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1. Sissejuhatus

Alates molekulaarbioloogia tekkimisest arvati, et organismidevaheliste genestiliste
sidemete gjalooline muster vdib olla rekonstrueeritav raku molekulides sisalduva info abil.
Selleks tuleb vorrelda geenide ja valkude jarjestusti eri organismidel. Charles Darwini teooria
jargi on liigid seotud puukujulise pélvnemisega, igal kahel liigil on Uhine eelkéija. Viimase ga
genoomikas on podratud tahelepanu genoomile kui olemile, mis on eristatav geenidest ja
organismist (Sicheritz-Pontén, 2000). Geenid on kromosoomil omavahel fllsiliselt seotud, mis
omakorda péaranduvad koos titarrakkudesse. Kuid geenide, genoomide ja organismide
fulogenees on eri tahud voi kirjeldused samast agjaloolisest protsessist. Iga geeni vdoi valgu
perekonna fllogeneetiline puu nditab ka organismide sugulust. Kuid informatsioon
Uksikgeenidel vdib olla ebapiisav kirjeldamaks objektiivselt organismide polvnemist. Sel puhul
tuleb kasutada mitme geeni vdi valgu jarjestus téaelikult sekveneeritud genoomidest, et saada
parem, ajalooliselt tépsem, puu.

Tanaseks on Uldtuntud fakt, et geenid vdivad péranduda mitte ainult vertikaalselt,
emarakult titarrakkudele mddda evolutsioonipuu Uksikharusid, vaid ka horisontaalselt, otse
Uhest harust teise. Horisontaalselt dlekantud geeni |dhimaid homolooge vdib leida
evolutsioonipuu doonori, aga mitte retsipiendi harus (Clarke et al., 2002). Selle tagajarjena on
antud geeni pohjal ehitatud fllogenees vaga erinev vertikaalselt pdrandunud geenide omast.
Kui horisontaalne geenitlekanne (HGT) on sage, teeb anomaalsete geenide puude arv ja
Kirjusus voimatuks mé&arata genoomi pdhjal organismi diget evol utsioonipuud.

Selleks, et anal liisimisel mitte kasutada geene, mis on mdjutatud HGT poolt, tuleb need
alguses identifitseerida. Viimasel aastakiimnel on tehtud mitmeid uuringuid, et hinnata kui suur
osa genoomist on mojutatud sellest fenomenist ning millised tunnused on iseloomulikud
horisontaalselt Ulekandunud geenidele. Uute genoomide sekveneerimine on suurendanud
arvutil tehtava info tootlemise rolli. Kuid usaldusvaérset horisontaalselt tlekantud geenide
identifitseerimist e saa veel automaatselt teha. Sellise meetodi véljatb6tamine voib olla

|&hiaastatel saavutatav.



2. Mikroorganismide geneetika

2.1 Mikroobide var ajane evolutsioon

Me e tea kindlalt, millised organismid olid esimesed bioloogilised olemid, kuid selle
kohta on mitu teooriat. Paljud teadlased usuvad, et esimene elu vorm oli anaeroobne, sest
vargase Maa atmosféér e sisaldanud hapnikku (Schopf, 1992). Vd&imalik, et need
mikroorganismid olid termofiilsed, elades kuumaveeallikates v6i vulkaanide korval. Sellele
viitab fakt, et elusooduse evolutsioonipuu kdige vanemad harud sisaldavad termofiilseid
eubaktereid ja arheaid (Nelson et a., 1999). Carl Woese pakkus mikroobide esiisa nimeks
"progenote”. Selle tdhtsaimaks omaduseks oli rakumembraan, mis eraldab olulis kemikaale
véaliskeskkonnast ning millel saab l&bi viia lihtsaid reaktsioone (Woese, 1987). Progenote
populatsioon vdis olla jagatud vargjases arengus kahte liini, mis viis eubakterite ja arheate
tekkele. Algne metabolism oli tGendoliselt heterotroofne, sest autotroofsed organismid on liiga
keerulised, et tekkida spontaanselt. Heterotroofide toiduks olid lihtsad abiootiliselt tekkinud
orgaanilised Uhendid. Energiat vOis saada ka gaasilise vesiniku oksilideerimise teel.
Vesinikukasutgjad on teada nii arheate kui eubakterite hulgas. M&ned neist on ka autotroof sed
ning kasutavad stsinikdioksiidi ainsa slsinikuallikana, paljud on anaeroobsed, sobides vargjase
Maa hapnikuta keskkonda. Fotosiintees tekkis peale bakterite ja arheate lahknemist — paljudel
eubakteritel on fotoslinteesiaparaat, aga Uhelgi arheal seda ei esine (Perry et al., 2002).

Tstianobakterid on ainsad prokartoodid, mille fotosiintees toodab hapnikku. Fossiilidest
saadud téendusmaterjali pdhjal on selgunud, et tslanobakterid olid olemas vahemalt 3,3
miljonit aastat tagasi. Need bakterid pfhjustasid hapniku hulga kasvu atmosfééaris ning 2
miljonit aastat tagasi oli hapniku tase piisavalt korge, et moodustada aeroobset keskkonda
(Schopf, 1992).

2.2 SUstemaatiline jaotamine

Bakterite klassifikatsioon on taksonoomia osa, mis tegeleb bakterite grupeerimisega
taksonitesse. Organismide Kklassifitseerimine voib olla kunstlik, pdhinedes organismi
fenotudbil, vdi loomulik, pbhinedes organismi arvataval evolutsioonil. Algselt baseerus
prokartiootide klassifikatsioon peamiste fiisioloogiliste ja morfoloogiliste tunnuste olemasolul.

Sellised tunnused on pealtnaha fundamentaalsed ning tihedalt integreeritud raku struktuuri ja
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talitusega. Ka fulogeneetilised puud koostati tunnuste tekkimise voimaliku jarjekorra pohjal
tolleaegsetes bakteririhmades (Boucher et a., 2003). Seega oli enne molekulaarse
tlpiseerimise gjastut kogu bakterite klassifitseerimine kunstlik, sest puudus arvestatav aus
nende evolutsiooni médramiseks (nagu taimedel jaloomadel on fossiilid). 1960-ndatel avastati,
et organismide evolutsioon vdib olla salvestatud nende makromolekulide jarjestuses. Moned
molekulid, nagu rRNA ja mdned valgud, on evolutsiooni jooksul muutunud piisavalt véhe, et
on voimalik eristada nii kaugeid kui ka suhteliselt l&hedasi liike. Molekulide j&rjestused
sisaldavad informatsiooni taksonite vahelisest sugulusest. Tulemuseks on 16S rRNA

sekveneerimisele tuginev fulogeneetiline klassifikatsioon (Guerrero, 2001).

2.3 Geneetiline materjal ja selle mitmekesisus

Parilik informatsioon on talletatud kdikide organismide rakkudes korrapérastes DNA
segmentides, geenides ja geenidvahelistes regioonides, mis on Uhendatud suurtesse
molekulidesse — kromosoomidesse. Kogu antud organismi geneetiline materjal moodustab
genoomi. Enamike tuntud bakterite genoom on Uks ringikujuline kromosoom. Lisaks on
monedes bakterites olemas vaiksemaid ringikujuliss DNA molekule — plasmiide, mis vdivad
sisaldada eri tingimustes elamiseks vajalikku informatsiooni. Koige vaiksemad genoomid on
viirustel, millel vbivad esineda nii Uhe- kui kaheahelalised DNA v&i RNA molekulid.
Korgemad organismid omavad komplekti mitmest lineaarsest kromosoomist.

Enne tdisgenoomide sekveneerimist olid meie teadmised prokartiootsest genoomi
struktuurist piiratud andmetega, mida sai geel-elektroforeesist ja klassikalisest geenide
kaardistamisest. Sekveneerimine on muutunud lihtsamaks ning see |61 ause vordleva
genoomika tekkele. 22.03.2005 seisuga on sekveneeritud 261 prokarliootset ja eukartiootset
genoomi (www.genomesonline.org). Ka uksikute genoomide uurimine lubas teha mitmeid
avastusi, vordlev genoomika aga lisas v6imal use vaadel da genoomide arengu gjalugu. Vordleva
genoomika abil saab uurida jarjestuse evolutsiooni ja muutumist igas suurusargus alates
genoomist kuni Uksiku nukleotiidini (Bentley, Parkhill, 2004).

Bakteri genoomi kirjeldamiseks on mitmeid sobivaid parameetreid. Enim kasutatavad
on selle suurus, kuju (lineaarne vai ringikujuline), replikonide arv, GC protsent, AT/GC skew,
geenide arv, valkude arv eri klassides. Kok nimetatud parameetrid kdiguvad liigiti suurtes

vahemikes.



Genoomi suurused eri bakterite liikides erinevad kuni kakskiimmend korda (490 kbp
Nanoarchaeum equitans’il kuni 9105 kbp Bradyrhizobium japonicum'’il). Isegi Uhe liigi
siseselt vOib erinevus olla kuni 1¢° aluspaari (Ussery, Hallin, 2004). Prokariiootses genoomis
on genoomi suuruse ja geeniarvu vahel enamasti lineaarne sdltuvus (Bentley, Parkhill, 2004).
Seetdttu on vaiksem genoom nendel liikidel, kes elavad suhteliselt muutumatutes tingimustes,
naiteks parasiteerides peremeesorganismi sees, ja vgjavad vahe geene; suur genoom on vajalik
muutlikus keskkonnas, kus léheb vaja mitmeid metabolismististeeme, nditeks mullas. Suur ja
kiire genoomi suuruse ja sisu varieeruvus on voimalik tanu mitmele mehhanismile: geeni
duplikatsioon, horisontaalne geeni omandamine, liigisisene geeni kaotus, geenide aktiveerimine
ja deaktiveerimine mobiilsete elementidega (Twyman, 1998). See lubab prokariootidel
muutuda ja adapteeruda vastavalt keskkonna survele. Suur genoom on omandanud osa geene,
mis on vaid harva kasutatavad, aga nad annavad vOimaluse elada laias keskkonnatingimuste
kdikumise vahemikus. Sellise genoomiga bakter on naiteks Streptomyces coelicolor (Bentley,
Parkhill, 2004).

Genoomi vahenemine on tavaliselt tingitud o©koloogilise nisS muutumisest ja
adaptatsioonist uues, lihtsamas vOi stabiilsemas keskkonnas. Geeni kaotamisele eelneb selle
inaktiveerimine pseudogeeniks, mistttu bakteriliikidel, mis on hiljuti muutnud oma
evolutsioonilist nisSi on paljud geenid inaktiivsed; néiteks Mycobacterium leprae 3,4 Mbp
genoomis on vaid 1604 funktsionaalset geeni ja 1116 pseudogeeni, mis e ole veel genoomist
eemaldunud (Bentley, Parkhill, 2004).

Ajalooliselt on bakterite genoomi kirjeldatud kui Uksikut ringikujulist DNA
kromosoomi. Ténapdeval on teada mitmeid korvalekaldeid sellest mudelist: mitme
kromosoomiga ja lineaarse kromosoomiga bakterid. Lineaarsed kromosoomid on iseseisvalt
tekkinud vahemalt kolmes bakteriperekonnas (Bentley, Parkhill, 2004). Ei ole teada, mis
pohjustab sellise adaptatsiooni teket voi mis on selle kasu evolutsioonis.

GC ja AT aluspaaride osakaal bakterites kdigub 26.5% ja 72.1% vahel. GC osakaal
korreleerub genoomi suurusega (suuremas genoomis rohkem GC aluspaare) ja eluviisiga
(vabalt elavates bakterites on GC sisaldus keskmiselt 49%, parasiitides — 38%). GC osakaal
igas genoomis on piiratud mitme bakterisisese ja keskkonna faktori poolt. Kui bakter omandab
voora DNA on selle GC sisaldus enamasti erinev. Ajapikku |dbib vodras DNA amelioratsiooni
protsessi: suunatud mutatsioonide m&jul muutub selle GC sisaldus samaks nagu Ulej&anud

genoomil (Bentley, Parkhill, 2004).



2.4 Bakterite muutlikkus

Bakterite muutlikkus on tihedalt seotud nende geneetilise informatsiooni muutusega,
mida pohjustavad mutatsioonid, geneetilise materjali vahetamine ning reparatsiooni protsessid
(Twyman, 1998).

Uue mutatsiooni efekti voib ndha bakteris juba mdéne tunni jooksul miljonites
tutarrakkudes. Kui genoomis olevate geenide ekspressioonist e piisa vastuseks keskkonna
muutustele, siis peab bakter kohanduma uute keskkonnatingimustega muul viisil.

Mutatsioon on péaranduv muutus genoomi vastava regiooni nukleotiidses jarjestuses.
Mutatsioonid vOivad olla pohjustatud vigadest DNA replikatsioonis, DNA kahjustamisest,
vigadest rekombinatsioonis ning mobiilsete geneetiliste elementide aktiivsusest. Juhuslikud
mutatsioonid bakteri populatsioonis tekivad aeglaselt, kuid pidevalt. Moned mutatsioonid
voivad olla kahjulikud ning viia funktsionaalse geeni inaktiveerumisele. Mutatsioonid on uks
peamisi muutlikkuse pohjuseid bakteris (Perry et al., 2002).

Bakteri evolutsioon vdib olla kiirendatud tdnu nende vOimele omandada ja
ekspresseerida terveid geene, mis on périt teistest bakteritest. Selline muutlikkus on eriti kiire,
kui uus omandatud geen vOimaldab ellu jéada potentsiaalselt surmavas keskkonnas. Uued
geenid voivad suurendada bakteri metabool set mitmekulgsust, lubades hdivata uusi 6koloogilisi
nisSe. Geneetilise info litkumist sellisel viisil nimetatakse horisontaalseks voi lateraalseks
geeni Ul ekandeks.

On mitmeid viise kuidas teisest rakust périt geneetiline materjal paaseb bakterisse:

 transformatsioon — bakterirakk votab vaba DNA véliskeskkonnast;

» konjugatsioon — DNA (tavaliselt plasmiidi) vahetu Ulekanne Uhest rakust teise;

» transduktsioon — DNA ulekanne bakteriofaagide abil.

Lisaks on Streptomyces liikidel kirjeldatud cell fusion mehhanismi, mille puhul kahe
raku plasmamembraanid sulanduvad kokku (Twyman, 1998).

Uue geneetilise info integreerumine kromosoomi kasutab rekombinatsiooni.
Rekombinatsioon on kontrollitud mitme enstiimi poolt ning selle ké@igus toimub DNA ahelate
Umberpaigutumine |6ikamise ja ligeerimise abil. Homoloogiline rekombinatsioon vajab
osalevate DNA jarjestuste sarnasust. Sait-spetsiifilises rekombinatsioonis osaleb jarjestus, mis
on piiratud kahe lUhikese saidiga, mida enstiimid dra tunnevad. Seda rekombinatsi oonitudipi
kasutavad mitmed protsessid, naiteks viiruse genoomi integreerumine, transposoonide

liitkumine, promootoralade inversioon (Bentley, Parkhill, 2004).



Transpositsioon on geeni liikumine thest kromosoomi saidist teise. Selline litkumine
vajab eripdrast rekombinatsiooni transponeeruva DNA ja kromosoomi vahel. See on sarnane
sait-spetsiifilisele rekombinatsioonile ja kasutab spetsialiseeritud ensiitime ning DNA jarjestusi,
mis madravad transpositsiooni saidi. Mobiilsete elementide hulka bakterite genoomides
kuuluvad |S-elemendid, transposoonid ja transponeeruvad bakteriofaagid (Twyman, 1998). IS
elemendid on luhikesed 700-5000 bp, sisaldavad otstes poordkordugjérjestusi ja kodeerivad
nende litkumist véimaldavaid enstiime, sh. transposaasi. Transposoonid kannavad lisaks ka
ebavajalikke geene ning ulatuvad kuni 14 kbp (Tn7) jarohkem (Twyman, 1998).

Mobiilsete elementide litkumine genoomis pdhjustab insertsioonisaidis raaminihkeid ja
geeni inaktiveerumist (Perry et al., 2002). Transposooni véljal 6ikamine geenist voib selle uuesti

aktiveerida



3. Horisontaalne geeniulekanne

3.1 Ulevaade

Klassikalise  evolutsiooniteooria jargi  pé&randub  geneetiline  informatsioon
evolutsoonipuul emarakult titarrakkudele vertikaal selt.

Horisontaal ne geenillekanne (HGT) on vdodra geneetilise informatsiooni liikumine teise
liigi genoomi. See on evolutsiooni fenomen, mille ulatus ja olemasolu on pikka aega olnud
vaidlusalune kiisimus. HGT on ka raske Uheselt tdestada (Daubin et al., 2003). Tanu bakterite
voimele integreerida vOorast DNA-d enda genoomi, on paljud liigid evolutsioneerunud
kiiremini ja omandasid vOime asustada uus ©Okologilisi niSSe. Juba enne taisgenoomide
sekveneerimist rédgiti Uksikutest HGT juhtudest, aga valitseva arvamuse jargi oli fenomen liiga
harvaesinev selleks, et mdjutada evolutsiooni kulgu. Ainus evolutsiooni sindmus, kus tunnistati
HGT tahtsust, oli geenillekanne endostimbiontsetest organellidest. Paljud geenid liikusid
mitokondritest ja kloroplastidest eukariiootide tuuma genoomi (Woese, 1987).

Sekveneeritud jarjestuste genoomika néitas, et tegemist on liiga sagedase néhtusega, et
pidada seda téhtsusetuks. Esimene kinnitus tuli Escherichia coli koodonisageduste analtilisist
genoomi fragmentides. Umbes 15% geenidest néitasid Ulejdanud genoomist oluliselt erinevat
koodonsagedust (Koonin et al., 2001). Mo&ned neist geenidest olid selgelt suguluses
bakteriofaagi geenidega, millest vdis jareldada ko&ikide taoliste geenide E. coli poolt
omandamist.

Mitme prokartootse genoomi vordlus testas, et horisontaalsel tlekandel bakterites on
oluline roll (Ochman et al., 2000). Suur erinevus ka evolutsiooniliselt |&hedaste bakteriliikide
geenikomplektides néitas, et genoomide evolutsiooni e saa kirjeldada ainult vertikaalse
pblvnevusega. Osa erinevusest tulenes geenide kadumisest, eriti parasiitides, aga ainult HGT
abil sai seletada genoomi ebaiihtlast koostist (Ochman et al., 2000). Eriti suur on mitmekesisus
arheate puhul. Nende geenide sarnasus on jaotatud funktsionaal susega seoses: info t66tlemisega
seotud geenid (translatsioon, transkriptsioon ja replikatsioon) on eukartiootse sugulusega, aga
metaboolsed, struktuursed ja méned tundmatud valgud on eubakteriaalsed (Koonin et al.,
2001).

3.2HGT ajalugu
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Esimesed horisontaalse geenitilekande juhtumid bakterite genoomide vahel on teada
juba suhteliselt pikka aega.

1943. a. labiviidud eksperimendis, mis tdestas DNA rolli périliku info kandjana
demonstreeriti mikroobide vimet integreerida enda genoomi keskkonnast parit DNA-d (Avery
et al., 1944). Edaspidi kirjeldati sarnast vGimet mitmel bakteriliigil, lisaks ka Ulekannet
bakteriofaagide ning plasmiidide abil (Kooninet al., 2001).

Antibiootikumi resistentsuse levikut plasmiidide jm. mobiilsete elementide abil tunti
juba aastakimneid tagasi, kuid tol gjal el arvatud, et horisontaalse geeniilekandefenomen on
laialdaselt levinud. Ka paljud hiljutised genoomianalliisid on tbestanud, et vertikaane
parandumine on domineeriv geenide leviku viis (Lawrence, Hendrickson, 2003).

Esimesed molekulaarse fulogeneesi uurimised olid tehtud Zukerandl ja Pauligi poolt.
Nad néitasid, et liikide filogeneesi rekonstrueerimiseks saab kasutada molekulaarseid jarjestusi
kui tradi?sioonilisi fenottitbi karakteristikuid ning saada evolutsiooniliselt digemaid tulemus.
Nad tutvustasid jérjestuste neutraalse evolutsiooni teooriat ja eristasid ortolooge ja paralooge
(Zukerandl, Paulig, 1965).

Algselt kasutati molekulaarse fulogeneesi leidmiseks valgulisi jarjestusi, eriti bakteri
ferredoksiine ja tsutokroome. Vakude analliisi abil seoti kloroplastide péritolu
tslianobakteritega ja mitokondrid — proteobakteritega. Eukarliootse raku tuumas on
tstitokroomide ja ferredoksiinide homoloogid périt organellide genoomist ning e sisalda
informatsiooni eukartioodi evolutsioonist. Schwartz ja Dayhoff uurisid 5S rRNA molekule, et
leida eukariiootse tuuma péritolu. Selle jarjestused saadi mitmest organismist. Kahjuks on 5S
rRNA liiga luhike, et anda piisavat fulogeneetilist informatsiooni: antud artiklis oli tulemuseks
eukaruootse tuuma genoomi péritolu gram-positiivsetest bakteritest (Schwartz, Dayhoff, 1978).

Tsltokroomi filogeneesi uurimisel selgus veel, et eri molekulidel pShinevatel puudel on
erinev topoloogia, mis erines ka Uldtunnustatud klassifikatsioonist. Ambler ja kaasautorid
pakkusid 1979. a. mitut vdimalikku pohjust (Ambler et al., 1979) jajareldasid, et antud valkude
joudmine mitmesse organismi on vOimalik vaid liikidevahelise geenitlekande vahendusel.
Siiski arvati jargmisel aastakimnel (suurel méédral Carl Woese t6ode mojul), et valgu
ebakorrapérase esinemise liikide I6ikes tingib deletsioon ja mitte horisontaalne geenitilekanne
(Doolittle et al., 2003).

Carl Woese pooldas 1970-ndatel SSU rRNA valimist tldiseks molekulaarseks kellaks
(Woese, 1987). Sellel on homoloogid kdikides prokartiootide, mitokondrite, kloroplastide ja

eukaruootide tuuma genoomides. Lisaks interakteerub rRNA paljude teiste molekulidega ning
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on véaga konserveerunud. Jargmise kiimne aasta jooksul tdestasid SSU rRNA andmed SEH
hupoteesi (Doolittle et al., 2003).

SSU rRNA abil oli vdimalik lihtsalt paigutada bakteriliigid taksonoomilistesse
rihmadesse, mis Uldjoontes vastasid Bergey's klassifikatsioonile. Osutus véimalikuks uurida
loodusliku keskkonna mitmekesisust ilma vajaduseta isoleerida, kultiveerida, ega isegi nédha
Uhtegi organismi. Avastati méned uued rihmad, samas leiti, et mitmed eri taksonitest périt
liigid on tegelikult ldhedased sugulased. Lisaks sai paigutada mitmed kahtluse all olevad
organismid arhea klaadi. Uldine filogeneesipuu SSU rRNA pdhjal on kolmeharulise téhe
kujuline (unresolved polychotomy), st. kdik suured bakteririhmad tekkisid samaaegselt. See
voib olla SSU rRNA véhese eraldusvdime tdendiks (Doolittleet al., 2003).

Yan Boucher kaasautoritega (2003) tegi Ulevaate horisontaalse Ulekande rollist
metabolismisiisteemide levikus. Eelnevad uuringud néitavad muuhulgas, et HGT vastutab
fotostisteemide tldp 1 ja 2 Uhinemise eest tslianobakterites vargjases evolutsioonijargus.
Mitmes t60s tdestati fulogeneetiliste puude abil HGT tahtsust fotosiinteesi, aeroobse hingamise,
lammastiku fikseerimise, sulfaadi redutseerimise, isoprenoidide bioslinteesi, signaali Ulekande,
gaasivesiikuli abil pinnal hdljumise ja muude mehhanismide evolutsioonis eubakterites ja

arheates (Boucher et al., 2003).

3.3 Hetkeseisja ulatus

Tanu viimasel gjal saadud horisontaal se geeni Ul ekande aktuaal sust toestavatel e faktidele
on huvi HGT fenomeni uurimise vastu oluliselt kasvanud.

On loodud genoomide andmebaas HGT-DB, mis sisadab geenide statigtilisi
parameetreid nagu G+C sisaldus, koodon- ja aminohapete kasutus
(http://www.fut.es/~debb/HGT/). Lisaks sisaldab andmebaas informatsiooni geenide kohta, mis

erinevad nendes parameetrites genoomi keskmisest — tGendolise horisontaalse geenillekande
tagajarg. Seisuga 22.03.2005. on andmebaasis 94 eubakteri ja arhea genoomi. Andmebaas
sisaldab otsingumootorit ja organismide nimekirja ning vdimalust pédseda ligi iga geeni
statistilistele parameetritele (Garcia-Vallvé, 2003). Anomaalsete geenide detekteerimise
protseduur pdhineb Garcia-Vallvé et a. (2000) artiklil.

A.Tsirigos ning |.Rigoutsos (2005) t60 tulemused on saadaval aadressil
http://cbcsrv.watson.ibm.com/HGT/. Andmebaas sisaldab 123 prokartiootse liigi genoomide
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horisontaalselt Ulekandunud geenide andmeid. Kasutatud on genoomi signatuuril pdhinevat
parameetrilist meetodit “libiseva akna” pohimattel.

Viimaste aastate kirjanduses on palju diskuteeritud nn. core geenide olemasolus. So.
genoomi geenide kogum, millel e ole toimunud HGT (Doolittle et al., 2003). Arvatakse, et
infotdotlemise mehanismide geenid (replikatsioon, transkriptsioon ja translatsioon) on vdhem
vastuvotlikud horisontaal sele Ulekandele; metabolismi ja struktuurgeenid — rohkem (Nelson et
al., 1999; Boucher et al., 2003). Osade t60de tulemused néitavad aga, et selline tuum leidub
ainult ligidaste liikide vahel (Nesbg et al., 2001). Tuumikgeenide puudumisel e omaks
klassikaline evolutsioonipuu motet ning evolutsiooni tuleks kujutada vorgustikuna. Siiski Carl
Woese (1987) arvamus, et SSU rRNA e ole vastuvotlik HGT protsessidele on ilmselt 6ige ning
selle molekuli fulogenees peegel dab tdest evolutsiooni.
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4.

In silico meetodid horisontaalse geeniulekande

ennustamiseks

4.1 Mectodite klassifikatsioon

HGT detekteerimise meetodid voib jagada neljaks klassiks (Ragan, 2001a).

parameetrilised meetodid pdhinevad eraldi voetud liigi genoomi jarjestuse omaduste
analllsil. Meetodid identifitseerivad geene, mis on atldpilised oma jéarjestuse
omadustelt Ulgjaanud genoomi suhtes. Parameetrite hulka kuulub néiteks GC-osakaal,
nukleotiidi kasutus igas koodoni positioonis, aminohappe valik, geeni ehitus.
Eeldatakse, et geenid, mis on evolutsioneerunud Uhe genoomi piires omavad Uhtlast
vaartust antud parameetrites (Sandberg et al., 2003). AtuUpilised geenid on
tbendoliselt evolutsioneerunud teise liigi genoomis ning on HGT tulemuse. Meetodite
eelis on vBimalus analliisida eraldiseisvaid genoome suhteliselt vahese arvutamisega.
Sellistel meetoditel on suur valepositiivsete ja valenegatiivsete tulemuste protsent
(Koski et al., 2001), leitud geene tuleb enne horisontaalse Ulekande jareldamist
anal lilisida fUl ogeneetiliste meetodite abil.

fulogeneetilised meetodid on agaooliselt peamine viis evolutsiooni kaigu
vaatlemiseks. Erinevate geenide ortoloogidel pdhinevate evolutsioonipuude
vordlemine on peamine viis tdestada horisontaalset Ulekannet. On mitmeid puude
ehitamise meetodeid, mis erinevad omavahel saadud tulemuste tdpsuselt ja
arvutusmahu poolest. Tanapaeval on rRNA evolutsioonipuu voetud etaloniks, millega
vorreldateisi organismi geene. Fllogeneesipuude vordiemine lubab leida ka varajases
evolutsioonis toimunud horisontaal Ulekande siindmuseid. Meetodite puuduseks on
arvutustod mahukus, kasitsi vordlemise vagjadus ning kaugete liikide vaheliste puude
ebatapsus.

fUleetiline kokkusobimatus. See meetod on seotud fllogeneesipuude tapsuse
suurendamisega. Andmebaasi otsingu pohjal identifitseeritakse nn. fileetiliselt
kokkusobimatud jarjestused ning eemaldatakse nad filogeneesipuu anallilsist.
Fileetilise jaotuse erinevused vdivad olla tingitud horisontaal selt Ulekandunud geenist,
aga kaliigispetsiifilisest geeni deletsioonist ja duplikatsioonist.

ebatavaline sarnasus kaugest liigist parit geeniga Meetod pohineb samuiti

andmebaasi otsingul. Horisontaal set tlekannet voib oletada, kui geeni kdige sarnasem
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ortoloog on périt evolutsiooniliselt kaugest liigist. Ka selle meetodi puhul voib
valepositiivse tulemuse anda liigispetsiifiline deletsioon.

Lisaks eristatakse meetodeid, mis anallilisivad geenikoostist ning geenide jarjekorda.

Peale vaheste erandite on nende rakendus horisontaalse geeniilekande detekteerimisel véike.

Naiteks vOib kolme vGi enama geeni samas jarjekorras esinemine kaugetes liikides suure

tBenaosusega téhendada horisontaal selt Ulekandunud operoni (Kooninet al., 2001).

4.2 Parameetrilised meetodid

Bakteri genoomi alad vdivad Ulejddnud genoomist erineda oma omadustelt. Nendeks
voib olla auseline koostis, puriinide ja parimidiinide suhe, oligonukleotiidide sagedus voi
koodonkasutus (Ragan, 2001a). Erinevuse pohjuseks vOib olla néiteks geeni ebatavaline
funktsioon voi ekspressioon. Ka horisontaalselt Ulekandunud aladel on sageli genoomist
statistiliselt usaldusvéérne erinevus, mis lubab neid detekteerida

1. Nn. surrogaatsed HGT detekteerimise meetodid e vaa fulogeneetiliste puude
ehitamist. Antud l&henemine vahendab arvutusliku t66 mahtu ja lubab vaadelda geene, millel el
ole leitud ortolooge. Oma t60s vordles Mark A. Ragan (2001b) nelja sellist meetodit HGT
kandidaat ORFide leidmiseks E. coli genoomist. Lisaks on Ragan'i sonul veel vdhemalt kolm
taolist meetodit, aga nad on rakendatavad ainult véikestele regioonidele (nt 50 kb 16ikudele).

e Vodrad geenid genoomis leitakse ténu anomaalsustele nukleotiidide tasakaalus VvOi
koodonkasutuses (compositional difference — CD). Normaalsetes geenides on need
néditajad tasakaalus genoomi keskmisega. Lisaks esineb amelioratsiooni protsess, mis
muudab uued geenid jarjest sarnasemaks "omade" geenidega.

» Kodeerivad ja mittekodeerivad alad genoomis erinevad oma ehituselt ja koostiselt, mis
lubab neid eristada Markovi mudelite (MM) abil. See vBimaldab tuvastada valke
kodeerivaid alasid mikroobsetes ja muudes genoomides. Samasuguse mudeli voib teha
ainult attupiliste geenide leidmiseks.

* Kolmas meetod on pdhimdtteliselt erinev. Iga geeni kohta tehakse BLASTP otsing
GenBank andmebaasist, tulemused sorteeritakse fllogeneetilise kuuluvuse alusel.
Nende geenide tulemused, mille léhedased liigid erinevad keskmisest mustrist,
nimetatakse fulogeneetiliselt kokkusobimatuteks (phylogenetically discordant - PD).
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Selliste geenide arvatav fulogeneetiline puu oleks tunduvalt erinev Ulejdanud genoomi

puust. Nende eemaldamisel on Uled8nud geenide puu usaldusvdarsus tugevam kogu-

genoomi kauguste médtmistel. Ning HGT on kdige téendolisem pohjus, miks geeni

topoloogia on erinev Ulejdanud genoomist (Clarke et. a 2002).

* Neljas meetod on geenide ebatavaline jaotumine eri organismides (distribution profile -
DP). Selle pdhjuseks voib ollanii HGT kui geenikaotus voi erinev j&rjestuse muutumise
kiirus antud liigis. Et eristada HGT siindmusi, rakendati kahepoolse lave kriteeriumit
BLASTP tulemustele. Tulemused, mis jdid kahe lave vahele olid t6endoliselt
horisontaal selt tUlekandunud geenid.

Mark Ragani t60 eesmérk oli vorrelda antud nelja meetodi abil leitud ORF-e. Mitme
meetodi abil identifitseeritud geenid on palju tdendolisemalt horisontaal selt Ulekandunud. Juhul
kui markimisvaarset kattuvust e leita, tdhendaks see surrogaatsete meetodite vahest vaartust
HGT leidmiseks.

Kasutati GenBank E. coli K12 jérjestusi, J. Lawrence, M. Borodovsky ja R. Charlebois
eelnevatest toddest périt andmeid.

Eri meetodite abil leitud ORFide arv erineb oluliselt (5%-10%), soltuvalt kasutatud
kinnise (threshold) véaartustest. Iga meetod leiab oma mittguhusliku komplekti ORFe.
Meetodite omavahelist kattuvust vorreldi statistiliselt juhusliku voimaliku kattuvusega. Kdige
suurem kattuvus oli CD ja MM meetoditel. Ulejaanud meetodite paarid leiavad tunduvalt
vdhem ORFe oletatavast juhusliku kattuvuse numbrist. Lisaks leitakse ainult osa
transposoonidest ja insertsioonidest. Selle pdhjuseks voivad olla amelioratsiooni protsessid, mis
gapikku kaotavad ndhtavad erinevused uute ja vanade jarjestuste vahel. Seetfttu leiab CD
meetod ainult hiljutised horisontaalsed Ulekanded, sh. transponeeruvad elemendid. Atipiline
Markovi mudel leiab osa samadest geenidest kui CD meetud, aga lisaks ka teised "oma"
sihtmargid. Ulejaanud kaks meetodit keskenduvad liikidevahelistele ja domeenidevahelistele
erinevustele ja voivad detekteerida vanemaid siindmusi.

Autor jareldab, et selliste meetodite tulemuste Uhisosa e peegelda horisontaal selt
Ulekandunud geene. Kokku leiavad need meetodid 1691 ORF-i — 39% koguarvust (Ragan,
2001b).

2. Garcia-Vallvé kaasautoritega (2000) analtilsisid 24 téaisgenoomi mitme parameetrilise
meetodiga. Igale genoomile arvutati keskmine véartus ning igale geenile standard habe (?)

vaartus jargmistes parameetrites. koodonkasutus, suhteline stinontiimsete koodonite kasutus
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(relative synonymous codon usage, RSCU), uldine G+C sialdus (G+C[T]), G+C sisaldus igas
koodonipositsioonis (G+C[1], G+C[2], G+C[3]), aminohappeline koostis. Alla 300 bp
pikkusega geenid véivad anda kdrvalekalduvaid tulemusi ning neid ei anal Gidsitud.

G+C sisalduse puhul vdorasteks loeti need geenid, mille puhul hélve oli suurem kui 1,5
standardhélvet genoomi G+C[T] vdi G+C[1] ja G+C[2] keskmisest vaartusest. Lisaks tehti
libiseva akna otsing 11 geeni suuruse aknaga, et leida jarjestikku asetsevad vddrad geenid —
vo0ra genoomi piirkond. Kui geen asub kahe vddra geeni vahel, ja selle G+C sisalduse hdlbe
mérk on sama, siis loeti ka see geen vooraks.

Koodonkasutuse anallitsil kasutati Mahalanobis’e kauguse valemit. Vdoraks loeti
geenid, mille koodonkasutus erines keskmisest Ule 2 standardhélbe.

Aminohappelise koostise puhul on ebaselge, mida tdhendab kdrvalekalle keskmisest
vaartusest. Korvalekalle voib olla tingitud geeni funktsioonist voi horisontaalselt Ulekandunud
geeni erinevast koodonkasutusest ja G+C sisaldusest. Seetbttu geenid, mille aminohappeline
koostis vahemalt Uhe aminohappe puhul oli tle 3 ? eemaldati HGT ennustatud geenide
nimekirjast.

Ennustatud HGT geenide hulka kuuluvad need geenid, mis on ule 300 bp pikad,
eristuvad vddrana nii G+C sisalduses kui koodonkasutuses ning e kaldu kérvale aminohappe
sisalduses; ka v60ra genoomi alasse kuuluvad geenid ennustati horisontaalselt Ulekandunud
operoniks.

Autorid said tulemuseks 24 genoomis HGT osakaaluks 1,56% Borrelia burgdorfer ning
kuni 14,47% Bacillus subtilis ja Mycoplasma genitalium puhul. Tulemused paigutati
andmebaasi aadressil http://www.fut.es/~debb/HGT/ ning tdiendati hiljem uute genoomidega
sama metoodi jargi (Garcia-Vallvé, 2003). Seisuga 22.03.05 oli andmebaasis 94 liiki.

3. Uhendades E. coli MG1655 genoomi jarjestuse omaduste pdhjal saadud HGT
tulemused nelja ldhedase liigi fllogeneetilise anallilsiga, markisid J.G. Lawrence jaH. Ochman
(2002) tulemuste ulatuslikku kattumist. Ortolooge méaérati >60% jarjestuse identsuse ja
genoomi konteksti (kdrvalasuvate ORF-ide sarnasus) pohjal. 755-st atlupilisest geenist olid
627 (83%) HGT-le viitava fulogenestilise levikuga; Ulgdanud 128 geeni olid keskmiselt vaid
628 bp pikad. Kokku leiti 1052 omandatud ORF-i. Neist 425, mis e ole identifitseeritud
atUdpilistena omasid G+C sisaldust, mis on E. coli genoomi keskmine (£ 3,6%). Tahtis on ka,
et mblemal viisil leitud ORF-id on genoomis enamasti jarjestikku thendatud, ehk eri meetodid

lelavad sama horisontaalse Ulekande siindmuse erinevaid alasid. L&pphinnang on, et E.coli
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MG1655 genoomis on vahemalt 221 siindmuse kégus omandatud geene 24,5% (Lawrence,
Ochman, 2002).

4. Genoomi signatuur (GS) on luhikeste oligonukleotiidide jarjestuses esinemise
sageduste kogum, mis peegeldab mitmeid jarjestuse omadusi (Sandberg et al., 2001).
Oligonukleatiidide sagedused leitakse libiseva akna abil geenile, genoomile, véi vaid mdnele
regioonile. Segjdrel vorreldakse regiooni signatuuri Uhe vOi mitme genoomi signatuuriga.
Sageduste sarnasuse hindamiseks kasutatakse kovariatsioon, korrelatsioon analtilsi, arvutatakse
Mahalanobis’ e ja Eukleides’ e kaugus ning tehakse ¥ test (Tsirigos, Rigoutsos, 2005).

Soltuvalt oligonukleotiidi  pikkusest (2 kuni 9), vOib GS sisadada rohkem
informatsiooni jarjestuse omadustest, kui muud parameetrilised meetodid. Seetdttu on genoomi
signatuuri rakendus horisontaalse geenillekande detekteerimises potentsiaalselt suurem.
Erinevate meetodite vordiust on l&bi viinud A. Tsirigos ja I. Rigoutsos (2005), kes leidsid
originaalse testimismeetodi abil, et GS meetod leiab HGT suurema tdpsusega kui muud
parameetrilised meetodid: G+C sisaldus, koodonkasutus vdi koodoni adaptatsiooni indeks
(CAl). Kastinontuumsete koodonite kasutuse (RSCU) meetod identifitseerib jérjestus vaiksema
tapsusega, kui genoomi signatuur (Sandberg et al., 2003). Lisaks néditas GS haid tulemusi
katsetes, kus tuli leida varem kirjeldatud horisontaalse tlekande juhtumid (Dufraigne et al.,
2005; Tsirigos, Rigoutsos, 2005).

GS meetodi oluliseks eeliseks on voimalus vorrelda ning klassifitseerida jérjestusi
vdhema arvutusmahuga, kui jarjestuste joondamise abil. Horisontaalse Ulekande puhul lubab
GS leida organismi, millest péarineb Ulekantud geen (Sandberg et al., 2001; Dufraigne et al.,
2005). Segjuures e ole vaalik doonororganismi téisgenoomi voi selle konkretse valgu
jarjestuse olemasolu. Evolutsiooniliselt kaugete HGT siindmuste analliisimisel GS meetodi

tépsus langeb.

4.3 Fulogeneetilised meetodid

Fllogeneetilisteks meetoditeks vOib nimetada selliseid meetodeid, mis kasutavad
fulogeneesipuude vordlemist ja ennustavad nende erinevuste pohjal véimalikku horisontaal set
Ulekannet. Selle tulemused on suuresti sdltuvuses digete il ogeneesipuude ehitamisest.

Evolutsiooniliste puude ehitamiseks on kolm [&henemist: maximum parsimony,

maximum likelihood ning distance meetodid (Nei, 1996).
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Distance puhul arvutatakse evolutsiooniline kaugus koikide jarjestuste paaridele ning
evolutsioonipuu ehitatakse paarikaupa kaugustest, kasutades|east-squares, minimum evolution,
four-cluster analysis vdi neighbor-joining meetodit. Kaugus véljendatakse tavaliselt
nukleotiidide vdi aminohapete asenduste arvuga saidi kohta.

Maximum likelihood meetod on aeglasem ning tépsem, hinnatakse nukleotiidide voi
aminohapete asenduse tdenzosust. Ule kimne jarjestuse analliiisil muutub arvutamine véga
aeglaseks (arvutusmahukus kasvab logaritmiliselt).

Maximum parsimony votab auseks minimaal se nukleotiidide asendamise arvu.

1. Carl Woese ja kaasautorite (2000) arvamusel on aminoatsitl-tRNA siintetaasid
ilmselt kogenud horisontaalset Ulekannet. Nendel geenidel on universaalne funktsioon ja
modulaarne ehitus, mis teeb llekande lihtsamaks. Kuigi enstiimide funktsioon on olemuselt
sama, e ole nende horisontaalse leviku profiil sarnane. Nimelt Asp, Glu, Phe, Leu, Tyr jaTrp
aminohapete t-RNA slntetaasid toetavad Uldist evolutsioonipuud; Ile, His, Pro ja Met
suintetaaside puhul on osadel eubakteritel kasutuses arhealt périt ensiiimi versioon; Val, Arg,
Thr, Ala ja Asn on tugevasti vastuolus kanoonilise evolutsioonipuuga ning eukartiootide
ensiiimid on selgelt bakteriaalse paritoluga. Ulgjaanud 6 ensiiiimi: Cys, Ser, Lys, Gly, Asn ja
GIn e vasta kanoonilisele puule Uldse (Woese et al., 2000).

Autorid kasutasid nelja l&henemisviisi:

a) tavalised fulogeneesi puud. Valkude joondatud jarjestustest leiti 1000 téendolisemat
puud BLOSUM 45 maatriks jargi. Valiti kdige suurema maximum likelihood (Nei, 1996)
vaartusega puu, kasutades MOLPHY programmi.

b) visuaal ne joondamise hinnang

c) dipeptiidide sarnasuse maatriksid

d) signatuuri analliiis. Signatuuriks nimetatakse antud juhul joonduse positsioone, mis
on konserveerunud vahemalt 80% ruhma liikmetest.

Leitud HGT sindmused toimusid kaugete liikide vahel vargjases evolutsiooni

staadiumis.

2. V. Daubin ja kaasautorid (2003) otsisid seost DNA omandamise ja fllogeneetilise
puude sobimatuse vahel. Kasutatakse korraga nelja suguluses oleva liigi genoomi jarjestust. Iga
neliku omavaheline no. etalon flulogeneesipuu pohineb SSU rRNA puul. Neliku geenid

klassifitseeritakse fllogeneetilise jaotumise jargi hiljuti omandatud ja hiljuti kaotatud
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geenideks. ldentifitseeriti ortoloogid, millel on ainult Uks koopia igas genoomis. Testitakse,
millist kolmest vBimalikust puust toetab iga ortoloogide nelik. Tulemused paigutati kolme
kategooriasse jargmiselt:

1) toetab ribosoomi RNA puud;

2) toetab alternatiivset topoloogiat (vBimalik HGT);

3) el annaolulist toetust Uhelegi topoloogiale.

Koigi liikide jaoks on HGT toetavate nelikute arv véike (tdpiliselt 0-3%). Suhteliselt
suur on see arv E. cali (6,7%) ja Chlamydophila pneumoniae (8,2%) liikide siseselt. Selline
tulemus néitab ulatusiku homoloogse rekombinatsiooni esinemist nende liikide
|ahisugul astega.

Fllogeneetiline analtitis pdhineb four-cluster minimum evolution meetodil (Rzhetsky et
al.,, 1995). Lihtsa statistilise testiga maaratakse nelja monofileetilise liigi fulogenees
hargnemise jarjekorda. Valitakse kolmest voimalikust juureta puust see, mille harude pikkus on
minimaal ne.

Tulemused on piiratud suhteliselt ligidaste liikidega, kuid tdstavad esile meetodite
artefakte eelnevates HGT totdes. Jareldatakse, et filogeneesipuude ehitamisel sageli kasutatav
likelihood-mapping meetod el anna iget hinnangut HGT kohta kaugete liikide vahel.

3. Novichkov kaasautoritega (2004) pakuvad uut filogeneetilist meetodit, mis e vaja
fulogeneesi puude ehitamist vOi késitsi vordlemist.

Too kirjeldab metoodikat selliste ortoloogsete geenide identifitseerimiseks, mille
evolutsiooni  kiirus erineb  keskmisest. Vorreldakse ortoloogsete geenide vahelisi
evolutsioonilisi kauguseid standartsete genoomidevaheliste kaugustega (kahe genoomi kdikide
Uks-Uhele ortoloogide vaheliste kauguste keskmine). Statistilise arvutuse abil leitakse
korvalekalded molekulaarse kella mudelist. Viiesgjast analliisitud ortoloogsete geenide
komplektist umbes 70% olid kooskdlas null-hipoteesiga, mis Utleb, et geenid on muutunud
sama kiirusega ning paranduvad vertikaalselt. Autorid viisid |abi ka fllogeneetilise analllsi
geenidele, mis nditasid suurimat variatsiooni. Molekulaarse kella evolutsioonist kérvalekaldega
anallusitud geenidest Ule poole olid tdendoliselt horisontaalse Ulekande Uhe vormi —
ksenoloogse geeniasenduse (XGD) — tulemus. Ulgjdsnud geenide erinevus null-hiipoteesist
vOib olla seletatud liigispetsiifilise muutusega evolutsiooni kiiruses.

Uuringus osales 21 taisgenoomi, sh. ?-Proteobakterid (6), ?-Proteobakterid (7),
Bacillus/Clostridium (8). Igal rihma on oma COG komplekt, igas liigis ainult Uhe koopiana
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esinevad geenid, mille valgu pikkus on véahemalt 60 aminohapet. ?- Proteobakterid — 563 geeni,
?- Proteobakterid — 274 geeni, Bacillug/Clostridium — 234 geeni. 114 neist on Uhised kdigile.

MSA koostamise jaoks kasutati programme MAP ning T-Coffee. Ainult véaga
konserveerunud osad joondamistest olid kasutatud edasises anallilisis. Maximumt-likelihood
(Nei, 1996) meetodil PAML programmipaketis arvutati kaugused iga COG jaoks ning nende
pohja 114 COG jaoks ehitati fllogeneesipuud Tree-Puzzle programmis. Genoomide
omavahelised kaugused olid kasutatud evolutsioonipuude tuletamiseks neighbor-joining
meetodil (Saitou, Nei, 1987) ning least-squares meetodil (Nei, 1996) paketi PHYLIP
programmides NEIGHBOR ning FITCH.

4.4 Flleetilise jaotuse meetodid

Fllogeneetiliselt kokkusobimatud jérjestused (PDS), mis on Clarke ja kaasautorite
(2002) artikli pdhiteema, on genoomi need ORF-id, millel on statistiliselt erinev sarnaste
jarjestuste liikide muster (similarity relationship pattern). Suure tdendosusega on nad
horisontaal selt Ul ekandunud.

HGT genoomis vGib moonutada evolutsioonipuu topoloogiat. Kui leida ja eemaldada
mittevastavad geenid anallusist, siis on voimalik Ulejéanute pdhjal ehitada tdpsema puu. See
sobib paremini organismide riihmadega ja puudega, mis on tuletatud rRNA geenidest.

Selles t60s anallilisisid autorid 28 eubakteri, 8 arhea ja tihe eukartioodi (Saccharomyces
cerevisiae) genoomide ORF-e (kokku 81160). Meetod vagab ortoloogsete geenide t&pset
identifitseerimist. Umbes pooltele ORF-idele (42925) leiti vahemalt 4 BLASTP tulemust teisest
liigist (reciprocal best match, RBM). Vertikaalselt parandunud geenid omavad enamasti
sarnaseid RBM liikide nimistut ning jarjekorda. Kui antud ORF-il e ole sarnane RBM muster,
on ta kokkusobimatu e. PDS. Selliseid jérjestusi oli eri genoomidel 6% kuni 16,8%, keskmiselt
10,8%.

42925 ORF-i osales puu ehitamises Fitch-Margoliash least-squares (Nei, 1996)
paarikaupa kauguste arvutamise agoritmil. Kuigi pair-wise BLAST maatriks el garanteeri
homoloogide tdpset identifitseerimist, oli tulemuseks Uldisele klassifikatsioonile vastav puul.
Kasutati FITCH ja CONSENCE programme PHYLIP tarkvarapaketist. Puud ehitati
TREEVIEW programmiga.

Anallusitud ORF-ide pdhjal koostatud evolutsioonipuud lahutasid edukalt suuremad
bakteririhmad, mis olid kooskdlas ka rRNA puuga. PDS jarjestuste anallilisist eemal damisel
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puude konfiguratsioon peaaegu ei muutunud, kuid bootstrap toetus puude harudel tusis (99%
enne, 100% peale eemaldamist). VOib jéreldada, et kokkusobimatud ORF-id e toeta kindlat
alternatiivset puu topoloogiat, kuid nende vertikaalne pélvnemine ei ole tdestatud (Clarke et al.,
2002).

Mark Ragani vordlevas t6ds (2001b) on PDS meetodi tulemused korrelatsioonis
jarjestuse atllpilisust detekteerivate GC-osakaalu ning Markovi mudelit kasutavate
parameetriliste meetoditega.

4.5 Kauge liigiga sar nasuse meetodid

Meetod pdhineb valkude v6i DNA andmebaasi otsingul. Vorreldakse kdiki genoomi
jarjestusi kbigi andmebaasis olevate jarjestustega, et leida homolooge. Klassifitseerides leitud
homolooge sarnasuse (alignment score vdi expect value) ning evolutsioonilise kauguse jargi
leitakse sellised geenid, mille best hit on evolutsiooniliselt kaugest liigist parit homoloog
(Koonin et al., 2001). Kuigi ka liigispetsiifiline deletsioon vdib pdhjustada sellist efekti, on

kindel geeni esinemise ja puudumise muster oluline HGT néitaja.

1. Thermotoga maritima oli Uks esimesi baktereid, milles leiti ja tdestati ulatuslik
horisontaalne geenitilekanne. 16S rRNA analtilis jargi on T. maritima Uks vanimaid harusid
eubakterite riigis. Tal on unikaalsed metaboolsed omadused, mis vdivad leida kasutust
biotehnoloogilistes tlesannetes (Nelson et al., 1999).

Nelson ja kaasautorid (1999) kasitlevad peamiselt genoomi kirjeldamist, leitud geenide
tdendolist funktsiooni ja bakteri metaboliitilisi vBimeid. Kdikidele geenidele tehti BLASTX
andmebaasiotsing kdikide sekveneeritud genoomide vastu. Tulemused olid Ullatavad, sest 1877
geenist 24% olid sarnasemad arhea geenidele. Aquifex aeolicus genoomis oli see number 16%
ning B. subtilis vaid 7%. Enamik infotootlemise geene on sarnasemad eubakteri
homoloogidega, kuid 49% transportvalkudest, 60% elektronahela valkudest ning 42%
tundmatu fuktsiooniga valkudest on sarnasemad arheast périt homoloogiga. Genoomi jérjestuse
?2 anallilis leidis 51 regiooni, mis on oluliselt erineva koostisega, kugjuures 42 neist sisaldasid
geene, mille kdige sarnasem homoloog oli périt arheast voi termofiilse A. aeolicus genoomist

(Nelson et al., 1999).
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Tehti ka fulogeneesi uuriming 33 geenile, mille konserveerunud homolooge leiti kdigis
16 sekveneeritud genoomis. Nende pohjal moodustati mitme jarjestuse joondus ja
fulogeneetilised puud, kasutades parsimony ja kauguse meetodeid.

Tulemused néditavad mitut huvitavat mustrit. Saadud puudes langeb enamik geenidest
kokku SSU rRNA fillogeneesiga jargmistes punktides: arhead on monofileetiline grupp
(analtiusiti ainult Uhte arheate rihma — Euryarchaeota), eubakterite rihmad grupeeruvad
kokku, parmi geenid asuvad Gigel koha eubakterite ja arheate suhtes. Samas mitmes kohas on
erinevused. Naiteks vorreldes SSU rRNA andmetega e lange kokku Aquifex aeolicus ja T.

maritima asukoht puul.

2. Paradoxal best hit meetod oli kasutatud Koonini poolt (2001), et detekteerida HGT
kandidaadid ja hinnata nende hulka eubakterite ja arhede genoomides kvantitatiivselt.

31 prokartiootse genoomi vakudele tehti anmebaasiotsing BLASTP programmiga.
Otsingu tulemuste alusel méarati kolm paradoxical best hits kogumit, kasutades SEALS
programmi Tax Collector.

Esimene kogum sisaldas HGT kandidaate, mis on fllogeneetiliselt kbige kaugemad.
Naiteks 9 arhea liigil need valgud, mille best hit on eubakteri vdi eukartoodi valk ja selle
expect (E)-value on suurem kui arhea valgu best hit. Samamoodi olid 22 eubakteri proteoomi
jaoks méératud paradoxical best hits arheate ja eukartioodi valkudesse. Eraldi lisati sellesse
kogumisse valgud, mille arvestatav hit (E<0,001) oli ainult véljaspool oma taksonit.

Vabalt elavates eubakterites on selliste HGT kandidaatide hulk ~3% geenidest.
Parasiitsetes eubakterites on see nditgja tunduvalt vaiksem, erandiks on Chlamydia ja
Rickettsia. Arheates on see suurus keskmiselt suurem, tudpiliselt 4% ja 8% vahel. Peab
arvestama, et sia satuvad ainult sellised interdomeensed HGT slindmused, mis toimusid
evolutsiooniliselt hiljuti, parast vaadeldavate sama klassi liikide divergentsi. Seega kaugete
domeenide vahel on geeni Ulekande tdendosus Usna kdrge.

Teine grupp koosnes HGT kandidaatidest peamiste eubakteri klasside vahel
(Proteobacteria, Firmicutes/gram-positiivsed, Spirochaetal es).

Kolmas kogum on hiljutiste HGT sindmuste paradoxical best hits. Selleks vorreldi
ldhedalt suguluses olevaid Chlamydophyla pneumoniae/Chlamydia trachomatis ja Mycoplasma
genitaliumyMycoplasma pneumonidae.

Paradoxical best hits on isegi konservatiivse kiinnisega ainult umbkaudne hinnang

HGT sindmuste toimumise kohta. Et saada paremat Ulevaadet, tehti detailne HGT kandidaatide
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analilis nelja genoomi jaoks: eubakterid Haemophilus influenzae, Vibrio cholerae, A. aeolicus
ja arhea Methanobacterium thermoautotrophicum. Iga paradoxical best hit jaoks méérati antud
valgu flleetiline muster ja ehitati fulogeneetilne puu. Kasutati programme ClustaW -
jarjestuste joondamiseks, ning NEIGHBOR programm PHYLIP paketist neighbor-joining
meetodil (Saitou, Nei, 1987) — filogeneesi puude ehitamiseks.

Osadel puudel oli topoloogia liiga keeruline, et saaks eristada XGD (xenologous gene
displacement) ja uue geeni omandamise siindmuseid, aga paljudel juhtudel oli hastindhtav
erinevus.

Suhteline panus XGD ja paraloogsete geenide vahel erines tunduvalt igas neljast
genoomist. Esimest on rohkem hupertermofiilses A. aeolicus ja arheas Mycobacterium
ther moautotrophicum, aga teist parasiitses V. cholerae genoomis.

Eukaruootsete geenide osakaal bakterite genoomides oli tltpiliselt 1% ringis. Erandiks
olid mdned parasiidid, nt Mycobacterium tuberculosis Pseudomonas aeruginosa, Xylella
fastidosa, C. pneumoniae, kus eukartiootseid geene on keskmiselt rohkem. Synechocystis
(tstianobakter, suguluses taimede kloroplastidega) omab suurt hulka taimse péritoluga geene,

aga ka looma-spetsiifilisi.

4.6 Arutelu

Vaadeldud horisontaalse geenililekande detekteerimise meetodide aluseks on vaga
erinevad pohimotted. Enamasti otsitakse geene, mis on antud genoomi |Gikes ebattipilised.
Tulemused kdiguvad suures ulatuses sdltuvalt tlekande toimumise gast ning doonori genoomi
omadustest. Geeni jarjestuse omadused muutuvad ajapikku Ulejéénud genoomi sarnaseks; kui
doonorliigi genoom on retsipiendi genoomi sarnane, on Ulekantud geen ka sarnaste
omadustega. Seetbttu iga meetod identifitseerib oma tunnustega HGT kogumi, mis sisaldab
teatud hulga valepositiivseid tulemusi, ning tdendoliselt jatab valja osa geene mis on antud
tunnuse pool est muutunud tadpiliseks.

Fllogeneesimeetodid sOltuvad fllogeneesipuude kvaliteedist. Samas kasutatakse
protsessi kiirendamiseks vahem arvutusi ndudvaid algoritme, mis annavad ligikaudsema
tulemuse. Peab mérkima, et ka arvutusmahukad algoritmid ei pruugi alati anda Giget tulemust
(Nei, 1996). Enamus geene e sisalda piisavalt evolutsioonilist signaali, mis vGib moonutada
puu konfiguratsiooni (Daubin et al., 2004). Kuid vaid fulogeneetiline uuring voib Uheselt

tdestada horisontaal se Ulekande toimumist.
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Viimase gja kirjandus horisontaalse Ulekande in silico detekteerimiseks on piihendatud
uutele meetoditele, mis e vaja tdémahukat filogeneesipuude uurimist. Laialdaselt kasutatakse
otsingut andmebaasidest, mis annab seda paremaid tulemusi, mida rohkem genoome on
sekveneeritud.

Parameetrilised HGT detekteerimise meetodid lubavad teha ainult esmaseid jareldusi
geeni paritolu kohta, ning leiavad evolutsiooniliselt hilisemaid HGT siindmusi. Samas e vaja
nad arvutusmahukat jérjestuste joondamist ja puude ehitamist. Parameetriliss meetodeid voib
kasutada ka sellistel juhtudel, mis e sobi teistele meetoditele: geeni ortoloogide puudumine,
duplitseeritud geenid genoomis. Samuti jéarjestuste puhul, mis e ole piiratud geeni
mootmetega, naditeks on suuremad vOi vaiksemad kui geen. Taoline |&henemine on
evolutsioonili seisukohast 6ige — Ulekantud geneetiline materjal voib olla suurem voi vaiksem
kui geen.

Esimesed HGT puhendatud andmebaasid kasutavad just parameetrilisi meetodeid HGT
detekteerimiseks. Garcia-Vallvé (2003) tehtud andmebaas on positiivne signaal. Kui toetada
selle andmeid teiste (erite fllogeneetiliste) meetoditega saab sellest tahtis ja kasulik genoomika
tooriist. Lawrence ja Ochman (2002) mérkisid ulatuslikku kattuvust ja tulemuste omavahelist
téiendamist parameetrilise (G+C sisaldus) ja fulogeneetilise meetodite vahel.
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5. Kokkuvote

Antud horisontaalse geenitlekande tuvastamise meetodite publikatsioonide Ulevaate

pohjal voib teha selliseid jareldusi:

 Nuoldseks on horisontaalse geenillekande tdhtsus bakterite evolutsioonis
dldtunnustatud, kuid filogeneetiliste puude ehitamisel sellega e arvestata.

 Uute genoomide sekveneerimine annab in silico meetoditele parema vdimaluse
horisontaal se geeni Uil ekande tuvastami seks ja anal Utisiks.

 Olemasolevaid HGT detekteerimise meetodeid voib jagada kolmeks grupiks:
fulogeneesipuudel pohinevad, andmebaasiotsingul pdhinevad ning parameetrilised
meetodid.

 HGT detekteerimise tulemusi mdjutavad horisontaalse Ulekande aeg, doonori genoomi
omadused, parameetrilise detekteerimise puhul erinevad piirvéartused. Seetdttu leiavad
eri meetodid “oma” geenide vdi genoomi alade kogumi ning sellised kogumid kattuvad
suhteliselt vahe.

» Toendoliste HGT geenide anauilsist eemaldamine fllogeneetiliste puude ehitamisel el
muuda selle topoloogiat, kuid parandab alampuude usaldusvaarsuskoefitsienti.

 Vaimalik, et standardse horisontaalselt Ulekantud geenide in silico detekteerimise
metoodika valjattotamisel tuleb kasutada mitme meetodi kombineerimist.

* Senised HGT t00d on olnud suhteliselt eraldiseisvad ja vahese ulatusega. Vaalik on

luua neid thendav andmebaas, kuhu koguda kdigi uuringute tulemused.
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6. Summary

Current review of publications about detection of horizontal gene transfer allows to

come to following conclusions:

Importance of horizontal gene transfer in evolution of bacteria is now widely accepted,
but is not taken into consideration in construction and analysis of phylogenetic trees.
Sequencing of new genomes improves ability to detect and analyze horizontal gene
transfer with means of in silico methods.

All available HGT detection methods can be divided into three groups: ones that are
based on phylogenetic trees, ones that utilize database searches, and parametric
methods.

Results of HGT detection are affected by evolutionary time of gene transfer, by
properties of donor genome and by different cutoff values of parametric methods.
Different methods find “own” sets of genes or genomic regions and overlapping of
such setsisrelatively small.

Removing of potential horizontally transferred genes from construction of phylogenetic
tree does not change its topology, but does improve bootstrap values of subtrees.

To create a standard in silico method for detection of HGT combination of several
methods may be needed.

Work on HGT to date was independent and had relatively low span. A database must be
created to gather al data of analysisin field of HGT.
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