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Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей гена большой субъединицы рибосом (LSU
rRNA или 28S рРНК) свободноживущих хищных жгутиконосцев%кольподеллид Colpodella angusta, Voromonas
pontica, Alphamonas edax (Apicomplexa) свидетельствует об их родстве с несущими функциональную пласти%
ду автотрофными хромеридами Chromera velia и Vitrella brassicaformis и сестринских отношениях объединя%
ющей их клады с паразитическими апикомплексами (кокцидиями, гемоспоридиями и грегаринами, или
споровиками sensu lato). Этот результат согласуется с предыдущим заключением о монофилии кольподел%
лид и хромерид (хромподеллид), основанном на филогеномных данных. Выявленные родственные отноше%
ния указывают на сложный сценарий приобретения, утраты или модификации пластид и эволюции пара%
зитизма у альвеолят.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: молекулярная филогенетика, гены рРНК, апикомплексы, споровики, гетеротроф%
ные жгутиконосцы, пластиды, эволюция паразитизма.

Споровики – внутриклеточные паразиты жи%
вотных, возбудители таких заболеваний, как ма%
лярия, токсоплазмоз, криптоспоридиоз и др. –
традиционно рассматривались в учебных курсах
зоологии как обособленный таксон в составе
простейших. Но сравнение нуклеотидных пос%

ледовательностей рРНК обнаружило родство
споровиков с водорослями – панцирными жгу%
тиконосцами (динофлагеллятами) [1], что пос%
тавило вопрос о способах эволюционного пере%
хода между автотрофными и гетеротрофными
формами [2], а открытие у споровиков рудимен%
та пластиды (апикопласта) [3], вовлеченного,
как в настоящее время известно, в обеспечение
метаболических процессов, не связанных с фо%
тосинтезом, доказало происхождение спорови%
ков от автотрофного предка. Исследование био%
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разнообразия жгутиконосных форм простейших
добавило к паразитическим споровикам и ав%
тотрофным динофлагеллятам свободноживу%
щих хищных родственников – кольподелл [4, 5].
Кольподеллы охотятся на других протистов,
поглощая содержимое клеток жертв при помо%
щи апикального комплекса, имеющего сходные
черты организации с апикальным комплексом
паразитических споровиков. Сходство апикаль%
ного комплекса паразитов и свободноживущих
хищников наводит на мысль, что эту часть орга%
низации клетки они унаследовали от общего ге%
теротрофного предка [5, 6]. Не так давно были
найдены и автотрофные родственники спорови%
ков, более близкие, чем динофлагелляты, наз%
ванные хромеридами: Chromera velia [7] и Vitrella
brassicaformis [8]. Они содержат в клетках функ%
циональные пластиды, потенциально имеющие
общее происхождение с апикопластом спорови%
ков. Помимо охарактеризованных видов, в ме%
тагеномах из различных природных проб обна%
ружены фрагменты ДНК, происходящие от неи%
дентифицированных родственников кольподел%
лид и хромерид. Если родство как кольподел%
лид, так и хромерид со споровиками показано
достаточно убедительно, то их отношения меж%
ду собой до недавних пор были предметом аль%
тернативных гипотез [9–11] и нуждались в уточ%
нении. Недавно полученные транскриптомные
данные дали весомую поддержку гипотезе мо%
нофилии кольподеллид и хромерид и возмож%
ность их общего наименования хромподеллида%
ми [12]. В данной работе мы с использованием
традиционного филогенетического маркера –
гена 28S рРНК, а также объединенных нуклео%
тидных последовательностей генов 18S и 28S
рРНК подтверждаем монофилию указанной кла%
ды и ее сестринские отношения со споровиками.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культуры клеток и секвенирование ДНК. Хищ%
ных кольподеллид Colpodella angusta (клон Spi%2)
и Voromonas pontica (клон G%3) выращивали с ис%
пользованием в качестве жертвы бактериотроф%
ных жгутиконосцев кинетопластид Parabodo
caudatus (клон BAS%1) и Procryptobia sorokini
(клон B%69) соответственно; кольподеллиду
Alphamonas edax (клон BE%2) культивировали на
гетеротрофных золотистых водорослях Spumella sp.
(клон OF%40). Клетки жертвы выращивали на
суспензии бактерий Pseudomonas fluorescens. Ис%
точник культур и детали культивирования опи%
саны ранее [11]. ДНК из культур V. pontica и A. edax
выделяли с помощью набора Diatom («Изоген»,
Россия). Перекрывающиеся фрагменты гена

28S рРНК амплифицировали с использованием
Encyclo PCR Kit («Евроген», Россия) и набора
праймеров [13]. Продукты ПЦР клонировали в
плазмидном векторе pTZ57R («Fermentas», Лит%
ва). По полиморфизму длин фрагментов, обра%
зуемых эндонуклеазой рестрикции TaqI, среди
клонов отбирали гаплотипы, содержащие фраг%
менты генов хищника и жертвы. Нуклеотидные
последовательности рибосомных генов опреде%
ляли на капиллярном секвенаторе Applied Bio%
systems 3730 DNA Analyzer («Life Technologies»,
США) в ЦКП «Геном» Института молекулярной
биологии имени В.А. Энгельгардта РАН. Из куль%
туры C. angusta выделяли РНК и на ее основе
синтезировали кДНК с помощью SMARTer Pico
PCR cDNA Synthesis Kit («Clontech», США).
Библиотеку кДНК секвенировали на HiSeq2000
(«Illumina, Inc.», США); контиги собирали
сборщиком Inchworm (Trinity v. r2012%06%08).

Отбор последовательностей и филогенетичесC
кий анализ. Средствами BLAST [14] в базах дан%
ных nr/nt и метагеномов wgs NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov) был проведен поиск нуклеотидных
последовательностей, сходных с 18S и 28S рРНК
кольподеллид, хромерид, других Apicomplexa,
динофлагеллят и родственных групп, т.е. основ%
ных представителей Myzozoa [15]. Для макси%
мального учета разнообразия из большого набо%
ра последовательностей были отобраны предс%
тавители наиболее изолированных клад. Час%
тичные нуклеотидные последовательности ге%
нов были собраны в контиги, если уровень сход%
ства на перекрывающихся участках превышал
97%. Наименования и номера отобранных пос%
ледовательностей приведены на рис. 1 и 2. Пос%
кольку видовое разнообразие, доступное для ге%
нов 28S рРНК, ниже, чем для генов 18S рРНК,
но при этом не полностью перекрывается, было
сформировано два набора: один для 28S рРНК,
включающий 50 операционных таксономичес%
ких единиц (ОТЕ), и другой для 18S рРНК (81
ОТЕ), причем второй набор был дополнен 28S
рРНК в тех случаях, когда это было возможно.
Выравнивания, полученные программой MUS%
CLE [16], корректировали вручную в редакторе
BioEdit [17]. Деревья строили в программе
MrBayes 3.2.2 [18] по модели GTR с учетом доли
инвариантных сайтов и гетерогенности сайтов
по скорости эволюции для десяти категорий. К
набору конкатенированных 18S и 28S рРНК (81
ОТЕ) все параметры, кроме топологии и длины
ветвей, вычисляли отдельно по двум разделам
(18S и 28S рРНК). Для каждого набора произве%
дено 5 000 000 генераций Монте%Карло Марков%
ских цепей в двух независимых запусках, поло%
вина отброшена при построении дерева. О дос%
тижении конвергенции судили по значениям
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PSRF [19]. Для оценки бутстрэп%поддержек уз%
лов байесовых деревьев была использована
программа RAxML [20], выполняющая поиск
топологий методом максимального правдопо%
добия. Для RAxML были выбраны следующие
параметры анализа: модель эволюции GTR c че%
тырьмя категориями для учета гетерогенности
скорости эволюции сайтов согласно гамма%
распределению и оценкой доли инвариантных
сайтов; для расчета значений поддержки ис%
пользовали 1000 бутстрэп%реплик. Значимость
отличий альтернативных топологий проверяли
по байесову фактору [21], вычисляя логарифм
краевого правдоподобия (marginal likelihood)
командой ss в программе MrBayes 3.2.2 [18], и
AU%тестом, реализованным в программе CONSEL
[22]. Альтернативные топологии для AU%теста
конструировали, перемещая одну из трех клад
(Chromera velia, Vitrella brassicaformis и Alphamonas
edax с близкими ОТЕ, при наличии таковых) по
байесову дереву в редакторе TreeView [23]. Зна%
чения правдоподобия для сайтов выравнивания
вычисляли, задавая параметр –wsl в программе
TREE%PUZZLE v. 5.2 [24] при модели GTR c
распределением сайтов по восьми категориям
скорости эволюции и инвариантным; значения
скоростей нуклеотидных замен в модель GTR
вносили по результатам проведенного ранее
байесова анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Гены 28S рРНК кольподелл Colpodella angus�
ta, Voromonas pontica и Alphamonas edax сходны по
первичной структуре с соответствующими гена%
ми споровиков и динофлагеллят и не показыва%
ют заметных отклонений по длине и положению
гипервариабельных участков. 28S рРНК иссле%
дованного штамма V. pontica на 100% совпадает
на общем участке 1197 п.н. с опубликованной
ранее последовательностью V. pontica штамма
HFCC41 [25]. Помимо V. pontica HFCC41 в базе
данных nr/nt NCBI найдено десять частичных
последовательностей генов 28S рРНК из не%
идентифицированных видов, принадлежащих
кладе кольподеллид, и одна относительно близ%
кая к Chromera velia (рис. 1). Все они получены
из образцов почв [26, 27] или из пещер [28].
Кроме того, в сборках морских метагеномов [29]
(базы данных wgs) найдены контиги, на
98–100% совпадающие с 28S рРНК V. pontica.
Это согласуется с наблюдением, что Voromonas
является морским родом [12]. Его можно оха%
рактеризовать как наиболее массовую в океани%
ческом планктоне кольподеллу, поскольку это
единственный род кольподелл, найденный в ме%

тагеномных базах данных wgs океанического
планктона.

Байесово дерево 28 рРНК (рис. 1) построено
по достижении сходимости двух независимых
запусков согласно использованному критерию
[19]. Оно объединяет с апостериорной вероят%
ностью 0,95 свободноживущих кольподелл, оба
вида хромерид и родственные неидентифициро%
ванные виды в общую кладу, недавно названную
хромподеллидами [12]. Первой среди них отде%
ляется ветвь автотрофного вида Vitrella brassica�
formis, затем гетеротрофного A. edax, оставшаяся
клада объединяет гетеротрофные виды C. angus�
ta и V. pontica и автотрофный вид Chromera velia.
Таким образом, гетеротрофные и автотрофные
виды перемешаны на дереве и не образуют мо%
нофилетических групп по типу питания. Топо%
логия дерева 28S рРНК хромподеллид идентич%
на полученной при филогенетическом анализе
конкатенированных аминокислотных последо%
вательностей 85 белков, реконструированных из
транскриптомных данных [12], а хромподелли%
ды в целом являются сестринской группой по
отношению к остальным, паразитическим Api%
complexa (споровикам). Разделение последних
на кладу кокцидий и гемоспоридий и кладу гре%
гарин и Cryptosporidium spp. соответствует об%
щепринятым представлениям [30].

Ближайшая к Apicomplexa внешняя группа –
другие представители Myzozoa [1, 15], обознача%
емые здесь Dinozoa sensu lato: динофлагелляты
(т.е. Dinozoa sensu stricto), перкинсииды [31] и
родственные таксоны – включает виды с разной
скоростью молекулярной эволюции, поэтому
для точности реконструкции филогенетическо%
го дерева Apicomplexa важна их представитель%
ная выборка. Но только для небольшого числа
видов этой группы, за исключением динофла%
геллят, доступны гены 28S рРНК. Для большей
представленности субклад в набор включены
последовательности 28S рРНК Perkinsus и псев%
догена цилиофриидного солнечника Ciliophrys
infusionum, приобретенного горизонтальным пе%
реносом от неизвестной, возможно, паразити%
ческой перкинсииды [32], а также морских аль%
веолят группы I (MALV%I) [33–36] и частичные
последовательности Syndiniales: Syndinium turbo
(MALV%IV) и Amoebophrya spp. (MALV%II) [36,
37]. Полный рибосомный оперон неизвестного
представителя группы MALV%II доступен под
именем HF0200_37F04 (EU795185, GenBank).
Его принадлежность к MALV%II доказывается
сходством с Amoebophrya spp. в нуклеотидных
последовательностях генов 18S и 28S рРНК.
Кроме того, контиг, собранный из разных wgs%
библиотек [29, 38], представляющих метагеном
океанического планктона (AACY022815131,
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Рис. 1. Байесово дерево 28S рРНК. Ребра с апостериорной вероятностью и индексом ML бутстрэпа >90% выделены жир%
ным; для остальных приведены значения апостериорной вероятности/индекса бутстрэпа. Длина ребер к Gregarina niphand�
rodes и Plasmodium berghei сокращена на треть от вычисленной. Серыми треугольниками (a–i) показаны места перемеще%
ния клад для AU%теста (значения вероятностей см. в табл. 2)
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Рис. 2. Байесово дерево, построенное по комбинированному выравниванию 18S рРНК, дополненному 28S рРНК для тех
ОТЕ, где возможно. Ребра с апостериорной вероятностью и индексом ML бутстрэпа >90% выделены жирным; для осталь%
ных обсуждаемых групп приведены значения апостериорной вероятности/индекса бутстрэпа. Серыми треугольниками
(a–k) показаны места перемещения клад для AU%теста (значения вероятностей см. в табл. 2)
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CEWK01014130 и AACY020219242, 5'%конец;
GenBank), перекрывается на участке 415 п.н. (с
единственной нуклеотидной заменой) с после%
довательностью 18S рРНК, отнесенной к
MALV%V [39]. На этом основании мы приписы%
ваем полученный контиг группе MALV%V. По%
мимо этого несколько последовательностей из
морских метагеномов занимают на дереве обо%
собленное положение, и их принадлежность к
ранее выделенным таксонам не установлена
(рис. 1).

Большинство группировок, особенно Apico%
mplexa, получают в байесовом дереве высокие
значения апостериорной вероятности. Бутстрэп%
поддержка этих узлов, в т.ч. относящихся к
хромподеллидам, при анализе методом макси%
мального правдоподобия оказывается не такой
высокой (рис. 1). По этой причине мы провели
проверку статистической значимости филогене%
тических гипотез, следующих из байесова ана%
лиза. Байесов фактор [21] при введении тополо%
гических ограничений (constraint) строго свиде%
тельствует в пользу монофилии хромподеллид
(табл. 1). AU%тест отвергает любое иное положе%
ние хромериды Chromera velia (при перемеще%
нии по дереву вместе с сестринской ОТЕ
Mesq_G05; EU490149, GenBank), кроме как в
составе клады с C. angusta и V. pontica (табл. 2), и
любое иное положении A. edax, кроме макси%
мально правдоподобного или же в составе мо%
нофилетической группы с V. brassicaformis. При
этом AU%тест не отвергает некоторые другие ва%
рианты перемещений V. brassicaformis по дереву
(табл. 2).

При помощи фрагментов гена 18S рРНК из
различных природных субстратов и немногих
идентифицированных видов [5, 15, 40, 41] мож%
но расширить число ОТЕ, относящихся к коль%
поделлам или хромеридам, но существенного
увеличения разнообразия при этом не достига%
ется, т.к. большинство ОТЕ принадлежат к од%
ной из четырех описанных выше клад. Пятая

клада, не имеющая идентифицированных в нас%
тоящее время видов [12], как и известных каких%
либо иных генов, помимо 18S рРНК, объединя%
ется с кладой, включающей рода Colpodella,
Chromera и Voromonas. На комбинированном де%
реве (построенном по нуклеотидным последо%
вательностям 18S рРНК, дополненных при воз%
можности последовательностями 28S рРНК)
они объединяются с апостериорной вероят%
ностью 0,97 (рис. 2). В целом топология комби%
нированного дерева согласуется с топологией
дерева 28S рРНК, близки и значения апостери%
орных вероятностей и индексов бутстрэпа для
одноименных клад. Так же как и для 28S рРНК,
для комбинированных данных при введении то%
пологического ограничения байесов фактор
строго свидетельствует в пользу монофилии
хромподеллид (табл. 1). AU%тест (табл. 2) отвер%
гает все нарушения монофилии хромподеллид,
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Вид данных

28S рРНК

18S и 28S рРНК

монофилия
хромподеллид
принимается

–38350,98

–63538,05

монофилия
хромподеллид

отвергается

–38384,73

–63596,79

Таблица 1. Логарифм краевого правдоподобия при тополо%
гических ограничениях

Вводимое топологическое
ограничение

Место
перемещения

a

b

c

d

e

f

g

h

i

a

b

c

d

e

f

g

h

i

j

k

«Chromera
velia»

0,643

0,018*

0,004*

0,003*

0,044*

3e%009*

8e%008*

1e%006*

1e%005*

0,035*

2e%004*

0,001*

1e%007*

2e%004*

2e%004*

3e%004*

6e%005*

9e%005*

8e%006*

1e%031*

«Vitrella brassi�
caformis»

0,018a

–

–

0,276

–

0,020*

0,470

0,008*

0,224

0,019*

–

–

0,613

–

0,002*

0,379

3e%005*

0,019*

0,019*

0,020*

«Alphamonas
edax»

–

–

0,018*

–

0,276

0,006*

0,008*

0,003*

0,002*

–

–

0,019*

–

0,613

0,003*

5e%008*

6e%072*

7e%029*

9e%097*

8e%094*

Таблица 2. Вероятность альтернативных топологий (AU%тест)

Примечание. Места перемещений для 28S рРНК и комби%
нированных данных отмечены на рис. 1 и 2.
* Отличие правдоподобия данной топологии от байесовой
статистически значимо.

Перемещаемая клада (наименование 
по идентифицированному виду)

Дерево 28S рРНК

Дерево комбинированных 18S и 28S рРНК
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а также взаиморасположения их крупнейших
клад, за исключением объединения клады V. bras�
sicaformis с кладой A. edax (вероятность 0,613)
или с паразитическими Apicomplexa (вероят%
ность 0,379).

Тогда как для Apicomplexa топологии деревьев
28S рРНК и комбинированного 18S и 28S рРНК
являются согласованными, а их статистические
характеристики близки, для клады перкинсиид/
/динофлагеллят имеются отличия в топологии
деревьев. По%видимому, они связаны с более
полной таксономической выборкой 18S рРНК,
в которой присутствуют нуклеотидные последо%
вательности Psammosa [42] и морских альвеолят
MALV%III. Дополнительно выборку фрагментов
гена 18S рРНК расширяют неидентифициро%
ванные Myzozоa, недавно обозначенные как
«клада I» [12]. Это небогатая видами группа,
равноудаленная от Apicomplexa и Dinozoa sensu
lato. Гены ее представителей обнаружены в обед%
ненных кислородом прибрежных [43] и глубо%
ководных морских осадках [44, 45] или в нако%
пительной культуре, полученной в анаэробных
условиях из глубоководного метанового сипа
[45]. Один из филотипов (CYSGM%3; AB275086,
GenBank) найден только в накопительной куль%
туре, но не в исходной пробе, что можно тракто%
вать в пользу его размножения в условиях гете%
ротрофной анаэробной культуры. На опублико%
ванных ранее филогенетических деревьях «кла%
да I» размещалась в корне Dinozoa s.l. с низкой
статистической поддержкой [11, 12, 45]. При
тестировании альтернативных топологий для
выравнивания 81 ОТЕ AU%тест оценивает веро%
ятности объединения «клады I» с Dinozoa s.l.,
апикомплексами, споровиками и хромподелли%
дами в 0,747, 0,746, 0,15 и 0,013 соответственно,
а вероятность топологии, ставящей «кладу I» в
корень Myzozoa (рис. 2), равна 0,747. Т.е. трем
возможным вариантам взаимоположения ос%
новных клад Myzozoa: Apicomplexa, Dinozoa s.l.
и «клады I» – тест придает равную вероятность.
Получение более подробных сведений по мор%
фологии, образу жизни и генетике видов из
«клады I» представляет несомненный интерес.

Прежние гипотезы о филогенетических от%
ношениях кольподеллид и хромерид основыва%
ются, по большей части, на таксономически
бедных или ограниченных по длине выравнива%
ниях генов 18S рРНК и плохо согласуются меж%
ду собой. Среди таких гипотез фигурировали
следующие: монофилия кольподеллид, но на
выборке, не включающей хромерид [41]; моно%
филия Colpodella с Apicomplexa, а Voromonas и
Alphamonas – с Dinozoa s.l. [15]; кольподеллиды и

хромериды образуют смешанные клады (Colpo�
della + Voromonas + Chromera) и (Alphamonas + Vit�
rella), которые монофилетичны [10] либо пара%
филетичны [9] относительно споровиков, или
образуют с ними неразрешенную трихотомию
[11]; множественная парафилия кольподеллид
(см. рис. 1 в работе Янушковича с соавт. [12]).
Представленный в настоящей работе филогене%
тический анализ расширенной таксономичес%
кой выборки генов 28S рРНК (рис. 1), равно как
и в их комбинации с 18S рРНК (рис. 2), на высо%
ком уровне значимости объединяет фотосинте%
тические водоросли хромериды (Chromera и
Vitrella) и хищные жгутиконосцы кольподеллиды
(Colpodella, Voromonas, Alphamonas) в единую мо%
нофилетическую группу, ближайшими родствен%
никами которой являются паразитические Api%
complexa (споровики). Полученное дерево пол%
ностью идентично по топологии основных клад
дереву 85 белков [12], отличаясь только мень%
шей поддержкой ребра между ответвлением
клад «Vitrella brassicaformis» и «Alphamonas edax»:
AU%тест для рРНК не исключает монофилии
группы, объединяющей клады «Vitrella brassi�
caformis» и «Alphamonas edax» [9–11], хотя прав%
доподобие такой топологии не максимальное. В
пользу максимально правдоподобного дерева
рРНК свидетельствует также синапоморфия
A. edax, C. angusta и V. pontica [12]: перемещение
в ядро гена sufB, выполняющего неустановлен%
ную функцию в биогенезе железосерных класте%
ров FeS; у V. brassicaformis ген sufB сохраняет
предковую локализацию в геноме пластиды.
Согласованность дерева традиционного фило%
генетического маркера – рРНК с филогеном%
ным устраняет прежние противоречия и консо%
лидирует нынешнее представление о филогении
кольподеллид и хромерид.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (филогенетический анализ – грант 14%50%
00029, определение нуклеотидных последова%
тельностей C. angusta – грант 14%14%00515),
РФФИ (гранты для определения нуклеотидных
последовательностей других видов – 14%04%
00554, 15%34%20065 и 15%29%02518), а также про%
граммы президента РФ (грант МК%7436.2015.4).
Работа с базами данных поддержана грантом
Европейского центра ихтиопаразитологии ECIP
No. GBP505/12/G112.

Вычисления выполнены с использованием
ресурсов суперкомпьютерного комплекса МГУ
им. М.В. Ломоносова.
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The phylogenetic analysis based on the large subunit (LSU or 28S) ribosomal RNA sequences obtained from free%living
predatory flagellates Colpodella angusta, Voromonas pontica, and Alphamonas edax (Apicomplexa) testifies to their close rela%
tionship with chromerids Chromera velia and Vitrella brassicaformis, which possess a functional photosynthetic plastid.
Altogether, these organisms form a sistergroup to parasitic apicomplexans (coccidians, haemosporidian parasites, and gre%
garines, or sporozoans sensu lato). This result is in agreement with the previous conclusion about monophyly of chrompodel%
lids, based on phylogenomic data and comparison of SSU rRNA sequences. The revealed relationships indicate a complex
pattern of acquisition, loss, or modification of plastids and transition to parasitism during alveolate evolution.

Key words: molecular phylogenetics, ribosomal RNA genes, Apicomplexa, Sporozoa, heterotrophic flagellates, plas%
tids, evolution of parasitism


