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;Qué es una levadura?

Eukaria

Fungi

eHeterotrofos

eUnicelulares

S. cerevisiae (microscopia electronica de barrido )

«Pared celular de quitina
«Reproduccion por gemacion

«Genoma de DNA (cromosomas lineales) y algunas poseen un plasmido
circular covalentemente cerrado extracromosomico, denominado 2.

«Metabolismo respiratorio (aerobico) y fermentativo

«Simplicidad de cultivo, crecimiento rapido y bajo costo.



Sistema geneético que, a diferencia de la mayoria de los
otros microorganismos, presenta dos fases biologicas
estables: haploide y diploide.

La fase haploide permite generar, aislar y caracterizar
mutantes con mucha facilidad.

En la fase diploide se pueden realizar estudios de
complementacion.




Sexo en levaduras

Hay dos tipos sexuales de levaduras:
-células
-células

El apareamiento sexual solo puede ocurrir entre células

La determinacion sexual no se debe a un cromosoma distinto
entre géneros sino a una diferencia en un

El locus se llama , tiene 2 alelos:

gobierna el comportamiento sexual entre células haploides y
células diploides.



Diferenciacion celular en levaduras

Células “a” Células “a”
alelo MATa alelo MATa
Proteina a1 Proteinas a1y a2
"Factor a" Ste2p "Factor a” Ste3p
feromona receptor de feromona receptor de
peptidica membrana peptidica membrana

Desencadenando una serie de senales intracelulares mediada por la proteina G. Por
ejemplo, se desencadena la formacion de una protuberancia en las células hacia la
fuente de las feromonas de sexo contrario.




Diferencias entre células haploides y diploides

Las celulas haploides (“a” y “a”) responden a la feromona producida
por el sexo contrario, se fusionan y forman una

Las ceélulas pueden realizar en condiciones
normales.

Las células no producen ni responden a ninguno de los dos
tipos de feromonas pero pueden realizar (solo bajo

condiciones ambientales muy determinadas).

Las diferencias en los patrones de expresion entre haploides y
diploides son producidos por el locus MAT:

: tienen (en cualquiera de sus
varientes alélicas), que determinara el sexo de la célula.

tienen los . La combinacion en la informacion
contenida en ambos loci genera el programa transcripcional diploide,
mediado por la combinacion entre las



Ciclo sexual de Saccharomyces cerevisiae

brotacion

Haploide

a Fusion de

) Formacion
nucleos

de esporas

Diploide
a/a
Haploide

a brotacion
brotacion



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d2/Yeast_lifecycle.svg

Ciclo celular y reproduccion sexual
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Mecanismo del cambio sexual

El cambio sexual se produce por la conversion génica iniciada por la
endonucleasa HO.

La esta regulada especificamente en
los haploides y durante la fase
de ciclo celular

1-La endonucleasa HO corta especificamente en el locus MAT.

2-Exonucleasas atacan los extremos libres generados, produciéndose
la degradacion del locus MAT en ambos sentidos.

3-La activacion de sistemas de reparacion del ADN que reemplazan el
locus ausente por una de las copias adicionales HMR o HML.

Chromosome lll o

MAT



http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Yeast_Mating_Type_Chromasome_Diagram_EN.svg

Pasando a otros usos
de las levaduras

Ensayos de n-hibridos
(una herramienta para el
estudio del interactoma)



GAL4 es una proteina de levaduras que activa la
transcripcion de genes involucrados en la utilizacion de

galactosa.
El dominio de union a
DNA interactua con el
promotor de GAL1.
Dominio Dominio d
. s | El dominio de
de union ominio de activacion interactua

aCtivaCién con la RNA polimerasa.

*
Promotor de GAL1




La proteina Gal4 posee un dominio de union al DNA (BD)
y un dominio de activacién (AD)

Dominio de

/ activacion

El dominio de
activacion interactua
con la polimerasa

El dominio de union T Polimerasa

al DNA interactua con
el promotor de Gal1 Promotor
Gal1

Dominio de >
union al DNA

Medida de la actividad de un gen indicador (por ej. Visualizacién de
colonias azules)




Ensayos de interaccion
Proteinas - DNA

(por ejemplo, determinacion de
union a secuencias especificas)



Ensayos de mono-hibridos

Dominio de
A/ activacion
El dominio de

activacion interactua
» con la polimerasa

T Polimerasa
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El dominio de unién al DNA como una El plasmido 2
fusion traduccional con el gen que codifica para el dominio de activacion
codifica para otra proteina en el
plasmido 1




Ensayos de interaccion

Proteina - Proteina

(por ejemplo, determinacion de
dimerizaciones proteicas)



Ensayos de di-hibridos

Los dos dominios de la proteina Gal4 no necesitan
transcribirse en una unica proteina. Pueden
fusionarse a otras proteinas
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. activacion  g[ dominio de
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El dominio de union al T .
DNA interactua con el Polimerasa
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Medida de la actividad de un gen indicador
(por ej. Visualizacion de colonias azules)



Ensayos de di-hibridos

Los plasmidos que transportan las distintas
construcciones se expresan en levaduras

( Plasmido 1 '

El dominio de union al DNA como una
fusion traduccional con el gen que
codifica para otra proteina en el
plasmido 1

Medida de la actividad de un gen
indicador (por ej. Visualizacion de
colonias azules)
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;Cuales son las principales aplicaciones del
sistema del Doble Hibrido?

e Analisis de proteinas conocidas para detectar su interaccion con otras.
Escaner de un conjunto de proteinas (biblioteca cDNA) que se unen a una
proteina diana.

« Identificacion de nuevas proteinas diana para intervencion farmacéutica.

« Determinacion de residuos especificos involucrados en la interaccion entre dos
proteinas. En el sistema de doble hibrido, la fuerza de activacion generalmente
es proporcional a la fuerza de interaccion. Mutaciones en alguna de las proteinas
interaccionantes disminuyen la fuerza de union y asi, la actividad “reporter”
puede indicarnos residuos involucrados en el contacto proteina-proteina.

e Encontrar compuestos exogenos que modulen las interacciones proteicas, es
decir, que las debiliten o fortalezcan. Como resultado, se esperaria que los
compuestos con una interaccion mas débil tuvieran menor expresion de sus genes
reporter.



Ensayos de interaccion
Proteina - RNA



Ensayos de trihibridos

Hybrid
protein 2
e .
domain 2 Jactivation
domain
;Cuales son las
construcciones
. Hybrid
necesarias? protein 1

]

—

ONA binding site reporter gene

|

LexA op KIsT

ANA
binding
domain ¥




Activation
‘domain
I
RNA pol
I
- Activation
| domain
I
RNA pol

X
Activation
domain
]
RNA pol
X Activation
doma’ln

RNA pol

gen necesario para crecim.

gen téxico

gen necesario para crecim.

gen téxico

Activation
- domain

RNA pol

gen nhecesario para crecim.

growth
forward reverse

00
([
00

— (]
00

n-hybrid

one-
DNA-Proteina

two-

Proteina-Proteina

three-
RNA-Proteina






