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CHLAMYDOMONAS REINHARDTII — MODELOWY ORGANIZM W BADANIACH CYKLU
KOMORKOWEGO, CHLOROPLASTOWEGO I MITOCHONDRIALNEGO

WPROWADZENIE

Chlamydomonas reinhardtii jest jed-
nokomorkowym, wodno-glebowym organi-
zmem wielkoSci okoto 10 pm, zaopatrzonym
w dwie wici shuzace do poruszania si¢ oraz
rozpoznawania gamet. W komorce widoczne
jest centralnie potozone jadro, liczne drobne
mitochondria i pojedynczy duzy chloroplast
z pirenoidem. Chlamydomonas uzywany jest
do badania fotosyntezy organizmow eukario-
tycznych, poniewaz, w przeciwienstwie do
roslin kwiatowych, ma zdolnos¢ do wzrostu
w ciemnoSci na organicznym podlozu, przy
jednoczesnym zachowaniu funkcjonalnego
chloroplastu. Mozliwe takze jest badanie mo-
dyfikacji plastydowego genomu u wtornie

niefotosyntetyzujacych taksonow tej zieleni-
cy (VERNON i wspotaut. 2001). Zaopatrzone
w wici szczepy Chlamydomonas wykorzy-
stywane sa w badaniach mechanizmu ruchu
i plywania (MITCHELL 2000). Organizm ten
jest rowniez bardzo dobrym modelem do
studiowania mechanizmu funkcjonowania
eukariotycznych wici i ciatka podstawowego
oraz patologicznych skutkoéw dysfunkcji tych
struktur (PAZOUR i wspotaut. 2006). Ostat-
nio prowadzi si¢ intensywne prace w celu
wykorzystania Chlamydomonas do celow
bioremediacji i do produkcji biopaliw (Hu
i wspotaut. 2008, HEMSCHEMEIER i wspolaut.
2009).

CYKL ZYCIOWY CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

Cykl zyciowy C. reinhardtii (Ryc. 1) obej-
muje wegetatywna faze wzrostu komorek
dzielacych si¢ mitotycznie i faze plciowa, w
wyniku ktorej, po izogammi i mejozie post-
gamicznej, powstaja 4 komorki wegetatywne.
Komorki wegetatywne to dwojakiego rodzaju
haplonty, z genetycznie uwarunkowana plcia
oznaczana symbolem ,plus” (mt+) lub ,mi-
nus” (mt-). Pozbawione azotu komorki obu
typOw roznicuja si¢ w funkcjonalne gamety.
Tworzenie gamet u niektorych szczepow wy-
maga dodatkowego bodZca w postaci Swiatla
niebieskiego. W procesie izogamii, rozpoczy-
najacym si¢ od podluznego polaczenia wici,

uczestnicza plciowo-specyficzne aglutyniny, a
inicjuje go szlak sygnatowy zalezny od cAMP.
Zlewanie si¢ gamet rozpoczyna si¢ od pola-
czenia struktur determinujacych pteé, zloka-
lizowanych w przedniej czeSci komorek, po
uprzedniej degradacji Sciany komorkowe;j.
Powstajaca w wyniku fuzji gamet diploidal-
na, bezScienna i 4-wiciowa zygota zachowu-
je przez kilka godzin ruchliwoS¢. Po utracie
wici rozpoczyna si¢ trwajacy 4-6 dni proces
przemiany w zygospore, ktoremu towarzyszy
wytwarzanie grubej Sciany komorkowej, za-
nik chloroplastu, degradacja chlorofilu oraz
akumulacja cial lipidowych. Zygospora w wa-
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Ryc. 1. Cykl zyciowy Chlamydomonas rein-
hardtii (wg HARRISA 2001).

runkach naturalnych zachowuje zywotnoSc
przez wiele lat, ale w korzystnych warun-
kach laboratoryjnych (azot + Swiatto) dojrze-
wa do procesu kietkowania tylko przez kilka
dni. Po mejozie uwalniane sa zazwyczaj 4 ha-
ploidalne zoospory. W pewnych warunkach,
po podziale mejotycznym u niektorych szcze-
poOw Chlamydomonas, przed uwolnieniem
zoospor z komorki macierzystej, moze wysta-
pi¢ ich podzial mitotyczny, w rezultacie po-
wstaje z zygospory 8 komorek potomnych.
Niewielki odsetek potaczonych komorek nie
przeksztatca sie¢ w zygospore, ale dzieli sie¢
mitotycznie tworzac stabilne wegetatywne
diplonty (HARRIS 2009b). Komorki wegeta-
tywne dzikiego szczepu C. reinhardtii daja
sie latwo hodowa¢ na mineralnym poditozu

plynnym lub zestalonym agarem, bez dodat-
ku witamin, hormonoéw czy ekstraktow gle-
bowych. Pewne szczepy, niezdolne do asy-
milacji azotanu, wymagaja zredukowanych
form azotu, zazwyczaj chlorku amonowego.
Inne rosna jedynie na podtozu z dodatkiem
octanu, czego konsekwencja jest ich wzrost
takze w ciemnosci, a fotosyntetyczne mutan-
ty szczepow hodowanych na octanie zacho-
wuja normalna zywotnoS¢. Dzikie szczepy
C. reinhardtii nie wykorzystuja natomiast do
wzrostu produktow posrednich cyklu kwa-
su cytrynowego, cukréw prostych z grupy
pentoz i heksoz, etanolu, glicerolu oraz in-
nych zwiazkéw organicznych. Najintensyw-
niej rosna komorki hodowane na Swietle z
dodatkiem octanu w temperaturze 20-25°C
i napromieniowaniu PAR 200-400 umoli (fo-
tonéw) m3s’!, a czas podwojenia populacji
w tych warunkach wynosi 68 godzin (HAR-
RIS 2009b). Informacja genetyczna komorek
Chlamydomonas, podobnie jak u innych ro-
slin, zawarta jest w trzech autonomicznych
systemach: jadrowym, mitochondrialnym
i chloroplastowym. NajwczeSniej poznano
strukture i sekwencje mtDNA C. reinhardtii,
potem zsekwencjonowano genom chloropla-
stowy i jadrowy. Poznanie pelnej sekwencji
nukleotydowej genomow Chlamydomonas
reinhardtii sprawia, ze moze on by¢ wyko-
rzystany jako organizm modelowy do badan
nad rozwojem i funkcjonowaniem komorki.
Ponadto, w genomie jadrowym komorek ha-
ploidalnych mozna wzglednie tatwo induko-
wac¢ mutacje poprzez zastosowanie UV czy
mutagenow chemicznych, mozna takze trans-
formowac¢ komorki egzogennym DNA.

CYKL KOMORKOWY

GENOM JADROWY

Genom jadrowy Chlamydomonas rein-
hardtii (GenBank ABCNO0000000) tworzy
121 Mpz, w tym az 64% to pary GC (MER-
CHANT i wspotaut. 2007). Jadrowe DNA po-
dzielono na 17 grup, ktére prawdopodobnie
odpowiadaja 17 chromosomom (NICKELSEN
2005). Genom C. reinhardtii charakteryzuje
sic w przyblizeniu roOwnomierna gestoscia
genow, obecnoScia wystepujacych tande-
mowo powtarzalnych sekwencji (satelitar-
ne DNA) oraz transpozonoéw (MERCHANT i
wspotaut. 2007). Na podstawie analizy se-
kwencji genow oraz bazy sekwencyjnych
znacznikOw ekspresji (ang. expressed se-
quence tags, EST) udalo si¢ zidentyfikowac

ponad 15000 genow kodujacych biatka w
jadrze komorkowym Chlamydomonas (HAR-
RIS 20092). Wickszos¢ genoéw (92%) posiada
introny (MERCHANT i wspotaut. 2007), ktore
sq dluzsze niz u wickszoSci organizmow mo-
delowych (YANDELL i wspotaut. 2006). Okoto
30% dlugosci introndow stanowia sekwencje
powtorzone, co sugeruje, ze mogly powstac
lub ulec wydluzeniu w wyniku insercji trans-
pozonéw (MERCHANT i wspotaut. 2007). Za-
rowno dhlugos¢, jak i liczba sekwencji nie-
kodujacych DNA w jadrze C. reinhardtii
wykazuje wigksze podobiefnstwo do organi-
zmow wielokomoérkowych niz innych Pro-
tista (Tabela 1) (PALENIK 2007). W genomie
C. reinhardtii wystepuje 1226 rodzin genow,
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Tabela. 1. Analiza statystyczna genomu Chlamydomonas reinhardtii i wybranych genomoéw in-
nych organizméw (wg MERCHANT i wspoélaut. 2007, DERELLE i wspotaut. 2006, MATSUZAKI i wspol-
aut. 2004, THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000).

Chlamydomonas Ostreococcus Cyanidioschyzon Arabidopsis tha-
reinhardtii tauri merolae liana
(zielenica) (zielenica) (krasnorost) (roSlina wyzsza)
Wielkosc genomu 121 12,6 16,5 140,1
(Mpz)
Ilos¢ chromosomow 17 20 20 5
Zawartos¢
64 58 55 36
par GC (%)
Zawarto$¢ par GC
w sekwencjach koduja- 68 59 57 44
cych (%)
Ilos¢ genow 15143 8 166 5331 26341
Ilos¢ genow zawiera-
jacych 92 39 0,5 79
introny (%)
Sr/edma dhugosc¢ intro- 373 103 248 164
now (pz)
Sekwencje
16,7 81,6 44,9 33,0

kodujace (%)

z ktorych tylko 26 zawiera 10 lub wigcej ge-
now (MERCHANT i wspotaut. 2007). Prawie
800 rodzin sktada sie tylko z dwoch genow,
a wsSrod nich ponad jedna trzecia rodzin
zbudowana jest z dwoch genow ulozonych
tandemowo. Taki uktad gené6w pozwala przy-
puszczad, ze rodziny te powstaly w wyniku
duplikacji DNA (HARRIS 2009a). W 2007 r.
po raz pierwszy pojawily si¢ doniesienia o
znalezieniu mikroRNA (miRNA i siRNA) w
komorkach Chlamydomonas (MOLNAR 2007,
ZHAO 2007) i byt to pierwszy dowod na wy-
stepowanie tego typu czasteczek takze u
jednokomorkowych eukariontéw. Analiza se-
kwencji genomu C. reinhardtii potwierdzita
obecnos¢ biatek (Dicer i Agronaute) uczest-
niczacych w procesie wyciszania genow za
pomoca miRNA (SCHRODA 2000).

CHARAKTERYSTYKA CYKLU KOMORKOWEGO

Cykl komorkowy glonéw z rodzaju Chla-
mydomonas (Ryc. 2) charakteryzuja wielo-
krotne podzialy komorkowe (ang multiple
fission). Oznacza to, ze z komorki macie-
rzystej uwalnianych jest 2" komorek potom-
nych, a w czasie jednego cyklu ma miejsce
n replikacji DNA, podzialow jadra i proto-
plastu. U Chlamydomonas faza wzrostu,

podczas ktorej nastepuje zwielokrotnienie
struktur komorkowych, trwa niemal przez
caly cykl, natomiast procesy reprodukcyjne
ograniczone sa do koncowego okresu, dzie-
ki czemu przez wicksza czes¢ cyklu komorki
sa jednojadrowe i zawieraja stala iloS¢ DNA
(COLEMAN 1982). Taki model cyklu komorko-
wego zostal opisany jako ,the clustered type
of multiple fission” lub typ ,Chlamydomo-
nas” (SETLIK i ZACHLEDER 1984, ZACHLEDER i
wspotaut. 2002). Wszystkie podzialy komor-
kowe zachodza w fazie reprodukcyjnej jeden
po drugim, niezaleznie od dostepnosSci Swia-
tta badz tez skltadnikow mineralnych (HARRIS
2001). Kazda z sekwencji procesOw repro-
dukcyjnych obejmujacych replikacje DNA,
mitoze oraz cytokineze poprzedza zalezna
od Swiatla faza wzrostu komorki G,, w czasie
ktorej powstaja struktury komorkowe i gro-
madzona jest rezerwa energetyczna. SPUDICH
i SAGER (1980) wyrdznili dwa punkty krytycz-
ne w trakcie cyklu komoérkowego Chlamydo-
monas. Pierwszy z nich, ,the primary arrest
point”, to moment we wczesnej fazie G, od
ktorego przejscie komorki przez kolejne fazy
cyklu zalezy od Swiatla. Drugi, ,the transition
point”, to punkt kontrolny cyklu pod ko-
niec fazy G, (punkt G,/S), po przekroczeniu
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Ryc. 2. Cykl komoérkowy Chlamydomonas.

Komorka macierzysta dzieli sie na osiem autospor
przechodzac trzy czeSciowo nakladajace si¢ sekwen-
cje procesOw wzrostu (obszary G, i G,) i repro-
dukgji (obszary S, M, C). G, i G, — fazy wzrostu, S
— synteza DNA, M — mitoza, czarnymi prostokatami
zaznaczono punkty kompetencyjne. Wewnetrzne
koto przedstawia fotoperiod (kolor bialy — ekspo-
zycja komorek na Swiatlo, kolor czarny — inkubacja
komorek w ciemnoSci) (wg SLANINOVEJ i wspotaut.
2003).

ktorego komorka uzyskuje kompetencje do
przejScia w faze reprodukcyjna i ukonczenia
cyklu niezaleznie od doplywu zewnetrznej
energii w postaci Swiatta (HIRT 1996). Punkt
kontrolny G, /S, zwany u glonéw punktem
kompetencyjnym (ang commitment point),
jest funkcjonalnym analogiem punktu START
u drozdzy lub punktu restrykcyjnego R opi-
sanego u ssakow (JOHN 1984). Wyrdznienie
tego punktu kontrolnego stalo sie¢ podstawa
do podzielenia cyklu komoérkowego glonow,
charakteryzujacych sie¢ wielokrotnymi po-
dzialami, na okres przedkompetencyjny (ang.
pre-commitment period) i pokompetencyjny
cyklu (ang post-commitment period) (DON-
NAN i JOHN 1983, ZACHLEDER i VAN DEN ENDE
1992). Komorki organizmoéw dzielacych sie
wielokrotnie, tak jak Chlamydomonas, moga
kilkukrotnie podwaja¢ wielko§¢ w czasie ko-
lejnych faz G,, w wyniku tego przechodzic¢
wiecej niz jednokrotnie punkt kompeten-
cyjny w trakcie jednego cyklu komorkowe-
go. Liczbe podzialow (w konsekwencji iloSc¢
uwalnianych autospor) wydaje si¢ determi-

nowac, zalezna od warunkéw wzrostu, wiel-
kos¢ komorki macierzystej (CRAIGIE i CAVA-
LIER-SMITH 1982). Czas, w jakim komorka
uzyskuje kompetencje do podzialu réwniez
zalezy od tempa wzrostu i zbiega sie z mo-
mentem w cyklu, gdy nastepuje podwojenie
jej wielkoSci (OLDENHOF i wspotaut. 2007).
Zdaje si¢ to potwierdzac istnienie jednego
z proponowanych, zaleznego od rozmiarOw
komorki, mechanizmu regulacji cyklu (ang.
sizer mechanizm). Oszacowano, ze minimal-
na objetos¢ komorki C. reinhardtii koniecz-
na do uzyskania kompetencji do podziatlu
wynosi okoto 180 pm? (UMEN i GOODENOUGH
2001). W Swietle ciaglym komorki uzysku-
ja kompetencje do podzialu po osiagnieciu
wielkoSci krytycznej bedacej 2,2-krotnoScia
wielkoSci uwolnionej autospory (MATSUMURA
i wspotaut. 2003). Jednak komorki przenie-
sione do ciemno$ci, zanim osiggna wielko§¢
krytyczna, nadal przechodza do reproduk-
cyjnej fazy cyklu, przy czym rozpoczecie tej
fazy jest opdznione w odniesieniu do komo-
rek o wiekszych rozmiarach. W tym przypad-
ku czynnikiem regulujacym przebieg cyklu
jest uptyw czasu od momentu rozpoczecia
cyklu komorkowego. Zaprezentowane wyni-
ki badan wskazuja na nadrzedna role zalez-
nego od rozmiarow komoérki mechanizmu
regulacji cyklu, ale dowodza tez wystepo-
wania mechanizmu regulacji zaleznego od
czasu (ang timer mechanizm). Czas trwania
fazy wzrostu (G,) uzalezniony jest od tempa
wzrostu, a wiec posrednio od warunkéw Sro-
dowiskowych. Szczegdlne znaczenie ma tutaj
nie tylko Swiatto, jego nate¢zenie, barwa oraz
czas trwania okresu naswietlania i ciemnosci,
ale takze temperatura. Wraz ze wzrostem na-
tezenia Swiatla czas ten ulega skroceniu (ZA-
CHLEDER i VAN DEN ENDE 1992). Swiatlo nie-
bieskie, a takze Swiatlo biate powoduja op6z-
nienie uzyskania przez komorki kompetencji
do podziatow oraz zwickszenie minimalne;j
wymaganej do podzialu masy komorki (MUN-
ZNER i VOIGT 1992). Przyczyna opOznienia
jest przesuni¢cie w czasie maksymalnej ak-
tywnosci cyklinozaleznej kinazy, bioracej
udzial w kaskadzie sygnalowej regulacji cyklu
(OLDENHOF i wspotaut. 2004a). Swiatlo czer-
wone, daleka czerwien oraz ciemnoS¢ po-
woduja natomiast przyspieszenie podzialow
i zmniejszenie krytycznej wielkoSci komorki
wymaganej do indukcji podziatu. Stwierdzo-
no rowniez, ze Swiatlo czerwone znosi efek-
ty dzialania Swiatla niebieskiego (OLDENHOF
i wspotaut. 2004b, 2006). Czas rozpoczecia
podziatow komorkowych w trakcie cyklu jest
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staly i nie zalezy od warunkOw wzrostu oraz
momentu uzyskania przez komoérke kompe-
tencji do podziatu. Czas trwania procesOw
reprodukcyjnych zalezy natomiast od tem-
peratury (OLDENHOF i wspotaut. 2007). Wraz
ze wzrostem temperatury nastepuje skroce-
nie fazy reprodukcyjnej cyklu. Rozpoczecie
mitozy uwarunkowane jest przekroczeniem
przez komorke kolejnego punktu kontrolne-
go cyklu — G,/M, a inicjacja podzialu mito-
tycznego zalezna jest od kompletnej syntezy
DNA (HARPER i JOHN 1986). Postep cytokine-
zy jest regulowany niezaleznie od mitozy. W
komorce, w ktorej nie dochodzi do podzia-
tu jadra, nadal tworzy si¢ fykoplast i bruzda
podzialowa. Nie dochodzi jednak do pelne-
go podzialu komorki (HARPER i JOHN 1986).
Po zakonczeniu wszystkich zainicjowanych
podziatéw, komorki potomne uwalniane sa
z macierzystej Sciany komorkowej jednocze-

$nie. W hodowlach synchronizowanych, po-
przez stosowanie fotoperiodu, ma to zwykle
miejsce na krotko przed zakoficzeniem okre-
su ciemnoSci (HARRIS 2009¢). Enzym lityczny
umozliwiajacy rozerwanie macierzystej Scia-
ny komorkowej (ang. sporangin), jest synte-
tyzowany po podzialach mitotycznych i aku-
mulowany w wiciach komoérkach potomnych
(KuBo i wspoétaut. 2009). W ostatnich latach
prowadzone sa intensywne badania dotycza-
ce genetycznych podstaw regulacji przebie-
gu cyklu komorkowego Chlamydomonas.
Genom Chlamydomonas reinhardtii, poza
genami kodujacymi homologi giéwnych ro-
slinnych cyklino-zaleznych kinaz (CDK A-E)
i cyklin (cykliny A-E), zawiera cztery dodat-
kowe CDK (G1, G2, H1, I1) i dwie cykliny
(CYCAB1 i CYCM1), ktorych nie znaleziono
u roSlin wyzszych, grzybow ani u zwierzat
(BISOVA i wspotaut. 2005).

CYKL CHLOROPLASTOWY

GENOM CHLOROPLASTOWY

Genom chloroplastowy Chlamydomonas
reinhardtii (GenBank BKO000554) wykazuje
najwieksze podobiefistwo do genomow chlo-
roplastowych roslin ladowych. Zbudowany
on jest z 203828 pz i zawiera zaledwie 99
genow o znanej lub przewidywanej funkgji
(HigGs 2009). Chromosom chloroplastowy
(Ryc. 3) podzielony jest przez powtorzone
odwrocenia (ang. inverted repeats, IR) (~21
kpz) na dwa podobnej wielkosci (=80 kpz)
regiony o unikatowej sekwencji. Wystepo-
wanie sekwencji obecnej w dwoch identycz-
nych odwroconych kopiach jest podstawowa
wlasciwoscia chloroplastowego DNA zarow-
no wyzszych, jak i prostych eukariontow
(SIMPSON i STERN 2002, POMBERT i wspotaut.
2000). W genomie chloroplastowym Chlamy-
domonas zawarto$¢ par GC stanowi 35% i
jest poroOwnywalna z zawartoScia tych zasad
zaro6wno u Chlorella (32%), jak i Arabidop-
sis (36%) (WAKASUGI i wspoétaut. 1997, SATO
i wspotaut. 1999). Cecha charakterystyczna
Chlamydomonas jest obecnoS¢ powtorzo-
nych sekwencji DNA, ktore stanowia ponad
20% genomu chloroplastowego. W regionach
niekodujacych zidentyfikowano prawie 20
000 krotkich powtarzalnych sekwencji (ang.
short dispersed repeats, SDRs), ktorych dhu-
gos$¢ wynosi ok. 30 pz (MAUL i wspolaut.
2002). Obecnos¢ podobnych sekwencji za-
obserwowano tylko w genomie chloroplasto-

wym Chlorella vulgaris (WAKASUGI i wspot-
aut. 1997), co moze Swiadczy¢ o wspolnym
przodku tych dwoch gatunkow. Mechanizm
powstania i funkcja SDRs nie sa jeszcze po-
znane, ale przypuszcza sie, ze moga one
uczestniczy¢ w rekombinacyjnej naprawie
uszkodzen obu nici DNA (OpoM i wspotaut.
2008). W genomie chloroplastowym C. rein-
hardtii znajduja si¢ 64 geny kodujace bial-
ka, 29 genéw tRNA, 6 genéw rRNA oraz 8
otwartych ramek odczytu (MAUL i wspotaut.
2002). Biorac pod uwage pelniona funkcje,
39 bialek uczestniczy w fotosyntezie oraz
powstawaniu ATP, a 24 zwiazanych jest z
ekspresja genoéw (transkrypcja, translacja,
potranslacyjna obrobka biatka). WiekszoS¢
genow chloroplastowych Chlamydomonas
ma budowe typowa dla organizmoéw proka-
riotycznych, tylko niektore z nich posiadaja
introny (HIGGS 2009). Poznanie sekwencji
genomu chloroplastowego Chlamydomonas
reinhardtii oraz mozliwoSC jego transforma-
¢ji moze pomoc w odpowiedzi na pytania
dotyczace funkcjonowania i ewolucji chloro-
plastow.

CHARAKTERYSTYKA CYKLU
CHLOROPLASTOWEGO

W  cyklu komoérkowym Chlamydomo-
nas nowe chloroplasty powstaja wylacznie
w wyniku podzialow, a nie réznicowania
si¢ z proplastydow badzZ etioplastow. Ponad-
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I SyntazaATP
Cytochrom bg/f
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Ryc. 3. Chromosom chloroplastowy Chlamydo-
monas reinhardtii.

Na zewnetrznym kole zaznaczono geny o znanej
lub przewidywanej na podstawie sekwencji funkcji.
Kolory jakimi zaznaczone sa sekwencje kodujace
odpowiadaja okreSlonej funkcji (legenda w Srodko-
wej czeSci rysunku). Wewnetrzne koto przedstawia
wielkoSci poszczegolnych odcinkéw DNA. IR, i IR,
— powtorzone odwrocenia (wg MAUL i wspoélaut.
2002, zmieniona).

to, w przeciwienstwie do roslin wyzszych,
rozwoj pojedynczego chloroplastu glonow
z rodzaju Chlamydomonas wydaje si¢ by,
przynajmniej czeSciowo, zsynchronizowany
z przebiegiem cyklu komoérkowego. Podziat
chloroplastu u tego organizmu zachodzi pod-
czas drugiego i trzeciego podzialu komorki,
w wyniku ktoérych powstaje odpowiednio
4 lub 8 autospor (HARPER i JOHN 1986). U
Chlamydomonas reinhardtii stwierdzono
podobny do roslin wyzszych mechanizm po-
dzialu chloroplastu. Organizm ten posiada
kodowane przez genom jadrowy homologi
biatek wykrytych u Arabidopsis: CrMinD1
(odpowiadajacy AtMinD1) oraz CrMinEl i
CrMinE2 (odpowiadajace AtMinEl), a takze
homologi bialek AtFtsZ1-1 i AtFtsZ2-1, odpo-
wiednio CrtFtsZ3 i CrFtsZ2. Biatka CrMinE1 i
CrMinD1 biora udzial w regulacji przylacza-
nia biatek CrFtsZ w miejscu przysziego po-
dziatu chloroplastu (ADAMS i wspotaut. 2008).
Pojedynczy chloroplast w komorce, obecnosé
homologow biatek bedacych komponentami
molekularnego mechanizmu podziatu chlo-
roplastu u roslin wyzszych oraz mozliwos¢

synchronizacji wzrostu i podzialow komor-
kowych sprawiaja, ze organizm ten jest bar-
dzo dobrym materialem do badan rozwoju
i podziatu chloroplastu. Chloroplast posiada
pewna autonomie genetyczna wynikajaca z
obecnosci w jego obszarze zorganizowanych
kompleksOw zawierajacych swoisty DNA
(chDNA), wszystkie enzymy konieczne w
transkrypcji i replikacji, czynniki transkryp-
cyjne oraz biatka strukturalne wiazace DNA
(SAKAT 2001). Kompleksy te nazwane zostaly
nukleoidami (KUROIWA i wspotaut. 1981) lub
jadrami chloroplastowymi (NEMOTO i wspot-
aut. 1991). Autonomia ta determinuje ogra-
niczona niezalezno$¢ rozwojowa chloropla-
stow w czasie trwania cyklu komorkowego,
jednak kompleksy bton tylakoidow, Rubisco
oraz plastydowe rybosomy zawieraja w swo-
jej strukturze produkty zarowno genow pla-
stydowych, jak i genow jadrowych (BARKAN
i GOLDSCHMIDT-CLERMONT 2000). Tempo syn-
tezy biatek kodowanych przez geny plastydo-
we zmienia si¢ w zaleznoSci od fazy rozwoju
chloroplastu i warunkéw Srodowiskowych,
ale takze regulowane jest poprzez czynniki
kodowane przez geny jadrowe. Czynniki te
wplywaja na ekspresje genow plastydowych
na roznych jej etapach, zar6wno w czasie
transkrypcji, potranskrypcyjnych przemian
RNA, jak i translacji (BARKAN i GOLDSCHMIDT-
CLERMONT 2000, BELIGNI i wspolaut. 2004).
Jednoczesnie ekspresja genow jadrowych,
ktorych produkty stanowia elementy aparatu
fotosyntetycznego, podlega regulacji przez sy-
gnaly plastydowe takie jak: prekursory meta-
boliczne chlorofilu, stan redoks plastochino-
nu, tioredoksyny i glutationu oraz transpor-
ter fosfoenolopirogronianu (ROCHAIX 2007).
W mtodych autosporach znajduje si¢ okoto
10 chloroplastowych nukleoidéw o Srednicy
0,2 um (HIRAMATSU i wspotaut. 20006). Liczba
nukleoidow chloroplastowych w komoérkach
mt+ i mt- jest jednakowa i maleje w podob-
ny sposob podczas gametogenezy (BIRKY i
wspotaut. 1984). W czasie wegetatywnego
cyklu komorkowego wielkoS¢, iloS¢ i ksztalt
nukleoidow chloroplastowych zmienia sig,
podobnie jak w przypadku nukleoidow mito-
chondrialnych (HIRAMATSU i wspotaut. 2000).
W degenerujacych komorkach starzejacych
siec hodowli mozna natomiast zaobserwowac
laczenie sie nukleoidow chloroplastowych w
jedna duza strukture, ktora po przeniesieniu
komorek do Swiezej pozywki ponownie dzie-
li sic na pojedyncze, rOwnomiernie rozpro-
szone w chloroplascie nukleoidy (NAKAMURA
i wspotaut. 1986).
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CYKL MITOCHONDRIALNY

GENOM MITOCHONDRIALNY

Kompletna sekwencje genomu mitochon-
drialnego C. reinhardtii (Ryc. 4) (GenBank
U03843) poznano juz w latach 90. XX w. i jest
to jeden z najmniejszych, roSlinnych mtDNA
poznanych do tej pory. Jego dlugoS¢ wynosi
okoto 16 kpz, i co zaskakujace, wystepuje w
komorce w formie liniowej, dwuniciowej cza-
steczki. Genom mitochondrialny charaktery-
zuje si¢ niewielka iloScia sekwencji niekoduja-
cych, a geny w nim wystepujace nie posiadaja
intronéw (CARDOL i REMACLE 2009). Na kon-
cach genomu znajduja si¢ odwrocone sekwen-
cje graniczne dlugosci 531 lub 532 pz, zawie-
rajace identyczne fragmenty jednoniciowego
DNA, utworzone z ok. 40 nukleotydow (VAH-
RENHOLZ i wspolaut. 1993). W genomie mito-
chondrialnym C. reinhardtii zidentyfikowano
30 genow, wsrod ktorych znajduja si¢ geny
kodujace skladniki mitochondrialnego tancu-
cha transportu elektronow oraz geny koduja-
ce rRNA i tRNA. Osiem genow mtDNA koduje
biatka wchodzace w sktad kompleksow enzy-
matycznych tancucha oddechowego (1, III i IV)
oraz biatko podobne do odwrotnej transkryp-
tazy. Pozostate geny koduja czasteczki RNA
(NICKELSEN 2005). U roslin wyzszych znanych
jest zaledwie kilka mutacji w genach mitochon-
drialnych kodujacych sktadniki taficucha trans-
portu elektronéw (PINEAU i wspotaut. 2005).
Mutanty takie czesto wykazuja mniejsze tempo
wzrostu, roznego rodzaju nieprawidtowosci
morfologiczne oraz nie moga by¢ utrzymywa-
ne w czystych liniach homoplazmatycznych.
Chlamydomonas reinhardtii stanowi dogod-
ny model do badania funkcji mitochondrium
w organizmach fotosyntetyzujacych, poniewaz
mutacje mtDNA sa homoplazmatyczne, a mu-
tanty z uszkodzonym taficuchem oddechowym
moga przezy¢ w warunkach autotroficznych

(CARDOL i REMACLE 2009). Duzym ulatwieniem
w badaniach biogenezy mitochondrium jest
niewatpliwie mozliwos¢ biolistycznej transfor-
macji genomu mitochondrialnego (REMACLE i
wspotaut. 2000).

CHARAKTERYSTYKA CYKLU
MITOCHONDRIALNEGO

Podobnie jak chloroplasty, mitochondria
takze zawieraja wlasne DNA powiazane ze spe-
cyficznymi bialkami, zorganizowane w struk-
tury zwane nukleoidami (KUROIWA 1982).
Aby bada¢ zaleznoSci pomiedzy genomem
jadrowym i genomami tych organelli, a tak-
ze funkcje nukleoidow organelli w komorce,
konieczne jest poznanie zmian zachodzacych
w mitochondriach i chloroplastach oraz ich
nukleoidach w trakcie cyklu komorkowego.
Na podstawie obserwacji prowadzonych w mi-
kroskopie fluorescencyjnym EHARA i wspotaut.
(1995) wyrdznili 5 typow morfologicznych
mitochondriow wystepujacych podczas cyklu
komoérkowego Chlamydomonas reinhardtii:
(A) pojedyncze, duzych rozmiarow mitochon-
drium, z duza iloScia matriks i peryferycznie
zlokalizowanymi grzebieniami, z ktorych czes¢
jest w bliskim kontakcie z jadrem komorko-
wym, (B) rozgalezione mitochondrium, z gru-
bymi sznurowatymi rozgalezieniami, sposrod
ktorych cze$¢ jest w kontakcie z jadrem, (C)
formy z cienkimi, nielicznymi rozgalezieniami,
(D) grudkowate formy rozsiane w cytoplazmie,
(E) formy sznurowate z rozgal¢zieniami rozcia-
gnictymi w cytoplazmie. Autorzy stwierdzili,
7ze w pierwszej potowie cyklu komoérkowego
mitochondria zmienialy si¢ przechodzac przez
poszczegolne formy w kolejnosci C-B—C—D,
a nastepnie w pozniejszej czesci cyklu odwrot-
nie. Ponadto typ B czasowo przeksztalcat sic w
typ A. Wszystkie badania zmian zachodzacych
w mitochondriach podczas cyklu komorko-

1kb

Ryc. 4. Genom mitochondrialny Chlamydomonas reinhardtii.

Na schemacie zaznaczono kolorami czerwonym i pomaranczowym geny kodujace odpowiednio biatka oraz
strukturalne RNA. Na koncach liniowej czasteczki kolorem czarnym zaznaczono odwrocone sekwencje gra-

niczne (IR) (wg SMITHA i LEE 2008, zmieniona).
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wego dotyczyly jednak komorek utrwalonych.
Obserwacje prowadzone przez HIRAMATSU i
wspotaut. (2006) na zywych komorkach C
reinhardtii nie wykazaly obecnosci tych orga-
nelli w typie: A, B i D. W trakcie cyklu komor-
kowego mitochondria wystepowaly w formie
cienkich, kretych struktur rozciagajacych sie
w cytoplazmie. W czasie mitozy byly widoczne
mitochondria typu E, tzn. sznurowate z rozga-
fezieniami rozciagajacymi si¢ w cytoplazmie.
Miode autospory bedace na poczatku fazy G,
cyklu posiadaja okoto 30 nukleoidow mito-
chondrialnych o $rednicy 0,1 um (HIRAMATSU i

wspotaut. 2006). W czasie fazy G, i na poczat-
ku fazy S cyklu komoérkowego nukleoidy two-
rza krotkie nitkowate badz grudkowate formy.
W fazie S jednoczesSnie z synteza DNA prze-
biega podzial nukleoidow, w wyniku czego
zwicksza si¢ ich liczba, a ich rozmiary i ilos¢
DNA w pojedynczym nukleoidzie maleje. Ko-
morki w fazie S i M cyklu zawieraja najwicksze
ilosci nukleoidow, natomiast po przeniesieniu
hodowli do ciemnosci ponownie tworza for-
my nitkowate badz grudkowate, a na skutek
faczenia si¢ ich liczba maleje.

ZAKONCZENIE

Bibliogiafia oraz adresy baz danych do-
tyczacych Chlamydomonas reinhardtii ze-
brane sa na stronie Chlamydomonas Center
(www.chlamy.org). Chlamy Center dyspo-
nuje tez ogromna kolekcja zaréwno dzikich
szczepow, jak i licznych mutantow tej zie-
lenicy. Od 1983 r. cyklicznie odbywaja si¢

konferencje (The International Conference
on the Cell and Molecular Biology of Chla-
mydomonas) umozliwiajace wymian¢ pogla-
dow oraz prezentacje najnowszych wynikow
badan prowadzonych na glonach z rodzaju
Chlamydomonas.

CHLAMYDOMONAS REINHARDTII — MODELOWY ORGANIZM W BADANIACH CYKLU
KOMORKOWEGO, CHLORPLASTOWEGO I MITOCHONDRIALNEGO

Streszczenie

Wzgledna tatwos¢ hodowli, krotki cykl komorko-
wy, znana sekwencja genomu, a takze duza iloS¢ roz-
nego rodzaju mutantéw czynia z Chlamydomonas
reinhardtii atrakcyjny organizm modelowy w bada-
niach dotyczacych rozwoju i funkcjonowania komor-
ki. Struktura genomu jadrowego i chloroplastowego
C. reinhardtii wykazuje wiecej cech wspolnych z ge-
nomami roslin wyzszych niz prostych eukariontow.
Genom mitochondrialny tego organizmu jest jednym

z najmniejszych dotychczas poznanych u roSlin i wy-
stepuje w postaci liniowej, dwuniciowej czasteczki.
Zsekwencjonowanie gnomow Chlamydomonas re-
inhardtii oraz mozliwos¢ ich wzglednie latwej trans-
formacji stwarza dogodne podstawy do badania mo-
lekularnych uwarunkowan przebiegu cyklu komor-
kowego i zaleznoSci pomiedzy cyklem komoérkowym,
chloroplastowym i mitochondrialnym.

CHLAMYDOMONAS REINHARDTII — A MODEL ORGANISM IN RESEARCH OF CELL,
MITOCHONDRIAL AND CHLOROPLAST CYCLE

Summary

The relative ease of culture, a short cell cy-
cle, known whole genome sequence and a large
number of different types of Chlamydomonas
reinhardtii mutants, make this unicellular green
alga a very attractive model organism for studies
of the development and functioning of cell. The
structure of nuclear and chloroplast genome of C.
reinhardtii is more resembling genomes of vascu-
lar plants than simple eukaryotes. Mitochondrial

genome of this organism is one of the smallest in
plants and occurs as a linear, double-stranded mol-
ecule. Known whole genome sequence and the
possibility of their transformation have allowed
Chlamydomonas reinhardtii to become a highly
valuable model for molecular approaches of cell
cycle regulation and relationship between the cell,
mitochondrial and chloroplast cycle.
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