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RESUMEN  

La vía MEP es la ruta común de biosíntesis de compuestos isoprenoides, que son 

moléculas esenciales sintetizadas por todos los organismos vivos, en particular, las plantas 

son quienes producen la mayor diversidad de este tipo de compuestos. El primer paso 

comprometido de la vía lo representa la condensación del piruvato y el gliceraldehído-3-

fosfato (GA3-P) a través de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) 

generándose el 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), el cual es transformado por varias 

reacciones enzimáticas en isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP); 

productos finales de esta vía y bloques universales de construcción de todos los 

compuestos isoprenoides existentes en la naturaleza. Los genes dxs e IspA de la vía MEP 

son claves para la acumulación de los productos difosfatados (IPP y DMAPP). Los 

isoprenoides cuentan con importantes aplicaciones en diversas áreas entre las que 

destacan la medicina y la industria farmacéutica. Ante la demanda a gran escala de 

múltiples productos isoprenoides, diferentes grupos de investigación han centrado su 

interés en la aplicación de diversas estrategias de Ingeniería de Vías Metabólicas (IVM) 

para la sobreproducción de compuestos isoprenoides en microorganismos como 

Escherichia coli. 

En el presente trabajo se llevaron a cabo algunas modificaciones en la vía MEP de 

E. coli enfocadas a aumentar el flujo de carbono proveniente del metabolismo central de 

carbono hacia la vía MEP, lo cual es clave en la obtención de una cepa productora de 

isoprenoides. Entre las manipulaciones genéticas se cuentan la clonación y expresión del 

operón que contiene los genes dxs e ispA de E. coli.  Por otro lado, se hizo un análisis 

teórico de la estructura de la enzima DXS, cuya actividad enzimática es inhibida por IPP y 

DMAPP. Mediante diversas metodologías informáticas se ubicaron los posibles sitios de 

unión del IPP y DMAPP a DXS lo que abre la posibilidad que en el futuro sea posible generar 

una variante de la enzima DSX que no esté sujeta a retroinhibición por los productos finales 

de la vía MEP lo que aumentaría de manera importante la acumulación de isoprenoides. 
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ABSTRACT 

The MEP pathway is the common pathway for the biosynthesis of isoprenoid 

compounds, which are essential molecules synthesized by all living organisms, in particular, 

plants are the ones that produce the greatest diversity of this type of compound. The first 

committed step of the pathway is represented by the condensation of pyruvate and 

glyceraldehyde-3-phosphate (GA3-P) through the enzyme 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 

synthase (DXS), generating 1-deoxy- D-xylulose 5-phosphate (DXP), which is transformed 

by various enzymatic reactions into isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl 

diphosphate (DMAPP); end products of this pathway and universal building blocks of all 

naturally occurring isoprenoid compounds. The dxs and IspA genes of the MEP pathway 

are key to the accumulation of diphosphate products (IPP and DMAPP). Isoprenoids have 

important applications in various areas, including medicine and the pharmaceutical industry. 

Given the large-scale demand for multiple isoprenoid products, different research groups 

have focused their interest on the application of various Metabolic Pathway Engineering 

(IVM) strategies for the overproduction of isoprenoid compounds in microorganisms such as 

Escherichia coli. 

In the present work, some modifications were carried out in the MEP pathway of E. 

coli focused on increasing the flow of carbon from central carbon metabolism towards the 

MEP pathway, which is key in obtaining an isoprenoid-producing strain. Genetic 

manipulations include cloning and expression of the operon containing the E. coli dxs and 

ispA genes. On the other hand, a theoretical analysis of the structure of the DXS enzyme 

was made, whose enzymatic activity is inhibited by IPP and DMAPP. Using various 

computer methodologies, the possible binding sites of IPP and DMAPP to DXS were 

located, which opens the possibility that in the future it will be possible to generate a variant 

of the DSX enzyme that is not subject to retroinhibition by the final products of the MEP 

pathway. which would significantly increase the accumulation of isoprenoids. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Los isoprenoides, también conocidos como terpenoides, constituyen un grupo diverso 

de compuestos orgánicos que forman parte de la mayor familia de productos naturales 

conocidos, siendo considerados moléculas esenciales para todos los organismos vivos, 

pues su ausencia tiende a imponer un parasitismo intracelular obligado al microorganismo 

que carece de las vías metabólicas involucradas en su síntesis. Además, estas moléculas 

poseen variadas aplicaciones de interés en el ámbito industrial y agrícola, entre las que 

destacan productos farmacéuticos, fragancias, solventes, aromas, pesticidas y 

desinfectantes (Vranová et al., 2013, Lin et al., 2017; Bohlmann y Keeling, 2008). 

Recientemente se les han atribuido propiedades geroprotectoras (Jeager y Kuny, 2016).  

Más de 65,000 compuestos isoprenoides son producidos en la naturaleza por organismos 

macro y microscópicos (Koksal et al., 2011; Oldfield y Lin, 2012). Etimológicamente la 

palabra terpeno debe su origen a que los primeros miembros de esta familia fueron 

derivados del ñaguarr§sò traducido al ingl®s como turpentin, un aceite volátil obtenido de la 

destilación de trementina que es usado como disolvente de pinturas y barnices (RAE, 2016). 

Desde el punto de vista químico los isoprenoides derivan de una molécula orgánica de cinco 

carbonos ñ2-metil-butadienoò, conocida como isopreno, molécula que, al someterse a 

diversas modificaciones químicas en su estructura, como reacciones de oxidación o 

reorganización de su esqueleto hidrocarbonado, dan origen a nuevas formas químicas 

conocidas como terpenoides o isoprenoides (Camarena, 2011).  

Los isoprenoides cuentan con características que están dadas por su diversa 

naturaleza estructural y funcional (Carretero, 2003), que les permite jugar un papel clave en 

la regulación de numerosos e importantes procesos biológicos, como la regulación de la 

expresión génica, la respiración celular, el transporte de oligosacáridos en el retículo 

endoplásmico, la participación en la formación de colesterol, o la prenilación de proteínas 

(Palma, 2019). 

Recientemente se ha suscitado un creciente interés en la producción biotecnológica 

de compuestos isoprenoides ya que, debido al rol que desempeñan, se han considerado 

como el foco de un prometedor futuro terapéutico pese a la existencia de factores limitantes 

que se buscan resolver. 
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Gracias a los trabajos desarrollados en torno a la síntesis de los isoprenoides se 

sabe bien que estas moléculas orgánicas son derivadas de dos unidades isoméricas de 

cinco carbonos llamadas: isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) 

(Eisenreich et al., 1998; Córdoba et al., 2009) que tienen su origen en dos vías metabólicas 

conocidas como: la vía del mevalonato (MVA), la cual está siendo utilizada con éxito para 

la producción de isoprenoides y la vía del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) que a pesar 

de que tiene un mayor rendimiento teórico respecto a la vía MVA su aplicación se ha visto 

limitada debido a su compleja regulación (Volke, 2014). Sin embargo, desde que se sabe 

que la vía MEP se encuentra ausente en humanos y presente en bacterias patógenas, que 

la baja producción en su principal fuente natural (plantas) es poco rentable y que la síntesis 

química resulta ser poco práctica y en muchos casos técnicamente desafiantes, debido a 

su complejidad estructural, viéndose involucrado sus rendimientos bajos o moderados 

mientras se desperdician recursos valiosos, las enzima implicadas en esta vía representan 

un excelente objetivo para el desarrollo de nuevos antibióticos y herbicidas de amplio 

espectro. Muchos estudios se han centrado en la búsqueda de alternativas que permitan 

controlar los procesos de obtención de isoprenoides con el fin de llevar a cabo su 

producción industrial de forma rápida y en altas concentraciones a través de la regulación 

de los procesos bioquímicos que permiten su síntesis (Wiesner y Jomaa, 2007; Rohmer, 

2010; Hale et al., 2012; Moser y Pichler, 2019).  

Por lo anteriormente descrito, el enfoque actual sobre la producción de isoprenoides 

en las plataformas microbianas, manipuladas por la ingeniería metabólica, es el más 

conveniente y rentable para su producción a gran escala y de alto rendimiento (Woolston 

et al., 2013). Además de ofrecer una alternativa sostenible y respetuosa con el medio 

ambiente a partir de fuentes de carbono simples y que con frecuencia protege la alta calidad 

del producto (Moser y Pichler, 2019).  

Este trabajo pretende realizar la modificación de la vía 2-C-metil-D-eritritol-4- fosfato 

(MEP), para la síntesis de diversos isoprenoides. Mediante la sobreexpresión de los genes 

que codifican para las enzimas 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) y Geranil 

difosfato sintasa (GPPS), que catalizan la primera etapa de la vía MEP y la etapa final que 

conlleva a la síntesis de IPP y DMAPP. Utilizando para ello, a Escherichia coli, como 

microorganismo modelo y poderoso huésped en la producción de compuestos químicos. 
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II. MARCO TEÓRICO  

II.1 Ingeniería de vías metabólicas (IVM) y su dirección hacia la producción de 

isoprenoides. 

II.1.1 Vía metabólica y metabolismo 

El metabolismo consiste en un proceso celular en que participan un gran número de 

proteínas diferentes. Se define como el conjunto de reacciones químicas que ocurren en un 

organismo y se divide en anabolismo y catabolismo. El proceso por el cual la célula 

bacteriana sintetiza sus propios componentes se conoce como anabolismo o biosíntesis, y 

resulta en la producción de nuevo material celular. La biosíntesis es un proceso que 

requiere energía, por lo tanto, las bacterias deben ser capaces de obtenerla de su entorno 

para crecer y, eventualmente, multiplicarse. Contrario a esto, el conjunto de reacciones 

degradativas de los nutrientes para obtener energía o para convertirlos en unidades 

precursoras de la biosíntesis se conoce como catabolismo (Martínez y Gosset, 2007). 

El metabolismo tiene tres funciones específicas. La primera es obtener energía 

química del entorno y almacenarla para luego usarla en diferentes funciones celulares; la 

segunda es convertir los nutrientes exógenos en unidades precursoras de los componentes 

macromoleculares de la célula bacteriana; y la tercera función es formar y degradar 

moléculas necesarias para cumplir funciones celulares específicas, por ejemplo: movilidad 

y captación de nutrientes (Varela y Grotiuz, 2002). 

Gracias a los procesos metabólicos la célula crece hasta llegar a un punto en que 

se divide y puede considerarse como una fábrica microscópica capaz de llevar a cabo un 

gran número de reacciones químicas diferentes (Martínez y Gosset, 2007; Delgado, 2020), 

que se encuentran organizadas en vías metabólicas, que consisten en una serie de 

reacciones catalizadas enzimáticamente, en las cuales un precursor se convierte en 

producto a través de una serie de intermediarios conocidos como metabolitos. 

Por si solas las células producen compuestos útiles para su desarrollo y crecimiento, 

sin embargo, se sabe que muchos de esos compuestos tienden a ser útiles en el ámbito 

industrial, por lo que en la actualidad es necesario modificar su metabolismo para que se 

conviertan en fábricas químicas, pues éstas tienen el potencial genético, en su genoma, 

para coordinar mecanismos esenciales de su metabolismo que les permite sintetizar un 

número considerable de proteínas (Martínez y Gosset, 2007). 
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II.1.2 El papel de la Ingeniería de Vías Metabólicas  

La ingeniería de vías metabólicas (IVM) tuvo su origen a finales de la década de 

1980 y principios de la de 1990 con la llegada de nuevas herramientas de la ingeniería 

genética. El objetivo de esta disciplina es la manipulación racional y directa de las 

reacciones que constituyen el metabolismo celular para redirigir el flujo de carbono a través 

de la alteración de las actividades y niveles de enzimas homólogas y/o heterólogas para 

lograr la biosíntesis de compuestos con valor industrial, comercial y farmacéutico (Smolke, 

2010). A grandes rasgos busca optimizar, tanto el metabolismo y las redes reguladoras 

nativas en la cepa de producción como vías heterólogas introducidas dentro de una célula 

para la producción de una molécula diana (Zhu y Jackson, 2015). El logro de estos objetivos 

implica una estrecha integración entre el análisis de la función celular y la ingeniería 

genética. 

Desde la antigüedad, los microorganismos han destacado por las diversas 

aplicaciones que tienen en la elaboración de alimentos y bebidas. En la actualidad, 

desempeñan un papel importante en áreas como la medicina o la agricultura (Ostos et al., 

2019). 

Antes del desarrollo de la ingeniería genética para generar las cepas de producción, 

los microorganismos se sometían a varias rondas de mutagénesis generalizada empleando 

factores físicos (luz U.V) o químicos (como la hidroxilamina) y un posterior proceso de 

selección de las mutantes con las características deseadas.  Sin embargo, con el 

advenimiento de la IVM ha sido posible acumular conocimiento que hace posible el 

desarrollo racional de cepas con la ventaja de que éstas están bien caracterizadas en 

t®rminos de su gen®tica y fisiolog²a; en contraste con los m®todos ñtradicionalesò. Al tener 

el metabolismo celular una estructura con la forma de un moño, las células consumen una 

gran variedad de nutrientes que se convierten en 12 compuestos del metabolismo central 

de carbono tales como el acetil-CoA, el piruvato, el gliceraldehído-3-fosfato y la eritrosa-4-

fosfato, a partir de las cuales las rutas metabólicas se diversifican generando una gran 

variedad de metabolitos. Esta estructura ha hecho posible la creación de cepas plataforma 

que han sufrido varias modificaciones en sus vías metabólicas para generar algunos de 

estos precursores y que posteriormente requerirán pocas modificaciones en las vías 

metabólicas para lograr la producción de un metabolito específico (Nielsen y Keasling, 

2016). Con base en esto muchas cepas productoras de terpenoides han sido modificadas 
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en las vías MEP o mevalonato para aumentar la producción de isopentenil difosfato (IPP) y 

dimetilalil difosfato DMAPP (Luqueño et al., 2021). 

II.1.3 Herramientas de ingeniería metabólica 

Existen muchas herramientas disponibles y adecuadas para la edición del genoma, 

expresión génica y análisis de la función celular que permiten la aplicación exitosa de la 

ingeniería metabólica para la mejora de las cepas. Por estar fuera de los objetivos de este 

estudio solo se hará mención de algunas de ellas.  

Para el mejoramiento exitoso de una cepa empleando la IVM se requieren de 

herramientas adecuadas que permitan realizar las modificaciones genéticas necesarias. 

Entre ellas destacan la disponibilidad de cepas amigables y vectores que son 

fundamentales para llevar a cabo las modificaciones genéticas adecuadas que permitan 

una transformación rápida con una eficiencia razonable. Por ejemplo, para algunos 

microorganismos como Saccharomyces cerevisiae y E. coli, existen vectores que permiten 

una rápida integración cromosómica del ADN o la expresión de genes mediante el uso de 

plásmidos (Nielsen, 2001). Para E. coli, el grupo de Keasling ha desarrollado un conjunto 

de herramientas especiales que son fundamentalmente útiles en ingeniería metabólica. 

Éstas incluyen plásmidos segregacionalmente estables presentes en un número bajo de 

copias, lo que permite la clonación rápida de diferentes genes (Jones y Keasling 1998), y 

métodos para la estabilización del ARNm de genes heterólogos mediante la introducción 

de horquillas específicas (Carrier y Keasling 1997). Otra herramienta importante requerida 

para la ingeniería metabólica es el acceso a promotores de diferente fuerza, pues a menudo 

es interesante aumentar la expresión de un determinado gen y, por tanto, es deseable la 

disponibilidad de promotores fuertes. Los promotores glucolíticos son generalmente una 

buena opción para promotores constitutivos fuertes. Un ejemplo de esto es el promotor del 

gen que codifica la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, que ha sido clonado en 

muchos microorganismos diferentes (Nielsen, 2001; Keasling, 2010).  

Por otro lado, una vez que se realizaron las modificaciones genéticas es necesario 

analizar los efectos que tuvieron dichos cambios sobre la fisiología de la nueva cepa, así 

como en el nivel de producción del metabolito de interés. En este sentido se han 

desarrollado distintas técnicas de análisis que hacen posible medir el desempeño de la 

nueva cepa de interés a través de distintas técnicas cromatográficas. Cuando no se conoce 

una ruta metabólica completa ha sido de gran utilidad realizar ensayos enzimáticos y de 
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marcaje con 13C para el posterior análisis de los metabolitos marcados mediante NMR o 

GC-MS. También es muy importante cuantificar los flujos de carbono a través de distintas 

ramas de una vía metabólica apoyándose en un balance de materiales que básicamente se 

trata de obtener una serie de ecuaciones algebraicas que es posible resolver suponiendo 

un estado estacionario. A través de estos modelos matemáticos y del análisis del genoma 

transcriptoma, fluxoma y metaboloma ha sido posible dilucidar cuáles son las vías que están 

activas en la cepa de producción y proponer nuevos blancos de modificación genética para 

redirigir el flujo de carbono al metabolito de interés (Nielsen, 2016). 

II.1.4 Ciclo de construcción - modificación de una vía metabólica.  

El desarrollo racional de cepas implica realizar varias rondas en del ciclo de la IVM, 

que es un proceso en el que se lleva a cabo un determinado diseño metabólico y que se 

implementa con herramientas de la ingeniería genética y del que luego se evalúa su efecto 

sobre la fisiología celular y la producción del metabolito de interés (Nielsen y Keasling, 

2016). Una ingeniería metabólica exitosa comienza con un análisis cuidadoso de la función 

celular, con base en el cual se diseña una cepa mejorada que puede implicar el uso de 

modelos matemáticos del metabolismo para el diseño de construcciones óptimas. Este ciclo 

puede ser abordado desde cualquier etapa dependiendo del estado de desarrollo de una 

cepa y el objetivo buscado (Figura 1). 

Diseño 

Esta etapa consiste en el análisis meticuloso de la información disponible acerca de 

las rutas metabólicas involucradas en la biosíntesis del metabolito de interés y es 

determinante en que las modificaciones que se plantean realizar funcionen en el modelo 

establecido. Comprende el análisis de las enzimas y reguladores transcripcionales clave de 

las vías que se desean reconstruir y mejorar; así como la determinación del modelo 

biológico en que se trabajará tomando en cuenta las rutas metabólicas reportadas en el 

hospedero y la facilidad para mejorarlo genéticamente. En la actualidad existen programas 

como el BioCAD (Kiesling y Nielsen 2016) que contienen modelos metabólicos que facilitan 

el análisis de las rutas metabólicas, la elección del hospedero y la selección de blancos 

para optimizar vías para la producción de un metabolito de interés.  

Construcción 

La etapa de construcción inicia con la manipulación genética del hospedero 

seleccionado mediante la expresión heteróloga u homóloga de los genes que codifican las 
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enzimas clave en la vía metabólica de interés dando lugar a una cepa con propiedades 

mejoradas, así como la redirección del metabolismo central del carbono de manera que se 

pueda dirigir un flujo mayor hacia el producto de interés. La reconstrucción de vías incluye 

generar grandes construcciones de ADN que contienen los genes que codifican las enzimas 

de las vías metabólicas y los sistemas de control genético asociados para regular la 

producción de enzimas (Nielsen y Keasling, 2016).  

Evaluación 

Con la cepa construida se procede a realizar ensayos experimentales para evaluar 

la eficacia del diseño metabólico. Esto involucra realizar cultivos que permitan la 

caracterización fisiológica de las células modificadas genéticamente y los niveles de 

producción del metabolito de interés, así como la aplicación de distintas técnicas analíticas 

que provean de información necesaria para medir el desempeño de la nueva cepa en 

comparación con los objetivos planteados inicialmente. A su vez esta experimentación hará 

posible identificar nuevos blancos que permitan mejorar el proceso, tanto a nivel de 

modificaciones genéticas como de optimizar condiciones de cultivo (Patil y Nielsen, 2005; 

Usaite et al., 2009).  

Aprendizaje 

El éxito o fracaso del diseño y construcción es almacenado en esta etapa de 

aprendizaje del ciclo y se puede utilizar para mejorar el diseño en la siguiente ronda. Es 

preciso mencionar que el aprendizaje es posiblemente el paso más débilmente apoyado en 

la práctica actual de la ingeniería metabólica, pero quizás el más importante para aumentar 

la tasa de éxito, y se caracteriza por que no es sistemático y carece de rigor estadístico, 

además se basa en observaciones específicas de datos de la literatura e intuición 

recopilada por investigadores individuales responsables de la siguiente ronda de diseño de 

la ruta (Nielsen y Keasling, 2016). 

 

 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue
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Figura 1. Ciclo empleado por la IVM para el desarrollo racional de cepas de producción. 

 

Como lo indica el ciclo de la figura 1, la IVM implica la mejora continua de las 

propiedades celulares a través de varias rondas de ingeniería genética. Dependiendo del 

proceso y el objetivo, uno puede comenzar en diferentes lugares de este ciclo. Sin embargo, 

si el objetivo es mejorar el rendimiento o la productividad en un proceso existente, primero 

es necesario analizar la vía involucrada. Cuando se requiere transferir la vía biosintética 

completa a un huésped heterólogo se necesita de un análisis más sofisticado sobre las 

enzimas necesarias para la producción de la molécula, sin embargo, esto resulta ser una 

tarea compleja que puede dificultar la reconstrucción de la vía en el huésped heterólogo 

(Ajikumar et al., 2010).  

II. 2 Isoprenoides: naturaleza bioquímica e importancia biológica 

Los isoprenoides también conocidos como terpenoides son las moléculas más 

antiguas que existen, incluso han sido recuperados de sedimentos de más de 2.5 mil 

millones de años de edad (Brocks et al., 1999), son los metabolitos secundarios más 

abundantes presentes en los tres dominios (archaea, bacteria y eukarya) (Wanke et al., 

2001; Lohr et al., 2012; Chang et al., 2013) conformando así el grupo más grande y 

estructuralmente más diverso con más de 80,000 estructuras químicas identificadas hasta 

el día de hoy; su importancia se acentúa aún más debido a que son ampliamente utilizados 
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a nivel industrial y muchos de ellos ofrecen aplicaciones muy interesantes como productos 

farmacéuticos, sabores, fragancias, nutracéuticos, biocombustibles y como materias primas 

de gran volumen para las industrias químicas (Bouvier et al., 2005; Christianson, 2017; 

Bohlmann y Keeling, 2008; Moser y Pichler, 2019). 

Los compuestos isoprenoides tienen un origen biosintético común y químicamente 

son polímeros de hidrocarburos formados por la condensación de unidades de isopreno (2-

metil-1,3-butadieno) un hidrocarburo puro y volátil de cinco carbonos y además el miembro 

más simple de la familia de los terpenoides (Koeksal et al., 2010). Esta unidad isoprenoide 

unida a un grupo fosfato activo forma el IPP (Isopentenil difosfato) que se origina en la vía 

del ácido mevalónico. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que algunos 

terpenoides se originan en una ruta alternativa que puede involucrar piruvato y 

gliceraldheído-3-fosfato (Sponsel, 1995; Adam et al., 1998). Los isoprenoides tienden a ser 

moléculas lineales o cíclicas y algunas presentan estructuras de ambos tipos, formando 

parte del grupo de alquenos, alcoholes, éteres, ésteres, aldehídos y cetonas. 

El número de isoprenos en su estructura ha sido uno de los criterios que ha permitido 

su clasificación convencional. En la figura 2 se muestran algunas estructuras de 

compuestos isoprenoides representativas de cada grupo, mientras que en la Tabla 1 se 

indica la clasificación de estos compuestos. 



 

10 
 

 

 

Figura 2. Estructura de moléculas isoprenoides (Valente, 2021). 

 

El primer grupo lo constituyen los hemiterpenos, cuyas moléculas poseen una sola 

unidad de isopreno y cinco carbonos en su estructura. Un ejemplo de este grupo lo 

representan los hidrocarburos volátiles, como es el hemiterpeno 2-metil-1,3-butadieno 

considerado por muchos autores como el único hemiterpeno. Esta clase de compuestos 

son liberados por los álamos a la atmósfera, siendo importantes en la investigación de 

biomateriales y biocombustibles (Bohlmann y Keeling, 2008), cabe mencionar que algunos 

investigadores también consideran como hemiterpenos a derivados del isopreno que 

contienen oxígeno como el prenol y el ácido isovalérico (León y Guevara, 2007). 

Los monoterpenos forman el segundo grupo isoprenoide, y en éste se agrupan 

moléculas con dos unidades de isopreno y diez átomos de carbono, cumpliendo con la 

fórmula molecular C10H16 (Pharmacognosy Medicinal Plant, 2019). Los isoprenoides de este 

grupo generalmente son empleados como aditivos aromáticos, como componentes 

importantes del aroma del vino y, algunos de ellos tienen propiedades antimicrobianas y 

beneficiosas para la salud. También aquí pertenecen los aceites esenciales de muchas 

plantas como el mentol, geraniol, limoneno, pineno y alcanfor, por mencionar algunos; los 
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cuales se utilizan comercialmente como compuestos aromáticos saborizantes y fragancias. 

(Rico, 2015). 

El tercer grupo isoprenoide se denomina sesquiterpenos, el cual incluye moléculas 

en cuya estructura poseen tres unidades de isopreno y quince carbonos (C15H24) 

(Pharmacognosy Medicinal Plant, 2019). A este grupo pertenecen los aceites esenciales y 

suelen tener funciones como antialergénicos, antiinflamatorios, sedantes, antisépticos, 

bactericidas, analg®sicos, espasm·dicos; compuestos que ñactivanò el sistema nervioso 

central y linfático; además de reducir la presión sanguínea. Un ejemplo de éstos es la 

artemisina, un potente fármaco utilizado contra la malaria (Barquet, 2012). 

Es importante resaltar que los isoprenoides volátiles pertenecientes a estos tres 

grupos principales son sintetizados en las plantas para comunicarse con su entorno y su 

composición y el grado de volatilidad varía entre las especies de plantas (Vranová et al., 

2013). 

Otro grupo isoprenoide importante, y que destaca de entre los demás, es el de los 

diterpenos, el cual comprende moléculas compuestas por cuatro unidades de isopreno y 

veinte carbonos. Este es un grupo químico de amplia distribución con diversas actividades 

biológicas, por ejemplo: antiinflamatoria, antitumoral, antiviral, entre otras (Cuadrado, 

2013). Es de destacar en este grupo el fitol que forma parte de la clorofila y es precursor de 

las vitaminas A, E y K, así como el paclitaxcel (Taxol) utilizado como anticancerígeno y las 

giberelinas usadas como agroquímicos (Barquet, 2012). 

Los triterpenos son el quinto grupo isoprenoide conocido y en él se incluyen 

moléculas con seis unidades de isopreno y treinta carbonos en su estructura con riqueza 

química y farmacológica. Además, son muy utilizados como medicamentos a base de 

hierbas, como son la glicirricina y los ginsenósidos. El escualeno, que es el ingrediente 

principal del aceite de hígado de tiburón, pertenece a este grupo y es el precursor estructural 

de todos los compuestos esteroides, incluyendo al colesterol y las hormonas esteroideas 

(estrógenos y andrógenos), que controlan la diferenciación sexual en humanos. Entre los 

triterpenos sintetizados por las plantas se encuentran las hormonas brasinoesteroides, los 

componentes esenciales de la membrana vegetal, como el fitoesterol, y los compuestos de 

defensa conocidos como fitoalexinas (León y Guevara, 2007). 

 El sexto grupo isoprenoide es el de los tetraterpenos, constituido por moléculas con 

ocho isoprenos y cuarenta carbonos en su estructura. En este grupo se cuentan las 
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xantofilas y carotenos que son pigmentos vegetales amarillo y anaranjado respectivamente, 

que dan color a los frutos, raíces (zanahoria), flores, animales, hongos, y bacterias. 

Además, éstos cumplen funciones importantes en diferentes procesos, por ejemplo, en la 

fotosíntesis, la clorofila absorbe energía luminosa (UV) de longitudes de onda diferentes de 

entre 380-710 nm; el licopeno, que es considerado como pigmento carotenoide que tiene 

propiedades antioxidantes se ha propuesto usarlo para prevenir el cáncer de próstata; la 

astaxantina que se encuentra en animales de mar como los cangrejos, camarones y peces 

de color rojo; juega un papel importante como un potente antioxidante que combate el estrés 

oxidativo mediante la captación de radicales libres y se ha visto que es beneficioso para 

prevenir enfermedades cardiovasculares así como el envejecimiento celular (Chemler et al., 

2006; Martín et al., 2003; Misawa, 2011; Dudareva et al., 2005). 

El séptimo y último grupo isoprenoide es conocido como politerpenos, a quien 

pertenecen una clase de compuestos formados por más de ocho unidades isoprénicas. 

Entre los politerpenos más usados están el látex que es empleado en la fabricación de 

guantes y preservativos; y el hule, de donde se obtiene el caucho para la fabricación de las 

llantas para automóviles. En este grupo también se incluyen la plastoquinona y la 

ubiquinona (León y Guevara, 2007) (Tabla1). 

Cada grupo se subdivide a su vez en función de sus características químicas y/o 

estructurales. De este modo encontramos terpenos saturados e insaturados, lineales y 

cíclicos, y un sin fin de subdivisiones derivadas del elevado número de compuestos que 

forman parte de esta familia tan heterogénea de la que aún siguen descubriéndose nuevos 

miembros (Rico, 2015). 
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Tabla 1. Clasificación de compuestos isoprenoides según el número de átomos de carbono en su 
estructura, ejemplos, funciones y principales aplicaciones. 

Terpenoides/isoprenoides Ejemplos  Funciones  Área de aplicación 

C5 Hemiterpenos Prenol  Esencia  
Perfumería y farmacia Citoquina  Hormona vegetal 

C10 Monoterpenos Esencia de flores 
(Geraniol) 

Protección a la planta ante 
estrés biótico y abiótico Industria Cosmética, 

farmacéutica y 
perfumería  

(Mentol) Aromas y perfumes 

C15 Sesquiterpenos  Farnesol Mejorar aroma de cosméticos/ 
pesticida  

Perfumería e industria 
de pesticidas 

Fitoalexinas Actividad antimicrobiana 

C20 Diterpenos Taxol Anticancerígeno  Industria farmacéutica  

Retinol  Antienvejecimiento  

C30 Triterpenos Escualeno  Emulsificante que estimula la 
respuesta inmunitaria 

Industria farmacéutica 

Esteroles  Fluidez de las membranas 

C40 Tetraterpenos  Licopeno Antioxidante, antinflamatorio y 
quimioterapéutico Industria farmacéutica, 

alimentaria y textil Carotenos 
(Astaxantinas) 

Protectores del aparato 
fotosintético/pigmentos, 

vitamina A 

C>40 Politerpenos Plastoquinona 
/Ubiquinona 

Cadena de transporte de 
electrones 

Industria farmacéutica 
(área de la salud)  

Dolicol  Glicosilación de proteínas 

 

II.3 Isoprenoides: funciones biológicas según su diversidad estructural 

Los isoprenoides representan un grupo muy amplio de compuestos naturales con 

una amplia gama de funciones farmacológicas y fisiológicas demostradas por extensas 

investigaciones biológicas (Jaeger y Cuny, 2016).  Estos se derivan de dos unidades 

isoméricas de cinco carbonos llamadas: isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato 

(DMAPP) (Eisenreich et al., 1998; Córdoba et al., 2009) (Figura 3) de las que por 

condensación de sus estructuras de la cabeza hasta la cola se generan todos los 

isoprenoides conocidos en la naturaleza. 

 

Figura 3. Estructura química del precursor isoprenoide IPP y su isómero DMAPP. 
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Los isoprenoides juegan un papel muy importante en numerosos procesos 

biológicos sustanciales debido a su gran diversidad estructural (Breitmaier, 2006), lo que 

les brinda propiedades que hacen que sean muy interesantes en diversas áreas como la 

industria farmacéutica, de alimentos, de biocombustibles o la agricultura (Wang et al., 2005; 

Zwenger y Basu, 2008; Bohlmann y Keelling, 2008; George et al., 2015). 

Recientemente se ha demostrado que las distintas clases de terpenoides son una 

fuente subestimada de geroprotectores ya que cumplen con los criterios primarios y 

secundarios de estos, lo que los hace potencialmente efectivos para influir de manera 

efectiva en los mecanismos del envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la 

edad. 

Entre los isoprenoides más importantes destacan los carotenoides, clorofilas, 

plastoquinonas, ubiquinonas, esteroles, dolicoles, citoquininas, brasinoesteroides, ácido 

giberélico, ácido abscísico y proteínas feniladas (Wanke, 2001).  

Algunas otras funciones biológicas importantes de los isoprenoides dadas por su 

naturaleza estructural son que estos suelen ser capaces de inhibir la liberación de 

sustancias proinflamatorias, tienen efectos citoprotectores (carotenoides y cadena lateral 

de la clorofila), poseen efectos anti proliferativos de células dañadas, protegen a las células 

normales del daño inducido por la radiación, actúan como citotóxicos y citostáticos, además 

de ser capaces de inducir la apoptosis. 

 Por ejemplo, los carotenos lineales o parcialmente ciclados y su derivado oxigenado 

xantofila, se acumulan en los organelos llamados cromoplastos y dan lugar a los colores 

amarillo, naranja y rojo de muchas flores, frutos y raíces de almacenamiento. Son 

isoprenoides que apagan el exceso de energía de excitación durante la recolección de luz 

en las plantas y que protegen el complejo de recolección de luz ante el deterioro de las 

reacciones oxidativas (Rodríguez, 2010). En la actualidad no existe evidencia firme de la 

función de los carotenoides en flores, raíces y frutos, sin embargo, se considera que 

probablemente estén involucrados en la formación del pole y funcionan como atrayentes en 

flores y frutos (Misawa et al., 1994)  

II.4 Isoprenoides: Fuentes naturales de producción 

Aunque los isoprenoides son esenciales en todos los seres vivos, cerca del 80% de 

esta diversidad molecular se ha encontrado principalmente en organismos fotótrofos como 

las plantas y algas (Eisenreich et al., 2001; Lohr et al., 2011), bacterias (Yamada et al., 
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2015), hongos (Quint et al., 2010); y levaduras (Barquet, 2012) (figura 4). Aunque las vías 

isoprenoides estén ausentes en humanos, el gen dxs y la vía independiente del mevalonato 

se expresan en gran medida en la microbiota que cohabita en los intestinos humanos (Gill 

et al., 2006)  

 

 

Figura 4. Fuentes naturales de isoprenoides (Valente, 2020). 

 

Las plantas como organismos sésiles han desarrollado una enorme plasticidad 

metabólica para contender con los distintos cambios en su entorno. Dicha plasticidad se ve 

reflejada en la gran variedad de compuestos orgánicos que son capaces de sintetizar, 

encontrándose entre ellos una familia de compuestos tan diversa como los isoprenoides 

que son producidos continuamente desde órganos de almacenamiento especializados en 

forma de metabolitos secundarios, principalmente las hojas, flores, frutos, y en menor 

medida en el tallo, el tronco y las raíces (Rodríguez et al., 2004; Ormeño y Fernández, 

2012). Mientras que otros se sintetizan de novo, después de la invasión de un patógeno, 

como un medio de defensa (Staudt y Lhputellier, 2007; Fineschi et al., 2013; Lange, 2015). 

Las diversas plantas que producen isoprenoides generalmente son coníferas pues 

producen una resina defensiva consistente en aguarrás y resinas. Los compuestos 
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isoprenoides aún son extraídos de sus fuentes naturales, que en la mayoría de los casos 

son las plantas, aunque este enfoque a menudo sufre variaciones estacionales y 

geográficas en el suministro de la calidad (Suffness,1995) ya que la proporción de 

producción de los isoprenoides en las plantas es normalmente inferior al 1%, pudiendo 

alcanzar hasta el 10 % de la composición de la resina.  

Los hongos también son otra fuente importante de isoprenoides, puesto que estos 

los liberan en gran cantidad en sus toxinas. Algunos hongos endófitos han tomado un gran 

potencial de aplicación biotecnológica por su producción de compuestos farmacéuticos, 

metabolitos secundarios, agentes de control biológico entre otros (Gangadevi et al., 2008). 

Muchos hongos endófitos han sido aislados de plantas, de entre las que destacan diferentes 

especies de Taxus como T. chinensis, T. cuspidata, T. mairei, T. media y T. baccata 

(JorgeaneK et al., 2011), de los que se ha comprobado que participan en la síntesis de 

compuestos isoprenoides como el paclitaxel, un potente fármaco utilizado contra diversos 

tipos de cáncer. En este grupo destacan los géneros Fusarium, Alternaria, Monochaetia, 

Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Pithomyces y las especies Stemphylium sedicola, 

Nodulisporium sylviforme, Aspergillus fumigatus, Botryodiplodia theobromae, Taxomyces 

andreanae, entre otros (Strobel, 2003; Raja et al., 2008; Sun et al., 2008).  

Otro ejemplo de hongo productor de compuestos isoprenoides medicinales, es el 

hongo Reishi (Ganoderma lucidum) de quien se han aislado más de 140 triterpenoides 

biológicamente activos y 200 polisacáridos, proteínas, lectinas y otros metabolitos diversos 

que inclusive, muchos de ellos son considerados únicos destacando así los ácidos 

ganodéricos, el ácido lucidénico, el ganoderol, etc. Según algunos estudios, los triterpenos 

como lucidumol-B producido por este hongo, sobresale como agente antiviral y antitumoral 

(Terra, 2021).  

Por otro lado, los compuestos isoprenoides suelen encontrarse también en insectos, 

aves como los flamencos, peces y humanos que, aunque no los producen de manera 

natural los adquieren a base de su dieta y los van transformando en sustancias importantes 

en su desarrollo (Lauren et al., 2003; Quintana et al., 2018). 

II.5 Usos y aplicaciones de los isoprenoides 

La versatilidad funcional de los isoprenoides los convierte en excelentes candidatos 

de interés comercial con un alto potencial de explotación biotecnológica e industrial. En el 

ámbito comercial e industrial los isoprenoides destacan como pigmentos, fragancias, 
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saborizantes, drogas, polímeros, producción agrícola y alimentación humana (Rodríguez, 

2006) así como fibras o ceras (Croteau et al., 2000; Bouvier et al., 2005).  

Las plantas y algunos microorganismos producen una vasta cantidad de metabolitos 

secundarios, los cuales han sido utilizados desde tiempos ancestrales por el ser humano 

para su beneficio. Los isoprenoides más importantes en la industria de la perfumería se 

encuentran formando parte de los aceites esenciales vegetales, principalmente aquellos 

extraídos de hojas, semillas y minerales entre los que se encuentran el pineno, el mentol, 

el limoneno, Ŭ-felandreno y mirceno por mencionar algunos (Caputi y Aprea, 2011). Es 

importante resaltar que la producción mundial de aceites vegetales es de miles de toneladas 

anuales (Ortuño, 2006). El mentol, aislado del aceite esencial de la menta (Mentha arvensis) 

(Caputi y Aprea, 2010), tiene una producción anual que excede las 30,000 toneladas 

(Lange, 2015). 

En la industria agroalimentaria los monoterpenos como (E)-ɓ-cariofileno, ɓ-

citronello, Ŭ -pineno, Ŭ-terpineno, citral, timol, carvacrol, alcanfor, mirceno, mentol, geraniol, 

acetato de geraniol, linalool, estragol, carvacona y limoneno, debido a su actividad 

fitotóxica, representan un gran potencial como bioherbicidas, ya que permiten el desarrollo 

de nuevos pesticidas seguros y ecocompatibles (Martino et al., 2010). Algunas fitohormonas 

de naturaleza isoprenoide como las citocininas  son aplicadas exógenamente en todos los 

cultivos desde su descubrimiento en la década de 1940 para modificar los cultivos agrícolas 

mediante el control de diferentes procesos de desarrollo como germinación, crecimiento 

vegetativo (Basra, 2000), para promover el desarrollo radicular de explantes y yemas 

axilares, como protectores florales (Robles et al., 2012) y para mejorar la producción de 

frutos y la duración del periodo de cosecha (Viasus et al., 2013). 

Los saborizantes y fragancias son ingredientes fundamentales en la preparación y 

procesamiento de alimentos a nivel industrial y doméstico (Muller y Riel, 1990).  En la 

actualidad el incremento en el consumo de alimentos fortificados y bebidas enriquecidas 

han sido un reto para la rama de tecnología alimentaria; sin embargo, ha sido necesario 

enmascarar aquellos ingredientes que generan sabores desagradables como las vitaminas, 

minerales y antioxidantes (Caputi y Aprea, 2010). Hoy en día los colorantes, saborizantes 

y fragancias naturales tienen mayor aceptación por parte de los consumidores, y cabe 

señalar que los terpenos han sido extensamente utilizados como agentes saborizantes y 

odorantes (Muller y Riel, 1990). El mentol, por ejemplo, es un monoterpeno p-mentano y ha 

sido extensamente utilizado en el sector de los saborizantes, esto debido a su característico 
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efecto refrescante, perceptible cuando es ingerido o aplicado en la piel; el mentol se utiliza 

principalmente en la industria alimenticia, en gomas de mascar, bebidas, dulces, cigarrillos 

y cosméticos (Lange, 2015). En el caso del limoneno, este es de los monoterpenos cíclicos 

más abundantes en la naturaleza y al ser un subproducto de la obtención del zumo de 

cítricos su producción es de bajo costo (Lemos et al., 2009), siendo utilizado como agente 

saborizante en alimentos, bebidas y gomas de mascar (NTP, 1990).  

 Además de saborizantes algunos monoterpenos son utilizados como fragancias 

que mejoran el olor de productos industriales, o como precursores de saborizantes 

importantes tales como borneol, alcanfor, citronelol, geraniol, mentol, verbenol y verbenon; 

incluso los carotenoides volátiles también son utilizados como saborizantes (Lemos et al., 

2009). 

Es importante saber que un vasto número de productos usados en medicina como 

agentes terapéuticos son de naturaleza isoprenoides, puesto que poseen una gran variedad 

de propiedades terapéuticas que los incluyen como antioxidantes, anticancerígenos, 

antiparasitarios, antimicrobianos, antialergénicos, antiespasmódicos, antibióticos, 

antihiperglucémicos, antiinflamatorios, inmunomoduladores y neurodegenerativos 

(Ajikumar et al., 2008; Huant et al., 2012) (Figura 5), estas características permite que sean 

elementos primordiales de los alimentos funcionales y de los productos nutracéuticos 

(Cruzado y Cedrón, 2012).  Un ejemplo de isoprenoide medicinal es el licopeno, que es 

responsable de proporcionar el color rojo a diversas frutas y vegetales es uno de los 

tetraterpenos antioxidantes más potentes presentes en la naturaleza, del que varios 

estudios confirman que una dieta suplementada con licopeno reduce el riesgo de cáncer, 

así como también retarda el crecimiento de tumores registrándose también su actividad 

contra otras enfermedades como las cardiovasculares, osteoporosis e infertilidad masculina 

(Gajowik y Dobrynska, 2014). El escualeno por su parte ha mostrado tener un efecto 

quimiopreventivo sobre el cáncer de colon (Gopal et al., 2009). Por otro lado, los 

ginsenósidos triterpenos glicosilados son utilizados en la medicina china para tratar 

afecciones respiratorias, entre ellas el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(Shergis et al., 2014); también se han reportado triterpenos como inductores de la apoptosis 

de células cancerígenas (Chudzik et al., 2015). Estas propiedades hacen de los triterpenos 

compuestos que ofrecen alternativas para la prevención y tratamiento del cáncer (Chudzik 

et al., 2015). 
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Figura 5. Propiedades terapéuticas de los isoprenoides y ejemplo de una molécula orgánica de esta 
naturaleza con propiedad anticancer²gena ñTaxolò (Valente, 2021). 

 

El Taxol (Paclitaxel) por ejemplo, es un diterpeno y potente fármaco bien conocido 

por su propiedad anticancerígena con un amplio espectro de actividad frente a tumores 

sólidos, debido a que tiene un modo de acción único cuando se compara con otros 

compuestos anticancerígenos y que resulta ser activo para tratar diversos tipos de cáncer 

como el cáncer de mama, glioblastoma, pulmón, hígado, próstata y ovarios, así como el 

sarcoma de Kaposi relacionado con el SIDA (Barrales y Soto, 2011; Gangadevi y 

Muthumary, 2007).  

El Taxol como principio activo fue obtenido por primera vez de extractos de corteza 

de árboles de Taxus brevifolia comúnmente conocido como Tejo del Pacífico y aunque 

actualmente se extrae de otras especies de Taxus sp., pertenecientes a la familia taxácea 

(Baebler et al., 2005), estudios han reportado y demostrado bajos rendimientos o incluso la 

falta de suficiente material vegetal para la obtención de este fármaco, calculándose que se 

requiere sacrificar al menos de 2-3 millones de árboles por año para cubrir la demanda de 

tratamiento contra el cáncer solo en los EE.UU. (Suffness,1995). Por lo previamente dicho 
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cabe resaltar que estas fuentes primarias de obtención de Taxol se encuentran en peligro 

de extinción debido a la producción tan baja que se genera de forma in situ en la corteza 

de un árbol maduro de 100 años de edad, lo cual es equivalente al 0.017 % peso seco de 

contenido promedio de Taxol, además la gran incidencia de cáncer y su uso excesivo han 

propiciado su tala inmoderada (Gibson et al., 1995). Se estima que la cantidad necesaria 

del fármaco Taxol purificado para tratar solo a 500 pacientes con cáncer es de 1 Kg, 

equivalente al rendimiento de 10 toneladas de corteza o tala de 700 árboles (Liao et al., 

2006), siendo requeridos hasta 2 g de Taxol purificado para un régimen completo de 

tratamiento antitumoral (Cragg y Snader, 1991). 

En años recientes los isoprenoides han adquirido importancia como posibles fuentes 

renovables y ecológicas de combustibles (Das et al., 2020). Por ejemplo, la producción de 

monoterpenos por ingeniería genética en la levadura S. cerevisiae y Rhodosporidium 

toruloide es sobre los que se han hecho más estudios por sus características fisicoquímicas 

ñcompatiblesò con las de los combustibles derivados del petr·leo: el combustible f·sil (diesel 

D2) utilizado en motores de encendido por compresión (George et al., 2015). Comparado 

con los combustibles fósiles, el biodiesel que se obtiene de microorganismos como las 

levaduras ofrece una reducción de las emisiones contaminantes: CO de 48%, SO2 de 100%, 

CO2 de 67% y partículas pequeñas de 47%. Además de su naturaleza no tóxica, este 

biodiesel se clasifica como de tercera generación debido a que no se obtiene de plantas y 

semillas (Singh et al., 2018). 

II.6 Rutas metabólicas de biosíntesis de isoprenoides y aspectos reguladores 

importantes 

Existen dos vías responsables de la síntesis de isoprenoides conocidas como vía 

del mevalonato y vía del MEP o vía no mevalonato; que a pesar de no compartir una relación 

evolutiva, ambas vías parten de metabolitos derivados del metabolismo central, como el 

acetil-CoA, el piruvato  y el gliceraldehído-3-fosfato, para la formación final de los bloques 

estructurales de todos los isoprenoides conocidos como isopentenil difosfato (IPP) y 

dimetilalil difosfato (DMAPP); los cuales a su vez se condensan para dar origen a la gran 

diversidad estructural y funcional de los diferentes isoprenoides (Rohmer et al., 1996; 

Villavicencio, 2015). 

II.6.1 V²a del mevalonato: la ñv²a cl§sicaò de s²ntesis de IPP y DMAPP 

Tradicionalmente se presumía de una vía universal conocida como vía mevalónica 

(MVA) que ha permitido la producción industrial de compuestos valiosos (Englund et al., 
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2018) como los isoprenoides (Chappell, 1995) y en la cual los precursores isopentenil 

difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) eran sintetizados por todos los organismos 

vivos a través de esta ruta metabólica; sin embargo, una serie de ensayos realizados en 

plantas y bacterias arrojaron resultados que no podían ser explicados mediante el empleo 

de esta vía, por lo que experimentos realizados más tarde en células vegetales dieron 

evidencia de la existencia de otra ruta, ya que el mevalonato era incorporado pobremente 

a los isoprenoides ubicados en los plastidios, pero de modo eficiente en los isoprenoides 

localizados en el citoplasma (Braithwate y Goodwin, 1960). La vía MVA fue descubierta en 

el año de 1950 mediante investigaciones realizadas en animales y levaduras por Bloch, 

Cornforth, Lynen y su equipo de trabajo, e identificada a través de las primeras aplicaciones 

de marcaje isotópico (McGarvey y Croteau, 1995) y debido a que dicha vía emplea 

mevalonato fue denominada vía mevalónica (Bloch, 1992).  

La vía del MVA está presente en la mayoría de organismos, incluyendo 

arqueobacterias (Smit y Mushegian, 2000), algunas bacterias grampositivas (por ejemplo, 

enterococos, estafilococos y estreptococos) (Vranová et al., 2002), levaduras (Disch y 

Rohmer, 1998) y animales (Kovacs et al., 2002). Las plantas utilizan ambas rutas para 

sintetizar IPP y DMAPP, hecho que no ocurre en la mayoría de los organismos, que utilizan 

únicamente una de ellas (Hemmerlin et al., 2012), lo anterior responde a la razón de que 

estas sean consideradas la fuente principal de síntesis de isoprenoides y además de que 

eso les permite tener ventaja selectiva en cuanto a las interacciones con su entorno 

superando así las limitaciones de vida sésil, sin embargo se ha sugerido previamente que 

Streptomyces aeriouvifer, una actinobacteria que, excepcionalmente, utiliza activamente 

ambas vías (Seto et al., 1996). 

La vía anabólica de síntesis de IPP a partir del acetato/mevalonato ha sido 

ampliamente estudiada desde hace décadas, razón por la cual es referida también como 

vía clásica, tiene lugar en el citosol, retículo endoplasmático y peroxisomas, además de ser 

responsable de la biosíntesis de sesquiterpenos y esteroles (Lichtenthaler, 1999). Bloch y 

Rittenberg establecieron las bases para la elucidación de esta ruta biosintética al confirmar 

al acetil-CoA como precursor para la síntesis de esteroles (Rawn, 1989). La vía del 

mevalonato permite generar los bloques principales IPP y DMAPP. Dichas moléculas son 

dirigidas al citosol y mitocondrias para ser aprovechadas en la síntesis de isoprenoides 

(Vranová, 2013), y consta de siete reacciones enzimáticas que permiten llegar a la 

generación del IPP y su isomerización a DMAPP (figura 5).  
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El mevalonato el primer intermediario específico de la ruta (Hemmerlin et al., 2012), 

es formado a partir de la condensación secuencial de 3 moléculas de acetil-CoA en dos 

pasos enzimáticos que rendirán sucesivamente acetoacetil-CoA y 3-hidroxi-3-metilglutaril 

coenzima A (HMG-CoA), estas reacciones están catalizadas por la enzimas acetoacetil-

CoA tiolasa (AACT) y HMG-CoA sintasa (HMGS) respectivamente, y es seguida por un 

paso de reducción catalizado por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa 

(HMGR). A esta enzima se le ha atribuido el papel de catalizar la etapa limitante de esta 

ruta bioquímica. Se trata de la primera reacción irreversible y responsable de la producción 

del primer intermediario espec²fico de la ruta ñ§cido meval·nicoò, raz·n por la cual se ha 

venido designando convencionalmente como ruta del mevalonato.  

Posteriormente mediante dos pasos sucesivos de fosforilación dependientes de ATP 

(Lorenzo, 2003), el MVA es fosforilado por la enzima MVA quinasa (MVK) a MVA 5-fosfato 

(MVA-P) y la fosforilación de éste por la enzima MVA-P quinasa (PMK) forma MVA 5-

difosfato (MVA-PP). La descarboxilación de este intermediario por acción de la MVA-PP 

descarboxilasa (PMD) forma IPP y a partir de éste, y por la acción de la enzima IDI o IPP 

isomerasa (IPPI), se produce la isomerización de este a DMAPP en una reacción reversible 

(Hemmerlin et al., 2012; Chang y Pakrasi, 2018; Berthelot et al., 2012) (Figura 6). 

 

Figura 6. Vía del mevalonato (MVA) en la que se muestran las diferentes reacciones enzimáticas 
que conducen a la síntesis de isoprenoides. 
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La ruta MVA está regulada, principalmente, al nivel de la 3-hidroxi-3-metilgluratil-

coenzima A (HMG-CoA) reductasa, HMGR (Manzano et al., 2004; Enfissi et al., 2005). El 

primer nivel de regulación de la ruta del MVA se encuentra en el control del flujo de 

intermediarios a través de la regulación de determinadas etapas enzimáticas de la vía. De 

hecho, la actividad HMGR regula tanto el flujo metabólico a través de la ruta MVA como la 

síntesis de los productos finales (Rodríguez-Concepción, 2006) y constituye la etapa más 

importante en el control metabólico de la ruta del MVA en las plantas, de forma similar a 

como se había demostrado previamente en animales y levaduras (Hemmerlin et al., 2012; 

Rodríguez et al., 2015). 

II.6.2 Vía del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) 

La vía 2-C-metil-D-eritritol4-fosfato (MEP) conocida también como 1-deoxy-D-

xilulosa-5-fosfato (DXP), vía del no-mevalonato o vía de Rohmer (Rohmer et al., 1996) ha 

sido reconocida como una vía alternativa a la del mevalonato (Rohmer et al., 1993; Rohmer 

et al., 1996; Eisenreich et al.,1998; Lichtenthaler, 1999) y recientemente bautizada como 

vía MEP, debido a que el MEP es su primer precursor (Lichtenthaler, 2000). Inicialmente se 

pensaba que esta vía metabólica se encontraba exclusivamente en la mayoría de las 

bacterias gramnegativas (por ejemplo, Bacillus subtilis y Escherichia coli) (Rohmer et al., 

1993;) y algunos parásitos eucariotas que utilizan exclusivamente la vía MEP (Banerjee y 

Sharkey, 2014), sin embargo también ha sido confirmada en diversos organismos 

autótrofos fotosintéticos, como cianobacterias (Proteau, 1998), algas verdes (excepción 

hecha de las euglenofitas) o las briofitas (Lichtenthaler y Schwender, 1997; Lichtenthaler, 

1999; Rohmer; 1999; Disch et al., 1998), y plantas superiores (Banerjee y Sharkey, 2014) 

siendo estos últimos los únicos organismos que han retenido las rutas bioquímicas 

compartimentadas en el citosol (MVA) y los plastidios (MEP) (Vranová et al., 2013; Baidoo 

et al., 2014).  

El conocimiento de esta vía biosintética alternativa que conduce a la síntesis de los 

bloques estructurales de construcción universales para todos los isoprenoides tiene un 

prometedor futuro en área de la medicina, pues ciertamente muchas bacterias patógenas, 

plantas y parásitos dependen de esta vía metabólica mientras que, los humanos y la 

mayoría de Eukarya utilizan la vía del mevalonato, razón por la cual la vía biosintética MEP 

resulta ser muy atractiva como blanco para el desarrollo de futuros fármacos, siendo 

objetivo de varios proyectos para desarrollar nuevos antibióticos contra las enfermedades 
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generadas por bacterias patógenas multirresistentes, tal es el caso de la malaria 

(Lichtenthaler, 2000). 

II.6.3 Elucidación de la vía del MEP 

Desde los años 50, en los que se estableció la vía del acetato/mevalonato en 

levaduras y animales, esta ruta metabólica se ha considerado como exclusiva para la 

síntesis del IPP además de ubicua en toda la escala evolutiva (Spurgeon y Porter, 1981).  

En los últimos años gracias al esfuerzo sinérgico de investigación se ha dado a 

conocer una nueva vía metabólica, involucrada en la biosíntesis de IPP y DMAPP que son 

los intermediarios comunes que dan origen a la gran variedad de isoprenoides. El congreso 

celebrado en Barcelona del 21 al 23 de abril de 1999 (4th European Symposium on Plant 

Isoprenoids) acordó denominar a esta ruta, ruta del MEP por analogía con la ruta del 

mevalonato, ya que ambas tienen el nombre del primer intermediario específico de cada 

una. Pero fue hasta 1981 cuando se llevó a cabo la elucidación de esta vía metabólica. Con 

anterioridad se había observado en experimentos de marcaje con 14C-acetato con distintas 

especies procariotas (Azotobacter vinelandii, Pseudomonas sesami, Escherichia coli y 

Rhodopseudomonas capsulata) que no era posible seguir el marcaje radiactivo en las 

cadenas laterales de la ubiquinona de modo coherente conforme a lo esperado en la ruta 

del acetato/mevalonato (Zhou y White,1991). En particular, experimentos de marcaje 

radioactivo obtenidos de la síntesis de ubiquinona en E. coli permitieron a los investigadores 

proponer que el piruvato y no el acetil-CoA es el precursor del metabolismo central utilizado 

en la biosíntesis de IPP para esta bacteria, lo que excluía al mevalonato como intermediario 

en la biosíntesis de isoprenoides en estos organismos. Otro trabajo realizado en E. coli 

confirmó que el mevalonato no era un intermediario en la nueva vía de biosíntesis de 

isoprenoides, debido a que los autores de este estudio observaron que la adición de 

mevinolina (un inhibidor específico de la HMG-CoA reductasa de la vía del mevalonato) a 

un cultivo de E. coli no inhibió el crecimiento de la bacteria (Fujisaki et al., 1986).  

A través de la vía MEP también se efectúa biosíntesis de los precursores isopentenil 

difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) que conducen a la biosíntesis de precursores 

de los isoprenoides como el isopreno e isoprenoides superiores (Banerjee et al., 2013). 

Consiste en una vía metabólicamente indispensable y evolutivamente conservada que 

produce isoprenoides en organismos portadores de plastidios y la mayoría de las bacterias 

gram-negativas, pero está ausente en animales y hongos (Xiao et al., 2012), por lo que la 

función fisiológica clave de los productos de la vía MEP y su ausencia en los animales ha 
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llevado a la orientación de la vía para el desarrollo de fármacos antiinfecciosos, así como a 

la ingeniería de una variedad de productos biotecnológicos y con características 

agronómicas (Dudareva et al., 2008; Vickers et al., 2009; Rivasseau et al., 2009). 

Al igual que la vía MVA, la vía MEP consta de siete reacciones enzimáticas (Cheng 

y Pakrasi, 2018). Sin embargo, comienza con la biosíntesis de 1-deoxy-D-xilulosa-5-fosfato 

(DXP) a partir de piruvato y D-gliceraldehído-3-fosfato (GAP) (Banerjee y Sharkey, 2014), 

reacción que es catalizada por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) 

(Rohmer et al., 1996; Nakamura et al., 2001) esta enzima desempeña el papel de regular 

el flujo de carbono a la vía MEP a través de un mecanismo de inhibición por 

retroalimentación con IPP y DMAPP que compiten con pirofosfato de tiamina (ThDP), que 

es un cofactor perfectamente acoplado y necesario para la actividad DXS (Banerjee et al., 

2013). 

En el siguiente paso, DXP se convierte en MEP por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-

5-fosfato reductoisomerasa (DXR) (Banerjee y Sharkey, 2014) que requiere NADPH como 

poder reductor (Cheng y Pakrasi, 2018). MEP se convierte luego en 4-difosfocitidil-2-C-

metil-D-eritritol (CDP-ME) por citidación dependiente de citidina trifosfato (CTP) (Cheng y 

Pakrasi, 2018), en el siguiente paso CDP-ME se transforma a CDP-MEP por fosforilación 

dependiente de ATP y posteriormente se transforma en el intermedio cíclico metileritritol 

2,4-ciclodifosfato (MEcDP) por ciclación, todo esto a través de los tres pasos enzimáticos 

consecutivos descritos anteriormente. En el sexto paso, MEcDP se convierte en 

hidroximetilbutenil difosfato (HMBDP) catalizado por la HMBDP sintasa (HDS). En el último 

paso, HMBDP se reduce a IPP y DMAPP por la reductasa HMBDP (HDR). IPP y DMAPP 

también son isomerizados por isopentenil difosfato isomerasa (IDI, IPPI) (Banerjee y 

Sharkey, 2014) (Figura 7). 
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Figura 7. Metabolitos y enzimas involucradas en la vía del metil 2-C- metil-D- eritritol 4- fosfato (MEP) 

desarrollada hasta la formación de los precursores isoprenoides: Isopentenil difosfato (IPP) y 

dimetilalil difosfato (DMAPP). Abreviaturas: G3P: Gliceraldehído-3-fosfato; DXP: 1- deoxy-D-xilulosa-5-fosfato; MEP: 

Metileritritol fosfato; CDP-ME: 4-difosfocitidil -2- C-metil-D- eritritol; CDP-MEP: 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato; CMP: Citidín 

monofosfato  MECPP: 2-C-metil-D-erythritol- 2,4-ciclopirofosfato; HMBPP: Hidroximetilbutenil difosfato; CTP: Citidina 

trifosfato; PPi: Pirofosfato; NADP+ en su forma oxidada; NADPH+ en su forma reducida: Nicotinamida dinucleótido fosfato; 

ATP: Adenosín Trifosfato; ADP: Adenosín Difosfato; CMS/MCT: 4-difosfocitidil-2-C-metileritritol sintasa/ 2-C-metil-D-eritritol-

4- fosfato citidililtransferasa; CMK: 4-(citidina-5´-difosfos)- 2-C- metil-D- eritritol quinasa; MCS: 2-C-metil-D-eritritol-2,4-

ciclodifosfato sintasa; HDS: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato sintasa; HDR: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato reductasa 

(Modificada de Banerjee y Sharkey, 2014). 

 

Tanto en la vía MEP como en la vía MVA la cascada de síntesis de todos los 

compuestos isoprenoides se da a partir de la formación del DMAPP e IPP. El DMAPP puede 

usarse como sustrato directo del isopreno o bien para la síntesis de citoquinas y del 

hemiterpeno y mientras que el IPP funge como sustrato químicamente activo a través de la 

acción de preniltransferasas para dar origen a moléculas importantes como Prenil difosfato, 

Geranil difosfato (GPP), Farnesil difosfato (FPP) y el Geranilgeranil difosfato (GGPP) (Tholl, 

2015), dando origen así a la cascada de biosíntesis de todos los isoprenoides, pues a partir 

de dichas moléculas, con ayuda de una terpeno sintasa que actúa en pasos posteriores a 

estos intermediarios tan importantes, se forman diferentes hidrocarburos y alcoholes a 

través de reacciones como la ionización de los prenil difosfatos, reacciones de transposición 

y a menudo de ciclación, y desprotonación o captura de agua (Tholl, 2015).  

En E. coli después que se generan los intermediarios IPP y DMAPP empleando la 

vía MEP, éstos se condensan mediante la enzima Farnesil Difosfato Sintasa (codificada por 
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el gen ispA), y se originan moléculas como GPP, FPP y GGPP (Ogura y Koyama, 1988; Ku 

et al., 2005). El GPP sirve como precursor universal de los monoterpenoides, mientras que 

FPP es el precursor de los sesquiterpenoides. El traslado de un grupo prenil de IPP a FPP 

mediante la acción de una Geranilgeranil difosfato sintasa (GGPPs) permite la formación 

de isoprenoides de C20, difosfatos de prenilo y precursores de los diterpenoides. Por otro 

lado, la unión de dos moléculas de FPP dan lugar a la formación de los triterpenoides 

moléculas de C30, como el escualeno que son la base de muchos esteroides. Finalmente, 

los tetraterpenoides se forman mediante la condensación de dos moléculas de GGPP para 

generar un isoprenoide de C40, como el fitoeno que se fusiona aún más en varios 

carotenoides (Ward et al., 2018). 

Por otro lado, es importante mencionar también que los actuales estudios han 

demostrado que el número de terpenoides crece continuamente a medida que se clonan y 

caracterizan nuevos genes vegetales que tienen una amplia participación en la vía de 

isoprenoides y que además después de la estructura olefínica de los terpenos, los 

metabolitos pueden modificarse más en la naturaleza por acción de varias monooxigenasas 

del citocromo P450, reductasas, deshidrogenasas o varias clases de transferasas 

(Kampranis y Makris, 2012) que modifican los terpenoides dando origen a una amplia gama 

de variantes lineales o cíclicas. (Chang y Keasling, 2006).  

II.6.4 Parámetros estequiométricos importantes entre la vía MVA y MEP 

El análisis de la estequiometría de la vía MEP en E. coli y la vía MVA muestra la 

gran demanda de energía (ATP) y poder reductor (NAD[P]H) que se necesitan en ambas 

vías para proceder a reacciones multienzimáticas que dan lugar al IPP y DMAPP basando 

la biosíntesis de terpenoides principalmente en la asimilación del carbono. Por ejemplo, en 

la vía MVA, cuando se parte de la glucosa como fuente de carbono, la producción del 

sustrato acetil-CoA conlleva la pérdida de CO2, mientras que para la producción de los 

sustratos G3P y piruvato en la vía MEP no se pierden átomos de carbono. En este sentido, 

la vía MEP solo necesita 1 mol de glucosa para la producción de 1 mol de IPP, mientras 

que el MVA necesita 1.5 mol de glucosa por mol de IPP (Tabla 2). Sin embargo, la vía MVA 

es tan eficiente en términos energéticos porque tiene una ganancia neta de NADPH y NADH 

teniendo en cuenta el metabolismo central del huésped (Schempp et al., 2018).  

Algo diferente pasa cuando se introduce una vía heteróloga en un organismo, 

específicamente con la estequiometría general de la reacción desde la glucosa hasta los 

precursores terpenoides (Schempp et al., 2017). Por ejemplo, estudios de ingeniería en los 
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que se sobreexpresan tanto la vía MEP como MVA en E. coli, se observa un sinergismo 

entre ambas vías, al incrementar directamente la producción de las moléculas de interés 

debido a su complementariedad. de ambas vías, aunque también se considera la 

posibilidad de la reducción de cantidades intracelulares de metabolitos posteriores que 

podrían causar inhibición por retroalimentación (Yang et al., 2016). Sin embargo, es 

necesario evaluar cada vía heteróloga tomando en cuenta aspectos termodinámicos como 

las energías libres de formación; la cinética enzimática, la estequiometría de la vía y las 

reacciones que compiten (Ward et al., 2018). 

Tabla 2. Estequiometría general para sintetizar 1 mol de IPP a partir de glucosa, mediante glucólisis 
y (a) la vía MEP (en E. coli) o (b) la vía MVA (en S. cerevisiae) (adaptado de la referencia modificada 
de Schempp et al., 2017). 

a) MEP (E. coli) 

 

Glucosa + 2 ATP+ 3 NADPH+ NAD* Ÿ IPP+ CO2+ 2 ADP+ 3 NADP*+ NADH 

IPP/Glucosa= 0.83 C-mol/C-mol 

 

b) MVA (S. cerevisiae) 1.5 Glucosa+ 3 ATP+ NADP*+ 3 NAD*Ÿ IPP+ 4 CO2+ 3 AMP+ NADPH+ 3 NADH 

IPP/Glucosa= 0.56 C-mol/C-mol 

 
Rendimientos máximos de IPP (IPP / glucosa) basados en la estequiometría de carbono. 

 

II.6.5 Elementos reguladores de la vía MEP en la biosíntesis de isoprenoides 

Los mecanismos que regulan las rutas MVA y MEP no están totalmente dilucidados, 

aunque en ambos casos parece existir un control a nivel transcripcional de las enzimas 

clave (McConkey et al., 2000) razón por la cual la comprensión de la regulación de ambas 

vías es sumamente importante cuando el objetivo principal es construir una cepa 

sobreproductora de isoprenoides (Banerjee et al., 2013). 

En las bacterias, por ejemplo, la regulación es principalmente por producto final y 

transcripcional. Esta última fue optimizada por la organización de genes en operones, lo 

que facilita el control simultáneo sobre partes o la ruta completa (Rodríguez y Bonorat, 

2013). 

 Una particularidad de esta ruta es la capacidad para sintetizar simultáneamente IPP 

y DMAPP utilizados directamente para la biosíntesis de isoprenoides en los plastidios, en 

contraste con la del mevalonato que conduce exclusivamente hasta la síntesis del IPP y 
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sus productos son utilizados en otros compartimentos subcelulares (Lorenzo, 2003; 

Vranová et al., 2013). 

A diferencia de la vía del MVA, la regulación de la ruta MEP parece ser más 

compleja, ya que ésta puede ser regulada por varias enzimas, incluyendo (DOXP sintasa), 

la DXP reductoisomerasa (DXR) y la hidroximetilbutenil-4-difosfato (HMBPP) reductasa 

(HDR). Esta última enzima es responsable de convertir directamente el HMBPP en IPP y 

DMAPP en el último paso de la ruta MEP.  Además, la vía MEP es energética y teóricamente 

más eficiente que la vía MVA en la conversión de azúcares o el glicerol en isoprenoides 

(Liu et al., 2014). 

Estudios indican que de todas las enzimas que participan en la vía MEP (Tabla 3) la 

más importante es la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) y que además es 

la encargada de regular el flujo metabólico a través de la ruta MEP en varias especies 

vegetales (Rodríguez, 2006), seguida de la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa 

(DXR) que junto a la DXS catalizan los pasos limitantes de la velocidad en la ruta MEP 

(Duchene et al., 2009), mientras que la HDR es la enzima limitante para la biosíntesis de 

isoprenoides en varios organismos, incluyendo bacterias y plantas (Walter, Hans y Strack,  

2002; Botella et al., 2004; Carretero et al., 2006; Rodríguez, 2006). 

Ciertamente el flujo metabólico a través de la ruta MEP está controlado por varias 

enzimas, siendo las principales la DXS y la HDR, que son reguladas tanto a nivel 

transcripcional como postranscripcional en respuesta a cambios metabólicos, ambientales 

y del desarrollo (Rodríguez, 2006). Sin embargo, recientemente han revelado que en E. 

coli, es ampliamente conocido que el DXS y el IDI catalizan reacciones de cuello de botella 

en la vía MEP y que la sobreexpresión de los genes que codifican el DXS y la IDI conducen 

a un aumento significativo en la producción de terpenos (Niu et al., 2017). 

La importancia de las enzimas de la vía MEP radica en que suelen ser esenciales 

para la vida ya que su falta de función es letal para los organismos que la presentan (Uros, 

2009). La fabulosa diversidad de compuestos isoprenoides sintetizados por las plantas y 

bacterias, así como la multiplicidad de funciones que han de desempeñar, las han obligado 

a desarrollar un exquisito conjunto de mecanismos de control de la biosíntesis de estos 

compuestos. 

La regulación metabólica de la vía MEP también es dictada por la fuente de carbono 

y cofactores energéticos (Delwiche y Sharkey, 1993; Kuhnemann et al., 2002), por ello si 
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se toma en cuenta que los precursores de la ruta del MEP, el piruvato y el GAP, derivan de 

la fotosíntesis o la glucólisis, se considera que los niveles de azúcares tienen un papel 

importante en la regulación de la biosíntesis de isoprenoides plastídicos. Sin embargo, 

también la expresión de algunos de los genes de esta vía metabólica puede estar afectando 

el flujo del carbono a través de la vía (Volke et al., 2014). 

Otros de los constituyentes involucrados en la regulación de la vía MEP son los 

genes de interés que codifican enzimas que suelen desempeñar un papel importante en la 

biosíntesis de los bloques principales para la biosíntesis de isoprenoides (Tabla 3). La 

regulación estricta de la vía MEP incluye los genes ispF, ispG e ispH. ISPF está regulada 

por una combinación de activación anticipada e inhibición por retroalimentación en E. coli 

(Bitok y Meyers, 2012). El gen ispF forma un complejo con 2-C-metileritritol-4-fosfato (MEP) 

que mejora significativamente la estabilidad de la enzima. y el producto generado de estos, 

pero este complejo ispF-MEP es inhibido a su vez por FPP y no por CDP como se informó 

anteriormente solo para ispF (Bitok y Meyers, 2012). El producto de ispF, 2-C-metil-D-

eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEC), juega un papel complejo en la regulación de la vía MEP y 

también se ha informado que es un cuello de botella importante en esta vía (Zhou et al., 

2012). 

Tabla 3. Enzimas y genes reguladores de la vía MEP en E. coli. 

Enzimas Actividad enzimática Gen  

DXS 1-Deoxixilulosa 5-fosfato sintasa dxs/dxs 

DXR 1-deoxixilulosa 5-fosfato reductoisomerasa yaeM/ispC 

MCT 1- Metileritritol 4-fosfato citidiltransferasa ygbP/ispD 

CMK 4-(citidina-5 difosfato) 2- metileritritol kinasa ychB/ispE 

MDS/MCS 2- Metileritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa ygbB/ispF 

HDS 4-hidroxi 3- metil 2-butenil difosfato sintasa gcpE/ispG 

HDR 3-Hidroxy 3-metil 2- butenil difosfato reductasa iytB/ispH 

 

Sin embargo, durante los últimos 10 años, muchos intentos de diseñar la vía MEP 

en E. coli para aumentar el suministro de los precursores clave IPP y DMAPP para la 

sobreproducción de carotenoides (Yuan et al., 2006; Farmer y Liao, 2001), 

sesquiterpenoides (Martin et al., 2003) y diterpenoides (Morrone et al., 2010) se ha reunido 

con un éxito limitado cuya ineficiencia se atribuye a efectos reguladores desconocidos 

asociados específicamente con la expresión de la vía MEP en E. coli. 
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Así como existen factores genéticos propios de la vías metabólica estudiada 

involucrados en la regulación de síntesis de isoprenoides, existen otros factores que pueden 

provocar cambios en los niveles de transcritos en los genes de la ruta estudiada, tales como 

factores ambientales de entre los que se encuentran la luz, el estrés abiótico, el estrés 

biótico y señales nutricionales (Carretero et al., 2002; Guevara et al., 2005; Hemmerlin, 

Harwood y Bach, 2012; Rodríguez et al., 2013; Banerjee y Sharkey,  2014). 

II.7 Enzimas importantes en este estudio  

II.7 .1 dxs/ DXS: 1-Deoxixilulosa-5-fosfato sintasa 

La 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXP sintasa) (Figura 8) es una enzima 

reguladora de la vía independiente de mevalonato involucrada en la biosíntesis de 

isoprenoides y es codificado por el gen dxs. Se encuentra en bacterias (gen dxs) y plantas 

(gen CLA1) que cataliza la reacción de condensación de aciloína dependiente de pirofosfato 

de tiamina entre los átomos de carbono 2 y 3 de piruvato y gliceraldehido 3 fosfato para 

producir 1-desoxi-D-xilusosa-5-fosfato (DXP), un precursor en la ruta biosintética de los 

isoprenoides, tiamina (vitamina B1) y piridoxol (vitamina B6), además de participar en 

múltiples rutas biosintéticas esenciales que la sitúan en un punto estratégico de 

ramificación, específicamente para el desarrollo de nuevos fármacos antiinfecciosos contra 

enfermedades humanas como la malaria y la tuberculosis (Masini et al., 2013; Gierse et al., 

2017).  

 

Figura 8. Representación de la estructura 3D de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa de 
la cepa K12 de E. coli (2O1S). (Tomada de Protein Data Bank, Xian et al., 2006). Formato 
ASN.1(Cn3D). 
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 La 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa es una enzima que se localiza en el citosol por 

lo que no presenta un péptido señal en su estructura y por tanto no sigue la vía excretora 

que conduce a la expresión extracelular de las proteínas (Figura 9 y 10). Esta enzima está 

formada por una secuencia total de 620 residuos de aminoácidos y una masa molar de 67.6 

kDa. En E. coli es una enzima crucial para la biosíntesis de isoprenoides, sin embargo, su 

función molecular es diversa ya que tiene actividad 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa y 

actividad transferasa, que le permite la transferencia de aldehído o grupos cetónicos. Es de 

importancia mencionar también que esta enzima se encuentra sujeta a ciertos parámetros 

de activación como son su dependencia de un pH óptimo de 7.5 - 8.0 y de una temperatura 

óptima que va de 42°C a 44°C.  

 

 Figura 9. Análisis péptido señal de la proteína DXS que muestra la ausencia del péptido señal de 
esta proteína (Tomada de SignalP-4.1). 
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Figura 10. Ciclo de formación de DXS en E. coli (Valente, 2021). 

 

La DXP sintasa (DXS) es una enzima dependiente de tiamina difosfato y guarda una 

estrecha relación con la trancetolasa y la subunidad E1-beta de la piruvato deshidrogenasa. 

Por ejemplo, se ha demostrado que una mutación en el gen que codifica para la subunidad 

E1 del complejo del piruvato deshidrogenasa permite la supervivencia de cepas de E. coli 

defectuosa en la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (Sauret et al., 2006), una sintasa que 

cataliza una importante reacción que une el metabolismo primario y secundario mediante 

la unión del piruvato y gliceraldehido-3-fosfato para formar el metileritritol 4- fosfato 

precursor del núcleo terpénico (Santos y Ramos, 2019). Dicho de otra forma, esta enzima 

cataliza la primera y la reacción limitante de la velocidad en la ruta que es la condensación 

de 3-fosfato de gliceraldehido (GAP) y el piruvato (Sprenger et al., 1997; Bouvier et al., 

1998; Matthews y Wurtzel, 2000; Lois et al., 2000). Lo mismo pasa al usar medios 

suplementados con vitamina B1, B2 y el metabolito MEP, en el que este último restaura la 

función del gen en la vía (Gierse et al., 2017). 

La DXP sintasa está relacionada evolutivamente con los conocimientos 

tradicionales. En la sección central hay residuos ácidos conservados que forman parte de 

la hendidura activa y pueden participar en la unión al sustrato. Esta familia incluye enzimas 

transcetolasas y también coincide parcialmente con la subunidad beta 2-oxoisovalerato 
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deshidrogenasa beta P37941. Ambas enzimas utilizan pirofosfato de tiamina como cofactor, 

lo que sugiere que puede haber aspectos comunes en su mecanismo de catálisis. 

II.7.2 IspA/ ISPA: Farnesil Difosfato Sintasa 

La enzima Farnesil Difosfato Sintasa conocida también como Dimetilaliltransferasa, 

es una proteína implicada en la síntesis de isopreno, una importante unidad orgánica de 5 

carbonos en las plantas. Se utiliza para acumular isoprenoides, incluidos carotenoides, 

terpenos y caucho natural. Participa consumiendo el IPP y DMAPP de la vía MEP para dar 

origen a la gran diversidad de isoprenoides que existen en la naturaleza, a modo de que al 

mismo tiempo evita la retroalimentación negativa de la enzima DXS provocada por la 

acumulación de los precursores de los isoprenoides: IPP y DMAPP. También se sabe que 

en las bacterias esta enzima participa en el proceso biológico de formación de isopreno y 

en el humano en procesos como el metabolismo y biosíntesis de lípidos, colesterol, 

esteroides y esteroles, así como en la interacción huésped-virus. 

Esta enzima pertenece a la superfamilia del dominio de la isopreno sintasa, tiene 

función molecular transferasa y puede utilizar tanto dimetilalil pirofosfato o isopentenil 

pirofosfato como sustratos, generando Geranil difosfato y Farnesil difosfato (FPP), los 

cuales son precursores de varias clases de metabolitos esenciales, incluidos esteroles, 

dolicoles, carotenoides y ubiquinonas. Por lo tanto, la enzima puede catalizar dos 

reacciones secuenciales en la ruta biosintética de poliisoprenoides (Fujisaki et al., 1986). 

Según el banco de datos de proteínas en Europa el análisis estructural de ISPA de 

E. coli indica que es una proteína que actúa como un homodímero, compuesta por 2 

cadenas A y B, tiene una longitud de 300 aminoácidos y un peso teórico de 32. 27 KDa 

(Figura 11). Esta proteína es codificada por genes cuyas denominaciones son: JW0411, 

b0421 e ispA (E. coli). El ligando de esta enzima es el magnesio y tanto en procariotas 

como en eucariotas se localiza en el citoplasma.  
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Figura 11. Representación de la estructura de la enzima Farnesil Difosfato Sintasa (ISPA) de la cepa 
K12 de E. coli (Tomada de Protein Data Bank in Europe). 

 

II.8 Importancia de cofactores energéticos en la síntesis de isoprenoides 

El ATP y el NADPH son dos cofactores importantes para la producción de 

compuestos terpenoides. Los efectos de la oferta de carbono, las demandas de energía 

(ATP / CTP) y la disponibilidad de la reducción de cofactores (NADH, NADPH) afectan 

fuertemente el rendimiento y la productividad de la vía MEP o MVA en la producción de 

isoprenoides (Gruchattka et al., 2013; Diner et al., 2018). Asegurar un buen suministro de 

precursores es de gran importancia para una vía isoprenoide que funcione bien. 

Para que se logren avances importantes en la síntesis de isoprenoides se requiere 

el uso de ingeniería metabólica para equilibrar no sólo los intermediarios metabólicos que 

conducen al producto final, sino también el suministro de los precursores y cofactores 

necesarios, pues no todo se basa en la presencia solamente de los genes indispensables 

de la vía. 

II.9 Importancia de los enlaces moleculares que se forman interacción ligando 

proteína 

Interacciones moleculares no covalentes: responsables de las atracciones o repulsiones 

entre moléculas y determinación de propiedades físicas de las sustancias, punto de 

ebullición, fusión, solubilidad o estado de agregación (McMurry et al., 2008): 

about:blank
about:blank
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a) Puente de hidrógeno convencional: interacción entre un átomo de hidrógeno de 

un enlace polar, como N-H, O-H, o F-H y un átomo electronegativo de O, N o F. Son 

los enlaces más importantes para los organismos vivos pues permiten determinar la 

estructura y las propiedades de muchos compuestos, por ejemplo, son responsables 

de la doble hélices del ADN y son capaces de determinar la conformación de 

enzimas para que estas catalicen reacciones químicas.  

 Puente de hidrógeno-carbono: interacción que se da entre un átomo 

electronegativo (O, N, F) y un carbono aledaño funcionando como donador. 

 Puente de hidrógeno Pi-donor 

b) Fuerzas electrostáticas: son un tipo de enlace en el que la interacción 

intermolecular se da gracias a la nube de electrones presente. 

 Interacción de Pi-alquilo: Es una interacción de la nube de pi-electrones sobre un 

grupo aromático y un grupo de electrones de cualquier tipo alquílico 

 Interacción Pi-Pi: arilo-arilo son interacciones en la nube de pi-electrones entre dos 

grupos aromáticos. 

 Interacción de Pi-sulfuro: La nube de electrones pi del anillo aromático interactúa 

con el par solitario de la nube de electrones del átomo de azufre 

c) Interacciones hidrofóbicas: se dan entre las cadenas laterales de los aminoácidos 

hidrofóbicos (A, V, L, I, M, Y, F, W) este tipo de fuerzas son las más débiles de todas 

las interacciones no covalentes, e intervienen en el correcto plegamiento de las 

proteínas. Tienden a ser muy bajas por sí solas, pero en conjunto suelen ser 

significativas, más aún cuando son entre grupos aromáticos. 

II.10 Herramientas moleculares: Escherichia coli como hospedero modelo de 

ingeniería de vías metabólicas 

Recientemente se han utilizado diversos microorganismos como máquinas 

industriales, que permiten la síntesis de compuestos de interés, tal es el caso de los 

isoprenoides y los productos derivados del petróleo que ante la contingencia ambiental han 

estado liderando el mercado del consumo en los últimos años.  

E. coli y S. cerevisiae son los dos microorganismos mejor establecidos para la 

producción de isoprenoides, y junto a otros organismos como Bacillus subtilis y 

Streptomyces coelicolor han sido los más utilizados como fábricas celulares (Keasling, 

2010). Sin embargo, las herramientas genéticas disponibles para estas plataformas menos 

conocidas aún están rezagadas respecto de las desarrolladas para S. cerevisiae y E. coli 



 

37 
 

ya que ambos organismos están bien caracterizados en cuanto a su fisiología, metabolismo 

y genética (Schewe et al., 2015; Woolston et al., 2013). E. coli sin duda alguna es uno de 

los organismos procariotes más usados para manipulaciones genéticas y para la 

producción industrial de proteínas de interés terapéutico o comercial el primero tiene el 

calificativo por sus siglas en ingl®s ñGRASò (ñgenerally recognized as safeò), y ha sido 

además ampliamente utilizada para la biotransformación y producción de enzimas y 

metabolitos de interés biotecnológico (Rico, 2015), y S. cerevisiae es un microorganismo 

modelo con ventajas sobre otros microorganismos silvestres como lo son las modificaciones 

postranscripcionales y un poderoso anfitrión para la producción de biocombustibles y 

productos químicos (Zhao et al., 2011). Debido a la versatilidad de E. coli y S. cerevisiae, 

se han desarrollado y examinado muchas estrategias de ingeniería metabólica para 

aumentar la producción de isoprenoides en los dos huéspedes modelo. Por ejemplo, para 

E. coli durante el último lustro se han identificado en sus vías metabólicas las reacciones 

enzimáticas importantes en la producción de diversos isoprenoides, más allá de la 

catalizada por la DXR, que conducen hacia la síntesis de IPP por la vía del MEP en la que 

diversos sistemas bacterianos han constituido, en todos los casos, el modelo de origen.  

Por lo anteriormente descrito E. coli se ha desvelado como un poderoso sistema 

para la identificación de los diversos genes implicados en la ruta del MEP, debido a que es 

uno de los microorganismos que a nivel genético está altamente caracterizada y su 

cromosoma se ha manipulado para facilitar la clonación y la expresión génica, además 

ofrece ventajas como facilidad de manejo, disponibilidad de vectores, crecimiento en 

fuentes de carbono económicas, acumulación rápida de biomasa y escalamiento sencillo 

(Goulding y Perry, 2003; Baneyx et al., 2004). 
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III. ANTECEDENTES 

III.1 Enfoque general sobre el diseño de vías metabólicas heterólogas 

Desde hace 8000 años, los seres humanos han aprovechado los microbios para 

producir alimentos y bebidas fermentadas, de modo que recientemente éstos han sido 

utilizados para producir productos químicos con una amplia gama de aplicaciones en 

historias relevantes durante las últimas décadas (Nielsen y Keasling, 2016).  

Muchas de las aplicaciones de la ingeniería metabólica tienen su origen en el papel 

que ha jugado la ingeniería genética, pues sus primeros indicios ocurrieron en los años 90, 

mismo año de aparición de su terminología. A partir de las actividades que ya se realizaban 

en la ingeniería genética de diversos microorganismos como la modificación del 

metabolismo celular, tuvo origen una nueva disciplina conocida como ingeniería metabólica 

que ha ido evolucionando significativamente en los últimos 20 años a través de los avances 

científicos y tecnológicos desarrollados alrededor de ésta área de aplicación, y ejemplo de 

ello son las distintas herramientas de análisis de flujos metabólicos que permiten determinar 

la distribución y la magnitud de los flujos de materia y energía en la célula (Stephanopoulos 

et al., 1999).  

Los primeros intentos en la síntesis de nuevas sustancias de interés como la 

producción de acetona durante la Primera Guerra Mundial, la producción de ácido cítrico 

mediante el hongo filamentoso Aspergillus Niger o la síntesis de penicilinas basadas en un 

proceso fermentativo generado a partir del metabolismo de microbios que permitió la 

visualización de una producción a gran escala, dieron pauta al interés de la utilización de 

microorganismos para sintetizar productos naturales de interés farmacéutico como 

antibióticos, agentes reductores del colesterol, inmunosupresores y medicamentos contra 

el cáncer (Thykaer y Nielsen, 2003). Por ejemplo, la reconstrucción de la vía de E. coli para 

la conversión del aminoácido triptófano en el tinte índigo derivado de plantas representó un 

hito clave en la IVM (Murdock et al., 1993) ya que después del éxito de esta transformación 

existieron varios casos exitosos de ingeniería del metabolismo de E. coli para sobreproducir 

compuestos aromáticos principalmente. Sin embargo, recientemente se han seleccionado 

más microorganismos en IVM, con el fin de estudiar nuevos sistemas biológicos que puedan 

ser blancos de gran utilidad y permitan nuevos descubrimientos en el ámbito biotecnológico, 

tal es el caso de S. cerevisiae quien también ha sido modificado para la producción de alto 

nivel de aromáticos (Rodríguez et al., 2015). 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib86
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib86
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib86
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Por otro lado, con el objetivo de producir productos vegetales naturales como 

estilbenoides y flavonoides se ha aprovechado que es relativamente fácil expresar las 

enzimas P450 de la planta en S. cerevisiae. De igual forma existen numerosos ejemplos de 

reconstrucción de rutas metabólicas vegetales complejos tanto en la levadura S. cerevisiae 

como de E. coli. Algunos de esos ejemplos incluyen la producción del antioxidante y  

potencial fármaco resveratrol, que se encuentra en la piel de las uvas (Li et al., 2015) y el 

antioxidante naringenina, que tiene efectos antiinflamatorios e inmunoestimulantes 

(Koopman et al., 2012). En particular, la reciente reconstrucción de una vía de 23 enzimas 

para producir opioides en la levadura S. cerevisiae (Galanie et al., 2015) representa un hito 

importante en el campo, ya que muestra que incluso las vías muy largas y complejas 

pueden reconstruirse con éxito. 

Otro ejemplo exitoso es la modificación genética de E. coli en la década de 1970 que 

permitió la producción de insulina artificial, como el primer producto obtenido a partir de 

tecnología de ADN recombinante (Walsh, 2012) mismo que fue aprobado por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos en 1982 (Johnson, 1983) 

y que ha hecho posible con el tiempo la selección frecuente de cepas microbianas 

mejoradas, al igual que la manipulación de otros microorganismos para obtener productos 

que satisfagan las demandas humanas 

Alternativamente al éxito de la transformación genética, el desarrollo de esa técnica, 

así como la mejora de las técnicas de clonación molecular utilizando plásmidos como 

vectores, amplió las posibilidades de manipulación de microorganismos (Simón y Olsen, 

2016) y la producción a gran escala de productos microbianos, incluidos los de 

microorganismos modificados, permitiendo dar paso al rendimiento mejorado de los 

procesos de fermentación clásicos que para tales fines se logró típicamente mediante 

mutagénesis generalizada y selección de cepas sobreproductoras. Ciertamente la 

ingeniería genética permitió un enfoque dirigido para mejorar el metabolismo, aunque la 

mayor parte se centró en el desarrollo de fábricas celulares que permite la producción de 

proteínas recombinantes para su uso como productos farmacológicos (Langer, 2012)  

III.2 IVM aplicada a la producción de isoprenoides  

La vía MEP ha sido el objetivo de la IVM con la finalidad de aumentar el suministro 

de los precursores de los IPP y DMAPP en E. coli para la síntesis de carotenoides y otros 

productos isoprenoides (Farmer y Liao, 2001; Kim y Keaaling, 2001; Leonard et al., 2010). 

Muchas modificaciones que se han llevado a cabo en la vía MEP de diversos 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib55
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib55
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib55
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib44
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib44
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib44
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(16)30070-8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867416300708%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00827/full#B272
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00827/full#B110
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00827/full#B172
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.00827/full#B172
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microorganismos han tenido la finalidad de lograr aumentar la producción de compuestos 

de interés que son sintetizados por medio de esta vía, específicamente isoprenoides, 

mejorando su producción enfocándose en el aumento de la cantidad de precursores claves 

en la vía (IPP y DMAPP), lo cual ha podido lograrse mediante la ingeniería de las vías MEP 

o MVA (Niu et al., 2017). 

En la siguiente Tabla se muestran algunos ejemplos en los que se llevó a cabo 

trabajo de IVM para la producción de moléculas isoprenoides. 

 

Tabla 4. IVM para la producción de isoprenoides en particular.  

Microorganismo Moléculas Modificaciones 

genéticas 

Resultados  

E. coli Toruleno Expresión heteróloga 

de enzimas 

carotenogénicas 

(licopeno ciclasa ñcrtYò) 

Producción de Toruleno 

(resultados no se 

muestran en el estudio). 

E. coli Astaxantina Cepa diseñada que 

alberga genes 

biosinteticos de 

xantofila de Pantoea 

ananatis y Nostoc 

punctiforme 

Rendimiento de 1.4 

mg/g cdw de 

Astaxantina. 

S. cerevisiae Amorfadieno Sobreexpresión de 

catHMGR y upc2-1 junto 

con la amorfadieno 

sintasa de Artemisia 

annua 

100 mg/L de ácido 

artemisínico. 

S. cerevisiae ɓ-caroteno Expresión heteróloga 

de genes de biosíntesis 

de carotenos en cepas 

recombinantes 

industriales de S. 

cerevisiae: T73-63 y 

FY-09  

La cepa T73-63 produjo 

5.89 mg/g de ɓ-

caroteno que es 2.1 

veces mayor que la 

cepa FY-09. 

S. cerevisiae Valenceno, cubebol y 

patchulol  

Expresión heteróloga 

de genes de biosíntesis 

de sesquiterpenos. 

Represión de ERG9 

16.9 mg/L de patchulol 

y 20.2 mg/L de farnesol. 

 

 

En 2006 y 2007, Muñoz y colaboradores reportaron resultados de lo que fueron los 

primeros trabajos de IVM sobre la vía MVA y MEP dirigidos a la síntesis de monoterpenos 

en el espliego del arbusto Lavandula latifolia Medicus, en los cuales realizaron la 

sobreexpresión separada de los genes HMG1 y DXS de Arabidopsis que codifican 

respectivamente a las enzimas HMGR y DXS (Muñoz et al., 2006 y 2007). Cabe resaltar 
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que estas aportaciones permitieron contribuciones importantes previas al conocimiento 

sobre la biosíntesis de monoterpenos en el espliego, como, por ejemplo, que las rutas MEP 

y MVA están reguladas a nivel transcripcional ya que la sobreexpresión de los genes DXS 

(ruta MEP) o HMG1 (ruta MVA) aumentan significativamente la producción de aceites 

esenciales. Cabe resaltar que los resultados de esta investigación muestran que la 

producción de monoterpenos siempre fue mayor en los espliegos de las plantas que 

sobreexpresaban el gen DXS, sugiriendo que la ruta MEP es la principal donadora de 

precursores C5 para la síntesis de monoterpenos. Una situación similar pasó con las 

plantas en las que se sobreexpresaban los genes HMG1 que también intervienen en la 

biosíntesis de estos compuestos en la vía MVA.  

Otro ejemplo claro en la síntesis de moléculas isoprenoides lo representa el 

paclitaxol, una droga empleada en el tratamiento del cáncer y la producción del taxadieno 

(intermediario en la vía del taxol) en E. coli ha sido posible mediante la sobrexpresión de 

los genes de la vía MEP con la finalidad de eliminar algunos cuellos de botella en esta vía. 

Es importante resaltar que de manera natural E. coli no produce taxadieno y el enfoque de 

esta producción se dividió en dos módulos. Una vía nativa aguas arriba (MEP) que forma 

IPP y DMAPP y de la que se moduló la expresión de 4 genes importantes considerados 

limitantes de la velocidad (dxs, ispD, ispF e idi) y una vía heteróloga aguas abajo que forma 

terpenoides, de la cual se sobreexpresaron los genes que codifican para una GGPP sintasa 

y una Taxadieno sintasa (TS), esta última responsable de la conversión de IPP en 

taxadieno. Estos genes se dispusieron en operones bajo el control de promotores inducibles 

para controlar su expresión génica relativa. Con las modificaciones previas la cepa 

optimizada aumentó la producción de taxadieno 15000 veces en la producción de taxadieno 

en comparación con el control, produciendo 1.02 ± 0.08 g/L (SD) lo que condujo a una tasa 

de producción de 1 gL-1 en biorreactores alimentados por lotes (Ajikumar et al., 2010).  

En el año 2011, Zhao y colaboradores modificaron también la vía MEP en E. coli, en 

la que sobreexpresaron la isopreno sintasa (codificada por el gen ispS) de Populus nigra 

que cataliza la conversión de DMAPP en isopreno. Además, sobreexpresaron el gen dxs 

(1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato) que codifica para la enzima DXS (DXP sintasa) y el gen dxr 

que codifica para la enzima DXR (DXP reductoisomerasa); los cuales catalizan el primer y 

segundo paso de la vía MEP, respectivamente. Cabe mencionar que construyeron dos 

cepas distintas, una cepa contenía los genes dxs y dxr nativos de E. coli junto con el gen 

ispS de P. nigra; la segunda cepa fue transformada con los genes dxs y dxr de Bacillus 

subtilis junto con el gen ispS de P. nigra. Con la sobreexpresión de los genes nativos en E. 
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coli se produjeron 94 mg/L de isopreno; mientras que la segunda cepa que albergaba los 

genes de B. subtilis y P. nigra aumentaban 2.3 veces la producción de isopreno con 

respecto a la primera cepa, con una concentración de 314 mg/L.  

Por otro lado, Yang y Gou en 2014, llevaron a cabo la producci·n de ɓ-caroteno en 

E. coli. Con este fin construyeron dos cepas distintas en las que insertaron algunos genes 

heterólogos de B. subtilis, Abies grandi, y la vía MVA completa de Enterococcus faecalis. 

Los niveles de producción de estas cepas fueron comparados con la producción de la cepa 

nativa de E. coli sin modificación alguna. La primera cepa que contenía la vía MEP nativa 

de E. coli y la vía del MVA heteróloga de E. faecalis permitió la producción de 71.4 mg/L de 

ɓ-caroteno, mientras que la cepa que contenía la vía MVA de E. faecalis junto con la vía 

MEP nativa de E. coli optimizada con los genes dxs, fni de B. subtilis e ispA de A. grandis, 

permitió la producción de 122.4 mg/L de ɓ-caroteno, concentración que es 68 veces mayor 

que lo que produce la cepa nativa sin modificación alguna. 

Otros compuestos isoprenoides importantes que también se han sometido a la 

producción microbiana a través de ingeniería metabólica en E. coli, son los isopentenoles 

prenol e isoprenol, dos biocombustibles prometedores por las mayores densidades de 

energía y mejor eficiencia de combustión frente al etanol. En el 2014, Liu y colaboradores 

realizaron un estudio de la vía MEP nativa de E. coli y la parte alta glucólisis que genera 

simultáneamente piruvato y G3P para la optimización de la producción de isopentenol. 

Primeramente, optimizaron el uso de codones de los genes nudF e yhfR de B. subtilis, y se 

expresaron en E. coli W3110 de manera independiente para que esta bacteria produjera 

isopentenol. Consecuentemente, la producción de prenol e isoprenol fue muy baja en la 

cepa que expresaba el gen yhfR (<1 mgL -1) mientras que la cepa que sobreexpresaba el 

gen nudF produjo 2.6 mgL -1 de prenol y 2.2 mgL -1 de isoprenol. Estos resultados 

respaldaron la factibilidad mostrada anteriormente de producir isopentenol en E. coli y 

también sugirieron que nudF es una enzima más efectiva que yhfR en la producción de 

isopentenol. Así pues, al ser sobreexpresados dos genes clave (ispG y dxs) para optimizar 

la vía MEP nativa de E. coli se aumentó 3.3 veces la producción de isopentenol con respecto 

a las cepas E. coli que solamente expresaban los genes nudF e yhfR. Posteriormente, para 

aumentar el suministro de precursores (Gliceraldehído-3-fosfato) y NADPH necesarios en 

la ruta MEP, se modificó la vía de las pentosas fosfato (PPP) y la vía de Entner-Doudoroff 

(ED), lo que resultó en un aumento de 1.9 veces adicionales en la producción de 

isopentenol. Finalmente se implementó un experimento de cultivo discontinuo a escala de 
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5 L, que se produjeron 61.9 mg/L de isopentenol a partir de 20 g/L de glucosa. Por lo 

anteriormente dicho la producción de isopentenol se incrementó con éxito a través del 

aumento de la disponibilidad de los precursores. Demostró que los flujos totales y el 

equilibrio de los precursores de la vía MEP son de importancia crítica en la producción de 

isopentenol. De hecho, Jung y colaboradores en el año 2016 demostraron que el equilibrio 

de precursores es uno de los pasos críticos para la producción de isoprenoides en E. coli. 

Yang y colaboradores (2016) en el trabajo titulado ñSinergia entre la v²a del MEP y 

la MVA para la producción de isopreno en E. coliò, llevaron a cabo el diseño y la 

sobreexpresión individual y dual de ambas vías, de las que se demostró una sinergia entre 

vías mediante el experimento de producción mejorando el rendimiento de isopreno 

aproximadamente 20 veces para MEP y 3 veces para MVA en comparación con la 

sobreexpresión de estas por si solas, dando como resultado de producción de 24.0 g/L de 

isopreno con un rendimiento de 0.267 g/g de glucosa. Es de importancia resaltar que en 

este estudio la sinergia de ambas vías también aumentó la productividad de licopeno, lo 

que de cierto modo permite inferir que se puede utilizar para mejorar la producción de una 

amplia gama de terpenoides en microorganismos, en especial E. coli. 

Un estudio reciente publicado por Yang y col. en el 2021 y un grupo de ingenieros 

metabólicos investigadores de la Universidad de KAIST de Corea, muestran los resultados 

del desarrollo de cepas E. coli modificadas genéticamente mediante sistemas de IVM y 

estrategias de ingeniería de membranas, las cuales son capaces de producir los siete 

colorantes del arcoíris que pueden reemplazar los colorantes sintéticos actuales generados 

a base del petróleo. Los siete colorantes hidrofóbicos producidos por estas cepas 

bacterianas comprenden tres carotenoides como la astaxantina (rojo), ɓ-caroteno (naranja) 

y zeaxantina (amarillo); además de 4 derivados de violaceína como la proviolaceína (verde), 

prodesoxviolaceína (azul), violaceína (azul marino) y desoxiviolaceína (púrpura) a partir de 

glucosa o glicerol útiles como colorantes para alimentos lipofílicos o para el teñido de 

prendas. Las cepas E. coli productoras de colorantes fueron modificadas genéticamente 

con genes heterólogos de crtE, crtB, crtI, crtYy crtZ de Pantoea ananatis y el gen BKT 

truncado de (trCrBKT) de Chlamydomonas reinhardtii para la producción de carotenoides 

usando glicerol como fuente de carbono ya que estas mostraban una mayor producción de 

colorantes. 
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En la siguiente Tabla se muestran algunos ejemplos de IVM realizadas en la bacteria 

E. coli mediante sobreexpresión de genes y bajo condiciones de cultivo distintas: 

 

Tabla 5. IVM en E. coli para la síntesis de isoprenoides bajo varias condiciones de cultivo y 

modificación directa en las vías MVA. 

Molécula Enzimas dianas y 

delesiones de genes 

Condiciones de 

cultivo 

Concentración 

producida 

Referencia 

ȸ- Farneseno MVA a (tHMGR, IDI), IspA, 

IDI, FG 

Biorreactor por lotes 8.74 g/L  

You et al., 2017 

Taxadieno 

 

 

DXS, IDI, IspDF, TDS 

Biorreactor de lote 

alimentado 

1 g/L  

Ajikumar et al., 2010  

Pineno MVA, IDI, GGPPS-PS 

(Fusión mutada) 

Fusión mutada 140 mg/L  

Tashiro et al., 2016 

Geraniol MVA, IDI, GPPS (IspA-

mutant), GES 

Cultivo en tubo 1.1 g/L Zhou et al., 2015 

ȸ-caroteno DXS, IDI, CrtEXYIB, sucAB, 

sdhABCD, talB Fed-batch 

bioreactor 2.1 g/L 56 0.77 

mg/g DCW) 

MVA, IDI, CrtEBIY, GPPS, 

DXS, IDI 

Biorreactor de lote 

alimentado 

2.1 g/L Zhao et al., 2013 

Limoneno DXS, IDI, LS, GPPS Frascos en 

agitación 

35.8 mg/L Du et al., 2014 

Licopeno DXS, IDI, IspDF, CrtEBI, 

æptsHIcrr 

Frascos en 

agitación  

20 mg/g Zhang et al., 2013 

 

Para aumentar los precursores de terpenos en las cianobacterias, la mayoría de los 

estudios se han centrado en optimizar la vía nativa MEP. Por ejemplo, en un estudio 

reciente en el que se construyó una cepa de Synechococcus 7942 para la producción de 

isopreno, la sobreexpresión del gen dxs nativo aumentó un 20% del rendimiento de 

isopreno (Gao et al., 2016). Mientras que contrariamente en otro estudio reciente la 

sobreexpresión del gen heterólogo ispS de Eucalyptus globulus en Synechococcus 7942 

produjo la mayor cantidad de isopreno, más de 5 y 25 veces más alto que el de P. alba y P. 

montana, respectivamente, aun siendo los genes de estas plantas los más óptimos en la 

emisión alta de concentraciones de isopreno en dicho microorganismo (Gao et al., 2016). 

Del mismo modo, un trabajo reciente informó que ispS de E. globulus e Ipomoea 

batatas aumentaron la producción de isopreno más de 20 veces en comparación con la 

ispS de P. montana (Englund et al., 2018), y en otro se informa acerca sobre la 

productividad específica del limoneno en Synechococcus 7942 aumentado 2.3 veces a 76.3 
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ɛg L-1 OD-1
730 dia-1 al sobreexpresar el gen dxs de Botryococcus braunii y el gen gppS de 

Abies grandis (Wang et al., 2016).  

Estos estudios muestran modificaciones realizadas en la vía MEP de diferentes 

microorganismos sobreexpresando genes heterólogos que repercuten de manera positiva 

en el incremento de la síntesis de isoprenoides. 

Algo parecido ocurrió en el año 2019, cuando Abballah y Pramastya modificaron la 

vía MEP, pero ahora en Bacillus subtilis con la finalidad de llevar a cabo la producción de 

taxadieno. En este trabajo ellos construyeron tres cepas diferentes, todas con 

modificaciones genéticas. Una cepa sobreexpresaba solamente el gen txs de la planta 

Taxus baccata (txsTb), dicho gen codifica para la enzima taxadieno sintasa (TXS) 

responsable de la conversión del precursor geranil geranil pirofosfato GGPP a taxa-4,11-

dieno, que es el primer intermediario comprometido en la biosíntesis del Taxol. Se construyó 

otra cepa que sobreexpresaba los genes txsTb y crtE de Pantoea ananatis (crtEPa); y una 

tercera cepa que sobreexpresaba los genes txsTb, el gen crtEPa y ocho genes dxs, ispD, 

ispF, ispH, ispC, ispE, ispG, ispA de la vía MEP que son propios de B. subtilis 

(ispSDFHCEGABs). Los autores del estudio reportaron que la cepa que expresaba 

solamente el gen txsTb produjo una concentración de 0.024 mg/L de taxadieno, mientras 

que la cepa que contenía el gen txsTb y crtEPa produjo 0.471 mg/L y finalmente, la cepa que 

sobreexpresaba los genes txsTb, crtEPa y ispSDFHCEGABs produjo una concentración de 

1.981 mg/L que es 83 veces mayor que lo que produce la cepa que solamente expresa el 

gen dxs. 

Los diferentes trabajos de ingeniería de vías metabólicas realizadas en distintos 

microorganismos, sin duda alguna han permitido establecer las bases para lograr una 

producción aumentada de los isoprenoides pese a la carga metabólica tan grande a la que 

estos organismos son sometidos, sin embargo, se ha dejado de lado la consideración de 

las repercusiones negativas que pueden acarrear dichas modificaciones genéticas en el 

organismo modelo que ha sido modificado. Además, tampoco se ha abordado a 

profundidad el efecto de los cuellos de botella generados en las vías metabólicas y cómo 

eliminarlos. Un ejemplo muy claro de esto es un estudio realizado por Jones y 

colaboradores en el 2000 el cual muestra que la sobreexpresión de DXS da como resultado 

un aumento de la biosíntesis de los isoprenoides, pero también produce una tasa de 

crecimiento reducida para toda la célula. 
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El alto impacto de la aplicación de los compuestos isoprenoides en diferentes áreas 

de interés comercial ha centrado la atención en el incremento y sobreproducción de éstos 

en microorganismos mediante la manipulación de las vías metabólicas implicadas en su 

biosíntesis como son la vía MVA y MEP, debido a que en sus fuentes naturales estos 

compuestos se producen en bajas concentraciones. Mucho se ha realizado al respecto y 

se han generado aportaciones importantes en la mejora de producción de estos 

compuestos mediante modificaciones de ingeniería metabólica. La producción microbiana 

ofrece un acceso alternativo sostenible a los terpenoides deseados independientemente de 

las fuentes naturales. Además, está claro que los microorganismos genéticamente 

modificados se pueden utilizar para sintetizar terpenoides a partir de recursos baratos y 

renovables. 

En los últimos años, se han producido una amplia variedad de isoprenoides en 

microorganismos modificados genéticamente, entre los que están incluidos los 

carotenoides, el isopentenol, el pineno, el farneseno, el limoneno y el bisaboleno, por 

mencionar algunos (Fu-Xing et al., 2017) (Tabla 6). Debido a la gran cantidad de datos 

obtenidos sobre la biosíntesis de isoprenoides muchas aportaciones enfatizan la 

investigación en Arabidopsis thaliana comparando la síntesis de moléculas precursoras de 

isoprenoides en esta planta modelo con su síntesis en otros organismos procariotas y 

eucariotas (Vranová et al., 2013). 
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Tabla 6. Ingeniería metabólica destinada a la biosíntesis de isoprenoides. 

Molécula Organismo Modificación Referencia 

Compuestos similares a 

la estafiloxantina: 4,4-

diaponeurosporen 4-al y 

4,4 diapolycopene-dial 

 

E. coli 

Sobreexpresión de genes (CrtO, CrtP, CrtQ, 

CrtM y CrtN) de la vía biosintética de 

Staphylococcus aureus  

 

Kim y Lee, 2012. 

 

Santalol 

 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Sobreexpresión de una versión truncada de 

3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A 

reductasa (HMGR1) 

 

Scalcinati et al., 

2012 

 

Farnesol 

 

E. coli 

Sobreexpresa una fosfatasa integral de 

membrana, PgpB  

Wang et al., 2016 

Farnesol e E. coli Sobreexpresión de una fosfata citosólica 

NudB 

Zada et al., 2018 

Isopreno  Synechococcus 

elongatus 

Expresión de gen ispI de varias especies de 

plantas 

Gao et al., 2016 

Isopreno Pueraria montana Vía MVA  Bentley et al., 

2014 

Limoneno  Schizonepeta 

tenuifolia 

Ptrc-lims, 

Ptrc-dxs-idi-crtE 

 

Kiyota et al., 2014 

Amorfadieno Artemisia annua Ptrc-dxs-idi-ispA 

 

Choi et al., 2016 

Riboflavina E. coli Modificación del metabolismo central a vía 

de biosíntesis de riboflavina mediante la 

sobreexpresión de los genes (ribABDEC) 

bajo el control del promotor trc y la 

optimización 

de las condiciones de fermentación 

Lin et al., 2014 

 

A diferencia de la producción de isopreno por las plantas, los sistemas microbianos 

son ventajosos ya que se cultivan en biorreactores, lo que hace que la concentración y el 

secuestro del isopreno volátil sea relativamente fácil. Además, se pueden aplicar en 

proyectos de ingeniería a gran escala, donde es posible comparar y combinar muchas 

modificaciones diferentes. Mejorar el flujo metabólico celular hacia la producción de DMAPP 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02460/full#B51
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02460/full#B51
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.02460/full#B51
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es una estrategia para mejorar las velocidades de producción y el rendimiento de 

isoprenoides en procesos fermentativos (Martin et al., 2003; Leonard et al., 2010). Como 

alternativa al uso de la vía MEP, la expresión heteróloga de la vía MVA puede ayudar a 

aumentar el flujo metabólico y, por lo tanto, la producción celular de DMAPP (Martin et al., 

2003). Martin y col., en 2003 fueron los primeros en expresar la vía MVA de S. cerevisiae 

en E. coli para la producción de terpenoides. Por ejemplo, Vadali y colaboradores, en 2005 

utilizaron la vía procariota MVA de Streptomyces sp. CL190 en E. coli para la producción 

de licopeno. Yoon y col., lo hicieron en 2009 combinando y manipulando las porciones 

superior e inferior de la vía del MVA de diferentes microorganismos. Sin embargo, no se 

logró una expresión óptima en E. coli. 

En el año 2012, Zurbriggen y colaboradores llevaron a cabo la producción de 

isopreno a través de la vía metabólica del ácido mevalónico en E. coli basando el estudio 

en la aplicación de la mitad inferior de la vía MVA de Streptococcus pneumoniae en 

combinación con la mitad superior de la vía MVA de E. faecalis, seguida de la optimización 

de la expresión de esta holovina procariótica sintética MVA en E. coli tras el reemplazo de 

los sitios de unión a ribosomas nativos (RBS) con dos RBS y espaciadores de E. coli 

diferentes, los cuales permitieron una expresión máxima en E. coli en cultivos por lote, lo 

que se traduce a una producción mejorada de 0.4 g de isopreno por litro de cultivo (control) 

a 5 mg de isopreno por litro de cultivo (transformantes superoperón MEP) y hasta 320 mg 

de isopreno por litro de cultivo (transformantes superoperón MVA). Lo que se traduce a 800 

veces la concentración de isopreno sobre los transformantes MVA y la relación de partición 

de carbono de 0.78:1 de isopreno a biomasa. 

Los carotenoides son compuestos que pertenecen a una clase de derivados 

isoprenoides que se encuentran en muchos organismos, incluidas las bacterias 

fotosintéticas y no fotosintéticas. Los carotenoides que se encuentran en las bacterias y las 

levaduras tienen funciones antioxidantes y juegan un papel en la captación de luz, la 

transferencia de energía y la regulación de la fluidez de la membrana (Holt et al., 2005; 

Albrech et al., 2000). Las funciones protectoras de los carotenoides contra el estrés 

oxidativo, el oxígeno singlete y los radicales peroxi promueven la supervivencia de los 

microbios patógenos durante las respuestas inmunitarias del huésped (Liu et al., 2008). En 

base a esto hay un estudio realizado en E. coli sobre ingeniería de vías metabólicas en las 

que se sobreexpresaron genes de la vía de biosíntesis de Staphylococcus aureus, vía que 

completa y rediseñada permitió producir con éxito compuestos similares a estafiloxantina y 
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nuevos carotenoides en E. coli por primera vez, además estos estudios permitieron 

identificar por mutación un sexto gen que complementa la síntesis de estafiloxantina en E. 

coli. 

Este último trabajo que se muestra en la Tabla 6 acerca de la ingeniería metabólica  

en E. coli es clave en el desarrollo de este proyecto ya que Lin y colaboradores en el año 

2014 incrementaron la síntesis de riboflavina en E. coli sobreexpresando genes propios de 

la vía y adicionado a esto una ingeniería en la que se examinó el impacto de la expresión 

del gen zwf que codifica para la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, gnd que  codifica 

para 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Corynebacterium glutamicum y pgl que codifica 

para la 6-fosfogluconolactonasa de E. coli en la producción de riboflavina. Demostrando en 

este trabajo que la eliminación del gen pgi (codifica glucosa-6-fosfato isomerasa) y genes 

de la vía Entner-Doudoroff (ED) redirigió con éxito el flujo de carbono hacia la vía oxidativa 

de la pentosa fosfato y la sobreexpresión de acs (codifica la acetil-CoA sintetasa) redujo la 

acumulación de acetato. Estas modificaciones aumentaron la producción de riboflavina a 

585.2 mg/L. 

En la actualidad los compuestos isoprenoides desempeñan un rol importante en el 

ámbito industrial y pese a las dificultades de su biosíntesis se han estado produciendo 

mediante técnicas de IVM.  

Algunos productos de origen terpenoide han sido sintetizados con éxito a partir de 

IVM por diversas compañías. Por ejemplo, la valenciana obtenida de la piel de naranja por 

la compañía Envolva y aislado de levadura; los glúcidos de estevio obtenido de hojas de 

Stevia robaudiana por la compañía Cargil también aislada de levaduras y el ácido 

artemisínico producida en S. cerevisiae por Sanofi Aventis, cabe resaltar que todas estas 

cepas fueron construidas por IVM. 

III.3 Estafiloxantina: Un carotenoide como pigmento de evaluación experimental (IVM) 

La estafiloxantina es un pigmento carotenoide de importancia en el área médica, puesto 

que es producida por Staphylococcus aureus una de las bacterias que en la actualidad 

representa una seria amenaza para la salud pública por causar infecciones nosocomiales 

y casos de intoxicación al producir una gran cantidad de factores de virulencia extracelular 

como hemolisina, coagulasa, enterotoxinas, TSST-1 y proteína A (Vandendriessche et al., 

2013; Yang et al., 2020). Programas terapéuticos para el tratamiento de S. aureus se 

enfrentan a un desafío debido a la aparición de cepas multirresistentes y es urgente 
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encontrar nuevos fármacos antiinfecciosos para controlar la infección por S. aureus. Las 

cepas de S. aureus son capaces de producir el pigmento carotenoide dorado: 

estafiloxantina, al cual le debe su nombre y que actúa como un factor de virulencia 

importante por lo que es un objetivo potencial para el diseño de fármacos antivirulencia, de 

tal manera que diversos estudios se han centrado en el estudio de los genes involucrados 

en la producción de este pigmento carotenoide. 

El pigmento de amarillo a naranja es una característica del mismo nombre para la 

identificación de S. aureus. Los carotenoides son productos naturales estructuralmente 

únicos que generalmente contienen un esqueleto de cadena de carbono larga en la cadena 

central con dos anillos terminales. Generalmente tienen 40 carbonos. Además, los 

carotenoides también pueden tener 30 o 50 carbonos cuando son producidos por ciertas 

bacterias a través de diferentes intermediarios (Ribeiro et al., 2018). 

Esta cadena de carbono presenta una serie de dobles enlaces conjugados que le 

confieren capacidad antioxidante (Siems et al., 2005). La característica estructural más 

importante de los carotenoides es la abundante deslocalizaci·n de los electrones ˊ 

poliénicos que les permite absorber la luz visible, confiriéndoles colores intensos que varían 

del amarillo al rojo (Siems et al., 2002; Nagao, 2014). Hasta 1972, Marshall y Rodwell 

denominaron estafiloxantina al principal pigmento naranja de S. aureus. Analizaron los 

pigmentos de la vía disolviéndolos en acetato de etilo y midiendo sus espectros de 

absorción. La vía de la estafiloxantina fue verificada por Wieland y colaboradores (Marshall 

y Wilmoth, 1981) quienes clonaron los genes y analizaron las funciones de las enzimas 

CrtM y CrtN involucradas en la biosíntesis de estafiloxantina. Sus estudios también 

observaron pigmentos amarillos solo en aquellos clones que contenían crtM y crtN intactos. 

En 2005, el operón de biosíntesis de estafiloxantina completo crtOPQMN se analizó de 

acuerdo con el análisis de productos de mutantes crt y comparaciones de similitud de 

secuencias de proteínas (Khodadde et al., 2014). Los cinco genes implicados en la 

biosíntesis de estafiloxantina se localizaron en un operón crtOPQMN y un promotor 

dependiente de ů se encuentran corriente arriba de crtO.  

Un estudio realizado por Yang y colaboradores en el 2020 donde se deletaron los genes 

biosintéticos de estafiloxantina crtM y crtN privó la capacidad de pigmentación de S. aureus 

Newman y alta sensibilidad al tratamiento con plasma atmosférico frío (CAP), resultados 

que muestran que los intermedios del pigmento amarillo de la vía biosintética de la 

estafiloxantina son responsables de la protección de S. aureus frente al CAP.  
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Ciertamente los genes crtM y crtN son importantes y generan los pigmentos que dan 

origen a la estafiloxantina, sin embargo en otro estudio realizado por Kim y Lee en el 2012, 

muestra que las enzimas del operón crtOPQMN de la estafiloxantina actúan de manera 

coordinada y que a pesar de la falta de los genes crtO cuando se sobreexpresaron los 

genes crtP, crtQ, crtM y crtN en E. coli no impidió la producción de pigmentos carotenoides 

4,4ǋ-diaponeurosporen-4-al y 4,4ǋ-diapolycopene-dial que fueron analizados en HPLC a 

determinadas longitudes de onda.  

 Una vez realizadas las modificaciones genéticas en una cepa es necesario contar con un 

método analítico que permita cuantificar fácilmente el cambio en el flujo de carbono a través 

de una vía metabólica. Estos estudios permiten el establecimiento de la propuesta de 

sobreexpresión del operón STAPHYLO (crtPQMN) para la evaluación de las modificaciones 

genéticas en la vía MEP de E. coli Nuestro estudio no es la excepción, puesto que la vía 

MEP y la de producción de carotenoides se encuentran estrechamente relacionadas ya que 

se ha propuesto la sobreexpresión de algunos de los genes de la vía de la estafiloxantina 

para producir un carotenoide que puede ser cuantificado empleando un espectrofotómetro 

a 430 nm. 

III.4 Análisis bioinformático de las secuencias nucleotídicas y proteicas de la DXS de 

E. coli  

El alineamiento realizado de las secuencias nucleotídicas del gen dxs de E. coli K-

12 arrojó un total de 100 secuencias en la base de datos BLAST-NCBI, de entre las que 

destacan principalmente especies del género Shigella (flexneri, sonnei, disentería y boydii) 

guardando un porcentaje de identidad entre secuencias que van del 98.07 al 100%, pues 

forma parte de la misma familia de Enterobacteriaceae (Figura 12),  mientras que por otro 

lado el blast realizado de esta misma secuencia pero con una exclusión del grupo 

Enterobacteriaceae arroja un amplio grupo de especies diversas como las Aeromonas o las 

Shewanellas con un porcentaje secuencial de entre el 70.18 y el 72.71%, más aquellas en 

los que se tienen registros de su clonación y secuencias sintéticas con un 99 al 100% 

(Figura 13). 
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Figura 12. Resultados del BLAST-NUCLEOTIDE secuencias nucleotídicas del gen dxs de E. coli 
K12 vs secuencias nucleotídicas de Enterobacteriaceae realizados en BLAST. 

 

Figura 13. Resultados del BLAST-NUCLEOTIDE secuencias nucleotídicas del gen dxs de E. coli 
K12 vs secuencias nucleotídicas con exclusión de la familia Enterobacteriaceae. 
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Cabe mencionar que este patrón de identidad, obtenidos de las secuencias 

nucleotídicas, fue muy similar al encontrado al analizar las secuencias aminoacídicas de la 

proteína DXS descargada de la base de datos PDB. Por ejemplo, dentro de la familia de las 

Enterobacteriaceae la similitud de las secuencias alineadas mostró un patrón de identidad 

secuencial de entre el 99.35 y el 100% (Figura 14). Sin embargo, fuera de esta familia la 

conservación de la secuencia aminoacídica DXS tuvo una relación genética muy estrecha 

con otros microorganismos dentro de las que se encuentran Streptococcus pneumoniae, 

Mycobacterium tuberculosis y Acinetobacter baumannii por mencionar algunas, mismas 

que guardan un porcentaje de identidad genética en sus secuencias del gen dxs del 76.21 

% al 99.68% (Figura 16). 

Figura 14. Resultados del BLAST-PROTEIN realizado con la secuencia aminoacídica de la proteína 
DXS descargada de la base de datos PDB. 

 

 

Figura 15. Alineamiento de secuencias aminoacídicas DXS de E. coli descargada de la base de 
datos PDB realizadas en el programa COBALT. Muestran una conservación de este gen en toda la 
familia Enterobacteriaceae. 
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Figura 16. Resultados del BLAST-PROTEIN secuencias nucleotídicas del gen dxs de E. coli K12 vs 
secuencias aminoacídicas de familias distintas a la Enterobacteriaceae. 

 

Mientras que el alineamiento realizado con la estructura tridimensional de la DXS de 

E. coli K-12 muestran resultados diferentes sobre la proteína DXS de más especies o 

proteínas que participan en otras vías compartiendo posiblemente función similar por la 

relación estructural guardada con la DXS, como por ejemplo, una variante de trancetolasa 

humana E160Q (Figura 18) en complejo covalente cetosa D-fructosa-6-fosfato con quien 

guarda una identidad secuencial del 26.23% respecto a mi secuencia de interés, una DXPS 

de Deinococcus raidodurans con metilacetifosfonato (MAP) unido con una identidad 

secuencial del 45.57% (Figura 19) según modelado estructural realizado en el programa 

SWISS MODEL. En las siguientes imágenes se muestran los resultados de este análisis.  
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Figura 17. Alineamiento de la estructura tridimensional de DXS E. coli K-12 generado por el 
modelamiento realizado en Swiss model. 
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Figura 18. Alineamiento de la estructura tridimensional generado por el modelamiento realizado en 
Swiss model. 

 

Figura 19. Alineamiento de la estructura tridimensional generado por el modelamiento realizado en 
Swiss model. 



 

57 
 

 

De acuerdo con el análisis bioinformático de la secuencia nucleotídica del gen dxs 

reportada en la base de datos ProtParam, dxs es un gen que codifica para una proteína de 

620 aminoácidos de longitud, con un peso molecular de 67.6 KDa, un pI teórico de 6.16, 

una vida media estimada de 30 h en reticulocitos de mamíferos in vitro, 20 h en levaduras 

in vivo y 10 h en E. coli. En lo que respecta a su índice de inestabilidad este se calcula en 

35.92, clasificándola como una proteína estable. Su índice alifático es de 92.68 y tiene un 

grado promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.081. 

III.5 Análisis bioinformático de la estructura tridimensional de la enzima DXS 

El análisis bioinformático realizado sobre la estructura de la proteína DXS muestra 

información muy importante sobre la función que esta desempeña en la vía biosintética de 

los isoprenoides. Es preciso mencionar que los resultados reportados en este estudio han 

sido tomados de trabajos cristalográficos reportados por un grupo de investigadores acerca 

de la cristalografía de esta proteína. 

La estructura cristalina de DXS dimérico complejado con su coenzima pirofosfato de 

tiamina de E. coli fue determinada a 2.4 , mediante el método de difracción anómala de 

longitud de onda única de selenometionilo (Xiang et al., 2007) y la proteólisis de DXS in situ 

con una proteasa fúngica fue pieza fundamental para la cristalización de la misma. 

La enzima DXS conformada en un dímero, se compone de dos monómeros 

conformados por tres dominios: I, II y III. Dichos dominios presentan pliegues Ŭ y ɓ con una 

hoja ɓ central, en su mayor²a paralela intercalada por h®lices Ŭ y su disposici·n es novedosa 

en comparación con otras enzimas DXS de modo que su sitio activo está ubicado en la 

interfaz de los dominios I y II del mismo monómero (Figura 20 y 21) (Xiang et al., 2006). 
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Figura 20. Estructura 3D de la proteína DXS de E. coli tomada de PyMOL formato PDB (Xiangs et 

al., 2007).  

 

Los residuos en el sitio activo (Figura 21) están altamente conservados entre las 

enzimas DXS de diferentes especies.  De acuerdo a lo reportado en la literatura la mutación 

de un residuo de histidina conservado a glutamina (H49Q) da como resultado la pérdida de 

la actividad catalítica de esta enzima (Querol et al., 2001). Se han analizado también 

mutantes en otros residuos de sitios activos predichos y han identificado residuos 

implicados en la unión del sustrato (Xiang et al., 2007; Basta et al., 2014).  
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Figura 21.  Sitio activo de interacción ligando proteína (DXS-TDP) tomadas de PyMOL. 

 

Con base a lo reportado sobre la cristalografía de la proteína DXS de E. coli, dos de los 

segmentos en la enzima, los residuos 183-238 y 292-317 no presentan densidad 

electrónica, lo que impidió visualizar los residuos componentes de dichos segmentos.  

Además, se ha determinado que la proteína DXS cuenta con varios sitios de unión a 

cofactores como el Mg²ϕ y Kϕ en las cadenas A, B, C y D uniendo uno por subunidad, el 

difosfato (DPO) en las cadenas B y D, y el difosfato de tiamina (TDP) con sitio de interacción 

en las cadenas A y C, último dato que resulta de interés en la realización de este docking 

molecular.  

Respecto a moléculas inhibitorias se han reportado una variedad de moléculas con 

diferentes grados de inhibición. Por ejemplo, el 1-metil-2-nitrosobenceno, 1-nitosonaftaleno-

2-ol, 3,5-dimetil-4-nitroso-1(propan-2-il)-1H-pirazol, 6, bromo-1-nitrosonaftaleno-2-ol,6-

hidroxi-5-nitrosonaftaleno-2-sulfonamida, 7-metoxi-1-nitrosonaftaleno-2-ol, 

bencilacetilfosfonato, N,N-dimetil-4-nitrosoanilina, nitrosobenceno y el 

isopropilacetilfosfonato presentan una inhibición débil frente a esta proteína, mientras que 

el D- gliceraldehído presenta una inhibición competitiva respecto al piruvato, siendo el (2R)-

2-(4-[2-[(acetilfosfinato)oxi]etil]-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3-fenilpropanoato su inhibidor selectivo 

más potente (BRENDA, 2022). 

El análisis estructural de la proteína DXS, su participación y regulación que sufre en la 

vía metabólica de biosíntesis de compuestos importantes para diversos procesos vitales, 

han permitido centrar interés en el efecto de retroinhibición de dicha enzima ejercida por los 
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productos de la vía isoprenoide que afecta directamente al flujo del carbono a través de la 

vía de los isoprenoides y la biosíntesis de los mismos.  

Los alineamientos han mostrado que la proteína DXS de E. coli, las trancetolasas y 

subunidad EI de la piruvato deshidrogenasa comparten similitud de secuencia, sin embargo 

pertenecen a una familia distinta, y las secuencias de DXS muestran estar muy extendidas 

entre bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, cianobacterias y cloroplastos de plantas 

(Sprenger et al.,1997). 

Algunos trabajos de cristalografía publicados recientemente como el de Gierse y 

colaboradores en el 2021 sobre la DXS trunca de D. radiodurans muestran un enfoque de 

homología estructural entre las diversas proteínas DXS. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

Los compuestos isoprenoides comprenden una amplia gama de productos 

orgánicos que juegan un papel importante en procesos biológicos, y tienen numerosas 

aplicaciones en distintas áreas, por lo que se consideran una clase de metabolitos con un 

gran potencial comercial y propiedades terapéuticas.  

Mucho se ha hecho para la obtención de diversos compuestos isoprenoides de 

importancia terapéutica y comercial, desde su obtención directa de las fuentes naturales 

principalmente plantas hasta su síntesis química. Sin embargo, los métodos de obtención 

tienden a ser poco amigables con el ambiente, propiciando el agotamiento de sus fuentes 

naturales de producción, contaminación por el uso de solventes volátiles tóxicos y 

sustancias auxiliares, además de generar rendimientos muy bajos y pérdidas de tiempo y 

económicas. 

En los últimos años, el concepto de fábrica de células microbianas ha sido muy 

estudiado, ya que dio pauta al diseño de huésped plataformas capaz de redirigir un alto 

flujo de precursores centrales de difosfatos de prenilo (C5) que permite la producción de una 

amplia gama de terpenoides objetivo, simplemente variando módulos de la vía que 

convierten el C5 en intermediario al producto de interés (Schempp et al., 2018) ha sido muy 

estudiado, por tal motivo se conoce que los huéspedes microbianos pueden comenzar la 

biosíntesis de isoprenoides de fuentes simples debido a las vías metabólicas endógenas 

que generan los precursores universales para todos los isoprenoides (Rohmer,1999), por 

lo que la manipulación de microorganismos, mediante las herramientas de ingeniería 

metabólica, y su utilización como biofábricas celulares representa una alternativa eficiente 

para la producción sustentable de moléculas de interés en la industria química, 

farmacéutica y agrícola (Fisher et al., 2014). 

Como ruta alternativa para muchos compuestos, la síntesis química se ha 

establecido con éxito (Janses y Shenvi,2014), pero no ha sido suficiente para poder cubrir 

las necesidades de la humanidad, además de que ha generado complicaciones importantes 

que van desde técnicas de obtención de estos compuestos, hasta un incremento económico 

considerable. Sin embargo, con los avances realizados durante las últimas décadas, la 

producción biotecnológica de isoprenoides ahora ofrece algunos beneficios importantes, 

entre los que destacan: material de partida renovable, mayor especificidad del producto, 

condiciones de proceso moderadas y la posibilidad de generar productos considerados 



 

62 
 

naturales, siendo este último el que está ganando una mayor importancia (Moser y Pichler, 

2019). 

Una de las alternativas que se busca desarrollar en el presente trabajo es redirigir 

el flujo de carbono hacia la vía MEP, evitando la inhibición de la enzima DXS y empleando 

a Escherichia coli como hospedero, mediante la sobreexpresión de genes que codifican 

algunas enzimas clave involucradas en la biosíntesis de isoprenoides, con la finalidad de 

lograr la producción sustentable de estos compuestos orgánicos tan importantes, para que 

en el futuro sea posible la construcción de una nueva vía metabólica eficaz en la obtención 

de Taxol, un diterpeno y fármaco anticancerígeno usado para tratar diversos tipos de cáncer 

como el de mama, pulmón y ovarios, así como el sarcoma de Kaposi relacionado con el 

SIDA (Zu et al., 2016), buscando que este importante fármaco sea accesible a todas las 

personas que requieran su uso. 
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V.  HIPÓTESIS  

La sobreexpresión de los genes dxs e ispA evitará la retroinhibición de la enzima 

DXS debido al mayor consumo de los precursores IPP y DMAPP. Se espera que estas 

modificaciones tengan un efecto positivo sobre la acumulación de los carotenoides DPA y 

DPD. 
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VI.  OBJETIVOS  

VI.1 General 

Desarrollar una cepa de E. coli que exprese los genes dxs e ispA, así como los genes del 

operón STAPHYLO para aumentar la disponibilidad de los precursores que permiten la 

biosíntesis de isoprenoides. 

VI.2 Específicos  

1. Sobreexpresar el operón MEP que contiene los genes dxs e ispA para aumentar el flujo 

de carbono hacia la producción de isoprenoides. 

2. Modificar la vía de los terpenoides en E. coli para que exprese los genes del operón 

STAPHYLO (crtP, crtQ, crtN y crtM) con la finalidad de generar una herramienta que permita 

cuantificar con sencillez el cambio en el flujo de carbono en la vía de los terpenoides. 

3. Analizar las propiedades fisicoquímicas y estructurales de DXS con herramientas 

bioinformáticas, para determinar si es posible generar una variante de esta proteína que no 

se inhiba por los productos naturales de la vía MEP. 
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VII.  METODOLOGÍA 

VII. 1 Cepas bacterianas y plásmidos empleadas en este estudio 

La cepa E. coli que se empleó en este estudio es la cepa W3110, que es una cepa 

de tipo silvestre. Así mismo se empleó la cepa de E. coli DH5Ŭ para construir y conservar 

los plásmidos, debido a que por su genotipo recA- no son posibles los eventos de 

recombinación (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Descripción genotípica y fenotípica de las cepas bacterianas utilizadas en el presente 

estudio. 

Cepas Genotipo o fenotipo relevante 

E.  coli W3110/pTrc99A W3110 que contiene el plásmido pTrc99A sin insertos 

E. coli DH5Ŭ F-ὲ80lacZȹM15 ȹ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 

hdsR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA 

E. coli DH5Ŭ /pTrc99A E. coli DH5Ŭ quimiocompetente que contiene el pl§smido 

pTrc99A  

E. coli W3110/pTrcMutmelA 

 

E. coli W3110 que contienen el plásmido pTrc99A que 

contiene el gen melA que codifica la enzima involucrada en la 

síntesis de melanina. 

Staphylococcus aureus NA-

0812 

16S Rrna y tuf, mecA-1, a esta cepa se asocian factores de 

virulencia muy importantes como son la cápsula que es una 

adhesina, el peptidoglicano, el ácido teicoico y la proteína A. 

Además de ser una cepa productora de Staphyloxantina 

(Zendejas et al., 2014, tomada de Abonza, 2018) (Figura 10). 

. 
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Figura 22. Cepa Staphylococcus aureus empleada en este estudio (Abonza, 2018). 

 

Los factores de virulencia más importantes asociados con S. aureus son descritos de la 

siguiente manera: La cápsula: es una adhesina que impide la quimiotaxis y la fagocitosis, 

además inhibe la proliferación de células mononucleares; peptidoglicano: que proporciona 

estabilidad osmótica y estimula la producción de pirógenos endógenos y es quimioatrayente 

leucocitario; ácido teicoico: que regula la concentración catiónica de la membrana celular 

y se une a la fibronectina; proteína A: que altera la función ciliar, estimula la respuesta 

inflamatoria, media en el daño tisular con producción de radicales tóxicos de oxígeno. 

El plásmido pTrc99A (Aman et al., 1988) propio de E. coli es empleado como vector 

de expresión. El plásmido pTrc99A tiene el origen de replicación del plásmido pBR322 por 

lo que tiene alrededor de 30 copias por célula. Dentro de las características relevantes de 

este plásmido se encuentran el promotor fuerte trc que se induce con IPTG, un sitio múltiple 

de clonación, un terminador ribosomal rrnB y el gen de ampicilina como marcador de 

selección (Tabla 8 y Figura 23).  También se empleó el vector pJET 1.2 blunt de Thermo 

Scientific (Tablas 8 y Figura 24), el cual fungió como plásmido intermedio en el proceso de 

clonación de los genes dxs e ispA que forman el operón MEP de E. coli, así como de los 

genes crtP, crtQ, crtM y crtN que forman el operón STAPHYLO de S. aureus.  
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El plásmido pJET1.2/blunt contiene un origen de replicación para E. coli, un gen que 

codifica para la resistencia a ampicilina y un sistema de selección bajo un gen letal que 

facilita la identificación de colonias recombinantes. El fabricante vende el plásmido 

linealizado y preparado para proceder a la ligación del fragmento de ADN de interés. Tras 

la ligación el gen letal se interrumpe y sólo las células bacterianas con plásmidos 

recombinantes pueden formar colonias mientras que las moléculas de vector pJET1.2/blunt 

en las que no se produce la ligación expresarán la enzima letal provocando la muerte de 

las bacterias después de la transformación.  

 

Tabla 8. Plásmidos utilizados en el presente estudio. 

Plásmidos Descripción  

 
pTrc99A 

 
Vector de expresión con origen de replicación 
pBR322 propio de E. coli, posee el promotor 
híbrido trc río arriba del sitio de clonación múltiple 
(MCS) de pUC18, los terminadores de 
transcripción rrnB y resistencia a ampicilina y 
tiene un tamaño de 4,176 bp. 

 

pJET1.2 blunt Vector de clonación de productos de PCR de 
mayor eficacia, pudiendo clonar fragmentos con 
extremos romos o cohesivos, integrado por un 
gen de resistencia a ampicilina, un sitio de 
clonación múltiple expandido y un promotor T7. 
Además, consta de un tamaño de 2,974 bp. 
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Figura 23. Estructura del plásmido de expresión pTrc99A. 

 

Figura 24. Representación esquemática del vector de clonación pJET1.2/blunt de Thermo Scientific. 
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Los plásmidos construidos en el presente estudio se describen en la Tabla 9. 

Tabla 9. Plásmidos construídos y empleados en este estudio. 

Plásmidos Descripción  

 
PJETdxs 

 
Vector de clonación que contiene el gen dxs de 
E. Coli cepa W3110 el cual codifica para la 
proteína DXS sintasa que regula el flujo del 
carbono central en la vía de los isoprenoides. 

pJETSTAPHYLO Vector de clonación que contiene los genes crtP, 
crtQ, crtN y crtM que codifican el operón 
STHAPYLO mismo que fueron amplificados de 
Staphylococcus aureus NA-082. 

pTrcMEP Vector de expresión regulado por el promotor 
híbrido Trc. Contiene los genes ispA y dxs de E. 
coli W3110. Estos genes codifican para una 
Farnesil difosfato sintasa (ISPA) y una DXS 
sintasa. 

 

 

VII. 2 Técnicas generales de biología molecular   

VII.2.1 Diseño de los oligonucleótidos 

Para la construcción de los oligonucleótidos se seleccionaron secuencias 

específicas de E. coli cepa K-12(ID: 945060) reportadas en el banco de genes (NCBI) y 

Staphylococcus aureus N315 (ID: 1125276) reportadas en la base de datos aerowiki para 

seis genes implicados en las vías metabólicas que conducen a la síntesis de isoprenoides. 

Para cada gen se diseñó un par de oligonucleótidos con ayuda de los softwares Serial 

Cloner, Vector, SnapGene y oligo calc mismos que se utilizaron para calcular la Tm 

(temperatura de hibridación), contenido GC y tamaño del fragmento. 

Con base a la secuencia nucleotídica descargada de la base de datos Colibrí 

(REFERENCIA) se llevó a cabo el diseño de los oligonucleótidos dxs3 y dxs5 para amplificar 

el gen dxs. Es preciso mencionar que el oligonucleótido dxs5 tiene un sitio de restricción 

NcoI y el oligonucleótido dxs3 tienen un sitio de restricción KpnI, dichos oligonucleótidos 

tienen las características que se muestran en la Tabla 10. Se verificó que estos 

oligonucleótidos no formaran horquillas o dímeros empleando los programas informáticos 

oligo calc, Vector y SnapGene. 

En base a la secuencia nucleotídica de E. coli K-12 descargada de la base de datos 

Colibrí, se llevó a cabo el diseño del oligonucleótido IspA para que al realizar la reacción de 

PCR en conjunto con el oligonucleótido dxs3 fuese posible amplificar el operón MEP 

respetando el linker de 24 pb que une a ambos genes en el genoma de E. coli. Es importante 



 

70 
 

señalar que el oligonucleótido ispA5 tiene el sitio de restricción Nco1 y el oligonucleótido 

dxs3 con sitio de restricción KpnI. Estos oligonucleótidos fueron empleados para clonar 

ambos productos de PCR en el plásmido pTrc99A. La relación de oligonucleótidos usados 

en los análisis de PCR se muestra en la Tabla 10. 

De igual manera se diseñaron los oligonucleótidos necesarios para amplificar el 

operón STAPHYLO en base a su secuencia nucleotídica, a uno se denominó crtP5 y al otro 

crtN3 que amplifican un operón que en la naturaleza está en el genoma de S. aureus y a 

los cuales les fueron adicionados los sitios de restricción NcoI y KpnI, respectivamente, con 

el fin de que permitieran su clonación en el vector pJET 1.2 blunt. 

Finalmente, para verificar que el diseño de los oligonucleótidos fuera correcto, se 

realizaron ensayos de análisis in silico como PCR para ver que estos correspondieran con 

las secuencias nucleotídicas específicas para cada gen empleando el programa 

bioinformático SnapGene. Respecto a las amplificaciones in silico de los genes, se 

realizaron alineamientos en un análisis de similitud con las secuencias depositadas en el 

Gen Bank utilizando la herramienta BLASTn (Basic Local Aligment and Search Tool, NCBI, 

REFERENCIA), para verificar la especificidad a E. coli y S. aureus. 

Tabla 10. Oligonucleótidos empleados para la amplificación de los genes dxs, ispA y genes del 
operón STAPHYLO (crtP, crtQ, crtM y crtN). Las letras resaltadas en negrita representan el sitio de 
restricción generado en cada oligo y que no está presente en la secuencia de los genes clonados.  

Oligonu
cleótido

s  

Sitio de 
restricción  

Secuencia Longitud 
(bp) 

Tm 
°C 

Gen 

dxs5 (F) 
dxs3 (R) 

NcoI         
KpnI 

GTATTAATAGGCCCCCCATGGGTTTTGATATTG 
CAATGGTACCTTATGCCAGCCAGGCCTTG 

 

33 
29 

59.7 
61.6 

dxs 

ispA5 (F) 
dxs3 (R) 

NcoI 
KpnI   

GGACAATGAGCCATGGACTTTCCGCAG 
CAATGGTACCTTATGCCAGCCAGGCCTTG 

 

27 
29 
 

59.9 
61.6 

Operón 
MEP 

crtP5 (F) 
crtN3 (R) 

NcoI 
KpnI 

GTGAACGTCCATGGCTAAACATATCATCG 
GCAGGGTACCTTACACGCCTTGCTCAATATC 

29 
31 

57.5 
62.2 

Operón  
STAPH

YLO 

 

Para evaluar la construcción del gen dxs y los operones MEP y STAPHYLO se 

diseñaron los siguientes oligonucleótidos para la secuenciación (Tabla 11 y 12).  
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Tabla 11. Oligonucleótidos empleados para la secuenciación del operón MEP y el gen dxs. 

Gen Oligonucleótido  Secuencia Longitud 
(bp) 

Tm 
°C 

 
 

dxs y  
Operón MEP 

pTrc2 (F) CAGCTTATCATCGACTGCAC 20 46.8 

tyrA1500 (R) CTGTTTTATCAGACCGCTTCTGC 23 51.3 

ASF1 CGCCAGTGGTATTGCCGGAATGTGC 25  59.1 

DSF1 CGGCACCATCCGTCAGAAAGGCGG 24 60.6 

DSFoverlap GCGTGAAGGTTCCGGCATGGTCGAG 25 60.7 

 

Tabla 12. Oligonucleótidos empleados para la secuenciación del operón STAPHYLO. 

Gen Oligonucleótido  Secuencia Longitud 
(bp) 

Tm 
°C 

 
 

 
 

Operón 
STAPHYLO 

pTrc2 (F) CAGCTTATCATCGACTGCAC 20 46.8 

tyrA1500 (R) CTGTTTTATCAGACCGCTTCTGC 23 51.3 

crtPsF CAGGCCATAGACAAGCGTATCTCGAATCC 29 60.3 

crtPsFPRIMA CGTTCTAATCGTGGTGCAATATATGG 26 53 

crtQsF GACGGTCGGACTAACCAGCATGC 23 56.7 

crtMsF1 ATGACCTTGAGAAGCAATACGGGC 26 56.3 

crtNsR2 ATGACCTTGAGAAGCAATACGGGC 24 53.6 

crtNsF2 CGGCTGATTTCCCTAGTGTTGCGG 24 56.9 

 

Los oligonucleótidos diseñados y utilizados fueron sintetizados en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca, Morelos. 

VII.2.2 Preparación de bancos celulares y medios de cultivo 

Para obtener cultivos homogéneos y reproducibles de las cepas bacterianas 

utilizadas se generaron bancos de c®lulas con las cepas W3110, W3110/pTrc99A y DH5Ŭ 

como se describe a continuación. Estas cepas bacterianas fueron proporcionadas por el 

grupo de Ingeniería Metabólica del Instituto de Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca, 

Morelos.  

La cepa de S. aureus NA-0812 se obtuvo del banco celular de la Universidad 

Politécnica del Estado de Morelos, en el laboratorio de investigación de Biotecnología, dicha 

cepa fue aislada de muestras hospitalarias por Abonza en 2018.  

Las cepas de E. coli se crecieron en medio sólido agar con una composición de 10 

g/L de peptona, 10 g/L de NaCl, 5 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de agar para 

bacteriología (Schärlau Microbiology). Las cajas con la cepa que contenían el plásmido 

pTrc99A fueron suplementadas con ampicilina (Ap) 200µg/mL y se incubaron a 37ºC por 

24 h hasta observarse crecimiento bacteriano de colonias con aproximadamente 1.5 mm 
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de diámetro, posteriormente se transfirieron de 2 a 3 colonias a un tubo de Hach estéril, 

conteniendo 3 mL de medio liquido LB. 

La cepa de S. aureus NA-0812 se creció en medio sólido agar base sangre con una 

composición de 40 g /L suplementado con sangre de ternero en una concentración de 0.05 

g/mL y con un periodo de incubación de 24 h a una temperatura de 37°C.  

La composición del medio LB líquido para todas las cepas fue de 10 g/L de peptona, 

10 g/L de NaCl y 5 g/L de extracto de levadura, solo para S. aureus se suplementó el medio 

con sangre de ternero. Los tubos fueron incubados aeróbicamente a 37ºC durante un 

periodo de 19 horas para asegurar la viabilidad de las bacterias. Se tomaron alícuotas de 

300 µL de cultivo celular fresco de las cepas de interés y se transfirieron bajo condiciones 

de esterilidad a microtubos que contenían 300 µL de glicerol al 80%. De inmediato las 

suspensiones se mezclaron por inmersión y se llevaron a congelación a una temperatura 

de -72ºC para su conservación.  

VII.2.3 Purificación del plásmido pTrc99A por lisis alcalina 

La extracción del ADN plasmídico de las cepas bacterianas de E. coli se realizó 

mediante lisis alcalina. Con tal fin, las cepas se crecieron en un matraz Erlenmeyer con 

medio LB suplementado con el antibiótico correspondiente incubados aeróbicamente 

durante toda la noche. La composición del medio LB fue 10 g/L de peptona, 10 g/L de NaCl 

y 5 g/L de extracto de levadura. Se tomaron alícuotas de 1.5 mL de cultivo saturado y fueron 

colocados en 12 tubos de microcentrífuga y en seguida se sometió a centrifugación 2 min 

a máxima velocidad (13,000 rpm) para eliminar el sobrenadante. El sobrenadante fue 

eliminado por decantación y el pellet se resuspendió en 1 mL de solución SET fría que 

contenía Sacarosa al 8%, Tris-HCl 0.05 M y EDTA 0.05 M pH 8.0 y se mezcló en vortex. 

Para concentrar a las células se procedió a centrifugar 1 min a máxima velocidad. Se 

eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 150 µL de SET y 5 µL de ARNasa 

agitando vigorosamente. Se agregaron 350 µL de la solución II (SDS 2% y NaOH 0.4N) y 

se mezcló por inversión. Los microtubos se incubaron con la solución II durante 10 min en 

hielo. Posteriormente se agregaron 250 µL de la solución III fría (Acetato de sodio anhídrido 

3M a pH 4.8), y se mezcló por inversión para neutralizar la lisis. Los microtubos fueron 

incubados de 20 a 30 min en hielo lo que permitió que la mayoría de las proteínas, 

principalmente las de alto peso molecular, ARN y ADN cromosómico precipitaran, 

procediendo a centrifugación 5 min a máxima velocidad. Se agregaron 650 µL de 

isopropanol al tubo con el sobrenadante a temperatura ambiente para precipitar el ADN 
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plasmídico y se mezcló por inversión. Nuevamente se centrifugó durante 5 min a máxima 

velocidad para concentrar el material genético de interés y el sobrenadante fue eliminado. 

El pellet se lavó con 1 mL de etanol al 70% y se mezcló por inversión y entonces se 

centrifugó 5 min a máxima velocidad para concentrar el ADN en estado puro. Se eliminó el 

sobrenadante porque son residuos indeseables procediéndose a secar a 37°C con el fin de 

eliminar el resto de etanol. Las muestras fueron resuspendidos en 50 µL de agua para 

inyectables para iniciar los experimentos y los demás fueron llevados a almacenamiento y 

congelación a -20ºC etiquetados correctamente para su posterior uso. 

Para la secuenciación los plásmidos fueron purificados por kit siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

La cuantificación del ADN plasmídico se realizó por espectrofotometría empleando 

el espectrofotómetro EPOCH de microplacas y se procedió a realizar una electroforesis en 

gel de agarosa al 1% para verificar que ADN estuviese íntegro.  

VII.2.4 Extracción y cuantificación del ADN genómico de cepas bacterianas de E. coli  

Las extracciones del ADN genómico de E. coli se realizaron empleando el Quick- 

DNA Miniprep Plus Kit (Zymoresearch, Cat. No. D4068) siguiendo instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. Se añadieron 200 µl de muestra del tampón celular a un 

tubo de microcentrífuga, mezclándose bien y dispuestos a incubación de 55°C durante 10 

minutos. A continuación, se añadió un volumen del tampón de unión genómica para la 

muestra digerida y se mezcló. La mezcla fue transferida al Zymo Spin IIC-XL Column en un 

tubo de colecta, centrifugando por un minuto. En seguida se añadieron 400 µLDNA Pre-

Wash Buffer a la columna en un nuevo tubo de colecta el cual se sometió a centrifugación 

durante 1 minuto y se vació el tubo colector. Después se añadieron 700 µL de g-DNA Wash 

Buffer y se centrifugaron por 1 minuto, de igual manera se vació el tubo colector. Luego se 

añadieron 200 µL g-DNA Wash Buffer y se centrifugaron por un minuto. Finalmente, para 

extraer el ADN, la columna de centrifugado fue transferida a un tubo de microcentrífuga 

limpio. Se añadieron  35 µL de agua inyectable y se incubaron durante 5 minutos con 

posterior centrifugación por 1 minuto. La muestra obtenida fue almacenada a  -20ºC para 

su posterior uso. 

La cuantificación del ADN extraído se realizó por espectrofotometría empleando el 

EPOCH de microplaca. Posteriormente se llevó a cabo la corrida electroforética del ADN 

genómico para verificar su integridad en un gel de agarosa al 1%. 
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VII.2.5 Extracción y cuantificación del ADN genómico de S. aureus NA-0812 

Al ser S. aureus una bacteria Gram positiva la extracción de su ADN genómico que 

serviría para amplificar el operón STAPHYLO se realizó aplicando la técnica del fenol-

cloroformo (Hoffman y Winston) que consistió en lo siguiente: se dejó crecer la bacteria 

durante 24 h en medio de cultivo LB suplementado con sangre de cordero (0.05 g/ml. Una 

vez transcurrido el tiempo, se transfirió 1 mL de medio a un tubo de 1.5 mL y se centrifugó 

a 13,000 rpm durante 5 min repitiendo el paso hasta ver una cantidad suficiente de biomasa. 

Se decantó el medio y se adicionaron 500 µL de agua destilada estéril y 500 µL solución 

Winston (2% tritón X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA), 

homogenizando la biomasa con el contenido del tubo y posteriormente dejándose en 

ultracongelación (-72ęC) durante 30 a 60 min. Se a¶adieron 200 ÕL de fenol: cloroformo: 

alcohol isoamílico (25:24:1). Posteriormente se adicionaron perlas de vidrio y se mezcló con 

vórtex durante 6 min. Después de aplicar esta fuerza mecánica se puso el tubo al 

termoblock a 65ęC durante 30 min. La muestra se recibi· en un ba¶o de hielo y se 

adicionaron 200 µL de TE pH 8 (Tris 10 mM EDTA 1 Mm). En seguida las muestras fueron 

centrifugadas por 15 min a 13000 rpm lo que permitió colectar la fase acuosa y transferirla 

a un nuevo tubo para agregarle 200 µL de cloroformo: alcohol isoamílico agitando por 

inversión. Las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 13000 rpm y se trasferidas 

a un tubo nuevo repitiendo este paso. A la fase acuosa se adicionó 1 mL de isopropanol 

frío y se mezcló por inversión. Posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 min y 

se decantó el isopropanol volviendo a repetir este último paso dos veces. 

Se añadió 1mL de etanol al 70% frío y se mezcló por inversión de forma suave para 

finalmente centrifugar las muestras por 10 min a 13000 rpm decantando el etanol. Este 

último paso se repitió una vez más y se evaporó el etanol resuspendiendo el ADN genómico 

en 50 µL de agua para inyectable, quedando lista para usarse o guardarse y conservarse a 

una temperatura de -20°C. 

 

VII.2.6 Condiciones de PCR para la amplificación de los genes dxs e ispA 

Se trabajó con un volumen de reacción de 20 µL compuesto por 12.6 µL de agua 

inyectable estéril, 4 µL de buffer Prime STAR 5X, 1.6 µL de mezcla de dNTPs 2 mM, 1.2 µL 

de oligonucleótido ispA5 5 µM, 1.2 µL oligonucleótido dxs3 5 µM, ADN templado (100 ng 

totales) y 0.6 µL de DNA polimerasa Prime Star GXL 1.25 U/µL (Takara). 

La PCR consistió en una desnaturalización inicial a 98ºC, durante 3 minutos 1 ciclo 

para después realizar 30 ciclos de amplificación, cada ciclo consistió en desnaturalización 
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a 98°C durante 10 segundos, la temperatura de alineamiento fue eliminada, pasando 

directamente a la polimerización a 68°C durante 45 segundos y finalmente la extensión final 

a 68°C durante 5 minutos (Figura 25). 

 

Figura 25. Ciclos de la PCR para amplificación del gen dxs y el operón MEP (dxs-ispA). 

 

VII.2.7 Condiciones de PCR para la amplificación de los genes del operón STAPHYLO 

(crtP, crtQ, crtM y crtN) 

Se trabajó con un volumen de reacción de 20 µL compuesta por 11.7 µL de agua 

inyectable estéril, 4 µL de buffer Prime STAR 5X, 2 µL de mezcla de dNTPs 2 mM, 1.2 µL 

de un mix de los oligonucleótidos crtP5 y crtN3 5 µM de cada uno, 100 ng totales ADN 

templado, 0.6 µL de ADN polimerasa Prime Star GXL 1.25 U/µL (Takara). 
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condiciones:  

Tabla 13. Reactivos de la reacción de PCR para amplificar el operón STAPHYLO. 

Componentes de la rxn Volumen (µL) 

Agua inyectable 11.7 

Buffer PS GXL 5X 4 

dNTPs 2Mm 2 

Mix crtP5-crtN3 5µM 1.2 

ADNt genómico 100ng 0.5 

Pol. PS GXL 0.6 

Vol. Final de rxn 20 

 

La PCR consistió en una desnaturalización inicial a 98ºC, durante 2 minutos 1 ciclo 

para después realizar 30 ciclos de amplificación, cada ciclo consistió en una 

desnaturalización a 98°C durante 10 segundos, un alineamiento de 60°C durante 15 

segundos, polimerización a 72°C durante 45 segundos y finalmente la extensión final a 68°C 

durante 5 minutos (Figura 26). 

Figura 26. Ciclos de la PCR para amplificación del operón STAPHYLO. 

 

VII.2.8 Purificación de productos de PCR  

La purificación del producto de PCR se realizó empleando el Quick-DNA Clean & 

ConcentratorÊ-25 Cat. No. D4005, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
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VII. 3 Construcción de los plásmidos con insertos: dxs, MEP y STAPHYLO en 

pJET1.2/blunt 

El operón MEP, que contiene los genes homólogos dxs e ispA de E. coli, fueron 

amplificados a partir de ADN cromosomal de E. coli W3110 mediante PCR empleando los 

pares de oligonucleótidos dxs5 (Forward) y dxs3 (Reverse), ispA5 (Forward) y dxs3 

(Reverse) (Tabla 10). Por otro lado, el operón STAPHYLO que contiene los genes 

heterólogos crtP, crtQ, crtM y crtN de S. aureus que participan en la vía biosintética de 

estafiloxantina fueron amplificados por PCR empleando ADN cromosomal de S. aureus NA-

0812 como templado empleando los oligonucleótidos crtP5 (Forward) y crtN3 (Reverse) 

(Tabla 10) los cuales tenían los sitios de restricción NcoI y KpnI que permitió su digestión y 

clonación en el vector pTrc99A (Aman et al., 1988). Ver proceso de clonación en la Figura 

27.  Amplificados estos genes, los productos de PCR tanto del gen dxs, MEP (dxs-IspA) y 

STAPHYLO fueron purificados y clonados en el plásmido pJET1.2/blunt mediante una 

reacción de ligación efectuada por la DNA T4 ligasa (Promega) (Figura 28), generando las 

construcciones pJETdxs, pJETMEP y pJETSTAPHYLO (Figura 28). Para comprobar la 

clonación de los insertos en el plásmido se llevó a cabo la transformación bacteriana de 

c®lulas quimiocompetentes DH5Ŭ con los productos de ligaci·n mediante choque t®rmico.  

Las células transformadas fueron plaqueadas en cajas con agar LB suplementadas con 

ampicilina a una concentración de 200 µg/mL. De las clonas obtenidas se extrajo el ADN 

plasmídico por lisis alcalina (construcción pJETdxs, pJETMEP y pJETSTAPHYLO) y se 

procedió a realizarles un patrón de digestión como se indica en el apartado: VII.4.1.  

 



 

78 
 

 

Figura 27. Esquema del proceso de clonación para los insertos dxs, MEP y STAPHYLO en 

pJET1.2/blunt. 

 

 

 

Figura 28. Modelamiento in silico de las construcciones pJETdxs, pJETMEP y pJETSTAPHYLO.  
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VII. 4 Subclonación del operón MEP en pJET1.2/blunt a pTrc99A 

Una vez confirmada la construcción pJETMEP, el ADN plasmídico fue digerido con 

las enzimas de restricción NcoI (Thermo scientific) y KpnI (Promega) para liberar el operón 

MEP (dxs -ispA). Posterior a esto, se realizó una electroforesis con las digestiones en un 

gel de agarosa al 1.2%, lo cual permitió separar el operón MEP (2763 bp) y el plásmido por 

tamaño y carga. De manera simultánea se realizó la purificación del plásmido pTrc99A 

(Aman et al., 1988), previamente digerido con las enzimas de restricción NcoI y KpnI con 

que fue digerido y liberado el inserto MEP. Mediante una reacción de ligación con la enzima 

DNA T4 ligasa entre el inserto liberado y el plásmido pTrc99A digerido se generó el 

plásmido pTrcMEP y (Figura 29), con un tamaño de 6.9 Kb (6939 bp). Con esta ligación se 

procedió a la transformación de las células quimiocompetentes E. coli DH5Ŭ. (Condiciones 

de reacción de ligación en Tabla 14). Las clonas obtenidas se seleccionaron mediante un 

patrón de digestión de su DDN plasmídico. Con el inserto clonado en el pTrc99A, se extrajo 

el ADN plasmídico de las clonas positivas para pTrcMEP. Los genes que quedaron bajo la 

regulación del promotor trc fueron inducidos con IPTG 0.1mM para la expresión de las 

proteínas codificadas por el operón MEP. 

 

 

Tabla 14. Reactivos de la reacción de ligación del operón MEP en pTrc99A. 

Reactivos  Volumen 
Agua inyectable 13 µL 

Buffer T4ligasa 2µL 

pTrc99A 22ng/ µL 2* µL 
 MEP 40 ng/ µL 2* µL 

T4 ligasa 1 µL 
Volumen final 20 µL 
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Figura 29. Modelamiento in silico de la construcción pTrcMEP obtenida en este estudio. 

 

Figura 30. Esquematización del proceso de subclonación del operón MEP en pTrc99A.  

VII.4.1 Preparación de los insertos de ADN a clonar: gen dxs y genes de operones 

MEP y STAPHYLO 

Digestiones enzimáticas 

La digestión enzimática del gen dxs y de los genes de los operones MEP y 

STAPHYLO se realizó con las enzimas de restricción NcoI (Thermo scientific) y KpnI 

(Promega) al igual que para el vector pTrc99A. Para digerir entre 0.1 a 1 µg de ADN en un 

volumen final de 20µL se siguieron los siguientes pasos. Se preparó una mezcla de los 

siguientes componentes de reacción, la cual contenía 2 µL de buffer apropiado 10X, 1 µL 

de la enzima seleccionada y el ADN genómico, plasmídico o producto de PCR a digerir y 
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llevaron a un volumen total de 20 µL con agua para inyectable estéril. La reacción de 

digestión se dejó incubando a la temperatura adecuada de 37°C por 16 horas de acuerdo 

a las enzimas de restricción empleadas, y finalmente fue inactivada incubándola a una 

temperatura entre 75-80ºC durante 20 minutos. 

Patrón de restricción de las construcciones 

El patrón de digestión se realizó con el fin de poder comprobar la inserción de los 

genes en el plásmido pJET1.2/blunt, así como su correcta orientación. El patrón de 

digestión para las construcciones pJETdxs y pJETMEP consistió en una reacción de 20 µL 

de volumen que contenía: 7 µL de agua inyectable, 4 µL de buffer Tango 10X, 0.5 µL de 

enzima NcoI (Thermo scientific), 0.5 µL de enzima EcoRV (Thermo scientific) y 5 µL del 

ADN plasmídico. Esta reacción se dejó incubar durante toda la noche a 37°C y se inactivó 

a 80°C por 20 min. 

El patrón de digestión para la construcción pJETSTAPHYLO consistió en una 

reacción de 20 µL de volumen que contenía: 5 µL de agua inyectable, 2 µL de buffer Tango 

10X, 0.5 µL de enzima XhoI (Takara), 0.5 µL de enzima EcoRV (Thermo scientific) y 10 µL 

del ADN plasmídico. Esta reacción se dejó incubar durante toda la noche a 37°C y se 

inactivó a 80°C por 20 min. 

VII.4.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

 La separación de los fragmentos de ADN se realizó en geles de agarosa, 

generalmente a una concentración de 1.2%. En la electroforesis y preparación de los geles 

se empleó tampón TAE al 50X (Tris base 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM pH 

8.0) solución Stock de la que se partió para obtener el buffer de corrida electroforética y el 

buffer componente de la agarosa 0.5X. Las muestras fueron mezcladas en buffer de carga 

6X DNA Loading #R0611 en relación 1:5 y se cargaron en los pocillos del gel de agarosa. 

La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 80V-90V durante 30-55 min 

empleando cámaras de electroforesis de 250 de volumen Thermo ScientificTM Sistemas de 

electroforesis en minigel OwlTM Easy CastTM B2 y B3. Los geles fueron teñidos en bromuro 

de etidio y se visualizaron mediante un fotodocumentador de luz UV. Para determinar la 

longitud de las bandas se hizo uso de un marcador de peso molecular de ADN SM1113 de 

Thermo Scientific. 

VII.4.3 Preparación de células quimiocompetentes 

Una colonia de E. coli DH5Ŭ  se inocul· en un tubo Hach con 6 mL de medio LB 

(Luria Bertani) y se dejó incubando durante toda la noche a 37°C con agitación a 250 rpm, 
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posteriormente de este preinóculo se tomaron 100 µL de cultivo fresco se inocularon en un 

matraz de 250 mL que contenía 50 mL de medio LB (Luria-Bertani) dejando crecer a 37°C 

con agitación (250 rpm), hasta tener un cultivo a una DO de 600 nm monitoreando cada 

hora el cultivo a modo de que estas estuvieran en una fase exponencial temprana, 

consecutivamente se vació el cultivo en 4 tubos de microcentrífuga estériles pre-enfriados 

y se dejaron en hielo por 5 a 10 min. En seguida se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min a 

4°C. Se decantó y resuspendió gentilmente cada botón con 10 mL de la solución de CaCl2 

50 mM fría y estéril. Las células se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Se volvió a 

decantar y resuspender cada botón con 10 ml de la solución de CaCl2 50 mM fría (3 veces). 

Con el último lavado se procedió a resuspender el pellet en 50 µL de glicerol al 10%, para 

finalmente guardar las alícuotas a -70ºC para continuar con la transformación.  

VII.4.4. Transformación de células quimiocompetentes 

En la etapa de transformación (Figura 31) fue necesario añadir a 50 µL de células 

en microtubos de 1.5 mL preenfriados, con 5 a 10 µL del ADN de interés (100ng), el cual 

se resuspendió y se dejó incubando 10 min en hielo. En seguida se realizó un choque 

térmico 42ºC por 45 segundos y se dejó incubando 10 min en hielo. Posteriormente se 

adicionaron 450 µL de glucosa 20 mM complementada con LB dejando incubar durante 1 

hora a 37°C y 150 rpm para permitir la expresión del gen de resistencia a antibióticos. 

Finalmente, se plaquearon 100 µL del cultivo de células transformadas en cajas con 

antibiótico correspondiente utilizando perlas estériles. Estas placas fueron incubadas a 

37°C durante 12 horas. En nuestros experimentos 200 µg/mL los transformantes se 

seleccionaron sembrando células (por triplicado) en placas de agar que contenían 

ampicilina (Ap) a una concentración de 200 µg/mL. Después de la incubación de las placas 

a 37°C durante 12 horas se seleccionaron las clonas positivas mediante un patrón de 

restricción con enzimas de restricción específicas para cada gen y plásmido. 
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Figura 31. Esquema del proceso de transformación bacteriana de E. coli DH5Ŭ en este estudio. 

 

Posteriormente de las clonas resistentes a ampicilina se purificó su ADN plasmídico 

y se realizó un patrón de digestión para finalmente ser verificadas por secuenciación. 

 

VII.5 Condiciones de cultivo para la expresión de los genes ispA y dxs (Operón MEP) 

Los ensayos de expresión de los genes del operón MEP se realizaron en matraces 

de 250 mL con 20 mL de volumen total de medio LB suplementado con 200 ɛg/mL de 

ampicilina. Los cultivos de las cepas E. coli DH5Ŭ/pTrcMEP, E. coli W3110/pTrcMutmel y 

E. coli DH5Ŭ/pTrc99A se iniciaron estriándolas en agar LB suplementado ampicilina (200 

ɛg/mL), e incubándolas a 30°C y 150 rpm por 12 horas. Posterior a esto, se inocularon de 

3 a 4 colonias de las cepas ya mencionadas en tubos hach que contenían 3 mL medio LB 

suplementado con ampicilina 200 µg/mL y se dejaron incubando aeróbicamente a 30°C y 

150 rpm por 12 horas. Para la expresión se procedió a inocular 3 matraces de 250 con 20 

mL de medio LB suplementado con ampicilina a una concentración de 200µg/mL añadiendo 

IPTG 1mM cuando el cultivo estuviera a una densidad óptica (D.O.) de 0.01 a 600 nm 

dejándose crecer a 30°C por 12 hrs. Las células fueron centrifugadas a 12000 x g por 10 

min a 4°C siguiendo con el lavado. Finalmente, el botón celular se lavó dos veces en 3mL 
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de un amortiguador de lisis de NaCl al 0.9% frío procediendo a centrifugar y decantar el 

sobrenadante. Éste se resuspendió en 10 mL de NaCl 0.9% hasta una D.O de 600 nm. Se 

retiró el sobrenadante y se congelaron las muestras a -20°C. Las pastillas de las muestras 

fueron resuspendidas en amortiguador de carga (12.5 mM Tris pH 6.8, 30% SDS, 2% 

glicerol, 10% ɓ-mercaptoetanol) hervidas por 5 min y corridas en un gel SDS-PAGE al 15% 

y teñidas con azul de Coomasie (Laemmli, 1970). 

VII.6 Preparación de geles de acrilamida (SDS-PAGE) 

Los geles separador y concentrador para proteínas se prepararon según se muestra 

en la Tabla 15. Los geles se corrieron en una cámara Mini-PROTEAN® Tetra cell, 4-gel 

System cat: # 1658004 y se usó buffer Tris-Glicina 1X. 

 

Tabla 15. Componentes de la mezcla de reacción de los geles de acrilamida (SDS-PAGE) 

Reactivos Gel concentrador 

(5%) 

Reactivos  Gel separador 

(15%) 

Agua inyectable estéril 2.1 mL Agua inyectable estéril 1.1 mL 

Acrilamida 30% 0.5 mL Acrilamida 30% 2.5 mL 

Tris-pH6.8 0.38 mL Tris-pH8.8 1.3 mL 

SDS* 10%  0.03 mL  SDS 10% 0.05 mL 

ASP* 10% 0.03 mL ASP 10% 0.05 mL 

TEMED* 0.02 mL TEMED 0.02Ml 

Volumen final 3mL Volumen final 5 mL 

*SDS: Dodecilsulfato sódico; *SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; *APS: Persulfato de 

amonio; *TEMED: Tetrametiletilendiamina. 

 

VII.7 Secuenciación  

La secuenciación del ADN plasmídico de las construcciones pTrcMEP y pJETdxs se 

realizó mediante el método Sanger en el Instituto de Biotecnología de la UNAM (IBT-UNAM) 

donde se mandaron el ADN plasmídico de la construcción pTrcMEP con los oligos pTrc2, 

tyrA1500, DSFI, ASFI y DSFverlap en una reacción de secuenciación basada en las 

especificaciones establecidas por la institución. Se prepararon siete reacciones en un 

volumen total de 16 ɛL cada una compuesta de la siguiente manera (Tabla 16). 
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Tabla 16. Composición de la mezcla de reacciones de secuenciación Sanger empleadas en este 
estudio. 

Nombre de la 

muestra 

Concentración de 

ADN plasmídico 

Primer 

(10ɛM) 

volumen Temperatura  

Agua Primer ADNp 

(1) pTrcMEP 69.6 ng/ ɛL pTrc2 (F)  0.7 ɛL 1 ɛL 14.3 ɛL 60°C 

(2) pTrcMEP 69.6 ng/ ɛL tyrA1500 (R) 0.7 ɛL 1 ɛL 14.3 ɛL 60°C 

(3) pTrcMEP 69.6 ng/ ɛL ASFI 0.7 ɛL 1 ɛL 14.3 ɛL 60°C 

(4) pTrcMEP 69.6 ng/ ɛL DSFI 0.7 ɛL 1 ɛL 14.3 ɛL 60°C 

(5) pTrcMEP 69.6 ng/ ɛL DSFoverlap 0.7 ɛL 1 ɛL 14.3 ɛL 60°C 

(6) pJETdxs 72 ng/ ɛL pJET F 1.2 ɛL 1 ɛL 13.8 ɛL 60°C 

(7) pJETdxs 72 ng/ ɛL pJET R 1.2 ɛL 1 ɛL 13.8 ɛL 60°C 

 

VII.8 Análisis bioinformático de la enzima DXS de E. coli 

Para comprender de mejor manera el funcionamiento de la enzima DXS se ha 

realizado un análisis bioinformático sobre la estructura cristalina de la enzima DXS de E. 

coli mediante un análisis e interpretación de los datos genómicos generados por bases de 

datos especializadas como el PDB, contrastándose dicha información con la de enzimas 

DXS de otras especies de microorganismo. 

La secuencia estructural tridimensional de la proteína DXS (ID: 2O1S) fue 

descargada de la base de datos Protein Data Bank (PDB) 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) que genera en diferentes formatos la información 

obtenida a través de métodos como la cristalografía de rayos X. Una vez obtenida la 

secuencia 3D de la proteína en formato PDB se empleó la herramienta molecular PyMOL 

para revisar a fondo las interacciones moleculares entre los residuos aminoácidos que 

forman parte de la estructura. 

Lo que respecta al análisis de las secuencias nucleotídicas entre la DXS de E. coli 

y otras especies de microorganismos se empleó la base de datos Genbank NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para generar las secuencias FASTA de las proteínas DXS 

de los diferentes microorganismos. Dichas secuencias se sometieron a alineamiento 

mediante los programas Clustal-X, Clustal-W y BIOEDIT. Para encontrar motivos 

conservados entre las diferentes estructuras proteicas se sirvió de programas como 

COBALT-NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi), MAFF 

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
about:blank
about:blank
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(www.mafft.cbrc.jp/alignment/server/) y MEME (www.meme-suite.org). Para determinar los 

aminoácidos relacionados al sitio catalítico de la enzima DXS y demás posiciones 

importantes en la actividad transferasa de la enzima se hizo uso del programa 

bioinformático PyMOL y VMD. 

VII.9 Docking molecular 

Para poder realizar el acoplamiento molecular in silico de la proteína con los 

ligandos, fue necesario primero descargar de la base de datos Protein Data Bank (PDB) 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) el formato PDB de la proteína DXS de E. coli y en 

la base de datos Pubchem se realizó la descarga de las estructuras químicas 

tridimensionales de los ligandos TPP, IPP y DMAPP en formato SDF. Se procedió a realizar 

la preparación de los ligandos y del receptor. El tratamiento del receptor se realizó en el 

programa VMD, dicho procedimiento consistió en la extracción del ligando y la eliminación 

de las moléculas de agua y cofactores con los cuales vienen resueltas sus estructuras 

cristalinas ya que estas pudieran interferir de cierta manera en el comportamiento de 

interacción de esta con los distintos receptores.  Por su parte, el tratamiento de los ligandos 

se realizó en el programa PyRX y consistió en minimizar la energía conformacional de las 

estructuras químicas. Dichas modificaciones en los ligandos se guardaron en formato 

pdbqt.  

El acoplamiento se realizó bajo los siguientes parámetros: libre rotación de todos los 

enlaces de los ligandos con libertad conformacional y posición inicial en forma Random, 

adición de hidrógenos y cargas Kollman a la proteína, generación de 100 poses para cada 

ligando y utilización del Algoritmo Genético Lamarckiano (GA). Este último se utilizó bajo 

las siguientes condiciones: 100 corridas del GA, 150 tamaño de población, 2 500 000 

máximo número de evaluaciones, 27 000 máximo número de generaciones, 0.02 tasa de 

mutación del gen y 0.8 rate de cruza. 

La selección de la mejor pose para cada ligando se basó en los siguientes criterios: 

Criterio 1. Energía de unión del complejo: se tomó como mejor pose aquella que reportó la 

menor energía de unión entre todas las poses obtenidas. Criterio 2. Distribución de energía 

(cluster): se toma como mejor pose aquella que ocupa la primera posición dentro del clúster 

más poblado. 

http://www.mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://www.meme-suite.org/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Los resultados del docking se guardaron en formato CSV para la visualización y 

análisis de las imágenes reportadas en el presente sobre las diferentes interacciones 

arrojadas por el autodock se llevó a cabo empleando el programa bioinformático Biovia 

Discovery Studio. 

VII.10 Herramientas Bioinformáticas 

Para la evaluación de los parámetros de diseño de los oligonucleótidos se empleó el 

programa oligo calc. Para el diseño de las estrategias de clonación, se emplearon los 

programas Serial cloner y Snap Gene, mientras que para el análisis de secuencias de ADN 

y proteínas se emplearon las bases de datos: PDB 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do),Blastp-NCBI(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), 

BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org), utilizando las opciones predeterminadas de 

cada algoritmo.  

Para realizar el docking molecular fue necesario el empleo de los programas 

bioinformáticos Autodoock 4.2.6 (http://autodock.scripps.edu), Visual Molecular Dinamics 

(VMD) (https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/), PyRX- Virtual Scrinig Tools 

(https://pyrx.sourceforge.io/) Biovia  Discovery Studio (https://discover.3ds.com) y PyMOL 

(https://pymol.org). 

 

 

  

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do),Blastp-NCBI(http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.brenda-enzymes.org/
http://autodock.scripps.edu/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
https://pyrx.sourceforge.io/
https://discover.3ds.com/
https://pymol.org/
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como ya se mencionó previamente, la enzima DXS (codificada por el gen dxs) cataliza 

el primer paso de la vía MEP. Esta enzima está sujeta a retroinhibición por los productos 

finales de la vía. Para la construcción de una cepa sobreproductora de isoprenoides, en 

este trabajo se planteó la sobreexpresión del gen dxs con la finalidad de aumentar el flujo 

de carbono proveniente del metabolismo central a la vía MEP, esperando que esta 

estrategia aumentaría la acumulación de los metabolitos de la vía de interés. Debido a que 

el IPP y el DMAPP son los inhibidores de DXS, se decidió que se sobreexpresaría 

simultáneamente tanto el gen dxs como el gen ispA; éste último codifica para la enzima 

farnesil difosfato sintasa (ISPA) que consume tanto el IPP como el DMAPP para la 

formación de los precursores de monoterpepenoides, sesquiterpenoides e isoprenoides. La 

hipótesis es que al ser consumidos IPP y DMAPP no se inhibiría la actividad de la enzima 

DXS, lo que aumentaría la biosíntesis de los metabolitos de la vía MEP. Para medir con 

facilidad el efecto de las modificaciones genéticas en la vía MEP, se eligió expresar algunos 

genes del operón al que denominamos STAPHYLO cuya expresión daría como resultado 

la acumulación de un carotenoide color amarillo que iría en aumento conforme se aumente 

el flujo de carbono a la vía MEP. En las siguientes secciones se presentan los resultados 

relacionados con esas construcciones genéticas, las cuales no pudieron ser evaluadas en 

el contexto de producción de carotenoides ya que la pandemia ocasionada por el virus 

SARS-CoV-2 no permitió ingresar al laboratorio en dos cuatrimestres. 

Diseño y construcción del operón MEP 

El operón MEP es una unidad genética que de manera natural se encuentra en el 

genoma de E. coli y que tiene un papel importante en la vía biosintética de los isoprenoides, 

ya que se forma por la unión de dos genes que codifican una de las enzimas clave en la 

regulación de la vía (DXS, ISPA). En el presente estudio se realizó un análisis bioinformático 

previo que dio pauta al diseño de los oligonucleótidos con sitios de clonación específicos 

(dxs3, dxs5, spA5) para la amplificación de dicho operón (Tabla 10, Sección VII.2.1). 

Consecuentemente fue posible llevar a cabo la reacción de PCR que dio como resultado la 

amplificación del operón MEP completo respetando el linker de 24 pb que une ambos genes 

en el genoma de E. coli.  Además, se diseñaron oligonucleótidos para amplificar el gen dxs 

por sí solo para usarlo como control. 

Con los productos de PCR listos se logró efectuar la clonación del gen dxs en el 

plásmido pJET 1.2/blunt y pTrc99A en caso del operón MEP.  



 

89 
 

Productos de la reacción de PCR para dxs y operón MEP. 

Al evaluar diferentes condiciones para la amplificación de los genes dxs e ispA en 

diversos ensayos, se optó por un ciclo de PCR de dos etapas en las que se eliminó la 

temperatura de alineamiento y solo se consideraron dos temperaturas en los ciclos (Figura 

25, Sección VII.2.6). 

Se usó la DNA polimerasa Phusion (Thermo Fisher Scientific) para amplificar tanto 

dxs como ispA-dxs, pero por un lado se obtuvieron un gran número de bandas por 

amplificación inespecífica y resultados negativos de amplificación, a pesar que se probaron 

varias condiciones. Finalmente, fue posible amplificar el gen dxs y el operón MEP que 

contiene los genes ispA y dxs con la enzima DNA polimerasa Prime STAR® GXL (Takara, 

cat. R050) (Figura 32). 
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Figura 32. Muestra a la izquierda el gel in silico de la corrida electroforética de los PCR del gen dxs 
y operón MEP; a la derecha se muestra la imagen del gel de agarosa realizado en el presente 
estudio: Carril M) marcador de peso molecular SM0311; carril 1,2 y 3) gen dxs; carril 4 y 5) operón 
MEP (dxs-ispA). 

 

Posterior a la obtención de los amplificados de PCR del gen dxs y del operón MEP 

se realizó su purificación mediante el Quick- DNA Clean & ConcentratorÊ-25 Cat. Nos. 

D4005, D4006, D4033, & D4034 siguiendo las recomendaciones del fabricante. De estos 

PCR se obtuvieron concentraciones de 92 ng/µL y 174 ng/µL, respectivamente, mismos 

que fueron empleados en los posteriores procesos de clonación. 

Clonación del gen dxs y operón MEP en pJET1.2/blunt 

La clonación de los productos de PCR de los insertos del gen dxs y del operón MEP 

se realizó de manera directa en el vector pJET1.2/blunt ya que al tener extremos romos 

igual que los productos de PCR generados por la enzima Prime Star GXL, fue posible hacer 

esta clonación y posteriormente generar más copias de estos insertos en una célula de 

clonación como lo es E. coli DH5Ŭ. 

Para la clonación se realizó una reacción de ligación de los productos de PCR con 

el vector pJET1.2/blunt, empleando la enzima T4 DNA ligasa. Las células 

quimiocompetentes fueron transformadas mediante el uso de solución CaCl2 y choque 

térmico. 
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El resultado se muestra en la Figura 33, en la que se aprecian crecimiento de 

colonias que muy probablemente contenían el inserto, mismas que fueron sometidas a 

estudios de selección como PCR (extrayendo su ADN plasmídico) y patrón de restricción 

con enzimas específicas. 

 

 

Figura 33. Resultado del plaqueo en medio LB complementado con ampicilina de la transformación 
de DH5Ŭ con las construcciones pJETdxs y pJETMEP. 

 

Como el vector pJET tiene extremos rasurados (blunt), es posible que los insertos 

se hayan clonado de manera directa o reversa, entonces para comprobar la clonación de 

los insertos en la orientación correcta se realizó la extracción del ADN plasmídico de las 

colonias transformadas mediante lisis alcalina y posteriormente un patrón de restricción 

empleando las enzimas EcoRV y NcoI. 
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La simulación in silico de estos cortes con las enzimas elegidas mostró el comportamiento 

del patrón de restricción para la orientación de los insertos en el vector pJET1.2/blunt 

(Figura 34).  

  

                                                     

Figura 34. Izquierda: Patrón de restricción in silico del pJETdxs y pJETMEP empleando las enzimas 
EcoRV y NcoI. Carril 1: pJETdxs orientación en fase con el promotor; Carril2: pJETdxs orientación 
inversa; Carril 3: pJETMEP orientación en fase con el promotor; Carril 4: pJETMEP orientación 
inversa. Derecha: patrón de restricción de las construcciones pJETdxs; Carril 2 y 3: patrón de 
restricción para pJETMEP.  

 

En este gel se demuestra la inserción positiva del gen dxs y el operón MEP en el 

vector pJET1.2/blunt, ya que las digestiones con las enzimas de restricción seleccionadas 

fueron correspondientes a la simulación in silico esperada realizada en el programa snap 

gene para cada una de las construcciones. 

Este evento de clonación positiva queda una vez más confirmada en base a trabajos 

de investigación científica que le anteceden como el realizado por Nava en el 2016 donde 

clonó un gen que codifica para la Lunasina; o por el desarrollado por Valencia en este 

mismo año donde clonó un fragmento del ORF ang26 sin mutaciones de un bacteriófago, 

mostrando de esta manera que el vector de transición es una herramienta efectiva en 

eventos de clonación de material genético específico. 
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Diseño y construcción del Operón STAPHYLO 

Se llevó a cabo la clonación del operón STAPHYLO, el cual quedó integrado por los 

genes crtQ, crtM, crtN y crtP de la vía de biosíntesis de la estafiloxantina, respetando la 

estructura del operón natural de S. aureus reportado en la literatura. Dicho operón conduce 

a la formación de pigmentos carotenoides que van de amarillo a rojizo y que son de 

importancia para evaluar las modificaciones genéticas realizadas en la vía MEP de E. coli. 

Es de importancia resaltar que este operón tiene un tamaño considerable y para su 

construcción fue necesario realizar una revisión de la literatura y análisis informáticos bien 

detallados. También es preciso mencionar que los cuatro genes forman un amplicón de 

5068 bp y que, de manera natural, estos se encuentran separados por un linker de 5 bp 

entre los genes crtQ y crtP, un linker de 9 bp entre los genes crtP y crtM, mientras que un 

linker de 12 bp separa los genes crtM y crtN. Con base en la secuencia nucleotídica de los 

genes que forman el operón STAPHYLO descargada de la base de datos Genbank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), se diseñaron los oligonucleótidos crtP5 (directo) y 

crtN3 (reverso) que amplifican para el operón STAPHYLO completo respetando los linker 

que unen a los cuatro genes en el genoma de S. aureus. Es importante señalar que el 

oligonucleótido crtP5 tienen un sitio de corte NcoI; mientras que el oligonucleótido crtN3 

tiene el sitio de restricción KpnI, mismos que fueron empleados para clonar el producto de 

PCR del operón en el plásmido pJET 1.2/blunt. 

Producto de la reacción de PCR para el operón STAPHYLO 

La amplificación de los genes del operón STAPHYLO se logró con una reacción de 

PCR empleando la enzima Prime STAR® GXL (Takara, cat. R050). 

En la figura 35, se muestran los resultados obtenidos en esta reacción de amplificación del 

operón STAPHYLO con una simulación in silico de lo que se esperaba visualizar en el gel. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Figura 35. Simulación in silico del PCR del operón STAPHYLO (izquierda); corrida electroforética 

del producto de PCR para comprobar la amplificación del operón STAPHYLO en gel de agarosa al 

1.2%. 

 

Clonación del operón STAPHYLO en pJET1.2/blunt 

El producto de PCR del operón STAPHYLO fue clonado directamente en el plásmido 

pJET 1.2 blunt. Este procedimiento consistió en una reacción de ligación empleando la 

enzima DNA T4 ligasa dejándose incubar la reacción durante 1 hora a 22°C e inactivando 

con cloroformo v/v. El producto de esta ligación fue utilizado para llevar a cabo la 

transformación de células DH5Ŭ quimiocompetentes. El proceso de transformación fue 

químico y térmico utilizando CaCl2 y calor a 42°C por 45 segundos con cambio drástico de 

temperatura usando hielo donde se incubaron las muestras por 10 min. Después de una 

hora de incubación de las células transformadas en medio LB suplementada con glucosa 

20 mM, se plaqueó en cajas con agar LB que contenía el antibiótico de selección 

(ampicilina), dejándose en incubación a 37°C por 16 horas. El resultado de la 

transformación con la construcción pJETSTAPHYLO se muestra en la Figura 36. 
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Figura 36. Resultado del plaqueo de la transformaci·n de DH5Ŭ con la construcci·n 
pJETSTAPHYLO en medio LB suplementado con ampicilina. 

 

De esta clonación fueron aisladas 24 colonias a las cuales se les extrajo ADN 

plasmídico por lisis alcalina y se realizó un patrón de restricción empleando las enzimas 

XhoI y EcoRV. Los resultados de dicha digestión se muestran en la Figura 37. 
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Figura 37. Izquierda: Simulación in silico de la digestión de la construcción pJETSTAPHYLO con las 
enzimas EcoRV y XhoI (carril 1: en fase con el promotor; carril 2: clonación que no está en fase con 
el promotor). Derecha: Patrón de restricción de la construcción pJETSTAPHYLO empleando las 
enzimas EcoRV y XhoI. 

 

Las clonas 5, 21 y 22 corresponden con el patrón de restricción esperado para esta 

construcción pJETSTAPHYLO, por tanto, fueron seleccionadas para posteriores 

experimentos de subclonación. 

Preparaci·n del vector de expresi·n ñpTrc99Aò: Digesti·n con enzimas de restricci·n  

Para la construcción genética de pTrcMEP fue necesario llevar a cabo 

principalmente la digestión tanto del plásmido pTrc99A, como del inserto MEP empleando 

las enzimas de digestión NcoI y KpnI. Para evidenciar este evento de digestión, fue 

necesario realizar la corrida electroforética de las muestras digeridas con las enzimas de 

restricción seleccionadas en un gel de agarosa al 1.2%. 

El resultado del patrón de restricción se muestra en la Figura 38. 
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Figura 38. Este gel muestra en el carril M: el marcador de peso molecular SM1113; carril 1: ADN 
plasmídico pTrc99A; carril 2: digestión de pTrc99A con NcoI y KpnI; carril 3: PCR dxs; carril 4: 
digestión del PCR dxs con NcoI y KpnI; carril 5: PCR STAPHYLO; carril 6: digestión de PCR 
STAPHYLO empleando NcoI y KpnI. 

 

En la imagen del gel de electroforesis previo puede apreciarse en el carril 2 la 

digestión de la muestra del ADN plasmídico de pTrc99A ya linealizado, lo cual nos indicó 

que se encontraba listo para la clonación. Sin embargo, antes de continuar con la clonación, 

fue necesario realizar la purificación del ADN plasmídico pTrc99A digerido (Figura 39) y en 

seguida la transformación de células quimicompetentes DH5Ŭ con el fin de garantizar que 

la digestión fue efectiva (Figura 40). Es preciso mencionar que estas digestiones fueron 

purificadas por kit de purificación de productos de PCR, cuantificadas por EPOCH de 

microplaca y corridas en gel de agarosa con el fin de comprobar la concentración en la 

muestra. 
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Figura 39. Este gel muestra en el carril 1 la corrida electroforética de la purificación de la digestión 
del ADN plasmídico de pTrc99A. 

 

 

Figura 40. Resultado de la transformación bacteriana de DH5Ŭ con el pTrc99A digerido. 

 

Con estos cultivos se corroboró la digestión del plásmido pTrc99A ya que contenía 

células viables, el antibiótico mostró actividad, las células control que integraron el pTrc99A 

adquirieron resistencia y las que integraron el pTrc99A digerido prácticamente no crecieron 

en el medio LB enriquecido con el antibiótico de selección.  
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Clonación del operón MEP en pTrc99A 

Con una digestión previa del inserto MEP y del vector pTrc99A se logró la clonación 

de dicho inserto mediante una reacción de ligación que se dejó incubando durante 16 horas 

a 4°C, inactivándose a 65°C por 20 min.  

Se procedió a realizar el proceso de transformación de células quimiocompetentes 

DH5Ŭ por método químico empleando el ClCa2 e incubándose a 37°C a 150 rpm durante 

16 horas. De esta transformación se obtuvieron 30 colonias para pTrcMEP, encontrando 

solo una clona con la construcción esperada (Figura 41). 

 

Figura 41. Transformación de E. coli DH5Ŭ con la construcci·n pTrcMEP. 

 

Inmediatamente este resultado fue probado por un PCR de colonia. Y una vez 

comprobada la clonación del inserto del operón MEP se extrajo el ADN plasmídico de la 

colonia positiva por kit para realizar la secuenciación. A este ADN plasmídico se le realizó 

digestión con las enzimas NcoI y KpnI que comprobó una vez más la inserción del operón 

en el vector pTrc99A, además se realizó un PCR con los oligonucleótidos pTrc2 y tyrA1500 
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propios del vector pTrc99A para amplificar el operón MEP, resultado que puede apreciarse 

en la Figura 42. 

 

 

Figura 42. En el carril 5 se muestra la amplificación del operón MEP obtenido por PCR de colonia 
empleando los oligonucleótidos pTrc2 y tyrA1500. 

 

Una vez que fue verificada la colonia por PCR se realizó un gradiente de temperatura 

con el ADN plasmídico de colonias E. coli DH5Ŭ/pTrc99A con el fin de encontrar las 

temperaturas óptimas para los oligonucleotidos que serían utilizados en la secuenciación 

de las construcciones generadas en este estudio. El resultado puede apreciarse en la 

Figura 43, en que se muestra la amplificación del Sitio Múltiple de Clonación (SMC) de 

pTrc99A. 
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Figura 43. Gradiente de temperatura para SMC de pTrc99A con oligonucleótidos pTrc2 y tyrA1500. 
Carril M: Marcador de peso molecular SM113; Carril 1: 55°C; Carril 2: 57° C; Carril 3: 60 °C; Carril 4: 
62°C; Carril 5: 64°C.  

 

Como puede apreciarse no existen cambios considerables con las variantes de las 

temperaturas según el rango manejado. Por tanto, se seleccionó la temperatura de 60°C 

como óptima. 

Secuenciación Sanger 

Se realizó la secuenciación de las construcciones obtenidas (pTrcMEP y pJETdxs ). 

Los resultados de la secuenciación Sanger fueron analizados con los programas 

bioinformáticos Chromas y Clustal Omega. Su análisis inicial mediante estos programas 

mostró un porcentaje de identidad que varía en todas las secuencias analizadas por que 

hubo algunas inconsistencias en la resolución de los cromatogramas, que se atribuyen a 

interferencias del mismo equipo con el que se realizó la secuenciación. Sin embargo, esos 

errores de alineamientos fueron verificados con éxito y se logró establecer que existe 

cobertura y profundidad en cada una de las secuencias de ADN y un 100% de identidad 

entres los pares sometidos al método de secuenciación Sanger (Anexos). 
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¶ Secuenciación Sanger de la construcción pJETdxs 

La secuencia marcada con el código 7951 (Figura 43) corresponde a la reacción 

generada por el oligonucleótido Forward del plásmido pJET, del cual se leyeron 890 

nucleótidos. El análisis de esta secuencia en el programa Clustal Omega arrojó una matriz 

de porcentaje de identidad del 99.55% entre las secuencias alineadas, mismo que fue 

corroborado en un 100% de identidad. 

 

 

Figura 44. Cromatograma en formato abi de la secuenciación Sanger de pJETdxs/Forward leído en 
Chromas. 

 

Mientras tanto la secuencia marcada con el código 7952 (Figura 44) corresponde a 

la reacción de secuenciación pJETdxs empleando el oligonucleótido reverso de pJET. Del 

cual solo fueron leídos 392 bp mostrando un porcentaje de identidad del 98.42% respecto 

a la secuencia de la construcción pJETdxs, que de igual manera fue corroborado en un 

100% de identidad. 
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Figura 45. Cromatograma en formato abi de la secuenciación Sanger de pJETdxs/Reverso analizado 
en Chromas. 

 

¶ Secuenciación Sanger del operón MEP 

La Figura 46, muestra una representación de los sitos de clonación de las 

construcciones obtenidas en este estudio que se lograron secuenciar bajo el método 

Sanger.  
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Figura 46. Representación gráfica de la construcción pTrcMEP secuenciada y sus respectivos 

oligonucleótidos de secuenciación.  

La secuencia marcada con el código 7949 (Figura 46) analizada bajo secuenciación 

Sanger muestra los siguientes resultados de identidad con la secuencia de la construcción 

original pTrcMEP generada por el oligonucleótido pTrc2. 

 

Figura 47. Cromatograma en formato abi de la secuenciación Sanger de pTrcMEP/pTrc2 analizado 
en Chromas. 
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Para esta reacción se leyeron un total de 866 bp, mismas que arrojaron un 

porcentaje de identidad de 94.17% la matrix del programa bioinformático Clustal omega en 

que se realizó este alineamiento respecto a la secuencia del pTrcMEP, encontrándose 

algunos errores de alineamientos que han sido corroborados en los anexos con un 100% 

de identidad. 

Mientras que para la secuencia marcada con el código 7950 corresponde con la 

reacción de secuenciación que empleó el oligonucleótido tyrA1500 para la construcción 

pTrcMEP, en la que fueron leídas 944 bp (Figura 48) y la cual mostró un porcentaje de 

identidad del 99.89 % arrojada por la matrix del programa bioinformático Clustal omega en 

que se realizó este alineamiento y corroborada en un 100% de identidad de estas 

secuencias. 

 

 

Figura 48. Cromatograma del formato abi de la secuenciación Sanger de pTrcMEP/tyrA1500 leído 
en Chromas. 

La secuencia 8776 analizada también bajo secuenciación Sanger muestra los 

siguientes resultados de identidad entre la secuencia de la construcción original pTrcMEP 

y la generada por el oligonucleótido DSFoverlap, de las cuales fueron leídas 942 bp (Figura 

49), que arrojaron un porcentaje de identidad entre secuencias del 99.89% que al ser 

analizada se corrobora un 100% de identidad esperada respecto a la secuencia de E. coli. 

 


