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Резюме. Молекулярная филогенетика, и в частности статистическая филогенетика, широко применяется для 

решения фундаментальных и прикладных задач вирусологии. Байесовские, или статистические, филогене-

тические методы, вошедшие в практику 10–15 лет назад, значительно расширили круг вопросов, на которые 

можно получить ответы, исходя из анализа нуклеотидных и аминокислотных последовательностей. Возмож-

ность использования разных моделей эволюции позволяет восстанавливать хронологию, географию и ди-

намику распространения инфекции. Например, при анализе последовательностей ВИЧ глобально распро-

страненной группы M байесовскими методами филогеографического анализа было показано, что последний 

общий предок этих вирусов с вероятностью 99% возник в окрестностях города Киншаса (Демократическая 

Республика Конго) в начале 1920-х гг. В другой работе показали, что серотип вируса гриппа H9N2, скорее все-

го, перешел к человеку от диких уток в Гонконге в конце 60-х гг. ХХ в. Кроме того, при помощи байесовского 

анализа можно оценить влияние определенных событий или принимаемых мер на развитие эпидемического 

процесса. Так, например, ретроспективно было показано, что число заражений вирусом гепатита С в Египте 

увеличилось на несколько порядков в середине ХХ в. Резкий рост новых случаев связывают с началом лече-

ния шистосомоза. Лекарство вводили при помощи уколов, нестерильные шприцы применяли многократно. 

Набор методов байесовского анализа был использован в десятках тысяч исследований, описывающих разные 

аспекты возникновения и распространения инфекционных заболеваний человека и животных. Сложность 

байесовских филогенетических методов определяет строгие требования к анализируемым данным. Кор-

ректность результатов филогенетического анализа зависит от ряда факторов. Например, необходим выбор 

эволюционной модели, наиболее адекватно описывающей исследуемые объекты. Обязательным этапом при 

формулировании результатов является обоснование выбранной модели. Для вирусов характерно заимствова-

ние генетических элементов из других организмов, поэтому геномы даже близкородственных вирусов могут 

иметь негомологичные участки, непригодные для филогенетического анализа. Другим условием является 

создание репрезентативной выборки исследуемых объектов. Зачастую в публикациях не указываются все 

этапы выполнения анализа, из-за чего полученные результаты могут трактоваться неоднозначно. Коррект-
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ное использование методов статистической филогенетики в вирусологии возможно только при понимании 

принципов их работы, способов подготовки данных для анализа, критериев выбора эволюционных моделей 

для исследования.

Ключевые слова: молекулярная эпидемиология, байесовская филогенетика, вирусные популяции, расследование вспышек 

инфекционных заболеваний, рекомбинация, модели эволюции.
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Abstract. Molecular phylogenetics, particularly statistical phylogenetics, is widely used to solve the fundamental and ap-

plied problems in virology. Bayesian, or statistical, phylogenetic methods, which came into practice 10–15 years ago, 

markedly expanded the range of questions that can be answered based on analyzing nucleotide and amino acid sequences. 

An opportunity of using various evolution models allows inferring the chronology, geography and dynamics of the in-

fection spreading. For example, analysis of globally distributed HIV group M by Bayesian methods demonstrated with 

a probability of 99% that the most recent common ancestor of these viruses existed in the surroundings of the city of Kin-

shasa (Democratic Republic of the Congo) in the early 1920s. Another study showed that H9N2 influenza virus most 

likely passed on to humans from wild ducks in Hong Kong in the late 1960s. In addition, using of the Bayesian analysis 

allows to evaluating the effect of measures taken on the development of the epidemic process. For example, it was shown 

retrospectively that the rate of hepatitis C virus infection cases in Egypt increased by several orders of magnitude in the 

mid-20th century. A sharp rise in new case rate is associated with the treatment for schistosomiasis by using non-sterile 

repeatedly used syringes. A set of Bayesian analysis methods has been applied in tens of thousands of researches describing 

various aspects of the occurrence and spread of infectious diseases in humans and animals. This was facilitated by the de-

velopment and accessibility of software that implements these methods. The complexity of Bayesian phylogenetic meth-

ods imposes strict requirements on the data being analyzed. The correctness of the phylogenetic analysis data depends 

on various factors. For example, it is necessary to choose an evolutionary model that most adequately describes the studied 

objects. A mandatory step in formulating the results is the justification of the selected model. For viruses, the acquisition 

of genetic elements from other organisms is typical, therefore, the genomes even from closely related viruses may have 

non-homologous regions unsuitable for phylogenetic analysis. Another aspect is the creation of a representative dataset. 

Sometimes, all stages of the analysis are not indicated in publications, so that the data obtained can be interpreted ambigu-

ously. The correct use of statistical phylogenetics methods in virology is possible only upon understanding their principles, 

proper methods of data preparation and evolutionary model selection criteria.

Key words: molecular epidemiology, Bayesian phylogenetics, viral populations, investigation of infectious diseases, recombination, 

evolutionary models.

Введение

Термин «филогения» был введен Эрнстом 

Геккелем в 1866 году в труде «Общая морфоло-

гия организмов» [16]. Это слово состоит из двух 

корней. В оригинальной интерпретации пер-

вый корень, phylon (греч.), имеет три разных 

значения — «стебель», «ветвящаяся группа» 

и «линейная группа организмов». Второй ко-

рень, genea (греч.), трактовался как «история 

эволюции». Новый термин «филогения» слу-

жил заменой словосочетанию «эволюционная 

история групп организмов». Филогенетика — 

это изучение филогении, то есть изучение эво-

люционных взаимоотношений как на меж-

видовом, так и на внутривидовом уровнях. 

Филогенетический анализ является методом 

оценки эволюционных отношений организ-

мов [14]. Филогенетическое дерево — это самый 

распространенный способ иллюстрации ре-

зультатов филогенетического анализа [16]. Оно 

представляет собой ветвящуюся диаграмму 

и состоит из нескольких частей. Корнем явля-

ется место предполагаемого общего предка всех 

исследуемых организмов в дереве. Если взаи-

моотношения устанавливаются без учета пред-

ковой формы, то такое дерево называется не-

укорененным. Место исследуемого организма 

в дереве называется листом. От каждого листа 

отходит ветвь. Места соединения ветвей назы-

ваются узлами.

В настоящее время филогенетические мето-

ды анализа широко применяются для решения 

фундаментальных и прикладных задач биоло-

гии. В текущем обзоре рассматриваются воз-

можные применения методов статистической 

филогенетики в вирусологии. Молекулярная 

филогенетика, и в частности статистическая 
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филогенетика вирусов, получили наиболее ши-

рокое распространение. Это связано с тем, что 

большая часть вирусов, вызывающих инфекци-

онные заболевания человека, обладают РНК-

содержащим геномом [49]. Механизмы репли-

кации РНК-вирусов характеризуются высокой 

частотой ошибок репликации, являющихся од-

ним из факторов высокой молекулярной измен-

чивости вирусов. Для РНК-вирусов было пред-

ложено эмпирическое правило, гласящее, что 

полимераза делает одну ошибку в каждом вновь 

синтезированном геноме [20]. Другим фактором 

высокой молекулярной изменчивости является 

быстрый цикл размножения и, соответственно, 

высокая частота «бутылочных горлышек», через 

которые проходит популяция вируса. Для мно-

гих вирусов цикл инфекции составляет поряд-

ка недели, а каждому следую щему инфициро-

ванному организму передается ничтожно малая 

часть популяции вируса. Это ведет к высокой 

эффективности фиксации мутаций — пожа-

луй, даже более важной составляющей измен-

чивости вирусов, чем собственно возникнове-

ние мутаций при ошибках репликации генома. 

В результате, например, геном ВИЧ-1 изменя-

ется за один год в среднем на 0,1–1% [8], вируса 

полиомиелита — на 1% [41], а коронавирусов — 

на 0,01–0,5% [78]. Это обуславливает высокую 

изменчивость, и, как следствие, необычайную 

адаптивную способность вирусных популяций 

к факторам среды.

С помощью сравнения нуклеотидных после-

довательностей можно определить родство меж-

ду разными группами вирусов как на межвидо-

вом, так и внутривидовом уровне. Исторически 

первые методы филогенетического анализа 

основывались на оценке генетических дистан-

ций между последовательностями. Эти методы 

позволяют выявить родство вирусных после-

довательностей, грубо оценить скорость нако-

пления замен и время происхождения общего 

предка. Оценка скорости накопления замен 

таким способом была бы возможна лишь в том 

случае, если бы эта скорость была постоянной, 

чего практически не бывает в вирусных попу-

ляциях. Байесовские (статистические) фило-

генетические методы, вошедшие в практику 

10–15 лет назад, значительно расширили круг 

вопросов, на которые можно получить ответы, 

исходя из анализа нуклеотидных последова-

тельностей. В рамках данных методов, в до-

полнение к моделям с заменой нуклеотидов, 

возможно использование концепции молеку-

лярных часов и динамики численности по пуля-

ций. Байесовский подход позволяет выбрать 

статистически наиболее достоверное филогене-

тическое дерево из всех возможных вариантов 

на основании расчета вероятности существова-

ния такого дерева при условии того, что имеется 

дополнительная информация о свойствах ис-

следуемой вирусной популяции.

Одним из преимуществ байесовских фило-

генетических методов является возможность 

использования не только нуклеотидных после-

довательностей вирусов, но и другой доступной 

информации, например данных о географи-

ческом происхождении и времени выделения 

вируса. Это позволяет датировать как события 

в эволюции вируса, произошедшие в далеком 

прошлом, так и восстанавливать ход эпидемии 

во времени при расследовании вспышек вирус-

ных инфекций. Так, для эпидемии лихорадки 

Эбола в Западной Африке (декабрь 2013 — де-

кабрь 2015) с помощью байесовских филоге-

нетических методов удалось выяснить про-

исхождение и динамику передачи вируса [35]. 

Благодаря использованию байесовских фило-

генетических методов было установлено, что 

самая распространенная группа ВИЧ-1 возник-

ла в 1920-м году в городе Киншаса (ДРК) [30], 

а группой других исследователей описано появ-

ление первого инфицированного ВИЧ человека 

в США: нулевой пациент был заражен пример-

но в 1970-м году, с вероятностью 99% жил в го-

роде Нью-Йорке [88]. Кроме того, байесовские 

филогенетические методы используются для 

обнаружения «подозрительных» событий. Так, 

например, было выяснено, что циркуляция 

не встречавшегося с 80-х годов генотипа А эн-

теровируса 71 в Китае в 2008–2010 гг. оказалась 

связанной с попаданием лабораторного штам-

ма в окружающую среду [83]. Оценки времени 

происхождения вируса, полученные с помощью 

байесовских филогенетических методов, хоро-

шо согласуются с данными эпидемиологичес-

кой статистики, как было показано на примере 

вируса бешенства [18].

Возможность использования разных моде-

лей эволюции позволяет восстанавливать хро-

нологию, географию и динамику распростране-

ния инфекции. В связи с этим при выборе мето-

да проведения филогенетических исследований 

вирусов предпочтение отдается байесовским 

методам. Статьи, описывающие программное 

обеспечение, реализующее различные вариан-

ты и способы применения этих методов, проци-

тированы десятки тысяч раз. Применение байе-

совских методов в филогенетике предполагает 

адекватный подбор моделей, параметров расче-

тов и исходных данных, что требует проведения 

тщательного предварительного анализа.

В данном обзоре приведено описание ос-

новных этапов проведения филогенетическо-

го анализа, принципы работы методов стати-

стической филогенетики, способы подготовки 

данных для анализа, критерии выбора эволю-

ционных моделей для исследования и примеры 

применения методов на практике.
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Методы филогенетического анализа 
в вирусологии

Филогенетический анализ позволяет вы-

яснить отношения родства между разными 

группами вирусов на основании сравнения ну-

клеотидных последовательностей. Выделяются 

несколько этапов выполнения филогенетичес-

кого анализа: создание репрезентативной вы-

борки, выравнивание последовательностей, 

выявление взаимоотношений между разными 

вирусами [1].

Установить отношения родства, или фило-

генетические взаимоотношения, между объ-

ектами изучения можно только в том случае, 

если существует общий предок этих объектов. 

Для вирусов характерно заимствование гене-

тических элементов из других организмов (не-

гомологичная рекомбинация), поэтому геномы 

даже близкородственных вирусов могут иметь 

негомологичные, то есть неродственные участ-

ки, непригодные для филогенетического ана-

лиза. Если имеются данные о негомологично-

сти участков вирусного генома, выравнивание 

и дальнейший анализ таких участков будут гру-

бой, но достаточно распространенной ошибкой.

Изменения в вирусном геноме могут носить 

характер точечных мутаций, вставок и деле-

ций. В изучаемых последовательностях долж-

ны существовать незначительно изменившиеся 

участки, которые позволят установить их общее 

происхождение. Процесс выравнивания после-

довательностей заключается в поиске такого 

взаимного расположения разных фрагментов 

нуклеотидных или аминокислотных последо-

вательностей, при котором наименее изменен-

ные участки находятся в одном и том же по-

ложении относительно друг друга. Алгоритмы 

выравнивания являются отдельным направле-

нием биоинформатики [59, 72]. В практике наи-

более широко распространены методы прогрес-

сивного выравнивания (например, Clustal [37], 

T-Coffee [60]). При использовании этих методов 

сначала строится матрица сходств последова-

тельностей, затем выполняется попарное вы-

равнивание для самых близких пар последова-

тельностей, после чего происходит последова-

тельное выравнивание новых последовательно-

стей с зафиксированными первыми попарными 

выравниваниями. Недостатком такого подхода 

является невозможность исправления ошибок, 

которые могут возникать на любом этапе вы-

полнения анализа, что особенно значимо при 

сравнении генетически далеких друг от друга 

последовательностей. Этого можно избежать, 

используя итеративные методы прогрессив-

ного выравнивания (например, MAFFT [45], 

MUSCLE [27]). Сначала методом прогрессивно-

го выравнивания создается первое множествен-

ное выравнивание, затем в цикле выполняется 

несколько итераций улучшения выравнивания, 

что приводит, с одной стороны, к более досто-

верному результату, а с другой – к повышению 

требований к вычислительным мощнос тям. 

При сравнении менее близкородственных ви-

русов более точные результаты выравнивания 

могут быть получены при анализе менее ва-

риабельных аминокислотных последователь-

ностей, в то время как обычно для анализа ис-

пользуют нуклеотидные последовательности. 

Поэтому на практике часто прибегают к вырав-

ниванию нуклеотидных последовательностей 

на основе кодируемой ими аминокислотной по-

следовательности (translation-based alignment). 

Такой способ выравнивания реализован в про-

грамме TranslatorX [2].

Рисунок 1. Модель Джукса–Кантора 

(JC) является самой простой (частной) 

моделью эволюции нуклеиновых кислот — 

предполагаются равные частоты нуклеотидов 

и равные вероятности возникновения замен 

(одинаковые стрелки). Модель GTR является 

самой сложной (общей) моделью эволюции 

нуклеиновых кислот — предполагаются 

разные частоты нуклеотидов (разные шрифты) 

и разные вероятности возникновения замен 

(разные прямые стрелки). Кроме того, модель 

GTR допускает замены типа А-на-А, Т-на-Т, 

С-на-С, G-на-G (разные круговые стрелки), 

которые возможны в результате нескольких 

последовательных замен в одной и той же 

позиции генома

Figure 1. The Jukes–Cantor (JC) model is the simplest 
(particular) model for the evolution of nucleic acids — 
equal nucleotide frequencies and equal probability 
of substitution (identical arrows) are assumed. The GTR 
model is the most complex (general) model for the 
evolution of nucleic acids — different nucleotide 
frequencies (different fonts) and different probabilities 
of substitutions (different straight arrows) are assumed. 
In addition, the GTR model assumes substitution A-on-A, 
T-on-T, C-on-C, G-on-G (different circular arrows), 
which are possible as a result of several consecutive 
replacements at the same genome position
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Подавляющее большинство современных 

методов филогенетического анализа основаны 

на сопоставлении нуклеотидных или амино-

кислотных дистанций между последователь-

ностями. Расчет дистанций имеет смысл только 

для выравненных последовательностей. В про-

стейшем варианте дистанция рассчитывается 

для каждой возможной пары последователь-

ностей из выборки как доля различающихся 

нуклеотидов/аминокислот между этими после-

довательностями. Существуют разные способы 

расчета дистанций, что обусловлено использо-

ванием разных моделей эволюции нуклеотид-

ных или аминокислотных последовательно-

стей. Так, например, наиболее частная модель 

Джукса–Кантора (Jukes and Cantor 1969, JC) [42] 

(рис. 1) подразумевает равную частоту всех ну-

клеотидов и равную вероятность возникнове-

ния всех замен в последовательностях. Другие 

модели в разной степени учитывают эти два 

ключевых параметра (4 частоты нуклеотидов, 

16 типов замен). На рис. 1 представлены самая 

простая (JC) и самая сложная (GTR) модели 

эволюции нуклеиновых кислот. Высокое раз-

нообразие моделей эволюции нуклеотидных 

последовательностей вызвано тем, что по био-

логическим причинам для организмов харак-

терны разные варианты отношений частот 

нуклеотидов и скоростей накопления замен. 

Применимость модели к конкретному набору 

последовательностей можно оценить при по-

мощи вычисления соответствующих показате-

лей совместимости, например информацион-

ного критерия Акаике (AIC, Akaike Information 

Criterion) [3] или байесовского информаци-

онного критерия (BIC, Bayesian Information 

Criterion) [68], реализованных во многих паке-

тах для филогенетического анализа. Для рас-

чета аминокислотных дистанций чаще всего 

используют эмпирические модели, основанные 

на информации о наблюдаемых частотах ами-

нокислот и вероятностях каждой возможной 

замены аминокислоты [6].

Наиболее часто используемым методом по-

строения филогенетических деревьев на ос-

нове матрицы дистанций является метод при-

соединения соседей (neighbor joining, NJ) [67]. 

Принцип его работы заключается в поэтапном 

поиске пары соседних последовательностей, 

которые минимизируют общую длину ветвей 

дерева. Другими словами, сначала идентифи-

цируют ту пару последовательностей, при объ-

единении которой в один таксон длина всех 

ветвей дерева минимальна. Затем рассчиты-

вают дистанцию между оставшимися после-

довательностями и общим узлом объединен-

ной пары. Такой цикл повторяют, пока все по-

следовательности не присоединят поэтапно. 

Филогенетическая реконструкция при помощи 

метода присоединения соседей является одним 

из самых быстрых вариантов выполнения ана-

лиза [50].

Другой класс методов филогенетического 

анализа применяется для расчета наиболее ве-

роятные значения параметров эволюционной 

модели и топологии филогенетического дерева. 

К этой категории относятся байесовские мето-

ды статистического анализа, которые подробно 

разбираются в следующем разделе, а также по-

строение филогенетического дерева по прин-

ципу максимального правдоподобия (Maximum 

Likelihood, ML) [31]. Этот метод основан на по-

иске такого филогенетического дерева, при 

котором вероятность наблюдать исследуемое 

выравнивание нуклеотидных или аминокис-

лотных последовательностей максимальна. 

Применение группы таких методов требует зна-

чительных вычислительных мощностей.

В ряде работ проводилось сравнение разных 

методов филогенетического анализа на одина-

ковых данных. Топология деревьев, полученных 

разными методами, сопоставлялась с тополо-

гией истинного дерева. В публикации Джозефа 

Фельзенштейна, первым описавшего примене-

ние метода максимального правдоподобия, по-

казано, что в большинстве случаев ML демон-

стрировал правильную топологию дерева чаще 

других методов. Тем не менее при анализе ко-

ротких последовательностей метод NJ оказался 

предпочтительнее [50]. В аналогичной работе, 

выполненной Масатоси Нэи, автором метода NJ, 

делается вывод, что оба метода имеют сопоста-

вимую точность в контексте определения верной 

топологии дерева [81].

Основные принципы работы 
байесовских методов статистической 
филогенетики

Основу байесовских методов статистической 

филогенетики составляет теорема, сформули-

рованная Томасом Байесом. Теорема Байеса 

позволяет оценить неизвестные параметры ис-

следуемого явления на основании наблюдений. 

Результат такой оценки называется байесов-

ским выводом. Например, известно, что в ящи-

ке находится какое-то животное. Необходимо 

определить, какое животное спрятано. Если 

из ящика слышно мяуканье, то можно сделать 

вывод, что в ящике, скорее всего, находится кот. 

Другими словами, сведения об исследуемом 

явлении, известные априори (то есть до опы-

та — «в ящике животное», «чаще всего мяукают 

коты»), можно уточнить на основании знаний, 

полученных после проведения опыта (апосте-

риори — «мяукает»). Этот подход отличается 

от обычной описательной статистики, которая 
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отвечает на вопросы типа «Если в ящике кот, 

с какой вероятностью будет слышно мяука-

нье?» и позволяет объединять в одном результа-

те много итераций опыта.

Применение методов байесовского анали-

за в филогенетике впервые было предложено 

примерно 25 лет назад [64]. В случае байесов-

ской филогенетики наблюдаемыми данными 

являются генетические последовательности 

исследуемых вирусов, а эволюционная мо-

дель для таких последовательностей включа-

ет модель замен, модель молекулярных часов, 

описывающую скорости накопления замен 

на ветвях дерева, филогенетическое дерево 

и модель, описывающую его ветвление (демо-

графическая модель). Таким образом, резуль-

татом байесовского вывода является наиболее 

вероятное филогенетическое дерево и совокуп-

ность значений параметров эволюционной мо-

дели при условии имеющегося выравнивания 

генетических последовательностей. Помимо 

генетических последовательностей, в качестве 

априорных данных, то есть известных неза-

висимо от эксперимента, можно использовать 

географические координаты мест выделения 

последовательностей, время сбора содержащего 

последовательности материала, информацию 

о животном — хозяине вируса и т. п. Благодаря 

этому можно определять хронологию основных 

событий в эволюции вируса, воспроизводить 

историю географического распространения как 

патогена в целом, так и отдельных групп вируса.

Ключевой особенностью байесовских ме-

тодов является возможность одновременного 

изучения целостной модели эволюции, вклю-

чающей все ее параметры. Данное свойство вы-

годно отличает этот класс алгоритмов от «клас-

сических» методов молекулярной филогении, 

где используется последовательный расчет эво-

люционных параметров.

Для расчета апостериорных распределений 

параметров модели в байесовских методах ис-

пользуются алгоритмы Монте-Карло с це-

пями Маркова (MCMC, Markov Chain Monte 

Carlo) [58]. Алгоритм MCMC выполняется в не-

сколько этапов. Для каждой переменной (пара-

метра анализа) исследуется пространство веро-

ятностного распределения. Как правило, пер-

воначальное состояние переменной (например, 

скорость замен А в G) выбирается произвольно. 

Затем рассчитывается вероятность того, что это 

значение справедливо при заданных условиях. 

После этого случайным образом изменяется 

состояние переменной. Рассчитывается ве-

роятность справедливости нового состояния, 

а затем сравнивается с предыдущим значением. 

Если вероятность справедливости второго со-

стояния выше, чем у первого, будет подтверж-

ден переход переменной из первого состояния 

во второе, если ниже — переход маловероятен. 

Такой процесс повторяется миллионы раз, бла-

годаря чему осуществляется поиск наиболее 

вероятного значения каждой исследуемой пе-

ременной. Естественно, вследствие многократ-

ного выполнения шагов в пространстве воз-

можных состояний расчет наиболее вероятного 

значения для всех исследуемых параметров яв-

ляется вычислительно затратным процессом. 

Следует отметить, что с помощью байесовских 

методов вычисляется не конкретное значение 

каждой переменной, а вероятностное распре-

деление значений переменной, для которого 

возможно определить величину медианы и до-

верительного интервала.

Выбор модели для филогенетического 
анализа

Эволюционную модель можно рассматри-

вать как способ формализации наблюдаемых 

закономерностей возникновения исследуемых 

последовательностей. Эволюционные модели 

различаются количеством учитываемых пара-

метров. Более сложные модели лучше описы-

вают данные, но избыточное количество пара-

метров может приводить к большим вычисли-

тельным нагрузкам, а также к лишенным био-

логического смысла результатам. При выборе 

модели необходимо сохранять баланс между 

числом параметров и ее способностью описы-

вать биологические данные.

Результаты любого филогенетического ана-

лиза зависят от допущений использованной 

модели. Если модель плохо описывает биологи-

ческие данные, то результаты могут оказаться 

ошибочными. Например, филогенетическая 

модель, предполагающая постоянную скорость 

накопления замен в разных участках последо-

вательностей, приводит к некорректным ре-

зультатам, когда скорость накопления замен 

неравномерна. При этом искаженный результат 

может получиться, даже если остальные пара-

метры модели верны [33].

На практике только на основании получен-

ных результатов филогенетического анализа 

невозможно определить, являются они верны-

ми или нет. Для этого требуется, в частности, 

анализ соответствия выбранной эволюционной 

модели исследуемым объектам. Обязательным 

этапом при формулировании результатов яв-

ляется обоснование выбранной модели. Если 

в публикации не приведено описание этапа вы-

бора модели, то приведенные в ней результаты 

могут трактоваться неоднозначно.

Байесовские филогенетические методы поз-

воляют использовать филогенетические моде-

ли разной сложности. Универсальной модели, 

подходящей для любого случая, не существует. 
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В байесовской филогенетике для сравнения мо-

делей применяется подход, основанный на вы-

числении коэффициента Байеса (Bayes Factor, 

BF) [70, 80]. BF — это отношение вероятностей 

данных при условии выбора разных моделей,

где D — это данные; M1 — первая модель; M2 — 

вторая модель; P(D|M1) и P(D|M2) — вероятно-

сти наблюдения данных при условии использо-

вания первой модели и второй модели соответ-

ственно [40].

Для выбора модели эволюции принято ис-

пользовать десятичный логарифм коэффици-

ента Байеса — log BF. Если log(BF) принимает 

значение от 0 до 1, то значимой разницы между 

моделями нет. Значения log(BF) более 1 свиде-

тельствуют о превосходстве M1 над M2 [44], од-

нако на практике достаточно значимой разницей 

между моделями считают значения log(BF) боль-

ше 10. Сравнение моделей эволюции при помо-

щи log(BF) является вычислительно чрезвычай-

но затратным и требует значительного объема 

«ручной» работы по перебору параметров.

Для приближенного вычисления вероятно-

сти P(D|M) достаточной точностью отличают-

ся методы path sampling (PS) [52], stepping stone 

(SS) [89] и generalized stepping stone (GSS) [29]. 

Они реализованы в программах BEAST [24] 

и BEAST2 [11]. Недостатком данных методов 

является необходимость подбора параметров 

при каждом исследовании и большая вычис-

лительная сложность. Альтернативой данным 

методам является алгоритм вложенного выбора 

(nested sampling, NS) [66, 71], который, в отличие 

от других, позволяет вычислять стандартное 

отклонение для P(D|M). Он реализован в про-

грамме BEAST2 [66].

Выбор модели замен. Выбор модели замен 

осуществляется во время подготовки к иссле-

дованию при помощи отдельных биоинформа-

тических инструментов (например, jModelTest, 

ModelGenerator [46], PartitionFinder2 [51]). 

Следует отметить, что скорость накопления 

мутаций для нуклеотидов, стоящих в разных 

позициях кодона, может отличаться. По этой 

причине при анализе белок-кодирующих по-

следовательностей целесообразно подбирать 

наиболее подходящую модель замен для каж-

дой позиции кодона по отдельности. В про-

тивном случае топология филогенетическо-

го дерева может оказаться некорректной [43]. 

Программа PartitionFinder2 позволяет найти 

оптимальную модель замен для каждой пози-

ции кодона. Другой подход для выбора модели 

замен — bModelTest [12], ставший частью про-

граммного пакета BEAST2: в этом случае мо-

дель замен используется в качестве параметра 

байесовского вывода. В процессе анализа цепь 

Маркова может переходить с одной модели 

на другую. При этом, чем дольше цепь находит-

ся на одной из моделей замен, тем такая модель 

предпочтительнее. Разные модели поддержива-

ются в разной степени, что учитывают при ито-

говой оценке всех параметров.

Выбор модели молекулярных часов. Согласно 

концепции молекулярных часов, предложенной 

в 1960-х годах [56, 94, 95], замены в родственных 

нуклеотидных или аминокислотных последо-

вательностях происходят с практически посто-

янной скоростью. Если раньше знания о време-

ни эволюционных событий основывались толь-

ко на ископаемых данных, то благодаря этой 

концепции стало возможно определять время 

существования общих предков организмов, ис-

пользуя генетические последовательности.

В целом существующие модели молекуляр-

ных часов можно классифицировать на основе 

количества параметров, описывающих скорости 

накопления замен на ветвях [39]. Самая первая 

и простейшая модель молекулярных часов пред-

полагала постоянную скорость эволюции для 

разных таксонов [94]. Это означает, что генети-

ческое расстояние между последовательностями 

организмов линейно зависит от времени с мо-

мента расхождения организмов. Данную модель 

также называют строгими молекулярными ча-

сами (strict clock). В результате увеличения чис-

ла генетических последовательностей было по-

лучено немало свидетельств того, что скорости 

накопления замен в разных группах организмов 

сильно варьируются. В таком случае простая 

модель, предполагающая постоянную скорость 

замен, недостаточно точно отражает реальные 

события [86]. В модели ослабленных молекуляр-

ных часов (relaxed molecular clock) предполагает-

ся, что на каждой ветви филогенетического де-

рева свое значение скорости накопления замен, 

то есть число параметров равно числу ветвей де-

рева [22]. Третья группа моделей допускает число 

различных скоростей замен в диапазоне между 

единицей (то есть строгие часы) и числом вет-

вей дерева (ослабленные часы). К таким моделям 

относится модель локальных молекулярных ча-

сов [25], предполагаю щая, что скорости внутри 

определенного числа клад филогенетического 

дерева постоянные, но отличаются между клада-

ми. Эту модель целесообразно использовать при 

изучении нескольких таксонов, предполагая, 

что внутри таксонов скорость накопления замен 

постоянна.

Выбор модели молекулярных часов прово-

дят при помощи вычисления коэффициента 

Байеса. Если используемая модель плохо опи-

сывает данные, то это критически сказывается 

на полученных сведениях о времени расхожде-

ния групп вирусов [87]. При сравнении разных 
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моделей необходимо включать в рассмотрение 

модель строгих часов. Если гипотезу о том, что 

скорость накопления замен постоянна, нельзя 

отвергнуть, строгие молекулярные часы пред-

почтительнее более сложных моделей молеку-

лярных часов, так как у данной модели самое 

малое число параметров и, соответственно, 

меньше время расчетов и доверительные интер-

валы результатов.

Выбор модели динамики численности популя-

ции. Одной из частей эволюционной модели 

в байесовских филогенетических методах явля-

ется модель ветвления дерева (tree prior). Такие 

модели описывают вероятностные законы об-

разования новых клад в дереве, а также уста-

навливают априорные распределения на то-

пологию и длины ветвей филогенетического 

дерева. Ветвление филогенетического дерева 

косвенно может говорить о динамике числен-

ности популяции. Как правило, в программах, 

реализующих байесовский филогенетический 

вывод, используются три стохастические мо-

дели ветвления: коалесцентные модели, модель 

рождения–гибели и модель видообразования 

Юла [92].

Теория слияния, или коалесценции (coales-

cence), предложенная Кингманом в 1982 г. [48], 

является способом описания того, как попу-

ляционные процессы определяют форму гене-

алогии исследуемых последовательностей (то-

пологию дерева). При использовании теории 

коалесценции чаще всего применяют три де-

мографические модели. Самая простая модель 

предполагает постоянный размер популяции 

(constant size). Модель экспоненциального роста 

(exponential growth) [36] подразумевает экспо-

ненциальный рост размера популяции на про-

тяжении всего времени. Модель байесовского 

графика горизонта (Bayesian skyline plot) [21] по-

зволяет реконструировать апостериорное рас-

пределение эффективного размера популяции 

во времени.

Ключевой величиной, которая характеризу-

ет распространение инфекции (и репродукцию 

любого организма в общем виде), является ба-

зовое число репродукции R0, то есть ожидаемое 

количество вторичных инфекций, вызванных 

одним первичным случаем в полностью воспри-

имчивой популяции [4]. Эта величина определя-

ет скорость распространения вируса без вмеша-

тельства и то, какие вмешательства необходимы 

для сдерживания эпидемии и какой размер им-

мунной прослойки (доля вакцинированных или 

переболевших) позволит контролировать рас-

пространение вируса [47]. При помощи методов 

статистической филогенетики в вирусологии 

можно определить скорости изменения размера 

популяции по наблюдаемому набору последова-

тельностей генов, отобранных из этой популя-

ции [61]. Применение коалесцентных моделей 

оправдано при значениях R0, близких к 1 (что 

редко встречается в микробиологии), и плохо 

подходит для воспроизводства филодинамики 

вирусной популяции, если экспоненциальный 

рост размера популяции происходит стохастич-

но [76]. В таких случаях следует использовать 

модель «рождение–гибель» (birth–death) [75, 77]. 

Модель «рождение–гибель» позволяет вычис-

лить скорости появления и вымирания групп 

в популяции [60]. В этой модели присутствуют 

два параметра: скорость ветвления и скорость 

вымирания группы. Событию «рождение» со-

ответствует ветвление филогенетического де-

рева, а событию «гибель» — лист дерева. В про-

грамме BEAST2 доступны расширения коалес-

центной модели и модели рождения и гибели, 

включающие эпидемиологическую модель SIR 

(Susceptible–Infected–Recovered) [75, 84]. Модель 

SIR описывает динамику групп восприимчи-

вых, инфицированных и выздоровевших инди-

видов при эпидемии. Также в BEAST2 доступна 

модель рождения и смерти BDSKY [74], позво-

ляющая оценить эффективное число репродук-

ции Re, которое отражает динамику R в тече-

ние вспышки заболевания. Изменение эффек-

тивного числа репродукции позволяет судить 

об эффективности противоэпидемических мер: 

если значение Re ниже 1, то число случаев забо-

леваний будет снижаться.

Модель Юла описывает процесс видообра-

зования [92]. Единственный параметр этой 

модели — скорость возникновения нового 

вида — определяет скорость, с которой ветвь 

разделяется на две другие ветви. При филогене-

тическом анализе набора видов целесообразно 

включить такую модель в перечень моделей для 

сравнения в первую очередь, поскольку она не 

требует сложных вычислений.

С одной стороны, выбор демографичес кой 

модели зависит от цели исследования. Напри-

мер, при исследовании видообразования ис-

пользуют модель Юла и модель рождения 

и смерти. В случае исследования эволюции па-

тогенов во время эпидемии целесообразно ис-

пользовать коалесцентную модель или модель 

рождения и смерти, включающую эпидемио-

логическую модель. С другой стороны, выбран-

ный процесс ветвления определяет топологию 

дерева и другие его параметры [15]. Например, 

при использовании коалесцентной модели 

с постоянной численностью популяции воз-

раст корня дерева будет старше, чем у дерева, 

построенного при условии экспоненциального 

роста численности. Таким образом, перед ана-

лизом необходимо выбрать несколько моделей, 

потенциально подходящих для цели исследова-

ния, и сравнить их с помощью вычисления ко-

эффициента Байеса.
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Данные, используемые в байесовском 
филогенетическом анализе, 
и особенности их подготовки

Главным источником данных при филоге-

нетическом анализе являются выравнивания 

нуклеотидных или аминокислотных последо-

вательностей вирусов. Возможно использовать 

выравнивания как полных геномов, так и од-

ного или нескольких вирусных белков. Анализ 

выравниваний длинных геномных фрагментов 

следует проводить с особенной осторожностью, 

так как для большинства вирусов характерна 

рекомбинация, или горизонтальный обмен ге-

нетической информацией. В результате негомо-

логичной рекомбинации (то есть с ДНК/РНК 

других организмов) фрагменты генома одного 

вируса могут иметь разное происхождение, что 

исключает возможность корректного выравни-

вания последовательностей РНК/ДНК. В слу-

чае гомологичной рекомбинации фрагменты 

генома будут иметь разную филогенетическую 

историю, что также затрудняет проведение 

филогенетического анализа (рис. 2). Таким об-

разом, оказывается невозможным определить 

единственное положение рекомбинанта на де-

реве и другие параметры эволюции — различ-

ные участки генома будут иметь разные эво-

люционные события (рис. 2). По этой причине 

вклад рекомбинационных событий в эволюцию 

исследуемых вирусов требует внимательного 

изучения до начала анализа [82].

В целом, перед филогенетическим анализом 

необходимо исключить события рекомбинации 

с помощью набора алгоритмов для ее детек-

ции, реализованных, например, в программе 

RDP4 [57].

Байесовские филогенетические методы по-

зволяют строить филогенетические деревья 

во временнóй шкале. Для этого, помимо ну-

клеотидных последовательностей, используют 

даты выделения вирусов [22, 77]. Использование 

дат выделения вируссодержащего материала 

возможно только в том случае, если исследуе-

мая выборка последовательностей содержит 

временной сигнал. Это значит, что между двумя 

последовательностями изолятов, выделенных 

из вирусной популяции в разное время, долж-

но быть измеримое различие нуклеотидных 

или аминокислотных замен [23, 63]. Для из-

учения временной структуры выборки после-

довательностей используют подход, основан-

ный на регрессионном анализе. Сначала строят 

укорененное филогенетическое дерево любым 

из «классических» способов, описанных ранее 

(например, методом максимального правдо-

подобия). Длины ветвей такого дерева должны 

отражать количество генетических различий. 

Затем строят линейную регрессию между дата-

ми выделения вирусов и расстоянием от корня 

до листьев, соответствующих вирусным по-

следовательностям. При наличии временной 

структуры наблюдается корреляция между 

данными величинами, а отсутствие линейного 

тренда говорит о том, что данные не подходят 

для байесовского филогенетического анализа 

с использованием моделей молекулярных ча-

сов. Анализ временнóй структуры популяции 

реализован в программе TempEst [63].

Разрешение вырожденных нуклеотидов. Качес-

тво выравнивания нуклеотидных или амино-

кислотных последовательностей играет решаю-

щую роль в байесовском филогенетическом 

анализе. При секвенировании вирусных после-

довательностей некоторые позиции могут иметь 

неоднозначную расшифровку. Неопределенность 

позиций связана как с техническими ограни-

чениями при секвенировании, так и с тем, что 

РНК-вирусы существуют в виде квазивидов, ког-

да каждый образец вируса представляет собой 

облако почти идентичных геномов, которые от-

личаются несколькими заменами [19]. В резуль-

Рисунок 2. Влияние рекомбинации 

на топологию филогенетического дерева. 

Последовательность 2 — результат 

рекомбинации последовательностей 1 и 3. 

Одинаковым цветом выделены похожие 

участки последовательностей. Укорененные 

филогенетические деревья, построенные 

по разным участкам генома, иллюстрируют 

отношения между последовательностями. 

Топология деревьев изменяется из-за 

использования участков генома разного 

происхождения [34]

Figure 2. The effect of recombination on the topology 
of the phylogenetic tree. The sequence 2 is the result 
of the recombination of sequences 1 and 3. Similar 
fragments of sequences are highlighted in the same 
color. Rooted phylogenetic trees built on different 
parts of the genome illustrate the relationship between 
sequences. Tree topology is changing due to the use 
of genome fragments of different origin [34]
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тате некоторые позиции в вирусных последова-

тельностях, доступных в базах данных нуклео-

тидов (например, GenBank), имеют неоднознач-

ные значения, обозначенные кодами IUPAC (Y 

для T/C, R для G/A и т. д.). Иногда такие последо-

вательности существенно искажают результаты 

филогенетического анализа [82]. Если в последо-

вательности много вырожденных нуклеотидов, 

то это, скорее всего, является результатом низко-

го качества секвенирования, и такую последова-

тельность следует исключить из набора данных. 

Единичные вырожденные нуклеотиды можно 

разрешать по консенсусу. Алгоритм для автома-

тизации этого процесса был предложен в статье 

Vakulenko Yu. и соавт. [82] и доступен по адресу 

https://github.com/v-julia/resolve_ambiguous. Также 

желательно вручную проверять выравнивание 

последовательностей на наличие ошибок сек-

венирования, например сдвигов открытых ра-

мок считывания, так как такие ошибки влияют 

на результаты анализа.

Выбор последовательностей 
при полномасштабном анализе

Для выполнения филогенетического анали-

за необходимо соблюдение условия репрезен-

тативности исследуемой выборки. Количество 

доступных последовательностей в базах дан-

ных значительно различается для разных видов 

вирусов. Для вирусов, имеющих большое ме-

дицинское значение, доступны десятки тысяч 

последовательностей. Для менее изученных ви-

русов число последовательностей на несколько 

порядков меньше. Чаще всего последовательно-

сти получали в результате исследований вспы-

шек вируса или в ходе надзора в конкретном ре-

гионе. В результате этого распределение данных 

по годам и регионам выделения неравномерно 

даже для хорошо описанных вирусов. Таким 

образом, доступное число последовательностей 

редко соответствует реальному разнообразию 

вирусной популяции.

Анализ тысяч последовательностей вирусов 

затруднителен из-за вычислительной сложно-

сти. Объем выборки для анализа может быть 

целенаправленно сокращен при условии сохра-

нения генетического разнообразия и проведе-

ния контроля влияния сокращения на резуль-

тат исследований. Одним из способов форми-

рования выборки может быть удаление почти 

идентичных последовательностей. Такая воз-

можность реализована в различных програм-

мах: Jalview [85], CD-HIT [32], UCLUST [28], 

skipredundant из пакета программ EMBOSS [65]. 

При этом сохраняется максимальное генетичес-

кое разнообразие последовательностей. Кроме 

того, вычисленные скорости замен и возрасты 

корней деревьев совпадают чаще, чем при слу-

чайном выборе последовательностей. С другой 

стороны, удаление похожих последовательно-

стей может стать причиной артефактов — на-

пример, при расчете динамики численности 

вирусной популяции [82].

При другом способе уменьшения размера 

выборки среди последовательностей выделяют 

группы, которые соответствуют отдельным ис-

следованиям. Затем в итоговую выборку вклю-

чают все последовательности из небольших 

исследований и небольшую часть последова-

тельностей из крупных научных исследований, 

в которых обычно изучается большое количе-

ство последовательностей из одного региона. 

При таком способе вероятность сохранения 

редких последовательностей выше, и результа-

ты анализа искажаются в меньшей степени [82].

Эффект от использования выборок разного 

объема, оказываемый на результаты исследо-

вания, можно оценить путем симулирования. 

Для энтеровируса А71 нами была смоделиро-

вана ситуация, при которой известна только 

часть из почти 5000 опубликованных последо-

вательностей [83]. При размере выборки 150–

400 последовательностей результаты расчета 

скорости накопления замен и возраста корней 

филогенетических деревьев различались в не-

сколько раз. Аналогичные результаты были 

получены при филогенетическом анализе виру-

са клещевого энцефалита [17]. Таким образом, 

неполноценность выборок влияет на оценки 

ключевых эволюционных параметров в случае 

анализа небольших наборов данных. При этом 

размер возможной ошибки в принципе нель-

зя оценить, если имеется лишь небольшая вы-

борка известных последовательностей вируса, 

и результат следует интерпретировать с особой 

осторожностью.

Примеры применения байесовских 
филогенетических методов на практике

Байесовские филогенетические методы поз-

воляют строить филогенетические деревья 

во временной шкале. Это делает возможным 

восстановление хронологии основных собы-

тий в эволюции вируса. Следует отметить, что 

подобные оценки находятся в соответствии 

с данными эпидемиологической статистики. 

Например, в Центральной Европе бешенство 

среди лисиц практически не регистрирова-

лось перед Второй мировой войной. При этом 

в степной зоне европейской части СССР в се-

редине 1930-х годов были описаны массовые 

случаи гибели лисиц по неустановленной при-

чине [9]. В 1939-м году на территории Польши 

произошла вспышка бешенства среди этих 

животных [5]. Впоследствии зарегистрировали 

миграцию бешеных лисиц в западном направ-
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лении со средней скоростью 30–60 км в год. 

В 1968 году бешенство среди лисиц появилось 

во Франции. Из этих наблюдений можно сде-

лать вывод о том, что бешенство среди лисиц 

в Западной Европе возникло примерно в годы 

Второй мировой войны. Согласно результа-

там байесовского филогенетического анализа, 

данная группа вирусов бешенства возникла 

в 1939 году [18].

В ряде исследований используют филогене-

тические деревья для объединения генетичес ких 

данных и информации о распределении популя-

ции в пространстве [7]. Такой анализ, позволя-

ющий расследовать вспышки инфекционных 

заболеваний, называется филогеографическим. 

Разные модели филогеографии реализованы 

в программах BEAST [79] и BEAST2 [13]. В зави-

симости от задачи и доступных данных возмож-

но использование как точных координат мест 

получения вирус-содержащего материала [10, 

54], так и названий населенных пунктов [53, 

55]. Например, при анализе последовательно-

стей ВИЧ глобально распространенной груп-

пы M байесовскими методами филогеографи-

ческого анализа было показано, что последний 

общий предок этих вирусов с вероятностью 

99% возник в окрестностях города Киншаса 

(Демократическая Республика Конго) [30].

В байесовский филогенетический анализ 

можно ввести и другие характеристики иссле-

дуемых вирусов. Существуют примеры исполь-

зования данных о хозяевах вирусов для изуче-

ния роли смены хозяев в эволюции вируса пти-

чьего гриппа [91] и MERS-CoV [26]. Так, напри-

мер, серотип вируса гриппа H9N2, скорее всего, 

возник у диких уток [91]. Судя по всему, это слу-

чилось в Гонконге в конце 60-х годов ХХ века. 

После этого происходило несколько независи-

мых заносов вируса в популяцию домашней ку-

рицы, от которых заражались люди. Считается, 

что этот серотип вируса гриппа потенциально 

может вызвать пандемию [73].

Методы статистической филогенетики мо-

гут использоваться и для расследования не-

естественных событий в эволюции вирусов 

(естественное или умышленное внесение ви-

руса в циркуляцию, антропогенный перенос 

вирусов). В 2008–2015 гг. в Китае произошла 

вспышка энтеровирусного везикулярного сто-

матита. Всего заболело почти 14 млн человек. 

По некоторым оценкам, 40% случаев были вы-

званы энтеровирусом типа А71 (EV-A71) [90]. 

При этом из 2308 летальных случаев 2136 были 

вызваны EV-A71. Часть вирусов EV-A71, выде-

ленных в ходе этой эпидемии, принадлежала 

к генотипу А [93]. Ближайшим родственником 

таких вирусов оказался культивируемый в ла-

бораториях «прототипный» штамм BrCr, вы-

деленный в США в начале 1970-х гг., который 

не встречается в циркуляции. При помощи бай-

есовского анализа показали, что скорость воз-

никновения замен в вирусах генотипа А EV-A71 

статистичес ки значимо отличается от среднего 

значения для EV-A71 в целом [83]. Это указыва-

ет на реинтродукцию вируса BrCr в окружаю-

щую среду из лаборатории.

При изучении эволюции и эпидемиологии 

РНК-содержащих вирусов необходимо учиты-

вать возможные изменения размера популяции 

патогена, зависящие от эффективного числа ре-

продукции — Re. Рост размера популяции яв-

ляется маркером «успешного» распространения 

инфекции и повышения генетического разно-

образия вируса. Байесовские методы филоге-

нетического анализа позволяют воспроизвести 

динамику этого параметра во времени [21, 38, 

74]. Так, например, было показано, что число 

заражений вирусом гепатита С (ВГС) в Египте 

резко увеличилось на несколько порядков в се-

редине ХХ века [62]. После этого происходило 

плавное незначительное снижение эффек-

тивного размера популяции ВГС. Резкий рост 

новых случаев связывают с началом лечения 

шистосомоза. Лекарство вводили при помощи 

уколов, нестерильные шприцы использова-

ли многократно [21]. Плавное незначительное 

снижение размера популяции ВГС объясняет-

ся постепенным замещением парентеральных 

антишистосомальных препаратов на лекарства, 

употребляемые перорально. Таким образом, 

изучение динамики размера вирусной популя-

ции позволяет оценить влияние среды обита-

ния патогена на распространение инфекции. 

Под «средой обитания патогена» мы подразуме-

ваем совокупность большого числа социаль-

ных, географических и эпидемиологических 

факторов. Например, в различных сообще-

ствах люди предпочитают разную дистанцию. 

Это влияет на распространение инфекций, 

передающихся воздушно-капельным путем. 

Климатические условия серьезно различаются 

в разных регионах. Считается, что сезонность 

в распространении гриппа по большей части 

обусловлена колебаниями абсолютной влаж-

ности [69]. Кроме того, на вероятность передачи 

инфекции влияют принятые регуляторными 

организациями меры эпидемиологического 

контроля. Эффект каждого из подобных факто-

ров на распространение инфекции можно оце-

нить при помощи изучения динамики размера 

вирусной популяции.

Заключение

Байесовские методы филогенетического 

анализа нашли широкое применение в изуче-

нии эволюции вирусов. Этот набор методов был 

использован в десятках тысяч исследований, 
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описывающих разные аспекты возникнове-

ния и распространения инфекционных забо-

леваний человека и животных. Относительно 

недавно появились программные пакеты, 

поз воляющие не обладающему специальной 

биоинформатической компетенцией исследо-

вателю восстановить хронологию и географию 

распространения вирусов при помощи мето-

дов байесовской филогенетики. Тем не менее 

корректные результаты можно получить толь-

ко в случае грамотного выбора всех влияющих 

на анализ параметров.
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