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En este trabajo se planteó la expresión de dos genes heterólogos diseñados in sílico con marco 
abierto de lectura para dos proteínas de superficie del virus de la influenza aviar, hemaglutinina 
subtipo H7 y la proteína M2 implicadas en el mecanismo de infección del virus de influenza, 
también se realizó la construcción de dos sistemas de expresión para cada una de las proteínas 
recombinantes y se evaluó la capacidad de Streptomyces lividans TK24 para secretar la proteína 
hemaglutinina subtipo H7 y la expresión de la proteína M2 en Escherichia coli cepa M15, así 
como también los métodos utilizados para la purificación de las proteínas. Los resultados indican 
que los sistemas de expresión que se construyeron fueron efectivos ya que se logró la expresión de 
las proteínas en las cepas utilizadas. 
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	Resultados y analisis:
	Clonación del producto de PCR 4eM2 al plásmido pJET1.2 para la construcción del plásmido pJ4eM2. El producto de PCR amplificado correspondiente al gen 4eM2 se ligó al plásmido pJET1.2 (fermentas) de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.  La reacción de ligación se realizó de acuerdo a lo descrito en la metodología y se transformó en células electrocompetentes de E. coli DH5α por electroporación.  Al medio de cultivo se le adicionó 100 ug/ml de  ampicilina para la selección de las colonias transformantes.  Se seleccionaron 7 colonias aisladas a las cuales se les hizo extracción de ADN plasmídico  y se realizó un  análisis con enzimas de restricción para confirmar la construcción del plásmido pJ4eM2.
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	Confirmación de la construcción del plásmido pQ4eM2 por PCR. De la caja Petri se seleccionaron 5 transformantes a las cuales se les hizo extracción de ADN plasmídico y con el fin de comprobar si las colonias poseían el inserto de interés se realizó una PCR con los cebadores diseñados para amplificar la región codificante de la proteína 4eM2 correspondiente al tamaño de 330 pb aproximadamente.   El producto de PCR amplificado fue  analizado en un gel de agarosa al 0.8% con buffer de corrida TAE 1X, a 95 voltios por 35 minutos.  
	4.1.3 Capitulo III: Expresión  de la proteína recombinante 4eM2 en E. coli M15. Metodologia:
	Purificación de proteínas en condiciones desnaturalizantes de E. coli lisados. Para la purificación de la proteína se utilizó el manual The QIA expressionist y el protocolo para la purificación de proteínas en condiciones desnaturalizantes de E. coli lisados consistió en dejar descongelar las células durante 15 minutos y se resuspendieron en 700 µl de tampón B - 7 M de urea, luego se añadieron 3 unidades por ml de volumen de cultivo de Benzonase nucleasa, y se dejó incubando con agitación durante 20 min a temperatura ambiente.  Una vez pasado el tiempo se centrifugó el lisado a 3800 rpm durante 30 min a 4° C para sedimentar los restos celulares.  Se recogió el sobrenadante.
	Cuantificación de proteínas por BCA. Se tomaron 37,5 µl de extracto de proteínas más 37,5  µl  del buffer E para un volumen total de 75 µl y  se hicieron reaccionar con 1,5 ml de reactivo working de BCA, se incubaron las mezclas  a 60°C durante 30 minutos y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente.  Pasado este tiempo de incubación las muestras se leyeron en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm.  Fue necesario realizar una curva patrón para obtener las cantidades de proteínas.
	Electroforesis en gel SDS-PAGE. Se analizaron los extractos de proteínas obtenidos por medio de la técnica electroforesis en SDS-PAGE.  Las muestras proteicas se trataron, previamente a su fraccionamiento, con SDS a 65 ºC por 5 minutos.  Como consecuencia de este tratamiento y de la presencia posterior de SDS durante toda la separación (tanto en el tampón de electroforesis como en la composición del gel), las proteínas se mantuvieron desnaturalizadas.  Las moléculas se separaron en función de su carga eléctrica, desplazándose al electrodo de carga contraria y a mayor velocidad cuanto mayor era la carga de la molécula, de esta manera se analizaron las proteínas obtenidas y finalmente se pudo comprobar la expresión de la proteína 4eM2.
	Resultados y análisis. Se seleccionaron dos colonias positivas que mostraron tener el  plásmido pQ4eM2 para la expresión de la proteína 4eM2 en E. coli M15, se realizó siguiendo el protocolo descrito en la metodología.  Pasado el tiempo de cultivo requerido para la expresión de la proteína y demás condiciones se procedió a la purificación de proteínas en condiciones desnaturalizantes de E. coli lisados, se siguió el protocolo también descrito en la metodología  para la proteína 4eM2.
	Cuantificación de proteínas por BCA. La cuantificación de proteínas se realizó por medio del método del ácido bicinconínico (BCA) mencionado en la metodología.  Pasado el tiempo de reacción se leyeron las muestras en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm.  Las concentraciones de proteínas obtenidas para las dos transformantes fueron:
	Electroforesis en gel SDS-PAGE. Los extractos de proteínas obtenidos de cada transformante fueron analizados mediante la técnica de electroforesis en gel SDS- PAGE,  se pudieron visualizar y analizar las proteínas obtenidas, debido a que la separación de proteínas se hace en función de la masa molecular  y el SDS-PAGE se emplea para estimar el peso molecular de las proteínas al compararlas con un marcador de peso molecular conocido.  
	Discusión de resultados. Al considerar la expresión microbiana de proteínas recombinantes Escherichia coli ha sido el hospedero heterólogo más utilizado debido a su rápido crecimiento en sustratos relativamente baratos, su genética bien caracterizada y la disponibilidad comercial de gran cantidad de vectores de clonación y cepas mejoradas.  
	4.2.1 Capitulo IV: Diseño y obtención del gen heterólogo de la proteína de superficie hemaglutinina subtipo H7 del virus de influenza aviar. Metodologia:
	Diseño del gen H7. Para el diseño del gen H7 se utilizó de base una secuencia nucleotídica de hemaglutinina subtipo H7 del brote que apareció en México en el estado de Jalisco en el 2012, reportada en la base de datos del Centro Nacional de Información sobre Biotecnología (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  A través de la herramienta BLAST de la página se hizo una comparación de la secuencia para corroborar que era una hemaglutinina subtipo H7.
	Resultados y analisis:
	Diseño del gen H7. Para el diseño del gen H7 se utilizó de base una secuencia nucleotídica de hemaglutinina subtipo H7 del brote que apareció en México en el estado de Jalisco en el 2012, reportada en la base de datos del Centro Nacional de Información sobre Biotecnología (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

	Figura 16. Diseño del gen H7 
	Figura 17. Comparación de secuencia 
	Figura 18. Porcentaje de guaninas y citosinas de la secuencia
	Figura 19. Mapa del gen sintético H7 utilizando el software bioinformático SnapGene, con marco abierto de lectura para la proteína hemaglutinina subtipo H7 del virus de influenza aviar 
	Figura 21. Porcentaje de guaninas y citosinas de la secuencia
	4.2.2 Capitulo V: Construcción del sistema de expresión para la proteína hemaglutinina subtipo H7 en Streptomyces lividans TK24. Metodología: 
	Transformación de E. coli XL1-Blue mediante electroporación con los plásmidos pAEPT1, pQHAH7Strep y pOJ446. Se utilizaron células electrocompetentes de E. coli cepa XL1-Blue, las cuales se descongelaron en un baño de hielo. A 50 μl de células electrocompetentes de E. coli  XL1-Blue se les agregó 1 μl de ADN en solución (plásmido), la mezcla siempre se mantuvo en el hielo.
	Extracción de ADN plasmídico. De las cajas Petri sembradas con cada uno de los plásmidos se seleccionaron  colonias aisladas y posiblemente transformadas con los plásmidos pAEPT1, pQHAH7Strep y pOJ446.  Con un palillo estéril se tomó cada una de las colonias y se inocularon en 5 ml de LB líquido más el antibiótico de selección, la incubación fue a 37ºC a 250 rpm durante 12 horas.
	Clonación del gen hemaglutinina (HA) subtipo H7 en el plásmido pAEPT1 en dirección sentido. La estrategia de clonación empleada para insertar el gen que codifica para hemaglutinina subtipo H7 en el vector plasmídico pAEPT1 consistió en digerir los dos plásmidos con la enzima BamHI, la cual fue seleccionada estratégicamente debido a que el gen se diseñó precisamente con extremos flanqueados por BamHI, y también el plásmido pAEPT1 presenta en su secuencia un solo sitio de corte por lo cual queda linezalizado y dejando extremos cohesivos para la misma enzima, lo cual por complementariedad de bases, se hizo posible la inserción del gen.
	Digestión con la enzima de restricción SalI. Para la confirmación de la construcción del plásmido pAEH7 se realizó un análisis de ADN por enzimas de restricción.  De un análisis previo de la secuencias nucleotídicas la enzima de restricción utilizada fue SalI.  En un tubo eppendorf se realizó la digestión con la enzima, se preparó una mezcla que contenía: 2 μl de buffer 2.1, 4 μl de ADN, 0,5 μl de la enzima SalI, y 13,5 μl  de agua grado biología molecular para obtener una mezcla total de 20 μl  de reacción, se incubó a 37°C durante una hora.  El producto de la digestión se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%.
	Subclonación del casete de expresión del plásmido pAEH7 en el plásmido final de expresión pOJ446. La estrategia de subclonación empleada para la inserción del casete de expresión del plásmido pAEH7 en el plásmido pOJ446 consistió en digerir los plásmidos con enzimas de restricción que liberaran los fragmentos deseados.  En el caso del plásmido pAEH7 para la liberación del casete de expresión fue necesaria una doble digestión con las enzimas PvuII y ScaI.  En el caso del plásmido pOJ446 fue digerido con la enzima EcoRV la cual lo linealiza ya que tiene un único corte en dicho plásmido.  
	Digestión con la enzima de restricción BamHI. Para la confirmación de la construcción del plásmido pAEH7446 se realizó un análisis de ADN por enzimas de restricción.  De un análisis previo de la secuencias nucleotídicas la enzima de restricción utilizada fue BamHI.  En un tubo eppendorf se realizó la digestión con la enzima, se preparó una mezcla que contenía: 2 μl de buffer 2.1, 4 μl de ADN, 0,5 μl de la enzima BamHI, y 13,5 μl  de agua grado biología molecular para obtener una mezcla total de 20 μl  de reacción, se incubó a 37°C durante una hora.  El producto de la digestión se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%.
	Resultados y análisis:
	Transformación de E. coli XL1-Blue mediante electroporación con los plásmidos pAEPT1, pQHAH7Strep y pOJ446. Las células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue como se describe en la metodología fueron sometidas a electroporación en presencia de cada uno de los plásmidos  durante 4 segundos a 2.5kV.  Pasado el tiempo de cultivo se observaron las placas y en ellas se pudo visualizar que hubo crecimiento bacteriano lo cual indicó que las células de  E. coli XL1-Blue se transformaron  incorporando cada uno de los plásmidos, los cuales les confirieron resistencia al antibiótico de selección y por esta razón pudieron crecer en las placas con el antibiótico.
	Extracción de ADN plasmídico. La extracción de ADN plasmídico como se describe en la metodología se realizó siguiendo el protocolo del kit GeneJet Plasmid Miniprep.  Las extracciones posteriormente fueron corridas en un gel de electroforesis al 0.8% para evidenciar la presencia de ADN plasmídico en las colonias que se transformaron con los plásmidos pAEPT1, pQHAH7Strep y pOJ446.
	Clonación del gen H7 hemaglutinina subtipo H7 en el plásmido pAEPT1 en dirección sentido. La clonación del gen H7 que codifica para la proteína hemaglutinina subtipo H7 en el vector plasmídico pAEPT1 consistió en digerir los dos plásmidos con la enzima BamHI, la cual fue seleccionada estratégicamente debido a que el gen se diseñó precisamente con extremos flanqueados con sitios de restricción para la enzima BamHI y por complementariedad de bases, se hizo posible la inserción del gen en una reacción de ligación.
	Digestión con la enzima de restricción SalI. La confirmación de la construcción del plásmido pAEH7 se realizó mediante la digestión del plásmido con la enzima SalI, la cual sirvió para comprobar la ligación del inserto (gen H7) al plásmido pAEPT1.  También se pudo determinar el sentido en que se ligó el inserto al plásmido vector debido a los tamaños que generó la enzima al cortar el plásmido.  
	Subclonación del casete de expresión del plásmido pAEH7 en el plásmido final de expresión pOJ446. La subclonación del casete de expresión del plásmido pAEH7 en el plásmido pOJ446 consistió en digerir el plásmido pAEH7 con las enzimas PvuII y ScaI, para la liberación del casete de expresión y el plásmido pOJ446 con la enzima EcoRV.  Cada una de estas digestiones se realizó estratégicamente ya que el plásmido pAEH7 cortado con la enzima PvuII dejó corte romo en sus extremos y el plásmido pOJ446 al ser cortado con EcoRV también quedó sus extremos con corte romo, lo cual hizo posible la inserción del casete de expresión en una reacción de ligación.
	Digestión con la enzima de restricción BamHI. La confirmación de la construcción del plásmido pAEH7446 se realizó mediante la digestión del plásmido con la enzima BamHI, la cual sirvió para comprobar la ligación del inserto (casete de expresión) al plásmido pOJ446.  De acuerdo con el mapa de restricción del plásmido pOJ446 y el del casete de expresión, se observó que la enzima BamHI tiene un único corte en el vector y dos en inserto, de acuerdo a esto las bandas que se generaron ayudaron a confirmar la construcción del plásmido pAEH7446.
	4.2.3 Capitulo VI: Cinética de crecimiento de Streptomyces lividans TK24. Metodologia:
	Crecimiento de Streptomyces lividans TK2. Para observar el crecimiento y la producción de proteínas de la cepa Streptomyces lividans TK24 se emplearon dos medios YEME y NMMP (modificado) (Kieser et al., 1997) con el fin de evaluar el medio más adecuado para la producción de la proteína hemaglutinina subtipo H7.  Se realizaron cultivos por duplicado para cada medio y se emplearon matraces de 250 ml los cuales se inocularon con 50 ml de medio de cultivo con una concentración final de 1x10^9 esporas/ml para cada matraz y se incubaron a 30°C en agitación constante.  Se tomaron matraces por duplicado a intervalos de tiempo de 12 horas y se les realizaron pruebas de biomasa, pH y cuantificación de proteínas, la fermentación se realizó durante 108 horas. 
	Cuantificación de la producción de Biomasa. La biomasa de los medios de producción en líquido se cuantifico por peso seco.  Fue necesario separar la biomasa del medio empleando filtración por gravedad.  La biomasa obtenida se secó en una estufa a 60ºC, posteriormente se registró su peso hasta obtener peso constante en la muestra.
	Evaluación del pH. El potencial de hidrogeno (pH) se determinó con el potenciómetro para cada tiempo establecido en la fermentación.  Se procedió a la calibración del equipo con los amortiguadores de referencia y enjuagar cuidadosamente el electrodo.  Se transfirió una porción de la muestras a un recipiente limpio de tamaño apropiado. De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se sumergió el electrodo en la muestra durante 1 min, de ser posible, se agitó suavemente.  Se esperó a que la lectura de pH se estabilizara (variación de lectura menor que 0,02 unidad de pH en un lapso no mayor de 1 min).  Se retiró el electrodo de la disolución, y se secó con papel absorbente, sin enjuagarlo y sin tallar.
	Cuantificación de proteínas por BCA. Se tomaron 75 µl del medio clarificado para reaccionar con 1,5 ml de reactivo working de BCA, se incubó la mezcla  a 60°C durante 30 minutos y luego se dejó enfriar a temperatura ambiente.  Pasado este tiempo de incubación la muestra se leyó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm.  Fue necesario realizar una curva patrón para obtener las cantidades de proteínas.
	Resultados y Analisis:
	Crecimiento de Streptomyces lividans TK24. Para observar el crecimiento y la producción de proteínas de la cepa Streptomyces lividans TK24 se utilizaron dos medios: YEME y NMMP (modificado), con el fin de evaluar el medio más adecuado para la producción de la proteína hemaglutinina subtipo H7.  Se realizaron cultivos por duplicado para cada medio y las medidas realizadas fueron pH, biomasa y cuantificación de proteínas, que se grafican a continuación.
	4.2.4 Capitulo VII: Expresión  de la proteína recombinante hemaglutinina subtipo H7 en Streptomyces lividans TK24. Metogologia:
	Conjugación de Streptomyces lividans TK24 con el plásmido pAEH7446. Se utilizó como cepa donadora E. coli ET12567/pUZ8002, la cual fue previamente preparada para electroporación, con el objetivo de obtener transformantes que posean el plásmido que se deseaba conjugar.  Una vez obtenida la cepa transformada con el plásmido conjugativo, se inoculó una colonia en un matraz de 250 ml con 50 ml de medio LB suplementado con kanamicina, cloranfenicol y apramicina marcador de selección del plásmido a conjugar pAEH7446.  Se incubó a 37ºC y 250 rpm hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.4-0.6, y posteriormente se recuperaron las células por centrifugación a 4,000 rpm durante 5 min.  Las células se lavaron 3 veces con medio LB y posteriormente se re suspendieron en 1/10 del volumen original de LB. (Kieser et al., 1997).
	Crecimiento de las conjugantes H7C-3 y H7C-5 en medio NMMP para la expresión de la proteína hemaglutinina subtipo H7. Para observar la producción de proteínas de las conjugantes en medio líquido se empleó el medio NMMP (modificado).  Se escogieron dos cepas conjugantes denominadas H7C-3 y H7C-5 y se realizaron cultivos por cuadruplicado para cada una de las cepas más un control con la cepa parental Streptomyces lividans TK24.  Se emplearon matraces de 250 ml los cuales se inocularon con 50 ml de medio de cultivo NMMP, 25 µg/ml de apramicina para las conjugantes y con una concentración final de 1x10^9 esporas/ml y para cada matraz.  La fermentación se realizó durante 48 horas a 30°C con agitación constante. 
	Concentración de la proteína hemaglutinina subtipo H7 por ultrafiltración. Para la concentración de la proteína H7 se utilizó el sistema de ultrafiltración en tubos Amicon de 15 ml de la marca Merck Millipore.  Por centrifugación y gracias a la membrana de celulosa que poseían los tubos Amicon fue posible eliminar el medio de cultivo, sales, azúcares, y materiales de bajo peso molecular y a la vez retener y concentrar las proteínas diluidas de alto peso molecular.  Se utilizó una solución amortiguadora para mantener la proteína estable.
	Cuantificación de proteínas por BCA. Se tomaron 7,5 µl del concentrado de proteínas más 67,5 µl del amortiguador  para un volumen total de 75 µl y  se hicieron reaccionar con 1,5 ml de reactivo working de BCA, se incubó la mezcla  a 60°C durante 30 minutos y luego se dejó enfriar a temperatura ambiente.  Pasado este tiempo de incubación la muestra se leyó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm.  Fue necesario realizar una curva patrón para obtener las cantidades de proteínas.
	Electroforesis en gel SDS-PAGE. Se analizó el extracto de proteínas obtenido por medio de la técnica electroforesis en SDS-PAGE.  Las muestras proteicas se trataron, previamente a su fraccionamiento, con SDS a 65ºC por 5 minutos.  Como consecuencia de este tratamiento y de la presencia posterior de SDS durante toda la separación (tanto en el tampón de electroforesis como en la composición del gel), las proteínas se mantuvieron desnaturalizadas.  Las moléculas se separaron en función de su carga eléctrica, desplazándose al electrodo de carga contraria y a mayor velocidad cuanto mayor era la carga de la molécula, de esta manera se analizaron las proteínas obtenidas y finalmente se pudo comprobar la expresión de la proteína hemaglutinina subtipo H7.
	Resultados y análisis:
	Conjugación de Streptomyces lividans TK24 con el plásmido pAEH7446. La generación de las cepas conjugantes de S.lividans TK24 consistió en traspasar por conjugación E. coli - Streptomyces el vector plasmídico con el casete de expresión para la proteína hemaglutitina subtipo H7, de acuerdo a lo descrito en la metodología.
	Confirmación de la conjugación de Streptomyces lividans TK24 con el plásmido pAEH7446 utilizando a E. coli ET12567/pUZ800. La comprobación de las clonas conjugantes se realizó por extracción de ADN plasmídico, se seleccionaron 2 conjugantes para la confirmación de la conjugación.  La conjugante número 3 denominada H7C-3 y la conjugante número 5 denominada H7C-5.  Se preparó un stock de esporas de H7C-3  y de H7C-5, y se sembró una concentración de esporas de    esporas/ml de cada una de las conjugantes en 5ml de medio YEME con apramicina.  Se incubó a 30°C durante 12 horas y se hizo la extracción de ADN  utilizando el kit GeneJet Plasmid Miniprep.
	Crecimiento de las conjugantes H7C-3 y H7C-5 en medio NMMP para la expresión de la proteína hemaglutinina subtipo H7. Para observar la producción de proteínas de las conjugantes H7C-3 y H7C-5 en medio líquido se empleó el medio NMMP (modificado).  Se realizaron cultivos por cuadruplicado para cada una de las cepas más un control con la cepa parental Streptomyces lividans TK24.  La fermentación se realizó durante 48 horas a 30°C con agitación constante, de acuerdo a lo descrito en la metodología.  Pasado el tiempo de cultivo requerido para la expresión de la proteína hemaglutinina subtipo H7 y demás condiciones se procedió a la concentración de proteínas por ultrafiltración siguiendo el protocolo descrito en la metodología.
	Cuantificación de proteínas por BCA. La cuantificación de proteínas se realizó por medio del método del ácido bicinconínico (BCA) mencionado en la metodología.  Pasado el tiempo de reacción se leyeron las muestras en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 562 nm.  Las concentraciones de proteínas obtenidas para las dos clonas conjugantes fueron:
	Taba 1. Cuantificación de proteínas por BCA
	Electroforesis en gel SDS-PAGE. Los extractos de proteínas obtenidos de las clonas conjugantes fueron analizados mediante la técnica de electroforesis en gel SDS- PAGE,  se pudieron visualizar y analizar las proteínas obtenidas, debido a que la separación de proteínas se hace en función de la masa molecular  y el SDS-PAGE se emplea para estimar el peso molecular de las proteínas al compararlas con un marcador de peso molecular conocido.  
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