Concluzii

Prin identificare macro- si microscopica a 488 de tulpini de fungi, izolate din frag-
mente ale partii bazale a tulpinii de grau, cu simptome de boald, s-a constatat impli-
carea a 13..15 specii de fungi imperfecti in dezvoltarea putregaiului de radacina, rata
fungilor Fusarium constituind 63,4 si 31,9%, respectiv, pentru a.2005-2006. Dintre
speciile Fusarium cel mai reprezentativ a fost F. oxysporum var. orthoceras (15,9...
32,3%).

Identificarea a 458 de tulpini de fungi, izolate din cariopse de grau ce prezentau
semne de sistavire, inrosire, albire sau embrion negru a pus in evidentd faptul ca in
afectiuni au fost implicate 9...12 specii de fungi imperfecti, cele mai reprezentative
specii in a.2005 fiind Fusarium spp. (34,2%) si Cladosporium herbarum (34,3%),
iar in a.2006 — Alternaria alternata (41,0%), Fusarium spp. (28,0%) si C. herbarum
(22,2%).

Conditiile umede creazad posibilitati pentru implicarea unui cerc mai larg de
patogeni, in special a celor cu saprofitism pronuntat, in dezvoltarea bolilor de radacina
si ale cariopselor (4. alternata, Geotrichum candidum, Cylindrocarpon candidum).
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SUBFUNCTIONALIZAREA FACTORILOR TRANSCRIPTIONALI
iN PROCESUL EVOLUTIEI LA VERTEBRATE

Munteanu V., Levitchi A., Duca M.
Laboratorul Securitate Biologicd, Universitatea de Stat din Moldova

Procesul de transcriptie este unul crucial in expresia genelor, fiind reglat de proteine
inalt specializate, secvente specifice ale activatorilor sau supresorilor si de complexul
proteic care asigura accesibilitatea la cromatina. Factorii proteici implicati in reglajul
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transcriptional sunt foarte variati §i au aparut in rezultatul evolutiei moleculare a aces-
tora prin duplicarea genelor si specializarea lor ulterioare. Evolutia genomului verte-
bratelor s-a realizat prin duplicarea completa, in urma poliploidizarii, si a contribuit la
cresterea cantitativa a genelor si a regiunilor paraloce [1]. Acest fenomen reprezinta un
mecanism genetic semnificativ in formarea si evolutia familiilor de gene. Duplicarile
genomului au produs o sporire cantitativa si o diversificare a factorilor transcriptionali
prin marirea numarului de gene si de proteine implicate in procesul de transcriptie [2].

Posibil genomul actual al vertebratelor a conservat traseul acestor fenomene sub
forma unei retele de regiuni paraloce, in cadrul cdrora toate perechile de gene dupli-
cate au parcurs acest fenomen simultan. Regiunile duplicate deseori pot sa suporte
constrangeri functionale, datorita efectului de canalizare a functiei ancestrale [1] sau
se supun unor modificari mai largi, conducand potential la o aparitie de noi gene sau
familii de gene [3].

In acest context s-a propus de a cerceta modul evolutiei si structura unui grup de
gene (tbp, tbpll, tbpl2, tlf-1), ce codifica pentru factorii transcriptionali de baza (7474
box binding protein, TATA box binding protein like 1, TATA box binding protein like 2,
TATA like factor I) la organismele filogenetic indepartate Danio rerio si Chaenorhabditis
elegans cu urmatoarea pozitie taxonomica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, The NCBI
Entrez Taxonomy):

Chaenorhabditis elegans Danio rerio
Eukaryota Eukaryota
Metazoa Metazoa
Nematoda Chordata
Chromadorea Craniata
Rhabditida Vertebrata
Rhabditoidea Euteleostomi
Rhabditidae Actinopterygii
Peloderinae Neopterygii
Chaenorhabditis Teleostei
Ostariophysi
Cypriniformes
Cyprinidae
Danio

Genele thp si thpl2 a pestelui D. rerio codifica pentru proteinele TATA box binding
protein (TBP) si TATA box binding protein like 2 (TBP-like 2) fiind componente a
factorilor transcriptionali de baza TFIID si TFIIB si sunt implicate in recunoasterea
promotorilor si initierea transcriptiei (fig. 1). Proteinele TBP si TBP-like 2 leaga ADN-
ul, initiaza transcriptia de pe promotorii de tip ARN polimeraza II si regleaza sinteza
ARN-ului, iar proteina TBP-like 1, codificata de gena thpl1, este specializata in legarea
la ADN-ului, initierea si mentinerea activitatii ARN polimerazei II [4].

Gena thp de la C. elegans este ortoloaga genei thp a pestelui cu produsul TBP si
este implicata in initierea si reglarea transcriptiei (fig. 1). Fiind componenta complexu-
lui TFIID ea se leaga specific la boxa TATA si interactioneaza in complex cu factori
de baza in initierea transcrtiptiei — TFIIA i TFIIIB. Gena tlf-1 (C. elegans) codifica
pentru un factor multifunctional TATA like factor 1 (TLF).
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Fig. 1. Motivele proteinelor studiate pf:TBP — motivele proteinei de legare la boxa
TATA; ps: TFIID — profilul regiunii repetitive a factorului de transcriptie TFIID; ps:
GLN_RICH - profilul regiunii bogate in glutamina; ps:HIS_RICH - profilul regiunii

bogate in histidina.

Materiale si metode

In studiu s-au analizat cinci gene — tbp, thpll, thpl2 la pestele D. rerio si thp, tlf-1
la nematoda C. elegans si produsele lor TBP, TBP-likel, TBP-like2 si, corespunzator,
TBPsi TLF.

S-au explorat bazele de date:

NCBI — National Center for Biotechnologie Information;

ExPASy — Expert Protein Analysis Systen (SWISS-PROT).

Secventele au fost extrase din NCBI: Gen Bank accession no. AAH55549 pentru
TBP, Gen Bank accession no. AAI16554 pentru TBP-like 2, Gen Bank accession no.
AAHS85661 pentru TBP-like 1 la pestele D. rerio si Gen Bank accession no. AAA03582
pentru TBP si Gen Bank accession no.CAB41469 pentru TLFs la nematoda C. ele-
gans.

Prelucrarea datelor s-a realizat cu ansamblul de metode si programe bioinformatice
— ClustalW [5], BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [6], Dot-plot [7], ProS-
can [8], PhyloDraw [9], cu utilizarea algoritmului Neighbor-joining [9, 10] — destinate
analizei si vizualizarii diverselor entitati implicate in procesul expresiei, transmiterii
si evolutiei informatiei genetice, inclusiv modelarea (sistemele dinamice) si analiza
(algoritmica si statisticd) a mecanismelor evolutiei filogenetice.

Rezultate si discutii

Detectarea si clasificarea genelor supuse unor selectii pozitive sau negative in
procesul evolutiei, precum si identificarea conditiilor, ce influenteaza asupra acestora
s-a realizat prin analiza simultana a:

- secventelor nucleotidice si

- secventelor aminoacidice (AA),

care permit relevarea istoriei evolutiei genomului §i o mai buna intelegere a
organizarii genomului actual.

Compararea secventelor aminoacidice ale proteinei TBP cu secventele nucleotidice
ale tuturor genelor, disponibile in baza de date NCBI pentru pestele D. rerio si nema-
toda C. elegans s-a efectuat prin analiza BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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Blast.cgi). Rezultatele obtinute in cadrul acestor cercetari au permis sa constatam, ca
proteina TBP (Gen Bank accession no. AAH55549, 302 AA) releva cele mai semnifica-
tive similaritati cu TATA box binding protein like 2 (Gen Bank accession no. AAI16554,
312 AA, 77% de identitate) si TATA box binding protein like 1 (Gen Bank accession
no.AAH85661, 186 AA, 42% de identitate) la pestele D. rerio si TATA binding protein
(Gen Bank accessionno. AAA03582,340 AA, 80% de identitate) si TATA like factor (Gen
Bank accession no.CAB41469, 454 AA, 31% de identitate) cu factorii transcriptionali ai
nematodei C. elegans.

Este cunoscut cé toate eucariotele poseda o regiune inalt conservativa de aprox-
imativ 180 AA in C-terminal [11], care este necesara si suficientd pentru legare la boxa
TATA. Cercetarea omologiei secventelor AA cu ajutorul programului ProScan (www.
expasy.ch) a permis sa identificim domenii similare ipotetice la cele trei proteine anali-
zate (fig. 1, 2), fiind evidentiate doud domenii conservative si repetitive de aproxima-
tiv 50 AA, care formeaza o simetrie intramoleculara, ce genereaza o structura saddle-
shaped cu leagare inalt specificd la ADN [12], care si determind functia specificd a
proteinelor TBP si TBP-like 2 la D. rerio si TBP la C. elegans.

Fig. 2. Domeniile functionale la
— —— proteinele TBP si TBP- like 2 la Danio
rerio $i TBP la Chaenorhabditis elegans.

Pentru o analizd mai profunda a similaritatii proteinelor s-a apelat la metoda grafica
de comparare a secventelor, realizata prin matricile Dot-plot [7]. Dot-plot-urile au relevat
similaritati semnificative pentru proteinele TBP (D. rerio) — TBP (C. elegans) (fig. 3, A) si
TBP (D. rerio) — TBP-like 2 (D. rerio) (fig. 3, B). Analiza data sustine rezultatele obtinute
cu ajutorul programului ProScan si similar demonstreaza ca regiunea C-terminala ale
acestor proteine este Tnalt conservativa, iar regiunea dublicatd este implicatd in genera-
rea structurii simetrice saddle-shaped [12]. S-a relevat o similaritate semnificativa intre
proteinele nematodei C. elegans TBP si TLF cu doud domenii repetitive implicate in
recunoasterea si atasarea la boxa TATA (fig. 3).

Totodata, aceastd analizd a evidentiat doar cate o scurtd regiune conservativa
implicatad in recunoasterea boxei TATA in cazul proteinelor TBP (D. rerio) — TBP like
1 (D. rerio) (fig. 3, C) si TBP (C. elegans) — TBP like 1 (D. rerio) (fig. 3, D) si lipsa
similaritatii intre proteinele TBP like 1 (D. rerio) — TLF (C. elegans) (fig. 3, E).

Aplicarea analizelor pe secventele de aminoacizi in BLAST, ClustalW a dat un sir de
rezultate care, fiind transferate in programul PhyloDraw, a permis generarea unei dendro-
grame care releva gradul de similaritate i posibilul scenariu evolutiv pentru proteinele
date (fig. 4).

Deosebiri ale structurii primare a proteinelor de interes au determinat diferentierea lor
in doud grupari: din prima fac parte proteinele TBP si TBPL2 a D. rerio, iar in cea de-a
doua — proteina TBPL1 a D. rerio si proteinele TBP si TLF a C. elegans. Arborele filo-
genetic obtinut a demonstrat ca TBP-like 1 a D. rerio este mai apropiatd proteinelor
C. elegans. Astfel, observatiile date atesta viteza de evolutie diferita si presingul diferentiat
al selectiei naturale asupra structurii si functiilor proteinelor analizate.
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Fig. 3. Dot-plot-urile secventelor aminoacidice ale proteinelor.
(A) TBP (D.rerio)-TBP (C. elegans), (B) TBP (D. rerio)-TBP-like2 (D.rerio), (C) TBP
(D.rerio)-TBP-likel (D.rerio), (D) TBP (C. elegans)-TBP-likel (D.rerio), (E) TBP-likel
(D.rerio)-TLF (C. elegans), (F) TBP (C. elegans)-TLF (C. elegans).

TATA Box Binding Protein (D. rerio)

TATA Box Binding Protein like 2
(D. rerio)

TATA Box Binding Protein like 1
(D. rerio)

TATA Box Binding Protein (C. efegans)

TATA like factor (C. efegans)

Fig. 4. Arborele filogenetic pentru factorii transcriptionali

Probabil, formele actuale ale genelor thp si thpl2 la D. rerio au aparut prin
subfunctionalizarea presata de selectia stabilizatoare pentru gena #hp si selectia pozitiva
pentru gena thpl2, ceea ce a dus la o specializare mai ,,ingusta” a functiilor proteinelor
acestor gene in procesul de transcriptie. Aceasta ipoteza este confirmata de unele studii
recente care sustin evidenta subfunctionalizarii [13, 14, 15] genelor duplicate la pesti,
altele — sugereaza aparitia functiilor noi [16] (fig.5), precum si de functiile proteinelor
codificate de genele omoloage la diverse organisme situate la nivele diferite al evolutiei
(tab. 1).

Analizand functiile proteinelor TBP si TLF la nevertebrate (C. elegans), cu genomul
pana la duplicare, constatdm ca ele sunt implicate in numeroase procese biologice com-
plexe pe cind proteinele TBP, TBP-like 1 si TBP-like 2 la vertebrate poseda functii mai
specializate [4, 17, 18].
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Aceste specializari functionale a factorilor transcriptionali au influentat calitativ si
cantitativ procesul de transcriptie prin viteza transcriptiei, specificitatea transcriptiei
(activarea promotorilor specifici), calitatea transcriptiei (numarul de erori mai mic in
procesul transcriptiei) s.a.

ABC A

Fig. 5. Model de aparitie a genelor
ABC noi prin subfunctionalizare in

urma duplicarii genei. A, B, C —
functiile genelor

Tabelul 1. Functiile factorilor transriptionali anterior si dupa duplicarea
genomului [4, 17, 18].

Functiile factorilor transcriptionali la Functiile factorilor transcriptionali la
nevertebrate (C. elegans) vertebrate (D. rerio)

TBP TBP

e dezvoltarea embrionara si larvara;

e  crestere; e initierea si reglarea

e reglarea pozitiva a ratei de crestere; transcriptiei. .

e [Initierea si reglarea transcriptiei. Celelalte func.‘;u sunt.

- preluate de alti factori

ILF TBP-like 1 transcriptionali rezultati

e morfogeneza capului; in urma duplicarii

e dezvoltarea embrionara si larvara, |e recunoasterea si genice sau genomiale

e gastrulare; atasarea la ADN;

e reglarea pozitiva si negativa a e initierea si reglarea

transcriptiet; transcriptiei.
e fosforilarea proteinelor.

Posibil, pe parcursul evolutiei nevertebratelor, gena thpll a pestelui D. rerio a
aparut printr-o duplicare genica sau genomica. Prin cautare de similaritate Tn BLAST,
gena respectiva a fost identificatd la toate vertebratele actuale precum si la numer-
oase nevertebrate. Analiza Blast cu totalitatea proteinelor nematodei C. elegans a aratat
maximum de similaritate cu proteina TBP (37%) si TLF (34%).

O trasatura generald observata la proteinele analizate (TBP, TBP-likel si TBP-like2 la
D. rerio siproteina TPB si TLF la C. elegans) este conservativitatea secventelor in regiunea
implicatd in recunoasterea si atasarea la boxa TATA aflata la capatul C-terminal (fig.1, 3).
Regiunea N-terminald este foarte variatd la toate secventele, fiind probabil implicata in
interactiunile cu alti factori transcriptionali sau ARN polimeraza II. Aceasta ar indica la
faptul ca anume regiunea N-terminala este responsabild de subfunctionalizarea proteinelor
in timpul evolutiei dupa duplicarea genelor.

Concluzii

Generalizarea rezultatelor evidentiazd originea genei thpll in urma duplicarii
genomului 1n perioada timpurie a evolutiei nevertebratelor. Totodata, aceste rezultate
demonstreaza ca genele thp si thpl2 provin dintr-o gend ancestrald comuna in urma
dublarii informatiei genetice la pestii teleosteeni. Sub actiunea selectiei stabilizatoare
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pentru gena tbp si selectiei pozitive pentru gena tbpl2 s-a realizat specializare mai ,,ingusta”
a functiilor proteinelor respective in procesul de transcriptie. Astfel, rezultatele analizelor
efectuate sustin ipoteza procesului de subfunctionalizare in urma duplicarii factorilor
transcriptionali in evolutie.
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