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Аннотация 

 
 
Построены белковые семейства, 

выравнивания белков и супердеревья видов. На 
этой основе изучена филогенетическая близость 
пластома паразита Helicosporidium sp ex 
Simulium jonesii к пластомам зеленых водорослей, 
включая требуксиевые водоросли, и пластомов 
простейших из родов Euglena и Bigelowiella 
(вторичных эндосимбионтов). А также изучена 
филогенетическая близость класса Branchiopoda 
(жаброногих) к надклассу Hexapoda, показана 
монофилетичность последней группы. 

 
1. Введение 

 
Филогенетическая группа Helicosporidia 

состоит из простейших паразитов 
беспозвоночных животных. Для них характерна 
стадия цисты. Нами рассмотрен вид, впервые 
выделенный из мухи Simulium jonesi, который 
может паразитировать и на других видах. Близким 
видом является паразитирующая водоросль 
Prototheca wickerhamii. В работах [1-3] изучается 
филогенетическая близость паразита 
Helicosporidium sp ex Simulium jonesii к зеленых 
водорослям. В [1] для ядерного рибосомного гена 
SSU-rDNA построено дерево, согласно которому 
Helicosporidium sp располагается внутри таксона 
требуксиевых водорослей. Однако в той же 
работе для конкатенированного выравнивания 
двух ядерных рибосомных генов SSU-rDNA и 
LSU-rDNA паразит Helicosporidium sp. 
располагается внешней группой относительно 
этого таксона. По-видимому, вопрос о их точном 
взаимоотношении остается не ясным на уровне 
ядерных генов. В работе [4] изучается 
филогенетическая близость пластиды паразита 
Helicosporidium sp ex Simulium jonesii к пластидам 
зеленых водорослей и вторичных эндосимбионтов 
этих водорослей, включая пластиды требуксиевых 

водорослей и простейших из рода Euglena. Мы 
также изучаем этот вопрос на уровне пластид. 

В [5] по конкатенату из 37 пластомных генов, 
кодирующих белки, показано, что пластиды 
водорослей (простейших) рода Euglena ближе к 
пластидам Chlorophyceae и Trebouxiophyceae, чем 
к пластидам Prasinophyceae. Наше исследование 
проведено на основе всех пластомных белковых 
семейств и показало, что пластиды Euglena spp. 
близки к пластидам Helicosporidium sp. В нашей 
работе также изучается вопрос о доноре из числа 
зеленых водорослей пластид для водорослей рода 
Euglena. Нами изучаются этих двух вопросов. 

Одновременно на одном конкретном примере 
(белков, кодируемых в ядерных геномах 
представителей группы Ecdysozoa) 
рассматривается вопрос о сравнении дерева, 
построенного по конкатенации белков, и 
супердерева, построенного по деревьям 
отдельных белковых выравниваний [6]. 
Предполагается продолжить исследование этого 
примера. Сам вопрос требует многих уточнений, 
и ответ, по-видимому, зависит от вида и числа 
выравниваний и их качества. Вопрос существенно 
зависит и от трудной проблемы укоренения 
дерева генов. 

Известно исследование, которое говорит, что 
Remipedia является сестринской группой к группе 
Hexapoda, состоящей из насекомых (Insecta) и 
скрыточелюстных (Entognatha). Группа Hexapoda 
входит в группу Pancrustacea (насекомых и 
ракообразных), включенную в кладу 
членистоногих (Arthropoda), которая в свою 
очередь входит в Ecdysozoa (линяющие) – 
обширную кладу первичноротых животных [6, 7]. 
Совсем недавно результаты мультигенного 
анализа показали, что насекомые объединяются с 
«низшими» жаброногими ракообразными 
Branchiopoda [8], что соответствует и нашему 
результату. 

 
2. Материалы и методы  
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Белковые последовательности взяты из 

пластомов двух представителей рода эвглена 
Euglena longa, Eglena gracilis, из пластома 
простейшего Bigelowiella natans и из пластомов 
22-х зеленых водорослей, относящихся к классам 
Prasinophyceae, Mamiellophyceae, Chlorophyceae, 
Trebouxiophyceae, Ulvophyceae, включая паразита 
Helicosporidium sp. Это – все белковые 
последовательности, представленные в базе 
данных [9]. Из этих последовательностей 
образованы белковые семейства с помощью 
программы, описанной в [10]. Получено 131 
семейство, состоящее из белков двух и более 
видов. Для каждого белкового семейства 
получено множественное выравнивание и 
построено укорененное дерево [11]. Затем по 
полученному набору белковых деревьев 
построено супердерево пластомов (рис. 1) 
программой Super3GL, [12].  

Для первых шагов в исследовании вопроса, 
сформулированного в конце Введения, нами 
рассмотрен пример, который сам по себе 
представляет существенный интерес. А именно, 
нами получены 102 выравнивания 
аминокислотных последовательностей. Из них 
взяты 52 более длинных выравнивания, с длинами 
от 163 до 807 аминокислот, которые относятся к 
белкам, кодируемым в ядерных геномах 
беспозвоночных животных. А именно, – к белкам 
в геномах 90 видов из группы Ecdysozoa и 
четырех видов, составляющих внешнюю группу 
(представители Lophotrochozoa): Capitella, 
Helobdella robusta, Aplysia californica и 
Crassostrea gigas. Эти выравнивания доступны по 
ссылке http://lab6.iitp.ru/dl/ask/ecdysozoa52.zip.  

Выравнивания составлены нами из 
отобранных для целей филогенетического анализа 
ортологичных белковых последовательностей и 
последовательностей EST, собранных в контиги и 
транслированных, которые найдены в доступных 
базах данных при помощи программы BLAST. 
Выравнивания подготовлены программой 
MUSCLE и скорректированы вручную нами. Для 
каждого выравнивания был проведен 
предварительный филогенетический анализ с 
целью выявить и элиминировать как случаи 
подмены ортологичного белка паралогом, так и 
случаи контаминации EST библиотек. 
Конкатенацию индивидуальных выравниваний в 
единую матрицу проводили с помощью 
программы SCaFoS. 

Для определения матрицы аминокислотных 
замещений (LG, WAG или JTT) нами использова- 

Рис. 1. Дерево пластид хлорофитной ветви, 
построенное по всем белковым семействам. 

 
лась программа ProtTest, [13]. Для построения 
дерева белкового семейства использовался пакет 
PhyloBayes, [14]. Для этого по каждому 
выравниванию запускалось по 4 цепи с опциями -
cat, -dgam 6, -matrix, где matrix – матрица 
аминокислотных замещений, определенная как 
сказано выше. Для проверки состояния 
сходимости цепей использовалась программа 
bpcomp из этого пакета со значением параметра 
burn-in порядка 2000. Счет останавливался при 
maxdiff < 0.3. Программа bpcomp выдает дерево 
белкового семейства, построенное методом major-
rule consensus tree и включает в него клады с 
порогом встречаемости больше 0.5, которое в 
нашем случае содержало сильно политомические 
вершины. Если модифицировать программу 
bpcomp, опустив условие на порог встречаемости, 
то получаются в основном бинарные деревья. 
Полученные деревья укоренялись программой 
retree из пакета PHYLIP, [15]. По всем 
полученным деревьям построено супердерево 
(рис. 2) программой Super3GL, [12].  

 
3. Результаты 

 
На полученном супердереве пластид (рис. 1) 

выделяются три клады, хорошо соответствующие 
классам Prasinophyceae вместе с Mamiellophyceae, 
Chlorophyceae и Trebouxiophyceae вместе с 
Ulvophyceae, что соответствует 
филогенетическому дереву из [16]. Виды из 
класса Chlorophyceae собраны в одну кладу. Виды 
из Prasinophyceae, Mamiellophyceae и Ulvophyceae 
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Рис. 2. Супердерево, построенное по 52 семействам белков. 
 

образуют другую большую кладу, причем 
Mamiellophyceae образует в ней дочернюю кладу. 
Однако некоторые близкие виды отделились, о 
чем скажем подробнее.  

Пластиды из водорослей группы Chlorophyta 
за исключением паразитирующего вида 
Helicosporidium sp. ex Simulium jonesii составили 
следующие клады. Кладу, соответствующую 
классам Prasinophyceae (кроме Pyramimonas 
parkeae) и Mamiellophyceae, эта клада рано 
отделилась. При этом класс Mamiellophyceae 
образует дочернюю кладу внутри предыдущей 
клады. Пластиды класса Chlorophyceae образуют 
отдельную кладу. Два близких класса Ulvophyceae 
и Trebouxiophyceae образуют другую кладу, в 
которую включен вид Pyramimonas parkeae (из 
Prasinophyceae). 

Класс Trebouxiophyceae без Helicosporidium sp. 
образует в последней кладе дочернюю кладу. Вид 
Oltmannsiellopsis viridis близок к 
Pseudendoclonium akinetum (Ulvophyceae), и эти 

виды составляют кладу, отдельную от клады 
Trebouxiophyceae. Класс Ulvophyceae разделен 
между двумя соседними ветвями дерева. Вид 
Helicosporidium sp. и две эвгленовые водоросли 
образовали рано отделившуюся ветвь, как и 
Bigelowiella natans.  

Полученное дерево не противоречит 
известным данным, поскольку пластиды 
Bigelowiella natans и эвгленовых водорослей 
имеют вторичное происхождение [17, 18], и эти 
виды не принадлежат группе Chlorophyta. 
Указанные особенности можно объяснить как 
недостаточной представленностью видов в 
GenBank, так и существенно разными скоростями 
эволюции пластомных белков Bigelowiella, 
эвгленовых и зеленых водорослей. 

В другой работе на обширном искусственном 
и биологическом материалах наша программа 
Super3GL показала лучшие результаты, чем 
известные программы RFsupertrees и CLANN 
v.3.0.2, [19]. В настоящей работе Super3GL 
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применена также к деревьям генов, полученных 
на основе выравниваний перечисленных в 
предыдущем разделе (и доступных по ссылке 
http://lab6.iitp.ru/dl/ask/ecdysozoa52.zip).  

В супердереве на рис. 2 правильно 
определилась внешняя группа, состоящая из 
четырех видов Capitella, Helobdella robusta, 
Aplysia californica и Crassostrea gigas. Класс 
Branchiopoda оказался сестринской группой к 
надклассу Hexapoda, который выделился в 
качестве монофилетичной группы. Класс 
Malacostraca не восходит к корню дерева и т.д. 

В тоже время дерево на рис. 2, в его 
высветленной части, содержит существенные 
артефакты, связанных с трудностью укоренения 
некоторых из полученных деревьев белковых 
семейств. 

 
4. Выводы 

 
1. Программа Super3GL успешно применена 

для построения двух супердеревьев: пластид 
хлорофитной ветви и беспозвоночных животных 
из группы Ecdysozoa. 

2. Показано, что использование большого 
числа индивидуальных деревьев, каждое из 
которых значительно отличается от дерева видов, 
позволяет строить супердерево, соответствующее 
дереву видов. 

3. Полученные данные позволяют 
предположить, что донором пластид эвгленовых 
водорослей является вид, близкий к общему 
предку Helicosporidia. При этом наличие 
фотосистемы у Eglena gracilis свидетельствует о 
приобретении пластид до потери способности к 
фотосинтезу как паразитом Helicosporidium sp., 
так и Euglena longa. 

4. Получены 102 множественных 
выравнивания и их деревья. Проведено сравнение 
деревьев: построенного программой PhyloBayes 
на основе конкатенации этих выравниваний 
(данные не приводятся) и построенного 
программой Super3GL на основе 52 выравниваний 
и соответствующих деревьев выравниваний. 
Дерево, построенное на основе конкатената, в 
лучшей степени согласуется с результатами 
предыдущих работ. 
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