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RESUMEN

En el presente trabajo se implementé un método para la producciéon y
purificacién de la enzima Taq DNA polimerasa a partir de una cepa
recombinante de Escherichia coli. Se determind el tiempo de mayor produccion
en cultivo, se probaron dos diferentes medios para el crecimiento de dicha
bacteria y dos diferentes buffers de almacenamiento para la enzima puriﬁcadé.
A partir de un litro de cultivo se logré obtener enzima Taq DNA polimerasi
equivalente a 100,000 unidades. Esta enzima purificada se ha utilizado en
protocolos estindar de laboratorio para la amplificacién de secuencias
gendmicas de bacterias, virus, aves, ratones, bovinos y humanos, mostrando ser
igual o mas eficiente que una preparacion comercial. La actividad de la enzima

purificada ha permanecido estable durante nueve meses de almacenamiento a

-20°C.



INTRODUCCION

La biologia molecular ha tenido un gran auge en las ultimas cuatro
décadas desde el descubrimiento de la molécula de la herencia (DNA) hasta los
ahora innovadores métodos de clonacion y secuenciacion de genes. Todo esto
ha llevado a formar una gran tecnologia la cual ha sido muy util para la
humanidad. La Biologia Molecular encuentra amplios usos en la medicin.a,
industria, agricultura, etc. Por ejemplo la expresién de genes en organismos
extrafios permite la elaboracion de importantes proteinas como la insulina y la
hormona del crecimiento. En la agricultura, a las plantas se les puede conferir
resistencia al ataque de insectos. En medicina, se ha implementado el
diagnoéstico molecular de enfermedades, el aislamiento de genes, la
amplificacion de un segmento especifico de DNA humano y de otros
organismos etc. Las técnicas con las que se han obtenido todos estos avances
son, entre algunos ejemplos: a) la ruptura especifica del DNA mediante enzimas
de restriccion que facilita enormemente el aislamiento y la manipulacién de los
genes individuales; b) la secuenciacion rapida de todos los nucledtidos de un
fragmento purificado de DNA que hace posible determinar los limites precisos
de un gen y de la secuencia de aminodcidos que codifica; ¢) la hibridacion de

acidos nucléicos que hace posible localizar secuencias determinadas de DNA 6

RNA con una gran exactitud y sensibilidad utilizando la capacidad que tienen



estas moléculas de unirse a secuencias complementarias de otros 4cidos
nucléicos; d) la clonacién, mediante la cual se puede conseguir que un
fragmento de DNA se integre en un vehiculo molecular y se replique millones
de veces, y por ultimo e) la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

El PCR es un extraordinario método para la sintesis de DNA in vitro. Este
puede amplificar un fragmento especifico de DNA o un gen completo en varibs
millones de veces en pocas horas, lo que lo hace un método con enormes
aplicaciones que ha ocasionado una revolucién en la tecnologia de la Biologia
Molecular. Tiene importantes usos en el diagnostico médico, ya que se puede
utilizar en la deteccidon de mutaciones, en el diagnéstico y monitoreo de la
terapia usada en el cancer, en la deteccion de infecciones virales y bacterianas,
en la determinacioén del sexo en células prenatales, en los estudios de evolucién
molecular, en la clonacién de genes, etc.

Originalmente el procedimiento del PCR se establecié usando la DNA
polimerasa I de Escherichia coli (1), sin embargo, un problema asociado al uso
de esta enzima es su inactivacion debido a las altas temperaturas que se usan en
este ensayo; y por tal motivo tenia que afiadirse en cada ciclo de amplificacién.
Este problema se resolvi6 con el descubrimiento de una polimerasa
termoestable (2), la cual permanecia activa a las temperaturas usadas en la

reaccion de PCR. Esta enzima es la Taq DNA polimerasa producida por la



bacteria Thermus aquaticus (2). L.a Taq DNA polimerasa simplificé en gran
medida la reaccion de PCR al prescindir de la adicion de la misma después de
cada ciclo, sin embargo, 7. aquaticus, requiere de condiciones especiales para
su cultivo y muestra bajos niveles de sintesis de esta polimerasa. La produccion
de esta enzima se facilité con la clonacion del gen que la codifica y su expresion
en E.coli (3). En el presente trabajo se implementd un procedimiento para la
produccion y purificacion de la enzima Taq DNA polimerasa a partir de una

cepa recombinante de Escherichia coli.

I. ANTECEDENTES

Kary Mullis, en 1985, reporté por primera vez el procedimiento del PCR,
utilizando en aquel entonces la DNA polimerasa I de E. coli [1]. En 1988
Randall K. Saiki reporto la amplificacién enzimatica de un segmento de 167
pares de bases del gen humano de la B-globina usando una DNA polimerasa
termoestable. La enzima aislada de Thermus aquaticus, simplific6 grandemente
el procedimiento al evitar la necesidad de adicionar enzima en cada ciclo del
procedimiento. Ademas, por el hecho de funcionar a altas temperaturas, se
mejoré significativamente la especificidad, calidad, sensibilidad y alargamiento
de fragmentos de DNA. Con ésto se logré amplificar con alta especificidad un
gen de copia Unica a partir de una secuencia gendmica, con un factor de mds de

10 millones de veces [8].



Frances C. Lawyer, en 1989, report6 el aislamiento, caracterizacion, y
expresion en E. coli del gen que codifica para la DNA polimerasa de Thermus
aquaticus. Con esto se consiguié un rendimiento mayor del 30% de la proteina
bacteriana [6]. En 1990 David R. Engelk reporté la purificaciéon de la DNA
polimerasa de 7. aquaticus expresada en E. coli. En ese trabajo se describié un
método simplificado para la purificacion de esta enzima. La puriﬁcacién
involucré6 un tratamiento con calor, precipitacion de la enzima con
polietilenamina y purificacién a través de una resina de intercambio catiénico.
La preparacion resultante de la enzima contiene una proteina casi homogénea
consistente con el tamafio establecido previamente de la Taq DNA polimerasa y

con un rendimiento de 40-50 mg de proteina/ L de cultivo celular [8].

1. Ejemplos de Usos y Aplicaciones del PCR en Biologia Molecular.

Randall K. Saiki, en 1985, reporté la amplificacién enzimitica de la
secuencia genomica de B-globina y su andlisis con enzimas de restriccion para
el diagnostico de anemia de células falciformes. Esta fue la primera aplicacion
del PCR usando la enzima DNA polimerasa I de E. coli. [2]. El mismo autor en
1986 report6 una variante de la técnica de ASO (Oligonucledtido Especifico del
Alelo) usando PCR, con lo cual mejoré la sensibilidad, especificidad y

simplicidad de este procedimiento. Originalmente en esta técnica se hacian



hibridar oligonucleétidos directamente con el genoma, pero con la introduccién
del PCR, primeramente se amplifica la region a analizar y el producto de PCR
es el que se hibrida con los oligonucledtidos. De esta manera realizaron el
analisis de mutaciones de los genes alfa y beta HLA-DQ. Este método de la
amplificacion in vitro incrementa significativamente la deteccién de mutaciones
y permitié ¢l analisis de las variaciones alélicas con tan solo 1 ng de DNA

gendmico en combinacion con una prueba de “dot blot” para la hibridacién [3].

2. Uso del PCR en la deteccion de genes y rearreglos cromosémicos.
Ming-Sheng Lee, en 1987, reporté mediante PCR la deteccion de células
portadoras de una translocaciéon cromosémica. Por medio de esta técnica se
amplifico la region de union de los cromosomas translocados, caracteristica de
los linfomas foliculares t(14;18) (q32;921). Esta técnica permitié la deteccion
de células que transportan la secuencia hibrida de DNA t(14;18) en una dilucion
de 1:100,000 [4]. En 1994, utilizando la misma técnica, Ke-hui Cui reporté el

sexado de embriones humanos amplificando el gen ZFY especifico del

cromosoma Y [9].



3. Uso del PCR en la deteccién de especies bacterianas y virales.

Peter Radstrom report6 en 1994 la deteccién de DNA bacteriano en fluido
cerebro espinal mediante un ensayo simultaneo para la deteccién de Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, y Streptococci. El ensayo de PCR fue
dividido en dos amplificaciones de DNA. En la primera se amplificaron
fragmentos de DNA bacteriano en general y en la segunda se amplificé DNA
especifico de especie. La alta especificidad del ensayo de PCR fue demostrado
usando 133 cepas como testigos bacteriales de 28 especies diferentes [10]. En
1996 Herve Lerat reporté la deteccidn especifica de la cadena menor de RNA
del virus de la hepatitis C en células hematopoyéticas, en combinacién con una

reaccion de transcripcidn reversa y amplificacion (RT-PCR) [11].

4. Uso del PCR en estudios filogenéticos.

En 1989, Thomas R.H report6 la filogénia del extinto lobo marsupial,
Thylacinus cynocephalus. En este trabajo se utilizé secuenciacién directa por
medio de PCR para comparar 219 bases de DNA mitocondrial de especimenes
de lobo marsupial de museo y representantes de 6 gencraciones de marsupiales
extintos. Los resultados obtenidos indican que el lobo marsupial es mas cercano

a otros marsupiales carnivoros de Australia que a los de Sudamérica [7].



5. Fundamento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en lo siguiente:

1). el DNA que se quiere amplificar se desnaturaliza en cadenas sencillas.
El DNA de doble cadena se desnaturaliza por calor (a unos 94°C) hasta que se
disocia en cadenas sencillas (normalmente en 4 min).

2). Los oligonucledtidos, o primers, que son fragmentos de DNA
sint€ticos de cadena sencilla, se hibridan a regiones del DNA desnaturalizado
que flanquean el segmento que se desea amplificar. Generalmente se utilizan
dos oligonucledtidos diferentes. Cada uno de ellos tiene la secuencia
complementaria a una de las dos cadenas del DNA. Los oligonucledtidos se
alinean encarados con sus extremos 3°, ya que hibridan a cadenas opuestas. La
utilizacion de oligonucledtidos sintéticos significa que se debe tener alguna
informacién de la secuencia de DNA a amplificar.

3). A la mezcla de la reaccion se le afiade cada uno de los
desoxirribonucleétidos trifosfato (Adenina, Timina, Guanina y Citosina) y una
DNA polimerasa termoestable (resistente al calor) (esta polimerasa es la Taq
DNA polimerasa). La Taq DNA polimerasa extiende los oligonucle6tidos en
direccién 5° a 3°, utilizando como molde el DNA de cadena sencilla unido al
oligonucledtido. El producto es una molécula de DNA de doble cadena con los

oligonucleétidos incorporados en el producto final.



Cada grupo de tres pasos (desnaturalizaciéon del DNA de doble cadena a 94°C,
hibridacion de los oligonucleétidos de 55 a 65°C y extensién por la Tag DNA
polimerasa a 72°C) se denomina ciclo. Generalmente, cada paso del ciclo se
realiza a temperatura diferente. El ciclo se repite llevando a cabo otra vez todos
los pasos y después de 35 ciclos se obtienen varios millones de copias del DNA

inicial.

II. HIPOTESIS

Es posible obtener la proteina Taqg DNA polimerasa activa a partir de una cepa

recombinante de Escherichia.coli.

III. OBJETIVO GENERAL
Implementar un procedimiento para la produccién y purificaciéon de la enzima

DNA polimerasa de Thermus aquaticus a partir de una cepa recombinante de

Escherichia. coli



IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar el tiempo optimo de produccién de la enzima Taq DNA
polimerasa en la cepa recombinante de Escherichia coli.

2. Determinar en cual de los dos medios de cultivo (LB o TB) se presenta mayor
produccioén de Taqg DNA polimerasa.

3. Purificar la enzima Taq DNA polimerasa.

4. Determinar la actividad bioldgica de la enzima Taq DNA polimerasa.

5. Determinar la estabilidad de la Taq DNA polimerasa purificada en dos tipos

buffer de almacenamiento.
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V. DIAGRAMA DE FLUJO

Tiempo optimo
de sonicacién

v

Tiempo dptimo de
produccion de
Taq DNA polimerasa

'

Determinacion de un medio de
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'

Purificacién de la Taq
DNA polimerasa

'

Determinacion de
la actividad
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DNA polimerasa

.

Determinacion de la estabilidad de la
Taq DNA polimerasa con respecto al
tiempo de almacenamiento
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VI. MATERIAL Y EQUIPO

1. Material Bioloégico.

Se utilizé una cepa de Escherichia coli recombinante DH 5 o que porta el
plasmido pTRC-Taq. En dicho plasmido esta clonado el gen de la Tag DNA
polimerasa.

2. Material y Equipo de laboratorio.

Incubador con agitaciéon Brinkmann Orbimix 1010

Espectrofotdmetro Beckman DU 650

Columna de vidrio para cromatografia de liquidos modelo Econo-colum de 2.5
cm de diametro interno, 10 ¢cm de largo empaque con 2 piezas.

Ultracentrifuga Beckman Avanti J-25I.

Ultracentrifuga Beckman con rotor SW 28.

Microcentrifuga Eppendorf 5415C

Tubos de polipropileno de 0.6mly 1.5 ml

Membrana para diélisis Spectrum Spectra/Por

Transiluminador de Rayos Ultravioleta Fisher Scientific FBTIV-88

Fotodocumentador de geles UVP Epi-Chem-Darkroom

12



VII. METODOLOGIA.
1. Determinacion del tiempo 6ptimo de produccion de Taq DNA polimerasa
en la cepa recombinante de E. coli.

Para conocer el tiempo 6ptimo de la produccioén de la Taqg DNA polimerasa,
primeramente se probaron tres diferentes procedimientos para la obtencion de
extractos celulares, y posteriormente se aplicoé uno de estos procedimiéntos para
la preparacion de dichos extractos celulares a diferentes tiempos de crecimiento

bacteriano.

A) Determinacion del tiempo Optimo de sonicacién para la obtencion de

extractos con la mavor actividad de Tag DNA polimerasa.

Para la preparacidn de los extractos celulares y la posterior cuantificacion
de la Taq DNA polimerasa, se probaron tres procedimientos de lisis: el primero
fue con calor, el segundo con lisozima y el tercero con sonicacidn. Este ultimo
fue el que presenté el mejor resultado. El tiempo de sonicacién 6ptimo se
determiné en base a la actividad de Taq DNA polimerasa presente en los
extractos celulares en funcién del tiempo de sonicacién. Para este experimento
sc inocularon 25 ml de medio LB/Amp con la bacteria recombinante hasta

alcanzar una densidad optica de 0.250 a 550 nm. Cuando se alcanzd tal

densidad se afiadieron 150 pl del inductor IPTG (20 mg/ml) y se incub6 a 37°C

13



con agitacion toda la noche. Se tomaron muestras de 1ml de cultivo para probar
los diferentes tiempos de sonicacion. Cada muestra se centrifugé por 1 min a
14000 rpm y se decant6 el sobrenadante. Después se resuspendieron las células
en 200 pul de Buffer A (Tris, pH 7.9 50 mM, glucosa 50 mM, EDTA 1 mM ). La
mezcla se centrifugd por 1 min a 14000 rpm, se decant6 el sobrenadante y la
pastilla de células se resuspendié en 40 pl de Buffer A y 40 pl de Buffer B
(Tris, pH 7.9 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Tween 0.5%, IGEPAL 0.5%,
50 mM KCI). Posteriormente, cada muestra se sonicé a diferentes tiempos de 1
a 10 min con 3 pulsos de 20 seg por minuto de sonicacion, seguido de un
tratamiento con calor a 75°C por 20min y centrifugacién a 14000 rpm por 1
min. El sobrenadante se transfirié a otro tubo y se le determiné la actividad
relativa de Taqg DNA polimerasa en una reaccion de PCR. Esta reaccion se
realizé en un volumen final de 25 pl y se amplificé un transgen p53 humano
(Tg p53) a partir de un genoma murino. Los productos de la amplificacion se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, el producto del PCR se
tifid con bromuro de etidio (BE) y se observd en un transiluminador (TI) de

rayos ultravioleta (RUV).
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B) Determinacién del tiempo 6ptimo de produccion de la enzima Taq DNA

polimerasa.

Para determinar el tiempo éptimo de produccion de Taq DNA polimerasa
basicamente se hizo lo mismo que en el protocolo anteriormente descrito. Sin
embargo, en este protocolo se tomaron muestras de 1ml del cultivo celular cada
dos horas durante 16hrs a partir de la induccién con IPTG. Cada mﬁestra se
centrifugd a 14000 rpm por 1 min., se decanté el sobrenadante y la pastilla se
resuspendi6é en 200 wl de Buffer A. Después se centrifugé por 1 min. a 14000
rpm, se decant6 el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendi6 en 40 ul
de buffer A y 40 pl de buffer B (50 mM KCI). Cada muestra se sonic6 por 6
minutos, con 3 pulsos de 20 seg. por min. (éste fue el tiempo Optimo de
sonicacion), se incubaron a 75° C por 20 min., se centrifugaron por 1 min. a
14000 rpm, se recuperaron los sobrenadantes y se les determiné la actividad de

Taq DNA polimerasa de manera similar a lo descrito en ¢l punto anterior.

2. Determinacién de la produccién de Taq DNA polimerasa en los medios
de cultivo LB y TB.

Para cumplir con este objetivo se realiz6 lo siguiente. Se preparé un

preinoculo de 5 ml en LB/Amp el cual se utiliz6é para inocular 25 ml de ambos

tipos de medio: LB (1% peptona de caseina,1% de NaCl y 0.5% de extracto de
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levadura) y TB (0.3gr de peptona de caseina, 0.6 gr de extracto de levadura,
0.1ml de glicerol). El cultivo se incubé a 37°C con agitacion constante hasta
que se alcanz6 una densidad optica de 0.250 a 550 nm y se afiadié IPTG para
inducir la expresion del gen. Se incubé por 14 hrs mas y se determiné la
actividad de Taq DNA polimerasa de acuerdo con lo descrito anteriormente.

Por un lado se prepararon extractos por sonicacién usando 1 ml de cada
medio y el resto de ambos medios se procesé como se describe a continuacion.
Se centrifugé a 4000 rpm por 15 min. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla en 5 ml de buffer A. Después se centrifugé a 4000 rpm
por 15 min y la pastilla celular se resuspendi6 en 1 ml de Buffer A conteniendo
4 mg/ml de lisozima. La mezcla se incubé a temperatura ambiente por 15 min,
se le adicion6 1ml de buffer B (50 mM de KCl) y se incubé por 1 hr a 70°C. Se
centrifugé a 4000 rpm por 25 min y se recuperd el sobrenadante, del cual se
prepararon diferentes diluciones (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) para la determinacién
de la actividad de Taq polimerasa por PCR. En dichas reacciones se amplificé el
Tg p53 humano a partir de genoma murino y los productos de PCR se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, usando tincién con

bromuro de etidio para observar los productos de PCR con luz UV.
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3. Purificacion de Taq DNA polimerasa

Para cumplir con el objetivo de purificar la enzima Taq DNA polimerasa
se desarroll6 el siguiente protocolo, donde se tomé como punto de partida el
resultado del experimento del tiempo Optimo de produccion de la enzima Taq
DNA polimerasa y del medio que proporciona mayor produccién de Taq DNA
polimerasa.

Dia 0: Se inocularon 5 ml LBAmp (40 pg/ml) con una colonia de E.coli
DH5« portando el plasmido pTRC-Tagq. El preinéculo se incubé toda la noche a
37°C con agitacion.

Dia 1: Se transfirieron 1.25 ml del preinoculo en 4 matraces conteniendo
250 ml LB con 40ug/ml Amp, se incubaron a 37°C con agitacién hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.250 nm (antes de la fase logaritmica). A cada matraz
con 250 ml de I.B se afiadieron 1.5 ml de IPTG a una concentracion de 20
mg/ml y se incubaron nuevamente a 37°C con agitacién durante 14 hrs.

Dia 2: Se midi6 la densidad optica de los cultivos y se transfirieron a
cuatro botes de centrifugacion de 250 ml. Se centrifugé por 15 min a 4000 rpm,
se resuspendicron las células de los 4 botes en un total de 200 ml de buffer A y
se centrifugé nuevamente por 15 min a 4000 rpm. La pastilla celular se
resuspendi6 en 40 ml de buffer A conteniendo 4 mg/ml de lisozima y se incubé

a temperatura ambiente por 15 min. Se le adicionaron 40 ml de buffer B (50
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mM KCl) y se incub6 en un matraz Erlenmeyer de 250 m! por lhora a 70°C.
Posteriormente se centrifugé a 25,000 rpm por 45 min a 4°C en un rotor SW 28.
Al sobrenadante obtenido se le ajusté la concentracién de KC1 a 200 mM, se
paso por una columna de DE52 previamente preparada y equilibrada con buffer
B (200 mM KCl) a 4°C.

Se colectaron fracciones de 5 ml y se combinaron aquellas que en ensayos PCR
presentaron actividad de Taq DNA polimerasa. La solucién se dializo toda la
noche a 4°C en tres volimenes de Buffer C sin KCl1 (HEPES, pH 7.9 20mM,
EDTA 1mM, PMSF 0.5mM, Twwen20 0.5%, IGEPAL 0.5%).

Dia 3: El dializado se pasé por una columna de resina Bio Rex 70
equilibrada con Buffer C (50 mM KCI), la columna se lavé con Buffer C (50
mM KCI) y la Taqg DNA polimerasa se eluyoé con KCl a 200 mM en Buffer C.
Se colectaron fracciones de Iml y se les determind actividad de Taq DNA
polimerasa mediante un ensayo de PCR. Se mezclaron aquellas fracciones que
presentaron actividad DNA polimerasa y la mezcla se dializdé en 100 volimenes
de Buffer de almacenamiento (HEPES 20 mM, KCI 100 mM, EDTA 0.1mM,

PMSF 0.5 mM, DTT 1 mM, Glicerol al 50% y H,O bidestilada estéril).
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4. Aislamiento de DNA Gendmico.

Para aislar el DNA genémico se tomaron muestras de sangre de diferentes
Organismos como aves, ratones y humanos. Se colocaron 300 pl de sangre en un
vial de 1.5 ml y se afiadieron 200 pl de buffer lisis TSNT (Triton 100X 2%,
SDS 1%, NaCl 100mM, Tris-HHCl 10mM pH 8.0). Posteriormente se
adictonaron 500 pl de Fenol y se mezclé por vortex. Después se aﬁadiéron 100
ul de SAVAGE (Cloroformo: Alcohol Isoamilico 24:1), 200 pl de buffer TE 1X
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.0) y se m.ezcl() con vortex. Se centrifugd
la muestra por 15 min a 14000 rpm y sc transfirié la capa acuosa a un tubo
nuevo para precipitar el DNA con dos volumenes de Isopropanol al 100%. La
solucion se centrifugd por 5'min a 14000 rpm, se descart6 el sobrenadante y se
lavé la pastilla con 1 ml de etanol al 70%. Finalmente se dej6 secar la pastilla a

temperatura ambiente y se resuspendié en 50 pl de buffer TE 1X.

5. Determinacion de la actividad biolégica de la Taq DNA polimerasa.

Para determinar la actividad de la Tag DNA polimerasa se realizaron
ensayos de PCR en un volumen final de 25pl. Se realizaron principalmente dos
tipos de amplificaciones: (1) usando DNA genémico de ratones transgénicos

para amplificar un transgen p53 humano y (2) usando DNA gendmico de

19



ratones heterocigotos para el gen p53 endogeno, utilizando oligonucleotidos

para amplificar en la misma reaccion tanto el alelo silvestre como el mutante.

A) Amplificacion del Transgen p53 humano a partir del genoma murino.

Para la amplificacién del Tg pS3 humano a partir del genoma murino se prepard
una mezcla con todos los componentes la cual se describe a continuacién: 100
ng del oligonucledtido P3 (ATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACQ),
100 ng del oligonucledtido GESR (TCCAAATACTCCACACGCAA), 2.5 ul de
una mezcla de cada desoxirribonucledtido (ATP,TTP,GTP,CTP) a una
concentracion de (2.5 mM), 2.5 ul de Buffer de reaccion 10X (100 mM Tris-
HCI1 pH 8.3, 15 mM MgCl,; 500 mM KCI1) y 1 pl de DNA murino (200 ng).
Esta mezcla es para una reaccion (1X) y la cantidad de volumen de cada
componente aumenta proporcionalmente cuando se amplifica mas de una
muestra. Al final se afiadio 1 pl de Taq DNA polimerasa purificada por
reaccion. A la mezcla se le adicioné H,O bidestilada estéril para completar 25
pl de volumen final. Las condiciones del PCR fueron: 1) un ciclo de 4 min a
94°C, 2) 35 ciclos de 1 min a 94°C seguido de 1 min a 60°C y 3min a 72°C, y 3)
I ciclo de 7 min a 72°C. Posteriormente se analizaron los productos de PCR por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, dichos productos se tifieron con

bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de luz UV.
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Para la amplificaciéon de los otros genes que se muestran en la seccién de
resultados, se empled una metodologia muy similar a la descrita anteriormente,
pero se utilizaron los oligonucledtidos correspondientes para cada gen y DNA

templado proveniente de diferentes organismos.

6. Preparacion del gel de agarosa.

Todos los ensayos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa en el cual los fragmentos de DNA se separan de acuerdo a su tamafio.
Se usaron geles de agarosa al 0.8 % disolviendo 0.8 gr de agarosa en un
volumen final de 100 ml de Buffer TAE 1X (Tris base al 1 M pH 8, EDTA 0.5
M pH 8.0). Al final de la electroforesis el gel se sumerge en una solucién con

bromuro de etidio el cual se une al DNA y fluoresce con luz ultravioleta.

7. Analisis de proteinas en gel de poliacrilamida-SDS.

Utilizando una solucioén de acrilamida-bisacrilamida (19:1), se prepar6é un
gel de resolucion al 12%. (Tris pH 8.8 0.‘4 M, 0.1% SDS, 0.1% persulfato de
amonio y 0.0004% TEMED) y un gel de empaquetamiento al 5% (Tris pH6.8
0.127M, 0.1% SDS, 0.1% persulfato de amonio y 0.001% TEMED).

Se cargaron de 5-20 ul de la muestra conteniendo un volumen de buffer de

carga (50 mM de Tris- HCI pH 6.8, SDS 2%, 100mM DTT, 0.1% de azul de
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bromofenol y 10% de glicerol). La electroforesis se llevé a cabo utilizando
buffer de corrida 1X ( Tris-HCI pH 8.8 25 mM, glicina 250mM, SDS 0.1 %). Al
terminar el corrimiento del gel, éste se tifid con una solucién de azul de
Comassie, y se destifié con una solucion fijadora (10% de Acido Acético, 30%

de Metanol y 60% de Agua).

8. Dialisis de Ia Taq DNA polimerasa en dos tipos de buffer de
almacenamiento.

Con el fin de determinar en cual de los dos tipos de buffer de
almacenamiento la Taq DNA polimerasa se mantiene estable a través del
tiempo, se realizo lo siguiente. En el paso final de la purificacion, se mezclaron
aquellas fracciones con actividad de Taq DNA polimerasa y se dializaron en
100 volimenes ya sea de Buffer I (HEPES 20 mM, KCI 100 mM, EDTA
0.1mM, PMSF 0.5 mM, DTT 1 mM, Gliserol al 50% y H,O bidestilada estéril).
6 Buffer 11 (1 M Tris pH 8, 1mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100mM KCl, 0.5%
Tween 20, 0.5% IGEPAL, 50% Glicerol v H,O bidestilada estéril) con un
cambio a las 12 hrs, con un tiempo total de dialisis de 24 hrs. A la enzima
dializada se le determiné la actividad de Taq DNA polimerasa a través del

tiempo, a intervalos de dos meses.
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VIII. RESULTADOS

Para determinar el tiempo 6ptimo de induccion de Tag DNA polimerasa
por IPTG en la bacteria recombinante, se establecié un protocolo para preparar
extractos celulares a partir de 1 ml de cultivo, en los cuales se pudiese detectar
la actividad de Taq DNA polimerasa. Como se menciond en la seccién de
Metodologia, se probaron tres diferentes procedimientos de lisis celular:
ebullicidn, lisozima y sonicacion. Para lo anterior muestras de 1 ml de cultivo
de la bacteria recombinante, se centrifugaron y diferentes pastillas celulares se
sometieron a los tres diferentes tratamientos. Al analizar los extractos celulares
encontramos que en aquellos extractos preparados por sonicacion fiie posible la
deteccion de Taq DNA polimerasa mediante un ensayo de PCR, por lo cual se

procedio al establecimiento del tiempo Optimo de sonicacion..

1. Determinacion del tiempo 6ptimo de sonicacion.

En la Figura I se muestra el resultado de los tiempos de sonicacion (1 a
10 minutos), donde encontramos que el mayor porcentaje de actividad se
presenté entre los 4 y 6 minutos de sonicacidn, y que a tiempos mayores de
sonicacion se afectd la actividad de Tag DNA polimerasa. Este tiempo de

sonicaciéon se utilizé6 en el siguiente experimento de determinar el tiempo

optimo de produccion de Tag DNA polimerasa.
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0.5kb ™ ! el Tgp 53

Figura 1. Monitoreo del tiempo Sptimo para la lisis
celular asi como de la estabilidad de la Taq DNA
polimerasa. M marcador de pesc molecular 1 kb,
carriles 1 al 10 corresponden de 1 a 10 minutos de
sonicacidon con tres pulsos de 20 segundos en cada
minuto.

2.Determinacion del tiempo optimo de induccién de Taq DNA polimerasa.
Debido a que en la bacteria recombinante el gen de la Taqg DNA
polimerasa esta bajo la regulacion del promotor lac, el cual es inducible con
IPTG, era necesario definir el mejor tiempo para cosechar las bacterias después
de la induccion con IPTG. Los resultados de este experimento se muestran en la
Figura 2. Después de analizar la actividad de Taq DNA polimerasa obtenida de
muestras de cultivo tomadas cada 2 horas a partir de la induccion, nos
encontramos que a las 10 horas de induccién (carril 5) se presento la mayor
actividad de Tag DNA polimerasa; a las 2 horas no se logré detectar dicha
actividad enzimética (carril 1), y la misma comenzé a detectarse a las 4 horas
(carril 2), incrementdndose progresivamente hasta las 10 horas de crecimiento

bajo induccién (carril 5) y disminuyendo a partir de las 12 horas (carril 6). Estos
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resultados indican que el tiempo 6ptimo de produccién de Taq DNA polimerasa

se obtiene a las 10 horas de induccidn.

M1 2 34 5 6 7 8 9

1.6 kb

1 kb

Figura 2. Determinacion del tiempo éptimo de la
produccion de la Taq DNA polimerasa. M es el
marcador de peso molecular -1 kb, carriles del 1 al 9
corresponden a cada dos horas después de la induccién
para la expresiénn del gen.

3. Determinar si la produccién de Tag DNA polimerasa es mayor en medio
de cultivo LB o TB.

El medio TB es un medio mas enriquecido y se alcanzan densidades
celulares de bacterias mayores que las que se obtienen con LB. Por tal motivo
decidimos probar si en el medio TB se obtenia un rendimiento mas elevado de
Taq DNA polimerasa. La bacteria recombinante se creclo en los dos medios, se
indujo la expresion del gen con IPTG y se comparé la actividad de Taqg DNA
polimerasa en extractos celulares preparados por sonicacién y lisozima. Los

resultados se muestran en la Figura 3, donde los carriles 1 y 3 corresponden al
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procedimiento de lisozima en LB y TB respectivamente, mientras que los
carriles 2 y 4 corresponden al procedimiento de sonicacion en LB y TB
respectivamente. Se observa que en el medio LB la actividad de Taq DNA
polimerasa fue un poco mayor que la obtenida en TB (comparar carril 1 vs 3),

pero fue equivalente entre los carriles 2 y 4.

Figura 3. Actividad de Taq DNA polimerasa
obtenida de dos medios diferentes: LB y TB.
Carriles 1 y 3 extractos celulares preparados por
sonicacion; carriles 2 y 4 extractos celulares
preparados con lisozima.

Para corroborar el resultado antes mencionado se repitid la deteccion de
actividad Taq DNA polimerasa probando diluciones de los extractos celulares
(1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16). Los resultados se muestran en la Figura 4, donde se
observa que los productos de la reacciéon de PCR son mas intensos en los
extractos celulares de las bacterias crecidas en LB (carriles 1 al 4) en

comparacion con los extractos obtenidos del crecimiento en TB (carriles 6 al 9).
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Este resultado nos indica que existe una mayor cantidad de actividad enzimatica

de Taq DNA polimerasa en las bacterias crecidas en LB.

M1 2345678 910

1.6kb

1kb —

i 5
0.5 kb — Te p33

Figura 4. Determinacién de la productividad de Taq
DNA polimerasa en dos medios de cultivo: LB y
TB. Los carriles del 1 al 5 corresponden a
diluciones (1:2,1:4,1:8,1:16) del extracto celular
obtenido del medio LB, los carriles del 6 al 10 son
las diluciones (1:2,1:4,1:8,1:16) del extracto celular
obtenido del medio TB.

4. Purificacion de Tag DNA -polimerasa.

En base a los resultados anteriores se crecié la bacteria recombinante en
medio LB y se indujo con IPTG por 12 horas. Se siguié el procedimiento de
purificacién descrito en la seccion de Metodologia para la purificacién de la
enzima. Se monitored la purificacion de la Taq DNA polimerasa a través de las
diferentes etapas del procedimiento mediante ensayos de actividad enzimatica
de DNA polimerasa. Puesto que durante el procedimiento de purificacién se
trabaja con concentraciones elevadas de sales, primeramente demostramos que
se podia detectar actividad de Tag DNA polimerasa bajo esas condiciones . De

ésta manera pudimos constatar la actividad de Taq DNA polimerasa en el
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extracto crudo y en las fracciones eludias de las columnas de DE52 y Bio-Rex
70. En la Figura 5 se observa el monitoreo de la presencia de Taq DNA
polimerasa después de que se hizo pasar el extracto crudo por la columna de
intercambio anidnico (DES52). En los carriles 3 al 13 se observa la banda del
transgen humano amplificado a partir del genoma de un ratén transgénico
(Tgp53) usando muestras de las diferentes fracciones. Las fracciones que
mostraron actividad son de la 3 a la 13, mismas que se mezclaron y dializaron
para el siguiente paso de purificacion en la columna de Bio-Rex 70. De esta
manera descartamos las fracciones 1, 2, 14 y 15 por carecer de actividad de Taq

DNA polimerasa.

1.6kb —
1Kb —

05kh — _ Tg p53

Figura 5. Determinacién de actividad de Taqg DNA polimerasa en las
fracciones eluidas de la columna de DES52. La actividad se determiné
amplificando un transgén humano del genoma de ratén de 500 pb. Los
carriles 1 al 15 representan las fracciones eluidas. M es el marcador de
peso molecular 1 kb.
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En la Figura 6 se observan los resultados de actividad de Tag DNA
polimerasa en las fracciones cluidas de la columna de BioRex 70. En los
carriles 3 al 12 es donde se observa con mayor intensidad la banda de
amplificacion del transgen p53 humano (Tg p53) lo que indica que en estas
fracciones se eluy6 la mayor cantidad de Taq DNA polimerasa. Estos carriles
correspondieron a las fracciones 9 al 18, mismas que se juntaron para su dialisis

en un buffer de almacenamiento.

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

1.6kb __

1kb

0.5 kb — Tg p53

Figura 6. Deteccién de Taq DNA polimerasa en las fracciones eludias de la
columna de Bio-Rex 70. La Tag DNA polimerasa se eluyd con KCl, se
colectaron 20 fracciones y se les determind la actividad de Taqg DNA
polimerasa amplificando un transgén humano del genoma de ratén. Los carriles
1 al 16 representan las fracciones eludias de la 7 al 22. A es ¢l marcador de

peso molecular 1Kb.

Otra via mediante la cual se monitoreé la purificacién de la Taqg DNA
polimerasa fue el analisis de las proteinas en un gel de poliacrilamida-SDS. En
la Figura 7 se muestran diferentes patrones de bandeo los cuales indican la

cantidad de proteinas presentes durante la purificacién de la enzima. El carril 1
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corresponde al extracto crudo (lisis celular), como se puede observar se
presentan multiples bandas que indican la presencia de muchas proteinas las
cuales deben de incluir la Taq DNA polimerasa. En el carril 5 se encuentran las
proteinas del extracto crudo que no se adhirieron a la resina DE52, en donde
debe de estar incluida la Taq DNA polimerasa. Estas proteinas se pasaron por
una columna de Bio-Rex 70. Las proteinas que se adhirieron a la columna se
desprendieron en dos pasos. En el primero se eluyeron proteinas con una
concentraciéon de KC1 50 mM las cuales se encuentran en ¢l carril 2; y en un
segundo paso se eluyeron proteinas con una concentracion de KCl 200mM
(concentracion a la cual eluye la Tag DNA polimerasa). Estas proteinas se
muestran en el carril 3, en donde se observa iinicamente una banda. En ¢l carril
4 se presenta una muestra de una proteina Tag DNA polimerasa comercial.
Estos resultados indican que el procedimiento de purificacidon resulté en la
obtencion de una proteina cuyo tamaiio (94 Kd) corresponde al esperado de la
enzima Taq DNA polimerasa. En el carril 6, que corresponde a las proteinas que
pasan directamente a través de la resina Bio-Rex 70, no se observa ninguna
banda. Esto indica que practicamente todas las proteinas que no se adhirieron a
la primer columna (resina DE 52) se quedaron unidas en la columna de resina

Bio-Rex 70.
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Figura 7. Aniélisis de la enzima purificada Taqg DNA
polimerasa en gel de poliacrilamida-SDS durante el
procedimiento de purificacion de la Tag DNA polimerasa.
Carril 1 es el extracto crudo; carriles 2 y 3, eluidos de la
resina Bio-Rex 70 con KCI 50 y 200 mM respectivamente;
carril 4, Taq DNA polimerasa comercial; carril 5, proteinas
no unidas a la columna de DES52; carril 6, proteinas que no
unieron a la columna de Bio-Rex 70; carril 7 albimina, y M
marcador molecular de proteinas.

S.Determinacion de la actividad biologica de 1a Taq DNA polimerasa.

Con la Taq DNA polimerasa purificada en este trabajo se lograron
amplificar secuencias génicas de copia unica a partir de diferentes organismos
como son aves, humano y roedores. En la Figura 8 se muestra un ejemplo de
amplificacion de DNA aislado de sangre de aves de la familia Psittacidae
(Amazona leucocephalla y Lory sp). El producto de PCR corresponde a un
fragmento del gen CHD de aves. Los carriles con dos bandas (carriles 3, 6 y 8)

corresponden a la presencia de dos genes CHD diferentes en estas aves.
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Genes CHD

100 pb

Figura. 8 Amplificacion del gen CHD de aves
usando la Taq DNA polimerasa purificada. Los
carriles del 1 al 5 pertenecen a aves de la
especie Ama-ona leucocephaila y los carriles
del 6 al 9 pertenecen a la especie Lory sp.

En la Figura 9 se presenta la amplificacion de genes de copia tnica a
partir del genoma murino usando la Taq DNA polimerasa purificada y su
comparacion con una Taq DNA polimerasa comercial. En este caso en
particular se amplificé el DNA de dos alelos diferentes del gen p53 murino: un

alelo silvestre de 450 pb y un alelo mutante de 700 pb.

6. Comparacion de la actividad de la Taq DNA polimerasa purificada vs
una enzima comercial.

En la Figura 9 se muestra la comparacion de la actividad enzimatica de la
Taq DNA polimerasa. En esta figura se presenta el analisis de la Taq purificada

y almacenada en dos buffers diferentes, y de una Taq comercial. Cada una de las
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enzimas se probaron a tres diluciones diferentes (1:2, 1:4 y 1:8). Los carriles 1,
4 y 7 corresponden a la Taq purificada y almacenada en el buffer I; los carriles
2,5y 8 a la enzima en el buffer de almacenamiento II, y los carriles 3, 6 y 9
corresponden a la Taq DNA polimerasa comercial; de menor a mayor dilucién
para cada una de ellas, respectivamente. Como se observa en la figura, la
enzima que amplificé los dos alelos esperados a la mayor dilucion fue la Taq

DNA purificad almacenada en el buffer L.

1 2 345 67 8 9 +

Alelo Mutante

Alelo Silvestre

Figura 9. Amplificacion del gen pS3 heterocigoto a partir del genoma
murino M es el marcador de peso molecular 1Kb. Los carriles 1,4,7
corresponden a la Taq purificad y almacenada en el Buffer I. Los
carriles 2.6,8 son la Taq purificad y almacenada en el Buffer II. Los
carriles 3,7.9 son de la Tag comercial, + es el control positivo

En la Figura 10 se probé la habilidad de la Taq DNA polimerasa en la
amplificacion simultanea de varias regiones génicas del genoma humano (PCR
multiple). Especificamente se usaron los oligonucledtidos de un estuche de
amplificacién de diferentes regiones del brazo largo del cromosoma Y, del cual

se sustituyé la Taq DNA polimerasa del estuche comercial por la Tag DNA
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polimerasa purificada en este ensayo de PCR. Los resultados observados en la
figura corresponden a los esperados en el estuche comercial. Confirmando

nuevamente la calidad de la Taq DNA polimerasa purificada en este trabajo.

400pb

100pb
50pb

Figura 10. PCR miiltiple del brazo largo del
cromosoma Y usando la Taqg DNA polimerasa
purificada. M es al marcador de peso molecular
50pb; carriles 1 al 4 productos de PCR esperados
de acuerdo al estuche comercial.

En la Figura 11 se muestra la capacidad que present6 la Tag DNA
polimerasa purificada para amplificar DNA aislado de tejido embebido en
parafina. Lo antes mencionado es un gran logro debido a que cuando se aisla
DNA a partir de tejido embebido en parafina este pucde contener algunos
inhibidores de la actividad de la Taq DNA polimerasa. Por lo tanto nuestra

enzima fue capaz de actuar en estas condiciones.
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Primers externos Primers internos

Figura 11. Amplificacién tipo “Nested-PCR” de un Fragmento de 123 pb
de la secuencia de insercién IS6110 del complejo M. Tuberculosis. DNA
aislado de tejido bovino embebido en parafina se usdé en una primera
reaccion de PCR (carriles 1 al 6) y posteriormente cada una de las
muestras del producto de PCR se sometié6 a una segunda amplificacion
usando oligos internos al producto de PCR (carriles 7 al 12).

7. Estabilidad de la Taq DNA polimerasa en dos tipos de buffers de
almacenamiento.

En este ultimo resultado se muestra la efectividad de dos diferentes
buffers (Buffer I y Buffer II) para el almacenamiento de la Taq DNA polimerasa
purificada, en funcion de su actividad. En la Figura 12 se muestra el monitoreo
de la Taq DNA polimerasa con respecto a su actividad a través del tiempo. Este
monitoreo se realizd mediante la amplificacién por PCR del Tg p53 humano a
partir de genoma murino. El panel A corresponde a la Tag DNA polimerasa
recién purificada. Los paneles B, C, D y E corresponden a la actividad de las
enzimas con 1, 3, 6 y 9 meses de almacenamiento, respectivamente. En los tres

primeros paneles B, C y D se aprecia que la intensidad de las bandas es
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comparable en ambos buffers, es decir que la actividad permanece equivalente
entre 1 y 6 meses. Por el contrario a los 9 meses de almacenamiento (panel E)

existe una actividad ligeramente mayor en la enzima almacenada en ¢l Buffer 1.

500pb — —Tgp53
MBI BII
C
®) ©)
500pb— —Tgp53
S500pb — — Tgp53
100pb BI  BII
(D) (E)
500pb — Tgp53
500p — — Tgp53

Figura 12. Monitoreo de la Taq DNA polimerasa con respecto a su
actividad a través del tiempo en dos tipos de Buffers de almacenamiento
(BI y BID. (A) Al tiempo cero (recién purificada), (B) un mes de
almacenamiento, (C) tres meses de almacenamiento, (D) seis meses de
almacenamiento, (E) nueve meses de almacenamiento. M es el marcador

de peso molecular 1Kb.
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo se describié un procedimiento para la purificacion
de la enzima Tag DNA polimerasa a partir de una bacteria recombinante de
Escherichia coli. Gracias a este trabajo se ha generado autosuficiencia en el
suministro de esta enzima a nuestro laboratorio.

Puesto que los buffers que se usaron para la purificacion de la Tag DNA
polimerasa contenian cantidades considerables de sales, primeramente se
determiné si la Taq DNA polimerasa era activa en esas condiciones de
salinidad, interesantemente si lo fue y se pudo monitorear la actividad de la
enzima a través de todos los pasos de su purificaciéon (Figuras 5, 6 y 7).

Se presentaron problemas en la obtencién de extractos celulares a partir
de 1 ml de cultivo bacteriano. Los procedimientos para obtener un lisado
bacteriano ya sea con lisozima o por ebullicion a partir de 1 ml resultaron en un
extracto celular con muy poca actividad detectable de Taq DNA polimerasa. Por
el contrario en extractos celulares obtenidos por sonicacion a partir de 1 ml de
cultivo se logré detectar confiablemente la actividad enzimatica; de igual
manera, fue posible detectar la actividad de Taq DNA polimerasa en extractos
con lisozima a partir de 10 ml.

Las unidades de actividad de la Taqg DNA polimerasa se obtuvieron en

base a la comparacion con una enzima comercial. La Taq DNA polimerasa

37



purificada presentd una actividad comparable a una enzima comercial que
presenta una concentracion de 5U/ul (Figura 9). Puesto que en este trabajo se
obtuvieron 20 ml de Taq DNA polimerasa a partir de un litro de cultivo, la
cantidad de unidades obtenidas corresponden a aproximadamente 100,000
unidades.

La enzima Taq DNA polimerasa que se purificé mantuvo su actividad
durante todo el tiempo de analisis, lo que significa que la enzima purificada cn
nuestras condiciones permanece estable al menos por un periodo de 9 meses.
Asi mismo recomendamos el almacenamiento de la Taq polimerasa en el buffer
I, ya que es la que conservd mayor actividad a través del tiempo.

La produccién de Taq polimerasa en el medio LB fue mayor que en ¢l
medio TB. Es conocido que en el medio TB la densidad celular es mayor, es
decir que al haber mayor nimero de bacterias esperariamos una mayor cantidad
de Taq purificada. Sin embargo no resulté ser asi, la actividad enzimatica fue
inclusive un poco mayor en la obtenida en el medio LB. Es probable que la
mayor produccion de Taq polimerasa en ¢l medio TB se obtenga a un tiempo de

induccion diferente que aquel obtenido con ¢l LB.
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X. CONCLUSION

Se logré determinar el tiempo Optimo para la produccién de la Tag DNA
polimerasa, ademas de determinar que el medio LB es el que proporciona mayor
produccion de esta enzima recombinante. Se logré monitorear a la Tag DNA
polimerasa a través de los pasos para llegar a su purificacion y de este modo se
implement6 un procedimiento para su produccion y purificacion a partir de una
cepa recombinante de Escherichia coli.

La Tag DNA polimerasa purificada permanece estable y activa por nueve
meses en almacenamiento, ademas de que logra amplificar regiones genomicas
de copia Unica de diferentes organismos como bacterias, bovinos, ratones y
humanos.

La produccion de esta enzima es un ahorro econémico significativo en los

proyectos de investigacion en Biologia Molecular.
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