Az evolucio és adaptacio bemutatasa a Saccharomyces cerevisiae
W303 torzs adenin hianyos szinvaltozasan keresztiil

1. Elméleti hattér

Az evolucid €s adaptacio a biologia két alapfogalma, amelyek az €16 rendszerek valtozasait és
alkalmazkodasat irjak le a kornyezethez. Az evolucio a genetikai informacié generaciorol
generaciora torténd valtozasat jelenti, amely szelekcids nyomads, mutacio, rekombinacio és
genetikai sodrodas révén valosul meg. Az adaptacié pedig az a folyamat, amely sordn egy
populécid fenotipusos €s genotipusos szinten alkalmazkodik a kornyezetéhez, igy noveli
tulélési esélyeit.

A laboratoriumi koriilmények kozott az evolucid és adaptécio jelenségei jol
tanulmanyozhatok mikroorganizmusokkal, kiilondsen éleszto- és baktériumtorzsekkel. Az
Saccharomyces cerevisiae (sorélesztd) egy modellorganizmus, amelyet széles korben
alkalmaznak genetikai, metabolikus és evolucios vizsgalatokban, mivel genomja ismert,
kénnyen modosithato, és jol definidlt laboratoriumi torzsei allnak rendelkezésre.

Az egyik leggyakrabban hasznalt ¢lesztotorzs a W303, amely szamos genetikai markert
hordoz, tobbek kozott egy ade2 mutaciot, ami kulcsszerepet jatszik az adenin-bioszintézis
utvonalban. Ennek a mutacidonak kdszonhetden az élesztd adenin hidnyos kézegben piros
szinli pigmentet halmoz fel, mig adeninben gazdag taptalajon fehér marad. A
pigmentképzddés és annak eltlinése kivaldo modell az adaptacios folyamat és mikroevolicios
valtozasok szemléltetésére.

1.1 Evolicio és adaptacio
Az evolucio

Az evolucid a populaciok genetikai 6sszetételének iddbeli valtozasa. Charles Darwin
természetes szelekcid elmélete szerint az €él6lények kozotti valtozatossag €s a kornyezeti
tényezok kozotti kolecsonhatas vezet az adaptaciohoz. A modern evolucios elmélet szerint az
evolucio genetikai szinten értelmezhetd, és a mutaciok, rekombinacid, szelekcid, migracio €s
genetikai sodrodas egyiittesen hatarozzak meg annak iranyat €s sebességét (Dobzhansky,
1973).

Az adaptacio

Az adaptacio egy folyamat, amely soran egy populécio genetikailag €s fenotipusosan
alkalmazkodik a kornyezeti koriilményekhez. Ez torténhet:

° fiziologiai szinten (pl. anyagcsere-utvonalak szabalyozésa),
° fenotipusos plaszticitas révén (atmeneti valtozasok),

° vagy genetikai adaptacio utjan (6roklédé mutaciok révén).



A mikroorganizmusoknal az adaptacio kiilondsen gyorsan megfigyelhetd, mivel rovid a
generacids idejiik és nagy populacioméretiik miatt a mutaciok gyorsan fixalédhatnak (Lenski
etal., 1991).

1.2 W303 torzs

Az Saccharomyces cerevisiae egy eukaridta mikroorganizmus, amelyet széles korben
hasznalnak a sejtciklus, genetika, anyagcsere, és evolucio tanulmanyozasara. A W303 torzs
kiilondsen alkalmas laboratériumi vizsgalatokra, mivel genetikai hattere jol ismert, stabil, és
szamos auxotrof mutaciot hordoz. Az ade2-1 mutécio kiilonos jelentdségii a jelen kisérlet
szempontjabol, mert ez a gén a purin (adenin) bioszintézis utvonal egyik kulcsenzimét, az
5'-foszforiboszilaminoimidazol karboxildz enzimet kddolja. Mutacidja esetén az Gtvonal
megszakad, és egy piros szinli intermedier, a foszforiboszil-aminoimidazol (AIR) halmozodik
fel, ami a sejtek piros szinét okozza (Jones & Fink, 1982).

1.3 A pigmentképzédés mechanizmusa

A W303 ade2 mutans torzs pigmentképzodése a purin bioszintézis zavarabol fakad. Amikor a
sejtek adenin mentes YPD téptalajon ndnek, a metabolikus utvonal blokkolodik az ADE?2
1épésnél, és a felhalmozodott koztes termék oxidalodik, piros pigmentet képezve. Ez a
jelenség stabilan megfigyelhetd, amig a sejtek nem szereznek kompenzalé mutacidkat mas
ADE génekben vagy szabalyoz6 faktorokban.

Hosszabb inkubalas utdn azonban eléfordulhat, hogy a kolonidk fehér szektorokat kezdenek
mutatni — ez az adaptacio egyik jele. A fehér sejtek altalaban helyreallitjak a
purin-bioszintézist, vagy mas médon elkeriilik a pigment felhalmozodasat. igy a kolonia
piros-fehér csikozottsdga az evolucios diverzifikacid vizudlis megjelenése.

2. A Kkisérlet célja

A kisérlet célja az evolucios és adaptacids folyamat szemléltetése a W303 ade2 mutans torzs
segitségével, kiillonboz6 adenin-ellatottsagu kornyezetekben. A szinbeli valtozasok idébeli
megfigyelése lehetdséget ad arra, hogy nyomon kdvessiik a mutaciok és szelekcio hatasat,
valamint a fenotipusos diverzitas kialakulésat.

3. Anyagok és modszerek

3.1 Sziikséges anyagok

e . cerevisiae W303 (ade2-1) torzs, YPD téptalajon felndvesztett

e YPD taptalaj dsszetevok: élesztokivonat, pepton, gliikkdz, agar, Adenin-szulfat, steril
desztillalt viz

e Steril petricsészék, mikropipettak, steril pipettahegyek

e steril szlrd, fecskendo

e falcon csé

e Mikroszkop vagy digitalis kamera



3.2 Taptalajok elokészitése

A taptalajokhoz az aldbbiak alapjan hozzaadjuk az 6sszetevoket. 200 ml-er taptalajhoz, ami
kb. 10 petricsészé¢hez elegendd az aldbbiak sziikségesek

1. YPD alap taptalaj: 2 g élesztokivonat + 4 g pepton + 4 g gliikkdz + 4g agar + 200 ml
desztillalt viz. A keveréket a mikrdban forralva sterilizaljuk.

2. YPD folyékony oldat: Ugyanazok az dsszetevok, mint az alap taptalajban csak agar
nélkiil
3. Adenin oldat: 20mg/ml koncentracioju adenin oldatot készitiink majd steril fecskendd

szlird segitségével sterilizaljuk, mivel h6érzékeny, igy nem forralhat6.

4. YPD + adeninnel: Ugyanaz, mint az alap YPD esetén. A mikros sterilizalds utan,

crer

oldatunkbdl, aminek igy a végkoncentracidja: 20 mg/L.

A téaptalajokat a sziikséges mennyiségli petricsészékbe ontjiik. Egy petricsészébe kb. 20-25 ml
taptalaj keriiljon.

3.3 Elesztosejtek el6készitése és szélesztése

1. Az taptalajon 1évo €leszto sejtekkel egy pipetta hegy segitségével beoltunk 2-5 ml
folyékony YPD-t, kupakkal zarhat6 kémecsdvekben vagy falcon csdvekben és egy éjszakan at
rdzatva novesztjik.

2. Masnap a sejteket két részletben higitjuk 5 ml végtérfogatban. El6szor egy 1:1000
higitast készitiink, majd a higitottbol ismét 1:1000-hez tovabb higitjuk, igy 1:1000000 végsd
higitast elérve.

3. A higitott sejtbol 200 ul-t szélesztiink az adenint tartalmazo és adenint nem tartalmazé
lemezekre.

4. A lemezeket hagyjuk ndni 2-14 napig szobahémérsekleten és kozben figyeljiik, hogy a
kindvo kolonidk szine hogyan valtozik.

4. Megfigyelés

Kolonidk szinének naponta torténd megfigyelése a kiillonb6zo lemezeken. Mikor lesznek a
kolonidk piros szintiek az adenin nélkiili lemezen? Mikor jelennek meg fehér szektorok a
piros koloniakban? Végig fehérek maradnak-e a kolonidk az adenin tartalmu taptalajon?
Fényképek készitése a tapasztalatokrol.



5. Eredmények és értelmezés

Az adenin tartalmu lemezeken a kolonidk fehér szinliek maradnak mig W303 ade2 mutans
piros pigmentet képez adenin hianyos taptalajon. Hosszabb tavon, tobb napos ndvesztés utan
a kolonidkban fehér szektorok jelennek meg. Ezek a sejtek olyan genetikai valtozasokat
hordoznak, amelyek helyreéllitjdk a purin-anyagcserét, vagy alternativ utvonalakat aktivalnak.

6 napos 14 napos

Ez a valtozas jol szemlélteti az adaptacio és evolucio folyamatat. Jo1 megfigyelhetd, hogy a
fehérré valt szektorok nem csak a sziniikben, hanem a ndvekedési gyorsasagukban is eltérnek.
fgy ez azt jelenti, hogy a mutaci6 kialakuldsa egy elényt is biztosit a novekedésben, igy ennek
a kialakulasa kedvezd az élesztd torzs szdmara.

A W303 ade2 mutans kisérlet egyszerti, de erételjes modell az evoluciés adaptacid
bemutatdsara. A pigmentképzddés €s eltiinés dinamikaja jol reprezentélja a természetes
szelekciod alapelveit. A piros-fehér szektorozottsag az evolucio vizualis lenyomata, amely a
mikroorganizmusokban zajlo genetikai folyamatok kdzvetlen megnyilvanulésa

Hosszabb tava tenyésztéssel akar stabil, fehér populaciok is kialakulhatnak, amelyek tovabb
vizsgalhatok genetikai szinten.

Az ilyen tipusu kisérletek tokéletesek az evolucio és adaptaciéo megértéséhez, mivel a
folyamatok vizuélisan megfigyelhetdk, és a genetikai hattér pontosan ismert. A piros-fehér
szektorozottsag az evolucio vizudlis lenyomata, amely a mikroorganizmusokban zajlo
genetikai folyamatok kézvetlen megnyilvanulasa.
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