Drozdze Saccharomyces cerevisiae jako modelowy organizm eukariotyczny

Materialy do zaje¢ Genetyka z inzynieriq genetycznq

Drozdze z rodzaju Saccharomyces, a szczegdlnie S. cerevisiae stanowia jeden z podstawowych modelowych
organizmow eukariotycznych wspotczesnej genetyki i biologii molekularnej. Sa to jednokomoérkowe, heterotalliczne

organizmy, nalezace do klasy workowcow (Ascomycetes).

CyKkl zyciowy

W cyklu zyciowym drozdzy mozna wyr6zni¢ faze haploidalng i diploidalng. Zaréwno komorki haploidalne,
jak i diploidalne moga rozmnazac¢ si¢ na drodze podziatdéw wegetatywnych (paczkowanie) i stabilnie rosna¢ w hodowlach
laboratoryjnych. Haploidalne komoérki drozdzy moga mie¢ dwa typy plciowe — a i a. Poprzez zlanie si¢ dwoch
haploidalnych komoérek o przeciwnych typach piciowych powstaje komorka diploidalna a/o.. Komoérka w fazie
diploidalnej moze przechodzi¢ normalne podziaty wegetatywne, ale nie moze si¢ krzyzowa¢ z innymi komorkami. W
niekorzystnych warunkach $rodowiskowych komorka diploidalna moze przejs¢ mejoze, co w efekcie prowadzi do
wytworzenia worka z czterema haploidalnymi zarodnikami (askosporami). Taka struktur¢ nazywa si¢ tetrada. Cykl

zyciowy drozdzy S. cerevisiae przedstawiono schematycznie na ponizszym rysunku.
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Drozdze a genetyka klasyczna.

Z punktu widzenia genetyki klasycznej drozdze stanowia idealny organizm badawczy. Sa prototrofami
wykazujacymi wszystkie cechy mikroorganizméw — mozna je hodowaé na podlozach ptynnych i statych,
kompletnych i minimalnych; na podlozach stalych tworza kolonie; daja sie tatwo hodowa¢ w duzych ilo$ciach i
stosunkowo krotkim czasie (czas generacji na podtozu pelnym wynosi $rednio 80 min.). Dodatkowo, drozdze mozna
tatwo poddawa¢ mutagenezie (np. poprzez naswietlanie UV), a w szczepach haploidalnych stosunkowo prosto uzyskuje

si¢ mutanty (np. pokarmowe).

Jak opisano powyzej, bez trudu przeprowadza si¢ krzyzowanie szczepow haploidalnych. Wykorzystujac
metody mikromanipulacji mozna izolowa¢ i analizowa¢ pojedyncze haploidalne askospory drozdzy powstate w workach
po mejozie komoérki diploidalnej. Analiza segregacji markerow genetycznych dla czterech askospor tetrady pozwala na
badanie sprzezen pomigdzy genami. Co ciekawe, odlegto$ci na mapie genetycznej u drozdzy sa bardzo proporcjonalne

do odlegto$ci fizycznej: $rednio 1 cM to 3 kb.



Dodatkowo, cecha drozdzy istotna dla badaczy zajmujacych sie genetyka i funkcjonowaniem mitochondriow
jest fakt, ze sa one fakultatywnymi tlenowcami. Oznacza to, ze moga zy¢ bez funkcjonujacych mitochondriéw,
przeprowadzajac fermentacje, gdy w $rodowisku obecne jest odpowiednie (fermentowalne) zrodio wegla, np. glukoza.
Dzigki tej wilasciwos$ci, mozna izolowaé jadrowe i mitochondrialne mutanty zwiazane z procesami oddychania
wewnatrzkomorkowego. Podczas selekeji takich mutantow wykorzystuje sig¢ ich niezdolno$¢ do wzrostu na podtozach
zawierajacych niefermentowalne zrodta wegla, np. glicerol czy etanol. Mutanty nie oddychajace rosna na pozywce z

glukoza wolniej niz szczepy oddychajace, tworzac na podtozu statym mniejsze kolonie (tzw. petite).

Drozdze a biologia molekularna

Znane sg od dawna proste i skuteczne techniki wydajnej transformacji i selekcji. Dostepnych jest bardzo wiele
szczepow drozdzowych niosacych rézne markery auksotroficzne i opornosci na zwiazki chemiczne. Opracowano
szereg dogodnych wektoréw bifunkcjonalnych, replikujacych si¢ autonomicznie w komoérkach drozdzy i bakterii,
fatwych do izolacji i pozwalajacych na regulowanie w pewnym zakresie liczby kopii w komorce. Opracowano rowniez
wiele protokolow izolacji kwaséw nukleinowych i biatek, czy tez struktur i organelli komoérkowych (np. jader i

mitochondriow).

Poza tatwoscia stosowania standardowych technik biologii molekularnej na szczegdlne podkreslenie zastuguje
wysoka czesto$¢ rekombinacji homologicznej, wykorzystywana na przyktad do ukierunkowanej inaktywacji genow i

badania efektow inaktywacji in vivo.

Jadrowy genom S. cerevisiae ma 12,8 Mb (czyli jest ok. 200 x mniejszy od genomu cztowieka i ok. 4 x wiekszy
od genomu E. coli) i jest podzielony na 16 chromosoméw majacych od 250 kb do >2500 kb. Kolisty genom
mitochondrialny ma wielko$¢ 75 kb. Od 1996 roku znana jest pelna sekwencja genomowego DNA drozdzy. Po
przeprowadzeniu analizy strukturalnej genomu podjeto drugi etap badan, majacy na celu scharakteryzowanie
nieznanych dotad otwartych ramek odczytu, stanowiacych okoto jedna czwarta z ponad 6000 genéw drozdzowych. W
ramach tego programu charakteryzuje si¢ podstawowe fenotypy poszczegdlnych szczepoéw uzyskanych w wyniku
systematycznej inaktywacji wszystkich genow drozdzowych. Obecnie prowadzone sa roéwniez prace polegajace na
charakteryzowaniu interakcji biatkowych (sieci interakcji) w komorkach drozdzy przy zastosowaniu systemdw in vivo

np. systemu dwuhybrydowego i analizy biochemicznej (np. czyszczenia komplekséw biatkowych).

Drozdze S. cerevisiae i cztowieka dzieli miliard lat ewolucji. Duza cze$¢ gendéw drozdzy wykazuje jednak
nadal znaczaca homologi¢ z genami ssakow. Podstawowe mechanizmy funkcjonowania komorki sa na tyle podobne, ze
doswiadczenia na drozdzach przyczynity si¢ nie tylko ich poznania na najprostszym poziomie, lecz rowniez dostarczyty
modeli pozwalajacych na badanie problemow tak szczegdlnych, jak niektore choroby genetyczne u ludzi. Jednym z
przyktadow moze tu by¢ pelniacy podobne funkcje u drozdzy i u czlowieka gen (zwany, odpowiednio SGS1 i WRN)
kodujacy enzym o wiasciwosciach helikazy DNA, ktorego mutacje powoduja u ludzi wystepowanie zespolu Wernera,
choroby o charakterze progerii (przedwczesne starzenie). Wspomniany powyzej drozdzowy system dwuhybrydowy

wykorzystuje si¢ rowniez do badania oddziatywan migdzy biatkami z innych organizméw, w tym czlowieka.



