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1.  INTRODUCCIÓN 

 

La agricultura en la actualidad enfrenta un problema de gran importancia 

que es la baja productividad debida a la gran cantidad de suelos que están sometidos 

a períodos prolongados de sequía o que no pueden cultivarse a causa de la 

acumulación de sales, producto de prácticas agrícolas inadecuadas como el abuso de 

fertilizantes o la alta irrigación. Tales condiciones ambientales ocasionan en las 

plantas un fenómeno conocido como estrés osmótico, en el cual las células 

vegetales pierden agua, lo que repercute directamente en la productividad.   

Una de las respuestas metabólicas al estrés osmótico es la síntesis de 

compuestos eléctricamente neutros, de baja masa molar y que sean compatibles con 

el metabolismo de la célula (Yancey et al., 1982) los cuales, en conjunto, reciben el 

nombre de solutos compatibles, osmolitos u osmoprotectores. La acumulación de 



 
 

osmoprotectores en el citoplasma en concentraciones de moderadas a altas 

incrementa la presión osmótica celular interna y la iguala con la del medio externo 

para evitar una mayor pérdida de agua; además, son capaces de estabilizar 

estructuras proteicas y membranales.   

Los osmoprotectores incluyen una gran variedad de compuestos como 

alcoholes polihidroxilados, carbohidratos, aminoácidos, betaínas y compuestos 

relacionados.  Algunos de los osmoprotectores más comunes son el glicerol, el 

manitol, la sacarosa, la trehalosa, la prolina, la glicina, la prolina betaína, la glicina 

betaína, la β-alanina betaína y algunos compuestos análogos como la 

colina-O-sulfato y el 3-dimetilsulfoniopropionato (DMSP)  (Figura 1) (Arakawa & 

Timasheff, 1985; Rhodes & Hanson, 1993). 
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Figura 1.  Estructura de algunos de los osmoprotectores más comunes. 

 

 La glicina betaína (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto de amonio 

cuaternario que se sintetiza y acumula en respuesta a estrés osmótico en ciertas 

bacterias, algas, hongos, animales y varias familias de plantas (Rhodes & Hanson, 

1993), pero no así en muchas especies de plantas para cultivo.  Además, la glicina 



 
 

betaína es el osmoprotector más eficiente que se produce en la naturaleza 

(Courtenay et al., 2000). 

Una de las plantas que sintetizan y acumulan glicina betaína es el amaranto 

(Amaranthus hypochondriacus), una gramínea muy resistente a la sequía y de gran 

interés agrícola debido al alto contenido proteico de sus semillas, las cuales son 

usadas ampliamente como parte de la dieta mexicana.  Esto hace del amaranto un 

modelo interesante para estudiar las bases moleculares de la respuesta al estrés 

osmótico, ya que en el caso de las plantas, la glicina betaína es un blanco potencial 

de ingeniería metabólica debido a que, como ya se mencionó, muchas plantas de 

interés agrícola no tienen la capacidad de sintetizar este potente osmoprotector.   

Estudios genéticos en plantas y bacterias han mostrado que la presencia de 

glicina betaína se correlaciona con una tolerancia al estrés osmótico (Grumet & 

Hanson, 1986; Styrvold et al., 1986; Saneoka et al., 1995) y además se ha 

demostrado que en concentraciones desde 0.7 M hasta 2 M, la glicina betaína no es 

tóxica para las enzimas en el citoplasma (Arakawa & Timasheff, 1983), pues 

estabiliza sus estructuras proteicas y, al quedar excluida del dominio de la proteína, 

es improbable su unión directa a las mismas.   

En aquellas plantas capaces de acumular glicina betaína, la síntesis de este 

osmoprotector se realiza en el cloroplasto a partir de colina que se importa del 

citosol y consiste en dos pasos sucesivos de oxidación catalizados por la colina 

mono-oxigenasa (CMO, EC 1.14.15.7), una enzima dependiente de ferredoxina 

(Brouquisse et al., 1989; Burnet et al., 1995), y por la betaína aldehído 

deshidrogenasa (BADH, EC 1.2.1.8) NAD+-dependiente (Weigel et al., 1986), 

respectivamente, como se muestra en la Figura 2.  
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Figura 2.  Biosíntesis de glicina betaína en el cloroplasto. 
 

Las BADHs se encuentran en una gran variedad de organismos, desde 

bacterias hasta mamíferos y plantas, lo cual refleja la importancia de la función o las 

funciones fisiológicas de esta actividad enzimática.  Varias plantas de interés 

agrícola como el maíz, el frijol, la papa, el tomate, o el arroz, no tienen la capacidad 

de sintetizar glicina betaína (Weretilnyk et al., 1989; McCue & Hanson, 1990), lo 

cual las hace objetivos potenciales importantes para la ingeniería genética de una 

ruta metabólica que conduzca a la producción del osmoprotector (McCue & Hanson, 

1990).  

La mayoría de los reportes acerca del diseño metabólico de mejoramiento de 

la tolerancia a estrés osmótico que están disponibles actualmente son sobre el tabaco 

y otros cultivos incapaces de producir glicina betaína.  En ellos se intenta incorporar 

el gen badh, clonado a partir de bacterias o de plantas, a plantas que no tienen la 

capacidad, de sintetizar y acumular glicina betaína produciendo plantas transgénicas 

con una mayor tolerancia al estrés salino (Rathinasabapathi et al., 1994; Guo et al., 

1997; Liu et al., 1997a; Trossat et al., 1997; Li et al., 2000).  Uno de los problemas 

de esta estrategia experimental es que el insuficiente suministro de colina endógena 

es un factor limitante en la acumulación de glicina betaína, como se ha encontrado 

en tabaco, Arabidopsis thaliana y Brassica napus (Nuccio et al., 1998; Huang et al., 

2000).  Además, a la fecha no se han reportado cultivos transgénicos tolerantes al 

estrés osmótico con la estabilidad genética necesaria, debido al silenciamiento de 



 
 

genes y a la pérdida transgénica en la progenie de plantas transgénicas (Jia et al., 

2002).  Otro problema, y no ciertamente menor, es que no se conocen a profundidad 

los mecanismos de regulación de la BADH cloroplástica, por lo que no está claro 

cómo podrá funcionar cuando se incorpore a plantas transgénicas en un ambiente 

metabólico diferente al que la enzima encuentra en las plantas que naturalmente la 

poseen.  Por todo esto, mejorar la tolerancia de las plantas a la sequía y a las sales 

mediante ingeniería metabólica es aún un reto. 

Es por tanto de sumo interés el profundizar en el conocimiento de la BADH 

mediante estudios funcionales y estructurales in vitro que permitan entender su 

regulación in vivo, y para ello es necesario contar con cantidades importantes de la 

enzima.  En este trabajo nos propusimos obtener la enzima recombinante 

sobreexpresada en su forma nativa y en cantidades suficientes para permitir estos 

estudios. 

   

 



Antecedentes 
 

   

 
Nascent/Ana Cázares 

 

2.  ANTECEDENTES 

 

2.1.  Las aldehído deshidrogenasas 

  

Los aldehídos son compuestos abundantemente distribuidos en la naturaleza, 

y debido a su alta reactividad, se les encuentra generalmente como intermediarios en 

el metabolismo de otros compuestos.  La mayoría de los aldehídos tiene efectos 

negativos, entre los cuales están citotoxicidad, mutagenicidad, genotoxicidad y 

carginogenicidad (Lindhal, 1992).  Por esto es importante que los aldehídos sean 

eliminados selectivamente en los sistemas biológicos para evitar sus efectos.  Una 

de las maneras más efectivas de hacerlo es oxidándolos irreversiblemente hasta sus 
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correspondientes ácidos carboxílicos, que son inocuos.  Las aldehído 

deshidrogenasas (ALDHs, EC 1.2.1) son enzimas que catalizan esta oxidación 

irreversible con la reducción concomitante de NAD+ o NADP+ (Figura 1) y se 

encuentran en toda la escala filogenética.  

O

R H

O

R A

NAD(P)
+

NAD(P)H

HA H
+

 

Figura 1. Reacción general catalizada por las aldehído deshidrogenasas. 
 

 Esta superfamilia comprende enzimas con una especificidad amplia, que 

pueden aceptar como sustratos una gran variedad de aldehídos alifáticos y 

aromáticos, así como aldehídos funcionalizados en la posición α al carbonilo 

(Figura 2). 
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Figura 2.  Estructura química de algunos de los aldehídos 

aceptados por las ALDHs.  Aldehídos α-halogenados 

(1); aldehídos α-hidroxilados (2) y aldehídos α-enoicos (3). 

 

Otras ALDHs, sin embargo, son más específicas y usan como sustratos sólo 

a un aldehído o a un grupo de aldehídos químicamente muy relacionados.  Entre 

éstas se encuentran la semialdehído deshidrogenasa del succinato (Niegemann et al., 

1993), la semialdehído deshidrogenasa del glutamato (Krzywicki & Brandriss, 
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1984) y la betaína aldehído deshidrogenasa (Nagasawa et al., 1976; Weigel et al., 

1986; Weretilnyk & Hanson, 1989; Falkenberg & Strom, 1990; Valenzuela-Soto & 

Muñoz-Clares, 1993; Chern & Pietruszko, 1995; Vojtechová et al., 1997a), entre 

otras. 

Anteriormente, la clasificación de las ALDHs se realizaba con base en 

ciertos criterios, como la naturaleza de la molécula que genera el nucleófilo (HA en 

la Figura 1) o la localización celular de la enzima en el caso de las enzimas de 

mamíferos (Jacoby, 1963; Lindahl & Hempel, 1991).  En el primer caso, la enzima 

era de clase I si HA es agua; de clase II si A- es un fosfato, arsenato o tiolato; y de 

clase III cuando la hidrólisis se da por una combinación de las dos clases anteriores.  

Basándose en su localización celular, las ALDHs citosólicas son de clase I; las 

mitocondriales son de clase II; y las microsomales y tumorales son de clase III.  

Actualmente, sólo se considera que forman parte de la superfamilia de las ALDHs 

aquellas que en su mecanismo químico tienen un paso de hidrólisis del tioéster o la 

transferencia del ácido a la coenzima A (ALDHs no fosforilantes), que son las que 

están relacionadas estructuralmente.  Éstas se agrupan en familias de acuerdo a sus 

relaciones filogenéticas (Vasiliou et al., 1999; Aldehyde Dehydrogenase Gene 

Superfamily Database, http://www.aldh.org/).   

La existencia de una ALDH en el hígado bovino se demostró por primera 

vez en 1949 (Racker, 1949), y 18 años después se purificó por primera vez una 

ALDH de levadura (Steinman & Jakoby, 1967).  Finalmente en 1972 se logró 

purificar la ALDH de hígado de caballo, la primera de mamífero purificada 

(Feldman & Weiner, 1972), y hasta la fecha se han purificado muchas otras ALDHs. 

En cuanto a secuencia de aminoácidos de una ALDH, la primera conocida 

fue la de hígado humano en 1984 (Hempel et al., 1984), desde entonces se conoce la 
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secuencia de aminoácidos de más de 700 ALDHs de arqueas, bacterias, protozoarios, 

hongos, plantas y animales que se encuentran en las bases de datos de NCBI y 

ExPASy.  Entre los residuos estrictamente conservados en estas enzimas se 

encuentran los aminoácidos del sitio activo que se ha demostrado que son esenciales 

para la catálisis mediante experimentos de mutagénesis sitio-dirigida: una cisteína, 

un glutamato y una asparagina (Farrés et al., 1995).   

El mecanismo químico propuesto para la reacción catalizada por las ALDHs 

(Figura 3) consiste en la formación de un intermediario tiohemiacetal seguido de la 

transferencia del hidruro del carbono sp2 del aldehído al nucleótido (NAD+ o 

NADP+).  

 

Figura 3.  Esquema del mecanismo químico propuesto para la reacción catalizada por las 

ALDHs no fosforilantes. 
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Ya que la sustracción de un ión hidruro a un aldehído no se da fácilmente, 

una vez que se han unido la coenzima y el sutrato al sitio activo de la enzima (paso 

1), la cisteína catalítica reacciona con el carbonilo trigonal plano del aldehído para 

formar un tiohemiacetal tetraédrico (paso 2) con un carbono sp3, del cual es más 

fácil sustraer un ión hidruro.  El tiohemiacetal desprotonado en el oxígeno es 

estabilizado por la asparagina catalítica en el hoyo del oxianión mediante un puente 

de hidrógeno.  Cuando el par de electrones regresa al carbono para regenerar su 

hibridación sp2, se propicia la transferencia del hidruro al nucleótido para formar un 

tioéster (paso 3), que es hidrolizado por una molécula de agua activada por el 

glutamato catalítico (paso 4) (Weiner et al., 1995).  Una vez formado el ácido 

carboxílico correspondiente, se liberan los productos de la reacción para regenerar 

la enzima libre (pasos 5 y 6). 

 Por otra parte, se han determinado además las estructuras tridimensionales 

de algunas ALDHs (Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998; Cobessi et al., 1999; 

Lamb & Newcomer, 1999; Ahvazi et al., 2000), las primeras de éstas fueron la 

ALDH2 de bovino que es una enzima tetramérica (Steinmetz et al., 1997); la 

ALDH3 de rata que es un dímero (Liu et al., 1997b) y la ALDH9 de bacalao, que es 

un tetrámero con actividad BADH (Johansson et al., 1998). 

 

2.1.1 Las betaína aldehído deshidrogenasas 

 

Las betaína aldehído deshidrogenasas (BADHs, EC 1.2.1.8) pertenecen a la 

superfamilia de las ALDHs no fosforilantes y son enzimas que catalizan la 

oxidación irreversible de la betaína aldehído y otros aldehídos, como el 3-amino-

propionaldehído,  3-dimetilsulfonio-propionaldehído, el 4-amino-butiraldehído y el 
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4-N-trimetil-amino-butiraldehído, a sus correspondientes ácidos carboxílicos con la 

reducción simultánea de NAD+ o NADP+.   

Las BADHs, a diferencia de las ALDHs, no están representadas a lo largo de 

toda la escala filogenética pues no están presentes en arqueobacterias, 

cianobacterias y en algunos hongos como Saccharomyces (Julián-Sánchez et al., 

2007).  Los primeros estudios filogenéticos realizados de la superfamilia de las 

ALDHs (Rzhetsky et al., 1997; Legaría et al., 1998; Yoshida et al., 1998; 

Incharoensakdi et al., 2000; Hjelmqvist et al., 2003) mostraron que la actividad 

BADH apareció probablemente en diferentes momentos en los diferentes grupos de 

organismos.  Los resultados de estos estudios sugirieron que las BADHs de 

animales y plantas pertenecen a familias separadas (Perozich et al., 1999; Vasiliou 

et al., 1999; Incharoensakdi et al., 2000), que fueron nombradas por el ALDH Gene 

Superfamily Database (AGNC) como ALDH9 y ALDH10 para BADHs de animales 

y plantas, respectivamente (Vasiliou et al., 1999).  Los resultados de un estudio 

filogenético más reciente y mucho más extenso confirmaron que existen tres grupos 

de BADHs que no están filogenéticamente más cercanos entre sí que con el resto de 

las familias de ALDHs (Figura 4) (Julián-Sánchez et al., 2007).  Los miembros en 

cada una de estas dos familias comparten el mismo estado de oligomerización, 

aquellas BADHs de la familia ALDH9 son tetraméricas, mientras que las de la 

familia ALDH10 son diméricas; aunque tienen localizaciones sub-celulares, 

especificidades a sustratos, funciones fisiológicas así como propiedades 

estructurales y cinéticas diferentes. 
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Figura 4.  Relaciones filogenéticas de enzimas con actividad BADH y/o aminoaldehído 

deshidrogenasa (Julián-Sánchez et al., 2007). 

 

En animales, las BADHs se cree que están involucradas en el catabolismo de 

poliaminas (Ambroziak & Pietruszko, 1991; Pietruszko et al., 1997), la síntesis del 

ácido γ-amino-butírico (GABA) (Lin et al., 1996), la biosíntesis de carnitina (Vaz et 
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al., 2000) y la biosíntesis de glicina betaína, que a su vez puede funcionar como 

donador de metilos en la biosíntesis de metionina (Du Vigneaud et al., 1946; Muntz, 

1950) o como osmoprotector en células de riñón (Petronini et al., 1992; Grunewald 

& Eckstein, 1995).  En plantas, se piensa que las BADHs están involucradas 

principalmente en la síntesis de los osmoprotectores glicina betaína (Weretilnyk & 

Hanson, 1989; Valenzuela-Soto & Muñoz-Clares, 1994; Hibino et al., 2001; 

Nakamura et al., 2001) o dimetilsulfonio-propionato (Jakoby & Fredericks, 1959; 

Trossat et al., 1997; Vojtechová et al., 1997a) y en el catabolismo de poliaminas 

(Jakoby & Fredericks, 1959; Trossat et al., 1997; Vojtechová et al., 1997a; 

Incharoensakdi et al., 2000; Brauner et al., 2003).  En bacterias, se cree que las 

BADHs están implicadas en la síntesis de glicina betaína, como parte de la 

respuesta de estos organismos ante condiciones de estrés osmótico (Falkenberg & 

Strom, 1990; Boch et al., 1996), o como parte del catabolismo de colina (Nagasawa 

et al., 1976; Smith et al., 1988; Meskys et al., 2001; Velasco-García et al., 2005) en 

aquellas bacterias capaces de crecer con colina como su única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía (Korstee, 1970; Levering et al., 1981). 

La expresión de las BADHs en plantas aumenta en respuesta al estrés 

osmótico (déficit de agua, salinización, frío) o, en el caso de las enzimas bacterianas, 

a la presencia de colina en el medio de cultivo, lo cual ha permitido la extracción y 

purificación de las BADHs de varios organismos procarióticos y eucarióticos 

(Nagasawa et al., 1976; Arakawa et al., 1987; Kurys et al., 1989; Falkebnerg & 

Strom, 1990; Ambroziak & Pietruszko, 1991; Mori et al., 1992; Valenzuela-Soto & 

Muñoz-Clares, 1994; Chern & Pietruszko, 1995; Boch et al., 1997; Guzmán-Partida 

& Valenzuela-Soto, 1998; Velasco-García et al., 1999; Mori et al., 2002; 

Hjelmqvist et al., 2003; Oishi & Ebina, 2005).  También se ha logrado expresar la 
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BADH de algunos organismos, como Bacillus subtilis (Boch et al., 1997), espinaca 

(Incharoensakdi et al., 2000), Avicennia marina (Hibino et al., 2001) y 

Pseudomonas aeruginosa (Velasco-García et al., 2005), en células de 

Escherichia coli transformadas con un vector de expresión conteniendo el gen de la 

BADH correspondiente. 

Todas las BADHs estudiadas hasta la fecha han resultado ser enzimas 

solubles, no se ha reportado ninguna BADH membranal.  En animales, la BADH de 

hígado de mamífero se encuentra principalmente en el citosol (Rothschild & 

Guzmán-Barrón, 1954; Hulse & Henderson, 1980; Ambroziak & Pietruszko, 1991; 

Vaz et al., 2000), con una pequeña cantidad de BADH mitocondrial (Glenn & 

Vanko, 1959; Wilken et al., 1970; Pietruszko & Chern, 2001); ambas BADHs 

parecen ser producto del mismo gen (Pietruszko & Chern, 2001).  En las plantas 

productoras de glicina betaína, la actividad BADH se localiza principalmente en los 

cloroplastos de las hojas (Weigel et al., 1986) con una pequeña porción de BADH 

citosólica  (Weigel et al., 1986).  Aunque los genes que codifican para las BADHs 

vegetales son nucleares, las secuencias de las enzimas cloroplásticas no tienen los 

péptidos de tránsito típicos necesarios para entrar al cloroplasto (Rathinasabapathi et 

al., 1994).  En otras plantas la BADH se encuentra en el peroxisoma (Nakamura et 

al., 1997). 

A partir de las coordenadas cristalográficas de la BADH de hígado de 

bacalao (Johansson et al., 1998) se pudieron obtener modelos tridimensionales del 

monómero, dímero y tetrámero de la BADH de P. aeruginosa (Figura 5) (González-

Segura et al., 2005).  La BADH de hígado de bacalao, al igual que el resto de las 

ALDHs cuya estructura se conoce, posee tres dominios distintos en cada 

sub-unidad: un dominio de unión a la coenzima que presenta una estructura α/β con 
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un plegamiento tipo Rossman (Rossmann et al., 1975); un dominio catalítico que 

une al aldehído y que muestra una semejanza estructural con el primer dominio; y 

finalmente un dominio de oligomerización que podría considerarse como una 

extensión del dominio de unión a la coenzima y que interviene en la formación del 

dímero. 

 

Figura 5.  Modelo tridimensional de la BADH de P. aeruginosa.  Monómero (A), dímero (B) y 

tetrámero (C) de la BADH de P. aeruginosa realizados a partir de la estructura de la ALDH9 de 

hígado de bacalao.   

 

 Aun cuando existen alrededor de 150 secuencias de BADHs en los bancos 

de información genómica, se ha determinado el mecanismo cinético de muy pocas: 

de las de E. coli, de hoja de amaranto, de riñón de cerdo y de P. aeruginosa.  Para 

E. coli el mecanismo cinético es de tipo Ping Pong Bi Bi (Falkenberg & Strom, 

1990).  Para las BADHs de hoja de amaranto y de riñón de cerdo, se encontraron 

mecanismos Iso Bi Bi ordenados en estado estacionario (Valenzuela-Soto & 
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Muñoz-Clares, 1993; Figueroa-Soto & Valenzuela-Soto, 2000), que en el caso de la 

enzima de amaranto se convierte en Bi Bi al azar en estado estacionario a altas 

concentraciones del aldehído (Vojtechová et al., 1997a).  Finalmente para la enzima 

de P. aeruginosa se encontró un mecanismo Bi Bi al azar en estado estacionario 

(Velasco-García et al., 2000). 

 

2.1.1.1.  La betaína aldehído deshidrogenasa de hoja de amaranto 

 

En nuestro laboratorio se está estudiando desde hace años la enzima betaína 

aldehído deshidrogenasa de hoja de amaranto (AhyBADH).  Esta enzima se 

purificó a partir de hojas de amaranto sometidas a déficit de agua (Valenzuela-Soto 

& Muñoz-Clares, 1994), pero a pesar de que el procedimiento de purificación tiene 

un alto rendimiento, la cantidad de proteína pura que se obtiene es muy poca debido 

a que la cantidad de proteína AhyBADH que produce la planta, aun cuando se 

induce su síntesis por estrés osmótico, es muy baja.  Sin embargo, con esta proteína 

purificada a partir de las hojas se lograron hacer numerosos estudios que han 

permitido conocer algunas de las propiedades funcionales y estructurales de la 

AhyBADH (Valenzuela-Soto & Muñoz-Clares, 1993, 1994; Muñoz-Clares et al., 

1997; Vojtechová et al., 1997a; Vojtechová et al., 1997b; Vojtechová et al., 1999; 

Muñoz-Clares & Mújica-Jiménez, 2001; Muñoz-Clares et al., 2003; Velasco-García 

et al., 2003).   

Esta enzima pertenece a la familia ALDH10 y, en concreto, cataliza la 

oxidación irreversible de la betaína aldehído a glicina betaína con la reducción 

concomitante de NAD+ preferentemente, aunque también puede usar NADP+ 

(Figura 6). 



Antecedentes 
 

 

O

N
+

H

O

N
+

O
-

NAD
+

NADH

H2O H
+

 

Figura 6. Reacción catalizada por la AhyBADH. 
 

La AhyBADH es un homodímero (Valenzuela-Soto & Muñoz-Clares, 1994) 

(Figura 7) compuesto de dos subunidades derivadas de un mismo gen nuclear 

(Legaría et al., 1998), al igual que las otras BADHs vegetales conocidas.   

 

 

Figura 7.  Modelo tridimensional de la AhyBADH.  Modelo tridimensional que representa al 

homodímero de la AhyBADH obtenido a partir de las coordenadas cristalográficas de la 

ALDH9 de hígado de bacalao (Johansson et al., 1998). 

 

La longitud del polipéptido que constituye cada subunidad de la AhyBADH 

es de 501 aminoácidos, con una masa molar de 54.5 kDa.  La AhyBADH consta de 
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3 dominios al igual que el resto de las ALDHs y en el mecanismo químico participa 

una molécula de agua en la hidrólisis.  Como mencioné anteriormente, el 

mecanismo cinético que exhibe la AhyBADH (Figura 8) es un mecanismo 

secuencial ordenado Iso Bi Bi en estado estacionario, en el cual el primer sustrato en 

unirse a la enzima es el nucleótido oxidado y el último producto en liberarse es el 

nucleótido reducido (Valenzuela-Soto & Muñoz-Clares, 1993).  En este tipo de 

mecanismos (Cleland, 1963) existe un paso de isomerización de la enzima libre, de 

tal suerte que el nucleótido en cada estado de oxidación se une a formas diferentes 

de la enzima (Figura 8). 

 

 

Figura 8.  Esquema del mecanismo cinético de la AhyBADH. 
 

Por otro lado, se conocen varios aspectos de su regulación a corto plazo 

como el hecho de que aun a concentraciones de 100 mM, la glicina betaína no 

inhibe la actividad de la AhyBADH, como era de esperarse dado que todas las 
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ALDHs que han sido caracterizadas bioquímicamente no son inhibidas por el ácido 

producto de las reacciones que catalizan debido a su poca afinidad por éste.  En el 

caso de la BADH de cloroplasto, ésta es una característica importante que le permite 

a la planta acumular grandes cantidades de glicina betaína para cumplir con su 

función como osmoprotector.  Sin embargo, la AhyBADH es inhibida por su otro 

producto: el NADH, que es un inhibidor mixto con respecto a NAD+, lo cual hace a 

la AhyBADH diferente a la mayoría de las deshidrogenasas conocidas, que exhiben 

una inhibición competitiva del nucleótido reducido (NADH) con respecto al 

nucleótido oxidado (NAD+).  El componente incompetitivo de esta inhibición indica 

que puede ocurrir incluso a concentraciones altas de NAD+, lo que hace a la 

actividad de la AhyBADH muy sensible a la razón NAD+/NADH intracloroplástica. 

En 1998 se reportaron las secuencias de dos genes que codifican para la 

AhyBADH, ahybadh4 y ahybadh17 (Legaría et al., 1998).  Se realizó un 

alineamiento de las secuencias aminoacídicas de estos dos genes, que poseen un 

98% de identidad a nivel de secuencia de aminoácidos (Figura 9) y también un alto 

grado de identidad con las otras secuencias de BADHs de plantas reportadas (no 

mostrado).  
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AHYBADH4       1 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAAARR
AHYBADH17,     1 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGVIPAATAEDVELAVAAARR
                 ************************************* ******************
 
AHYBADH4      61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAG
AHYBADH17,    61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAAWDIDDVAG
                 ************************************************ *******
 
AHYBADH4     121 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPAL
AHYBADH17,   121 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPAL
                 ********************************************************
 
AHYBADH4     181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAF
AHYBADH17,   181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAF
                 ********************************************************
 
AHYBADH4     241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSA
AHYBADH17,   241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSA
                 ********************************************************
 
AHYBADH4     301 LVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEG
AHYBADH17,   301 LVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEG
                 ********************************************************
 
AHYBADH4     361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCQKTFGSEDEAIELAND
AHYBADH17,   361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCVKTFGSEDEAIELAND
                 **************************************** ***************
 
AHYBADH4     421 LGAAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNCSQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWG
AHYBADH17,   421 LGAAVLSKDLDRCERITKALQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGGTKRSGFGRELGEWG
                 ********************  * ********** *********************
 
AHYBADH4     481 NIKQVTRDTSTDEPWGWYKSP 
AHYBADH17,   481 NIKQVTEYIS-DEPWGWYKSP 

                 ******   * **********  

Figura 9.  Alineamiento de las secuencias de aminoácidos codificadas por los genes ahybadh4 y 

ahybadh17.  Con un asterisco se marcan los residuos de aminoácidos presentes en ambas isoenzimas. 

 

Además se tiene el gen ahybadh17 clonado en el vector de expresión pBKS 

(pBKS-ahybadh), así como células de E. coli transformadas con este vector, pero 

hasta la fecha no se ha logrado obtener la proteína recombinante sobreexpresada en 

un sistema adecuado de expresión procariótico, como lo son células de E.  coli, o 

eucariótico como células de Saccharomyces cerevisiae.   

El contar con la enzima recombinante sobreexpresada permitiría obtener una 

cantidad mayor de proteína pura comparada con la obtenida por purificación directa 

de las hojas debido a que, como se mencionó, esta enzima no es muy abundante aun 

cuando se induzca su síntesis.  Una mayor cantidad de la enzima permitiría avanzar 
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mucho más rápidamente en su caracterización estructural y funcional.  Además se 

podrían abordar experimentos que son irrealizables de momento debido a la alta 

cantidad de enzima requerida, como por ejemplo los estudios de cinética rápida para 

elucidar la velocidad de los diferentes pasos que componen la reacción catalizada y 

cómo estos se afectan cuando la enzima se inactiva por incubación con su sustrato, 

la betaína aldehído, o su producto, el NADH (Mújica-Jiménez & Muñoz-Clares, 

resultados no publicados).  También se podría pensar en la cristalización y 

determinación de la estructura tridimensional de la enzima por difracción con 

rayos-X, lo que arrojaría mucha luz sobre como trabajan las enzimas diméricas de 

plantas.  Por otro lado, se obtendría la enzima bajo condiciones no estresantes, lo 

cual sería muy importante para establecer si las condiciones de estrés osmótico, a 

las que se someten las plantas para la inducción de la enzima antes de su 

purificación, provocan algún cambio post-traduccional en la proteína que modifique 

su función y/o regulación.  Finalmente, una vez que se cuente con la proteína 

silvestre recombinante, se podrá realizar mutagénesis sitio-dirigida para explorar el 

papel de ciertos aminoácidos en la unión del sustrato y la coenzima, catálisis, 

regulación y estabilidad de la enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Ingeniería genética 
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Para entender mejor todo lo que se realizó durante el trabajo experimental, 

incluyo a continuación una revisión de los conceptos y temas más importantes de 

ingeniería genética, directamente relacionados con el tema de esta tesis (Voet & 

Voet, 1995; Stryer et al., 2002). 

 

2.2.1  Clonación molecular 

 

 Un gran problema en casi todas las áreas de investigación en bioquímica es 

obtener cantidades suficientes de la sustancia de interés, principalmente proteínas o 

ácidos nucleicos.  En realidad, es raro recuperar una cantidad importante, al menos 

del 50%, de cualquier proteína originalmente presente en un organismo debido a la 

baja cantidad producida y a la gran cantidad de otras proteínas contaminantes.  Las 

proteínas eucarióticas pueden ser aun más difíciles de obtener que las procarióticas 

y esto se debe a que muchos tejidos eucarióticos sólo están disponibles en pequeñas 

cantidades, lo cual hace necesario partir de una gran cantidad del tejido para obtener 

cantidades de proteína con las que se pueda trabajar.  Afortunadamente a partir de 

los años 70s se han eliminado estas dificultades en su mayoría gracias al desarrollo 

de técnicas de clonación molecular, englobadas dentro de la tecnología de 

ingeniería genética o del DNA recombinante.   

 La idea principal de la clonación molecular es insertar un segmento de DNA 

de interés en una molécula de DNA que se replique autónomamente, los llamados 

vectores de clonación o vehículos, de tal suerte que el inserto de DNA se replique 

con el vector.  La inserción de un vector quimérico de ese tipo en un organismo 

hospedero adecuado como células de E. coli o de levadura, resulta en la producción 
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de grandes cantidades del segmento de DNA insertado.  Si el gen clonado además 

está flanqueado por las secuencias de control para las síntesis de RNA y de 

proteínas, posicionadas adecuadamente, el hospedero también puede producir 

grandes cantidades del RNA y de las proteínas especificadas por ese gen. 

 

2.2.1.1.  Vectores de clonación 

 

 Los principales vectores de clonación usados en ingeniería genética son los 

plásmidos, bacteriófagos y los cromosomas artificiales de levadura (YACs).   

Los plásmidos son cadenas dobles de DNA de 1 a 200 kb que contienen la 

maquinaria genética necesaria (e.g. un origen de replicación) para permitir su 

propagación autónoma en un hospedero bacteriano o en levaduras.  Los plásmidos 

pueden ser considerados como parásitos moleculares, pero en muchos casos crean 

una simbiosis con el hospedero pues le confieren ciertas funciones de las que carece, 

como por ejemplo resistencia a antibióticos o la capacidad de sintetizar un 

aminoácido determinado.   

 Algunos tipos de plásmidos, presentes en una o unas cuantas copias por 

célula, se replican una vez por división celular como lo hace el cromosoma 

bacteriano; su replicación se dice que está bajo control riguroso.  Por otro lado, 

existen plásmidos que se encuentran normalmente presentes de 10 hasta 700 copias 

por célula y se dice que están bajo control relajado; son estos últimos los 

plásmidos usados para clonación molecular.  Estos plásmidos pueden continuar 

replicándose aun cuando la síntesis de proteínas del hospedero se inhiba, llegando a 

alcanzar las dos o tres mil copias por célula.   
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 Mediante técnicas de ingeniería genética se han construido plásmidos para 

su uso específico en clonación molecular.  Éstos son relativamente pequeños, se 

replican bajo control relajado, portan genes que especifican resistencia a uno o más 

antibióticos y contienen varios sitios convenientemente localizados para 

endonucleasas de restricción, donde puede insertarse el DNA que se desea clonar.  

De hecho, muchos vectores plasmídicos contienen un segmento corto de DNA (de 

menos de 100 bp) que está estratégicamente posicionado y que se ha sintetizado de 

tal manera que contiene una gran variedad de sitios de restricción que no están 

presentes en ningún otro lugar en el plásmido.  Este segmento es denominado sitio 

de clonación múltiple, aunque también se le conoce como “polylinker”, pues 

permite usar una amplia variedad de enzimas de restricción para enlazar el 

segmento de DNA de interés.   

 La bacteria hospedera acepta un plásmido cuando ambos son mezclados, en 

un proceso facilitado en gran medida por la presencia de iones divalentes como Ca2+ 

que incrementan la permeabilidad de la membrana al DNA.  Al proceso mediante el 

cual un vector plasmídico absorbido se establece permanentemente en su hospedero 

bacteriano se le denomina transformación, y normalmente tiene una eficiencia 

de ~0.1%. 

 Estos vectores plasmídicos no pueden usarse para clonar DNAs de más 

de 10 kb, debido a que el tiempo que se requiere para la replicación del plásmido se 

incrementa con el tamaño del mismo.  Los plásmidos intactos con insertos de gran 

tamaño no esenciales para el hospedero se pierden debido a la proliferación más 

rápida de plásmidos que han eliminado estos insertos por supresiones al azar. 

 El bacteriófago λ es un vehículo de clonación alternativo que puede usarse 

para clonar segmentos de DNA de hasta 16 kb.  El bacteriófago filamentoso MI3 
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también es un vector de clonación útil que soporta insertos de DNA de menos de 

1 kb pero que se usa principalmente para secuenciaciones del DNA.    

 Finalmente, los YACs pueden contener segmentos de DNA más grandes que 

los otros vectores (segmentos de hasta varios cientos de kb).  Los YACs son 

segmentos lineales de DNA que contienen toda la parafernalia molecular que se 

requiere para su replicación en levadura. 

 

2.2.1.2.  Ensamble de genes 

  

Generalmente, un segmento de DNA que va a ser clonado se obtiene como 

un fragmento definido usando endonucleasas de restricción específicas.  Éstas son 

enzimas que cortan la cadena doble de DNA en sitios palindrómicos específicos 

para producir extremos de cadena sencilla que sean complementarios entre sí.  Si se 

corta un vector de clonación con la misma enzima de restricción, los extremos del 

vector y del segmento de DNA que se va a clonar en este vector serán 

complementarios y podrán asociarse específicamente bajo condiciones anilladoras y 

unirse covalentemente mediante la DNA ligasa.  Una gran ventaja de usar una 

enzima de restricción para construir un vector quimérico es que el inserto de DNA 

puede ser extraído del vector clonado cortándolo con la misma enzima de 

restricción.   

 

2.2.1.2.1.  Reacción en cadena de la polimerasa 

 

 Aun cuando pueda obtenerse un fragmento de DNA por medio de 

enzimas de restricción, frecuentemente el DNA obtenido es muy poco, por lo que 
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debe usarse la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar un 

segmento específico de DNA de hasta 6 kb en forma rápida y conveniente.  En esta 

técnica (Figura 10), una muestra de DNA desnaturalizado se incuba con DNA 

polimerasa, dNTPs y dos oligonucleótidos iniciadores cuyas secuencias flanqueen el 

segmento de DNA de interés para que dirijan la síntesis de nuevas hebras 

complementarias catalizada por la DNA polimerasa.  Múltiples ciclos de este 

proceso, cada uno duplicando la cantidad de DNA presente, amplifican el DNA 

exponencialmente empezando desde tan poco como una sola copia del gen.  En cada 

ciclo, las dos hebras del DNA de cadena doble se separan por desnaturalización 

térmica, los iniciadores se anillan a sus segmentos complementarios en el DNA y la 

DNA polimerasa realiza la síntesis de hebras complementarias.  El uso de una DNA 

polimerasa estable al calor, como la polimerasa de Taq, elimina la necesidad de 

agregar enzima fresca después de cada paso de desnaturalización.  Por lo tanto, en 

presencia de cantidades suficientes de iniciadores y dNTPs, la PCR se lleva a cabo 

simplemente por variación cíclica de la temperatura.   

Veinte ciclos de amplificación por PCR incrementan la cantidad de la 

secuencia de DNA objetivo alrededor de un millón de veces con una alta 

especificidad.  Por lo tanto, la amplificación por PCR es una forma automatizada de 

clonación molecular que no requiere células y que logra mediante reacciones 

in vitro de 3 a 4 horas producir una cantidad de DNA que de otra manera tomaría 

días o semanas. 
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Figura 10.  Esquema de la reacción en cadena de la polimerasa. 

 

 

2.2.1.3.  Selección de células transformadas 

 

 La selección de aquellos organismos hospederos que contienen un vector 

construido apropiadamente, en el caso de la transformación plasmídica, se hace 

mediante el uso de antibióticos y/o sustratos cromogénicos.   
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Un ejemplo de cómo se hace esta selección es el de células de E. coli 

transformadas con el plásmido pUC18 que contiene un inserto de DNA foráneo en 

su región del polylinker.  Éstas carecen de actividad β-galactosidasa porque el 

inserto interrumpe la secuencia que codifica para la proteína del gen lacZ.  De esta 

manera, cuando se crecen células de este tipo en presencia de X-gal, una sustancia 

incolora que cuando es hidrolizada por la β-galactosidasa se oxida y genera un 

producto azul (Figura 11), las colonias bacterianas que tienen un inserto en su 

región del polylinker forman colonias incoloras, mientras que las bacterias que 

contienen sólo plásmidos sin el inserto forman colonias azules.   
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Figura 11.  Reacción de la β-galactosidasa con X-gal.  El X-gal (1) es hidrolizado por la 

β-galactosidasa para producir D-lactosa (2) y 5-bromo-4-cloro-1H-indol-3-ol (3), el cual se oxida 

espontáneamente a (4) y (5) que son de coloración azul. 

 

Las bacterias que no fueron transformadas con el plásmido, que formarían 

también colonias incoloras en presencia de X-gal, pueden ser excluidas añadiendo 

un antibiótico al medio de crecimiento.  Aquellas bacterias que no contienen el 

plásmido son sensibles a la ampicilina, mientras que las que lo contienen no lo son, 

debido a que el gen ampR está intacto en el plásmido y éste le confiere a la bacteria 
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resistencia a ampicilina.  Es por esto que los genes de este tipo se conocen como 

marcadores seleccionables. 

 Estos genes marcadores seleccionables son importantes para la producción 

de organismos nuevos o novedosos, pues son herramientas que ayudan a identificar 

aquellas células que han incorporado exitosamente los genes para una característica 

deseada durante la transformación.  Existen cuatro categorías de genes marcadores 

seleccionables: resistentes a antibióticos, auxotróficos o metabólicos, tolerantes a 

herbicidas y monitoreables.   

 Los genes marcadores resistentes a antibióticos como ampR, confieren 

resistencia a un antibiótico específico.  Son útiles en el desarrollo temprano de 

células transgénicas y se diseñan para expresarse a niveles mínimos y a menudo 

indetectables en el producto final.  Los genes marcadores auxotróficos permiten a 

las células transformadas sintetizar un componente esencial, normalmente un 

aminoácido, que las células no producen de otra manera.  El medio de crecimiento 

se hace intencionalmente carente del componente esencial que la célula requiere 

para crecer, y por lo tanto sólo las células que han incorporado exitosamente al 

marcador seleccionable junto con el resto de la construcción del gen producirán los 

componentes esenciales y sobrevivirán.  Los genes marcadores tolerantes a 

herbicidas confieren la capacidad de tolerar la aplicación de un herbicida específico.  

Finalmente, los genes marcadores monitoreables son aquellos que codifican para 

una proteína que puede identificarse a través de varios análisis de laboratorio.  La 

presencia de la proteína confirma que la transformación se ha llevado a cabo.  Estos 

últimos no se usan comúnmente debido a que el procedimiento consume mucho 

tiempo, necesita equipo y reactivos específicos para realizar las pruebas y porque 
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además el producto final del tejido debe ser destruido para determinar si la 

transformación se llevó a cabo. 

 

2.2.2.  Producción de proteínas recombinantes 

 

 Uno de los usos principales de la tecnología del DNA recombinante es en la 

producción de grandes cantidades de proteínas que o bien son escasas en las células 

que las producen o son novedosas.  En el caso de proteínas bacterianas, este 

procedimiento es relativamente sencillo.  Se debe insertar un gen estructural 

clonado en un vector de expresión, es decir, un plásmido que contenga las 

secuencias de control transcripcional y traduccional en la posición adecuada para la 

expresión de la proteína.  Usando un plásmido de control relajado y un promotor 

eficiente, los niveles de la producción de una proteína de interés pueden alcanzar 

hasta 30% de la proteína celular total del hospedero.  Los organismos transformados 

con un plásmido de este tipo que producen la proteína de interés son llamados 

sobreproductores.   

 La síntesis de proteínas eucarióticas en un hospedero procariótico presenta 

varios problemas que no se encuentran al expresar proteínas procarióticas.  Uno de 

éstos es que los elementos eucarióticos de control para la síntesis de RNA y de 

proteínas no son reconocidos por hospederos bacterianos.  Además, muchos genes 

eucarióticos contienen una o más secuencias internas no expresadas denominadas 

intrones, que en las células eucarióticas son eliminados del transcrito de RNA del 

gen para formar el mRNA maduro, pero que no pueden serlo en las bacterias, que 

no poseen la maquinaria necesaria ya que los genes bacterianos carecen de intrones.  

Por otro lado, las bacterias carecen de sistemas de enzimas para realizar el 
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procesamiento post-traduccional específico que muchas proteínas eucarióticas 

requieren para su actividad biológica.  Un ejemplo es que no todas las bacterias 

glicosilan proteínas.  Por último, las proteínas eucarióticas extrañas expresadas en la 

bacteria constituyen el objetivo preferente de las proteasas bacterianas. 

 Varios de estos problemas se han eliminado clonando el gen eucariótico que 

codifica para una proteína dada en un vector que contenga los elementos bacterianos 

de control y clonando el cDNA del mRNA de la proteína, o bien, para proteínas 

pequeñas de secuencia conocida, sintetizándolo químicamente de manera que no 

contenga intrones.  La proteólisis bacteriana preferente se ha evitado mediante  la 

inserción del gen eucariótico en un gen bacteriano, de modo que la proteína híbrida 

resultante tiene un polipéptido N-terminal de origen bacteriano que, en algunos 

casos, evita que las proteasas bacterianas reconozcan el segmento eucariótico como 

foráneo.  El desarrollo de vectores de clonación para hospederos eucarióticos como 

levadura o células animales cultivadas ha ayudado a eliminar muchos de estos 

problemas, aunque el procesado post-traduccional puede variar entre diferentes 

eucariontes.  Aun así, ninguna de estas estrategias es universalmente aplicable y la 

expresión de una proteína sigue siendo en la mayoría de los casos un proceso de 

prueba y error.   

 La capacidad que poseemos hoy en día para producir una proteína dada en 

grandes cantidades está teniendo un enorme impacto en agricultura, medicina e 

industria.  Entre las proteínas de uso médico más importantes que se están 

obteniendo con esta nueva metodología están la insulina humana, la hormona 

humana del crecimiento y la eritropoyetina. 
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2.2.2.1.  Inducción de la síntesis de proteínas 

 

 En términos de su síntesis existen dos tipos de proteínas, las constitutivas y 

las inducibles.  Las proteínas constitutivas son sintetizadas a una velocidad 

relativamente constante y se encargan de realizar funciones celulares esenciales, 

llamadas coloquialmente de “house-keeping” o del “cuidado del hogar”, como por 

ejemplo el transporte a través de las membranas.  Las proteínas inducibles en 

cambio, son sintetizadas en respuesta a una variación en el ambiente intra o 

extracelular y ayudan a la célula a adaptarse a este cambio.   

 Las células se adaptan a su medio produciendo enzimas que metabolizan 

ciertos nutrientes cuando éstos están disponibles.  Un ejemplo son células de E. coli 

que cuando son crecidas en ausencia de lactosa, un disacárido formado por 

galactosa y glucosa en un enlace β-1,4, son incapaces de metabolizarla 

inmediatamente después de que se añada a su medio de cultivo.  Para poder 

metabolizar este azúcar, se requiere β-galactosidasa para hidrolizar la lactosa 

(Figura 12) y galactósido permeasa ó lactosa permeasa para el transporte de la 

lactosa hacia la célula. 
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Figura 12.  Hidrólisis de la lactosa.  La β-galactosidasa cataliza la hidrólisis de la lactosa (1) a los 

monosacáridos correspondientes, D-galactosa (2) y D-glucosa (3). 

 

 Las células de E. coli en condiciones sin lactosa contienen sólo unas cuantas 

moléculas de estas proteínas; sin embargo, después de unos minutos de introducir 
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lactosa en el medio, la célula acelera la velocidad de síntesis de estas proteínas hasta 

1000 veces y la mantiene hasta que ya no hay lactosa, que es cuando la velocidad de 

síntesis regresa a su minúsculo nivel original.  Por lo tanto, la lactosa o uno de sus 

productos metabólicos debe activar la síntesis de estas proteínas de alguna manera. 

La regulación paralela de la β-galactosidasa y la permeasa sugirió que la 

expresión de los genes que codifican para estas enzimas se controla por un 

mecanismo común.  François Jacob y Jacques Monod propusieron el modelo del 

operón para explicar esta regulación paralela así como los resultados de otros 

experimentos (Jacob & Monod, 1961).  Los elementos genéticos del modelo son un 

gen regulador, una secuencia reguladora de DNA denominada sitio operador y un 

conjunto de genes estructurales.   

El gen regulador codifica para el represor, que es una proteína que se une al 

sitio operador del DNA, lo cual evita la transcripción de genes estructurales.  El 

operador y sus genes estructurales asociados constituyen al operón.  Para el operón 

de la lactosa (Figura 13), el gen lacI codifica para el represor y los genes lacZ, lacY 

y lacA son los genes estructurales para β-galactosidasa, la permeasa y la 

transacetilasa, respectivamente.  El operón también contiene un sitio promotor, que 

dirige a la RNA polimerasa hacia el sitio correcto de inicio de la transcripción.  Los 

genes lacZ, lacY y lacA se transcriben para dar una sola molécula de mRNA que 

codifica para las tres proteínas.  Cuando una molécula de mRNA codifica para más 

de una proteína se dice que la transcripción es poligénica o policistrónica. 

 

Figura 13.  Operón lac.  Esquematización del operón lac con sus componentes. 
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El represor lac es una proteína que puede existir como un dímero de 

sub-unidades de 37 kDa o como un dímero de dímeros.  En ausencia de lactosa, el 

represor se une muy estrecha y rápidamente al sitio operador, evitando así que la 

RNA polimerasa desenrolle el DNA para exponer las bases que actuarán como 

plantilla para la síntesis de la hebra de RNA.  El represor lac se une específicamente 

al DNA del operador, en una unión alrededor de 4x106 veces más fuerte que a otros 

sitios en el genoma a los que podría unirse no específicamente.  Este alto grado de 

selectividad permite al represor encontrar el operador eficientemente aun con el 

gran exceso de otros sitios en el genoma de E. coli.   

La presencia de lactosa, como ya se mencionó anteriormente, provoca la 

expresión del operón lac, pero interesantemente no es la lactosa la que tiene este 

efecto, sino la alolactosa (Figura 14) que es un análogo de la lactosa que se produce 

de manera secundaria en la reacción catalizada por la poca β-galactosidasa presente 

al inicio.  Debido a esta capacidad de inducir la expresión del operón lac, a la 

alolactosa se le llama inductor del operón lac.  Además de la alolactosa que es el 

inductor fisiológico del sistema de la lactosa, existen otros β-galactósidos como el 

β-D-isopropiltiogalactósido (IPTG) (Figura 14) que son inductores potentes de la 

expresión del operón lac aun cuando no sean sustratos de la enzima, lo cual es de 

gran utilidad pues una baja cantidad del inductor puede inducir la síntesis de las 

proteínas sin la necesidad de agregar inductor fresco cada vez que éste se agote 

como sería en el caso de la alolactosa, que es hidrolizada por la β-galactosidasa a 

galactosa y glucosa. 

 



Antecedentes 
 

O

OH

OH

OOH

OH

O

OH
OHOH

OH

O

OH

OH

SOH

OH

Alolactosa
IPTG

 

Figura 14.  Estructura de dos de los inductores del operón lac. 

 

  La modulación de la expresión génica por la presencia del inductor ocurre 

cuando el inductor se une al represor, provocando que la afinidad de éste para el 

DNA se reduzca mucho.  Una molécula del inductor se une a cada monómero del 

represor, causando cambios conformacionales locales que se transmiten a los 

dominios de unión al DNA.  La relación entre los dominios de unión al DNA se 

modifica de forma que no pueden interactuar con el DNA fácilmente de manera 

simultánea, lo que lleva a una reducción dramática en la afinidad de unión al DNA.  

Por lo tanto, cuando el inductor se une al represor, se libera el DNA y entonces, con 

el sitio operador desocupado, la RNA polimerasa puede transcribir los otros genes 

lac y la célula puede producir las proteínas necesarias para metabolizar la lactosa.   

 En el caso de las proteínas recombinantes, comúnmente el vector de 

expresión en el que está clonado el gen que codifica para la proteína contiene el 

operón lac o una parte del mismo para que la síntesis de la proteína sea inducida por 

un inductor del sistema de la lactosa. 
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2.2.1.4.2.  Mutagénesis sitio-dirigida 

  

Un campo importante de aplicación de la producción de proteínas es en la 

adaptación de proteínas a aplicaciones específicas a través de mutagénesis 

sitio-dirigida.   

Además, a través de este método es posible estudiar más a fondo una enzima 

para conocer datos importantes acerca del papel que juegan ciertos residuos de 

aminoácidos en la catálisis, unión de sustrato(s), oligomerización, entre otras cosas, 

convirtiendo a la mutagénesis sitio-dirigida en una herramienta indispensable en la 

práctica de la enzimología. 

La mutagénesis sitio-dirigida consiste, como su nombre lo sugiere, en crear 

una modificación puntual específica en un gen.  En un procedimiento, se puede 

partir de un plásmido recombinante y se corta el fragmento que se desea mutar con 

endonucleasas de restricción, para posteriormente insertar un fragmento sintético 

con la secuencia mutada y ligarlo con la DNA ligasa (Figura 15A).  Este método 

tiene la desventaja de que existe la posibilidad de que no haya sitios de restricción 

cercanos al sitio donde se pretende hacer la mutación, lo cual implicaría sintetizar 

un fragmento más grande.  Una alternativa es utilizar una hebra de DNA plasmídico 

recombinante y un oligonucleótido sintético como iniciador en la replicación del 

gen de interés con DNA polimerasa I (Figura 15B).  Ésta, bajo la dirección de la 

hebra que se está replicando, ensambla los cuatro dNTPs en una cadena 

polinucleotídica complementaria que se alarga en la dirección 5’ → 3’.  El 

oligonucleótido usado debe contener un segmento corto de un gen con la secuencia 

de bases conteniendo la modificación que se desea.  Este iniciador se hibridizará 

con la secuencia silvestre correspondiente siempre y cuando existan pocos pares de 
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bases que no se complementen y la extensión del iniciador por la DNA polimerasa I 

y su ligación final por la DNA ligasa producen el gen alterado deseado, que puede 

insertarse en un organismo apropiado para generar en grandes cantidades el DNA 

mutante o su correspondiente RNA, produciendo así una proteína específicamente 

alterada o un organismo mutante.    

 

Figura 15.  Esquema de la mutagénesis sitio-dirigida.  Método basado en enzimas de restricción 

(A) y método basado en la PCR (B). 



Antecedentes 
 

2.2.2.2.  Cuerpos de inclusión 

 

 Las bacterias, y especialmente la enterobacteria E. coli, son organismos 

extremadamente deseables para la bio-producción de proteínas, no sólo para 

propósitos de preparación a gran escala sino también para estudios proteómicos y 

genómicos estructurales y funcionales (Yokohama, 2003).  En la bien estudiada 

biofábrica E. coli, la expresión de genes recombinantes provoca estrés (Allen et al., 

1992; Arís et al., 1998; Cserjan-Puschmann et al., 1999; Harcum & Bentley, 1999; 

Schweder et al., 1999; Hoffman & Rinas, 2000; Lin et al., 2001; Lee et al., 2002) y 

por lo tanto, provoca la expresión de grupos de genes en respuesta a éste (Rinas, 

1996; Gill et al., 2000; Jürgen et al., 2000; Schweder et al., 2002).  Además la carga 

metabólica asociada con la biosíntesis y el procesado de las proteínas recombinantes 

promueve una adaptación completa del metabolismo celular (Hoffman & Rinas, 

2000; Weber et al., 2002).  Esta condición y el impacto de las respuestas al estrés en 

la fisiología celular afectan la replicación (Wegrzyn & Wegrzyn, 2002) y 

estabilidad (Corchero & Villaverde, 1998; Hoffman & Rinas, 2001) del plásmido, 

así como el crecimiento y la viabilidad de las células (Viaplana & Villaverde, 1996; 

Schmidt et al., 1999).   

Por otro lado, el estado de la proteína producida no siempre es el adecuado 

para su uso inmediato.  La expresión heteróloga de genes foráneos en E. coli a 

menudo lleva a la producción de las proteínas expresadas como polipéptidos 

proteolíticamente degradados (Enfors, 1992) o como agregados proteicos no 

funcionales e insolubles llamados cuerpos de inclusión (Georgiou & Valax, 1996).  

Esto se debe a que las células bacterianas a menudo son incapaces de plegar 

adecuadamente las cantidades tan grandes de proteína sobre-expresada, que para 
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ellas resulta inútil y posiblemente tóxica, y las secuestran como agregados 

insolubles. 

 Los cuerpos de inclusión, que también están presentes en células 

eucarióticas como un grupo de agregados estructuralmente complejos (Kopito, 

2000), ocurren por el depósito de polipéptidos mal o parcialmente plegados debido a 

las interacciones entre los parches hidrofóbicos que exponen.  Se pueden observar 

por microscopía electrónica como partículas de hasta 2 µm3 y por microscopía de 

transmisión electrónica como agregados que carecen de estructura definida (Figura 

16).   

 

Figura 16.  Micrografía electrónica de cuerpos de inclusión de E. coli. 
 

Imágenes de barrido de estas partículas purificadas revelan formas 

cilíndricas u ovoides con superficies de diferente textura.  La mayoría de los 

cuerpos de inclusión se encuentran en el citoplasma bacteriano si se trata de 

proteínas intracelulares y en el periplasma si se trata de proteínas excretadas.  A 

pesar de que los cuerpos de inclusión son partículas densas, están altamente 

hidratados y muestran una arquitectura porosa.  De un 50 a 95% del material 

proteico de los cuerpos de inclusión es proteína recombinante, y se ha observado 

que una gran parte de la proteína en los cuerpos de inclusión posee la estructura 

secundaria nativa de la proteína (Oberg et al., 1994; Przybycien et al., 1994), 

aunque en otros se ha observado un incremento en la estructura de láminas β a 
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expensas de las hélices α que son predominantes en la forma soluble (Przybycien et 

al., 1994).  Los polipéptidos que forman los cuerpos de inclusión son, por lo menos 

en gran medida, biológicamente inactivos aunque se ha reportado una actividad 

enzimática residual importante en unos cuantos cuerpos de inclusión formados a 

partir de genes que codifican para enzimas (Worrall & Goss, 1989; Tokatlidis et al., 

1991). 

 En ocasiones, la agregación se puede evitar siguiendo varias estrategias: 

1) controlando los parámetros del proceso de expresión de la proteína recombinante, 

por ejemplo reduciendo la temperatura o la concentración del agente inductor, lo 

que en ambos casos lleva a una reducción de la velocidad de expresión del gen 

recombinante.  2) Rediseñando la proteína mediante la mutagénesis de aminoácidos 

que pudieran dificultar el pliegue del polipéptido.  3) Añadiendo a la secuencia de 

bases de la proteína de interés una secuencia señal de una proteína bacterial 

secretada, de manera que se secrete al periplasma bacteriano donde la secuencia 

señal será eliminada por una proteasa bacteriana.  4) Co-expresando junto con la 

proteína de interés vectores que contengan genes clonados que codifiquen para 

chaperonas.  Sin embargo, estas estrategias no tienen el mismo grado de éxito para 

diferentes polipéptidos y en consecuencia, la producción de proteína soluble es 

todavía un proceso de prueba y error.   

La mayoría de las proteínas no bacterianas producidas en sistemas 

bacterianos son incapaces de alcanzar su conformación nativa, especialmente a altas 

velocidades traduccionales.  Las chaperonas bacterianas, que se producen bajo 

condiciones estresantes, están involucradas en el procesado conformacional de una 

fracción de polipéptidos celulares y pueden también asistir a las proteínas 

recombinantes.  Algunas de las chaperonas facilitan el plegamiento del polipéptido 
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(Schwarz et al., 1996), otras ayudan a evitar la agregación (Ehrnsperger et al., 1997; 

Veinger et al., 1998) y algunas participan en el repliegue de agregados proteicos 

(Ben-Zvi & Goloubinoff, 2001). 

 Debido a que en las células bacterianas los niveles de chaperonas no son 

altos, aun cuando se estimule la respuesta al choque térmico, la co-expresión de 

genes que codifiquen para chaperonas seleccionadas junto con el gen recombinante 

de interés ha resultado en un mejor plegamiento y una mayor solubilidad en muchos 

casos (Wall & Plückthun, 1995; Georgiou & Valax, 1996).  Además, algunas 

chaperonas actúan conjuntamente como es el caso de DnaK, DnaJ y GrpE, o GroEL 

y GroES (Schröder et al., 1993; Walter, 2002), aun cuando estas chaperonas 

también funcionan en forma independiente. 

Las proteínas incompletamente o mal plegadas no sólo son el objeto de las 

chaperonas para ser plegadas o replegadas, sino también son el objeto de las 

proteasas para su degradación.  Aun cuando la proteólisis puede restringirse usando 

cepas deficientes de proteasas (Corchero et al., 1996; Park et al., 1999; Park, 2002; 

Ignatova et al., 2003), no se ha establecido aún la genética apropiada para producir 

proteína soluble.  El uso de este tipo de cepas conduce a la producción de una mayor 

cantidad de proteína en la fracción insoluble y de cuerpos de inclusión más grandes 

(Corchero et al., 1996; Rosen et al., 2002). 

La inhibición de la formación de cuerpos de inclusión no puede ser abordada 

de manera racional.  Por otra parte, los cuerpos de inclusión pueden ser fácilmente 

purificados y usados como una fuente de polipéptido relativamente puro, cuyo 

plegamiento in vivo no fue suficiente para alcanzar su conformación nativa.  Por lo 

tanto, el repliegue in vitro de la proteína purificada de los cuerpos de inclusión es 

una opción para obtener proteína funcional cuando el rendimiento de su forma 
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soluble es pobre.  No obstante, el repliegue de proteína agregada no es un 

procedimiento sencillo ni de éxito asegurado, y requiere de optimización para 

productos específicos.  La estrategia general para recuperar la proteína en forma 

nativa y activa, a partir de los cuerpos de inclusión incluye tres pasos consecutivos: 

aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusión para homogeneizar el contenido 

proteico y eliminar contaminantes; solubilización de la proteína agregada y 

repliegue de la proteína solubilizada.  Usualmente, la renaturalización es el paso 

más delicado y determina la eficiencia total del proceso; esto se ve grandemente 

afectado por el grado de heterogeneidad de la mezcla de las moléculas co-agregadas, 

lo que a su vez depende de la proteína dada.  Existen varios protocolos alternativos 

que pueden utilizarse de acuerdo con esta estrategia (Tabla 1), el procedimiento 

elegido dependerá finalmente del rendimiento y de la pureza final deseados de la 

proteína recombinante. 

 

Tabla 1.  Estrategias para replegar y recuperar proteína a partir de cuerpos de inclusión 

bacterianos (Villaverde & Carrió, 2003). 
Lisis celular Aislamiento Solubilización Repliegue Comentarios 
 
Sonicación 
Lisis química 
Homogeneización 
Presión hidrostática 

 
Centrifugación 
(12,000 rpm) + 
lavado (detergentes y 
desnaturalizante en 
concentraciones 
bajas) 
Centrifugación de 
gradiente 

 
Desnaturalizantes: 
(urea 8 M ó Gdn-HCl 
6 M) 
Agentes reductores:  
DTT, DTE, 
β-mercaptoetanol 
Agente quelante: 
EDTA o EGTA 

 
Eliminación de los desnaturalizantes en 
exceso por dilución o intercambio de 
amortiguador: 
 Diálisis 
 Diafiltración 
 Cromatografía de  filtración de gel 
 Inmovilización en soporte sólido 
Formación simultánea de enlaces disulfuro 
por oxidación: 
 Catalizador metálico/agente  reductor 
 Sistema de oxido-reestructuración 
 (tioles) 
 Disulfuro isomerasa 

 
Este método usualmente 
requiere pasos de 
concentración 
adicionales. 

   
Detergentes:  
SDS, CTAB 
Agentes reductores:  
DTT, DTE, 
β-mercaptoetanol 
Agente quelante: 
EDTA o EGTA 

 
Eliminación del detergente en exceso 
(métodos usados para los desnaturalizantes) 
Oxidación: 
 Catalizador metálico/agente reductor 
 Sistema de oxido-reestructuración 
 (tioles) 
 Disulfuro isomerasa 

 
Las concentraciones 
residuales de detergente 
pueden interferir con el 
ensamblaje de proteínas 
oligoméricas. 

   
pH extremo 
Concentraciones 
bajas de 
desnaturalizante 

 
pH ajustado a 7.5—9.5 

 
Las condiciones 
extremas de pH pueden 
causar modificaciones 
químicas irreversibles. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

 

Sobreexpresar en forma activa a la enzima betaína aldehído deshidrogenasa 

de hoja de amaranto en un sistema de expresión adecuado. 

 

 

3.1. Objetivos particulares 

 

1. Sobreexpresar la enzima betaína aldehído deshidrogenasa de hoja de 

amaranto en células de E. coli transformadas con el vector 

pBKS-ahybadh. 

 

En caso de que se produzca la proteína como cuerpos de inclusión: 

 

2. Solubilizar los cuerpos de inclusión obtenidos de E. coli y replegar la 

proteína a su estructura nativa. 

3. Co-expresar chaperonas bacterianas para que éstas ayuden a la 

AhyBADH a plegarse en su estructura nativa. 

4. Sobreexpresar en células de S. cerevisiae liberando el gen ahybadh 

de pBKS-ahybadh y clonándolo en un vector para expresión en 

levadura.  
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Intercalation/天王 

 

 

4.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Materiales 

 

4.1.1.  Material biológico 

 

Células de E. coli de la cepa 
BL21(DE3)pLys (Stratagene) pSAL3 (Mascorro-Gallardo, 2000) 

Células de S. cerevisiae de la cepa 
W303-1A (Nehlin et al., 1989) SacI (Fermentas) 

NotI (Fermentas) SalI (Fermentas) 
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pBKS (Stratagene) XhoI (Fermentas) 

pRS6 (Mascorro-Gallardo, 2000)  

 

4.1.2.  Equipo 

 

Balanza analítica Ohaus Potenciómetro Beckman 

Cámara de agitación orbital con 
temperatura controlada de Lab Line 
Instruments 

Sonicador Vibracell de SONICS 

Centrífuga Sorvall RC-5 Plus Transiluminador de luz blanca 

Equipo de electroforesis Hoefer 
Scientific Transiluminador de luz UV 

Espectrofluorómetro Shimadzu 5000U Ultracentrífuga Sorvall 

Espectrofotómetro Beckman DU 7500 Vórtex Thermolyne 

 

4.1.3.  Reactivos 

 

4.1.3.1.  Merck 

 

Ácido acético Fosfato dibásico de potasio 

Ácido clorhídrico Fosfato monobásico de potasio 

EDTA Glicerol 

Etanol Metanol 
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4.1.3.2.  Sigma-Aldrich 

 

Acrilamida IPTG 

Adenina Leucina 

Ampicilina Lisina 

Arginina Medio de cultivo Luria-Bertani 

Betaína aldehído NAD+ 

Bis-acrilamida SDS 

Cloruro de potasio Tetraciclina 

DTT Triptofano 

Glicina Tris 

HEPES Zimoliasa 

Hidróxido de potasio β-mercaptoetanol 

Hidróxido de sodio  

 

4.1.3.3.  Otros 

 

Albúmina sérica bovina (GIBCO) Reactivo de Bradford (BIO-RAD) 

Base de nitrógeno sin aminoácidos 
(Difco) 

Sulfato cúprico (Baker) 

D-glucosa (GIBCO)  
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4.2. Métodos 

 

4.2.1.  Determinación de la actividad AhyBADH 

 

 La actividad enzimática se determinó mediante un ensayo 

espectrofotométrico estándar ya descrito (Valenzuela-Soto & Muñoz-Clares, 1993).  

La oxidación de la betaína aldehído por la BADH con la reducción concomitante de 

NAD+ produce glicina betaína y NADH.  Al tratarse de una estequiometría 1:1, la 

aparición de NADH es proporcional a la aparición de glicina betaína y, por ende, a 

la actividad enzimática.  Con este fundamento, la actividad enzimática se determinó 

espectrofotométricamente siguiendo el incremento de absorbancia a 340 nm.  Se 

utilizaron 400 µL de amortiguador de ensayo (HEPES-KOH 100 mM, pH 8.0 y 

EDTA 1 mM) con betaína aldehído (BA) 0.2 mM y NAD+ 0.5 mM, y 100 µL del 

extracto celular.  La forma del incremento en la absorbancia con respecto al tiempo 

es lineal durante los primeros segundos. 

 La actividad BADH se calculó usando la siguiente ecuación: 

340 nm

1ensayo

enzima NADH

VdAa
dt V ε

=  

donde a es la actividad enzimática dada en mU/mL; dA/dt es el cambio de la 

absorbancia a 340 nm con respecto al tiempo, i.e. la pendiente de la recta inicial; 

Vensayo es el volumen final del ensayo en mL; Venzima es el volumen usado de la 

preparación enzimática en mL; y 340 nm
NADHε  es el coeficiente de absortividad molar del 

NADH a 340 nm con un valor de 6.22 x 103 M-1 cm-1.  Una unidad de actividad 

enzimática se define como la cantidad necesaria para convertir 1 µmol de sutrato en 

producto en un minuto bajo estas condiciones experimentales. 
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Para una determinación de actividad enzimática con mayor sensibilidad se 

realizó el estudio de actividad por fluorescencia a longitudes de onda de excitación 

y de emisión de 340 nm y 459 nm, respectivamente, utilizando el mismo medio de 

ensayo. 

 

4.2.2.  Determinación de proteína 

 

Se determinó la cantidad de proteína soluble total por el método de Bradford 

(Bradford, 1976) con albúmina sérica bovina (BSA) como estándar.  La 

determinación espectrofotométrica de proteína por este método se hizo realizando 

una curva patrón a 595 nm con 5, 10, 15, 20 y 30 µg totales de BSA y 5 mL de 

disolución acuosa de colorante azul brillante de Coomassie al 20% v/v.   

Después de realizar la curva patrón, se interpoló la masa de proteína total 

contenida en la muestra mediante un análisis de regresión lineal utilizando la 

absorbancia obtenida para cada una de las muestras preparadas de manera semejante 

a las disoluciones de la curva patrón.  

 

4.2.3.  Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 

 

Con la finalidad de verificar la presencia de la enzima en los extractos libres 

de células, éstos fueron sometidos a una electroforesis desnaturalizante bajo 

condiciones reductoras utilizando dodecil sulfato de sodio (SDS) como 

desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de acuerdo con el 

procedimiento estándar descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).  Bajo estas 

condiciones desnaturalizantes, la migración de las proteínas se determina por su 
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masa molar y no por su carga, pues en estas condiciones el SDS confiere en forma 

homogénea carga negativa a todas las proteínas.  Este efecto, junto con el 

tratamiento con un agente reductor como el β-mercaptoetanol, hace que las 

proteínas se comporten como partículas lineales con igual densidad de carga. 

El gel de poliacrilamida consta de dos zonas: la superior de concentración de 

proteínas (acrilamida al 4% v/v, pH 6.8) seguida de una zona de separación de las 

mismas (acrilamida al 10% v/v, pH 8.3).   

El gel de poliacrilamida para cada SDS-PAGE se preparó en 2 etapas 

adicionando y mezclando los reactivos en el orden indicado en la Tabla 1, iniciando 

por el gel separador y después con el gel concentrador.  Se cargó el gel separador 

entre las placas de vidrio y una vez que gelificó se procedió a la preparación y carga 

del gel concentrador. 

 

Tabla 1.  Reactivos necesarios para la preparación de un gel para SDS-PAGE. 

Gel separador Gel concentrador Reactivo V (mL) V (mL) 
Acrilamida/bis-acrilamida (1) 3.33 0.67 

Amortiguador de separación (2) 2.50 -- 
Amortiguador de concentración (3) -- 1.25 

SDS (4) 0.10 0.05 
Agua desionizada 4.00 3.00 

Persulfato de amonio (5) 0.10 0.10 
TEMED 0.013 0.013 

 

 La composición de las disoluciones fue (1) acrilamida al 30% m/v, 

bis-acrilamida al 2.7% m/v; (2) Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8; (3) Tris-HCl 0.5 M, 

pH 6.8; (4) SDS al 10% m/v; (5) persulfato de amonio al 10% m/v. 

 Se cargó amortiguador para electrodos (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y 

SDS al 0.1% m/v) en el tanque del equipo para electroforesis hasta cubrir 

completamente los electrodos y el gel. 
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 Cada muestra fue desnaturalizada agregando un volumen igual de 

amortiguador para muestra 2X (Tris 0.125 M, SDS al 4% m/v, glicerol al 20% v/v, 

β-mercaptoetanol al 10% v/v y una pizca de azul de bromofenol) e incubando en 

baño maría a ebullición durante al menos 3 minutos.  Se cargaron 10 µL de muestra 

en cada carril y se ajustó la fuente de poder a un voltaje de 115 V, una corriente de 

20 mA y una potencia de 5 W como límites máximos para cada gel.   

 El revelado y fijación de los geles se hizo con una disolución de azul 

brillante de Coomassie 0.125% m/v, metanol al 50% v/v y ácido acético al 10% v/v.  

El exceso de colorante se eliminó con una disolución acuosa de metanol al 50% v/v 

y ácido acético al 10% v/v. 

 

4.2.4.  Sobreexpresión de la AhyBADH en células de E. coli 

transformadas con pBKS-ahybadh 

 

 Se crecieron células de E. coli de la cepa BL21(DE3)pLys transformadas 

con el plásmido pBKS-ahybadh en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) líquido con 

ampicilina 75 µg/mL hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.4-0.6.  Se 

agregó IPTG hasta una concentración final de 200 µM y se dejó agitando la 

suspensión a 250 rpm durante 4 horas a 37 °C.  Se centrifugó la suspensión a 

2,000 g durante 10 min a  4 °C y se decantó la mezcla; el precipitado se resuspendió 

en 10 mL del amortiguador de extracción A (HEPES-KOH 50 mM, pH 7.4, 

EDTA 1 mM, glicerol 10% v/v, β-mercaptoetanol 10 mM).  Se hizo la lisis celular  

mediante sonicación a una amplitud de 40 con una salida de 12 W, con pulsos de 

10 segundos durante 1 min.  Se centrifugó la suspensión a 2,000 g durante 10 min 

a  4 °C y se decantó la mezcla; el precipitado se resuspendió en 200 µL del 
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amortiguador de extracción A.  Se realizó una SDS-PAGE   (Laemmli, 1970) 

utilizando alícuotas de 10 µL de ambas fases y AhyBADH pura extraída como 

control positivo.  Como control negativo se utilizaron alícuotas de las fases 

obtenidas de células que recibieron el mismo tratamiento excepto por la adición de 

IPTG.  

 

4.2.5.  Solubilización y repliegue de los cuerpos de inclusión 

 

 En un primer experimento se incubó el precipitado obtenido como se indica 

en 4.2.4. con urea 6 M durante 24 horas a 4 °C.  En otro experimento, se 

resuspendió el paquete celular  obtenido después de la inducción realizada tal y 

como se describió en 4.2.4. en 10 mL del amortiguador B (EDTA 1 mM, 

DTT 10 mM, pH 6.9 y fosfatos de potasio monobásico y dibásico 50 mM) para 

después sonicar a una amplitud de 40 con una salida de 12 W, con pulsos de 

10 segundos durante 2 min.  Se centrifugó la suspensión a 10,000 g durante 15 min 

a 4 °C y se decantó la mezcla tomando alícuotas de 200-500 µL de ambas fases; se 

lavó el precipitado resuspendiéndolo en 5 mL del amortiguador B y centrifugándolo 

a 10,000 g durante 10 min a 4 °C.  Tras decantar, se lavó el precipitado con 5 mL 

del amortiguador C (el amortiguador B con Triton-X 100 0.5% m/v), posteriormente 

con 5 mL del amortiguador B y finalmente se resuspendió en 5 mL del 

amortiguador D (el amortiguador C con urea 8 M).  Se dejó incubando durante dos 

horas a 30 °C con una agitación de 250 rpm, tras lo cual se centrifugó a 10,000 g 

durante 20 min a 4 °C.  Se colocaron 200 µL del sobrenadante en una bolsa de 

diálisis y se dializó frente a 2000 volúmenes del amortiguador B con agitación 

moderada a temperatura ambiente durante 24 horas.   
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4.2.6. Transformación de células de E. coli previamente transformadas 

con pBKS-ahybadh con vectores que contienen chaperonas de 

P. aeruginosa 

 

 Se cuenta con dos colecciones de chaperonas de P. aeruginosa clonadas en 

vectores de expresión para E. coli; la primera consiste de 80 plásmidos distintos que 

contienen clonado el gen de una chaperona y la segunda consiste de plásmidos que 

contienen clonados los genes de 3 chaperonas diferentes.  Se transformaron por 

electroporación 100 µL de células electrocompetentes de E. coli, previamente 

transformadas con pBKS-ahybadh, con 2 µL de ambas colecciones de plásmidos 

por separado en un volumen total de 1 mL de suspensión en medio SOC. Se 

extendieron 50 µL de las células recién transformadas en 8 cajas con medio LB 

sólido con ampicilina 100 µg/mL y tetraciclina 100 µg/mL, y se crecieron a 30 °C 

durante toda la noche.  Debido al crecimiento bacteriano excesivo que no permitía 

la identificación de colonias aisladas se resembraron colonias al azar en nuevas 

cajas debidamente marcadas (en promedio 20 colonias por caja, 15 cajas en total) y 

se dejaron creciendo con ambos antibióticos.   

 

4.2.7. Sobreexpresión de la AhyBADH en células de E. coli 

co-transformadas con pBKS-ahybadh y con vectores con 

chaperonas de P. aeruginosa 

 

 Se inocularon tubos con 5 mL de medio LB conteniendo ampicilina 

100 µg/mL concentración final y tetraciclina 100 µg/mL concentración final con 

cada una de las colonias resembradas de E. coli y se dejaron creciendo a 37 °C con 
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agitación de 250 rpm hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.4-0.6. Una 

vez alcanzada una densidad óptica en este intervalo, se agregó IPTG hasta una 

concentración final de 200 µM y se dejó induciendo de 3 a 4 horas a 37 °C. 

Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 3,200 g durante 5 min y se resuspendió el 

paquete celular en 1 mL de amortiguador de extracción A en un tubo eppendorf.  A 

la suspensión se agregaron 25 µL de lisozima y se incubó a 37 °C durante 20 min.  

Pasado este tiempo se hizo la lisis celular succionando y expulsando suavemente la 

suspensión con una aguja hipodérmica.  Se centrifugó a 7,700 g durante 5 min y se 

decantó el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo.  Se hizo una SDS-PAGE con 

alícuotas de 10 µL de algunos extractos para verificar que la lisis celular fuera 

efectiva.  En todos los extractos se determinó si existía actividad BADH usando el 

ensayo estándar descrito.  

 

4.2.8.  Electroforesis en geles de agarosa 

 

 Con la finalidad de comprobar la presencia de ciertos fragmentos de DNA, 

los productos de las digestiones, ligaciones y purificaciones de DNA fueron 

sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1% ó 1.2% m/v.   

Cada gel se preparó fundiendo la agarosa en amortiguador TAE (Tris 4 mM, 

acetato de sodio 8 mM, EDTA disódico 100 µM, pH 7.5-7.8 ajustado con ácido 

acético glacial) con bromuro de etidio 0.05 µg/mL.  Se agregó amortiguador de 

teñido 10X (azul de bromofenol 0.25%, xilén-cianol 0.25% y glicerol 50% v/v) a 

cada digestión para lograr una dilución 1:10 y se cargaron 20 µL de muestra en los 

carriles del gel, utilizando el marcador 1 kb de Gibco como referencia.  Cada gel se 
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corrió durante aproximadamente una hora inmerso en amortiguador TAE.  El 

revelado de los geles se hizo mediante irradiación con luz UV.  

 

4.2.9. Inserción del gen ahybadh de hoja de amaranto en pRS6 a partir 

de pBKS-ahybadh 

 

 Se partió del vector pBKS-ahybadh que se utilizó previamente.  pBKS es un 

plásmido de ~3.0 kb derivado del plásmido pUC19 que contiene un origen de 

replicación, un gen de resistencia a ampicilina y varios sitios de restricción como 

SacI, NotI, BamHI, SalI y XhoI, entre otros (Figura 1).   

 

Figura 1.  Esquema del plásmido pBKS.  Diagrama que 

señala algunos de sus sitios de restricción. 

 

El laboratorio cuenta con DNA correspondiente al vector pBKS-ahybadh 

como producto de un trabajo previo.  Se determinó la concentración de 1 µL de este 
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DNA diluyéndolo en 500 µL de agua, utilizando agua como blanco a una longitud 

de onda de 260 nm.  Se agregaron 2 µL del amortiguador provisto por la casa 

productora de las enzimas, 2 µL del DNA, 0.25 µL de la enzima correspondiente y 

el resto de agua hasta 20 µL.  Enseguida se agitaron los tubos levemente y después 

se centrifugaron brevemente para bajar el líquido. Se incubaron ambos tubos a 

37 °C con agitación de 250 rpm durante 2 horas.   

El vector para levadura pRS6 (Figura 2), de 6.7 kb de longitud, tiene varios 

sitios de restricción en su región polylinker, el gen his3 que le confiere la capacidad 

de sintetizar histidina a la célula hospedera, lo que lo convierte en un marcador 

seleccionable de tipo auxotrófico, en este caso a histidina, y el gen promotor pma1 

del gen que codifica para la ATPasa de protones en levadura.  Éste es un promotor 

fuerte que propicia la producción de la proteína clonada de manera constitutiva.  

Se seleccionaron las enzimas de restricción XhoI y NotI para linealizar el 

vector pRS6, ya que no existen sitios de corte internos para estas enzimas y además 

porque también pueden ser usadas para liberar el gen ahybadh de pBKS-ahybadh, y 

así poder ensamblar el vector linealizado con el inserto liberado ligando los 

extremos complementarios. 
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Figura 2.  Esquema del vector 

pRS6 para levadura.  Diagrama 

que señala algunos de sus sitios 

de restricción. 

 

Se hizo la incubación simultánea de pBKS-ahybadh con las dos enzimas de 

restricción agregando 2 µL de XhoI, 1 µL de NotI, 5 µL del amortiguador de NotI, 

5 µL de DNA y el resto de agua hasta 50 µL, a 37 °C con agitación de 250 rpm 

durante 2 horas.  Se cortó pRS6 de la misma manera y se determinó la relación 

relativa de concentraciones entre el inserto liberado y el vector linealizado.  Se ligó 

el gen ahybadh con el vector de expresión pRS6 linealizado utilizando el triple de 

inserto para generar el vector pRS6-ahybadh mediante ligación con ligasa durante 

toda la noche.  El producto de la incubación se digirió con XhoI y NotI también 

durante toda la noche a 37 °C. 
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4.2.10.  Transformación de células de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh 

 

 Se crecieron células de S. cerevisiae de la cepa W303-1A en 5 mL de medio 

rico YPD (extracto de levadura 1% m/v, bactopeptona 2% m/v y glucosa 2% m/v) a 

30 °C con agitación a 200 rpm durante toda la noche hasta una densidad óptica a 

600 nm de 0.4-0.8 unidades de absorbancia.  Una vez alcanzada esta densidad 

óptica, se inoculó el volumen de medio estéril suficiente para tener 50 mL de cultivo 

y se dejó en incubación a las mismas condiciones hasta una densidad óptica a 

600 nm de 0.4-0.8.  Se transfirió la suspensión a un tubo para centrífuga de 50 mL y 

se centrifugó a 3,000 g durante 5 min, tras lo cual se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron las células en 25 mL de agua desionizada estéril.  Se centrifugó la 

suspensión de igual manera y se resuspendió la pastilla en 900 µL de agua 

desionizada estéril para luego transferirla a tubos para microcentrífuga de 1.5 mL.  

Se centrifugó la suspensión a 13,000 g durante 1 min y se resuspendió la pastilla en 

acetato de litio 100 mM hasta un volumen final de 1 mL; se incubó la suspensión a 

30 °C durante 10 min.  Se tomaron 100 µL de la suspensión y se transfirieron a un 

nuevo tubo de 1.5 mL para ser centrifugados a máxima velocidad en una 

microcentrífuga durante 1 min.  Después de eliminar el sobrenadante, se agregaron 

los siguientes reactivos en este orden: 240 µL de polietilénglicol 50% m/v, 36 µL de 

acetato de litio 1.0 M, 50 µL de esperma de salmón 2 mg/mL, 15 µL del DNA 

plasmídico y 19 µL de agua desionizada estéril, para tener un volumen final de 

360 µL.  Se agitó con vórtex hasta lograr la resuspensión total de la pastilla.  Se 

incubó la suspensión a 30 °C durante 30 min y después se dio choque térmico a la 

suspensión a 42 °C durante 30 min.  Se centrifugó a máxima velocidad en 

microcentrífuga durante un min y se eliminó el sobrenadante.  Se agregó 1 mL de 
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agua desionizada estéril y se resuspendió agitando suavemente mediante succión 

con una micropipeta.  Se agitó con vórtex brevemente para asegurar una 

resuspensión homogénea.  Se usaron 250 µL de la suspensión de células 

transformadas para crecerlas en medio mínimo SD sólido sin histidina 

(YNB 0.7% m/v, glucosa 2% m/v, MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 µg/mL, 

uracilo 3 µg/mL, triptófano 3 µg/mL, adenina 3 µg/mL y agar 2% m/v) durante 2 a 4 

días a 30 °C.   

 

4.2.11.  Inserción del gen ahybadh en pSAL3 a partir de pRS6-ahybadh 

 

El vector para levadura pSAL3 (Figura 3) tiene varios sitios de restricción en 

su polylinker, entre los cuales están sitios para XhoI y NotI. 

 

Figura 3.  Esquema del vector 

pSAL3 para levadura.  Diagrama 

que señala algunos de sus sitios de 

restricción 
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Tiene también el gen ampR que le confiere a la célula hospedera la 

resistencia a la ampicilina, así como el gen promotor cup1 que codifica para una 

metalotioneína de 61 aminoácidos que es capaz de unir hasta 8 átomos de cobre de 

manera cooperativa a través de 12 residuos de cisteína (Winge et al., 1985).  Esta 

metalotioneína es capaz de formar complejos in vitro con el zinc, la plata y el 

cadmio, aunque in vivo sólo protege de la toxicidad del cobre y el cadmio.  Este gen 

se induce solamente por cobre y plata (Hamer et al., 1985; Ecker et al., 1986; Furst 

et al., 1988).  Además, pSAL3 posee el gen ura3 que confiere a la célula receptora 

la capacidad de sintetizar uracilo, por lo tanto esto puede ser utilizado para la 

selección de las células transformadas por auxotrofía a uracilo, además de por 

resistencia a ampicilina. 

Se liberó el gen ahybadh de pRS6-ahybadh, de la misma manera en que fue 

liberado de pBKS-ahybadh, y se ligó al vector pSAL3, previamente linealizado 

como se describió anteriormente, para generar el vector pSAL3-ahybadh.   

 

4.2.12.  Transformación de células de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh 

 

 La transformación se llevó a cabo con el mismo procedimiento que el 

utilizado con pRS6-ahybadh, pero el crecimiento de las células transformadas en 

medio sólido selectivo se hizo en medio mínimo SD sin uracilo (YNB 0.7% m/v, 

glucosa 2% m/v, MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 µg/mL, histidina 3 µg/mL, 

triptófano 3 µg/mL, adenina 3 µg/mL y agar 2% m/v) con ampicilina 100 µg/mL 

durante 2 a 4 días a 30 °C.  Una vez obtenidas colonias, se inocularon 5 mL de 

medio líquido selectivo sin histidina  (YNB 0.7% m/v, glucosa 2% m/v, 

MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 µg/mL, uracilo 3 µg/mL, triptófano 3 µg/mL y 
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adenina 3 µg/mL) por cada colonia y se dejaron crecer a 30 °C y con agitación de 

200 rpm durante toda la noche.  Se tomaron 2 mL de la suspensión y se transfirieron 

a un tubo eppendorf en donde se centrifugaron y se decantó el medio de cultivo.  Se 

resuspendió la pastilla celular en 1 mL de agua y se volvió a centrifugar.  Se 

resuspendió la pastilla en 1 mL de amortiguador que contiene Tris 50 mM, pH 7.5, 

β-mercaptoetanol 0.3% v/v y EDTA 10 mM.  Se centrifugó y decantó el tubo de 

forma que quedaran 100 µL de amortiguador en los cuales se resuspendió la pastilla.  

Se agregaron 25 µL de una disolución de Zimoliasa para tener 500 U finales y se 

incubó la suspensión a 37 °C con agitación suave durante al menos 1 hora.  Se 

agregaron entonces 25 µL de SDS 10% m/v y se mezcló para homogeneizar; se dejó 

reposando el tubo durante 1 min.  Se agregaron 100 µL de acetato de amonio 7.5 M 

y se mezcló suavemente. Se incubó a -70 °C durante 15 min para precipitar el resto 

del DNA y se centrifugó el eppendorf durante 5 min.  Se transfirió el sobrenadante 

que contiene el DNA plasmídico a un tubo nuevo y se agregaron 70 µL de 

isopropanol.  Después de mezclar se centrifugó el tubo durante 5 min y se lavó la 

pastilla con etanol 70% v/v.  Una vez seca la pastilla se resuspendió en 100 µL de 

amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 µM, pH 7.5).  Se hizo un gel de 

agarosa al 1.2% con el producto de la digestión de esta disolución con XhoI y NotI 

para comprobar la presencia del plásmido pSAL3-ahybadh en las células 

transformadas.   
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4.2.13. Sobreexpresión de la AhyBADH en células de S. cerevisiae 

transformadas con pSAL3-ahybadh 

 

 Se crecieron células de S. cerevisiae transformadas con el vector 

pSAL3-ahybadh en 50 mL de medio líquido selectivo (YNB 0.7% m/v, 

glucosa 2% m/v, MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 µg/mL, histidina 3 µg/mL, 

triptófano 3 µg/mL y adenina 3 µg/mL) sin uracilo, con ampicilina 100 µg/mL, a 

25 °C con agitación de 150 rpm hasta una densidad óptica de 0.4-0.8. Una vez 

alcanzada una densidad óptica en ese intervalo, en un primer estudio cualitativo se 

indujo la síntesis de la AhyBADH con CuSO4 a concentraciones finales de 100, 200 

y 300 µM durante 3 horas.  Después de transcurrido este tiempo, se centrifugó a 

2200 g durante 3 min, tras lo cual se resuspendió el paquete celular en 1 mL de agua 

para volver a centrifugar 8,000 g durante 1 min.  Se resuspendió la pastilla en 

200 µL del amortiguador de lisis (Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, DTT 1 mM, 

glicerol 20% v/v, EDTA 2 mM y KCl 150 mM) y se agregó además el mismo 

volumen de perlas de vidrio de 1 mm de diámetro y 12.5 µL de PMSF 40 mM.  Se 

dieron 6 pulsos de 15 segundos en vórtex y se añadieron 200 µL de amortiguador de 

lisis.  Se dio un pulso de 10 segundos en el vórtex y se transfirió a un eppendorf 

nuevo.  Se centrifugó a 8,000 g durante 1 min y se transfirió el sobrenadante a un 

tubo nuevo: el precipitado se resuspendió en 500 µL de amortiguador de lisis y se 

tomaron alícuotas de 10 µL para una SDS-PAGE.  En un segundo experimento, se 

indujo la síntesis de la BADH con CuSO4 a concentraciones finales de 25, 50 y 

100 µM, durante 4 y 20 horas en dos tipos de células de S. cerevisiae, unas 

transformadas con pSAL3-ahybadh y otras sólo con pSAL3.  El procedimiento de 

extracción fue idéntico al ya descrito. 
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5.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1.  Sobreexpresión de la AhyBADH en células de E. coli 

transformadas con pBKS-ahybadh 

 

 Se indujo la síntesis de la AhyBADH y se prepararon extractos libres de 

células de E. coli transformadas con pBKS-ahybadh mediante el procedimiento 

descrito en ‘Materiales y métodos’ (Figura 1). 
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Figura 1.  Diagrama de la extracción del contenido intracelular de células de E. coli 

transformadas con pBKS-ahybadh. 

 

Al comparar el patrón electroforético de los extractos obtenidos cuando las 

células se trataron con IPTG con aquél en donde no se utilizó el inductor (Figura 2) 

puede observarse que el IPTG induce una mayor síntesis de la AhyBADH en células 

de E. coli transformadas con pBKS-ahybadh, pues en el carril correspondiente al 

precipitado existe una amplia banda de proteína cuya movilidad electroforética 

coincide con la de la banda de la AhyBADH purificada a partir de las hojas.   

 



Resultados y discusión 
 

 

Figura 2.  SDS-PAGE de extractos libres de células de E. coli transformadas con el 

plásmido pBKS-ahybadh.  Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) y 3) sobrenadantes de 

los extractos de células no inducidas e inducidas con IPTG, respectivamente; 4) y 

5) precipitados de los extractos de células no inducidas e inducidas con IPTG, respectivamente. 

 

Resulta muy interesante que, aun sin inducir la síntesis de la AhyBADH, 

ésta parece producirse de manera constitutiva en las células de E. coli bajo las 

condiciones del experimento.  Podría pensarse que es la BADH de E. coli la que se 

expresa, pero si este fuera el caso, la bacteria no tendría por qué expresarla como 

cuerpos de inclusión.  Además, E. coli expresa su BADH cuando está sometida a 

condiciones estresantes como frío o hipersalinidad o en presencia de colina 

(Falkebnerg & Strom, 1990), y no existieron tales condiciones durante el 

experimento.  

Consistente con la aparición de la mayoría de la proteína en el precipitado 

como cuerpos de inclusión, no se pudo detectar actividad AhyBADH ni en el 

extracto libre de células total ni en el sobrenadante o precipitado obtenidos después 

de centrifugar el extracto total a 2000g.   

La razón por la cual la proteína no se pliega correctamente y se agrega 

formando cuerpos de inclusión no está clara para nosotros aún.  Se consideró la 

posibilidad de que el inserto del gen tuviese el marco de lectura alterado, ya fuese 

por supresión de una o dos bases, o porque se hubiese insertado en la dirección 

equivocada.  Pero si alguna de estas dos situaciones estuviese ocurriendo no se 

produciría un polipéptido del tamaño esperado por la secuencia del gen, como el 
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que se observa en los cuerpos de inclusión, porque aparecerían señales de parada de 

la transcripción en la zona codificante. A pesar de ello, para estar más seguros, se 

comprobó, mediante un análisis de restricción como se describió en ‘Materiales y 

métodos’, si el gen ahybadh clonado en el sitio BamHI del vector pBKS se 

encontraba en la orientación de 5’ a 3’ o en la orientación contraria de 3’ a 5’ con 

respecto al vector.   

Se determinó la orientación del gen ahybadh en el vector pBKS-ahybadh 

liberando fragmentos de éste con las enzimas de restricción SacI y SalI, de las 

cuales la construcción tenía sitios internos (SacI 212 y SalI 992) y externos (SacI 

657 y SalI 738) al gen ahybadh.  Los dos escenarios posibles producirían 

fragmentos de tamaños muy diferentes (Figura 3 y Tabla 1), por lo tanto la 

distinción entre una orientación o la otra resultó sencilla.   

 

Figura 3.  Posibles orientaciones del gen ahybadh en pBKS-ahybadh.  El gen ahybadh está 

orientado en el mismo sentido 5’ a 3’ (A) o en contrasentido de 3’ a 5’ (B) con respecto al vector. 
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En la Tabla 1 se muestra el tamaño de los fragmentos del vector con el 

inserto que se obtendrían por digestión con las dos enzimas seleccionadas. 

 

Tabla 1.  Tamaños hipotéticos de los fragmentos que se obtendrían en el análisis 

de restricción de pBKS-ahybadh con SacI y SalI. 

Orientación del 
gen 

Longitud de los 
fragmentos 

producidos con 
SacI (bp) 

Longitud de los 
fragmentos 

producidos con 
SalI (bp) 

1328 1036 
5’ a 3’ 

3136 3438 

249 555 
3’ a 5’ 

4215 4109 

 

En el caso de que el gen esté en la orientación de 3’ a 5’, es de esperarse que 

no se observen todos los productos del análisis de restricción en un gel de agarosa al 

1.2% m/v, pues sólo aparecería una banda correspondiente al fragmento mayor para 

cada enzima.  Por lo tanto, si se observasen dos bandas podría decirse que el gen 

ahybadh está orientado en la dirección 5’ a 3’, aunque obviamente también debe 

considerarse el tamaño de los fragmentos obtenidos. 

Después de correr el gel de agarosa y revelarlo se observaron dos bandas 

para cada enzima.  Para SalI se observaron bandas en aproximadamente 3.5 kb y 

1.0 kb, mientras que para SacI se observaron bandas alrededor de 3.1 kb y 1.3 kb 

(Figura 4), lo que claramente mostró que el gen ahybadh está insertado en el vector 

en la orientación correcta de 5’ a 3’.   
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Figura 4. Gel de agarosa mostrando los productos de la digestión de 

pBKS-ahybadh. 

 

Por otra parte, la traducción de la secuencia de nucleótidos del gen ahybadh 

en la dirección 5´a 3´ ⎯para lo cual se utilizó una herramienta del servidor ExPASy 

(www.expasy.org/tools/dna.html)⎯  suponiendo que se hubieran suprimido una o 

dos bases en el gen al insertarse al vector, mostró que de haber habido estas 

supresiones se habrían producido polipéptidos de 84 y 11 residuos de aminoácidos, 

respectivamente (Figura 5).  Sin embargo la proteína en los cuerpos de inclusión 

posee el tamaño esperado para la expresión del gen completo. 

Por lo tanto, se descartó esta posibilidad y puede decirse que la proteína 

AhyBADH es producida en E. coli en forma completa, pero en una forma inactiva, 

mal plegada, agregada e insoluble, como cuerpos de inclusión. 

También se pensó que el péptido señal fuera el responsable de la producción 

de la proteína como cuerpos de inclusión, pero la BADH de espinaca se expresó 

soluble y activa con la secuencia correspondiente al péptido señal clonada y sin ella 

(Incharoensakdi et al., 2000). 



Resultados y discusión 
 

1er marco de lectura de 5’ a 3’ (501 residuos)  

Met A I R V P S R Q L F I D G E W R E P I K K N R I P I I N P S T E E I I G V I P A A T A E D V E L A 
V A A A R R A L K R N K G E D W A S A S G A H R A K Y L R A I A A K I T E K K D Y F A K L E A 
Met D C G K P L D E A A W D I D D V A G C F E Y Y A D Q A E A L D A K Q K A P I A L P Met D T 
F K C H V L K Q P I G V V G L I S P W N Y P L L Met A T W K V A P A L A A G C S A V L K P S E L 
A S V T C L E L A E V C R E V G L P P G V L N I L T G L G P E A G G P L A C H P D V D K V A F T G 
S T A T G S K V Met S S A A Q L V K P V T L E L G G K S P I V I F E D V D L D K A A E W T A F G C 
F W T N G Q I C S A T S R L L V H E S I A A E F L D R L V K W C K N I K I S D P F E E G C R L G P 
V V S K S Q Y E K V L K F I S T A K S E G A T I L C G G S R P E H L K K G Y Y V E P T I I S D V S T 
S Met Q I W R E E V F G P V L C V K T F G S E D E A I E L A N D T Q Y G L G A A V L S K D L D R 
C E R I T K A L Q A G I V W V N C S Q P C F C Q A P W G G T K R S G F G R E L G E W G I E N Y L 
N I K Q V T E Y I S D E P W G W Y K S P Stop  

2do marco de lectura de 5’ a 3’ (84 residuos) 

W R S V Y L R A S Y S L Met E N G G N P S R K I A S L S S I L L L R R S L V L F R L L L L K Met W 
S L Q S L Q L E E R L R G T K E K I G R L H L E L I V L S T F G P L L L K Stop Q R K K I I L Q N L K 
P W I V G N H W Met K Q H G T L Met Met L L D V L N I Met P I K Q K P L Met L N K R L Q L P F L 
W T L S N A Met C L N N P L V L L G Stop F L L G I I R F Stop W Q H G K L L Q L L L L V A Q L Y L 
S R L N W H P Stop L A Stop N W L K C A E K W D C L L A Y Stop I F Stop Q D Stop V L K L V G R 
Stop L A I L Met L T R L H L L G V Q L L V A R L C H P L L N W S S L L H Stop N L E G K V L L L S 
L K Met L T W I K L L N G L L L A V F G Q Met V K F A V Q H R D Y L C Met K A S Q L N F W I G L 
Stop N G A K T Stop R S L T R L R K A V D L V L L Stop V R V S Met K K F Stop S S F Q Q Q R V R 
V Q L F C V E V P V P S I Stop R K G I Met L N Q Q L Stop V Met S P L P C K Y G G K K F S A Q S Y 
V S K P L V L K Met K P L N W L Met I L S Met V Stop G L L C Y R K I L I G V R E Stop Q R H C K L 
E L C G L T A H N H A F A K L H G E A R S V A V L D V N S G N G V S R I T Stop I S N K Stop L N I 
F P Met N H G D G T S L L  

3er marco de lectura de 5’ a 3’ (11 residuos) 

G D P C T F A P A I H Stop W R Met E G T H Q E K S H P Y H Q S F Y Stop G D H W C Y S G C Y C 
Stop R C G A C S R C S Stop K S A Stop E E Q R R R L G V C I W S S S C Stop V P S G H C C Stop N 
N R E K R L F C K T Stop S H G L W E T T G Stop S S Met G H Stop Stop C C W Met F Stop I L C R S 
S R S P Stop C Stop T K G S N C P S Y G H F Q Met P C A Stop T T H W C C W V D F S L E L S A S N 
G N Met E S C S S S C C W L L S C T Stop A V Stop T G I R N L P R I G Stop S V Q R S G T A S W R I 
K Y F N R I R S Stop S W W A V S L P S Stop C Stop Q G C I Y W E Y S Y W Stop Q G Y V I R C S I G 
Q A C Y I R T W R E K S Y C Y L Stop R C Stop L G Stop S C Stop Met D C F W L F L D K W S N L Q 
C N I E I T C A Stop K H R S Stop I F G Stop A C K Met V Q K H K D L Stop P V Stop G R L S T W S C 
C E Stop E S V Stop K S F E V H F N S K E Stop G C N Y F V W R F P S R A F E E R V L C Stop T N N 
Y K Stop C L H F H A N Met E G R S F R P S L Met C Q N L W F Stop R Stop S H Stop T G Stop Stop
Y S V W F R G C C V I E R S Stop S V Stop E N N K G I A S W N C V G Stop L L T T Met L L P S S 
Met G R H E A Stop R F W T Stop T R G Met G Y R E L L E Y Q T S D Stop I Y F R Stop T Met G Met
V Q V S L  

 

Figura 5.  Polipéptidos que se producirían si ocurriese un cambio de marco de lectura por 

supresión de una o dos bases en la secuencia nucleotídica del gen ahybadh. 

 

Otra posibilidad que pudiera dar lugar a la formación de cuerpos de 

inclusión es que la proteína se oxide parcialmente durante su síntesis y que esta 

oxidación impida su plegamiento correcto.  Si bien el medio intracelular de E. coli 
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es reductor, hay que considerar que la AhyBADH contiene un número 

anormalmente elevado de cisteínas por subunidad (16), una de las cuales es la 

catalítica.  Aunque muchas de estas cisteínas no están expuestas al solvente una vez 

que la proteína se ha plegado, es de esperar que todas ellas lo estén transitoriamente 

durante el proceso de plegamiento, y por tanto sean susceptibles de oxidación, lo 

que puede llevar a la formación de puentes disulfuro intra o intercadena 

polipeptídica y a la formación de agregados de alta masa molecular conteniendo 

proteína mal plegada.  La única otra BADH vegetal que a la fecha se ha expresado 

en forma soluble y activa en E. coli es la de hoja de espinaca (Incharoensakdi et al., 

2000), una enzima que tiene un grado de identidad del 84% con la AhyBADH.  

Resulta interesante que la enzima de espinaca posee 11 cisteínas, es decir, 5 

cisteínas menos por subunidad que la AhyBADH.  Se alinearon las secuencias de 

ambas enzimas (Figura 6) para identificar a las cisteínas que están presentes en la 

enzima de amaranto y que no se encuentran en la enzima de espinaca.  Se 

localizaron éstas en un modelo de la estructura tridimensional de la AHyBADH 

(Figura 7), obtenido a partir de su secuencia de aminoácidos usando el servidor de 

Swissprot (http://expasy.org/sprot/, http://www.expasy.org/tools/sim-prot.html), 

usando como patrón la estructura tridimensional de la BADH de hígado de bacalao 

(Johansson et al., 1998) con la que las enzimas de amaranto y espinaca poseen una 

identidad del 39% y el 40%, respectivamente.  A pesar de esta relativamente baja 

identidad, el alto grado de conservación de la estructura tridimensional en la 

superfamilia de las ALDHs, constatado en las estructuras ya determinadas de 

enzimas de diferentes orígenes y que exhiben entre ellas bajo grado de identidad a 

nivel de secuencia de aminoácidos (Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998; 

Cobessi et al., 1999; Lamb & Newcomer, 1999; Ahvazi et al., 2000), permite 
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predecir que el modelo obtenido debe ser cercano a la estructura real, al menos en 

sus características más generales.   

BADH_AMAHP     1 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAAARRALKR 
BADH_SPIOL     1 MAFPIPARQLFIDGEWREPIKKNRIPVINPSTEEIIGDIPAATAEDVEVAVVAARRAFRR 
                 **   * ******************* ********************* ** *****  * 
 
BADH_AMAHP    61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAGCFEY 
BADH_SPIOL    61 N---NWSATSGAHRATYLRAIAAKITEKKDHFVKLETIDSGKPFDEAVLDIDDVASCFEY 
                 *    *   ****** ************** * ***  * *** ***  ****** **** 
 
BADH_AMAHP   121 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALAAGC 
BADH_SPIOL   118 FAGQAEALDGKQKAPVTLPMERFKSHVLRQPLGVVGLISPWNYPLLMATWKIAPALAAGC 
                  * ****** *****  ***  ** *** ** ******************* ******** 
 
BADH_AMAHP   181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGST 
BADH_SPIOL   178 TAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAFTGSS 
                  ***************  *** ***************** ** **  ****** *****  
 
BADH_AMAHP   241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSATSRL 
BADH_SPIOL   238 ATGSKVMASAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFEDVDIDKVVEWTIFGCFWTNGQICSATSRL 
                 ******* ******************** ***** **  *** ***************** 
 
BADH_AMAHP   301 LVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEGATIL 
BADH_SPIOL   298 LVHESIAAEFVDKLVKWTKNIKISDPFEEGCRLGPVISKGQYDKIMKFISTAKSEGATIL 
                 ********** * **** ****************** ** ** *  ************** 
 
BADH_AMAHP   361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCQKTFGSEDEAIELANDTQYG 
BADH_SPIOL   358 YGGSRPEHLKKGYYIEPTIVTDISTSMQIWKEEVFGPVLCVKTFSSEDEAIALANDTEYG 
                  ************* ****  * ******* ********* *** ****** ***** ** 
 
BADH_AMAHP   421 LGAAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNCSQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL 
BADH_SPIOL   418 LAAAVFSNDLERCERITKALEVGAVWVNCSQPCFVQAPWGGIKRSGFGRELGEWGIQNYL 
                 * *** * ** *********************** ****** ************** *** 
 
BADH_AMAHP   481 NIKQVTRDTSTDEPWGWYKSP 
BADH_SPIOL   478 NIKQVTQDIS-DEPWGWYKSP 
                 ****** * * ********** 

 

Figura 6.  Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las BADHs de hoja de amaranto y 

de espinaca.  En verde se indican las cisteínas comunes a las dos enzimas, en rojo se marcan las 

cisteínas exclusivas de la AhyBADH. 

 

Interesantemente, dos de las cinco cisteínas exclusivas de la AhyBADH 

están en o cercanas al dominio de oligomerización y otras dos, aunque en la 

superficie, están lo suficientemente próximas y en la orientación correcta como para 

formar un puente disulfuro, según predice el modelo.  Sin embargo, la proteína 

obtenida de la hoja no posee ningún puente disulfuro; todas sus cisteínas están 

reducidas (Mújica-Jiménez & Muñoz-Clares, datos sin publicar).  Creemos por 



Resultados y discusión 
 

tanto que la formación de puentes disulfuro incorrectos es una posibilidad que 

merece explorarse en estudios posteriores, determinando mediante electroforesis no 

reductoras en geles de poliacrilamida si la proteína contenida en los cuerpos de 

inclusión posee o no puentes disulfuro.   

 

Figura 7. Posición de los residuos de cisteína en el modelo tridimensional de la AhyBADH.  Las 

cisteínas presentes en la AhyBADH que no están en la BADH de espinaca están encerradas en un 

círculo azul.  El puente disulfuro que el modelo predice se marca con un círculo negro.  La figura fue 

creada con el programa PyMol (DeLano, 2002). 

 
 

5.2.   Solubilización y repliegue de los cuerpos de inclusión 

 

 Para intentar obtener proteína nativa a partir de los cuerpos de inclusión, se 

trató en primer lugar de solubilizarlos mediante la incubación de éstos con urea 6 M 

durante 24 horas a 4 °C.  Los patrones electroforéticos del precipitado y 

sobrenadante del extracto libre de células y de los cuerpos de inclusión después de 

la incubación con urea 6 M (Figura 8) muestran que la banda gruesa en el 
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precipitado que corresponde a la masa molar de la AhyBADH se distribuye entre el 

precipitado y el sobrenadante después de la incubación con urea.  La urea por tanto, 

bajo las condiciones de este experimento, produjo una solubilización parcial de la 

AhyBADH. 

 

Figura 8.  SDS-PAGE de los extractos libres de células de E. coli transformadas 

con el plásmido pBKS-ahybadh.  Carriles: 1) BADH purificada de hojas de amaranto; 

2) sobrenadante y 3) precipitado del extracto libre de células; 4) sobrenadante y 5) 

precipitado de los cuerpos de inclusión tras 24 horas de incubación con urea 6 M a 4 °C. 
 

Sin embargo, la proteína obtenida en el sobrenadante después del 

tratamiento de los cuerpos de inclusión con urea no está lo pura que se requiere para 

tratar de renaturalizarla in vitro. En un intento de eliminar a las proteínas 

contaminantes se hicieron varios lavados de los cuerpos de inclusión antes de la 

incubación con urea 6 M, como se describe en ‘Materiales y métodos’.   
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Figura 9.  Solubilización de los cuerpos de inclusión. 
 

La SDS-PAGE correspondiente al lavado y solubilización de los cuerpos de 

inclusión con urea 8 M (Figura 10) mostró que mediante los lavados se pudo 

eliminar una gran cantidad de las proteínas contaminantes.  Tras la diálisis para 

eliminar la urea, se intentó detectar la actividad de la AhyBADH por medio de 

ensayos espectrofotométricos y espectrofluorométricos, bastante más sensibles que 

los anteriores,  pero no se encontró actividad alguna, lo que indica que aunque se 

logró solubilizar la proteína, ésta no se replegó a su estructura nativa.  

 

 



Resultados y discusión 
 

 

Figura 10. SDS-PAGE del lavado y solubilización de los cuerpos de inclusión. 

Carriles:  1) AhyBADH purificada de hojas; 2) precipitado y 3) sobrenadante de los cuerpos de 

inclusión tras el primer lavado; 4) precipitado y 5) sobrenadante de los cuerpos de inclusión tras 

3 lavados; 6) precipitado y 7) sobrenadante de los cuerpos de inclusión tras 3 lavados después de 

2 horas de incubación con urea 8 M a 30 °C . 

 

La determinación de la proteína soluble total por el método de Bradford se 

hizo por duplicado, y se obtuvieron 3.52 ± 0.10 mg de proteína/mL de extracto.  Por 

tanto, sería posible de una forma fácil obtener cantidades de proteína pura inactiva a 

partir de los cuerpos de inclusión que podría usarse para estudios que no la 

requieran plegada como la obtención de anticuerpos específicos.   

 

5.3.  Transformación de células de E. coli previamente transformadas 

con pBKS-ahybadh con vectores que contienen chaperonas de 

P. aeruginosa 

 

 Para intentar resolver el problema de la obtención de la proteína como 

cuerpos de inclusión, se intentó incorporar a las células de E. coli previamente 

transformadas con pBKS-ahybadh vectores conteniendo los genes de una o tres 

chaperonas de P. aeruginosa para que una vez expresadas ayudaran a la AhyBADH 

a plegarse.  Sin embargo, en forma inesperada encontramos que las células de 

E. coli previamente transformadas con pBKS-ahybadh y posteriormente 
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transformadas con los vectores que contenían sólo una chaperona no crecían en 

medio sólido selectivo.  

.   

 

Figura 11.  Diagrama de la co-transformación de células de E. coli con pBKS-ahybadh y un 

vector con una chaperona. 

 

En cambio, las células transformadas con la mezcla de vectores que 

contenían 3 chaperonas crecieron exacerbadamente en presencia de los dos 

antibióticos.  Puesto que existía la posibilidad de que se hubieran extendido todas 

las células transformadas en una misma caja, y principalmente debido a que el 

crecimiento bacteriano fue excesivo, en un siguiente experimento la cantidad usada 

de la suspensión de células transformadas para extender en las cajas con medio 

sólido selectivo con ambos antibióticos (ampicilina y tetraciclina) se redujo de 200 a 

50 µL.  Aun así, el crecimiento bacteriano fue masivo, por lo que se decidió 

resembrar un gran número de colonias al azar para aumentar la probabilidad de 

encontrar alguna en la que se expresara un grupo de chaperonas que ayudara a la 

AhyBADH a plegarse en su forma nativa.  Al final se contó con 15 cajas con un 
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promedio de 20 colonias cada una, i.e. 300 colonias que podrían ser diferentes y en 

las que esperábamos encontrar AhyBADH sobreexpresada en forma activa por la 

acción de una o más chaperonas de P. aeruginosa (Figura 12). 

 

Figura 12.  Diagrama de la co-transformación de células de E. coli con pBKS-ahybadh y un 

vector con tres chaperonas. 

 

 

5.4.  Sobreexpresión de la AhyBADH en células de E. coli 

transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con tres 

chaperonas de P. aeruginosa 

 

 La estrategia general para encontrar un sistema en el que se expresara la 

AhyBADH era la siguiente: se probarían todas las colonias hasta que se encontrara 
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una que presentara actividad BADH, de la cual se obtendría su DNA para identificar 

las chaperonas que ayudaron a que la AhyBADH se plegara en forma nativa.  Una 

vez identificadas estas chaperonas, se transformarían células previamente 

transformadas con pBKS-ahybadh con los vectores que contienen cada una de las 

chaperonas por separado.  Finalmente se probarían los extractos de cada colonia de 

células transformadas para verificar si la chaperona puede actuar sola o si es 

necesaria la sobreexpresión del complejo de chaperonas para la producción de 

AhyBADH activa.   

Se realizó la inducción, extracción y detección de actividad de la enzima en 

todas las colonias (Figura 13), pero no se encontró extracto alguno que presentara 

actividad AhyBADH.   
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Figura 13.  Diagrama de la extracción del contenido intracelular de células de E. coli 

transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con 3 chaperonas de P. aeruginosa. 

 

Se pensó que tal vez la lisis celular no se estaba haciendo de manera 

adecuada y que se requeriría sonicar para asegurar la completa ruptura celular.  Se 

había evitado la sonicación debido a que generaría mucho calor en el volumen de 

resuspensión tan pequeño con el que se debió trabajar debido a la gran cantidad de 

extractos libres de células que se tenían que obtener.  Sin embargo esta suposición 

se descartó completamente después de hacer una SDS-PAGE que mostraba en el gel 

que tanto en la fracción soluble como en la insoluble del extracto libre de células 

había proteínas, lo cual quiere decir que sí se estaban rompiendo las células como lo 

muestra el gel (Figura 14). 
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Figura 14.  SDS-PAGE de la co-expresión de la AhyBADH y chaperonas de P. aeruginosa.  

Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) sobrenadante y 3) precipitado del extracto libre de 

células co-transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con chaperonas de P. aeruginosa sin 

inducción con IPTG; 4) sobrenadante y 5) precipitado del extracto libre de células co-transformadas 

con ahybadh y un vector con chaperonas de P. aeruginosa inducidas con IPTG. 

 

En este gel de poliacrilamida puede verse que la AhyBADH no fue 

producida ni en la fase insoluble como cuerpos de inclusión, aun cuando las células 

aceptaron el plásmido que contenía 3 genes estructurales que codifican para 

chaperonas de P. aeruginosa.    

Es probable que las chaperonas de P. aeruginosa no ayuden al pliegue de 

proteínas eucarióticas o a la solubilización de agregados proteicos en E. coli en las 

condiciones de estos experimentos. 

 

5.5.   Inserción del gen ahybadh en pRS6 a partir de pBKS-ahybadh 

 

Para resolver el problema de la producción de la AhyBADH como cuerpos 

de inclusión en células procarióticas, se decidió cambiar de un microorganismo 

sobreproductor procariótico a uno eucariótico, la levadura S. cerevisiae.  Para este 
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fin, fue necesario liberar el gen ahybadh del vector pBKS-ahybadh que se había 

usado para la expresión en E. coli, para su posterior inserción en el vector de 

expresión pRS6 para levadura (Mascorro-Gallardo, 2000).   

Para liberar el gen ahybadh se seleccionaron las enzimas de restricción XhoI 

y NotI que tienen sitios de corte externos al gen en pBKS-ahybadh.  Idealmente, la 

liberación del inserto se debería hacer por pasos para lograr una mayor eficiencia, 

i.e. primero cortar con una enzima de restricción y luego con la otra para asegurar 

un corte eficiente.  Sin embargo, el proceso de purificación del DNA después del 

primer corte, hecho con XhoI, no permitía que el corte con NotI se llevara a cabo.  

Probablemente alguno de los reactivos del kit purificador inhibía la actividad de 

NotI.  Después de varios intentos de hacer el corte secuencialmente, se decidió 

utilizar ambas enzimas a la vez usando el amortiguador de NotI.  Se utilizó el doble 

de la cantidad normal de XhoI para compensar su posible falta de actividad en un 

amortiguador ajeno.  Se alargó el tiempo de la digestión, toda la noche en lugar de 

sólo un par de horas, para permitir a las enzimas digerir adecuadamente el vector.  

Un gel de agarosa de los productos de la digestión (Figura 15) mostró que 

finalmente se había logrado liberar el fragmento correspondiente al gen ahybadh de 

pBKS-ahybadh.   
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Figura 15.  Gel de agarosa mostrando los productos de la 

digestión simultánea de pBKS-ahybadh con XhoI y NotI. 

 

Se cortó el vector pRS6 de igual manera que como se liberó el gen ahybadh 

de pBKS-ahybadh y se corrieron los productos de ambas digestiones en un gel de 

agarosa para determinar sus concentraciones relativas, que se observaron eran 

prácticamente iguales (Figura 16).  Teniendo esto en cuenta, se dejaron ligando 

durante toda la noche en una proporción 1:3 (vector:inserto).   

 

Figura 16.  Gel de agarosa usado de la determinación de las 

concentraciones relativas del vector pRS6 y el inserto 

ahybadh.   

 

Se comprobó que la ligación fue exitosa mediante un gel de agarosa cargado 

con el producto de la ligación después de ser digerido con XhoI y NotI, que al ser 
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revelado con luz UV (Figura 17) demostró que se tenía el gen ahybadh, de poco 

más de 1.6 kb de longitud, inserto en un vector de una longitud de ~6 kb, que 

corresponde a la longitud del pRS6 y que coincide con la banda de éste en el gel.  

 

 

Figura 17.  Gel de agarosa con el producto de la digestión con XhoI y NotI 

del vector pRS6-ahybadh. 

 

 

5.6.   Transformación de células de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh 

 

 Se transformaron células competentes de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh 

por el método de acetato de litio/portador de DNA de cadena sencilla/polietilén 

glicol como se describe en ‘Materiales y métodos’, y se extendieron sobre medio 

sólido selectivo que seleccionaría por auxotrofía a histidina (Figura 18).  
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Figura 18.  Diagrama de la transformación de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh. 
 

Después de dejarlas creciendo durante 2 días a 30 °C, se observó 

crecimiento anormal de hongos y por lo tanto se tuvo que volver a hacer la 

transformación.  Se repitió la transformación muchas veces pero nunca se 

obtuvieron colonias de levadura, sólo se obtenían cajas vacías o con hongos 

diferentes a la levadura.  Inicialmente se pensó que la contaminación microbiológica 

se debía a una mala manipulación durante el protocolo de transformación, por lo 

que se extremaron las precauciones, preparándose nuevos medios de cultivo, nuevos 

amortiguadores, y trabajando bajo condiciones de máxima esterilidad.  También se 

emplearon otros métodos para transformar las células, como la electroporación, pero 

el resultado fue siempre el mismo, es decir, no obtuvimos crecimiento de colonias 

de levadura.  La primera explicación que surgió ante la falta de crecimiento fue que 

la transformación no se llevó a cabo, pero después de probar varias veces con 

métodos distintos de efectividad comprobada se descartó esta hipótesis.  También se 
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pensó que, al ser pRS6 un vector con un promotor fuerte que hace a la AhyBADH 

una enzima constitutiva, ésta resultaba dañina para la levadura que no posee el gen 

de la BADH (Julián-Sánchez et al., 2007).  El daño podría deberse a que la 

actividad catalítica de esta enzima produjese alguna sustancia que fuera tóxica para 

la levadura, lo cual parece improbable dado que por el contrario las aldehído 

deshidrogenasas detoxifican aldehídos, o llevase al agotamiento de alguna sustancia 

esencial para la levadura.  Después de muchos intentos para transformar las células 

de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh, se decidió cambiar de vector de expresión a 

uno que permitiera la expresión inducible de la AhyBADH.   

 

5.7.   Inserción del gen ahybadh en pSAL3 a partir de pRS6-ahybadh 

 

 Se liberó el gen ahybadh de pRS6-ahybadh con XhoI/NotI y se ligó en el 

vector pSAL3.  Ambos procesos se hicieron durante toda la noche para asegurar un 

corte y ligación completos.  El procedimiento seguido fue el mismo que con el 

vector pRS6.   

 

5.8.   Transformación de células de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh 

 

 Se transformaron células competentes de S. cerevisiae de la cepa W303-1A 

con el vector pSAL3-ahybadh por el método de acetato de litio/portador de DNA de 

cadena sencilla/polietilén glicol y después de dejar creciendo en medio sólido 

selectivo sin uracilo y con ampicilina 100 µg/mL a 30 °C durante 2 días, se vio 

crecimiento de colonias (Figura 19).   
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Figura 19.  Diagrama de la transformación de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh. 
 

Tras hacer mini-preparaciones de DNA para extraer el DNA plasmídico de 

dos de las colonias transformadas que crecieron en el medio selectivo, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 20) que mostró la presencia de 

pSAL3-ahybadh en la levadura. 

 

 

Figura 20. Gel de agarosa de la digestión con XhoI y NotI del DNA 

plasmídico de células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh.  



Resultados y discusión 
 

5.9.  Sobreexpresión de la AhyBADH en células de S. cerevisiae 

transformadas con pSAL3-ahybadh 

 

 Después de inducir la síntesis de la enzima con Cu(II), en disolución acuosa 

de CuSO4, a concentraciones finales de 100, 200 y 300 µM durante 3 horas, se 

rompieron las células y se hicieron los ensayos espectrofotométricos de actividad 

BADH en el sobrenadante de los extractos libres de células obtenidos (Figura 21).   

 

Figura 21.  Diagrama de la extracción del contenido intracelular de células de S. cerevisiae 

transformadas con pSAL3-ahybadh. 

 

Los sobrenadantes de los extractos libres de células de aquellas que fueron 

transformadas con pSAL3-ahybadh como de las transformadas sólo con pSAL3 

mostraron una actividad deshidrogenasa que no era dependiente de betaína aldehído.  
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El mismo resultado se obtuvo cuando la inducción de la AhyBADH se hizo con con 

concentraciones finales de Cu(II) de 25, 50 y 100 µM y tiempos de inducción de 4 y 

20 horas (Tabla 2).  Cuando en el medio de ensayo sólo estaba presente betaína 

aldehído sin la coenzima no se observó actividad.   

 

Tabla 2. Actividad NAD+ reductasa de los sobrenadantes de los extractos libres de 

células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh y pSAL3, sin inducir e 

inducidas con Cu(II), a 4 y 20 horas de inducción. 

BA + NAD+ NAD+ BA
5.9120 0.0102 0.0190

Sin Cu2+ 0.0622 0.1883 <0.01
Cu2+ 25 µM 0.1609 0.0853 <0.01
Cu2+ 50 µM 0.0463 0.1443 <0.01

Cu2+ 100 µM 0.0624 0.0366 <0.01
Sin Cu2+ 0.1162 0.2047 <0.01

Cu2+ 25 µM 0.0879 0.0047 <0.01
Cu2+ 50 µM 0.2301 0.1278 <0.01

Cu2+ 100 µM 0.1168 0.1575 <0.01

BA + NAD+ NAD+ BA
9.1219 0.0052 0.0117

Sin Cu2+ 0.3776 0.8367 <0.01
Cu2+ 25 µM 0.3183 0.2981 <0.01
Cu2+ 50 µM 0.1976 0.1719 <0.01

Cu2+ 100 µM 0.1879 0.1836 <0.01
Sin Cu2+ 0.4781 0.3126 <0.01

Cu2+ 25 µM 0.4166 0.2703 <0.01
Cu2+ 50 µM 0.1294 0.1917 <0.01

Cu2+ 100 µM 0.2496 0.1832 <0.01

pSAL3-BADH

pSAL3

Actividad (20 horas de inducción)
Medio de ensayo

pSAL3-BADH

pSAL3

Muestra

BADH purificada (referencia)

Muestra
Actividad (4 horas de inducción)

Medio de ensayo

BADH purificada (referencia)

 

 

La cantidad de proteína soluble obtenida en estas extracciones varió desde 

2.92 mg/mL hasta 4.83 mg/mL, obteniéndose una mayor cantidad de proteína en las 

células transformadas con pSAL3, lo cual es contrario a lo que se esperaba pues de 

haberse inducido la síntesis de la AhyBADH, habría una mayor cantidad de proteína 

en las células transformadas con pSAL3-ahybadh. 
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 Con el fin de comprobar si había actividad BADH en estos extractos aunque 

fuese muy poca, se intentó concentrar la enzima precipitándola con (NH4)2SO4 en 

los extractos inducidos con Cu(II) 25 µM pero no hubo una actividad NAD+ 

reductasa dependiente de betaína aldehído detectable.   

Los resultados indican que en realidad no se tiene la AhyBADH expresada 

en forma soluble y activa en cantidades apreciables, sino alguna otra enzima de la 

levadura que toma el NAD+ que se le está proporcionando para producir NADH en 

una reacción de oxidación de un sustrato endógeno.   

 Debido a que las células que se usaron para la determinación de la actividad 

BADH habían crecido en medio selectivo, se puede descartar la posibilidad de que 

la transformación no se haya llevado a cabo o que las células de levadura hayan 

expulsado el plásmido.  Sin embargo, es muy posible que no se haya inducido la 

síntesis de la AhyBADH en la levadura, como lo sugiere la SDS-PAGE 

correspondiente (Figura 22), en la cual no se observa banda alguna cuya movilidad 

electroforética coincida con la de la AhyBADH y que además indique una 

sobreexpresión.    
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Figura 22.  SDS-PAGE del extracto libre de células de S. cerevisiae transformadas con 

pSAL3-ahybadh.  Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) sobrenadante y 3) precipitado del 

extracto de células transformadas con pSAL3; 4) sobrenadante y 5) precipitado del extracto de 

células transformadas con pSAL3 e inducidas con Cu(II); 6) sobrenadante y 7) precipitado del 

extracto de células transformadas con pSAL3-ahybadh; 8) sobrenadante y 9) precipitado del extracto 

de células transformadas con pSAL3-ahybadh e inducidas con Cu(II). 

 

 De hecho, al observar los patrones electroforéticos de los extractos libres de 

células se puede notar que todos son muy similares y que ninguna banda asemeja 

una banda de sobreexpresión.  Por lo tanto se puede concluir que no se sobreexpresó 

la AhyBADH en células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh bajo 

las condiciones de estos experimentos. 
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6.  CONCLUSIONES 

 

De los resultados obtenidos durante este trabajo se puede concluir que: 

  

 En el caso de los sistemas de expresión bacterianos, aunque la AhyBADH 

puede ser sobreexpresada en células de E. coli, lo es en forma inactiva y formando 

cuerpos de inclusión, a partir de los cuales la proteína puede ser solubilizada pero no 

replegada en su estado nativo.  La sobreexpresión conjunta con chaperonas de 

P. aeruginosa no parece producir la AhyBADH en forma soluble o activa. 

  

 En el caso de los sistemas de expresión eucarióticos, las células de levadura 

no pueden crecer si han aceptado el vector pRS6-ahybadh, que hace a la AhyBADH 

una enzima constitutiva, pero cuando el gen ahybadh se clona en pSAL3, que hace a 

la AhyBADH una enzima inducible, las células de levadura que acepten ese vector 

pueden crecer con ampicilina en ausencia de uracilo.  A pesar de esto, no se produjo 

AhyBADH en células de S. cerevisiae transformadas con el vector pSAL3-ahybadh.  
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7.  PERSPECTIVAS 

 

 El objetivo principal de este trabajo, la sobreexpresión de la AhyBADH 

activa en un sistema de expresión adecuado, no se cumplió por completo pues la 

AhyBADH se produjo como cuerpos de inclusión.  Naturalmente, deben probarse 

diferentes estrategias para lograr tener a la enzima recombinante activa, entre las 

cuales pueden estar las siguientes, por separado o de manera conjunta. 

 

1. Obtener y clonar el gen nuevamente para descartar la posibilidad de que exista 

algún error en el gen. 

 

De no existir un error: 

 

2. Inducir la síntesis de la proteína con concentraciones menores del inductor. 

3. Inducir a una menor temperatura para disminuir la velocidad de síntesis para 

que así la célula pueda plegar la proteína a su estructura nativa. 

4. Probar diferentes métodos de eliminación del agente solubilizante después de 

solubilizar los cuerpos de inclusión. 

5. Co-expresar el complejo de chaperonas de E. coli GroESL para que ayuden al 

péptido a plegarse correctamente. 

6. Usar otro tipo de células eucarióticas, por ejemplo el sistema de baculovirus, 

para la sobreexpresión de la enzima. 

7. Introducir al gen la secuencia señal de una proteína bacterial secretada para 

hacer a la AhyBADH una proteína extracelular y facilitar así su purificación.  
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