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                            Эволюционное происхождение митохондрий





Введение


Эндосимбиотическая теория происхождения энергетических органелл (митохондрии и пластиды), впервые четко сформулированная нашим соотечественником Константином Мерешковским в 1905 году ([14], точный перевод) в настоящее время принята всеми без исключения. Согласно современной версии теории происхождения митохондрий, они возникли в процессе длительного эндосимбиоза (-протеобактерии в примитивно безмитохондриальной хозяйской клетке. Изучение генного комплемента и филогенетический анализ резидентных митохондриальных генов показывают, что митохондрии (равно как и хлоропласты) произошли лишь однажды в эволюционной истории (монофилетическое происхождение) [7]. В процессе превращения бактерии в органеллу многие ее гены (гены, контролирующие избыточные функции, которые уже обеспечиваются геномом хозяина) были необратимо утрачены, в то время как другие гены перешли в ядерный геном. Учитывая, что митохондриальные геномы крайне невелики (митохондрии животных и грибов кодируют 13 полипептидных цепей, наибольший из известных митохондриальный геном якобидного флагеллята Reclinomonas americana кодирует 67 белков) в сравнении с бактериальными геномами (минимум 500 генов, у микоплазм), число перенесенных в ядро генов эндосимбиотической бактерии могло быть достаточно велико и сравнимо с числом митохондриальных белков (400-600, а по некоторым оценкам до 4000). Митохондриальные белки, кодируемые ядерным генами, импортируются в органеллу благодаря наличию отщепляемой или неотщепляемой сигнальной последовательности, которая приобретается белками сравнительно легко. Происхождение митохондриальных белков (эндосимбиотическое или какое-то иное) при этом не играет роли; таким образом, не все митохондриальные белки имеют с необходимостью митохондриальное, эндосимбиотическое происхождение. В соответствии с классической теорией эндосимбиоза его биологическое значение состояло в обмене эндосимбионтом АТФ, генерируемого при окислительном фосфорилировании, на метаболизируемые субстраты и физическое предохранение, обеспечиваемые хозяином [2, 4, 12]. Согласно альтернативной точки зрения эндосимбионт устранял, посредством дыхательной цепи, токсичный для хозяина кислород [10, 13].


По-видимому, происхождение митохондрий теснейшим образом связано с происхождением первого эукариота как такового [4, 7, 13],  т.е. с появлением типично эукариотических характеристик, в первую очередь таких как ядро с несколькими линейными хромосомами, эндомембранная система и цитоскелет. Центральный вопрос макроэволюции (дихотомия прокариоты-эукариоты) предельно прост и формулируется так. Что возникло раньше — типично эукариотические структуры или органелла? Иными словами, был первично безмитохондриальный хозяин, “приютивший” симбиотическую бактерию, эукариотом или прокариотом [3, 4]? Естественно, проблема эукариогенеза имеет биохимический и цитологический аспекты. В отношении генного состава геном эукариот, помимо генов, возникших в их собственной эволюции, содержит гены двоякого происхождения — от архебактерий (домен Archaea) и от эубактерий (домен Bacteria). При этом гены археального происхождения контролируют преимущественно информационные процессы, а эубактериальные гены — центральный (в частности, энергетический) метаболизм [11]. Учитывая, что основной вклад митохондриального симбионта — это вклад в энергетику (дыхательная цепь) и что Археям свойствен специфический энергетический метаболизм, немедленно возникает вопрос, все ли гены бактериального происхождения привнесены в эукариотный геном митохондриальным эндосимбионтом или были еще какие-то источники генов бактериального типа. В отношении биохимического (гены и метаболические пути) аспекта эукариогенеза существуют две основные взаимоисключающие теории — концепция Archezoa [1] и теория слияния (fusion theory) [8]. Первая (в классическом варианте) постулирует, что все бактериальные гены были приобретены эукариотами от митохондриального предшественника. Fusion theory утверждает, что до митохондриального симбиоза имело место некое партнерское слияние эубактерии с архебактерией. По вполне очевидным причинам (уже само представление о прокариотных источниках эукариотных генов опирается на данные гомологии генных и белковых последовательностей) выбор между центральными концепциями может быть сделан только на основе исчерпывающих филогенетических исследований большого множества генов/белков. 


Как указывалось выше, митохондриальный предок был (-протеобактерией. Многочисленные филогенетические данные показывают, что органеллы делят последнего общего предка с (-протеобактериальным порядком Rickettsiales, охватывающим исключительно облигатные внутриклеточные симбионты эукариот [2-6, 9, 10]. Последнее обстоятельство уже само по себе наводит на размышления. Для многих генов и белков порядок ветвления филогенетических деревьев выглядит так: свободно-живущие (-протеобактерии, Rickettsiales и митохондрии. Такой порядок ветвления имеет место, в частности, для рибосомных РНК [2, 15], шаперонина (белок теплового шока) Cpn (Hsp) 60 [2, 9] и ферментов электрон-транспортной цепи [6]. Следует заметить, что рРНК и субъединицы Cob и Cox1 дыхательных комплексов III и IV, соответственно, всегда кодируются резидентными митохондриальными геномами. Таким образом, их филогения непосредственно отражает митохондриальное происхождение. В связи с этим вышеописанный порядок ветвления эволюционных деревьев был определен как канонический паттерн (canonical pattern) митохондриального происхождения [3-6]. Мало того, наиболее детальные исследования 16S рРНК и Cpn60, наиболее полно представленных в Базах Данных, показывают ветвление т.н. риккетсиеподобных эндосимбионтов, входящих в Rickettsiales, после свободно-живущих (-протеобактерий, но перед сем. Rickettsiaсeae и кластером митохондрий [2]. Эти данные указывают на парафилетическую природу пор. Rickettsiales (происхождение митохондрий вклинивается в этот порядок и расщепляет его на две части) , усиливают значение канонического паттерна и показывают, что митохондрии могли произойти от уже сильно редуцированной эндосимбиотической (риккетсиеподобной) бактерии. В этом состоит концептуальное значение канонического паттерна. Действительно, подтверждение канонического паттерна для генов эубактериального происхождения служило бы свидетельством в пользу концепции Archezoa. Однако филогенетический анализ ферментов гликолиза и ферментации показывает, что эукариоты унаследовали соответствующие гены не от (-протеобактерий. Следует отметить, что у риккетсий нет этих энергетических путей, делая применение канонического паттерна невозможным. Кроме того, порядок дивергенции известных бактериальных филумов на деревьях, основанных на ферментах гликолиза и ферментации, не соответствует установленному на основании надежных анализов (16S рРНК, Cpn60 и indel-анализ): Грам-отрицательные бактерии с низким содержанием G+C, Грам-отрицательные бактерии с высоким содержанием G+C, цианобактерии, хламидии и спирохеты, протеобактерии подразделений (, (, (, ( и (, указывая на методологические сложности моделирования эволюции в этих случаях. Эти данные подчеркивают значение канонического паттерна, который согласуется с идеей происхождения митохондрий от сильно редуцированной бактерии, утратившей избыточные гены по той причине, что они уже присутствовали в эукариотном геноме [2, 4], что в свою очередь согласуется с теорией слияния.  


Помимо концептуальной роли, канонический паттерн приобретает большое методологическое значение [3, 4]. Как упоминалось выше, проблема эукариогенеза имеет не только биохимический, но и цитологический аспект — датировка (до или после митохондриогенеза) возникновения типично эукариотических структур (ядро, эндоплазматический ретикулум, цитоскелет). Для решения этого вопроса недавно был предложен концептуально новый подход, основанный на использовании все того же канонического паттерна митохондриального происхождения [4]. Суть подхода состоит в следующем. У эукариот существуют мультигенные семейства, ассоциированные с вышеупомянутыми структурами. Было показано, что в случаях соответствия филогении таких мультигенных семейств каноническому паттерну можно логически (т.е. без привлечения спекулятивных рассуждений) аргументировать, что ассоциированные эукариотные структуры возникли после того как произошли митохондрии [3, 4]. 


Почти самоочевидно, что митохондриальная дыхательная цепь — это единственное эволюционное новшество, приобретенное эукариотами от митохондриального симбионта. Недавно было показано, что филогения компонентов окислительного фосфорилирования соответствует каноническому паттерну [6]. Однако не все митохондриальные системы могут иметь эндосимбиотическое, митохондриальное происхождение (см. выше). К примеру, почти все митохондрии используют РНК полимеразу фагового типа. [Однако в геноме двух якобид (R. americana и Jakoba libera) присутствуют гены, кодирующие субъединицы фермента эубактериального типа [7]]. По-видимому, на каком-то этапе эволюции органелл произошло неортологическое замещение. Селективное преимущество такого замещения могло состоять в том, что при использовании в митохондриях РНК полимеразы бактериального типа потребовалась бы передача в хозяйский геном 5-6 генов и импорт в органеллу соответствующих субъединиц, в то время как фермент фагового типа состоит из одной полипептидной цепи. Если принимать во внимание complexity hypothesis Джеймса Лэйка [11], почти очевидно митохондриальное происхождение митохондриальной рибосомы. Действительно, едва ли какие-то белки рибосомы (комплексная структура) могли быть ортологически замещены гомологами другого происхождения. Однако, как в случае РНК полимеразы, подобного замещения компонентов простых систем исключить нельзя.


Ввиду большой значимости канонического паттерна митохондриального происхождения ставится задача его проверки на большом числе генов/белков. 


II. Задачи


Филогенетический анализ конкатенированных рибосомных белков. Для выбора белков следует обратиться к обзору Курланда и Андерссон [10]. Анализ, проведенный этими авторами, включал лишь одну (-протеобактерию (Rickettsia prowazekii).


Филогенетический анализ 16S и 23S рРНК. Для выбора митохондрий следует обратиться к обзору Емельянова [2]. Проделанный в этой работе анализ включает ограниченный спектр эубактерий.


Анализ конкатенированных субъединиц бета и бета-прим РНК полимеразы. Из митохондрий могут быть использованы только якобиды (см. выше).


Анализ белка SecY системы экспорта. Митохондрии не имеют подобной системы секреции белков, однако в органеллярном геноме R. americana есть ген secY [7]..


Анализ факторов элонгации EF-Tu и EF-G, а также возможно других компонентов системы трансляции.


Методы


Поиск ортологичных генов/белков в GenBank и ассоциированных Базах Данных. Справка по таксономии бактериальных групп (см. также выше) может быть получена на BLAST-сервере.  


Выравнивание (alignment) нуклеотидных и аминокислотных последовательностей. Может быть использована программа Clustal.


Построение филогенетических деревьев с использованием трех групп методов: maximum likelihood (ML); методы, основанные на матрицах дистанций (DM); maximum parsimony (MP). Программы PUZZLE, MOLPHY (ML), PUZZLEBOOT, PHYLIP (DM) доступны через ИнтерНет. 
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