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RESUMEN 

XlIntlwphyllomyces dendrorlwus (=Plwffill 
rhodot,yma ), es una levadura basidiolllicética caroleno
génica, en la cual aspectos importa~les de su biologia, 
COI/lO la organización general su genoma, número de 
cromosomasynivel de ploidía, aún no son complerameme 
entendidos. En atención a esto, se han orientado esfuerzos 
hacia la obtención de marcadores genéticos de auxotrofia, 
pigmentación y resistencia a antibióticos. Además. se ha 
progresado lentamente en estudios moleculares con el 
objetivo de aumentar el cOl1ocimiento·,de su genética, 
mediante el desarrollo de procedimientos de 
transformación genética, los cuales tienen IIna eficiencia 
baja. 

Con el objeto de construir un vector de clonado 
de XdendrorllOus, se describen los experimentos para 
lograr el c/onamiento de Secuencias de Replicación 
Autónoma (ARS) de este basidiomicete en la levadura 
Saccharomyces cerevisille. Para ello se procedió a 
transformar la cepa FBLl -8B de S. cerevis;ue con clones 
recombinantes de la genoteca de X.,lendrorlwlI$ 
construida en el vec tor de in legración Y1p5. Como 
resultado se lograron 4 transformantes URA3+ de S. 
cerevisillc, denominados 6(1), 37(1), 38(1) Y 38(4). 
Adicionalmente se realizaron experimentos de rescate de 
p/ásmidosmediante transformación de E. coli DH5a con 
• Finnnciado por: Convenio O.I.O. Universidad de Chile- C.s.l.C. 
de España y Fondecyt 197-0456. 

DNA fatal de los trans/ormantes de levadura, resca
tándose 6 clones recolllbinantes. El análisis de restricción 
de los plásmidos, indicó que 5 SO /1 idénticos, estando 
(ormados por el vector Y1p5 (5.4 kb) Y 3 ji·agmenlosBamH1 
de 7.7, 2.4 Y J.5 kb. El olro carece del inserto de 2.4 kb. 
La retransjormación deS. ceuvi$·iae con estos plásmidos 
se presentó en a/lafrecuencia y sugiere /a presencia de 
IIn ARS. El subc/onado de los insertos indica que lafunción 
ARS radica en el mayor y corresponde a un rearreglo del 
vector e inserlo. 

SUMMARY 
. 
XtllttllOpllyllomyces demlrorllOlIs (=. Pluiffia 

rltodol,yma) is a carolenogenic basidiomycetous yeas! in 
whiclr main aspecf o/ its biology such as genome 
organization, chrOIllOSOllle nUlllber and ploidy level are 
110t well understand. Currently, several e./Jorts are in 
progress lo obtain auxolrophy, antibiotic resisfance and 
color genefics lIIarkers. In addirion, the progress 01 
molecular studies has been slow, reslllring i/1 the 
development of a poor Iransformatiol1 system wit/¡ 10lV 
efficiency 

¡Ve describe an assay lo the cloning of AlltOIlO-
1II0l/sly Replicating Sequences (ARS) [rom X. demlrorholls 
in S. cerevis;ae to elaborate a c/oning vector of this 
basidiol1lycetol/s yeasl. For this pwpose, lhe S. cerevisiae 
FBLl-8B II'(7S transformed lI'ilh DNA ofaX. demlrorltOlls 
genome librar y constrllcted in Ihe yeast illtegratil1g vector 
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Y1p5. We obfoinjour IIra ~ fronsjormontsnomed 6(1),37(1), 
38(1) and 38(4). In addifion, IVe have perjormed an E. 
coli reselle experimenl using j}//rifled DNAfrom lhefour 
yeas! Iransformants. IYe oblain six clones in E. coli DH-
5a strain, five oJ the/ll IVere identical carrying the Ylp5 
(5.4 kb) vector plus three jrogments oj X del/drorlto/ls 
DNA oJ7. 7,2.4 and 1.5 kb. Theolherclon has/osr the 2.4 
kb fragmento Aditionally, re-transjormalion experiment 
in S.cerevisille IVilIJ Ihe reseue plasmids yield high 
freeueney of transJormalion. The subcloning oJ [he 
differenr fraglllents suggest lhal lhe ARS fimetiol1 was in 
Ihe 7.7 kb fragmel1t and restric¡;on maping indicale Ihm 
Ihis Ji"agmenl resull ola rearrangement between lile vec
tor and X tlemlrorltolls DNA. 

INTRODUCCION 

XlwtllOp"yllomyces llemlror/lOl1s es una levadura 
carotenogénica recientemente clasificada como basi
diomicete (Golubev, 1995), aislada deexud.:'ldos de árboles 
en regiones montmlosas y fr ías de Alaska, Japón y de Ru
sia (phaff & Stanner, 1989). Posee la capacidad de fe rmen
tar glucosa y sintetizar carotenoides, entre éstos se obser
va la presencia de fitoeno, neurosporeno, licopeno, p
caroteno, equinenona, 3-hidroxiequinenona, fenicoxantina, 
astaxantina (3,J' -didehidro- p,ll-carolen-4,4-diona) Y otros, 
siendo la astaxantina su pigmento principal (Andrewes el 
01 .. 1976). 

El desarrollo de la genética de X tlemlror/wlIs, está 
limitado debido a la imposibilidad de realizar análisis 
genéticos que involucren cruzamientos y el subsiguiente 
análisis de los productos meiót icos. Esto representa un 
enorme obstáculo para resolver asuntos fundamentales 
como la mantenCión de la diversidad genética, organiza
ción de su genoma y otros aspectos de su biología, tales 
como el control genético de la carotenogénesis. Como al
ternativa para sobrepasar dichas dificultades, se han desa· 
rrollado sistemas de análisis genético parasexualmediame 
la formación y regeneración de protoplastos (Hermosilla el 
al., 1995), que pennitió realizar ffilálisis decomplementación 
mediante la fusión de prolOplastos de cepas auxótrofas y 
afectadas en la carotenogénesis (Retamales et al. , 1998). 
Adicionalmente, la lIansfonnación genética de X. tlemlro
rllO/ls , puede ser una herramienta esencial de análisis 
genético de esta levadura que permitirá el estudio del con· 
trol genético de la síntesis de earotenoides. Sin embargo, 
los sistemas de transformación en X. tlelldrorllO/lS se han 
limitado, por las características de esta levadura . No obs
tante, recientemente se ha descri to la transformación de la 
levadura utilizando un plásmido IXJrtador del gen URA3 de 
S. cerevisille y un ge n bacteriano de resistencia a 
kanamicina (Km ') como marcadores genéticos (Adrio & 
Veiga, 1995). Otros métodos., han utilizado ONA ribosómico 
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que conduce a una mayor frecuencia de transformaciól 
debido a la integración en alto número de copias del DN, 
transformante (Wery et al., 1997) O bien electroporació 
con ONA cromosómico lineal (Rubinstein el al., 1996). E 
nuestro laboratorio hemos logrado la transformación d 
cepas mutantes de carotenogénesis de X. de"drorltm, 
mediada por eventos de integración uti li zando un 
genoteca de la levadura en un vector de integración de,' 
cerevisü,e (Martinez el al., 1998). A pesar de ello, los resu 
tados son poco estimulantes y solo se obtiene una baj 
frecuencia de transfonnación, la dificultad se debe princ 
palmente a que hasta el momento no existe un vector par 
transformación. La eficiencia de los sistemas de clonad 
de genes en ho ngos depende de la disponibilidad d 
vectores para el desnrrollo de los respectivos sistemas é 
transferencia y expresión génica. La carencia de vecton 
de clonado real mente eficientes de X del/dror/lOus, se del 
en parte a la falta de buenos marcadores genéticos y de 1 

disponibilidad de secuencias de replicación autónOlll< 
(ARS) que funcionen como replicadores en este orgalli~ 
1110 . En este trabajo se utilizó un vector de integración de, 
cerCI'ú-itte pma aislar secuencias de replicación autónon: 
de X. demlrorlwlIs. 

MATERIALES Y METO DOS 

CelIas 
En este trabajo se utili zó la cepa portadora { 

deleciones FYBLl-8B (a, uraJ-ó85 1; leu2-ó 1; hisJ ·ó20l 
. Iys2-ó202) de S. cerevisille, como huésped para trausfo 
mación con la genoteca de X. dendrorlwus en el vector < 
integración YIp5. Escherichia eoli OH-5a, fue utiliza< 
para constui r la genoteca de X. del1drorlwlls en YTp5 
para el rescate de plásmidos a partir de los transfonnanll 
de levad ura . La ce pa sil vest re veo 67-385 de ; 
demlrorllOus, American Type Culture Collection (ATC( 
242JO, fue utilizada como dador de DNA genómico para 
construcción de la genoteca. Todas las cepas tran 
formantes de S. cerevi ... ille fueron desarrolladas en med 
YNB suplementado con los requcrimientos nutricionílle 
excepto uracilo a 30 oC, utilizando glucosa al 2% con 
fuente de carbono. X. dellllrorlwlls fue cultivada en med 
YM con agitación a 22°C, según la técnica descrita por P 
el al, (1989). E. coli flle cultivada en medio LB en presenc 
de ampicilina a una concentración final de 100 ~lglmL 

Tnmsformación de S. cerevisille y E. coli: 
La cepa FYBLl-8B fuc tnmsfOnllada con ONA ( 

mezclas de 100 clones diferentes de la genoteca de . 
dendrorlwIIs, mediante la técnica del acetato de litio. L 
células fueron lavadas con agua estéril , luego lavadas l 
LiAc 100 ntM" y finalmente resuspendidas en LiAc I 00 m~ 

Para la transfonnación se utilizó 50 ¡..tI de·células en LiJ 



100 mM, 240 ¡.ti de polietilen-g1 icoI50'%w/v, 60 ¡..tgdeDNA 
carrier y 1 Ilg de ONA de la genoteca. Posteriormente se 
incubó por 30 mino a 30 oC, seguido de un pulso a 42 oC 
durante 20 mi no Las cé lulas transfo rmadas fueron 
resusllendidas con 1 mi de agua estéril y plaqueadas en 
medio selectivo (YNB sin uracilo). Para el rescate de 
Illásmidos, se preparó DNA tolal de los transfonnantes de 
levadura y se utilizó p.1rn transformar E. cofi OH-50. me
diante clectroporac ión e n un apa rato BioRad. Las 
transformantes bacterianas fueron seleccionadas cn me
dio LB con ampici lina a lila concentración de 100 ¡..tg/ml y 
luego fueron chequeadas para sensibilidad a tetraciclin<l. 

An ;ílisis de los pl;ísmidos: 

El ONA plasmidial fue purifi cado mediante la téc
nica de la lisis alcalina (Birboin & Doly, 1979) y fue analiz.1-
do mediante digestión con endonucleasas de restricción, 
seguido de electroforesis en geles de agarosa al 0.7% en 
TBE más 0.5 uglml de bromuro de elidio. Para el subelo
namiento, las bandas de ONA inserto en el vector Vlp5 , 
previamente sep.1 radas por electroforesis, fueron cortadas 
del gel y el DNA fue purific.1do media nte la técnica de 
geneclcan. Luego, cada banda de DNA fue mezclada con 
el vector VIp5, ligada con T4 ONA Iigas.:1 y se ulili zó dicha 
mezcla para transformar E. cofi OH-50. por electroporación 
y S. cerevisiue por la técnic.1 del Acetato de Litio. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Selección de tran~formantcs Imt3+ de S. cerel-úiue 
La Figura I muestra la estrategia utilizada para el 

clonado de secuencias de rcplicación autónoma de X. 
de",lror!uJIIs en S. cerevisiae, bas.:1da en la util izada por 
5tll0l1 el al., (1979) . Para el lo se conslruyó una genoteca 
de X. demlrorllOlIs en el sitio BOI/I HI del v.ectorde integm
ción VIp5 deS. cere,';siae. 

El análisis de los clones recombinanles (amp' ,tet') 
de la bacteria E. coli OH-5a indicó que la genoteca tiene un 
tamaño de inserto de DNA de X. demlrorl lOlIS de aproxi
madamente 8 a 10 kb Y flLe agrup.1da en mezclas de 100 
clones diferentes. En una primera etapa se purificó DNA 
plasmidial de 6 grupos de la genoteca (aproximadamente 
600 clones) y se transformó la cepa FYBLI-8B de S. 
cerevisiae. 

Como resultado se observó la aparición de 4 
transfonnantes lira' que fueron denominados 6( 1), 37( 1), 
38(3) Y 38(4). En una segunda etapa se preparóONA de 30 
gOlpos adicionales de la genoteca y se volvió a transfor
mar a la cepa FYBL 1-8B de la levadura, seleccionándose 3 
Iransfonnantes ura' (datos no mostrados). 

Rescate de Illásmidos de tr:m~fornlllnlcs de S. cerevisiae 

AI$lamienlO de secuenclos de replicación J. Alcalno el al. ' 
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Figura 1. Esquema de clon:,ción de una secuencia de 
"eIllicación aulónom a ARS. (Adaptado de 5tinchcomb, 
O. et al. (1980) Proc. Nat!. Acad. Sci. 77: 4559 -4563.) 

en E. coli. 
Oebido a que la cepa FYBL 1-8B (ura') de S. 

cerevis;ae tiene ,una dc]cción en el gen UJ?.13 , el vector de 
integración Vlp5 no puede transfonnar a ura3 t por integra
ción. La aparición de transfonnantes ura3+ de S. cerc..~,isi(le 

puede ser explicada solamente si el vector VIp5 ha adquiri
do un rragmento de ONA de X. IlemlrorlJOlIs portador de 
una secuencia ARS que le confiere la capacidad de 
replicarse en la levadura y por lo tanto mantenerse como 
un elemento ex1racromosómico. De ser así, entonces sería 
posible rescatar plásmidos recombinantes mediante tfans
fonnación de E. co/i con ONA genómico intaclo de los 
transformantes de la levadu ra. Para probar lo anterior, se 
purificó DNA total de los lra nsformanles 6( 1), 37( 1), 38(3) 
Y 38(4) de S. cerevis;fle y se ulilizó en experimentos de 
resCt:1tede plásmidos t ransformando E. coli DH-5a. 

La tabla 1 muestra los resultados de la transforma
ción bacteriana con el ONA de los transfonnantes de S. 
cerev;s;ae e indica que todos tienen la capacidad de pro
ducir transformantes Ap' de E. coli. El aná lisis del ONA 
mediante electroforesis en geles de agarosa, ind ica la pre
sencia de plásmidos recombinantes. En la tabla I se mues-
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tra también la re· transfonnación de lacepaFYBL1·8B deS. 
cer ev;s;fle con DNA plasmidial rescatado en E. coli. Los 
resultados indican que los p lásmidos de los clones 37(1 ), 
38(3) Y 38(4) re-transforman en alta frecuencia a la levadura 
y aquellos provenientes del clan 6(1 ) no tienen la capaci
dad de re-transformar, sugiriendo que no son portadores 
de un ARS. 

Tllbla I. T ransformación de E. coli y S. cer evisiflt!. 

Cla n de Transfornl.1ntes 
Levadura E. coli S. cen'l'isiut! 

(Transfon nantes (T rn nsf OTlllantes! 
tota les) ug DNA) 

YII)5 > 104 O 

6(1 ) 2 O 

37(1) 39 52 

38(3) 2 18 I I 

38(4) 178 28 

Aná lisis del DNA Illasmidi:d rescatado en E. coli. 
Se realizó un estudio del ONA plasmidial rescatado de los 
clones de S. cer evis;flt! en E. coli mediante electroforesis 
en gel de agarosa Se analizó 6 plásmidos de cada uno de 
Jos clones 37( 1),38(3) Y 38(4) Y 2 del clan 6(1 ). Todos t ie
n en p lásmidos similares en tamM o excepto aquellos 2 pro
venientes del cla n 6( 1). Posteriormente, se analizó media n
te d igestión con la endonucleasa Bam Hl los 6 plásmidos 
provenientes de 3"7( 1), observándose que S de ellos son 
iguales y contienen 3 f ragmentos de DNA denollli na~os : 

A de 7.4 kb, B de 2.4 kb Y C de 1.5 kb, además del vector 
Ylp5 (5.4 kb). E l otro p lásmido carece de la banda 8 (ver 
figu ra 2). Sin embargo, todos tienen la capacidad de re
lransfonnar en a lta frecuencia a S. cer evisille, sugiriendo 
que el fragmento 8 no contiene la función ARS. L1S ban
das A, B Y e fueron purificadas a partir de un gel de agarosa 
uLi lizandoel k it de extracción "geneclean" de 810 10 1. La 
figura 3 muestra los fragmentos ai slados que posterior
m ente fueron utilizados pa ra ligar al vector Ylp5 en forma 
independiente. Con cada mezcla de ligado se transformó E 
coli OH-5a, seleccionando los clones Ap', tc' , portadores 
de los respectivos insertos. Los plásmidos resultantes fue
ron denominados como pA, pB Y pC de acuerdo al inserto 
q ue cada uno portaba . Experimentos de re-transformación 
de E. coli con estos plásmidos da como resultado un gran 
número de lransfon n antes, indicando que tienen la capaci -
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F igura 2. Digest ión con /JumHI de Ilhísmidos obteni¡ 
de 6 coloni llS transfo rm antcs de E.coli con el¡llllSmi 
37(1). Carriles 1 y 9 DNA del bacteriofago lambdal HiJ 
utiliL1docolllo estándar de tanmlos moleculares; 2) Y1 
digerido con Ball/H!, 3) clan 1; 4) clan 11; 5) clan IU; 6) cl 
IV; 7) clon V; 8) cla n VI. 

dad de tra nsformar a la bacteria como era esperado. PO! 
riormente se real izó un a nális is de restricción de c, 
plásmido, ulilizando las enzimas Bam Hl y PstI (ver Fig 
4). Los resultados muestran que el plásmido pA está co 
litu ido por solo una ba nda de DNA de 7.2 kb. Si n embar 
se esperaban dos bandas, una de 7 .2 kb que correspol 
al fragmento A del clan original Y otea de 5.4 kb correspt 
diente al vectorYlp5 (ver Figura 4a carriles I y 2). E l an: 
s is de la d igestión con BamHI indica que el pl¿\smido 
está constituido de dos fragmentos, uno de 5.4 kb, con 
pondiente al vector Yip5 y otro de 2.4 kb correspondie 
al fragmento 8 del plásmido original. Simila rmente, 
plásmido pC está formado por dos fragmentos uno de . 
kb correspondiente al vector Ylp5 y el otro de 1.5 kb ( 
co rresp o nd e a l f rag me nto C de l c la n o rigin 
Adicionalmente, la digestión del vector YIp5 con PstI 
como resultado dos fragmentos, uno de 3.3 kb Y otro 
2.2 kb en el cual se encuent ra el silio Bam Hl (ver Figura 
carril 8) . E l patrón de d igestión con PstI de los plásmil 
pA, pB Y pC, ind ica que todos son portadores de la bar 
de 3.3 kb correspondiente al vecto r Yip5 y que la banda 
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Figunt 3. Purificación de las band:ts A, B)' C:l p:t.1ir de 
UII gr.! . El carrill y 5 DNA del bacteriofago lamlxla dige
ridOCOll HimlIlI, 2) fmgmento A (7,4 kb), 3) fmgmcll lo B 
(2,4 kb) Y 4) f ragmelllo e (1 ,5 kb). 

2.2 kb h,1 sido modificada por la inserción dc ulla pieza de 
DNA en el sitio BomHI (ver Figura 4b, ca rriles 1 al 7). La 
Figura 2 muestra los resultados esperados para cada 
plásmido (pA, pB Y pC) Y se observa que los datos obte
nidos para pB y pe concuerdan COIl lo esperado, no sien
do el caso para pA, ya que el DNA plasmidial obtenido de 
los transfonnantes presenta un tamaJl0 similar al de la ban
da A aislada. Este resultado sugirió que la banda A corres
ponde a YIp5 con un inserto, el cual .sufrió un rearreglo 
genético que significó la pérd ida de UIl sitio de corte Bom HI. 
Para confirmar esta hipótesis, la banda A se autoligó y 
posteriormente se transformó E. coN, seleccionándose 
clones Ap' , Te' si milares a pA en sus características 
electroforéticas. 

Estructura del 1)lásmido rCJllicativo aislado cn S. 
cerevisille. 

El análisis de digestión, sugiere que el plásmido 
original tendría un tamaño molecular de aproximadamente 
16.5 kby estaría conformado por tres fragmentos de DNA 
de 7.2, 2.4 Y 1.5 kb además del vector Yip5 de 5.4 kb. 
Adicionalmente, el fragmento A, correspondería a un 
rearreglo del vector Ylp5 y UIl inserto de DNA de X. 
demlrorllOus cuyo tamafio total es de 7.2 kb. 

Con el objetivo de detenninar el fragmenlo de 
DNA de X. dellllror/wlIs portador de la secuencia ARS, se 

AislolllienfO de secuencias de replicación J. Alcaino el al. 

., 

_A(7A) 
-Ylp5 

_IJ (2 . .1) 

_C (1.5) 

~~",íOz:4:: 6 6 7 8 

Figura..J. Análisis dc transformantcs (E.coli) con cada 
uno dc los fragmcntos A, B Y e subclonadosen YIJ)5. En 
ambos casos el primer carril corresponde a DNA del 
bacleriofago lambda/Hilldlll. A : Digestión con BamHI : 
c(1fril I y 2 corresponden a pA (7,2 kb), carril 3 y 4 corres
ponden a pB (5,4 kby 2,4 kb), carril 5, 6 y7 corresponden a 
pC(5,4 kby 1,5 kb) ycanil 8correspondea Ylp5 (5,4kb). B: 
Digestión del DNA clones con PsII : carriles l y 2 corres
ponden a pA (3,9 kby 3,3 kb), carril 3 y 4 corresponden a 
pB (2 fragmentos de 3,3 kb y lIllO de 1,2 kb), ca rril 5, 6 y 7 
corresponden a pe (3 ,8 kb Y 3,3 kb) y carril 8 corresponde 
a Ylp5 (3,3 kby 2,2 kb). 

realizó un análisis de transformación de S. cerevisiae. Para 
ello, el DNA de los clones pA (autoligado), pB y pC, fue 
utilizado para transfonnar S. cerev;s;ae, cepa FYBL 1-8B, a 
u 'dográndose aproximadamente 3800 transfonnantes con 
pA con una frec uencia de trallformac ióll de 1580 
transfomanteslli g de DNA. Con los plásmidos pB y pC no 
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Figu1'll5. Mal.:l de restricción de YRpA. 
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se obtuvieron transforma ntes. Este 
resultado indica que la función ARS 
radica en pA. Este último plásmido 
fue denomi nado como YRpA, dcbi~ 
do a que funciona romo un plásmido 
replicativo en S. cerevisiae. Final· 
mente se contruy6 un mapa de res· 
tricción de este plásmido replicativo 
YRpA tal como se muestra en la Fi~ 
gura 5. La prueba de su flU1cionalidad 
en la levadura X. c/enc/rorholls no 
fue posible debido a que aún no se 
dispone de un marcador genético de 
selección para dicho organismo, 
proceso que se encuentra en desa~ 
Hallo en nuestro laboratorio. 
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