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RESUMEN

Phaffia rhodozyma es una levadura de alto interés biotecnoldgico por su
capacidad de sintetizar astaxantina (3,3 -dihidroxi-3,B-caroten-4,4'-diona) como su
principal pigmento, dando lugar a la realizacién de diversos estudios orientados a
dilucidar aspectos fisiologicos y genéticos de la carotenogénesis.

Aungque recientemente se ha descrito la fase sexual de Phaffia rhodozyma, existe
un escaso conocimiento genético de este organismo debido a la imposibilidad de realizar
estudios con metodologias genéticas clasicas. Esto ha significado un obstaculo para
resolver aspectos de su biologia, tales como la organizacion general y tamafio de su
genoma, el niimero de sus cromosomas, su nivel de ploidia, etc.

En esta Tesis, se ha podido determinar el cariotipo de P. rhodozyma mediante
electroforesis de campo pulsado. Los resultados obtenidos, en las cepas silvestres
UCD 67-210 y UCD 67-385, sugieren un mimero haploide de 15 cromosomas y un
tamafio gendmico haploide de 25.3 Mb y 23.9 Mb, respectivamente. Los tamafios de los
cromosomas pueden variar entre 2.5 Mb y 350 kb. Los patrones electroforéticos en
ambas cepas silvestres dejaron en evidencia un alto grado de polimorfismo
cromosomico. El origen del polimorfismo cromosémico es ain desconocido, pero

probablemente comprende rearreglos cromosémicos, como lo indica la pérdida de una
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banda cromosdmica electroforética (banda IX) en la cepa mutante Atx6 derivada de
UCD 67-385.

La utilizacion de sondas permitié la identificacion de cromosomas especificos.
En las cepas silvestres, la banda cromosomica electroforética I fue identificada por
hibridacién con la sonda pPR7.6 (conteniendo DNA repetitivo de P. rhodozyma), la
banda cromosémica electroforética VIII por hibridacién con la sonda pPRS5.6
(conteniendo la secuencia parcial de ef-1ct) y las bandas VIII y IX por hibridacién con la
sonda pPRS5.3 (fragmento Bam HI de 5.3 kb de funcion desconocida).

Con respecto al analisis genético, se desarrollé un sistema de analisis basado en
la parasexualidad, mediada por la obtencién y fusion de protoplastos. Ello ha permitido
establecer relaciones de dominancia entre genes y hacer pruebas de complementacion
entre diferentes mutantes de carotenogénesis y auxotrofia. En los andlisis de
segregaci6n, fue posible obtener fenotipos recombinantes entre los segregantes,
probablemente originados por recombinacion mitdtica. Por otro lado, la fusién de
protoplastos generd fusantes con la capacidad de formar estructuras sexuales
consistentes en un largo holobasidio con 4 a 6 basidiosporas terminales.

La fase sexual en P. rhodozyma ocurre por pedogamia, a través de la conjugacion
de la célula madre con su yema. Por lo tanto, el evento de fusién entre cepas con
distintos marcadores y posterior induccion de la fase sexual en los fusantes derivados
puede ampliar el analisis genético.

El nivel de ploidia de P. rhodozyma es ain desconocido, aunque hay pruebas

indirectas que apuntan a un estado diploide. Esta Tesis, presenta dos lineas de evidencias
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experimentales, independientes, que sugieren la condicion diploide. Primero,
experimentos de mutagénesis con nitrosoguanidina, en cepas revertantes, mostraron
frecuencias de mutaciones mayores a la cepa silvestre UCD 67-385. Esto indica una
condicién heterocigota para los revertantes y homocigota dominante para la cepa
silvestre. La alta tasa de mutagénesis en los revertantes se explica por recombinacion
mitdtica mas que por mutacion de novo. Al parecer, la recombinacién mitética ocurrié a
través del intercambio de material genético entre cromosomas homologos.

Segundo, el contenido haploide de DNA por célula, estimado en este trabajo por
métodos electroforéticos, es de 40 fg para UCD 67-210 y 37.8 fg para UCD 67-385.
Estos valores representan aproximadamente el 50% del contenido de DNA por célula
determinado quimicamente por otros estudios en ambas cepas silvestres, 743 fg y
75.8 fg, respectivamente. Por lo tanto, esta extension del analisis del cariotipo
electroforético obtenido en las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 también

demuestra la condicion diploide de P. rhodozyma.




ABSTRACT

Phaffia rhodozyma is a yeast with a high biotechnological interest due to its
capacity to synthesize astaxanthin (3,3"-dihydroxy-,B-carotene-4,4'-dione) as fits
principal pigment. Many studies have been oriented to know the physiological and
genetic aspects of carotenogenesis in this organism.

Though, recently, the sexual phase of Phaffia rhodozyma life cycle has been
described, the genetic knowledge of this organism is very limited. This has been an
obstacle to know the general organization and size of its genome, its chromosome
number and the level of ploidy in different strains.

In this thesis, it has been possible to determine the karyotype of P. rhodozyma by
pulsed-field electrophoresis. The results obtained suggest an haploid number of 15
chromosomes in the wild type strains UCD 67-210 and UCD 67-385, and haploid
genomic sizes of 25.3 Mb and 23.9 Mb, respectively. The size of the chromosomes may
vary between 2.5 Mb and 350 kb. The electrophoretic patterns in both wild type strains
gave evidence of a high degree of chromosome length polymorphism, whose origin is
yet unknown, but probably involve chromosome rearrangements, as indicated by the loss
of a electroforetic chromosome band (band IX) in the mutant strain Atx6, derived from

UCD 67-385.




The utilization of different probes allowed the identification of specific
chromosomes. In the wild type strains, the electrophoretic chromosome band I was
identified by hybridization with the probe pPR7.6 (DNA repetitive of P. rhodozymay).
Similarly, the electrophoretic chromosome band VIII was identified by hybridization
with the probe pPR5.6 (ef-1ot) and the bands VIII and IX by hybridization with the
probe pPR5.3 (fragment Bam HI of 5.3 kb).

With respect to the genetic analysis, a system based on parasexual characters,
mediated by the formation and fusion of protoplasts, was developed. This has permitted
to establish relationships of dominance between alleles of certain genes and to make
complementation tests between different carotenogenetic and auxotrophic mutants. In
the segregation analysis, it was possible to obtain recombinant phenotypes between the
segregants, originated probably by mitotic recombination. On the other hand, the fusion
of protoplasts generated fusants with the capacity to form sexual structures consistent in
a slender holobasidium with 4-6 terminal basidiospores. The P. rhodozyma sexual phase
occurs through the conjugation of the mother cell with its bud, a process known as
pedogamy. Therefore, the fusion event between strains with different markers and
subsequent induction of the sexual phase in the derived fusants may widen the
perspectives for genetic analysis.

The level of ploidy of P. rhodozyma is still a matter of controversy, though there
are indirect evidences pointing to a basic diploid condition. This thesis presents two
experimental independent lines suggesting this character. First, the mutagenesis

experiments with nitrosoguanidine in revertant strains revealed higher mutation

Xvil




frequencies in comparison with those observed in the wild type strain UCD 67-385.
This seems to indicate a heterozygous condition for the revertants and a homozygous
dominant character for the wild type strain. The high rate of mutagenesis in the
revertants may be better explained by mitotic recombination than by de novo mutation.
Apparently, the mitotic recombination occurred through mitotic crossing over.

Second, the estimated haploid DNA content per cell, by electrophoretic methods,
is 40fg for UCD 67-210 and 37.8fg for UCD 67-385. These values represent
approximately 50% of the DNA content per cell determined chemically by other studies
in the wild type strains, 74.3 fg and 75.8 fg respectively. Therefore, the results of the
analysis of the electrophoretic karyotype obtained in the wild type strains UCD 67-210

and UCD 67-385 also demonstrates the diploid condition of P. rhodozyma.
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INTRODUCCION

Phaffia rhodozyma es una levadura fermentativa de coloracién rojo-naranja,
aislada desde exudados de arboles en Alaska (Lago Rainbow) y Japdn (Islas Hokkaido y
Honshu), (Miller et al., 1976). También ha sido encontrada en el arbol Betula verrucosa,
en regiones frias de Rusia, (Golubev, 1995).

Phaffia rhodozyma se caracteriza por presentar una pared celular estructurada en
multicapas, formar yemas enteroblasticas y clamidosporas que germinan por yemacion,
no originar micelio, sintetizar pigmentos carotenoides (principalmente xantofilas),
producir compuestos amiloides y ser capaz de fermentar aziicares. Sus células son
elipsoidales de 3.8 a 7.5 um por 5.5 a 10.5 pum, uninucleadas y frecuentemente yeman en
el mismo sitio. Ademas, posee un contenido G + C de 48.3 mol% (Miller ef al., 1976).

El origen filogenético de P. rhodozyma fue definido como basidiomicete por
Miller et al. (1976), basandose en sus siguientes caracteristicas: la alta proporcion de
o-1,3-glucano en la pared celular; la habilidad de hidrolizar urea, la incapacidad para
utilizar inositol, y la formacion de compuestos amiloides, siendo los dos primeros rasgos
encontrados mas frecuentemente en basidiomicetes que en ascomicetes. Por otro lado,
P. rhodozyma contiene pigmentos carotenoides, los cuales no se observan en levaduras

ascomicetes. Sin embargo, la evidencia mas fuerte acerca de su origen filogenético es su




pared celular estructurada en multicapas y la cicatriz dejada por repetidas yemaciones en
el mismo lugar, propias de los basidiomicetes.

Posteriormente, el origen basidiomicete de P. rhodozyma fue confirmado por la
presencia del sistema ubiquinona Q-10, caracteristico de basidiomicetes, y por los
resultados del analisis filogenético de las secuencias parciales de los RNA ribosomales
18S y 268 (Yamada & Kawasaki, 1989; Yamada et al., 1990) y del gen de actina (Wery
et al., 1996).

Hasta hace muy poco, P. rhodozyma fue clasificada como una levadura
imperfecta por desconocerse la fase sexual de su ciclo reproductivo. En general, una
cepa con sélo un tipo de apareamiento es considerada como una especie imperfecta,
hasta que una cepa con un tipo de apareamiento opuesto sea descubierta y la condicién
fisioldgica celular haga posible el apareamiento sexual. Alternativamente, pueden existir
cepas que son incapaces de esporular, ya sea por la falta de los genes relacionados con la
formacion de esporas o la no expresion de los mismos, la presencia de un amplio
aneuploidismo que determina la inviabilidad de los segregantes, o bien la necesidad de
un particular estado fisiolégico celular que puede ser determinado por condiciones
ambientales. De acuerdo a Golubev (1995), esta ultima opcidn parece ser el caso de P.
rhodozyma. La condicidén de estrés hidrico, existente en su habitat natural, fue simulada
por incubacién de P. rhodozyma en un medio que contenia alcoholes polihidricos
(Golubev, 1995). Estas condiciones inducen la fase sexual de P. rhodozyma por
pedogamia, proceso en el cual el nicleo de la célula madre se conjuga con el micleo de

la célula hija (Golubev, 1995). Después de esto se desarrolla un largo holobasidio de 70

a 80 um de longitud y de 2 a 3.5 um de didmetro, el cual presenta de 4 a 6 basidiosporas




terminales ovales o elipsoidales de 4 x 8 pm. Debido a que este ciclo de vida es
desconocido en levaduras basidiomicetes Golubev (1995) propone el nuevo género y
especie Xanthophyllomyces dendrorhous para el estado perfecto de P. rhodozyma.

Las caracteristicas de P. rhodozyma de sintetizar xantdfilas, principalmente
astaxantina, v de fermentar glucosa, la convierten en una fuente natural de pigmentos
para la industria de la salmonicultura (Johnson et al., 1977, Johnson, 1992). Por esta
razdn, en los Ultimos afios, los estudios realizados en P. rhodozyma han estado
especialmente dirigidos a la carotenogénesis, con énfasis en sus aspectos
biotecnoldgicos. Algunos de ellos se han centrado en la optimizacion de las condiciones
de crecimiento de la levadura (Okagbue & Lewis, 1984a; Haard, 1988; Fang & Cheng,
1993; Meyer & Du Preez, 1994a; Meyer & Du Preez, 1994b) o en determinar el efecto
de diferentes compuestos sobre la produccién de carotenoides (Meyer & Du Preez,
1993; Meyer et al, 1994). Otros han estudiado distintos métodos para extraer el
pigmento desde las células de P. rhodozyma (Johnson et al., 1978; Okagbue & Lewis,
1984b; Okagbue & Lewis, 1985). También, se han estudiado las propiedades
nutricionales de P. rhodozyma, poniendo énfasis en la absorcion de sus pigmentos en
peces como la trucha arcoiris y el salmén (Johnson ef al., 1977; Gentles & Haard, 1991,
Sanderson & Jolly, 1994).

Paralelamente, varios laboratorios han intentado aumentar la produccion de
astaxantina a través de procedimientos genéticos. Asi, por ejemplo, se han llevado a
cabo experimentos de mutagénesis empleando luz ultravioleta, nitrosoguanidina,

etilmetanosulfanato, etc., con el fin de aislar mutantes sobreproductores de astaxantina y




reunir informacién para comprender su biosintesis y funcion en la levadura (An ef al,
1989; An et al., 1991; Calo et al., 1995; Girard ef al., 1994; Leon ef al., 1995; Lewis ef
al., 1990; Meyer ef al., 1993). Los mutantes sobreproductores pueden llegar a sintetizar
hasta 8 veces la cantidad de astaxantina de una cepa silvestre, aunque también se han
obtenido mutantes que acumulan otros pigmentos, como B-caroteno, fitoeno, etc. (An ef
al., 1989; Girard ef al., 1994; Calo et al., 1995; Martinez, 1995).

Experimentos de fusion de protoplastos entre P. rhodozyma y Saccharomyces
cerevisiae o Cryptococcus laurentii, tendientes a generar hibridos con propiedades mas
ventajosas para el manejo industrial y genético de la carotenogénesis, no han sido
exitosos (Ducrey ef al., 1992). Aunque los autores indican haber obtenido hibridos
relativamente estables entre Phaffia y Saccharomyces, estos no fueron capaces de
producir astaxantina. Por otro lado, experimentos de fusion involucrando cepas mutantes
de P. rhodozyma han generado fusantes con un aumento de la produccion de astaxantina
(Chun et al., 1992).

Por otra parte, a partir de experimentos con cepas sobreproductoras de
astaxantina, mutantes albinas, mutantes que acumulan [B-caroteno y cepas silvestres se
ha llegado a establecer el rol protector de los carotenoides contra el estrés oxidativo
impuesto sobre P. rhodozyma por sustancias antifingicas fotogeneradas por el arbol
huésped Betula. (Schroeder & Johnson, 1993). Ademds, otras investigaciones han
determinado que el oxigeno (Schroeder & Johnson, 1995) y la luz (An & Johnson, 1990;

Meyer & Du Preez, 1994c) tiene un rol importante en la regulacion de la biosintesis de

carotenoides.




Tal como se indico anteriormente, los estudios genéticos en P. rhodozyma son
escasos, y la mayoria consisten en experimentos de mutagénesis dirigidos a aumentar la
sintesis de astaxantina. Sin embargo, algunos de ellos han estado orientados a la
obtencion de marcadores genéticos que permitan el anélisis genético-molecular de esta
especie, como lo representan las mutaciones auxotroficas (Adrio ef al., 1993; Chun et
al., 1992; Palagyi ef al., 1995).

Aunque hay pocos trabajos en biologia molecular, se puede destacar la reciente
transformacién de células de P. rhodozyma utilizando un vector capaz de replicarse en la
levadura. Dicho plasmido porta el marcador seleccionable URA3 de S. cerevisiae y el
gen de resistencia a kanamicina (Km®) del transposon bacterial Tn903. (Adrio & Veiga,
1995). También, se han clonado genes de P. rhodozyma, como el gen de actina, el que
fue analizado a nivel de su secuencia y estructura (Wery ef al., 1996). Este estudio
demostro que el procesamiento de los intrones del gen de actina en P. rhodozyma difiere
del que ocurre en S. cerevisiae (Wery ef al., 1996). Ademas del clonamiento del gen de
actina, se ha intentado aislar los genes relacionados con la via de sintesis de astaxantina
(Martinez, 1995).

Existen hasta zhora muy pocos estudios orientados a reunir informacioén en
relacion a la constitucion y organizacién genémica en P. rhodozyma. Al respecto, los
resultados del analisis de RAPD en varias cepas de P. rhodozyma revelaron una alta
variabilidad genética, en contraste con la baja variabilidad mostrada por los perfiles de
isoenzimas (Varga et al., 1995). Una falta de correlacion entre la variabilidad genética

estimada por RAPD vy la estimada por isoenzimas también fue encontrada en Candida

r albicans (Scherer & Magee, 1990).
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Ademas, se ha descrito la presencia de cuatro moléculas de RNA de doble hebra
en la cepa UCD 67-385, designados como L, M, S; y S, cuyos tamafios moleculares son
4.3, 3.1, 0.9 y 0.75 kb, respectivamente. Estas moléculas parecen estar asociadas a
particulas tipo virus y al parecer codificarian un sistema “killer” (Castillo & Cifuentes,
1994). Otro elemento genético extracromosomal presente en P. rhodozyma son
plasmidos de DNA lineal en la cepa UCD 67-210, hasta ahora de funcion desconocida,
aunque recientes evidencias también sugieren un fenotipo “killer” (Martinez ef al.,
1994},

Recientemente, se han realizado algunos experimentos tendientes a definir el
cariotipo electroforético de P. rhodozyma. En estos, los resultados preliminares sugieren
la presencia de un extenso polimorfismo cromosémico (Adrio ef al, 1995; Nagy et al.,
1994; Hermosilla ef al., 1996; Cifuentes et al., 1997).

El reciente descubrimiento del estado perfecto en P. rhodozyma trae consigo
nuevas interrogantes, tales como: jqué fase es predominante en su ciclo de vida, la fase
sexual o la asexual? v en este mismo sentido, ;qué fase ha contribuido mais a la
variabilidad genética representada en los patrones de RAPD y polimorfismo cariotipico
encontrados en Phqffia? jcual es el valor adaptativo de la pedogamia en términos de
variabilidad genética? y jrepresenta el polimorfismo cariotipico alguna limitacion al
proceso de meiosis durante la esporulacion?

El escaso conocimiento genético de P. rhodozyma representa un enorme
obstaculo para responder tales preguntas, como también para resolver aspectos

relevantes acerca del origen y mantencién de la diversidad genética, naturaleza del




polimorfismo cariotipico, u otros aspectos de su biologifa, como el control genético de la
carotenogénesis.

Antecedentes sobre la organizacién general del genoma de P. rhodozyma son
desconocidos. Existe limitada informacion sobre el tamafio de su genoma, el nimero de
sus cromosomas y su nivel de ploidia. Ademas, se desconoce en qué grado distintas
cepas silvestres de P. rhodozyma poseen una organizacién genémica comun o muestran
variaciones que representan grupos taxonomicos diferentes dentro de la especie. Por lo
tanto, es necesario realizar esfuerzos tendientes a estudiar la organizacion del genoma de
P. rhodozyma que contribuyan a su mejor conocimiento genético.

Intentos de profundizar genéticamente en aspectos de su biologia sin contar con
tales antecedentes incrementard el esfuerzo invertido y sera una fuente constante de
confusion en el analisis de resultados experimentales, Este ha sido el caso en la levadura
imperfecta, Candida albicans, un agente comin de infecciones micoticas (Poulter ef al.,
1981; Pomés et al., 1985).

El estudio del cariotipo electroforético en C. albicans mediante electroforesis de
campo pulsado reveld informacion importante acerca de su organizacion gendémica. Ta
sido la prueba grafica de la naturaleza diploide de Candida y ha revelado la existencia de
un gran polimorfismo cromosoémico entre distintas cepas de la especie (Magee & Magee,
1987; Snell ef al., 1987, Doi et al., 1992). Ademas, permitié estimar el tamafio de su
genoma y el nimero de sus cromosomas (Dot ef al., 1992). En general, la electroforesis
de campo pulsado ha provisto informacion en relacién a la organizacién gendmica de
muchos eucariotas inferiores, tales como Saccharomyces cerevisiae (Carle & Olson,

1985), Schizosaccharomyces pombe (Smith ef al., 1987), Neurospora crassa (Orbach et




al., 1988), Aspergillus nidulans (Brody & Carbon, 1989), Khyveromyces (Sor &
Fukuhara, 1989), Phyfophthora megasperma (Howlett, 1989), Pichia stipitis (Passoth ef
al., 1992), Pycnoporus cinnabarinus (Cifuentes y Martinez, 1992), y Coprinus cinereus
(Zolan et al., 1994). Por tales razones, se espera que tal metodologia entregue valiosa
informacion al estudio del genoma de P. rhodozyma.

Ademas, el nivel de ploidia en C. albicans fue resuelto al demostrar que varias
cepas clinicas, después de ser irradiados por luz ultravioleta, daban un espectro de
auxétrofos restringido {Whelan & Magee, 1981). Se sugiri6 que las cepas eran
heterocigotas y que el tratamiento inducia la recombinacion mitética por intercambio de
material genético entre cromosomas homélogos, generando homocigotos dominantes y
recesivos (mutaciones de auxotroffa). Tal hipotesis fiie comprobada al demostrar que
desde cepas auxotroficas era posible obtener heterocigotos por seleccion de revertantes
(Whelan & Magee, 1981). Anilisis de recombinacién de revertantes portadores de
mutaciones ligadas, también confirmaron que los revertantes eran heterocigotos y por lo
tanto, diploides (Poulter ef al., 1982; Whelan & Soll, 1982; Poulter & Rikkerink, 1983).
Aunque la recombinacién mitdtica puede tener otros componentes, como conversion
génica, normalmente estos representan sélo una fraccion de la recombinacién total
(Scherer & Magee, 1990). Una importante extension del analisis de recombinacién en
revertantes es la posibilidad de definir grupos de ligamiento por cosegregaciéon de
marcadores genéticos (Kakar ef al., 1983; Poulter & Hanrahan, 1983).

Sélo después de demostrar la condicion diploide natural de C. albicans, el

entendimiento de su genética ha crecido rapidamente (Kurtz et al., 1988; Magee ef al.,



1988; Scherer & Magee, 1990). Esto la ha convertido en un modelo general para el
analisis genético y molecular de levaduras imperfectas.

Los enfoques moleculares aplicados en el estudio de C. albicans también pueden
ser aplicados a P. rhodozyma. El clonamiento de genes ha sido logrado mediante dos
estrategias: por complementacion de mutaciones en S. cerevisiae (Gillum ef al., 1984;
Rosenbluh e al., 1985) y por homologia a genes conservados de S. cerevisiae (Herbert
et al., 1988; Kirsch et al., 1988; Lott ef al., 1989). Por otro lado, muchos de los genes
clonados han sido asignados a bandas del cariotipo electroforético lo que ha permitido
definir cromosomas homologos, una complicacion que debe ser considerada en el
analisis de organismos diploides con un extensivo polimorfismo cromosémico.
Igualmente, experimentos de disrupcion génica (Kurtz ef al., 1988) y transformacion
integrativa (Kurtz et al., 1986) en C. albicans son posibles en P. rhodozyma (Martinez,
1995).

Respecto de la organizacion gendmica de P. rhodozyma, existe evidencia de la
naturaleza diploide de la levadura. Los experimentos de mutagénesis realizados para
seleccionar mutantes auxétrofos en P. rhodozyma, a través del tratamiento de las células
con radiacion UV, radiacién gamma y NTG, han tenido una baja frecuencia de mutantes
(Adrio ef al, 1993). Sin embargo, cuando se han aplicado procedimientos de
enriquecimiento, utilizando nistatina, la frecuencia de auxétrofos ha aumentado (Adrio
et al., 1993). Tal situacion puede ser reflejo de un estado de diploidia o poliploidia en P.
rhodozyma. Por otra parte, la obtencion de mutantes completamente albinos a partir de la
cepa silvestre UCD 67-385 ha requerido de experimentos de mutagénesis con luz

uliravioleta en dos etapas. Ademas, algunos mutantes de color sobreproductores de
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pigmentos originan colonias sectorizadas, lo que podria indicar eventos de
recombinacidn mitética y heterocigocidad (Martinez, 1995).

Experimentos preliminares de electroforesis de campo pulsado, realizados en
nuestro laboratorio, han revelado la presencia de 9 bandas cromosomicas
electroforéticas. Considerando la intensidad de fluorescencia de cada banda se ha
estimado un posible niimero haploide de 15 cromosomas, con un rango de tamafio desde
2.5 Mb para el mayor cromosoma a 0.35 Mb para el menor de ellos. Ademas, como
sucede en otras especies de levaduras imperfectas, se ha encontrado que cepas silvestres
de P. rhodozyma no presentan un cariotipo electroforético comun, sugiriendo la

presencia de un polimorfismo cromosémico en la especie.
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PROPOSITO DE LA TESIS

Esta Tesis tiene como proposito contribuir al conocimiento de la organizacién
genémica de Phaffia rhodozyma. Para ello, y de acuerdo a los antecedentes descritos, se

plantea la siguiente hipdtesis acerca de la organizacion del genoma de P. rhodozyma:

“Phaffia rhodozyma seria un organismo de condicién diploide, cuyo cariotipo
electroforético debe exhibir un nimero haploide de cromosomas, con

posibilidades de un alto grado de polimorfismo cromosomico entre cepas”.

Para resolver esto, se proponen los siguientes objetivos:
- Estimar el tamafio molecular del genoma de P. rhodozyma.
- Determinar el nimero de cromosomas.
- Evaluar la presencia de polimorfismo cromosémico entre cepas.
- Establecer el nivel de ploidia.

Desarrollar un sistema de genética parasexual, que eventualmente permita la

identificacion de grupos de ligamiento.
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El conocimiento de la organizacion del genoma en P. rhodozyma servira de base
para el estudio genético clasico, analisis parasexual y biologia molecular. De esta forma,
aspectos relacionados con la carotenogénesis podran ser abordados en forma mas
eficiente mediante el clonamiento de los genes implicados, lo que hara posible establecer
si existe una relacién entre la carotenogénesis y el desarrollo de su fase sexual, como
ocurre en otros hongos. Eventualmente, los genes clonados podran ser asignados a
cromosomas especificos, permitiéndonos determinar como estos estan organizados en el
genoma de P. rhodozyma. No menos importante, serd la posibilidad de estudiar los
procesos por los cuales P. rhodozyma genera y mantiene su diversidad genética, asi
como, determinar el origen y extension del polimorfismo cromosdmico, y su influencia

en la fase sexual descrita recientemente,
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material biologico.

Bacterias:
1.a cepa de Escherichia coli DH5a (Sambrook et al., 1989) fue utilizada

como vehiculo de clonado y obtencion de plasmidos.

Levaduras:

Las cepas silvestres de Phaffia rhodozyma UDC 67-383 y UCD 67-385
fueron adquiridas desde American Type Culture Collection, {ATCC 24230 y
ATC 24202, respectivamente), Rockville, MD, U.S.A. La cepa silvestre
UCD 67-210 proviene de Spain Type Culture Collection, Valencia, Espafia. Las
cepas mutantes Atx3 (albina), Atx5 (amarilla), Atx6 (rosada), Atx8 (albina),
Atx9 (amarilla intensa), Atx10 (amarilla palida) y AtxS1 (sobreproductora),
corresponden a mutantes de pigmentacion obtenidas en nuestro laboratorio y
derivan de la cepa silvestre UCD 67-385. La cepa mutante Adel es auxotrofa

para adenina y deriva de la cepa UCD 67-385. Las cepas dobles mutantes

13
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Atx5; Ade y Atx6; Lis, son portadoras de auxotrofias obtenidas en nuestro
laboratorio a partir de las cepas Atx5 y Atx6, respectivamente. La cepa
Atx3; Aux, obtenida en esta Tesis, es una doble mutante albina auxétrofa. Todas
las cepas fueron mantenidas congeladas a -70 °C en medio YM mas 20 a 30% de
glicerol y son parte del cepario de hongos del Laboratorio de Genética, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile. En el Apéndice 4 se destaca el fenotipo y el
origen de las cepas utilizadas en esta Tesis.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae AB1380 es parte del cepario de

hongos del Laboratorio de Genética.

1.3 Plasmidos:

Los plasmidos pBlueScript SK (Sambrook ef al., 1989), utilizado en el
clonamiento de genes y pYactl (Ng & Abelson, 1980), portador del gen de
actina de Saccharomyces cerevisiae, fueron donados por el Dr. Antonio Jiménez,
Centro de Biologta Molecular, Universidad Autonoma de Madrid, Espafia.

El cosmido 3:11:H (Schmidhauser ef al., 1990), poriador del gen de
resistencia a benomil, B-tubulina de Newrospora crassa, fue obtenido desde

Fungal Genetics Stock Center, Arcata, California, U.S.A..

1.4  Enzimas:
Las endonucleasas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron

adquiridas en Biolabs, Inc. U.S.A. y Gibco-BRL, U.S.A.

O
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Las enzimas lisozima, novozima, biocelulasa, bioglucanasa, bioxilanasa,
B-glucuronidasa, zimoliaza, proteinasa K y ribonucleasa A, fueron adquiridas en

Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A.

Acidos desoxirribonucleicos:

El DNA del bacteriéfago lambda digerido con la endonucleasa de
restriccion Hind HI, fue adquirido desde BioLabs Inc. U.S.A. y Bethesda
Research Laboratories Inc. U.S.A. El DNA de esperma de salmén se adquiri6 a

Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, U.S.A.

Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los siguientes reactivos fueron adquiridos a las compafiias que se

indican;

A Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, TU.S.A.:
2,4-dihidroxypirimidina (Uracilo), 8-hidroxiquinolina, adenina, ampicilina, ATP,
bromuro de etidio, BSA (fraccion V), cloruro de litio, ioduro de sodio, IPTG,
L-arginina, L-histidina, L-leucina, L-metionina, L-treonina, L-triptéfano,
p-fenilendiamina, sacarosa, SDS, tetraciclina, tiamina (Vitamina B,), X-gal,

DAPL
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A Merck Quimica Chilena Soc. Ltda.: Acetato de amonio, acetato de
potasio, acetona, acido acético, acido borico, alcohol isoamilico, citrato de sodio,
cloroformo, cloruro de calcio, cloruro de potasio, DTT, DL-valina, EDTA, etanol
absoluto, éter de petrdleo, fenol, formamida, glicerol, glucosa, hidréxido de
potasio, hidréxido de sodio, nitrato de amonio, L(+)-alanina, L-asparagina,
L-fenilalanina,  L-tirosina,  L-serina, = N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina,
polietilenglicol 4000, sulfato de magnesio, tris-HCI

A Difco Laboratories, Detroit, Michigan U.S.A.: triptona, peptona,
extracto de levadura, extracto de malta, agar-agar.

A Nutricional Biochemical Corporation TU.S.A.: DL-isoleucina,
L-cisteina.

A Du Pont, Company, U.S.A.: o-*P-dCTP, *’S-dATP.

Sistemas de purificacion y marcado radioactivo de acidos nucleicos.

Los siguientes sistemas fueron adquiridos a las compafiias que se indican:

A Bio 101, California, U.S.A.: Kit.GeneClean II

A Gibco-BRL: Kit Random Primers DNA labeling System.

A United Stated Biochemical: Sequenase V(2.0), DNA sequencing Kit.
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4.-  Equipos.
Se utilizaron:

Centrifuga refrigerada marca Sorvall, modelo RC-5B, equipada con un
rotor de angulo fijo SS-34.
Microcentrifuga Eppendorf.
Campana de flujo laminar Class II, Envirco
Equipo de Electroforesis de Campo Pulsado LKB 2015 Pulsaphor.
Camaras para electroforesis
Fuentes de poder para electroforesis
Equipo de secuenciacion “Base Ace de Stratagene™”.
Secador de geles BioRad SE 1125B
Microscopio Nikon
Microscopio Nikon Optiphot de epifluorescencia, dotado de un fotémetro
\ Nikon UFX.
Camara Nikon
Incubadores Precision a 22 °C, 30 °C y 37 °C.
Refrigeradores General Electric 2 4 °C y -20 °C
Refrigerador NesLab PF-80 a -70 °C
Espectronic 20, Bausch & Lomb
Espectrofotometro Shimadzu UV-150-02

Transiluminador Mighty Bright, Hoeser Cientific Instrument
Lampara germicida, dotada de un tubo General Electric G8T5 de 260 nm
pHmetro ALTEX 3500, Beckmann

L=
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Métodos

Cultivos de Microorganismos.

Bacterias: Escherichia coli fue crecida en medio de cultivo Luria Bertani (LB)

(Apéndice 1). Los cultivos bacterianos fueron incubados a 37 °C, con agitacion.

Levaduras: Las cepas de P. rhodozyma fueron crecidas en medio YM
(Apéndice 1). Para los experimentos de fusion de protoplastos, la levadura fue
crecida en medio minimo Vogel, MM, (Apéndice1). Los cultivos de P.
rhodozyma fueron incubados a 22 °C, con agitacion constante. S. cerevisiae fue

crecida en YEP (Apéndice 1) a 30 °C, con agitacién constante,

Mantencion de cepas.

Bacterias: E. coli se crecid hasta saturacion en medio LB. Se adiciond
ampicilina 100 pg/ml o tetraciclina 20 pg/ml en el caso de cepas portadoras de
plasmidos. Se tomaron 600 pl del cultivo y se mezclaron con 400 ul de glicerol

al 87% y se mantuvieron indefinidamente a -70 °C.
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Levaduras: Las cepas de P. rhodozyma fueron crecidas en medio YM durante 7
dias hasta una DOssemn=1.2 para luego congelarlas a -70 °C en presencia de

glicerol a una concentracion final de 20 a 30%.

Mutagénesis.

Nitrosoguanidina: La mutagénesis con nitrosoguanidina (NTG) fue realizada de
acuerdo al método descrito en nuestro laboratorio (Ledn ef al., 1995). Para ello,
se inocularon 20 ml de medio YM con 200 ul de un cultivo de P. rhodozyma a
una concentracion de 107 células/ml. El cultivo fue incubado a 22 °C con
agitacion constante a 250 rpm, hasta una densidad optica de 0.3 a 550 nm. Las
células fueron colectadas por centrifugacién a 7000 rpm por 15 min en una
centrifuga Sorvall con un rotor SS-34 y se resuspendieron en 10 ml de tampén
citrato de sodio 100 mM pH 5.5. Las células fueron lavadas con un volumen del
tampén y luego resuspendidas en 4.6 ml, quedando la suspensién a una
DOssonm=1.5. Luego, se agregd 0.4 ml de una solucion fresca de NTG a 1 mg/ml.
Las células se incubaron en presencia del mutidgeno a 22 °C durante 30 min y
luego se centrifugaron a 7000 rpm por 10 min. Posteriormente, las células fueron
lavadas 4 veces con 5 ml de tampo6n fosfato de potasio 100 mM pH 7.0 y se

resuspendieron en 10 ml de medio YM e incubaron 12 hrs a 22 °C. Finalmente,
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las células tratadas fireron plaqueadas en medio YM-agar (Apéndice 1) en forma

directa y en las diluciones 10", 107 y 10,

Radiacién ultravioleta: Los experimentos de mutagénesis con radiacion UV
fueron realizados a partir de cultivos frescos de P. rhodozyma. Para ello, 20 ml
de un cultivo en medio YM, con una DOssgnm=1.2, fueron centrifugados a 7000
rpm en una centrifiuga Sorvall, utilizando un rotor SS-34, durante 10 min. Las
células fireron lavadas dos veces con agua destilada estéril, centrifugando
después por 10 min y resuspendiendo en 4 ml de agua destilada estéril. La
suspension de 4 ml fue transferida a una placa Petri estéril para ser irradiados
durante 10 min con una lampara germicida, dotada de un tubo General Electric
G8T5 de 260 nm, ubicada a 25 cm de distancia. Se colectaron alicuotas de 100
ul, las que se diluyeron y plaquearon en medio YM-agar y se incubaron a 22 °C
durante 5 dias. Toda la manipulacién de las células fue realizada en una camara

oscura para evitar la fotorreactivacion (Ledn ef al., 1995).

Enriquecimiento con nistatina: Las células tratadas con UV o NTG, fueron
traspasadas a un tubo Corex estéril y centrifugadas a 7000 rpm por 10 min. Se
resuspendié en 1 ml de MM, y se traslado la suspensién a un matraz de 50 ml
conteniendo 20 ml de MM,. Se incubo a 22 °C por 5 hrs y después se agregd
0.2 ml de nistatina 1 mg/ml, incubando a 22 °C por 1 hr con agitacién suave. El

cultivo fue centrifugado a 7000 rpm durante 10 min, se lavd dos veces con 10 ml
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de YM y se resuspendio luego en 1 ml de medio YM, Se prepararon diluciones
convenientes (107), se plaquearon alicuotas de 100 ul en placas YM-agar y

finalmente se incubaron a 22 °C durante 5-7 dias.

Seleccién de mutantes auxodtrofos: Los mutantes auxotrofos de P. rhodozyma
fueron seleccionados en base a su incapacidad para crecer en MM, sin
suplemento. Para ello, las células tratadas con el agente mutagénico fueron
replicadas ordenadamente en placas con medios YM-agar y MM,-agar

(Apéndice 1).

Determinacién de auxotrofia: Para determinar la deficiencia metabélica que
portaban los mutantes auxdtrofos potenciales, fileron plaqueados en placas MM,
suplementadas ya sea con los aminodcidos, DL-isoleucina, DL-valina,
L(+)-alanina, L-arginina, L-asparagina, L-cisteina, L-histidina, L-leucina,
L-metionina, L-serina, L-tirosina, L-treonina, L-triptéfano, L-fenilalanina,

vitamina B; y bases nitrogenadas, adenina, uracilo; o bien mezcla de ellos.

Formacion de protoplastos.

Enzima litica: Para determinar la enzima litica que forma protoplastos con mayor

eficiencia en P. rhodozyma, distintas cepas fueron cultivadas en MM, hasta fase
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exponencial (1 x 107células/ml). Luego, las células fueron lavadas dos veces en
KC10.8M, como estabilizador osmotico, centrifugando en una centrifuga
Sorvall, con un rotor SS34, a 7000rpm por 10 min. Se resuspendi® en
KC1 0.8 M, para dar una concentracién de 2 x 107 células/ml y fueron incubadas
a 37 °C por 4 hrs con las enzimas comerciales biocelulasa (actividad de celulasa),
bioglucanasa (actividades de xilanasa, celulasa y glucanasa), bioxilanasa
(actividad de xilanasa), P—glucuronidasa (actividades de glucuronidasa y
sulfatasa), novozima (actividades de celulasa, proteasa y quitinasa) y
zimoliasa 100T (hidroliza polimeros de glucosa con uniones B1-3), a una
concentracién final de 2 mg/ml (Hermosilla ef al, 1995). La formacién de
protoplastos fite constatada por observacién microscopica de células esféricas,
registrando su namero a través del conteo directo con una camara de Neubauer.
Alternativamente, se determind también la presencia de protoplastos por lisis
celular después del tratamiento con SDS al 1%. Para seguir la formacién de
protoplastos en el tiempo, las células fueron tratadas con la enzima litica a una

concentracion de 1 mg/ml, a 22 °C y por tiempos variables.

Analisis genético parasexual.

Fusion de protoplastos: Cada cepa de P. rhodozyma fue crecida en 100 ml de

medio minimo MMy hasta alcanzar una DOssen=1.2. Luego, las células fueron
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l;lvadas dos veces con KC1 0.8 M, se resuspendieron en 4.5 ml de KC10.8 M y se
|

agregé novozima a una concentracion final de 1 mg/ml, completando un
\;olumen total de 5 ml. La mezcla fue incubada a 22 °C con agitacion suave por
aproximadamente 12 hrs, tiempo en el cual se obtiene un 100% de protoplastos.
Los protoplastos fueron lavados tres veces con KCl 0.8 M, centrifugando a
3000 rpm por 7 min y se resuspendieron en 2 ml del mismo estabilizador
osmético (1 x 10® células/ml). La concentracién de protoplastos fue determinada
por conteo directo con una camara de Neubauer y por plaqueo en medio de
regeneracion YM-KCi-agar 0.7% (Apéndice 1).

Se mezclaron aproximadamente 1x 107 protoplastos de cada cepa
parental y se centrifugd a 3000 rpm por 7 min, para luego resuspender en 1 mi de
KCl 0.8 M, Tris-CaCl, 10 mM, PEG 4000 26.4% e incubar por 10 min a 22 °C.
La solucion fue diluida con 6 ml de KCI 0.8 M, se lavd dos veces con KC10.8 M
y luego se resuspendié en 1 mi de medio YM o MM, (en el caso de cepas
parentales auxétrofas) en presencia de KCI 0.8 M y finalmente se incubd 45 min
a 22 °C. Para el caso de mutantes de pigmentacion, se depositaron alicuotas de
100 pl en tubos que contenian 3 ml de medio de regeneracién
YM-KCl-agar 0.7% precalentado a 45 °C. Inmediatamente el contenido del tubo
fue depositado sobre placas que contenian medio YM-KCl-agar 2% e incubé a
22°C durante 15 dias. En el caso de fusion entre mutantes auxodtrofos, se

depositaron alicuotas de 100 pl en tubos con 3 ml de medio MM,-KCl-agar 0.7%

(Apéndice 1), precalentado a 45 °C. El contenido del tubo fiue depositado
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inmediatamente sobre placas que contenian medio MM.,-KCl-agar 2%,

incubando a 22 °C durante 15 dias.

Analisis de los fisantes; Los fusantes originados en los experimentos de fusion

fueron sometidos a varios analisis para su caracterizacion.

5.2.1.- Tincién de micleos de Phaffia rhodozyma y Saccharomyces cerevisiae. Este

protocolo es una adaptacion del descrito para Schizosaccharomyces pombe
(Moreno et al., 1991). Desde un cultivo de la levadura en medio MM,, en fase
exponencial de crecimiento, se tomaron 900 pl y se fijaron las células afiadiendo
100 pl de formaldehido 37% e incubando por 30 min a 24 °C. Las células fueron
lavadas una vez en 1 ml de tampon fosfato salino (PBS) y una vez en 1 ml de
PBS conteniendo Triton X-100 1%, mediante centrifugacibn en una
microcentrifuga Eppendorf durante 10 seg, para luego resuspender en 100 pl de
PBS. Aproximadamente 10 pl de esta suspension celular fiie depositada sobre un
portaobjeto limpio, esparciendo la gota de tal forma de dejar una pelicula delgada
de células, luego se agregd 2-3 pl de la solucion de montaje DAPT (DAPI 1
ng/ml, p-fenilendiamina 1mg/ml, glicerol 50%) y se mezclé cuidadosamente. La
mezcla fue cubierta con un cubreobjeto limpio y se sellaron los bordes con
esmalte transparente. La preparaciéon fue guardada en oscuridad a 4 °C por
15 min antes de ser sometida a observacion microscopica. Para la observacion

microscopica fue utilizado un microscopio Nikon Optiphot de epifluorescencia
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dotado de un filtro tipo UV. Las observaciones fueron registradas
fotograficamente utilizando peliculas KODAK de 400 asas con tiempos de

exposicion determinados automaticamente por un fotdmetro Nikon UFX.

Curvas de crecimiento: Los fusantes de P. rhodozyma fueron inoculados en
matraces de 125 ml conteniendo 10 ml de MM,, dando una DOsspnn inicial de
0.01. Se incubd a 22 °C con agitacion constante y registrd el aumento de DOssgpm

en el tiempo para cada clon fusante.

Pigmentos: Para extraer y cuantificar los pigmentos en microgramos por gramo
de levadura seca (ppm), se realizé una modificacion al método descrito por An e?
al. (1989), utilizando 10 a 15 mg peso seco de células. Las células fueron
depositadas en un tubo de vidrio de 20 x 150 mm conteniendo 2.5 cm de perlas
de vidrio de 0.5 mm de diametro. El tubo fue agitado durante 2 min en un vértex
a maxima velocidad y se agregod 6 ml de acetona. Se agitd nuevamente en vortex
por 1 min y se agregd 2 ml de una solucién de NaCl (40 gr/lt) y 6 ml de éter de
petroleo. El tubo fue agitado nuevamente en vortex por 1 min y se centrifug6
durante 6 min a 4000 rpm. en una centrifuga Sorvall a 4 °C. La fase éter fue
traspasada a un tubo de vidrio y se midi6 el volumen recuperado. Se midid la
absorbancia de la fase éter a 450 nm y se estimé Ia concentracion de pigmentos,

(An ef al., 1989).
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Analisis de descendencia: Las colonias que aparecieron después de la fusion de
protoplastos y que presentaban un fenotipo distinto al de los parentales fueron
sometidas a un analisis de descendencia. Para esto, la colonia file resuspendida
en 1 ml de agua destilada estéril en un tubo Eppendorf. La suspension fue diluida
en forma seriada y se plaqued en alicuotas de 100 pl en medio YM-agar, los

distintos fenotipos que aparecieron fueron registrados.

Purificacion de DNA.

DNA plasmidial: Para aislar DNA plasmidial de cultivos bacterianos, se utiliz6 el
método de purificacion de DNA. descrito por Birnboim & Doly (1979). Las cepas
bacterianas fueron crecidas en 10 ml de medio LB suplementado con el
antibidtico correspondiente. Se tomaron 3 ml de cultivo y se centrifug6 en una
microcentrifuga Eppendorf, para luego resuspender en 100 pl de una solucién
compuesta por glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HC125 mM pH 8.0,
lisozima 4 mg/ml. La suspension fue incubada por 5 min a temperatura ambiente
y se agregd 200 pl de una solucidn fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. La mezcla
fue invertida 3 a 4 veces y se dejo en hielo por 5 min. Posteriormente, se agregd
150 pl de una solucién fria de acetato de potasio 5M y el tubo se invirtié
nuevamente tres veces e inmediatamente se dejo en hielo por 5 min. La mezcla

fue centrifugada durante 5 min en una microcentrifiuga Eppendorf a 4°C. La
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fase liquida fue transferida a un tubo Eppendorf estéril y fue desproteinizada con
un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), seguido de una
lavado de la fase acuosa con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Los acidos nucleicos fueron precipitados por la adicion de dos volamenes
de etanol absoluto frio (-20 °C) e incubacion de la mezcla a -20 °C por 60 min.
Los tubos fueron posteriormente centrifigados durante 10min en una
microcentrifuga Eppendorf, eliminando el sobrenadante y secando el precipitado
a 37 °C. El precipitado fue resuspendido en 50 pl de tampén TE (Tris-HCI
10 mM pH 8.0, EDTA mM) conteniendo RNAsa A a una concentracion de
30 pg/ml, La soluciéon fue incubada durante 15 min a 37 °C, finalmente la
concentracion y calidad del DNA fue visualizada por electroforesis en gel de

agarosa (Sambrook et al., 1989).

Extraccion de DNA desde geles de agarosa: En algunos casos fue necesario
limpiar el DNA mediante “GeneClean” (GeneClean II kit, Bio 101, CA). Para
ello, 1 pg de acidos nucleicos aislados fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0,7% a 7 v/cm por 3 hrs. Posteriormente, se aislo un fragmento de gel
que contenia el DNA de interés y se depositd en un tubo de microcentrifuga de
1.5 ml. Al tubo se agregaron 3 volimenes de Nal 6 M y se incubd a 50 °C por
10 min hasta que la agarosa se disolvié completamente. Luego, se agregd al tubo

5 pl de la resina “Glassmilk” y se incubd en hielo por 5 min. Posteriormente, el

tubo fue centrifugado en una centrifuga Eppendorf a 12000 rpm por 5 seg, el
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sobrenadante fue eliminado y la resina fue lavada en 500 ul de solucién “New
Wash” (Etanol 70%, TE 30%), proporcionada en el kit. El lavado con la solucion
“New Wash” fue repetido dos veces mas y finalmente se agregd 20 ul de tampon
TE. El tubo fue incubado por 5 min a 50 °C para permitir que el DNA se separara
de la resina, y posteriormente, fue centrifugado en una centrifuga Eppendorf a
12000 rpm por 30 seg. El sobrenadante que contenia el DNA fue recuperado y

traspasado a un tubo estéril.

DNA gendmico de P. rhodozyma: Para obtener DNA de alto peso molecular,
sobre 23 kb, la purificacién de acidos nucleicos fue realizada a partir de

protoplastos.

Formacion de protoplastos: Los protoplastos fueron obtenidos por tratamiento de
las células de P. rhodozyma con la enzima litica novozima {Hermosilla ef al.,
1995). Para ello, la cepa de levadura fue crecida en 20 ml de MM, hasta una
DOssopm=1.2. Las células fueron lavadas dos veces con KCI08M vy
resuspendidas en 9 ml de KC10.8 M. Luego, se agregé 1ml de novozima
(20 mg/ml) preparada en el mismo estabilizador osmdtico y se incubd a 22 °C
durante 2-4 hrs con agitacion suave. Una vez obtenido cerca del 100% de
protoplastos, estos fireron lavados tres veces con KCI0.8M, mediante
centrifugaciébn a 4000 rpm a 4°C para impedir su lisis y resuspendidos

suavemente en 5 ml de KCI 0.8 M.
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6.3.2.- Extraccién de acidos nucleicos: Los protoplastos de P. rhodozyma fueron
centrifugados a 4000 rpm en una centrifuga Sorvall (rotor SS-34) durante 4 min y
se resuspendieron suavemente en 4.5 ml de Tris-HCI 10 mM, EDTA 20 mM.
Luego, se agregd 0.5 ml de SDS al 10% y se incubd la mezcla a temperatura
ambiente por 5 min, después se agregd 50 pl de proteinasaK a 20 mg/ml y se
incub6 a 55 °C por 1 hr. Posteriormente, se agreg6 10 pl de RNAsa a 10 mg/ml y
se incubé a 30°C por 30 min. La solucién con el DNA fue desproteinizada
agregando 5 ml de fenol saturado en tampdén Tris-HCl pH7.4 y se agitd
suavemente durante 30 min. Las fases fueron separadas por centrifugacion a
4000 rpm por 4 min, la fase acuosa fue transferida a un tubo Corex de 30 ml con
una pipeta de vidrio de 10 mi. A la fase fendlica, se agregd 2 ml de solucidon
Tris-HCI 10 mM, EDTA 20 mM y se agité suavemente por 30 min, separando
las fases nuevamente por centrifugacion a 4000 rpm por 4 min. Ambas fases
acuosas se unieron y se agregaron 4 ml de fenol saturado. Después de agitar la
mezcla por 30 min, se recuper6 la fase acuosa mediante centrifugacion a
4000 rpm por 4 min. Este tlltimo paso fue repetido una vez mas y posteriormente
se agregaron 5ml de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) a la fase acuosa. Se mezclo y ambas fases fueron separadas por
centrifugacion a 4000 rpm por 4 min, recuperando la fase acuosa. Para retirar
restos de fenol desde la fase acuosa, se agregé 5ml de una mezcla de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), agitando suavemente por 30 min y

separando las fases por centrifugacion. Por ultimo, el DNA fue precipitado
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mediante la adicion de 2.5 volimenes de etanol absoluto e incubado en hielo por
10 min. Los acidos nucleicos fueron retirados de la suspension con ayuda de una
pipeta de 10ml en posicion invertida y depositados en un tubo de

microcentrifuga estéril. Luego de secar el DNA, este fue lavado con etanol al
70% y posteriormente resuspendido en 500 a 1000 pil de tampén TE. Finalmente,

el DNA fire analizado mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.5-0.6%.

7.- Transformacién genética.

7.1.-  Escherichia coli; La transformacion genética de la cepa DH5c de E. coli,
utilizada en esta Tesis, fue realizada segin el método de RbCl (Utermohlen,

1994),

7.1.1.- Células competentes: La cepa DH5«, de E. coli, fue sembrada en medio LB
solido con un asa de platino para obtener colonias aisladas y las placas se
incubaron durante dos dfas a 37°C. Se tomaron tres colonias aisladas y con ellas
se inoculd un matraz de 50 ml que contenia 7 ml de medio ¢ (Apéndice 1). El
cultivo fue incubado con agitacion constante hasta una DOssp= 0.3 y 5 ml del
cultivo se utilizaron para inocular 100 ml de medio ¢ precalentado a 37°C, el

cual se incubd con agitacion hasta una DOssgun= 0.48. Este cultivo fue

distribuido en tubos de vidrio preenfriados de 25 x 150 mm y las células fueron
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precipitadas mediante centrifugacion a 5000 rpm en una centrifuga Sorvall a
4°C. Las células fireron resuspendidas suavemente en 30 ml de solucion TIBI
(Apéndice 2) y se volvieron a centrifugar bajo las mismas condiciones.
Posteriormente, las células fueron resuspendidas en 4 ml de solucion TIBIL
(Apéndice 2) y se distribuyeron alicuotas de 100 pl en tubos de microcentrifuga

de 1.5 ml y se guardaron inmediatamente a -70°C.,

Transformacion: Las células competentes fueron descongeladas en hielo.
Posteriormente, se adicion6 el DNA transformante en un volumen no superior a
los 10 pl y la mezcla fue incubada en hielo por 15 min, luego de lo cual fue
sometida a un pulso térmico de 2 min a 42 °C. Después, las células fueron
incubadas en hielo por 2 min y posteriormente a temperatura ambiente por
10 min. Con la finalidad de permitir la expresién del gen de resistencia
codificado en el vector transformante, se adicioné a la mezcla 1 ml de medio
LB y se incubd a 37°C por un periodo de 1 hr. Finalmente, se sembraron
alicuotas de 100 pl de células en placas con medio LB que contenia los

antibidticos apropiados e incubadas a 37 °C por 12-16 hrs.

Seleccion de clones con inserto: Para el plasmido pBluescript, la seleccion fue
realizada directamente debido a que las bacterias transformadas fieron

sembradas en placas con medio LB-agar, ampicilina 100 pg/ml,

IPTG 32 pg/ml, X-gal 32 ug/ml. En este medio de cultivo, aquellas colonias
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que poseen el plasmido con un inserto en el gen lacZ, se evidencian mediante

cambio de color (Sambrook et al., 1989).

Analisis de DNA.

Sublonamiento gen de actina: El gen de actina de S. cerevisiae fue subclonado en
el plasmido pBluescript SK. Para ello, 1 ng del plasmido pYact I fue sometido a
digestion con 2 unidades de las enzimas Bam HI y Hind lll. Los fragmentos
resultantes de la digestion fueron separado por electroforesis en un gel de agarosa
0.7% y se recuperd un fragmento de 1.6 kb, conteniendo el gen de actina,
mediante “GeneClean” (ver seccién 6.2). Luego, 200 ng de este fragmento fue
ligado a 50 ng del plidsmido pBluescript SK, digerido con las mismas enzimas,
mediante la enzima T4 DNA ligasa. Se transformo con la mezcla de ligado la
cepa de k. coli, DH50.. Desde los clones con inserto se aisl6 DNA plasmidial y
para determinar la identidad del inserto se realizé un andlisis de digestion del

plasmido hibrido de acuerdo a su mapa de restriccion.

Subclonamiento gen de B-tubulina: Se subcloné el gen de B—tubulina desde el
cosmido 3:11:H. Se digirié 1 pg de DNA de este cdésmido con 2 unidades de la
enzima de restriccion Sal I durante 6 hrs a 37 °C. Los fragmentos resultantes de

la digestion fueron separado por electroforesis en un gel de agarosa 0.7% y se
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recuperd un fragmento de 2.6 kb, conteniendo el gen de B-tubulina, mediante
“GeneClean” (ver seccion 6.2). Luego, 200 ng de este fragmento fueron ligados
a 50 ng del plasmido pBluescript SK, digerido con la misma enzima, mediante
la enzima T4 DNA ligasa. Se transformé con la mezcla de ligado la cepa de E.
coli, DH5c.. Desde los clones con inserto se aislo DNA plasmidial y para
determinar la identidad del inserto se realizd un anilisis de digestion del

plasmido hibrido de acuerdo a su mapa de restriccion.

Mapas de restriccion: Los andlisis de restriccion fueron realizados segin o
descrito en Sambrook ef al. (1989). Se incubd 0.5 a 1 pug de DNA plasmidial
con 1 a 2 unidades de enzima de restriccion durante 3 hrs en tampén y
temperatura requeridos por la enzima (segln instrucciones del fabricante). Las
reacciones de digestion fireron realizadas en un volumen final de 20 pl y se
detuvieron mediante la adicion de EDTA a una concentracioén final de 20 mM.
Cuando fue necesario digerir el DNA plasmidial con dos enzimas de
restriccion, las reacciones fueron realizadas en forma simultanea, si ambas
enzimas requerian condiciones similares de tampon. En aquellos casos en que
las dos enzimas requerfan tampones muy diferentes, el DNA fue incubado
primero con una de ellas y luego el DNA fue desproteinizado con un volumen
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), luego con un volumen de

cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y posteriormente precipitado con dos
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volimenes de etanol a -20 °C. Finalmente, el DNA fue resuspendido en agua y
se procedio a digerirlo con la segunda enzima de restriccion.

Los productos de digestion fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa. Los tamafios de los fragmentos generados fueron calculados utilizando
el programa computacional DNAFRAG version 3.03 (Schaffer & Sederoff,

1981), obtenido desde European Molecular Biclogy Laboratories (EMBL).

Hibridacion DNA-DNA: Los analisis de hibridacion de acidos nucleicos fueron
realizados en base a la técnica desarrollada por Southern (1975) y descrita en

Sambrook et al. (1989) y Rose et al. (1990).

Marcado de las sondas: Las sondas de DNA fueron marcadas con a- P-dCTP
mediante la técnica de "random primers” (Sambrook ef al., 1989). Para ello se
utilizo el sistema “Random Primers DNA Labeling System” (Gibco-BRL)
segun instrucciones del fabricante. Se denaturaron 30 ng de sonda, disueltos en
20 pl de agua, mediante calentamiento en bafio maria por 5 min e
inmediatamente el tubo fue depositado en hielo. Luego, se agregaron 6 pl de
una solucion que contenta una mezcla equimolar de desoxinucleétidos (dATP,
dGTP y dTTP), 15 pl de una mezcla de partidores sintéticos, 5 ul de o->2p-
dCTP (50 pCi) y 3 pul de agua destilada (Apéndice 2). La solucién fue mezclada
suavemente y se agregé I pl de una solucion que contenia el fragmento Xlenow

de la DNA polimerasa I (Apéndice 2). La reaccién fue incubada durante 3 hrs a
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25°C, luego de lo cual se agregaron 5l de la solucién “Stop Buffer”
(Apéndice 2). La sonda marcada fue separada de los nucledtidos no
incorporados mediante sucesivas precipitaciones con dos volitmenes de etanol
en presencia de acetato de amonio 3.8 M. Finalmente, la sonda fue

resuspendida en 100 ul de agua y mantenida a ~20 °C hasta ser utilizada.

Hibridacion: Los experimentos de hibridacién de DNA. fueron realizados en
base a la técnica desarrollada por Southern (1975). La electroforesis se realizé
utilizando 7 a 10 pg de DNA gendmico de alto peso molecular tratado con
enzima de restriccion o 40 a 100 ng de DNA plasmidial, en geles de agarosa en
presencia de bromuro de etidio 0.5 pg/ml, TAE 1X. El tampén de corrida fue
TAE 1X. Luego de la electroforesis, el gel fue irradiado con radiacién UV de
260 nm y fotografiado con una referencia de distancia, para registrar la
migracion del DNA. Posteriormente, el gel fue sumergido en 300ml de
solucién HCI 0.25 M por 15 min para depurinar y luego en 300 ml de solucién
NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M a temperatura ambiente por 30 min para denaturar el
DNA. Posteriormente, el gel fue neutralizado incubandolo en 300 ml de Tris-
HC1 0.5 M (pH 7.4), NaCl 3.0 M durante 2 hrs. El DNA fue transferido a una
membrana de nylon (Pall) como se describe en Sambrook, er al (1989),
utilizando una solucién de citrato de sodio 10X (SSC 10X) como tampén de
transferencia (Apéndice 2). La transferencia se realizé durante 16 a 20 hrs y el

DNA fue fijado covalentemente a la membrana mediante irradiacién del filtro
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con radiacién UV de 260 nm durante 5 min. La membrana fire incubada con
solucién de pre-hibridacion (Apéndice 2) durante 4 hrs a 42 °C y luego se
incubé por 24 hrs a 42°C en presencia de la sonda marcada, previamente
denaturada mediante calentamiento a 90 °C por 5 min. Una vez terminada la
hibridacidén, la membrana fue lavada dos veces con una solucion de SSC 5X
SDS 0.5% durante 15 min con agitacion a temperatura ambiente, luego dos
veces con una solucién SSC 1X, SDS 0.5% a 37 °C por 15 min y finalmente, se
lavd tres veces en SSC 0.1X, SDS 1% por 15 min a 65°C, para una alta
estrictez, En caso de necesitar baja estrictez, el filtro fue Javado dos veces por
15 min en SSC 1X, SDS 0.1% a temperatura ambiente y luego dos veces por
15 min en SSC 1X, SDS 0.1% a 37° C. Posteriormente, la membrana fue secada
entre papel filtro y se dispuso sobre una plataforma de cartulina, la cual estaba
previamente recubierta con papel plastico (“Saran-Wrap”), y todo fite cubierto
con el mismo tipo de papel plastico. El armado fue puesto en una caja de
exposicion autorradiografica con pantalla intensificadora Kodak, que contenia
una placa autorradiografica tipo R. La caja fire incubada a -70 °C por 2 hrs, para
hibridacion de DNA plasmidial o 12 a 24 hrs para hibridacion de DNA
genémico. Las placas fiueron reveladas y fijadas -segiin los procedimiento

fotograficos rutinarios.

Hibridacion en libreria genomica. Se utiliz6 una libreria genémica en
pBlueScript de P. rhodozyma, cepa UCD 67-385 (Martinez, 1995). Se

analizaron 16 grupos provenientes de esta libreria, cada uno de ellos
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conteniendo entre 100 y 150 clones recombinantes. De cada grupo se aislo
DNA de acuerdo a Birnboim & Doly (1979), como se detalla en la seccion 6.1.
El DNA aislado de cada grupo fue digerido con la enzima de restriccion
Bam HI. La hibridacion fue realizada segin el procedimiento descrito en la
seccidn 8.4.2, excepto que se utiliz aproximadamente 1 pg de DNA por carril

de cada grupo.

Hibridacion de DNA en colonia: La hibridacion de DNA en colonia fue
realizada segiin Sambrook (1989). Para cada grupo de la libreria gendémica de
P. rhodozyma, se aislaron colonias por plaqueo en placas LB conteniendo
ampicilina 100 pg/mi, X-gal 32 pg/ml, IPTG 32 pg/ml e incubando por 24 hrs a
37°C. Se prepararon en réplica cinco placas con medio LB y ampicilina
(100 pg/ml), cada una con una densidad de 100 colonias por placa para cada
grupo analizado. Luego, se incubd por 24 hrs a 37 °C y se procedid a transferir
las colonias de una de las réplicas a filtros de nylon BRL recortados
circularmente con un didmetro menor al de la placa. Este filtro fue puesto sobre
la placa y se marco en cuatro posiciones de forma asimétrica mediante la
perforacion con una aguja estéril. Durante 5 min se dejo el filtro en contacto
con la placa. Toda la manipulacién de las placas fue realizada bajo campana
para minimizar los riesgos de contaminacion. Posteriormente, el filtro file
retirado por medio de pinzas delgadas y sometido a los procesos de

denaturacion y neutralizacion. Para la denaturacion, el filtro fue puesto en
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contacto con papel Whatman humedecido con una solucion de NaOH 0.5 N,
durante 7 min. Para la neutralizacion el filtro fue puesto en contacto con papel
Whatman saturado con Tris-HCI 1M, pH 8.0 por 5 min. Luego, el filiro fue
depositado sobre papel Whatman saturado con Tris-HCI, pH 8.0, NaCl 1.5 M
por 5 min. y lavado con una solucion de SSC 2X (Apéndice 2). Por ultimo el
DNA fue fijado al nylon por irradiacién con luz UV durante 5 min.

La prehibridacion fire realizada de acuerdo a la seccion 8.4.2 por 4 hrs a
42 °C. La hibridacion, fire efectuada en condiciones de hibridacion estrictas en
presencia de 50% de formamida, y a 42 °C durante 24 hrs. Se utilizaron 30 ng
de sonda marcada, denaturada por simple ebullicion durante 5 min.

Los lavados posthibridacion fueron realizados en condiciones de alta
estrictez, en los que el nylon fue Javado dos veces con una solucion de SSC
5X, SDS 0.5% durante 15 min, con agitacion suave a temperatura ambiente,
después dos veces con una solucién SSC 1X, SDS 0.5% a 37 °C por 15 min y
finalmente, tres veces en SSC 0.1X, SDS 1% por 15 min a 65 °C. Para la

autorradiografia, el nylon fue expuesto a -70 °C durante 48 hrs.

Secuenciacion: Se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en el manual de

instruccion del fabricante del “DNA sequencing Kit, version 2.0”.

Preparacién de Ja muestra: La muestra de DNA a secuenciar fue purificada
mediante extraccién fendlica, y mantenida sin congelar a -20 °C para evitar la

formacion de puntos de ruptura en la hebra de DNA.
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Denaturacion alcalina: En un tubo Eppendorf se pusieron 3 pg de DNA
previamente purificado y se completé el volumen a 8 pl con agua destilada. Se
agregd 2 pl de NaOH 1 M, mas 1 pl del partidor adecuado (Apéndice 2), se
mezclé e incubd a 37°C por 10min, para luego poner la mezcla
inmediatamente en hielo. Para neutralizar la solucién se afiadio 2 pl de HCI 1 M
junto con 2 pl del tampon de reaccion (Apéndice 2), completando un volumen
total de 15 pl. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 10 min y nuevamente se
enfri6 en hielo.

Se prepararon cuatro tubos Eppendorf cada uno con 2.5 pl de la mezcla
de terminacién (Apéndice 2) para guanina, adenina, timina y citocina, los cuales

fueron precalentados a 37 °C justo antes de usar.,

Reaccidén de marcaje: La mezcla de marcaje (Apéndice 2) fue diluida 5 veces
para ser utilizada en la reacciéon de marcaje. La reaccién de marcaje contiene
15 ul del DNA previamente denaturado, 1 pl de DTT 0.1 M, 2 pl de la mezcla
de marcaje diluida, 0.5 pl de *’SdATP y por dltimo 2l de la enzima
polimerasa (diluida 1 : 8 con tampén de dilucién (Apéndice 2) suplido en el kit.

Se mezcl6 e incubd a temperatura ambiente por 2 a 5 min.

Reaccion de terminacion: Se transfirié 4.5 pl de la reaccion de marcaje a cada
tubo de terminacion preparados anteriormente y preincubados a 37 °C. Se

mezclé y continué incubando a 37°C por 5min. Las reacciones fueron
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detenidas por la adicion de 4 pl de solucion “Stop Buffer” suplido por el kit.
Cada muestra fue calentada a 75 °C por 2 min inmediatamente antes de cargar

el DNA en el gel de secuenciacion.

s et e tm
Gel de secuenciacion: Sistema “Base Ace de Stratagene™ .

Se prepard 50 m! de solucién para un gel al 6% (Apéndice 2) y se agregd 30 pl
de TEMED y 250 ul de persulfato 10% para iniciar la polimerizacion,
mezclando suavemente. Con ayuda de una jeringa y evitando la formacién de
burbujas, se vierte toda la solucion por la parte superior de dos placas de vidrio
separadas por 0.2 mm y selladas completamente en tres de sus lados (los vidrios
deben estar completamente limpios). Las placas de vidrio fueron puestas en
posicioén horizontal para eliminar el exceso de solucion e inmediatamente se
coloco una peineta con “dientes de tiburén”, sellando con papel plastico “Saran-
Wrap” el borde superior para evitar la deshidratacion. Se dej6 polimerizando a
temperatura ambiente por aproximadamente 12 hrs,

Una vez polimerizado el gel, éste se montd en el sistemam de
electroforesis Stratagene™, siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
fijos los vidrios al sistema, se procedi6 a llenar las cAmaras inferior y superior
con 500 ml de TBE 1X. Se retir6 la peineta y se introdujo nuevamente, pero
esta vez en forma invertida para formar los pocillos de carga. El gel fue

precorrido a 1500 volts para estabilizar la temperatura a 50 °C, usando 3 i de
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“Stop Buffer” como trazador. Antes de cargar las muestras, éstas fileron
calentadas a 72 °C por 2 min. Se cargd de cada muestra un volumen de 4 pl
rapidamente, en el orden establecido G, A, T y C. Cada muestra fire sometida a
una corrida corta, de 120 min aproximadamente y a una corrida larga de

240 min.

Autorradiografia: Una vez finalizada la electroforesis de secuenciacién el gel
fue transferido cuidadosamente a papel Whatman 3M y secado en un secador de
geles a 80 °C al vacio. Luego, el gel deshidratado fue puesto en una placa
autorradiografica junto con una pelicula Kodak, todo ello en oscuridad. Se dejé
exponiendo aproximadamente 24 hrs y posteriormente se reveld la
autorradiografia. La autorradiografia fue interpretada en la forma convencional

para determinar la secuencia de cada una de las muestras.

Separacion de DNA cromos6mico.

P. rhodozyma: Se crecid P. rhodozyma en 100 ml de cultivo MM, hasta fase
estacionaria, colectando las células por centrifugaciéon a 7000 rpm por 10 min.
Las células fueron lavadas dos veces con una solucidon de EDTA 50 mM
pH 8.0, para luego resuspender en 1 ml de la misma solucidn conteniendo

10 mg/ml de novozima. La suspension fue mezclada con 3 ml de agarosa de
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bajo punto de fusiéon 1%, EDTA 125 mM pH 8.0 (precalentada a 42 °C) y
distribuida en moldes LKB de 100 pl, dejando enfriar a 4 °C durante 15 min.
Los bloques fueron sumergidos en 5ml de solucion LET (Apéndice 2)
conteniendo 0.4 mg/ml de novozima e incubados por 16 hrs a 37 °C. Después,
los bloques fueron lavados dos veces con EDTA 50 mM y sumergidos en 5 ml
de solucion NDS con proteinasa K 1 mg/ml (Apéndice 2), incubando a 50 °C
por 24 hrs, Por ultimo, los bloques fueron lavados dos veces con EDTA 50 mM
y mantenidos en esta solucion a 4 °C hasta ser utilizados. Para un tiempo largo
de almacenamiento fueron sumergidos en una solucion de EDTA 50 mM,

glicerol 50% y puestos a -20 °C.

S. cerevisige: Se crecieron 100 ml de cultivo en medic YEP hasta fase
estacionaria, colectando las células por centrifugacion a 7000 rpm por 10 min.
Las células fueron lavadas dos veces con una solucion de EDTA 50 mM
pH 8.0, para luego resuspender en 1 ml de la misma solucién junto con 25 pl de
zimoliasa 2 mg/mi en tampdn fosfato 10 mM y glicerol 50%. La suspension fue
incubada a 37 °C por 20 min y luego mezclada con 3 ml de agarosa de bajo
punto de fusion 1%, EDTA 125 mM pH 8.0, la cual estaba precalentada a
42 °C. La mezcla fue distribuida en moldes LKB de 100 pl, dejando enfriar a
4 °C durante 15 min. Los blogues fueron sumergidos en 5 ml de solucién LET
que contenia 0.04 mg/ml de zimoliasa e incubados por 16 hrs a 37 °C. Los

bloques fileron lavados dos veces con EDTA 50 mM y sumergidos en 5 ml de
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solucion NDS mas proteinasa K 1 mg/ml, incubando a 50 °C por 24 hrs. Por
ultimo, los bloques fueron lavados dos veces con EDTA 50 mM y mantenidos
en esta solucion a 4°C hasta ser utilizados. Para un mayor tiempo de
almacenamiento fiieron sumergidos en una solucién de EDTA 50 mM, glicerol

50% y puestos a -20 °C.

Electroforesis de campo pulsado: El DNA cromosomico fie separado mediante
electroforesis de campo pulsado del tipo CHEF en un equipo LKB 2015
Pulsaphor (Chu ef al., 1986) de 15 cm®. Para ello, se utilizaron geles de agarosa
0.85-1% en tamp6n TBE 0.5x (Apéndice 2). La electroforesis fue realizada a
14°C en TBE 0.5x como tampdn de corrida. Se utilizaron diferentes
condiciones de electroforesis las cuales se describen en los resultados. Los geles
fueron tefiidos con bromuro de etidio, 1 pg/ml, durante 6 hrs y después
destefiidos por 3 a 4 hrs en agua destilada. Finalmente, ¢l DNA cromosémico

fue visualizado mediante irradiacion UV.

Hibridacion: Se realizé de acuerdo a lo descrito en la seccion 8.4.2, excepto que
el gel correspondié al de la electroforesis de campo pulsado. Como sondas se
utilizaron fragmentos Bam HI derivados de los plasmidos pPR1.4-6, pPR1.4-
12, pPR5.0, pPR5.3 y pPR5.6, los cuales son parte de la libreria gendmica de la
cepa UCD 67-385 de P. rhodozyma en el vector pBluescript SK (Martinez,

1995). Ademas, se utilizé un fragmento de 7.6 kb de DNA repetitivo, el cual
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fue aislado desde un gel de agarosa con DNA de P. rhodozyma digerido
totalmente con Bam HI, purificado mediante tres lavados con GeanClean II

(Bio 101) y clonado en pBluescript SK.

Formacion y analisis de heterocigotos.

La formacidén de heterocigotos fue realizada a través de la reversion de

mutantes de P. rhodozyma,

Reversion de mutantes por NTG: Se incubaron cepas mutantes de pigmento y
mutantes de auxotrofia en 30ml de medio YM hasta fase estacionaria
temprana. Se centrifugaron los cultivos a 7000 rpm por 10 min y luego se lavé
dos veces en tampon citrato de sodio 0.1 M pH 5.5. Se resuspendié en un
volumen final de 4 ml del mismo tampén y se adiciond NTG a una
concentracion final de 80 pg/ml completando un volumen de 5 ml
Posteriormente, se incubaron las células a 22 °C por 30 min y se lavaron cuatro
veces con tampon fosfato 0.1 M pH 7.0. Para fijar las potenciales mutaciones,
las células fueron incubadas a 22 °C por 12 hrs en 10 ml de medio YM. Se
plaquearon las células tratadas en varias diluciones en placas YM-agar en el

caso de cepas mutantes de color. Las cepas auxotrofas fueron lavadas dos veces

con MM, a través de centrifugacion a 7000 rpm por 10 min y resuspendidas en
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2 ml de MM,, éstas fueron plaqueadas sin dilucion en placas MM,-agar en
alicuotas de 100 pl. Se seleccionaron aquellas colonias que presentaban un

fenotipo silvestre para el cardcter analizado y fueron denominadas revertantes.

Mutagénesis de las cepas revertantes: Se crecieron las cepas revertantes
seleccionadas en 20 ml de medio YM o MM, dependiendo si provenian de una
mutante de pigmento o de auxotrofia, respectivamente. Los cultivos fueron
tratados con NTG o radiacion UV, de acuerdo a lo descrito en las secciones 3.1
y 3.2, respectivamente. Con el fin de aumentar la probabilidad de detectar
mutantes de auxotrofia, las células tratadas se sometieron a un enriquecimiento

con nistatina.

Seleccidon e identificacién de mutantes: Se seleccionaron e identificaron
aquellas mutantes que presentaron un fenotipo similar a la cepa parental del

revertante analizado.

Mutantes de color: Se seleccionaron en base a sus caracteristicas de
pigmentacion. Para ello, después de incubar las placas YM-agar a 22 °C por
7-10 dias, se determiné la presencia de colonias con un fenotipo igual a la cepa

parental del revertante y se calcul6 su frecuencia.
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10.3.2.- Mutantes auxotrofos: Fueron seleccionados en base a su incapacidad para
crecer en MM, sin suplemento. Para ello, las células fueron replicadas
ordenadamente en placas con medios YM-agar y MM,-agar. Se seleccionaron
aquellas colonias que presentaron solo crecimiento en YM-agar,

determinandose el tipo de auxotrofia y su frecuencia.




RESULTADOS

Electroforesis de campo pulsado.

Para estimar el nimero de cromosomas y el tamafio de su genoma se
procedi6 a resolver el cariotipo electroforético de varias cepas de P. rhodozyma.

De acuerdo a los resultados después del tratamiento de P. rhodozyma con
distintas enzimas comerciales (ver punto 4 en Resultados), se utilizé6 novozima
para la formacién de protoplastos en la electroforesis de campo pulsado. La
Figura 1 muestra el resultado de la electroforesis de campo pulsado de la cepa
UCD 67-385, en dos condiciones diferentes de corrida (A y B). En la condicién
A, la electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al 1% con pulsos de 60, 80 y
100 seg a 200 volts durante 7, 8 y 9 horas, respectivamente. La resolucioén de las
bandas cromosémicas electroforéticas (bandas cromosémicas) de mayor tamafio
fue pobre (Figura 1A). Como se observa en la Figura 1B, se obtuvo mejor
resolucion al usar un gel de agarosa 0.9% y corriendo la electroforesis por 20 hrs
a 200 volts con pulsos de 90 seg.

Con el fin de determinar la presencia de polimorfismo cromosémico, se
realiz6 electroforesis de campo pulsado en dos cepas silvestres (UCD 67-385 y

UCD 67-210). Para ello, se utilizé un gel de agarosa al 0.9% vy la electroforesis
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Cariotipo electroforético de Phaffia rhodozyma, cepa silvestre UCD 67-385.
Comparacion de dos condiciones de electroforesis de campo pulsado. A: Carriles 1, 2 y
3, cepa UCD 67-385 (200V, pulsos de 60, 80 y 100 seg por 7, 8 y 9 hrs,
respectivamente en un gel de agarosa 1%). A la izquierda, se consignan en mameros
romanos los cromosomas de Saccharomyces cerevisiae y en la derecha, en niimeros
romanos, las bandas cromosomicas de P. rhodozyma, junto con sus tamafios estimados
en kb. B: Carriles 1 y 2, cepa UCD 67-385; carril 3, cepa AB 1380 de S. cerevisiae (200
V, pulsos de 90 seg por 20 hrs en un gel de agarosa 0.9%). A la izquierda, en nimeros
romanos, las bandas cromosomicas de P. rhodozyma y a la derecha, los cromosomas de

5. cerevisiae.
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Cariotipo electroforético de Phaffia rhodozyma, cepas silvestres UCD 67-385 y
UCD 67-210. Carriles 1 y 2, cepa UCD 67-210; carriles 3 y 4 UCD 67-385; carriles 5 y
6, Saccharomyces cerevisiae, cepa AB1380. Condiciones de electroforesis; 200 V,
pulsos de 90 seg por 20 hrs en un gel de agarosa 0.9%. A la derecha, una interpretacion

gréfica del patron electroforético en las tres cepas.
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fie corrida durante 20 hrs a 200 volts con pulsos de 90 seg. Como se muestra en
la Figura 2, en la cepa UCD 67-210 se observan 8 bandas cromosdmicas,
mientras que en la cepa UCD 67-385 se observan 9 bandas, destacando la
presencia de una banda de DNA cromosémica pequefia de 350 kb, ausente en la
cepa UCD 67-210 (Figura 2).

A partir de los resultados se puede estimar el tamafio de genoma haploide
para ambas cepas. En la Tabla 1 y Tabla 2 se encuentra consignada cada banda
cromosomica observada para las dos cepas silvestres, el niimero de entidades
cromosémicas que representa, dependiendo de sus intensidades relativas y sus
tamafios respectivos. De acuerdo a esto, el tamafio del genoma haploide para la
cepa UCD 67-210 es de 25.3 Mb y para UCD 67-385 de 23.9 Mb. Ambas cepas

silvestres presentan un nitmero haploide de 15 cromosomas.

Asignacion de sondas a las bandas cromosomicas de P. rhodozyma:

Con el objeto de distinguir una banda cromosdmica de otra, se realizaron
experimentos de hibridacién de DNA. Las sondas utilizadas se describen en la
Tabla 3, junto con sus caracteristicas de tamafio y funcién.

El plasmido pPRS.6, transporta un inserto Bam HI de 5.6kb de P.
rhodozyma, en el cual los primeros 88 nucle6tidos tienen una identidad del 84%

y 79% con ¢l gen para el factor de elongacién de la traduccién 1-alpha (ef-lor)
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Tamafio de las bandas cromosomicas de la cepa silvestre UCD 67-210.

Cepa UCD 67-210

Banda Tamaifio (kb) | N° Cromosomas | N° Cromosoma x Tamafio (kb)
I 2500 3 7500
1 1850 i3 5550
I 1320 2 3640
v 1500 1 1500
v 1450 1 1450
VI 1250 2 2500
VII 1130 1 1130
VIII 1120 2 2240
TOTAL > 15 25310

El nimero de cromosomas por banda fue determinado de acuerdo a las intensidades
relativas de cada una de ellas.
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Tamafio de las bandas cromosémicas de la cepa silvestre UCD 67-385.

Cepa UCD 67-385
Banda Tamafio (kb) | N° Cromosomas | N° Cromosoma x Tamafio (kb)

I 2500 3 7500
II 1850 3 5550
I 1790 1 1790
v 1530 1 1530
A% 1480 1 1480
VI 1210 2 2420
vl 1150 1 1150
Vil 1090 2 2180

IX 350 1 350
TOTAL - 15 23950

El nimero de cromosomas por banda fue determinado de acuerdo a las intensidades

relativas de cada una de ellas.




Tabla 3

Plasmidos utilizados para la asignacion de sondas al cariotipo
electroforético de Phaffia rhodozyma.
Plasmido Tamafio del inserto (kb)* Funcién
pPR1.4-6 Fragmento Bam HI 1.4 Desconocida
pPR1.4-12 Fragmento Bam HI 1.4 Desconocida
pPR5.0 Fragmento Bam HI 5.0 Desconocida
pPR5.3 Fragmento Bam HI 5.3 Desconocida
pPRS5.6 Fragmento Bam HI 5.6 ef-lo
pPR7.6 Fragmento Bam HI 7.6 DNA repetitivo

(), el tamafio del inserto fue determinado por digestién con Bam HI y

posterior electroforesis.
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de Drosophila melanogaster y Saccharomyces cerevisiae, respectivamente
(Figura 3), de acuerdo al estudic con el programa para analisis de
secuencias de Genetics Computer Group (Devereux ef al, 1992). La
hibridacién de la sonda ef-lo. contra las bandas cromosdmicas separadas por
electroforesis de campo pulsado de la cepa silvestre UCD 67-385 se muestra en
la Figura 4. El factor ef-1a hibrido solamente a la banda cromosémica VIII,

El plasmido pPR.7.6, porta un fragmento Bam HI de 7.6 kb de DNA
repetitivo (tDNA) de P. rhodozyma. En los experimentos de hibridacién del
fragmento BamHI de 7.6 kb con los cromosomas de la cepa silvestre
UCD 67-385 de P. rhodozyma, cepas mutantes AtxS1 y Atx5S, separados por
CHEEF, se observa que esta sonda hibrid6 fuertemente con la banda cromosdmica
de mayor tamafio, identificada como banda cromosémica I y no muestra
hibridacion adicional con otra banda cromosémica en las cepas analizadas. Las
intensidades relativas de las bandas que hibridaron fueron similares en ambas
muestras de la cepa silvestre (Figura 5B, carril 1 y 2).

El plasmido pPR.5.3, porta un inserto Bam HI de 5.3 kb de funcidn
desconocida el cual fue denominado locus R2. Dicha sonda hibridd con sblo una
banda cromosémica en la cepa silvestre UCD 67-210 y Atx6 (banda
cromosémica VIII) y con dos bandas en la cepa silvestre UCD 67-385 y cepa
mutante Atx5 (bandas cromosdmicas VIII y IX) (Figura 6).

De esta misma forma, dos fragmentos Bam HI de 1.4 kb y 5.0 kb, de los

plasmidos pPR1.4-12, pPRS5.0, respectivamente, hibridaron con la banda
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Figura 3:

Alineamiento de secuencia entre el gen ef-lo de Phaffia rhodozyma y ef-1o. de
otros organismos. Se muestra el alineamiento para 88 nucleotidos secuenciados del
gen ef-la de P. rhodozyma utilizando el programa para analisis de secuencia de
Genetics Computer Group. Drosoph, Drosophila melanogaster, Mus, Mus
musculus, Norveg, Rattus norvegicus, Human, Homo sapiens, Gallus, Gallus
gallus; Xenopus, Xenopus laevi; Caenorh, Caenorhabditis elegans, Sacchar,
Saccharomyces cerevisiae;, Phaffia, Phaffia rhodozyma.




56

".g'.lM w

W ok

VIi—
VIl

VIl

Figura 4:

I
Hibridacion de la sonda transportando secuencias de ef-1o con la banda cromosémica
VII de la cepa UCD 67-385. Las condiciones de electroforesis fueron 200 V, pulso de
90 seg por 24 hrs en un gel de agarosa 0.85%. Carriles 1 y 2, cepa UCD 67-385. A:
Cariotipo electroforético tefiido con bromuro de etidio. B: Autorradiografia después de
la hibridacion.
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Hibridacion de la sonda transportando DNA repetitivo con la banda cromosomica I de
varias cepas de Phaffia rhodozyma. Las condiciones de electroforesis fueron 200 V,
pulso de 90 seg por 20 hrs en un gel de agarosa 0.9%. Carriles 1 y 2, cepa UCD 67-385;
carril 3, cepa mutante AtxS1; carril 4, cepa mutante Atx5. A: Cariotipo electroforético
tefiido con bromuro de etidio. B: Autorradiografia después de 1a hibridacién.
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Figura 6;

Hibridacién de la sonda transportando el locus R2 con las bandas cromosoémicas VIII y
IX de varias cepas de Phaffia rhodozyma. Las condiciones de electroforesis fueron
200 V, pulso de 90 seg por 24 hrs en un gel de agarosa 0.9%. Carril 1, cepa silvestre
UCD 67-210; carril 2, cepa silvestre UCD 67-385; carril 3, cepa mutante Atx5; carril 4,
cepa mutante Atx6. A: Cariotipo electroforético tefiido con bromuro de etidio. B:
Autorradiografia después de la hibridacion.
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cromosomica I de la cepa UCD 67-385 (Figura 7 y Figura 8), mientras que otro
fragmento Bam HI de 1.4 kb (plasmido pPR1.4-6) hibridé s6lo con la banda

cromosomica II en la cepa UCD 67-385 y cepa mutante Atx6 (Figura 9).

Seleccién de mutantes auxotrofos en P. rhodozyma.

Con el fin de obtener mutantes auxodtrofos para el analisis genético, se
realizaron experimentos de mutagénesis de distintas cepas de P. rhodozyma.

Los experimentos realizados en las cepas silvestres UCD 67-385,
UCD 67-383 y UCD 67-210, y en las cepas mutantes Atx3 y Atx5, derivadas de
la cepa UCD 67-385 (Martinez, 1995), no permitieron aitslar mutantes auxo6trofos
(Tabla 4). Sin embargo, en todos los experimentos de mutagénesis aparecieron
distintos mutantes afectados en la sintesis de pigmentos, con una frecuencia
promedio de 3 x 10,

Como una alternativa para obtener mutantes auxoétrofos, se aplico el
método de enriquecimiento por nistatina (Martinez, 1995). Los resultados
muestran la obtencién de sblo un mutante auxoétrofo a partir de la cepa Atx3
(Tabla 5). Este fue incapaz de crecer en una placa con MM sin suplemento, atin
después de 15 dias de incubacidn a 22 °C. Para determinar el tipo de auxotrofia,

se sembrd dicho mutante en medio minimo MM, con distintos suplementos

nutricionales, como se indica en Métodos. Sin embargo, la mutaciéon no fue
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Figura 7:

Hibridacion de la sonda pPR1.4-12 transportando un fragmento Bam HI 1.4 kb con la
banda cromosomica I de Phaffia rhodozyma. Las condiciones de electroforesis fueron
180 V, pulsos de 90 seg por 8 hrs, pulsos de 120 seg por 8 hrs, 160 V, pulsos de 150 seg
por 8 hrs, pulsos de 180 seg por 6 hrs, en un gel de agarosa 0.8%. Carril I,
Saccharomyces wuvarum; carril 2, cepa Saccharomyces cerevisiae, carril 3, cepa
UCD 67-385; carril 4, cepa UCD 67-385. A: Cariotipo electroforético tefiido con
bromuro de etidio. B: Autorradiografia después de la hibridacion.
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Figura 8:

Hibridacion de la sonda pPR5.0 transportando un fragmento Bam HI de 5.0 kb con la
banda cromosomica I de Phaffia rhodozyma. Las condiciones de electroforesis fueron
180 V, pulsos de 100 seg por 12 hrs, 120 seg por 12 hrs, 160 V, pulsos 150 seg por 12
hrs, 180 seg por 6 hrs en un gel de agarosa 0.8%. Carril 1, cepa UCD 67-385; carril 2,
cepa Fusante. A: Cariotipo electroforético tefiido con bromuro de etidio. B:
Autorradiografia después de la hibridacion.
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Figura 9:

Hibridacion de la sonda pPR1.4-6 transportando un fragmento Bam HI de 1.4 kb con la
banda cromosomica Il de Phaffia rhodozyma. Las condiciones de electroforesis fueron
200 V, pulsos de 100 seg por 12 hrs, 180 V, pulsos de 120 seg por 12 hrs, 150 seg por 12
hrs, 180 V, pulsos de 180 seg por 6 hrs, en un gel de agarosa 0.8%. Carril 1, cepa
UCD 67-385; carril 2, cepa mutante Atx6. A: Cariotipo electroforético tefiido con
bromuro de etidio. B: Autorradiografia después de la hibridacion.
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Frecuencia de mutantes auxétrofos en Phaffia rhodozyma.

Cepas Mutégeno Frec. Mutagénesis*
UCD 67-210 uv <5x 10"
UCD 67-383 uv <10~
UCD 67-385 UV, NTG <33x10"

Atx3 uv <107

Atx5 uv <107

(), los mutantes de colores aparecidos después de

considerados en el calculo.

la mutagénesis no fueron
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Frecuencia de mutantes auxétrofos en Phaffia rhodozyma después del enriquecimiento

con nistatina.
Cepas Mutageno N° mutantes Frec. mutagénesis
UCD 67-385 NTG 0 <107
Atx3 NTG 1 1x10”
Atx5 NTG 0 <10”

Para el enriquecimiento se utilizo nistatina 0.01 mg/mi, de acuerdo a lo indicado en
Métodos.
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suplementada por ninguno de los aminoacidos o vitaminas utilizados, por lo que
este mutante file denominado Atx3; Aux. Por otra parte, se realizaron pruebas
para verificar que el mutante Atx3; Aux correspondiera a P. rhodozyma, entre
ellas, se estudio la morfologia de la colonia, morfologia celular, sensibilidad a
temperatura y presencia de moléculas de RNA de doble hebra descritas para la_
cepa silvestre 67-385 (Castillo & Cifuentes, 1994). Todas estas pruebas
confirmaron la identidad de la mutante Atx3; Aux como P. rhodozyma.

En las cepas UCD 67-385 y AtxS5, aun bajo las mismas condiciones en
que se obtuvo Atx3; Aux, no aparecieron mutantes de auxotrofia después del

tratamiento con NTG y enriquecimiento con nistatina (Tabla 5).

4.-  Formacion de protoplastos.

Para el analisis genético parasexual file necesario un método de
formacion de protoplastos. Para ello, se determind la enzima litica capaz de
formar protoplastos ripida y eficientemente en P. rhodozyma mediante el
tratamiento de las células con enzimas comerciales. La formacién de protoplastos
se realizo utilizando cultivos de P. rhodozyma crecidos en MM, debido a que se
encontrd que las células cultivadas en un medio rico, como YM, eran resistentes
al tratamiento enzimatico (Tabla 6A).

Como se muestra en la Tabla 6B, s6lo novozima fue capaz de degradar la

pared celular de algunas cepas de P. rhodozyma. Esto fue constatado por
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Tabla 6
A:
Efecto del medio de cultivo en la formacion de protoplastos con novozima.
Cepas Formacion de protoplastos (%)
[2 x 107 células/ml] Medio YM Medio MM,
UCD 67-210 0 . 99
UCD 67-385 0 100
UCD 67-383 0 0

Los cultivos fizeron crecidos a 22° C por 5 dias. Se utiliz6 novozima 2 mg/ml e incubd
las células a 22° C por 2 hrs.

Formacién de protoplastos de Phaffia rhodozyma con distintas enzimas liticas.

Enzima [2 mg/mi] UCD 67-210 UCD 67-383 UCD 67-385

Biocelulasa - - -

Bioglucanasa - - -

Bioxilanasa - - -

B—glucuronidasa - - -

Novozima +++ - T+ +

Zimoliasa - - -

Todas las digestiones fueron realizadas a 22°C y con agitacion suave. Se tratd
aproximadamente 2 x 10’ células por cada cepa.
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inspeccién microscopica y lisis por SDS al 1%. Todos los protoplastos formados
fueron sensibles a SDS al 1%, asi como a soluciones hipotonicas. Las cepas
silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 fueron sensibles a novozima, en cambio la
cepa UCD 67-383 mostré ser resistente a todas las enzimas, incluyendo
novozima.

Por otro lado, experimentos de formacién de protoplastos con novozima
demostraron que concentraciones entre 0.2 M y 2 M de sorbitol no estabilizan
osméticamente los protoplastos formados y ademés la preincubacion de las
células con el agente reductor DTT no tiene ningun efecto en la eficiencia de
formacién de protoplastos (dates no mostrados).

Para estimar el tiempo necesario requerido para la formacion de
protoplastos de las cepas silvestres de P. rhodozyma, UCD 67-210, UCD 67-385
y UCD 67-383, se sigui6é la cinética de formacién de protoplastos bajo las
condiciones Optimas. Estas son KCl 0.8 M como estabilizador osmético,
novozima 1 mg/ml e incubacion a 22 °C.

Bajo estas condiciones se observa que con tratamientos de 30 a 60 min se
obtiene entre un 80 a 90% de protoplastos en las cepas UCD 67-210 (Figura 10)
y UCD 67-385 (Figura 11), en cambio la exposicion prolongada de células de la
cepa UCD 67-383 a novozima no origina protoplastos, como se muestra en la

Figura 12. Las tres cepas silvestres muestran una disminucién de la sobrevida,

probablemente por lisis celular, ain en presencia del estabilizador osmético.
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Figura 10:

Formacidon de protoplastos en la cepa silvestre UCD 67-210. Se trataron
2x 107 células de la cepa silvestre con 1 mg/ml de novozima en los
tlempos indicados. El porcentaje de protoplastos (o) fue determinado
indirectamente por lisis celular con SDS 1%. La sobrevida (o) fue
calculada dividiendo el nimero de células que no han sufrido lisis, por el
tratamiento con novozima, por &l niimero de células a tiempo 0 (2 x 107).
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Figura 11:

Formacion de protoplastos en la cepa silvestre UCD 67-385. Se trataron
2 x 107 células de la cepa silvestre con 1 mg/ml de novozima en los
tiempos indicados. El porcentaje de protoplastos (o) fue determinado
indirectamente por lisis celular con SDS 1%. La sobrevida (&) fue
calculada dividiendo el nimero de células, que no han sufrido lisis por el
tratamiento con novozima, por el mimero de células a tiempo 0 (2 x 107).
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Figura 12:

Formacion de protoplastos en la cepa silvestre UCD 67-383. Se trataron
2x 107 células de la cepa silvestre con 1 mg/ml de novozima en los
tiempos indicados. El porcentaje de protoplastos (o) fue determinado
indirectamente por lisis celular con SDS 1%. La sobrevida (o) fue
calculada dividiendo el nimero de células, que no han suftido lisis por el
tratamiento con novozima, por el niimero de células a tiempo 0 (2 x 10).
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Fusidn de protoplastos y analisis de descendencia.

La fusién de protoplastos constituye el paso inicial para el analisis

genético parasexual en P. rhodozyma.

Fusion de mutantes de pigmentacion.

Los resultados obtenidos en fusiones entre cepas mutantes afectados en
pigmentacion y de la cepa silvestre UCD 67-385 con algunas de estas mutantes,
se presentan en la Tabla 7. El resultado mas relevante en estos experimentos es la
formacion de colonias sectorizadas, las cuales poseen sectores con ambos
fenotipos parentales. Las colonias mas frecuentes fueron aquellas que exhibian el
fenotipo parental.

Para establecer si las colonias sectorizadas originadas en estos
experimentos son realmente producto de la fusién de protoplastos, se realizaron
analisis de descendencia. Los resultados se muestran en la Tabla 8. Cada colonia
sectorizada volvié a generar colonias sectorizadas con una frecuencia menor a la
encontrada inicialmente en los productos directos de la fusion, excepto en la
colonia sectorizada Atx5 : Atx6. Como control se realizaron mezclas de células

sin tratar con novozima, provenientes de las cepas mutantes de pigmentacién, En

ninguno de los controles aparecieron colonias sectorizadas.




Tabla 7

Resultados de los experimentos de fusién entre cepas mutantes de pigmentacién

de Phaffia rhodozyma.
Fenotipos (%)
Fusion Tipo parental Tipo Recombinante
Parental 1 : Parental 2 | Parental 1 | Parental 2 | Sectorizada | Silvestre
Atx3 : Atx5 98.4 0.6 1.0 0
Atx3 ; Atx6 56.6 41.9 1.5 0
Atx5 1 Atx6 29.1 70.6 0.3 0
WT? : Atx3 53.8 442 2.0 -
WT* : Atx5 78.9 20.7 0.3 -
WT* : Atx6 42.2 57.4 0.3 -

Ninguna cepa fusionada consigo misma gener6é colonias sectorizadas o con
fenotipo silvestre. (a), cepa silvestre UCD 67-385. Las colonias sectorizadas
muestran sectores con fenotipos de cepas parentales en variables proporciones.
Se analizaron un promedio de 500 colonias por cada fusién.
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Tabla 8

Analisis de descendencia de colonias sectorizadas de varias fusiones,

Fusién Colonia sectorizada Generacion 1
Parental 1 : Parental 2| Parental 1 (%) | Parental 2 (%) | Sectorizada (%)

Atx3 : Atx5 933 6.5 0.1
Atx3 : Atx6 78.3 212 0.5
Atx3 : Atx6 28.6 71.4 0
Afx3 : Atx6 96.7 2.8 0.5
Atx5 : Atx6 64.6 34,1 1.2
WT?* : Atx3 64.8 33.2 2.0
WT?* : Atx3 29.1 69.2 1.7
WT?* : Atx3 53.5 444 2.0
WT?*: Atx6 77.1 227 0.2

Se analizd la descendencia en una generacidon para colonias sectorizadas
derivadas de distintas fusiones. Para la primera generacion, se tomo la colonia
sectorizada y se resuspendié en agua destilada estéril. Luego las células fueron
plaqueadas sobre medio YM. Se analiz6 un promedio de 300 colonias por

colonia sectorizada. (2), cepa silvestre UCD 67-385.
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En la Tabla 8 se puede observar que tres colonias sectorizadas, derivadas
de la fusion Atx3 : Atx6, difteren en el patron de segregacion de colonias con
fenotipo parental y colonias sectorizadas. El mismo resultado fiie encontrado
entre las colonias sectorizadas producto de la fusién UCD 67-385 : Atx3.

Mediante tincién con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), se realizé un
conteo de nicleos por célula en las colonias sectorizadas y cepa silvestre
UCD 67-385. En todas las colonias sectorizadas analizadas se comprobd la
presencia de células con mas de un niicleo, mientras que en la cepa silvestre solo
se observo células con un nicleo. La Figura 13 muestra la presencia de mas de
un nicleo por célula en una de las fusantes sectorizadas. Ademas, se observaron
en algunos casos la presencia de dos nicleos en la célula madre y su respectiva
yema (Figura 14). Sin embargo, también fue posible observar eventos de
segregacion nuclear, sugiriendo la inestabilidad mitdtica de los fusantes

sectorizados,

5.2.- Fusidn de dobles mutantes.

Con el fin de lograr productos de fusién mas estables, se utilizaron
protoplastos derivados de cepas dobles mutantes, portando mutaciones de
auxotrofia y deficiencia en ia sintesis de pigmentos.

Como se muestra en la Tabla 9, la fusion Atx3; Aux : AtxS; Ade, dio 32
fusantes prototrofos, equivalentes a una frecuencia de 5.8 x 10, Estos fusantes

protétrofos fiueron seleccionados y mantenidos en placas con medic MM, para

.
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Figura 13:

Célula de Phaffia rhodozyma multicariotica. Microfotografia de células de una colonia
sectorizada derivada de la fusion AtxS : Atx6. Mediante tincion DAPI se destaca la
presencia de tres nucleos en la misma célula (-). Aumento 400X. La barra en la
microfoto representa 10 um.
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Figura 14:

Célula madre y su yema dicariotica de Phaffia rhodozyma. Microfotografia de una célula
de una colonia sectorizada derivada de la fusion Atx5 : Atx6. Se observan la presencia
de dos nucleos en la célula madre e hija. Tincion DAPI. Aumento 400X. La barra en la
microfoto representa 10 pm.




Tabla 9

Fusion entre cepas dobles mutantes de Phaffia rhodozyma.

Fusion Regeneracion Frecuencia Fusantes
Parental 1 ; Parental 2 (%) Protétrofos
Atx3; Aux : Atx5; Ade 27.1 58x% 10°
AtxS5; Ade : Atx6; Lis 33 0

Atx3; Aux 16.0 0
Atx5; Ade 712 0
Atx6; Lis n.d 0

Los fusantes fueron seleccionados después de incubar las células a 22 °C por
15 dias en placas MMy, El porcentaje de regeneracion fue estimado a partir del
nimero de colonias aparecidas en placas con medio YM+KCI. Se analizaron
entre 1.0 x 10° y 5.5 x 10° células por fusién.
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forzar la complementacion. Con respecto al fenotipo de pigmentacion, todos los
fusantes prototrofos presentaban un color similar a la cepa silvestre UCD 67-385,
aunque con distinta tonalidad, excepto uno (denominado Fsi8, el cual fue
albino). Estos resultados indican algin grado de complementacion de las
mutaciones auxoétrofas y de pigmentacion.

Dos experimentos de fusion independientes entre las cepas Atx5; Adey
Atx6;Lis no originaron fusantes. Sin embargo, la regeneracion de los
protoplastos promedio en esta fusion fue de 3.3%, ocho veces inferior a la
regeneracion de los protoplastos de la fusion Atx3; Aux : Atx5; Ade (Tabla 9).
Los fusantes Atx3; Aux : Atx5; Ade fueron replicados en placas con MM, para
mantener la seleccién. Se determinaron las curvas de crecimiento para algunos de
ellos y se compararon con la de la cepa silvestre UCD 67-385 (Figura 15). Se
observa claramente que la cepa silvestre posee la mayor tasa de crecimiento, y
que las cepas parentales Afx3; Aux y Atx5; Ade, como se esperaba, no son
capaces de crecer en MM,. Sin embargo, los fusantes crecen en el mismo medio,
con una tasa menor que la de la cepa silvestre, lo cual podrfa ser explicado por su
inestabilidad durante las divisiones mitdticas. Se realizé un analisis de ntcleos
mediante tincién con DAPI, observandose la presencia de mas de un nicleo en
los fusantes prototrofos (Figura 16A) y la segregacion de éstos durante el evento
de yemacion (Figura 16B). Las células con mas de un niicleo representan sélo un
bajo porcentaje de la  poblacion  celular (1.4 a 7.3%), siendo la

mayoria uninucleadas (Tabla 10). En muy raros casos se encontraron células

conteniendo mas de dos niicleos en su interior (1.35%).
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Figura 15:

Curvas de crecimiento de la cepa silvestre UCD 67-385 y fusantes Fsl1, Fs2, Fs3
y Fs4 derivados de la fusién Atx3; Aux : Atx5; Ade,. Todos los cultivos fueron
realizados en medio MM,. Se incluyeron ambos parentales de la fusién,
Atx3; Aux y Atx5; Ade, como control.
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Figura 16:

Células de una fusante Atx3; Aux : Atx5; Ade. Microfotografia de células tefiidas con
DAPI. A: Se muestra el evento de segregacion de un ntcleo desde la célula madre a su
célula hija (). B: Célula madre dicaridtica y su célula hija presentando s6lo un niicleo
por segregacion nuclear. Aumento 400X. Las barras en las microfotos representan
10 um.
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Tabla 10

Distribucién de nicleos en cepas de Phaffia rhodozyma.

Cepas 1 Nucleo 2 Niicleos 3 Nucleos N° Células

(%) (%) (%) analizadas
UCD 67-385 100.0 0 0 751
Atx3; Aux 100.0 0 0 500
AtxS; Ade 100.0 0 0 516
Fsl 92.7 7.3 0 385
Fs2 92.4 6.5 1.1 370
Fs3 92.4 6.5 1.0 382
Fs4 923 6.8 0.9 ¢ 235
Fs5 91.5 5.1 3.4 do117
Fs6 91.7 6.9 1.4 144
Fs18 99.6 0.4 0 670
Fs21 92.0 7.6 0.3 288
Fs31 98.6 14 0 418

El nimero de niicleos se determiné por observaciéon microscopica después de tincién con
DAPI.

|
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Paralelamente, se determin6 la produccidn de astaxantina en algunos de
los fusantes (Tabla 11). La mayoria de los fiisantes analizados mostraron un
incremento en la sintesis de pigmento respecto de la cepa silvestre UCD 67-385.
Los fusantes Fs6 y Fs9 producen dos veces méas pigmento (887 y 720 ppm,
respectivamente), mientras que Fs4 muestra una cantidad de astaxantina similar
al de la cepa silvestre (334 ppm) y Fs18 no produce astaxantina (Tabla 11),

Los resultados del andlisis de descendencia en cuatro fusantes, Fsl, Fs2,
Fs18 y Fs21 se presentan en la Tabla 12. Los fusantes protétrofos analizados
muestran una amplia segregacion de colores en la placas YM sin presion
selectiva, con excepcion del fusante Fsi8. El fenotipo observado con mayor
frecuencia fue el silvestre (anaranjado) en los fusantes Fs1 y Fs2 (Tabla 12). El
fusante Fs21, en cambio, mostrd segregacién para los fenotipos albino y
amarillo, con valores similares, 44.1 y 49.6%, respectivamente. El fusante Fs18
no mostré segregacion en medio YM ni MM, siendo todas sus colonias
derivadas albinas. Adicionalmente, se observd la presencia de colonias
sectorizadas que se derivaron de las cepas Fsl y Fs2 en una proporcidn alta,
mientras que Fs21 muestra un bajo porcentaje de tales colonias y en Fs18 no
estan presentes. Colonias con un color rojo intenso fueron observadas en las
fusantes Fsl, Fs2 y Fs21. Colonias con fenotipo amarilio sélo aparecieron
cuando la Fs21 fue incubada en medio YM (49.6%). Por otro lado, en las
placas con MM la segregacion de colores no fue tan amplia, los fenotipos mas
frecuentes fueron el color silvestre (rojo-naranja) y rosado. Sélo las fusantes

Fs18 y Fs21 generaron colonias con un fenotipo albino (100%y 4.8%,




Tabla 11

Sintesis de astaxantina en algunos fusantes provenientes
de la fusion Atx3; Aux : Atx5; Ade.

Cepas Astaxantina®
UCD 67-385 350
Fsl 619
Fs2 693
Fs3 538
Fs4 334
Fs5 450
Fs6 887
Fs7 504
Fs8 511
Fs9 720
Fsl10 541
Fs18 0

(2), concentracion en ppm, estimada de acuerdo a An ef al.
(1989).
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Anélisis de descendencia de los productos de Ia fusion Atx3; Aux : Atx5; Adel.

% de colonias de la descendencia con fenotipo:

Fenotipo Placas YM Placas MM,

Fsl Fs2 Fs18 Fs21 Fsl Fs2 Fs18 Fs21
Rojo 1.2 3.6 0 25 0 0 0 0
Naranja 54.5 76.4 0 3.4 389 67.9 0 72.1
Rosado 12.1 3.6 0 0 57.9 32.1 0 23.1
Albino 24 1.8 100 441 3.1 0 100 438
Amarillo 0 0 0 49.6 0 0 0 0
Sectorizado | 29.7 14.5 0 0.33 0 0 0 0
Células/ml [8.2x10° 55x10° 3.5x10° 9.0x10°|63x10° 8.1x10° 2.9x10° 52x10°

Colonias fusantes protétrofas crecidas en placas YM fueron resuspendidas en agua
estéril para luego ser plaqueadas en diluciones adecuadas en placas con MM, e YM.
La cepa Atx3; Aux tiene fenotipo albino y es auxdtrofa, la cepa Atx5; Adel es
amarilla y auxotrofa para adenina.
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respectivamente). Obviamente, todas las colonias en placas MM, fieron
prototrofas.

Los productos fusantes Fs fueron almacenados en placas MM, a 12 °C.
Después de 10 dias a esta temperatura, la superficie de las colonias presentaba un
aspecto aterciopelado en todos los fiusantes. La observacién microscopica de
estas colonias mostrd la presencia de estructuras sexuales en toda la superficie,
consistentes de un largo holobasidio con basidiosporas terminales (Figura 17). El
niimero de basidiosporas terminales depende de la edad de la colonia, colonias de
7 dias presentan holobasidios con dos basidiosporas, mientras que colonias de
mas de 14 dias poseen entre 4 y 6 basidiosporas por holobasidio. Ademaés, en
algunos casos, se observaron basidiosporas germinando por yemacién. En la
Figura 18A, se muestra una microfotografia de un holobasidio emergiendo desde
una colonia de la fusante Fs21, con cuatro basidiosporas terminales. En la Figura
18B se presenta una microfotografia de una célula aislada, su holobasidio y
basidiosporas terminales. Mediante tincion DAPI se observé la presencia de un

‘
solo micleo por basidiospora y la migracién de estos a través del holobasidio

desde la célula madre hacia las basidiosporas (Figura 19).
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Figura 17:

Colonia Fs21 presentando estructuras sexuales. La colonia Fs21 deriva de la fusion
Atx3; Aux : AtxS5; Ade, presentando un gran nimero de estructuras sexuales en su

superficie. Aumento 100X. La barra en la microfoto representa 100 pim.
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Figura 18:

Células de Phaffia rhodozyma con estructuras sexuales. Estructuras sexuales en la
fusante Fs21 (Atx3; Aux : Atx5; Ade). A: Microfotografia de un holobasidio con cuatro
basidiosporas terminales (w=) emergiendo desde la colonia. B: Microfotografia
destacando la formacion de un holobasidio con basidiosporas terminales ( » )a partir
de una célula aislada. Aumento 400X. Las barras en las microfotos representan 10 um.
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Figura 19:

Tincién DAPI de las estructuras sexuales de Phaffia rhodozyma. Estructuras sexuales en
la fusante Fs21 (Atx3; Aux : Atx5S; Ade) con tincion DAPL. A y B: Microfotografias
destacando la migracion de nucleos ( » ) desde la célula madre hacia la basidiosporas
terminales, notese la presencia de un solo nicleo por basidiospora ( = ). Aumento
400X. Las barras en las microfotos representan 10 pum.
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Clonamiento genes de actina y B-tubulina.

Con el propoésito de obtener informacion respecto del nivel de ploidia de
P. rhodozyma, se intentd clonar los genes esenciales de actina y f3-tubulina para
realizar experimentos de disrupcién génica.

Gen actina de S. cerevisiae: Un fragmento interno del gen de actina de S.
cerevisiae fue subclonado a partir del plasmido pYact I, del cual se muestra un
mapa de restriccion en la Figura 20. El fragmento Bam Hi-Hind 111 de 1.6 kb,
que codifica para actina, fiie ligado al plasmido pBlueScript SK, digerido
también con Bam Hl y Hind Il (Figura 21). El plasmido hibrido se denomind
pGHac I. Su identidad y la orientacion del inserto Bam HI-Hind III de 1.6 kb
fueron confirmadas por analisis de restriccion.

Gen [-tubulina de N. crassa: El gen de {-tubulina, que confiere
resistencia a benomil en N. crassa, fue subclonado a partir del cosmido 3 :11H,
proveniente de una libreria gendmica de N. crassa (Schmidhauser et al., 1990).
Un mapa de restriccion parcial de este cosmido se presenta en la Figura 22. El
fragmento Sall de 2.6 kb, conteniendo el gen de tubulina, fue ligado a
pBlueScrip SK (Figura 21). El plasmido hibrido se denominé pGHtul. Su
identidad fire confirmada por analisis de restriccion.

Los resultados de las hibridaciones con sondas constituidas por los
fragmentos subclonados de los genes de actina y B-tubulina contra DNA

genodmico de P. rhodozyma, digerido con Bam HI, de las cepas silvestres




I pBR322
[ Inserto 3.8 kb de DNA de S. cerevisiae
[ 1 Actina

Figura 20:

Mapa de restriccion del plasmido pYact I. S6lo se muestran
los sitios de restriccion relevantes. El gen de actina en el
inserto corresponde a Saccharomyces cerevisiae. Las
distancias entre los sitios de restriccion del inserto estdn en
kb y no existe escala.
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Figura 21:

Esquema de clonamiento de los plasmidos pGHac I y pGHtu I. El plasmido
receptor fue pBlueScript SK para ambos fragmentos.




I  Cosmido
I S-tubulina

Figura 22:

Mapa de restriccién del cosmido 3:11H. S6lo se muestran
los sitios de restriccion relevantes. El gen de B-tubulina
corresponde a Neurospora crassa. Las distancias entre los
sitios de restriccion del inserto estan en kb y no existe
escala.
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UCD 67-210 y UCD 67-385, fueron negativos o pocos claros, ain en
condiciones de baja restriccion, por lo que se decidié hacer experimentos de
hibridacién de DNA en colonia. Para ello se utiliz6 la libreria genémica de P.
rhodozyma construida en pBlueScript SK, la que esta organizada en grupos de
100 a 150 clones recombinantes (Martinez, 1995). Con el propdsito de limitar los
grupos a analizar se hibridé contra el DNA aislado desde varios grupos de la
genoteca, usando como sondas DNA que codifica para actina (pGHacI) y B-
tubulina (pGHtu I). En la Figura 23 se muestran los resultados de la hibridacién
con la sonda para B-tubulina. Se seleccionaron los grupos 10 y 11 de la genoteca,
por presentar una hibridacion fuerte. La sonda para actina no hibridé con ninguno
de los grupos analizados.

La hibridacién a colonias derivadas de los grupos 10 y 11 de la genoteca,
con la sonda B-tubulina, mostré una fuerte hibridacién con los clones 10 :46 y
10 :80 {Figura 24) y una débil hibridacion con los clones 11 :3, 11 :81 y 11 :90
(Tabla 13).

Por analisis de restriccion se determin6 que los clones 10 :46 y 10 :80
eran idénticos. El mapa de restriccion para ambos clones se muestra en la Figura
25. Este analisis indica que ambos clones tienen un inserto de 2.9 kb y que han
perdido un sitio de restriccion Bam HI.

En cambio, los clones 11:3, 11:81 y 11:90 muestran patrones de

restriccion totalmente distintos (Tabla 14) conteniendo insertos de 5.1, 7.1 y

9.1 kb, respectivamente (Figura 25).
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Figura 23:

Hibridaciéon del gen de B-tubulina contra DNA de la libreria genémica de Phaffia
rhodozyma. La libreria genoémica en pBluescript SK estd organizada en grupos de
140 clones (Martinez, 1995). A: Carriles 1 y 18, DNA del fago lambda digerido con
Hind 1M1, carriles 2 al 17, DNA de los grupos de clones 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19,
21, 23, 24, 25, 22, 14, 18, 20, 8, respectivamente, digeridos con Bam HI. B:
Autorradiografia después de hibridar con un fragmento Sal I de 2.6 kb que contiene el
gen de B-tubulina de Neurospora crassa.
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HIBRIDACION EN COLONIA
SET 10
Clon 46
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Figura 24:

Hibridacion DNA-colonia, utilizando el gen B-tubulina como sonda. Se muestran
colonias del grupo 10 de la genoteca de Phaffia rhodozyma. =», indica los clones 46 y
80. La sonda corresponde a un fragmento Sall de 2.6 kb que contiene el gen de
B-tubulina de Neurospora crassa.

I
|i




96

Tabla 13

Clones seleccionados desde la hibridacion en colonia.

Clones Hibridacion Inserto (kb)
Grupo 10 Colonia 46 +++ 2.9
Colonia 80 +++ 29
Grupo 11 Colonia 3 + & 5.1
Colonia 81 ++ 7.1
Colonia 90 ++ 9.1

Los tamafios del inserto fueron determinados por digestién del plasmido
recombinante con Bam HI.
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Figura 25:

Mapas de restriccion de los clones seleccionados por hibridacion con B-tubulina. Los
clones provienen de la genoteca de Phaffia rhodozyma en BlueScript. Sélo se muestran
los sitios de restriccion relevantes y no existe escala. Sitios de restriccion perdidos en
pBlueScript, se indican como *.
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Tabla 14

Analisis de restriccién de los clones seleccionados por hibridacion con B-tubulina.

Fragmentos (kb)

Enzima Clon 10 :46 Clon 11:3 Clon 11 :81 Clon 11 :90
Bam HI 48,10 51,29 7.1,29 91,29
Eco RI 58 55,25 52,38 10 6.0
Sea 1 5.8 3.0 10.0 12.0
Bam HI + Sca 1 3.0,1.8,1.0 | 51,18, 1.1 7.1,1.8, 1.1 91,18, 1.1
EcoRI+ 8cal 40,18 44,2511 [52,27,11,1.0 | 6.0,49,1.1
Bam HI + Eco R 48,10 29,26,25 [52,29,10,09} 6.0,3.1,29
Tamafio del clon 58 8.0 10.0 12.0

Los fragmentos fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 0.7% y sus
tamafios fiieron estimados utilizando el programa DNAFRAG v3.03.
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Se determind la secuencia del clon 10:46 por el método del
dideoxinucleotido. El analisis de la secuencia de este clon, mediante el uso del
paquete de sofiware de Genetics Computer Group (Devereux et al., 1992), no
revelo identidad con genes de tubulina previamente clonados en otros

organismos, incluyendo a §. cerevisige.

Formacion de revertantes.

Para determinar ¢l nivel de ploidia de P. rhodozyma se empled un analisis
de recombinacién mitdtica. Para ello, file necesario formar cepas revertantes a
partir de cepas con fenotipo mutante de pigmentacién y auxotrofia.

Mutantes de colores y auxoétrofos fueron sometidos a mutagénesis con
NTG con el fin de inducir reversion de la mutacion, Se emplearon mutantes que
provenian de la cepa silvestre UCD 67-385, obtenidas por mutagénesis con
NTG. Estas son las cepas Atx8, Atx9, Atx10, Adel y Atx6; Arg2 (Apéndice 4).

En la Tabla 15, se observa que solo las cepas mutantes Atx10, Adel y
Atx6; Arg2 dieron origen a revertantes. A partir de la cepa mutante Atx10 se
obtuvieron revertantes con fenotipo rojo-naranja, desde Adel se obtuvieron
revertantes prototrofos, capaces de crecer en medio MM, y desde Atx6; Arg2

solo revertantes protétrofos.




Obtencion de revertantes de Phaffia rhodozyma mediante mutagénesis con NTG.

Tabla 15

100

Cepa mutante NTG Revertantes
Atx8 80 pg/ml 0
Atx9 80 ug/ml

Atx10 80 pg/ml 2
Adel 80 pg/ml 8
Atx6; Arg2 80 pg/ml 3*

Todos los revertantes fueron seleccionados por su fenotipo similar al de la cepa

silvestre. (a), solo revertantes Atx6; Rev Arg2.
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Los revertantes fueron denominadas como sigue:

Atx10 -> Rev Atx10-1 y Rev Atx10-2

Adel 2> Rev Adel-1, Rev Adel-2, Rev Adel-3, Rev Adel-4,
Rev Adel-5, Rev Adel-6, Rev Adel-7 y Rev Adel-8

Atx6; Arg2 > Atx6; Rev Arg2-1, Atx6; Rev Arg2-2 y

Atx6; Rev Arg2-3

Comportamiento de los revertantes en la mutagénesis.

Con el fin de estudiar el comportamiento de las cepas revertantes en
experimentos de mutagénesis, se utilizé luz UV como agente mutagénico. Como
se muestra en la Tabla 16, ninguno de los revertantes tratados dio origen a
mutantes. El enriquecimiento con nistatina, después de irradiar con UV las
células de los revertantes Rev Adel, no resultdé en el aislamiento de mutantes
auxotrofos. Por esta razon, se realizaron experimentos de mutagénesis con NTG.
En esta oportunidad aparecieron mutantes en una alta frecuencia.

En la Tabla 17, se observa que la frecuencia de mutantes amarillos
originados desde la cepa Rev Atx10-1 supera, al menos, en 63 veces la
frecuencia observada en la cepa silvestre UCD 67-385, como control. Por otro
lado, la cepa Rev Atx10-2 muestra una frecuencia de mutantes amarillos, al

menos, 9 veces mayor que la cepa UCD 67-385, Ademads, esta cepa tiene una
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frecuencia de mutantes albinos, inducidos por NTG, 5 veces mayor que la cepa
silvestre, lo cual se discute mas adelante. La cepa revertante Rev Adel-1 muestra
una frecuencia de mutantes adenina 4 veces mayor que la cepa UCD 67-385y la
cepa revertante Atx6; Rev Arg2-1 da una frecuencia de mutantes arginina dos

veces mas grande que en la cepa silvestre.




Tabla 16
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Mutagénesis de los revertantes Atx10 y Adel de Phaffia rhodozyma.

Revertantes uv Nistatina Frecuencia mutantes
Revertantes de pigmentacion
UCD 67-385 10 min n.a. <2.0x10°
Rev Atx10-1 10 min n.a. <1.1x10°
Rev Atx10-2 10 min n.a. <7.0x10°
Revertantes de auxotrofia
UCD 67-385 10 min 0 prg/mi <1.0x10°
Rev Adel-1 10 min 0 pg/ml <1.0x10°
Rev Adel-1 10 min 10 pg/ml <89x 10"
Rev Adel-7 10 min 0 pg/ml <11x10°

n.a. no aplicable
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Frecuencia de mutantes, obtenidos por mutagénesis con NTG, en cepas revertantes de

Phaffia rhodozyma.
Fenotipos
Revertantes de color Amarillo Albino
UCD 67-385 <1.0x10% 53x 10"
Rev Atx10-1 6.3 x 107 33x 107
Rev Atx10-2 9.4x10* 2.5x%x10°
Revertantes de auxotrofia Auxotrofia original Otra auxotrofia
UCD 67-385 1.2x10” 1.7x107
Rev Adel-1 45x10° 3.5x 103
UCD 67-385 n.d. 1.7 x 107
Atx6; Rev Arg2-1 3.8x 107 57x10°

Los fenotipos de color fueron registrados después de incubar a 22 °C durante 7 dias.

n.d. no determinado.




DISCUSION

En hongos y levaduras, a diferencia de lo que ocurre en eucariontes superiores,
el estudio citogenético estd limitado a unos pocos casos. La razén de ello se debe
principalmente al pequefio tamafio de sus cromosomas y su débil compactacion en los
procesos de mitosis y mefosis. Su comportamiento durante la mitosis y meiosis, asi
como sus caracteristicas estructurales (ubicacién del centromero, regiones
heterocromaticas, etc.) son casi desconocidas. Ademas, en muchos hongos sin fase
sexual, el nimero de cromosomas no estd atin definido, debido a la imposibilidad de
realizar estudios citogenéticos con técnicas clasicas.

La electroforesis de campo pulsado, acoplada a experimentos de hibridacion, ha
proporcionado informacién acerca de la organizacién gendmica de muchos organismos
eucariontes inferiores (Carle & Olson, 1985; Magee & Magee, 1987; Smith et al., 1987,
Orbach et al., 1988; Brody & Carbon, 1989; Sor & Fukuhara, 1989; Howlett, 1989;
Cifuentes & Martinez, 1992).

En algunos hongos, donde el conocimiento genético es extenso, esta demostrado
que las bandas cromosomicas separadas por electroforesis de campo pulsado (cariotipo
electroforético) corresponden a grupos de ligamiento definidos genéticamente (Zolan,

1995).
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La electroforesis de campo pulsado aplicada a las cepas silvestres UCD 67-210 y
UCD 67-385 de P. rhodozyma teveld la presencia de 8 y 9 bandas cromosomicas,
respectivamente. Considerando las intensidades relativas de las bandas cromosémicas en
los cariotipos electroforéticos, las bandas 1 y II en ambas cepas silvestres (Figura 2)
representarian 3 cromosomas, una situacion concordante con otro estudio (Adrio ef al.,
1995). En cambio, las bandas cromosdmicas VI y VIII parecen ser dobletes, mientras
que la banda cromosémica IIE en UCD 67-210 representa igualmente dos cromosomas
(Tabla 1y Tabla 2). Por lo tanto, estos resultados sugieren la presencia de un nidmero
haploide de 15 cromosomas en las dos cepas silvestres analizadas y un tamafio genomico
haploide para UCD 67-210 de 25.3 Mb y para UCD 67-385 de 23.9 Mb. Los tamafios de
genoma estimados por este procedimiento estan de acuerdo a lo determinado por
Adrio et al. (1995), UCD 67-210=22.8 Mb y UCD 67-385 =26.7 Mb ; y por Nagy et
al. (1994), UCD 67-210=232 Mb. Las diferencias en las estimaciones se deben
principalmente a las condiciones de electroforesis empleadas para la separacion de las
bandas cromosémicas. Segiin sean las caracteristicas de la electroforesis de campo
pulsado, el patrén de un cariotipo electroforético puede variar de acuerdo a los
parametros de pulso inicial, pulso final, voltaje, tiempo de corrida, y temperatura de
corrida (Chu ef al, 1986), como lo demuestra la Figura 1. Los tamafios de los
cromosomas varian entre 350 kb y 2.5 Mb, rango de tamafios que concuerda con lo
descrito por Adrio et al. (1995) y Nagy et al. (1994).

El analisis del cariotipo electroforético en las cepas silvestres determind la
presencia de un alto polimorfismo cromosémico en P. rhodozyma, resultado congruente

con lo encontrado en otras cepas silvestres de la especie mediante electroforesis de
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campo pulsado (Adrio et al., 1995; Nagy et al., 1994). El polimorfismo cromosomico,
revelado por la electroforesis de campo pulsado, es comin en una gran nomero de
especies fingicas (Magee & Magee, 1987; Orbach ez al., 1988; Brody & Carbon, 1989;
Sor & Fukuhara, 1989; Passoth ef al., 1992; y Zolan et al, 1994). De hecho, en 38
estudios independientes sobre diferentes organismos fitngicos, cerca del 80% mostr6 un
polimorfismo cromosémico intra-especie (Zolan, 1995).

La naturaleza exacta del polimorfismo cromosdémico es desconocida y su
significado biolégico para el organismo no esta claro. Inicialmente, se propuso que el
polimorfismo cromosémico era un medio por el cual los hongos imperfectos (sin ciclo
sexual), generan y mantienen su diversidad genética. Sin embargo, hoy se sabe que este
polimorfismo se distribuye, tanto, en especies asexuales como sexuales (Zolan, 1995},

Los mecanismos por los cuales se genera dicho polimorfismo son poco claros,
pero se cree que involucran rearreglos cromosomicos tanto en eventos mitéticos como
meibticos (Zolan, 1995).

Existen varios tipos de rearreglos en los cromosomas que podrian conducir al
establecimiento de un polimorfismo cromosomico. Por g¢emplo, eventos
intracromosomicos pueden producir deleciones, causadas tanto por la recombinacion
entre secuencias repetidas (orientadas en el mismo sentido), como por intercambios
desiguales entre repetidos en “tandem” en cromatidas hermanas u homélogas. Los
quiebres en los cromosomas también pueden producir acortamientos de su tamafio,
pérdida de DNA o bien translocaciones del tipo reciproca o no reciproca (Zolan, 1995).
Por otro lado, la recombinacién ectdpica entre secuencias repetidas en cromosomas no

homologos también da origen a translocaciones, y la recombinacién entre las regiones
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subteloméricas puede generar exiremos cromosomicos variables. Ademas, la
recombinacién entre cromosomas homologos con tamaifios diferentes pueden a su vez
generar cromosomas con nuevos tamafios. Por tltimo, cromosomas completos podrian
perderse si estos carecen de secuencias esenciales para el crecimiento (Zolan, 1995).

Las sondas empleadas en experimentos de hibridacién usando el cariotipo
electroforético de cepas silvestres y mutantes de P. rhodozyma identificaron una banda
cromosdmica particular. La sonda ef-lo. hibridd solamente con la banda cromosémica
VIII, la cual parece ser un doblete en UCD 67-385 (Figura 4) lo que sugiere que
ef-1a identifica uno de estos cromosomas.

Por otro lado, el fragmento BamHI de 7.6 kb del plasmido pPR7.6, el cual
corresponde a un fragmento Bam HI de DNA repetitivo, hibridé intensamente con la
banda cromosomica I en la cepa silvestre UCD 67-385, y mutantes AtxS1 y Atx5
(Figura 5). Dado que la banda cromosémica I puede ser un triplete, se intent6 resolver
mejor la banda I bajo otras condiciones de electroforesis sin €xito, por lo tanto, el DNA
repetitivo de 7.6 kb identificaria al menos un cromosoma en esta banda. En otro estudio,
un fragmento de 7.8 kb (pMN1), el cual codificaria para los IRNA 5.8S, 188 y 26S de
Apergillus nidulans, hibridd con la banda cromosémica mayor del cariofipo
electroforético de la cepa UCD 67-210 (Nagy et al., 1994). La naturaleza repetitiva del
fragmento Bam HI de 7.6 kb (pPR7.6), sugerirfa que contiene los genes que codifican
para los rRNA de P. rhodozyma. Sin embargo, sélo la secuenciacion de dicho fragmento
podra confirmar esta sugerencia, dado que pueden existir otros elementos repetitivos en

el genoma, por ejemplo en C. albicans el DNA repetitivo, ademas del que codifica para




109

los rRNA, consiste también de repetidos invertidos en el DNA mitocondrial, las
secuencias repetidas dispersas Ca3 y 27A, y las secuencias repetidas telomeérica Ca7
(Scherer & Magee, 1990).

En otro experimento de hibridaci6n, se utilizé como sonda un fragmento Bam HI
de 53 kb de P. rhodozyma, derivado del plasmido pPR5.3. El plasmido pPR5.3 fue
escogido al azar desde la libreria genomica en pBlueScript SK de P. rhodozyma. El
fragmento Bam HI de 5.3 kb tiene funcidn desconocida y fue nombrado arbitrariamente
como locus R2. La sonda hibrid6 tinicamente a la banda cromosémica VIII en la cepa
UCD 67-210 (Figura 6B, carril 1) y a las bandas VIII y IX en la cepa UCD 67-385
(Figura 6B, carril 2), sugiriendo que en esta Gltima cepa las bandas cromosdmicas VIII y
IX tienen secuencias duplicadas. De esta forma, la sonda R2 es capaz de revelar el
polimorfismo cromosémico entre ambas cepas silvestres. La hibridacion del cariotipo
electroforético de las mutantes Atx5 y Atx6 con la sonda R2, también revelo el
polimorfismo cromosémico ligado a las bandas VIII y IX (Figura 6B, carriles 5 y 6).
Este resultado sorprende si se considera que ambas cepas mutantes provienen de la cepa
silvestre UCD 67-385, por mutagénesis, lo que supone un cariotipo electroforético
comin. A diferencia de las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385, las cepas
mutantes parecen sélo diferir entre si por la presencia (Atx5) y ausencia (Atx6) de la
banda cromosémica IX (Figura 6A y B, carriles 3 y 4). Todo esto indica que Atx6 pudo
perder la banda cromosdmica IX por un rearreglo cromosémico después de la
mutagénesis que la origind a partir de UCD 67-385.

La pérdida de la banda cromosdmica IX en Atx6 no tiene ningln efecto aparente

sobre la viabilidad de la mutante. Esto puede significar que los genes localizados en la
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banda cromosémica IX no son esenciales o bien estos estan duplicados en otra entidad
cromosémica. Esto ditimo, podria ser el caso si los cromosomas representados por las

bandas cromosémicas VIII y IX fueran cromosomas homologos.

Mutagénesis en Phaffia rhodozyma.

La no obtencién de mutantes auxdtrofos a partir de las cepas silvestres y cepas
mutantes Atx3 y Atx5, indica que la frecuencia de mutagénesis estd por debajo del
ntimero de células analizadas en cada experimento. Adn la cepa silvestre UCD 67-383,
la cual en todos los casos presenta la mayor tasa de mutagénesis determinado por el
nimero de mutantes de pigmentacion (Martinez, 1995), no generd mutantes auxétrofos.

Estos resultados podrian ser explicados por la posible naturaleza diploide de P.
rhodozyma propuesta en la hip6tesis, sin embargo no es posible descartar otras causas,
como la existencia de un sistema de reparacion del dafio al DNA muy eficiente o,
alternativamente, una mayor proteccién a radiacién UV debida a la presencia de
pigmentos intracelulares. Dicho efecto protector de los pigmentos podria ser descontado
si se considera que el tratamiento con luz UV de la cepa albina Atx3, tampoco dio
mutantes auxotroficos (Tabla 4). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que esta Gltima
cepa acumula fitoeno, ya que tiene afectado el gen aix3, que codifica para la fitoeno
deshidrogenasa (Martinez, 1995).

Como una alternativa, se intentdé obtener mutantes auxétrofos mediante un

procedimiento de enriquecimiento por nistatina de la poblacién de células auxétrofas. La
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nistatina afecta solo células en crecimiento, como por ejemplo los prototrofos en medio
minimo MM,. En cambio, las células auxotréficas no pueden crecer en MM, por lo que
el antibiotico no tiene efecto sobre ellas (Snow, 1966). Sélo la cepa albina Atx3, origind
un mutante auxétrofo entre 1000 colonias probadas (Tabla 5). El anilisis de dicho
mutante no permiti¢ determinar elf requerimiento para el cual es deficiente, lo cual
permite descartar un requerimiento de vitaminas o aminodcidos, aunque, no se puede
eliminar la posibilidad que el mutante porte una deficiencia nutricional no considerada
en el analisis o bien presente mutaciones multiples.

Estos resuitados, concuerdan con otros estudios realizados en P. rhodozyma
(Adrio et al., 1993). Por lo tanto, la baja frecuencia de mutantes auxétrofos en distintas

cepas de P. rhodozyma, aiin en aquellos experimentos involucrando enriquecimiento por

nistatina, parece concordar con una condicién diploide de esta levadura.

Formacion de protoplastos.

Los resultados obtenidos indican que ha sido posible desarrollar un
procedimiento para la formacién de protoplastos viables. De acuerdo a los resultados
experimentales, se observo que sdlo novozima fue capaz de degradar la pared celular de
P. rhodozyma. Obviamente, este resultado esta en estrecha relacion con la composicion
de la pared celular, siendo el polisacirido o-1,3-glucano uno de los componentes

principales de la pared celular (Miller ef al., 1976). Tanto zimoliasa como bioglucanasa,
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fueron incapaces de desorganizar la pared celular de P. rhodozyma. El mismo resultado
fue obtenido al tratar las células con las enzimas biocelulasa y bioxilanasa.

Novozima, (preparado a partir de extractos del hongo Trichoderma harzianun)
posee actividad de celulasa, pero difiere de las otras enzimas utilizadas porque ademas
tiene las actividades de proteasas y quitinasas.

Para formar protoplastos en forma eficiente, fiie necesario crecer las cepas en
medio MM, (Tabla 6A). Cultivos crecidos en medio YM, durante el mismo periodo de
tiempo (4 a 5 dias), fueron resistentes al tratamiento con novozima. Probablemente la
razén de esta diferencia tiene relacion con las tasas de crecimiento en ambos medios.
Los cultivos en medio YM alcanzan la fase estacionaria mas ripidamente que los
crecidos en MM, por lo que sus células presentan paredes celulares mas gruesas.
Ademas, se sabe que la composicion de la pared celular en un organismo es dependiente
de las condiciones de cultivo, por lo que es probable que células de P. rhodozyma
crecidas en un medio YM tengan una composicion tal que las haga mas resistentes al
tratamiento con novozima.

De las tres cepas silvestres utilizadas, no se logrod formar protoplastos en la cepa
UCD 67-383 (Tabla 6B). Esto indica una diferencia en la composicion y organizacion de
su pared celular. Observaciones realizadas al microscopio electronico dan evidencia de
ello, ya que la cepa UCD 67-383 presenta una pared celular més gruesa que la cepa
UCD 67-385 (Martinez, 1995). Cabe mencionar que la cepa UCD 67-383 muestra otras
diferencias respecto de la cepa silvestre UCD 67-385. Por ejemplo, presenta un tamafio
celular menor, tiene una tasa de crecimiento mas alta y presenta un patrén

cromatografico de pigmentos més complejo (Martinez, 1995). Ademas, posee una
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sobrevida mayor a la radiacién UV y NTG en comparacién con otras cepas silvestre
(Lebn ef al., 1995) y sus niveles de sensibilidad a cicloheximida y otros antifungicos es
claramente diferente a las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385. Todas estas
diferencias hacen suponer la posibilidad que la cepa UCD 67-383 corresponda a otra
especie de levadura.

Como se observa en las Figura 7 y Figura 8, la formacion de protoplastos en las
cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 es progresiva. Sin embargo, después de
varias horas de incubacién con novozima el nimero total de protoplastos disminuye, lo
que indica que las células privadas de pared celular son muy labiles, aln en presencia
del estabilizador osmotico KC10.8 M.

Cepas mutantes para pigmentacion y auxétrofas, derivadas de la cepa silvestre
UCD 67-385, también resultaron ser sensibles al tratamiento con novozima, aunque
presentaron diferencias leves en la eficiencia de formacién protoplastos.

Todas las cepas silvestres y mutantes tratadas, fueron capaces de regenerar su
pared celular en medio sdlido conteniendo YM agar-0.7%, y el estabilizador 0smatico
KC1 0.8 M. La ausencia del estabilizador osmoético en el medio de cultivo provoca la
lisis de los protoplastos, por lo tanto las colonias aparecidas en estas placas derivan de
células con su pared celular intacta después del tratamiento con novozima.

La capacidad de formar protoplastos en P. rhodozyma, junto con su regeneracion
en un medio estabilizado osmoticamente, abre la posibilidad de realizar estudios de
genética parasexual a través de la fusién de protoplastos y el posterior analisis de los
productos derivados de la fusion. Ademds, hace posible el estudio del cariotipo de P.

rhodozyma por medio de la electroforesis de campo pulsado. Mas aun, la posibilidad de
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disponer de protoplastos en P. rhodozyma, es una herramienta fundamental que permite
el desarrollo inmediato de otras metodologias que aumentardn el conocimiento de la

organizacion genética de la levadura.

Fusién de protoplastos.

La fusién de protoplastos derivados de cepas mutantes en pigmentacion dio como
resultado, principalmente, dos tipos de productos, colonias con uno u otro fenotipo
parental y colonias sectorizadas, las cuales muestran sectores de ambos parentales. Dado
que en experimentos en los que se mezclaron células intactas o protoplastos en ausencia
de PEG no originaron el mismo resultado, se concluye que las colonias sectorizadas se
generan a través de la fusion de protoplastos.

La baja frecuencia de colonias sectorizadas puede explicarse por la baja
frecuencia de ocurrencia del proceso de fusion (Poulter ef al., 1981; Sarachek ef al,
1981; Scherer & Magee, 1990) y a la falta de un sistema selectivo que permita una
identificacion facil de los productos de la fusion.

El analisis microscopico de células derivadas de las colonias sectorizadas, a
través de la tincion con DAPL reveld la presencia de un solo nucleo por célula. Sin
embargo, en todas las colonias sectorizadas también se observod la presencia de células
con mas de un nicleo (principalmente dos nucleos), lo que sugiere su estado
multicariético. Esto, junto al hecho que todas las colonias sectorizadas presentan ambos

fenotipos parentales es indicativo de su origen a partir de un estado heterocariético.
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La formacién de un estado multicariético en experimentos de fusion de
protoplastos es un evento frecuente (Sarachek & Henderson, 1988). Una vez formado,
los miicleos que lo constituyen pueden segregar en forma aleatoria, originandose
derivados monocaridticos (Sarachek ef al, 1981). También existe la posibilidad que
ocurra la fusién nuclear dentro del heterocarién, aunque este evento ocurre en baja
frecuencia, e incluso atin, con menor frecuencia se puede dar la transferencia de material
genomico desde un nucleo a otro (Sarachek & Weber, 1984).

Por lo tanto, la sectorizacién de las colonias es el resultado de la ocurrencia de
segregacion nuclear durante el estado heterocaridtico, originado por la fusidn de
protoplastos. Ademas, ninguna de las fusiones realizadas (Tabla 7) dio como resultado
colonias sectorizadas que presentaran un fenotipo similar a la cepa silvestre, lo cual
indica que la colonia es inestable y el evento de segregacién nuclear ha ocurrido
tempranamente durante el desarrollo de ésta. Esto puede deberse a la falta de un sistema
de seleccién para forzar el estado heterocariético, por ejemplo a través de la fusion de
mutantes auxotroficos.

El tamafio de los sectores (de un fenotipo u otro) presente en las colonias
sectorizadas de una misma fusion, abarcé pequefias areas de la colonia hasta el 50% de
la misma. La razén de ello radica en que el proceso de fusion no es un evento 1 : 1 en
relacién a los parentales involucrados, esto porque la fusién consiste en la agregacion
inicial de un nimero variable de ambos tipos de protoplastos parentales y sus nicleos
pueden segregar en forma aleatoria desde el sincicio formado (Sarachek & Henderson,

1988).
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Como se ha indicado, en todas las colonias sectorizadas se observaron células
con més de un micleo. Por lo tanto, en un anilisis de segregacién, toda colonia
sectorizada deberia generar nuevamente colonias sectorizadas y colonias con fenotipo
parental. Como se sefiala en los resultados (Tabla 8), todas las colonias sectorizadas,
derivadas desde diferentes fusiones, dieron origen a colonias con fenotipo sectorizado.
En la mayoria de los casos, la frecuencia de las colonias sectorizadas formadas en el
analisis de segregacion fue menor a la frecuencia con que se originaron a partir de la
fusion de protoplastos. Este resultado sugiere el caracter de inestabilidad de los
heterocariones presentes en las colonias sectorizadas.

El analisis de segregacion sobre células provenientes de un sector de las colonias
sectorizadas originales (producto directo de la fusion) demuestra el estado
monocariotico de éstas debido a que no se forman nuevamente colonias sectorizadas. Lo
anterior, concuerda con la ausencia de mis de un micleo en células derivadas de las
regiones terminales de un sector.

Como se menciond anteriormente, el analisis de segregacion realizado sobre tres
colonias sectorizadas provenientes las fusiones Atx3 : Atx6 y UCD 67-385 : Atx3 revel6
diferencias en el nimero de colonias con fenotipo parental que segregaban (Tabla 8).
Este resultado era esperado dado que las colonias analizadas, producto de tales fusiones,
presentaban diferencias en el tamafio de sus sectores. Por ejemplo, una colonia
sectorizada de la fusién Atx3 : Atx6 presentaba un sector con fenotipo albino (Atx3)
abarcando la mayor parte de la colonia, Io que determind una segregacion de un 78.3%
de colonias con fenotipo albino y un 212% con fenotipo rosado (Atx6),

contrariamente, otra colonia sectorizada de la misma firsion presentaba un sector con
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fenotipo rosado, abarcando gran parte de la colonia, lo que resulto en una segregacion de
un 28.6% de colonias con fenotipo albino y un 71.4% con fenotipo rosado (Tabla 8).

Por otro lado, La fusion entre los dobles mutantes Atx3; Aux y Atx5; Ade,
generé heterocariones nutricionalmente balanceados los cuales fueron faciles de detectar
por su capacidad de crecer en medio minimo (Sarachek er al, 1981). Sélo 32 fusantes
fueron obtenidos desde esta fiision, todos ellos prototrofos y ademds presentaban un
fenotipo de color similar a la cepa silvestre UCD 67-385, a excepcién de un producto
fusante (Fs18), el cual presentaba una pigmentacion albina (Tabla 9). Atx3; Aux deriva
por mutagénesis de la cepa Atx3 (fenotipo albino) la cual porta una mutacion en el gen
arx3 que codifica para la fitoeno deshidrogenasa (Martinez, 1995) y la cepa Atx5; Ade
proviene de la cepa Atx5 (fenotipo amarillo) que porta una mutacion en el gen afx5 que
codifica para una enzima compleja la cual cataliza las reacciones que transforman
B-caroteno en astaxantina (Martinez, 1995). Por lo tanto, la aparicidn de un fenotipo
silvestre en el 97% de los fusantes revela la complementacién de las mutaciones y su
recesividad frente al alelo silvestre. De la misma forma, las mutaciones aux y ade,
definidas por las cepas Atx3; Aux y Atx5; Ade, respectivamente, complementan
sugiriendo la condicién recesiva de ambas. Estos resultados son apoyados por los
controles, ya que protoplastos de cada cepa doble mutante por separado no son capaces
de generar colonias protétrofas y con pigmentacion silvestre.

La fusion entre los dobles mutantes AtxS; Ade y Atx6; Lis, no generd fusantes

capaces de crecer en medio minimo. Esto puede ser explicado por el bajo rendimiento de
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regeneracién en medio enriquecido YM+KCI, obtenidos en los experimentos de fusion
entre estas cepas (Tabla 9).

Como se ha observado en otros organismos, los heterocariones formados por
fusién de protoplastos pueden segregar a formas monocaridticas durante su replicacion
en medio minimo (Sarachek, ef al., 1981). La forma monocariotica mas frecuente en
segregar seria aquella que porta uno de los nicleos parentales de la fusion (Sarachek &
Weber, 1984), asi en la fusion Atx3; Aux : Atx5; Ade, estos segregantes tendrian
fenotipos Atx3; Aux y Atx5; Ade, ambos auxotrofos. Las curvas de crecimiento en MM,
para algunos de los fusantes Atx3; Aux : Atx5; Ade demuestra claramente esto (Figura
15), donde la menor tasa de crecimiento de los fusantes Fsl, Fs2, Fs3 y Fs4, seria
explicada por la inestabilidad mitética del heterocarion al segregar células auxétrofas
incapaces de crecer en medio minimo. La naturaleza heterocarittica de los fusantes fue
comprobada por la presencia de células con mas de un micleo en una frecuencia entre el
14 y 7.3% (Tabla 10). La mayor parte de la poblacién celular es uninucleada,
principalmente originadas de la segregacion aleatoria de nicleos lo que confirma la
proposicion de inestabilidad de los heterocariones.

La otra clase monocaridtica consiste de prototrofos que se caracterizan por crecer
rapidamente en MM,, los cuales pueden portar un niicleo euploide o aneuploide formado
por la cariogamia ocasional o la transferencia internuclear de material gendémico dentro
del heterocari6n, evento que ha sido descrito en los hongos (Sarachek & Weber, 1984).
El fusante Fs18 es esencialmente monocaridtico (sdlo se encontrd un 0.4% de células
dicari6ticas, Tabla 10) y posee un fenotipo recombinante dado que es un protdtrofo

albino. El volumen celular y los niicleos observados en Fs18 no fueron mayores a los
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encontrados en la cepa silvestre, como podria esperarse de un evento de cariogamia
(Chun et al., 1992). Ademés, la fusién nuclear supondria un producto hibrido protétrofo,
de pigmentacién rojo-naranja, y no albino, como es el caso en Fs18. Sin embargo, no se
puede descartar esta posibilidad si se considera que sobre el nicleo hibrido formado por
cariogamia pueden mediar otros procesos, como la pérdida de cromosomas y
haploidizacion (Sarachek & Weber, 1986) que pueden dar cuenta de la aparicion del
prototrofo albino Fs18.

Cuando se determind la cantidad de pigmentos producida por cada fusante
Atx3; Aux : Atx5; Ade, se encontré que la mayoria de los fusantes Fs sintetizan una
cantidad mayor de astaxantina que la cepa silvestre UCD 67-385, con excepcion de los
fusantes Fs4 y obviamente Fs18. Estos resultados, concuerdan con los de Chun ef al.
(1992) al fusionar cepas mutantes sobreproductoras de astaxantina. La variacion en los
niveles de astaxantina sintetizada por cada fusante, se explica por la heterogeneidad
genética de los fusantes Fsl a Fs32 (Sarachek & Weber, 1986). Esta heterogeneidad
genética se debe a que el proceso de fusion no es un evento balanceado por lo cual la
composicién de ntcleos dentro de un multicarién puede variar, de tal forma que un
medio selectivo, como lo es el MM, sblo garantiza la presencia de al menos un
representante de cada nticleo parental. A esto hay que agregar ademas la inestabilidad
genética a la que estan sujetos los micleos dentro de un multicarion (Sarachek & Weber,
1986). Por lo tanto, la variacién en la cantidad de pigmento producido en un fusante
puede ser explicada por una cuestion de dosis génica y nuevas interacciones génicas.

De la misma forma que en las fusiones entre mutantes simples de pigmentacion,

se realizd un analisis de segregacion en algunos de los productos de la fusion
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Atx3; Aux : Atx5; Ade. Dado que para el anilisis de segregacion los fusantes son
crecidos en medio YM, no existen restricciones a las posibles combinaciones que
puedan surgir por inestabilidad genética. Los segregantes pueden ser agrupados en tres
clases de fenotipos de acuerdo a su pigmentacién, una clase con pigmentacion similar a
la cepa silvestre UCD 67-385 (colonias rojas, anaranjadas y rosadas), otra con fenotipo
de uno de los parentales de la fusién (colonias albinas o amarillas) y por ultimo una
clase con colonias sectorizadas (Tabla 12).

En la primera clase, la variacion de intensidad del color silvestre anaranjado en
estas colonias probablemente se debe a un efecto de dosis, como ha sido sugerido para el
caso de los productos directos de la fusion, Fsl a Fs32. Por otro lado, los fenotipos
parentales, Atx3 y Atx5, pueden ser explicados principalmente por segregacion nuclear,
esto es cierto particularmente para el caso de el fusante Fs21, el cual presenté una
segregacion de un 44.1% de colonias albinas y un 49.6% de colonias amarillas en placas
con medio YM. Cuando Fs21 es sembrado en placas con medio no suplementado, estos
valores son de 4.8% y 0%, respectivamente, lo que sugiere que las colonias derivan de
células uninucleadas auxdtrofas del tipo parental. Este resultado concuerda con lo
descrito para C. albicans (Sarachek & Weber, 1984),

Las colonias sectorizadas en las placas con medio YM, se originan también por
simple segregacion nuclear debido a que no existe seleccion en favor del heterocarion.
Esto es confirmado por la ausencia de colonias sectorizadas en placas con medio MM,
en las cuatro fusantes analizadas.

En las placas con MM, los fusantes Fsl, Fs2 y Fs21 son capaces aun de generar

colonias con fenotipo similar al silvestre, lo cual indica la compiementacion tanto de las
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mutaciones de pigmentacién como las de auxotrofia. Sin embargo, las fusantes Fsl,
FsI8 y Fs21 dieron origen a colonias recombinantes, las cuales fueron protétrofos
albinas (Tabla 12). El origen de estas colonias prototrofas albinas y el de Fs18 puede ser
atribuible a un mecanismo comin. No se encontré recombinantes prototrofos amarillos.
Fl fusante Fs18 se comportd en forma estable en el analisis de segregacion, dando
origen, tanto en medio YM como MM, sélo colonias protétrofas albinas. Esto esta en
acuerdo con la condicion monocaridtica y recombinante del fusante Fs18.

Por otro lado, los fusantes Fsl y Fs2 producen como segregantes, en alta
proporcién, colonias que muestran complementacion de las mutaciones afx3 y atx3,
denotado por su fenotipo de pigmentacion rojo, anaranjado y rosado. Asi, Fsl muestra
un 67.8% y Fs2 un 83.6% de colonias con fenotipo similar a la cepa silvestre. Sin
embargo, Fs21 solo genera un 5.9% de colonias con fenotipo rojo o anaranjado,
mostrando segregacion de los fenotipos albino y amarillo, sugiriendo una mayor
inestabilidad genética de este fusante. Estos resultados hacen suponer que los fusantes
heterocarioticos o derivados monocaridticos de ellos, pueden presentar diferencias en su
estabilidad genética y los patrones de segregacion. Esta descrito que estas diferencias en
los productos de fusion, pueden abarcar rasgos como el contenido de DNA por célula, su
susceptibilidad a radiaciones y drogas, tamafio celular y babilidad para esporular, entre
otros (Sarachek y Henderson, 1988)

Dada la inestabilidad genética a la que estan sujetos los heterocariones, se ha
optado por analizar mas profundamente sus derivados hibridos monocaridticos, sean
estos originados por cariogamia o transferencia internuclear de material genémico. Estos

pueden ser reconocidos por un fenotipo recombinante o, en el caso de existir cariogamia,
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por un aumento del tamafio celular y nuclear, ademas de un crecimiento rapido en medio
no suplementado (Chun ef al., 1992). Ninguno de los fusantes obtenidos presentO estas
caracteristicas, a excepcidn del recombinante Fs18.

En su conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos de fusion de
protoplastos y los analisis de segregaciéon no pueden utilizarse para definir el grado de
ploidia de P. rhodozyma dado la complejidad del sistema. Hasta aqui, los datos
obtenidos pueden ser interpretados considerando a P. rhodozyma como un organismo
haploide, diploide total o parcial (aneuploide).

Los productos fusantes Atx3; Aux : Atx5; Ade fueron mantenidos en placas con
MM, a 16 °C. En estas condiciones, después de 15 dias, todos fueron capaces de entrar
en fase sexual, formando estructuras sexuales alrededor de toda la colonia. Estas
estructuras consisten de un largo holobasidio que emerge desde la célula, conteniendo 4
a 6 basidiosporas terminales, capaces de germinar por simple yemacién, similar a lo
descrito por Golubev (1995), lo que sugiere la viabilidad de las basidiosporas. Ademas,
se debe destacar que la presencia de s6lo un niicleo por basidiospora, el cual debe migrar
desde la célula madre a través del holobasidio. Sin embargo, a diferencia de los
resultados de Golubev (1995), para inducir la fase sexual, no fue necesario simular
condiciones de estrés hidrico con la adicién de polioles al medio de crecimiento.
Aunque, todos los fusantes derivados de la fusion Atx3; Aux : Atx5; Ade presentaron
estructuras sexuales, incluyendo el fisante protétrofo albino (Fs18), Ia fusién no es el
tinico factor que induce la fase sexual en P. rhodozyma, dado que las cepas UCD 67-385
y mutantes Atx5 y Atx3 también muestran dichas estructuras, pero en menor proporcion,

cuando son crecidas en placas con MM, y mantenidas a baja temperatura (Retamales, P.,
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comunicacion personal). La mayor frecuencia de estructuras sexuales en los productos
fusantes puede deberse a una mayor probabilidad de cariogamia entre nucleos que

comparte un citoplasma comun en un muiticarion.

Clonamiento de genes de actina y f-tubulina.

El clonamiento de los genes de actina y B-tubulina tiene como propésito su
utilizacion en los experimentos de disrupcion génica en P. rhodozyma. La inactivacion
de genes esenciales de copia tnica, por medio de disrupcion génica (Rothstein, 1991),
podria entregar valiosa informacion respecto de la ploidia. Esta demostrado que actina y
B-tubulina son proteinas esenciales (Smith ez al., 1988; Shortle ef al., 1982) y altamente
conservadas, lo que facilita su clonamiento en los organismos (Smith e7 al., 1988; Ng &
Abelson, 1980).

De esta forma, la obtencion de transformantes viables en experimentos de
disrupcién génica de los genes de actina o B-tubulina, sugeriria el caracter disdmico del
gen mutado y por lo tanto diploidia. El requerimiento para este analisis es que actina y
tubulina estén presentes como genes de copia tnica en el organismo, lo cual puede ser
facilmente determinado por analisis de restriccion del DNA genémico e hibridacion con
las sondas adecuadas (Smith e al., 1988; Shortle ez al., 1982).

Las hibridaciones, atin en condiciones de baja estrictez, involucrando DNA

genomico de las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 digerido con enzimas de
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restriccion, con las sondas heterdlogas derivadas del gen de actina de S. cerevisiae
(pGHac I) y B-tubulina de N. crassa (pGHtu I) fueron infructuosos. Si se considera que
las hibridaciones fueron realizadas en condiciones tales que aseguraran la hibridacién a
genes de copia tinica, estos resultados podrian estar indicando una baja identidad entre
las sondas heterdlogas y los respectivos genes de P. rhodozyma.

En las hibridaciones a colonias provenientes de la genoteca de P. rhodozyma,
cepa UCD 67-385, en pBlueScript SK, solo la sonda para B-tubulina dio sefial positiva.
Fl analisis de restriccion reveld que los clones 10 :46 y 10 :80, los cuales hibridaron con
mayor fuerza, son idénticos. Ademds, este analisis sugiere un rearreglo en estos clones
dado que, en ambos, uno de los sitios Bam HI ha desaparecido, generandose dos
fragmentos de 4.8 kb y 1.0 kb por digestién con Bam HI. La interpretacién de los datos
de restriccidn (Figura 25) indica también la falta del sitio Eco RI en pBlueScript SK, lo
que fue confirmado por secuenciacion. De acuerdo a estos resultados, el mapa de
restriccion de los clones 10 :46 y 10 :80 muestra un sitio Bam HI y Eco RI dentro del
inserto, de tamafio estimado 2.9 kb. Se determiné la secuencia del inserto en el clon
10 :46, y ésta no revelé identidad con secuencias previamente clonadas del gen de
B-tubulina en otros organismos, sugiriendo un falso positivo.

El resultado negativo en la hibridacion a DNA de la genoteca de P. rhodozyma,
con la sonda heterdloga para actina de S. cerevisiae, nuevamente apunta a una falta de
identidad entre ésta y el gen de actina de P. rhodozyma. Recientemente, se ha logrado
clonar el gen de actina mediante hibridacion heteréloga con una secuencia de 200 pb del

gen de actina de Kluyveromyces lactis y posterior clonamiento por PCR inverso (Wery




125

et al., 1996). En un analisis estructural y filogenético se concluyd que el gen de actina de
P. rhodozyma difiere de otros genes de actina encontradas en levaduras ascomicetes
(Wery et al., 1996), lo que esta en acuerdo a nuestros resultados.

Las diferencias del gen de actina de P. rhodozyma, y probablemente las del gen
de tubulina, con los de ofros organismos, imposibilité su clonamiento y posterior
utilizacién en experimentos de disrupcion génica, orientados a determinar el nivel de

ploidia en P. rhodozyma.

Reversion de mutantes, mutagénesis y recombinacioén mitdtica.

Mediante la mutagénesis con NTG, se obtuvieron 2 revertantes del mutante
Atx10 (fenotipo amarillo, similar a Atx5) , 8 revertantes para el mutante Adel
(auxotrofo para adenina) y 3 revertantes para el doble mutante Atx6; Arg2 (fenotipo
rosado y auxotrofo para arginina). Los dos primeros mutantes (Atx10 y Adel) derivan
de la cepa UCD 67-385 a través de un solo paso mutagénico (Apéndice4). La cepa
Atx6; Arg2 deriva de la cepa Atx6. La cepa Atx10 define el gen recesivo aix10, la cepa
Adel el gen recesivo adel y la cepa Atx6; Arg2 los genes atx6 y arg2. Debido a que el
fenotipo de pigmentacién de las cepas Atx5 y Atx10 es el mismo (color amarillo), se
podria sugerir que ambas cepas mutantes estin afectadas en el gen amxs (Martinez,
1995). Sin embargo, solo una prueba de complementacion podria establecer esto.

Con el proposito de estudiar el comportamiento de los revertantes frente a

experimentos de mutagénesis, estos fueron irradiados con luz UV por 10 min. No se




126

obtuvieron mutantes de pigmentacién a partir de Rev Atx10-1 y Rev Atx10-2, ni
tampoco mutantes auxotrofos derivados de Rev Adel-1 Rev Adel-7, aion cuando se
realizé enriquecimiento con nistatina (Tabla 16). Estos resultados estan en acuerdo con
la baja frecuencia de mutagénesis de la luz UV, estimada del orden de 1.4x 10" en la
cepa UCD 67-385 (Martinez, 1995) y la capacidad de fotoproteccion que confieren los
pigmentos en P. rhodozyma.

Por estas razones, se procedicé a realizar mutagénesis en los revertantes
Rev Atx10-1, Rev Atx10-2, Rev Adel-1 y Atx6; Rev Arg2-1, empleando en esta
ocasion el mutageno NTG, cuya tasa de mutagénesis es de 5.1x 10 en UCD 67-385
(Martinez, 1995). El resultado de este experimento mostroé que ambos revertantes mutan
al fenotipo amarillo con mayor frecuencia que la cepa silvestre UCD 67-385
(Rev Atx10-1, 63 veces, RevAtx10-2, 9 veces, Rev Adel-1, 4 wveces y
Atx6; Rev Arg2-1, 2 veces sobre la cepa silvestre).

Estos datos pueden ser explicados si los revertantes Rev Atx10-1, Rev Atx10-2,
Rev Adel-1 y Atx6; Rev Arg2-1 corresponden a heterocigotos para los genes arxi0,
atx10, adel y arg2, respectivamente. Si se considera que de 2.04x 10* células
analizadas de Atx10, se obtuvieron sélo dos revertantes silvestres por tratamiento con
NTG, la frecuencia de mutacién con NTG estimada para el gen aix/0 es de 9.8 x 10%,
Por lo tanto, la alta frecuencia de colonias amarillas en ambos revertantes
(Rev Atx10-1=63 x 10° y Rev Atx10-2=9.4 x 107, se podria deber mas a eventos de
recombinacién mitética que por mutacion de novo en el gen afx/0 (Poulter & Rikkerink,
1983; Poulter et al., 1982; Whelan & Soll, 1982). La proposicién de heterocigocidad de

los revertantes tiene sentido si se considera a P. rhodozyma una levadura diploide.
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Alternativamente, si P. rhodozyma fuera haploide, las frecuencias de mutantes amarillos,
en las cepas UCD 67-385 y revertanies Rev Atx10-1, Rev Atx10-2, Rev Adel-1 y
Atx6; Rev Arg2-1, deberian ser iguales. La Figura 26 resume el disefio experimental de
este tipo de analisis, destacando el resultado esperado para un individuo haploide y otro
diploide.

Por lo tanto, la cepa mutante Atx10, podria tener el genotipo homocigoto
recesivo atxI0/atcl0 y la reversion del fenotipo mutante podria ser explicada por la
mutacién de uno de los alelos arx10 a ATX10, de tal forma que el genotipo del revertante
seth  ATXIO/atcl0. En los organismos diploides pueden ocurrir eventos de
recombinacién mitdtica a través del intercambio de material genético entre cromosomas
homélogos, en forma espontanea o inducida por dafio al DNA con agentes mutagénicos
(Whelan ef al., 1980; Whelan & Magee, 1981; Poulter ef /., 1982). El intercambio entre
cromosomas homélogos durante la mitosis, a igual que en la meiosis, genera productos
reciprocos, y se caracteriza por hacer homocigotos a todos los genes encontrados
distalmente al punto de intercambio (Griffiths ez al., 1996).

Estos antecedentes, pueden explicar los resultados de la Tabla 17 de la siguiente
forma; Supongamos el caso de los revertantes Rev Atx10-1 y Rev Atx10-2, estos
tendrian el genotipo heterocigoto ATXI10/arxl0, mientras que la cepa silvestre
UCD 67-385 seria ATX10/ATX10. Cuando son tratados con NTG, la cepa silvestre s6lo
puede generar mutantes amarillos si sus dos alelos A7X70 mutan a atx10, la frecuencia
estimada para esto seria de (9.6 x 10%)*=9.6 x 10®. En cambio los revertantes, ademas
de tener la posibilidad que ocurra una mutacién en el alelo dominante 47X10 a atx10,

tienen la oportunidad de sufrir un intercambio de material genético entre los
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Figura 26:

Disefio experimental del andlisis de recombinacién mitética. Se sefialan los resultados
esperados en un experimento de mutagénesis de revertantes para un individuo hipotético
haploide o diploide.
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cromosomas homologos y generar en forma reciproca los homocigotos ATX10/ATX10'y
atx10/atc10, este ultimo facilmente identificable por su fenotipo amarillo.

En la mutagénesis de las cepas UCD 67-385, Rev Atx10-1 y Rev Atx10-2 con
NTG, aparecieron también colonias con fenotipo albino. En la Tabla 17, la cepa
revertante Rev Atx10-2 presenta una frecuencia de mutantes albinos (2.5 x 10 5 veces
superior a la frecuencia obtenida en la cepa silvestre (5.3 x 16™). Por lo tanto, de acuerdo
a estos resultados, se puede sugerir que Rev Atx10-2 es heterocigoto para el gen
definido por el fenotipo albino y que las cepas UCD 67-385 y Rev Atx10-1 son
homocigotos para dicho gen. Debido a que ambos revertantes Rev Atx10 derivan de la
misma cepa (Atx10), la condicién heterocigota del gen albino en Rev Atx10-2, se
generd, probablemente, durante el tratamiento mutagénico de Atx10 con NTG que dio
origen a los revertantes.

Aunque esta explicacion se ajusta a los resultados, debe considerarse la
posibilidad que el fenotipo revertante de Rev Atx10 se deba a supresion genética y no a
reversion, sin embargo, si este fitera el caso, no explica las diferencias en las frecuencias
de mutantes amarillos obtenidos entre los revertantes Rev Atx10-1 y Rev Atx10-2 por
tratamiento con NTG y no podria explicar los mismos resultados con los revertantes
Rev Adel-1 y Aix6; Rev Arg2-1. Por esta misma razon, es poco probable que estos
resultados puedan ser explicados por puntos calientes de mutaciones, dado que este
analisis incluyé tres loci diferentes.

En la Figura 27 se presenta un esquema que muestra un evento de intercambio de
material genético entre cromosomas homodlogos durante la mitosis en el heterocigoto

ATX10/atx10 hipotético.
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Figura 27:

Intercambio de material genético entre cromosomas homdlogos, durante la mitosis. El
esquema supone una célula con genotipo A7X10/atx10 y un “crossing over” entre el gen
ATXI10 y el centromero, de tal forma que el resultado es la formacion de un individuo
ATX10/ATX10y atx10/atx10, distinguibles por su fenotipo.
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Organizaciéon gendmica en Phaffia rhodozyma.

Estimaciones del tamafio de genoma en P. rhodozyma, derivados de los
resultados de electroforesis de campo pulsado, establecen valores entre 23.9Mb a
25.3 Mb dependiendo de la cepa silvesire analizada. El genoma haploide se encontraria
organizado en 15 cromosomas, los cuales pueden presentar distintos tamafios que van
desde los 350kb a los 2.5 Mb. Ademas, P. rhodozyma presenta un extensivo
polimorfismo cromosémico entre cepas, lo cual es frecuentemente encontrado entre las
levaduras (Magee & Magee, 1987, Orbach ef al., 1988; Brody & Carbon, 1989; Sor &
Fukuhara, 1989; Passoth et al, 1992). El polimorfismo cromosémico en P. rhodozyma
concuerda con los altos niveles de variabilidad genética e stimada a través de patrones
RAPD (Varga et al., 1995).

Por otro lado, a pesar de los intentos de clonar genes relacionados con la
carotenogénesis, el Gnico gen hasta ahora clonado y secuenciado en P. rhodozyma
corresponde al gen de actina, el cuél ha sido sometido a un extenso analisis estructural
(Wery et al, 1996). Ademés, aunque no estd clonado completamente, existe un
fragmento Bam HI de 5.6 kb, secuenciado parcialmente en esta Tesis, que muestra
identidad con el gen que codifica para el factor de elongacion ef-1a de la traduccion en
otros organismos.

Respecto del nivel de ploidia, los experimentos de mutagénesis de revertantes
realizados en ésta Tesis sugieren que P. rhodozyma es diploide. Esta conclusion se basa

en el intercambio de material genético entre cromosomas homélogos durante la mitosis
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(Poulter et al., 1982; Whelan & Soll, 1982) y esta en contradiccidén con lo propuesto por
Chun ef al. (1992), quien a partir de sus datos de fusién de protoplastos, plantea la
condicién haploide de P. rhodozyma (74 fg de DNA por célula) y diploide de los
productos fusantes (146 fg de DNA por célula), basindose en el contenido de DNA por
célula y tamafio celular. Chun et al. (1992), considera que el factor de 2 que diferencia
los contenidos de DNA/célula entre las cepas parentales de la fusién y sus productos
fusantes, es indicativo de diploidia. Sin embargo, para un organismo diploide, los
productos de una fusién de protoplastos seran tetraploides, cuyo contenido de DNA
también representara un factor de 2 sobre los parentales.

Por otro lado, los datos de electroforesis de campo pulsado también apoyan la
condicion diploide de P. rhodozyma e indican que el tamafio del genoma haploide
estimado para UCD 67-210 es de 25.3 Mb y para UCD 67-385 es de 23.9 Mb. Por lo
tanto, si se considera la composicion de G+C del genoma de P. rhodozyma es 48%
(Miller et al., 1976), se puede estimar el contenido de DNA haploide por célula (por
comparacion con S. cerevisiae) para UCD 67-210 en 40 fg y para UCD 67-385 en
37.8 fg (Tabla 18). Mediante la determinacion quimica del contenido de DNA total por
célula se ha establecido que UCD 67-210 posee 74.3 fg de DNA, mientras que
UCD 67-385 tiene 75.8 fg de DNA (Chun ef al., 1992). La discrepancia entre los valores
determinados quimicamente por Chun ef al. (1992) y los valores estimados a partir del
cariotipo electroforético, sugiere fuertemente que las cepas silvestres analizadas son

diploides o est&n cercanas a la diploidia (Cifuentes ez al., 1997).
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Estimacion del contenido de DNA por célula en cepas silvestres de Phaffia rhodozyma.

Organismo Contenido G+C | Tamaiio haploid | Contenido/célula| Contenido diploid
S. cerevisiae 40 % 14.0 Mb 222 1g 44.0 fg
UCD 67-385 48 % 23.9 Mb* 378 fg 75.8 fg’
UCD 67-210 48 % 25.3 Mb* 40.0 fg 74.3 fg"

(a), estimado a través del cariotipo electroforético. (b), determinacion quimica del
contenido de DNA/célula (Chun ef al., 1992)
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Esta conclusién, concuerda con lo propuesto por Calo & Johnson (1996), quienes
realizaron un estudio comparativo del contenido de DNA/célula en cepas silvestres y
mutantes de P. rhodozyma y cepas de S. cerevisiae de ploidia conocida, utilizando
citometria de flujo. Si se utiliza el fluorocromo apropiado (Joduro de propidio para
DNA), el método de citometria de flujo puede determinar en forma precisa la cantidad de
DNA. por célula, sin embargo, tiene una limitacién importante. Dos cepas pueden
presentar el mismo contenido de DNA por célula y tener niveles de ploidia diferentes, por
gjemplo, una cepa puede ser haploide con complejidad X y la otra cepa diploide con
complejidad X/2, o alternativamente, dos cepas pueden tener igual nivel de ploidia, y
diferir en la complejidad de sus genomas en una razén de 2. En ambos casos, basandose
sdlo en el contenido total de DNA/célula, la citometria de flujo pude inducir a una
conclusion erronea.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta Tesis constituyen una evidencia de
la naturaleza diploide de P. rhodozyma. La condicion diploide de P. rhodozyma puede
explicar los resultados de los experimentos de mutagénesis realizados en la cepa
silvestre UCD 67-385. En ellos, la frecuencia de mutantes Ade fue mayor a la frecuencia
de mutantes de ofra auxotrofia, de tal forma que el 50% de todas los mutantes auxotrofos
obtenidos tienen requerimiento para adenina (Retamales, P., comunicacion personal).
Esto sugiere la probable heterocigocidad del gen adel en la cepa silvestre, por lo que su
genotipo probable es ADFEi/adel. La presencia de heterocigocidad natural también se
ha descrito para la levadura C. albicans (Whelan et al., 1980; Whelan & Magee, 1981).

Aunque los antecedentes presentados apuntan a un estado diploide de Phaffia

rhodozyma, es imposible definir con certeza si existe diploidia total o parcial, dado que




135

no se puede descartar la posibilidad de aneuploidia. Sin embargo, esto podra ser resuelto
en la medida que se cuente con mas marcadores genéticos para el analisis parasexual y
con mas sondas especificas de cromosomas separados por electroforesis de campo
pulsado.

Por (ltimo, la fase sexual basada en la pedogamia, cobra especial relevancia si se
considera el estado diploide de P. rhodozyma y la existencia de genes heterocigotos
naturales. Esto, junto a la alta inestabilidad cromosémica encontrada, constituye una
importante fuente de variabilidad genética. Ademas, la posibilidad de inducir la fase
sexual en fusantes monocaridticos hibridos, derivados de experimentos de fusion de

protoplastos podra enriquecer el analisis genético.




CONCLUSIONES

El tamafio del genoma de P. rhodozyma, estimado por electroforesis de campo
pulsado, es de 253 Mb en la cepa UCD67-210 y de 23.9Mb en la cepa

UCD 67-385.

Entre las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 existe un extensivo
polimorfismo  cromosomico, probablemente originado por rearreglos

cromosémicos.

Las cepas silvestres UCD 67-210 y UCD 67-385 de P. rhodozyma presentan un
genoma haploide constituido por 15 cromosomas, cuyos tamafios varian desde

2.5 Mb a 350 kb.

El plasmido pPRS.6, transporta un inserto Bam HI de 5.6 kb el cual presenta una
identidad del 84% y 79% con el gen que codifica para el factor de elongacion de la
traduccion 1l-alpha (ef-lay de Drosophila melanogaster y S. cerevisiae,

respectivamente. Este fragmento, identifica a un cromosoma de la banda

cromosémica VIII en la cepa UCD 67-385.
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La sonda de DNA repetitivo identifica la banda cromosémica I en las cepas
UCD 67-385, AtxS1 y Atx5. Ademas, el locus R2 identifica la banda cromosomica
VIII en la cepa silvestre UCD 67-210 y Atx6, y las bandas cromosdmicas VIl y
IX en la cepa UCD 67-385 y Atx5. Por otro lado, las sondas pPR1.4-12 y pPR3.0
hibridan sélo con la banda cromosémica I, mientras que la sonda pPR1.4-6 hibrida

tinicamente con la banda cromosémica II en la cepa UCD 67-385.
Novozima fue el tinico preparado enzimatico con la capacidad de degradar la
pared celular de Phaffia rhodozyma en forma eficiente, permitiendo la obtencion

de protoplastos viables.

El analisis parasexual en P. rhodozyma es posible a través de la fusién de

protoplastos y el analisis de descendencia.

Las colonias sectorizadas, derivadas de los experimentos de fusion, son originadas

por eventos de segregacion nuclear.

P. rhodozyma es diploide y puede presentar genes en condicidn heterocigota.

10.- Los productos fusantes son capaces de entrar en fase sexual por incubacién en

medio MMy a 12 °C durante 10 dias. La estructura sexual consiste de un largo
holobasidio que nace de la propia célula y presenta de 4 a 6 basidiosporas

terminales,




PROYECCIONES

La organizacién gendmica en organismos eucariontes inferiores, especialmente
en aquellos que carecen de reproduccién sexual, siempre ha constituido un tema dificil
de abordar. En este sentido, los mayor parte de los estudios aplicados en P. rhodozyma
en esta Tesis, constituyen un conjunto de herramientas aplicables a otros organismos
fingicos.

Para P. rhodozyma, la fusién de protoplastos junto con el anélisis de segregacion
de los productos fusantes monocaridticos hibridos, entregard informacion valiosa que
eventualmente permita definir cromosomas o grupos de ligamiento en términos
genéticos, mediante la recombinacién genética, de forma similar a lo realizado en C.
albicans (Kakar et al., 1983; Poulter & Hanrahan, 1983; Poulter ef al., 1983). Ademas,
permitira realizar estudios de complementaciéon que determinen las relaciones de
dominancia y alelismo entre marcadores que afectan procesos bioldgicos como la
carotenogénesis {(Chun ef al., 1992; Girard ef al., 1994; Martinez, 1995), de la misma
forma en que ha sido aplicado en la levadura C. albicans (Poulter ef al., 1981; Kakar &
Magee 1982). También entrega una oportunidad unica para el estudio de rasgos
genéticos transmitidos citoplasméticamente, asi como los efectos de distintos

citoplasmas sobre la expresion de genes nucleares.
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La separacion de bandas cromosomicas mediante electroforesis de campo
pulsado en P. rhodozyma puede facilitar el clonamiento de genes a través del desarrollo
de librerias cromosomicas (cromosomotecas), lo que permitird concentrar el esfuerzo de
clonamiento sobre un cromosoma particular. Por otro lado, no sélo demuestra la
presencia de un polimorfismo cromosémico, sino que constituye una herramienta de
estudio de los mecanismos involucrados en su formacién y mantencién. La asignacién
de mas genes clonados a determinados cromosomas podra resolver la presencia de
cromosomas homologos con distinto tamafio molecular y ademas entregara antecedentes
sobre la organizacién topoldgica de genes relacionados.

El conocimiento aportado por esta Tesis sobre la organizacién gendémica en P.
rhodozyma es relevante para el estudio genético de cualquier aspecto de su biologia. De
esta forma, los estudios sobre el control genético de la sintesis de carotenoides en P.
rhodozyma, a través de técnicas moleculares, deberian considerar a P. rhodozyma como
un organismo diploide, lo cual es especialmente importante en experimentos de
mutagénesis al azar, mutagénesis dirigida por disrupcién génica y transformacion
genética,

Por otro lado, el descubrimiento de la fase sexual en P. rhodozyma, da la
oportunidad de estudiar este proceso en términos del control genético involucrado y el
desarrollo evolutivo de la sexualidad desde los organismos inferiores a los eucariontes
superiores.

Por ultimo, la induccién de la fase sexual de P. rhodozyma en fusantes
monocariéticos hibridos puede ser una herramienta muy poderosa, con lo cual es posible

esperar que el conocimiento sobre su genoma aumente vertiginosamente.




APENDICE N° 1

Medios de cultivo.

1.- Medios de cultivo:

a) Medio LB (Luria Bertani)

Triptona 1.0%
Extracto de levadura 0.5%
Cloruro de sodio 0.5%

b) Medio LB-agar

Medio LB
agar 2%

c) Medio YM

Extracto de levadura 0.3%
Glucosa 1.0%
Peptona 0.5%
Extracto de malta 0.3%

d) Medio YM-agar

Medio YM

Agar 2%
e) Medio Minimo MM,

Glucosa 2.0%

Vogel 1X
) Medio minimo MM,-agar

Medio minimo MM,
Agar 2.0%
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g)

h)

)

141

Medio YM-KCl-agar 0.7%

Medio YM
KCl 0.8 M
Agar 0.7%

Medio MM,-KCl-agar 0.7%

Medio minimo MM,

KCl 0.8 M
Agar 0.7%
Medio ¢.

Triptona 2.0%
Extracto de levadura 0.5%
Cloruro de potasio 10 mM
Sulfato de Magnesio 0.4% p/iv

El medio fue llevado a pH 7.6 con hidrdxido de potasio 1M.
Se utiliza agua tridestilada.

Medio YEP
Extracto de levaduras 1%
Peptona 2%

Glucosa 2%




APENDICE N° 2

Soluciones.
1.- Transformacion de E.coli.
a) Solucion TIBL

Cloruro de Rubidio 100 mM
Cloruro de manganeso tetrahidratado 50 mM
Acetato de potasio 30 mM
Cloruro de calcio 10 mM
Glicerol 15%

La solucién es llevada a pH 5.8 con 0.2 M de acido acético.

b) Solucion TEPIL

MOPS pH 7.0 10 mM
Cloruro de rubidio 10 mM
Cloruroc de calcio 75 mM
Glicerol 15%

2.~ Hibridacidon de acidos nucleicos.

a) Solucién de prehibridacion.

SSC 6X
Reactivo de Denhardt X
SDS 0.5%
DNA esperma de salmén 100 pg/ml
Formamida 50%
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b)

d)

Solucidén de hibridacion.

SSC

Reactivo Denhardt’s

SDS

DNA esperma de salmon
Formamida

Sonda radiactiva denaturada

Solucidén de Denhart

Ficoll
Polivinilpirrolidona
BSA (fraccion V)

SSC 20X

NaCl
Citrato de sodio

Marcado radiactivo de acidos nucleicos.

a)

b)

Mezcla de partidores sintéticos

HEPES

Tris-HCI

MgClI2

2-mercaptoetanol

BSA

Partidores sintéticos (hexameros)

Mezcla de desoxinucledtidos

Tris-HCI pH 7.0
Na2EDTA
dATP, dGTP, dTTP

Solucion fragmento Klenow

Fragmento Klenow de la

DNA polimerasa I de E. coli
Tampdn fosfato de potasio pH 7.0
2-mercaptoetanol

Glicerol
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6X

5%

0.5%

100 pg/mi
50%

>10° cpm/pg

1%
1%
1%

175.3 g/t
83.2 g/lt

0,67 M

0,17M

17 mM

33 mM

1,33 mg/mL

18 DO3ss unidades/ml

3 mM
0.2 mM
0.5mM

3 unidades/ul
100 mM

10 mM
50%(v/v).
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d) Solucién “Stop Buffer”
NaEDTA, pH 7.5 02M
Electroforesis de DNA
a) TAE 50X
Tris 242 gflt
Acido acético glacial 57.1 ml/1t
EDTA (0.5 M) pH 8.0 100 ml/lt
b) TBE 5X
Tris base 54 giit
Acido borico 27.5 g/t
EDTA (0.5 M) pH 8.0 20 ml/it
Soluciones para la secuenciacion.
a) Primer
5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’ 0.5 pmol/ul
b) Tamp6n de reaccion (5X)
Tris-HCI, pH 7.5 200 mM
MgCl, 100 mM
NaC(Cl 250 mM
c) Mezcla de terminacion

ddG : dGTP 80 pM, dATP 80 pM, dCTP 80 uM,
dTTP 80 pM, ddGTP 8 uM,
NaCl 50 mM

ddA : dGTP 80 uM, dATP 80 pM, dCTP 80 uM,
dTTP 80 uM, ddATP 8 uM,
NaCl 50 mM

ddT : dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 pM,
dTTP 80 uM, ddTTP 8 M,
NaCl 50 mM

ddC: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dCTP 80 uM,
dTTP 80 uM, ddCTP 8 uM,
NaCl 50 mM




d)

Gel de

b)

Mezcla de marcaje

dGTP
dCTP
dTTP

Tampo6n de dilucion de la enzima

Tris-HCL, pH 7.5
DTT
BSA

Solucién “Stop Buffer”

Formamida
EDTA

Azul bromofenol
Cianol xileno

secuenciacion.
Solucién acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida
Bisacrilamida
H,0

7.5 M
7.5 uM
7.5 M

10 mM
5mM
0.5 mg/ml

95%
20 mM
0.05%
0.05

38 gr
2gr
100 ml

Filtrar la solucion y mantener a 4 °C en oscuridad

Gel 6%

Urea ultrapura

Solucién Acriliamida-bisacrilamida

HO
TBE 5X

Filtrar antes de usar

23 gr
7.5 ml
40 ml
10 ml
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Soluciones para medios de cultivo

a) Vogel 25X
Citrato de sodio x SH,O
KH,P04anhidro
NH4NO; anhidro
MgS04 x 7 H,0
CaClh x2 H,O
Elementos trazas
Biotina

Soluciones para electroforesis de campo pulsado
a) LET

EDTA (0.5 M) pH 8.0
Tris, pH 7.5
B-mercaptoetanol

b)  NDS

EDTA (0.5 M) pH 8.0
Tris, pH 7.5
N-laurilsarcosina
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75.0 g/lt
125.0 g/lt
50.0 g/lt
5.0 g/lt

2.5 g/t
2.5 ml
24.0 mg/lt

925 ml/it
1.5 g/t
75 mi/lt

890 ml/lt
15g
100 ml/it




APENDICE N° 3

Marcador de tamafio molecular, A/Hind I11.

Tamaifio y peso molecular de los fragmentos obtenidos al tratar el DNA del
bacteriofago lambda con la endonucleasa de restriccion Hind T11.

N° fragmento Tamafio molecular (kb)
23.130

9419

6.557

4371

2.322

2.028

0.564

0.125

== e R e >

Marcador de tamafio molecular, cromosomas de S. cerevisiae cepa AB1380.
Electroforesis de campo pulsado a 200 V, pulso de 90 seg por 24 hrs en un gel de
agarosa 0.9%.

Cromosoma Tamafio molecular (kb)
XII 2200
IV 1600
VII-XV 1125
XII-XVI 1020
II-X-XV 850
XI 700
V-VIII 630
IX 460
I 320
VI 290
I 245
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APENDICE N° 4
Cepas silvestres y mutantes de Phaffia rhodozyma utilizadas en el desarrollo de esta
Tesis.
CEPAS FENOTIPO | PARENTAL | OBTENCION | REFERENCIA
UCD 67-210 Rojo-naranja Silvestre Naturaleza® STCC
UCD 67-383 Rojo-naranja Silvestre Naturaleza® ATCC
UCD 67-385 Rojo-naranja Silvestre Naturaleza® ATCC
AtxS1 Sobreproductora | UCD 67-385 NTG Martinez, 1995
Atx3 Albina UCD 67-385 uv° Martinez, 1995
Atx5 Amarilla AtxS1 NTG” Martinez, 1995
Atx6 Rosada AtxS1 NTG Martinez, 1995
A8 Albina UCD 67-385 NTG Retamales, 1997°
A9 Amarilla intensa | UCD 67-385 NTG Retamales, 1997°
Atx10 Amarilla palida | UCD 67-385 NTG Retamales, 1997°
Adel Ade UCD 67-385 NTG® Retamales, 1997°
Alx3; Aux Albina, Aux A3 NTG® Esta Tesis
Atx5; Ade Amarilla, Ade | A5 NTG® Retamales, 1997°
Atx6; Arg2 Rosada, Arg Atx6 NTG® Retamales, 1997°
Atx6; Lis Rosada, Lis Atx6 NTG® Retamales, 1997°
Fsl a Fs32 Anaranjadas® [ Atx3 Aux Fusion Esta Tesis
(32 cepas) Atx5 Ade

Rev Atx10-1 Anaranjadas Atx10 Reversion con Esta Tesis

y (2 cepas) NTG
Rev Atx10-2
Rev Ade-1 Protétrofas Ade Reversion con Esta Tesis

a (8 cepas) NTG
Rev Ade-8
Atx6; Rev Arg2-1 Protétrofas Atx6; Arg2 Reversion con Esta Tesis

a (3 cepas) NTG
Atx6; Rev Arg2-3

STCC, Spain Type Culture Collection. ATTC, American Type Culture Collection.
NTG, mutagénesis con nitrosoguanidina. UV, mutagénesis con luz ultravioleta. (a),
cepas silvestres aisladas directamente desde la naturaleza. (b), dos pasos de
mutagénesis. (c), enriquecimiento con nistatina. (d), fusantes con distintas tonalidades
rojo-naranja. (e), Tesis de Magister, Universidad de Chile, en desarrollo.
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