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RESUMEN

.\ El andlisis mediante electroforesis en gel de

agarosa, de los dcidos nucleicos de tres cepas silvestres
| de Phaffiarhodozyma, permitio determinar la presencia
de elementos genéticos extracromosémicos de DNA de
| doble hebra en una de ellas, la cepa UCD 67-210. Esta
| cepa es portadora de al menos 6 bandas de DNA que
| migran mas rapido que el DNA cromosomico y cuyos
tamaiios moleculares corresponden a 6.5, 5.9, 5.0, 4.4,
3.2y 2.5 kb, Con el objetivo de determinar el tipo de
dcido nucleico que contituye estos elementos, se estudio
- Sucomportamiento frente a diferentes nucleasas. El
-~ Iratamiento con ribonucleasa A, va sea en alta o baja
- fuerza idnica, no tiene efecto sobre las bandas
electroforéticas, asi como el tratamiento con nucleasa
" SI. Por el contrario, el tratamiento con desoxiribo-
- nucleasa pancredtica conduce a una degradacion
. completa de las bandas y del DNA cromosomico. Estos
- resultados. sugieren que la naturaleza quimica de los
‘;\“pldsmidos corresponde a DNA de doble hebra.

 Porotraparte, lavisualizacion de los plasmidos en
gel de agarosa, depende de la utilizacion de proteinasa
- K y SDS en el procedimiento de purificacion de los
p/asnndos veen las condiciones de corrida electroforé-
nca sugiriendo. la presencia de un complejo DNA
. plasmidial-proteina en cada uno de estos elementos.
. Finalmente, el andlisis mediante enzimas de restriccion
_‘de dos de estos plasmidos, sugiere que estos elementos
- no estan relacionados.

SUMMARY
[Presence of double stranded plasmid DNA in
Phaffia rhodozymal

Agarose gel electrophoresis analysis of nucleic
acid firom three wild tvpe strains of Phaffia rhodozyma
indicated the presence of DNA double stranded
extrachromosomal genetic elements in one, UCD 67-
210. This strain has six DNA bands migrating faster than
chromosomal DNA, whose molecular sizes were 6.5, 5.9,
3.0, 4.4, 3.2 and 2.5 kb respectively. To determinate the
nucleic acid nature of these elements, the effect of
different treatment with nucleases was studied. Ribonu-
clease 4, in low or high ionic strength, has not effect on
any electrophoretical band. Pancreatic deoxyribo-
nuclease degrades the six bands completely in addition
to chromosomal DNA. Furthermore, the six bands were
insensitive to nuclease S1 digestion. These results suggest
that the chemical nature of these plasmid corresponds to
double stranded DNA.

On the other hand, the plasmid detection after
agarose gel electrophoresis depended on treatment of
samples with protease (proteinase K) and SDS in the
purification methods, suggesting the presence of a DNA
plasmid-protein complex in each of these elements.
Finally, restriction endonuclease analysis of two plasmid

JSirom P. rhodozyma, indicates no relation between these
elements.

gos quizas representan el grupo principal, observandose
en ellos, varias clases de plasmidos. Por ejemplo. el
hongo fitopatogeno Cochliobolus heterostrophus, posee
dos plasmidos circulares monoméricos mitocondriales
de 1.8 y 2 kb de tamaiio. los cuales no tienen asociado un
fenotipo aparente, aunque se supone una posible relacion
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con el proceso de senescencia (Garber et al. 1984). Por
otra parte, se ha observado en mitocondrias de hongos
otro tipo de plasmidos que ha evolucionado en forma
independiente del cromosoma mitocondrial y posible-
mente fuera del organelo. Entre este tipo de elemento
genético se encuentran los circulos multiméricos
Mauriceville. de Neurospora crassa (Collinsetal. 1981).
LaBelle v Fiji, de Neurospora intermedia (Stohl et al.
1982). cuyos tamafios moleculares corresponden a 3.6,
4.2 y 5.2 kb respectivamente. Con la excepcion del
plasmido Kalilo, que corresponde a un mondmero lineal
de 9 kb, implicado en el fenotipo senescente en M.
intermedia, los otros plasmidos no muestran un fenotipo
asociado. También se han identificado otros plasmidos
linealesen las especies Nectria haematococca, Fusarium
oxysporum, Claviceps purpurea y Agaricus bitorquis
(Bockelmann et al. 1986 y Wickner et al. 1986).

La presencia de plasmidos no mitocondriales, aso-
ciados al nucleo se ha observado en otros hongos. Es asi
como el DNA de 2 micras (2p) de Saccharomiyces
cerevisiae, fue uno de los primeros plasmidos descubier-
tos y es uno de los mejor caracterizados entre los hongos.
El circulo de 2 micras. estd presente en la mayor parte de
las cepas de S. cerevisiae analizadas y su numero de
copias que varia entre 30 y 100 por célula. llegando a
constituir hasta el 3% del DNA de la levadura (Futcher
et al. 1983, Futcher, 1988).

Por otra parte, en Dictyostelium discoideum se han
identificado dos elementos extracromosomicos diferen-
tes. Uno de ellos corresponde a un dimero palindrémico
lineal de 8.8 kb el cual codifica para los genes de rRNA
v el otro corresponde al plasmido Ddpl de 13 kb el que
podria conferir resistencia a cobalto (Orii et al. 1987 v
Mertz et al. 1983).

Otro tipode elementos genéticos extracromosomicos
descubiertos con mucha frecuencia en hongos. corres-
ponde a los plasmidos de RNA de doble hebra (dsRNA).
En general dichas moléculas se encuentran en un gran
numero de especies. tanto de hongos filamentosos como
de levaduras. Entre los primeros. s¢ ha detectado en
especies como Rhizoctonia solani (Finkler et all. 1985)
Phytophtora infestans (Nuss. 1987)y Helminthosporium
victoriae (Ghabrial. 1986). entre otras. En levaduras se
ha observado en Saccharomyces cerevisiae, donde se
encuentra asociado a particulas tipo virus (VLP) (Tipper
& Bostian, 1984). En este organismo. junto con Ustilago
maydis y Zygosaccharomiyces bailii, 1os dsSRNA codifi-
can por un sistema killer. el que mata a células sensibles
(Radler et al. 1993. Peery et al. 1987 v Koltin. 1986).
Phafia rhodozyma, una levadura Deuteromycetica
carotenogénica. también es portadora de moléculas de
dsRNA asociadas a particulas tipo virus v fenotipo killer
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(Castillo & Cifuentes 1993, 1994).

Otro tipo de elementos extracromosomicos presen-
tes en hongos, corresponden a plasmidos lineales de
DNA dedoble hebra, que en algunos casos estan asociados
a proteinas covalentemente unidas en sus extremos.
Ejemplode ello son loselementos presentes en Ascobolus
immiersus, donde se han observado varios plasmidos
lineales tales como pA1l de 6.4 kb, pAll de 7.9 kb y pAl2
de 5.6 kb y en Claviceps purpuraea, donde se han
identificado varios plasmidos lineales tales como pCIK1
de 6.7 kb. pCIK2 de 5.5kb, y pCIK3 de 1.1 kb (para una
revision detallada ver Meinhardt et al. 1990). Los
plasmidos lineales de DNA mas estudiados son los
presentes en Kluyveromyces lactis, pGKL1 de 8.9 kb
(Hishinumaetal. 1984)ypGKL2 de 13.4 kb (Tommasino
et al. 1988). los cuales codifican por toxinas killer y por
inmunidad contra la misma (Gunge et al. 1981). Por
ultimo, en la levadura Pichia inositovora es posible
encontrar tres plasmidos lineales de 10. 13 y 18 Kb. los
cuales parecen no tener relacion con el fenotipo killer que
presenta esta levadura ( Ligon et al. 1989).

En nuestro trabajo, presentamos resultados
inéditos que permiten determinar la presencia de al
menos seis elementos genéticos extracromosomicos de
DNA de doble hebra, en una cepa silvestre de P. rho-
dozyma, los cuales migran en posiciones diferentes al
DNA cromosémico y cuyos tamafios moleculares
corresponden a 6.5. 5.9. 50. 4.4. 3.2 y 2.5 kb respectiva-
mente.

MATERIALES Y METODOS

Cepas

En este estudio se utilizé las cepas UCD 67-210.
UCD 67-383 y UCD 67-385 de Phaffia rhodozyma,
cuyos numeros corresponden al American Type Culture
Collection (ATCC) 24202. 24203 y 24230 respectiva-
mente.

Todas las cepas fueron cultivadas en medio:
liquidoYM con agitaciéon a 22 °C, segun la técnica
descrita por An et al. (1989). Cuando fue necesario. el
medio de cultivo se solidifico agregando agar al 2%.

Purificacién de DNA

Los dcidos nucléicos de P. rhiodozyma fueron puri-
ficados a partir de un cultivo en fase exponencial tardia
oen fase estacionaria. de acuerdo a la técnica descrita por
Castillo & Cifuentes 1994. Las células fueron colectadas
y lavadas dos veces con tampén TE (Tris 10 mM, EDTA
1 mM pH=8.0) mediante sucesivas centrifugaciones a
7.000 rpm en una centrifuga Sorvall RC5B. Las células
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entradas se trituraron utilizando perlas de vidrio (0.5
m de diametro). Posteriormente s¢ realizaron tres
tracciones con fenol-cloroformo-alcohol isoami-
25:24:1) seguidas detres extraccionescon cloroformo-
cohol isoamilico (24:1). Los 4cidos nucleicos fueron
precipitados con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M
2.5volumenes deetanol absolutoa -20°C, resuspendidos
TE y guardados a -20 °C, para analisis posteriores.
- Cuando fue necesario, el DNA fue purificado a partir de
~ protoplastos de P. rhodozyma obtenidos mediante trata-
~ miento de las células con Novozyma 234, utlizando KCI
0.8 M como estabilizador osmotico. Para romper los
protoplastos fueron tratados con SDS 1% y proteinasa K
100 ug/ml, para liberar asi el DNA.

Digestiones enzimaiticas

Las condiciones para los tratamientos con las
enzimas DNasa I, nucleasa Sl y endonucleasas de
restriccion, fueron realizadas basandose en los métodos
descritos por Sambrook et al. 1989. Las digestiones con
- RNasa A enalta (2X SSC. 0.3 M NaCl. 0.03 M citrato de
~ sodio, pH 7.0) y baja (0.1X SSC) fuerza i6nica, fueron
* realizadas de acuerdo a (Castillo & Cifuentes. 1994).

" Electroféresis en geles de agarosa

; Los acidos nucleicos fueron analizados mediante
- electroforesis en geles de agarosa al 0.7%. en tampon
- TBE, en presencia de bromuro de etidio a una concen-
.~ tracion final de 0.5 pg/ml. Para la corrida electroforética
- seutiliz6 tampon TBE en presencia de bromuro de etidio
- 0.5 ug/ml de acuerdo a lo descrito por Sambrook et al.
1989, En algunos casos. para tener una mejor separacion
-y deteccion de los plasmidos de DNA de la levadura, fue
- necesario realizar las electroforesis en geles de agarosa.
en presencia de SDS al 0.2% en el gel y en el tampon de
- corrida, segunlatécnica descrita por Stam etal. 1986. En
~ este caso, luego de la electroforesis, los geles fueron
~ lavados con agua destilada y tefiidos con bromuro de
- etidioaunaconcentracion final de 0.5 pg/mly finalmente
- visualizados en un transiluminador Hoeffer UVTM-40.
- Determinacion de fenotipo killer.

i Serealizaron ensayos parala deteccion de actividad
.~ killerde lacepa UCD 67-210 de P. rhodozyma. Paraello
~ se aplico la técnica del azul de metileno (Gunge et al.
1981, Gunge y Sakaguchi. 1981: Worsham v Bolen.
1990y Radleretal. 1993) v adaptada en nuestro laboratorio
para la cepa UCD 67-385 de P. rhodozyma (Castillo &
fuentes. 1994). Las células de la cepa blanco. fueron
tivadas en medio YM a 22° C (An et al. 1989) hasta
alcanzar la fase exponencial (107 células/ml). Luego
on lavadas en agua destilada estéril. mezcladas en

YM-agar azul de metileno fundido y precalentado a 45°
C en placas Petri, para obtener su desarrollo. Las placas
fueron mantenidas a temperatura ambiente hasta que el
medio solidificé y posteriormemte se sembro con un asa
de platino las cepas a estudiar. Finalmente, las placas se
incubaron a 22° C por 7 dias y se determind la presencia
de una zona de inhibicién, alrededor de la cepa killer.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra los resultados de una electro-
foresis en gel de agarosa al “0.7% de acidos nucleicos
totales de tres cepas silvestres de P. rhodozyma, las cepas
UCD 67-210,67-385y67-383. Claramente se observaen
las tres cepas (Fig. 1 carril 2, 3 y 4) una banda que
corresponde a DNA cromosdmico cuya velocidad de
migracion es igual o cercana a la banda de 23 kb del
bacteriofago lambda, utilizado como estandar de tamafio
molecular (Fig. 1 carril 1y 5). En forma adicional, en las
cepas UCD 67-210y UCD 67-385 se observanbandas que
migran mds rapido que el DNA cromosomico (Fig. 1
carriles 2 y 3 respectivamente), que corresponden a ele-
mentos genéticos extracromosomicos. La naturaleza de
estos plasmidos de la cepa UCD 67-385 corresponde a
moléculas de RNA de doble hebra las cuales han sido
descritas previamente (Castillo & Cifuentes, 1994). Sin
embargo. los elementos extracromosomicos que se detec-
tan en la cepa UCD 67-210 tal como lo muestra la figura
1 carril 2, presentan una movilidad electroforética dife-
rente y nimero de moléculas mayores que lo observado
en la cepa UCD 67-385. Estos plasmidos no han sido
descritos con anterioridad y son el motivo del presente
estudio.

La figura 2 muestra los resultados de un analisis
utilizando diferentes tratamientos enzimaticos de los
dcidos nucléicos de la cepa UCD 67-210. El tratamiento
con DNasa [, elimina completamente el DNA cromoso-
mico y hace desaparecer las bandas correspondientes a
los elementos extracromosémicos de la cepa UCD 67-
210, manteniéndose el RNA de bajo peso molecular, asi
como el dsRNA en la cepa UCD 67-385 (figura 2, carril
3y 5. respectivamente). Sin embargo, el tratamiento de
los 4cidos nucleicos con RNasa A, en baja fuerza idnica.
no tiene efecto sobre los elementos extracromosomicos de
la cepa UCD 67-210, no obstante. el RNA de bajo peso
molecular en ambas cepas analizadas y el dsRNA de la
cepa UCD 67-385 esdegradado completamente (figura 2,
carril 4 v 6). La digestion de los dcidos nucleicos con
RNasa A en presencia de un tampon de alta fuerza idnica,
tampoco tiene efecto sobre los plasmidos de la cepa UCD
67-210. lo mismo que sobre las moléculas de dsRNA de
lacepa UCD 67-385 (datos no mostrados). El tratamiento
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con nucleasa S1. no posee efecto sobre los plasmidos de
la cepa UCD 67-210, lo que sugiere la falta de regiones
de hebra simple (resultado no mostrado). Todos estos
analisis permiten afirmar que los elementos extracro-
mosoémicos presentesen lacepa UCD 67-210 corresponden
a plasmidos de DNA de doble hebra.

Por otra parte. debido a que las bandas
correpondientes a elementos genéticos extracromoso-
micos de la cepa UCD 67-210, de la figura 1 carril 2,
aparecen poco nitidas, su determinacién numeérica no es
exacta. Esta situacion puede ser una consecuencia de la
naturaleza de tales plasmidos. 0 que correspondan a
moléculas de DNA lineal con proteinas unidas
covalentemente en sus extremos. De hecho, dicho feno-
meno ha sido observado en otros hongos portadores de
plasmidos lineales (Stam et al. 1986y Ligon et al. 1989).
Stam et al. 1986. observaron que en Kluyveromyces
lactis_ laaparicion de bandasde DNA plasmidial en geles
de agarosa. dependia de la utilizacion de proteasas
(proteinasa K) y SDS en el método de purificacion del
DNA. Ademds, observaron que para lograr una mejor
resolucién de las bandas. los geles de agarosa debian
contener SDS. lo mismo que el tampon de corrida. Dado
estos antecedentes v debido a que en la electroforesis de
preparaciones de DNA de la cepa UCD 67-210, en las
cuales la técnica no utilizé proteinasa K v SDS. las
bandas de DNA plasmidial eran muy débiles o no se
observaron. nosotros probamos encondiciones similares
alasdescritas para K. lactis, 1a posibilidad de obtener una
mejor resolucién de los plasmidos de P. rlrodozymua.

En la figura 3 se observan los resultados de electro-
foresis en gel de agarosa, en presencia de SDS al 0.2%
de preparaciones de DNA de la cepa UCD 67-210. que
incorporan el tratamiento con proteinasa K y SDS. Bajo
estas condiciones es posible resolver al menos 6 bandas
de DNA plasmidial cuyos tamafios moleculares
corresponden a 6.5, 5.9, 5.0. 4.4, 3.2 y 2.5 kilobase
respectivamente. De esta forma. nuestros resultados
sugieren que, al igual que lo descrito para K. laciis, los
plasmidos de DNA de P. rhodozyma corresponderian a
moléculas de DNA lineales. con proteinas unidas en sus
extremos. En forma adicional. como una caracterizacion
preliminar de alguno de tales plasmidos. se realizé un
andlisis de restriccion de las moléculasde 6.5v 2.5Kbcon
las endonucleasas BamHI y EcoRI. Los resultados se
muestran en la figura 4 e indican que dichos clementos
genéticos no presentan fragmentos de restriccion de
tamarfio similar. sugiriendo que no estan relacionados.

La presencia de un fenotipo killer. capaz de inhibir
el crecimiento de cepas sensibles. asociado a plasmidos
lincales ha sido descrito en algunos hongos (Niwa et al.
1981. Worsham & Bolen. 1990 v Radleret al. 1993). En
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atencion aestoy dadas las caracteristicas de los plasmidos
de la cepa UCD 67-210 de P. rhodozyma, se realizaron
experimentos para determinar la presencia de un fenotipo:
killer en esta levadura. La tabla 1, muestra el resultado
de dicho estudio e indica que la cepa UCD 67-210 es
capaz de inhibir el crecimiento de la cepa UCD 67-383,
Por el contrario, la misma cepa no posee efecto inhibito-
rio del crecimiento sobre la cepa UCD 67-385, en la cual
se ha descrito un sistema killer asociado a elementos
genéticos extracromosémicos de RNA de doble hebra
(Castillo & Cifuentes, 1994).

Tabla 1. ACTIVIDAD KILLER EN PHAFFIA
RHODOZYMA

La actividad killer se determiné a partir de la presencia
deunhalo de inhibicion del crecimiento de la cepa césped
alrededor de la cepa prueba

Cepa Césped
Cepas de prueba UCD UCD UCD
67-385 67-383 67-210
UCD 67-385 - strobat -
UCD 67-383 - - -
UCD 67-210 - hek -

+++ = Presencia de halo de inhibicion de crecimiento,
actividad killer.
- = Ausencia de halo de inhibicion de crecimiento.
UCD = cepas de Phaffia rhodozyma.

CONCLUSIONES

i
)
o

Los antecedente presentados en este 1rabajoﬁ
permitieron determinar que. en la cepa UCD 67-210 de “
P. rhodozyma se observan un minimo de seis bandas de
DNA que corresponden a clementos genetlcos‘
extracromosomicos. Las caracteristicas de dichos
plasmidos sugieren que son moléculas lineales. con:
proteinas unidas en sus extremos y que probablemente.
tienen asociado un fenotipo killer. Debido a que P
rhodozyma es una levadura imperfecta (Miller et al.
1976). la existencia de plasmidos de DNA. permitiranla
construccion de vectores de clonado. proporcionando
enormes espectativas para el desarrollo de estudios
genéticos en este organismo. Estos plasmidos permitiran

la construccion de vectores de clonado para P.riiodozyma,
e indudablemente contribuiran al desarrollo de los cono-:

cimientos genéticos de dicha levadura.
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Figura 1

£lecuofore51s en gel de agarosa al 0,7% de acidos nucléicos de
tres cepas silvestres de Phaffia rhodozyma. Carril 1y 5, DNA
“ del fago lambda digerido con Hind III. Carril 2, cepa UCD 67-
210. Carril 3, cepa UCD 67-385. Carril 4, cepa UCD 67-383.
(1=

152,34 5

Figura 2

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de acidos nucléicos de
dos cepas silvestres de Phaffia rhodozyma tratadas con
nucleasas. Carril 1 y 8, DNA del fago lambda digerido con Hind
IMI. Carril 2, acidos nucleicos de la cepa UCD 67-210, control
sin tratar. Carril 3, 4cidos nucleicos de la cepa UCD 67-210
tratados con DNasal. Carril 4, acidos nucleicos de lacepa UCD
67-210 tratados con RNasa A en baja fuerza iénica. Carril 5,
acidos nucleicos de la cepa UCD 67-385 tratados con DNasa L.
Carril 6, acidos nucleicos de la cepa UCD 67-385 tratados con
RNasa A en baja fuerza iénica y carril 7, 4cidos nucleicos de la
cepa UCD 67-385 control sin tratamiento.

123456178

Figura 3
Electroforesis de DNA de la cepa UCD 67-210 de Phaffia
rhodozymaen gel deagarosaal 1%, en presenciade 0.2% SDS.
| Carril 1y 6, DNA del fago lambda digerido con Hind ITI. Carril
|| 2al 5, DNA de la cepa UCD 67-210. En el lado izquierdo las
|| flechas indican la posicién de los plasmidos.
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Figura 4
Representacion esquematica de los resultados de digestiones
de los plamidos de 6.5 y 2.5 kb de Phaffia rhodozyma,
observados en un gel de agarosa al 0,7%. Carril 1 y 8, DNA del
bacteri6fago lambda digerido con Hind III. Carril 2, DNA del
plasmido 6.5 kb. Carril 3, plasmido 6.5 kb digerido con BamHI.
Carril 4, plasmido 6.5 kb tratado con EcoRI. Carril 5, plasmido
2.5 kb. Carril 6 plasmido 2.5 kb tratado con EcoRI. Carril 7,
plasmido 2.5 kb tratado con BamHI.
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