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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la separacion
dptima de moléculas de DNA cromosémico intacto del
Bongo filamentoso Pycnoporus cinnabarinus, mediante
=leciroforesis de campo pulsado usando un sistema de
sontorno de campo eléctrico homogéneo (CHEF), conun
#lecirodo hexagonal.

Se estudio una serie de condiciones experimentales
&n las cuales se hizo variar la duracion del intervalo de
sempo en cada direccion del campoy el tiempo total de la
corrida.

De esta manera fue posible separar el DNA cro-
mosdmico de P. cirnabarinus en cuatro bandas que, de-
zendiendo de las condiciones de electroforesis, pueden ser
resueltas por lo menos en siete bandas. Utilizando los pa-
Fones de migracion del DNA cromosdmico de Sacchare-
myces cerevisiae y Schwanniomyces occidentalis como
esidndar, estimamos que los tamarios moleculares del
DNA cromosoémico de P.cinnabarinus oscilan entre 1.9y
25 megabases (Mb).

INTRODUCCION

La separacién de moléculas de DNA por electro-
foresis en geles de agarosa convencionales, ha sido muy
stilizada con una resolucion prictica que estd limitada
zunrango de tamafio delas moléculas de DNA entre 40
¥ 50 kb. Cuando es necesario separar moléculas de
mayor tamafio, surgen una serie de problemas, muchos
ésrivados de las caracteristicas de migracién de dichas
moléculas a través de la matriz del gel agarosa.
Recientemente, se han desarrollado varios métodos de

SUMMARY

[Genome analysis of Pycnoporus cinnabarinus by pulse field
gel electrophoresis |

In the present work we describe the separation of
intact chromosomal DNA of the filamentous fungus
Pycnoporuscinnabarinus by pulse field gel electrophoresis
using a contour-clamped homogeneous electric field sys-
tem with an hexagonal elecirade.

A series of experimental conditions were, studiedd -
changing pulse, time duration andforvoltage, or pulsetime
intervals of electric field and toial running time.

It was possibleto separate P, cinnabarinus chromo-
somal DNA in four bands and these bands could be
Jurther resolved in at least seven, changing the electro-
phoretic conditions. Using intact chromosomal DNA from
Saccharomyces cerevisizge and Schwanniomyces occidentalis
as molecular size standards, we werve able to estimate that
the molecular sizes of P. cinngbarinus chromosorial DNA
molecules were berween 1.9 to 2.5 Mb.

electroforesis que utilizan campos eléctricos que varian
de acuerdo a ciertos intervalos de tiempo (pulsos).
Estos métodos de clectroforesis de campo pulsado
(PFGE) que han sido desarrollados por Schwartz et al,
1984; Chuet al, 1986y Carle et al, 1984, utilizan campos
invertidos (FIGE), ortogonales (OFAGE), homogéneos
(CHEFE), o bien usan sistemas de geles rotatorios (Gekeler
et al, 1989), logrdndose con ellos una mejor resolucién
de las moléculas.

Dicha técnica ha permitido obtener informacién
respecto de la organizacion genémica de muchos eu-
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cariontes inferiores tales comoSaccharomyces cerevisiae
(Carleetal, 1985),Schizosaccharomyces pombe (Smith et
al. 1987) Aspergillus nidulans (Brody et al, 1989),Kluyvero-
myces lactis (Sor et al, 1989) Candida albicans (Vollrath
et al, 1987). Neurospora crassa (Orbach et al. 1988) y
Phytophtora megasperma (Howlet, 1989), permitiendo
ademds obtener una forma alternativa al cariotipo clésico,
el cual es dificil de realizar en estos organismos.

La eficiencia de separacién de las moléculas de
DNA cromos6mico de gran tamafio mediante electro-
foresis de campo pulsado en geles de agarosa, depende
devarios factores, uno de los cuales es la duraciénde los
pulsos en cada direccion del campo eléctrico.

En el presente trabajo, presentamos resultados de
experimentos de electroforesis de campo pulsado de
contorno homogéneo (CHEF), utilizando DNA cro-
mosémico intacto de S. cerevisize, Schw.occidentalis y P.
cinnabarinus, Gue permiten obtener alta resolucién en
la separacion de dichas moléculas, a través de cambios
en la duracién de los pulsos y en el voltaje de corrida de
la electroforesis.

MATERIALES Y METODOS

Cepas:

En este estudio se utiliz6 P.cinnabarinus cepa Pc
58, aislado de carp6foros colectados en bosques de
Notohofagus dombeyi de Chile Austral. Dicha cepa estd
ingresada en la coleccién de hongos del laboratorio de
Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile. S.cerevisice cepa AB 1380 (Carle et al, 1986),
proporcionada por el Dr. M.V. Olson, St. Louis, M.O.
U.S.A. Schw. occidentalis (ATCC 26077) obtenida del
American Type Culture Collection, Washington D.C,,
US.A.

Condiciones de cultivo:

P. cinnabarinus fue cultivado a 30°C en medio
Vogel (Vogel, 1956), que ha sido modificado bajandola
concentracién de nitrégeno a 1/3 de la composicién
estdndar y suplementado con 0,2% de extracto de malta,
0,1% de extracto de levadura, 10 mg/mi de tiamina,
0,4% de glucosa (Cifuentes et al, 1990). Cuando fué
necesario, el medio se solidificé agregdndole, agar al
2%.Paraobtener esporas, la cepa Pc58 fuesembradaen
placas Petri con medio PCsélido e incubadas durante 8
dias a 30°C. Para recolectar las esporas se afiadié 5 ml
de agua destilada estéril a la superficie del cultivo y
luego se las resuspendid utilizando un rastrillo de
vidrio. Los restos de micelio fueron removidos pasando
la suspensién de esporas por un filtro de tres capas de
gasa estéril.

S. cerevisiae y Schw.occidentalis, fueron cultivadas
a 30°Cen medio YEP (Extractode levadura 1%, bacto-
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peptona 2% glucosa 2%) con agitacion constante.

Preparacion de DNA cromosémico intacto:

DNA cromosémico intacto de S.cerevisiae y Schw.
occidentalis fue preparado por el método descrito por
Schwartz et al, 1984.DNA cromosémico intacto de
P.cinnbarinus fue preparado por un método de molde
de agarosa (Schwartz et al,1984) a 37°C, modificado
segin Cifuentes et al, 1990. Para ello 10'° esporas
fueron germinadas en medio PC durante 4 horas en un
agitador rotatorio a 120 rpm. Luego fueron lavadas dos
veces con EDTA 50 mM,pH 7.5, resuspendidas en 500
ulde EDTA 50 mM, pH 7.5. resuspendidas en 500 ulde
EDTA 50 mM pH 7.5.DNA cromos6mico fue prepa-
rado en los moldes de agarosa (Schwartz et al 1985;
Cifuentes et al 1990).

Electroforesis de campo pulsado:

La electroforesis de campo pulsado fue reali-
zada en un equipo de electroforesis Pulsaphor plus
LKB, usando un electrodo hexagonal (LKB cat. 2015-
203). Los geles fueron preparados con 130 ml de aga-
rosa al 0.8% en tamp6n TBE 0.1 M pH 7.5, en placas
cuadradasde 15x15 cm (LKB). Para la corrida electro-
forética se utiliz6 tampén TBE 0.1 M pH7.5, el cual fue
reemplazado cada 48 horas para las electroforesis de
largo tiempo de duracién. La temperatura del gel y del
tampén de electroforesis fue mantenida a 14°C y con
circulacién constante del tamp6n. Para cargar las muestras
de DNA, los moldes de agarosa portadores del DNA
cromosémico fueron ajustadas en los pocillos del gel
con ayuda de espétulas estériles. Las condiciones de
voltaje, tiempo de cada pulso y tiempo de corrida de las
electroforesis son descritas en los resultados. Los geles
fueron tefiidos con bromurode etidio (1 ug/ml) durante
60 minutos y luego destefiidos con agua destilada du-
rante 10 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados de electro-
foresis de campo pulsado del DNA cromosdmico in-
tacto de las levaduras S. cerevisine y Schw.occidentalis,
en los cuales se utilizo tres condiciones diferentes. La
Figura 1A muestra los resultados donde el DNA fue
sujetoaelectroforesis a 150 volts durante 40 horas utili-
zando un pulso de 45 segundos en cada direccién del
campo eléctrico (Condicién 1). Claramente se observa
separacion de los cuatro cromosomas més pequefios
(LVLIIIyIX) deS. cerevisiae, cuyos tamafios COITESpon-
dena 245,290,370y 460kb respectivamente. El restode
los cromosomas de mayor tamafio aparecen como una
sola banda que migra lentamente. El DNA cromosémico
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dc Sehw. occidentalis, es de alto peso molecularyen tales
emediciones migra como una séla banda cuya posicién
e umilar alos cromosomas més grandes de S. cerevisiae.
La Figura IB corresponde a un experimento donde las
mmssiras fueron sujetas a electroforesis a 180 volts
éssante 40 horas con pulsos de 60 segundos (Condici6n
Z. ba esta condicién, se logré ademds separar una
®amda adicional que no aparece en el caso anterior y
eacresponde a un doblete en el que se ubican los cromo-
semas VIIIy V de S.cerevisiae, cuyos tamafios molecu-
teres son 580 y 630 kb respectivamente. La Figura 1C
messira los resultados de un experimento donde las
meestras fueron sujetas a una electroforesis a 200 volts
derante 40 horas con pulsos que cambiaban ladireccién
el eampo eléctrico cada 80segundos (Condicién 3). En
miss condiciones se aumento la resolucién de las muestras
#& BDNA cromosémico de S.cerevisiae, observindose
smawo bandas extras que corresponden a los cromoso-
mas XI,X,XIVyllde S.cerevisiae cuyos tamafios sonde
A, 770, 800 y 850 kb respectivamente. Ademds, es
asramente discernible el comienzo de la separacién de
m= cromosomas de Schw.eccidentalis, donde se visuali-
ar al menos cuatro bandas cuyos tamafios oscilan
eaire 1.3 y 2.8 Megabases (Mb) (1300 y 2800 kb). De
&2 manera podemos observar que con s6lo aumentar
& duraciéndel pulso que cambia la direccion del campo
elécirico, se pueden separar moléculas de DNA de ta-
maie entre 245 y 850 kb.

La figura 2 muestra los resultados de experimen-
s de electroforesis de campo pulsado donde se cam-
osan los pulsos o los tiempos totales de corrida. La
Bzura 2A corresponde a una electroforesis a 150 volts
sex pulsos de 100 segundos del DNA de S. cerevisiae,
cemida durante 40 horas (Condicién 4). Se observa un
pewén de resolucion del DNA cromesdmico de S.
eerevisige similar al mostrado en la figura 1 C . Sin
empargo, se puede ver claramente la aparicién de una
»anda extra que corresponde a un doblete, donde se
abiean los cromosomas XIIIy XV1delalevadura, cuyos
amaiios son de 945 kby 1020 kb (1.02 Mb.). La Figura
2 B corresponde a una electroforesis a 150 volts con
ulsos de 100 segundos corrida durante 62 horas (Con-
2¢i6én 5). En dicha condicién se puede observar que el
DONA cromosémico de S. cerevisize se resuelve en 13
~apdas, de las cuales 3 corresponden a dobletes, y con-
sutuyen el cariotipo electroforético de S. cerevisiae (16
Tomosomas). Ademds se puede observar que los cro-
mesomas de Schw. eccidentalis se separan al menos en
% pandas donde se ubican sus 8 cromosomas. La Figura
2 C, corresponde a una eleciroforesis a 150 volts con
~uisesde 120segundos durante una corrida de 64 horas.
@Glaramente se observa la separacién de los cromoso-
mas de mayor tamafio de S. cerevisize. Sin embargo se
map perdido los 4 cromosomas més pequeiios que han

salido del gel de agarosa. En estas condiciones se pueden
resolver moléculas de DNA cuyos tamafios varfan entre
580y 2.500 kb.

En una serie de experimentos adicionales, exa-
minamos la influencia del largo de los intervalos de
tiempo de la direccién del campo eléctrico o duracién
del pulso, en relacion al tamafio molecular del DNA.
Para ello se realizaron experimentos de separacién del
DNA dealto peso molecular mediante electroforesis de
campo pulsado, realizados cambiando 1a duracién del
pulso, voltaje, o el tiempo total de corrida. Los resulta-
dos fueron analizados mediante un gréfico de la distan-
cia de migracion versus el tamafio molecular. Para tales
experimentos se utilizé DNA cromosémico intacto de
S. cerevisiae como estdndar. Posteriormente se estudi6
el comportamiento de DNA de gran tamafio para lo
cual se utiliz6 DNA cromos6mico de Schw. occidentalis
y P.cinnabarinus.. Los resultados de tales experiencias
semuestran enla Figura 3.La Figura3 A, representa los
resultados de la separacién de los cromoesomas de S.
cerevisiae (migracién en mm) en relacion a su tamafio
molecular (megabases) en funcién de la duracién del
pulso. Claramente puede ser observado que a medida
que aumenta la duracién del pulso de direccién del
campo eléctrico, se logra una mejor resolucién de los
cromosomas de mayor tamafio. Lascurvas 1,2,3y4 dela
figura 3 A corresponden a pulsos de 45,60,80 y 100
segundos respectivamente, corridas a un promedio de
170 volts. La Figura 3 B, muestra resultados de experi-
mentos de electroforesis de campo pulsado donde se
aumenté la duracién de los pulsos y la duracién del
tiempo total de electroforesis. La curva 1 corresponde
a pulsos de 100 scgundos durante 62 horas de electro-
foresis. La curva 2 a pulsos de 120 segundes durante 64
horas de electroforesis. La curva 3 a pulsos de 120
segundos durante S0 horas de electroforesis y la curva
4apulsosde 120segundos durante 120 horas deelectro-
foresis. Los resultados indican que a medida que aumenta
la duracién del pulse y la duracién total de la electro-
foresis, se logra una mejor separacién de las moléculas
de mayor tamafio. Posteriormente se disefié un experi-
mento donde se realizé una combinacién de las condi-
ciones anteriores sometiendo al DNA a electroforesis
con una gradiente de pulsos y veltajes. Estos resultados
se muestran en la curva 5 de la Figura 3 B. Las condi-
ciones de electroforesis fueron: pulsos de 150 segundos
durante 80 horas a 180 volts, Iuego pulsos de 180
segundos durante 30 horas a 150 velts y finalmente
pulsos de 210 segundos durante 40 horas a 120 volts,
correspondiendo a un tiempo total de electroforesis de
150 horas. Se observa buena resolucién de [as bandas
que corresponden a DNA de gran tamaifio, como lo son
los cromosomas de P. cinnabarinus, mostrados como
puntas de flechas en la Figura 3 B. EnlacurvaSdela
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Figura 3 B se logr6 separar al menos 7 bandas cuyos
tamafios corres-ponden a 2.5,2.3,2.2,1.9,1.8,1.7y 1.6
Mb (bandas LILIILIV,V,VIy VII) respectivamente.
Las bandas I,ILIV, corresponden a dobletes,de acuer
do a andlisis densitoméiricos de la intensidad de
fluorescencia de negativos de fotografias de los geles
después de su tincién con bromuro de etidio. Experi-
mentos posteriores que utilizan condiciones similares
en las cuales se han aumentado los pulsos, nos han
permitido elaborar un cariotipo electroforético de este
basidiomiceteynossugieren que su genoma estd consti-
tuido por al menos 10 cromosomas cuyos tamafios han
sido mejor precisadosy varian entre 1.9y 2.5 Mb. Estos
dltimos valores corresponden a aquellos que son més
confiables de acuerdo a la cantidad de veces en que se
realizé dichos experimentos y a las condiciones de
corrida de la electroforesis que dan variaciones tal
como se ha descrito para otros organismos (Vollrath et
al, 1987).

Los resultados mostrados en el presente trabajo
entregan informacién clara y precisa que permite,
mediante experimentos de electroforesis de campo
pulsado, separar moléculas de DNA de gran tamafio. Se
ha utilizado el DNA cromosémico intacto de S. cerevisiae
para establecer las condiciones 6ptimas de separacién
de las moléculas de DNA con un rango de tamafio entre
245y2500Kkb, correspondientealoscromosomas [y XI1
repectivamente. S. cerevisize posee 16 cromosomas que
sonseparados en 13 bandas claramente definidas segiin
las condiciones de electroforesis utilizadas. Tres de
estas bandas corresponden a dobletes, €sto es, dos Cro-
mosomas tienen la misma migracién y dan origen a
bandas més gruesas De esta manera, los cromosomas
VII y V co-migran, dando origen a un doblete cuya
posicién corresponde a tamafios moleculares de 580 y
630 kb. Los cromosomas VII y XV co-migran dando
origen a un doblete que corresponde a tamafios mol-
ecularesde 1.12y 1.2 Mb, Por otro lado, mediante estos
procedimientos, fué posibleseparar los cromosomas de
Schwanniomyces €n 6 bandas, 2 de las cnales aparecen
como dobletes, indicando que dicha levadura tiene al
menos 8 cromosomas, Cromosoma VIIIcon un tamafo
de 2.5 Mb, cromosomas VIy VII (doblete) con tamafio
de2.1 Mb,cromosoma V con tamafio de 1.7 Mb, cromo-
soma IV y III (doblete con tamafios de 1.55 Mb,
cromosoma I con tamafio de 1.45 Mb y cromosoma I
con un tamafio de 1.1 Mb.

Se ha logrado adem4s, estudiar la composicién
gendémica del basidiomicete P.cinnabarinus, del cual se
tiene escaso o nulo conocimiento genético, permitiendo
tener una estimacion de su nimero de cromosomas,
que de acuerdo a nuestros resultados corresponderia
aproximadamente a 10 cromosomas. Las estimaciones
de sus tamaiios moleculares descritos anteriormente,
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deben ser considerados como tentativas, puesto que nc

se dispone de marcadores de peso molecular para e

rango completo de tamafios de los cromosomas de estt
hongo. Sin embargo, €l uso de cromosomas de Schy.
occidentalis (8 cromosomas) y S. cerevisiae (16 cromoso-
mas), soluciona en parte dicho problema. De acuérdoz
nuestros resultados, los cromosomas de mayor tamano
de Schw. accidentalis se estima sean de 2.5 Mb (cromo-
soma VIII), 2.1 Mb (cromosomas VI y VII) y 1.7 Mb
(cromosoma V). Las moléculas de DN A de P. cinnaba:
rinus migran en posiciones equivalentes a 10s cromoso-
mas VIIIy V de Schwanniomyces y en posiciones que
corresponden a los cromosomas X1y IV de 8. cerevi:
siae. Esto indica que los 10 cromosomas de P. cinnaba-
rinus pueden contener DNA en un rango de tamaiic
entre 2.5y 1.9 Mb. En base a estos datos, y de acuerda
a las movilidades electroforéticas del DNA cromos6mico
deP.cinnabarinus,se puede estimar que el tamafio de su
genoma podria fluctuar entre 25 a 30 Mb. Dicho valor
cae dentro del rango de tamafio genémico esperade
para un hongo basidiomicete.

PROYECCIONES

La separacion de moléculas de DNA de tamafios
superiores a los 100 kb, mediante la electroforésis de
campo pulsado, ha permitido elaborar cariotipos electro-
foréticos de diferentes organismos, principalmente
hongos.

La aplicaci6n de esta técnica al anlisis taxondmico
de hongos, permitird resolver problemas que adn se
mantienen. De hecho en Xiuyveroniyces, se ha logrado
aclarar algunos de tales aspectos, llegdndose a esta-
blecer que Candida macedoniensis, considerada un ana-
morfo de Kluyveromyces marzianus valmarxianus, y
este ditimo, muesiran patrones cromosémicos y de
DNA mitocondrial similares en ambas especies (Sor et
al. 1989).

Por otrolado, la electroforesis de campo pulsado
tiene enormes aplicaciones en la caracterizacién de
hongos y levaduras industriales. De tal manera, dichos
procedimientos han sido utilizados en el andlisis de los
cromosomas de levaduras industriales, tanto cerveceras,
de panificacion, de produccién de vinos y otras (Pe-
dersen, 1988; Tuite etal. 1991; Bidenneetal. 1992; Ono
et al. 1988), permitiendo detectar polimorfismos cro-
mosOInicos en tales cepas.

La utilizacién de la electroforesis de campo pul-
sado en el andlisis cromosdémico de hongos nativos,
cuya posicion taxonémica est€ en discusitn, permitird
un avance rdpido y significativo en el conocimiento de
la biologia de tales organismos.
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~weiz 3. Distancia de migracién como una funci6n del tamafio cromosémicoy el efecto del largo del pulso de tiempo de la direccién del campo
—s=xrico. A) Las curvas 1, 2, 3y 4 corresponden a pulsos de 45, 60, 80 y 100 segundos respectivamente, corridas a 170 volts durante 48 horas
i .+* C. B) Los pulsos han sido aumentados: Curva 1. Pulsos de 100 segundos a 180 volts durante 62 horas; Curva 2: Pulsos de 120 segundos
+ @ volts durante 64 horas; Curva 3: Pulso de 120 segundos a 150 volts durante S0 horas; Curva 4: Pulsos de 120 segundos a 150 volts durante

“} horas; Curva 5: Condici6n mixta, pulso de 150 segundos a 180 volts durante 80 horas, luego pulsos de 180 segundos a 150 volts durante
3 soras y finalmente pulsos de 210 segundos a 120 volis duranie 40 horas, Las flechas bajo las curvas representan la posicién de las bandas
= INA cromos6mico de P, einnabarinusen cadaexperimento. Las curvas fueron consiruidas en basea los cromosomas de S. cerevisiaey Schw.
s=identalis, utilizados como marcadores de tamafio molecular (en Megabases)
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Fig=ez 1. Blectroforesis de campo pulsado del DNA cromostimico de 8. cerevisiae y Schw. eccidentalis en varias condiciones. A. Pulso de 45.

ﬂﬂ‘s‘»dﬂs 170volis durante 40 horas. B. Pulso de 60 segundos; 180 volts durante 40 horas. C. Pulso de 80'segundos, 200volts durante 4Q ioras.

iz siectroforesis fue.realizada en geles deagarosa al 0,8% en TBE 0.1 M de-dimensiones de 15x 15 cm, como se'describe en materiales y

==sacdos, Usando un aparato Pulsaphor pius LKB

Fyzera 2. Sepatacion del DNA cromosémico intacto de gran famaiio de 8. cerevisiae'y Schw. occidentalis, mediante electroforesis de campo

M&eﬂo A.Puisode 100 segundos, 150 volis durante 40 horas. B.Pulso de 100 segundos, 150 volts durante 62 horas. C. Pulsos de 120 segundos,
4 plts durante 64 horas. Las electroforesis fueron realizadas como se describen en Materiales y Método yen Fxgura 1.
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