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Аннотация

В работе рассмотрены некоторые особенности функционирования прекрасной модели организации многоклеточного организма – гриба Neurospora crassa. N. crassa чутко реагирует на присутствие в окружающей среде глюкозы, т.к. для нее это самый выгодный источник питания. Был проведен информационный поиск и серия экспериментов, ориентированных на выяснение механизмов и функциональной роли усиленного образования вакуолей, когда гриб растет в среде без глюкозы. С помощью банка генов изучаемого объекта  были найдены те гены, экспрессия которые непосредственно или каким-либо другим образом зависят от глюкозы. Среди них оказалось много генов, обеспечивающих транспорт различных веществ, функционирование энергетической системы, а также несколько генов, отвечающих за рост и ветвление, из чего и были сделаны определенные выводы. В экспериментах было обнаружено, что в течение 2-5 часов после удаления глюкозы гриб растёт почти так же, как в контрольных условиях. Из литературы, посвящённой питанию N. crassa было выяснено, что в качестве резервных (внутренних) источников углерода могут выступать тригалоза, гликоген и полифосфаты. В ходе решения данной проблемы также была выдвинута гипотеза, что в  условиях недостатка источников питания гриб гидролизует хитин собственной клеточной стенки. Важно отметить, что гены, кодирующие хитин-синтазы и хитиназы, оказались в списке глюкозо-зависимых, так же, как гены, кодирующие ферменты, расщепляющие запасные питательные вещества. Т.о. влияние содержания глюкозы в среде на жизнь гриба – сложное комплексное явление, включающее изменения активности многих генов.      

Введение
Основная цель данной работы – провести самостоятельное исследование с использованием знаний и навыков, полученных в курсе биоинформатики. 

Объект исследования – многоклеточный микроорганизм Neurospora crassa (Lineage: Eukaryota, Fungi, Ascomycota, Pezizomycota, Sordariomycetes, Sordariales, Sordariaceae, Neurospora). Neurospora crassa - центральный организм в истории генетики, биохимии и молекулярной биологии двадцатого столетия. Почему Neurospora занял столь важное место в современной науке, можно объяснить несколькими причинами. 

Во-первых, это гриб. С одной стороны, его биология сходна с биологией животных, т.к. он не синтезирует самостоятельно питательные вещества, а потребляет их в готовом виде (он сапротроф). С другой стороны, его биология сходна с биологией растений, т.к. он обладает клеточный стенкой, что является для него жизненно важным, потому что внутриклеточное давление у него очень высоко - до 15-17 атмосфер (Robertson & Rizvi, 1963), и клеточная стенка обеспечивает прочность и целостность его клеток. Из описанных сходств можно заключить, что некоторые важные открытия в биологии данного организма могут пролить свет и на особенности биологии, как животных, так и растений. 

Во-вторых, данный организм достаточно удобен для экспериментов, т.к. легко его обеспечить всеми необходимыми питательными веществами, легко хранить его культуры и менее трудно, чем, например, за мышами или плодовыми мушками, за ним наблюдать в ходе эксперимента, потому что он ограниченно подвижен. 

В-третьих, N. crassa близок к родам  Aspirgillus и Penicill, а эти роды имеют важное значение для промышленности и жизни людей. Они используются в биотехнологии. Некоторые представители рода Aspirgillus – паразиты теплокровных животных, в том числе и человека. А представители рода Penicill, в отличие от первых, играют положительную роль в жизни человека. Открытие пенициллина, впервые полученного лордом Флемингом из этих грибов в 30-е годы XX века, инициировало переворот не только в фармакологии, но и в медицине в целом. 

И наконец, в-четвёртых, недавно был завершён проект по расшифровке генома Neurospora crassa (J.E. Galagan et al., 2003).

Основными источниками углерода для N. crassa служат глюкоза, сахароза, мальтоза, фруктоза и манноза (R.H. Davis, 2000). Тригалозы, ксилозы, галактозы, лактозы и рибозы хватает для отличного роста, тогда как другие обыкновенные сахара (арабиноза, маннитол, глицерол, сорбоза) способствуют только медленному росту и накоплению биомассы. 4 транспортных системы моносахаридов были описаны для N. сrassa.
 Изначально целью моей работы было выяснить, каким образом взаимосвязаны у N. сrassa образование вакуолей и голодание по глюкозе.

 Эта задача была поставлена Т.В. Потаповой (отдел математических методов в биологии НИИФХБ им. А. Н. Белозерского) в рамках исследования механизмов увеличения количества вакуолей в клетках N. crassa после 2 и более часов инкубации гриба в среде без глюкозы, ведущегося совместно с лабораторией проф. Клиффорда Слэймана (Медицинская школа Йельского университета, США). 

Материалы и методы

В работе проводился анализ литературных данных: были использованы журнальные публикации, посвящённые рассматриваемому объекту, материалы из электронных библиотек (Medline), а также данные из банков генов,  EMBL и банков белковых последовательностей Swiss-Prot, SWALL. Важным источником информации послужил собственный банк генов Neurospora crassa http://www-genome.wi.mit.edu/annotation/fungi/neurospora. Таким образом, исследование осуществлялось, в основном, информационными методами, т.е. с использованием знаний, полученных на занятиях по биоинформатике: работа с электронными базами данных, поиск гомологов белка и т.д.

Информационный поиск проводился согласованно с ходом экспериментальных исследований, которые параллельно проходили в группе Т.В.Потаповой. 

Результаты и их обсуждение
Хронология открытий (Rowland H. Davis & David D. Perkins, 2002)
( В 1843 г. пекарни во Франции были заполнены плесенью, которая продуцировала пышные грозди пылящих оранжевых спор – конидий. Эту плесень, известную как Monilia sitophila, в основном, обнаруживали на хлебе и других богатых углеводами пищевых продуктах, а также на осадке, оставшемся после обработки сахарного тростника. Кроме того, этот вид первым обживал остатки сгоревшей растительности. Основное питание рассматриваемого объекта составляют сахара, особенно глюкоза. Они могут запасаться в виде гликогена и полифосфатов внутри клеток гифы гриба (Беккер, 1963).

( Веком раньше открытие половых плодовых тел (перитеций) позволило микологам Cornelius L. Shear и  Bernard O. Dodge отнести этот гриб  к новому роду Neurospora. Dodge был пионером в использовании его в качестве объекта генетических исследований. Он занимался скрещиванием штаммов. Он же впервые доказал, что инактивированные аскоспоры могут быть активированы температурным воздействием. Dodge выделил два физиологически сопряжённых штамма и показал, что они детерминированы генами, делящимся в отношении 4 : 4. 

( Результаты генетических исследований были дополнены открытиями в цитологии, раскрывшими механизмы развития аскоспор. Dudge убедил своего коллегу из Колумбийского университета и исследователя генетики дрозофилы Thomas Hunt Morgan адаптировать Neurospora для генетических исследований. 

( В начале XX века Neurospora  стала книжным примером, иллюстрирующим сегрегацию и кроссинговер в клетках, претерпевающих мейотическое деление. Позже George Beadle и Edward Tatum использовали Neurospora для получения первых биохимических мутантов.

( В 1945 г. Barbara McClinlock обнаружила семь хромосом, в которые упаковано всё ДНК в ядрах клеток Neurospora, описала мейоз и постмейотический митоз. Кроме того, она обнаружила явление транслокации.

( В середине прошлого столетия были обнаружены гены индивидуальной гетерокариотической несовместимости.

( В 1955 г. Mary Mitchel предъявила первое убедительное доказательство конверсии генов, проанализировав аскоспоры.

( В середине XX века был открыт принцип «один ген – один фермент» (см. /Casselton & Zolan, 2002/).

( В 1964 г. было показано, что гены ‘rcc’ по-разному контролируют рекомбинацию в локальных участках во время мейотического деления.

( Годом позже было описан скоординированный контроль несвязанных генов в процессе биосинтеза, а также открыт механизм перекрёстного контроля синтеза аминокислот.

( В 1965 г. Клиффорд Слэйман с помощью микроэлектродов доказал существование протонных насосов в клеточной мембране. (C. Slayman, 1965)

( В 1972 г. измерили длину периода спороношения в циркадном цикле у изолированных мутантов.

( В конце 70-х гг. были открыты факторы, убивающие споры, которые подавляют управляющие мейозом элементы в диких популяциях дрозофилы и мыши.

( В 1979 г. показано, что 5S РНК-гены разбросаны по геному отдельными копиями.

( В 1982 г. были составлены физические и генетические карты митохондриального генома.

( В 1987 г. было показано, что гены в дуплицированных сегментах ДНК подвергаются мутации в премейотической стадии по механизму индуцированной повторением точечной мутации.

( В 1988 г. было показано, что сопряжённые типы генов представлены одиночными копиями. Например, для генов maiA и maia: они не гомологи, поэтому их следует называть идиоформами, а не аллелями.

( В 1992 г. было установлено, что гены в дуплицированных сегментах ДНК эпигенетически блокируются в вегетативных клетках.

( В 1994 г. было показано, что авторегуляция частоты гена циркадных часов включает в себя негативную обратную связь.

( В 1996 г. было показано, что гены в распаренных сегментах ДНК инактивируются при мейозе.

( В конце 90-х гг. прошлого века с помощью мутантов, у которых почти отсутствовал процесс подавления активности генов в течении вегетативной фазы, было показано, что для этого процесса необходима РНК-зависимая РНК-полимераза. 

( Недавно были получены доказательства того, что метилирование ДНК зависит от присутствия функционального гистона H3 метилтрансферазы. 

( В 2001 г. было показано, что за блокирование не спаренных генов в стадии мейоза отвечает ген, регулируемый РНК-зависимой РНК-полимеразой.
Описание генома Neurospora crassa (J.E. Galagan et al., 2003)

Последовательность генома была получена при помощи  программы Arachne package, из секвенированных от разных особей кусочков ДНК, последовательно соединённых друг с другом.

В общей сложности 10 082 кодирующих белок гена (9 200 длиннее, чем 100 аминокислот) были предсказаны, что почти в два раза больше, чем  у S. pombe (приблизительно 4 800) и S. cerevisiae (приблизительно 6 300), и почти в два раза меньше, чем у D. melanogaster (приблизительно 14 300). Средняя длина гена Neurospora больше, чем в этих организмах, что обусловлено большим числом интронов в генах Neurospora - среднее число 1.7 интронов на ген со средним размером интрона 134 нуклеотидов.

В общей сложности 4 140 (41%) белков Neurospora не имеют сходства с белками других грибов, что вполне может быть объяснено недостаточной изученностью биологии грибов.

Кроме того, 5 805 (57%) белков Neurospora не имеют существенного сходства с генами любого из секвенированных видов дрожжей.  По сравнению с секвенированными эукариотами, в общей сложности 1 421 (14%) генов Neurospora показывает значительные сходства BLASTP с белками растений и животных. Из них 584 белка с высоким процентом сходства принадлежат секвенированным видам дрожжей. Эти данные показывают, что биология мицелиальных грибов ближе к биологии высших эукариот, чем к таковой дрожжей.

Neurospora  - важная модель для исследования эпигенетических явлений, т.к обладает широким разнообразием эпигенетических механизмов и связанных механизмов защиты генома. Самые замечательные из этих механизмов -  индуцированные повторением точечные мутации  (RIP); этот процесс уникален, он есть только у грибов.

Впервые RIP был обнаружен у Neurospora. Это процесс, который эффективно обнаруживает и видоизменяет обе копии дуплицированной последовательности путём замены C(G на T(A. Для того, чтобы копии подверглись этому, нужно, чтобы их длина была не меньше, чем 400  пар оснований  и чтобы они обладали 80%-ой идентичностью. ДНК последовательностей, подвергнутых RIP, часто подвергается метилированию. 

Присутствие RIP, таким образом,  имеет глубокие последствия для развития генома Neurospora, т.к., предполагается, что RIP может предотвращать инновации во время дуплицирования гена.

Гены Neurospora трудно распределить по семействам, т.к. они мало сходны между собой. Neurospora содержит только восемь генов, имеющих пары с большей, чем 80%-ая, идентичностью кодирующих последовательностей. Эта оценка существенна, потому что, как описано выше, RIP видоизменяет дуплицированные последовательности, которые демонстрируют большую, чем приблизительно 80%-ую, нуклеотидную сходность. Таким образом, маленькое количество генов в мультигенных семействах и почти полное отсутствие очень сходных генов может быть обусловлено RIP. 

Одно большое суперсемейство представляют собой транспортёры сахаров Neurospora, все они имеют аналоги у S. cerevisiae и у S. pombe. Тем не менее, у Neurospora они менее сходны друг с другом, чем у этих организмов. Скорее всего, это потому, что у S. cerevisiae и у S. pombe схожие последовательности получены дуплицированием, а у Neurospora RIP препятствует этому процессу.

RIP имел мощное воздействие в подавлении создания новых генов или частей генов через дуплицирование ДНК. После дупликации гена каждая копия имеет 80%-ую вероятность приобретения в структуре стоп-кодонов TAA и TAG после только единичного действия RIP.

Эти результаты поднимают критический вопрос того, встречалась ли какая-либо существенная дупликация гена в Neurospora после появления RIP.

Дупликация гена, как думают, играет первостепенную роль в появлении новых генов. Согласно гипотезе, большинство, если не все, гены-паралоги Neurospora  были дуплицированы и «сдивергировали» до появления RIP, и, начиная с этого события, эволюция новых генов через дупликацию гена была фактически остановлена. Это заключение поднимает вопрос, способна ли Neurospora эволюционировать с появлением новых генов и как. Тем не менее, наши результаты указывают, что цена повышенной защиты генома Neurospora, осуществляемая RIP, и есть значительное влияние на эволюцию функций новых генов путём дупликации гена.

Единственные большие повторяющиеся последовательности у Neurospora, о которых известно, что они пережили RIP, - это приблизительно 175-200 копий большого тандемного повторения рДНК. Эти тандемные повторения происходят на участке, организующем ядрышко, что, предположительно, и защищает их от RIP. Последовательность рДНК сама по себе не оказывает сопротивления RIP.

Neurospora интенсивно используется как модель для изучения  метилирования ДНК у эукариот. Геном Neurospora имеет два потенциальных гена цитозин-ДНК-метилтрансферазы: dim-2, который требуется для обычного метилирования ДНК, и rid, который нужен для RIP и является членом семейства, найденного к настоящему времени только у мицелиальных грибов. У Neurospora, приблизительно 1.5 % цитозинов метилированы. Это подтверждает гипотезу, что почти во всех случаях метилирование ДНК является результатом. RIP.

Из двух штаммов E. coli, отличающихся по устойчивости ДНК к метилированию, были выделены плазмиды,  которые затем внедрили в Neurospora.  С помощью сравнительного анализа последовательностей были предсказаны участки, где ДНК должно быть подвергнуто метилированию, что и произошло в ходе эксперимента.  Метилированные области соответствуют дуплицированным и подвергнувшимся RIP областям. Полностью 85 % соответствуют предсказанным последовательностям, подвергнувшимся RIP. Однако маленькая часть (10 %) соответствует предсказанной неповторяющейся и не подвергнувшейся RIP последовательности. В двух из десяти таких случаев было экспериментально проверено, что эти последовательности неповторяющиеся и подверглись метилированию. Это повышает шансы на то, что метилирование в Neurospora может выполнять не только защитную функцию, как и у более продвинутых организмов.

Контроль экспрессии генов у эукариот может осуществляться не только на уровне ДНК, но и на уровне РНК, когда уже пройдена стадии транскрипции. Предположительно блокирующие РНК механизмы - унаследованные естественные системы защиты, направленные против вторжения нуклеиновых кислот, поэтому они включают в себя схожие компоненты. Neurospora обладает двумя путями блокирования РНК: подавление, которое действует в течение вегетативного роста (в нём задействованы три гена: qde-1, qde-2 и qde-3, кодирующих соответственно РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRP), argonaute и RecQhelicase) и «мейотическое заглушение», которое действует в течение периода половой репродукции (в нём задействован ген sad-1, кодирующий RdRP).  Однако есть несколько дополнительных генов, участвующих в блокировании РНК, которые можно разделить на два набора паралогов, функции которых соответствуют первому либо второму из рассмотренных выше путей.

«Мейотическое заглушение» и подавление представляют собой два филогенетически отличных РНК-зависимых механизма, блокирующих РНК. Но оба, возможно, развились из единственного унаследованного блокирующего РНК механизма.

Синий свет - важный регулятор роста и развития Neurospora, поэтому неудивительно, что обнаружено много генов, сходных с чувствительными к синему свету генами. К сожалению, никакая фотобиология красного света не описана пока для Neurospora, что является существенным пробелом, потому что недавно было показано, что это имеет значение для чувствительности к синему свету и сигнальных механизмов. 

Среди сигнальных систем особое место занимают двухкомпонентные сигнальные системы, основа которой состоит из гистидинкиназы и сходного с ней регулятора ответа. Девять белков, обеспечивающих функционирование сигнальной системы, гены которых обнаружены в геноме Neurospora, имеют аналоги у S. pombe и S. cerevisiae, что указывает на консервативность основы данного механизма у этих видов. У Neurospora 11 гистидин-киназ, что гораздо больше по сравнению с одной у S.cerevisiae и тремя у S. pombe. Одна треть их подобна белкам  Aspergillus fumigatus и A. nidulans, которые влияют на процесс образования конидий (L. A. Alex and M.I. Simon, неопубликованные наблюдения), а другие, возможно, участвуют в реакции на кислород и свет. Это число гистидинкиназ играет большую роль и показывает, что мицелиальные грибы более похожи в этом отношении на растения, обладающие в изобилии двухкомпонентными системами, чем на животных, где эти системы отсутствуют.

Эукариотические клетки чувствительны ко многим раздражителям окружающей среды благодаря семи рецепторам, сопряжённым с G-белком. У Neurospora найдено 10 таких белков, три из которых не имеют аналогов у других грибов, но сходны с цАМФ Dictyostelium discoideum, Polysphodylium pallidum, а также белками Arabidopsis thaliana и Caenorhabditis elegans. Все эти данные склоняют к предположению, что цАМФ или похожая молекула могут служить для передачи внеклеточных сигналов у Neurospora.

Многие данные, прежде всего из фармакологических исследований, указывают, что Ca2+ -сигнальная система регулирует многие процессы у мицелиальных грибов. Однако механизм функционирования этой системы до сих пор до конца не ясен. Тем не менее, обнаружено около 25 генов в геноме Neurospora, играющих роль в этой системе. Важный аспект Ca2+-сигнальной системы в растительных и животных клетках - пополнение запасов Ca2+ из внутренних источников. Это обычно опосредовано вторичными мессенджерами инозитол-1,4,5,-трифосфатом и цАДФ- рибозой, или  индуцированным Ca2+ пополнением запасов Ca2+.

Настоящие гифы, продуцируемые мицелиальными грибами, - трубчатые структуры, состоящие из клеточных компартаментов, которые обычно разделяются септальной перегородкой, имеющей септальную пору, которая обеспечивает прямую диффузионную  и электрическую связь между соседними компартаментами (Чайлахян и др., 1984). Псевдогифы, продуцируемые дрожжами, состоят из цепей одноядерных удлиненных клеток без видимой непрерывности цитоплазмы. Молекулярные механизмы, лежащие в основе этих двух способов роста, изучены недостаточно.

Две сигнальных системы, которые регулируют псевдогифальный рост в S. cerevisiae – модули двухкомпонентных сигнальных систем и цАМФ - являются консервативными в геноме Neurospora. У Candida albicans обе системы требуются для образования истинных гиф и предположительно выполняют ту же функцию и у Neurospora. Однако три фактора транскрипции, регулирующие образование псовдогиф– Tec1p, Flo8p и Sfl1p, не были обнаружены у Neurospora. Но Neurospora обладает геном, подобным фактору транскрипции, необходимому для гифального роста C. albicans. Этот фактор транскрипции не требуется для псевдогифального роста C. albicans, так же, как и соответствующий белок у S. cerevisiae (Phd1p). Требуется более детальное исследование сложных систем, лежащих в основе этих способов роста. Тем не менее, эти данные частично разъясняют различия и сходства сигнальных систем и регуляторных компонентов гифального и псевдогифального роста.

Макроконидии - неполовые споры, характерные для мицелиальных грибов, но отсутствующие у дрожжей. Компоненты системы макроконидий были обнаружены, как у Neurospora, так и у мицелиального гриба A. nidulans, но гены, участвующие в этой сисетеме, очень различны у этих организмов, из чего можно заключить, что молекулярные механизмы, лежащие в основе образования макроконидий у Neurospora значительно отличаются от этих механизмов у A. nidulans.

Царство грибов производит обширное множество биологически активных веществ, называемых вторичными метаболитами, среди них более всего известны пигменты, антибиотики и микотоксины. За исключением синтеза пигментов каротиноидов и меланина, было показано, что Neurospora  не обладает вторичным метаболизмом. Таким образом, удивительно, что в последовательности генома Neurospora обнаружено множество предполагаемых генов для производства вторичных метаболитов.

Три предсказанных гена не рибосомальных пептид-синтаз (Non-Ribosomal Peptide Synthetase) и один родственный им ген были обнаружены в последовательности генома Neurospora. Согласно филогенетическому анализу, один ген не рибосомальной пептид-синтазы – ортолог не рибосомальной пептид-синтазы Aureobasidium pullulans. Функция этих генов неизвестна. Например, у Ustilago maydis такой ген отвечает за производство hydroxamate siderophores. А у Cochliobolus heterostrophus, C. victoriae и Gibberella zeae похожий ген имеет 66%-ую идентичность аминокислот в образующимся белке с продуктом гена CPS1, который отвечает за вирулентность.

Семь генов поликетидсинтаз были обнаружены в геноме Neurospora, они могут быть классифицированы в три группы на основе доменной области. При сравнении обнаруженные сходные гены в других организмах позволяют предположить, что первая группа генов отвечает за синтез меланина, а вторая и третья – ловастатина.

Присутствие генов, необходимых для синтеза гибереллиновой кислоты, у Neurospora указывает на то, что многие компоненты, необходимые для производства гибереллиновой кислоты, имелись у  предков Neurospora и G. fujikuroi. Найденные гены вторичного метаболизма могут играть роль в морфогенезе и хемотропизме, межвидовой коммуникации и возможно даже в противохимической защите. Обнаружение этих генов в геноме Neurospora указывает на то, что очевидные главные различия в образе жизни среди родственных грибов, типах патогенности, могут сформироваться частично из-за незначительных модификаций функций и экспрессии генов.

Последовательность генома включает в себя довольно большое количество генов, необходимых для растительного патогенеза, имеющихся у грибов-патогенов. Эти гены не имеют у других организмов никаких других функций кроме патогенеза. Neurospora  также обладает широким диапазоном внеклеточных ферментов, способных к перевариванию полимеров растительной клеточной стенки, хотя нет очевидного гомолога кутиназы. Кутин - один из главных слоев, защищающих эпидерму листьев растений, и многие, но не все, растительные патогены используют кутиназу. Neurospora имеет широкий диапазон ферментов цитохрома P450, которые являются важными в некоторых системах «патоген – хозяин» для детоксификации противогрибковых веществ, выделяемых растением. Кроме того, большое количество идентифицированной ABC (ATP-binding cassette) и системы утечки препарата MFS могло играть роль в борьбе с ядовитыми веществами растения. Есть способность вырабатывать членов вторичного метаболизма семейств PKS, NRPS и терпеноидов, как описано выше. Кроме того, Neurospora содержит все компоненты трансдукции сигнала, вовлеченные в патогенез аскомицетов, которые были описаны до настоящего момента. Таким образом, хотя Neurospora, как известно, не является патогеном, последовательность генома показала много генов, схожих с теми, что необходимы для патогенеза.

Гены и ферменты, зависимые от глюкозы
На сайте www-genome.wi.mit.edu/annotation/fungi/neurospora был найден список генов N. crassa, экспрессия которых тем или иным образом зависит от присутствия глюкозы в окружающей среде. После удаления тех генов, функции которых определялись словами “hypothetical protein” или  “predicted protein”, из списка, содержащего более 800 генов, осталось 389 генов. Поскольку отправной точкой исследования было объяснение механизма усиления образования вакуолей при голодании по глюкозе, в первую очередь из этих 389 генов были отобраны те, что связаны с вакуолями (Табл. 1). Эти гены кодируют белки комплекса, с помощью которого синтезируется АТФ. Это неудивительно, если учесть, что основная функция вакуолей – запасать определённые вещества против градиента их концентрации в цитоплазме, - происходит с затратами энергии АТФ.

Таблица 1. Гены N. crassa, кодирующие вакуолярные белки.

	Ген Neurospora 
	Длина гена Neurospora 
	Hit length
	Счёт BlastP 

	(AF330696) Протеолипидная субъединица вакуолярной АТФазы 
	976
	161
	214

	(NCU01332.1) Протеолипидная субъединица вакуолярной АТФ-синтазы (16 кДЖ)
	581
	146
	224

	(NCU02273.1) Предшественник вакуолярной протеазы 
	1323
	391
	480

	(NCU03395.1) Вакуолярная АТФ-синтаза
	1287
	341
	395

	(NCU03463.1) Субъединица вакуолярной АТФ-синтазы (98 кДЖ)
	2872
	807
	781

	(NCU04192.1) Предшественник, родственный вакуолярной аминопептидазе yscl 
	1762
	457
	358

	(NCU04387.1) Субъединица F вакуолярной АТФ-синтазы
	592
	116
	145

	(NCU07446.1) Субъединица E вакуолярной АТФ-синтазы
	860
	229
	187

	(NCU08515.1) Субъединица B вакуолярной АТФ-синтазы
	1841
	502
	832


Кроме того, из конечного списка были выбраны те гены, которые отвечали за рост и ветвление. Оказалось, что среди глюкозозависимых генов их не так уж и много (Табл.2).

Таблица 2. Гены, отвечающие за рост и ветвление.

	Ген Neurospora 
	Длина гена Neurospora 
	Hit length
	Счёт BlastP 

	(NCU03515.1) возможно контролирующий деление клетки белок 10
	1130
	317
	395

	(NCU05429.1) возможный фермент ветвления
	2626
	666
	906

	(NCU06454.1)

гомолог контролирующего деление клетки белка 42
	993
	187
	303

	(NCU09778.1) контролирующий деление клетки белок 2 
	1153
	291
	432


Вообще, гриб старается расти всегда, даже когда это сопряжено с такими трудностями, как недостаток строительного материала из-за нехватки питательных веществ. Сильнее всегда растёт главная гифа (ее называют лидирующей), а боковые ветви растут медленнее. Если посчитать соотношение суммы длин выросших за определённые промежуток времени гиф к числу этих гиф, то оно будет равным 350 мк (Robertson & Rizvi, 1968), эта величина называется гифальной единицей роста. Видимо, это соотношение – результат решения организмом какой-то сложной задачи, если оно соблюдается в большинстве случаев.

В безглюкозной среде гриб вынужден потреблять запасённые питательные вещества – гликоген, трегалозу, полифосфаты и даже, возможно, собственную хитиновую стенку. С помощью SRS в банке SWALL были найдены данные о ферментах, которые расщепляют гликоген, трегалозу и хитин (Табл. 3,4,5).

Таблица 3. Ферменты, расщепляющие гликоген, – гидролазы.

	AC белка
	Название белка

	 P15937
	     Белок утилизации ацетата (EC 3.1.2.1)

	 Q9C2G8
	     Предполагаемая гидролаза гидроксиацилглютат-ионов

	 Q8X0D8
	     Родственный аминоацил-тРНК гидролазе белок

	 Q8X052
	     Родственный диаденозингексофосфатгидролазе белок

	 Q9HE24
	     Родственный сопряжённой с 26S протеосомой карбоксил-    терминирующей гидролазе белок

	 CAD70903
	     Родственный эпоксид-гидролазе белок

	 CAD79687
	     Родственный карбоксил-терминирующей гидролазе белок


Таблица 4. Ферменты, расщепляющие трегалозу, - трегалазы.

	AC белка
	Название белка

	  O42783
	     Нейтральная трегалаза (EC 3.2.1.28) 

	  Q8NIK6
	     Нейтральная трегалаза 


В росте Neurospora, кроме достаточного питания, большую роль играет и «родительская поддержка». Имеется в виду то, что для растущего кончика гифы является важным транспорт органелл и различных необходимых для роста и развития веществ, поступающих из более старых клеток мицелия. 
Оказалось, что вдоль гифы существует градиент количества вакуолей (Robertson & Rizvi, 1963). В 1-5 верхушечных (только что образованных) клетках гифы вакуолей нет вообще, в следующих 6-30 клетках присутствует только 1 вакуоль, прижатая к апикальной септе, и в следующих 30-100 клетках наблюдаются множественные вакуоли, увеличение количества которых и наблюдала Т.В. Потапова в лаборатории проф. Клиффорда Слэймана (Йельский университет, США).

В наших экспериментах оказалось, что в первые 2 часа инкубации без глюкозы характер роста почти не меняется. Мы обратили внимание на тот факт, что после 4-5 часов инкубации без глюкозы наблюдается важное морфологическое изменение: гифы становятся морщинистыми. Мы предположили, что эта «морщинистость» обусловлена тем, что истончается хитиновая стенка, и, видимо, уже не справляется с выполнением такой задачи, как обеспечение прочности клетки с высоким внутренним тургорным давлением. (При нормальном питании гифы гриба вытянуты и как бы напряжены). 

В то же время, поскольку верхушечный рост в условиях голодания N. crassa продолжается, это значит, что на верхушке гифы постоянно образуется новая  хитиновая стенка.А в более старой части гифы стенка как будто истончается. Возможно, это говорит о том, что пока на кончике гифы хитин синтезируется, в основании он гидролизуется.

Таким образом, возникает ещё один интересный вопрос: какие гены активируются во время голодания по глюкозе, кодирующие хитин-синтазу (или хитин-синтазы), когда образуется хитиновая стенка растущей гифы? Интересно также, расщепляет ли гриб клеточную стенку в «старых» клетках гифы. В табл. 5,6 представлены данные о соответствующих ферментах.

Таблица 5. Ферменты, расщепляющие хитин, - хитиназы.

	AC белка
	Название белка

	  Q9P3F4
	     Родственный предшественнику хитиназе 3 белок

	CAD70866
	     Родственный хитиназе белок


Таблица 6. Ферменты, синтезирующие хитин, - хитинсинтазы. 

	SWISSPROT:CHS1_NEUCR
	Chitin synthase 1 (EC 2.4.1.16) (Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 1).

	SWISSPROT:CHS2_NEUCR
	Chitin synthase 2 (EC 2.4.1.16) (Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 2).

	SWISSPROT:CHS3_NEUCR
	Chitin synthase 3 (EC 2.4.1.16) (Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 3). (Class-III chitin synthase 3). 

	SWISSPROT:CHS4_NEUCR
	Chitin synthase 4 (EC 2.4.1.16) (Chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 4). (Class-IV chitin synthase 4). 


 Хитин-синтазы классифицируются на три различных класса (Bowen, 1992). Данная классификация – результат сравнения генов, кодирующих хитин-синтазы CHS1 и CHS2, которые принадлежат дрожжам Saccharomyces cerevisiae, и CHS1 - белок Candida ablicans. Candida ablicans – близкородственный организм Neurospora crassa. В этих генах были обнаружены консервативные участки, которые позволили установить гомологию хитин-синтаз у ещё 14 видов грибов. Эти фрагменты были секвенированы, и полученные последовательности - выравнены. Последовательности за исключением CHS1 (S. cerevisiae) распались на три различных класса, которые отражают три отдельных функциональных группы. В пределах каждого класса был представлен филогенетический анализ. Этот анализ подтвердил таксономические группы, существующие в настоящее время.
Таблица 7. Глюкозозависимые гены, кодирующиефермент, участвующий в расщеплении глюкозы – гидролазу, и фермент, участвующий в синтезе полимера N-ацетилглюкозамина – хитина. 
	Neurospora gene 
	Saccharomyces gene  
	Neurospora gene length 
	Hit length
	BlastP score 
	% ID

	(NCU01517.1) glucoamylase precursor (glucan 1,2-alpha-glucosidase) (1,4-alpha-d-glucan glucohydrolase)
	YIL099W SGA1 intracellular glucoamylase  
	1943
	415
	189
	34%

	(NCU04251.1) chitin synthase 3 (chs-3) [MIPS]
	YNL192W CHS1 chitin synthase 1  
	2783
	741
	711
	48%


Как видно из таблицы, совсем немного генов, кодирующих гликозозависимые белки, являются глюкозозависимыми сами. Из этого можно заключить, что активность остальных ферментов – остальных гидролаз, трегалаз, хитиназ и других хитин-синтаз может меняться, когда сами ферменты уже синтезированы. Активность же глюкоамилазы и хитин-синтазы 3 может варьироваться не только после окончания синтеза фермента, но и на уровне генов, т.е. присутствие глюкозы в среде регулирует экспрессию этих генов. Примечательно, что аналогичная хитин синтазе 3 Neurospora crassa хитин-синтаза S. cerevisiae относится не к 3-ему, а к 1-ому типу.
В процессе экспериментальной работы в группе Т.В. Потаповой и изучения литературы выяснились новые факты, которые усложнили задачу. 

Были проведены эксперименты, когда в отличающихся по содержанию глюкозы условиях среды выращивались примерно одинаковые по количеству клеток фрагменты гифальных верхушек, отделённых от родительского мицелия. Образец, растущий в условиях достатка глюкозы, в первый момент после отделения сохраняет высокую скорость роста и ветвления, но примерно через 40 мин. она уменьшается и становится примерно равной той, которой обладает «безглюкозный» образец. В среде без глюкозы рост останавливается сразу после отделения от мицелия, но примерно через 40 минут оба фрагмента растут примерно с одинаковой скоростью. Непонятно, почему лишённый основного источника питания образец с течением времени мобилизует силы для роста и ветвления. 

Кроме того, некоторые исследователи  наблюдали и отразили это в своих работах, что ток цитоплазмы вместе с питательными веществами, везикулами и органеллами к кончику гифы, осуществляется не только в данном направлении, но и назад. Можно предположить, что данный факт может интерпретироваться как аналог гуморальной регуляции у человека. Таким образом клетки гифы могут «общаться» друг с другом, в смысле, ток цитоплазмы может содержать биохимические маркеры, которые влияют на основные процессы в клетке. Однако это всего лишь гипотеза, которая пока не получила ни одного подтверждения.

Заключение

Таким образом, исследование, осуществлённое с использованием знаний, полученных в течение года в курсе биоинформатики, привело к интересным результатам, которые хорошо совпадают с экспериментальными данными. Рост гриба – некая генетическая программа, защищённая несколькими степенями защиты. Эта программа выполняется всегда. При этом в экстремальных условиях жизни (например, при уменьшении содержания глюкозы в среде) она выполняется на фоне заметного изменения активности генетического аппарата и метаболизма не растущих клеток. 

Гипотеза о том, что рост гифы исследуемого объекта отчасти обеспечивается  расщеплением собственной хитиновой стенки, пока не подтвердилась, планируется ряд экспериментальных исследований для её проверки. 
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