Plasmídios Levedura

Eucariotos, particularmente algas e fungos,  também possuem plasmídios na natureza. Os fungos filamentosos apresentam uma grande diversidade de plasmídios lineares e circulares que habitam principalmente suas mitocôndrias. Já leveduras, como Saccharomyces cerevisiae apresentam o chamado plasmídio 2  que existe na natureza como um círculo de 6300 pares de base, presente com cerca de 50 cópias no núcleo da célula. Tal qual os cromossomos celulares, o plasmídio 2  também é coberto por nucleossomos e o processo replicativo acontece uma vez por ciclo celular, acompanhando assim a replicação do DNA genômico.  Entretanto, no seu processo de replicação o plasmídio 2  contém duas cópias de uma sequência de 600 pares de base invertidas que codificam uma recombinase responsável pela recombinação justamente entre essas duas repetições, o que leva a replicação da molécula a progredir na forma de círculo rolante, permitindo a produção de várias cópias do plasmídio por ciclo celular. 

A descoberta de plasmídios naturais de leveduras, e o concomitante desenvolvimento das técnicas de clonagem e manipulação de ácidos nucleicos logo favoreceu a elaboração de novas moléculas de DNA autônomas mais apropriadas para a transformação genética de Sacharomyces cerevisiae. Os plasmídios próprios para uso em S. cerevisiae são contruídos de maneira a permitir também etapas de clonagem e amplificação em E. coli, sendo assim chamados de vetores ponte. A passagem do vetor ponte por E. coli é obrigatória principalmente para obtenção de clones contendo os plasmídios recombinantes, o que permite seu isolamento em quantidades suficientes para a transformação de S. cerevisiae que é um processo ainda mais ineficiente que o mencionado anteriormente para E. coli. Os pre-requisitos básicos para a construção de um vetor ponte incluem: origem de replicação e gene de seleção de transformantes para cada um dos organismos hospedeiros. Assim, além da origem de replicação bacteriana, o vetor ponte deve ter uma origem de replicação em levedura. Os chamados vetores multi-cópias, ou epissomais, de levedura (YEp) contém como origem de replicação as repetições de 600 pares de bases do plasmídio 2 Alternativamente, o plasmídio pode conter uma origem de replicação idêntica ao de um cromossomo (sequência ARS) e também uma região centromérica (YCp), o que torna o plasmídio YCp  menos frequente no interior do núcleo, mas com estabilidade maior que os plasmídios YEp. Há também os vetores ditos integrativos (YIp) que não possuem origem de replicação própria de levedura, e como o próprio nome prediz eles devem se integrar em um dos cromossomos da célula. O processo de integração se baseia na alta capacidade de S. cerevisiae realizar recombinação entre segmentos de DNA cujas extremidades contém sequências homólogas a um dado locus cromossômico. Assim, o plasmídio integrativo é linearizado por digestão com enzima de restrição com sítio em um segmento de DNA que deve ter correspondência homóloga a algum locus cromossômico, e é exatamente nesse locus que ele deve se integrar. Resumindo temos que: YCp são autônomos, contém uma região centromérica, conferindo estabilidade mitótica de 90% mantendo 1 a 4 cópias por núcleo. YEp são autônomos, menos estáveis que os centroméricos,  contém as origens de replicação do plasmídio 2,  levando a um alto número de cópias por célula.  YIp não são autônomos, precisam ser integrados no genoma nuclear para se propagarem, o que também garante estabilidade mitótica próxima de 100%, e são integrados em uma única cópia por célula.
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ARG+

All wild

-

type alleles controlling 

arginine

requirement

ARG2

A locus or dominant allele

arg2

A locus or recessive allele 

confering

an 

arginine

requirement

arg2

-

Any arg2 allele 

confering

an 

arginine

requirement

ARG2+

The wild

-

type allele

arg2

-

9

A specific allele or mutation

Arg

+

A strain not requiring 

arginine

Arg

-

A strain requiring 

arginine

Arg2p

The protein encoded by ARG2

Arg2 protein

The protein encoded by ARG2

ARG2 

mRNA

The 

mRNA

transcribed from ARG2

arg2

-

D1

A specific complete or partial deletion of ARG2

ARG2::LEU2

Insertion of the functional

LEU2 

gene at the 

ARG2 

locus, and 

ARG2

remains functional and dominant

arg2

::

LEU2

Insertion of the functional 

LEU2

gene at the 

ARG2

locus, and 

arg2

is or became nonfunctional

arg2

-

10::LEU2

Insertion of the functional 

LEU2

gene at the

ARG2

locus, and the specified arg2

-

10 allele which is 

nonfunctional

cyc1

-

arg2

A fusion between the 

CYC1

and 

ARG2

genes, where both are nonfunctional

PCYC1

-

ARG2

A fusion between the 

CYC1

promoter and 

ARG2

, where the 

ARG2

gene is functional


A seleção em S. cerevisiae baseia-se principalmente na complementação de uma incapacidade nutricional (auxotrofia) da linhagem hospedeira. Assim linhagens com deficiência para síntese de uracila ou leucina por terem alelos ura3 e leu2 inoperantes são complementadas por plasmídios contendo os alelos ditos selvagens URA3 e LEU2.  O processo de seleção dos transformantes é, dessa forma, realizado em meio mínimo de cultura não suplementado com os respectivos nutrientes.  
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Ylp YEp YRp YCp

Plasmid
E. coli genes or segments
ori, blas tet +
Yeast genes or segments
URA3; HIS3; LEU2; TRPI; LYS2; eic.
leu2-d
2 um; 2 pm-ori REP3;
ARSI; ARS2; ARS3; eic.
CEN3; CEN4; CENI I etc.
Host (veast) markers
wra3-32; his3-Al; leu2-Al; trp1-A1; lys2-201 etc.
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Por sua vez, os cromossomos artificiais de S.cerevisiae foram desenvolvidos anteriormente ao sistema BAC, sendo chamados de YAC.  Os YAC carregam consigo uma origem de replicação, um centrômero de levedura, dois telômeros de levedura, um em cada ponta, pelo menos um marcador selecionável e sítios para enzimas de restrição para clonagem. A presença de telômeros permite que esses vetores se mantenham lineares e sejam replicados como um cromossomo nativo. Em vetores YAC podem ser clonados segmentos de tamanho médio de 1.000.000 de pares de bases. Entretanto, eventos de recombinação entre as sequencias inseridas nos YAC pode ocorrer e foram um dos motivos que levaram ao desenvolvimento do sistema BAC como alternativa a clonagem de grandes quantidades de DNA. 

O emprego de YAC e BAC  deve  ser considerados em situações que envolvam a caracterização de grandes regiões genômicas, e foi fundamental  em projetos de sequenciamento de genomas muito complexos, como o humano e de plantas.  Mais recentemente, esse vetores foram empregados para a construção do primeiro organismo sintético construído pelo homem, o Mycoplasma mycoides  JCVI-syn1.0  comprovando o incrível potencial da técnica. 

[image: image3.png]GENE ENZIMA SELECAO
HIS3 Imidazol glicerolfosfato desidratase Histidina
LEU2 | B-Isopropilmalato desidrogenase Leucina
LYS2 o-Aminoadipato redutase Lisina
TRP] N-(5'-fosforibosil)- antranilato isomerase | Triptofano
URA3 Orotidina-5'fosfato decarboxilase Uracil
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