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Мобильные генетические элементы IS630/Tc1/mariner (ITm) являются широко распространенными 
представителями ДНК-транспозонов, вносящих значительный вклад в  эволюцию геномов 
эукариот. Масштабное применение технологий секвенирования нового поколения (NGS) привело 
к появлению множества полногеномных нуклеотидных последовательностей новых организмов 
и выявлению элементов ITm в большинстве таксонов эукариот. Несмотря на достаточно детальную 
изученность разнообразия ITm, по-прежнему обнаруживаются элементы, которые способствуют 
расширению и  пересмотру классификации этой группы ДНК-транспозонов. В  представленной 
работе впервые проведен детальный анализ элементов L31 двустворчатых моллюсков, что 
позволило описать структуру, разнообразие, распространение и  филогенетическое положение 
этих элементов в  группе ITm. Установлено, что L31-транспозоны являются самостоятельным 
надсемейством в группе ITm, имеющим древнее происхождение. Внутри клады L31 наблюдается 
достаточно высокое разнообразие  – выделено пять филогенетических кластеров. На  данный 
момент L31-транспозоны у двустворчатых моллюсков выявлены только в подклаcсе Autobranchia 
с преобладанием по разнообразию и количеству в инфраклассе Pteriomorphia. Показано также, что 
белок, кодируемый второй открытой рамкой считывания, является неотъемлемым структурным 
компонентом практически всех полноразмерных элементов L31. Полученные данные способствуют 
лучшему пониманию эволюции представителей ITm-транспозонов. Дальнейшее изучение L31-
транспозонов в других таксонах (стрекающие), а также исследование функции белка, кодируемого 
второй рамкой считывания, позволит лучше понять эволюцию ДНК-транспозонов, механизмы 
их горизонтального переноса и вклад в биоразнообразие эукариот.
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ВВЕДЕНИЕ
Мобильные генетические элементы (МГЭ) 

эукариот – это подвижные элементы, которые 
существуют и эволюционируют внутри геномов 
хозяев, перемещаясь из локуса в локус, а также 
способны к  горизонтальному переносу между 
геномами. МГЭ широко распространены в гено-
мах прокариот и эукариот [1–4]. После вторже-
ния в геном хозяина МГЭ способны увеличивать 
число своих копий, зачастую очень значительно. 
Из-за способности к транспозиции и частой ам-
плификации транспозоны являются основны-
ми детерминантами размера генома [1, 2, 5, 6]. 
Активные перемещения и амплификация МГЭ 
способны изменять первичную структуру ДНК, 
влиять на работу генов и их функцию, вмеши-

ваться в  процессы регуляции транскрипции, 
вызывать хромосомные аберрации в геноме хо-
зяина [7–9]. Любопытно, что, внедряясь в геном 
хозяина, МГЭ не просто хаотично перемещают-
ся, как считалось ранее, а способны “выбирать” 
наиболее предпочтительные для себя локусы 
генома [10]. В  геноме хозяина МГЭ проходят 
определенные стадии жизненного цикла, ре-
зультатами которого, как правило, являются 
постепенная деградация и элиминация [11–13]. 
Однако некоторые МГЭ могут существовать 
в геноме хозяина достаточно долго при большом 
количестве функциональных копий, например 
ретротранспозоны LINE-1 млекопитающих [14, 
15]. Кроме того, МГЭ могут избежать исчезно-
вения, став источником новых генов или других 
полезных для генома структур [2]. На  данный 
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СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ
момент выявлен целый ряд структурных и  ре-
гуляторных генов, возникших в результате мо-
лекулярного одомашнивания МГЭ [16]. Также 
жизненный цикл МГЭ можно перезапустить 
посредством горизонтального переноса в геном 
другого хозяина (явление горизонтального пере-
носа ряда элементов, например SINE, не описа-
но) [2, 3, 11].

Другой важный аспект  – это способность 
МГЭ отвечать активностью на некоторые стрес-
совые физические, химические и биологические 
факторы [17–22]. Индукция активности МГЭ 
выражается в  увеличении частоты перемеще-
ний и, соответственно, усилении амплифика-
ции. Все это, в свою очередь, дестабилизирует 
геном хозяина, приводя к повышению частоты 
мутаций и гибели организма, а в редких случа-
ях  – к  их  адаптации и  дальнейшей эволюции 
[7, 23, 24]. В  соответствии с  классификацией 
МГЭ эукариот делят на два класса: класс I – ре-
тротранспозоны; класс II – ДНК-транспозоны. 
Деление на классы опирается на механизм пе-

ремещения, свойственный каждому из них. Ре-
тротранспозоны перемещаются через создание 
РНК-посредника. ДНК-транспозоны не  соз-
дают себе посредника и напрямую вырезаются 
из геномной последовательности и встраивают-
ся в нее [25–27].

ДНК-транспозоны  – очень разнообразная 
и  многочисленная группа МГЭ, включающая 
три подкласса и  не  менее 17  надсемейств [26, 
28]. Одной из широко распространенных групп 
ДНК-транспозонов эукариот является инфра-
класс ITm [29, 30], включающий несколько над-
семейств: pogo, Tc1/mariner, Gambol, Sailor [29, 
31–34]. Автономные транспозоны ITm содержат, 
как правило, одну открытую рамку считывания 
(ОРС), которая кодирует фермент транспоза-
зу и  окружена концевыми инвертированны-
ми повторами (КИП). Встречаются элементы, 
имеющие более одной пары инвертированных 
повторов. Дополнительные повторы обычно 
называют субконцевыми инвертированными 
повторами (СИП) (рис. 1а) [27, 32].
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Рис. 1. Структура транcпознов суперсемейств Tc1/mariner и  pogo (а) и  разнообразие структуры L31-элементов 
двустворчатых моллюсков (б). КИП/СИП  – концевые инвертированные повторы или субконцевые 
инвертированные повторы; ОРС – открытая рамка считывания, кодирующая транспозазу; ОРС2 – открытая рамка 
считывания, кодирующая белок с неизвестной функцией.

В ходе исследования разнообразия элементов 
ITm в геноме тихоокеанской устрицы Crassostrea 
gigas был описан транспозон Mariner-31_CGi – 
представитель неизвестной обособленной груп-
пы, условно названной L31 (от  like Mariner-31_
CGi) [35]. На филогенетическом дереве данная 
группа заняла место вне известных крупных над-
семейств Tc1/mariner и pogo. ОРС представителей 
L31 кодировала транспозазу с  каталитическим 
доменом DD37E. При этом в  последователь-
ности элемента Mariner-31_CGi присутствовала 
еще одна ОРС, кодирующая белок с неизвест-
ной функцией. Детальное изучение представи-
телей данной группы не входило в задачи рабо-
ты, поэтому исследователи ограничились только 
анализом распространенности элементов L31 
среди эукариот. На основании данных о нали-
чии гомологий с  транспозазой Mariner-31_CGi 

представители L31 были найдены только у двух 
таксонов: двустворчатых моллюсков (Bivalvia) 
и стрекающих (Cnidaria) [35].

Позднее в  работе, посвященной глубокому 
анализу филогенетических отношений и клас-
сификации элементов ITm, представители L31 
были отнесены к  так называемым минорным 
группам [30]. При этом высказывались сомне-
ния в принадлежности элемента Mariner-31_CGi 
к  L31, который, собственно, и  был референс-
ным для данной группы. Кроме того, изучение 
структурных особенностей и эволюции элемен-
тов L31 не входило в задачи работы. Таким об-
разом, группа L31 оставалась практически неиз-
ученной.

В  данной работе представлен первый де-
тальный анализ элементов L31 у  двустворча-
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тых моллюсков, в результате которого описаны 
структура, разнообразие и распространенность, 
а  также установлено филогенетическое поло-
жение транспозонов L31 в  инфраклассе ITm. 
Показано также, что белок, кодируемый ОРС2, 
является неотъемлемым структурным компо-
нентом практически всех полноразмерных эле-
ментов L31.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск элементов. В  качестве образца для 

поиска элементов L31 использовали объеди-
ненную аминокислотную последовательность 
транспозазы и  белка, кодируемого ОРС2 (До-
полнительные материалы 1), принадлежа-
щих описанному ранее элементу  Mariner-31_
CGi устрицы Crassostrea gigas [35], взятые из базы 
данных Repbase (https://www.girinst.org/). Пол-
ногеномные нуклеотидные последовательности 
представителей двустворчатых получены из базы 
данных NCBI  Assembly (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/assembly/). Поиск полноразмерных эле-
ментов L31 осуществляли с помощью tBLASTn 
[36] по гомологии с образцом, представленным 
в  полногеномных последовательностях дву-
створчатых. При анализе обнаруженных гомо-
логий мы учитывали последовательности с про-
центом соответствия образцу по  длине (Query 
Coverage) 45 и более. Далее из оставшегося мно-
гообразия мы выбирали все последовательности, 
кодирующие потенциально функциональную 
транспозазу (с доменом DD37E) и потенциаль-
но функциональный белок ОРС2. Критериями 
для оценки потенциальной функциональности 
транспозаз и белков ОРС2 были: неповрежден-
ная ОРС, наличие стартового кодона и стоп-ко-
дона, а для транспозаз еще и длина, составля-
ющая не  менее 340 аминокислотных остатков 
(а.о.). Если таковых не было, то выбирали наи-
более сохранившиеся последовательности. В тех 
случаях, когда последовательность, гомологич-
ная образцу, кодировала потенциально функ-
циональный белок ОРС2, но  не  кодировала 
потенциально функциональную транспозазу, 
мы также анализировали ее как предполагаемый 
элемент L31. За допустимое расстояние между 
белком ОРС2 и транспозазой внутри предпола-
гаемого элемента мы приняли 10 000 п.н. При 
большем расстоянии белок ОРС2 и транспозазу 
считали принадлежащими разным элементам 
или разным копиям одного элемента.

При поиске копий потенциально функцио-
нальных транспозаз для каждого обнаруженного 
элемента в  качестве образца брали аминокис-
лотную последовательность неповрежденной 
транспозазы этого элемента и осуществляли по-
иск в tBLASTn с настройками фильтров: Query 
Coverage 99-100 и Percent Identity 90-100. Сре-

ди результатов поиска при подсчете учитывали 
только те  транспозазы, идентичность которых 
составляет не  менее 90%, а  соответствие об-
разцу по длине не менее 99% (Query Coverage), 
которые имеют такой же домен, как у образца 
(например, DNLSAH), а  также неповрежден-
ную ОРС со  стартовым кодоном и  стоп-кодо-
ном. При поиске потенциально функциональ-
ных копий каждого обнаруженного белка ОРС2 
мы  брали в  качестве образца последователь-
ность этого белка. Поиск копий осуществля-
ли в  tBLASTn с  настройками фильтров: Query 
Coverage 99-100, при подсчете учитывали только 
копии без внутренних стоп-кодонов.

КИП обнаруживали с помощью BLASTn пу-
тем анализа нуклеотидных последовательностей 
[36]. Границы гипотетических ОРС определяли 
с  помощью ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/orffinder/) и далее уточняли визуально.

Филогенетический анализ. Для филогенети-
ческого анализа были взяты L31-транспозазы 
двустворчатых моллюсков, описанные в  дан-
ном исследовании, а  также L31-транспозазы 
тихоокеанской устрицы C. gigas (Mariner-31_
CGi и  Mariner-53_CGi) из  Repbase и  транспо-
зазы элементов, представляющих известные 
группы инфракласса ITm (табл.  1, см. Допол-
нительные материалы http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Puzakov_rus.pdf), в общей 
сложности 139 аминокислотных последователь-
ностей. Множественное выравнивание прово-
дили с использованием MAFFT с применением 
метода G-INS-I  [37]. Филогенетическое дерево 
получено с использованием метода максималь-
ного правдоподобия в программе IQ-TREE [38] 
со  сверхбыстрым бутстреп-анализом (UFBoot) 
(1000 повторов) [39], модель LG+F+I+G4  вы-
брана с помощью ModelFinder [40].

Анализ доменной структуры транспозазы. 
В анализ доменной структуры последовательно-
стей взяты все элементы, имеющие по первич-
ному анализу потенциально функциональные 
транспозазы (табл. 2). Расположение GRPR-по-
добного мотива и маркерных аминокислотных 
остатков: аспартат (D), аспартат (D) и глутамат 
(E) каталитического домена идентифицирова-
ли визуально по  гомологии. ДНК-связываю-
щий домен (три α-спирали до GRPR-подобно-
го мотива и  три после) выявляли, анализируя 
вторичную структуру транспозазы, предсказан-
ную с помощью программы PSIPRED v4.0 [50]. 
Предполагаемую последовательность сигнала 
ядерной локализации (NLS) определяли с помо-
щью программы PSORT (https://www.genscript.
com/psort.html). Графическое представление 
обобщенных последовательностей отдельных 
участков каталитического домена сгенерирова-
но с помощью WebLogo [51].
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Таблица 1. ITm-транспозоны, транспозазы которых использовали в филогенетическом анализе

Famar1 AAO12863 Guest_Ca-sativa XP010462775
Dmmar1 AAA28678 Guest_Soymar1 AF078934
Tvmar1 AAP45328 Guest_Br-oleracea XP013589454
Hsmar1 AAC52010 Guest_Phyllostachys_edulis ADP24264
Bytmar1 CAD45367 Guest_Pisum_sativum AAX51974
Quetzal AAB02109 Gambol_(AAAB01008815) AAAB01008815
Mariner-14_CGi Repbase Gambol_(AAAB01008960) AAAB01008960
SsTRT [41] Gambol_(AAAB01008968) AAAB01008968
An-gambiae1 AF378002 Gambol_(AAAB01016702) AAAB01016702
In_Rhinella_marina [42] Gambol_(AAAB01006894) AAAB01006894
DD35E_TR-Xihe [43] Gambol_(AAAB01006919) AAAB01006919
DD38E_IT_At [44] Gambol_(AAAB01008879) AAAB01008879
TLEWI-1_BPl [45] Gambol_(AAAB01008849) AAAB01008849
VS-Maze [46] Gambol_(AAAB01008958) AAAB01008958
L18-1_HVul

[47]
TBE_AAA18578

[30]

Z-1_POch TBE_AAB42017

Bmmar1 [48] TBE_AAB42032

pogoR11 S20478 TBE_AAB49643

Tigger1 U49973 TBE_AAB49646

Fot1 Q00832 TBE_AAB58026

Tan1 U58946 TBE_AAB58028

Pot2 Z33638 TBE_AAB58030

pogo-5_PBac
[49]

TBE_AAB58032

pogo-2_BOva TBE_AAB58034

Tec_AAA62601

[30]

TBE_AAB58036

Tec_AAA91339 TBE_AAB58377

Tec_AAM80490 TBE_TBE1

Tec_Tec1 TBE_AAB42034

Sailor_Mo_Teggra

[29]

TBE_EJY78953

Sailor_Mo_Batpla TBE_EJY85485

Sailor_Mo_Cepnem IS630Ss X05955
Sailor_Mo_Cragig IS630Se NP_073225
Sailor_Mo_Cycsin IS630_Citrobacter_braakii STH95988)
Sailor_Mo_Hallae IS630_Escherichia_coli GDW80866)
Sailor_Mo_Halrub IS630_Shigella_dysenteriae VDG84061)
Sailor_Mo_Halruf IS630_Shigella_flexneri SRR10263
Sailor_Mo_Limfor HvSm_XP_004209659

[30]
Sailor_Mo_Mermer HvSm_XP_004212365

Sailor_Mo_Modphi HvSm_XP_012557766

Sailor_Mo_Mytcor HvSm_M-6_SM

Sailor_Mo_Pinimb L31_Mariner-53_CGi

RepbaseSailor_Mo_Rudphi
L31_Mariner-31_CGi

Sailor_Mo_Sacglo



58 ПУЗАКОВ, ПУЗАКОВА

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

Предсказание функции белка, кодируемого 
второй ОРС. Гипотетическую функцию белка, 
кодируемого второй ОРС, изучали с использо-
ванием в качестве референсной аминокислотной 
последовательности элемента L31-1b_CGig (C. 
gigas) протяженностью 368 а.о. Поиск гомоло-
гий с известными консервативными доменами 
осуществляли с помощью сервиса CDD [52], ал-
горитма BLAST [53] и программы Dompred [54]. 
Кроме того, использовали инструменты пред-
сказания функции FFPred 3  [55] и  MEMSAT 
[56] и сервиса предсказания третичной структу-
ры SWISS-MODEL [57].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эволюционное разнообразие L31-транспозонов 

двустворчатых

В  результате поиска гомологов Mariner-31_
CGi у  двустворчатых моллюсков обнаружены 
45  уникальных элементов (табл.  2). Для мо-
делирования эволюционных связей проведен 
филогенетический анализ, в  который вошли 
L31-транспозоны двустворчатых, а также пред-
ставители всех известных групп инфракласса 
ITm. Полученная дендрограмма (рис.  2) была 
укоренена на элементы IS630, которые, как пра-
вило, используются в качестве внешней группы 
при филогенетическом анализе транспозонов 
ITm [25–30, 35].

Установлено, что L31-транспозоны форми-
руют единую кладу с высокой достоверностью 
(бутсреп-значение 100%) (рис. 2). Высокую зна-
чимость в  сформированных кладах показали 
и представители надсемейств Sailor и pogo, а так-
же так называемых минорных групп Tec и TBE. 
Элементы HvSm создали единую смешанную 
ветвь с элементами надсемейства Gambol со зна-
чимостью 99%. В  исследовании, в  котором 
элементы HvSm выделены в  отдельную кладу, 
элементы Gambol не  вошли в  филогенетиче-
ский анализ [30], поэтому есть вероятность, что 
элементы HvSm и Gambol являются представи-
телями одной эволюционной группы. Предста-
вители надсемейства Tc1/mariner сформировали 
кладу с достоверностью 69% (рис. 2), что может 
указывать на более высокую филогенетическую 
гетерогенность данной группы или на раннюю 
дивергенцию элементов внутри группы. 

Внутри клады L31 наблюдалось достаточно 
высокое разнообразие. Мы выделили пять кла-
стеров с достоверностью от 70 до 100% (рис. 2). 
В кластерах встречалось более одного элемента, 
обнаруженного в  одной геномной сборке, по-
этому в названиях элементов к номерам, соот-
ветствующим кластеру, мы  добавляли литеры 
(рис.  2). Каждый кластер отличался по  входя-

щим в  него представителям отрядов двуствор-
чатых моллюсков. Так, в кластер L31-1  вошли 
элементы отрядов Mytilida и Ostreida с домини-
рующим преобладанием разнообразия послед-
него. Десять элементов Ostreida распределились 
в три ветви (a, b и c) и один отдельный элемент 
Saccostrea glomerata, получивший литеру d (L31-
1d_SGlo), так как не  вошел ни  в  одну из  трех 
ветвей, упомянутых выше. Также в L31-1 попа-
ли два элемента C. gigas из Repbase: Mariner-31_
CGi (описанный ранее [35]) и  Mariner-53_CGi 
(не  охарактеризованный). Шесть элементов 
Mytilida объединились в единую группу (рис. 2). 
Кластер L31-2  сформировали элементы пред-
ставителей отрядов Ostreida, Mytilida и Pectinida. 
Здесь наблюдалось преобладание элементов, 
обнаруженных в геномах Mytilida, которые рас-
пределились в три ветви. В L31-3 вошли транс-
позоны отрядов Ostreida, Mytilida и  Pterioida, 
а в L31-4 – элементы отрядов Mytilida, Pterioida, 
Adapedonta и  Venerida. Немногочисленность 
элементов в  кластерах не  позволяет выделить 
явные клады, хотя все же наблюдается группи-
ровка элементов в соответствии с таксономией. 
Кластер L31-5  включает только два элемента, 
которые выявлены у  представителей отряда 
Pectinida (рис. 2). 

Распространение L31-транспозонов среди 
двустворчатых

На момент исследования в коллекциях NCBI 
были представлены полногеномные последо-
вательности только двустворчатых подкласса 
Autobranchia, поэтому подкласс Protobranchia 
остался неизученным. В результате анализа рас-
пространенности элементов L31 среди двуствор-
чатых подкласса Autobranchia установлено, что 
они преобладают в  инфраклассе Pteriomorphia 
(рис. 3). В другом инфраклассе – Heteroconchia – 
только у трех из 17 видов обнаружено по одному 
достаточно хорошо сохранившемуся L31-транс-
позону (табл. 2). Все три вида принадлежат к суб-
терклассу Euheterodonta: два из отряда Venerida 
и  один из  Adaendonta. Все элементы принад-
лежат к кластеру L31-4. Еще у одного предста-
вителя отряда Venerida (Ruditapes philippinarum) 
обнаружены короткие фрагменты, гомологич-
ные Mariner-31_CGi. У других видов, принадле-
жащих отрядам Venerida (три вида), Adapedonta 
(один вид), Myida (три вида) и  Cardiida (два 
вида) субтеркласса Euheterodonta, гомологий 
не  выявлено (табл.  2). В  другом субтерклассе 
Palaeoheterodonta инфракласса Heteroconchia 
анализ геномных последовательностей четырех 
представителей отряда Unionida выявил в трех 
из них короткие фрагменты L31-транспозонов 
(табл. 2).
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Рис. 2. Филогенетическое разнообразие L31-элементов двустворчатых моллюсков. Названия клад указаны справа 
от дендрограммы. Геометрическими фигурами обозначены транспозоны, выявленные в данном исследовании: 
квадрат – отряд Ostreida, круг – отряд Mytilida, ромб – отряд Pectinida, треугольник вершиной вверх – отряды 
Adapedonta и Venerida, треугольник вершиной вниз – отряд Pterioida. Бутстреп-значения менее 50% на дендрограмме 
не указаны.
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Рис. 3. Распространение L31-транспозонов среди двустворчатых. нд – нет данных; косая черта разделяет количество 
видов, у которых обнаружены L31-элементы, и общее число исследованных видов таксона; *у некоторых видов 
выявлены только короткие фрагменты (обрывки) L31-элементов (см. текст и табл. 2). Таксономическое дерево 
создано на основе данных из World Register of Marine Species (WoRMS) (https://www.marinespecies.org/) и TimeTree 
(http://www.timetree.org/).

Элементы L31 выявлены в четырех (Mytilida, 
Ostreida, Pectinida, Pterioida) из шести отрядов 
инфракласса Pteriomorphia. У двух видов отря-
да Arcoida обнаружены только короткие фраг-
менты, гомологичные Mariner-31_CGi. Пол-
ногеномные сборки у  представителей Limoida 
в  коллекциях NCBI на  момент исследования 
отсутствовали (табл. 2).

В  геномах всех шести изученных видов от-
ряда Ostreida обнаружены элементы L31. При 
этом наблюдалась вариабельность в  представ-
ленности транспозонов в  геномах. Количе-
ство уникальных элементов L31 варьировало 
от 1 до 4 (табл. 2). Представители кластера L31-
1  выявлены во  всех изученных сборках, тогда 
как элементы L31-2 найдены у трех организмов, 
а L31-3 – только у одного.

У  Mytilida L31-транспозоны обнаруже-
ны у  шести из  восьми видов. У  двух видов 
(Limnoperna fortunei и  Perna viridis) выявле-
ны только короткие фрагменты элементов 
L31. Вариабельность по  количеству уникаль-
ных элементов была еще более высокой, чем 
у Ostreida (от 1 до 7) (табл. 2). У представителей 
рода Mytilus (четыре вида) выявлены элементы 
кластеров L31-1  и  L31-2, тогда как у  Modiolus 
philippinarum обнаружены представители четы-
рех кластеров (все, кроме L31-5), а у Gigantidas 
platifrons только элемент L31-3 (табл. 2, табл. 3).

Во  всех трех изученных геномах пред-
ставителей Pectinida присутствовали 1  или 
2  элемента L31 (табл.  2, табл.  3). У  гребеш-
ка Pecten maximus  – элемент кластера L31-2, 
а  у  Mizuhopecten yessoensis  – L31-5. В  геноме 
Argopecten irradians обнаружены представители 
обеих этих групп (L31-2 и L31-5).

В отряде Pterioida анализировали геномные 
сборки двух видов (табл. 2). Однако L31-транс-
позоны выявлены только у  Pinctada imbricata. 
При этом наблюдалось высокое разнообразие: 
пять уникальных элементов представляли кла-
стеры L31-3 и L31-4 (табл. 2, табл. 3).

Особенности L31-транспозонов двустворчатых

Наиболее яркой чертой элементов L31 яв-
ляется дополнительная ОРС (ОРС2). Показано, 
что преобладающее большинство элементов, 
как и Mariner-31_CGi (C. gigas), содержат ОРС2. 
При этом во  всех элементах (за  исключением 
L31-3a_SGlo) ОРС и ОРС2 направлены от цен-
тра к  краям транспозона, тогда как у  L31-3a_
SGlo они направлены в одну сторону (рис. 1б). 
Таким образом, ОРС2 является характерным 
компонентом элементов L31, а  не  случайным 
спутником Mariner-31_CGi, как предполагалось 
ранее [35].
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Наряду с  эволюционным разнообразием 
транспозаз, элементы L31 также различаются 
общей протяженностью, длиной КИП и субкон-
цевых инвертированных повторов (СИП) как 
между кластерами, так и  внутри них (табл.  3). 
Наименьшая протяженность элемента, имею-
щего КИП (L31-3a_PImb), составляла 2532 п.н., 
но этот элемент не имел ОРС2. Самый короткий 
элемент, имеющий КИП и обе ОРС, – L31-3a_
SGlo, длина которого составляет 3670 п.н. При 
этом встречаются элементы, длина которых пре-
вышает 10 000 п.н. и даже достигает 15 077 п.н. 
(L31-4a_MMer). Во всех кластерах, кроме L31-5, 
представлены как короткие, так и длинные ва-
рианты. У  обоих представителей L31-5  не  со-
хранились КИП и  ОРС2, выявлены лишь по-
следовательности, гомологичные транспозазе 
(табл. 2, табл. 3).

Флуктуации в протяженности элементов L31 
преимущественно обусловлены длиной межген-
ного интервала и  в  меньшей степени длиной 
КИП, а также наличием и длиной СИП. Во всех 
кластерах (с обеими ОРС) наблюдается значи-
тельный разброс длины межгенного интервала 
(табл. 3) – от нескольких сотен до нескольких 
тысяч пар нуклеотидов. Однако у  преоблада-
ющего числа элементов протяженность этого 
интервала варьирует в диапазоне от 400 до 2500 
п.н., только у отдельных представителей его дли-
на достигает более значительных величин (на-
пример, 9218 п.н. у L31-4a_MMer или 12 527 п.н. 

у L31-3a_GPla). Причиной такого разнообразия 
в длине межгенного интервала могут быть му-
тационные процессы, сопровождающие эволю-
ционный путь L31-транспозонов, в  результате 
которых возникают как делеции, так и вставки 
(иногда протяженные) фрагментов ДНК.

КИП и  СИП также демонстрируют разно-
образие – от коротких вариантов 19 п.н. (L31-
4c.1_PImb) до длинных 367 п.н. (L31-3b.1_PImb). 
Обобщая полученные данные, можно отметить 
отсутствие СИП в кластере L31-2, при том что 
он  имеет достаточно много представителей 
(13 элементов). Также есть случаи, когда СИП 
фланкируют только ген транспозазы (L31-1a_
MCal) или единственная пара инвертированных 
повторов фланкирует только ОРС2 (L31-1a_
MEdu, L31-1a.1_MGal) (табл. 2, рис. 1б).

Подсчет копий каждого уникального эле-
мента в  геномах двустворчатых показал, что 
L31-транспозоны не  имели высокой транс-
крипционной активности в  прошлом. На  это 
указывает немногочисленность сохранившихся 
экземпляров (табл. 2). Из 45 обнаруженных эле-
ментов только три (L31-1b_CHon, L31-1a_CVir, 
L31-4a_PImb) имели более 20 копий, еще у двух 
(L31-4a_MMer, L31-2a_CHon) было 13 и 16 ко-
пий соответственно. Число копий у остальных 
L31-транспозонов не  превышало 10, а  у  трех 
элементов (L31-1b_OLur, L31-1a_MCal, L31-
4a_SGra) выявлено лишь по  одной копии. 

Таблица 3. Характеристика кластеров L31-транспозонов двустворчатых

Кластер ДлинаА, п.н. КИП, 
п.н.

СИП, 
п.н.

Транспо-
заза, а.о.

Белок 
ОРС2,

а.о.

Интервал 
между 

ОРС, п.н.
Число 
копий

Число 
ПФТ

Число 
ПФБ-2 Отряд

L31-1 2958–9887 31–203 35–224 322–364 332–431 343–7631 1–25 0–9 0–4 Ostreida
Mytilida

L31-2 3686–10181 27–214 – 345–363 – 455–3605 2–16 0–5 0
Ostreida
Mytilida
Pectinida

L31-3 2532–13921 31–360 338–342 355–361 – 503–12527 2–5 0–2 0
Ostreida
Mytilida
Pterioida

L31-4 4456–15077 19–267 52–312 344–359 327–459 426–9218 1–24 0–22 0–20
Mytilida
Pterioida

Adapedonta
Venerida

L31-5 969–1038Б – – 323–345 – – 3–6 0–2 0 Pectinida

Примечание. КИП – концевые инвертированые повторы; СИП – субконцевые инвертированные повторы; а.о. – 
аминокислотный остаток; ОРС  – открытая рамка считывания; ПФТ  – потенциально функциональная транспозаза; 
ПФБ-2 – потенциально функциональный белок, кодируемый второй ОРС; А – минимальное значение, указано только 
для элементов с КИП; Б – у данного кластера нет элементов с КИП, поэтому указана протяженность фрагментов, гомо-
логичных транспозазе.
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Между кластерами больших различий не уста-
новлено. В группах L31-3 и L31-5 отсутствуют 
элементы с  числом копий, превышающим 10, 
но  и  в  остальных группах присутствие более 
многокопийных элементов носит скорее эпизо-
дический характер.

Около половины обнаруженных L31-транс-
позонов (27 элементов) сохранили копии с ОРС, 
кодирующей потенциально функциональную 
транспозазу, а  только около четверти (11  эле-
ментов) – потенциально функциональный бе-
лок ОРС2 (табл. 2). Количество копий с интакт-
ной ОРС транспозазы не превышало 10, а копий 
с интактной ОРС2 – пяти. Исключением явля-
ется L31-4a, у которого 22 из 24 копий несли ин-
тактный ген транспозазы и 20 из них имели по-
тенциально функциональный ген белка ОРС2.

Полноразмерные транспозазы выявлены 
во всех кластерах надсемейства L31 и варьиро-
вали от 322 до 364 а.о. В каждом кластере най-
дены элементы как имеющие копии с потенци-
ально функциональной транспозазой, так и без 
таковых (табл. 2, табл. 3).

Поскольку белок, кодируемый ОРС2, ранее 
не был описан, то не установлено, какую длину 
можно считать характерной для него. В  связи 
с этим мы считали полноразмерными все вари-
анты, превышающие 300 а.о. Копии элементов, 
содержащие полноразмерные белки ОРС2, вы-
явлены только в кластерах L31-1 и L31-4, хотя 
в  кластерах L31-2  и  L31-3  также обнаружены 
элементы с последовательностями, гомологич-
ными ОРС2, но кодирующими белок протяжен-
ностью менее 300 а.о. В кластерах L31-1 и L31-
4  копии с  потенциально функциональными 
белками ОРС2 выявлены не  у  всех элементов, 
но у некоторых присутствовали в относительно 
большом количестве (20 копий у L31-4a_PImb) 
(табл. 2). Таким образом, можно отметить, что 
последовательности ОРС2 в  большей степени 
подвержены деградации и элиминации.

Доменная структура транспозазы L31-
транспозонов двустворчатых

Основными компонентами функциональ-
ных транспозаз элементов инфракласса ITm яв-
ляются ДНК-связывающий и  каталитический 
(DDE/D) домены [32]. ДНК-связывающий до-
мен расположен в первой половине (N-конце-
вой части) аминокислотной последовательности 
транспозазы и  выявляется по  наличию шести 
α-спиралей. Этот домен обеспечивает связыва-
ние транспозазы с КИП. Между первой и второй 
триадами α-спиралей располагается GRPR-по-
добный мотив. Этот компонент обеспечивает 
взаимодействие ДНК-связывающего домена 
с сайтом-мишенью (динуклеотид ТА) [58]. Вто-

рая половина (С-концевая часть) транспозазы 
содержит DDE/D-домен, который обладает эн-
донуклеазной и лигирующей активностью, необ-
ходимой для вырезания и вставки транспозона. 
Название (DDE/D) домена основано на  при-
сутствии триады консервативных маркерных 
аминокислотных остатков – два аспартата (D) 
и третий либо глутамат (E), либо аспартат. Меж-
ду первым и вторым маркерными аспартатами 
находятся, как правило, от  90  до  110 а.о. Рас-
стояние между вторым и третьим маркерными 
остатками (составляет обычно от 30 до 40 а.о.) 
является консервативным и часто используется 
как классификационный признак транспозонов 
ITm (например, семейство Visitor – DD40-41D, 
семейство mariner  – DD34D, семейство Tc1  – 
DD34E) [32–34]. Также транспозазы ITm могут 
содержать сигнал ядерной локализации (NLS), 
который, как предполагается, способствует 
транспорту транспозазы из цитоплазмы в ядро 
[59, 60].

Изучение структуры полноразмерных транс-
позаз у элементов L31 двустворчатых показало, 
что ДНК-связывающий домен, GRPR-подоб-
ный мотив и  каталитический домен присут-
ствуют практически во  всех последовательно-
стях (рис.  4). В  отдельных случаях некоторые 
структуры не обнаружены. Так, в элементе L31-
1a_MPhi не найдена третья α-спираль, а в L31-
1a_MGal  – шестая α-спираль. В  целом вторая 
триада α-спиралей ДНК-связывающего доме-
на имеет большую вариабельность, чем первая 
триада α-спиралей. GRPR-подобный мотив 
в  четырех последовательностях был неузнава-
ем (L31-1a_MPhi, L31-1c_CAri, L31-5_AIrr, L31-
4a_MMer) (рис. 4). NLS-мотив найден в четырех 
L31-транспозонах (L31-2a_MEdu, L31-2a_MCal, 
L31-4a_MPhi, L31-4a_CSin) (рис. 4). Каталити-
ческий домен сохранился во всех полноразмер-
ных транспозазах и имел паттерн DD37E. Толь-
ко элемент L31-5_AIrr содержал DD38E домен 
(рис. 4).

Для сравнения каталитических доменов эле-
ментов L31 разных кластеров мы  выбрали три 
области, включающие каждый из  маркерных 
аминокислотных остатков триады DDE протя-
женностью 10  а.о., и  создали обобщенные по-
следовательности (рис. 5). Сходства и различия 
в обобщенных последовательностях между все-
ми кластерами L31-транспозонов подтвердили 
адекватность подразделения на  группы. Кла-
стер L31-5 включал только два элемента в связи 
с чем обобщенную последовательность области 
глутамата (третий маркерный остаток) получить 
не  удалось. Однако области первых двух мар-
керных остатков были более консервативны-
ми и также имели отличия от других кластеров 
(рис. 5).
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Рис. 4. Множественное выравнивание последовательностей транспозаз L31-транспозонов. α-Спирали ДНК-
связывающего домена выделены серым. Предполагаемый NLS обозначен полужирным курсивом. Триада DDE 
каталитического домена выделена черным. GPRK-мотив обозначен полужирным и подчеркнут.
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СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ

L31-1

L31-2

L31-3

L31-4

L31-5

Группа
элементов

Область первого маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Область второго маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Область третьего маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Рис. 5. Особенности консервативных районов каталитического домена транспозазы элементов L31. Маркерные 
аминокислотные остатки каталитического домена выделены серым.

Предполагаемая функция белка, кодируемого 
второй ОРС L31-транспозонов

Поскольку в ходе исследования выяснилось, 
что белок, кодируемый ОРС2, является посто-
янным и  достаточно консервативным компо-
нентом L31-транспозонов, мы  решили под-
робнее изучить его предполагаемые функции. 
В качестве референсной использовали последо-
вательность белка, кодируемого ОРС2 элемента 
L31-1b_CGig (C. gigas), протяженностью 368 а.о.

Несмотря на  то  что ранее в  аминокислот-
ной последовательности, кодируемой ОРС2 
элемента Mariner-31_CGi, был выявлен домен 
Myosin_tail_1 (pfam01576) [35], поиск гомоло-
гий с известными консервативными доменами 
в  коллекциях NCBI с  помощью BLAST в  этот 
раз не дал результатов. Анализ с помощью сер-
висов поиска доменов CDD и  Dompred также 
не выявил никаких гомологий.

Анализ с помощью FFPred 3, предназначен-
ным для предсказания функции (в  терминах 
генной онтологии) аминокислотных последова-
тельностей, когда гомология с известными бел-
ками малоинформативна, позволил выявить не-
сколько возможных вариантов. Среди функций, 
связанных с биологическими процессами, наи-
большие значения достоверности имели транс-
порт (GO:0006810), регуляция транскрипции 
на  основе нуклеиновых кислот (GO:1903506) 
и  регуляция биосинтеза РНК (GO:2001141). 
Среди предсказанных молекулярных функ-
ций наиболее достоверными были: связывание 
с белками цитоскелета (GO:0008092), связыва-
ние с  нуклеиновыми кислотами (GO:0003676) 
и связывание с актином (GO:0003779). Наибо-
лее вероятными структурами из  компонентов 
клеток, с  которыми связана предполагаемая 
функция белка, кодируемого ОРС2, были мито-

хондрии (GO:0005739), митохондриальная мем-
брана (GO:0031966) и мембрана (GO:0016020). 

Исследование с  помощью MEMSAT, ко-
торый позволяет на  основе аминокислотных 
последовательностей предсказать топологию, 
показало, что кодируемый ОРС2 белок может 
быть трансмембранным. При этом N-конец бел-
ка (1–37 а.о.) – это предположительно его вне-
клеточная часть, 38–53 а.о. – трансмембранная, 
а с 54 а.о. до конца – внутриклеточная. Эти дан-
ные отчасти согласуются с предсказанием связи 
с мембранами, полученными в результате ана-
лиза с использованием FFPred 3. α-Спиральные 
трансмембранные белки участвуют в клеточной 
передаче сигналов, транспорте мембрано-не-
проницаемых молекул, межклеточной связи, 
распознавании клеток и клеточной адгезии [52].

Анализ белка, кодируемого ОРС2 элемента 
L31-1b_CGig, с помощью сервиса предсказания 
третичной структуры на  основе поиска гомо-
логий с  известными белками SWISS-MODEL 
выявил сходство с  четырьмя белками: бел-
ком комплекса ядерной поры (нуклеопорин) 
NUP58 (5ijn.1.G), субъединицей E  фактора 
транскрипции II  (TFIIE) (5oqm.1.U), белком 
с цинковыми пальцами NBR1 (2bkf.1.A) и тек-
тином-2 (7rro.32.A). При этом центральная часть 
белка, кодируемого ОРС2, гомологична NUP58, 
TFIIE и  тектину-2, тогда как N-конец сходен 
только с NBR1.

Нуклеопорин NUP58 входит в  состав ком-
плекса ядерной поры, который обеспечивает 
транспорт молекул через ядерную мембрану 
в обоих направлениях [61]. Субъединица E фак-
тора транскрипции II  участвует в  плавлении 
ДНК в  области промотора во  время транс-
крипции [62]. Тектин-2 является компонентом 
центриолей [63], а цинковые пальцы являются 
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модулями, взаимодействующими с ДНК, РНК, 
другими белками или небольшими молекулами 
[64]. Обобщая функциональные аспекты, с ко-
торыми связаны четыре приведенных белка, 
можно выделить трансмембранный транспорт, 
участие в синтезе РНК, взаимодействие с ДНК, 
РНК и  белками, что коррелирует с  данными, 
полученными с использованием FFPred 3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В  результате исследования L31-транспозо-

нов двустворчатых моллюсков получена деталь-
ная информация о  разнообразии, распростра-
нении и структуре этих элементов. Эти данные 
позволяют классифицировать L31-транспозоны 
как самостоятельное надсемейство, входящее 
в  большую группу (инфракласс) ITm. Внутри 
надсемейства нами выделено пять кластеров, 
что свидетельствует о его эволюционном разно-
образии. Из всех моллюсков L31-транспозоны 
выявлены только у двустворчатых [35]. Однако 
и внутри этого класса наблюдается ограничен-
ное распространение элементов L31. На данный 
момент показано присутствие L31-транспозо-
нов в  подкласе Autobranchia с  преобладанием 
по  разнообразию и  количеству в  инфраклассе 
Pteriomorphia (рис.  3). Ограниченное распро-
странение дает основание предполагать, что 
предковый L31-транспозон двустворчатых поя-
вился после дивергенции этой группы организ-
мов. Класс двустворчатые отделился от брюхо-
ногих приблизительно 530 млн лет назад [65]. 
Предковый L31-транспозон мог возникнуть 
у  моллюсков как в  ходе эволюции элементов 
ITm, так и  проникнуть в  прародителя таксона 
в  результате горизонтального переноса. Явле-
ние горизонтального переноса играет значимую 
роль в широком распространении и эволюции 
ДНК-транспозонов [66, 67]. Функциональные, 
транспозиционно-активные элементы эукариот 
способны колонизировать геномы новых хозя-
ев и мультиплицироваться, внося вклад в эво-
люцию и  биоразнообразие. Описано довольно 
много случаев горизонтального переноса эле-
ментов инфракласса ITm [67].

Наиболее вероятно, что эволюционное 
и структурное разнообразие L31-транспозонов 
двустворчатых является следствием эволюции 
представителей этого надсемейства ДНК-транс-
позонов уже внутри таксона. Это связано с эта-
пом диверсификации, который в ходе “жизнен-
ного цикла” транспозонов следует, как правило, 
после колонизации генома хозяина. “Жизнен-
ный цикл” включает этапы колонизации, ди-
версификации, деградации, элиминации [11]. 
Альтернативными итогами окончания “жиз-
ненного цикла” ДНК-транспозонов могут быть 
молекулярная доместикация, горизонтальный 

перенос в  новый геном и  рестарт “жизненно-
го цикла” внутри прежнего генома [11, 35, 48, 
68]. Распространение представителей различных 
кластеров L31-транспозонов среди отрядов дву-
створчатых указывает на то, что событие дивер-
сификации также произошло достаточно давно, 
так как в одном отряде могут встречаться эле-
менты разных кластеров (табл. 3).

Малое количество копий отражает, по-ви-
димому, невысокую транспозиционную актив-
ность L31-транспозонов. В  сочетании с  высо-
ким разнообразием это может свидетельствовать 
о возможных событиях так называемого рестар-
та “жизненного цикла” внутри прежнего гено-
ма, когда в результате мутационных процессов 
появляется активный транспозон с  функцио-
нальной транспозазой. Относительно высокое 
число копий с потенциально функциональной 
транспозазой у элемента L31-4a_PImb (Pinctada 
imbricata) может свидетельствовать о  том, что 
он  по-прежнему активен или был активным 
сравнительно недавно (по эволюционным мер-
кам).

Вариации в  длине элементов и  размерах 
КИП (СИП), на  наш взгляд, также отражают 
долгий эволюционный путь представителей 
надсемейства L31. Однако несмотря на  древ-
ность происхождения, у многих элементов со-
хранилась вторая ОРС, что дает основание пред-
полагать необходимость продукта этого гена 
для транспозиционной активности L31-транс-
позонов. Близкими эволюционными группа-
ми надсемейства L31 являются TBE и Tec [30], 
что подтверждается и в данной работе (рис. 2). 
Примечательно, что и TBE, и Tec по структуре 
тоже отличаются от основного массива элемен-
тов инфракласса ITm. Элементы семейства TBE 
имеют небольшие КИП (около 80 п.н.) и несут 
три ОРС, кодирующих транспозазу, небольшую 
ОРС с неизвестной функцией и белок с цинко-
выми пальцами [69, 70]. Элементы Tec имеют 
очень длинные КИП (около 700 п.н.) и три ОРС: 
транспозазы, белка с  неизвестной функцией 
и  сайт-специфической рекомбиназы, которая 
может выполнять транспозицию в  отсутствие 
специальной транспозазы [71, 72]. Представите-
ли обеих групп пока выявлены только у инфу-
зорий [69, 71]. Белок ОРС2 L31-транспозонов, 
как и  дополнительные белки элементов TBE 
и Tec, сохраняется в ходе эволюции (и отбора), 
поэтому, соответственно, его функция может 
быть связана с обеспечением транспозиционной 
активности. Поскольку часто белки обладают 
мультифункциональностью, то  и  белок ОРС2 
может участвовать как в регуляции транскрип-
ции транспозазы, так и обеспечении транспорта 
транспозазы через ядерный поровый комплекс, 
или даже транспорта L31-транспозона через 
клеточную мембрану.
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Полученные данные о структуре, разнообра-

зии и распространении элементов L31 двуствор-
чатых моллюсков способствуют лучшему пони-
манию эволюции представителей инфракласса 
ITm. Дальнейшее изучение L31-транспозонов 
в других таксонах (стрекающие), а также иссле-
дование функции белка второй ОРС позволит 
лучше понять эволюцию ДНК-транспозонов, 
механизмы горизонтального переноса и  вклад 
в биоразнообразие эукариот.

Аминокислотные последовательности транс-
позаз представлены в  Дополнительных мате-
риалах. (см на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Puzakov_rus.pdf)
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DNA transposons of the IS630/Tc1/mariner (ITm) are widespread representatives of DNA transposons that 
make a significant contribution to the evolution of eukaryotic genomes. With the start of large-scale appli-
cation of next generation sequencing (NGS) technologies and the emergence of many new whole genome 
sequences of organisms in nucleotide collections, ITm elements have been identified in most taxa of  the 
eukaryotic tree of life. Despite the rather detailed study of the diversity of ITm representatives, elements are 
still found that contribute to the expansion and revision of the classification of this group of DNA trans-
posons. This paper presents for the first time a detailed analysis of  the L31 elements of bivalves, which 
resulted in a description of the structure, diversity, distribution, and phylogenetic position among the ITm 
elements. It was found that L31 transposons are an independent superfamily in the ITm group, which has 
an ancient origin. Within the L31 clade, rather high diversity was observed: five phylogenetic clusters were 
identified. At the moment, the presence of L31 transposons in molluscs has been revealed only in bivalves 
in the subclass Autobranchia, with a predominance in diversity and quantity in the infraclass Pteriomorphia. 
It has also been shown that the protein encoded by the second open reading frame (ORF2) is an integral 
structural component of almost all full-length L31 elements. The data obtained contribute to a better under-
standing of the evolution of representatives of ITm transposons. Further study of L31 transposons in other 
taxa (cnidaria), as well as the study of the function of the second ORF protein, will provide an opportunity 
to better understand the evolution of DNA transposons, the mechanisms of horizontal transfer, and the 
contribution to eukaryotic biodiversity.
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