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Геном инфузории Euplotes crassus (класс Spirot�
richea) обладает рядом особенностей, которые от�
личают его от геномов остальных инфузорий и
определяют интерес к его изучению. 

Хотя инфузории используются как модельные
организмы для изучения таких процессов, как
РНК�катализ, образование теломер, ацетилиро�
вание гистонов, их геном изучен мало: в базах
данных есть полногеномные последовательности

только двух инфузорий – Tetrahymena thermophila
[1] и Paramecium tetraurelia [2]. Ряд особенностей
генома инфузорий затрудняет секвенирование и
анализ, и, в первую очередь, вследствие ядерного
диморфизма (макронуклеус и микронуклеус).
Микронуклеус в вегетативном состоянии неакти�
вен, но участвует в передаче генетического мате�
риала между поколениями. Макронуклеус акти�
вен во время вегетативного роста инфузории. У
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Проведен базовый биоинформатический анализ предварительной версии макронуклеарного генома и
транскриптома инфузории Euplotes crassus. Более четверти генов E. crassus содержат несколько экзонов.
Среди интронов обнаружена большая фракция “крошечных” интронов длиной 20–30 н. Определено
63 случая альтернативного сплайсинга, а также найдено 14 интронов с нестандарными сайтами сплай?
синга. Около 2000 предполагаемых генов E. crassus не имеют каких?либо гомологов в других инфузори?
ях, но в большинстве из них наблюдается значительное сходство с бактериальными генами, что может
быть результатом загрязнения при приготовлении образцов из инфузорий. Сравнение геномов E. crassus
и других инфузорий свидетельствует об экспансии одних и тех же групп генов, отвечающих за жизнеде?
ятельность свободноживущих гетеротрофных организмов.
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большинства из таксонов он характеризуется вы�
сокой степенью полиплоидии. При половом про�
цессе он разрушается и заменяется новым, кото�
рый образуется из микронуклеуса путем пере�
строек ДНК.

Все представители рода Euplotes обладают еще
одной отличительной особенностью – их генети�
ческий код отклоняется от универсального. Ко�
дон UGA не является стоп�кодоном, а отвечает за
включение цистеина [3] или селеноцистеина [4].
Кроме того, у Euplotes механизмы трансляции
белков отличаются от универсальных: для транс�
ляции некоторых генов требуется программируе�
мый сдвиг рамки считывания [5]; детали этого
процесса неизвестны. Предложен гипотетический
механизм для сдвигов типа +1 [5] в тех случаях, ко�
гда транслируемая последовательность заканчива�
ется слабыми стоп�кодонами, за которыми распо�
лагается сдвигающая последовательность.

Впервые подобный механизм описан при изу�
чении гена, кодирующего рекомбиназу в составе
транспозона Tec2 в Euplotes [6]. Это далеко не
единственный пример, и, возможно, программи�
руемый сдвиг рамки считывания достаточно ча�

сто наблюдается как механизм трансляции у Eu�
plotes. Ранее при анализе неполного генома Кло�
бутчер (Klobutcher) [5] предположил, что более
5% генов этого организма обладают такой осо�
бенностью. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Библиотеку кДНК штамма E. crassus CT5 полу�
чили из клеток, находящихся в логарифмической
фазе роста; для питания клеток использовали
культуру одноклеточных водорослей Dunaliella
salina. Для создания библиотеки использовали
вектор pDNR�LIB, а ее конструирование осу�
ществляли по протоколу SMART компании Clon�
tech (“Mountainview”, США). Рекомбинатные
клоны помещали в лунки, содержащие 1.2 мл сре�
ды с добавлением канамицина (30 мкг/мл). После
культивирования в течение 18 ч при температуре
37°С плазмидную ДНК выделяли при помощи
лизиса с использованием оборудования фирмы
“Beckman Biomek FX”. Полученные клоны секве�
нировали по Сэнгеру с использованием реагентов
BigDye Terminator (“Applied Biosystems”, США).
Пробы для секвенирования осаждали изопропа�
нолом и суспендировали в 7 мкл карбамальдеги�
да. Последовательности определяли на капилляр�
ном секвенаторе Applied Biosystems 3730XL 96. Из
8400 клонов получили примерно 15000 последо�
вательностей EST, которые являются частью двух
тысяч транскриптов.

Макронуклеарный геном E. crassus секвенирова?
ли на оборудовании компании 454 Life Science
(www.454.com). Общее число последовательно�
стей составило 2550648 (средняя длина 236 н.).
Для создания геномной последовательности ис�
пользовали программный пакет PCAP [7]. Конти�
ги собирали в соответствии с инструкцией, при�
лагаемой к пакету. Базовые статистические харак�
теристики используемой сборки приведены в
табл. 1 и рис. 1.

Полученные EST картировали на контиги мето�
дом сплайсированного выравнивания, реализо�
ванного в программе Pro�EST [8]. Выравнивания
с низким уровнем сходства (<95% вдоль всего вы�
равнивания или <90% хотя бы в одном экзоне) от�
брасывали. Выравнивания, содержащие интроны
с нестандартными сайтами, обрабатывали вруч�
ную. Минимальную длину интрона ограничивали

Основные характеристики результатов секвенирования и сборки генома и последовательностей EST макро�
нуклеса Euplotes crassus

Число
Длина

минимальная средняя N50 максимальная

Контиги 70328 243 937.75 595 15440

EST 18742 200 533.56 512 13165
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Рис. 1 Распределение длин контигов E. crassus. По
оси X – длина контига (н.), по оси Y – число контигов
указанной длины.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 2  2012

ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ ВЕРСИЯ ГЕНОМА МАКРОНУКЛЕУСА ИНФУЗОРИИ 363

16 н., в соответствии с данными о длине интронов
в других представителях Ciliates [9, 10].

Неполные экзон�интронные структуры, полу�
ченные в результате выравнивания EST и конти�
гов, объединяли в экзон�интронные контиги
(ЭИК). При этом использовали следующую ите�
ративную процедуру. Две структуры ЭИК объеди�
няли, если все сайты сплайсинга (минимум два) в
их пересечении в точности совпадали. В частно�
сти, в перекрывающемся участке не допускали
удлинения экзонов за счeт альтернативных сай�
тов, кассетные экзоны, присутствующие в одном
ЭИК, но отсутствующие в другом, а также удер�
жанные интроны.

Теломеры на концах контигов искали с помо�
щью шаблона c{3�6}a{3�6}c{3�6}a{3�6}. Хотя клас�
сической последовательностью теломер является
c{4}a{4}c{4}a{4} [15], технология пиросеквениро�
вания часто допускает ошибки именно при опре�
делении длины гомополимерного участка [16],
поэтому в таких участках и допускали вариации.

Поиск гомологов в базе RefSeq [11] проводили
при помощи программы blastx из пакета BLAST
[12].

Используемые для сравнения полные геномы
Paramecium tetraurelia и Tetrahymena thermophila
взяты из баз данных ParameciumDB [9] и Tetrahy�
mena Genome Database [10] соответственно.

Паралогичные семейства выделяли в два этапа.
На первом находили группы ортологичных генов,
которые составили ядро паралогичного семей�
ства. Для автоматического определения ортоло�
гов использовали алгоритм двусторонних лучших
гомологов: ортологами считаются гены, которые
в обе стороны являются друг для друга лучшими
гомологами (BeT, best hit [13]). Все попарные
сравнения проводили с использованием про�
граммы blastx из пакета Blast [12] при величине
e�value < 10–5. Из�за многочисленных дупликаций
в геномах инфузорий не исключено наличие ко�
ортологов и, как следствие, несколько типов ор�
тологичных соотношений: один ген или имеет
одного ортолога в другом организме, или много
ортологов, или целая группа генов может соответ�
ствовать группе генов.

На следующем этапе строили паралогичные се�
мейства – дополнение ядра ортологичных генов
паралогами. Паралогичные гены определяли по
следующему критерию: сходство между ними
должно было быть больше, чем сходство с наибо�
лее близким ортологом из другого организма. 

При анализе функционального разнообразия па�
ралогичных семейств их разделяли на несколько
групп, соответствующих метаболизму аминокис�
лот, компонентам цитоскелета, энергетическому
метаболизму, внутриклеточному транспорту, син�
тезу липидов, транспортерам, протеолитическим
ферментам, белкам сигнальных путей (киназы и

фосфатазы), комплексам транскрипции и транс�
ляции, а также белкам с неизвестной функцией.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Статистический анализ предварительного генома 
E. crassus

В результате сборки генома получено 70328 кон�
тигов (из них 70312 уникальных) и 18742 последова�
тельностей EST (из них 15170 уникальных).

После завершения процедуры объединения в
большинстве контигов (4244) содержался один
ЭИК, в 246 – два ЭИК, и в 5 контигах – три. Слу�
чаи нескольких ЭИК на контиг распределились
так: 197 пар ЭИК не пересекаются друг с другом,
один – целиком лежит в интроне другого ЭИК, и
ещe 63 пары, вероятно, представляют собой при�
меры альтернативного сплайсинга. В первом слу�
чае не вполне ясно, являются ли эти ЭИК двумя
различными генами или (что более вероятно) ар�
тефактами, вызванными недостаточным покры�
тием EST.

Около четверти ЭИК содержат более одного
экзона. Поскольку имеющиеся EST покрывают
лишь небольшую часть генома, доля многоэкзон�
ных генов, скорее всего, превышает 25%.

Гистограмма длин экзонов (рис. 2) выходит на
плато в районе 30–200 н., далее следует пик на
участке 200–250 н., а затем наблюдается плавное
снижение. Максимальная длина внутреннего эк�
зона – 2211 н., минимальная – 7 н.

Гистограмма длин интронов (рис. 3) имеет рез�
кий пик в районе “крошечных” (tiny) интронов
(23–30 н.) и затем убывает почти монотонно.
Длина больше 300 н. встречается крайне редко, а
около 40% интронов короче 30 н. Тем не менее,
максимальная длина интрона – 2821 н., а
минимальная – 21 н. (более короткие интроны
встречаются в выдаче программы, но их отбрасы�
вали как артефактные после индивидуального
анализа). Стоит отметить, что в области коротких
длин распределение длин интронов выглядит би�
модальным, причeм второй (меньший) пик прихо�
дится на значения длин 37–45 н. Это наблюдение
можно объяснить тем, что имеются два механизма
сплайсинга, и, как следствие, две группы интронов;
граница длины между этими группами – 33–35 н.

Примерно 69662 контига E. crassus имеют зна�
чимых гомологов в других организмах. Из них
около 2000 не имеют каких�либо гомологов и в
других инфузориях. Таксономическое распреде�
ление последних представлено на рис. 4. Заметно,
что большинство из этих генов имеют наиболее
сходные гомологи в бактериальных геномах, при�
чем во многих случаях – с очень высоким уров�
нем сходства (>75% одинаковых аминокислотных
остатков). У подавляющего большинства таких
контигов (~1400) отсутствуют теломеры (см. ни�
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же). Таким образом, наиболее вероятно, что появ�
ление этих контигов – следствие бактериального
загрязнения исходного материала. 

Альтернативный сплайсинг

Найдено 63 примера альтернативного сплай�
синга, среди них 55 относятся к типу “удержан�
ный интрон”, т.е. экзон одного ЭИК полностью
или частично покрывает интрон другого ЭИК. В
48 случаях один из ЭИК представляет собой
единственный экзон, и, строго говоря, нельзя га�
рантировать, что соответствующие EST надо от�

носить к одному и тому же типу альтернативного
сплайсинга. Более того, невозможно по формаль�
ным критериям отличить случай удержанного
интрона (аналогичный случаям, наблюдаемым
среди частично перекрывающихся ЭИК) от слу�
чая удлинения экзона из�за альтернативного сай�
та. Однако в семи случаях перекрытие было пол�
ным, что даeт основания для отнесения таких ва�
риантов к разряду удержанных интронов или к
случаям неполного сплайсинга. Альтернативные
сайты обнаружены в восьми парах ЭИК: один
альтернативный донор, два альтернативных ак�
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Рис. 2. Распределение длин экзонов E. crassus. По оси X – длина экзона (н.), по оси Y – число экзонов указанной длины.

Рис. 3. Распределение длин интронов E. crassus. По оси X – длина интрона (н.), по оси Y – число интронов указанной
длины. а – Все интроны. б – Интроны не длиннее 100 н.
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цептора и пять случаев, в которых варьировали
оба сайта.

Нестандартные сайты сплайсинга

Все выравнивания, содержащие нестандарт�
ные сайты сплайсинга, проверяли вручную. По�
сле отбрасывания ненадежных сайтов и псевдо�
интронов (вероятно, возникших из�за повторов,
вызванных артефактами клонирования или
ошибками при секвенировании) осталось 14 по�
тенциальных интронов с нестандартными сайта�
ми. Среди них: четыре интрона GC�AG, три –
GT�TG, три AT�AG интрона, три GT�AT и один
интрон GT�AC. Вывод о функциональности семи
нестандартных акцепторных сайтов поддержива�
ется тем, что перед всеми ними находится остаток
T. Это согласуется с тем, что доля TAG среди ин�
тронов с каноническими сайтами составляет
93.63% (остальные – это в основном CAG, 4.73%)

“Одна хромосома – один ген”

При первичном анализе контигов было отме�
чено, что практически в каждом из них содержит�

ся всего один ген. При детальном рассмотрении
70328 контигов обнаружили всего 36 (0.05%) слу�
чаев, когда один контиг выравнивается более чем
с одним белком из базы данных, с e�value < 0.001.
Из этих 36 только один можно выровнять также с
двумя различными EST. 

При этом 12819 (18%) контигов ограничены
теломерами с обеих сторон, т.е. с большой вероят�
ностью соответствуют одной хромосоме макро�
нуклеуса. Еще в 26773 (38%) контигах теломеры
обнаруживаются с одного конца последователь�
ности. 

Таким образом, видимо, большинство хромо�
сом E. crassus содержат один ген.

Паралогичные семейства

Вследствие многочисленных дупликаций ге�
нов, геном E. crassus содержит семейства парало�
гичных генов. Мы проанализировали функцио�
нальное разнообразие 1861 паралогичного семей�
ства, общего для трех инфузорий. Эти семейства
содержат 3781 ген E. crassus. Среди них оказалось
больше всего генов, кодирующих белки сигналь�
ных путей, а именно, киназы и фосфатазы. На их
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долю приходится 13% от числа генов E. crassus в
этих семействах, в то время как доля каждой из
других функциональных групп была меньше 8%.
Кроме того, самые обширные паралогичные се�
мейства содержат гены, кодирующие белки, от�
ветственные за жизнедеятельность свободножи�
вущих гетеротрофных организмов: упомянутые
выше гены сигнальных путей, а также компонен�
ты цитоскелета (кинезины и динеины), транс�
портеры и протеолитические ферменты (катеп�
сины).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изучение предварительной версии генома
E. crassus выявило ряд особенностей, не характер�
ных для ранее изученных T. thermophila и P. tetrau�
relia: он содержит большое число крошечных ин�
тронов, а большинство хромосом содержит, види�
мо, один ген. 

Анализ паралогичных семейств подтвердил
независимую экспансию одних и тех же групп ге�
нов в различных инфузориях, связанную, очевид�
но, со сходным образом жизни. Таким образом,
для инфузорий в целом необходимы такие же ге�
ны, какие, как было показано ранее, присутству�
ют в относительно большом количестве в каждой
отдельной инфузории [1, 2]. Это согласуется с
данными анализа генома T. thermophila [1]. 

Длина интронов у различных видов инфузо�
рий может отличаться довольно сильно: если в
P. tetraurelia большинство интронов имеет длину
18–35 н. (“крошечные”), а в T. thermophila – 53–
978 н., то в E. crassus встречаются оба типа (длина
варьирует от 21 до 2821 н.). Сплайсинг в целом до�
статочно развит: встречаются как нетривиальные
альтернативные изоформы, так и неканониче�
ские сайты сплайсинга. 

В последнее время становятся доступны не�
полные геномы других представителей этого так�
сона [14]. Это позволит расширить область иссле�
дования и провести детальный функциональный
анализ генов, специфичных как для инфузорий в
целом, так и для каждой инфузории в отдельности. 

Авторы выражают благодарность А. А. Миро�
нову за ценное обсуждение и комментарии. 
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