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RESUMEN 

 

La Glutatión S-Transferasa (GST) es una enzima que participa en la 

detoxificación de compuestos xenobióticos y además permite el transporte 

intracelular de compuestos endógenos, como las antocianinas en plantas. Las 

antocianinas son pigmentos hidrosolubles, responsables del color rojo, púrpura 

o azul en hojas, flores y frutos. En algunos cultivares de mango se desarrolla un 

rubor rojizo en la cáscara, que se ha atribuido a las antocianinas. El estudio de 

los compuestos participantes en los procesos de pigmentación ayudará a 

comprender el mecanismo de su movilización, el cual aún no se ha esclarecido 

totalmente. El objetivo de este trabajo fue caracterizar una GST de mango  y 

determinar su interacción con antocianinas, como parte del mecanismo de 

transporte de antocianinas a la vacuola. En la presente investigación se 

muestra el análisis de la secuencia aminoacídica de una GST tipo Tau de 

mango (MiGSTU), con una masa molecular de 25.5 kDa. La MiGSTU 

recombinante se sobreexpresó de forma soluble y se purificó por precipitación 

con (NH4)2SO4 seguida de una cromatografía de intercambio aniónico (Q-

Sefarosa). Se determinaron las constantes cinéticas de MiGSTU para sus 

sustratos obteniendo una Km, Vmax y Kcat para CDNB de 0.7918 mM, 80.58 

µM·min-1 y 68.49 s-1  respectivamente y para GSH 0.693 mM, 105.32 µM·min-1 y 

89.57 s-1  respectivamente, mostrando un comportamiento cinético de tipo 

Michales-Menten. La determinación de la interacción con antocianinas se 

realizó por medio de un ensayo de inhibición, con cianidina, peonidina, 

malvidina y delfinidina, observándose una mayor inhibición con cianidina 

(24.39%). Se realizó un análisis bioinformático mediante el Software MOE, 

donde se obtuvo un modelo estructural de la MiGSTU, por homología con una 

GST de trigo (1gwc) y se identificaron los sitios de unión a sustratos (G y H), 

además de los aminoácidos implicados en el transporte de antocianinas (sitio 

L). También se realizó un modelo in silico donde se observaron por medio de 

docking los posibles sitios de unión de las antocianinas en la MiGSTU, los 

cuales concuerdan con el sitio G. Lo anterior, aunado la inhibición de la 
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actividad de GST presentada al utilizar antocianinas en la reacción, sugiere que 

existe una interacción de la MiGSTU con las antocianinas, además de su 

posible función detoxificante. 

 

Palabras Clave: Glutatión S-Transferasa, Sobreexpresión heteróloga, 

Caracterización cinética, Antocianinas y Vacuola. 
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ABSTRACT 

 

The Glutathione S-Transferase (GST) is an enzyme involved in xenobiotics 

detoxification, and also allows endogenous compounds intracellular 

transportation, such as anthocyanins, in plant cells. The anthocyanins are hydro- 

soluble pigments responsible for the red, purple or blue color in leaves, flowers 

and fruits. A red blush color, developed on the peel of some mango cultivars, 

has been attributed to anthocyanins. The study of the participant compounds in 

the pigmentation processes shall help to understand its mobilization mechanism, 

which has not been fully elucidated, yet. The study hereby is aimed to determine 

the interaction between GST and anthocyanins, as a model for studying their 

transportation mechanism to the vacuole. The analysis of a mango Tau class 

GST (MiGSTU) amino acid sequence, with a MW of 25 kDa, is shown in the 

study hereby. The recombinant GSTU was over-expressed in a soluble manner, 

purified by precipitation with (NH4)2SO4, and followed by an anion exchange 

chromatography (Q-sepharose).  

The MiGSTU kinetic constants were determined for their substrates, obtaining a 

Km, Vmax and Kcat for CDNB of 0.7918 mM, 80.58 µM·min-1 and 68.49 s-1, 

respectively, as well as for GSH 0.693 mM, 105.32 µM·min-1 and 89.57 s-1 

respectively, showing a Michales-Menten type kinetic behavior. The 

anthocyanins interaction determination was performed by an inhibition essay 

with cyanidin, peonidin, malvidin and delphinidin; a greated inhibition was 

observed with cyanidin (24.39%).  A bioinformatic analysis was carried through 

the MOE Software, where a MiGSTU structural model was obtained by 

homology with wheat GST (1gwc); moreover, the substrates binding sites (G 

and H) were identified, in addition to the aminoacids involved in anthocyanin 

transportation (L site). An in silico model by docking, where the potential 

anthocyanins binding sites in the MiGSTU were observed, was also performed, 

which are in accordance with the G site. An interaction of the MiGSTU with the 

anthocyanins is suggested by this, along with the GST activity inhibition 
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revealed as anthocyanins were used in the reaction, besides the possible 

detoxifying function of mango Tau class GST. 

Keywords: Glutathione-s-Transferase, heterologous overexpression, kinetic 

characterization, anthocyanins and vacuole. 
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INTRODUCCIÓN 

 

      Las enzimas son proteínas con actividad catalítica que participan en 

diferentes reacciones producidas en todas las células procariotas y eucariotas. 

Las propiedades bioquímicas, termodinámicas y cinéticas de las enzimas son 

de gran importancia para su clasificación y comprensión de su actividad in vivo 

(Mueller et al., 2000). El estudio de la actividad de las enzimas tiene 

implicaciones prácticas en la industria, medicina, agricultura y en la producción 

de alimentos (Edwards et al., 2000).  

       Las Glutatión-s-Transferasas (GSTs) constituyen un grupo de enzimas 

presentes en diversas especies de bacterias, animales, insectos y plantas. Su 

principal función es la detoxificación de xenobióticos mediante su conjugación 

con glutatión (Chronopoulou et al., 2012). Otras funciones reportadas para 

estas enzimas son la transducción de señales, la protección contra daños del 

ozono y metales pesados, entre otras. En plantas se han identificado siete 

clases diferentes de GSTs de las cuales solo dos, tau (GSTU) y phi (GSTF), 

son exclusivas de las plantas, siendo la clase tau la más abundante (Lan et al., 

2009).  

     Además de las funciones mencionadas se ha reportado que las GSTs 

actúan como proteínas acompañantes no enzimáticas (ligandinas), que 

permiten el transporte intracelular de compuestos endógenos en plantas. Dentro 

de sus ligandos naturales en las plantas se incluye a pigmentos vegetales como 

las antocianinas. Una vez sintetizadas en el citoplasma las antocianinas 

necesitan ser transportadas a la vacuola, lo cual se puede realizar a través de 

dos mecanismos: el  transportador ligandina (LT) mediado por GST y el 

transporte vesicular (VT).  

El estudio de la movilización de estos compuestos coloridos, como las 

antocianinas, se vuelve más interesante en plantas y frutos donde el color es 
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primordial, como el mango, que es una de las frutas tropicales más importantes 

debido a sus excelentes características sensoriales (Ploy, 2006). Al ser un fruto 

climatérico tiene una maduración acelerada, que se caracteriza por cambios 

notables en la coloración (Neidhart et al., 2007). Algunas variedades de mango 

desarrollan un característico rubor rojizo de la cascara, que se ha atribuido a las 

antocianinas (Singh et al., 2013).  

Los cambios durante la maduración afectan la composición de los 

pigmentos, por lo que es necesario comprender el mecanismo de movilización 

de estos pigmentos en las células vegetales de los frutos. El estudio de los 

compuestos participantes en estos procesos de pigmentación, tales como las 

GSTs, nos ayudará a comprender el mecanismo de su movilización, el cual aún 

no se ha esclarecido totalmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3 
 

 

 

 

  ANTECEDENTES 
 
 

 
Glutatión S-Transferasa 

 

      Las Glutatión S-transferasas (GST, EC 2.5.1.18) o transferasas de 

glutatión, son un grupo heterogéneo de enzimas detoxificantes celulares, que 

catalizan la conjugación del tripéptido glutatión (Glu-Cys-Gly) con compuestos 

electrófilos reactivos. Entre estos se incluyen tanto compuestos endógenos 

como exógenos (xenobióticos), que son dirigidos a sitios específicos ya sea 

intra  o extracelularmente (Marrs, 1996; Kampranis et al., 2000; Conn et al., 

2008; Dixon y Edwards, 2010; Chronopoulou et al., 2012). Las GSTs son 

proteínas ubicuas, mayormente citosólicas, que se encuentran como dímeros 

de alrededor de 50 kDa, de las que existen diferentes clases (Dixon et al., 2002; 

Dixon et al., 2002). Algunas funciones de las GSTs son la detoxificación de 

herbicidas, transducción de señales, protección de plantas contra daños del 

ozono, metales pesados y xenobióticos (Mohsenzadeh et al., 2011).  

     La GST se requiere para la detoxificación de diversos sustratos 

exógenos, incluyendo muchos fármacos administrados a los animales y 

herbicidas aplicados a las plantas (Conn et al., 2008). Especies tolerantes o 

susceptibles a un amplio espectro de herbicidas (por ejemplo, triazinas, 

acetanilidas, tiocarbamatos) se caracterizan por tener niveles altos y bajos de 

GST, respectivamente (Lamoureux y Rusness, 1993); también, se ha reportado 

un aumento en la actividad específica de GST en respuesta a algún tratamiento 

herbicida (Edwards y Cole, 1996; Chronopoulou et al., 2012). 

 

 



 
 

4 
 

Actividad Catalítica de GST 

 

      Todas las GSTs tienen una amplia versatilidad catalítica, debido a la 

variabilidad de su dominio C-terminal que le confiere características específicas 

a cada clase de GST. Reaccionan mediante un ataque nucleofílico, casi con 

cualquier compuesto hidrofóbico que contenga un átomo electrofílico, como 

carbono (C), nitrógeno (N), azufre (S) y oxígeno (O). Cuando el ataque 

nucleofílico es sobre C, las GSTs actúan como S-alquiltransferasa, S-

ariltransferasa, S-epoxidotransferasa o S-alquenotransferasa, de acuerdo al 

radical que transfieren; en ésteres orgánicos de nitrato, éste ataque ocurre 

sobre N; en tiocianatos orgánicos y disulfuros es sobre S, y en peróxidos 

orgánicos el ataque ocurre sobre O (Contreras-Vergara, 2007). Las GSTs 

catalizan la adición nucleofílica del glutatión en su estado reducido (GSH) a 

compuestos electrófilos por medio de mecanismos SN2, adición de Michael o 

SNAr (Silverman, 2000). En la Figura 1 se muestra la reacción que cataliza GST 

utilizando a GSH como su sustrato natural y CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno) 

como sustrato modelo de un xenobiótico. 

 

 

 

Figura 1. Reacción catalizada por GST. Se muestran la conjugación del  glutatión 
reducido (GSH) y el sustrato modelo CDNB (1-Cloro-2,4-dinitrobenceno), 
formando el producto conjugado GS-DNB. 

 

 

 

CDNB GS-DNB 
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Características Estructurales 

A pesar de la baja identidad global entre las secuencias de las diferentes 

clases de GST, todas sus estructuras tienen un plegamiento similar. En la 

Figura 2 se muestra la estructura general de las GSTs, las cuales se 

encuentran naturalmente en forma de homodímero. Cada monómero consiste 

en dos dominios, el dominio N-terminal  (dominio I, de los residuos 1 a 80) y el 

dominio C-terminal (dominio II, aproximadamente dos tercios de la proteína) 

(Wilce y Parker, 1994). Se han identificado dos sitios de unión a ligandos por 

subunidad, que son un sitio de unión específico a glutatión (sitio G), construido 

principalmente de los residuos del dominio I, y el sitio de unión al sustrato 

hidrofóbico (sitio H), que se forma principalmente por residuos con cadenas 

laterales no polares situadas en el dominio II (Mohsenzadeh et al., 2011). El 

dominio N-terminal es bastante conservado y contiene los residuos específicos 

críticos para la actividad catalítica y de unión al GSH.  

 

 

Figura 2.  Estructura  general de una GST unida a CDNB. (a) Representación en  
listón/superficie de una subunidad de GST típica (Z. mays GSTF1, 1BYE pdb), con el 

dominio amino-terminal en verde, la región de engarce en rojo, el dominio carboxilo-
terminal en azul y la superficie de la proteína en gris. Se muestra un conjugado de 
GSH-antrazina en representación de bolitas y palitos en el sitio de unión a GSH (sitio G 
en amarillo) y el sitio hidrofóbico (sitio H en azul). (b) Representación en 
listón/superficie del homodímero de ZmGSTF1, las subunidades se muestran en azul y 
púrpura (Dixon et al., 2002).  
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En general se supone que la amplia especificidad de sustrato de las 

GSTs citosólicas se correlaciona con la flexibilidad estructural, que permite el 

reconocimiento de diversas estructuras con un costo energético mínimo (Hou et 

al., 2007). Según los estudios cinéticos, la eficiencia catalítica de la GST hacia 

xenobióticos es relativamente baja, comparada con la afinidad hacia el GSH 

(Armstrong, 1997; Hayes et al., 2005). 

  

 

Isoenzimas de la GST 

 

    Las GSTs citosólicas se han clasificado en diferentes clases, que se 

encuentran en mamíferos, plantas, insectos, parásitos, hongos y bacterias 

(Chelvanayagam et al., 2001; Ketterer, 2001). En los mamíferos, las 

subunidades de GST se clasifican en las siguientes clases: alfa, mu, pi, sigma, 

theta, kappa y zeta (Figura 3) (Dixon et al., 1998; Hayes et al., 2005; 

Mohsenzadeh et al., 2011), basándose en la identidad de los aminoácidos, 

inmuno-reactividad cruzada y la especificidad por el sustrato (Conn et al., 2008; 

Mohsenzadeh et al., 2011). En las plantas se han reportado principalmente 

GSTs de las clases theta, zeta, phi y tau, siendo phi y tau las más abundantes, 

las clases theta y zeta también se encuentran en mamíferos. Además de las 

GSTs de plantas mencionadas, también se han reportado las isoformas lambda, 

dehidroascorbato reductasa (DHAR) y deshalogenasa tetraclorohidroquinona 

(TCHQD), obteniendo siete clases distintas en plantas (Edwards y Cole, 1996; 

Dixon et al., 2002; Lan et al., 2009; Chronopoulou et al., 2012).  

También existe un grupo de GSTs microsomales, la cuales son proteínas 

asociadas a la membrana celular que participan en el metabolismo de glutatión 

(Dixon et al., 2002; Mohsenzadeh et al., 2011). Las plantas también contienen 

genes que codifican GSTs microsomales, que aunque no están relacionadas 

con la principal superfamilia de GSTs, tienen actividad similar dependiente de 
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glutatión. En la Figura 4 se presentan las isoformas de GST con sus principales 

funciones, destacando la función ligandina o acompañante de las clases 

exclusivas de plantas tau y phi. 

 

 

Figura 3. Representación de las estructuras de diferentes clases de GST. Las 
GSTs específicas para los mamíferos (alfa, mu, sigma y pi) tienen un fondo azul, la 
GST específica de bacterias (beta) con fondo blanco, GSTs específicas de plantas (phi 
y tau) de color amarillo, y las GSTs que tienen contrapartes en los animales y las 
plantas (theta y zeta) tienen fondos verdes. Aunque hay poca similitud de secuencia 
entre enzimas de diferentes clases, hay conservación significativa en la estructura 
general. Figura modificada de Dixon et al. (2002) y Thom et al. (2002). 
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Figura 4. Isoenzimas de GST y sus principales funciones (Yilmaz, 2006). 

 

 

GST en Plantas 

 

      Las plantas contienen una gran variedad de proteínas de unión a 

glutatión, incluyendo liasas de glutatión, peroxidasas, reductasas, y S-

transferasas (GST) (Marrs, 1996). Las GSTs comprenden una gran familia de 

enzimas, que constituyen aproximadamente del 1-3% de la proteína soluble en 

las células vegetales (Marrs, 1996). En plantas las GSTs involucradas en las 

reacciones de detoxificación, también se han estudiado por su capacidad de 

conducir a la captura vacuolar de sustratos conjugados con el glutatión, tales 

como los herbicidas los cuales son ampliamente utilizados en la agricultura 

(Mueller et al., 2000).  

      Las GSTs como proteínas acompañantes no enzimáticas (ligandinas), 

permiten el transporte intracelular de compuestos endógenos (Marrs et al., 

1995; Dean, JD et al., 2005). Dentro de las plantas, estos ligandos incluyen a 

pigmentos vegetales como las antocianinas (Marrs et al., 1995; Mueller et al., 



 
 

9 
 

2000; Lederer y Böger, 2005). La actividad de las GSTs se ha caracterizado en 

muchas plantas, incluyendo maíz (Dixon et al., 1997), trigo (Edwards y Cole, 

1996), tabaco (Droog et al., 1995), soya (Andrews et al., 1997), cebada 

(Romano et al., 1993), garbanzo (Hunaiti y Ali, 1990), cacahuate (Lamoureux et 

al., 1981), sorgo (Dean et al., 1990)  y caña de azúcar (Singhal et al., 1991).  

Hasta la fecha, se han resuelto las estructuras cristalinas de más de 300 

GSTs solubles en diferentes tipos de organismos, todas reportadas en el PDB 

(Protein Data Bank). El análisis de genes y los proyectos de genómica indican 

que las plantas tienen más de 40 genes que codifican para GSTs y que las 

proteínas pueden compartir tan solo un 10% de identidad en sus aminoácidos 

(McGonigle et al., 2000). Además se ha reportado que el número de exones es 

diferente para cada clase de GST. Por ejemplo, los genes que codifican para la 

clase phi  de GST contienen tres exones y para la clase tau contienen dos, 

mientras que en la clase zeta, que catalizan reacciones isomerasa, tienen diez 

exones en sus genes. Muchos de los genes de GST están presentes en 

unidades de repetición en los cromosomas de las plantas (Edwards et al., 2000; 

Mohsenzadeh et al., 2011). 

La mayoría de los estudios sobre GSTs se centran en la caracterización 

enzimática, son pocos los estudios donde se abordan otras temáticas asociadas 

a la GST, como la señalización y el transporte de compuestos endógenos de la 

planta. Se conoce que las clases phi y tau de GST pueden ser inducidas por 

tratamientos que invocan reacciones de defensa de las plantas, así como por el 

estrés osmótico y temperaturas extremas (Marrs, 1996). Lo anterior sugiere que 

las GSTs están profundamente involucradas en el metabolismo de la planta 

durante la senescencia (Kunieda et al., 2005). 

        En un estudio realizado en Phaseolus vulgaris (frijol) por Chronopoulou et 

al. (2012), el tratamiento con el herbicida ariloxifenoxipropiónico fluazifop-p-

butilo, resultó en la inducción de la actividad de GST; además, se identificaron 

tres isoenzimas de GST inducibles. El análisis de los clones de ADNc demostró 

que las secuencias  deducidas de aminoácidos comparten una alta homología 
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con GSTs que pertenecen a las clases phi y tau. Los resultados mostraron que 

las GSTs inducidas con el herbicida fluazifop en P. vulgaris (PvGSTs) catalizan 

una amplia gama de reacciones y exhiben una variada especificidad de 

sustrato. Estos resultados proporcionan nuevos conocimientos sobre la 

diversidad catalítica y estructural de las GSTs y el mecanismo de detoxificación 

utilizado por P. vulgaris (Chronopoulou et al., 2012). 

 

Transporte de Antocianinas 

 

     La función de ligandina de las GSTs se ha asociado con el transporte de 

flavonoides a la vacuola, principalmente de las antocianinas, las cuales tienen 

implicación en el color de las plantas y frutos. Además del transporte de 

antocianinas a la vacuola mediado por ligandinas, se ha reportado un transporte 

asociado a vesículas. En diversas plantas modelo como Arabidopsis se han 

identificado las enzimas que participan en la ruta biosintética de las 

antocianinas y transportadores del tonoplasto, que ayudan a la acumulación de 

pigmentos dentro de la vacuola. 

  

 

Función de las Antocianinas 

  

      Los flavonoides son los polifenoles más abundantes en nuestra dieta; 

son metabolitos secundarios característicos de las planta superiores, que 

juegan un papel importante en la protección contra el estrés (Lepiniec et al., 

2006; Kitamura et al., 2012). Los flavonoides se pueden dividir en varias clases, 

dependiendo de su grado de oxidación como las flavonas, isoflavonas, 

flavonoles, flavanoles, antocianinas y protoantocianidinas. Estos se han 

encontrado en una diversidad de plantas, con funciones fisiológicas importantes 

como el transporte de auxinas (Winkel-Shirley, 2001), contribuyendo a la 
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adaptación individual de la planta en entornos variables (Kitamura et al., 2012). 

Las antocianinas y proantocianidinas (PA) son dos pigmentos importantes de la 

planta, pertenecientes a la familia de los flavonoides, que comparten 

intermediarios comunes hasta la formación de antocianidinas (Li et al., 2011). 

Las antocianidinas son sometidas a múltiples modificaciones que incluyen la 

glicosilación, la metilación y la acilación (Pourcel et al., 2010) obteniendo una 

gran diversidad de estructuras.  

      Las antocianinas son una de las principales clases de pigmentos de las 

plantas  con múltiples funciones ecofisiológicas (Grotewold, 2006; Poustka et 

al., 2007), que forman pigmentos de color rojo, azul o violeta en un pH bajo, el 

cual se logra en la vacuola (Mueller et al., 2000; Gomez et al., 2011). En 

muchas plantas las antocianinas se concentran en inclusiones vacuolares de 

antocianinas (AVI) (Conn et al., 2003; Conn et al., 2008) donde se intensifica el 

color (Poustka et al., 2007). Se desempeñan como atractivos visuales para los 

polinizadores y diseminadores de semillas, que pueden participar en la 

protección contra estrés biótico y abiótico (Conn et al., 2008). Las antocianinas 

son sintetizadas por varios complejos de enzimas que se localizan en la cara 

citoplásmica del retículo endoplásmico (ER) (Winkel, 2004), y luego se 

transportan a la vacuola (Figura 5) (Conn et al., 2008; Gomez et al., 2011; 

Chronopoulou et al., 2012). 

      Los avances en las técnicas de biología molecular han hecho posible la 

identificación de genes participantes en la ruta biosintética de las antocianinas, 

no solo en plantas modelo como Arabidopsis y maíz, sino también en especies 

ornamentales importantes como la petunia (Koes et al., 2005). Se han 

identificado muchos de los genes que codifican para enzimas estructurales de 

la biosíntesis de antocianinas, así como sus factores de transcripción, y en 

consecuencia, se acepta que la ruta fundamental de la biosíntesis en 

antocianinas se conserva en el reino vegetal (Kitamura et al., 2012). Al igual 

que los genes de la biosíntesis de antocianinas se han identificado 
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transportadores (ABC, MATE y MRP), proteínas y enzimas como la GST 

involucradas en el transporte de las antocianinas a la vacuola. 

 

   

Figura 5. Ruta biosintética de protoantocianidinas (PA) y antocianinas en 
Arabidopsis. Las líneas punteadas indican regiones de la ruta que no están bien 
definidas. Tomado y modificado de Li et al. (2011). 

 

 

Transporte de Antocianinas a la Vacuola 

 

      Las plantas acumulan grandes cantidades de compuestos especializados 

que necesitan ser transportados adecuadamente y almacenados hasta su 

utilización. Hasta ahora, existe un gran contraste con el conocimiento del 

metabolismo de la planta y sus rutas metabólicas (Buchanan et al., 2000), 

debido a que se conoce poco sobre los mecanismos utilizados por las plantas 
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para transportar y secuestrar compuestos especializados. Esta falta de 

conocimiento en el transporte de antocianinas a la vacuola puede obstaculizar 

los esfuerzos futuros para manipular racionalmente las rutas metabólicas de la 

planta obteniendo plantas con mejores características organolépticas (Pourcel 

et al., 2010). 

      Las antocianinas una vez sintetizadas deben ser transportadas y 

compartimentadas por la planta, acumulándose en la vacuola, esta localización 

es necesaria para evitar la oxidación y para que la planta pueda sobrevivir 

(Marrs, 1996; Mueller et al., 2000). El mecanismo de transporte de las 

antocianinas a la vacuola ha sido debatido por mucho tiempo, con numerosos 

modelos propuestos, como el transporte mediado por vesículas o transporte 

mediado por membranas (Grotewold y Davies, 2008; Gomez et al., 2011). 

Existe evidencia del tráfico mediado por vesículas, en donde las vesículas 

llenas de antocianinas y otros flavonoides viajan del RE al tonoplasto (Poustka 

et al., 2007; Gomez et al., 2011). 

      Para el transporte de antocianinas a la vacuola se han propuesto dos 

modelos: El transportador ligandina (LT) y los modelos de transporte vesicular 

(VT) (Grotewold y Davies, 2008). El modelo LT se basa en gran medida en la 

observación de las mutaciones en algunos genes de GST, tales como los genes 

del maíz (BZ2), petunia (AN9) y Arabidopsis (TT19), para inferir la localización 

vacuolar de las antocianinas. Curiosamente, la actividad enzimática de GST no 

se requiere para el secuestro vacuolar de antocianinas dependientes de GSTs, 

debido a que sirven como ligandinas, necesarias para la escolta de 

antocianinas, tales como cianidina 3-O-glucósido (C3G), desde el RE al 

tonoplasto (Mueller et al., 2000).  

     En la vacuola las antocianinas se distribuyen de manera uniforme en el 

lumen, sin embargo, en muchas especies de plantas, se acumulan en las 

estructuras subvacuolares discretas (Grotewold y Davies, 2008). Una de estas 

estructuras son los antocianoplastos, que han sido descritos como estructuras 

esféricas unidas a la membrana intravacuolar. En plántulas de rábano se 
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visualizaron antocianoplastos como vesículas membranosas citoplasmáticas 

llenas de antocianina. Otras estructuras llamadas AVI (Inclusiones Vacuolares 

de Antocianinas), se han observado en plantas de Arabidopsis inducidas a 

acumular una gran cantidad de antocianinas (Pourcel et al., 2010). 

      Dos grandes familias de transportadores, los ABC (ATP Binding 

Cassette) y MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) están 

involucrados en el transporte de antocianinas a la vacuola en el maíz (Goodman 

et al., 2004), Arabidopsis (Marinova et al., 2007) y vid (Gomez et al., 2009), pero 

su mecanismo aún no está del todo claro (Gomez et al., 2011). La identificación 

de la proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos de maíz 

(ZmMRP3) localizada en el tonoplasto, forma parte del modelo que implica 

proteínas portadoras y de transporte en el tráfico de antocianinas a la vacuola 

(Goodman et al., 2004; Poustka et al., 2007).  

      Recientemente, se ha sugerido la participación de diferentes proteínas de 

la membrana en los mecanismos de transporte de antocianinas en vid  y en la 

leguminosa Medicago truncatula. Estas proteínas, anthoMATE1 y anthoMATE3 

en vid (Gómez et al., 2009) y MATE2 en M. truncatula (Zhao et al., 2011), se 

clasifican como proteínas trasportadoras de la familia MATE. El descubrimiento 

de los diferentes transportadores vacuolares embebidos en su tonoplasto puede 

ayudar a desarrollar un modelo del transporte de las antocianinas más exacto 

donde se puede determinar el rol de la GST como ligandina. 

 

Función de la GST en el Transporte de Antocianinas a la Vacuola 

 

El transporte de antocianinas asociado a GSTs se ha identificado en 

diversas especies de plantas, como en petunia (Alfenito et al., 1998), en clavel 

(Mueller et al., 2000; Larsen et al., 2003), en Arabidopsis (Li et al., 2011), en vid 

(Conn et al., 2008), en perilla (Yamazaki et al., 2008) y en ciclamen (Kitamura et 

al., 2012).  
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      La función de la GST en el transporte de antocianinas se ha estudiado 

mediante el uso de mutantes y GSH marcado con [35S] (Mueller et al., 2000). En 

este trabajo la mutante knockout BZ2, cuando se complementaba con Bz2 y se 

exponía a GSH marcado, produciendo compuestos etiquetados con 35S que 

migraron con las antocianinas, sugiriendo una glutationación covalente in vivo. 

En base a estos  resultados, se propone un nuevo modelo donde la GST 

participa en el secuestro vacuolar de flavonoides. Mueller y colaboradores 

(2000) sugieren que AN9 (petunia) y BZ2 (maíz) son proteínas citoplasmáticas 

"escolta" para antocianina, y que el secuestro se lleva a cabo sin la formación 

de un conjugado de GSH en el citoplasma. En este sentido BZ2 y AN9 

funcionan como ligandinas, cuya actividad de unión in vivo es necesaria, pero 

no cataliza directamente cualquier conversión enzimática (Edwards et al., 

2000). 

      En la mutante knockout de GST BZ2 se observó una acumulación de 

antocianinas en el citosol (Mueller et al., 2000; Conn et al., 2008). Esta mutante 

mostró una pigmentación de marrón a bronce en las semillas, resultado de la 

interrupción de la capacidad de secuestrar antocianina en la vacuola (Marrs et 

al., 1995; Poustka et al., 2007; Li et al., 2011).  

      En Arabidopsis, las mutantes de la proteína TT19 (Transparent Testa19) 

que ha sido identificada como GST con actividad ligandina, afectan tanto la 

acumulación de antocianinas en los tejidos vegetativos como la acumulación de 

proantocianidinas (PA) en la testa.  La mutante TT19 tiene un fenotipo particular 

en la testa, donde precursores de PA se acumulan en estructuras 

citoplasmáticas envueltas en una membrana (Poustka et al., 2007). Los 

resultados obtenidos con las mutantes TT19, AN9 y BZ2 son el sustento de la 

participación de la GST en el transporte de antocianinas a la vacuola, sin 

embargo se continúa realizando estudios a nivel molecular para esclarecer el 

mecanismo por el cual se unen estos pigmentos a la GST.  
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El Mango como Modelo de Estudio 

 

Importancia del Mango 

 

      El mango es una de las frutas tropicales más importantes del mundo. 

Pertenece a la familia Anacardiaceae y su nombre científico es Mangifera indica 

L. (Salazar-Cisneros, 2000). Es originario de la India, pero fue introducido a 

nuestro país a través de los españoles en 1779. Como es el caso de muchos 

otros frutos, como el plátano y el limón, a pesar de no ser un cultivo nativo ha 

ocupado un lugar primordial en México (Gómez-Tagle, 2005). Por sus 

excelentes características sensoriales, el mango tiene gran demanda en todos 

los mercados (Ploy, 2006), siendo uno de los principales frutos exportados por 

México.  

     El peso del mango varía desde 150 g hasta 2 kg. Su forma también es 

variable, pero generalmente es ovoide-oblonga, notoriamente aplanada, u 

obtusa a ambos extremos. El color puede estar entre, verde, amarillo y 

diferentes tonalidades de rosa, rojo y violeta. La cascara es gruesa, 

frecuentemente con lenticelas blancas prominentes; la carne es jugosa y 

sabrosa, de color amarillo o anaranjado. Cada fruto de  mango consta de una 

sola semilla, de forma ovoide u oblonga y están rodeadas por un endocarpio 

grueso y lechoso con una capa fibrosa externa, que se puede extender dentro 

de la carne (Gómez-Tagle, 2005). 

      El mango tiene diversas variedades comerciales, las más importantes 

son: Haden, Kent, Keitt, Tommy Atkins y Ataulfo. Por su sabor, resistencia y su 

relativa larga duración, estas variedades tienen aceptación reconocida y 

probada en el mercado internacional. En la actualidad ocupa el puesto 5 en la 

producción total mundial entre los principales cultivos frutales y el tercero entre 

los tropicales inmediatamente detrás del plátano y la piña, su cultivo se realiza 



 
 

17 
 

en más de 100 países (FAO, 2004). Es considerado actualmente como un 

producto exótico, y dentro de este grupo es la principal fruta producida 

mundialmente (Gómez-Tagle, 2005). 

Al ser un producto altamente perecedero, requiere un traslado rápido 

debido a su acelerada maduración. Dicha maduración se caracteriza por 

cambios en la coloración, producción de compuestos volátiles, degradación del 

almidón y síntesis de azucares (Neidhart et al., 2007). El color es una 

característica sensorial del mango indicativa de una buena calidad del fruto. El 

mango Haden es un fruto con gran atractivo visual con un color verde y amarillo 

con visos de rojo a obscuro los cuales son atribuidos a los pigmentos clorofila, 

carotenos y antocianinas. Los cambios durante la maduración afectan la 

composición de los pigmentos, que es uno de los atractivos de este fruto, 

siendo interesante comprender el mecanismo de la pigmentación en el mango, 

tanto en la cáscara como en la pulpa del fruto.  

 

Pigmentos en el Mango 

 

      Los cambios de color en frutos de mango se deben a la desaparición de 

clorofila y aparición de otros pigmentos. Los cloroplastos se transforman en 

cromoplastos que contienen pigmentos de color amarillo o rojo (Parikh et al., 

1990). Los diferentes pigmentos son antocianinas y carotenoides, tales como 

ésteres de xantofila, β-caroteno, licopeno y xantofilas, que se acumulan en la 

vacuola (Lizada, 1993). Dependiendo de la variedad y la acumulación de 

pigmento, el color de la cáscara puede cambiar de color verde oscuro a rojizo, 

amarillo-anaranjado o amarillento. Algunos cultivares desarrollan un rubor 

rojizo, que se ha atribuido a las antocianinas (Singh et al., 2013). 

      La pulpa de la fruta del mango contiene altas concentraciones de 

carotenoides (hasta 9 mg 100 g-1), causando el desarrollo de un amarillo 

intenso a naranja. En cultivares de color amarillo, carotenoides y xantofilas son 
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los pigmentos predominantes, mientras que las antocianinas se producen en la 

cascara de algunos cultivares con tonalidades rojas (Proctor y Creasy, 1969; 

Singh et al., 2013). Durante el desarrollo del mango, los fenoles totales 

aumentan en la cáscara y en la pulpa en todas las etapas (Lakshminarayana, 

1980), con un contenido de polifenoles totales en la cáscara del mango de 

4,066 mg/kg de peso seco (Berardini et al., 2005). Las antocianinas han sido 

identificadas en la cáscara de mango y estimadas en un rango de 203 a 565 

mg/100g (peso fresco) dependiendo de la variedad y el estado de madurez 

(Berardini et al., 2005; Masibo y He, 2008). 

      Investigaciones recientes han demostrado que la cáscara de mango de la 

variedad Tommy Atkins contienen un gran número de flavonoles O- y xantonas 

C-glicósidos (Schieber et al., 2003), que corroboran los resultados de otro 

estudio del perfil fenólico de un puré de mango comercial (Schieber et al., 

2000). Berardini y colaboradores (2005), realizaron el perfil del contenido de 

flavonoides en mango, encontrando 14 tipos de antocianinas diferentes, con 

una variación del contenido total de antocianinas, en las cáscaras de cultivares 

de mango de color rojo, de 211 (Mango R2E2) a 3719 (Tommy Atkins) µg/kg de 

peso seco (Tabla 1). Las antocianidinas hexosas se encontraron presentes en 

cantidades más altas en todas las muestras (Berardini et al., 2005). En la Tabla 

2 se muestra el contenido de antocianinas en la cáscara de 2 variedades de 

mango maduro e inmaduro, encontrando en un rango de 203 a 326 mg/100 g 

en cáscara inmadura y 360 a 565 mg/100 g en cáscara madura (Ajila et al., 

2007). 
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Tabla 1. Contenido de antocianinas en cáscara de cultivares de mango color rojo.  
Fuente: Berardini et al. (2005). 

 

  Cianidin 3-O-

galactósido 

Antocianidina 

hexosa 

Antocianinas 

totales 

Tommy Atkins 234 ± 15 3485 ± 290 3719 ± 291 

R2E2 ND
a
 211 ± 7 211 ± 7 

Kent 85 ± 4 422 ± 2 507 ± 5 

José 4 ± 2 279 ± 20 283 ± 20 

Haden 206 ± 10 1488 ± 15 1694 ± 18 

Heidi 1165 ± 99 1755 ± 90 2930 ± 134 

a
 ND, no detectado 

 

 

 

 

Tabla 2. Contenido de fenoles totales, carotenoides y antocianinas en extracto de 

acetona en cáscara de mango. Fuente: Ajila et al. (2007). 

Variedad 

Contenido de 

Fenoles Total 

(mg/100g) 

Contenido de 

Carotenoides 

(mg/100g) 

Contenido de 

Antocianinas 

(mg/100g) 

Raspuri  inmadura 10,970 ± 82
d
 7.35 ± 0.053

a
 203 ± 5.03

a
 

Raspuri  madura 10,000 ± 19
c
 4.36 ± 0.022

d
 360 ± 6.54

b
 

Badami inmadura 9,018 ± 57
b
 8.10 ± 0.047

b
 326 ± 3.05

c
 

Badami madura 5,467 ± 15
a
 19.40 ± 0.026

c
 565 ± 3.51

d
 

 

 

GSTU de Mango 

 

     El mango es un fruto muy estudiado por su gran contenido de 

compuestos antioxidantes, productos del metabolismo secundario, como las 

antocianinas. Sin embargo, aún no existen reportes de esta familia de enzimas 

ni de sus genes en mango. Recientemente en nuestro grupo de trabajo, a partir 
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de una genoteca de mango Haden, se ha identificado un gen que codifica para 

una GST clase tau (MiGSTU). Esta secuencia tiene un ORF de 690 nucleótidos, 

que codifican para una proteína deducida de 230 aminoácidos, con un peso 

molecular aproximado de 25.5 KDa, que corresponde al tamaño de algunas 

GSTs reportadas. En la secuencia de MiGSTU se identificaron por 

comparación con otras secuencias de GST depositadas en el GenBank (Figura 

6), las regiones reportadas como sitio G y sitio H, las cuales son características 

en las GSTs de todas las clases y en todos los organismos. El sitio G en 

MiGSTU se localiza más hacia el amino terminal, el cual se encuentra entre los 

aminoácidos 14 y 69. El sitio H se localiza entre los aminoácidos 106 y 120, los 

cuales se encuentran más hacia el extremo carboxilo terminal.  

      Conn y colaboradores (2008) realizaron un estudio de las secuencias de 

cuatro GSTs de V. vinifera, donde reportan siete aminoácidos que se cree que 

tienen participación en el transporte de antocianinas. También existen estudios 

donde se reporta, además del sitio H y sitio G, un dominio al que denominan 

sitio L, al cual se le atribuye la función de ligandina (McTigue et al., 1995; Ji et 

al., 1996; Oakley et al., 1999; Conn et al., 2008). Sin embargo, no existe 

evidencia clara que afirme que los aminoácidos asociados al transporte de 

antocianinas pertenecen al sitio L de la GST (Conn et al., 2008). En la Figura 7 

se muestra un alineamiento de la MiGSTU, con las secuencias aminoacídicas 

de diferentes GSTs de uva relacionadas con la función de ligandina. En este 

alineamiento se muestra que la MiGSTU, tiene cinco de los 7 aminoácidos 

asociados al sitio L, los otros dos aminoácidos tienen características químicas 

similares. Lo anterior, sugiere que la MiGSTU podría tener actividad de 

ligandina, al compartir dominios similares con GSTs que realizan esta función. 

Sin embargo, es necesario un estudio más profundo para conocer la interacción 

de esta GSTU con antocianinas, que pueda explicar su movilización en la 

célula. 
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Figura 6. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de GSTs. MiGSTU se alineó 
con otras secuencias donde se ha reportado la presencia del sitio L (función de 
ligandina). Se muestra una secuencia de Vitis vinifera identificada como VvGSTU17 
(GeneBank XP_002273830), dos secuencias de Populus trichocarpa, PtGSTU5 y 

PtGSTU22 (ADB11375.1 y ADB11320.1 respectivamente); una secuencia de 
Diospyros kaki, DkGSTU1; tres secuencias de Arabidopsis thailiana, AtGSTU18, 
AtGSTU16 y TT19 (AEE28570.1,  AEE33605.1 y NP_197224.1 respectivamente) y una 
secuencia de Petunia, AN9 (CAA68993.1). Se marcaron con * los aminoácidos del sitio 
L reportados por Conn et al. (2008), que también están presentes en MiGSTU. 
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HIPÓTESIS 
 

     La GSTU identificada en mango, además de su función como enzima 

detoxificante, interacciona con las antocianinas lo cual sugiere que está 

involucrada en el transporte de antocianinas, participando como ligandina. 

 

 

OBJETIVOS 
 

Objetivo General 

 

Caracterizar una GSTU de mango y determinar su interacción con antocianinas 

como un modelo de estudio del mecanismo de transporte de antocianinas a la 

vacuola.  

 

Objetivos Específicos 

 

• Obtener la GSTU de mango mediante sobreexpresión heteróloga y 

purificar por cromatografía de intercambio iónico. 

• Caracterizar la GSTU de mango determinando sus constantes cinéticas.  

• Demostrar la interacción de la GSTU con antocianinas. 

• Obtener un modelo estructural de la GSTU y de la unión con 

antocianinas in silico (Docking).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Sobreexpresión Heteróloga de GSTU de Mango 
 

Gen Sintético de MiGSTU 

 

 Se partió de una secuencia de cDNA obtenida de un banco de genes de 

mango (Manguifera indica L.) del Laboratorio de Genética y Biología Molecular 

de Plantas. La secuencia deducida de aminoácidos se identificó como Glutatión 

S-Transferasa clase Tau (MiGSTU) después de realizar un análisis por medio 

del algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997) con secuencias de GSTs de otras 

plantas depositadas en el GenBank (NCBI). En este trabajo se utilizó un gen 

sintético (DNA 2.0) de la secuencia nucleotídica que codifica para MiGSTU 

optimizada para la lectura de codones en E. coli, clonado en el plásmido 

pJExpres404, incluyendo la secuencia del gen que codifica para MiGSTU 

optimizada para la lectura de codones en E. coli, tal como se muestra en la 

Figura 7. 
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Figura 7. Gen sintético de MiGSTU. Secuencia de aminoácidos optimizados para su 
expresión en E. coli. 

 

Transformación de E. coli con el Gen Sintético 

 

      Para la sobreexpresión de la MiGSTU en células de E. coli BL21, se 

transformaron en las celulas BL21, mediante choque térmico con 20 ng del gen 

sintético en 50 µL de bacterias competentes, las cuales permanecieron en hielo 

por 10 min,y se incubaron por 1 min a 42 °C para realizar el choque térmico. 

Posteriormente se adicionaron 250 µL del medio SOC (Super Optimal broth with 

Catabolite repression) para su recuperación, incubando 1 hora a 37 oC con 

agitación constante. Las células transformadas con el constructo pJExpress404-

MiGSTU se sembraron en placas con agar Luria-Bertani (LB), adicionadas con 

ampicilina (100 µg mL-1), como método de selección para identificar las 

transformadas positivas,  y se incubaron a 37°C por 24h. 
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Detección de Clones Recombinantes 

 

 Las colonias transformadas e identificadas como posibles positivas por 

su crecimiento selectivo en LB con ampicilina, se analizaron por medio de una 

reacción de amplificación por PCR con iniciadores específicos (GST-Fw  

5’GGAATTCCATATGGCGAAAAGTGACGTG3’; y GST-Rv 5’CGGGATCCTTA 

TTTTGGAGGGCCAGCTC3’) para verificar la presencia del inserto dentro del 

vector. Los productos de amplificación de las colonias positivas se observaron 

por electroforesis en agarosa al 1% con tinción de Gel Red (Biotium). 

 

  

Sobrexpresión de la MiGSTU Recombinante 

 

 Una colonia de E. coli positiva se cultivó en matraces Fernbach a 37 °C 

con agitación constante (250 rpm) en 1 L de medio LB con ampicilina (100 µg 

mL-1), hasta que se alcanzó una densidad óptica de 0.6 de absorbancia, a una 

longitud de onda de 600 nm (Chronopoulou et al., 2012). La inducción de la 

sobreexpresión se realizó con Isopropil-β-D-tiogalacto-piranósido (IPTG) 

(Invitrogen) 1 mM a 37 °C, por 6 horas. Para corroborar la sobreexpresión, se 

tomaron muestras del cultivo a diferentes tiempos a partir de la inducción y se 

obtuvieron los precipitados bacterianos. Se analizaron muestras recolectadas a 

las 0, 3 y 6 horas después de la inducción, para observar la sobreexpresión de 

la proteína de interes. Estos precipitados se resuspendieron en un buffer de lisis 

(PMSF 0.5 mM, benzamidina 0.005 mM, EDTA pH 8, 1 mM, Tris pH 7.5, 50 

mM) y se realizó una lisis celular por sonicación (15 pulsos por tres ciclos) 

utilizando un sonicador Branson Sonifer 450 (EEUU). Los lisados obtenidos se 

centrifugaron a 15000 x g por 10 min, recolectando los sobrenadantes y los 

precipitados (debris celular y proteína insoluble) que posteriormente se 

analizaron por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras 

(SDS-PAGE) (Laemli, 1976), con tinción de azul de Coomassie. Se analizaron 

muestras recolectadas a las 0, 3 y 6 horas después de la inducción, para 
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observar la sobreexpresión de la proteína de interés, a las cuales también se 

les determinó concentración de proteína por el método de Bradford (Bradford, 

1976) y actividad de GST (Habig et al., 1974). Paralelamente se realizó un 

ensayo con un cultivo sin inducir de las mismas células transformadas. 

 

 

 

Purificación de la GSTU Recombinante 

 

Preparación de Clarificado 

 

 Se resuspendió 1g de precipitado bacteriano por cada 4 mL de buffer de 

lisis Tris–HCl  pH 8.0 con 100 mg/mL de lisozima  y 10mM de PMSF. Después 

se realizó una lisis celular con el sonicador Branson Sonifer 450 (EEUU), con 10 

pulsos por 3 ciclos. Se obtuvo el sobrenadante por centrifugación a 4 oC 

(Sorvall RC-2B, rotor SS-34) a una velocidad de 32,000 x g por 30 min. 

Después de la centrifugación se agregó 1% de estreptomicina  para precipitar 

los ácidos nucleicos y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones 

descritas previamente, recolectando el sobrenadante (clarificado). 

 

Precipitación con (NH4)2SO4 

 

 El clarificado obtenido se precipitó con (NH4)2SO4  saturando al 50% y se 

centrifugó a 20,000 x g por 40 min a 4 oC, recuperando el sobrenadante. Este 

sobrenadante  se dializó utilizando una membrana de 10 KDa con el buffer de 

unión para la cromatografía (Tris-HCl 20 mM, pH 8.0), realizando tres 

recambios. Se observó la presencia de la proteína de interés por SDS-PAGE y 

se determinó la concentración de proteína la y actividad de GST, como se 

describió anteriormente. 
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Cromatografía de Intercambio Aniónico 

 

 La purificación de la MiGSTU se realizó mediante una cromatografía de 

intercambio aniónico utilizando una columna Q Sefarosa (HiTrap Q HP, GE 

Healthcare) con un volumen de columna de 5 mL. El buffer de unión utilizado 

fue Tris-HCl 20mM pH 8.0, y como buffer de elusión se utilizó Tris-HCl 20 mM 

pH 8.0 adicionado con NaCl 1 M. El protocolo de la cromatografía se realizó a 

25°C, inyectando 10 mL de clarificado dializado con un flujo aproximado de 2 

mL/min, recolectando fracciones de 2 mL. La matriz se equilibró con 10 

volúmenes de columna (50 mL) del buffer de unión y se inyectaron 10 mL de la 

muestra, seguido de un lavado con el buffer de unión de 10 volúmenes de 

columna. Se analizaron por SDS-PAGE y se determinó la actividad específica, 

para identificar las fracciones con GST pura que se utilizarán para los ensayos 

de caracterización, las cuales se observaron por tinción con plata.  

 

Determinación de Actividad Enzimática de MiGSTU 

 

 

 Se utilizó el método de Habig et al. (1974) basado en la conjugación del 

glutatión reducido (GSH) con el sustrato sintético 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 

(CDNB), formando el compuesto 2,4-dinitrofenil-S-conjugado que absorbe a 340 

nm, y cuyo coeficiente de extinción molar es 9.6 mM x cm–1. Se determinó 

espectrofotométricamente el cambio de absorbancia durante 2 minutos 

utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz. La mezcla de reacción 

de 1 ml de volumen final, estaba formada por CDNB 1 mM, GSH 1 mM y la 

muestra que contiene GST, en un buffer de NaH2PO4 0.1 M, pH 6.5. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Bradford (Bradford, 

1976), utilizando como proteína estándar, albúmina de suero bovino (1 mg mL-

1). Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima 

que cataliza la formación de 1 µmol de producto por min a 25 oC. 
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Caracterización de GSTU de Mango 

 

Caracterización Cinética de MiGSTU 

 

 Los parámetros cinéticos (Km y Vmax) de MiGSTU para los sustratos GSH 

y CDNB se midiendo la actividad enzimática de la MiGSTU pura como se 

describió anteriormente, utilizando un rango de concentración de 0.02-2.5 mM 

para ambos sustratos GSH y CDNB, variando la concentración de un sustrato y 

manteniendo la concentración constante del otro (Contreras‐Vergara et al., 

2007). Los datos experimentales se analizaron utilizando el modelo de 

Michaelis-Menten, usando un análisis de regresión no-lineal con el programa 

GraphPad Prism  v5 (Erithacus Software).  

 

Ensayo de Inhibición de GSTU con Antocianinas 

  

Se utilizó el ensayo enzimático específico de GST con los sustratos GSH 

y CDNB. El volumen de reacción total fue de 25 µL, el cual contiene buffer de 

NaH2PO4 0.1 M, pH 6.5, 0.5 mM de GSH, 0.5 mM de CDNB, 1 mg de MiGSTU 

pura y antocianina. Se utilizó 25 µL de reacción total para alcanzar una 

concentración de antocianinas de 50 µM debido a que el stock comercial es de 

100 µM. Se analizó una concentración de 50 µM de las antocianinas Cianidina-

3-glucosido, Peonidina-3-glucosido, Delfinidina-3-glucosido y Malvidina-3-

glucosido en el ensayo enzimático con su respectivo control sin antocianinas. 

También se analizó un control sin antocianina de cada una. A cada reacción se 

le midió la actividad específica tal como se describe previamente. El porcentaje 

de inhibición se realizó considerando la actividad específica del control sin 

antocianinas como 100%, restándole la actividad específica del ensayo con 

antocianinas. 
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Análisis Estructural de GSTU 

 

Modelación de la Estructura de MiGSTU 

 

Se elaboró un modelo por homología de la estructura de MiGSTU 

utilizando la estructura de una GSTU de trigo reportada en el PDB (pdb 1gwc), 

por medio  del programa MOE (Zhou et al., 2003).  

 

Anclaje Molecular in silico (Docking) de MiGSTU con Antocianinas  

 

Para el ensayo de anclaje molecular in silico (docking) se utilizó el 

modelo teórico de la estructura de MiGSTU obtenido en la modelación 

estructural con el software MOE. De acuerdo a la secuencia deducida de 

aminoácidos, se identificó el sitio catalítico de la enzima, donde también se 

encuentran los residuos identificados como sitio de unión a ligandos, donde se 

simuló la interacción con la estructura de las antocianinas cianidina-3-glucósido 

y peonidina-3-glucósido, utilizando el software MOE versión 2012.10. Previo al 

docking, se preparó el receptor y los ligandos, se asignaron cargas y se eligió el 

sitio G o L. Se inició con el análisis de 800 000 poses para cada confórmero. 

Las 30 mejores poses se seleccionaron para un refinamiento mediante el 

método de campo de fuerza y la función dG de afinidad para el puntaje (500 

iteraciones para cada una). De esta segunda fase se seleccionaron las mejores 

30 poses para análisis posteriores.   
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

Sobreexpresión Heteróloga de MiGSTU 

 

La sobreexpresión resultó exitosa, tal como se muestra en la Figura 8,  

encontrándose la banda correspondiente a la proteína de interés (25 KDa) en la 

fracción soluble del lisado bacteriano. Se observó un aumento en la 

sobreexpresión conforme aumentó el tiempo, desde el inicio de la inducción 

(T0) con IPTG hasta las 24 h (T24). Se estableció el T6 (6 horas después de la 

inducción) como el óptimo para recolectar el pellet celular y purificar la proteína 

de interés. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Contreras-Vergara 

et al., (2007) con una GST de camarón y por Chronopoulou et al., (2012) con 

una GST de frijol; en ambos estudios se utilizó el mismo sistema de 

sobreexpresión heteróloga. 

También se realizó un ensayo con una cepa BL21 transformada, sin 

inducir la sobreexpresión, y se comparó el perfil de proteínas con el del ensayo 

de la cepa BL21 transformada e inducida con IPTG. En la cepa de bacterias 

BL21 sin inducir no se observó un aumento en la sobreexpresión de la banda 

correspondiente a MiGSTU que es de 25 KDa. Por lo anterior se comprueba 

que la proteína que se observa a 25 kDa no es producto del metabolismo 

habitual de la bacteria sino de la inducción de la sobreexpresión. 
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Figura 8.  Sobreexpresión de GST. SDS-PAGE con geles al 15% de acrilamida, del 
ensayo de sobreexpresión de MiGSTU, teñida con azul de Coomassie. Se muestra 
el perfil de proteínas de la cepa BL21 transformada con el gen sintético PJExpress 
404-MiGSTU. Carriles 1 al 4, cultivo sin inducir con muestras de los tiempos 0, 3, 6 y 
24 h, respectivamente; carriles 6 al 9, cultivo inducido con IPTG, tiempos 0, 3, 6 y 24 h, 
respectivamente. En el carril 5 se muestra el marcador de PM resaltando la banda 
correspondiente a 31 KDa. 

 

Purificación de la MiGSTU Recombinante 

 

 Para obtener la MiGSTU pura, después del clarificado se realizó una 

precipitación con (NH4)2SO4 con una saturación al 50%, encontrándose la 

proteína de interés en el sobrenadante. Este resultado concuerda con lo 

reportado por Kunieda et al., el 2005 en una GSTU de hojas de cebada y 

Rohman et al., el 2009 en una GST de cebolla; quienes utilizaron la 

precipitación con (NH4)2SO4 como parte de su protocolo de purificación.  

 Los resultados de la cromatografía de intercambio aniónico se muestran 

en la Figura 9, donde se observa la banda correspondiente al tamaño esperado 

para MiGSTU de 25 kDa en el clarificado, el sobrenadante de la precipitación 

con (NH4)2SO4 y las fracciones puras. Se distingue una clara disminución del 

número de bandas de proteína en el precipitado con (NH4)2SO4, comparado con 

el clarificado. Las fracciones de la cromatografía que se observaron puras se 
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utilizaron para realizar los análisis posteriores. Además de identificar a la 

proteína de interés por SDS-PAGE, también se monitoreó a la GST 

sobreexpresada siguiendo su actividad específica, desde el clarificado hasta 

obtener las fracciones puras. Los valores de actividad mostraron un aumento 

conforme aumenta el grado de purificación de la proteína, lo cual confirma que 

además de estar pura también es activa (Tabla 3). La purificación de GST por 

medio de  intercambio aniónico ha sido reportada a partir de cebolla (Rohman et 

al., 2009), hojas de cebada (Kunieda et al., 2005) y trigo (Thom et al., 2002).  

 

Figura 9. Purificación de MiGSTU. SDS-PAGE en gel al 15% teñido con azul de 
Coomassie. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, clarificado de proteínas; 
carril 3, sobrenadante obtenido de la precipitación con (NH4)2SO4 saturado al 50% y 
carriles 3  y 4, fracciones de la cromatografía donde se encuentra MiGSTU. 

 

Tabla 3. Actividad específica de MiGSTU en diferentes pasos del proceso de 
purificación. 

Paso de 
purificación 

Actividad Específica 
mmol/min/mg proteína 

Clarificado 5.12 
Precip. c/ 
(NH4)2SO4 

14.72 

GST Pura-1 43.76 
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Para verificar el grado de pureza de la proteína se analizaron las 

fracciones de la cromatografía por tinción con plata. Se observaron varias 

fracciones puras, mostrando una sola banda, que se utilizaron posteriormente 

para su caracterización (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Fracciones puras de MiGSTU obtenidas de la cromatografía de 
intercambio aniónico. Carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2 al 9 fracciones 
de MiGSTU puras. 

 

 

Cinética Enzimática de MiGSTU 
 

Las gráficas de velocidad inicial (v) vs [GSH] o [CDNB] en el rango de 0.2 

mM a 2.5 mM de cada sustrato, siguieron el comportamiento de una cinética de 

Michaelis-Menten (Figura 11). Las gráficas de doble recíprocos fueron lineales y 

resultaron con un punto de intersección en común, lo cual nos sugiere un tipo 

de mecanismo secuencial, que podría ser ordenado de acuerdo a lo reportado 

para otras GSTs (Contreras‐Vergara et al., 2007). Los regráficos de los 

interceptos para cada sustrato también resultaron lineales (Figura 12), 

obteniendo de aquí las constantes cinéticas mostradas en la Tabla 4. 
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Figura 11. Gráfico de Michaelis-Menten para MiGSTU. Panel A: Ajuste de la cinética 

enzimática de MiGSTU para el producto formado utilizando CDNB como sustrato 

variando las concentraciones de GSH (● 0.2 mM, ▄ 0.4 mM, ▲ 0.8 mM, ▼ 1.6 mM y ○ 
2.5 mM. Panel B: Ajuste de la cinética enzimática de MIGSTU para el producto 
formado utilizando GSH como sustrato variando las concentraciones de CDNB (● 0.2 
mM,▲ 0.4 mM, ▼0.8 mM, ♦ 1.6 mM y □ 2.5mM). 

 

 

Figura 12. Regráfico a partir de la linearización de Lineweaver-Burke mostrando 
el efecto de la variación de los sustratos para MiGSTU. Panel A: Regráfico 

linearizado de MiGSTU utilizando como sustrato variable CDNB. Panel B: Regráfico 
linearizado de MiGSTU utilizando como sustrato variable GSH. 

 

En la determinación de las constantes cinéticas se puede observar que la 

Km de GSH es menor que la Km de CDNB, esta mayor afinidad hacia el GSH es 

debida a que el GSH es el sustrato natural de GST, mientras que CDNB es el 

sustrato modelo de xenobiótico utilizado en el ensayo de actividad. La velocidad 
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máxima teórica obtenida fue de 80.58 µM·min-1 para CDNB y  de 105.32 

µM·min-1 para GSH. La kcat nos indica el número de ciclos catalíticos que la 

enzima puede realizar cada segundo, obteniendo para GSH un valor de 89.52 s-

1 contra un 68.49 s-1, por lo que la enzima procesa más rápido al sustrato GSH, 

lo cual concuerda con lo reportado en otras cinéticas. La razón kcat/Km conocida 

como la constante de especificidad de una enzima, define la eficiencia catalítica 

y el grado de evolución de una enzima. Esta permite comparar la eficiencia de 

una enzima con diferentes sustratos, en este caso obteniendo una mayor 

eficiencia catalítica para el sustrato GSH con 129 mM-1 s-1 contra 86.52 mM-1 s-1 

para CDNB.  

Tabla 4. Constantes cinéticas para cada sustrato de MiGSTU 

 CDNB GSH 

Km (mM) 0.7918 0.693 

Vmax (µM·min-1) 80.58 105.32 

Kcat (s
-1) 68.49 89.52 

Kcat/Km (mM-1 s-1) 86.51 129 

  

 Los resultados obtenidos concuerdan en algunos parámetros con otros 

reportados en plantas como el trabajo de Lo Piero et al. (2005), donde 

determinan las constantes cinéticas de dos GSTs tipo Tau de naranja donde 

obtuvieron una Km de 0.76 mM y 1.0 mM para CDNB en cada una de las 

GSTUs de naranja, y para GSH 0.5 mM para ambas enzimas, dichos valores 

son muy parecidos a los reportados en este estudio. Sin embargo los valores 

para el resto de los parámetros obtenidos por Lo Piero et al. (2005), contrastan  

con los determinados en este trabajo, resultando más pequeños los valores de 

MiGSTU. Chronopoulou et al.  (2012) reportaron la caracterización cinética de 

dos GSTUs y una GSTF de frijol, mostrando valores de Km más pequeños (Km 

para PvGSTUF1 de 44.4 µM y 5,873.7 µM para GSH y CDNB respectivamente; 

y para PvGSTU2 de 49.6 µM y 864.6 µM GSH y CDNB respectivamente) 
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comparados con los valores de Km de MiGSTU para los mismos sustratos, lo 

cual sugiere una mayor afinidad que MiGSTU; los valores de los demás 

parámetros cinéticos fueron más altos lo cual puede significar que son más 

eficientes y tienen mayor especificidad. 

 

 

Ensayo de Inhibición de GST con Antocianinas 

 

 

 Se midió la actividad específica de GST con las modificaciones descritas 

para observar el efecto las antocianinas en la actividad de GST. En la Figura 13 

podemos observar la inhibición de las antocianinas utilizando en la reacción 50 

µM de cada una de ellas. Se encontró una inhibición de la actividad específica 

del GST del 24.39% utilizando 50 µM de cianidina-3-glucosido (C3G), dicha 

concentración mostró la inhibición más alta dentro de las antocianinas 

ensayadas en este estudio. Este comportamiento es similar al obtenido también 

en la antocianina peoninidina-3-glucósido. En las antocianinas delfinidina-3-

glucósido y peonidina-3-glucósido utilizando las mismas concentraciones se 

obtuvo una inhibición ligeramente menor.  

 

Lo anterior muestra una posible interacción de las antocianinas en 

algunos de los sitios activos de la enzima ya sea el Sitio G o H, o el llamado 

Sitio L que comparte aminoácidos con el Sitio G. Además de los sitios activos 

de la enzima las antocianinas se podrían unir a otro sitio el cual puede generar 

un cambio conformacional en la estructura de la proteína impidiendo la unión de 

alguno de los sustratos, disminuyendo la actividad de la misma. Esta inhibición 

de la actividad de GST sugiere una posible participación de la enzima en el 

transporte de antocianinas. 
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Figura 13. Gráfico de Inhibición de actividad de GST con antocianinas. La 
actividad específica esta expresada en µM·min-1·mg-1 de proteína. La inhibición de las 
antocianinas fue de 24.39 % para Cianidina-3-Glucósido (C3G), 24.05% para 
Peonidina-3-glucósido (P3G), 22.57% para Delfinidina-3-Glucósido (D3G) y 21.53% 
para Malvidina-3-Glucósido (M3G). 

 

 

Análisis Estructural de GSTU 

 

 Se obtuvo la estructura de MiGSTU deducida con el software MOE, 

utilizando  como molde una GST clase Tau de trigo (pdb: 1gcw). Hasta la fecha 

solo se han reportados dos estructuras cristalinas pertenecientes a GSTU, en 

trigo (pdb: 1gwc) y en arroz (pdb: 1OYJ), las cuales tienen una identidad de 53 

y 46 % respectivamente con MiGSTU. En la Figura 11 se muestra el modelo de 

la estructura que corresponde al monómero de MiGSTU, que consta de nueve 

hélices- α  y cuatro hojas-β. La representación de superficie muestra claramente 

dos cavidades, las cuales son indicadas en la Figura 12, donde se marca en un 

área de color gris (sitio G) los aminoácidos relacionados con la unión a GSH 

(S14, Y16, K41, K54, I55, E67, S68), y en amarillo el sitio H o de unión a 

compuestos hidrofóbicos (D104, Y108, P109, K112, G113, A115, S116, F166, 

W169, L213, F216, L220). Ambos sitios ya han sido ampliamente reportados en 

la literatura y se sabe claramente el mecanismo que cataliza la reacción. Los 

aminoácidos del sitios G y H han sido reportados en diversas plantas por 

ejemplo en frijol (Chronopoulou et al., 2012) y naranja (Lo Piero et al., 2009), 
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por mencionar algunos. La función catalítica del sitio G está asociado la 

interacción de la serina (S14) con el grupo sulfhidrilo de la cisteína del glutatión, 

esta interacción ha sido reportada en otras GSTs clase Tau de plantas.  

En algunas GSTs de plantas se ha reportado el sitio L (o unión a 

Ligando) como en petunia (Mueller et al., 2000), Arabidopsis (Smith et al., 

2003), naranja (Lo Piero et al., 2006) y en vid (Conn et al., 2008), donde se ha 

reportado su posible interacción con diferentes ligandos, particularmente su 

interacción con antocianinas. En la Figura 12 también se muestra el sitio L (S14, 

55I, 56P, 57V, E67, S68), identificado por comparación con las secuencias 

mencionadas anteriormente, el cual comparte algunos aminoácidos con el sitio 

G. 

 

Figura 14. Estructura de MiGSTU realizada por homología a una GST de trigo 
(pdb: 1gwc) en representación de listón. El extremo amino terminal se muestra en 

azul y el extremo carboxilo terminal en rojo. También se observa en marca de agua la 
superficie de la proteína. 
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Figura 15. Sitios G, H y L de MiGSTU. Se indica el sitio G en color gris, el sitio H de 
color naranja y el sitio L se muestra por los residuos representados en palitos y bolitas. 
Algunos de los aminoácidos del sitio L coinciden con los aminoácidos del sitio G. 

 

Unión de Antocianinas a MiGSTU  

 

Los resultados del ensayo de anclaje molecular in silico se presentan en 

la Figura 13. El software muestra los probables sitios de interacción de las 

antocianinas con la proteína. Las cavidades en las que se encuentra el sitio 

activo de la enzima,  resultaron las más probables para que se realice esta 

interacción. El anclaje de la antocianina en estas cavidades muestra una 

posible interacción con los aminoácidos descritos como parte del sitio L. El 

acomodo de la antocianina en estas cavidades, depende tanto de la 

conformación de la molécula como de las cargas o compatibilidad química entre 

los diferentes grupos sustituyentes.  En la figura 13 se presenta la cavidad del 

sitio catalítico de la GST, en representación de superficie electrostática, con el 
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docking de antocianinas. Las cuatro poses mostradas, de los dos tipos de 

antocianinas diferentes se encuentran en la cavidad del sitio L (que comparte 

aminoácidos del sitio G) lo cual sugiere la existencia del sitio L en la MiGSTU y 

concuerda con lo reportado por Conn et al. (2008). El acomodo de las 

antocianinas C3G y P3G en el sitio L ocurre posiblemente por una interacción 

hidrofóbica con los aminoácidos I55 y V57 pertenecientes al sitio L y la 

antocianidina, quedando el glucósido fuera de  la cavidad que es de carácter 

hidrofóbico. 

            

                 

 

Figura 16. Docking de MiGSTU con Antocianinas. En los paneles A y B se muestran 

dos poses diferentes de la probable unión de MiGSTU con cianidina-3-glucósido; y en 
los paneles B y C se muestran otras dos posibles poses ahora con peonidina-3-
glucósido. 
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CONCLUSIONES 

 

Se obtuvo la GSTU de mango por sobreexpresión heteróloga, a las 6 

horas después de su inducción utilizando 1 mM de IPTG, mostrando una banda  

de 25 kDa correspondiente al tamaño de MiGSTU. Dicha proteína 

sobreexpresada se logró purificar utilizando una precipitación con (NH4)2SO4 

con una saturación al 50% seguido de una cromatografía de intercambio 

aniónico.  

El mecanismo que sigue esta enzima es de tipo Michealis-Menten. Las 

constantes cinéticas determinadas, muestran un comportamiento de tipo 

secuencial que quizá podría ser ordenado, ya que nos indican que GSH tiene 

mayor afinidad y es más eficiente que CDNB. Con la caracterización cinética de 

MiGSTU se puede afirmar que esta enzima cumple con su función detoxificante. 

Se observó una inhibición con las antocianinas C3G, P3G, D3G y M3G,  

siendo C3G y P3G las antocianinas que presentaron mayor inhibición. Esta 

inhibición es debida a una interacción de las antocianinas con MiGSTU ya sea 

por la unión en alguno de los sitios activos u otro sitio que afecte la 

conformación de la proteína afectando la actividad específica de la enzima. 

El modelo estructural de MiGSTU se obtuvo utilizando como molde la 

secuencia GSTU de trigo,  identificándose los sitios G (de unión a GSH) y sitio 

H (de unión a compuestos hidrofóbicos), así como los aminoácidos 

relacionados al sitio L, lo cual concuerda con lo  con lo observado en las GSTs 

ya reportadas. Los ensayos in silico utilizando el modelo estructural de MiGSTU 

con las antocianinas del mango, proporcionan evidencia de la posible 

interacción de estas antocianinas con el Sitio L de la enzima. Estos resultados 

sugieren una posible unión de MiGSTU con las antocianinas cianidina-3-
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glucósido y peonidina-3-glucósido que son las más abundantes en la cascara 

del mango Haden. Lo anterior nos sugiere la participación de este enzima en el 

transporte de antocianinas dentro de la célula vegetal, además de su función 

como enzima detoxificante. Para comprobar esta función de transporte, son 

necesarios mayores estudios, que podrían incluir el marcaje de la enzima y los 

compuestos participantes y su localización celular por técnicas de microscopía. 
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