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Introducere


Interacţiile conceptuale dintre genetica comparativă şi studiile de sistematică moleculară au determinat schimbări în concepţiile privind evoluţia genomului şi speciaţia. Deşi genetica comparativă are aplicaţii în primul rând în ameliorarea plantelor, ea poate fi deosebit de utilă în înţelegerea reglajului genetic, a funcţiei regiunilor genetice netranscrise, precum şi a efectului selecţiei naturale asupra funcţiei proteinelor. Cercetările efectuate în această direcţie, iniţial doar la Arabidopsis thaliana şi la speciile cu importanţă economică, încep să fie aplicate şi la alte organisme. De asemenea, abordări precum analiza evolutivă a secvenţelor genice la mamifere comparativ cu Drosophila, constituie importante direcţii de cercetare aplicabile şi la plante.

Genetica comparativă – metodă de studiu a evoluţiei organismelor vegetale


Secvenţierea completă a genomului la Arabidopsis thaliana şi la orez va aduce beneficii majore în ceea ce priveşte biologia funcţională şi evolutivă. Ordinea genelor este adesea conservată între speciile înrudite, de aceea genetica comparativă are numeroase aplicaţii în agricultură. De exemplu, în 1998, Grube şi colaboratorii au cartat gene de rezistenţă la boli situate în poziţii corespunzătoare la tomate, cartofi şi ardei (Solanaceae). Ei au formulat o ipoteză conform căreia specificitatea genelor de rezistenţă ale gazdei poate evolua rapid, dar localizarea cromozomală şi funcţia moleculară a locilor de rezistenţă poate fi conservată între genuri înrudite de plante.


Deşi au fost observate modele interspecifice de sintenie la nivelul markerilor moleculari folosiţi pentru cartarea grupelor de linkage, acestea pot fi mai puţin evidente la nivelul secvenţelor de ADN din cauza inversiilor, deleţiilor sau a inserţiilor unor mici regiuni genomice. Studii recente au realizat compararea secvenţelor genomice şi a ordinii genelor la specii vegetale aflate pe diferite trepte de evoluţie. La Brassicaceae, s-a constatat o remarcabilă conservare a ordinii genelor de la Arabidopsis thaliana la  Capsella şi  Brassica ceea ce reprezintă o distanţă evolutivă de 10-14, şi respectiv 16-21 milioane ani. La monocotiledonate, Dubcovsky şi colaboratorii (2000) au comparat secvenţele BAC de la orez şi orz, specii a căror divergenţă s-a produs acum 50 milioane de ani. Regiunile intergenice au arătat o conservare slabă a secvenţelor, dar genele sunt în mare colineare. Sunt evidente de asemenea nivele scăzute de duplicaţii şi inversii. Mayer şi colaboratorii au comparat 340 kb din genomul de orez cu genomul de la Arabidopsis thaliana, specii divergente de acum 200 milioane de ani, relevând microsintenia a cinci regiuni cromozomale de la Arabidopsis cu regiuni ale genomului de orez şi cel mult opt gene colineare la cele două specii.


Pe lângă aplicaţiile în agricultură şi în biologia vegetală, genetica comparativă poate aduce contribuţii majore în ceea ce priveşte descifrarea mecanismelor de evoluţie a familiilor genice, în stabilirea bazelor moleculare ale adaptării la mediul înconjurător, la stabilirea ratei mutaţiilor deletorii, la elucidarea reglajului genetic şi a evoluţiei proteinelor. 


Genetica comparativă poate identifica secvenţele necodificatoare conservate, furnizând date importante asupra elementelor reglatoare. Utilitatea acestei abordări a fost demonstrată prin câteva comparaţii pe scară largă la unele specii de vertebrate. La plante, Koch şi colaboratorii  au aplicat această aşa numită "amprentă filogenetică" la promotorii genelor apetala 3 (Ap3) şi calcon sintaza (Chs) la o serie de specii aparţinând familiei  Brassicaceae. Pentru a verifica semnificaţia funcţională a regiunilor conservate răspunzătoare de sensibilitatea la lumină, a fost cuantificată expresia promotorului Chs de la şase specii de Brassicaceae în protoplaşti de Arabidopsis. Toţi promotorii au manifestat un răspuns similar faţă de lumină, arătând importanţa funcţională a conservării elementelor reglatoare. Progresele recente în domeniul bioinformaticii promit o îmbunătăţire a modului de  analiză a datelor în această direcţie.


Se pune, însă, întrebarea cât de importantă este selecţia Darwiniană pozitivă în evoluţia proteinelor pe lângă modificările elementelor reglatoare? Răspunsul poate fi găsit utilizând date referitoare la diferenţele genetice dintre specii şi la polimorfismele nucleotidice din cadrul unei aceleiaşi specii. Polimorfismele neutre pot conduce la apariţia frecvenţelor intermediare în cadrul unei specii. Valoarea raportului aminoacid (A)/polimorfism mononucleotidic sinonim (SNPs), în cazul în care SNPs are o frecvenţă intermediară, cuantifică proporţia modificărilor neutre din punct de vedere selectiv. În populaţia umană, raportul A/SNPs este de 20% pentru frecvenţe intermediare ale SNPs, ceea ce semnifică faptul că 80% din mutaţiile care afectează aminoacizi sunt funcţional deletorii. Cum în general mutaţiile deletorii nu sunt fixate, diferenţele interspecifice pot fi prin urmare atribuite modificărilor neutre şi selecţiei pozitive. Fay şi colaboratorii au calculat că 35% din modificările privind compoziţia în aminoacizi a unor proteine înrudite aparţinând la diferite specii pot fi atribuite selecţiei pozitive. Calcule similare efectuate la Drosophila demonstrează că o proporţie asemănătoare a substituţiilor de aminoacizi au rol adaptativ. Se poate trage concluzia că, în mare măsură, divergenţa interspecifică a proteinelor are rol adaptativ şi poate fi utilă în studiul experimental al genelor şi proteinelor.  

Evoluţia genelor duplicate


Procesul de duplicare genică a permis diversificarea funcţională şi în acelaşi timp creşterea complexităţii organismelor. Când o genă suferă o duplicaţie, una din copii păstrează funcţia ei ancestrală, în timp ce cealaltă copie poate acumula mutaţii. În cele mai multe cazuri, aceste mutaţii sunt deletorii şi conduc la apariţia unei pseudogene. Pe parcursul evoluţiei, unele mutaţiile se dovedesc favorabile şi sunt reţinute, astfel încât gena dobândeşte noi funcţii.


Cele mai multe din cele 25.000 de gene de la Arabidopsis se găsesc în aproximativ 100 de duplicaţii şi circa 17% din aceste gene sunt aranjate în segmente repetate în tandem.


Studii genomice recente indică faptul că 50-70% din angiosperme deţin în evoluţia genomului cel puţin un eveniment de dublare cromozomală. Aceste genomuri au evoluat prin procese de duplicare a unei singure gene prin crossing-over inegal, prin pierderi ale segmentelor duplicate, prin conversie genică, transpoziţie şi recombinare.


Vision şi colaboratorii, folosind metoda analizei duplicaţiilor genice bazată pe cartare, au identificat la Arabidopsis 103 blocuri genice duplicate, fiecare conţinând cel puţin şapte loci. Frecvenţa distribuţiei ratei de substituţie a aminoacizilor în aceste blocuri de gene este multi-modală, nu uni-modală cum ar fi fost de aşteptat dacă duplicaţiile ar fi fost rezultatul unui singur eveniment de poliploidizare.


Lynch şi Conery au identificat perechi de gene duplicate la Arabidopsis şi la o serie de alţi cinci taxoni la care secvenţa genomului este complet cunoscută. Analizele lor au arătat o încetinire a procesului de eliminare selectivă a genelor duplicate mai recent comparativ cu cele duplicate cu mult timp în urmă. Pornind de la ipoteza conform căreia apariţia şi pierderea genelor este un proces  constant  pentru duplicaţiile recente, Lynch şi Conery au estimat rata pierderii genetice pentru fiecare taxon. Pe baza acestui model simplu, se pot calcula o serie de parametri care furnizează informaţii privind fluiditatea genomului: durata medie de viaţă a unei copii genice la Arabidopsis este de 3,2 milioane ani, iar rata de apariţie a unei gene duplicate este de 0,02 – 0,002 per genă per milion ani. Aceste date ilustrează faptul că, pe lângă poliploidizarea genomică şi duplicaţiile de segmente cromozomale, duplicaţia unei singure gene poate genera o modificare substanţială la nivel molecular.


Teoriile evoluţioniste actuale prevăd faptul că majoritatea genelor funcţionale duplicate recent îşi vor pierde repede funcţia, în timp ce o mică parte dintre ele vor păstra aceeaşi funcţie sau vor dobândi una nouă prin divergenţă. Aceste predicţii susţin exemplele oferite de familiile multigenice. Lynch şi Force consideră că prin dobândirea unei subfuncţii de către membrii unei familii de gene, genele duplicate pot fi menţinute în genom.

Una din  ipotezele recente sugerează că duplicarea genică poate genera o divizare a pattern-ului de expresie a genei ancestrale în aşa fel încât fiecare copie reţine un subset distinct de secvenţe reglatoare ancestrale. Această ipoteză de duplicare-degenerare-complementaţie (DDC) poate fi testată cu o pereche de gene, de exemplu genele WER şi GL1 de la Arabidopsis. Ipoteza DDC postulează că ancestorul genelor WER şi GL1 avea promotori separaţi, unul specificând expresia rădăcinii, iar celălalt expresia tulpinii. În urma evenimentului de duplicare, fiecare din cele două copii genice a conservat câte un element promotor funcţional, celălalt a acumulat mutaţii şi şi-a pierdut funcţia.


Analiza secvenţei elementelor reglatoare ne poate spune dacă duplicaţia genică şi divergenţa furnizează o alternativă evolutivă simplă pentru modificarea şi proliferarea elementelor cis-reglatoare. Este posibil ca diferite gene să fie constrânse sau predispuse - prin structură, funcţie sau poziţie genomică – să dobândească noi funcţii prin duplicare, în timp ce altele sunt mai susceptibile să se diversifice prin modificarea elementelor reglatoare.


Testarea modelului DDC pe genele WER şi GL1 necesită o filogenie genică mai aprofundată  decât cea disponibilă în prezent. Genele WER şi GL1 sunt doar două din cele peste 100 de gene ale familiei R2R3-MYB de la Arabidopsis. Gena WER a fost clonată recent, de aceea nu a fost încă studiată comparativ cu GL1. Numărul diferenţelor dintre cele două gene sugerează că duplicarea s-a petrecut devreme în evoluţia lor, deşi vârsta lor relativă nu se poate stabili decât prin căutarea genelor ortoloage faţă de WER şi GL1 în alte grupe majore de plante.


Diferenţierea elementelor reglatoare previne pierderea copiilor genice deoarece fiecare copie va dobândi o subfuncţie complementară comparativ cu gena ancestrală. Acest proces de evoluţie divergentă a copiilor genice în cadrul unor taxoni înrudiţi poate contribui la izolarea speciilor.


Dacă redundanţa funcţională a noilor gene duplicate nu conferă avantaj evolutiv, atunci expresia lor se poate pierde prin intervenţia factorilor epigenetici, prin mutaţii sau deleţii. Lee şi Chen (2000) au identificat 25 de loci genici, incluzând genele pentru ARNr şi factori de transcripţie, a căror expresie este reglată epigenetic la poliploidul recent      A. suecica. La grâu, s-a constatat că unele secvenţe de ADN sunt rapid deletate la alopoliploizi nou sintetizaţi, în timp ce alte regiuni genomice suferă metilarea citozinei. La vechiul hexaploid Brassica oleracea a fost reconstruită aşezarea genelor ancestrale pentru trei cromozomi duplicaţi prin comparaţie cu ordinea relativă a genelor la A. thaliana. Considerând că fiecare cromozom de la B. oleracea avea un set complet de gene în momentul în care a survenit poliploidizarea, se poate stabili care a fost pierderea, respectiv câştigul de gene.

Speciaţia


Studiile evoluţioniste privind speciaţia au la bază două abordări: genetica divergenţei populaţiilor şi cartarea genică a diferenţelor caracteristice dintre specii. Aceste abordări furnizează date complementare referitoare la procesul evolutiv şi la diferenţele funcţionale care apar pe parcursul speciaţiei.


Genetica divergenţei populaţiilor compară genealogia alelelor mai multor loci genici la specii diferite (fig. 1). Se constată că polimorfismul alelic predomină în fazele timpurii ale speciaţiei, în timp ce în fazele târzii sunt mai frecvente polimorfismele specifice de specie. Între aceste două extreme, polimorfismele la nivel de nucleotidă au o mare valoare informativă ca stadii intermediare în speciaţie, când o serie de loci genici au avut alele comune, în timp ce alţi loci au avut alele private. Aceste diferenţe între loci se pot datora efectelor selective ale diferenţelor funcţionale, variaţiei randomice între loci sau fluxului ocazional de gene între specii.


Cel mai bun exemplu de analiză genetică a divergenţei populaţiilor este oferit de unele specii de Drosophila. D. simulans este o specie cu largă răspîndire geografică şi polimorfă din punct de vedere genetic, în timp ce D. mauritiana şi D. sechellia sunt specii cu areal limitat la o serie de insule (specii endemice). Kliman şi colaboratorii au studiat polimorfismele nucleotidice la 14 loci genici nucleari şi au constatat că D. simulans şi D. mauritiana sunt înalt polimorfice, având numeroase polimorfisme comune, moştenite probabil de la ancestorul lor comun, în timp ce D. sechellia are nivele reduse de polimorfism şi a acumulat mutaţii deletorii datorită derivei genetice şi relaxării selecţiei (fenomen întâlnit în populaţiile mici).


Deşi genetica divergenţei populaţiilor este în mod evident aplicabilă la plante, nu există încă studii în această direcţie. Date nepublicate referitoare la Arabidopsis lyrata şi A. halleri arată că o serie de loci genici au alele comune, alţii au alele particulare, dovadă că aceste două specii se află într-un stadiu intermediar de divergenţă.


Cartarea genică a diferenţelor dintre specii cu importanţă ecologică s-a realizat la Mimulus lewisii şi la Mimulus cardinalis, două plante congenerice din vestul Americii de Nord. Mecanismele de izolare a speciilor include caracteristici florale care influenţează modul în care se realizează polenizarea. Albinele preferă specia Mimulus lewisii care are flori mari cu conţinut redus de antociani şi pigmenţi carotenoizi. Specia Mimulus cardinalis realizează polenizarea cu ajutorul păsărilor colibri care preferă florile bogate în nectar şi cu concentraţii mari de antociani. Schemske şi Bradshaw au evidenţiat faptul că un singur locus genic controlează concentraţia de carotenoizi şi reduce atragerea albinelor la 80%. Astfel, plantele homozigote pentru producerea în cantitate mare a nectarului atrag de două ori mai multe păsări polenizatoare comparativ cu cele care produc puţin nectar. Deşi în acest caz izolarea şi diferenţierea speciilor se datorează unor gene majore, în alte cazuri situaţia este diferită.


Genele răspunzătoare de recunoaşterea gameţilor joacă un rol fundamental în speciaţie. De exemplu, lizina din sperma unor specii de peşti demonstrează o diversificare selectivă clară între specii simpatrice strâns înrudite. Lizina se leagă specific de receptorul vitelin pentru lizină. Evoluţia rapidă a amino-acizilor aflaţi în poziţii cheie din molecula de lizină poate rezulta din selecţia pozitivă pentru legarea la receptor.


Se pune întrebarea dacă la plante există o situaţie asemănătoare? Competiţia interspecifică a granulelor de polen reprezintă o barieră reproductivă faţă de hibridizare atât la Helianthus, cât şi la Iris. Recent, Mayfield şi colaboratorii au sugerat că familia genelor ce codifică pentru oleozinele produse de polen este implicată în speciaţia plantelor.

Concluzii

Datele furnizate de genetica moleculară sub aspect evolutiv şi funcţional vor continua să îmbunătăţească nivelul de cunoaştere şi înţelegere a biologiei vegetale. Genetica comparativă are ca rezultat mult mai mult decât o listă de gene colineare – ea poate identifica elemente reglatoare, secvenţe intergenice conservate şi modificările în compoziţia de amino-acizi responsabile de evoluţia adaptativă. Metodele analitice puse la punct la Drosophila şi la om pot fi aplicate cu succes şi la plante.
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Thinopyrum spp.
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Hordeum spp.
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Bromus spp.
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Figura 1. Relatiile evolutive intre specii apartinand familiei Triticeae.
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