/0”“ rC-
o -
WED

EXPRESION DE GENES QUE CONTROLAN LA ENZIMA o«—ACETOLACTATO

DESCARBUXILASA EN SACCHAROMYEES

Tesis entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento
parcial de los requisitos para optar al grado de Doctor en

Ciencias con menciaon en Biologia

Facultad de Cienclas

par

ANTONIO SAID NAVARRO

Dl - D205 76¢

Director de Tesis: Dr. Guide Pincheira Vega




SRS SRS S S———

e~ —— 4

FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Comisién de Postgrado de la Facultad de
Ciencias que la Tesis de Doctorado presentada por el

candidato

ANTONIO SAID NAVARRO

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacian de la Tesis
como requisito de tesis para optar al grado de Doctor en
Ciencias con mencién en Biologia, en el examen de defensa

de Tesis rendido el 8 de Noviembre de 1994.

Director de tesis

Dr. Guido Pincheira V.

Comisién de Evaluacién de Tesis
Dra. Margarita Caru M.

Dra. Liliana Cardemil O.

Dr. Alejandro Venegas E.

Dr. Alberto Veloso M.




Ecta tesis fue realizada en el Laboratorio de Genética,
del Dptoc. de Ciencias Ecolégicas de la Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile; bajo la direccién del Dr.
Guido Pincheira Vega y fue financiada parcialmente por la

Cia. Cervecerias Unidass S.A.; Santiago, Chile.




A mi esposa por su apoyos estimulo
y colaboracien
A mis hijos por su

comprensién y paciencia




AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mis mds sinceros agradecimientos a las
siguientes personas:

Al Dr. BGuido Pincheira por haber permitido la realizacion
de esta tesis bajo su direccién, y por su constante apoyo
durante la realizacisn de esta.

Al Dr. Sone Hidetaka por haberme facilitado material
gengético necesario para el logro de algunos de los
objetivos planteados.

Al Dr. Antonio Jiménez por su aporte en la discusion de
ciertas metodologias de trabajo.

Al Dr.'ﬁlejandro Venegas por su valioso aporte intelectual
para el logro de ciertos objetivos de la tesis.

A la Dra. Liliana Cardemil por el constante apoyo recibido
durante el desarrollc de esta tesis; y por las facilidades
de laboratorio otorgadas.

Al Dr. Victor Cifuentes por su permanente apayo en el
andlisis y discusién de los resultados experimentales.

A la Dra. Margarita Card por la discusion y sugerencias de
ciertas metodologias de trabajo.

A las autoridades de la Universidad Metropolitana de
Ciencias de la Educacidn por las facilidades oatorgadas
para finalizar esta tesis.

Al Sr. Rafael Negrete y a la 6Srta. Angélica Vega por su

valiosa colaboracidn.




INDICE DE MATERIAS

pagina
INDICE = —mmmme—meemmme—— oo vi
LISTA DE TABLAS z~  ———=————m oo Kiv
LISTA DE FIBURAS 3z W ——=———————— o mm = xvi
ABREVIATYRAS 3  —oommmesmom oo Xix
RESUMEN @ = oo eeemeee xxii
ABSTRACT = e m s KRV
INTRDDUECIUN —————————— - i
MATERIALES Y METODOS z ———————— - — oo 13
I.- MATERIALES ——————————————— o — e 13
1.- Material biolégico ~—————————ememomeeT 13
1.1 Cepas bacterianas ——————————=——7—————= 13
1.2 Levadurag ————==———r— oo e 13
1.3 Plasmidos ————————————=———————— oo 14
1.4 ENzimag =—m—————rm——s e s e e e 14
1.5 Acidos desoxirribonucleicos —————————— 14
2. Reactivos quimicos ————=———————————oTT 15
Ii.- METODOS === s o e e 17
1.~ Cultivao de microorganismeg ————-———————= 17

vi




1.2
2.
3.-
3.1

3.2

4 —
4.1

4.2

4.3

3.2

5.3

6.1

&.2

Bacteriags ———————mo oo mmo oo mTTETmT
Levaduras ————————m—meo T mssm s mmmm s
Mantencién de las cepas ———~——=TTTTTTT

Purificacién del DNA -————————————=———=

Purificacién del DNA plasmidial de E. coli

Minipreparacién de DNA plasmidial de E.
cogli ———————————m oo se— s
Purificacidén del DNA plasmidial de

Saccharomyces cerevisias —-————————==—-

Purificacién del DNA cromosomal de
Lactobacillus casgei —————m—————m—momos
Electrofuresis del DNA =——————==——mm———
Geles de agarogsa ———————memommmoo—mees
Visualizacién del DNA en geles de
agargsa e————omes oo Toss—m oo s m e
Determinacién de tamafios moleculares
Extraccién de DNA a partir de geles

de agaresa —————=—-CoooToTmooooTToTToEs
Método del N-cebtil-N:;N,N-trimetil
amonio (CTABY ———————————m———s—mmemmo
Electroelucidn —=—————=——————owoTooToms
Método de "glass milk" ———————=——mo——
‘Determinacién de la concentracién de DNA
Densidad éptica ==—————=-m—mssmommmTET

Método del minigel de agarosa ————"——~

vii

18

18

i8

20

=1

22

c4

24

23

29

246

26

27

c8

(=)

29

29




pagina

7. Digestién del DNA con endonucleasas de

restriccidén ————————-——mmo oo s 30
7.1 Digestién total de DNA cromosomal de

L. casei ————=——mo——oooommTomoTTmmmT o 30
7.2 Digestién parcial de DNA cromosomal de

L. casei -———=m—-—-—————-osmsomomommemeee 31
7.3 Digestién de DNA plasmidial ——=———=——- 31
8.~ Desfosforilacién del DNA ———————————- ag
8.1 Tratamiento con fosfatasa alcalina -——- 3z
Q.- Ligamiento de DNA con la enzima DNA

ligasa del bacteriefago T, -———=——————- a2
9.1 Ligamientn de moléculas de DNA con

extremos cohesivos ———————o————ommTTmTs 32
?.2 { igamiento de moléculas de DNA con

extremos rames —————————————Tmm T T 33
10.- Sintesis de sonda especifica de la secuencia

que contiene el gen para la enzima x—-aceto -

lactato descarboxilasa ————————7—"——— 34
10.1 Purificacién del fragmento de DNA confeniendo

el gen para la oc—acetolactato descarboxilasa 34
10.2 Sintesis de la sonda radicactiva especifica 35
1i.- Hibridacién DNA : DNA - 3&
12.- ‘Transformacién genética -——-——————————= 37
ig.1 Transfarmacién de E. coli —-—————————s=—= 37

viii




12.1.1

i2.1.2

i2.1.3

12.1.4

12.8

13.-

13.1

13.2

13.3

14.-

14.1

14.2

14.3

Preparacién de células competentes mediante
tratamiento con cloruro de calcio ————
Preparacién de células competentes mediante
tratamiento con cloruro de rubidio —————-—

Transformacién de células competentes de

E. gogli ————== e e —
Seleccién y mantencién de clones transfor-

mados ——=-m——————rmem e e s ——— — e e e

Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

Cuantificacién de la actividad enzimatica
Preparacién de extracte celular —-———=—————
Permeabilizacién celular ——————————————mee
Medicién de la actividad enzimatica
a—acetolactato descarboxilasa —-—-——————————

Separacién del genoma de levadura mediante

electroforesis de campo pulsado de contorno

homogéneo (CHEF)—-——————wmm———————m e
Preparacién de DNA cromasdmico intacto —-—-
Electroforesis de campo pulsado —————————-

Tincién de geleg ————————~———————————m—— o

ix

pagina

37

38

a9

40
40
41
41

42

43

44
44
45

43




pagina

RESULTADOS 3 = === ——m— o mm oo m—— e e 46
1.—- Praspeccién de la actividad x—acetolactato

descarboxilasa en diversos microorganismos 46
2.— Incorporacién del gen de Enterobacter

aerogenes que codifica para la enzima

x—-acetolactato descarboxilasa en el vector

de expresién pAARL ———————————moemsms e &é
2.1 Anidlisis de restriccidn del plasmido pUALll 49
2.2 Linearizacién del plasmidio pUALl y adicidn

de “linkers" EcoRI ——————=—————w>—————————— 49
2.3 éiglamiento y purificacién del vector de

expresién pAARSLG ———~—————m———m T T oo T T 352
2.4 Transformacisn genética de Egcherichia

coli DHS5a ——————————m——————o— oo 53
2.3 Recuperacidn de plésmidos de clones trans-—

formados y ensayo de digestiéon con EcoRI 33
2.6 Actividad de x—acetolactato descarboxilasa

en las colonias de E. cgli transformadas 55
3.- Introduccion del gen que codifica para la

enzima x~acetolactato descarboxilasa en

Saccharomyces cerevisiae -- — 37
3.1 Transformacidén genética de 8. cergvisiae 37
3.2 Extraccion de DNA plasmidial de clones

transformados de S. cerevisiae AB138BO, y

retrotransformacién de E. coli DH3ot —-———-— 59

X




5.

3.1

Extraccisén de DNA plasmidial de clones

pagina

retrotransformados de E. coli DHSw«,; y analisis

de restriccién EcoRI y EcoRY  —-——-———————
Medicién de la actividad enzimatica
a—acetolactato descarboxilasa en clones

transformados de S. cerevisjiae ————————=

Estabilidad mitética del gen heterdlogo

en cepas transformadas de §. cerevisiae

Construccién de la genoteca de L. caseil
Digestién parcial del DNA cromosomal de

L. gase@i —-~————————mm—mmmo oo s e e
bigestién enzimatica del pléasmido pBR32E
Ligamiento de los fragmentos de restriccieén
BamHI del DNA& cromosomal de L. casel al
vector pBR32E2 ———=-——-r————som oo T

Transformacidén genética de Escherichia coll

DHSa con DNA de L. gcasei ——————————w—————

Purificacién del DNA cromosomal de L. casei

mediante columna de exclusién molecular
Digestidn enzimatica del DNA cromosomal de
L. casei y purificacién de fragmentos de
restriccién —————————r——mmmo——m oo oemm— =

Ly

Ligamiento y transformacién de E. coli DHO«

Xi

&e

bb

&8

70

70

7a

72

7a

75

77

77




b.— Deteccién mediante sonda heterdloga de
secuencia complementaria de DNA cromosomal
de L. casei para la enzima «—acetolactato
descarboxilasa ——==—————mmmom—m——

6.1 Sintesis de la sonda especifica del gen gue
codifica para la enzima a—acetolactato
descarboxilasa —————————————— oo mesmmm—mm

6.8 Hibridacidén DNA : DNA —-———————er—————————

7. Caracteristicas morfoléagicas y fisioldégicas

Saccharomyces uvarum ————————-———————————-—-

B.- findlisis del genoma de S§. uvarum mediante

électroforesis de campo pulsado ——————se——

DISCUSION = ———mmem———— e — —

Deteccidn de secuencia complementaria del gen para
x—acetolactato descarboxilasa en L. casei medlante
sonda hetersloga ———————— e e m s s e e
Integracisn del gen que codifica para la enzima
x-acetolactato descarboxilasa en el plasmido phRARS
Expresidén del gen para la «—acetolactato descarbo ~
xilasa en E. coli DHSx y 5. cerevisiag ABL3BO ———
Estabifidad genetica del gen de E. aerogenes para
la a*aéetclactatu descarboxilasa #n cepas transfor-

madas de S. cerevisiae ABIZBO ———————mm—————e—e

pagina

78

78
80
de

82

B2

B3

87

88

20

7




Caracterizacién morfolégica vy molecular de

Saccharaomyces uvarum

CONCLUSIONES

PROYECCION

APENDICE

BIBLIOGRAFIA

Xiii

pagina

28

100

102

104

117




TABLA

TABL.A

TABL.A

TABLA

TABLA

TABLA

LLISTA DE TABLAS

Cuantificacién de la actividad =nzimatica
x—-acetolactato descarboxillasa en cepas

bacterianas y de levadura ~————————=————=—

Transformacién de E. coli DHSx con DNA

plasmidial pAARS (x~ALDC) -———————————=e=

Cuantificacién de la actividad enzimatica
a—acetnlactato descarboxilasa en transfor-—

mantes de E. cgli PDHa ———————————————==

Transformacién de S. cerevisiae AB13BO con

DNA plasmidial pAAR& (x-ALDC) ~————————-

Tiempos de duplicacién de clones transfor-
mados de S. cerevisiae AB1380 caon DNA

plasmidial pAARSL (a-ALDLC) ~——————————mwe-
Retrotransformacién de E. coli DHS« con DNA

plasmidial abtenido de clones transformados

de 8. cerevisiae AB13BO ——==——=emommmmes

Xiv

pagina

47

o4

=8

&0

&1

&3




TABLA 7

TABLA B

pagina
Cuantificacién de la actividad enzimatica
de ac—acetolactato descarboxilasa en clones

transformados de S. cerevisiae AB138B0 --—— &7

Caracterizacién morfoldégica y fisiolégica de

5. uvarum ~o——oSTTTTTe T 83

Xv




FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

L ISTA DE FIGURAS

4 f.— Electroforesis de DNA plasmidial de

clones transformados de E. goli DH3x

B.- Electroforesis de DNA plasmidial de
clones transformados de E. colil DHSx

digeridos con EcoRI -——————==—==—--

(4

5 FElectroforesis de DNA plasmidial de clones
retrotransformados de E. coll DHS« digeridos

con EcoRl =  ————mmmmmmmmm—— e —

& Electroforesis de DNA plasmidial de clones
retrotransformados de E. coli DHSa digeridos

con EcoRV  ——==m————mmom e — e

pagina

1 Biosintesis de isoleucina y valina en

levadura ——=——————————r—o————— e 3
2 Integracién del fragmento de DNA conte -

niendo el gen para la x—acetolactato

descarboxilasa en el vector de expresidn

pAARL —————— - ——e s — oo oo m T e 48
3 Electrofaresis de DNA del plasmido pUAll 51

3&

b4

63




FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

pagina
Determinacidn de la sstabilidad mitoetica
promedio de clones transformados de

§. cerevisiaes AB13BO  ———r————-memm—o— &9

Electrofaresis de DNA cromosomal de

Lactobacillus casei digeride con BamHlI -—- 71

Electroforesis de reacciones de ligamiento
entre DNA del plAsmido pBR322 y DNA

cromosomal de L. gasel — ———————e—————mooe 73

Electroforesis de la reaccion de ligamiento
de DNA del plasmido pBR322 y DNA cromosomal

de L. casei  ———————r——————memmm—— oo 74

Electroforesis de DNA del plasmide pBR322

caonteniendo inserto de DNA cromosomal de

L. casei e e e e e e — — 26

Electroforesis de DNA del plasmido pUC1?

conteniendo insertos de DNA cromosomal de

L. cagsei — —mw————————eeee e 79

XVij




FIGURA 13

FIGURA 14

pagina

A y B.— Autorradiografias de hibridacién
de DNA cromosomal de Lactobacillus casei

con sonda heterédloga marcada con [a—"% P]

CTP —m e e

Electroforesis de campo pulsado (CHEF) de

DNA cromaoscmal de Saccharomyces cerevisiae

y Saccharomyces uvarum  ——————m——————ee

XViii

81




ABREVIATURAS

ADC1 gen que codifica para la alcohol

deshidrogenasa I

ALDC acetolactato descarboxilasa
ARS sacuencia de replicacidén autsénoma
bla marcador genético de resistencia a ampicilina

(f—-lactamasa)

BSA seroalbamina de bovino

CIAP fosfatasa alcalina de intestine de ternero
CTAB . bromuro de ecetil-trimetilamonio

dATP desoxiadenosina S'—trifosfato

dCTP desoxicitidina 5'-trifosfato

dGTP desoxiguanosina 3'—trifosfato

DHA dehidratasa de dihidroacidos

DNA dcido desoxirribonucleico

DNAsa desoxirribonucleasa

dTTP desoxitimidina S5'—trifosfato

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminotetracético

HEPES dcido N-2-hidroxietilpiperazina—nN'—-2

etanosulfanico
kb kilobase

LB caldo Luria

Xix




Mb megabases

MDa megadal tons

MOPS dcido 3-(N-morfolinao) propanosulfanicao
MRS caldo de Man, Ragosa y Sharpe

nm nanémetro

PEG polietilenglicol

PMSF fenilmetilsulfonil fluoruro

PVP palivinilpirrolidona

RNA arido ribonucleico

RNAsa ribonucleasa

sc medio sintético para levadura

SDS dodecilsulfato de sodia

SOB medio de cultivo complieto con sales de

magnesio

s0C medio SO0B con de D (+) Glucosa
S5C solucién salina para hibridacison
TAE tampén Tris-acetate. EDTA

TBE tampan Tris—borato, EDTA

TE tampén Tris,; EDTA

TfB1 soluciaon salina, glicerol

TfBe solucidén salina, glicerol y MOPS
Tris tris (hidroximetil) aminometano
TRP1 marcador de seleccidn para levadura
RCi microcurie

Rg microgramo

XX




H1
YMPG

YEP

microlitro

medio completo con extracto de malta para
cultivo de lavadura

medio completo para cultivo de levadura

X xi




RESUMEN

Durante el proceso de elaboracidn de cervezas

Saccharomyces uvarum libera al medio extracelular o-

acetolactato. Este compuesto es convertido en diacetilo
par un proceso de descarboxilacidn no enzimatica alterando
la calidad organcléptica de la cerveza elaborada.

La enzima x-acetolactato descarboxilasa cataliza la
conversian de wo—acetolactato en acetoina. Esta enzima se

encuentra presente en diversas especies bacterianas

{(Enterocbacter aeragenes, Ba;illus brevis, Lactobacillus
caseiy, etc.)sy pero no se ha detectado en el género

Saccharomyces (S. cerevisiae, S. carlsbergensisy S.

uvarum) .

La incorporacian Yy expresion del gen de o—
acetolactato descarboxilasa en Saccharomyces cerevisiae es
el paso inicial para intentar una estrategia similar en

Saccharomyces uvarum, y de este modo lograr una reduccisn

de los niveles de diacetilo en la produccisn de cerveza.
El objetivao de esta tesis Tue transferir los

determinantes genéticos de esta enzima de E. aerogenes a

5. cerevisiae mediante técnicas de transformacian
\
genatica.

Un fragmento de DNA de E. aerogenes de 1;4 kb

conteniendeo &l gen para «—aceftolactato descarboxilasa fué

XXii




incorporado al vector de expresién pAARSL, can el cual se

transformé Escherichia coli DHS«.

Los clones transfarmados de E. ¢goli DHS«; junto con
presentar el plasmido conteniendo el insertoc de 1,4 kb,
expresaban la actividad o—acetolactato descarboxilasa.

Del mismo modo, los ensayocs de transformacién de S.
cerevisiage ABI380 con este DNA plasmidial permitieron
obtener clones portadores del inserto de 1,4 kb y con
actividad de o—acetolactato descarboxilasa.

lLos niveles de actividad enzimdtica encontrados en
estos clones fueron superiores a la actividad que
presentaban los clones de E. coli DHSx transformados con
el mism; vector.

La estabilidad mitotica del plasmido hibrido en los
clones transformados de S. cerevisiae AB1380 fue levemente
inferior a la estabilidad mitdtica establecida para
plasmidos de tipo replicativo en §S. cgerevisgiae (1% por
generacisdn, aproximadamente}.

Al intertar clonar el gen de x—acetolactato
descarboxilasa a partir de una genoteca del DNA cromosomal
de L. casei preparada en los pldsmidos pBR322 vy pUC19, se
obtuvo clones transformados en E. coli DHS«, con un tamafo
promedio de inserto de 2 a 4 kb; pero ninguno de ellos

L)

presentd actividad enzimatica.
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Sin embargos; el resultado de hibridaciones “Southern
blot" de DNA cromosomal de L. casei, digerido con las
enzimas EcoRI y BamHI; con una sonda hetersloga portadora
del gen de wo—acetolactato descarboxilasa de E. asrogenes
permitié detectar la hibridacian especifica de un

fragmento de L. casei de 3 kb, aproximadamente.
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ABSTRACT .

Buring the process of beer productions; Saccharomyces

dvarum liberates a—~acetolactate to the extracellular medium.
This compound is converted to diacetyl by a process of non-
enzymatic decarboxylation, altering tha taste of the beer.
The enzyme a—acetolactate decarboxylase catalyses the
conversion of «—acetolactate to acetoin. This enzyme 1is
found in different bacterial species {Enterobacter

aeragenes; Bacillus brevis, Lactobacillus caseis etc.}); but

has not been found in the genus Saccharomyces (5.

cerevisiae, S. carlsbergensis, 5. uvarum).

The incorporation and expression of a o—~acetolactate

decarboxylase gene in Saccharomyces cerevisiae is a good

first step towards a similar strategy with S. uvarum, in
order to attempt the reduction of the diacetyl level in the
production of beer.

The object of this thesis 1is to introduce the genetic
determinants of this enzyme from E. aercgenes into S.
cerevisiae through genetic transformation.

A 1.4 kb fragment of DNA Tfrom E. aeraogengs including
the gene for o«—acetolactate decarboxylase was incorporated

z

into the expression vector pAARS,; with which transformation

aof Escherichia coli DHSx was performed.
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The transfarmants obtained prasented the plasmid
containing the 1.4 kb insert and alsoc showed x—acetolactate
decarboxylase activity.

In the same way, transformation assays of S. cerevisiae
AB1380 with the same plasmid DNA, gave clones carving the
1.4 kb insert and with a—acetolactate decarboxylase
activity.

The levels of enzymatic activity found in these clones
were higher than those found in E. coli DHIx transformants
with fthe same vector.

The mitotic stability of the hybrid plasmid in 8.
cerevisiae AB13B0 transfarmant was slightly lawer as
camparea to the mitotic stability of replicative plasmids in
S. cerevisiae (1%s approximately).

The attemps to clone the gene for the same enzyme from
chromosomal DNA of L. casei using pBR3ZE and pUCLY? plasmids,
allowed the obtention of ftransformants in E. coli DHSx with
inserts of an average size of 2 to 4 kb, but with no
enzymatic activity.

Nevertheless, the results of Southern blot
hybridization of L. casei chromosomal DNA digested with
EcoRI and BamHI, with a probe carring the E. aerpgenes gene

for o—acetolactate decarboxylase allowed the detection of

hybridization of a L. casei DNA fragment of 3.0 kb,

approximately.
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INTRODUCCION

El proceso de elaboracién de cerveza se divide en dos
etapas principales: 1la fermentacidén primaria (produccidn de
cerveza inmadura o verde)ls y la fermentacién secundaria
{(produccién de cerveza madura o elaborada) (Godtfredsen, S.
et al. 1982).

La fermentacisn primaria se caracteriza por la
liberacion al medio de fermentacidén de diversos compuestos
quimicos productos del metabolismo secundarin de la
levadura. Uno de estos compuestos es el a—acetolactato el
cual geﬁera diacetilo alterando la calidad de la cerveza.
Durante la fermentacisn secundaria, una fraccién del

diacetilo es +4ransformado en acetoina por la levadura

(Godtfredsen; S. et al. 1982).

1.— Importancia del ax—acetolactato como producto
intermediario.

El «—acetolactato es un compuesto intermediario que se
produce durante la biosintesis de los aminodcidos isoleucina
y valina, tanto en microorganismos como en tejidos de
mamiferos (Chuangs; L. et al. 1968; Joness E. et al. 1982).

L

En levadurass el «—acetolactate es producido a partir

del acido piravicoy mediante la enzima acido acetohidroxi-




sintetasa (AHAS) a nivel mitocondrial ¢ Ryan, E. et al.
1974) (Figura 1).

En Saccharomyces, especialmente en aquellas especies

que participan en el proceso de produccisén de cervezas como
lo es 8. uvarum, la sintesis de a—acetolactato durante el
proceso de fermentacicn primaria excede la demanda para la
sintesis de los aminodcidos indicados (Wettstein, D. et al.
1984). Esto determina la acumulacién intracelular de &—
acetolactato y su liberacidn al medio extracelular.

Mediante un proceso de descarboxilacidn oxidativa de
tipo no-enzimatica el o—aceftolactato es tonvertido en
diacetilo (Chuang, L. et al.1968), el cual altera la calidad
organoléptica de la cerveza madura al praoporcionar a ésta un
sabor a mantequilla rancia.

Posteriormente, durante el proceso de fermentacion
secundaria o maduracién de la cerveza,; parte del diacetilo
es incarporado intracelularmente por la levadura vy
convertido en acetoina y ésta en 2,3 butanodiol mediante la

enzima diacetilo-reductasa (Holmberg, 5. 1984}.

NADH™ + H™ NAD™
CHg,~CO0-CO—-CHy, \\\ —» CHgy—CHOH-CO-CH,,
diacetilo acetoina
. NADH™ + H™ NAD™*
CH;—-CHOH-CO-CH,, \\\ // s CHy—~CHOH-CHOH~CH,,
acetoina 2y3-butanodiol
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La velocidad de este proceso enzimdtico es diez veces
superior al procesa de descarboxilacidén rno-enzimatico,
constituyéndose este JAGltimo en la etapa limitante para
disminuir 1los niveles de w«~aceiolactato en el medio
extracelular.

Considerando la importancia industrial que tiene el
poder reducir los niveles de diacetilo en el proceso de
produccisn de cerveza; sa han realizado esfuerzos
experimentales para reducir los niveles de este compuesto
durante el proceso de fermentacién secundaria. Para ello se
han manejado diversas variabless camo por ejj; prolongar el
tiempo de maduracisan de la cerveza con el consiguiente mayar
costa, .disminuir la temperatura durante la fermentaciadn
secundaria, utilizar diversas cepas de levadura cervecera
(Linskens H. F. et al. 1988), etc.

Otro enfoque a este problema ha sido el mejoraramiento
de las cepas de levadura cervecera mediante técnicas
geneéticas. Debido & que estas levaduras se caracterizan por
su homotalismo, aberracion en el comportamiento sexual,
variacien en el ndmerc de cromosomas; reducida (a veces
nula) tasa de esporulacidn,; vy baja wviabilidad de las
gsporass no s2 han obtenido les resultados esperados
(Spenc?r, I. F. T. 1983).

Esta metodologia ha permitido lograr significativos

avances en la caracterizaciéen genética de §. cerevisiae.




Asi por ejemplo, ha sido posible obtener mutantes
auxétrofos para isoleucina y/o valina (Spencer, 1. 1983),
los cuales presentan alteracienes que afectan su capacidad
de divisién, o0 una produccién elevada de ciertos alcoholes
{Spencer:; J. et al. 19903 Linsken, H. 1988).

Se han obtenido mutantes del gen ilv-2:; que presentan

un bajo nivel de la enzima 4acido acetohidroxi-sintetasa

(AHAS), vy cepas mutantes para laos genes ilv-1l e ilv-2, que

presentan alterados los niveles de las enzimas treonina
desaminasa (TD) y acetohidroxi-sintetasa {AHAS),
respectivamente. Sin embargo,; estas mutaciones resultan en
pérdida concomitante de la capacidad fermentativa de la

levadura (Wettstein, D. et al. 1984).

En S. cerevisiae =1 han seleccionado mutantes
espontaneos, alelos dominantes del gen ilv-2 (Falco, S.

1985), que determinan resistencia al herbicida metil
sulfometuron, y una disminucién de hasta un 50 % de la
produccién de diacetilo, respecto a la cepa parental
(Johnston, J. 1990).

Otra estrategia para disminuir los niveles de diacetilo
ha sido aumentar el flujo anabdlica de los diversos
intermediarios de la wvia de biosintesis de isoleucina v
valina. Esta aproximacian experimental impediria la

acumulacian Y liberacién de x—acetolactato al medio

extracelular, y por consiguiente la formacién de diacetilo




por descarboxilacién espontanea. Para ello se ha clonado el

[

gen l1v-5s de 8. cerevisiae que codifica para la enzima

reducto-isomerasa, y se transformé una cepa haploide de

Saccharomyces cerevisiae 1lv-5; ura-3. Los transformantes

obtenidos presentaban un aumento de S5 a 10 veces en la
actividad enzimdtica, y una disminucidén entre el S0 % a un
60 %4 en los niveles de diacetilo (Dillemans,; M. et al.
1987).

De manera similar se procedid con el gen ilv~3, de S.

carevisiae que codifica para la enzima dehidratasa de

dihidroxiacidos (DHA). Los transformantes cbtenidos”en cepas
haploides muestran un aumento de 1la actividad enzimatica
especifica de 3 a & veces, perao no se obtuve una disminucison
significativa de los niveles de diacetilo en el medio de
fermentacisn (Johnston,; J. 1990).

Otro enfoque experimental ha sido optimizar ia
actividad catalitica de 1la enzima diacetilo-reductasa de
levadura. Hasta el momento no se ha logrado una disminucidn
significativa del nivel de diacetilo en el medio de
fermentacidén mediante su conversién en acetoina (Linskens H.
1988).

También se ha intentado modificar 1las condiciones de
fermenﬁacién que permitan una mejor incorporacian del
diacetilo por parte de la levadura; no lograndose avances

importantes al respecte (Johnstons J. 1990).
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Con respecto a otros organismos, estudios realizados

con extracto de Staphylococeus aureus demostraron la

conversian de x—acetolactatos obtenido por sintesis gquimicas
en acetoina (Krampitz, L. 194B).
Posteriormente, se ha podido demostrar gue un extracto

enzimatico preparado a partir de Aerobacter aeroqenes es

capaz de producir acetoina a partir de 4cido pirdvico. Este
extracto enzimadtico fue resuelto en dos componentes,; uno de
las cuales convertia el 4cido piravicoe en acido o-

acetolacticos vy el segundo componente produce acetoina por

descarboxilacion de dicho Acido (Junis E. 1952).

2 CHL—E0-CO0nH ———»LCH5—COH (C0-CH,) COOH + CO,
Ac. pirdavico Ac. acetolactico
acetolactato
descarboxilasa
CHyx—COH (CO-CHg) COOH —— 5 CH,—CHOH~CO-CHg; + COg

Ac. acetalactico acetoina

A partir de ferobacter aerogenes, se purificéd la enzima

que cataliza la conversidn de 4cido pirdavico en Acido
acetolactico, vy se demostré que la conversién del Acido
acetolictico en acetoina es catalizada por la enzima o~

acetolactato descarboxilasa (2-aceto—-lactato carboxi-liasa

EC 4.1.1.9) (Stormer; F. 19567},




Este mecanismo de produccién de acetoina a partir de
acido acetolacticeo se encontré en diversas atras especies

bacterianas, tales COmo s Streptococcus diacetilactis,

Leuconostoc citrovorum, Bacillus subtilis, Clostridium

acetobutyricum {(Gunsalus, I. 1961.; Speckman, R. et al.

19468).

2.~ Presencia de actividad de «—-acetolactato descarboxilasa.
La actividad wo—acetolactato descarboxilasa ha sido
detectada en numerosas cepas bacterianas y de honges con
variados niveles de expresidén. En bacteriass la actividad «—
acetolactato descarboxilasa ha sido especialmente notoria en

los géneros Bacillus y Lactobacillus (Bodtfredsens S. et al.

1983).
Escherichia coli Yy Saccharomyces cerevisiae no
presentan actividad de x—acetolactato descarboxi lasa

(Chuang, L. 1968; Godtfredsen, S. et al. 1983).

A partir de un cultivo de Enterobacter aeroqenes se

obtuvo un extracto celular con actividad «-acetolactato
descarboxilasa, y se demostré la conversidn in vitro de o-—
acetolactato en acetoina (Loken, J. P. et al. 19270).
Posteriormente, tna preparacién de la enzima de E.
aerogenes, parcialmente purificada, fue adicionada a cerveza
obtenida mediante fermentacidn primaria. Al cabo de 24 hr,

los niveles de diacetilo se redujeron significativamente




(Godtfredsen, 5. 2t al. 1982).

En extracto libre de células de Lactobacillus casei se
demaostré la presencia de una actividad enzimatica en .la
fraccion soluble que convierte ]l a-acetolactato en acetoina
{(Branens A. 1971).

Un estudio posterior de deteccion de la actividad «-—
acetolactato descarboxilasa practicado a wun total de 264
cepas de bacterias productoras de A4cido lactico: demostrd la
presencia de la enzima en 233 cepas (Godtfredsen, 5. et al.
1984). La totalidad de las cepas de L. cgasei (Bé& cepas)

presentaban actividad de «—acetolactatoc descarboxilasa.

3.~ Clonamiento del gen que codifica para la enzima o—

acetolactato descarboxilasa.

A partir de una genoteca de Enterobacter aerogenes se

clone el gen que codifica por la enzima «—acetolactato
descarboxilasa, y se obtuvo su expresidn en E. cali modulads
por su propic promotor (Sone, H. et al. 1987).

De manera similar se clond el gen gue codifica para la

enzima x—acetolactato descarbaoxilasa de Streptococcus lactis

subsp. diacetylactis. Se demastrds la expresién de dicho gen

en E. coli, controlado por su propio pramotor (Goelling, D.
et al. 1988).

En Bacillus brevis se clond el gen ald-B que codifica

para la enzima o-acetolactato descarboxilasa. Se encontrag




que es una exoenzima, la cual puede ser excretada al media
extracelular por medio de un péptido sedal de 24 o 27
aminocécidoss; situado en el extrema S5' de la secuencia
codogenica estructural de 1la enzima. Experimentos de
clonacian molecular mostraron que esta enzima se puede

expresar en Escherichia coli a partir de su propic promotor,

en cambio:s su expresién en Bacillus subtilis se aobtuvo

solamente cuando se clond el gen bajo el promotor del gen

amy—M, el cual codifica por la enzima o—amilasa maltogénica

de Bacillus stearpthermophilug (Diderichseny B. et al.
1990).
El gen gue codifica para la a—acetolactato

descarboxilasa de Enterobacter aerogenes tiene un tamafa muy
semejante al de Bacillus brevis (240 residucs aminoacidicos

del gen ald—-B de Bacillus brevis, respecto a PS8 aminocdcidos

del gen de Enterobacter aerogenes). Asimismo, el analisis

comparativo de las secuencias aminoacidicas de las
respectivas proteinas, muestran un 33 “ de identidad
{(Diderichsens; B. et al. 19%90).

Hasta ahoras; el gen que codifica para la enzima o-
acetolactato descarboxilasa ha sido caracterizado en un
reducido ndmero de microorganismos (Goelling; D. et al.1988;
Sone, H. et al. 19883 Diderichsen, B. et al. 12903
Blomgvist, K. et al. 1993; Renna, M. C. et al. 19933,

existiendo escasa informacidén acerca de genes o secuencias
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reguladoras gue intervienen en los mecanismos de la
expresion geénica (Blomgvist, K. et al. 1923; Renna, M. C. et
al. 1993).

La informacien disponible sobre este problema en BS.
guvarim es muy escasas no obstante la importancia de este
organismo en la produccién cervecera. Probablemente; ello se
deba en parte a las dificultades gque implica el estudio
genetico de una especie poliploide (Linsken, H. 1988):; o
bien a la reserva en publicar datos de interés industrial.
No obstante, va se han intentade experimentos de

transformacion genética en 8. uvarum (Changs S. P. et al.

1990}.




PROPOSITO DE LA TESIS.

5i la enzima «-acetolactato descarboxilasa proveniente

tle Enterobacter aerogenes cataliza la conversion del o-

acetolactato en acetoina, es posible, mediante clonacidn

molecular del gen de esta enzima insertada en un vector de

expresion para Saccharomyces cerevisiae, lograr que dicho
potencial genético se exprese en este organismo. Esta
actividad puede determinar una disminucidn de los niveles de
x—-acetolactato en el medio de incubacién. Si elloc es
exitosa, seria posible proyectar una estrategia experimental

que permita la clopnacién de los genes homologos de

Lactobacillus casei, su introduccidn y expresisén en 8.
cerevisiae, y eventualmente en Saccharomyces uvarum.

Los objetivos planteados en esta tesis son:
1.- Clonar los determinantes genéticos para la -
acetolactato descarbeoxilasa de E. aerogenes en vector de
expresion en levadura.

2.- Transformacison gendtica de Saccharomyces cerevisiae con

el wvector hibrido indicados y evaluacidn de la actividad de

dicha enzima en los transformantes.

3.— Anadlisis de la estabilidad mitotica de las

transformantes obtenidos.

12




MATERIALES Y METODOS.

I.— MATERIALES.
1. Material bioldgico.
1.1 Cépés bacterianas:

Escherichia coli HB101 (F™, hsdS20 (rg—smy—})s; recAl3, aralé4,

proA2, lacYl, galK2, rsplL20 (Sm"), xyl3,; mtll, supE44y A7)
(Bayer, H. et al.; 1949)s; proporcionada por el Dr. Antonio
Jiménez (C.B.M.s Madrid, Espafial.

Escherichia coli DHSx (supE44, AlacU149 (@80s lacZ AMIS),

hst17; recAl; endAl, gyrA%6s thi—-1, relAl) (Sambrook,; J. et
al. (1989), fue proporcionada por el Sr. Antonio Castillo
{(Lab. de Microbiologias Universidad de Santiago de Chile).
Lactobacillus casei ATCC 393 (Branen, A. et al., 1972},
proveniente de la ATCC Washington D.C. U.S5.A.

1.2 Levaduras:

Saccharomyces cerevisiae cepa AB1380 (MATa, ¢+, urad, trpil,
ade®?-1, cani-100, lys@-1, hisS) (Burke, D. et al., 1987),
fue proporcionada por el Dr. Antonio Jiménez (C.B.M.,
Madrid, Espafial.

S. uvarum biotipo Hebru, fue proporcionada por la Cia.

Cervecerias Unidas, S.A. Santiago, Chile.
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1.3 Plasmidos.
El plésmido pUAll es un plasmido hibrido que contiene un
fragmento de 1;4 kb con el gen para la «-acetolactato

descarboxilasa de Enterobacter aerogenes clonado en el

plasmido pUCLi2. Fue proporcionado por el Dr. Sone Hidetaka
(Kirin Brewery Co. Ltd.s Takasakis Japén).

lLos plasmidos pBR322 (Bolivars F. et al.; 1977), pUCL?
(Yanisch-Perron, C. et al. 1985);, vy el pldsmido de expresién
dual ("shuttle" plasmids) pAARS (Ammerer, G. 19B3), fueron
proporcionados por el Dr. Antonio Jiménez (C.B.M., Madrid,
Espanal.

1.4 Enzimas:

Las endonucleasas de restriccidn EcoRV, BamHI; HinclI, y las
enzimas DNA ligasa del bacteriofago T4, DNA polimerasa I de
E. coli, fosfatasa alcalina de ternera (CIAP),; fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli se obtuvieron de
Bethesda Research Laboratories Inc.; Bethesda, Maryland USA.
Las endonucleasas de restriccien EcoRI, Pstl, HindIII se
obtuvieron de Bio. Labhs. Inc. USA. lLas enzimas lisozima,
ribonucleasa A 1libre de DNAsa vy proteinasa K se obtuvieron
de Sigma Chemical Co. S5t. Louis, Missouri, LSA.

1.5 Acidos desoxirribonucleicos.

DNA del bacterisofago lambhda (A) digerido con la enzima de
restriccion HindIIlX se obtuvoe de Bethesda Research

Laboratories Inc.y Maryland USA. El DNA de esperma de salmén
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sa obtuvo de Sigma Chemical Co. St. lLouis, Missouri, USA.
2.~ Reactivos gquimicos.

- Merck A.G., Darmstadt,; Alemania: glucosa, sacarasas
acetato de sodio, acetato de potasio; cloruro de sodio,
claruro de calcios, cloruro de magnesio, cloruroc de rubidios
fosfato mono&cideo de potasio, Tosfato didcide de potasio,
etanol absolutos alcohol iscamilicos, alcohol butilica (n-—
butanol), ciloroformo, tolueno, acido bdaricos Aacido citrico,
formamida, glicerol,; glicinas; acetato de amonio, hidraxido
de sodios o—naftol, sulfato de magnesio, sulfato de amonio,
borato de sodios sulfato de fierro II; sulfato de cobalto
heptahidratado, sulfato de cobre,; sulfato de manganeso vy
sulfato de zinc.

— ©Sigma Chemical Co., 8St. Louiss Missouri, USA:

creatina, agarosa (tipo WV); ampicilina, tetraciclina, tris.

albdamina sérica de bovino (fraccion Vs
etilendiaminotetraacetato, bromuro de etidio, dodecil
sulfato de sodio, ficoll, B-hidroxiquinolina, lisina
monoclorhidrata, histidina, €riptsafano, uracilo, adenina,

polietilén glicol 4000; fenilmetilsulfanil fluoruro, esferas
de wvidrio de 0:45-0,35 mm de diametro, ¥y agarosa de bajo
punto de fusisén.

—~, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA: agar-—

agars triptona, peptonas extracto de levadura, base de

nitrégeno para levaduras.




- Bethesda Research laboratories Inc.; Bethesda,
Maryland, USA: sistema de marcacion de DNA por extensidn de
partidor ("random primers").

- ICN Biomedicals, California, USA: [«—% %P1 dCTP

- Millipore Filter Corporation: membrana de nylan

— Whatmann Ltd.,; Inglaterra: papel 3 MM
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II.— METODOS.

1.— Cultivo de microorganismos.
1.1 Bacterias.

Escherichia coli HBI101l vy DHSx fue crecida en caldo LB

(Apéndice 1). Para cultivo en medio sélido se adiciond agar-—
agar al 1,53% (p/v). Los cultivos se incubaron a 372C durante
14 a 18 haras. Los cultivos en medio liguido se
desarrollaron en agitacidn (200 a 300 ciclos por minuto en
agitador orbital).

Lactobacillus casei ATCC 393 Tfue crecida en caldo MRS
(Apéndice 1) o caldo Elliker {(Apéndice 1) bajo atmésfera de
Co.. Para cultivo en medio sélido se adiciond agar-—agar al
1,3% (p/v). Se incubd a 378C durante 1é& horas.

1.2 Levaduras:

Saccharomyces cerevisias ABI1380 fue crecida en medio YEP

{(Apendice 1). Para cultivo sélido se agrege agar-—agar al 2%
(p/v). Los cultivos se incubaran a 308C con agitacisn
constante (400 ciclos por minuto en agitador orbitall.

Saccharomyces uvarum fue crecida en caldo natural (caldo

mosto) vy en caldo artificial (calde YMPG) (Apéndice 1). Los
cultivos se incubaron entre 2882C a 308C con agitacion

constante (400 ciclos por minuto en agitador orbital).
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2.~ Mantencidén de las cepas.

2.1 Las cepas de E. coli vy de L. casei crecidas hasta
alcanzar la fase estacionarias fueron mezcladas con glicerol
al B804 (v/v) y se guardé a —208C.

Asimismo, las cepas se mantuvieraon en medio sdlido en placa
vy en tubo con agar inclinado a 42C. Estas cepas se sembraron
en medio fresco cada 15 a 30 dias.

2.2 La cepa de S. cerevisiae fue crecida en wmedia YEP

{Apéndice 1) hasta alcanzar la fase estacionaria, y se
mantuvo en condiciones similares a las cepas bacterianas.

2.3 La cepa de 8. uvarum fue crecida en medio YMPG (Apéndice
1) hasta alcanzar la fase estacionaria; y se mantuvo en
condicidnes similares a las cepas de bacterias.

3.— Purificacisen del DNA.

3.1 Purificacién del DNA plasmidial de Escherichia coli. Se
realizé una preparacién de DNA plasmidial en gran escala
mediante la metodologia descrita por Wang, C. J. (1987): vy
modificada de la siguiente manera. Se inoculsd un matraz
conteniendo 500 ml de caldo LB (Apéndice 1) adicionado de
ampicilina (100 pg/ml). Se incubé a 372C con agitacion hasta
el inicio de la fase logaritmica (i-2 x 10® células/ml). Se
adiciond 2,5 ml de solucién de cloramfenicol (170 pg/ml) vy
se incubdé durante 14 hrs. a 378C con agitacién. Se
centrifugs a 8000 rpm (7.710 x g) durante 10 min a 42%C en

centrifuga Sorvall RC-5B con rotor G5A. Las células se
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resuspendieron en 100 ml de solucidn Tris—HEL 10 mM pH 8,0,
EDT& 1 mM pH B,0 yv NaCl 150 mM en hielo. Se centrifugdéd a
6000 rpm (S5.8B860 x g) durante 10 min a 42C en centrifuga
Sorvall RC-SB con rotar GSA. El precipitado se resuspendié
en & ml de solucién de sacarosa al 23% (p/v) pre-enfriada vy
se incubd durante 20 min en hielo. Se adiciond 1,5 ml de
solucidn de lisozima (2S5 mg/ml en Tris-HC1I 0,853 M pH 8,0}
pre—enfriada y 3 ml de solucién de EDTA 0,23 M. Se incubo en
hielo durante 15 minutos. Se agregé ? ml de una solucion
fria de Tritdn al 2% (v/v) en Tris—-HCl 0,1 M pH B,0, EDTA &0
mM pH B8,0. Se mezclé suavemente con varilla de vidrio
manteniendo el tubo en hielo hasta lisis total (15 a 30
min}. Sé centrifugés a 18000 rpm (3%.100 x g) durante 60 min
a 42C en una centrifuga Beckman J2-21 utilizande un roter
§8-34. Se recupers 1 sobrenadante y se adicions RNAsa A a
una concentracién final de 30 pg/ml. Se incubs a 37°C
durante 20 minutos. Se desproteinizé con una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol iscamilica (25:24:1} (Apéndice 2).
Se centrifugd a S000 rpm (3.020 x g) durante 3 min en
centrifuga Sorvall RC-5B con rotor 8S5-34. Se recupers la
fase acuosa superior y se wvolvise a desproteinizar con igual
voldmen de cloroformo:alcohol iscamilico (24:1). Despues de
centrifugar se precipité 1 DNA de la fase acuosa con 0,1
volamen de acetato de sodion 3 My 2:5 vaoaldmenes de etanol

frio (—202C). La mezcla se incubs a —-20°C durante 60 min vy
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se centrifuge a 12000 rpm (17.300 x g) durante 40 min a 48C
en centrifuga Sorvall RC-5B con rotor S5-34. Se lavae el
precipitado de DNA con stanol 704 (v/v}): y se resuspendis en
tampén TE (Tris-HC1 10 mMm pH 8,0, EDTA imM} a una
concentracion aproximada de 100pg/ml.

d.2 Minipreparacisn de DNA plasmidial de E. coli. EI1

analisis de plasmidos de clones transformados de E. goli
bHS5« se hizo wutilizando la metodologia descrita por
Birnbaoin: H. et al. (1979} modificada de 1la siguiente
manera. Se inoculsd la cepa bacteriana en 10 ml de calde LB
(Apéndice 1) adicionado de ampicilina (30 a 100 ug/ml}). Se
incubd a 372C durante 14 a 14 hr con agitacidn (300 ciclos
/min en'agitador orbital). Se centrifugd a 10000 rpm (12.100
¥ g) durante 10 min a 42C en centrifuga Sorvall RC-3B con
rotor 85-34. Se resuspendié el precipitado bacterianc con
200 nl de solucién de glucosa SO mMy; Tris—-HC1 25 mM pH 8,0,
EDTA 10mM, 1lisozima 4 mg/ml y se transfirié a tubo
Eppendorf. Se incubdé 10 min a temperatura ambiente. Luego,
se adicionaron 400 pl de solucién de NaOH 0,% N, SDS 1%
(p/v) recién preparada. Se mezclsd invirtiendo el tuba S5 a &
veces y se incubd en hielo durante 10 minutos. Se agregé 300
pl  de solucién fria de acetato de potasio 5 M. Se mezcld
suavemente €1 contenido del Eppendorf manteniendo éste en

posicién invertida sobre el vértex a baja velocidad durante

10 segundos. Se dejéd en hielo durante S5 a 10 minutos. GSe
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centrifugée a maxima velocidad durante 3§ min a 42C en
centrifuga Eppendorf 35414. Se recuperd el sobrenadante en
otro tubo Eppendorf estéril y se desproteinizd 2 veces con
la mezcla fenol:claoraformosalcohol isoamilico (Apendice 2) vy
luego con la mezcla cloraofarmo:alcohol iscamilico. S8Se
precipité el DNA plasmidial de 1la fase acuosa con 2.5
volamenes de etanal fric (—202C) y se incubd a -2ORC por un
minimo de 4 horas. Se centrifugé y elimind el sobrenadante.
Se lavé el DNA con 1 ml de etanol absoluto al 70%4 (v/v). Se
centrifugsé durante 5 min, se eliminé el sobrenadante, vy se
dejd secar el precipitado invirtiendo el tubo sobre papel
filtro durante 5 minutos. Se resuspendié 21 DNA con 100 ni
de tampgn TE (Tris-HC1 10 mM pH 8,0, EDTA 1mM, RNAsa A a
concentracién final de 30 pg/ml). Se incubé a 37¢C durante
15 minutos.

3.3 Purificacion del DNA plasmidial de Saccharomyces

cerevisiae: Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita
por Strathern, J. N. et al. (1991) modificada de la
siguiente manera. Se inoculsé la cepa en medio SC {Apendice
1} suplementado con 40 pg/ml de cada uno de los gsiguientes
aminoAcidos: adenina, lisinas histidina y uracilo. Se incubé
a 302C durante 16 hr con agitacidn constante (400 ciclaos por
min en agitador orbital). Se centrifugé a 3000 rpm (1.0BS x
g) durante 5 min a 42C en centrifuga Sorvall RC~SB en rotor

85-34. El1 sedimento celular se resuspendié en 200 pHl de una
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solucién estéril de NaCl 0,1 My Tris-HCI 10 mM pH B,0, EDTA
1 mM, 5DS O0:1i¥% (p/v). La suspensidén celular se transfirid a
un tubo Eppendorf estéril vy se agregdéd 0,8 g de esferas de
vidrio (0445-0,3 mm de diameftro, previamente %tratadas con
HCl1 1 M a 702 con agitacidn constante y lavadas con agua
destilada estéril). La mezcla se agité en viértex a maxima
velocidad durante 1 minuto. Se determind el porcentaje de
lisis celular mediante microscopia dptica. Se agregaron 200
#l1 de fenol saturado en Trig—-HCl 5S¢0 mM pH B,0, EDTA 1 mM.
Se agité en vortex durante 1 minuto. Se centrifugoe durante 2
min en centrifuga Eppendorf modelo S5414. Se recuperd la fase
acuasa en tubo Eppendorf estéril v se extrajo por segunda
vez :on.fencl saturado. S5e centrifugs durante 2 min y se
transfiris la fase acuosa (superior) a un tubo Eppendorf
estéril. Se precipits el DNA plasmidial con 051 voldmen de
acetato de sodio 3 M pH 7,0 y 2:5 voldmenes de etanol frio
(—208E). BSe incubdéd a -202€ durante 12 hrs. Se centrifugs vy
s2 lave el precipitadao con 1 ml de etanol fria (-208C). Se
resuspendis el DNA plasmidial con S0 pl de tampén TE pH B.:0

(Tris—-HC1 10 mM, EDTA 1 mM).

3.4 Purificacion del DNA cromosomal de Laciobacillus casei.
Se realizsé de acuerdo a la metodologia descrita por Marmur,
J. (1961) vy Gross—Bellard, M. (1?273) modificada de 1la

siguiente manera. Se inoculé un matraz conteniendo 30 ml de

medic minimo salino (Apéndice 1) y se incubdéd a 372C bajo




atmésfera de CO, equivalente a 100 p.s.i. (7 Kg/cm™) durante
12 horas. A partir de este cultivo se inoculd 250 ml de
madio minimo salino con S ml del cultive agriginal. Se incubd
a 372C bajo atmésfera de CO, de 100 p.s.i. durante 20 horas.
S8 centrifugd a BOOO rpm (10.400 x g) durante 10 min a 42C
en centrifuga Sorwvall RC-3B con rotor GSA. Se lavé dos veces
2]l sedimento bacteriano con tampan S5C (Apéndice 3),
centrifugando cada vez a 3000 rpm (3.020 % g) durante 10 min
a 42C. Se resuspendio el sedimento celular con 10 ml de
tampéan ES8 (Apéndice 3) frio. Se adiciong lisozima a
concentracidn final de BO pg/ml. Se incubd a 372C durante 40
min con agitacison mecdnica ocasional. Luegoy, se adiciond
1,38 ml de 5DS al 10% (p/v) vy se incubd a &02C durante &O
minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
desproteinizd dos veces con mezcla cloroformo:alcohol
ispamilico. Enseguida, se centrifuge a 3000 rpm (3.020 x g?
durante 95 minutos vy se precipitse 1 DNA cromosomal con 2
volamenes de etanol frio (—202C). Se incubd a —-202C durante
12 horas. Se centrifugsé a 8000 rpm (7.710 x g) durante 10
min a 48C. Se lavd el precipitado con etanol frio (—-202C) al
704 (v/v). Se centrifugéd y se resuspendid el DNA con 3 ml de
tampan TE (Apéndice 3) con RNAsa a concentracidn final de 3¢
pg/ml. Se incube a 37°C durante &0 min vy se desprateinizé
con mezcla cloroformo:alcohol ispcamilico. Se precipité el

DNA con 2 voldmenes de etanal frio (-208C) vy se incubd
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durante 12 horas a —-202%C. Se centrifugd a 8000 rpm (7.710 x
g} durante 10 min a 48C y se resuspendidé el DNA con 3 ml de
agua destilada estéril. BSe dializéd contra tampdn TE
(Apéndice 3) durante 24 haras a 42C. Se cuantificd el grada
de pureza DNA (Métodos, seccion 4.1) y se analizd el estado
del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa (Métodos,
seccidn 4.2).

4.~ Electroforesis del DNA.

4.1 GBeles de agaraosa. Se realizé de acuerdo a la técnica
descrita por Johnson et al. (19277) modificada por Sambrook,
J. et al. (1989). La agarosa se disaolviéd en tampan TBE
(Apéndice 3) por calentamiento hasta total disolucisen. Se
dejé enfriar hasta unos 60-4658C y se agregd una solucidn de
bromuro de etidio (ﬁpéndice 2) a concentracidén final de 0,5
ug/ml. La solucion preparada se virtie en una placa de
vidrio sellada =n su contorno con cinta adhesiva, y provista
de una peineta con espaciadores de 0,3 mm. Se dejo gelificar
a temperatura ambiente. El gel se sumergisé en una camara de
electroforeais haorizontal la cual contenia tampdn TBE
{Apéndice 3) con bromuro de etidio a concentracisn final de
0,9 pg/ml. La muestra de DNA a analizar se mezcld en
praporcisn S:1 (v/v) con ftampdn de carga é&x (Apéndice 3), vy
la mezcla se cargé en el gel. La electroforesis se corria a

voltaje constante de &0 volts a temperatura ambiente.

Asimismoy, s& realizoe electroferesis sin la adician de

24




bromuro de etidio tanto a 1la solucidén de agarosa como al
tampdn de corvida TBE. En este caso se sumergisé el gel de
agarosa en solucién de bromuro de etidio preparada en agua
destilada a concentracisén final de 0,5 pg/ml por 30 minutos.
El excesno de colorante fue retirado colocando el gel en una
solucién de MgS0, 1 mM por 30 minutos.

4.2 Visualizacidn del DNA en geles de agarosa. Se observa
bajo ldmpara de 1luz UV (iluminador frontal UVIS para UV
254/366 nm)s y en transiluminador Mineralight modelo TM-36 a
una longitud de onda de 302 nm. Los geles fueron
fotografiados en una camara Polaroid tipo 353 o en camara
Polaroid tipo && con filtro amarillo de gelatina. La
peliculg se expuso durante 30 segundos.

4.3 Determinacisn de tamafios moleculares. El tamadfico de los
fragmentos de DNA obtenidos por digestion con las enzimas de
restriccion, se determinéd construyendo una curva de
calibracién empleando el DNA del fago lambda (M) digerido
con HindIII (Apéndice 4) (Williams, B. et al., 1980). Se
graficéd en papel semilogaritmico colocando en la abscisa el
tamafio molecular de los fragmentos de DNA del fago lambda y
en la ordenada su movilidad electroforética relativa. A
partir de la curva se extrapolaraon las migraciones
electroforéticas y se determind el tamano molecular para

cada fragmento de DNA.
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3.— Extraccidn de DNA a partir de geles de agarosa.

3.1 Método del N-cetil-NyN,N-trimetil amonio (CTAB). Se
utilizé la tecnica descrita por Langridges J. et al. (1980),
modificada por Cifuentes V. (1988) usando como agente de
extraccidn 21 compuesto bromuro de N—cétil—N,N,N—trimetil
amonio (CTAB). Se separaron logs fragmentos de DNA mediante
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusisn al
1% (p/v) en tampdn TAE (Apéndice 3) sin bromuro de etidio.
La condicion de corrida fue de 23 volts a 42C. Se corta el
seqmento de gel que contenia la banda de interes teniendo
como referencia la seccién del gel donde se cargd parte de
la muestra, la cual fue tefida con bromuro de etidio. Se
colocd él trozo de gel en tubo Eppendorf estéril. Se fundié
la agarosa en bafo de agua mantenido entre 43 a 708C durante
20 a 30 min, con agitacidn ocasional en vértex. Se colocéd en
un bafo mantenido a 378C. Se agrege un volamen de la
solucidn agqua-CTAB (Apéndice 2) precalentada a 378C, un
volamen de la spolucidn butanocl-CTAB {Apendice 2)
precalentada a 3780, vy se agitd en vartex durante 30-60
segundos. Se centrifugse vy se recuperd la fase superior
(butanol) en tubo Eppendor esteéril. Se realizd una nueva
extraccidén del DNA de la fase acucsa con 1/2 volumen de
solucién butanol-CTAB precalentado a 372C. Despues de la
agitacién en vértex vy centrifugacién por 1 min, s unieron

ambas fases de butanol. Se agreqgd 1/4 voldmen de acetato de
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sodio 0,3 M, se agitd en wvartex durante 30-&0 seg, y se
centrifugdé durante 1 minuto. Se recupere la fase inferior
{acuosa) en tubo Eppendorf estéril. Seguidamente, se agregé
un volumen de cloroformo: se agité en vortex vy se dejs en
hielo durante 10 minutos. Se centrifugd y se precipité el
DNA de la fase superior agregando un 3% (v/v) de acetatc de
sodio 3M, y 3 voldmenes de etanol frio (-202C). 8Se incubd
a —202C durante 14 horas. Se centrifugsd durante 15 min a
49C,. Se resuspendié el DNA con 10-20 pl de agua destilada
estéril. Se analizéd una muestra en gel de agarosa (Méetodos,
seccion 4.1).

.2 Electroelucidn. Este método se empled para recuperar
fragmen%os de DNA de tamafio superior a los 5 kb. 8e realizs
de acuerdo a la metodologia descrita por Sambrook, J. et al.
{1989) modificada de la siguiente manera. Se realizd una
electroforesis en gel de agarosa (Metodos, seccion 4.1) del
DNA digerido con la enzima de restriccian. Se selld una
holsa de didlisis activada (Apéndice 2) en un extremo y se
llend con tampan de baja eonductividad [Tris-HC1 3 mM, aAcido
aceético 29 mM (pH B;0}]. Se corte el segmento del gel gque
contenia las bandas de DNA de interésy y se deslizd al
interior de la bolsa de didlisis. Se elimind el exceso de
liquido sin dejar burbujass y se sello el otro extremo de la
bolsa. Se conlocéd la bolsa de didlisis en la céamara de

electroforesis con fampén TAE (Apéndice 3). en sentido
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perpendicular al campo eléctrico. Se realizo una
glectroforesis a 100 wvolts durante 3 horas. Luegos se
invirtieron laos poleos y se aplicé una corriente de BO volts
por S minutes para remaover el DNA que quedd adherido al
interior de las paredes de la bolsa de didlisis. Se extrajo
el tampsén del interior de la bolsa y se concentrd el DNA por

precipitacién con 0,1 volamen de acetato de sodio 3 M vy 2,3
volumenes de etanol frio (~202C). Después de wuna incubacien
a —2028C durante i2 horass se recupere el DNA por
centrifugaciadn. Se resuspendis £l DNA con agua desionizada y
destiladas estéril.

5.3 Método de ‘“glass milk™. Se empled para recuperar
fragmentos de DNA entre 1 y 15 kb. Se realizé de acuerdo al
protocolo descrito en el Kit gene clean II (Bio 101 Inc., La
Jolla). Los fragmentos de DNA digerido con enzima de
restriccién fueron separados mediante electroforesis en gel
de agarosa (Métodos, seccisén 4.1). Se extraje el segmento
del gel que contenia la banda de DNA, se pesd y se colocs en
tubo Eppendorf estéril. Se adicionce 3 volamenes equivalentes
de solucidén de Nal (Apéndice 2); vy se incuba en bafo con
agua a 502C hasta total solubilizacién del gel. Se agregsé 3
pl de solucisn glass milk, se homogenizdé mecanicamente, y se
incubsd * en hielo durante 5 minutos. Se centrifugd vy se lavé
lavé 3 veces caonsecutivas el precipitado con ©0:3 ml de

solucidn de lavado (Apéndice 2). 8Se centrifuge la mezcla
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durante 3 seg para el primer y segundo lavados y por 15 seg
al término del tercer lavado. Se resuspendid suavemente el
precipitado con 10 pl de agua destilada estéril y se incubsd
a 302C por 5 minutos. Se centrifugd durante 13 seg vy se
recupetra el sobrenadante en tubo Eppendorf estéril. BSe
adicions 3 pul de agua destilada estéril al precipitados se
incubs a 308C por 9 min y se centrifugo por 20 sag. Se
unieron ambos sobrenadantes.

6.~ Determinacion de la concentracidén de DNA.

6.1 Densidad optica. Se diluyd la muestra de DNA con agua
destilada hasta completar un wvoldmen de I ml. Se colocd en
cubeta de cuarzo y se leyd su absorbancia a 240 nm  en un
especirofotametro Shimadzu modelo uv-150-02. La
concentracian de DNA se calcule tomando en consideracian gue
1 unidad de absorbancia a 2&0 nm equivale a S0 ug/ml de DNA
doble hebra (Sambrook, J. et al. 1989).

4.2 Métado del minigel de agarosa. Se empled para
determinar, de manera aproximada, la concentracién de DNA
plasmidial o de fragmentos de restriccidn de DNA en un
muestra. Se preparéd un minigel (2,3 x 8 cm o de 8 x 8 cm.)
de agarosa al 0,7% (p/v) con bromura de etidio a
concentraciéon final de 0,5 pg/ml (Métodos,; seccidn 4.1). La
muestra de DNA a analizar se mezcld S5:1 (v/v) con tampén de

carga éx (Apéndice 3), y la mezcla se cargd en el gel. La

electroforesis se realizd a voltaje constante de 40 volis a




temperatura ambiente. El1 gel se agbserva en transiluminador
Mineralight modelo TM-36. Se ceompard la intensidad de
fluorescencia de la banda de DNA de la muestra en estudico
con agquellas de DNA estandar (fagoc lambda digerido con
HindIII) (Apéndice 4). Se estimd la concentracian de DNA de
la muestra por similitud de intensidad con alguna de las B8

bandas del fago lambda digerideo con HindIII.

7.— Digestidon del DNA con endonucleasas de restriccian.

7.1 Digestion total de DNA cromosomal de L. casei. Se colocd
en tubo Eppendorf estéril el DNA cromosomal y la enzima de
restiriccidn a una concentracion de 3-4 unidades de enzima
por pg de DNA. Se agregd el voluamen de tampdén adecuado vy se
llevé 1; mezcla a un voluamen final de 30 a 40 pl. Se incubé
a la temperatura adecuada para la enzima de 1 a 4 horas. La
digestidon del DNA se verificéd mediante electroforesis en
minigel de agarosa (Métodos,s seccion 6.2). Al término de la
digestién total del DNA se desproteinizoé can
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (23:24:1) (Apéndice 2},
¥y luego con cloroformosalcohol isoamilico (24:1). Despues de
la centrifugacién se recuperd el sobrenadante vy se precipits
con 2,5 voldmenes de etanol frio (-208C). Se incubsd a -—-20°C
durante 14 horas. Se centrifugéd durante 13 min a 42C, vy se
lavd el precipitado con etanol frio (-208C) 70% (v/v}. Be

resupendidé el precipitado con agua destilada estéril.
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7.2 Digestidn parcial de DNA cramosomal de L. cagsei. Se
realizé de acuerdo al procedimiento descrito por Sambrodk,

J. et al. (1989). Se dispusc de una serie de 9 tubos

Eppendorf estériles cada une conteniendo i pg de DNA
cromosomal. E1 tubo N21 contenia sdlo DNA cromosomal
(control), Y los restantes tubos DNA cromosomal vy

concentraciones decrecientes de la enzima de restriccidn
BamHI (20 a 0,16 unidades/pg de DNA). La mezcla final en
cada tubo fue de 15 pl y se incubaron a 372C durante 30
minutos. Se detuvo la reaccién agregando EDTA pH 8,0 a una
concentracién final de 33 mM. Se analizé 1la cinética de
restriccién mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,7% (p)v) (Métodos, seccidn 4.1).

7.3 Digestian de DNA plasmidial. La proporcién de DNA
plasmidial y unidad de enzima de restriccidn dependieron del
objetivo experimental planteado. Cuanda se desed ohservar la
presencia de un fragmento de DNA clonado en un plasmido se
usoe entre 0,5-1 pg de DNA plasmidial y 8-10 unidades de
enzima de restriccidén. Para recuperar DNA plasmidial
linearizado o un fragmento de DNA producto de digestién
enzimatica de un plasmido hibrido, se usé de 4-8 pg de DNA
y 153-80 unidades de enzima de restriccién. Se incubsd 1la
mezcla de reaccisén a 372C durante 1-3 horas en un volamen
final de 20-30 pl. Despuds de analizada 1la digestiadn

mediante electroforesis en gel de agarosa (Métodos, seccién
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4,.1)y se detuvo 1la reaccien con EDTA a una concentracian
final de 33 mM. Se recuperd el DNA plasmidial linearizado o
el fragmento de restriccién mediante e1 método del CTAB
(Métodos, seccien 95.1) o de "“glass milk" (Métodos, seccién
.5.3).

B.~ Desfosforilacien del DNA.

8.1 Tratamiento con fosfatasa alcalina. S5e mezcld de (-2 pg
de DNA plasmidial 1linearizado con 10-20 unidades de
fosfatasa alcalina de ternera (CIAP) diluida en tampdén de
dilucisn conteniendo trietanolamina 30 mM pH 7.6, NaCl 3 M,
Mglle, 1 mMs 2ZnClg 051 mM. Se agregd tampsn de reaccidn
conteniendo Tris—-HC1 30 mM pH B,5; EDTA 1 mM, v se incubd a
37ac du;ante 30 minutos. Se agregd en forma adicional 10
unidades de CIAFP y se incubd a 372C por 30 minutos. Se
desproteinizsé la muestra can fenolicloroformo:alcohol
isoamilica (25:24:1) (Apéndice 2) y cloroformo:alcohol
ispamilico (24:1). Se precipitd el DNA con 0,1 voldmen de
acetato de sodio 3M y 2,35 voldmenes de etanol frio (-2080).
Se resuspendis el precipitado con agua destilada estéril.

F.— Ligamiento de DNA con 1la enzima DNA ligasa del
bacteriofago T4.

9.1 Ligamiento de moléculas de DNA con extremaos cohesivos.
Se realizé de acuerdo al protocolo descrito por Cobianchi,

F. et al (1987) y Sambroak, J. =t al. (1989) modificado de

la siquiente manera. Se mezcld en un tubo Eppendorf estéril
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©100-400 ng de DNA plasmidial linearizado y desfosforilado
{vector) con 100-200 ng de fragmento de restriccidén de DNA.
Se adicions tampdn de ligade que contenia Tris-HCl 250 mM
pH 7,35 MgCl, 100 mM, ditiotreitol 100 mM, ATP 4 mM.: una
unidad Weiss de la enzima DNA ligasa en un voldmen final de
20 Hl. Se incubd a B8eC durante 14-14 horas. Se determind la
eficiencia de ligamiento mediante electroforesis en gel de
agarosa (Metodos, seccidn 4.1).

?.2 Ligamiento de moléculas de DNA con extremos romos. Se
realizé de acuerdo al protocolo deserito por Shelby, L. et
al. (1987) y Sambrooks; J. et al. (1989) modificado de la
siguiente manera. Se mezclé en tubo Eppendorf estéril 4-& Hg
del plgsmido pUALL con 20 unidades de 1la la enzima de
restriccién EcoRV. Se adiciané tampdén Tris-HC1 50 mM pH 8,0,
Mg Cl, 10 mM,; NaCl 30 mM vy se llevs a un voldmen final de 20
pl. Se incubée a 379C por una hora. Se purificé la banda
caorrespondiente al plasmido linearizado mediante la técnica
de “glass milk" (Métodos, seccién S5.3). Se mezcld entre 0,5-
1 Hg de plasmido lineal ecan 1~2 pg de una secuencia
dodecanucleotidica (12-mer) aspecifica, la cual contenia un
unico sitio de restriccién EcoRI. La mezcla de reaccisgn
contenia ATP 5 mM y tampén de ligamiento Tris—HCl 650 mM pH
7356y MgCl, SO0 mM, ditiotreitol S0 mM, albdmina sérica de
bovino (fraccian V) 1 mg/ml, espermidina-Cl 3§ mM. Se

adicioné 2 unidades Weiss de la enzima DNA ligasa y se&
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incubé a 1468C durante 146 horas. Se desproteinizéd la mezcla
con fenolicloroformozalcohol isocamilico (25:24:1) (Apéndice
2) vy luego con clorofarmo:alcohol isoamilico (24:1). Se
precipité el DNA con 0s1 wvolumen de acetate de sodioc 3M vy
2,3 wvolamenes de etanol frio (-202C). El precipitada se
resuspendie con agua destilada estéril. Se realize la
digestion del plasmido con la enzima de restriccidan EcoRI en
tampen Tris-HC1 5C mM pH 8,0, MgCl,, 10 mM, NaCl 100 mM en un
volamen final de 20 pl. Se recuperd el fragmento EcoRI-EcoRI
de 1,4 kb mediante 1la técnica de ‘“glass milk" (Métodos,
seccion 5.3).

10.- Sintesis de sonda especifica de la secuencia que
cantiene el gen para la enzima a-acetolactato
descarboxilasa.

10.1 Purificacién del fragmento de DNA conteniendo el gen
para la «—acetolactato descarboxilasa. E1 plasmide pUALll fue
linearizado con 1la enzima de restriccién Hincll en tampan
Tris-HC1 20 mM pH 7,4y MgCla S mM, KC1 50 mM en un volamen
final de 13 gl. Se incubd a 372C durante 60 minutos, Yy se
purifice la banda de 41 kb correspondiente al plasmidao
linearizado por el método de "glass milk" (Métodos. seccidn
3.3). Luego; se digerié con la enzima de restriccisdn BamHI
en tampdn Tris-HC1 50 mM pH 8,0; MgCl , 16 mM; NaCl 100 mM.
Se incubs a 372C por &0 minutos. Se desproteinizdéd y se

precipité el DNA con 0s51 voldmen de acetato de sodio 3 My
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2:3 voliumenes de etanol frie (-202C). A partir de un gel de
agarosa al 0,74 (p/v}) (Métodos, seccidén 4.1), se purificsd el
fragmento HincII-BamHI de 0,9 kb (el cual contiene 1la
secuesncia estructural para la enzima a—acetolactato
descarboxilasa) por el método de “"glass milk" (Métodos,
seccion 5.3).

10.2 Sintesis de la sonda radisactiva especifica. Se realizé
mediante el método de extensién de partidor {"random
primers”) de Feinberg,; A. et al. (1983) y Feinberg, A. et al
(1984) modificado de la siguiente manera. Se colocd en tubo
Eppendorf estéril 20 pl de solucisdn conteniendo 70 ng del
fragmento de DNA de 0,92 kb, vy se denaturé en bafo de agua
hirviendo durante S minutos. Se enfrié rapidamente en hielo.
Se agregs 2 pl de cada uno de las siguientes
deoxirribonuclesdtidos, dATP. dGTP, dTTP, en Tris-HCl1 3 mM gH
7,0, EDTA 0,2 mM, y 15 pl de tampén conteniendo 0,67 M
HEPES, 0,17 M Tris—-HCl, 33 mM 2-mercaptoetanol,; 1,33 mg/ml
de B5A, 18 unidades/ml de oligodesoxirribonucledtidos
(hexdmeros}) pH 6,8. Se adiciend S5 pul de Lo~ ®RP] dCTP
(S0uCid)y v se llevés a un voldmen final de 49 Rl con agua
destilada. Se mezcls brevemente, y se agregs 1 pl de
snlucidn conteniendo el fragmento Klenow ge la DNA
polimerasa I de E. coli en tampdén fosfato 100 mM pH 7,0, 2-
mercaptoetanol 10 mM, gliceral S0% (v/v). Se incubd a 25oC

durante 2,9 hr. Se detuvo la reaccidén agregando § pl de ERTA
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0,2 M pH 7:,5. Se diluyeron 2 pl de la mezcla con 498 pl de
agua destilada. A partir de dos alicuotas de S pl cada una,
se determind la radioactividad +total de la mezcla de
incubacien y 1la radiocactividad incorporada en la sonda. Se
multiplice las cpm resultantes de cada ensayo por el factor
2730 para obtener las cpm total e incorporada en los 70 ng
de BNA de la muestra.

i1.— Hibridacién DNA =z DNA. 5S5e realizd de acuerdo a la
metodologia descrita por Southerns E. (1973). Se realizd la
electroforesis del DNA cromosomal de L. casei digerido
completamente con enzima de restricecidn, cargando en el gel
entre 15-20 pg de 1a muestra. Se utilizé como control
negativ; el DNA del fago lambda digerido con HindIII (&00
ngls Yy como control positivo DNA del fragmento de 0,9 kb
gbtenido del plasmido pUAll (&-8 ng). Se depurinéd el DNA
colocando el gel en soluciédn de HCLI 0,2 N durante 10
minutos. Se lavéd el gel 2 veces con agua desionizada vy
destilada durante 10-13 seqgundos. Luego,; se denaturd el DNA
colocando el gel en solucidn de NaDH' 0:,3 My NaCl 1.3 M. Se
realizaron 3 lavados consecutivos por 15 minutos cada wuno de
ellos. Se neutralizd con solucidn Tris-HC1 1 M pH 7,5, NaCl
145 Ms realizando 3 lavados por 13 min cada uno de ellos. Se
transfiris el DNA a membrana de vylon utilizando una

solucién SSC 10X (Apéndice 2) como tampén de transferencia

durante 20 hr a temperatura ambiente. Posteriormente, se




lavé 1la membrana con solucién SSC 6X durante 5 mins con
agitacion constante. Se secéd la membrana sobre papel 3M a
temperatura ambiente,; y se fijé el DNA exponiendo ésta a
radiacisen UV (854 nm) en transiluminador Mineralight TM-3&
por 5 minutos. Luegos se humedecié la membrana con solucidn
SSC 6X y se colocé en baolsa nylon conteniendo solucidn de
prehibridacion (Apéndice 2). Se incubd a 422C durante &
horas. Después de eliminar esta solucién se realizéd la
hibridacion. Para ello se colocd en la bolsa la solucidn de
hibridacién (Apéndice 2), junto a la sonda denaturada por
calor. Se incubs a 42°C durante 16 hr con agitacidn suave.
Se lave la membrana 2 veces con solucidan SSC 2X, SDS 0,5Y%
(p/v} p;r 5 minutas, en S5C 0,1X, SDS 0,34 (p/v) a 37°C por
43 mins en SSC 0:;1X, SDS 0,5% (p/v) a 428C por 453 min, y en
SSC 0,1X por 30 segundos. Luego, se expuso a placa
autorradiografica X-ray con pantalla intensificadera y se
lleve a -702C. El tiempo de exposicién dependid de 1la
intensidad de la marca radioactiva. Las placas se revelaron
y fijaron de acuerdo a procedimientos establecidos.

i2.- Transformacién genética.

12.1 Transformacion de Escherichia coli.

12.1.1 Preparacidgn de células competentes medi ante
tratamiento con cloruro de calcio. Se realizé de acuerdg a
la metodologia descrita por Cohen, §. =t al. (197&)

modificada de la siguiente manera. Se incculéd un matraz
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contenienda 10 ml de caldo LB (Apéndice 1) con una colania
de E. c¢oli, y se incubé durante 16 horas a 372C con
agitacidén constante (300 ciclos por minute en agitador
orbital). Sequidamente, se obtuvo un cultivo fresca de 1la
cepa inoctulando 1 ml del cultive anterior en un matraz
conteniendo 10 ml de caldo LB (Apéndice 1)y vy se incubé
durante 3 horas a 37eC con agitacidn constante hasta
alcanzar una densidad aproximada de 5 x 107 ceélulas/ml
(DOgme, = 053). Se coalocd en tubo corex frio de capacidad 30
ml vy se dejé en hielo por 10 minutos. Se recuperaron las
celulas por centrifugacién a 6000 rpm (4.340 x g) por 10
minutos en una centrifuga Sorvall RC-5B utilizando un rotor
S55-34, ; sa elimind el exceso de medio dejando el tubo 1 min
en posicidn invertida. Se resuspendié el sedimentoc celular
con 10 ml de MgS0., 10 mM v se dejd durante 30 min en hielo.
Se centrifugsé durante & min vy se elimind el excesa de medio
dejando el tubo en posicidn invertida. Se resuspendié el
sedimento con 5 ml de CaClg 0,1 M y se dejd durante 20 min
en hielo. Se centrifugd y se resuspendid el sedimento
bacteriano con 1 ml de CaCl,. Se dejé en hiela por un tiempo
minimo de 1 a 2 hr hasta su uso.

12.1.2 Prgparacién de células competentes mediante
tratamiento con cloruro de rubidio. Se realizd de acuerdo a
la metodologia de Maniatis,; T. et al. (1982) modificada de

la siguiente manera. Se inoculd una colonia de E. coli en
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placa LB (Apéndice 1) vy se incubd durante 2 ds a 379C. &
partir del cultivo en placa se aislaron colonias vy se
inoculs un matraz conteniendo & ml de caldo sigma (Apéndice
1}. Se incubd por 2 a 3 hr a 372C con agitacidn constante
(300 ciclos/min) hasta alcanzar una densidad aproximada de S
x 107 células/ml. (DOuwwe= 035). Se dejsé en hielo por 10 mins
y se distribuyé en 4 tubos corex de capacidad 30 ml. Se
centrifuge a 5000 rpm (3.020 x g} durante S min a 42C en
centrifuga Sorvall RC-5B con rotor 8S-34. Se elimind el
sobrenadante v se resuspendioc suavemente el sedimento
bacteriano con 30 ml de solucién TfBi (Apéndice 1) mantenida
a 49C. Se centrifugd, se elimind completamente el
subrenaaante, y se resuspendid el sedimento con &4 ml de
solucien TfB2 (Apéndice 1) mantenida a 4°C. Se distribuyd de
100 a 200 pl en tubo Eppendorf y se almacensd a 42C hasta su
uso.

12.1.3 Transformacién de células competentes de Escherichia

coli. Se procedisd de acuerdo al método de Cohen, S. ot al.

(1972) modificado de la siguiente manera. Se transfiria 100
rl de la suspensidn de células competentes obtenidas por
tratamiento con CaCl, a un tubo Eppendorf estéril mantenido
a 42C. Se adiciond entre 50 a 100 ng de DNA transformante en
un voldamen maximo de 10 ply, v se dejé en hielo durante 30

minutos. Se dis un pulsc térmico a 42°C durante 2 min y se&

dejs en hielo por 5 minutos. Se adiciond 0,% ml de caldo LB
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(Apéndice 1) preincubado a 372C y se incubdé por 1 hr a 37°C.
Alternativamente, en ciertos ensayos de transformacisn se
utilizoe medio SOC (Apéndice 1) y se incubd por 45 amin a
37ecC.

12.1.4 Seleccidn y mantencién de clones transformados. Para
la seleccidn de las células transformadas se plaquearon de
100 a 200 pl del cultivo anterior en placa con agar LB
(Apéndice 1) conteniendo ampicilina (50 a 100 pg/ml) o
tetraciclina (20 pg/ml). Cuando se empled =1 media SOC
{Apendice 1) en el protocolo de transformacién las células
fueron plaqueadas en medio S0OB (Apéndice 1) conteniendo
MgSB.,. 80 mM vy el antibidtico apropiado. En ambas situaciones
las pla;as fueron incubadas durante 16 a 24 hr a 37eC para
la expresidn del caracter. Las colonias gue crecieron fueran
transferidas a placas con agar LB (Apéndice 1) o agar S0B
(Apendice 1) conteniendo MgSO,, v el antibidtico adecuadso e
incubadas por 16 a 18 horas a 378C. Las placas conteniendo
las colonias transformadas fueron mantenidas a 42C hasta su
uso.

12.2 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae. Se realizd

de acuerdo la metodologia descrita por Ita, H. et al.
(1983). Se inoculd 5. cerevisiae ABI3BO en 10 ml de medio
YEP (Apéndice 1), y se incubdé a 302C con agitacién constante

(300 ciclos por min en agitador orbital) hasta alcanzar una

DO, N 1,2 (234 x 107 células/ml), Se centrifuge a 3000
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rpm (1.085 x g} durante 3 min en centrifuga Sorvall RC-SB
con rotar SS5-34, y se resuspendid 21 sedimento celular con 2
ml de Tris-HC1l 10 mM pH 7,5y EDTA 1 mM. Se centrifugd v se
resuspendis el sedimento con 2 ml de Tris—HCl 10 mM pH 7,3,
EDTA 1 mMs; acetato de litio 100 mM. Después de cenirifugar a
3000 vrpm (1.08B3 x g} por 3 min, se resupendid el sedimento
celular con 200 pl de Tris—-HClI 10 mM pH 7,35, EDTA 1 mM,
acetato de litio 100 mM. Se incubs a 302C durante 60 min con
agitacion suave. Se coloco en tubo Eppendorf estéril, y se
agrege 40 pg de DNA de esperma de salmdédn y 1 ug de DNA
plasmidial. Se incubdé a 302C durante 30 minutos. Luego, se
adiciond 0,7 ml de PEG vy se incubd a 302C por 50 minutos. Se
dia un-pulsa térmico en bafio con agua a 42°C por 5 min. Se
centrifugs durante 5 seqg y se lavd el sedimento celular can
0,8 ml de Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA I mM. Después de
centrifugar, se resuspendid el sedimento con 100 yl de Tris-
HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM. Se plaqued en medio SC
{(Apendice 1) con aminodcidos, excepto triptéefano.

13.— Cuantificacidn de la actividad enzimatica.

13.1 Preparacian de extracto celular. Se realizé de acuerdo
a la metodologia de Rose; M. et al. 1983. Se cultivé la cepa
de levadura en un medio selectivo hasta alecanzar una
densidad aproximada de 1:4 x 107 células /ml. Se dejs en

hielo durante 10 min y se centrifugé a 2500 rpm (755 x g)

por S min. El sedimento celular se resuspendid en tampén de




lisis conteniendo Tris—-HC1 100 mM pH 8,0, ditiotreitol 1 mM
y glicerol 204 (v/v). Se congelé a —-208C durante lhr y se
descangeld en hiele. Se agregaron esferas de vidrio de 0,45-
0,5 mm de didmetro hasta alcanzar el nivel inferior del
menisco de la solucidén, vy PMSF a caoncentracidn final 1 mM.
Se lisaron las células en vértex a maxima velocidad por 15
seqg durante & veces a 42C. Se adicioné 1 voldmen del tampdn
de lisis, se mezcld, y recuperd el extracto liquido mediante
micropipeta. Se clarificéd el extracto liquida mediante
centrifugacion por 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante vy
guards a 42C hasta su uso.

13.2 Permeabilizacian celular. Se realizé de acuerdo a las
metodologias descrita por Guarente, L. 1983 y Becker,; J.
1220 modificada de la siguiente manera. La primera
metodologia consistid en obtener un cultivo de la cepa de
levadura en medio selectivo hasta una densidad de 154 x 107
celulas /ml. Se dejo en hielo durante 20 miny y se
centrifuge 10 ml a 2300 rpm (735 x g) poar S5 min en
centrifuga Sorwvall con rotor S5-34. Se lavdé el sedimento
celular con 1 ml de tampdén 2 (Apéndice 3). Se centrifugsd
durante 1 min, y se resuspendié el sedimente celular con 1
ml de tampén 2Z (Apéndice 3). Se adicionaron 3 gotas de

cloroformo v 2 gotas de SDS 0.1%sy vy se agitd en vértex a

maxima velocidad durante 10 seg. La segunda metodologia




consistis en obtener un cultivo de la cepa de levadura en
medio selectiveo hasta una densidad de 1,4 ¥ 107 células/ml.
Be centrifugsé 10 ml de cultive a 2500 rpm (733 x g) por §
min en centrifuga Sorvall con rotor 8S5-3¢. Se lave el
sedimento celular con 1 ml de tampdén Z (Apéndice 3). Se
centrifugé durante 1 min, y se resuspendid el sedimento
celular con 1 ml de tampén Z2 (Apéndice 3). Se adiciond 10 Hi
de tolueno vy 10 pl de sarcesil,; y se agitéd en vértex a
maxima velocidad durante 10 segundos.

La medicién de la actividad enzimatica en E. coli se
realizo de acuerdo a la metodologia modificada de Becker, J.
1990 para levadura,; excepto que el sedimento bacterianc se
resuspendis con 1 ml de fosfato de potasioc 30 mMs; vy las
células se permeabilizaron s6lo con tolueno.

13.3 Medicidn de la actividad enzimatica «—~acetolactato

descarboxilasa. Se i1ealizé de acuerda a la metodologia

descrita por Lokens J. et al (1970). Se mezcld 150 ul de

celulas permeabilizadas; con SO gl de fosfato de potasio 30

mM pH 6,2 yv S50 pl de solucidn de o—acetolactato. Se incubd

la mezcla a 372C durante 30 minutos, y se detuvo la reaccidn
por la adicion de 2350 pl de NaOH 2;5 N. Se agregsés 6;5 ml de
x-naftol 0,774 (p/v};s; creatina 0,077% (p/v). Se dejs a
temperatura ambiente durante 60 minutos. Se centrifugd 1 ml
de la mezcla y se leyéd la absorbancia a 540 nm. La unidad de

enzima se define como la cantidad de enzima la cual libera




un umol de acetoina en 1 hora bajo las condiciones de

ensayo.
14 .- Separacion del genoma de levadura mediante
electroforesis de campo pulsado de contorno homogéneo
{CHEF) .

14.1 Preparacién de DNA cromosémice intacto. Se realize de
acuerdo a la metodologia descrita por Schwartz, D. et al.
1984 modificada de la siguiente manera. Se inoculd la cepa
de levadura en 10 ml de caldo YEP (Apéndice 1) y se incubéd a
£88C con agitacidn constante (300 cicles por min en agitador
orbital) hasta alcanzar la fase estacionaria (DO ... nm =10).
Se centrifugs 1 ml de cultive vy se lavé con agua destilada
estéril. Se lavos dos veces con 1 ml de EDTA S0 mM, Tris—HCI
10 mM pH 7,5. Se resuspendidé en 150 4l de EDTA SO mMs Tris-—
HCI 1 mM pH 7:5 y se adiciond zimaliasa a concentracign
final de 2 mg/ml. Se colocéd en un bafioc a 42°C por 3C seqg vy
se agrege 230 Kl de agarosa de bajo punto de fusidn
mantenida a 422C. Se mezcld suavemente y se dejé saolidificar
a 42C por 30 min. Se depositd sobre 21 blogue de agarosa
EDTA S50 mM, Tris-HCl1 10 mM y R-mercaptoetanol al 7% {p/v).
Se incube a 372C durante 12 a 14 horas. Se transfiere el
bloque de agarosa a un tubo conteniendo EDTA 0,5 M, N-
laurilsarcosina al 1% (p/v) y proteinasa K a concentracisn

final de 2mg/ml. Se incubé a 532C durante 24 horas. Se

dializé el bloque de agarosa con EDTA 0,5 ™M, Tris-HCl 10 mM
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pH 743 por {1 hora, durante 4 veces consecutivas. Se quardé
420 conn EDTA 30 mM.

14.2 Electroforesis de campo pulsado. Se realizd de acuerdo
a la metodologia descrita por Chu, 6. et al. 1986. La
electroforesis de campo pulsado se realizé en un eguipo de
electroforesis Pulsaphor plus LKB. Se preparsd un gel de
agarosa al 14 en tampdn TBE (Apéndice 3). Para la corrida
electroforeética se usé tampédn TBE 0,Sx. La temperatura del
gel y del tampdn de corrida se mantuve a 122C, y con
circulacién constante de tampén TBE 0,5x. Se depositaron los
moldes de agarosa que contienen el DNA cromosomal de
levadura en cada pocillo del gel de agarosa. La corrida
electru%orética s8 programdé en los siguientes tiempos de
pulso: 90, 120, 150 y 180 segundos, con un tiempo de corrida
equivalente para cada pulso de 8 horass; a 180 volts.

14.3 Tincion de geles. Se colocd el gel en una solucisn de
bromuro de etidio a una concentracién final de 1 ug/ml. Se
dejé a temperatura ambiente durante 30 min, y se elimind el
exceso de colorante sumergiendo el gel en agua destilada

durante wuna hora. Se fotografic el gel en cémara Polaroid 55

con filtro amarille de gelatina.




RESUL.TADDS.

1.~ Prospeccidan de la actividad x—acetolactate

descarboxilasa en diversos microorganismos.

En la Tabla 1§ se muestran 1los valores de actividad
enzimatica para wo—acetolactato dascarboxilasa en diversas
bacterias y levadura mediante el método de permeabilizacidn
con tolueno (Métodos 13.2). Se puede observar la ausencia de
actividad en E. coli DHS«x,; S. cerevisiae AB1380, en tanto L.
casei, ATCC 3?23 presenta un nivel de actividad enzimatica

comparable a E. asragenes ATCC 13048,

2.— Incorperacién del gen de Entergbacter aerogenes que
codifica para la enzima a-acetolactato descarboxilasa en el

vector de expresisn pAARS.

La aproximacién experimental empleada (Figura 2)
consistie en subclonar el fragmento de DNA del plasmido
pUAll, portador del gen para o-acetolactato descarboxilasa
de E. aerogenes en el vector de expresién pAARGs el cual

cantiene secuencias que permiten su replicacién en forma

autonama en E. coli y en S. cerevisiae.
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TABLA 1

Cuantificacian de la actividad enzimdtica «—acetolactate

descarboxilasa en cepas bacterianas y de levadura

Capa

"Unidades de actividad
enzimatica

Escherichia coli DHO«

Enterocbacter asrogenes ATCC 13048

Lactobacillus casei ATCC 393

Saccharomyces cerevisiae ABL1380

0:000
0,340
0,267

0,000

*a unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad

de enzima que libera 1 pmcl de acetoina en una hora bajo las

condiciones de ensayo.
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Figura 2. Integracién del fragmento de DNA conteniendo el gen
para la x-acetolactato descarboxilasa en el wvector de
expresisn pAARSL.

La linea gruesa representa el fragmento de DNA de E. aerogenes
que contiene el gen que codifica para la «-acetolactato
descarboxilasa (x—ALDC); y la 1linea delgada el DNA del vector
pAARG.

TER= secuencia de término de f{transcripcién del gen ARCl; P=
secuencia del promotor del gen ADCl; bla= gen gque codifica por
una f-lactamasa. B= HamHI, E= EcoRI, R= EcoRV y S= S5phl.

48




2.1 Andlisis de restriccién del plasmido pUAll.

El plasmido plUAll es un plasmido hibrido que contiene
un fragmento BamHI-EcoRV de DNA de 1,4 kb proveniente de E.
aerogenesy clonado en la regien de maltiples sitios de
restriccion ("polylinker") del plasmido pUCl2 (Apéndice S).
Dicho fragmento contiene el den gque codifica para la enzima
x~acetolactato descarboxilasa {(Sone, H. et al. 1987).

Se transformé Escherichia coli DHSx con el plasmido

pUA1l con una eficiencia de transformacién aproximada de 107
clones transformados/pg de DNA plasmidial.

A partir de estos clones se purificéd el DNA plasmidial
mediante la metodologia del CTAB (Métodos: seccien S.1)s y
58 reaiizé un analisis de restriccion del pldsmido con las
enzimas BamHI, Pstls EcoRVY ¥ Hincll. Dada la baja
recuperacian del plasmido (20% aproximadamente); y el gradao
de digestidn parcial obtenida con las enzimas de
restriccian, el pléasmido se purificd mediante el método de
"glass milk" (Métodos; seccion 5.3). De esta manera se
auments el grado de recuperaciaon del plasmido (5S¢ a &0%); v
la eficiencia de los ensayos con enzimas de restriccidn.

2.2 Linearizacién del plasmido pUAll vy adicién de "linker®
EcoRl.

Con la finalidad de clonar el fragmento BamHI-EcoRV de

1;4 kb en el sitio de restriccicon EcoRI del plésmido pAAR&y

se realizo una digestion total del pldsmido pUALL con la
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enzima de restriccién EcoRV. 5 obtuvo una sola banda de
4.1 kb, aproximadamente. La muestra fue desproteinizada vy se
purificd a partir de un gel de agarosa mediante el meftodo de
“glass milk".

Ensequidasy se adiciond "linker" EcoRI fosforilado a los
extremos romos del plasmide pUALIl vya linearizado con la
enzima EcoRV (Métodoss seccion ?.2). La muestra fue
desproteinizada y precipitada con etanol.

Considerando gue el plasmido pUAll contiene un sitio de
restriceisn EcoRl, adyacente al sitio BamHI de la secuencia
de policlonacién del pléasmido pUCI2;, vy que por integracion
direccional el fragmento de 1,4 kb de E. aerogenes fue
Claﬂadn. entre los sitios BamHI y EcoRV, se realizd 1la
digestidn del pldasmido QUAII modificadao por la adicién de
linker, con la enzima EcoRI. Como resultado de la digestian
enzimidtica se obtuvieron 2 fragmentos EcoRI-EcoRI con
tamaftios de 2,7 y de 1:4 kb, respectivamente (Figura 3}.

El primero de estos fragmentos corresponde al DNA del
plasmido pUCI2 y el segundo fragmento al inserto de 1,4 kb,
el cual seria portador de la secuencia codogénica para la
enzima x—acetolactato descarboxilasa. Se purifics el
fragmento de 1:4 kb EcoRI-EcoRI mediante el método de "glass
milk'. Esta etapa de purificacion permitis, ademis,; remover
el "linker" EcoRI no ligado al fragmento de 1,4 kb, como

asimismos dejar un dnico sitio EcoRI en ambos extremos del

ao



Figura 3.
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Electroforesis de DNA del plasmido pUAll. E1 DNA fue
a partir de una minipreparacién (M&todos 3.2); y la

electroforesis se realizé en gel de agarosa al 0,7% preparada
en tampsn TAE,; a &0 volts durante 2 horas.

Carril 1

Carril 2

DNA del barcteridsfago lambda digerido con HindIII
(400 ng}) (marcador de peso molecular)

DNA del plasmido pUAll digerido con EcoRY vy BamHI
(250 ng?.
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fragmento despues de la accién de la enzima EcoRI.
2.3 Aislamientc y purificacidn del vector de expresiaén
pAARG.

Se transformd Escherichia coli DHS« con el plasmido de
expresion pAARSL (Apéndice 6) con una eficiencia cercana a
2x10% clones transformados/pg de DNA plasmidial.

Este pldsmido contiene un fragmento de pBR3IZ2 con la
secuencia ORI gue permite su replicacidén en E. coli, vy la
secuencia ARS 1 del cromesoma IV de levadura que peresite su

replicacion autonoma en S. cerevisiae.

Contiene, ademds 2l gen bla gque confiere resistencia a
la ampicilinas lo cual permite su seleccisn en E. coli, el
gen tré—i que permite la complementacion de mutantes

auxetrofos trp—-1 en §S. cerevisiae y el promotor (P) vy el

terminador (TER) del gen ADC1.

Se realizéd una digestion total del plésmido pAAR& con
la enzima EcoRls, yv se purificd =1 plasmido lineal a partir
de un gel de agarasa al 0,74 mediante el método de “"glass
milk".

El plasmido fue desfosforilade con CIAP. Luego de
inactivar la enzima con tratamienta térmico a 732C durante
10 minutos, se desprateinizée la muestra y se precipitd con
etancl. Se realizdé la mezcla de ligamiento entre moléculas

de DNA vector y fragmentos EcoRI-EcoRI de 1:4 kb.
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2.4 Transfarmacién genética de Escherichia coli DHI«x.

Las ecélulas competentes de E. coll DHSx obtenidas
mediante tratamiento con cloruro de rubidio se transformaron
con la mezcla de ligamiento anterior. Las condiciones
experimentales fueron similares al protocolo de
transformacion de E. coli DHOxs excepto que se utilizée 23 ng
de DNA en un volumen de 10 pnl; el pulso térmico fue de 422C
por 2,5 mins la mezcla de transformacion se incubd en medio
SOC (Apeéndice 1} a 372C por 60 min, v se seleccionaron las
colonias transformadas en medio S0C con ampicilina a una
concentracidn final de 590 pg/ml. En la Tabla 2 se puede
observar gque la eficiencia de ftransformacisn con la mezcla
de ligémiento es 7 veces mener a la eficacia de
transformacion de E. cgli DHOx con el plasmido pAARS
sobreenrollado (control), y ésta a su vez es aproximadamente
13 veces menar a Llos resultados obtenidos con el plasmido
pBR322 sobreenrollado del cual deriva su arigen de

replicacian.

2.9 Recuperacisén de plasmidos de clones transfarmados vy
ensayo de digestion con EcoRI.
Se repicaron las colonias transformadas en medio SOC

con ampicilina a concentracién final de 100 pug/ml,; y se
incubaron a 37eC durante 18 horas. Se realizaron

minipreparaciones de DNA plasmidial a una muestra de las
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TABLA 2

Transformacion de Escherichia coli DH3«x

con DNA plasmidial pAARS (x—ALDE)

Cepa DNA N2 Transformantes/
Hg DNA
E. g£o0li DHS«x - [¢]
.. . pUALl 3,0 x 109
pBR322 2:0 x 107
pAARS 1:4 x 10*
pASREe (ox—ALDC) 2,0 x 10%

Cien microlitros de células competentes de E. coli DHSo se
transformaron con 16 ng de DNA plasmidial. Despues de un
periodo de sxpresion del marcador genético se sembraron las
células de la mezcla de transformacién en medio SOB (Apéndice 1)

con MgS0, 20 mM vy ampicilina.
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colonias que crecieron en medio selective. Los resultados

experimentales obtenidos muestran que, aproximadamente, un

b0% de la colonias transformadas presentan un plasmido con

un patrén electroforético diferente al control (pléasmido

pAARE sin inserto) (Figura 4A). El 404 de los clones ‘

transformados analizados presentaba un patrén |

electroforético similar al control. |
Con el objeto de wverificar si el plasmide aislado de !

los clones transformados presenta el fragmento EcoRI de 1,4 |

kby se realizsés una digestion total del plasmido con la

enzima de restriccisn EcoRI. Los resultados de

electroforesis (Figura 4B) muestran 1la presencia de dos

fragmenkus. Un fragmento cercano a los 7,9 kb, el cual

corresponderia al vector de clonacion pAAR&, y un fragmento

de un tamadfio aproximado a 1:4 kb, el cual podria

corresponder al fragmenta portador de la saecusncia

codogénica para la enzima oc—acetolactato descarboxilasa.

2.6 Actividad de o—-acetolactate descarbeoxilasa en las
colonias de E. coli transformadas.

Considerando que el fragmento de 1,4 kb de E. aerogenes
clonado en el plasmido pAARS6 contiene el gen que codifica
para la enzima «—acetolactato descarboxlilasa, se

cuantificaron los niveles de actividad enzimatica en algunas

clones de E. coll transformados mediante la metodologia de
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A. Electroforesis de DNA plasmidial de clones transformadeos de
E. coli DHIx. EIl DNAa  fue obtenide a partir de una
minipreparacisn (Métodos 3.8); y la electroforesis se realizs
en gel de agarosa al 0:7% preparada en tampon TAE, a &0 valts
durante 2 horas.

Carriles 1 y 2 : DNA del bacteriofago lambda digerido con
HindIII (200 ng) (marcador de peso molecular). Carriles 2 al
8: DNA plasmidial de clones transformados de E. cgli DHIx
conteniendo 30, 44, 40; 32, 100, 100 v 40 ng. respectivamente.
B. Electroforesis de DNA plasmidial de clones transformados de
E. coli DHS«x digeridos con EcoRI. E1l DNA se obtuvo a partir de
una minipreparacion (Métodos 3.2)s vy la electroforesis se
realizé en gel de agarosa al 0,7% preparada en tampdn TAE, a
&0 volts durante 2 horas.

Carriles 1 y¥ 10 ¢ DNA del bacterisfago lambda digerido con
HindIII (200 ng) (marcador de peso molecular). Carril 2: DNA
del plasmido pAARS digerido con EcoRI (140 ng). Carvil 33
fragmento de DNA de 144 kb de E. agerpgenes (100 ng). Carriles
4 al 9 : DNA plasmidial de eclanes transformados de E. c¢goli
DHSx digeridos con EcoRIs conteniendo 150, 110, 100, 150, 150
vy 130 ng, respectivamente.
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Laken, J. =2t al. 19270,

Los resultados de medicién de 1la actividad enzimatica
que sa presentan en la Tabla 3 muestran la presencia de dos
fipos de colonias de E. caoli transformadas. Aquellas que
exhiben una actividad enzimatica mayor, gque corresponde
aproximadamente a un  bbH4 del total de las colonias
analizadas,; y un subgrupo con actividad enzimAtica mas baja,

que constituyen un 33% de las colonias transformadas.

3.~ Introduccian del gen que codifica para la enzima o—

acetolactato descarbaxilasa en Saccharomyces cerevisiae.

3.1 Transformacidén genética de Saccharomyces cerevisiae.

Se.seleccioné el clon de E£. coli DHS«x transformado que
presentaba la mayor actividad de x—acetolactato
descarboxilasa. A partir de una colonia se realizd una
preparaciaon de DNA plasmidial en gran escala de acuerdo a la
metodologia de Wang, C. J. 1987, exceptuandoe la etapa de
amplificaciaon del namero de copias de DNA plasmidial
mediante la adicidn de cloramfenicol.

Previo al ensayo de transformacicon, se selecciond una

colonia de Saccharomyvces cerevisias AB1380 multiauxotréfica.

Para ello, a partir del cultivo original de 1la cepas; se
realizaron réplicas de un total de 100 colonias en placa con

media SC (Apendice 1), v en diferentes placas selectivas con

madip SC complementado con diferentes amincécidos.
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TABLA 3

Cuantificacidn de la actividad enzimdtica «—acetolactato

descarbaxilasa en transformantes de Escherichia coli DHS«x

EEPA *Unidades de actividad
enzimdtica

E. coli DHS«x 0,000

E. coli DHS«x EpAARSE] 0,000

E. coli DHSx [pAARS {(x—ALDC)1:

clan 1 0,090
clan 2 0,086
clon 3 0,082
clon & 0,076
clon 5§ 0,032
clon & 0,024
E. coli DHOx LpUALL] 0,274

*lLa unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad

de enzima que libera un pmol de acetocina en una hora bajo las

condiciones de ensayo.




Se transformé S. cergvisiae AB1380 utilizando 1 a 2 pug

de DNA plasmidial. Las colonias transformadas fueron
seleccionadas en medio S5C complementado con uraciio,
adenina, histidina vy lisina. Después de un periodo de
incubacién de 3 dias a 2B82Cs las colonias que creciesron se
replicaron en medio selectivo con los aminoidcidos requeridos
para el crecimiento de la cepa, excepto ftriptafanno. La
eficiencia de transformacion fue de 310 colonias
transtormadas/ug de DNA plasmidial (Tabla 4).

S2 estimé la tasa de duplicacién de acuerdo a la

cingtica de crecimiento de §S. cerevisiae ARBI13BO vy de los

clones transformados. La cepa normal tiene un tiempo de
duplicacién estimado de 2,5 horas; en cambios el tiempo de
duplicacién promedio de los clones transformados fue de 3,7

horas (Tabla 5).

3.2 Extraccion de DNA plasmidial de clones transformados de
S. cerevisiae AB1380, y retrotransformacién de E. coli DHSx.
Se realizo la extraccidn de DNA plasmidial de clones
transformados de 8. cerevisiae AB1380. Seguidamente, se
realizaron ensayos de transformacidn de células competentes
de E. coli DHSx con el DNA plasmidial obtenido. Las colanias
retrotransfaormadas fueron seleccionadas en medio LB

(Apendice 1) con ampicilina a concentracién final de 50

#g/ml. La eficiencia de transformacién obtenida empleandn el




TABLA 4

Transformacien de Saccharomyeces cerevisiae AB1380

con DNA plasmidial pAARS (x-ALDC)

Cepa DNa Transformantes TRPL/
pg DNA
‘| S. cerevisiae AB1380C - ¢
pAARA& 294
clan 1 pAARS (x—ALDE) 320
clon 2 pPARARS (ox—ALDC) 296
clon 3 pAARS (ox—ALDC) 340

En cada ensayo se transformaron 100 pl de células competentes de
S. cerevisiag AB138B0 con 1| pg de DNA plasmidial pAARS (control)

y 1 pg de pAARG6{(x—~ALDC) para cada uno de los 3 clones

tranformados.




TABLA 3

Tiempos de duplicacian de clones transformados de

S. cerevisias AB1I380 con DNA plasmidial pAARS (x—-ALDC)

Cepa DNA Tiempa de duplicacion
(horas)
S. cerevisiae AB13BO - 245
pAARSE 3,2
.. clon 1 . pAARA (x—ALDC) 3s:6
clon 2 NAARSG ( x—ALDL) 3.8
clon 3 pAARG (x—ALDE) 3:6
clon & PAARG (x—-ALDCY 3:9

Los clones transformantes fueron crecidaos en medio SC
suplementado con uracilae, adenina, lisina e histidina. El cultivo
control fue crecido en medio SC complementado con uracilo,
adenina, lisinas histidina y triptdéfano. El tiempo de duplicacién

se determind midiendo la D.0.geonms ¥y mediante recuento celular.
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DNA plasmidial de 4 clones transformantes puede verse en la

Tabla 6.

3.3 Extracciasan de DNA plasmidial de clones
retrotransformados de E. coli DHSx vy andlisis de restriccisn
EcoRI y EcoRV.

Se extrajo el DNA plasmidial de algunos clones
retrotransformados de E. coli DHS«x vy se realizé una
digestion tetal eon la enzima de restriccian EeaRI. EIl
producto de la digestion se analizé mediante electroforesis
en gel de agarosa (Figura 95). Los resultados musstran la
presencia de un fragmento de 7,9 kb, aproximadamente, gque
correspgnderia al DNA del plasmido pA&Ré lineal,; vy una banda
menor que corresponderia al fragmento de 1,4 kb de E.
aerogenes clonado en el sitio EcoRI del vectar. Con el
objeto de verificar la presencia del inserto de 1,4 kb en el
plasmidao PAARG, se realiza la digestion del pldasmida
recuperado de los claones retrotransformados con la enzima
EcoRVy v s& analizd 1los productos de digestidn enzimatica
mediante electroforesis (Figura &, En el carril
correspondiente al plasmido pAARS6 digerido con EcoRV se
observa la presencia de 3 bandas, equivalentes a fragmentos
de DNA de S34s 153 v 152 kb. En 21 carril correspondiente al

DNA plasmidial de clones retrotransformados aparece una

banda eguivalente a un fragmento de DNA de 2:7 kb, que

&2




TABLA &

Retrotransformacion de Escherichlia coli DHSx con DNA

plasmidial obtenido de clones transformados de

S. cerevisiae AB1380

Fuente de DNA Transformantes Ap"/
Hg DNA
S. cerevisiae AB1380 0

S. cerevisiae AB1380
[pAARSL (x—ALDC)T :

clon 1 140 = &
clon 2 130 £ 2
clon 3 120 £ 2
clon & 130 £ 3

Cien microlitros de ceélulas competentes de E. coli DHS«x
fueron transformadas con 60 ng de DNA obtenido de clones

transformados de S. cerevisiae AB1380.
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Figura 3. Electroforesis de DNA plasmidial de clones
retrotransformados de E. coli DHOx digeridos con EcoRI. E£1 DNA
se obtuvo a partir de una minipreparacidn de DNA plasmidial
(Métodos 3.2)y vy la electroforesis se realizé en gel de
agarosa al 0,74 preparada en tampdn TAE, a 60 volts durante 2
horas.
Carril 1 : BNA del bacteriéfago lambda digerido con
HindIII (200 ng) (marcador des peso
molecular)
Carril 2 : DNA del plasmido pAARS digerido con EcoRI
(40 ng)
DNA plasmidial de clones retrotransformados
de E. coli DH3S« digeridos con EcoRI (120 ng
en carriles 35 &4 y 3; v 90 ng en carril 6}.

Earriles 3 al &
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Figura 6. Electroforesis de DNA plasmidial de clones
retrotransformados de E. coli DPHSx digeride con EcoRV. E1 DNA
s@ obtuvo a partir de una minipreparacidon (Métodos 3.2),; v la

electroforesis
en tampaon TAE,
Carriles 1 v S

Carriles 2 v &4

Carril 3

a

se realizd en gel de agaresa al 0,74 preparada

&40 volts durante 2 horas.

DNA del bacteridéfago lambda digerido con
HindIlI (320 ng en cada carril) {(marcador de
peso molecular)

DNA plasmidial de clones retretransformados
de E. coli DHSx digeridao con EcaoRV (80 ng en
cada carril}

DNA del plasmido pAARS digerido can EcoRV
(BO ng).
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corraesponderia al fragmento de DNA de 1,4 kb integradoa al

fragmento EcoRV-EcoRV de 1,3 kb.

3.4 Medicidan de la actividad enzimatica oa—acetolactato

descarbaxilasa en clanes transformados de S. cerpvisiae.

Se cuantificé in vitro 1la actividad de o-acetolactato
descarboxilasa de clones transformados mediante 21 método de
la lisis celular de Roses M. et al. 1983, vy el método de
permeabilizacidn celular de Guarente, L. 1983 y Beckser, J.
1990.

l.os resultados experimentales (Tabla 7) muestran la
artividad de o—acetolactato descarboxilasa en los clones
transfo}madas de §S. cerevisiap AB138B0, medida a 372C vy a
2geC.

Se observa una actividad o—acetolactato descarboxilasa
similar en el extracto celular yv en ceélulas permeabilizadas
con claraformo-SDS al 1%, a 3720. En cambie,; la actividad
enzimatica cuantificada en ceélulas permeabilizadas can
tolueno y sarcosil a 372C fue; aproximadamente, un S0¥
superior respecto a las 2 metedelogias anteriores. Los
valores de actividad enzimatica medidos a 282C mediante los
dos meétodos de permeabilizacion, fueron equivalentes a los

encontrados a 37¢C.
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TABLA 7

Cuantificacion de la actividad enzimdtica de «-acetoglactato

descarboxilasa en clones transformados de S. cerevisiae AB1380

*Unidades de actividad enzimatica

S. cerevisiae Extracto Permeabilizacidn
celular cloroformo/ toluena/
SDS sarcaosil
2AB1380 0,000 0,000 0,000
ZAB1380 [pAARG (ax—ALDC) ] 0,087 0,090 0,139
“SABIBBO CoAARS{x—ALDLC) ] - 0,088 0,140

*lLa unidad de actividad enzimdatica se define como la cantidad

de enzima que libera 1 umol de acetoina en una hora bajo las

condiciones de ensayo.

PMedicidn de la actividad -enzimdtica a 37°C.

SMedicion de la actividad snzimatica a £89C.

En la tabla se especifican los valores de actividad enzimatica

promedio de 3 ensayos independientes.
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4.— Estabilidad mitotica del gen heterdlogo en cepas

transformadas de Saccharomyces cerevisiae.

La estabilidad mitdtica (Rose; M. D. et al. 1991) de
los clones transformados fue examinada en medio completo y
en medio selectivo. La estabilidad para la prototrafia para
triptofano se determine al cabo de 10 generaciones de
crecimiento en medic no—selectivo (YEP). Luegos; se sembrd en
medio <sdlido YEP vy se repicaron las colonias en medio SC
complementado con los aminodcidos requeridos para el
crecimiento de la cepa (excepto triptséefanol), v en medio
completo YEP. La estabilidad mitética encontrada fue entre
un B8 a un 90Y%. La estabilidad mitdtica calculada cada 10
generacicnes, Y hasta alcanzar las 40 generaciones de
cultivo en medioc no selectiva, fue disminuyendo hasta
alcanzar una estabilidad entre un 23 a un 28% (Figura 7).

Luego, se analizd la presencia de DNA plasmidial en
clones de 8. cerevisiae transformados que fueron crecidos
durante 10 generaciones en medio de cultivo no selectivo.
Para elloc se sembrs una alicuota en placa con medio
campleto, vy después de un pericdo de crecimiento se
repicaron 100 colanias en forma paralela en medio selectivo
y medio completo. 5e seleccionaron 10 colonias que crecieron
solo en medio completos y se realizé una minipreparacién de
DNA plasmidial. Se transformoe un cultiveo de E. coli DHSx con

cada una de las minipreparaciones. Al sembrarse en medio LB
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adicionada de ampicilina nao hubo crecimiento de colonias,
sugiriendo este resultado 1la pérdida del pldsmide pAAR&é gue
cantiene el inserto de 1,4 kb ©&n cada uno de los clones de
S. cerevisiag transformados. En forma paralela se realizaron
ensayos de medicion de la actividad o—acetolactato
descarboxilasa en las 10 colonias seleccionadas. Se comprobd
la ausencia de dicha actividad enzimatica, a diferencia del
control experimental (clon transformado de §. cerevisiag
AB138B0 con el plasmido hibride) que crecido en medio de

cultivo selectivo.

S.— Construccidn de la genoteca de Lactobacillus caseil.
5.1 Digéstién parcial del DNA cromosomal de L. casei.

En 1la Figura B se muestra la cinética de digestidn
parcial del DNA cromosomal de L. casei con la enzima BamMI.
De acuerdo a este resultado se pudo establecer que la
cantidad de enzima adecuada para obtener fragmentos de DNA
entre los 2 a 23 kb es de 0,3 unidades de enzima/pg de DNA
en las condiciones descritas (incubacisan a 372C durante 30
miny; con lpg de DNA en un voldmen de 13 pl). Se purificaren
los fragmentos de restriccion de DNA cromosomal mediante
electroforesis en gel de agaraosa de baje punto de fusién, vy

posterior extraccion de las correspondientes bandas mediante

CTAB.
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Figura B. Electroforesis de DNA cromosamal de Lactobacillus
casei digeridoe con BamMI. E1l DNA cromosomal purificado
(Métodos 3.4) fue digerido con BamHI a 372C durante 30
minutoss y la electroforesis se realizé en gel de agarosa al
0,7% preparada en tampdén TBE, a &0 volts durante 1,5 horas.
Carril 1 : DNA del bacteriéfago lambda digerido con
HindIII (320 ng) (marcadar de peso

molecular)

DNA ecromosomal de L. gasei digerideo con
BamHI, conteniendo cada carril 4 ug de DNA
cramosomal, Y 20, 10, 5, 2,5, 1,25s 0,463,
0,32 v 0,16 U de BamHI, respectivamente

DNA cromosomal de L. casei (4 ug)

Carriles 2 al 9

Carril 10
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.2 Digestison enzimatica del plasmido pHR322.

Se realizd la digestidén total del pléismido pBR322 con
BamHI, y se desfosforild can CIAP. Se purificd el plasmido
linearizado mediante CTABs; obteniéndose una recuperacidn

aproximada de un 25 a un 30% del plasmido linesal.

9.3 Ligamiento de los fragmentos de retriccidén BamHI del DNA
cromosomal de L. casei al vector pBR322.

La Figura 9?2 muestra el resultado de ligamiento del
vector vy los fragmentos de restriccidén del DNA cromosomal de
L. casei empleando diversas proporciones de ambas moléculas
de DNA. La proporcian éptima encontrada para el ligamiento
entre él vector y el DNA cromosomal seleccionada para los
experimentos de transformacion genética fue de 1:4 (ng)

(Figura 10).

5.4 Transformacidn gendtica de Escherichia coli DHSax con DNA

de L. casei.

La frecuencia promedioc de transformacidn genética
obtenida en diversos ensayos de transformacidén con la mezcla
de ligamiento fue de 2 x 10" clones transformados/ug de DNA
plasmidial., EI1 danalisis de restriccidn BamHI cdel DNA
plasmidial obtenido de colonias transformadas musstra wuna
frecuencia de 2 «x 10® colonias transformadas/pg DNA

plasmidial gue presentan inserto de DNA cromosomal de
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Figura 9. Electroforesis de reacciones de ligamiento entre DNA
del plasmido pBR322 y DNA cromosomal de L. casei. El DNA de L.
casei digerido con BamHI (fragmentas de 2 a 23 kb) y pBR322
tratado con BamHI vy CIAP, fueron ligados (Métodos 9.1). Se
analizé la reaccidn de ligamiento mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,7% preparada en tampen TBE; a 60 wvalts
durante 2 horas. Carriles 1 y 7 : DNA del bacteriéfago lambda
digerido con HindIII (200 ng en cada carril) [marcador de peso
molecularl]. Carriles 2, & 8 y 12 : DNA cromosomal de L. casei
digerido con BamHI, conteniendo 350, 100, 200 y 300 ng,
respectivamente. Carriles 4 y 10 : DNA del plédsmido pBR3R2
digerido con BamHI, conteniendo SO0 y 100 ng, respectivamente.
Carriles 3 y 9 : ligamiento de DNA cromosomal de L. gasei (S0
y 100 ngs; respectivamente), con DNA de pBR322 (50 ng).Carriles
? al 11 :ligamiento de DNA cromosomal de L. gasei (200 y 300
ng,; raspectivamente), con DNA de pBR322 (100 ng!).
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Figura 10. Electroforesis de la reaccidén de ligamiento de DNA

del plasmido pBR322 y DNA cromosomal de L. casei. El1 DNA de

L. casei digerido con BamHI (fragmentos de 2 a 23 kb) y pBR322

tratado con BamHI y CIAP, fueron ligados (Métodos 9.1). Se

analizo la reaccion de ligamiento mediante electroforesis en

gel de agarosa al 0,7% preparada en tampoén TBE, a &0 volts

durante 2 horas.

Carril 1 : DNA del bacterisofago lambda digerido con HindIII
(200 ng) (marcador de peso molecular)

Carril 2 : DNA del plasmido pBR322 digerido con BamHI (100 ng)

Carril 3 : ligamiento de DNA cromosomal de L. casei (400 ng),
con DNA de pBR322 (100 ng)
Carril 4 : DNA cromosomal de L. casei digerido con BamHI

(400 ng) .
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L. casei. El1 tamafio maximo de inserto encontrado en estos
clones transformados fue de 6 a 7 kby con un promedio de 3kb
(Figura 11).

No obstantes ensayos de medicién de la actividad de o-
acetolactato descarboxilasa en estos clones transformados
dieron resultados negativos.

Considerandg la frecuencia de clones transformados que
contienen inserto de DNA cromosomal de L. casei, vy la
longi tud promedio de inserto (3 kb, aproximadamente) clonado
en el plasmido pBR322, se realizaron ensayos de clonacidn en
pUCL? (Apéndice 7).

Se realizdé la digestién total del plasmido pUCI? con
BamHI 5 .y se desfosforild con CIAP. Se purificed el pldsmido
lineal mediante el método de "glass milk"sy obteniendose una

recuperacidén entre un 50 a 60% de plasmido lineal.

5.9 Purificacisn del DNA cromosomal de L. casei mediante
columna de exclusién molecular.

El DNA cromosomal de L. caseij; dializado contra tampon
TE (Métodos, seccion 3.4)sy fue purificado a traves de una
columna de exclusidén molecular Bio-Gel A SM. La razon

Apen/Bpne fue de 1,88,

73



Figura 11.
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3.6 Digestion enzimatica del DNA cromosomal de L. casei y
purificacidon de fragmentos de restriccian.

Con el objeto de obtener una mayor proporcidn de
fragmentos de DNA cromosomal de L. caseli entre 2 y 146 kb, se
seleccionéd 1la condicién de restriccidn BamHl equivalente a
1,3 unidades de enzima/pg de DNA.

Los fragmentos de DNA cromosomal entre 2 kb a 16 kb
fueron purificados a partir de un gel de electroforesis
maediante =21 método de "glass milk". La recuperacién de los
fragmentos de resiriccion, en relaciéen al porcentaje de
recuperacion de los plasmidos linearizados por 1 mismo
método fue menors lograndose aproximadamente un 30%. También
se ens;yé la purificacién de estos fragmentos mediante
electroelucidén, logréandose Una rvecuperaclon ligeramente

inferior respecto a la metodologia anteriar.

9.7 Ligamiento y transformacion de Escherichia coli DHSa.

La proporcidén optima de ligamiento encontrada entre
pUC1? vy DNA cromosomal de L. casei empleados en las
condiciones de ensayo fue 1:4 (ng). La frecuencia de
transformacién fue aproximadamente de &6 x 10™ colonias
transformadas/yug de DNA plasmidial.

£l analisis de restriccion BamHI del DNA plasmidial

obtenido de colonias que presenta inserto de DNA cromosomal

de L. casei muestra una frecuencia de & x 10 colonias
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transformadas/pg de DNA plasmidial.

A partir de clones transformados se aislé el DNA
plasmidial vy se sometid a digestion con la enzima BamHI con
los resultados que se exhiben en la Figura 12. El1 tama#ro
promedio calculado a partir de diversos clones transformados
fue de 2 kb, aproximadamente.

Dado que los ensayos reallzados para detectar la
actividad de «o—acetolactato descarboxilasa en los clones
transformados dieron resultades negativos,y se optsd por
detectar la presencia de una secuencia complementaria en el

DNA cromosomal de L. caseis mediante wuna sonda de DNA

heterologa.

&.— Deteccion mediante sonda heterdloga de secuencia
complementaria de DNA cromosomal de L. casei para la enzima
a-acetolactato descarboxilasa.

6.1 Sintesis de la sonda especifica del gen que codifica
para la enzima a—acetolactato descarboxilasa.

El fragmento BamHI-~Hincll de 0,9 kb del plasmido pUAll
partador del gen estructural de 1la enzima a—acetolactato
descarboxilasa fue aislado y purificado mediante el métodao
de "glass wmilk". Se obtuvo una recuperacién de un &0%,
aproximadaments. La sonda especifica se sintetizd mediante

el método de extensién de partidor {("random primers”)

utilizando [«~®®P]1 dCTP. El porcentaje de incorporacidn de
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Figura ia. Electroforesis de DNA del plasmido puUCL?

conteniendo insertos de DNA cromosomal de L. casei. E1  DNA

plasmidial abtenida a partir de una minipreparacién (Métodos

3.2) fue digerido con BamHI (Métados 7.3). La electroforesis

se realizd en gel de agarosa al 0,7% preparada en tampdén TBE,

a 60 volts durante 2 horas.

Carriles 1 v 8 : DNA del bacteridfago lambda digeride
con HindIII (200 ng en cada carril)
{marcador de peso molecular)

Carriles 25 35 4, 3 y 7: DNA plasmidial de clones

transformados de E. coli DH3x

digeridos con BamHI

DNA del plasmido pUCL1? digerido con

BamHI.

Carril &

79




radioartividad de la sonda, en cada uno de los 2 ensayos de
incorporacién,; fue de un 39,74 (sonda 1}, y de un 37,6%
(sonda 2). La actividad especifica de cada sonda fue de 3.6
x 10*® c.p.m./pg de DNA (sonda 1), vy de 2,0 x 10*° c.p.m./nug

de DNA (sonda 2).

&.2 Hibridacidn DNA:DNA.

En la Figura 13A se observa una zona de hibridacian
especifica del DNA cromosomal de L. casei digeride con la
enzima EcoRI con la sonda heterdloga (sonda 1) para el gen
que codifica para la o—acetolactato descarboxilasa de E.
aerogenes. La pasicién de la banda de hibridacion con la
sonda heterélogas corresponderia a una zona del gel que
contendria fragmentos EcoRI del DNA cromosomal de L. casei
entre los 2,8 a 3 kb. En cambios, en la Figura 13B se
observan diversas zonas de hibridacién especificas del DNA
cromosomal de L. casel digerido con la enzima BamHI con la
sonda heterdloga (sonda 2) para el gen que codifica para la
x—acetolactato descarboxilasa. La posicién de rcada una de
las bandas de hibridacison con la sonda heterdloga

corresponden a fragmentos de 3,1, 2,95 1,1 y 0,3 kb;,

aproximadamente.
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Figura 13.
Autorradiografia de hibridacioen de DNA cromosomal de

Lactobacillus casei con sonda heterdloga marcada con [ux— ®%P]
dCTP. La sonda fue preparada a partir del fragmento BamHI-
HinclIl de 0,9 kbs gque contiene la secuencia estructural del
gen x—ALDC,; de E. aerogenes mediante "“random primers".

A.— Carril 1 : DNA cromosomal de L. caseil digerido con EcoRI
(15 a 20 pg). Carril 2 : fragmentos de DNA de E. aerogenes (6
a B8 ng) (control positive). Carril 3 : DNA del bacteriafago
lambda digerido con HindIII (600 ng) (control negativo)

B.—- Carril 1 : DNA cromosomal de L. casei digerido con BamHI
(1S a 20 pg). Carril 2 : DNA cromosomal de L. casei digerido
con EcoRI (15 a 20 ug). Carril 3 : fragmentos de DNA de E.
aerogenes (6 a B8 ng). Carril 4 : DNA del bacterisofago lambda
digerido con HindIII (600 ng).
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7.- Caracterizacidn morfolagica VY fisioldgica de

Saccharomyces uvarum.

Se realizéd una caracterizacidn parcial de §. uvarum en
forma comparativa con S. cerevisiae AB1380. Los resultadaes
presentados en la Tahla B8 muestran diferencias morfolégicas
entre estas dos levaduras. Lo mas significative de este
analisis es la reducida a casi nula tasa de esporulacisn de
8. uvarum: caracteristica caompartida por las levaduras

poliploides de uso industirial.

g8.— Anidlisis del genoma de S. uvarum mediante electroforesis
de campo pulsado.

Se.realizé la electroforesis de campo pulsado del DNA
cromgsomal de S. uvarum y de S. cerevisiae AB1380. En la
Figura 14 se observan las 1l& bandas de DNA tipo cromosomal
de S. cerevisiae AB1380 con los siguientes tamaros
molecdlares: cromosoma XII, IV, VII-XV, XIII-XVI, TII, X—-XIV,
XI, V-VIII, 1IX, III, VI v el Is; con tamafios moleculares de
2,25 1:85; 1;123, 1,028 0,85, 0:7853; 0,75 0563, 0465 0,32,
0:29 vy 0,245 Mb, respectivamente. En 5. uvarum se ohserva un
polimorfiemo de longitud cromosomal diferente al de BS.

cerevisias AB13B0O. Ademds; se observa una mayor intensidad

en algunas bandas de DNA tipo cromosomal, yrespectoc a la

intensidad de bandas en S. cerevisiae AB1380.
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TABLA B

Caracterizacién morfolégica y fisiolsagica de S. uvarum

Caracter S. cerevisiae S. uvarum
Forma celular avalada esférica
Tamafo celular (gxm) 3-5 8-10
‘Gemacicon polar multipdlar
*Tipo de agrupaciaén individual seudomicelios
PEgporulacion (=) reducida a nula
FFrecuencia de mutantes |
petite () 2-3 2-3 |
“Tiempo de duplicacidén (hr) 22,5 2y 55 |

*Determinado por crecimiento de la cepa en caldo YMPB.

®Ge realizd mediante cultivo de la cepa en medio Mc Clary's.

®Cuantificado en medio adicionado de cloruro de trifenil
tetrazolium.

“Se determind la D.0..penm y el recuento celular a partir de
cultive en caldo YMPG a 28%2C

(—)JNo determinada debido a su cardcter haploide.

¢
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i% en tampsn TBE,
{cramosoma XII,

respectivamente)

Carril 2 DNA tipao craomosomal de §S.

CR. Xl

CR.IV_..

CR.VII-XV_.

CR.XM-XVI—.

CR.U-X-XIV
CR.XI.

CR. V-VIill-§

CRIX .
CR. Il
CR.VI_.

CR. 1

Electroforesis de campo pulsado (CHEF)
cromosomal de Saccharomyces cerevisiae
La electroforesis fue realizada en geles de agarasa al
a 180 volts durante 24 horas.

tipoc craomosomal de 8.
VII-XV,y XIII-XVI, II,
molecular de
0,705 0563, 0,44y 0:32,

con tamano

84
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DISCUSION.

Sin duda, la manipulacisn geneética de levaduras
industriales es un problama extraordinariamente complejo. En
tal sentida, parece conveniente indicar que, en vista de la
falta de caracterizacién del sistema genetico de 8. uvarum;
la experimentacidn sobre la incorporacian y expresian de
genes que codifican para la a-acetolactato descarboxilasa en
S. cerevisiae es una estrategia posibile.

La integracién del gen proveniente de E. aerogenes en
el vectér pAARSL permitid expresar esta informacion genética
en S. geregvisiae, con un nivel de actividad enzimatica
similar a lo obtenido por transformacidén genética de E.

coli, bajo condiciones de ensayoc semejantes.

En relacién a las cepas de E. toli empleadas para los
ensayes de transformacién genetica, se pudo constatar gue la
cepa E. coll DHYx permite obtener una mayor eficiencia de
transformacién. Esta cepa posee el gen rec Al, el cual
impide el reordenamiento genético de los plasmidos por
recambinacian homdloga (Broach, J. R. et al. 1991),
evitandose los problemas de alteracién de la expresidén

génica por pérdida o intervrupcién del gen clonado en el

plésmiao.
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La obtencién de células competentes de E. coll DHSx
madiante tratamiento con clarura de rubidio permitia
aumentar la eficiencia de transformacioen por un factor

cercano a 10 respecto al tratamienta con cloruro de calcio.

En cuanto a levaduras, la cepa 5. cerevisiae AB138C fue

seleccionada por su cardcter hapleide; 1lo cual facilita el
analisis de la estabilidad genética de los transformantes vy,
por su caracter de multiauxotrofia, que permite la seleccidn
de clones transformantes por complementacion. Otra
caracteristica genética importante de esta cepa para 1los
experimentos de transformacion s su genotipo, que hace
posible gue determinantes citoplasmaticos aumenten la
supresién de mutaciones "ocre" en el DNA exégeno (Burke, D.
T et al 19917,

En relacidén a la disponibilidad de genes codificadores
de «—-acetolactato descarboxilasa, variss de ellos ya han
sido clonados a partir de especies bacterianas. Sin embargo,
debido a las restricciones para disponer de este material

genédtico dado su interés industrial, se optée por trabajar,

inicialmente; con el gen proveniente de E. agrogenes.

No obstante,; considerandc la limitante de wutilizar
genes provenientes de una enterobacteria en la industria
alimenticia:; se intentd clonar el gen para la x-acetolactato

descarboxilasa de Lactobacillus casesi.

lLos resultados parciales obtenidos inicialmente se

86




debieraon; probablementes; a que esta bacteria se caracteriza
por la alta produccian de polisacaridos en los medios de
cultivo recomendados para su cracimiento. Estos
polisacdridos forman complejos con el DNA cromosomal que
dificultan la accidn de las enzimas de restriccidn. No
obstante; al cultivar esta bacteria en medio minimo salino
se logrdé obtener una preparacion de DNA cromosomal adecuada
para los ensayps de clonacién molecular.

£l enfoque experimental consistids en clonar el gen a
partir de una genoteca construida en el vector pBR322, vy
posteriormente en el pléasmido pUCI?. Se wutilizé la enzima
BamHI en la construccidn de ambas genctecas, ya gue, pernmite
selecciénar clones transformados por resistencia a la
ampicilina y sensibilidad a 1la tetraciclina por inactivacian
insercional. En general, en ambos sistemas el namero de
clones ftransformados conteniendo un fragmento de DNA
cromosomal de L. casei fue bajo, con un tamano promedio de
inserto de 2 a 4 kb. Prebablemente; un factor importante a
considerar lo constituyd la alta proporcion de fragmentos de
restriccisn de DNA eromosomal superior a 8 kb, en relacidn a

los fragmentos de menor tamafio en la mezcla de ligamiento.

Deteccidn de secusncia complementaria del gen para o~
acetolactate descarboxilasa en L. casei mediante sonda
heteraloga.
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Los resultados de hibridacidn del DNA cromosomal de L.

caseil can las sondas heterdlogas para el gen de «-
acetolactato descarboxilasa obtenida de E. aerogenes

permitieron defectar en las autorradiografias una o mas
bandas de DNA cromosomal de L. casei que cantienen
secuencias complementarias para una parte, o la totalidad,
del gen gque codifica para dicha enzima.

En efecto, considerada 1la estrictez del ensayo de
hibridacion (formamida al 350% e hibridacién a 422C)Y, la
especificidad estructural de Ila sonda emp leada que
corresponde, aproximadamente a un 874 de identidad respecto
a la secuencia codogénica estructural para la a—acetolactato
des:arbbxilasa, el tamarno de los fragmentos de DNA con los
genes clonados de E. aerogenes y de B. brevis (1,4 kb y 1,3
kb, respectivamente), % las posibles secuencias
regulatorias, se puede pensar que las bandas de hibridacisn
abservadas (Figura 13A y 13B) correspanden a la secuencia
complementaria del gen para la wo—acetolactato descarboxilasa

en L. casei.

Integracion del gen que codifica para la enzima o
acetolactato descarboxilasa en el plasmido pAARG.

La eleccién del plasmido pAARS puede considerarse
adecuada pues @s un vector que se expresa en E. coli, debido

a que presenta el origen de replicacién de pBR322, y en 8.
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cerevisiae al tener una secuencia de replicacién autdnoma
(ARS1). Adem&s, contiene el marcador de seleccidén bla gue
permite 21 aislamiento de clones transformados de E. coli en
medio selectivo y el gen trp—1 que permite la selecgisdon de
transformantes en 5. cerevisias por complementacisdn de la
auxotrofia para dicho aminoacido. Otro aspecto importante
gue s& tuvo 2n consideracidn para la seleccidn de este
pladsmido es que contiene la secuencia promotora del gen de
la alcohol deshidrogenasa de levadura (ADC1), cuya expresién
es altamente eficiente y de naturaleza constitutiva.

En atencién a que el plasmido pAARS contiene un udnico
sitio de clonacidn EcoRI se ensayé iniclialmente, la adicidn
de ”linker" EcoRI al fragmente de 1,4 kb BamHI-EcoRV que
contiene el gen para la a—-acetolactate descarboxilasa. Sin
embargo, el andlisis de restriccién EcoRl del DNA plasmidial
de los clones transformados reveld la presencia de una dnica
banda, de 7:;9 kb, aproximadamente, sin el inserto esperado.

Este incaoveniente fues subsanado mediante la adicién de
"linker" EcoRI al plasmido pUAll %tratado con 1la enzima
EcoRV. El ligamiento posterior del fragmento EcoRI-EcoRI de
1:,4 kb al vector pAARSL hizo posible la transformacién de E.
coli DHO«x.

El andlisis de la tasa de crecimiento de los claones

transformados en medio selectivos; respecto a la cinética de
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crecimiente de colonias transformadas de E. coli DH3x con el
plasmido pAAR&, revelsd que los primeros presentan un menor
tiempo de duplicacidon. Ello se debe probablemente a la
presencia de un plasmido de mayor tamafho que 21 plasmidao

original en los claones ftransformadaos.

Expresian del gen para la c—acetolactato descarboxilasa en
E. coli DHSx y S. cerevisiae AB 1380.

La eficiencia de transformacidn de E. coli DHYSx con el
plasmido pUAll fue similar al control experimental empleando
el plasmido pUCL?. Este resultado estdria indicando que el
tamafio del inserte clonado en pUCI2 no altera la eficiencia,
como asimigmn, la expresian del gen para la a—acetolactato
descarhoxilasa de acuerdo a los resultados de medician de la
actividad enzimdtica en los clones transfaormadaos.

51 se compara la eficiencia de transformacieon de E.
coli con este plasmidos respecto a la eficiencia de
transformacion observada cuando se transforma E. cagli con el
pldsmido pAAR&, se aprecia una disminucion por un factor
cercano a 10. Este resultado es coincidente con estudios de
eficiencia de transformacién de E. coli con DNA plasmidial
de diverso tamafo (Hanahan, D. 1983).

El patrén eleciroforetico del DNA plasmidial recuperado

de diversos clones de E. colil DHS« transformadoss ademas de

presentar movilidad electroforefica diferente a la del
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plasmido control, muestra también una cierta disimilitud
entre estos clones. Ello puede deberse a que en un plésmido
pueda haber existido mds de un evento de insercien de
fragmentos EcoRI-EcoRI de 1,4 kb, como también a la
posibilidad de ligamiento de 2 plasmidos (Figura 48).

Los plasmidos obtenidos de los clones de E. goli DHSx
transformados, digeridos con 1la enzima EcoRIl, muestran la
presencia de una banda de DNA de 7:% kb gue corresponderia
al plasmido pAAR6 y otra banda de DNA de 1.4 kb qgue
corresponderia al fragmento de DNA de igual tamafo clonado
en el sitio EcoRI del plasmido pAARS.

Todos los clones transformados con el plasmido pAARS
pnrtado% del inserto de 1,4 kb presentaron actividad de o-
acetolactato descarboxilasa. La cuantificacién de esta
actividad enzimatica permitio distinguir Ut grupo
mayoritario de clanes (66%) que presentaron alta actividad
enzimatica respecto al contral (clon transformado de E. coli
DHSx con el plasmide pUALLY con una actividad enzimatica
promedio de 31%s y un grupo menor de clones con una
actividad enzimdtica promedie equivalente a un 11%. Esta
diferencia en los niveles de actividad enzimatica puede
deberse, ya seas; a la orientacién del inserto respecto a la
secuencia promotora del gen ADCI o al nuamero de copias del

fragmento de 1;4 kb insertos en el plasmido pAARLG. Si se

considera que el fragmento clonado contiene las secuencias




necesarias para la expresion del gen para la o—acetplactato
descarboxilasa en E. coli, este se exprasaria
independientemente de su sentido de integracisn en el vector
plasmidial, respecto al promotor del gen ADC1. Por lo tanto,s
la mayor actividad enzimatica observada; probablemente se
deba al ndmero de copias del fragmento de 1:4 kb presente en
el plasmido pAARG.

5i se campara &ahora el porcentaje de actividad
enzimatica promediec del total de clones transformados de E.
cali DHOSx con el plasmido pAARG canteniendo el fragmento de
1:4 kb (20,3%), respecto a E. coli DHSx ftransformada con el
plasmido pUALLl (100%): se puede observar que ésta daltima
presenté una actividad aproximada 5 veces mayor. Si sa&
considera el namero de copias de los plésmidos pUC (200
copias por célula, aproximadamente), en relacidn al namero
de copias de plismidos conteniendo el origen de replicacian
de pBR322 (&0 copias por celulasy aproximadamente) (Sambrook,
J. et al. 1989)), probablemente esta diferencia de actividad
enzimatica se deba al ndmero de copias del gen para la o-—
acetolactato descarboxilasa presente en la célula.

La eficiencia de transformacion genetica de S.
cerevisiae AB1380 con DNA plasmidial de 3 de 1los clones
transformados de E. coli DHS con mayor actividad

enzimaticay fue similar. Esta eficiencia de transtformaciadn

de levadura con acetato de litio se corresponde con los
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valores de eficiencia esperados para pléasmidos derivados de
YRp7 (Struhl, K. et al. 1979). Ademas, el tiempo de
duplicacisén promedio estimado de los clones transformados de
§. gerevisiae AB1380 fue superior al tiempo de duplicacien
de la cepa no transformada. Este resultado estaria
indicando, de manera indirecta, la presencia de DNA
plasmidial en estos clones, tal como ha sido informadeo por
Hsians Ch. et al. 1979 vy Cifuentes, V. H. 1988 en S.
cerevisiae.

f.a confirmacidn experimental de la presencia de DNA
plasmidial en los clones transformados de §. cerevisiae
AB13B0 se realizdé mediante retrotransformacion de E. coli
DHO« . La eficiencia promedio de transformacidén fué de 2 x
10® coplonias transformadas/pg de DNA de levadura. Esta menor
aficisncia obtenida respecto a la observada cuando se
transformé E. cpli DHSx con la mezcla de ligamiento de pAARS
can el fragmento de 1,4 kb (2,0 x 10% colonias
transformadas/ug de DNA plasmidial) se debes probablemente a
la presencia de algin compuesto quimico liberado al medio
axtracelular durante la preparacicon de DNA de levadura que
disminuye la eficiencia de incorporacién del plasmido en E.
coli (Strathern, J. N. et al. 1991). Probablemente,
componentes de la pared celular de levadura liberados
durante la 1lisis celular, como san los ( 1-3 glucanes,

interfieren con el procesa de ftransformacicon de E. goli al
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formar complejos con el DNA plasmidial, y asi podrian
disminuir la eficacia del proceso (Stratherns J. N. et al.
1991).

El anAlisis de digestion del DNA plasmidial de estos
clones transformados de E. coli DH3x con la enzima EcoRI,
reveld la presencia del inserto de 1;4 kb. Una prueba
adicional de la presencia de inserte en pARAR4 se obtuvo por
digestidn del DNA plasmidial de estos clones transfarmados
con la enzima EcoRV (Figura &). En 1los claones transformados
con el plasmido hibrido se observa un fragmento EcoRV-EcoRV
de 2:;7 kb que corresponde, a la insercidén del fragmento de
1,4 kb entre 1los sitios EcoRV del promotor (P) del gen ADCI,
y del f;agmento de 0;49 kb de pBR322 en el plasmido pAARA.

La cuantificacion de la actividad enzimatica en las
clones transformados de S. cerevisiae ABI1380 respecta al
control, demostré fambién la presencia de actividad de «-—
acetolactato descarboxilasa. Las diferencias en los niveles
de actividad enzimadtica medida en extracto acelular Y
despues de la permeabilizacidn de lag células con
cloroformo-5DS, respecto a la permeabilizacién de éstas con
telueno—sarcosils probablemente reflejen la eficiencia de
tada una de eaestas metodologias. En los procedimientos
anteriormente sefialados debe tenerse en cuenta la

composician de la pared celular en levadurass la cual

representa aproximadamente un 30% del peso seco de ésta. La
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composicién de la pared celular consiste, mayaritariamente
en polisacaridos y glicoproteinas. El porcentaje calculado
de lisis calular mediante microscopia sptica Tue,
aproximadamente, de un &0 a 70%, y la actividad enzimatica
se cuantificd en el sochrenadante del extracto acelular
pudiendo guedar parte de la enzima asociada a la fraccién
particulada.

En relacién a los dos métodos de permeabilizacion
raelular empleados, se puede pensar gue el tratamiento mas
aeficaz resulta de la combinacién de tolueno, vy el agente
desnaturante sarcosil.

Al comparar los valores promedio de unidades de
actividéd enzimatica del grupo de clones transformados de E.
coli DHSx con mayor actividad enzimatica (0,084 unidades) s
con aguella para clones transformados de S. cerevisiae
AB1380 en extracto acelular y células permeabilizadas con
cloroformo-SDbS a 37¢C (0,090 unidades)s s& observa una
artividad enzimdtica similar. Ello no oacurre asi cuando se
romparan los niveles de actividad enzimatica con clones

transformados de S. cerevisiae AB1380 permeabilizados con

tolueno-sarcosil (0,139 unidades). Esta diferencia de
actividad enzimatica encontrada en ambos arganismos
permeabilizados con toluenos; probablemente refleje un mayar
nivel de expresién génica del gen para la a—acetolactato

descarboxilasa en levadura a partir del promogtor del gen
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ADCt de levadura. Lo anterior no descarta también la
posibilidad de considerar diferencias en el ndmero de copias
del pldsmido con inserto =n ambos sistemas bioldégicas.
Ahora; si se analiza la diferencia en unidades de actividad
enzimatica encontrada entre el clon transformade de BS.
ceregvisiae AB1380 permeabilizado con tolueno-sarcosil (0.139
unidades); vy el clon transformado de E. coli DHSa con el
plasmido pUAll permeabilizado con tolueno (0.276 unidades);
puede reflejar diferencias en el ndamero de coplas del gen en
ambos oarganismos. Al respecto, es importante sefalar la
eficiencia del promotor del gen ADCI de S. cerevisiae para
la expresicon de informacion genética heterdsloga, como
asimismos; la presencia de la secuencia de término de
transcripcien del gen ADC1 para la preduccién de una
proteina con actividad (Hitzeman, R. A. et al. 1981;
Bennetzens J. L et al. 1?282; Thomsen, K. K. et al. 1988;
Cai, D. et al. 19943 Heidmann; S. et al. 1994).

La actividad de la enzima o—acetolactato descarboxilasa

cuantificada en clones transformados de 5. cerevisiae AB1380

permeabilizadaos con cloroformo—SDS y toluena-sarcosil fue
similar, cuande se incube 1la mezcla de reaccion a 282C
(temperatura éptima de crecimiento para esta levadura) vy a
37eC (temperatura a la cual se realiza el ensayo enzimdtico
en E. coli DHSa). Este resultado muestra que la actividad

enzimatica no cambia con las temperaturas de ingubacidn
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utilizadas.

Estabilidad genética del gen de E. aerogenes para o—
acetolactato descarbaexilasa en cepas transformadas de S.

cerevisiae AB1380.

El vector de clonacion utilizado pAARSG posee una
secuencia de replicacidon autdnoma (ARS51)Y proveniente del
plasmido YRp7, lo que permite mantener un alto niémero de
copias en levaduras, pero se caracteriza por una
inestabilidad mitética cercana al 14 por generacion. La
estabilidad mitdtica estimada en clones transformados de 5.
cerevisiae ARI3BO fue de un 1,2% por generaciosns,
aprnxim;damente. Este porcentaje de ingstabilidad mitotica
auments durante las proximas 40 generaciones hasta alcanzar
aproximadamente entre un 25 a 28% de estabilidad en medio de
cultivo no selectivo.

lLa correlacian de pérdida de DNA plasmidial vy ausencia
de actividad de x—acetolactato descarboxilasa an las
colonias transformadas en medio de cultivo sin presion
selectivay muestran la concordancia entre el comportamiento
del DNA plasmidial y la actividad enzimatica asociada.

5i se considera que el tiempo de generacidén promedio de
estos clones tranformados es cercano a 3,7 horas (Tabla S,
gue el porcentaje de ceélulas que presentan plasmido durante

4Q generaciones de cultivo sin presion selectiva y actividad
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enzimatica asociada es de un 23 a 2B% (Figura 7); coma
asimismo,la estabilidad térmica de la enzima o«—acetolactato
descarboxilasa, y el tiempo promedio de fermentacisén
primaria en el proceso de elaboracian de cerveza (3 dias)
(Godtfredsen, §. E. et al. 1984), se podria pensar que
colonias transformadas de S. uvarum con el gen para la o—
acetolactato descarhbaxilasa podrian disminuir los niveles de
diacetilo en un 40%, aproximadamente durante el proceso de

fermentacidn primaria.

Caracterizacidén morfoldgica y molecutar de Saccharomyces
uvarum.

Existen diferencias de tipo marfoldgico y fisiolagico
entrea S. uvarum y S. cerevisiae ABiI3B0, siendo quizas la mas
importante la reducida a casi nula tasa de esporulacidn
encantrada an s. uvarum. Esta 25 una propiedad
caracteristica de las levaduras empleadas en la industria
cervecera (Jonhston, J. R. 1920). La explicacian méas
probable para este fendmeno es debido a la ploidia de estas
levaduras gque,; de producir ascosporas, sean desequilibradas
desde el punto de vista de su constitucion genética
(Johnstons J. R. 19%0).

El anadlisis electroforetico del DNA tipo cromasomal en

S. uvarum muestra un polimorfismo de longitud de cromosomas

diferente al polimorfismo de 8. cerevisiae AB138B0. Ademds;




la intensidad de algunas de 1las bandas en el gel de 8.
uvarums; bajo similares condiciones experimentales que S.
cergvisiae AB138B0, indirectamente evidencian una condicién
de ploidia en esta levadura. Andlisis densitométrico e
hibridacién Southern can sondas especificas para ciertos

cromosomas permitird wna mejor caracterizacion del genoma de

5. uvarum.




CONCLUSIONES

1.-— Ha sido posible demostrar que el gen de «-—
acretolactato descarboxilasa de E. aerogenes se expresa tanto

en E. coli DHSx como en S. cerevisiae ABL38O.

2.— Se obtuve una menor eficiencia de transfarmacian
genédtica en E. coli DHSax con el plasmido pAARS conteniendo
el inserto de 1.4 kbs respecto a la eficiencia observada en
E. coli DHSx can el plédsmido control (pAARS sin inserto)l.

3.— bLos clones de E. cgli DHSx transformados con el
plasmido pAARS conteniendo el inserto de 1,4 kb presentan
diferen&es niveles de actividad a—acetolactato
descarboxilasa.

4.~ La eficiencia de transformacidn de 8. cerevigias
AB1380 con el plasmido conteniends el inserto de 1,4 kb,
respecto a clones de S. cerevisiae ABI3BO fransformados con
el plasmido control (pAARS sin inserto)s fue similar.

S.— Se obtuve una mayor actividad o—acetolactato

descarboxilasa en clones de S. cerevisiae AB1380

transformados con el plasmido pAARS canteniendeo el inserto
de 1,4 kb, respecto a clones de E. coli DH3x transformados

con el mismo pldsmido, bajo similar condicion experimental.
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.- Existe correlacidn entre la perdida de DNA
plasmidial y la ausencia de actividad w«—acetolactato

descarboxilasa en clones transformades de §. cerevisiae

AB13B0 con el plasmideo pAARS portador del inserto de 1,4 kb,
en medio de cultivo sin presidn selectiva.

7.— El tiempo de duplicacion de clones de §5. cerevisiae
ARBR13B0 transformadas con el plasmido pAARS4 conteniendo el
inserto de 1:4 kb; respecto a gclones transformados con el
pldsmido control (pAARSL sin inserto); fue mayor.

B.- La banda de hibridacién especifica entre el DNA
cromosomal de L. casei con la sonda hetercloga de E.
asrogeness indicaria la presencia de un gen homélogo para la
enzima ;—acetolactato descarboxilasa en esta bacteria.

?.- Diferencias en cuanto a polimorfismo de longitud de
DNA tipe cromosaomal & intensidad de algunas bandas
especificas observada mediante electroforesis de campo
pulsado se encontré,; tante en §. cerevisias AB13BOC como en

5. uvarum.
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PROYECCION

Teniendo en consideracian los resultados experimentales
logrados con la expresian del gen para la «—acetolactate
descarboxilasa en 8. cerevisiae, la proyeccisn de este
estudioc deberia dirigirse a subclonar la unidad de expresiasn
en eal vector pSC3.13i vy transformar un cultivo de §S. uvarum.
Este es un vector episamal derivado de pYEL3 que se
caracteriza por una alta frecuencia de transformacion, su
estabilidad mitética, su alfto namero de copias, y por tener
el gen .que canfiere resistencia para la cicloheximida gue
permite la seleccidn de clones transformados de §. uvarum.
En los clones transformados se cuantificaria la actividad o—
acetolactato descarboxilasa.

Posteriormentes; se puede clonar la unidad de expresion
en 2l pliAsmido pDY3 (Thomsen, K. K. et al. 1988); gque es un
plasmido de expresion integrativos y transformar un cultivo
de S. uvarum. Se esperaria obtener clones transformades que
expresen en forma estable 1la actividad a—acetolactato

descarboxilasa.
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En relacién a la actividad de esta enzima detectada en
L. casei y a la banda especifica de hibridacion encontrada
con la sonda empleada, se deberia purificar los fragmentos
de restriccién EcoRI o BamHI entre los 2,3 a 3,3 kb del DNA
cromosamal de L. casei, vy clonar estas en plasmidos
convencionales para transformar E. cpoli DHS«. De acuerdo a
los resultados de actividad enzimdtica encontrado se

procederia a realizar su mapa de restriccién, para subclonar

el fragmento de menor tamafio gque conserve la actividad

enzimatica. Pasteriormente., s@ caracterizaria el gen
(secuencias regulatorias v secuencia codageénica
estructural). Se ensayaria la clonacisén del fragmento

conteniendo el gen en un vector de expresién integrativo, vy

se realizaria la transfarmacion de S. uvarum.
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1l.-

APENDICE 1

Caldo Elliker
Triptona

Extracto de levadura
Gelatina

D (+) Glucosa
Lactosa

Sacarosa

Cloruro de sodio
Acetato de sodio

Acido ascerbico

Ajustar a pH 4,8 con NaOH

Caldo MRS

Peptona

Extracto de carne
Extracto de levadura
D (+) Glucosa
Fosfato disédico
Tween BO

Citrato triamonico
Acetato de sodio
Sulfate de magnesio

Sulfato de manganeso

Ajustar a pH 6,5 caon NaOH

104

20 g/lt
=] g/l%
2,3 g/lt
a g/lt
3 g/lt
3 g/lt
4 g/it
1,5 g/i¢t
0,5 g/lt

16 g/lt

10 g/lt
S g/lt

a0 g/lt
2 g/lt
1 g/lt
2 g/lt
pal g/lt

100 mg/lt
50 mg/lt




3.— Caldo Sigma

Triptona 20 g/l
Extracto de levadura 3 g/l
Cloruro de potasio 0,74 g/l

Ajustar a pH 7:6 con KOH 1M

Autoclavar a 1212C por 13 min

t

t

t

Agraegar Sulfato de magnesig al 84 50 ml/lt

Caldo YMPG

Extracto de levadura 3 g/l
Extracto de malta 3 a/l
Paptana 3 g/l
D (+) BGlucosa 10 g/l

Ajustar a pH § - & eon HCI

Autoclavar a 1212C por 13 min

Medio LB

Cloruro de sadio b g/lt
Triptona 10 g/lt
Extracto de levadura 3 g/lt
Para medio solidao agregar agar - agar

Medio Mc Clary's

fAcetato de potasio 10 g/lt
Extracto de levadura 2,3 g/lt
Glucosa ' 1,0 g/lt

Medio Minimo Salino

Fosfato monoécido de potasio 7 g/lt

t
t
t

t

al 1,3%




10.-

Fosfato di4cido de potasio 3 g/lt

Citrato trisadico 3 g/lt
Sulfatn de magnesio 160 mg/lt
Sulfato de amonio . 1 g/lt
D (+) Glucosa '10 g/lt
Extracto de levadura 5 g/lt
Triptona 3 g/lt
Mezcla salina 1 1 mi/lt
Mezcla salina 11 200 pl/lt
Medio SC

Base de de nitrdgeno para levadura b7
D (+) Glucosa 20

Para medio sélido agregar agar-—agar al 2%

Medio S0B

Triptona 20 g/lt
Extracto de levadura 3 g/lt
Cloruro de sodio 053 g/lt

Cloruro de potasio 250 mM 10 ml/1t

Ajustar a pH 7 con NaDH SN, y agregar:

Sulfato de magnesio 2M 20 mls1lt
Cloruro de magnesio 2M S mi/slg
Agar - agar 15 g/lt
Medio S0OC

Triptona 20 g/lt
Extracto de levadura 5 g/lt

106

g/lt

g/lt




11.-

12.-

13.-

Cloruro de sadio

Eloruro de potasio 230 mM

Ajustar a pH 7 con NaOH 3N,

Sulfato de magnesia BEM

Cloruro de magnesio &M

O,

10

5 g/lt

ml/1lt

Y agregar:

20

S

Autoclavar a 1212C por 135 min,

D (+) Glucosa 1M
Medio YEP

Extracto de levadura
Peptona

D (+) Glucosa

figar - agar

Sniucién TfB1
Cloruro de rubidio
Cloruro de manganeso
Acetato de potasio
Claruro de calcio

Glicerol B87%

20

10

20

20

20

mi/lt
ml/slt
y adicionar:

ml/lt

g/lt
g/it
g/lt

g/lt

1 g/lt

9,9 g/lt

219 g/lt

1,1 g/lt

172,

& ml/lt

Ajustar a pH 3,8 con acetato de sodio Gy2M

Solucidn TfB2
MOPS pH 7.0
Cloruro de rubidio
Cloruro de calcio

Gliceral 87%
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100 mli/lt
1,2 g/lt
8,3 g/lt

172,7 ml/1¢t




APENDICE 2
1.- Activacian de bolsa de diadlisis

Se sumerge la bolsa de dialisis {(largo de 10 a 20 cm)
en 300 a 400 ml de solucidén de NaHCOg, 2% (p/v)y; 1 mM EDTA pH
8:0: vy se hierve durante 10 minutos. Se lava tres veces
sucesivas con agua destilada. Se sumerge en una solucidn de
EDTA I mM pH Bs0, y se hierve durante 10 minutos. Se enfria
la solucidn v se elimina. Se guarda la bolsa de didlisis en
solucidén EDTA 1 mM pH 8,0 a 42C.
2.— Fenol : claraoformo : alcohol isoamilico

Se funde el fenal a 6B2C y se agrega B-hidroxiquinglina
a :oncéntracién final de 1%. 6G5e safura el! fenol con una
solucion de Tris—-HCl IM pH B,0. Se recupera la fase fendlica
y se realizan dos extracciones con una solucidn Tris-HCl
0:;3M pH 8,0. La fase fendlice se extrae dos a tres veces con
una solucion Tris~HC1 O0siM pH B0, @ - mercaptoetanal 0,2%
(p/v) hasta alcanzar un pH superior a 7:;6. Se mezcla un
volamen de fenol saturado con un voldmen de clorofaormo =
alcohol iscamilico (24 1 1).
3.~ Solucién agua ~ CTAB y butanol ~ CTAB

Se mezcla un volamen de butanol con un  voldmen de agua
destiladas; y se agita repetidas veces. 85e recuperan ambas

fases en Torma separada. Se disuelve 1| g de CTAB en

100 ml de butanol saturade en agua (fase superior},; se
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mezcla con 100 mi de agua saturade en butancl (fase
inferior)s vy sa deaja a temperatura ambiente hasta la
separacian de las fases. Cada fase se recupera en farma
separada y se mantiene a 372C hasta su uso.
4.— Bolucidn de bromureo de etidio

Se disuelve 5 mg de bromuro de etidio en 100 ml de agua
destilada. Se guarda en botella ambar.
5.~ Solucidn de lavado (Metodo de "glass milk")

Se mezclan 14 ml de una solucidén concentrada de claoruro
de sodio preparada en solucidn Tris-HEI 10 mM, EDTA 1 mM,
con P80 ml de agua destilada. Luego, se adicionan 310 ml de
etancl absoluto y se guarda a —202C
b.— Sniucién de hibridacian

S8C 6%

SDS G,3 %4

DNA de esperma de salmon desnaturado 100 pg/ml

Formamida 50 %

7.~ Solucidén de prehibridacion

SSC &X
Reactivo Denhardt's Ox
SDS Q0,3 %

DNA de esperma de salmén desnaturade 100 pg/ml

Formamida 50 %
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B.- Solucison 88C 10x
Clorurc de sodio 87,63 g/lt
Citrato de sodio G441 g/lt
Se ajusta a pH 7,0 con solucidn de NaOH 10N
9.- Solucién de yoduro de sodio
Se prepara una solucién de yoduro de sodio & M
Se guarda a 42C
10.- Reactivo Denhart’s 50x
Ficoll 1 %
PVP 1 %

BSA (fraccion V) 1 %
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APENDICE 3
1.- Tampén de carga bx
Ficoll (tipo 400) [= %
Azul de bromofenol 0,23 %4
Blicerol 35 %
Se prepara en tampon TBE 6%
2.— Tampdn ES
Cloruro de sodio 0,15 M
EDTA pH 8,0 0,01 M
3.~ Tampén S5C
Cloruro de sodio 0;15 ™
Citrato trisédica pH 7,0 0,015 M

4.— Tampan TAE

Tris—HC]l pH 7,9 40 mM
Acetato de sodio 9 mM
EDTA 1 mM

J.— Tampan TBE (1x)

Tris—-HCl pH B.0 89 mM
Acido bérico 82 mM
EDTA pH 8,0 2 mM

6.— Tampan TE
Tris—-HC1 pH 8,0 10 mM

EDTA pH 8,0 1 mM
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1

7.— Tampan 2
FosTato monoicido de sodiao
Fosfato didcido de sodio
Cloruro de potasio
Sulfateo de magnesio heptahidratada
ff— mercaptoetanol

Ajustar a pH 750 y almacenar a 48C

ii2

16,1 g/lt
S5 g/lt
0575 g/1t
0,85 g/it

g:7 ml/1lt




APENDICE 4

l.— DN& del fago lambda digerido con HindIII

Ne del fragmento Tamarno molecular Peso molecular

(kb? {MDa)
1 23,130 15,0
2 2,419 bhyiP
3 &,957 44264
4 4,371 2,84
5 2,322 1,51
b 2,028 1,38
7 0,564 0,37
8 0,125 0,08
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APENDICE S

PUAI

(4,1 Kb)

Mapa de restriccisan del DNA del plasmido pUAll.

La linea gruesa representa el fragmento de DNA de E.
asrogenes de is4 kb conteniendo el gen para la o-
acetolactato descarboxilasay, y la linea delgada representa
secuencias de DNA del plasmido pBR322 vy del bacteriéfago
M13mp19. bla= gen de f-lactamasa, ORI= origen de replicacidn
{plasmida ColEl), lac i= represor del operén lac; lac 2= gen
para a—-peptido (R-galactosidasa). E= EcoRI, B= BamHI, R=
EcoRV, H= Hincll.
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APENDICE &

ey s oo ox
me sy fh T
L

Mapa de restriccidn del vector de expresidon pAARG.

lLa linea delgada representa secuencias de DNA derivada del
plasmido pBR322: un fragmentoc de 4,0 kb que contiene el
origen de replicacidén (ORI} vy el gen para la fi-lactamasa
(bla), vy un fragmento de 0,4 kb gue estda entre la secuencia
ARS1 v la secuencia TER.

La linea gruesa representa secuencias de DNA derivadas de

Saccharomyces cerevisiae: un fragmento de 1,4 kb que
contiene un marcador de seleccidn para levadura (TRPi) y la
secuenclia de replicacidn auténoma (ARS1); un fragmento de
0,45 kb que contiene la secuencia de termino de

transcripcison del gen ADCL (TER); un fragmento adaptador de
108 .pb derivado del plasmido de 2x de levadura; vy un
fragmento de 1,5 kb gque contiene la secuencia promotora del
gen ADC1 (P). B= BamHIy, E= EcoRI; H= HindIll, R= EcoRV, 8=
Sphi

113




APENDICE 7

Eco R1
Seca l

Kpn 1l

Xmal ,Smal
Bam H1
Xbal

Soll PhncII Acel
Bsp Ml

Pstl

Sphl

Hind 111

* (2 69 Kb)
J‘ 3 AtI111 806
E
“Whin
400, . 420 440 460
5t - Xmal
o Sael Smal Xbal Pst1 Hind 111
& - 'J ,-. l - ‘ 'i- S — '. ——'—-I S ret— '
) EcoR1 Kpnl BomH1 Sall Sph1
Hincll
e ST l Accl
3 Bsp M1

Mapa de restriccién del DNA del plAsmida pUC19.
En la parte inferior del esquema se muestra la secuencia de

DNA de 54 pb correspondiente al sitio de policlonacidn del
plasmido. bla= gen de R-lactamasa, lac i= represaor del
operen lac, lac Z= gen para o-péptido (f-galactosidasa).
ORI=origen de replicacién (plasmido ColEl).
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