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RESUMEN

Como organismos sésiles, las plantas han desarrollado una enorme plasticidad
metabdlica para contender con los distintos cambios en su entorno. Dicha
plasticidad se ve reflejada en la gran variedad de compuestos organicos que son
capaces de sintetizar; uno de ellos lo constituye la vasta familia de los
isoprenoides, también Ilamados terpenoides, que son un grupo extenso de
moléculas organicas que presentan una enorme diversidad estructural y
funcional, sin embargo, todos tienen a los isomeros isopentenil difosfato (IPP)
y dimetilalil difosfato (DMAPP) como precursores. Durante mucho tiempo se
considero a la ruta del Acido Mevaldnico como la via universal para la sintesis
de precursores isoprénicos; recientemente se descubrid la ruta alterna del
2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), la cual es exclusiva de eubacterias y otros
organismos con plastidos. Las plantas poseen ambas vias metabdlicas, logrando
asi sintetizar cerca del 80% de los isoprenoides conocidos hasta el memento.
Muchos de estos compuestos son metabolitos primarios implicados en funciones
basicas como la respiracion y la fotosintesis, mientras que otros actuan como
metabolitos secundarios (quimicos ecologicos), y adicionalmente, algunos poseen
un valor comercial. En este sentido, la ingenieria genética representa una
poderosa herramienta para la produccién biotecnolégica de éstos. La elucidacién
de la via MEP significa un hallazgo notable para el entendimiento de la
manipulacién de la bicsintesis de isoprenoides en las plantas, sin embargo
resta por entender mas sobre los mecanismos de control del flujo de sus
intermediarios y sus posibles conexiones con otras rutas.
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ABSTRACT

As sesile organisms, plants developed a huge metabolic plasticity to contrarrest
their changing environment, which is exhibited in the great variety of organic
compounds that they can synthesize; one of them is the broad family of isoprenoids
also known as terpenoids, which is a large group of organic molecules. Despite
their structural and functional diversity, all isoprenoids come from the same two
precursors: isopenteny! diphosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate
(DMAPP). For a long time, the mevalonic acid pathway was thought to be the
universal means to synthesize the isoprenic precusors, recently an option was
discovered: the 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway. This pathway
is exclusive for eubacteria and organisms with plastids, including higher plants. In
fact, plants use both pathways for the biosynthesis of isoprenoid precursors,
about 80% of the known isoprenoids are produced by plants; their metabolic
plasticity allows them to synthesize an impressive variety of compounds. Some
of them act as primary metabolites, molecules involved in processes such as
respiration, photosynthesis, etc., while other act as secondary metabolites
(chemicals with ecological functions). Beyond their biological functions, some
isoprenoids have a commercial value. In this regard, genetic engineering
represents a powerful tool for directing the biotechnological production of such
compounds. The elucidation of the MEP pathway has represented a quantum
leap for the understanding and manipulation of isoprenoid biosynthesis in plants.
However, much about the regulation mechanisms controlling the flux of
intermediates through the pathway and its coordination with related metabolic
routes remains to be understood.

Key words: Biotechnology, isoprenoids, metabolites, plants, MEP pathway,
Mevalonic pathway.

INTRODUCCION

Como organismos sésiles, las plantas han desarrollado una enorme plasticidad
metabdlica para contender con los distintos cambios en su entorno. Dicha
plasticidad se ve reflejada en la gran variedad de compuestos organicos gque son
capaces de sintetizar (Rodriguez-Concepcion et al., 2004); un buen ejemplo lo
constituye la vasta familia de los isoprenoides, también llamados terpenoides.
que aun al ser producidos por todos los seres vivos (Sacchettini y Poulter, 1997),
cerca del 80% de esta diversidad molecular es exclusiva de los organismos
vegetales (Eisenreich et al., 2001). Debido a su abundancia y variabilidad, los
compuestos isoprénicos desempefian multiples funciones (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Actividades biologicas de los isoprenoides en distintos organismos.

Funciones biologicas

Hormonas
en insectos Feromonas, ecdisona
en mamiferos Testosterona, Progesterona
en plantas Giberelinas,

acido abscisico

Estabilizadores de membrana celular
en bacterias Hopanoides

en eucariotes Esteroles

Transportadores de electrones
en mitocondrias y bacterias purpuras Ubiguinona

en cloroplastos y eubacteria Plastoquinona

Fotosintesis
en plantas Fitol

Carotenoides

Quimicos ecoldgicos
Toxinas de hongos Tricodienos
Atrayentes de polinizadores en plantas Geraniol, limoneno, carotenos

Control de parasitos en plantas Capsidiol (Fitoalexina)
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Su versatilidad funcional los convierte en excelentes candidatos para su
explotacion biotecnolégica e industrial. Algunas aplicaciones biotecnoldgicas
se resumen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Aplicaciones biotecnolégicas de los isoprenoides.

Aplicaciones biotecnolégicas

Medicina
Antioxidantes atocoferol

(vitamina E)
Anticancerigenos Taxol
Antibiéticos Pentaleno, casbeno
Industria
Produccion de polimeros Hule (cis-1,4-polisopreno)

Produccion de fragancias y saborizantes Mentol, citronelol

Produccion agricola Giberelinas
Alimentacion humana f-caroteno (pro-vitamina A)
Produccion de colorantes Astaxantina

Todos los isoprenoides comparten las mismas moléculas sillares: el isopentenil
difosfato (IPP) y su isomero, el dimetilalil difosfato (DMAPP). Estas moléculas
fueron descubiertas por Wallach, quien en 1914 noté que la minima unidad en
la que se podia disectar un producto isoprenoide funcional es una molécula de 5
carbonos (Cuadro 3). Esto le permitio establecer que todos los isoprenoides se
generan por fusiones repetitivas de moléculas de 5 carbonos, conocidas como
unidades isopreno; posteriormente, Ruzicka acufid el término “Regla del Isopreno”
para designar este fendmeno (Ruzicka, 1953). Las unidades isopreno ademas de
tener la capacidad de fusionarse reiteradamente, pueden acoplarse a reacciones
de reduccion, de fosforilacion y de ciclizacion, entre otras, y potencialmente sufrir
rearreglos de su esqueleto carbonado. Los isoprenoides se clasifican por el
numero de unidades de 5 carbonos que los constituyen (Barkovich y Liao, 2001),
(Cuadro 3).
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Cuadro 3.- Composicién y nomenclatura de los isoprenoides.

Unidad isopreno Cs NUmero de unidades Nombre
isopreno
Cs Hemiterpeno
\ / Cio Monoterpeno
Cis Sesquiterpenos Diterpenos
Cao Tetraterpenos
Cao Politerpenos
Cao+n

La via mevalénica y el descubrimiento de la via MEP

En 1950, mediante investigaciones realizadas en animales y levaduras por Bloch,
Cornforth, Lynen y su equipo de trabajo, se descubrié una ruta para la sintesis
de IPP y DMAPP, que por emplear mevalonato fue denominada via mevalonica
(Bloch, 1992).

Desde entonces, una gran cantidad de investigaciones se enfocaron a dilucidar
todas las reacciones de la via del Mevalonato; en la actualidad todas las enzimas
de esta ruta se han caracterizado funcionalmente y han sido identificadas como
citoplasmaticas (Schulte et al., 2000). El precursor inicial de esta via es la Acetil
Coenzima A (acetil-CoA); a partir de este compuesto se origina una serie de
siete reacciones enzimaticas para formar el IPP y DMAPP vy el listado de las
enzimas involucradas en esta via se reunen en el Cuadro 4.

Durante mucho tiempo se asumid a la via mevalénica como ruta universal para
la sintesis de IPP, y por ende, se le consider6 como precursora de todos los
isoprenoides; sin embargo, varios resultados obtenidos a partir de ensayos
realizados en plantas y bacterias no podian ser explicados mediante este proceso.
Uno de los experimentos que dieron evidencia de la existencia de otra ruta y
permitieron cuestionar al mevalonato como Unico precursor del IPP fue realizado
con mevalonato marcado. Dicho experimento se llevé acabo sobre células
vegetales donde se encontré que el [C14]-mevalonato era incorporado pobremente
en isoprenoides ubicados en plastidos, pero lo hacia de modo eficiente en
isoprenoides localizados en el citoplasma (Braithwaite y Goodwin, 1960).

Estudios posteriores con varias especies de plantas mostraron que la mevinolina,
un inhibidor especifico de la HMG reductasa y responsable de sintetizar el
mevalonato, impedia la biosintesis de isoprenoides citoplasmicos, pero no afectaba

143



Rev. Ciencia Forestal en México. Vol. 33. Num. 104. Julio-diciembre de 2008

Cuadro 4. Sustratos y enzimas de la via mevalénica.

Sustratos Enzimas

Acetil —-CoA Acetoacetil-CoA tiolasa (AACT)

Acetoacetil - CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa
(HMGS)

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG- 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa

CoA) (HMGR)

Mevalonato (MVA) mevalonato cinasa (MC)

5-Fosfomevalonato (MVP) 5-fosfomevalonato cinasa (PMC)

5-Difosfomevalonato (MVPP) 5-difosfomevalonato descarboxilasa
(DPMC)

ni la formacion de las clorofilas ni de los carotenoides, ambos isoprenoides
plastidicos (Bach y Lichtenthaler, 1982). La interpretacion que se le dio por mucho
tiempo a los resultados antes mencionados fue que tanto los precursores marcados,
como la mevinolina no podian penetrar en los plastidos.

Actualmente todos los resultados que parecian incongruentes son explicados
a través de la existencia de una ruta independiente para la biosintesis de IPP,
de DMAPP y en consecuencia, de los isoprenoides, es decir, la via del 2C-metil-
D-eritritol-4-fosfato (MEP). Los primeros datos relevantes que condujeron al
descubrimiento de la via MEP proceden de las investigaciones referentes a
la biosintesis de los hopanoides eubacterianos (Flesch y Rohmer, 1988; Rohmer
et al., 1993). En estos experimentos hechos con is6topos radioactivos se encontro
un mismo patrén de marcaje en los distintos compuestos isopréenicos analizados,
estableciéndose asi que los carbonos C-3'y C-5 del IPP provienen del piruvato,
mientras que los carbonos C-1, C-2'y C-4 del gliceraldehido 3-fosfato (G3P). De
esta manera se concluyd que ambos compuestos son los precursores iniciales
de la via MEP (Rohmer et al., 1993; Rohmer et al., 1996).

La via MEP

A la fecha existe informacion sobre todos los pasos enzimaticos de la via no
Mevalonica que conducen hacia la formacién del IPP, asi como de los genes
codificantes para las 7 proteinas participantes de la via MEP (Figura 1).
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El piruvato y el G3P son transformados en 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP),
mediante una reaccion catalizada por una proteina tipo transcetolasa. La
busqueda de la enzima especifica capaz de llevar a cabo dicha reaccion se realizd
mediante la identificacion de secuencias homologas a transcetolasas en las bases
de datos de Escherichia coli Mig. Las conclusiones de este estudio revelaron un
marco de lectura abierto (ORF) de funcion desconocida en el genoma de la
bacteria localizado justo a un lado del gen ispA, que codifica para la enzima
farnesil difosfato y que es necesaria en la biosintesis de algunos isoprenoides.

La presencia de este ORF junto al gen ispA como parte de un mismo operén
sugirié que ambas proteinas podrian estar involucradas en la biosintesis de IPP
y de su isomero.

Dicho marco de lectura abierto se denomin¢ ispB y fue expresado en E. coli
y como se esperaba, la proteina recombinante catalizé la formacion del DXP a
partir del piruvato y el G3P (Sprenger et al., 1997, Lois et al., 1998). En la
actualida esta proteina es llamada 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS).
Se sabe que esta enzima también participa en la biosintesis de las vitaminas
tiamina (B1) y piridoxal (B6) en diferentes organismos a partir del precursor
1-desoxi-D-xilulosa (DX), por lo que la DXS no es una enzima especifica de la
ruta MEP (Kuzuyama, 2002). Se han encontrado secuencias ortdlogas de la DXS
en distintas bacterias y plantas pero no en genomas de animales ni de levaduras.

Esta distribucion fue crucial en la busqueda del resto de los genes y enzimas
de la via MEP. En Arabidopsis thaliana (L) Heynh se aislé una mutante albina,
cuya afectacion estaba en el gen CLAT (llamado asi por Cloroplastos Alterados),
que resulto ser ortdlogo del gen DXS, previamente encontrado en bacterias (Mandel
et al, 1996: Estévez et al., 2000; Araki et al., 2000). Se ha logrado establecer que
el genoma de A. thaliana contiene mas de un gen para la enzima DXS (Rodriguez-
Concepcion y Boronat 2002), pero el resto de las enzimas de la via MEP son
codificadas por genes unicos, como lo evidenciaron analisis consecutivos.

Posteriormente se propuso que a partir del DXP se forma el compuesto
2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) por un proceso de reduccion (Rohmer et al.,
1996). Otros experimentos mostraron que el 2C-metil eritritol (ME) sintetizado
quimicamente era incorporado de forma directa en isoprenoides de E. coli
(Duvold et al., 1997). Posteriormente se identifico en E. coli al gen yaeM (ahora
designado como ispC) (Takahashi et al, 1998) que codifica para la proteina
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR) responsable del segundo
paso catalitico de la via MEP. Después tuvo lugar la identificacion de las enzimas
homologas en plantas como A. thaliana (Schwender et al., 1999).

Para la identificacion del siguiente gen de la via MEP se incubé el producto
MEP marcado radiactivamente con extractos de E. coli, y se purificaron fracciones
enzimaticas en las que se observé un compuesto nuevo que se producia cuando
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la reaccion contenia citidina trifosfato (CTP). Estos resultados condujeron a una
busqueda en la base de datos de enzimas que utilizaran la CTP y propusieron al
gen ygbP de E. coli, cuya funcién era desconocida, como posible candidato.
Ademas, los homdlogos de ygbP se encontraban solamente en los génomas
de eubacterias y plantas, lo que sugiere la posible participacion de este gen en la
via MEP. Para confirmar esta hipotesis, el gen ygbP (ahora llamado ispD) se
sobreexpres6 en E. coli, donde la proteina recombinante purificada convirtio
el compuesto MEP en presencia de la CTP en 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol
(CDP-ME) (Rohdich et al., 1999). Basado en su actividad enzimatica se le dio
el nombre de 4-difosfoctidil-2-C-metil-D-eritritol sintasa (CMS); la misma proteina
recombinante presenta igual funcion en A. thaliana (Rohdich et al., 2000).

Con la informacién previa se realizaron analisis bioinformaticos para reconocer
genes homologos a ispB, ispC e ispD de E. coli. Se encontré un mismo patron
taxonomico de distribucion para los genes anteriormente descritos para la via
MEP, el resultado de la comparacion de genomas de eubacterias y plantas
sefialé un nuevo posible candidato, el gen ychB (ahora llamado ispE). El analisis
de la secuencia de ispE mostré sitios putativos de union para ATP. El gen ispE de
E. coli fue sobre expresado para obtener la proteina recombinante 4-difosfocitidil-
2C-metil-D-eritritol cinasa (CMK), capaz de realizar la fosforilacion (dependiente
de ATP) del compuesto CDP-ME para producir el intermediario 4-difosfocitidil-
2C-metil-D-eritritol 2-fosfato (CDP-MEP) (Luttgen et al., 2000).

Para aislar las siguientes enzimas de la via MEP se llevd a cabo la misma
estrategia: busqueda en las bases de datos de genes candidato que fueran
comunes a los organismos con plastidos. Asi, se identifico a ygbB (ahora
llamado ispF) (Herz et al., 2000). El gen ispF de E. coli fue sobreexpresado y la
proteina recombinante resulté ser la 2-C-metil-D-eritritol-2-4-ciclodifosfato sintasa
(MECS) que participa en la formacion de 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
(ME-cPP) a partir del CDP-MEP. Los homologos en plantas de la MECS
mostraron péptidos putativos con sefial de transporte a plastido (al igual las
enzimas DXS, DXR, CMS y CMK) la cual les permite llevar a cabo su funcion
dentro de dichos organelos (Herz et al., 2000, Luttgen et al., 2000).

El gen de E. coli al que se nombrd gcpE (ispG) fue adscrito a la via MEP
porque estaba conservado en las plantas y en las eubacterias, pero ausente en
otros genomas analizados (Campos et al., 2001). La correspondiente enzima
convierte al intermediario ME-cPP en 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato
(HMB-PP) en E. coli por la enzima 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato
sintasa (HDS) (Wolff et al., 2003). En el genoma de A. thaliana se identifico un
gen homélogo a ispG capaz de complementar la mutante de E. coli deficiente
en ispG. (Querol et al., 2002).

Desde el inicio de su estudio en E. coli se asumi6 que el papel del entonces
denominado gen /ytB (ispH) podria circunscribirse a la via MEP por su
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distribucion taxonomica. Estudios subsecuentes mostraron que una cepa de dicho
microorganismo deficiente en lytB acumula grandes cantidades del compuesto
HMB-PP y que la mutacion en el gen /ytB de eubacterias es letal para
cianobacterias (Cunningham et al., 2000). En E coli, lytB codifica para la enzima
(IDS) que convierte directamente al HMBPP en una mezcla 5:1 de IPP vy
DMAPP (Rohdich et al., 2003). Posteriormente se ratificé su funcién en A. thaliana
(Hsieh y Goodman, 2005). La actividad de esta enzima ha sido identificada
como responsable de la sintesis simultanea de IPP y su isomero (Rodriguez-
Concepcion et al., 2000).

Distribucion filogenética de las vias MEP y mevaldnica

Se piensa que las rutas metabodlicas involucradas en la sintesis de isoprenoides
fueron adquiridas por los organismos muy tempranamente en la evolucién, porque
son las biomoléculas mas antiguas que se conocen. Los hopanoides bacterianos
han sido encontrados en sedimentos fosiles de 2.5 miles de millones de afos de
antigiedad (Summons y Jahnke, 1990).

La historia evolutiva de las enzimas involucradas en las rutas mevalonica y
MEP, asi como la distribucion filogenética de sus genes, sugieren que la primera
tuvo su origen en las arqueobacterias, mientras que la segunda pudo tenerlo
en eubacteria y, por lo tanto, la ruta MEP se heredo exclusivamente a eucariotes
con plastidos, siendo las plantas los Unicos organismos que incorporaron ambas
rutas a su metabolismo. Hoy en dia se ha logrado precisar la distribucion en
la naturaleza de las vias mevaldnica y MEP; un esquema general se muestra
en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Distribucion taxonémica de las vias MEP y Mevalonica.

Via Mevalonica Via MEP
Arqueobacterias X
Eubacterias X
Hongos X
Algas verdes X
Animales X
Plasmodium falciparum X

Plantas superiores X X
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El hecho de que las enzimas de la via MEP no tienen homologia con proteinas
de mamiferos resulta conveniente para el disefio de farmacos contra patbgenos
que poseen plastidos tales como Plasmodium falciparum Welch, el parasito que
causa la malaria; Toxoplasma gondii Nicolle & Mauceaux causante de toxoplasma;
Salmonella enterica Le Minor & Popoff y otros parasitos (Kuntz et al., 2005) asi
como para herbicidas cuyo mecanismo carezca de toxicidad para humanos
(Zeidler et al., 2000; Cornish et al., 2006).

Compartimentaciéon entre las vias MEP y mevaldnica en la célula
vegetal

Las plantas superiores generan en los plastidos sélo una fraccion del total de los
isoprenoides que requieren y el resto lo forman en el citoplasma donde opera
la ruta mevaldnica. La sintesis de sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se
realiza en el citoplasma por la via mevaldnica. En contraste, los monoterpenos,
diterpenos y tetraterpenos son formados exclusivamente en los plastidos por la
via MEP (Figura 1). Se ha sugerido que existe intercomunicacion entre ambas
rutas para el intercambio de algun(os) intermediario(s) entre ellas. Experimentos
de marcaje con [C13]-mevalonato en embriones de la planta Ginkgo biloba L.
mostraron que cerca de 98% de los ginkgolidos, que son diterpenos, fueron
formados a través de la via MEP, y entre 1 y 2 % de los restantes provienen de
la via mevalonica (Arigoni et al., 1997).

Otros experimentos también han sugerido el aporte de la via MEP hacia la via
mevaldnica. La primera es la ruta principal para la biosintesis de ent-kaureno
(precursor para la biosintesis de giberelinas) en A. thaliana.; también se ha
demostrado una contribucion parcial de la via del mevalonato para el mismo fin
(Kasahara et al., 2002). Por su parte Nagata (2002) public6 que el acido
mevalénico restaura de manera parcial la produccion de algunos isoprenoides
plastidicos cuando la via MEP esta bloqueada; sin embargo, el drenado de
una via a la otra es minimo. Ademas, recientemente se publicaron datos
que sugieren que las membranas de los plastidos tienen un sistema unidireccional
de vesiculas para exportar IPP de manera eficiente hacia el citoplasma
vegetal (Bick y Lange, 2003).

CONCLUSIONES

El estudio de la via MEP resulta muy importante tanto por su contribucion a la
sintesis de isoprenoides indispensables para el desarrollo y crecimiento normal de
las plantas, como por la produccién de compuestos de gran interés comercial con
alto potencial biotecnolégico.

149



Rev. Ciencia Forestal en México. Vol. 33. Nim. 104. Julio-diciembre de 2008

De la totalidad de productos isoprénicos con importancia para el hombre
algunos son producidos tnicamente por especies de plantas forestales, tal es el
caso del antineoplasico taxol, que proviene de arboles del género Taxus.

El conocimiento sobre la ruta MEP ha permitido distinguir que los genes
involucrados en la misma codifican enzimas sin homologia con proteinas de
mamiferos. Por tanto dichas proteinas son un blanco ideal para desarrollar
farmacos de amplio espectro antimicrobial, asi como herbicidas cuyo mecanismo
carezca de toxicidad para humanos.

En la célula vegetal las proteinas de la via mevalonica se localizan en
el citoplasma y las enzimas involucradas en la via MEP se importan desde el
citoplasma hacia los plastidos donde llevan a cabo su funcion. Por lo tanto existe
una compartimentacion clara de ambas vias en las plantas.

Se han registrado resultados que apoyan ia idea de que existe intercomunicacion
entre las rutas MEP y mevalonica dentro de la célula de las plantas; sin embargo,
aun faltan por encontrar evidencias concluyentes.
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