Aspergillus nidulans jako modelowy organizm eukariotyczny

Materialy do zajeé Genetyka z inzynieriq genetyczng

Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) jest grzybem nitkowatym, workowcem
(Ascomycetes). Zostat wybrany na obiekt badan genetycznych w latach 40-tych, m.in. ze wzgledu na
fatwa selekcje duzej liczby mutantdow oraz dzigki obserwowanemu w laboratorium cyklowi
plciowemu, ktory umozliwia prowadzenie badan nad rekombinacja mejotyczng. Dodatkowo, okazat
si¢ bardzo dogodnym organizmem do badan nad rekombinacja mitotyczng (somatyczng), ktorej
odkrycie pomoglo w badaniach genetycznych u wyzszych Eucaryota. Obecnie rézne gatunki
Aspergillus maja duze znaczenie w biotechnologii (np. Aspergillus niger) i w medycynie (czgsto sg
patogenami, np. Aspergillus fumigatus) oraz nadal sg wykorzystywane, jako organizmy do badan
podstawowych.

Cykl zyciowy.

A. nidulans jest organizmem haploidalnym, posiada genom o wielkosci ~ 31 Mb,
zorganizowany w 8 chromosomach. Znana jest sekwencja calego genomu tego grzyba
(www.aspergillusgenome.org). Strzepki grzybni s przedzielone poprzecznymi przegrodami (septa)
na segmenty zawierajace jedno jadro. Przegrody sa jednak perforowane i dlatego A. nidulans jest
fizjologicznie komoérczakiem. W warunkach naturalnych A. nidulans rozmnaza si¢ wegetatywnie,
wytwarza konidiofory produkujace jednojadrowe haploidalne konidia. Jego grzybnia moze
tworzy¢ tzw. heterokariony, powstajace po potaczeniu haploidalnych grzybni dwoch szczepow. W
grzybni heterokarionu wystepuja dwa typy genetycznie réznych jader haploidalnych. Heterokarion
wytwarza roéwniez jednojadrowe, haploidalne konidia.

W warunkach laboratoryjnych, mozna ten organizm zmusi¢ do rozmnazania w sposob
plciowy. A. nidulans jest homotalliczny, tzn. nie wystepuja roézne typy plciowe grzybni, w
odréznieniu od np. heterotalliczynych drozdzy Saccharomyces cerevisiae czy Neurospora crassa. W
procesie rozmnazania plciowego, W niciach workotworczych dochodzi do utworzenia par jader
sprzezonych, a nastepnie w komorkach workotwérczych do faktycznego zlania si¢ jader
haploidalnych (kariogamii) i wytworzenia diploidalnego jadra (komoérka macierzysta
askospor). Podzial mejotyczny tego jadra i nastepujaca po nim mitoza prowadzg do wytworzenia
workdw, zawierajacych po 8 askospor. W czasie réznicowania askospor dochodzi do jeszcze jednego
podzialu mitotycznego wewnatrz askospory i dlatego kazda askospora zawiera dwa haploidalne jadra
identyczne genetycznie. Proces ten zachodzi w klejstotecjach (cialach owocujacych) wypetlionych
tysigcami workow. Z askospor wyrasta homokariotyczna grzybnia haploidalna.

Bardzo rzadko podczas rozmnazania wegetatywnego moze dojs¢ do spontanicznego
powstania konidium diploidalnego. Takie diploidalne konidium daje poczatek diploidalnej grzybni.
Traktowanie takiej diploidalnej grzybni czynnikami anty-tubulinowymi (np. benomylem) prowadzi
do haploidyzacji. Jest to tzw. cykl paraseksualny (przejscie od stadium diploidalnego do
haploidalnego nast¢gpuje bez mejozy).

Krzyzowki A. nidulans.

Analiza sprzezen.

Analiza fenotypu kietkujacej z askospor grzybni pozwala np. na badanie sprz¢zen migdzy
genami - poprzez obserwacj¢ czestos$ci powstawania rekombinantéw. Jak wspomniano wyzej, aby
zatozy¢ krzyzowke trzeba zmusi¢ rdzne genetycznie grzybnie do wytworzenia heterokarionu, a
nastepnie wejscia w cykl plciowy. Osiaga si¢ to szczepigc konidia réznigcych si¢ wymaganiami
pokarmowymi szczepdw na pozywce pozbawionej cze$¢ uzupeltnien. Jedynie utworzony heterokarion
moze rosng¢ w tych warunkach Warunki beztlenowe i uboga pozywka ,,wymuszaja” tworzenie
klejstotecjow i powstanie askospor. W pracy z A. nidulans, m. in. przy zakladaniu krzyzdwek,
pomaga barwa konidiow. Znane s3 trzy podstawowe barwy, zaleznie od mutacji w odpowiednich
genach szlaku biosyntezy barwnika: zielona (kolor dziki, przy czym w zapisie fenotypu szczepu
pomija si¢ jej oznaczenie), zotta (y) i biata (w).

Rekombinacja wewngtrzgenowa.

Wykorzystanie mikroorganizméw eukariotycznych, u ktorych zachodzi proces piciowy i u
ktérych mozna w krotkim czasie otrzymac bardzo duza ilo$¢ potomstwa oraz latwo i szybko to
potomstwo analizowaé, pomoglo w wykazaniu, ze jednostkami mutacyjnymi i rekombinacyjnymi nie
sa pojedyncze geny. Przy analizie odpowiednio duzej ilo$ci rekombinantéw wykazano, ze z bardzo
niska czestoscia crossing-over zachodzi takze w obrebie jednego genu.
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