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Научное содержание работы: 

1. Постановка задачи. 

Различия в структуре и функции регуляторных генных сетей (РГС), участвующих в развитии 
организмов, являются ключом к пониманию видо- и кладо-специфических стратегий 
эволюции. Даже самая крошечная модификация РГС, контролирующих развитие организма, 
может привести к существенному изменению сложного морфогенеза организма в целом. 
Большое разнообразие трихом и их доступность для изучения делает их полезной моделью 
для изучения молекулярных процессов детерминации судьбы клетки, контроля клеточного 
цикла, клеточного морфогенеза и дифференцировки. В настоящее время описано большое 
количество генов, регулирующих морфогенез трихом A. thaliana. В данной работе мы 
исследовали эволюцию РГС, контролирующей формирование трихом, что позволило также 
оценить ее важность в других процессах развития организма. 
 

2. Cовременное состояние проблемы. 

(I) Ряд исследований показал, что ортологи генов образования трихомом A. thaliana 

участвуют в формировании нитей хлопка [1, 2, 3, 4, 5]. Однако ранее было высказано 

предположение, что у филогенетически удаленных видов трихомы могут развиваться через 

разные молекулярно-генетические механизмы [6]. Действительно некоторые данные говорят 

в пользу функциональной диверсификации отдельных регуляторных путей развития трихом. 

Например, было показано, что эктопическая экспрессия транскрипционного фактора OsTCL1 

риса в геноме A. thaliana влияет на формирование трихом; однако изменения в экспрессии 

OsTCL1 в рисе не приводят к каким-либо связанным с трихомами фенотипическим эффектам 

[7]. Сверхэкспрессия гена GL1, не смотря на то что он является ключевым белком в трихом-

специфичном инициаторном комплексе у A. thaliana, в табаке не влияет на развитие трихом. 



Кроме того, табак имеет пять типов трихом, что также отражает различия в генетических 

механизмах трихомообразования [6]. 

С другой стороны, известно, что наросты эпидермальных клеток широко распространены и 

представляют собой чрезвычайно древние образования. Простые наросты встречаются у 

водорослей - Chara (Charophytales) и Spirogyra (Zygnematales) [8]. Ризоиды во мхах имеют 

характерную пространственную закономерность и выполняют функции фиксации в субстрате, 

участвующем в поглощении воды и питательных веществ [9]. Выявлено, что гены 

Physcomitrella patens PpRSL1 и PpRSL2 влияют на количество ризоидов на растении [10, 11]. 

Мутанты Arabidopsis, лишенные функции RHD6 (одного из ключевых генов развития 

волосков), развивают корневые волоски, если они трансформированы генами PpRSL1 из 

Physcomitrella. Это указывает на то, что функция белков семейства RSL не была потеряна в 

течение 420 миллионов лет после расхождения видов [10]. 

Таким образом, чтобы понять процессы развития и эволюции морфогенеза трихом, нам 

необходимо объединить данные о белках и их функциях в топологии РГС, контролирующей 

формирование трихом, для дивергенции каждого из основных таксонов растений, после 

чего, нам нужно будет связать изменения в топологии РГС с изменениями компонентов этой 

РГС (отдельных белков). 

(II) Функции любого белка являются прямым следствием его химических и физических 

свойств, которые, в свою очередь, определяются стерическими и физико-химическими 

требованиями для сворачивания в трехмерную глобулу. Следовательно, ожидается, что 

замена аминокислоты, взаимодействующей с большим количеством других аминокислот в 

белковой глобуле, тесно связана с изменениями контекста эпистатических взаимодействий 

аминокислот в глобуле. Исследования эволюции белков выявили несколько очевидных 

признаков эпистаза, например, это переключение толерантности к мутациям по мере 

эволюции белка или, другими словами, вредные мутации в одно эволюционное время 

становятся безвредными или наоборот [12], аналогичным примером может быть 

постепенное появление все большего и большего количества ограничений эпистатических 

взаимодействий в процессе эволюции белков [13, 14].  

Несмотря на эти факты, вплоть до настоящего времени, подавляющее большинство 

доступных процедур реконструкции предковых биологических последовательностей [15, 16] 

основано на эволюционной обратимости единственной эмпирической матрицы 

аминокислотных замен (которая применяется ко всем сайтам белка). В сложившейся 

ситуации, кажется очевидным, что новые программные средства для реконструкции 

предковых белков (например, ProtASR [17]), адаптированные к 3D структуре белка и 

стабильности её сворачивания, должны быть наиболее подходящими для анализа. Однако к 

сожалению, все еще катастрофически не хватает экспериментально разрешенных 

трехмерных структур белков, что особенно касается растительных организмов. Другим 

способом учета эпистаза в реконструкции предковых белков является конструирование 

библиотек предков [18]. Этот подход учитывает известную проблему реконструкции предков 

- нет никакой гарантии, что алгоритмически реконструированные предковые белки являются 



биологически функциональными белками. Недавнее экспериментальное исследование 

искусственной эволюции белка mRFP1 показывает, что предковые последовательности, 

полученные с использованием метода максимального правдоподобия, наиболее 

напоминают естественных предковых белков mRFP1, в то время как лучшие белки, 

реконструированные с использованием байесовского метода не настолько похожи на этих 

предков [19]. Тем не менее, с использованием метода максимального правдоподобия может 

быть получен только один “лучший” предковый белок, что очевидно недостаточно для 

создания библиотеки предков. Чтобы сделать генерацию библиотек предков достаточно 

точной, недавно было предложено использовать метод реконструкции «AltAll». Этот подход 

объединяет все вероятные альтернативные состояния, введенные в один белок, а затем 

функционально характеризует этот белок набором этих состояний [20, 21]. Было показано, 

что этот подход значительно улучшает несовершенство отдельных предковых 

последовательностей, генерируемых байесовским подходом.  

Таким образом, лучшее, что мы можем сделать в случае отсутствия трехмерных белковых 

структур, - это использовать основанный на AltAll подход для создания библиотек предков 

для последующих исследований эволюции этих белков. 
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3. Подробное описание работы, включая используемые алгоритмы. 

(I) Реконструкция РГС, контролирующей формирование трихом. По анализу терминов 

GeneOntology (GO) [1], связанных с образованием трихом у A. thaliana (отрицательная 

регуляция формирования паттернов трихом, разветвление трихом, регуляция морфогенеза 

трихом, морфогенез трихом, дифференцировка трихом, формирование паттернов трихом) 

было экстрагировано 90 генов. Этот набор генов и их взаимодействий был дополнен на 

основе информации из баз данных биологических взаимодействий (например, STRING [2], 

GeneMania [3]). В ходе работы отбирались гены, которые имели наивысшее количество 

связей с исходной выборкой генов.  



(II) Экстракция белковых последовательностей и филогенетический анализ. 

Филогенетические отношения между всеми гомологами в каждом семействе белков 

исследовались на основе полностью секвенированных геномов растений из базы данных 

PLAZA 3.0 [4]. Идентификация доменов в белках проводилась с использованием базы данных 

PFam. Белки, не содержащие доменов, были исключены из анализа. Проводилось 

итеративное выравнивание белков используя mafft 7 [5] с параметрами «--add» «--auto» и «--

keeplength». Автоматическая очистка множественных выравниваний белков от 

неинформативных сайтов (сайт, в котором более 80% белков имеют делецию) была сделана 

с использованием Python-скрипта. Кроме этого, короткие белки, имеющие более 75% 

делеций в итоговом выравнивании, были также удалены из анализа. Анализ молекулярной 

эволюции проводился с помощью конвейера SAMEM v. 0.82 [6]. Построение специфической 

для семейства белков эволюционно обратимой модели аминокислотных замен на основе 

множественного выравнивания осуществлялось при помощи Modelestimator [7]. Программа 

FastTree 2.1.1 [8] использовалась для оценки первичной топологии дерева. Построение 

конечного филогенетического дерева на основе созданной обратимой модели 

аминокислотных замен было выполнено при помощи Phyml 3 [9] путем оптимизации 

топологии первичного дерева и длин ветвей. Чтобы проверить статистическую устойчивость 

точек ветвления дерева использовалась процедура aLRT. На деревьях, согласно их топологии 

и OTU (оперативные таксономические единицы), была проведена оценка биоразнообразия, 

таксон-специфическая оценка устойчивости функций белков и их доменного состава, 

идентификация поддеревьев разных ортологов и качественная оценка времен 

диверсификации функций белков-ортологов. 

(III)Углубленный анализ эволюции белков РГС, контролирующей формирование трихом. Для 

углубленного анализа эволюции этой РГС были отобраны 4 семейства белков: EGL3, GLABRA, 

CPC, TTG1. Множественные выравнивания этих семейств были уточнены при помощи 

PROMALS [10]. Лучшие обратимые модели аминокислотных замен были выбраны при 

помощи IQTree 1.5.4 [11]. Первоначальные топологии белкового дерева были 

скорректированы с использованием видового дерева Viridiplantae из TimeTree DB [12] с 

использованием программного обеспечения TreeFix v1.1.10 [13], после чего была проведена 

повторная оптимизация длин ветвей с помощью IQTree и лучших обратимых моделей 

аминокислотных замен. Байесовский сэмплинг предковых последовательностей в каждом 

внутреннем узле четырех филогенетических деревьев проводился с использованием 

PhyloBayes 4.1 [14], эволюционной модели CAT [15] и 6 категорий скоростей эволюции 

сайтов. Исходная выборка предковых последовательностей в каждом внутреннем узле 

дерева использовалась для создания полных и усеченных (с использованием 

модифицированного нами подхода, называемого ‘AltAll * N’) библиотек предковых 

последовательностей. Наша процедура ‘AltAll * N’ - это итеративное переписывание всех 

вероятных (с апостериорной вероятностью> 0,1) альтернативных состояний в предковых 

последовательностях в каждом внутреннем узле дерева. Например, если есть 3 

альтернативных состояния в множественном выравнивании в сайте A и 4 альтернативных 

состояния в сайте B предкового узла X, то мы должны переписать предковую 

последовательность узла X 4 раза, чтобы получить 4 альтернативных предка в узле X: а) 



последовательность, состоящая из лучших состояний в A- и B-сайтах, б) последовательность 

со вторыми по вероятностью состояниями сайтов A и B, в) последовательность с третьими по 

вероятности состояниями сайтов A и B и г) последовательность с третьим по вероятности 

состоянием в сайте A и четвертым - в сайте B. 

Эпистатическая конверсия белков в ходе их эволюции детектировалась при помощи анализа 

отклонений в скорости эволюции белка от белок-специфической эволюционно обратимой 

модели аминокислотных замен на каждой из ветвей белкового дерева (1) и простым 

сравнением длин внутренних ветвей с учетом данных о структуре белка (2). (1) Чтобы 

сравнить специфические для каждой внутренней ветви скорости аминокислотных замен с 

общими по дереву эволюционно обратимыми скоростями мы использовали полные 

библиотеки предковых последовательностей (см. выше). Для этого мы: а) реконструировали 

специфическую для белка обратимую во времени модель замен аминокислот при помощи 

Modelestimator [7]; б) для каждой возможной замены каждого внутреннего узла дерева 

рассчитали, d = PPa * PPb * 2 * NC, где PPa и PPb - апостериорные вероятности аминокислот a 

и b, a не равно b, NC = 1 / (1 + e ^ (200 * RFab)), RFab - относительная скорость замены ab в 

специфичной для белка обратимой модели аминокислотных замен; в) суммировали d по 

всем сайтам выравнивания в каждом внутреннем узле дерева и вычислили натуральные 

логарифмы этих сумм; г) провели непараметрическое сравнение (по процентилям) лог-сумм 

(см (в)) по всему дереву с целью выявления ветвей с максимальной суммой (ветвей с 

признаками эпистатических преобразований). (2) Чтобы сравнить ветвь-специфические 

скорости структурных изменений, мы использовали усеченные библиотеки ‘AltAll * N’. Для 

этого, мы: a) реконструировали вторичные структуры, меры близости аминокислоты к 

поверхности глобулы и меры неупорядоченности (disorder) для каждого аминокислотного 

остатка каждой альтернативной предковой последовательности в каждом внутреннем узле 

дерева с использованием конвейера RaptorX_Property Fast [16]; б) вычислили частоты 

изменений этих мер (см. (а)) между всеми альтернативными предковыми 
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4. Полученные результаты 

В генной сети развития трихом были выявлены функциональные блоки: гормон-

чувствительные регуляторы, инициаторный комплекс и его ингибиторы, гены цитоскелета, 

гены клеточного цикла и др. Мы представили список генов-кандидатов, ответственных за 

развитие трихом в широком спектре видов растений. 

Было показано, что основные гены инициаторного комплекса РГС, контролирующей 

формирование трихом являются эволюционно старыми и они, вероятно, имели одну 

функцию в предке всех сосудистых растений, и отвечали за образование простого 



одномерного паттерна опушения растения. Генные сети растений с более сложным 

паттерном опушения прошли через огромное количество событий дупликации отдельных 

генов, которые, вероятно, сыграли решающую роль в формировании сложных паттернов 

опушения. Тем не менее, паттерны опушения однодольных и двудольных покрытосемянных 

растений образуются равными по сложности генными сетями. 

На основе результатов углубленного филогенетического анализа мы предположили, что 

дивергенция и/или специализация компонентов РГС, контролирующей формирование 

трихом, связаны напрямую с эволюционным появлением крупных таксонов растений. 

Полученная информация об основных белковых компонентах РГС дала возможность 

предсказать точки переключения в эволюции и функционировании генных сетей. 

 

5. Иллюстрации, визуализация результатов. 

 

Рис. 1. РГС, контролирующая формирование трихом, реконструирована с использованием 

плагина GeneMANIA (a) и STRING (b). 



 

Рис. 2. Эволюционные изменения структуры семейства белков R3-MYB – линии (на ветвях 

дерева) справа налево: неупорядоченность (2 типа остатков), вторичная структура (3 типа), 

вторичная структура (8 типов), поверхность глобулы (3 типа остатков), редкие (по сравнению 

с обратимой моделью аминокислотных замен) аминокислотные замены. Цветовая схема: 

черный - внешняя ветвь (не анализируются); цвета внутренних ветвей определяют квартиль 

скоростей эволюции: синий - Q1; зеленый - Q2; оранжевый –Q3; красный –Q4. 

 

6. Эффект от использования кластера в достижении целей работы. 

Проведение компьютерного анализа эволюции белков с использованием рабочих станций 

невозможно как вследствие большого объема требуемой оперативной памяти, так и по 

времени счета. Поэтому использование кластера является определяющим для успешного 

достижения целей работы. 
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