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Resumen  
 
 

Elucidación de la estructura primaria de la lectina de Salvia bogotensis 
(LSBo-I) específica para la detección de los antígenos T y Tn 

 

El estudio de las lectinas vegetales ha sido de gran importancia debido a su 

capacidad de reconocer residuos de carbohidratos, los cuales han sido llamados 

glicotopes; alguno de ellos se encuentra enmascarados en la superficie celular y 

están asociados con una gran variedad de carcinomas. Algunas de las lectinas que 

más se han estudiado son las de origen vegetal de la familia Leguminosae, sin 

embargo, también se han aislado de otras familias botánicas, tales como Lamiácea.  

 

Las lectinas de Lamiáceas  se caracterizan porque reconocen los glicotopes T y/o 

Tn (1).  La información disponible acerca de estas proteínas es muy escasa debido 

a que los procesos de purificación no permiten obtener la cantidad necesaria para 

realizar estudios de caracterización estructural y de interacción con el antígeno 

Tn/T; por otra parte, hasta el momento solo hay dos secuencias de especies 

relacionadas obtenidas a partir del cDNA, la lectina de Salvia miltorriza (LSM) (2) y 

de Gleheda (3) y solo se han caracterizado cuatro lectinas de la zona de Eurasia y 

dos lectinas de especies endémicas de Colombia, la lectina de Salvia bogotensis 

(LSBo-I) (4,5) y de Lepechinia bullata (LLb-I) (5)  

 

En el presente trabajo, se realizó la purificación de la lectina de Salvia bogotensis I 

(LSBo-I), empleando cromatografía de intercambio iónico y afinidad. Las fracciones 
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obtenidas presentaron actividad aglutinante por eritrocitos Tn y se observó por SDS 

PAGE, una banda alrededor de 36 kDa por SDS-PAGE  que es similar a lo obtenido 

en estudios previos (4). La sepharosa 4B, fue acoplada a una IgG de conejo 

(antiLSBo-I), y la elución se llevó a cabo mediante un gradiente de pH.  En cada 

etapa de purificación se evaluó la actividad aglutinante con eritrocitos humanos A+, 

los cuales fueron tratados enzimáticamente con neuraminidasa y  galactosidasa 

para exponer el Tn. Se obtuvo el 71% de la secuencia y por predicción se determinó 

que pertenece a las lectinas tipo Leguminosa (L). También se llevaron a cabo 

ensayos para la obtención del ADNc y la secuencia de nucleótidos de la LSBo-I.  

 

Palabras Clave: Lectina vegetal, Salvia bogotensis, Familia Lamiaceae, Glicotopes 

T y Tn, Lectinas tipo L. 
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Abstract 
 
Elucidation of the primary structure of the Salvia bogotensis lectin (LSBo-I) 

specific for the detection of T and Tn antigen 
 

 

Plant lectins studies have been of great importance due to their ability to recognize 

carbohydrate residues on surface cells, epitopes-like glycotopes are called. Some 

of them are masked on the cell surface and are associated with a wide variety of 

carcinomas. The most studied lectins belong to the Leguminosae family however, 

they have also been isolated from other botanical families, such as Lamiaceae. Their 

lectins are characterized by recognizing T and/or Tn glycotypes (1). The information 

available about these proteins is very scarce owing to purification processes do not 

allow obtaining the amount to carry out structural studies and interaction with Tn/T 

glycans.  Secondly, there are only two sequences related to Lamiacea lectins, Salvia 

miltorriza (SML) (2) and Gleheda (3) and four lectins have been studied from Eurasia 

zone and two endemic lectins from Colombia, Salvia bogotensis (SBoL-I) (4,5) and 

Lepechinia bullata (LBL-I) (5) 

 

In this work, Ion-exchange and affinity chromatography’s led to getting SBoL-I that 

showed only a band by SDS PAGE, around 36 kDa, according to previous studies 

(4). Main purification step was carried out using affinity chromatography, a 

Sepharose 4B was coupled to IgG (antiSBoL-I) and pH gradient elution. The 

agglutinating activity was tested using A+ human erythrocytes, which were 

enzymatically treated with neuraminidase and −galactosidase, to expose Tn 
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structures. Finally, a sequence with 71% coverage was obtained and three-

dimensional model type of Leguminous was predicted by homology. Additionally, 

cDNA assays were carried out to get nucleotide sequence from SBoL-I. 

 

Keywords: Vegetal lectin, Salvia bogotensis, Lamiaceae family, T and Tn glycotope, 

L-type lectins. 
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1. Introducción  
 
 
Por su capacidad de interacción con carbohidratos específicos como los glicotopes  

T, Tn y sTn, los cuales son expuestos en células tumorales, las lectinas vegetales 

han sido usadas como moléculas para el diagnóstico y/o pronóstico de patologías 

donde se encuentran glicosilaciones aberrantes (6–9). Las lectinas aisladas de la 

familia Fabácea han sido ampliamente estudiadas, se ha encontrado que 

aproximadamente diecinueve lectinas reconocen específicamente el glicotope  Tn 

(10) y únicamente han sido caracterizadas las estructuras tridimensionales de los 

complejos con el Tn en tres de ellas,  la lectina de Psophocarpus tetragonolobus 

Linneo (WBAI), la isolectina de Vicia villosa Roth  B4 (VVLB4) y Vatairea macrocarpa 

Ducke (VML)(11).  

 

La información disponible con respecto a las lectinas en la familia Lamiacea es muy 

escasa,  puesto que únicamente se han reportado las estructuras terciarias in silico 

de las lectinas de Salvia miltiorrhiza Bunge (2) y de Glechoma hederácea P.Foum 

(3), que fueron obtenidas a partir de la secuenciación del gen y no de la proteína 

nativa como las lectinas de Salvia sclarea Linneo (LSS) (12–14) y Moluccella laevis 

Linneo (15), (16), las cuales se estudiaron a nivel bioquímico.  

 

En el Grupo de Investigación en Proteínas (GRIP) se han caracterizado las lectinas 

de Salvia palifolia, Hyptis mutabilis  Rich (17), Lepechinia bullata Kunth (LLb-I) (5), 

y Salvia bogotensis Benth (LSBo-I) (4,5). Fueron purificadas a partir de extractos 

salinos de semillas, empleando métodos de precipitación fraccionada y diferentes 

técnicas cromatográficas; además,  se estableció el 62 % de la secuencia de la 

LSBo-I (5). No obstante, es importante alcanzar una cobertura mayor en su 

secuencia y de esta forma llevar a cabo estudios de estructura terciaria para 

entender su mecanismo de interacción con glicotopes expuestos en tejidos 

tumorales como el Tn. La obtención de las lectinas de Lamiáceas en suficiente 

cantidad y de buena calidad, ha sido una limitante para continuar con los estudios 

de estructura, actividad funcional y biológica; en este aspecto es importante buscar 

nuevas alternativas de purificación de la proteína nativa u obtener el cDNA y por lo 

tanto la proteína recombinante. En este estudio se avanzó en la obtención de la 

LSBo-I, por cromatografía de afinidad empleando anticuerpos policlonales y se 

llevaron a cabo ensayos para obtener el cDNA de la lectina. 
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2. Marco teórico 
 
 

2.1 Lectinas  
 
Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, por lo tanto, pueden ser 

aisladas de diversas fuentes biológicas como mamíferos, plantas, hongos, 

invertebrados, bacterias, entre otros. Inicialmente conocidas como “hemaglutininas” 

al ser detectadas por la aglutinación de eritrocitos con el veneno de la serpiente 

Crotalus durissus en 1880, y en 1886 con la detección de aglutinación de una 

fracción de proteína tóxica de ricino (denominado ricina) proveniente de extractos 

de frijoles Ricinus communis (18).  El término “lectina”  fue propuesto por Boyd y 

Shapleigh en 1954 a partir de la palabra latina “legere”, que significa escoger o 

seleccionar (19). La principal característica de estas proteínas o glicoproteínas, es 

su capacidad de unión a carbohidratos de manera específica y reversible, propiedad 

que les da un enorme potencial para estudiar diversas glicoproteínas y los 

mecanismos dados por interacciones proteína – carbohidrato (20). Por lo tanto, 

reconocen de manera específica carbohidratos de la superficie celular o de células 

en suspensión, que permiten que se les detecten por aglutinación de células o 

precipitación de glicoconjugados. El reconocimiento de la lectina por el carbohidrato 

se da principalmente por interacciones débiles que incluyen puentes de hidrógeno 

e interacciones hidrofóbicas, de tal forma que es reversible. Estas proteínas son 

heterogéneas en su estructura, usualmente multivalentes, y por lo general poseen 

más de un dominio de reconocimiento a carbohidrato, lo que les confiere su 

capacidad aglutinante. Son diferentes a las inmunoglobulinas que reconocen 

epitopes de antígenos o a las enzimas que tienen carbohidratos como sustratos y 

en este caso son modificados (21).  

 

La gran versatilidad de estas proteínas ha permitido que hoy en día se postulen 

como agentes insecticidas (22,23), antifúngicos (24,25), antivirales (26) y 

antitumorales  (21,22,23),  entre otros.  Desde otro punto de vista,  se emplean como 

ligandos en cromatografía de afinidad (29), en estudios de histoquímica y 

citoquímica (25,26). Más recientemente, han sido incluidas en técnicas de alto 

rendimiento como los microarreglos para evaluar los glicotopes presentes en tejidos, 

células u otras muestras; un ejemplo es el estudio de enfermedades como diabetes 

(31) o tejidos tumorales (32). Otras aplicaciones incluyen los biosensores basados 

en las interacciones proteína – carbohidrato que se transforman en señales 

cuantificables (33). 
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2.2 Clasificación de las lectinas  
 
La gran diversidad de estructuras y por lo tanto de funciones biológicas que se les 

atribuyen a las lectinas presentes en los diferentes reinos de la naturaleza, al igual 

que su capacidad de reconocer diferentes estructuras de carbohidratos, han 

permitido proponer diferentes formas de clasificación, las cuales se resumen en la 

Figura 3. En forma muy breve se explican algunas de ellas: 

 

2.2.1. De acuerdo con el Sitio de reconocimiento 

 
Esta clasificación se ha propuesto principalmente para lectinas de origen vegetal de 

acuerdo con los sitios de reconocimiento y otras funciones diferentes a la interacción 

con residuos carbohidratos así (Figura 1):  

2.2.1.1. Merolectinas: Son proteínas que tienen un único dominio de unión a 

carbohidrato, es decir son monovalentes y no precipitan glicoconjugados 

o células (34). Un ejemplo es la heveína, como su nombre lo indica es 

aislada de la Hevea brasiliensis, con actividad antifúngica (35).   

 

2.2.1.2. Hololectinas: presentan dos o más dominios de unión a carbohidratos 

que reconocen carbohidratos idénticos u homólogos; de modo que 

pueden aglutinar células o precipitar glicoconjugados. A este grupo 

pertenecen una gran cantidad de las lectinas vegetales (34). 

 

2.2.1.3. Superlectinas: poseen dos o más dominios de unión a carbohidrato que 

reconocen carbohidratos diferentes, tales como residuos de Glucosa 

(Glc) y Galactosa (Gal). Un ejemplo es la lectina de Agaricus bisporus 

(ABA), que detecta el disacárido T (Gal1-3GalNAc ) y estructuras 

relacionadas de glicoproteínas O-glicosídicas. Por difracción de rayos X 

se encontró un sitio de unión por N-acetil glucosamina (GlcNAc) (36). 

 

2.2.1.4. Quimerolectinas: se caracterizan por tener un dominio de unión a 

carbohidrato y un dominio no relacionado que cuenta con actividad 

biológica o catalítica bien definida (37). A esta clase de lectinas pertenece 

la  del hongo Marasmius oreades (MOA), en el N-terminal tiene un domino 

de reconocimiento por los determinantes del grupo sanguíneo B 

(Galactosa) y en el  c-terminal un dominio con actividad catalítica de 

cisteína proteasa dependiente de calcio (38). 
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Figura 1. Esquema de clasificación de las lectinas vegetales de acuerdo con el sitio de 
reconocimiento. Se presenta el dominio de lectina (ovalo naranja), otro dominio con 
diferente actividad (cuadrado azul). Los diferentes carbohidratos reconocidos son 
representados como un hexágono o un círculo. Figura tomada y modificada (34). 

 
 

2.2.2. De acuerdo con la especificidad del monosacárido que inhibe su 
actividad hemo aglutinante 

 
Teniendo en cuenta esta característica, se divide en cinco grupos como se muestra 
en la Tabla 1:  
 

Tabla 1. Clasificación de acuerdo con el monosacárido que reconoce las 
lectinas.  

Grupo Monosacárido Abreviatura Lectina 

I 
α-D-manosa 
α-D-glucosa 

Man, Glc 
Concanavalina A (ConA) 

Lens culinaris (LCA). 

II 
β-galactosa 

N-acetil- α-D-
galactosamina 

Gal, GalNAc 
Ricinus communis (RCA) 
Arachis hypogaea (PNA) 

Amaranthus leucocarpus (ALL) 

III 
N-acetil- β-D-
glucosamina 

GlcNAc Triticum vulgare (WGA) 

IV α-D-fucosa Fuc Lotus tetragonolobus (LTA) 

V α-N-acetilneiraminico 
NeuAc α 

(SiA) 
Limulus polyphemus (LPA) 

 
 
De acuerdo con la base de datos UniLectin3D https://www.unilectin.eu/unilectin3D, 

la Galactosa (Gal) es el monosacárido principalmente reconocido por el 53 % de las 

lectinas; le siguen N-acetilglucosamina (GlcNAc) (27 %), glucosa (Glc) (24 %), 

manosa (Man) (22 %), fucosa (Fuc) (16 %), N-acetilgalactosamina (GalNAc) (13 %) 

y ácido siálico (NeuAc α) (12 %). No obstante, en la naturaleza se pueden encontrar 

azúcares en menor proporción como la ramnosa (Ram) y arabinosa (Ara), que 

también son reconocidos por algunas lectinas (Figura 2) (39).  
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Figura 2. Monosacáridos reconocidos por las lectinas. Información obtenida de la base 
de datos UniLectin3D. Galactosa (Gal) el más reconocido por aproximadamente el 53 % 
de las Lectinas, seguido de (GlcNAc), glucosa (Glc), manosa (Man), fucosa (Fuc), N-
acetilgalactosamina (GalNAc) y ácido siálico (NeuAc α).  

 
 

2.2.3. De acuerdo con las diferentes familias de proteínas (Pfam): 
 
Según la estructura tridimensional determinada por cristalografía de rayos X o 

análisis de resonancia magnética nuclear bidimensional (RMN), las lectinas se han 

clasificado en 48 familias topológicamente diferentes, encontrándose que los 

motivos estructurales de hojas β son predominantes en la estructura. Dos hojas β 

pueden ensamblarse para formar un β sándwich, una estructura muy común en las 

familias de lectinas, aunque suelen mostrar diferencias en la ubicación de los sitios 

de unión. Por ejemplo, el plegamiento tipo inmunoglobulina de las sialoadhesinas 

animales difiere notablemente del plegamiento característico de las lectinas de 

leguminosas (33). 

En la base de datos Pfam se encuentran las familias de lectinas de acuerdo con los 

dominios de reconocimiento. Las lectinas tipo C y las galectinas, son dos grandes 

familias que se encuentran en animales mientras que en plantas están las tipo R 

(41) y las tipo L que se distinguen por su estructura tridimensional (42). 

Gal

GlcNAc

Glc

Man

Fuc

GAlNAc

Neu5AC
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Figura 3. Clasificación de las Lectinas: Se han descrito 48 familias proteínas de acuerdo con su dominio de reconocimiento (se incluye 
solo algunas).  
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2.3 Lectinas de origen Animal 
 

Los estudios referentes con estas proteínas en animales inician con la detección de 

actividad de aglutinación de eritrocitos por parte del veneno, de Crotalus durissus 

en 1902, no obstante, dos años antes del descubrimiento de ricina,1886, había un 

reporte de la presencia de estas proteínas en el veneno. Muchos años después, la 

trombolectina del veneno de Bothrops atrox fue la primera lectina que se aisló y se 

caracterizó por tener monómeros de 15 kDa además de requerir iones Ca++ para su 

actividad; muchas no fueron reconocidas como proteínas de unión a carbohidratos 

(43). La función de las lectinas animales se asocia con la gran diversidad de 

estructuras tridimensionales, puesto que, al menos doce (12) familias se unen a 

distintas estructuras de carbohidratos mediante interacciones proteína-proteína, 

proteína-lípido o proteína-ácido nucleico (44), lo que conduce a que se activen 

diferentes vías de señalización en la célula, tales como sistema complemento, 

adhesión, migración, señalización, tráfico celular, regulación inmunitaria,  

autoinmunidad y morfogénesis, entre muchas más (45,46).  

Las lectinas de tipo C, están en un amplio rango de animales, entre ellas están las 

selectinas, las cuales están asociadas a membrana plasmática, otras son solubles 

como las collectinas o las que se encuentran en los venenos. Un ejemplo bien 

documentado, corresponde a la lectina del veneno de la serpiente de cascabel 

occidental (RSL) (Crotalus atrox). Es una lectina tipo C, oligomérica y específica a 

galactosa. Su estructura cristalina en complejo con lactosa y/o tiodigalactósido, a 

una resolución de 2,2 y 2,3 Å, respectivamente, está formada por dos pentámeros 

simétricos dispuestos en una orientación escalonada, espalda con espalda. Cada 

monómero corresponde a un único dominio canónico de reconocimiento de 

carbohidratos (CDR) y está unido por puentes disulfuro a un monómero en el otro 

pentámero, de esta forma se generan 10 sitios de unión, que se encuentran al borde 

del decámero (Figura 4-A). Esta estructura permite que se den interacciones 

multivalentes; un mecanismo donde RSL promueve la reticulación del receptor y la 

agregación celular. Cada módulo (CDR), tiene aproximadamente 110 aminoácidos 

con especificidad por galactosa donde tres aminoácidos, Gln-Pro-Asp, se 

consideran determinantes en la interacción mediada por Ca++ (Figura 4-A) (47).  

Cada monómero (Figura 4-B) posee un dominio de unión canónico y, se compone 

de dos hojas beta (), cada una con 4 hebras antiparalelas flanqueadas por dos 

hélices cortas 310, giros y regiones desordenadas. La interfase entre pentámeros 

está mediada por interacciones débiles y la reducción de puentes disulfuro disocia 

los dímeros. La capacidad de mediar interacciones multivalentes explica el hecho 

de que RSL es un potente mediador de la agregación plaquetaria, un proceso que 

involucra al receptor en entrecruzamiento, reticulación y señalización posterior (47).  
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Figura 4. Lectina Tipo C del veneno de Crotalus atrox. (A) Dos pentámeros unidos 
simétricamente, donde los monómeros de cada pentámero se unen mediante puentes 
disulfuro. Se observan los sitios de unión al carbohidrato (CDR) o dominios canónicos, en 
este caso tiene 10. (B). Monómero formado dos hojas β y 8 hebras antiparalelas (morado), 
hélices α (azul), giros 8 (azul) y regiones desordenadas. Ion calcio (anaranjado). 
Modificado (47).  

 

Otras lectinas de origen animal son las galectinas, las cuales han sido 

principalmente descritas en mamíferos, aves y esponjas. Se encuentran en la 

superficie celular y citoplasma, mediando procesos como proliferación y adhesión, 

y migración celular entre otros (48). Inicialmente, se les dio el nombre de lectinas 

tipo S, dado que el grupo tiol (cisteína) está involucrado en el reconocimiento de 

 galactósidos, presentes en glicoconjugados. Un ejemplo son las Congerinas (Con) 

aisladas del mucus del pez Conger myriaster (Figura 5-A), componentes del sistema 

de defensa con propiedades de opsonización y con actividad citotóxica. Las dos 

lectinas, Con-I y Con-II, son homodiméricas, pero se diferencian en la forma de 

unión entre las hojas  que conforman cada monoméro en Con-I la interacción es 

paralela (Figura 5-A), lo que confiere mayor estabilidad y reconocimiento de los 

carbohidratos de parásitos u otros glicanos (49). La Galectina de pollo, adopta el 

típico pliegue de galectina, con dos hojas   antiparalelas de seis y cinco hebras 

conectadas por varios bucles, formando una estructura de β sándwich (Figura 5-B) 

(50).    
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Figura 5. Galectinas. Se observan las estructuras diméricas, donde en cada 
monómero, hay dos hojas β antiparalelas, de seis y cinco hebras conectadas por bucles, 
generando una estructura β sándwich. La interacción entre los monómeros difiere para 
estas lectinas como se observa para la Galectina de Conger myriaster Tipo I (Con-I) (A) 
(49) y la Galectina de pollo (B) (50). 

 

 

 

Figura 6. Patrón de expresión de las Siglecs dentro del sistema hematopoyético. 
Imagen modificada de (51). 

 

Otra gran familia de lectinas animales son las Selectinas, las cuales están en la 

membrana de las células endoteliales, polimorfonucleares (PMN), linfocitos T y B 

circulantes, y natural killer (NK); su expresión depende de la etapa de desarrollo de 

la célula. Por ejemplo, la expresión de la selectina E es estimulada por la 



 

10 
 

interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF ), lo que muestra su 

papel en procesos de inflamación agudos. Por su parte, las lectinas que se unen al 

ácido siálico y que son similares a inmunoglobulinas (Siglecs), también están 

presentes en leucocitos, oligodendrocitos y células de Schwann; se expresan luego 

del proceso de diferenciación hematopoyética a partir de los precursores linfoides y 

mieloides (Figura 6) (52,53).  

 
 

2.4 Lectinas de origen Vegetal  
 
En las plantas, la mayoría de estas moléculas están en los cotiledones y 

endospermos de las semillas constituyendo del 2 al 10 % del total de proteína (54). 

Algunas de las funciones que pueden tener estas proteínas están relacionadas con 

procesos de regulación fisiológica y defensa contra el ataque de microorganismos 

(55), almacenamiento de proteínas y transporte de carbohidratos entre otras (56). 

Otras lectinas se expresan en bajas concentraciones cuando las plantas se cultivan 

en condiciones normales de crecimiento, sin embargo, cuando la planta se expone 

a diferentes condiciones de estrés biótico se induce o aumenta su expresión, por lo 

tanto, hay lectinas que son inducibles (57).  

 

Las lectinas de almacenamiento y las inducibles no muestran diferencias en sus 

estructuras tridimensionales, pero se localizan en diferentes compartimentos de la 

célula vegetal. Las primeras, se sintetizan con un péptido señal y, por lo tanto, 

siguen la ruta secretora desde el retículo endoplásmico hasta el aparato de Golgi, 

ubicándose en vacuola, membrana plasmática o siendo secretadas a la pared 

celular y al medio extracelular (34). Las lectinas inducibles se sintetizan sin un 

péptido señal y se ubican en el citoplasma o en el núcleo de la célula, por lo que 

están involucradas en interacciones endógenas específicas que intervienen en 

procesos de señalización y regulación (58). Además, participan en mecanismos de 

defensa de las plantas contra el ataque de patógenos y predadores (59), se 

expresan en muy bajas cantidades y algunas veces no se pueden detectar; contrario 

a lo que sucede con las lectinas de almacenamiento, que han sido de utilidad en el 

estudio de la estructura de glicanos, detección de nuevos grupos sanguíneos, como 

mitógenos de linfocitos, (60), purificación de glicoproteínas, marcadores tumorales, 

reparto de drogas y en el estudio de glicoproteomas de los organismos (61,62). 

Adicionalmente, las lectinas de Artocarpus heterophyllus, concanavalina A, 

Galanthus nivalis, Musa acuminata, Myrianthus holstii, Narcissus pseudonarcissus 

y Urtica diocia se han postulado como agentes antivirales (63).  
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Se han clasificado y agrupado en doce familias de acuerdo con el dominio de 

reconocimiento del carbohidrato (CDR) (34,37,64), algunas de ellas se describen a 

continuación: 

 

 

2.4.1. Familia de Lectinas tipo ABA 
 

La lectina de Agaricus bisporus (ABA) se caracteriza por tener un plegamiento único 

compuesto por dos hojas β conectadas por un motivo hélice-bucle-hélice. El 

monómero tiene dos sitios de reconocimiento con especificidades por dos azúcares 

diferentes, N-acetil-glucosamina (GlcNAc) y N-acetil-galactosamina (GalNAc), 

localizado en sitios opuestos (Figura 7), se asocia en forma tetramérica y reconoce 

glicotope Tα (Galβ1,3GalNAcα1-R) en O-glicanos, el cual se expone en células 

tumorales y en queratinocitos humanos con efectos anti-proliferativos, además 

estimulan células del sistema inmune (65,66). 

 

 

 

Figura 7. Lectina de Agaricus bisporus (ABL) con glicotope T, tomado de PDB: 
https://www.rcsb.org/structure/1Y2V. La proteína es un tetrámero (B), y cada monómero 
(A) presenta una estructura formada con dos láminas beta conectadas por un motivo 
hélice-bucle-hélice (67), (C) Topología estructural hélices α representadas en color rojo 
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2.4.2. Familia de Lectinas tipo heveína 
 
El dominio Heveina es característico de la lectina aislada del árbol de latex (Hevea 

brasiliensis). Hay merolectinas que se caracterizan por ser monoméricas y presentar 

afinidad a oligómeros de GlcNAc, (quitina). Además tener actividad antifúngica (68), 

pueden presentarse de forma individual o como un conjunto de hasta 7 dominios 

dispuestos en tándem tipo quimerolectina con un dominio quitinasa hacia el extremo 

C-terminal (69,70). El plegamiento del dominio esta soportado por cuatro puentes 

disulfuro (69), donde su estructura tridimensional se caracteriza por contener tres 

hebras de hoja β y dos α hélices cortas (Figura 8). Una subunidad generalmente 

está constituida por cuatro dominios que comprenden 30 a 43 aminoácidos con 

residuos de glicina y cisteína conservados. Los puentes disulfuros son 

intracatenarios, resultando en estructuras secundarias que no son regulares, a 

excepción de una pequeña α hélice de cinco residuos, cada dominio presenta un 

sitio de reconocimiento a carbohidrato, y requiere iones metálicos (71). 

Se han reportado lectinas con dominios tipo heveina en plantas y hongos (34). De 

igual modo, se resalta especificidad en el reconocimiento por N-acetil lactosamina, 

quitopentósidos o quitotetrosas para lectinas como Datura stramonium (DSA), 

Solanum lycopersicum  (LEL); Solanum tuberosum  (STL), aglutinina Urtica dioica 

(UDA), y Triticum vulgaris (WGA) (72). 

 

Figura 8. Familia tipo Heveina. (A) Plegamiento tipo Heveina caracterizado por 
presenta tres hebras plegadas β (amarillo), dos hélices α cortas (rojo), en verde regiones 
desordenadas. Código PDB: 1HEV. (B) Lectinas de Triticum vulgaris (WGA). 
http://scop.berkeley.edu/thumbs/1.61/k7/d1k7ta1/sl.png. 

 
 

2.4.3. Familia de Lectinas tipo Amaranto.  
 
Las lectinas de tipo Amaranto fueron aisladas inicialmente a partir de semillas de 

Amaranthus caudatus, y se caracterizan por ser homodiméricas, con un peso 

molecular de 33 kDa y con afinidad por el antígeno T(Gal(β1→3) 

GalNAcα1→Ser/Thr) monomérico o polivalente. Las subunidades de amarantina 
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comprenden dos dominios homólogos dispuestos en tándem de alrededor 150 

aminoácidos. Cada dominio tiene un plegamiento de β-trefoil formado por dos hojas 

β antiparalelas, cubiertas por tres orquillas que se conectan a través de una α hélice 

310 en un barril corto (71); hay dos sitios de unión localizados en cada una de las 

dos subunidades hacia el extremo N-terminal y en la interfase (Figura 9). Las 

lectinas con dominio tipo amaranto se han reportado principalmente como 

hololectinas, sin embargo, en los últimos años, se han identificado secuencias 

homólogas a la amarantina fuera de la familia Amaranthaceae, lo que sugiere que 

la aparición de proteínas similares a la amarantina es mucho más amplia y que aún 

quedan por descubrir más proteínas similares en el reino vegetal. 

 

Figura 9. Lectina de Amaranthus caudatus. (PDB 1JLY, https://www.rcsb.org/3d-
view/ngl/1jly). Hay dos sitios de unión específicos por el glicotope T (Gal-β1, 3-GalNAc-α-
O-Ser/Thr). Cada dominio está constituido por dos hojas β plegadas formada por 6 hebras 
antiparalelas. En rojo, una región corta en forma de hélice 310 que une los dos dominios 
de la subunidad. Estructura visualizada en Discovery studio. 

 

Un estudio reciente, reveló 16 secuencias que contienen estos dominios en el 

genoma del pepino (Cucumis sativus L.), homólogos de amarantina del pepino 

poseen una disposición de dominio AAT, que consta de dos dominios de amarantina 

(el dominio AA) unidos a un dominio de toxina (el dominio T), con una secuencia 

similar a la aerolisina, la toxina formadora de poros (PFT) producida por Aeromonas 

sp. Una característica importante de estas proteínas formadoras de poros es que 

se sintetizan como proteínas solubles que posteriormente se oligomerizan y se 

convierten en poros transmembrana en la membrana diana (73) (Figura 10). 
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Figura 10. Estructura de AAT4. Monómeros, de color violeta y verde (dominios 
de amarantina, A1, A2), unidos a un dominio similar a la aerolisina (T). Los dominios A2 

contienen un sitio de unión a carbohidratos (★) (57). 

 
 

2.4.4. Familia de Lectinas tipo Jacalina 
 
De las semillas de la fruta de jack (Artocarpus integrifolia) se extrajo la primera 

lectina de este tipo y es la proteína modelo para la extensa familia de lectinas 

relacionadas con Jacalina. Esta familia de lectinas se puede dividir en dos grupos 

en función de su especificidad de unión a carbohidratos. Las lectinas de unión a 

galactosa se ubican en la vacuola; mientras que las lectinas de unión a manosa, 

residen en el citoplasma y el núcleo. Son tetraméricas, glicosiladas, y cada 

subunidad tiene una cadena pesada (α) y una cadena ligera (β); constituidas por 

tres hojas β antiparalelas arregladas a manera de un prisma triangular (Figura 11) 

(57). 

 
 

Figura 11. Lectinas tipo Jacalina Cada subunidad tiene un pliegue de prisma 
beta simétrico triple formado por tres láminas beta de cuatro hebras (A). El 62 % de la 
estructura cuaternaria de la lectina es estabilizada por interacciones hidrofóbicas. (A) 
monómero Jacalina (PDB:1JAC), (B) dímero Calsepa (PDB:1OUW), (C) tetrámero 
Jacalina (PDB:1UGW) (D). octámero Heltuba (PDB:1C3K) (55). 
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Otras lectinas pertenecen a la familia de las monocotiledóneas (Figura 12), 

especificas por manosa, provenientes de orquídeas, ajo y amarilis, con secuencias 

de aminoácidos altamente conservadas. Son tetraméricas, cada monómero tiene 

un peso molecular de 12 kDa, constituidas por cuatro hojas β antiparalelas unidas 

entre sí por giros (71). Las lectinas de la familia de ricina (RIP), están constituidas 

por dos cadenas; A y B, unidas por dos puentes disulfuro. La cadena A es la 

responsable de la toxicidad, dada su actividad de N-glicosidasa sobre el ribosoma 

que inactiva la traducción, mientras que la cadena B posee actividad de lectina y 

reconoce una variedad de monosacáridos (GalNAc, GlcNAc, Gal y Man) (61, 62,63). 

Una lectina tipo RIP-2, extraída del látex de Euphorbia tirucalli es Eutirucallin, con 

subunidades de 32 kDa (74) y actividad antitumoral.  

 

 

Figura 12. Estructura de las lectinas de la familia de las monocotiledóneas. (A). 
1XD6 estructura cristalina de la lectina de unión a manosa de Gastrodia PDB 
DOI: 10.2210/pdb1XD6/pdb. Lectinas de la familia de ricina (RIP). (B). 4ION estructura 
cristalina Macrolepiota procera ricin B-like lectin (MPL), PDB DOI: 10.2210/pdb4ION/pdb. 
Estructuras visualizadas en Discover studio visualizer.    

 
 

2.4.5. Lectinas tipo Leguminosas (Tipo L) 
 
Este motivo se ha encontrado en lectinas de la familia Fabácea (Leguminosae), 

aunque se puede encontrar en otras familias botánicas, como las Lamiáceas. 

Generalmente se encuentran constituidas por dos o cuatro subunidades idénticas 

de 25 a 30 kDa, cada una contiene un sitio de unión (CDR) y algunas requieren 

iones Ca2+, Mn2+ y Mg2+ para el reconocimiento de los carbohidratos. El plegamiento 

típico de los monómeros es llamado “Jelly roll” que se forma a partir de tres hojas  

antiparalelas. En la figura 13 (A-B), se observa para la lectina de concanavalina A 

(ConA), una hoja  trasera plana formada por seis (6) hebras antiparalelas (color 

rojo), una curva delantera de siete (7) hebras (color verde) y una hoja  superior de 

cinco (5) hebras que las mantiene unidas. Se genera una estructura en forma de 
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domo con bucles localizados en la parte superior del monómero formando el 

dominio de reconocimiento de carbohidratos (CDR) (flecha) (75). 

El número de hebras β que conforman las hojas β puede variar entre las lectinas; la 

hoja β frontal curva puede tener de 5-7 hebras, la plana posterior (trasera) de 4-6 

hebras β; conectadas en uno de los lados por otra hoja antiparalela superior de 5 

hebras β. Las hojas frontal y posterior son casi paralelas y se pueden encontrar a 

una distancia cercana a 13 Å, según se ha determinado en alrededor de 300 

estructuras de proteínas que contienen este tipo de plegamiento. Esta distancia es 

importante para la formación de un cluster de residuos hidrofóbicos cuyas cadenas 

laterales están posicionadas entre las hojas frontal y posterior dando un plegamiento 

estable. En conjunto, estas estructuras generan diversidad y especificidad por 

diferentes estructuras de carbohidratos; igualmente, algunas lectinas son 

tetraméricas (Figura 13 C-D), dada la asociación de dos dímeros alineados 

paralelamente por la hoja posterior (color rojo) (76). 

 

 

Figura 13. Lectina tipo L que correspondiente a Concanavalina A (Con A) (56), 
estructura clásica de lectinas de la familia Fabácea. Esta lectina es extraída de Canavalia 
ensiformis, y fue una de las primeras en ser caracterizada y conocida su estructura 
tridimensional. Reconoce específicamente α-D-glucosa y α-D-manosa, así como 
oligosacáridos ricos en manosa, uniendo glicoproteínas y glicolípidos (A) Monómero (B) 
Representación del plegamiento tipo Jelly roll (C) Forma dimérica, alineación paralela de 
dos monómeros, 12 hebras antiparalelas  (D) Tetrámero, se observa la asociación de dos 
dímeros que interactúan a partir de las hebras posteriores y hacia el exterior, están las 
hebras frontales y los sitios de unión a carbohidrato (CDR) (75). 
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Las lectinas aisladas de Fabácea están en mayor proporción en las semillas, sin 

embargo, se encuentran en raíz, tallo y hojas. Durante el reconocimiento del 

carbohidrato participan cuatro o cinco residuos de aminoácidos invariables, tales 

como ácido aspártico (Asp), asparagina (Asn) y un aminoácido aromático o leucina,  

incluso el Asp, reconoce el ion calcio ( Ca++), sin embargo, no todas las lectinas 

requieren calcio (Ca++) para su actividad (77). Por su parte, para las lectinas aisladas 

de Lamiacea, no se han reportado estudios que describan su estructura y función. 

Hasta el momento, se han caracterizado las lectinas de S. sclarea (14), Moluccella 

laevis (78), S. palifolia (17), Hyptis mutabilis (17), Lepechinia bullata (5), S. 

bogotensis (4), Gleheda (3) y S. miltiorrhiza (56). Sus características bioquímicas 

difieren al igual que su especificidad, además se han estudiado muy pocas 

especies, aunque se destacan por su especificidad de reconocimiento de los 

glicotopes T y Tn (Galβ1,3GalNAcα1-O-Ser ⁄ Thr GalNAcα1-O-Ser ⁄ Thr) asociados 

a superficies celulares en tejidos tumorales (79). Estas lectinas son glicoproteínas 

con altos porcentajes de carbohidrato, básicas, se asocian preferentemente en 

formas diméricas y tienen en su estructura puentes disulfuro intra e intercatenarios 

(Tabla 2). Igualmente, se ha establecido la estructura primaria de las lectinas de 

Gleheda (Figura14-A) (3) (AAN05097.1 en GenBank) y de S. miltiorrhiza 

(ABU87404.1 en GenBank) (56) (Figura 15-A), a partir del ARNm. Las dos especies 

están clasificadas entre las “lectinas tipo Leguminosa”, y un alineamiento de estas 

dos secuencias mostró un 42 % de identidad (5). 

 

Tabla 2. Principales características de las lectinas aisladas de Lamiaceas T/Tn 

Lectina Aglutinación 
Peso molecular (kDa) CHS 

(%) 
pI 

Secuencia 
N-terminal 

Referencia 
Nativa Subunidades 

Lepechinia bullata T, Tn, conejo -- 
93 */** 48*, 

28*/** 
13.4 8.5 N.D (80) 

Hyptis mutabilis Tn N.D 55,51 27,7 7.5 y 6,7 N.D (13,14,17) 

Glechoma 
hederacea 

T, Tn 
85± 
80-
93±± 

26, 28 10 N.D. 

--KTTH--
FAVPPALT
ALFQGDAF

------- 

(3) 

Molucella laevis Tn 130 26, 28, 42 10 N.D. N.D. (78) 

Salvia miltiorrhiza 
Conejo y 

ratón 
N.D 26.3 N.D 4.76 

MAKLLQNL
IPLLSAIVLL

LA-- 
(2) 

Salvia sclarea  Tn 50 35 15 8.8 - 8.0 ND (13,14) 

Salvia palifolia  Tn N.D 58, 64 23,8 7,4 y 6,8 N.D (13,14,17) 

Clerodendrum 
trichotomum 

ND 56 28 16 N.D N.D (81) 

N.D. No determinado. *. **condiciones no reductoras. ± Filtración en gel superosa. ±±Velocidad de 

sedimentación. ++ Banda menor, glicoforma. CHS: Carbohidratos 

 

La lectina recombinante de Gleheda mostró 30 % de identidad y 50 % de similitud 

con lectinas de Leguminosa como Erythrina corallodendron, Robinia pseudoacacia, 
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Glycine max, Pisium sativu, Lathyrus ochrus y Cytisus sessiliofolius (3), además, 

presentó actividad insectistática sobre las larvas del escarabajo de la patata 

(Leptinotarsa decemlineata) (82), lo que indica que estas lectinas pueden tener 

funciones similares a las descritas para las de la familia fabácea (3). Esta lectina 

reconoce el antígeno Tn en una forma similar a la establecida en Vicia villosa 

isolectina B4 (VVLB4); el reconocimiento se da a través de una red de puentes de 

hidrógeno con Asp, Gly y Asn. La lectina de Gleheda reconoce  GalNAc mediante 

los grupos (OH) en posiciones 3, 4, 5, 6 y el grupo N-acetil con los aminoácidos 

Asp73, Gly93, Asn117, Tyr201 y Asn202, señalados en rojo en la Figura 14-A. 

His115 presenta interacciones hidrofóbicas con el anillo piranosa del azúcar (3). De 

igual forma, en la lectina de S. miltiorrhiza (SML) son importantes Asp107, Ala139, 

Asn151, Gly234, Gln235 e His236 en la interacción con el carbohidrato, señalados 

en rojo en la Figura 15-A (2); correspondiendo con la secuencia de LSBo-I donde 

los aminoácidos Asn149 y Gly 236 están en posiciones cercanas, y podría sugerir 

que son residuos importantes en el reconocimiento del antígeno Tn (5). 

 

En general, el reconocimiento del glicotope Tn (GalNAcα1-O-Ser ⁄ Thr) por las 

lectinas vegetales no difiere del reconocimiento de GalNAc, adoptando una 

orientación similar a la determinada para otras lectinas específicas de Gal/GalNAc. 

Una red similar de puentes de hidrógeno, O3, O4, O6, y el grupo acetilo interactúa 

con los residuos que forman el bolsillo de unión a carbohidratos. Sin embargo, la 

especificidad por Tn se da por puentes de hidrogeno adicionales que se establecen 

con un residuo aromático cercano, una molécula de agua ubicada en la proximidad 

del sitio de unión, y/o el residuo de serina o treonina. A su vez, dependiendo de las 

lectinas, el bolsillo de unión a carbohidratos acomoda preferentemente el residuo 

de GalNAc, o los residuos de Gal, tras la unión del glicotope T (Galβ1,3GalNAcα1-

O-Ser ⁄ Thr); la otra unidad de azúcar sobresale del bolsillo de unión a carbohidratos, 

pero generalmente interactúa con otros residuos de aminoácidos donde la 

especificidad de unión depende de las interacciones adicionales, dadas también con 

la molécula de agua que potencia la unión.  

De igual forma, las lectinas se diferencian en el tamaño del sitio de unión, por 

ejemplo, la amarantina acomoda el disacárido. Sin embargo, es importante resaltar 

que in vivo las lectinas muestran una afinidad alta por glicanos complejos que 

contienen 3 a 7 residuos de monosacáridos y que incluyen estructuras ramificadas 

o modificaciones, tales como O-acetilación, sulfatación o fosforilación. Por ello, la 

visión apoyada en la inhibición de lectinas usando monosacáridos y glicanos 

simples ha evolucionado hacia la elucidación de las interacciones biológicas y 

fisiológicas entre lectinas y glicanos complejos existentes en la naturaleza. Dichas 

interacciones están influenciadas por la forma como se presenta el glicotope del 

glicano (de forma monovalente, polivalente, en cluster); además, la presentación de 
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glicanos asociados a membrana es más restringida que la de los glicanos en 

solución, debido a las restricciones de orientación impuestas al glicoconjugado a 

través de sus interacciones laterales con otras moléculas, como lípidos y proteínas 

de la membrana (83). Por consiguiente, la forma de interacción de cada lectina es 

única y se destaca la importancia de las moléculas de agua e interacciones con 

aminoácidos en la vecindad del sitio de unión que contribuyen en la discriminación 

de la diversidad de glicanos (84). 

 

Figura 14. Lectina de Glechoma hederácea (Gleheda) (A) Estructura primaria 
(B) Predicción de la estructura terciaria de la secuencia de aminoácidos (1) Vista posterior, 
hoja β aplanada de seis hebras. (2) Vista frontal, hoja β curva de siete hebras, (3) Vista 

lateral, espacio entre las hojas posterior y frontal. (★) indica los posibles sitios de unión a 

carbohidratos Modificado de (3) 

 

Respecto a la estructura tridimensional, solo se han propuesto predicciones con 

diferentes herramientas bioinformáticas; tanto para las lectinas de Gleheda, como 

de S. miltiorrhiza, muestran el plegamiento típico de las lectinas de tipo leguminosa. 

Por ejemplo, para la lectina de S. miltiorrhiza, el modelo tridimensional usando 

SWISS-MODEL (http: //swissmodel.expassy.org/), presentó una hoja β frontal curva 

de siete hebras antiparalelas, una hoja β posterior de seis hebras, unidas por bucles; 

además, una tercera hoja β de cuatro hebras (S) ubicada en la parte superior del 

monómero entre las dos hojas. Adicionalmente, se observó la unión de iones de 

calcio (Ca++) y manganeso (Mn++), que ayudan a la interacción con residuos del 

carbohidrato (Figura 15-B). El modelo concuerda con el mencionado previamente 

para lectinas de leguminosa, donde hay solamente hojas β y ausencia total de α-

hélices, así como bucles y regiones al azar; dando como resultado una estructura 

de β sándwich (2). En la figura 14-B también se presenta la estructura terciaria 
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predicha para la lectina Gleheda; en su parte posterior, muestra una lámina formada 

de seis hebras y la lámina frontal siete hebras; las dos laminas interconectadas por 

bucles y vueltas, en la parte superior del monómero la hoja S formada por cuatro 

hojas β que ayuda a mantener juntas las hojas delantera y trasera (3). 

 

Figura 15. Lectina de S. miltiorrhiza (SmL) (A) Estructura primaria (B) Predicción 
de la estructura terciaria de la secuencia de aminoácidos (1) Hoja β aplanada de seis 
hebras. (2) Hoja β de siete hebras, (3) CDR, sitio de unión a carbohidratos. En rojo se 
muestran los posibles sitios de unión a carbohidratos. Modificado de (2) 

 

En las especies endémicas, L. bullata y S. bogotensis, se llevó a cabo la 

caracterización bioquímica completa de las lectinas especificas por T/Tn, a partir de 

la proteína nativa. A su vez, se detectó otra lectina específica por residuos de 

manosa/glucosa (5). En la tabla 3, se comparan las dos lectinas encontradas para 

S. bogotensis, designadas como LSBo-I y LSBo-II. Las lectinas se diferenciaron en 

sus propiedades bioquímicas, actividad y especificidad, siendo LSBo-II similar con 

aquellas encontradas en varias especies de plantas de la tribu Diocleae, que 

muestran especificidad hacia manosa/glucosa (Man/Glc) y han sido purificadas por 

afinidad usando resinas basadas en dextrano, y su actividad aglutinante sobre 

eritrocitos puede ser inhibida por manósidos o glucósidos. Estas lectinas muestran 

entre sí altos porcentajes de identidad de sus secuencias (80-99%), en comparación 

con lectinas Man/Glc de otras plantas Fabaceae de diferente tribu, como aquella de 

P. vulgaris de la tribu Phaseolinae.  
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Tabla 3. Características moleculares para lectinas aisladas de las semillas de 
S. bogotensis (5).  

Propiedades moleculares LSBo-I LSBo-II 

Monómero  38702 Da* 30 – 33 kDa** 

Bandas en SDS – PAGE 
(kDa) 

72.6; 38.8; 35.7**  30,60** 

% Azucares 16%*** Glicoproteína*, ND 

PI 8.6 – 8.8 6.5 

N-terminal AIVTSFXYTSFSSSSDIKLQ ADTIVAVELD 
*Determinado por ES-MS, **por SDS PAGE, *** Cuantificado por el método de Dubois. # Aislada por Sepharosa 
ConA, demostrado presencia de oligosacáridos de Tipo N altos en manosa reconocidos por esta lectina.  

 

Para la LSBo-I se determinó previamente el 62 % de la secuencia (5) (Figura 16), 

no obstante, se debe alcanzar el 100 %, y de esta forma estudiar sus mecanismos 

de acción a nivel molecular y el estudio de las interacciones con los glicanos de 

células tumorales. Igualmente, se han realizado estudios de histoquímica e 

inmunohistoquímica en células tumorales y tejidos para la detección de glicotopes 

T/Tn, se han preparado anticuerpos policlonales en conejo (85) y en gallina (86,87) 

que reconocen la LSBo-I, con los cuales, mediante ensayo de ELISA se evidenció 

que reconocen algunas lectinas de Leguminosas, lo que probablemente muestra la 

presencia de epítopes de secuencia y conformación similares (87) en lectinas 

lamiácea y fabáceas.  

 

Otros trabajos realizados por cromatografía de afinidad con LSBo-I permitieron 

aislar glicoproteínas de citoplasma con alta densidad de glicotope Tn a partir de las 

líneas celulares de HeLa (cáncer de cérvix) y MCF-7 (cáncer de seno). Estas 

proteínas fueron reconocidas mediante Western blotting por anticuerpos 

policlonales dirigidos contra la mucina de tipo 2 (MUC-2) (88), componente principal 

del moco en el colon, que sufre alteraciones en los adenocarcinomas (89). 

Recientemente se postuló la detección y cuantificación de MUC2 en suero de 

pacientes con cáncer de seno como un método diagnóstico, pero sin correlación 

alguna como método pronóstico o de supervivencia (89). En cáncer colorrectal la no 

detección de MUC2 en tejidos se correlaciona con un mal pronóstico, mientras que 

la expresión de MUC5AC y MUC6 es asociada con un pronóstico favorable de la 

enfermedad en etapas II y III (90). Además, son de utilidad en la identificación de 

biomarcadores basados en glicoformas de mucinas, como el STn- MUC2 que se 

encuentra preferentemente en cáncer de mama mientras que en ovario STn-MUC-

I (91). Los cambios en la síntesis normal de oligosacáridos conducen a la aparición 

de diferentes patologías, como desórdenes tumorales (92–97). Algunas de estas 

glicoproteínas son empleadas como marcadores histológicos o tumorales y 

permiten monitorear procesos metastáticos (98–101), por lo que LSBo-I tiene un 

gran potencial como alternativa para la detección de glicanos presentes en células 
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tumorales y podría ser de gran utilidad en el diagnóstico o en posibles terapias 

contra el cáncer (102,103), de ahí la importancia de su estudio. 

  

 

Figura 16. Secuencia parcial de LSBo-I, los residuos resaltados en rojo 
corresponden a aminoácidos importantes para el reconocimiento de los antígenos T y Tn. 
(X) indica la posición en la que no se identificó aminoácido. La secuencia propuesta 
previamente tiene 274 residuos. 216 aminoácidos fueron ubicados o asignados en los 
alineamientos, lo que corresponde al 62 % del total de los 347 residuos reportados para 
LSBo-I (4,5). 

 
Con la secuencia parcial de LSBo-I se realizó una aproximación a la estructura 

terciaria mediante análisis bioinformático, a pesar de que aún faltan aminoácidos 

por asignar a la secuencia, el modelo mostró homología con la estructura de lectinas 

de tipo leguminosa al presentar nueve hebras antiparalelas (Figura 17-A) unidas 

entre sí por estructuras random coil. Igualmente, presentó dos regiones con 

tendencia a ser hélice α (flechas rojas): la primera, en el amino terminal (azul) y la 

segunda, ubicada entre las hebras 8 y 9 (anaranjado). Se encontró similitud 

estructural con la lectina de V. villosa isolectina B4 (VVB4) y S. miltiorrhiza, 

específicas por el antígeno Tn, lo que permitió observar la disposición de las hebras 

β en la estructura, así como la localización del sitio de reconocimiento a carbohidrato 

(Figura 17-B). Al completar la asignación de aminoácidos a la estructura primaria, 

se podría alcanzar un mejor ajuste de los modelos tridimensionales (5). 

 
Los cambios en la estructura de los carbohidratos expuestos en la superficie celular 

que conforman las glicoproteínas presentes en diferentes tejidos usualmente están 

relacionados con el desarrollo de diferentes enfermedades. Como se ha 

mencionado, un interés especial se ha dado a los glicotopes T, su precursor Tn y 

sus formas sialiladas, así como al estudio de las lectinas que los reconocen de forma 

específica como las presentes en especies de la familia Lamiácea. A pesar de la 

importancia que tienen las lectinas de Lamiaceae por el reconocimiento los 
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antígenos T/Tn, la información estructural es muy escasa para entender su 

mecanismo de interacción con los carbohidratos (104). 

 

Figura 17. Predicción de la estructura tridimensional de LSBo-I. (A) monómero 
del LSBo-I (B) Superposición de lectinas especificas por T/Tn. Para LSBo-I (color beige) 
se observaron regiones con estructura secundaria aleatoria en donde SML-II (azul claro) 
y VVB4 (Magenta) muestran hebras β, el análisis se realizó sobre la secuencia con una 
cobertura del 62% (5).  

 
Actualmente, se conocen 19 lectinas de diferentes familias que reconocen Tn, 

(Amaranthaceae, Fabácea, Moraceae, Lamiácea, Orchidaceae) (11,104); así como 

los estudios de secuencia y estructura tridimensional. En este sentido, hay mayor 

número de lectinas de especies estudiadas en las demás familias con respecto a 

las lectinas de la familia de las Lamiáceas. 

Para profundizar en el conocimiento de las lectinas de lamiáceas de especies 

endémicas, se requiere buscar nuevas alternativas de purificación de las proteínas 

nativas o la determinación del cDNA para establecer su secuencia y obtener lectinas 

recombinantes. La cantidad de lectina que se encuentra en las semillas es baja 

comparada con especies de leguminosas; igualmente la obtención de las lectinas a 

partir de los extractos crudos es muy dispendiosa y en la mayoría de los casos se 

obtiene la lectina denaturada. El aislamiento en una cantidad suficiente para su 

caracterización molecular y estructural presenta varias dificultades, por lo tanto muy 

pocas lectinas de especies endémicas han sido purificadas y caracterizadas 

bioquímicamente (1,4,14). Sin embargo, la secuencia de las lectinas de Gleheda (3) 

y S. miltiorrhiza (2) fueron obtenidas mediante clonación molecular a partir de 

semillas y hojas respectivamente. En conformidad con lo descrito, es importante 

buscar alternativas de aislamiento o enriquecer las secuencias del ADN de estas 

especies y de los genes que codifican las lectinas.   

 

La clonación y expresión de lectinas se han convertido en una alternativa para llevar 

a cabo estudios de estructura y función, debido a que permite tener moléculas puras 

“homogéneas” y en cantidad suficiente, con secuencias de aminoácidos definidas y 
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propiedades más precisas. Adicional a esto, la expresión en huéspedes heterólogos 

ha permitido evaluar la influencia de diversas modificaciones postraduccionales en 

el plegamiento y el direccionamiento de esta clase de proteínas de unión a 

carbohidratos (105). Las lectinas de V. macrocarpa (105) y S. miltiorrhiza (2) 

especificas por el glicotope Tn han sido obtenidas por clonación molecular. 

 

 

2.5. Familia Lamiaceae – Salvia bogotensis 
 
Es una planta endémica de Colombia, que se encuentra ampliamente distribuida en 

toda la cordillera oriental. Son arbustos de tamaño pequeño o mediano, con hojas 

típicamente estrechas, inflorescencias moderadamente cortas y flores con color 

azul intenso (Figura 18). La distribución de esta especie abarca una amplia serie de 

territorios áridos o semiáridos en los departamentos de Boyacá y Cundinamarca, 

desde el Sur de la Sabana de Bogotá (Mosquera), hasta la región de Chita y Cocuy 

en Boyacá, donde asciende a mayor altitud, presentando formas con indumento 

foliar más denso en ambas caras. Los sectores intermedios donde también se 

encuentra esta especie son la región de Samacá y Tunja-Cucaita, el sector 

Tibasosa, Paz del Río, Santa Rosa, Floresta y la región del lago de Tota. 

Ocasionalmente esta entre las plantas medicinales que se venden en las plazas de 

mercado, con el nombre genérico de Salvia (106). 

 

Figura 18. Salvia bogotensis, foto tomada en el sector en Mondoñedo, vía la 
Mesa-Mosquera, donde está ampliamente distribuida. A. Flores cerradas donde se 
almacenan las semillas y presentan la forma característica de labios que le dan su nombre 
característico. B. Flor abierta. C. Semillas verdes de la planta dentro de la flor. Imagen 
propia  

 

Por su parte, la familia Lamiaceae está distribuida en todo el mundo, abarcando 

cerca de 7.000 especies (18). Por la disposición de sus flores son plantas 

ornamentales (Figura 19). Se han descrito alrededor de 190 especies de Lamiaceae 

en Colombia, siendo Salvia el género más diverso, con 75 especies (107). Se 
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pueden encontrar en casi todos los ecosistemas terrestres, aunque son más 

abundantes en bosques de clima templado y en zonas montañosas. En el mundo 

existen seis regiones de alta diversidad, Mediterráneo y Asia Central, África y 

Madagascar, China, Australia, Sudamérica y Norteamérica. Se han estudiado 

principalmente los aceites esenciales de romero, tomillo y salvia como conservantes 

de alimentos. Desde otra perspectiva, plantas como romero, tomillo, orégano y 

salvia son remedios tradicionales que se emplean para el tratamiento de gastritis, 

infecciones, dermatitis, bronquitis e inflamación (108,109). Estudios en especies de 

salvia, demuestran que los efectos farmacológicos de sus aceites esenciales se 

basan en la presencia de más de 100 compuestos activos, que pueden clasificarse 

en hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados, hidrocarburos 

sesquiterpénicos, diterpenos, compuestos no isoprenoides y sesquiterpenos 

oxigenados (110).  

 

Figura 19. Algunos géneros de Lamiaceae representativos. A) Hyptis (H. 
verticillata Jacq.), B) Ocimum (O. carnosum (Spreng.) Link & Otto ex Benth.), C.) Salvia 
(S. mexicana L.), D) Scutellaria (S. formosa Leonard), E) Stachys (S. coccinea Ortega). 
Modificado de (111). 
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3. Justificación 
 

 

Por analogía con el genoma, proteoma y transcriptoma, el glicoma es el grupo 

completo de glicanos y glicoconjugados que son sintetizados por una célula u 

organismo bajo unas condiciones fisiológicas específicas (112,113). Por lo tanto, es 

importante establecer la función de los carbohidratos que codifican la información 

conducente a las interacciones receptor-ligando, macromolécula-célula, célula-

célula y célula-matriz extracelular, que se manifiestan en el establecimiento 

intracelular de asociaciones multiméricas, así como en la adhesión y reconocimiento 

intercelular. La diversidad de carbohidratos que participan en dichas interacciones 

es evidente dado que están presentes en glicoproteínas, glicolípidos y 

proteoglicanos de la superficie celular o matriz extracelular que actúan como 

receptores de moléculas que desencadenan diferentes procesos biológicos. El 

patrón de glicosilación de las proteínas es dependiente del tipo de célula en que se 

produce y puede modificarse ante diversas situaciones biológicas o ante la 

presencia de enfermedades; estas observaciones han llevado al desarrollo de la 

glicopatología, y en este contexto las lectinas han sido de gran utilidad. 

 

Los cambios en la estructura de los carbohidratos expuestos en la superficie celular 

que conforman las glicoproteínas presentes en diferentes tejidos usualmente están 

relacionados con el desarrollo de diferentes enfermedades. Un interés especial se 

ha dado a los glicotopes T, su precursor Tn y sus formas sialiladas (sTn), así como 

al estudio de las lectinas que los reconocen de forma específica como las presentes 

en especies de la familia Lamiácea. A pesar de la importancia que tienen las lectinas 

de Lamiaceae por el reconocimiento de los glicotopes T/Tn, la información 

estructural es muy escasa para entender su mecanismo de interacción con los 

carbohidratos (104), comprender cómo podrían interactuar con otras glicoproteínas 

ricas en glicotopes Tn, T, sTn, como son las mucinas epiteliales o glicoproteínas. 

 

Actualmente se conocen muy pocas lectinas que reconocen solo estas estructuras, 

así como los estudios de secuencia y estructura tridimensional, en ese sentido hay 

mayor número de lectinas de otras especies estudiadas respecto a las lectinas de 

la familia de las Lamiáceas. Para profundizar en el conocimiento de las lectinas de 

lamiáceas de especies endémicas, se requiere buscar nuevas alternativas de 

purificación de las proteínas nativas o la determinación del cDNA para establecer 

su secuencia y obtener lectinas recombinantes. La cantidad de lectina que se 

encuentra en las semillas es baja comparada con las semillas de leguminosas; 

igualmente la obtención de las lectinas a partir de los extractos crudos es muy 

dispendiosa y en la mayoría de los casos se obtiene la lectina denaturada. El 
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aislamiento en cantidad suficiente para su caracterización molecular y estructural 

presenta varias dificultades; por lo tanto, muy pocas lectinas de especies endémicas 

han sido purificadas y caracterizadas bioquímicamente (1,4,14). Sin embargo, la 

secuencia de las lectinas de Gleheda (3) y S. miltiorrhiza (2) fueron obtenidas 

mediante clonación molecular. En conformidad con lo descrito, es importante buscar 

nuevas alternativas de aislamiento o enriquecer las secuencias del ADN de estas 

especies y de los genes que codifican las lectinas. 

 

De esta forma se puede establecer la estructura terciaria para entender el 

mecanismo de interacción y de selección de glicotopes específicos presentes en 

células transformadas, además de comprender su actividad biológica. Por lo tanto, 

este trabajo se encaminó en la obtención y estudio de la estructura primaria de la 

lectina de S. bogotensis (LSBo-I) a partir del material vegetal, por técnicas 

moleculares, que permitieran llevar a cabo estudios in silico de estructura 

tridimensional e interacción con el determinante Tn y estructuras relacionadas.  
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4. Objetivos 
 
 
 

4.1. Objetivo General  
 
 

Establecer la estructura primaria de la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I)  

 

 

4.2. Objetivos específicos  
 
 
▪ Obtener la proteína nativa por cromatografía de afinidad utilizando el anticuerpo 

(anti LSBo-I) dirigido contra la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I). 

▪ Evaluar las mejores condiciones de extracción de ARN total a partir de material 

vegetal (semillas u hojas) para obtener el ADNc. 
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5. Metodología  
 
 

5.1. Purificación de lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I) 
 

5.1.1. Métodos generales  
 

5.1.1.1. Obtención del material vegetal 
 
Previamente se hizo la recolección del material que contenía las semillas de S. 

bogotensis inmaduras (color verde) y maduras (color café) en la región de 

Mondoñedo (Cundinamarca) Vía Mosquera – Soacha (Figura 20). La especie fue 

identificada por el Dr. José Luis Fernández, y se dejaron testigos en el instituto de 

Ciencias Naturales (ICN) quedando registrados con los voucher COL-422764, COL-

368928 y COL-420421. El estudio de la especie está enmarcado en el contrato de 

acceso a recurso genético otorgado por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo 

Sostenible número 246, expediente RGE023.  

 

Las semillas se aislaron de las flores y se seleccionaron aquellas que presentaban 

coloración café oscura (semillas maduras), así como las que tenían color verde 

(semillas inmaduras). Estas últimas fueron colectadas y almacenadas en nitrógeno 

líquido para evitar la oxidación. Posteriormente, las semillas maduras fueron 

molidas para obtener su harina, que fue almacenada a temperatura ambiente para 

posterior extracción de proteínas.  

 

 

 

Figura 20. Sitio de colecta de las semillas de S. bogotensis, Mondoñedo, vía la 
Mesa-Mosquera coordenadas 4°41'05.6"N 74°15'13.2"W, el terreno es una montaña árida 
y seca que está al costado de la carretera.  
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5.1.1.2. Cuantificación de proteínas 
 
Se determinó la concentración por el micrométodo del ácido bicinconínico (BCA) 

descrito por Smith (1985) (98,99), como patrón se empleó una solución de Albúmina 

Sérica Bovina (BSA).  

 

 

5.1.1.3. Electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida 
 
Se realizó electroforesis según los métodos descritos por  Schägger y Von Jagow 

(115) en geles del 12,5 % o el método Laemmli empleando geles del 12.5% (116). 

Las muestras fueron preparadas con calentamiento (Δ) durante 10 minutos a 98 ºC.  

Los geles fueron fijados y teñidos con azul de Coomassie R-250 o tinción de plata 

(117) siguiendo los protocolos disponibles en el laboratorio del grupo de 

investigación 

 
 

5.1.1.4. Diálisis 
 
Las membranas (Spectrum™) (MW Cutoff 10 kDa) se activaron con Na2CO3 0,1M 

en ebullición durante 20 minutos, luego se incubaron en etanol al 50 % durante 30 

minutos. Finalmente, fueron lavadas con abundante agua destilada. Durante el 

proceso de diálisis se realizaron dos cambios con agua destilada cada 8-12 horas y 

uno con PBS-tiourea 5 mM o bicarbonato de amonio 20 mM para las proteínas 

puras. 

 
 

5.1.1.5. Ensayos de Aglutinación  
 

Los eritrocitos Tn se prepararon por degradación enzimática a partir de una 

suspensión de eritrocitos A+ al 2,5 % con 0,05 unidades de Neuraminidasa (N 2133 

Sigma-Aldrich), durante 1 hora a 37 °C para exponer el antígeno T y eliminar el 

ácido siálico (SiA). Las células empaquetadas se lavaron tres veces con PBS 1X, 

posteriormente se hizo la degradación con 30 unidades de β-galactosidasa para 

exponer el antígeno Tn, residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc) unidos a 

Ser/Thr (118,119). La lectura de resultados se estableció a partir de una escala 

cualitativa de +1 a +4; siendo +1 una aglutinación débil y +4 la máxima aglutinación, 

comparada con el control (4). 

 



 

31 
 

 

Figura 21. Degradación enzimática con neuraminidasa y β galactosidasa en 
eritrocitos tipo A para exponer los glicotopes T y Tn para ensayos de eritroaglutinación. 

 

5.1.2. Purificación de inmunoglobulinas g (IgG) anti-LSBo 
 

Previamente se llevó a cabo la inmunización de conejos New Zeland para producir 

anticuerpos policlonales contra la lectina LSBo-I (85). La purificación de los 

antisueros se realizó siguiendo la metodología descrita por Baines y Thorpe a partir 

de un pool de 10 mL de los antisueros, donde se mezclaron 4 mL del conejo 1, 3 

mL conejo 3 y 3 mL conejo 4. El título de anticuerpos fue similar para cada uno de 

los animales inmunizados (Anexo A). 

 
 

5.1.2.1. Precipitación de proteínas con PEG 8000 
 
10 mL del pool de antisueros fue precipitado con polietilenglicol 8000 20 %(p/v) de 

(83271Sigma-Aldrich). 2 g de PEG 8000 fue disuelto en 10 mL de agua destilada, 

la disolución se enfrió a 4 °C y se adicionó gota a gota con agitación suave a 4 °C. 

El precipitado se obtuvo por centrifugación a 7000 g durante 10 minutos a 4 °C y 

resuspendió en buffer de fosfatos 70 mM (Na2HPO4 y NaH2PO4) pH=6,5.  
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Figura 22. Esquema de purificación de IgGs anti LSBo-I con precipitación 
empleando polietilenglicol 8000 (PEG 8000). 

 

5.1.2.2. Cromatografía de intercambio iónico  
 
Se usó soporte de DEAE Sephacel™ (GE Healthcare); 5 mL del soporte se equilibró 

en buffer fosfatos (50 mM) pH 6,5. La fracción no retenida (FNR) se eluyó con el 

mismo buffer, mientras que la fracción retenida (FR) con buffer fosfatos conteniendo 

NaCl 1 M. La fracción no retenida se concentró por ultrafiltración (UF) en Amicon 

con nitrógeno gaseoso (MW cut off 10). Las fracciones de inmunoglobulinas (Iggs) 

concentradas fueron evaluadas por SDS PAGE y ensayos de ELISA (85). Para 

cuantificar las fracciones inmunoglobulina G pura (IgG) se empleó el coeficiente de 

extinción molar, donde la absorbancia (A) a 280 nm, para una solución de 1 mg/mL 

es igual a 1,38 (120,121). Para algunas fracciones se empleó como método 

alternativo BCA  (ácido bicinconínico) (114).  

 
 

5.1.2.3. Preparación del soporte de Afinidad Sepharosa 4B-IgG 
 
El soporte para la cromatografía de afinidad (CA) se preparó a partir de Sepharose 

4B activada con bromuro de cianógeno (CNBr) (C9142 Sigma-Aldrich). Se pesaron 

0,6 g de resina liofilizada y fueron hidratados en HCl 1 mM durante 30 min, 

posteriormente se realizó un lavado en batch con 200 mL del ácido (HCl), el cual se 

adicionó con agitación suave. Luego se realizaron tres lavados más con una 

solución de bicarbonato de sodio 0.1 M (NaHCO3, NaCl 0,5 M) pH = 8,3. Una vez 

equilibrado el soporte se adicionó 2,5 mL de IgG (6,67mg) previamente equilibrada 

en la misma solución de pH 8.3 y se dejó en agitación constante toda la noche a 

temperatura ambiente (RT). La IgG que no se acopló se recuperó por filtración al 
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vacío, se dializó y liofilizó para determinar su concentración final y calcular el 

porcentaje de acoplamiento. 

 
Al gel acoplado se le hicieron dos lavados usando la misma solución de acople; los 

sitios activos no acoplados fueron bloqueados con una disolución de etanolamina 1 

M pH = 8,8 durante 90 minutos. Por último, se realizaron dos lavados con buffer 

acetato pH = 4,0, conteniendo NaCl 0.1 M y NaCl 0.5M y buffer Tris-HCl (Tris 0,1 

M, NaCl 0,5 M) pH = 8,8. 

 

 

Figura 23. Reacción de acople molecular de un ligando (IgG anti LSBo-I) a una 
resina de sepharosa 4B pre activada con bromuro de cianógeno (CNBr) 

 

5.1.2.4. Ensayo de ELISA 
 
Para la determinación de la interacción LSBo-I e IgG (anti LSBo.I) se realizó un 

ensayo de ELISA haciendo dos replicas técnicas y dos replicas biológicas. Las 

placas se sensibilizaron con la FNR (fracción no retenida obtenida de cromatografía 

de intercambio iónico sobre DEAE donde está presente la lectina LSBo -I). Se 

preparó la proteína en una concentración de 0,1 µg/µL, a razón de 10 µg de proteína 

por pozo en buffer carbonatos 0.1 M pH 9.6 y se sembraron 100 µl a cada pozo, se 

dejó incubar a 37 °C por 3 horas y toda la noche a 4 °C. Al día siguiente se realizó 

el bloqueo de la placa incubándola con 200 µl por pozo de PBS-BSA (1.3 %) durante 

1 hora a 37 °C. 
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 A los antisueros (antisuero, FNR de intercambio iónico) y suero pre inmune se les 

realizo diluciones de 6, 12, 25, 50, 100 y 200 µg/mL en PBS-BSA (1.3 %) teniendo 

un volumen final de 100 µl por pozo, se dejó incubar 1 hora a 37 °C y luego toda la 

noche a 4 °C. El segundo anticuerpo (IgG generado en cabra contra IgGs de conejo 

y acoplado a peroxidasa (Sigma inmunochemicals) fue preparado en una dilución 

1/500 en PBS-BSA (1.3 %), se sembró 100 µl/pozo y se incubó 1 hora a 37 °C. El 

revelado se hizo con una solución de ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) de 0.3 mg/ml en buffer citrato -fosfato (Ácido Cítrico 

0.1 M, fosfato de sodio 0.2 M) pH 5.0 y en el momento de sembrar se agregaron 5 

µl de H2O2 al 30 % por cada 10 ml de solución. La placa se mantuvo en la oscuridad 

por 15, 30 y 60 min y se leyó la absorbancia con un filtro de 405 nm. Entre cada 

paso se hicieron tres lavados agregando 100 µl/pozo de PBS-TWEEN (0.1 %).  

 
 

5.1.3. Extracción y purificación de la lectina de S. bogotensis (LSBo) 
 

5.1.3.1. Obtención del extracto de proteínas 
 
50 gramos de harina de S. bogotensis se resuspendieron en PBS 1X tiourea 5 mM 

en una relación 1:10 (p/v), y se dejaron en agitación a 4 °C durante toda la noche. 

Al día siguiente se obtuvo el sobrenadante con las proteínas solubles por 

centrifugación a 7000 g durante 30 minutos a 4 °C. Al pellet se le hicieron dos 

extracciones más en las mismas condiciones para obtener en total tres (3) extractos 

proteicos, los cuales se unieron para formar un pool de extractos final.   
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Figura 24. Esquema de extracción de proteínas totales con buffer PBS 1x – 
tiourea 5mM a partir de harina de semillas de Salvia bogotensis 

 

5.1.3.2. Precitación de proteínas 
 
Se siguió la metodología descrita por Vega y Pérez, (2006) (4).  890 mL del pool de 

proteínas (5.1.31) fue sometido a precipitación fraccionada con etanol 96% frío entre 

0-60 %. El proceso se llevó a cabo a 4 °C y se mantuvo con un goteo lento y 

constante (1 gota cada 10 segundos). Una vez alcanzado el 60 % de etanol se dejó 

el extracto durante una hora sin agitación y posteriormente se centrifugó a 10000 

rpm a 4 °C durante 30 minutos. El precipitado se solubilizó en PBS 1x tiourea 5 mM 

y fue dializado contra agua destilada durante 8 horas realizando dos cambios, 

finalmente fue almacenado en alícuotas para realizar posteriores ensayos de 

purificación de la lectina (LSBo-I).  

 

Figura 25. Precipitación fraccionada de proteínas con etanol 96% en una 
concentración de 0-60% 

5.1.3.3. Cromatografía de intercambio iónico 
 
Se empleó un soporte de DEAE Sephadex A-50® (Pharmacia) para llevar a cabo la 

purificación inicial. Este soporte es un intercambiador aniónico débil con un tamaño 

de partícula entre (40-120) μm y tiene acoplada una amina cuaternaria (116). La 

columna se empacó con 45 mL de soporte, el cual fue hinchado previamente en 

PBS 1X procurando no dejar burbujas ni fisuras a lo largo de la extensión de la 

columna de 50 mL. A continuación, se equilibró con 10 volúmenes de buffer PBS 

1X, se midió la absorbancia a 220 y 280 nm para corroborar una la línea base 

cercana a Abs =0.00. Después se colocaron 20 mL del precipitado de proteínas 
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soluble, la fracción no retenida (FNR) se eluyó en PBS 1X. Para eluir la fracción 

retenida (FR) se adicionó al PBS 1x conteniendo NaCl 500 mM. La elución se siguió 

mediante absorbancia a 220 y 280 nm. El pool de las fracciones de máxima 

absorbancia se concentró por ultrafiltración (UF) (Amicon, PM 10), entonces se 

llevaron a cabo ensayos de actividad aglutinante, SDS-PAGE y cuantificación por 

BCA.  

 

5.1.3.4. Tratamiento con Pectinex® 
 
Debido a su elevada viscosidad, algunos extractos fueron tratado con Pectinex® 

para degradar carbohidratos  (122). Se adicionaron 56 μL de Pectinex® Ultra SP-L 

(Novozymes corp.) por cada 3 mL de extracto, este proceso se llevó a cabo a un pH 

4.5 con buffer acetato/ácido acético (200 mM), durante 12 horas a 37 ºC. Cumplido 

este tiempo, se centrifugó a 15000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Al sobrenadante 

se le ajustó el pH a 7.0 con NaOH 0.1 M y se almacenó a 4 °C para posteriores 

ensayos.  

 
 

5.1.3.5. Cromatografía de inmunoafinidad sobre Sepharosa 4B IgG 
(antiLSBo-I) 

 
Se llevó a cabo la purificación de la fracción no retenida (FNR) sobre 2 mL de 

Sepharose 4B-IgG (antiLSBo-I). La elución se llevó con PBS 1X y un flujo de 500 

μL/ 5-7 minutos.  La fracción retenida (FR) se obtuvo a partir de buffers de diferentes 

pHs para romper la interacción anticuerpo lectina. Inicialmente con Glicina-HCl (50 

mM, NaCl 150 mM) pH = 2,5 y luego con Tris-HCl (50 mM) pH = 8,13. Las tres 

fracciones se dializaron, liofilizaron y se hicieron ensayos de aglutinación, SDS 

PAGE y cuantificación.  

 
 

5.1.3.6. Cromatografía de afinidad sobre Sepharose 4B - Concanavalina A 
(ConA) 

 
Las fracciones retenidas obtenidas en 5.1.3.5 fueron equilibradas en una solución 

de NaCl 1 %, 5 mM Ca++, 5 mM Mn++. Luego fueron sembradas sobre una columna 

de 1 mL de Con A Sepharose™ 4B (GE Healthcare). La fracción no retenida se 

eluyó con la solución de equilibrio mientras que las fracciones retenidas se 

obtuvieron por elución con Glucosa 0.2 M en NaCl 1 % y buffer Gly-HCl (50 mM) pH 

2,8. El seguimiento del perfil cromatográfico se realizó colectando volúmenes de 

aproximadamente 500 μL y midiendo absorbancia a 280 nm. Las fracciones que 

presentaron mayores absorbancias fueron reunidas en un pool para diálisis y 

posteriores ensayos de actividad y SDS PAGE. 
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5.1.4. Determinación de la estructura primaria con la proteína pura 
 

5.1.4.1. Preparación del digerido tríptico de la LSBo-I 
 
La proteína pura (fracción pH 8.3) se resuspendió en buffer MES 20 mM (Ácido 4-

morfolinetanosulfónico sal hemisódica), pH 7 4/100 mM NaCl /glicerol 4% y se 

calentó a 100°C durante 10 minutos. Se corrió un gel en condiciones denaturantes 

con una concentración de entrecruzamiento de 15%. Se corto la banda de la 

proteína con un bisturí y se dividió en trozos de aproximadamente 1 o 2 mm, luego 

se pasaron a tubos de 1,5 mL. Entonces se adicionaron 200µL de solución de lavado 

(50% metanol y 5% ácido acético) y se dejó toda la noche a temperatura ambiente.  

Al siguiente día, se centrifugó y se removió la solución de lavado con micropipeta, 

luego se realizó nuevamente un lavado con 200 µl de la misma solución y se dejó 

por 3 horas a temperatura ambiente, se centrifugo nuevamente y descarto la 

solución.  En seguida se adicionaron 200 µL de acetonitrilo para deshidratar el gel 

por 5 min, y se centrifugó al vacío durante 3 min. A continuación, se adicionan 30 

µL de DTT 10mM por 30 min a temperatura ambiente, pasado este tiempo se 

descartó el DTT y se adicionaron 30 µL de Iodoacetamida por 30 min a temperatura 

ambiente. Se hizo de nuevo la deshidratación del gel por 5 min con 200 µL de 

acetonitrilo, se descartó y se rehidrato dejando incubar la muestra con 200 µL de 

bicarbonato de amonio 100mM.  El proceso de hidratación deshidratación se repitió 

una vez, así como el secado de los trozos de gel al vacío por 3 min.  Ulteriormente, 

se adicionaron 30 µL de solución de tripsina grado proteómica de 20 ng/uL sobre 

hielo por 10 min, se removió el exceso y se adicionaron 50 µL de bicarbonato de 

amonio 50 mM dando vortex y se dejó toda la noche a 37°C.  

Los péptidos se recuperaron por adición de 30 µL de bicarbonato de amonio 50 mM 

e incubación de la mezcla por 10 min. La muestra se centrifugo a 1000 rpm por 30 

segundos (s) y se recuperó el sobrenadante transfiriéndolo a un tubo de 0,5 mL. 

Seguidamente, se adicionaron 30 µL de buffer de extracción (50% acetonitrilo, 5% 

ácido fórmico) y se incubo nuevamente por 10 min dando vortex ocasionalmente, 

luego se centrifugó por 30 seg y se recuperó el sobrenadante. Para terminar, se 

repitió nuevamente el paso anterior incubando por 10 min con buffer de extracción. 

Finalmente se redujo el volumen por evaporación a 20µL con centrifugación al vacío 

a temperatura ambiente, sin dejar que la muestra se seque completamente (123). 

 

 

5.1.4.2. Análisis de los péptidos por nano LC-MS/MS 
 
Las muestras fueron resuspendidas en 5 µl de ácido fórmico al 0,1 %, luego se 

inyectaron en una columna nanoviper C18 (3 µm, 75 µm X 2 cm, Dionex) a un flujo 
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de 3 µl/ min. Luego se pasaron por una columna EASY spray C18 RSLC (2 µm, 75 

µm × 25 cm) con un flujo de 300 nl/ min conectado a un sistema UltiMate 3000 RSLC 

(Dionex, Sunnyvale, CA) e interconectado con un Orbitrap FusoinTM TribidTM 

(Thermo-Fisher Scientific, San Jose, CA) espectrómetro de masas equipado con 

una fuente de nanoiones “EASY Spray” (Thermo-Fisher Scientific, San Jose, CA).  

Para la separación de los péptidos, se estableció un gradiente cromatográfico con 

agua de grado MS (disolvente A) y ácido fórmico al 0,1 % en acetonitrilo al 90 % 

(disolvente B) durante 30 min de la siguiente manera: 10 min disolvente A, 7–20 % 

disolvente B en 25 min, 20 % de disolvente B durante 15 min, 20–25 % de disolvente 

B durante 15 min, 25–95 % de disolvente B durante 20 min y 8 min de disolvente A. 

El espectrómetro de masas se operó en modo de iones positivos con un voltaje de 

nanopulverización establecido en 3,5 kV y una temperatura de la fuente de 280 °C. 

El calibrador externo incluía cafeína, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. El 

espectrómetro de masas se hizo funcionar en un modo dependiente de los datos 

para cambiar automáticamente entre MS y MS/MS. Los espectros de MS de barrido 

completo se adquirieron en el analizador Orbitrap, con un barrido de masas entre 

350–1500 m/z a una resolución de 120 000 (FWHM), inyección máxima de tiempo 

a 50 ms, exclusión dinámica 1 a 90S y tolerancia de masa de 10 ppm. Se seleccionó 

un escaneo de inspección de velocidad máxima durante 3 s para la disociación 

inducida por colisión (CID) de Orbitrap basada en el árbol de decisión posterior o la 

fragmentación por disociación de colisión (HCD) de mayor energía (124); para la 

fragmentación CID, los estados de carga 3 se escanearon en un rango de 650 a 

1200 m/z, el estado de carga 4 se escanearon en un rango de 300 a 900 m/z y el 

estado de carga 5 en un rango de escaneo de 300 a 950 m/z. Todos los datos se 

adquirieron con el software Xcalibur 4.0.27.10 (Thermo Fisher Scientific). 

 

 

5.1.4.3. Búsqueda en bases de datos e identificación de péptidos 
 
Los datos sin procesar se analizaron con Proteome Discoverer 2.1 (PD, Thermo 

Fisher Scientific Inc.) y las búsquedas posteriores se realizaron con el servidor 

Mascot (versión 2.4.1, Matrix Science, Boston, MA) y SQUEST HT (125). Se incluyó 

como parámetros en la búsqueda, especificidad de proteasa tríptica completa, se 

permitieron dos escisiones perdidas, las modificaciones estáticas cubrieron la 

carbamidometilación de cisteína (+57.021 Da). Además, las modificaciones 

dinámicas incluyeron oxidación de metionina (+15,995 Da) y desaminación en 

asparagina/glutamina (+0,984 Da). Para el método MS2, en el que la identificación 

se realizó a alta resolución en el Orbitrap, se aplicaron tolerancias de iones 

precursores y fragmentos de ±10 ppm y ± 0,2Da. Los aciertos de péptidos 



 

39 
 

resultantes se filtraron para un máximo de 1 % de FDR usando el validador Target 

Decoy PSM. Se considero una puntuación MASCOT> 20 para proteínas 

identificadas con dos o más péptidos y una puntuación MASCOT> 34 para proteínas 

identificadas con un solo péptido. 

 

5.1.4.4. Predicción de la estructura terciaria 
 
Se realizó predicción de la estructura terciaria de la proteína empleando el método 

de homología con las herramientas bioinformáticas I-TASSER 

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) y Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).  

 

I- TASSER permite el modelado comparativo utilizando una combinación de 

múltiples estructuras de referencia y una optimización iterativa de alineaciones 

alternativas. Realiza la comparación y selección de modelos de acuerdo con el 

mejor resultado (score). Para la evaluación del modelo se utilizarán los parámetros 

de I-TASSER, el cual arroja un algoritmo de puntuación (C-score) que va de -5 a 2; 

para la estimación de la calidad de los modelos de predicción, una mayor puntuación 

indica una mejor predicción en la estructura. Igualmente, el TM-score y el (RMSD) 

son parámetros estándar que se utilizaran para indicar la cercanía del modelo que 

se predice con la estructura nativa del molde. TM-score> 0,15 significará un modelo 

que presenta una topología correcta (126–128).  

 

Phyre2 arrojo una tabla de resultados en la que se indica estimaciones de confianza, 

imágenes y enlaces a los modelos pronosticados tridimensionales e información 

derivada de la base de datos de Clasificación Estructural de Proteínas (SCOP) o del 

Banco de Datos de Proteínas (PDB), dependiendo de la fuente de la plantilla 

detectada (129). 

 

 

5.1.4.5. Refinamiento modelos 3D 
 
La validación de los modelos obtenidos por I-Tasser y Phyre2, se realizó empleando 

las herramientas bioinformáticas: Ramachandran con Procheck vía PDBsum 

http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/Generate.htmlz y MolProbity 

(servicio web de validación de estructuras para diagnosticar problemas en modelos 

3D de proteínas), calculando la validación global y local para contactos de todos los 

átomos, geometría covalente y conformación tipo Ramachandran y rotámeros.  
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5.1.4.6. Acople molecular  
 
Se hizo el acople molecular de la LSBo-I con 3 ligandos; se descargó el archivo PDB 

de la estructura 3D predicha de la lectina, y los 3 ligandos de interés fueron 

descargados de Pubchem en formato PDB. En Autodock-tools 1.5.6 fueron editados 

los archivos, se eliminaron aguas y se adicionaron hidrógenos polares. Sobre la 

lectina modelada se determianron las dimensiones del gridbox para realizar el 

acople (x: 40, y: 22, z:46, centrado en x: 19,277, y: 23,761, z: 19,127). Para cada 

uno de los ligandos se definieron los ángulos de torsión y se guardaron los 

respectivos archivos en formato PDBQT; en el caso del receptor, este se definió 

como una estructura rígida. La corrida del acople se realizó usando el programa 

AutodockVina 1.1.2 (130), y para cada uno de los ligandos fue seleccionado el 

modelo con la mejor energía de interacción (valor más negativo). Para representar 

las interacciones en 2D y 3D entre los carbohidratos y la LSBo-I se usó Discovery 

studio. 

 

 

5.2. Extracción de ARN total de las semillas de S. bogotensis  
 
 

5.2.1. Extracción con Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). 
 
Se agregaron en tubos falcón de 15 mL, ~700 mg aproximados de semillas 

maceradas en nitrógeno líquido y 3 mL de buffer de extracción (CTAB 2%, Tris HCl 

pH 8.0 100mM, NaCl 1,4M, EDTA 1,5M y PVP40 al 2%), se mezclaron por medio 

del vórtex durante 10 segundos, posteriormente se llevó a baño de maría por 15 

minutos a 65°C. Luego se agregaron 3 mL de cloroformo-IAA (alcohol isoamílico) 

(24:1), se mezcló con vórtex por 10 segundos y se centrifugó a 8000 rpm por 15 

minutos a 15 °C. Se transfirió la fase acuosa (~2 mL, evitando tomar elementos de 

la fase orgánica) y se agregaron 2 mL de cloroformo-IAA (24:1) se mezcló en vortex 

por 10 segundos y se centrifugó de nuevo a 8000 rpm por 15 minutos a 15°C. Se 

transfirió nuevamente la fase acuosa (~ 1 mL) y se agregó 1 mL de LiCl 4M, se dejó 

a incubación toda la noche a 4°C.  Luego se centrifugo a 12000 rpm por 30 minutos 

a 4°C, se descartó el sobrenadante y resuspendió el pellet en 500µL de buffer TE-

SDS (Tris HCl pH 8.0 -1M, EDTA pH 8.0- 0,5 M y SDS 1%). Luego se adicionaron 

700µL de isopropanol y 200 µL de NaCl 5M, se mezcló invirtiendo el tubo varias 

veces y se llevó a -20°C por 30 min. Posterior al tiempo de incubación se centrifugo 

a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y se lavó el pellet 

con 500µL de etanol al 70% (en agua DEPC). Se centrifugó a 12000 rpm por 2 

minutos y 4°C, se descartó el sobrenadante y se secó el pellet a 40°C por 30 min. 
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Finalmente, se suspendió el pellet en 50 µL de agua libre de RNAsas. La 

metodología que se siguió esta descrita en (43).  

 
 

5.2.2. Extracción de ARN total con Trizol 
 
Se adicionó 1 ml de Trizol, solución monofásica de fenol con isotiocianato de 

guanidinio, del cual se emplearon dos marcas diferentes, (Zymo RESARCH y 

Ambion by life) para 0,2 g de material vegetal macerado con nitrógeno líquido, se 

homogenizó e incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, a continuación, se 

adiciono 200 µl de cloroformo por 1 ml de Trizol, se homogenizó con vortex por 15 

segundos y se incubo de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Después de la 

incubación se centrifugo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, se removió la fase acuosa 

a otro tubo y se adicionó 500 µl de isopropanol 100% por 1 ml de Trizol, luego se 

incubo a temperatura ambiente por 10 minutos, se centrifugó a 12.000g por 10 

minutos a 4°C y se removió el sobrenadante. El pellet se lavó con 1 ml de etanol 

75% por 1 ml de Trizol, se centrifugó a 7.500g por 5 minutos a 4°C y se descartó el 

sobrenadante, este paso se repitió dos veces más. Finalmente se dejó secar el 

exceso de etanol sin dejar que el pellet secara completamente y se resuspendió en 

agua estéril de 20µl a 50µl. 

 

 

5.2.3. Síntesis de cDNA y amplificación de fragmentos de ADN 
 
Como paso previo a la síntesis de primera hebra, el ARN obtenido fue tratado con 

ADNasa (RNase-Free DNase I ®, de Epicentre) utilizando las siguientes cantidades: 

DNase I 1 μL, buffer 10X para DNase I 1 μL, y ARN 10 μL. La mezcla de trabajo se 

llevó a 37°C durante 10 minutos y posteriormente se mantuvo a 10°C durante 5 

minutos. 

 

A partir del ARN obtenido en el paso anterior y utilizando oligo(dT) como iniciador, 

se llevó a cabo la síntesis de la primera cadena de ADN (cDNA) en el termociclador 

(Biorad), utilizando la técnica de transcripción reversa (RT-PCR) (131). Para este 

proceso se utilizó el sistema comercial RevertAidTM first strand cDNA Synthesis Kit 

de Thermo Scientific, el cual permite la síntesis de primera hebra a partir de ARN 

total.  La solución de trabajo tuvo un volumen final de 20 μL con ADNasa, 2 μL Oligo 

dT, 4 μL Buffer de reacción 5X, 1 μL de inhibidor de ARNasas, 2 μL de mezcla 

dNTPs 10 mM y 1 μL de transcriptasa reversa. La mezcla se mantuvo durante 1 

hora a 40°C, posteriormente se llevó a 70°C durante 5 minutos, y para finalizar se 

conservó -20°C hasta su posterior uso. 
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5.2.4. Amplificación de fragmentos de ADN 
 
Este proceso se llevó a cabo mediante la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) (132), utilizando la enzima Taq DNA Polimerasa (Safe-GreenTM 

2x PCR Taq Mastermix Cat #472). La amplificación se realizó utilizando primers que 

fueron diseñados con secuencias de lectinas de leguminosas, las lectinas de 

Glechoma hederácea, S. miltiorrhiza y la secuencia parcial de la lectina S. 

bogotensis  LSBo-I (80). Los primers fueron diseñados con BLAST (133), usando 

las secuencias disponibles de lamiáceas, contra otras secuencias reportadas para 

lectinas, con el fin de obtener una secuencia consenso que abarcará el gen. Se 

diseñaron los primers desde los dos extremos de cada gen reportado (desde el 

amino hasta el carboxilo terminal) y se utilizó el programa Primer3 disponible en 

NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para el diseño de primers forward y reverse 

con un tamaño de 20 a 23 nucleótidos (nt). 

  

Con el fin de determinar el tamaño aproximado de los fragmentos obtenidos y 

conocer la eficiencia de la amplificación, el producto fue analizado en gel de agarosa 

(Alpha Aesar®) al 1.5%, teñido con SYBRr® Safe DNA Gel Stain (Thermo 

Scientific), sembrando 9 μL de la muestra con 1 μL de buffer de carga (BlueJuice® 

loading Invitrogen). El marcador de pares de bases empleado fue, O'RangeRuler 

100bp + 500bp (Thermo Fisher). 
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6. Resultados y Análisis 
 
 
Para entender la función de una proteína es necesario conocer su estructura 

tridimensional y para llegar a determinarla se debe conocer su secuencia de 

aminoácidos. En el caso de la LSBo-I, hasta hoy no se ha establecido la totalidad 

de su estructura primaria. Así mismo, no se conoce la estructura terciaria de ninguna 

de las lectinas de la familia de Lamiaceas, solamente se han propuesto dos por 

predicción bioinformática a partir de la secuencia del gen. Estas lectinas son 

interesantes porque reconocen específicamente los glicotopes T/Tn que se 

expresan como versiones cortas de los oligosacáridos en células tumorales, 

además se presentan diferencias muy sutiles en el reconocimiento entre las lectinas 

de la familias Fabácea, Lamiácea y otras que se han reportado son especificas por 

el determinante Tn (1–3,5,12,14,61,105).  

 

Para establecer la estructura primaria de una proteína, es importante su calidad y 

cantidad, si se van a obtener resultados a partir de la proteína nativa. En el caso de 

la LSBo-I, se han realizado estudios enfocados en su purificación, pero los 

resultados no han sido satisfactorios; adicionalmente, los reportes de lectinas de 

lamiáceas son escasos comparados con los encontrados para las lectinas que 

reconocen los determinantes T/Tn de otras familias botánicas. Lo que corresponde 

a LSBo-I, no se ha determinado un esquema de purificación para obtener una 

proteína homogénea que permita realizar estudios de caracterización estructural, 

funcional y biológica. Adicionalmente, la secuencia N-terminal reportada no 

concuerda con la estructura primaria (5); sin embargo, se tiene una caracterización 

bioquímica completa. De conformidad con lo anterior, en este trabajo se estableció 

un nuevo método de purificación y se alinearon nuevos péptidos para aumentar el 

porcentaje de cobertura de la secuencia, así mismo se hicieron estudios enfocados 

en la obtención del cDNA como una nueva alternativa para obtener la lectina en 

forma recombinante y tener la secuencia completa.  

 

 

6.1. Purificación de lectina de S. bogotensis (LSBo-I) 
 
 

6.1.1. Purificación del anticuerpo (IgG) contra LSBo-I 
 
En trabajos previos se obtuvo el antisuero para aislar los anticuerpos antiLSBo-I 

(IgGs) y emplearlo en ensayos de caracterización biológica y funcional de la lectina; 

para ello se inocularon entre 100-270 g de LSBo-I que permitieron tener respuesta 

secundaria con incremento de las IgGs específicas (85). Los anticuerpos que se 
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producen en la primera exposición a un agente extraño son IgMs, sin embargo, una 

nueva exposición al antígeno produce anticuerpos de clase IgG, los cuales se 

caracterizan por tener mayor afinidad y ser secretados por células de memoria que 

se diferencian a células plasmáticas secretoras de anticuerpos (122). Los 

anticuerpos policlonales (IgGs) se utilizan en cromatografía de afinidad, y 

corresponden con ~ 85 % de las inmunoglobulinas (IgGs) totales.  

 

La purificación se realizó por intercambio iónico para separar las inmunoglobulinas 

G (IgG) de las otras clases de IgGs, dado que están en mayor proporción en el 

antisuero (75 %). Se realizaron ensayos de precipitación con Polietilenglicol 8000 

(PEG), para concentrar las proteínas que en su mayoría permanecieron en forma 

soluble con IgGs activas con título más alto (1:64 vs 1:256) (Tabla 4), respecto al 

antisuero.  El precipitado soluble se aplicó sobre la columna de DEAE-Sephacel 

(Figura 26-A); en este paso de purificación no se observó incremento importante del 

título, toda vez que la precipitación pudo denaturar parte de las IgGs (Tabla 4).  

 

Por SDS-PAGE se percibe cómo se fueron eliminando los contaminantes presentes 

en el antisuero para finalmente obtener las IgGs, observándose las cadenas livianas 

y pesadas del anticuerpo (Figura 26-B). Una molécula de anticuerpo (IgG), se 

caracteriza por ser una estructura simétrica compuesta de dos cadenas ligeras 

idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que están unidas covalentemente por 

medio de enlaces disulfuro (Figura 27). En presencia de reductor se muestra una 

banda de ~52 kDa que corresponde con la cadena pesada (γ) y una banda difusa 

~24-30 kDa característica de la cadena ligera (ϰ o λ) glicosilada (121,122), con 

punto isoeléctrico (pI) entre 5.1 y 7,1 (118,119). La albumina que se encuentra en 

mayor concentración en el antisuero de conejo, con un peso molecular de 67 kDa 

(120) (figura 26, carril 2); fue eliminada por cromatografía de intercambio iónico. Con 

este esquema de purificación se obtienen 8.44 mg de IgG totales a partir de 10 mL 

de antisuero, lo que representa el 3.3 % de la proteína total de partida (Tabla 4). 
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Figura 26.  (A). Cromatografía de intercambio iónico sobre DEAE Sephacel 
empleando buffer de fosfatos 70mM pH 6,5. Elución: buffer fosfatos - NaCl 1,0 M (flecha 
roja). Se aplicaron 118 mg de proteína obtenida de la precipitación con PEG 8000. FNR 
(I), FR (II).  (B) SDS PAGE Tris- tricina (12,5 %), fracciones preparadas en presencia de 
reductor (DTT) + calentamiento a ebullición (Δ) 98 °C. Carril 1:   Antisuero, Carril 2:  
Precipitado PEG 10%, Carril 3: Fracción no retenida I (FNR) de la cromatografía DEAE 
Sephacel (II). Se colocaron 10 µg de proteína total en cada carril. Tinción usando 
Comassie G 250 0,1 %. 

 

 

Figura 27. Representación de la inmunoglobulina G (IgG), en rojo, las cadenas 
pesadas y en verde las cadenas ligeras, también se pueden ver en líneas punteadas los 
puentes disulfuro intracatenarios e intercatenarios (134)  

 

Tabla 4. Purificación de IgGs totales (antiLSBo-I) 

Paso de purificación 
Proteína 

(mg/mL) 

Volumen 

(mL) 

Proteína Total 

(mg) 

Título 

ELISAa 

Antisuero 25,53 10 255,3 1:64 

Precipitado PEG 

8000 
9,207 3,5 32,22 

1:256 

Pool FNR 4,22 2 8,44 1:128 

a. Ensayo de ELISA: Sé obtuvo a partir de una concentración inicial de proteínas de 200 µg/mL, con un punto 
de corte de 0,120 de absorbancia a 405 nm teniendo en cuenta el blanco solo en presencia del anticuerpo 

secundario.  



 

46 
 

 
Las fracciones obtenidas en cada etapa de purificación se evaluaron por ensayo de 

ELISA en concentraciones de 6, 12, 25, 50, 100 y 200 µg/mL (Figura 28) por 

duplicado, para corroborar el reconocimiento de la IgG (anti-LSBo-I) por la LSBo -I, 

a una concentración de 0,1 µg/µL, a razón de 10 µg de proteína por pozo. Se 

observó el reconocimiento por las IgGs presentes en cada una de las muestras 

evaluadas, donde la mayor interacción se obtuvo con 200 µg/mL; además se 

presentó tendencia lineal a medida que aumenta la cantidad de anticuerpo (IgG). La 

reacción antígeno – anticuerpo (Ag-Ab) se caracteriza por un equilibrio, donde a 

menor y mayor dilución del anticuerpo (Ab), la reacción se desplaza hacia la 

formación de una menor cantidad del complejo (Ag-Ab), observándose que todas 

las fracciones presentaron reconocimiento dependiente de la concentración, al ser 

comparadas con el suero pre inmune cuya mayor absorbancia fue de 0,240 nm con 

una concentración 200 µg/mL. El título fue mayor para la fracción precipitada con 

PEG 8000, donde probablemente la concentración de IgG fue mayor debido a la 

retención de la actividad de los anticuerpos funcionales (135). Otros métodos de 

purificación de IgGs (ratón) se realizan por cromatografía de afinidad con Proteína 

A de Staphylococcus aureus, (136); sin embargo, los resultados son similares a los 

obtenidos en intercambio iónico. 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Ensayo de ELISA para la detección de la interacción LSBo-I vs IgGs. 
Se llevó a cabo con el Suero pre inmune, antisuero, ↓PEG 8000 10 %, lectina de S. 
bogotensis (LSBo-I), fracción no retenida (FNR) (IgG) obtenida por intercambio Iónico.   

 

El porcentaje de acople de la IgG a la resina de Sepharose 4B estuvo entre el 90-

98 % (Tabla 5), pero la cromatografía de afinidad realizada con la columna del 

acople 1 no fue funcional, teniendo en cuenta que no hubo retención de la LSBo-I; 
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posiblemente la concentración de IgG (3,8 mg/mL) no permitió por impedimento 

estérico la interacción; o el número de moléculas efectivas de IgG luego del acople 

fue muy bajo (22) debido a la inmovilización en una orientación aleatoria, lo que 

genera una disminución en la eficiencia de unión (137). Estudios similares, permiten 

la purificación de transferasas en soportes con IgG de 5,3 mg/mL, con un porcentaje 

de acople del 99 % (127). Al disminuir la concentración de IgG (2,6 mg/mL), acople 

2, se observó retención de la LSBo-I, por lo tanto, los ensayos conducentes a la 

obtención de la proteína pura se hicieron con este soporte de afinidad.  

 

Tabla 5.  Acople de IgGs a Sepharose 4B 

Acople Resina 

(g) 

Resina 

(mL) 

IgGs 

(mg)  

Iniciales 

IgGs 

(mg)  

no acopladas 

Resina 

(mg/mL) 

Porcentaje de 

acople 

(%) 

1 0,54 g 2,0 8,44 0,84 3,8 90 

2 0,60 g 2,5 6,67 0,07 2,6 98 

 

Los ligandos utilizados normalmente para la separación por cromatografía de 

afinidad pueden incluir compuestos orgánicos, metales inorgánicos que forman 

complejos de coordinación con los aminoácidos de las proteínas, proteínas que 

pueden interactuar con otras proteínas por reconocimiento biológico y como en este 

caso; anticuerpos, que pueden diseñarse para unir un epítope especifico de una 

proteína (138). No obstante, se deben establecer las condiciones que permita que 

la cromatografía de afinidad sea satisfactoria; desde la selección de soporte, 

inmovilización de ligandos, hasta las condiciones de elución. Algunos ejemplos,  

incluyen la separación de enzimas como la neprilisina con anticuerpos  

monoclonales (139). 

 
 

6.1.2. Extracción y purificación de la lectina (LSBo-I). 
 
La extracción de proteínas se hizo con 50,0 g de harina de S. bogotensis (SBo) en 

PBS 1X; teniendo en cuenta que los extractos se pigmentan durante el proceso se 

agregó tiourea 5 mM. De acuerdo con estudios previos la tiourea inhibe la acción de 

las polifenoloxidasas (122,140,141), de modo que se puede evitar la oxidación de 

compuestos fenólicos que pueden interferir en posteriores procesos de purificación 

o que disminuyan la actividad de la lectina. Los extractos obtenidos a partir de las 

tres extracciones se unieron en un pool y se precipitaron con etanol entre el 0-60 % 

como había sido reportado previamente (4). Las proteínas se solubilizaron en PBS 

1X (Figura 29), y por SDS PAGE (Figura 30), se observó un gran número de bandas 

de alto, medio y bajo peso molecular para las tres extracciones y el pool de 

extractos. En cambio, para el precipitado de proteínas con etanol del 96 %, las 
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bandas fueron difusas y en menor cantidad, debido a la coprecipitación de 

polisacáridos que pueden interferir en la resolución de las bandas de proteína.  

 

 

Figura 29. Extracto de proteínas precipitado con etanol 0-60 % y solubilizado en 
PBS 1X, en membrana de diálisis (MW cut off 10 kDa).  Se observa que el extracto es 
denso y pigmentado debido a la presencia de polisacáridos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. SDS PAGE Tris Glicina 12,5 %. Extracto proteico de semillas de S. 
bogotensis (Sbo), en condiciones reductoras (DTT) + calentamiento a 98 °C (Δ). PM 
(patrones de peso molecular). Carril 1, Extracto I. Carril 2 Extracto II, Carril 3. Extracto III. 
Carril 4. Pool de extractos, Carril 5. Precipitado de proteínas con etanol 0-60 %. Carril 6. 
Extracto precipitado con etanol 0-60 % dializado. Se sembraron 10 µg de proteína total en 
cada carril, tinción de plata.  

 

El precipitado de proteínas se sometió a cromatografía de intercambio iónico sobre 

Sephadex DEAE A-50; se realizaron en total seis (6) corridas cromatográficas y en 

cada una se agregaron 40 mL del precipitado soluble que contenían un total de 

ciento dieciocho (118) mg de proteína (Figura 31-A). Las fracciones no retenidas 

(FNR) se agruparon en un pool (269 mL), se concentraron por ultrafiltración con 

membrana de 10 kDa, para llevar a cabo los ensayos de afinidad; sin embargo, la 

fracción conservó parte de los pigmentos, la mayoría quedo retenida de forma 

irreversible en el soporte cromatográfico.  
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Figura 31. (A) Cromatografía DEAE Sephadex A-50®, 118 mg de proteína total. 
(I) Fracción no retenida FNR, (II) Fracción retenida FR, elución con alta fuerza iónica (PBS 
1X - NaCl 500 mM). (B) Fracción no retenida DEAE - SDS PAGE Tris – Glicina 12,5 %, 
+DTT, +Δ 98 °C. (mw): Patrones de peso molecular (kDa). FNR DEAE: 25 µg de proteína 
total. Tinción de plata. 

 

Los eritrocitos de diferente origen se emplean rutinariamente para determinar la 

actividad de las lectinas en un ambiente de membrana celular, y pueden ser tratados 

con enzimas para hidrolizar oligosacáridos, por ejemplo, la glicoforina A (GPYA), es 

una proteína transmembranal altamente glicosilada (60 %), que contiene diez y seis 

(16) cadenas de O-glicanos (NeuAcα2,3Galβ1,3(NeuAcα2,6)GalNAc), una cadena 

de N-glicano triantenario (NeuAcα2,6 y núcleo fucosa α-Fuc1,6), además de los 

determinantes de los de grupos-histosanguíneos, lo que hace posible realizar 

ensayos de actividad aglutinante (142). Igualmente, se exponen estructuras de 

carbohidratos por degradación enzimática que ayudan a la interacción de estas 

proteínas con el glicano (118). Conforme con lo anterior, la fracción no retenida 

(FNR) aglutinó eritrocitos T (+3) que se obtienen por degradación de eritrocitos A 

con neuraminidasa (Sialidasa) para exponer residuos de galactosa (Gal). Así 

mismo, aglutinó eritrocitos Tn (+3), como se había reportado en trabajos previos 

(4,5). En este caso, los eritrocitos T, son tratados con -galactosidasa para exponer 

residuos de  GalNAC; los eritrocitos tratados fueron aglutinados (+1) con 1,5 µg de 

proteína total. 

 

Las lectinas que reconocen GalNAc a menudo muestran un amplio rango de 

especificidad de acuerdo con la configuración de los enlaces (α o β), ubicación en 

el oligosacárido (interna o externa) y la participación de los azúcares vecinos 

(11,143). Además, el modo de presentación de GalNAc, monovalente, polivalente 

multiantenaria o en clúster, puede influenciar la interacción de la lectina (144); en 
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este caso, los eritrocitos exponen varias unidades estructurales de los glicotopes T 

(Galβ1,3GalNAcα1- Ser/Thr) y Tn (GalNAcα1-Ser/Thr), presentes en O-glicanos de 

la GPYA en la superficie celular. Por otro lado, la LSBo-I, mostró especificidad por 

el glicotope Tn en forma polivalente con la mucina submaxilar ovina y bovina (MSO, 

MSB) (1,145). Teniendo en cuenta que los resultados de aglutinación permitieron 

detectar con pequeñas cantidades (1.5 g) la actividad de lectina, se seleccionaron 

estos ensayos para continuar el seguimiento de la purificación.  

 

Por SDS PAGE en la FNR se observó bandas intensas definidas para proteínas de 

peso molecular medio (>26 kDa), y con menor intensidad de bajo peso molecular. 

Al comparar estos resultados con los obtenidos previamente (4,5), hay una mejor 

resolución de bandas de proteínas, lo que muestra una mejor calidad del extracto 

de proteínas (Figura 31-B). 

 

Luego del proceso de concentración de la fracción de proteínas (FNR) por 

ultrafiltración, aumentó la viscosidad dificultando los ensayos de purificación; por tal 

razón, se realizó digestión enzimática con una mezcla comercial de 

poligalacturonasas (Pectinex®). Estas enzimas son específicas para hidrolizar 

pectinas y mucílagos solubles presentes en extractos de semillas; en este caso, 

degradó los polisacáridos que pudieron precipitar con etanol al 96 % y que estaban 

presentes luego de la cromatografía sobre DEAE-Sphadex A-50. El proceso de 

digestión mejoró la viscosidad del extracto y se conservó la actividad de la lectina 

dado que aglutino eritrocitos T al 2.5 % con 1.3 g de proteína total. La adición de 

estas enzimas a los extractos crudos obtenidos de semillas de diferentes especies 

de Lamiáceas mejoró la interacción de las lectinas por glicoproteínas unidas a 

superficies de poliestireno cubiertas con aMSO (4,5,87,106,146). 

 

En la FNR se obtuvo 64,5 mg de proteína total con 15 µg/mL de título de 

aglutinación; por consiguiente, se llevó a inmunoafinidad sobre el soporte 

Sepharosa 4B-IgG (AntiLSBo). Se obtuvo dos fracciones retenidas y eluidas usando 

buffers de Tris HCL (50 m) pH 8,3, y Gly-HCL (50 mM) pH 2,8 (FR 2,8) (Figura 32). 

La mayor cantidad de proteínas, ~93 %, fue obtenida en la FNR con aglutinación 

débil (±) causada por 20.4 g de proteína total (Tabla 6). Paralelamente, las 

fracciones purificadas presentaron actividad aglutinante (+1) con 0,16 y 0,06 µg de 

proteína total para las fracciones obtenidas a pH 8,3 y 2,8, conjuntamente con 

grados de purificación más altos (4716 veces), respecto a lo reportado previamente 

(2000 veces) (4); en este último caso, se aisló la LSBo-I por cromatografía de 

afinidad sobre Sepharosa 4B-aMSB (asialo mucina submaxilar bovina) y una 

elución a pH 11.4. La elución a pHs extremos básicos causa denaturación y 

reducción de puentes disulfuro intracatenarios, que pueden reoxidarse de forma 
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diferente en la proteína nativa, y formar agregados de alto peso molecular que no 

se pueden disociar fácilmente, así por SDS PAGE, las bandas de proteína son 

heterogéneas, delgadas y no resueltas (4,5). Lo anterior se vio reflejado al comparar 

los perfiles electroforéticos, donde se resalta la calidad de la lectina purificada 

(15,75) (Figura 33) mostrando bandas gruesas y definidas.  

 

 

Figura 32. Cromatografía de Inmunoafinidad usando un soporte de Sepharosa-
4B inmunoglobulina G (IgG:Anti- LSBo-I); Se sembraron 17 mg de la FNR (DEAE) tratada 
con Pectinex. Buffer de equilibrio: PBS 1x, Buffer de elución: Tris -HCl (50 mM) pH 8,3 y 
Gly (Glicina) -HCl (50 mM) pH 2,8. I (FNR), II (FR 8,3) y III (FR 2,8) 

 
Con este método de purificación la elución de la lectina se llevó a cabo en 

condiciones de elución más suaves, por SDS PAGE. Para la FR 8,3 se observó una 

banda intensa alrededor de los 36 kDa (80 %) (Figura 33-A, carril 1), que 

correspondería con el monómero de la LSBo-I, reportada previamente con un peso 

molecular de 35.7 kDa (15), también hay bandas de menor intensidad (10 %) en 29 

kDa y 45 kDa, posiblemente se presentan interacciones inespecíficas o reactividad 

cruzada mediada por el anticuerpo policlonal (119), aunque para la FR 2,8 se 

encontró una única banda alrededor de 36 kDa (100 %) (Figura 33-A,carril 2) que 

corresponde con el monómero de la lectina (LSBo-I). Acorde con la técnica de 

afinidad se logró aislar la LSBo-I a partir de un extracto crudo, con las condiciones 

establecidas que incluyeron la selección del ligando (IgG), interacción (LSBo-I:IgG) 

y condiciones de elución de la fracción retenida (LSBo-I). 
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Figura 33. (A). SDS PAGE 12,5 %, +98 °C para la LSBo-I obtenida por 
inmunoafinidad sobre Sepharosa 4B IgG.  mw: patrones de peso molecular, Carril 1. 
Fracción retenida (FR), pH 8,3. Carril 2. Fracción retenida (FR), pH 2,8. Carril 3. Fracción 
no retenida (FNR). Se colocaron 30 µg de proteína total en cada carril. (B)(C). SDS PAGE 
12,5 %, +98 °C para la LSBo-I obtenida por Cromatografía de afinidad sobre Sepharosa 
4B-aMSB. Imágenes tomadas de (4,80) 

 

Es importante mencionar que en las semillas de SBo (S. bogotensis) hay una lectina 

en bajo porcentaje con especificidad por residuos de manosa (LSBo-II) que aglutinó 

eritrocitos A, con un monómero de ~29 kDa (75). Con el objetivo de separar las dos 

lectinas, se incluyó la purificación sobre DEAE sephadex A-50, aprovechando la 

diferencia en los puntos isoeléctricos (pI) (8.0 vs 6.5) (80). Sin embargo, no toda la 

lectina especifica de manosa (LSBo-II) (pI=6.5) se retuvo, de modo que se incluyó 

un proceso adicional de purificación para la FR 8,3, empleando soporte de 

Sepharosa 4B ConA (Concanavalina A) (Figura 34) (Anexo B). 

 

La elución de la fracción retenida se realizó con una solución de NaCl 1 % 

conteniendo glucosa (Glc) 0.2 M, teniendo en cuenta que este carbohidrato es 

reconocido por Con A, y posteriormente con un buffer Gly-HCl (50 mM) pH 2,8, para 

eluir la proteína retenida. La obtención de una fracción a pH 2,8 se debe a un 

comportamiento característico de las lectinas de la tribu Diocleae, que presentan un 

equilibrio dímero – tetrámero dependiente del pH, donde cada uno de los bucles 

que conforman la cavidad central de la estructura cuaternaria tienen una orientación 

que permite que algunos aminoácidos cargados interactúen para estabilizar el 

tetrámero, por lo que al disminuir drásticamente el pH, se presenta la disociación de 

subunidades de Con A, afectando su afinidad por las moléculas que reconoce (147). 
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Figura 34. (A)Cromatografía de afinidad sobre Sepharose 4B- ConA, Muestra: 
FR pH 8,3 (203 µg de proteína total). Buffer de equilibrio: NaCl 1 %, CaCl2 5mM, MnCl2 
5mM. Elución: NaCl 1 % - Glucosa 0,2 M, buffer Gly- HCl (50 mM) pH 2,8. (I) FNR, (II) FR 
Glc, (III), FR 2,8. (B) Fracciones de cromatografía de afinidad - Sepharosa 4B ConA, SDS 
PAGE 12,5 %: Δ (98 oC) +DTT. mw: Patrones de peso molecular, carril 1: FR eluida con 
NaCl 1 % - Glucosa 0,2 M (5µg de proteína), Carril 2: FR eluida con Gly HCl pH 2,8 (10 µg 
de proteína), Carril 3: FNR (5 µg de proteína). Tinción de plata 

 

En el perfil de elución (Figura 34-A) se observó una fracción mayoritaria simétrica 

no retenida (FNR) respecto a las dos fracciones retenidas (FR), lo que demuestra 

la separación de los componentes minoritarios. Sin embargo, por SDS PAGE 

(Figura 34-B, carril 3), se observó la banda de 36 kDa (97 %) correspondiente al 

monómero de LSBo-I, acompañada de bandas contaminantes que están en baja 

proporción y que probablemente se derivan del manejo de la muestra o 

interacciones proteína – proteína que se pudieron dar y coeluyeron juntas.  

 

Considerando que la banda de lectina es de buena calidad, se continuaron los 

ensayos de secuenciación in situ, por extracción a partir de un gel de electroforesis 

como se indica más adelante. La misma fracción aglutinó eritrocitos Tn (+3) (Figura 

35-D); en efecto para las fracciones retenidas (FR), se observó la banda de ~29 kDa 

que corresponde al monómero de la LSBo-II que reconoce manosa (5). 

 

Algunas lectinas de Fabáceas, y específicamente de la tribu Diocleinae con afinidad 

por Man/Glc tienen un peso molecular aparente de 30 kDa en condiciones 

denaturantes (148,149). Adicionalmente, algunas tienen un bajo porcentaje de 

glicosilación y un oligosacárido que es reconocido por la lectina de Concanavalina 

A (ConA) (150–152), de modo que por afinidad se pueden aislar N-glicoproteínas 

típicas de proteínas vegetales ricas en manosa [(Man1-6[(Man1-3)(Xyl1-

2)]Man1-4-GlcNAc1-4(Fuc1-3)GlcNAc] y [(Man1-3/6)(Xyl1-2)]Man1-4-

GlcNAc1-4(Fuc1-3)GlcNAc (14,80). Estos resultados indican que ambas lectinas 
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se diferencian en sus propiedades moleculares y bioquímicas, probablemente 

LSBo-I no es glicosilada o el glicano tiene una estructura diferente que no es 

reconocida por ConA. Por su parte las glicoproteínas de tipo O han sido poco 

estudiadas (153) en plantas; en consecuencia, no se puede asumir que no se 

presenten en glicoproteínas aisladas de semillas. 

 

En la figura 35 se observan aglutinados de eritrocitos Tn de diferente tamaño, 

promovidos por LSBo-I en las diferentes etapas de purificación; de igual modo la 

cantidad de proteína necesaria para observar la actividad disminuyó en cada etapa, 

por ejemplo, con 4,5 µg de proteína total de la FNR (DEAE) se encontró actividad 

(+2), mientras que para las fracciones retenidas de cromatografía de afinidad, FR 

pH 2,8 y FR 8,3, con 0,18 y 0,64 µg de proteína total la actividad fue caracterizada 

por grupos grandes de eritrocitos (+4). En estudios previos se reportaron 

aglutinaciones (+3) con 2,1 µg de proteína total (80), y una concentración mínima 

de 0.17 μg/mL de LSBo-I para generar aglutinación (+1) (4). 

Figura 35. Aglutinación de eritrocitos Tn al 2.5 % con la LSBo-Ib (A)a FNR DEAE 
(4,5 µg de proteína) (+2), (B) FR pH 2,8 (0,18 µg de proteína) (+4), (C) FR pH 8,3 (0,64 µg 
de proteína) (+4), (D) FNR -Con A, (0,56 µg de proteína) (+3) (E) Blanco (eritrocitos sin 
lectina).  

a. Las fracciones se obtuvieron a partir de la FNR DEAE tratada con Pectinex® Ultra SP-L.  
b. Escala cualitativa de aglutinación de +1 a +4, siendo (+1) una aglutinación débil, 

caracterizada por racimos de 3 a 4 células. (+4) es la máxima aglutinación caracterizada por 
racimos grandes de células.  

 
En la tabla 6 se presentan los diferentes pasos de purificación realizados para 

obtener LSBo-I. A partir de 50,0 g de harina, se extrae 75 % de proteínas que 

precipitan con etanol al 60 %, de las cuales el 0.75 % (14.9 mg) corresponde a 

LSBo-I. El porcentaje de proteínas solubles que se extrajo de la harina fue del 4 %, 

donde, el 0.03 % corresponde a LSBo-I, la cual se obtuvo con alto grado de 

purificación (4716 veces) y actividad específica (0,06 µg). Los resultados son 

similares a los obtenidos con el esquema de purificación reportado previamente (4), 

puesto que partiendo de 100 g de semillas maduras se obtiene 18.9 mg de LSBo-I; 

cuatro veces mayor que lo obtenido para la lectina de S. sclarea ( 5 mg/100 g 

semillas) (13); con la lectina de M. laevis (MLL), a partir de 10 g de semillas, el grado 

de purificación (5-10 veces) fue bajo, al igual que la actividad aglutinante (139). Es 
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muy importante resaltar que los métodos de purificación previos generaron la 

desnaturalización de la proteína y por lo tanto perdida de su actividad (4,80), por lo 

que el grado de purificación alcanzado en este trabajo es considerable y dada la 

remoción de polisacáridos, la eliminación de los pigmentos, y el método de 

inmunoafinidad empleado, permite llevar a cabo una elución menos drástica durante 

el proceso de purificación.  

 

Tabla 6. Etapas de purificación de la lectina de S. bogotensis (LSBo-I)  

Etapa Fracción 
Proteína 
(mg/mL)g 

Vol 
(mL) 

(mg) 
Totales 

aActividad 
Específica 

Grado de 
Purificación 

(Fold) 

Extracción de 
proteínasf 

 

Extracto I 3,60 250 900 --- ---- 

Extracto II 2,70 240 648 ---- ---- 

Extracto III 1,80 405 729 --- ---- 

Pool de extractos 2,35 890 2.091,5 283 1 

Precipitación con 
etanol al 96 % 

0-60 % 3,95 400 1.580 123 2,3 

Cromatografía sobre 
DEAE 

Pool FNR DEAEb 0,24 269 64,50 1.5 188 

Pool FNR DEAE 
PECc,d 

0,88 60 53,04 1.3 217 

Cromatografía de 
Afinidad 

(Anti- LSBo-I) 

FR pH 8,3 0,83 0,50 0,415 0,16 1768 

FR pH 2,5 0,06 0,50 0,030 0,06 4716 

FNR Afinidad 0,83 60,0 49,62 20.75 ±e ---- 

a. La actividad especifica de aglutinación se define como la cantidad mínima de proteína (µg) 

total que se requiere para tener aglutinación (+1). Se utilizó una suspensión de eritrocitos Tn 

al 2.5 %. 

b. A partir de 118 mg de proteína aplicados sobre DEAE-Sephadex 

c. A partir de 64,5 mg de proteína tratados con pectinex y aplicados sobre Sepharosa 4B-IgG  

d. Método de concentración por ultrafiltración con gas Nitrógeno  

e. ±: Aglutinación débil. 

f. Extracción a partir de 50,0 g de Harina de S. bogotensis (SBo) 

g. Cuantificación por el método del ácido bicinconinico (BCA) 

 

 

6.1.3. Análisis de péptidos trípticos obtenidos de la LSBo-I por nano LC-
MS/MS para determinar la secuencia de aminoácidos  

 

La banda del monómero de la LSBo-I, fue extraída del gel (Figura 36) y tratada con 

tripsina. Para evaluar la eficiencia de la hidrólisis, los digeridos fueron sometidos 

inmediatamente a cromatografía líquida y posteriormente a espectrometría de 

masas. Los péptidos trípticos fueron analizados y después de eliminar 

redundancias, se seleccionaron los más abundantes o principales. Se obtuvo (12) 

doce secuencias de péptidos, que fueron alineados con proteínas reportadas en 

Unipot (https://www.uniprot.org/blast/), tipo leguminosa (LegB). Igualmente se 

realizó BLASTp para contrastar el alineamiento (Anexo C) y verificar la identidad de 
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los péptidos contra lectinas, encontrándose entre el 70 – 100 % identidad con 

proteínas que tienen en su estructura dominios de lectina tipo Leguminosa (LegB) y 

porcentaje de cobertura entre 2 y 9 % (Tabla 7). Solamente los péptidos 1 y 2 

encajan en el dominio tipo LegB, los demás en el dominio kinasa u otra parte de la 

secuencia que no pertenece al dominio.  

 

Figura 36. SDS-PAGE 15 % LSBo-I. Se observa la banda de proteína que fue 
cortada y sometida a digestión con tripsina.  

 

Tabla 7. Péptidos obtenidos por digestión tríptica y secuenciación (MS/MS)  

N° Péptido 
% de 

cobertura 
Proteína 

 

Pfam 

 

Características 

moleculares 

Identificación 

UNIPROT 

1 

TQGWIDYEA

GSNRLEVR 

184-200 

5 

Proteína de Malus 

baccata, 

 

Lectina 

LegB 

28-267 

351 aminoácidos 

37,803 Da. 

Proteína inferida 

por homologíaa 

A0A540KTT4 

2 

IGFSASTGD

WVEVHNILS

WSFNSSLEIN

NGKNNMGLII

GLVVEPSK 

240-285 

 

9 

Proteina Quinasa 

ser/Thr no 

especifica de  

Acer yangbiense 

 

Lectina 

LegB 

28-275 

536 aa 
59,653 Da 

Proteína predichab 

A0A5C7HSP9 
 

3 

MEISRLDQDN

QQLMAIGSGI

R 

1-21 

8 

Proteína de 

Camellia sinensis 

var. sinensis 

 

 

 

Lectina 

LegB 

195-279 

280 aa 
30,649 Da 

Proteína predichab 

A0A4S4D761 
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4 

GNGSSWRLS

ATLAEPFTDD

R 

714-733 

2 

Dominio de 

lectina de 

leguminosa 

Paenibacillus 

thiaminolyticus 

 

Lectina 

LegB 

84-325 

807 aa 
89,034 Da 

Proteína predichab 

A0A378ZGP7 
 

5 

QVLADVAEG

LNYLHHGWD

QVVVHRDIKS

SNILLDSDMR 

406-503 

6 

Proteína Quinasa 

de Populus 

trichocarpa 

LectinaLeg

B 

19-273 

p-kinasa 

347-617 

655 aa 
71,933 Da 

Proteína inferida 

por homologíaa 

B9IEY2 
 

6 

LKLNNGVTV

GSFVVLVLIAL

FSLFLIKR 

192-219 

5 

Protein kinase 

domain-

containing protein 

Gossypium 

barbadense 

 

Lectina 

LegB 

25-205 

p-Kinasa 

254-522 

589 aa 
66,100 Da 

Proteína inferida 

por homologíaa 

A0A5J5R3X5 
 

7 

LSLGEIKLAT

MGFNQNRVV

GEGGSATVY

K 

358-386 

4 

Dominio de 

protein quinasa 

de Cucumis 

sativus 

(Cucumber) 

Lectina 

LegB 

19-268 

p-kinasa 

371-642 

695 aa 
76,864 Da 

Proteína por 

homologíaa 

A0A0A0KD87 

 

8 

QFVAEVVTM

GNIQHRNLVP

LLGYCR 

390-414 

4 

Lectina tipo L con 

dominio de 

receptor quinasa 

de Arabidopsis 

thaliana 

Lectina 

LegB 

24-273 

p-Kinasa 

350-618 

667 aa 
74,097 Da 

Proteína inferida de 

la homologíaa 

Q9M3D7 
 

9 

QLAVELDTS

MNDFDPDGN

HVGIDTRSIIH

PFAAK 

149-182 

5 

Probable lectina 

Tipo L-con 

receptor quinasa 

de Juglans regia 

Lectina 

LegB 

24-277 

p-Kinasa 

346-609 

 

668 aa 
73,254 Da 

Proteína inferida de 
la homologíaa 

 

A0A2I4E0E5 
 

10 

VQYDGKNISV

FVPLVNLTST

NMNGPVLTL

PLNLSDYLPE

K 

197-236 

6 

Serina/threonina 

proteina quinase 

de Trema 

orientale 

Lectina 

LegB 

28-284 

p-Kinasa 

346-622 

 

669 aa 
74,392 Da 

Proteína inferida de 
la homologíaa 

 
 

A0A2P5B974 
 

11 

IFPNSSKLFV

GFSAATGNA

VSGHYILWW

SFSTGRGSP

HGLDISK 

293-326 

6 

Proteina Quinasa 

de Brassica 

campestris 

Lectina 

LegB 

46-290 

p-kinasa 

359-626 

713 aa 
79,011 Da 

Proteína inferida de 
la homologíaa 

 

A0A3P6CHY4 
 

12 

VSKSSKQGIN

EYASEVR 

283.-326 

3 

 

Proteína quinasa 

de Helianthus 

annuus 

Lectina 

LegB 

22-263 

p-kinasa 

347-616 

62 aa 
74,154 Da 

Proteína inferida de 
la homologíaa 

 

A0A251RVA4 
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a. Indica que la existencia de una proteína es probable porque existen ortólogos claros en 

especies estrechamente relacionadas. 

b. Se utiliza para entradas sin evidencia a nivel de proteína, transcripción u homología. 

 

Se realizó un alineamiento múltiple de los 12 péptidos con la secuencia parcial de 

la lectina LSBo-I (Anexo D), mediante el programa bioinformático Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), de acuerdo con estos resultados se 

seleccionaron los péptidos 1, 2, 3, 11 y 12 debido a que mostraron ser los que 

alinearon con una mayor cantidad de aminoácidos conservados y en forma más 

completa.  

 

Con los péptidos seleccionados, se hicieron alineamientos pareados obteniendo 

una mayor cobertura. El péptido N° 1, con un total de 17 aminoácidos, alineó doce 

(12) de ellos en las posiciones 189 a 201, abarcando una sección de la secuencia 

que no se había determinado, permitiendo postular 5 aminoácidos, EAGSN, en las 

posiciones 192-196. Respecto a la secuencia de LSBo-I, se presentaron cambios, 

N/D (190), L/V (200), propios de la técnica de secuenciación por masas, que se 

basa en la diferencia de peso molecular para identificar los residuos, siendo menos 

exacta y más subjetiva que la obtención de secuencia por el método Edman, donde 

se identifica con exactitud cada aminoácido. Otras sustituciones, están dadas por 

cambios como Q/R (201), Y/R (197) y E/L (98) (Figura 37-A).  

 

El péptido N° 2 con 46 aminoácidos alineó en la secuencia hacia el extremo C-

terminal, desde la posición 228 hasta la 274. Se conservan 10 aminoácidos y se 

presentan sustituciones en 7 posiciones con aminoácidos similares, V/I, L/F, A/S, 

K/H, N/D, A/S, M/S. Se postuló en la secuencia 18 aminoácidos que no se habían 

asignado (figura 37-B). El péptido N° 3 con 21 aminoácidos, presentó alineamiento 

de 11 aa de la posición 14 a la 24 de la secuencia, con 4 aminoácidos conservados 

y una sustitución idéntica (T/S), este se alineó hacia el extremo N-terminal (Figura 

37-C). El péptido N° 11 con 44 aminoácidos, se alineo en extremo C- terminal de la 

secuencia, se conservaron 9 aminoácidos y hay 6 sustituciones con aminoácidos 

de propiedades bioquímicas similares (Figura 37-D). Finalmente, el péptido N°12 

con un total de 17 aminoácidos, alineó 13 de ellos en la posición 207 a 219; con 3 

aminoácidos conservados, 2 sustituciones por aminoácidos idénticos, que permitió 

añadir cuatro aminoácidos que no se habían determinado como se muestra en la 

figura 37-E. 

 

 

A. 
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B.  

 
C. 

 
D.  

 
E.  
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Figura 37. Alineamientos pareados de Secuencia parcial de LSBo-I con los 
péptidos (A) Péptido 1, (B) Péptido 2, (C) Péptido 3, (D) Péptido 11, (E) Péptido 12. Un * 
(asterisco) indica residuo conservado. Dos puntos (:), indican conservación entre grupos 
de propiedades muy similares. Un punto (.), indica la conservación entre grupos de 
propiedades débilmente similares.  

 

 

El alineamiento múltiple de los péptidos junto con las secuencias de la LSBo-I y la 

que se propone en el presente trabajo (propuesta), permitió ampliar la cobertura, 

proponiendo 29 aminoácidos en las posiciones que no se habían sido determinados 

previamente (Figura 38, resaltados en color morado), hacia el extremo C-terminal 

en su mayoría. En color rojo se resaltan los aminoácidos conservados, en azul claro 

cambio en aminoácidos con propiedades muy similares y en color amarillo se indica 

que los aminoácidos son diferentes. La secuencia propuesta tiene 278 residuos, de 

los cuales 248 aminoácidos fueron ubicados o asignados en los alineamientos 

(Figura 39) lo que corresponde al 71 % del total de los 347 residuos reportados 

previamente para LSBo-I por el análisis de aminoácidos y la determinación del peso 

molecular por espectrometría de masas modo de ionización electrospray (MS-ES) 

(4).  

 

 
Pep1        ------------------------------------------------------------ 0 

LsBO-I      MATLLQNLLTATSRxxTLLDLDNTRxSxTLLTHPNFNGDLGHGQHGSGSGQSPSPSRFxA 60 

Pep3        -------------MEISRLDQDNQ------------------------------------ 11 

Pep2        ------------------------------------------------------------ 0 

Pep11       ------------------------------------------------------------ 0 

Pep12       ------------------------------------------------------------ 0 

Propuesta   MATLLQNLLTATSMEISRLDQDNQRxSxTLLTHPNFNGDLGHGQHGSGSGQSPSPSRFxA    60                                                             

 

 

Pep1        ------------------------------------------------------------ 0 

LsBO-I      LTGALAQKVGTSVHPNPSSNLEGGDAFEFVGPKxFxITxxxxxxxADGxAxFxxPVGxxx 120 

Pep3        ------------------------------------------------------------ 11 

Pep2        ------------------------------------------------------------ 0 

Pep11       ------------------------------------------------------------ 0 

Pep12       ------------------------------------------------------------ 0 
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Propuesta   LTGALAQKVGTSVHPNPSSNLEGGDAFEFVGPKxFxITxxxxxxxADGxAxFxxPVGxxx    120                                                              

 

 

 

Pep1        ----------------------------------------TQGW---------------- 4 

LsBO-I      PSGSTGGYLGAVNPKGxGxxxQGVDADLNGxGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNSELVQSSG 180 

Pep3        -----------------------------Q------------------------------ 12 

Pep2        ------------------------------------------------------------ 0 

Pep11       ------------------------------------------------------------ 0 

Pep12       ------------------------------------------------------------ 0 

Propuesta   PSGSTGGYLGAVNPKGxGxxxQGVDADLNGxGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNSELVQSSG    180 

                                                                       

 

Pep1        --------IDYEAGSNRLEVR--------------------------------------- 17 

LsBO-I      LGHQESRxINYxxxxxYEELQVTAGxRKxxxxSYEAELDDFVTLQVTVGLSAATSGDGVE 240 

Pep3        ------------------------------------------------------------ 12 

Pep2        -----------------------------------------------IGFSASTGDWVEV 13 

Pep11       --------------------------------IFP------NSSKLFVGFSAATGNAVSG 22 

Pep12       --------------------------SKQGINEYASEVR--------------------- 17 

Propuesta   LGHQESRxIDYEAGSNRLEVRVTAGxSKQGINEYASEVRDFVTLQVTIGFSAATGDWVEV    240                                                              

 

Pep1        -------------------------------------- 17 

LsBO-I      KDIxxWxFTAxMxxxxxxxxxxxxxxGxxIRQxV---- 274 

Pep3        ----------------------LMAIGSGIR------- 21 

Pep2        HNILSWSFNSSLEINNGKN-----NMGLIIGLVVEPSK 46 

Pep11       HYILWWSFSTGRGSPHGLD-----ISK----------- 44 

Pep12       -------------------------------------- 17 

Propuesta   HNILSWSFNSSLEINNGKNxxxLMAIGSGIRLVVEPSK 278                                            

Figura 38. Alineamiento múltiple de los 5 péptidos seleccionados (1,2,3,11 y,12) 
con la lectina parcial de LSBo-I y la secuencia nueva (propuesta) de 278 aa. 

 
 
En Lamiáceas únicamente se ha reportado la secuencia de lectinas de las especies 

Glechoma hederacea (Gleheda) y S. miltiorrhiza (LSM), específicas para el antígeno 

Tn. La secuencia de la LSM fue obtenida a partir de clonación molecular del gen 

codificado por 822 pb, y fue comparada con varias secuencias de lectinas de 

Leguminosas, mostrando un rango de identidad entre el 29 y el 43 % (154). Por su 

parte Gleheda (lectina obtenida de las hojas de Glechoma hederácea) se obtuvo 

por clonación de un gen de 819 pb que codifica los 273 aminoácidos reportados. 

Las dos especies están clasificadas entre las “lectinas tipo Leguminosa”. El 

alineamiento de estas dos secuencias mostró 42 % de identidad entre ellas (5). En 

la figura 34 se presenta la secuencia primaria de la LSBo-I propuesta en este 

trabajo. 

 
        10         20         30         40         50         60  

MATLLQNLLT ATSMEISRLD QDNQRXSXTL LTHPNFNGDL GHGQHGSGSG QSPSPSRFXA  

 

        70         80         90        100        110        120  

LTGALAQKVG TSVHPNPSSN LEGGDAFEFV GPKXFXITXX XXXXXADGXA XFXXPVGXXX  

 

       130        140        150        160        170        180  

PSGSTGGYLG AVNPKGXGXX XQGVDADLNG XGSYGSGGGG NHGFCGSGSS SNSELVQSSG  
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       190        200        210        220        230        240  

LGHQESRXID YEAGSNRLEV RVTAGXSKQG INEYASEVRD FVTLQVTIGF SAATGDWVEV  

 

       250        260        270  

HNILSWSFNS SLEINNGKNX XXLMAIGSGI RLVVEPSK  

Figura 39. Estructura primaria parcial LSBo-I propuesta. Los residuos resaltados 
en rojo corresponden a aminoácidos importantes para el reconocimiento de los antígenos 
T y Tn, que han sido reportados en otras lectinas con especificidad por el antígeno T o Tn. 
La (x) indica la posición en la que no se identificó el aminoácido. 

 

Se realizó el alineamiento múltiple de LSBo-I con 10 lectinas específicas por el 

glicotope Tn y que pertenecen a diferentes familias, de la familia Lamiacea: Gleheda 

y S. miltiorrhiza; de la familia Fabacea: V. villosa isolectina B4 (VVB4), Arachis 

hypogaea (PNA), V. macrocarpa (VML), P.tetragonolobus (WBAI) y G. simplicirifolia 

(GcLA4); de la familia Moraceae: Morus nigra (Morniga- G) y Artocarpus integrifolia 

y de la familia Amarantacea, la lectina Amaranthus caudatus, para esto se empleó 

el programa Clustal Omega 12.1 (Figura 40). En azul claro se resaltan los 

aminoácidos altamente conservados en las diferentes especies. Por ejemplo, las 

glicinas (G) en las posiciones 126 y 130 de LSBo-I, se encuentra conservada en 

todas las especies de lectinas (*), estas han sido reportadas como aminoácidos 

importantes en la interacción con el carbohidrato en algunas de ellas (2,154,155). 

 
Amarantina      ---MAGLPVIMCLKSNNNQKYLRYQSDNIQQYGLLQFSADKILDPLAQFEVE--PSKTYD 55 

Morniga-G       MASSSFL----------------------------S------------------------ 8 

Jacalina        ------------------------------------------------------------ 0 

WBAI            --------------------------------ETQSFNFD-------HFEENS-KELNLQ 20 

VVB4            -------------------------------SESTSFSFT-------NFNPNQ-ENLILQ 21 

VML             -------------------------------SEVVSFSFT-------KFNPNP-KDIILQ 21 

PNA             MASNSKIPLYLPLLASM--AIFLILLHSVNSVDVTTFLFD-------RFDQNN-ENLIIQ 50 

GsLA4           ----------------------------XNTVNFTYPDFW-------SYSLKNGTEITFL 25 

LSBo-I          ---MATLLQNLLTATSM--EISRLDQDNQRXSXTLLTHPN--------FNGDLGHGQHGS 47 

SML             ---MAKLLQNLIPLLSA--IVLLLAAANTVRSQTTSFTYD--------FWGDQPNDLIYQ 47 

Gleheda         -MANQKLPQTLVSI-----AALFLMVANMALSKTTHF--------------AVPPALTFQ 40 

                                                                                  

 

Amarantina      GLVHIKSRYT---------NKYLVRWSPNHYWITASANEPDENKSNWACTLFKPLYVEEG 106 

Morniga-G       --------LSFLILLFSISSANTRKWSLSN------------------GLDQKPISIIEA 42 

Jacalina        ------------------------------------------------------------ 0 

WBAI            RQASIKSSGV-LELTKLTKNGVPVWKSTGR------------------ALYAEPIKIWDS 61 

VVB4            EDALVNSKGT-LELT---KNGKPVPESLGR------------------NC---------- 49 

VML             GDALVTSKGK-LQLTKV-KDGKPVDHSLGR------------------ALYAAPIHIWDD 61 

PNA             GDASVSSNGA-LQLTRVDSSGVPQGGSVGR------------------ALYSEPISLYDK 91 

GsLA4           GD-ATRIPGA-LQLTKTDANGNPVRSSAGQ------------------ASYSEPVFLWDS 65 

LSBo-I          GSGQSPSPSRFXALT------GALAQKVGT------------------SVHPNPSSNLEG 83 

SML             GSAHFPSRTTFLRLT------DALSSQVGR------------------VVHSNPVQFSQG 83 

Gleheda         GDAFDPNDTSFIRLT------TSHTWSVGR------------------VMYSKPLTDWGE 76 

                                                                                  

 

Amarantina      NMKKVRLLHVQLGHYTQNYTVGGSFVSYLFAESSQ---IDTGSKDVFHVIDWKSIFQFPK 163 

Morniga-G       AIGVSEDL----------------LNLNGMEAKNN---QQSGKSQTIVVGTWGAQVTS-- 81 

Jacalina        -----------------------------------------MASQTITVGPWGGP----- 14 

WBAI            TTGNVASF----------------ETRFSFNITQPYAYPEPADGLTFFMVPPNSP--G-- 101 

VVB4            --TTLASF----------------TTSFSFVMSAPNS-LDVADGLAFFLAPPDTQ--P-- 86 

VML             STDRVASF----------------ATSFSFVVEAPDE-SKTADGIAFFLAPPDTQ--P-- 100 



 

63 
 

PNA             STGAVASI----------------FTSFIFLISSPSD--TPGDGLTFFLASPDTTIPP-- 131 

GsLA4           -TGKAASF----------------YTSFTFLLKNYGA--PTADGLAFFLAPVDSSVK--- 103 

LSBo-I          --GDAFEF----------------VGPKXFXITXXXX-XXXADGXAXFXXPVGXXXPS-- 122 

SML             --GNQVDF----------------ETTVNFIITPGPD-NTPADGLAFFIAPVGTTAPT-- 122 

Gleheda         --GKQVHF----------------KTKISFNITSIA--GNKADGVALFMVPVGPPIPN-- 114 

                                                                  .               

 

Amarantina      RYVTFKGNNGKYLGVITINQLPCL----QFGYDNLNDPKVAHEMFVTSNGTICIKSTYMN 219 

Morniga-G       -SNGVAFDDGSYTGIREINFEYNN---------ETAIGSIQVT-----------YDVNGT 120 

Jacalina        --GGNGWDDGSYTGIRQIELSYK-----------EAIGSFSVI-----------YDLNGE 50 

WBAI            ------GEDGGNLGVFKPSNPE-------------GDNALAVE-----------FDTFQN 131 

VVB4            ------QKRGGFLGLFKDRKHD------------ISYQSVAVE-----------FDTYSN 117 

VML             ------QKDGGFLGLFNDSNK--------------SIQTVAVE-----------FDTFSN 129 

PNA             ------NSGGGYLGLFSASNALNNTRKELVGFKSTSDKVVAVE-----------FDTYPN 174 

GsLA4           -------DYGGFLGLFRHETAADP----------SKNQVVAVE-----------FDTWIN 135 

LSBo-I          ------GSTGGYLGAVNPKGX--------------GXXXQGVD-----------ADLNGX 151 

SML             ------GSNGANLGVFESNGN--------------GAAVFAVE-----------VDTYVN 151 

Gleheda         ------GGAGGNLGLFDSSGV--------------GKSIFAVK-----------FDTHA- 142 

                         *   *                                         .     

 

Amarantina      KFWRLS------------------------TDDWILVDGNDPR------------ETNEA 243 

Morniga-G       PFEAKKHASFITGFTQVKIGLDFPSEYI------VEVSGYT----GKVSGY-----TLVR 165 

Jacalina        PFSGPKHTSKL-PYNNVKIELRFPDEFL------ESVSGYT----APFSALATPT-PVVR 98 

WBAI            T--------WDPQVPH--IGIDVNSIVSSKTLHFQLENGGV---ANVVIKYDSPTKILNV 178 

VVB4            V--------WDPNTTH--IGIDTNTIESKKITPFDMVYGE---------------KILFA 152 

VML             T--------WDPSARH--IGINVNSIESMKYVKWGWENGKV---ANVYISYEASTKTLTA 176 

PNA             LNL------GDPDYKH--IGIDVNSIKSEVTAEWDFQNGEP---VAVTIFYDPYAKTLRV 223 

GsLA4           KDW------NDPPYPH--IGIDVNSIVSVATTRWENDDAYGSSIATAHITYDARSKILTV 187 

LSBo-I          G-S------YGSGGGG--NHGFCGSGSSSNSELVQS--SGLGHQESRXIDYEAGSNRLEV 200 

SML             G-A------WDPLYPH--IGIDIGSRASSNTTQVDS--SILGQQVTLLINYVGATRMITA 200 

Gleheda         N-V------WDPPCRH--IGINVNSRVPVAHKCMDD--SVNWEDVTLSINYDEADKIITV 191 

                                                      .                      

 

Amarantina      AALFRSDV-HDF-------NVISLLNMQKTWFIKRFTSGKPGFI---------------- 279 

Morniga-G       SLTFKTNK-ETYGPYGVTSDTHFKLPI-QNGLIVGFKGSVGYWLDYIGFHLSL------- 216 

Jacalina        SLTFKTNKGRTFGPYGDEEGTWFNLPI-ENGLIVGFKGRTGDLLDAIGVHMAL------- 150 

WBAI            VLAFHSVG-TVY-TLSNIVDLKQEFPN-SEWVNVGLSATTGYQKNAVETHEIISWSFTSS 235 

VVB4            SLVFPV--------------SQDILP---EYVRVGFSATTGLNEGVVETH---------- 185 

VML             SLTYPSNA-TSY-IVSANVDLKSALP---EWVRVGFSATSGLSRDHVETHDVLDWSFTST 231 

PNA             FASYP-NG-YNV-DFTHDIDLTTVLP---EQVRVGFSGATGQY---SQINNIISWSFGSI 274 

GsLA4           LLSYE-HG-RDY-ILSHVVDLAKVLP---QKVRIGFSAGVG-Y---DEVTYILSWHFFST 237 

LSBo-I          RVTAG-XS-KQG-INEYASEVRDFVT---LQVTIGFSAATGDW---VEVHNILSWSFNSS 251 

SML             KVTAG--S-KTF-EVSYEYDLSDFVT---EQVQVGLSASTGQH---VATHDIVSWYFTAT 250 

Gleheda         RAQVG-LT-NHY-DLSHKLDLSTILE---KKVQVGLSASTGTN---IALHDINYWEFTAN 242 

                                        .      .   :..                       

 

Amarantina      -NCMNAA---TQNVDETAILEIIELGSNN 304 

Morniga-G       ----------------------------- 216 

Jacalina        ----------------------------- 150 

WBAI            LQETN------------------------ 240 

VVB4            ----------------------------- 185 

VML             LQAPSDDSN-------------------- 240 

PNA             LGKSFKVEKG-------GIASVV------ 290 

GsLA4           LDGTNK----------------------- 243 

LSBo-I          LEINNGKNXXXLMAIGSGIRLVVEPSK-- 278 

SML             MVQSKAVARSRKELAGNIIRQFV------ 273 

Gleheda         MICDSDS----DSVDGAGIRQLVST---- 263 

Figura 40. Alineamiento múltiple de LSBo-I (S. bogotensis I) (en rojo), con 10 
lectinas específicas por el glicótope Tn pertenecientes a diferentes familias. Amarantina 
(Amaranthus caudatus), Morniga-G (Morus nigra), Jacalina (Artocarpus integrifolia), WBAI 
(P. tetragonolobus), VVB4 (Vicia villosa B4), VML (V. macrocarpa), PNA (Arachis 
hypogaea), GsLA4 (Griffonia simplicirifolia), SML (S. miltiorrhiza), Gleheda (G. hederácea). 
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En rojo (LSBo-I), Azul (aminoácidos conservados en las secuencias), verde (aminoácidos 
que interactúan en el reconocimiento al carbohidrato.  

 

LSBo-I mostró mayor porcentaje de identidad 35,16 y 23, 37 % con las Lectinas de 

S. miltiorrhiza y Gleheda pertenecientes también a la familia Lamiacea, y menor 

porcentaje (11,68 %) con la lectina de Amaranthus caudatus perteneciente a la 

familia Amaratacea, con las demás presentó porcentajes de identidad entre 15 y 21 

% (Figura 41-A). Estos porcentajes se corroboran con al árbol filogenético, en el que 

se muestra que LSBo-I está más relacionada con la lectina de S. miltiorrhiza y 

Gleheda (las tres pertenecen a la familia Lamiaceas), pero a su vez también están 

filogenéticamente relacionadas con las 5 lectinas de la familia Fabaceae (WBAI, 

VVB4, VML, PNA y GsLA4) todas ellas con plegamiento de lectina tipo Leguminosa. 

También se observa que LSBo-I esta menos relacionada filogenéticamente con las 

lectinas de la familia Moraceae (Morniga-G y A. integrifolia) cuyas lectinas 

pertenecen a la familia Jacalina y de la familia Amarantacea, la A. caudatus, de la 

familia de lectinas Amarantina (Figura 41-B).  

 

Figura 41. (A) Porcentaje de identidad entre las lectinas alineadas con LSBo-I. 
(B) árbol Filogenético. 

 

Para las lectinas de Lamiacea, las interacciones con el glicotope T se dan a través 

de puentes de hidrógeno que se establecen con tres aminoácidos Asp, Gly, Asn 

implicados directamente en el reconocimiento. Con la lectina de Gleheda se 

establecen puentes de hidrógeno entre los OH, 3, 4, 5, 6 y el grupo N-acetil del 

GalNAc con los aminoácidos Asp73, Gly93, Asn117, Thr201 y Asn202 y la His115 

que interactúa con el anillo piranosa del azúcar (3). En la interacción con la lectina 

de S. miltiorrhiza son importantes los aminoácidos Asp107, Ala139, Asn151, 

Gly234, Gln235 e His236 en el sitio de interacción con el carbohidrato (2); en la 

secuencia de LSBo-I los aminoácidos Asn149 y Gly236 están en posiciones 

cercanas, lo que podría sugerir que son también residuos críticos en el 

reconocimiento del antígeno Tn (5).  
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En fabáceas, las lectinas de Vicia villosa isolectina B4 (VVLB4), los residuos Asp85, 

Gly103 y Asn129 hacen parte de una red de ocho puentes de hidrógeno formados 

con OH, 3, 4, 6 y el grupo N-acetil del GalNAc del antígeno Tn. La Tyr127 se 

identificó como un aminoácido importante en la interacción de VVLB4 con el anillo 

piranósido del GalNAc, interacciones que son determinantes para la especificidad 

de esta lectina (155) Con la lectina de V. macrocarpa, el anillo interactúa con el 

grupo aromático de Phe129 y la cadena alifática de Leu215. Los puentes de 

hidrógeno se presentan entre los grupos OH 3, 4 y 6-OH, así como con el oxígeno 

del grupo carbonilo del grupo N-acetil con Gly107 y las cadenas laterales de Leu215, 

Ser216, Asp109 y Asn131 (105). En la lectina de A. hypogaea (PNA) se reporta 

como aminoácidos importantes en la interacción con el carbohidrato, Asp83, 

Gly104, Asn127 y Ser211. El anillo piranósido de Gal interactúa con la Tyr125. El 

residuo GalNAc sobresale del sitio de unión a carbohidrato e interactúa mediante 

dos enlaces de hidrógeno con Ser211 y Gly212 (156). 

 

Para la lectina de A. caudatus (Amarantina), perteneciente a la familia Amarantacea, 

se reportó, que los residuos que forman el sitio de unión a carbohidrato, 

reconociendo específicamente el antígeno T son: Asn74, His75, Tyr76, Trp77 y 

Gln262, y presenta interacciones mediadas por cinco puentes de hidrógeno con Gal 

y tres con GalNAc (5). La especificidad en el reconocimiento también está generada 

por algunas moléculas de agua presentes, que forman puentes de hidrógeno con 

los dos monosacáridos del antígeno T (157).  

 

En la familia Moraceae se ha encontrado que el sitio de unión a carbohidrato de la 

jacalina, lectina de Artocarpus integrifolia (158) que interactúa con el antígeno T, 

mediante el residuo de GalNAc a través de la formación de nueve puentes de 

hidrógeno entre O4, O5, O6 y el grupo N-acetil con Gly8, Gly121, Tyr122, Trp123 y 

Asn125.  

 

Con respecto al análisis de aminoácidos de la LSBo-I (Tabla 8), se observa que la 

proteína se compone de alto porcentaje de residuos de glicina (Gly) 14,4%, serina 

(Ser) 12 %, leucina (Leu) 7,6 %, alanina (Ala) 5,8 % y glutamina (Gln) /ácido 

glutámico (Glu) 4,3 %. En los péptidos analizados no se encontró ningún residuo de 

cisteína de los cuatro (4) que fueron propuestos, y que forman dos puentes disulfuro 

intracatenarios (15,16); lo que indica que la hidrólisis y el método de secuenciación 

realizado no fue adecuado para hacer su detección. Adicionalmente, el análisis de 

aminoácidos que incluyó un proceso de oxidación perfórmica y mostró la presencia 

de ácido cisteco, y ausencia de metioninsulfona. Contrario a las dos secuencias 

propuestas que incluyeron dos (2) y tres (3) residuos de metionina en su estructura, 

lo que es inusual debido a que este aminoácido es escaso en proteínas. Para las 

lectinas de Gleheda, S. sclarea y S. miltiorrhiza se reportaron en el análisis de 
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aminoácidos, uno (1) y tres (3) residuos de metionina (Met) respectivamente. De 

acuerdo con (159), no hay enlace S-S presente en la subunidad de 26 kDa de la 

lectina de Molucella laevis (MLL), mientras que un enlace S-S une las dos 

subunidades para S. sclarea (SSL) y Gleheda (14,82). 

  

Tabla 8. Análisis de aminoácidos obtenidos de la LSBo-I  

N° Aminoácido  
LSBo I, 

Wilches (5) 

LSBo_I, 
Este 

trabajo** 

 
Vega, Pérez (4) 

1 Ala A 16 16 36 

2 Cys C 1 1 4 

3 Asp D 11 10 * 

4 Glu E 9 12 * 

5 Phe F 9 10 4 

6 Gly G 37 40 92 

7 His H 6 7 4 

8 Ile I 4 9 6 

9 Lys K 5 6 21 

10 Leu L 21 21 10 

11 Met M 2 3 0 

12 Asn N 11 17 15 (Asx) 

13 Pro P 9 10 13 

14 Gln Q 10 11 42 (Glx) 

15 Arg R 6 8 3 

16 Ser S 25 33 60 

17 Thr T 16 13 13 

18 Val V 13 16 10 

19 Trp W 1 2 9 

20 Tyr Y 5 4 5 

No determinados (x) 58 31 0 

N° total de residuos de 
la secuencia 

274 278 

347 No Residuos 216 247 

% cobertura 62 71 

Masa molecular (Da) 22119 25710  32509 

 (5)Wilches Torres MA. Aproximación a la estructura primaria de lectinas específicas para el 

 antígeno Tn e identificación de nuevas lectinas específicas para glucosa/manosa en semillas 

 de S. bogotensis y Lepechinia bullata. Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogotá; 

 Análisis de aminoácidos obtenido de la secuencia parcial de LSBo-I.  
(4). Vega N, Pérez G. Isolation, and characterisation of a S. bogotensis seed lectin specific 
for the Tn antigen. Phytochemistry. 2006;67(4):347–55. Análisis de aminoácidos realizado 
por hidrólisis total de la proteína en condiciones ácidas y/o por oxidación perfórmica. Peso 
molecular 38702 Da con 16 % de carbohidratos.  
** Este trabajo.  Análisis de aminoácidos obtenido de la secuencia parcial de LSBo-I.  
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Si se tiene en cuenta el análisis de aminoácidos faltaría por añadir en la secuencia, 

residuos de Ala, Cys, Gly, Lys, Ser y Trp, aunque se observa también un exceso de 

aminoácidos hidrofóbicos. Para LSBo-I se logró secuenciar 25710 Da de masa 

molecular (https://web.expasy.org/compute_pi/) de los 32509 Da (16) determinados 

previamente, aún faltan por secuenciar 6799 Da que corresponden con ~62 

aminoácidos. En la secuencia reportada para la lectina de S. miltiorrhiza no se 

reportaron cisteínas (2), mientras que en Gleheda se reportaron tres, dos que 

forman un puente disulfuro y un tiol libre (154).    

 

 

6.1.3.1. Modelamiento de la estructura terciaria 
 
Se realizó predicción de la estructura terciaria de la proteína empleando el método 

de homología con los servidores I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) y 

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). En cada 

programa se cargó la secuencia de aminoácidos en formato FASTA, en las 

diferentes herramientas conforme al método de predicción, se seleccionó un 

análisis de construcción intensa y por defecto, con la finalidad de obtener resultados 

más exactos y precisos. 

 

El programa I-TASSER (Intractive Threading Assembly Refinement) es una 

plataforma unificada y automatizada, que permitió la predicción de la estructura de 

la proteína mediante threading (enhebrado) en la que usó como plantilla cinco (5) 

estructuras cristalográficas de lectinas de fabáceas, la isoforma de la Lectina de 

Tetragonolobus lotus (PDB: 2EIG,) con 234 aminoácidos que reconoce L-fucosa, 

lectina de Maackia amurensis (MAL) (1DBN) con 239 aminoácidos que reconoce 

2-3 ácido siálico, lectina de Dioclea altissima (7LJG) con 237 aminoácidos 

especifica por residuos de manosa, fitohemaglutina (PHA) (1G8W) de Phaseolus 

vulgaris con 233 aminoácidos y la lectina de Pterocarcpus angolensis lectin (1N3O), 

con 252 aminoácidos y especifica por manosa (Man)/ Glucosa (Glc). Como 

resultado de la predicción, se generaron cinco (5) modelos para LSBo-I; la mejor 

predicción arrojó un C-score=-0.48, TM-score = 0.65±0.13 RMSD = 6.8±4 (Figura 

42). El sistema de puntuación C-score, está relacionado con la calidad del modelo, 

generalmente está en el rango de [-5,2], donde un puntaje C de valor más alto 

significa un modelo confiable y viceversa. Por su parte, TM-score y RMSD miden la 

similitud estructural entre dos estructuras y la calidad del modelo.  

 

 

https://web.expasy.org/compute_pi/
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Figura 42. Estructura obtenida con I-Tasser sin minimización de energías. 
Izquierda, vista posterior de 6 hebras antiparalelas. Derecha, vista frontal bolsillo de unión 
a ligando característico de leguminosas. 

 
La validación del modelo se realizó por Ramachandran con Procheck vía PDBsum 

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/Generate.html) y MolProbity 

(servicio web de validación de estructuras para diagnosticar problemas en modelos 

3D de proteínas), calculando la validación global y local para contactos de todos los 

átomos, geometría covalente y conformación tipo Ramachandran y rotámeros. El 

modelo predicho por I-Tasser (Figura 42) presentó una geometría baja, solamente 

el 57 % de los ángulos diedros de residuos distintos a prolina y glicina dentro de las 

regiones más favorecidas y 10 % de los residuos se encuentran por fuera de ellas 

según las validaciones realizadas por MolProbity y por Ramachandran (Anexo E). 

 

El modelo obtenido por Phyre2, utilizó como modelo la lectina de Bowringia 

milbraedii con 240 aminoácidos (PDB 2FMD), que reconoce Man (1-2) Man. Esta 

predicción presentó buena estereoquímica ya que el 98,7 % de los ángulos diedros 

de residuos distintos a prolina y glicina se encuentran en las regiones más 

favorecidas respecto en el diagrama de Ramachandran (Anexo E). Se realizó 

minimización de energías de los dos modelos propuestos I-Tasser y Phyre2 con el 

servidor GalaxyWEB ya que fue el único que mejoró la mayoría de los ítems que 

evalúa MolProbity. Sin embargo, el refinamiento del modelo obtenido por I-Tasser 

no optimizó los valores de MolProbity, en comparación con las correcciones 

estereoquímicas que obtuvo el modelo de Phyre2. A continuación, se presentan los 

resultados de validación por MolProbity y Prochek del modelo predicho por Phyre2 

(Figuras 43 y 44). 
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Figura 43. Validación predicha del modelo obtenido por Phyre2 refinado por 
GalaxyWEB empleando MolProbity.  

 

 

Figura 44. Validación predicha del modelo obtenido por Phyre2 refinado por 
GalaxyWEB empleando Ramachandran. 

 
La estructura terciara modelada para LSBo-I por Phyre2 con minimización de 

energías por GalaxyWEB, presenta características estructurales comunes en las 

lectinas de tipo vegetal. En general, este tipo de lectinas se caracterizan por tener 

una estructura tridimensional formada principalmente por hojas β que están 

conectadas por giros α y β. La estructura presenta rasgos característicos a las 

lectinas tipo leguminosa (L) que tienen una hoja β frontal curva con 5 a 7 hebras β. 

En este caso tiene 6 hebras (amarillas) (Figura 45-A), una hoja  posterior plana 

formada por seis (6) hebras antiparalelas, como se muestra en la figura 45-B y 

adicional a esto, aunque en este modelo no se alcanzan a percibir, posiblemente 

por la falta de los aminoácidos que componen la estructura, las lectinas tipo L 

también tienen una hoja superior de cinco (5) hebras que las mantiene unidas. 

Estas hojas forman una estructura aplanada en forma de domo con bucles 

localizados en la parte superior del monómero formando el dominio de 

reconocimiento de carbohidratos (CDR), el cual se puede ver en la vista lateral del 

modelo señalado con una flecha roja (Figura 45-C) (76). 
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Figura 45. Estructura predicha por Phyre2 con minimización de energías por 
GalaxyWEB para LSBo-I. (A) Hoja β frontal con 6 hebras (amarillas). (B) hoja β posterior 
con 6 hebras antiparalelas planas (Azules). (C) Vista lateral, espacio entre las dos hojas 
(frontal y posterior) y formación del bolsillo de unión a ligando característico de 
leguminosas (flecha roja) determinado por Discovery studio. 

 

El bolsillo de unión a carbohidrato se puede percibir mejor en la Figura 46, en ella 

se resaltan en rojo los aminoácidos importantes en la formación del bolsillo, entre 

ellos se encuentran tanto los aminoácidos de interacción directa con el 

carbohidrato, en este caso con GalNAC, como los aminoácidos que ayudan a 

estabilizar el bolsillo. En leguminosas, el bolsillo CRD está formado por cuatro 

bucles adyacentes entre sí, estas regiones presentan una alta variabilidad de 

residuos involucrados en la determinación de la especificidad, y se encuentra muy 

cerca de los sitios de unión de metales, lo que puede ayudar en la unión (76,77).  
 

 

Figura 46. Predicción de la estructura 3D de LSBo por Phyre2 en la que se 
resalta en rojo el bolsillo de unión a ligando a GalNac determinado por Discovery studio. 

 

Las hojas frontal y posterior en las lectinas tipo L son casi paralelas y se pueden 

encontrar a una distancia cercana a 13 Å, en este modelo se determinaron 

distancias promedio de 12,8 Å entre las hojas frontal y posterior (Figura 47). Se ha 

encontrado que esta distancia es importante para la formación de un cluster de 
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residuos hidrofóbicos cuyas cadenas laterales están posicionadas entre las hojas 

frontal y posterior dando un plegamiento estable (76). 

 

Figura 47. Predicción de la estructura tridimensional de LSBo-I predicha por 
Phyre2 con distancias entre las hojas frontal y posterior determinadas con Pymol. 

 

6.1.3.2. Acople molecular 

 
Teniendo el mejor modelo por Phyre2 se realizó la simulación de acople molecular 

con Autodock Vina, que se basa en la predicción de modos de unión característicos 

de un ligando a una proteína, cuya estructura tridimensional es conocida. Esta 

técnica utiliza una función de puntuación basada en la energía de interacción 

durante el acoplamiento en términos de la energía libre ΔG (160) o energía del 

“enlace” no covalente entre ligando y receptor, y mediante un gradiente de 

optimización evalúa la mejor posición dentro de la macromolécula el cual estima la 

perdida de entropía al momento de unión con la proteína, donde se da un total de 

seis evaluaciones por pares, cada una incluye términos energéticos de Van Der 

Waals, enlaces de hidrogeno, interacciones de Coulomb y solvatación (161). 

 

La simulación de acople molecular con Autodock-vina se realizó empleando tres 

ligandos: N-acetilgalactosamina (GalNac), glicotopes T (Galβ1,3GalNAcα1- 

Ser/Thr) y glicotope Tn (GalNAcα1-Ser/Thr). El grid de acoplamiento fue: 

Coordenadas npts x: 40, y: 22, z:46, centrado en x: 19,277, y: 23,761, z: 19,127. En 

la Tabla 9 se presenta un resumen de la afinidad y los sitios de unión que se obtuvo 

con cada uno de los ligandos. El complejo que presentó menor energía fue el de 

LSBo-I – glicotope T (-6.9 Kcal/mol) (Figura 48), seguido de glicotope Tn (-5,9 

Kcal/mol) (Figura 49), y por último GalNAc (-5.3 Kcal/mol) (Figura 50). Estos datos 

son comparables con los acoples realizados en trabajos previos, en los que las 

energías de acople de la lectina LSBo-I con estos tres ligandos fue de (-6.6) para 

el ligando T, (-6.1) para Tn y (-5.8) para GalNAc (5). Se puede determinar que en 
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este trabajo aumentó la afinidad a ligando con el glicotope T, ya que su afinidad 

aumento y también hay un mayor número de aminoácidos involucrados en las 

interacciones con este ligando.  
 

Tabla 9. Afinidad que presenta el modelo a diferentes ligandos. 

 Ligando 

 Glicotope T Glicotope Tn GalNac 

Afinidad 
(kcal/mol) 

-6,9 -5,9 -5,3 

Aminoácidos 
de unión 

N137, Y130, N126, G108, 
G128, S146, S145, D95, K116 

D95, G108, N126, 
S146, G144 

S149, N137, Y130, N126, 
G144, S146, S145 

 
En las tablas 10, 11 y 12 se describen las diferentes interacciones que se dan entre 

los aminoácidos de LSBo- I y los tres ligandos seleccionados. El complejo LSBo-I 

– glicotope T, muestra la posible interacción del antígeno T con los aminoácidos 

Asn126, Asn137, Tyr130, Gly108, Gly128, Ser146, Ser145, Asp95, Lys116 (Figura 

48-C) y cuya energía de unión fue de -6.9 Kcal/mol; la menor encontrada entre los 

modelos generados con diferentes ligandos, lo que podría sugerir que la estructura 

tiene preferencia por la unión con este antígeno; su sitio de reconocimiento puede 

encajar trisacáridos, corroborándose con los resultados obtenidos en trabajos 

previos donde también presentó mayor interacción con este ligando (5).  
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Figura 48. Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y el glicotope T obtenido por 
Autodock Vina. (A)Localización de bolsillo en LSBo-I (B) Interacciones receptor – ligando, 
(Azul claro) aminoácidos que interactúan directamente con el ligando, (gris) aminoácidos 
que estabilizan el bolsillo (C) Visualización 2D de las diferentes interacciones receptor – 
ligando determinado por Discovery studio.  

 

Tabla 10. Descripción de las interacciones de los aminoácidos en el sitio de 
reconocimiento con el carbohidrato T.  

LSBo-I – glicotope T Armstrong (Å) 

Lys116  H de la amina de K116 al O3 de Gal  2,7 

Asn126  H de la amida de N126 al O7 del acetilo de GalNac  2,4 

Tyr130  H de fenol de Y130 al O1 de GalNac  2,3 

Asn137  H de la amida de N137 al O1 de GalNac  2,1 

Ser146  H del amino peptídico con O4 de GalNac  2,8 

Ser145  Cα O4 de GalNac  3,2 

Gly128  Cα al O6 de Gal  3,8 

Gal  O4 al H del fenol de Y130  3,1 

O6 al H del fenol de Y130  3,0 

C6 al O del carboxilo de D95  3,6 

*En color se muestran las interacciones que son iguales con otro ligando  

 

El acople de LSBo-I con el glicotope Tn, predijo interacciones del ligando con los 

aminoácidos, Asp95, Gly108, Asn126, Ser146 y Gly144 (Figura 49-C), en este 

caso, se presentó una afinidad de -5,9 Kcal/mol, que se ve representada en menor 

número de interacciones con el ligando, respecto a las presentadas por el glicotope 

T. 
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Figura 49. Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y glicotope Tn, obtenido por 
Autodock Vina. (A)Localización de bolsillo en LSBo-I (B) Interacciones receptor – ligando, 
(Azul claro) aminoácidos que interactúan directamente con el ligando, (gris) aminoácidos 
que estabilizan el bolsillo (C) Visualización 2D de las diferentes interacciones receptor – 
ligando determinado por Discovery studio. 

 

Tabla 11. Descripción de las interacciones de los aa en el sitio de reconocimiento 
con el Ligando – Antígeno T.  

LSBo-l – Tn glicotope Armstrong (Å) 

Tn  C2 GalNac a carboxilo alfa de G144  3,4 

Tn  Cβ Serina de Tn a carboxilo alfa de G108  3,4 

Ser146  H del amino alfa con O4 de GalNac  2,3 

Tn  OH de Serina de Tn con O carboxílico R de D95  2,4 

Tn  H amino de la serina de Tn a O carboxílico R de D95  1,9 

Gly128  Cα al O7 del OH de la serina de Tn  3,5 

*En color se muestran las interacciones que son iguales con otro ligando  

 

Por último, los aminoácidos implicados en la interacción con GalNAc, son Ser149, 

Asn137, Tyr30, Asn126, Gly144, Ser146 y Ser145 (Figura 50-C). Como se muestra 

en la tabla 10, residuos como Tyr130 se encuentra en la interacción de unión de 

LSBo-I tanto con T como con GalNac, este se ha reportado previamente como un 

residuo importante dentro del sitio de unión a carbohidrato, en otras lectinas como 

Vicia villosa B4 (155) y Arachis hypogaea (PNA) (156). 
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Figura 50. Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y GalNAC obtenido por 
Autodock Vina. (A)Localización de bolsillo en LSBo-I (B) Interacciones receptor – ligando, 
(Azul claro) aminoácidos que interactúan directamente con el ligando, (gris) aminoácidos 
que estabilizan el bolsillo (C) Visualización 2D de las diferentes interacciones receptor – 
ligando determinado por Discovery studio. 

 

Tabla 12. Descripción de las interacciones de los aminoácidos en el sitio de 
reconocimiento con los carbohidratos GalNAC.  

LSBo-I - GalNac Armstrong (Å) 

Asn 126  H de la amida de N126 al O7 del acetilo en GalNac  2,6 

Tyr130  H de fenol de Y130 al O1 de GalNac  2,6 

Asn137  H de la amida de N137 al O1 de GalNac  2,1 

Ser146  
H del amino peptídico con O4 de GalNac  2,2 

H del alcohol con O7 acetilo en GalNac  2,6 

Ser149  H del alcohol con O6 del GalNac  2,2 

Ser145  Del Cα al O3 del GalNac  3,4 

GalNac  H del O3 al OH de S145  
 

*En color se muestran las interacciones que son iguales con otro ligando  

 

Tabla 13. Aminoácidos identificados en el sitio de unión de LSBo-I, que 
presentan interacción con los ligandos ensayados. 

Residuo Glicotope T Glicotope Tn GalNac 

Asn137 x  x 

Tyr130 x  x 

Asn126 x x x 

Gly108 x x  

Ser145 x  x 

Asp95 x x  

Gly144  x x 

Ser146 x x x 

Gly128 x   

Lys116 x   

Ser149   x 
 
 

Al realizar la superposición del modelo propuesto en este trabajo con el 71 % de 

cobertura de la secuencia, respecto al modelo 3D propuesto en trabajos previos (5) 

con el 62 % de la secuencia de la lectina LSBo-I (Figura 51), se puede observar que 

aunque el porcentaje de cobertura en 9 %, el modelo 3D es más definido respecto 

a la estructura característica de las leguminosas, tanto en la hoja frontal, cuyas 

hebras se ven mejor resueltas (Figura 46-A), como en la posterior (Figura 46-B), 

observando el plegamiento tipo Leguminosa que presenta la lectina de S. 

bogotensis -I. 
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Figura 51. Alineamiento tridimensional de las lectinas de S. bogotensis-I 
propuesta en este trabajo (Verde), con la propuesta en trabajos previos (gris), (A) Vista 
frontal, (B) Vista posterior, (C) Vista lateral.   

 
 

6.2. Ensayos preliminares para la obtención de LSBo-I 
recombinante  

 
La clonación y expresión de lectinas recombinantes han permitido avanzar en los 

estudios relacionados con su estructura, función, actividad y aplicaciones. La 

obtención de recombinantes es un proceso de menor dificultad que permite obtener 

moléculas puras y en cantidad suficiente, con secuencias de aminoácidos definidas 

y por lo tanto sus propiedades moleculares se pueden definir mejor. Adicional a 

esto, la expresión en huéspedes heterólogos ha permitido estudiar la influencia de 

diversas modificaciones postraduccionales en el plegamiento y el direccionamiento 

de esta clase de proteínas de unión a carbohidratos (91). Algunas de las lectinas 

específicas que reconocen los glicotopes Tn/T obtenidas por medio de 

recombinantes son las lectinas de V. Macrocarpa  (91) y S. miltiorrhiza (7) y de 

Glechoma hederácea (Gleheda) (3). Para alcanzar mayor cobertura y evaluar la 

exactitud de la secuencia de la LSBo-I, se realizaron ensayos para la obtención de 

LSBo-I recombinante; extracción de ARN, obtención de ADNc y estudios de 

amplificación usando primers basados en la secuencia parcial de LSBo-I.  

 

Se seleccionaron semillas verdes como material de partida para realizar la 

extracción, puesto que las lectinas de plantas están en mayor proporción en este 

tejido, en especial las lectinas de Leguminosas dicotiledóneas, debido a que se 

almacenan durante el proceso de maduración (1). Aunque también se encuentran 

en otros tejidos vegetales, como tallo, raíz y hojas, pero su abundancia es menor y 

está regulada durante el proceso de desarrollo de la planta (162). Sin embargo, 

también se seleccionaron las hojas para realizar la extracción de ARN y comparar 
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el proceso de extracción en los dos tejidos. Las semillas verdes que se extrajeron 

de las flores tenían ~ 2 mm de diámetro y color beige fueron separadas del material 

vegetal y almacenadas en crioviales a -80 °C (Figura 52). Igualmente, se 

seleccionaron hojas verdes, de aproximadamente 5 cm, se colectaron en tubos 

cónicos de 50 mL y se almacenaron a -80 °C.  

 

   

Figura 52. Semillas de S. bogotensis en estado inmaduro. Imágenes propias.  

 

6.2.1. Extracción ARN por los métodos de CTAB y Trizol 
 
La extracción de ARN de buena calidad, con relación de absorbancias (260/280) 

entre 1,85 – 2,0 sin degradación apreciable en geles de agarosa y en cantidades 

apropiadas, es fundamental para la construcción de bibliotecas de ADNc a partir de 

semillas de plantas.  

 

Las semillas han sido caracterizadas como órganos de almacenamiento 

compuestos de embrión y endospermo revestidos por una cubierta de semilla dura. 

Este último, el endospermo, representa la mayor parte de la semilla, contiene una 

cantidad significativamente alta de almidón, seguido de otros polisacáridos como 

celulosa, arabinoxilano, β-glucano, fructanos, proteínas, lípidos y metabolitos 

secundarios (163), que al oxidarse se unen de forma irreversible a los ácidos 

nucleicos y pueden llegar a  co-precipitar con el material genético generando ARN 

contaminado para la síntesis de ADNc (164). Por lo tanto, se han desarrollado 

diferentes metodologías para la extracción de ARN a partir de varios tejidos 

vegetales, por lo que es de gran importancia seleccionar el método de extracción 

de ARN a partir de las semillas de S. bogotensis.  
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Se trabajaron dos métodos para la extracción de ARN; CTAB (bromuro de 

cetiltrimetilamonio) y Trizol. El primero, permite la extracción de ARN en tejidos que 

contienen altos niveles de polisacáridos y fenoles (165); se ha demostrado que 

funciona adecuadamente para la extracción de ARN en diversos tejidos. Sin 

embargo, el protocolo se ha ido modificando debido a las necesidades y 

requerimientos asociados a las características individuales del material biológico 

(cantidad de polifenoles, lípidos, polisacáridos y metabolitos secundarios) (166–

168). 

Por su parte, el segundo método, Trizol, es una solución de fenol e isotiocianato de 

guanidinio que solubiliza el material biológico (animal y/o vegetal) y desnaturaliza 

las proteínas simultáneamente (169). La extracción con estos dos métodos se 

realizó por duplicado usando diferentes cantidades de semillas verdes; para la 

extracción con Trizol, se ensayaron dos marcas comerciales (ZYMO RESEARCH y 

Ambion by life) (Anexo F). Paralelamente, se realizó la extracción de ARN a partir 

de diferentes cantidades de hojas verdes, con el fin de comparar los resultados y 

seleccionar el mejor material de partida. Las semillas verdes y las hojas fueron 

maceradas en nitrógeno líquido por separado, teniendo precaución de mantenerlas 

a baja temperatura, para prevenir la oxidación que induce la degradación del 

material genético. 

La extracción con hojas verdes fue limitada, no se obtuvo material pulverizado 

homogéneo, debido a la adhesión de las hojas al mortero, por tanto, las semillas 

fueron más fáciles de manipular para obtener un macerado homogéneo.  

 

Uno de los pasos más importantes durante el proceso de extracción, fue el lavado 

del precipitado para obtener el material genético y por consiguiente la realización de 

pipeteos fuertes, que permitió obtener un pellet color blanco, para tener ARN de 

buena calidad. Sin embargo, en algunas extracciones se obtuvo pellet de color café 

indicando oxidación del ARN, que se confirmó con la determinación de la relación 

de absorbancia 260/280, las cuales fueron menores a 1,85 mostrando 

contaminación con proteínas, remanentes de fenol o simplemente una baja 

concentración de ARN (> 10 ng/µl) (170), tanto para semillas como para hojas en 

Trizol y CTAB. 

 

De acuerdo con los resultados preliminares se repitió la extracción (5 veces más) 

con CTAB y Trizol (ZYMO RESEARCH), dado que no se observó diferencia en la 

extracción con ninguna de las dos marcas. Adicionalmente se ensayaron diferentes 

cantidades de semillas verdes (Tabla 14). Por el método de CTAB, los pellets 

presentaron coloración más blanca respecto a los obtenidos con Trizol, que 

presentaron tonalidad café claro. Al cuantificar por espectrofotómetro (NanoDrop, 

ThermoFisher) los pellets solubilizados, se obtuvo relaciones de absorbancia 

(260/280) mayores a 1,85, aunque con CTAB, estuvo entre 2,04 y 2,10.  
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Al realizar el gel de agarosa para confirmar la integridad del ARN (Figura 53-A y B) 

se observó dos bandas correspondientes a las subunidades 28s y 18s de ARN 

ribosomal (flechas azules). Estas bandas, se presentan claras y nítidas para las 

muestras 1, 2, y 3, extraídas con menor cantidad de material vegetal respecto a la 

muestra 4. Las bandas provenientes del método de CTAB se pueden observar mejor 

resueltas en el gel (figura 53-A), debido a una relación 260/280 mayor que las 

obtenidas por el método de Trizol, en cuyo gel (figura 53-B) las bandas 

características de ARN ribosomal no se resuelven bien. 

Tabla 14. Extracción de RNA total de semillas de S. bogotensis (SBo) 

Método CTAB TRIZOL 

Muestra 1 2 3 4 1 2 3 4 

mg 350 420 500 780 137 392 436 144 

260/280 2,07 2,04 2,10 2,06 1,87 1,86 1,86 0,47 

ng/µL 1640,6 1012,0 2842,7 4126,7 2263,0 4065,0 837,1 1,0 

 

 

Figura 53. Gel de agarosa 2 %, Tnción con: SYBRr® Safe DNA Gel Stain 
(Thermo Scientific). Extracción de RNA total de semillas de S. bogotensis a partir de (A) 
Método de CTAB. Carril 1, 2, 3 y 4 corresponden a las muestras 1, 2, 3 y 4 (tabla 14). (B) 
Método de Trizol. Carril 1, 2, 3, y 4 corresponden a las muestra 1, 2, 3 y 4 (tabla 14). (PB) 
marador de pares de bases O'RangeRuler 100bp + 500bp (Thermo Fisher). 

 

 

La mejor extracción de ARN se obtuvo con CTAB y cantidades de 450-500 mg de 

semillas; con las muestras 2 y 3 se obtuvo relaciones de absorbancia 260/280, 

mayores o iguales (≥) a 2.0, sumado a lo anterior, por electroforesis se observó las 

subunidades del ARN ribosomal 28S y 18S (Tabla 14, Figura 53), las cuales deben 

encontrarse en una relación (2:1) respectivamente, indicando la calidad del material 

genético; sin embargo, este requisito puede ser excesivo, por lo que también se ha 
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demostrado que extracciones con relación de ARNr 28S/18S más baja pueden ser 

bastante adecuadas para la mayoría de las técnicas de determinación de la 

expresión génica (171). Por otro lado, se logró determinar que al usar cantidades 

muy grandes de semillas se generan inconvenientes, ya que se suelen aglomerar 

en el fondo del tubo cónico impidiendo que los diferentes buffers interactúen con las 

semillas maceradas provocando su rápida oxidación. 

 

Con el método de Trizol, además de la baja relación de absorbancias, no se observó 

bandas de RNA. Algunos problemas asociados con esta metodología sugieren que 

el isotiocianato de guanidina induce la coprecipitación de almidón/polisacáridos 

dadas las similitudes estructurales con la molécula de ARN. El ARN queda atrapado 

en los polisacáridos y es arrastrardo durante la centrifugación por coprecipitación, 

de modo que puede ser descartado durante la separación de fases, conduciendo al 

bajo rendimiento. (163,172). Las semillas maduras de S. bogotensis, presentan alto 

contenido de mucilago (polisacáridos) (146,173,174); sin embargo, esta 

caracterización no se ha determinado en semillas verdes. Semillas de otras 

especies de la familia Lamiacea, como Melissa officinalis, posee altos niveles de 

polifenoles y polisacáridos en semillas verdes, que interfieren en la extracción de 

material genético, por lo tanto, el método de CTAB se estableció como el mejor 

método de extracción (175). 

 

La mayoría de las lectinas de plantas han sido aisladas a partir de semillas, 

especialmente de Leguminosas dicotiledóneas, debido a que éstas se almacenan 

durante el proceso de maduración; constituyen el 10 % del total de la proteína que 

contiene la semilla; sin embargo, se encuentran en tejidos vegetales, como tallo, 

raíz y hojas, pero su abundancia es mucho menor y está regulada durante el 

proceso de desarrollo de la planta (162), de aquí que estos sean los principales 

órganos seleccionados para la extracción de ARN en plantas para el estudio de 

genes de estas lectinas.  

 

Para la obtención de lectinas de Lamiácea recombinantes, la extracción de ARN 

total se realizó de las hojas de Glechoma hederácea (Gleheda) (3) y en raíces, tallos 

y hojas para la S. miltiorrhiza (2), teniendo en cuenta reportes previos de alta 

expresión del gen de lectina en estos órganos (176). Se determinó mayor expresión 

en hojas, y en ambos casos se empleó el método de CTAB, aunque no se 

mencionaron las dificultades durante la extracción. Otros estudios, se enfocaron en 

la obtención del RNAm a partir de semillas de Lepechinia bullata, con una 

concentración de 89,7 ng/µL y una relación de absorbancias (260/280) de 1,95 (5), 

empleando kit comerciales.   
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En este trabajo se seleccionó el método del CTAB para la extracción de ARN a partir 

de semillas verdes de S. bogotensis y, por lo tanto, seguir con el proceso de 

obtención de ADNc. Además, se hizo tratamiento con ADNsa para eliminar 

contaminación con ADN genómico. Luego de realizar la retro-transcripción y obtener 

el ADNc, se realizó la cuantificación mediante método de fluorescencia empleando 

el kit comercial Qubit (Invitrogen), que emplea fluorocromos específicos para 

diferenciar ADNc de RNA. Una ventaja de este método de cuantificación es su 

sensibilidad (10 pg/μl) con relación a las medidas por absorbancia (UV), además de 

eliminar las interferencias que se presentan en la región de 260 nm (177). De esta 

manera se confirmó la presencia de ADNc con una concentración de 55 µg/mL 

(muestra 1) y 63,4 µg/mL (muestra 2), lo que permitió iniciar el proceso de 

amplificación de fragmentos con primers específicos. 

 
 

6.2.2. Diseño de primers 
 
El uso de primers para la amplificación de ADN mediante reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), ha sido una técnica ampliamente utilizada en diversos campos 

de la investigación y si bien el resultado de la PCR puede verse afectado por 

diferentes factores como la obtención del ADN molde y las condiciones de reacción, 

el diseño de cebadores es muy importante; ya que deben tener alta especificidad 

para amplificar una proteína (178). En estudios de amplificación para la obtención 

de la lectina recombinante de Lepechina bullata, el diseño de primers forward 

degenerados se hizo con base en la secuencia amino terminal de la LSBo-I, dado 

que ambas son Lamiáceas y un primer reverse universal AUAP (Abridged Universal 

Amplification Primer), no obstante, los resultados mostraron la amplificación de 

globulinas o proteínas diferentes a lectinas (5).  

 
 

6.2.2.1. Traducción Inversa 
 

Para el diseño de los primers, se realizó la traducción inversa (aminoácidos → 

nucleótidos) de la secuencia parcial de la proteína LSBo-I (5) a la secuencia de 

nucleótidos (nt), para este fin se usaron los programas bioinformáticos, Sequence 

Manipulation Suite (http://bioinf.ibun.unal.edu.co/servicios/sms/rev_trans.html) 

(179) y  EMBOSS Backtranseq https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html 

(179). El último tiene dos herramientas diferentes, una para nucleótidos estándar y 

otra para nucleótidos ambiguos.  

 

Con el portal Sequence Manipulation Suite, se introdujo la secuencia parcial de la 

LSBo-I (5) como entrada y se usó la tabla de codones para S. miltiorrhiza (Anexo 
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G) reportada en  http://www.kazusa.or.jp/codon/, teniendo en cuenta que las dos 

especies son del mismo género para obtener la secuencia de ADN no degenerada 

más probable (Anexo H-1). Además de una secuencia ambigua generada a partir 

de todos los codones que codifican para cada aminoácido (Anexo H-2). Para el 

portal EMBOSS Backtranseq, se seleccionaron las tablas de codones para 

Arabidopsis thaliana y Oryza sativa, especies más cercanas a S. bogotensis 

seleccionadas por el mismo servidor (Anexo H-3), igualmente, se usó el algoritmo 

Backtranambig que traduce secuencias de proteínas a secuencias de nucleótidos 

ambiguas, empleando la tabla estándar de codones (Anexo H-4). 

 

La alineación de las cinco secuencias obtenidas se llevó a cabo con Clustal Omega 

(1.2.4) (Figura 54) para tener una secuencia consenso, que se usó para el diseño 

de los primers. La secuencia consta de 822 pares de bases y la letra (N) representa 

los ácidos nucleicos faltantes debido a que en la secuencia proteica consenso aún 

faltan aminoácidos por determinar.   

 
 
RT ambigua       ATGGCNACNYTNYTNCARAAYYTNYTNACNGCNACNWSNMGNNNNNNNACNYTNYTNGAY 60 

Estándar         ATGGCNACNYTNYTNCARAAYYTNYTNACNGCNACNWSNMGNNNNNNNACNYTNYTNGAY 60 

A. thaliana      ATGGCTACTCTTCTTCAAAATCTTCTTACTGCTACTTCTAGANNNNNNACTCTTCTTGAT 60 

S. miltiorrhiza  ATGGCTACCCTCCTCCAGAACCTCCTCACCGCTACCAGCAGANNNNNNACCCTCCTCGAT 60 

O. sativa        ATGGCCACCCTCCTCCAGAACCTCCTCACCGCCACCTCCCGCNNNNNNACCCTCCTCGAC 60 

CONSENSO         ATGGCTACCCTCCTCCAGAACCTCCTCACCGCTACCTCCAGANNNNNNACCCTCCTCGAT 60 

                 ***** **  *  * ** **  *  * ** ** **     * ********  *  * **  

 

RT ambigua       YTNGAYAAYACNMGNNNNWSNNNNACNYTNYTNACNCAYCCNAAYTTYAAYGGNGAYYTN 120 

Estándar         YTNGAYAAYACNMGNNNNWSNNNNACNYTNYTNACNCAYCCNAAYTTYAAYGGNGAYYTN 120 

A. thaliana      CTTGATAATACTAGANNNTCTNNNACTCTTCTTACTCATCCTAATTTTAATGGAGATCTT 120 

S. miltiorrhiza  CTCGATAACACCAGANNNAGCNNNACCCTCCTCACCCACCCGAACTTCAACGGCGATCTC 120 

O. sativa        CTCGACAACACCCGCNNNTCCNNNACCCTCCTCACCCACCCGAACTTCAACGGCGACCTC 120 

CONSENSO         CTCGATAACACCAGANNNTCCNNNACCCTCCTCACCCACCCGAACTTCAACGGCGATCTC 120 

                  * ** ** **  * ***   *****  *  * ** ** ** ** ** ** ** **  *  

 

RT ambigua       GGNCAYGGNCARCAYGGNWSNGGNWSNGGNCARWSNCCNWSNCCNWSNMGNTTYNNNGCN 180 

Estándar         GGNCAYGGNCARCAYGGNWSNGGNWSNGGNCARWSNCCNWSNCCNWSNMGNTTYNNNGCN 180 

A. thaliana      GGACATGGACAACATGGATCTGGATCTGGACAATCTCCTTCTCCTTCTAGATTTNNNGCT 180 

S. miltiorrhiza  GGCCACGGCCAGCACGGCAGCGGCAGCGGCCAGAGCCCGAGCCCGAGCAGATTCNNNGCT 180 

O. sativa        GGCCACGGCCAGCACGGCTCCGGCTCCGGCCAGTCCCCGTCCCCGTCCCGCTTCNNNGCC 180 

CONSENSO         GGCCACGGCCAGCACGGCTCCGGCTGCGGCCAGTCCCCGTCCCCGTCCAGATTCNNNGCT 180 

                 ** ** ** ** ** **    **    ** **    **    **     * ** *****  

 

RT ambigua       YTNACNGGNGCNYTNGCNCARAARGTNGGNACNWSNGTNCAYCCNAAYCCNWSNWSNAAY 240 

Estándar         YTNACNGGNGCNYTNGCNCARAARGTNGGNACNWSNGTNCAYCCNAAYCCNWSNWSNAAY 240 

A. thaliana      CTTACTGGAGCTCTTGCTCAAAAGGTTGGAACTTCTGTTCATCCTAATCCTTCTTCTAAT 240 

S. miltiorrhiza  CTCACCGGCGCTCTCGCTCAGAAGGTGGGCACCAGCGTGCACCCGAACCCGAGCAGCAAC 240 

O. sativa        CTCACCGGCGCCCTCGCCCAGAAGGTGGGCACCTCCGTGCACCCGAACCCGTCCTCCAAC 240 

CONSENSO         CTCACCGGCGCTCTCGCTCAGAAGGTGGGCACCTCCGTGCACCCGAACCCGTCCTCCAAC 240 

                  * ** ** **  * ** ** ** ** ** **    ** ** ** ** **       **  

 

RT ambigua       YTNGARGGNGGNGAYGCNTTYGARTTYGTNGGNCCNAARNNNTTYNNNATHACNNNNNNN 300 

Estánda          YTNGARGGNGGNGAYGCNTTYGARTTYGTNGGNCCNAARNNNTTYNNNATHACNNNNNNN 300 

A. thaliana      CTTGAAGGAGGAGATGCTTTTGAATTTGTTGGACCTAAGNNNTTTNNNATTACTNNNNNN 300 

S. miltiorrhiza  CTCGAGGGCGGCGATGCTTTCGAGTTCGTGGGCCCGAAGNNNTTCNNNATCACCNNNNNN 300 

O. sativa        CTCGAGGGCGGCGACGCCTTCGAGTTCGTGGGCCCGAAGNNNTTCNNNATCACCNNNNNN 300 

CONSENSO         CTCGAGGGCGGCGATGCTTTCGAGTTCGTGGGCCCGAAGNNNTTCNNNATCACCNNNNNN 300 

                  * ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** ***** ** ****** 

 

RT ambigua       NNNNNNNNNNNNNNNGCNGAYGGNNNNGCNNNNTTYNNNNNNCCNGTNGGNNNNNNNNNN 360 

Standard         NNNNNNNNNNNNNNNGCNGAYGGNNNNGCNNNNTTYNNNNNNCCNGTNGGNNNNNNNNNN 360 

http://www.kazusa.or.jp/codon/
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A. thaliana      NNNNNNNNNNNNNNNGCTGATGGANNNGCTNNNTTTNNNNNNCCTGTTGGANNNNNNNNN 360 

S. miltiorrhiza  NNNNNNNNNNNNNNNGCTGATGGCNNNGCTNNNTTCNNNNNNCCGGTGGGCNNNNNNNNN 360 

O. sativa        NNNNNNNNNNNNNNNGCCGACGGCNNNGCCNNNTTCNNNNNNCCGGTGGGCNNNNNNNNN 360 

CONSENSO         NNNNNNNNNNNNNNNGCTGATGGCNNNGCTNNNTTCNNNNNNCCGGTGGGCNNNNNNNNN 360 

                 ***************** ** ** ***** ***** ******** ** ** ********* 

 

RT ambigua       CCNWSNGGNWSNACNGGNGGNTAYYTNGGNGCNGTNAAYCCNAARGGNNNNGGNNNNNNN 420 

Estándar         CCNWSNGGNWSNACNGGNGGNTAYYTNGGNGCNGTNAAYCCNAARGGNNNNGGNNNNNNN 420 

A. thaliana      CCTTCTGGATCTACTGGAGGATATCTTGGAGCTGTTAATCCTAAGGGANNNGGANNNNNN 420 

S. miltiorrhiza  CCGAGCGGCAGCACCGGCGGCTACCTCGGCGCTGTGAACCCGAAGGGCNNNGGCNNNNNN 420 

O. sativa        CCGTCCGGCTCCACCGGCGGCTACCTCGGCGCCGTGAACCCGAAGGGCNNNGGCNNNNNN 420 

CONSENSO         CCGTCCGGCTCCACCGGCGGCTACCTCGGCGCTGTGAACCCGAAGGGCNNNGGCNNNNNN 420 

                 **    **    ** ** ** **  * ** ** ** ** ** ** ** ***** ****** 

 

RT ambigua       NNNCARGGNGTNGAYGCNGAYYTNAAYGGNNNNGGNWSNTAYGGNWSNGGNGGNGGNGGN 480 

Estándar         NNNCARGGNGTNGAYGCNGAYYTNAAYGGNNNNGGNWSNTAYGGNWSNGGNGGNGGNGGN 480 

A. thaliana      NNNCAAGGAGTTGATGCTGATCTTAATGGANNNGGATCTTATGGATCTGGAGGAGGAGGA 480 

S. miltiorrhiza  NNNCAGGGCGTGGATGCTGATCTCAACGGCNNNGGCAGCTACGGCAGCGGCGGCGGCGGC 480 

Oryza            NNNCAGGGCGTGGACGCCGACCTCAACGGCNNNGGCTCCTACGGCTCCGGCGGCGGCGGC 480 

CONSENSO         NNNCAGGGCGTGGATGCTGATCTCAACGGCNNNGGCTCCTACGGCTCCGGCGGCGGCGGC 480 

                 ***** ** ** ** ** **  * ** ** *****    ** **    ** ** ** **  

 

RT ambigua       AAYCAYGGNTTYTGYGGNWSNGGNWSNWSNWSNAAYWSNGARYTNGTNCARWSNWSNGGN 540 

Estándar         AAYCAYGGNTTYTGYGGNWSNGGNWSNWSNWSNAAYWSNGARYTNGTNCARWSNWSNGGN 540 

A. thaliana      AATCATGGATTTTGTGGATCTGGATCTTCTTCTAATTCTGAACTTGTTCAATCTTCTGGA 540 

S. miltiorrhiza  AACCACGGCTTCTGCGGCAGCGGCAGCAGCAGCAACAGCGAGCTCGTGCAGAGCAGCGGC 540 

O. sativa        AACCACGGCTTCTGCGGCTCCGGCTCCTCCTCCAACTCCGAGCTCGTGCAGTCCTCCGGC 540 

CONSENSO         AACCACGGCTTCTGCGGCTCCGGCTCCTCCTCCAACTCCGAGCTCGTGCAGTCCTCCGGC 540 

                 ** ** ** ** ** **    **          **    **  * ** **       **  

 

RT ambigua       YTNGGNCAYCARGARWSNMGNNNNATHAAYTAYNNNNNNNNNNNNNNNTAYGARGARYTN 600 

Estándar         YTNGGNCAYCARGARWSNMGNNNNATHAAYTAYNNNNNNNNNNNNNNNTAYGARGARYTN 600 

A. thaliana      CTTGGACATCAAGAATCTAGANNNATTAATTATNNNNNNNNNNNNNNNTATGAAGAACTT 600 

S. miltiorrhiza  CTCGGCCACCAGGAGAGCAGANNNATCAACTACNNNNNNNNNNNNNNNTACGAGGAGCTC 600 

O. sativa        CTCGGCCACCAGGAGTCCCGCNNNATCAACTACNNNNNNNNNNNNNNNTACGAGGAGCTC 600 

CONSENSO         CTCGGCCACCAGGAGTCCAGANNNATCAACTACNNNNNNNNNNNNNNNTACGAGGAGCTC 600 

                  * ** ** ** **     * ***** ** ** ***************** ** **  *  

 

RT ambigua       CARGTNACNGCNGGNNNNMGNAARNNNNNNNNNNNNWSNTAYGARGCNGARYTNGAYGAY 660 

Estándar         CARGTNACNGCNGGNNNNMGNAARNNNNNNNNNNNNWSNTAYGARGCNGARYTNGAYGAY 660 

A. thaliana      CAAGTTACTGCTGGANNNAGAAAGNNNNNNNNNNNNTCTTATGAAGCTGAACTTGATGAT 660 

S. miltiorrhiza  CAGGTGACCGCTGGCNNNAGAAAGNNNNNNNNNNNNAGCTACGAGGCTGAGCTCGATGAT 660 

O. sativa        CAGGTGACCGCCGGCNNNCGCAAGNNNNNNNNNNNNTCCTACGAGGCCGAGCTCGACGAC 660 

CONSENSO         CAGGTGACCGCTGGCNNNAGAAAGNNNNNNNNNNNNACCTACGAGGCTGAGCTCGATGAT 660 

                 ** ** ** ** ** *** * ** ************   ** ** ** **  * ** **  

 

RT ambigua       TTYGTNACNYTNCARGTNACNGTNGGNYTNWSNGCNGCNACNWSNGGNGAYGGNGTNGAR 720 

Estándar         TTYGTNACNYTNCARGTNACNGTNGGNYTNWSNGCNGCNACNWSNGGNGAYGGNGTNGAR 720 

A. thaliana      TTTGTTACTCTTCAAGTTACTGTTGGACTTTCTGCTGCTACTTCTGGAGATGGAGTTGAA 720 

S. miltiorrhiza  TTCGTGACCCTCCAGGTGACCGTGGGCCTCAGCGCTGCTACCAGCGGCGATGGCGTGGAG 720 

Oryza            TTCGTGACCCTCCAGGTGACCGTGGGCCTCTCCGCCGCCACCTCCGGCGACGGCGTGGAG 720 

CONSENSO         TTCGTGACCCTCCAGGTGACCGTGGGCCTCTCCGCTGCTACCTCCGGCGATGGCGTGGAG 720 

                 ** ** **  * ** ** ** ** **  *    ** ** **    ** ** ** ** **  

 

RT ambigua       AARGAYATHNNNNNNTGGNNNTTYACNGCNNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

Estándar         AARGAYATHNNNNNNTGGNNNTTYACNGCNNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

A. thaliana      AAGGATATTNNNNNNTGGNNNTTTACTGCTNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

S. miltiorrhiza  AAGGATATCNNNNNNTGGNNNTTCACCGCTNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

O. sativa        AAGGACATCNNNNNNTGGNNNTTCACCGCCNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

CONSENSO         AAGGATATCNNNNNNTGGNNNTTCACCGCTNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 780 

                 ** ** ** ************** ** ** ****************************** 

 

RT ambigua       NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNATHMGNCARNNNGTN 822 

Estándar         NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNATHMGNCARNNNGTN 822 

A. thaliana      NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGANNNNNNATTAGACAANNNGTT 822 

S. miltiorrhiza  NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCNNNNNNATCAGACAGNNNGTG 822 

O. sativa        NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCNNNNNNATCCGCCAGNNNGTG 822 

CONSENSO         NNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCNNNNNNATCAGACAGNNNGTG 822 

                 ******************** ********  * ** *****  
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Figura 54. Alineamiento múltiple de las 5 secuencias obtenidas de traducción 
Inversa (Anexo H), RT con codones ambiguos, RT estándar, RT con codones de A. 
thaliana, RT con codones de S. miltiorrhiza y RT con codones de O. sativa. En asterisco 
(*) se indican los nucleótidos (nt) conservados en las 5 secuencias. (N) Indica nt no 
asignados, En la última fila se presenta la secuencia (CONSENSO) obtenida a partir del 
alineamiento.  

 

10         20         30         40         50         60  

ATGGCTACCC TCCTCCAGAA CCTCCTCACC GCTACCTCCA GANNNNNNAC CCTCCTCGAT  

        70         80         90        100        110        120  

CTCGATAACA CCAGANNNTC CNNNACCCTC CTCACCCACC CGAACTTCAA CGGCGATCTC  

       130        140        150        160        170        180  

GGCCACGGCC AGCACGGCTC CGGCTGCGGC CAGTCCCCGT CCCCGTCCAG ATTCNNNGCT  

       190        200        210        220        230        240  

CTCACCGGCG CTCTCGCTCA GAAGGTGGGC ACCTCCGTGC ACCCGAACCC GTCCTCCAAC  

       250        260        270        280        290        300  

CTCGAGGGCG GCGATGCTTT CGAGTTCGTG GGCCCGAAGN NNTTCNNNAT CACCNNNNNN  

       310        320        330        340        350        360  

NNNNNNNNNN NNNNNGCTGA TGGCNNNGCT NNNTTCNNNN NNCCGGTGGG CNNNNNNNNN  

       370        380        390        400        410        420  

CCGTCCGGCT CCACCGGCGG CTACCTCGGC GCTGTGAACC CGAAGGGCNN NGGCNNNNNN  

       430        440        450        460        470        480  

NNNCAGGGCG TGGATGCTGA TCTCAACGGC NNNGGCTCCT ACGGCTCCGG CGGCGGCGGC  

       490        500        510        520        530        540  

AACCACGGCT TCTGCGGCTC CGGCTCCTCC TCCAACTCCG AGCTCGTGCA GTCCTCCGGC  

       550        560        570        580        590        600  

CTCGGCCACC AGGAGTCCAG ANNNATCAAC TACNNNNNNN NNNNNNNNTA CGAGGAGCTC  

       610        620        630        640        650        660  

CAGGTGACCG CTGGCNNNAG AAAGNNNNNN NNNNNNACCT ACGAGGCTGA GCTCGATGAT  

       670        680        690        700        710        720  

TTCGTGACCC TCCAGGTGAC CGTGGGCCTC TCCGCTGCTA CCTCCGGCGA TGGCGTGGAG  

       730        740        750        760        770        780  

AAGGATATCN NNNNNTGGNN NTTCACCGCT NNNATGNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN  

       790        800        810        820 

NNNNNNNNNN NNNNGGCNNN NNNATCAGAC AGNNNGNNNG TG 

Figura 55. Secuencia consenso propuesta de 822 pb, para la obtención de 
cDNA de la LSBo-I.  

 
 

Se llevó a cabo la traducción de la secuencia consenso obtenida (Figura 55) usando 

el servidor disponible en https://web.expasy.org/translate/ y se realizó el 

alineamiento con la secuencia proteica parcial de LSBo-I (15), encontrándose 

diferencia en solo dos aminoácidos (aa) (Figura 56, flecha roja); Serina (Ser) por 

Cisteína (Cys) en la posición 49. Ambos aminoácidos son polares sin carga, el otro 

cambio fue Serina (Ser) por Treonina (Thr) en la posición 213, aminoácidos polares 

sin carga. Con estos resultados se hizo el diseño de primers que abarcara la 

secuencia completa 
 

 

https://web.expasy.org/translate/
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Figura 56. Alineamiento de las secuencias traducida obtenida de la secuencia 
consenso (Traslate), con la secuencia parcial de LSBo-I (5) (Parcial). Las flechas indica 
los dos aminoácidos que no se conservan.  

 

6.2.2.2. Diseño de primers 

El diseño de los primers se hizo con la herramienta bioinformática PrimerBlast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), los resultados arrojaron diez (10) 

pares de primers (Figura 57) (Anexo I), de los cuales se seleccionaron seis (6) 

teniendo en cuenta el tamaño de los primers, (20 o 21 pb), temperatura de fusión 

(Tm) (50 – 65 °C), el % de CG (45 - 55 %), con máximo en 60 % (180). En la tabla 

15, se resumen las secuencias y las características de los primers. Además, se 

sintetizaron tres pares adicionales reportados para la expresión del gen de la lectina 

de S. miltiorrhiza (2). El primer par de estos, (SmF1 y SmR1) fue diseñado de 

acuerdo con la secuencia unigénita (Contig1927) de la biblioteca de ADNc de S. 

miltiorrhiza y se usó para ampliar el gen que codifica para la lectina de S. miltiorrhiza 

(SmL1), el otro par de primers (SmF2 y SmR2) se usó para determinar niveles de 

expresión de SmL1 en diferentes tejidos (raíz tallos y hojas) usando el marcador 

SYBR Green II y por último, se sintetizó un par de primers correspondientes a un 

gen housekeeping, glyceraldehido-3-fostato deshidrogenasa, (SmGAPDH) 

(CV170251), que fue usado como control (2). 
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Figura 57. Conjunto de Primers diseñados para la obtención del gen de la LSBo-
I.  

 

Tabla 15. Primers seleccionados para obtención del gen de LSBo-I  

Nombre* Secuencia Primer (5´à3´) Empieza Termina Tm %CG Producto 
Nombre 

PCR 

PBSb F1 CTCACCCACCCGAACTTCAA 91 110 59.89 55 
180 A 

PBSb R1 CACGAACTCGAAAGCATCGC 270 251 60,25 55 

PBSb F4 GGCGTGGATGCTGATCTCAA 427 446 60,46 55 
244 

 
B PBSb R4 GGGTCACGAAATCATCGAGC 670 551 60,76 55 

PBSb F6 ATTTCGTGACCCTCCAGGTG 659 678 58,68 55 
70 C 

PBSb R6 ATATCCTTCTCCACGCCATCG 728 708 59,73 52 

PBSb F7 CCAGAACCTCCTCACCGCTA 15 34 60,97 55 
105 D 

PBSb R7 AGATCGCCGTTGAAGTTCGG 119 100 60,74 52 

PBSb F8 GATGCTTTCGAGTTCGTGGG 253 272 58,28 60 
424 E 

PBSb R8 CCTGGAGGGTCACGAAATCAT 676 656 59,79 55 

PBSb F9 AACCTCCTCACCGCTACCTC 19 38 60,97 60 
656 F 

PBSb R9 TGGAGGGTCACGAAATCATCG 674 654 60,13 52 

SmF1 ATGGCCAAGCTTCTCCAAAAC --- --- 63 48 
886 G 

SmR1 GTCGATCGCTTAGTCCTTATTGA --- --- 60 44 

SmF2 CATGACATC GTCTCGTGGTATTTC --- --- 63 46 
166 H 

SmR2 GATCGCTTAGTCCTTATTGATTTGC --- --- 62 40 

SmGAPF CCACCGTCCACTCCATCACT --- --- 63 60 
-- I 

SmGAPR TG GGAACTCGGAACGACATAC --- --- 62 52 

*PB (primer Blast), SB (S. bogotensis), F (Forward), R (Reverse), Sm (S. miltiorrhiza) GAP (Gen 

housekeeping). 

 

 

6.2.3. PCR 

La amplificación de los genes se realizó mediante PCR convencional, empleando 

los primers (Tabla 15) y modificando diferentes condiciones para la PCR teniendo 

en cuenta su temperatura de fusión (Tm). Las condiciones variaron de la siguiente 

manera; desnaturalización inicial: 95 °C por 5 a 10 min, desnaturalización 30 a 35 

ciclos a 95 °C por 30s, alineamiento entre 50 °C-70 °C por 30s y extensión a 72 °C 

por 60s. Extensión final a 72 C por 10 min. Adicionalmente, se ensayaron las 

condiciones reportadas para la lectina de S. miltiorrhiza (SML1) (7), las cuales 

incluyeron, desnaturalización inicial: 94 °C por 4 min, desnaturalización 30 ciclos a 
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94 °C por 30s, alineamiento a 72 °C por 80s y extensión final a 72 °C por 10 min) y 

(desnaturalización inicial: 95 °C por 5 min, desnaturalización 40 ciclos a 95 °C por 

10s, alineamiento a 59 °C por 15s y extensión final a 72 °C por 10 min). Otros 

ensayos que se incluyeron fue la modificación de la concentración de primers de 10 

pM a 100 pM y del ADN (entre 1 y 2 µL). La actividad de las enzimas, RevertAid RT 

y Taq polimerasa, se corroboró por medio de los ensayos de expresión del control 

positivo (C+) ARN GAPDH y los primers (primer GAPDH forward y primer GAPDH 

reverse), del kit de síntesis de ADNc (ReverAid First Strand cDNA Synthesis Kit, 

Thermo Scientific), estos amplificaron 496 pb (Figura 53, Carril C+). A pesar de las 

diferentes modificaciones realizadas en los ensayos, no fue posible obtener ningún 

amplificado (Figura 58). Por lo tanto, se hizo una validación para todos los primers, 

con el servidor PCR Primer Stats 

(https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html) (180).  

 
 

  

Figura 58. PCR con los primers diseñados. Gel de agarosa 2 %, Tinción con: 
SYBRr® Safe DNA Gel Stain (Thermo Scientific). (PB): marcador de pares de bases, 
O'RangeRuler 100bp + 500bp (Thermo Fisher), (C+) control positivo Taq polimerasa. 
Ensayos con primers (A-I) (Tabla 15) Condiciones PCR: Denaturación: 4min (94°C), 
Amplificación x30Ciclos (30 seg (94 °C), 30 seg (54 °C), 80seg (72 °C) y extensión 10 min 
(72 °C). 

 
 

El servidor determinó para todos los primers, que la Tm estaba entre 62 °C y 66 °C 

(Anexo J); temperaturas más altas que las obtenidas por el programa PrimerBlast. 

Adicional a esto, para algunos pares de primers señaló otros tipos de advertencias; 

para el primer PBSb R4 y F8 con más de tres G o C en las últimas 5 bases; para los 

primers PBSb R6 - R7, SMF1-2 y SmR1 y 2, la presencia de tres bases que se 

podrían autoanillar. Es claro, que se deben realizar las validaciones del diseño de 

https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html
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primers previa síntesis, dado que no se logró obtener amplificación del gen. Otros 

estudios de amplificación de lectinas en Lamiácea, como los realizados para la 

lectina de L. bullata (LLB), emplearon el ARNm y primers diseñados a partir de 

secuencias de lectinas de Fabáceas, aunque, si se obtuvo amplificados, ninguno de 

los genes que se encontró en el análisis BLAST estuvo relacionado con lectinas, lo 

que indicó que los primers fueron inespecíficos (5). Para la obtención de la lectina 

recombinante de S. miltiorrhiza, se partió de una biblioteca de genes de ADNc (181), 

con 30 genes que codifican para lectinas y esto permite diseñar los primers, con 

base al que se encontraba en mayor abundancia (Conting1927) (2). En este trabajo, 

se establecieron las condiciones para la extracción de ARN y la obtención de ADNc 

a partir de semillas de S, bogotensis verdes, con el método de CTAB, que permite 

ser empleado como molde en la síntesis de primera hebra y posteriormente en la 

amplificación, aunque se debe mejorar el diseño de primers específicos para 

obtener la secuencia codificante de LSBo-I. 
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7. Conclusiones y Recomendaciones  
 
 

7.1 Conclusiones  
 

• Se determinó la secuencia parcial de aminoácidos de la lectina de Salvia 

bogotensis (LSBo-I),  proponiéndose 278 residuos, de los cuales 248 

aminoácidos fueron ubicados o asignados en los alineamientos; con una 

cobertura del  71 % del total de los 347 residuos reportados previamente para 

LSBo-I (4). 

 
        10         20         30         40         50         60  

MATLLQNLLT ATSMEISRLD QDNQRXSXTL LTHPNFNGDL GHGQHGSGSG QSPSPSRFXA  

        70         80         90        100        110        120  

LTGALAQKVG TSVHPNPSSN LEGGDAFEFV GPKXFXITXX XXXXXADGXA XFXXPVGXXX  

       130        140        150        160        170        180  

PSGSTGGYLG AVNPKGXGXX XQGVDADLNG XGSYGSGGGG NHGFCGSGSS SNSELVQSSG  

       190        200        210        220        230        240  

LGHQESRXID YEAGSNRLEV RVTAGXSKQG INEYASEVRD FVTLQVTIGF SAATGDWVEV  

       250        260        270  

HNILSWSFNS SLEINNGKNX XXLMAIGSGI RLVVEPSK 

 

 
• El modelo generado para LSBo-I mediante Phyre2, mostró una estructura 

conformada por una hoja  posterior que consta de seis (6) hebras 

antiparalelas, una hoja β frontal curva con 6 hebras. Estas hojas forman una 

estructura aplanada en forma de domo con bucles localizados en la parte 

superior del monómero formando el dominio de reconocimiento de 

carbohidratos (CDR) plegamiento característico del tipo leguminosa (L).  
 

• El acople molecular con LSBo-I propone un sitio de unión a carbohidrato en 

el que están presentes los residuos de Asn126 y Ser146, presentes en la 

unión con los tres ligandos (T, Tn y GalNAC), también Asn137, Tyr130, 

Ser145 comunes en la unión con los ligandos T y GalNac; y, por último, 

Gly108, Asp95, comunes para la unión con T y Tn.  

 

• El presente estudio confirmó la presencia de la lectina de S. bogotensis que 

reconoce manosa (LSBo-II), con peso molecular de 30 kDa, similar a los 

reportados para lectinas con afinidad por glucosa/manosa pertenecientes a 

Leguminosas.  

 

• La separación de las dos lectinas se realizó por cromatografía de intercambio 

iónico sobre DEAE y afinidad por Sepharosa 4B Concanavalina A. 
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• Se estableció que CTAB fue la mejor alternativa para obtener un ARN de la 

calidad necesaria para realizar la síntesis de primera hebra; sin embargo, es 

importante el diseño de primers específicos para obtener el gen de la lectina, 

y de esta forma obtener la recombinante.  

 
 

7.2  Recomendaciones 

 
• Hacer digestión de la proteína purificada por cromatografía de afinidad 

con el anticuerpo con dos enzimas de diferente especificidad, para 

obtener un grupo de péptidos que permitan realizar superposición y 

alcanzar el 100 % de la secuencia de la LSBo-I.  

 

•  Realizar estudios de solubilidad que permitan cristalizar la proteína y 

obtener su estructura tridimensional.  

 

• Realizar más estudios enfocados en obtener la lectina recombinante y de 

esta forma continuar los ensayos de actividad biológica para la detección 

de los glicotopes T y Tn, citotoxicidad y actividad insecticida entre otras  
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Anexos   
 

A. ANEXO. Esquema inmunización conejos para obtener anti 
LSBo-I 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Tabla A-2. Obtención de antisueros para evaluar la respuesta al antígeno 

Muestra 

Días después 
de la 1a 

inoculación 

 
mL por   Conejo 

 
1         2          3           4 

1.Primer sangrado parcial 29     

2.Segundo sangrado 
parcial 

50 
    

3.Tercer sangrado parcial 83     

4.Cuarto sangrado parcial 108     

5.Primera punción 91 15 12 10 12 

6. Segunda punción 117 25 34 45 27 

  
Figura A-1. Determinación del título del Antisuero anti-lectina LSBo-I. 

Tabla A-1. Protocolo de Inmunización con lectina de S. bogotensis1. 
Tomado de (85) 

Conejo 
Reto 

inicial 

Refuerzo (Día) 

7 22 37 57 

1 0.240 0.134 0.161 0.166 0.217 

2 0.153 0.150 0.120 0.132 0.217 

3 0.207 0.198 0.138 0.166 0.261 

4 0.290 0.160 0.124 0.139 0.261 

5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

1 mg de lectina de S. bogotensis empleados en cada inoculación 
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B. ANEXO. Purificación por Sepharosa 4B- ConA  
 

Tabla B-1. Cuantificación de purificación por Sepharosa 4B- ConA de la 

fracción Tris-HCl pH 8.3 

Fracción 
Proteína 

(mg/mL)* 

Vol 

(L) 

(g) 

Totales 

FR NaCl 1%-Glucosa 0,2M 0,104 150 15,6 

FR Gly -HCl pH 2,8 0,628 175 110 

FNR 0,0604 100 60 

*Cuantificación por el método del ácido bicinconinico (BCA)  

FNR: Fracción no retenida, FR: Fracción retenida 
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C. ANEXO. Secuencia de péptidos obtenidos por espectrometría 

de MS/MS 

 

Tabla C-1. Secuencia de péptidos obtenidos por espectrometría de MS/MS, % de 

cobertura con proteína con dominio tipo Leguminosa y alineamiento. 

N° Secuencia Péptido % de Cobertura Proteina 

1 TQGWIDYEAGSNRLEVR 5 
Proteína de Malus baccata que 

contiene el dominio de Lectina_legB 

Alineamiento: 

 

2 

IGFSASTGDWVEVHNILSW

SFNSSLEINNGKNNMGLIIG

LVVEPSK 

9 
Proteína de Acer yangbiense que 

contiene el dominio LectinlegB 
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3 
MEISRLDQDNQQLMAIGSGI

R 
8 

Proteína de Camellia sinensis var. 

sinensis que contiene el dominio 

lectin_legB 

 

4 
GNGSSWRLSATLAEPFTDD

R 
2 

Dominio de lectina de leguminosa 

Paenibacillus thiaminolyticus 

 

5 
QVLADVAEGLNYLHHGWD

QVVVHRDIKSSNILLDSDMR 
6 

Proteína Quinasa de Populus 

trichocarpa con dominio de lectina 

tipo -L 

 

6 
LKLNNGVTVGSFVVLVLIAL

FSLFLIKR 
5 

Protein kinase domain-containing 

protein Gossypium barbadense 

 

7 
LSLGEIKLATMGFNQNRVV

GEGGSATVYK 
4 

Protein kinase domain-containing 

protein 
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8 
QFVAEVVTMGNIQHRNLVP

LLGYCR 
4 

Putative L-type lectin-domain 

containing receptor kinase I.4 

Arabidopsis thaliana 

 

 

9 
QLAVELDTSMNDFDPDGNH

VGIDTRSIIHPFAAK 
5 

probable L-type lectin-domain 

containing receptor kinase S.5 

Juglans regia 

 

10 

VQYDGKNISVFVPLVNLTST

NMNGPVLTLPLNLSDYLPE

K 

6 
Serine/threonine protein kinase 

Trema orientale 

 

11 

IFPNSSKLFVGFSAATGNAV

SGHYILWWSFSTGRGSPH

GLDISK 

6 
Protein kinase domain-containing 

protein  Brassica campestris 
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12 VSKSSKQGINEYASEVR 3 

Proteína que contiene el dominio de 

lectina/glucanasa similar a la 

concanavalina A [Artemisia annua] 

 

D. ANEXO. Alineamiento múltiple de la secuencia parcial de 
LSBo-I con los 12 péptidos obtenidos de MS/MS.  

 

 

Figura D-1. Múltiple alineamiento realizado en Clustal O (1.2.4) de la secuencia 

parcial de LSBo-I con los 12 péptidos obtenidos de MS/MS.  
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E. ANEXO. Validación inicial de los modelos con mejor score de 
I-Tasser y Phyre2 

 
Figura E-1. Validación predicha del modelo obtenido por I-Tasser empleando 
MolProbity 

 
 
 

Figura E-2. Validación predicha del modelo obtenido por I-Tasser empleando 
Ramachandran. 



 

110 
 

 
 

Figura E-3. Validación predicha del modelo obtenido por Phyre2 empleando 
MolProbity  

 

 
 
Figura E-4. Validación predicha del modelo obtenido por Phyre2 empleando 
Ramachandran. 
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F. ANEXO. Cuantificación extracción de RNA de semillas de S. 
bogotensis  

 

 

Tabla F-1. Extracción de RNA de semillas de S. bogotensis  

Método CTAB 
Trizol 

Trizol ZYMO RESEARCH Trizol ambion by life 

Tubo 
Tubo 

1 
Tubo 

2 
Tubo 

1 
Tubo 

2 
Tubo 

3 
Tubo 

4 
Tubo 

5 
Tubo 

6 
Tubo 

7 

muestra mg 730 780 180 178 410 380 135 205 415 

260/280 1,7 1,6 1,52 1,47 1,114 1,07 1,19 1,56 1,2 
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G. ANEXO. Tabla de codones de Salvia miltiorrhiza 
 

Tabla G-1. Tabla de codones de S. miltiorrhiza [gbpln], empleada para la 

traducción inversa de la secuencia de la LSBo-I. 
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 AA  Codón      Numero/1000 AA  Codón     Numero/1000 

Gly     GGG        72.00     14.86      
Gly     GGA        89.00     18.37      
Gly     GGT        73.00     15.07      
Gly     GGC       115.00     23.74     
  
Glu     GAG       219.00     45.20     
Glu     GAA       122.00     25.18     
 
Asp     GAT       148.00     30.55     
Asp     GAC       118.00     24.36     
Val     GTG       146.00     30.13       
Val     GTA        37.00      7.64       
Val     GTT       128.00     26.42       
Val     GTC        78.00     16.10       

  
Ala     GCG       105.00     21.67     
Ala     GCA        89.00     18.37      
Ala     GCT       141.00     29.10       
Ala     GCC       119.00     24.56       

 
Ser     AGT        34.00      7.02       
Ser     AGC        67.00     13.83      
  
Lys     AAG       203.00     41.90   
Lys     AAA        99.00     20.43    
Asn     AAT        87.00     17.96    
Asn     AAC        95.00     19.61    

  
Met     ATG       112.00     23.12    
Ile     ATA        46.00      9.49    
Ile     ATT        91.00     18.78    
Ile     ATC       161.00     33.23   
  
Thr     ACG        57.00     11.76  
Thr     ACA        51.00     10.53  
Thr     ACT        60.00     12.38   
Thr     ACC        68.00     14.04   
  
Leu     TTA        31.00      6.40     
Phe     TTT        59.00     12.18     
Phe     TTC       118.00     24.36    

Leu     TTG        95.00     19.61       
Trp     TGG        50.00     10.32       
End     TGA         7.00      1.44       
Cys     TGT        27.00      5.57       
Cys     TGC        71.00     14.65        
End     TAG         4.00      0.83       
End     TAA         7.00      1.44       
Tyr     TAT        43.00      8.88       
Tyr     TAC        85.00     17.54       
 
 
Ser     TCG        61.00     12.59       
Ser     TCA        58.00     11.97       
Ser     TCT        51.00     10.53       

Ser     TCC        61.00     12.59       
Arg     CGG        35.00      7.22      
Arg     CGA        19.00      3.92      
Arg     CGT        25.00      5.16       
Arg     CGC        25.00      5.16       
 
  
Gln     CAG        77.00     15.89      
Gln     CAA        41.00      8.46       
His     CAT        35.00      7.22       
His     CAC        48.00      9.91       
  
Leu     CTG        93.00     19.20      
Leu     CTA        40.00      8.26       
Leu     CTT        70.00     14.45       
Leu     CTC       112.00     23.12      
  
Pro     CCG        77.00     15.89       
Pro     CCA        55.00     11.35      
Pro     CCT        65.00     13.42       
Pro     CCC        73.00     15.07       
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H. ANEXO: Secuencias de transcripción inversa   
 
Figura H-1. LSBo-I secuencia de nt más probable usando codones para S 
miltiorrhiza  
atggctaccctcctccagaacctcctcaccgctaccagcagannnnnnaccctcctcgatctcgataacaccagannnagc

nnnaccctcctcacccacccgaacttcaacggcgatctcggccacggccagcacggcagcggcagcggccagagcccgagc

ccgagcagattcnnngctctcaccggcgctctcgctcagaaggtgggcaccagcgtgcacccgaacccgagcagcaacctc

gagggcggcgatgctttcgagttcgtgggcccgaagnnnttcnnnatcaccnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnngctgatggc

nnngctnnnttcnnnnnnccggtgggcnnnnnnnnnccgagcggcagcaccggcggctacctcggcgctgtgaacccgaag

ggcnnnggcnnnnnnnnncagggcgtggatgctgatctcaacggcnnnggcagctacggcagcggcggcggcggcaaccac

ggcttctgcggcagcggcagcagcagcaacagcgagctcgtgcagagcagcggcctcggccaccaggagagcagannnatc

aactacnnnnnnnnnnnnnnntacgaggagctccaggtgaccgctggcnnnagaaagnnnnnnnnnnnnagctacgaggct

gagctcgatgatttcgtgaccctccaggtgaccgtgggcctcagcgctgctaccagcggcgatggcgtggagaaggatatc

nnnnnntggnnnttcaccgctnnnatgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnggcnnnnnnatc

agacagnnngtg 
 
Figura H-2. LSBo-I secuencia ambigua derivada de todos los codones posibles para 
cada aminoácido 
atggcnacnytnytncaraayytnytnacngcnacnwsnmgnnnnnnnacnytnytngayytngayaayacnmgnnnnwsn

nnnacnytnytnacncayccnaayttyaayggngayytnggncayggncarcayggnwsnggnwsnggncarwsnccnwsn

ccnwsnmgnttynnngcnytnacnggngcnytngcncaraargtnggnacnwsngtncayccnaayccnwsnwsnaayytn

garggnggngaygcnttygarttygtnggnccnaarnnnttynnnathacnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnngcngayggn

nnngcnnnnttynnnnnnccngtnggnnnnnnnnnnccnwsnggnwsnacnggnggntayytnggngcngtnaayccnaar

ggnnnnggnnnnnnnnnncarggngtngaygcngayytnaayggnnnnggnwsntayggnwsnggnggnggnggnaaycay

ggnttytgyggnwsnggnwsnwsnwsnaaywsngarytngtncarwsnwsnggnytnggncaycargarwsnmgnnnnath

aaytaynnnnnnnnnnnnnnntaygargarytncargtnacngcnggnnnnmgnaarnnnnnnnnnnnnwsntaygargcn

garytngaygayttygtnacnytncargtnacngtnggnytnwsngcngcnacnwsnggngayggngtngaraargayath

nnnnnntggnnnttyacngcnnnnatgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnggnnnnnnnath

mgncarnnngtn 

 
 
Figura H-3. Secuencia empleando la tabla de codones para Arabidopsis thaliana: 
 
TGGCTACTCTTCTTCAAAATCTTCTTACTGCTACTTCTAGANNNNNNACTCTTCTTGATCTTGATAATACTAGANNNTCTN

NNACTCTTCTTACTCATCCTAATTTTAATGGAGATCTTGGACATGGACAACATGGATCTGGATCTGGACAATCTCCTTCTC

CTTCTAGATTTNNNGCTCTTACTGGAGCTCTTGCTCAAAAGGTTGGAACTTCTGTTCATCCTAATCCTTCTTCTAATCTTG

AAGGAGGAGATGCTTTTGAATTTGTTGGACCTAAGNNNTTTNNNATTACTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCTGATGGAN

NNGCTNNNTTTNNNNNNCCTGTTGGANNNNNNNNNCCTTCTGGATCTACTGGAGGATATCTTGGAGCTGTTAATCCTAAGG

GANNNGGANNNNNNNNNCAAGGAGTTGATGCTGATCTTAATGGANNNGGATCTTATGGATCTGGAGGAGGAGGAAATCATG

GATTTTGTGGATCTGGATCTTCTTCTAATTCTGAACTTGTTCAATCTTCTGGACTTGGACATCAAGAATCTAGANNNATTA

ATTATNNNNNNNNNNNNNNNTATGAAGAACTTCAAGTTACTGCTGGANNNAGAAAGNNNNNNNNNNNNTCTTATGAAGCTG

AACTTGATGATTTTGTTACTCTTCAAGTTACTGTTGGACTTTCTGCTGCTACTTCTGGAGATGGAGTTGAAAAGGATATTN

NNNNNTGGNNNTTTACTGCTNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGANNNNNNATTA

GACAANNNGTT 

 
Figura H-4. Secuencia empleando la tabla de codones para Oryza sativa: 
ATGGCCACCCTCCTCCAGAACCTCCTCACCGCCACCTCCCGCNNNNNNACCCTCCTCGACCTCGACAACACCCGCNNNTCC

NNNACCCTCCTCACCCACCCGAACTTCAACGGCGACCTCGGCCACGGCCAGCACGGCTCCGGCTCCGGCCAGTCCCCGTCC

CCGTCCCGCTTCNNNGCCCTCACCGGCGCCCTCGCCCAGAAGGTGGGCACCTCCGTGCACCCGAACCCGTCCTCCAACCTC

GAGGGCGGCGACGCCTTCGAGTTCGTGGGCCCGAAGNNNTTCNNNATCACCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCGACGGC

NNNGCCNNNTTCNNNNNNCCGGTGGGCNNNNNNNNNCCGTCCGGCTCCACCGGCGGCTACCTCGGCGCCGTGAACCCGAAG

GGCNNNGGCNNNNNNNNNCAGGGCGTGGACGCCGACCTCAACGGCNNNGGCTCCTACGGCTCCGGCGGCGGCGGCAACCAC

GGCTTCTGCGGCTCCGGCTCCTCCTCCAACTCCGAGCTCGTGCAGTCCTCCGGCCTCGGCCACCAGGAGTCCCGCNNNATC

AACTACNNNNNNNNNNNNNNNTACGAGGAGCTCCAGGTGACCGCCGGCNNNCGCAAGNNNNNNNNNNNNTCCTACGAGGCC

GAGCTCGACGACTTCGTGACCCTCCAGGTGACCGTGGGCCTCTCCGCCGCCACCTCCGGCGACGGCGTGGAGAAGGACATC

NNNNNNTGGNNNTTCACCGCCNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCNNNNNNATC

CGCCAGNNNGTG 
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Figura H-5.  Protein Sequence Back-translationcon con el algoritmo Backtranambig.  
ATGGCNACNYTNYTNCARAAYYTNYTNACNGCNACNWSNMGNNNNNNNACNYTNYTNGAYYTNGAYAAYACNMGNNNNWSN

NNNACNYTNYTNACNCAYCCNAAYTTYAAYGGNGAYYTNGGNCAYGGNCARCAYGGNWSNGGNWSNGGNCARWSNCCNWSN

CCNWSNMGNTTYNNNGCNYTNACNGGNGCNYTNGCNCARAARGTNGGNACNWSNGTNCAYCCNAAYCCNWSNWSNAAYYTN

GARGGNGGNGAYGCNTTYGARTTYGTNGGNCCNAARNNNTTYNNNATHACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCNGAYGGN

NNNGCNNNNTTYNNNNNNCCNGTNGGNNNNNNNNNNCCNWSNGGNWSNACNGGNGGNTAYYTNGGNGCNGTNAAYCCNAAR

GGNNNNGGNNNNNNNNNNCARGGNGTNGAYGCNGAYYTNAAYGGNNNNGGNWSNTAYGGNWSNGGNGGNGGNGGNAAYCAY

GGNTTYTGYGGNWSNGGNWSNWSNWSNAAYWSNGARYTNGTNCARWSNWSNGGNYTNGGNCAYCARGARWSNMGNNNNATH

AAYTAYNNNNNNNNNNNNNNNTAYGARGARYTNCARGTNACNGCNGGNNNNMGNAARNNNNNNNNNNNNWSNTAYGARGCN

GARYTNGAYGAYTTYGTNACNYTNCARGTNACNGTNGGNYTNWSNGCNGCNACNWSNGGNGAYGGNGTNGARAARGAYATH

NNNNNNTGGNNNTTYACNGCNNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNATH

MGNCARNNNGTN 
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I. ANEXO: Pares de primers obtenidos mediante la herramienta 
bioinformática PrimerBlast.  

 
Tabla I-1. Pares de primers obtenidos mediante la herramienta bioinformática 

PrimerBlast.  
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J. ANEXO.  Validación de todos los primers diseñados con el 
programa PCR Primer Stats 

 
Figura J-1. Resultados obtenidos de la validación de todos los primers diseñados 
con el programa PCR Primer Stats 
 
Global settings: 

-The primers do not have a 5'-phosphate group. 

-Combined concentration of K+ and Na+ in the reaction = 50 millimolar. 

-Mg+2 concentration in the reaction = 1.5 millimolar. 

-Primer concentration in the reaction = 200 nanomolar. 

 

------------------------------------------------------------ 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F1 

                Primer sequence: CTCACCCACCCGAACTTCAA 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=1; A=6; T=3; C=10; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 5950.91 

                      nmol/A260: 5.49 

                micrograms/A260: 32.70 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.25 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R1 

                Primer sequence: CACGAACTCGAAAGCATCGC 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=4; A=7; T=2; C=7; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6080.01 

                      nmol/A260: 5.16 

                micrograms/A260: 31.37 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.70 
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PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F4 

                Primer sequence: GGCGTGGATGCTGATCTCAA 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=7; A=4; T=5; C=4; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6173.07 

                      nmol/A260: 5.19 

                micrograms/A260: 32.07 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.13 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R4 

                Primer sequence: GGGTCACGAAATCATCGAGC 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=6; A=6; T=3; C=5; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6151.06 

                      nmol/A260: 5.02 

                micrograms/A260: 30.88 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 63.93 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 
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               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Warning: There are more than 3 G's or 

C's in the last 5 bases;  

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F6 

                Primer sequence: ATTTCGTGACCCTCCAGGTG 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=5; A=3; T=6; C=6; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6084.00 

                      nmol/A260: 5.42 

                micrograms/A260: 32.96 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.05 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R6 

                Primer sequence: ATATCCTTCTCCACGCCATCG 

                Sequence length: 21 

                    Base counts: G=2; A=4; T=6; C=9; Other=0; 

                 GC content (%): 52.38 

     Molecular weight (Daltons): 6277.12 

                      nmol/A260: 5.31 

                micrograms/A260: 33.34 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.62 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 
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                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row;  

                               :                  ATATCCTTCTCCACGCCATCG 

                               :                  ||||                  

                               : GCTACCGCACCTCTTCCTATA                  

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F7 

                Primer sequence: CCAGAACCTCCTCACCGCTA 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=2; A=5; T=3; C=10; Other=0; 

                 GC content (%): 60.00 

     Molecular weight (Daltons): 5966.91 

                      nmol/A260: 5.54 

                micrograms/A260: 33.06 

           Basic Tm (degrees C): 56 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 51 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 66.04 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R7 

                Primer sequence: AGATCGCCGTTGAAGTTCGG 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=7; A=4; T=5; C=4; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6173.07 

                      nmol/A260: 5.13 

                micrograms/A260: 31.64 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.64 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 
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         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row;  

                               :               AGATCGCCGTTGAAGTTCGG 

                               :                ||||                

                               : GGCTTGAAGTTGCCGCTAGA               

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F8 

                Primer sequence: GATGCTTTCGAGTTCGTGGG 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=8; A=2; T=7; C=3; Other=0; 

                 GC content (%): 55.00 

     Molecular weight (Daltons): 6195.08 

                      nmol/A260: 5.32 

                micrograms/A260: 32.94 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.14 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Warning: There are more than 3 G's or 

C's in the last 5 bases;  

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R8 

                Primer sequence: CCTGGAGGGTCACGAAATCAT 

                Sequence length: 21 

                    Base counts: G=6; A=6; T=4; C=5; Other=0; 

                 GC content (%): 52.38 

     Molecular weight (Daltons): 6455.26 

                      nmol/A260: 4.85 

                micrograms/A260: 31.29 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.05 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 
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------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb F9 

                Primer sequence: AACCTCCTCACCGCTACCTC 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=1; A=4; T=4; C=11; Other=0; 

                 GC content (%): 60.00 

     Molecular weight (Daltons): 5917.87 

                      nmol/A260: 5.80 

                micrograms/A260: 34.31 

           Basic Tm (degrees C): 56 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 51 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 66.04 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: PBSb R9 

                Primer sequence: TGGAGGGTCACGAAATCATCG 

                Sequence length: 21 

                    Base counts: G=7; A=6; T=4; C=4; Other=0; 

                 GC content (%): 52.38 

     Molecular weight (Daltons): 6495.29 

                      nmol/A260: 4.75 

                micrograms/A260: 30.83 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 65.31 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 
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                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmF1 

                Primer sequence: ATGGCCAAGCTTCTCCAAAAC 

                Sequence length: 21 

                    Base counts: G=3; A=7; T=4; C=7; Other=0; 

                 GC content (%): 47.62 

     Molecular weight (Daltons): 6359.20 

                      nmol/A260: 5.01 

                micrograms/A260: 31.88 

           Basic Tm (degrees C): 52 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 47 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.01 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row; More than 50 percent of the bases are self-

annealing;  

                               :    ATGGCCAAGCTTCTCCAAAAC 

                               :     |||  ||||||  |||     

                               : CAAAACCTCTTCGAACCGGTA    

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmR1 

                Primer sequence: GTCGATCGCTTAGTCCTTATTGA 

                Sequence length: 23 

                    Base counts: G=5; A=4; T=9; C=5; Other=0; 

                 GC content (%): 43.48 

     Molecular weight (Daltons): 7020.63 

                      nmol/A260: 4.61 

                micrograms/A260: 32.37 

           Basic Tm (degrees C): 53 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 48 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 62.78 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 
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               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row;  

                               :                  GTCGATCGCTTAGTCCTTATTGA 

                               :                   ||||                   

                               : AGTTATTCCTGATTCGCTAGCTG                  

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmF2 

                Primer sequence: CATGACATCGTCTCGTGGTATTTC 

                Sequence length: 24 

                    Base counts: G=5; A=4; T=9; C=6; Other=0; 

                 GC content (%): 45.83 

     Molecular weight (Daltons): 7309.81 

                      nmol/A260: 4.49 

                micrograms/A260: 32.81 

           Basic Tm (degrees C): 56 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 51 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.55 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row;  

                               :                     

CATGACATCGTCTCGTGGTATTTC 

                               :                     ||||                     

                               : CTTTATGGTGCTCTGCTACAGTAC                     

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmR2 

                Primer sequence: GATCGCTTAGTCCTTATTGATTTGC 

                Sequence length: 25 

                    Base counts: G=5; A=4; T=11; C=5; Other=0; 

                 GC content (%): 40.00 

     Molecular weight (Daltons): 7629.03 

                      nmol/A260: 4.34 

                micrograms/A260: 33.13 
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           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 62.85 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Warning: There are more than 3 self-

annealing bases in a row;  

                               :                      

GATCGCTTAGTCCTTATTGATTTGC 

                               :                      ||||                      

                               : CGTTTAGTTATTCCTGATTCGCTAG                      

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmGAPF 

                Primer sequence: CCACCGTCCACTCCATCACT 

                Sequence length: 20 

                    Base counts: G=1; A=4; T=4; C=11; Other=0; 

                 GC content (%): 60.00 

     Molecular weight (Daltons): 5917.87 

                      nmol/A260: 5.77 

                micrograms/A260: 34.13 

           Basic Tm (degrees C): 56 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 51 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 66.94 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 

------------------------------------------------------------ 

General properties: 

------------------- 

                    Primer name: SmGAPR 

                Primer sequence: TGGGAACTCGGAACGACATAC 

                Sequence length: 21 

                    Base counts: G=6; A=7; T=3; C=5; Other=0; 

                 GC content (%): 52.38 

     Molecular weight (Daltons): 6464.27 
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                      nmol/A260: 4.76 

                micrograms/A260: 30.78 

           Basic Tm (degrees C): 54 

   Salt adjusted Tm (degrees C): 49 

Nearest neighbor Tm (degrees C): 64.96 

 

PCR suitability tests (Pass / Warning): 

------------------------------------ 

               Single base runs: Pass 

         Dinucleotide base runs: Pass 

                         Length: Pass 

                     Percent GC: Pass 

          Tm (Nearest neighbor): Warning: Tm is greater than 58;  

                       GC clamp: Pass 

                 Self-annealing: Pass 

              Hairpin formation: Pass 

------------------------------------------------------------ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 


