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Introduccién. EI Fragmento Klenow (FK) de la ADN polimerasa | de
Escherichia coli y la T7 ARN polimerasa (T7), son enzimas que llevan a cabo
la polimerizacién de &cidos nucléicos (1). Su estructura se compone por tres
subdominios analogos a una mano que retiene al templado de ADN (2). La
T7 cataliza la incorporacién de un mayor nimero de nucleétidos por evento,
en comparacion al FK, lo cual se atribuye a que su pulgar es de mayor
tamafio, lo que supone favorece que el templado del ADN permanezca mas
tiempo en contacto con la polimerasa (3).

El objetivo del trabajo fué construir una polimerasa quimera a partir del
Fragmento Klenow, al cual se le inserte el pulgar de la T7 para generar una
polimerasa que sea més eficiente en el mecanismo de polimerizacion.

Metodologia. Se disefiaron oligonucleétidos que permitieran amplificar los
extremos N y C terminales del FK y que a su vez fuesen complementarios
en sus extremos a los correspondientes que amplifican el pulgar de la T7 a
fin de realizar mutagénesis por extension de traslape (técnica deSOEing) (4).
De forma paralela, los extremos N y C terminales de Klenow y el pulgar de
la T7, se amplificaron por PCR tipo Touchdown (TD). Los tres productos de
amplificacién anteriores, se unieron entre si utilizando el traslape de las
secuencias extremo incorporadas en los oligonucleétidos. La fusion de los tres
productos permitié la construccién quimera, misma que como fragmento
Ndel-Hind Il se clon6 en pET3a. La construccion se llevd a Escherichia coli
(BL21). El analisis de la construccion se realizd6 mediante PCR vy restriccién.

Resultados y Discusiéon. Se obtuvieron amplificaciones para los fragmentos
amino, carboxi terminal de Klenow y la T7 ARN polimerasa de los tamarfios
esperados: 688, 842 y 240 pb respectivamente. Esto permitio llevar a cabo la
mutagénesis por medio de la técnica de SOEing acoplado al PCR(TD) para
amplificar y unir los productos de interés que se unieron entre si debido a las
secuencias complementarias que formaron traslapes entre ellos. La
construccién de la polimerasa quimera de Klenow que integra al pulgar de
la T7, se obtuvo

con la intensidad, especificidad y tamafio esperado de 1770 pb. En la
clonacién de la construccion en el pladsmido pET3a se obtuvieron bandas
intensas y especificas de 4,057 y 1770 pb

correspondientes al plasmido y a la construccién. Se comprobd la presencia
de la reconstruccion del FK al caracterizar las células transformadas de
Escherichia coli (BL21) a través de PCR, en donde se obtuvo un solo producto
con un tamafio de 1770 pb. Por otro lado, el andlisis de restriccion demostrd
que se podia visualizar la banda correspondiente a la reconstruccién total en
electroforesis de agarosa.

Conclusiones. Se logré la construccion de la molécula recombinante del
Fragmento Klenow, debido al disefio adecuado de los oligonucleétidos que
hibridaron con alta especificidad. El uso del PCR ( TD ) permiti6 la
hibridacién éptima de cada oligonucleétido junto con la técnica de SOEing.
Esto favoreci6 que los fragmentos ya mencionados, se unieran entre si de
forma precisa y dirigida. La polimerasa quimera permitira analizar al
pulgar en el contexto del FK para determinar su papel en procesividad.
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