kde pri dostatku Fe (a dostatku/nedostatku Cu) obidve populécie Thalassiosira vykazovali po-
dobnu rychlost’ rastu, zatial’ o pri limitacii Zelezom vyrazne viacej prosperovala 7. oceanica (pri dos-

tatku Cu vyrazne viacej) (Malych et al., 2022).



3.1.3 Fruktdza-1,6-bisfosfat aldolaza

Za zmienku stoji aj enzym fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza (FBA). Bolo zistené, ze genomy P. tricor-
nutum a T. ocenica koduju niekolko isoforiem FBA (A. E. Allen et al., 2012; Lommer et al., 2012).
Genom T. oceanica koduje FBA lokalizované v pyrenoide chloroplastu (FBA1 a FBA3), strome chlo-
roplastu (FBA2 a FBAS) a cytosole (FBA4 a FBAG6), vzdy v paroch kde jedna isoforma z dvojice je
zavisla na kofaktore v podobe divalentného kovu (FBA1, FBA2 a FBA6) zatial' ¢o druha isoforma
(FBA3, FBA4, FBAS) pritomnost’ kovu nevyzaduje (Lommer et al., 2012) Existuju dve triedy FBA,
L1 a LI FBA 1L triedy katalyzuju v E. coli pouzitim kovov ako kofaktorov. V ani jednom pripade
viak nejde o Zelezo ale o0 iné divalentné kationty kovov - Zn**, Mn?* alebo Cd** (Blom et al., 1996;
Donahue et al., 2000; Hall et al., 1999). Predpoklada sa, ze FBA I triedy katalyzuji pomocou Schiffovej
baze. Funkcia FBA II. triedy je pri nedostatku kovov nahradzovana FBA 1. triedy, ktoré pre svoju funk-
ciu divalentné kationy kovov nevyzadujii (Lommer et al., 2012) Takéto poistenie sa uchovdvanim si
dvoch isoforiem enzymu v gendme 7. oceanica nie je prekvapujice vzhl'adom na to, Ze vo vodach otvo-
reného oceanu s extrémne nizke koncentracie Mn?*, Zn*" a Cd** v porovnani s pobreznymi vodami
(Brand et al., 1983; Martin et al., 1989). Je vSak nutné poznamenat’, Ze jedind zatial znama funkcia
kadmia ako kofaktoru v rozsievkach je v Cd-karbonickej anhydraze (CDCA), kde nahradza Zn ako
kofaktor (Lane & Morel, 2000). Za drzanim si vzdy dvojic isoforiem enzymu moze tiez stat’ vyssia
efektivita FBA II. triedy. Ortology k FBA E. coli v T. oceanica su regulované Fe**, ¢o naznacduje, Ze pre
svoju funkciu Zelezo mozu vyzadovat, a zarovef to implikuje, Zze funkcia FBA vyuzivajucich Fe** pri
starvacii na zelezo moze byt nahradend FBA 1. triedy (Lommer et al., 2012). Tento argument vSak nie
je rigorozne overeny. Navrhujem preto alternativny model, kde za znizenou expresiou FBA II. triedy T.
ocenica pri limitacii Zelezom nestoji nedostatok Zeleza ako kofaktoru tohto enzymu, ale jednoducho
nedostatok Zeleza limituje schopnost’ fotosyntézy a nasledne 7. oceanica ma mensie naroky na aktivitu

FBA v Calvinovom cykle. Tento model je vSak potreba overit, ¢o je nad rdmec tejto prace.

3.2 OPTIMALIZACIA NAKLADANIA SO ZELEZOM

Dalsimi stratégiami zmiernenia stresu spdsobeného nedostatkom zeleza je optimalizacia jeho prijmu a

distribucie ako aj optimalizacia fotosyntetického aparatu a vyuzitie alternativnych zdrojov energie.

3.2.1 Pomer plocha/objem

Pri limitacii zelezom su zvyhodiované malé bunky (Hudson & Morel, 1990). Malé bunky maja vyssi
pomer plochy membrany k objemu, ¢o im dava relativne véacsSiu plochu, cez ktort difunduju, alebo st
prenaSané nutrienty. Mensia vel'kost’ bunky tiez znizuje hrubku difiznej hrani¢nej vrstvy. Aj vdaka
tomu dokazu prezivat’ pri extrémne nizkych koncentraciach zeleza (Mierle, 1985; *Raven, 1998). Tento

jav je mozné pozorovat’ v oceanoch, kde oblasti s nedostatkom Zeleza su okupované najmi druhmi



s mensimi bunkami (Gervais et al., 2002). Zaroven bol pozorovany rozdiel velkosti 7. oceanica pri
dostatku a limitacii Zelezom, kde pri nedostatku Zeleza dosahovala T. oceanica mensich velkosti a za-
roven typicky centrickd rozsievka vykazovala elongovany fenotyp. Touto zmenou morfologie sa zvysil
pomer plocha/objem asi 0 43% (Lommer et al., 2012). Dokonca aj Ostreococcus — najmensi znamy
eukaryoticky organizmus tiez zniZuje svoj objem pri limitacii Zelezom asi o 15-25%. Popri tom vSak

drasticky klesa rychlost’ jeho rastu (Botebol et al., 2017; Courties et al., 1994).

3.2.2 Optimalizacia fotosyntetického aparatu

Nedostatok zeleza nuti fytoplankton remodelovat’ svoj fotosynteticky aparat ako aj d’alSie bioenerge-
tické drahy. T. oceanica pri prechode z prostredia bohatého na Zelezo do prostredia s nedostatkom zeleza
znizuje svoju biomasu, viditene na poéte chloroplastov. Zelezom limitovana 7. oceanica mala asi po-
lovi¢né celkové mnozstvo proteinov oproti 7. oceanica s dostatkom zeleza. Popri tomto remodelingu sa
zvySuje vnutrobunkovy vezikularny transport a lipidovy metabolizmus, 7. oceanica takto pri prechode
na formu adaptovant na nedostatok Zeleza vie pokryt’ nedostatok energie cez zvysenie mitochondridlne;j
respiracie. 7. oceanica pri nedostatku zeleza zaroven zvySuje expresiu zmesi adhezivnych a degrada-
tivnych transkriptov smerovanych do vakuolarneho systému a na povrch bunky. Toto naznacuje prechod

na mixotrofny metabolizmus (Lommer et al., 2012).

Naopak jedna z linii Ostreococcus dokazala znizit’ svoje naroky na Zelezo zniZenou biomasou fotosyn-
tetického aparatu pri zachovani jeho efektivity ako aj rastovej rychlosti. Této linia oproti pobreznym
liniam Ostreococcus je asi 4-krat mensia a uz nedokaze znizit’ svoj objem v prospech lepsieho pomeru
povrch/objem. Preto hlavnou stratégiou tohto pikoplanktonu je optimalizacia fotosyntetického aparatu,
ktora spojena s menSou bunkou vyustila v asi 20-nasobny pokles intracelularneho Zeleza. Je nutné po-
znamenat, Ze zmenS$enie bunky a optimalizacia vyuzitia Zeleza nie je jedina adaptacia Ostreococcus na
nedostatok Zeleza, takisto ako 7. oceanica nahradza Fd za Fld (Botebol et al., 2017) a vyuziva plastocy-
anin na prenos elektronov namiesto cytochromu cs. Ostreococcus vak gén pre cytochrém cg nestratil,

len znizuje jeho expresiu pri nedostatku zeleza (Scheiber et al., 2019).

3.2.3 Rhodopsinoveé protonové pumpy

Pomerne vzacnou a nedavno objavenou adaptaciou eukaryot na nedostatok zeleza je vyuzitie alternativ-
nej protonovej pumpy zavislej na svetelnej energii. Niektoré eukaryoty ziskali horizontalnym génovym
prenosom bakterialne gény rhodopsinovych protonovych pump. Gén pre proteorhodopsinové pumpy
bol objaveny v niektorych liniach panciernatiek a rozsievok (Andrew et al., 2023; Slamovits et al.,
2011). Tieto pumpy absorbuju svetelné kvanta pomocou retinalu a teda nepotrebuju Zelezo na svoju
funkciu (Lozier et al., 1975; Oesterhelt & Stoeckenius, 1971). T. oceanica je schopna ich pomocou
pumpovat’ do vakuoly protony, ktoré by mohli byt vyuzité na syntézu ATP pomocou vakuolarnych

ATP3az, ktoré normalne pumpuji protony do vakuoly na tikor ATP. Ci st tieto ATP4zy schopné spétného
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chodu zatial nie je zname. Aj keby tieto vakuolarne ATPazy neboli schopné spédtného chodu, tak mini-
malne mézu Setrit’ bunke energiu tym, Ze na okysl'ovanie vakuoly nemusi spotrebovavat’ ATP, ktorého
je pri limitécii Zelezom nedostatok (Andrew et al., 2023). Morsky predator Oxyrrhis marina (pancier-
natka) tiez tento gén obsahuje. Bolo v8ak preukazané, ze O. marina v laboratérnych podmienkach rastie
aj v uplnej tme a teda proteorhodopsin pref nie je esencialny z kratkodobého hl'adiska (Slamovits et al.,

2011). Toto naznacuje, ze aj pri fotosyntetizujucich morskych eukaryotoch plni len doplnkovu funkciu.

3.2.4 Uskladnenie zeleza

Zelezo je do otvorenych mori a oceanov dodavané narazovo v podobe prachu z pevninskych pusti, vul-
kanickej aktivity alebo antropogénneho povodu (*Mahowald et al., 2018). Baktérie, sinice a zelené riasy
su schopné takéto, skokovo dostupné, zelezo uskladnit’ pomocou proteinu feritinu (Ftn). Ftn bol najdeny
aj v gendmoch niektorych rozsievok. Fakt pritomnosti génu pre Ftn v evolu¢ne mladsich rozsievkach
oproti evolu¢ne starSim centrickym rozsievkam naznacuje, zZe pendtne rozsievky tento gén ziskali po-
tencionalne horizontalnym génovym prenosom (Marchetti et al., 2009). Neskor sa vSak ukézalo, ze Ftn
sa vyskytuje aj v gendmoch evolucne starSich, centrickych rozsievok. Teda gén pre Ftn ziskal este spo-
lo¢ny predok dnesnych rozsievok a jeho nepritomnost’ v niektorych linidch méze byt nasledkom straty
Ftn (Cohen et al., 2018). Rozsievky produkujiice Ftn maji kompeticnu vyhodu oproti rozsievkam ne-
obsahujucim Ftn pri dlhodobej limitacii zelezom. Pendtna rozsievka Pseudo-nitzschia granii po vycer-
pani Zeleza je schopna absolvovat’ priblizne 4 delenia naviac oproti centrickej rozsievke 7. oceanica,
ktora nema schopnost’ Ftn syntetizovat’ (Marchetti et al., 2009). Tato schopnost’ sa podpisuje do schop-

nosti penatnych rozsievok dominovat’ ekosystémom pri narazovom dodani Zeleza (Coale et al., 1996).

Ftn nie je jediny sposob skladovania zeleza. Bol navrhnuty aj vakuolarny model uskladnenia tohto kovu.
Prave T. oceanica, ktord nedokaze Ftn syntetizovat pravdepodobne Zelezo uskladiuje vo vakuole
(Lampe et al., 2018). Zaroven organizmy schopné pri limitacii zelezom vymienat na zeleze zavislé pro-
teiny (Fd, Cyt cs,) za iné, Zelezo neobsahujlce, takto pri limitacii uvolnuju zelezo viazané v tychto pro-

teinoch, ¢o umoznuje jeho vyuzitie inde (Davidi et al., 2023).

Zelena riasa Ostreococcus reguluje homeostazu zeleza v bunke pomocou Ftn. Expresia Ftn dosahuje
maximum na konci diia. Ostreococcus pomocou Ftn uskladiuje zelezo z poSkodenych Casti fotosynte-
tického aparatu a nasledne ho uvolniuje na zaciatku dila pri jeho zvySenej potrebe. Takto dokéze Ostre-
ococcus efektivne recyklovat’ Zelezo v bunke a zabraiiuje tym strate zeleza, ako aj potencionalnym to-

xickym ucinkom vysokej koncentracie zeleza (Botebol et al., 2015).
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4 (GLOBALNA ZMENA KLiMY

Klima Zeme sa meni a s nou aj delikatny balans ekosystémov na Zemi (Craigmile & Guttorp, 2022; Li
et al., 2018; Robinson et al., 2021). Ani morsky fytoplankton tdto zmena neminie (Behrenfeld et al.,
2006; Schiel et al., 2004). Oteplovanie spdsobuje zmeny oceanskeho prudenia, zmenu salinity vody
v blizkosti topiacich sa 'adovcov, zmenu teploty vody a pH (Jiang et al., 2019; Peng et al., 2022; Stevens
et al., 2017). PretoZe sa jedna o relativne rychlu zmenu zivotnych podmienok, organizmy na nu t'azko
reaguju. Asi najvacsim strasiakom je rozladenie oceanskej sekvestracie uhlika — obrovského pufru/spo-
mal’ovaca zvySovania koncentracie CO; a teploty (*De Pryck & Boettcher, 2024; Watson et al., 2020).
Na prvy pohl'ad sa méze javit’ obrovsky ocean ako relativne stabilny. Ak zoberieme do tvahy, Ze domi-
nantnu rol'u pri sekvestracii uhliku hraju mikroorganizmy, ktorych prezitie je zavislé na stabilnom pH,
jeho acidifikaciou mézeme ohrozit’ druhy, ktoré sluzia ako podklad pre schopnost’ oceanov sekvestrovat’
uhlik. Nizsie pH negativne ovplyviiuje schopnost’ fytotransferinu viazat’ zelezo (McQuaid et al., 2018).
Naopak ale pri nizSom pH sa zelezo vyskytuje v rozpustnej Fe** forme (F. Millero, 2001). Kyslost’ oce-
anov tiez ovplyviuje rast kalcifikujucich fototrofov a sedimentéciu tiel tych mikroskopickych (Hassen-

kam et al., 2011).

4.1 UMELE PRIDAVANIE ZELEZA DO OCEANOV AKO FORMA BOJA
PROTI KLIMATICKEJ ZMENE

Oceény obsahuju malo Zeleza a Zelezo limituje rast fytoplanktonu, ktory slizi ako obrovsky pohlcovac
atmosférického uhliku. Preco teda Zelezo do oceanu umelo nepriddvat’ a tym stimulovat’ rast fytop-
lanktonu? Podobnt otdzku si pravdepodobne polozili John Martin a kolegovia, ktori prakticky potvrdili
»Zelezn hypotézu®, ktord hovori, ze rast fytoplanktonu je limitovany nedostatkom Zeleza (Martin et al.,
1994). Koncentracia chlorofylu v oblasti s pridanym Zelezom vzrastla az na tri az Stvornasobok povod-
nej hodnoty a bola porovnatel'na s koncentraciou chlorofylu v blizkosti ostrovov v Tichom oceéane. Za-

roven poukazuji na docasny efekt pridavku zeleza do oceanu.

Neskorsie experimenty potvrdili predoslé, ale s nejasnym zaverom co sa tyka efektu pridavania zeleza
do oceanov na ukladanie uhliku do nedostupnych foriem (Boyd et al., 2000; Coale et al., 1996). Nedavno
tym Alessandra Tagliabueho poukazal na to, Ze pri meniacej sa klime pridavanie zeleza do oceanov
modze mat’ negativne G¢inky na oceansky ekosystém a moze mat’ rozsiahle dosledky pre rybolov (Taglia-

bue et al., 2023).
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5 ZAVER

Oceansky fytoplankton si pocCas svojej existencie v oceane presiel spektrom réznych podmienok ktoré
ho formovali. Adaptacie sa extrémne prostredie oceanskych pusti su vskutku pozoruhodné. Dobré po-
znanie tejto skupiny organizmov nam pomdze lepSie porozumiet’ mechanizmom, ktorymi sa vysporia-
davaji s nepriaznivym podmienkam prostredia. Schopnost’ pozemskych organizmov prisposobit’ sa
(takmer) akémukol'vek prostrediu nam napoveda, Ze Zivot sa nemusi vyskytovat’ len na Zemi. Taktiez
poznanie historie Zeme a pozemskych organizmov nam napoveda, aké formy zivota mézeme ocakavat’

na inych vesmirnych telesach.

Myslim si, Ze fytoplankton este zohra vyznamnu ulohu v boji s klimatickou zmenou. M6Zeme uvazovat’
o dvoch hlavnych smeroch vyuzitia fytoplanktonu a to podporou jeho rastu v oceanoch alebo jeho vyu-
zitim v biotechnol6gidch, napriklad pri cielenom pestovani v oblastiach s vysokym mnozstvom dopa-
dajucej slnecnej energie a naslednym spracovanim/ulozenim biomasy. Otazkou je aky pristup prinesie

najlepsie vysledky.

Mnozstvo rdznych adaptacii na podmienky extrémneho prostredia robi z organizmov obyvajucich tieto
niky zlata bailu na rézne proteiny s moznym vyuZzitim v biotechnologii. Aj preto by sme sa mali snazit’
lepsie spoznat’ diverzitu ich metabolickych procesov. V d’alSej praci sa budeme venovat’ podrobnejsie

vyuzitiu sideroférov jednobunkovym morskym fytoplankténom.
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