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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous (=Phaffia
rhodozyma), es una levadura basidiomicética caroteno-
génica, en la cual aspectos importantes de su biologia,
como la organizacién general su genoma, nimero de
cromosomas y nivel de ploidia, ain no son completamente
entendidos. En atencion a esto, se han orientado esfuerzos
hacia la obtencion de marcadores genéticos de auxotrofia,
pigmentacion y resistencia a antibioticos. Ademas, se ha
progresado lenfamente en estudios moleculares con el
objetivo de aumentar el conocimiento-de su genética,
mediante el desarrollo de procedimientos de
Iransformacion genética, los cuales tienen una eficiencia
baja.

Con el objelo de construir un vector de clonado
de X.dendrorhous, se describen los experimentos para
lograr el clonamiento de Secuencias de Replicacién
Autdbnoma (ARS) de este basidiomicere en la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Para ello se procedié a
transformar la cepa FBL1-8B de S. cerevisiae con clones
recombinantes de la genoteca de X.dendrorhous
construida en el vector de integracion Yip5. Como
resultado se lograron 4 transformantes URA3* de §.
cerevisiae, denominados 6(1), 37(1), 38(1) y 38(4).
Adicionalmente se realizaron experimentos de rescate de
pldsmidos mediante transformacion de E. coli DHS a con
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DNA total de los transformantes de levadura, resca-
tandose 6 clones recombinantes. Il andlisis de resiriccién
de los plasmidos, indicé que 5 son idénticos, estando
formados por el vector YIpS (5.4 kb) y 3 fragmenrtos BamHl
de 7.7, 2.4y 1.5 kb. El otro carece del inserto de 2.4 kb.
Laretransformacion de 8. cerevisiae con estos pldsmidos
se presento en alia firecuencia y sugiere la presencia de
un ARS. El subclonado de los insertos indica que la funcion
ARS radica en el mayory corresponde a un rearreglo del
vector e inserto.

SUMMARY

)\(ant/wplzyllo”ryces dendrorhous (=. Phaffia
rhodozyma) is a carotenogenic basidiomycetous yeast in
which main aspect of its biology such as genome
organization, chronwosome number and ploidy level are
not well understand. Curvently, several efforts are in
progress to obtain auxotrophy, antibiotic resistance and
color genetics markers. In addition, the progress of
molecular studies has been slow, resulting in the
development of a poor transformation system with low
efficiency.

We describe an assay to the cloning of Autono-
mously Replicating Sequences (ARS) from X. dendrorhous
in 8 cerevisiae to elaborate a cloning vector of this
basidiomycetous yeast. For this purpose, the S. cerevisiae
FBL1-8B was transformed with DNA of a X. dendrorhous
genome library constructed in the yeast integrating vector
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Yip3. We obtain four ura* transformants named 6(1), 37(1),
38(1) and 38¢4). In addition, we have performed an E.
coli rescue experiment using purified DNA from the four
yeas! transformants. We obtain six clones in E. coli DH-
Sa strain, five of then swere identical carrying the Yip5
(5.4 kb) veclor plus three fragments of X. dendrorhous
DNA of7.7. 2.4 and 1.5 kb. The other clon has lost the 2.4
kb fragment. Aditionally. re-transformation experiment
in S.cerevisiae with the rescue plasmids yield high
frecuency of transformation. The subcloning of the
different fragments suggest that the ARS function was in
the 7.7 kb fragment and restriction maping indicate that
this fragment result of a rearrangement between rhe vec-
tor and X. dendrorlious DNA.

INTRODUCCION

Xanthoplyllomyces dendrorhous esuna levadura
carotenogénica recientemente clasificada como basi-
diomicete (Golubev, 1995), aislada de exudados de drboles
en regiones montafiosas y frias de Alaska, Japén y de Ru-
sia (Phaff & Stanuer, 1989). Posee la capacidad de fermen-
lar glucosa y sintelizar carotenoides, entre ésios se abser-
va la presencia de fitoeno, neurosporeno, licopeno, f-
caroteno, equinenona, 3-hidroxiequinenona, fenicoxantina,
astaxantina (3,3 -didehidro- B, f-caroten-4,4-diona) y otros,
siendo la astaxantina su pigmento principal (Andrewes ef
al., 1976).

Eldesamrollo de la genética de X. dendrorhous, est4
limitado debido a la imposibilidad de realizar andlisis
genéticos que involucren cruzamientos y ¢l subsiguiente
analisis de los productos meidticos. Esto representa un
enorme obstaculo para resolver asuntos fundamentales
como la mantencidn de la diversidad genélica, organiza-
cién de su genoma y otros aspectos de su biologia, tales
como el control genético de la carotenogénesis, Como al-
lernaliva para sobrepasar dichas dificultades, se han desa-
rrollado sistemas de andlisis genético parasexual mediante
la formacion y regeneracion de protoplastos (Henrosilla et
al., 1995), que permitié realizar analisis de complementacion
wnediante la fusion de protoplastos de cepas auxdirofas y
afectadas en la carolenogénesis (Relamales ef al., 1998).
Adicionalimente, la transformacion genética de X. dendro-
rhous, puede ser una herramienta esencial de analisis
genédeo de esta levadura que pernnitira el estudio del con-
trol genético de la sintesis de carotenoides. Sin embargo,
los sistemas de transformacion en X. dendroritous se han
limitado, por las caracteristicas de esta fevadura. No obs-
tante, recientemente se ha descrito la transformacién de la
levadura utilizando un plasmido portador del gen URAS de
8. cerevisiae y un gen bacteriano de resislencia a
kanamicina (Km") como marcadores genéticos (Adrio &
Veiga, 1993). Otros métodos, han utilizado DNA ribosoniico
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que conduce a una mayor frecuencia de transformacion
debido a la integracion en alto niimero de copias del DN,
transformante (Wery e/ al., 1997) o bien electroporacid
con DNA cromosdmico lineal (Rubinstein ef a/., 1996). E
nuestro laboratorio hemos logrado fa transformacion d
cepas mutantes de carotenogénesis de X. dendrorlion
mediada por eventos de integracidén utilizando un
genoteca de la levadura en un vector de infegracion de ¢
cerevisiae (Marlinez ef al., 1998). A pesarde ello, los resu
tados son poco estimulantes y solo se obliene una baj
frecuencia de transformacidn, la dificultad se debe princ
palmenie a que hasta el momento no existe un vecior pat
transformaciéon. La eficiencia de los sistemas de clonad
de genes en hongos depende de la disponibilidad d
vectores para el desarrollo de los respectivos sistemas ¢
transferencia y expresién génica. La carencia de veclort
de clonado realmente eficientes de X. dendroriious, se det
en parte a la falta de buenos marcadores genéticos y de |
disponibilidad de secuencias de replicacién auténom:
(ARS) que funcionen como replicadores en este organi
mo. En este rabajo se utilizo un vector de integracion de .
cerevisiae para aislar secuencias de replicacidn auténorr.
de X. dendrorhous.

MATERIALES Y METODOS
Cepas

En cste trabajo se vtilizd la cepa portadora ¢
deleciones FYBL1-8B (a, ura3-A851; leu2-Al; hig3- A201

*1ys2-A202) de S. cerevisiae, como huésped para transfo

macion con la genoteca de X. dendrorhous en el vector ¢
inlegracion Y1pS. Escherichia coli DH-5a, fue utilizac
para constuir la genoteca de X. dendrorhous en Y1p5
para el rescate de plasmidos a partir de los transformant
de levadura. La cepa silvestre UCD 67-383 de ”
dendrorhous, American Type Culture Collection (ATC(
24230, fue utilizada como dador de DNA gendmico para
consiruccion de la genoteca. Todas las cepas tran
formantes de S. cerevisiae fueron desarrolladas en med
YNB suplementado con los requerimientos nutricionale
excepto uracilo a 30 °C, utilizando glucosa al 2% conr
fuente de carbono. X. dendrorhouns fue cultivada en med
YM con agitacion a 22°C, segun la técnica descrita por A
et al, (1989). I, coli fue cuitivada en medio LB en presenc
de ampicilina a una concentracion final de 100 pg/nu.

Transformacién de S. cerevisiae y E. coli:

La cepa FYBL1-8B fuetransformada con DNA ¢
mezclas de 100 clones diferentes de la genoleca de .
dendrorhous, mediante la técnica del acetato de litio. L.
células fueron lavadas con agua estéril, luego lavadas ¢
LiAc 100 mM y finalmente resuspendidas en LiAc 100 md
Para la transformacion se utilizd 50 yl de células en Li/
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100 mM, 240 pl de pobietilen-glicol 50% w/v, 60 ng de DNA
carriery 1 pg de DNA de la genoteca. Posteriorente se
incubé por 30 min. a 30 °C, seguido de un pulso a 42 °C
durante 20 min. Las células transformadas fueron
resuspendidas con 1 ml de agua estéril y plaqueadas en
medio seleclivo (YNB sin uracilo). Para el rescate de
plasmidos, s¢ prepard DNA tolal de los transformantes de
levadura y se utilizo para transformar E. coli DH-5a me-
diante electroporacién en un aparato BioRad. Las
transformiantes bacterianas fueron seleccionadas en me-
dio LB con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mly
luego fueron chequeadas para sensibilidad a tetraciclina.

Anligis de los pldsmidos:

EIDNA plasiidial fue purificado mediante la téc-
nica de fa lisis alcalina (Birboin & Doly, 1979) y fue analiza-
do mediante digestién con endonucleasas de restriccion,
seguido de electroforesis en geles de agarosa al 0.7% en
TBE mas 0.5 ug/ml de bromuro de etidio. Para ¢! subclo-
namiento, las bandas de DNA inserto en el vector YIpS,
previaimenie separadas por electroforesis, fueron cortadas
del gel y el DNA fue purificado mediante la técnica de
geneclean. Luego, cada banda de DNA fue mezelada con
el vector Yip3, ligada con T4 DNA ligasa y se utihizé dicha
mezcla para transformar £. col/i DH-5a. por electroporacion
y 8. cerevisiue por la técnica del Acetato de Litio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de transformantes nra3* de S. cerevisine

LaFigura | muesira la estrategia utilizada para el
clonado de secuencias de replicacién auténoma de X.
dendrorhous en S. cerevisiae, basada en la utilizada por
Sthrul ef al., (1979). Para ello se construyd una genoteca
de X. dendrorhous en el sitio BamHI del vector de inlegra-
cion YIp3 de §. cerevisine.

El analisis de los clones recoibinantes (amp',let")
de la bacteria £ coli DH-5a indict que la genoleca Liene un
tamaiio de inserto de DNA de X. dendrorhous de aproxi-
madamente 8 a 10 kb y fue agrupada en mezclas de 100
clones diferentes. En una primera etapa se purificé DNA
plasmidial de 6 grupos de la genoteca (aproximadamente
600 clones) y se transfornd la cepa FYBLI1-8B de §.
cerevisiae.

Como resultado se observé la aparicién de 4
transformantes ura” que fueron denominados 6¢1), 37(1),
38(3)y 38(4). En una segunda elapa se prepard DNA de 30
grupos adicionales de la genoteca y se volvid a transfor-
mar a lacepa FYBL1-8B de la levadura, seleccionindose 3
transformantes ura* (datos no mostrados).

Rescate de plasmidos de transformantes de S. cerevisiae

EccRl Hindil
Bambi
Sal

URAS DNA de X dendrorhous
YipS

BarnHl
lﬂam H1 (
a B
L e | (
DNA | llgasa
lipsta
EcoRl Hinpill
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Sall
Yips - X.
dendrorhous
URAY DNA

1
cepa FYBL18B de S. cerevisiae

}

algunes plasmidos tibridoy

Yip5 no rinde
ranalomsnios que poran AAS 1Indc‘n
ura* wransiormanles ury

: %
Figura 1. Esquema de clonacién de una sccuencin de
replicacion auténoma ARS. (Adaplado de Stinchcomb,

D. etal. (1980) Proc. Nau. Acad. Sci. 77: 4559 -4563.)

en E. coli.

Debido a que la cepa FYBL1-8B (ura) de §.
cerevisiae tiene una delecion en el gen URA3, el vector de
inlegracién YIp5 no puede transformar a ura3* por integra-
cién. La aparicién de transformantes ura3* de S. cerevisiae
puede ser explicada solamente si el vector Y1ipS ha adquiri-
do un fragmento de DNA de X. dendrorhous portador de
una secuencia ARS que le confiere la capacidad de
replicarse en la levadura y por lo tanto mantenerse como
un elemento extracromosdénico. De ser asi, entonces seria
posible rescatar plasimidos recombinantes mediante trans-
fortacion de E. colf con DNA gendémico intacto de los
transformantes de la levadura. Para probar lo anterior, se
purificd DNA (otal de los transformantes (1), 37(}), 38(3)
y 38(4) de §. cerevisiae y se utilizd en experimentos de
rescate de plédsmidos transformando E. cofi DH-3a.

La tabla I muestra los resultados de la ransforma-
ci6én bacleriana con el DNA de los transformantes de S.
cerevisiae e indica que todos tienen la capacidad de pro-
ducir transformantes Ap' de £. cofi. El analisis del DNA
mediante electroforesis en geles de agarosa, indica la pre-
sencia de plasmidos recoiabinantes. En la tabla 1 se mues-
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tra también la re-transformacion de la cepa FYBL1-8B de S.
cerevisiae con DNA plasmidial rescatado en E. coli. Los
resultados indican que los pldsmidos de los clones 37(1),
38(3)y 38(4) re-transforinan en alta frecuencia a la levadura
y aquellos provenientes del ¢clon 6(1) no Lienen Ja capaci-
dad de re-transforinar, sugiriendo que no son portadores
de un ARS.

Tabla L Transformacién de £. coliy S. cerevisiae.,

Clon de Transformantes
Levadura E. coli S. cerevisiue
(Transformantes (Transformantes/
totales) ug DNA)
YIps > 10° 0
6(1) 2 0
37(1) 39 52
38(3) 218 11
38(4) 178 28

Anilisis del DNA plasmidial rescatado en E. coli.

Se realizd un estudio del DNA plasmidial rescatado de los
clones de §. cerevisiae en E. coli mediante electroforesis
en gel de agarosa Se analiz6 6 plasmidos de cada uno de
los clones 37(1), 38(3) y 38(d) y 2 del clon 6(1). Todos tie-
nen plasmidos similares en (amafio excepto aquellos 2 pro-
venientes del clon 6(1). Posteriormente, se analizé median-
te digestion con la endonucleasa BamHI los 6 plasmidos
provenientes de 37(1), observandose que 5 de ellos son
iguales y contienen 3 fragmentos de DNA denominados:
A de7.4 kb, Bde 2.4 kby C de 1.5 kb, ademas del vector
Y1p5 (5.4 kb). El otro plasinido carece de 1a banda B (ver
figura 2). Sin embargo, todos licnen la capacidad de re-
transformar en alta frecuencia a S. cerevisiee, sugiriendo
que el fragmento B no contiene la funcién ARS, Las ban-
das A, By C fueron purificadas a partir de un gel de agarosa
utilizando el kit de extraccion “geneclean” de BIO 101, La
figura 3 muestra los fragmentos aislades que posterior-
menle {ueron uiilizados para ligar al vector YIp5 en forma
independiente. Conr cada mezcla de ligado se transformo £
coli DH-52, seleccionando los clones Ap', t¢*, poriadores
de los respectivos insertos. Los plasimidos resultantes fue-
ront denominados como pA, pB y pC de acuerdo al inserto
que cada uno portaba. Experiluenios de re-transformacién
de E. coli con estlos plismidos da como resultado un gran
niunero de transformantes, indicando que tienen la capaci-
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Figura 2. Digestion con BanHI de plismidos obtenic
dc 6 colonias transformantes de E.coli con ¢l pliasmi
37(1). Carriles 1 y9 DNA del bacteriofago lambda/ Hi
ntilizado como estandar de tarnasios moleculares; 2) Y1
digerido con BamHI, 3) clon 1; 4) clon I1; 5) clon 11T; 6) ¢)
1V; Dy clon V, 8) clon V1.

dad de transformar a la bacteria como era esperado. Pot
riormente se realizé un analisis de restriccion de ¢
plasmido, utilizando las enzimas BanHl y Pst] (ver Fig
4). Los resultados muestran que el plasmido pA esla co
tituido por solo una banda de DNA de 7.2 kb. Sin embar
se esperaban dos bandas, una de 7.2 kb que correspot
al fragimento A del clon original y otra de 5.4 kb corresp
diente al vector Y1p5 (ver Figura 4a carriles 1 y 2). El an:
sis de 1a digeslion con BamHI indica que el pidsmido

esta constituido de dos fragmentos, uno de 5.4 kb, cort
pondiente al vector Yip3 y otro de 2.4 kb correspondie
al fragmemo B de] plasmido original. Similarmente,
plasmido pC esta formado por dos fragmentos uno de.
kb correspondiente al vector YIpS y el otro de 1.5 kb ¢
corresponde al fragmento C del clon origin
Adicionalmente, la digestién del vector YIp5 con Pstl
como resultado dos fragmentos, uno de 3.3 kb y otro
2.2kbenel cual seencuentra el sitio BamHI (ver Figura.
carril 8). El patrén de digeslion con PsfI de 1os plasmic
pA, pBy pC, indica que todos son porfadores de la bar.
de 3.3 kb correspondiente al vector Yip5 y que la banda
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Figura 3. Purificacién delags bandas A, By C a partir de
un gel. El carril 1y 53 DNA del bacteriofago lambda dige-
rido con Hindlll, 2) fragmento A (7,4 kb). 3) fragmento B
(2,4 kb) y 4) fragmento C (1,5 kb).

2.2 kb ha sido modificada por la insercion de una pieza de
DNA en el sitio BanHI (ver Figura 4b, carriles 1 al 7). La
Figura 2 muestra los resultados esperados para cada
plasmido (pA, pB y pC) vy se observa que los dalos oble-
nidos para pB y pC concuerdan con lo esperado, no sien-
doel caso para pA, ya que el DNA plasmidial obtenido de
los transformantes presenta un tamafio sitnilar al de laban-
da A aislada. Este resultado sugirié que labanda A corres-
ponde a YIpS con un inserio, el cual sufrié un rearregio
genético que signific la pérdida de uu sitio de corle Banm/HI.
Para confinmar esta hipdtesis, la banda A se autoligd y
posteriorinente se (ransformé £. coli, seleccionandose
clones Ap'. Tc* similares a pA en sus caracleristicas
electroforéticas.

Estructura del plasmido replicativo aistado en §.
cerevisiae.

El analisis de digestion, sugiere que el plismido
original tendria un tamario molecular de aproximadamente
16.5 kb y estaria conformado por tres fragmentos de DNA
de 7.2, 2.4 y 1.5 kb ademds del vector Yip3 de 5.4 kb.
Adicionalmente, el fragmento A, corresponderia a un
rearreglo del vector YIp5 y un inserto de DNA de X.
dendrorhious cuyo tamafio total es de 7.2 kb,

Con el objetivo de determinar el fragmento de
DNA de X. dendrorhous portador de la secuencia ARS. se

g Frugmentos

(kb)

Tama o
(kb) §

1
23.1 H
9.5 1=A(S)
6.5 —Y1ps
43 i
2.0 —C(1.5)
0.56 — SR

TFigura 4. Anilisis de transformantes (E.coli) con cada
uno de los fragmentos A, B y C subclonados en YIpS. En
anbos casos ¢! primer carril corresponde 2 DNA del
bacteriofago lambda/Hindlll. A: Digestién con BamHI:
carril 1y 2 corresponden a pA (7,2 kb), carTil 3 y 4 corres-
ponden a pB (5,4 kby 2,4 kb), carril 5, 6 y 7 corresponden a
pC (5.4 kby 1,5 kb) y carril 8 correspondea YIp5 (5.4 kb). B:
Digestion del DNA clones con Ps¢I: carriles ] y 2 corres-
ponden apA (3,9 kby 3,3 kb), carnl 3 y 4 corresponden a
pB (2 [ragmentos de 3,3 kb y uno de 1,2 kb), carril 5,6 y 7
corresponden a pC (3,8 kby 3,3 kb) y carril 8 corresponde
aYIp5 (3,3kby 2,2 kb).

realizé un andlisis de transforinacién de 8. cerevisiue. Para
cllo, el DNA de los clones pA (autoligado), pB y pC, fue
utilizado para transformar §. cerevisiae, cepa FYBL|-8B, a
u ‘tograndose aproximadamente 3800 transformantes con
pA con una frecuencia de tranformacion de 1580
transfomantes/p g de DNA.Con los plasmidos pB y pC no
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F 5 a5
By 1M

se obtuvieron transformantes. Este
resultado indica que la funcién 4RS
radica en pA. Este iltimo plédsmido
fue denominado como YRpA, debi-
do a que funciona como un plasmido
replicativo en §. cerevisiae. Final-
mente se contruyd un mapa de res-
triccién de este plasmido replicativo
YRpA tal como se muestraen laFi-
gura 5. La prueba de su funcionalidad
en la levadura X. dendrorhous no
fue posible debido a que ain no se
dispone de un marcador genético de
seleccién para dicho organismo,
proceso que se¢ encuentra en desa-
rrollo en nuestro laboratorio.

“dpa L1 (1530)
FHE1

TUESIGL
‘k KMI
()q;g LY $35243

Figura 5. Mapa de restriccién de YRpA.
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