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RESUMEN 

 

La proteína ribosomal S1, codificada por el gen rpsA, está compuesta por 

seis dominios tipo OB de los cuales los primeros dos del extremo amino sirven de 

anclaje con la subunidad 30S, mientras que los cuatro restantes sirven para la unión 

del RNA mensajero (mRNA). Estas características de S1 la hacen esencial para la 

formación del complejo de preinicio de la traducción. Se ha reportado que los 

dominios 1-3 están involucrados en la interacción y desnaturalización de mRNA 

estructurados, de los cuales el primero parece no ser esencial para la función de la 

proteína S1.  

 

Así, en este trabajo se evaluó si los dominios 2-3 de la proteína S1 (S1-D2,3), 

le permiten a la proteína S1 conservar su función. Para ello se clonó la parte 

correspondiente a dichos dominios del gen rpsA en el vector pProEx, inducible por 

IPTG y se evaluó su efecto en el rescate de viabilidad celular en la cepa 5699 de E. 

coli mutante condicional para el gen rpsA. La quimera S1-D2,3 se sobrexpresó en 

las bacterias E. coli BL21 DE3 y se purificó mediante columna de afinidad. S1-D2,3 

quimérica rescató parcialmente la viabilidad en células deficientes de S1 lo cual 

sugiere que los dominios 2-3 son capaces de formar complejos ternarios y permitir 

la traducción de proteínas in-vivo. La mutante S1-D2,3 copurificó con la proteína S1 

endógena de las bacterias E. coli, indicando una interacción entre sus dominios tipo 

OB. El aislamiento de la quimera es importante dado que servirá para evaluar su 

capacidad de unión in-vitro a mRNA y para formar complejos ternarios con mRNA, 

subunidades 30S y el tRNA iniciador. 
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ABSTRACT 

The ribosomal protein S1, encoded by rpsA gene, is composed of six OB-type 

domains of which the first two at the amino end work as an anchor with the 30S subunit, 

while the remaining allow mRNA binding. These characteristics of S1 make it essential for 

the formation of the pre-initiation complex of translation. It has been reported that domains 

1-3 are involved in the interaction and denaturation of structured mRNA. Out of the three, 

the first one is not essential for S1 protein function in-vitro and in-vivo.  

Thus, in this work, we evaluated whether domains 2-3 of S1 protein (S1-D2,3) allow 

the protein to preserve its function. To this end, a fragment of the rpsA gene containing these 

domains was cloned in the IPTG inducible pProEx vector, and its effect in the rescue of E. 

coli 5699 cell viability, a mutant conditional for rpsA gene, was analyzed. To purify the 

chimera, S1-D2,3 was overexpressed in the bacteria E. coli BL21 DE3, followed by its 

purification by affinity column. S1-D2,3 was shown to partially rescue viability in S1-deficient 

cells suggesting that domains 2-3 of S1 can form ternary complexes and to allow in-vivo 

protein translation. The mutant protein S1-D2,3 copurified together with the endogenous S1 

protein indicating an interaction between their OB domains. Isolation of the chimera is 

relevant since it will be used to evaluate its ability to bind in-vitro to mRNA and to form 

ternary complexes with mRNA, 30S subunits, and tRNA initiator. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los mecanismos de transmisión y expresión de la herencia se explican, en la mayoría 

de los casos, por el dogma central de la biología molecular, que propone que los genes 

siguen una dirección única, desde el DNA, que se transcribe a RNA, y posteriormente se 

traduce para producir una proteína; que lleva a cabo la función celular y mantiene en 

homeostasis a una célula de cualquier tipo. Sin embargo, estudios, realizados 

principalmente en virus, han demostrado que no siempre ocurre así, y que es posible pasar 

de RNA a DNA; rompiendo con este concepto de unidireccionalidad de la información 

(Julián, 2010). De cualquier modo, la traducción es esencial para los seres vivos, y se 

encuentra altamente controlada, especialmente al inicio. 

 

1.1  Traducción 

 

La traducción consiste en una decodificación de los mRNAs a proteínas, y tiene 

cabida gracias a los ribosomas, que se asocian al mRNA apenas es transcrito; así, en 

bacterias, la transcripción y la traducción son procesos acoplados. Esta última se divide 

típicamente en cuatro etapas: iniciación, elongación, terminación y reciclamiento (Laursen 

et al., 2005). La traducción es uno de los procesos metabólicos mas complejos tanto por la 

cantidad de elementos como por el número de pasos involucrados. Entre los componentes 

que participan en la síntesis de proteínas destacan los ribosomas, el mRNA, y los factores 

traducción.  

 

I. Ribosoma 

 

Los ribosomas son considerados enzimas, debido a que catalizan la formación de 

proteínas, para poder hacerlo requieren de múltiples proteínas y rRNAs; que se organizan 

en dos subunidades. En bacterias la subunidad mayor tiene un coeficiente de 

sedimentación de 50S y la pequeña de 30S. Las dos subunidades del ribosoma se 

encuentran disociadas en el citoplasma, debido al factor de iniciación 3 (IF3) que se ancla 

a la subunidad pequeña, impidiendo que se una a la grande. 
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Subunidad 50S 

 

La subunidad ribosomal grande está compuesta por 34 proteínas (L1-L34) y dos 

RNA que sedimentan a 5S y 23S y contienen 120 y 2,904 nucleótidos, respectivamente. 

Seis dominios de estructura secundaria están definidos por el rRNA 23S (Nogueira & 

Springer, 2000), mientras que el rRNA 5S se considera como el séptimo dominio de la 

subunidad. En la subunidad 50S se encuentra el sitio activo del ribosoma denominado 

peptidiltransferasa, PTC, por sus siglas en inglés (Rodnina & Wintermeyer, 2003) 

 

Subunidad 30S  

 

La subunidad pequeña del ribosoma se compone de 21 proteínas (S1-S21), y de un 

RNA de aproximadamente 1500 nucleótidos que tiene un coeficiente de sedimentación de 

16S (Laursen et al., 2005). Esta subunidad ribosomal contiene el centro de decodificación, 

donde los tripletes del mRNA se emparejan con los anticodones del tRNA y, por lo tanto, 

determinan la secuencia de aminoácidos que se incorporarán en la creciente proteína 

(Green & Nollen, 1997). 

 

II. mRNA 

 

El mRNA interactúa específicamente con el tRNA y con la subunidad ribosomal 30S 

durante el inicio de la traducción. Cuenta con un sitio de unión al ribosoma (RBS) que se 

extiende aproximadamente 30 nucleótidos (Steitz, 1969). Los mRNA bacterianos son 

normalmente policistrónicos y poseen múltiples señales para el inicio y finalización de la 

síntesis de proteínas (Laursen, et al., 2005) 

 

Se requieren varios elementos dentro del mRNA para promover la iniciación 

correcta. Río arriba del codón de inicio (AUG) se encuentra la región no traducida 5’ (UTR 

5’). Esta región contiene la secuencia Shine Dalgarno (SD), rica en purinas; en el extremo 

3’ terminal del rRNA 16S se encuentra la secuencia complementaria a SD; que permite la 

interacción con el mRNA (Shine & Dalgarno, 1974). Una consecuencia directa de la 

interacción SD es el ajuste del codón de iniciación al sitio P ribosomal, donde interactúa con 
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fMet-tRNA (McCarthy & Brimacombe, 1994); a la porción del mRNA en donde se 

encuentran estos elementos se denomina RBS, sitio de unión al ribosoma por sus siglas en 

inglés. 

 

En bacterias se distinguen dos tipos de mRNAs: canónicos y no canónicos 

(leaderless) (Moll et al., 2002). Los primeros tienen los elementos del 5’ UTR antes 

descritos, mientras que los mRNAs no canónicos poseen unos cuantos nucleótidos río 

arriba del codón de inicio, pero lo que controla realmente el inicio de la traducción en este 

tipo de mRNA es la interacción del tRNA y el codón de inicio, por lo que en mRNAs no 

canónicos es indispensable la presencia de fMet-tRNA en el complejo transcripcional 

(Benelli et al., 2003).   

 

1.1.1 Etapa de inicio 

 

El inicio de la traducción define la velocidad a la que se incorporarán aminoácidos a 

la creciente proteína; varía dependiendo del mRNA; pero tiene un promedio de 15 

aminoácidos por segundo (Kennel & Riezman, 1977). 

 

Los elementos involucrados en esta etapa son: los factores de inicio (IF1, IF2 e IF3), 

subunidad ribosomal pequeña (30S), subunidad ribosomal grande (50S), mRNA y 

formilmet-tRNA, como se describe en la Figura 1 (Laursen et al., 2005). 

 

El mecanismo descrito por Studer & Joseph (2006) para esta etapa se conoce como 

modelo de dos pasos, en donde en primera instancia ocurre una unión de la subunidad 

ribosomal 30S con un segmento del mRNA que se encuentre en cadena sencilla, en este 

paso la proteína ribosomal S1 juega un papel fundamental; en la segunda fase participan 

otros componentes como tRNA y el factor de inicio 2 (IF2); se desnaturaliza la estructura 

secundaria que adopta el mRNA y ocurre la interacción de la secuencia Shine-Dalgarno y 

del codón de inicio con sus respectivos complementarios. 

 

Los mRNAs suelen estar estructurados en la región UTR 5’ para evitar su 

degradación prematura, pero cuanto más estructurados se encuentren mayor será la 

dificultad para que sean traducidos; se ha visto que estructuras secundarias relativamente 
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estables disminuyen la eficiencia de traducción por competencia de las secuencias en cis 

del mRNA (De Smit & Duin, 2003). Por el contrario, secuencias ricas en A/U; que son por 

naturaleza poco estructurados, facilitan la interacción con la proteína ribosomal S1 (Boni et 

al., 1991)  

 

I. Factores de inicio 

 

Al factor IF1 se le ha atribuido la función de mejorar la velocidad de asociación y 

disociación del ribosoma, mediante la estimulación de la actividad de IF2 e IF3 (Pon & 

Gualerzi, 1984). Cuando IF1 se encuentra unido al ribosoma, favorece la unión de IF2 y 

juntos aseguran que solo el tRNA iniciador se una al sitio P y que interactúe con el codón 

de iniciación del mRNA (Canonaco, 1986). IF1 bloquea los tRNA desde el sitio A hasta que 

se forma el complejo de iniciación 70S. La expulsión de IF1 abre el sitio A para los 

aminoacil-tRNA entrantes. El IF2 tiene actividad GTPasa, estimula la unión del tRNA 

iniciador al sitio P de la subunidad pequeña (Choi et al., 1998). IF3 cumple varias funciones 

como mantener separadas las dos subunidades ribosomales (Grunberg-Manago et al., 

1975), uniéndose a la subunidad 30S, por otra parte, cuando a los complejos de iniciación 

se une un aminoacil-tRNA (tRNA no iniciador) con tripletes distintos de AUG, GUG y UUG 

en el sitio P son disociados por IF3 (Haggerty & Lovert, 1997). Además, IF3 participa en el 

reciclaje de subunidades. 

 

II. tRNA iniciador 

 

Los tRNA iniciadores tienen características estructurales que son reconocidas por 

los factores de iniciación y discriminadas por los factores de elongación (Kozak, 1983), 

además la metionina tiene una modificación, denominada formilación; que junto con un 

tRNA iniciador, aseguran el correcto inicio de la traducción del mRNA, uniéndose 

directamente al sitio P de la subunidad 30S del ribosoma (Laursen et al., 2005). 

 

1.1.2 Etapa de elongación 

En esta etapa ocurre el crecimiento de la cadena polipeptídica y el ciclo se repetirá 

tantas veces como aminoácidos se tengan que agregar. Para completar el proceso de 
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elongación se requiere del complejo de iniciación, diferentes aminoacil-tRNA, determinados 

por el siguiente codón en el mRNA y los factores de elongación: EF-Tu, EF-Ts y EF-G; y 

GTP. Los pasos que se llevan a cabo son la entrada y acomodación de cada aminoacil-

tRNA, la formación del enlace peptídico y la translocación del ribosoma a lo largo del mRNA 

(Julián, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Formación del complejo de inicio de traducción, se ilustran los principales componentes: IF1, IF2, IF3, 
fMet-tRNA. mRNA, subunidad 30S y subunidad 50 (Laursen et al, 2005) 

IF1 
IF3

 

Ribosoma 70S 

Subunidad 50S 

Subunidad 30S 

Disociación de 
subunidades IF2

mRNA 

fMet-tRNA 
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Complejo de inicio 30S 

Expulsión de 
factores 

IF1 
IF3 

IF2 

GDP + Pi 

Complejo 70S de inicio 
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1.1.3 Etapa de terminación 

 

El término de síntesis de una proteína está dado por la aparición de cualquiera de 

los tres tripletes de terminación en el mRNA UAA, UGA, UAG, que son reconocidos por 

proteínas extraribosomales, denominadas factores de liberación de clase I (Factor de 

liberación 1 y 2 ó RF1, RF2) (Kisselev et al., 2003). En bacterias, los codones de terminación 

UAG y UAA son reconocidos por el factor RF1, mientras que los codones de terminación 

UGA y UAA son reconocidos por el factor RF2 (Laurberg et al., 2008). 

 

Una vez que el factor de liberación de clase 1 ha reconocido el codón de terminación, 

otro factor de liberación 3 (RF3) con función de GTPasa promueve la rápida disociación de 

RF1 y RF2 tras la hidrólisis de GTP (Julián, 2010).  

 

1.1.4 Etapa de reciclamiento  

Tras la hidrólisis de GTP por RF3, el factor se disocia del ribosoma, dejando el 

mRNA y un tRNA deacilado en el sitio P. El ribosoma se disocia en sus dos subunidades 

para un nuevo ciclo de síntesis proteica. En bacterias, el factor de reciclaje (RRF) trabaja 

junto con EF-G para llevar a cabo este proceso (Julián, 2010).  

 

1.2  Proteína ribosomal S1 

 

La proteína ribosomal S1 es la proteína más grande (61 kDa) y ácida de la subunidad 

30S en Escherichia coli, y comparte identidad con la proteína S1 de diferentes bacterias 

Gram-negativas (Farwell et al., 1992). Esta proteína presenta mayor afinidad por mRNAs 

ricos en A/U (Kamarova et al., 2005) y algunos autores han considerado a la proteína S1 

más como un factor de traducción que como una proteína ribosomal real, debido a su débil 

y reversible asociación con el ribosoma (Subramanian, 1983). Consta de 557 residuos de 

aminoácidos que se organizan en seis dominios tipo OB (Figura 2); los primeros dos del 

extremo N-terminal, que comprenden aproximadamente 190 aminoácidos, le confieren la 

capacidad de unirse al ribosoma, a través de la proteína S2 (Byrgazov, et al., 2014), los 

últimos cuatro dominios le dan la capacidad de unión al mRNA; además el último, 
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correspondiente al extremo C-terminal, está involucrado en la regulación autógena del gen 

rpsA (Boni et al, 2001). 

 

 

S1 es la conexión inicial entre la subunidad 30S y la región UTR 5’ del mRNA, para que 

ocurra una unión rápida y reversible, la cual va seguida de interacciones específicas entre 

la región Shine-Dalgarno (SD) y el rRNA 16S (Haurgliuk & Ehrenberg, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La función de la proteína S1 de dirigir el mRNA hacia el ribosoma y facilitar el inicio de 

la traducción se soporta en que S1 puede estar unido al mRNA por crosslinking en 

complejos de inicio de la traducción, presenta alta afinidad a ligandos de RNA similares a 

secuencias en mRNAs conocidas como potenciadores del inicio traduccional, y anticuerpos 

anti S1 muestran efectos inhibitorios solamente cuando son añadidos antes del inicio de la 

Figura 2: Representación esquemática de los dominios de la proteína ribosomal S1 (Byrgazov et al, 2014) 

Figura 3: Representación tridimensional del dominio tipo OB de la proteína S1, 
destacando los residuos Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-68, que se presume son 
los involucrados en la unión al mRNA (Bycroft et al.,1997) 
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traducción, indicando que la proteína S1 es necesaria para el inicio de la traducción  

(Laursen et al., 2005). 

 

 

Los residuos en la superficie de la proteína se conservan por razones funcionales y 

pueden dar indicios de la región de unión al RNA. Bycroft et al. (1997) proponen que los 

aminoácidos que confieren esta especificidad son Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-

68 (Figura 3), pues se agrupan en la misma región de la proteína; indicando la probable 

región de unión al mRNA, además este sitio es topológicamente equivalente a los sitios de 

unión conocidos o propuestos en las proteínas con plegamiento OB, como la exonucleasa 

polinucleótido fosforilasa (PNPasa), (Figura 4). Asimismo, esta última similitud le otorga a 

la proteína S1, según Delvillani (2011), función regulatoria entre la síntesis de proteína y la 

degradación de mRNA. 

 

I. Dominios tipo OB 

 

Los dominios con plegamiento tipo OB reciben este nombre por sus siglas en inglés 

(oligonuclotide/oligosaccharide binding), aunque también se han relacionado con 

Figura 4: Alineamiento aminoacídico de los seis dominios con plegamiento tipo OB de la proteína S1 
y el dominio de unión a RNA de la PNPasa. Se indica con flechas las láminas β, y las hélices α mediante 
un cilindro. Los aminoácidos marcados en cuadros gris oscuro se refiere a aquellos conservados 
(modificada de Bycroft et al.,1997) 
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interacciones proteína-proteína. La familia de proteínas con esta estructura es la que se 

encuentra involucrada en la interacción con DNA o RNA monocatenario; por ello se ha 

determinado que son críticas para la replicación, recombinación y reparación del DNA, así 

como para la transcripción, la traducción, la respuesta a choque frío y el mantenimiento de 

telómeros. 

 

La longitud de los dominios con plegamiento OB oscila entre los 70 y 150 

aminoácidos; esta variación se debe, principalmente a la longitud de los bucles que se 

encuentran entre los elementos bien conservados de la estructura secundaria que 

conservan una topología muy similar a pesar de que no existe una fuerte relación entre las 

secuencias de los miembros con esta estructura (Theobald et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De forma general, el pliegue OB es un barril β mixto de cinco cadenas, arregladas 

1-2-3-5-4-1 y un extremo del barril está coronado por una hélice α, en ocasiones también 

se puede encontrar una hélice α entre las láminas 3 y 4 y es posible que mediante puentes 

de hidrógeno las láminas 3 y 5 cierren el β-barril en un arreglo paralelo (Murzin, 1993).  

 

Figura 5: Estructura esquemática de las láminas β y giros del dominio con plegamiento 
OB, en donde β2, β4 y β5 se encuentran interrumpidas por bucles entre sus 
componentes (Arcus, 2002) 
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 Una glicina, o algún otro aminoácido pequeño localizado en la primera mitad de 

β1 y un giro β en la segunda mitad permiten que se curvee completamente para rodear al 

β-barril. En un análisis riguroso de las posibles topologías, Zhang y Kim (2000) identificaron 

seis topologías posibles distintas para un barril β de cinco cadenas, sin embargo, sólo uno 

de estos se observa en la naturaleza. 

 

 Asimismo, los dominios OB usan una interfaz de unión común a ligandos centrada 

en las láminas β2 y β3 (Murzin, 1993). Esta interfaz canónica se forma por bucles entre las 

láminas β1 y β2, β3 y α, α y β4, y β4 y β5, definiendo una hendidura que atraviesa la 

superficie del dominio OB de manera perpendicular al eje del β-barril, esta estructura ofrece 

una superficie ideal para el reconocimiento de ácidos nucleicos, y se ha visto que la mayoría 

de los ácidos nucleicos tienen el mismo patrón dentro de esta hendidura, perpendicular a 

las láminas β antiparalelas, con una polaridad 5’ a 3’ desde las láminas β4 y β5 a la lámina 

β2 (Theobald et al., 2003). 

 

2. ANTECEDENTES 

 

S1 es esencial para el crecimiento celular y es  requerida para la traducción de muchos 

de los mRNA, sin embargo tras la eliminación de S1 y S2 se mantiene la habilidad de 

traducir mRNAs sin RBS (Moll et al., 2002), es decir, S1 sólo es indispensable para mRNAs 

canónicos, además experimentos in vitro han demostrado que S1 se requiere para el 

correcto ensamblaje de la región no traducida 5’ de los RNAs con la subunidad 30S en los 

sitios internos de entrada al ribosoma (Tedin et al., 1997).  

 

Duval et al. (2013) mediante ensayos de retardamiento y toeprinting con S1 silvestre, y 

mutantes; demuestran que los tres primeros dominios OB de la proteína S1 confieren a la 

subunidad 30S la capacidad de unir y desnaturalizar mRNAs estructurados y los mismos 

dominios son indispensables para la viabilidad celular. 

 

Deryusheva et al. (2010) mediante análisis in silico determinaron que a pesar de que 

existe una divergencia respecto a la cantidad de dominios que contiene la proteína S1 en 

diversos organismos: variando desde un dominio, hasta seis; se conserva homología entre 
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algunos ellos. En organismos que contienen seis dominios como E. coli el más conservado 

corresponde al dominio 3; dándole una importancia evolutiva respecto a su función. 

 

Qureshy et al. (2018) demostraron por espectroscopía de resonancia magnética 

nuclear que el dominio 5 de la proteína S1 de Vibrio vulnificus es necesario para la 

desnaturalización de mRNAs estructurados, dicho dominio es muy similar al dominio 3 de 

E. coli, según análisis in sílico. El mecanismo es un cambio conformacional mutuamente 

exclusivo de una lámina β a una hélice α en la estructura secundaria del dominio que 

presumiblemente libera energía que es usada para desnaturalizar el mRNA. 

 

Existen estudios que demuestran mediante la sobreexpresión de mutantes de S1 con 

deleciones de los dominios, que se requiere de la presencia del dominio 1, y que la falta del 

dominio 2 no reduce la afinidad de la proteína S1 por la subunidad 30S (Byrgazov, 2012) 

 

Sin embargo, Cifuentes et al., (2019) confirmaron que la presencia de A/U en el mRNA 

favorece su interacción con la proteína S1, siempre y cuando el nivel de estructuración del 

mensajero sea débil. Asimismo, los dominios dos y tres de S1 son necesarios para la 

interacción de mRNAs conteniendo adeninas o uracilos en los codones 2-3 con la proteína 

S1, así como para la traducción de estos mensajeros y para la viabilidad celular; además, 

la falta del dominio 1 no afecta de manera importante estas funciones.  

 

Por otra parte, S1 es dispensable para mRNAs con una región SD fuerte (Farwell et al., 

1992). Se ha visto que la inserción de elementos ricos en A/U río arriba de la secuencia 

Shine Dalgarno optimizan la traducción y estabilizan el mRNA (Sengupta et al., 2001).  

 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

Se ha demostrado que los dominios 1-3 de la proteína ribosomal S1 son necesarios 

para que mRNAs estructurados interactúen con la subunidad 30S (Duval et al, 2013). Por 

otra parte, Cifuentes et al. (2019) establecieron que la mutante carente del dominio 1 aún 

es capaz de rescatar la viabilidad celular; además los dominios 2-3 resultaron 
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indispensables para la unión de mRNAs ricos en adeninas y uracilos (A/U) con la unidad 

30S y para la traducción de mensajeros y la viabilidad celular. 

 

De modo que resulta interesante evaluar si es posible que la mutante de S1 con los 

dominios 2-3 conserve sus funciones, considerando que el dominio 2 le permite el anclaje 

al ribosoma y el dominio 3 le confiere la capacidad de unión al mRNAs. Esto permitirá 

determinar el core funcional de la proteína S1. 

 

4. HIPÓTESIS 

Los dominios 2-3 de la proteína ribosomal S1 de E. coli son los elementos mínimos para 

su función. 

 

5. OBJETIVOS 

  

5.1 Objetivo general 

Evaluar la capacidad de la quimera S1-D2,3 de reestablecer la viabilidad de 

células deficientes en S1. 

 

5.2  Objetivos específicos 

1. Obtener la mutante S1-D2,3.   

2. Evaluar si la mutante S1-D2,3 reestablece la viabilidad celular. 

3. Purificar la quimera S1-D2,3 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Extracción de DNA genómico 

 

Se probaron tres protocolos para extracción de DNA genómico de Escherichia coli 

C1-a (Tabla I). Para el primero, el cultivo bacteriano fue lisado con el buffer de lisis (SDS 

2%, NaCl 1.4M, EDTA 20mM, Tris HCl pH 8 100mM, -mercaptoetanol 0.2%). Se calentó 

a 65ºC/10min. Se incubó en hielo durante 5 min, y se agregó 2% de RNAsa A, 
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posteriormente se calentó a 37ºC/20 min. El DNA se precipitó usando una mezcla de etanol 

absoluto: acetato de amonio 9:1 y se reposó a -20ºC/20 min. Se agregó 1 volumen de 

fenol:cloroformo 1:1; se centrifugó a 12,000rpm/5 min. Se recuperó la fase acuosa, y se le 

añadió 1 volumen de isopropanol, se incubó a -20ºC/1 h. Se centrifugó a 13,500 

rpm/30min/4ºC. Se desechó el sobrenadante y la pastilla resultante se lavó con etanol al 

70%. Una vez que se deshidrato la pastilla, se resuspendió en 100l de agua inyectable. 

 

En el segundo protocolo las bacterias se resuspendieron en el buffer de resuspesión 

(Tris pH 8 50mM, EDTA 10mM, RNAsa A 100g/ml), se añadió 1 volumen del buffer de lisis 

(NaOH 200mM, SDS 1%), se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos; se agregó 1 

volumen de acetato de amonio 7.5M, para neutralizar proteínas, se incubó por 10 minutos 

a temperatura ambiente y se centrifugó a 13,500 rpm/15 min. El sobrenadante se recuperó 

en un tubo nuevo y se añadió 1 volumen de isopropanol, se incubó a -20ºC/1h. 

Posteriormente se centrifugó a 13,500rpm/30min, se desechó el sobrenadante y se lavó la 

pastilla con etanol al 70%, tras centrifugar a 13,500rpm/10min, se secó la pastilla y se 

resuspendió en 100l de agua inyectable. 

 

Por último, se probó el protocolo comercial ISOLATE Genomic DNA Kit de BIOLINE, 

para ello se siguieron las instrucciones del proveedor. Las muestras se corrieron en un gel 

de agarosa al 1% en TBE 1x. 

 

6.2 Clonación del gen rpsA  

 

La amplificación del gen rpsA se hizo a partir del DNA genómico de E. coli C1-a 

usando los oligonucleótidos rpsAFw (5 -́GCGgaattcCCATGACTGAATCTTTTGCTCAAC-

3 )́, rpsARv (5 -́GCggatccTTACTCGC CTTTAGCTGCTTT-3 )́ (Tabla I); que contienen 

respectivamente los sitios para enzimas de restricción EcoRI y BamHI, que se indican en 

minúsculas. El producto de PCR esperado (1674 pb) fue clonado en el vector de transición 

pJET 1.2 blunt (Tabla I) usando CloneJETTM PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA). Se 

subclonó en el vector de expresión pProEx-1 (Tabla I), haciendo uso de las enzimas de 

restricción EcoRI y BamHI. Se transformaron células E. coli DH5α (Tabla I) con ésta última 

construcción (pProEx-rpsA). La correcta inserción se comprobó por PCR de colonia y 
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restricción con las mismas enzimas en un gel de agarosa 1% en TBE 1x. La identidad de 

los productos clonados se verificó por secuenciación usando BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA).  

 

6.3 Clonación de la quimera S1-D2,3 

 

La quimera S1-D2,3 se obtuvo a partir de la construcción pProEx-rpsA, amplificando 

con los oligonucleótidos S1-D23Fw (5’-gaattcCCGTGAGAAAGCTAAACGTC-3’), S1-

D23Rv (5’-ggatccTTTCAGGCCCAGGGATACACG-3’) (Tabla I); que contienen los sitios de 

restricción EcoRI y BamHI, respectivamente, que se indican en minúsculas. El producto de 

PCR esperado (539 pb) se ligó al vector de transición pJET 1.2 blunt (Tabla I) usando 

Tabla I: Cepas, plásmidos y oligonucleótidos usados. 

Cepa Características 

C1-a Parental 

DH5α F-, ɸ80d, lacZΔM15, endA1, recA1, hsdR17 (rk
-, mk+), supE44, thi-1, d, gyrA96, 

Δ(lacZYA-argF), U169 
5699 ArapB-rpsA 

BL21 DE3 Deficiente en las proteasas Ion y OmpT. Carece de T7 RNA polimerasa. 

Plásmido Características 

pJET 1.2 blunt Blac pT7 

pProEx-1 Blac lacIQ pTrc Hisx6-Tag 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) Características 

rpsAFw GCGGAATTCCCATGACTGAATCTTTTGCTCAAC  Usado para amplificar el 

gen rpsA completo y sitio 

para EcoRI 

rpsARv GCGGATCCTTACTCGC CTTTAGCTGCTTT Usado para amplificar el 

gen rpsA completo y sitio 

para BamHI 

S1-D23Fw GAATTCCCGTGAGAAAGCTAAACGTC Deleción de los dominios 

1, 4-6 y sitio para EcoRI 

S1-D23Rv GGATCCTTTCAGGCCCAGGGATACACG Deleción de los dominios 

1, 4-6 y sitio para BamHI 
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CloneJETTM PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA), y posteriormente, se subclonó en el 

vector de expresión pProEx-1 (Tabla I), restringiendo con las enzimas antes mencionadas. 

Con ésta última construcción (pProEx-S1D23) se transformaron células de. E. coli DH5α 

(Tabla I). Su correcta inserción se verificó mediante PCR de colonia, restricción en un gel 

de agarosa 1% en TBE 1x. La identidad de los productos clonados se verificó por 

secuenciación usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, USA), corroborando que se mantuvieran los sitios de restricción y la bandera 

de histidinas para su posterior purificación. Tras un análisis in sílico se detectó un error en 

el marco de lectura, que provocaba una proteína trunca. 

  

 6.4 Modificación del sitio de restricción EcoRI en la quimera S1-

D2,3  

 

El análisis in silico de la construcción pProEx-S1D23 indicó que solo era necesaria 

la inserción de un nucleótido para corregir el marco de lectura a través de la modificación 

del sitio EcoRI. De modo que a partir de la construcción previamente obtenida se realizó la 

digestión de 5µg de DNA utilizando la endonucleasa de restricción EcoRI con el buffer 

respectivo (New England Biolabs) a 37ºC por 1 hora, se evaluó el porcentaje de 

linearización del vector mediante un ensayo de electroforesis en agarosa 1% en TBE 1x, la 

construcción linearizada se diluyó en agua desionizada hasta alcanzar un volumen de 

250µl, posteriormente, se realizó una purificación del DNA plasmídico digerido mediante 

una extracción fenol-cloroformo isoamílico (29:1) (SIGMA).  

 

Para hacer romos los extremos se utilizaron 4.5µg de DNA plasmídico pProEx-

S1D2-3 linealizado y purificado. La reacción se llevó a un volumen final de 25µl, incluyendo 

en la reacción los siguientes reactivos: dNTPs  (0.3 mM) (Invitrogen),  Pfu Buffer con (1x) 

(Altaenzymes, Alberta, Canada) y Pfu DNA polimerasa (1 Unidad) (Altaenzymes, Alberta, 

Canada) y el agua desionizada necesaria para completar el volumen final de la reacción, 

por medio de una agitación suave con los dedos se homogenizó la muestra y para bajar el 

líquido de las paredes del tubo, se centrifugaron por  5 segundos a 10,000rpm, seguido de 

esto, los tubos se colocaron en un termociclador incluyendo un ciclo de incubación por 30 

minutos a 72oC, seguido de una incubación a 4 oC. Una vez concluido el tiempo de la 
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reacción de polimerización se incremento el volumen de la reacción hasta 250µl para diluir 

la muestra y realizar un paso de purificación utilizando una extracción de fenol-cloroformo 

isoamílico (29:1) (SIGMA), el botón de ADN plasmídico reparado se resuspendió en 10µl 

de agua desionizada. 

 

Para llevar a cabo la unión de los extremos romos generados durante la reacción de 

polimerización, se utilizó la enzima T4 DNA ligasa. En la reacción de ligación, se utilizaron 

10µl de DNA plasmídico pProEx S1 D2-3 linealizado y reparado. La mezcla de reacción en 

un volumen final de 15µl se preparó con Buffer T4 DNA ligasa 1x (New England Biolabs) y 

T4 DNA ligasa 20U (New England Biolabs). La reacción se agitó suavemente, se bajó el 

líquido de las paredes con una centrifugación de 5 segundos a 10,000rpm y se incubó 

durante toda la noche a 16oC en la incubadora (Applied biosystems). Al día siguiente, 

finalizado el tiempo de la reacción de ligación, el microtubo se incubó 10 minutos en hielo. 

Para amplificar y obtener clonas de este vector modificado por ingeniería genética se 

transformaron bacterias competentes E. coli DH5α, una vez obtenidas las colonias se hizo 

la extracción plasmídica utilizando la versión casera del kit de Qiagen (Qiagen México), se 

cuantificó el DNA plasmídico, utilizando un espectrofotómetro (NANODROP, Invitrogen) y 

se visualizó la calidad y formas del DNA plasmídico de las diferentes muestras por medio 

de una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 1x. Para verificar la 

correcta modificación en el sitio EcoRI en el vector de interés, se digirieron 4 µg de DNA 

plasmídico, en las mismas condiciones que se mencionaron previamente. Este DNA se 

purificó mediante una extracción fenol-cloroformo-alcohol isoamílico se resuspendió en 50 

µl de agua desionizada, y se utilizaron 5 µl del para transformar bacterias competentes E. 

coli DH5α. Para asegurarse de que se había modificado el sitio de restricción de manera 

adecuada, se realizó una digestión del vector de interés nuevamente con EcoRI, para 

verificar que este DNA no pudiera ser digerido por esa endonucleasa mientras que el vector 

sin reparar sí. 

 

Una vez seleccionadas las clonas que no se linealizaban con la endonucleasa 

EcoRI. Se prepararon las muestras para secuenciar y verificar la correcta modificación del 

sitio y que la proteína de interés se encontrara en el marco de lectura adecuado y así 

asegurar su correcta expresión. 
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6.5 Extracción de plásmidos 

 

Para corroborar las construcciones y para la transformación de la cepa E. coli 5699 

(Tabla I) se extrajo el DNA plasmídico partiendo de un cultivo de 3ml de medio LB 

adicionado con ampicilina (100l/ml) inoculado con la bacteria que contenía la construcción 

de interés. Se creció overnight; se centrifugó a 13,500 rpm/5min y el pellet bacteriano se 

resuspendió en el buffer P1 (Tris pH 8 50mM, EDTA 10mM, RNAsa A 100g/ml). Se añadió 

1 volumen del buffer P2 (NaOH 200mM, SDS 1%), se incubó a temperatura ambiente por 

5 minutos; se agregó 1 volumen de del buffer P3 (3M acetato de potasio pH 5.5), para 

neutralizar proteínas se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 

13,500 rpm/15 min. El sobrenadante se recuperó en un tubo nuevo y se añadió 1 volumen 

de isopropanol, se incubó a -20ºC/1h. Posteriormente se centrifugó a 13,500rpm/30min, se 

desechó el sobrenadante y se lavó la pastilla con etanol al 70%, tras centrifugar a 

13,500rpm/10min, se secó la pastilla y se resuspendió en 100l de agua inyectable. 

 

El DNA plasmídico se cuantificó en el espectrofotómetro NanoDropTM 2000/2000c 

de Thermo Fisher SCIENTIFIC; además se visualizó en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 

1x. 

 

6.6 Ensayos de viabilidad celular 

 

Se transformó la cepa de E. coli 5699 (Tabla I), mutante cromosomal condicional 

que expresa el gen rpsA sólo en presencia de arabinosa; con las construcciones pProEx-

rpsA, pProEx-S1D23 y con el vector pProEx vacío, como control negativo. Además, como 

controles positivos se usaron la cepa parental C1-a y la cepa 5699 con arabinosa; y como 

controles negativos, la cepa 5699 sin arabinosa y con glucosa. Para ello la cepa 

transformada, y los respectivos controles se crecieron en medio LB adicionado con 

arabinosa al 1% hasta una densidad óptica de 0.2 (600nm); se realizaron tres lavados para 

eliminar la arabinosa, aquellas células que fueron transformadas se crecieron nuevamente 

en medio LB adicionado con ampicilina (100l/ml) e IPTG (1mM) para inducir la expresión 

de la proteína en cuestión; los controles se crecieron como se indicó inicialmente. Se 
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monitoreó el crecimiento, usando la densidad óptica de cada cultivo, cada media hora, 

durante 4 horas. Éste experimento se realizó por triplicado. 

 

6.7 Transformación de células 

 

Para la preparación de bacterias competentes de las cepas de E. coli DH5α y 5699 

(Tabla I), se inocularon 3 mL de medio LB con la bacteria correspondiente, y se dejó crecer 

toda la noche; el contenido celular se vació en 50mL de medio LB y se dejó crecer hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0.6 (600 nm), se incubó en hielo por 10 min.; se centrifugó 

a 2,500rpm/4ºC/15 min, se decantó el medio y se resuspendió en 25 mL de cloruro de calcio 

0.1M estéril. Se incubó 20 min en hielo y se centrifugó a 3000 rpm/ 4ºC/15 min, se decantó, 

y se resuspendió en 1 mL de cloruro de calcio 0.1M estéril y 20 gotas de glicerol, se 

alicuotaron en tubos estériles 50l de las células competentes, se congeló en hielo seco y 

se almacenaron a -70ºC. 

 

Para expandir y obtener DNA plasmídico de las diferentes construcciones se 

transformaron bacterias competentes de la cepa correspondiente con la mitad del volumen 

de DNA resultante de la reacción de ligación.  

 

Brevemente, el protocolo de transformación consiste en un choque térmico, 

generado por cambio de temperatura de 4ºC a 42ºC y de regreso a 4ºC. Por lo que antes 

de iniciar, se colocaron los microtubos en hielo y se incubó por 3 min, seguido de una 

incubación por 1 minuto a 42ºC y finalmente 3 minutos en hielo. Para que las bacterias se 

recuperaran y multiplicaran, se les adicionó en ese mismo tubo 1 ml de medio LB. Se 

incubaron por 1 hora a 37ºC en agitación a 200 rpm, se centrifugaron para formar el botón 

bacteriano a 10,000rpm/1 min. Se decantó el sobrenadante, y con el remanente del cultivo 

bacteriano se resuspendió el botón bacteriano pipeteando suavemente. En un tubo de 

ensayo de vidrio conteniendo 3 ml de medio líquido LB líquido con ampicilina (100µg/ml) se 

sembraron  aproximadamente 45µl de la suspensión bacteriana y el remanente se 

colocaron en una caja de Petri de 10x10 preparada con LB agar ampicilina (100µg/ml 

utilizando una espátula de acero esterilizada con alcohol absoluto y flameada haciendo la 
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distribución del medio líquido mediante movimientos circulares en toda la superficie del agar 

del cultivo, hasta lograr la total absorción del medio en el agar.  

 

Las cajas de Petri con las bacterias transformadas se incubaron durante la noche 

(18 horas) a 37ºC. Los tubos de ensaye se incubaron también a 37ºC y en agitación a 

200rpm. 

 

6.8 Análisis estadísticos  

 

Para el análisis estadístico se usó el programa GraphPad Prism 8 para iOS. los 

resultados de los ensayos de viabilidad se expresan como la media ± DS.  

 

Usando el mismo programa se hizo un análislis ANOVA paramétrica de una vía; 

usando la densidad óptica de la última medición, del cultivo celular transformado con 

pProEx, pProEx-rpsA y pProEx-S1D23. Con el fin de determinar si hay diferencia 

significativa entre ellos. 

 

6.9 Inducción de la proteína S1 y la quimera S1-D23 

 

Se transformaron bacterias E. coli BL21 DE3 (Tabla I) con las construcciones 

pProEx-rpsA y pProEx-S1D23; y se crecieron en 3ml de medio LB adicionado con 

ampicilina (100l/ml) a 37ºC overnight. Se vació el contenido en 50 ml de medio LB con 

ampicilina (100l/ml) y se mantuvo en agitación a 30ºC/2 h, se añadieron 500l de IPTG 

(100mM), se incubó a 30ºC/2hrs en agitación (200rpm). El cultivo se centrifugó a 

3000rpm/10min, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en el buffer de lisis (NaCl 

100mM, Tris-HCl pH 8 20mM, EDTA 1mM, NP40 0.5%, 0.5mM, 1 pastilla COMPLETE), se 

sonicó (periodos 5min/1min/5min, amplitud 80%). Posteriormente se centrifugó a 

10,000rpm/3min), se recuperó el sobrenadante, se añadieron 50l de glicerol frío estéril, se 

almacenó a -70ºC. La pureza de la proteína se determinó con un gel SDS-PAGE 

(acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 10%); y su identidad se verificó mediante western-blot 

utilizando un antisuero que reconoce la proteína S1, y sus mutantes. Y el anticuerpo Anti-
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His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965 085 001) para corroborar que la bandera de 

histidinas se mantiene. 

 

6.10 Purificación de la proteína S1 y la quimera S1-D23 

 

Gracias a la bandera de histidinas que añade el vector pProEx fue posible purificar 

la proteína, haciendo pasar el extracto total de proteína por la columna Ni-NTA agarose de 

QIAGEN, siguiendo el protocolo del proveedor. La pureza de la proteína se determinó con 

un gel SDS-PAGE 29:1 al 10% teñido con Coomassie.  

 

6.11 Verificación de la identidad de la proteína S1 y la quimera S1-

D2-3 mediante western blot 

 

La identidad de la proteína purificada se verificó mediante western blot utilizando un 

suero que reconoce la proteína S1, y sus mutantes. Para ello se cargaron y corrieron las 

muestras en un gel SDS-PAGE 29:1 al 10%, se transfirió a una membrana PVDF durante 

1 hora a 25V. Seguido se bloqueó en PBS-T 1x/ Svelty 15% overnight, se realizaron tres 

lavados de 5 minutos cada uno, y se incubó con el suero anti S1 1:20,000 en PBS-T 1x/ 

Svelty 15% por 2 horas, tras tres lavados de 5 minutos cada uno se incubó con el anticuerpo 

anti-rata 1:6,000 en PBS-T 1x/ Svelty 15%. Se reveló usando el kit Cytiva (Formerly GE 

Healthcare Life Sciences) de Fisher Scientific. 

 

Para corroborar que la bandera de histidinas se mantiene en la proteína purificada 

se realizó stripping a la membrana utilizada para el western blot anti-S1, enseguida se 

realizó la detección con el anticuerpo Anti-His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965 

085 001). Se bloqueó en PBS-T / Svelty 5% durante 2 horas, se realizaron tres lavados de 

5 minutos cada uno, y se incubó con el anticuerpo anti-His6-Peroxidase 1:1,000 en PBS-T 

1x/ Svelty 5% overnight. Se reveló usando el kit Cytiva (Formerly GE Healthcare Life 

Sciences) de Fisher Scientific. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Extracción de DNA genómico 

 

De los tres protocolos que fueron probados para la extracción de DNA de la cepa 

parental E. coli C1-a, sólo el primer protocolo de lisis alcalina descrito en Materiales y 

Métodos permitió extraer el contenido genómico y visualizarlo en un gel de agarosa al 1% 

(Figura 6). Este protocolo fue utilizado para posteriores experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 Clonación del gen rpsA  

 

Una vez hecha la clonación del gen rpsA a partir de DNA genómico y confirmada la 

inserción del fragmento de interés en el vector de transición pJET1.2 blunt mediante PCR 

de colonia y restricción como se describe en Materiales y Métodos, se subclonó en el vector 

10,000 pb 

Figura 6: Extracción de DNA genómico visualizado en gel de agarosa al 1%. Carril 1: lisis alcalina. Carril 2: 
protocolo de lisis alcalina modificado. Carril 3: protocolo comercial ISOLATE Genomic DNA Kit de BIOLINE. 
De color morado se señala el DNA genómico obtenido. 
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de expresión pProEx-1. La Figura 7 muestra la restricción de esta construcción (pProEx1-

rpsA) con las enzimas EcoRI y BamHI en la cual se ve el patrón esperado de pesos 

moleculares del inserto y el vector. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para confirmar la identidad del inserto, se secuenció la construcción pProEx-

rpsA (Figura 8) demostrando que no hubo mutaciones y conserva los sitios de 

restricción EcoRI y BamHI, además de la bandera de histidinas que sirve para la 

purificación de la proteína. 

Figura 7: Restricción de la construcción pProEx-rpsA. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 
2: construcción pProEx-rpsA, sin restringir (SR). Carril 3: construcción pProEx-rpsA restringida con 
las enzimas EcoRI y BamHI. De color rojo se indica el inserto de interés liberado tras la restricción. 
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 Figura 8: Alineamiento de la construcción pProEx-rpsA (obtenida in-sílico con SnapGene) y 
la secuenciación in-vitro. Se usó el servidor MultiAlign (Multiple Sequence Alignment by 
Florence Corpet). De color naranja se marca la bandera de histidinas, de color azul el sitio de 
restricción EcoRI y de color verde el sitio de restricción BamHI. 
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7.3 Clonación de la quimera S1-D2,3 

 

De acuerdo con los antecedentes, una quimera de la proteína S1 que conserve los 

dominios 2, 3 aún conservaría la capacidad para interaccionar con la subunidad 30S a 

través del segundo dominio y con RNAs mensajeros con el tercer dominio. Así, la quimera 

S1-D2,3 se obtuvo a partir de la construcción pProEx-rpsA, amplificando con los 

oligonucleótidos específicos y fue clonada en el vector de transición y subclonada en el 

vector de expresión pProEx como se describe en Materiales y Métodos. La construcción 

obtenida pProEx-S1D23 se restringió con las enzimas EcoRI y BamHI para liberar el 

fragmento clonado (Figura 9). 
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Figura 9: Restricción de la construcción pProEx-S1D23. Carril 1: marcador de peso molecular. 
Carril 2: construcción pProEx-S1D23, sin restringir (SR). Carril 3: construcción pProEx-S1-D23 
restringida con las enzimas EcoRI y BamHI. De color rojo se indica el inserto de interés liberado 
tras la restricción. 
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La construcción obtenida contenía un error en el marco de lectura, con lo cual no se 

produciría la proteína deseada, y de hacerlo, sería trunca. Se analizó in sílico la secuencia 

de la construcción pProEx-S1D23 buscando posibles sitios de restricción que podrían ser 

utilizados para corregir el marco de lectura de la proteína de interés, se determinó que era 

únicamente necesaria la inserción de un nucleótido para el corrimiento del marco de lectura 

de la proteína de interés, así, se identificó el sitio EcoRI que tras su modificación  se logró 

la inserción de 4 nucleótidos, lo que permitió corregir el marco de lectura y añadir un codón 

extra. La eliminación del sitio se confirmó mediante la restricción con la enzima EcoRI la 

cual sólo cortó la construcción con el error en el marco de lectura, pero no la que fue 

modificada. La enzima XhoI, hizo un solo corte en ambas construcciones, mientras que 

XhoI/NdeI liberó el inserto en los dos casos (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Restricción enzimática de las construcciones pProEx-S1D23 trunca (carriles 2-5) y pProEx-
S1D23 con sitio EcoRI modificado (carriles 6-9), visualizadas en un gel de agarosa 1%. Carril 1: marcador 
de peso molecular. Carril 2: pProEx-S1D23 trunca sin restringir (SR). Carril 3: pProEx-S1D23 trunca 
restringida con EcoRI. Carril 4: pProEx-S1D23 trunca restringida con XhoI. Carril 5: pProEx-S1D23 trunca 
restringida con XhoI/NdeI. Carril 6: pProEx-S1D23 sin restringir (SR). Carril 7: pProEx-S1D23 restringida 
con EcoRI. Carril 8: pProEx-S1D23 restringida con XhoI. Carril 9: pProEx-S1D23 restringida con 
XhoI/NdeI. De color rojo se señala el inserto de interés liberado tras la restricción. 
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Para confirmar su identidad, se secuenció la construcción pProEx-S1D23 con el sitio 

EcoRI modificado (Figura 11) demostrando que se perdió el sitio, no hubo mutaciones y 

tampoco se altero la bandera de histidinas que sirve para la purificación de la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.4 La quimera S1-D2,3 rescata parcialmente la viabilidad celular 

 

Para analizar si la quimera S1-D2,3 es capaz de rescatar la viabilidad celular, se 

emplearon células de la cepa mutante condicional E. coli 5699 en la cual el gen rpsA es 

expresado a partir del promotor inducible con arabinosa. En ausencia de arabinosa 

(condición no permisiva), la proteína S1 no se expresa, afectando negativamente el 

crecimiento celular en comparación con la misma cepa cultivada con arabinosa 

(condiciones permisivas) y con la cepa C1-a parental (Figura 12).  

 

Figura 11: Alineamiento de la construcción pProEx-S1D23 (obtenida in-sílico con SnapGene) 
y la secuenciación in-vitro. Se usó el servidor MultiAlin (Multiple Sequence Alignment by 
Florence Corpet). De color naranja se marca la bandera de histidinas, de color azul el sitio de 
restricción EcoRI reconstruido. 
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De manera interesante, se observó que las células transformadas con la 

construcción pProEx-S1D23 (quimera de los dominios 2 y 3) logró tener un efecto positivo 

en el crecimiento celular, aunque no al nivel que se alcanza con la construcción pProEx-

rpsA que expresa la proteína S1 WT. El crecimiento celular no fue rescatado en las cepas 

transformadas con el vector pProEx-1 vacío (Figura 13), lo que confirma que no es efecto 

propio de dicho vector. La capacidad de la quimera S1-D2,3 de rescatar la viabilidad celular 

es estadísticamente significativa según lo indica el análisis de los datos de la densidad 

óptica de la última medición, del cultivo celular transformado con pProEx, pProEx-rpsA y 

pProEx-S1D23, de acuerdo con el análilis ANOVA paramétrica de una vía usando 

GraphPad Prism 8 para iOS (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Efecto de la quimera S1-D2,3 de la proteína S1 en la viabilidad celular. El efecto de la proteína WT 
S1 y la quimera S1-D2,3 en el crecimiento celular fue evaluado empleando células de una mutante condicional 
en el gen rpsA. El crecimiento bacteriano fue monitoreado midiendo la DO600 cada media hora. Los puntos 
muestran la media de tres experimentos independientes ± DS. 
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Figura 12: Representación esquemática de la estructura del gen rpsA en la mutante condicional 
de E. coli 5699, dicho gen se encuentra bajo el control del promotor de arabinosa, así, sólo se 
expresará en presencia de esta. 



 

33 

 

 

 

 

 

7.5 Expresión de la proteína S1 y la quimera S1-D23 

 

La inducción de la expresión de las proteínas recombinantes S1 y la quimera S1-

D2,3 en las bacterias E. coli BL21 DE3 se realizó como se indica en Materiales y Métodos. 

La Figura 15 muestra la sobreexpresión de ambas en un gel SDS-PAGE al 10% cargando 

con 20 mg de extracto total de proteína en cada carril. El peso molecular de la quimera 

calculado in-sílico fue de 21 kDa (iTasser) aunque in vitro la proteína es de 25 kDa 

aproximadamente. El peso conocido de la proteína S1 es de 61 kDa, mismo que concuerda 

con lo obtenido. 

 

 

Figura 14: Diferencia significativa en el crecimiento bacteriano. Análisis de los datos de la 
densidad óptica de la última medición de la figura 13, Tanto la quimera S1-D2,3 como la 
proteína S1 WT muestran diferencia significativa en su crecimiento en células de E. coli 5699, 
deficientes en S1, respecto al control pProEx (vector vacío). 
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La identidad de las proteínas señaladas en la Figura 15 se corroboró mediante 

western blot usando el antisuero anti S1 (Figura 16). 
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inducida MPM 

Figura 15: Inducción de la proteína S1 y la quimera S1-D2,3 en E. coli BL21 DE3. Gel de acrilamida-
bisacrilamida  29:1 al 10% teñido con Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: 
extracción total de proteínas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA sin inducir. Carril 3: extracción 
total de proteínas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA inducida. Carril 4: extracción total de 
proteínas de bacterias transformadas con pProEx-S1D2,3 sin inducir. Carril 5: extracción total de 
proteínas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA inducidas. En todos los casos se enmarca de color 
rojo la proteína de interés.  
 

S1 
WT 

S1 WT 
inducida S1-D2,3 

S1-D2,3 
inducida 

75 kDa 

61 kDa 

25 kDa 

63 kDa 

21 kDa 

Figura 16: Inmunodetección de la proteína S1 y la quimera S1-D2,3. Carril 1: Extracción total de proteínas de 
bacterias transformadas con pProEx-rpsA sin inducir. Carril 2: Extracción total de proteínas de bacterias 
transformadas con pProEx-rpsA inducida. Carril 3: Extracción total de proteínas de bacterias transformadas 
con pProEx-S1D23 sin inducir. Carril 4: Extracción total de proteínas de bacterias transformadas con pProEx-
rpsA inducidas. En rojo se señala la proteína S1 WT y la quimera D12,3. 
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7.6 Purificación la proteína S1 y la quimera S1-D23 

 

Para sobreexpresar y purificar la proteína S1 y la quimera D2,3, las bacterias de la 

cepa E. coli BL21 DE3 se transformaron con las construcciones pProEx-rpsA y pProEx-

S1D23 respectivamente como se describe en Materiales y métodos. La purificación de las 

proteínas sobreexpresadas se realizó por columna de afinidad de níquel y fueron obtenidas 

con un 95% de pureza según el análisis en los geles SDS-PAGE al 10%. 

 

La purificación de la quimera S1-D23 mostró que las fracciones 2-4 contienen mayor 

cantidad de proteína (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se verifico el tamaño y pureza de la mutantes S1-D2,3 mediante western blot 

empleando el antisuero S1 (Figura 18) esto reveló que, aunque predominó la purificación 

de la quimera (aproximadamente 25 kDa), la misma copurificó con la proteína S1 endógena. 
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Figura 17: Purificación de la quimera S1-D2,3. Gel de acrilamida-bisacrilamida 29:1 al 10% 
teñido con Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular. Carrill 2: extracto total de 
proteínas previo a la purificación. Carril 3: extracto una vez pasado por la columna. Carril 
4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo lavado de la columna. Carriles 6-13: 
elución de 8 fracciones de la proteína purificada. Carril 14: elución final. En color rojo se 
señala las fracciones en donde se concentra la mayor cantidad de la quimera S1-D23. 
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Con el fin de corroborar la identidad de la proteína purificada por columna de níquel 

(columna Ni-NTA agarose de QIAGEN) se realizó un western blot usando el anticuerpo Anti-

His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965 085 001) (Figura 19). 
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Figura 18: Inmunodetección de la quimera S1-D2,3 mediante western blot anti-S1. Carril 1: marcador 
de peso molecular. Carrill 2: extracto total de proteínas previo a la purificación. Carril 3: extracto una 
vez pasado por la columna. Carril 4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo lavado de la 
columna. Carriles 6-13: elución de 8 fracciones de la proteína purificada. Carril 14: elución final. En color 
rojo se señala las fracciones de la quimera S1-D23 purificada. 

Figura 19: Inmunodetección de la quimera S1-D2,3 mediante Western Blot con anti-his6. Carril 1: 
marcador de peso molecular. Carrill 2: extracto total de proteínas previo a la purificación. Carril 3: 
extracto una vez pasado por la columna. Carril 4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo 
lavado de la columna. Carriles 6-13: elución de 8 fracciones de la proteína purificada. Carril 14: 
elución final. Con el rectangulo rojo se indica la quimera S1-D2,3. 
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8. DISCUSIÓN 

 

La presencia de seis dominios en la proteína ribosomal S1 de Escherichia coli y la 

existencia de proteínas equivalentes en otros organismos con número variable de dominios 

S1 dependiendo de la filiación taxonómica la hacen un modelo interesante de estudio. 

Asimismo, las funciones asociadas a los dominios de S1 de E. coli, a saber: los primeros 

dos dominios le permiten a la proteína interactuar con a la subunidad 30S, los dominios 3-

6 unirse al RNA mensajero y el dominio 6 también se relaciona con autorregulación (Boni 

et al, 2001) hacen suponer que los dominios 2, 3 son los elementos mínimos para preservar 

la función de S1 considerando que la ausencia separada de los dominios 1, 4, 5 y 6 aunque 

reduce la funcionalidad de la proteína no son esenciales como es el caso del tercer dominio. 

Así en este trabajo se clono y expresó la quimera con los dominios 2,3 y se observó que es 

capaz de rescatar parcialmente la viabilidad de células deficientes en la proteína esencial 

S1. 

 

Para la clonación del gen rpsA se partió de DNA genómico para lo cual el protocolo 

que en principio es una lisis alcalina (Figura 6) resultado de una combinación entre los 

protocolos de Chen y Kuo (1993) y Sambrook, et. al. (1989) funcionó mejor. En este 

protocolo se toman en cuenta las características del DNA haciendo uso de la fuerte 

tendencia hidrofílica de los grupos fosfato para separarlos en medios acuosos, mientras 

que las proteínas y los lípidos se separan en solventes orgánicos. 

 

 De acuerdo con Qureshi et. al. (2018), los dominios de la proteína S1 estabilizan en 

conjunto a los dominios adyacentes, por lo tanto, la deleción de estos promoverá fallas en 

la estructura de las mutantes. Así los primers utilizados para la amplificación de la secuencia 

del gen rpsA correspondiente a los dominios 2-3 de la proteína S1 se diseñaron a partir de 

la región bisagra de ambos dominios, esperando de esta forma dotarlos de la máxima 

estabilidad conformacional posible. Por otra parte, se siguió la estrategia propuesta por 

Cifuentes et. al. (2019) conservando los sitios de restricción EcoRI y BamHI para la 

clonación y subclonación en sentido del inserto en el vector de expresión.  
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De manera interesante, la quimera S1-D2,3 fue capaz de rescatar el crecimiento 

celular de las cepas 5699 de E. coli (Figura 13) en condiciones de deficiencia de S1, aunque 

de manera parcial con respecto a la proteína silvestre, lo que a su vez implica, que es capaz 

de formar complejos ternarios y tener influencia sobre la traducción de proteínas, por lo 

tanto, los dominios 2 y 3 son fundamentales para la función de la proteína S1. Se ha 

demostrado por espectroscopía de resonancia magnética nuclear que el dominio 5 de la 

proteína S1 de Vibrio vulnificus es necesario para la desnaturalización de mRNAs 

estructurados y mediante estudios in sílico se sabe que éste comparte identidad con el 

dominio 3 de E. coli, lo que apoya la presencia y funcionalidad de dicho dominio en ésta 

bacteria. Además se vio por ensayos de retardamiento, que la eliminación del dominio 3 de 

la proteína ribosomal S1 de Vibrio sp. impide por completo la unión de mRNA a la subunidad 

30S (Qureshy et al.,2018) resaltando la importancia de dicho dominio en las bacterias. 

 

Las proteínas que contienen múltiples copias del mismo dominio son las más 

interesantes desde el punto de vista de la actividad funcional, y la gran variación en el 

número de repeticiones del dominio S1 como una de las variantes estructurales del pliegue 

OB la hacen una característica distintiva de las proteínas que contienen el dominio S1. En 

las proteínas bacterianas, el número de repeticiones no es más de 6, independientemente 

del tamaño de la proteína. Por ejemplo, la proteína ribosomal S1 de T. pallidum con 863 

residuos de aminoácidos de longitud tiene sólo seis dominios estructurales iguales que la 

proteína ribosómica S1 de E. coli con 557 residuos de aminoácidos de longitud. La longitud 

máxima de una proteína bacteriana, que contiene seis repeticiones del dominio S1, es de 

937 residuos de aminoácidos de la bacteria Marinimicrobia (Deryusheva, et. al., 2017).  

 

Es evidente que las proteínas que contienen el dominio S1 comprenden una copia 

del equivalente del dominio 3 de E. coli. Asimismo, las proteínas de la familia S1 de la 

proteína ribosómica 30S contienen principalmente seis repeticiones S1, aunque existen 

algunas que portan un dominio único (Deryusheva et al., 2010). 

 

Se ha demostrado que cortar un dominio S1 del extremo C-terminal o dos dominios 

S1 del extremo N-terminal de la proteína reduce solo la efectividad de las funciones de la 

proteína, pero no abaten sus capacidades funcionales (Sirand-Pugnet et. al., 2007), por 

ejemplo, en las bacterias parásitas de Mollicutes la subunidad 30S realiza eficazmente la 
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principal función de unión al RNA aún tras la eliminación de los dominios mencionados. 

(Sirand-Pugnet, et. al., 2007) 

 

El alineamiento de la familia S1 de la proteína ribosómal 30S de las eubacterias 

permitió revelar el dominio con la mayor homología con el dominio S1 de unión al RNA de 

la PNPasa. Para la proteína ribosomal 30S S1 que contiene seis proteínas del dominio S1, 

este es el tercer dominio y es sabido que los residuos conservados de unión al RNA se 

encuentran en este dominio (Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-68). Por lo tanto, se 

puede suponer que este dominio podría ser el producto final de la evolución o se deriva de 

un ancestro común y tiene relevancia en las funciones necesarias mínimas de la proteína 

(Bycroft et al., 1997).  

 

El dominio S1 se localiza en proteínas con diferente número de dominios con cierta 

regularidad, un ejemplo es la RnasaI. Amblar et. al. (2006), al comparar un conjunto de 

proteínas truncas de la RnasaII con la de tipo silvestre pudieron demostrar que S1 es el 

dominio más importante en el estableciminto de complejos estables RNA-proteína; la 

eliminación del mismo da como resultado una drástica reducción en la capacidad de unión 

a RNA 

 

La purificación de la quimera S1-D2,3, por columna de níquel muestra que hay una 

copurificación con la proteína silvestre endógena detectada por el suero anti-S, y 

corroborado por la falta de señal con el anticuerpo anti-his6. Por lo tanto se confirma que 

se debe a un acomplamiento con la proteína S1 WT, con un peso de 61 kDa, dado que la 

cepa de E. coli BL21 DE3, en la que se indujo la mutante, la expresa de forma constitutiva. 

Resulta importante dicha interacción dado que se sabe que los dominios de S1 son capaces 

de homodimerizar bajo ciertas circunstancias, por ejemplo, en presencia de glutaraldehído, 

mediante uniones hidrofóbicas de las láminas b1 y b4 (A39, I41, K43, E99, I101), además 

de puentes de hidrógeno (Schubert et. al., 2004) explicando de este modo la presencia no 

esperada de la proteína S1 WT. La copurificación de la proteína S1 WT también se puede 

explicar por la naturaleza ancestral de la misma, ya que, desde el punto de vista biológico, 

las repeticiones de los dominios en la proteína S1, se definen como que ocurren en forma 

múltiple y en general con un alto grado de homología, esto significa que estas repeticiones 

evolucionaron a partir de un ancestro común. Dicho ancestro representaba una única 
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repetición que formaba homooligómeros para tener actividad funcional eficaz (Andrade, 

et.al., 2001). Dadas estas condiciones se considera normal que la quimera S1-D2,3 logre 

homodimerizar con la proteína S1 WT de la cepa E. coli BL21 DE3.  

 

9. CONCLUSIONES 

 

• Los dominios 2, 3 de la proteína S1 son suficientes para rescatar 

parcialmente la viabilidad celular en mutantes condicionales del gen rpsA. 

• Se logró sobreexpresar y purificar la quimera S1-D2,3. 

 

10. PERSPECTIVAS 

• Analizar in-vitro la afinidad de los dominios 2-3 de la proteína ribosomal S1 

con mRNAs poco estructurados, ricos en A/U/G. 

• Realizar mutaciones sitio específicas de los aminoácidos involucrados en la 

unión de mRNAs. 

• Clonar la quimera S1-D1-3, con el fin de evaluar el efecto del dominio 1 en 

la unión a ribosoma. 
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