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RESUMEN.

En el presente trabajo se evaluan cinco diferentes enzimas ADN polimerasas, todas ellas
pertenecientes a la familia “B”; dichas enzimas han sido extraidas tanto de bacterias:
Exiguobacterium antarcticumy Thermotoga sp., como de arqueas: Methanocella arvoryzae,

Nitrosopumilus sp. y MSBL1 Archaeon.

Las polimerasas de Exiguobacterium antarcticum y Thermotoga sp. contienen un motivo
TPR2 de mayor longitud al de Phi29; (casi el doble). Las de Methanocella arvoryzae y de
MSBL1 Archaeon son muy cercanas en tamafio al motivo de Phi29, mientras que el motivo

de Nitrosopumilus sp. es cuatro veces menor al de Phi29.

La diferencia en longitud de los motivos TPR2, lleva implicita una mejor o peor unién al ADN,
y como consecuencia de ello, se reflejard en una efectividad diferenciada para la

polimerizacién.

Se encontrd que de los cinco candidatos que conforman el presente estudio, las polimerasas
de Methanocella, Thermotoga y de Exiguobacterium son capaces de efectuar
polimerizacién. Methanocella la realiza por un rango de temperaturas desde 35°C hasta
95°C; sin embargo, a 95° no polimeriza totalmente el sustrato de los 24 hasta los 45
nucledtidos; Thermotoga la realiza de la misma manera que Methanocella, mientras que
Exiguobacterium la realiza desde los 35°C hasta los 95°C, pero en ninguna de las cuatro
temperaturas evaluadas polimeriza completamente de los 24 hasta los 45 nucledtidos.
Methanocella y Exiguobacterium son capaces de efectuar amplificacién por desplazamiento
de hebra a 30°, 50° y 70°C y Unicamente la polimerasa Thermotoga muestra actividad

exonucleasa.

A pesar que aun falta profundizar mas en los procesos y efectuar mas evaluaciones para
validar de una mejor manera los resultados obtenidos, lo anterior podria servir para elegir
una enzima ADN polimerasa que supliera ya sea a la Taq polimerasa o a la polimerasa de

Phi29 como la enzima elegida para realizar una amplificaciéon del ADN.



ABSTRACT.

In the present work, five different DNA polymerases belonging to the “B” Family are
presented. These polymerases were obtained from Bacteria: Exiguobacterium antarcticum
and Thermotoga sp.; and Archaea: Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp. and MSBL1
Archaeon. Exiguobacterium antarcticum and Thermotoga sp. polymerases contain a motif TPR2 of
a bigger length than that of the Phi29 TPR2 motif (almost double in size); Methanocella arvoryzae
and MSBL1 Archaeon polymerases are very close in size to that of Phi29 TPR2 motif; while

Nitrosopumilus sp. motif is much shorter than that of Phi29 TPR2 motif (4 times shorter).

Such difference in the length of the TPR2 motifs can result in a better or a worse bonding with the

DNA, and therefore a different effectiveness in their ability to perform polymerization.

From the five candidates, it was found that the polymerases of Methanocella, Thermotoga and
Exiguobacterium can perform polymerization. Methanocella polymerizes in several
temperatures ranging from 35°C to 95°C, although at 95°C it cannot perform a total
polymerization of the substrate of 24 nucleotides to 45 nucleotides. Thermotoga performs
polymerization in the same way that Methanocella, while Exiguobacterium performs
polymerization from 35°C to 95°C, but in none of the four temperatures that were tested,
can it polymerize completely from 24 to 45 nucleotides. Methanocella and Exiguobacterium
perform Strand Displacement Amplification at 30°, 50° and 70°C, with Thermotoga being

the only that exhibits exonuclease activity.

Despite the fact that the processes needs to be perfected and some evaluations pending in
order to validate in a better way the results obtained, the previous could be useful to choose
a different DNA polymerase enzyme that could serve as a replacement for Taq polymerase

or Phi29 polymerase, as the enzyme chosen for DNA amplifications.



1. INTRODUCCION
1.1 ADN Polimerasas.

Las enzimas que efectuan la adicién de desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP’s) en el
extremo 3’ de una cadena templado son las ADN polimerasas. Dicho proceso se ilustra en
la figura 1. Las polimerasas tienen como meta principal la replicacidon del genoma de manera
precisa y eficiente, para asi asegurar el mantenimiento de la informacion genética y su fiel
transmisidon de una generacidn a otra. Aunque ésa no es su Unica tarea; ya que tienen un
muy importante papel en las rutas de reparacién de dafios. Existen cinco ADN polimerasas
en Escherichia coli, ocho ADN polimerasas en Saccharomyces cerevisiae, al menos quince

ADN polimerasas en el humano y al menos doce ADN polimerasas en Arabidopsis thaliana

[1].
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Figura 1. Mecanismo de polimerizacion. Se lleva a cabo por un ataque nucleofilico del grupo -OH del extremo
3’ del iniciador sobre el fosfato a del nucledtido entrante. El ion metdlico divalente A, participa en la
desprotonacion del -OH facilitando del ataque nucleofilico, mientras que el ién B interacciona con los fosfatos
By y. Se adiciona un nucledtido al iniciador y se libera PPi (Tomado de [2]).



Las ADN polimerasas difieren en sus propiedades cataliticas tales como procesividad (que
se refiere a cuantos nucleotidos se pueden agregar a la cadena en un solo evento antes de
la disociacidon de la polimerasa al templado) y la fidelidad (la cual se refiere a que una
polimerasa pueda agregar el nucledtido correcto en el momento correcto). Debido a éstas
diferencias las polimerasas pueden actuar en diferentes procesos: reparacion, replicacién o

recombinacion [3].

1.2 Clasificacion de las ADN polimerasas.
Las ADN polimerasas se clasifican en seis grandes familias:

Las polimerasas agrupadas en la familia “A”, tienen como modelo a la polimerasa ADN Pol
| de E. coli, cuya tarea es la reparacidon del ADN y la maduracion de los fragmentos de
Okazaki (que se refieren a las cadenas cortas de ADN recién sintetizadas en la hebra
discontinua), asi como otras dos actividades adicionales; las de polimerizacion, exonucleasa
de 3’ > 5’ yde 5’ - 3’. La primera esta conservada en varias polimerasas de la familia Ay
se le conoce como actividad correctora debido a que tiene la capacidad de remover
nucledtidos mal insertados por la polimerasa. En esta familia existen polimerasas de

bacterias (E. coli), bacteriéfagos (T7) y eucariontes (Pol y) [1].

En la familia “B” se encuentran las principales enzimas replicativas en organismos
eucariontes. La mayoria de las enzimas de esta familia tienen la actividad exonucleasa de 3’
- 5’, contrario a miembros de otras familias, las polimerasas de la familia “B”, se
caracterizan por poseer varias sub-unidades. En la familia “B” se encuentran polimerasas
de bacteriéfagos (T4, Phi29) y de eucariontes (a, §, Cy €) [1]. La familia B se subdivide a su
vez en la subfamilia B1 y B2 en base al primer que utilizan para dar inicio a la sintesis de
ADN. La subfamilia B1 utiliza tanto ADN como ARN, tal y como lo hacen la mayoria de las
polimerasas, mientras que la subfamilia B2 utiliza una proteina especial conocida como
“proteina terminal” [4]. Las polimerasas de la subfamilia B2 pueden utilizar a las
mencionadas proteinas terminales como inicadores de la sintesis de ADN debido a que

tienen dos inserciones especificas en su parte C-terminal; dichas inserciones se encuentran
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entre las regiones conservadas A y B del dominio de polimerizacién (en el caso del TPR1) y

entre las regiones B y C del dominio de polimerizacion (en el caso del TPR2) [5].

La familia “C” tiene como modelo a la ADN polimerasa lll de E. coli; dentro de la familia

estan polimerasas homologas presentes en la mayoria de bacterias Gram positivas [6].

La familia “D” comprende a ADN polimerasas presentes sélo en Archaea, asi como en una
nueva clase de ADN polimerasas, relacionadas a primasas de archaea, ya identificadas en

bacterias [1].

Las ADN polimerasas de la familia “X” son monoméricas y pequefas, y participan en el
llenado de huecos durante la reparacién del ADN. Un razgo caracteristico presente en la
mayoria de los integrantes de este grupo, es la presencia de un dominio de unidn al ADN N-
terminal de 8 kb, el cual, facilita la unién a sustratos con huecos en la secuencia. Otra
caracteristica interesante es que miembros de la familia “X”, estan presentes en organismos
carentes de un sistema inmune como bacterias, virus y levaduras. Debido a lo anterior, se

piensa que su papel esta asociado con la reparacién del ADN [1].

Las polimerasas englobadas dentro de la familia “Y”, ademas de ser las mas recientemente
identificadas, se caracterizan porque ninguna de ellas tiene actividad exonucleasa. Poseen
un dominio llamado de mufieca o de dedos pequefios, que al parecer esta involucrado en
la modulacion de su especificidad hacia algun sustrato, tienen una baja fidelidad en la
sintesis de ADN sin dafios. Su caracteristica mas importante, es poseer un dominio no tan
rigido de unién al ADN, lo que permite el acomodo de estructuras distorsionadas de ADN
en su sitio catalitico, resultando en su habilidad de polimerizar ADN dafiado (sintesis

translesion) [1].

Se muestran en la figura 2 algunos ejemplos especificos de cinco de las seis familias de ADN

polimerasas, asi como sus dominios.
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Figura 2. ADN polimerasas de las familias A, B, C, X e Y. Se muestran polimerasas especificas de cada una de
las 5 familias mencionadas con sus distintos dominios, asi como sus tamafios en amino acidos (tomado de [7]).

1.3 Caracteristicas estructurales de las ADNP.

De manera interesante, a pesar de no tener una gran similitud en sus secuencias, la
estructura general de la mayoria de estas enzimas ADN polimerasas, comparten
caracteristicas similares. En todos los casos el dominio catalitico se puede ver como se
ilustra en la figura 3; similar al de una mano derecha, con subdominios de dedos, palmay
pulgar, los cuales contribuyen a la unién del dNTP al primer-templado. Asi mismo, en todos
los casos, el subdominio de la palma contiene los tres residuos cataliticos esenciales para la
polimerizacién. Mas alla de revelar el plegamiento general de una proteina, los estudios
estructurales de ADN polimerasas incrementan el conocimiento que se tiene a nivel
atémico de la naturaleza de la interaccién de la polimerasa con ADN normal y dainado, asi

como las propiedades especificas de cada polimerasa o de su mecanismo de mutagénesis.
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Para lograr entender de una manera precisa las funciones de una polimerasa de cualquier
familia, no es suficiente el estudio de un modelo representativo, ello debido a que las
enzimas ADN polimerasas de una misma familia cominmente presentan propiedades
distintas a la misma, tales como procesividad, fidelidad o especificidad por un substrato;

siendo dichas diferencias el resultado de cambios sutiles en las estructuras [1].
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Family X

Figura 3. 5 familias de ADN Polimerasas. Estructuras cristalizadas de un miembro representativo de 5 ADN
Polimerasas (Falta Familia D). Familia A: polimerasa | T. aquaticus. Familia B: polimerasa RB69. Familia C:
polimerasa Il E. coli. Familia X: polimerasa A. Familia Y: polimerasa Dpo4 S. solfataricus. Todas las polimerasas
tienen una forma conservada, que pude ser vista como una mano derecha, con los subdominios de dedos,
palma y pulgar, mostrados de distintos tonos de azul. Subdominios adicionales coloreados en amarillo son
especificos para cada familia: Exo, domino exonucleasa 3’ = 5. Nt, dominio N-terminal. PHP, dominio
Polimerasa-Fosfatasa Histidinol. 8Kda, dominio de 8 Kilo daltons. LF, dominio de dedos pequefios (Tomado y
modificado [1]).
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1.4 Phi29 como modelo de estudio.

Se decidié usar a la ADN polimerasa del bacteriéfago Phi29 como modelo de estudio para
el presente trabajo debido a que es la enzima mas estudiada de la subfamilia B2. La anterior
es una ADN polimerasa de 66 KDa, dependiente de ADN, que emplea como iniciador una
proteina terminal (TP), la cual se encuentra anclada a ambos extremos 5’ del bacteriéfago
[8]. Tiene, ademas de la actividad de ADN polimerasa, una capacidad 3’ = 5’ exonucleasa
[8, 9, 10]. Es altamente procesiva, puede sintetizar hasta 70,000 nucleétidos por cada
evento de union al ADN [8,9] y es capaz de realizar amplificacion por desplazamiento de

hebra [8, 9, 10], por lo que no requiere de ninguna helicasa para su funcionamiento [8].

1.5 Inserciones TPR1 y TPR2.

Como ya se menciond, la insercion TPR1 se encuentra localizada entre los motivos del
dominio de polimerizacién A y B, se extiende desde el residuo 261 al 358 de la ADN
polimerasa de Phi29, lo cual le confiere plegado de a hélice y hoja B, y es capaz de
interaccionar tanto con el ADN como con la proteina terminal debido a dicha conformacién.
Se ha visto que es el residuo Asp332 de la inserciéon del TPR1 el que mantiene dicha
interaccion con la proteina terminal y el ADN. En promedio tiene 55 aminoacidos; y tiene 7
residuos conservados en polimerasas de esta familia, siendo uno basico: Lys305, uno acido:
Asp332, dos hidrofdbicos: Leu333 y Leu342, y tres aromaticos: Tyr315, Tyr340 y Phe353 [5,
11].

La insercidn TPR2 de Phi29 consta aproximadamente de 25 aminodcidos localizados como
ya se menciond entre los motivos B y C del dominio de polimerizacién [5]. Para probar el
papel que juega dicha insercion en su capacidad de desplazamiento de hebra y su alta
procesividad, se construyé una mutante de la ADN polimerasa de Phi29 sin los residuos
Asp398 hasta Glu420 y se encontrd que la insercidn juega efectivamente, un papel
importante en las caracteristicas mencionadas [12]. Junto con el subdominio del pulgar, el

TPR2 forma un tunel mediante el cual la polimerasa forma un circulo alrededor del ADN,
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mejorando asi la procesividad de manera analoga a las proteinas de anclaje del ADN en el

complejo de replicacién [11].

A continuacién, se muestra en la figura 4 la manera en que el dominio de exonucleasa y los
subdominios de la palma, dedos, pulgar y TPR2 forman un camino en el cual parecen entrar
los dNTP’s y el pirofosfato sale del sitio activo; asi como la manera en que la polimerasa

atrapa al ADN entrante gracias a la ayuda del motivo TPR2.

A)

NCOMeng
daNTR
entiarce

Dosmstyeam
Tenplate
Tunned

Figura 4. A) Representacion esquematica de la polimerasa Phi29 con sustrato. La proteina se muestra en dos
niveles: El nivel superior contiene el dominio de exonucleasa, el subdominio TPR2 y el subdominio del pulgar
de rojo, azul y verde respectivamente. El resto de la proteina se muestra en gris. B) Modelo detallado de la
horquilla de replicacion de la ADN polimerasa Phi29. Basandose en la informacién obtenida de un modelo
en 3-D, la inserciéon TPR2 de la ADN polimerasa de Phi29 contribuiria a un encirculado total del sustrato de
ADN, confiriéndole una excelente procesividad, promoviendo la apertura de las hebras parentales del ADN, y
el enhebrado subsecuente del templado en el sitio activo del tinel. De esta manera, la insercién TPR2 actua
como calce para acoplar la polimerizacion al desplazamiento de hebra. (A tomado de [11], B tomado de [12]).

1.6 EL PCR.

Es un método in vitro de sintesis de acidos nucleicos por el cual un segmento particular de
ADN puede ser especificamente replicado. Involucra dos “primers” de oligonucledtidos que
flanquean el fragmento de ADN que serd amplificado. Ciclos repetidos de desnaturalizacién
por calor del ADN, el alineamiento de los primers a sus secuencias complementarias y la

extensidn de los primers alineados con una ADN polimerasa, representan la esencia de esta
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técnica de amplificacion de ADN. La especificidad y el rendimiento de la técnica dependen
de dicha polimerasa. Durante los primeros afios de existencia de la técnica, la polimerasa
utilizada era el Fragmento Klenow de la ADN polimerasa |, proveniente de Escherichia coli,
sin embargo, dicha enzima tuvo que ser reemplazada por la enzima Taq Polimerasa [13]
debido a que se inactivaba cada vez que se necesitaba desnaturalizar el ADN y por
consiguiente se debia agregar nueva polimerasa en cada paso. En consecuencia, La Taq
polimerasa ha sido por afos la enzima de eleccidn para llevar a cabo millones de procesos
de PCR. Dicha enzima es producida por la bacteria Thermus aquaticus, caracterizada por su
estabilidad en altas temperaturas sin desnaturalizarse [13]; siendo 75° - 80°C, su
temperatura éptima, con una vida media mayor a dos horas a 92.5 °C, 40 minutos a 95 °C,
y 9 minutos a 97.5 °C. Es capaz de replicar una cadena de ADN de 1000 pares de bases en
menos de 10 segundos a 72°C. Una de sus principales desventajas, es su baja fidelidad,
ademas de que carece de actividad exonucleasa de 3’ - 5’ [14] y tiene un promedio de

incorporaciéon de 1 error por cada 9,000 nucleétidos [15].
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2. AMPLIFICACION ISOTERMICA.

Existen métodos alternos al PCR para la amplificacién de secuencias especificas de ADN.
Generalmente, dichas alternativas no requieren de cambios de temperatura, por lo cual son
conocidos como protocolos de amplificacién isotérmica; y como una alternativa al PCR,
ofrecen la clara ventaja de no requerir de un equipo termociclador, gracias a que la
temperatura se mantiene constante a lo largo del proceso. Asimismo, el tiempo inhernete
al proceso es menor, tienen una alta produccién y se obtienen resultados confiables y
precisos [16]. La caracteristica mas importante que comparten los métodos de
amplificacién isotérmica, es que utilizan enzimas con la capacidad de efectuar amplificacion

por desplazamiento de hebra [17].

A continuacion, se ilustran tres métodos distintos de amplificacion isotérmica.

2.1 Métodos de amplificacion isotermal: Amplificacion isotérmica mediada por lazo

(LAMP).

LAMP es un nuevo método de amplificacién genética, que realiza sintesis de ADN por
desplazamiento de hebra gracias a la habilidad del fragmento largo de la Bst ADN
Polimerasa y un set de cuatro primers especializados: dos primers internos, designados
Primer Interno de Avance (FIP) y Primer interno de Retroceso (BIP), los cuales se utilizan en
todo el proceso de reaccién de sintesis por desplazamiento de hebra; y dos primers
externos, Primer de Avance (F3) y Primer de Retroceso (B3), los cuales se usan sélo en los
pasos iniciales del LAMP. Estos cuatro primers reconocen seis secuencias distintas en el ADN

blanco durante los primeros pasos del método [18].

Algunas de las ventajas del LAMP contra el PCR son: 1) LAMP no requiere del equipo
termociclador, ya que todas las reacciones se efectian a temperaturas entre 60°- 65 °C. 2)
La amplificacién es altamente selectiva, debido al requerimiento de los primers
especializados. 3) El limite de deteccién de LAMP es igual o mayor al del PCR y el tiempo de

deteccion es menor. 4) La reaccién del LAMP se puede acelerar usando dos primers tipo
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lazo especializados. 5) No se requiere la visualizacidn de productos de ADN en electroforesis
por gel para determinar si se ha logrado una amplificacidon exitosa, debido a que una
reaccidn positiva de LAMP provoca que la solucién se vuelva espesa, gracias a la formacion
del pirofosfato de magnesio como producto secundario, [19] facilitando con ello la

confirmacién del proceso.

El mecanismo de reaccién de LAMP se muestra en la figura 5. El primer interno FIP se
hibridiza a F2c en el ADN blanco, iniciando la sintesis de hebra complementaria. El primer
externo F3, el cual es pocas bases mds corto y menor concentrado que FIP, se hibridiza
lentamente a F3c en el ADN blanco e inicia la sintesis de ADN por desplazamiento de hebra,
liberando una hebra complementaria unida al FIP, la cual forma una estructura con un lazo
en un extremo (estructura 4). Este ADN de cadena sencilla sirve como templado para la
sintesis de ADN, iniciado por BIP y una subsecuente sintesis de ADN por desplazamiento de
hebra por parte de B3, resultando en la produccién de una estructura con forma de
mancuerna, la cual se convierte rdpidamente a una estructura de ADN tipo tallo-lazo
mediante sintesis auto-primada de ADN (estructura 7). Este ADN tipo tallo-lazo sirve como
el material inicial para el ciclado del LAMP; que es la segunda etapa de la reaccion LAMP

[18].

Para dar inicio al ciclado, FIP se hibridiza al lazo de la estructura de ADN tallo-lazo y da inicio
a la sintesis de ADN por desplazamiento de hebra, generando como producto intermedio
un ADN tallo-lazo hueco con una copia adicional invertida de la secuencia blanco en el tallo
y un lazo en el extremo contrario formado por la secuencia BIP (estructura 8). Una
subsecuente sintesis de ADN por desplazamiento de hebra auto primada produce una
estructura complementaria del ADN tallo-lazo original (estructura 10) y un ADN tallo-lazo
sin huecos con el tallo elongado hasta el doble y un lazo en el extremo contario (estructura
9). Ambos productos sirven como templado para una reaccién de desplazamiento de hebra
primado por BIP en los pasos siguientes: elongacién y reciclaje. Asi en el método LAMP la

secuencia blanco se amplifica al triple cada medio ciclo [18].
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Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de LAMP. Pasos involucrados en la reaccion de LAMP.

Esta figura muestra el proceso que inicia desde el primer FIP. No obstante, se debe recordar que la sintesis de
ADN podria iniciar desde el primer BIP, saltdndose varios pasos. (Tomado de [18]).

El producto final es una mezcla de ADN tallo-lazo con diferentes longitudes de tallos y
estructuras parecidas a coliflores con lazos multiples formados por el alineamiento entre

repeticiones alternadas invertidas de la secuencia blanco en la misma hebra (estructuras

16-18) [18].
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2.2 Métodos de amplificacion isotermal: Amplificacion por circulo rodante (RCA).

RCA es un método vigente desde 1989, en el cual se pueden utilizar distintas ADN
polimerasas y distintos templados circulares. Después del alineamiento de un primer
especifico a la molécula templado de hebra sencilla, la polimerasa incorpora nucledtidos en
una direccion complementaria 5° = 3’a la hebra templado. En caso de tener una molécula
templado linear, la sintesis se completa al final del templado como se ilustra en la figura 6a.
En caso de que el templado sea uno circular, la polimerasa llega una segunda vez al sitio de
unioén del primer, desplaza la hebra que acaba de ser sintetizada y continda con la sintesis
de ADN por varias rondas mas, dependiendo de la longitud del templado como se muestra
en la figura 6b. Gracias a este mecanismo, una molécula grande de ADN consistente de
copias repetidas de la secuencia templado es producida, llevando a una amplificacion mas
eficiente de un blanco circular comparado contra un blanco linear; esto es, utilizando un
solo primer. Agregando un segundo primer con un sitio de uniéon en la hebra
complementaria, se lograra una amplificacion ain mds eficiente dado que este primer se
puede unir a la hebra desplazada y asi iniciar una sintesis adicional de ADN; en este caso los
productos son ADN de doble hebra. Para templados circulares, la amplificacién multi-
primada es mas eficiente dado que los primers, con secuencias aleatorias, se unen a muchos

sitios de la molécula templado tal y como se puede observar en la figura 6¢ [20].
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Figura 6. Principio de la amplificacion por circulo rodante. Las lineas azules representan secuencias blanco
de ADN, las verdes primers de oligonucleédtidos, y las rojas ADN recién sintetizado por la polimerasa. Las
flechas indican los extremos 3’ de las hebras crecientes de ADN. (a) Templado linear y primer sencillo. Después
de la unidn del primer la polimerasa sintetiza la hebra complementaria. (b) Templado circular y primer sencillo.
La polimerasa sintetiza una hebra complementaria iniciando en el primer unido. Después de una ronda el
primer y la hebra sintetizada son desplazados y la sintesis de ADN continda por rondas adicionales. Por esta
accién una hebra sencilla concatemerica de ADN es producida. (c) Templado circular y multiples primers
aleatorizados. La sintesis inicia en los primers multiples unidos al templado. La sintesis por desplazamiento de
ADN ocurre como en (b). Sin embargo, los primers aln presentes en la reaccidn se unen a la hebra desplazada
y son usados como puntos adicionales de sintesis de ADN. Los productos son moléculas de doble hebra
concatemerica de ADN (Tomado de [20]).

2.3 Métodos de amplificacidon isotermal: Amplificacion por desplazamiento multiple
(MDA).

MDA es un método para amplificar ADN mediante el uso de primers aleatorios y de la
Polimerasa Phi29 proveniente del bacteriéfago Phi29 de Bacillus subtilis. Se utiliza esta
enzima debido a su alta procesividad (referente al nimero de nucleétidos que puede
adicionar al extremo 3’ terminal antes de disociarse del ADN) y a su fuerte actividad de
desplazamiento de hebra. La polimerasa es capaz de adicionar en promedio 70,000
nucledtidos en cada evento de asociacion al templado. Estas caracteristicas le permiten a la
polimerasa copiar el mismo templado muchas veces, extendiendo nuevos primers al mismo
tiempo que desplaza los productos previamente extendidos. La amplificacién exponencial
provoca un intermediario estructural del ADN con forma de varias ramas como se muestra

en la figura 7 [21].
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Figura 7. La reaccion del MDA. E| templado de ADN es copiado por un mecanismo de ramificacidn en el que
la ADN polimerasa Phi29 extiende los primers hexaméricos aleatorios mientras que la fuerte actividad de
desplazamiento de hebra desplaza al mismo tiempo las copias previamente hechas (Tomado de [21]).

Otra caracteristica de la reaccion del MDA es la presencia de primers aleatorios protegidos
por uniones fosforotioato en los dos nucledtidos 3’ terminales, asi como se muestra en la
figura 8; esto es necesario para prevenir la degradacidn de los primers debido a la actividad
exonucleasa 3 - 5’ de la polimerasa, la cual confiere la ventaja de que hay pocas
mutaciones acumuladas durante el MDA. Durante la amplificacion por MDA se pierde un
poco de material genético, sin embargo, el 99.8% del genoma permanece intacto. Asi

mismo, el MDA tiene el menor rango de error reportado hasta el dia de hoy [21].
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Figura 8. Enlaces internucleotidicos fosfodiester y fosforotioato. Las fracciones de azucar en los
oligonucledtidos de ADN en estado nativo estan unidas mediante fosfato (tiene un oxigeno no-puenteante,
flecha azul), mientras que las fracciones de azucar en los oligonucledtidos con reactivo de sulfuracion estan

unidos por fosforotioato (tiene un azufre no-puenteante, flecha roja) [22].
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3. LAS 5 PROTEINAS ESTUDIADAS EN EL PRESENTE TRABAJO.

A continuacién, se presentan las cinco enzimas ADN polimerasas que se seleccionaron para
ser estudiadas, se proporcionan datos de en dénde fueron encontradas geograficamente,
las temperaturas a las cuales se encontraron y datos bioquimicos de cada una de ellas. La
razon por la cual se seleccionaron estas cinco ADN polimerasas, es porque se piensa que
tienen la capacidad de realizar desplazamiento de hebra debido a la presencia del motivo

TPR2 en sus estructuras.

3.1 Exiguobacterium antarcticum.

Es una bacteria psicrotréfica, es decir, tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes
extremadamente frios desde -12° hasta 55°C; se aislé por primera vez de esteras
microbianas del lago Fryxell en la Antartida. Es una bacteria gram positiva, con la capacidad
de movimiento gracias a que tiene flagelos distribuidos de manera uniforme en toda su
superficie, no tiene la capacidad de formar esporas y presenta un color naranja brillante
[23]. Esta conformada por 727 amino acidos, 2,195 pares de bases, pesa 84,775.31 Daltons,
tiene un pl de 5.41, su coeficiente de extincidon molar es de 112, 540 M*cm™ y su motivo

TRP2 consta de 42 amino acidos.

3.2 MSBL1 Archaeon.

Es una archaea que fue aislada de lagos salados del Mediterrdneo, y se cree que es un
organinsmo autotrofo capaz de fermentar azlcares. Es capaz de sobrevivir a ambientes
hiper-salinos debido a su habilidad de importar o sintetizar osmolitos, lo que le permite
mantener su balance intracelular osmético. Se encontré a una profundidad de 2,141
metros, a una temperatura de 44.8°C, a una salinidad de 26.2% y a un pH de 6.2 unidades
[24]. Esta conformada por 645 amino acidos, 1,947 pares de bases, pesa 75,176.74 Daltons,
tiene un pl de 7.2, su coeficiente de extincion molar es de 116,090 Mcm™ y su motivo TRP2

consta de 30 amino acidos.
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3.3 Methanocella arvoryzae.

Es una archaea aislada de suelo de un campo de arroz en Italia. Es una bacteria
metanogénica, es decir obtiene su energia a partir del metano. Durante su etapa temprana,
sus células tienen forma de bastones, mientras que en su fase exponencial presenta forma
de cocos. Puede crecer a una temperatura desde 37° hasta 55°C, aunque su crecimiento
Optimo ocurre a los 45°C, con un rango de pH desde 6-7.8, aunque el dptimo es 7.0y, puede
crecer en presencia de sal desde 0-20gNaCl/L [25]. Esta conformada por 931 amino acidos,
2,805 pares de bases, pesa 107,576.24 Daltons, tiene un pl de 8.05, su coeficiente de

extincion molar es de 130,990 M cm™y su motivo TRP2 consta de 28 amino &cidos.

3.4 Nitrosopumilus sp.

Es una archaea capaz de oxidar amonio, se aislé de Svalbard, Noruega, cerca del circulo
artico. A diferencia de todas las arqueas capaces de oxidar el amonio obtenidas de
ambientes marinos, Nitrosopumilus tiene la capacidad de utilizar la urea [26]. Esta
conformada por 594 amino acidos, 1,795 pares de bases, pesa 69,308.56 Daltons, tiene un
pl de 9.65, su coeficiente de extincién molar es de 103,140 M-*cm™ y su motivo TRP2 consta

de 5 amino acidos.

3.5 Thermotoga sp.

Es una bacteria que fue aislada del reservorio de hidrocarburos en Gippsland Basin,
Australia, a 1,960 metros de profundidad, a una temperatura de 102°C, un pH de 7.2 con
un 2.68% de sales. Tiene tolerancia a bajos niveles de oxigeno y cuenta con la enzima
NAD(P)H oxido-reductasa [27]. Esta conformada por 715 amino 4cidos, 2,157 pares de
bases, pesa 85,173.67 Daltons, tiene un pl de 8.80, su coeficiente de extincién es de 167,540

M-1cm™y su motivo TRP2 consta de 43 amino acidos.
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4. HIPOTESIS:

“La extension del motivo TPR2 dictara la capacidad de desplazamiento de hebra de cada
una de las cinco enzimas presentes en el estudio; a mayor longitud del motivo, mejor

desplazamiento de hebra tendran. “

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general:

“Evaluar la capacidad efectuar una amplificacidon por desplazamiento de hebra de las cinco

ADN polimerasas”

5.2. Ojetivos especificos:

1) Modelar a las 5 enzimas ADN polimerasas y su interaccion con un substrato de ADN.
2) Sub-clonar las 5 enzimas ADN polimerasas en pET19.

3) Realizar ensayos de expresiéon y purificacién.

4) Realizar ensayos de polimerizacidn.

5) Realizar ensayos de amplificacién por desplazamiento de hebra.
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6. MATERIALES Y METODOS.

Los cinco genes requeridos para la presente investigacidon, se mandaron hacer a la compaiiia
Biomatik (www.biomatik.com), localizada en Ontario, Canada. Los genes venian liofilizados
y expresados en el vector pUC57 con sitios de corte para las enzimas BamHI y Ndel; se
resuspendieron en 30 pl de buffer TAE (10mM Tris-HCI, 0.5mM EDTA, pH 8.0) de la

compafiia QUIAGEN. Las concentraciones finales de los cinco genes quedaron en 166ng/ul.

En lafigura 9 se explica el proceso seguido durante este trabajo de una manera esquematica
para su mejor comprensidén, con los puntos mas importantes de cada experimento

realizado.

i } ] £ *+  Con MEGA7.
Filogeniay == .+ ConPyMOL.
Estructuras —
Transformar en TOP 10
Extraer plasmido.

Digerir con BamHI y Ndel.
Extraer ADN de gel.
Ligara pET19.

Extraer plasmido.

Digerir con BamHI y Ndel.
Gel de Agarosa.

Sub clonar en
pET19 -

Transformar en BL21.

Inocular medios suplementados con ampicilina y cloranfenicol.
Induccion con IPTG y arabinosa.

Cromatografia de afinidad.

Cromatografia de intercambio idnico.

Gel de poliacrilamida.

Expresion y .
Purificacion M

Cuarto especial para radioactividad.

Sustrato de 45 nucledtidos hibridado a un iniciador de 24 nucledtidos.
Adicionar las polimerasas a 50nM.

4 temperaturas de trabajo; 35°, 55°, 75° y 95°C.

Gel de poliacrilamida.

Ensayo de
Polimerizacion

[ Con pUC19 y CITO.
Adicionar polimerasas a 80 nM.
3 temperaturas de trabajo; 30°, 50° y 70°C.

Gel de agarosa.

Ensayo de
Desplazamiento
de Hebra

Figura 9. Esquema general del procedimiento efectuado en el presente trabajo. En el esquema se muestran
los objetivos especificos en los que se decidié abordar el trabajo, (Filogenia y Estructuras, Sub clonado en
pET19, Expresidn y Purificacion, Ensayo de Polimerizacion y Ensayo de Desplazamiento de Hebra), asi como
los puntos importantes de cada uno de ellos.

Se explica a continuacién de una manera detallada cémo se efectuaron los experimentos

para poder cumplir con cada uno de los objetivos.
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6.1 Analisis filogenético y modelos estructurales de las polimerasas de Exiguobacterium

antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp y Thermotoga

sp.

Se realizé una busqueda de secuencias homdlogas de ADN polimerasas de la familia B2 en
bases de datos, se tomdé como base a la ADN polimerasa del bacteriéfago Phi29. Se
obtuvieron las secuencias y se redujo la lista a sélo 22 secuencias de la familia B2. En el
siguiente paso se efectud su alineamiento con Clustalw [28]. Se obtuvo el alineamiento, y
se tomaron solamente los 22 dominios de polimerizacion de las polimerasas, incluyendo el
motivo TPR2 de cada una de ellas. La construccién filogenética de las secuencias de los
motivos de polimerizacidn se obtuvo utilizando el método de mdaxima verosimilitud con
rtREV + G + F como modelo de sustitucién, con un valor de gamma igual a 0.4617 y 300

repeticiones en el programa MEGA?7.

Los modelos por homologia de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon,
Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp y Thermotoga sp., se construyeron utilizando el
programa PyMOL iZ3D (Dynamic Clone), usando como templado la estructura

cristalografica del complejo ADN polimerasa de Phi29 y su sustrato de ADN PDB:1XHX_A.

6.2 Sub-clonado de los genes en pET19.

Se transformaron los genes de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon,
Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp y Thermotoga sp en células competentes Top

10 de E. coli.

Para esto, se agregd 1 ul de cada uno de los 5 genes a 100 ul de células competentes Top
10; se dejé reposar la mezcla por 30 minutos en hielo y después se aplicd un shock térmico
de 42°C por 45 segundos en un bafio maria (Blue M Mega Whirl de Electric Company),
seguido de un nuevo ciclo en hielo por 2 minutos. Se agregaron 300 pl de medio LB (10g/L
Triptona, 5g/L extracto de levadura, 5g/L NaCl) y se depositd la mezcla en una incubadora

(Orbital shaker incubator de la compafiia MRC) a 37°C, con una agitacién de 200 RPM’s por
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1 hora. Al paso de dicha hora, se plagued cada mezcla en una caja Petri independiente con

medio LB y ampicilina y se dejaron reposar entre 12 y 18 horas a una temperatura de 37°C.

Al paso de las 12-18 horas a 37°C, se retiraron las 5 cajas Petri con colonias de cada uno de
los cinco genes de ésa temperatura y se trasladaron a un cuarto a temperatura ambiente,
se depositaron en una campana de extracciéon (NuAire), donde a cinco tubos de ensayo de
vidrio previamente esterilizados se les agregd 5 ml de medio LB, 5 ul de ampicilinay con la
ayuda de una punta de micropipeta se adiciond una colonia a cada tubo, de esta manera se
tuvo un pre-indculo de cada gen; se depositaron los 5 tubos de ensayo a 37°C a 200RPM

por 16 horas.

Después de las 16 horas se procedié a efectuar la extraccion de plasmido (GenelET Plasmid
Miniprep Kit Thermo Scientific) de cada uno de los cinco genes, siguiendo la metodologia
que a continuacién se presenta: 1) Se centrifugd (Mini centrifuga Eppendorf Centrifuge
5424) en un tubo eppendorf distinto para cada gen el volumen contenido en su respectivo
tubo de ensayo por 5 minutos a 13,000 RPM’s. 2) Se resuspendid la pastilla obtenida del
paso anterior en 250 pl de solucién de resuspension, la resuspension se efectud por vortex.
3) Se agregaron 250 pul de solucidn de lisis y se mezclé invirtiendo el tubo alrededor de seis
veces hasta que la solucién se tornd levemente clara. 4) Se agregaron 350 pl de solucién de
neutralizacion y se mezclé inmediatamente invirtiendo el tubo alrededor de seis veces. 5)
Se centrifugd por 5 minutos a 13,000 RPM’s y se formé una pastilla de ADN cromosomal y
desperdicios celulares. 6) Se transfirié el sobrenadante a una columna GenelET mediante
decantacién y se evitd transferir el precipitado blanco. 7) Se centrifugd por 1 minuto a
13,000 RPM’s y se elimind el sobrenadante, se colocé la columna de vuelta en el mismo
tubo de colecta. 8) Se agregaron 500 pl de solucién de lavado a la columna GenelET y se
centrifugé por 1 minuto a 13,000 RPM’s y se elimind el sobrenadante, se colocd la columna
de vuelta al mismo tubo de colecta. 9) Se repitidé el procedimiento de lavado anterior. 10)
Se elimind el sobrenadante y se centrifugd por 1 minuto adicional a 13,000 RPM’s, asi se
removid la solucion de lavado residual, (paso esencial para evitar la acumulacion de etanol
residual). 11) Se transfirid la columna GenelET a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml. Se

agregaron 50 pl de buffer de elucién al centro de la membrana de la columna GenelET y se

29



eluyd el ADN plasmidico, sin hacer contacto con la membrana. Se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd por 5 minutos a 13,000 RPM’s. 12) Se elimind la

columna y se almacené el plasmido purificado a -20°C.

Después de haber purificado el plasmido de cada uno de los 5 genes se digirieron los genes
con las enzimas BamHI y Ndel por 4 horas a una temperatura de 37°C, como se muestra en

la siguiente tabla:

Tabla 1. Componentes de la digestion de los 5 genes para 15 ul de reaccion.

Componente | Exiguobacterium MSLB1 Methanocella = Nitrosopumilus = Thermotoga
Archeon
Buffer 3.1 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul
Ndel 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul
BamHI 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul
Agua 9.4 ul 9.1ul 10.07 ul 9.77 ul 9 ul
Plasmido 3.5 ul 3.8 ul 2.83 ul 3.13 ul 3.9 ul

Después de haber llevado a cabo la digestidn, se corrié un gel de agarosa al 1% con bromuro
de etidio, de esta manera se comprobd que la digestion hubiese liberado de manera exitosa
los 5 fragmentos deseados, se cortd la banda del gel en donde estuvieran localizados los 5
genes, de acuerdo a su tamafio, y se extrajo el ADN con la ayuda del QlAquick PCR
Purification kit de la compafia QIAGEN; se siguieron los pasos que a continuacion se
muestran: 1) Se agregaron 5 voliumenes de buffer PB a 1 volumen de la reaccién del PCRy
se mezcld; si el color de la mezcla resultaba naranja o violeta, se debia agregar 10 ul de
acetato de sodio 3 Molar pH 5.0 y mezclar para que la mezcla se tornara amarillo, pero
desde el principio tuvo esa coloracion, por lo que no se agregd nada. 2) Se depositd una
columna QlAquick en un tubo de colecta de 2 mililitros. 3) Se enlazé el ADN, alimentando la
muestra a la columna QlAquick y se centrifugd por 30-60 segundos, se elimind el
sobrenadante y se colocd la columna QlAquick en el mismo tubo. 4) Se lavé agregando 750
pl de buffer PE a la columna QlAquick y se centrifugd por 30-60 segundos, se elimind el

sobrenadante y se colocd la columna QlAquick en el mismo tubo. 5) Se centrifugd la
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columna QIAquick en el tubo de coleccién por un minuto y se eliminé el buffer de lavado
residual. 6) Se colocd cada columna QlAquick en un nuevo tubo para micro-centrifuga de
1.5 mililitros. 7) Posteriormente, se eluyd el ADN agregando 50 pl de buffer EB o agua al
centro de la membrana QlAquick y se centrifugd la columna por 1 minuto. Para una mayor
concentracion de ADN, se agregaron 30 ul de buffer de eluciéon al centro de la membrana

QlAquick, se dejo reposar la columna por 1 minuto y después se centrifugd.

Una vez que se extrajo el ADN de cada uno de los 5 genes de interés se continud al siguiente
paso; la ligacidn de los 5 fragmentos al vector final, es decir a pET19. El tiempo de ligacion

fue de 4 horas a una temperatura de 16°C y se emplearon los siguientes reactivos:

Tabla 2. Componentes de la ligacion de los 5 genes a pET19, para 15 pl de reaccién.

Componente | Exiguobacterium MSLB1 Methanocella = Nitrosopumilus = Thermotoga
Archeon
Ligasa 1l 1l 1l 1ul 1l
Vector (pET19) 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul
Buffer 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul
Agua 8.78 ul 6.81 pl 8.05 ul 6.25 pl 8.28 ul
Plasmido 1.22 pul 3.19 ul 1.95 pl 3.75 ul 1.72 pl

Se obtuvieron las ligaciones de los 5 genes en el vector pET19 y se procedid a purificar el
pldsmido como ya se explicd anteriormente en el presente trabajo (ver pagina 29-30,
seccidn 6.2), se purificé el plasmido y se digirié con las enzimas BamHI y Ndel, y se agregaron
los 5 cortes a un gel de agarosa al 1% y bromuro de etidio, con esto se comprobd la
liberacion de los fragmentos deseados. Una que se comprobd que dichos fragmentos
tienian el peso molecular correcto, se mandaron a secuenciar los genes en pET19 a las

instalaciones de secuenciaciéon genémica del LANGEBIO.

Se analizaron los resultados de la secuenciacion y se comprobd que efectivamente se tenian

los genes correctos y se procedid al siguiente paso, el inicio de la purificacién.
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6.3 Expresion y Purificacion de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon,

Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp. y Thermotoga sp.

El primer paso que se dio fue el de transformar los cinco genes con células de E. coli BL21
como ya se explicd anteriormente, una vez transformados los cinco genes con esta cepa, se
plaguearon en 5 cajas Petri distintas con LB, ampicilina y cloranfenicol, se dejaron las cajas
Petri por 16 horas en un cuarto a 37°C con la finalidad de obtener colonias. Posteriormente,
se extrajeron las cajas de ese ambiente, y se mantuvieron en un cuarto a temperatura
ambiente, dentro de una campana de seguridad. Se prepararon 5 matraces de 500 mililitros
con 100 ml de LB, 100 pg/ml de ampicilina y 35 pug/ml de cloranfenicol y se procedio a
extraer una colonia de cada caja Petri con la ayuda de una punta de pipeta, se deposité la
punta con la respectiva colonia a cada uno de los 5 matraces y se dejaron en incubacion por
16 horas a 37°C con una agitacion de 200 RPM’s. Al término de las 16 horas, se utilizaron
los 5 matraces con sus respectivos genes para inocular 3 litros de medio LB con 100 pg/ml
de ampicilinay 35 ug/ml de cloranfenicol y 0.2 g/L de Arabinosa. Los cultivos fueron crecidos
hasta obtener una densidad éptica a 600 nm mayor o igual a 0.6, el monitoreo de las
respectivas densidades Opticas se realizé con ayuda de un espectrofotdmetro Beckman
Coultier DU 800. Una vez alcanzada la densidad dptica requerida, se depositaron los
matraces en hielo por 30 minutos y se les adiciond IPTG a una concentracién 0.5 Molar. Se
depositaron los matraces en una incubadora de New Brunswick Scientific Innova 40 a 16°C
por 16 horas a una agitacion de 200 RPM’s. Al término del periodo de induccién, el cultivo
se centrifugd a 4,000 RPM’s por 15 minutos a una temperatura de 4°C en una centrifuga
Beckman Coultier Avanti J-E Centrifuge. El sobrenadante fue desechado y las células fueron
resuspendidas en 40 mililitros de un buffer de lisis que contenia: 500 mM de NaCl, 25 mM
de Hepes pH 7.4, 10% de gicerol y 1mg/ml de lisozima para dar inicio a la lisis celular, y se
incubd en hielo por 30 minutos. Al paso de los 30 minutos, se congeld con nitrégeno liquido
y se dejé descongelar a temperatura ambiente por duplicado. Se sonicé la mezcla de entre
10 a 20 veces segun su viscosidad, se agregd PMSF a 1 mM a la mezcla, a continuacién, se
llevaron las muestras al cuarto frio, se pusieron en agitacién por 30 minutos mientras que

se les agregd PElI pH 7.4 por goteo hasta que la mezcla cambié de color. Se procedid a
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centrifugar las muestras a 13,000 RPM’s por 1 hora a 4°C. Se colectd la fraccién soluble y se
filtré con jeringas y filtros de Merck Millipore de 0.45 um vy el filtrado se empled para la

purificacion de las 5 proteinas.

Para el primer paso de la purificacion, cromatografia de afinidad a metal (Niquel), se
utilizaron 5 diferentes columnas de sefarosa-niquel de 1mililitro de GE Healthcare, las
cuales fueron previamente equilibradas con el buffer de lisis celular y 5 mM de Imidazol. Se
prosiguid a pasar la fraccién soluble filtrada por la columna, se realizaron dos lavados con
soluciones similares a la de lisis. Al primer lavado se le adicioné 25 mM de Imidazol y al
segundo lavado se le adiciond 50 mM de imidazol; la elucidn de las proteinas se efectto con
un buffer que contenia: 300 mM de NaCl, 25 mM de Hepes pH 7.4, 10% glicerol, 500 mM
de Imidazol y 1 mM de PMSF. La elucidn fue dializada en un buffer que contenia: 50 mM de

NaCl, 25 mM de Hepes pH 7.4, 10% glicerol, 1 mM de PMSF, 2 mM de EDTAy 5 mM de DTT.

Para el segundo paso de la purificacion, cromatografia de intercambio idnico, se emplearon
5 columnas diferentes de Heparina de GE Healthcare y se les alimentd la elusién del primer
paso, y se fue eluyendo mediante un gradiente salino desde 50 mM hasta 2000 mM de NaCl.
Las fracciones en que eluyeron las proteinas fueron colectadas y dializadas en un buffer que
contenia: 100 mM de NaCl, 25 mM de Hepes pH 7.4, 50% glicerol, 1 mM de PMSF, 2 mM de
EDTAy 5 mM de DTT. Se almacenaron las muestras dializadas a -20°C. Se verificd la pureza
de la proteina y se evalu6 mediante electroforesis en gel al 10% de poliacrilamida-SDS y

tefiido con Azul Coomassie.

6.4 Ensayo de polimerizacion.

El sustrato utilizado para el ensayo de polimerizacion fue un oligonucleétido templado de
45 nucleodtidos hibridado a un iniciador de 24 nucledtidos. Para llevar a cabo las distintas
reacciones, se empled un stock de buffer 10X que contenia 200 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM
DTT 200 mM KClI, 5 mg/ml BSA y 100 mM MgCl,, el cual fue diluido 1:10 veces usando 80 pl
de buffer 10Xy 720 ul de agua Mili Q.
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Las polimerasas provenientes de Exiguobacterium antarcticum y Thermotoga sp. se
diluyeron 1:20 veces con el buffer 1X para obtener una concentracién final de 50 nM de
polimerasa en la mezcla final. De manera similar, la polimerasa de Methanocella arvoryzae
también fue diluida, pero 1:100 veces con el buffer 1X para obtener una concentracién final
de 50 nM de polimerasa en la mezcla final. Se emplearon las polimerasas Taq y Phi29 a
manera de control para el experimento, dichas polimerasas fueron diluidas 1:100 veces con
el mismo buffer 1X que fue empleado para diluir a las polimerasas de Exiguobacterium

antarcticum, Thermotoga sp y Methanocella arvoryzae.

Lo que se queria probar era a que temperaturas podian efectuar polimerizacion las enzimas
polimerasas objeto de este estudio, por lo que se escogieron 35°, 55°, 75° y 95° C como
prueba, por lo que se prepararon 4 réplicas de cada polimerasa, dando un total de 20
reacciones distintas. En los 20 casos la mezcla buffer 1X-polimerasa se llevd hasta los 7.75
ul, para luego ser depositadas en 4 distintos termo-cicladores de la marca Bio-Rad (C1000
touch thermal cycler), programados a 35°, 55°, 75° y 95° respectivamente, cada termo-
ciclador contenia las cinco diferentes polimerasas objetos de estudio, es decir cada equipo
tenia a las polimerasas de Exiguobacterium antarcticum, Thermotoga sp, Methanocella
arvoryzae Taq y Phi29. El tiempo de incubaciéon para cada una de las 4 diferentes
temperaturas fue de 10 minutos. Una vez pasados los 10 minutos, se adicionaron a cada
una de las 20 reacciones 1.25 pl de dNTP’s y 1 ul de ADN previamente marcado con y-P32
ATP, de modo que en cada reaccién habian 10 ul exactos. Justo después de dicha adicién,
se pusieron las 20 mezclas en una incubadora Amersham Biosciences a una temperatura de
37° C por otros 10 minutos. Al paso de ese tiempo, se agregaron 10 pl de buffer de paro
para detener la reaccion, se procedio a depositar las 20 mezclas en un termoblock a 95° C
por 5 minutos, para luego depositarlas en hielo por otros 5 minutos. Una vez enfriadas las
reacciones, se centrifugaron rapidamente en una mini centrifuga MiniSpin Eppendorf para
gue todo el liquido que estuviera en las paredes se fuera al fondo del tubo. Finalmente las
20 reacciones se resolvieron en un gel al 16% de poliacrilamida y 8 M de urea. En todo
momento la radioactividad fue monitoreada con un equipo Geiger de Thermo Electron

Corporation Survey Meter.
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Se analizd el gel con un equipo Storm 840 Phosphorimager y con el software Quantity one

de Biorad.

6.5 Ensayo de amplificacion por desplazamiento de hebra.

Para llevar a cabo el ensayo de amplificacién por desplazamiento de hebra, se tomaron
como guia los protocolos de Shoaib et al. y de De Vega et al. [29 y 10]. En primer lugar, se
prepard 1 mililitro de un buffer 10X con los siguientes componentes: 370 mM de Tris-HCl,
100 mM de MgCl;, 500 mM de KCI, 50 mM (NH4)SOa4, 2% de Tween 20 y Agua. Una vez
preparado dicho buffer, se procedié a hacer dos extracciones de plasmido por el método
Mini Prep, (previamente explicado), a pUC19 y a CITO con la finalidad de comprobar que
hubiera una amplificacion con dos fuentes distintas de ADN. Una vez obtenidos los

pldsmidos correspondientes de pUC19 y de CITO, se efectuaron las siguientes mezclas.

Tabla 3. Componentes de las Reacciones de amplificacion por desplazamiento de hebra

Para 10 pl de reaccion.

pUC19 pUC19 ciTo CITO

Componente 1X 10X 1X 10X

H.0 2.5 pl 25 ul 2.5l 25 ul

Buffer Rxn 10X 1l 10 pl 1ul 10 ul

BSA 1l 10 pl 1l 10 pl

DTT 0.5 ul 5ul 0.5 ul 5ul

ADN 1l 10 pl 1l 10 pl

Primer

Aleatorizado 1l 10 ul 1l 10 ul
Resistente a
Exonucleasas

DNTP’s 2 ul 20 ul 2 ul 20 ul

La concentracidn final del DTT fue de 2 mM, la del BSA fue de 10 pg/ul, de los DNTP’s fue

de 2 mM y de los Primers aleatorizados resistentes a exonucleasas fue de 50 uM. Una vez
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teniendo las 10 reacciones tanto de pUC19 como de CITO con todos los componentes
necesarios para una reaccion de desplazamiento de hebra, excepto por las polimerasas, se
procedidé a la programacién de 3 distintos termo-cicladores de la marca Bio-Rad (C1000
touch thermal cycler), esto por que para cada polimerasa de Exiguobacterium antarcticum,
Methanocella arvoryzae y Phi29, se probaron tres diferentes temperaturas; 30°, 50° y 70°
C. Ademas, como ya se menciond, las enzimas no se agregaron desde el principio a las

mezclas, sino en un paso intermedio del PCR isotermal.

El proceso que se siguid fue el siguiente; una vez programados los tres termo-cicladores, se
alimentaron 9 pl a 18 tubos de PCR y se depositaron 3 tubos con pUC19 y 3 tubos con CITO
en el termo-ciclador 1 a 30°C, 3 tubos con pUC19 y 3 tubos con CITO en el termo- ciclador
2 a 50°Cy 3 tubos con pUC19 y 3 tubos con CITO en el termo-ciclador 3 de 70°C; después,
se dejaron los 18 tubos a 95°C por tres minutos, inmediatamante después se enfriaron por
5 minutos a 4°C, mientras transcurrian esos 10 minutos, se iba pausando el programa de
cada termo-ciclador justamente al paso de 5 minutos y se adicionaba 1 de las polimerasas
de Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y Phi29 a una concentracion de
80nM en cada uno de los tubos, de manera que en el termo-ciclador 1, 2 y 3 habian dos
tubos de Exiguobacterium antarcticum, dos tubos de Methanocella arvoryzae y dos tubos
de Phi29; justo después de terminar de agregar las polimerasas a los seis tubos de cada
termo-ciclador, se reanudaba el programa y se cumplian los mencionados 10 minutos a 4°C.
Después de haber efectuado el mismo proceso para los 3 distintos termo-cicladores, se
procedidé dejando por 4 horas a las respectivas temperaturas de amplificacién 30°, 50° y
70°C. Al paso de las 4 horas, se prosiguid a dejar por 10 minutos a 80°C los todos los tubos
para detener las reacciones, después se colocaron a 4°C por dos minutos, se digirieron las
18 reacciones con la enzima Hindlll y se corrié finalmente un gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio, el cual se analizé con un foto-documentador Biorad para comprobar si

habia o no ocurrido una amplificacion por desplazamiento de hebra.
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7. RESULTADOS.

Se muestran a continuacion los resultados de las simulaciones por computadora del arbol

filogenético en el programa MEGA7, las estructuras tedricas de las 5 proteinas en base a

Phi29 efectuadas con el programa PyMOL, asi como los diversos geles de los experimentos

de clonacién, expresidn y purificacién, polimerizacién y desplazamiento de hebra.

7.1 Analisis filogenético y modelos estructurales de las polimerasas de Exiguobacterium

antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp y Thermotoga

sp.
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Figura 10. Arbol filogenético de diversos integrantes de la Familia B2. La construccion filogenética de las
secuencias de ADN polimerasas se obtuvo utilizando el método de maxima verosimilitud y un bootstrap de

300 repeticiones con el programa MEGA7.
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Al analizar las secuencias de la ADN Polimerasa de Phi29 y las polimerasas de
Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus
sp y Thermotoga sp. de una manera mas detallada, se noté que las cinco polimerasas
referentes a este estudio, comparten similitudes con la Polimerasa de Phi29. Las seis
polimerasas tienen su dominio de polimerizacién conservado en sus tres motivos (A, By C)
[30], a excepcion de un pequeio fragmento denominado 2b cuya secuencia es TxxGR, el
cual solo esta presente en la polimerasa de Phi29, se cree que los aminodcidos Thrd34 y
Arg438 de dicho motivo estdn involucrados en la unidn de la polimerasa de Phi29 al primer
[31]. Las seis polimerasas comparten el motivo YXxGG/A (CT), el cual cumple una labor de
separador de los dominios de polimerizacién y de 3’>5’ exonucleasa, coordina ademas
entre sintesis y degradacion de la polimerasa, este motivo se encuentra en la region
conectora de los dominios N y C terminales [32]. Otro motivo conservado en las seis
polimerasas es KxY, el cual forma parte del sitio activo de la polimerasa y es al parecer
responsable de estabilizar la parte terminal del primer [31]. La ADN Polimerasa de Phi29
tiene actividad exonucleasa 3’>5’, cuenta con los tres segmentos altamente conservados
entre polimerasas con dicha capacidad, denominados EXO |, EXO Il y EXO Ill [30]. De las 5
polimerasas referentes a este estudio, se encontré que Unicamente Thermotoga sp. cuenta
con una actividad 3’->5’ exonucleasa, es importante mencionar que solamente
Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y Thermotoga sp. fueron analizadas
en base a si tienen o no actividad 3’25’ exonucleasa; mas adelante en la seccién 7.4 del

presente escrito, se detalla mas.

Se muestra en la figura 11 una representacién modular de las seis polimerasas sin los

dominios de exonucleasa.
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ADN Polimerasa Amino acidos
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Figura 11. Representacion modular de las polimerasas de Phi29, Exiguobacterium antarcticum, MSBL1
Archaeon, Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp y Thermotoga sp. En ninguno de los seis casos se
muestra el dominio de exonucleasa, de azul se pueden ver los motivos TPR1 y TPR2, de verde los tres motivos
de polimerizacién A, By C, de rojo los motivos YxG, KxY'y TxxGR, el ultimo exclusivo de Phi29.

Como ya se menciond, para la realizacion de los 5 modelos estructurales de las polimerasas
de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella arvoryzae,
Nitrosopumilus sp y Thermotoga sp., se utilizé el programa PyMOL, en el que se alineé cada
una de las 5 polimerasas generadas con Swiss Protein contra la Polimerasa de Phi29 y su
sustrato de ADN. En la figura 12, se muestran las estructuras obtenidas de dicha simulacidn,

asi como el modelo estructural de la Polimerasa Phi29.
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Exiguobacterium a. MSBL1 A. Methanocella a.

DI

Figura 12. ADN Polimerasas de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella arvory:zae,
Nitrosopumilus sp., Thermotoga sp. y Phi29. Para los Seis casos, se muestra en azul el dominio de polimerasa,
de verde el dominio exonucleasa, de rojo el motivo TPR2 y de amarillo el ADN de doble cadena.

De la figura anterior, se puede apreciar que en Exiguobacterium antarcticum, MSBL1
Archaeon, Methanocella arvoryzae, Thermotoga sp., y Phi29 el motivo TPR2 (en color rojo),
junto con el dominio de polimerizacién (en color azul), rodean al ADN entrante, contrario al
caso de Nitrosopumilus sp., en el cual su motivo TPR2 siendo tan pequefio, (de solo 5
aminoacidos) que es incapaz de rodear al ADN. Estas diferencias en cuanto a la longitud de
los respectivos motivos TPR2 de las 6 polimerasas, pueden ser las que dicten cudl de las
polimerasas pueda o no efectuar desplazamiento de hebra, o bien, podrian conferir otras

capacidades que no se contemplaban en un principio.
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7.2 Sub-clonado de los genes en pET19.

El proceso seguido para la clonacién de las 5 polimerasas en pET19 ya fue explicado en la
seccion de materiales y métodos. Por lo que, en la figura 13, se muestra el corrido de un gel
de agarosa al 1% y bromuro de etidio, para verificar que los cinco genes estuvieran clonados
en pET19. Como se puede ver, los tamafios de cada gen coinciden con lo reportado en las
hojas 23 y 24 del presente estudio, ademas de que el tamafio de pET19 también coincide

con lo reportado, debido a lo anterior, se confirma el éxito del proceso de sub-conado.
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Figura 13. Gel de clonacion de N-Nitrosopumilus sp., A-MSBL1 Archaeon, T-Thermotoga sp., E-
Exiguobacterium antarcticum y M-Methanocella arvoryzae en pET19. Se muestran los tamafos de cada una
de las 5 polimerasas en pares de bases y en orden ascendente. En cada caso se puede ver el fragmento que
corresponde a la polimerasa y el fragmento que corresponde a pET19.
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7.3 Expresion y Purificacion de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon,

Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp. y Thermotoga sp.

En el primer paso de purificaciéon, cromatografia de afinidad por niquel, se realizaron dos
lavados con una concentracién ascendente de imidazol de 25 mM a 50 mM para las 5
proteinas, asi mismo se eluyeron todas las proteinas a 500 mM de Imidazol, se dejaron por
14 horas en membranas de didlisis, en un buffer con 10% de glicerol. Posteriormente, se
corrié un gel de acrilamida al 10% para evaluar si era necesario otro paso de purificacion o
si solo con ese paso unico era suficiente. Se decidio realizar un segundo paso de purificacion
dado que las proteinas no se veian limpias. El segundo paso de la purificaciéon fue una
cromatografia de intercambio idnico con heparina. Se utilizé una concentracién ascendente
de NaCl desde 50 mM hasta 2000 mM para las 5 proteinas, se dejaron en membranas de
didlisis por 14 horas en un buffer de 50% de glicerol. Se corrié un gel de acrilamida al 10%
para evaluar la pureza de las proteinas. En la figura 14 se muestra el gel definitivo de la
purificacién de las polimerasas de Phi29, Thermotoga sp., Exiguobacterium antarcticum y

Methanocella arvoryzae.

A) Phi29 Ther Exi Metha B)

Parimetros Thermotoga sp. | Exiguobacterium Methanocella
a. a.

120 Peso Molecular 66,317 Da 85,173.67 Da 84,775,31 Da 107,576.24

100 - Da

85 Punto 8.52 8.80 5.41 8.05
Isoeléctrico

70 - -

60 #de 572 715 727 931
aminodcidos

50— Longitud del 25 aminodcidos 43 aminodcidos 42 aminoacidos 28
TPR2 aminodcidos

Figura 14. A) Gel de acrilamida de la purificacion definitiva. Se muestra la purificacion de las polimerasas de
Phi29, Ther Thermotoga sp., Exi Exiguobacterium antarcticum y Metha Methanocella arvoryzae con el
marcador de peso molecular en el primer carril. B) Tabla 4. Parametros de las Polimerasas Phi29, Thermotoga
sp., Exiguobacterium antarcticum y Methanocella arvoryzae.

Como se puede apreciar de la figura 14, en el inciso A, se muestra la purificaciéon por
cromatografia de intercambio idnico, en la que se muestran solamente tres de las cinco
polimerasas; Thermotoga sp., Exiguobacterium antarcticum y Methanocella arvoryzae,
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junto con la Polimerasa de Phi29. Esto se explicard mds a fondo en la seccion de Discusion.
En el inciso B se puede ver una tabla de pardmetros de cada una de las polimerasas

mencionadas anteriormente.

7.4 Exiguobacterium antarcticum y Methanocella arvoryzae realizan polimerizacion y
tienen actividad de desplazamiento de hebra moderado, mientras que Thermotoga sp.,

realiza polimerizacidn y cuenta con actividad exonucleasa.

Los genes de las proteinas Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y
Thermotoga sp., se clonaron en el vector pET19 y las construcciones obtenidas se usaron
para expresar las proteinas en células de E. coli. Las proteinas recombinantes se purificaron
por cromatografia de afinidad y cromatografia de intercambio iénico. El rendimiento de la
proteina de Exiguobacterium antarcticum fue de 2.5 mg/L de cultivo, el de Thermotoga sp.,
fue de 2 mg/L de cultivo, (siendo la proteina que peor rendimiento mostrd), y, por ultimo,
Methanocella arvoryzae fue de 9 mg/L de cultivo, siendo la proteina que mejor rendimiento
mostrd. Después de los dos pasos de purificacion, las proteinas presentaron una pureza
cercana al 90%. Las proteinas recombinantes purificadas de Exiguobacterium antarcticum,
Methanocella arvoryzae y Thermotoga sp., se utilizaron para realizar ensayos de
polimerizaciéon. Dichos ensayos fueron realizados con un sustrato de AND de cadena doble
formado por un iniciador marcado radioactivamente hibridado a un templado. Como se
observa en la figura 15, las polimerasas de Exiguobacterium antarcticum, Methanocella
arvoryzae y Thermotoga sp., asi como las de Phi29 y TaqPol, fueron capaces de llevar a cabo
la polimerizacidn; aunque cabe mencionar que fue en algunas condiciones en las que hubo
una extension total del producto hasta los 45 nucledtidos, tal fue el caso con las condiciones
de 35°, 55°y 75° C de Thermotoga sp. y Methanocella arvoryzae, la condicidon de 95° C de la
TagPol y la condicion de 35° C de la Phi29. Exiguobacterium antarcticum no fue capaz de
extender hasta los 45 nucleotidos en ninguna de las condiciones. En cuanto a la actividad

3’->5’ exonucleasa, se puede ver en la misma figura 15 que solamente Thermotoga sp., en
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las condiciones de 35° y 55° C y Phi29 en la condicidn de 35° C fueron las que mostraron

dicha actividad.

T Exiguo T Tagpol T Metha T Phi29 35° 55° 75° 95°

45 ntd =
- Polimerizacion

i 7 Actividad
Exonucleasa

R s S
00 s
12345 678910 1112131415 16171815 M

A
P

Figura 15. Actividad enzimatica de Thermotoga sp., Exiguobacterium antarcticum y Methanocella
arvoryzae. Se muestra en los carriles 1, 6, 11 y 16 las cuatro condiciones de Thermotoga sp., en los carriles 2,
3, 4 y 5 se muestran las cuatro codiciones de Exiguobacterium antarcticum, en los carriles 7, 8, 9 y 10 se
muestran las cuatro condiciones de la TagPol, en los carriles 12, 13, 14 y 15 se muestran las cuatro condicones
de Methanocella arvoryzae, en los carriles 17, 18, 19 se muestran las cuatro condiciones de Phi29 y en el carril
gue se muestra como M representa a la marca radioactiva.

Para medir la capacidad de desplazamiento de hebra de las polimerasas de Methanocella
arvoryzae y Exiguobacterium antarcticum, se efectuaron dos experimentos con diferentes
fuentes de ADN; se utilizaron pUC19 de 2,686 pb y CITO de 1,000 pb, expresado en pET19
de 5,717 pb para tener dos confirmaciones independientes de la capacidad de amplificacion
de las polimerasas mencionadas. Es importante resaltar el uso de los primers aleatorizados
resistentes a exonucleasas, debido a que la degradacion de los primers por la accién de la
actividad correctora 3’25’ exonucleasa de Phi29 reduce los rendimientos [9]. La figura 16

muestra la amplificacién por desplazamiento multiple de CITO y pUC19.
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Figura 16. Amplificacidon por desplazamiento multiple de A) CITO. Se presentan en los primeros tres carriles
las tres condiciones evaluadas para Phi29, de 30°, 50° y 70°C. En los siguientes tres carriles se presentan las
tres condiciones evaluadas para Methanocella arvoryzae de 30°, 50° y 70°C. En los ultimos tres carriles se
presentan las condiciones evaluadas para Exiguobacterium antarcticum de 30°, 50° y 70°C. Por ultimo se
presenta en el dltimo carril la escalera de peso molecular. Las tres enzimas fueron adicionadas a 80 nM en sus
respectivas mezclas. Los cortes se hicieron con la enzima HindlIl. B) pUC19. Se presentan en los primeros tres
carriles las tres condiciones evaluadas para Phi29, de 30°, 50° y 70°C. En los siguientes tres carriles se
presentan las tres condiciones evaluadas para Methanocella arvoryzae de 30°, 50° y 70°C. En los ultimos tres
carriles se presentan las condiciones evaluadas para Exiguobacterium antarcticum de 30°, 50° y 70°C. Por
ultimo se presenta en el Gltimo carril la escalera de peso molecular. Las tres enzimas fueron adicionadas a 80
nM en sus respectivas mezclas. Los cortes se hicieron con la enzima Hindlll.

En la figura 16, se puede ver que para la amplificacion de CITO, asi como para la de pUC19,
la enzima Phi29 muestra su mejor capacidad de amplificacién a 30°C, asi mismo se observa
una amplificacidn a 50° en pUC19. Methanocella arvoryzae muestra amplificacion a las tres
temperaturas tanto como para CITO como para pUC19; aunque se ve una mayor cantidad
de ADN amplificado en el caso de pUC19. Por la imagen, se puede ver que la mejor
amplificacién fue aquella efectuada por Exiguobacterium antarcticum, para ambos casos es
la enzima que muestra un mayor grosor en cada una de sus bandas, indicando una mayor
presencia de ADN; asi mismo, se puede apreciar que muestra una mayor amplificacion para

pUC19 que para CITO.
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8. DISCUSION.

El presente estudio tuvo como objetivo principal el identificar, de entre cinco distintas
enzimas ADN polimerasas de la familia B2 Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon,
Methanocella arvoryzae, Nitrosopumilus sp., y Thermotoga sp., aquellas que tuviesen la
capacidad de realizar amplificacion de ADN por desplazamiento de hebra. En cuanto a los
objetivos secundarios, se tenian: 1) modelar las cinco enzimas ADN polimerasas y su
interaccidn con un substrato de ADN, 2) sub-clonar las cinco enzimas ADN polimerasas en
pPET19, 3) realizar ensayos de expresion y purificacion, 4) realizar ensayos de polimerizacién

y, 5) realizar ensayos de amplificacién por desplazamiento de hebra.

En cuanto al modelaje de las cinco enzimas ADN polimerasas, se puede ver en la seccion de
resultados que, en cuatro de las cinco enzimas, el motivo TPR2 (mostrado en rojo) sirve
como una especie de pinza, y que junto con el dominio de polimerizacién (mostrado en
azul) atrapan o abrazan al ADN, y que, en un solo caso, el de Nitrosopumilus sp., su motivo
TPR2 es muy corto, siendo sélo de cinco aminoacidos, por lo que no es suficiente para
realizar esta labor de abrazadera. Lo anterior podria significar que esta enzima en particular
no seria capaz de realizar una amplificacidon por desplazamiento de hebra, mientras que las
cuatro enzimas de Exiguobacterium antarcticum, MSBL1 Archaeon, Methanocella
arvoryzae, y Thermotoga sp. tienen motivos TPR2 mas grandes que el de la ADN polimerasa
de Phi29, faltaria Unicamente, comprobar si MSBL1 Archaeon y Termothoga sp. son 0 no

capaces de realizar una amplificacidn por desplazamiento de hebra.

Las cinco enzimas ADN polimerasas fueron exitosamente sub-clonadas en el vector pET19

y se mandaron secuenciar para garantizar que en efecto se tuvieran los genes deseados.

A pesar de que las cinco enzimas ADN polimerasas fueron exitosamente expresadas, dos de
las cinco enzimas; MSBL1 Archaeon y Nitrosopumilus sp., no pudieron ser llevadas hasta la
misma pureza que Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y Thermotoga
sp., (las cudles alcanzaron una pureza de 90%, como se puede ver en el gel de la figura 14

inciso A). Como se menciond en la seccion de materiales y métodos, el buffer en el que se

46



trabajé con Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y Thermotoga sp., tenia
25 mM de HEPES pH 7.4, ademads de ese buffer, se probaron otros dos con fosfato de potasio
pH 7y pH 8 y el mismo buffer con HEPES a un pH de 8 para comprobar si resultaria mejor la
purificacion de MSBL1 Archaeon y Nitrosopumillus sp., sin embargo, el resultado fue
negativo. Asi mismo, se probaron diferentes métodos de purificacién de ADN polimerasas
que se sabe que funcionan, entre ellos el método de purificacion para la polimerasa del fago

T7.

En ambos casos (MSBL1 Archaeon y Nitrosopumilus sp.), se pudo efectuar la purificacién
por cromatografia de afinidad, pero al igual que las otras tres ADN polimerasas de este
estudio, no tenian la pureza requerida para poder efectuar los subsecuentes ensayos de
polimerizaciéon y amplificacion por desplazamiento de hebra, por lo que se intentd un
segundo paso de purificacidn, por cromatografia de intercambio idnico (igual a las otras tres
enzimas), lamentablemente, una vez realizado este paso se notd que era muy poca enzima
la que se obtenia de cualquiera de las dos, aun asi, se intentd concentrarlas por
centrifugacién, pero a pesar de esto, la concentracion de Nitrosopumilus sp. y de MSBL1
Archaeon seguia siendo muy baja. Debido a lo anterior, se decidié seguir adelante con sélo

tres enzimas aptas para avanzar a los siguientes pasos.

Antes de llegar a la decisién de utilizar solamente dos pasos de purificacién se tenia un
tercer paso de purificacion: una cromatografia de intercambio catidnico o anidnico,
dependiendo del punto isoeléctrico de la polimerasa que en ese momento fuera a ser
alimentada a la columna, pero se elimind porque se noté que a pesar de que habia un
aumento en la pureza de las proteinas, ese aumento era minimo y, también, de esa manera
se podian ahorrar reactivos. Asi mismo, antes de llegar a la conclusién de que lo mejor era
utilizar los pasos de cromatografia por afinidad seguida de una de intercamcio idnico, se
intento probar si una matriz de fosfocelulose reultaria o no Util después del primer paso por
afinidad, a pesar de que reulto Util, se notd que las proteinas quedaban mas puras con una

cromatografia por afinidad seguida de la de intercambio idnico.
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En cuanto a las evidencias de que Exiguobacterium antarcticum, Methanocella arvoryzae y
Thermotoga sp., pueden efectuar polimerizacién, seria deseable evaluar un rango mas fino
de temperaturas para asi determinar puntualmente la mejor temperatura de trabajo para
cada una de dichas enzimas. Al parecer, son Methanocella arvoryzae y Thermotoga sp., las
dos polimerasas que tienen una mejor actividad, dado que las dos presentan actividad
polimerasa en un rango mdas amplio de temperaturas, ademds de que son capaces de

polimerizar el sustrato de 24 nucleotidos hasta 45 nucleotidos.

En cuanto a la actividad exonucleasa 3’25’ presentada Unicamente por Thermotoga sp.,
seria interesante evaluar mds a fondo no sélo esta polimerasa, sino a las cuatro restantes
para validar si efectivamente sdélo esta enzima tiene la actividad exonucleasa o si las demas

también la tienen.

Se encontro por dos repeticiones distintas con diferentes sustratos (pUC19 y CITO), que al
menos dos de las cinco enzimas ADN polimerasas, Exiguobacterium antarcticum y
Methanocella arvoryzae presentan la capacidad de amplificacion por desplazamiento de

hebra a tres temperaturas distintas; 30°, 50° y 70°C.

Como se ha ido mencionando, es importante resaltar que las cinco enzimas ADN
polimerasas del presente estudio tienen diferentes motivos TPR2, mas importante aun, que
difieren en tamafio con respecto al de la polimerasa de Phi29, esto podria significar, que la
diferencia en aminodcidos podria conferirles a estas polimerasas alguna otra habilidad
como efectuar una sintesis translesional [33] o alguna otra caracteristica deseable, pero no

anticipada.
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9. CONCLUSIONES.

De manera general, el trabajo realizado fue exitoso debido a que se pudo comprobar que

al menos dos de las cinco polimerasas del presente estudio exhiben la capacidad de efectuar

amplificacién por desplazamiento de hebra, lo cual representa el objetivo general de esta

investigacion. El hecho de que las enzimas tengan la capacidad de desplazamiento de hebra

se debe a las diferencias de extensidn de sus respectivos motivos TPR2 con el de Phi29. Asi

mismo, se desarrollé una metodologia probada, alterna a la actual técnica por PCR.

Las conclusiones puntuales son:

Las polimerasas de Methanocella arvoryzae y Exiguobacterium antarcticum tienen
la capacidad de amplificacion de cadena isotermal a 30°, 50° y 70°C.

La polimerasa de Methanocella arvoryzae tiene la capacidad de realizar
polimerizacién a temperaturas de 35°, 55°, 75°C de los 24 nucleétidos hasta los 45
nucledtidos y una menor capacidad a los 95°C; la polimerasa de Exiguobacterium
antarcticum tiene la capacidad de realizar polimerizacion a las temperaturas de 35°,
55°, 75° y 95°C aunque no de manera completa; La polimerasa de Thermotoga sp.,
tiene la capacidad de polimerizar completamente los 24 nucleétidos hasta 45
nucledtidos a las temperaturas de 35°, 55° y 75°C, aunque baja su capacidad a los
95°C.

La polimerasa de Thermotoga sp., cuenta con actividad exonucleasa 3’25’ a las
temperaturas de 35° y 55°C, la cual disminuye significativamente a los 75°C y no

existe a los 95°C.
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10. PERSPECTIVAS.

Si bien el resultado alcanzado fue exitoso, considero que se debe trabajar en algunas areas

de oportunidad, y para ello, se propone lo siguiente:

e Encontrar la composicién exacta de buffers de lavado y elucién para realizar ensayos
de purificacidn para las polimerasas de Nitrosopumilus sp.y MSBL1 Archeon.

e Ensayos de polimerizaciéon y de actividad 3’5’ exonucleasa mas detallados para las
polimerasas de Methanocella arvoryzae, Exiguobacterium antarcticum y
Thermotoga sp.

e Ensayos de polimerizacién y de actividad 3'>5’ exonucleasa para las polimerasas de
Nitrosopumilus sp.y MSBL1 Archeon.

e Ensayos de desplazamiento de hebra para las polimerasas de Thermotoga sp.,
Nitrosopumilus sp.y MSBL1 Archeon.

e Ensayos de Thermal Shifting para las 5 ADN polimerasas.

e Evaluar la fidelidad de las 5 ADN polimerasas.

e Evaluarsilas 5 ADN polimerasas tienen la capacidad de efectuar sintesis translesion.
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12. APENDICES.
12.1 Secuencias de aminoacidos de las cinco enzimas ADN polimerasas del presente

estudio.

Secuencia de Exiguobacterium antarcticum.

MAKKKQQIEEKPLRLLTLDTETRGLFGEVFRVGLYDGETYYSGYTFPEIYPIIQDLSTRWECHVYVHNLD
FDLAKIAKDFITNEMVLDLKKAVAINNQFIVLPSEHMILHDSLRILPMSLERITKSFGLDKEGKIDLSDYLK
TTPYAVYKEDGTLDKRKSQGKYFENVDPDEPMLNEYLEMDCRSLHTVLTMIMEIAHMSLEDFVRCPT
AASLSMSVYKAQQPDEYEDATSSNYYGATGEMMEEFVRRAYYGGRTEVFTPQLEDGYHYDVNSLYP
HVMKENEFPIGYYEHIYDPEKARTNYRFWKKYRKGAGIAEANVTVPDMHIPPLPTRVEHGKLENKLLFP
VGSFTGVWTYDELEKAEQLGCTVEVTQTTYWYKTAPVFKEFVGYWEDIKKNAEGAKREFSKLVQNSLY
GKFGMRRERETLAPYAMRDELEDKDELFDTFYHTELDMRFLTHITKSKAKYIQPHIAVFVTSKARLLLLD
GLLQQEKAGSVSYCDTDSIAGTAVMPDDMVHKDDYGKWKLENTIKQGIFLQPKLYAEIKGDGKTVIKG
KGIPGEKLEDITFTNYEEWLHTMGAKKQDSIHLYDGYESRQKFVTLLKANKDFDSKVVLRKTINLLNEQK
RVMDYVNNTSRPHNLDTYEEYSPSEVQEILAYTYLDDDVDQLKEFVKEIGHIRIPAQKTSRFRFEYEQM
SRSVRIKYFRKEGRLDLDSFAEAIGWEVNELVEELRMS

Secuencia de MSBL1 Archaeon.

MDKFVTIPPYLODGIDPLKRSYPKKINLIVFDVETEEGEPYLITFYNGEESPTYLKVTPENILDKFMKFLID
NCPQTKTNLLFAHNLQFDLTVVLNQYENELFQYLEPPKLSHELGTFTKIFSQKTWFAQVKLDNGAYVKL
IDTGNFFKGSLYNLSRKLNLDHKKRSRPDFVDEGKKPSNRKEWQKLYLYCGAEIKATYDLAEYILOKHKG
YDTYITMSAPQFASKVFKKHYLAQRIPQVPEKVRWLAERTIHGGRSDTFVECPILIPDVHYFDYNSFYP
WAMANLPPITGGEWEEVDDFVNEFEGFYQVSGYVRECKHPVVLKNAGGMDYASGKRVRRTPLSSYE
LREALDKEEIEIAEITGYIWKPGENSVNPFKPYVGNFYGKKQKTPKNDPRYQNFKLLLNSLYGKTYQTNR
KTDYKEEPRYKVDQETGNVKKNEIRYKAGGIYLPHVGSWITSMCRAELHNALHKYDGIDCATDSFKTK
RNDVPTGEELGELDHEYEGMLLLIRPKLYLMFSPQVQEEVMNDYGGDLRAWLNANLSTLEESDSIKDL
IPKYALHGFWGSPIQLLKLYQKKENEYLVDHMNKIREAIREGKQARKMEERKRSIQIDWTEEVGLCGLK
KGEAVKERELCTGACSKCPYVREF

Secuencia de Methanocella arvoryzae.

MGRGEQAEYHNAGQPTINNSRIDLVFDTETTTDRYQNLTFGSCGVWVNGKPDRFLIFFDHELPKPST
DIIKAYNIQYNTEKILNDKLPGTTFNSYELMTKEEFVENVLFPYVFQARANCICFNIPFDITRLAIKFSESRK
YNNGFSVTLSENPNNPRIVIKHIDSKRAFVELTNPDRSKGKKKKKRRPFRGNFLDLRTFTFVLTNEGYDL
GRALPDFGSKFRKMSPEEHGKITPEYITYNINDTLATYDLYVQALKRYRWYCLDKTPTKLYSPASIGKALL
DKIGILPFHFKNPEFPEEILGYVMMGYYGGRTETRIRKEPRLITCLDYISMYPSVFVLLNMYRFLIAKNILR
EDATKDAQTLLDKITPEDIRNKELWNDFTIICELEPNEDKVPVRSSYGNKYALNIGINYLISTDGSTIWYTL
IDLIAAKMDQGKAPRIKRAIRFIPSEPQDNLNSITYLKGLPPLEPGADLIKYLIERDHIKKLMKSPEWEGK
KDTEEYRELEISEQILKIIANSTSYGIFIQLNPEDADSEEVTIFCDQTFTAEVNKIEKPGPAFNPIMAVFLTA
GSRLILATAEALITRENGYFAYCDTDSIFISPEHVPMIQEFFRDLNPYGVHIEDMFKIEDNKSRKKKVKRV
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VKLENVWLYAISAKRYVLYHVHDNGAIEILKYSSHGLGHLMNIDEAQIWMDILTLHYHPEEADEIFQRY
KGKYAFSKLAITTYDIWARVNKRNQGKPLKEQIKPFNFILVGTSYRTDPETKQPIIPTWPYNSADDKEFA
KLPYMPFIDYKTGKTYTNPPAAGQEFSTEFYLKPMDEVLYDYVNHPEAKSEGDTGLLKSRYLHINKASIH
RIGKESDDIENSLIFGLPSDSYGEVANIYQAISNLTPKDAGKLGIPERTLRKWKAKIREGKPLNMKNSVIIK
LKRPIESIE

Secuencia de Nitrosopumilus sp.

MAESIPVTDYRDLSKVYTKRPQNRNPAHSRLRTVHGIDTETYNGNIFLIADSDGQYLDKITPNSVISWLF
SKKYHGTWNFFYNLSYDAEVILKLLGSELFRYRSTGKLDFWHGNHHLEYFPGKSLRIKKGHHSVLFFDIM
QFFGGSLSNAYEKNIKKLSKEYLDIKSKRSEFTIRHYNHNKKKIRKYCIQDCKLTKELSEKWITLFSNAFSFY
PAKWTSAGYLAEKVLINNGINLPRFSDTPYSIQELAFKSYFGGRIELIKRGFIGKAYLYDINSAYPDAIANF
PDTTKGKWIKRKSIHKDAKLGFFKIQCDIPDDYTIAPFPFKANNVILYPSGKFVTYCTLKELQACKSNSLYR
ILEGYQWISNSPIYPYRKFIQSLYQKRQKLKQDNNPLEQPIKHLNSIYGKTGQKINGVMGNLFNPVMFA
YITGYTRAKLYKFVLKNRLESDIIAFATDSICTTRKLNIDSKRLGDFSYDGESSDTFYLONGFYRFNSIWKQ
RGLGRLGSKEIEHLDTFEKDGKLFYKFRVNRNSRLRSSILSNRIQDIGKIAPITREVNLNADRKRLWLGKIE
SIDQKECNESMTISLNFMNKESV

Secuencia de Thermotoga sp.

MKTIRKRREVKRRKWKFGAFDVETWGLDARRFAFGVCVWRDKNGCIQRKVFYNREQMMNFMVSR
RFRGYVWWGHNAGAYDMISLFGNYLQNRNFKVIMNKGRFIKAEYKTGTGHKVYFQDTLNFFGTSLE
KLAKDVANEKLITPDKFKVSLEDEDIIRYMVEAGKWSVEDVMRIYGIQRGSVEAILGGKFERYLEAYDVE
YCIRDAEIVLIAVEKLAEWVYENFRVNLTSTIASLSLRIFFTHFLKEDIKVSELDALFRNSYYGGRVEVFRDR
FQWRDVKYYDFNSLYPSVMYQKEYPDPSSLEYEPFPSKNLIYEFEGVSEVTVYVSEGMDIPPLPIRYNGK
LIFPVGYMRGWWNHNELRMAEKYGAKILKVHRTVYATRTIKPFREFVEYFYTLRKKYKEEGNKTYDLFT
KIIMNSLYGKFGQQNEYREIGFIDEERGEDWVFEPFGESDLGEWKKVDENGHVIKADAKHSILCWGSY
VTSWARIYLYEKMMEVVKKGGKVYYCDTDSIITDMELESGKELGQVKLEGEGKIFLIAPKTYIFDTTEGK
TIKMKGIRNPDPDNIREEYHERRVVKVKEALRRKKEAGEGEIRVKKPKFIDEKRNWISDTESKPWIYHEL
VAEYTIKKMVKQDVERMWQELQSEKVARNIKEVGDEYRRFKSPKPAWYLDMEKQLGRKPTKKDLED
YMYFVYNQMREEIINQVIKELGGDDVETT
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12.2 Motivos TPR2 de las 22 ADN polimerasas representadas en el arbol filogenético.

Organismo Motivo TPR 2
Phi29 PDVTGKVPYLKENGALGFRLGEEET
Zea mays PESTTTQIVSTEESRKLALYNDGFVQSYELSSDK

Beta macrocarpa

PKSTKTDIGGIKEYQYRMRQESWLDGDYLGNDK

Silene vulgaris

PEYNKTEICDYERYRTILKTFFAEACYFKDRKV

Glycine max

PQSTKTEMCNKSKRDRIFRRPEFIDDVFIREDL

Lachancea kluyveri

PIDKEVYIVKRDVVAGECENLSQNENGEICIGKRIVKKPKFFNLDGEDYDKMIIER

Rhizophagus

irregularis

PSLTKTQFHTQEGIENLSQYWDLKNRIDFGEINLVTLELAKEWILQNKGEQELIKN

Pleurotus ostreatus

DLNTEMKVIESKDLNFLNKTENVDTLFESNRLSLIKSHGPLDPEVVDLFSKENLIENKKINPFIED

Neurospora crassa

DSAAEIKMLTTNELDNIQLTNNVIHEFEVDDDKHYVRYDKKPCPVLCAQSEKNYELLSYLDGE

Moniliophthora PIAENHIIISNEEALKLYSKKNITNIIDLKNGKELISFFSIPTNS
perniciosa

Caenorhabditis PMKTETRLIYKKDGLAFTKFFNDVK

elegans

Bacillus thuringiensis

RERIMYADISERDKLEAEGHTVSEIIYDMN

Giardia lamblia

PVFKRMNTVDRAGLERELLD

Vibrio shiloi

VKPKKTFSVADGYSQPQQP

Trichomonas

vaginalis

PIESKITIVDDKDAIRYAIRNYNHIVKFEGLDGSDKTIFKLTKSI

Entamoeba

histolytica

PILKETKFFRSQKKFETYWVRNYTDVLYGEPLFGSEIWIMEIKKQI

Methanococcoides

burtonii

NPEDKKTDIQVYGLDDFNTSENRFEKA

Exiguobacterium

antarcticum

RERETLAPYAMRDELEDKDELFDTFYHTELDMRFLTHITKSK

Methanocella NPEDADSEEVTIFCDQTFTAEVNKIEKP
arvoryzae
MSBL1 Archeon NRKTDYKEEPRYKVDQETGNVKKNEIRYKA

Nitrosopumilus sp.

INGVM

Thermotoga sp.

NEYREIGFIDEERGEDWVFEPFGESDLGEWKKVDENGHVIKAD
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