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Resumen 

El 90% de las angiospermas son hermafroditas, lo que podría significar que se favorece la 
autofecundación sobre la fecundación cruzada. Esto llevaría a la endogamia y, con ello, a la 
reducción de la variabilidad genética en las poblaciones, afectando una de las ventajas 
biológicas que provee la reproducción sexual. Sin embargo, a lo largo de su evolución, las 
angiospermas han desarrollado diversos mecanismos que evitan la autopolinización y, por lo 
tanto, promueven la fecundación cruzada. Dentro de estos mecanismos se encuentran los 
sistemas de autoincompatibilidad gametofítica y esporofítica. En la autoincompatibilidad 
gametofítica, el crecimiento del polen se inhibe en el pistilo cuando el haplotipo S del polen 
coincide con uno de los dos alelos S del pistilo. La especificidad de reconocimiento del alelo S 
específico está regulada por el locus multialélico S. En este locus se encuentran tanto la 
determinante S femenina, que se expresa específicamente en el pistilo, como la determinante 
S masculina, que es exclusiva del polen. En Nicotiana alata, el gen de la determinante S 

femenina codifica una glicoproteína con actividad de ribonucleasa, la S-RNasa. 

Para que el mecanismo de rechazo del polen en una cruza incompatible se lleve a cabo de 
manera adecuada, se requieren de otros genes no ligados al locus S. Uno de estos genes 
codifica la NaTrxh, que es una tiorredoxina tipo h que reduce a la S-RNasa. Esta reducción 

provoca que su actividad de ribonucleasa incremente al menos siete veces y resulta ser 
esencial para el rechazo del polen alelo S específico.  

Si bien se conoce la estructura terciaria de la S-RNasa, en específico de la variante alélica 
SF11, es de interés del laboratorio conocer el cambio conformacional que se produce cuando 
es reducida por la NaTrxh, es decir, la conformación necesaria para la respuesta de 
incompatibilidad. El presente trabajo tiene como objetivo probar a E. coli como posible sistema 
de expresión de las SA2 y SC10-RNasas recombinantes en forma soluble. De esta manera se 
podrá establecer un protocolo de expresión y purificación de las proteínas recombinantes para 
así continuar con las variantes que posean la conformación “hiperactiva”. Para ello se realizó 
la clonación de los cDNA que codifican dichas ribonucleasas en diferentes vectores de 
expresión con el fin de lograr una expresión eficiente de las mismas.  

Se determinó que las mejores condiciones para lograr este objetivo fueron la expresión de las 
variantes alélicas SA2 y SC10 en el vector de expresión pMCSG53 en células de E. coli pGro7. 

Sin embargo, los resultados también sugieren que será mucho mejor probar otro sistema 
heterólogo de sobreexpresión, como lo es Nicotiana tabacum. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Índice 
 ................................................................................................................................................. 1 

Introducción .............................................................................................................................. 1 

Barreras a la autofecundación en las angiospermas ..................................................... 1 

Identificación de una ribonucleasa (S-RNasa) como la determinante S femenina en 

Solanaceae .............................................................................................................................. 2 

Mecanismo de acción de las S-RNasas ........................................................................ 3 

Factores no ligados al locus S necesarios para la respuesta de AI ............................... 4 

Características generales de las S-RNasas .................................................................. 6 

La regulación redox de la S-RNasa es fundamental para la respuesta de AI ................ 8 

Justificación ............................................................................................................................ 10 

Hipótesis ................................................................................................................................. 10 

Objetivo .................................................................................................................................. 10 

Materiales y métodos.............................................................................................................. 12 

Amplificación por PCR del cDNA que codifica la SA2- y la SC10-RNasa maduras ......... 12 

Clonación de las secuencias que codifican la SA2- y la SC10-RNasa en pMCSG53 en 

células de E. coli XL10-GOLD ................................................................................................ 15 

Clonación de las secuencias que codifican la SA2- y la SC10-RNasa en pMAL-p5x en 

células de E. coli XL10-GOLD ................................................................................................ 20 

Sobreexpresión de las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa en la cepa de E. coli 

BL21(RIL) clonadas en los plásmidos pMCSG53 y pMAL-p5x ............................................... 23 

Sobreexpresión de SA2- y SC10-RNasa recombinantes en células de E. coli pGro7...... 24 

Análisis de la sobreexpresión de las proteínas recombinantes .................................... 24 

Resultados ............................................................................................................................. 26 

Generación de las construcciones pMCSG53:SA2- y SC10-RNasa ................................ 26 

Sobreexpresión de las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa en la cepa de E. coli 

BL21(RIL) clonadas en el plásmido pMCSG53 ....................................................................... 30 

Clonación de la SA2- y SC10-RNasa en el plásmido pMAL-p5X ..................................... 33 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa en células de E. coli pGro7 ...................... 38 

Discusión ................................................................................................................................ 42 

Importancia de la obtención de las SA2- y SC10-RNasas recombinantes ....................... 42 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa codificadas en el plásmido pMCSG53 en 

células de E. coli BL21(RIL) .................................................................................................... 44 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa codificadas en el plásmido pMAL-p5x en 

células de E. coli BL21 (RIL) ................................................................................................... 47 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa en células de E. coli pGro7 ...................... 49 

Conclusiones y perspectivas .................................................................................................. 50 

APÉNDICE 1 (protocolos)....................................................................................................... 56 



 

 

 

 

Purificación de DNA a partir de gel de agarosa ........................................................... 56 

Preparación de células quimiocompetentes de E. coli ................................................. 56 

Transformación de E. coli por choque térmico ............................................................. 57 

Análisis de las proteínas por SDS-PAGE y ensayo réplica tipo Western-blot .............. 57 

APÉNDICE 2 (soluciones de trabajo) ..................................................................................... 58 

Acrilamida:bis-acrilamida (29:1) – 100 mL ................................................................... 58 

Amortiguador apilador (SDS-PAGE, glicina) – 100 mL ................................................ 58 

Amortiguador de glicina para SDS-PAGE 10X (1L) ..................................................... 58 

Amortiguador de muestra 6X (SDS-PAGE) ................................................................. 58 

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 10X (1 L) ........................................................ 58 

Amortiguador separador (SDS-PAGE, glicina) – 100 mL ............................................. 58 

Amortiguador TAE (tris – ácido acético – EDTA) 50X (1 L) ......................................... 58 

Amortiguador de transferencia (Western- blot) 1L ....................................................... 59 

Medio LB (Luria-Bertani) – 1L...................................................................................... 59 

Solución de bloqueo (inmunodetección) ...................................................................... 59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

 

 

Índice de tablas 
 
  Página 
Tabla 1 Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para las diferentes 

amplificaciones por PCR 
14 

Tabla 2 Mezcla de reacción para la amplificación por PCR de las secuencias 
de las SA2- y la SC10-RNasas 

14 

Tabla 3 Condiciones de PCR para la amplificación de la secuencias de cDNA 
de la SA2- y la SC10-RNasa 

15 

Tabla 4 Mezclas de reacción para LIC  16 
Tabla 5 Mezcla de reacción de Tempasa  17 
Tabla 6 Condiciones de PCR para la amplificación de la secuencias de cDNA 

de la SA2- y la SC10-RNasa 
17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

 

 

Índice de figuras 
 

 
  Página 
Figura 1 Incompatibilidad esporofítica 4 
Figura 2 Estructura de los dominios conservados de las S-RNasas de 

eudicotiledóneas 
7 

Figura 3 Estrategia experimental 11 
Figura 4 Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la SA2- y la 

SC10-RNasa 
12 

Figura 5 Mapa del plásmido pMCSG53 18 
Figura 6 Mapa de las construcciones pMCSG53:SA2-RNasa y 

pMCSG53:SC10-RNasa 
19 

Figura 7 Mapa del plásmido pMAL-p5x 21 
Figura 8 Mapa de las construcciones pMAL-p5x:SA2-RNasa y pMAL-

p5x:SC10-RNasa 
22 

Figura 9 Análisis por electroforesis de la amplificación por PCR del 
cDNA de los alelos SA2- y la SC10-RNasa 

26 

Figura 10 Análisis por electroforesis de la segunda amplificación de SA2- 
y la SC10-RNasa  

27 

Figura 11 Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la 
clonación de la SA2- y la SC10-RNasas en el plásmido 

pMCSG53 

28 

Figura 12 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la 
digestión de los plásmidos pMCSG53-SA2 y pMCSG53-SC10 
con las enzimas de restricción NdeI o EcoRI 

29 

Figura 13 Secuencias de la SA2- y SC10-RNasas y de las clonas 
generadas en el plásmido PMCSG53 

30 

Figura 14 Ensayo de sobreexpresión de las proteínas SA2- y SC10-RNasa 
a partir de extractos de proteína total de E. coli BL21(RIL) con 
los plásmidos pMCSG53:SA2-RNasa-1, y pMCSG53:SC10-
RNasa-2 o pMCSG53:SC10-RNasa-4 

31 

Figura 14 Ensayo de sobreexpresión por IPTG de las proteínas SA2- y 
SC10-RNasa expresadas en células de E. coli BL21(RIL) 
cultivadas a 37° C, separando la fracción soluble (FS) de la 
insoluble (FI) 

32 

Figura 16  Ensayo de sobreexpresión de la SA2- y SC10-RNasa a 16°C 33 
Figura 17 Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de las 

amplificaciones de las secuencias SA2-RNasa y SC10-RNasa 
34 

Figura 18 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de 
amplificación pMAL-p5X, SA2- y SC10-RNasa digeridos por NotI 
y HindIII 

35 

Figura 19 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plásmidos 
obtenidos de las colonias transformantes con los plásmidos 
pMAL-p5X:SA2 y pMAL-p5X:SC10-RNasa 

36 

Figura 20 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plásmidos 
provenientes de SA2-4 y SC10-27 digeridos con NdeI + EcoRI 

37 

Figura 21 Ensayo de SDS-PAGE de extractos de proteínas de clonas 
pMAL-p5X:SA2 y pMAL-p5X:SC10 en células de E. coli 

BL21(RIL) 

38 

Figura 22 Ensayo de SDS-PAGE de las proteínas sobreexpresadas por 39 



 

 

 

 

bacterias E. coli pGro7 con el vector pMCSG53-SA2 
Figura 23 Ensayo de SDS-PAGE de las proteínas sobreexpresadas por 

bacterias E. coli pGro7 con el vector pMCSG53-SC10. La banda 

de 63 kDa corresponde a la chaperona GroEL 

39 

Figura 24 Ensayo de SDS-PAGE de la expresión de SA2-RNasa en 
diferentes tiempos utilizando células de E. coli con el vector 

pMAL-p5X 

40 

Figura 25 Ensayo de SDS-PAGE de la expresión de SC10 en diferentes 
tiempos utilizando células de E. coli con el vector pMAL-p5X 

41 

   
 
 
 
 



 

 

Introducción 

Barreras a la autofecundación en las angiospermas 

Cerca del 90% de las especies de angiospermas son hermafroditas, es decir, en una misma 

flor se encuentra tanto al androceo (verticilo reproductivo masculino) como al gineceo (verticilo 

reproductivo femenino) funcionales (Barrett y Hough, 2012), es decir son flores bisexuales. Si 

bien la autofecundación confiere ventajas para la sobrevivencia de las especies sésiles como 

lo son las plantas, también tiene desventajas porque se reduce la variabilidad genética a lo 

largo de las generaciones, lo que se conoce como depresión endogámica (Rea y Nasrallah, 

2008).  

En las plantas se han desarrollado mecanismos que evitan la autofecundación promoviendo a 

su vez la fecundación cruzada (Rea y Nasrallah, 2008). Entre estos mecanismos se 

encuentran: la dicogamia (cuando la dehiscencia de las anteras y la receptividad del estigma 

no ocurren al mismo tiempo), la hercogamia (cuando la posición del estigma se separa 

físicamente de las anteras), la expresión sexual (monoicismo, dioicismo y las diferentes 

combinaciones) y la autoincompatibilidad (AI). 

La AI es una barrera genética a la autofecundación. Es un sistema de reconocimiento y 

discriminación entre el polen "propio" y el "no propio" para rechazar al polen propio (Rea y 

Nasrallah, 2008). Se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil para producir 

cigotos después de la autopolinización (De Nettancourt, 1977).  

Los sistemas de AI son de dos tipos: los homomórficos, que es cuando los tipos de 

apareamiento o los grupos de apareamiento son morfológicamente similares y solo pueden 

distinguirse mediante pruebas de apareamiento; y los heteromórficos, en los que puede haber 

dos (distilia) o tres (tristilia) morfos florales (Darwin, 1877; Stevens y Murray, 1982). De los 

homomórficos existen diferentes tipos de incompatibilidad, los cuales sólo pueden ser 

determinados por la compatibilidad entre diferentes individuos. Por el contrario, en los 

heteromórficos hay de dos a tres tipos de incompatibilidad, en los cuales se presentan 

diferentes posiciones de las partes florales (también llamadas plantas heterostiladas) y la 

morfología de la flor generalmente indica el tipo de incompatibilidad. La heterostilia es un 

ejemplo de polimorfismo que controla genéticamente la morfología de la flor. En plantas 



 

 

 

 

distílicas, la mitad de las plantas tienen flores con estilos largos y estambres cortos, mientras 

que la otra mitad tiene el arreglo contrario; este sistema de incompatibilidad asegura que las 

plantas con estilos largos solo puedan ser fecundadas por polen proveniente de anteras en 

estambres largos y las de estilos cortos de polen de anteras en estambres cortos 

(Charlesworth, 2010). 

La especificidad en el reconocimiento y rechazo del polen propio en los sistemas de AI de 

especies homomórficas está determinada por los haplotipos de un solo locus multialélico de 

reconocimiento, denominado locus S (sterility) (Rea y Nasrallah, 2008). Este locus presenta 

entre el 39% y el 98% de identidad en su secuencia (Kheyr-Pour et al., 1990), lo cual 

determina los haplotipos S. El locus S consta de al menos dos genes: el que determina la 

especificidad alélica en el pistilo y el que la determina en el polen (Rea y Nasrallah, 2008). La 

base genética del reconocimiento del polen puede ser gametofítica o esporofítica. 

En la AI gametofítica, la polinización es bloqueada cuando el haplotipo S en el polen 

(gametofito y, por lo tanto, haploide) coincide con uno de los dos alelos S del pistilo (Franklin-

Tong y Franklin, 2003; De Nettancourt, 1977). En la AI esporofítica, la incompatibilidad está 

determinada por el genotipo S de la planta que produjo al polen (i.e. el esporofito; diploide) 

(Newbigin et al., 1993; Nasrallah y Nasrallah, 1993). Dentro del sistema de AI gametofítica se 

han identificado dos mecanismos diferentes: uno basado en las S-RNasas, presente en las 

familias Solanaceae, Plantaginaceae y Rosaceae, y otro propio de la familia Papaveraceae 

(Franklin-Tong y Franklin, 2003; McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 

Identificación de una ribonucleasa (S-RNasa) como la determinante S femenina en 

Solanaceae 

En Nicotiana alata (Solanaceae) se observó que ciertas glicoproteínas estilares cosegregan 

con el fenotipo de AI, de ahí que se les denominó glicoproteínas S. Esto permitió la clonación 

e identificación del cDNA que codifica estas glicoproteínas básicas (Anderson et al., 1986). La 

glicoproteína S2 cuenta con un péptido señal y se expresa exclusivamente en el pistilo 

(Anderson et al., 1986). Se determinó que las glicoproteínas S son homólogas a un conjunto 

de ribonucleasas de hongos conocidas como RNasas T2 (McClure et al., 1989). 

Posteriormente, se demostró que en el rechazo del polen propio en N. alata, el RNA del tubo 



 

 

 

 

polínico se degrada por acción de estas enzimas, por lo que a las glicoproteínas S se les 

denominó S-RNasas (McClure et al., 1990). Si bien las proteínas de diferentes haplotipos S, 

aunque varían poco con respecto a su masa molecular, sus patrones de glicosilación son 

diferentes (Jahnen et al., 1989; Woodward et al., 1989); sin embargo, la glicosilación no 

participa en la especificidad alélica en la respuesta del rechazo del polen alelo S específico. 

A partir de líneas transgénicas de Nicotiana y Petunia se demostró que la S-RNasa es la única 

determinante del lado del pistilo que determina la especificidad alélica S (Murfett et al., 1994; 

Lee et al., 1994). Mientras que la expresión de una S-RNasa en plantas cuyo alelo S es 

diferente al de su genotipo genera una ganancia de función al poder rechazar polen con 

haplotipo igual al de la secuencia introducida (Lee et al., 1994); la supresión de la S-RNasa 

causa la pérdida de la capacidad para rechazar el polen con un haplotipo S específico (Murfett 

et al., 1994). Con esto se demostró que la S-RNasa es la determinante femenina en el sistema 

de AI gametofítico en Solanaceae y, por lo tanto, la responsable del rechazo del polen alelo S 

específico. 

 

Mecanismo de acción de las S-RNasas 

El arresto del crecimiento de los tubos polínicos se lleva a cabo entre el tercio superior y la 

mitad del estilo, lo cual ocurre, en promedio, dentro de las primeras 48 h después de la 

interacción polen-estigma (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). Mediante experimentos 

marcando a la S-RNasa con 3H se determinó que entra a los tubos polínicos de forma intacta y 

por tanto mantiene su actividad enzimática citotóxica (Gray et al., 1991). A partir de ensayos 

de inmunolocalización se determinó que las S-RNasas entran a los tubos polínicos tanto en 

cruzas incompatibles como compatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). La evidencia 

celular indica que, al ingresar las S-RNasas al tubo polínico, se compartamentalizan en una 

vacuola, la cual en una cruza compatible se mantiene y en una incompatible se degrada, 

liberando así a las S-RNasas para que lleven a cabo el efecto citotóxico sobre el tubo polínico 

incompatible (Goldraij et al., 2006). 

La actividad de ribonucleasa de la S-RNasa es esencial para que esta proteína lleve a cabo su 

función en el mecanismo de rechazo del polen incompatible. Las plantas S1S2 tienen la 

capacidad de rechazar el polen con haplotipos S1 y S2, pero permiten el crecimiento del tubo 



 

 

 

 

polínico cuando el polen tiene un haplotipo diferente (Figura 1). En el trabajo de Huang et al. 

(1994) se observó que cuando se expresa al gen S3-RNasa con el codón de la posición 93 que 

codifica histidina, que está implicado en la catálisis, reemplazado por un codón de asparagina, 

en plantas de P. inflata S1S2, la proteína S3-RNasa mutante (cuya actividad de ribonucleasa 

estaba totalmente abolida) se encontró en los mismos niveles de expresión que en los de 

plantas S1S3 y S2S3; sin embargo, no tuvo la capacidad de rechazar el polen S3. Con esto se 

demostró que para que se lleve a cabo el rechazo del polen incompatible, es necesaria la 

actividad de ribonucleasa de la S-RNasa.  

 

Figura 1. Incompatibilidad esporofítica. El pistilo de un esporofito con genotipo S1S2 tiene la capacidad 
de rechazar el polen con haplotipo S1 y S2, pero permite el crecimiento de los haplotipos S3 y S4.  

Factores no ligados al locus S necesarios para la respuesta de AI 

Existen factores que se requieren para el rechazo del polen alelo S específico no ligados al 

locus S, los cuales se conocen como genes modificadores (McClure et al., 1999; Zhang y Xue, 

2008). Hasta la fecha se han identificado cinco genes modificadores cuya participación 

esencial en la AI está demostrada. Cuatro de estos genes son por parte del pistilo: HT-B 

(McClure et al., 1999), 120K, (Hancock et al., 2005), NaStEP (Jiménez-Durán et al., 2013) y 

NaTrxh (Torres-Rodríguez et al., 2020); y uno por parte del polen: NaSIP (García-Valencia et 

al., 2017). 



 

 

 

 

El primer gen modificador que se identificó fue HT-B (McClure et al., 1999). La HT-B es una 

proteína específica de estilos que se expresa en la especie AI N. alata pero no en la 

autocompatible N. plumbaginifolia (McClure et al., 1999). Las plantas de N. alata con la 

expresión de HT-B suprimida presentan una reducción en la capacidad para rechazar el polen 

incompatible (McClure et al., 1999) sin afectar la expresión de la S-RNasa ni su incorporación 

al tubo polínico (Goldraij et al., 2006). No se conoce la función de HT-B, pero se sabe que 

también se incorpora a los tubos polínicos tanto compatibles como incompatibles. De manera 

interesante, mientras que se degrada en polen de cruzas compatibles, se mantiene en el de 

incompatibles, y al parecer está de alguna manera involucrada con la estabilidad de la vacuola 

que contiene a las S-RNasas en los tubos polínicos (Goldraij et al., 2006). 

La degradación/estabilización de HT-B dependiendo de la cruza (compatible o incompatible, 

respectivamente) aparentemente depende de la regulación de la actividad de alguna proteasa 

del tubo polínico que aún no ha sido identificada (Goldraij et al., 2006; Jiménez-Durán et al., 

2003; Cruz-Zamora et al., 2020). Sin embargo, se identificó a NaStEP, el cual codifica una 

proteína con actividad de inhibidor de proteinasas tipo Kunitz que se expresa de manera 

específica en los estilos de plantas AI de Nicotiana (Busot et al., 2008; Jiménez-Durán et al., 

2013). NaStEP contiene la secuencia NPIVL de direccionamiento vacuolar. Esta proteína 

muestra localización vacuolar en los estigmas sin polinizar. Después de la polinización, se 

localiza en el exudado estigmático, lo cual se presenta a la par de la perforación de la pared 

celular estigmática, aparentemente liberándose el contenido vacuolar al apoplasto (Busot et 

al., 2008) para posteriormente incorporarse al citosol del tubo polínico (Jiménez-Durán et al., 

2013). Al suprimir la expresión de la NaStEP por RNAi, el fenotipo de AI se pierde, indicando 

su función esencial como gen modificador en el sistema de AI y, de manera interesante, se 

observa que en ausencia de NaStEP, HT-B se degrada en cruzas tanto compatibles como 

incompatibles (Jiménez-Durán et al., 2013). Además de la posible función de evitar la 

degradación de HT-B en cruzas compatibles, NaStEP bloquea un canal dependiente de voltaje 

en la membrana interna mitocondrial por lo que de alguna manera también participa en el 

proceso de muerte celular programada que posiblemente ocurre en los tubos polínico 

incompatibles (Cruz-Zamora et al., 2020). Sin embargo, los mecanismos por los cuales este 

factor modificador participa en la AI de Nicotiana aún no están tan claros.   

Otra proteína involucrada y esencial para la AI en N. alata es 120K. Es una arabino-galacto-

proteína abundante en el tejido de transmisión estilar que interacciona in vitro con las 

S-RNasas (Cruz-García et al., 2005) y entra a los tubos polínicos (Goldraij et al., 2006). 



 

 

 

 

Mediante ensayos de silenciamiento por RNAi se determinó que esta proteína es necesaria 

para el rechazo del polen alelo S específico, pero sin implicaciones en el crecimiento del tubo 

polínico (Hancock et al., 2005) ni en el ingreso de la S-RNasa a los mismos, en donde se 

asocia a los márgenes de las vacuolas que contienen a las S-RNasas (Goldraij et al., 2006). 

La 120K interactúa con la NaPCCP, que a su vez se une con fosfatidil inositol-3-fosfato. La 

NaPCCP se asocia con la membrana plasmática del tubo polínico y con compartimientos 

internos (Lee et al., 2009). Dado que el fosfatidil inositol-3-fosfato está implicado en la 

endocitosis y en el transporte de membrana, la NaPCCP podría contribuir con el 

direccionamiento de las proteínas de pistilo en el polen (McClure et al., 2011). 

El otro gen modificador del estilo, NaTrxh, codifica una tiorredoxina tipo h (Trxh) que se 

expresa en varios órganos de N. alata, pero especialmente abundante en tejidos florales 

incluyendo pétalos, ovarios y estilos, y también está presente, aunque en menor nivel, en 

anteras, sépalos y hojas (Juárez-Díaz et al., 2006). Su mRNA es más abundante en estilos de 

especies autoincompatibles (N. alata y N. bonariensis), así como en aquellas con un entorno 

genético de AI (N. alata cv. BT y N. longiflora) que en N. plumbaginifolia, que es 

autocompatible (Juárez-Díaz et al., 2006; McClure et al., 2011; Torres-Rodríguez et al., 2020;). 

A nivel de proteína sólo se detecta en especies autoincompatibles, sugiriendo un papel en el 

rechazo del polen (Juárez-Díaz et al., 2006; Torres-Rodríguez et al., 2020), así como la 

existencia de un mecanismo de regulación traduccional en especies autocompatibles. La 

participación de la NaTrxh en el rechazo del polen alelo S específico se demostró 

posteriormente con las evidencias que más adelante se describirán. 

Características generales de las S-RNasas 

El gen que codifica la S-RNasa es altamente polimórfico (Kheyr-Pour et al., 1990), codifica una 

proteína con péptido señal, la cual se expresa fuertemente y de manera específica en el estilo 

y estigma desde dos o tres días antes de la antesis, alcanzando su máxima expresión en la 

antesis (McClure, 1999). El punto isoeléctrico de las S-RNasas se encuentra entre 6.2 (S3-

RNasa) y 8.8 (S2-RNasa) (Bredemeijer y Blaas, 1981). Los análisis de las secuencias de las 

S-RNasas indican que contienen cinco regiones conservadas (C1 a C5), que representan 

alrededor de 40 residuos de aminoácidos en una S-RNasa común, y dos regiones 

hipervariables (HVa y HVb) (Ioerger et al., 1991; Figura 2). Las regiones C2 y C3 contienen 

los dos residuos de histidina implicados en la catálisis (His31 e His91 de la S6RNasa), y los 

demás contribuyen al cuerpo hidrofóbico de la molécula (Ishimizu et al., 1995; Kawata et al., 



 

 

 

 

1988). El cambio de posición de ciertas regiones variables de las S-RNasas irrumpió las 

funciones de reconocimiento y rechazo del polen incompatible (Zurek et al., 1997; Kao y 

McCubbin, 1996), sugiriendo que son las regiones que intervienen con el reconocimiento y 

rechazo del polen alelo S específico. 

 

Figura 2. Estructura de los dominios conservados de las S-RNasas de eudicotiledóneas. Los triángulos 
rojos indican intrones. Figura modificada de Nowat et al. (2011). 

Las S-RNasas contienen de ocho a diez residuos de cisteína, a partir de los cuales se forman 

cuatro puentes disulfuro. Por ejemplo, la SF11-RNasa de N. alata contiene nueve residuos de 

cisteína, de los cuales ocho forman puentes disulfuro (Cys16-Cys21, Cys46-Cys94, Cys153-

Cys186 y Cys169-Cys180), y uno (Cys95) queda libre (Ida et al., 1991). Por otro lado, la SC10-

RNasa de N. alata contiene 10 residuos de cisteína, de los cuales Cys77 y Cys95 permanecen 

libres, y los otros forman cuatro puentes disulfuro (Cys16-Cys21, Cys45-Cys94, Cys155-

Cys185 y Cys168-Cys179) (Torres-Rodríguez et al., 2020).  

Recientemente, se demostró que la actividad catalítica de la S-RNasa está bajo una 

regulación redox que resulta fundamental para la respuesta de incompatibilidad. Su actividad 

basal de ribonucleasa en N. alata no es suficiente para que se produzca el efecto citotóxico 

sobre el polen incompatible. Para lograrlo, debe ser reducida por la NaTrxh, lo cual claramente 

ocurre in vitro (Juárez-Díaz et al., 2006). Esta reducción resulta en un incremento de la 

actividad de ribonucleasa de al menos 7 veces y, de manera interesante, solo ocurre sobre 



 

 

 

 

uno de los cuatro puentes disulfuro (Cys155-Cys185 de la SC10-RNasa) (Torres-Rodríguez et 

al., 2020). 

 

La regulación redox de la S-RNasa es fundamental para la respuesta de AI 

La NaTrxh se expresa en varios órganos de N. alata (Juárez-Díaz et al., 2006) y contiene una 

extensión en el N-terminal que es importante para su secreción, aunque no posee un péptido 

señal clásico (Juárez-Díaz et al., 2006; Ávila-Castañeda et al., 2014). Experimentos de 

inmunolocalización muestran que la NaTrxh se secreta a la matriz extracelular del tejido de 

transmisión estilar, en donde colocaliza con la S-RNasa (Juárez-Díaz et al., 2006).  

La S-RNasa presenta actividad de ribonucleasa al ser purificada a partir de estilos de N. alata. 

Su reducción por la NaTrxh (la cual reduce específicamente el puente que se forma entre los 

residuos Cys155-Cys185), produce que dicha actividad incremente siete veces. Esta 

interacción/reducción es específica porque no ocurre con una tiorredoxina de Escherichia coli. 

Además, la reducción de la S-RNasa con ditiotreitol (DTT) abate la actividad de ribonucleasa 

de la proteína (Torres-Rodríguez et al., 2020). Es posible que el nivel basal de actividad de la 

S-RNasa no sea suficiente para evitar el crecimiento de los tubos polínicos incompatibles, 

como se observa en ensayos in vivo de polinización con polen incompatible en plantas 

híbridas que expresan una variante de la NaTrxh sin actividad redox (sus residuos Cys del 

sitio activo están reemplazados por serina) (Torres-Rodríguez et al., 2020). 

Una posibilidad es que la función principal de la S-RNasa no reducida es la interacción S 

específica con la determinante S masculina, SLF, para determinar la compatibilidad de la 

cruza y que el bajo nivel de actividad presentado sin la reducción no es suficiente para 

degradar el RNA en tubos polínicos incompatibles (Torres-Rodríguez et al., 2020). Esto se 

apoya con el hecho de que al tubo polínico ingresan tanto las S-RNasas compatibles como las 

incompatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006) y aunque tengan cierto nivel de actividad, 

éste no es suficiente para causar el arresto del crecimiento del tubo polínico inmediatamente 

(Torres-Rodríguez et al., 2020). Dado que el puente disulfuro entre los residuos Cys155-

Cys185 de la SC10-RNasa está conservado en todas las S-RNasas (Anderson et al., 1989) y se 

localiza lejos del sitio activo, posiblemente no participa en la determinación de la conformación 



 

 

 

 

de la región catalítica, lo cual podría ser la razón por la cual la S-RNasa presenta actividad 

catalítica independientemente de la reducción por la NaTrxh (Torres-Rodríguez et al., 2020). 

   



 

 

 

 

Justificación 

La reducción de la S-RNasa por la NaTrxh provoca un incremento de al menos siete veces en 

su actividad de ribonucleasa, lo cual es esencial para que ocurra el rechazo del polen alelo S 

específico en una cruza incompatible en N. alata. Esta reducción ocurre en uno de los cuatro 

puentes disulfuro que las S-RNasas contienen en su estructura terciaria, por lo que es 

importante conocer cuál es el cambio conformacional que provoca este incremento en su 

actividad. Para lograr esto, es necesario tener a la S-RNasa en su conformación reducida por 

la NaTrxh, lo cual solo será posible por medio de la expresión de la proteína recombinante con 

los residuos de cisteína involucrados en el puente disulfuro blanco de la NaTrxh sustituidos 

por serina, mimetizando así el estado reducido. Sin embargo, para ello, primero se necesita 

clonar el gen de la S-RNasa y lograr expresar a la proteína recombinante en su condición 

silvestre, por lo que se debe empezar por un sistema heterólogo sencillo, como lo es E. coli. 

 

Hipótesis 

Si se ha logrado la expresión de diferentes S-RNasas de Anthirrinum en E. coli, entonces 

también será posible la expresión en este sistema procarionte de dos S-RNasas 

recombinantes de N. alata en forma soluble.  

 

Objetivo 

Probar a E. coli como posible sistema de expresión de las SA2 y SC10-RNasas recombinantes 

en forma soluble.  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Estrategia experimental 

En la Figura 3 se engloba la estrategia experimental que se siguió para la expresión de las 

SA2 y SC10-RNasas recombinantes en E. coli. El procedimiento de cada paso se detalla más 

adelante en Materiales y métodos. 

 

Figura 3. Estrategia experimental. Diagrama de flujo de la metodología que se siguió para la expresión 
de la SA2- y SC10-RNasas recombinantes en E. coli.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Materiales y métodos 

Amplificación por PCR del cDNA que codifica la SA2- y la SC10-RNasa maduras 

El laboratorio del Dr. Felipe Cruz-García (Facultad de Química, UNAM) nos proporcionó el 

cDNA sintetizado a partir de mRNA total de estilos de flores en antesis de N. alata SA2SA2 y de 

N. alata SC10SC10. A partir de estos cDNAs se amplificó por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) el que corresponden a las secuencias que codifica la SA2-RNasa y la SC10-

RNasa maduras, es decir, sin el péptido señal (Figura 4). Los oligonucleótidos que se 

utilizaron para la amplificación de ambos cDNA, además de amplificar la secuencia que 

codifica la proteína madura, contienen una extensión en el extremo 5’ que permitió su 

clonación en el plásmido pMCSG53, como se describirá más adelante (SA2-F y SA2-R para la 

SA2-RNasa; SC10-F y SC10-R para la SC10-RNasa; Tabla 1). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

     

 

Figura 4. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la SA2-RNasa (número de acceso NCBI: 
U45957) (a) y de la SC10-RNasa (número de acceso NCBI: U45959) (b). En negritas se indica el péptido 
señal; resaltado en azul, el sitio de restricción EcoRI; resaltado en gris, el sitio de restricción NdeI; en 
cursivas, las secuencias en donde se alinean los oligonucleótidos que se utilizaron para amplificar el 
cDNA correspondiente; el codón GCA de la SC10-RNasa (subrayado) al clonarse en pMCSG53 se 
sustituyó por GCC que también codifica alanina. 

 

 

 



 

 

 

 

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para las diferentes amplificaciones por PCR. En 
negritas se muestran los primeros codones de cada una de las secuencias de los alelos. Subrayados se 
muestran los codones de término para ambos alelos. En cursivas se muestra el sitio de restricción de 
NotI (para pMAL_SRN-F) y el de HindIII (para pMAL_SRN-R). 

Nombre 
Tamaño 

(b) 
Secuencia (5’ a 3’) Tm (°C) 

SA2-F 51 
TACTTCCAATCCAATGCCGATTTTGATTACATGCAACTC

GTTTTAACATGG 
65.4 

SA2-R 46 
TTATCCACTTCCAATGTTATCGTCGGAACAAAATCTTCG
TAATGCC 

64.5 

SC10-F 46 
TACTTCCAATCCAATGCCTTCGAGTACATGCAACTGGT
GTTACAAT 

66.1 

SC10-R 48 
TTATCCACTTCCAATGTTATGGAAACTTAATCTCATTAC
TTCCCGTAG 

62.7 

pMAL_SRN-F 38 AAGGAAAAAAGCGGCCGCCACCATCATCATCATCATTC 66.6 

pMAL_SRN-R 27 CCCAAGCTTCCGTTATCCACTTCCAAT 60.8 

pMCSG53-F 33 ATTGGAAGTGGATAACGGATCCGAATTCGAGCT 63.5 

pMCSG53-R 35 ATTGGATTGGAAGTACAGGTTCTCGGTACCCAGAT 63.9 

 

Para la amplificación de los cDNA de ambas S-RNasas por PCR se utilizó la mezcla de 

reacción Platinum SuperFi (Invitrogen), la cual contiene una DNA polimerasa de alta fidelidad 

en el amortiguador de reacción junto con la mezcla de los dNTPs (Tabla 2). En la Tabla 3 se 

muestran las condiciones de PCR que se usaron para amplificar las secuencias que codifican 

las formas maduras de la SA2- y la SC10-RNasa. 

 

Tabla 2. Mezcla de reacción para la amplificación por PCR de las secuencias de las SA2- y la SC10-
RNasas. 

 Componente Volumen (µl)  

 SuperFi Master Mix (2x) 12.5  

 Oligonucleótido sentido (10 M) 1.25  

 Oligonucleótido antisentido (10 M) 1.25  

 DNA molde 0.5  

 Agua, libre de nucleasas 9.5  

 

 



 

 

 

 

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificación de las secuencias de cDNA de la SA2- y la SC10-
RNasa. 

 
Paso 

Temperatura 
(ºC) 

Tiempo 
Número de 

ciclos 
 

 Desnaturalización 
inicial 

98 30 s 1 
 

 Desnaturalización 98 10 s 

35 

 

 Alineamiento 60 10 s  

 Extensión 72 30 s  

 Extensión final 72 5 min 1  

 

Los productos de la amplificación se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

(teñidos con SYBR Green) y se purificaron a partir del mismo gel (Apéndice 1) para su 

clonación en pMCSG53 como más adelante se describirá.  

Para clonar las secuencias de ambas S-RNasas en el vector de expresión pMAL-p5X se 

utilizaron como molde las construcciones moleculares que se generaron en pMCSG53 y los 

oligonucleótidos pMAL_SRN-F y pMAL_SRN-R (Tabla 1) con las condiciones que se 

muestran en las Tablas 2 y 3. Los productos de dicha amplificación se analizaron por 

electroforesis y se purificaron a partir del gel (Apéndice 1).  

 

Clonación de las secuencias que codifican la SA2- y la SC10-RNasa en pMCSG53 en 

células de E. coli XL10-GOLD 

Para generar las construcciones moleculares pMCSG53:SA2-RNasa y pMCSG53:SC10-RNasa 

se utilizó la metodología conocida como clonación independiente de ligasa (LIC) (Aslanidis y 

de Jong, 1990). Para ello fue necesario amplificar por PCR el plásmido pMCSG53 utilizando la 

mezcla de reacción Platinum SuperFi (Tabla 2) y los oligonucleótidos pMCSG53-F y 

pMCSG53-R (Tabla 1). Las condiciones de reacción se muestran en la Tabla 3 con la 

modificación de que en los ciclos de amplificación el tiempo de extensión fue de 2.5 min. El 

producto de la amplificación se analizó por electroforesis y se purificó a partir del gel 

(Apéndice 1).  



 

 

 

 

La generación de extremos monocatenarios (15 b de longitud) tanto en el vector como en los 

insertos, complementarios entre sí, se logró por la actividad de exonucleasa 3’-5’ de la T4 

DNA polimerasa. En el caso del plásmido, la mezcla de reacción contiene dGTP, mientras que 

la de los insertos (producto de la amplificación que se describe en el apartado anterior) 

contiene dCTP (Tabla 4). La reacción con la T4 DNA polimerasa se realizó a 12°C por 15 min, 

y finalmente, la enzima se inactivó con una incubación a 75°C por 20 min. 

Debido a la presencia de los extremos monocatenarios de 15 nucleótidos, la circularización 

ocurre espontáneamente al mezclar el inserto (de la SA2- o de la SC10-RNasa) con el vector. Se 

tomaron 3 µl de cada una de las reacciones y se mezclaron para transformar bacterias XL10-

GOLD de E. coli con 5 µl de dicha mezcla. Las células transformantes se seleccionaron por su 

resistencia a ampicilina (100 µg/ml). La transformación de células quimiocompetentes de E. 

coli XL10-GOLD se realizó mediante choque térmico (Apéndice 1). Cabe mencionar que las 

moléculas circulares resultantes no requieren la reacción de ligado in vitro para permitir una 

transformación bacteriana eficiente (Aslanidis y de Jong, 1990).  

 

Tabla 4. Mezclas de reacción para generar los extremos monocatenarios tanto en el vector como en los 
insertos.  

 
Componente 

Volumen 
(µl) 

 

 Buffer de reacción (10x) 2.5  

 dGTP (1 mM)a / dCTP (1 mM)b 2.5  

 DNA 1.5  

 T4 DNA polimerasa (New England 
BioLabs) 

0.3 
 

 Agua 18.2  

(a) La mezcla de reacción para el plásmido contiene dGTP; mientras que para el inserto dCTP (b). 

 

Para corroborar la clonación de los insertos, se seleccionaron cinco colonias transformantes y 

se crecieron en medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina a una concentración de 100 µg/ml 

(LB-Amp). De cada cultivo se tomaron 0.5 µl y se usaron directamente como molde para la 

mezcla de reacción de amplificación por PCR (Tabla 5), los oligonucleótidos SA2-F y SA2-R 



 

 

 

 

para SA2-RNasa, y SC10-F y SC10-R para SC10-RNasa (Tabla 1) y las condiciones para esta 

reacción se muestran en la Tabla 6. Finalmente, los productos de la amplificación se 

analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%.  

Tabla 5. Mezcla de reacción para PCR usando Tempase Master Mix (Ampliqon). 

 
Componente 

Volumen 
(µl) 

 

 Tempase Master Mix (2x) 5.0  

 Oligonucleótido sentido (10 M) 0.5  

 Oligonucleótido antisentido (10 M) 0.5  

 DNA molde 0.5  

 Agua, libre de nucleasas 3.5  

 

Tabla 6. Condiciones de PCR para la amplificación de la secuencias de cDNA de la SA2- y la SC10-
RNasa a partir de células en medio LB-Amp. 

 
Paso 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
No. de 
ciclos 

 

 Desnaturalización 
inicial 

95 15 min 1 
 

 Desnaturalización 95 30 s 

30 

 

 Alineamiento 60 30 s  

 Extensión 72 1 min  

 Extensión final 72 1 1  

 

Para corroborar que los plásmidos contuvieran los insertos correspondientes a cada alelo de 

la S-RNasa, se purificó el DNA plasmídico (protocolo descrito en el Apéndice 1) de dos 

colonias con cada una de las construcciones generadas en pMCSG53 (pMCSG53:SA2-RNasa 

y pMCSG53:SC10-RNasa) y se digirieron con las enzimas de restricción NdeI y EcoRI por 

separado.  

El plásmido pMCSG53 contiene un sitio de restricción NotI, uno EcoRI y uno NdeI flanqueando 

la región en donde se integran los insertos (Figura 5). Por otro lado, la SA2-RNasa contiene un 

sitio de restricción de NdeI (Figura 1a), mientras que la SC10-RNasa contiene un sitio de 



 

 

 

 

restricción de EcoRI y uno de NdeI (Figura 1b). Con base en los mapas de las construcciones 

esperadas (Figura 6a y b), la digestión con NdeI produciría dos fragmentos en ambas 

construcciones (pMCSG53:SA2-RNasa: 4833 y 584 pb; pMCSG53:SC10-RNasa: 4830 y 569 

pb), y la digestión con EcoRI linearizaría al plásmido pMCSG53:SA2-RNasa y produciría dos 

fragmentos (4853 y 546 pb) sobre pMCSG53:SC10-RNasa, corroborando y distinguiendo así la 

clonación de las dos variantes alélicas. 

 

 

Figura 5. Mapa físico del plásmido pMCSG53. Es un vector de 4808 pb que para la selección de las 
células transformantes contiene el gen de resistencia a ampicilina (AmpR). El sitio de clonación se 
encuentra entre el promotor y el terminador T7, quedando así la expresión del gen de interés bajo el 
promotor T7, regulado por el operador lac. Dependiendo de lo que se desee, el gen de interés podría 
codificar una proteína con una etiqueta de 6 histidinas (6xHis) hacia el amino o el carboxilo terminal. En 
caso de que quede en el amino terminal, la etiqueta puede eliminarse por la proteasa TEV, cuyo sitio de 
corte está codificado río abajo de la etiqueta 6xHis. Fuente: Argonne National Laboratory. 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 6. Mapas físicos de las construcciones generadas para la clonación de las S-RNasas (a: 
pMCSG53:SA2-RNasa; y b: pMCSG53:SC10-RNasa). a. Se indican los dos sitios de restricción NdeI (uno 
interno a 511 pb a partir del codón que corresponde al primer aminoácido y otro a 73 pb río arriba del 
gen) y uno de EcoRI (a 23 pb río abajo del gen). b. Se indican los dos sitios de restricción NdeI (uno 
interno a 499 pb a partir del codón que corresponde al primer aminoácido y otro a 70 pb río arriba del 
gen) y dos de EcoRI (uno interno a 68 pb a partir del codón que corresponde al primer aminoácido y 
otro a 23 pb río abajo del gen).  

 

 



 

 

 

 

Finalmente, se obtuvo la secuencia de una clona de pMCSG53:SA2-RNasa y de una de 

pMCSG53:SC10-RNasa, las cuales se compararon con las secuencias reportadas para cada 

una en la base de datos del Gene Bank del NCBI (U45957 correspondiente a la SA2-RNasa, y 

U45959 correspondiente a la SC10-RNasas).  

 

Clonación de las secuencias que codifican la SA2- y la SC10-RNasa en pMAL-p5x en 

células de E. coli XL10-GOLD 

Para generar las construcciones moleculares pMAL-p5x:SA2-RNasa y pMAL-p5x:SC10-RNasa 

se amplificaron las secuencias SA2- y SC10-RNasa por PCR usando como molde a las 

secuencias correspondientes clonadas en el vector pMCSG53. Para amplificarlas se utilizaron 

los oligonucleótidos pMAL_SRN-F y pMAL_SRN-R (Tabla 1). En ambos casos se utilizó la 

mezcla de reacción de la Tabla 2 y las condiciones de PCR de la Tabla 3. 

Tanto los productos de amplificación como el plásmido pMAL-p5x se digirieron con las 

enzimas de restricción NotI y HindIII y se purificaron para llevar a cabo la reacción de ligado. 

Para la reacción de ligado, tanto para SA2-RNasa como para SC10-RNasa, se hizo una mezcla 

de reacción con el plásmido linealizado y el inserto digerido en una proporción 1:3 con 1 µl de 

T4 DNA ligasa (1 U/µl) en el amortiguador de reacción (20 µl de volumen final), y se incubó 

por 12-16 h a 22°C. Se utilizaron 5 µl de la reacción de ligado para la transformación células 

de E. coli XL10-GOLD mediante choque térmico (Apéndice 1). Las células transformantes se 

seleccionaron por su resistencia a ampicilina (100 µg/ml).  

Para corroborar la clonación de los insertos se seleccionaron cinco colonias transformantes y 

se crecieron en medio LB-Amp. De cada cultivo se tomaron 0.5 µl y se usaron como molde 

para la mezcla de reacción de amplificación por PCR (Tabla 3), se usaron los oligonucleótidos 

pMAL_SRN-F y pMAL_SRN-R (Tabla 1) para ambos alelos y se siguieron las condiciones de 

PCR de la Tabla 4. Los productos de la amplificación se analizaron por electroforesis en gel 

de agarosa al 1%.  

Para corroborar que los plásmidos contuvieran los insertos correspondientes a cada alelo de 

la S-RNasa, se purificó el DNA plasmídico (protocolo descrito en el Apéndice 1) de dos 

colonias con cada una de las construcciones generadas en pMAL-p5x (pMAL-p5x:SA2-RNasa 

y pMAL-p5x:SC10-RNasa) y se digirieron con las enzimas de restricción NdeI y EcoRI 



 

 

 

 

simultáneamente. De acuerdo con el mapa de pMAL-p5x (Figura 7) y de las construcciones 

pMAL-p5x:SA2-RNasa (Figura 8a) y pMAL-p5x:SC10-RNasa (Figura 8b), esta doble digestión 

linealizaría al plásmido vacío, de pMAL-p5x:SA2-RNasa se esperarían dos fragmentos (5805 y 

599 pb) y tres fragmentos (5802, 431 y 153 pb) de la construcción pMAL-p5x:SC10-RNasa.  

 

Figura 7. Mapa físico del vector pMAL-p5x. Es un plásmido de 5752 pb que para la selección de las 
células transformantes contiene el gen de resistencia a ampicilina (AmpR). Este vector está diseñado 
para producir la proteína de interés fusionada a la proteína de unión a maltosa (MBP), la cual se puede 
liberar mediante la proteasa Factor Xa. El sitio de clonación se encuentra entre la MBP y el terminador 
rrnB T1. La transcripción del gen de fusión está controlada por el promotor inducible “tac” (Ptac), por lo 
que la expresión basal de éste se minimiza al unir el represor Lac al operador lac, que se encuentra río 
abajo de Ptac.Secuencia obtenida de New England Biolabs. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Mapas físicos de las construcciones generadas en pMAL-p5x con SA2-RNasa y SC10-RNasa. 
a. pMAL-p5x:SA2-RNasa indicando los dos sitios de restricción NdeI (uno interno a 511 pb a partir del 
codón que corresponde al primer aminoácido y otro a 68 pb río arriba del gen). b. pMAL-p5x:SC10-
RNasa, indicando los dos sitios de restricción NdeI (uno interno a 499 pb a partir del codón que 
corresponde al primer aminoácido y otro a 85 pb río arriba del gen) y uno de EcoRI (interno a 68 pb a 
partir del codón que corresponde al primer aminoácido). 



 

 

 

 

Sobreexpresión de las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa en la cepa de E. coli 

BL21(RIL) clonadas en los plásmidos pMCSG53 y pMAL-p5x  

Se transformaron células quimiocompetentes de E. coli BL21(RIL) por choque térmico 

(Apéndice 1) con las construcciones pMCSG53:SA2-RNasa, pMAL-p5x:SA2-RNasa, 

pMCSG53:SC10-RNasa y pMAL-p5x:SC10-RNasa purificadas a partir de las colonias de E. coli 

XL10-GOLD que mostraron tener las secuencias adecuadamente.  

Para inducir la sobreexpresión de las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa, ya sea 

clonadas en pMCSG53 o en pMAL-p5x, se siguió el protocolo que a continuación se describe: 

1. Inocular 5 ml de 2xYTA (Apéndice 2) con ampicilina (100 µg/ml) e incubar a 37°C con 

agitación por 12-16 h (precultivo). 

2. Inocular 30 ml de 2xYTA con ampicilina (100 µg/ml) en un matraz de 125 ml con 300 µl 

del precultivo e incubar a 37°C con agitación hasta alcanzar una DO600 de 0.5. 

3. Agregar 30 µl de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 100 mM (concentración 

final: 0.1 mM) y continuar la incubación por 3 h a 37°C o por 20 h a 16°C. 

4. Centrifugar a 8,000 rpm por 10 min a 4°C y decantar. 

5. Resuspender el botón celular con 1.5 ml de amortiguador salino de fosfatos (PBS) 

previamente enfriado a 4°C. El botón resuspendido se almacenó a -70°C hasta su uso. 

La extracción de las proteínas totales de células bacterianas se hizo con el siguiente 

protocolo: 

1. Si las células se almacenaron a -70ºC, se deben descongelar a temperatura ambiente 

manteniéndolas siempre en frío. 

2. Lisar las células por sonicación. 

3. Agregar tritón X-100 al 20% para una concentración final del 1% e incubar en hielo con 

agitación por 30 min. 

4. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min 4°C. 

5. Transferir el sobrenadante (fracción soluble) a un tubo nuevo, y resuspender el botón 

(fracción insoluble) con 1.5 ml de PBS previamente enfriado a 4°C. Ambas fracciones 

se pueden almacenar a -70°C hasta su uso. 

 



 

 

 

 

Sobreexpresión de SA2- y SC10-RNasa recombinantes en células de E. coli pGro7  

Utilizando las construcciones de ambas variantes alélicas de la S-RNasa en los vectores 

pMCSG53 y pMAL-p5X se transformaron células quimiocompetentes de E. coli pGro7 

mediante choque térmico. Esta cepa contiene el plásmido pGro7 que contiene los genes que 

codifican las chaperonas GroEL y GroES, cuya expresión está regulada por el promotor de 

AraBAD, el cual se induce con L-arabinosa. De esta forma, se siguió el mismo protocolo de 

sobreexpresión que se detalla en el apartado anterior, con la excepción de que el precultivo es 

en medio 2xYTA con ampicilina (100 µg/ml) y cloranfenicol (34 µg/ml). Para la sobreexpresión 

se utilizó medio 2xYTA con ampicilina (100 µg/ml), cloranfenicol (34 µg/ml) y L-arabinosa (0.5 

mg/ml), y una vez alcanzada la DO600 de 0.5, se agregó IPTG a una concentración final de 

0.1 mM. 

 

Análisis de la sobreexpresión de las proteínas recombinantes 

Las proteínas del extracto total primero se solubilizaron en amortiguador de muestra 

[amortiguador 6X: Tris-HCl 0.28 M, pH 6.8, glicerol al 30% (v/v), dodecil sulfato de sodio (SDS) 

al 1% (p/v), ditiotretiol (DTT) 0.5 M y azul de bromofenol al 0.0012 % (p/v)] y se 

desnaturalizaron por incubación a 95°C por 10 min. Después se atemperaron y se cargaron en 

geles de poliacrilamida al 12.5% con SDS (SDS-PAGE) (preparación de geles descrita en el 

Apéndice 2) y se realizó la electroforesis.  

Una vez concluida la electroforesis, las proteínas de los geles fueron teñidas con azul brillante 

de Coomassie. Para los ensayos de Western-blot, al finalizar el SDS-PAGE, las proteínas se 

transfirieron a una membrana de polivinil difluoruro (PVDF). Para esto, al finalizar la 

electroforesis se lavó el gel con agua destilada y se sumergió en amortiguador de 

transferencia (Apéndice 2) con agitación suave por 10 min. Se hizo la electrotransferencia a la 

membrana utilizando el sistema semiseco a 10V por 30 min. Posteriormente, la 

inmunodetección de las proteínas recombinantes se realizó utilizando los anticuerpos 

primarios anti-6xHis (policlonal; 1:10,000), anti-SA2-RNasa (policlonal; 1:5,000) y anti-SC10-

RNasa (monoclonal; 1:5,000). Ambos anticuerpos para las S-RNasas fueron donados por el 

laboratorio del Dr. Felipe Cruz García (Facultad de Química, UNAM). 



 

 

 

 

El protocolo que se siguió para la inmunodetección de las proteínas recombinantes es el que 

se muestra a continuación:  

1. Bloquear la membrana con solución de bloqueo (leche descremada al 5% y Tween-20 

al 0.1% en PBS) por 1 h con agitación suave a temperatura ambiente.  

2. Retirar la solución de bloqueo y agregar el anticuerpo primario diluido en solución de 

bloqueo e incubar con agitación suave por 12-16 h a 4 °C. 

3. Retirar la solución con el anticuerpo primario y lavar la membrana con PBS dos veces. 

El primer lavado de 5 min y el segundo de 10 min a temperatura ambiente.  

4. Agregar el anticuerpo secundario (anti-conejo para los primarios policlonales y anti-

ratón para el monoclonal; ambos con fosfatasa alcalina conjugada) diluido en solución 

de bloqueo (1:10,000) e incubar al menos por 1 h con agitación suave a temperatura 

ambiente. 

5. Retirar la solución del anticuerpo secundario y lavar 3 veces con PBS por 10 min cada 

lavado.  

6. Incubar con amortiguador alcalino (Tris-HCl 0.1 M, pH 9.5, NaCl 0.1 M y MgCl2 0.05 M) 

por 10 min con agitación suave a temperatura ambiente.  

7. Agregar los sustratos de la fosfatasa alcalina [18.75 mg/mL cloruro de azul de nitro 

tetrasolio (NBT), 9.4 mg/mL de sal de toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en 

67% de DMSO) e incubar hasta la aparición de las bandas. 

8. Detener la reacción de revelado lavando la membrana con agua desionizada.  



 

 

 

 

Resultados 

Generación de las construcciones pMCSG53:SA2- y SC10-RNasa 

Debido a que el gen de la S-RNasa en todas sus variantes alélicas contiene al menos un 

intrón, se decidió clonar las secuencias que codifican la proteína madura de los alelos SA2 y 

SC10 de la S-RNasa de N. alata a partir del cDNA de estilos de N. alata SA2SA2 y SC10SC10, 

respectivamente. Estas secuencias se amplificaron por PCR utilizando los oligonucleótidos 

diseñados para la clonación de la SA2- y la SC10-RNasa en pMCSG53 (Tabla 1). Los productos 

de la amplificación se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (Figura 9). El tamaño 

esperado del producto del alelo SA2 es de 603 pb, mientras que el del alelo SC10 es de 588 pb. 

 

 

Figura 9. Análisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificación por PCR del 
cDNA de los alelos SA2- y la SC10-RNasa (+). Para los controles (-) no se les agrega el cDNA total a la 
mezcla de reacción. 

 

Se purificó el producto de la amplificación por PCR a partir del gel. Sin embargo, la cantidad 

de los productos de la amplificación no fue suficiente, por lo que se utilizaron como molde para 

una segunda reacción de amplificación. El resultado se analizó por electroforesis en gel de 

agarosa (Figura 10) y el DNA se purificó del gel.  



 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis por electroforesis de la segunda amplificación de los cDNA de la SA2- y la SC10-
RNasa tomando como molde los productos de amplificación de la Figura 9. Como controles (-) se utilizó 
la mezcla de reacción sin agregar DNA molde. 

 

Para generar los plásmidos pMCS:SA2-RNasa y pMCS:SC10-RNasa se siguió el protocolo LIC, 

como se describe en Materiales y métodos, y con ellos se transformó E. coli XL10GOLD por 

choque térmico. De las colonias trasformantes se probaron cinco correspondientes a cada 

alelo (Figura 11), las cuales se evaluaron por PCR, utilizando los oligonucleótidos SA2-F y 

SA2-R para la SA2-RNasa, y SC10-F y SC10-R para la SC10-RNasa (Tabla 1). 

 



 

 

 

 

 

Figura 11. Corroboración de la clonación de la SA2- y la SC10-RNasas en el plásmido pMCSG53 
(pMCS:SA2-RNasa y pMCS:SC10-RNasa, respectivamente) a partir de 5 colonias de cada una (1-5). 
SA2/C10-RNasa (PCR): control en el que el molde que se utilizó fue el producto de PCR purificado y que 
se usó para generar los insertos para la clonación en pMCSG53; H2O: control en el que no se agregan 
células ni DNA a la mezcla de reacción. 

 

Para corroborar que los plásmidos contienen los insertos de los alelos SA2 y SC10 de la S-

RNasa, se purificó el DNA plasmídico de dos colonias de cada una y se analizaron por 

digestión con las enzimas NdeI o EcoRI (Figura 12). Tanto en la construcción pMCSG53:SA2-

RNasa como en la pMCSG53:SC10-RNasa hay dos sitios de restricción NdeI flanqueando el 

inserto (Figura 6), por lo que se espera que al digerir con esta enzima de restricción se libere 

un fragmento de 584 pb y 569 pb de cada una de las construcciones, respectivamente (Figura 

12a). La secuencia de la SA2-RNasa no contiene sitios de restricción EcoRI, mientras que la 

secuencia de la SC10-RNasa contiene uno (Figura 1). Por otro lado, el plásmido pMCSG53 

presenta un sitio de restricción de EcoRI por lo que con la digestión con dicha enzima se 

espera que en el primer caso se vea una banda que corresponde al plásmido recombinante 

linealizado y en el segundo, una banda de 4853 pb y otra de 546 pb (Figura 12b).  



 

 

 

 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la digestión de los plásmidos 
pMCSG53-SA2 y pMCSG53-SC10 con las enzimas de restricción NdeI o EcoRI. a) Digestión con NdeI; el 
primer carril presenta la digestión del plásmido pMCSG53 vacío, los carriles 2 y 3 presentan la digestión 
del plásmido pMCSG53-SA2, y los carriles 4 y 5 presentan la digestión del plásmido pMCSG53-SC10. b) 
Digestión con EcoRI; el primer carril presenta la digestión del plásmido pMCSG53 vacío, los carriles 2 y 
3 presentan la digestión del plásmido pMCSG53-SA2, y los carriles 4 y 5 presentan la digestión del 
plásmido pMCSG53-SC10. 

 

Los resultados de las Figuras 11 y 12 indican que se clonaron ambas variantes alélicas en el 

plásmido pMCSG53, por lo que finalmente se obtuvieron las secuencias y se compararon con 

las reportadas en la base de datos. Las secuencias de la colonia 1 de la SA2-RNasa y de la 

colonia 4 de la SC10-RNasa no mostraron ninguna mutación (Figura 13), por lo que con ellas 

se continuó el trabajo. 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 13. Secuencias de la SA2- y SC10-RNasas y de las construcciones generadas con el plásmido 
pMCSG53. Subrayado se muestran las secuencias complementarias a los oligonucleótidos; en verde, el 
sitio de restricción NdeI; en rojo, el sitio de restricción EcoRI; y en morado, los sitios con variaciones 
pero que son mutaciones silenciosas. Códigos de acceso: U45957 (SA2-RNasa) y U45959 (SC10-
RNasa).  

 

Sobreexpresión de las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa en la cepa de E. coli 

BL21(RIL) clonadas en el plásmido pMCSG53 

Teniendo confirmada que las secuencias de los plásmidos fueran las correctas, con los 

plásmidos pMCSG53:SA2-RNasa de la colonia 1 (pMCSG53:SA2-RNasa-1) y pMCSG53:SC10-

RNasa de las colonias 2 y 4 (pMCSG53:SC10-RNasa-2 y pMCSG53:SC10-RNasa-4, 

respectivamente) se transformaron células de E. coli BL21(RIL). A partir de éstas se hicieron 



 

 

 

 

los ensayos de sobreexpresión utilizando IPTG (0.1 mM) como inductor. La sobreexpresión de 

las proteínas recombinantes primero se analizó a partir de proteínas totales de las bacterias 

por medio de SDS-PAGE y Western-blot. Tanto para SA2-RNasa-1 como para SC10-RNasa-4 

se observaron en el SDS-PAGE bandas gruesas a la altura de entre 20 y 25 kDa (la masa 

esperada es de 28 para la SA2-RNasa y de 24 para la SC10-RNasa) a las 4 h de la inducción de 

la expresión con IPTG (Figura 14a), lo que no ocurrió con la SC10-RNasa-2. Con el ensayo de 

inmunodetección se confirmó que ambas, la SA2-RNasa-1 y la SC10-RNasa-4, se 

sobreexpresaron (Figura 14b). Usando el anticuerpo anti-6xHis se detectó principalmente una 

banda que corresponde tanto a la SA2-RNasa-1 como a la SC10-RNasa-4 (entre los 20 y los 25 

kDa), pero no para la SC10-RNasa-2. Con el anticuerpo anti-SA2-RNasa se detectó 

principalmente una banda que corresponde a la SA2-RNasa y que corresponde a la misma que 

se inmunodetectó con el anticuerpo anterior. Con el anti-SC10-RNasa se detectó sólo una 

banda a la misma altura que con el anticuerpo anti-6xHis, en el extracto de la colonia 4, y que 

por lo tanto corresponde a la SC10-RNasa. Por esta razón, para los demás ensayos se 

utilizaron las clonas pMCSG53:SA2-RNasa-1 y pMCSG53:SC10-RNasa-4. 

 

Figura 14. Análisis de la sobreexpresión de las proteínas SA2- y SC10-RNasa a partir de extractos de 
proteína total de E. coli BL21(RIL) con los plásmidos pMCSG53:SA2-RNasa-1, y pMCSG53:SC10-RNasa-
2 o pMCSG53:SC10-RNasa-4 por SDS-PAGE. a) Extractos de proteína total (tinción con azul de 
Coomassie) a las 0 y a las 4 h de inducción. b) Inmunodetección de las proteínas recombinantes con 
diferentes anticuerpos (anti-6xHis, anti- SA2-RNasa y anti-SC10-RNasa) en extractos obtenidos a las 4 h 
de inducción.  

Una vez confirmado que las células de E. coli BL21(RIL) transformantes sobreexpresan a las 

proteínas recombinantes, se analizó si se encuentran como proteínas solubles o insolubles. 

Para esto, después de las 4 h de inducción, las células resuspendidas en PBS se lisaron por 

sonicación y se centrifugaron, separando así las fracciones soluble (FS) e insoluble (FI), y se 



 

 

 

 

analizaron por SDS-PAGE y Western-blot. Las bandas de aproximadamente 25 kDa que 

corresponden a la SA2- o a la SC10-RNasa se observan tanto teñidas con azul de Coomassie 

(Figura 15a) como en el ensayo de inmunodetección con los anticuerpos anti-SA2-RNasa 

(Figura 15b) y anti-SC10-RNasa (Figura 15c), respectivamente, en la fracción insoluble. 

Ninguna de estas bandas se observa en las fracciones insoluble ni soluble de los extractos de 

proteína de células sin transformar. 

 

Figura 15. Análisis de la solubilidad de la SA2- y la SC10-RNasa recombinantes. Las proteínas se 
sobreexpresaron en E. coli BL21(RIL) y se separó la fracción soluble (FS) de la insoluble (FI). a) 
Análisis electroforético por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5% de las fracciones de 
proteínas obtenidas después de la inducción por IPTG de las clonas de E. coli BL21(RIL) pMCSG53:SA2 
y pMCSG53:SC10-RNasa. b) Ensayo de Western blot utilizando anticuerpos anti-SA2-RNasa. c) Ensayo 
de Western blot utilizando anticuerpos anti- SC10-RNasa. En los carriles Control se muestran los 
extractos de proteínas de E. coli BL21(RIL) que fueron tratados con IPTG, pero que no contienen al 
plásmido pMCSG53. Los carriles (+) representan tratamientos con IPTG, mientras que los carriles (-) no 
presentan dicho inductor. 

Las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasa fueron insolubles, indicando un plegamiento 

incorrecto. Además de presentar una conformación no activa (Villaverde y Carrió, 2003), 

dificultaría en gran medida su purificación, y por lo tanto la obtención de su estructura 

cristalográfica. Una manera para evitar que las proteínas recombinantes estén en los cuerpos 

de inclusión es sobreexpresarlas a 16°C para evitar la rápida síntesis de las mismas. En la 

Figura 16 se presenta el análisis por SDS-PAGE y por Western-blot de las fases insoluble y 

soluble de células cuya sobreexpresión se realizó a 16°C por 20 h. Las bandas que 

corresponden a la SA2- y a la SC10-RNasa recombinantes se observaron en la fracción 

insoluble (Figura 16).  

 



 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ensayo de sobreexpresión de la SA2- y SC10-RNasa a 16°C. a) SDS-PAGE de los extractos 
de proteínas en gel de poliacrilamida al 12.5%, distinguiendo la fase insoluble (FI) de la soluble (FS). b) 
Western blot de los extractos de proteínas, distinguiendo la fase insoluble (FI) de la soluble (FS). Los 
controles son extractos de proteína total a partir de células transformantes (con SA2- o SC10-RNasa, 
respectivamente), sin inducir la expresión con IPTG. 

 

Clonación de la SA2- y SC10-RNasa en el plásmido pMAL-p5X 

Debido a que las proteínas recombinantes obtenidas a partir de las secuencias clonadas en el 

vector pMCSG53 se localizaron en la fracción insoluble aun cuando su sobreexpresión se 

indujo a 16°C, se decidió utilizar el vector pMAL-p5X (Figura 7). A partir de este plásmido, la 

proteína de interés se fusiona al extremo carboxilo de la proteína de unión a maltosa (MBP), 

que contiene una secuencia líder que la dirige al periplasma de la bacteria.  

Las secuencias que codifican la SA2- y la SC10-RNasa se amplificaron por PCR con los 

oligonucleótidos pMAL_SRN-F y pMAL_SRN-R (Tabla 1) usando como molde a las 

secuencias correspondientes clonadas en el vector pMCSG53 (Figura 17). Estos 

oligonucleótidos se alinean río arriba (sentido) y río abajo (antisentido) de las secuencias 

codificantes, por lo que son secuencias que comparten ambas construcciones. Tanto los 

productos de amplificación como el vector pMAL-p5x se digirieron con las enzimas de 

restricción NotI y HindIII para después llevar a cabo la reacción de ligado y finalmente, 

transformar células de E. coli XL10-GOLD. Los productos de PCR se confirmaron por 



 

 

 

 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 9) dando como resultado bandas de 693 y 675 pb, 

correspondientes a las secuencias SA2-RNasa y SC10-RNasa, respectivamente. 

 

 

 

Figura 17. Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de las amplificaciones por PCR de las 
secuencias SA2-RNasa y SC10-RNasa, utilizando los oligonucleótidos necesarios para su clonación en 
pMAL-p5x. 

 

En la Figura 18 se muestra el análisis por electroforesis en gel de agarosa del vector 

pMAL-p5X linealizado y de los productos de PCR digeridos con las enzimas de restricción NotI 

y HindIII, cargando el mismo volumen de cada uno.  



 

 

 

 

 

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plásmido pMAL-p5X y de los insertos SA2- y SC10-

RNasa digeridos con NotI y HindIII. De cada uno se cargaron 2 l para estimar el volumen a utilizar en 
la posterior reacción de ligado. 

 

Los fragmentos se ligaron al vector pMAL-p5X para generar las construcciones pMAL-

p5X:SA2-RNasa y pMAL-p5X:SC10-RNasa, con las que se transformó E. coli XL10-GOLD, y se 

seleccionaron a las resistentes a ampicilina 100 µg/ml. De las células transformantes sólo una 

colonia de cinco analizadas mostró tener el plásmido con el inserto que corresponde a la 

secuencia de la SA2-RNasa (pMAL-p5X:SA2-RNasa-4; Figura 19a), y una de 30 mostró tener el 

de la SC10-RNasa (pMAL-p5X:SC10-RNasa-27; Figura 19c). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de las construcciones pMAL-p5X:SA2 y 

pMAL-p5X:SC10 obtenidas de las colonias transformantes. a) Los primeros cinco carriles corresponden 

a las colonias 1 a 5 de las bacterias E. coli transformadas con pMAL-p5X:SA2, mientras que los 
últimos diez carriles corresponden a las colonias 1 a 10 de las bacterias E. coli transformadas con 

pMAL-p5X:SC10. b) Carriles correspondientes a las colonias 11 a 20 de las bacterias E. coli 

transformadas con pMAL-p5X:SC10. c) Carriles correspondientes a las colonias 21 a 30 de las 
bacterias E. coli transformadas con pMAL-p5X:SC10 

 



 

 

 

 

Los plásmidos pMAL-p5X:SA2-RNasa-4 y pMAL-p5X:SC10-RNasa-27 se purificaron a partir de 

las bacterias y se analizaron por doble digestión (NdeI + EcoRI). En el caso de la SA2-RNasa, 

se esperaban dos fragmentos de esta doble digestión, uno de 5805 pb y otro de 599 pb; en el 

de la SC10-RNasa se esperaban tres, uno de 5802, uno de 431 y otro de 153 pb. Al separar por 

electroforesis los productos de la doble digestión de ambos plásmidos se obtuvo el resultado 

esperado (Figura 20).   

   

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plásmidos provenientes de pMAL-p5X:SA2-
RNasa-4 y pMAL-p5X:SC10-RNasa-27digeridos con NdeI + EcoRI. 

 

Teniendo confirmado que ambos alelos están clonados en el vector pMAL-p5X, con estas 

construcciones se transformaron células de E. coli BL21(RIL) para llevar su sobreexpresión.  

La sobreexpresión de las proteínas recombinantes se realizó a 37°C. Los extractos de 

proteína (separados en fases soluble e insoluble) se analizaron por SDS-PAGE (Figura 21). 

En el gel se observaron para la SA2-RNasa bandas de 63 kDa, aproximadamente, tanto en la 

fracción insoluble como en la soluble a las 3 h de inducción. Lo mismo ocurrió para la SC10-

RNasa. Sin embargo, por inmunodetección se demostró que la SA2-RNasa fusionada a MBP 

se encuentra en la fracción insoluble (datos del laboratorio no mostrados). 



 

 

 

 

 

Figura 21. Ensayo de SDS-PAGE de extractos de proteínas de clonas pMAL-p5X:SA2 y pMAL-p5X:SC10 
en células de E. coli BL21(RIL).  

 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa en células de E. coli pGro7  

Las S-RNasas recombinantes se localizaron en los cuerpos de inclusión a pesar de estar 

fusionadas a una proteína altamente soluble (MBP) y dirigirse al periplasma. Esto se puede 

deber a un mal plegamiento de las S-RNasas mismas. Por lo tanto, se sobreexpresaron en la 

cepa de E. coli pGro7, que contiene un plásmido que codifica las chaperonas GroEL y GroES, 

cuya expresión está regulada por el promotor araBAD. Este promotor se induce con L-

arabinosa, de tal manera que para la sobreexpresión de las proteínas recombinantes de 

interés se utiliza L-arabinosa e IPTG.  

Se generaron cuatro líneas transformantes de células de E. coli pGro7 con las siguientes 

construcciones: (1) pMCSG53:SA2-RNasa-1; (2) pMCSG53:SC10-RNasa-4; (3) pMAL-

p5X:SA2-RNasa-4; y (4) pMAL-p5X:SC10-RNasa-27.  

En las Figuras 22 y 23 se muestra el análisis por SDS-PAGE de la sobreexpresión de las 

proteínas recombinantes clonadas en el vector pMCSG53 en E. coli pGro7. A lo largo del 

ensayo de sobreexpresión se tomaron alícuotas cada 30 min a partir de la inducción. En la 

Figura 22 se observa que una banda a la altura de los 25 kDa aproximadamente, 

presumiblemente la SA2-RNasa, aparece tanto en la fracción insoluble como en la soluble a 

partir de los 60 min de inducción y cuya intensidad incrementa a lo largo del tiempo. Sin 



 

 

 

 

embargo, en todos los casos, claramente es más abundante la proteína en la fracción 

insoluble. Este resultado fue similar al sobreexpresar a la SC10-RNasa (Figura 23).  

Figura 22. Análisis por SDS-PAGE de las proteínas sobreexpresadas en E. coli pGro7 con el vector 
pMCSG53-SA2 a diferentes tiempos. FI: fracción insoluble; FS: fracción soluble. 

 

 

Figura 23. Ensayo de SDS-PAGE de las proteínas sobreexpresadas en E. coli pGro7 con el vector 
pMCSG53-SC10 a diferentes tiempos. La banda de 63 kDa corresponde a la chaperona GroEL. FI: 
fracción insoluble; FS: fracción soluble. 

 

Debido a que con el vector pMCSG53 tanto la SA2- como la SC10-RNasa quedaron como 

proteínas insolubles, se realizó la sobreexpresión de las mismas pero clonadas en el vector 

pMAL-p5X. En la Figura 24 se muestra el análisis por SDS-PAGE de un ensayo de 

sobreexpresión de la SA2-RNasa a partir del vector pMAL-p5x, y se observa que la proteína de 



 

 

 

 

fusión (MBP-SA2-RNasa = 68.5 kDa) se sobreexpresa a partir de la inducción con IPTG en 

mayor cantidad conforme pasa el tiempo. Además, esta proteína se encuentra prácticamente 

sólo en la fracción soluble. En la Figura 25 se muestra un ensayo de inducción de la 

sobreexpresión de SC10-RNasa a partir del vector pMAL-p5x, y se observa de igual manera 

que la proteína de fusión (CSD+MBP=65.28 kDa) se induce a partir del IPTG de forma más 

abundante conforme pasa el tiempo, además de que la proteína se encuentra prácticamente 

sólo en la fracción soluble. 

Figura 24. Ensayo de SDS-PAGE de la expresión de SA2-RNasa en diferentes tiempos utilizando 
células de E. coli con el vector pMAL-p5X. a) En los primeros dos carriles se cargaron las fases 
insoluble y soluble del precultivo, mientras que en el resto de los carriles se muestran las fracciones 
insoluble y soluble desde el minuto cero después de la inducción con IPTG, hasta los 60 minutos. b) Los 
carriles muestran las fracciones insoluble y soluble desde los 90 minutos después de la inducción con 
IPTG, hasta los 180 min. 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 25. Ensayo de SDS-PAGE de la expresión de SC10 en diferentes tiempos utilizando células de E. 
coli con el vector pMAL-p5X. Los carriles  muestran las fracciones insoluble y soluble desde los 90 
minutos después de la inducción, hasta los 180 minutos.  



 

 

 

 

Discusión 

Importancia de la obtención de las SA2- y SC10-RNasas recombinantes 

La disponibilidad de una proteína recombinante, idéntica a su contraparte natural afín en 

propiedades químicas y biológicas, es una herramienta poderosa para el estudio de la 

molécula misma (Notomista et al., 1999). Además, en el caso de que la proteína tenga 

propiedades biológicamente relevantes, la estandarización de un proceso de producción de la 

proteína recombinante proporciona una fuente más fácil y abundante para diversos análisis 

bioquímicos, así como para su posible uso comercial (Notomista et al., 1999). 

Las bacterias, en especial E. coli, son organismos muy utilizados para la producción de 

proteínas recombinantes, no sólo para la producción a gran escala sino también para trabajos 

de proteómica y de genética funcional estructural (Yokohama, 2003).  

La tecnología de DNA recombinante en estos organismos tiene ya varias décadas, con lo cual 

se ha desarrollado una gran diversidad de vectores de clonación y de expresión y un amplio 

espectro de cepas mutantes y procedimientos mutagénicos que permiten la adecuación 

genética necesaria para cada proceso (Villaverde y Carrió, 2003). Sin embargo, las bacterias 

son incapaces de llevar a cabo la mayoría de las modificaciones postraduccionales que 

generalmente son necesarias para el correcto funcionamiento de las proteínas eucariontes.  

Por otro lado, las proteínas heterólogas son más propensas a ser degradadas (Enfors, 1992),  

o bien presentarse en forma insoluble y en estado no funcional, como lo son los cuerpos de 

inclusión, los cuales son agregados estructuralmente complejos que se forman por la 

deposición incorrecta de polipéptidos o el mal plegamiento de éstos (Villaverde y Carrió, 

2003). 

El mal plegamiento es un problema común al expresar proteínas multiméricas, que tienen 

varios puentes disulfuro y/o contienen grupos prostéticos. Afortunadamente, las bacterias 

también presentan una gran plasticidad fisiológica que puede utilizarse para mejorar el 

plegamiento de las proteínas heterólogas, como son la coexpresión de proteínas de 

plegamiento accesorias (ya sean homólogas o heterólogas), la optimización de las 

condiciones de crecimiento y el uso de proteínas de fusión (Georgiou y Valax, 1996). 



 

 

 

 

Existen diversas proteínas que, aun presentando puentes disulfuro en su estructura, se han 

expresado con éxito en E. coli. Por ejemplo, con la coexpresión de la proteína DsbC, que es 

una oxidasa de E. coli. (Shevchik, Condemine, y Robert-Baudouy, 1994), se logró la expresión 

de proteínas heterólogas con puentes disulfuro presentando el 100% de actividad biológica. 

Entre dichas proteínas se encuentran la fosfatasa alcalina PhoA, la hormona de crecimiento 

humano hGH, la glucosa-1-fosfatasa Agp, la fracción Fab de anticuerpo anti CD-18 humano, la 

proteína B rica en cisteína de Helicobacter pylori, entre otras (Berkmen, 2012).Las S-RNasas, 

que son las proteínas que pretendemos obtener en este trabajo, están presentes en 

concentraciones altas (entre 10 y 50 mg/ml) en la matriz extracelular del tejido de transmisión 

del estilo de las especies de solanáceas (Roalson, 2003), lo cual facilita mucho su purificación. 

Sin embargo, este trabajo forma parte de un proyecto cuyo objetivo es comparar la estructura 

terciaria de la variante silvestre de la S-RNasa con una mutante en la que los residuos Cys155 

y Cys185, en el caso de la SC10-RNasa madura, y Cys156 y Cys189, en el de la SA2-RNasa 

madura, sean reemplazados por serina, teniendo así la conformación resultante de la 

reducción por la NaTrxh y cuya actividad de ribonucleasa es siete veces mayor (Torres-

Rodríguez et al., 2020). Esta comparación permitirá conocer el cambio estructural necesario 

para el incremento de dicha actividad, el cual es esencial para el rechazo del polen alelo S 

específico (Torres-Rodríguez et al., 2020).  

Si bien las S-RNasas son altamente polimórficas, existen cinco regiones conservadas (C1 a 

C5). C1 y C2 son muy similares a las de otras ribonucleasas. Las regiones C1, C4 y C5 son 

hidrofóbicas y probablemente no participan en la actividad de ribonucleasa, lo cual sugiere que 

los residuos que las conforman corresponden al núcleo hidrofóbico de las S-RNasas (Ioerger 

et al., 1991). En las S-RNasas existen también 19 sitios con alta variabilidad, lo cuales 

posiblemente están involucrados en la función de reconocimiento en el sistema de 

autoincompatibilidad basado en S-RNasas. Dentro de éstos, hay dos regiones, HVa y HVb, 

que concentran la hipervariabilidad. Ambas regiones contienen 12 de los 19 residuos 

hipervariables y son las regiones más hidrofílicas de las S-RNasas, lo cual concuerda con su 

posible papel en el reconocimiento del polen alelo S específico (Ioerger et al., 1991).  

A partir de la estructura cristalográfica obtenida se determinó que de los nueve residuos de 

cisteína que contiene la SF11-RNasa (conservados en muchas S-RNasas), se forman cuatro 

puentes disulfuro (Cys16-Cys21, Cys46-Cys94, Cys153-Cys186 y Cys169-Cys180), quedando 

libre el residuo Cys95 (Ida et al., 1991).  



 

 

 

 

La SC10-RNasa de N. alata contiene 10 residuos de cisteína y el alineamiento con la SF11-

RNasa sugiere que, aunque Cys16-Cys21, Cys45-Cys94, Cys155-Cys185 y Cys168-Cys179 

están unidos por enlaces disulfuro, Cys77 y Cys95 permanecen libres (Torres-Rodríguez et 

al., 2020). La pérdida de la actividad de ribonucleasa de la SC10-RNasa después de la 

reducción inespecífica de las cisteínas por DTT, contrasta con el efecto positivo sobre la 

actividad de la ribonucleasa después del tratamiento con NaTrxh, en donde el puente disulfuro 

Cys155-Cys185 es el único blanco de esta tiorredoxina (Torres-Rodríguez et al., 2020). 

 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa codificadas en el plásmido pMCSG53 en 

células de E. coli BL21(RIL) 

Primero se llevó a cabo la sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa en células de E. coli 

BL21(RIL), clonadas en el plásmido pMCSG53. Las proteínas recombinantes traducidas a 

partir de este vector contienen en su extremo amino una etiqueta de seis histidinas (6xHis) 

seguido por la secuencia que es reconocido por la proteasa TEV. De esta manera, las 

proteínas recombinantes se purifican por afinidad en una columna de zinc y se puede eliminar 

la etiqueta 6xHis por un corte proteolítico, dejando así a la proteína con únicamente dos a tres 

aminoácidos extra en su extremo amino. La expresión de las S-RNasas recombinantes se 

presentó mayoritariamente de forma insoluble (Figuras 13 y 14), lo cual indica que las 

proteínas presentaron un mal plegamiento, es decir, diferente al nativo, y que posiblemente se 

encuentren formando cuerpos de inclusión (CI). Los CI son proteínas densas, esféricas y 

agregadas, formadas principalmente en el citosol de procariontes debido a la sobreexpresión 

de proteínas heterólogas (Kumar, 2011; Krachmarova et al., 2020).  

Aunque aún no se comprenden completamente los mecanismos que conducen a la formación 

de los CI, se han explorado diferentes posibilidades a partir de datos empíricos (Ramón et al., 

2014). Se considera a la formación de CI en bacterias como una respuesta celular general 

relacionada con la presencia de proteínas mal plegadas en la célula y como una vía para el 

control de la agregación de éstas (Ramón et al., 2014). En un análisis matemático (De Groot y 

Ventura, 2010; citado en Ramón et al., 2014) se determinó que la propensión a la agregación 

de las proteínas está asociada a su longitud, conformación, localización, función y abundancia. 

Otros factores que afectan la agregación de proteínas recombinantes en bacterias son la 

temperatura y la tasa de crecimiento, la fusión a etiquetas de solubilización, al uso de codones 



 

 

 

 

específicos, disponibilidad de tRNA y la optimización general de codones (Rosano y 

Ceccarelli, 2009).  

Los CI también pueden contener cantidades variables de proteínas plegadas de forma nativa o 

proteínas parcialmente plegadas que pueden adquirir su conformación nativa incluso si se 

encuentran dentro de un CI (Gonzalez-Montalban et al., 2008). De esta forma, los CI se 

componen de proteínas en diferentes estados de conformación, desde proteínas mal plegadas 

hasta proteínas en su conformación nativa. Además, la agregación y la desagregación ocurren 

simultáneamente in vivo en bacterias productoras de proteínas recombinantes (Carrio y 

Villaverde, 2002). 

Para que la proteína recombinante sea funcional, la mayoría de las biomoléculas deben 

adoptar una estructura tridimensional definida denominada plegamiento nativo o conformación 

nativa. El plegamiento de las proteínas comienza cuando las proteínas se sintetizan en los 

ribosomas y pasa a través de intermediarios estructurales antes de alcanzar el estado nativo. 

Estos intermediarios, incluidos los confórmeros mal plegados, normalmente exponen residuos 

hidrofóbicos que regularmente están en una posición interna en la estructura nativa de las 

proteínas. Tales superficies hidrofóbicas son propensas a desencadenar la agregación con 

otras proteínas mal plegadas. Asimismo, parece haber una preferencia por la coagregación 

del mismo tipo de proteína (Tyedmers et al., 2010). 

Para solucionar el problema derivado de la formación de los CI hay que analizar dos factores 

que pudieran estar influyendo en la dificultad para obtener a las S-RNasas recombinantes en 

su forma soluble. Primero, la estructura cristalográfica de la SF11-RNasa indica la presencia de 

cuatro puentes disulfuro, los cuales se localizan lejos del sitio activo, y un grupo tiol libre (Ida 

et al., 2001). Al no formarse correctamente los puentes disulfuro, que dan estabilidad a las 

proteínas, las proteínas heterólogas podrían estar adoptando una estructura desfavorable para 

su solubilización. 

Segundo, las S-RNasas son proteínas glicosiladas, con diferentes N-glicosilaciones unidas al 

Asn28 (Woolward et al., 1992; Ida et al., 2001). La ausencia de glicosilación de las proteínas 

recombinantes podría disminuir su solubilidad. La glicosilación aumenta la solubilidad de las 

proteínas debido a que aumenta el número de posibles interacciones entre la superficie de la 

glicoproteína y las moléculas del disolvente circundantes debido a una mayor área de 

superficie accesible al mismo causada por la presencia de los polisacáridos (Solá y 



 

 

 

 

Grienbenow, 2009). Sin embargo, nos inclinamos a pensar que el factor más importante en la 

incapacidad de las S-RNasas para solubilizarse es un plegamiento incorrecto de las mismas, 

particularmente pensamos que los puentes disulfuro de las S-RNasas nativas no se están 

formando en las proteínas heterólogas, o al menos no en una conformación correcta. 

Otra posibilidad por la cual las proteínas heterólogas se están agregando en cuerpos de 

inclusión es que las células de E. coli activan un mecanismo para neutralizar la actividad de 

ribonucleasa de la SA2- y la SC10-RNasa. Las ribonucleasas juegan un papel clave en el 

metabolismo del RNA (Makarov y Ilinskaya, 2003). Las RNasas fúngicas K-sarcina, 

restrictocina, Asp-f1 y mitogilina se conocen como ribotoxinas, las cuales inactivan a los 

ribosomas eucariontes mediante la escisión de un solo enlace fosfodiéster en el rRNA 28S 

(García-Ortega et al., 2001). Las ribotoxinas se encuentran entre los inhibidores más potentes 

de la traducción porque la hidrólisis de dicho enlace fosfodiéster suprime tanto la unión del 

aminoacil-tRNA dependiente del factor de elongación 1 como la unión del factor de elongación 

2 a los ribosomas dependiente de GTP (García-Ortega et al., 2001). 

Existe un reporte en el que se sobreexpresan tres variantes alélicas de la S-RNasa (S2, S3 y 

S5) de Anthirrinum en E. coli clonadas en el vector de expresión pET-15b y como resultado las 

proteínas poseen actividad de ribonucleasa (Yanh y Xue, 2000), por lo que se asume que son 

solubles. Sin embargo, en este trabajo no se menciona el rendimiento, por lo que la eficiencia 

del protocolo no es clara. 

En otro trabajo se describe la sobreexpresión heteróloga de la RNasa onconasa a partir de 

células de E. coli (Notomista et al., 1999). En los primeros ensayos, al igual que en trabajo que 

aquí se reporta, también obtuvieron la proteína de interés en la fracción insoluble del lisado 

celular, por lo que se dedujo que se encontraba formando cuerpos de inclusión. Este problema 

se resolvió diluyendo las muestras en fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.8, EDTA 10 mM, seguido 

de una incubación por 12 h a temperatura ambiente con una mezcla redox de cisteamina 3 

mM y cistamina 0.6 mM. Esto hace evidente que es muy probable que la SA2- y la SC10-RNasa 

recombinantes no contienen un plegamiento nativo debido a un mal arreglo de sus puentes 

disulfuro.  

Otro caso de expresión heteróloga de un tipo de ribonucleasa, es el de la RNasa A, que 

también se agrega en CI (Sakono et al., 2004). En el reporte se desarrolla un sistema llamado 

redoblaje mediado por micelas reversas, el cual consiste en tres pasos: solubilización, 



 

 

 

 

renaturalización y extracción. En las micelas generadas por el surfractante aerosol OT (bis(2-

etilhexil) sulfosuccinato de sodio) se solubilizan los cuerpos de inclusión, y se forman micelas 

con proteínas individuales y una pequeña fracción de agua. Como resultado, las micelas 

proveen un ambiente reducido para el replegamiento espontáneo de las proteínas al reducir 

las interacciones intermoleculares entre ellas. Adicionalmente, la cosolubilización de GroEL 

aumenta la eficiencia del replegamiento de las proteínas. Por último, se extraen las proteínas 

correctamente plegadas al quitar el agua al adicionar acetona.  

Aunque se podría continuar con los tratamientos propuestos y ya realizados con ribonucleasas 

recombinantes (Notomista et al., 1999; Sakono et al., 2004), es algo a lo que no se quiere 

recurrir porque el objetivo a mediano plazo del proyecto es lograr la estructura del cristal de 

estas S-RNasas por difracción de rayos X, para lo cual se debe tener la certeza que todas las 

biomoléculas tienen la conformación adecuada. 

 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa codificadas en el plásmido pMAL-p5x en 

células de E. coli BL21 (RIL)  

Para solucionar el problema del posible plegamiento incorrecto de las S-RNasas y/o su posible 

efecto citotóxico sobre la bacteria, se clonaron las secuencias correspondientes a ambas en el 

plásmido pMAL-p5x, el cual permitió fusionar a la SA2- y a la SC10-RNasa con la proteína de 

unión a maltosa (MBP). La MBP codificada en este vector contiene una secuencia señal N-

terminal que la dirige al periplasma. La fusión a MBP es una estrategia que se utiliza 

comúnmente para evitar que las proteínas heterólogas formen agregados insolubles. La MBP 

es el “potenciador de solubilidad” más utilizado y más estudiado (Waugh, 2016).  

Las S-RNasas de los pistilos entran a los tubos polínicos, en donde, después de una 

señalización, actúan como citotoxinas degradando el RNA e inhiben su crecimiento (McClure 

et al., 1990). Es muy probable que la actividad citotóxica de las S-RNasas perturbe la fisiología 

celular de E. coli al expresarlas, por lo que posiblemente activen algún mecanismo que les 

permita recuperar su homeostasis. Este mecanismo podría ser el responsable de transformar 

a las proteínas recombinantes en una forma no funcional, formándose así los CI que 

observamos en los diferentes ensayos de sobreexpresión. Las proteínas potenciadoras de 

solubilidad tienen la capacidad de aumentar la solubilidad de las “proteínas pasajeras” (las 



 

 

 

 

proteínas a las cuales se fusiona), lo cual en muchos casos también permite que las proteínas 

se plieguen en su conformación biológicamente activa (Waugh, 2016). El mecanismo por el 

cual la fusión a MBP potencia el plegamiento correcto de las proteínas pasajeras no tiene 

consenso. Un modelo propone que la MBP funciona como chaperona, uniéndose de forma 

reversible a la proteína fusionada, evitando así la autoasociación y agregación, siendo la 

iteración de ciclos de unión y desunión con ella lo que permiten que la proteína pasajera 

evolucione a su conformación correcta (Waugh, 2016).  

Por otro lado, el direccionamiento al periplasma también es una estrategia que ayuda a 

solubilizar algunas proteínas heterólogas. El periplasma es el compartimiento que se 

encuentra entre la membrana interna y la externa de las bacterias Gram negativas (Miller y 

Salama, 2018), como lo es E. coli. El ambiente en el periplasma es oxidativo, lo cual favorece 

la oxidación de las cisteínas y la consiguiente formación de puentes disulfuro (Arts et al., 

2015). La oxidación de las cisteínas también se ve favorecida por la presencia de proteínas 

tipo oxidorreductasas, como DsbA o DsbC (Arts et al., 2015). Además, de esta manera, las S-

RNasas no estarían en el citosol y, por lo tanto, el RNA bacteriano no estaría disponible para 

su hidrólisis. 

La DsbA promueve la formación de puentes disulfuro en las proteínas que ingresan al 

periplasma, al oxidar los residuos de cisteína consecutivos en la secuencia proteica (Kadokura 

y Beckwith, 2009; citado en Arts et al., 2015), por lo que en las proteínas que requieren 

puentes disulfuro entre cisteínas no consecutivas, la DsbA genera puentes disulfuro 

incorrectos. La DsbC, en contraste, promueve tanto la formación de puentes disulfuro entre 

cisteínas no consecutivas (por lo que puede corregir los puentes disulfuro generados por 

DsbA) como la isomerización de proteínas heterólogas con múltiples puentes disulfuro, como 

la RNasa A (Hiniker y Bardwell, 2004; citado en Arts et al., 2015). En el caso de la SA2- y la 

SC10-RNasas, los puentes disulfuro se forman en algunos casos por cisteínas consecutivas y 

en otros por cisteínas no consecutivas (como el que es blanco de la NaTrxh), por lo que la 

presencia de DsbA y DsbC serían de gran utilidad para favorecer el correcto plegamiento de 

las mismas. 

En los ensayos de sobreexpresión de las SA2- y SC10-RNasa fusionadas a MBP en células de 

E. coli BL21(RIL) se obtuvieron resultados similares a los ensayos sin la fusión, es decir, las 

proteínas heterólogas se encontraron mayoritariamente en forma insoluble. El plegamiento no 

siempre se produce de forma espontánea, sino que en algunos casos requiere de otros 



 

 

 

 

factores in vivo que están ausentes in vitro. Estos factores adicionales podrían ser chaperonas 

bacterianas (Waugh, 2016). El estudio realizado por Raran-Kurussi y Waugh (2012) indica que 

si bien las chaperonas DnaJ, DnaK y Tig no parecen tener un efecto significativo en la 

promoción del plegamiento correcto de las proteínas pasajeras, las chaperonas GroEL y 

GroES sí tienen una influencia considerable en el plegamiento de las mismas, al menos en 

proteínas con una masa molecular de hasta 81 kDa. 

 

Sobreexpresión de la SA2- y la SC10-RNasa en células de E. coli pGro7 

Debido a lo anteriormente discutido, el siguiente paso fue probar la sobreexpresión de las S-

RNasas en su versión simple (i.e. clonadas en el plásmido pMCSG53) o como proteínas de 

fusión a MBP (i.e. clonadas en el vector pMAL-p5x) en la cepa de E. coli pGro7. Esta cepa 

contiene un plásmido que expresa las chaperonas GroEL y GroES. La coexpresión de las 

proteínas heterólogas y dichas chaperonas es una estrategia comúnmente utilizada para 

potenciar el plegamiento de las primeras. La expresión de las S-RNasas clonadas en el 

plásmido pMCSG53 permitió obtener una mayor cantidad de las proteínas heterólogas en la 

fracción soluble respecto a los ensayos anteriores. Sin embargo, la cantidad de proteínas 

heterólogas en la fracción insoluble siguió siendo predominante (Figuras 21 y 22). 

La expresión de las proteínas heterólogas clonadas en el plásmido pMAL-p5X generó 

resultados positivamente prometedores. En los ensayos de SDS-PAGE se logró distinguir una 

banda de 63 kDa, aproximadamente, en la fracción soluble que incrementa con el tiempo 

(Figuras 23 y 24). A la misma altura se presenta una banda en la fracción insoluble, pero ésta 

es muy tenue, lo cual podría indicar que las proteínas heterólogas estén concentradas en la 

fracción soluble. A pesar de ello, la banda de 63 kDa no indica necesariamente que las SA2- y 

SC10-RNasas estén mayoritariamente en la fracción soluble, pues las chaperonas GroEL tienen 

una masa molecular similar. Por lo tanto, será necesario demostrar que las proteínas de fusión 

MBP-S-RNasa están efectivamente en la fracción soluble por inmunodetección en ensayos 

tipo Western-blot utilizando los anticuerpos correspondientes.  



 

 

 

 

Conclusiones 

 

Las SA2- y SC10-RNasas sobreexpresadas en células de E. coli BL21(RIL), clonadas en el 

plásmido pMCSG53, se presentaron mayoritariamente de forma insoluble, indicando que su 

conformación fue diferente a la nativa, y que posiblemente se encontraban formando cuerpos 

de inclusión. 

 

La sobreexpresión de las mismas secuencias clonadas en el plásmido pMAL-p5x (en el cual 

las RNasas están fusionadas a la MBP) mediante células de E. coli BL21(RIL) generó 

resultados similares que estando en pMCSG53, ya que la mayor parte de la proteína 

recombinante se encontró en la fracción insoluble.  

 

Por el contrario, la sobreexpresión de dichas proteínas en células de E. coli pGro7, que 

coexpresan las chaperonas GroEL y GroES, generó resultados prometedores. Al utilizar al 

vector pMCSG53 para sobreexpresar las proteínas recombinantes se obtuvo una mayor 

cantidad en la fracción soluble respecto a los ensayos anteriores; sin embargo, la cantidad de 

proteína recombinante en la fracción insoluble siguió siendo predominante. Por otro lado, su 

expresión clonadas en el plásmido pMAL-p5X generó resultados positivos. Al utilizar este 

plásmido se logró distinguir en los ensayos de SDS-PAGE una banda de 63 kDa, que se va 

incrementando conforme aumenta el tiempo de inducción. Esta banda posiblemente 

corresponde a las proteínas recombinantes SA2- y SC10-RNasas aunque no puede descartarse 

la posibilidad de que sea la chaperona GroEL, la cual tiene masa molecular similar. 

  



 

 

 

 

 

 

Perspectivas 

 

La formación de cuerpos de inclusión en los ensayos realizados en este trabajo implica la 

obtención de cantidades reducidas de las proteínas recombinantes en una forma utilizable, o 

bien la necesidad de aplicar técnicas intensivas en trabajo. Estas complicaciones no solo se 

deben a la estructura compleja de estas enzimas sino también al posible efecto citotóxico que 

pueden tener sobre la célula al ser capaces de degradar el RNA. 

Existen cepas de E. coli, como la BL21-AI, en las que la sobreexpresión de las proteínas de 

interés no solo se induce con IPTG, sino también con L-arabinosa porque el gen de la T7-RNA 

polimerasa, enzima que transcribe al gen de interés, se encuentra en el locus araB, por lo que 

su expresión está regulada por el promotor araBAD. Esto, en cierta medida, evita la expresión 

basal del gen de interés y por lo tanto permite un mayor control de su expresión, permitiendo 

así evadir el efecto citotóxico de la proteína recombinante. Por ello, será conveniente intentar 

con esta cepa la expresión de las S-RNasas. 

Finalmente, la opción más drástica pero efectiva es cambiar a un sistema de expresión 

eucarionte, de preferencia una planta. N. tabacum es un excelente modelo que puede servir 

para este objetivo. La sobreexpresión de proteínas heterólogas en N. tabacum tiene la ventaja 

de evitar la formación de cuerpos de inclusión, evitar la necesidad de agregar etiquetas de 

fusión (pueden alterar la estructura de la proteína y atraer una mayor carga de regulación) 

(Nausch et al., 2012), además de que permite realizar modificaciones postraduccionales 

comunes de los eucariontes, tales como la glicosilación y la formación de puentes disulfuro 

(Ma et al., 2003). Adicionalmente, N. tabacum es susceptible a ingeniería genética y existen 

numerosas estrategias de expresión disponibles (Tremblay et al., 2010). Para este objetivo, se 

propone clonar los genes de las S-RNasas bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S 

y así tener a las S-RNasas heterólogas disponibles a partir de cualquier tejido, especialmente 

de uno fácil para su extracción y purificación, como las hojas.  
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APÉNDICE 1 (protocolos) 
 
Purificación de DNA a partir de gel de agarosa  
 
Se utilizó el kit de miniprep de la marca Qiagen, cuyo protocolo es el siguiente:  

1. Cortar el gel de agarosa alrededor de la banda que corresponde al producto de 

amplificación con un bisturí limpio y pesarlo en un microtubo de 1.5 ml.  

2. Agregar 3 volúmenes de amortiguador QG (tiocianato de guanidina 5.5 M, Tris-HCl 20 

mM, pH 6.6) por cada volumen de gel, considerando que 100 mg de gel corresponden 

a 100 µl de amortiguador.  

3. Incubar a 50°C por 10 min mezclando vigorosamente cada 2 a 3 min para facilitar la 

disolución del gel.  

4. Agregar 1 volumen de isopropanol (100 mg de gel equivalen a 100 µl) a la muestra y 

mezclar por inversión.  

5. Colocar una columna en un tubo de colecta de 2 ml y aplicar la muestra a la misma 

6. Centrifugar por 1 min a 13,000 rpm. Descartar el fluido recuperado y colocar la 

columna en el mismo tubo de colecta. Para muestras mayores a 800µl, solo se rellena 

la columna y se centrifuga de nuevo.  

7. Eliminar los posibles residuos de agarosa agregando 500 µl de amortiguador QG a la 

columna y centrifugar por 1 min a 13,000 rpm, descartar el fluido y colocar la columna 

en el mismo tubo de colecta.  

8. Lavar el DNA unido a la columna con 750 µl de amortiguador PE (NaCl 20 mM, 2 mM 

Tris-HCl, pH 7.5 y 80% de etanol) a la columna y centrifugar por 1 min a 13,000 rpm, 

descartar el fluido y colocar la columna en el mismo tubo de colecta.  

9. Eliminar el exceso de etanol y amortiguador centrifugando la columna por 1 min 

adicional.  

10. Colocar la columna en un microtubo limpio y estéril de 1.5 ml y eluir el DNA agregando 

10 µl de agua desionizada estéril en el centro de la columna. Incubar por 1 min a 

temperatura ambiente y centrifugar 2 min a 13,000 rpm. 

 
Preparación de células quimiocompetentes de E. coli  
 

1. Crecer células de E. coli en 10 mL de medio líquido LB (LB) por 12 h a 37°C.  

2. Inocular 5 mL del precultivo en 50 mL de LB fresco, incubar a 37°C hasta alcanzar una 

𝐷𝑂600 de 0.5.  

3. Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min a 4 ºC, decantar el sobrenadante 

4. Resuspender el botón celular en 5 mL de CaCl2 100mM estéril e incubar por 15 min a 4 

°C. Repetir el paso 3 y 4 dos veces más.  

5. Resuspender el botón celular en 5 mL de una solución estéril que contenga CaCl2 50 

mM y glicerol al 20 %.  

6. Hacer alícuotas de 45 µL y conservar a -80 °C hasta su uso.  

 
 
 



 

 

 

 

Transformación de E. coli por choque térmico  

 
1. Descongelar en hielo una alícuota de 100 µl de células quimiocompetentes (Apéndice 

1 (protocolo de cómo hacer células competentes)). 

2. Agregar de 1 a 3 µl del DNA con el que se quiere transformar y mezclar con la punta 

de la pipeta cuidadosamente. 

3. Incubar en hielo por 20-30 min. 

4. Incubar a 42°C por 40 s y pasar inmediatamente a hielo (5 min) 

5. Agregar 600 µl de medio Luria Bertani (LB) con glucosa 20 mM. 

6. Incubar a 37°C con agitación por 1 h. 

7. Centrifugar a 13,000 rpm por 30 s y decantar dejando un sobrenadante de 

aproximadamente 50 µl 

8. Resuspender las células y sembrar en medio LB-agar selectivo. 

9. Incubar a 37°C por 16 h. 

 
 
Análisis de las proteínas por SDS-PAGE y ensayo réplica tipo Western-blot 
 
Las proteínas de los extractos crudos fueron separadas por electroforesis desnaturalizante en 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5%. Esta técnica consiste en solubilizar las proteínas 
en un amortiguador de muestra, el cual contiene como agente desnaturalizante dodecil sulfato 
de sodio (SDS) al 2.5% y como agente reductor al ditiotretitol (DTT) al 0.1 M. Para lograr la 
desnaturalización completa de las proteínas, las mezclas se incubaron a 95°C por 5 minutos. 
Por último, las muestras se dejan a temperatura ambiente y se cargan en el gel. De esta 
manera, ni la estructura tridimensional ni su punto isoeléctrico influyen en su migración 
electroforética, por lo que sólo se separan según su masa molecular.  
Para que las proteínas que migraron en el gel sean accesibles a los anticuerpos, éstas se 
deben transferir a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) por electrotransferencia. 
El protocolo seguido fue el siguiente: 

1. Al finalizar la electroforesis, lavar el gel sumergiéndolo en agua desionizada con 

agitación suave por 30 s y eliminar el agua.  

2. Equilibrar el gel sumergiéndolo en amortiguador de transferencia por 10 – 15 min con 

agitación suave  

3. Mientras se equilibra el gel, la membrana de PVDF se activa sumergiéndola en 

metanol al 50% por 20 s e inmediatamente se lava con agua desionizada (sumergir por 

2 min con agitación).  

4. Equilibrar la membrana por 2 – 3 min en amortiguador de transferencia con agitación 

suave  

5. Colocar los siguientes componentes equilibrados/empapados en amortiguador de 

transferenica en el orden indicado sobre el ánodo: (1) papel filtro; (2) membrarna 

PVDF; (3) gel de poliacrilamida; y (4) papel filtro.  

6. Colocar el cátodo sobre los componentes de la transferencia y aplicar 10 V por 20 min 

en el caso de un gel y 20 V por 25 min en el caso de dos transferencias simultáneas. 

 
  



 

 

 

 

APÉNDICE 2 (soluciones de trabajo) 
 

Acrilamida:bis-acrilamida (29:1) – 100 mL 

 Acrilamida 29 g 

 Bis-acrilamida 1.0 g 

 Aforar a 100 mL y esterilizar por filtración con membrana de 

0.45 µm de diámetro de poro 

 

Amortiguador apilador (SDS-PAGE, glicina) – 100 mL 

 Tris                  6.06 g 

 Ajustar el pH a 6.8 

 SDS al 20%     2 ml 

 Aforar a        100 mL 
 

Amortiguador de glicina para SDS-PAGE 10X (1L) 

 Tris 30 g 

 Glicina 144 g 

 SDS 10 g 
 

Amortiguador de muestra 6X (SDS-PAGE) 

 Tris·HCl 0.28M, pH 6.8 

 Glicerol al 30% (v/v) 

 SDS al 1% (m/v) 

 DTT 0.5 M 

 Azul de bromofenol al 0.0013% (m/v) 

 Hacer alícuotas y almacenar a -70 °C 

 
Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 10X (1 L)  

 NaCl                 80.0628 g  

 KCl                     2.013 g  

 Na2HPO47H2O 11.527 g  

 NaH2PO4H2O 1.9318 g  

*Ajustar a pH 7.3 y esterilizar  

 
Amortiguador separador (SDS-PAGE, glicina) – 100 mL  

 Tris 18.17g  

 Ajustar a pH 8.8  

 SDS al 20% 2 ml  

 Aforar a 100 mL  

 
Amortiguador TAE (tris – ácido acético – EDTA) 50X (1 L)  

 Tris: 242g  

 Ácido acético glacial hasta llegar al pH deseado  

 100 ml de EDTA 0.5 M, pH 8.0  



 

 

 

 

Amortiguador de transferencia (Western- blot) 1L  

 Amortiguador de glicina 10X 100ml  

 Metanol 200 ml  

 Aforar a 1L 

 
Medio LB (Luria-Bertani) – 1L  

 Triptona 10 g  

 Extracto de levadura 5 g  

 NaCl 10 g  

*Esterilizar por autoclave 

 
Solución de bloqueo (inmunodetección)  

 Leche en polvo descremada 5%  

 Tween-20 0.1%  

 Disolver en PBS 
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