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* Подразделение белков какой�либо таксоно�
мической группы на семейства (кластеризация
белков) позволяет уточнять аннотации белков и
выполнять поиск белка по его филогенетическо�
му профилю. Такое разделение позволяет судить,
например, о работоспособности белковых ком�
плексов состоящих из нескольких субъединиц
(скажем, РНК�полимераз бактериального типа).
Для этого нужно проверить для данного вида на�
личие в нем всех необходимых субъединиц, что
следует из составов кластеров каждой субъедини�
цы. А также – позволяет судить об эволюции пла�
стомов. 

Напомним, что филогенетическим профилем
белка называется сопоставление видам пометок:
+1, если белок представлен в виде х, и –1, если он
не представлен в виде х, для всех видах х из неко�
торого множества Х; эти пометки (числа) распо�
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лагаются в вектор, позиции которого помечаются
индексом х; а множество Х упорядочивается про�
извольным фиксированным образом. 

Мы рассматриваем пластиды багрянок и дру�
гих видов, пластиды которых родственны пласти�
дам багрянок. Все эти виды образуют родофит�
ную ветвь на дереве пластид [1] и так будут назы�
ваться далее. Список рассмотренных пластомов
приведен в табл. 1. В частности, большой интерес
представляют диатомовые водоросли, пять пла�
стомов и два полных ядерных генома которых из�
вестны. Вместе с диатомовыми мы рассмотрели
два представителя надтипа Alveolata: Durinskia
baltica (NC_014287.1) и Kryptoperidinium foliaceum
(NC_014267.1), чьи пластомы полностью секве�
нированы и близки к пластому Phaeodactylum tri!
cornutum [2].

Родофитная ветвь пластид включает апико�
пласты многих споровиков – органеллы, похо�
жие на пластиды багрянок, но имеющие сильно
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редуцированный геном. Изучение споровиков
особенно интересно, поскольку они вызывают
заболевания человека и животных. В частности,
Theileria и Babesia переносятся иксодовыми кле�
щами [3] и вызывают заболевания крупного рога�
того скота: B. bigemina и B. bovis – бабезиоз круп�
ного рогатого скота, Th. annulata – тейлериоз
крупного рогатого скота, Th. parva – лихорадку
Восточного Берега; Eimeria tenella – эймериоз
кур; Toxoplasma gondii – токсоплазмоз кошек и че�
ловека. Различные виды рода Plasmodium вызыва�
ют малярию у людей (Pl. falciparum), грызунов и
других животных. Геномы B. bovis и Th. parva чрез�
вычайно близки между собой [4]. Особенности и
функции апикопластов рассмотрены в обзоре [5].

Отметим, что некоторые споровики, например,
Cryptosporidium parvum [6], не имеют пластид.

Исследование разнообразных процессов, свя�
занных с апикопластами, позволит понять их
роль в передаче инфекции и механизм действия
лекарственных средств на апикопласт. Поскольку
в апикопласте трансляция и обычно также тран�
скрипция имеют бактериальную природу, именно
апикопласты служат главной мишенью антибио�
тиков, не оказывающих прямого воздействия на
экспрессию ядерных и митохондриальных генов,
поэтому значение проблемы исследования меха�
низмов регуляции и эволюции этих процессов ве�
лико. Некоторые результаты на эту тему содер�
жатся в наших предыдущих работах [7, 8].

Таблица 1. Пластомы родофитной ветви

Номер локуса Вид Число белков
Количество кластеров

>1 1

NC_012898.1 Aureococcus anophagefferens 105 105 0

NC_012903.1 Aureoumbra lagunensis 110 110 0

NC_011395.1 Babesia bovis T2Bo 32 25 5

NC_014340.1 Chromera velia 80 46 31

NC_014345.1 Chromerida sp. RM11 81 68 6

NC_013703.1 Cryptomonas paramecium 82 78 4

NC_004799.1 Cyanidioschyzon merolae strain 10D 207 179 28

NC_001840.1 Cyanidium caldarium 197 185 11

NC_014287.1 Durinskia baltica 129 128 0

NC_013498.1 Ectocarpus siliculosus 148 139 5

NC_004823.1 Eimeria tenella strain Penn State 28 27 1

NC_007288.1 Emiliania huxleyi 119 117 2

NC_015403.1 Fistulifera sp. JPCC DA0580 135 128 4

NC_006137.1 Gracilaria tenuistipitata var. liui 203 193 10

NC_000926.1 Guillardia theta 147 143 4

NC_010772.1 Heterosigma akashiwo 156 138 4

NC_014267.1 Kryptoperidinium foliaceum 139 130 9

NC_001713.1 Odontella sinensis 140 132 5

NC_008588.1 Phaeodactylum tricornutum 132 130 0

NC_000925.1 Porphyra purpurea 209 208 1

NC_007932.1 Porphyra yezoensis 209 206 3

NC_009573.1 Rhodomonas salina 146 142 4

NC_014808.1 Thalassiosira oceanica CCMP1005 142 126 1

NC_008589.1 Thalassiosira pseudonana 141 127 0

NC_007758.1 Theileria parva strain Muguga 44 34 5

NC_001799.1 Toxoplasma gondii RH 26 26 0

NC_011600.1 Vaucheria litorea 139 139 0

Примечание. В первом столбце указан номер пластома по базе данных NCBI, во втором – вид, к которому принадлежит пла�
стом; в третьем – число пластомных белков в этом виде, в четвертом – число кластеров пластомных белков всех видов, ука�
занных в таблице и содержащих представителя данного вида, с числом белков строго большим 1 и соответственно равным 1.
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Поскольку многие белки, достигающие пла�
стид, кодируются в ядре, необходимо сопостав�
лять данные о белках, образующихся в ядре, с
данными о генах и регуляторных областях в пласто�
ме. Особую роль играют субъединицы РНК�поли�
мераз бактериального типа и РНК�полимеразы фа�
гового типа, гомологичные РНК�полимеразам
бактериофага T7 [9, 10], которые обеспечивают
транскрипцию в пластидах и митохондриях [11]. 

Самостоятельную задачу представляет собой
проблема кластеризации белков, что позволяет
уточнять аннотации белков, эффективно прово�
дить поиск белка по его филогенетическому про�
филю и определять возможности организма для
адаптации в различных условиях. В частности, ос�
нованная на кластеризации база данных позволит
решать перечисленные выше вопросы. Известно
несколько таких баз [12], однако большинство из
них содержит небольшое число видов, из которых
лишь немногие имеют пластиды из родофитной
ветви. Например, база OrthoMCL [13] (последняя
версия от 31 марта 2011) включает 150 геномов, из
них лишь некоторые принадлежат к рассмотрен�
ной нами родофитной ветви; база RoundUp [14] со�
держит небольшое число видов, среди которых все�
го несколько водорослей и споровиков; база OMA
[15] (версия от 18 мая 2011) охватывает 1109 видов,
но почти все они не содержат пластид из родо�
фитной ветви; база EggNOG [16] в современной
версии включает 1133 вида, но виды из родофит�
ной ветви в ней не представлены; база InParanoid
[17] (версия 7.0) содержит всего 100 организмов
эукариот, среди которых к родофитной ветви
принадлежит лишь одна диатомовая водоросль и
несколько споровиков; в базах COG и KOG [18]
представлено небольшое число видов, только два
растения и ни одного вида из рассмотренной на�
ми родофитной ветви.

Кластеризация белков, кодируемых в пласти�
дах, приводит к новой базе данных, в частности,
удобной для исследования споровиков – возбу�
дителей многих протозойных инфекций. 

Мы осуществили разделение (кластериза�
цию) белков, кодируемых в пластомах родофит�
ной ветви. Часть соответствующей базы данных
приведена в Приложении (см. дополнительные
материалы на сайте www.molecbio.com/down�
loads/2012/5/supp_zverkov_rus.pdf). Поиск кла�
стера по филогенетическому профилю белка в
этой базе доступен на сайте [19]. На ее основе
найдены белки, специфичные для пластомов не�
больших таксономических групп водорослей и
простейших, а также РНК�полимеразы в ядер�
ных геномах споровиков и, в частности, σ�субъ�
единицы РНК�полимераз бактериального типа
и РНК�полимераз фагового типа у видов надти�
па Alveolata.

АЛГОРИТМ ВЫДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВЫХ 
СЕМЕЙСТВ (КЛАСТЕРИЗАЦИИ)

Предлагаем следующий алгоритм кластериза�
ции аминокислотных последовательностей бел�
ков (слов различной длины в 20�буквенном алфа�
вите) по их сходству. Алгоритм, в частности, при�
менен к исследованию пластомов водорослей и
споровиков и при создании базы данных белко�
вых семейств, представленных в пластидах.

Кластеры формируются путем «измельчения»,
начиная с единственного кластера, содержащего
все белки. Кластер может включать далекие белки,
если при измельчении они не попали в разные кла�
стеры. Такой подход полезен при рассмотрении да�
леких видов и их белков, которые произошли от од�
ного предкового белка и сохранили общую функ�
цию, если сходство этих белков сравнимо или
меньше сходства между многими паралогами
(близкими гомологами из одного генома). Кроме
того, наш алгоритм работает очень быстро, за вре�
мя, квадратичное по отношению к общему числу
видов n. Рассмотрим алгоритм.

Пусть задан набор пластид, которые индекси�
руем буквой i, и для каждой пластиды заданы ее
белки  индексируемые буквой j. Для всех пар
белков  из всех пар видов  вычисля�
ется характеристика близости  белков
как качество оптимального глобального выравни�
вания этих последовательностей; при этом само
парное выравнивание не используется и может не
вычисляться. Эта характеристика вычисляется с
использованием стандартного алгоритма Нидлма�
на–Вунша [20], в котором в качестве меры сход�
ства последовательностей используется сумма со�
ответствующих элементов матрицы BLOSUM62
[21]. Затем алгоритм вычисляет нормированную
степень сходства  белков по формуле

 +  Рассматривает�
ся полный неориентированный граф  с множе�
ством вершин , в котором каждому ребру

 приписано значение  которое бу�
дем называть весом этого ребра; ребра соединяют
различные вершины, т.е. петли отсутствуют. 

Для уменьшения объема вычислений вместо
полного графа можно использовать разреженный
граф G, состоящий только из ребер  удо�
влетворяющих условиям:

(1)

где максимумы берутся по всем белкам из соот�
ветствующих видов i�го и k�го, а L –параметр ал�
горитма, по умолчанию равный 0. Если i = k, то

,ijP
( , )ij klP P ( , )i kS S

0( , )ij kls P P

( , )ij kls P P

0 02 ( , )( ( , )ij kl ij ijs P P s P P 1
0( , )) .kl kls P P −

0G
{ }ijP

( , )ij klP P ( , ),ij kls P P

( , ),ij klP P

= =

= ≥и

( , ) max ( , )

max ( , ) ( , ) ,

ij kl im kl
m

ij km ij kl
m

s P P s P P

s P P s P P L



802

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 5  2012

ЗВЕРКОВ и др.

предполагается еще условие:  и второе ра�
венство нужно опустить.

В полученном графе G алгоритм строит набор
всех его связных компонент. Затем для каждой
компоненты (обозначим ее той же буквой G)
строятся «накрывающие» G бескорневые деревья
D. Последнее означает следующее: в G перебира�
ются ребра в порядке убывания их веса, которые
объявляются ребрами строящегося дерева D; если
добавление к D очередного ребра из G приводит к
появлению в D цикла, то это ребро пропускается.
В результате D не содержит циклов, т.е. является
деревом, и включает все вершины из G. Сумма ве�
сов всех ребер в D называется весом дерева D; по�
лученные деревья имеют максимально возмож�
ный вес. Итак, для каждой связной компоненты в
исходном графе G строятся накрывающие ее де�
ревья D. 

Затем к каждому дереву D применяется следу�
ющая рекурсивная процедура “разделения дере�
ва”, которая строит набор деревьев {Di,j,..}, в кото�
ром все индексы равны 1 или 2. Длина последова�
тельности i, j,… индексов называется глубиной
дерева Di,j,... Если текущее дерево, скажем, Di,j,..

некоторой глубины k из этого набора не удовле�
творяет сформулированному ниже критерию раз�
деления дерева, то оно заменяется в наборе на два
дерева Di,j,..,1 и Di,j,..,2, глубины k + 1 каждое, путем
удаления из Di, j,.. ребра e0 с минимальным по все�
му Di, j,.. весом s, если выполнено условие s < H, где
H – параметр алгоритма (если это неравенство не
выполняется, то текущее дерево не делят и пере�
ходят к следующему дереву). Иначе проверяется
критерий сохранения текущего дерева Di, j,.. без
изменения. Этот критерий для дерева Di, j,.. с мно�
жеством вершин V состоит в выполнении трех
условий: 1) |V| ≤ pn, где |V| – число вершин в дереве
Di, j,.., а n – число всех видов в исходном наборе
видов и p – параметр алгоритма; 2) ребро (Pmq, Pkl)
с минимальным весом в Di, j,.. соединяет белки Pmq

и Pkl, у которых индексы m ≠ k; 3) любая пара вер�
шин Pmq и Pml дерева Di, j,.., соответствующих бел�
кам из одного вида, соединена в Di, j,.. путем, со�
стоящим из вершин, соответствующих белкам то�
го же вида. Если этот критерий выполнен и
имеется следующее дерево, то переходим к нему.
Если все деревья уже исчерпаны, то алгоритм за�
вершает работу.

Полученный в результате набор деревьев пред�
ставляет собой разбиение исходных белков на
кластеры, состоящие из последовательностей,
приписанных всем вершинам одного дерева.

,m l≠ Искусственный пример, иллюстрирующий 
работу алгоритма

Исходные данные. Кластеризуются произ�
вольно выбранные белки, кодируемые в трех пла�
стомах: NC_000925 (Porphyra purpurea),
NC_000926 (Guillardia theta), NC_000927 (Neph!
roselmis olivacea). А именно, из каждого пластома
взято по три коротких белка:
ref|NP_053804.1| photosystem_I subunit IX [Por!
phyra purpurea]
MNNNFTKYLSTAPVIGVLWMTFTAGFIIELNR�
FFPDVLYFYL;
ref|NP_054005.1| photosystem_I subunit XII [Porphyra
purpurea]
MIDDSQIFVALLFALVSAVLAIRLGKELYQ;
ref|NP_053866.1| ribosomal protein S18 [Porphyra pur!
purea]
MAVYRKKISPIKPTEAVDYKDIDLLRKFITEQGK
ILPKRSTGLTSKQQKKLTKAIKQARILSLLP�
FLNKD;
ref|NP_050719.1| photosystem_I subunit VIII [Guil!
lardia theta]
MTAAYLPSILVPIIGIIFPGLTMAFAFIYIEQDQIN;
ref|NP_050713.1| photosystem_I subunit IX [Guillar!
dia theta]
MDNNFLKYLSTAPVLLTIWLSFTAALVIEANR�
FYPDMLYFPI;
ref|NP_050701.1| photosystem_I subunit XII [Guillar!
dia theta]
MISDTQIFVALILALFSFVLAIRLGTSLY;
ref|NP_050833.1| photosystem_I subunit VIII [Neph!
roselmis olivacea]
MVTSFLPSLFVPLVGLVFPAVAMASLFLYIEKDEIA;
ref|NP_050847.1| photosystem_I subunit IX [Neph!
roselmis olivacea]
MKDFTTYLSTAPVLAAVWFGFLAGLLIEINRFFP�
DALSFSFV;
ref|NP_050819.1| ribosomal protein L36 [Nephroselm!
is olivacea]
MKVRPSVRKICDKCCLIRRHRKLLVICSNPKH�
KQRQG.
Обозначим эти белки в указанном порядке как
1:1, 1:2, 1:3; 2:1, 2:2, 2:3; 3:1, 3:2, 3:3. Таким обра�
зом, пара n:m обозначает m�й белок из n�го пла�
стома. Степени сходства s0 всех пар белков приве�
дены в табл. 2, нижняя треугольная часть этой
таблицы совпадает с верхней, ее диагональ не ис�
пользуется. Нормированные степени сходства s
всех пар белков приведены в табл. 3. Числовые
значения округляются до двух знаков.

Положим порог L равным нулю. После отбра�
сывания ребер в графе G по второму условию в
формуле (1) остается 15 чисел в табл. 4. После от�
брасывания ребер в графе G по первому условию в
формуле (1) остаются 8 значений, отмеченных в
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табл. 4 полужирным шрифтом. Сам граф показан
на рис. 1. 

Граф имеет три компоненты связности: две,
состоящие из изолированных вершин 1:3, 3:3, и
одну, содержащую все остальные вершины. Пер�
вым двум компонентам соответствуют тривиаль�
ные накрывающие деревья (из одной вершины),
к ним не применима процедура разделения, и они
дают два одноэлементных кластера. Рассмотрим
нетривиальную компоненту связности. Для нее
имеется одно накрывающее дерево D, которое по�
лучается из графа G удалением ребер, показанных
на рис. 1 пунктиром. Остальные ребра в G стано�
вятся ребрами в D. Пусть параметр p равен двум.
Исходное дерево D не удовлетворяет первому
условию сохранения. (Если p = 3, то D не удовле�
творяет второму условию сохранения). В D удаля�
ется ребро 3:1–3:2. Получается набор из двух де�
ревьев, показанный на рис. 2. Дерево с четырьмя
вершинами не удовлетворяет третьему условию
сохранения. Ребро 1:2–3:1 с минимальным весом
удаляется. Получается набор из трех деревьев, по�
казанный на рис. 3.

Все полученные деревья удовлетворяют сразу
всем условиям сохранения. Алгоритм закончил
работу. В результате по пяти деревьям получены

следующие пять белковых кластеров: кластер 1
(1:1, 2:2, 3:2): {photosystem_I subunit IX [Porphyra
purpurea], photosystem_I subunit IX [Guillardia the!
ta], photosystem_I subunit IX [Nephroselmis oliva!
cea]}; кластер 2 (1:2, 2:3): {photosystem_I subunit XII
[Porphyra purpurea], photosystem_I subunit XII
[Guillardia theta]}; кластер 3 (2:1, 3:1): {photosystem_I
subunit VIII [Guillardia theta], photosystem_I subunit
VIII [Nephroselmis olivacea]}; кластер 4 (1:3): {ribo�
somal protein S18 [Porphyra purpurea]}; кластер 5

Таблица 2. Степени сходства s0 пар белков

s0 1:1 1:2 1:3 2:1 2:2 2:3 3:1 3:2 3:3

1:1 225 –9 –60 11 153 1 7 131 –36

1:2 –9 139 –97 0 1 91 18 –6 –12

1:3 –60 –97 345 –66 –69 –101 –77 –54 –57

2:1 11 0 –66 180 4 –3 108 5 –17

2:2 153 1 –69 4 219 –4 12 118 –21

2:3 1 91 –101 –3 –4 134 8 –1 –27

3:1 7 18 –77 108 12 8 174 5 –22

3:2 131 –6 –54 5 118 –1 5 215 –27

3:3 –36 –12 –57 –17 –21 –27 –22 –27 203

Таблица 3. Нормированные степени сходства s для пар белков

s 1:1 1:2 1:3 2:1 2:2 2:3 3:1 3:2 3:3

1:1 100 –4.9 –21 5.4 69 0.6 3.5 60 –17

1:2 –4.9 100 –40 0.0 0.6 67 12 –3.4 –7.0

1:3 –21 –40 100 –25 –25 –42 –30 –19 –21

2:1 5.4 0.0 –25 100 2.0 –1.9 61 2.5 –8.9

2:2 69 0.6 –25 2.0 100 –2.3 6.1 54 –10

2:3 0.6 67 –42 –1.9 –2.3 100 5.2 –0.6 –16

3:1 3.5 12 –30 61 6.1 5.2 100 2.6 –12

3:2 60 –3.4 –19 2.5 54 –0.6 2.6 100 –13

3:3 –17 –7.0 –21 –8.9 –10 –16 –12 –13 100

Таблица 4.  Граф G соответствует полужирным значениям

G 1:1 1:2 1:3 2:1 2:2 2:3 3:1 3:2 3:3

1:1 5.4 69 0.6 3.5 60

1:2 0.6 67 12

1:3

2:1 2.0 61 2.5

2:2 6.1 54

2:3 5.2

3:1 2.6

3:2

3:3
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(3:3): {ribosomal protein L36 [Nephroselmis oliva!
cea]}. Конец примера.

Алгоритм имеет три параметра – H, p и L. По�
ясним их смысл. Для полного графа белки, у ко�
торых нормированная степень сходства s не удо�
влетворяет неравенству s < H, обязательно попа�
дают в один кластер, т.е. H – это максимально
возможное сходство s между кластерами. Отме�
тим, что два белка с нормированной степенью
сходства выше H могут и не принадлежать одному
ребру в дереве, но они обязательно соединены в

дереве путем, каждое ребро которого соединяет
белки с нормированной степенью сходства выше
H. Такой путь никогда не разрезается при измель�
чении деревьев (будущих кластеров), поэтому эти
белки обязательно попадут в один кластер. Пара�
метр p ограничивает размер будущего кластера
относительно n. Для разреженного графа пара�
метр L ограничивает снизу степень близости двух
белков; иногда имеет смысл опустить неравен�
ство, включающее L, т.е. в разреженном графе
рассматривать сколь угодно “слабые” ребра. 

Приводимые ниже результаты получены в
случае разреженного графа, в качестве значений
параметров использовали H = 0.7, p = 2, L = 0,
тот же результат сохраняется в диапазоне значе�
ний 0.6 ≤ H ≤ 0.7, 1 ≤ p и L ≤ 0.05. Несколько слов
о влиянии значений параметров: при p < 1 кла�
стеры максимального размера разрушаются; при
неограниченном времени счета можно брать
большие значения p, даже p = +∞, т.е. опускать
условие сохранения 1. Если значение L превыша�
ет 0.05, то число ребер начинает быстро умень�
шаться, а число компонент связности быстро воз�
растать, при этом разрушаются “слабые” класте�
ры. При небольшом увеличении значения L
изменения в кластерах носят скорее положитель�
ный характер. При H ≤ 0.55 некоторые кластеры
объединяются, а при H ≥ 0.75 – разрушаются.

Отметим, что алгоритм кластеризации может
выдавать несколько вариантов: при построении
накрывающего графа D несколько таких графов;
при каждом увеличении глубины дерева Di,j: не�
сколько вариантов новой пары деревьев. Для рас�
смотренных нами видов число всех этих вариан�
тов мало (см. следующий абзац). Это позволило
нам применять алгоритм, выбирая каждый раз
только один из вариантов. При этом могут возни�
кать трудности, которые преодолеваются вруч�
ную, за счет дополнительной биологической ин�
формации. Например, кластер L�субъединиц
протохлорофиллидредуктазы ChlL был вручную
выделен из большего кластера, сформированного
алгоритмом и объединяющего различные белки,
которые не встречаются совместно ни в одном
пластоме. Эволюция генов chlB, chlL и chlN, ко�
дирующих субъединицы независимой от света
протохлорофиллидредуктазы, описана ранее [22].
Вручную выделены еще два кластера, один из ко�
торых составляет фрагменты β"�субъединицы
РНК�полимеразы бактериального типа у Piro�
plasmida (Babesia bovis и Theileria parva), а другой –
киназы из водорослей Rhodomonas salina и Het!
erosigma akashiwo.

При построении дерева D конкурентами мож�
но считать ребра веса s, которые не входят в D при
том, что некоторое другое ребро с этим весом в
него входит. Таких случаев насчитывается не�
сколько сотен – из общего числа ребер порядка

2:3 1:2 3:3

2:1

3:1

1:32:21:1

3:2

67
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61
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2.0
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Рис. 1. Граф G. Длина ребра приблизительно обратно
пропорциональна его весу, то есть более короткие
ребра соответствуют большему сходству соответству�
ющих белков. Изолированные вершины расположе�
ны произвольно.
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Рис. 2. Два дерева после первого разделения.
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ста тысяч в разреженном графе. На обсуждаемом
наборе данных процедура разделения деревьев
однозначна. Вообще говоря, учет альтернативных
вариантов сократит ручную работу и может быть
полезен.

На основе алгоритма кластеризации создана
база данных для поиска белков по филогенетиче�
скому профилю и других исследований пласто�
мов (доступна по адресу [19]). Результаты, получен�
ные с помощью этой базы, и сам алгоритм доложе�
ны на 53�й и 54�й Научных конференциях МФТИ,
на юбилейной биологической конференции, по�
священной 50�летию ИППИ РАН [8, 23, 24].

Для контроля наших результатов и построения
филогенетических деревьев при исследовании
РНК�полимераз использовали пакет программ
MEGA 5 [25]. Поиск субъединиц РНК�полимераз
выполнялся программой BLAST [26], соответ�
ствующее ожидаемое значение (e�value) ниже
обозначается Е.

Сайт [19] обеспечивает, по крайней мере, две
функции: поиск белка по филогенетическому
профилю и поиск по фрагменту аминокислот�
ной последовательности всех белков, кодируе�
мых в пластидах родофитной ветви и содержа�
щих данный фрагмент, и кластеров этих белков.
Там же приведены инструкция пользователя и
примеры вычислений. 

МАТЕРИАЛЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пластомы, указанные в табл. 1, получены из
базы данных NCBI. В их числе, пластомы недавно
секвенированных диатомовых водорослей [27,
28]. Некоторые фрагменты ядерных геномов
Eimeria tenella и Neospora caninum Liverpool полу�
чены из базы данных Sanger Institute [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кластеризация пластомных белков

Мы рассмотрели многочисленные таксономи�
ческие группы родофитной ветви, которые охва�
тывают все виды этой ветви, представленные в ба�
зе данных GenBank NCBI (табл. 1). Рассмотрено
3426 белков, из них образовано 260 кластеров, со�
держащих строго более одного белка, и 143 одно�
элементных кластера. Последние в совокупности
содержат 4% от числа всех белков, 11 кластеров
состоят целиком из паралогичных друг другу
белков. В большинстве кластеров паралоги от�
сутствуют: 359 кластеров не содержат паралогов
и 44 кластера содержат их. Распределение кла�
стеров по числу представленных в них видов по�
казано на рис. 4.

Удалось выделить белки, которые характеризу�
ют несколько таксономических групп, т.е. они ко�
дируются в их пластомах и только в них. Эти белки

и группы перечисляются ниже. Белки, общие для
пластомов всех рассмотренных видов, составляют
8 кластеров: рибосомные белки S2, S12, L2, L6, L14
и L16, фактор элонгации Tu и β�субъединица
РНК�полимеразы бактериального типа. Рибосом�
ный белок S19 определен у всех рассмотренных ви�
дов, кроме споровика Babesia bovis.

Белки, кодируемые в пластидах багрянок (Cya!
nidioschyzon merolae, Cyanidium caldarium, Gracilaria
tenuistipitata, Porphyra purpurea и P. yezoensis), но не
в остальных рассмотренных пластомах, образуют
24 кластера: третий фактор инициации трансля�
ции; α�, β�, β18�, γ�субъединицы аллофикоциани�
на; α� и β�субъединицы фикоцианина; два формо�
образующих белка фикобилисом и связанный с
деградацией фикоболисом белок Ycf18; тиоредок�
син; белки комплекса ацетил�CoA�карбоксилазы;
пренилтрансфераза; ацетилглутаматкиназа; фер�
редоксин�зависимая глутаматсинтаза; α� и β�
субъединицы пируватдегидрогеназы E1; субъеди�
ницы антранилатсинтазы; α�субъединица трипто�
фансинтазы; и гипотетические консервативные
белки.

Не найдено белка, который был бы специфи�
чен для криптофитовых водорослей Cryptomonas
paramecium, Guillardia theta и Rhodomonas salina, а
также – специфичного для Chromerida (Alveolata sp.
CCMP3155 и Chromera velia).

Белки, специфичные для споровиков группы
Piroplasmida (Babesia bovis, Theileria parva), со�
ставляют пять кластеров: два из них – слабые
гомологи рибосомных белков, еще два – моле�
кулярные шапероны, гомологичные СlpC (это:
YP_002290851.1, XP_762692.1, YP_002290850.1,
XP_762693.1) и фрагменты β"�субъединицы РНК�
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Рис. 3. Набор деревьев после второго шага разделения.
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полимеразы бактериального типа (YP_002290845.1,
XP_762712.1).

Группа “Diatoms и Dinotoms” содержит Durin!
skia baltica, Kryptoperidinium foliaceum, Fistulifera sp.
JPCC DA0580, Odontella sinensis, Phaeodactylum tri!
cornutum, Thalassiosira oceanica, Thalassiosira pseudo!
nana. Среди них пять пластомов диатомовых водо�
рослей: Fistulifera sp. JPCC DA0580, P. tricornutum,
O. sinensis, T. oceanica и T. pseudonana. Специфич�
ными для этой группы являются два кластера бел�
ков: один содержит гомологи белка Ycf88, другой
представлен парами паралогов, гомологичных бел�
ку Ycf89.

Поиск РНК!полимераз в ядерных 
геномах споровиков

У штаммов Toxoplasma gondii ME49
(XP_002367014.1), T. gondii VEG (EEE31947.1),
T. gondii GT1 (EEE23737.1) и у Neospora caninum
(CBZ55882.1) найдено по одному экземпляру
РНК�полимеразы фагового типа с номерами,
указанными в скобках. При этом белки штам�
мов T. gondii ME49 и VEG совпадают, а белок
штамма GT1 содержит замены аминокислотных
остатков в нескольких позициях и вставку в пози�
циях от 347 до 354. У Eimeria tenella не удалось
определить РНК�полимеразу фагового типа.

Гомологи РНК�полимераз фагового типа найде�
ны у многих споровиков, не являющихся кокциди�
ями: Plasmodium berghei (XP_676913.1), Pl. falci!
parum 3D7 (XP_001347935.1), Pl. knowlesi H

(XP_002259256.1), Pl. vivax SaI�1 (XP_001615369.1),
Pl. yoelii 17XNL (XP_727223.1), Pl. chabaudi
(XP_739650.1), Babesia bovis (XP_001611431.1),
Theileria annulata (XP_953797.1), Th. parva
(XP_766496.1). Дерево РНК�полимераз фагового
типа показано на рис. 5. Однако не найден ортоло�
гичный белок у кокцидии Cryptosporidium parvum,
которая, в отличие от многих споровиков, не имеет
пластид.

B ядерном геноме Toxoplasma gondii обнаружен
только один ген, кодирующий σ�субъединицу
РНК�полимеразы. Ее длина – 1002 а.о. у штаммов
ME49 и GT1, 1001 а.о. – у штамма VEG. Ниже
рассматривается белок XP_002367841.1 штамма
ME49. В ядерном геноме Neospora caninum ген
CBZ51366.1 кодирует σ�субъединицу РНК�поли�
меразы длиной 1206 а.о. C�концы σ�субъединиц
РНК�полимераз у T. gondii и N. caninum чрезвычай�
но сходны друг с другом, однако не имеют суще�
ственного сходства с σ�субъединицами диатомовых
водорослей Phaeodactylum tricornutum CCAP 1055/1
и Thalassiosira pseudonana CCMP1335, золотистой
водоросли Aureococcus anophagefferens, криптофито�
вых водорослей Guillardia theta и Hemiselmis anderse!
nii. У кокцидий σ�субъединицы, ближайшие к
этим σ�субъединицам, найдены у цианобактерий
Cyanothece sp. PCC 7822 (YP_003885480.1), Micro!
coleus chthonoplastes PCC 7420 (ZP_05024793.1),
Acaryochloris marina MBIC11017 (YP_001519047.1)
и у δ�протеобактерии Desulfarculus baarsii DSM
2075 (YP_003809216.1). Бактериальные ортологи
имеют длины от 260 до 363 а.о. У всех видов хоро�
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Рис. 4. Распределение кластеров по числу видов. Показано число кластеров пластомных белков в зависимости от числа
представленных в кластере видов родофитной ветви; 154 кластера содержат белки только из одного вида.
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шо выравниваются C�концы второго региона,
весь третий регион и N�концы четвертого регио�
на σ�субъединиц РНК�полимераз. Четвертый ре�
гион T. gondii, N. caninum и D. Baarsii выравнива�
ется по всей длине. 

Ортологи σ�субъединиц РНК�полимеразы
найдены также у простейших из отряда Haemo�
sporida: Plasmodium berghei (XM_669238.1), Pl. fal!
ciparum 3D7 (XP_966194.1), Pl. knowlesi H
(XM_002261430.1), Pl. vivax SaI�1 (XP_001616222.1),
Pl. yoelii 17XNL (XP_724777.1), Pl. chabaudi
(XM_739944.1). В каждом из них отсутствуют другие
σ�субъединицы. Не удалось определить σ�субъеди�
ницы РНК�полимеразы у видов из отряда Piroplas�
mida: Theileria parva, Th. annulata, Babesia bovis. Дере�
во σ�субъединиц показано на рис. 6.

Особенностью пластомов споровиков являет�
ся отсутствие у них α�субъединиц РНК�полиме�
раз бактериального типа. Мы рассмотрели три
вида кокцидий: Eimeria tenella, Toxoplasma gondii и
Neospora caninum. Данные о T. gondii и об обсужда�
емых водорослях и бактериях доступны в базе
данных NCBI. У T. gondii ME49 α�субъединица
кодируется в ядре, соответствующий белок

XP_002367289.1 имеет 836 а.о. Этот белок отли�
чается по одной позиции в штаммах T. gondii
ME49 и GT1. В ядерном геноме E. tenella обна�
ружена близкая (E = 1.1 × 10–71) α�субъединица,
для которой определены фрагменты четырех экзо�
нов на контиге dev_EIMER_contig_00028796 с ко�
ординатами соответственно 5283..5453, 5682..6167,
6576..6785 и 7273..7965. В ядерном геноме N. cani!
num обнаружена близкая (E = 9.9 × 10–288) α�субъ�
единица, в которой имеются два экзона на кон�
тиге Contig892 с координатами соответственно
45655..47412 и 47940..48611.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как указано в разделе “Результаты исследова�
ния”, большинство наиболее консервативных
белков связано с трансляцией.

Белок NP_045121.1 у Cyanidium caldarium вхо�
дит в кластер, содержащий белки YP_537023.1 из
Porphyra yezoensis и NP_053952.1 из P. purpurea.
Эти белки имеют относительно короткий консер�
вативный домен, характерный для транскрипци�
онного фактора NtcA (Ycf28). Белок NP_849012.1

Plasmodium berghei

Plasmodium yoelii

Plasmodium chabaudi

Plasmodium falciparum

Plasmodium knowlesi

Plasmodium vivax

Babesia bovis
Theileria annulata

Theileria parva

Toxoplasma gondii

Neospora canium

Tetrahymena thermophila
0.1

Рис. 5. Дерево РНК�полимераз фагового типа у простейших надтипа Alveolata.
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Plasmodium vivax
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Рис. 6. Дерево σ�субъединиц РНК�полимераз у споровиков.
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из Cyanidioschyzon merolae является гомологом
NtcA, однако он не вошел в кластер NtcA из�за
значительного отличия, в том числе, в наиболее
консервативном домене фактора. Еще меньше
сходства в соответствующем домене NtcA и его
гомологе у Gracilaria tenuistipitata. Эволюционно
это изменение связано с элиминацией из пласто�
ма гена glnB, транскрипция которого регулирует�
ся фактором NtcA у багрянок Porphyra spp. и Cya!
nidium caldarium [30].

Пластом Gracilaria tenuistipitata содержит гены
leuC и leuD, кодирующие большую (YP_063540.1)
и малую (YP_063541.1) субъединицы 3�изопро�
пилмалатдегидрогеназы, которые отсутствуют в
других рассмотренных пластомах. Как отмеча�
лось ранее [31], это свидетельствует о раннем раз�
делении таксономических групп Florideophyceae
(включающей G. tenuistipitata) и Bangiophyceae в
составе отдела багрянок.

Особенностью пластомов споровиков являет�
ся отсутствие в них α�субъединиц РНК�полиме�
раз бактериального типа, однако в этих пластомах
найдены их гомологи в ядерных геномах боль�
шинства споровиков.

Наличие у диатомовых водорослей и близких к
ним третичных эндосимбионтов общих белков,
отсутствующих в пластидах других видов, позво�
ляет предположить, что диатомовые водоросли
обособились от других представителей родофит�
ной ветви, ранее других.

Неконсервативность большинства субъеди�
ниц РНК�полимеразы бактериального типа у
Piroplasmida позволяет сомневаться в работоспо�
собности этого фермента, поскольку в их ядерных
геномах не удалось определить σ�субъединицу.
По�видимому, у Piroplasmida транскрипция всего
пластома осуществляется исключительно РНК�
полимеразами фагового типа. Это означает, что
применение в борьбе с Piroplasmida антибиоти�
ков, ингибирующих РНК�полимеразу бактери�
ального типа, неэффективно. Напротив, такие
антибиотики могут использоваться против Plas!
modium spp, Toxoplasma gondii и Neospora caninum.

Дерево σ�субъединиц РНК�полимераз бакте�
риального типа у споровиков, исключая виды из
Piroplasmida, хорошо согласуется и с деревом ви�
дов, и с деревом РНК�полимераз фагового типа.
Тот факт, что у споровиков существует не более
одной σ�субъединицы РНК�полимеразы, указы�
вает на незначительную роль регуляции пластома
на уровне транскрипции. Вероятно, наиболее
важна в этом случае регуляция на уровне трансля�
ции или процессинга, что подтверждается други�
ми наблюдениями [7].

РНК�полимеразы фагового типа у видов рода
Plasmodium хорошо выравниваются между собой,
образуя кладу на дереве белков; эти полимеразы
формируют также отдельные клады Piroplasmida

и Coccidia. Однако РНК�полимеразы Coccidia су�
щественно отличаются от ортологичных белков
других споровиков. Напротив, РНК�полимеразы
фагового типа у кокцидий близки к ортологич�
ным белкам тетрахимены, не имеющей пластид.
Можно предположить, что у кокцидий РНК�по�
лимеразы фагового типа не играют роли в тран�
скрипции пластома. Мы не обнаружили сколь�
нибудь существенного разнообразия РНК�поли�
мераз фагового типа у простейших. Вероятно,
РНК�полимеразы фагового типа у споровиков
имеют древнее происхождение и не связаны с
приобретением пластид. Напротив, у высших
растений наблюдается большое разнообразие
РНК�полимераз фагового типа, которые нацеле�
ны на различные органеллы [11, 8].

Сходные результаты поучены нами при изуче�
нии хлорофитной ветви растений и водорослей,
которые будут опубликованы.

Работа получила финансовую поддержку Го�
сударственных контрактов (14.740.11.0624,
14.740.11.1053, 14.740.12.0830) Министерства об�
разования и науки РФ.
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