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Общая характеристика работы

Актуальность работы

Расшифровка большого количества прокариотических геномов позволила

проводить сравнения геномов близких видов и штаммов бактерий. Такой ана­

лиз необходим для уточнения видовой классификации бактерий, понимания

механизмов вирулентности патогенов, описания эволюции устойчивости к анти­

биотикам, понимания метаболических различий между штаммами. Кроме того,

восстановление истории эволюционных отношений близких геномов позволяет

выявлять механизмы отбора и видообразования.

Большая часть исследований молекулярной эволюции бактерий сконцен­

трирована на анализе мутаций в белок-кодирующих областях или изменении

генного состава. Однако в ходе эволюции структура самой хромосомы суще­

ственно меняется за счет внутригеномной рекомбинации. Как следствие, возни­

кают геномные перестройки, такие как крупные делеции, инверсии, транслока­

ции и дупликации.

Геномные перестройки играют большую роль в эволюции бактерий, по­

скольку могут разрушать существующие гены и опероны, создавать новые ге­

ны, менять расстояние от гена до точки начала репликации и тем самым ме­

нять уровень его экспрессии, менять цепь (лидирующую или запаздывающую),

на которой находится ген, что также влияет на экспрессию.

Геномные перестройки способствуют быстрой эволюции патогенных бак­

терий, в том числе позволяя им быстро приобретать устойчивость к антибио­

тикам. В частности, именно геномные перестройки сыграли ключевую роль в

видообразовании и патогенизации Yersinia pestis (возбудителя чумы). В видо­

образовании внутриклеточных патогенов, таких как Burkholderia mallei, умень­

шение размера генома благодаря крупным делециям дает существенное эволю­

ционное преимущество.

Хотя на момент начала работы над диссертацией было выявлено и описано
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большое количество перестроек на основе парных сравнений штаммов, общий

ландшафт геномных перестроек оставался слабо изученным. Для понимания

динамики бактериальной эволюции необходимо изучать геномные перестройки

в контексте бактериальной эволюции, что стало возможным благодаря накоп­

лению достаточного количества бактериальных данных и разработке соответ­

ствующих математических моделей и алгоритмов.

Более того, восстановление филогенетических отношений для близких штам­

мов бактерий часто остается трудновыполнимой задачей, поскольку традицион­

ные методы филогении строятся на выравнивании последовательностей отдель­

ных генов с последующим объединением полученных выравниваний. Такие ме­

тоды, с одной стороны, чувствительны к действию гомологичной рекомбинации,

а с другой – имеют малую разрешающую способность на малых филогенетиче­

ских расстояниях (штаммы одного вида) и могут давать недостоверные резуль­

таты. Информация об изменении порядка генов на хромосомах может быть

использована для верификации топологии, полученной в рамках традиционной

модели, и уточнения узлов с низким уровнем бутстреп-поддержки.

Таким образом, анализ геномных перестроек в эволюции бактерий из раз­

ных экологических ниш, выполненный в данной работе, позволил описать эво­

люционные процессы в геномах и выявить основные закономерности в действии

эволюционного отбора на разные типы событий.

Цели и задачи диссертационной работы

Целью работы были реконструкция и анализ эволюционной истории ге­

номных перестроек для нескольких бактериальных родов и видов и выявление

действия эволюционного отбора на разные типы событий.

В работе были решены следующие задачи.

1. Изучить существующие алгоритмы для работы с порядком генов в бакте­

риальных геномах и разработать общую методику восстановления и ана­
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лиза эволюционной истории перестроек.

2. Реконструировать и описать эволюционную историю геномных перестро­

ек в нескольких родах и видах бактерий с большим числом отсеквениро­

ванных полностью собранных геномов (Yersinia pestis, Burkholderia spp.,

Streptococcus spp., Chlamydia spp.).

3. Реконструировать филогенетические деревья на основе расположения син­

тенных блоков и сравнить результаты реконструкции с филогенетически­

ми деревьями, полученными традиционными методами; предложить ги­

потезы, объясняющие выявленные противоречия.

4. На основе паттернов перестроек выявить действие эволюционного отбора

на разные типы событий.

5. Выявить перестройки, произошедшие независимо на разных ветках эволю­

ционных деревьев штаммов, и описать их геномный контекст, поскольку

такие события могут повышать приспособленность вида и потому поддер­

живаться эволюционным отбором.

6. Разработать методику оценки потока генов, горизонтально переносящихся

в популяцию, по данным о взаимной расположении генов на хромосомах

и протестировать ее на нескольких бактериальных видах.

Научная новизна. В диссертационной работе описан интегральный ана­

лиз геномных перестроек в контексте эволюционной истории с использованием

различных подходов и инструментов. Разработанные методики протестирова­

ны на геномах представителей нескольких бактериальных родов из различных

сред обитания.

Показано, что филогенетическая реконструкция на основе расположения

генов позволяет уточнить филогению молодых патогенов с высокой частотой

внутригеномной рекомбинации. Впервые показано действие отбора на сохране­
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ние положения гена относительно лидирующей/запаздывающей цепи при транс­

локациях между хромосомами в мультихромосомных бактериях. Описаны но­

вые случаи фазовой вариации и распространения геномных островков в пато­

генах человека Streptococcus pneumoniae и Burkholderia pseudomallei.

Разработана методика оценки потока генов, распространяющихся в попу­

ляции путем горизонтальных переносов, на основе анализа порядка генов в

геномах. Методика протестирована на двух бактериальных видах из разных

экологических ниш.

Практическая ценность. Работа имеет преимущественно теоретический

характер, однако полученные знания могут быть использованы в генной инже­

нерии и медицине. Тщательное изучение всех механизмов геномной эволюции и

факторов, влияющих на пластичность бактериальных геномов, позволит улуч­

шить методики получения промышленных штаммов.

Факторы вирулентности патогенов, такие как избегание иммунной систе­

мы и выживание в организме хозяина, также определяются архитектурой бакте­

риальных геномов. Обнаруженние новых случаев переноса геномных островков

и антигенной вариации за счет инверсий необходимо для успешной разработки

лекарств и вакцин в силу все новых адаптационных изменений патогенных бак­

терий.

Положения, выносимые на защиту:

1. Для штаммов с высокой частотой внутригеномной рекомбинации проде­

монстрировано, что интегральный анализ филогенетических деревьев, по­

строенных на основе выравнивания последовательностей общих генов и на

основе расположения синтенных блоков на хромосомах, позволяет уточ­

нить эволюционную историю изучаемых организмов.

2. Анализ эволюционной истории перестроек в контексте филогении поз­

волил выявить новые геномные островки в штаммах мульти-хромосом­

ных бактерий Burkholderia и новые случаи антигенной вариации за счет
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инверсий в патогенах человека Streptococcus pneumoniae и Burkholderia

pseudomallei. Предложенная в диссертации методика биоинформатическо­

го поиска генов-кандидатов позволяет быстро протестировать большое ко­

личество геномов и выявить случаи, требующие дальнейшего эксперимен­

тального подтверждения.

3. Показано, что инверсии, лежащие внутри одной реплихоры, значимо ко­

роче инверсий, концы которых лежат на разных реплихорах, а также та­

кие инверсии встречаются реже, чем это ожидается из случайной модели.

Выявлен отбор на сохранение положения генов в транслоцированных сег­

ментах относительно лидирующей / запаздывающей цепи при межхромо­

сомных транслокациях.

4. Разработана методика оценки потока генов, распространяющихся в попу­

ляции путем горизонтальных переносов, построенная на сравнении двух

характеристик: согласованности топологии дерева гена с деревом видов и

положении гена в геномах относительно стабильных локусов. Методика

протестирована на двух родах бактерий с различной геномной архитекту­

рой: Streptococcus spp. и Chlamydia spp.

Степень достоверности и апробация результатов. Результаты дис­

сертации докладывались на российских и международных конференциях:

устные доклады на “Хромосома” (20 – 24 августа 2018, Новосибирск), “Bio-

informatics: from Algorithms to Applications” (BiATA) (16 – 19 июля 2018, Санкт­

Петербург), 23th European Meeting of PhD Students in Evolutionary Biology

(EMPSEB) (10 – 15 сентября 2017, Краков, Польша), 21ой Международной пу­

щинской школе-конференции молодых ученых “Биология наука 21 века” (17 –

21 апреля 2017, Пущино), III Пущинской школе-конференции “Биохимия, фи­

зиология и биосферная роль микроорганизмов” (5 – 9 декабря 2016, Пущино);

постерные доклады на “Bioinformatics of Genome Regulation and Structure

/ Systems Biology” BGRS SB (20 – 25 августа 2018, Новосибирск), 8th Moscow
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Сonference of Сomputational Molecular Biology (MCCMB) (27 – 30 июля 2017,

Москва), Информационные технологии и системы (ИТиС) (6 – 11 сентября 2015,

Сочи), 7th Moscow Conference on Computational Molecular Biology (MCCMB)

(16 – 19 июля 2015, Москва), 6th Moscow Conference on Computational Molecular

Biology (MCCMB) (25 – 28 июля 2013, Москва).

Личный вклад автора. Личный вклад соискателя состоит в непосред­

ственном планировании исследований, формулировке гипотез, теоретической

разработке и практической реализации методов, формулировании результатов

и выводов, подготовке и публикации научных статей. Все представленные в

диссертации результаты получены лично автором.

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 111 стра­

ницах. Она состоит из девяти разделов: введение, главы 1-5, заключение, список

литературы и приложение. Глава 1 содержит обзор литературы по теме диссер­

тации. Глава 2 содержит описание используемых методов и программ. Главы с 3

по 5 содержат описание собственных исследований. Работа содержит 37 рисун­

ков и 5 таблиц. Список литературы содержит 112 наименований. Приложение

содержит 5 таблиц.

Содержание работы

Во Введении обоснована актуальность диссертационной работы, сфор­

мулирована цель и аргументирована научная новизна исследований, показана

практическая значимость полученных результатов, представлены выносимые

на защиту научные положения.

В первой главе приведен обзор литературы по теме диссертации, состо­

ящий из трех разделов. Обзор начинается с описания методов изучения геном­

ных перестроек. Приводится описание разных типов геномных перестроек и

математических моделей, используемых для реконструкции эволюции геномов.

Далее приводится обзор биоинформатических алгоритмов, используемых для
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разбиения геномов на синтенные блоки и реконструкции геномных перестроек,

указаны достоинства и недостатки описанных подходов.

Во втором разделе приводится описание различных механизмов эволюции

бактериальных геномов, приводящих к изменению порядка генов на хромосо­

мах. Описаны примеры изменения бактериального фенотипа за счет сайт-спе­

цифической рекомбинации и горизонтального переноса генов. Описана архитек­

тура бактериальной кольцевой хромосомы и обсуждаются гипотезы о действии

отбора на закрепление геномных перестроек в зависимости от положения на

хромосоме сегментов, затронутых перестройкой. Заканчивается раздел описа­

нием структуры и эволюции пан-генома бактериальной популяции.

Последний раздел посвящен описанию характеристик бактериальных ви­

дов, использованных в работе. Приведена информация об их таксономии, пато­

генности, приспособленности к условиям среды и особенностях геномной архи­

тектуры.

Во второй главе описаны программы и методы, использованные в дис­

сертации для восстановления геномных перестроек в бактериальных геномах.

В работе были использованы пять наборов полностью собранных бактери­

альных геномов, доступных в базе данных биологических последовательностей

NCBI: 12 штаммов Yersinia pestis, 103 штамма Streptococcus spp., 127 штаммов

Burkholderia spp., 127 штаммов Chlamydia spp., 41 штамм Escherichia coli и

Salmonella enterica. Ортологические ряды были построены с помощью Protein-

Ortho со следующими параметрами: минимальный процент совпадений в ами­

нокислотном выравнивании не менее 50% и покрытие не менее 67%.

При работе с штаммами одного вида или близкими штаммами одного рода

для построения синтенных блоков было использовано полногеномное выравни­

вание с помощью алгоритма Sibelia, разработанного специально для анализа

бактериальных геномов. Алгоритм позволяет работать с геномами, состоящи­

ми из нескольких хромосом, а также находить как общие для всех изучаемых

геномов синтенные области, так и области, присутствующие только в части дан­
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ных. Разбиение геномов на синтенные области, присутствующие во всех изуча­

емых штаммах, позволяет выявлять инверсии и транслокации, в то время как

информация о синтенных областях, присутствующих только в части геномов,

используется для анализа эволюционной истории крупных вставок и делеций.

Для далеких видов с низким уровнем сходства генного состава была ис­

пользована модель построения синтенных блоков на основе порядка универ­

сальных (общих и не имеющих паралогов) генов, реализованная в алгоритме

DRIMM-Synteny. В синтенные блоки объединялись два и более общих гена, со­

храняющие свое взаимное расположение во всех рассматриваемых геномах.

Для восстановления топологии филогенетического дерева по данным рас­

положения синтенных блоков в геномах были использованы метод максималь­

ного правдоподобия, реализованный в алгоритме MLGO, и байесовский подход,

реализованный в алгоритме Badger. Реконструированные филогенетические де­

ревья сравнивались с результатами, полученными с помощью традиционных

моделей восстановления филогении штаммов на основе объединения выравни­

ваний генов из универсальных ортологических рядов.

Для реконструкции расположения синтенных блоков в предковых штам­

мах был использован алгоритм MGRA. На основе заданных топологии фило­

генетического дерева и расположения синтенных блоков в геномах на листьях

этого дерева алгоритм позволяет реконструировать расположение синтений в

узлах дерева и цепочку эволюционных событий на ветвях, таких как инверсии,

потери, приобретения и транслокации.

Точки начала и конца репликации для определения последовательностей,

принадлежащих лидирующей и запаздывающей цепи, были определены с по­

мощью вычисления функции GC-skew=([𝐺]− [𝐶])/([𝐺] + [𝐶]), где [𝐺] и [𝐶] –

количество нуклеотидов G и C в подпоследовательностях ДНК с шагом 1000

п.н. Этот подход основывается на наблюдении, что для бактериальных хромо­

сом характерна перепредставленность гуанина на лидирующей и цитозина на

запаздывающей цепи. Таким образом, точки максимума и минимума этой функ­



11

ции соответствуют точкам терминации и начала репликации.

Статистическая значимость перепредставленности инверсий с концами на

разных реплихорах вычислялась, исходя из вероятности получить такое коли­

чество инверсий этого класса при случайном накидывании инверсий заданной

длины на хромосому заданной длины. Вероятность отдельно взятой инверсии

пройти через точку начала репликации вычислялась как отношение длины ин­

версии к длине реплихоры, что соответствует случайной модели.

В третьей главе представлены результаты применения алгоритмов ре­

конструкции филогении по данным о расположении порядка генов к геномам

Y.pestis. Референсное филогенетическое дерево для штаммов Y. pseudotuberculosis

и Y. pestis было построено по выравниваниям 2408 ортологических рядов, име­

ющих ровно по одному представителю в каждом виде (Рис. 1А).

Рис. 1. Филогенетические деревья Yersinia spp., А) дерево построено по конкатенату нуклео­

тидных выравниваний однокопийных универсальных генов; Б) дерево построено на основе

положения синтенных блоков.

Для того, чтобы разрешить узлы с низким уровнем бутстреп-поддержки,

было реконструировано дерево на основе порядка генов (синтений). С помо­
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щью полногеномных выравниваний геномы Y. pestis были разбиты на 123 об­

щих синтенных блока длиной более 5000 п.н., общих для всех геномов. Для

точной филогенетической реконструкции была применена байесовская модель,

далее полученные филогенетические деревья с наибольшими апостериорными

вероятностями были визуализированы в виде консенсусной сети (Рис. 2).

Рис. 2. Филогенетическая сеть Yersinia pestis, построенная с пороговым значением апостери­

орной вероятности 0.1.

Филогенетическая сеть имеет сложную, разветвленную структуру, не поз­

воляющую однозначно определить положение длинных ветвей на итоговом де­

реве, однако на нем хорошо разрешены клады с близкими штаммами, в том

числе те узлы, которые имели низкую бутстреп-поддержку на дереве, постро­

енном по выравниваниям генов.

Применение метода максимального правдоподобия для построения филоге­

нии по расположению общих синтенных блоков позволило получить оптималь­

ную топологию филогенетического дерева (Рис. 1Б). На этом дереве штаммы Y.

pestis D106004 и Y. pestis Z176003 формируют отдельную ветку, штамм Y. pestis
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D182038 в данной топологии является внешним. Это произошло вследствие об­

щей инверсии длиной порядка 150 т.п.н. в штаммах Y. pestis D106004 и Y. pestis

Z176003. При этом на дереве, построенном по выравниваниям генов, внешним

является Y. pestis Z176003, но поскольку этот узел имеет низкий уровень бут­

стреп-поддержки, это может быть вызвано недостаточным количеством замен

для восстановлении филогении молодых штаммов (Рис. 1А).

Еще одна общая (параллельная) инверсия длиной порядка 350 т.п.н. най­

дена у штаммов Y. pestis A1122 и Y. pestis D182038, что приводит к низкому

уровню бутстреп-поддержки в этом узле на дереве, отражающем историю ин­

версий. Границы всех найденных инверсий сформированы генами, кодирующи­

ми транпозазы.

Поскольку количество выявленных перестроек чувствительно к выбранно­

му пороговому значению длины синтенного блока, была выполнена проверка

устойчивости результата филогенетической реконструкции к этому параметру.

Результаты реконструкции подтверждают, что алгоритмы построения фи­

логении по данным о расположении синтенных блоков позволяют уточнить фи­

логению молодых штаммов Y. pestis, но могут давать ложное описание поло­

жения длинных ветвей, близких к корню дерева. Таким образом, оптимальной

исследовательской стратегией является сочетание двух моделей и анализ рас­

хождений топологий.

В четвертой главе описываются результаты восстановления истории ге­

номных перестроек в штаммах Streptococcus spp. и Burkholderia spp.

Выравнивания хромосом стрептококков трех видов (S. pneumoniae, S. suis

и S. pyogenes) показали сильное сходство порядка генов в штаммах. Количе­

ство перестроек оказалось недостаточным для реконструкции топологии фи­

логенетического дерева по данным о расположении синтенных блоков, поэто­

му история перестроек была восстановена по топологии, полученной на основе

объединения выравниваний общих однокопийных ортологических рядов. Было

реконструировано 13 инверсий в S. pneumoniae, 21 инверсия в S. suis и 26 ин­
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версий в S. pyogenes, в эволюционной истории двух видов стрептококков были

детектированы параллельные события.

Границы всех инверсий в стрептококках сформированы повторяющимися

элементами генома, такими как мобильные элементы (фаговые белки, транспо­

зазы и т. д.) и/или кластерами, состоящими из генов 16S и 23S рРНК. Един­

ственное исключение — инверсия в S. pneumoniae длиной около 15 т.п.н., детек­

тированная на четырех различных ветках дерева, границы которой проходят по

паралогам, кодирующим поверхностные антигены PhtB и PhtD. Чтобы точно

определить положение точки рекомбинации внутри этих паралогов, для четы­

рех штаммов, где была детектирована эта инверсия, и их внешних таксонов

было выполнено выравнивание нуклеотидных последовательностей паралогов,

далее процент несовпадений в этих выравниваниях с шагом 10 п.н. был нане­

сен на график (Рис. 4). Этот анализ показал, что граница инверсии проходит

внутри генов, кодирующих PhtB и PhtD, и инверсия приводит к замене их сег­

ментов.

По результатам картирования инверсий на хромосомы 57 инверсий из 62

проходят через точку старта репликации, что подтверждает действие сильного

отрицательного отбора на инверсии, лежащие внутри одной реплихоры. Веро­

ятность такого исхода в случайной модели составляет 𝑝 = 9 · 10−14.

В мультихромосомных штаммах Burkholderia на основе распределения 1024

универсальных генов по хромосомам была выполнена реконструкция межхро­

мосомных транслокаций, включившая в себя 210 событий на филогенетическом

дереве. Анализ положения генов на цепях показал действие отбора на сохране­

ние положения транслоцированных генов относительно лидирующей/запаздывающей

цепи (двусторонний биномиальный тест, 𝑝 = 0.03), и эта тенденция сильнее вы­

ражена для более длинных блоков (Рис. 5А).

В штаммах B. mallei реконструкция истории инверсий согласно тополо­

гии дерева, полученной по выравниваниям нуклеотидных последовательностей

общих генов, выявила 88 инверсий на первых и 27 инверсий на вторых хромо­
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Рис. 3. Филогенетическое дерево S. pneumoniae, построенное по конкатенату нуклеотидных

выравниваний однокопийных универсальных генов. Красные числа над ветками дерева по­

казывают количество инверсий, реконструированных на разных ветках; цветными кругами

помечены штаммы, в которых детектированы одинаковые инверсии.
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Рис. 4. Поиск точки рекомбинации в бреакпоинтах параллельной инверсии в стрептококках.

Слева: схема выравнивания паралогов на границах инверсий. Справа: количество несовпа­

дений в выравниваниях белков гистидиновой триады в штаммах S. pneumoniae ST556 и S.

pneumoniae TCH8431/19A. Точки показывают процент несоответствий на участках при вы­

равнивании PhtB из S. pneumoniae ST556 и PhtB из S. pneumoniae TCH8431/19A (красные)

и PhtD из S. pneumoniae TCH8431/19A (синие).

Рис. 5. Распределение длин синтенных блоков. А) транслоцированных между хромосома­

ми в ходе эволюции Burkholderia spp.; Б) инвертированных в Burkholderia mallei. Красный

цвет соответствует блокам, гены в которых поменяли свое положение относительно лиди­

рующей/запаздывающей цепи, синий — блокам, в которых гены сохранили свое положение

относительно цепи.
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сомах.

Рис. 6. Филогенетическое дерево B. mallei, построенное по конкатенату выравниваний одно­

копийных универсальных генов. Числа на ветках показывают количество реконструирован­

ных на них инверсий: желтые соответствуют инверсиям на первых хромосомах, синие — на

вторых.

Инверсии, проходящие через точку начала репликации, перепредставлены

и на первых (𝑝 < 10−33), и на вторых (𝑝 < 10−30) хромосомах. Длины инверсий,

проходящих через точку репликации, имеют широкое распределение, достигая

практически длины реплихоры (Рис. 5Б), в то время как длины инверсий, ле­

жащих внутри реплихоры, не превышают 15% от ее длины. Только две из на­

блюдаемых инверсий превысили этот порог, однако поскольку обе произошли на

ветке штамма B. mallei FMH23344 и частично перекрываются, можно предполо­

жить, что эти два события описывают одну транслокацию небольшого участка.

В геномах B. mallei была обнаружена корреляция между частотой инверсий в

геномах и частотой замен в общих генах (тест Спирмана, 𝑟ℎ𝑜 = 0.8, 𝑝 = 10−7).

Для 51 штамма B. pseudomallei было реконструировано три инверсии на

первых и пять на вторых хромосомах (Рис. 7). Инверсии на вторых хромо­

сомах длиной около 1.3 м.п.н. имеют одинаковые границы в семи штаммах,

расположенных на удаленных ветках филогенетического дерева. Границы этих



18

инверсий проходят по повтору, состоящему из шести генов, кодирующих (1,2)

субъединицы A и B рамнозилтрансферазы первого типа; (3) транспортер устой­

чивости к антибиотикам, относящийся к mrB/QacA подсемейству; (4) рамнози­

лтрансферазу второго типа и (5,6) компоненты RND системы эффлюкса, липо­

протеины внешней мембраны nodT and emrA. Поскольку мембранные белки,

лежащие на границах этих инверсий, распознаются иммунной системой хозяи­

на, эти инверсии также могут быть результатом действия фазовой вариации.

Однако, в данном случае из-за точного совпадения последовательностей белков

в повторах выравнивание границ не позволяет установить границу рекомбина­

ции.

В штаммах B. cepacia анализ расположения синтенных блоков позволил

выявить два геномных островка, предположительно распространяющихся гори­

зонтально и закрепляющихся на разных хромосомах в штаммах группы. Пер­

вый фрагмент длиной около 8.5 т.п.н. найден только в двух штаммах и распо­

ложен на первой хромосоме в геноме B. cenocepacia и на второй хромосоме в

геноме B. cepacia ATCC 25416. Фрагмент содержит пять генов, продукты ко­

торых участвуют в метаболизме железа, и регулятор транскрипции семейства

AraC. Другой блок длиной около 5.5 т.п.н. был найден в 17 из 30 штаммов груп­

пы и также имеет мозаичный паттерн расположения на хромосомах. Кассета

состоит из четырех генов, кодирующих ацетил-КоА карбоксилазный комплекс,

гена, кодирующего гликозид гидролазу (углеводный метаболизм), и гена, коди­

рующего регулятор транскрипции семейства LysR.

В пятой главе описана разработанная автором модель для оценки гори­

зонтально потока генов в популяцию и представлены результаты применения

этой модели к нескольких наборам бактериальных данных.

Для каждого ортологического ряда, не содержащего паралогов и имеюще­

го не менее трех представителей в каждом изучаемом виде, выполнялся анализ

двух характеристик: консервативность расположения в геноме относительно

стабильного окружения и согласованность дерева гена с деревом видов. Модель
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Рис. 7. Филогенетическое дерево B. pseudomallei, построенное по конкатенату выравниваний

однокопийных универсальных генов. Числа на ветках показывают количество реконструиро­

ванных на них инверсий: желтые соответствуют инверсиям на первых хромосомах, синие —

на вторых.

основана на следующих наблюдениях. Для универсальных однокопийных генов

наиболее вероятным эволюционным сценарием является вертикальное наследо­
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вание, поскольку как сами эти гены, так и их порядок часто сохраняется во

всех изучаемых геномах. Тогда и для периферийных генов, найденных внутри

этих стабильных связок в геномах, наиболее вероятным эволюционным сцена­

рием является вертикальное наследование и далее потери в некоторых штам­

мах. В свою очередь, расположение периферийных генов внутри различных

стабильных связок общих генов может являться индикатором горизонтального

переноса.

Традиционным методом идентификации горизонтального переноса в исто­

ри гена является анализ его филогенетического дерева, поскольку в этом слу­

чае положение штаммов, между которыми произошел перенос, на дереве гена

отличается от их положения на дереве, построенном по объединению выравни­

ваний общих генов. Поскольку построение точной филогении штаммов одного

вида остается трудноразрешимой задачей, анализировались периферийные ге­

ны, присутствующие более чем в двух видах рода и более чем в трех штаммах

в каждом. Для таких генов топология дерева проверялась следующим образом.

В случае, если удается найти такое положение корня, при котором образуются

монофилетические ветки, соответствующие разделению видов, будем говорить,

что топология дерева гена согласована с деревом видов, в противном случае –

не согласована.

Для 103 штаммов Streptococcus spp. было протестировано 2858 периферий­

ных ортологичных групп (Таблица 1). 48 из них имеют филогенетические дере­

вья с мозаичной структурой и их представители найдены в различных стабиль­

ных связках общих генов, что можно рассматривать как свидетельство в пользу

горизонтального переноса этих генов. Более половины из этих генов оказались

редкими для всех трех видов Streptococcus, то есть представители рядов были

найдены менее чем в трети штаммов вида; остальные были редки хотя бы для

одного из изучаемых видов (Рис. 8).

Для 127 штаммов Chlamydia spp. было протестировано 1046 периферийных

ортологичных групп; представители только 12 из них были найдены в различ­
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Таблица 1. Характеристики периферийных генов в стрептококках

Расположение

Дерево консервативное неконсервативное всего

согласованное 1181 128 1309

несогласованное 44 48 92

всего 1225 176 1401

Рис. 8. Частота встречаемости представителей ортологических рядов, найденных в разных

геномах в различных синтенных областях и имеющих деревья с мозаичной структурой, в

Streptococcus spp. Каждый столбец соответствует одному ортологическому ряду. Цветные

сегменты столбца показывают долю штаммов каждого вида, в которых найдены представи­

тели ряда.

ных стабильных связках общих генов. Восемь генов, относящихся к биосинтезу

и метаболизму трептофана, формируют триптофановый оперон, который рас­

положен в зоне пластичности в штаммах C. caviae и C. felis, но лежит внутри

стабильной синтении в штаммах C. pecorum (Рис. 9A). Кроме того, три гена из

этого оперона были найдены в зоне пластичности C. trachomatis, в остальных

штаммах гены этого оперона отсутствуют (Рис. 9Б).
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Рис. 9. (A) Положение триптофанового оперона в геномах C. pecorum и C. caviae. (Б) Схема

триптофанового оперона и колокализованных с ним генов в штаммах разных видов хлами­

дий.

Применение модели к нескольким наборам бактериальных данных показа­

ло, что разные виды имеют разные частоты потоков генов. В частности, штам­

мы Streptococcus характеризуются открытым пангеномом с большой перифери­

ей, каждый новый штамм добавляет в пангеном десятки новых генов. По резуль­

татам предложенной модели, более 10% периферийных генов распространяются

в популяции горизонтально, что может объясняться высокой пластичностью ге­

номов стрептококков за счет системы компетенции. В свою очередь, считается,

что большинство новых генов в геномах хламидий возникает за счет паралогиза­

ции и функционального расхождения генов, принадлежащим всего нескольким

крупным семействам, что может быть вызвано главным образом изолирован­

ным внутриклеточным стилем жизни. Анализ периферийных генов хламидий

выявил всего несколько случаев горизонтального переноса, что согласуется с

этой гипотезой и отражает отличия хламидий от большинства бактериальных

родов, для которых основной движущей силой геномной эволюции является

горизональный перенос.
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Выводы

1. Филогенетические деревья, построенные по расположению синтенных бло­

ков, позволяют уточнить эволюционную историю штаммов и разрешить

узлы в кладах молодых штаммов при изучении эволюции бактериальных

видов с высокой частотой перестроек.

2. Инверсии, лежащие внутри одной реплихоры, значимо короче инверсий,

концы которых лежат на разных реплихорах, а также такие инверсии

встречаются реже, чем это ожидается из случайной модели.

3. При межхромосомных транслокациях действует отбор на на сохранение

положения генов в транслоцированных сегментах относительно лидирую­

щей / запаздывающей цепи.

4. В штаммах мульти-хромосомных бактерий Burkholderia выявлены новые

геномные островки; в патогенах человека Streptococcus pneumoniae и Burk-

holderia pseudomallei предсказанны новые случаи антигенной вариации

за счет инверсий. В Streptococcus pneumoniae установлено расположение

точки рекомбинации внутри генов, кодирующих антигены PhtB и PhtD.

5. Сравнение двух характеристик периферийных генов: согласованности то­

пологии дерева гена с деревом видов и положении гена в геномах отно­

сительно стабильных локусов — позволяет выявить гены, распространяю­

щиеся в популяции горизонтально.

6. В геномах хламидий выявлено всего несколько случаев горизонтального

переноса, в то время как в стрептококках более 10% периферийных генов

были перенесены в популяцию горизонтально. Эти различия коррелиру­

ют со структурой пангенома родов и их приспособленностью к разным

экологическим нишам.
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