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1. UVOD

Biljke, alge i neke bakterije imaju sposobnost sinteze organskih spojeva procesom
fotosinteze. Fotosinteza se u biljkama i algama provodi u posebnim organelima, kloroplastima.
Biljke 1 alge kao glavni fotosintetski organizmi na Zemlji uz korisStenje energije Suncevog
zraCenja 1 vode preko transportnog lanca elektrona u membrani kloroplasta sintetiziraju
NADPH i pumpanjem protona stvaraju gradijent protona koji se koristi za sintezu adenozin
trifosfata (ATP). Uz pomo¢ ATP 1 NADPH kao izvora energije, fiksacijom ugljikovog dioksida
iz atmosfere u organske spojeve sintetiziraju ugljikohidrate bogate energijom i u atmosferu
otpustaju kisik koji sluzi za stani¢no disanje. Tako dobiven kisik i ugljikohidrate onda u
konacnici kao hranu koriste animalni organizmi za dobivanje energije. Smatra se da se
fotosinteza na Zemlji pojavila prije nesto vise od tri milijarde godina u predcima danasnjih
cijanobakterija. (Alberts, 2015; Cooper & Hausman, 2007)

Danas su kloroplasti semiautonomni organeli koji su prisutni u stanicama algi i biljaka,
no preci Kkloroplasta bili su slobodno zivuéi prokariotski fotosintetski organizmi nalik
danas$njim cijanobakterijama koji su procesom endosimbioze s eukariotskom stanicom
suvremenih fotosintetskih eukariota. (Alberts, 2015) Kloroplasti su evolucijom odrzali
osnovne biokemijske procese karakteristicne za prokariote, ali sadrze samo ostatke ostataka
genoma njihovog prokariotskog pretka koji su reducirani na veli¢inu plazmida. Organizacija
genoma kloroplasta koja uvelike nalikuje organizaciji genoma tipi¢ne bakterije, jedan je od
najbitnijih dokaza endosimbiotskog postanka kloroplasta. (Timmis i sur., 2004)

Zbog sli¢nog postanka iz bakterijskih stanica procesom endosimbioze i funkcije u
stvaranju metabolic¢ke energije, kloroplasti su po mnogoc¢emu sli¢ni mitohondrijima. Medutim,
kloroplasti su ve¢i 1 sloZeniji organeli od mitohondrija jer se u njima odvija viSe procesa. Osim
ve¢ prije opisanog procesa fotosinteze koji obuhvaca pretvorbu ugljikovog dioksida u
ugljikohidrate, kloroplasti imaju ulogu u sintezi odredenih aminokiselina, masnih kiselina i
sastojaka lipida vlastitin membrana. (Wicke i sur., 2011) Nadalje, u kloroplastima se odvija i
klju¢ni korak u asimilaciji dusika u organske spojeve, redukcija nitrita u nitrate. (Cooper &
Hausman, 2007)

Kloroplasti su ovijeni dvostrukom membranom, kao Sto je prikazano na Slici 1., a osim
unutraSnje 1 vanjske membrane, za razliku od mitohondrija, imaju 1 poseban unutarnji
membranski sustav tilakoidnih membrana koji sadrzi komponente transportnog lanca elektrona

I enzim ATP-sintazu. Tilakoidne membrane su Cesto organizirane U nakupine tilakoida koji



Cine tzv. grana-tilakoide, a unutar tilakoidne membrane nalazi se tilakoidni lumen. Tilakodne
membrane nalaze se u stromi kloroplasta koja je analogna matriksu mitohondrija, a sadrzava
geneticki sustav kloroplasta u obliku nukleoida i razli¢ite metabolicke enzime. (Alberts, 2015;
Cooper & Hausman, 2007)

tilakoidna IZ I
» umen
unutradnja membrana / tilakoida
vanjska membrana

membrana

medumembranski prostor

stroma

Slika 1. (A) Figurativni prikaz tipi¢ne biljne stanice s oznacenim kloroplastima (zeleno). (B) Shematski
prikaz ultrastrukture kloroplasta s nazna¢enim membranama i tri razli¢ita unutarnja odjeljka na koje ih
te tri membrane dijele. (C) Slika kloroplasta dobivena transmisijskim elektronskim mikroskopom.
Preuzeto i prilagodeno prema Cooper & Hausman, 2007.



2. POSTANAK KLOROPLASTA

Do pojave fotosintetskih eukariotskih stanica doslo je endosimbiotskim dogadajem koji
je uslijedio nakon $to je heterotrofni eukariotski predak koji je ve¢ sadrzavao mitohondrije Koji
su nastali endosimbiozom s proteobakterijom progutao prokariotski organizam nalik na
danasnje cijanobakterije, koji je dugotrajnim procesima pretvoren u kloroplast. (Rousseau-
Gueutin i sur., 2018) Taj primarni endosimbiotski dogadaj omogucio je eukariotima prelazak

s heterotrofnog na autotrofni nacin zivota. (Wicke i sur., 2011)

2.1. RAZVOJ ENDOSIMBIOTSKE TEORIJE

Prvu hipotezu koja opisuje endosimbiotsku teoriju dao je ruski botanicar
Mereschkowsky, no njegove ideje nisu bile prihvacene. On je jo§ 1905. pretpostavio da su
biljni ,kromatofori“ rezultat unoSenja cijanobakterije u eukariotski organizam.
(Mereschkowsky, 1905) Tek je u 1970-tim godinama ovu hipotezu postanka mitohondrija i
kloroplasta popularizirala Lynn Margulis. (Sagan, 1967) Ta teorija danas je opéeprihvacena i
generalni koncept te teorije prikazan je na Slici 2. (Rousseau-Gueutin i sur., 2018)

Porijeklo kloroplasta se na temelju fosilnih ostataka smjesta na razdoblje prije otprilike
1,4-1,7 milijjardi godina, dok se na temelju filogenetickih pristupa smjesta na vrijeme prije 0,9
milijjardi godina. Danas se smatra da je primarni endosimbiont bio srodnik dana$njih
cijanobakterija koje fiksiraju dusik i pripadaju skupini Chroococcales kao $to su Notsoc sp. i
Anabena sp. (Deusch i sur., 2008; Falcon i sur., 2010) Prihvaceno je da se primarni
endosimbiotski dogadaj dogodio jednom (McFadden & Van Dooren, 2004; Zimorski i sur.,
2014), ali i dalje nije posve jasno kako i koliko dugo je tekao proces konverzije endosimbionta
u organel. Taj proces dogadao se u nekoliko koraka. Prvi korak ukljucuje gubitak bakterijske
stijenke i prilagodavanje na prijenos proteina i metabolita iz citosola u kloroplast. Taj korak
dosegnut je evolucijom sustava translokona vanjske membrane koloroplasta (engl. translocon
on the outer chloroplast membrane, TOC) i translokona unutarnje membrane kloroplasta (engl.
translocon on the inner chloroplast membrane, TIC), koji su prisutni u svim linijama
fotosintetskih eukariota te su jedan od dokaza da se primarni endosimbiotski dogadaj dogodio
jednom. Posljednji korak je prenoSenje gena iz organela u jezgru, $to je dovelo do postepenog
smanjenja genoma kloroplasta i u konac¢nici do potpunog gubitka autonomnosti. (Timmis i sur.,
2004) Zbog toga je samostalnost i dioba kloroplasta izvan stanice domacina nemoguca.

(Kusnetsov, 2018) Fotosintetski eukariotski organizmi i danas sadrze genom kloroplasta, jo§



nazvan 1 plastom, koji potjeCe od genoma endosimbionta koji je postepeno postao kloroplast.

(Rousseau-Gueutin i sur., 2018)
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Slika 2. Shematski prikaz koji prikazuje endosimbiotske dogadaje koji su osnovica za razvoj danasnjih
algi i biljaka s naglasenom koevolucijom jezgrinog genoma i genoma organela. Na prikazu je oznacen
endosimbiotski dogadaj izmedu arheje i proteobakterije koji je rezultirao pojavom eukariotske stanice
s mitohondrijima, te nakon toga ranu divergenciju glavnih evolucijskih linija eukariota i drugi
endosimbiotski dogadaj izmedu pretka danasnjih biljaka i organizma slicnog dana$njim
cijanobakterijama, koji je doveo do postanka kloroplasta. Preuzeto i prilagodeno prema Timmis i sur.,

2004.

2. 2. DOKAZI ENDOSIMBIONTSKE TEORIJE

Cvrsti dokazi govore o endosimbiotskom postanku kloroplasta. Primaran dokaz je
postojanje i organizacija genoma unutar organela kloroplasta, koji je ostatak genoma
endosimbiontskog pretka. (Alberts, 2015) Nadalje, ribosomi kloroplasta sli¢ni su bakterijskim

ribosomima, po strukturi i osjetljivosti na bakterijske antibiotike, kao $to su streptomicin,



eritromicin i tetraciklin. Biosinteza proteina u kloroplastima zapocinje N-formilmetioninom,
kao i u bakterija, a ne metioninom kao u citosolu eukariotskih stanica. (Wicke i sur., 2011)
Na temelju kristalografskih istrazivanja reakcijskih centara koji sluze u hvatanju fotona
svjetlosti tijekom fotosinteze, dobiveni su rezultati koji govore o tome da su fotosustavi prisutni
u dana$njim biljkama gotovo jednaki onima prisutnima u fotosintetskim bakterijama. Kao
rezultat toga, zakljuCuje se da su svi fotosustavi evoluirali iz jednog zajednickog pretka i
promijenili se vrlo malo. (Alberts, 2015) Jedinstveni endosimbiotski dogadaj potvrden je i
filogenetickim analizama plastidnih gena i potvrdena je hipoteza da su plastidi svih kladija koji
obuhvacaju alge i biljke (Glaucophyta, Rodophyta, Chlorophyta i Streptophyta) porijeklom iz
jednog primarnog endosimbiotskog dogadaja. Evolucijska veza glavnih grana danasnjih
fotosintetskih eukariota prikazana je na filogramu na Slici 3., zajedno sa sadrzajem gena
pojedinih skupina kopnenih biljaka. Teoriju o jednom simbiotskom dogadaju takoder
podrzavaju i biokemijska svojstva plastida, strukture molekula RNA, struktura membrane i

sustavi za unos proteina. (Wicke i sur., 2011)
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Slika 3. Filogenetski prikaz evolucije sadrzaja genoma kloroplasta algi i kopnenih biljaka. Ancestralni
sadrzaj genoma kopnenih biljaka prikazan u sivom pravokutniku dobiven je metodama filogenetske
analize. Crvenim strelicama prikazan je gubitak gena (zbog jednostavnosti izostavljen je gubitak gena
koji se dogodio prije pojave kopnenih biljaka), zelene strelice pokazuju evoluciju novih gena prije
prelaska na kopno, a plave strelice ozna¢avaju duplikacije gena. Preuzeto i prilagodeno prema Wicke i

sur., 2011.



3. ORGANIZACIJA GENOMA KLOROPLASTA

Jo§ 1962. godine Ris i Plaut dokazali su u svom radu postojanje kloroplastne DNA u
algi Chlamydomonas reinhardtii. (Ris & Plaut, 1962) Sve ve¢im napredovanjem technika
sekvenciranja, doslo je do velikog pada cijene usluga sekvenciranja, §to je dovelo do
sekvenciranja genoma sve veceg broja organizama. (Rousseau-Gueutin i sur., 2018) U bazi
podataka NCBI (National Center for Biotechnology Information,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) do 24. lipnja 2020. nalazi se 379496 sekvenci

kloroplastne DNA (cpDNA) iz 5030 genoma razli¢itih kopnenih biljaka, zelenih, crvenih,
smedih i ostalih skupina algi, dok je 2003. bila sekvencirana cpDNA tek tridesetak vrsta. (Sato
i sur., 2003) Broj gena u cpDNA varira od 48 do maksimalno 250, a na temelju sekvenci
cpDNA dobiveni su brojni zaklju¢ci o mehanizmima ekspresije gena u kloroplastima i evoluciji
kloroplastnog genoma te povezanosti genoma kloroplasta s jezgrinim genomom. (Wise &
Hoober, 2006)

lako se prvo mislilo da se cpDNA pojavljuje iskljucivo kao kruzna molekula, rezultati
su pokazali da se velik udio cpDNA u nekih vrsta pojavljuje kao linearna molekula, a samo 3-
4% kao kruzna molekula. (Oldenburg & Bendich, 2004) Takve linearne molekule ¢esto tvore
konkatemerne strukture, kopije cpDNA koje su medusobno povezane u seriju, no i dalje je
nepoznato kako se takve konkatemerne strukture formiraju. (Wicke i sur., 2011) Kloroplasti
sadrze puno kopija cpDNA, a razlog toga i dalje nije poznat. Broj kopija cpDNA razlikuje se
ovisno o tipu tkiva i biljnoj vrsti. (Powikrowska i sur., 2014) Na primjer, u listovima vrste
Arabidopsis thaliana, po organelu dolazi manje od 50 kopija cpDNA, dok se u pSenici i
Secernoj repi taj broj se nalazi u rasponu od 330 do 900. Takoder, u nekim sluc¢ajevima, uoc¢ena
je pozitivna korelacija izmedu stupnja ploidije i broja kopija cpDNA po organelu. (Kusnetsov,
2018)

Kao i bakterijska DNA, i cpDNA organizirana je u nukleoide, komplekse prikazane na
Slici 4. koji se sastoje od molekula DNA i RNA te proteina koji izvode razlicite enzimske
aktivnosti i imaju ulogu u popravku oste¢enja molekule DNA, rekombinaciji i drugim
procesima vezanima za ekspresiju gena. Jedan nukleoid sadrzi najées¢e od 10 do 20 kopija
cpDNA. (Kusnetsov, 2018) Nukleoidi sadrze DNA- i RNA-vezujuée proteine koji imaju
funkciju u sazrijevanju ribosomske RNA (rRNA) i sklapanju ribosoma, a takoder su pronadene
i DNA giraze i DNA polimeraze (Pol 1), koje imaju ulogu u replikaciji cpDNA. Vrlo vazna
komponenta nukleoida su i proteini koji odrzavaju pravilnu konformaciju molekule DNA i

strukturu nukleotida, a primjer takvog proteina je PEND (engl. plastid envelope DNA-binding


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

protein) koji se veze na regije bogate adeninom i timinom i omoguc¢ava vezanje nukleoida na

unutarnju membranu kloroplasta. (Wise & Hoober, 2006)
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Slika 4. Slike dobivene fluorescencijskom mikroskopijom koje prikazuju lokalizaciju nukleoida unutar

plastida biljnih stanica i cijanobakterija pomocu boje DAPI koja se veze za molekulu DNA. Velike
strelice oznacavaju jezgru, a male strelice nukleoide. Al i A2 - filamentozna cijanobakterija Anabaena
virabilis; B - jednostani¢na cijanobakterije Synechococcus sp.; C1 i C2 - crvena alga Cyanidioschyzon
merolae; D1 i D2 - crvena jednostani¢na alga C. reinhardtii; E1 i E2 - etioplast i kloroplast iz lista
graska, F1 i F2 - stanice mahovine Physcomitrella patens. MtN oznac¢ava mitohondrijski nukleoid.

Preuzeto i prilagodeno prema Sato i sur., 2003.

cpDNA sastoji se od gena i ponavljajucih sekvenci, §to je prikazano na Slici 5. Geni
unutar cpDNA se mogu podijeliti u tri skupine: prva skupina koja obuhvaca gene koji kodiraju
za komponente sustava za ekspresiju kloroplastnih gena (tri podjedinice RNA polimeraze,
ribosomalni proteini, u nekima elongacijski faktor EF-Tu i inicijacijski factor InfA te geni za
molekule rRNA i transfer RNA (tRNA)). (Palmer, 1985) Za razliku od mitohondrija, koji
kodira za manji broj tRNA, 37 ili vise tipova molekula tRNA koje su kodirane genomom

kloroplasta dovoljno je za translaciju svih kodona u skladu sa standardnim geneti¢ckim kodom.



(Cooper & Hausman, 2007) Druga skupina gena obuhvaca gene koji kodiraju za komponente
fotosintetskog aparata (fotosustav 1, fotosustav I, citokrom bsf kompleks, ATP sintaza, jedna
od dvije podjedinice ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaze — RUBISCO, itd.) Treca skupina gena
obuhvaca gene koji kodiraju protein uklju¢ene u razli¢ite metabolicke procese. To su na primjer
gen accD koji kodira za B-podjedinicu acetil-CoA-karboksilaze, gen ccsA koji kodira za
protein ukljucen u sintezu citokroma c te gen cemA c¢iji produkt ima ulogu u kontroli unosa
COz. Osim toga, identificirani su brojni otvoreni okviri ¢itanja nepoznate funkcije. Neki od
njih su ¢ak esencijalni za opstanak stanice, kao npr. geni ycfl i ycf2. (Wise & Hoober, 2006)
Koncept operona, kao niza funkcionalno srodnih gena pod regulacijom zajednickog promotora,
je u Kloroplastima uglavnom napusten. Policistronski transkripti su cijepani na manje
fragmente, koji nakon toga zahtijevaju prekrajanje ili doradu molekule glasnicke RNA (engl.
messenger RNA, mRNA) kako bi postali funkcionalni. (Alberts, 2015)
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Slika 5. Organizacija genoma kloroplasta jetrenjarke (Marchantia sp.) s nazna¢enom veli¢inom
genoma i oznacenim najvaznijim genima. Prikaz predstavlja model genoma kloroplasta veéine
kopnenih biljaka, unato¢ razlikama u veli¢ini izmedu vrsta, koje proizlaze uglavnom zbog varijabilnosti

u veli¢ini regija oko gena koji kodiraju za 16S i 23S rRNA. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts, 2002.

Genom kloroplasta generalno sadrzava jako malo ponavljajucih sekvenci. Osim kratkih
ponavljaju¢ih sekvenci manjih od 100 pb, moze se raspoznati pet obitelji ponavljajucih
sekvenci u genomima kloroplasta. Jedna je organizirana kao invertna ponavljanja u dvije

kopije, dvije kao tandemska ponavljanja, a dvije kao rasprseni elementi. Najucestalija je obitel;

8



invertnih ponavljanja pronadena u vecini cpDNA biljaka i nekoliko skupina algi. Smatra se da
su ponavljaju¢e sekvence bile tijekom evolucije podlozne najveéim genomskim
rearanzmanima te da je to primarni izvor razlika u redoslijedu gena izmedu razli¢itih skupina

biljnog svijeta. (Palmer, 1985)



4. EVOLUCIJA GENOMA KLOROPLASTA

Zbog endosimbiontskog postanka kloroplasta, nije iznenadujuce da sustav za ekspresiju
gena kloroplasta po mnogoc¢emu sli¢i bakterijskom sustavu za ekspresiju gena, no niti da se
zbog dugotrajne evolucije ti sustavi razlikuju. (Wise & Hoober, 2006) Jedna od najvaznijih
razlika je da se u genima primarnog endosimbionta nisu nalazili introni, koji se pojavljuju u
veéini gena dana$njih kloroplasta. Takoder, najvece razlike u odnosu na bakterijsku regulaciju
ekspresije gena pojavljuju se u posttranskripcijskim procesima, koji su u kloroplastima puno
slozeniji nego u bakterijama. (Kusnetsov, 2018)

Opcenito, genom kloroplasta sadrzi puno manji broj gena nego $to je sadrzavao genom
prokariotskog endosimbionta. Do toga je doslo vjerojatno gubitkom gena zbog ve¢ postojanosti
proteina iste funkcije u genomu organizma domacina i prijenosom gena kloroplasta u jezgru.
(Rousseau-Gueutin i sur., 2018) Gubitak gena moze se dogoditi zbog smanjenja selektivnog
ograni¢enja na kloroplastnu kopiju gena, jednom kada se kopija gena u jezgrinom genomu
postane funkcionalna. To smanjenje selektivno ograni¢enja onda dovodi do povecanja
nonsense mutacija i do kona¢nog gubitka funkcije kopije gena u cpDNA. (Magee i sur., 2010)
Takoder, geni u kloroplastima mogu postati nefunkcionalni zbog gubitka sposobnosti
pravilnog prekrajanja. (Keller i ostali, 2017) Usporedbom dana$njih genoma cijanobakterija,
kao najblizih srodnika primarnog endosimbionta, utvrdeno je da oni kodiraju za vise od 2000
proteina, dok danasnji genomi kloroplasta kodiraju samo za 80-200 proteina. (Martin i sur.,
2002)

Danasnje razli¢ite skupine fotosintetskih eukariota sadrze razlicit broj gena, vidljivo u
Tablici 1. Tako Rhodophyta sadrze najvisSe gena, u prosjeku 237, dok Glaucophyta sadrze u
prosjeku 195, Chlorophyta u prosjeku sadrze 118, a Streptophyta, u koje se ubrajaju i kopnene
biljke, sadrze prosjecno 129 gena, kada se izuzmu parazitske i vrste bez klorofila. Skupina algi
Rhodophyta, ¢iji genom sadrzi velik broj gena organiziranih u operone, filogenetski najvise
odgovara pretku cijanobakterijskog genoma. (Allen, 2003) Tako je kao najveéi kloroplastni
genom zasad sekvenciran genom vrste Corynoplastis japonica iz skupine crvenih algi
(Rhodophyta), ¢iji je genom veli¢ine od 1 Mb i sadrzi 209 gena. (Mufioz-Gémez i sur., 2017)
Vec¢i gubici cpDNA zabiljezeni su u parazitskim biljkama zbog smanjenje potrebe za
proteinima koji tvore fotosintetske komplekse. (Timmis i sur., 2004) No, zanimljivo, parazitske
biljke pritom nisu izgubile samo gene klju¢ne za proces fotosinteze, ve¢ i brojne gene koji
kodiraju za komponente genetickog aparata kloroplasta. (Wicke i sur., 2011) S druge strane, u

odredenim skupinama zabiljezena su i povecanja cpDNA, uglavnhom zbog viSestrukih
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duplikacija fragmenata cpDNA, povecanja broja introna i poveéanja veliine invertnih
ponavljanja. (Chumley i sur., 2006) Pretpostavlja se da je povecanje veli¢ine CpDNA
uzrokovano manje u¢inkovitim mehanizama popravka DNA koji su prisutni u kloroplastima.
(Guisinger i sur., 2008) U kloroplastima su uoceni mehanizmi popravka molekule DNA ovisni
0 homologu bakterijskog proteina RecA, vaznog za popravak oste¢enja molekule DNA u
bakterija. (Cerultti i sur., 1993)

Tablica 1. Brojevi i karakteristike (srednja vrijednost veli¢ine genoma, broj proteina i strukturnih RNA)
plastoma pojedinih glavnih skupina Archaeplastida. Preuzeto i prilagodeno prema Rousseau-Gueutin i
sur., 2018.

Angiospermae

Pteridophyta Gymnospermae  gelene biljke  parazitske biljke
(s klorofilom) (bez klorofila)

zelene alge  Marchantiidae

Glaucophyta Rhodophyta  Chlorophyta Streptophyta Bryidae

Broj plastoma 1 9% 101 18 15 57 9% 1855 41

Srednja vrijednost veli¢ine 135 599 183 209 161975 156310 129090 15004 130398 152782 71736
genoma (pb)

max/min veli¢ina genoma (pb) 90,243 /610,063 37,454 /521,168 107,236/207,850 108,007/ 161,162 127,840/157,260 107,122/ 166,341 113,06¢/242575 11,348/128,921
Srednja vrijednost broja proteina 149 202 83 97 80 86 82 84 33

Srednja vrijednost broja

strukturnih RNA 43 35 EH] 40 45 42 k) 45 30

4. 1. REPLIKACIJA | TRANSKRIPCIJA GENOMA KLOROPLASTA

Dokazano je da je mitohondrijska DNA polimeraza jako sli¢na kloroplastnoj te se
smatra da je kloroplastna DNA polimeraza potekla iz mitohondrijske duplikacijom gena za
mitohondrijsku DNA polimerazu. Ove obje DNA polimeraze su takoder dosta slicne DNA
polimerazi | iz bakterije Escherichia coli. U svim kloroplastnim genomima uocen je gubitak
proteina DnaA i DNA polimeraze 111, koji su neophodni za bakterijsku replikaciju. Ovi dokazi
pokazuju da je replikacijski sustav kloroplasta preuzet od domacina, i to duplikacijom
mitohondrijskih gena za replikacijski sustav iz jezgrine DNA, a njegova evolucija shematski
je prikazana na Slici 6. (Sato i sur., 2003)

Unutar genoma kloroplasta nalaze se geni koji kodiraju za ¢ak dvije RNA polimeraze,
Sto je prikazano na Slici 6. (A. M. Magee, 2002) Glavna plastidna RNA polimeraza koja ima
ulogu uglavnom u transkripciji gena za fotosintetski aparat, a naziva se RNA polimeraza
kodirana plastidnom DNA (engl. plastid-encoded RNA polymerase, PEP) i uvelike sli¢i
bakterijskoj RNA polimerazi od vise podjedinica te se zbog toga ¢esto naziva RNA polimeraza
bakterijskog tipa. Podjedinice a, B, B’ i B’ kodirane su genima rpoA, rpoB, rpoC1 i rpoC2 iz
cpDNA, dok je o-podjedinica, klju¢na je za prepoznavanje promotora i inicijaciju transkripcije,

kodirana jezgrinim genomom. Druga otkrivena RNA polimeraza naziva se polimeraza
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kodirana jezgrinom DNA (engl. nucleus-encoded polymerase, NEP) i sastoji se od jedne
podjedinice od 110 kD koja podsje¢a na RNA polimerazu faga T3i T7. (Wise & Hoober, 2006)
Gen RpoT koji kodira za NEP formiran je duplikacijom jezgrinog gena koji kodira za
mitohondrijsku RNA-polimerazu. (Kusnetsov, 2018)

Promotori polimeraze PEP sli¢ni su bakterijskim ¢’® promotorima i sadrze -35
(TTGACA) i -10 (ATTAAT) konsenzus elemente. S druge strane promotori polimeraze NEP
Cesto sadrze tzv. YRTA konsenzus sekvence. (Wise & Hoober, 2006) Kompliciranom
regulacijom transkripcije kod plastida, do koje je doslo zbog velike kompleksnosti
transkripcijskog aparata kloroplasta, omogucena je vrlo precizna regulacija ekspresije gena na
transkripcijskoj razini. (Kusnetsov, 2018) Tako su geni razreda | (uglavnom fotosintetski geni)
transkribirani isklju¢ivo polimerazom PEP, geni razreda Il (kodiraju gene ukljucene u
regulaciju ekspresije gena) transkribirani su aktivno$¢u polimeraza PEP i NEP, dok su geni
razreda Il transkribirani aktivno$¢u polimeraze NEP. (Sato i ostali, 2003) Vecina
transkripcijskih faktora (TF) uklju¢enih u transkripciju iz primarnog endosimbionta je
izgubljena, a kako bi se kompenzirao gubitak TF i velikog dijela prokariotskih regulacijskih
sustava, od domacina je preuzet sustav za modifikaciju molekule RNA. Prema Sato i sur.
(2003) taj gubitak predstavlja prvu fazu evolucije plastidne geneticke masinerije. Druga faza
evolucije sastoji se od velikog uvoza proteinskih faktora iz stanice domacina, te se kao
najvazniji izdvaja sulfit reduktaza, najvazniji DNA-vezujuci protein u kloroplastima, koji je
funkcionalnu ulogu preuzeo od glavnog bakterijskog DNA-vezujuéeg proteina HU (engl.
histone-like protein, protein nalik histonima). (Sato i ostali, 2003)

No, zbog premjestanja vecine gena iz cpDNA u jezgrin genom i smanjenja transkripcije
u kloroplastima, tijekom evolucije naglasak se stavio na posttranskripcijsku regulaciju
ekspresije plastidnih gena. Na posttranskripcijskoj razini kontrola se dogada na nivou
stabilnosti transkripta, translaciji i stabilnosti proteina i aktivnosti. (Kusnetsov, 2018)
Mehanizmi procesiranja mMRNA takoder uvelike sli¢e mehanizmima koji su prisutni kod
bakterija, a vazni su jer se viSe od polovice plastidnih gena se nalazi u operonima. (Wise &
Hoober, 2006) Razlikuju se tri glavne faze sazrijevanja molekule mRNA: prekrajanje,
uredivanje i sazrijevanje 5'- i 3'-kraja. Neki plastidni geni u svojoj strukturi osim kodirajucih
sekvenci sadrze i nekodirajuce dijelove, introne, koji se moraju izrezati mehanizmom
prekrajanja (splicing) kako bi se dobila funkcionalna mRNA. U cpDNA pojavljuje se jedan
intron grupe | i oko 20 introna grupe I1. Intron grupe | nalazi se u genu trnL-UAA i predstavlja
najstariji intron u genomu kloroplasta. Prekrajanje je omoguceno proteinima kodiranima u

jezgri i kloroplastu koji kataliziraju reakcije prekrajanja i mogu imati funkciju kao RNA-
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Saperoni. Kloroplasti takoder imaju mehanizam koji omogucuje mijenjanje sekvence
transkripta, proces nazvan uredivanje RNA. U kloroplastima se dogadaju dvije vrste zamjena,
odnosno tranzicije C->U i U->C i taj je mehanizam Cesto kljuCan za pravilnu inicijaciju
translacije ili popravak mjesta vaznog za terminaciju translacije. Zadnji korak je sazrijevanje
51 3" krajeva RNA. Transkripti na 5' kraju budu najc¢esce cijepani 5'-3' egzonukleazama. Za
razliku od bakterija, gdje se poliA-rep dodaje aktivnos¢u poli-A polimeraze, u plastidima tu
funkciju vrsi plastidna polinukleotid fosforilaza. (Kusnetsov, 2018) Ovakve molekule RNA
nakon procesiranja su funkcionalno aktivne i mogu biti translatirane i sudjelovati u biosintezi
proteina.

Strogo kontrolirana regulacija ekspresije plastidnih gena vazna je iz viSe razloga.
Najvazniji razlog je uskladivanje eckspresije gena za podjedinice proteina koji sadrze
podjedinice kodirane jezgrinim i plastidnim genomom. Kako je unutar kloroplasta coDNA
prisutna u velikom broju kopija, da se geni transkribiraju sa svake kloroplastne kopije, doslo
bi do nesrazmjera u koli¢ini proteina u odnosu na proteine kodirane jezgrinim genomom, ¢iji
geni najcesée dolaze samo u jednoj kopiji. Na primjer, enzim RUBISCO sastoji se od osam
velikih 1 osam malih podjedinica. Postoje Cetiri gena koji kodiraju za malu podjedinicu enzima
RUBISCO, a nalaze se u jezgrinom genomu, dok se geni koji kodiraju za veliku podjedinicu
nalaze u cpDNA. cpDNA dolazi u velikom broju kopija i zbog toga geni koji kodiraju za male
podjedinice RUBISCO-a u stanici imaju oko 10 000 kopija, dok geni koji kodiraju za veliku
podjedinicu u stanici dolaze u samo ¢etiri kopije, §to dovodi do velikog nesrazmjera u broju
gena koji ¢e u konacnici kodirati za jedan kompleksni protein. Nacin na koji je postignuta
razina kontrole koja omoguéava normalnu ekspresiju gena u jezgri i kloroplastima i dalje nije

razjasnjena. (Sato i sur., 2003)
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Slika 6. Shematski prikaz evolucije sustava za regulaciju ekspresije gena u plastidima. Postanak pretka
fotosintetskih eukariota dogodio se endosimbiozom izmedu eukariota s mitohondrijem i
endosimbiotskog pretka nalik danasnjim cijanobakterijama (prikazano na dnu). Kao klju¢ni DNA-
vezujudi protein u kloroplastima algi i nizih biljaka oznacena je sulfit reduktaza, koja je funkcionalno
zamijenila protein HU, koji je tu funkciju izvodio u endosimbiotskom pretku. Preuzeto i prilagodeno

prema Sato i sur. (2003).

4.2. BIOSINTEZA PROTEINA U KLOROPLASTIMA
Kloroplastni 70S ribosomi sli¢e bakterijskim po veli¢ini, sastavu molekula RNA i

proteina 1 osjetljivosti na slicne antibiotike. Ve¢ina homologa proteina koji grade ribosome
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kloroplasta pronadeni su u bakterijama, ali nekoliko polipeptida su jedinstveni za kloroplaste.
Na primjer, u Spinatu (Spinacia oleracea L.), 30S ribosomska podjedinica sadrzi 25 proteina,
od kojih su 21 ortolozi ribosomskih proteina E. coli, a preostala cetiri su proteini specifi¢ni za
plastide. Ribosomska podjedinica 50S sadrzi 33 proteina, od kojih su dva specifi¢na za plastide.
(Wise & Hoober, 2006) Cak tre¢ina proteina koji grade ribosome kloroplasta kodirani su u
kloroplastu, dok je ostatak kodiran jezgrinom DNA. (Cooper & Hausman, 2007) Geni koji
kodiraju za molekule rRNA nalaze se unutar jednog operona koji se naziva rrn u sklopu
cpDNA. Plastidne mRNA sadrze Shine-Dalgarno sekvencu na 5' regiji, a u inicijaciji translacije
sudjeluju inicijacijski faktori IF1, 1IF2 i IF3 koji se razlikuju od prokariotskih. Plastidi, za
razliku od mitohondrija, koriste standardni geneticki kod. (Kusnetsov, 2018) Druge radikalne
razlike izmedu translacijskih sustava cijanobakterija i kloroplasta nisu uocene. (Sato i sur.,
2003)

Iako je vecéina gena iz cpDNA tijekom evolucije premjeStena u jezgrin genom, spektar
proteina potrebnih za funkcioniranje kloroplasta nije se uvelike promijenio tijekom evolucije,
zbog toga §to se kloroplastni proteini sintetizirani u citosolu vra¢aju u kloroplast. Veéina
kloroplastnih proteina kodirani su jezgirnim genomom i translatirani na 80S ribosomima u
citosolu te preneseni translokacijskim sustavom TOC/TIC u kloroplast, a dio je kodiran
plastidnom maSinerijom za ekspresiju plastidnih gena. Fotosintetski kompleksi se onda
sklapaju od proteina medusobno sintetiziranih u razli¢itim stani¢nim odjeljcima 1 tvore
funkcionalne komplekse. (Alberts, 2015)

Promet proteina izmedu citosola i kloroplasta je najvjerojatnije jednosmjeran, odnosno
proteini sintetizirani u citosolu prenose se u kloroplaste, medutim proteini Sintetizirani u
kloroplastu normalno se ne prenose u citosol. (Alberts, 2015) Iznimke se dogadaju u stresnim
uvjetima, kada se proteini prenose iz plastida u jezgru kao brzi odgovor na stres uzrokovan

napadom patogena. (Kabeya i sur., 2010)

4. 3. PRIJENOS KLOROPLASTNIH GENA U JEZGRIN GENOM

Kao $to je ve¢ navedeno, tijekom evolucije doslo je do intenzivnog prijenosa gena iz
organela u jezgrinu DNA. To je otkriveno puno prije nego §to je sekvenciran prvi kloroplastni
genom. Dokazi za prijenos DNA dobiveni su pomoc¢u metode southern blotting, opaZanjem
sekvenci visoke homologije u kloroplastnom i jezgrinom genomu. (Scott & Timmis, 1984)
Nalazi homolognih sekvenci doveli su do nastanka termina ,,promiskuitetna DNA®“ za onu

molekulu DNA koja se pojavljuje u vise od jednog genetickog kompartimenta eukariotske
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stanice, kako bi se naglasila mobilnost molekule DNA izmedu razli¢itih geneti¢kih i stani¢nih
odjeljaka. (Timmis i ostali, 2004) Takav uspjesan prijenos gena iz kloroplasta u jezgrin genom
je zapravo rijedak dogadaj, zato Sto se geni moraju prilagoditi na transkripciju u jezgri i
translaciju u citoplazmi, procese za koje geni iz kloroplasta isprva nemaju predispozicije.
(Alberts, 2015) Kako bi gen prenesen iz kloroplasta bio funkcionalan, treba dobiti razlicite
regulatorne elemente, kao $to je promotor kojeg prepoznaje jezgrina RNA polimeraza, signal
za poliadenilaciju i sli¢no. (Rousseau-Gueutin i sur., 2018) Takoder, kako bi protein nakon
sinteze u citosolu mogao biti usmjeren u kloroplast, mora sadrzavati signalni peptid. (Alberts,
2015) No, nakon prenoSenja u jezgru, geni ne moraju odmah poprimiti jezgrine regulatorne
elemente. Oni mogu ostati u jezgrinom genomu vise milijuna godina i dugotrajnom evolucijom
i brojnim genomskim rearanzmanima postati funkcionalni geni. (Rousseau-Gueutin i sur.,
2011) No, neki geni mogu biti transkribirani jezgrinom RNA-polimerazom ¢ak i ako ne sadrze
karakteristi¢nu eukariotsku promotorsku sekvencu koju prepoznaje jezgrina RNA-polimeraza,
vec¢ je uoeno da inicijacija transkripcije moguca i na nekim promotorima karakteristicnima za
gene u cpDNA koje normalno transkribiraju plastidne RNA-polimeraze. (Cornelissen &
Vandewiele, 1989) Sli¢no, utvrdeno je da su neki signalni peptidi vjerojatno porijeklom od
cijankobakterija, odnosno nisu eukariotskog podrijetla, a omoguéuju lokalizaciju proteina u
kloroplast. (Bruce, 2000)

Koristenjem razli¢itih metoda, otkriveno je da jezgrin genom u razli¢itim biljkama
sadrzi velike dijelove kloroplastne DNA, tzv. nupts (nuclear integrant of plastid DNA). na
razli¢itim lokacijama u jezgrinom genomu Ti dijelovi Cesto su veliki kao cijeli genom
kloroplasta, ali ne sadrze jednaku homologiju s homolognim sekvencama kloroplastne DNA,
Sto znaci da je kloroplastna DNA premjestena u jezgru viSe puta tijekom evolucije. (Ayliffe &
Timmis, 1992) Dokazano je da se integracija cpDNA u jezgrinu DNA dogada mehanizmom
nehomolognog spajanja krajeva (non-homologous end joining, NHEJ). Zbog velike uéestalosti
prijenosa cpDNA u jezgru, pretpostavlja se da zbog sprjecavanja povecanja genoma, vecina
prenesenih dijelova cpDNA bude uklonjena iz jezgrinog genoma. Uistinu, pokusima je
dokazano da je zbog genomske nestabilnosti ve¢ u nekoliko generacija doslo do gubitka
dijelova integrirane cpDNA tijekom mitoze te su takoder dokazani gubitci integrirane cpDNA
tijekom mejoze. (Sheppard & Timmis, 2009) Dosad je najveci fragment cpDNA prenesen u
jezgru pronaden kod rize (Orzya sativa L.) i njegova veli¢ina iznosi 131 kb, §to gotovo u
potpunosti odgovara veli¢ini cpDNA rize (97,4%). (Matsuo i sur., 2005) Najvise je istrazivanja
ujedno napravljeno na rizi kao modelnoj biljci te je utvrdeno da je najvise fragmenata cpDNA

integrirano u pericentromernim regijama kromosoma. Takoder, otkriveno je da je tijekom
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evolucije doslo do cijepanja, mijeSanja i eliminacije vise od 80% fragmenata cpDNA Koji su
bili preneseni u jezgru u milijun godina nakon prvotne integracije cpDNA u jezgrin genom.
Posljedi¢no, najveci fragmenti cpDNA preneseni u jezgru su i evolucijski najmladi, a najkraci
su evolucijski najstariji. (Richly & Leister, 2004) Kod rize, poluvrijeme zivota fragmenata
cpDNA prenesenih u jezgru procijenjeno je na 0,5 milijuna godina za fragmente ¢ija je veli¢ina
vecéa od 1,6 kb te 2,2 milijuna godina za fragmente krace od 1,6 kb. No, ti rezultati ne mogu se
uzeti kao generalno pravilo jer se izmedu razli€itih taksona pojavljuju brojne razlike. (Matsuo
i sur., 2005)

Endosimbiotski predak
nalik proteobakteriji

Mitohondrij

DNA organela

DNA organela

Endosimbiotski predak
nalik cijanobakteriji

Slika 7. Shematski prikaz mobilnosti molekule DNA izmedu razli¢itih organela. Oznaceno je
prenoSenje gena iz genoma pretka mitohondrija u jezgru i genoma pretka kloroplasta u jezgru Sto je
dovelo do njihove ovisnosti 0 jezgrinom genomu. Iscrtkance strelice predstavljaju dijelove genoma koji
se kontinuirano prenose u jezgrin genom. Takoder, unutar mitohondrijskog genoma pronadene su
sekvence porijeklom iz kloroplasta i jezgre, no nije pronadeno da je mtDNA prenosena u kloroplast u

vec¢oj mjeri. Preuzeto i prilagodeno prema Timmis i sur., 2004.

Geni preneseni u jezgru iz kloroplasta mogu s druge strane dobiti novu funkciju i
lokalizaciju. Dokazano je da za oko 18% gena iz vrste A. thaliana koji su porijeklom iz
endosimbiotskog pretka, njihovi produkti nisu lokalizirani u kloroplastu, $to sugerira da su
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zadrzali svoju funkciju, ali na nekoj drugoj lokaciji u stanici ili da su dobili novu funkciju, sto
je grafi¢ki moze vidjeti na Slici 7. (Martin i sur., 2002) Iz toga se moze zakljuéiti da je genom
kloroplasta tijekom evolucije sluzio kao bogat izvor genetickog materijala i da je endosimbioza
dovela do mnogih funkcionalnih noviteta. (Rousseau-Gueutin i sur., 2018)

4. 4. RAZLOZI ZADRZAVANJA KLOROPLASTNOG GENOMA

Razlozi za odrzavanje relativno skupog sustava paralelnog zadrzavanja kloroplastnog i
jezgrinog genoma nisu posve jasni. Vise od 90 proteina — kao $to su ribosomski proteini,
aminoacil-tRNA-sintetaze, DNA polimeraze, RNA polimeraze, proteini za doradu RNA —
moraju biti sintetizirani u jezgri samo za svrhu odrzavanja ekspresije kloroplastnih gena.
Cinjenica je da je redukcija genoma kloroplasta jo$ uvijek u tijeku, a za sada nema alternative
za stanicu nego da odrzava razli¢ite geneti¢ke sustave za jezgrine i kloroplastne genome, no
istrazivanja ipak pokazuju da selekcija podrzava opstanak zasebnog kloroplastnog genoma.
(Alberts, 2015; Wicke i sur., 2011) Mogucée objasnjenje lezi u vrlo hidrofobnoj prirodi
neribosomskih proteina kodiranih genima kloroplasta. Taj razlog bi sintezu i unos iz citoplazme
u organel uéinio prekompliciranim i vrlo energentski skupim za stanicu. (Alberts, 2015)

Druga teorija govori da je razlog zadrzavanja genoma kloroplasta kao zasebnog
genomskog elementa odrzavanje redoks potencijala organela. Ta teorija, poznata kao hipoteza
CORR (engl. co-location for redox regulation) objasnjava kako individualni organeli
zadrZzavaju sposobnost ekspresije gena koja ovisi o redoks potencijalu. (Timmis i sur., 2004)
Svaki gen koji je pod redoks kontrolom je pod selekcijskim pritiskom da ostane eksprimiran
samo unutar kloroplasta, a razlog tome su energetska ucinkovitost i zaSita od potencijalnog
prijenosa elektrona na pogresnim supstratima do kojeg bi moglo do¢i ukoliko bi se ti proteini
sintetizirali u citosolu. Obje strane za svoje teorije imaju dobre eksperimentalne dokaze, §to
dodatno dodaje kontroverziji ove tematike. (Allen, 2003)

Genomi kloroplasta su visoko konzervirani, s relativno malom ucestalo$¢u mutacija te
posljedi¢no evoluira desetak puta sporije od jezgrinog genoma. (Wolfe i sur., 1987) Zbog
sporije evolucije genoma Kkloroplasta, s druge strane, neki geni su zadrzani u kloroplastnom
genomu i jezgrinom genomu, te ukoliko jezgrina kopija gena izgubi funkcionalnost zbog vece
stope mutacija, postoji druga kopija gena u cpDNA koja se opet moze ugraditi u jezgrin genom
i tako sprijeciti gubitak gena. To je potencijalno jedan od razloga zadrzavanja kloroplastnog

genoma. (Rousseau-Gueutin i sur., 2018)

18



Unato¢ nejednozna¢nom rjeSenju problema zadrzavanja kloroplastnog genoma,
kloroplasti predstavljaju sustav koji je ostao dosljedan svojim prokariotskim precima — to su
vrlo adaptivni sustavi koji vrlo dobro odgovaraju na okoliSne promjene i Vjerojatno je upravo

to razlog zadrzavanja odvojenog genoma. (Allen, 2003)
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5. ZAKLJUCAK

Otkri¢e kloroplastne DNA otvorilo je nova podrucja istrazivanja evolucije zivog svijeta
i postanka eukariotske stanice. Porastom upotrebe tehnika sekvenciranja prije viSe od Cetrdeset
godina, dokazano je da se u jezgrinim genomima nalaze sekvence homologne sekvencama iz
genoma Kloroplasta. To je dovelo do zakljuc¢ka da je tijekom evolucije eukariota doslo do
prijenosa gena iz genoma kloroplasta u jezgru, a mnogi od njih postali su funkcionalne kopije
kloroplastnih gena u jezgri koje su kompetirale s genima iste funkcije u kloroplastima, $to je u
konacnici dovelo do redukcije veli¢ine genoma kloroplasta i smanjenja njegove autonomnosti.
No, prijenos gena iz primarnog endosimbionta imao je takoder velik ucinak na povecanje
kompleksnosti jezgrinog genoma, a danas tu kompleksnost vidimo u gotovo 400 000 vrsta algi
i biljaka.

Postavljaju se pitanja je li prijenos gena iz endosimbionta proces koji je evolucijski
znacajan samo za neke evolucijske linije ili mehanizam koji je nepovratno oblikovao sve
danasnje eukariotske organizme. Kao dugotrajan, Siroko rasiren i dalje aktualan proces koji je
sve viSe istrazivan i1 razvojem suvremenih metoda stanicne i molekularne biologije postao
direktno vidljiv, sve se vise otvaraju vrata za daljnji razvoj i istrazivanje evolucijskih
mehanizama koji su omogudili pojavu biljaka i vaznost tith mehanizama u stvaranju ovako
heterogenog biokemijskog organizacijskog sustava kao $to je kloroplast.

Danas nam kloroplastna DNA daje dobar uvid u evoluciju biljnog svijeta i omogucava
bolje pracenje evolucijskih dogadaja koji su se dogadali tijekom milijuna godina prilikom kojih
su divergirale glavne evolucijske grane biljaka. Takoder, tematika kloroplastne DNA i
prijenosa gena iz kloroplasta u jezgru vazna je i za istrazivanja usmjerena na geneticki
modificirane (GM) biljke, §to ovom podrucju daje dodatan znacaj. Istrazivanja u ovom
podru¢ju su i dalje u tijeku i predstavljaju velik potencijal za Sire koristenje GM biljaka i
rjeSavanje problema gladi koje je jedno od primarnih zadaca biljne biologije. No, unato¢ vrlo
obecavaju¢im primjenama i1 fundamentalnim spoznajama koje proizlaze iz istrazivanja DNA
kloroplasta i povezanih procesa, i dalje se nedovoljno zna o toj tematici te su potrebni daljnji

napori da se ovo podrucje biologije sveobuhvatno istrazi.
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7. SAZETAK

Kloroplasti su organeli biljnih stanica ¢ija je glavna uloga provodenje fotosintetskih
procesa, a nastali su endosimbiotskim dogadajem izmedu autotrofne bakterije i eukariotskog
pretka koji je sadrzavao mitohondrij. Zbog svog prokariotskog porijekla, kloroplasti i danas
sadrze brojne osobine karakteristi¢ne za prokariotske organizme, a medu najbitnijima je genom
kloroplasta. U ovom seminarskom radu predstavljen je sadrzaj genoma kloroplasta i osnovni
geneti¢ki mehanizmi koji se dogadaju u kloroplastima. Struktura gena i regulacija ekspresije
gena kloroplasta uvelike sli¢i onoj kod prokariota, ali tijekom evolucije je kloroplastni genom
dobio i brojne karakteristike eukariotskog genoma, zbog ¢ega predstavlja kimerni geneticki
sustav. Tijekom evolucije, kloroplastni genom pretrpio je veliku redukciju u veli€ini i danas je
sveden na veli¢inu plazmida. Redukcija sadrzaja kloroplastnog genoma posljedica je prijenosa
gena iz Kloroplasta u jezgrin genom, prilikom cega je jezgrina Kopija gena zamijenila
kloroplastnu koja je vremenom postala nefunkcionalna. Posljedi¢no, kloroplastni proteini
sintetizirani u citosolu usmjeravaju se u kloroplast specificnim signalnim sekvencama ili
dobivaju nove funkcije koje mogu obavljati u citosolu ili mitohondriju. Time je kloroplastni
genom povecao kompleksnost eukariotskih stanica i doveo do funkcionalnih noviteta koji su
omogucili bolja selekcijska svojstva. U algama i nizim biljkama sadrzaj kloroplastnog genoma
je velik i odmicanjem prema odvedenijim linijama biljaka biljeZi se sve veéa redukcija
kloroplastnog genoma. No, postavlja se pitanje zasto nije doslo do potpune redukcije
kloroplastnog genoma, Sto pokusavaju objasniti brojne teorije, od kojih nijedna zasad u
potpunosti nije uspjela razjasniti fenomen zadrzavanja vise odvojenih genetickih sustava u
jednoj stanici, $to ostavlja prostor za daljnja istrazivanja koja ¢e bolje rasvijetliti evolucijski

znacaj kloroplastnog genoma.
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8. SUMMARY

Chloroplasts are plant cell organelles whose main role is carrying out photosynthetic
processes that originated by an endosymbiotic event between autotrophic bacteria and a
eukaryotic ancestor that already possessed mitochondria. Due to their prokaryotic origin,
chloroplasts still contain numerous characteristics of their ancestors, and one of the most
important is the chloroplast genome. This seminar presents the chloroplast genome content and
fundamental genetic mechanisms that take place in chloroplasts. Gene structure and regulation
of gene expression in chloroplasts closely resembles that of prokaryotes, but during evolution
chloroplast genome also acquired numerous eukaryotic characteristics, which is why it is a
chimeric genetic system. During the evolution, the chloroplast genome suffered a large
reduction in size. The reduction of its content is the result of gene transfer from chloroplast to
the nucleus genome and consequent functional replacement of chloroplast copy by the nuclear
one. Consequently, chloroplast proteins synthesized in cytosol are routed into chloroplast by
specific signalling sequences or acquire new functions in cytosol or mitochondria. This process
increased the complexity of eukaryotic genome and led to functional novelties that enabled
better selection advantages. In algae and lower plants, the chloroplast genome content is large
and by moving towards the more advanced plant lineages, increasing reduction in chloroplast
genome is observed. However, the question arises to why there has not been a complete
reduction in chloroplast genome, which is explained by a number of theories, but none of which
was able to fully clarify the phenomenon of retaining multiple separate genetic systems in a
single cell, which leaves room for further research that will shed light on the evolutionary

significance of the chloroplast genome.
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