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ГРЕГАРИН И рДНК МИКРОСПОРИДИЙ SENSU LATO В МЕТАГЕНОМАХ
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В метагеномах, транскриптомах и библиотеках ампликонов, используемых для меташтрихкодиро-
вания, присутствуют многочисленные нуклеотидные последовательности микроспоридий sensu la-
to, главным образом относящихся к “Cryptomycota” (Rozellida, Rozellomycota, Rozellosporidia, рас-
сматриваемых здесь как синонимы). В настоящем сообщении мы описываем найденные в тран-
скриптомах одноклеточных из группы Apicomplexa (Alveolata) последовательности рДНК,
принадлежащие гиперпаразитическим микроспоридиям-мечниковеллидам. Обнаружено, что
транскриптом эугрегарины Polyrhabdina sp. (GenBank SRX6640468) загрязнен кДНК Metchnikovella
incurvata, транскриптом архигрегарины Selenidium pygospionis (GenBank SRX6640459) загрязнен
кДНК Metchnikovella dogieli, а в транскриптомe бластогрегарины Siedleckia cf. nematoides (GenBank
SRX6640464) найдены кДНК, присходящие от вида из неописанного семейства мечниковеллид. С
учетом ковариационных нуклеотидных замен смоделирована вторичная структура области “ITS2”
идентифицированных и неидентифицированных мечниковеллид. На основе предсказанной вто-
ричной структуры рРНК, картирования чтений из библиотек кДНК, отсутствия эндорибонуклеазы
Las1 (PF04031) сделан вывод об отсутствии процессинга ITS2 и наличии ковалентной связи зрелых
“5,8S”- и “28S”-подобной (LSU) рРНК мечниковеллид так же, как это известно в отношении дру-
гих представителей группы типичных микроспоридий. Рассмотрено несколько предложенных ра-
нее (Chytridiopsis typographi, BAQA065) и новых кандидатов на роль сестринской группы микроспо-
ридий sensu stricto. Обсуждается вероятный вклад нейтральных и селективных процессов в эволю-
цию сверхмалых генов рРНК микроспоридий и сверхдлинных генов рРНК с интронами группы I
паразитических и лишайниковых грибов.
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Поток молекулярно-генетических данных об
эукариотических микроорганизмах, интересных
с точки зрения филогенетики, поступает по не-
скольким направлениям. Наиболее важные све-

дения доставляет геномика и транскриптомика
при выведении новых штаммов в культуру и ме-
тодом “single cell” при отборе микроманипулято-
ром отдельных клеток некультивируемых видов
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(Seenivasan et al., 2013; Burki et al., 2013, 2016; Ja-
nouškovec et al., 2017; Gawryluk et al., 2019; Strassert
et al., 2019; Tikhonenkov et al., 2020a, b, и др.). Но
есть и другие источники данных. При исследова-
нии маркерных генов в ДНК, выделенной из проб
планктона, почвы, донных осадков и других суб-
стратов (Семенов, 2019), встречаются нуклеотид-
ные последовательности, которые не удается от-
нести к известным типам (царствам). Согласно
эмпирическому правилу (Kim et al., 2016), такие
филогенетически изолированные группы пред-
ставлены видами, редкими в природе. Это дока-
зывается малым числом прочтений в библиотеках
и редкостью повторных находок в независимо
сконструированных библиотеках. Как выглядят
организмы, гены которых нельзя отнести к опре-
деленным типам (царствам), неизвестно, поэтому
надежды на их скорое выведение в культуру или
поимку микроманипулятором для применения
“single cell” геномики не так велики. Источником
сведений о них остаются данные метагеномики и
меташтрихкодирования, а также анализ загрязне-
ний геномов и транскриптомов симбионтами и
паразитами (Borner, Burmester, 2017) – то есть то-
же, по сути, метагеномов.

В библиотеках ампликонов, получаемых из
природных проб, разнообразие нуклеотидных
последовательностей превосходит разнообразие,
видимое в микроскоп. В природных экосистемах
присутствует как бы “темная материя жизни” –
некультивируемые в лабораторных условиях
микроорганизмы (Filée et al., 2005; Marcy et al.,
2007). Значительная часть, иногда более 50%
скрытого эукариотического разнообразия – это
одноклеточные паразиты и паразитоиды (Lefèvre
et al., 2007, 2008; Lepère et al., 2008; Mahé et al.,
2017), если судить по немногочисленным иденти-
фицированным родственникам. Так, в пико-
планктоне Мирового океана, судя по преоблада-
нию рДНК в ампликонах, от поверхности до
абиссали доминируют группы паразитоидов
(López-García et al., 2001; Moon-van der Staay et al.,
2001; Christaki et al., 2017), названные Marine Alve-
olata (MALV) Groups I и II (Guillou et al., 2008), ко-
торые были идентифицированы как ихтиодини-
евые и синдиниевые динофлагелляты, разнооб-
разие и экологическая роль которых до того
недооценивались. В библиотеках, полученных
из пресноводных и почвенных проб, обычно
преобладают гены рРНК грибов и их родственни-
ков – других Holomycota (Lepère et al., 2006; Mon-
chy et al., 2011; Nakai et al., 2012; Ishida et al., 2015;
Rojas-Jimenez et al., 2019). Изначально самая мас-
совая группа родственников грибов была названа
LKM11 (Hannen et al., 1999; Lara et al., 2010), а за-
тем – “скрытыми грибами”, Cryptomycota (Jones
et al., 2011a, b). Постепенно выяснилась принад-
лежность к LKM11 (“криптомикотам”) предста-
вителей известного с XIX в. рода Rozella Cornu

1872, включающего внутриклеточных паразитов
грибов, оомицетов и одноклеточных водорослей
(Gleason et al., 2014; Letcher, Powell, 2018), неза-
долго до этого на основании молекулярных дан-
ных выведенного из состава хитридиевых грибов
и сближенного с микроспоридиями (James et al.,
2006). Другие известные “криптомикоты” – внут-
риядерные и цитоплазматические паразиты ло-
бозных амеб, водорослей, членистоногих (даф-
ний, насекомых). Примечательно, что питающи-
еся клетки видов Rozella, находясь в цитоплазме
хозяина, фагоцитируют ее как амебоидные орга-
низмы, тогда как их зооспоры похожи на зооспо-
ры хитридиевых (тем, что не питаются, и тем, что
несут единственный задний жгутик с прилежа-
щей к базальному телу второй центриолью).
К грибам относят мицелиальные и дрожжеподоб-
ные формы, питающиеся осмотрофно, и если
включать в состав того же таксона представителей
Rozella, питающихся фагоцитозом, то таксон
“грибы” лишается любых немолекулярных диа-
гностических признаков. Другая группа первона-
чально неидентифицированных последователь-
ностей рДНК была отнесена к афелидам (Karpov
et al., 2013; Letcher et al., 2013), также известным с
XIX в. и также незадолго до этого перенесенных
из хитридиевых грибов (в этом случае к “корне-
ножкам”, “Rhizopoda”) с присвоением ранга
класса (Громов, 2000). Афелиды – внутриклеточ-
ные паразитоиды, похожие на Rozella: с трофиче-
скими стадиями, питающимися путем фагоцитоза,
и непитающимися одножгутиковыми или амебо-
идными зооспорами (Karpov, Paskerova, 2020).
Сходный образ жизни и облик ближайших род-
ственников грибов (афелид и розеллид) поднима-
ет вопрос, насколько на них были похожи предки
настоящих грибов, в том числе были ли они пара-
зитами или паразитоидами наземных однокле-
точных водорослей (Алешин и др., 2015).

В электронных базах данных за два десятиле-
тия меташтрихкодирования собраны фрагменты
маркерных генов (рДНК) тысяч неидентифици-
рованных “криптомикот”, на порядок меньшего
числа афелид, и еще на порядок меньшего числа
Holomycota, таксономическая привязка которых
на сегодня отсутствует (например, представите-
лей клады GS01 (Tedersoo et al., 2017)). Зооспоро-
вые грибы (хитридиевые, бластокладиевые и др.),
“криптомикоты”, афелиды и другие микроско-
пические родственники грибов оказываются на
сегодня не учитываемой “темной материей” в на-
земных сообществах (Grossart et al., 2016). Только
для считанного числа “криптомикот”, помимо
Rozella, молекулярные данные сочетаются с так-
сономическим описанием: для возрожденного
рода Nucleophaga Dangeard 1895 (Corsaro et al.,
2014a), новых родов Mitosporidium, Paramicrospo-
ridium и Morellospora (Haag et al., 2014; Corsaro et al.,
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2014b, 2020). Все охарактеризованные “крипто-
микоты” – внутриклеточные паразиты.

Микроспоридии в традиционном понимании
(Исси, Воронин, 2007; Исси, 2020; Wadi, Reinke,
2020) – облигатные внутриклеточные паразиты
позвоночных и беспозвоночных животных и раз-
личных одноклеточных (инфузорий, грегарин,
парамиксид). Эта богатая видами группа (описа-
но 1500 видов, и это небольшая часть разнообра-
зия), она, как раньше казалось, ясно выделяется
по морфологическим и ультраструктурным при-
знакам: утрата жгутиков и центриолей, канониче-
ских митохондрий, видоизменение аппарата
Гольджи на цитологическом и биохимическом
уровне (утрата везикулярного и клатринового
траспорта), наличие спор, снабженных сложным
аппаратом для заражения хозяина. После исклю-
чения из “споровиков” в старом понимании
(объединявшем микроспоридий, миксоспори-
дий, гаплоспоридий и частично современных
Apicomplexa) микроспоридий рассматривали как
тип (Sprague, 1977; Weiser, 1977), о родственных
связях которого выдвигали самые разные предпо-
ложения. Высказанная на основе филогенетиче-
ского анализа шести генов гипотеза о родстве ти-
па микроспоридий и р. Rozella (James et al., 2006)
в настоящее время получила убедительную под-
держку. Более того, установлено, что многие
“криптомикоты” филогенетически еще ближе к
микроспоридиям, чем Rozella spp. Таким обра-
зом, “криптомикоты” парафилетичны относи-
тельно микроспоридий. Если исключить из рас-
смотрения афелид, то сестринской по отноше-
нию к грибам окажется клада, объединяющая
микроспоридий с “криптомикотами”. После не-
скольких взаимоисключающих инициатив по
таксономии, пытавшихся уравновесить “цар-
ство” грибов, “тип” микроспоридий, р. Rozella и
другие роды “криптомикот”, было предложено
расширить объем микроспоридий на всех “крип-
томикот”, за исключением р. Rozella и других фи-
логенетически ранних линий (Bass et al., 2018).
Тедерсоо и соавторы (Tedersoo et al., 2018) пошли
дальше и в недавней ревизии системы грибов
предложили общее название для группы, объеди-
няющей микроспоридий и розеллид (подцарство
Rozellomyceta). Проблема наименования подоб-
ных филогенетически единых, но структурно ге-
терогенных крупных групп требует отдельного
рассмотрения. В частности, присоединение всех
“криптомикот” к микроспоридиям дает общее
имя большой монофилетической группе, но и од-
новременно издержку в виде утраты диагноза так-
соном микроспоридий в новом понимании, по-
скольку он объединяет плезиоморфные жгутико-
вые и фаготрофные формы, переходные формы и
высокоспециализированных типичных микро-
споридий. Применение названия “Rozellomyceta”
имеет издержку в виде утраты диагноза грибами.

Общая проблема плезиоморфных и специализи-
рованных видов в одной кладе сформулирована
Хеннигом (Hennig, 1966) в “правиле девиации” и
В.С. Чуповым (2002) в концепции скрытород-
ственных (криптаффинных) таксонов и неизбеж-
на в рамках филогенетической системы. В рамках
нашей работы мы рассматриваем группу, содер-
жащую микроспоридий sensu lato вместе с Rozella,
NCLC1 и кладой XI (Lazarus, James, 2015), а на-
именование “криптомикоты” будем использо-
вать в качестве обиходного для нерангового пара-
филетического остатка после выделения монофи-
летической группы типичных микроспоридий.

Для описания истории специализации типич-
ных микроспоридий (sensu stricto) нужно ранжи-
ровать скрытородственных (криптаффинных) им
“криптомикот” по степени родства. В настоящее
время кандидатом на место ближайшего род-
ственника типичных микроспоридий считают
Chytridiopsida (Corsaro et al., 2019). Раньше Chyt-
ridiopsida относили к типичным микроспориди-
ям, иногда в составе класса Metchnikovellidea
(Weiser, 1977). Другим, дополнительным подхо-
дом является изучение наименее специализиро-
ванных из типичных микроспоридий, к которым
относят мечниковеллид (Исси, Воронин, 2007) –
гиперпаразитов, известных из грегарин, парази-
тирующих в полихетах. Мечниковеллиды описа-
ны в конце XIX в., но их принадлежность к мик-
роспоридиям была доказана только с помощью
электронной микроскопии (Vivier, 1965), и с тех
пор они считаются примитивными представите-
лями микроспоридий в ранге класса Rudimicro-
sporea (Sprague, 1977) или Metchnikovellidea (Weiser,
1977). От других типичных микроспоридий их от-
личают менее специализированные споры с ко-
роткой полярной трубкой, без поляропласта,
якорного диска и задней вакуоли; их жизненный
цикл включает, помимо спорогонии, ведущей к
свободным спорам, также продукцию спор, лежа-
щих в цистах (эти свойства они разделяют с Chyt-
ridiopsida). Гипотеза о начальном расхождении
микроспоридий sensu stricto на мечниковеллид и
всех остальных подтверждена геномными данными
(Mikhailov et al., 2017; Galindo et al., 2018; Nasso-
nova et al., 2021). Описаны, однако, и другие мик-
роспоридии, считающиеся примитивными: Bux-
tehudea, Jiroveciana, Burkea, Hessea (Исси, Воро-
нин, 2007; Larsson, 2014). По ним не имеется мо-
лекулярных данных, и далее мы их не обсуждаем,
поскольку основной целью нашего обзора являют-
ся неидентифицированные и загрязняющие гены
рРНК микроспоридий из разных источников.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Базы данных и процедура поиска. Нуклеотид-

ные последовательности извлекали из баз данных
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Помимо
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базы nr (non-redundant, GenBank; Benson et al.,
2013), использовали оригинальные транскрип-
томные данные (Janouškovec et al., 2019), базы
SRA (The Sequence Read Archive) (ERX2404075–
ERX2404077), содержащие длинные контиги, со-
бранные по результатам высокопроизводитель-
ного секвенирования ампликонов (Jamy et al.,
2019), и метагеномные данные из wgs (Whole Ge-
nome Shotgun), содержащие длинные контиги
(Mitchell et al., 2018; Sanchez, Cao, 2019; Cotto
et al., 2020; Sharrar et al., 2020; Thornton et al.,
2020). Для поиска целевых последовательностей
использовали инструменты BLAST (Altschul et al.,
1997), в виде входного запроса использовали по-
следовательности 18S рРНК представителей ос-
новных групп “криптомикот”, выявленных
предыдущими исследованиями.

Филогенетический анализ. Нуклеотидные по-
следовательности рРНК добавляли к подготов-
ленному ранее выравниванию как к профилю,
используя MUSCLE (Edgar, 2004). Участки, вы-
равнивание которых проблематично, перед по-
строением дерева удаляли вручную. Байесовы де-
ревья строили с помощью MrBayes 3.2.5 (Ronquist
et al., 2012), используя модель нуклеотидных за-
мен GTR (General Time-Reversible) (Tavaré, 1986)
с учетом неравномерности сайтов по скорости
эволюции согласно гамма-распределению, ап-
проксимируемому 10, 12 или 16 категориями, с
использованием ковариационной модели эволю-
ции или без таковой. Число независимых запус-
ков, число Марковских цепей Монте-Карло
(MCMC) в каждом запуске и число генераций ва-
рьировали. Деревья визуализировали с помощью
FigTree (Rambaut, 2010) и MEGA (Kumar et al.,
2016).

Структурный анализ. Картирование сырых чте-
ний для измерения покрытия вдоль транскриптов
мечниковеллид выполнено Bowtie 2 (Langmead,
Salzberg, 2012) с параметрами “–end-to-end –no-
mixed –no-discordant”. Данные покрытия извле-
чены из bam файлов выравниваний чтений при
помощи BEDTools (Quinlan, Hall, 2010) с пара-
метрами “-pc” для расчета общего покрытия по
фрагментам (т.е. от прямого и до обратного чте-
ния) и “–5 -strand +” для подсчета точек начала
фрагментов. В контрольном опыте библиотеку
SRA: SRR10440982 картировали на оперон рРНК
Saccharomyces cerevisiae S288C (NC_001144.5:
451786-457732). В моделях вторичной структуры
рРНК большой и малой субчастиц использовали
известную номенклатуру (Wuyts et al., 2001);
структуру спиралей 19–21 корректировали по мо-
дельным видам: инфузории Tetrahymena thermoph-
ila и дрожжам S. cerevisiae (Lee, Gutell, 2012). Не-
канонические пары, в том числе подтвержденные
рентгено-структурным анализом и криоэлек-
тронной микроскопией рибосом модельных ви-
дов, не учитывали; напротив, комплементарные

пары на концах спиралей включали в предсказан-
ные спирали, даже если такое расширение спира-
лей не характерно для большинства видов. Ло-
кальное сворачивание РНК предсказывали с по-
мощью сервера Mfold (Zuker, 2003) с параметром
учета субоптимальных структур (15%). Использо-
вали как текущую версию, предсказывающую
структуры при 37°C, так и версию 2.3 с возможно-
стью выбора температуры (в этом случае выбира-
ли 15°C). В предсказании структуры ITS2 исполь-
зовали, насколько это было возможно, модель
“четырех доменов” с характерными элементами в
спиралях II и III (Joseph et al., 1999; Schultz et al.,
2005; Coleman, 2007, 2015). В случае анализа реги-
она, соответствующего редуцированному ITS2 у
мечниковеллид, использовали программу
RNAalifold (Bernhart et al., 2008) в составе
ViennaRNA web-сервиса (Gruber et al., 2015), учи-
тывающую информацию о выравнивании пер-
вичных структур. Визуализировали модели с по-
мощью RnaViz 2 (Rijk et al., 2003).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мечниковеллиды. При анализе результатов вы-
сокопроизводительного секвенирования кДНК эу-
грегарин, архигрегарин и бластогрегарин (Ja-
nouškovec et al., 2019) в трех библиотеках обнаружены
последовательности, принадлежащие микроспори-
диям – мечниковеллидам. Здесь мы описываем
контиги рРНК, хотя многие белок-кодирующие
транскрипты мечниковеллид также могут быть
собраны из этих библиотек. Мечниковеллиды из
эугрегарины Polyrhabdina sp. на основании сход-
ства нуклеотидных последовательностей (Gen-
Bank QXFS01001040, QXFS01000707; Galindo et al.,
2018) отнесены к виду Metchnikovella incurvata Caul-
lery et Mesnil 1914, известному из этого хозяина
(Sokolova et al., 2013; Rotari et al., 2015). Мечнико-
веллиды из архигрегарины Selenidium pygospionis
на основании сходства нуклеотидных последова-
тельностей отнесены к виду Metchnikovella dogieli
Paskerova et al., 2016 – обычному паразиту S. pygos-
pionis (GenBank MT969020; Paskerova et al., 2016,
2018; Nassonova et al., 2021). В бластогрегаринах
мечниковеллид ранее не находили; нуклеотидные
последовательности, найденные в библиотеке
кДНК (GenBank GHVV01457926, GHVV01457913,
GHVV01457924) – первая такая находка. РНК для
синтеза кДНК была выделена из нескольких де-
сятков клеток бластогрегарин, извлеченных из ки-
шечника морских политет Scoloplos cf. armiger и
формально определенных как Siedleckia nematoides.
Однако полиморфизм белок-кодирующих тран-
скриптов в библиотеке говорит в пользу того, что
выборка клеток бластогрегарин представлена
смесью видов-двойников. Если это так, то на се-
годня хозяина правильнее обозначить Siedleckia
cf. nematoides. Близкого сходства рРНК мечнико-
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веллиды из S. cf. nematoides с какими-либо извест-
ными нуклеотидными последовательностями не
обнаружено (ее принадлежность мечниковеллиде
обосновывается построенным филогенетиче-
ским деревом). В библиотеках из природных суб-
стратов не найдено последовательностей рРНК
мечниковеллид (за исключением контаминанта,
номер в GenBank KX214678). С другой стороны, в
трех видах грегарин из пяти, исследованных мето-
дом высокопроизводительного секвенирования
(Janouškovec et al., 2019), обнаружены мечниковел-
лиды. По-видимому, разнообразие и распростра-
ненность мечниковеллид недооцениваются, в том
числе и при анализе ампликонов рДНК, получае-
мых из проб морских осадков.

Мечниковеллиды образуют на филогенетиче-
ском дереве РНК малой субчастицы рибосом мо-
нофилетическую группу, сестринскую остальным
типичным микроспоридиям (рис. 1). Этот резуль-
тат повторяет ранее опубликованныe (Mikhailov
et al., 2017; Bass et al., 2018; Galindo et al., 2018; Cor-
saro et al., 2019, 2020; Nassonova et al., 2021). Виды
Amphiacantha обособлены от Metchnikovella spp. и
Amphiamblys spp. (p-дистанци, вычисленные для
выравниваемых участков рРНК, – около 0.3), на
основании чего можно принять выделение для
них двух отдельных семейств: Amphiacanthidae и
Metchnikovellidae (Larsson, 2000, 2014). Паразит
бластогрегарин образует на филогенетическом
дереве третью ветвь мечниковеллид, обособлен-
ную от Amphiacanthidae и Metchnikovellidae.

Одна из особенностей микроспоридий sensu
stricto – соединение в единую молекулу зрелых
5,8S- и 28S-подобных рРНК (отсутствие самосто-
ятельной 5,8S рРНК, так же как у прокариот)
(Vossbrinck, Woese, 1986). У типичных микроспо-
ридий нет консервативных элементов ITS2, счи-
тающихся важными для процессинга (Coleman,
2015). У других эукариот с ITS2 граничат шпильки
B7 и B8 – консервативные элементы 5,8S рРНК.
Шпильки B7 и B8 отсутствуют у типичных микро-
споридий, а у некоторых отсутствует и шпилька B6
(рис. 2) (Rijk et al., 1998; Peyretaillade et al., 1998;
Van de Peer et al., 2000). У мечниковеллид мы
предсказываем шпильку B6 и не находим шпилек
B7 и B8, тогда как Корсаро и соавторы (Corsaro
et al., 2019, fig. 5) гомологизируют спирали B6 Am-
phiamblys sp. и B8 Chytridiopsis typographi, называя
их “GC-богатым стеблем” (GC-rich stem). Возни-
кает вопрос: каким реконструкциям больше дове-
рять? Возможность альтернативных, при этом
близких по значениям свободной энергии обра-
зования вариантов делают предсказания для от-
дельных видов сомнительными, а вариабельность
рассматриваемой области затрудняет привлече-
ние удаленных видов для выявления совпадаю-
щих элементов. Но для мечниковеллид в целом
можно заметить три пары компенсаторных нук-
леотидных замен в стебле B4 относительно Vairi-

morpha apis и две пары компенсаторных замен в
стебле B9 у Metchnikovella incurvata относительно
M. dogieli и Amphiamblys spp. (рис. 2, четырехуголь-
ник). Эти компенсаторные замены позволяют
определить положение спиралей B4 и B9. У мечни-
ковеллиды из бластогрегарин стебель B9 оканчи-
вается простой петлей, так же как у других типич-
ных микроспоридий. У остальных мечниковел-
лид это место “ITS2” занято специфическими
структурными элементами, не вписывающимися,
однако, в модель “четырех доменов”. Инструмент
RNAalifold способен подогнать предсказанные
структуры трех видов к общей для них модели в
виде “огородного пугала” (рис. 2), а для M. incur-
vata можно предполагать экспансию в это место
нуклеотидных последовательностей, как и во
многие другие места рДНК этого вида. Не ясно,
как модель, сгенерированная RNAalifold, соотно-
сится с моделью “четырех доменов” и насколько
она окажется устойчивой к новым данным.

Мечниковеллиды сохраняют в модифициро-
ванном виде консервативный мотив ggyryryygttt-
GAGtrtcr вблизи 3'-границы 5,8S рДНК (рис. 3).
Обычно этот участок комплементарен 5'-конце-
вой области 28S рРНК, и вместе они составляют
основание спирали B9. Но у мечниковеллид ему
просто нет комплементарных нуклеотидов в бли-
жайшей окрестности. И в модели “огородного
пугала”, и в модели Корсаро и соавторов (рис. 2)
консервативная последовательность мечнико-
веллид, гомологичная 3'-концу 5,8S рРНК, пред-
сказана не в составе спирали, как у других видов,
а частично в виде одноцепочечной петли. Поми-
мо мечниковеллид, рассматриваемый участок,
как кажется, занимает нестандартное положение
во вторичной структуре рРНК и некоторых дру-
гих видов, например Chytridiopsis typographi. По-
видимому, функция 3'-концевого участка 5,8S
рРНК не ограничивается связыванием с 28S
рРНК для образования спирали B9, но также
предполагает связывание и с альтернативным
(неизвестным) лигандом. Иначе парные компен-
саторные замены постепенно разрушили бы кон-
сервативный мотив, оставив за счет компенса-
торных замен только комплементарность нитей
B9 подобно тому, как это наблюдается в вариа-
бельных спиралях ITS2. У других типичных мик-
роспоридий утрачивается и эта (неизвестная)
функция вместе с соответствующей нуклеотид-
ной последовательностью. Вероятно, двойствен-
ная природа свойственна многим спиралям
рРНК, попеременно выступающим либо как
двойная спираль, либо как специфическая после-
довательность нуклеотидов, что обеспечивает в
эволюции не только компенсаторные замены, но
и длительное сохранение первичных структур.

Возникает вопрос, обеспечивают ли своеоб-
разные элементы на месте соединения 5,8S и
остальной части РНК большой субчастицы ри-
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Рис. 1. Байесово дерево РНК малой субчастицы рибосом микроспоридий. Представлен результат лучшего запуска
“run2” (ngen = 10000000, nchains = 8, nst = 6, ngammacat = 10, covarion = yes). На диаграмме рассеяния представлены
значения логарифма правдоподобия в семи лучших запусках (из 14). Длина ветвей в поддереве типичных микроспо-
ридий сокращена вдвое (широкие линии). Апостериорные вероятности даны в процентах. Сходимость топологий не
достигнута, в частности, некоторые клады с высокой апостериорной вероятностью в независимых запусках отсутству-
ют в настоящем дереве, и наоборот. Вероятные артефакты положения клад BAQA065 и GS01 обсуждаются в тексте.
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босом процессинг пре-рРНК у мечниковеллид.
Область “ITS2” трех видов мечниковеллид, для
которых доступны библиотеки кДНК, покрыта
отдельными чтениями на уровне, близком к по-
крытию соседних структурных элементов, тогда

как при процессинге ITS2 наблюдается снижение
количества кДНК и числа чтений в этой области,
как видно на примере контроля – библиотеки
кДНК дрожжей (рис. 4). У мечниковеллид не вид-
но признаков конца матриц в области “ITS2”, то-

Рис. 2. Предсказанная вторичная структура слитных “5,8S”- и “28S”-подобной рРНК типичных микроспоридий.
Участки последовательностей, гомологичные 5,8S рРНК, отмечены синим, 28S рРНК – красным; границы 5,8S и 28S
рРНК приходятся на участок спирали B9, и неопределенность положения границ отмечена градиентом цвета. Специ-
фические для мечниковеллид спирали обозначены x, y, z. Две пары компенсаторных замен в B9 между Metchnikovella
incurvata, M. dogieli и Amphiamblys spp. выделены серым прямоугольником. Часть контакта спирали B3, отнесенная
Корсаро и соавт. (Corsaro et al., 2019, fig. 5) к внутримолекулярной спирали в пределах 5,8S рРНК, выделена желтым;
обозначения спиралей B5, B6 и “B9” на модели Корсаро и соавторов добавлены нами. Структура для Encephalitozoon
cuniculi и Vairimorpha apis (родовое название согласно последней ревизии (Tokarev et al., 2020)) приведена по ранним
моделям (Peyretaillade et al., 1998; Rijk et al., 1998; Van de Peer et al., 2000) с незначительными изменениями. Номенкла-
тура спиралей рРНК по: Wuyts еt al., 2001.
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МИХАЙЛОВ и др.

гда как на месте стыка ITS1 и 5,8S такие признаки
видны по резкому изменению уровня покрытия
на границе (рис. 4) и по нуклеотидным последо-
вательностям – адаптерам – в значительной доле
чтений (рис. 5). У мечниковеллиды Amphiamblys
sp. не обнаружен ген эндорибонуклеазы Las1
(PF04031), участвующей в процессинге ITS2.
Этого гена нет в известных геномах микроспори-
дий sensu stricto, но он имеется в геномах “крипто-
микот” с протяженной областью ITS2 – Mitospo-
ridium daphniae и Paramicrosporidium saccamoebae.
Таким образом, совокупность косвенных данных
свидетельствует об отсутствии процессинга
“ITS2” у мечниковеллид и о том, что у них “5,8S”-
и “28S”-подобная рРНК слиты в зрелом состоя-
нии в единую молекулу подобно тому, как это
имеет место у других микроспоридий sensu stricto.

Проблема Chytridiopsis typographi. Род Chytridi-
opsis Schneider, 1884 известен с XIX в. и включает
паразитов кишечного эпителия насекомых (жу-
ков, ручейников). Традиционно его рассматрива-
ли в составе микроспоридий, а в некоторых си-
стемах сближали с мечниковеллидами (Weiser,
1977; Larsson, 1993). Как и мечниковеллиды, Chy-
tridiopsida отличаются спорами с короткой по-
лярной трубкой (однако более длинной, нежели у
мечниковеллид, формирующей несколько вит-
ков и покрытой сотовидной структурой) и нераз-

витым поляропластом. В жизненном цикле два
этапа спорогонии, приводящей либо к спорам,
свободно лежащим в паразитофорной вакуоли,
либо к спорам, заключенным в общую цисту.

Анализ нуклеотидных последовательностей
18S рРНК первого исследованного представителя
рода, Chytridiopsis typographi (паразита жука-коро-
еда Ips typographi), вывел его за пределы типичных
микроспоридий (включая мечниковеллид), по-
ставив сестринской группой (Corsaro et al., 2019).
Однако по общей архитектуре 18S рРНК
C. typographi больше похожа на типичную эукари-
отическую рРНК. Области V2, V3, V4, V7, V8, V9 в
рРНК C. typographi не укорочены столь суще-
ственно, как у типичных микроспоридий (Ba-
randun et al., 2019). У типичных микроспоридий
даже в наименее редуцированном состоянии из
области V4 утрачен участок комплементарности с
областью V2 (спирали 23/e13 и 23/e14). В 18S
рРНК C. typographi предсказывается (рис. 6) “эу-
кариотический” контакт V2–V4 (Alkemar, Nygård,
2003). Как и у большинства эукариот, первичная
структура области V4 C. typographi допускает ми-
грацию ветвей между спиралями 23/e13 и 23/e14
(Wuyts et al., 2000). В зависимости от этой мигра-
ции, образование псевдоузла V2–V4 кажется
скорее одной из возможностей (даже серией воз-
можностей) “дышащей” структуры, нежели “за-

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей, образующих основание спирали B9. Пропущенные нук-
леотиды ITS2 и дистальной части B9 заменены многоточием. Комплементарные нуклеотиды спирали B9 дрожжей и
Amphiamblys sp. соединены пунктирными дугами. Невыравниваемая область дана на сером фоне.
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мороженным” состоянием, которое можно пред-
полагать из кристаллизованных рибосом или
данных криоэлектронной микроскопии (Lee,
Gutell, 2012; Petrov et al., 2014). Протяженная об-
ласть несовершенной комплементарности между
участками V2 и V4 (рис. 6, выделение шрифтом)

свидетельствует скорее в пользу перехода in vivo
между несколькими (более чем двумя) альтерна-
тивными состояниями, чем исключительно kiss-
ing-loops между небольшими терминальными
петлями двух стабильных шпилек “21es6d” и “9”
(рис. 6, версия 4).

Рис. 4. Покрытие чтениями высокопроизводительного секвенирования кДНК области соединения “5,8S”- и “28S”-
подобной рРНК микроспоридий-мечниковеллид и подвергаемых процессингу ITS1 и ITS2 дрожжей Saccharomyces
cerevisiae. Верхние диаграммы для каждого организма показывают покрытие чтениями из транскриптомных библио-
тек; нижние диаграммы показывают отношение точек начала чтений к общему покрытию; предсказанные области ге-
нов 5,8S (синяя) и 28S (красная) рРНК показаны цветом ниже диаграмм.

0

2000

4000

6000

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

0

40

80

120

0

2000

4000

6000

8000

0

0.02

0.04

0.06

1 100 200 300 400 500

177

2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800

5,8S ITS2ITS1

1300 1400 1500 1600 1700 1800

1443

C
ov

er
ag

e,
fr

ag
m

en
ts

5'
-e

nd
 /

 C
ov

er
ag

e
ra

tio

200 300 400 500 600 700

396

C
ov

er
ag

e,
fr

ag
m

en
ts

5'
-e

nd
 /

 C
ov

er
ag

e
ra

tio

ex Siedleckia

ex Selenidium

(Metchnikovella dogieli)
ex Polyrhabdina

(Metchnikovella incurvata)

0

200

400

600

800

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5

Saccharomyces cerevisiae

5,8S 28S

5,8S 28S

5,8S 28S

28S

Рис. 5. Адаптеры на 5'-конце 5,8S рРНК микроспоридии-мечниковеллиды Metchnikovella dogieli. Адаптеры свидетель-
ствуют об обрыве матрицы на 5'-конце 5,8S рРНК многих матриц (в результате процессинга ITS1). Видна вариабель-
ность 5'-конца (AA, либо AAA, либо AAAA). Аналогичных массовых обрывов в месте соединения “5,8S”- и “28S”-по-
добной рРНК мечниковеллид не наблюдается, что свидетельствует об отсутствии процессинга ITS2.

SRR9888053.22006858.2 ◄ CAGAGT
SRR9888053.29646036.2 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCA
SRR988 8053.4725979.2 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTG
SRR9888053.6492720.1 ► CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAG
SRR9888053.30068891.1 ► CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTC
SRR9888053.14088610.1 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTC
SRR9888053.25564814.1 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAA
SRR9888053.20935947.1 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGCGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGACAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTCCGTC
SRR9888053.25970309.2 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAA
SRR9888053.26206329.1 ► CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACG
SRR9888053.3764031.1 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.27230621.1 ► CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.28045731.2 ► CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.24667357.1 ◄ CAGAGTGAACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.14411721.2 ◄ AACGAAGTGAGCGACGCCAGTAAAAACGCAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.24769792.2 ► GAAGTGAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.24341551.2 ◄ GAGCGACGCTGGAAAAATTCGAGGAGAAAGAGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.28700024.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.28039401.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.22685274.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG--AACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.6858908.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.29284160.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.29157972.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.19281674.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.9363190.2 ► AAGCAGTGGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.28086587.1 ► TGGTATCAA-CGCAGAGTACGGGAAAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.26474371.1 ► GGTATCAA-CGCAGAGTACGGG-AAACGCCATCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.6703882.2 ◄ TCAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.29157972.1 ◄ CAGTGGATCACTTGGTTTCTACGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.12689680.2 ◄ CGTCGAGGAAGAACGCAGCT
SRR9888053.29758326.2 ► AGCT

праймер M1ACGG
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В отличие от типичных микроспоридий, у
C. typographi имеются шпильки B7 и B8 в 3'-об-
ласти 5,8S рРНК, а размер и структура ITS2
близки к типичным. Из спектра предсказанных
структур ITS2, близких по свободной энергии об-
разования, можно подобрать структуру из трех
шпилек, из них вторая (по порядку и по длине)
имеет внутреннюю U-U-петлю, как положено

канонической шпильке II (разные версии см. на
рис. 7 и у Корсаро и соавт. (Corsaro et al., 2019, fig. 5)).
Шпилька IV отсутствует, так же как, по-видимо-
му, у Paramicrosporidium. Отсутствие шпильки IV
не мешает процессингу ITS2 у дрожжей S. cerevisi-

ae (Coleman, 2015). Для верификации моделей
вторичных структур ITS2 “криптомикот” необхо-
димы сведения о близких видах и компенсатор-

Рис. 6. Области V2 и V4 18S рРНК Chytridiopsis typographi и двух типичных микроспоридий. Вероятная зона контакта
V2–V4 (различные версии) выделена шрифтом. * – пары, предсказанные из ковариации, но не подтвержденные
структурами модельных видов; # – неканонические пары, введенные для согласования с моделью (Lee, Gutell, 2012).
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ных заменах в ITS2. В целом можно предполагать
у C. typographi близкую к типичной структуру
ITS2, процессинг и вследствие этого раздельные
5,8S и 28S рРНК. Плезиоморфии C. typographi в
18S рРНК, 5,8S рРНК и ITS2 не отвергают гипо-
тезу о сестринских отношениях с микроспориди-
ями sensu stricto, для обоснования которой необ-
ходимы свидетельства (синапоморфии), которые
пока не предъявлены.

Не обнаружив в структуре рРНК на уровне пе-
тель и спиралей синапоморфий C. typographi с ти-
пичными микроспоридиями, мы отмечаем мно-
гочисленные аутапоморфии: делеции в областях
спиралей 23, 24, 27, 28, 29 в 18S рРНК, частично
указанные раньше (Corsaro et al., 2019). Часть из
них затрагивает одну ветвь спирали (23, 24) при
сохранении типичного размера и нуклеотидной
последовательности другой ветви. Такие наруше-
ния желательно подтвердить независимым иссле-
дованием других представителей Chytridiopsida.
Помимо этого, в первичной структуре рРНК
C. typographi фиксировано множество нуклеотид-
ных замен, приводящих к тому, что ветвь
C. typographi на дереве рРНК микроспоридий од-
на из длиннейших: следующая по длине после
ветвей микроспоридий sensu stricto. В объедине-
нии длинных ветвей всегда можно подозревать
артефакт притяжения длинных ветвей (Felsen-
stein, 1978; Hendy, Penny, 1989), и нужны веские
основания, чтобы исключить такую возможность

в отношении C. typographi и микроспоридий sensu
stricto. Мы не смогли добиться схождения цепей и
стабильной топологии дерева рРНК микроспо-
ридий. Только часть элементов дерева обнаружи-
вала стабильную поддержку, и объединение C. ty-
pographi с типичными микроспоридиями не вхо-
дило в их число. В отдельных цепях (MCMC) и
даже отдельных целых запусках при построении
байесового дерева 18S рРНК мы наблюдали
включение C. typographi в кладу, ранее обозначен-
ную номером X (Lazarus, James, 2015). Аналогич-
ные результаты получены нами при анализе после-
довательностей гена 28S рРНК. В эту же группу X
входит Mitosporidium daphniae и Morellospora sac-
camoebae – другие “криптомикоты” с неподвиж-
ными спорами с полярной трубкой и без жгути-
ковых зооспор в жизненном цикле. Включения
C. typographi в другие группы с неподвижными
спорами – III (Paramicrosporidium) и Nucleopha-
ga spp. – мы не наблюдали. Таким образом, мы не
нашли подтверждения сестринских отношений
C. typographi и типичных микроспоридий и счита-
ем этот вопрос подлежащим дальнейшему иссле-
дованию. Обостряется также вопрос о месте на фи-
логенетическом дереве других родов (Intexta, Nolle-
ria), относимых в настоящее время к Chytridiopsida,
но пока не изученных молекулярно-генетически-
ми методами.

Вид Chytridiopsis typographi традиционно вклю-
чали в состав микроспоридий, но филогенетически

Рис. 7. Фрагмент пре-рРНК (5,8S–ITS2–B-домен 28S рРНК) двух видов “криптомикот”. Предсказанные шпильки I,
II, III соответствуют спейсеру (ITS2).
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он входит в одну из клад грады “криптотомикот”,

иллюстрируя проблематичность разграничения
на уровне морфологических и ультраструктурных

признаков микроспоридий sensu stricto и “крипто-
микот”.

Проблема BAQA065 (GenBank AF372825). В од-

ной из первых работ по меташтрихкодированию
(Dawson, Pace, 2002) была амплифицирована по-

следовательность BAQA065 из ДНК, выделенной

из донного осадка мелководной солоноватовод-
ной лагуны (Беркли, США). Согласно доступной

на то время технике построения деревьев,
BAQA065 на сконструированном дереве оказа-

лась между эукариотической “кроной” и длинны-
ми ветвями микроспоридий, дипломонад и трихо-

монад (“Archezoa”). За прошедшие 19 лет 5'-конец
BAQA065 верифицирован двумя независимыми

находками похожих последовательностей: в глу-

боких слоях прибрежного осадка Северного моря
и в содовом озере в Индии (фрагмент DGGE band

280NS36E, GenBank AM072563 (Wilms et al., 2006)
и CL-10, GenBank JQ480022 (Antony et al., 2013));

3'-конец к настоящему времени не верифициро-
ван, что согласуется с редкостью в библиотеках

ампликонов генов рРНК, не идентифицирован-
ных до типа (царства) (Kim et al., 2016) (и, навер-

ное, редкостью в природе несущих их клеток).

В более поздних работах клада BAQA065 пред-
ставлялась сестринской типичным микроспори-

диям (Mikhailov et al., 2017, fig. S1), более близкой,
чем Chytridiopsis typographi (Corsaro et al., 2019,

2020; Nassonova et al., 2021). В отличие от C. typo-
graphi, рРНК малой субчастицы BAQA065 имеет

размер, близкий к “прокариотическому”, с моза-
икой предковых признаков (не свойственных ти-

пичным микроспоридиям) и признаков типич-
ных микроспоридий. К первым относится сохра-

нение двух длинных шпилек (17 и 18) в области V3

и шпильки 46 в области V8. Общие с типичными
микроспоридиями признаки – резко уменьшен-

ные области V2, V4, V7 (рис. 8). Область V4 сокра-
щена примерно вдвое по сравнению с типичной

для эукариот. При отсутствии сходных последо-
вательностей с компенсаторными заменами, нам

не удалось восстановить такие предсказанные
элементы области V4, как псевдоузлы (Wuyts

et al., 2000). Однако большое число альтернатив-

ных вариантов укладки свидетельствует в пользу
того, что предсказанная для области V4 молеку-

лярная динамика (Wuyts et al., 2000) сохраняется в
каком-то виде у BAQA065. Например, “слабые” па-

ры AU и GU составляют 50% на неоднозначно
укладываемом участке спирали (рис. 8, варианты 1

и 2), тогда как на общем участке на “слабые” пары
приходится 30%, а 70% – на “сильные” GC пары.

Не исключено взаимодействие V2–V4, так как
между ними имеется протяженный участок с ча-

стичной комплементарностью.

По первичной структуре консервативного
участка в основании спирали 49 клон BAQA065
похож не на Opisthokonta (Cavalier-Smith, Chao,
2003; Алешин и др., 2007), а на эугрегарин сем.
Gregarinidae (рис. 9). Кроме Gregarinidae, такой
же мотив имеется у представителя другого семей-
ства эугрегарин, Ascogregarina taiwanensis (Actino-
cephalidae). Другие виды актиноцефалид не похо-
жи на Gregarinidae. Этот пример показывает, что
гомоплазия по рассматриваемой области – это яв-
ление хотя и редкое, но возможное. Таким обра-
зом, BAQA065 сочетает альтернативные сигналы:
“микроспоридий” (в виде общей апоморфной ар-
хитектуры рРНК) и “эугрегарин сем. Gregarini-
dae” (в виде короткого специфического мотива).
В таксономических наборах без эугрегарин про-
граммы построения деревьев ставят BAQA065
ближайшей к типичным микроспоридиям ветвью
на сконструированных деревьях (Mikhailov et al.,
2017; Corsaro et al., 2019, 2020; Nassonova et al.,
2021). В присутствии Gregarinidae в независимых
цепях BAQA065 занимает альтернативные поло-
жения. Из шести независимых запусков (из четы-
рех Марковских цепей Монте-Карло каждый), в
двух запусках клада BAQA065 группировалась с
типичными микроспоридиями (апостериорная
вероятность 0.8 и 0.94), а в четырех – с эугрегари-
нами сем. Gregarinidae (апостериорная вероят-
ность от 0.91 до 1.0). Естественно, статистика не-
зависимых запусков не имеет значения для выбо-
ра истинного дерева, но она указывает на
конфликт сигналов и ошибочную реконструк-
цию по крайней мере в некоторых запусках. В от-
сутствие BAQA065 родственные короткие после-
довательности CL-10 и DGGE band 280NS36E, ли-
шенные проблемного 3'-конца, занимают место
сестринской группы типичных микроспоридий с
апостериорной вероятностью, близкой к 1.0 (де-
рево не показано), и не группируются с эугрега-
ринами. Несмотря на прогресс в технике филоге-
нетического анализа рРНК, положение BAQA065
остается неопределенным. Нельзя исключить
технической причины противоречий – химерно-
сти BAQA065 (Berney et al., 2004). Как отмечено
выше, проблемный 3'-конец BAQA065 пока не ве-
рифицирован. Другая возможная причина – ка-
кой-то из вариантов молекулярной гомоплазии.
Согласно одному варианту, эволюционно ранние
микроспоридии sensu stricto – BAQA065 – наряду с
множеством других аутапоморфий изменили
консервативный мотив в спирали 49. Этот вари-
ант согласуется с положением на дереве CL-10 и
DGGE band 280NS36E в отсутствие BAQA065
вблизи микроспоридий s. s. и поднимает вопрос о
причине эволюционной консервативности не-
большого элемента в масштабе всех Opisthokonta
и обстоятельствах прекращения этого состояния
у отдельных видов (BAQA065). Согласно другому
варианту, сходные сокращения тех же самых ва-
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Рис. 8. Предсказанная структура рРНК малой субчастицы клона BAQA065. Отсутствующий 5'-конец дополнен за счет
клона DGGE band 280NS36E, таким образом, спирали 2–6 гибридные. Вероятная зона контакта V2–V4 выделена
шрифтом и соединена линиями, а также дублирована на врезке. * – пары, предсказанные из ковариации, но не под-
твержденные структурами модельных видов (Lee, Gutell, 2012).
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риабельных областей рРНК (V2, V4, V7) произо-

шли у филогенетически неродственных эукариот:

Holomycota (типичные микроспоридии) и Grega-

rinidae (BAQA065); и тут поднимается вопрос о

функциональных особенностях рибосом без этих

элементов. Необходимо отметить, что сильное

сокращение областей V2, V4, V7, а нередко также

V3 и V9, свойственно не только микроспоридиям,

но и неродственным паразитическим видам: ди-

пломонадам, парабазалиям, асцетоспоридиям р.

Mikrocytos, грибам р. Neozygites (рис. 10), а в рРНК

некоторых других паразитических видов (в роде

архигрегарин Selenidium, роде нематод Pelodera)

эти области слегка сокращены. У наиболее спе-
циализированных паразитов – митохондрий –
рРНК сокращена максимально – у многоклеточ-
ных животных, кинетопластид, споровиков в 2–3
раза относительно микроспоридий. Рибосомы с
такими рРНК способны к синтезу белка, но разно-
образие мРНК, которые им приходится транслиро-
вать, в тысячи раз меньше, чем разнообразие мРНК
в цитоплазме.

RL107-1 (GenBank: FN546176). Если не учиты-
вать кладу BAQA065, то наиболее близкий род-
ственник типичных микроспоридий – организм
RL107-1 (рис. 1). Его ДНК добыта из сильно за-

Рис. 9. Фрагмент выравнивания гена РНК малой субчастицы рибосом Opisthokonta (включая микроспоридий), спо-
ровиков (включая эугрегарин) и последовательностей BAQA065 и RL107-1. Специфическое для Opisthokonta состоя-
ние дано на сером фоне, специфическое для Gregarinidae – на черном фоне. Многоточие символизирует пропущен-
ные нуклеотиды.
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CCGTCGCTACTACCGATT...AGAGGAAGTAAAAGT
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кисленной воды затопленного угольного карьера
в Германии с очень бедным эукариотическим на-
селением (Huss, Bauer, 2011). По размеру и другим
признакам РНК малой субчастицы рибосом
RL107-1 оказывается промежуточной между ти-
пичными эукариотическими 18S рРНК и рРНК
микроспоридий “прокариотического” типа. Спи-
рали 46 и 17 имеются (последняя укороченная).
Спираль 43 укороченная, в области V4 полностью
утрачена спираль 23/e4–23/e7, а спираль 23/1 со-

кращена до 4 п. н. Несмотря на сокращение обла-

стей V2 и V4, возможность контакта между ними

за счет участка комплементарности РНК у RL107-1,

в отличие от типичных микроспоридий, сохраня-

ется (рис. 11). Такой контакт, скорее всего, реали-

зуется не на постоянной основе, а как один из ва-

риантов внутримолекулярных перестроек рРНК

(Wuyts et al., 2000), так же как и у других эукариот.

Таким образом, RL107-1 ближе и филогенетиче-

Рис. 10. Предсказанная структура рРНК малой субчастицы Neozygites. Паразитические грибы Neozygitomycetes (Ento-
mophthoromycotina) не родственны микроспоридиям (White et al., 2006), но у тех и других происходит сходное (хотя и
не идентичное) сокращение вариабельных областей рРНК (Freimoser et al., 2000).
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ски, и по структурным признакам рРНК к типич-
ным микроспоридиям, чем Chytridiopsis typographi.

Не имеется никаких сведений о строении и об-
разе жизни RL107-1, а также о том, получена их
ДНК из вегетирующих в кислотном озере или по-

коящихся (занесенных с берега) клеток. Неиз-

вестно, происходит последовательность RL107-1

от неописанного организма или принадлежит ка-

кому-то известному виду примитивных микро-

споридий, для которого еще не определена нук-

Рис. 11. Предсказанная структура рРНК малой субчастицы клона RL107-1. Вероятная зона контакта V2–V4 выделена
шрифтом и соединена линиями, а также дублирована на врезке. * – пары, предсказанные из ковариации, но не под-
твержденные структурами модельных видов (Lee, Gutell, 2012).
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леотидная последовательность рДНК. В библио-
теках из других природных субстратов не найдено
рДНК, похожих на RL107-1.

Другие вероятные родственники типичных мик-
роспоридий. Реконструкция филогенетического

дерева микроспоридий sensu lato находится на са-

мой начальной стадии. Эта группа сестринская

грибам, а значит, по возрасту столь же древняя,

как царство грибов, и столь же, если не более,

дифференцированная на уровне первичных

структур. По гетерогенности скоростей молеку-

лярной эволюции она охватывает, кажется, весь

известный для эукариотической жизни диапазон,

поскольку включает наиболее быстро эволюцио-

нирующих типичных микроспоридий, рРНК ко-

торых столь видоизменена, что раньше ее выво-

дили за пределы эукариотического типа (Voss-

brinck et al., 1987). Однозначное выравнивание

некоторых участков рРНК невозможно. Таксоно-

мическая выборка микроспоридий крайне разре-

жена, что приводит к недооценке генетических

расстояний и дополнительно усложняет задачу

реконструкции. Для многих групп микроспори-

дий высокого ранга известны только фрагменты

генов рРНК – другие маркеры пока не доступны.

Вряд ли генов рРНК будет достаточно для досто-

верной реконструкции всех узлов филогенетиче-

ского дерева микроспоридий, особенно при та-

ких осложняющих обстоятельствах.

В составе “криптомикот” найдено до двух де-

сятков клад (Lazarus, James, 2015; Chouari et al.,

2017; Matsubayashi et al., 2017; Tedersoo et al., 2017),

объединение которых в более крупные, за немно-

гими исключениями, недостоверно. В частности,

не известно, какие клады ближе к микроспориди-

ям sensu stricto. На сконструированных деревьях,

как правило, такими оказываются, в разных ком-

бинациях, наиболее длинные ветви: Chytridiopsis

typographi, Nucleophaga spp., Paramicrosporidium spp.,

LKM118, LKM15, MPE1-21, клада VIII, клон Ban-

isveld P2-3m12, GS03 (клон GL48063.220.S131)

и др. (Corsaro et al., 2016, 2019, 2020; Grossart et al.,

2016; Stentiford et al., 2017; Tedersoo et al., 2017; Bass

et al., 2018). На сконструированных нами деревьях

большинство ранее намеченных кандидатов за-

няли близкое к типичным микроспоридиям по-

ложение в отдельных запусках программы

MrBayes. Однако в других, независимых запусках

любой из кандидатов оказывался далеко от ти-

пичных микроспоридий, причем альтернативные

положения получали высокие значения апосте-

риорной вероятности в конкретных запусках. Та-

ким образом, в наших реконструкциях филоге-

нии по генам рРНК не была достигнута сходи-

мость топологий, несмотря на большое число

генераций MCMC (более 10 млн). Мы использо-

вали большое число категорий (10, 16) и наборы

из более чем 150 операциональных таксономиче-

ских единиц для учета гетерогенности сайтов

рРНК по скорости эволюции. Большое число ка-

тегорий создает опасность так называемой пере-

параметризации и плохой сходимости. Однако

использование малого числа категорий приводи-

ло к низкому разрешению (низким значениям

апостериорных вероятностей многих клад). Ва-

рьирование параметра “temp” (в диапазоне от 0.02

до 0.5) также не позволило достичь сходимости.

По-видимому, для схождения топологии дерева

18S рРНК требуются многие десятки миллионов

генераций MCMC.

В некоторых работах по меташтрихкодирова-

нию получены большие массивы данных (Mueller

et al., 2014; Taylor et al., 2014; Timling et al., 2014)

или единичные последовательности (Smith et al.,

2007; Taylor et al., 2007, 2008; Eichorst, Kuske, 2012;

McGuire et al., 2013; Lipson et al., 2014; Wurzbacher

et al., 2014; Page, Flannery, 2018) ITS и фрагментов

(менее 1 т. п. н.) гена 28S рРНК “криптомикот”.

В байесовом дереве выбранных из них представи-

телей (рис. 12) расположение крупных групп

“криптомикот” во многом совпадает с таковым

на дереве 18S рРНК, о чем можно судить по ам-

пликонам, перекрывающим оба гена (Weber et al.,

2009; Tedersoo et al., 2017; Jamy et al., 2019), или по

длинным контигам из метагеномных сборок

(Mitchell et al., 2018; Sanchez, Cao, 2019; Cotto et al.,

2020; Sharrar et al., 2020; Thornton et al., 2020). При

построении дерева 28S рРНК возникают пробле-

мы со сходимостью топологии, подобно тому как

и с 18S рРНК. Некоторые особенно длинные ветви

не находят правильного положения. Например,

одна из ранних клад Holomycota, GS01 (Tedersoo

et al., 2017), на дереве 28S рРНК ответвляется

вблизи корня типичных микроспоридий (рис. 12)

вместо того, чтобы группироваться с BCGS2, как

наблюдается в некоторых наших запусках и на

опубликованных деревьях (Wijayawardene et al.,

2020). Положение GS01 можно отнести за счет ар-

тефакта притяжения длинных ветвей, который

проявляется на деревьях 18S рРНК и 28S рРНК,

однако некоторые другие различия между дере-

вьями 18S рРНК и 28S рРНК, возможно, обуслов-

лены дополнительным филогенетическим сигна-

лом, позволяющим лучше разрешить некоторые

узлы по 18S рРНК, а другие – по 28S рРНК.

Адаптация методик высокопроизводительно-

го секвенирования для получения протяженных

контигов и сборка метагеномов открывают новые

перспективы меташтрихкодирования и филоге-

нетического анализа благодаря более полному

учету разнообразия и привлечению связанных

данных по генам 18S рРНК и 28S рРНК без выде-

ления лабораторных культур. В единичном иссле-

довании с применением высокопроизводительно-
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го секвенирования (Jamy et al., 2019) обнаружены

десятки операциональных таксономических еди-

ниц “криптомикот”, представляющих большин-

ство известных до того по рДНК клад, но также и

некоторые новые, не встреченные прежде. Часть

новых клад представлена на дереве 18S рРНК особо

длинными ветвями, из которых ERR2355431.3271

и ERR2355433.6557 ближе к микроспоридиям sen-

Рис. 12. Байесово дерево конкатенированных 5,8S и 28S рРНК микроспоридий, включая “криптомикот” (консенсус
из четырех лучших запусков, nst = 6, ngammacat = 10, rates = invgamma, temp = 0.1, ngen = 8000000). На диаграмме рас-
сеяния значения логарифма правдоподобия в шести лучших запусках (из 12). Апостериорные вероятности выражены
в процентах. Длины ветвей в поддереве типичных микроспоридий сокращены в 4 раза (широкие линии).
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su stricto, чем Chytridiopsis typographi и все другие

ранее намеченные кандидаты (по результатам по

крайней мере некоторых запусков программы

MrBayes), но дальше, чем RL107-1 (рис. 1). Для

одной из них, ERR2355431.3271, депонированы

более ранние находки (номера в GenBank

FJ553258.1, FJ553594.1) – внутренний транскри-

бируемый спейсер с небольшими флангами генов

(Hartmann et al., 2009). По общим признакам

рДНК (размер областей V2, V3, V4, V7 18S рРНК,

шпильки B7 и B8 в 3'-области 5,8S рРНК, ITS2)

эти организмы сохраняют плезиоморфное состо-

яние. Они не разделяют аутапоморфий C. typo-

graphi в организации рДНК и не группируются с

этим видом на дереве. Другой кандидат, пред-

ставленный контигом UOOL01011818 из метаге-

нома активного ила (Mitchell et al., 2018), прояв-

ляет большее тяготение к типичным микроспо-

ридиям на дереве большой, нежели малой

субчастицы (рис. 1, 12). Возможно, некоторые из

нынешних кандидатов в самом деле близкие род-

ственники микроспоридий sensu stricto, но необ-

ходима более придирчивая проверка этой гипоте-

зы для каждого кандидата. Объединение данных

по двум генам рРНК перспективно для филогене-

тики, но требует проверки депонированных кон-

тигов. Например, контиг ERR2355433.6027 на

участке, соответствующем 18S рРНК, на 95%

идентичен Nucleophaga terricolae KTt-1, и на 94%

идентичен N. amoebae KTq-2, и доставляет, по-ви-

димому, сведения о 5'-конце гена 28S рРНК Nuc-

leophaga sp. (рис. 12). Однако примерно 1000 нук-

леотидов гена 28S рРНК на 3'-конце контига про-

исходят скорее всего от одного из видов

тихоходок, с генами которых они сходны. Успеш-

ное выявление подобных химер ограничено недо-

статком сведений о нуклеотидных последова-

тельностях гена 28S рРНК.

Проблема скоростей молекулярной эволюции.
Рибосомы типичных микроспоридий сильно от-

личаются от рибосом других эукариот. Значи-

тельные отличия от “типичной” рРНК в первич-

ной, а иногда и вторичной структуре обнаружены

и в некоторых других таксонах (у многих или у

всех исследованных представителей). Это экска-

ваты (Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis и мно-

гие другие), асцетоспоридии (Mikrocytos mackini,

Marteilia и др.), фораминиферы, некоторые

Amoebozoa, гемоспоридии и некоторые другие

споровики (Plasmodium, Trichotokara, Trollidium,

Cephaloidophoroidea и др.), некоторые животные

(миксоспоридии, дициемиды, ортонектиды, вее-

рокрылые насекомые, многие нематоды, из кото-

рых выделяются роды Pelodera, Riouxgolvania) и

др. (Leipe et al., 1993; Smothers et al., 1994; Paw-

lowski et al., 1994, 1996; Chalwatzis et al., 1995; Fitch

et al., 1995; Katiyar et al., 1995; Whiting et al., 1997;

Carnegie et al., 2003; Rueckert et al., 2011, 2013;

Hasegawa et al., 2012; Wakeman, 2020). Не все, но

многие из них – паразиты. Возникает вопрос, по-

чему в этих группах сильно изменены рибосомы.

Хотя рибосомы выполняют и некоторые специ-

фические функции, все же синтез белка – их

главная и универсальная функция, и трудно пред-

ставить, чтобы естественный отбор сильно моди-

фицировал рибосомы микроспоридий или других

организмов для выполнения какой-то особой

функции. Предположение об адаптивности мас-

совых отличий в рРНК не вписывается в базовую

концепцию о преобладающей роли нейтральных

событий в молекулярной эволюции (Кимура,

1985). У видов с сильно измененными рРНК

обычно сильно изменены и другие универсаль-

ные молекулярные машины – эволюционно кон-

сервативные структурные белки и ферменты

(элементы цитоскелета, аппарата репликации

ДНК, ферменты метаболизма и др.). Такая карти-

на свидетельствует о повышенной скорости мо-

лекулярной эволюции не только рДНК, а боль-

шой части генома в некоторых группах родствен-

ных видов, и должна быть общая причина,

ускоряющая их молекулярную эволюцию на про-

тяжении длительного времени, которую хотелось

бы узнать.

Внутриклеточные паразиты живут “на всем го-

товом”, забирают многие метаболиты у хозяина

вместо самостоятельного их биосинтеза. Гены,

ответственные за синтез этих веществ, освобож-

даются от отбора, под действием мутаций изме-

няются и в конце полностью утрачиваются из ге-

нома. Но это обстоятельство как будто не должно

прямо сказаться на функции рибосом и скорость

их эволюции. На паразитов действуют, однако, и

другие общие факторы, например, снижающие

эффективную численность (Ne): низкая числен-

ность, ограниченная численностью хозяина; пе-

риодические резкие спады численности согласно

модели Лотки–Вольтерры; ограничение панмик-

сии из-за родственных скрещиваний в субпопуля-

циях в теле одного хозяина; распространенность

бесполого размножения – адаптация паразита к

низкой интенсивности инвазии. Нейтральный

дрейф должен идти с одинаковой скоростью в ма-

лых и больших популяциях: быстрота фиксации в

одних компенсируется пропорционально боль-

шим числом мутаций в других (Кимура, 1985). Но

слабовредные (подверженные отбору) в больших

популяциях мутации при сниженной эффектив-

ной численности (для коэффициента отбора s

при достижении порога |s| ≤ 1/(2Ne)) становятся

эффективно нейтральными, т.е. фиксируются с

динамикой нейтральных (Кимура, 1985). Они

увеличивают пул “нейтральных” мутаций в ма-

лых популяциях. Снижение частоты полового
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процесса за счет бесполого размножения у парази-

тов замедляет комбинирование, в том числе появ-

ление нескольких слабовредных мутаций у одного

индивида, а значит, замедляет “очищающий” от-

бор против слабовредных мутаций и дополни-

тельно повышает вероятность их фиксации. Мик-

роспоридии представляются живым примером реа-

лизации “храповика Меллера”, постепенно и

необратимо разрушающего их консервативные

молекулярные структуры, в том числе рибосомы

(Melnikov et al., 2018a), причем снижение эффек-

тивности трансляционного аппарата микроспо-

ридий подтверждается экспериментально обна-

руженным снижением точности трансляции

(Melnikov et al., 2018b). Для исправления дефект-

ных белков нужны дополнительные затраты на

синтез новых молекул взамен или затраты АТФ

на работу шаперонов. Хотя паразит черпает ре-

сурсы из хозяина, кажется, что вместо того, чтобы

исправлять за их счет ошибки трансляции, он мог

бы направить эти ресурсы на приготовление не-

скольких дополнительных спор и повысить та-

ким образом число потомков, т.е. повысить свою

приспособленность и выиграть (при определен-

ном соотношении s и Ne) у конкурентов с менее

точным аппаратом трансляции.

Если причина высокой скорости эволюции

микроспоридий в паразитизме, то поднимаются

два других вопроса. Все известные микроспори-

дии sensu lato – внутриклеточные паразиты. Хотя

бесспорная реконструкция образа жизни их бли-

жайшего общего предка пока не выполнена, наи-

более экономной (на основе имеющихся данных)

кажется гипотеза, что он был внутриклеточным

паразитом (Алешин и др., 2015). Но тогда почему

за одно и то же время эволюции от общего предка

“храповик Меллера” почти “разрушил” рибосо-

мы типичных микроспоридий и мало повлиял на

рибосомы Rozella и других “криптомикот”? На

этот вопрос пока нет ответа. Второй вопрос: поче-

му типичные микроспоридии с “оптимизирован-

ными”, почти разрушенными рибосомами нахо-

дятся в состоянии биологического прогресса?

Сверхмалые и сверхдлинные гены рРНК. Ти-

пичные микроспоридии – обладатели сверхма-

лых рРНК. Среди дальних родственников микро-

споридий – настоящих грибов – сильно укоро-

ченные и крайне дивергентные рРНК известны

только у похожих на микроспоридий по образу

жизни видов Neozygites (Entomophthoromycotina:

Neozygitomycetes) – паразитов мелких членисто-

ногих (рис. 10) (Freimoser et al., 2000; Delalibera

et al., 2004; Zhou et al., 2017). Зато многие лишай-

никовые и паразитические грибы обладают

сверхдлинными генами рРНК (DePriest, Been,

1992; Gargas et al., 1995). Удлинение генов проис-

ходит за счет самосплайсирующихся интронов

группы I. Для интронов группы I достоверно не

известно о кодируемых ими микроРНК или дру-

гих “полезных” для хозяина генах или регулятор-

ных элементах, как это свойственно сплайсосом-

ным интронам в мРНК (обзор: Chorev, Carmel,

2012). Интроны группы I внедряются только в

консервативные участки рДНК, удаляются при

созревании рРНК, в рибосому не попадают, и

первичные структуры таких рРНК не отличаются

чрезмерной скоростью эволюции. Интроны

группы I встречаются у разных эукариот (Rogers,

2019), в том числе и свободноживущих, но интен-

сивность и экстенсивность заселения ими генов

рРНК не одинаковая. Например, они обычны в

генах рРНК лишайниковых водорослей. В отли-

чие от лишайниковых грибов, многие водоросли

живут как в лишайниковой ассоциации, так и в

свободном состоянии. Высказана гипотеза о пе-

реносе интронов – взаимном перезаражении ин-

тронами паразитов и хозяев в составе ассоциа-

ции, но она в целом не получила поддержи, так

как в большинстве водорослевые интроны похо-

жи на другие водорослевые, а грибные – на дру-

гие грибные (Bhattacharya et al., 1996, 2002; Karpov

et al., 2019). На рРНК приходится 50–80% всей

транскрипции в клетке млекопитающих и дрож-

жей (Paule, 1998; Warner, 1999; Moss, Stefanovsky,

2002); уровень синтеза рРНК влияет на физиоло-

гию клетки, скорость роста (продолжительность

клеточного цикла), деление и дифференцировку

(Warner, 1999; Russell, Zomerdijk, 2005; Noack Watt

et al., 2016). При этом уровень синтеза рРНК, как

было многократно показано, лимитируется ко-

пийностью генов рРНК (Stevenson, Schmidt, 2004;

Rogers, 2019, и др.), следовательно, можно ожи-

дать, что из того же числа генов рРНК, “нагру-

женных” интронами, в единицу времени полу-

чится меньше зрелой рРНК (для интронов груп-

пы I нет наблюдений, что их наличие повышает

уровень экспрессии, как это неоднократно сооб-

щалось для сплайсосомных интронов в мРНК).

У отдельных видов лишайниковых и паразитиче-

ских грибов на интроны группы I приходится до

половины длины генов рРНК (Gargas et al., 1995;

Karpov et al., 2017), и, значит, на транскрипцию

интронов уходит до 20–30% от всех затрат на

транскрипцию. Возникает вопрос, значимы ли

эти энергетические затраты и можно ли экспан-

сию интронов группы I списать на случайный

дрейф нейтрального признака. Пусть роскошь

содержания интронов группы I перекладывается

на хозяина, но почему бы паразиту не избавиться

от транскрипции бесполезных участков ДНК, по-

высив вместо этого продукцию функциональных

молекул, и в конечном итоге числа спор, т.е. чис-

ла потомков, что равносильно повышению при-

способленности? В дрожжевой клетке S. cerevisiae
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около 2 × 105 рибосом. При активном росте дрож-

жи делятся каждые полтора часа, таким образом,

синтезируется не мене 33 копий рРНК в секунду

на клетку (Warner, 1999), и эта величина занижен-

ная, так как не учитывает распада рибосом. При-

нимая цену синтеза рибонуклеотидтрифосфата в

12 макроэргических связей для клетки, анаэробно

сбраживающей глюкозу на минимальной среде

(Wagner, 2005), получаем цену транскрипции

среднего интрона группы I в 12 × 350 × 33 = 1.4 ×

× 105 макроэргов в секунду на клетку, или около

1.4 ×105/1.34 × 107 = 0.01 от общих энергетических

затрат клетки дрожжей на транскрипцию (Wag-

ner, 2005), что с точностю до порядка совпадает с

оценкой, получаемой просто из соотношения

длин одного интрона к пре-рРНК и вклада рРНК

в общую траскрипцию. Необходимо отнести эти

затраты к общим энергетическим затратам клет-

ки. По имеющимся оценкам, затраты на синтез

РНК составляют от 5 до 10% затрат на синтез бел-

ка (Wagner, 2005), а вместе на синтез РНК и белка

приходится до 76.6% от общего расхода АТФ

клетки (Förster et al., 2003). Таким образом, на

транскрипцию одного интрона группы I расходу-

ется около 3.8 × 10–4 от энергетичеких затрат

клетки дрожжей. В случаях, когда скорость роста

лимитируется доступной энергией (питательны-

ми веществами), это приведет к замедлению ско-

рости роста (производства потомков) на ту же ве-

личину 3.8 × 10–4. Для диких видов Saccharomyces

эффективная численность Ne оценивается в

1.36 × 107 (Wagner, 2005), следовательно, для гап-

лоидной популяции при превышении порогового

значения коэффициента отбора |s| = 0.73 × 10–7

признак не может быть нейтральным, и его судьба

в популяции будет определяться преимущественно

отбором, а не случайным дрейфом. “Цена” даже

одного интрона группы I превышает пороговое

значeние s для дрожжей примерно на три поряд-

ка, следовательно, существование интронов в

рДНК нельзя объяснить дрейфом нейтрального

признака, по крайней мере для частоты более чем

0.1%. Применительно к другим видам можно

ожидать иных значений коэффициента отбора s.

Например, паразиты, импортирующие нуклеоти-

ды или их предшественники из цитоплазмы хозя-

ина, могут вместо затрат АТФ на полный синтез

обходиться затратами на работу переносчиков,

снизив таким образом расходы на трансляцию на

порядок, а это уже способно объяснить выжива-

ние обладателя одного интрона в рРНК за счет

случайности у 1% видов при том же значении Ne.

И, что еще важнее, рост и размножение паразита,

да и вообще любого вида, может лимитироваться

не питательными веществами, а каким-то отдель-

ным метаболитом (витамином, незаменимой

аминокислотой, незаменимой жирной кислотой

и т.п.) или конкретным минеральным веществом.

В таком случае пропорциональность значений s и

энергозатрат на размножение нарушится. Нако-

нец, при низкой эффективной численности (Ne)

меняются пороговые значения s, что способно

сделать присутствие интронов не столь неверо-

ятным даже при лимитировании размножения

пищей.

В отличие от гипотезы исходного морфологи-

ческого многообразия (Мамкаев, 1968), интуи-

тивно понятно превращение деградирующих ор-

ганов или макромолекул в разнообразные

“останцы” из-за разрушения и модификации не-

существенных участков. Например, у слепых ви-

дов наблюдаются самые разные дефекты глаз.

Сверхмалые и сверхбольшие гены рРНК кажутся

разными вариантами закрепления путем дрейфа

слабовредных признаков (Melnikov et al., 2018b).

Однако широкое распространение модификации

генов рРНК у паразитов поднимает вопрос, не

скрыта ли в этих модификациях адаптивная ком-

понента. Ориентируясь на расчеты выше, мы мо-

жем предположить, что сокращение длины рРНК

у микроспоридий дает им существенную эконо-

мию в транскрипции, которая с лихвой перекры-

вает затраты на снижение точности трансляции

(тогда возникает вопрос, почему другие виды не

“оптимизируют” рибосому). Паразитам обычно

выгодна продукция большого числа яиц или

спор. Но могут быть ситуации, когда единовре-

менной массовой продукцией не в сезон не пере-

крыть убыль спор. И не всегда вероятность зара-

жения привязана простым способом к сезону,

времени года. Хозяева иногда, как 17-летние ци-

кады, замедляют прохождение своего жизненно-

го цикла для того, чтобы рассинхронизировать

его с циклами паразитов. На примере умеренных

бактериофагов известно, что лизогения может

быть не менее эффективной стратегией паразита,

чем продуктивная инфекция. Сверхмалые рибо-

сомы микроспоридий по причине сниженной

эффективности трансляции (Melnikov et al.,

2018b), а сверхбольшие гены рРНК паразитиче-

ских грибов по причине избыточной нагрузки на

аппарат транскрипции, вероятно, замедляют раз-

витие паразита и растягивают продукцию спор на

более длительный срок. Мы наблюдали длитель-

ное (многолетнее) сосуществование в лаборатор-

ной пробирке нитчатой желто-зеленой водоросли

Tribonema gayanum и убивающего ее клетки пара-

зита (паразитоида) Sanchytrium tribonematis с силь-

но интронированными генами рРНК (до 6 интро-

нов в гене 18S рРНК, до 9 интронов в гене 28S

рРНК), хотя зависимость скорости развития от

числа интронов группы I не изучали. Аргументом

против связи экспансии интронов группы I с па-
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разитическим образом жизни можно считать при-

сутствие интронов в генах рРНК свободноживу-

щих видов. И хотя интроны у них встречаются не

часто (~10–3–10–2 “в среднем” на вид) и число ин-

тронов редко превышает 1–2 на ген рРНК, но по

крайней мере в одной группе Amoebozoa – у мик-

сомицетов – интронов не меньше, если не боль-

ше (и по доле видов с интронированными генами,

и по числу интронов на ген), чем у паразитиче-

ских грибов. Трудно придумать причину, по кото-

рой бы миксомицетам требовалось конститутивно

замедлять жизненный цикл. Предполагаемые спо-

собы замедления развития за счет интронов или

дефектов рибосом не регулируемы и не несут за-

метной выгоды при наличии тонких способов ре-

гуляции синтеза рРНК (Warner, 1999; Moss, Ste-

fanovsky, 2002; Engel et al., 2013; Torreira et al., 2017;

Fernández-Tornero, 2018), в том числе на отдель-

ных стадиях роста или в рамках quorum sensing

(Najmi, Schneider, 2021) и с точностью, направля-

ющей клеточную дифференцировку в эмбрио-

нальном развитии (Noack Watt et al., 2016), регу-

ляции биогенеза рибосом (Chaker-Margot, 2018) и

регуляции работы готовых рибосом (Усачев и др.,

2020), известной в том числе и у микроспоридий

(Barandun et al., 2019). Наконец, длительная жиз-

неспособность спор может быть альтернативой

или хорошим дополнением к растянутой по вре-

мени продукции спор. В метагеномах обнаружи-

вается большое разнообразие генов рРНК “крип-

томикот”, но только немногие из них массовые в

конкретных библиотеках. Не исключено, что раз-

нообразные, но малочисленные виды генов

рРНК происходят из покоящихся стадий, еще не

погибших в ожидании своего хозяина. И все же

идеальная придуманная организация не обяза-

тельно реализуется в природе. Реальное соотно-

шение деструктивных процессов за счет “храпо-

вика Меллера” и адаптаций к паразитизму в генах

рРНК микроспоридий требует дальнейшего изу-

чения.

Мы очень мало знаем о реальной и эффектив-

ной численности микроорганизмов. Население

“криптомикот” в наземных и морских биотопах,

согласно меташтрихкодированию ампликонов

рДНК, обильное и разнообразное (Lepère et al.,

2006; Monchy et al., 2011; Nakai et al., 2012; Grossart

et al., 2016; Rojas-Jimenez et al., 2017, 2019; Arroyo

et al., 2018), тогда как типичные микроспоридии

при использовании этой методики находятся го-

раздо реже. Насколько соотношение генов рРНК

в библиотеках отражает реальное соотношение

жизнеспособных клеток в природе и какая часть

ампликонов происходит из вегетирующих кле-

ток, спор и ДНК мертвых клеток? Вывод о низкой

численности типичных микроспоридий в приро-

де противоречит мнению об их биологическом

прогрессе, но объяснил бы стремительную дегра-

дацию их геномов за счет “храповика Меллера”.

Однако такой вывод был бы преждевременным,

поскольку применяемые методики меташтрихко-

дирования способны приводить к недоучету ти-

пичных микроспоридий из-за селекции ампли-

конов по размеру (отличающему рДНК типичных

микроспоридий, но не “криптомикот”, от типич-

ных эукариот), а также из-за высокого уровня от-

личий нуклеотидных последовательностей, снижа-

ющего эффективность отжига “универсальных”

праймеров и распознавания определенных после-

довательностей как рДНК. Адаптация методик ме-

таштрихкодирования для типичных микроспори-

дий поможет их более адекватному учету (Trzebny

et al., 2020). С другой стороны, аллельный поли-

морфизм зависит от эффективной численности

(Кимура, 1985) и может оказаться простым и хо-

рошим средством ее измерения в эпоху активного

накопления геномных данных. Такие оценки не-

обходимы для более предметного обсуждения

причин разной скорости эволюции “криптоми-

кот” и типичных микроспоридий.
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Numerous nucleotide sequences of microsporidia sensu lato, mainly belonging to the “Cryptomycota” (Ro-
zellida, Rozellomycota, Rozellosporidia, treated here as synonyms), are found in metagenomes, transcrip-
tomes, and amplicon libraries used for metabarcoding. In this study, we describe rDNA sequences of hyper-
parasitic metchnikovellid microsporidia found in the transcriptomes of unicellular protists belonging to Api-
complexa (Alveolata). The transcriptome of the eugregarine Polyrhabdina sp. (GenBank SRX6640468)
contains the cDNA of Metchnikovella incurvata, the transcriptome of the archigregarine Selenidium pygospi-
onis (GenBank SRX6640459) contains the cDNA of Metchnikovella dogieli, and in the transcriptome of the
blastogregarine Siedleckia cf. nematoides (GenBank SRX6640464) we find cDNAs originating from a yet un-
described species representing a novel metchnikovellid family. We have modeled the secondary structure of
the “ITS2” region of identified and unidentified metchnikovellids taking into account the covariant nucleo-
tide substitutions. Based on the predicted secondary structure of rRNA, mapping of reads from cDNA librar-
ies, and the absence of the endoribonuclease Las1 (PF04031) we conclude that there is no ITS2 processing in
metchnikovellids, and the mature “5.8S”- and “28S”-like (LSU) rRNA are covalently fused, similarly to the
LSU rRNA in the other microsporidia sensu stricto. We discuss several previously proposed (Chytridiopsis ty-
pographi, BAQA065) and new candidates for the sister group of microsporidia sensu stricto, and compare the
reduced rRNA genes of microsporidia and the lengthened rRNA genes with group I introns of parasitic and
lichen fungi in the context of neutral and adaptive evolutionary processes.
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