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Entre las metodologias mas difundidas en biotecnologia y diferentes
ciencias biologicas afines, se encuentran la amplificacién de &cidos
nucleicos utilizando enzimas purificadas con actividad de polimerasas,
las cuales son aplicadas en diversas técnicas, tales como la de
amplificacion de ADN por medio de la ADN polimerasa (PCR), la
conversion de moléculas de ARN a ADN por medio de la transcriptasa
reversa (retrotranscripcion, RT), o amplificacion isotérmica de ADN por
medio de una ADN polimerasa especifica (LAMP, del inglés “Loop-
mediated isothermal AMPlification”). Considerando que este grupo de
enzimas son muy utilizadas en metodologia moleculares tanto en
investigacion cientifica, diagnéstico o laboratorios académicos, es de
gran interés por lo brevemente expuesto, obtener fuentes confiables de
dichas enzimas de manera local para poder cubrir necesidades en los
mencionados ambitos, para poder llevar adelante practicos orientados a
docencia, aplicar estos reactivos en diferentes desarrollos y tener
disponibilidad de dichas enzimas para el diagnéstico local de patégenos
de interés veterinario y humano. Para el caso de las polimerasas a
producir en el presente proyecto, entre las etapas iniciales se realizaran
ensayos moleculares para evaluar principalmente su actividad, el grado
de pureza alcanzado y en dultima instancia la estabilidad en el
almacenamiento de los stocks producidos.

1 Segin Resolucién CS 326/17 Lineas de investigacién cientifica y desarrollo tecnoldgico prioritarias 2016-
21/6 Res.R 449/18 Lineamientos estratégicos generales de Investigacién ytransferencia 2019/21del CEDET

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires

Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 466-7186/1529/4530
Internos: 134/350
Sec.investigﬂcio’n@unm.edu.or




,;’7 UNIVEREIONG SECRETARIA DE INVESTIGACION
L il Y VINCULACION TECNOLOGICA
Palabras claves: | ADN polimerasas, ARN polimerasas, Escherichia coli, proteinas
recombinantes

Parte |

Informe de resultados para el repositorio?

1. Introduccion y objetivos (minimo 1 pagina- maximo 2 paginas)
- Realizar una presentacion general del estudio (tema/problema) y una justificacion de su relevancia (motivos para estudiarlo,
aportes potenciales).

- Indicar el objetivo general de la investigacion y los interrogantes efectivamente trabajados en el proyecto.

Desde el punto de vista de desarrollos de interés biotecnoldgico, la expresidn de proteinas recombinantes
involucra por lo general la sintesis y purificacion de grandes cantidades de una proteina en particular,
utilizando mediante la tecnologia del ADN recombinante sistemas de expresion especificos para diferentes
huéspedes, bacterias, células de mamifero, células de insectos, levaduras, efc.

Entre las metodologias mas difundidas en biotecnologia y diferentes ciencias biolégicas afines, se
encuentran la amplificacion de acidos nucleicos utilizando enzimas altamente purificadas que tienen
actividad de polimerasas, las cuales son aplicadas en diversas técnicas, tales como la de amplificacién de
ADN por medio de la ADN polimerasa (PCR), la conversion de moléculas de ARN a ADN por medio de la
transcriptasa reversa (retrotranscripcion, RT), o amplificacion isotérmica de ADN por medio de una ADN
polimerasa especifica (LAMP, del inglés “Loop-mediated isothermal AMPlification”).

Considerando que este grupo de enzimas son muy utilizadas tanto en docencia, investigacion cientifica y
diagnostico mediante técnicas moleculares, es de gran interés por lo brevemente expuesto, obtener fuentes
confiables de dichas enzimas de manera local para poder cubrir necesidades en el ambito académico, para
poder llevar adelante practicos orientados a docencia, aplicar estos reactivos en diferentes desarrollos y
tener disponibilidad de dichas enzimas para el diagndstico local de patdgenos de interés veterinario y
humano.

En el contexto de la carrera de Licenciatura en Biotecnologia de la Universidad de Moreno, es esencial el
uso de enzimas para la sintesis y modificacion de acidos nucleicos con el fin de llevar a cabo trabajos
practicos de diferentes disciplinas, realizar tareas de investigacion y desarrollo de metodologias de
diagnostico, con el potencial de realizar extension de servicios hacia la comunidad.

Por lo tanto, montar una Unidad o Grupo de Investigacion en Biologia Molecular, que realice desarrollos en
cuanto a la expresién y purificacion de proteinas recombinantes con actividad enzimética es de interés para
cubrir las necesidades propias de la Universidad Nacional de Moreno, pero con un alto valor agregado que
es el de proveer una plataforma de desarrollo para potenciales productos de calidad para la industria local.
Actualmente en nuestro pais los tiempos que involucran a los procesos de importacion, o los costos
aplicados para muchos productos son elevados e incluyen reactivos utilizados en biologia molecular, tales
como las enzimas mencionadas. Debido a esta variabilidad en la facilidad y costos de suministro de este
tipo de reactivos, es de gran interés disminuir la falta de stock o demoras en importaciones, evitando
problemas de planificacion y ejecucion de proyectos de docencia, investigacion y desarrollo.

Si bien existe cierta oferta de este tipo de productos en el territorio argentino, el presente proyecto estara
direccionado al establecimiento de una plataforma de produccién de proteinas recombinantes en sistemas
procariotas en la Universidad de Moreno, iniciando dicha plataforma con el clonado y expresion de
diferentes enzimas con actividad de polimerasas, con el valor agregado de tener disponible dicha estructura
productiva para futuros candidatos propuestos, por grupos de investigacion dentro y fuera de la UNM.
Para el caso de las ADN polimerasas a producir en el presente proyecto, entre las etapas iniciales se
realizaran ensayos moleculares para evaluar su estabilidad y actividad en funcion del tiempo, ademas del
grado de pureza alcanzado.

2 Se solicita brindar informacion detallada en los campos que componen esta Parte |, ya que sera publicada en el Repositorio online
de la UNM. Esto permitira difundir de manera amplia la investigacion, sus resultados y visibilizar la labor de los miembros d el equipo
de investigacion.

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y VINCULACION TECNOLOGICA

Av Bartolomé Mitre 1891, Moreno, prov. de Buenos Aires
Oficina A 103 - 1° Piso - Edificio Histérico
Tel: (0237) 466-7186/1529/4530
Internos: 134/350
Sec.investigﬂcio’n@unmedu.or



'7UNWERSIDAD SECRETARIA DE INVESTIGACION
U o Y VINCULACION TECNOLOGICA

La escala productiva se realizara en escala de laboratorio, llegando en un futuro a escala de biorreactores
de volumen reducido, con la intencién de obtener stocks suficientes de moléculas activas y altamente
purificadas.

Por Ultimo, el establecimiento de esta plataforma se puede extender, de manera interdisciplinaria, a la
produccion de antigenos para el desarrollo de vacunas a subunidad o de proteinas de interés para el
desarrollo de herramientas de diagnéstico, evaluacion antigénica en el uso de proteinas recombinantes
como inmundgenos, estudio de modelado molecular por medio de herramientas biocinforméticas, modelado
matemético de bioprocesos productivos, etc., de manera de integrar todos los aspectos inherentes a la
formacion de profesionales en el campo multidisciplinario biotecnolégico. El desarrollo y aplicacién de este
tipo de metodologias en el seno de la carrera de Licenciatura en Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Moreno, conducira no sélo al establecimiento de una plataforma de producciéon de proteinas
recombinantes, sino que brindara la formacion de recursos humanos especializados en estas metodologias.
Las hipétesis de trabajo consisten en:

1.- El protocolo de disefio, permitiria obtener ADN polimerasas termoestables recombinantes con elevada
actividad.

2.- La productividad en las condiciones establecidas permitiria el abastecimiento de estas enzimas de forma
sustentable.

Objetivo general:

Produccién a escala de laboratorio de ADN polimerasas termoestables recombinantes.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Produccion, purificacion, analisis de actividad y estabilidad de la Tag ADN
polimerasa expresada en E. col.

Objetivo especifico 2: Clonado y expresion de las enzimas Pfu y Bst ADN polimerasas en E. coli.
Purificacion, analisis de la actividad y estabilidad.

Objetivo especifico 3: Escalado de la produccién de las tres enzimas.

2. Marco de referencia (min. 2 paginas- max. 5 paginas)

Describir en qué campo (tematico, disciplinar) se inserta la investigacion, indicando:

- estudios antecedentes (propios o no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco tedrico o encuadre de referencia de la investigacion: con qué enfoque, conceptos, dimensiones o modelos se abordd el
temalproblema.

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que catalizan transformaciones quimicas, fenémeno
que ocurre por una disminucién de la energia de activacion necesaria de una reaccion especifica,
promoviendo y acelerandola sin sufrir alteracion durante la misma. Difieren de los catalizadores quimicos
convencionales en dos aspectos principales: son altamente especificas de su sustrato y mucho mas
potentes (Engel, 2020).

Como catalizadores, son excepcionalmente poderosas, reconocen sustratos moleculares y los procesan
en sitios activos presentes en su estructura. Por lo general, estas macromoléculas se construyen a partir
de sblo 20 tipos de aminoacidos, y su actividad catalitica se constituye mediante grupos quimicos
pertenecientes a las cadenas laterales de algunos aminoacidos que la conforman. Su accién es
dependiente de la temperatura, el pH, y de la presencia de cofactores tanto organicos como inorganicos
(Nelson, 2019).

Actualmente, los avances tecnoldgicos aplicados a la comprension de procesos metabolicos en distintas
plataformas, han permitido el uso de enzimas purificadas en una amplia diversidad de aplicaciones, tales
como en la industria alimenticia (Fernandes, 2010; Raveendran et al., 2018), para la obtencién de
biocombustibles (Rajnish et al., 2021), para uso terapéutico (Dean et al., 2017; Kumar and Abdulhameed,
2017), en biorremediacion y detoxificacion de quimicos (Thakur et al., 2019), en produccién farmacéutica,
de detergentes y en la industria del papel (Chapman et al., 2018), entre otros. Adicionalmente cabe destacar
que, como agentes bioldgicos en procesos tecnoldgicos, las enzimas presentan multiples ventajas, entre
las que se destacan no sélo su especificidad y operacion en condiciones controlables, sino que también
que, al ser biodegradables, los tratamientos enzimaticos disminuyen la carga contaminante de los efluentes
industriales (Malajovich, 2012).

En relacion con el presente proyecto, las metodologias enzimaticas para la amplificacion rapida de acidos
nucleicos son de gran utilidad y ampliamente utilizadas en biotecnologia, incluyendo su uso para el
diagnostico de enfermedades, clonado y expresion de genes heterélogos y preparacion de ADN para su
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secuenciacion (Bachmann et al., 1990; Manzur et al., 2006). En el caso de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa convencional, conocida comunmente como PCR, del inglés “Polymerase Chain Reaction”, ésta
es una de las técnicas de laboratorio mas poderosas, destacando la facilidad de su preparacién, su costo
relativamente bajo, la combinacién de especificidad y sensibilidad con una gran flexibilidad ha permitido
una revolucién en el campo de la biologia molecular. Esta técnica fue desarrollada por Kary Mullis y colegas
a comienzos de los 1980’s, siendo presentado formalmente por primera vez en 1985 en una aplicacion
clinica (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1992), una de las mejoras sustanciales que ha recibido esta técnica
es el uso de enzimas termoestables, permitiendo también el desarrollo de cicladores térmicos, desde
entonces la PCR se ha diseminado a nivel global aplicandose ampliamente en las ciencias bioldgicas y de
la salud, siendo una avance tan grande que llevé al reconocimiento de dicho avance con el Premio Nobel
en 1993.

El proceso de amplificacion involucra procesos de ciclos repetidos de desnaturalizacion por calor de un
templado de ADN, seguida de la hibridizacién de oligonucleétidos iniciadores especificos a las hebras
complementarias de ADN, continuando con una sintesis de ADN a partir de dichos cebadores, por medio
de enzimas con actividad de polimerasas de ADN que incorporan deoxinucledtidos resultando, luego de
numerosos ciclos, en la amplificacion exponencial de la secuencia flanqueada por los oligonucleétidos
especificos. A causa de las etapas de desnaturalizacion del ADN, es necesario el uso de enzimas altamente
termoestables durante la reaccién de amplificacién, ya que involucra ciclos repetidos de desnaturalizacion
térmica. Dos de las enzimas ampliamente utilizadas para PCR son enzimas provenientes de
microorganismos extremafilos, como la enzima Taq polimerasa de Thermus aquaticus y Pfu de Pyrococcus
furiosus. Estas enzimas presentan una alta estabilidad y fidelidad en las reacciones de PCR.

Otra metodologia de amplificacion de acidos nucleicos, desarrollada desde hace méas de 20 afios, consiste
en la amplificacion enzimatica a baja temperatura, dicha técnica de amplificacién isotérmica (LAMP, del
inglés “Loop-mediated isothermal AMPlification”), la cual tiene ciertas ventajas sobre la PCR convencional
tales como la de requerir menos tiempo de reaccion y un equipamiento simple para poder realizarla. La
técnica de LAMP es muy utilizada en el diagnéstico de patdégenos de interés en salud humana, veterinaria
y en agronomia para el caso de cultivos. El ensayo por LAMP, es una reaccion de amplificacion enzimatica,
utilizando la Bst ADN polimerasa que deriva del microorganismo Geobacillus stearothermophillus. Dicha
enzima tiene una actividad de polimerasa en sentido 5'-3' en ausencia de actividad exonucleasa 5-3, y
presenta una elevada estabilidad térmica, siendo utilizada en un rango de 60 a 72°C dependiendo de su
variante.

Por otro lado, el descubrimiento de las ADN polimerasas ARN-dependientes en 1970 (Baltimore, 1970;
Temin and Mizutani, 1970), resolvio por qué ciertos virus de genoma ARN podian ser copiados a ADN en
células infectadas o transformadas, hasta su primer uso para obtener los primeros cDNAs en 1971 (Kacian
etal., 1972; Ross et al., 1972; Verma et al., 1972), fue el puntapié inicial del uso exitoso de una actividad
enziméatica de origen viral, y que actualmente es una de las moléculas centrales en la deteccion de
patdgenos de ARN como el SARS-CoV-2 (Moelling, 2021).

La transcripcion inversa acoplada con la PCR (o RT-PCR) es comunmente utilizada para detectar la
presencia de mARNSs, pre-mARNSs, u otros tipos de ARN tales como ARNs no codificantes. El método
involucra el uso de un primer que hibrida con el ARN de interés. Este hibrido ADN:ARN sirve como templado
durante la transcripcion reversa, en la cual la transcriptasa inversa (RT) genera un ADNc simple hebra,
copia de la molécula ARN. Este ADNc puede ser utilizado como templado para la PCR, y mediante el uso
de primers especificos, se puede amplificar una porcion de ARN de interés (Rio, 2014). Adicionalmente,
como el resultado de la amplificacién es proporcional a la cantidad de ARN inicial, se aplic el uso moléculas
fluorescentes para desarrollar reacciones cuantitativas especificas, denominadas RT-gPCR (Doak and
Zair, 2012).

Tres principales fuentes de DNA polimerasas ARN-dependientes que se conocieron inicialmente y
representaron la base de la mayor parte de los desarrollos iniciales: Enzimas mesofilicas codificadas por el
virus de la mieloblastosis aviar (AMV), el virus Moloney de la leucemia murina (MMLV), variantes de RT-
MMLYV sin actividad de ARNasa H, y la ADN polimerasa Tth de Thermus thermophilus, que exhibe la
actividad de transcriptasa inversa en presencia del cation bivalente Mn?* (Sambrook and Russell, 2001).
Al igual que sucedia con el fragmento Klenow de la DNA pol I, en la PCR convencional, un problema para
la sintesis de ADNc a temperaturas elevadas era la falta de una RT termoestable eficiente. Esta limitacion
pudo superarse mediante la estabilizacién térmica de las RT mesdfilas o mediante la utilizacién y mejora
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de la actividad de RT de las ADN polimerasas dependientes de ADN terméfilas (Sambrook and Russell,

2001).

Las transcriptasas inversas (RT) son enzimas de tipo polimerasas, con un rol clave en el ciclo de replicacién
de los retrovirus, convierten el ARN monocatenario viral en el ADN bicatenario que conforma posteriormente
el provirus en el genoma celular. Poseen tres actividades: la ADN polimerasa dependiente de ARN, la ADN
polimerasa dependiente de ADN y la ARNasa H, que degrada la cadena de ARN en el hibrido ARN-ADN.
Las RT se utilizan ampliamente para generar bibliotecas de ADNc (ADN copia) para clonacion, analisis de
microarrays, amplificacion de ARN y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa (Sambrook
and Russell, 2001).

La RT-PCR se ha utilizado para caracterizar ARNm, diagnosticar la presencia de determinadas
enfermedades, e identificar y aislar genes que se expresan diferencialmente en distintas células o
condiciones ambientales (Ohan and Heikkila, 1993).

Las enzimas més utilizadas para realizar retrotranscripcion son la RT-MMLV y RT-AMV, de la primera,
algunas de las presentaciones comerciales mas difundidas internacionalmente son las de la linea
SuperScript™ RT en sus diferentes generaciones, AffinityScript, etc. (Kotewicz et al., 1988; Gerard et al.,
1997; Arezi and Hogrefe, 2009; Baranauskas et al., 2012). La RT catalizar4 la sintesis de ADNc a partir del
OH-3 de la dupla del templado y, a diferencia de otras polimerasas, la RT puede utilizar como templado
ADN o0 ARN, y en estas reacciones se pueden producir interrupciones en la sintesis en caso de encontrarse
estructuras secundarias. La actividad RNAsa H de la RT degrada el ARN del hibrido ARN:ADN que se
genera en la reaccion, dicha actividad es independiente de la de polimerizacidn y ocurre una competencia
entre estas actividades que determina en parte el rendimiento de la reaccidn global. El uso de mutantes de
RT-MMLV deficientes en su actividad RNAsa H (RT-MMLV H-), permite mejorar la sintesis de ADNc
completos, aumentando el rendimiento.

Con lo expuesto en la introduccion y en este marco de referencia, consideramos que la produccién de este
tipo de enzimas es de gran interés para poder proveer localmente de una fuente segura y sustentable de
dichos reactivos de biologia molecular, tanto para investigacion y desarrollo, como para el ambito
académico que lo requiera. Nuestra hipdtesis consisti6 en que la produccién de diferentes ADN
polimerasas, inicialmente en presentaciones enriquecidas y/o purificadas, pueden obtenerse activas, y ser
producidas en el futuro en la Universidad de Nacional Moreno.

Las hipétesis de trabajo consisten en:

1.- El protocolo de disefio, permitiria obtener ADN polimerasas recombinantes con elevada actividad.
2.-La productividad en las condiciones establecidas permitiria el abastecimiento de estas enzimas de forma
sustentable.

Objetivo general:

Produccion a escala de laboratorio de ADN polimerasas recombinantes.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Produccion, purificacion, analisis de actividad y estabilidad de la Taq ADN
polimerasa expresada en E. coli y RT de MMLV.

Objetivo especifico 2: Clonado y expresion de las enzimas Pfu 'y Bst ADN polimerasas en E. coli.
Purificacion, analisis de la actividad y estabilidad.

Objetivo especifico 3: Escalado de la produccién de las tres enzimas.

3. Métodos y técnicas (min. 2 paginas- max. 4 paginas)

Indicar el trabajo de campo, documental y/o de laboratorio realizado, la forma de recoleccion de datos y sus fuentes. Al resp ecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar |as
unidades de andlisis, los criterios de seleccion de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y andlisis de
los datos recolectados.

Las metodologias utilizadas en este trabajo son las convencionales para realizar el clonado molecular y

ensayos de expresion en Escherichia colide Taq ADN polimerasa, Transcriptasa inversa de MMLV, vHP47-
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BstLF, y por ultimo Pfu ADN polimerasa, para la produccion, purificacién, analisis de actividad y estabilidad
de las mismas, adicionalmente, se ensayo la actividad de una Xenopolimerasa RTX (exo-), en colaboracion
con Grupo de Investigacion y Desarrollo de Fundacion Pablo Cassara.
Adicionalmente, describen las condiciones empleadas para el ensayo de la actividad de Taq, KODy RTX
(exo-) polimerasas, se han utilizado diferentes templados y oligonucleétidos, de manera de poder
determinar que se obtuvieron enzimas activas.
Lineas celulares utilizadas
Vero (ATCC: CCL-81TM) derivada inicialmente de células epiteliales de rifion de Cercopithecus aethiops
r . Se utilizaron para la propagacion de Virus de Distemper Canino.

MA104 (ATCC:CRL-2378) obtenidas de rifion de simio Macaca mulata. Estas células se utilizan para la
propagacion de rotavirus (Matsuno et al., 1977) como las cepas Wa y RRV.
Cultivo de células eucariotas
Las células se cultivaron en recipientes especificos para cultivo celular, (Greiner BioOne Frickenhausen,
Alemania), y se mantuvieron en estufa de cultivo de células, a 37°C con atmésfera de 5% de CO, y saturada
con H20.
El medio de cultivo empleado para mantenimiento de todas las lineas celulares fue Minimum Essential
Medium Eagle (MEM, N° cat.. M4655, SIGMA Life Science, St. Louis, MO, EUA), suplementado con suero
fetal bovino (SFB) (Internegocios S.A., Argentina) al 10% para lograr el crecimiento celular, y SFB al 2%, el
cual fue utilizado en el estudio de las infecciones en los diferentes experimentos llevados a cabo. Cabe
destacar que no se utilizaron antibioticos en los cultivos.
Virus utilizados

Rotavirus cepas RRV (N* taxonomico: 444185) y Wa (N° taxondmico: 10962).

Virus Distemper Canino cepa Lederle (ATCC VR-128).

Virus de la rabia cepa Pitman-Moore
Extraccion de ARN viral de Virus Distemper Canino y Rotavirus Wa y RRV
Las extracciones de ARN viral se realizaron utilizando el producto Kit PureLink® Invitrogen™ Viral
RNA/DNA Mini Kit, Cat. N° 12280-050, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Plasmidos

[pTaqUNM]
Esta construccion fue cedida gentilmente por el Mg. Fernando Raibenberg y el Lic. Oscar Pérez, de la
Universidad Nacional de Moreno. La misma fue la disefiada para la expresién de la enzima TaqPol, en el
plasmido comercial pTTQ18, bajo el control del promotor hibrido tac confiriéndole a la bacteria que es
transformada con el mismo, la resistencia al antibiético ampicilina (Stark, 1987).

[pPfuUNM]
Esta construccion fue cedida gentilmente por el Mg. Fernando Raibenberg y el Lic. Oscar Pérez, de la
Universidad Nacional de Moreno. La misma fue la disefiada para la expresion de la enzima Pfu polimerasa.

[PET21a (+) /RT-MMLV]
Esta construccién fue disefiada en el presente trabajo de investigacion. La sintesis del plasmido se realizd
através del servicio de la empresa Gene Universal Inc. Newark DE 19713, USA (www.geneuniversal.com).
Cabe destacar que la secuencia clonada es la version wild type de la RT-MMLV, publicada en (Baranauskas
etal., 2012), en el plasmido de expresion [pET21a (+)], que confiere resistencia a ampicilina a las bacterias
transformadas.

[PET-21a(+)-HP47-BstLF]
Esta construccién fue disefiada en el presente trabajo de investigacion. La sintesis del plasmido se realizé
através del servicio de la empresa Gene Universal Inc. Newark DE 19713, USA (www.geneuniversal.com).
La secuencia clonada es una version modificada genéticamente de la enzima Bst de Geobacillus
stearothermophillus que tiene actividad ADN polimerasa tanto a partir de ADN o ARN como templado. Se
realiz6 la construccion en el plasmido de expresion [pET21a(+)], que confiere resistencia a ampicilina a las
bacterias transformadas. La secuencia de HP47-BstLF fue cedida gentiimente por el Laboratorio de Dr.
Andrew D. Ellington: Center for Systems and Synthetic Biology, Institute for Cellular and Molecular Biology,
Department of Molecular Biosciences, University of Texas, USA.

[PET_RTX (exo-)]
Esta construccion fue disefiada por el Grupo de Investigacion mas Desarrollo (1+D) del Laboratorio Pablo
Cassara y la sintesis de la secuencia del inserto se realiz6 a través del servicio de la empresa GeneScript
USA Inc., www.genescript.com, y se cloné en el plasmido de expresion [pET22] que confiere resistencia a
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ampicilina a las bacterias transformadas. La enzima fue expresada y purificada, pero no fue utilizada en
ensayos para la amplificacion de secuencias correspondientes a virus ARN, incorporando estos ensayos
preliminares al presente trabajo. La secuencia de RTX fue cedida gentilmente por el Laboratorio de Dr.
Andrew D. Ellington: Center for Systems and Synthetic Biology, Institute for Cellular and Molecular Biology,
Department of Molecular Biosciences, University of Texas, 2500 Speedway, Austin, TX 78712, USA.
Publicada en (Ellefson et al., 2016).

[PHSV-VP6/VP2/EGFP], [pHSV-Doble/VPT7], [pHSVNSP4/EGFP], [pECFP-N1],
Plasmidos utilizados como templado para amplificar VP6 de RV cepa Wa (Wa-VP6), VP7 de RV cepa Wa
(Wa-VPT), NSP4 de RV cepa Wa (Wa-NSP4), la proteina fluorescente CFP Numero de catéalogo: 6900-1.
Clontech Laboratories, Inc., Takara Bio Company, CA, EEUU, respectivamente.
Mini-mapeo de restriccion
El plasmido [pET21a(+)/RT-MMLV] fue digerido con la enzima EcoRV (Cat. N° NEB R0101S), y con las
enzimas Sall (Cat. N NEB R0138S) y Xhol (Cat. N° NEB R0146S) se realizd la digestion parcial del
plasmido [pET-21a(+)-HP47-BstLF] fueron llevadas a cabo para evaluar que el patrén de restriccion
resultante, sea el esperado. Para esto se siguieron las indicaciones del fabricante. Brevemente, se trataron
0,5 ug de ADN plasmidico, adicionando 2 uL de NEBBuffer r3.1, 0,5 uL de enzima EcoRV (10 unidades) y
agua libre de nucleasas en cantidad suficiente para alcanzar 20 pL de reaccién finales. La mezcla de
reaccion se incubd en un bafio termostatizado a 37°C durante 2 horas. Los fragmentos de restriccion
obtenidos fueron luego analizados mediante electroforesis en gel de agarosa.
Cepas de Escherichia coli utilizadas
Para la amplificacion de ADN se utilizaron las bacterias E. coli DH5a. Esta cepa utilizada generalmente en
el clonado y subclonado de genes, le otorga estabilidad a las construcciones que se propagan en ella,
obteniéndose mejores rendimientos y calidad del ADN plasmidico, por ser mutantes en recA1 y endA
respectivamente. Genotipo: F— ©80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK—, mK+) phoA
SupE44 M- thi-1 gyrA96 relA1.
Para la expresion de proteinas recombinantes, se utilizaron las cepas de E. coli: BL21(DE3), que contiene
el profago ADE3 incluyendo el gen de la ARN polimerasa T7 (T7RNAP) bajo control de un promotor de
lacUV5, inducible con IPTG. No contiene la proteasa lon, y es deficiente en la proteasa de la membrana
externa OmpT, reduciendo la degradacion de las proteinas heterologas expresadas en estas bacterias.
(Genotipo: F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dem (DE3)) y BL21 Al, tienen insertado en su genoma el gen de
la TTRNAP, en el locus araB del operdn araBAD, quedando la regulacion del T7RNAP bajo el control del
promotor araBAD inducible de arabinosa, generando un sistema de induccion estrictamente regulado a la
presencia de arabinosa. Al igual que la cepa anterior, carece de proteasa lon y es deficiente en OmpT,
disminuyendo la posibilidad de degradacién de las proteinas heterdlogas expresadas en este sistema.
(Genotipo: F-ompT hsdSg (rs-, ms~) gal dem araB: T7TRNAP-tetA).
Cultivo de Escherichia coli
En todos los cultivos bacterianos se utilizo el medio de cultivo “LB” o “Lysogeny Broth” (Bertani, 2004), para
los cultivos en general y para cultivos de indculos se suplementd con 15 gramos de glucosa por litro, y
ampicilina 50 ug/ml (Sambrook and Russell, 2001), incubando a 37°C con una agitacion de 200 rpm.
Preparacion y transformacion de Escherichia coli competentes

Bacterias quimicamente competentes:
El método quimico que se utilizd para la transformacion esta adaptado de la metodologia desarrollada por
Mandel y Higa (Mandel and Higa, 1970), alcanzando actualmente frecuencias de transformacion entre 108
y 10° transformantes/ug de ADN superenrollado (Hanahan, 1983). Las transformaciones se realizaron
mediante un choque térmico y recuperacion de las bacterias, para luego incubarlas en un medio selectivo
en presencia de ampicilina (Sambrook and Russell, 2001).

Bacterias electro-competentes:
La electroporacion se utiliza para la introduccién de ADN en células eucariotas y procariotas. La
metodologia desarrollada en la década de 1980, en la cual una suspension de bacterias que se encuentran
a mitad de su fase exponencial, se colectan y se prepara una suspension de alta densidad en un buffer
adecuado (~2x10"° cél./ml) (Chassy and Flickinger, 1987), para la obtencion de las células electro-
competentes se siguié lo indicado en el manual “Molecular Cloning” (Sambrook and Russell, 2001). Las
transformaciones se realizaron en cubetas especificas para electroporacion, y el equipo electroporador se
prepar6 en 25 pF de capacitancia, 2,5 kV de voltaje, y resistencia de 200 ohm, recuperando las bacterias
como se define en el manual Molecular Cloning (Sambrook and Russell, 2001).
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Preparacion de ADN plasmidico

El aislamiento de ADN se realiz6 mediante |a lisis alcalina tanto con soluciones preparadas en el laboratorio,
como mediante el uso de un producto comercial para tal fin, QlAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen™ (Numero
de catalogo: 27104), siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADN plasmidico nativo purificado se utilizé
para las transformaciones, reacciones de digestion, o de PCR (Sambrook and Russell, 2001).
Electroforesis en gel SDS-PAGE

Para analizar la expresion de las proteinas recombinantes TaqPol, RT-MMLV y HP47-BstLF, se realiz6 la
separacion de las proteinas presentes en la muestra por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) al 8%, a 70V constantes, en condiciones reductoras (Sambrook and Russell, 2001).
Electroforesis en gel de agarosa

El analisis de las reacciones de PCR, RT-PCR, fragmentos de restriccion y purificacién de ARNs fue llevado
a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa. Los geles fueron preparados siguiendo las
indicaciones de (Sambrook and Russell, 2001), al 1%, y a 60 V constantes. Para visualizar las bandas, se
utilizé reactivo SYBRSAFE revelando las bandas correspondientes con luz ultravioleta. Las imagenes
fueron tomadas con un transiluminador Fotodyne UVP.

Enriquecimiento de Taq ADN polimerasa

La Taq ADN polimerasa expresada en E. coli BL21(DE3) fue enriquecida siguiendo una modificacion del
protocolo de (Engelke et al., 1990).

Induccion de expresion en E. coli BL21 Al, RT-MMLV y HP47-BstLF polimerasas

Para cada transformacion se inocularon 2 ml de medio LB, conteniendo 50 ug/ml de ampicilina a partir de
una colonia o de un vial con glicerol de uno de los clones seleccionados. El cultivo se incuba a 37°C durante
toda la noche en agitacion a 200 rpm, para que se alcance un DO 600 nm de un valor de 1 a 2.

Al dia siguiente, se marcan los tubos de 1 a 5y se agregan 10 a 100 ml de LB conteniendo 50 ug/ml de
ampicilina. Cada tubo se inocula con un volumen de cultivo ON suficiente para una dilucién 1/100. El cultivo
se vuelve aincubar a 37°C en agitacion de 200 rpm durante 2-2,5h para alcanzar una DO 600 nm de 0,5 a
0,8. Luego de alcanzar una DO de 0,5 a 0,8, se toma 1 ml de muestra del cultivo, se centrifugan en micritubo
a maxima velocidad durante 30 segundos, se elimina el sobrenadante y se almacena el pellet en freezer -
20°C para tener la muestra de tiempo cero. Luego se adiciona Arabinosa al 20% para alcanzar una
concentracion de 0,2% final. El cultivo se incuba nuevamente a 28°C en agitacion a 200 rpm hasta la
mafiana siguiente (aproximadamente 16h). Al dia siguiente, se toma muestra de 1 ml para poder tenerla
disponible y correrla junto a la de tiempo cero y tiempos intermedios para el caso de realizar muestreo a
diferentes tiempos.

Reacciones de RT-PCR

Se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR para evaluar la actividad de la enzima RTX (exo-). Los ARNs
utilizados como templado, obtenidos mediante extraccion de ARN mencionada anteriormente en la seccion
de metodologia, fueron los de: Rotavirus RRV, Rotavirus Wa, Virus Distemper Canino (CDV) y Virus de la
rabia (RABV). Las condiciones de reaccién aplicadas para el caso de los primeros tres ARNs virales se
detallaenla Tabla 2, y para RABV en la Tabla 3. Los primers utilizados para la amplificacion se detallan en
la Tabla 4.

Tabla 1. Reactivos y condiciones de reaccion de la RT-PCR con RTX (exo-) para Rotavirus Wa-RV,
RRVy CDV.
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Reactivos para la reaccién

Buffer ensayo 10X (600 mM Tris-HCl {pH8.4),
250 mM {NH,):50,, 100 mM KCl)

Mgs04
dNTPs

Primers Fow y Rev
Polimerasa RTX
ARNs

H0
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Concentracién final

1X

1mM

200 uM
400 nM
0,2 g

1-3 ul ARN.

€.5.p.:25 b

Condiciones de reaccién:

Temperatura Tiempo
68°C 30 minutos
95°C 30 segundos
58°C 30 segundos
68°C 30 segundos
68°C 5 minutos

Reactivos para la reaccién

Buffer ensayo 10X (600 mM Tris-HCl (pH8.4),
250 mM {NH4)2504, 100 mM KCl)

Ciclos

1

Tabla 2. Reactivos y condiciones de reaccion de la RT-PCR con RTX (exo-) para RABV.

Concentracién final

1X

MgS0s 25 mM 1mMm
dNTPs. 200 pM
Primers Fow y Rev 400 nM
Polimerasa RTX {exo-) 0,2 ug

ARN templado 1L

H:0 €.5.p.: 25 UL
Condiciones de reaccién:

Temperatura Tiempo Ciclos
45°C 30 minutos 1
g4°C 2 minutos 1
94°C 15 segundos

60°C 30 segundos 40
68°C 30 segundos

68°C 5 minutos 1

Tabla 3. Primers utilizados para la RT-PCR de Virus Distemper Canino, Rotavirus RV, Wa, y Virus de
la rabia (RABV). Se detalla el N° de acceso a la secuencia de cada virus en la base de datos de la NCBI,
la temperatura de melting de cada oligonucledtido, (Tm), y el tamafio del producto esperado en la reaccion
de amplificacion (Sacramento et al., 1992; Frisk et al., 1999; Palacios, 2016).

D ] Tm Tamafio
N . Secuencia del N° ID en NCBI
oligonucledtido {°c)
producto
NP1For ACAGGATTGCTGAGGACCTAT 55 EF418783.1
287 pb
NP2rev CAAGATAACCATGTACGGTGC 54
RRV-VPGint F  TTCGACTATTCATGTGC 46,5 EF583009.1
RRV-VP6 R CCGATTCATTTAATGAGCATGCTTC 55,8 ELSel
Wa-NSP4 F GTCGACATGGAT AAGCTTGCCGACCTC 63,4 AF093199
Wa-NSP4 R TTCGAATCACATGGATGCAGTCAC 58,2 EZI2
G GACTTGGGTCTCCCGAACT GGGG 63,5 ID11297
Phi 1 GACTCTTGAATCTACCCAGTTG 528 pb
Phi 2 TCTTCTAGCAGTTTCAGTGA 50,6 ID11297
Phi3 AGCTTAGATGACCCAGCACT s OLPP
Phi 2 TCTTCTAGCAGTTTCAGTGA 50,6 1D11297
L CAAAGGAGAGTTGAGATTGTAGI C 53,1 459pb
Phi 4 AGTGCTGGGTCATCTAAGC 54,5 ID11297
L CAAAGGAGAGTTGAGATTGTAGI C 53,1 gLkl

Reacciones de PCR

Para evaluar la actividad de la TagPol producida en el presente trabajo, se llevaron a cabo reacciones de
PCR, utilizando como templado ADNs plasmidicos conteniendo las secuencias codificantes de genes para
RRV-VP6, Wa-VP7, Wa-NSP4 de Rotavirus y por Gltimo una construccién con la secuencia del marco
abierto de lectura codificante de la proteina cian fluorescente (CFP). Como control positivo de reaccion, se
realizaron las mismas reacciones, pero utilizando la enzima KOD polimerasa (Novagen®, TOYOBO, MD
Chemicals, Inc., Darmstadt, Germany, Cat. N 71086). Las reacciones de PCR con TagPol se llevaron a
cabo con 1, 2y 4 uL del producto enriquecido. Las condiciones de reaccion para la TagPol se detallan en
la Tabla 5, y para KOD polimerasa en la Tabla 6. Los primers utilizados se detallan en la tabla 7.
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Reactivo

Buffer GoTaq 5X
dNTPs {2 mM c/u)
Primers Fow y Rev
Polimerasa TaqPol
ADNs

H:0

Tabla 4. Reactivos y condiciones de reaccion de PCR con TaqPol.
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Concentracién final
1X

200 uM

400 nM

Xl (X=1,204)
<0.5ng

c.s.p. 25 uL

Programa de PCR:
Temperatura
94°C

94°C

52°C

72°C

94°C

55°C

72°C

Reactivo

25 mM MgS0a
dNTPs {2 mM c/u)

Primers Fow y Rev

ADN

H:0

Tiempo

3 minutos
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Tabla 5.. Reactivos y condiciones de reaccion de PCR con KOD ADN polimerasa.

Buffer 10X KOD ADN Polimerasa

Polimerasa KOD ADN Polimerasa

Ciclos

1

5

Concentracién final
1X

1.5mM

200 uM

300 nM {c/u)

0.02 U/pL

<0.5ng

c.s.p. 25 pb

Programa de PCR:
Temperatura
94°C

94°C

52°C

72°C

94°C

55°C

72°C

esperado en la reaccion de amplificacion.

ID

Tiempo
3 minutos

1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Tabla 6. Primers utilizados para la PCR de los plasmidos [pHSV-VP6/VP2/EGFP], [pHSV-Doble/VPT7],
[PHSVNSP4/EGFP] y [PECFP-N1]. Se detalla el N° de acceso a la secuencia de cada virus en la base de
datos de la NCBI, la temperatura de melting de cada oligonucleétido, (Tm), y el tamafio del producto

oligonucledtido Secuencia {°C)  producto NCBI
Wa-VP6 F GTCGACATGGAGGTTCTGTACTCA 46,5
Wa-VP6 R TTCGAATCACTTAATCAACATGCTTC 55,8 113400 EF583009.1
Wa-VP7 F TCGCGAATGTATGGTATTGAATATAC 53,9
Wa-VP7 R TCGCGACTATACTCTATAATAAAAAG 51,3 1062 pb K02033.1
Wa-NSP4 F GTCGACATGGATAAGCTTGCCGACCTC 63,4
Wa-NSP4 R TTCGAATCACATGGATGCAGTCAC 58,2 222k AF093199
CFPF GAGCTCATGGTGAGCAAGGGCGAGG 67,5

732 pb [PECFP-N1]
CFPR CAGCTGTTACTTGTACAGCTCGTCC 56,3

Ciclos

1

35

™ Tamafiodel N°IDen
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4. Resultados y discusion (min. 5 paginas- max. 15 paginas)

Desarrollar los resultados, en relacion a los objetivos del proyecto, especificando (de ser posible) los siguientes aspectos:

- nuevos conocimientos obtenidos sobre los casos o unidades bajo estudio.

- avances en materia de conocimiento cientifico sobre el tema bajo estudio, formulacion de enfoques originales e innovadores
(modelos, conceptos, efc.).

- Contribuciones para la resolucion de problemas especificos y/o formulacion de herramientas de intervencion, disefio o mejora de
productos y procesos.

Por Ultimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegd luego de la investigacion, en relacion a los
interrogantes y objetivos planteados.

En esta etapa se produjeron de manera recombinante tres ADN polimerasas, una termoestable cuyo origen
es la bacteria termdfila Thermus aquaticus (Taq), y las dos no termoestables son una transcriptasa inversa
de origen viral (RT-MMLV) y la enzima ADN polimerasa para amplificacion isotérmica derivada de Bacillus
stearothermphillus, HP47-BstLF.

Para el caso de la TagPol, esta enzima sera usada en sistemas de amplificacién de acidos nucleicos
mediante la técnica de PCR. Se trabajara a partir de enzimas recombinantes originadas de clones
bacterianos productores, previamente establecidos en la bacteria mesdfila E. coli. Los respectivos clones
se cultivaran en condiciones que permitan mantener el plasmido en el que se encuentra clonada la
secuencia codificante de la Taq polimerasa. Dichos clones seran empleados para la transformacion de las
bacterias competentes adecuadas tipo E. coli DHbalfa, cepa adecuada para la obtencion de grandes
cantidades de ADN plasmidico, y luego con este material se transformaran cepas adecuadas para la sobre-
expresion inducible de proteinas recombinantes, como por ejemplo E. coli BL21(DE3)pLys. La enzima Taq
polimerasa recombinante obtenida se purificara mediante un enriquecimiento inicialmente y en etapas
posteriores se propondra realizar una cromatografia de intercambio idnico para poder aislar ain mas el
producto de otros contaminantes. El producto enriquecido obtenido se analizara en cuanto al grado de
pureza mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelado mediante tincion azul de
coomassie. Lo mismo se realiz6 con las enzimas RT-MMLV y HP47-BstLF.

La actividad de la Taq ADN polimerasa obtenida se evaluara sobre distintas diluciones seriadas del stock
de enzima pura. Se empleara ADN de diferente origen y concentracion, sobre los cuales se ensayaran
protocolos de amplificacion de regiones de diferente longitud para ello se utilizaran oligonucleétidos
iniciadores de uso rutinario en diagnéstico clinico molecular. Como control de referencia de actividad
enzimatica, se utilizaran polimerasas obtenidas comercialmente, permitiendo la validacién del producto.
Para cada una de las enzimas propuestas, se seguira una serie de etapas productivas similares, la
construccion de cada plasmido sera previamente evaluada respecto de su secuencia correcta antes de ser
clonada en el vector de expresién seleccionado. El sistema de expresidn de dichas enzimas recombinantes
sera E. coli. Los clones productores seleccionados, seran evaluados en funcién del tiempo de induccion
para optimizar la productividad y purificacién de las proteinas recombinantes.

Construcciones obtenidas o utilizadas en el presente trabajo:

ADN polimerasa de Thermus aquaticus

PTagUNM

7036 by

o operater
EcoRl (2001)

ADN polimerasa de Thermus aquaticus
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Mapa del plasmido [pTagUNM], indicando el sitio de clonado con EcoRI. Este esquema representa la
construccion utilizada en el presente trabajo. En el mismo se indica el marco abierto de lectura para la Taq
ADN polimerasa. Se indica también el gen de resistencia al antibiético ampicilina (AmpR) para la
propagacion en bacterias de dicho plasmido. El clon molecular fue cedido por Fernando Raibenberg y Oscar
Pérez de UNM.

Transcriptasa inversa de Murine Moloney Leukemia Virus

pET-21a(+)-RTMMLUV

7401 bp

{3525) EcoRv
Transcriptasa inversa de Murine Moloney Leukemia Virus
Mapa del plasmido [pET21a(+)-RT-MMLV], indicando el sitio de restriccion EcoRV, utilizado para un mini-
mapeo. Esta construccion fue disefiada en el presente trabajo de investigacion. La sintesis del plasmido
se realiz6 a través del servicio de la empresa Gene Universal Inc. Newark, USA (www.geneuniversal.com).
Cabe destacar que la secuencia clonada es la version wild type de la RT-MMLV, en el plasmido de
expresion [pET21a (+)], que confiere resistencia a ampicilina a las bacterias transformadas.

Xenopolimerasa derivada de ADNpol de Thermococcus kodakarensis

PET_RTX(axo-)

8232 bp

Wiy » ¥
x4 £
5k /7

T7 Prorrobie

Xenopolimerasa derivada de ADNpol de Thermococcus kodakarensis

Mapa del plasmido [pET-RTX(exo-)]. Esta construccién fue disefiada por el Grupo de |+D del Laboratorio
Pablo Cassara. RTX(exo-) se cloné en el plasmido de expresion [pET22] que confiere resistencia a
ampicilina a las bacterias transformadas..

La enzima fue expresada y purificada, y utilizada en el presente trabajo en ensayos para la amplificacién
de secuencias correspondientes a virus ARN. La secuencia de RTX fue cedida gentilmente por el
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Laboratorio de Dr. Andrew D. Ellington: Center for Systems and Synthetic Biology, Institute for Cellular and
Molecular Biology, Department of Molecular Biosciences, University of Texas, USA.

ADN polimerasa de Geobacillus stearothermophillus

(7149) Xhol

f1 orj
terminaty,

ffinity ta &
b‘wsa 9 b/"a T
70, U
7, O

o,@r‘ %\
70N

(5727) Sall

PET-21a(+)-HP47-BstLF
7311 bp

promoter

ADN polimerasa de Geobacillus stearothermophillus
Mapa del plasmido [pET-21a(+)-HP47-BstLF], indicando los sitios de restriccion Xhol y Sall utilizados para
un mini-mapeo. Esta construccion fue disefiada en el presente trabajo de investigacion. La sintesis del
plasmido se realizé a través del servicio de la empresa Gene Universal Inc. Newark, USA. La secuencia
clonada es una versién modificada genéticamente de la enzima Bst de Geobacillus stearothermophillus que
tiene actividad ADN polimerasa tanto a partir de ADN o ARN como templado. Se realizé la construccién en
el plasmido de expresion [pET21a(+)], que confiere resistencia a ampicilina a las bacterias transformadas.
La secuencia de HP47-BstLF fue cedida gentilmente por el Laboratorio de Dr. Andrew D. Ellington: Center
for Systems and Synthetic Biology, Institute for Cellular and Molecular Biology, Department of Molecular
Biosciences, University of Texas, USA.

Resultados de minimapeos de restriccion de los plasmidos
1 2 3 4 5

5889 bp
4632 bp

2769 bp

1422 bp

Andlisis de restriccion de [pET21a(+)/RT-MMLV] y [pET21a(+)/HP47BstLF]. Calles 1 y 2) Anélisis parcial
por mapeo con EcoRV de dos clones conteniendo la secuencia de RT-MMLV, donde se observan dos
bandas especificas de 4632 y 2769 bp. Calles 4 y 5) Analisis parcial por mapeo con Sall y Xhol de dos
clones con la secuencia de HP47BstLF, donde se observan dos bandas especificas de 5889 y 1422 bp.
Calle 3) Marcador de tamario molecular 1 kbp Plus DNA Ladder (N° Cat.: 10787018, Invitrogen).
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Ensayos de expresion de las enzimas recombinantes:

ADN polimerasa de Thermus aquaticus: TaqPol

A BI_mlder oh 1h 3h oON
34 (kDa)
P 225-
e 150
Ca 100- S
7E-
1 / 50-
A ¥ —
0,7 4 - —
* s Ed
25-
0 1 i r 1 - — ’
0 5 10 15 20
Tiempo (h) -
15- W aa

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) del extracto crudo
de las bacterias transformadas con pTaqgUNM. A: Se indica la curva de crecimiento de E. coli como
Densidad Optica (DO) a 600 nm en funcion del tiempo. En violeta se sefiala con una flecha la DO600 a la
que se realizé la induccion del cultivo con IPTG, 0,7. B: SDS-PAGE. Se indica el tamafio esperado de la
banda correspondiente a la TagPol, de 94 kDa. en el extracto crudo en los tiempos Oh, 1h, 3h'y ON luego
de la induccién con IPTG.

Ext.C INS- INS+ SOL- SOL+ Ladder
A— # L} ’ g
.1 -225
= F== L 150
94 kDa f— — p— N -100
— _— 75
[ Pﬁ Y=l ﬁ . -
a— fe—
H - f— $ BN B -50
e (— bt
— B — -35
— 3 T
S—— 1= . - . -25
g —— bl
— -15
~—= e -10
e=8. B Do
1 2 3 4 5 3

Expresion de Taq Pol. Electroforesis en gel de poliacrilamida(SDS-PAGE) evidenciando la presencia de la
banda del peso esperado (94 kDa). Calle 1, Extracto crudo. Calle 2, Fraccion insoluble sin inducir. Calle 3,
Fraccion insoluble inducida. Calle 4, Fraccion soluble sin inducir. Calle 5, Fraccion soluble inducida. Calle
6, Ladder (poner que ladder).
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Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE del enriquecimiento de TagUNM. Taq s/d corresponde
a la proteina obtenida previo al paso de dialisis, y Taq D 1y 2 corresponden a dos fracciones de proteina
obtenidas luego de dializar. Se indica con una flecha la banda correspondiente a la TagPol de 94 kDa.

Transcriptasa inversa de Murine Moloney Leukemia Virus: RT-MMLV

A CLON 1 CLON 3
Ladder Ladder
iy oh th 3 oN O Oh 1h 3h ON
225- 150-
150 100-
100-
75- N—
75 - —
50 - so- |
15 -
18-
-
CLON 4 CLON 5
ONS/I Oh 1h 3n ON ONS/l Oh 1h 3h ON
2325
-228 150
150
-100
100
d— o 75 g <
- 5
- -s0
-18
-—— -15
-
39
B % Clon 1
™ Clon 3
-] + Clon 4
27 & Clons
o ¥
a l Y.
14
o B %;; ...................................
- T T 1
0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de los clones recombinantes 1, 3, 4 y 5, para analizar
la expresion de RT-MMLV.A: ON: Cultivo inducido toda la noche. ON S/I: Cultivo toda la noche sin inducir.
0, 1, 3 refieren a los tiempos 0, 1y 3 horas luego de la induccion con IPTG. La flecha en cada gel indica la
banda esperada de 75 kDa para la RT-MMLYV, sobre expresada en los cultivos ON inducidos. B: Gréfico de
0D600 vs tiempo, indicando con flecha la densidad dptica a la que se indujo el cultivo, para los clones 1
(0,87),3(0,73), 4 (0,81,) y 5(0,86).
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ADN polimerasa de Geobacillus stearothermophillus: HP47-BstLF
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Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del clon recombinante 1, para analizar la expresion de
HP47-BstLF. M: Marcador de peso molecular, ON Ind: Cultivo inducido toda la noche. ON S/I: Cultivo toda
la noche sin inducir. Oh refiere a la bacteria en el momento de la induccién con IPTG. La banda de
sobreexpresion esperada de unos 73 kDa, se observa aproximadamente a la altura de la banda de 75 kDa
para la HP47-BstLF, en el cultivo inducido ON.

Xenopolimerasa derivada de ADNpol de Thermococcus kodakarensis: RTX(exo-)

La enzima RTX (exo-) purificada, cedida por el grupo de Investigacion y Desarrollo del Laboratorio Pablo
Cassara, la cual fue utilizada para realizar ensayos de actividad de la misma, utilizando ARN y ADN como
templado.

Ensayos de PCR con Taq polimerasa

1 plL Taq 51 4uLTaqS1 KOD pol CTRL (+)
—— —

2 plL TaqS1
6 7NC 6 7NCB7NCLGBG7N

Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR utilizando la enzima Tag UNM y KOD polimerasa
como control positivo. Se indica la reaccion positiva para NSP4 con la Taq enriquecida, fraccion S1.Donde
las calles indican: 6: Producto de PCR esperado para el plasmido conteniendo el gen de VP6, 7: plasmido
de VP7, N: plasmido de NSP4 y C: plasmido de la proteina cian fluorescente. L: Ladder 100 pb (PB-L). El
tamafio de los productos esperados es el siguiente: Wa-VP6: 1194 pb, Wa-VP7: 1062 pb, Wa-NSP4: 528
pby CFP: 723 pb.

Ensayo de RT-PCR con RTX polimerasa

4

A

Ladder|
PE)

5% §a00ues 8

Gel de agarosa con los productos de RT- PCR de la reaccién con RTX (exo-). A: De izquierda a derecha
se indica: Ladder (marcador de peso molecular), RRV negativo, Wa positivo (528 pb) y CDV negativo. B:
De izquierda a derecha se indica: Ladder, Reaccién 1 utilizando el set de primers G y Phi 1 (354 pb),
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Reaccion 2 utilizando Phi 2 y Phi3 (251 pb), Reaccién 3 con Phi 2 y L (459 pb), siendo estas 3 positivas; y
Reaccion 4 con el set de primers Phi 4 y L, negativa.

Conclusién:

Los resultados indicaron que los plasmidos construidos y utilizados en el presente trabajo son capaces de
expresar las proteinas heterologas TaqPol, HP47-BstLF y RT-MMLYV. Posteriormente, se comprobd la
actividad de la enzima TaqPol a partir de una fraccion enriquecida y, en paralelo, se ensayé la actividad de
RTX (exo-) purificada, brindando los primeros resultados hacia el desarrollo de un sistema de RT-PCR de
un soélo paso. Estas dos enzimas analizadas mantuvieron su actividad de manera adecuada, pudiendo
ejecutar reacciones de PCR o RT-PCR en un solo paso, respectivamente. Asi mismo, los clones
productores de RT-MMLV han quedado listos para continuar con la purificacion de dicha enzima. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se confirmé que se pueden obtener ADN
polimerasas activas, se ejecutaron y establecieron protocolos de expresion para TaqPol y RT-MMLV, y se
pudieron realizar reacciones de amplificacion exploratorias con TaqPol para PCR y con la enzima RTX
(exo-), para el caso de RT-PCR en un solo paso.

Este trabajo es de gran importancia en el sentido que permite la continuidad para obtener dichas enzimas
de manera purificada por metodologias cromatograficas, hacia la obtencion de stocks altamente purificados
con los cuales realizar ensayos de actividad y estabilidad en funcién del tiempo simulando almacenamientos
prolongados.

5. Nuevos interrogantes y lineas de investigacion a futuro
Consignar si la investigacion hizo surgir nuevos interrogantes o si emergieron potenciales lineas de investigacion a desarrollarse
en el futuro a partir de los hallazgos.

La expresion de este tipo de ADN polimerasas, ha abierto otras lineas de investigacién hacia la expresion
de manera recombinante, de nuevas enzimas para otros fines, tales como la obtencién de moléculas de
mRNA.
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