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Resum

La genomica, la determinacié de la seqiiéncia de DNA d'una espécie, avui dia
esta en expansio gracies a noves eines de seqiienciacio. Les iniciatives per
a obtenir els genomes de totes les espécies vives sovint obliden els protists,
eucariotes unicellulars cabdals per a entendre I'evolucié de la vida i el funcio-
nament dels ecosistemes. En aquest treball repassarem el que se sap de geno-
mica de protists, sovint a partir d'organismes cultivats, i presentarem com es
pot obtenir el genoma d’especies no cultivades que conformen una part
enorme de la biodiversitat. Després explicarem exemples de com la genomi-
ca de protists permet abordar quliestions com l'origen del llinatge eucariota,
I'adquisicié i expansio del cloroplast, la multicellularitat, els processos de sim-
biosi, I'estudi d’activitats biogeoquimiques a partir de gens funcionals o la
genetica de poblacions. Aquesta contribucié vol donar a conéixer I'extraordi-
naria diversitat de protists que hi ha i promoure la consideracié que mereixen
en els estudis genomics.
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Protists, the primary source of genomic diversity
in eukaryotes

Abstract

Genomics, which unravels the DNA sequence of species, is an expanding dis-
cipline thanks to new sequencing tools. Initiatives aimed at obtaining the ge-
nomes of all living species often overlook protists, which are unicellular
eukaryotes that are crucial for understanding the evolution of life and the
functioning of ecosystems. In this paper we review what is known about pro-
tist genomics, often on the basis of cultured species, and present new ways to
obtain the genomes of uncultured species, which represent a large part of
eukaryotic diversity. We then present some examples of how protist geno-
mics is crucial to address key issues in evolution and ecology, such as the ori-
gin of the eukaryotes, the acquisition and expansion of chloroplasts, the
emergence of multicellularity, symbiotic events, the study of biogeochemical
activities on the basis of functional genes, and population genetics. This pa-
per seeks to highlight the vast diversity of protists and to underscore the fact

Introduccio

Un dels grans misteris desxifrats al segle passat
va ser el mecanisme de manteniment i trans-
missié de la informacié que codifica els éssers
vius. El dogma central de la biologia estableix
que la informaci6 esta escrita en la seqtiéncia
(ordre) de les quatre bases que formen el
DNA, i que les unitats d’aquesta informaci6
(els gens) es tradueixen a proteines (fent servir
RNA com a missatger), les quals formen les es-
tructures cellulars i controlen les reaccions
quimiques de les rutes metaboliques. En
aquest context, esbrinar la seqiiéncia del DNA
d’una espécie podra donar respostes a la seva
ecofisiologia i historia evolutiva. En contrast
amb la genética, que estudia el paper de gens
concrets, la gendomica pretén caracteritzar
conjuntament tots els gens de espécie, aixi
com les regions no codificants, la seva posici6
relativa i la seva estructura tridimensional. En
procariotes, el DNA acostuma a trobar-se en
una sola cadena circular, un sol cromosoma,
mentre que en eucariotes hi sol haver un nom-
bre concret de cromosomes lineals embolca-
llats dins del nucli que varia segons I'espécie.

that they should be given greater consideration in genomic studies.
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La genomica tractaria, doncs, d’obtenir la se-
qiiéncia completa del DNA de tots els cromo-
somes i la seva interpretaci6 funcional.

Vist el gran potencial cientific de la infor-
macié genomica en practicament tots els
camps de la biologia (evolucid, ecologia, bio-
medicina, biotecnologia), hi ha hagut moltes
iniciatives per a obtenir els genomes de les es-
peécies de la biosfera. Aquesta informacio sera
fonamental per a esbrinar la historia natural i
els patrons evolutius de cada espécie, permetra
coneixer-ne les potencialitats genétiques i, en
alguns casos, identificar mutacions en gens
concrets responsables de disfuncions o malal-
ties. Aquest esfor¢ és encara més critic en la
situacio actual de canvi climatic, que podria
acabar derivant en la sisena extincié massiva
degut a les activitats humanes. Es en aquest
context en qué semmarca 'Earth BioGenome
Project (EBP), comengat el 2018 i que té 'am-
bici6 de seqiienciar, catalogar i caracteritzar el
genoma de totes les espécies eucariotes exis-
tents en un termini de deu anys (Lewin et al.,
2022). El projecte esta estructurat en diverses
iniciatives, i els autors d’aquest treball en sén
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part d’una: la iniciativa catalana per a 'EBP
(CBP, de I'anglés Catalan Initiative for the
Earth BioGenome Project, https://www.bioge
noma.cat). Tot i que ’EBP proposa caracterit-
zar exhaustivament la biodiversitat d’eucario-
tes, és evident que fa un émfasi especial en ani-
mals, plantes i fongs, i que posa poca atencid en
els eucariotes unicellulars, els protists. Enlloc
no es diu que no siguin importants, pero facil-
ment s’obvien. Gran part de la comunitat im-
plicada en aquests projectes genomics passa
per alt que els protists representen la major
part de la diversitat eucariota i que sén clau per
a entendre algunes de les principals transicions
evolutives, com l'origen de la fotosintesi, que
permetra I'aparicio de les plantes superiors, o
origen de la multicellularitat, clau per a I'apa-
ricié d’animals i plantes. Aixi, aquests organis-
mes microscopics i estructuralment senzills
queden desenfocats del lloc que els pertoca en
I’evolucio de la vida, el funcionament dels eco-
sistemes i la seva enorme contribucié a la bio-
diversitat. Amb aquest article volem posar una
mica de llum a la foscor, i explicar en quina si-
tuacio es troben els eucariotes unicellulars.
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Projectes genomics, de virus

a tota la biodiversitat

La capacitat d’obtenir dades genomiques ha
anat lligada al desenvolupament de metodes per
a seqlienciar el DNA. Amb l'aparici6 de la técni-
ca de Sanger, el 1977 es va obtenir el primer ge-
noma, el del bacteriofag ¢X174 (5,4 kb). Aixi es
va iniciar la cursa per a dur a terme projectes
cada cop més complexos i ambiciosos: el geno-
ma del mitocondri huma el 1981 (16,6 kb), el de
cloroplasts de plantes el 1986 (155,8 kb), un cro-
mosoma de fong el 1992 (315 kb) i, finalment,
els primers genomes d’un organisme, el bacteri
Haemophilus influenzae (1,8 Mb) el 1995 i el lle-
vat Saccharomyces cerevisiae el 1996 (12,1 Mb).
Poc després, la comunitat cientifica es va plante-
jar seriosament el Projecte Genoma Huma, que
va esdevenir una altra cursa que va acabar amb
la publicaci6 d’'una primera versi6 incompleta el
2001, una versid acabada el 2003 i la versio final
corregida (menys d’un error en 20 kb) el 2007.

Parallelament, es van anar triant especies
concretes que servien com a model per a repre-
sentar grans grups d’organismes. Dins dels ma-
mifers es van completar els genomes del gos
(Canis familiaris), la rata (Rattus norvegicus), el
ratoli (Mus musculus) i el ximpanzé (Pan tro-
glodytes), tots utilitzats en recerca biomedica.
Respecte d’altres animals emprats com a orga-
nismes model, el primer genoma obtingut va
ser el del nematode Caenorhabditis elegans,
després el de la mosca del vinagre Drosophila
melanogaster i, finalment, el genoma del peix
zebra, Danio rerio. Com a model de planta amb
flor, es va triar Arabidopsis thaliana, i de fong,
el llevat Saccharomyces cerevisiae. Amb relaci6
a protists, els genomes complets disponibles es-
tan esbiaixats cap a espécies d’interés biomedic,
com l'agent causant de la malaria, 'apicomplex
Plasmodium falciparum, o el responsable de la
leishmaniosi, el cinetoplastid Leishmania ma-
jor. L’objectiu dels projectes gendomics amb es-
pécies model era determinar el nombre de cro-
mosomes, seqilenciar-los de punta a punta,
identificar-ne els gens i predir-ne la funcio.
Donat que cada individu de la mateixa pobla-
ci6 té genomes lleugerament diferents, la se-
quéncia de referéncia per a I'espécie és la del
component haploide d’un sol individu, i aques-
ta referéncia serveix per a cartografiar la varia-
bilitat intrinseca dins la poblacio.

Un salt critic en la historia dels projectes ge-
noma ha estat 'aparicié de les tecniques de se-
quienciacié massiva (Reuter et al., 2015). El ren-
diment en lectures de DNA d’aquestes noves
maquines ha anat evolucionant amb el temps,
inicialment produint fragments curts (primer la
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tecnologia 454 i avui dia Illumina), i més enda-
vant, fragments llargs (tecnologies com PacBio
0 ONT). Aquest increment espectacular de ren-
diment ha anat acompanyat d’avengos igual-
ment trepidants en el maquinari computacio-
nal, amb ordinadors cada cop més potents que
permeten emmagatzemar i processar I'allau
d’informacié generada, i en les eines bioinfor-
matiques per a gestionar i analitzar les dades. La
seqiienciacio massiva s’ha aplicat rapidament a
moltes disciplines, també per a obtenir el geno-
ma d’una gran varietat d’espécies. Tot i que so-
vint ha anat acompanyada d’una qualitat infe-
rior de les seqiiéncies i de menys ambici6 a
I’hora de finalitzar els projectes genomics, és
innegable que la seqiienciacié massiva ha pro-
mogut una explosio6 en el camp de la genomica.
A més, ha permes avangar en el coneixement dels
microorganismes dominants als ecosistemes,
molts dels quals encara no cultivats. Es en aquest
nou escenari de capacitat enorme de seqiiencia-
ci6 que semmarca I’Earth BioGenome Project.

Els protists, els grans oblidats

Diversitat dels protists i la seva
importancia ecologica

L’obtencié de dades genomiques d’un ampli es-
pectre d’especies de macro- i microorganismes,
juntament amb la millora d’algorismes de re-
construcci6 filogenetica, han permes arribar a
una visio realista de la biodiversitat d’eucariotes
(Burki et al., 2020). L’arbre resultant mostra
com els animals, els fongs i les plantes formen
una petitissima part dels llinatges existents (ve-
geu la figura 1) i evidencia la descompensaci6 en
el coneixement que tenim dels protists respecte
a la triada multicellular, que representa al vol-

tant del 95 % de les espécies descrites (Pawlowski
et al., 2012). Aquest biaix té arrels historiques i
metodologiques. Des d’abans dels treballs de
Darwin, els protists eren un calaix de sastre on
es posaven tots els eucariotes unicellulars, equi-
parats com a regne al mateix nivell que animals,
fongs i plantes, i obviant que darrere aquesta
simplicitat aparent hi havia diferents origens
evolutius i dissenys cellulars. La informacio ge-
nomica ha permés caracteritzar aquesta gran
diversitat i fer-li justicia. A escala evolutiva, és
clar que I'tltim ancestre comu de tots els euca-
riotes va ser un organisme unicellular i que du-
rant una gran part del temps geologic només hi
havia protists, que anaven diferenciant-se i ocu-
pant nous ninxols ecologics. Vista aquesta pre-
séncia seminal, no és estrany que siguin molt
importants en tots els ecosistemes i en els cicles
biogeoquimics com a productors primaris, de-
predadors, parasits o descomponedors. Conéi-
xer, doncs, 'enorme diversitat de protists és fo-
namental per a entendre la diversitat eucariota i
el funcionament de la biosfera.

L’arbre de la vida eucariota esta estructu-
rat en uns quants supergrups, cadascun dels
quals inclou forga llinatges rellevants i multi-
tud d’espécies. Un dels supergrups més impor-
tants i diversos és el dels TSAR, format per telo-
neémids, estramenopils, alveolats i rizaris (vegeu
la figura 1). Tots ells contenen grups de flagel-
lats heterotrofics que tenen impacte en els eco-
sistemes com a depredadors de bacteris i euca-
riotes microbians. A més, també s’hi troben
llinatges fotosintetics amb una gran rellevancia
ecologica, com les diatomees dins dels estrame-
nopils i els dinoflagellats dins dels alveolats, o
importants parasits, com els apicomplexos. Un
segon supergrup és el dels Amorphea, que in-

4 Figura 1. Esquema de I'arbre de la vida eucariota en forma de supergrups i els seus principals
components. L'arbre mostra com els animals i fongs (dintre d’'Opisthokonta) i les plantes (dintre de
Chloroplastida) representen una petita fraccié del disseny evolutiu dels eucariotes. Elaboracié propia

a partir de Burki et al. (2020).
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clou els opistoconts, amb animals, fongs i els
seus parents unicellulars, i els amebozous, que
engloben la majoria d’amebes. Altres super-
grups son els arqueplastids, que contenen les
plantes i les algues vermelles i verdes, els Cryp-
tista i Haptista, que, al seu torn, inclouen algues
unicellulars importants a escala ecologica i geo-
logica, i els excavats, que contenen majoritaria-
ment protists heterotrofics, molts dels quals pa-
rasits. Finalment, hi ha una serie de llinatges
orfes que tenen una posici6 filogenética poc
clara aT'arbre, generalment formats per poques
espeécies molt distants entre si.

Accés als genomes de protists
i cobertura dins de l'arbre de la vida
El coneixement de la gran biodiversitat d’eu-
cariotes microbians, present en cultius de la-
boratori, en situacions de parasitisme o en es-
tudis de biodiversitat ambiental, no ha anat
acompanyat d’esforgos genomics equivalents.
Aixo es reflecteix en les llistes de genomes dis-
ponibles, on estan clarament subrepresentats, i
on hi ha un biaix clarissim cap a espécies d’inte-
res economic o medic. Un bon lloc de referén-
cia amb genomes de bona qualitat és la platafor-
ma ENSEMBL (www.ensembl.org), inicialment
plantejada per a genomes de vertebrats, pero
que s’ha ampliat per a incloure tots els éssers
vius. En aquest repositori, hi trobem 311 geno-
mes d’espeécies de vertebrats, 123 d’altres ani-
mals, 1.506 de fongs, 119 de plantes 237 de pro-
tists. Dins d’aquests darrers, el 75 % son de
patogens humans (100 genomes d’apicomple-
xos i 25 de cinetoplastids) o de plantes (53 d’oo-
micets). Tot i aixi, ENSEMBL té també repre-
sentants d’'un ampli ventall de grups de protists,
irecull aspectes cabdals de les mides de genoma,
nombre de cromosomes i nombre de gens (ve-
geu la figura 2). Amb tot, és evident que la repre-
sentacid de la veritable biodiversitat d’eucario-
tes, sobretot els microbians, encara queda lluny.
En els darrers anys hi ha hagut iniciatives
que han intentat omplir aquest buit de conei-
xement genomic. Una de molt rellevant és el
projecte MMETSP, The Marine Microbial
Eukaryotic Transcriptome Sequencing Project
(Keeling et al., 2014), que va fer una crida a la
comunitat cientifica internacional per a aconse-
guir el transcriptoma de tants protists marins
cultivats com fos possible. D’aquesta manera, es
va afegir informaci6 de més de tres-centes espe-
cies d’un gran ventall de grups marins. Aquesta
iniciativa no resolia, pero, un dels grans reptes
que va apareixer en els estudis ambientals: la
gran presencia d’especies no cultivades en les
comunitats naturals. En els darrers anys s’han
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4 Figura 2. Seleccié de protists amb genomes sequienciats. A dalt, taula amb un resum de les dades
gendmiques disponibles al repositori ENSEMBL (elaboracié propia). Cal destacar que per a alguns generes hi
ha multiples soques sequienciades: Plasmodium spp., amb seixanta soques; Phytophtora spp.,amb vint-i-tres,

i Leishmania spp., amb quatre. A baix, microfotografies de les espécies anteriors, seguint 'ordre en qué
apareixen en la taula. Imatges descarregades sota llicéncia de domini public o de CC de Wikimedia Commons:
Dictyostelium discoideum (imatge extreta d'https.//commons.wikimedia.org/wiki/File:Dictyostelium
_discoideum_fb_2.jpg [autor: Tyler Larsen] i publicada sota una llicencia Attribution-ShareAlike 4.0 International
(CCBY-SA 4.0), https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/), Chlamydomonas reinhardtii (fragment
d'unaimatge extreta d'https.//commons.wikimedia.org/wiki/File:Biohybrid_Chlamydomonas_reinhardtii
_microswimmers_2.jpg [autors: Mukrime Birgul Akolpoglu, Nihal Olcay Dogan, Ugur Bozuyuk, Hakan Ceylan,
Seda Kizilel i Metin Sitti; doi:10.1002/advs.202001256] i publicada sota una llicéncia Attribution-ShareAlike 4.0
International (CC BY-SA 4.0), https.//creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/), Guillardia theta (fragment d'una
imatge extreta d'https://commons.wikimedia.org/wiki/File:41598_2017_2668_Fig2d_HTML.jpg [autors: Ryo
Onuma, Neha Mishra, Shin-ya Miyagishima; doi:10.1038/s41598-017-02668-2] i publicada sota una llicéncia
Attribution-Share Alike 4.0 International (CC BY-SA 4.0), https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/),
Leishmania major (fragment d’una imatge extreta d'https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leishmania
_spp._-_promastigote.jpg [autor: Stefan Walkowski] i publicada sota una llicencia Attribution-ShareAlike 4.0
International (CC BY-SA 4.0), https.//creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/), Emiliania huxleyi (fragment
d’'una imatge extreta d'https.//commons.wikimedia.org/wiki/File:Emiliania_huxleyi_coccosphere_and
_coccolith.jpg [autors: Griet Neukermans i Georges Fournier (Dr. Jeremy Young, University College London,
London, amb permis); doi: 10.3389/fmars.2018.00146] i publicada sota una llicéncia Attribution-ShareAlike
4.0 International (CC BY-SA 4.0), https.//creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/), Monosiga_Brevicollis
(imatge extreta d’https.//commons.wikimedia.org/wiki/File:Monosiga_Brevicollis_Phase.jpg [autor: Stephen
Fairclough] i publicada sota una llicéncia Attribution-ShareAlike 2.5 Generic (CC BY-SA 2.5), https://
creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/), Nannochloropsis gaditana (fragment d’una imatge extreta
d'https://commons.wikimedia.org/wiki/File:CSIRO_Sciencelmage_10697_Microalgae.jpg [autor: CSIRO, http://
www.scienceimage.csiro.au/pages/about/] i publicada sota una llicéncia Creative Commons Attribution 3.0
Unported (CCBY 3.0), https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/), Phytophthora infestans (imatge extreta
d'https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Oospore_of Phytophthora_infestans.jpg i publicada sota una
llicéncia Attribution-ShareAlike 2.5 Generic (CC BY-SA 2.5), https://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/).
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desenvolupat aproximacions per a aconseguir
els genomes d’especies no cultivades; potser la
més rellevant és la basada en la separacio de cel-
lules de la comunitat per citometria de flux, se-
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guida per 'amplificacid i seqlienciacié del DNA
de cada ceéllula (Labarre et al., 2021), que genera
SAG (single amplified genomes). La gendmica
de ceéllules individuals permet, doncs, accedir a
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4 Figura 3. Nombre d'estudis existents, separats en genomes, transcriptomes i -omes de céllules individuals, en els grups principals de I'arbre de la vida eucariota.
En els anells conceéntrics s'indica també si el grup és fotosintetic o multicellular, amb color solid si aquesta capacitat és prevalent dins del grup, i en cercle obert si
només ho és per a alguns dels membres. Elaboracié propia a partir de dades del repositori EukProt (per tant, animals, plantes i fongs hi estan subrepresentats).
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la diversitat natural i pot produir genomes qua-
si complets combinant diverses céllules de la
poblacié (Latorre et al., 2021). El repositori ge-
nomic de protists més complet el trobem avui a
EukProt (www.github.com/beaplab/EukProt),
que inclou genomes estandard, transcriptomes
i dades de céllules individuals (vegeu la figu-
ra 3). Finalment, s’estan obtenint nous genomes
a partir dels metagenomes de comunitats na-
turals, els anomenats MAG (metagenome as-
sembled genomes), una aproximacié d’exit en
procariotes i que comenga a donar fruits en eu-
cariotes, sobretot gracies als esforgos massius de
seqiienciaciod, com els fets pel consorci Tara-
Oceans (Delmont et al., 2022).

Genomes de protists en questions
evolutives

Les dades genomiques permeten aprofundir
en el coneixement de la biologia dels protists i
obren una finestra per a entendre les grans
transicions evolutives que han donat forma a
I'arbre de la vida eucariota. D’aquestes transi-
cions, en destaquem tres per la gran transcen-
dencia que tenen: 'origen dels eucariotes, I'ad-
quisicié de la fotosintesi i la multicellularitat.

L'origen de la céllula eucariota

La cellula eucariota és una quimera, fruit d’'un
procés d’endosimbiosi entre almenys un ar-
queu i un bacteri fa al voltant de dos milers de
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milions d’anys. De manera molt resumida,
I'arqueu va proporcionar la paret i el sistema
de membranes que va permetre la generaci6 del
nucli, mentre que el bacteri va esdevenir el mi-
tocondri. Val a dir, pero, que hi ha un debat
obert sobre si el primer eucariota tenia mito-
condri, o bé si I'adquisicié d’aquest mitocon-
dri va ser posterior (Martin et al., 2017). Els
primers estudis sobre I'origen de la cellula eu-
cariota es basaven en dades bioquimiques i
d’ultraestructura cellular, i darrerament la ge-
nomica els ha donat un gran impuls, ja que ha
permes identificar les espécies procariotes
properes a les que haurien participat en 'euca-
riogenesi. A partir de MAG de sistemes ex-
trems, es va caracteritzar i posicionar a 'arbre
de la vida I'arqueu més proper al que va parti-
cipar en I'establiment de la céllula eucariota,
els asgardarqueus (Spang et al., 2015). Aquesta
troballa també ha tingut un impacte directe en
com entenem l'arbre de la vida, i s’ha proposat
passar d’'una estructura de tres dominis (bacte-
ris, arqueus, eucariotes) a una altra de dos do-
minis (bacteris i arqueus), en la qual els euca-
riotes serien una branca dins dels arqueus i no
pas un llinatge independent. Fent servir geno-
mica comparada, s’han trobat gens que previa-
ment es creien exclusius d’eucariotes, com
gens del citoesquelet, en els asgardarqueus, la
qual cosa suggereix que, a més de donar origen
al nucli, també van donar lloc al citosquelet
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eucariota. En relacié amb 'altre component de
I'eucariogenesi, les dades genomiques han
permes identificar les rickeéttsies, que son al-
faproteobacteris parasits intracellulars, com
el grup bacteria més proper al que va formar el
mitocondri (Andersson et al., 1998). A més
d’aquests dos components, que estan prou ben
documentats, hi ha analisis massives de geno-
mica comparada que suggereixen la participa-
ci6 en 'eucariogénesi d’altres procariotes (Pit-
tis i Gabaldon, 2016), tot i que encara queda
molta feina per a poder integrar aquesta infor-
macid, que tot sovint és desendregada i com-
plexa. Les técniques genomiques han permes
reconstruir amb més detall I'eucariogeénesi,
desenvolupar noves hipotesis i revolucionar
completament com entenem I’arbre de la vida.

L'adquisicio de la fotosintesi

Segons el consens actual, el darrer ancestre
comu eucariota era un organisme fagotrof
sense capacitat fotosintética. Tanmateix, avui
dia trobem aquesta capacitat a moltes bran-
ques de I'arbre dels eucariotes (vegeu la figu-
ra 3), cosa que duu a plantejar-se com va
apareéixer i es va expandir aquesta capacitat
(Keeling et al., 2013). El primer cop que la fo-
tosintesi va entrar dins el llinatge eucariota va
ser a través de 'endosimbiosi amb un ciano-
bacteri, bacteris fotosinteétics que es troben a
tots els ambients aquatics. Gracies a estudis de
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genomica comparada i filogenomica, s’ha
identificat Gloeomargarita lithophora, aillat fa
pocs anys i relacionat amb Synechococcus, com
el cianobacteri actual més proper al que va do-
nar lloc al primer cloroplast (Ponce-Toledo et
al., 2017). Aquesta endosimbiosi s’anomena
primadria iva originar els arqueplastids, que in-
clouen glaucofits, rodofits i clorofits, i dintre
d’aquests darrers, les plantes. Posteriorment,
els cloroplasts d’altres llinatges, com estrame-
nopils, alveolats, rizaris, euglenids, haptistes i
criptistes, es van originar per endosimbiosis
secundaries. Aqui estem parlant d’una relacié
entre dos eucariotes, on un organisme fagotrof
n’incorpora un de fotosintétic amb cloroplast
primari. Les endosimbiosis primaries i secun-
daries es poden diferenciar pel nombre de
membranes que embolcallen el cloroplast,
dues o quatre, respectivament, o per genomica
comparada, ja que hi ha una transferéncia
constant de gens entre els diferents genomes
implicats en la simbiosi (Archibald, 2015). En
I'endosimbiosi primaria veiem senyals pro-
vinents del nucli de 'hoste i del cianobacteri
inicial, mentre que en la secundaria la imatge és
més complicada, ja que inclou el senyal del nu-
cli de I'hoste, i del nucli i el cloroplast del foto-
trof eucariota incorporat. Normalment en les
endosimbiosis secundaries el nucli de la cellula
integrada desapareix amb el temps (només en
uns pocs llinatges roman com a nucleomorf),
pero hi ha parts del seu genoma que s’integren
dins del nucli de la céllula hoste, cosa que per-
met esbrinar quins organismes hi han estat
implicats. En la majoria de casos, I'alga impli-
cada en I'endosimbiosi secundaria és un rodo-
fit (alga vermella), mentre que en pocs casos,
com els cloraracniofits (dins els rizaris) i els
euglenofits (dins d’excavats), és un clorofit
(alga verda). L’endosimbiosi secundaria no és,
pero, el darrer estadi, i en grups com els dino-
flagellats hi ha for¢a casos d’endosimbiosis ter-
ciaries, on el cloroplast deriva d’una alga amb
endosimbiosi secundaria com diatomees, hap-
tofits o criptomonadals. La major part de la fo-
tosintesi al planeta, i per tant bona part de la
captura de CO, atmosferic, és duta a terme per
eucariotes, tant plantes com protists fotosinte-
tics. Sense aquest procés d’endosimbiosi que va
incorporar la fototrofia dins el llinatge eucario-
ta no podriem entendre el planeta ni els seus ci-
cles biogeoquimics tal com avui els coneixem.

La multicellularitat

Després de la fotosintesi, una de les transicions
evolutives més significatives és I'origen de la
multicellularitat. De multicellularitats n’hi ha
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de molts tipus, i de fet no és exclusiva dels euca-
riotes; se’n troben els primers rastres en els es-
tromatolits, apareguts fa uns 3.500 milions
d’anys, per agregaci6 de cianobacteris filamen-
tosos. En eucariotes, la multicellularitat ha apa-
regut independentment en almenys vint-i-cinc
llinatges (Grosberg i Strathmann, 2007), en sis
dels quals amb multicellularitat complexa, que
dona lloc als organismes pluricellulars: ani-
mals, fongs, plantes i macroalgues verdes, ver-
melles i marrons. La resta pertanyen a esde-
veniments de clonalitat reversible simple o
multicellularitat agregativa. Un dels exemples
paradigmatics el trobem en 'ameba Dictyos-
telium discoideum, en qué diferents céllules
s’ajunten per a formar un cos fructifer. Aixi
doncs, mentre que la multicellularitat agregati-
va ha succeit forca vegades al llarg de I'evolucid
dels eucariotes, la pluricellularitat és un fet més
singular i relativament recent per als grups
més emblematics (fa 600 milions d’anys en ani-
mals, 470 en plantes i 300 en fongs; per a algues
vermelles, les primeres, fa 1.000 milions d’anys).
La genomica permet comparar les seqiiéncies del
DNA dels organismes pluricellulars i dels seus
parents unicellulars propers, la qual cosa dona
com a resultat una comprensio millor dels meca-
nismes de transici6 cap a la multicellularitat.

Segurament el cas més significatiu és I'estu-
di de 'origen de la multicellularitat en animals.
Des que es va publicar el genoma del coanofla-
gellat Monosiga brevicollis (King et al., 2008),

s’han publicat molts altres genomes o trans-
criptomes d’aquest grup unicellular, el més
proper als animals, i també d’altres grups rela-
cionats, com els filasteris, ictiosporis i pluri-
formeus (Ros-Rocher et al., 2021). A més de si-
tuar aquests nous llinatges a 'arbre de la vida, la
informacié genodmica ha revelat que alguns
gens involucrats en funcions multicellulars i
que es pensava que eren exclusius d’animals ja
estaven presents al seu ancestre unicellular.
Aquest ancestre, doncs, tindria una composici6
genética relativament complexa i inclouria gens
implicats en I'adhesi6 cellular (integrines), en la
comunicacié cellular (receptors tirosina-qui-
nasa, receptors dels sistemes nervids i immu-
nitari), i factors transcripcionals per a regular la
divisi6 cellular, el desenvolupament embriona-
ri o la resposta immunitaria (vegeu la figura 4).
A més, en els quatre llinatges unicellulars pa-
rents dels animals hi ha espécies que presenten
multicellularitat simple: el coanoflagellat Sal-
pingoeca rosetta pot fer colonies, el filasteri
Capsaspora owczarzaki presenta un estadi agre-
gatiu en el cicle vital, i els ictiosporis i els pluri-
formeus poden formar cellules multinucleades
prévies a la seva divisio. El pas segiient ha estat,
doncs, estudiar en detall els gens responsables
d’aquests estadis multicellulars. Per exemple, les
integrines, que s6n proteines d’unié a la matriu
extracellular en els teixits animals, estan expres-
sades en els agregats de C. owczarzaki i implica-
des en la seva adhesi al substrat (Parra-Acero

4 Figura 4. Representacié filogenética dels animals i els seus parents unicellulars que mostra les
morfologiesi els estadis de multicelularitat simple dels parents unicellulars, juntament amb el possible
cicle de vida de I'ancestre unicellular dels animals. També s’hi inclouen exemples de gens relacionats
amb funcions multicellulars adquirits en diferents moments evolutius previs als animals. Els guanys
estan indicats amb punts de colors i les perdues secundaries, amb una ratlla (FAK = focal adhesion
kinase [quinasa d’adhesié focal]; TLR = toll-like receptor [receptor de tipus Toll]). Elaboracié propia.
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et al., 2020). Coneixer els genomes d’aquestes
espécies ha donat peu a una série d’estudis
funcionals que han portat a una visio unica de
I'ancestre unicellular dels animals: una espécie
amb un cicle de vida complex, amb regulaci6
temporal de I'expressié génica i que hauria
evolucionat cap a integrar els estadis temporals
dintre d’'un estadi multicellular amb regulaci6
espacial dins el propi organisme (Ros-Rocher et
al., 2021). Les transformacions genomiques
clau que van acompanyar aquesta transicié fo-
ren I'adquisicié de nous gens formats a copia
de reordenar dominis proteics existents
(Lopez-Escardo et al., 2019), la duplicacié de
factors de transcripcio i senyalitzacié cellular, i
el guany d’introns (Grau-Bové et al., 2017).

Genomes de protists en questions
ecologiques

Les dades genomiques també permeten apro-
fundir en el coneixement de I'ecofisiologia de les
diferents espeécies i expliquen fenomens de di-
versificacio i de la seva participacio en els ci-
cles biogeoquimics. A continuaci6 en presen-
tem alguns casos particularment interessants.

Les simbiosis

La simbiosi, individus de diferents espécies que
estableixen una relaci6 que els duu a viure junts,
és molt freqiient a la natura. L’espectre de rela-
cions simbiotiques va des del parasitisme, on un
dels dos membres de la relaci6 es veu perjudi-
cat, fins al mutualisme, on els dos membres en
treuen un benefici. Els protists han establert re-
lacions simbiotiques entre ells, amb bacteris, i
amb plantes i animals, i han participat en tot
espectre de simbiosis. La relacié que ha cridat
més I'atencio ha estat el parasitisme, que no dei-
xa de ser un cas extrem de simbiosi, i gran part
de la informacié que tenim de protists prové de
Iinteres historic en espécies parasites d’humans
i de bestiar. L’especificitat del parasitisme feia
pensar que hi havia d’haver una empremta en el
genoma del parasit, i trobem, doncs, que la ma-
joria de genomes de protists pertanyen a para-
sits, tant d’humans (com Plasmodium, Toxo-
plasma, Cryptosporidium o Leishmania) com
de plantes (com Phythophtora). Tanmateix, tot
ique si ens basem en la literatura disponible po-
dria semblar que el parasitisme és la forma do-
minant de simbiosi, I'exploracié incipient de
I'eucarioma d’animals, la fraccié eucariota del
microbioma, suggereix que la immensa majoria
de relacions no sén més que comensals (J. del
Campo, J. et al., 2019); és a dir, que els hostes on
viuen ni es veuen beneficiats ni perjudicats pels
simbionts. Hi ha, doncs, un gran ventall de rela-
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cions simbiotiques que involucren protists que
esperen ser estudiades.

Un aspecte rellevant és que la simbiosi no
és un estadi fix. Per dir-ho d’'una manera ente-
nedora, un protist no és parasit o mutualista,
més aviat estd parasit o mutualista en el mo-
ment en que fem I'observacié. A més, la posi-
ci6 dins de Pespectre de la simbiosi depén de
Pestat fisiologic de I’hoste i del simbiont i de les
condicions ambientals, i un organisme pot te-
nir més d’un paper al llarg del seu cicle vital.
Un cas paradigmatic és el de 'alga verda
Ostreobium queckettii, que viu a 'esquelet dels
coralls formadors d’esculls (J. del Campo et al.,
2017). Durant la major part de la seva vida,
O. queckettii és comensal, pero, com a resultat
de canvis fisiologics en el corall, pot passar a
actuar com a mutualista i en qiiestié de setma-
nes esdevenir un parasit. Aquesta gradacio
d’estats queda també reflectida a escala geno-
mica. Shavia assumit que el parasitisme com-
portava una série d’innovacions a escala geno-
mica que permetien la transicié de la vida
lliure al parasitisme. En comparar, pero, els
genomes de protists parasits amb els d’espe-
cies més properes de vida lliure s’ha vist que la
major part de mecanismes associats al parasi-
tisme ja estan presents en les formes de vida
lliure (Janouskovec i Keeling, 2016). Pel que fa
al mutualisme, en sabem molt menys, degut
sobretot a la manca d’informacié genomica,
pero el que s’intueix és que la situacid és simi-
lar a la dels parasits.

Diversitat funcional i adaptacions
ecologiques

Es fascinant pensar com la informacié contin-
guda en el DNA és cabdal per a entendre com
ésicom es comporta un organisme. Aixi, una
de les tasques obvies ha estat buscar gens de
rellevancia ecologica que expliquin la capacitat
d’adaptacid i funcionament de I'espécie. Aques-
ta cerca és molt profitosa en procariotes, en els
quals es poden tragar papers biogeoquimics
dins dels cicles del nitrogen, fosfor o sofre a
partir de gens funcionals (Ferrera et al., 2015).
Tanmateix, fer el mateix a partir de genomes
eucariotes no és trivial, ja que moltes funcions
eucariotes depenen de la mida, de I'estructura i
del comportament cellular, propietats que in-
volucren molts gens sovint també implicats en
altres funcions. Potser I'excepci6 en seria la fo-
tosintesi, basada en complexos proteics espe-
cialitzats en aquesta funcié. Una primera
aproximacio en eucariotes ha estat fer genomi-
ca comparada entre especies amb modes tro-
fics coneguts com fototrofia i fagotrofia i des-
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4 Figura 5. Predicci6 del mode trofic d'espécies
no cultivades MAST utilitzant genomica
comparada. Cada espécie és representada per un
punt, que se situa dins d’'un espai bidimensional
definit per models de prediccio fototrofa (a dalt) i
fagotrofa (a baix). La zona verda del panell
superior posiciona les espécies fototrofes (els
MAST no hi sén) i la zona carbassa del panell
inferior inclou les fagotrofes (on se situen la
majoria de MAST). Figura modificada de Labarre et
al.(2021) i publicada sota una llicéncia Attribution-
ShareAlike 4.0 International (CC BY-SA 4.0), https://
creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/.
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envolupar un model estadistic per a aplicar a
organismes desconeguts (Burns et al., 2018).
Certament, avui dia podem tenir el genoma
d’una espécie de la qual ni tan sols coneixem el
mode trofic a partir d’una tnica céllula (SAG)
o de la comunitat (MAG). Aquest model pre-
diu que diverses espécies marines no cultiva-
des dels grups MAST (marine stramenopiles)
(Labarre et al., 2021) son fagotrofes i no foto-
trofes (vegeu la figura 5), fet ja observat empi-
ricament en algunes espécies, perd no en totes.

També s’han fet estudis per a esbrinar la
relaci6 entre families géniques i un mode tro-
fic concret, com seria el cas de les peptidases i
la fagotrofia sobre bacteris. Les peptidases son
enzims importants durant la digestio de les
preses ingerides, ja que més de la meitat del
pes sec dels bacteris és proteina, perd també es
troben en espécies no fagotrofes que les fan
servir en el reciclatge de les seves proteines. Es
podria pensar que les espécies fagotrofes tin-
drien molta més varietat i un nombre més ele-



vat de gens de peptidases, pero I'analisi de ge-
nomes d’estramenopils no va detectar una
diferéncia clara entre espécies fototrofes, fago-
trofes i osmotrofes (Labarre et al., 2021). Per
tant, la simple preséncia d’aquests gens no és
suficient per a explicar la fagotrofia. El que si
que ha resultat prometedor ha estat 'estudi de
la seva expressi6 en condicions fisiologiques
conegudes. Aixi, s’ha vist que els gens de pepti-
dases estan més expressats en la fase exponen-
cial d’un bacterivor quan creix digerint bacte-
ris, que en la fase estacionaria (Massana et al.,
2021). També s’han fet estudis amb organis-
mes mixotrofs per a avaluar canvis en la seva
expressio en funcié de lallum i de la disponibi-
litat de nutrients (Kang et al., 2021). A més,
disposar de genomes d’especies dominants a la
natura permet estudiar-ne Iactivitat a partir
de metatranscriptomes, 'expressi6 génica de
la comunitat. Per exemple, s’ha vist que un al-
tre grup d’enzims digestius, les glucosidases,
presenten diferéncies rellevants en la seva ex-
pressio a I'ocea global entre especies properes
de protists no cultivats (Latorre et al., 2021).
La genomica també pot servir per a establir
noves hipotesis a partir de la troballa de gens no
esperats. Un exemple interessant n’és el gen de
la rodopsina, que codifica una proteina descrita
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inicialment a la retina dels mamifers, i que va
agafar protagonisme a I'ecologia microbiana en
trobar-se dins d’un bacteri mari abundant i no
cultivat. Es va veure que la rodopsina formava
part d’un sistema pigmentari que funcionava
com a bomba de protons fent servir la llum so-
lar, cosa que generava ATP independentment
de la respiracio. Des del seu descobriment, la
preseéncia de rodopsina no ha parat de créixer
entre llinatges de bacteris, d’arqueus i també de
protists (Pinhassi et al., 2016). Recentment s’ha
trobat també en els genomes de bacterivors ma-
rins no cultivats (Labarre et al., 2021). De fet, es
pensava que aquestes espécies vivien indife-
rents a la llum, perod aquesta troballa podria
questionar-ho i explicar la seva tendéncia a viu-
re a les capes illuminades dels oceans. Tenim,
doncs, un cas interessant per a investigar i de-
senvolupar, aparegut a partir de 'observaci6 i
analisi dels nous genomes.

Els genomes de la comunitat
microbiana

Seqiienciar els genomes del conjunt de mi-
croorganismes de la comunitat, el metageno-
ma, va ser un repte per als pioners en ecologia
microbiana i cada cop és més factible gracies
als avencos en seqiienciacié. La metagenomica

de protists ha avancat més lentament que la de
procariotes, perqué tenen uns genomes més
grans i complexos, pero avui dia esta esdeve-
nint un camp molt prometedor. Aixi, pot aju-
dar a entendre la distribuci6 geografica ila va-
riabilitat poblacional, els processos evolutius a
diverses escales temporals i el potencial meta-
bolic de les comunitats (vegeu la figura 6). Tam-
bé, com hem dit anteriorment, els metageno-
mes permeten reconstruir genomes d’espécies
no cultivades, els MAG. L’aplicacié simultania
de la metagenomica, la metatranscriptomica i
la genomica de cellules individuals ofereix un
ventall enorme de possibilitats per a respondre
preguntes ecologiques, de manera que esdevé
una caixa d’eines molecular de gran utilitat.

La genomica poblacional investiga la va-
riabilitat genética de les poblacions microbia-
nes, les adaptacions de les poblacions a nin-
xols ecologics ila diversificaci6 intraespecifica
que pot derivar en especiaci6 (Logares, 2011).
A més, permet relacionar la variabilitat genéti-
ca amb el potencial d’adaptacié de cada espe-
cie als canvis ambientals. Cal destacar que, fins
fa pocs anys, identificar poblacions de protists
naturals era una tasca laboriosa i costosa, i que
ara s’ha tornat accessible gracies a la seqiien-
ciacié massiva. El mapatge de metagenomes a
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4 Figura 6. Flux de treball en genomica ambiental de protists marins. La comunitat de protists es mostreja de I'ambient, es fa una extraccié del DNA o RNA
ambiental i se seqliencia per a produir metagenomes i metatranscriptomes. Aquests sén analitzats bioinformaticament en ordinadors d'alt rendiment amb
I'objectiu d’estudiar la genomica poblacional, el metabolisme de la comunitat o d’obtenir nous genomes. En el panell a cada seqliéncia correspon a un gen alineat
de diferents genomes de la mateixa espécie, que indica els SNP (elaboracioé propia); el panell b mostra I'expressié relativa de diversos dominis Pfam en fraccions de
mida del plancton eucariota mari (fragment d'imatge de Carradec et al., 2018, publicada sota una llicencia Attribution-ShareAlike 4.0 International (CC BY-SA 4.0),
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/); el panell c mostra una regié anotada d'un genoma eucariota (elaboracié propia).
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genomes de referencia permet detectar el poli-
morfisme de nucleotids simples (SNP, single
nucleotide polimorphism) que representen les
variants genomiques de la mostra analitzada.
La deteccid i quantificacié dels SNP permet
determinar poblacions i el grau de diferencia-
ci6 genética (Sjoqvist et al., 2021). Les analisis
d’SNP possibiliten, a més, detectar processos
selectius. La proporcid de substitucions no si-
nonimes (dN) enfront de les sinonimes (dS)
per a gens de la mateixa especie pot servir per a
detectar seleccid positiva (AN/dS > 1) o selec-
ci6 estabilitzadora (dN/dS < 1). Aixi, els gens
que han experimentat una alta seleccio positi-
va serien els que explicarien les millores adap-
tatives. En aplicar aquesta aproximaci6 meta-
genomica a series temporals, hi pot haver
canvis en la freqiiéncia dels SNP, cosa que sug-
gereix processos evolutius en directe.

La metagenomica i la metatranscriptomi-
ca poden ajudar a comprendre el metabolisme
de les comunitats de protists. Per exemple, un
estudi de I'ocea global fet pel consorci Tara-
Oceans va produir prop de 400 metatranscrip-
tomes de les zones epi- i mesopelagiques, cosa
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que va generar un cataleg de ~116 milions de
gens no redundants (Carradec et al., 2018).
Aquest cataleg va permetre tenir una visio glo-
bal dels metabolismes eucariotes, sobretot
unicel-lulars, actius a 'ocea, a més de consti-
tuir un recurs de gran valor per a estudiar 'ex-
pressio d’espécies determinades. La recons-
truccié de genomes de protists a partir de
metagenomes (MAG) continua sent un desa-
fiament, tot i que hi ha dades recents que uti-
litzen mostres enriquides en protists i seqiien-
ciacions massives que estan donant bons
resultats (Delmont et al., 2022). Probablement
aquests MAG milloraran quan s’analitzin me-
tagenomes obtinguts a partir de lectures llar-
gues (PacBio, ONT). Aquesta seqiienciacio6
també pot servir per a analitzar els canvis epi-
genetics en els protists associats a I'aclimata-
cio, per exemple, com la metilacié en algunes
bases pot afectar 'expressio génica (Colot i
Rossignol, 1999). En aquest sentit, diferenciar
els canvis epigenétics dels canvis evolutius és
important a ’hora d’entendre els mecanismes
emprats pels protists per a adaptar-se als can-
vis ambientals.

Cloenda

La vida inclou una multitud de formes i llinat-
ges evolutius diferents, i per la seva visibilitat,
el seu impacte i la seva proximitat, els animals,
les plantes i els fongs han captivat 'atenci6 de
cientifics i naturalistes. Tanmateix, aquesta di-
versitat eucariota ha evolucionat a partir d'un
substrat previ extremament divers d’eucario-
tes unicel-lulars, i han seguit coevolucionant
plegats. Els protists, doncs, representen baules
fonamentals en el coneixement biologic, i me-
reixen igualment ser inclosos en la revoluci6
genomica actual. En aquesta contribucié hem
presentat, a grans trets, qué sabem sobre ge-
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