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Genomics of Protists - very diversified but poorly studied

eukaryotes
Sum mary

Initially, most eukaryotic sequence projects were devoted to typical ani-
mals, fungi and plants. Now, more and more effort is put into sequencing pro-
tist genomes. Protists are an artificial assemblage that usually contains unicellu-
lar eukaryotes coming from different phylogenetic lineages, much more diversi-
fied and widespread than higher Eukaryota. The sequenced protist genomes are
essential for reconstruction of the Tree of Life and understanding significant
events in eukaryotic evolution and diversification. Many protists are parasites
and pathogens of medical and economic significance, and play an important
ecological role as primary producers and crucial links in food webs. A lot of
protists also serve as model organisms in many biological fields and are becom-
ing important in biotechnology. 37 protist genome projects were published
until the beginning of 2010 and 217 are ongoing. Knowledge coming from these
projects will be helpful in more efficient protection from pathogenic protists
and their elimination. Sequenced genomes of ecologically important protists
could help to understand many environmental phenomena and even to control
them. Thanks to the newly sequenced genomes we can discover unknown en-
zymes and metabolic pathways that will be useful in many branches of biotech-
nology.
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1. Sekwencjonowanie genomow i protisty

Mozna przyja¢, ze opublikowanie w 1995 r. pierwszej kompletnej sekwencji
wolno zyjacej bakterii chrobotwdrczej - Haemophilus influenzae (1) zapoczatkowato
nowy okres w dziejach biologii nazwany erg poligenomowsa (2). Od tego czasu, dzie-
ki rozwojowi nowych technik sekwencjonowania (3-5), liczba kompletnie pozna-
nych genoméw zaczela intensywnie rosngé, a wiele zjawisk zachodzacych na réz-
nych poziomach organizacji biologicznej zaczeto rozpatrywa¢ w kontekscie catego
genomu (2). Genomy organizmow prokariotycznych sg znacznie czesciej sekwencjo-
nowane niz genomy eukariotow ze wzgledu na ich relatywnie mate rozmiary
i prostg organizacje. Wedlug bazy GOLD (6, http://www.genomesonline.org), do
poczatku 2010 r., opublikowano 1033 sekwencje genoméw prokariotéw i tylko 127
sekwencji przedstawicieli Eukaryota, przy czym te ostatnie genomy nie zawsze zo-
staly w petni zsekwencjonowane. Zgodnie z tg samg bazg danych, rozpoczetych
i nie opublikowanych projektow sekwencjonowania genomow prokariotéw byto
w tym samym okresie 3824, natomiast eukariotow - 1248.

W przypadku eukariotéw, wiekszos¢ projektow sekwencjonowania genomow byta
poczatkowo poswiecona organizmom modelowym, takim jak: drozdze Saccharomyces
cerevisiae (7), nicienn Caenorhabditis elegans (8), muszka owocowa Drosophila melanogaster
(9) oraz roslina wyzsza Arabidopsis thaliana (10). Zsekwencjonowano réwniez genom
czlowieka (11,12). Wszystkie te gatunki - podobnie jak wiele innych, ktérych geno-
my zsekwencjonowano pozniej - reprezentujg trzy gtéwne grupy wyrdézniane w ob-
rebie domeny Eukaryota, tj. grzyby, rostiny i zwierzeta (13,14). Pozostate eukarioty -
niebedace typowymi grzybami, roslinami lub zwierzetami, i zaliczane przez réznych
autorow do historycznej grupy Protista lub Protoctista (13-15) - nie byly poczatkowo
eksplorowane na szeroka skale pod wzgledem genomowym.

Podziat eukariotéw na cztery krotestwa: protisty (Protista lub Protoctista), grzy-
by (Fungi), zwierzeta (Animalia) oraz rosliny (Plantae) byt najbardziej popularny do
poczatku lat osiemdziesigtych XX w. (16). Jednak w bardziej wspotczesnych koncep-
cjach postuluje sie istnienie - zwlaszcza w obrebie protistéw - szeregu nowych
grup (17-21). Uwzgledniajgc najnowsze odkrycia filogenetyki molekularnej (22-29),
mozna wyodrebni¢ osiem gtdwnych linii ewolucyjnych (tzw. supergrup) w obrebie
Eukaryota: Opisthokonta, Amoebozoa, Archaeplastida, Hacrobia, Rhizaria, Alveolata,
Stramenopila (Heterokonta) i Excavata (30-35). Do wielu z tych linii nalezg gatunki
bardzo zr6znicowane morfologicznie, z ktérych wiekszosc jest ciggle stabo poznana
pod wzgledem ultrastrukturalnym i molekularnym. W tabeli | przedstawiono krétka
charakterystyke poszczeg6lnych supergrup, a na rysunku obecne poglady na po-
wigzania filogenetyczne pomiedzy nimi z podaniem liczby opublikowanych kom-
pletnych sekwencji ich genoméw oraz liczby kontynuowanych i nie opublikowanych
jeszcze projektow.
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Rys. Dotychczasowe poglady na drzewo zycia ze szczegblnym uwzglednieniem gtéwnych grup eu-
kariotéw. Podano réwniez liczby kompletnie zsekwencjonowanych genoméw (czcionka pogrubiona)
oraz liczby kontynuowanych i nie opublikowanych projektéw (czcionka normalna) do poczatku 2010 r.
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Ostatnio coraz wiecej projektéow genomowych skoncentrowanych jest na proti-
stach (rys., tab. 2), dajgc coraz jasniejszy obraz olbrzymiego zréznicowania struktu-
ralnego i funkcjonalnego genoméw eukariotéw. Protisty stanowig przewazajcg czes¢
wszystkich przedstawicieli Eukaryota, dlatego poznanie ich genomow jest niezbedne
do wyjasnienia zwigzkow filogenetycznych pomiedzy réznymi liniami eukariotycznymi,
a tym samym do odtworzenia drzewa zycia (ang. Tree ofLife, http:// tolweb.org/tree).
Znajomos¢é genomow protistdw pozwala takze zrozumiec wiele aspektéw ewolucji
eukariotéw. Wspomnieé tu nalezy o: 1) zmianach wielko$ci oraz réznych specjaliza-
cjach ich genoméw, 2) ewolucji intronéw spliceosomalnych, 3) zmianach w kodzie
genetycznym, 4) poziomym transferze informacji genetycznej, 5) zmianach w szla-
kach metabolicznych, 6) ksztaltowaniu sie zwigzkéw pasozytniczych i symbiotycz-
nych oraz 7) nabywaniu organelli komérkowych i ich wtérnych modyfikacjach (36-
-43). Wiele protistbw ma olbrzymie znaczenie medyczne oraz ekologiczne. Nalezy
tutaj wiele uciazliwych i groznych pasozytéw (np. zarodziec malaryczny Plasmodium
falciparum wywolujgcy malarie) oraz organizmoéw fotosyntetyzujgcych, ktore odgry-
wajg istotng role w tancuchach troficznych i obiegu pierwiastkéw w ekosystemach
naturalnych (np. okrzemki Bacillariophyta). Poznanie genoméw protistéw pasozytni-
czych moze okazaé sie pomocne w zrozumieniu mechanizméw dokonywanych przez
nie infekcji, a nastepnie w ich zapobieganiu oraz zwalczaniu wywotujgcych je pa-
sozytow. Z kolei, zsekwencjonowanie genomoéw réznych glonéw pozwoli zapewne
na lepsze zrozumienie sieci zaleznosci ekologicznych, a w przysziosci na kontrole
i ochrone zagrozonych ekosysteméw. Ponadto genomy licznych protistéw stanowiag
bogate Zrédto nieznanych jeszcze gendw oraz szlakéw i cykli metabolicznych, ktére
moga znalez¢ zastosowanie w réznych gateziach biotechnologii.

2. Opublikowane projekty sekwencjonowania genomow protistow

Wedtug wspomnianej juz bazy GOLD (6), na poczatku 2010 r., wsréd 127 opubli-
kowanych kompletnych sekwencji genomow eukariotéw, 37 genomow reprezento-
wato szeroko rozumiang grupe Protista (rys., tab. 2). Stanowi to tylko 29% wszyst-
kich projektdw, chociaz protisty dominujg na drzewie zycia, a rosliny, zwierzeta
i grzyby stanowig jedynie jego niewielka cze$¢ (rys.). Najwiekszym zainteresowa-
niem wsréd wszystkich organizmoéw eukariotycznych cieszyly sie genomy zwierzat
(45 projektéw), grzybow (34 projekty) i roslin wyzszych (1| projektow), natomiast
wsrdod protistbw poznano najwiecej genomow alweolatow - 11, przy czym az 9
apikompleksoéw pasozytniczych.

W tabeli 2 zamieszczono wykaz i krétkg charakterystyke opublikowanych se-
kwencji genoméw protistébw. Do sekwencjonowania wybierano przede wszystkim
gatunki: 1) pasozytnicze o duzym znaczeniu medycznym i gospodarczym, 2) wazne
ekologicznie, 3) modelowe, 4) istotne w biotechnologii oraz 5) zasadnicze w zrozu-
mieniu ewolucji zycia na naszej planecie.
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2.1. Genomy protistow pasozytniczych

Protisty pasozytnicze wyewoluowaly niezaleznie w réznych liniach filogenetycz-
nych, takich jak: Alveolata, Excavata, Amoebozoa, Stramenopila i Opisthokonta (33).
Pomimo adaptacji do odmiennych nisz ekologicznych (np. specjalizacja do ré6znych
zywicieli), ich genomy wyksztatcity na drodze konwergencji wiele cech wspdinych.
Z jednej strony, ulegty one redukcji i utracity wiele gendw, zwlaszcza tych zwigza-
nych z metabolizmem, ktére okazaly sie zbedne w bogatym w rézne zwigzki che-
miczne $rodowisku zywiciela. Z drugiej jednak strony, doszto w nich do ekspansji
rodzin genéw zaangazowanych w przystosowanie do pasozytniczego trybu zycia.
Dotyczy to przede wszystkim genéw umozliwiajgcych skuteczng infekcje oraz o-
chrone przed ukladem odpornosciowym gospodarza. Istotne znaczenie w ich ewo-
lucji odegrat rowniez poziomy transfer genéw od bakterii, ktéry umoztiwit przemo-
delowanie i wzbogacenie metabolizmu tych pasozytow. Z kolei, charakterystyczne
dla nich geny sg dobrymi kandydatami do wykorzystania w celach diagnostycznych,
produkcji szczepionek i opracowania nowych metod leczenia.

2.1.1. Genomy pasozytéw pozbawionych typowych mitochondriéw: Encephalitozoon
cuniculi, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis i Giardia intestinalis

Waznymi z punktu widzenia medycznego i ekonomicznego sg patogenne proti-
sty anaerobowe i mikroaerofilne, ktére reprezentowane sg przez: 1) mikrospori-
dium Encephalitozoon cuniculi (44), 2) ekskawaty Trichomonas vaginalis (45) i 3) Giardia
(lamblia) intestinalis (46,47) oraz 4) amebe Entamoeba histolytica (48,49). E. cuniculi
charakteryzuje sie duzym potencjatem zoonotycznym, infekujgc rézne gatunki ssa-
kéw, w tym cztowieka. Choruja przede wszystkim osobniki o obnizonej odpornosci,
np. dotkniete AIDS czy zazywajace cyklosporyne. Giéwne objawy to problemy ga-
stryczne i neurologiczne, ktore zwigzane sg z miejscem ekspansji tego pasozyta.
T. vaginalis (rzesistek pochwowy) bytuje w uktadzie moczowo-piciowym cztowieka,
powodujgc rocznie 170 milionéw zakazen. Ostre infekcje rzesistkiem sg czesto po-
wodem wzrostu ryzyka zarazenia wirusem H1V-1. C. intestinalis (giardia lub lamblia)
wywotuje lamblioze, infekujgc - najczesciej u dzieci - jelito i pecherzyk zétciowy,
co powoduje 250 milionéw objawowych zakazen rocznie. E. histolytica (pelzak czer-
wonki) jest réwniez pasozytem uktadu pokarmowego, ktéry wywotuje petzakowice
u 50 milionéw ludzi rocznie.

Na podstawie analiz genomoéw £. cuniculi (44), T. vaginalis (45), G. intestinalis
(46,47) oraz E. histolytica (48, 49) (zob. takze tab. 2) wykazano brak lub ubéstwo ge-
noéw zaangazowanych w synteze nukleotydéw, kwaséw tluszczowych i aminokwa-
séw, co wynika z pasozytniczego trybu zycia i dostarczania wielu zwigzkéw przez
organizm gospodarza. Geny zaangazowane w biosynteze aminokwasow i kwasow
tluszczowych wystepujg tylko u T. vaginalis. U T. vaginalis i G. intestinalis nie znale-
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ziono réwniez genow kodujgcych miozyne, co wskazuje na istnienie osobliwego
mechanizmu cytokinezy, ktdry nie wymaga pierscienia aktyno-miozynowego.

Najwiekszej redukcji ulegly genomy: G. intestinolis oraz E. cuniculi. Ten drugi ge-
nom jest jednoczesnie najmniejszym (2,9 Mb) z dotychczas zsekwencjonowanych
genomow organizmow eukariotycznych, wylgczajgc genomy nukleomorféw (zob.
podrozdz. 2.3.3). Genomy G. intestinalis i E. cuniculi s3 zwarte pod wzgledem struktu-
ry i skladu genow. Ich geny sg bardzo ubogie w introny: u E. cuniculi znaleziono ich
13, natomiast u G. intestinalis - zaledwie 4. Ponadto genom E. cuniculi charakteryzu-
je sie zredukowang dtugoscia zaréwno sekwencji miedzygenowych, jak i sekwencji
samych biatek w poréwnaniu do ich homologéw u innych eukariotow. Olbrzymia za-
lezno$¢ G. intestinalis i E. cuniculi od swoich gospodarzy objawia sie znacznymi
uproszczeniami na poziomie ich metabolizmu komdrkowego. E. cuniculi nie jest
zdolny do przeprowadzania fermentacji alkoholowej i mlekowej. Z kolei, obecnos¢
enzymow zaangazowanych w produkcje i rozkfad trehalozy sugeruje, ze jest to
gtéwny rezerwuar weglowodandéw u tego pasozyta. Presja selekcyjna na redukcje
genoméw E. cuniculi i G. intestinalis doprowadzita réwniez do uproszczenia ich ma-
szynerii replikacyjnej i transkrypcyjnej, a takze transportu wewnatrzkomorkowego.
U E. cuniculi kolejnym uproszczeniom ulegly aparat translacyjny oraz potranslacyjna
modyfikacja biatek, natomiast u G. intestinalis - zestaw genéw zwigzanych z polia-
denylacjg, degradacja mRNA oraz cytoszkieletem aktynowym.

Kazdy z genoméw omawianych pasozytow posiada swoje charakterystyczne cechy.
Na przykiad genom G. intestinalis jest tetraploidalny i wystepuje w postaci dwéch
jader. Dla genomu E. histolytica charakterystyczne sg natomiast diugie, tandemowo po-
wtorzone sekwencje tRNA, ktdre stanowig \0% wielkosci genomu i petnig najprawdo-
podobniej funkcje strukturalne. Z kolei, interesujacg cecha genomu T. vaginalis jest az
65" zawarto$¢ sekwencji powtdrzonych i niedawno rozprzestrzenionych jednostek trans-
pozonowych, co doprowadzito do wzrostu wielkosci tego genomu. Niezwykle duza jest
réwniez liczba przewidzianych gendw, ktéra wynosi prawie 60 tysiecy i jest jedng
z najwyzszych wsrod eukariotow. Jednak introny znaleziono zaledwie w 65 genach.

Duzy wplyw na uksztattowanie sie metabolomu £. histolytica, G. intestinalis oraz
T. vaginalis mialy wielokrotne poziome transfery genow od bakterii. W ich geno-
mach zidentyfikowano odpowiednio 96, 100 i 152 geny o takim pochodzeniu.
Wsrdd nich, najwiecej jest gendéw kodujgcych enzymy zwigzane z metabolizmem
weglowodanéw i aminokwasow. Umozliwiajg one zwiekszenie zakresu przetwarza-
nych zwigzkow, ktére sg tatwo dostepne w bogatym sSrodowisku gospodarzy.

W prawie wszystkich genomach charakteryzowanych gatunkéw pasozytéw, ale
z wyjatkiem bardzo zredukowanego genomu E. cuniculi, doszto do niezaleznych eks-
pansji wielu rodzin bialek zwigzanych z adaptacja do pasozytniczego trybu zycia
i specyficznego srodowiska gospodarza. U T. vaginalis szczegoélnie liczne - jak na
eukarioty jednokomaorkowe - sg kinazy kodowane przez okoto 900 gendw. Biatka
te sg rowniez bogato reprezentowane w zwartych genomach G. intestinalis i E. histolytica.
Duza liczba kinaz moze Swiadczy¢ o ztozonym systemie przeksztatcania sygnatow
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U tych pasozytéw. U T. vaginalis doszfo ponadto do ekspansji r6znych typow biafek
powierzchniowych, takich jak: BspA, GP63 i VSP, ktore kodowane sg przez okoto
800 gendw. U G. intestinalis zmienne biatka powierzchniowe (VSP) réwniez tworza
duzg rodzine biatek. U E. histolytica liczne sg lektyny wieiopodjednostkowe GalGalNAc,
a ponadto znaleziono geny kodujgce biatka powierzchniowe typu BspA. Wszystkie
te biatka sg istotne w adhezji i inwazji gospodarzy oraz ochronie E. histolytica przed
ich enzymami trawiennymi i uktadem odpornosciowym. U E. histolytica i T. vaginalis
zidentyfikowano dodatkowo peptydy homologiczne, ktére tworza pory w komor-
kach gospodarza i prowadzg ostatecznie do ich lizy. Genomy E. histolytica i T. vaginalis
kodujg szczegolnie liczne biatka zwigzane z transportem pecherzykowym, ktore sg
wazne w procesach, takich jak: 1) sekrecja biatek patogennych, 2) fagocytoza bakte-
rii i komérek gospodarza oraz 3) endocytoza biatek i innych czasteczek znajdu-
jacych sie w otaczajgcym Srodowisku gospodarza. Do innych bogato reprezentowa-
nych rodzin biatek u T. vaginalis, ktére zwigzane sg z pasozytniczym trybem zycia,
naleza: 1) peptydazy (potencjalne czynniki wirulencji, niektére z nich s kandydata-
mi na inhibitory peptydazy anty-HIV), 2) transportery weglowodandw i aminokwa-
séw (umozliwiajace pobieranie tych zwigzkéw od gospodarza) oraz 3) kotransporte-
ry kationowo-chlorkowe (regulujgce zmiany osmotyczne Srodowiska gospodarza).
U T. vaginalis zidentyfikowano takze enzymy zaangazowane w synteze lipofosfogli-
kanu tworzgcego glikokaliks na powierzchni komorki, ktéry odpowiada za przylega-
nie tego pasozyta do komérek gospodarza. Z kolei, genom E. histolytica koduje:
1) liczne proteazy cysteinowe, odpowiedzialne za degradacje macierzy zewnatrzko-
morkowej gospodarza, 2) receptory chrakteryzujgce sie obecnoscig siedmiu obsza-
row transbtonowych oraz 3) trimery biatek G, ktére regulujg proces encystacji.

Wiele z wymienionych biatek moze stuzy¢ do celéw diagnostycznych, produkcji
szczepionek lub jako potencjalne cele dla lekéw. Dzieki sekwencjom genomow
E. cuniculi, E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis doktadniej poznano molekularne
podtoze ich patogenezy i infekcji, co bedzie pomocne w leczeniu i zapobieganiu
wywotywanym przez nie chorobom.

jedna z istotnych cech wspélnych E. cuniculi, E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis
jest brak typowych mitochondriéw, ktére ulegly przeksztatceniu w hydrogenosomy
(7. vaginalis) lub mitosomy (pozostate gatunki) (50,51). Hydrogenosomy uczestniczg
w produkcji ATP i wodoru na drodze oddychania beztlenowego. Analizy genomu
7. vaginalis doprowadzity do wykrycia jeszcze jednej - dotychczas nie znanej -
funkcji tego organellum, ktéra zwigzana jest z metabolizmem aminokwaséw. W mi-
tosomach natomiast zachodzi dojrzewanie biatek zelazowo-siarkowych (50,51).
Przypuszcza sie, ze moga one takze chroni¢ pasozyty przez stresem oksydacyjnym.
Dowodem na dawng obecnos$¢ typowych mitochondriéw u przodkéw opisywanych
gatunkéw jest wystepowanie w ich genomach jgdrowych genéw homologicznych
z genami mitochondrialnymi (50,51). Zaréwno hydrogenosomy, jak i mitosomy sg
pozbawione enzyméw cyklu Krebsa oraz tancucha transportu elektronéw, a geny
kodujgce te biatka zostaly utracone przez genomy jadrowe.
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Bardzo ciekawe wyniki uzyskano poréwnujac genomy szczepOw patogennych zali-
czanych do jednego gatunku - G. intestinalis (46,47). Sposrod 7 genotypdw zsekwen-
cjonowano genomy dwdch: GS i WB, ktore zakazajg czlowieka. Genomy tych szcze-
pow wykazujg odpowiednio 77 i identycznosci w sekwencjach kodujgcych biatka
na poziomie nukleotydowym i aminokwasowym. Genotyp GS charakteryzuje sie wiek-
szym poziomem polimorfizmu allelicznego (0,53%) niz genotyp WB (0,01%), przy czym
oba genomy sg tetraploidalne. Moze to Swiadczy¢ o réznych mechanizmach tworzenia
i redukcji zmiennosci w kazdym z tych szczepéw. W szczepie GS zidentyfikowano 28
unikatowych genéw, natomiast w szczepie WB - tylko 3 takie geny. Moga one zosta¢
wykorzystane w celach diagnostycznych oraz identyfikacji poszczegoélnych szczepdw.
Niektore z tych gendéw wykazuja pochodzenie bakteryjne, a funkcja wielu z nich jest
nieznana. Interesujaca cechg, réznigca szczepy GS i WB, jest zmienny repertuar biatek
VSP. Dodatkowe rdznice dotycza biatek: NEK i HCMP. Wszystkie te cechy mogg wyjas-
nia¢ obserwowane réznice biologiczne i kliniczne pomiedzy obu szczepami G. intestinalis.
Ponadto promotory kilku enzymow szczepu GS, ktdre zwigzane sg z syntezg Sciany cy-
sty, nie posiadajg typowych miejsc wigzania czynnikdw transkrypcyjnych Myb2, co
moze tltumaczy¢ stabszg encystacje tego szczepu i sugerowac inny mechanizm jej re-
gulacji. Zaobserwowane réznice pomiedzy szczepami GS i WB uprawniajg do trakto-
wania ich jako odrebnych gatunkéw i mogg pomdc w skuteczniejszym zapobieganiu
i leczeniu wywotywanych przez nie chordéb.

2.1.2. Genomy apikomplekséw: Babesia, Cryptosporidium, Plasmodium, Theileria

Wsréd opublikowanych obecnie genoméw protistow, najliczniejszg grupe stano-
wig przedstawiciele Apicomplexa (sporowce wtasciwe) (33). Sg one endopasozytami
(czesto wewnatrzkomérkowymi) bezkregowcow i kregowcdw. Sposréd znanych po-
nad 5000 gatunkéw, opublikowanych zostato zaledwie 9 genoméw, nalezacych do:
1) czterech gatunkéw z rodzaju Plasmodium (52-57), 2) dwéch gatunkéw z rodzaju
Cryptosporidium (53,58,59), 3) dwdch gatunkdéw z rodzaju Theileria (52,60,61) oraz
4) Babesia bovis (52,62) (zob. takze tab. 2). Genomy te zostaly zsekwencjonowane ze
wzgledu na ich olbrzymie znaczenie medyczne, gospodarcze i spoteczne. Na przy-
ktad z powodu malarii, za ktérg odpowiadajg zarodzce z rodzaju Plasmodium, kazde-
go roku umiera 2,7 miliona ludzi, a 300-500 milionéw choruje. Szczegdlnie niebez-
pieczny jest gatunek P.falciparum bedacy najwiekszym zabdjcg ludzi wsréd apikom-
plekséw. Co 30 sekund pozbawia on zycia jedno dziecko w Afryce. Pozostate wymie-
nione apikompleksy, odpowiedzialne sg za kryptosporidioze u ludzi (Cryptosporidium
spp.) oraz choroby bydta: babeszjoze (Babesia bovis), gorgczke wschodniego wybrze-
za Afryki (Theileria parva) i teilerioze tropikalng (7. annulata). Straty wyrzadzane
przez te gatunki szacuje sie na setki miliondw dolaréw rocznie.

Opublikowane genomy: Plasmodium (52-57), Cryptosporidium (53,58,59), Theileria
(52,60,61) oraz Babesia (52,62) sg zrdznicowane pod wzgledem ich wielkosci i struk-
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tury. u Plasmodium majg one wielkos¢ okoto 25 Mb, natomiast u Cryptosporidium,
Theileria i Babesia sg prawie trzy razy mniejsze, jednak potencjat kodujacy genomu
Plasmodium (liczacego okoto 5500 gendéw) jest zaledwie w 30% wiekszy od zdolnosci
kodujacych: Cryptosporidium, Theileria i Babesia. Rozbieznosci w wielkosci genomu
i liczbie kodowanych genéw pomiedzy Plasmodium a Cryptosporidium, Theileria i Babesia
wynikaja z krétszych regiondw miedzygenowych i gestszego upakowania gendéw
u trzech ostatnich rodzajéw. Najwiecej introndw posiadaja genomy: Theileria i Babesia.
U Theileria geny podzielone stanowia az 13% catego genomu, u Plasmodium - ponad
50%, natomiast u Cryptosporidium - zaledwie 5%. Zwiekszenie liczby intronéw moze
mie¢ znaczenie dla tworzenia nowych wariantéw genow (i kodowanych przez nie
biatek) na drodze tasowania eksonéw, wplywajac w ten sposéb na duzg zmiennos¢
antygenowa komoérek Theileria i Babesia.

Wszystkie zsekwencjonowane genomy przedstawicieli Apicomplexa sg ubogie
w sekwencje kodujgce tRNA (39-47 kopii) i rRNA (2-7 kopii), co pokazuje ich tendencje
do redukcji. Tendencje te, ktéra wynika z przystosowania do pasozytniczego trybu zy-
cia, mozna réwniez dostrzec w zaniku wielu enzymoéw zaangazowanych w podstawo-
we szlaki metaboliczne, takie jak: 1) glukoneogeneza, 2) utlenianie kwaséw tluszczo-
wych, 3) cykl mocznikowy, 4) synteza aminokwaséw, 5) hemu, 6) puryn i 7) kwasow
ttuszczowych. Podobnie jak u innych pasozytéw, genomy apikomplekséw charaktery-
zujg sie zwiekszong liczbg par AT. W ekstremalnych przypadkach siega ona az 81%
u P.falciparum, natomiast u P. vivax wynosi - 58%. Stosunkowo niska, jak na apikom-
pleksy, zawartos¢ par AT u P. vivax moze by¢ zwigzana z izochoryczng strukturg jego
chromosomow, w ktérych tylko zmienne czesci telomeréw sg bogate w pary AT, nato-
miast obszary konserwatywne - o duzym potencjale kodujacym - obfitujg w pary GC.

Jednym z zaskakujacych odkry¢, bedacych wynikiem sekwencjonowania geno-
mow apikompleksow, jest brak mozliwosci przyporzadkowania az 40% gendéw do
odpowiednich grupy ortologicznych, co sugeruje, ze kodujg one nowe rodziny bia-
tek. Powstawanie nowych gendw jest najprawdopodobniej przyczyng wyodrebnia-
nia sie nowych gatunkéw w obrebie Apicomplexa. Gatunki te réznig sie pomiedzy
soba niejednokrotnie zaledwie kilkoma genami, ktére koduja biatka chronigce ich
komorki przed odpowiedzig ze strony ukladu odpornosciowego gospodarza, np.
biatka powierzchniowe o duzej zmiennosci antygenowej (PfTMPI) u P. falciparum
czy glikoproteiny podobne do mucyny u C. parvuin. Czesta lokalizacja subtelomero-
wa tych gendw (szczegolnie u Plasmodium) dodatkowo zwieksza ich zmiennos¢ anty-
genowg na skutek czestych rekombinaciji.

Sekwencjonowanie genomoéw przedstawicieli Apicomplexa jest szczegélnie
istotne, poniewaz rosnie ich opornosé na dostepne leki, natomiast ich wektory (ko-
mary - w przypadku Plasmodium, a kleszcze - w przypadku Theileria i Babesia) row-
niez nabywajg odpornosci na insektycydy. Informacje zawarte w genomach apikom-
plekséw pozwolity juz na wyselekcjonowanie najlepszych kandydatéw na szcze-
pionki (np. biatka adhezyjne, odpowiedzialne za taczenie sie apikomplekséw z ko-
morkami gospodarza), jak réwniez stanowig podstawe do prac nad nowymi lekami
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(55,57,63,64). Zrodiem nowych rozwigzar biotechnologicznych moze byé takze po-
znanie nowych rodzin biatek u apikomplekséw oraz zrozumienie, w jaki sposéb
radzg one sobie z uktadem odpornosciowym gospodarza, czego przyktadem moze
by¢ transformacja leukocytow przez przedstawicieli Theileria (65).

Zdecydowana wiekszos¢ apikomplekséw posiada charakterystyczne organellum
zwane apikoplastem (66), ktore jest zmodyfikowanym plastydem o pochodzeniu kra-
snorostowym lub zielenicowym (67,68). Apicoplast nie jest aktywny fotosyntetycznie
i zostal zaadoptowany do pasozytniczego trybu zycia, uczestniczgc w syntezie izopre-
noidéw, kwasow ttuszczowych i hemu (66). jego genom koduje bardzo niewiele ge-
noéw, dlatego prawie wszystkie biatka apikoplastu kodowane sg przez genom jadrowy.
Biatka te importowane sg przez system wewnatrzblonowy za pomocg charakterystycz-
nych presekwencji dwuczesciowych, ktore skladajg sie z peptydu sygnatowego i pep-
tydu tranzytowego (69). Apikoplastu nie zidentyfikowano dotychczas u gatunkéw
Crypfospondu/m. jednak w genomach jgdrowych C. hominis oraz C. parvum znaleziono
geny, ktére moga Swiadczy¢ ojego wczesniejszej obecnosci (58,70).

2.1.3. Genomy $widrowcéw: Trypanosoma i Leishmania

Gtownymi powodami sekwencjonowania 5 genoméw swidrowcoéw z rodzajow:
Trypanosoma (71-73) i Leishmania (71,74,75) (zob. takze tab. 2) byly wazne powody
medyczne i weterynaryjne. T. briicei wywotuje Spigczka afrykanska, T. cruzi - choro-
be Chagasa, natomiast L. major, L. infantum i L. braziliensis - rézne typy leiszma-
nioz. Lacznie Trypanosoma i Leishmania infekujg miliony, a zabijajg dziesigtki tysiecy
ludzi. Niestety, brak szczepionek - w potgczeniu z toksycznoscig stosowanych le-
kéw - nie daje nadziei na poprawe sytuacji w najblizszych latach.

Genomy przedstawicieli Trypanosoma (71-73) i Leishmania (71,74,75), podobnie
jak genomy apikomplekséw (zob. poprzedni rozdz.), charakteryzuja sie duzg rézno-
rodnoscig strukturalng. Genom T. brucei sklada sie z 11 par duzych chromosoméw
o0 wielkosci powyzej | Mb, natomiast genomy T. cruzi i Leishmania z odpowiednio
28 i 35-36 par mniejszych chromosomoéw. T. brucei posiada dodatkowo 3-5 $rednich
chromosomoéw (200-500 kb) i okoto 100 minichromosoméw (50-100 kb), co w sumie
daje zadziwiajaca liczbe okoto 120 chromosomow. Bogate w chromosomy kariotypy
T. cruzi i Leishmania odzwierciedlajg stan ancestralny, natomiast duze chromosomy
u r. brucei s wynikiem fuzji mniejszych chromosoméw. Genom T. cruzi jest dwa
razy wiekszy od genomoéw pozostatych Swidrowcdw. Posiada on w przyblizeniu
25-30" wiecej gendw niz pozostate gatunki Trypanosoma oraz gatunki Leishmania,
a co najmniej 50% jego genomu sklada sie z sekwencji powtérzonych, takich jak:
1) retrotranspozony, 2) powtdrzenia subtelomerowe oraz 3) rodziny wielogenowe
kodujace biatka powierzchniowe.

Pomimo tych rdznic, genomy Trypanosoma i Leishmania sg podobne pod wzgle-
dem organizacyjnym. Wystepujg w nich olbrzymie klastry policistronowe, sklada-
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jace sie z dziesiatek, a nawet setek genéw, pomiedzy ktérymi nastepuje przetacza-
nie kodowania nici DNA, tzn. ni¢ sensowa staje sie antysensowa, a ni¢ antysensowa
sensowg (76-78). Tworzenie olbrzymich klastrow genow jest jedng z gtéwnych przy-
czyn zdumiewajaco wysokiego poziomu syntenii u $widrowcéw. Pomimo 200-500
milionéw lat niezaleznej ewolucji, 68% gendw u T. brucei i 16% u L. major zachowato
swoje konserwatywne utozenie. Na utrzymanie syntenii wplywajg tez bardzo rzad-
kie rekombinacje mejotyczne, poniewaz rozmnazanie piciowe zdarza sie u Swi-
drowcow wyjatkowo rzadko.

Najbardziej zmienne geny, ktére charakterystyczne sg dla poszczegdlnych ga-
tunkoéw swidrowcow i odpowiadajg za oddziatywania z komérkami gospodarza, wy-
stepuja pomiedzy blokami konserwatywnych gendéw. U Trypanosoma, najliczniejsze
z nich, zaangazowane sg w produkcje glikoprotein powierzchniowych, umozliwia-
jacych unikniecie reakcji ze strony uktadu odpornosciowego gospodarza poprzez
generowanie duzej zmiennosci antygenowej. U T. bruceijedna z takich glikoprotein,
zwana zmienng glikoproteing powierzchniowg (VSG), kodowana jest przez 1000 se-
kwenciji. VSG tworzy ptaszcz glikoproteinowy zbudowany z 10 milionéw identycz-
nych makroczasteczek, ktdre ostaniajg niezmienne epitopy pasozyta przed syste-
mem immunologicznym gospodarza. Wiekszo$¢ sekwencji kodujacych VSG to pseu-
dogeny utozone tandemowo w czesciach subtelomerowych chromosoméw. Stano-
wig one swoisty rezerwuar potencjalnej zmiennosci antygenowej, ktory wykorzysty-
wany jest do tworzenia aktywnych gendw zlokalizowanych w specjalnych miejscach
ekspresji (BESs, ang. Bloodstream Expression Sites). Niektore z tych genéw powstaja
W spos6b mozaikowy z potaczenia réznych gendéw VSG. Aktywacja nowego genu
USG polega na zastgpieniu starego genu nowym w miejscu BES. Mechanizm ten
umozliwia ciagte tworzenie nowego rodzaju VSG, co powoduje permanentny stan
infekcji, ktory nieleczony prowadzi do smierci. T. cruzi posiada znacznie wiecej roz-
nych genéw kodujgcych biatka powierzchniowe niz pozostate Swidrowce. Wsréd
nich nalezy wymienié¢; 1) mucyny, 2) biatka powierzchniowe zwigzane z mucynami
(MASP), 3) proteazy gp63 oraz 4) bardzo zmienne transsialidazy (TS), znajdujace sie
pod szczegdlnie silng presjg immunologiczna.

Na powierzchni komorek Leishmania wystepuja glikoproteiny kodowane przez
duze rodziny gendw, takie jak: amastin, gp46 i gp63. Jednak powierzchnia ich komo-
rek zdominowana jest przez charakterystyczne kompleksy weglowodanowe, ktore
uczestnicza w réznych etapach procesu infekcji. Kompleksy te zawieraja: 1) lipofos-
foglikan (LPG), 2) fosfolipidy glikoinozytolowe (GIPL) oraz 3) proteofosfoglikan
(PPG). Obecnos¢ dwoch biatek zawierajgcych domene czynnika hamujacego migra-
cje makrofagéw (MIE), ktére kodowane sg przez geny LmJF33.1740 i LmjF33.1750,
moze stanowi¢ jeden z wielu sposobdéw na przezycie komérek Leishmania w organi-
zmie gospodarza poprzez hamowanie odpowiedzi komérkowej ze strony jego ukia-
du odpornosciowego.

Pasozytniczy tryb zycia powoduje u swidrowcéw z jednej strony ekspansje ge-
néw kodujacych makroczasteczki oddziatujgce z organizmem gospodarza, nato-
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miast z drugiej prowadzi do znacznej redukcji zdolnosci metabolicznych. Przykta-
dem moze by¢ utrata enzymdéw odpowiedzialnych za synteze: hemu, wiekszosci
aminokwasow oraz puryn. Sposréd wszystkich zsekwencjonowanych genomow $wi-
drowcow, najbardziej zredukowanym metabolizmem charakteryzuje sie T. brucei.
Wynika to z jedynie zewnagtrzkomodrkowego trybu zycia i, w konsekwencji, prost-
szego cyklu rozwojowego. Konieczno$¢ adaptacji do wiekszej liczby nisz ekologicz-
nych, zarbwno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomorkowego srodowiska makrofagow,
sprawia, ze liczba ortologébw u T. criizi i Leishmania jest wyzsza niz u 7. brucei.

Swidrowce posiadajg takze uproszczong maszynerie transkrypcyjna, a brak me-
chanizmoéw jej kontroli ujawnia sie w postaci duplikacji genoéw jako Srodka na
zwiekszenie ich ekspresji. Duplikacje genéw i ich dywergencja pozwalaja réwniez
na zwiekszanie zmiennosci. Innymi cechami charakterystycznymi swidrowcow, kto-
re pozostajg w bezposrednim zwigzku z ich genomami, sg: 1) transsplicing potaczo-
ny z poliadenylacja, 2) duzy potencjat modyfikacji potranslacyjnych bialek, 3) reduk-
cja szlakow przekazywania sygnatow komorkowych przy jednoczesnej ekspansji ki-
naz biatkowych oraz 4) zdolnos¢ do modyfikacji histonéw, wskazujgca na wczesne
pojawienie sie modelowania chromatyny u eukariotéw. Nalezy rowniez wspomnie¢
o dominujacej roli cytoszkieletu tubulinowego, ktérej towarzyszy brak homologow
bialek fitamentoéw posrednich oraz redukcja cytoszkieletu aktyno-miozynowego.
Gtownymi czynnikami ksztattujgcymi ewolucje genomdow Trypanosoma byly insercje
nowych fragmentéw chromosoméw oraz substytucje istniejacych juz odcinkéw,
ktére rozrywaty bloki synteniczne generujgc geny specyficzne gatunkowo. Z kolei,
w obrebie linii Leishmania, zmiany polegaly gtéwnie na utracie gendw, ktore ulegaty
wczesniej przeksztatceniu w pseudogeny.

Zsekwencjonowanie genomow Swidrowcow pozwolito na wyselekcjonowanie
duzej liczby biatek nabytych od bakterii na drodze poziomego transferu genéw
(72,79), ktére sg doskonatymi kandydatami do badain nad nowymi lekami. Wyprodu-
kowanie skutecznych lekéw, a takze szczepionek, jest pilne, poniewaz w ostatnich
latach obserwujemy wzrost przypadkéw zachorowan na trypanosomatozy i leiszma-
niozy. Opublikowane genomy pomogg réwniez wyjasni¢ zagadki zwigzane z ewolu-
cjg Swidrowcow. Wcigz bowiem trwajg debaty nad tym, czy posiadaly one w swojej
przesztosci plastyd (79-81).

2.1.4. Genomy gatunké”f Phytophtora - ucigzliwe pasozyty roslin wyzszych, ktére
sg blisko spokrewnione z glonami posiadajacymi plastydy ztozone

Przedstawiciele rodzaju Phytophtora sg uciazliwymi, grzybopodobnymi pasozyta-
mi roslin nalezagcymi do legniowcéw (Oomycetes) (33). Wspdlnie z okrzemkami, bru-
natnicami, ztotowiciowcami i pokrewnymi grupami glonéw, tworzg one gromade
Stramenopila (33). Dotychczas poznano kompletne sekwencje genoméw trzech ga-
tunkéw Phytophtora: 1) P. infestans (zaraza ziemniaczana) - infekujgcej gtownie
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ziemniaki (82), 2) P. sojae - zarazajacej soje (82,83) oraz 3) P. raniorum - infe-
kujacej 100 réznych gatunkow roslin, w tym deby i rézaneczniki (82,83) (zob. takze
tab. 2). Pasozyty te powodujg ogromne straty w rolnictwie i ekosystemach natural-
nych. Epidemia zarazy ziemniaczanej w Irlandii w potowie XIX w. byta przyczyng
wielkiego gtodu i masowych migracji ludnosci do USA.

Przedstawiciele rodzaju Phytophtora charakteryzuja sie szczegoélnie szybkimi
zdolnosciami adaptacyjnymi, co ma odzwierciedlenie w strukturze ich genomow
(82,83). Poréwnanie genomoéw trzech gatunkéw Phytophtora ujawnito obecnos¢ kon-
serwatywnych blokéw sekwencji bogatych w kolinearnie utozone geny, ktére roz-
dzielone sg regionami zawierajgcymi mniej genéw, ale o wiekszej zawartosci se-
kwencji powtdrzonych i jednostek transpozonowych. To wiasnie one odpowiedzial-
ne sg za rearanzacje i niezwyklg zmiennos¢ tych obszaréw. Udziat sekwencji powto6-
rzonych w genomach Phytophtora wzrasta wraz z ich wielkoscig: od 28% (u P. ramorum),
poprzez 39% (u P. sojae) do 74% (u P. infestans). Ten ostatni gatunek posiada réwniez
od 5 do 10 razy wiecej roznych ruchomych elementéw genetycznych niz dwa pozo-
stale gatunki. Najbardziej interesujgce jest to, ze w tych dynamicznych regionach
zgromadzone sg przede wszystkim szybko ewoluujgce geny, ktére koduja efektoro-
we biatka sekrecyjne odpowiedzialne za patogennosc¢ i infekcyjnosc przedstawicieli
Phytophtora oraz zmiane fizjologii swoich gospodarzy. Biatka te reprezentowane sg
przez tzw. efektory apoplastowe wydzielane do przestrzeni miedzykomaérkowej, ta-
kie jak: 1) hydrolazy degradujace tkanki, 2) inhibitory enzymdw gospodarza i 3) tok-
syny nekrotyczne. Inng grupg efektorowych biatek sekrecyjnych sg biatka cytoplaz-
matyczne, reprezentowane przez RXLR i CRN, ktOre transportowane sg do wnetrza
komérek roslin przez specjalng ssawke. Biatka te sg szczegdlnie liczne i zréznicowa-
ne u P. infestans. Kazdy gatunek Phytophtora ma wiasny unikatowy repertuar genéw
determinujacych jego specyficzno$¢ wzgledem gospodarza, sposoéb infekcji i cha-
rakter patogennosci. Szybka ewolucja tych gendéw jest napedzana przez czeste re-
kombinacje niealleliczne oraz duplikacje tandemowe, co generuje duzg zmienno$¢
genetyczna, zapewniajgca plastyczno$¢ adaptacyjng gatunkom Phytophtora.

Chociaz przedstawiciele Phytophtora sg blisko spokrewnieni z glonami zaliczany-
mi do Stramenopila (33,84,85), to jednak nie znaleziono u nich plastydu. Zgodnie
z hipotezg chromalweolata, wspoélny przodek stramenopili, alweolatéw, kryptofi-
tow i haptofitéw, nabyt na drodze wtdrnej endosymbiozy plastyd od krasnorostu,
ktéry zostat nastepnie utracony w réznych liniach heterotroficznych (np. u orze-
skéw), wigczajgc czes¢ form pasozytniczych, takich jak przedstawiciele rodzaju
Phytophtora (84,85). W genomach gatunkéw Phytophtora zidentyfikowano geny po-
chodzace od krasnorostéw i sinic (83), co mogtoby Swiadczy¢ o wczesniejszej obec-
nosci plastydu u tych pasozytéw. Jednak w przeprowadzonych analizach statystycz-
nych nie wykazano, aby ich udzial byt wystarczajgcy do poparcia hipotezy chromal-
weolata (86).
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2.2. Protisty wazne ekologicznie

Protisty o duzym znaczeniu ekologicznym, to przede wszystkim r6zne glony fo-
tosyntetyzujace bedace istotnym skiladnikiem planktonu, ktére sa odpowiedzialne
za wigzanie ditlenku wegla i produkcje pierwotng w ekosystemach maorz i oceandw.
Genomy gatunkéw o takim znaczeniu poznano w dwdch grupach: u zielenic i okrze-
mek. U glonéw tych wyewoluowaly rézne strategie adaptacyjne (np. zwigzane z wy-
stepowaniem odmiennych aparatéw fotosyntetycznych czy osobliwych selenoenzy-
moéw), natomiast w ich genomach dominuja geny zaangazowane w metabolizm ko-
morkowy, ktére utatwiajg optymalne wykorzystanie zasobéw Srodowiska.

2.2.1. Niewielkie genomy pikoeukariotéw: Micromonas i Ostreococcus

Pikoeukarioty sg formami planktonowymi, charakteryzujgcymi sie niewielkimi
rozmiarami komérek - od 0,2 do 2 pm. Nalezg do nich m.in. fotosyntetyzujace
prasinofity (Prasinophyceae), ktére odgaleziajg sie u podstawy drzewa filogenetycz-
nego roslin zielonych (87). Sg to prosto uorganizowane glony jednokomaérkowe
z jednym plastydem i mitochondrium, pozbawione Sciany komorkowej i wici. Piko-
eukarioty sg jednak szeroko rozprzestrzenione, od moérz tropikalnych po polarne,
i odgrywajg duza role w ich produkcji pierwotnej, procesach biogeochemicznych
i tancuchach troficznych (88,89). Stanowig one istotne wskazniki kondycji ekosyste-
mow morskich i, w konsekwencji, zmian klimatycznych. Obecnie znamy kompletne
sekwencje genomow czterech parsinofitow. Sg to dwa gatunki Ostreococcus: 0. lucumarinus
(90) i 0. tauri (90,91) oraz dwa szczepy Micromonas pusilla oznaczone jako:
CCMP1545 i RCC299 (92) (zob. takze tab. 2).

Cecha charakterystyczng genomow Ostreococcus (90,91) i Micromonas (92) sg ich
niewielkie rozmiary, przy czym najbardziej zredukowane genomy posiadajg gatunki
Ostreococcus. Nalezy podkresli¢, ze w genomach Micromonas znaleziono geny zwig-
zane z rozmnazaniem piciowym i tworzeniem S$ciany komérkowej. Odkrycie to jest
nieoczekiwane, poniewaz proceséw tych nie zaobserwowano dotychczas u tego
prasinoflta. Genomy Micromonas kodujg wiecej rodzin transporteréw btonowych
oraz bialek zapewniajgcych ochrone przed metalami ciezkimi i wolnymi rodnikami
niz genomy Ostreococcus. jednak w przeciwienistwie do genomow Ostreococcus, sg
one ubogie (szczep CCMP1545) lub pozbawione (szczep RCC299) transpozondéw.

Zsekwencjonowane genomy dwoOch szczepow M. pusilla sg prawie identyczne
(97%) pod wzgledem sekwencji 18S rRNA, maja jednak tylko 90% wspdlnych gendw,
co wskazuje, ze mogg one by¢ osobnymi gatunkami. Hipoteza ta jest zgodna z ist-
niejacymi pomiedzy nimi duzymi réznicami ekologicznymi. Szczep CCMP1545 zo-
stat wyizolowany z woéd umiarkowanych, natomiast RCC299 - z wdd tropikalnych.
Geny specyficzne dla poszczegolnych szczepdw pochodzg najprawdopodobniej
z poziomych transferéw od bakterii i opistokontow. Szczep CCMP1545 nie posiada
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niektérych rodzin biatek (np. transporteréw dla zwigzkéw azotu), ktére sa niezbed-
ne dla szczepu RCC299, zyjgcego w wodach bardziej oligotroficznych. Ponadto
szczepy M. pusilla roznig sie: 1) organizacja przetacznikbw RNA (tzw. ryboprze-
tacznikéw), 2) skladem komponentoéw RNAI, 3) liczbg intronéw oraz 4) obecnoscig
sekwencji powtdrzonych.

Genomy Ostreococcus sg bardzo zredukowane, co zwigzane jest z miniaturyzacjg
ich komérek (okoto | pm). Genomy te cechujg sie szczegodlnie duzag gestoscig kodo-
wania. Bardzo malo jest sekwencji powtdrzonych. Introny sg stosunkowo krotkie,
a liczba zduplikowanych genodw jest niewielka. Ponad 300 genow ulegto fuzji, a wie-
le genéw z duzych rodzin biatek zostato utraconych, np. geny zaangazowane w bio-
geneze wici oraz $ciany komérkowej czy geny kodujace czynniki transkrypcyjne
i biatka bedace sktadnikami chromatyny.

Najciekawszg adaptacjg Ostreococcus jest stosunkowo duza liczba biatek zawie-
rajacych selenocysteine, ktora kodowana jest przez kodon TGA. U O. lucumarinus
biatek tych jest 20, u 0. tauri - 19, podczas gdy w 10 razy wiekszym genomie ziele-
nicy Chlamydomonas reinhardtii - tylko 10. Selenoenzymy sg bardziej reaktywne niz
enzymy bez selenu, dlatego komorka zawierajgca te biatka moze ograniczyc¢ liczbe
innych enzyméw. Analizy genoméw Ostreococcus wskazujg na istnienie kilku intere-
sujacych cech fenotypowych, takich jak: 1) optymalizacja w wykorzystaniu zasobéw
srodowiska (np. wystepowanie transporteréw amonowych), 2) obecnos$¢ unikatowe-
go metabolizmu metali oraz 3) adaptacja do niskiej zawartosci zelaza w Srodowi-
sku. Ich aparat fotosyntetyczny charakteryzuje sie brakiem typowych biatek uktadu
antenowego LHCII, natomiast obecnoscig - specyficznych dla prasinofitéw - bia-
tek wigzacych chlorofil oraz biatek zwigzanych z fotosyntezg typu C4. 0. lucumarinus
przystosowany jest do wiekszej intensywnosci Swiatta i, w zwigzku z tym, posiada
dwie kopie genu ferrytyny, podczas gdy niewyspecjalizowany 0. tauri - tylko
jedna.

Na podstawie analiz poréwnawczych genoméw 0. lucumarinus i 0. tauri wykaza-
no, ze 18 z 20 ich chromosomoéw charakteryzuje sie wysokim poziomem syntenii
i konserwatywnosci. jednak chromosom 2 jest bogaty w introny i charakteryzuje sie
duzym poziomem rearanzacji gendw, za co odpowiedzialne sg wystepujace licznie
na nim transpozony. Przypuszcza sig, ze moze to by¢é chromosom piciowy. Dodatko-
wo, po jednym chromosomie u kazdego gatunku, nie wykazuje prawie zadnych po-
dobienstw i koduje geny zwigzane z biosynteza, modyfikacja lub transportem we-
glowodanéw. Geny te najprawdopodobniej pochodzaca z poziomych transferéw.
Moga one odgrywacé role w zmianie glikozylacji powierzchni komorki, stanowigc
w ten sposéb ochrone przed fagami oraz protistami fagotroficznymi. jeden z chro-
mosomoOw u 0. lucumarinus powstat w wyniku fuzji dwoéch innych. Opisane zmiany
chromosoméw sg najprawdopodobniej zwigzane ze specjacja w obrebie rodzaju
Ostreococcus.
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2.2.2. Zréznicowane genomy okrzemek: Phaeodactylum tricomutum i Thalassiosira
pseudonana

Okrzemki (z grupy Stramenopila) sg glonami jednokomadrkowymi zasiedlajacymi
zarowno wody $rodlgdowe, jak i morskie (33,93,94). Maja one szczegolne znaczenie
ekologiczne. Ich rola w globalnym obiegu wegla i globalnej fotosyntezie jest poréw-
nywana do produktynosci wszystkich laséw deszczowych razem wzietych. Charak-
terystyczng cechg ich komoérek jest obecnos¢ krzemionkowej Sciany komoérkowe;.
Ponadto okrzemki posiadajg plastyd czteroblonowy, ktéry zostat nabyty od krasno-
rostu na drodze endosymbiozy wtdrnej (93-96).

Dotychczas poznano genomy dwdch gatunkdw okrzemek: Thalassiosira pseudonana
(93,94) oraz Phaeodactylum tricomutum (93). Pierwszy z nich nalezy do okrzemek
promienistych, natomiast drugi - do okrzemek pierzastych. Chociaz linie te od-
dzielily sie zaledwie 90 milionéw lat temu, to struktura i organizacja genomow
Thalassiosira i Phaeodactylum sg bardzo rézne. Nie stwierdzono wiekszych obszaréw
syntenii. Ponad 40% gendw nie posiada homologéw w drugim genomie. W genomie
T. pseudonana wystepuje wiecej intronéw niz u P. tricomutum (odpowiednio 1,5
i 0,79 intronéw na gen). Z kolei, genom Phaeodactylum charakteryzuje sie wiekszg
aktywno$cig retrotranspozondéw niz genom Thalassiosira. Ich udziat w kazdym z ge-
nomow wynosi odpowiednio 3,8 i ],]%. Retrotranspozony odegraly z pewnoscig
istotng role w rearanzacji tych genoméw. Przypuszcza sie, ze wysokie tempo rézni-
cowania sie genomoéw i gendéw u T. pseudonana i P. tricomutum umozliwito odniesie-
nie przez nie sukcesu ewolucyjnego i intensywng ekspansjg w morzach i oceanach.

Poznanie genomoéw Phaeodactylum i Thalassiosira pozwolito na zidentyfikowanie
nowych gendw, zaangazowanych w: 1) transport kwasu krzemowego, 2) tworzenie
Sciany komoérkowej, 3) pobieranie zelaza, 4) biosynteze wielonienasyconych kwa-
séw ttuszczowych oraz 5) wykorzystywanie zwigzkéw azotu. Znajomos¢ szczeg6-
téw biosyntezy nanostruktur w pancerzykach okrzemek, opartych na analizach ich
genomow, moze okazac sie istotna w dalszym rozwoju nanotechnologii bazujacych
na krzemie (97,98). Zaskakujgce byto odkrycie u nich kompletnego cyklu moczniko-
wego, zintegrowanego z metabolizmem komdrkowym. Szczegdlnie liczne sa rodzi-
ny: 1) kinaz histydynowych, 2) cyklin (regulujacych cykl komérkowy), 3) biatek zwia-
zanych z metabolizmem poliamidéw dtugotancuchowych (uczestniczacych w two-
rzeniu Sciany komorkowej) oraz 4) czynnikdédw transkrypcyjnych biatek szoku ter-
micznego (ulegajacych ekspresji w pewnych warunkach wzrostu i stanowigcych po-
towe wszystkich czynnikéw transkrypcyjnych).

Interesujace jest wystepowanie w genomach 7. pseudonana i P. tricomutum ponad
300. genéw nabytych w wyniku poziomego transferu z r6znych grup prokariotéw,
o rzad wielkosci wiecej niz w genomach innych eukariotéw, ale podobnie jak u bak-
terii. Nabyte geny istotnie ksztattujg funkcjonowanie komérek okrzemek i sa odpo-
wiedzialne za wykorzystanie wegla organicznego oraz azotu. Uczestniczg one po-
nadto w: 1) cyklu mocznikowym, 2) metabolizmie poliamin, 3) tworzeniu Sciany ko-
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morkowej, 4) nietypowych mechanizmach replikacji, 5) naprawie i rekombinacji
DNA oraz 6) odbieraniu sygnatéw ze srodowiska opartych na kinazach histydyno-
wych.

Plastyd okrzemek zostat nabyty od krasnorostu (95,96). jednak, w przeciwien-
stwie do plastydu kryptofitdbw (zob. podrozdz. 2.3.3), utracit on jadro komdrkowe
endosymbionta. Ponadto genomy plastydowe okrzemek kodujg znacznie mniej ge-
noéw niz genomy plastydowe krasnorostow (99). Wszystko to wskazuje na intensyw-
ny transfer genéw z genomdéw endosymbionta do genomu jadrowego gospodarza.
Na podstawie analiz zsekwencjonowanych genomoéw Phaeodactylum i Thalassiosira
wykazano, ze zawieraja one wiele genéw majacych pochodzenie krasnorostowe
(93,94). Geny te koduja biatka z charakterystycznymi dwuczesciowymi presekwen-
cjami, ktore skladaja sie z peptydu sygnatowego oraz peptydu tranzytowego, i od-
powiadajg za ich import do plastydu czterobtonowego (100). Nieoczekiwane wyniki
przyniosty dalsze analizy flogenomiczne, ktére wykazaty obecnos¢ ponad dwukrot-
nie wiecej gendw pochodzenia zielenicowego niz krasnorostowego (101). Dane te
mozna zinterpretowa¢ w dwojaki sposéb; albo przodek okrzemek posiadat endo-
symbionta lub plastyd o pochodzeniu zielenicowym, albo tez geny te zostaly nabyte
od zielenic w wyniku wielu poziomych transferéw. Przyszite studia powinny poméc
w sprecyzowaniu ich pochodzenia.

2.3. Modelowe gatunki glonéw i ich zredukowane jadra wystepujgce jako nu-
kleomorly

Aby zrozumie¢ funkcjonowanie komorek eukariotycznych zdolnych do przeprowa-
dzania fotosyntezy, zsekwencjonowano genomy relatywnie prosto uorganizowanych
glonéw jednokomorkowych, takich jak: zielenice i krasnorosty. Dzieki zwartosci ich
genomow oraz obecnosci najbardziej istotnych genéw, mozna tatwo przeanalizowac
wiele istotnych zjawisk i proceséw zachodzacych na poziomie molekularnym oraz zro-
zumie¢ ich funkcjonowanie w kontekscie catej komérki eukariotycznej. Skrajnym przy-
padkiem uproszczenia genomoéw zielenic i krasnorostéw sg nukleomorfy - silnie zre-
dukowane jadra komoérkowe, ktdre, wraz z catg komdrka, zostaly pochtoniete przez
inne protisty heterotroficzne, co doprowdzito do powstania plastydéw wielobtono-
wych i wytonienia sie nowych linii ewolucyjnych w obrebie Eukaryota.

2.3.1. Genom modelowej zielenicy Chlamydomonas reinhardtii
C. reinhardtii (zawtotnia) jest zielenicg jednokomérkowa, stuzacg za bardzo do-
bry system modelowy do badania zaréwno zjawiska fotosyntezy, jak i funkcjonowa-

nia wici, ktére sg nieobecne w komorkach roslin wyzszych (33,102). Zielenica ta jest
bardzo dobrym obiektem do badan, poniewaz charakteryzuje sie krotkim czasem
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trwania generacji i moze rosna¢ réwniez w ciemnosci, wykorzystujac octan jako
zrédio wegla i energii.

Cechg charakterystyczng genomu Chlamydomonas (102) (zob. réwniez tab. 2) jest
duza zawarto$¢ introndw w poréwnaniu do innych eukariotéw jednokomérkowych
oraz roslin wyzszych. U C. reinhardtit liczba eksonéw na gen wynosi 8,3, natomiast
u rosliny wyzszej A. thaliana - 5,2. Introny w genach Chlamydomonas sg Srednio
diuzsze (373 bp) niz introny w genach Arabidopsis (164 bp). Sugeruje sie, ze duzy
udziat w ich modyfikacjach mogty mie¢ transpozony. W genomie C. reinhardtii ge-
noéw podzielonych jest 92%, podczas gdy w genomie A. thaliana - 79%.

W wyniku analiz porébwnawczych genomu Chlamydomonas z innymi zsekwencjo-
nowanymi genomami eukariotéw zidentyfikowano duzg liczbe genéw odpowiedzial-
nych za biogeneze plastydéw (349 genéw) oraz wici (195 gendéw), przy czym wiele
z nich nie byto wczesniej znanych. Podobnie jak u A. thaliana, bardzo licznymi rodzi-
nami bialek sg kinazy i cytochromy P-450. jednak najliczniejsza rodzing, réwniez
w poréwnaniu z innymi organizmami, jest klasa 111 cyklaz guanylowych i adenylo-
wych. Nukleotydy cykliczne, tworzone przez te enzymy, uczestniczg w przeksztat-
caniu sygnatéw w komorce i sg istotne u C. reinhardtii w procesach: rozmnazania,
funkcjonowania wici oraz przystosowywania sie do zmiennych warunkéw troficz-
nych w $srodowisku. Adaptacje do takich warunkéw umozliwiajg réwniez zréznico-
wane transportery btonowe, specyficzne dla poszczegodlnych zwigzkoéw, wsrdd kto-
rych najliczniejsze sg transportery: fosforanowe PiT i potasowe KUP. W obrebie
transporteréw btonowych zidentyfikowano takze transportery charakterystyczne dla
komorek zwierzat (np. regulujgce poziom kationéw wapnia i innych jonoéw), ktére
zwigzane sg z funkcjonowaniem wici.

2.3-2. Uproszczony genom termofilnego i kwasolubnego krasnorostu Cyanidoschyzon
merolae

C. merolae jest bardzo matym (2 ~im) krasnorostem jednokomorkowym, zyjacym
w goracych Zrédtach siarkowych o niskim pH (33,103,104). Posiada on minimalny
zestaw organelli komérkowych oraz maly i prosto zorganizowany genom, co czyni
go idealnym organizmem modelowym do badania funkcjonowania i ewolucji ko-
morki eukariotycznej.

Osobliwg cechg genomu Cyanidoschyzon (103,104) (zob. réwniez tab. 2) jest bar-
dzo wysoka uzywalno$¢ dinukleotydéw CpG w poréwaniu do innych eukariotow.
Jednostki transpozonowe stanowig zaledwie 0,7% jego genomu, natomiast obecne
sg kopie nieznanych rozproszonych elementéw powtdrzonych, ktére sg aktywne
transkrypcyjnie i stanowig 5% genomu. Podstawowy zestaw istotnych gendéw czyni
C. merolae bardzo dobrym modelem do badarn proteomicznych. jedynie w 26 genach
stwierdzono wystepowanie intronéw, a az 25 z nich zawiera tylko jeden intron.
Znaleziono jedynie 3 kopie rDNA, bez tandemowych powtérzen typowych dla euka-
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riotéw, oraz tylko 30 genéw tRNA. Stwierdzono zmniejszony udziat genéw zwigza-
nych z: 1) biosynteza metabolitdw wtdrnych, 2) transportem komorkowym, 3) kata-
bolizmem oraz 4) transdukcjg sygnatdéw, co wigze sie ze stabym zréznicowaniem ko-
morki Cyonidoschyzon. Cechg charakterystyczng genomu tego krasnorostu jest naj-
mniejszy znany klaster genéw kodujacych histony, ktéry zlokalizowany jest tylko na
jednym chromosomie.

W genomie C. merolae wystepuja tylko dwa geny dynamin, zwigzane z podziatem
mitochondridw i plastydéw. Nie stwierdzono natomiast gendw dla dyneiny i miozy-
ny, co moze Swiadczy¢ o prostym mechanizmie cytokinezy. Aparat importu biatek
do plastydu nie zawiera trzech komponentéw: Toc159, Tic40 i Tic55, ktére obecne
sg u roslin wyzszych. Cyonidoschyzon posiada réwniez najprostszy zestaw chlorofili
i karotenoidow wsrdd eukariotow fotosyntetyzujgcych. Podobnie jak u roslin wyz-
szych, znaleziono u niego ten sam mozaikowy (tj. pochodzenia sinicowego i euka-
riotycznego) zestaw enzymow cyklu Calvina, potwierdzajac w ten sposéb koncepcije
jednorazowego nabycia plastydu przez wspélnego przodka zielenic i krasnorostéw
(105).

Genom mniejszy od genomu C. merolae odkryto u zielenicy Ostreococcus (zob.
podrozdz. 2.2.1.), jednak nie jest on w takim samym stopniu uproszczony struktu-
ralnie jak genom Cyonidoschyzon. Poniewaz C. merolae zyje w ekstremalnych warun-
kach srodowiskowych, nie wiadomo, czy uproszczenie jego genomu jest cechg pier-
wotnag, czy raczej wtérng, wynikajaca z przystosowania do specyficznych warunkéw
zycia. W uzyskaniu odpowiedzi na to pytanie moze pomdc poznanie genomu kolej-
nego krasnorostu zamieszkujgcego gorgce zrodta - Galdieria sulplmraria. Bardziej
szczegOtowe analizy biatek Cyonidoschyzon bedg istotne w poznaniu ich adaptaciji
strukturalnych do wysokiej temperatury i duzej kwasowosci. Dane te moga znalez¢
wazne zastosowanie w biotechnologii, pomagajgc w projektowaniu bardziej stabil-
nych biatek.

2.3.3* Genomy nukleomorféw - skrajnie zredukowane jgdra komoérkowe endo-
symbiontow pochodzacych od krasnorostow i zielenic

Nukleomorfy to niezwykte organelle komérkowe wystepujace w przestrzeni pe-
riplastydowej niektérych typéw plastydéw czterobtonowych (42,106-108). Sa one
zredukowanymi jadrami komoérkowymi glonéw, ktére zostaly pochtoniete przez
jednokomérkowe eukarioty heterotroficzne, a nastepnie przeksztatlcone w plastydy
ztozone. Zjawisko to okreslane jest jako endosymbioza wtérna, w przeciwienstwie
do endosymbiozy pierwotnej, polegajgcej na pochionieciu cyjanobakterii, czyli or-
ganizmu prokariotycznego (95,96). Nukleomorfy zostaly zachowane tylko w dwéch
liniach filogenetycznych: u kryptofitow, ktére weszly w endosymbioze z krasno-
rostem oraz u chlorarachniofitdw, ktore nabyly swoj plastyd od zielenicy
(42,106-108).
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Chociaz nukleomorfy kryptofitow i chlorarachniofitbw wyewoluowaly niezalez-
nie, to jednak ich genomy sg uderzajgco podobne zaréwno pod wzgledem ich wiel-
kosci, jak i struktury. Obecnie dysponujemy kompletnymi sekwencjami nukleomor-
fow dwoch kryptofitéw: Guillardia theta (106) i Hemiselinis andersenii (107) oraz jedne-
go chlorarachinofita: Bigelowiella natans (108) (zob. takze tab. 2). Nukleomorfy sg
jednymi z najmniejszych genoméw, nawet w poréwnaniu z genomami prokariotow.
Ich wielkos¢ (< | Mb), a takze potencjat kodujacy, ulegly drastycznej redukcji w po-
réwnaniu do spokrewnionych z nimi form wolnozyjacych. Na przyktad wielkos¢ ge-
nomu nukleomorfu B. natans i liczba jego genéw sg odpowiednio 300- i 50-krotnie
mniejsze niz u zielenicy C. reinhardtli (zob. podrozdz. 2.3.1). Zaréwno nukleomorfy
kryptofitéw, jak i chlorarachniofitow zawierajg tylko 3 chromosomy, dostarczajgc
w ten sposoOb interesujacy przyktad konwergencji ewolucyjnej. Sugeruje sie, ze
mniejsze, ale liczniejsze chromosomy moglyby zosta¢ zagubione podczas podziatu
mitotycznego, natomiast w przypadku wiekszych chromosomoéw istniatby problem
z ich upakowaniem w nukleomorfie. Trzy chromosomy, o wielkosci od 95 do
210 kb, jak sie wydaje, stanowig optymalne rozwigzanie dla zapewnienia stabilnosci
genomu nukleomorfu.

Materiat genetyczny nukleomorféw wykazuje wiele cech genomoéw znajdujacych
sie pod silng presja selekcyjna na redukcje ich wielkosci. Wsréd cech tych nalezy
wymieni¢ podwyzszona zawarto$¢ par AT (okoto 75%) i bardzo wysoka gestos¢ ko-
dowania. Cze$¢ gendw nukleomorféw transkrybowana jest w postaci policistrono-
wych jednostkek transkrypcyjnych, a niektére sg nawet genami zachodzgcymi. Po-
nadto ekstremalna redukcja genoméw nukleomorféw pocigga za sobg skrajne skro-
cenie sekwencji kodujacych biatka. Podobnie jak u mikrosporidii E. cuniculi (zob.
podrozdz. 2.1.1), niemal wszystkie kodowane polipeptydy sg krotsze od ich homo-
logéw u innych organizmoéw. Wcigz nie jest znana funkcja wielu genéw (prawie
potowy w nukleomorfie G. theta), a wiekszos¢ gendéw o znanych funkcjach zwigzana
jest z podtrzymywaniem aktywnosci nukleomorfu i rybosomow, znajdujgcych sie
w kompartymencie periplastydowym.

Nukleomorfy kryptofitdw i chlorarachniofitbw charakteryzuja sie podobna za-
wartoscig procentowa gendéw uczestniczacych w rdéznych procesach, takich jak:
transkrypcja, translacja czy biogeneza plastydu. Wyjatek stanowig geny zaanga-
zowane w metabolizm RNA, ktérych jest zdecydowanie wiecej u B. natans niz
u G. theta i H. andersenii, co ma zwigzek z odmienna ewolucja intronéw w nukleo-
morfach chlorararchinofitow i kryptofitdw. NukleomorfB. natans zawiera 852 intro-
ny (Srednio 3,1 intronu na gen), ktére ulegty miniaturyzacji do dtugosci 18-21 nt.
Jest interesujgce, ze introny te sg bardzo konserwatywne, poniewaz poréwnanie ich
rozmieszczenia z nukleomorfem innego chlorarachniofita - Gymnochlora stellata
wskazuje na zachowanie okoto 94% z nich. Introny w nukleomorfach chlorarachnofi-
tow sg bardzo stabilne i ulegajg utracie wolniej niz introny zielenic czy roslin wyz-
szych. W przeciwienstwie do nukleomorféw B. natans i G. stellata, nukleomorf kryp-
tofita G. theta zachowat zaledwie 17 intronéw, podczas gdy nukleomorfH. andersenii
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Utracit catkowicie introny razem z maszynerig splicingowa. Dane te wskazujg na ist-
nienie dwoch strategii ewolucyjnych: pierwsza z nich polega na zachowywaniu in-
trondw z jednoczesng ich miniaturyzacjg (chlorarachniofity), natomiast druga na -
ich calkowitej eliminacji (kryptofity).

Nukleomorfy kryptofitdbw koduja 30, natomiast chlorarachniofitow 17 biatek,
ktére sa importowane do ich plastydéw. Biatka te syntetyzowane sa w komparty-
mencie periplastydowym, a nastepnie przechodza przez dwie btony wtasciwego pla-
stydu do stromy, jest niezwykle interesujgce, ze nukleomorfy sg utrzymywane tylko
dla ekspresji zaledwie od kilkunastu do kilkudziesieciu biatek plastydowych, czyli
jeszcze mniej niz w przypadku genomow plastydowych (99). W innych typach pla-
stydow wtérnych (np. u stramenopili; zob. podrozdz. 2.2.2.), jadro endosymbionta
zostato catkowicie utracone (95,96). By¢ moze utrzymywanie nukleomorféw wynika
z trudnosci w transferze ich genéw plastydowych do jadra gospodarza (42).

Nukleomorfy sg niezwykle interesujgcymi przyktadami miniaturyzacji jader ko-
mérkowych (genomy typu bonsai), a ich doktadne poznanie ma fundamentalne zna-
czenie dla zrozumienia zjawiska endosymbiozy (42). Ze wzgledu na swojg prosta or-
ganizacje, nukleomorfy mogg byé takze pomocne w zrozumieniu bardziej ztozo-
nych proceséw zachodzacych w jadrze komoérkowym, wcigz bowiem sg one funkcjo-
nalnym, cho¢ silnie zredukowanym jadrem, ktére utrzymuje kontakt z cytoplazmag
i plastydem swojej dawnej komorki, jak i z komérka oraz jadrem nowego gospo-
darza (42).

2.4. Wysoko uorganizowane protisty mogace stuzy¢ jako modele dla organi-
zmow wielokomoérkowych

Projekty sekwencjonowania genomow protistéw o zlozonej budowie i zaawan-
sowanych procesach komorkowych majg na celu opracowanie systeméw modelo-
wych, stuzgcych do zrozumienia zjawisk zachodzgcych u znacznie bardziej skompli-
kowanych organizméw wielokomérkowych. Z tego powodu zsekwencjonowano na-
stepujgce genomy: 1) orzeskéw Paramecium tetraiirelia (pantofelek), 2) Tetrahymena
thermophila, 3) ameby Dictyostelium discoideum oraz 4) choanoflagellata Monosiga brevicollis.
Ich genomy koduja wiele genéw obecnych réwniez u wielokomérkowcow. U orzes-
kéw, podobnie jak u zwierzat, funkcje somatyczne i rozrodcze sa rozdzielone i re-
alizowane przez dwa rézne jgdra: makronukleus i mikronukleus. D. discoideum wy-
ksztaicit, niezaleznie od roslin i zwierzat, formy wielokomdrkowe bedace wynikiem
specyficznych interakcji miedzykomoérkowych. Z kolei, M. brevicollis nalezy do tej sa-
mej linii filogenetycznej co zwierzeta.
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2.4.1. Bogate w geny genomy orzgskéw: Paramecium tetraurelia Tetrahymena
thermophila

Genom orzeskow jest szczegolnie interesujgcy, poniewaz jest on ztozony z dwdéch
jader: diploidalnego mikronukleusa - zaangazowanego w rozmnazanie piciowe oraz
poliploidalnego makronukleusa - petnigcego funkcje somatyczne (43,109,110). Ma-
kronukleus powstaje z mikronukleusa w wyniku skomplikowanych proceséw amplifi-
kacji i delecji r6znych fragmentow DNA (m.in. sekwencji powtérzonych i transpozo-
néw) oraz dodawania telomerdw. Analizy genomowe Tetrahymena wskazujg, ze wyci-
nanie materiatu genetycznego stuzy do pozbycia sie obcego DNA z genomu. Z powodu
matej ilosci DNA powtérzonego, makronukleus jest tatwiejszy w sktadaniu zsekwen-
cjonowanych fragmentéw niz mikronukleus, dlatego dotychczas tylko jego sekwencje
sg znane. Opublikowano kompletne sekwencje dwoch makronukleuséw: P. tetraurelia
(209) i T. thermophila (110) (zob. takze tab. 2).

U Paramecium i Tetrahymena zidentyfikowano bardzo duza liczbe gendéw jak na
organizmy jednokomoérkowe: ponad TI tysiecy - u 7. thermophila i prawie 40 tysie-
cy - u P. tetraurelia, co znacznie przewyzsza liczbe gendw znalezionych u wielu
wyzszych eukariotéw. Tak duza liczba gendéw jest u Tetrahymena wynikiem licznych
duplikaciji, ktére zaszly w linii prowadzacej do tego gatunku, natomiast u Paramecium -
konsekwencjg przynajmniej trzech kolejnych duplikacji catego genomu (WGD, ang.
Whole-Genome Duplication). Cechg charakterystyczng tych catoSciowych duplikacji ge-
nomu, ktora jest rzadko spotykana w zduplikowanych genomach innych eukariotow
(jak drozdze, ryby, rosliny wyzsze), jest duza konserwatywnos¢ w utozeniu genéw
w zduplikowanych chromosomach. Inng interesujgca cechg genomoéw orzeskéw jest
duza liczba zachowanych zduplikowanych genéw. Tylko 32% z nich utracito swojego
paraloga. Stwierdzono, ze geny kodujgce biatka zaangazowane w te same szlaki me-
taboliczne lub tworzace te same kompleksy wykazujag takie same reguty zanikania.
Wynika to z koniecznosci zachowania wtasciwych stosunkéw stechiometrycznych
pomiedzy oddzialujgcych biatkami. Wykazano réwniez, ze geny kodujace: 1) biatka
rybosomoéw, 2) komponenty cytoszkieletu, 3) histony, 4) czynnik elongacji translacji
i 5) dehydrogenaze bursztynianowa, ktdre charakteryzujg sie wysokim stopniem
ekspresiji, byly preferencyjnie zachowywane po kolejnych rundach duplikacji. Wiele
z nich posiada wszystkie z 8 mozliwych kopii. Ostatnia catoSciowa duplikacja genomu
P. tetraurelia pokrywa sie w czasie z eksplozjg specjacji w obrebie rodzaju Paramecium,
ktéra doprowadzita do wyodrebnienia sie pietnastu gatunkéw siostrzanych. W przy-
padku 7. thermophila duplikacjom podlegaty przede wszystkim geny zwiazane z re-
agowaniem i odpowiedzig na czynniki srodowiska. Kodowane przez nie biatka od-
powiadajg za: 1) przekazywanie sygnatéw (np. kinazy), 2) wykorzystanie réznych za-
soboéw srodowiska (np. proteazy oraz transportery: ABC, jonowe VIC i ATPazy typu P),
3) zmiane ksztattu i ruch komoérki (np. kinezyny i dyneiny) oraz 4) wewnatrzkomaorko-
wy transport blonowy (np. biatka Rab), jest interesujace, ze u 7. thermophila jako ko-
don stop wykorzystywany jest jedynie kodon UGA, ktéry dodatkowo, w niektérych
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genach, moze stuzy¢ do kodowania selenocysteiny, co czyni ten gatunek pierwszym
znanym, u ktérego wszystkie 64 kodony mogg by¢ ttumaczone na aminokwasy.

Doktadniejsze przeszukiwania genoméw orzeskOw zaowocowaly znalezieniem szes-
nastu genéw pochodzacych od glonéw (111), co zgodnie z hipoteza chromalweolata,
miatoby Swiadczy¢ o wystepowaniu plastydu u przodka Alveolata, do ktérych nalezg
orzeski (33,84,85). jednak obecnos¢ tych genéw mozna réwnie dobrze wyttumaczy¢ po-
ziomymi transferami gendéw od glonéw pochfanianych przez orzeski jako pokarm (112).

Orzeski, a szczegOlnie Tetrahymena, sa tatwe w hodowli i charakteryzujg sie
obecnoscig wielu proceséw komérkowych, ktére zachodza réwniez u eukariotow wyz-
szych (wlaczajac cztowieka), a sg nieobecne u innych jednokomérkowych organi-
zmow modelowych, takich jak drozdze: S. cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe. To
czyni je idealnym modelem do r6znorodnych analiz biologicznych, biomedycznych
i biotechnologicznych.

2.4.2. Genom ameby Dictyostelium discoideum o ciekawych zachowaniach
spotecznych

D. discoideum jest amebg nalezaca do Sluzorosli, ktéra wykazuje interesujace za-
chowania socjalne, polegajgce na wyjatkowych zdolnosciach do organizowania sie
pojedynczych komorek i tworzenia form wielokomérkowych z charakterystycznymi
ciatami owocowymi zbudowanymi z trzonkdw, ktére zakoriczone sg skupieniami za-
rodnikéw (33,113). Organizacyjnie zajmuje ona stanowisko posrednie pomiedzy
jedno- i wielokomoérkowymi eukariotami. Z tego powodu Dictyostelium Jest bardzo
dobrym organizmem modelowym do badania zjawisk zwigzanych z: 1) ksztattowa-
niem sie wielokomdrkowosci, 2) ruchem komérek, 3) przekazywaniem sygnatéw,
4) interakcjami miedzykomoérkowymi i 5) adhezjg komérkowa. Komorki tej ameby
sg roéwniez funkcjonalnym odpowiednikiem makrofagéw ssakéw i moga stuzy¢ za
model do ich badania

Genom D. discoideum (113) (zob. takze tab. 2) jest bogaty w: 1) pary AT (77%),
2) transpozony wystepujgce w klastrach i 3) r6zne sekwencje powtdrzone, z ktérych
jedna tworzy centromery. Koduje on az 390 genow tRNA, ktére zorganizowane sg
w pary. Z kolei, geny rRNA wystepuja na elemencie pozachromosomowym o budowie
palindromowej i wielkosci 88 kb. Czesciowe kopie tych gendw wystepuja na korncach
chromosomow i tworzg nietypowe telomery. Genom Dictyostelium charakteryzuje sie
duzg gestoscig kodowania (62%) oraz duza liczbg gendw, ktéra poréwnywalna jest
z liczba gendéw u organizmoéw wielokomaorkowych, jednak w dokfadniejszych anali-
zach wykazano, ze 20% genow zostato niedawno zduplikowanych. Introny i sekwencje
miedzygenowe sa krétkie. Srednia diugo$¢ intronu wynosi 146 bp, podczas gdy
u cztowieka - 3365 bp. W 34% biatek wystepujg dtugie ciggi powtarzajgcych sie ami-
nokwasOw, mogace stuzy¢ jako model do badania np. choréb neurodegeneracyjnych
u czlowieka, ktére zwigzane sg z ekspansjg takich powtérzen. Za pomoca D. discoideum
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moga by¢ badane réwniez inne choroby cztowieka, poniewaz wjego genomie zidenty-
fikowano 64 geny homologiczne do genéw cziowieka zwigzanych z r6znymi choroba-
mi. Gendw tych jest wiecej niz u innego gatunku modelowego - drozdzy S. cerevisiae.

Genom Dictyostelium koduje szczegdlnie duzo syntaz poliketydowych, odpowie-
dzialnych za produkcje antybiotykéw i metabolitéw wtérnych, ktére eksportowane sg
na zewnatrz komorki przez liczne transportery ABC, petnigce réwniez funkcje detok-
sykacyjne. W wykorzystaniu zasobéw srodowiska duza role odgrywajg takze enzymy
zwigzane z degradacja celulozy. Najciekawsze sgjednak biatka odpowiedzialne za aso-
cjacje komorek D. discoideum, ktére tworza formy wielokomoérkowe, wyksztatcone nie-
zaleznie od roslin i zwierzat. Wiele z tych biatek - charakterystycznych tylko dla
zwierzat - zwigzanych jest z adhezjg komoérek oraz przekazywaniem sygnatéw opar-
tych na: 1) biatkach G, 2) domenie SH2, 3) transporterach ABC oraz 4) licznie reprezen-
towanych kinazach. Dictyostelium zawiera réwniez duzy zestaw innych bialek ,zwierze-
cych” zwigzanych z cytoszkieletem oraz biatka ,roslinne” uczestniczace w odktadaniu
i metabolizowaniu celulozy. Taki hybrydowy proteom D. discoideum wskazuje, ze jego
przodek, stojgcy u podstawy linii filogenetycznych prowadzacych do roslin, zwierzat
i ameb, wyposazony byt w zréznicowany zestaw gendw.

2.4.3. Genom jednokomérkowego choanoflagellata Monosiga brevicollis blisko
spokrewnionego ze zwierzetami

Grupg protistéw, ktéra jest najblizej spokrewniona ze zwierzetami sg choanofla-
gellaty znane réwniez jako wiciowce kotnierzykowe. Kompletna sekwencja genomu
jednego z nich, M. brevicollis (114) (zob. takze tab. 2), pozwala na zrozumienie, w ja-
ki sposob ksztattowata sie wielokomorkowosc¢, oraz umozliwia wyobrazenie sobie,
jak mogt wygladac jednokomérkowy przodek zwierzat.

Chociaz genom Monos/gfl jest zwarty, to kodowane geny sa tylko nieco mniej bo-
gate w introny niz geny cztowieka (odpowiednio 6,6 oraz 7,7 introndw na gen), jed-
nak introny M. brevicollis s3 znacznie krotsze (Srednia dtugos¢ - 174 bp) niz intro-
ny zwierzat i cztowieka (zob. podrozdz. 2.4.2). Najciekawszym wynikiem analiz ge-
nomu Monosiga byto zidentyfikowanie 78 domen bialek, ktére wystepujg tylko
u Choanoflagellata i Metazoa. Wiele z nich zwigzanych jest z przyleganiem komérek
(domeny kadheryny, lektyny C, integryny a) i macierza zewnagtrzkomorkowag (dome-
ny kolagenowe lamininy, ependyminy, reeliny). Wsrdd tych domen biatkowych, jest
pie¢ domen immunoglobulin, duzo mniej w poréwnaniu z 150 do 1500 domenami
obecnymi u tkankowcow. Dane te wskazujg na pozng ekspansje rodziny biatek im-
munoglobulin, juz po dywergencji choanoflagellatow i zwierzat.

U M. brevicollis szczegolnie liczne sag domeny szlaku fosfotyrozyny, a zwlaszcza
kinaz tyrozynowych (okoto 120), ktére sa typowe dla zwierzat. Dane te $wiadcza
0 ich wczesnym powstaniu, jeszcze przed rozdzieleniem sig linii wiciowcéw kotnie-
rzykowych i zwierzat. Nie znaleziono jednak skfadnikéw innych - typowo zwierze-
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cych - szlakéw przeksztatcania sygnatéw wewnatrz komorki oraz wielu czynnikéw
transkrypcyjnych zwigzanych z rozwojem. Odkryto jedynie pewne komponenty szla-
kéw Notch i hedgehog oraz reprezentantéw rodzin czynnikéw transkrypcyjnych:
p53, Myc i Sox/TCF.

Na podstawie analiz genomu Monosiga wskazuje sie, ze przodek zwierzat posiadat
juz kilka istotnych strukturalnych i funkcjonalnych preadaptacji, potrzebnych do réz-
nicowania sie komoérek i rozwiniecia zaawansowanych relacji pomiedzy nimi. jednak
biatka o architekturze typowej dla tkankowcéw, ktore powstaty w wyniku tasowania
eksonow, pojawity sie pézniej, po rozdzieleniu sie linii choanoflagellatéw i zwierzat.

Niedawno w genomie M. brevicoUis znaleziono ponad 100 gendw pochodzacych
od glonéw (115). Czy to oznacza, ze jednokomodrkowi przodkowie zwierzat posia-
dali plastyd? Nie mozemy obecnie wykluczy¢ takiej mozliwosci, ale nalezy pamietac,
ze geny te mogly zosta¢ nabyte na drodze wielokrotnych poziomych transferéw,
ktérym nie musiaty towarzyszy¢ stabilne endosymbiozy plastydowe (114).

3. Rozpoczete i przyszte projekty sekwencjonowania genomow protistow

Wedtug bazy GOLD (6), na poczatku 2010 r., wsréd 1248 kontynuowanych i nie
opublikowanych projektéw sekwencjonowania genomow eukariotéw, 217 projektow
byto poswieconych protistom. Tak jak przedstawiono to na rysunku, protisty te repre-
zentujg wszystkie gtdwne linie filogenetyczne eukariotéw, chociaz reprezentacja ta
nie jest jednakowa. Dominujg projekty poswiecone alweolatom (w szczegdlnosci api-
kompleksom pasozytniczym) oraz zielenicom i stramenopilom z grupy Ochrophyta,
ktére maja znaczenie ekologiczne. Najstabiej reprezentowane sa Rhizaria i Hacrobia,
obejmujgce gatunki stabo poznane zaréwno pod wzgledem taksonomicznym, jak
i molekularnym. Jednak prawie 40% wszystkich projektéw poswieconych protistom, to
projekty EST, a nie genomowe. Dla poréwnania, projekty EST nie protistow stanowig
okoto 25%. Projekty EST pozwolg niewatpliwie na szybkie i tanie uzyskanie potencjal-
nych sekwencji kodujgcych biatka, ale nie odstonig calej struktury genoméw analizo-
wanych protistow. Na stronie internetowej bazy GOLD (http://www.genomesonline.org)
mozna znalez¢ facza do instytucji sekwencjonujacych okreslone genomy oraz stron
poswieconych poszczegélnym projektom, na ktdrych zgromadzono informacje do-
tyczace sekwencjonowanych organizméw, stanu poznania ich genoméw oraz uzasad-
nienia realizowanych projektow. Ponizej charakteryzujemy niektére z tych projektéw.

3.1. Genomy pasozytow
Najwiecej nowych projektdw genomowych dotyczy pasozytow cziowieka i ssa-

kéw, w tym wielu gatunkéw udomowionych. Protisty te nalezg do: 1) Apicomplexa
(rodzaje: Babesia, Crytposporidium, Eimeria, Neospora caninum, Plasmodium oraz
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Toxoplasma gondii), 2) Amoebozoa (Acanthamoeba castellanii), 3) Excavata (rodzaje:
Leishmania, Trypanosoma oraz Trichomonas vaginalis) i 4) Stramenopila (Blastocystis
hominis). Pomimo poznania genoméw niektérych z tych pasozytéw, w wielu przy-
padkach, sekwencjonowane sg nadal genomy spokrewnionych z nimi gatunkéw lub
nalezacych do nich szczepdw. Poréwnania zsekwencjonowanych genoméw pozwolg
znalez¢ subtelne réznice na poziomie genomowym, decydujace o réznej inwazyjno-
Sci i patogennosci poszczegllnych gatunkow i szczepow. Ze wzgledu na problemy
z hodowaniem protistéw pasozytniczych, do sekwencjonowania wybrane sg takze
gatunki nieinwazyjne, blisko spokrewnione z formami pasozytniczymi, lub gatunki
pasozytujgce na organizmach tatwych w hodowli (np. ameby: Entamoeba dispar,
E. invadens, E. moshkovskii, E. terrapinae czy ekskawat Naegleria gruberi).

Duze znaczenie ma réwniez poznanie genomoéw gatunkow pasozytujacych na in-
nych zwierzetach niz ssaki, ktére odgrywaja wazng role w gospodarce, rolnictwie,
hodowli i ekosystemach naturalnych. Do takich pasozytow naleza: 1) skoczkowiec
Batrachochytrium dendrobatidis (powodujacy Smiertelne uszkodzenia w ukladzie od-
dechowym i nerwowym ptazéw), 2) orzesek Ichthyophthirius multifdiis (odpowiedzialny
za bardzo zaraZliwg i czestg chorobe ryb zwang ichtioftiriozg), 3) alweolat Perkinsus
morinus (powodujacy duze spadki liczebnosci populacji ostryg) oraz 4) ekskawaty
Spironucleus vortens (zasiedlajacy przewdd pokarmowy ryb) i 5) Crithidia deanei (pa-
sozytujgca na owadach, w tym na pszczotach). Istotne jest poznanie genomoéw mi-
krosporidii, infekujacych owady, skorupiaki i ryby. Szczegdlnie wazne sg mikrospo-
ridie z rodzaju Nosema, ktére powodujg ogromne straty w hodowlach jedwabnikéw
i pszczot. Kilka projektéw poswieconych jest pasozytom roslin nalezgcym do Oomycetes
(Aphanomyces, Peronospora, Phytophthora), ktére wyrzadzajg powazne szkody w rol-
nictwie i ekosystemach naturalnych.

Dzieki wymienionym projektom bedzie mozliwe odkrycie nowych genéw zwiag-
zanych z patogennoscig, a takze zrozumienie specyficznych mechanizméw infekcji,
co moze przyczyni¢ sie do bardziej skutecznego zapobiegania zakazeniom wywo-
tywanym przez te pasozyty i ich efektywnego zwalczania.

3.2. Genomy gatunkoéw istotnych ekologicznie

Niezwykle istotne sg rozpoczete projekty sekwencjonowania genomow gatun-
kéw o duzym znaczeniu ekologicznym, ktére nalezg do réznych grup glonéw, ta-
kich jak: 1) bruzdnice (Dinoflagellata), 2) krasnorosty (Rhodophyta), 3) zielenice
(Chlorophyta), 4) haptofity (Haptophyta) oraz 5) stramenopile z grupy Ochrophyta
(w tym okrzemki). Wiele z tych gatunkdw jest kosmopolitycznych, a czes¢ nalezy do
pikoplanktonu (116). Nalezy podkresli¢ ich niezmiernie duzy udziat w produkcji
pierwotnej ekosystemoéw oraz obiegu wegla (a zwtaszcza wigzaniu ditlenku wegla)
(117,118), co ma daleko idagce konsekwencje dla klimatu. Wsréd glonéw tych, szcze-
go6lne miejsce zajmujg okrzemki, ktére wigza 20% globalnego wegla nieorganiczne-
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go, generujac jednoczesnie 40% wegla organicznego produkowanego w oceanach
(119), co ma podstawowe znaczenie dla funkcjonowania ekosystemoéw morskich. Na
uwage zastuguje projekt genomowy poswiecony okrzemce Fragilariopsis cylindrus, sta-
nowigcej podstawe ekosystemow morz polarnych, gdzie fotosynteza roslin wyz-
szych jest bardzo ograniczona. Regiony polarne sg najbardziej czute na zmiany Kli-
matu i odpowiadajg na to topnieniem lodowcow. Celem projektu jest poznanie
przystosowan F. cylindrus do bytowania w niskich temperaturach i jej reakcji na
zmiany klimatyczne. Innym istotnym glonem polarnym jest haptofit Phaeocystis
antarctica, ktérego genom jest rowniez sekwencjonowany. Oprocz roli w globalnym
obiegu wegla, uczestniczy on réwniez w cyklu siarki, emitujgc 3-dimetylosulfonio-
propionian (DMSP), ktéry jest prekursorem dimetylosiarczku (DMS) (120,121). DMS
jest bardzo lotny, a jego aerozole wptywajg na formowanie sie chmur i, w konse-
kwencji, na klimat. Poznanie szlakow metabolicznych zaangazowanych w tworzenie
DMSP i DMS moze pomoéc przewidywacé stopien zaawansowania procesu globalnego
ocieplenia.

Niektére gatunki glonéw intensywnie sie dzielg tworzgac tzw. zakwity, co nie jest
obojetne dla ekosystemdw naturalnych, powodujgc ich zubozenie przez: zmniejszenie
natezenia $wiatta, spadek poziomu tlenu i produkcje toksyn (122). Z gatunkéw two-
rzacych zakwity, obecnie sekwencjonowane sg genomy: okrzemki Pseudo-nitzschia
multiseries oraz bruzdnic, takich jak: Kurenia brevis i Alexandrium tamarense. Produkujg
one neurotoksyny wywotujace choroby, a nawet przypadki $miertelne u cztowieka. Po-
nadto sa one odpowiedzialne za masowe giniecie zwierzat morskich, w tym gatunkéw
hodowlanych, np. matzy. W przypadku glonu Aureococcus anophagefferens (nalezacego
do Ochrophyta) zakwity rowniez doprowadzaja do masowego obumierania planktonu,
zostery morskiej i matzy, co powoduje duze straty w gospodarce morskiej.

Aby zrozumie€ i kontrolowac cate cykle troficzne, zapoczatkowano projekty ge-
nomowe heterotroficznych (Paraphysomonas, Spumella) i miksotroficznych (Ochromonas)
stramenopili z grupy Ochrophyta, ktére odzywijg sie fitoplanktonem i regulujg jego
ilos¢, a, w konsekwencji, wplywajg na obieg wegla w przyrodzie. Genomy haptofi-
tow: Emilionia huxleyi i Isochrysis galbana wybrano do sekwencjonowania m.in. z po-
wodu ich duzego znaczenia jako zrédta pokarmu w akwakulturach: matzy, krewetek
i innych morskich organizmoéw. Zaklada sie, ze wiedza o ich genomach umozliwi
zwiekszenie produktywnosci tych hodowli. Sekwencjonuje sie rowniez genomy réz-
nych ekotypéw zielenicy Ostreococcus o zréznicowanych wymaganiach srodowisko-
wych, np. zwigzanych z intensywnoscia $wiatta. Projekty te majg wyjasni¢, jakie ce-
chy ich malych genoméw (zob. podrozdz. 2.2.1) wiaza sie z adaptacjg do zréznico-
wanych nisz ekologicznych.

Duzym problemem ekologicznym pozostaje od wielu lat blakniecie koralowcéw
(123,124), spowodowane pozbywaniem sie lub obumieraniem bruzdnic symbiotycz-
nych z rodzaju Symbiodinium zwanych zooksantellami. Zooksantelle odpowiedzialne
sg za odzywianie polipdw i deponowanie weglanu wapnia. Dlatego spadek ich li-
czebnosci prowadzi do obumierania rafy jako catego ekosystemu. Przypuszcza sie.
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Ze rozpoczete projekty genomowe wyjadnig nature zwigzku symbiotycznego po-
miedzy koralowcami a zooksantellami, a tym samym mechanizmy bledniecia kora-
lowcow, co moze poméc w zapobieganiu tym katastrofalnym dla ekosysteméw mor-
skich zjawiskom.

Celem sekwencjonowania genoméw gatunkéw waznych ekologicznie jest row-
niez znalezienie dobrych markeréw do oceny zmian zachodzacych w ekosystemach.
Ponadto dane te moga pomdéc w lepszym poznaniu, a by¢ moze nawet w przewidy-
waniu i kontrolowaniu, wielu waznych proceséw ekologicznych.

3.3. Genomy organizméw modelowych

Czes¢ projektéw poswiecona jest tzw. organizmom modelowym, stuzacym do
badania réznorodnych zjawisk biologicznych na poziomie komérkowym i moleku-
larnym. Przykladem mogg by¢ projekty poswiecone protistom fotosyntetyzujacym,
takim jak; ekskawat Euglena gracilis oraz zielenice: C. reinhardtii i Volvox carteri.

Interesujace bedzie poréwnanie genomu C. reinhardtii (zob. podrozdz. 2.3.1)
z genomem V. carteri. Pierwszy z tych gatunkéw jest jednokomorkowy i wytwarza
gamety podobne morfologicznie, natomiast drugi tworzy kolonie z komérkami wy-
specjalizowanymi do funkcji wegetatywnych i generatywnych, przy czym komorki
ptciowe zréznicowane sg na nieruchliwg komérke jajowa i mobilny plemnik. Pomi-
mo tych réznic, oba gatunki rozdzielity sie stosunkowo niedawno (okoto 50 milio-
now lat temu) i wykazujg duze podobienstwo sekwencji kodujgcych. Dlatego istotne
bedzie wykrycie zmian genomowych, ktére doprowadzity do tak duzego zrdznico-
wania fenotypowego oraz specjalizacji komorkowej i piciowej pomiedzy C. reinhardtii
i carteri.

Chociaz poznano juz sekwencje genomu makronukleusa u orzeska T. thermophila
(zob. podrozdz. 2.4.1), to jednak jest on sekwencjonowany w jego réznych szcze-
pach. Pozwoli to na poznanie zrdznicowania molekularnego makronukleusa oraz
cech charakterystycznych dla poszczegdlnych szczepoéw, hodowanych w réznych
warunkach m.in. stresowych. Uzyskane dzieki temu informacje bedg pomocne
w licznych zastosowaniach ekotoksykologicznych tego orzeska. Powaznym wyzwa-
niem jest zsekwencjonowanie mikronukleusa ze wzgledu na duzg zawarto$¢ w nim
sekwencji powtérzonych, jednak poznanie jego sekwencji da pelny obraz struktury
i funkcji catego genomu jadrowego u orzeskow.

Zsekwencjonowanie genomoéw dwoch przedstawicieli $luzorosli: Physarum
polycephalum i Dictyostelium purpiireum pomoze z pewnoscig pozna¢ podioze gene-
tyczne wielu interesujacych proceséw komérkowych. P. polycephalum jest organi-
zmem wzorcowym w badaniach ruchu komérki, natomiast D. purpiireum, podobnie
jak D. discoideum o poznanym juz genomie (patrz podrozdz. 2.4.2), stuzy jako model
do badania interakcji miedzykomadrkowych.
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3.4. Genomy uzyteczne w biotechnologii

Wiele genomoéw sekwencjonowanych jest ze wzgledu na ich potencjalne wyko-
rzystanie do celéw biotechnologicznych. Zielenica Botryococcus braunii wytwarza
weglowodory (az do 85% suchej masy), ktére moga by¢ przeksztatcane na biopali-
wo (125,126). Niestety, dotychczas bardzo niewiele wiadomo o genach (i kodowa-
nych przez nie enzymach), ktére zwigzane sg z syntezg tych zwigzkéw. Na uwage
zastuguje rowniez skoczkowiec Piromyces sp. E2 (grupa Chytridiomycota) (33). By-
tuje on w uktadzie pokarmowym ssakéw roslinozernych rozktadajgc pokarm ro-
slinny, a jego mitochondria ulegly przeksztatlconiu w hydrogenosomy produkujace
woddr i ATP (zob. podrozdz. 2.1.1). Niektére geny tego gatunku sg juz wykorzy-
stywane w biotechnologii poprzez ich ekspresjonowanie w komorkach drozdzy
S. cerevisiae w celu produkcji etanolu (127,128). Poznanie genomu Piromyces po-
zwoli takze na jego szersze wykorzystanie do produkcji wodoru m.in. jako zrédta
energii. Wspomniano juz, ze sekwencjonowane sg rowniez genomy réznych
szczepow zielenicy C. reinhardtii (jeden szczep zostat juz zsekwencjonowany, zob.
podrozdz. 2.3.1). Planuje sie, aby gatunek ten wykorzystywa¢ zarbwno w oczysz-
czaniu gleby z metali ciezkich, jak i do wytwarzania wodoru, stosowanego do pro-
dukciji biopaliw (129).

Genom krasnorostu Chondrus crispus (chrzgstnica kedzierzawa lub mech irlandz-
ki) jest sekwencjonowany ze wzgledu na jego duze znaczenie w produkcji karagenu
zawierajgcego polisacharydy oraz niewielkie ilosci jodu i bromu (130,131). Zwigzek
ten stosowany jest w wielu gateziach przemystu (np. piwowarskiego, spozywczego
i kosmetycznego) oraz w lecznictwie do wytwarzania galaret i zeli. Ponadto odzna-
cza sie on duza aktywnoscia biologiczng bedac m.in. immunostymulatorem. Duze
nadzieje wigze sie réwniez z poznaniem genomu innego krasnorostu - Porphyra
purpurea. Planuje sie zwiekszenie jego produkcji, poniewaz jest on powszechnie wy-
korzystywany w krajach azjatyckich w celach konsumpcyjnych, np. do zawijania sus-
hi (132). Interesujgce bedzie takze poznanie zestawu genéw wspomnianego juz ter-
mofilnego i kwasolubnego krasnorostu G. sulphuraria (zob. podrozdz. 2.3.2), ktore
umozliwiajg jemu wzrost na ponad 50 réznych zrédtach wegla, w tym na rzadkich
weglowodanach i alkoholach cukrowych (133). Geny te mogg znalez¢ zastosowanie
w réznych dziatlach biotechnologii.

Nalezy jeszcze wspomnie¢ o znaczeniu biotechnologicznym orzeska T. thermophila.
Poznanie genomu jego wielu szczepOw bedzie bardzo pomocne w konstrukcji linii
komoérkowych ekspresjonujacych rézne biatka, a szczegdlnie celulazy (konieczne
w produkcji biopaliw) oraz biatka chelatujgce metale (istotne w biorekultywaciji $cie-
kéw przemystowych skazonych toksycznymi metalami ciezkimi).
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3.5. Genomy wazne ewolucyjnie

Istotny - z punktu widzenia ewolucyjnego - jest projekt dotyczgcy powstania
wielokomoérkowosci u zwierzat (OMP, ang. Origins of Multicelliilarity Project) (134). Ce-
lem tego przedsiewziecia jest wyjasnienie zjawiska wielokomorkowosci w Swietle ge-
nomow jednokomaérkowych protistow, ktore sg blisko spokrewnione z organizmami
tkankowymi. Sekwencjonowaniu poddano w zwigzku z tym genomy gatunkoéw na-
lezgcych do: Apusozoa, Mesomycetozoa, Nucleariida i Choanoflagellatea (dotychczas
znany jest kompletny genom tylko jednego gatunku nalezgcego do Choanoflagellatea,
zob. podrozdz. 2.4.3). Poznanie genomu Amastigonionas sp., z grupy Apusoza, pomoze
rozwigzac niejasne zwigzki filogenetyczne tej grupy z innymi eukariotami (19,135-137).

Interesujgce wnioski ewolucyjne dotyczace ewolucji roslin wyzszych moga zosta¢
sformutowane podczas analizy genomu Chara vulgaris nalezgcej do ramienic - gru-
py glonéw najblizej spokrewnionej z roslinami ladowymi (138). Planuje sie poznanie
genoméw jadrowych kryptofitow (np. Guillardia theta) i chlorarachniofitéw (np. Bigelowiella
natans), ktére nabyly plastydy na drodze wtérnej endosymbiozy odpowiednio od kra-
snorostéw i zielenic (42,95,96). Genomy nukleomorfow (zredukowane jgdra eukario-
tycznych dawcow plastydéw) zostaty juz poznane (zob. podrozdz. 2.3.3), a zsekwen-
cjonowanie genomow jadrowych tych glonéw, razem z genomami przedstawicieli in-
nych grup zawierajgcych plastydy ztozone (np. haptofity i bruzdnice), da petniejszy
obraz zjawisk zachodzacych w genomach podczas wtérnych endosymbioz (np. trans-
fer genéw z genoméw endosymbionta do genomu jgdrowego gospodarza) (36,39,
139,140). Dostepnos¢ kompletnych sekwencji genoméw kryptofitdw, a takze hapto-
fitbw, dostarczy duzej liczby sekwencji kodujacych, niezbednych do przeprowadze-
nia rzetelnych analiz filogenetycznych majgcych na celu wyjasnienie wcigz niejasnych
powigzali Hacrobia z pozostalymi supergrupami eukariotéw (22,24-28).

Posiadanie kompletnych sekwencji genomoéw wielu gatunkoéw, reprezentujgcych
rézne linie ewolucyjne w obrebie domeny Eukaryota, umozliwi tworzenie drzew fi-
logenetycznych na bardzo duzych zbiorach sekwencji, dzieki czemu uzyskiwane wy-
niki beda bardziej wiarygodne. Dostepnos¢ tak obszernego zrodta informacji oferu-
je wiekszy wyboér sekwencji do analiz filogenetycznych, wsréd ktérych znacznie
tatwiej jest znalez¢ sekwencje konserwatywne i ortologiczne, ktdre sg najbardziej
adekwatne do tego typu badan. Kompletne sekwencje wielu genoméw umozliwig
réwniez odrzucenie genoéw, ktére podlegaty duplikacjom lub poziomemu transfero-
wi i zaburzajg analizy filogenetyczne. Jedynie zakrojone na szerokag skale projekty
sekwencjonowania nowych genoméw, w pofgczeniu z nowymi metodami filogeno-
micznymi (141-143), pozwolg na dokladniejsze wyjasnienie zwigzkow filogenetycz-
nych pomiedzy r6znymi liniami ewolucyjnymi w obrebie Eukaryota. Konieczne jest
wobec tego poznanie sekwencji genomoéw gtéwnych organizmow, tj. reprezentan-
tow wszystkich wazniejszych linii filogenetycznych.

Dobrym przyktadem na znaczenie projektéw genomowych w odtwarzaniu praw-
dziwych powigzan filogenetycznych jest mikrosporidium E. a/n/ai//: jednokomorkowy, ob-
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ligatoryjny pasozyt wewnatrzkomoérkowy ssakéw, w tym cztowieka (zob. podrozdz.
2.1.1). Poczatkowo uwazano, ze gatunek ten, podobnie jak inne mikrosporidie, nigdy
nie posiadat mitochondrium (144). Na wczesnych drzewach filogenetycznych, opar-
tych gtéwnie na malej i duzej podjednostce jadrowego rDNA, pasozyty te grupowaty
sie z innymi - przypuszczalnie réwniez niemitochondrialnymi - eukariotami zali-
czanymi obecnie do Excavata i Amoebozoa (144-147). Stalo sie to podstawg do wyod-
rebnienia nadkrélestwa Archezoa (144). Zaktadano, ze eukarioty te oddzielity sie jesz-
cze przed nabyciem mitochondriéw i reprezentujg faze przedmitochondrialng w ewo-
lucji Eukaryota. Do ostatecznego odrzucenia tej hipotezy przyczynity sie filogenezy
oparte na danych pochodzacych z kompletnie zsekwencjonowanego genomu £. cuniculi
(44,148). Dzieki kompletnej sekwencji jego genomu wybrano prawie 100 genéw o naj-
wolniejszym tempie dywergencji i uzyskano filogenezy jednoznacznie grupujgce te
geny z genami grzybow, a nie z genami ekskawatoéw czy ameb. Wczesniejsze analizy
filogenetyczne, na ktérych mikrosporidie odgatezialy sie u podstawy drzewa Eukaryota,
konstruowano w oparciu na szybciej ewoluujgcych sekwencjach, ktére sa szczegdlnie
podatne na tzw. efekt przyciggania diugich gatezi i dajg fatszywy obraz zwigzkéw filo-
genetycznych (149-151). Ponadto u wszystkich przedstawicieli Archezoa, wtaczajac
Microsporidia, odkryto zmodyfikowane mitochondria w postaci mitosoméw i hydro-
genosomoéw (zob. podrozdz. 2.1.1). Na podstawie tych danych jasno pokazano, ze
przodek wszystkich eukariotéw posiadat mitochondrium (152,153).

3.6. Niezwykle duze genomy bruzdnic i ameb

Sekwencjonowanie genomoéw niektérych protistow jest duzym wyzwaniem ze
wzgledu na ich wielko$¢. Szczego6lnie duze genomy posiadajg bruzdnice (Dinoflagellata)
- jednokomorkowe glony odgrywajace istotng role ekologiczng (tab. 1). Typowy
genom bruzdnic jest wiekszy niz dotychczas zsekwencjonowane genomy eukario-
tow (154). Najmniejszy genom Symbiodinium spp. ma wielkos¢ 2,9 Gb, a najwiekszy
Prorocentrum micans - az 244,5 Gh. Problemem jest nie tyle sama wielko$¢ genomu,
co duza frakcja DNA powtérzonego oraz wysoka liczba (nawet do 5000) zdupliko-
wanych gendéw o bardzo podobnych sekwencjach (155), co utrudnia sktadanie krot-
kich, zsekwencjonowanych fragmentow genomu. Szacowana liczba genéw kodu-
jacych biatka w najmniejszym {Symbiodinium spp.) i najwiekszym (P. micans) genomie
bruzdnic wynosi odpowiednio 38,2 i 87,7 tys. (155), czyli wiecej niz u wysoko uor-
ganizowanych organizmow tkankowych, jednak, biorgc pod uwage liczne duplika-
cje obserwowane w genomach bruzdnic, mozna sadzi¢, ze tak duza liczba genow
odzwierciedla raczej nadmiar informacji niz funkcjonalne zréznicowanie i ztozo-
no$¢ kodowanych proteoméw. Poniewaz zduplikowane geny sa czesto przeksztal-
cane w pseudogeny i ostatecznie tracone, albo tez ulegajg dywergencji funkcjonal-
nej, utrzymywanie tak duzej liczby kopii genéw w genomie bruzdnic moze jednak
wskazywac na pewne ich zwigzki z adaptacjg do szerokiego zakresu strategii tro-
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ficznych realizowanych w réznych niszach ekologicznych. Dlatego poznanie przy-
najmniej czesci ich genomdéw moze odstoni¢ nieznane jeszcze zaleznosci pomiedzy
struktura genomu a zdolnosciami adaptacyjnymi organizmow.

Znang od dawna osobliwg cechg bruzdnic jest brak nukleosomoéw i histonéw.
U protistow tych za kondensacje DNA odpowiadajg biatka HLP (ang. Histone-Like
Protein), ktdére pod wzgledem struktury drugorzedowej przypominajg biatka bakte-
ryjne: HLP oraz HU (156-158). Podziat jadra jest nietypowy, np. nie zanika btona
jadrowa, a ich chromosomy sg stale skondensowane, nawet w interfazie (159,160).
Poznanie genomu bruzdnic moze poméc w zrozumieniu jak zorganizowana, kopio-
wana i odczytywana jest informacja genetyczna u tych organizmow.

Jeszcze wiekszym przedsiewzieciem moze by¢ sekwencjonowanie genoméw
niektérych ameb (Amoebozoa). Wielkosci najwiekszych genoméw zostaty oszaco-
wane na: 290 Gb - u Amoeba proteus, 670 Gb - u Polychaos diibium (= A. dubia)
i 1370 Gb - u C/?aos c/7flos (161). Nalezy jednak do tych szacunkéw podchodzi¢ z os-
troznoscia, poniewaz byly one oparte na niezbyt doktadnych analizach biochemicz-
nych ilosci catkowitego DNA komoérkowego, ktoéry najprawdopodobniej zawierat
znaczne ilosci DNA mitochondrialnego. Inne badania przeprowadzone na A. proteus
réznig sie o rzad wielkosci w poréwnaniu do wczesniejszych obliczen (162). W ba-
daniach tych wykazano rowniez, ze genom A. proteus sklada sie z 500 do 1000
matych chromosomow i najprawdopodobniej jest poliploidalny.

4. Podsumowanie

Protisty stanowig dominujgce i bardzo zr6znicowane grupy na drzewie zycia eu-
kariotow. Poznanie ich genomow jest istotne dla jego kompletnego zrekonstruowa-
nia i zrozumienia podstawowych etapéw w ewolucji eukariotéw, takich jak: 1) po-
wstanie jadra komoérkowego, systemu wewnatrzbtonowego i cytoszkieletu, 2) naby-
cie i ewolucja mitochondriéw oraz plastydow, 3) ewolucja piciowosci, 4) powstanie
wielokomorkowosci oraz 5) ewolucja szlakéw rozwojowych. Nalezy tu réwniez
wspomnie¢ o bardziej generalnych zagadnieniach, czyli naturze i mechanizmach po-
wstawania nowych gatunkéw oraz przyczynach zdarzenn makroewolucyjnych, ktére
prowadzg do wyodrebniania sie nowych linii filogenetycznych. Genomy organiz-
mow modelowych wzbogacg znacznie naszg wiedze o strukturze i funkcjonowaniu
genomoéw, ekspresji poszczegolnych gendw oraz wielu innych zjawiskach zacho-
dzacych na poziomie molekularnym. Szczegdlnie istotne jest poznanie genomoéw
pasozytow tak, aby doktadnie zrozumie¢ mechanizmy ich infekcji, a nastepnie opra-
cowac skuteczne sposoby zapobiegania im i leczenia wywotywanych chordb. Dzieki
poznaniu genomow protistéw istotnych ekologicznie lepiej zrozumiemy skompliko-
wane procesy zachodzgce w roznych ekosystemach. Nowe sekwencje genomow
protistdw pozwolg rowniez odkry¢ nieznane dotad biatka oraz szlaki i cykle meta-
boliczne, ktére moga w istotny sposob wptynaé na rozwdj biotechnologii. Odczyta-
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nie

sekwencji genomow jest jednak dopiero poczatkiem w zrozumieniu calej zto-

zonos$ci eukariotow i przetozeniu tej wiedzy na praktyczne zastosowania.
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