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OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WYMIENIONYCH PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW

Eugleniny (Euglenida) sg monofiletyczng grupg wolnozyjacych, jednokomérkowych wiciowcow
wystepujacych w Srodowisku wodnym, gtdwnie w niewielkich, astatycznych zbiornikach
$rdédlgdowych. Sg one blisko spokrewnione z symbiontydami (Symbiontida, wolnozyjace wiciowce
zamieszkujgce gtéownie ubogie w tlen osady morskie), diplonemidami (Diplonemea, gtéwnie
wolnozyjgce wiciowce morskie) i kinetoplastydami (Kinetoplastea, wolnozyjgce oraz pasozytnicze
wiciowce, m.in. Trypanosomatydy). Eugleniny, symbiontydy, diplonemidy oraz kinetoplastydy
zaliczane sg do grupy Euglenozoa (Cavalier-Smith 1981; Breglia i wsp. 2010; Burki 2014). Zaréwno na
podstawie analiz morfologicznych jak i molekularnych grupe Euglenozoa zalicza sie do jednej z pieciu
gtéwnych super-grup eukariontéw — Excavata (Hampl i wsp. 2009; Yabukiiwsp. 2011; Adliwsp. 2012;
Burki 2014), aczkolwiek niektore badania wskazujg, ze Euglenozoa jest pierwsza, najstarszg grupa,
ktora odtgczyta sie od gtownej linii ewolucyjnej eukariontéow (Cavalier-Smith 2010; Burki 2014). W
obrebie euglenin obserwujemy wiele réznych sposobdéw odzywiania sie. Wiekszo$¢ z nich to wiciowce
heterotroficzne (bakteriozerne, eukariozerne lub osmotroficzne), sg jednak wsrdd nich takze
posiadajgce chloroplasty gatunki fotoautotroficzne. Powstanie euglenin fotoautotroficznych
(Euglenea) byto efektem niezwyktego zdarzenia ewolucyjnego — drugorzedowej endosymbiozy
pomiedzy eukariozerng euglening heterotroficzng, a jednokomodrkowg zielenicg, blisko
spokrewniong ze wspodfczesnie zyjgcymi przedstawicielami rodzaju Pyramimonas (Turmel i wsp. 2009;
Hrda i wsp. 2012).

Nasza wiedza na temat organizacji jagdrowego materiatu genetycznego euglenin jest ciagle
ograniczona. Co zaskakujgce, nieznana jest nawet doktadna liczba chromosomdéw u najlepiej
zbadanego gatunku modelowego Euglena gracilis (Dooijes i wsp. 2000). Od kilku lat realizowany jest
projekt majgcy na celu poznanie sekwencje genomu jadrowego E. gracilis, ale jego efekty ciggle nie
sg satysfakcjonujgce. Powodem jest niespodziewanie duza wielko$¢ genomu (ok. 2 Gb) i wysoki
poziom sekwencji powtarzalnych (Ebenezer i wsp. 2017). W organizacji genomu jadrowego euglenin
oraz w procesach dojrzewania ich RNA obserwujemy kilka niespotykanych rozwigzan. Na przyktad,
geny rRNA s3 zlokalizowane na pozachromosomalnych, kolistych czgsteczkach obecnych w komérce
w setkach, tysigcach kopii (Cook and Roxby 1985; Ravel-Chapuis 1988). Nie ma jednej czgsteczki 28S
rRNA, w zamian trzynascie krotkich czgsteczek rRNA tworzy jej ekwiwalent (Schnare and Gray 1990).
Warto wspomnieé réwniez o tym, ze czes¢ jadrowych transkryptéw podlega w trakcie dojrzewania
trans-splicingowi. W procesie tym tzw. splice-leader jest przytgczany na koncu 5’ transkryptu w
miejsce outronu, niepetnej sekwencji intronowej (brak korica GT) zawierajgcej punkt rozgatezienia A,
trakt polipirymidynowy oraz koniec AG (Ebel i wsp. 1999). Jednak najbardziej bezprecedensowa
cechg gendw jadrowych euglenin jest obecnosé w nich dwdéch typéw introndw: konwencjonalnych
introndw spliceosomalnych, posiadajgcych kanoniczne korice GT/C-AG (u euglenin obecny jest tylko
spliceosom typu U2) oraz introndw niekonwencjonalnych, dla ktérych nieznany jest mechanizm
usuwania (niekanoniczne i niekonserwowane korice, zdolno$¢ do tworzenia stabilnej struktury
drugorzedowej na poziomie RNA zblizajgcej konce intronu i sgsiadujgcych eksonéw). Introny
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niekonwencjonalne zostaty wykryte takze w genach jgdrowych morskich diplonemiddéw, bliskich
krewnych euglenin i jednych z najbardziej rozpowszechnionych organizmoéw eukariotycznych w
oceanach (deVargas i wsp. 2015; Flegontova i wsp. 2016). Co ciekawe, jak dotad nie wykryto u tych
organizméw introndw konwencjonalnych (Gawryluk i wsp. 2016). Jednak introny niekonwencjonalne
euglenin pozostajg ciggle najlepiej zbadanymi elementami tego typu. Wiedza na ich temat jest jednak
niewystarczajaca, ciggle nieznany jest mechanizm ich wycinania ani zadne czynniki zaangazowane w
ten proces. Wydaje sie, ze sq usuwane przez mechanizm niezwigzany ze spliceosomem, poniewaz
brak na ich koricu 5’ sekwencji komplementarnej do U1 snRNA (Breckenridge i wsp. 1999). Wiadomo
jedynie, ze wszystkie introny tego typu tworzg stabilng strukture drugorzedowg RNA zblizajgca ztgcza
ekson-intron, co jest najprawdopodobniej niezbedne do ich prawidtowego wyciecia. Aczkolwiek w
strukturze tej nie obserwuje sie zadnych cech wspdlnych z samowycinajgcymi sie intronami grup |, Il
lub 111, ani zintronami tRNA (Muchhal and Schwartzbach 1994; Henze i wsp. 1995; Tessier i wsp. 1995;
Canaday i wsp. 2001). Poniewaz wiekszos¢ introndw niekonwencjonalnych posiada powtdrzenia na
ztgczach ekson-intron, to doktadne zdefiniowanie ich pozycji w ganach i transkryptach jest bardzo
trudne. Przeprowadzono badania poréwnujgce kolejnos¢ usuwania outronu i pierwszego intronu cis
w genach posiadajgcych wytgcznie introny niekonwencjonalne (rbcS) lub tylko konwencjonalne
(tub@G). Uzyskane wyniki wskazujg, ze w genie rbcS niekonwencjonalny cis-splicing zachodzi szybciej
niz konwencjonalny trans-splicing (Tessier i wsp. 1995), z kolei w genie tubG konwencjonalny trans-
splicing zachodzi szybciej niz konwencjonalny cis-splicing (Canaday i wsp. 2001). Wskazuje to, ze
proces usuwania introndw niekonwencjonalnych jest szybki i zachodzi jeszcze przed usunieciem
outronu, a usuniecie outronu i dodanie splice-leadera wyprzedza wyciecie intronéw
konwencjonalnych.

Wystepowanie introndw niekonwencjonalnych zaobserwowano poczgtkowo w genach jadrowych
pochodzenia chloroplastowego (lhcp2, rbcS; Muchhal and Schwartzbach 1994; Tessier i wsp. 1995)
oraz w genie gapC pochodzenia bakteryjnego (Henze i wsp. 1995). Na tej podstawie wysunieto
hipoteze, ze introny niekonwencjonalne moga pochodzi¢ z genomu endosymbionta (Ebel i wsp. 1999).
Pozniej jednak odkryto introny niekonwencjonalne takze w genach kodujacych a- i B- tubuline,
pochodzacych z genomu gospodarza (Canaday i wsp. 2001). Analiza pozycji intronowych w genach
kodujacych tubuliny wykazata, ze niektére introny konwencjonalne sg ewolucyjnie starymi
strukturami, poniewaz wystepujg w tych samych pozycjach u niespokrewnionych z eugleninami
organizmoéw, tymczasem introny niekonwencjonalne sg elementami stosunkowo mtodymi, poniewaz
wystepujg w pozycjach unikalnych dla euglenin (Canaday i wsp. 2001). Nieco pdzniej stwierdzono
wystepowanie introndw niekonwencjonalnych, obok konwencjonalnych intronéw spliceosomalnych,
w genie hsp90 u pierwotnie heterotroficznej eugleniny Peranema trichophorum (Breglia i wsp. 2007).
Podwazyto to stuszno$¢ hipotezy o endosymbiotycznym  pochodzeniu  introndw
niekonwencjonalnych.

Niektdérzy badacze wyrdzniajg takze trzeci typ intronéw w genach jadrowych euglenin, tak zwane
introny posrednie (Canaday i wsp. 2001; Russell i wsp. 2005). Tworzg one stabilng strukture
drugorzedowg RNA zblizajagcg miejsca splicingowe, a jeden lub oba konce intronu sg zgodne z
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kanoniczng dla introndw konwencjonalnych regutg GT/C-AG. Zaobserwowano takze, ze w przypadku
tych intronéw ich koniec 5’ jest w pewnym stopniu komplementarny do U1 snRNA (aczkolwiek w
mniejszym stopniu niz w przypadku introndw konwencjonalnych). Wysunieto hipoteze, ze introny
posrednie mogg byé formg przejsciowg pomiedzy intronami konwencjonalnymi i
niekonwencjonalnymi (Russell i wsp. 2005).

Jak wspomniano powyzej, nasza wiedza na temat intronéw niekonwencjonalnych jest ograniczona. Z
tego powodu gtéwnym celem moich badan prowadzonych w ostatnich latach bylo lepsze
scharakteryzowanie tych nietypowych i enigmatycznych struktur, poznanie ich pochodzenia, ewolucji,
mechanizmu wycinania, a takze préba odpowiedzi na pytanie jaka moze by¢ ich funkcja w genach i
genomach. Dotychczasowe efekty mojej pracy zostaty opublikowane w przedstawionych ponizej
trzech artykutach wchodzgcych w sktad mojego dokonania naukowego.

Milanowski R., Karnkowska A., Ishikawa T., Zakry$ B. (2014). Distribution of conventional and non-
conventional introns in tubulin (alpha and beta) genes of euglenids. Mol Biol Evol 31: 584-593.

Podstawowym celem badan przedstawionych w powyzszej pracy byto poréwnanie rozmieszczenia
introndw konwencjonalnych i niekonwencjonalnych w genach jagdrowych euglenin w kontekscie
filogenetycznym. Do analizy wybrano dwa geny (tubA and tubB) opierajgc sie na wczesniejszych
doniesieniach wskazujgcych na obecnos¢ w nich intronéw obu typéw (Canaday i wsp. 2001). W
badaniach uwzgledniono dwadziescia gatunkow euglenin (osiemnascie fototroficznych lub wtdrnie
heterotroficznych oraz dwa pierwotnie heterotroficzne) reprezentujacych trzynascie rodzajow.
Ostatecznie uzyskano 30 sekwencji genu tubA oraz 39 tubB, obejmujgcych odpowiednio 78% i 86%
obszaréw kodujgcych. Dla osmiu gatunkéw uzyskano wiecej niz jedng sekwencje tubA, natomiast dla
jedenastu gatunkéw wiecej niz jedng sekwencje tubB. Rdzinice pomiedzy formami gendw dla
pojedynczych gatunkéw byty niewielkie i znajdowaty sie w intronach lub w trzecich pozycjach
kodondéw. Aby zdefiniowaé doktadnie pozycje introndw oraz potwierdzi¢, ze uzyskano sekwencje
aktywnych gendw poréwnywano je z odpowiednimi sekwencjami cDNA uzyskanymi w wyniku
odwrotnej transkrypcji mRNA.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze rozmieszczenie obu typdw introndw jest odmienne — introny
konwencjonalne wystepuja w pozycjach konserwowanych, podczas gdy introny niekonwencjonalne
w pozycjach unikalnych dla pojedynczych gatunkéw oraz grup blisko spokrewnionych taksonéw. Co
wiecej, w grupie fotoautotroficznych gatunkéw zidentyfikowano jedenascie wydarzen prowadzgcych
do utraty intronu konwencjonalnego, natomiast w przypadku intronéw niekonwencjonalnych
pietnascie wydarzen nabycia nowego intronu. Poréwnanie sekwencji wszystkich znanych intronéw
niekonwencjonalnych pozwolito na wskazanie najbardziej konserwowanych elementéw w ich
sekwencji oraz w strukturze drugorzedowej RNA. Najmocniej konserwowane sg nukleotydy w
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pozycjach +4, +5 and +6 na poczatku intronu oraz w pozycjach -8, -7 i -6 na kornicu (najczesciej na tych
pozycjach wystepujg nukleotydy CAG/CTG), ktére parujg sie ze sobg tworzac podstawe struktury
drugorzedowej RNA. W efekcie koniec 3’ jest przesuniety wzgledem korica 5’ o dwa nukleotydy.
Dodatkowo wykazano, ze na poczatku intronu oraz na poczatku eksonu za intronem wystepuja
najczesciej nukleotydy purynowe, natomiast na koricu eksonu przed intronem oraz na korncu intronu
nukleotydy pirymidynowe. Bardzo czesto na pozycji trzeciej w eksonie za intronem wystepuje takze
nukleotyd C. Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano dwie hipotezy. (1) Pierwsza z nich
zaktada, ze zmiana mutacyjna w obrebie sekwencji intronu moze prowadzi¢ do zmiany typu intronu,
a tak zwane introny posrednie mogtyby by¢ forma przejsciowa pomiedzy typami. (2) Druga hipoteza
dotyczy pochodzenia introndw niekonwencjonalnych — ze wzgledu na ich podobieinstwo do
nieautonomicznych elementéw transpozonowych MITE (ang. Miniature Inverted-repeats
Transposable Elements) zasugerowano, ze introny niekonwencjonalne mogg wywodzi¢ sie z
podobnych do nich struktur.

Milanowski R., Guminska N., Karnkowska A., Ishikawa T., Zakry$ B. (2016). Intermediate introns in
nuclear genes of euglenids — are they a distinct type? BMC Evol Biol 16:49.

Gtéwnym celem badan przedstawionych w powyzszej pracy byta préba odpowiedzi na pytanie
postawione w tytule: czy tak zwane introny posrednie w genach jagdrowych euglenin sg rzeczywiscie
odrebnym typem intronédw? Introny posrednie tworzg stabilng strukture drugorzedowgq zblizajgca
konce intronu na poziomie RNA, a jedno lub oba ztgcza sg zgodne z regutg GT/C-AG charakterystyczng
dla spliceosomalnych intronéw konwencjonalnych. Wczesniej sugerowano, ze introny posrednie
moga by¢ forma przejsciowg pomiedzy intronami konwencjonalnymi i niekonwencjonalnymi (Russell
i wsp. 2005) oraz ze mogg by¢ rozpoznawane przez dwa rézne mechanizmy wycinania (Milanowski i
wsp. 2014). W oparciu o wyniki analizy sekwencji intronéw posrednich oraz sposéb ich
rozmieszczenia w genach zaproponowano ich podziat na dwie podgrupy: konwencjonalne/posrednie
i posrednie/niekonwencjonalne. Do pierwszej z tych podgrup zaliczono introny o obu koricach
typowych dla introndéw spliceosomalnych, zdolne do tworzenia struktury drugorzedowej RNA
zblizajacej konce intronu. Do drugiej podgrupy zaliczono introny z tylko jednym kanonicznym ztgczem
(zazwyczaj na konicu 5’) i stabilng strukturg drugorzedowg RNA zgodng z konsensusem opracowanym
dlaintronéw niekonwencjonalnych (Milanowski i wsp. 2014). Na podstawie wczesniejszych analiz nie
udato sie jednoznacznie stwierdzié, czy cechy obserwowane u introndéw posrednich odzwierciedlajg
»pokrewienstwo” zaréwno z intronami konwencjonalnymi jak i niekonwencjonalnymi, czy s3 tez
moze efektem innych proceséw. Aby rozwigzac ten problem postanowiono przeanalizowac introny
w genach hsp90, tubB i gapC (zawierajace introny konwencjonalne, niekonwencjonalne jak i
posrednie) z szesciu szczepdw Euglena agilis, wychodzac z zatozenia, ze poréwnanie sekwencji
homologicznych w obrebie pojedynczego gatunku pomoze wskazac cechy najbardziej konserwowane,
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co z kolei mogtoby wskaza¢ pochodzenie wybranych intronéw. Gatunek Euglena agilis wydawat sie
by¢ idealnym wyborem, ze wzgledu na potwierdzong wysokg zmiennos¢ genetyczng w jego obrebie.

Analiza sekwencji i struktury drugorzedowej RNA potwierdzita, ze najbardziej konserwowanymi
elementami introndw niekonwencjonalnych sg parujgce sie ze sobg nukleotydy w pozycjach +4, +5 i
+6/ -8, -7 i -6 (w wiekszosci przypadkéow na tych pozycjach wystepujg nukleotydy CAG/CTG).
Wykazano réwniez, ze obecnos¢ na poczatku introndw posrednich/niekonwencjonalnych
nukleotydow GT/C nie swiadczy o ich ,pokrewienstwie” z intronami konwencjonalnymi, ale jest
efektem presji ewolucyjnej na zachowanie nukleotydu purynowego na korncu 5’ (kolejny nukleotyd
nie jest konserwowany). Wykazano takze, ze obecnos¢ struktury drugorzedowej w intronach
konwencjonalnych/posrednich réwniez nie $wiadczy o ,pokrewienstwie” z intronami
niekonwencjonalnymi. Tym samym wiekszos¢ introndw posrednich jest w rzeczywistosci intronami
konwencjonalnymi lub niekonwencjonalnymi. Nie odrzucono jednak mozliwosci, ze istnieja
prawdziwe introny posrednie, usuwane potencjalnie przez dwa réine mechanizmy. W pracy
pokazano takze, ze proces nabywania nowych introndw niekonwencjonalnych jest procesem ciagle
trwajgcym i mozna go zaobserwowac na poziomie pojedynczego gatunku (obecno$é unikalnego
intronu w jednym z badanych szczepéw). Sformutowano réwniez hipoteze, ze nabywanie nowych
intronéw niekonwencjonalnych moze by¢ zwigzane z niehomologicznym fgczeniem koricéw DNA (ang.
non-homologous ends joining) dziatajgcym w trakcie naprawy podwadjnych peknie¢ (DSBR, ang.
Double-Strand Break Repair). Pekniecia takie powstajag pod wptywem silnego promieniowania
jonizujacego, na ktdre eugleniny sg bardzo odporne.

Guminska N., Ptecha M., Zakry$ B., Milanowski R. (2018). Order of removal of conventional and
nonconventional introns from nuclear transcripts of Euglena gracilis. PLoS Genetics 14 (10):
e1007761.

Wedtug wczesniejszych badan proces usuwania introndw niekonwencjonalnych jest bardzo szybki i
nastepuje wczesniej niz usuniecie outronu w procesie trans-splicingu konwencjonalnego (Tessier i
wsp. 1995). Z kolei dotgczenie splice-leadera wyprzedza proces usuwania z transkryptéw
konwencjonalnych introndw cis (Canaday i wsp. 2001). Jednak kolejnosé usuwania intronéw nigdy
nie byta badana dla transkryptéw zawierajgcych oba typy intronéw. Z tego powodu postanowilismy
przeprowadzi¢ taka analize dla transkryptéw dwdch gendw, tubA i gapC. Poréwnywana byta
wzgledna kolejnos¢ usuwania w obrebie par sgsiadujgcych ze sobg introndw. Co wiecej, produkty
posrednie splicingu byly analizowane za pomocg sekwencjonowania nowej generacji (technologia
Pacific Bioscience SMRT system, PacBio), umozliwiajgcego odczyty dtugich sekwencji. Co ciekawe,
uzyskane wyniki réznity sie od wczesniejszych doniesien.
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Wyniki poréwnania wzglednej kolejnosci usuwania intronéw byty zgodne dla wszystkich typdw par
introndw. Wykazano, ze introny konwencjonalne w transkryptach genéw gapC i tubA sg usuwane
szybciej niz introny niekonwencjonalne. Analiza produktéw posrednich splicingu, w ktoérej
uwzgledniono wiele tysiecy odczytdw, potwierdzita tg obserwacje. Jezeli intron konwencjonalny byt
obecny w transkrypcie, introny niekonwencjonalne byty réwniez obecne. Z drugiej strony, jezeli
ktorys z introndw niekonwencjonalnych byt usuniety, introny konwencjonalne byty nieobecne.
Uzyskane wyniki byly niezgodne =z danymi literaturowymi wskazujgcymi, ze introny
niekonwencjonalne sg usuwane szybciej niz konwencjonalne (Tessier i wsp. 1995). Z tego powodu
postanowilismy powtdrzy¢ eksperyment oryginalnie przeprowadzony przez Tessiera i wsp., w ktérym
porownywano kolejnos¢ usuwania outronu i pierwszego intronu niekonwencjonalnego w genie rbcs.
Uzyskane wyniki okazaty sie by¢ inne niz donoszono wczesniej — wykazalismy, ze trans-splicing moze
zachodzi¢ przed splicingiem niekonwencjonalnym. Taki wynik byt zgodny z efektami badan nad
transkryptami gendéw tubA i gapC. W trakcie badan wykazalismy ponadto, ze w przypadku introndw
konwencjonalnych nie ma scisle okreslonej kolejnosci usuwania introndéw. Zasugerowalismy takze,
na podstawie niskiego poziomu produktéw posrednich splicingu niekonwencjonalnego, ze proces ten
nie tylko zaczyna sie pdzniej niz splicing konwencjonalny, ale jest takze bardzo szybki. Co wiecej,
bardzo wysoki poziom odczytéw odpowiadajgcych transkryptom z usunietymi wszystkimi intronami
konwencjonalnymi i zachowanymiintronami niekonwencjonalnymi wskazuje, ze tego typu czasteczki
akumulujg sie w komdrce do momentu rozpoczecia sie szybkiego procesu splicingu
niekonwencjonalnego. To z kolei sugeruje istnienie niezidentyfikowanego czynnika, ktéry opdznia
usuwanie intronéw niekonwencjonalnych. Nie wykluczone, ze czynnikiem tym jest inna lokalizacja
obu typdéw splicingu.

PODSUMOWANIE
Whioski:

Ztgcza introndw niekonwencjonalnych sg zgodne z motywem konsensusowym Y|RnnCAG ---
CUGNnNnNnnY|RnC

Introny niekonwencjonalne wstawiane sg bardzo czesto w nowych pozycjach (nowy typ mobilnych
elementow genetycznych)

Wiekszo$é tzw. introndw posrednich to w rzeczywistosci introny konwencjonalne lub
niekonwencjonalne

Introny niekonwencjonalne sg usuwane pdzniej niz konwencjonalne, aczkolwiek sam proces
splicingu niekonwencjonalnego jest bardzo szybki
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Kumulacja transkryptéw z usunietymi intronami konwencjonalnymi i z obecnymi
niekonwencjonalnymi wskazuje na obecnos¢ niezidentyfikowane bariery pomiedzy splicingiem
konwencjonalnym i niekonwencjonalnym (inna lokalizacja?)

Hipotezy:

Introny niekonwencjonalne mogg pochodzi¢ od krétkich, nieautonomicznych transpozonéw
podobnych do elementéw MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Elements)

Zasugerowano mozliwos¢ istnienia rzeczywistych intronéw posrednich posiadajgcych sygnaty
umozliwiajgce ich usuniecie zarowno przez spliceosom jak i nieznany mechanizm
niekonwencjonalny

Mozliwa jest zmiana typu intronu na skutek zmian mutacyjnych likwidujgcych sygnat rozpoznawany
przez jeden z mechanizméw usuwania, a wprowadzajgcych nowy sygnat

Nabywanie nowych intronéw niekonwencjonalnych moze by¢ zwigzane z dziataniem mechanizmu
niehomologicznego tgczenia peknietych koncéw DNA w procesie DSBR (Double-Strand Breaks
Repair)

OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

SEKWENCJONOWANIE GENOMOW DWOCH GATUNKOW EUGLENIN (E. HIEMALIS | E. LONGA)

Guminska N., Ptecha M., Walkiewicz H., Hatakuc P., Zakrys$ B., Milanowski R. (2018). Culture
purification and DNA extraction procedures suitable for next-generation sequencing of euglenids.
J Appl Phycol, https://doi.org/10.1007/s10811-018-1496-0

Celem projektu realizowanego aktualnie przez méj zespét jest sekwencjonowanie genomoéw dwaéch
gatunkdéw euglenin, E. hiemalisi E. longa (NCN Opus 2015/19/B/NZ8/00166). W obecnej chwili wiemy,
ze jgdrowe genomy euglenin sg nadspodziewanie duze, wysoce repetytywne i skomplikowane, przez
co ich analiza jest trudna i czasochtonna (Ebenezer i wsp. 2017). Z tego powodu uzyskanie danych do
ztozenia sekwencji genomu o satysfakcjonujgcej jakosci i wysokim pokryciu wymaga przygotowania
prébek DNA bardzo dobrej jakosci. Co wiecej, szczepy komérek dostepne w kolekcjach kultur lub
izolowane ze Srodowiska sg zazwyczaj zanieczyszczone bakteriami i grzybami. Mechaniczny rozdziat
komoérek z wykorzystaniem takich metod jak mikromanipulacja, czy tez wirowanie, po ktdrych
nastepuje pasazowanie w pozywkach ptynnych, czesto nie umozliwia uzyskania kultur aksenicznych.
Istotne jest wiec odpowiednie przygotowanie prébek, ktére beda wolne od innych zanieczyszczen
biologicznych. Takie zanieczyszczenia, ktdrych slady DNA pozostajg w materiale przeznaczonym do
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sekwencjonowania, mogg prowadzi¢ do ztych i zaskakujacych wynikéw w trakcie procesu sktadania i
analizowania genoméw, zwfaszcza kiedy brak jest sekwencji referencyjnych. W przedstawionej
powyzej pracy porownalismy pie¢ roznych metod izolacji DNA, aby wskazaé najlepszg procedure
przygotowywania materiatu genetycznego euglenin na potrzeby sekwencjonowania NGS.
Przedstawilismy takze metode uzyskiwania i utrzymywania aksenicznych kultur euglenin. Za
najlepszga i najwydajniejszg metode izolacji DNA uznalismy zmodyfikowang procedure wykorzystujaca
CTAB. DNA wyizolowane i oczyszczone tg metodg charakteryzowato sie najwyzszg czystoscig i
jakoscia wymagang do przygotowania bibliotek do sekwencjonowania NGS. Genomowe DNA
E. hiemalis i E. longa przygotowane wybrang metoda zostato skutecznie zsekwencjonowane z
wykorzystaniem platformy Hiseq Illlumina.

IDENTYFIKACJA MOLEKULARNA EUGLENIN

tukomska-Kowalczyk M., Karnkowska A., Krupska M., Milanowski R., Zakry$s B. (2016). DNA
barcoding in autotrophic euglenids: evaluation of COl and 18S rDNA. J Phycol 52(6): 951-960.

Kulczycka A., tukomska-Kowalczyk M., Zakrys M., Milanowski R. (2018). PCR identification of toxic
euglenid species Euglena sanguinea. ) Appl Phycol 30: 1759-1763.

Barkoding DNA opiera sie na zatozeniu, ze zréznicowanie krotkich fragmentéw DNA odzwierciedla
zrdéznicowanie organizmow. Metoda ta jest szybka i dokfadna, nie wymaga takze zywych okazéw, czy
tez analiz morfologicznych. Stata sie ona cennym narzedziem w badaniach nad bioréznorodnoscia
biologiczng, w rozpoznawaniu wystepowania taksonéw w Srodowisku, w odkrywaniu nowych
gatunkdw, a takze w ekologii. Kluczowym warunkiem w barkodingu DNA jest dobd6r odpowiedniego
markera, ktérego zrdéznicowanie umozliwia rozpoznawanie taksonéw wybranych rang. W przypadku
mikroorganizmoéw eukariotycznych nie ma ustalonego jednego, uniwersalnego markera, uwaza sie
jedynie, ze zmienny region V4 w 18S rDNA mozna wykorzystywaé jako pre-barkod do wstepnego
szacowania. Dla poszczegdlnych grup zaproponowano rozine, bardziej specyficzne markery.
Fotoautotroficzne eugleniny s3 powszechnie wystepujgcg w $Srodowisku stodkowodnym grupa
mikroorganizmoéw eukariotycznych, jednak ich réznorodnos¢ i wystepowanie badane byty jedynie w
kilku miejscach na swiecie i gtéwnie na podstawie analiz morfologicznych. Z kolei wyniki badan
metagenomicznych wskazujg, ze wystepowanie euglenin jest zazwyczaj niedoszacowane, co jest
prawdopodobnie efektem ich odmiennych sekwencji 18S rDNA (staba wydajnos¢ amplifikacji z
wykorzystaniem starteréw uniwersalnych dla eukariontéw). Aby oming¢ ten problem niezbedne jest
opracowanie specyficznej dla tej grupy sekwencji barkodowej i metody jej amplifikacji.
Zdecydowalismy sie sprawdzi¢ przydatnos¢ sekwencji COI oraz 18S rDNA jako potencjalnych
sekwencji barkodowych. Analiza COl obejmujgca 43 sekwencje reprezentujgce 24 gatunki euglenin
wykazata, ze marker ten nie spetnia warunkédw wymaganych dla barkodu DNA, gtéwnie z powodu
braku uniwersalnych starteréw umozliwiajgcych jego skuteczng amplifikacje. Analiza dla 18S rDNA
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objeta zestaw 263 sekwencji ze zweryfikowanych taksonomicznie gatunkéw. Cata czgsteczka 18S rDNA
jest zbyt dtuga, aby mozna jej byto uzywacé jako skutecznego markera, jednak jej fragmenty okazaty
sie przydatne. Analiza trzech regionéw zmiennych 18S rDNA wskazata, ze jako barkod dla
fototroficznych euglenin najlepiej sprawdzajg sie zmienne fragmenty V2V3 oraz V4, ze wzgledu naich
wysoka efektywnosé identyfikacji (odpowiednio powyzej 95% i 90%) (tukomska-Kowalczyk i wsp.
2016). Opisalismy takze bazujagcy na metodzie zagniezdzonego PCR prosty sposéb identyfikacji
pojedynczych komdrek Euglena sanguinea oraz ich detekcji w prébkach wody. Euglena sanguinea jest
jedynym gatunkiem eugleniny, ktéry tworzy toksyczne zakwity bedgce przyczyng znaczacych strat w
rybnych stawach hodowlanych. Metoda ta moze ufatwi¢ monitoring zbiornikébw wodnych i
szacowanie zagrozenia toksycznymi zakwitami (Kulczycka i wsp. 2018).

FILOGENEZA EUGLENIN

Milanowski R., Zakrys$ B., Kwiatowski J. (2001). Phylogenetic analysis of chloroplast small subunit
rRNA genes of the genus Euglena Ehrenberg. Int J Syst Evol Microbiol 51: 783-791.

Milanowski R., Kosmala S., Zakrys$ B., Kwiatowski J. (2006). Phylogenetic analysis of photosynthetic
euglenophytes based on combined chloroplast and cytoplasmic SSU rDNA sequences. J Phycol 42:
721-730.

Zakrys B., Milanowski R., Karnkowska A. (2017). Evolutionary origin of Euglena. In: Schwartzbach
S., Shigeoka S. (eds) Euglena: Biochemistry, Cell and Molecular Biology. Adv Exp Med Biol 979: 3-
17.

Badania nad eugleninami fototroficznymi rozpoczety sie w 1830 roku, kiedy to Ehrenberg opisat rodzaj
Euglena wtaczajac do niego cztery znane wczesniej gatunki (Euglena viridis, E. sanguinea, E. acus,
E. pleuronectes) oraz dotgczyt dwa nowe, odkryte przez siebie (E. pyrum and E. longicauda). W trakcie
swojej dalszej pracy Ehrenberg opisat wiele innych gatunkéw z rodzaju Euglena, a takze ustanowit trzy
nowe rodzaje: Cryptoglena, Colacium i Trachelomonas. Przez nastepnych 150 lat réznorodnosc
euglenin poznawana byta coraz doktadniej, czego efektem byty opisy kolejnych taksonéw opierajgce
sie na analizach morfologicznych. W efekcie liczba znanych gatunkéw wzrosta znaczgco, opisano
réwniez nowe rodzaje (Phacus, Lepocinclis, Eutreptia, Monomorphina, Eutreptiella, Strombomonas).
Jednak punktem zwrotnym, zmieniajgcym nasze spojrzenie na ewolucje i systematyke euglenin, byto
wprowadzenie analiz filogenetycznych w oparciu o dane molekularne. Poczgtkowo uzywano jedynie
sekwencji kodujgcej rRNA matej podjednostki rybosomu cytoplazmatycznego, znajdujacej sie w
genomie jadrowym (nSSU rDNA, 18S rDNA), pdzniej do analiz wigczano kolejne markery. Pierwsze
analizy w oparciu o sekwencje kodujgcg rRNA matej podjednostki rybosomu chloroplastowego (cpSSU
rDNA, 16S rDNA) zostaty przeprowadzone przeze mnie i moich wspétpracownikéow. Wyniki tych analiz
(analiza samych sekwencji 16S rDNA oraz analiza potaczonych sekwencji 16S i 18S rDNA) zostaty
opublikowane w dwdch pracach (Milanowski i wsp. 2001, Milanowski i wsp. 2006). Przeprowadzone
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badania nie tylko pozwolity na nowe spojrzenie na filogeneze fototroficznych euglenin, ale wskazaty
réwniez na potrzebe licznych reklasyfikacji taksonomicznych w obrebie grupy. Co wiecej, okazato sie,
ze wiele cech morfologicznych (symplezjomorfie i cechy wynikajgce z konwergenc;ji) nie powinny by¢
rozpatrywane jako cechy diagnostyczne przy definiowaniu taksonéw rdznej rangi. Aktualny stan
wiedzy na temat filogenezy i systematyki euglenin zostat przedstawiony w pierwszym rozdziale ksigzki
"Euglena: Biochemistry, Cell and Molecular Biology" (Zakrys i wsp. 2017).

WERYFIKACJE TAKSONOMICZNE NA PODSTAWIE DANYCH MORFOLOGICZNYCH | MOLEKULARNYCH

Zakrys$ B., Milanowski R., Empel J., Borsuk P., Gromadka R., Kwiatowski J. (2002). Two different
species of Euglena - E. geniculata and E. myxocylindracea (Euglenophyceae) are virtually,
genetically and morphologically identical. J Phycol 38: 1190-1199.

Zakry$ B., Milanowski R., Kedzior M., Empel J., Borsuk P., Gromadka R., Kwiatowski J. (2004).
Genetic variability of Euglena agilis (Euglenaceae). Acta Soc Bot Pol 73: 305-309.

Kosmala S., Karnkowska A., Milanowski R., Kwiatowski J., Zakry$ B. (2005). The phylogenetic and
taxonomic position of Lepocinclis fusca comb. nova (=Euglena fusca) (Euglenaceae). Morphological
and molecular justification. J Phycol 41: 258-1267.

Kosmala S., Milanowski R., Brzéska K., Pekala M., Kwiatowski J., Zakrys$ B. (2007). Phylogeny and
systematics of the genus Monomorphina (Euglenaceae) based on morphological and molecular
data. J Phycol 43: 171-185.

KosmalaS., Bereza M., Milanowski R., Kwiatowski J., Zakrys B. (2007). Morphological and molecular
examination of relationships and epitype establishment of Phacus pleuronectes, Phacus orbicularis
and Phacus hamelii. ) Phycol 43: 1071-1082.

Kosmala S., Karnkowska-Ischikawa A., Milanowski R., Kwiatowski J., Zakrys$ B. (2009). Phylogeny and
Systematics of Euglena (Euglenaceae) species with axial, stellate chloroplasts based on
morphological and molecular data - new taxa, emended diagnoses and epityfication. J Phycol 45:
464-481.

Karnkowska-Ischikawa A., Milanowski R., Kwiatowski J. Zakrys B. (2010). Taxonomy of the Phacus
oscilans and its close relatives - balancing morphological and molecular features. J Phycol 46: 172-
182.

Karnkowska-Ishikawa A., Milanowski R., Zakrys$ B. (2011). The species Euglena deses (euglenaceae)
revisited: new morphological and molecular data. J Phycol 47: 653-61.

Karnkowska-Ishikawa A., Milanowski R., Triemer R.E., Zakry$ B. (2012). Taxonomic revisions of

morphologically similar species from two euglenoid genera: Euglena (E. granulata and E. velata)
and Euglenaria (Eu. anabaena, Eu. caudata, Eu. clavata). ) Phycol 48: 729-39.
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Karnkowska-Ishikawa A., Milanowski R., Triemer R.E., Zakrys B. (2013). A rediscription of
morphologically similar species from the genus Euglena: E. laciniata, E. sanguinea, E. sociabilis and
E. splendens. J Phycol 49: 616-26.

Zakry$ B., Karnkowska-Ishikawa A., tukomska-Kowalczyk M., Milanowski R. (2013). New
photosynthetic euglenoid isolated in Poland: Euglenaria clepsydroides sp. nova (Euglenea). Eur J
Phycol 48: 260-267.

tukomska-Kowalczyk M., Karnkowska A., Milanowski R., tacht., Zakrys B. (2015). Delimiting species
in the Phacus longicauda complex (Euglenida) through morphological and molecular analyses. J
Phycol 51: 1147-57.

Wprowadzenie metod filogenetyki molekularnej przyczynito sie do poszerzenia naszej wiedzy na
temat stosunkéw pokrewieristwa w obrebie fototroficznych euglenin. Opracowane na podstawie
danych molekularnych drzewa filogenetyczne wykazaty miedzy innymi, ze rodzaj Euglena, do ktdrego
przez wiele lat wtgczano gatunki niepasujgce do innych rodzajéw, jest w rzeczywistosci para- lub
nawet polifiletyczny. Byto to powazng przestanka do reklasyfikacji wielu znanych gatunkdw, a takze
podstawg wyodrebnienia nowych rodzajow dla grup taksonéw tworzacych zupetnie niezalezne linie
ewolucyjne. Co wiecej, poréwnawcze badania morfologiczne i molekularne wykazaty, ze wyrdznianie
wielu taksondw opisanych w literaturze nie jest taksonomicznie uprawnione. Powodem takiej sytuacji
jest zmiennos$¢ wielu cech morfologicznych, uznawanych za diagnostyczne, w zaleznosci od warunkéw
srodowiska i hodowli lub od stadium ontogenezy. Z drugiej strony okazato sie, ze wiele
nierozréznialnych morfologicznie taksondéw lokuje sie na zupetnie odrebnych gateziach drzew
filogenetycznych. Te obserwacje staty sie przyczynkiem do rozpoczecia badan uwzgledniajgcych dane
morfologiczne i molekularne, ktorych celem byta reorganizacja systematyki fototroficznych euglenin.

Efekty tych badan podsumowano ponizej.

- Whykazalismy, ze liczba chloroplastéw u Euglena geniculata i E. myxocylindracea (cecha, na
podstawie ktorej rozrdéznia sie te dwa gatunki) zalezy od warunkéw hodowli i taksony te powinny
by¢ rozpatrywane jako jeden gatunek (Zakrys i wsp. 2002).

- Potwierdzilismy bardzo wysoka zmiennos¢ genetyczng w obrebie gatunku Euglena agilis (Zakry$
i wsp. 2004).

- Potwierdzilismy, ze dwa taksony, Euglena spirogyra i Euglena fusca powinny mies range gatunkdw,
odpowiednio Lepocinclis spirogyroides i Lepocinclis fusca; zdefiniowaliémy dla nich nowe cechy
diagnostyczne jak réwniez wyznaczylismy epitypy (Kosmala i wsp. 2005).

- ZweryfikowaliSmy grupe Monomorphina pyrum w oparciu o dane morfologiczne i analizy
sekwencji 18S rDNA. Poniewaz niewielkie zréznicowanie morfologiczne obserwowane pomiedzy
szczepami z tej grupy nie miato potwierdzenia w filogenezie, zakwalifikowalismy je jako jeden
gatunek M. pyrum. Opisalismy takze nowy gatunek M. pseudopyrum w oparciu jedynie o cechy
molekularne. Wprowadzilismy sprostowania do opiséw diagnostycznych rodzajow
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Monomorphina i Cryptoglena oraz gatunku M. aenigmatica, a takze wyznaczyliSmy epityp dla
M. pyrum, gatunku typowego w rodzaju Monomorphina (Kosmala i wsp. 2007).

- Dla trzech gatunkéw z rodzaju Phacus (P pleuronectes, P. orbicularis i P. hamelii)
zweryfikowalismy morfologiczne cechy diagnostyczne i wyznaczyliSmy epitypy w oparciu o dane
literaturowe, analize cech morfologicznych oraz cechy molekularne w 18S rDNA (Kosmala i wsp.
2007).

- Na podstawie badan morfologicznych i molekularnych, jak réwniez w oparciu o dane literaturowe
zweryfikowalismy grupe gatunkow z rodzaju Euglena charakteryzujgcych sie obecnoscia
osiowych, gwiazdzistych chloroplastéw. Wyznaczylismy charakterystyczne sekwencje w 18S rDNA
dla dziewieciu rozréznialnych morfologicznie gatunkdédw oraz zaktualizowalismy ich opisy. Dla
siedmiu gatunkéw wyznaczone zostaty epitypy (Kosmala i wsp. 2009).

- Wyznaczylismy epitypy i zaktualizowalismy opisy siedmiu gatunkéw z rodzaju Phacus (P. oscillans,
P. parvulus, P. pusillus, P. skujae, P. inflexus, P. polytrophos i P. smulkowskianus) w oparciu o dane
literaturowe, weryfikacje cech diagnostycznych oraz cechy molekularne w obrebie 185 rDNA
(Karnkowska-Ishikawa i wsp. 2010).

- Na podstawie analiz filogenetycznych dla 18S rDNA oraz analiz morfologicznych
zweryfikowalismy grupe gatunkow Euglena deses — liczba gatunkdw w grupie zostata ograniczona
do trzech (E. deses, E. satelles, E. adhaerens). ZdefiniowaliSmy nowe cechy diagnostyczne dla
E. deses, wyznaczyliSmy epityp i zaktualizowalismy opis (Karnkowska-Ishikawa i wsp. 2011).

- Dla trzech gatunkéw z rodzaju Euglenaria (Eu. anabaena, Eu. caudata i Eu. clavata) i dwéch
gatunkow z rodzaju Euglena (E. granulata i E. velata) wyznaczyliSmy epitypy i zaktualizowalismy
opisy w oparciu o dane literaturowe, cechy morfologiczne jak réwniez cechy molekularne w 18S
rDNA (Karnkowska-Ishikawa i wsp. 2012).

- Na podstawie analiz filogenetycznych dla 185 rDNA oraz danych morfologicznych
zweryfikowalismy taksony w obrebie grupy Euglena sanguinea. W efekcie liczba gatunkéw o
cechach zblizonych do obserwowanych u E. sanguinea zostata zredukowana z dwunastu do
czterech. WyznaczyliSmy takze epitypy i zaktualizowalismy opisy diagnostyczne. Co wiecej,
analizy sekwencji 18S rDNA wykazaty, ze u E. sanguinea czasteczki 18S rRNA s3g niezwykle dtugie
— sg to najdtuzsze znane czasteczki tego typu u eukariontéw (Karnkowska-Ishikawa i wsp. 2013).

- Opisalismy nowy gatunek fototroficznej eugleniny Euglenaria clepsydroides (Zakrys$ i wsp. 2013).

- lzolujac pojedyncze komorki z probek sSrodowiskowych i stosujgc metode amplifikacji genomowej
poddalismy analizie taksony w obrebie kompleksu Phacus longicauda. Na podstawie analiz
morfologicznych i molekularnych udato sie wyrdznié cztery gatunki, P. longicauda, P. circumflexus,
P. helikoides, i P. tortus. ZmieniliSmy rangi taksonomiczne dwéch gatunkow (P. cordata i P. rotunda)
oraz opisaliSmy dwa nowe gatunki (P. cristatus i P. crassus). Dla wszystkich zweryfikowanych
taksonéw poprawiono opisy diagnostyczne i wyznaczono epitypy (tukomska-Kowalczyk et al.
2015).
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ZROZNICOWANIE POPULACII ERPOBDELLA OCTOCULATA

Koperski P., Milanowski R., Krzyk A. (2008). Morphological, ecological and genetic divergence in
populations of Erpobdella octoculata (Hirudinea). Lauterbornia 65: 63-67.

Koperski P., Milanowski R., Krzyk A. (2011). Searching for cryptic species in Erpobdella octoculata
(L.)(Hirudinea: Clitellata): discordance between the results of genetic analysis and cross-breeding
experiments. Contrib Zool 80: 85-94.

Podstawowym celem badan byto wykrycie bariery reprodukcyjnej i potencjalnej kryptycznej specjacji
w obrebie bardzo powszechnie wystepujgcego i bardzo zmiennego morfologicznie gatunku pijawek
Erpobdella octoculata. Rdéznice w osigganym sukcesie reprodukcyjnym odmiennych form
morfologicznych byly szacowane eksperymentalnie. W badaniach uwzgledniono réwniez dane
molekularne —zmiennos¢ w obrebie gatunku szacowano na podstawie sekwencji COI, ITS oraz metoda
AP-PCR (Arbitrary Primers PCR). Wyniki analiz molekularnych wykazaty, ze brak jest bariery
reprodukcyjnej pomiedzy réznymi formami morfologicznymi. Niewielkie rdznice genetyczne
pomiedzy osobnikami, szacowane za pomocg metody AP-PCR, zwigzane byty gtdéwnie z odlegtoscia
geograficzng pomiedzy miejscami wystepowania poszczegdlnych subpopulacji. Na tej podstawie
nalezy uzna¢, ze E. octoculata jest jednym gatunkiem, pomimo ogromnej zmiennosci morfologiczne;.
Rozny udziat procentowy odmiennych form morfologicznych obserwowanych w prébkach
Srodowiskowych wskazuje natomiast, ze wartos¢ adaptacyjna wzoru barwnego zalezna jest od
miejsca wystepowania. Obserwowane réznice mogg by¢ efektem zaleznos$ci pomiedzy Smiertelnoscia
osobnikbw o danym ubarwieniu ciata a barwa podfoza, na ktédrym wystepujg; czynnikiem
regulacyjnym bytyby w takiej sytuacji ryby drapiezne.

Komosinska E., Wédkiewicz M., Jarzyna |., Jarochowska E., Milanowski R., Chwedorzewska K.,
Wyszomirski T. (2006). Some attempts to detect genetic differences between populations of small
balsam (Impatiens parviflora DC.). Biodiversity Research and Conservation. 3-4: 245-247.

W powyziszych badaniach podjelismy sie préby wykrycia zréznicowania genetycznego pomiedzy
dwoma polskimi populacjami niecierpka drobnokwiatowego, jednorocznej rosliny bardzo inwazyjnej
w Europie. W badaniach uwzgledniono dwa typy analiz: morfologiczne (eksperyment ,common
garden”) oraz molekularne (metoda AFLP). Analiza AFLP nie wykazata réznic pomiedzy dwoma
badanymi populacjami, jednak wyniki badan morfologicznych byty dla niektérych parametrow
odmienne, co moze sugerowac istnienie niewielkich réznic genetycznych. Réznice te okazaty sie by¢
jednak zbyt mate, aby mogty zostaé wykryte metodg AFLP. Niewykluczone tez, ze sg one wynikiem
efektu matczynego.
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Bodyt A., Mackiewicz P., Milanowski R. (2010). Did Trypanoomatid parasites contain a eucaryotic
alga-derived plastid in their evolutionary past? J Parasitol 96: 465-475.

Trypanosomatydy sg grupa heterotroficznych wiciowcow blisko spokrewnionych z eugleninami, ktére
nabyty chloroplasty na drodze wtérnej endosymbiozy z jednokomdrkowsa zielenicg. To odkrycie
doprowadzito do sformutowania hipotezy zaktadajgcej, ze trypanosmatydy posiadaty wtérny
chloroplast w odlegtej, ewolucyjnej przesztosci. Ta hipoteza byta krytykowana ze wzgledu na brak
ewidentnych dowoddw wskazujgcych na fototroficzng przesztosé Trypanosomatydéw — w ich
genomach jadrowych nie wykryto zadnych genéw pochodzenia roslinnego, plastydowego, czy
sinicowego. Jednak wykrycie takich gendw i jednoznaczne okreslenie ich pochodzenia jest zadaniem
trudnym, a brak potwierdzonych przyktadéw nie s$wiadczy jednoznacznie, ze przodkowie
Trypanosomatydow plastydéw nigdy nie posiadali. Pasozytnicze Trypanosomatydy posiadajg cztery
dysmutazy nadtlenkowe (SOD) zalezne od zelaza, a dwie z nich (SODA i SODC) trafiajg do
mitochondrium. Dysmutaza SODA posiada typowg sekwencje sygnatowg umozliwiajaca jej transport
do mitochondrium, tymczasem SODC posiada na N-koncu pre-sekwencje ztozong z dwdch czesci: z
peptydu sygnatowego i potozonego za nim peptydu tranzytowego. Co ciekawe, ta sekwencja liderowa
posiada cechy charakterystyczne dla pre-sekwencji umozliwiajgcych transport biatka do otoczonych
trzema btonami plastydéw wtdrnych euglenin i bruzdnic. Ta obserwacja moze sugerowaé, ze w
odlegtej przesztosci Trypanosomatydy posiadaty plastydy, aczkolwiek ich potencjalne pochodzenie nie
jest jasne.

Zganiacz D., Milanowski R. (2017). Charakterystyka kolistych czgsteczek kwaséw rybonukleinowych
(circRNA). Postepy Biochemii 63(3): 221-232.

Powyzszy artykut jest pracq przegladowa, opisujacg typy i mechanizmy powstawania kolistych
czasteczek RNA (circRNA), ktérych wystepowanie jest duzo szersze, niz sie wydawato jeszcze kilka lat
temu. U wirusa HDV, wiroidow oraz wiroidopodobnych satelitarnych takie RNA petni funkcje genomu.
Koliste RNA zaobserwowano w zwigzku z dojrzewaniem prekursorow rRNA i tRNA niektorych
archeondw. Moze wystepowac jako produkt koricowy (introny) lub stadium przejsciowe. U archeondw
odnotowano réwniez formy koliste kilku snoRNA oraz innych RNA petnigcych funkcje regulacyjne.
Zauwazono powstawanie circRNA w zwigzku z dojrzewaniem pre-mRNA zawierajgcych introny
spliceosomalne, introny grupy | oraz grupy Il. Zaobserwowane czgsteczki sktadaty sie z sekwencji
samych intronéw, samych eksonéw lub obu rodzajéw na raz. Intronowe circRNA mogg by¢ powigzane
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z mobilnoscig tychze elementéw genetycznych. Eksonowe (wystepujg u eukariontéw) czesto sa
tkankowo specyficzne lub charakterystyczne dla okreslonego etapu rozwoju organizmu; niektore sg
zdolne do modulacji dziatania miRNA. Przypuszcza sie tez, ze s3 powigzane z kilkoma chorobami
neurodegeneracyjnymi.
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