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Km Kanamicina 

L-ara L-arabinosa 

LB Medio Luria Broth 
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I. ABSTRACT 

Isoprenoids are indispensable for life survival, they form part of cell walls and cell 

membranes, also are components of energy metabolism. Escherichia coli synthesize their 

isoprenoids through the MEP pathway. The enzymes of the MEP pathway are regulated at 

multiple levels in all living organisms. DXS, the first enzyme of the MEP pathway is one of 

the limiting enzymes of this pathway, in eukaryotic organisms is regulated at the 

transcriptional and post-translational levels. However, the protein regulation in bacteria 

such as E. coli is unknown. In this study was to measure the half-life of DXS protein in 

different phases of bacteria growth. In this work we used chloramphenicol as translation 

inhibitor to analyze the half-life of DXS protein without protein synthesis. Our data indicate 

that half-life DXS protein was longer during stationary phase of the E. coli growth in 

contrast to exponential phase. During stationary phase the bacteria require a rearrangement 

of cell membranes and synthesis of isoprenoid compounds. These data suggest that DXS 

protein is probably important to survival in stationary phase. One mechanism of the post-

translational control of the proteins is through proteases degradation. In this investigation 

we suggest that DXS could be degraded through the Lon or OmpT proteases because the 

half-life DXS protein is longer in E. coli BL21 strain. These data open new questions 

regarding of DXS degradation mechanisms by construct mutants lacking the specific 

proteases in E. coli for subsequent analysis. 
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II. RESUMEN 

Los isoprenoides en Escherichia coli son sintetizados a través de la vía MEP, los cuales son 

indispensables para su supervivencia, ya que forman parte de la membrana y pared celular, 

así mismo, son componentes del metabolismo energético, entre otros. DXS es la primera 

enzima y un componente limitante de la vía MEP en E. coli. En este trabajo analizamos la 

estabilidad de DXS mediante la determinación de la vida media de la proteína en ensayos 

donde la traducción fue inhibida con cloranfenicol. Nuestros datos indican que la vida 

media de la proteína DXS aumenta considerablemente durante la fase estacionaria del 

crecimiento bacteriano en contrataste con la fase exponencial. Se sugiereque ésta proteína 

podría tener una mayor importancia biológica durante la fase estacionaria, ya que las 

bacterias requieren un cambio en la conformación de las membranas así como la síntesis de 

diversos isoprenoides. Como parte del análisis de DXS, también determinamos su vida 

media en la cepa BL21, deficiente en proteasas. Nuestros datos sugieren que DXS podría 

ser regulada a través de la proteasa Lon u OmpT, o ambas. Estos análisis preliminares dan 

pie al estudio más detallado de la degradación de DXS y su regulación a nivel post-

traduccional, por esta razón construimos mutantes que carecen de específicas proteasas en 

E. coli para análisis subsecuentes.  
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III. INTRODUCCIÓN 

Los isoprenoides son un grupo de metabolitos con una gran diversidad funcional y 

estructural (Croteau et al., 2000; Bouvier et al., 2005; Tholl y Lee, 2011; Hemmerlin et al., 

2012; Vranová et al., 2013), estos compuestos son producidos en todos los organismos 

vivos; sin embargo, su abundancia y su variedad son mayores en las plantas. Se ha 

determinado que los isoprenoides se derivan de dos moléculas precursoras de cinco 

carbonos: el IPP y su isómero, el DMAPP (Figura 1) (Rodríguez-Concepción, 2014). El 

IPP y el DMAPP son sintetizados por dos vías evolutivamente no relacionadas, la primer 

vía es mediante la formación del ácido mevalónico (MVA) a partir del acetil-CoA 

(Goldstein y Brown, 1990). La segunda vía es la del 2-C-metil-eritritol 4-fosfato (MEP) a 

partir del piruvato y gliceraldehído 3-fosfato (Lois et al., 1998; Lichtenthaler, 1999; 

Rodriguez-Concepción y Boronat, 2002; Lange y Ghassemian, 2003; Rodríguez-

Concepción, 2014). 

La vía MEP está conservada desde organismos unicelulares como E. coli hasta organismos 

multicelulares como A. thaliana. Inicialmente, todos los genes de la vía MEP fueron 

identificados en E. coli y posteriormente se determinaron sus ortólogos en las plantas 

superiores (Sprenger et al., 1997; Takahashi et al., 1998; Lois et al., 1998; Hahn et al., 

1999; Kuzuyama et al., 2000; Takagi et al., 2000; Campos et al., 2001; Rodriguez-

Concepción y Boronat,  2002; Lange y Ghassemian, 2003; Rodríguez-Concepción, 2014).  

Dada la alta similitud que presentan las proteínas DXS en los organismos a diferentes 

niveles evolutivos (Lois et al., 1998; Xiang et al., 2007), en el presente trabajo, se planteó 

como objetivo estudiar la vida media de la 1-deoxy-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), que 

es la primera enzima de la ruta y un componente limitante. En este trabajo, se determinó la 

vida media de DXS en E. coli en diferentes momentos del crecimiento bacteriano, la cual 

fue mayor durante la fase estacionaria del crecimiento (>4 h) en comparación con la vida 

media durante la fase exponencial ( ̴ 35 min). Asimismo, nuestros datos preliminares 

sugieren que la degradación de DXS podría ser regulada a través de las proteasas Lon u 

OmpT, ya que la vida media de DXS se estabiliza en la cepa BL21, deficiente en estas dos 

proteasas. 
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IV. MARCO TEÓRICO 

LOS ISOPRENOIDES 

Los isoprenoides o terpenos son una variedad de compuestos orgánicos, que fueron aislados 

por primera vez de la terpentina ("terpentin" en alemán, un compuesto derivado del 

aguarrás) (Croteau et al., 2000), estos compuestos poseen una amplia variedad de funciones 

fisiológicas en todos los seres vivos. Actualmente se conocen más de 30,000 diferentes 

isoprenoides en la naturaleza; sin embargo, más del 80% son de origen vegetal (Chappell, 

2002; Rodriguez-Concepción y Boronat, 2002; Eisenreich et al., 2004). 

Los isoprenoides son requeridos para el crecimiento y supervivencia de todos los seres 

vivos, incluyendo a las bacterias como E. coli, ya que participan en la formación de la 

pared celular, la biosíntesis de las membranas celulares (bactoprenol, hopanoides y los 

esteroides), el transporte de electrones (ubiquinona y menaquinona), entre otros. En los 

organismos fotosintéticos como las cianobacterias, las algas y las plantas, los isoprenoides 

son los precursores de los pigmentos para la absorción de luz (clorofilas, bacterioclorofilas, 

rodopsinas y carotenoides) (Schwender et al., 1997; Eisenreich et al., 1998; Rohmer, 1999; 

Lichtenthaler, 2000). Asimismo, algunos isoprenoides se utilizan en procesos de 

modificación post-traduccional de proteínas como la prenilación (grupos prenil) y la 

glucosilación (dolicoles) (McGarvey y Croteau, 1995; Croteau et al., 2000; Pérez-Gil y 

Rodríguez-Concepción, 2013), estas modificaciones afectan la actividad de las proteínas 

que la presentan. 

Desde el punto de vista biotecnológico, los isoprenoides tienen propiedades relevantes 

como bactericidas, provitaminas, antioxidantes, herbicidas, anticancerígenos, etc., (Tabla 1) 

por lo tanto tienen un alto valor comercial (Croteau et al. 2000; Hirschberg, 2001; Martin et 

al., 2003; Fraser y Bramley, 2004; Reiling et al., 2004; Withers y Keasling, 2007). Varios 

grupos de isoprenoides son empleados en la industria como fuente natural de pigmentos, 

aromas, fibras o ceras, así como fármacos (por ejemplo, artemisina y taxol), agroquímicos y 

precursores de vitaminas (por ejemplo, α-tocoferol, β-caroteno) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Importancia biológica y aplicaciones biotecnológicas de los isoprenoides 

Moléculas 
isoprénicas 

No. de 
carbonos 

Usos de los isoprenoides 

 
 

Hemiterpenos 

 
 
5 

El IPP y su isómero DMAPP son hemiterpenos y actúan como 
moléculas estructurales de todos los compuestos isoprenoides 
conocidos. También son utilizados como agentes alquilantes en 
la formación de meroterpenoides como los alcaloides, el 
shikimato, el acetato, entre otros. El isopreno se produce en las 
hojas de las plantas, se libera en forma de gas y puede ser tóxico 
para los humanos (Guenther et al., 1995; Wagner et al., 1999; 
Croteau et al., 2000). Asimismo, el isopreno tiene gran 
importancia en la aviación como combustible (Zhao et al., 
2011). 

 
 

Monoterpenos 

 
 

10 

Los monoterpenos son derivados del geranil pirofosfato y en 
general son esencias volátiles de las flores y de los aceites 
esenciales de las hierbas y especias. Ejemplos: el linalil acetato, 
valtrato, limoneno, citral, cineol, linalol, mentol, alcanfor, 
carvona, pinenos, piretrinas, cinerinas entre otros, son utilizados 
como saborizantes, carminativos, antisépticos, diuréticos, 
sedantes, insecticidas, entre otros.  Todos ellos son extraídos de 
diversas especies de plantas (Croteau et al., 2000; Dewick, 
2002). 

 
 

Sesquiterpenos 

 
 

 
15 

Los sesquiterpenos usualmente son derivados del farnesil 
pirofosfato. Muchos son encontrados en aceites esenciales como 
las fitoalexinas, que tienen propiedades antimicrobianas. 
Ejemplos: el farnesol (C15H16O), un pesticida natural que actúa 
como feromona de insectos y utilizado como fijador en 
perfumes y saborizantes en cigarros. También están otros como 
el bisabolol, zingibereno, partenólida, santonina, matricina, 
camazuleno, cadineno, ácido artemisínico, gossypol (Eisenreich 
et al., 2001; Dewick, 2002; 
Croteau et al., 2000).       

 

 

 

Diterpenos 

 

20 

Los diterpenos son derivados del geranil geranil pirofosfato. 
Ejemplos: el fitol (La cadena hidrofóbica de la clorofila), las 
fitohormonas giberelinas, los ácidos de las resinas de coníferas 
y leguminosas, las fitoalexinas. Particularmente el forbol y el 
taxadieno son usados como anticancerígenos; el casbeno y el 
abietadieno son compuestos antifúngicos; la forskolina actúa 
como antiespasmódico; el esteviol es usado como endulzante y 
los ginkgolidos usados como vaso reguladores (Croteau et al., 
2000; Dewick, 2002). 
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Sesterpenos 

 

25 

Derivado del geranil farnesil pirofostato. Los sesterpenos son 
relativamente raros al resto de los isoprenoides. Ejemplo: la 
ofiobolina A es un sesteterpeno usado por su amplio espectro de 
actividad biológica contra bacterias, hongos y nematodos 
(Dewick, 2002). 

 

 

 

Triterpenos 

 

 

 

30 

Los triterpenos son derivados del acoplamiento de dos 
moléculas de farnesil pirofosfato, los cuales son principalmente 
componentes de las membranas celulares y hormonas. 
Ejemplos: los hopanoides, en bacterias; el escualeno, un 
ingrediente del aceite de hígado de tiburón, el cual es procesado 
a lanosterol, un precursor estructural de todos los esteroides; 
Otros son compuestos como los brasinoesteroides que son 
fitohormonas, el fitosterol, ciertas fitoalexinas, varias toxinas, 
elementos disausivos de alimento y componentes de superficie 
como ceras, ácido oleanólico de uvas (Flesch y Rohmer, 1988; 
Croteau et al., 2000; Dewick, 2002; Rohmer, 2008). 

 

Tetraterpenos 

 

40 

Están formados por ocho unidades de isopreno y son producidos 
normalmente por la condensación de dos moléculas de geranil 
geranil pirofosfato. La mayoría de los tetraterpenos son 
carotenoides y pigmentos, en los organismos fotosintéticos 
ayudan a la protección contra el daño foto-oxidativo 
(Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004; Rodríguez-
Concepción, 2014) 

 

Politerpenos 

 

>40 

Los politerpenos contienen más de 8 unidades isoprénicas, 
incluyen acarreadores de electrones como la plastoquinona y 
ubiquinona;  la cadena larga de los poliprenoles involucrados en 
las reacciones de transferencia de azúcares y polímeros enormes 
como el caucho a menudo se encuentran en el látex y hule 
(Croteau et al., 2000). 
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LOS ISOPRENOIDES PROCEDEN DE DOS MOLÉCULAS ESTRUCTURALES: 

EL IPP Y EL DMAPP  

La investigación inicial de la estructura de los isoprenoides fue realizada en gran parte por 

Otto Wallach y colaboradores, quienes formularon "La regla del isopreno”, la cual postuló 

que la mayoría de los terpenoides estaban constituidos por unidades isoprénicas repetidas 

(Premio Nobel de Química, 1910), este principio provee el primer marco conceptual de una 

relación estructural entre los diversos terpenoides (Ruzicka, 1953; Christmann, 2010). 

A pesar de la inmensa variedad de los isoprenoides, posteriormente se corroboró que todos 

ellos derivan de dos moléculas estructurales: el IPP (isopentenil pirofosfato) y el DMAPP 

(dimetilalil difosfato) (Figura 1). La idea de Wallach fue refinada en 1930, cuando Leopold 

Ruzicka (Premio Nobel de Química, 1939), y colaboradores formularon "La regla 

biogenética del isopreno" (Ruzicka, 1953). Esta regla se centra en diferenciar la síntesis de 

isoprenoides por sus modificaciones como oxidaciones, ciclizaciones, hidroxilaciones, 

desaturaciones y reordenamientos (Figura 2) (Croteau et al., 2000; Fraser y Bramley, 

2004). 

Los terpenoides más pequeños están formados por una sola unidad de isopreno (5C), éstos 

son llamados hemiterpenos (Croteau et al., 2000). Sin embargo, los primeros isoprenoides 

aislados de la terpentina en 1850 fueron los monoterpenos y consisten en dos unidades 

isoprénicas (Croteau et al., 2000). 

 

 

 

 

IPP DMAPP

Figura 1 Las unidades isoprénicas. El IPP y DMAPP son las unidades estructurales de los 

isoprenoides. 
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Actualmente se ha corroborado que el IPP y el DMAPP se unen por medio de las enzimas 

preniltransferasas que involucran condensaciones de cabeza con cola de una o varias 

unidades de IPP o DMAPP, generando el geranil difosfato (GPP, C10), farnesil difosfato 

(FPP, C15), geranilgeranil difosfato (GGPP, C20), y otras moléculas de prenildifosfato 

menos abundantes que incrementan el tamaño de la cadena como el octaprenil difosfato 

(C40) y el nonaprenil (solanesil) difosfato (C45) (Rodríguez-Concepción, 2014). Estos son 

los puntos de inicio para la producción de la gran diversidad de compuestos isoprenoides 

(Figura 2) (Croteau et al., 2000; Fraser y Bramley, 2004; Rodríguez-Concepción, 2014). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

IPP DMAPP

IPP

GPP

IPP

FPP

GGPP

isopreno (C5)

geraniol (C10)

escualeno (C30)

Caucho (Cn)

β-caroteno (C40)
retinol (C20)

IPP

Figura 2 Biosíntesis de isoprenoides a partir de IPP y DMAPP. Abreviaturas: IPP, isopentenil 

difosfato; DMAPP, dimetilalil difosfato; GPP, geranil difosfato; FPP, farnesil difosfato; GGPP, 

geranilgeranil difosfato. Ejemplos: isopreno, geraniol (C10), escualeno (C30), Caucho (Cn), 

retinol (C20), β-caroteno (C40).  
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VÍAS DE SÍNTESIS DE LAS MOLÉCULAS ESTRUCTURALES, IPP Y DMAPP 

Actualmente se conocen dos vías que han evolucionado de forma independiente para la 

síntesis de los precursores estructurales IPP y DMAPP: la vía del mevalonato (MVA) y la 

vía del 2 C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP), identificada en los años 90s por experimentos 

de marcaje radioactivo en E. coli y en plantas (Flesch y Rohmer, 1988; Rohmer et al., 

1993). 

La vía MVA está presente en arqueas, en bacterias Gram positivas y en el citoplasma de 

todos los organismos eucariontes (Hemmerlin et al., 2003; Ershov, 2007). Por otro lado, las 

enzimas de la vía MEP se encuentran en la mayoría de las bacterias incluyendo a las 

bacterias Gram negativas como E. coli y las cianobacterias; en los cloroplastos de algas 

verdes y plantas; en los apicoplastos de los protistas como Plasmodium falciparum que 

ocasiona malaria en los humanos (Hemmerlin et al., 2003). 

En contraste con la mayoría de los microorganismos que solo poseen una vía para la 

síntesis de IPP y DMAPP, las plantas y las algas verdes, poseen tanto la vía MVA como la 

vía MEP. Ambas vías actúan de forma independiente y se encuentran en distintos 

compartimentos celulares (Hemmerlin et al., 2003). Por un lado, la vía MVA se encuentra 

en el citosol, mientras que la vía MEP se encarga de la síntesis de isoprenoides en los 

plástidos. Asimismo, se ha confirmado que los bloques isoprénicos sintetizados por ambas 

vías tienen un intercambio mínimo, ya que una vía no es capaz de proveer los precursores 

isoprénicos de la otra (Mandel et al., 1996; Estévez et al., 2000). A continuación, se 

describen los pasos biosintéticos de las dos vías en la síntesis de IPP/DMAPP. 
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Figura 3. Síntesis de isoprenoides por la vía MVA. Las enzimas de la vía son la acetil-coenzima 

A C-acetiltransferasa o acetoacetil-CoA tiolasa, AACT; 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa, 

HMGS; 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA, HMG-CoA; 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

reductasa, HMGR; mevalonato cinasa, MK; fosfo-mevalonato cinasa, PMK; difosfo-mevalonato 

descarboxilasa, MPDC. Los metabolitos de la vía son acetil coenzima A, acetil-CoA; acetoacetil 

coenzima A, acetoacetil-CoA; 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA, HMG-CoA; mevalonato, MVA; 

mevalonato 5-fosfato; mevalonato 5-difosfato, MVAPP; isopentenil difosfato, IPP. Modificado 

de Croteauet al., 2002. 

La vía del MVA 

Las enzimas de la vía MVA están 

localizadas en el citosol, esta vía es la 

encargada de sintetizar compuestos de 

naturaleza esteroide, los sesquiterpenos, 

dolicoles y grupos prenil que son 

indispensables para el crecimiento y 

desarrollo de los organismos, ya que 

conforman la estructura básica de algunas 

hormonas y son parte de las membranas 

celulares (Schwender et al., 1997; 

Lichtenthaler, 2000; Vranová et al., 2013). 

La vía MVA inicia con la condensación  

de tres moléculas de acetil-coenzima A 

(CoA) a β-hidroxi-β-metilglutaril CoA por 

medio de la acetil-coenzima A C-

acetiltransferasa, también llamada 

acetoacetil-CoA tiolasa (AACT; EC 

2.3.1.9). La AACT es una clase de tiolasa 

II, que condensa dos moléculas de acetil-

CoA a acetoacetil-CoA en una reacción 

tipo Claisen y otras reacciones de corte 

reversibles (Figura 3) (Miziorko, 2011; 

Vranová et al., 2013). 

AACT

HMGS

HMGR

MK

PMK

MPDC

acetil-CoA

acetil-CoA

acetoacetil-CoA

HMG-CoA

MVA

MVAP

MVAPP

IPP
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En el siguiente paso, la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa (HMGS; EC 2.3.3.10) 

cataliza la condensación del acetoacetil-CoA con el acetil-CoA para la biosíntesis de 3-

hydroxy-3-methylglutaryl-CoA, esta segunda reacción de la vía, es fisiológicamente 

irreversible (Miziorko, 2011). Posteriormente, el 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-

CoA) es reducido a mevalonato (MVA) por medio de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

reductasa (HMGR; EC 1.1.1.34). Esta reacción es el paso limitante de la vía e involucra la 

formación del MVA en dos reducciones sucesivas del HMG-CoA usando dos moléculas de 

NADPH como cofactor  (Miziorko, 2011). 

Los siguientes pasos para la transformación del MVA en IPP comprenden dos reacciones 

de fosforilación, catalizadas por la mevalonato cinasa (MK; EC 2.7.1.3.6) y la fosfo-

mevalonato cinasa (PMK; EC 2.7.4.2), dando lugar al mevalonato 5-difosfato. 

Posteriormente, una descarboxilación catalizada por la difosfo-mevalonato descarboxilasa 

(MPDC; EC 4.1.1.33) da lugar al IPP (Hemmerlin et al., 2003; Miziorko, 2011). 

Finalmente, el DMAPP se forma a partir de IPP por la acción de la enzima IPP-DMAPP 

isomerasa (IDI). La enzima IDI se encuentra en el citoplasma; sin embargo, también 

existen isoformas de IDI en las mitocondrias, en donde se importa IPP derivado del MVA 

para la biosíntesis de ubiquinona y otros isoprenoides mitocondriales (Holstein y Hohl, 

2004; Vranová et al., 2013). 

La vía del MEP 

La vía MEP fue elucidada inicialmente en bacterias y comprende 7 pasos biosintéticos 

(Rohmer, 1999; Eisenreich et al., 2001; Eisenreich et al., 2004; Rohmer, 2008; Pérez-Gil y 

Rodríguez-Concepción, 2013). El primer paso de la vía MEP involucra una reacción de 

condensación del tipo trancetolasa entre el piruvato y el gliceraldehído 3-fosfato (G3P) para 

formar 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP). Este paso es catalizado por la 1-deoxi-D-

xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS; EC 2.2.1.7), en una reacción dependiente de pirofosfato de 

tiamina (TPP) (Figura 4) (Flesch y Rohmer, 1988; Lange et al., 1988; Rohmer et al., 1993; 

Lois et al., 1988). La enzima DXS cataliza una secuencia de reacciones, en un primer 

momento se produce la formación del intermediario hidroximetiltiamina por unión del TPP 

al piruvato, acompañado de una descarboxilación de este último (Patel et al., 2012).  
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Posteriormente, tiene lugar la condensación del G3P con el intermediario 

hidroximetiltiamina unido a la enzima, resultando en la formación de DXP (Figura 4) (Patel 

et al., 2012). En las bacterias, DXP no solo actúa como sustrato de la vía MEP sino que 

también es una molécula precursora de la biosíntesis de las vitaminas B1 (tiamina) y B6 

(piridoxal) (Julliard y Douce, 1991; Rohmer, 1999). Estudios recientes han demostrado que 

el DXP como precursor de la vitamina B6 en E. coli es parte de una nueva vía en la 

evolución, con respecto a la mayoría de los microorganismos, los cuales sintetizan esta 

vitamina de manera independiente a DXP (Fitzpatrick et al., 2007; Cordoba et al., 2009). 

 

 
 

 

 

 

La enzima DXS actúa como un homodímero y su reacción guarda reminiscencia con las 

trancetolasas y las descarboxilasas. Sin embargo, a pesar de la alta homología con éstas, la 

DXS sigue un mecanismo cinético ordenado y no de ‘ping pong’, como ocurre en las 

trancetolasas típicas (Xiang et al., 2007; Patel et al., 2012). Análisis estructurales de la 

proteína DXS indican que su sitio activo está localizado entre dominios del mismo 

monómero, en contraste con transcetolasas típicas, en donde su sitio activo está formado en 

la interfase del dímero. Se considera que la DXS define una nueva familia de proteínas tipo 

transcetolasas que están altamente conservadas en la evolución (Lois et al., 1998; Querol et 

al., 2001).  

 

Piruvato G3P deoxy-D-xilulosa 5-
fosfato

DXS

TPP

Figura 4 Primera reacción de la vía MEP. Reacción de condensación entre el piruvato y el D-

gliceraldehído 3-fosfato (G3P) catalizada por la 1deoxi-D-xilulosa 5-fosfato Sintasa (DXS), 

utilizando como cofactor la tiamina pirofosfato (TPP). Modificado de Patel et al., 2012. 
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El segundo paso de la vía MEP es catalizado por la enzima deoxi-D-xilulosa 5-fosfato 

reductoisomerasa (DXR; EC 1.1.1.267) que transforma el DXP en 2-C-metil-eritritol 4-

fosfato (MEP) (Takahashi et al., 1998). Éste es el primer compuesto comprometido de la 

vía y el que le da nombre a la vía MEP, esta reacción requiere NADPH y Mn2+/Mg2+ como 

cofactores (Takahashi et al., 1998; Rohmer, 1999). Recientemente se ha demostrado que 

algunas bacterias (por ejemplo, Brucella abortus) carecen de genes que codifican para 

DXR convencionales y contienen una clase diferente de óxido-reductasas que catalizan la 

conversión de DXP en MEP (Figura 6) (Hemmerlin et al., 2012). 

Posteriormente, en el tercer paso se produce la conversión del 2-C-metil-eritritol 4-fosfato 

en 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) por la enzima 2-C-metil-D-eritrol 4-

fosfato citidiltransferasa (MCT; EC 2.7.7.60), después el CDP-ME es fosforilado en una 

reacción dependiente de ATP por la enzima 4-(citidin 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol 

cinasa (CMK; EC 2.7.1.148), formando CDP-ME 2-fosfato (CDP-MEP) que es 

transformado en 2-metileritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-cPP) por la enzima 2-C-metil-D-

eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa (MDS; EC .4.6.1.12) (Figura 5) (Kuzuyama et al., 2000; 

Takagi et al., 2000; Campos et al., 2001). Los últimos pasos de la vía consisten en una 

reducción catalizada por la 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintasa (HDS; EC1.17.7.1) 

para la producción de hidroxi metil butenil difosfato (HMBPP), el cual es transformado 

finalmente en una mezcla de IPP/DMAPP (en una proporción aproximada de 5:1) por la 

enzima 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (HDR; EC 1.17.1.2) (Lange et al., 

1998,Lange y Croteau, 1999; Withers y Keasling, 2007). Las enzimas HDS y HDR son 

reductasas de fierro-azufre que requieren un grupo (4Fe-4S)+1 y NADPH como agente 

reductor para su actividad enzimática (Figura 5) (Tabla 2) (Rohdich et al., 2001; Wolff et 

al., 2003; Vranová et al., 2013). 
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Tabla 2. Nomenclatura de las enzimas y genes de la vía MEP en A. thaliana y E. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

DXS
DXP

DXR/
IspC MEP

MCT/
IspD

CDP-ME

CMK/
IspE

CDP-MEP

MDS/
IspF

MEcPP

HDS/
IspG

HMBPP

HDR/
IspH

DMAPP

IPP

Actividad enzimática A. thaliana E. coli 
1-deoxy-D-xilulosa 5 fosfato sintasa DXS Dxs 

1-deoxy-D-xilulosa 5 fosfato reductoisomerasa DXR YaeM/IspC 

2-C-metil-D-eritrol 4-fosfato citidiltransferasa  MCT YgbP/IspD 

4-(citidin 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol cinasa CMK YchB/IspE 

2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa MDS YgbB/IspF 

4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintasa HDS GpcR/IspG 

4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa HDR LytB/IspH 

Figura 5 Biosíntesis de isoprenoides por la vía MEP. Las enzimas de la vía son 1 deoxi-D-

xilulosa 5-fosfato sintasa, DXS; deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa, DXR; 2-C-metil-

D-eritrol 4-fosfato citidiltransferasa, MCT; 4-(citidin 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol cinasa, 

CMK; 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa, MDS; 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato 

sintasa, HDS; 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa, HDR. Los metabolitos de la vía son 

deoxy-D-xilulosa 5-fosfato, DXP; 2-C-metil-eritritol 4-fosfato, MEP; 2-C-metil-eritritol 4-fosfato 

en 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol, CDP-ME; CDP-ME 2-fosfato, CDP-MEP; 2-

metileritritol 2,4-ciclodifosfato, MEcPP; hidroxi metil butenil difosfato, HMBPP; isopentenil 

difosfato, IPP; dimetilalil difosfato, DMAPP. Modificado de Zhao et al., 2013. 
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Variaciones de la vía MEP en los microorganismos 

Se ha corroborado que algunas enzimas de la vía MEP también catalizan otras reacciones 

en las células de diversos microorganismos (Herz et al., 1999; Gabrielsen et al., 2004; 

Gabrielsen et al., 2004; Testa et al., 2006). Por ejemplo, la enzima IspF puede catalizar la 

conversión de CDP-ME al producto MEcPP, saltándose un paso de la biosíntesis 

convencional. No obstante, la frecuencia de esta reacción es del 1% en condiciones 

fisiológicas en E. coli y de 10% en el parásito de malaria (P. falciparum) (Rohdich et al., 

2001). Asimismo, se han encontrado proteínas bifuncionales IspD-IspF en otras bacterias 

como en Campylobacter jejuni y Agrobacterium tumefaciens, lo cual es muy interesante 

debido a que no son enzimas consecutivas de la vía (Gabrielsen et al., 2004).  

REGULACIÓN DE LA VÍA MEP 

Avances recientes han permitido el desarrollo de procesos de fermentación microbiana a 

gran escala para la producción de isoprenoides (Zhao et al., 2013). Las limitaciones 

iniciales para la producción de estos compuestos a partir de la vía MEP han sido atribuidas, 

en parte, al desconocimiento del control regulatorio de esta vía, además de que requiere 

sustratos esenciales para el metabolismo energético como el piruvato y el G3P. Sin 

embargo, la producción de isoprenoides a partir de la vía MEP en bacterias ofrece algunas 

ventajas, incluyendo mejor rendimiento estequiométrico y menor consumo de oxígeno, lo 

cual es económicamente benéfico para fermentaciones a gran escala (Zhao et al., 2013). En 

la actualidad, la producción de isoprenoides a partir de la vía MEP se ha combinado con la 

manipulación de genes de otras vías, como la vía Entner-Doudoroff, utilizada para 

incrementar la producción de algunos carotenoides como el licopeno (Liu et al., 2013; Zhao 

et al., 2013). Es de gran importancia el estudio de la regulación de cada una de las enzimas 

que controlan el flujo metabólico de la vía MEP, por lo que se han conjuntado esfuerzos 

para dilucidar la regulación tanto en las bacterias como en las plantas. 
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Inhibidores específicos de la vía MEP 

El uso y estudio de inhibidores de la vía MEP es particularmente importante, ya que esta 

ruta bioquímica podría ser diana para el desarrollo de nuevos fármacos antimicrobianos, 

herbicidas y antimaláricos, debido a que son inocuos para los humanos (Eisenreich et al., 

2001; Rodríguez-Concepción et al., 2004). En las plantas, el uso de inhibidores de la vía 

MEP produce un fenotipo de despigmentación como resultado de la disminución de 

isoprenoides plastídicos como carotenos y clorofilas (Carretero-Paulet et al., 2002). La 

caracterización de la fosmidomicina (FR-31564) como inhibidor de la segunda enzima de la 

vía MEP (DXR), se realizó inicialmente en bacterias (Leon et al., 2006).  Asimismo, se han 

identificado otros inhibidores como clomazona que afecta a la enzima DXS (Ferhatoglu y 

Barrett, 2006). 

Aunque en un inicio se postuló que el inhibidor fosmidomicina afecta la enzima DXR, 

análisis recientes de la respuesta metabólica a fosmidomicina en P. falciparum y en E. coli, 

sugieren que la enzima MCT también es un blanco de inhibición de este compuesto (Zhang 

et al., 2011). No obstante, algunos estudios sugieren que las bacterias como E. coli han 

desarrollado mecanismos para evadir al inhibidor fosmidomicina (Sakamoto et al., 2003; 

Hemmerlin et al., 2012; Pérez-Gil y Rodríguez-Concepción, 2013), por lo que es necesario 

encontrar nuevos blancos de regulación en la vía.  

La vía MEP es regulada por mecanismos de retroalimentación en respuesta a la 

demanda de los bloques estructurales de isoprenoides 

De manera similar a lo que ocurre en otras rutas biosintéticas, la vía MEP presenta 

mecanismos de regulación por retroalimentación de sus productos finales, se ha demostrado 

que en E. coli, el IPP y el DMAPP inhiben a la enzima DXS por competencia con la 

tiamina difosfato (Banerjee et al., 2013). Por otra parte, en algunas especies de plantas 

como el tomate se ha propuesto que la adición exógena del producto deoxy-xilulosa 5-

fosfato (DX) modula la expresión del gen DXS (Lois et al., 1998; Querol et al., 2001; 

Hunter, 2007). Concordante con esto, se ha demostrado que la alteración de los niveles de 

los productos finales IPP y DMAPP o la interrupción del flujo metabólico, regula a nivel 
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post-transcripcional algunas enzimas de la vía MEP incluyendo DXS, DXR y HDR, en las 

plantas (Guevara-García et al., 2005; Sauret-Güeto et al., 2006). 

REGULACIÓN DE DXS EN A. thaliana 

En bacterias se ha investigado poco sobre la regulación de DXS; sin embargo, diversos 

análisis en las plantas sugieren que DXS está regulada a nivel transcripcional y a nivel post-

traduccional (Guevara-García et al., 2005). En general, se sugiere que el control 

transcripcional regula a groso modo la expresión en procesos específicos de desarrollo, en 

contraste la respuesta rápida a cambios ambientales requiere un control a nivel de las 

proteínas de la vía, como DXS (Guevara-García et al., 2005; Sauret-Güeto et al., 2006; 

Fraser et al., 2007; Rodríguez-Concepción y Boronat, 2015). 

Regulación a nivel post-traduccional 

Estudios iniciales en nuestro laboratorio han determinado que DXS presenta una regulación 

a nivel post-transcripcional, mediante el estudio de la mutante clb6 de A. thaliana, la cual 

es una mutante que está afectada en el gen HDR que codifica para la última enzima de la 

vía MEP (Guevara-García et al., 2005). En estos estudios se observó que la proteína DXS 

está aumentada casi diez veces en la mutante clb6, en comparación con las plantas tipo 

silvestres y no así, los niveles de transcrito (Figura 6) (Guevara-García et al., 2005). La 

abundancia de DXS también se observa en otras mutantes que interrumpen otros pasos de 

la vía MEP (por ejemplo, dxr, clb4, sipD), sugiriendo que ésta acumulación podría deberse 

por la disminución de los productos finales IPP y DMAPP. De manera contraria, el 

aumento de la proteína DXS no es observado en otras mutantes que afectan pasos río 

debajo de la vía MEP, tal es el caso de la mutante clb5 que carece de la enzima ζ–caroteno 

desaturasa (ZDS), involucrada en la producción de carotenoides. 

De manera similar a lo que ocurre en las mutantes que afectan algún paso de la vía MEP, se 

ha determinado que el uso de inhibidores de la vía MEP, como la fosmidomicina (inhibidor 

de DXR), también ocasiona una mayor abundancia en los niveles de la proteína DXS 

respecto a las que no tienen este inhibidor (Guevara-García et al., 2005). En conjunto, estos 

datos permitieron concluir que la proteína DXS se encuentra regulada a nivel post-
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transcripcional y se sugiere que la alteración de los productos finales de la vía MEP, 

estabiliza los niveles de proteína DXS por un mecanismo de retroalimentación de la vía 

(Guevara-García et al., 2005). 

 

Figura 6 Análisis de los niveles de la proteína DXS en distintas mutantes de la vía MEP 

(Guevara-García et al., 2005). 

Análisis posteriores en nuestro laboratorio confirmaron la regulación post-transcripcional 

descrita en la sección anterior corresponde a una regulación post-traduccional de DXS. 

Mediante el análisis de la vida media de la proteína DXS en plantas de A. thaliana 

incubadas con cicloheximida (inhibidor de la traducción en eucariontes), se determinó que 

la vida media de DXS es de aproximadamente 80 min; sin embargo, en las plantas tratadas 

con cicloheximida y fosmidomicina (inhibidor de DXR), la vida media de DXS aumenta a 

más de 12 horas.  

Se ha propuesto que esta regulación post-traduccional podría incrementar la estabilidad de 

DXS en respuesta a un mayor requerimiento de los productos finales de la vía MEP  

(Figura 9). Estudios de la proteína DXS en geles de dos dimensiones, sugieren que hay una 

posible modificación post-traduccional, la cual podría estar involucrada en cambios de la 

estabilidad de esta proteína. (Chenge, 2012) (Figura 7). En análisis previos, se han 

observado modificaciones a nivel post-traduccional de algunas enzimas de las vías MVA y 

MEP, incluyendo fosforilación, glicosilación o ubiquitinación (Xie et al., 2008). Asimismo, 

las enzimas DXS y HDS de la vía MEP se han encontrado en estudios fosfoproteómicos en 

plantas, sugiriendo que esta modificación podría afectar su estabilidad (Rodríguez-

Concepción et al., 2001; Reiland et al., 2009). 
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Figura 7 La vida media de DXS aumenta en tratamientos con fosmidomicina (Extraída de 

Chenge, 2012). 

LA PROTEÍNA DXS ESTÁ CONSERVADA EN LA EVOLUCIÓN 

Las enzimas DXS se encuentran altamente conservadas en la evolución desde bacterias 

hasta las plantas tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas (Estévez et al., 2001; 

Cordoba et al., 2011). Se ha determinado que la secuencia de la proteína DXS de E. coli y 

DXS1 de A. thaliana presenta cerca de 49% de identidad (Figura 8). La comparación de las 

secuencias de aminoácidos de DXS muestran regiones altamente conservadas a lo largo de 

toda la proteína, lo que sugiere que los residuos conservados podrían jugar un papel 

importante en la conformación estructural y/o en las propiedades catalíticas de la enzima 

(Lois et al., 1998).  

Asimismo, se ha confirmado que la proteína DXS de A. thaliana complementa la mutante 

de E. coli, lo que demuestra que su actividad biosintética se encuentra igualmente 

conservada (Xiang et al., 2007) (Figura 8). La diferencia más grande entre los genes de la 

vía MEP entre plantas y de E. coli, es la presencia de una extensión N-terminal en la 

secuencia de la proteína, la cual funciona como una péptido señal a cloroplasto en las 

plantas y que está ausente en las proteínas bacterianas (Rodriguez-Concepción y Boronat, 

2002). 

Se ha determinado que la mutante nula de DXS en bacterias, es letal (Sauret-Güeto et al., 

2003). A diferencia de las bacterias que solo poseen un gen de DXS, se ha confirmado que 

las plantas como A. thaliana y maíz, las proteínas DXS están codificadas por una familia 

génica (Carretero-Paulet et al., 2013; Cordoba et al., 2011). No obstante, la interrupción de 

uno de dichos genes (DXS1) en la mutante nula cla-1 de A. thaliana es suficiente para 

impedir la síntesis de isoprenoides plastídicos como clorofilas, carotenoides, α-tocoferol y 

la hormona ácido absícico (ABA) (Mandel et al., 1996; Estévez et al., 2001). 
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Figura 8 Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de la proteína DXS, de E. coli (Ec) 

y A. thaliana (At). Se muestran los porcentajes que cada una conserva de identidad respecto a 

AtDXS1. AtDXS2 (72%), AtDXS3 52%, 54%EcDXS. EcDXS (DXS de E. coli), AtDXS1 (DXS1 de 

A. thaliana), AtDXS2 (DXS2 de A. thaliana), AtDXS3 (DXS3 de A. thaliana) (Xiang et al., 2006). 

DXS ES UNA ENZIMA LIMITANTE DE LA VÍA MEP EN  

PLANTAS Y BACTERIAS 

Diversos estudios han confirmado que DXS es una enzima limitante tanto en plantas como 

en bacterias. En las plantas, particularmente en A. thaliana se ha comprobado que la 

sobreexpresión de DXS incrementa los niveles de diversos isoprenoides como clorofilas, 

carotenoides, tocoferoles, fitohormonas como el ácido abscísico, entre otros (Tabla 3). 

Concordante con esto, la disminución de los niveles de DXS genera el efecto inverso 

(Estévez et al., 2001; Botella-Pavía et al. 2004; Enfissi et al., 2005). El papel de DXS como 

enzima limitante se ha observado en diversas especies de plantas incluyendo tomate, 

Ginkgo biloba y la papa (Lois et al., 1998; Enfissi et al., 2005; Gong et al., 2006; Morris, 

2006).  
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En estos reportes hay una correlación entre los niveles de proteína DXS y sus productos 

finales, pero no a nivel de transcrito (Estévez et al., 2001; Botella-Pavía et al., 2004; Enfissi 

et al., 2005; Guevara-García et al., 2005; Carretero-Paulet et al., 2006). 

Tabla 3. DXS es una enzima limitante en las plantas 

Especies de 
plantas 

Papel de DXS Referencias 

Arabidopsis 
thaliana  

Produce acumulación de productos finales de 
isoprenoides como clorofilas, carotenoides, 
tocoferoles, algunas fitohormonas como ABA. 

 
Estévez et al., 2001 

Antirrhinum 
majus  

Produce acumulación de isoprenoides volátiles que 
correlaciona con un patrón de oscilación de ritmo 
circadiano. 

 
Dudareva et al., 2005 

Chysanthemum 
morifolum  

Produce acumulación de carotenoides en las flores. Kishimoto y Ohmiya, 
2006 

 
Elaeis guinnessis  

Aumenta la biosíntesis de β-caroteno en los frutos. Khemvong y 
Suvachittanont, 2005 

 
Ginkgo biloba 

Aumenta la producción de ácido araquidónico, ácido 
salicílico, etc, en tejidos fotosintéticos. 

 
Gong et al., 2006 

Lavandula 
latifolia  

Aumenta la producción de aceites esenciales en plantas 
transgénicas de lavanda. 

Munoz-Bertomeu et 
al., 2006 

Pinus densiflora  Acumulación de la resina en la madera. Kim et al., 2009 
Populus 
trichocorpa  

Aumenta la producción del isopreno volátil durante el 
día. 

Wiberleyet al., 2009 

Solanum 
lycopersicum,  

Aumenta la producción de carotenoides en tejidos 
fotosintéticos y en el fruto.  

Enfissi et al., 2005; 
Lois et al., 2000 

Vitis vinífera  Produce acumulación de altos niveles de terpenoides Duchêne et al., 2009 

 

En E. coli se ha confirmado que un aumento de la expresión de DXS es concordante con el 

aumento de su actividad enzimática y esto incrementa proporcionalmente la acumulación 

de productos finales de isoprenoides endógenos como los monoterpenos, diterpenos, 

sesquiterpenos, hopanoides y las cadenas prenil de la ubiquinona 8 (UQ-8) (Harker y 

Bramley, 1999; Kuzuyama et al., 2000; Martin et al., 2003; Reiling et al., 2004; Kim et al., 

2006). Se ha sobreexpresado el gen DXS en bacterias con fines biotecnológicos, los trabajos 

más destacados han sido la síntesis de compuestos de interés comercial como el taxadieno, 

el isopreno, el ácido artemisínico y los carotenoides (Tabla 3) (Harker y Bramley, 1999; 
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Miller et al., 1999; Matthews y Wurtzel, 2000; Huang et al., 2001; Morrone et al., 2010; 

Zhao et al., 2011; Kim y Keasling, 2001). Asimismo, se ha corroborado que la 

sobreexpresión de DXS incrementa casi 10 veces la acumulación de carotenoides como 

licopeno y zeaxantina en E. coli (Matthews y Wurtzel, 2000). Por otro lado, se ha 

determinado que la sobreexpresión de otros genes de la vía también aumentan la 

producción de carotenoides; sin embargo, este aumento es menor que el alcanzado 

mediante la sobreexpresión de DXS (Tabla 3) (Sandmann et al., 1999; Cunningham y 

Gantt, 2000; Kim y Keasling, 2001; Zhao et al., 2013; Yuan et al., 2006). Actualmente, 

también existen diversas aproximaciones en la producción de compuestos de importancia 

económica en E. coli a través de ingeniería genética sobreexpresando los genes de la vía 

MVA y la vía MEP (González-Cabanelas D et al., 2016). Sin embargo nuestro trabajo está 

enfocado a la regulación de la vìa MEP. 

Tabla 4. Aplicaciones en la producción de metabolitos de isoprenoides utilizando DXS  

Productos Comentarios Referencia 

 

 

Taxadieno 

El taxadieno es producido naturalmente en 
las plantas de Taxus cuspidata, el cual es un 
precursor del diterpeno que genera la droga 
anticancerígena de taxol. Los primeros 
estudios para la producción de taxadieno por 
medio de ingeniería metabólica en E. coli se 
realizaron mediante la sobreexpresión de 
DXS, IDI, GGPP (geranil geranil difosfato) 
sintasa y la taxadieno sintasa. Se confirmó 
que DXS aumenta los productos finales de 
isoprenoides, en comparación con otras 
enzimas de la vía. Actualmente se ha logrado 
producir taxadieno a nivel industrial 
utilizando diversas combinaciones de cuatro 
enzimas de la vía: DXS, HDS, HDR e IDI. 

Ajikumar et al., 2011; 
Huang et al., 2001; 
Zhao et al. 2013 

 

Ácido 
Artemisínico 

Se ha utilizado ingeniería metabólica de la 
vía MEP para la producción de este diterpeno 
(20C) mediante la sobreproducción de tres 
genes, Dxs, Dxr e Idi. Asimismo, la 
sobreexpresión de DXS se ha utilizado para 
la producción de ácido artemisínico, un 
precursor de sesquiterpenos antimaláricos,  

Morrone et al., 2010 
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Carotenoides 

Los carotenoides tienen diversas funciones, 
ya que actúan como antioxidantes, sirven 
como pigmentos y son las unidades 
estructurales para el aparato fotosintético. La 
sobreexpresión de DXS en la vía MEP, causa 
un aumento en la producción de carotenoides 
en E. coli, este incremento es mayor, respecto 
a otras enzimas de la vía. Se ha determinado 
que la sobreexpresión de DXS aumenta de 2-
7 veces los niveles de acumulación de 
licopeno. 

Abrechtet al., 1999; ; Harker 
and Bramley, 1999; 
Cunningham et al., 2000;  
Matthews y Wurtzel, 2000; 
Miller et al., 2000; Kim y 
Kleasling, 2001; Reiling et 
al., 2004; Kang et al., 2005; 
Yuan et al., 2006 
 
 
 

Isopreno 
La sobreexpresión de DXS o DXR de 
Bacillus subtilis en E. coli, resulta en un 
aumento de 2 veces la producción de 
isopreno, el cual actúa como un combustible. 

Zhao et al., 2011 

 

Escherichia coli COMO MODELO DE ESTUDIO 

E. coli es una bacteria Gram negativa que ha sido un modelo de estudio por su tiempo corto 

de duplicación y por su facilidad de crecimiento en el laboratorio, asimismo ha sido 

utilizada en biología molecular como hospedero de vectores de clonación de genes y de 

expresión de diversas enzimas, así como en la producción de metabolitos de importancia 

industrial y biotecnológica (Matthews y Wurtzel, 2000; Kang et al., 2005; Croteau et al., 

2006; Jin y Stephanopoulos, 2007; Yoon et al., 2008; Ajikumar et al., 2011; Sun et al., 

2014; Flux et al., 2012).  

El crecimiento de cultivos bacterianos de E. coli se ha estudiado ampliamente, éste presenta 

un tiempo estimado de duplicación de 20 min en un sistema cerrado o medio de cultivo no 

renovado, también llamado cultivo monofásico. El cultivo monofásico tiene una curva de 

crecimiento típica de una población bacteriana que puede dividirse en cuatro fases: la fase 

de latencia, la fase exponencial, la fase estacionaria y la fase de muerte (Figura 9) (Madigan 

et al., 2003). 
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La fase de latencia es el tiempo en que tarda en comenzar el crecimiento microbiano en un 

cultivo nuevo, en esta fase no hay duplicación de las bacterias. Posteriormente, la fase 

exponencial ocurre cuando cada célula se duplica en un periodo determinado de tiempo, el 

cual inicia a partir de una densidad óptica de aproximadamente 0.2 (Figura 9). Las células 

en crecimiento exponencial están en el estado fisiológico óptimo y, por ello, en su punto 

medio son las más indicadas para estudios enzimáticos y estructurales de las proteínas 

(Madigan et al., 2003). Posteriormente, la población alcanza la fase estacionaria que inicia 

a partir de una densidad óptica de 0.7, durante esta fase los nutrientes esenciales del medio 

son limitantes, asimismo suelen acumularse algunos productos del desecho metabólico que 

inhiben un crecimiento óptimo (Figura 9). Durante la fase estacionaria no hay un aumento, 

ni decremento neto del número celular (Nyström et al., 2004). Cuando el cultivo pasa a la 

fase estacionaria, las bacterias presentan una gran cantidad de cambios fisiológicos y 

morfológicos, incluyendo, disminución del volumen del citoplasma, cambio en la forma 

celular, compactación del nucleoide, cambios en la composición de la pared y membrana 
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Figura 9  El cultivo monofásico sigue una curva de crecimiento típica de una población 

bacteriana graficada en función de las células viables en un tiempo determinado. El número de 

células viables puede determinarse a través de la densidad óptica medida con una longitud de 

onda de 600 nm. La curva de crecimiento tiene cuatro fases: la fase de latencia, la fase 

exponencial, la fase estacionaria y la fase de muerte (Madigan et al., 2003). 
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celular y cambios en los constituyentes del citoplasma (Wagner et al., 1999; Makinoshina 

et al., 2002; Navarro et al., 2010; Sáenz et al., 2015). Si la población continúa después de 

que haya alcanzado la fase estacionaria, algunas células pueden morir por intoxicación de 

los desechos metabólicos o por la falta de nutrientes, en este caso comienza la fase de 

muerte (Madigan et al., 2003). 

En la actualidad se han desarrollado cultivos microbianos capaces de producir múltiples 

compuestos a nivel industrial tales como insulina humana, hormona de crecimiento 

humano, interferón, diversas vacunas, enzimas industriales y metabolitos de interés 

comercial como los carotenoides o isoprenoides (Goeddel et al., 1979; Matthews y 

Wurtzel, 2000). Entre algunos de los productos isoprenoides que se han producido con gran 

eficacia en E. coli, incluyen el taxol, algunos carotenoides como el licopeno, el β-caroteno, 

la zeoxantina, entre otros (Matthews y Wurtzel, 2000; Kang et al., 2005; Croteau et al., 

2006; Jin y Stephanopoulos, 2007; Yoon et al., 2008; Ajikumar et al., 2011; Sun et al., 

2014; Flux et al., 2012). 

LA VIDA MEDIA DE LAS PROTEÍNAS ESTÁ REGULADA POR PROTEASAS 

La degradación de las proteínas es un proceso esencial para responder a cambios en el 

ambiente, ya que controla los niveles de múltiples enzimas involucradas en diferentes vías 

biosintéticas. Se ha determinado que la proteólisis limita el tiempo de vida de las proteínas, 

las cantidades de la disponibilidad de las enzimas clave y elimina proteínas mal plegadas. 

Sin embargo, en las bacterias, los elementos de reconocimiento para proteasas en los 

diferentes sustratos no están bien definidos, mientras que en el citoplasma de los 

eucariontes existen múltiples ubiquitín ligasas que reconocen sustratos específicos para 

dirigirlos a una proteasa en común (Maurizi, 1987; Gottesman, 1996). 

La vida media de las proteínas en E. coli 

La vida media de las proteínas es el tiempo que tarda en degradarse el 50% de una proteína, 

esto depende  del estado energético y de los requerimientos celulares. E. coli presenta 

diversos estados fisiológicos y morfológicos a lo largo del cultivo de crecimiento, y esto 

está dado por cambios en la expresión genética pero también cambios en la regulación post-
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traduccional de algunas proteínas. En la fase inicial del crecimiento bacteriano empieza la 

síntesis de proteínas principalmente relacionadas al metabolismo de azúcares y 

componentes de ensamblaje del proto-anillo para comenzar la división celular (Baev et al., 

2006a; Rico et al., 2013).  Durante la fase exponencial, la vida media de las proteínas es 

menor a 40 min aproximadamente, la mayor parte de las proteínas durante esta fase de 

crecimiento son enzimas relacionadas al metabolismo de carbohidratos, utilización de 

glicerol y algunos aminoácidos (Baev et al., 2006a,b,c). Por otra parte, durante la fase de 

crecimiento estacionario hay un cambio en la expresión genética dado principalmente por 

un cambio en la subunidad sigma de la RNA polimerasa (σ70 y σ38), esta subunidad es la 

encargada del reconocimiento de genes relacionados a estrés y genes que ayudan a 

contender la fase estacionaria. La vida media de las proteínas en la fase estacionaria, es 

diversa, por un lado comienza la degradación de proteínas relacionadas al metabolismo del 

carbono y por otro, la vida media de las proteínas aumenta durante la fase estacionaria 

cuando son importantes durante esta fase de crecimiento. Tal es el caso de RpoS (σ38), la 

cual es una proteína que presenta diversos tipos de regulación y su vida media aumenta 

durante la fase estacionaria (Battesti et al., 2004).   

Proteasas en E. coli 

La proteólisis en E. coli se da en parte por las proteasas dependientes de ATP, incluyendo a 

Lon, ClpXP y HflB (Gottesman, 1996). Algunos de los sustratos de estas proteasas 

incluyen a los factores sigma de la RNA polimerasa σ32 y RpoS, los cuales actúan en 

respuesta a choque térmico y durante la fase estacionaria, respectivamente (Gottesman, 

1996; Hengge, 2009; Bougdour et al., 2008; Navarro et al., 2010; Battesti et al., 2011). En 

E. coli, Lon es la principal proteasa de este tipo y se encarga de la degradación de proteínas 

mal plegadas. Sin embargo, la proteólisis selectiva bajo ciertas condiciones es un aspecto 

del cual se desconoce en bacterias y plástidos, a diferencia del sistema ubiquitín ligasa del 

citoplasma en eucariontes. 

ClpXP es otra proteasa importante presente en E. coli, la cual tiene su homólogo que se 

encuentra en los cloroplastos y mitocondrias de las plantas. La proteasa Clp es una serin 

proteasa formada por un complejo de tres anillos con varias subunidades y proteínas 

reguladoras formando un complejo tipo barril: ClpA es un péptido regulatorio con actividad 
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de chaperona y ATPasa con dos sitios de unión a ATP. La subunidad ClpX también 

contiene actividades de ATPasa y chaperona, la cual tiene homología con la secuencia 

ClpA. Finalmente, la subunidad ClpP es la subunidad catalítica y actúa como peptidasa 

asociada a una subunidad con función de ATPasa. La estructura del complejo ClpP ha sido 

determinada por micoscopía electrónica y se ha comprobado que es similar al sistema de 

proteasoma en eucariontes. En E. coli, la subunidad ClpX está codificada río debajo de 

ClpP en el mismo operón y la degradación de las proteínas generalmente requiere la 

participación de ambas (Kim et al., 2009; Alexopoulos et al., 2012). 

Existen otras proteasas dependientes de ATP en E. coli., tales como HSLV/CLPQ y 

HSLU/CLPY, sin embargo, estas proteasas son menos abundantes (Gottesman, 1996). 

Algunas de las proteasas que no requieren energía son: OmpT y su homólogo OmpP 

(OmpX), las cuales se encargan de la degradación principalmente de proteínas de virulencia 

como VirG, en bacterias patógenas (Gottesman, 1996). Mediante ingeniería genética, 

algunas cepas de E. coli han sido mutadas en genes que codifican para proteasas, con el fin 

de producir altas cantidades de proteínas de interés. Por ejemplo, mutaciones en la proteasa 

OmpT puede ayudar a prevenir la degradación de proteínas durante la purificación. 

Asimismo, mutaciones en HTPR permiten obtener agregados de proteínas insolubles. Por 

otro lado, en ausencia de Lon y ClpP no se observa degradación de proteínas anormales, lo 

cual ayudaa la producción de proteínas exógenas en el sistema de E. coli (Gottesman, 

1996). 

En A. thaliana, el estudio de la mutante rif1 permitió proponer el papel de Clp, la cual se ha 

sugerido que es importante en la regulación de los niveles proteicos de algunas enzimas de 

la vía MEP (Koussevitzky et al., 2007; Flores-Pérez et al., 2008). La actividad de ClpP está 

afectada en las mutantes rif y se ha propuesto que las proteínas DXS, DXR y HDR podrían 

ser sustratos de degradación de esta proteasa (Sauret-Güeto et al., 2006; Flores-Pérez et al., 

2008; Vranová et al., 2013). Asimismo, se ha sugerido que la acción de ClpP sobre DXS, 

DXR y HDR podría regular la biosíntesis de isoprenoides, en diferentes momentos del 

estado fisiológico y funcional de los cloroplastos (Flores-Pérez et al., 2008). 
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V. HIPÓTESIS 

La vida media de DXS en Escherichia coli será modulada en diferentes fases del cultivo 

bacteriano, similar a lo que ocurre en las plantas. 

VI. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar  la vida media de la proteína DXS en  E. coli durante el crecimiento bacteriano. 

Objetivos particulares  

1. Clonar el gen DXS de E.coli DH5α y etiquetar la proteína en el sistema de expresión 

bacteriano. 

2. Determinar la vida media de DXS en E. coli en la cepa DH5α durante el crecimiento 

bacteriano. 

3. Determinar la vida media de DXS en E. coli en la cepa BL21, deficiente en proteasas. 
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VII. ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES 

AISLAMIENTO DEL GEN DXS DE E. coli 
 

Con el fin de expresar la proteína DXS en E. coli se utilizó una etiqueta química (6XHis) 

que permitió su detección y purificación. El gen DXS de E. coli se amplificó por PCR a 

partir de una construcción previa que contenía al gen DXS en el vector pENTR/D/TOPO, 

para esto se diseñaron los oligonucleótidos dxspENTR_fw 5’ y dxspENTR_rv 3’, los 

cuales contienen los sitios de restricción NcoI y EcoRI, respectivamente (Ver anexo). Una 

vez amplificado, el gen DXS fue introducido al vector de clonación pGEM-T. La 

construcción pGEM-T-DXS fue digerida con enzimas NcoI y EcoRI y el fragmento que 

contiene al gen DXS se ligó en el vector pBADA/Myc-6XHis (Figura 10). 

 

   

 

 

M C

*                               *

pGM-T::DXS pBADA/Myc-6XHis        

1.8 kb

M

1.8 kb

A B

Figura 10 Aislamiento del gen DXS. A. Electroforesis del producto de PCR utilizando los 

oligonucleótidos dxspENTR_fw y dxspENTR_rv (̴ 1.8 kb, carril C). B. Electroforesis de las 

digestiones de la construcción pGM-T::DXS y del vector vacío pBADA/Myc-6XHis con las enzimas 

NcoI y EcoRI. Las líneas azules indican el tamaño de las bandas que fueron purificadas ( ); M, 

marcador de peso molecular. El asterisco indica las muestras que fueron digeridas (*). Geles de 

agarosa 1%. 
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Una vez obtenidos los fragmentos por la digestión (NcoI y EcoRI) de la construcción pGM-

T::DXS, se realizó una reacción de ligación al vector pBADA/Myc-6XHis. Con el producto 

de la ligación, se transformaron células de E. coli DH5α electrocompetentes (Ver anexo). 

Se analizaron 5 colonias que crecieron en el medio de incubación LB con antibiótico 

ampicilina (Amp) en una concentración de 100 μg/ml. La presencia del plásmido 

pBADA/Myc-DXS-6XHis en estas colonias, fue confirmada por su patrón de digestión con 

NcoI y EcoRI y por PCR en colonia (Figura 11). Finalmente, el plásmido fue purificado y 

secuenciado en la unidad de secuencia del Instituto de Biotecnología, UNAM, confirmando 

que la construcción se encuentra en fase. 

 
 

*                *                *               *                *
1                2               3                 4                5

1.8 kb

M

M       1       2       3       4       5

1.8 kb

A

B

Figura 1 1 Confirmación de la construcción pBADA/Myc-DXS-6XHis. A. Electroforesis de los 

productos de digestión de cinco colonias independientes. B. Productos de PCR en colonia, utilizando 

los oligonucleótidos dxspENTR_fw y dxspENTR_rv (̴ 1.8 kb).  M, indica el marcador de peso 

molecular; 1-5 indican las colonias analizadas; el asterisco (*) indica las muestras que fueron 

digeridas con NcoI y EcoRI. 
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EXPRESIÓN DE DXS EN EL VECTOR PBADA/MYC-6XHIS 

Para los análisis de la vida media de DXS se utilizó la construcción pBADA/Myc-DXS-

6XHis contenida en células de E. coli DH5α crecidas en medio líquido LB Amp 100 μg/ml 

toda la noche (16 h) a 37 °C, 200 rpm. Al siguiente día, se inoculó un cultivo con 1% del 

precultivo para un volumen final de 50 ml de medio LB nuevo. El vector de expresión 

pBADA/Myc-6XHis contiene un promotor inducible con arabinosa (L-ara), con el 

propósito de estandarizar las condiciones para el análisis de vida media, se probaron dos 

concentraciones de L-ara (0.01 y 0.1%). De acuerdo al análisis de la proteína por Western-

blot, se decidió utilizar la concentración 0.1% de L-ara para análisis posteriores de la vida 

media de DXS (Figura 12). 

 

 

 

M          C         2h            5h           2h           5h

L-ara (%)

DXS  70 kDa

Ponceau

0.01                            0.1 

Figura 12 Análisis de proteína por medio de Western-blot anti His. Se probaron dos 

concentraciones de L-ara: 0.01 y 0.1%. Se tomaron muestras a las 2 y a las 5 h después de 

añadir L-ara.  indica la banda que corresponde a DXS en un tamaño de ~ 70 kDa. La tinción 

de la membrana con rojo Ponceau se utilizó como control de carga. M, indica el marcador de 

peso molecular; C, indica el carril control sin L-ara.  



41 
 

ANÁLISIS DE LA VIDA MEDIA DE DXS EN E. coli 

En los análisis de vida media se determinó el tiempo en que se degrada el 50% de la 

proteína de DXS en E. coli para esto, utilizamos cloranfenicol (Cm) como inhibidor de la 

traducción (Bougdour et al., 2008; Takaya et al., 2005). Con este objetivo, se realizó un 

precultivo de bacterias conteniendo la construcción de interés en medio LB suplementado 

con Amp 100 μg/ml toda la noche (16 h) a 37 °C y 200 rpm, 0.5 ml de este cultivo se 

inoculó en un matraz de 50 ml. La vida media de DXS se determinó en dos fases de 

crecimiento en cultivo, durante la fase exponencial (DO600=0.3 y 0.5) y en la fase 

estacionaria (DO600=1.5). Una vez crecido el cultivo a la densidad óptica deseada, las 

células fueron tratadas con 200 μg/ml de Cm como concentración final, para inhibir la 

traducción bacteriana. Posteriormente, se tomaron muestras de 1 ml a diferentes tiempos, 

las cuales fueron centrifugadas por 10’ a 13 000 rpm para posteriormente añadir el buffer 

Laemmli 2X a la pastilla celular, que fue homogenizada con vórtex para la obtención de las 

proteínas (Figura 13). Las muestras de proteína analizadas por Western-blot, no fueron 

cargadas con la misma cantidad de proteína, sino que las muestras fueron ajustadas para 

cargar la proteína correspondiente al mismo número celular, puesto que nuestro análisis se 

basa en la inhibición de la traducción. 

 

 

 

5 ml Lb + Amp 100 μg/ml

Toda la noche
37 °C

OD inicial = 0.05
15 ml LB

OD= 0.1  
200 rpm 37 °C
+  L-ara
+  15 ml LB

OD= 0.3,0.5, 1.4
200 rpm, 37°C
+ Cloranfenicol

L-ara 0.1% Cm 200 μg/ml

-Muestras 1 ml
en cada tiempo

-Centrifugar 
10 min,13000 rpm

-Añadir un 
volumen
de buffer 
Laemmli 2X 

Figura 13 Procedimiento para el análisis de la vida media de DXS en E. coli. 
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ELECTROFORESIS SDS PAGE 

Las muestras de proteínas totales fueron sometidas a electroforesis en geles 

desnaturalizantes SDS-poliacrilamida 10%, utilizando el buffer Tris-glicina y se separaron 

por tamaño en una corrida a 120 V por 2 h, aproximadamente (Bolt y Mahoney, 1997). 

ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNA WESTERN-BLOT 

Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por 60 min a un 

amperaje de 0.3 A, en una cámara de transferencia a 4 °C. Una vez transferidas las 

proteínas a la membrana, se corroboró la transferencia a través de teñir la membrana con 

rojo de Ponceau al 0.2% (Ver anexo). El patrón de la tinción se utilizó como control de 

carga. Posteriormente, la misma membrana se bloqueó con leche descremada al 5% en PBS 

toda la noche. Posteriormente, el exceso de leche se eliminó con tres lavados de 5 min, 

utilizando la solución de PBS. Como siguiente paso, se agregó el anticuerpo primario 

(Anti-His) durante 2 h en agitación y se lavó la membrana con 3 lavados de 5 min con la 

solución de PBS. Después se agregó el anticuerpo secundario (anti HRP para ratón), 

durante 1 h, a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron tres lavados con la solución 

PBS. La membrana se reveló por la reacción de fosfatasa alcalina (Figura 14). 

 
 

M        0           5’        15’       30’      60’      120’    180’   

DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHisL-ara (0.1%)

Cm (200 μg/ml)

DXS  70 kDa

Ponceau

Figura 14 Análisis por Western-blot de la proteína DXS para ensayos de vida media. Western-

blot anti-His usando la construcción DH5α//pBADA/Myc-DXS-6His.Arabinosa (L-ara) al 0.1%; 

cloranfenicol (Cm) al 200 μg/ml; 0, 5, 15, 30, 60, 120 y 180 indican los minutos después de 

añadir el cloranfenicol. Membrana teñida con rojo Ponceau, como control de carga.  indica la 

banda correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 
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VIII. RESULTADOS 

La deoxy-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) es la primera enzima de la vía MEP y uno de 

los componentes limitantes de la vía (IPP/DMAPP). En nuestro laboratorio se ha 

investigado la regulación de la proteína DXS en plantas y se ha corroborado que DXS es 

una enzima regulada a nivel post-traduccional, la cual cambia su vida media en respuesta al 

estado metabólico del plástido (Chenge, 2012; Cordoba et al., 2009; Guevara-García et al., 

2005; Sauret-Güeto et al., 2006). Con base en la alta homología que presentan las proteínas 

DXS entre plantas y de E. coli, en este trabajo se decidió analizar la vida media de la 

proteína DXS en diferentes fases del crecimiento del cultivo bacteriano. 

Como primer objetivo se aisló el gen DXS de E. coli y se clonó en el vector de expresión 

pBADA/Myc-6XHis, bajo el control de un promotor inducible por L-ara y en fase con una 

secuencia de DNA que codifica para seis histidinas, lo cual permitió la detección de DXS-

X6His mediante ensayos de Western-blot usando anticuperpos anti-His. Posteriormente, 

analizamos la vida media de la proteína DXS en diferentes fases del cultivo bacteriano. La 

primera fue en la fase exponencial (DO600=0.3 y DO600=0.5), en la cual las células se 

duplican rápidamente. La segunda, es la fase estacionaria (DO600=1.4), donde las células se 

duplican con mayor lentitud como consecuencia del crecimiento poblacional y la poca 

disponibilidad de nutrientes (Navarro et al., 2010; Battesti et al., 2011). 

ANÁLISIS DE LA VIDA MEDIA DE DXS EN FASE EXPONENCIAL DEL 

CRECIMIENTO BACTERIANO 

El primer análisis de vida media de DXS se realizó durante el crecimiento exponencial 

(DO=0.3) de células de E. coli DH5α, que contienen la construcción pBADA::Myc-DXS-

6XHis. Con este propósito, las células fueron crecidas en medio LB suplementado con L-

arabinosa (L-ara) al 0.1% para permitir la expresión del gen DXS (Figura 15) hasta alcanzar 

una densidad óptica de 0.3 medida con una longitud de onda de 600 nm (OD600=0.3). 

Posteriormente, se inhibió la traducción en el cultivo a través de la adición de 200 μg/ml de 

cloranfenicol (Cm) y a partir de este momento se tomaron muestras de 1 ml a los 0, 5, 15, 

30, 60, 120 y 180 min, siendo el tiempo cero el momento en que se agregó el Cm. 
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Finalmente, se extrajo proteína total de cada muestra para su análisis mediante ensayos de 

Western-blot, usando anticuerpos anti-His (Figura 15). 

Las muestras de proteínas para cada tiempo se cargaron en un gel desnaturalizante SDS 

PAGE al 10%. El cargado del gel no se realizó utilizando la misma cantidad de proteína, 

sino se cargó la proteína correspondiente al mismo número celular. Las muestras se 

ajustaron de manera proporcional a la densidad óptica medida a una longitud de onda de 

600 nm, como se encuentra descrito en ensayos donde se inhibe la traducción de proteínas 

(Zhou, 2004). En cada tiempo se analizó la abundancia de la proteína DXS mediante el 

programa Image J, en el cual los datos fueron normalizados tomando como 100%, el 

tiempo cero (Figura 15). 

Nuestros datos muestran que la proteína DXS disminuye (̴ 84%) a los 180 min después del 

tratamiento con Cm (Figura 15). Asimismo, en la figura 16 se muestra en gráfico la vida 

media de DXS, la cual se calculó en alrededor de  ̴ 30 min durante la fase exponencial 

(DO600=0.3). Con el fin de confirmar si la condición usada para la inhibición de la 

traducción era la óptima, se probó el doble de la concentración de Cm (400 μg/ml) (Figuras 

17 y 18). En este segundo experimento se inhibió  ̴ 91% la abundancia de proteína DXS a 

los 120 min y se obtuvo una vida media de  ̴ 33 min (Figura 18). 

Por lo tanto ambos experimentos, usando diferentes concentraciones de Cm para inhibir la 

traducción, la cantidad relativa de una de las proteínas presentes en el extracto total usado 

en los ensayos de Western-blot, fue afectada en menor grado que la DXS, desde los 15 a los 

180 min (Figuras 15-18). En conjunto, estos datos confirman que la vida media de DXS es 

alrededor de 30 min durante la fase exponencial del crecimiento bacteriano, a una densidad 

óptica de 0.3. 
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L-ara (0.1%)

Cm (200 μg/ml)

DXS  70 kDa

P

DXS  70 kDa

P

DXS  70 kDa

P

DXS

P

0           5         15         30         60       120        180  

DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHis

Exp 1

Exp 2

Exp 3

% Proteína  
promedio 100 84.7 75.5 78.0 79.1 72.7 59.1

100 87.4 70.5 50.0 39.3 20.0 12.6

Tiempo (min)

Vida media de DXS en fase exponencial (OD=0.3)

Figura 15 Análisis de los niveles de la proteína DXS durante la fase exponencial (DO=0.3) en 

células crecidas con Cm (200 μg/ml). Tres experimentos independientes (Exp 1, 2, 3) de análisis 

por Western-blot anti-His  de los ensayos de la vida media y la cuantificación de la proteína por 

Image J (% proteína promedio); L-ara, L-arabinosa 0.1%; Cm,  cloranfenicol; 0, 5, 15, 30, 60, 120 

y 180 min después de añadir el cloranfenicol; P, membrana teñida con rojo Ponceau;  indica la 

banda correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 
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Figura 16 Vida media de DXS en la fase exponencial (OD=0.3), con Cm (200 μg/ml). En el eje Y 

se graficó el porcentaje de proteína normalizado a 1 en el tiempo cero. En el eje X se muestra el 

tiempo en minutos. La línea punteada indica el 50% de proteína alrededor de 30 min. 
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DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHisL-ara (0.1%)

Cm (400 μg/ml)

DXS  70 kDa

P

DXS  70 kDa

P

DXS

P

0               5             15            30            60            120

Exp 1

Exp 2

% Proteína  
promedio 

100 82.2 71.1 69.1 67.6 59.2

100 91.0 63.7 52.8 31.8 9.0

Tiempo (min)

Vida media de DXS en fase exponencial (OD=0.3)

Figura 17 Análisis de los niveles de la proteína DXS durante la fase exponencial (OD=0.3) con 

Cm (400 μg/ml). Dos experimentos independientes (Exp 1, 2) de análisis por Western-blot anti-

His  de los ensayos de la vida media y la cuantificación de la proteína por Image J (% proteína 

promedio); L-ara, L-arabinosa 1%; Cm, cloranfenicol; 0, 5, 15, 30, 60 y 120 min después de 

añadir el cloranfenicol; P, membrana teñida con Ponceau;  indica la banda correspondiente a 

DXS de  ̴ 70 kDa. 
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Para determinar si la vida media de DXS es igual en momentos diferentes de la fase 

exponencial, se decidió analizar la vida media de DXS en otro momento de la misma fase 

(DO600=0.5). En la figura 19, se muestra la abundancia de la proteína DXS de tres 

experimentos independientes, aquí se observó que la vida media es alrededor de 40 min a 

una densidad óptica de 0.5 medido a la misma longitud de onda (600 nm), esto es diferente 

a lo que habíamos obtenido con una densidad óptica de 0.3 (Figuras 19 y 20). 

 

Figura 18 Vida media de DXS en la fase exponencial (OD=0.3) con Cm (400 μg/ml). En el eje 

Y se graficó el porcentaje de proteína normalizado a 1 en el tiempo cero. En el eje X se muestra 

el tiempo en minutos. La línea punteada indica el 50% de proteína alrededor de 30 min. 
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L-ara (0.1%)

Cm (200 μg/ml)

DXS  70 kDa

P

DXS  70 kDa

P

DXS  70 kDa

P

DXS

P

0           5           15           30           60          120          180  

DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHis

Exp 1

Exp 2

Exp 3

% Proteína  
promedio 

100 83.0 63.5 56.4 40.7 22.2 19.9

100 88.7 71.1 62.5 56.9 52.9 46.2

Tiempo (min)

Vida media de DXS en fase exponencial (OD=0.5)

Figura 19 Análisis de los niveles de la proteína DXS durante la fase exponencial (OD=0.5) con 

Cm (200 μg/ml). Tres experimentos independientes (Exp 1, 2, 3) de análisis por Western-blot 

anti-His  de los ensayos de la vida media y la cuantificación de la proteína por Image J (% 

proteína promedio); L-ara, L-arabinosa 1%; Cm,  cloranfenicol; 0, 5, 15, 30, 60, 120 y 180 min 

después de añadir el cloranfenicol; P, membrana teñida con rojo Ponceau;  indica la banda 

correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 
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ANÁLISIS DE LA VIDA MEDIA DE DXS EN FASE ESTACIONARIA DEL 

CRECIMIENTO BACTERIANO 

En el siguiente experimento se evaluó la vida media de DXS en fase estacionaria 

(DO600=1.4). Inicialmente se utilizaron los mismos parámetros experimentales que los 

usados en la determinación de la vida media durante en la fase exponencial que incluyen: 

L-ara a 0.1% y Cm a 200 μg/ml (Figura 21). Sin embargo, en estos nuevos experimentos 

observamos que la vida media de DXS parecía aumentar dramáticamente, incluso en las 

muestras tomadas hasta las 6 h (Figura 21). Para corroborar este resultado, se decidió 

incrementar la concentración de Cm a 800 μg/ml para asegurar que el sistema de inhibición 

de la traducción haya sido eficiente dado el número celular que existe en esta fase de 

crecimiento (Figuras 22 y 23). Con estos datos se determinó que la estabilidad de la 

proteína DXS aumentó en la fase estacionaria (DO600=1.4), siendo mayor a 4 h.  

 

Figura 20 Vida media de DXS en la fase exponencial (OD=0.5) con Cm (200 μg/ml). En el eje 

Y se graficó el porcentaje de proteína normalizado a 1 en el tiempo cero. En el eje X se muestra 

el tiempo en minutos. La línea punteada indica el 50% de proteína alrededor de 40 min. 
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A pesar de la alta concentración de Cm utilizada, se observaron bajos niveles de 

degradación de DXS ( ̴  61%) incluso hasta 7 h después del tratamiento, por lo que la vida 

media es claramente mayor (>4 h) (Figura 23). Es importante mencionar que el crecimiento 

del cultivo se detuvo, observado por los datos obtenidos de la densidad óptica (Anexo). 

Confirmando que la estabilidad de la proteína DXS es consecuencia de un mecanismo de 

regulación a nivel de proteína durante la fase estacionaria y no por aumento del crecimiento 

del cultivo bacteriano o por algún problema con el tratamiento con Cm que no inhibiera la 

síntesis de proteínas.  

 

 

 

 

 

 

0          1         2          3            4            5          6           

L-ara (0.1%)

Cm (200 μg/ml)

DXS  70 kDa

DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHis

Vida media de DXS en fase estacionaria (OD=1.4)

Tiempo (h)

100 121 89.1 60.5 51.9 48.3 48.8 % Proteína  
promedio 

Figura 21 Análisis de los niveles de la proteína DXS durante la fase estacionaria (OD=1.4) con 

Cm (200 μg/ml). Análisis por Western-blot anti-His de un ensayo de la vida media y 

cuantificación de la proteína por Image J (% de proteína promedio); L-ara, L-arabinosa 1%; Cm,  

cloranfenicol; 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 h después de añadir el cloranfenicol;  indica la banda 

correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 

 



52 
 

 

 

 

 

 

 

L-ara (0.1%)

Cm (800 μg/ml)

DXS  70 kDa
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0         1         2          3         4          5          6          7  

DH5α// pBADA/Myc-DXS-6XHis

100 75.0 69.9 60.3 52.2 46.5 41.9 39.3

100 59.2 57.6 56.6 55.1 58.2 56.5 58.1
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Exp 2

% Proteína  
promedio 
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Vida media de DXS en fase estacionaria (OD=1.4)

Figura 23 Vida media de DXS en la fase estacionaria (OD=1.4) con Cm (800 μg/ml). En el eje 

Y se graficó el porcentaje de proteína normalizado a 1 en el tiempo cero. En el eje X se muestra 

el tiempo en horas. En azul  indica el 50% de proteína alrededor de 4 h. 

 

Figura 22 Acumulación de la proteína DXS durante la fase estacionaria (OD=1.4) con Cm (800 

μg/ml). Dos experimentos independientes (Exp 1, 2) de Western-blot anti-His a partir de 

ensayos de la vida media y la cuantificación de la proteína por Image J (% proteína promedio); 

L-ara, L-arabinosa 1%; Cm,  cloranfenicol; 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 h después de añadir el 

cloranfenicol; P, membrana teñida con rojo Ponceau, como control de proteínas más estables;  

indica la banda correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 
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ANÁLISIS DE LA VIDA MEDIA DE DXS EN LA AUSENCIA DE LAS 

PROTEASAS Lon y OmpT 

El equilibrio entre la síntesis y degradación de proteínas se logra gracias a la participación 

de diversas proteasas que actúan en momentos específicos del crecimiento y en respuesta a 

diversos factores ambientales. La cepa BL21 carece de las proteasas Lon y OmpT; Lon es 

una proteasa dependiente de ATP que degrada casi el 50% de las proteínas totales en las 

bacterias, mientras que OmpT se encarga de la degradación de proteínas extrañas, 

principalmente. 

Para determinar si Lon u OmpT pudieran estar involucradas en la degradación de DXS, se 

analizó la vida media en la cepa BL21 durante la fase exponencial (DO600=0.3). Como se 

observa en las Figuras 25 y 26, en esta cepa no fue posible medir la vida media de DXS, ya 

que los niveles de proteína se encontraron constantes a lo largo del tiempo del tratamiento, 

incluso en las muestras tomadas después de 3 h. Estos datos indican que Lon, OmpT o 

ambas parecen estar involucradas en la degradación de DXS. Por lo tanto, estos datos 

preliminares conllevan a realizar un análisis más detallado de la vida media de la proteína 

DXS bajo un fondo mutante específico de cada una de estas proteasas. 

 

0         5         15       30        60      120     180

Bl21// pDESTTM17-DXS -6XHis
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Figura 25 Vida media de DXS en la cepa BL21 durante la fase exponencial (DO=0.3) con Cm 

(200 μg/ml). En el eje Y se graficó el porcentaje de proteína normalizado a 1 en el tiempo cero. 

En el eje X se muestra el tiempo en minutos. La línea punteada indica donde se ubicaría el 50% 

de la proteína en la gráfica. 

 

Figura 2 4 Análisis de los niveles de la proteína DXS en la cepa BL21 durante la fase 

exponencial (OD=0.3) con Cm (200 μg/ml). Dos experimentos independientes (Exp 1, 2) de 

análisis por Western-blot anti-His de los ensayos de la vida media y la cuantificación de la 

proteína por Image J (% Proteína promedio); L-ara, L-arabinosa 0.1%; Cm,  cloranfenicol; 0, 5, 

15, 30, 60, 120 y 180 min después de añadir el cloranfenicol; P, membrana teñida con Ponceau, 

como control de proteínas más estables;  indica la banda correspondiente a DXS de  ̴ 70 kDa. 
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IX. DISCUSIÓN 

El crecimiento bacteriano presenta diferentes fases que se encuentran divididas por el 

estado fisiológico de las células, lo cual está muy relacionado con la disponibilidad de 

nutrientes en un medio de cultivo no renovado (Madigan et al., 2003). Las bacterias como 

E. coli, entran a una fase de crecimiento nulo o fase estacionaria al agotarse los nutrimentos 

del medio, en esta fase la forma de las células se redondea, la pared celular se engrosa, se 

incrementa la resistencia celular, entre otros cambios (Madigan et al., 2003). Algunos de 

los compuestos necesarios para la supervivencia, son derivados de isoprenoides de la vía 

MEP como los componentes de las membranas celulares, tales como los hopanoides y 

bactoprenoles (Flesch y Rohmer, 1988; Eisenreich et al., 2004; Rohmer, 2008; Hemmerlin 

et al., 2012). 

La vía MEP es la única vía encargada de la síntesis de isoprenoides en la mayoría de las 

bacterias y la enzima 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) es un componente 

limitante de esta vía (Sandmann et al., 1999; Cunningham y Gantt, 2000; Kim y Keasling, 

2001; Zhao et al., 2013; Yuan et al., 2006). Se ha determinado que la proteína DXS se 

encuentra altamente conservada en la evolución y se ha comprobado que los genes que 

codifican para las enzimas de la vía MEP en plantas fueron adquiridos por simbiosis en la 

evolución a partir de bacterias tipo cianobacterias (Sprenger et al., 1997). Asimismo, se ha 

determinado que las proteínas DXS de E. coli y A. thaliana presentan 43% de identidad 

(Lois et al., 1998; Xiang et al., 2007), lo cual sugiere que algunos de los mecanismos 

importantes en su regulación, podrían estar conservados. 

LA PROTEÍNA DXS SE ESTABILIZA DURANTE LA FASE ESTACIONARIA 

DEL CRECIMIENTO BACTERIANO 

La proteína DXS es una enzima limitante de la vía MEP, ya que el aumento de esta proteína 

incrementa proporcionalmente la acumulación de productos finales de isoprenones como 

los monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, hopanoides y las cadenas prenil de la 

ubiquinona 8 (UQ-8) en E. coli (Harker y Bramley, 1999; Kuzuyama et al., 2000; Martin et 

al., 2003; Reiling et al., 2004; Kim et al., 2006; Sáenz et al., 2015), por lo tanto, entender 

los procesos de regulación de DXS es de gran relevancia. En este trabajo se determinó que 
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la proteína DXS de E. coli tiene una vida media de ~ 30 min durante la fase exponencial  

(Figuras 15-20), mientras que durante la fase estacionaria del crecimiento, su vida media 

aumenta a más de 4 h (Figura 21-23). Asimismo, nuestros datos apoyan la hipótesis de que 

la estabilidad de la proteína DXS durante la fase estacionaria ayuda a la viabilidad de las 

células, mediante un incremento de isoprenoides derivados de la vía MEP. Se ha observado 

que durante la fase estacionaria cambia la composición de ácidos grasos de la membrana 

citoplásmica (Kang et al., 2005; Ramírez Santos et al., 2005; Navarro et al., 2010; Sáenz et 

al., 2015; Boronat et al., 2015). Asimismo, en la pared celular aumenta el peptidoglicano, 

mientras que en la membrana externa aumenta la cantidad de lipopolisacáridos (Nyström et 

al., 2004), sugiriendo que podría haber una regulación positiva de la vía MEP como 

consecuencia de la estabilización de DXS durante esta fase del crecimiento del cultivo 

bacteriano. Por otro lado, durante la fase estacionaria se presentan cambios en el 

metabolismo general, como un aumento de los compuestos de reserva y de osmoprotección, 

lo cual contribuye a mantener la viabilidad celular y resistencia a diversos factores de 

estrés, como la radiación ultravioleta, el calor, etc., (Boronat et al., 2015; Ramírez Santos et 

al., 2005; Navarro et al., 2010). 

Resulta interesante que a pesar de que, durante la fase estacionaria disminuye la tasa global 

de síntesis de diversas macromoléculas como DNA, RNA, péptidos, etc, (Gottesman,1996; 

Ramírez Santos et al., 2005; Navarro et al., 2010), la proteína DXS en contraste presenta 

una mayor estabilidad (Figura 22). Sugiriendo una vez más que DXS podría tener mayor 

importancia en la supervivencia bacteriana durante esta fase de crecimiento. 

Anteriormente a este trabajo, no se había reportado que DXS en bacterias tuviera un 

mecanismo de regulación a nivel de la estabilidad de su proteína como ocurre en las 

plantas. Nuestros datos sugieren que DXS podría cambiar su vida media como ocurre en las 

plantas, en respuesta a los niveles de los productos finales de la vía, IPP y DMAPP 

(Guevara-García et al., 2005; Chenge, 2012). 
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LA PROTEÍNA DXS SE ESTABILIZA EN LA CEPA BL21 

En este trabajo inicialmente empleamos la cepa BL21 de E. coli, en la cual no fuimos 

capaces de determinar la vida media de DXS, ya que la proteína parece ser muy estable en 

esta cepa (Figuras 24 y 25), incluso hasta las 7 h después del tratamiento con Cm cuando la 

densidad óptica del cultivo va decayendo (Ver anexo). Dado que la cepa BL21 es una cepa 

deficiente en Lon y OmpT, sugerimos que DXS podría ser regulada por alguna de estas 

proteasas. 

Estudios previos, han determinado que la cepa BL21 de E. coli ha sido la cepa más 

eficiente para la producción de carotenoides, en comparación con otras cepas como 

K12MG1655, se sugiere que esto podría deberse a las modificaciones genéticas de la cepa 

BL21 que ha sido utilizada ampliamente para la expresión de proteínas (Rodríguez-Villalón 

et al., 2008). Diversos estudios han determinado que la sobreexpresión de DXS en la cepa 

Bl21, incrementa los niveles de productos finales de isoprenoides, con una mayor 

producción respecto a otras cepas (Querol et al., 2002; Rodríguez-Villalón et al., 2008; 

Zhao et al., 2011, 2013) . 
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X. CONCLUSIONES 

En este trabajo utilizamos un sistema de expresión de la proteína DXS de E. coli, expresada 

bajo un promotor inducible por L-ara. DXS presentó un aumento en la vida media de la 

proteína durante la fase estacionaria (>4 h), en comparación con la fase exponencial (30-40 

min).   Lo cual sugiere que DXS se estabiliza en condiciones de estrés, posiblemente por 

los requerimientos de isoprenoides que son necesarios durante esta fase, similar a lo 

observado en las plantas. Asimismo, sugerimos que la proteína DXS podría ser regulada a 

través de la proteasa Lon, OmpT o ambas, ya que la vida media de esta proteína se 

estabiliza en la cepa BL21. 
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XI. PERSPECTIVAS 

Como perspectiva, faltaría probar si la proteína DXS endógena es regulada por mecanismos 

de retroalimentación de sus productos finales, similar a lo que ocurre en plantas y qué hace 

que esta proteína se estabilice en estados fisiológicos particulares. Relacionado a esta 

incógnita, estudios recientes han demostrado que el IPP y el DMAPP inhiben a la enzima 

DXS por competencia con la tiamina difosfato en condiciones in vitro (Banerjee et al., 

2013), sugiriendo que la proteína podría ser regulada por las moléculas estructurales de los 

isoprenoides cuando hay un exceso. 

De acuerdo a los análisis de la vida media de DXS en la cepa BL21, se sugiere que DXS es 

degrada por la proteasa Lon o OmpT. Como perspectiva, creemos que sería necesario 

analizar la vida media de DXS, bajo el fondo mutante de una proteasa específica. Las dos 

proteasas principales en E. coli, son Lon y ClpP, las cuales son proteínas altamente 

conservadas en la evolución. Se ha propuesto que el homólogo de ClpP en plantas podría 

ser responsable de la degradación de DXS (Rodríguez-Villalón et al., 2008). Con la idea de 

estudiar con mayor detalle sobre estas posibilidades se construyeron mutantes de las dos 

proteasas principales, Lon y ClpP, por el sistema de reemplazamiento genético. 

REEMPLAZO GENÉTICO DE LON Y CLPP EN ESCHERICHIA COLI 

MEDIANTE EL SISTEMA DE DATSENKO Y WANNER, 2000 

Se reemplazaron los genes de Lon y ClpP de E. coli DH5α por una secuencia que confiere 

resistencia a kanamicina (KmR). Para esto, primero se purificaron los plásmidos pKD46 y 

pKD4 donados por el laboratorio de Edmundo Calva en el Instituto de Biotecnología, 

UNAM. Los plásmidos fueron analizados en un gel de agarosa 1% (Figura 26).  

 

 

 

 

Figura 26   Electroforesis en gel de agarosa de 

plásmidos purificados que se utilizaron para 

reemplazo genético. PkD46, plásmido que 

contiene la recombinasa termosensible; PkD4, 

plásmido que contiene el cassette con resistencia a 

Km. 
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Como primer paso, se amplificó por PCR el cassette de KmR contenido en el plásmido 

pKD4 utilizando oligonucleótidos específicos a los que se añaden secuencias tanto 

homólogas a los genes de cada una de las proteasas de interés (H1 y H2) como al vector 

pKD4 (P1 y P2) (Anexo). Una vez obtenidos los productos de PCR de 4 reacciones 

independientes, se purificaron por fenol-cloroformo y cada reacción se resuspendió en un 

volumen final de 7 µl de agua mili-Q que fue analizado por PCR (Figura 27). 

 

                  

 

Subsecuentemente, se realizó una recombinación homóloga utilizando el sistema de 

recombinación del fago λ Rojo. La recombinasa del fago se encuentra bajo el control de un 

promotor inducible por L-ara en un plásmido de bajo número de copia (pKD46), este 

plásmido es sensible a temperatura. Se transformaron bacterias DH5α con el plásmido 

pKD46 y a partir de esta construcción se generaron nuevas células electrocompetentes que 

fueron transformadas con los productos de PCR descritos en el párrafo anterior. En este 

procedimiento, la recombinasa del fago λ Rojo reemplaza al gen de interés por la secuencia 

de resistencia mediante una recombinación homóloga (Figura 28).  

 

Figura 27  Análisis por PCR del cassette que 

contiene resistencia a Km a partir del vector 

pKD4. Amplificación por PCR utilizando los 

oligonucleótidos diseñados para el reemplazo de 

ClpP y Lon (Ver anexo). 
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KanamicinaRFRT FRT

lon o ClpP

H2H1

KanamicinaR

Paso 1. Se amplifica por PCR la secuencia de resistencia, usando oligonucleótidos que contienen 

en su región 5’ secuencias homólogas  (H1 y H2) al gen que se desea deletar.

Paso 2. Se generan células competentes que expresan la recombinasa λ Rojo bajo un promotor 

inducible y las células se transforman con los productos de PCR.

Paso 3. Se seleccionan las transformantes resistentes al antibiótico y se inactiva la recombinasa

λ Rojo termosensible a 42°C.

Sistema de reemplazo genético por Datsenko y Wanner, 2000 

FRT FRT

Figura 28 Sistema de reemplazo genético por Datsenko y Wanner, 2000. H1 y H2 indican las 

secuencias homólogas al gen que se desea reemplazar (Lon  o ClpP). P1 y P2 son los sitios que se 

aparean con la secuencia que confiere resistencia a kanamicina. FRT son los sitios de 

recombinación reconocidos por la λ Rojo. Figura modificada de Datsenko y Wanner, 2000. 
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Finalmente, se aislaron 40 colonias de cada mutante (ΔLon y ΔClpP) que fueron resistentes 

al medio de selección LB con Km 50µg/ml y crecidas a 42°C toda la noche (16 horas) para 

inducir la pérdida del plásmido pKD46 termosensible. Las colonias fueron pasadas 5 veces 

a una caja nueva en las mismas condiciones de selección. Por último, se probó el 

crecimiento de las colonias en medio LB con Amp 200µg/ml, en este último medio no 

crecieron, confirmando la pérdida del plásmido pKD46 (Figura 29). Las construcciones 

generadas se dejaron en gliceroles y se extrajo DNA cromosómico de las bacterias que se 

quedó a disposición del laboratorio con el fin de continuar el trabajo y analizar la vida 

media de la proteína DXS bajo los fondos mutantes ∆Lon y ∆ClpP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

∆ClpP

∆lon

1      2      3      4     5

1      2      3      4     5

∆ClpP
1      2      3      4     5

6      7      8      9     10

∆lon
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LB Km 50 LB Amp 200

Figura 29 Selección de mutantes ΔClpP y ΔLon. De lado izquierdo se observa la selección de 

cinco colonias obtenidas de la recombinación, las cuales fueron resistentes al medio LB con Km 

50µg/ml. Del lado derecho se muestran las mismas colonias en medio LB con Amp 200µg/ml, 

las cuales no crecieron en este medio, corroborando la pérdida del plásmido pKD46. 
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XIII. ANEXO 

Diseño de oligonucleótidos para amplificar DXS de E. coli  

 
CCTTCACCATGGGTTTTGATATTGCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGAGTTTTGATATTGCCAAATACCCG
ACCCTGGCACTGGTCGACTCCACCCAGGAGTTACGACTGTTGCCGAAAGAGAGTTTACCGAAACTCTGCGACGAACTGCGC
CGCTATTTACTCGACAGCGTGAGCCGTTCCAGCGGGCACTTCGCCTCCGGGCTGGGCACGGTCGAACTGACCGTGGCGCTG
CACTATGTCTACAACACCCCGTTTGACCAATTGATTTGGGATGTGGGGCATCAGGCTTATCCGCATAAAATTTTGACCGGA
CGCCGCGACAAAATCGGCACCATCCGTCAGAAAGGCGGTCTGCACCCGTTCCCGTGGCGCGGCGAAAGCGAATATGACGTA
TTAAGCGTCGGGCATTCATCAACCTCCATCAGTGCCGGAATTGGTATTGCGGTTGCTGCCGAAAAAGAAGGCAAAAATCGC
CGCACCGTCTGTGTCATTGGCGATGGCGCGATTACCGCAGGCATGGCGTTTGAAGCGATGAATCACGCGGGCGATATCCGT
CCTGATATGCTGGTGATTCTCAACGACAATGAAATGTCGATTTCCGAAAATGTCGGCGCGCTCAACAACCATCTGGCACAG
CTGCTTTCCGGTAAGCTTTACTCTTCACTGCGCGAAGGCGGGAAAAAAGTTTTCTCTGGCGTGCCGCCAATTAAAGAGCTG
CTCAAACGCACCGAAGAACATATTAAAGGCATGGTAGTGCCTGGCACGTTGTTTGAAGAGCTGGGCTTTAACTACATCGGC
CCGGTGGACGGTCACGATGTGCTGGGGCTTATCACCACGCTAAAGAACATGCGCGACCTGAAAGGCCCGCAGTTCCTGCAT
ATCATGACCAAAAAAGGTCGTGGTTATGAACCGGCAGAAAAAGACCCGATCACTTTCCACGCCGTGCCTAAATTTGATCCC
TCCAGCGGTTGTTTGCCGAAAAGTAGCGGCGGTTTGCCGAGCTATTCAAAAATCTTTGGCGACTGGTTGTGCGAAACGGCA
GCGAAAGACAACAAGCTGATGGCGATTACTCCGGCGATGCGTGAAGGTTCCGGCATGGTCGAGTTTTCACGTAAATTCCCG
GATCGCTACTTCGACGTGGCAATTGCCGAGCAACACGCGGTGACCTTTGCTGCGGGTCTGGCGATTGGTGGGTACAAACCC
ATTGTCGCGATTTACTCCACTTTCCTGCAACGCGCCTATGATCAGGTGCTGCATGACGTGGCGATTCAAAAGCTTCCGGTC
CTGTTCGCCATCGACCGCGCGGGCATTGTTGGTGCTGACGGTCAAACCCATCAGGGTGCTTTTGATCTCTCTTACCTGCGC
TGCATACCGGAAATGGTCATTATGACCCCGAGCGATGAAAACGAATGTCGCCAGATGCTCTATACCGGCTATCACTATAAC
GATGGCCCGTCAGCGGTGCGCTACCCGCGTGGCAACGCGGTCGGCGTGGAACTGACGCCGCTGGAAAAACTACCAATTGGC
AAAGGCATTGTGAAGCGTCGTGGCGAGAAACTGGCGATCCTTAACTTTGGTACGCTGATGCCAGAAGCGGCGAAAGTCGCC
GAATCGCTGAACGCCACGCTGGTCGATATGCGTTTTGTGAAACCGCTTGATGAAGCGTTAATTCTGGAAATGGCCGCCAGC
CATGAAGCGCTGGTCACCGTAGAAGAAAACGCCATTATGGGCGGCGCAGGCAGCGGCGTGAACGAAGTGCTGATGGCCCAT
CGTAAACCAGTACCCGTGCTGAACATTGGCCTGCCGGACTTCTTTATTCCGCAAGGAACTCAGGAAGAAATGCGCGCCGAA
CTCGGCCTCGATGCCGCTGGTATGGAAGCCAAAATCAAGGCCTGGCTGGCATAAAATTCAGTCGTCGACTGGATCCGGTAC
CGAATTCGCCAAGGCCTGGCTGGCAAAGAATTCTGG 
 
 

 

Tabla anexo 1. Oligonucleótidos para aislar el gen DXS 

Oligonucleótido Secuencia 

dxspENTR_fw 5’ CCTTCACCATGGGTTTTGATATTGC 3’ 

dxspENTR_rv 3’ CCA GAATTC TTT GCC AGA CAG GCC TTG5’ 

    GGT CTTAAG AAA CGG TCT GTC CGG AAC 

 

 

Figura anexo 1 Diseño de oligonucleótidos con los sitios de restricción NcoI y EcoRI de la 

secuencia del gen DXS  a partir de la construcción pENTR/D/TOPO-DXS. Inicio de la 

traducción, en negritas. 

EcoR1 

Las regiones de las secuencias subrayadas indican los sitios de restricción NcoI y EcoRI para 

dxspENTR_fw y dxspENTR_rv, respectivamente. Los tripletes en negritas indican el inicio y el 

final de la traducción. 

NcoI 
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Tabla de anexo 2. Densidad óptica de muestras de cultivo a OD600= 0.3 (DH5α) 

pBADA::Myc-DXS-6XHis. 

 

Tiempo 
(min) 

Exp1 
(OD600) 

Exp2 
(OD600) 

Exp3 
(OD600) 

Exp4 
(OD600) 

Exp5 
(OD600) 

0 0.3610 0.3516 0.33128 0.3464 0.3255 

5 0.3634 0.3732 0.3639 0.3795 0.3630 

15 0.4085 0.4023 0.3848 0.4176 0.3929 

30 0.4230 0.4175 0.4027 0.4344 0.4125 

60 0.4459 0.4292 0.4133 0.4480 0.4259 

120 0.4466 0.4368 0.4209 0.4034 0.4337 

180 0.4123 0.4207 0.4116 0.4012 0.4171 

 

Muestras de 1ml de medio LB (Amp 100 μg/ml, 0.1% L-ara), tiempos = 0, 5, 15, 30, 60, 

120 y 180 min del tratamiento Cm 200 μg/ml. 

 

Tabla de anexo 3. Densidad óptica de muestras de cultivo a OD600= 0.3 (DH5α) 

pBADA::Myc-DXS-6XHis. 

 

Tiempo 
(min) 

Exp1 
(OD600) 

Exp2 
(OD600) 

Exp3 
(OD600) 

Exp4 
(OD600) 

Exp5 
(OD600) 

0 0.2903 0.3214 0.3090 0.3384 0.3499 

5 0.3071 0.3408 0.3201 0.3449 0.3612 

15 0.3244 0.3582 0.3548 0.3796 0.3970 

30 0.3350 0.3665 0.3730 0.3999 0.4182 

60 0.3563 0.3267 0.3886 0.4169 0.4383 

120 0.3560 0.3862 0.3678 0.3944 0.4188 

180 0.3434 0.3673 0.3647 0.3996 0.4170 

 

Muestras de 1ml de medio LB (Amp 100 μg/ml, 0.1% L-ara), tiempos = 0, 5, 15, 30, 60, 

120 y 180 min del tratamiento Cm 400 μg/ml. 
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Tabla de anexo 4. Densidad óptica de muestras de cultivo a OD600= 1.5 (DH5α) 

pBADA::Myc-DXS-6XHis. 
 

Tiempo 
(h) 

Exp1 
(OD600) 

Exp2 
(OD600) 

Exp3 
(OD600) 

Exp4 
(OD600) 

Exp5 
(OD600) 

0 1.4957 1.5331 1.5437 1.5897 1.4126 

1 1.5524 1.5492 1.5645 1.6385 1.5194 

2 1.5569 1.5683 1.5604 1.5883 1.5603 

3 1.5385 1.5430 1.5408 1.5938 1.5528 

4 1.5312 1.5475 1.5208 1.5752 1.5723 

5 1.5127 1.5267 1.5053 1.5711 1.5747 

6 1.5106 1.5267 - 1.5418 1.5910 

 

Muestras de 1ml de medio LB (Amp 100 μg/ml, 0.1% L-ara), tiempos =  

0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 h del tratamiento Cm 800 μg/ml. 

 

Tabla de anexo 5. Densidad óptica de muestras de cultivo a OD600= 0.3 (BL21) 

pBADA::Myc-DXS-6XHis. 

Tiempo 
(min) 

Exp1 Exp2 Exp3 Exp4 

0 0.3607 0.3259 0.3564 0.3835 

5 0.3618 0.3656 0.4026 0.4131 

15 0.3961 0.3917 0.4222 0.4393 

30 0.4198 0.4311 0.4474 0.4670 

60 0.3633 0.4181 0.4110 0.4444 

120 0.3190 0.3473 0.3596 0.3603 

180 0.2481 0.3051 - 0.3389 

 

Muestras de 1ml de medio LB (Amp 100 μg/ml), tiempos = 0, 5, 15, 30, 60, 120 y 180 min 

del tratamiento Cm 200 μg/ml. 
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Tabla de anexo 6. Densidad óptica de muestras de cultivo a OD600= 0.3 (BL21) 

pBADA::Myc-DXS-6XHis. 

 

 

 

Muestras de 1ml de medio LB (Amp 100 μg/ml), tiempos = 0, 5, 15, 30, 60, 120 y 180 min 

de diferentes tratamientos Cm 300, 400 y 500 μg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo 
(min) 

Exp 1 

Cm= 300 μg/ml 

Exp 1 

Cm = 400 μg/ml 

Exp 1 

Cm = 500 μg/ml 

0 0.3510 0.3336 0.3061 

5 0.4042 0.3898 0.3558 

15 0.3993 0.4118 0.4349 

30 0.4420 0.4187 0.4118 

60 0.4041 0.3951 0.4098 

120 0.3432 0.3449 0.3569 

180 0.2916 0.2911 0.3487 
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Figura 27 Diseño de oligonucleótidos para el reemplazo genético deLon y ClpP mediante el 

sistema de Datsenko y Wanner, 2000. 

tttacgcagcataacgcgctaaattcgcacaaaggcccgtcaccgccaggtggtgggcttttttttgtcatgaattttgcatggaaccgtgc
gaaaagcctctttcggtgttagcgtaacaacaaaagattgttatgcttgaaatatggtgatgccgtacccataacacagggactagctgata
atccgtccataaggttacaatcggtacagcaggttttttcaattttatccaggagacggaaATGTCATACAGCGGCGAACGAGATAACTTTG
CACCCCATATGGCGCTGGTGCCGATGGTCATTGAACAGACCTCACGCGGTGAGCGCTCTTTTGATATCTATTCTCGTCTACTTAAGGAACGC
GTCATTTTTCTGACTGGCCAGGTTGAAGACCACATGGCTAACCTGATTGTGGCGCAGATGCTGTTCCTGGAAGCGGAAAACCCAGAAAAAGA
TATCTATCTGTACATTAACTCCCCAGGCGGGGTGATCACTGCCGGGATGTCTATCTATGACACCATGCAGTTTATCAAGCCTGATGTCAGCA
CCATCTGTATGGGCCAGGCGGCCTCGATGGGCGCTTTCTTGCTGACCGCAGGGGCAAAAGGTAAACGTTTTTGCCTGCCGAATTCGCGCGTG
ATGATTCACCAACCGTTGGGCGGCTACCAGGGCCAGGCGACCGATATCGAAATTCATGCCCGTGAAATTCTGAAAGTTAAAGGGCGCATGAA
TGAACTTATGGCGCTTCATACGGGTCAATCATTAGAACAGATTGAACGTGATACCGAGCGCGATCGCTTCCTTTCCGCCCCTGAAGCGGTGG
AATACGGTCTGGTCGATTCGATTCTGACCCATCGTAATTGATGCCAGAGGCGcaactgtgccgctatacttatccagggcggcacaacgctg
taagcggcttgcgcctgagaatggcatttgcgtcgtcgtgtgcggcacaaagaacaaagaagaggttttgacccATGACAGATAAACGCAAA
GATGGCTCAGGCAAATTGCTGTATTGCTCTTTTTGCGGCAAAAGCCAGCATGAAGTGCGCAAGCTGATTGCCGGTCCATCCGTGTATATCTG
CGACGAATGTGTTGATTTATGTAACGACATCATTCGCGAAGAGATTAAAGAAGTTGCACCGCATCGTGAACGCAGTGCGCTACCGACGCCGC
ATGAAATTCGCAACCACCTGGACGATTACGTTATCGGCCAGGAACAGGCGAAAAAAGTGCTGGCGGTCGCGGTATACAACCATTACAAACGT
CTGCGCAACGGCGATACCAGCAATGGCGTCGAGTTGGGCAAAAGTAACATTCTGCTGATCGGTCCGACCGGTTCCGGTAAAACGCTGCTGGC
TGAAACGCTGGCGCGCCTGCTGGATGTTCCGTTCACCATGGCCGACGCGACTACACTGACCGAAGCCGGTTATGTGGGTGAAGACGTTGAAA
ACATCATTCAGAAGCTGTTGCAGAAATGCGACTACGATGTCCAGAAAGCACAGCGTGGTATTGTCTACATCGATGAAATCGACAAGATTTCT
CGTAAGTCAGACAACCCGTCCATTACCCGAGACGTTTCCGGTGAAGGCGTACAGCAGGCACTGTTGAAACTGATCGAAGGTACGGTAGCTGC
TGTTCCACCGCAAGGTGGGCGTAAACATCCGCAGCAGGAATTCTTGCAGGTTGATACCTCTAAGATCCTGTTTATTTGTGGCGGTGCGTTTG
CCGGTCTGGATAAAGTGATTTCCCACCGTGTAGAAACCGGCTCCGGCATTGGTTTTGGCGCGACGGTAAAAGCGAAGTCCGACAAAGCAAGC
GAAGGCGAGCTGCTGGCGCAGGTTGAACCGGAAGATCTGATCAAGTTTGGTCTTATCCCTGAGTTTATTGGTCGTCTGCCGGTTGTCGCAAC
GTTGAATGAACTGAGCGAAGAAGCTCTGATTCAGATCCTCAAAGAGCCGAAAAACGCCCTGACCAAGCAGTATCAGGCGCTGTTTAATCTGG
AAGGCGTGGATCTGGAATTCCGTGACGAGGCGCTGGATGCTATCGCTAAGAAAGCGATGGCGCGTAAAACCGGTGCCCGTGGCCTGCGTTCC
ATCGTAGAAGCCGCACTGCTCGATACCATGTACGATCTGCCGTCCATGGAAGACGTCGAAAAAGTGGTTATCGACGAGTCGGTAATTGATGG
TCAAAGCAAACCGTTGCTGATTTATGGCAAGCCGGAAGCGCAACAGGCATCTGGTGAATAAttaaccattcccatacaattagttaaccaaa
aaggggggattttatctcccctttaatttttcctctattctcggcgttgaatgtgggggaaacatccccatatactgacgtacatgttaata
gatggcgtgaagcacagtcgtgtcatctgattacctggcggaaattaaactaagagagagctctATGAATCCTGAGCGTTCTGAACGCATTG
AAATCCCCGTATTGCCGCTGCGCGATGTGGTGGTTTATCCGCACATGGTCATCCCCTTATTTGTCGGGCGGGAAAAATCTATCCGTTGTCTG
GAAGCGGCGATGGACCATGATAAAAAAATTATGCTGGTCGCGCAGAAAGAAGCTTCAACGGATGAGCCGGGTGTAAACGATCTTTTCACCGT
CGGGACCGTGGCCTCTATATTGCAGATGCTGAAACTGCCTGACGGCACCGTCAAAGTGCTGGTCGAGGGGTTACAGCGCGCGCGTATTTCTG
CGCTCTCTGACAATGGCGAACACTTTTCTGCGAAGGCGGAGTATCTGGAGTCGCCGACCATTGATGAGCGGGAACAGGAAGTGCTGGTGCGT
ACTGCAATCAGCCAGTTCGAAGGCTACATCAAGCTGAACAAAAAAATCCCACCAGAAGTGCTGACGTCGCTGAATAGCATCGACGATCCGGC
GCGTCTGGCGGATACCATTGCTGCACATATGCCGCTGAAACTGGCTGACAAACAGTCTGTTCTGGAGATGTCCGACGTTAACGAACGTCTGG
AATATCTGATGGCAATGATGGAATCGGAAATCGATCTGCTGCAGGTTGAGAAACGCATTCGCAACCGCGTTAAAAAGCAGATGGAGAAATCC
CAGCGTGAGTACTATCTGAACGAGCAAATGAAAGCTATTCAGAAAGAACTCGGTGAAATGGACGACGCGCCGGACGAAAACGAAGCCCTGAA
GCGCAAAATCGACGCGGCGAAGATGCCGAAAGAGGCAAAAGAGAAAGCGGAAGCAGAGTTGCAGAAGCTGAAAATGATGTCTCCGATGTCGG
CAGAAGCGACCGTAGTGCGTGGTTATATCGACTGGATGGTACAGGTGCCGTGGAATGCGCGTAGCAAGGTCAAAAAAGACCTGCGTCAGGCG
CAGGAAATCCTTGATACCGACCATTATGGTCTGGAGCGCGTGAAAGATCGAATCCTTGAGTATCTTGCGGTTCAAAGCCGTGTCAACAAAAT
CAAGGGACCGATCCTCTGCCTGGTAGGGCCGCCGGGGGTAGGTAAAACCTCTCTTGGTCAGTCCATTGCCAAAGCCACCGGGCGTAAATATG
TCCGTATGGCGCTGGGCGGCGTGCGTGATGAAGCGGAAATCCGTGGTCACCGCCGTACTTACATCGGTTCTATGCCGGGTAAACTGATCCAG
AAAATGGCGAAAGTGGGCGTGAAAAACCCGCTGTTCCTGCTCGATGAGATCGACAAAATGTCTTCTGACATGCGTGGCGATCCGGCCTCTGC
ACTGCTTGAAGTGCTGGATCCAGAGCAGAACGTAGCGTTCAGCGACCACTACCTGGAAGTGGATTACGATCTCAGCGACGTGATGTTTGTCG
CGACGTCGAACTCCATGAACATTCCGGCACCGCTGCTGGATCGTATGGAAGTGATTCGCCTCTCCGGTTATACCGAAGATGAAAAACTGAAC
ATCGCCAAACGTCACCTGCTGCCGAAGCAGATTGAACGTAATGCACTGAAAAAAGGTGAGCTGACCGTCGACGATAGCGCCATTATCGGCAT
TATTCGTTACTACACCCGTGAGGCGGGCGTGCGTGGTCTGGAGCGTGAAATCTCCAAACTGTGTCGCAAAGCGGTTAAGCAGTTACTGCTCG
ATAAGTCATTAAAACATATCGAAATTAACGGCGATAACCTGCATGACTATCTCGGTGTTCAGCGTTTCGACTATGGTCGCGCGGATAACGAA
AACCGTGTCGGTCAGGTAACCGGTCTGGCGTGGACGGAAGTGGGCGGTGACTTGCTGACCATTGAAACCGCATGTGTTCCGGGTAAAGGCAA
ACTGACCTATACCGGTTCGCTCGGCGAAGTGATGCAGGAGTCCATTCAGGCGGCGTTAACGGTGGTTCGTGCGCGTGCGGAAAAACTGGGGA
TCAACCCTGATTTTTACGAAAAACGTGACATCCACGTCCACGTACCGGAAGGTGCGACGCCGAAAGATGGTCCGAGTGCCGGTATTGCTATG
TGCACCGCGCTGGTTTCTTGCCTGACCGGTAACCCGGTTCGTGCCGATGTGGCAATGACCGGTGAGATCACTCTGCGTGGTCAGGTACTGCC
GATCGGTGGTTTGAAAGAAAAACTCCTGGCAGCGCATCGCGGCGGGATTAAAACAGTGCTAATTCCGTTCGAAAATAAACGCGATCTGGAAG
AGATTCCTGACAACGTAATTGCCGATCTGGACATTCATCCTGTGAAGCGCATTGAGGAAGTTCTGACTCTGGCGCTGCAAAATGAACCGTCT
GGTATGCAGGTTGTGACTGCAAAATAGtgacctcgcgcaaaatgcactaataaaaacagggctggcaggctaattcgggcttgccagccttt
ttttgtctcgctaagttagatggcggatcgggcttgcccttattaaggggtgttgtaaggggatggctggcctgatataactgctgcgcgtt
cgtaccttgaaggattcaagtgcgatataaattataaagaggaagagaagaGTGAATAAATCTCAATTGATCGACAAGATTGCTGCAGGGGC
TGATATCTCTAAAGCTGCGGCTGGCCGTGCGTTAGATGCTATTATTGCTTCCGTAACTGAATCTCTGAAAGAAGGGGATGATGTAGCACTGG
TAGGTTTTGGTACTTTTGCCGTTAAAGAGCGTGCTGCCCGTACTGGCCGCAACCCGCAGACCGGTAAAGAGATCACCATCGCTGCTGCTAAA
GTACCGAGCTTCCGTGCAGGTAAAGCACTGAAAGACGCGGTAAACTAA 

Oligonucleótidos para ClpP (H1/H2) 
Oligonucleótidos para Lon (H1/H2) 
Oligonucleótidos para la confirmación del reemplazo genético 
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Tabla de anexo 7. Oligonucleótidos para reemplazo genético 

Oligonucleótidos Secuencia 

∆ClpP-H1P1 5’ CAA TTT TAT CCA GGA GAC GGA AAT GTC ATA 

CAG CGG CGA ACG TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG 3’ 

∆ClpP-H2P2 5’ CGC CTC TGG CAT CAA TTA CGA TGG GTC AGA ATC 

GAA TCG ACC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3’ 

∆Lon-H1P1 5’ AAA CTA AGA GAG AGC TCT ATG AAT CCT GAG 

CGT TCT GAA CGC TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG 3’ 

∆Lon-H2P2 5’ GCG CGA GGT CAC TAT TTT GCA GTC ACA ACC TGC 

ATA CCA GTC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3’ 

 

 

Tabla de anexo 8. Oligonucleótidos para la corroboración del  

reemplazo genético ∆Lon y ∆ClpP 

 

Oligonucleótidos Secuencia 

ClpPFW 5’ GCC TCT TTC GGT GTT AGC GTA AC 3’ 

ClpXRv 5’ CAG ACC GGC AAA CGC ACC GCC AC 3’ 

LonRV 5’ ACC GGT CTG CGG GTT GCG GCC AG 3’ 
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Obtención de plásmido en pequeña escala por TENS 

Para la obtención de plásmidos en pequeña escala se partió de 1.5 ml de un cultivo 

bacteriano crecido   ̴ 18 h en medio líquido Luria Broth (LB), el cual se centrifugó por 4 

minutos a 7 000 rpm para sedimentar las células. La pastilla celular se resuspendió en 300 

µl de TENS. Posteriormente, se adicionó 150 µl de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) que fue 

mezclado vigorosamente y centrifugado para sedimentar los restos celulares y el DNA 

cromosómico. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y el plásmido se precipitó con 

0.9 ml de etanol absoluto previamente enfriado a -20°C. Finalmente, la pastilla del 

plásmido se obtuvo  por centrifugación (10 000 rpm por 2 min), se lavó con 1 ml de etanol 

al 70%, se secó por 2-3 min y se resuspendió en agua ultrapura estéril. 

Transformación por electroporación 

Para transformar células de bacterias el DNAde interés se mezcló con una alícuota de las 

células electrocompetentes de E. coli (DH5α). La mezcla se transfirió a una celda de 

electroporación (BioRad) enfriada previamente y se le aplicó un pulso eléctrico de 2.5 V. 

Inmediatamente después se agregó 1 ml de medio SOC (Tabla) y las células se transfirieron 

a tubos de ensayo estériles para su recuperación durante 1 h a 37 °C con agitación. 

Posteriormente 0.2 L de ellas fueron sembradas en el medio de selección correspondiente 

(LB + antibiótico), y se incubaron a 37 °C durante 12 h. Para la selección de células 

transformadas de E. coli con el vector pBADA/Myc-6XHis se usó LB adicionado con Amp 

(100 μg/μl). 
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Tabla de anexo 9. Soluciones y medios de cultivo 

Nombre Composición Comentarios 

 

LB 

Bacto-Triptona, 10 g/l 

Extracto de levadura, 5 g/l 

Nacl,  g/l 

 

pH a 7.0 con NaOH y esterilizar en autoclave a 

120°C. 

 

LB agar 

Triptona, 10 g/l 

Extracto de levadura, 5 g/l 

NaCl, 1% 

Agar 1.5% 

pH 7.0 

Se esteriliza en autoclave y se deja enfriar   ̴50°C y 

añadir, si procede, el antibiótico de selección. 

Distribuír en cajas petri y dejar solidificar. 

Conservar a 4°. 

Ponceau  Ácido acético 2% 

Ponceau 1mg/ml 

 

 


	Portada 
	Contenido 
	Resumen 
	Introducción 
	Marco Teórico 
	Hipótesis   Objetivos 
	Estrategias Experimentales 
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusiones 
	Perspectivas 
	Bibliografía 
	Anexo 

