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Dinoflagellata (bruzdnice) to istotna
ekologicznie grupa jednokomorkowych
glondéw eukariotycznych, ktore zasiedlajg
wody zaroéwno stodkie, jak i morskie.
Bruzdnice posiadajg kilka typow organelli
fotosyntetycznych (plastydow), przy
czym najbardziej powszechnym jest
trojbtonowy plastyd peridininowy. Plastyd
ten wyewoluowat z glonu
eukariotycznego, ale nie jest obecnie
jeszcze jasne, czy byt nim krasnorost, czy
tez haptofit (Cavalier-Smith 1999,
Archibald 2009, Bodytiin. 2009).
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Analizy filogenetyczne (a) ycf16, (b) ycf24, (c) ycf16+ycf24 Ceratium horridum. Na weztach umieszczono
wartosci wsparcia > 50 w nastepujgcej kolejnosci: wartosci 'bootstrap' liczone przez program. Sekwencje, ktérych
geny kodowane sg jadrowo oznaczono jasnoszarym ttem. Czcionkg podkreslong oznaczono sekwencje
kodowane w jadrze. Sekwencje EST oznaczono symbolem "'

W odréznieniu od pozostatych plastydow, ktorych genomy zorganizowane sg
w postaci kolistych czgsteczek DNA o wielkosci okoto 100-250 kpz, plastyd
peridininowy charakteryzuje sie obecnoscig wielu kolistych chromosomow,
ktére swojg wielkoscig (0,4-10 kpz) przypominajg plazmidy, i dlatego
nazwano je minichromosomami (ang. minicircles) (Howe i in. 2008).
Minichromosomy zawierajg czes¢ niekodujgca, ktora jest konserwatywna,
ale konserwatyzm ten dotyczy jedynie minichromosomow w obrebie tego
samego gatunku. Chociaz wiekszo$¢ minichromosomoéw koduje od jednego
do kilku gendw, to potencjat kodujgcy genomu plastydu peridininowgo jest
zadziwiajgco ubogi, w sumie znanych jest niewiele ponad 20 gendw
minichromosomowych (Howe iin. 2008)

Zgodnie z przyjmowang powszechnie hipotezg, osobliwa organizacja
genomu plastydu peridininowego jest wynikiem redukcji 'typowego' genomu
plastydowego do postaci obserwowanych dzis minichromosomoéw (Zhang i
in. 2002). Wazng implikacjg tej hipotezy jest zatozenie wspodlnego
plastydowego pochodzenia wszystkich minichromosomow, wigczajgc
zarowno ich czesc niekodujaca, jak i regiony kodujgce.

W celu zweryfikowania powyzszych zatozen, przeprowadzilismy programem
blast poszukiwania regionow podobnych dla 103 sekwencji
minichromosomow. Sekwencje minichromosomow AF490364 Ceratium
horridum oraz AF490367 Pyrocystis lunula jako jedyne nie posiadaty
regionow wspolnych z innymi minichromosomami. Aby zbadac jakie jest
pochodzenie tych minichromosomow i sprawdzi€, czy zawierajg one geny
spokrewnione z genami plastydowymi krasnorostéw lub haptofitow, jak ma to
miejsce w przypadku pozostatych sekwencji gendw minichromosomow,
sekwencje gendw: ycf16 i ycf24 (kodowanych na minichromosomie
AF490364 C. horridum) oraz genow: rpl28 i rpl33 (kodowanych na
minichromosomie AF490367 P. lunula) przettumaczyliSmy na sekwencje
aminokwasowe i poddalismy analizom filogenetycznym.

Geny ycf16 i ycf24 (hypothetical chloroplast open reading frame), ktére kodowane sg na
minichromosomie AF490364 (C. horridum), sg homologami gendéw bakteryjnych: SufC i
SufB (Ellisiin. 2001). Biatka SufB i SufC wchodzg w sktad systemu SUF (ang. mobilization of
sulfur), ktéry odpowiada u bakterii za synteze i naprawe centrow zelazowo-siarkowych
[Fe-S] w warunkach stresu oksydacyjnego. Sgsiadujgce ze sobg geny: SufC i SufB,
adnotowane jako ycf16 i ycf24, kodowane sg miedzy innymi przez genomy plastydowe
krasnorostow (Porphyra purpurae). W genomach plastydowych haptofitdw (Emiliania
huxley) ycf16 nie wystepuje. Co ciekawe, na otrzymanych drzewach filogenetycznych
sekwencje bruzdnic wylaniajg sie nie wewngtrz grupy sekwencji eukariotycznych, jak
nalezatoby oczekiwac, ale wewnatrz grupy sekwenciji bakteryjnych z istotnym wsparciem
statystycznym. Wynik ten sugeruje, ze kodowane na minichromosomie AF490364 (C.
horridum) geny: ycf16i ycf24 zostaty nabyte w wyniku transferu poziomego od bakterii.

Minichromosom AF490367 (P. lunula) zawiera geny kodujgce biatka rybosomalne: rpl28 i
rpl33, ktoére budujg wiekszg podjednostke (50S) rybosomoéw u bakterii i plastydow
(Yamaguchi i in. 2003). Podobnie jak w przypadku poprzednich analiz filogenetycznych,
sekwencje bruzdnic wyfaniajg sie wewnagtrz grupy sekwencji bakteryjnych, a nie
eukariotycznych. Jednak z uwagi na krotkie przyrownania (72 pozycje dla rpl28, 44 pozycje
dla rpl33), nie wszystkie zastosowane metody dajg wysokie wsparcie statystyczne dla
zgrupowan sekwencji bruzdnic z bakteriami.

U bakterii geny kodujgce biatka: rpl28 (adnotowane jako romB) i rpl33 (adnotowane jako
rpmG) kodowane sg w postaci operonu romBG (Maguire i Wild 1997). Oba geny posiadajg
rowniez genomy plastydowe krasnorostow, chociaz nie wystepujg one w bliskim
sgsiedztwie. U haptofitow rp/28 kodowany jest przez genom jgdrowy podczas, gdy rpl33
wystepuje na genomie plastydowym. Niespotykane w innych genomach plastydowych
bliskie sgsiedztwo gendw rpl28 i rpl33 na minichromosomie AF490367 przypomina
bakteryjny operon romBG.

Kolejnym dowodem wskazujgcym, ze minichromosom AF490367 (P. lunula) zawiera
fragment DNA bakteryjnego jest obecnos¢ nieadnotowanego wczesniej ORF-u o dtugosci
210 nukleotydow, ktérego produkt biatkowy wykazuje najwyzszy stopien podobienstwa do
sekwencji biatka FtsY pochodzgcego z bakterii nalezgcych do grupy
Bacteroidetes/Chlorobi. Warto podkresli¢, ze u bakterii tych gen ftsY wystepuje tuz za
operonem romBG. Analizy programem InterProScan i programami przewidujgcymi struktury
drugorzedowe biatek oraz przyrownanie sekwencji wskazujg, ze przettumaczona
sekwencja aminokwasowa nowego ORF-u posiada domene heliakalng SRP54 N, ktora jest
typowa dla biatek FtsY. Jednak z czterech oryginalnych alfa-helis zachowaty sie tylko dwie,
co sugeruje, ze ORF ten jest pseudogenem.

Otrzymane wyniki sugerujg, ze minichromosomy C. horridum
AF490364 i P. lunula AF490367 mogg byC fragmentami DNA
bakteryjnego. Za takg hipotezg przemawia:
(i) brak sekwencji podobnych do innych minichromosomoéw
zarowno w obrebie regionow kodujgcych, jak i niekodujgcych);
(i) bakteryjne pochodzenie kodowanych przez nie gendw, oraz
(iii) wspotwystepowanie i utozenie gendw kodowanych na
minichromosomie AF490367, ktore przypominajg fragment
bakteryjnego operonu romBG.

Prezentowane przez nas wyniki stanowig pierwszy
udokumentowany przypadek transferu gendéw bakterii do genomu
plastydu peridininowego bruzdnic, sugerujgc jego chimeryczny
charakter. Jest interesujgce, ze takg nature genomu plastydowego
odkryto réwniez w przypadku plastydu niefotosyntetycznego
(apikoplastu) wystepujgcego u pasozytniczej grupy Apicomplexa,
ktora jest grupg siostrzang dla Dinoflagellata (Obornikiin. 2002).
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Physcomitrella patens
Angiopteris evecta
Psilotum nudum

W Cyanidium caldar_ium )
YN Anabaena variabilis

Crocosphaera watsonii
Gloeobacter violaceus

Tl hermosyneghé)gﬁ)051671%187 O%Zus

0.98//71/58] L

—1 0.9/-/56/=

0.89/-/-/-

Rhodophyta

Trichodesmium erythraeum

Cyanobacteria

Emiliania huxleyi

Haptophyt
Emiliania huxleyi AptopLyta

0.99/0.78/59/-

Guillardia theta
Rhodomonas salina
Gracilaria tenuistipitata

Guillardia theta*
Cryptophyta

Porphyra purpurea
Porphyra yezoensis
Cyanidioschyzon merolae

Cyanophora paradoxa
0.99/0.99/100/100
0.98/-/83/79

0.89/-/81/78

0.99/0.88/52/-

Rhodophyta

Glaucocystophyceae
Theileria annulata
Theileria parva

Babesia bovis
Toxoplasma gondii*

Apicomplexa

/0.8-/- '
0.7/-/61/59 Plasmodium berghei
0.73/0.71/-/55 |:|1/0-98/99/ 99 =L pasmodium viva
—— Plasmodium falciparum
0.76/0.97/36/51 Amphidinium carterae* Dinoflagellata |
— — Euglena gracilis*
Euglena longa* Euglenozoa
Bigelowiella natans* Cercozoa
0.89/0.61/86/88 —— | 0.52/0.79/-/- Cyanophora paradoxa*  Glaucocystophyceae
\\\0'68/0-91/'/' Physcomitrella patens*
T Ostreococcus tauri

Ostreococcus lucimarinus ~ Viridiplantae

_r Chlamydomonas reinhardtii
0.94/0.62/74/97 —_| 0.99/0.88/92/93= Volvox carteri

—| 0.52/0.65/-/- Parabacteroides merdae Bacteroidetes/Chlorobi
0.61/0.59/-/- ] 0.96/0.93/54/- e Pyrocystis lunula___Dinoflagellata
- — Algoriphagus sp.
— Chlorobium phaeobacteroides
0.83/-/-/- 0.65/0.55/-/1 Flavobacterium sp. Bacteroidetes/Chlorobi
Gramella forsetii
0.69/0.63/63/64 Kordia algl{’ida
0.61/-/~/- Prochlorococcus marinus Cyanobacteria
0.6/0.64/-/60 Pelodictyon luteolum
0. 994|/0' 99750794 E é’;;);}{élzle;;htl:;jmv’lnbr ioformis Bacteroidetes/Chlorobi

Synechococcus sp. Cyanobacteria
0.99/0.87/99/100 Thalassiosira pseudonana
Thalassiosira pseudonana* Stramenopile

Phaeodactylum tricornutum

0.8/-/60/59
66/-/-

1/0.99/68/62

0.89/0.94/74/71

53/-/-/-

Alkaliphilus oremlandii

0.78/0.56/-/-

0.5/0.77/-/- 0.99/0.99/77/84

0.58/-/-/-

0.95/0.6/-/51

Borrelia burgdorferi Spirochaetes
& Of94/—/64/6g

0.88/-/68/75

0.73/0.68/-/-

Staphylococcus epidermidis

Rhodococcus sp.
0.73/-/-/- Janibacter sp.
0.99/0.68/-/- Propionibacterium acnes
Bifidobacterium adolescentis
Helicobacter acinonychis

Campylobacter hominis
Bacteroides capillosus  Bacteroidetes/Chlorobi

Streptomyces coelicolor

Delftia acidovorans
Ralstonia metallidurans
Burkholderia xenovorans

0.77/0.79/74/68 — Escherichia coli
0.61/-/54/- Yersinia bercovieri

Dehalococcoides ethenogenes Chloroflexi
Selenomonas ruminantium

Firmicutes

Actinobacteria

Epsilonproteobacteria

Betaproteobacteria

0.99/0.99/84/84

0.98/0.73/68/56

0.85/-/50/- 0.53/-/-/-

[ Chlamydia trachomatis
1/0.99/99/99 — Chlamydophila caviae
0.98/0.97/73/88

Leifsonia xyli
Mycobacterium sp.
Tropheryma whipplei
Salinispora tropica

| Chloroflexi

0.99/0.95/97/96___

Roseiflexus castenholzii
Chloroflexus aggregans

0.62/-/68/71

Candidatus Blochmannia floridanus
Xylella fastidiosa

. ammaproteobacteria
Xanthomonas campestris G p

Photobacterium profundum
Shewanella benthica
Coxiella burnetii

Chlamydiae

Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium jeikeium

Actinobacteria

Analizy filogenetyczne (d) rpl28, (e) rpl33 Pyrocystis lunula. Na weztach umieszczono wartosci wsparcia > 50 w
nastepujgcej kolejnosci: wartosci 'bootstrap' liczone przez program. Sekwencje, ktérych geny kodowane sg
jadrowo oznaczono jasnoszarym ttem. Czcionkg podkreslong oznaczono sekwencje kodowane w jgdrze.

Sekwencje EST oznaczono symbolem ™.

A B C
Arabidopsi : 000000 Q000 Q000 00000000000 Q0000000 Fragment przyréwnania
* 40 * 60 sekwencji aminokwasowych
Arabidopsi : MACSAGPSERTEMGRLIKEKAKSDVEKVF SEF SERENL - AVEiDERL LFWN@AE TRRFL DEMEE PKI ERFR . .
Oryza_sati : CAAAAGQAGWATIMGRLIQEKAKSDVEKLE S/EF SEEN-19ST — SVIUDEML T YWNIBAR TBRIL DIREE PKI DTR biatek FtsY i cpFtsY oraz
Zea_mays  : CSAAAGOASPATMGRLIKEKAKSDVEKLF SEF SE@NNL - SV)YDEML TYWNIUAR T|SRYL D DIRIE PKI DTIR : -
Thermotoga : M——-—-———[@LEDFMK——————————————— KL OGN 42 TF F GRYYVKINLK GKKIl|— b o/E TREFIME LB OARVEVE T ERIE przettumaczonej sekwengj i
E_coli PPN |- 1 | | S RSLLEGNSINLGSGFIS FRGKK——DFEEQ VET TNET aminokwasowej ORF-a
Thermus_aq : M—————— (@ DiK ——————————————— AELARGNORL - —[BK AHPWGGNI - -~ EEYLEDIRAM LSARMEEMIOEWNR )
Mycoplasma : KAMLESIAFNF SKDEKKISKK YKQAR -[FEFF E2ilaD MKMVLEYSNLYR Pyrocystis lunula. Pozostate
Pyrocystis : SIIAM——-SEASEFF---NKEKKEDLD---KELELGNATSFLGKMSKATAGKS TV|)- I EGLDIRaN IS SPVELDLEY ——————— .
gff 1 g K3 e d d eLE 16 sekwencje za Chandrasekar
D iin. (2008).
Arabidopsi : QQ 00000000000 A-D - potwierdzone
. 100 120 . krystalografig

: EEIRDGKLKSGAERKA RCREL) TSK-——-GGNSESNLGFRKI

*
Arabidopsi : EDIMSGKLKSGSERKD, IE S\WYL AKK—---NSKTEMQOLGFRKI
Zea_mays
G

Oryza_sati : EEIRDGKLKSGAEMKE RCL TSK-——-GGNPESQLGFRKI

rentgenowska helikalne

Thermotoga : E---——-- KDGDA - E SINE I L ool —————— NFDTKUNVPPEPS struktury u A. thaliana.
E_coli : EGASRKQLRDAEAMYGLIGMEENG A————— KVDEPNVEGKAIZ——————— IIVILMVGVNGWYGKTTTIE .
Thermus_aqgq : ASGR-—————— KDISKE EKi EPDERRATLRKIEGENPQKIZKPVEPKGRVASSAUCEN € V(€ Gmmng ZmOdyfIkowane na
Mycoplasrlna KKTK-—RDTSFENMKDAIFVE SIHY@®AYTDNDWTNKKYREEDFKENRL pOdStaWie Chandrasekar |
Pyrocystis : ~———-"+"-"-+"-+"""---"-""-""""""""""""""""""""“""""-"————————————————— .
k 1 P in. (2008).
program  liczba domen poczatek koniec Potencjalne domeny alfa-helikalne
5 11 i
w sekwencji nowego ORF-a wedtu
hhpred 3 18 39 ) J g ) 9
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Zaktualizowany diagram kotowy
minichromosomu Pyrocystis lunula o
nowy, zachodzgcy ORF FtsY.
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